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Bevezetés

Annak ellenére, hogy az emberi szervezet miikodését, a testlinkben lejatsz6do folyamatokat
mar az Okorban is probaltak feltérképezni, a mai napig szdmos megvalaszolatlan kérdéssel
talaljuk magunkat szemben. Bar a biologia fejlédésével egyre jobb képet kapunk ennek a
rendkiviill komplex rendszernek a mikodésérdl, tovabbra is rengeteg olyan betegséggel
talalkozunk melynek nem tudjuk pontos okat, nem rendelkeziink hatékony modszerrel annak
kezelésére. Szervezetiink egyik, ha nem a legfontosabb eleme az idegrendszer, melynek
megfelel6 mikodése kulcsfontossagh az altalanos életmindség és a mindennapi miikddésiink
szempontjabol. Sajnalatos modon azonban a World Health Organization becslései szerint
vilagszerte tobb tizmillio ember szenved kiilonb6zé neurodegenerativ betegségekben, melyek
az idegsejtek elhalasaval jarnak. Ezeknek rendszerint csak tiinetei kezelhetdek, jelenleg nem
1étezik rajuk hatékony gyogymod. Ezen betegségeken kiviil is tobbféle trauma (példaul fizikai
sériilés) érheti az idegrendszert, melyek soran megszakad egyes idegsejtek kozotti kapcsolat.
Sok esetben testiink nem képes a sériilt neuronok regeneralasara, igy az idegi sériilés
permanenssé valik. Az emlitett egészségiigyi allapotok kezeléséhez elengedhetetlen az
idegsejtek miikodésének, fejlodésének alaposabb megértése. Mind a sériilések kezeléséhez,
mind a betegségek vizsgalatara alkalmas sejthalozatok kialakitasahoz fontos megismerni az

idegsejtek nyulvanyainak novekedési mechanizmusat, az erre hatassal 1év faktorokat.

Az utobbi évtizedekben tobb vegyiiletrdl is megmutattak, hogy képesek befolyasolni a
neuritok novekedését, vagy elésegiteni sériilt idegsejtek regeneralddasat. Fontos azonban, hogy
ezen hatdanyagok leadasat térben és idében is kontrollalnunk kell a megfeleld hatas elérése
érdekében. A fényt szdmos pozitiv tulajdonsdga miatt egyre gyakrabban alkalmazzék orvosi,
gyogyaszati célokra. A fotofarmakoldgia tudomanya egyesiti a fotokémiat és a farmakologiat,
a teriilet célja kiilonb6z6 hatdanyagok aktivitdsanak fénnyel torténd szabalyozasanak
megvalositdsa. Gyakori eszkdzei az ugynevezett fotolabilis véddcsoportok, melyek
segitségével egy-egy hatdanyagot fény hatdsara fel lehet szabaditani a megfeleld helyen és
id6ében annak ,,cagelt” formajabol. Ahhoz azonban, hogy ez é16 szervezetekben is kivitelezhetd
legyen, specialis technikdkra van sziikség, ugyanis a fény nehezen jut be az €16 szovetekbe.
Erre nyuajt megoldast a kétfoton mikroszkopia, mely technoldgia fejlesztésében ¢és

alkalmazasaban kutatointézetlink anyavallalata, a Femtonics Kft. vilagszinten is élen jar.

A dolgozatomban bemutatott projekt célja, hogy az idegrendszer szempontjabol fontos

biologiai aktivitdssal rendelkezd vegylileteket allitsak eld, majd ezeket fotolabilis



véddcsoportokkal lassam el. Az igy kapott fotoaktivalhaté molekulak segitségével rovid tavon
lehetéség nyilhat az axonok novekedési mechanizmusanak jobb megértésére, valamint in vitro
neuronhaldzatok kialakitadsara a nyulvanyok irdnyitott novekedése révén. A projekt hosszu tava
célja a kozponti idegrendszert érinté sériilések €16 szervezetekben torténé hatékonyabb

kezelése.
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1. dbra: Az axonok 3 dimenzioban kontrolldlt, irdnyitott néovekedése fény dltal felszabaditott
idegndvekedési faktor mimetikumok segitségével; Forras: Dr. Cseri Levente, nem publikalt munka, a

szerzo engedélyével.



1. Irodalmi attekintés

1.1.  Fotoreszponziv anyagok

1.1.1. A fény szerepe a tudomanyban

A fény jelensége évezredek 6ta foglalkoztatja az emberiséget, igy a torténelem soran oridsi
szerepe volt a tudomany fejlédésében. Kezdetben az emberi szemmel lathato fényt vizsgaltak,
mely soran iddvel felismerték, hogy az az elektromagneses sugarzas egyik formaja. Felfedezték
azt is, hogy az elektromagneses spektrumnak a lathat6 fényen kiviil es6 tartomanyai is 1éteznek.
Mara a fény fogalma tudomanyos értelemben nem kizarolag a lathaté fényre, hanem az
elektromagneses spektrum egyéb részeire is utal. A fény természetének és élettani hatasainak
egyre jobb megértésével parhuzamosan Gijabb és ijabb talalmanyok hasznaltak ki a benne rejlo
lehetdségeket. Napjainkra a fény nem csupéan a fizika tudomanyanak vizsgalati alanya, de
szamos mas teriileten is széles korben alkalmazott, hatékony eszkoz, rengeteg technoldgia
alapja. Igy tobbek kozott elengedhetetlen a mikroszkopias képalkotashoz, a kémiai analizis
kiilonb6z6é spektroszkopias modszereihez, fotokémiai reakciok kivitelezéséhez, valamint a

gyogyaszatban is tobb modern kezelés hasznalja.

A fény felhaszndldsa az orvostudoméanyban és a biologidban tobb szempontbol eldnyos.
Sz¢les hullamhossztartomanyon beliil — nagyjabol 300 és 1400 nanométer k6zott — nem invaziv,
nem okozza a minta elszennyez6dését, térben és idében jol kontrollalhatd, intenzitasa és
hulldmhossza jol szabalyozhato.! Az emlitett szempontoknak megfeleléen lehetdség adodik
kiilonboz6 biologiai folyamatok fény altal torténd vizsgalatara, illetve azok befolyéasolasara is,
ha fénnyel gerjesztheté molekulakat juttatunk az adott bioldgiai rendszerbe. A sejtek nagy része
- néhany specialis sejtet leszamitva, példaul a szem fotoreceptorai, vagy egyes novényi sejtek -
nem reagalnak a lathaté fényre.? Fontos azonban, hogy az ezen a tartomanyon kiviil esd,
elsésorban a 300 nm alatti nagy energiaju ultraibolya sugarak destruktivak lehetnek az €16
sejtek szamara, igy ezek hasznalata keriilend6. Azokat a molekulakat, melyek fény hatasara
reverzibilis vagy irreverzibilis valtozdson mennek keresztiil, fotoreszponziv anyagoknak
nevezziik. A nem makromolekuldkra épiild, fényalapu kémiai stratégidk soran alkalmazott

vegyiileteket harom fé csoportba sorolhatjuk.’



1.1.2. Fényérzékenyité anyagok

Az elsé tipusba a fényérzékenyité (angolul photosensitizer) molekulak tartoznak, melyek az
alapallapotbol (So) a besugarzott fény elnyelésével elészor szingulett gerjesztett allapotba (S1)
kertilnek, majd innen intersystem crossing (magyarul spinvaltd atmenet) révén triplett (T1)
allapotba jutnak. Ez a molekula az alapallapotaban triplett O-bdl (02) energiatranszfer révén
szingulett oxigént (*O2) képezhet, vagy elektrontranszferrel olyan reaktiv oxigén molekuldkat
(ROS, angolul reactive oxygen species) eredményezhet, mint a szuperoxidgyok (O2°),
hidrogén-peroxid (H20.) vagy a hidroxilgyok (OH®). Mivel mind a szingulett oxigén, mind az
ROS-ek jelentds oxidativ stresszt okoznak, segitségiikkel el lehet pusztitani beteg sejteket,
patogén mikroorganizmusokat. llyen természetes ,,photosensitizer” molekula példaul a
kurkumin, mely a kurkuma fiiszerndvény sarga szinét adja.* Ezen molekuldkat elsésorban

5

ugynevezett fotodindmids kezelésekben, példdul rdkos sejtek elpusztitasara,” szemdolcsok

eltavolitasara alkalmazzik, valamint ivoviztisztitdsra is hasznéljak éket.®
1.1.3. Fotokapcsolé molekuliak

A masodik csoportot az tgynevezett fotokapcsoldo (angolul photoswitch) molekulak
alkotjak. Ezeknek a vegyiiletnek a jellegzetessége, hogy két olyan szerkezetileg kiilonb6z6
allapottal rendelkeznek, melyek reverzibilisen egymasba alakithatoéak, valamint legalabb az
egyik irdnyba torténd atalakitas fény segitségével valosithato meg.” A masik irdnyba torténd
izomerizacid a legtobb esetben szintén megoldhatd fény segitségével, masik hullamhosszon
torténd besugarzassal, azonban torténhet termikusan is.® Az energetikailag stabilabb forma és a
metastabil forma ko6zotti alapallapotbeli energiagat hatarozza meg a spontan visszaalakulas
valosziniiségét. Minél nagyobb ez az energiagat, annal kevésbé valoszinii, hogy a metastabil
forma termikusan visszaalakul, igy fény nélkiil nem torténik izomerizaci6. Az ilyen
rendszereket bistabilnak nevezziik, az atalakulds mindkét iranyban fény hatdsira megy végbe.®
Ezen vegyiiletek jellemzésére altalaban a két izomer abszorpcidés maximumat, valamint az adott
hullamhosszon torténd besugarzas soran kialakult izomerek kozotti egyenstulyként definialt

fotostacionarius 4llapotot hasznaljak.!

A fotokapcsold molekulék bioldgiai célokra torténd felhasznalhatosaga abban rejlik, hogy
egy ilyen molekularészlettel helyettesitve egy biologiailag aktiv vegyiilet megfelel6 szerkezeti
egysegét — vagy ritkdbban egyszeriien hozzékapcsolva a bioaktiv komponenshez — a keletkezo

vegyiilet két formaban létezhet. Feltéve, hogy a két szerkezetileg kiilonb6zd forma 1ényegesen
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eltéro affinitassal kotédik egy adott bioldgiai célponthoz (példaul valamilyen receptorhoz), fény
segitségével ,,be- és kikapcsolhatjuk” a vegyiilet aktivitasat.” Ahhoz, hogy egy fotokapcsold
molekulat €16 kornyezetben alkalmazhassunk, szadmos feltételnek kell megfelelnie. E16sz0r is,
az izomerek kozotti energiagatnak elég nagynak kell lennie ahhoz, hogy spontan ne tudjon a
két forma egymasba alakulni, valamint a fény altal kivaltott szerkezeti valtozasnak gyorsnak
kell lennie és nagy kvantumhatékonysaggal kell végbemennie, olyan hullamhosszon, amely
nem destruktiv a sejtek szamara. Ezen kiviil fontos, hogy a vegytilet SOk izomerizacios ciklust

kovetden is hatékonyan mitkodjon.t

A ,,photoswitch” molekulak koziil a legtobb a szerkezetében 1évo ketté kotés miatti cisz-
transz izoméria révén mukodik. A legszélesebb korben alkalmazott vegytiletek ezek koziil az
azobenzol szarmazékok. Megfelelé hullamhosszon torténd besugéarzas hatasara a termikusan
stabil transz-azobenzol szarmazék a metastabil cisz-azobenzol szarmazékka alakul at, amely

fény hatdsara vagy termikusan is visszaalakulhat,®

utobbi azonban jellemzden nagyon lassi
folyamat. Az azobenzol szarmazékokat ezen tulajdonsaguk miatt tobb teriileten alkalmazzak,
igy a 4,4’-dimetilazobenzolt kémiai aktinométerként hasznaljak fotonfluxus meghatarozasara
fotokémiai kisérletek soran,!* de bioldgiai alkalmazasuk is szamottevd, egy 2012-es cikkben
példaul L. Yue ¢és munkatarsai egy azobenzol részletet tartalmazd propofol (2,6-
diizopropilfenol) szarmazék segitségével megvaldsitottak a y-aminovajsav posztszinaptikus
receptoraként mitkodé GABA-A receptor szabalyozasat.!? Mig a szintetizalt vegyiilet transz

formaja az altalanos anesztetikum propofolhoz hasonléan aktivalta a receptort, az ebbdl UV

fény segitségével képzett cisz forma nem valtott ki hasonld hatést.

OH
(0]
N/\/NHZ N\\
H A =365 nm H N
N\\N —_— N
H A =440 nm
N 0

o N/\/NHZ
H

OH

transz izomer cisz izomer
aktiv inaktiv

2. abra: Példa fotokapcsolo vegyiilet alkalmazasdra: Az azobenzol szerkezeti résszel rendelkezo
propofol szarmazék fény hatasara tortéend izomerizacios folyamatai, kékkel a propofol vazat,

pirossal az azobenzol részletet jelolve. '
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Az ilyen fotokapcsold vegyiiletek alkalmazasa tobb elénnyel jar, hiszen hasznalatuk soran
nem keletkezik melléktermék, valamint egy-egy folyamatot teljesen kontrollalni tudunk a be-
¢és kikapcsolasuk révén. Hasznalatuk azonban sok akadalyba {itkdzhet, a fent emlitett
kritériumoknak valé6 megfelelés miatt nagyon nehéz az ilyen molekuldk tervezése, a
fotoreszponziv csoport beépitése a bioldgiai aktivitas megtartasa mellett. Sok vegyiilet esetén
legalabb az egyik iranyba torténd izomerizaci6 a 300 nm-nél alacsonyabb
hullamhossztartomanyba es6 ultraibolya fény hatasara megy végbe, amely karos az é16 sejtek
szamara.”®> Emellett, ha nem elég nagy az energiagat a két forma kozott, a spontan atalakulas

miatt nem lehet precizen kontrollalni egy-egy bioldgiai folyamat Ki- és bekapcsolasat.
1.1.4. Fotolabilis véddcsoportok

A fotoreszponziv anyagok harmadik csoportjaba a fotolabilis véddcsoportok (angolul
photolabile protecting groups (PPGs), photoremovable protecting groups, ,,photocages” vagy
,phototriggers”) tartoznak. Ezek a védécsoportok egy masik molekula valamely funkcios
csoportjahoz kovalens kotéssel kapcsolhatdak, igy elfedve annak kémiai vagy biologiai
aktivitasat. Az igy kapott molekulat nevezziik ,,cagelt” vegyiiletnek. Ezt kovetden, megteleld
hulldamhosszsagl fény hatdsara kotésfelhasadas torténik, a véddcsoport tdvozasa mellett Gjra
felszabadul az aktiv vegyiilet. Ezt a folyamatot nevezziik ,,uncaging”-nek. Mivel a folyamat
irreverzibilis, a fotolabilis védécsoportokra épiilé stratégiak esetén a fotolizis soran mindig
keletkezik a véddécsoporttal sztochiometrikus mennyiségii melléktermék. Ez tobb szempontbol
is fontos lehet, ugyanis a melléktermék keletkezésének monitoralasa lehetéséget nytjt a
reakciok kovetésére, azonban rosszul megvalasztott véddcsoportok esetén ezek toxikusak

lehetnek, tovabbi mellékreakciokban vehetnek részt, befolyasolhatjak a bioldgiai folyamatot.

A ,photocage” molekuldkat eredetileg szerves kémiai szintézisekben felhasznalhato
véddcsoportoknak fejlesztették, azonban hamar rajottek azok alternativ alkalmazasi
lehetéségeire.® H. Kaplan és munkatarsai 1978-ban publikalt cikkében sikeresen kotdttek
fotolabilis véddcsoportot ATP-hez és megfigyelték, hogy a ,cagelt” vegylilet elvesztette
biologiai hatasat.’* Ez volt az els kutatds, mely megmutatta, hogy ezen véddcsoportok
segitségével inaktivalni lehet egy biologiai aktivitassal rendelkezd vegyiiletet. Késébb szamos
biomolekulara alkalmaztdk ezt a stratégiat, igy példaul neurotranszmitterek, nukleotidok,
peptidek, enzimek fotolabilis véddcsoportokkal vald védését is megvaldsitottak.™® A technika
alapja, hogy a kiilonbz6é biomolekulak receptorokhoz kétddve fejtik ki hatasukat a sejtekben.

A receptorkotédésnek egyrészt formai, méretbeli kritériumai vannak, hiszen a molekulanak
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illeszkednie kell az adott receptor kot6zsebébe, masrészt a vegyiiletnek rendelkeznie kell a nagy
affinitasu kotédéshez sziikséges egy vagy tobb funkcios csoporttal. Ha ezeket a funkcios
csoportokat ,,maszkirozzuk” vagy egy masikhoz ugy kotiink védécsoportot, hogy az jelentésen
megvaltoztatja a molekula szerkezetét vagy méretét, akkor a vegytilet nem tud a receptorahoz
kapcsolddni, a biologiai hatds elmarad. Fény hatdsara azonban a véddécsoport lehasad, a
bioldgiailag aktiv anyag koncentracidja ugrasszeriien megnd, igy kifejtheti biologiai hatasat. A
stratégia nagy elénye, hogy mivel a besugarzott fény idében és térben jol szabalyozhatd, igy
megvalosithatd kiilonboz6 anyagok lokalis felszabaditasa, valamint a besugarzasi i1d6

segitségével a felszabaduld mennyiség is kontrollalhato.®

Az emlitett tulajdonsagaik miatt a fotofarmakoldgia fontos eszkézévé valtak a PPG-K,
szamos kisérletben valositjadk meg veliikk a célzott hatdanyagleadast. A kozelmultban példaul
ezzel a technikaval kezelték emberi sejteken a hugyhélyagrakot in vitro kisérletben,® de egerek
agyaban in vivo is sikeriilt opioidokat felszabaditani azok ,,cagelt” formaban torténd bejuttatasat
kovetden.'” Az in vivo kisérletek megvaldsitdsa a fény szovetekbe mélyebben torténd
bejuttatasat koveteli meg, mely sok esetben nehezen kivitelezheté. Ezen problémara az egyik
megoldast az optikai szalas implantatumok jelentik, melyek megfelel helyre torténd beiiltetése
révén lehetéség adodik ezen stratégidk é16 szervezetekben torténé megvalositasara.l’1® A masik
gyakran alkalmazott modszer a kétfoton mikroszkopia (1.3. fejezet), mellyel a legtobb esetben

nagyobb precizitas érhetd el, valamint a mérések soran valtoztathat6 a fokuszpont.

Ahhoz, hogy a fotolabilis véddcsoportokat tartalmazd vegyiileteket biologiai célokra
hasznalhassuk, sok feltételnek kell megfelelniiik. Bar a konkrét kritériumok mindig az adott
felhasznalastol fliggenek, egy jo véddocsoportnak meg kell felelnie néhdny altalanos

szabdlynak:*15192021

o A ,cagelt” vegyiiletnek biologiailag teljesen inertnek, emellett tisztanak, valamint
termikusan és kémiailag (példaul ne torténjen spontan hidrolizis) is stabilnak kell
lennie a vizsgalt kornyezetben a fotolizis el6tt és kdzben is.

e A PPG-nek 300 nm-nél nagyobb hullamhosszon kell nagy abszorbanciaval
rendelkeznie, amely a sejtek szamdra mar nem kevésbé karos, igy azok a fotolizis
soran nem sériilnek. A fotoreakcionak tovabba minél nagyobb kvantumhatésfokkal
¢s tisztasaggal kell végbemennie.

e Sem a ,cagelt” vegyiilet, sSem a fotolizis soran a PPG-bdl keletkezé melléktermék

nem lehet toxikus, reaktiv.
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e A fotolizis soran képzodott termékek lehetdleg kis abszorbanciaval rendelkezzenek
a gerjesztés hullamhosszan, a kompetitiv abszorpcio elkeriilése érdekében.

e Mind a fotolabilis véddécsoporttal rendelkezé prekurzor, mind az ,uncaging”
folyamat termékei megfeleld oldhatosadggal kell, hogy rendelkezzenek a vizsgalt
kozegben.

e A bioaktiv anyag felszabaduldsdnak gyorsabbnak kell lennie, mint az altala kivaltott
bioldgiai reakcionak, annak érdekében, hogy az utdbbit megfeleléen lehessen
tanulmanyozni.

e A ,cagelt” vegylileteknek sdtétben - vagy pontosabban a fotolizishez sziikséges

hullamhosszasagu fény hianyaban - stabilnak kell lenniiik.

A fotolabilis védécsoportok megvalasztasanal tehat szamos szempontot kell figyelembe
venniink, melyek koziil tobb is a ,.cagelt” vegyiiletek fotolizisére vonatkozik. A PPG-k
megvalasztasanal nagyon fontosak azok fotokémiai sajatossagai, melyek jellemzésére

leggyakrabban az alabbi harom tulajdonsagot hasznaljak:212??

e Jmax: A fotolizishez felhasznalt, a legkisebb energiaval gerjeszthetd atmenethez
tartoz0 azon hulldmhossz, amelyen a molekula a legnagyobb abszorbancidval
rendelkezik, igy az ,,uncaging” folyamat is itt a leghatékonyabb, mértékegysége nm.

* &, Molaris abszorpcids koefficiens, melynek érteke hullamhosszfiiggd, az
,uncaging” folyamatnal Amax hulldamhosszon a legnagyobb az értéke. Meghatarozasa
abszorbanciajanak mérésével (A, [-]) ismert optikai uthossz mellett (I, [cm])

A=¢g c-l (1)
Mértékegysége az egyenletnek megfelelden Mcm™.

o @y A fotolizis kvantumhatékonysaga, mely egy 0 és 1 kozotti szam, megadja, hogy

az elnyelt fotonok hanyad része eredményez ,,uncaging’-et. Mértékegység nélkiili

mennyiség.

Az 1960-as évektdl kezdddden szamos olyan alapvazat azonositottak, melyek alkalmasak
fotolabilis véddcsoportok kialakitasara. A kiillonb6zo alapvazak modositasaval késobb képesek
voltak egyre jobb tulajdonsagokkal rendelkezé ,,photocage” vegyliletek eléallitasara, mely a
vegyiiletcsalad széles korli hasznéalatdhoz vezetett. Napjainkra rengeteg kiilonbozo

tulajdonsaggal rendelkez6 fotolabilis védécsoport kaphato a kereskedelemben, vagy konnyen
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szintetizalhaté az ott beszerezheté anyagokbol. Ez lehetévé teszi ezen vegyiiletek, valamint

ezek révén az ,,uncaging” stratégia alkalmazasat szdmos teriileten.

A ,,photocage” molekulak leggyakoribb alapvazai koziil néhanyat a 3. abra mutat. Az abran
LG (az angol leaving group kifejezésb6l) a tavozocsoportot, vagyis a fotolizis soran
felszabadulo, biologiai aktivitassal rendelkezd vegytiletet jeloli. Egyes esetekben ez a csoport

egy karbonat vagy karbamat csoporton keresztiil kapcsolodik a PPG-hez.?

NO, LG o
LG
©/\LG N /©)J\/
0 0 HO

orto-nitrobenzil kumarin p-hidroxifenacil
o O X
LG No, LG Br
benzoin 7-nitroindolin 8-brém-7-hidroxikinolin

3. dbra: A fotolabilis védicsoportok gyakran alkalmazott alapvazai; LG a védett vegyiiletet jeloli, mely

a fotolizis soran felszabadul.

Mivel a dolgozatomban bemutatott j vegyiiletekben a fenti alapvazak koziil kétfélét

alkalmaztam, ezeket az alabbiakban részletesebben is bemutatom.
1.1.5. Orto-nitrobenzil vazas photocagek

Az orto-nitrobenzil véazzal rendelkezd fotolabilis véddcsoportok voltak az elsdként
felfedezett photocagek. Eleinte szintézisek soran hasznaltak 6ket véd6csoportként, a legkorabbi
emlités a hasznalatukra Barltrop és munkatarsai 1966-0s cikke, melyben karbonsavak
karboxilcsoportjanak védésére alkalmaztak Sket.”® B egy évtizeddel késdbb, 1978-ban a
korabban mar emlitett, Kaplan és munkatarsai altal publikalt cikkben orto-nitrobenzil (o-NB)
véddesoportot kotottek ATP-hez, mely az elsé bioldgiai jelentdséggel birod felhasznéldsa volt
ezen vegyiileteknek.!* Az orto-nitrobenzil szdrmazékok mara a leggyakrabban hasznalt és
legtobbet vizsgalt fotolabilis védbécsoportokka valtak. Segitségiikkel karbonsavak, tiolok,
alkoholok, aminok, és foszfatok védését és szabalyozott felszabaditasat is megvaldsitottak,

valamint leirtak ezen fotolizis folyamatok mechanizmusat is.

Az eredetileg hasznalt o-nitrobenzil véddécsoport tobb kedvezdtlen tulajdonsaggal

rendelkezik: elnyelési maximuma 300 nm alatt van, mely karos a sejtek szamara; a fotolizise
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lasst, kis kvantumhatékonysaggal megy végbe. Ezen tulajdonsagok javitasa érdekében szamos
szerkezeti valtoztatast hajtottak végre ezeken a vegyiileteken, igy napjainkra tobb tucat o-
nitrobenzil szarmazékot ismeriink. Mig az aromas gy(riin torténd valtoztatasok elsésorban a
molekula abszorpciés tulajdonsagait befolyasoljak, a benzil helyzetii szénatomon végzett

modositasok a fotolizis kvantumhatékonysagara vannak hatassal.?

Annak érdekében, hogy noveljék a vegyliletek magasabb hullimhosszakon vald elnyelését,
elészor az aromas gyirit a nitro csoporthoz képest meta és para helyzetben, a benzolgytrt 3,4
pozicidiban metoxi csoportokkal szubsztitualtak, igy létrehoztak a 6-nitroveratril (NV)
véddécesoportokat, melyek Amax értéke mar 350 nm koriil van. Késébb, a két metoxicsoport
alkalmazasa helyett eldallitottak merevebb szerkezettel rendelkezé metiléndioxi-nitrobenzil
(NPOM) szarmazékokat is,>* valamint Singh és Khade az aromas gyfriit kiterjesztve
naftalinszarmazékokat (NNM) is leirt.?®> A benzil helyzetben is tobb modositast végeztek,
példaul egy hidrogént karboxilcsoportra cserélve jobb vizoldhatosaggal rendelkez6 a-
karboxinitrobenzil (a-CNB) csoportokat is létrehoztak.?® A molekuldk benzil helyzetben
torténé modositasa — példaul egy metilcsoport bevitele — stabilizalhatja a fotolizis soran a
koztitermékeket, valamint megakadalyozhatja a folyamat soran képz6dé gytrlis benzizoxazol
szarmazekbol vizkilépéssel keletkezd melléktermékek képzddését, igy eldsegitve az

,uncaging” folyamat lejatszodasat.

A ,,cagelni” kivant vegyiiletek megfeleld funkcios csoportjat kozvetleniil kapcsolhatjuk a
véddcsoport benzil helyzetli szénatomjahoz. Mig karbonsavak, tiolok és foszfatok esetén ez a
tipikus eljaras, addig alkoholok és aminok esetében — bar szintén lehetséges lenne — nem ez az
elterjedt. Ezeket a vegyiileteket jellemzéen karbamidsav- vagy szénsavszarmazékokként
kapcsoljak, melyek igy jobb tdvozocsoportok lesznek a fotolizis soran, valamint sok esetben a

szintézis is konnyebben megvalosithat6.?

A leggyakrabban alkalmazott o-nitrobenzil szarmazékokat a 4. abra mutatja. Ezek koziil is
kiemelked6é gyakorisaggal alkalmazzak a 6-nitroveratrilt (NV) és 6-nitroveratriloxikarbonilt

(NVOC), valamint ezek szdrmazékait.
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o-NB NV NPOM NVOC
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MeO LG MeO
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NO,
NO, MeO NO, MeO NO,
a-karboxinitrobenzil a-metil-6-nitroveratril (3-nitronaftalin-2-il)metilén a-metil-6-nitroveratriloxikarbonil

a-CNB MeNV NNM MeNVOC

4. dbra: Gyakran alkalmazott o-nitrobenzil vizas fotolabilis védécsoportok,®® LG a védett vegyiiletet

jeloli, mely a fotolizis soran felszabadul.

Ezen véddcsoportok fotolizisének mechanizmusat részletesen vizsgaltak, az alabbiakban az
o-nitrobenzil észterek ,,uncaging” folyamatanak 1épéseit az NVOC védéesoporton mutatom be
(5. abra). Ha az alapallapotu vegyiilet megfelelé hullamhosszasagt fényt nyel el, a fotolabilis
védOcsoport gerjesztett allapotba keriil. Ezutan, a nitrocsoport egyik oxigénatomja elvon egy
protont a benzil helyzetli metilén vagy metin csoporttol, mely aci-nitro tautomerek
keletkezésével jar. Ezt egy ciklizacid koveti, mely soran egy benzizoxazol szarmazék
keletkezik. A gylirii felnyilasaval a karbamat, karbonat vagy észter egy acetal szarmazékka
alakul, melybdl egy o0-nitrozobenzaldehid szarmazék kilépése mellett a védett csoporttol
fliggben szénsavszarmazék vagy karbonsav keletkezik. A keletkez6 szénsavszarmazék instabil,
igy ezek esetében spontan dekarboxilacio torténik, igy kapjuk meg a szabad alkoholt vagy

amint, valamint melléktermékként szén-dioxid képzodik.?"?8
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5. dabra: Az MeNVOC védicsoport fotolizisének mechanizmusa.
1.1.6. Kumarin vazas photocagek

A kumarin, TUPAC nevén 2H-kromén-2-on egy természetes, kiilonb6z6 ndvények
metabolizmusa soran keletkezé anyag, melyet eldszor tonkababbdl izolaltak 1820-ban.?® A
kumarinok fotoaktivitasat 1984-ben Givens és munkatarsai figyelték meg elséként, ekkor
sikeresen alkalmaztak a 7-metoxikumarin-4-ilmetil (MCM) csoportot foszfatok védésére és az
ezt kovetd felszabaditasara.’® A felfedezés megnyitotta az utat a fotolabilis védécsoportok egy
uj osztalyanak fejlesztésére, melyek kedvez6 tulajdonsagaiknak koszonhetéen hamar nagy

figyelem targyava valtak.

A kumarinszarmazékok esetében is sokféle valtoztatast hajtottak végre az alapvazon annak
érdekében, hogy javitsdk annak tulajdonsagait. Elsdsorban itt is a Amax értékek ndvelésére
torekedtek, ugyanis az alapcsoport, a kumarin-4-ilmetil (CM) viszonylag alacsony, 310 nm-es
maximalis elnyelési hulldamhosszal rendelkezik, mely még karos lehet a sejtek szamara. A vaz
4-ilmetil (MCM) csoportnak 320 nm-nél, mig a 6,7-dimetoxi- (DMCM) szarmazéknak 350 nm-
nél volt legnagyobb az elnyelése.®! A 7-es pozicioban dialkilamino- szubsztituenseket
alkalmazva jelentds javulast értek el a fotolizis kvantumhatékonysdganak Sszempontjabol,
valamint ezen csoportok Amax értékei még nagyobb hullamhosszakon, 350-400 nm kozott

talalhatoak. llyen csoportok a 7-dimetilaminokumarin-4-ilmetil (DMACM), a polaris csoportjai

18



révén jo vizoldhatosaggal rendelkez6  7-[bisz(karboximetil)amino]kumarin-4-ilmetil
(BMACM),* illetve a 7-dietilaminokumarin-4-ilmetil (DEACM) is.?

A kumarin vazas photocageket szdmos kiilonb6z6 funkcids csoport védésére lehet hasznalni,
igy példaul foszfatok, szulfonatok, karbonsavak védésére hatékonyan alkalmazzak oket. A
rosszabb tavozocsoportok, igy az alkoholok, tiolok, fenolok, aminok védése esetében a cagelt
vegyiiletek ellenallobbak a heterolizissel szemben. Az ilyen csoportokat — hasonléan az o-
nitrobenzil szarmazékokhoz — jellemzden karbonat vagy karbamat kdtésen keresztiil kapcsoljak
a kumarinszarmazékhoz. Ilyenkor a felszabadulé karbonat vagy karbamat dekarboxilez6dését
kovetden kapjuk meg a szabad alkoholt, tiolt vagy amint.? Ilyen védécsoport a 7-
dietilaminokumarin-4-ilmetiloxikarbonil (DEACMOC).

Az évek soran rengeteg kiilonboz6 szubsztituenssel rendelkezd, eltérd tulajdonsagokkal biro
- példaul a lathatdé fény hullamhossztartomanyaba es6 abszorpcios maximumu -

33 az ebbe a csoportba tartozod leggyakrabban alkalmazott

kumarinszarmazékot leirtak mar,
fotolabilis véddcsoportok szerkezetét a 6. abra szemlélteti. Ezek kozil is a legnagyobb

jelentoséggel a DEACM csoport rendelkezik.

LG
LG LG LG
X
X AN X
N )
0 |

MeO
o "0 MeO 0" o MeO ¢
kumarin-4-ilmetil 7-metoxikumarin-4-ilmetil 6,7-dimetoxikumarin-4-ilmetil 7-dimetilaminokumarin-4-ilmetil
CM MCM DMCM DMACM
LG LG O\H/LG
/Q\& /©\)/\\AL /©\)%\LO
AN 0 No Hooc/\)N 0 o N 0 No
) HOOC )
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6. dbra: Gyakran alkalmazott kumarin alapvdzas fotolabilis védscsoportok,*¥ LG a védett vegyiiletet

jeldli, mely a fotolizis sordan felszabadul.

Az ezekre a csoportokra jellemzd bioldgiai szempontbol artalmatlan, magas

hullamhosszisagu elnyelési maximumok, a gyorsabb ,uncaging” folyamat, a nagyfokt
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stabilitas miatt ezek a photocagek a hagyomanyos o-nitrobenzilek jo alternativajava valtak,?

mara egyértelmiien az egyik legfontosabb véddcsoport csaladnak szamitanak.

Ezen véddcsoportok esetén is részletesen vizsgaltak az uncaging folyamat mechanizmusat,
melyet a DEACMOC csoporton mutatok be (7. abra). Az alapallapotu molekula az elnyelt fény
hatasara szingulett gerjesztett allapotba keriil. Innen az alapallapotba torténd relaxacio
végbemehet sugarzas nélkiili folyamatok és fluoreszcencia vagy heterolitikus kotéshasadas
révén. Utobbi esetben a kialakulé kumarinilmetil kation és a tavozd csoport anionja szoros
ionpart képez, mely a fotolizis folyamatanak kulcs intermediere. Ezt kovetéen a kumarinilmetil
kation vagy magaval az olddszerrel vagy az oldoszer kalitkabdl kiszabadulva a jelenlévd
nukleofilokkal reagalva egy uj, stabil vegytiletet alkot. Vizes kézegben ez kumarin-4-ilmetil
alkohol képzddését eredményezi, mig az anion protont vesz fel. Ez DEACMOC csoporttal
védett alkoholok vagy aminok esetén egy instabil karbonat vagy karbamat képzodését jelenti,

mely ezt kovetden spontan dekarboxilezédik, igy felszabadul az aktiv vegyiilet.20343%

rekombinacio

(e} X
b b R
x (0] hv XN O heterolizis m o)
fluoreszcencia vagy
sugarzas nélkili relaxacioé

Ha X = -NRR,

vagy -ORj3 X-H + C02

7. abra: A DEACMOC védébcsoport fotolizisének mechanizmusa.
1.1.7. Fotoreszponziv proteinek
Az eddig leirt fényalapu stratégiak azonban nem kizarélag kismolekulas vegyiiletekkel

valosithatdak meg. Bar a természetes fehérjék koziil csak néhany specialis protein, példaul az
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allatok latasahoz sziikséges opszinok,®® vagy a novényekben megtalalhaté fitokromok®’
reagalnak fényre, ezek mintajara mara szamos mesterséges fotoreszponziv proteint
fejlesztettek. Ezen molekulak bioldgiai célokra torténd felhasznalasa rendkiviil sokszindi,

melyek koziil néhanyat mutatok be az alabbiakban.

A ladfi egyik fényreceptorabol kifejlesztett miniSOG (mini Singlet Oxygen Generator)
névre hallgatd protein példaul a fényérzékenyitd anyagok csoportjaba sorolhato. A vegyiilet
fénnyel torténd gerjesztése szingulett oxigén (102) és ROS vegyiiletek keletkezéséhez vezet az
1.1.2. fejezetben bemutatott moédon.®® A vegyiilet segitségével in vitro kisérletben sikeresen
pusztitottak el tumorsejteket, igy az alkalmas lehet a fotodinamias rakkezelésben torténd

felhasznalasra.®®

Azon fehérjéket, melyek képesek adott hulldmhosszisagi fény elnyelését kovetden
fotonokat emittalni, fluoreszcens proteineknek nevezziik. Az ilyen molekuldkat széles korben
alkalmazzak ¢él6 szervezetekben torténé mikroszkopias képalkotashoz. A fotokapcsold
fluoreszcens proteinek kozé tartoznak példaul a korallokbdl kinyert Dronpa-bodl fejlesztett
molekulak. Ezen vegyiiletek esetén is egy fény hatasara végbemend reverzibilis cisz-transz
izomerizacié jelenti a szerkezeti valtozast. Mig az egyik forma fluoreszcens egy adott
hulldmhosszon, a masik nem az. Tobb, kiillonb6z6é hullamhosszasagl fényt elnyeld és emittald
ilyen vegyiilet (példaul bsDronpa és Padron) parhuzamos hasznalata lehet6vé teszi tobb
folyamat egyszerre torténé vizsgalatat.*® A fluoreszcens fehérjék masik csoportjaba, a fény
hatasara irreverzibilis valtozast szenvedd fotokonverzids (fotoconversion) proteinek kozé
tartozik a CaMPARI. A vegyiilet fluoreszcenciaja 405 nm-es fény és magas kalciumion
koncentracio egylittes jelenlétében megvaltozik, az eredetileg emittalt zold helyett voros fényt
bocsat ki. Ezt a tulajdonsagat kihasznalva a vegyiiletet sikeresen alkalmaztak aktiv neuronok

jelolésére €16 szervezetekben.*!

A fényre érzékeny fehérjéket azonban nem csak a sejtek megfigyelésére, de egyes bioldgiai
folyamatok kivaltasara is alkalmazhatjuk. Ezt a technikat optogenetikanak nevezziik, melyet
elsésorban az idegrendszeri kutatisokban alkalmaznak. Az ilyen kutatasok kapcsan
megemlitendd vegyiilet a BIPOLES, melynek segitségével megvalositottdk a neuronaktivitas
kétiranyt kontrolljat. A vegyiiletet két, kiilonb6zd ioncsatorndk szabéalyozéasira képes
fényérzékeny anyag Osszekapcsoldsaval hoztak létre. Ennek kovetkezményeként az egyik
részlet gerjesztéséhez sziikséges hulldmhosszisagh fény hatasara aktivalodnak az idegsejtek,

mig a mésikat gerjesztve csillapithato azok aktivitasa.*? Szintén fontos a PhoCl névre hallgat6
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protein és ennek szarmazékai, melyek megfelel6 hullamhosszusagu fény hatasara két
fragmensre bomlanak a 6 lancon torténd kotéshasadas révén. Ezen tulajdonsaguk miatt ezek a
molekulak a kismolekulas fotolabilis védécsoportokhoz hasonldan hasznalhatéak mas fehérjék

védésére, majd azok megfeleld helyen torténd felszabaditasara.*®

Bar ezek a fehérjealapi technikdk napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapnak,
hasznalatuk soran tobb nehézség is adodik. Ilyen példaul, hogy az exogén proteinek
kifejeztetése megzavarhatja a sejtek normal miikodését, igy nem tudjuk azok nativ viselkedését
vizsgalni. Tovabbi probléma, hogy kismolekulas anyagok ,uncaging”-hez hasonlo
felszabaditasa genetikai eszk6zokkel ma még nem megvalositott, valamint, hogy a
géntechnoldgian alapul6 terapids eljarasok engedélyeztetése altalaban joval bonyolultabb, mint
a kismolekulas gyogyszereké. Ezen szempontok miatt — bar a fehérjékre épiilé technikak
igéretesek — a kismolekuldkra épiilo, kordbban mar bemutatott stratégidk egyeldre nem

vesztettek relevancidjukbol.
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1.2. Az idegniovekedési faktor és mimetikumai

1.2.1. Az idegrendszer felépitése, betegségei

Az idegrendszer miikodésének megismerésével a neurobiologia tudomanyaga foglalkozik.
Ez a specializalodott sejtekbdl allo halozat szabéalyozza testlink kiilonbozd kiilsé és belsd
ingerekre adott valaszat, teszi lehetévé az agy, a gerincveld és az egyes szervek kozotti
kommunikéaciot, segitségével valosul meg a mozgas, az érzékelés, a gondolkodas, illetve a
reflexek is. Két részre lehet osztani, a kozponti és periférias idegrendszerre. A kozponti
idegrendszer az agyat és a gerincveldt foglalja magaba, mig a periférids az ezen két szerven

kiviili minden mas idegszovetet jelenti.

Az idegrendszer szerkezeti és funkcionalis egységei a neuronok (idegsejtek). Ezek olyan
specialis sejtek, melyek képesek impulzusokat tovabbitani az idegrendszer kiilonboz6 régioi,
valamint az idegrendszer és a test mas részei kozott. Bar méretiik és alakjuk a szervezet
kiillonboz6 részein valtozo, minden neuron rendelkezik egy szomaval (sejttest), axonnal,
valamint dendritekkel.** Az axonokat és dendriteket egybefoglald gyiijténév a neurit, ezen
képzédmények az idegsejtek nyulvanyai. Mig a dendritek a kapott impulzust a széma felé

tovabbitjak,** az axonok elvezetik azokat onnan a kévetkezd, szomszédos idegse;jt felé.

Az idegrendszer miikodéséhez, a jelek tovabbviteléhez elengedhetetlen a neuronok
kapcsolodasa egymashoz. Ez a kapcsolat az ugynevezett szinapszisok révén valdsul meg,
melyek olyan specialis régiok, ahol egy neuron axonja a vele szomszédos sejt egyik dendritjével
kertil funkcionalis kapcsolatba. A két struktiura kozott neurotranszmitterek (ingeriiletatvivo
anyagok) segitségével torténik meg az impulzus atvitele.*> Amennyiben a test barmely részén
ezen szinapszisok nem alakulnak ki vagy a mar meglévéek sériilnek, megsziinnek, az
kiilonbozé funkciok elvesztésével, az idegrendszer nem megfeleld miikodésével jar. Ez
egyrészt torténhet fizikai sériilés Utjan, de emellett szamos, a kdzponti idegrendszert érintd
betegség kothetd Ossze a neuritok hibas novekedésével, a neuronok talzott mértéki
elhalalozasaval. Ilyen betegségek példaul a Parkinson-kor,*® a Huntington- és Alzheimer-kor,

de a skizofrénia is.*

Ahhoz, hogy az emberi agy miikodését, valamint a kozponti idegrendszert érintd
betegségeket, az azokat kivaltd okokat jobban megismerjiik €és hatékony kezeléseket
dolgozhassunk ki rajuk a jovOben, sejtszintli vizsgalatokra van sziikség. Az agy esetében

azonban ez in vivo legtobbszor nehezen kivitelezhetd, annak siirii szerkezete és a rendelkezésre
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allo eszkozok korlatozott felbontdsa miatt. Ennek megkertilésére egy igéretes alternativa a
neuronok egyszer(ibb in vitro halézatainak 1étrehozasa, amelyek segithetnek az Gsszetettebb
rendszerek megértésében.*® Mind az ilyen halézatok 1étrehozasaban, mind a sériilt idegsejtek

helyreallitdsaban elengedhetetlen a neuritok iranyitott novekedésének megvaldsitasa.

Ennek megfelelden az elmult néhany évtizedben rengeteg kutatds iranyult az idegsejtek
fejlddésének, a nyulvanyok nodvekedési mechanizmusdnak, valamint az azt befolyasold
tényezOknek a megismerésére annak reményében, hogy ezek ismeretében lehetdség nyilik a

fent emlitett sériilések, betegségek kezelésére, gyogyitasara.
1.2.2. Az idegnovekedési faktor fehérje

Az idegrendszer kifejlédése soran fontos 1épés az axon specifikacio. Ekkor a kezdetben
gémb alaku idegsejteken megjelend néhany nyulvany koziil kivalasztodik egy, mely a sejt
axonja lesz, a tobbi pedig dendritté alakul.*® Az axon ezutan intenziv novekedésbe kezd, melyet
anyulvany végén talalhato novekedési kup vezérel. Ahhoz, hogy az axon a megfeleld iranyban
fejlodjon, a novekedési kup a kornyezetében 1évé bizonyos molekulakat érzékeli, az azokkal

val6 kolcsonhatas hatarozza meg a novekedés iranyat.>

Mara szdmos olyan vegyiiletcsaladot
azonositottak, melyek szerepet jatszanak az tigynevezett kemotaxisban, igy taszitd vagy vonzo
hatasuk révén befolyasoljak az axon ndvekedését az idegrendszer fejlédése soran.> Ezek a
molekulak elsésorban fehérjék, ilyen vegyiiletek példaul a szemaforinok, neurotrofinok,

netrinek, efrinek.>?

A neurotrofinok csaladjaba tartozo fehérjék elsdsorban a neuronok fejlodéséhez, taléléséhez
sziikséges folyamatokban vesznek részt. A novekedési faktorok kozé soroljuk Oket, mivel
képesek egyes sejtek novekedését, differencialodasat befolyéasolni. Legismertebb képviseldjiik
az NGF (nerve growth factor, magyarul idegnovekedési faktor), melyet el6szor Rita Montalcini
és Stanley Cohen fedezett fel és izolalt 1954-ben.>® A két tudos késébb, 1986-ban megosztva
megkapta a fiziologiai és orvostudomanyi Nobel-dijat a novekedési faktorok felfedezéséért (az
NGF-et kovetden az EGF-et, vagyis az epidermalis névekedési faktort is kozosen fedezték fel).

Ezzel Montalcini valt a torténelem negyedik Nobel-dijas n6jévé.

Az idegnovekedési faktor egy nagyon sokat vizsgalt, az idegrendszer szempontjabol
rendkiviil fontos anyag. Bioldgiai funkcidja nagyon sokrétii, neuroprotektiv hatasu,>* de részt
vesz a programozott sejthalalban, az idegsejtek differencialodasaban, érésében is.>® Ezen kiviil

egyes kronikus 1éguti betegségek esetén a gyulladas kémiai mediatora,®® valamint patkanyoknal
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megfigyelték, hogy stressz esetén is megemelkedik a szintje a szervezetben.®’ Nagy szerepet
jatszik az axonok novekedésében, jelenléte alapvetden serkenti a megnyulas mértékét, de
emellett annak iranyat is jol tudja szabalyozni. Mar a >70-es évek végén is megfigyelték in vitro
kisérletek segitségével, hogy az axonok az NGF koncentraciogradiensének megfeleld irdnyba

fordulva névekednek.%®>°

Hasonloé eredményeket értek el mas, az idegrendszer fejlodése szempontjabol fontos
fehérjéket tanulmanyozva is. Igy példaul a netrin-1 fehérjérl is megmutattik, hogy
koncentraciogradiense képes befolyasolni az axonok novésének iranyat.?° Kézenfekvé lenne
tehat, hogy ezen fehérjéket felhasznalva oldjuk meg az axonok iranyitott ndvekedését, mely a
mar koradbban emlitett sériilések kezelését tenné lehetévé az ujonnan kialakitott vagy

helyreallitott szinapszisok révén.

Ezen fehérjék kozvetlen haszndlata azonban sok szempontbol korlatozott. Eldszor is,
izolalasuk, szintézisiik koltséges, valamint id6- és energiaigényes. Emellett, nehéz kontrollalni
térbeli és idobeli eloszlasukat, illetve a kivant biologiai folyamat mellett masokat is
elindithatnak.? A neurotrofinokat neuroprotektiv hatisuk miatt tobbszor probaltdk az
idegrendszert érintd betegségek kezelésében felhasznalni. Mivel ezek makromolekulak, igy
nem tudnak atjutni a vér-agy gaton. Ennek megkeriilésére lehetséges az izolalt, tiszta fehérjék
bejuttatasa kozvetleniil az agyba, azonban ennek a mddszernek a vizsgdlata sordn szdmos
sulyos mellékhatast figyeltek meg. Az NGF esetén ilyen tiinetek példaul a neuropatias fajdalom,

a hipofagia (étvagytalansag), az agyi erek tilzott beidegzédése.®?

Az emlitett szempontok miatt sziikségessé valt olyan kismolekulds anyagok fejlesztése,
melyek a megfelel$ fehérje receptoraihoz kotddve hasonld biologiai hatast tudnak kifejteni.®?
Ezen molekulak lehetdséget nyujthatnak a neuronok in vitro halozatainak 1étrehozasara az
axonok iranyitasa révén, valamint potencialisan felhasznalhatoak idegrendszeri betegségek
terapias kezelésében is a fehérjék helyett. Az elmilt évtizedekben az idegndvekedési faktor
tobb kismolekulds mimetikumat azonositottak, melyek kozott szerepelnek peptidek és
nempeptidek is.63%* Az elébbiek hatranya, hogy a nagyobb fehérjékhez hasonléan a vér-agy
gaton nem, vagy csak kis mértékben jutnak at. Az utobbi, nempeptid, NGF-hez hasonl6
biologiai hatassal rendelkezé vegyiiletek kozil Kettd, ezen dolgozat szempontjabol fontos

molekulat mutatok be részletesebben az alabbiakban.
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1.2.3. B-355252

Az elsé molekula az irodalomban B-355252 vagy BRITE-355252 néven emlitett, a IUPAC
szabalyok szerinti nevén 4-klor-N-(naftalin-1-ilmetil)-5-(3-(piperazin-1-yl)fenoxi)tiofén-2-
szulfonamid, melynek szerkezetét a 8. abra mutatja. A molekula szintézisét el6szor A.
Williams és munkatarsai irtak le 2010-ben,®® a fantazianévben szerepld ,,B” betii vagy ,,BRITE”
mozaikszd az Eszak-Karolinai Kozponti Egyetemen taldlhaté kutatdintézetre utal

(Biomanufacturing Research Institute and Technology Enterprise).
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8. abra: Az NGF mimetikum B-355252 szerkezete.

A vegyiilet el6allitasahoz hasznalt szintézissor kémiai szempontbol is nagy jelentdséggel bir,
elsdsorban a molekula heteroaril-éter vaza miatt. Szamos bioldgiai aktivitassal rendelkezd
vegylilet, gyogyszerhatdanyag rendelkezik ezen strukturalis elemmel, szintézise mégis
nehézségekbe iitkozik.®® Az emlitett cikkben ezen molekularészt mikrohullami reaktorban,
gyorsan és kivalo termeléssel sikeriilt eléallitani SNAr reakcioban,®® mely megmutatta ezen

modszer hatékonysagat.

A vegyiilet bioldgiai aktivitasat tobb kisérlet is bizonyitotta az elmult 15 évben. Egér
hippokampalis primer idegsejteken (HT22 sejtvonal) megmutattak, hogy a glutamat magas
koncentracioja altal kivaltott excitotoxicitassal szemben hatékonyan megvédi a neuronokat,

valamint 6nmagéaban néveli azok életképességét is.®’

Késébb egy neurotoxin, a 6-hidroxidopamin segitségével, ugyanezen sejtvonal
felhasznalasaval in vitro modellezték a Parkinson-kort és megvizsgaltak a B-355252 hatasat
ebben az esetben is. A korabbi kutatassal 6sszhangban itt is azt tapasztaltak, hogy a vegyiilet
jelenlétében a neuronok elhaldlozasa jelentds mértékben csokkent.®® Hasonld kisérletben,
kobalt(11)-klorid segitségével agyi hipoxiat modellezve is megfigyelték, hogy a vegyiilet jol
védte az idegsejteket sériilés ellen.%® Tovabba, sztrokot modellezve in vivo is vizsgaltidk a
molekulat patkdnyokon. A B-355252-vel kezelt patkanyokra kisebb hatassal volt a sztrok,
tarsaikhoz képest jobbak voltak motoros és érzékeld funkcioik.’® A fenti vizsgalatok koziil tobb

is azt mutatta, hogy a vegyiilet neuroprotektiv hatasanak egyik f6 oka, hogy csokkenti a
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kiilonbozd betegségek soran keletkezd reaktiv oxigén agensek (ROS) mennyiségét.
Megfigyelték tovabba azt is, hogy a kivaltott hatas nagyban fligg a vegyiilet koncentraciojatol,
leginkdbb 10 pM alatt érdemes azt alkalmazni, ef6l6tt karos lehet a sejtekre.

Miar 2010-ben, a molekulat els6ként szintetizald kutatdocsoport is végzett biologiai
vizsgalatokat. Ezek soran megéllapitottak, hogy a B-355252 képes az NGF éltal kivaltott neurit
novekedést serkenteni. Bar ezen jelenség hatdsmechanizmusat nem vizsgaltak, a B-355252 a
fiziologias NGF koncentracional kisebb mennyiség jelenlétében is képes volt a neuritok
megnyulasanak mértékét megndvelni, Snmagaban azonban nem mutatott ilyen hatast.®> Ahhoz
tehat, hogy a vegyiilet kifejtse az idegsejt nyulvanyok névekedésére gyakorolt hatdsat, sziikség
van minimalis mennyiségii NGF jelenlétére. Ez in vivo vizsgalatok esetén adott, valamint mivel
az idegrendszer szamos sejtje képes NGF termelésre,’t megfeleld in vitro rendszerekben is

elegendd annak koncentracidja ahhoz, hogy a molekula effektiv legyen.

vélhetden lehet6ség adodik az axonok novekedésének mértékét és iranyat befolyasolni. Ennek,
¢s bizonyitott neuroprotektiv hatdsdnak koszonhetden rendkiviili jelentdséggel birhat az
idegrendszeri sériilések, betegségek kezelésében. Tovabba, segitségével vélhetden

megvalosithato az idegsejtek in vitro halozatainak kialakitasa.
1.2.4. LM11A-31

A masodik molekula melyet szeretnék bemutatni, az irodalomban LM11A-31 néven emlitett
(2S,35)-2-Amino-3-metil-N-[2-(4-morfolinil)etil[pentanamid, melynek szerkezetét a 9. abra
szemlélteti. Ezt a vegyiiletet el0szor S. Massa és munkatarsai emlitik egy 2006-0s cikkben,
melyben szamitdsos modszereken alapuld virtudlis szlirés segitségével probaltak olyan
molekuldkat taldlni, melyek a neurotrofinokhoz hasonl6 biologiai aktivitassal
rendelkezhetnek.”? Végiil négy ilyen molekulat sikeriilt azonositaniuk, melyek koziil kett6 felelt
meg a gyogyszerhatéanyagokra vonatkozé Lipinski-szabalynak.” Ezen két vegyiilet koziil a
vér-agy gaton nagyobb mértékben atjutni képes izoleucin szdrmazékot, az LM11A-31-et
vizsgaltak részletesen. Megmutattak, hogy a molekula szelektiven kotédik az NGF egyik
receptordhoz, a p75 neurotrofin receptorhoz, valamint, hogy a sejtek tulélését eldsegitd
folyamatokat aktivélja, tovabba neuroprotektiv hatasti az éretlen neurotrofinok altal kivaltott

apoptozissal szemben.”?
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9. abra: Az NGF mimetikum LM11A-31 szerkezete.

Ezt kdvetéen szamos masik tanulmany igazolta a vegyiilet bioldgiai aktivitasat. Egereken
végzett kisérletekben megmutattak, hogy gatolja az Alzheimer-korral jar6 neurodegenerativ
mechanizmusokat,’* valamint az azzal jaré neuroinflammaciot is.”> A molekula emellett nem
okozott mellékhatasokat sem a szervezetbe juttatva. Az emlitett tulajdonsagai miatt az amerikai
PharmatrophiX nevii vallalat egy ordlisan bevehetd készitményt szeretne gyartani ezen
hatéanyaggal az Alzheimer-kor kezelésére. Ez a projekt jelenleg a klinikai vizsgalatok masodik

faziséban jar.

Tobb mas esetben is megmutattak a vegyiilet jotékony hatasat, igy példaul egerek agyaban

t,’® valamint diabétesz esetén meggatolta

lassitotta az 6regedéssel egyiitt jard neurodegeneracio
a vér-retina gat lebomlasat, mely a cukorbetegségben szenveddk esetén gyakran vaksaghoz
vezet.”” Tovabba megfigyelték, hogy gerincveldi sériilést kovetéen LM11A-31-et juttatva az
egerek szervezetébe oralisan, a molekula elésegitette a neuronok gyogyulasat, a kezelt alanyok
mozgasi és koordinacios készségei jelentdsen javultak.’® Ezen kiviil megmutattak, hogy képes
stimulalni a hippokampuszban a neurogenezist, valamint segiti a térbeli memoria helyreallitasat
traumas agysériilést kovetden.”® Szintén egereken végzett kisérletben bizonyitottdk, hogy a
pénisz barlangos testjének idegi sériilését kovetden a vegylilet eldsegiti az erektilis funkcid
helyreallitasat. Az LM11A-31-gyel kezelt egyedek esetén jelent6sen tobb neuritot, valamint

jobban megnyult idegsejt nyulvanyokat figyeltek meg a kontroll csoporthoz képest.°

A fent emlitett tanulmanyok alapjan, a szamos betegség, sériilés esetén megfigyelt
regeneracios €s a periférias idegrendszerben tapasztalt neurit ndvekedést serkentd hatdsa miatt
a vegyiilet a jovOben fontos eszkdze lehet szamos terapias kezelésnek, valamint - bar célzottan
erre vonatkozéan még nem végeztek kutatasokat - elképzelhetd, hogy a molekula segitségével

szintén megvaldsithato az axonok iranyitott ndvekedése.
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1.3. Kétfoton mikroszkopia

Az elsé mikroszkopok feltalalasa ota ezek a berendezések valtak a biologial kutatasok
legfontosabb eszkozévé. Bar ezek segitségével oriasi felfedezéseket sikeriilt elérni, a
hagyomanyos optikai mikroszkopok leginkabb in vitro rendszerekben alkalmazhatdak
megfelelden.8! Az é16 szervezetek kozvetlen vizsgalata egészen a huszadik szazad végéig egy

nagyon nehezen kivitelezhetd, egyes esetekben lehetetlen feladat volt.

A legelterjedtebben alkalmazott fluoreszcencias 1ézermikroszképok az anyagok egyfoton
abszorpcigjat, egy linearis folyamatot hasznalnak a szoveteken beliili kontrasztok
megjelenitésére.82 A folyamat linearitasa itt azt jelenti, hogy az abszorbealt fény mennyisége
egyenesen aranyos a lézerfény intenzitasaval.?® Ezek a technikak azonban nagyon erdsen
limitaltak, csak a szovetek felszinétdl szamitott kevesebb, mint szdz mikrométeres tdvolsagig
hasznalhatoak nagyfelbontasu képalkotasra. Ennek oka, hogy az alkalmazott hullamhosszokon
a fény a bioldgiai minta rengeteg dsszetevojével keriilhet interakcidba, igy minél mélyebben
jeloljik ki a fokuszpontot, annal nagyobb mértékben szorddik vagy nyelédik el mind a
besugérzas, mind a detektalas soran. Ezaltal nem csak a fokuszpontban torténik gerjesztés, az
onnan érkezd emittalt fény halvanyodik, a kapott kép elmosodik. A konfokalis mikroszkdpok
esetén a felbontas javitasa érdekében a szovetek altal emittalt fény a detektor eldtt egy tlilyukon

halad 4t, ezzel kisziirve azon fénysugarakat, amelyek nem a fokuszbol szarmaznak.®?

A fent emlitett problémak, nehézségek kikiiszobolésére alkalmas technika a kétfoton (2P
vagy TP) gerjesztés, melyet el6szor Denk és munkatarsai alkalmaztak fluoreszcens pasztazo
mikroszkop létrehozasahoz 1990-ben.®* A jelenség alapja, hogy egy molekula az egy darab
megfeleld energidju foton elnyelése helyett kettd, nagyjabol feleakkora energiaji foton kozel
egyszerre torténd (0,5 fs-on beliili) elnyelésével is gerjesztédhet. Mivel az elnyelt fotonok
Kisebb energiajuak, ilyenkor az elnyelt fény nagyobb hullamhosszasagi. A folyamat
nemlinearis, a két foton egyidejli abszorpcidjanak valoszinlisége a lézer intenzitdsdnak

négyzetével aranyos.813

Mivel a széles korben hasznalt fluoreszcens festékek esetében egy darab nagy
hullamhosszasagu foton energiaja nem elegendd azok gerjesztéséhez, igy az abszorpcid és az
ezt kdvetd emisszio egy nagyon kis térfogatelemre korlatozodik a fokuszpont koriil, ugyanis
csak itt elegendéen nagy a fotonfluxus ahhoz, hogy a kis valdszintiségli kétfoton abszorpcid

megtorténjen. Ennek nyoman, mivel a fokuszponton kiviil nincs fluoreszcencia, az dsszes
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emittalt fény kizarolag a fokuszbol érkezhet, elegendd az Osszes emittalt fény intenzitasat
mérni, nincs sziikség annak sziirésére.®
a) b)

1 fotonos 2 fotonos
besugarzas besugarzas

=5

Szovet minta

10. abra: Az egy- és kétfotonos gerjesztés kozotti kiilonbség. Egy fluoreszcens anyag gerjesztése a)
egyfoton b) kétfoton lézerrel. Forras: Pantl Orsolya MSc Diplomamunka 2022, felhaszndlva a szerzd

engedélyével; a fényképek tijrahaszndlva a Wiley engedélyével ®

Annak, hogy a kétfoton abszorpcidé jelenségét kihasznalo technikak soran nagyobb
hullamhosszasagu fénnyel dolgozhatunk, szamos elénye van. Elszor, az ilyenkor alkalmazott,
jellemzden vords vagy kozeli infravords fény az €16 sejtek szamara kevésbé karos, mint az egy
foton elnyeléshez sziikséges UV tartomanyba esd fotonok.?’ Tovabba, mivel a Rayleigh-szoras
értelmében a szort fény intenzitasa a fény hullamhosszanak negyedik hatvanyaval forditottan
aranyos,® az itt alkalmazott 1ézerek esetén kisebb mértékii szérodasra szamithatunk. Fontos
szempont még, hogy az ultraibolya és lathat6 tartomanyban az €16 szovetekben talalhato tobb
anyag is hatékonyan elnyeli a fényt. A gerincesek esetében az oxihemoglobin a 650 nm-nél
kisebb hullamhossziusagt fény nagy részét kisziiri, mig a jelenlévé viz 1400 nm felett
rendelkezik nagy abszorbanciaval.®” Ez a két tényezd jeloli ki az tigynevezett , fototerapias
ablakot”, melyen beliil a szovetek relative kis elnyeléssel rendelkeznek.?’ Az alkalmazott fény
kisebb szorodasa, valamint a szovetek kisebb abszorbanciaja miatt a kétfoton mikroszkdpok
segitségével lényegesen jobb szoveti penetraciot lehet elérni, akar két milliméteres mélységben

is vizsgalhatoak €16 szervezetek.

30



A kétfoton technikdk nemcsak a fluoreszcens mikroszkopok szempontjabdl nagyon
jelentések, de segitségiikkel lehetéség nyilik célzott hatdanyagleadasra is. Ennek fontos

eszkoze az 1.1. fejezetben bemutatott fotolabilis védGcsoportok hasznalata.

Mivel a legtobb véddcsoport jellemzden az ultraibolya tartomanyban rendelkezik nagy
abszorbanciaval, a korabban mar emlitett szempontok miatt orvosbiologiai alkalmazasuk
akadalyokba titkozik. Léteznek olyan kromoforok is, melyek a ,,fototerapias ablakban” tudnak
egy fotont elnyelve gerjesztédni. Ezek alkalmazasa azonban szintén nem nyujt megoldast,
hiszen a gerjesztéshez sziikséges alacsony energia kovetkeztében ezen vegyiiletek érzékenyek
a lathato fényre is, nagyon nehéz kezelni éket. Ezen problémakra nyujt megoldast a kétfoton
technoldgia hasznalata, melynek segitségével az alapvetéen UV vagy lathatd fénnyel
gerjesztheté molekulékat is felhasznalhatjuk é16 szervezetekben. Oriasi elénye tovabba, hogy a
nagyon precizen kontrollalhatd, pontszerii gerjesztésnek kdszonhetéen a fokuszpont megteleld
mozgatasaval kétfoton 1ézerekkel lehetdség adodik a hatdéanyag felszabaduldsdnak harom
dimenzidban torténé pontos szabalyozasara.”° fgy tehat az uncaging folyamatok nagymértékii

tér- és idobeli kontrollja valdsithatdo meg a kétfoton gerjesztés révén a szoveteken beliil.

A kétfoton technikdk megjelenését kdvetden tobb hagyomdnyos fotolabilis véddcsoport
segitségével is megvalodsitottdk kiillonbozd vegyiiletek felszabaditasat infravords fény
alkalmazasaval in vitro rendszerekben. Bar ezen vizsgalatok soran az egy fotonnal torténd
gerjesztéshez képest 1ényegesen kisebb mértékii fotolizist figyeltek meg, tobbek kodzott o-
nitrobenzil, kumarin, valamint nitroindolin vazas védécsoportokat is sikeresen alkalmaztak.®
A photocage vegyiiletek 2P technikaval torténd in vivo alkalmazasara egyik elsé példa egy
2011-es kutatas, mely soran egerek agyaban sikeriilt a 4-metoxi-7-nitroindolinil-glutamatbol
nagyfoku térbeli kontrollal felszabaditani az aktiv neurotranszmittert, igy stimulélva egy-egy
dendrittiiskét.®° Bar é16 szervezetekben az uncaging technika alkalmazisa még egy viszonylag
Uj stratégia, a teriilet az utobbi években egyre nagyobb figyelmet kap, a benne rejlé potencialt,

lehetdségeket az emlitett cikk is mutatja.
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1.4. Fotolizis vizsgalatok

Ahogy azt az 1.1. fejezetben mar bemutattam, a ,,cagelt” vegyliletek jellemzésére tobb
tulajdonsagukat hasznalhatjuk. Mig a legfontosabb sajatossagok koziil a maximalis elnyelési
hulldimhossz, valamint a kiilonb6zé hullamhosszakhoz tartoz6 moléris abszorpcios
koefficiensek egy spektrofotométer segitségével egyszeriien és gyorsan meghatarozhatok, az

uncaging folyamatot jellemz6 kvantumhatékonysag mérése nem ennyire konnyt feladat.

A fotolizis kvantumhatékonysaga (®y) egy mértékegység nélkiili mennyiség, azt adja meg,
hogy egy ,,cagelt” vegyiilet altal elnyelt foton az esetek hanyad részében vezet a molekula
bomlésdhoz. Ebbdl kdvetkezden ez egy nulla és egy kozotti érték. Egy 0j vegyiilet esetében
annak @y értékét alapvetden kétféleképpen hatarozhatjuk meg: megmérhetjiik azt kézvetleniil
aktinometrias eljarasokkal, vagy megkaphatjuk egy mar ismert kvantumhatékonysagu

vegyiilettel valo dsszehasonlitas alapjan.*

A direkt meghatarozas soran a megfelelé hullimhosszusdgu fény hatasara fotolizist
szenvedett molekuldk szamat kozvetleniil hasonlitjuk Ossze az elnyelt fotonok szamaval.
Ilyenkor tehat egyrészt mérni kell a minta atalakulasanak mértékét, mely torténhet példaul nagy
teljesitményi folyadékkromatografia (HPLC) vagy magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopia segitségével. Masrészt sziikkség van a minta altal elnyelt fotonok szadménak
meghatarozasdra. Ehhez a minta abszorbancidjat, valamint a kisérlet soran alkalmazott
fotonfluxust kell ismerniink. El6bbit egyszerien meghatarozhatjuk a Lambert—Beer-térvény
alapjan a minta koncentracioja és molaris abszorpciods koefficiense alapjan, utobbi azonban a

hasznalt berendezéstdl, fényforrastol fligg.

Aktinométernek neveziink minden olyan fizikai vagy kémiai rendszert, melyek
felhasznalasaval egy adott kisérleti elrendezésben fotonfluxust tudunk mérni. Ezen belil is a
kémiai aktinométerek olyan fotokémiai rendszerek, melyek tartalmaznak egy kromofort, amely
fény hatasara végbemend reakciojanak pontosan ismert a kvantumhatasfoka.®! Egy adott mérési
elrendezésben vizsgalva az aktinométer fotokémiai atalakulasat, képesek vagyunk
szamszeriisiteni a mintaba érkezé fotonok szamat, igy a berendezésre, fényforrasra jellemzd
fotonfluxus ismertté valik. Ennek ismeretében az 0 vegyiilet fotokémiai atalakulasat kovetve

mar meghatarozhat6 annak kvantumhatékonysaga.

Amennyiben egy aktinométer fotokémiai tulajdonsidgai pontosan ismertek, és igy

megbizhatéan alkalmazhato, azt a fentiek értelmében felhasznalhatjuk mas rendszerek
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kvantumhatékonysaganak megismerésére, igy 1j aktinométereket 1étrehozva. Ennek nyoman
létrehoztak két standard aktinométert, melyeket referenciaként lehet hasznéalni mas rendszerek
mérésére.’’ Goldstein és Rabani a berlini PTB (Physikalisch-Technische Bundesanstalt)
intézményében xenon ladmpat hasznalva fényforrasként, valamint szilicium fotodiodakat a
mintat ért fotonok szdmanak mérésére, meghataroztak a ferrioxalat, valamint a jodid-jodat
aktinométerek kvantumhatasfokat.%? Késobb, Bolton és munkatarsai a gaithersburgi NIST
(National Institute for Standards and Technology) intézményében az ottani allithatd 1ézer
segitségével vizsgaltdk ugyanezen aktinométereket.®® Mivel a két csoport altal meghatarozott
értékek jol egyeztek, igy ezek a rendszerek valtak a széles korben elfogadott standard

aktinométerekké. A két esetben felhasznalt fotokémiai reakcié: 19

2 [Fe'(C,0,)3]3~ + hv = 2 [Fe''(C,0,),]> + CO, + C,0,%~
81~ +105 +3H,0+hv > 313 + 6 OH™

A standard aktinométerek hasznélata rendkiviil bonyolult, nagyon pontos odafigyelést
igényel, a mintakezelés soran konnyt hibazni, valamint specialis koriilmények - a ferrioxalat
aktinométer alkalmazasa esetén példaul végig sotétben kell dolgoznunk — sziikségesek,® igy
ezek mindennapi haszndlata nem célravezetd. Segitségiikkel azonban sok mas, a mérések
szempontjabol kedvezdbb tulajdonsadgokkal rendelkezd aktinométert hoztak létre, melyek

alkalmazasa egyszertiibb.

Elterjedten alkalmazzak példaul az 1.1. fejezetben mar emlitett, konnyen eléallithatd vagy
beszerezhetd, a ,,photoswitch” vegyiiletek csaladjaba tartozd azobenzolt és kiilonbozd
szarmazékait. Ilyenkor a felhasznalt fotokémiai reakci6 az aktinométer kiilonbozo
hullamhosszisdgli fény hatasara végbemend cisz-transz izomerizacioja.®® Egy 2022-ben
publikalt cikk alapjan példaul a 4,4’-dimetilazobenzol (IUPAC szerinti nevén 1,2-di-p-
tolildiazén) jol hasznalhatd az UV és lathatd tartomanyban fotonfluxus meghatarozasara,
koszonhetden a tiszta €s hatékony Cisz-transz izomerizacios folyamatanak, a hozza kapcsol6do
egyszeri kisérleti eljarasnak, valamint annak, hogy fotokémiai vagy termikus tton

visszaalakithaté, igy lehetéség van annak tobbszori hasznalatara.'!

A kvantumhatékonysag megallapitasara alkalmazhatd masodik médszer egy ismert ®-val
rendelkezd rendszerrel torténd kozvetlen Osszehasonlitdson alapul. Ilyenkor nem
szamszerisitjiik a kisérlet soran tapasztalhato fotonfluxust, hanem azonos koriilmények kozott

mérjikk az ismert kvantumhatékonysagt referenciat, valamint a jellemezni kivant anyagot.
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Ebben az esetben, mivel a két minta ugyanannyi fotonnal talalkozik, ismerve a két minta kezdeti
abszorbanciajat, valamint kovetve a fotokémiai reakciok lejatszodésat, azok id6beli lefutasabol
kovetkeztetni tudunk az ismeretlen kvantumhatékonysagra. Mig a referencia lehet mas tipust
vegylilet, esetiinkben a jellemezni kivant folyamat egy ,,cagelt” vegyiilet fotolizise. Emiatt
fontos, hogy a vizsgalatot csak bizonyos fokt atalakulasig végezziik, ugyanis a fotolizis soran
képz6dé molekuldk szintén képesek lehetnek a beérkezd fény egy részét elnyelni, igy
befolyasolva a minta abszorbanciajat. Tovabba, az atalakulas a referencia €s a vizsgalt minta
esetében nem azonos sebességli, igy a két minta koncentracidja, ezaltal az abszorbanciaja
alapvetéen sem egyenld mértékben valtozik. Amennyiben a kezdeti abszorbancidkat
ugyanakkoranak valasztjuk, a referencia és a mért minta kezdeti atalakulasi sebességének
aranya megadja a két folyamat kvantumhatékonysaganak hanyadosat, melybdl egyszeriien

megkapjuk az altalunk keresett értéket. %7
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2. Célkituzések

A kutatointézetlink tevékenységének fokuszaban az aggyal kapcsolatos kutatasok, a
latashelyreallitas kutatasa, valamint specialis fénystimulacio segitségével kifejlesztett neuron
regeneraciora alkalmas terapias eljarasok kidolgozasa all. Az utobb emlitett projekt célja, hogy
az idegi sériilések részletes vizsgalata, az idegsejtek nyulvanyainak névekedését befolyasold
tényezOk és mechanizmusok elemzése valosuljon meg, valamint, hogy a kozponti idegrendszert
érintd karosodasok gyogyitasara alkalmas modszerek keriiljenek kidolgozasra. Ezen a téman
beliil az én munkam célja olyan vegyiiletek eldallitasa és fotokémiai tulajdonsagainak
meghatarozasa volt, amelyek alkalmasak lehetnek az emlitett bioldgiai kutatdsokban vald
felhasznalasra. Ennek megfeleléen szerettem volna az 1.2. fejezetben bemutatott, az
irodalomban mar ismert, de még viszonylag keveset vizsgalt két idegndvekedési faktor
mimetikumot szintetizalni, melyek segitségével iranyitott axon novekedést, valamint sériilt
idegszovet regeneraciojat szeretnénk megvaldsitani. Ezen kiviil célom volt az 1.1. fejezetben
ismertetett, leggyakrabban alkalmazott véddcsoportok koziil kettd, egy o-nitrobenzil és egy
kumarin alapvazzal rendelkez6 védGcsoport szintézise. Az igy szintetizalt NGF mimetikumokat
¢s fotolabilis véddcsoportokat Szerettem volna vagy kozvetleniil, vagy karbamat kotésen
keresztiil Osszekapcsolni, igy létrehozva tobb, az irodalomban még ismeretlen, 0j ,,cagelt”

vegyiiletet (11. abra).
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11. a@bra: A célmolekulik szerkezete, PPG a fotolabilis véddcsoportot jeldli.

Annak érdekében, hogy a késdbbi kisérletek sordn megfelelden tudjuk alkalmazni az
eldallitott vegylileteket, fontos ismerni azok fotokémiai tulajdonsdgait. Célom volt tehat az

elkészitett ~ molekulak spektroszkopiai  jellemzése,  tovabba  azok  fotolizis
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kvantumhatékonysaganak meghatarozadsa. Utobbihoz sziikséges volt egy kozvetlen
Osszehasonlitdson alapuld modszer hazon beliili kidolgozasa az emlitett mérésre megfeleld

referenciavegylilet segitségével.
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3. Kisérleti eredmények

3.1. Célmolekulak szintézise

3.1.1. NGF mimetikumok szintézise

Kutatomunkam elsé 1épéseként az 1.2. fejezetben emlitett két idegnovekedési faktor
mimetikum szintézisét valositottam meg. Ehhez a B-355252 néven emlitett fenoxi-tiofén-

szulfonamid véazas vegyiilet esetén egy irodalmi eljarast vettem alapul.®®

A szintézissor elsé
1épéseként a kereskedelemben kaphatod 4,5-diklortiofén-2-szulfonil-klorid és 1-naftil-metil-
amin reakciojaban egy kén-nitrogén kotés kialakitasat végeztem el gyenge bazis (TEA)
jelenlétében DKM oldoszerben (12. abra). A keletkez6 szulfonamidot vizes extrakciot

kovetden flash kromatografiaval tisztitottam.
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12. @abra: A B-355252 szintézisének elso lépése, a szulfonamid csoport kialakitdsa.

A kovetkezd reakcioban a szulfonamid csoport nitrogénjének védése torténik para-
metoxibenzil (PMB) csoporttal. Az N-alkilezési reakciot DMF oldoszerben, ers bazis
(natrium-hidrid) jelenlétében, fazistranszfer katalizator segitségével végzik. Az irodalmi eljaras
soran reaktansként p-metoxibenzil-bromidot, fazistranszfer katalizatorként pedig tetra-n-
butilammonium-jodidot alkalmaznak, azonban ezek hianyaban el6szor p-metoxibenzil-klorid
és tetra-n-oktilammonium-klorid felhasznalasaval probaltam elvégezni a reakciot. Mivel a
reakcio tobb ora kevertetést kovetéen sem jatszodott le a HPLC-MS mérés alapjan, az eredetileg
1-1 ekvivalensnyi mennyiségben alkalmazott natrium-hidridbdl tovabbi harom, a p-
metoxibenzil-kloridbol tovabbi két ekvivalenst adagoltam az oldathoz. Ez azonban nem jart
jelentds pozitiv hatdssal, az irodalmitol 1ényegesen elmarad6 termelés kovetkeztében csak
kevés termék keletkezett. A reakciot késébb még tobb NaH és p-metoxibenzil-klorid
jelenlétében, a PTC katalizatort benziltrietilammonium-Kkloridra cserélve tjra probaltam. Ez
szintén nem jart sikerrel, a reakcidelegy vizsgélata alapjan nem keletkezett termék, igy azt nem
dolgoztam fel. Az emlitett kisérletek sikertelensége alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottam,
hogy a probléma vélhetden a reaktansok kiilonbségében keresendd. Az irodalmi eljarasban

alkalmazott jodid ugyanis jobb tavozdcsoport, mint az altalam hasznalt klorid. A reakciot igy
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végiil harmadik probalkozasra sikeriilt jo termeléssel megvaldsitani, amikor az elegyhez kis
mennyiségben (0,1 ekv.) nukleofil katalizatort, mégpedig kalium-jodidot is adtam. Ennek
hatasara valoszintileg egyensulyi reakcioban halogéncsere torténik a p-metoxibenzil-kloriddal,
a keletkez6 p-metoxibenzil-jodid pedig konnyebben reakcidba 1ép a szulfonamiddal, a jodid
tavozasat kovetden pedig egy tjabb klorid-jodid csere valosulhat meg, igy az eredeti reaktans
teljes mennyisége lassan elreagal (13. abra). A reakcioelegyhez - hasonldan az elsé 1épéshez —

vizet adtam, majd etil-acetattal extrahaltam, végiil flash kromatografiaval tisztitottam.

4 ekv. NaH
3ekv. B
TOACI
DMF
rt,2h
20%
O\
~
H\ ,/O 0 7 ekv. NaH
NS BTEAG AN
° U : DMF NS cl
(0]
cl rt, 120 h OO \E/Z’
Cl Cl
1 B 2

1,5 ekv. NaH
1,5 ekv. B
0,1 ekv. Ki
BTEACI

DMF
rt, 120 h
92%

13. abra: A szulfonamid nitrogénjének védésere tett alkilezesi kisérletek.

A szintézissor harmadik Iépésében torténik a NGF mimetikum vegyiilet heteroaril-éter
vazanak kialakitasa. Az ehhez a reakciohoz sziikséges reaktanst (3) is én allitottam el6, a 3-
(piperazin-1-il)fenol szekunder aminocsoportjanak nitrogénjét terc-butoxi-karbonil (Boc)
csoporttal védve (14. abra). A véd6csoport kialakitasahoz di-terc-butil-dikarbonatot hasznaltam,
THF-ben végezve a reakciot. A kapott 3-as vegyiilet esetén annak tisztitdsara nem volt sziikség,

az oldoszer leparlasat kovetden tisztan megkaptam azt.
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14. dbra: A Boc-csoporttal védett 3-(piperazin-1-il)fenol szintézise.”®

A heteroaril-éter vaz kialakitasa soran 2 és 3 0sszekapcsolasa torténik egy SNAF reakcioban
(15. abra). A reakcidét szamos koriilmény, reagens alkalmazasa esetén vizsgaltak az
irodalomban, ezen kombinaciok koziil az egyik legoptimalisabbat alkalmaztam munkam soran.
Ennek megfeleléen a reakciét mikrohulldimt reaktorban végeztem, DMF-et hasznalva

olddszerként és cézium-karbonatot bazisként.

1k
. h N~ "o C32003

o
~Z
S-S HO. N
O// \ / cl \) DMF //
OO MW, 120 °C, 25 min //\
cl 81%

15. abra: A B-355252 heteroaril-éter vazanak kialakitasa SnAr reakcioban.

A reakciohoz sziikséges nukleofil agens a 3-as vegyiilet deprotonalasaval keletkezik. Mivel
ez a molekula fenolos hidroxil csoportot tartalmaz, elég egy gyenge bazis - ebben az esetben a
cézium-karbonat — annak aktivalasahoz. Az igy kialakulo6 fenolat tamad tiofén 5-6s helyzetben
1év0 szénatomjara. Ezt kovetéen a negativ toltéssel rendelkez6 Meisenheimer komplex

koztitermékbdl kloridion 1ép ki, igy lejatszodik a szubsztitiicio (16. abra).

(—NBoc
L /\ NBoc N_)
//S 2_8 N\) o
—_— /

$—Cl 0 {/
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2 3

16. abra: A lejatszodo SnAr reakcio mechanizmusa.
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A mikrohullamu reaktorban torténd reakciot kdvetden az olddszert leparoltam, melyhez
toluolt is adtam az elegyhez, ami az oldoszerrel minimalis forraspontt biner azeotropot képez.

A terméket ezt kovetden flash kromatografiaval tisztitottam.

A reakcidsor utolso 1épéseként a két védéesoportot is tartalmazd 4-r6l mar csak el kell
tavolitani a PMB ¢és Boc csoportokat. Mivel mindkét csoport konnyen -eltavolithatd
trifluorecetsav (TFA) segitségével, igy ezt egyszerre el tudtam végezni. 4-et DKM-ben
oldottam, majd az oldathoz TFA-t adtam ¢és szobahémérsékleten kevertettem. HPLC-MS
mérések alapjan a Boc csoport eltavolitasa rendkiviil hamar megtortént, azonban a PMB még
joval tovabb a molekulahoz kapcsolodva maradt. Fél 6ra kevertetést kovetéen minimalis termék
mellett gyakorlatilag csak a PMB csoporttal védett, Boc-ot mar nem tartalmazo vegyiilet volt
az oldatban. Tovabbi két nap kevertetést kovetden végiil sikeresen lejatszodott a reakcio (17.
abra). A keletkez6 terméket az oldoészer leparlasa utan preparativ  HPLC segitségével
tisztitottam, mely soran acetonitrilt és 0,2% TFA-t tartalmazé vizet hasznaltam eluensként,

aminek kovetkeztében a B-355252 trifluorecetsavas sojat kaptam meg az eljaras végén.
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17. abra: A B-355252 szintézisénék utolso lépése, a véddcsoportok eltavolitasa.

A szintézissort kétszer végeztem el, mig el6szor kevés kiindulasi anyagbo6l néhany
milligramm terméket allitottam el6 az egyes reakciok tesztelése mellett, a masodik alkalommal
a reakciok méretnovelését valositottam meg, mely soran tobb, mint egy gramm terméket

sikeriilt készitenem. A méretndvelés soran a szintézis harmadik Iépésében a mikrohulldmu
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reaktorba helyezhetd reakcidoedények méretébdl adodd limitdciok miatt a reakciot tobb

részletben végeztem el, 2 teljes anyagmennyiségét csak harom részre bontva tudtam atalakitani.

A masodik NGF mimetikum, az LM11A-31 esetében a B-355252-vel ellentétben nem all
rendelkezésre az irodalomban részletes szintetikus eljaras. Mivel ez a vegyiilet az izoleucin
vaza €s a benne 1évé amidkotés révén szerkezetileg hasonlit egy dipeptidre, igy az eldallitasat
a kereskedelemben kaphatd 4-(2-aminoetil)morfolinb6l és az aminocsoportjan védett L-
izoleucin szarmaz¢ékbdl szerettem volna megvaldsitani a hagyomanyosan peptidek eléallitasara

hasznalt kapcsoldszerek segitségével.

Kiindulasi anyagként eldszor az aminocsoportjan fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc)
csoporttal védett L-izoleucint valasztottam annak érdekében, hogy a reakciok HPLC
segitségével jol kovethetdek legyenek, koszonhetéen a véddcsoport UV  tartomanyban

megfigyelheté abszorbanciajanak (Amax=264 nm).%°

A célvegyiilet eldallitasat két 1épésben
terveztem elvégezni, el6szor a kiinduldsi vegyliletek kapcsoldsat, majd ezt kovetden a
véddcsoport eltavolitasat szerettem volna megvalositani az erre gyakran hasznalt piperidin

DMF-es oldatanak segitségével.

A vegyiilet szintézisére tett elsé kisérletem alkalmadval HATU-t hasznéltam
kapcsoloszerként. Mechanizmus szempontjabol, a HATU a kapcsolés soran eldszor a jelenlévd
bazis (peldaul DIPEA) altal deprotonalt karbonsavval 1ép reakcioba. Ezt kdvetden az 1,1,3,3-
tetrametil-karbamid kilépése kovetkezik, majd az igy keletkezé koztitermék karbonil
szénatomjara végez nukleofil timadast a kapcsolni kivant amin. A héttagu gytirtivel rendelkezd
atmeneti allapotbol az 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (8) kilépése mellett keletkezik a kivant
savamid. A szintézis soran a reaktansokat DMF-ben oldva, az oldathoz HATU-t és Hiinig bazist
(DIPEA) adtam, majd ezt kevertettem szobahémérsékleten. Egy hétnyi kevertetést kdvetéen
azonban a HPLC-MS mérések alapjan az Fmoc csoport mar teljesen levalt a molekularol, igy
annak piperidinnel torténd eltavolitasara nem volt sziikség (18. abra). A nyerstermék flash
kromatografidval torténd tisztitasat kovetden azonban az latszodott, hogy a terméket nem
sikeriilt elvalasztani a HATU-bol a kapcsolas soran keletkez6 1-hidroxi-7-azabenzotriazoltol
(8), NMR alapjan csak nagyjabol 40%-os tisztasagot sikeriilt elérni. A két vegyiiletet (ijabb
oszlopkromatografia segitségével még egyszer megprobaltam elvalasztani, azonban ez sem

javitott a tisztasagon, igy ez a szintézis Sikertelennek bizonyult.
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18. dbra: a) Az elvégzett reakcio, b) a HATU miikodési mechanizmusa, a melléktermékek keletkezése.

Az els6 probalkozas utan egy masik kapcsoloszerrel, COMU-val is elvégeztem a reakciot, a
tobbi korlilmény megvaltoztatasa nélkiil. Ebben az esetben harom nap kevertetést kovetden az
Fmoc csoport még nem tavozott, igy sikeriilt izolalni az aminocsoportjan védett LM11A-31-et.
Ennek flash kromatografiaval torténd tisztitasat kovetden a védbécsoportot piperidin 30%-0s
DMF-es oldataval tavolitottam el. A reakcidelegy feldolgozasa soran elészor savas Vizes
extrakciot végeztem, hogy a szabad amin s6 form4jaban atkeriiljon a vizes fazisba. Ezt kvetden
a vizes fazishoz natrium-hidroxidot adagolva annak pH-jat lugosra allitottam be, majd DKM-
es extrakcioval atvittem a terméket a szerves fazisba. Az oldoszer leparldsa utan kapott
nyerstermék HPLC-MS vizsgalata soran az latszodott, hogy az Fmoc-csoport eltavolitasa soran
keletkez6 dibenzofulvén-piperidin addukt (9) is jelen van a termék mellett, igy végiil itt is flash
kromatografiaval sikertilt izolalni az LM11A-31-et (19. abra). A kapott anyag azonban nem
volt kristalyos, igy vizes TFA segitségével megprobaltam sot képeztem beldle. Az eljaras végén

azonban tovabbra is egy olajszer(i, nem kristalyos anyaghoz jutottam.
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19. dbra: a) LM11A-31 szintézise COMU-val,; b) Fmoc eltavolitis mechanizmusa, a 10-es melléktermék

keletkezese.

A szintézis méretnoveléséhez a HATU-nal és COMU-nal olcsobb kapcsold agenssel, az
EDC-vel is megprobaltam elvégezni a termék eldallitasat. A reakcioban az EDC mellett
DMAP-t is hasznaltam. Bazisként szintén DIPEA-val dolgoztam, oldoszerként azonban DKM-
t alkalmaztam DMF helyett. HPLC alapjan a reakcidelegyben el6szor az aminosav és EDC
adduktja volt jelen, azonban érdekes modon a masik kiinduldsi anyag, a 4-(2-
aminoetil)morfolin hasonl6 adduktja is lathato volt, valamint tobb napi kevertetést kdvetden
szamos melléktermék jelent meg az oldatban, nagyon kevés 9 képzddése mellett. Az oldoszer
leparldsa utan az elegy tovabbi feldolgozasa, tisztitasa nélkiill a véddcsoport eltavolitasa
érdekében piperidines DMF-et adtam az elegyhez. Egy 6rdnyi kevertetést kovetden azonban az

oldat kasassa valt, majd tobbszori, kiilonbozé pH-n végzett extrakcios kisérletek ellenére sem
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sikeriilt a kis mennyiségli 7-et elvalasztani a sok mellékterméktdl, igy végiill megvaltam a

reakcioelegytol.

Az Fmoc csoporttal végzett reakciok soran tapasztalt nehézségek miatt az aminocsoportjan
mas védbcsoporttal rendelkez6 L-izoleucinnal is el szerettem volna végezni a reakciokat. Ehhez
a Boc-csoporttal védett aminosavbdl indultam ki. Az EDC-vel végzett sikertelen probalkozas
miatt visszatértem az eredetileg hasznalt HATU-hoz, annak reményében, hogy az Fmoc- nél a
Boc csoport stabilabb lesz, egyaltalan nem fog kilépni id6 el6tt, igy a még véddcsoporttal
rendelkez0 terméket el tudom vélasztani a keletkezd 8-tdl. A reakcioelegy HPLC-MS-el torténd
vizsgalata alapjan 1 ora kevertetést kovetéen kevés kiindulasi anyag mellett féleg 11 volt az
oldatban, azonban 2 odrat kovetéen egy 0 melléktermék (12) is elkezdett egyre nagyobb
mennyiségben megjelenni. A 20. abra b) része ezen melléktermék MS mérések alapjan

feltételezett szerkezetét mutatja.

a)

HATU o
S K (3 —oem— S A L
OH =+ N\) MeCN N~ + 8 + 12
0" N HNT rt, 2h ° N N/\
o} 32% o} K/o

b)
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20. dabra: a) LM11A-31 szintézise Boc-csoporttal védett L-izoleucinbdl; b) a kapcsolas soran keletkezett

12-es melléktermek feltételezett szerkezete.

11-t flash kromatografia segitségével sikertilt elvalasztani 8-tol és 12-t6l, majd a védbécsoport
eltavolitasat kovetden ezen a szintézisuton is sikeriilt megkapni 7-et. Annak érdekében, hogy
7-et egy kristalyos vegyiiletté alakitsam, megprobaltam annak mezilat s6jat képezni. 7-et kevés
etanolban oldottam, majd ehhez THF-et adtam, az igy kapott oldathoz tobb, mint 2 ekvivalens
metanszulfonsav dietil-éteres oldatat adagoltam, azonban igy sem kristalyosodott ki anyag. A

jovOben ujabb kisérleteket tervezek tenni konnyebben kezelhetd szilard kristalyos sok
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eléallitasara a 7-es anyagokbol. Az itt leirt tovabbi reakciokban azonban az olajszerti termék is

megfelelden hasznalhatonak bizonyult.
3.1.2. Fotolabilis véddécsoportok szintézise

Munkam soran az irodalomban ismert, egy O-nitrobenzil és egy kumarin alapvazzal
rendelkez6 fotolabilis véddcsoportot allitottam eld. Az elsé vegyiiletet a kereskedelemben

kaphato 3’,4’-dimetoxiacetofenonbdl kiindulva szintetizaltam (21. abra).

OH

j@)‘\ 98% HNO3 :@\)‘\ NaBH4 ©
DKM MeOH ~o NO,

-10°C,2,5h

95% rt 72h

95% 14

21. dbra: Az o-nitrobenzil vdzas védbcsoport szintézisének elsd 1épései. ™

Az els6 1épésben a kiindulasi vegyliletet nitralasa tortént. Mivel a molekula tobb aktivalo,
elektronkiildd csoportot is tartalmaz az aromas gylrithoz kapcsolodva, igy a fiistdlgd
salétromsav dnmagaban, tomény kénsav katalizator nélkiil is elegendd ahhoz, hogy lejatszodjon
a reakcid. A kovetkezd reakcioban 13-at natrium-borohidrid segitségével alkoholla redukaltam
metanolos tetrahidrofurdnban. HPLC alapjan a redukcid szelektiv volt, a nitrocsoport
egyaltalan nem redukalodott. Sem 13, sem 14 esetén nem volt sziikség kromatografias
tisztitasra, az anyagokat extrakcid utan tisztan megkaptam. Mivel az altalam ,,cagelni” kivant
NGF mimetikumok aminok, melyek rossz tavozocsoportok, célszerii azokat nem kozvetlentiil,
hanem egy karbamat kotésen keresztil védeni. Az MeNVOC  (a-metil-6-
nitroveratriloxikarbonil) véddcsoport prekurzoranak szintéziséhez 14-et 4-nitrofenil-
kloroformattal reagaltattam Hiinig bazis és katalitikus mennyiségiit DMAP jelenlétében (22.
abra). A keletkez6 karbonat (15) rendkiviil aktiv, konnyen 1ép reakcioba mas vegyiiletekkel.
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22. dbra: Az MeNVOC védécsoport prekurzoranak szintézise.*™

A reakcidt sotétben végeztem, annak lejatszodasat kovetden a reakcidelegyet 0 °C-0s enyhén

lugos foszfat pufferoldatra ontdttem, melybdl fehér anyag valt ki. A kivalt anyag HPLC-MS
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alapjan nagyrészt a vart termék (15) volt, kis mennyiségii szennyezdvel. A szilard anyagot nem

tisztitottam tovabb, szaritas utan hasznaltam késobbi reakciokban.

A kumarin alapvazzal rendelkezd fotolabilis védécsoport szintézisét a kereskedelemben

kaphaté 7-dietilamino-4-metilkumarinbél kiindulva végeztem (23. abra).%?

1.) LIHMDS Br Bre_ _Br
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23. abra: A DEACM véddicsoport prekurzoranak szintézise.

A reakcio soran a sztérikusan gatolt erés bazist, a litium-bisztrimetilszililamidot (LIHMDS)
alkalmaztam, majd elektrofil bromozo agensként N-bromszukcinimid THF-es oldatat adtam az
elegyhez. A reakciot egy ora elteltével 1 M-0s sosav segitségével kvencseltem. HPLC alapjan
kis mértékben a monobromozott 16 mellett a dibromozott 17 is keletkezett, melyeket flash
kromatografia segitségével hatékonyan el tudtam valasztani egymadastol. A 16-0s vegyiilet
felhasznalhaté a DEACM fotolabilis véddcsoport kiépitésére kiilonbdz6 funkcids csoportokon.
A kozvetlen kapcsolas mellett azonban az o-nitrobenzil vazas véddcsoporthoz hasonldan ezen
photocage esetében is szerettem volna karbamat kotésen keresztiil is megvalositani a biologiai
aktivitassal rendelkezé molekuldk védését. Ehhez 16-0t eldszor 1,4-dioxan és viz elegyében
refluxaltattam, majd a nukleofil szubsztitucids reakcioban kapott alkoholt (18) tisztitas utan

szintén 4-nitrofenil-kloroformattal reagaltattam DIPEA jelenlétében (24. abra).
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24. dbra: @) 16 nukleofil szubsztiticiéja; b) a DEACMOC védbcesoport prekurzoranak eléallitdsa.*®
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3.1.3. NGF mimetikumok és fotolabilis védocsoportok kapcsolasa

Az el6z6 fejezetekben leirtak alapjan eldallitott idegnovekedési faktor mimetikumok
fotolabilis csoportokkal torténé védését tobbféleképpen is elvégeztem. Az ebben a fejezetben
emlitett 0sszes reakciot sotétben végeztem, valamennyi termék tisztitdsat preparativ HPLC
segitségével valositottam meg. A B-355252 esetében megvaldsitottam az MeNVOC ¢és
DEACMOC véddcsoportokkal a vegyiilet karbamat csoporton keresztiili kapcsolasat, valamint
a DEACM csoporttal vald kozvetlen védést is (25. abra).
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25. dabra: @) B-355252 kapcsolasa fotolabilis védocsoportokkal; b) a DEACM csoporttal torténd védeés
soran keletkezé melléktermék feltételezett szerkezete; zéld szinnel a biologiailag aktiv részt, kékkel a

fotolabilis véddcsoportot jelélve.
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A 25. abra altal bemutatott els6 két reakcioban a 6-ot és a megfeleld karbonatot reagéltattam
trictilamin jelenlétében. A reakciok soran melléktermékként para-nitrofenol keletkezett,
melytdl a tisztitas soran konnyen el tudtam valasztani a terméket. 20 esetén a preparativ HPLC
hasznélatakor acetonitrilt és 0,2% TFA-t tartalmazod vizet hasznaltam eluensként, igy a termék
trifluorecetsavas soja keletkezett. 21 esetén azonban az acetonitril mellett 0,4 g dm=3-es
ammonium-bikarbonat puffert hasznaltam az eljaras soran, igy ebben az esetben nem sé
formajaban kaptam meg a terméket. A reakcid termelése ebben az esetben nem iranyado,
ugyanis a tisztitas soran a 21-et tartalmazo oldat egy része kiomlott. A DEACM csoporttal
torténd kozvetlen védés soran a reakcidelegyben egy melléktermék is megjelent (25. abra),
melynek tomegspektrometrias jele alapjan az abran lathatd szerkezetre kovetkeztettem. A
feltételezett szerkezetnek késébb az NMR vizsgalat sem mondott ellent. 22-t és 23-at preparativ
HPLC segitségével el tudtam valasztani, a mar emlitett eluens miatt itt is sOként kaptam meg

Oket.

Az idegnovekedési faktor receptor agonista LM11A-31 védését csak karbamat kotésen

keresztiil, az MeNVOC és DEACMOC csoportokkal végeztem el (26. abra).
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26. abra: LM11A-31 kapcsolasa fotolabilis védiocsoportokkal.

Az MeNVOC csoporttal védett 25 esetén a reakcidelegy vizsgalatakor a HPLC mérések
soran két, egymashoz nagyon kozeli csucsot lattam. Ennek oka, hogy a vegyiilet harom
sztereogén centrummal is rendelkezik. Mig az L-izoleucinban 1évd két kiralis szénatom
konfiguracidja S, mely a reakciok soran nem valtozik, addig a véddcsoport benzil helyzeti
reakcioban két diasztereomer képzoédik. A két izomert preparativ HPLC-vel nem sikeriilt

elvalasztani egymadstol, valamint a kis mennyiségli anyag kevés szennyezot is tartalmazott, igy
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végiil ezen vegyiiletpar spektroszkopiai és fotokémiai karakterizacioja nem késziilt el. 20
esetében a molekula csak egy kiralitascentrumot tartalmaz, igy a fenti reakcidban egy
enantiomerpar keletkezik. 24-et preparativ HPLC-t kdvetden jo tisztasaggal sikeriilt megkapni,
azonban 7-hez hasonldan ez is egy nehezen kezelhetd, olajszerii anyag volt. A szintetizalt 1j
vegyliletek sotétben valo stabilitdsat HPLC-vel ellendriztem. A szintéziseket kovetden
kozvetleniil, valamint azt kovetden tobb héttel mintat véve a sdtétben tartott anyagokbol, azok

tisztasaga a HPLC-s mérések alapjan valtozatlan volt.
3.2.  Spektroszkopiai és fotokémiai vizsgalatok

3.2.1. A fotolizis kvantumhatékonysaganak meghatirozasi modszere

Mint azta 1.1. fejezetben irtam, a maximalis elnyelési hullamhossz (Amax [NM]), a kiilonb6z6

hullémhosszakon vett moldris abszorpcios koefficiensek (&, [Mecm™]) mellett a fotolabilis

véddcsoportokkal ellatott vegyiiletek fontos tulajdonsdga a fotolizisiikre vonatkozd
kvantumhatékonysag (®y, [-]). Ennek meghatarozasara alapvetden két megkozelités 1étezik.
Mindkét esetben sziikségiink van a fény hatasara végbemeno reakcio idébeli vizsgalatara, mely
soran meghatarozzuk a fotolizis mértékének fiiggését a besugarzasi id6tél. Ennek ismeretében
vagy a Kkisérlet soran tapasztalhato fotonfluxust felhasznalva szamolhato a
kvantumhatékonysag, vagy egy mar jol ismert ®-vel rendelkezd rendszerrel vald
Osszehasonlitas alapjan. A kisérlet soran megfigyelheté fotonfluxus meghatarozasara
aktinométereket hasznalunk, melyek ismert kvantumhatékonysagi rendszerek. Casimiro és
munkatarsai egy 2022-ben publikélt cikkben'! kidolgoztak egy eljarast a fotonfluxus 4,4’-
dimetilazobenzol (DMAB) fény hatasara végbemend reverzibilis izomerizaciojanak (27. abra)

segitségével torténd meghatarozasara.

N
N
N i} A =365nm R
/©/ N A = 436 nm

E-DMAB Z-DMAB

27. abra: A DMAB cisz-transz izomerizdacidja fény hatasdra.
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Mivel ez a fotokapcsold vegyiilet a kereskedelemben kaphatd, valamint a hasznalatara
kidolgozott eljaras viszonylag egyszerti, én is ezt szerettem volna alkalmazni méréseim soran.

A fotokémiai reakci6, mivel mindkét forma fotoaktiv, az aldbbi kinetikai egyenlettel irhat6 le:'!

d[E] __d[Z] __CDEZ'Q_ g, [E]-f
dt ~ At TV (egn Bl + 610 [2)
n Dzrq ) &z [Z]-f +ky-[Z] )

V. (ega, - [E]l+ ez, [2])

crer

Az egyenletben [E] és [Z] a transz és cisz formak koncentraciojat [mol dm=], dg, és &, a
transz-cisz és cisz-transz atalakulasok kvantumhatékonysagat [-], t az id6t [s], V az oldat
térfogatat [dm®], q a beesd fotonfluxust [mol s™], ez, és €7, az E és Z izomerek adott
hulldmhosszon [nm] vett moldris abszorpciés koefficienseit [M™ cm™], f a minta 4ltal elnyelt
fotonok hanyadat [-] jeloli. Mivel ezen vegyiilet esetén a cisz forma termodinamikailag kevésbé
stabil, igy termikus uton is visszaalakulhat, az egyenletben szerepl6 k, ezen folyamat
reakcidsebességi dllanddja [s?]. Az emlitett cikkben vizsgaltdk ezt a visszaalakulast, a korabban
besugarzott mintdkat sotétben allni hagyva tobb napot kdvetden kaptak vissza az eredeti oldatra
jellemzd abszorpcids spektrumot, k, értékét 1,6 x 10° s'-nek hatdroztak meg, igy ennek a

crer

fiigg, a Lambert—Beer-torvényt felhasznalva az aldbbi egyenlet irhato fel:
f=1- 1074 =1 — 10—(SE,;LL-'[E]+£Z,AL.-[Z])-1 3)

Az egyenletben A, az oldat abszorbancigjat [-], | az optikai uthosszat [cm] jel6li. Mivel a

folyamat soran mind az oldat abszorbancidja, mind az egyes formak koncentracidja az id6tol
fiigg, igy a fenti differencidlegyenlet nem oldhaté meg analitikusan. Ennek megkeriilésére az
abszorbanciaja a mérés soran végig 3 felett van. Ekkor f értéke 0,999, vagyis az oldat a beérkez6
fény legalabb 99,9%-at elnyeli minden iddpillanatban, igy az egyenletben ennek a tagnak az
elhagyasa (f~ 1) nem okoz érdemi hibat. Ekkor az (2)-es differencialegyenlet megoldhato, csak
a koncentraciok fiiggnek az id6t6l. Ennek a modszernek az alkalmazisa azonban szdmomra
nem volt lehetséges. Ennek oka, hogy az altalam a vizsgalatokhoz hasznalt fotokémiai
reaktorban, a ThalesNano PhotoCube késziilékében nem ismert az oldaton athalado fény optikai

uthossza. A reaktorban ugyanis egy spektrofotométerrel ellentétben nem egy iranybol érkez6,
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parhuzamos fénysugarak talalkoznak a mintaval, hanem ezek a reaktoron beliil barmilyen
iranybol érkezhetnek. Mivel ennek nyoman nem ismerjiik az egyenletben szerepld | értékét, az
oldat abszorbanciajat sem tudjuk pontosan megmondani. Ahhoz tehat, hogy a fotonfluxust ilyen
modon meg tudjuk hatarozni, még toményebb oldatokkal kellene dolgozni, annak biztositasa
érdekében, hogy az oldat abszorbanciaja feltehetden a megfeleld tartomanyba essen a mérés
soran. Ez a megoldés azonban tobb szempontbdl sem idedlis. Az altalam eldallitott vegyiiletek
mérése soran is szlikséges ismerni azok oldatainak abszorbancidjat az elnyelt fény hanyadanak
meghatarozasahoz. Az ezekbdl a vegyiiletekbdl rendelkezésre allo kis mennyiségek, valamint
az oldhatosagi limitaciok miatt ezek esetében nem valoésithato meg a hasonléan tomény
oldatokkal (ahol /= 1) val6 mérés, tovabba lehetséges, hogy ilyen nagy koncentraciok esetén
mar a Lambert-Beer-torvény sem érvényes. Ezen megfontolasok alapjan elvetettem a
fotonfluxus szamszeriisitésén alapuld kvantumhatékonysag mérést, helyette a DMAB és a
fotolabilis véddcsoportokkal ellatott vegytiletek azonos koriilmények kozott térténd vizsgalata

alapjan szerettem volna azt megallapitani.

Ha a DMAB olyan oldatabdl indulunk ki, mely kezdetben csak a transz izomert tartalmazza,
¢s az atalakitast csak addig végezziik, amig a Ccisz izomer mennyisége még kell6en kicsi, igy
hozzajarulasa az oldat abszorbancidjadhoz még elhanyagolhato, valamint a visszaalakulstol is

eltekintiink, akkor az (2)-es egyenlet az alabbi formara egyszertisodik:

d[E] _ Gpzq-f _ Pryq- (1 - 1O_AE'1i) _ b, q- (1 — 1O£E,/1i'l'[E])

at v v v (4)

Az altalam el6allitott ,,cagelt” vegyiiletek esetén a reakcid egyiranyu, az uncaging folyamat
soran keletkezd termékek nem tudnak visszaalakulni. A fotolizisre tehat hasonld Kinetikai

egyenlet irhat6 fel:

d[SZB] B b, q - f* _ o, q* (1 _ 1O_ASZB,)1i) ~
b, q* (1 — 10€szs,zi'l*'[SZB])

__ k. ()

Az egyenletben szereplé [SZB]| az altalam elballitott valamely ,.cagelt” vegyiilet

crcr

vizsgalni kivant anyagot azonos koriilmények kozott vissziik fotokémiai reakcioba, akkor —

feltételezve, hogy a reaktor fényforrasanak intenzitasa allanddé — a mintakat éré fotonfluxus
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(g = q%), valamint az athalado fénysugarak optikai tthosszai is megegyeznek (I =1%).
Tovabba, azonos térfogata oldatok vizsgalata esetén (V = V*), ha a kezdeti koncentraciokat
Ggy valasztjuk meg, hogy &gy, - [E] = 575, [SZB] és igy a kiindulasi anyagok altal
kezdetben elnyelt fény hanyada megegyezik (f, = fy), akkor a két reakcido kezdeti

reakciosebességének hanyadosa a kvantumhatékonysagok hanyadosaval egyezik meg:

(d[SZB]) ou-qf
t=0 __

dt 7 ®,

— — 6
(E)) P dfo g ©)
dt /,_, 4

Mivel a DMAB izomerizaciojanak kvantumhatékonysaga az irodalomban ismert, igy azonos
térfogat, azonos kezdeti abszorbanciaval rendelkezd oldatok vizsgalata esetén konnyen
kiszamolhatjuk a fotolizis kvantumhatékonysagat a kezdeti reakciosebességek alapjan. Ennek
meghatarozasara két lehetdséglink van. Az elsé megoldas, hogy a koncentracid iddbeli
valtozasat szemléltetd mérési pontokat abrazoljuk, majd az els6 néhany pontra - ahol az
atalakulas kvazilinedris - egyenest illesztiink, melynek meredeksége a keresett érték. Ez az
eljaras azonban nem teljesen pontos, hiszen sem a referencia anyag, sem a ,,cagelt” vegyiiletek
fotokémiai atalakuldsa valdjaban nem irhatd le egy linearis fliggvénnyel (ldsd 3.2.2. és 3.2.4.
fejezetek). Emiatt amennyiben lehetséges, a masodik modszert érdemes alkalmazni, amelyben
a reakciokat leird kinetikai egyenletek segitségével nemlinedris fiiggvényt illesztiink a mérési
pontokra, majd a fiiggvény 0 idGpontbeli derivaltjat vessziik, mely megegyezik a kezdeti

reakcidsebességgel.
3.2.2. Areferencia 4,4’-dimetilazobenzol vizsgalata

A referencia anyag, a kereskedelmi forgalomban kaphato DMAB szilard kristalyai kizarolag
a transz izomert tartalmazzak. Ahhoz, hogy a vegyiilet transz-cisz izomerizaciojanak kezdeti
sebességét meghatarozzam, elészor Ki kellett valasztanom, hogy a vizsgalatokat milyen
hulldmhosszon végezzem el. Ennek megvalasztasanal tobb szempontot figyelembe véve, végiil
a 365 nm mellett dontéttem. Ennek oka, hogy ezen a hullamhosszon ismert a transz izomer
atalakulasanak kvantumhatékonysaga, valamint az irodalmi adatok alapjan az E forma molaris
abszorpcids koefficiense sokszorosa a Z formaénak, ezen A esetén a legnagyobb a két forma ¢
értékeinek hanyadosa. Ez azt jelenti, hogy 365 nm-en érvényes a legtovabb a (4) egyenlet
felirasanal felhasznalt kozelités, miszerint az izomerizacio soran kezdetben elhanyagolhaté a Z

forma abszorbancidja, valamint visszaalakulasa. Ezen kiviil fontos szempont volt, hogy a
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hasznalt fotokémiai reaktor képes ilyen hullamhosszusagu fény besugarzasara, valamint, hogy

itt jol vizsgalhatdak a szintetizalt 1j vegytiletek is.

Casimiro és munkatdrsai'! cikkében a két forma 365 nm-en tapasztalhaté moldris
abszorpcios koefficiensei acetonitril oldoszerben a kovetkezok: &g 3¢5 = 8311 M~ cm™;
€7365 = 101 M~ cm™1. A transz DMAB oldatabol kiindulva ezen a hullimhosszon kell§
ideig besugarozva az oldatot a cisz:transz izomer arany 97:3-nal ér el egy fotostacionarius
allapotot. Annak érdekében, hogy az E izomerre vonatkozo fenti adatot hitelesitsem,
elvégeztem a vegyiilet spektroszkopiai vizsgalatdt. Ehhez eldszor ismert tomegii DMAB-t
oldottam acetonitrilben, majd a kapott kiindulasi oldatb6él mintat vettem és HPLC-vel
vizsgaltam azt. A frissen késziilt, fényt6l védett oldat ez alapjan kezdetben csak transz izomert
tartalmazott. Ezt kovetéen az oldatbol higitasi sort készitettem, melyben minden oldat az
az egyes oldatok spektrumat. Ezutan a 365 nm-en tapasztalt abszorbancia értékeket abrazoltam,
majd azokra az origd atmend egyenest illesztettem (28. abra). A spektrumok felvételét
kovetden a vizsgalt oldatbol ujra mintat vettem és HPLC-vel vizsgaltam azt, mely szerint a
spektroszkopiai vizsgalat kzben nem tortént atalakulas, az oldat tovabbra is csak az E izomert

tartalmazta.

a) b)
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28. dbra: a) DMAB abszorpcios spektruma az UV-VIS tartomanyban; b) a 365 nm-en tapasztalt

abszorbancidk.

Mivel a spektrofotométerben az optikai thossz 1 cm, az illesztett egyenes meredeksége
megadja az anyag molaris abszorpcids koefficiensét. Ez ebben az esetben 8308 Mt cm™-nek

adddott, mely jo O0sszhangban van az irodalmi adattal. A késdbbi szamolasok soran ezt az
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altalam mért adatot hasznaltam. Az emlitett cikkben a fotostacionarius allapotok alapjan
szamitasos modszerekkel kaptak meg a Z izomerre jellemzd adatokat,'! a tovabbiakban én is az

ott leirt értékeket hasznaltam erre az izomerre.

A DMAB izomerizacidéjanak méréséhez egy 0j oldatot készitettem, melynek felvettem a
kezdeti spektrumat. Ezutan, ismert idére a fotoreaktorba helyeztem az oldatot, ahol folyamatos
kevertetés kozben 365 nm-es fénnyel sugaroztam be azt. Adott idejii besugarzast kovetden tijra
felvettem a vegyiilet spektrumat, majd ezt a folyamatot ismételtem. A vegyiilet E-Z atalakulasat
a 365 nm-en tapasztalt egyre cs6kkend, valamint a 435 nm-en — ahol a cisz forma rendelkezik
nagyobb elnyeléssel — egyre ndvekvd abszorbancia jelzi (29. abra). Lathaté az is, hogy a
fotostacionarius allapot elég hamar, kevesebb mint két perc elteltével beall. A hasznalt
spektrofotométerrel mérheté maximalis abszorbancia 4, az @) abran lathat6 spektrumok esetén
ezért ez a maximum a mérés kezdeti szakaszan. A kitiintetett hulldmhosszakon ez azonban nem

okoz problémat, ezeken mar kezdetben is a detektalasi limit alatt van az abszorbancia.

a) b)
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29. dbra: a) Az abszorpcios spektrum vdltozasa UV fénnyel torténd besugdrzds hatdsara; b) az

abszorbancia valtozasa ket kitiintetett hullamhosszon.

Feltéve, hogy a reakcio kezdeti szakaszan csak a transz forma nyel el fényt a besugarzas 365
nm-es hullamhosszan, az alabbi egyenlet irhato fel:
dlE] =~ ®gz-q-f = ®Ppz-q-(1—107"E36s)

dt |4 |4 7
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Mivel a mérés soran az abszorbancia valtozasat vizsgaljuk, igy arra kell felirnunk egy
differencialegyenletet. A Lambert—Beer-torvény felhasznalasaval a kovetkezd egyenlethez

jutunk, melyben az abszorbancia csak az E izomer elnyelését jelenti:

(8)

dAzes I d[E] ] ®pzq - (1—1074s65)
—_— = . e . . j—
dt E,365 dt E,365 v
Mivel az egyenletben szerepld molaris abszorpcios koefficiens, az optikai uthossz, a
kvantumhatékonysag, a beesé fotonfluxus, valamint az oldat térfogata is fliggetlen az id6t6l,

ezek egy konstansba sszevonhatoak:

_ €g3es ' L Ppzq

C 9
- ©)
A (8)-as egyenlet tehat az alabbi formaban irhat6:
dA
= —C (1= 107%) = €+ (1074 — 1) (10)
Az egyszerliség kedvéért vezessiik be az Azqs = x jelolést! Ekkor:
@ _ (11)
c-(10*-1)
A megfelel6 hatarok kozott integralva:
1 (* 1 t
= | ————dx= J dt (12)
C jxo 107* -1 0
C-vel beszorozva, valamint a logaritmusokra vonatkozé azonossagokat felhasznalva:
l (1 _ 10x0> =C-t (13)
0910\ 71 o)~
Az egyenletet atrendezve kifejezhetjiik x-et:
1—10%
X = lOglO (1 - W) (14)

Mivel x,, vagyis a kezdeti abszorbancia szintén nem fiigg az id6t6l, bevezethetjiik az alabbi

paramétert:
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B =1-10% (15)

Ezt behelyettesitve (14)-be, megkapjuk a 365 nm-en torténd abszorbanciavaltozast leiro

egyenletet:
x =log;o(1—B-107¢") (16)

Mivel az egyenlet csak addig érvényes ameddig a gyakorlatilag csak a transz izomer van az
oldatban, fontos egy olyan feltétel felallitasa, amely definidlja, hogy a cisz forma jelenlétét
meddig tekintjiik elhanyagolhatonak. Casimiro és munkatarsai cikkéhez képest — ahol csak 20-
szoros kiilonbséget szabtak meg — én egy szigorubb feltételt alkalmaztam, melyet az alabbi

egyenlet ir le:
€g365 " [E] > 100 - &7365 - [Z] (17)

Tehat a (16)-0s egyenletet addig vettem érvényesnek amig a Z izomer hozzajarulasa az oldat
abszorbanciajahoz kevesebb, mint szazad része az E formaénak. Mivel a kisérletekhez hasznalt
oldat kezdeti abszorbanciaja ismert és itt csak a transz DMAB van jelen, igy minden mérési
pontban kifejezhetd az egyes formak koncentracidja a 365 nm-en mért elnyelés alapjan az

alabbiak szerint:

Ases = €p3es ' [E] + 2365 " [Z] = €g 365 [E] + €2365 * ([Elo — [E]) (18)

Ebbdl kifejezve:

£] = Ases — €z2365 " [Elo (19)

€E365 — €7,365

A s7amitasokhoz &g 36snm értékére az dltalam mért 8308 M cm™-at, mig €, 365 esetén a
hivatkozott cikkben szamitott 101 M cm™-t alkalmaztam. Ezek az alapjan az egyes mérési

pontokban az oldatok koncentracidja:

1. tablazat: A DMAB izomerizacidja soran mért abszorbancidk és az abbdl szamolt koncentrdaciok

Besugarzas ideje  Mért abszorbancia  Szamolt [E] Szamolt [Z] €365 [E]
(365 nm) [s] (365 nm) [-] [M] [M] 2365 * |Z]
0 1,832 2,21E-04 0 00
5 1,435 1,72E-04 4,84E-05 292,5
10 1,114 1,33E-04 8,75E-05 125,1
15 0,852 1,01E-04 1,19E-04 69,7
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20
25
35
55
95
175
335

0,644
0,510
0,314
0,176
0,142
0,160
0,141

7,58E-05
5,95E-05
3,55E-05
1,88E-05
1,46E-05
1,68E-05
1,44E-05

1,45E-04
1,61E-04
1,85E-04
2,02E-04
2,06E-04
2,04E-04
2,06E-04

43,1
30,4
15,8
7,7
5,8
6,8
5,8

Mint az az 1. tablazat utolsé oszlopabdl latszik, a (17)-es egyenletben definialt feltételnek

az els6 harom mérési pont felel meg. Ezeket a pontokat abrazolva, majd a (16)-0s egyenletnek

megfeleld fiiggvényt illesztve ezekre, megkapjuk az abszorbancia valtozasat leiro fliggvényt.

Mig a (16)-ban szerepld B paraméter értékét ismerjiik a kezdeti abszorbancia alapjan, addig C

paraméter értékét nem tudjuk.

B =1-10% = —66,92

(20)

Annak érdekében, hogy C paraméter értékét is megkapjam, az OriginPro 2018 szoftver

segitségével torténd fliggvényillesztést alkalmaztam, mely sordn B rogzitett értéke mellett

iteralast végeztem. A 30. abra mutatja az igy illesztett fliggvényt és annak paramétereit.

y = l0g o(1-B*106)
B = -66,92052

C =0,07609
R?=0,99676

4 6

8 10

Besugarzasi id6 (365 nm) [s]

30. d@bra: A DMAB izomerizdciojanak kezdeti szakaszara illesztett fiiggvény.

A fliggvény alapjan szamithato az abszorbancia kezdeti valtozasa, ugyanis a (10)-es egyenlet

értelmében:

<dA365
dt
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Ebbdl pedig szamolhat6 a koncentraciovaltozas:

(dill%s)

d[E t ). _

dlE] =— =0 __9024-10"°Ms! (22)
dt t=0 8E,365 " l

Annak szemléltetése érdekében, hogy a kezdeti meredekség meghatarozasara vonatkozé két

modszer kozott mekkora a kiilonbség, ugyanezen pontokra egyenest is illesztettem (31. abra).

1,9].
y=a+mx
187 a=128193
. m=-0,0718
’ R? =0,99246
:1,6—
51,5—
Tp]
[(e]
1,44
<L
1.3
1,24
1,1 -

o 2 4 & 8 10
Besugarzasi id6 (365 nm) [s]

31. abra: A DMAB izomerizaciojanak kezdeti szakaszara illesztett egyenes.

Az egyenes meredeksége ekkor megegyezik az abszorbancia kezdeti valtozasaval, igy ebbol

a (22)-es egyenlethez hasonldan szamolva:

d[E
(%) = —8,642-10"5 M s~! (23)
t=0

A két meghatarozasi modszerbdl kapott kiilonb6z6 eredmények alapjan az lathato, hogy az
egyenes illesztése nagyjabol 4%-0s eltérést okoz a nemlinearis fiiggvény illesztéshez képest.
Mivel a korabban bemutatott modszer a pontosabb, igy a kés6bbi szamitasok soran a (22)-es

egyenletben kapott értéket hasznaltam.
3.2.3. Az j vegyiiletek spektroszkopiai vizsgalata

Az altalam szintetizalt 0j, fotolabilis véddcsoporttal ellatott molekuldk spektroszkdpiai

tulajdonsagainak meghatarozasahoz spektrofotométert és spektrofluorimétert alkalmaztam.
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Ezen mérések alkalmaval megallapitottam az egyes molekulak maximalis elnyelési
hullamhosszat, az ehhez tartoz6 molaris abszorpcios koefficienseket, valamint vizsgaltam a 365
nm-en mutatott tulajdonsagaikat. A korabban mar emlitett megfontolasbol ugyanis késobb ezen
a hullamhosszon szerettem volna a vegyliletek fotolizisére vonatkoz6 kisérleteket elvégezni,
igy sziikségem volt az itt tapasztalhat6 € értékek ismeretére. Tovabba ellendriznem kellett, hogy
365 nm-en ugyanazon atmenet gerjesztodik-e az egyes molekulakban, mint azok maximalis
elnyelési hullimhosszan. Amennyiben ez teljesiil, a fotolizis kvantumhatékonysagat mérhetjiik
ezen a hullamhosszon, hiszen egyazon atmenethez ugyanaz a @y érték tartozik fliggetleniil a
gerjesztéshez hasznalt A-t6l. Ezeken kivil mértem a vegyiiletek fluoreszcencigjat is, a

jellemzo6ik még szélesebb kort feltérképezése érdekében.

A spektrofotométerrel torténd méréseket a referencia anyagnal leirtakhoz hasonléan
végeztem el. A vegyiiletek ismert mennyiségét annyi DMSO oldészerben oldottam, hogy 1 mM
dm3-es torzsoldatokat kapjak. Ezeket acetonitrillel torténd szazszoros higitasban alkalmaztam
a vizsgalatokhoz. El6szor felvettem az oldatok spektrumat, majd minden vegyiilet esetén
higitasi sort készitettem, melyben az egyes mintdk az el6z6hoz képest feleakkora
32. abra, melyen az egyes molekulakra jellemzo, a fotolizishez felhasznalt atmenetekhez

tartozo Amax €rtékei is jel6lve vannak.

0,6 5
051 20
_ 1 © — 21
L 044 2 —22
[3+]
g = 24
[3+]
£ 0,34 ©
9 B
@
o
< 024
o
<t
0,14 Ll
0,0 T T T T T i 1
300 400 500 600

Hullamhossz [nm]

32. dbra: Az uj molekulak abszorpcios spektruma 10 uM-os koncentracio esetén, DMSO:acetonitril

1:99 oldoszerkeverékben, az elnyelési maximumok jelolésével.
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Mint az lathatd, a kumarin alapvazas védécsoportokkal kapcsolt vegyiiletek (21,22,24)
elnyelési spektruma nagyon hasonld, Amax értékiik megegyezik, ezekt6l azonban jelentdsen eltér
az o-nitrobenzil (20) vazas PPG-vel kapcsolt molekula spektruma. 21, 22 és 24 is jol
Osszehasonlithatoak. Mig 21 és 22 esetén a védett biologiai aktivitassal rendelkez6 vegyiilet a
B-355252, mely maga is rendelkezik elnyeléssel az UV-VIS tartomanyban, addig a 24 az
LM11A-31 védett szarmazéka, melynek oOnmagaban nincs abszorbancidja. 21 és 22 a
védocsoport kapcsolasi modjaban kiilonbozik, mig utdbbi esetén kozvetleniil, addig elébbinél

a PPG egy karbamat kotésen keresztiil kapcsolodik a B-355252-hoz.

Az egyes anyagok higitasi soranak minden oldatat lemérve, az adott anyaghoz tartozo Amax
hullamhosszon €s 365 nm-en abrazoltam azok abszorbancidjat, majd a pontokra egy origbon
atmend egyenest illesztve annak meredekségébdl megkaptam a molaris abszorpcios

koefficienseket (33. abra és 34. abra).
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33. dabra: Az uj vegyiiletek higitasi soranak abszorbancidja az adott vegyiilethez tartozo Amax-ON, az

ezekre illesztett egyenessel.
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34. dbra: Az uj vegyiiletek higitasi sordnak abszorbancidja 365 nm-en, az ezekre illesztett egyenessel.

Az ezen mérések soran kapott eredményeket a 2. tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat: A spektrofotometrias mérések eredményei, a molaris abszorpcios koefficienseket egészre
kerekitve.

Molekula Amax [nm] €10 IMTCMT] £345 [MT cm™]
20 346 9445 7647
21 376 40210 37012
22 376 37676 34868
24 376 30843 28261

A photocage vegyiiletek esetében az az elényos, ha fluoreszcenciajuk minél kisebb, hiszen
a gerjesztett allapotbol fotonok emittaldsaval torténd relaxacidé nem vezet ,uncaging”
folyamathoz. A molekuléak fluoreszcenciajanak méréséhez minden vegyiilet esetében a készitett

higitéasi sor elsd olyan oldatat hasznaltam, melynek Amax-on mért abszorbanciaja 0,1 alatt volt.
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Mig 20 esetében ez az els6, 10 uM-o0s oldat volt, addig 21, 22 és 24 mérésénél rendre a 2,5 pM-
os oldatokkal dolgoztam. 20 esetén nem volt megfigyelheté fluoreszcencia, a gerjesztett
vegylilet a relaxacidé soran nem emittalt. A tobbi vegyiiletrdl felvett gerjesztési és emisszios
spektrumokat a 35. abra mutatja, a kapott eredményeket a 3. tablazat foglalja 6ssze. Az dbran

lathato, hogy mig 21 és 22 hasonld intenzitast mutat, 24 csak nagyjabol feleakkorat.
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35. dbra: Az uj vegyiiletekrdl felvett gerjesztési és emisszios spektrumok.

3. tablazat: A spektrofluorimetrias mérések eredményei.

Molekula Agerjesztési [nm] Aemissziés [nm] Stokes-eltolodas [nm]

21 374 463 89
22 372 447 75
24 374 465 91
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3.2.4. Fotolizis kisérletek, az j vegyiiletek kvantumhatékonysaga

A 3.2.1. fejezetben leirtak alapjan a fotolabilis véddcsoportokkal ellatott vegyiiletek
fotolizisének vizsgalatahoz tobb tényezot kellett biztositanom. Ennek megfelelden a fotokémiai
reaktorban ugyanazokat a beallitisokat alkalmaztam, mint a referencia anyaggal végzett
mérések soran. Ezen kiviil ugyanakkora térfogatii oldatokkal dolgoztam, mint a DMAB
esetében, valamint minden kisérlet eldtt spektrofotométer segitségével meggydzédtem roéla,

hogy kezdetben teljesiil az alabbi Gsszefiiggés:
&szB,365 " [SZB] = €365 " [E] (24)

A (24)-es egyenletben szerepld g-ok és koncentraciok az altalam eldallitott 0j vegyliletek és
a transz-DMAB 365 nm-en mért molaris abszorpcios koefficiensei, valamint koncentracioi.
Amennyiben ez az egyenlet érvényes, Gigy annak ellenére, hogy a fotokémiai reaktoron beliili

optikai uthossz nem ismert, a két oldat kezdeti abszorbanciaja meg fog egyezni.

Az egyes vegyiiletekbdl DMSO oldészerben torzsoldatokat készitettem, majd a
spektroszkopiai mérésekhez hasonloan ezekbdl acetonitrillel torténd nagyjabol szazszoros
higitassal kaptam meg a vizsgéalatokhoz hasznalt oldatokat. Ezeket a fotokémiai reaktorba
helyezve, alland6 kevertetés mellett 365 nm-es fénnyel sugaroztam be, bizonyos id6kdzonként
mintat véve az oldatbol. A mintdk HPLC-s vizsgalata segitségével, egy adott hulldmhosszon
csucsteriiletek valtozasat mutatja a 36. abra. Minden minta két alkalommal keriilt injektalasra
HPLC-ben, az abrazolt pontok ezek atlagat, mig a hibasavok a mérések szorasat jelolik. Mivel
a fotolizis soran keletkezd anyagok is adnak jelet HPLC-ben, igy a detektalashoz olyan
hullamhosszokat vélasztottam, amelyen a kiindulasi anyag csucsa jol elvalik a tobbitdl, igy
konnyen integralhatd. A 20-as vegylilet esetén nem sikeriilt ilyet talalni, a PPG-vel ellatott
vegyiilet csticsa atlapolt egy, t6le kicsivel nagyobb retencios idovel rendelkez6 csticesal. Emiatt
feltételezve, hogy a cstics szimmetrikus, annak csak az els felét integraltam, az abrazolashoz

hasznalt értékek ennek a kétszeresei.
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36. dbra: A cagelt vegyiiletek fotolizis kisérletek soran mért HPLC csucsteriiletei, a hibasdvokkal az

egyes mintdkhoz tartozé mérések szordsat jelolve.

Tekintettel a hig mintdkra, a HPLC diddasoros detektora altal mért abszorbancidk esetén
feltételezhetd, hogy a cstcs alatti teriilet és a koncentracid egyenesen aranyos. Ezért, minden
anyag esetén a kiindulasi koncentraciok ismeretében az elsé (0 iddpontbeli) mintdhoz tartozo
csucsteriilet alapjan hataroztam meg a két mennyiség kozétti ardnyt. Igy az Gsszes mérési
pontban kapott csucsteriiletet at tudtam valtani koncentraciora. Az igy szamolt koncentraciok
idObeli valtozasat a 37. abra szemlélteti. A kiindulasi koncentraciok kiilonbségének oka a (24)-
es egyenlettel leirt feltétel, hiszen a kiilonbozd vegyiiletek eltérd molaris abszorpcios

koefficiensekkel rendelkeznek.
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A kezdeti reakciosebesség meghatarozasat a referencia anyaghoz hasonléan végeztem, a

fotolizis kinetikajat leir6 (5)-6s egyenletbdl kiindulva:

d[SZB] ®,-q - (1- 10€szs,ai'l*-[SZB])
ac v (5)

Mivel az egyenletben szereplé kvantumhatékonysag, bees6 fotonfluxus, valamint az oldat
térfogata nem valtoznak a mérés soran, igy azok Osszevonhatdak egy konstansba. Hasonldan
az anyagok molaris abszorpcios koefficiensei, valamint az optikai uthossz is allandoak, igy ezek

is egy tagba 6sszevonhatoak:

@, q°
= 25
a="t (25)
b=é&szpa, " (26)

fgy a (5)-6s egyenletet az alabbi formdban irhatjuk, a vizsgalt anyag koncentraciéjat

egyszeriien c-vel jeldlve:

- =-a (1—107P°) (27)

Ezt az egyenletet a megfeleld hatarok kozott integralva, majd atrendezve:
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c 1 t
f —dc=f—adt=—a-t (28)
C 0

1—10-b¢
0
|10%¢ — 1] —ab
Toree — 1 — 10" (29)

Mivel az egyenletben szerepld b paraméter €s € értéke is biztosan pozitiv — hiszen a molaris
abszorpcios koefficiens, az optikai Gthossz és a koncentracio is pozitiv érték — igy a bal oldalon
elhagyhat6 az abszolut érték, ugyanis mind a szdmlalo, mind a nevezd biztosan pozitiv szam

lesz:

10v¢—1
10b<0 — 1

= 10-abt (30)
Ezt az egyenletet atrendezve ki tudjuk fejezni az adott idépontbeli koncentraciot:

107¢ = 10b(comat) — 10=abt 1 (31)

logo(107% + 1090t — 1)
c = b

—a-t (32)

Hasonloan a referencia anyagnal leirtakhoz, az igy kapott fliggvényt az OriginPro 2018

szoftver segitségével iteralast végezve a mérési pontokra illesztettem (38. abra).
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38. dbra: A mérési pontokra illesztett gorbék a (32)-es egyenlet alapjan.

A 20-as vegylilet esetében a némileg rosszabb illeszkedést vélhetéen a HPLC-s mérések
alapjan kapott csucsteriiletek pontatlansdga okozza, a korabban leirt integralasi nehézségek
kovetkeztében. Az illesztések alapjan kapott paraméterek segitségével kiszamolhato a gorbék
meredeksége a 0 idépontban, amely megadja a kezdeti reakciosebességet. Ennek ismeretében
meg tudjuk hatarozni az egyes vegyiiletek fotolizisére jellemzd kvantumhatékonysagot a
referenciaval vald Osszehasonlitds alapjan. A szamitést a 22-es vegyiilet példdjan mutatom be,
mely esetén az illesztett gérbe paraméterei a = 2,369 - 1078 M s~ 1 és b = 9560 M~1. A (27)-
es egyenlet alapjan:

(%LO =—q-(1—-10"b%) (33)

A 22-es vegylilet esetén behelyettesitve:
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d|22
< [dt ]> - —q- (1 _ 10—b-[22]0) = —1,624- 1078 M s~ 1 (34)
t=0

igy az (6)-0s egyenletnek megfelelen:

d[ZZ])
o - ( dt /oy —1,624-10—81\/15—1_324 10—+ 35)
w— TEZ (d[E]) ST —9,024-100M st

dt /,_,

A szamitasokat minden vegyiilet esetében hasonloan végezve, a kapott eredményeket a

tablazat foglalja 6ssze:

4, tablazat: Az vj molekulak fotolizisére jellemzd szamitott adatok.

Molekula (E) (M s1] ®, []
dt/ -
20 5872106 0,117
21 ~9,402-10"7 0,0188
22 ~1,624-10"8  324-10*
24 ~2,165-107  432-10%

Fontos megjegyezni, hogy a kapott kvantumhatékonysagok a kisérletekben hasznalt
kozegben érvényesek és az egyes vegyiiletek fotolizisére vonatkoznak, nem jellemzik
kozvetleniil a biologiailag aktiv molekuldk felszabadulasat. A leirt vizsgalatok sordn
alkalmazott kdzeg (f6leg acetonitril) ugyanis eltér a biologiai felhasznalés soran jelenlévo vizes
kozegtol. Ez elsdsorban a kumarin alapvazzal rendelkezd fotolabilis véd6csoportok esetén okoz
kiilonbségeket, hiszen ezek fotolizise sordn a heterolitikus kotéshasadast kdvetden egy Szoros
ionpar alakul ki (lasd 1.1.6. fejezet). Mig vizes kozegben a kialakuld kation az oldoszerrel
reagalva alkoholla alakul, addig az altalam hasznalt kdzeg csak nyomokban tartalmaz vizet,
valamint mas reagalni képes nukleofil jellegli agensek sincsenek jelen. Ennek kovetkeztében
az altalam hasznalt kisérleti koriilmények kozott a kialakuld ionok rekombinacidja nagyobb
mértékben megy végbe, mint az bioldgiai kornyezetben térténne. Ez tobb kovetkezménnyel is
némileg kisebb kvantumhatékonysagot fogunk mérni a heterolizist kovetd visszaalakulds miatt.
Ez a hatas foleg a 22-es vegylilet esetén jelentds, ahol a véddcsoport kozvetleniil van kapcsolva.
21 és 24 esetében a kotéshasadast kdvetden valdszinlileg kisebb a visszaalakulas mértéke a

kialakulo karbamat alacsony nukleofilitasa miatt. Masrészt, a dekarboxilezddést kovetden is
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crcr

az aktiv vegylilet felszabadulasat igen. 21 fotolizisének HPLC-vel torténd vizsgalatakor példaul
a szabad B-355252 mellett 22 is jelen volt a mintakban (39. abra). A kisérletek soran nemcsak
a kumarin vazas, de az o-nitrobenzil vazas védbécsoportot tartalmazo 20 esetén is lejatszodtak
mellékreakciok. Igy példaul a HPLC-MS jelek alapjan vélhetden az uncaging folyamat soran
keletkez6 nitrozobenzaldehid reagalt a felszabadul6 szabad amin egy részével, azzal iminiumot

képezve, mely enaminna alakulhat (40. abra).
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39. dbra: A 21-es vegyiilet fotolizise soran keletkezé ionok rekombindcioja 22-ve.
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40. abra: A 20-as vegyiilet fotolizise soran keletkezd feltételezett melléktermék.
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4. Jovobeli tervek

A dolgozatomban bemutatott kutatomunkam kovetkez6 1épéseként a vizsgalt 20, 21, 22 és
24 molekulakat szeretném nagyobb mennyiségben eldallitani. 25 esetében a nagyobb
mennyiségii termék szintézise mellett szeretném megvaldsitani a 25a és 25b diasztereomerek
elvalasztasat, valamint ezek spektroszkopiai és fotokémiai karakterizalasat. A nagyobb
mennyiségek eldallitasa érdekében természetesen vizsgalni szeretném a mar elvégzett reakciok
alacsony termelésének okat, a melléktermékek visszaszoritdsanak lehetséges modjait. Ezen
kiviil szeretném a B-355252 és LM11A-31 mellett egy harmadik vegyiilet, a bukladezin
(dibutiril-adenozin-ciklofoszfat, DBcAMP) fotolabilis védGcsoportokkal térténd kapcsolasat is
megvaldsitani. Ez a vegylilet ugyanazon jelatviteli utvonal egy késdbbi pontjat befolyasolja,
mint az NGF és LM11A-31, a molekula neuritok novekedésére gyakorolt serkentd hatasat mar
tobb kutatasban is megmutattak.1%41% A cagelt vegyiilet eléallitasara mar tortént probareakcio,
melyet az irodalomban a cAMP védésére leirt modszerrel analog modon végeztem, a
bukladezin natrium sdjabol kiindulva (41. abra). Bar a reakcidelegy HPLC-MS vizsgalata
alapjan keletkezett a kivant termék, ennek mennyisége olyan kicsi volt, hogy preparativ HPLC-
vel torténd tisztitast kovetden nem sikeriilt izolalni tovabbi analitikai vizsgalatokra elegendd
szilard anyagot. Célom, hogy a jovOben ezt a vegyiiletet is nagyobb mennyiségben sikeresen

szintetizaljam és vizsgaljam annak tulajdonsagait.

o o o
HNk/\ HN)K/\ HN)K/\
N N N
a a 0 </ f\
0<N N/) TBAOH 0<N N/) 17 0 o N N/)
Viz/DKM MeCN — p
0\ o 48% 0\ o 85°C,5h N 0\ o
®0 ®0 ~
Na O-P-0 O’<’\ BuN" ~0-P~0 o«<’\ o 0Zp~d 0’<’\
0 o

26 27

41. abra: A bukladezin vedésére vegzett probareakcio.

Ezeken kivil a jovoben szeretném a fotolabilis véddcsoporttal ellatott molekulak
vizoldhatdsagat vizsgalni, majd azok spektroszkopiai és fotokémiai karakterizalasat vizes
kozegben is elvégezni a 3.2.4. fejezetben emlitett okokbol. Ezt kovetéen a kutatdintézetiink
biologiai osztalyaval egyiittmiikodve célunk a vegyiiletek in vitro bioldgiai tesztelésére
alkalmas mérési elrendezést kidolgozni. Ezen kisérletek sordn a vegytiletek 1€zermikroszkdpok
segitségével kivaltott térben és idében kontrollalt fotolizisét kovetden szeretnénk vizsgalni azok

sérillt neuronokra gyakorolt hatasat, valamint az iranyitott axon novekedés
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megvalosithatosagat. Amennyiben ezen kisérletek sikerrel jarnak, késébb in vivo vizsgalatokat
is szandékunkban all végezni idegszoveteken. Az 1.3. fejezet alapjan ezeket a kisérleteket

els6sorban kétfoton lézerek hasznélataval szeretnénk végezni, igy a molekuldk kétfoton

crer

Amennyiben sziikséges, szeretném a biologiailag aktiv vegyiiletek specialis (példaul a
vizoldhatdsagot noveld) csoportokat tartalmazé PPG-k felhasznalasaval is megvalositani.
Ezeken kiviil célom a jovoben olyan szarmazékok eldallitasa, melyek az uncaging folyamat

kovetését lehetdvé tevd fluorogén jelzémolekulaval vannak ellatva. 08107
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5. Kisérleti munka

5.1. A szintézisek soran hasznalt vegyszerek, eszkozok és miiszerek

A kiilonbozo vegyiiletek eldallitasdhoz a kereskedelmi forgalomban kaphato vegyszereket
¢és oldoszereket hasznaltam, melyeket a kovetkezd cégektdl szereztiink be: Sigma-Aldrich
(Merck), Fluorochem (Doug Discovery), Molar Chemicals, VWR. A vasarolt anyagok
mindegyike megfeleld tisztasagu volt a felhasznalashoz, elézetes tisztitast nem végeztem egy

esetben sem.

A mikrohulldmu reaktorban végzett reakciokhoz az Anton Paar Monowave 450 tipusu
késziiléket hasznaltam. A reakciok kovetésére vékonyréteg kromatografiat (VRK) és
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC) alkalmaztam. A VRK vizsgalatokhoz
Merck Kieselgel 60 F254-es szilikalapot alkalmaztam aluminium hordozon, az eredmények
detektalasahoz UV lampat, el6hivoszerként jodgozt (jodkadban), valamint Pancaldi oldatot
(foszfor-molibdénsav és cérium(IV)-szulfat oldata 4%-os kénsavban) hasznaltam. A
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat egy RP-HPLC-UV/VIS-MS rendszerrel, a
Shimadzu Nexera LC-40-LCMS-2020 tipust késziilékkel végeztem, elektrospray ionizacioval
(ESI). Az alkalmazott oszlop tipusa Ascentis Express 90 A C18, 50 mm x 2,1 mm, 2 ym, a
mérések elvégzéséhez haromfajta modszert hasznaltam, melyek az eluensekben és a mérések

hosszaban kilonboztek:

1. médszer: Az eluens dramlasi sebessége 0,8 ml mint. Az A eluens 0,1 %-0s vizes TFA
oldat, B eluens acetonitril. A modszer teljes idétartama 8 perc, a gradiens eltci6 soran a B

eluens aranya 5 %-r6l 100 %-ra nétt linearisan 3,8 perc alatt.

2. médszer: Az eluens dramlasi sebessége 0,8 ml min™. Az A eluens 0,4 g/l NH4sHCOs3 vizes
oldata, B eluens acetonitril. A modszer teljes idétartama 8 perc, a gradiens eluci6 soran a B

eluens aranya 5 %-r6l 100 %-ra n6tt linearisan 3,8 perc alatt.

3. modszer: Az eluens aramlasi sebessége 0,6 ml min™. Az A eluens 0,1 %-0s vizes TFA
oldat, B eluens acetonitril. A moddszer teljes id6tartama 11 perc, a gradiens elicié sordn a B

eluens aranya 5 %-r6l 100 %-ra nétt linearisan 5,7 perc alatt.

A reakciokban keletkezett termékek tisztitasat flash kromatografidval vagy preparativ

HPLC-vel valositottam meg. Az ezek soran alkalmazott oldoszerek az egyes recepteknél
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vannak feltiintetve. A flash kromatografias elvalasztast egy Interchim Puriflash XS 520 Plus
berendezéssel végeztem, kiillonboz6é méretii Puriflash Interchim és RediSep Bronze oszlopokon.
A preparativ HPLC-s tisztitasokhoz a Teledyne ACCQ Prep HP150 késziiléket alkalmaztam,
Gemini 250 x 50,00 mm; 10 um, C18 t6ltott oszloppal.

A termékek szerkezetének validalasahoz és azok tisztasaganak elemzéséhez azok NMR
spektrumai is fel lettek véve. A spektrumok 400 MHz-nek megfeleld térerésségli Varian
Mercury Plus (Agilent Technologies), valamint 300/400/500/600 MHz-nek megfeleld
térer6sségli Varian Unity INOVA berendezésekkel késziiltek. A kémiai eltolodas (6) értékeket
ppm-ben, a csatolasi allandokat (J) Hz mértékegységben tiintettem fel az egyes anyagoknal. A
jelek multiplicitasanak jelolésére az alabbi roviditéseket alkalmaztam; s: szingulett, d: dublett,

t: triplett, q: kvartett, br: kiszélesedett jelek, m: multiplett.

Az egyes vegyiileteknél feltlintetett Amax értékek a legkisebb energiaju gerjesztéshez tartozo
elnyelési maximum hullamhosszat jelolik. Az anyagok HR-MS-sel torténé vizsgalatara a

dolgozat beadasat kovetden keriil sor.
5.2. Az elvégzett reakciok részletes leirasa
5.2.1. 4,5-Diklér-N-(naftalin-1-ilmetil)tiofén-2-szulfonamid (1)

N0 Egy gomblombikot vakuum és N> segitségével inertizaltam, majd

~ 7
S . .
& \E/g,m bemértem a 2,3-diklortiofén-5-szulfonil-kloridot (800 mg; 3,18
OO mmol) és vizmentes DKM-ben oldottam (20 ml). Ezt kdvetoen az
melynek hatasara az zavarossa valt. Ezutan TEA-t adtam az elegyhez (0,672 ml; 4,82 mmol),

1 1-naftilmetilamint is hozzaadtam az oldathoz (500 mg; 3,18 mmol),

amely Ujra kitisztult, majd szobahémérsékleten egy héten keresztiil kevertettem. Ezt kovetden
20 ml desztillalt vizet adtam az elegyhez, majd 2 x 50 ml DKM-el extrahaltam azt. Az egyesitett
szerves fazisokat 50 ml telitett vizes NaCl-oldattal mostam, majd MgSOgs-on szaritottam. Az
oldészert rotacios vakuumbeparlo segitségével tavolitottam el, a kapott nyersterméket flash
kromatografiaval tisztitottam (0-30% EtOAc hexanban, linearis gradiens). Termelés: 92%
(1090 mg), fehér kristalyos anyag.

HPLC:
Retencios id6: 4,69 perc (1. modszer)
Amax- 272 nm
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MS(ESI+): MW(M+H)* = nem ionizalodik
Elméleti molekulatomeg a CisH12Cl2NO2S2" [MW(M+H)™]  Gsszegképletre szamolva:
371,9681 Da

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 7,94 — 7,90 (m, 1H): 7,89 — 7,85 (m, 1H); 7,85 —
7,81 (m, 1H): 7,58 — 7,49 (m, 2H): 7,42 — 7,36 (m, 2H); 7,24 (s, 1H): 4,93 (t, J=5,7 Hz, 1H):
4,69 (d, J=5,7 Hz, 2H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 (ppm) 137,19; 133,82; 131,40; 131,11; 131,01; 130,45;
129,55; 128,93; 127,41; 126,96; 126,24, 125,18, 124,67, 122,89; 45,83

Irodalom: 65
5.2.2. 4,5-Diklér-N-(4-metoxibenzil)-N-(naftalin-1-ilmetil)tiofén-2-szulfonamid
)

O Egy gomblombikba bemértem a benziltrietilammonium-kloridot
K©/ (55,1 mg; 0,242 mmol) és kalium-jodidot (80,3 mg; 0,483 mmol),
O

majd N2 segitségével inertizaltam a lombikot. Ezutan a natrium-

N\ //
S S
J UCI hidridet (290 mg; 7,25 mmol) is bemértem folyamatos gyenge
OO ol nitrogénaram mellett. A lombikot jeges vizzel 0 °C-ra hiitottem,
2 majd folyamatos hiités kozben fecskendd és tii segitségével

szeptumon keresztiil lassan beadagoltam az 1-es anyag (1800 mg; 4,83 mmol) DMF-ben (15
ml) késziilt oldatat. 15 perc kevertetést kovetden szintén a szeptumon keresztiil az elegyhez
adtam a 4-metoxibenzil-kloridot (0,983 ml; 7,25 mmol), majd a lombik tartalmat 6t napig
szobahdmérsékleten kevertettem. Ezt kovetden 7,5 ml desztillalt vizet adtam a reakcidelegyhez,
majd azt 2 x 100 ml EtOAc-vel extrahaltam, az egyesitett szerves fazisokat 100 ml vizzel, majd
100 ml telitett sooldattal mostam. Az oldatot MgSOus-on szaritottam, majd az olddszert
vakuumban eltavolitottam. A terméket flash kromatografidval tisztitottam (0-20% EtOAc
hexanban, linearis gradiens). Termelés: 92% (2190 mg), fehér kristalyos anyag.

HPLC:
Retenciods idd: 5,27 perc (1. modszer)
Amax: 281 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 492/494 Da
Elméleti molekulatomeg a Co3H2CIl2NO3S;" [MW(M+H)™]  6sszegképletre szdmolva:
492,0256 Da
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'H NMR (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) 8,08 — 8,01 (m, 1H); 7,84 — 7,74 (m, 2H); 7,52-
7,45 (m, 2H); 7,40 — 7,31 (m, 2H); 7,11 (s, 1H); 6,95 — 6,86 (m, 2H); 6,65 — 6,58 (M, 2H); 4,84
(s, 2H); 4,29 (s, 2H); 3,72 (s, 3H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 (ppm) 159,10; 136,86; 133,70; 131,63; 130,96; 130,77;
129,96; 129,78; 129,24; 128,61; 127,72; 126,97; 126,55; 125,99; 124,96; 124,72; 123,43,
113,59; 55,25; 51,06; 50,24

Irodalom: 65

5.2.3. Terc-butil-4-(3-hidroxifenil)piperazin-1-karboxilat (3)

j\ )< Egy gomblombikba bemértem az 1-(3-hidroxifenil)-piperazint
ﬁN o (500 mg; 2,81 mmol) és a di-terc-butil-dikarbonatot (673 mg;
HO\©/NJ 3,09 mmol), majd ezeket szaraz THF-ben (15 ml) oldottam. Az

3 elegyet szobahOmérsékleten kevertettem 5 oran keresztiil, ezt
kovetden az oldoszert rotaciés vakuumbeparld segitségével
eltavolitottam. A termék tovabbi tisztitdsara a HPLC-s mérések alapjan nem volt sziikség.
Termelés: 89% (697 mg), bézs szinli szilard anyag.
HPLC:
Retenciods idd: 3,51 perc (1. modszer)
Amax: 273 nm
MS(ESI+): MW(M+H)" = 279 Da
Elméleti molekulatomeg a C15H23N203" [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva: 279,1703 Da
'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) 7,11 (t, J = 8,0 Hz, 1H); 6,48 (d, J = 8,5 Hz, 1H);

6,42 — 6,35 (m, 2H): 6,30 (s, 1H); 3,56 (t, J = 5,0 Hz, 4H); 3,00 (t, J = 5,1 Hz, 4H): 1,49 (s, 9H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 (ppm) 157,03; 154,91; 152,58; 130,09; 108,82; 107,36;
103,64; 80,31; 49,19; 43,44, 28,44

Irodalom: 98
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5.2.4. 4-(3-(3-Klor-5-(N-(4-metoxibenzil)-N-(naftalin-1-ilmetil)szulfamoil)tiofén-
2-iloxi)fenil)piperazin-1-karboxilat (4)

ONG Egy, a mikrohullamu reaktorba helyezhet6 30
K©/ ml-es reakcidoedénybe bemértem 2-t (1000 mg;
N\/S/,o ; )< 2,03 mmol), valamint 3-at (684 mg; 2,46
2 s ,
O O o) VOON /_/\N ,,<O mmol) és cezmr’n karbonatot (992 rrrlg; 3,05
ol «_/ o mmol). A keveréket 20 ml DMF old6szerben
4 oldottam, majd 25 percig folyamatos kevertetés
mellett mikrohullamu sugérzasnak tettem ki az
oldatot 120 °C-on, melynek végére az sotét lila szinli volt. Az elegy hiitését kdvetden az
oldoszer nagy részét vakuumban eltavolitottam. A kevés maradék DMF-et tartalmazo elegyhez
nagyjabol 10 ml toluolt adtam, majd azt Gjra beparoltam vakuumban, igy a DMF maradvanyok
biner azeotropként tavoztak. A nyersterméket flash kromatografiaval tisztitottam (0-50%
EtOAc hexanban, linearis gradiens). Termelés: 81% (1212 mg), fehér kristalyos anyag.
HPLC:
Retencids id6: 5,63 perc (1. modszer)
Amax- 282 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 734/736 Da
Elméleti molekulatomeg a CsgHa1CIN3OeS;" [MW(M+H)™] 6sszegképletre szdmolva:
734,2120 Da
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,09 — 8,01 (m, 1H); 7,85 — 7,76 (m, 1H); 7,78 —
7,74 (m, 1H); 7,53 — 7,42 (m, 2H); 7,40 — 7,33 (m, 1H); 7,32 (dd, J = 7,1; 1,7 Hz, 1H); 7,26 (t,
J=8,2 Hz, 1H); 7,20 (s, 1H); 6,93 — 6,84 (m, 2H); 6,76 (ddd, J = 8,4; 2,4; 0,8 Hz, 1H); 6,66 (t,
J=2,3 Hz, 1H); 6,64 — 6,56 (m, 2H); 6,53 (ddd, J =8,1; 2,4; 0,7 Hz, 1H); 4,82 (s, 2H); 4,27 (s,
2H); 3,71 (s, 3H); 3,62 — 3,54 (m, 4H); 3,16 (t, J = 5,3 Hz, 4H); 1,49 (s, 9H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 (ppm) 159,13; 158,41; 158,39; 154,80; 153,01; 133,85;
131,82; 130,67; 130,63; 130,37; 129,87; 129,21; 128,72; 128,03; 127,69; 127,37; 126,62
126,08; 125,11; 123,66; 113,68; 113,07; 111,91; 108,38; 105,76; 80,22; 55,37; 51,01; 50,09;
48,88; 43,45; 28,57

Irodalom: 65
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5.2.5. 4-(3-(3-Klor-5-(N-(4-metoxibenzil)-N-(naftalin-1-ilmetil)szulfamoil)tiofén-
2-iloxi)fenil)piperazin-1-karboxilat (6)

o Egy gobmblombikba bemértem 4-et (1500 mg; 2,04

H\ S//O S E%J\OH mmol), majd N2 segitségével inertizaltam azt.
“ J vo F — Szeptumon keresztiil, fecskendd és ti segitségével
OO o @’ N\_JNH DKM oldoészert (10 ml) adtam hozza. Az oldathoz

6 trifluorecetsavat (2 ml)  adtam,  majd
szobahdmérsékleten hat napig kevertettem. Mivel
HPLC alapjan ezt kdvetden sem volt teljes az atalakulas, tovabbi TFA-t (1 ml) adtam az
oldathoz és még két 6ran keresztiil kevertettem. Ezutan az oldoszert vakuumban eltavolitottam.
A terméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam (35-65% acetonitril 0,2%-0s vizes TFA
oldatban, linearis gradiens). A terméket igy TFA soként izolaltam. Termelés: 76% (980 mg),
fehér kristalyos anyag.
HPLC:
Retencids id6: 3,99 perc (1. modszer)
Amax: 281 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 514/516 Da
Elméleti molekulatomeg a CosHzsCIN3O3S;" [MW(M+H)™]  6sszegképletre szdmolva:
514,1020 Da
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8,87 (s, 1H); 8,56 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 8,14 —
8,04 (m, 1H); 8,00 — 7,93 (m, 1H); 7,88 (dd, J = 7,4; 2,2 Hz, 1H); 7,61 — 7,51 (m, 2H); 7,52 —
7,41 (m, 3H); 7,33 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,95 — 6,84 (m, 2H); 6,57 — 6,48 (m, 1H); 4,57 (d, J =
5,9 Hz, 2H); 3,41 (t, J = 5,1 Hz, 4H); 3,23 (s, 4H)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 158,29; 157,55; 152,15; 133,70; 132,73;
131,31; 131,26; 130,08; 129,78; 128,96; 128,79; 127,30; 126,72; 126,33; 125,66; 123,97;
113,14; 110,44; 108,43; 105,81; 45,43; 44,97; 43,00

Irodalom: 65
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5.2.6. (9H-Fluoren-9-il)metil-((2S,3S)-3-metil-1-((2-morfolinoetil)amino)-1-

oxopentan-1-il)karbamat (9)

Egy N2-vel inertizalt gbmblombikba bemértem az
\/d(H N-(9-fluorenilmetoxikarbonil)-L-izoleucint (1000
N\/\N/\ mg; 2,83 mmol). Ezt vizmentes DMF-ben oldottam
(40 ml), majd az oldathoz 4-(2-aminoetil)morfolint
(0,371 ml; 2,83 mmol) adagoltam. Ezt kdvetéen
COMU-t (1339 mg; 3,11 mmol), majd DIPEA-t (1,48 ml; 8,49 mmol) adtam az elegyhez, mely
ezek hatdsara sotét sarga szind lett és szobahdmérsékleten 3 napig kevertettem azt. Ezutan az
olddszer nagy részét eltavolitottam, majd a maradékhoz EtOAc-t (100 ml) adtam. Ezt elészor
100 ml desztillalt vizzel extrahaltam, majd 100 ml telitett vizes NaHCOs-oldattal, végiil 100 ml
telitett vizes NaCl-oldattal mostam és MgSOs-en széritottam. A terméket flash kromatografia
segitségével tisztitottam (0-5% metanol DKM-ben, linearis gradiens). Termelés: 36% (475
mg), sargas szilard anyag.
HPLC:
Retencios id6: 4,37 perc (2. modszer)
Amax- 265 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 466 Da
Elméleti molekulatomeg a Co7H3sN304" [MW(M+H)™] dsszegképletre szamolva: 466,2700 Da
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) 7,92 — 7,86 (m, 3H); 7,78 — 7,71 (m, 2H);
7,46 — 7,37 (m, 3H); 7,36 — 7,27 (m, 2H); 4,28 — 4,19 (m, 3H); 3,81 (t, J = 8,5 Hz, 1H); 3,54 (t,
J=4,6 Hz, 4H); 3,31 - 3,20 (m, 1H); 3,20 — 3,06 (m, 1H); 2,48 — 2,16 (br, 6H); 1,77 — 1,66 (m,
1H); 1,50 — 1,38 (m, 1H); 1,19 — 1,05 (m, 1H); 0,89 — 0,78 (m, 6H)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 171,61; 156,44; 144,23; 141,14; 128,09;
127,48; 125,82;: 120,55; 66,46; 66,07; 59,64; 57,62; 53,55; 47,12; 36,65; 36,52; 24,91; 15,80;
11,35

Irodalom: Irodalomban nem ismert
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5.2.7. Terc-butil-((2S,3S)-3-metil-1-((2-morfolinoetil)amino)-1-oxopentan-1-
i)karbamat (11)

Egy inertizalt gomblombikba bemértem az N-(terc-

>L j\ H butoxikarbonil)-L-izoleucint (2000 mg; 8,47 mmol) és
o N N\/\N/\ HATU-t (3222 mg; 8,47 mmol). A keverékhez szeptumon
K/O keresztiil tii segitségével acetonitril oldészert (40 ml) adtam,

majd a DIPEA-t is beadagoltam (2,21 ml; 12,7 mmol) és a

1"

sarga szin( elegyet szobahdmérsékleten 35 percig kevertettem. Ezt kovetéen hozzaadtam a 4-
(2-aminoetil)morfolint (1103 mg; 8,47 mmol) is, majd tovabbi 2 6raig kevertettem azt. Ezutan
a reakcioelegyet HPLC-vel vizsgaltam és mivel alacsony konverziot tapasztaltam, tovabbi 1
ekvivalens 4-(2-aminoetil)morfolint (1103 mg; 8,47 mmol) adtam hozza. Az elegyet még 3
oran keresztiil kevertettem, majd az oldoszert vakuumban eltavolitottam. A termék tisztitasa
érdekében flash kromatografiat alkalmaztam (0—20% TEA 1%-0s metanolos oldata DKM-ben,
linedris gradiens). Mivel a nyert frakciok még mindig tartalmaztak szennyezdket, a terméket
ujabb flash kromatografias tisztitasnak vetettem ald, mely soran kisebb gradienst alkalmaztam
az egyes anyagok jobb elvalasa érdekében (0-7,5% TEA 1%-0s metanolos oldata DKM-ben,
linearis gradiens). A kisebb gradiens hasznalata ellenére a 12-es melléktermék nem valt el
megfelelden a terméktdl, szamos frakcioban megtalalhatd volt. A feltiintetett termelés csak a
tiszta 11-et tartalmazo frakciok egyesitésével kapott anyagot jeloli, emellett a kevés
szennyezével rendelkez6 frakciok egyesitése révén tovabbi kb. 1800 mg-ot kaptam. Termelés:
32% (939 mg), halvanybarna kristalyos anyag.

HPLC:
Retencios 1dd: 3,25 perc (1. modszer)
Amax- nincs elnyelése a 220-800 nm tartomanyban

MS(ESI+): MW(M+H)" = 344 Da
Elméleti molekulatomeg a C17H3aN304" [MW(M+H)*] dsszegképletre szamolva: 344,2544 Da

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & (ppm) 7,72 (s, 1H); 6,59 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 3,76
(t, J =8,2 Hz, 1H); 3,55 (t, J = 4,6 Hz, 4H); 3,27 — 3,19 (m, 1H); 3,18 — 3,06 (m, 1H); 2,41 —
2,27 (m, 6H); 1,72 — 1,58 (m, 1H); 1,44 — 1,40 (m, 1H); 1,37 (s, 9H); 1,13 -1,01 (m, 1H); 0,83
—0,79 (m, 6H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) 171,18; 155,25; 77,88; 66,07; 58,74; 57,09;
53,11, 36,46, 35,62; 28,13; 24,37, 15,32; 11,00
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Irodalom: Ismert vegyiilet, szintézise nincs leirva

5.2.8. (2S,3S)-2-Amino-3-metil-N-(2-morfolinoetil)pentanamid (7)

A vegyiilet szintézisét kétféleképpen is megvalositottam:

H
HN N\/\N/\ 1.) Egy inertizalt gomblombikba bemértem 9-et (465 mg; 1,00
o K/O mmol), majd feloldottam DMF-ben (7 ml). Az oldathoz piperidint
7 adtam (3 ml) majd szobahdmérsékleten kevertettem az elegyet két

oran keresztiil. Ezt kovetden az oldoszert rotacidés vakuumbeparl6 segitségével eltavolitottam,
majd a maradékot visszaoldottam 0,1 M vizes sésav oldatban (50 ml). Ezt 2 x 50 ml DKM-el
extrahaltam, majd a vizes fazis pH-jat 20%-0s NaOH-oldat cseppenkénti adagolasaval 12-re
allitottam be. Az igy kapott vizes oldatot 3 x 50 ml DKM-el extrahaltam, majd az egyesitett
szerves fazisokat vdkuumban bepdroltam. A maradék HPLC-vel torténd vizsgalata alapjan az
kevés piperidint is tartalmazott, ennek eltavolitdsira az anyagot nagyvakuumban szaritottam
egy ¢€jszakan keresztiil. A terméket flash kromatografia segitségével valasztottam el a 10-es
mellékterméktél (0-20% TEA 1%-o0s metanolos oldata DKM-ben, linearis gradiens). Termelés:

39% (95,4 mg), halvanysarga, siirii, olajszeri anyag.

2.) Egy inertizalt gomblombikban 11-et (2000 mg; 5,82 mmol) metanolban (30 ml) oldottam,
majd ehhez az oldathoz 1,25 M-os etanolos sésav-oldatot (18,6 ml) adtam és az elegyet tiz
napig szobahOmérsékleten kevertettem. Ezt kdvetden vakuumban eltavolitottam az olddszert, a
terméket flash kromatografiaval tisztitottam (10-40% TEA 1%-0s metanolos oldata DKM-ben,

lineéris gradiens). Termelés: 49% (893 mg), szintelen, siirii, olajszerii anyag.

A molekula trifluorecetsavas sojat is képeztem, a sOképzés eljarasat is itt ismertetem.

0 Egy inertizalt gomblombikban feloldottam 7-et (95,4
F .
>HJ\OH mg; 0,39 mmol) desztillalt vizben (10 ml) és TFA-t

H Fo (0,1 ml; 1,31 mmol) adtam hozza. Az elegyet ezutan
H,N \/\N/\ F .
5 K/O OH acetonos szarazjeges fiirdében megfagyasztottam,
F
majd liofilizaltam. Termelés: 94% (173 mg),
7
halvéanysarga, stirli, olajszerii anyag.
HPLC:

Retencios id6: 2,97 perc (2. modszer)
Amax- nincs elnyelése a 220-800 nm tartomanyban

MS(ESI+): MW(M+H)* = 244 Da
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Elméleti molekulatomeg a C12H26CI2N3O2" [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva:
244,2020 Da

Az NMR spektrumok a 7-es vegyiilet trifluorecetsavas sojara lettek felvéve.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8,75 (t, J = 6,2 Hz, 1H); 8,19 — 8,14 (m, 2H);
3,98 — 3,93 (br, 4H); 3,59 — 3,55 (m, 1H); 3,52 — 3,33 (br, 4H): 3,18 — 3,13 (br, 4H); 1,85 1,69
(m, 1H); 1,50 — 1,39 (m, 1H); 1,16 — 1,04 (m, 1H); 0,91 — 0,82 (m, 6H)

13C NMR (101 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) 168,87; 63,85; 57,11; 54,91; 51,79; 36,30;
33,86; 24,53; 14,98; 11,51

Irodalom: Ismert vegyiilet, szintézise nincs leirva
5.2.9. 1-(4,5-Dimetoxi-2-nitrofenil)etan-1-on (13)

O  Egy gobmblombikba bemértem 3°,4’-dimetoxiacetofenont (20 g; 111 mmol),

- OI:EJ\ majd feloldottam azt vizmentes DKM-ben (100 ml). Ezutan az elegyet -10
e NO, °C-ra hiitéttem és ezen hdmérséklet tartdsa mellett, folyamatos kevertetés

13 kozben 98%-os, fiistdlgd salétromsavat (14 ml) csepegtettem hozza lassan.
Az elegyet ezt kovetden -10 °C-on kevertettem két és fél oran keresztiil. Ezt kovetéen a lombik
tartalmat er6teljes kevertetés kozben nagyjabol 500 ml jeges vizre ontdttem, majd ezt a vizes
oldatot 3 x 150 ml DKM-el extrahaltam. Az egyesitett szerves fazisokat 2 x 100 ml desztillalt
vizzel mostam, majd MgSOgs-en szaritottam. Az olddszert rotacids vakuumbeparl6 segitségével
eltavolitottam, a kapott szildrd anyagot vakuumban széritottam. A termék tovabbi tisztitasara
nem volt sziikkség HPLC alapjan. Termelés: 95% (23,8 g), citromsarga szilard anyag.

HPLC:
Retencios id6: 3,28 perc (1. modszer)
Amax- 346 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 226 Da
Elméleti molekulatomeg a C10H12NOs™ [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva: 226,0710 Da

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 7,63 (s, 1H); 7,22 (s, 1H); 3,93 (s, 3H); 3,90
(s, 3H); 2,52 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 199,19; 153,12; 149,36; 138,37; 131,09;
109,67; 107,13; 56,58; 56,30; 29,93

Irodalom: 100
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5.2.10. 1-(4,5-Dimetoxi-2-nitrofenil)etan-1-ol (14)

OH  Egy inertizalt gomblombikba bemértem 13-at (907 mg; 4,03 mmol), majd
/OI;{\ szeptumon keresztiil ti segitségével metanolt (6 ml) és szaraz THF-et (24
o No, ml) adtam hozza. A lombikot jeges vizzel 0 °C-ra hiitéttem, majd ezen a

14 hémérsékleten natrium-borohidridet (609 mg; 16,1 mmol) adtam az
oldathoz, melyet ezt kovetéen szobahOmérsékleten kevertettem harom napig. Ezutdn az
oldészert vakuumban eltavolitottam, a kapott anyagot DKM (100 ml) és viz (100 ml)
keverékében tujra feloldottam. A fazisok elvalasztidsa utdn a szerves fazist 2 x 100 ml vizzel,
majd 100 ml telitett sooldattal mostam, ezt kdvetden MgSOs-en szaritottam. A szaritdszer
kiszlirése utan az olddszert vakuumban eltavolitottam, a kapott termék tovabbi tisztitasara nem
volt sziikség. Termelés: 95% (867 mQ), sargas szilard anyag.

HPLC:

Retenciods idd: 3,27 perc (1. modszer)
Amax. 350 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* =210 Da (a molekula vizvesztéssel ionizalodik)

Elméleti molekulatomeg a C10H14NOs™ [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva: 228,0866 Da

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) 7,51 (s, 1H); 7,33 (s, 1H); 5,47 (d, J = 4,4 Hz,
1H); 5,33 - 5,21 (m, 1H); 3,88 (s, 3H); 3,82 (s, 3H); 1,35 (d, J = 6,3 Hz, 3H)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 153,65; 147,52; 139,35; 138,41; 109,35;
107,72; 64,35; 56,46; 56,44; 25,61

Irodalom: 100
5.2.11. 1-(4,5-Dimetoxi-2-nitrofenil)etil-(4-nitrofenil)-karbonat (15)

o /©/N02 Egy gomblombikot N2 segitségével inertizaltam, majd
(0]

N bemértem 14-et (300 mg: 1,32 mmol). Ezt széraz THF-ben

e (15 ml) oldottam, melyet szeptumon keresztiil adagoltam be.
~o o Miutan az anyag feloldodott, 4-nitrofenil-kloroformatot (346
2
mg; 1,72 mmol) adtam az oldathoz, majd kozvetleniil ezutan
15

a DIPEA-t (0,345 ml; 1,98 mmol) és DMAP-t (16,1 mg;
0,132 mmol) i1s hozzdadtam az elegyhez. A reakcidelegyet 5 napig sotétben,
szobahdmérsékleten kevertettem. Ezalatt valoszintileg a THF gdzei miatt a szeptum karosodott,

kis darabjai az oldatba estek. Emiatt az esetlegesen kivalt termék visszaoldasara tovabbi THF-
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et (25 ml) adtam az elegyhez, majd {ivegsziir6n sziirtem az a szervetlen anyagok elvalasztasa
érdekében. A szirletet 100 ml jéghideg 0,05 M-0s vizes NaoHPOs-oldatra 6ntdttem, melynek
hatasara szilard anyag valt ki. Az elegyet ilivegszlirOn sziirtem, a kivalt terméket
szaritoszekrényben szdritottam. A szilirletet allni hagyva abban tovabbi kristalykivalast
figyeltem meg, igy azt Gjra leszlirtem, a kapott terméket hasonldan szaritottam. A termék
tovabbi tisztitas nélkiil lett felhasznélva a tovabbi 1épésekben. Termelés: 83% (429 mg), sziirke
kristalyos anyag.

HPLC:
Retencids 1d6: 4,31 perc (1. modszer)
Amax- 273 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 393 Da
Elméleti molekulatomeg a C17H17N209" [MW(M+H)™] dsszegképletre szamolva: 393,0929 Da

'H NMR (500 MHz, oldészer): 6 (ppm) 8,30 — 8,28 (m, 2H); 7,60 (s, 1H); 7,54 — 7,51
(m, 2H); 7,19 (s, 1H); 6,29 (g, J = 6,4 Hz, 1H); 3,95 (s, 3H); 3,87 (s, 3H); 1,73 (d, J = 6,5 Hz,
3H)

13C NMR (126 MHz, oldészer): & (ppm) 155,05; 153,45; 151,14; 148,14; 145,20;
139,84; 130,12; 125,34; 122,54; 108,57; 107,58; 73,01; 56,34; 56,13; 21,15

Irodalom: 101
5.2.12. 4-(Brommetil)-7-(dietilamino)-2H-kromén-2-on (16)

Br  Egy N2-vel inertizalt gomblombikba bemértem a 7-dietilamino-4-
metilkumarint (1000 mg; 4,32 mmol), majd szeptumon keresztiil

X
A~ szaraz THF oldoszert (40 ml) adtam hozz4. Az oldatot aceton és
N o O
) szarazjég segitségével nagyjabol -40 °C-ra hiitéttem, majd litium-
16 bisz(trimetil-szilil)Jamid 1 M-os THF-es oldatat (9,6 ml; 9,6 mmol)

adtam hozza ezen a hdmérsékleten. Rovid kevertetést kovetden az elegyet -78 °C-ra hiitdttem
aceton ¢s szarazjég keverékével, majd hozzdadtam az N-brémszukcinimidet (925 mg; 5,2
mmol). A reakcidelegyet -78 °C-on kevertettem egy oOran keresztil, majd 1 M-0s vizes
sosavoldattal (50 ml) kvencseltem azt. Az oldatot ezt kovetéen 3 x 50 ml DKM-el extrahaltam,
majd az egyesitett szerves fazisokat MQgSOs-en szaritottam, az olddszert rotacios
vakuumbeparld segitségével eltavolitottam. A nyersterméket flash kromatografiaval
tisztitottam (0-20% EtOAc hexadnban, linearis gradiens). A termék mellett a 17-es

mellékterméket is izolaltam. Termelés: 50% (676 mg), narancssarga kristalyos anyag.
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HPLC:
Retencios id6: 5,24 perc (3. modszer)
Amax- 399 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 310/312 Da
Elméleti molekulatomeg a C1aH17BrNO2" [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva:
310,0437 Da

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,48 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,62 (dd, J = 9,0; 2,6
Hz, 1H): 6,50 (d, J = 2,6 Hz, 1H): 6,13 (5, 1H): 4,39 (s, 2H): 3,41 (q, J = 7,1 Hz, 4H): 1,21 (t,
J=7,1Hz, 6H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 161,87; 156,79; 150,97; 150,44; 125,48; 109,34;
108,76; 106,25; 97,95; 44,91; 27,25; 12,56

Irodalom: 102
5.2.13. 4-(Dibrommetil)-7-(dietilamino)-2H-kromén-2-on (17)

Br_ Br A molekulat a 16-0s vegyiilet szintézisénél leirt eljaras végén izolaltam

annak flash kromatografiaval torténd tisztitasa soran. Termelés: 10%

AN
N 0 N0 (162 mg), narancssarga kristalyos anyag.
17
HPLC:
Retencios id6: 4,32 perc (1. modszer)
Amax- 414 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 388/390/392 Da
Elméleti molekulatomeg a C14H16BraNO2" [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva:
387,9542 Da

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) 7,78 — 7,72 (m, 1H); 6,69 — 6,62 (m, 2H); 6,52
(s, 1H); 6,38 (s, 1H); 3,43 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 1,22 (t, J = 7,1 Hz, 6H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 (ppm) 161,45; 156,80; 151,36; 150,86; 125,47; 108,50;
107,37, 103,73; 98,00; 44,81, 34,78; 12,43

Irodalom: Irodalomban nem ismert
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5.2.14. 7-(Dietilamino)-4-(hidroximetil)-2H-kromén-2-on (18)

OH  Egy inertizalt gdmblombikba bemértem 16-ot (240 mg; 0,774 mmol),
majd 1,4-dioxant (30 ml) és desztillalt vizet (30 ml) adtam hozza. Az

X
N 0 X0 elegyet kevertetés kozben két napig refluxaltattam. Ezutan lehiitéttem
) az oldatot, majd 3 x 75 ml EtOAc-vel extrahaltam azt. Az egyesitett
18 szerves fazisokat MgSOs-en szaritottam, majd az olddszert vakuumban

eltavolitottam. A terméket flash kromatografiaval tisztitottam (10-72,5% EtOAC hexanban,
lineéris gradiens). Termelés: 81% (154 mg), narancssarga kristalyos anyag.
HPLC:
Retencios 1dd: 3,33 perc (1. modszer)
Amax: 383 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 248 Da
Elméleti molekulatomeg a C14H1sNO3z* [MW(M+H)*] 6sszegképletre szamolva: 248,1281 Da
'H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 7,32 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 6,57 (dd, J = 9,0; 2,6
Hz, 1H); 6,50 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 6,26 (t, J = 1,4 Hz, 1H); 4,83 (d, J = 1,5 Hz, 2H); 3,40 (q, J
=7,1Hz, 4H); 1,20 (t, J = 7,1 Hz, 6H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) 162,68; 156,32; 154,73; 150,58; 124,54; 108,80;
106,56; 105,73; 98,04; 61,16; 44,94; 12,56

Irodalom: 102

5.2.15. (7-(Dietilamino)-2-0x0-2H-kromén-4-il)metil-(4-nitrofenil)-karbonat (19)

O\H/O Egy N2-vel inertizalt gdmblombikba bemértem 18-at

/@&O \©\N02 (100 mg; 0,404 mmol). Ezt vizmentes DKM-ben (5 ml)

N 00 oldottam, majd DIPEA-t (0,352 ml; 2,02 mmol) és 4-

) nitrofenil-kloroformatot (408 mg; 2,02 mmol) adtam az

19 oldathoz. Az eclegyet ezt kovetden 5 napig sotétben,

szobahémérsékleten kevertettem. Az elegyet 20 ml DKM-mel higitottam, majd 3 x 20 ml 0,01

M-os vizes sdsavoldattal mostam azt. A szerves fazist ezutan 2 x 20 ml telitett vizes NaHCOz-

oldattal mostam, majd magnézium-szulfaton szaritottam. Az oldoszert vakuumban

eltavolitottam, majd a terméket flash kromatografia segitségével tisztitottam (100% DKM,
izokratikus elicid). Termelés: 72% (121 mg), narancssarga szilard anyag.

HPLC:
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Retencids 1d6: 4,41 perc (1. modszer)
Amax- 387 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* =413 Da
Elméleti molekulatomeg a C21H21N207" [MW(M+H)™] 6sszegképletre szamolva: 413,1343 Da
Az anyag NMR spektruma nem lett felvéve.
Irodalom: 103

5.2.16. 1-(4,5-Dimetoxi-2-nitrofenil)etil-4-(3-((3-klér-5-(N-(naftalin-1-

ilmetil)szulfamoil)tiofén-2-il)oxi)fenil)piperazin-1-karboxilat (20)

F})CLOH °~  Egy inertizalt gomblombikba bemértem 6-ot (50
N_2 OaN mg; 0,0796 mmol) és 15-6t (39 mg; 0,10 mmol).
“ // //\ Szeptumon keresztil DKM olddszert (5 ml)
@ mértem, majd trietilamint (0,028 ml; 0.199 mmol)
adtam az oldathoz. Az elegyet
szobahdmérsékleten, sotétben egy napig kevertettem. A reakcidelegy HPLC-s vizsgalata
alapjan ekkor még volt kiindulasi 6 az oldatban, igy ahhoz tovabbi 15-6t (19,6 mg; 0,05 mmol)
adtam, majd az elegyet még egy hétig kevertettem. Ezutan az olddszert vakuumban
eltavolitottam, a terméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam (45—75% acetonitril 0,2%-
os vizes TFA oldatban, linearis gradiens). A terméket igy TFA soként izolaltam. Termelés: 24%
(16,7 mq), sziirke szilard anyag.
HPLC:
Retencids 1d6: 4,99 (1. modszer)
Amax- 346 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 767/769 Da
Elméleti molekulatomeg a CseHzsCIN2O7S;" [MW(M+H)™] 6sszegképletre szdmolva:
767,1607 Da
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,87 (d, J = 7,8 Hz, 1H);
7,83 (d, J=6,9 Hz, 1H); 7,58 — 7,49 (m, 3H); 7,43 — 7,36 (m, 2H); 7,32 (s, 1H); 7,25 (t, J = 8,4
Hz, 1H); 6,95 (s, 1H); 6,75 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,65 (s, 1H); 6,55 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,40 (q,
J=6,5Hz, 1H); 4,83 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 4,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 3,95 (s, 3H); 3,92 (s, 3H);
3,80 — 3,50 (br, 4H); 3,24 — 3,10 (m, 4H); 1,66 (d, J = 6,5 Hz, 3H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 158,70; 158,33; 154,20; 153,56; 152,72; 148,02;
140,13; 133,91; 133,60; 131,16; 131,08; 130,78; 130,68; 129,53; 129,00; 128,00; 127,32;
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126,97; 126,27; 125,27; 123,05; 113,63; 111,66; 108,77; 107,78; 105,84; 69,73; 56,84; 56,21,
48,71; 45,65; 43,33; 21,95

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.17. (7-(Dietilamino)-2-0x0-2H-kromén-4-il)metil-4-(3-((3-klér-5-(N-(naftalin-
1-ilmetil)szulfamoil)tiofén-2-il)oxi)fenil)piperazin-1-karboxilat (21)

} Egy inertizalt gbmblombikba bemértem 6-ot (50

_
" mg; 0,0796 mmol) és 19-et (32,8 mg; 0,0796
_ mmol). Ezeket DKM-ben (5 ml) oldottam, majd

’
N/
PSS
° U’O //\N’{’ trietilamint (0,028 ml; 0,199 mmol) adtam az
o @’N\// o
21

o]

o o
/

oldathoz. Az elegyet szobahOmérsékleten,
sOtétben négy napig kevertettem. Az olddszert
vakuumban beparoltam, majd a terméket a tisztitashoz acetonitrilben feloldottam. Miel6tt
azonban az oszlopra vald injektalas megtortént volna, nagyjabol az oldat fele kiomlott, ezzel
jelentésen csokkentve a termelést. A terméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam (45—
85% acetonitril 0,4 g I -es vizes NHsHCOs-oldatban, linearis gradiens). Termelés: 26% (16
mQ), sarga szilard anyag.
HPLC:
Retencios 1d6: 5,02 perc (1. modszer)
Amax: 376 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 787/789 Da
Elméleti molekulatomeg a CaoH4CINsO7S2" [MW(M+H)*] &sszegképletre szamolva:
787,2021 Da
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,92 (d, J = 7,6 Hz, 1H); 7,84 (dd, J = 6,8; 2,3
Hz, 1H); 7,80 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 7,56 — 7,45 (m, 2H); 7,37 (d, J = 4,1 Hz, 2H); 7,31 (s, 1H);
7,28 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,25 - 7,21 (m, 1H); 6,74 (dd, J = 8,3; 2,3 Hz, 1H); 6,64 (dd, J = 2,4,
2,4 Hz, 1H); 6,58 — 6,54 (m, 1H); 6,54 — 6,50 (m, 1H); 6,48 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 6,06 (s, 1H);
5,25 (s, 2H); 4,93 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 4,65 (d, J = 5,6 Hz, 2H); 3,72 — 3,59 (m, 4H); 3,39 (q, J
=7,1Hz, 4H); 3,21 — 3,14 (m, 4H); 1,18 (t, J = 7,1 Hz, 6H)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 162,04; 158,63; 158,21; 156,21; 154,22; 152,65
150,68; 150,22; 133,82; 131,11; 131,01; 130,78; 130,59; 129,41; 128,91; 127,94; 127,26;
126,88; 126,18; 125,22; 124,32; 123,04; 113,21; 111,56; 108,67; 105,89; 105,84; 97,80; 62,50;
48,71; 45,75; 44,74; 43,64; 12,43
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Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.18. 4-Kl16r-5-(3-(4-((7-(dietilamino)-2-oxo-2H-kromén-4-il)metil)piperazin-1-

il)fenoxi)-N-(naftalin-1-ilmetil)tiofén-2-szulfonamid (22)

})CL > Egy inertizalt ggmblombikba bemértem 6-ot (202 mg;
M 0,322 mmol), 16-ot (100 mg; 0,322 mmol) és KoCOs-

O,

E
H\//s”O s @O at (267 mg; 1,93 mmol). Ezeket vizmentes DKM-ben
° I{TOG’NCN / (10 ml) oldottam, majd az elegyet so6tétben,
szobahémérsékleten harom napig kevertettem. Ezt
“ kovetden az oldathoz desztillalt vizet (40 ml) és
DKM-met (40 ml) adtam, majd elvalasztottam a fazisokat. A vizes fazist még 2 x 40 ml DKM-
el extrahaltam, majd mindharom szerves fazist egyesitettem. Ezeket 40 ml telitett NaCl-oldattal
mostam, majd az oldoszert vakuumban eltavolitottam. A termék tisztitdsara preparativ HPLC-
t hasznaltam (45-75% acetonitril 0,2%-os vizes TFA oldatban, linearis gradiens). Mivel az
anyag és a 23-as melléktermék csucsai kissé atfedtek, igy a kapott termék kevés szennyezot
tartalmazott. Ezt ujbol preparativ HPLC-vel tisztitottam ugyanazon modszerrel és gradienssel
mint az elsd esetben. A terméket igy TFA soOként izolaltam. A termék mellett a 23-as
mellékterméket is izolaltam. Termelés: 72% (199 mg), zoldessarga szilard anyag.
HPLC:
Retencios idd: 4,50 perc (1. modszer)
Amax: 376 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 743/745 Da
Elméleti molekulatomeg a CsgHaCIN2OsS;" [MW(M+H)™] 6sszegképletre szdmolva:
743,2123 Da
'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 (ppm) 8,02 — 7,91 (m, 1H); 7,90 — 7,85 (m, 1H); 7,82
(dd, J =6,5; 3,0 Hz, 1H); 7,58 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 7,55 — 7,54 (m, 1H); 7,52 — 7,51 (m, 1H);
7,44 — 7,36 (m, 2H); 7,33 (s, 1H); 7,27 — 7,26 (m, 1H); 6,70 (dd, J = 8,5; 1,5 Hz, 1H); 6,63 (dd,
J=2,6; 1,8 Hz, 1H); 6,61 — 6,59 (m, 1H); 6,58 (dd, J = 2,3; 0,7 Hz, 1H); 6,51 (d, J = 2,5 Hz,
1H); 6,11 (s, 1H); 5,32 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 4,68 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 4,07 (s, 2H); 3,43 (q, J =
7,1 Hz, 4H); 3,40 — 3,37 (m, 4H); 3,19 — 3,15 (m, 4H); 1,22 (t, J = 7,1 Hz, 6H)

13C NMR (126 MHz, CDCls): § (ppm) 161,10; 158,23; 158,11; 156,66; 151,31; 151,28;
144,64; 133,83; 131,16; 130,93; 130,90; 130,83; 129,39; 128,92; 128,37; 127,37; 126,87;
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126,19; 125,28; 123,11, 113,16; 111,98; 111,70; 109,54, 109,08; 107,04, 106,14; 97,85; 55,88;
52,00; 46,99; 45,75; 44,89; 12,39

Irodalom: irodalomban nem ismert
5.2.19. 4-Klér-N-((7-(dietilamino)-2-ox0-2H-kromén-4-il)metil)-5-(3-(4-((7-
(dietilamino)-2-oxo0-2H-kromén-4-il)metil) piperazin-1-il)fenoxi)-N-

(naftalin-1-ilmetil)tiofén-2-szulfonamid (23)

L J A molekulat a 22-es vegyiilet szintézisénél leirt
N (o]
E%OH eljaras végén TFA-soként izolaltam a preparativ
o F \’5 HPLC-vel torténd tisztitas soran. Termelés: 6% (22,6
_ N
° Vo o mg), sarga szilard anyag.
NS ©
° Uo ./
N N
cl @ /
23

HPLC:
Retencids 1d6: 4,96 perc (1. modszer)
Amax- 392 nm

MS(ESI+): MW(M+H)* = 972/974 Da
Elméleti molekulatomeg a Cs3HssCINsO7S;" [MW(M+H)™]  6sszegképletre szdmolva:
972,3226 Da

'H NMR (500 MHz, CDCls3): & (ppm) 8,13 — 8,07 (m, 1H); 7,77 (dd, J = 7,6; 1,8 Hz,
1H); 7,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,62 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 7,50 — 7,41 (m, 2H); 7,39 (s, 1H); 7,33
— 7,22 (m, 3H); 7,15 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 6,76 (dd, J = 8,3; 2,0 Hz, 1H); 6,72 (dd, J = 2,3 Hz;
1H); 6,67 (dd, J = 8,1; 2,3 Hz, 1H); 6,60 (dd, J = 9,1; 2,6 Hz, 1H); 6,51 (d, J = 2,5 Hz, 1H);
6,36 — 6,29 (m, 2H); 6,17 (s, 1H); 5,65 (s, 1H); 4,92 (s, 2H); 4,38 (s, 2H); 4,06 (s, 2H); 3,45 (t,
J=5,0Hz, 4H); 3,40 (t, J = 7,1 Hz, 4H); 3,35 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 3,18 — 3,15 (m, 4H); 1,21 (t,
J=7,1Hz, 6H); 1,16 (t, J = 7,0 Hz, 6H)

13C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) 8 161,20; 161,12; 159,12; 158,02; 156,54;
155,75; 151,50; 151,09; 150,27; 148,99; 145,60; 133,48; 131,53; 131,36; 130,81; 129,54;
129,18; 128,58; 128,00; 126,70; 126,00; 125,88; 125,61; 124,71; 124,64; 123,25; 113,17;
111,85; 111,24; 109,54; 108,83; 108,32; 107,79; 107,02; 106,23; 106,18; 97,71; 97,43; 56,30;
52,14: 51,33; 48,30; 47,09; 44,75: 44,62; 12,31 12,28

Irodalom: Irodalomban nem ismert
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5.2.20. (7-(Dietilamino)-2-0x0-2H-kromén-4-il)metil-((2S,3S)-3-metil-1-((2-

morfolinoetil)amino)-1-oxopentan-1-il)karbamat (24)

Q Egy inertizalt gomblombikba bemértem 19-et

\’
N F
~ i H F%OH (74,4 mg; 0,18 mmol). Ehhez a 7-es anyag
A SR I
0 o ‘\/o F
I F
24

%OH trifluorecetsavas sojanak (85 mg; 0,18 mmol)
F DKM-ben (6 ml) késziilt oldatat adagoltam.
Kevertetés kozben trietilamint (0,063 ml; 0,451
mmol) adtam az oldathoz, majd azt szobahémérsékleten, sotétben négy napig kevertettem.
Mivel a kevertetés kdzben az olddszer parolgott, azt egyszer pdtoltam, ekkor 12 ml DKM-et
adtam az elegyhez. A kevertetést kovetden az oldoszert vakuumban eltavolitottam, a terméket
preparativ HPLC segitségével tisztitottam (25-55% acetonitril 0,2%-0s vizes TFA oldatban,
linearis gradiens). A terméket igy kétszeres TFA soként izolaltam. Termelés: 11% (14,9 mg),
z01d szinti, olajszerii anyag.

HPLC:
Retencids idd: 3,66 perc (1. modszer)
Amax: 376 nm

MS(ESI+): MW(M+H)" =517 Da
Elméleti molekulatomeg a C27Ha1N4Og" [MW(M+H)™] dsszegképletre szamolva: 517,3021 Da

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8,34 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 7,74 (d, J = 8,4 Hz,
1H); 7,44 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,69 (dd, J = 9,1; 2,5 Hz, 1H); 6,54 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 6,05 (s,
1H); 5,23 (s, 2H); 3,84 (t, J = 8,0 Hz, 1H); 3,49 — 3,38 (m, 12H); 3,16 (m, 4H); 1,83 — 1,70 (m,
1H); 1,50 — 1,37 (m, 1H); 1,25 - 1,16 (m, 1H); 1,12 (t, J = 7,0 Hz, 6H); 0,90 — 0,80 (m, 6H)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 171,80; 160,78; 155,68; 155,52; 151,81;
150,42; 125,22; 108,70; 105,11; 104,18; 96,83; 63,41; 61,06; 59,35; 54,70; 51,39; 43,99; 35,99;
33,44; 24,39; 15,43; 12,30; 10,86

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.21. (R,S)-1-(4,5-Dimetoxi-2-nitrofenil)etil-((2S,3S)-3-metil-1-((2-

morfolinoetil)amino)-1-oxopentan-1-il)karbamat (25)

o Egy No2-vel inertizalt gomblombikba bemértem 7

o
/E?/O E}F)ko*‘ trifluorecetsavas séjat (85 mg; 0,18 mmol), és 15-6t
ON oim\"i‘/n\/\’“/ﬁ F})CLOH (70,7 mg; 0,18 mmol). A keveréket DKM-ben (15 ml)
° Lo ¢ oldottam, majd az oldathoz trietilamint (0,063 ml;
208+ 290 0,451 mmol) adtam. Az eclegyet sotétben,
szobahdmérsékleten négy napig kevertettem. Mivel ekkor HPLC alapjan még mindkét
kiindulasi anyagbdl volt az elegyben, tovabbi TEA-t (0,050 ml; 0,360 mmol) adtam az oldathoz,
valamint az elparolgott olddszert is potoltam. Az elegyet még két napig kevertettem, majd az
olddszert vakuumban eltavolitottam. A maradékot preparativ HPLC segitségével tisztitottam
(25-55% acetonitril 0,2%-os vizes TFA oldatban, linearis gradiens), azonban a két
diasztereomert nem sikeriilt egymastol elvalasztani, valamint kevés szennyez6t is tartalmazott
a termékelegy. Termelés: 11% (14,2 mg), sargaszold, olajszerii anyag.
HPLC:
Retencids 1d6 (két diasztereomer): 3,49 és 3,54 perc (1. modszer)
Amax- 345 nm
MS(ESI+): MW(M+H)* = 497 Da
Elméleti molekulatomeg a C23H37N4Og" [MW(M+H)™] dsszegképletre szamolva: 497,2606 Da
A tobbosszetevdjli termékelegybdl késziilt nagyon hig minta NMR spektroszkopiai vizsgalata
nem eredményezett jol kiértékelhetd spektrumokat, a jovoben tervezem megismételni a mérést.

Irodalom: irodalomban nem ismert
5.3. Spektroszkodpiai és fotokémiai vizsgalatok leirasa

5.3.1. A vizsgalatok soran hasznalt eszk6zok, berendezések

A spektroszkopiai mérésekhez Shimadzu UV-1900i UV-VIS Spectrophotometer és
Shimadzu RF-6000 SpectroFluorimeter berendezést hasznaltam. Kiivettaként a Hellma
Analytics nagy pontossagu cellajat (10x10 mm) alkalmaztam. A spektrofotométer szkennelési
sebessége 648 nm mint volt, a mért értékeket 2 nm-enként rogzitettem. A fluoriméter alacsony
érzékenységi beallitassal, 3 nm-es spektralis szélességgel, 600 nm min™ beallitissal miikodott,

0,2 nm-enként rogzitett adatokat.
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A referencia anyag izomerizaciojanak, valamint az 0j vegyiiletek fotolizisének vizsgalatdhoz
a ThalesNano PhotoCube fotoreaktort alkalmaztam. A kisérletek soran a fotoreaktor beallitasai
minden esetben az alabbiak voltak:
,»low”, 10%-o0s intenzitasu, 365 nm-es (UV) fény
- kevertetés sebessége: 300 rpm
- 1 panellel torténé megvilagitas
A kisérletek soran a reaktor hémérséklete jellemzden 30-31 °C volt, 21 fotolizise esetén 27 °C.
fotokémiai reakciok kovetésére spektrofotométert, illetve a szintéziseknél mar emlitett SPD-
M40 Photodioda detektorral felszerelt HPLC-MS késziiléket hasznaltam. A kiilonbdz6 oldatok

megfeleld térfogatdnak kiméréséhez automata pipettat alkalmaztam.
5.3.2. 4,4’-Dimetilazobenzol vizsgalata

A referencia anyagként hasznalt DMAB E-izomerének molaris abszorpcios koefficiensének
méréséhez ismert mennyiségli szilard anyag bemérésével 2,8-10"* M-os acetonitriles
torzsoldatot készitettem. A torzsoldatbol 0,50 ml-t pipettaztam egy 1 cm belso szélességii kvarc
kiivettaba, majd ehhez 2,00 ml acetonitrilt pipettiztam, az oldatot Pasteur pipettaval
homogeniziltam, az igy kapott 5,6 - 10> M-o0s oldatnak felvettem az UV-VIS spektrumét. Ezt
kovetden a mintabol 1,25 ml-t pipettaval eltavolitottam €s azt 1,25 ml acetonitrillel pdtoltam,
spektrumat. Ezt tovabbi 5 alkalommal megismételtem, majd a higitasi sor egyes mintainak 365
nm-en mért elnyelésébol a Lambert—Beer-térvény alapjan meghataroztam az E-izomer molaris
abszorpcios koefficiensét ezen a hullamhosszon. A kiindulasi €s a higitasi sor utolsé mint4jat
is vizsgaltam HPLC-vel, mely alapjan lathat6 volt, hogy kezdetben csak a transz forma volt az

oldatban és a vizsgélatok soran sem tortént izomerizacio.

Az anyag fény hatasara végbemend izomerizacidjanak méréséhez acetonitrilben 2,2 -
10~* M-os oldatot készitettem a szilard E-izomerbdl. Az oldatbol 3,00 ml-t egy kvarc kiivettaba
pipettaztam, majd felvettem annak spektrumat. Ezutan az oldat 3,00 ml-ét egy Kkis
keverémaggal ellatott iivegcsébe mértem, majd azt lezartam és a fotokémiai reaktorba
helyeztem. Az 5.3.1. fejezetben bemutatott beallitasok mellett megvilagitottam az oldatot, majd
5, 10, 15, 20, 25, 35, 55, 95, 175, 335 masodperc besugarzast kdvetden a teljes oldatot

felhasznalva spektrofotométer segitségével felvettem annak spektrumat.
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5.3.3. A célmolekulik vizsgalata

A 20, 21, 22 és 24 vegyliletek spektroszkopiai vizsgalatdhoz elészor ismert mennyiségii
anyag oldasaval 10™3 M-0s DMSO-ban térzsoldatokat készitettem. Minden anyag esetén egy
kvarc kiivettaba 25 ul ilyen torzsoldatot, valamint 2,47 ml acetonitrilt mértem be, majd
homogenizalast kovetden felvettem a minta spektrumat. Ezt kvetden 1,25 ml oldatot pipettaval
eltavolitottam, ezt acetonitrillel helyettesitettem, az oldatot homogenizaltam és Gjra felvettem
annak spektrumat. Ezt 20 esetében még kétszer, a tobbi vegylilet esetén még haromszor
ismételtem. A kapott eredmények alapjan meghatdroztam a molekuldk moléris abszorpcios
koefficienseit. Mindegyik anyag mérése soran a higitasi sor els6 olyan oldatanak, amelynek
maximalis abszorbancigja 0,1 alatti érték volt, fluoriméter segitségével felvettem a gerjesztési
¢s emisszios spektrumat is. Az ezen mérések soran valasztott hullamhosszak az adott anyag

abszorpcids spektrumatol fiiggtek.

A molekulak fotolizisének vizsgalatahoz olyan oldatokra volt sziikségem, melyek kezdeti
abszorbancidja megegyezik a referencia anyag izomerizacidjdnak méréséhez készitett
kiindulasi oldat abszorbanciajaval. Ehhez a vegyiiletek 365 nm-en meghatarozott molaris
abszorpcids koefficiensei alapjan az adott anyag esetén sziikséges koncentraciohoz képest
nagyjabol 100-szoros toménységli torzsoldatokat készitettem DMSO-ban. Ezekbol 25 ul-t
mértem ki egy kvarc kiivettaba, majd 2,47 ml acetonitrilt adtam hozza és felvettem az oldatok
abszorbanciajat, hogy ellendrizzem a 365 nm-en mérhet6 elnyelés megfeleldségét. Mivel egyes
bemérés, hanem a mért abszorbancia alapjan hataroztam meg. A torzsoldatok acetonitrillel
torténd nagyjabol szazszoros higitdsaval elkészitettem a mérésekhez alkalmazhaté mintdkat. A
22-es vegylilet ezen oldatabol tobb 30 pl-es részletet vizsgaltam HPLC-vel. Ezek eredménye
alapjan ez a mennyiség elegend6 ahhoz, hogy az automata injektor megbizhatoéan tudjon 5 pl-t
juttatni az oszlopra. Az egyes anyagok oldataib6l 30 pl-t HPLC-vel vizsgaltam, majd 3,00 ml-
t egy kis keverdmaggal ellatott livegcsébe mértem, amit a fotokémiai reaktorba helyeztem. A
reaktort a 5.3.1. fejezetben bemutatott beallitasokkal hasznaltam, 20, 21 és 24 esetén 5, 15, 30,
50, 75, 150, 300, 600, 1200 masodperc, mig 22 esetén 20, 60, 120, 200, 300, 600, 1200, 2400
masodperc megvilagitast kovetden 30 pl-es mintakat vettem az oldatokbol, melyet HPLC-vel
(1. médszer) vizsgaltam. Minden mintat kétszer mértem le HPLC-vel, a kiértékelést.az egyes

vegyiiletekhez tartozo csucsok teriilete alapjan végeztem el.
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6. Osszefoglalas

Az utobbi évtizedekben tobb olyan kismolekulds vegyiiletet is azonositottak, melyek a
kdzponti idegrendszer miikodése szempontjabol fontos fehérjékhez hasonld biologiai hatast
képesek kifejteni. Ezek a molekuldk lehetéséget nyujthatnak neurodegenerativ betegségek
kezelésére, valamint sériilt neuronok regeneralasara, amennyiben szabalyozni tudjuk azok
felszabadulasat a sériilés kornyezetében. Kutatomunkam sordn ezért olyan vegyiiletek
szintézisét és vizsgalatat tliztem ki célul, melyekbdl bioldgiai kornyezetben a sejtek karositasa
nélkil nagyfoku tér- és idobeli precizitassal felszabadithatdak az idegndvekedési fehérje (NGF)

kismolekulas mimetikumai.

Szintetikus munkam soran sikeresen el6éallitottam két, az irodalomban ismert biologiai
aktivitassal rendelkez vegyiiletet, a fenoxi-tiofén-szulfonamid véazzal rendelkez6 B-355252-t,
valamint az izoleucin szarmazék LMI11A-31-et. A vegyiiletek atmeneti inaktivalasara és a
késdbbi, jol szabalyozhatdo felszabaditdsara elterjedten alkalmaznak fotoreszponziv
vegyiileteket, a fény szdmos eldnyos tulajdonsdga miatt. Ennek megfelelden két kiillonb6zo
alapvazzal rendelkez6, 6sszesen haromféle fotolabilis véddcsoport prekurzoranak szintézisét is
megvalositottam, majd ezeket az idegnévekedési faktor mimetikumokhoz kapcsoltam. A B-
355252 védését MeNVOC, DEACM ¢és DEACMOC csoportokkal is elvégeztem, mig az
LM11A-31 esetén az MeNVOC és DEACM csoportokat alkalmaztam. A szintetikus munkdm
soran szamos kiilonb6z6 tipusu reakciot, igy tobbek kozott nitralast, redukceiot, N-alkilezést, O-
alkilezést, SNAr reakciot, bromozast is végeztem, valamint a peptidszintézisek soran gyakran
hasznalt kapcsoloagenseket, védécsoportokat is alkalmaztam a molekulak elballitasara.
Osszességében 5 1) fotolabilis védécsoporttal ellatott NGF-mimetikum vegyiiletet allitottam

elé, melyeket a jovében bioldgiai mérések soran fogunk alkalmazni.

Négy vegylilet esetén a molekuldk spektroszkopiai karakterizalasat is elvégeztem, valamint
vizsgaltam azok fotokémiai tulajdonsagait is. Ehhez egy masik fotoreszponziv anyag, a 4,4’-
dimetilazobenzol izomerizacidos reakciojat hasznaltam referenciaként, az uj vegyiiletek
fotolizisére jellemzd kvantumhatékonysagot az ezzel torténd Osszehasonlitds alapjan
hataroztam meg. Ez az eljaras, mely jol alkalmazhatd olyan rendszerekben is, ahol a fény
uthossza nem ismert, egy gyors €s konnyen kivitelezhetd alternativaként szolgalhat kiilonb6z6

vegyiiletek fotolizisének vizsgalatara a jovOben.
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