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2. Fontosabb roviditések jegyzéke

2-Py: 2-piridil-csoport

AcOH: ecetsav

ADP: adenozin-difoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

Bu: butil-csoport

DIPEA: diizopropil-etilamin

DMF: N,N-dimetilformamid

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

EtOAC: etil-acetat

ICs0: félhatasos gatlo koncentracio

Me: metil-csoport

MNNG: 1-metil-2-nitro-1-nitrozéguanidin
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
NAD": nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NIS: N-jédszukcinimid

NMR: mégneses magrezonancia spektroszkopia
PARG: poli(ADP-rib6z)-glikohidrolaz
PARP: poli(ADP-rib6z)-polimeraz

Ph: fenil-csoport

RNS: reaktiv nitrogénszarmazék

ROS: reaktiv oxigénszarmazék

TBAF: tetrabutil-ammonium-fluorid
TEMPO: 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidin
TFAA: trifluorecetsav

Tmob: 1,3,5-trimetoxi-benzil csoport



3. Bevezetés

A Pécsi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kardnak Szerves és
Gyobgyszerkémiai Intézetében tobb mint 6tven éve végeznek tudomanyos kutatomunkat a
biologiailag aktiv heterociklusos vegyiiletek teriiletén. Az 1970-es évektdl Dr. Hideg Kalman
¢s munkatarsai Magyarorszagon elséként kezdtek foglalkozni paramagneses 6t és hattagu
nitroxidok szintézisével. A stabilis nitroxid szabad gyokoket eldszor, mint spinjelzoket
alkalmaztak fehérjék biofizikai vizsgalataiban. Késébb szamos 1j felhasznalasi tertiletiik valt
ismertté. Hasznalhatok antioxidansként, szerves kémiai reakciokban prooxidansként, tovabba
alkalmasak ferromagneses sajatsaggal bir6 anyagok eldallitasara is. Alkalmazasuk analitikai
vizsgalatokban is terjedében van, mint spincsapda ¢és redox indikatorok. Biologiailag aktiv
vegyiiletekbe épitve Oket, az eredeti terapias hatas megtartasa mellett azoknak antioxidans

tulajdonsagot kdlcsondznek.

Az elmult években a Szerves ¢és Gyogyszerkémiai Intézetben szamos
heterociklusokhoz kapcsolt, illetve kondenzalt stabilis nitroxid szabad gyokos vegyiiletet
szintetizaltak és vizsgaltak, kiemelt figyelmet forditva a kardioprotektiv vegyiiletekre. Ezen
munkdk eredményeként tobb kozlemény, szakdolgozat és PhD értekezés késziilt.
Didkkorosként munkam sordn 1) nitroxidokkal és szekunder-amin eldvegyiileteikkel
modositott kinolin, kinoxalin, 4-kinazolinon €s benzimidazol alapvéazas, varhatban PARP

inhibitor hatassal rendelkezd bioaktiv vegyiileteket allitottam elo.



4. El6zmények

4.1. A PARP enzimek miikodése és PARP gatlas

A szabad gyokok, reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok (ROS, RNS), a kiilonboz6
nagy energidju sugarzasok (UV, ionizald sugarzasok) és kemoterapias szerek (ciszplatin,
temozolomid) hatasara az eukariota sejtekben létrejové DNS lanctorések javitasaban fontos
szerepet t5lt be a poli(ADP-riboz)-polimeraz (PARP) enzimcsalad." Ezen enzimek
mitkodésiik kozben, poli(ADP-riboz) egységeket kapcsolnak a DNS-hez kotott fehérjékhez.
Mara az enzimcsoport tizenhét tagjat sikeriilt azonositani (tobbek kozott: PARP-1, PARP-2,
Tankyrase-1, TiPARP ¢és vPARP), mégis a legtobb vizsgalatot a PARP-1-el és a PARP-2-vel
végzik. A DNS lanc sériilése aktivalja az enzimet, amely elsé 1épésben nikotinsavamid-
adenin-dinukleotidot (NAD™) hasit nikotinamidra és ADP-ribozra, majd a poli(ADP-riboz)
lancot kapcsol a DNS-hez kotédoé fehérjék (kaszpaz, hisztonok, topoizomerazok, DNS-
polimerazok, PARP) aszpartait ¢és glutamat oldallancainak karboxil-csoportjaihoz
(heteromodifikacié). A lancvégi ADP-riboz egységek 2’-hidroxilcsoportjainoz tovabbi
poli(ADP-rib6z) egységek kapcsolodhatnak, igy akar 200 monomerbdl allé polimer lanc is
létrejohet. Egy masik enzim, a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) a polimerlancok
folyamatos bontasat végzi, igy ellensulyozva a PARP miikodését. A PARP enzim maga is tud
poli(ADP-ribozilalodni) (automodifikacié). A folyamat erdeményeként a PARP inaktivva
valik. Ha azonban a PARG nem talal elegendé bonthatd polimert, akkor a poli(ADP-
ribozilalt) PARP-ot hasitja el, igy a PARP ismét aktivalodik. Ezen korfolyamat biztositja

fiziologias koriilmények kozott a bioldgiai rendszer egyensulyat. (1. abra)?
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1. abra: PARP-PARG rendszer miikodése

Nagyfokii DNS karosodas esetén a biologiai rendszer egyensulya megbomlik. A
PARP feléli a sejt NAD" és ATP készleteit, ennek kdvetkeztében nekrotikus sejthalal all be
(2. dbra)®. A nekrdzis soran a sejt membranrendszere karosodik, igy a sejt tartalma a kornyezé
szovetekbe triil. Ez a folyamat a kornyezd sejteket is karositja, ellentétben a természetes

sejthalallal az apoptozissal, amikor is a sejt a kornyez0 sejtek karositasa nélkiil, meghatarozott

modon kertl lebontasra.
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2. abra: PARP talmukodése



A PARP elsd vizsgalatai soran bebizonyosodott, hogy a NAD" hasitisabol szarmazo
nikotinamid (1) az enzim természetes inhibitora, valamit hogy a karbociklusos
3-aminobenzamid (2) hatékonyabb PARP gatlo. Tovabbi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a
DNS metilez6 kemoterapias szereck (temozolomid, dakarbazin) hatékonysaga PARP
inhibitorok jelenlétében szamottevéen né. A nikotinamid, mint terapias szer alkalmazasa nem
volt lehetséges, mivel nem bizonyult elég specifikusnak, valamint terapias dozisa til magas

lett volna. A 3-aminobenzamid 4llatkisérletekben hatastalannak bizonyult.?
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3. abra: Magas ICs értéki PARP-gatlok

A potencialisan hatékony szerkezetek kutatasa soran megallapitottak, hogy az aromas
gylirith6z kapcsolodd intramolekularis hidrogénhiddal feszitett savamid (NU-1085 3), vagy
heterociklusos gytirii részét képezé laktam funkcids csoport (Rucaparib 4) megléte
elengedhetetlen. A benzimidazol-vazas NU-1085 rontgenkrisztallografias vizsgalata soran
meghataroztak a PARP-1 enzim Kkatalitikus centrumaban a kotédésben szerepet jatszo
aminosavakat. A savamid csoport a hidrogénhid kotéseket alakit ki a GLY-863-al és a SER-
904-¢l, a heteroaromas gytirli n—mn kolcsonhatast a TYR-907-el. Ezek a vegyiiletek mar DNS

metilez6 dgensek alkalmazasa nélkiil is hatékony antitumor szereknek bizonyultak.?

NU-1085 Rucaparib
IC5o= 80 nM ICso= 1,4 nM
3 4

4. abra: Alacsony ICs értékii PARP-gatlok



Klinikai vizsgalatokban soran a Pfizer altal fejlesztett Rucaparib, mint intravénds
hatdanyag egyéb antitumor szerekkel kombinalva alkalmasnak bizonyult a melanoma
kezelésére.  Onalld6  hatdanyagként  alkalmazva  klinika II.  fizisba  jutott.
A 4-ftalazinon-vazas Olaparib (5) 0nalldé hatéanyagként per os alkalmazhatd, a kombinalt
kezelés vizsgalatai klinika II. fazisban folynak. A benzimidazol szarmazék Veliparib (6) per

os kiilsnbdzé tipust daganatok kezelésére alkalmas.*

o) NH,
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5 6

5. abra: Ftalazinon és benzimidazol vazas PARP-gatlok.

Kinoxalin alapvazat tartalmaz a Sunderland és munkatarsai altal leirt 2-(4-klorfenil)-5-
karbamoilkinoxalin (7)°, valamint kinolin alapvazat a Lord és munkatarsai altal kozolt
8-karbamoilkinolin (8)°.
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6. abra: Kinoxalin és kinolin vazas PARP gatlok



4.2. Nitroxid szabad gyokok, mint antioxidans vegyiiletek

A PTE-AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében korabban is szamos
nitroxidokkal, szekunder-amin és hidroxil-amin elévegylileteikkel modositott bioaktiv
vegyiiletet szintetizaltak (verapamil, amiodaron, ebselen szarmazékok).”® A koézelmultban
nitroxidokkal modositott PARP gatlokat is szabadalmaztattak.'®* (9, 10). (7. abra)

CONH, o)
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7. abra: az intézetben eldallitott PARP gatlok

Ezen vegyliletek tervezésének az volt a koncepcidja, hogy a DNS lanctorést és a
PARP aktivacidjat szabad gyokos folyamatok valtjak ki. Ha a szabad gyokoket
hidroxilaminnal, vagy sztérikusan gatolt aminnal csapdazni tudjuk, a kettés hatasu
vegyiiletekkel a PARP enzim gatlasa mellett a kivalto ok, vagyis a szabad gyokok egyensulyi

koncentracidja is csokkenthetd.

A nitroxid szabad gyokok és diamagneses prekurzoraik a szervezetben nem
enzimatikus antioxidansként viselkednek. A szekunder-amin ¢és hidroxilamin vegyiiletek a
reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékokkal (ROS, RNS), valamint alkil gyokokkel reagalva
nitroxid szabad gyokké oxidalodnak (8. dbra, 1, 2 reakcidegyenlet)'?. A metilcsoportok
arny€kolo hatasanak koszonhetden, a keletkezett nitroxid szabad gyok viszonylag inert marad.
A nitroxidok képesek a szuperoxid gyokot diszmutdlni (3, 4)13, valamint csapddzni alkil

gyokoket is, mikdzben O-alkilezett termék keletkezik (5)™.
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8. abra: Nitroxidok és prekurzoraik reakcioi



5. Célkitiizések

Feladatom 8-karbamoilkinolin (11), 5-karbamoilkinoxalin (14), benzimidazol-4-
szulfonamid (16) és 4-kinazolinon (18) tipusu, varhatoan PARP inhibitor hatassal rendelkez6
0j vegyiiletek szintézise volt. A Lord és munkatarsai altal kozolt 8-karbamoilkinolint (8)°,
nitroxidokkal ¢és eldvegyiileteikkel kivantuk modositani, hogy a PARP gatlo és antioxidans
szerkezeti részt tartalmazo 11 vegyliletekhez jussunk elGzetes tesztelés céljabol. A 2,3-
helyzetben modositott 5-karbamoilkinoxalinokrol (14) feltételeztiik, hogy PARP inhibitor
hatast mutathatnak. (9. abra)
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9. abra: Célkituzések 1.

10



A Szerves ¢és Gyogyszerkémiai Intézetben korabban szintetizalt benzimidazol és
4-kinazolinon alapvazat tartalmazé hatasos PARP gatlok korét a 16 benzimidazol-4-
szulfonamiddal és a 8-as helyzetben nitroxiddal médositott 4-kinazolinon szarmazékkal (18)

kivantuk bdviteni. (10. abra)
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10. abra: Célkittizések I1.
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6. Sajat eredmények

6.1. PARP gatlok szintézise 8-karbamoilkinolinbél

Eldszor a szintézisekhez sziikséges, mar korabban kozolt intermediereket allitottuk
elé. A 19 8-hidroxikinolinbol kiindulva harom Iépésben képeztiikk a 8 8-karbamoilkinolint,
melyet N-jodszukcinimiddel (NIS) ecetsavas kozegben reflux homérsékleten, nitrogén

atmoszféra alatt reagaltatva kaptuk meg a 3-as helyzetben jodozott terméket (22).° (11. 4bra)

N N Zn(CN), N
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11. abra: 3-J6d-8-karbamoilkinolin szintézise

A tovéabbiakban ezt a vegyiiletet Sonogashira reakcidval, tetrahidrofuranban (THF),
réz(I)-jodid és PdACly(PPhs), katalizator mellett diizopropil-amin jelenlétében reagaltattuk
trimetilszilil-acetilénnel. A véddcsoportot tetrabutil-ammonium-fluoriddal tavolitottuk el, igy

jutva a 23 acetilén szarmazékhoz.® (12. 4bra)

I %
N 1. TMS—= X
— >
= 2. (n-Bu)4,NF =
N N
CONH, CONH,
22 23

12. 4bra: 3-etinil-8-barbamoilkinolin szintézise
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A 22 3-j6d-8-karbamoilkinolint szintén Sonogashira reakcioban kapcsoltuk ottaga
(24)" ¢s hattaghi (26)™° nitroxidokkal, igy kapva a 25, 27 vegyiileteket. Tovabba Suzuki

reakcioban vizes dioxanban, Pd(PPhs), katalizator és NayCOgs jelenlétében kapcsoltuk 28

|17

boronsavval™', igy jutva el a 29 termékhez. (13. abra)

29
CONH,  40%

l: Pd(PPh3)2CI2, CUI, (i-Prz)NH, THF, 45 OC, 2 h, 1I: Pd(PPh3)4, N32CO3, dioxén, Hzo, A, 3h

13. abra: 8-Karbamoilkinolin-szarmazékok szintézise keresztkapcsolasi reakciokban

13



A 31 és 32 triazol vegyiileteket a 23 acetilén és a megfeleld azidok (30, 32)* 1,3-

14. abra: 8-Karbamoilkinolin szarmazékok szintézise click-reakcioban

A 25, 27, 29, 31, 33 vegyiiletek nitroxid funkcids csoportjait vaspor-jégecettel
redukaltuk szekunder-aminna,® NMR és biologiai vizsgalatok céljabol. Igy nyerve valtozod
hozamokkal a 34, 35, 36, 37, 38 vegyiileteket. (15. abra)

Fe/AcOH
X N X
A N B
CONH, CONH,
A|B Y %
25(34| —5—C=cCc-o— |40
27(35| —o—C=—=cC—9o— |47
2936 36
N=N, 5
31|37 N- 25
-
N=N.
3338 N— 22
oo N

15. &bra: Nitroxidok redukcidja szekunder-aminokka

14



6.2. 5-Karbamoilkinoxalin alapi PARP gatlok szintézise

Az  5-Karbamoilkinoxalin-vazas  vegyiiletek  eclballitisa  soran a  2,3-
diaminobenzamidbol?! (12) indultunk ki, melyet etanolban reagaltattunk but-2,3-dionnal (39),
2,2’-piridillel (41), benzillel (43), valamint glioxallal (45). Ezen gyflirlizarasi reakciok
eredményeként jo hozammal jutottunk 2,3-diszubsztitualt 5-karbamoilkinoxalinokhoz. (40,

42, 44, 46). (16. dbra)
N N
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16. 4bra: Kinoxalin-5-karboxamid szarmazékok szintézise
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A 2,3-helyzetben oOttaghi gyliris nitroxidokkal szubsztituadlt biradikalis kinoxalin
szarmazékot (49) a paramagneses 3,4-dion (48) és 2,3-diaminobenzamid (12) reakcidjaban
nyertiik. A diont Ozturk?® és munkatérsai altal kozolt modszerrel allitottuk el but-2,3-dion

(39) és a megfeleld aldehid (47)?° kondenzacidjaval. (17. abra)

NH,

NH,
CONH,

35% O

17. abra: Biradikalis kinoxalin szarmazék szintézise
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8.3 Benzimidazol-4-szulfonamid vaz szintézise

A HO-3089 4-karbamoil-benzimidazol (9)!° szarmazék az intézet egyik
leghatékonyabb PARP inhibitor vegyiiletének bizonyult. A vegyiilet szulfonamid analogonjat
(16) orto-feniléndiaminb6ol (15) kiindulva szintetizaltuk. Els6é 1épésben tionil-kloriddal
képeztiik az 50** tiadiazolt, ezt klor-kénsavval reagaltatva kaptuk a 51 szulfonsav-kloridot. A
52 védett szulfonamid képzése utan a tiadiazol gyiirti felnyitasaval kapott 53 diamint izolalas
nélkiil az 54% paramagneses aldehiddel reagaltatva allitottuk elé az 55'° benzimidazolt. Végiil

a trimetoxi-benzil védécsoportot eltavolitva jutottunk a kivant termékhez (16)%. (18.4bra)

NH, N N (CHO)BNHCI N
S0,Cl, \S HSO,CI \S (i-Pr),EtN \S
> — — >
toluol 140 °C DMF
w15 A \N/ 50 \N/ 51 goc \N/ 52
2

80% 60% 80%
SO,CI SO,NHTmob
Zn/CH;COOH
CHO 50°C
z
N
H 6 54 NH,
Na,S,0
N—H ————222°5
/ \ DMF
N 120°C N
55 : 53 NH,
40% 58%
SO,NHTmob SO,NHTmob

CF;COOH/CH,Cl,/(CH;),S
20°C

/ \ N—-H

60%
SO,NH,

18. 4bra: Benzimidazol-4-szulfonamid szarmazék elballitasa
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6.4 4-Kinazolinon vazas vegyiiletek szintézise

Eldszor a 8-amino-4-kinazolinon (43) kulcs intermediert szintetizaltuk a mar kozolt
modszerrel. A 3-nitro-antranilsavat (17) 2-metoxi-etanolban reagaltattuk formamidin-
acetattal, majd a gy(irlizarasi reakcio termékét (56)°" palladium-csontszénnel, ammoénium-

formiat jelenlétében redukaltuk 8-amino-4-kinazolinonna (57)%. (17. abra)

(o) (o] (o]

OH NH NH
Pd/C
N e - AcOH HCOONH,
> = > =

NH, Ho” O~ N CH;0H N

17 A 56 A 57
NO, NO, NH,

19. dbra: 8-amino-4-kinazolinon szintézise

A 8-amino-4-kinazolinont (57) dimetil-formamid, kloroform elegyében reagaltattuk,

(58)%° paramégneses savkloriddal. trietil-amin bazis jelenlétében. Az igy nyert vegyiiletet (59)

kromatografias tisztitas utan vaspor, jégecettel redukaltuk (60) szekunder-aminna®.

COCI
O —
l}l 58
NH —O> Fe/AcOH
—_— =
) DMF/CHCl4 ) 80°C
N EN N 9
40°C 5
57

NH;

20. abra: 4-Kinazolinon vazas vegyiiletek szintézise
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7. Biolégiai vizsgalatok és dokkolas
7.1. A sejtbiologiai mérések elve

Az altalunk szintetizalt vegyiiletek sejtvédo hatasat 1-metil-2-nitro-1-nitrozoguanidin
(MNNG), mint DNS metilezé agens jelenlétében WRL-68 human majsejt-vonalon vizsgaltak
a PTE-AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében a mar kozolt eljaras szerint.'®

A mérések soran a 96 lyuku lemezeken tenyésztett sejteket MNNG-el kezeltek, a
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromidot (MTT) adtak a mintakhoz. Az é16 sejtek az
MTT-t felveszik, majd a mitokondriumban enzimatikus uton kék szini formazanna
redukéljak. A képzddott formazan mennyisége aranyos a még ¢él0 sejtek szdmaval. A mintak
formazan koncentraciojat spektrofotometrias méréssel hatarozhatjuk meg, 550 nm
hulldmhosszon. Minél nagyobb szdmban élték tal a sejtek a MNNG-el valo kezelést, annél
hatékonyabbnak tekintjiik a vizsgalt Vegyiiletet.10

Az étlagos talélések minden esetben hat parhuzamos mérés atlagaként adodtak. A

mérési eredmények szignifikanciajat t-probaval ellendriztiik. A t-proba soran 0,001 és 0,005

szignifikancia szinteken fogadtuk el az adott vegyiilet hatékonysagat. (jelolésiik ** és ***)

dehidrogenaz
enzim

I\/I/N\N /NI I\i/NH
Va:
N ge S N¢NYN
o

21. abra: Az MTT" redukcidja formazanna
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7.2 Dokkolas

A modern gyogyszerkutatas egyik koltségkiméld és nagy hatékonysagu modszere a
dokkolas, amikor is egy fehérje ismert aktiv centruma és egy kis molekula részvételével
l1étrejott komplex legalacsonyabb energiaszintj¢éhez tartozd elrendezddéseket keressiik. A
szamitott ~masodlagos kolcsonhatasok és  bioldgiai  vizsgéalatok  eredményeinek
felhasznalasaval meghatarozhatjuk a hatasos funkcids csoportokat és szerkezeteket.

A dokkolasos szamitasokat a Schrodinger 2014 programcsomag Glide moduljanak
(Grid-based Ligand Docking with Energetics) segitségével végeztiikk SP (standard-precision)
modban. A kiértékeléshez €s az abrak elkészités¢hez a Maestro modult hasznaltuk.

A Glide modul az OPLS-AA molekulamechanikai erétér segitségével képes
meghatarozni egy receptor molekula (pl.: fehérje) és egy, vagy tobb ligandum molekula
kozott kialakulo kedvez6 kolesonhatasokat (pl.: hidrogénhid kotések, n—n kdlecsonhatasok).

A tényleges dokkolas eldtt a vizsgalt fehérje (Gallus gallus PARP-1 enzimének
katalitikus fragmense, 3PAX) rontgenkrisztallografias szerkezetét az RCSB PDB honlapjarol
toltottiik le, majd elokészitettik a dokkoladsra. A rontgenkrisztallografias szerkezeten
ellendriztiik a kotésrendet, eltdvolitottuk a kristalyszerkezetbdl a vizmolekuldkat és potoltuk a
hianyz6 hidrogéneket. Tovabba ellendriztiik az N- és C-termindlis aminosavak helyességét.

A dokkolasra el6készitett fehérjén kivalasztottuk azokat az aminosavakat, amelyekr6l
feltételeztiik, hogy kolcsonhatast alakithatnak ki a vizsgédlt ligandummal. A letdlthetd
rontgenkrisztallografids szerkezet gyakran tartalmaz egy mar ismert ligandumot (mint az
altalunk vizsgalt 3PAX esetében is a 3-metoxibenzamidot), igy konnyebben dokkolhatunk az
ismert aktiv centrumra.

A tényleges dokkolas soran eldszor a program konformacidanalizist végez. A vizsgalt
ligandum egy merev kozponti részéhez (core region) kapcsolodd valamennyi, kovalens kotés
mentén elforgathatd szerkezeti rész vizsgalataval sorra veszi a lehetséges konformereket és
kiszliri a legkedvezObbeket. Ezt kovetden tobblépéses hierarchikus szilirést végez. Az
algoritmus el6szor a fehérje felszine és az arra kifeszitett haldo pontjai kozti tdvolsdgokat veti
0ssze a ligandum kozéppontja és felszine kozti tavolsagokkal. Majd a konformerek atmérdje
(két legtavolabbi atom tdvolsdga) alapjan szelektdl. Végiil a konformer atmérdje koriili
forgatas soran fellépd hidrofob, hidrogénhid és fémion-ligandum kolcsonhatasokat Gsszegzi
és sulyozza a sztérikus faktorokkal. Az igy nyert szerkezeteken az algoritmust (Scoring

function) ismét lefuttatja a program, de mar nagyobb pontossaggal.
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Az ismételt sziirés utan elfogadott szerkezeteken energiaminimalizalast hajtunk végre,
mely soran figyelembe vessziik a Coulomb és van der Waals kolcsonhatasokat is. Végiil az
Osszes kolcsOnhatds figyelembevételével a program kiszamolja a Glide Score fiiggvény
értékét. A fliggvény a van der Waals, Coulomb, lipofil, hidrogénhid és fémion-ligandum
kolcsonhatasokat Osszegzi, tovabba sztérikus faktorokkal sulyozza. Minél kisebb értéket
kapunk eredményiil, annal erésebben kotédik a ligandum a receptorhoz.

Az eredmények megjelenitésekor a ligandum 4 A kornyezetében elhelyezkedd
aminosavakat tiintettiik fel, harombetiis roviditésiiknek és sorszamuknak megfeleléen. Piros
szinnel a negativ, sotétkékkel a pozitiv toltésii aminosavakat jeloltiik. Vilagoskékkel a
hidrofil, z6lddel a hidrofob aminosavakat. A glicin fehér jelolést kapott. A hidrogénhid
kolesonhatasokat nyilak jelzik. Zold szakaszok jelolik az aromas gytriik kozott fellépd n-n

kolcsonhatasokat. >

7.3. Eredmények

Az MNNG indukalta sejthalal vizsgalatok soran 0,05 uM koncentraciéju MNNG
hatasanak tették ki a mintakat, a vizsgalt vegyiiletek 1, 10, 100 nM és 1uM koncentracidinak
jelenlétében, 24 oran at. A kontroll minta sejtjeit nem kezelték, tovabba referenciaként a mar
korabban leirt 9 (HO-3089) PARP inhibitor hatasu 4-karbamoil-benzimidazol szarmazékot és
a 8 8-karbamoilkinolint is vizsgaltak. A 8 vegyiilet 1 nM ¢és 10 nM koncentracidban

alkalmazva nem mutatott véddhatast.

A 34, 36, 40 vegyliletek mutattdk a legnagyobb véddhatast. Az atlagos tulélések
mindharom esetben 50 % folotti értékek voltak. A 40 2,3-dimetil-5-karbamoilkinoxalin
kiemelked6é védoéhatast (68 %) mutatott. Mindharom vegyiilet hatasosabbnak bizonyult, mint
a 8 8-karbamoilkinolin, valamint 1 nM koncentracié mellett véd6hatasuk meghaladta a 9

referenciavegyiiletét is. Koncentracidjuk novelésével sejtvédd hatasuk is nétt.(1. diagram)
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MNNG sejthalal kisérlet

100,0
92,3
— 80,0 - * :
*

X b x
3 » :
g 0600 7 m1nM
=
E
2 400 - W10 nM
= 24,8 @100 nM
T | =

20,0 m 1M

0,0 -
kontrol  MNNG 9 8 34 36 40

Vizsgalt vegyiilet

1. diagram

A 42, 44 kinoxalin szarmazékok alacsonyabb védoéhatast mutattak, mégis
hatékonyabbnak bizonyultak, mint a 8 8-karbamoilkinolin és 1 nM koncentraciéban
védohatasuk meghaladta a 9 referenciavegyiiletét. A 34, 36, 40 vegyiiletekkel ellentétben

azonban koncentraciojuk novelésével sejtvédd hatasuk nem nétt. (2. diagram)

MNNG sejthalal kisérlet

100,0
92,3

— 80,0 - %
2 xx X
&£ £
2 x %
g 000 - E1nM
=
2
8 100 - 10 nM
= 24,8 @100 nM
L i =

20,0 m1uM

0,0 -

kontrol MNNG 9 8 42 a4

Vizsgalt vegyiilet

2. diagram
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A 25, 27, 29, kinolin vazas vegyiiletek védohatasa még mindig jonak mondhato,
azonban a 31 triazol szarmazék 1 nM koncentracioban mar hatastalannak bizonyult és ez a

vegyiilet rendelkezett a legkisebb sejtvédo hatassal (39 %) (3. diagram)

MNNG sejthalal kisérlet

100,0
92,3

— 800 -
=2
&
g ©00 - E1nM
b=
8 100 B 10 nM
= 24,8 @ 100 nM
\< i =1

20,0 B 1M

0,0 -
kontrol  MNNG 9 8 25 27 29 31

Vizsgalt vegyiilet

3. diagram
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A dokkolasok eredményei alatamasztjdk a biologiai vizsgalatokat.

A  harom

leghatékonyabb vegyiilet (34, 36, 40) karbamoil csoportja a PARP-1 enzim aktiv centrumaban

a GLY 863-al alakit ki kettds hidrogénhid kolcsonhatast, tovabba heteroaromas gytirtijiik a

TYR 907-¢l n-n k6lcsonhatast. A vegyliletek 6t legkedvezébb fehérje-ligandum komplexéhez

tartoz6 Glide Score értékek atlaga jol korrelal a sejtkisérletek eredményeivel. (22. bra)

SER.
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TRP
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PHE
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MET
890

HID GLy SER
B&2 863 864
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22. abra: A dokkolas eredményei |.
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A 42-es, 44-es kinoxalin szarmazékok nagy térkitoltésii szubsztituensei gatoljak a
kotodést a GLY 863-hoz. A 42-es vegylilet még képes kialakitani a kedvezd n-mt kdlcsonhatast
a TYR 907-el, mig a 44-es difenil-kinoxalin mar nem. Helyette karbamoil csoportjaval a GLY
888-hoz kotddik hidrogénhid kolcsonhatassal és m-m kdlcsonhatast alakit ki a TYR 896-al.

L5 ALA TYR LY GLN TVR SER. TYR
903 598 = 988 763 889 B64 a07
VET
300
GLY
898
AN o THN 0
GLY
L]
PHE
= = : TYR N QLE
889 =
TRP e A I
861 e o VET ALA
890
> N 763 // N

g 8o8
A5P / TRP
- 61
an7 766 TYR

HID GLy my
862 863 G

988
SER

ASN
S04

767
PHE GLY

42 = HID

44

42 44
-6,969(-7,162
-6,945|-7,109
-6,777(-6,933
-6,734-6,872
-6,676(-6,693
-6,8201-6,954/ atlag
Glide Score értékek
és atlaguk 23. abra: A dokkolas eredményei II.

A 8-as 8-karbamoilkinolinnak, a dokkolds eredményei alapjan szintén a hatdsos
vegyiiletek csoportjaba kéne tartoznia, hiszen hidrogénhid kdlcsonhatast alakit ki a GLY 863-
al és m-m kolcsonhatast a TYR 907-el, szamitott Glide Score értéke is alacsonyabb a 42, 44

diszubsztitualt vegyiiletekénél.
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SER GLY TRP SER
864 863 861 904 8

-7,837| Glide Score értékek
-7,347| és atlaguk

-7,254
-7,087
-6,996
-7,304 | atlag

24. abra: A dokkolas eredményei I11.

Magyarazatként szolgalhat a vegyiiletek lipofilitasanak kiilonbozosége. A Crippen-féle
fragmens alapti szamitasos modszer felhasznalasaval (CambridgeSoft ChemBioOffice 12.0)
kiszamitottuk a vizsgalt vegyliletek logP értékeit. A leghatasosabb vegyliletek (9, 34, 36, 40)
logP értékeinél kisebb, vagy szamottevden nagyobb logP értékekkel rendelkezd vegyiiletek
kevésbé bizonyultak hatdsosnak.

A vegyllet lipofilitisa erdsen befolyasolja a bioldgiai membranokon vald
athatoloképességet. A PARP enzim nagy mennyiségben a sejtmagban van jelen, igy a

lipofilitas jelentdsen befolyédsolhatja az adott vegyiilet hatékonysagat.

vegyllet|logP
8 1,02
9 1,19
34 1,97
36 1,71
40 1,52
42 2,48
44 4,31

1. tablazat

A sejtbiologia vizsgalatokban nem tesztelt vegyiiletek dokkolasat is elvégeztiik.
A 46-0s 5-karbamoilkinoxalin a GLY 863-al alakit ki kettds hidrogénhid kdlcsonhatast
valamint a TYR 907-el n-n kolcsonhatast, Glide Score értékei kedvezéek. A szamitott logP

értéke azonban igen alacsony, 0,11. Sejtvédo hatasa varhatéan csekély lesz.
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25. abra: A dokkolas eredményei IV.

A 16-0s, 35-0s, 38-as ¢és 59-es vegyiiletek Glide Score értékeinek atlaga a
legmagasabb. A 16-o0s szulfonamid a TYR 907-el alakit ki n-n kolcsonhatast, az ASP 766-al

hidrogénhid kolcsonhatast. LogP értéke a 8-karbamoilkinolinéval (8) kdzel megegyezd. A 35-
Os acetilénvegyiilet TYR 896-al alakit ki n-m kolcsonhatast, tovabba a MET 890-el és ARG
878-al hidrogénhid kolcsonhatast. LogP értéke viszonylag magas. A 38-as triazol a MET 890-

el és az ARG 878-al képez hidrogénhid kotést. Az 59-es 4-kinazolinon szarmazék csupén a

TYR 896-al képez hidrogénhid kotést. LogP értéke igen alacsony.
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. abra: A dokkolas eredményei V.
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27. abra: A dokkolas eredményei VI.
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A dokkolasok ¢és a logP értékek alapjan varhatoan ezen vegyiiletek sem rendelkeznek

megfeleld sejtvédo hatassal.
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29. abra: A 2,3-dmetil-8-karbamoilkinoxalinnal (40) kélcsonhatasba 1ép6 aminosavak
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8. Kisérleti rész

A vegyliletek olvadaspontjait Boetius olvadaspontmérd késziilékkel hataroztuk meg.
Az értékek nem korrigaltak. A tomegspektrumok VG TRIO-2 és Thermoquest Multi
késziilékekkel késziiltek, elektron impakt ionizacioval. A *H NMR spektrumok felvétele
Varian “N'TINOVA 400WB ¢s Bruker Avance 3 Ascend 500 késziilékekkel tortént. A
mérésekhez CDCl3, CD30D és D,O oldoszereket hasznaltunk, a mérések referenciaja
(CH3)4Si volt. Az elemanalizis méréseket EA1110 CHNS elemanalizatorral végeztiik. Az IR
spektrumokat Spekord 85 M késziilékkel nujolban és ZnSe ATR méréfejjel felszerelt Bruker
Alpha FT-IR késziilékkel, vettik fel. A vegylileteket Merck szilikagélen (40-63 pm
szemcsemeéret) tisztitottuk. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokat miianyag folids GFs4
Merck-szilikagél lapokon végeztiik. A 8,° 12, 17%°, 20,° 21,° 22,° 23,° 24, 26,1° 28,7 30,
32,8 47,2 50,% 51, 54,%° 56,2’ 57,%% 58 Pyegyiileteket a korabban leirtaknak megfeleléen
allitottuk eld. A tobbi reagenst, oldoszert a Reanal, Fluka vagy Aldrich cégektdl szereztiik be.

A biologiai vizsgalatok soran hasznalt WRL-68 sejtek az American Type Culture
Collection-t61 (ATCC) lettek beszerezve. A spektrofotometriai mérések Anthos Labtech 2010
ELISA reader késziilékkel torténtek 550 nm-en.

Altalanos leirat a Sonogashira-kapcsolashoz (25, 27)

A 22 vegyiilet (596 mg; 2,0 mmol) szaraz THF-0s (10 ml) oldatahoz Cul (54 mg; 0,28
mmol), PdCI,(PPhs), (40 mg; 0,06 mmol) és diizopropil-amint (2,7 ml) adtunk és az elegyet
45 °C-on 30 percig kevertettiik nitrogén gaz alatt. Ehhez adtuk hozza az acetilén vegytilet; 24
(493 mg; 3,0 mmol) vagy 26 (535 mg; 3,0 mmol) THF-0s (5 ml) oldatat. Ezutan a
reakcioelegyet 45 °C-on kevertettiik tovabbi két o6ran at. Az oldatot celiten szirtiik,

beparoltuk. A maradékot oszlopkromatografiasan (Hexan/EtOAC) tisztitottuk.

3-((1-Oxil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)etinil)kinolin-8-
karboxamid gyok (25): 288 mg (43%), halvanysarga kristalyos anyag; op.: 196 °C; R¢: 0,67
(CHCIl3/MeOH 9:1). IR (nujol): 3310, 1680, 1640, 1615, 1575 cm™. MS (El) m/z (%): 334
(M*, 2), 320 (12), 304 (52), 129 (100). Elemanalizis: CpHzoN30, Szamitott: C 71,84; H 6,03;
N 12,57; Mért: C 71,68; H 6,01; N 12,60.
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3-((1-Oxil-2,2,6,6-tetrametil-1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-il)etinil)kinolin-8-
karboxamid gyok (27): 334 mg, (48%), sarga kristalyos anyag; op.: 183°C; Rs: 0,65
(CHCls/MeOH 9:1). IR (nujol): 3200, 1660, 1585, 1595, 1560 cm™. MS (EI) m/z (%): 348
(M, 6), 318 (100), 129 (75). Elemanalizis: C»1H2N30; Szamitott: C 72,39; H 6,36; N 12,06;
Mért: C 72,44; H 6,34; N 12,04.

3-(1-Oxil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)kinolin-8-karboxamid gyok
szintézise (29): A 22 vegyiilet (596 mg; 2.0 mmol) dioxanos (10 ml), deoxigenizalt (N,
atbuborékoltatas 10 percen at) oldatdhoz Pd(PPhs)s (100 mg; 0,09 mmol) katalizatort adtunk,
majd a 28 pinakol-boronatot (532 mg; 2 mmol) és 10%-0s vizes Na,COj3 oldatot (5 ml). A
reakcidelegyet nitrogén alatt hdrom oran at kevertettiik reflux homérsékleten. A reakcid
lejatszodasa utan az oldoészereket leparoltuk, a maradékot CHClsz-ban (20 ml) feloldottuk és
vizzel (10 ml) mostuk. A szerves fazist MgSOys-On széritottuk, sziirtiik, beparoltuk. A
terméket oszlopkromatografiasan (Hexan/EtOAc) tisztitottuk. 236 mg, (40%), halvanysarga
kristalyos anyag; op.: 148 °C R 0,51 (CHCI3/MeOH 9:1). IR (nujol): 3300, 1675, 1580,
1625, 1570 cm™. MS (El) m/z (%): 310 (M*, 10), 280 (20), 277 (36), 172 (100), 129 (70).
Elemanalizis: C1gH21N30, Szamitott: C, 69.66; H, 6.50; N, 13.54; Mért: C 69,71; H 6,48; N
13,50.

Altalanos leirat a click-reakciéhoz (31, 33)

A bombacsébe mért 23 acetilén vegyiilet (196 mg; 1,0 mmol) és 4-azido-TEMPO (30)
(197 mg; 1 mmol), vagy 32 azid (195 mg; 1 mmol) szaraz DMSO-0s (5 ml), deoxigenizalt
(N2 atbuborékoltatas 15 percen at) oldatahoz Cul-ot (57 mg; 0,3 mmol) adtunk. A
reakcioelegyet 40 “C-on kevertettiikk 2 oran at. A reakcioelegyhez vizet (20 ml) adtunk. A
kivalo csapadékot tivegszlirdn sziirtiikk, CHClz-ban (10 ml) oldottuk. A vizes fazist CHCls-mal
(3 x 10 ml) extrahdltuk. Az egyesitett szerves fazisokat sos vizzel mostuk, MgSO4-0n

szaritottuk, beparoltuk. A terméket oszlopkromatografiasan (CHCI3/Et,0) tisztitottuk.
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3-(1-(1-Oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)kinolin-8-
karboxamid gyok (31): 295 mg (75 %) sarga kristalyos anyag; op.: 234 °C; Ry 0,57
(CHCI3/MeOH, 9:1). IR (nujol): 3320, 1690, 1525, 1640, 1585 cm™. MS (EI) m/z (%): 393
(M*, 2), 363 (5), 140 (18), 124 (100). Elemanalizis: C21H25NsO> Szamitott: C 64,10; H 6,40;
N 21,36 Mért: C 64,12; H 6,35; N 21,37.

3-(1-((1-Oxil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-
4-il)kinolin-8-karboxamid gyok (33): 274 mg (70 %) halvanysarga kristalyos anyag; op.:
119 °C; Rs: 0,59 (CHCI3/Et,0/MeOH, 4:1,5:0,5). IR (ATR) 3392, 2957, 2918, 2872, 1647,
1570 cm™. MS (EI) m/z (%): 391 (M* 2), 361 (14), 184 (14), 142 (100). Elemanalizis:
C21H23NgO, Szamitott C 64,43; H 5,92; N 21,47; Mért: C 64,53; H 6,02; N 21,03.

Nitroxidok redukcioja aminokka, altalanos leirat a (34, 35, 36, 37, 38, 60)
vegyiiletek szintézisére: A 25 (167 mg; 0,5 mmol) vagy 27 (174 mg; 0,5 mmol) vagy 29
(155 mg; 0,5 mmol) vagy 31 (197 mg; 0,5 mmol) vagy 33 (196 mg; 0,5 mmol) vagy 59 (164
mg; 0,5 mmol) vegyiiletet feloldottuk jégecetben (5 ml), majd Fe port (280 mg, 5,0 mmol)
adtunk az oldathoz és 30 percen 4t kevertettik 60 ‘C-on. A reakci6 lejatszodasa utan az
elegyet hagytuk kihtilni. Vizzel (10 ml) higitottuk, a vizes oldatot dekantaltuk a vasporrol,
majd a vasport tovabbi 10 ml vizzel mostuk. Az egyesitett vizes fazisokat egy 100 ml-es
f6z6poharban szilard Ko,CO3 hozzaadasaval lagositottuk pH=10-ig. A vizes fazist haromszor
10 ml kloroformmal extrahaltuk, a szerves fazist MgSO4—on szaritottuk, szilrtiik, beparoltuk

¢és oszlopkromatografiasan (CHCI3/Et,O vagy CHCI3/MeOH) tisztitottuk.

3-((2,2,5,5-Tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)etinil)kinolin-8-karboxamid
(34): 61 mg; (40 %) fehér kristalyos anyag; op.: 162-163 ‘C, Ry: 0,37 (CHCI3/MeOH, 9:1).
IR (nujol): 3320, 1670, 1635, 1620, 1650, 1570 cm™. MS (EI) m/z (%): 319 (M", 1), 304
(100), 245 (18), 144 (30). Elemanalizis: CoH21N30 Szamitott: C 75,21; H 6,63; N 13,16;
Meért: C 75,20; H 6,62; N 13,17. *H NMR (CD30D) &: 1,33 (s, 6H), 1,44 (s, 6H), 6,16 (s, 1H),
7,75 (t, J= 7,9 Hz, 1H), 8,14 (dd, J:= 6,9 Hz, J,= 1,3 Hz, 1H), 8,54 (d, J= 2,1 Hz, 1H), 8,67
(dd, J;=5,9 Hz, J,= 1,5 Hz, 1H), 9,00 (d, J= 1,8 Hz, 1H) ppm.
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3-((2,2,6,6-tetrametil-1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-il)etinil)kinolin-8-karboxamid
(35): 78 mg (47 %) halvéanysarga kristalyos anyag op.: 162 'C, Ry 0,57 (CHCls/MeOH, 9:1).
IR (ATR) 3295, 2961, 2200, 1674, 1567. MS (EI) m/z (%): 333 (M 5), 318 (100), 301 (8),
284 (20), 257 (36), 232 (50). Elemanalizis: C1H23N30 Szamitott: C 75,65; H 6,95; N 12,60
Meért: C 75,60; H 6,98; N 12,72. *H NMR &: 1,26 (s, 6H), 1,31 (s, 6H), 2,16 (s, 2H) 6,28 (s,
1H), 7,72 (t, J=7,9 Hz, 1H), 7,97 (d, J=8,1 Hz, 1H), 8,34 (s, 1H), 8,86 (d, J= 7,3 Hz, 1H), 8,93
(s, 1H) ppm.

3-(2,2,5,5-Tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)kinolin-8-karboxamid  (36): 53
mg; (36%) fehér kristalyos anyag; op.: 140-141°C, Ry: 0,21 (CHCls/MeOH, 9:1). IR (nujol):
3310, 1670, 1650, 1590, 1575 cm™. MS (EI) m/z (%): 295 (M* <1), 280 (100), 254 (72), 265
(7), 221 (16). Elemanalizis: C1gH21N30 Szamitott: C 73,19; H 7,17; N 14,23; Mért: C 73,25;
H 7,14; N 14,20. 'H NMR (CDsOD) &: 1,42 (s, 6H), 1,54 (s, 6H), 6,21 (s, 1H), 7,72 (t, J= 8
Hz, 1H), 8,18 (dd, J;= 6,7 Hz, J,=1,5 Hz, 1H), 8,42 (d, J= 2,3 Hz, 1H), 8,65 (dd, J;= 5,9 Hz,
J,=1,5 Hz, 1H), 9,08 (d, J= 2,5 Hz, 1H) ppm.

3-(1-(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)kinoline-8-karboxamid
(37): 47 mg (25%) fehér kristalyos anyag; op(3HCl so0).. 228-230 °C , Rf.:0,37
(CHCI3/MeOH 2:1). IR (ATR) 3294, 2963, 2924, 2853, 1666, 1598, 1572 cm™. MS (El) m/z
(%): 378 (M* 4), 363 (8), 124 (100). 'H NMR (D,0) &: 1,51 (s, 6H), 1,60 (s, 6H), 2,16 (t, J=
14,5 Hz, 2H), 2,41 (d, J= 13,5 Hz, 2H), 5,19 (t, J= 12,5 Hz, 1H), 7,55 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 7,90
(d, J=8,3Hz, 1H), 8,04 (d, J=7,1 Hz, 1H), 8,42 (s, 2H), 8,81 (s, 1H) ppm.

3-(1-((2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)kinoline-8-karboxamid (38): 41 mg (22%) fehér kristalyos anyag; op.: 198-200 °C,
Rf.:0,40 (CHCIs/MeOH 2:1). IR (ATR) 3284, 3140, 2961, 2922, 1669, 1599, 1572 cm™. MS
(El) m/z (%): 376 (M* 15), 361 (31), 224 (72), 108 (100). *H NMR (D20) &: 1,48 (s, 6H),
1,52 (s, 6H) 5,23 (s, 2H), 5,58 (s, 1H), 7,67 (t, J= 7,5 Hz, 1H), 8,07 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 8,23
(d, J=7 Hz, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,69 (s, 1H) 9,09 (s, 1H) ppm.
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2,2,5,5-tetrametil-N-(4-o0xo0-3,4-dihidrokinazolin-8-il)-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-
karboxamid (60): 81 mg (52%) fehér kristalyos anyag. op.: 249 °C, Ry: 0,47 (CHCIl3/MeOH
9:1). IR (ATR) 3369, 3173, 3041, 2959, 2910, 1675, 1622, 1560 cm™. MS (EI) m/z (%): 297
(70), 188 (100), 161 (13), 136 (28), 108 (34). 'H NMR (DMSO dg) &: 1,26 (s, 6H), 1,40 (s,
6H), 7,49 (t, J= 8,0 Hz, 1H) 7,80 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,63 (d, J= 7,9Hz, 1H), 9,61
(s, 1H) ppm.

2,3-Diszubsztitualt kinoxalin-5-karboxamidok szintézise, altalanos leirat a (40,
42, 44, 46) vegyiiletek szintézisére: A 12 vegyiilet (750 mg; 5,0 mmol) etanolos (10 ml)
oldatahoz hozzaadtuk a megfelelé 2,3-diont (5,0 mmol; 431 mg 39, vagy 1061 mg 41, vagy
1050 mg 43, vagy 290 mg 45). A reakcioelegyet 1 oran at refluxoltattuk, majd beparoltuk. A
maradékot oszlop kromatografiaval (Hexan/EtOAc) tisztitottuk.

2,3-Dimetilkinoxalin-5-karboxamid (40) 634 mg (63%), halvanysarga kristalyos
anyag; op.: 137 °C Rf: 0,62 (CHCI3/MeOH 9:1); IR (nujol): 3290, 1660, 1590, 1540, 1575
cm™. MS (El) m/z (%): 201 (M*, 53), 185 (16), 158 (100), 75 (29). Elemanalizis: C11H11N3O
Szamitott: C 65.66; H 5.51; N 20.88; Mért: C 65,61; H 5,53; N 20,85. *H NMR (CD30D) 6:
2,76 (s, 3H), 2,81 (s, 3H), 7,82 (t, J= 8 Hz, 1H), 8,15 (dd, J;= 6,8 Hz, J,= 1,5 Hz, 1H), 8,58
(dd, J;=6,0 Hz, J,= 1,5 Hz, 1H) ppm.

2,3-Di(piridin-2-il)kinoxalin-5-karboxamid (42): 982 mg, (60%), halvanysarga
kristalyos anyag; op.: 228 °C; Rf: 0,52 (CHCI3/MeOH 9:1); IR (nujol): 3350, 1670, 1590,
1560, 1540 cm™. MS (El) m/z (%): 327 (M*, 58), 326 (M-1*, 100), 308 (15), 284 (81), 78
(53). Elemanalizis: C19H13NsO Szamitott: C 69.71; H 4,00; N 21.39; Mért: C 69,68; H 3,98;
N 21,41. 'H NMR (CDs;OD) §: 7,38-7,43 (m, 2H), 7,95-7,99 (m, 3H), 8,03-8,07 (m, 2H),
8,29-8,35 (m, 2H), 8,42 (dd, J:= 6,9 Hz, J,= 1,5 Hz, 1H), 8,75 (dd, J:= 5,9 Hz, J,= 1,5 Hz,
1H) ppm.
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2,3-Difenilkinoxalin-5-karboxamid (44): 976 mg, (60%), halvanysarga kristalyos
anyag; op.: 252 °C; Rf: 0,52 (CHCI3/Et,0 2:1); IR (nujol): 3350, 1680, 1620, 1585, 1560 cmt
MS (El) m/z (%): 325 (M", 43), 307 (22), 282 (62). 280 (82), 76 (100); Elemanalizis:
C1gH13Ns0 Szamitott: C 71,73; H 4,60; N 18,04; Mért: C 71,70; H 4,61; N 18,08. 'H NMR
(CD30D) &: 7,35-7,45 (m, 6H), 7,53-7,55 (m, 4H), 7,97 (t, J= 7,5 Hz, 1H), 8,36 (dd, J;= 6,9
Hz, J,= 1,5 Hz, 1H), 8,71 (dd, J;= 3,9 Hz, J,= 1,5 Hz, 1H) ppm.

Kinoxalin-5-karboxamid (46): 538 mg (62%) halvanysarga kristalyos anyag;
op.: 207 °C; R¢: 0,59 (CHCI3:Et;,0:MeOH 4:1,5:0,5). IR (ATR) 3299, 3145, 1691, 1575, 1491
cm™. Elemanalizis: CoH;N3O Szémitott: C 62,42; H 4,07; N 24,27 Mért: C 62,50; H 4,12; N
24,31. MS (EI) m/z (%): 173 (M+1" 100), 157 (48), 130 (78), 129 (64). 1H NMR (DMSO-ds)
d: 7,98 (t, J=7,9 Hz, 1H), 8,28 (dd, J;= 8,3 Hz, J,= 1,2 Hz, 1H) 8,51 (dd, J;= 7,3 Hz, J,= 1,2
Hz, 1H), 9,07 (dd, J;= 7,9 Hz, J,= 1,6 Hz, 2H) ppm.

1,6-Bisz(1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il)hexa-1,5-dién-3,4-

dion kettésgyok (48) szintézise: (47) paramagneses aldehid (1682 mg; 10 mmol) szaraz
metanolos (40 ml) oldatahoz 2,3-butadiont (0,7 ml; 10 mmol), piperidint (1,1 ml; 11,1 mmol)
¢s ecetsavat (0,7 ml; 12,2 mmol) adtunk. A reakcidelegyet 6 oran 4t refluxoltattuk nitrogén
atmoszféra alatt, kevertetés mellett. A reakcioelegyet beparoltuk, oszlopkromatografidval
(Hexan/Et,0) tisztitottuk. 965 mg, (25%), narancsvoros kristalyos anyag. 0p.:193-195 °C; Ry
0,45 (Hexan/EtOAc 2:1). IR (ATR) 2974, 2932, 1769, 1717, 1678, 1605, 1584 cm™. MS (EI)
m/z (%): 386 (M 7), 372 (2), 178 (11), 163 (100) 135 (29).

2,3-Bisz(2-(1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-1l)vinil)kinoxalin-5-

karboxamid kettosgyok (49) szintézise: 12 aromas diamin (302 mg; 2 mmol) metanolos (15
ml) oldatdhoz hozzaadtuk a 48 paramagneses diont (773 mg; 2 mmol). A reakcidelegyet 2
oOran at refluxoltattuk. A kivalt sarga kristalyos anyagot {ivegsziir6n szlrtiik. A visszamaradt
anyaltigot beparoltuk és oszlopkromatografiaval (Hexan/Et,0O) tisztitottuk. 351 mg (35%),
sarga kristalyos anyag. op.: 224 °C, Rs.: 0,75 (CHCI3/Et,0/MeCH, 4:1,5:0,5). IR (ATR) 3376,
2977, 2930, 1674, 1624, 1589, 1560, 1459 cm™. MS (E1) m/z (%): 501 (M* 18), 471 (14), 441
(8), 426 (10), 191 (54), 91 (100). Elemanalizis: Cy9H3sNsO3 Szdmitott: C 69,44; H 7,03; N
13,96 Mért: C 69,48; H 7,11; N 13,92.
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N-(2,4,6-trimetoxibenzil)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-szulfonamid (52) szintézise:
2,4,6-Trimetoxi-benzilamin-hidroklorid(935 mg; 4 mmol) DMF-es (15 ml) oldatahoz 0 °C-on
hozzaadtunk (1,7 ml, 10 mmol) DIPEA-t, majd csepegtetdtdlcséren keresztiil részletekben 51
szulfonsavklorid (940 mg; 4 mmol) DMF-el (12 ml) késziilt oldatat. A reakcidelegyet 2 éran
at kevertettilk 0 °C-on. Az oldoszert leparoltuk, a visszamaradt anyagot kloroformban 25 ml
oldottuk, NaHCOj3 oldattal (10 ml) és desztillalt vizzel (10 ml) mostuk, MgSOy4-on szaritottuk.
A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk (CHCl3/MeOH). 1,26 g (80%) sarga
kristalyos anyag. op.: 192-194 "C, Rs.: 0,75 (CHCIs/Et,0 2:1) IR (ATR) 3321, 2923, 2851,
1658, 1596, 1129, 651 cm™ MS (El) m/z (%): 395 (M* 22), 196 (100), 181 (33).
Elemanalizis: C16H17N30sS, Szamitott: C 48,60; H 4,33; N 10,63; S 16,22. Mért: 48,67; H
4,29; N 10,65; S 16,18."H NMR (CDCl3) &: 3,60 (s, 9H), 4,28 (d, J= 6,4 Hz, 2H), 5,43 (s,
2H), 6,09 (t, J= 8,7 Hz, 1H), 7,59 (t, J= 7,1 Hz, 1H), 8,02 (d, 8,8 Hz, 1H); 8,14 (d, 7,1 Hz,
1H) ppm.

2,3-Diamino-N-(2,4,6-trimetoxybenzil)benzolszulfonamid  (53) szintézise: 52
vegylilet (1265 mg; 3,2 mmol) ecetsavas (15 ml) oldatat 50 °C-ra melegitettiik, majd
kevertetés mellett a 10 percen keresztiil cinkport (1000 mg; 16 mmol) adagoltunk az oldathoz.
A reakcidelegyet egy oran at kevertettilk 50 °C-on. Az reakcidelegy lehiilése utan metanollal
higitottuk, celiten sziirtilk. A szerves fazishoz telitett NaHCO3 oldatot (50 ml) és EtOAc-al
(3x20 ml) extrahaltuk. Az egyesitett szerves fazisokat MgSOs-on szaritottuk, beparoltuk. Az
igy visszamaradt bomlékony, narancsvords anyagot 680 mg (58%) izolalas nélkil vittiik

tovabb.

2-(2,2,6,6-Tetrametil-1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-il)-N-(2,4,6-trimetoxibenzil)-1H-
benzo[d]imidazol-4-szulfonamid (55): 53 diamin (680 mg 1,9 mmol) és 54 paramaneses
aldehid (346 mg 1,9 mmol) DMF-es (10 ml) oldatat bombacsdbe toltottiikk és 10 percen at
deoxigenizaltuk nitrogén gz atbuborékoltatasaval. A reakcioelegyhez (435 mg 2,3 mmol)
NayS;0s-ot adtunk. A reakcidelegyet a bombacsd lezarasa utdn 4 oran at melegitettiik
olajfirddin 120 °C-on. A reakcidelegyet beparoltuk, a visszamaradt nyersterméket

oszlopkromatografiaval tisztitottuk. (CHCl3/MeOH)
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A termék 390 mg (40%) sarga kristalyos anyag. op.. 176-177 C, Rs: 0,21
(CHCls/MeOH 9:1) IR (ATR) 3310, 2880, 2836, 1650, 1599, 1499, 1309, 1129 cm™. MS (EI)
m/z (%): 514 (M* 18), 499 (100), 333 (7), 303 (5), 239 (31), 181 (74). Elemanalizis:
C26H34N4OsS Szamitott: C 60.68; H 6.66; N 10.89; S 6.23 Mért: C 60.73; H 6.71; N 10.85; S
6.25.

2-(2,2,6,6-Tetrametil-1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-il)-1H-benzo[d]imidazol-4-

szulfonamid szintézise (16): TFAA (2,2 ml), CH.Cl, és és dimetil-szulfid (0,25 ml)
elegyéhez egy részletben hozzaadtuk az 55 védett szulfonamidot (300 mg, 0,58 mmol). A
reakciodelegyet 25 °C-on kevertettiik 3 oran at. Az olddszereket lepéaroltuk véakuum alatt, a
maradékot trietil-aminnal semlegesitettiik, kloroformmal higitottuk. A szerves fazist vizzel
mossuk. A vizes fazist CHCls/MeOH elegyével extrahaltuk. Az egyesitett szerves fazisokat
MgSOs-on szaritottuk, sziirtiik, beparoltuk. A nyersterméket oszlopkromatografiaval
tisztitottuk. A termék 115 mg (60%) halvanysarga kristalyos anyag; op.: 260 °C f6lott, Ry.:
0,42 (CHCI3/MeOH 2:1) IR (ATR) 3284, 3127, 2958, 2916, 2849, 1656, 1516, 1320, 1136
cm™. MS (El) m/z (%): 334 (M* 10), 320 (21), 319 (100), 253 (24), 238 (27), 223 (48). 196
(21). Elemanalizis: C16H22N4O2S Szamitott: C 57,46; H 6,63; N 16,75; S 9,59 Mért: C 57,40,
H 6,59; N 16,69; S 9,63. 'H NMR (D,0) &: 1,50 (s, 6H), 1,60 (s, 6H), 2,81 (s, 2H), 6,89 (s,
1H), 7,48 (t, J= 8 Hz, 1H), 7,80-7,84 (m, 2H) ppm.

1-Oxil-2,2,5,5-tetrametil-N-(4-0x0-1,4-dihidrokinazolin-8-il)-2,5-dihidro-1H-

pirrol-3-karboxamid gyok (59) szintézise: 57 amin (325 mg; 2 mmol) szaraz DMF/CHCl3
elegyével (25 ml) késziilt oldatahoz trietil-amint (222 mg 2,2 mmol) adtunk. Az oldathoz 40
°C-on kevertetés kozben 58 paramagneses savklorid (405 mg, 2mmol) DMF-es (5 ml) oldatat
csepegtettiik. A reakcioelegyet 3 oran at kevertettiik, beparoltuk, a maradékot kloroformban
(20 ml) feloldottuk. A szerves fazist MgSOs-on széritottuk, sziirtiikk, beparoltuk. A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk. (CHCIs/Et;0). A termék 250 mg (38%)
sarga kristalyos anyag; op.: 223 °C, Ry.: 0,7 (CHCI3/MeOH 9:1). IR (ATR) 3373, 3172, 3042,
1679, 1621, 1572 cm™. MS (EI) m/z (%): 296 (16), 241 (11), 214 (100), 161 (18), 111 (20).
Elemanalizis: C17H19N4O3 Szamitott: C 62,37; H 5,85; N 17,11 Mért: C 62,28; H 5,93; N
17,16.
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Altalanos leirat a WRL-68 sejtvonal tenyésztéséhez, H,O, és MNNG indukalta
sejthalallal szembeni protektiv hatas vizsgalatahoz: A sejtvonalakat 5% CO, tartalmu
humidifikalt atmoszféra alatt 37 °C-on tenyésztették 1% antibiotikumot €s 10% magzati borja
szérumot (FCS) tartalmaz6 DMEM médiumban 3 napig. A sejteket 96 lyuka lemezre
helyezték. A kiindulasi sejtszam minden lyukban 2,5x10* volt. A sejtek egy éjszakéra 5%
CO; tartalmu humidifikalt atmoszféra alatt voltak. Masnap 0,3 mM koncentracoju HoO,, vagy

c sy

crer

ora, a MNNG esetében 24 ora elteltével a médiumot eltavolitottuk, ezt kovetden 0,5%-0S
MTT" festék vizes oldataval kezeltiik a mintakat. Tovabbi 3 6ra inkubécié utan a vizben
oldhatatlan kék szinli formazan festéket savas izopropanol oldatban oldottuk fel. A mintak
abszorbancigjat 550 nm hulldmhosszon mértiik. Hat parhuzamos mérés eredménye keriilt

kiértékelésre.
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9. Osszefoglalas

8-karbamoilkinolinbol (8) kiindulva, Shonogashira-, Suzuki- és click-reakciokkal, 3-
helyzetben 6t- és hattagu-nitroxidokkal, valamint azok szekunder-amin elévegyiileteivel
modositott, varhatoan PARP inhibitor hatast mutatdo vegyiileteket szintetizaltunk. 2,3-
Diaminobenzamidbo6l (12) kiindulva, hagyomanyos gyiriizarasi reakciokban allitottuk el6 az
5-karbamoilkinoxalint, illetve 2,3-helyzetben metil, fenil és 2-piridil csoportokkal modositott

szarmazg€kait. (28. abra)

o=

CONH2 CONH2
:; : I R
I
R
CONH, CONH,
13 14
n: 0, 1 — U
R: -H, -CHj;, -Ph, -2-Py, N
O

N=N N=N
= 7)§/N_\ > )%/N_

30. abra: A szintetikus munka eredményei
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Orto-feniléndiaminbdl (15) kiindulva sikeresen allitottuk el6 a mar hatékonynak
bizonyult 9 benzimidazol szarmazék szulfonamid analogonjat (16). 2-Nitro-antranilsavbol
(17) szintetizaltuk a 18 4-kinazolinon szarmazékokat.

A vegyiiletek sejtvéd6 hatasat 1-metil-2-nitro-1-nitrozoguanidinnel (MNNG), mint
DNS metilez6 agenssel szemben vizsgaltak WRL-68 human majsejt-vonalon. Valamennyi
vizsgalt vegyiilet hatékonyabbnak bizonyult, mint a 8 8-karbamoilkinolin tovabba 1 nM
koncentracié mellett egy kivételével mindegyik meghaladta a 9 4-karbamoil-benzimidazol
szarmazék hatékonysagat. A 35 2,3-dimetil-5-karbamoilkinoxalin 1 uM koncentraciéban

alkalmazva bizonyult a leghatékonyabbnak.

NH, H
 — p / N—H
NH, N
16

15 SOQNHz

o)
COOH
NH
— J
yZ
NH, N
NH 18

NO, o)

17

31. abra: A szintetikus munka eredményei
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A dokkolas eredményei jol alatamasztottak a sejtbiologiai vizsgalatok tapasztalatait. A
hatékony PARP inhibitor vegyiiletek karbamoil funkcios csoportja a GLY 863-al alakit ki
hidrogénhid kotést, valamint heteroaromas gytiriije a TYR 907-el n-nt kdlcsonhatast az enzim
aktiv centrumaban. A logP szamitasok eredményei alapjan a vegytiletek lipofilitasa
nagymértékben befolyasolja azok hatékonysagat.

Ezen eredmények alapjan a jovOben tervezziik 6t- és hattagt gytirlis nitroxidokkal és
szekunder-amin elévegyiileteikkel anellalt 8-karbamoilkinolin és 5-karbamoilkinoxalin

szarmazekok szintézisét és vizsgalatat. (21. abra)

CONH, CONH,
Q:-H,-0°
n: 0, 1

32 abra: Nitroxidokkal és szekunder-amin eldvegyiileteikkal anellalt kinolin és

kinoxalin vazas vegyiiletek
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