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1. Roviditésjegyzék

dcHMeN: N,N-diciklohexilmetilamin

DKM: diklormetan

DIPEA: N,N-diizopropil-etil-amin
DMAP: 4-dimetilaminopiridin

DMF: dimetilformamid

DSC: N,V ’-diszukcinimid-karbonat
EtOH: etanol

KOtBu: kalium-terc-butoxid

M: mol/dm?

MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

NBS: N-bromszukcinimid

Pd.dbas: trisz(dibenzilidén-aceton)-dipalladium

PhsPMeBr:  metil-trifenilfoszfonium bromid

Q-Phos: 1,2,3,4,5-pentafenil-1’-(di-terc-butilfoszfino)ferrocén
TBDMSCI:  terc-butildimetil-szilil klorid

TEA: trietil-amin

TFA: trifluorecetsav

THF: tetrahidrofuran



2. Bevezetés

Az €16 szervezetekben alkalmazott gydgyszerhatdanyagok gyakori hatranya, hogy csak
egy kis résziik képes ténylegesen kifejteni a hatasat, rdadasul azt sem feltétleniil ott, ahol
sziikség lenne ra. Ez hatvanyozottan igaz a kemoterapias szerekre, amelyek gyakran sulyos
mellékhatasokat okoznak, emiatt a célzott hatdéanyagleadds a modern gyogyszerkutatas egyik
legintenzivebben kutatott teriilete. A célzott hatdéanyaglead6d rendszerek képesek térben és
idében szabalyozott mdédon felszabaditani a kivant biologiailag aktiv molekulat, ndvelve a
kemoterapia hatékonysagat mikdzben csokkenthetdk a mellékhatasok.r Ennek a megvaldsitasi
modszerei koziil kiemelkedd jelentdséggel birnak a fénnyel aktivalhatdo hatdanyagleadd
rendszerek, amelyek fotolabilis védécsoportokat (photocage-eket) alkalmaznak. A fotolabilis
védocsoportok a megfeleld funkcids csoporton keresztiil kapcsoldodva képesek csokkenteni a
hatéanyag (pl: kemoterdpids szer) biologiai aktivitisat. A konjugadtumot a megfeleld
hullamhossza fénnyel megvildgitva a fotolabilis rész lehasad, igy a hatéanyag visszanyeri
biologiai aktivitasat (1. dbra).2 A legtdbb jelenleg hasznalt vegyiilet UV-fénnyel aktivalhato,
ami nagy hatranyt jelent a biologiai alkalmazhatosag terén, mivel az UV-fénynek rossz a szoveti
athatoloképessége, tovabba sejtkarositd hatasa is van. Az in vivo felhasznalashoz
elengedhetetlen, hogy olyan fotolabilis védécsoportok alljanak a rendelkezésiinkre, melyek a
lathato fény voros- vagy a kozeli infravoros (NIR) tartomanyban aktivalhatok. A fotolabilis
védbéesoportokkal szemben tovabbi fontos szempontok, hogy legyenek vizoldhatoak, sotétben

stabilak, illetve a besugarzas hataséara ne szabaduljon fel bel6liik citotoxikus melléktermék.®

lathato fény ® - fotolabilis molekularész
© - onfelaldozo linker

© - tavozdcsoport

]

aktiv allapot

inaktiv allapot

1. abra: Fotolabilis vegyiilethez kotott hatdanyag felszabaditasa fénnyel



Kutatomunkam sordn lathaté (kék/zold/narancs) fénnyel aktivalhatdo moddositott
kumarinvazas fotolabilis vegyiiletek szintézisével foglalkoztam, melyeket egy kamptotecin
kemoterapias szerhez (SN-38) kapcsoltam. Dolgozatomban e vegyliletek szintézisét és

fotokémiai vizsgalatat mutatom be (2. abra).

Et,N

Et,N

DMASt VIPY COUPY

SN-38

2. abra: A vizsgalt fotolabilis véddcsoportok és a kemoterapias hatdanyag szerkezete.

A harom kumarinvazas fotolabilis véddécsoportot Onfelaldozo linkeren keresztiil
kapcsoltam a hatéanyaghoz (3. abra). Az elsé egy kék fénnyel aktivalhaté dimetilamino-
sztirollal kiterjesztett n-rendszerii kumarin (DMASt), melyet Lin és munkatarsai irtak le 2018-
ban.* A masodik vegyiilet zold fénnyel aktivalhato, melyet a kutatdcsoportunk irt le (VIPY),
ennek a m-rendszerét egy vinil-piridinium csoporttal terjesztettiik ki. A harmadik fotolabilis
linker, a 2020-ban Lopez-Corrales és munkatarsai® altal leirt, narancssarga fénnyel aktivalhato
vaz  (COUPY), mely ciano-alkil-piridinium  csoportot tartalmaz.  Mindegyik
kumarinszarmazékrol elmondhato, hogy fotolizisiik hatékony és szamos funkcids csoport

blokkolasara alkalmasak.

A hatdanyag esetében fontos, hogy a blokkolt, prodrug forméaban hatastalan legyen. Ilyen
kemoterapias szer példaul a DNS replikaciot és transzkripciot gatldo topoizomeraz | inhibitor

kamptotecin-szarmazék az SN-38.7
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abra: A célmolekuldk szerkezete



3. Irodalmi attekintés

3.1. Fotolabilis vegyiiletek

A fotolabilis védécsoportok (photocage-ek) felhasznalhatoak arra, hogy nem-invaziv
modon kontrollaljuk egy adott molekula felszabadulasat. llyen molekuldk lehetnek példaul
bioaktiv anyagok, szintetikus prekurzorok vagy fluoreszcens jelzovegyliletek. Az els6
fotolabilis védécsoportokat Baltrop®, Barton®, Woodward'® és Sheehan!! irtdk le, mig a
bioldgiai alkalmazasukat Engels'?, Schlaeger, Kaplan®® és munkatarsaik ismertették. Azota

szamos fotoaktivalhaté molekulat és rendszert fejlesztettek ki.
A fotoaktivalhato véddcsoportokkal szembeni kovetelmények:

a) olyan hullamhossza fénnyel kell, hogy aktivalhatoak legyenek, amelyet a rendszerben mas

molekuldk nem nyelnek el, illetve nem indit be nemkivanatos mellékreakciokat,
b) a fényre valod elbomlas az alkalmazassal kompatibilis id6t vegyen igénybe,

c) oldhatoknak és stabilaknak kell lenniik az alkalmazasi kozegben (példaul fiziologias

kozegben biologiai alkalmazés esetén),
d) a bomlastermékek nem lehetnek reaktiv vagy mérgez6 anyagok,
e) a folyamatnak detektalhatonak kell lennie (példaul fluoreszcencia alapjan).

A legtobb fotolabilis véddcsoport 300-400 nm kdzotti fényt képes elnyelni,** azonban az
UV tartomanyban torténd aktivalasnak szamos hatranya van, kiilondsen bioldgiai
rendszerekben. A rovid hullamhossza UV fotonoknak elegendé energiajuk van kotések
hasitashoz, valamint izomerizacios és atrendezOdési reakciokat indukalhatnak szamos szerves
és szervetlen molekuldban. Tovabba, a nagy energiagju UV fénynek nagyon alacsony az
athatoloképessége a szdvetekben.!® A lathaté és a kozeli infravords fény joval mélyebben tud
behatolni a szovetekbe €s sokkal kevesebb kéaros hatasa van a bioldgiai rendszerekre nézve,
amely rengeteg 1j alkalmazast tesz lehetévé, igy példaul gyogyszerhatdéanyagok célzott

leadasat.t®
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4. 4bra: A fény athatoloképessége’

Abioldgiai és tervezett klinikai alkalmazas érdekében tehat elengedhetetlen a lathat6/NIR
fénnyel aktivalhato fotolabilis védécsoportok fejlesztése, amire kiemelt figyelem iranyult az
elmult évtizedben. Ennek ellenére az olyan véddcsoportok, melyeket a 600 nm feletti
tartomanyban lehet aktivalni igen ritkak a szakirodalomban, és még az 500 nm felett aktivalhatd

fotolabilis véddcsoportok tervezése is nagy kihivast jelent.



3.2. Fontosabb fotolabilis vegyiiletek a kémiai biologiaban

Az els6, biologiai rendszerekben is széleskorlien alkalmazhato fotolabilis véddcsoport
felfedezése ota rengeteg kisérlet tortént a fény, mint precizids, noninvaziv eszkdz szervezetben
torténd alkalmazasanak kiterjesztésére. Az utobbi évtizedekben szamos, biologiai célokra is

hasznalhato fotolabilis vegyiiletet irtak le.13 4

A kovalens kotések elhasitdsa nagy energiat igényel, igy kezdetben UV fénnyel
biztositottak ezt, viszont a fent felsorolt hatranyos tulajdonsagok miatt sziikségessé valt 1athato,
illetve NIR fénnyel aktivalhat6 fotolabilis véddcsoportok kifejlesztése. Az 5. abran néhany UV
(orto-nitrobenzil-, a hidroxifenacil-) és lathaté fénnyel aktivalhatdo (BODIPY- és a kumarin

szarmazékok) fotolabilis védécsoport lathato. '8
a, orto-nitrobenzil
OX CHO
—
N02 N02

b, hidroxifenacil
0]

OH
ox —= m . X
o]
/©)J\ HO

¢, BODIPY

HO

+ X'
d, kumarin
OoX OH
X —_— X + X
(@) 0] (@) (@]

5. abra: Fontosabb fotolabilis vegytiletek és fotolizisiik. X: tdvozdcsoport.
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Az abran bemutatott photocage-ek koziil az orto-nitrobenzil és hidroxifenacil alapu
fotolabilis vegyiiletek évtizedek ota ismertek, hatranyuk azonban, hogy csak nagy energiaja
UV fénnyel aktivalhatoak, és fotolizisiik soran karos melléktermékek keletkeznek, igy a

bioldgiai rendszerben torténd alkalmazasuk korlatozott.**

A BODIPY szarmazékok zold fénnyel (490-540 nm) is aktivalhatoak, nagy molaris
abszorpcios koefficienssel és fotokémiai kvantumhasznositasi tényezdovel rendelkeznek,
viszont rossz vizoldhatosaguk miatt biologiai rendszerekben csak korlatozottan alkalmazhatok.
A BODIPY-kkel kapcsolatos kutatasok jelentds része a vizoldhatosaguk novelésére, illetve az

abszorpcids hullamhosszuk vorosebb tartomanyba vald eltolasara iranyult.

Az abran lathaté kumarin vegyiiletek a BODIPY -k mellett szintén igéretesek a biologial
hasznosithatosag szempontjabol. A kumarinoknak altalaban kozepes a molaris abszorpcios
koefficiensilk 350 nm kornyékén, ami az UV tartomanyba esik, viszont egyszeri
funkcionalizalhatosaguknak koszonhetéen ez az érték konnyen eltolhato a lathato tartomanyba,
példaul a 7-es pozicioban elektronkiildé csoport beépitésével. Tovabbi batokrom eltolodast

érhetiink el, ha a 3-as vagy 2-es helyzetben kiterjesztjiik a n-elektronrendszert.* 1920 6

OH
5
4
6 X 3
2
7 0~ o
8 1

6. abra: A kumarin alapvaz.

A kumarinok tovabbi eldnye, hogy hatékonyan bomlanak fényre, melynek soran altalaban
nem keletkeznek citotoxikus anyagok, emellett j6 sotét stabilitassal is rendelkeznek. A
vegyiiletcsalad eldny0ds tulajdonsaga, hogy az egyfotonos gerjesztés esetén jellemzd magas
fotokémiai kvantumhasznositasi tényezé mellett a tobbfotonos gerjesztésre is érzékenyen
reagalnak, igy vords vagy kozeli infravords fénnyel kétfotonos modszerrel gerjesztve

alkalmasak lehetnek célzott hatéanyagleadasra a mélyebben fekvé szovetekben.®
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3.3.  Onfelaldoz6 linkerek

Az onfelaldozo linker (angolul: self-immolative linker) olyan molekulaegység,
amelyekben egy specifikus stimulus hatasara bekovetkez6 kaszkad folyamat eredményeként

irreverzibilis kotéshasadas torténik, igy lehetdvé téve az aktiv hatdanyag felszabadulasat.?:

A kotéshasadast kivaltod stimulus lehet akar egy, az adott bioldgiai rendszerre jellemz6
tulajdonsag, akar a tumorsejtek kdzvetlen kozelében megvaltozott kémiai kornyezet, példaul a
pH, valamilyen enzim (pl. plazmin prote4z) koncentraciojanak novekedése a tumorok koriil,?2
vagy valamilyen kiilsd hatas, altaldban fény, amely elényds konnyili hangolhatésaga és

szabalyozhat6saga miatt.

Az onfelaldozo linkerek funkcidja a konjugatumok stabilitasanak novelése, fizikai és
kémiai tulajdonsagainak (pl. vizoldhat6sag vagy membranpermeabilitds) optimalizalasa, és a
fotolitikus reakcié hatékonysaganak novelése. A fény indukalta gyogyszerhatdéanyag vagy
biomolekula felszabadulas hatékonysdga nagyban fiigg a fotolabilis véddcsoporttol, mert ez a
kromofér meghatarozza a hullamhosszszelektivitast és a mechanizmust, ami alapjan elbomlik
a rendszer. A photocage szintén felelds lehet nem kivant mellékreakciokért, valamint a
szabadda valo bioldgiailag aktiv vegyiilettel torténd ujra 6sszekapcsolodasért (rekombinacio),
amely csokkenti a felszabadulas hatékonysagat. A fentiek miatt elényds 6nfelaldozo linkerek
beépitése, amelyek novelhetik a felszabadulas hatékonysagat és alkalmazasukkal
csokkenthetSk, elkeriilhetéek a nemkivant mellékreakciok.?® Az 1981-es felfedezésiik ota az
onfelaldozo linkereket felhasznaljak prodrugoknal, kemoszenzoroknal és

gyogyszerhatoanyagok célba juttatasara is.?!

A 7. abran lathatd néhany gyakran alkalmazott Onfelaldozé linker és a bomlasi

mechanizmusuk.

12



a, para-aminobenzil-karbamat (PABC) linker

H
N (@)
X~ H
Y Ao

o)
-CO, -CO,
HN__O
Y NH, NH

o\
PL PL* X-NH,

b, etiléndiamin-karbamat linker

PL | j’\ co | o -Co, 0
X - 2
OTN\/\N 0’ N0 % \N)]\N/
0 | \ | \J
X-OH
PL*
¢, prolin-alaptl linker
\ 0-X
N— 0
(0] \ 0-X )L
N -CO; WN« N N7
SN ¢
\#o N‘/
PL
X-OH

7. 4bra: Onfelaldozo linkerek és fotolizisiik. PL: fotolabilis molekularész, X:

tavozdcsoport.

A PABC (para-aminobenzil-karbamat) linker elsdsorban amin funkcids csoporton
keresztiil képes kapcsolodni a hatdéanyaghoz, mig az etiléndiamin-karbamat linker foként
fenolos hidroxilcsoport modositasara alkalmas. A prolin-alapu linkert 2020-ban irtak le.?* Az
etiléndiamin-karbamat linkeréhez hasonlé bomlasi mechanizmussal rendelkezik, viszont a
gylirizarodas joval gyorsabban megy végbe az etiléndiaminos linker bomlasanal és nem

fenolos hidroxilcsoport blokkolédsara is alkalmas.
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3.4. Kemoterapia, célzott hatéanyagleadas

A kemoterapia a rakos megbetegedések gyogyszeres kezelése, amit az 1940-es évek ota
alkalmaznak.?® Napjainkban a kemoterapia a sebészeti beavatkozasok, sugarkezelés és a
hormonterapia mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott daganatellenes modszer.?® A
hatéanyagokat altaldban a kémiai szerkezetiik és a hatdsmechanizmusuk alapjan szoktak
csoportositani: alkilezOszerek, antimetabolitok, topoizomeraz 1 és II inhibitorok, mitézis
inhibitorok és egyebek.?” Az alkilezdszerek voltak az elsd rakterapidban alkalmazott anyagok,
ezek keresztkapcsoljak a DNS-lancokat, modositva a nukleinsavak strukturajat és a funkciojat.
Ilyen hatéanyagok példaul a mustargaz szarmazékok (ciklofoszfamid, melohalan), és néhany
antibiotikum  (bleomycin, mitomycin). Az antimetabolitok altaldban a nukleinsav
anyagcserében részt Vevo anyagok szerkezeti analogjai. Ezek a molekuldk gatoljak a DNS-
szintézisben részt vevo enzimek miikodését. Az antimetabolitok kozé tartoznak példaul az
antifolatok (metotrexat, trimetrexat), fluoropirimidinek (5-fluorouracil, ftorafur). A
topoizomeraz I és II inhibitorok a DNS szupertekercs allapotabol vald kicsavarasért felelOs
enzimek muikodését gatoljak, igy nem torténik DNS replikacio. Ilyen hatéanyagok példaul a
kamptotecin szarazékok (topotecan, irinotecan, SN-38) és egyes antibiotikumok (doxorubicin,
daunorubicin). A mitdzis inhibitorok a citoszolban a mikrotubulusokhoz kétddve fejtik ki a
hatasukat, ezzel meggatolva a sejtosztodast. Ilyenek példaul a vinca alkaloidok, taxol-

szarmazékok vagy példaul a combretastatin.?” 28

A kemoterapia elénye, hogy olyan esetekben is alkalmazhato, amikor a rakos sejtek nem
egyetlen jol koriil hatarolhato helyen vannak a szervezetben, igy alkalmazzak attétek
kialakulasa ellen, vagy a mtéti beavatkozasok utan maradt rakos sejtek elpusztitasara is. A
szervezetbe juttatott hatéanyagnak azonban csak egy kis része fejti ki a hatasat a megfeleld
helyen, vagyis a tumorban. A citotoxikus gyogyszermolekulak a rakos sejtek mellett az
egészséges sejteket is karositjak, ezzel sulyos mellékhatasokat okozva. A legtobb kemoterapias
szer alkalmazhatosdgat az alacsony mértékli hasznosulds és a nemkivant mellékhatdsok

korlatozzak.!

A célzott hatdéanyagleado-rendszerekkel jelentésen novelhetd a gyodgyszermolekulak
biologiai hasznosulasa, tovabba novelhetd a szovet- és sejtspecifitasa, igy kisebb dozis is

elegendd azonos hatas mellett és csokkenthetd a mellékhatasoknak az erdssége iS. Az elmult
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néhany évtizedben szamos modszert dolgoztak ki a térben és idoben kontrollalt hatdéanyag

felszabaditasra.*

A legjobban kontrollalhato hatéanyagleadd rendszerek valamilyen kiilsé impulzust
hasznalnak a hatoanyag felszabaditdsra. A kiils¢ stimulust alkalmazé modszerek koziil
kiemelenddek a fénnyel aktivalhatdo hatdéanyagleadd rendszerek. A fény jol szabalyozhato
térben ¢és idoben, a lathato €s a kozeli infravords tartomanyban nincs sejtkarositd hatasa. Ezek
az eljarasok azon alapulnak, hogy a fény energiaja kémiai energiava alakithato, példaul
felhasznalhatd kotéshasitasra, vagy konformacidvaltozds inicializaldsara. Ezen az elven

mikodik példaul a fotodinamias terapia (PDT), vagy a fotoaktivalhato kemoterapia (PACT).

A fotodinamiés terapia egy, a klinikai gyakorlatban is alkalmazott noninvaziv rakterapias
modszer, melynek sordn egy fényérzékenyitdt juttatnak a szervezetbe, ami képes feldusulni a
daganat kornyékén. A fényérzékenyité onmagaban nem mérgezd, viszont fény besugarzas
hatasara szingulett oxigén és egyéb reaktiv oxigén gyokok (ROS) keletkeznek, amelyek
karositjak a fehérjéket, az aminosavakat, lipideket, membranokat, sejtszervecskéket és
sejthalalt idéznek el6. A PDT hatranya, hogy az altalaban nagyméretii molekulaknak rossz a
vizoldhatésaga és gyakran atmeneti fémeket tartalmaznak, amik mérgezoek lehetnek. A
modszer legfontosabb limitald tényezéje azonban a szilard tumorokban alacsony O2
koncentracio, mely nem teszi lehet6vé a reaktiv oxigén specieszek termelését. A PDT emiatt az

ilyen tumoroknal nem alkalmazhaté.?®

A fény a reaktiv oxigéngyokok képzésén tul alkalmazhatdé molekuldk modositasara és
aktivalasara is biologiai rendszerekben. Erre a célra felhasznalhatok a mar korabban emlitett
fotolabilis véddcsoportok, amelyek képesek kioltani a kivalasztott (elssorban kemoterapias)
gyogyszerhatdbanyagok hatasat. Ezt a modszert fotoaktivalhatd kemoterapianak nevezik
(photoactivated chemotherapy - PACT). A hatéanyag inaktiv prodrug formaban jut el a
célsejthez és a megfelel hullamhossza fénnyel besugarozva a fotolabilis véddcsoport lehasad,
igy a hatdanyag visszanyeri a bioaktivitasat a kivant helyen és iddben.? *° A PDT-vel szemben
a PACT-hoz nincs sziikség oxigén jelenlétére a szovetekben, igy ez a mddszer alkalmazhatd
hipoxias kornyezetben is, példaul szolid tumoroknal.>! Manapsig a legtdbb fotoaktivalhatd
rendszer UV, vagy lathatd fénnyel aktivalhatd és a lathatd fénnyel aktivalhaté molekulak is
jellemzbéen ruténium, rénium, vagy platina komplexek, emiatt biologiai alkalmazasuk

korlatozott.3? 33

15



4. Célkitiizések

Kutatémunkam célja olyan vegyiiletek szintézise volt, melyek képesek lathato fény
hatasara célzott hatéanyagleadasra. Ehhez harom, kumarinvazra épiilé fotolabilis molekulat
vizsgaltam: a 3-as helyzetben dimetilamino-sztirollal szubsztitualt DMASt névre, a szintén 3-
as helyzetben modositott 4-vinilpiridinium egységet tartalmazd VIPY névre és a 2-€S
helyzetben az oxigén ciano-alkil-piridiniumra cserélésével kapott COUPY névre keresztelt

vegyiileteket (8. abra).

OLG
|
oLG N_ o
N X
Et,N o EtN
DMASt VIPY COUPY

8. abra: a DMASt, VIPY és COUPY vegyiiletek, LG (leaving group): tavozdcsoport.

Kemoterapias szernek egy kamptotecin szarmazékot valaszottam, az SN-38-at, ami egy
topoizomeraz 1 inhibitor. A hatdanyag kinolingyiiriijén taladlhaté fenolos hidroxilcsoport
blokkolasaval elérheto az aktivitas csokkentése, ezért ezt valasztottuk az onfelaldoz6 linker

csatlakozasi pontjanak.

SN-38

9. abra: A csatlakozasi ponton keresztiil blokkolt SN-38 szerkezete.

A fotolabilis linkereket €s a kemoterapids szert egy diamin-tipust onfelaldoz6 linkerrel
kapcsoltam egymdshoz. Az onfeldldozé linker szerepe tobbszords: egyrészt csokkenti a
fotolizist kdvetd rekombinacid esélyét, masrészt ,,atalakitja” az egységeket 6sszekotd funkcios
csoportokat. Amennyiben a fotolabilis molekularészt kozvetleniil kapcsoljuk a hatdanyaghoz,
az igy kialakult karbonatkotés rendkiviil instabil, fizioldgids kozegben gyorsan elbomlik

besugarzas nélkiil is. Az Onfelaldozo linkerrel elérhetd, hogy a labilis karbonat helyett
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fiziologiai kornyezetben stabil karbamatkotést alakitsunk ki, ami raadasul a fotolizisre is jo

hatassal van.

SR

onfelaldozé linker

10. dbra: Az dnfeldldoz6 linker szerkezete.

kemoterapias szer

fotolabilis véd&csoport

kiterjesztett konjugacio

11. 4bra: A célmolekulédk egyes részei.
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5. Sajat eredmények

5.1. A célvegyiiletek szintézise

A photocage-ek szintézisét a 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin modul kialakitasaval
kezdtem, az irodalombol ismert médon.3* A kereskedelmi forgalomban kaphaté 7-dietilamino-
4-metilkumarint N,N-dimetilformamid-dimetil-acetallal forraltam DMF-ben, majd a kapott
terméket tetrahidrofuran és viz elegyében NalOgs-tal oxidaltam. Az igy eldallitott aldehidet
NaBH;-del redukaltam, igy megkaptam a 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarint (7) (12. abra).
Bar a szintézist kovetden sziikséges volt az oxidacio utani kromatografia, a vegyiiletet tobb g-

os tételben is eld lehet igy allitani.

| \N/
/NYOMe =
X OMe AN Na|04
—_—
DMF, refl, on. THF, H,O
Et,N (0] (@] ’ ’ » M2
2 kvant. ELN o0 rt., 1h
4 5 51%
/O OH
NaBH,4
= N
EtOH
6 82% 7

12. 4bra: 7-dietilamino-4-hidroximetil kumarin szintézise.

Ezt kovetden Kiterjesztettem a kumarin n-elektronrendszerét tigy, hogy a hidroximetil-
kumarint a 3-as pozicidban N-brom-szukcinimiddel bromoztam tetrahidrofuranban, majd
Heck-reakcioban hozzékapcsoltam az N,N-dimetil-4-vinil-anilint, amit N,N-dimetil-4-
benzaldehidbdl metil-trifenilfoszfonium bromiddal Wittig reakcioval allitottam elé. Igy

megkaptam a 11-es hidroximetilkumarint (13. abra).

NBS

Br

AN - X

THF

0°C -rt., 1h EtN o0~ o

Et,N o~ o , 2
2 53%
7 8
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MePPh3;Br, KOtBu

THF, rt.
\O e
9 10
OH SN Pd.,dbas
Br Q-Phos
A CysNMe
+
Et,N oo 100°C, N, 1h
S 82% Et,N
8 10 11

13. abra: A DMASTt fotolabilis vegyiiletek kiindul6anyagénak szintézise.

A z0ld fényre aktivalhaté kumarin szintéziséhez a hidroximetil-kumarin alapvaz n-
elektronrendszerének kiterjesztését végeztem el ugy, hogy a 3-as pozicidban brémozott 6-0S
kumarin szarmazékot 4-vinilpiridinnel kapcsoltam Heck reakcidban. Igy megkaptam a VIPY

alapvazat (14. abra).

OH = Pd,dbaj OH
Br Q-Phos = IN
AN + | N CyzNMe _ AN X
~
Et,N 0~ SO0 N °
2 100 g(’)o'/\:z 1h Et,N 0~ ~o
8 12 13

14. dbra: A VIPY fotolabilis vegyiiletek kiinduléanyaganak szintézise.

A narancssarga fényre aktivalhatdo kumarin eléallitdisdhoz a 7-es kumarin szarmazék
hidroxilcsoportjat TBDMS véddesoporttal lattam el, majd Lawesson reagenssel a 2-es helyzett
lakton oxigént kénre cseréltem. Az igy kapott tiokumarint 2-(piridin-4-il)acetonitrillel
kondenzaltam a 2-es helyzetben NaH és 15-korona-5-éter fazistranszfer katalizator
jelenlétében. A kénhidrogén kilépéséhez sziikség volt a nyers terméket eziist-nitrattal
kevertetni, ezt kdvetéen egy sziiréssel eltavolithatd volt az eziist-szulfid. A véddcsoport
eltavolitasat el6szor tetrabutil-ammonium-fluoriddal végeztem, viszont ezutan sziikség volt egy

kromatografiads 1épésre. A kisérleteket tobbszor is elvégezve megfigyeltem, hogy a 18-as
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kumarin-szarmazék bomlik oszlopkromatografia kézben, igy 40-50%-nal nagyobb termelést
nem tudtam elérni. A TBDMS véddcsoport hangyasav, tetrahidrofurdn és viz elegyében is
eltavolithat, mely modszerrel nincs sziikség kromatografiara. gy egy extrakcio és beparlas

utan kvantitativan megkaptam a COUPY alapvazat (15. abra).

OH TBDMSCI OTBDMS OTBDMS
DMAP, TEA Lawesson-reagens
- . N > X
DCM, rt., 2h toluol, refl, 1h
Et,N o~ o 95% Et,N o~ o 88%  Et,N 0~ s
7 14 15
OTBDMS OH
1, NaH, 15-K-5
CN absz. THF AN X
rt., 1h oN HCOOH, THF
> - > CN
+ X Et,N 0" ™ X
| 2, AgNO, : H,0,on. N ©
N/ 30 min = kvant. a
60% | |
16 17 N 18

15. abra: A COUPY fotolabilis vegytiletek kiinduléanyaganak szintézise.

A kiilonb6z6 molekulaegységek Osszekapcesoldsat Ggy terveztem megvaldsitani, hogy
eloszor az SN-38-at modositom az Onfelaldozo linkerrel, majd az igy kapott SN-38-linker
vegyliletet kapcsolom a megfeleld fotolabilis véddcsoporthoz. Az Onfelaldozo linker a
kutatocsoportban készen a rendelkezésemre allt. Ennek aktivalt szarmazékat (19) kapcsoltam
az SN-38-hoz TEA és katalitikus mennyiségii DMAP jelenlétében kialakitva az elsé karbamat
kotést, majd ezt kovetden TFA-val eltavolitottam a Boc véddcsoportot (16. abra). A 22, mar az
onfelaldoz6é linkert egy karbamatcsoporton keresztiil tartalmazd hatbanyag ammoniumséd
formajaban akar hetekig eltarthato, bazis hatasara vagy semleges kdzegben azonban néhany

perc alatt elbomlik.*
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16. dbra: SN-38-linker szintézise.

A szintézissor utolsd lépései kozott elvégeztem a hatdanyag-onfeldldozo linkerek
Osszekapcsolasat a fotolabilis molekularészekkel, egy ujabb karbamatkotésen keresztiil. Fény
hatasara a karbamatkotések is elhasadnak, a keletkezd, instabil karbamidsav-tipusu vegyiilet
szén-dioxid eliminacidja mellett tovabb bomlik a szabad aminra. A szintézishez sziikség volt a
szabad amin felszabaditdsdra a karbamatkotés kialakitdsa érdekében, és egy olyan reaktiv
partnert kellett taldlnunk, amely gyorsabban reagal a szabad aminnal, mint hogy végbemenjen
az onfelaldozodasi reakcid. Kutatocsoportunkban korabban megéallapitottuk, hogy erre kivaldan

alkalmasak a szukcinimidil-karbont tipusu aktivélt vegyiiletek.%

A fotolabilis vegyiileteket ennek megfeleloen DSC-vel aktivaltam, majd az aktivalt
kumarinszarmazék és az SN-38 linker sztdchiometrikus elegyéhez DKM-ban lassan TEA
DKM-os elegyét csepegtettem sotétben. A nyers termékeket oszlopkromatografiaval
tisztitottam. A DMASIt-t tartalmaz6 molekula esetén ez a 1épés egybdl az elsd célvegyiiletemet

(1) eredményezte (17. abra).
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1) DSC, TEA, DCM
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=
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17. abra: SN-38-linker 6sszekapcsolasa a photocage-ekkel.

A célmolekulak eldallitasahoz a COUPY és VIPY fotolabilis véddcsoportokat tartalmazo
szarmazékokat kvaternereztem. Habar az SN-38-ban is talalhato egy elméletileg metilezhetd
nitrogén, ez mégsem tortént meg, mert kevésbé nukleofil és sztérikusan kevésbé hozzaférhetd,
mint a fotolabilis védécsoportokon megtaldlhatd piridin nitrogénje. A reakciot 50°C-on
acetonitrilben végeztem. Igy megkaptam az SN-38 diamino linkeren keresztiil VIPY (2) és
COUPY (3) photocage-hez kapcsolt célvegyiileteket (18. abra).
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MeCN, 50°C, 1,5 h
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18. abra: VIPY és COUPY kvaternerezés Mel-dal.
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5.2. Fotokémiai vizsgalatok

A vegyiiletek fotolizisét az abszorpcios spektrumaik alapjan, kiilon erre a célra gyartott
kék, zold, és narancssarga fény(i LED-panelekkel végeztiik. A panel teljesitménye (LED-
enkénti névleges bemeneti teljesitmény: 4 W), azaz a hasznalt fény intenzitdsa, valamint a
besugarzas idGtartama szabalyozhato (19. abra). A vizsgalt mintak tilmelegedése elkeriilhet6 a

panelek vizhitésével. A 20. abran lathatéak a LED-ek emisszids spektruma.

Az 1-3 molekulakbol eldszor acetonitriles torzsoldatokat készitettem, melyeknek a

koncentracidja 1 mM volt. Az oldatok elkészitését sotétben végeztem.

19. abra: A besugarzashoz hasznalt egyik LED-panel.
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20. abra: A LED-panelek emisszids spektrumai.
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21. dbra: DMASt-PL-SN38 (1), VIPY-PL-SN38 (2), COUPY-PL-SN38 (3) abszorpcids

spektruma.
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Az abszorbancia méréshez 2 ml 10 uM-os oldatokat készitettem vizzel, a DMASt
esetében viz-MeCN 1:1 elegyet alkalmaztam a gyengébb vizoldhatosaga miatt. Az abszorpcios
maximumok 442 nm-nél (1), 507 nm-nél (2) és 568 nm-nél (3) talalhatoak, illetve jol lathato az

SN-38 abszorpcidés maximuma 379 nm-nél mindegyik anyagnal (21. abra).

. la-‘\il“_" ‘

T

22. dbra: A mintak besugarzas elott €s besugarzas utan, balrol jobbra DMASt-PL-SN38
(1), VIPY-PL-SN38 (2), COUPY-PL-SN38 (3).

A fotolizisek kovetését a 6. fejezetben ismertetett HPLC-MS késziilékkel végeztem el. A
fotolizis mérések mellett minden egyes célvegyiiletnek megvizsgaltam a sotétstabilitasat is,
ezért minden mintaoldatbol készitettem egy sotét és egy fénnyel besugarozandd mintat.
Egyébirant a két minta Gsszetétele teljesen megegyezett. Az oldatkészitést ebben az esetben is
minimalis fény mellett végeztem, a sotét mintakat pedig elkészités utan alufoliaba csomagolva,
készitettem a torzsoldatokbol, viz-MeCN 9:1 aranyban. A mintékat ezutan a megfelelé LED-
panellel besugaroztam és HPLC-MS-el kdvettem a bomlasukat (23-25. 4bra).
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Intenzitas (379 nm) [-]

Intenzitas (442 nm) [-]
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0 1 2 3 4 5 6 ! 8 °
idd [min]

23. abra: A DMASt-PL-SN38 HPLC-MS kromatogramjai 379 ¢és 442 mn-en.
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24. dbra: A VIPY-PL-SN38 HPLC-MS kromatogramjai 379 és 507 mn-en.
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Intenzitas (379 nm) [-]
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25. abra: A COUPY-PL-SN38 HPLC-MS kromatogramjai 379 és 568 mn-en.



442 nm-en (DMASt-PL-SN38), 507 nm-en (VIPY-PL-SN38), illetve 568 nm-en
(COUPY-PL-SN38) lathato a kiindulasi anyagok fogyasa (23-25. abra). 379 nm-en az SN-38
felszabadulas kovethetd nyomon. Minden esetben két ujonnan megjelend cstcs lathato,
amelybdl a kb. 2,5 percnél talalhato csucs a tomegspektrum alapjan a felszabadult hatbanyag
(m/z: 393), 2 percnél pedig az SN-38-linker talalhato (m/z: 507), mivel a mérés pillanataban az
onfeldldoz6 linker lehasadasa még nem jatszodott le teljesen a vizes kozegben, mely nem
tartalmazott puffert (26. abra). Megallapithato tehat, hogy a kotéshasadas és az onfelaldozo
linker bomlasa a varakozasoknak megfelelden tortént minden esetben, a leggyorsabban a kék
fényre tortént a fotolizis a DMASt esetében, a leglassabbnak pedig a VIPY szadrmazék
bizonyult.

26. abra: A célmolekulak fotolizisének szemléltetése.

A so6tét kontroll mintak kromatogramjait az oldatkészitést kovetd 24 6ra utan mértem meg
(27. abra), a mérések idejét kivéve a mintakat fényt6l védett helyen taroltam. Ilyen koriilmények
kozott a VIPY-PL-SN38 bizonyult a legstabilabbnak, kevesebb mint 10%-a bomlott el, mig a
DMASt-PL-SN38-bol és a COUPY-PL-SN38-bol is kevesebb mint 20% bomlott el.

30



[ ] DMASt-PL-SN38
[ ]VIPY-PL-SN38
[ ]|COUPY-PL-SN38

100 +

P (o] [e5)
o o o
1 1 1

HPLC csucsok terilete [%]
S

' 1
Oh 24 h
|d6 [6ra]

27. dbra: A célvegyiiletek stabilitdsdnak vizsgalata fénymentes koriilmények kozott.
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6. Altalanos Kisérleti adatok

A reakciokban alkalmazott vegyszerek és oldoszerek kereskedelmi forgalomban
kaphatok (Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Alfa Aesar, Reanal, Molar Chemicals, Fluorochem
cégek termékei), amelyek elozetes tisztitdas nélkiil keriiltek felhaszndlasra. A vizmentes
oldészereket a megfeleld szaritoszerrdl desztillalva készitettiik, és felhaszndlasig inert
kortilmények kozott taroltuk. A reakciok vékonyréteg kromatografias kdvetéséhez Kieselgel 60
F254 VRK lapokat (Merck) hasznaltunk, az alkalmazott eluenseket a megfeleld helyen
tiintettem fel. A detektalast UV-lampaval végeztiik, 254 és 365 nm-en. Néhany esetben
kaliumpermangandtot hasznaltunk el6hivoszerként. Az oszlopkromatografids tisztitashoz
Zeochem szilikagélt (0,06-0,2 mm) haszndltunk. A flash kromatografias tisztitasokat
CombiFlash Rf+ késziilékkel végeztik. A termelés meghatarozasa elott a megtisztitott

anyagokat tomegallandosagig vakuumon szaritottuk.

A mikrohullamt reakciokat Anton Paar Monowave 300 tipust késziilékben végeztem. A
kapott anyagok tisztasagat és szerkezetét NMR spektroszkopiaval és MS-mérésekkel is
alatamasztottuk. A 'H és 13C NMR méréseket deuteralt dimetilszulfoxidos, deuteralt metanolos,
deuteralt acetonitriles vagy deutero-kloroformos oldatokban végeztiik, Varian Inova 500 MHz
spektrométeren. A kémiai eltolodasoknal az adott olddszer jelét vettiik referencianak, a kémiai
eltolodasokat (8) ppm-ben adtuk meg, a csatolasi allandokat (J) Hz-ben. A felhasadasok
roviditése: s (szingulett), d (dublett), t (triplett), q (kvartett), qv (kvintett), m (multiplett), br
(széles). Feldolgozashoz MestreNova kiértékeld programot hasznaltunk. A reakciok kovetését
Shimadzu LCMS-2020 miiszeren végeztiik (eluens: acetonitril/viz, 0,1% HCOOH).
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7. A szintézisek részletes leirasa

Egyes molekulak nmr spektrumai bonyolultsaguk miatt egyeldre nem lettek kielemezve,

ezekre késobb keriil majd sor.

1. 7-dietilamino-4-dimetilaminovinilkumarin (5)

T
/
A
Et,N o~ o

Osszemértem 3,67 g (15,9 mmol) 7-dietilamino-4-metilkumarint, 4,2 ml (31,8 mmol,
3,79 g, 2 ekv.) dimetilformamid-dimetilacetalt és 35 ml DMF-ot. A reakcidelegyet
refluxhdmérsékleten egy €jszakan at reagéltattam. A reakcio végén a lehilt oldatot 100 ml
telitett vizes NaHCOgz-ra ontdttem. A kivaldo narancssarga csapadékot 3x60 ml DKM-nal
extrahaltam, majd vizzel, végiil tomény soéoldattal mostam. A szerves fazist MgSO4-on
szaritottam, majd beparoltam. A nyers terméket 20 ml etil-acetat és 80 ml hexan elegyében
atkristalyositottam, sziirés és hexdnos mosds utdn az anyagot megszaritottam. Az anyagot
tovabbi tisztitas nélkiil alakitottam at a kdvetkezd 1épésben.

Termelés: 4,504 g (99 %)

2. T7-dietilamino-4-formilkumarin (6)

Et,N 0" o

Kimértem 4,55 g (15,9 mmol) 5-6s szamu anyagot és 60 ml THF-viz 1:1 elegyében
feloldottam, majd az oldathoz 5,10 g (23,85 mmol, 1,5 ekv.) natrium-metaperjodatot
adagoltam. A reakcidelegyet 1,5 6rdn 4t szobahdmérsékleten kevertettem, a reakcid végén a
kivalt csapadékot kisziirtem, etil-acetattal mostam. A leszlrt oldatot 3-szor telitett vizes

NaHCOz-tal extrahaltam, majd egyszer Na>S>0O3 oldattal mostam. A szerves fazist MgSOs-0n
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szaritottam, a beparlas utdn kapott nyerstermékelegyet oszlopkromatografia segitségével
tisztitottam (eluens: hexan-etil-acetat: 7:3). LC-MS és VRK alapjan a termék tiszta volt.
Termelés:1,99 g (51 %)
LRMS: [M+H]": [C14H16NO3]-ra szamolt: 246, minta: 246.

3. 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin (7)

OH

X

Et,N o~ o

Kimértem 1,99 g (8,12 mmol) 6-os szaml anyagot és 20 ml THF és 50 ml EtOH
elegyében feloldottam, majd jeges hutés mellett hozzaadtam 923 mg (24,4 mmol, 3 ekv.)
NaBHs-et. A reakcioelegyet 1 ordn at szobahOmérsékleten kevertettem. Ezutan az olddszer
nagy részét beparoltam, majd 100 ml telitett NaHCOgz-ra Ontottem, 3-szor DKM-nal
extrahaltam, majd tomény sooldattal mostam. A szerves fazist MgSO4-on széritottam, majd
beparoltam. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.

Termelés: 1,66 g (82 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7,31 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,55 (dd, J = 9,0, 2,5 Hz, 1H),
6,48 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,26 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 4,98 — 4,75 (m, 2H), 3,39 (g, J = 7,1 Hz, 4H),
1,30 — 1,11 (t, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 162,7, 156,1, 1549, 150,5, 124,3, 108,6, 106,3, 105,4,
97,7, 60,8, 44,6, 12,4.

LRMS: [M+H]": [C12H18NOz]"-ra szamolt: 248, minta: 248.

4. 3-brom-7-dietilamino-4-hidroximetil-kumarin (8)
OH

\Br

Et,N o Yo

Osszemértem 309 mg (1,25 mmol) 7-es szam® anyagot és 1,5 ml THF-t, majd jegyes
hiités kozben hozzaadtam 200 mg (1,125 mmol, 0,9 ekv.) NBS-t és 9,4 mg (0,125 mmol, 0,1

34



ekv.) NHsOAc-ot. A reakcioelegyet 1 6ran at szobahémérsékleten kevertettem. A reakcio végén
kapott oldatot kétszer extrahdltam etil-acetattal. A szerves fazist vizzel, majd tomény sooldattal
mostam, MgSOs-on széritottam, majd beparoltam. Ezt flash kromatografia segitségével
tisztitottam meg (eluens: hexan-etil-acetat 3:7). LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket
kaptam.

Termelés: 216,7 mg (53 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,66 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 6,62 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz, 1H),
6,48 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,95 (s, 2H), 3,41 (9, J = 7,1 Hz, 4H), 1,21 (t, J = 7,1 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 158,3, 155,2, 150,8, 150,8, 126,4, 109,3, 107,5, 105,3,
97,3, 61,6, 44,8,12,4.

LRMS: [M+H]": [C14H17BrNO3]"-ra szamolt: 326, minta: 326.

5. Dimetilamino-sztirol (10)

\N/

AN

Osszemértem 2,24 g (6,27 mmol 1,25 ekv.) metiltrifenilfoszfonium bromidot, 1,13 g
(10,0 mmol, 2 ekv.) KOtBu-ot és 10 ml THF-t, majd az oldathoz 0,75 g (5,0 mmol) 4-
dimetilaminobenzaldehid THF-os oldatat (5 ml) csepegtettem. A reakcidelegyet 2 oOran at
szobahOmeérsekleten kevertettem. A keletkezd termékhez 10 ml MeOH-t adtam, a csapadékot
kiszlirtem, etil-acetattal mostam. A lesziirt oldatot vizzel mostam, majd kétszer etil-acetattal
extrahaltam. Az Osszegyljtott szerves fazisokat vizzel, majd tomény sdoldattal mostam. A
szerves fazist MgSQOs-on széritottam, majd beparoltam. LC-MS és NMR alapjan a termék
mellett trifenilfoszfinoxid volt a termékben, 37:63 m/m% -aranyban.

Termelés: 729 mg (99%)

'H NMR (500 MHz, CDCI3) § 7,32 — 7,27 (d, 2H), 6,71 — 6,65 (d, 2H), 5,53 (dd, J =
17,6, 1,1 Hz, 1H), 5,01 (dd, J = 10,9, 1,1 Hz, 1H), 2,95 (s, 6H).

LRMS: [M+H]": [C10H1aN]"-ra szamolt: 148, minta: 148.
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6. VIPY alapvaz (13)

2

Et,N 0" o

Bemértem 200 mg (0,61 mmol) 8-as anyagot és feloldottam 4 ml absz. DMF-ban, majd
hozzaadtam 28 mg (0,031 mmol, 0,05 ekv.) Pd>dbas-ot, 22 mg Q-Phost (0,031 mmol, 0,05
ekv.), 261 pl diciklohexilmetilamint (1,22 mmol, 238 mg, 2 ekv.), majd végiil a 200 pl 4-
vinilpiridint (1,85 mmol, 194,6 mg, 3 ekv.). A keletkezett elegyet 10 percig nitrogénnel
inertizaltam, majd mikrohullamu reaktorban 1 6rén 4t kevertettem 100 °C-on. A reakcioelegyet
beparoltam, ¢s flash kromatografiaval tisztitottam (eluens: DKM-MeOH 9:1). VRK és HPLC-
MS alapjan tiszta terméket kaptam.

Termelés:171 mg (80%)

IH NMR (500 MHz, CDCI3) 5 8,47 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,62 (d,
J=16,0 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 6,65 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz,
1H), 6,48 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,97 (s, 2H), 3,43 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 1,23 (t, J = 7,1 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCI3-CD30D 1:1) & 161,7, 155,4, 150,9, 149,6, 149,2, 146,4,
130,7, 127,0, 125,8, 121,3, 115,0, 109,5, 108,4, 97,1, 62,4, 44,8, 12 4.

LRMS: szamitott [M+H]" : [C21H23N203]" m/z = 351 mért: 351

7. 4-(terc-butildimetilszilil)oximetil-7-dietilamino-kumarin (14)
OTBDMS

X

Et,N 0~ o

Bemértem 1,24 g (5,02 mmol) 7-es anyagot és feloldottam 20 ml DKM-ban, majd
hozzaadtam 1,51 g TBDMSCI-ot (10,04 mmol, 2,0 ekv.), 0,60 g imidazolt (10,04 mmol, 2,0
ekv) és katalitikus mennyiségti DMAP-t (30,7 mg, 0,251 mmol, 0,05 ekv.). A reakcioelegyet 1
oran at reagaltattam, majd telitett NH4Cl-oldattal extrahaltam. A szerves fazist MgSO4-0n
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szaritottam, majd beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval tisztitottam (eluens:

hexan-etil-acetat: 9:1). VRK és HPLC-MS alapjan tiszta terméket kaptam.

Termelés: 1,53 mg (85%)

HRMS: [M+H]": [C20H32NO3Si]*-ra szamolt: 362,2151, minta: 362,2148.

8. 4-(terc-butildimetilszilil)oximetil-7-dietilamino-tiokumarin (15)
OTBDMS

X

Et,N 0" s

1500 mg (4,15 mmol) 14-es anyagot feloldottam 20 ml toluolban, majd hozzaadtam 1680
mg (4,15 mmol, 1 ekv.) Lawesson-reagenst. Az elegyet 1 o6ran keresztiil kevertettem nitrogén
atmoszféra alatt, reflux hdmérsékleten, a reakciot HPLC-MS segitségével kovettem. Ezutan a

reakcioelegyet beparoltam, és flash kromatografiaval tisztitottam (eluens: hexan-etilacetat 8:2).

Termelés: 1150 mg (74 %)

HRMS: [M+H]": [C20H32NO3SiS]*-ra szamolt: 378,1923, minta: 378,1915.

9. COUPY-tercbutildimetilszilil alapvaz (17)
OTBDMS

X

Et,N 0

200 mg (0,53 mmol) 15-6s anyagot feloldottam 4 ml absz, THF-ban, majd hozzaadtam 6
mg (0,027 mmol, 0,05 ekv.) 15-korona-5 étert, 56 mg (0,477 mmol, 0,9 ekv.) 4-
piridilacetonitrilt és 50 mg (2,12 mmol, 4 ekv.) NaH-et. Az elegyet szobahdémérsékleten 1,5
oran keresztlil kevertettem nitrogén atmoszféra alatt sotétben. Ezutan a reakcidelegyet
beparoltam, majd flash kromatografiaval tisztitottam (eluens: DKM-MeOH 99:1). A kapott

termékelegyet feloldottam 5 ml DKM-ben és 90 mg (0,53 mmol, 1 ekv.) AgNOs-ot adtam
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hozza, majd 1 6ran at kevertettem szobahdmeérsékleten sotétben. Ezutan a reakcidelegyet vizzel

extrahaltam. A szerves fazist MgSOs-on szaritottam, majd beparoltam.
Termelés: 149 mg (60%)

HRMS: [M+H]": [C27H36N302Si]*-ra szamolt: 462,2577, minta: 462,2567.

10. COUPY alapvaz (18)
OH

X

Et,N o

Osszemértem 60 mg (0,11 mmol) 17-es anyagot, 6 ml THF-t és 1 ml deszt. vizet és 3 ml
hangyasavat A reakcioelegyet egy ¢éjszakan at szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciod
végén az elegyhez DKM-t adtam és telitett NaHCOs-o0s oldattal extrahaltam. A szerves fazist
MgSOs-on szaritottam, majd beparoltam. LC-MS-alapjan a termék tiszta volt.

Termelés: 37 mg (99 %)

HRMS: [M+H]*: [C21H22NO2] *-ra szamolt: 348,1712, minta: 348,1707.

11. Boc védett SN-38-linker (21)

Osszemértem 230 mg (0,54 mmol 1,2 ekv) 19-es szamu anyagot, 3 ml absz. DMF-t, 225
ul (1,62 mmol, 3 ekv.) TEA-t, majd 177 mg (0,45 mmol, 1 ekv.) SN-38-t és 1,6 mg (0,0162
mmol, 0,03 ekv.) DMAP-t adtam hozza. A reakcidelegyet nitrogén atmoszféra alatt 1 6ran at

80 °C-on kevertettem. A reakcid végén beparoltam az oldatot, a kapott termékelegyet flash
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kromatografia segitségével valasztottam el (eluens: diklérmetan-metanol 99:1). LC-MS és

NMR alapjén a termék tiszta.

Termelés: 261 mg (96%)
HRMS: [M+H]": [Ca2H39N4Og] " -ra szamolt: 607,2768, minta: 607,2767.

12. SN-38-linker (22)

/
"H,oN

CF3C00,"

A 21-es anyagot (81 mg; 0,134 mmol) feloldottam 3 ml DKM-ban, majd hozzaadtam 1,3
ml TFA-at és 2 csepp vizet. A reakcidelegyet 1 Oran at szobahémérsékleten kevertettem. A

reakcioelegyet beparoltam, majd tovabbi tisztitds nélkiil felhasznaltam a kovetkezd 1épéshez.

HRMS: [M]": [C27H31N4Os]*-ra szamolt: 507,2244, minta: 507,2227.

13. DMASt-linker-SN-38 (1)

NEt,

Kimértem 58 mg (0,15 mmol) 11-es anyagot és 3 ml DKM-ban feloldottam, majd az
oldathoz 85 pl (0,60 mmol, 4 ekv.) TEA-t, és 95 mg (0,37 mmol, 2,5 ekv.) DSC-t adagoltam.
A reakcidelegyet 2 6ran at szobahémérsékleten kevertettem sotétben, miutan az LC-MS szerint
végbement az aktivalas. A keletkezett termékhez DKM-t adagoltam, majd haromszor telitett
NaHCOgs-tal extrahéltam. A szerves fazist MgSOas-on szaritottam, majd beparoltam.
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Az aktivalt koztiterméket €s 90 mg 22-es anyagot (0,15 mmol) anyagot 6sszemértem ¢€s
feloldottam 3 ml DKM-t, majd 85 ul TEA (0,60 mmol, 4 ekv.) adtam hozza. A reakcidelegyet
fél oran at szobahémérsékleten kevertettem soOtétben, a termék keletkezését LC-MS
segitségével kovettem. A reakcid végén kapott oldatot beparoltam, majd a termékelegyet flash
kromatografia segitségével valasztottam el (eluens: DKM-MeOH 1:0-95:5). LC-MS és NMR
alapjan a termék tiszta.

Termelés: 60 mg (43%)

HRMS: [M+H]*: [Cs2Hs7N6O10] *-ra szamolt: 925,4136, minta: 925,4153.

14. VIPY-linker-SN-38 alapvaz (24)

N\
\_
2t
o N
O a—
0]
NEt,

Kimértem 47 mg (0,134 mmol) 13-as szamu anyagot é¢s 3 ml DKM-ban feloldottam, majd
az oldathoz 75 ul (0,536 mmol, 4 ekv.) TEA-t, és 86 mg (0,34 mmol, 2,5 ekv.) DSC-t
adagoltam. A reakcioelegyet 2 6ran at szobahomérsékleten kevertettem sotétben, miutan az LC-
MS szerint végbement az aktivalas. A keletkezett termékhez DKM-t adtam, majd haromszor
telitett NaHCOs-tal extrahaltam. A szerves fazist MgSOs-on széritottam, majd beparoltam.

Az aktivalt koztiterméket és 81 mg 22-es anyagot (0,134 mmol) anyagot 6sszemértem és
feloldottam 3 ml DKM-t, majd 75 ul TEA (0,536 mmol, 4 ekv.) adtam hozza. A reakcidelegyet
fél oran at szobahémérsékleten kevertettem soOtétben, a termék keletkezését LC-MS
segitségével kovettem. A reakcid végén kapott oldatot beparoltam, majd a termékelegyet flash
kromatografia segitségével tisztitottam meg (eluens: DKM-MeOH 1:0-95:5). LC-MS és NMR
alapjan a termék tiszta.

Termelés: 30 mg (25%)

HRMS: [M+H]": [C49H51NeO10] *-ra szamolt: 883,3667, minta: 883,3690.
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15. COUPY-linkerSN-38 alapviz (25)

NC

N
NEt,

Kimértem 40 mg (0,12 mmol) 18-as anyagot és 3 ml DKM-ban feloldottam, majd az
oldathoz 67 ul (0,48 mmol, 4 ekv.) TEA-t, és 77 mg (0,3 mmol, 2,5 ekv.) DSC-t adagoltam. A
reakcidelegyet 2 6ran at szobahdmérsékleten kevertettem sotétben, miutan az LC-MS szerint
végbement az aktivalas. A keletkezett termékhez DKM-t adtam, majd haromszor telitett
NaHCOgs-tal extrahaltam. A szerves fazist MgSOas-on szaritottam, majd beparoltam.

Az aktivalt koztiterméket és 73 mg 22-es anyagot (0,12 mmol) anyagot 6sszemértem ¢€s
feloldottam 3 ml DKM-t, majd 67 ul TEA (0,3 mmol, 4 ekv.) adtam hozza. A reakcidelegyet
fél oran at szobahémérsékleten, sotétben Kkevertettem, a termék keletkezését LC-MS
segitségével kovettem. A reakcid végén kapott oldatot beparoltam, majd a termékelegyet flash
kromatografia segitségével valasztottam el (eluens: DKM-MeOH 1:0-95:5). LC-MS és NMR
alapjan a termék tiszta.

Termelés: 38 mg (35%)

HRMS: [M+H]*: [Ca9Hs0N7Qg]*-ra szamolt: 880,3670, minta: 880,3699.

16. VIPY-linker-SN-38 (2)

\+
N

NEt,

10 mg (0,012 mmol) 24-es anyagot anyagot feloldottam 1 ml acetonitrilben, majd
hozzaadtam 7 pl (0,12 mmol, 17 mg, 10 ekv.) metil-jodidot. Az elegyet bombacs6ben, 50 °C-
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on 2 oran keresztiil kevertettem. Szobahdmérsékletre hiités utan a reakcioelegybol kristalyos
lila szinti anyag valt ki, amely VRK és HPLC-MS alapjan tisztan terméknek bizonyult. A nyers
terméket preparativ HPLC-vel tisztitottam TFA-s eluenssel.

Termelés: 8 mg (74%)

HRMS: [M]*: [CsoHs3NsO10]*-ra szamolt: 897,3823, minta: 897,3860.

17. COUPY-linker-SN-38 (3)

NC

=

\ (@]
Nt/
/

NEt,

30 mg (0,034 mmol) 25-6s anyagot anyagot feloldottam 1 ml acetonitrilben, majd
hozzaadtam 21 pl (0,34 mmol, 48 mg, 10 ekv.) metil-jodidot. Az elegyet bombacsében, 50 °C-
on 2 oran keresztiil kevertettem. Szobahdmérsékletre hiités utan a reakcioelegybdl kristalyos
lila szinli anyag valt ki, amely VRK és HPLC-MS alapjan tisztan terméknek bizonyult. A nyers
terméket preparativ HPLC-vel tisztitottam TFA-s eluenssel.

Termelés: 27 mg (88%)

HRMS: [M]*: [CsoH52N700]*-ra szamolt: 894,3827, minta: 894,3865.
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8. Osszefoglalas

Kutatémunkam soran a célom olyan molekuldk szintézisének kidolgozasa volt, amelyek
képesek lathatd fény hatasara célzott hatdanyagfelszabaditasra. Erre a célra harom kiterjesztett
n-elektronrendszeri kumarinvazas fotolabilis vegyiiletet kapcsoltam 06ssze Onfelaldozo
linkeren keresztiil egy kemoterapias szerhez. Sikeresen eldallitottam egy kék, zold és egy
narancssarga fényre aktivalhatdé konjugdtumot, majd ezeknek felvettem az abszorpcids
spektrumat és vizsgaltam a fotolizisikket HPLC-MS segitségével. A kék fényre aktivalhato
molekula (DMASt-PL-SN38) esetében felmeriilt vizoldhatésagi problémak miatt a biologiai
felhasznalasa korlatozott, viszont a masik két konjugatum (COUPY-PL-SN38 és VIPY-PL-
SN38) igéretesnek bizonyult.

A Kkutatocsoport biologus tagjai SK-OV-3 (petefészekrak) sejtvonalon citotoxicitas
vizsgalatot végeztek ¢és megallapitottdk, hogy a COUPY-PL-SN38 ¢s VIPY-PL-SN38
vegyltiletek kiemelkedd sotétstabilitassal birnak, és a konjugdtumokban nagy hatékonysaggal
gatolt a hatdanyag biologiai aktivitdsa (VIPY: >100x, COUPY: ~25x, IC50 ndvekedés). Fény
hatasara sejtes kornyezetben sikeresen szabaditottak fel a topoizomeraz I gatlo SN38-at a
hat6anyag-konjugatumokbdl €16 szervezetekre teljesen artalmatlan zold és narancs fénnyel. A
bevilagitott konjugatumoknal kozel azonos citosztatikus aktivitast allapitottak meg, mint a
szabad hatdanyagnal, igy a vegyiiletek kivaloan alkalmasak lathato fénnyel aktivalhatod

kemoterapiara.

A szintézisut kidolgozasa soran a kis anyagmennyiségek a molekulak dsszetettsége miatt
a karakterizalas még nem minden esetben tortént meg, igy tovabbi terveim kozott szerepel a
molekulak nagyobb méretben torténd eldallitasa, karakterizalasa és részletesebb

spektroszkopiai vizsgalatok elvégzése.
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