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Napjainkban egyre boéviil az olyan vegylletek gyogyszerkémiai és kémiai biologiai
fejlesztése, melyek adott célfehérjéhez vagy egyéb mas, a szervezetben talalhato
makromolekulahoz kovalens médon kapcsolodnak.™ 2 Rendkiviil fontos, hogy egy hatéanyag
a szervezetben hol, mikor, és hogyan fejti ki hatdsat, igy ennek felderitésére komoly
eréforrasokat forditanak az alapkutatas soran.> 4 51 Az elmalt évtizedek kutatasai arra
vilagitottak ra, hogy a kovalens kotddést eredményezd modszerek koziil szamos eljarassal
rendkivil precizen és szelektiven befolydsolhaté a fehérjék miikodése, és a vegylletek
kotédésének szabalyozhatdsaga ma mar nem kérdéses.!® 7 8 Egy, mar 50-60 éve ismert, de csak
a 2010-es évektol igazan elterjedt eljaras a fotoaffinitas jelolés vagy fotocimkézés, mely soran
a kovalens kotédés egy fény hatasara képzédo reaktiv koztitermék altal valosul meg.[
Fotocimkézéshez azidokat, benzofenonokat, diazonium-szarmazékokat, illetve diazirineket
hasznalnak reaktiv kotéelemként, melyek gyokok, karbének vagy nitrének prekurzorai.l!

Kutatdbmunkam soran egy, az elézéektol eltérd vegylletcsalad, a szulfonilhidrazonok
fenyre aktivalhato kovalens kotéelemként vald alkalmazhatdsagat terveztem igazolni.
Oxovegyiiletek és szulfonilhidrazidok reakciojaban szulfonilhidrazonokat allitottam eld, és
vizsgaltam reaktivitasukat vizes kozegben fény megvilagitas hatasara, kiilonb6z6 pH-n és
pufferekben. Vizsgaltam az el6allitott vegyuletekkel lejatsz6dd Bamford-Stevens/Shapiro
reakcio id6- es szubsztituensfuiggéset is. Ezen felul terveztem potencialisan biologiailag aktiv

szarmazékok elballitasat is kiilonboz6 fehérjecélpontok kovalens jeldlése céljabol.



Garami Kristo6f Noel

2 |IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Bevezetes a fotofarmakologiaba

A fénnyel kapcsolatos kutatasok az elmult évtizedekben rendkivil elterjedtté valtak
szamos tudomanyterileten. A gydgyszerkutatas és a kémiai biologia teriletén is nagy figyelmet
kaptak olyan jellegi torekvések, melyek sordn megfelelé hullamhosszi elektroméagneses
sugarzas hatdsara egy vegyulet tulajdonsagai tervezett és kivant moédon megvaltoznak, és
ezéltal felhasznalhatova valik biologiai kozegben, bioldgiai célpontokon o 11 12 A
gyogyszerkémia  és  gyodgyszerészet ezen  részét  fotofarmakoldgianak  vagy
optofarmakolégianak nevezik.[*®!

Az agazat egyik jelent6s részét kepezi a fotodinamikus terépia, mely soran a szervezetbe
juttatott fényérzékenyitd vegyiilet fény és a jelenlevd oxigén hatasara gyokokké alakul vagy

gyokoket general, melyek a kivant sejtek szelektiv elpusztulasahoz vezetnek (1. dbra).lt

0

.
W -

1. f 2. 3. 4,

A fényérzekeny vegyiilet A szervezetbe bevitt A hatdanyag fény hatdsara A célsejtek szelektiv

injektalasa vegyiilet a célsejtek kortl aktivalodik. modon elpusztulnak.

koncentralodik.,
1. bra: Fotodinamikus terapia

Az eljaras kilonleges esetekben, példaul a rakos sejteknél kivanatos lehet, azonban akar ekcéma
vagy herpesz kezelésére is léteznek fotodinamikus terapian alapulé modszerek.[*S: 16l
Egy masik elterjedt fotofarmakologiai mddszer a fotolabilis blokkolocsoportok alkalmazasa,
azaz a ,,photocage” eljaras, mely sordn egy hatéanyagot a megfeleld id6ben és helyen
besugarzads hatdsara lehet felszabaditani egy fotolabilis molekularészlet irreverzibilis
lehasitasaval, mely addig a hatéanyag biologiai aktivitasat gatolja (2. abra).l'” 18 A célzott
hatéanyag leadds a kemoterapids eljardsok soran jelent6s szereppel bir, ugyanis ezzel a

mellékhatasok feltehetéen csokkenek, illetve a kivant hatés felerésodik. 18!
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A szervezetbe keriilt inaktiv, bezart
hatéanyag megvilagitasa fénnyel.

célfehérje

A megvilagitas hatdsara a biologiailag

A felszabadult hatéanyag kifejti
aktiv molekula felszabadul

hatasdt a szervezetben.
2. bra: Photocage eljaras

Egy, az el6z6ektdl eltéré modszer a ,,photoswitch” eljards, mely soran a hatéanyag feny

hatasara ki és be kapcsolhato egy reverzibilis reakcion keresztiil, ami jellemz6en példaul E/Z
izomerizacio. A szerkezetvaltozas kovetkeztében a molekula tulajdonsagai is megvaltoznak,

igy a hatéanyag inaktivan bekeriilve a szervezetbe aktivalhato, illetve sziikség szerint
deaktivalhato a megfeleld energiaju fény hasznalataval (3. abra).[t*2021

' ]l\'l
I hv,

3. abra: ,,Photoswitch” eljaras

¥

Receptorok vizsgalatara is alkalmasak ezek a molekulak, példaul nikotin receptorok
vizsgalatara azobenzol-szarmazékokat hasznaltak (4. abra).l??

: R /o
7N \\ p 7N
th —
N=N = = N=N
— h\’2
\ |/ 1 2

R, FE-izomer Z-izomer

4. abra: Azobenzol-szarmazékok fénykatalizalt reverzibilis E/Z izomerizécidja
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A szervezetben végbemené molekularis kdlcsonhatdsok megeértéséhez szikseéges a
molekulakkal kdlcsonhato fehérjék azonositdsa és sok esetben azok szerkezeti jellemzése, a
kotoédés altal Kialakult valtozdsok kovetése. A tapasztaltak értelmezése rendkivil fontos
szerepet jatszik 0j gyogyszerkémiai, farmakoldgiai és kémiai biolégiai kutatasok sikerében. [l
Egy erre alkalmas fotokémiai fehérjejelol6 mddszer a fotoaffinitas jelolés, amit Frank
Westheimer mar az 1960-as években bemutatott/alkalmazott a 3 diazoacetil csoportot

A,

N2 o

hasznalva (5. abra).[?4l

5. abra: Diazoacetil csoport szerkezete

A fotoaffinitas jelolés egy kémiai eljaras, melynek alkalmazasa soran tObbek kodzott
felismerhetiink és jellemezhetiink kiilonb6zd receptorokat, fehérjéket, illetve tanulmanyozni
tudunk kiilonboz6 ligandum-receptor kélcsonhatasokat is.1?>! Az eljaras szerkezetmeghatarozo
szerepe azokban az esetekben bir nagy jelentéséggel, amikor az egyéb, altalanosabb
maodszerekkel (pl.: rontgen, NMR) ez nem valdsithatd meg (pl.: bioldégiai membranok
vizsgalata), illetve amikor példaul mikroszkopos vizsgalatok elvégzésehez irreverzibilis jelolés
szlikséges. A mddszer Iényege, hogy egy nagy affinitasi probavegyuletet vagy hatdéanyagot
inert fényérzékeny csoporttal latunk el, amely fény megvilagitds hatasara aktivalodik, és a
célfehérjéhez kovalensen kapcsolodik (6. abra). Fontos kilonbseg a reaktiv kovalens
inhibitorok és jelol6khoz képest, hogy fotoaktivalas nélkil a kotédés irreverzibilis, a besugarzas

el6tt a vegyulet csak reverzibilisen kapcsolodik, tehat szabalyozhat6 a reaktivitasa.

- ‘ hv =
Lo - @& @

6. &bra: Fotocimkézés
A 6. abran az lathat6, hogy el6szor egy reverzibilis reakcioban masodlagos kolcsonhatasok
alakulnak ki, amelyekért a prébavegyulet nem kovalens szerkezeti egysége felel, majd fény
megvilagitas hatasara létrejon a kovalens kapcsolddas a hatdanyag és a célfeherje kozott. A
fotoaffinitas kotdelem, melyet az amigy reverzibilisen, és szelektiven a makromolekuldhoz

kot6do biologiailag aktiv vegyuletre (farmakofor) elézetesen réépitlink, megvilagitas hatasara
5
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egy reaktiv &genssé alakul és a képz6do reaktiv intermedier képes a fehérjéhez irreverzibilisen
hozzakotddni. A nem egyensulyi kotddésnek kdszonhetden a jeldlés fennmarad, amig az adott
makromolekula le nem bomlik, vagy ki nem iiriil a szervezetbdl, igy a bioldgiailag aktiv
vegyulet hatasa potencialisan felerdsithet6 a reverzibilis hatdanyagokhoz képest.

A fotocimkézéshez hasznalt fényre érzékeny csoport megvalasztasa fontos szempontok
alapjan torténik.?>! Rendkiviil l1ényeges, hogy maradjon inert fotoaktivalas hianyéaban, illetve,
hogy az affinitdsi egység aktivalasa ne igényeljen szélsGséges korilményeket, mely a
szervezetben 1évé molekulakat kéarositana. Tehét idealis esetben a hasznalt fény hullamhossza
350 nm-nél nagyobb, és a fotocimkézéshez alkalmazott molekula viszonylag széles pH-
tartomanyban stabil. Fontos, hogy az aktivalas hatasara képz6dd koztitermék legyen kelléen
reaktiv es rovid élettartamd. Tovabba a fotofor bioldgiailag aktiv hatdanyagra kapcsoldsa nem
szabad, hogy szdmottevéen megvaltoztassa annak affinitasat, fehérjéhez kotodési képességét,
mely nagyobb méretii, a szerkezeten nagyobb valtoztatdst okozo fotoaktiv csoportok
hasznalatakor merulhet fel problémaként. A tdl nagy csoportok tovabbi hatranya, hogy
esetleges sztérikus gatat is létrehozhatnak a fotocimkézés soran, mely lassitja vagy akéar gatolja
a fotocimkézést (az ¢él6 szervezetet pedig minél rovidebb ideig szeretnénk Kitenni a
megvilagitasnak). A kisméreti fotoaktiv csoportok tehat altalaban elénydsebbnek bizonyulnak,
azonban érdemes megjegyezni, hogy nincsen egy altalanosan mindenre alkalmazhato,
univerzalis fotocimkézd vegyiiletcsalad. Kifejezetten érdekes lehet, ha egy bioaktiv molekula
szerkezetében fellelhetd egy fényre érzékeny csoport, hiszen abban az esetben a szerkezet
madositasa nélkiil hasznalhato lehet fotocimkezésre.

A fotoaffinitas jel6léshez hasznalt molekulakat megkiilonbdztethetjuk a besugarzas
hatdsara képzod6 reaktiv csoportok prekurzorai, illetve a létrejott reaktiv csoport szabad
elektronszama szerint is. Fényre érzékeny csoportként jellemzbéen azidokat, diazirineket,
diazénium vegylleteket (sdkat), illetve benzofenon-szarmazékokat szoktak hasznalni, a

bel6liik in situ képz6do reaktiv csoport pedig jellemzben nitrén, karbén vagy gyok (1. tablazat).

1. tablazat: Fotocimkézé vegyiiletcsaladok €s a bel6liik képz6do reaktiv intermedier

azidok | diazoniumvegyiletek | diazirinek | benzofenonok

Képz6do reaktiv csoport | nitrén karbén karbén gyok

Erdemes megemliteni, hogy az elektrofil kotéelemektél eltérden, amelyek specifikusan

a fehérjék nukleofil aminosav oldallancait képesek megjeldlni, a fotoaffinitds kotéelemek az

6
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oldallanc jellegétol fuggetlenul kotddhetnek, igy szélesebb korben alkalmazhat6ak.
Ugyanakkor természetesen ezekben az esetekben még fokozottabban figyelni kell az off-target
kdlcsonhatésok elkertilésére, tehat minél nagyobb affinitasu vegyiletet kell alkalmazni. Az
egyes vegylletcsaladok esetén az alapvazon talalhatdé kiilonbozé — szubsztituensek
nagymértékben befolyasoljak a vegyuletek tulajdonsagait, igy azok segitségével oldhaté meg a
finomhangolas, mint példaul az aktivacidhoz sziikséges hullamhossz, vagy a bevilagitashoz
szlikséges id6. Az aldbbiakban a fotoaffinitas jeloléshez alkalmazott vegyiletcsalddokat

mutatom be réviden.

Az azidok (R-N3) fotocimkézésben vald alkalmazésarol szamos példat talalhatunk a
szakirodalomban.?8! A vegyiiletcsalad elterjedését konnyii eldallithatosaganak, illetve kémiai
kornyezetben valo inertsegének koszonheti. Egy amino csoportot tartalmazd vegydlet
diazotalasa soran képz6d6 diazoniumso azidda alakitasaval vagy egy halogén-szarmazékon
vegrehajtott halogén-azid cserével kaphatd meg az azid-szarmazek. A feny hianyaban inaktiv
azid-szarmazék megfelel6 hullamhosszu fény hatasara nitrént képez (7. abra), ami a legtébb
alkalmazés esetén egy makromolekula C-H kotéseibe ékelédik be.

Ar—N, Lp- Ar-N :
4 o 5
7. bra: Nitrén képzodése aril azidbol

A képz6do szinglet nitrén atalakulhat triplet nitrénné, illetve mellékreakcioként atrendezddhet

dehidroazepinné vagy biciklusos benzazirinné (8. abra).

N3 hV }\]Z =
o= — O O
6 7 =8 9
Nu

(Nu= R-OH, R-SH

R-NH,, R-SH)

= SR
G

— NH,

10 Nu 11

8. bra: Aril-azidbdl képzodé nitrén atrendezédése®
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A nitrén a fotoaffinitas jelolés szempontjabol kedvezé mdédon nem aminosav-szelektiv, mig az
atrendez6dés soran képz6d6 azepin (8) és biciklusos vegyulet (9) megfelelé nukleofilokkal
(cisztein, hisztidin, lizin) képes reagalni, azonban a képz6dé addukt sok esetben instabil
proteolitikus kdrnyezetben. Az azidok kozil fotoaffinitds jeloléshez az aril-szarmazékokat
(aril-csoport kedvez6bb tulajdonsagokkal bir, mint egy alkil, vagy acil csoport), azon bell is a
szubsztitualt aril azidokat alkalmazzak, amelyek esetén az atrendez6déssel jard mellékreakciok
mértéke joval kisebb. A szubsztitudlatlan aril azidok megvilagitdsa soran képz6do nitrén mar
emlitett intramolekularis atrendezddései nem kivanatos mellékreakciok, melyek esetében a
jelolési hatékonysag csokken (a legtobb esetben nincs jel6lés), hiszen énmagaval reagal a
kotéelem. A szubsztitualt aril azidok esetében azonban a képzddd nitrén nem alakul at (vagy
csak sokkal lassabban), igy esetiikben az emlitett mellékreakcié nem all fenn, a C-H kotésekkel
val6 reaktivitas viszont fennmarad.?l A jellemzd szubsztitticios mintazat a fluorral torténd
helyettesites, fluorozott aril azid szarmazékokat széleskérben hasznaltak mar fotocimkézések
soran.[®?1 Az azidszarmazékok nitrénné alakulasahoz szilkséges fény hullamhossza jellemzden
300 nm alatti, melyet a sejtes kzeg keveésse toleral. Tovabbi hatranya a vegyuletcsaladnak,
hogy egyéb mellékreakciok is felléphetnek a fotocimkézés soran, miszerint az azidok aminokka
redukalodhatnak tiolok jelenlétében, illetve tovabbi hatranyuk, hogy a fotocimkézéshez akar 2
Oras besugarzasra is sziikség lehet.[?!

Az azidok alkalmazaséara példa egyes 3,5-diaril-1,2,3-oxadiazolok médositasa, amelyek

az apoptdzis, illetve a tumor névekedés szelektiv inhibiciojara alkalmasak (9. &bra).[?%

cl cl Cl h
[K\{NYQ/CI [K\{NYO/NB [K\VNYQ/M
N ) S ~ S / 3
O-N O-N O-N H

12 13 14

9. dbra: Tumorndvekedés inhibicidjara alkalmas molekula (12) és annak modositott
szarmazekai (13, 14)

A Klor-azid csere a 12 oxadiazolon nem véltoztatta meg a molekula bioldgiai aktivitasat, igy az
azidcsoport molekulaba valo beépitésével fotocimkézésre potencalisan alkalmas molekulat
allitottak el6, melynek triciumszarmazékadt (14) besugaroztak mellrak tumorsejtek
kdrnyezetében. A megvildgitds sorén sikeres keresztkapcsolast értek el, melynek koszonhetéen

azonositottak 14 fehérjecélpontjat, ami altal racionalis hatéanyagtervezésre nyilik lehetéség.?®
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Az oxazolidinonok a szintetikus antibiotikumok egyik csoportjat képzik, melyek a
fehérjeszintézist lassitjak a riboszoma megzavarasaval. A zavarés pontos helyének és mddjanak
meghatarozasara 15 azidot Staphylococcus aureus sejtekkel inkubaltdk, majd bevilagitas utan
feltérképezték a vegyiilet hatasmechanizmusat (10. abra).i?®!

0 LN
L8
o

10. &bra: Biologiailag aktiv fotocimkézesre alkalmas molekula

15

2.2.2 Diazo- és diazoniumvegytiletek

Az els6 fotoaffinitas jel616 molekula a diazoacetat volt, mely utan szamos diazoketont
illetve aril diazoniumvegyiiletet szintetizaltak fotocimkézd reagensként kedvezd fotokémiai
tulajdonsagaiknak készonhetéen. Az arildiazonium vegyiletcsalad egyik kedvez6 tulajdonsaga
a diazonium csoport kis méretében rejlik, azonban az elektronszivé csoportot tartalmazé
szarmazeékok esetén korilményesebb az eléallitasuk, ezek csak savas kozegben stabilak.
Viszont orto és para helyzetben elektronkiildé szubsztituensek novelik a stabilitast és kedvezo
fotokémiai tulajdonsagokat biztositanak a vegytleteknek: a molekuldk mar 300 nm feletti
hullamhosszu fényt is képesek abszorbealni. Ezeket a vegyuleteket hasznaltdk mar fehérjék
jeloléséhez, a megvilagitas hatasara karbén (17) vagy karbokation (19) koztitermék képzodik
és nitrogén gaz fejlodik (11. abra).

F3C N, hy F,C .
HOOC HOOC .
16
hv
Ar-N, "X - Ar*
18 19

11. dbra: Diazovegyilet és diazéniumsé fragmentaldédasa besugarzas hatasara
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A diazoketonok karbént képeznek nitrogéngéaz fejlédése kozben, de emellett felléphet a
fotocimkézés soran egy nem kivanatos atrendez6dés, miszerint a képz6dé karbén keténné
alakul. Ez a savszarmazék ugyan kepes nitrogen-nukleofileket acilezni, azonban a jeldlés a
ketén esetében joval kisebb mértékben megy végbe, mivel a ketén konnyen hidrolizal. Az alfa
helyzetben talalhat6 trifulormetilcsoport az atrendezddést nagy mértékben csokkenti, igy azok
a szarmazékok igen népszertiek.

A biol6égiai membranok nagyrészt lipidekbél és fehérjékbol épilnek fel, melyek
szerkezete és tulajdonsdgai tovabbi feltérképezésre szorulnak. Jelentds szereplk a sejtek
védelme és szamos esszencidlis folyamatban vesznek részt, mint példaul a jeltovabbitas vagy
az ionok, molekuldk transzportja a membranon keresztul. Tanulményozdsuk altal értékes
informéaciok birtokaba juthatunk. Emlitést érdemel tovabba, hogy a membranban talalhatd
fehérjék rendkivil fontos célpontok a gyogyszerkémidban. Lipid membranok szerkezetét
vizsgaltak diazonium vegyuletekkel fotoaffinitas jelolés modszerét alkalmazva, amely soran
egy foszfolipid és a citokrom b5 kozott keresztkapcsolast sikerult Iétrehozni egy trifluormetil-

diazoészterrel (12. abra).E%

F.c. Il CuH
3 \")L ’11 22\\(

v

12. abra: Diazoészter funkcids csoporttal médositott foszfolipid

Emellett emlitést érdemel egy rendkiviil egyszer(i dimetilanilin-sz&rmazék (21) (13. &bra),
amelyet a nikotinos acetilkolin receptor fenciklidin kotéoldal irreverzibilis blokkolasara

hasznaltak.[3

R :
N/

21 |

13. dbra: Diazéniumsé nikotinos acetilkolin receptor gatlasara
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A diazirin egy haromtagu gyurii, amelyben két nitrogen atom kettds kotéssel egymashoz
kapcsolddva és egy tovabbi szénatom taldlhatdé. Ez a szénatom kapcsolodik egy linkeren
keresztil a nem kovalens vazhoz a fotoaffinitas jelolésre alkalmazott vegylletekben. A
diazirinek fotokémiai reakcié soran torténd karbénképzédés mar 1966-ban ismert volt (14.

abra), az aril diazirin vegyiiletcsaladot, mint fotocimkézéshez hasznalt reagenseket, elészor
1973-ban alkalmazték.[?!

CF;
22 23

14. abra: Karbén képzodése diazirin-szarmazekbol egy reprezentativ peldan keresztiil

A fotokémiai fragmentalodas sordn szinglet karbén képzddik, mely egy kozeli aminosavhoz
kovalens modon képes kapcsolodni.l®¥l A diazirin és a diazo csoportok izomer viszonyban
vannak egymassal, igy a megvilagitas hatasara reaktiv diazo vegyiilet képzédhet, ami aztan
tovabb fragmentalodik karbénné. Tehat a diazovegyuletekhez hasonld a reaktivitasa,
ugyanakkor besugarzas nélkiil a harmas gytiriis szerkezet stabilabb prekurzor, mint a szabad
diazo- vagy diazonium csoport. A diazirinek el6allitasa altalaban ketonokbol térténik
bonyolultan, tobb Iépéses szintézisben. Az eljards soran elészor imint, majd diaziridint
képeznek es ezt kovetéen oxidativ dehidrogénezéssel alakitjak ki a diazirint. Elonyiikre szolgal
azonban j6 pH- és homérséklettiird képessegik, kis meretik, illetve inertséguk bioldgiali
kornyezetben fénybesugarzas hianyaban.!®¥1 A gerjesztéshez sziikséges fény hullamhossza mar
350-380 nm korili, az azidokhoz képest tehat a korabbiaknal kisebb energidju fénnyel is
megvalosithatd az aktivalas, illetve a jeldles szelektivitasa is altaldban jobbnak bizonyul az
eddig bemutatott vegyuletcsaladokhoz képest. A legujabb kutatasi eredmények arra utalnak,
hogy feltételezhetd a karboxi funkcids csoportok preferdlt jelolése.®* A diazirinszarmazékok
alapvetden két nagy csoportba sorolhatéoak az alapjan, hogy alifds vagy aromas csoportok
kapcsolodnak a hdrmas gyiirti szénatomjahoz.1®¥ A trifluorometil-arildiazirinek illetve a metil-
etildiazirinek gyakran alSkalmazott vegyiiletek fotocimkézéshez.®¥! Az aril- és az alkil-
diazirinekbdl is karbén, illetve diazo-intermedierek képzddnek besugarzas hatdsara, azonban

eltéré mertékben. Az alkildiazirinek elényds tulajdonsaga, hogy a bel6liik képz6dé alkil-diazo-
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intermedierek szelektiv mddon Iépnek reakcidba az aminosavak savas oldallancaival, mely
reaktivitds az aril-diazirinekre nem jellemz6. A savszelektivitds eredményeként jé
hatékonysaggal képesek az alkil-diazirinek karbonsavakat tartalmazé membranfehérjéket vagy
nagy negativ toltési elektrosztatikus feliilettel rendelkezd fehérjék kovalens jelolésére, mint
példaul a szarvasmarhaszérum-albumin. Mig az alkil-diazirinek jelolési hatékonysaga er6sen
fligg a pH-t6l, addig az aril-diazirinek jelolési hatékonysaga a pH-tol fiiggetlen. 34

Klikk reakcidban és fotoaffinitas jelélésben alkalmazhaté diazirin-szarmazékokat (24,
25) kapcsoltak kismolekulas kinaz inhibitorokhoz (26, 27), melyekkel tobbféle kinaz célpont

azonositasat végezték el (15. abra).*!

M /\N)=£/\

HOOC HoN ’s
Q 1 " .
~ _ N.
NN H N \H SN
OHS\ MNNNM\\\ \ N/>_ HN
H 5 N;_/—<\ \
26 (0]
o)

15. abra: Klikk reakcioban alkalmazhato diazirin-szarmazékok kinazok fotocimkézéséhez

A benzofenon-szarmazékok (diarilketonok) konnyt eléallithatosaga, illetve viszonylag
magas hullamhosszi fény (350-360 nm) hatasara reaktiv kettés gyokké alakulasa lehetévé teszi
a vegylletcsalad fotocimkézésben valdé alkalmazasat. Erdemes megemliteni, hogy
acetofenonokkal is végeztek hasonld kisérleteket, de kevesebb sikerrel.Bl A reaktiv
intermedier képzOédése a benzofenon-szarmazékok esetén egy egyensulyi folyamat, mely a
cimkézés hatékonysagat segitheti el tobbszori gerjesztés-relaxacio cikluson keresztil (16.
abra).[?8] A makromolekuldhoz valo kapcsolodas feltehetden ugy torténik, hogy a képzddott
intermedier a makromolekulabol kihasit egy hidrogéngyokot mellyel megsziinik a kett6s gyok,

és a képz6dott benzofenon gyok hozzékapcsolddik a 1étrejové makromolekula gyokhoz.
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16. abra: Reaktiv kett6s gyok képzédése benzofenonbol

A benzofenonok mérete joval nagyobb, mint egy azid vagy diazocsoporté, ami egyrészt
befolyasolhatja a hozzékapcsolt probavegyilet affinitasat, masrészt sztérikus okokbol
megnehezitheti a gyokképzddést €s a gyok stabilizalasaval csokkentheti a gyok reaktivitasat.
Tovabba sok esetben hosszabb ideig tartd megvilagitast igényelnek, mint a tdbbi
vegyliletcsalad, melynek kovetkeztében felerésodhet a nem specifikus jelolés is, illetve a
fehérjék denaturalodasa. Emellett vizben val6 oldhatésaguk sok esetben csekély a két aromas
gylrti miatt, ami ugyancsak kedvezoétlen, hiszen a fotocimkézesek tdlnyomdrészt vizes
kdzegben torténnek. 2!

Egyes benzofenon-szarmazekoknak a y-szekretdz mesterséges inhibicidjaban van szerepe. A vy-
szekretaz egy integralt membranproteaz mely az amiloid prekurzor fehérjéket hasitja fel és igy
AP-fehérjéket szabadit fel, melyek jelentds szerepet jatszanak az Alzheimer-kor
patogenezisében. A vy-szekretaz inhibiciojaval a folyamat lassithatd, melyet korabban
kiilonb6zé  benzofenon-szarmazékokkal,  példaul  4-benzoil-benzoesavval  végzett

fotocimkézésekkel meg is valositottak (17. abra).?!

17. dbra: Fotocimkéz6 benzofenon kotéelem (30) és egy modositott gamma szekretaz
inhibitor (31)
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2.3 Hidrazonok

A hidrazonok &ltalanos szerkezeti képlete: RRi-N-N=CR2R3, két szomszédos
nitrogénatom koziil az egyik kettdskotéssel kapcsolodik egy szénatomhoz. Oxovegyiiletek
(akér aldehidek akér ketonok) és hidrazin/hidrazid reakcidjaval allithatdak eld, altaldban
alkoholos kozegben viszonylag egyszertien, j6 termeléssel. Az altalunk alkalmazott hidrazonok
(32) szerkezete a 18. abran lathatd, az R1 csoport hidrazinbdl szintetizalt hidrazonok esetében
egy hidrogénatom, hidrazidokbol szintetizalt hidrazonok esetében pedig a kiindulasi hidrazid
szerkezetébdl szarmazik. Az Rz és Rz csoportok a kiindulasi keton vagy aldehid szerkezetétdl
fiiggbden lehetnek hidrogénatomok, alkil-, illetve arilcsoportok.

Ry

HN .

N
M
Ry Rj
32

R4= H, alkil, aril, acil, szulfonil
R, Ry=H, alkil, aril

18. abra: Az altalunk alkalmazott hidrazonok altalanos szerkezete

A hidrazonok szerkezetét tekintve a szén-nitrogen kettds kotés a ketts kbtésben részt nem vevo
nitrogén maganyos elektronparjaval konjugacioba lép. Mindkét nitrogénatom nukleofil
sajatsagokkal bir, de az NH-csoport reaktivabb, mint a kettés kotésben résztvevé nitrogénatom,
és savas tulajdonsagu, viszonylag kénnyen deprotonélhaté (pKa ~ 5-9).58

A vegylletcsalad felhasznédldsa a gyogyszerkémiaban igen széleskorii. Szamos
biologiailag aktiv hidrazon, illetve szulfonilhidrazon ismert az irodalomban, tobbek kozott
fajdalomcesillapito, gyulladascsokkentd, antibakterialis, s6t rakellenes hatasu vegyiletek is (19.

abra).

Cl
HO
COOH O
@] MeO NS
N N Cl
N H
- H HO
N 34
| o
rakellenes hatas antibakterialis hatas

19. abra: Példa bioldgiailag aktiv hidrazonokral®
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Nemrégiben szulfonilhidrazon-szarmazékokat fejlesztettek foszfodiészterdz-4 (PDEA4)
inhibitorként, melynek gatlasa az asztma, illetve kiilonbdzd gyulladasos betegségek kezelésére

lehet alkalmas (20. abra). %!

35
20. abra: Potencialis PDE4 inhibitor

Egyes hidrazonnal modositott gyogyszerek esetén azt hasznaljak ki, hogy a hidrazon kotések
semleges kémhatés esetén stabilak, azonban a lizoszoma savas kozegeben felhasadnak, és a
hatéanyag felszabadul a sejtben, ahol Kkifejtheti hatdsat. Ennek egy felhasznalasa a
rakgyogyaszatban alkalmazott doxorubicin molekula maszkirozasa hidrazonnal, amely igy a
sejten kiviil nem hatasos, csak a megfelel6 sejtbe juttatva.[*!] Néhany tovabbi biologiailag aktiv
szulfonilhidrazon a 3.5.2 fejezetben keril részletesen ismertetésre.

Hidrazonok diazéniumséva alakitasa ismert reakcio az irodalomban, melyek kdzul az
egyik modszer fotokatalitikus modon megy Vvégbe: tozilhidrazonbol (32a) kiindulva
diazovegyuletet (37) kapunk, amely nitrogénvesztéssel olefinné alakulhat. (21. abra). Ezt a
reakciot William Randall Bamford és Thomas Stevens kutatok utan nevezték el. A Bamford-

Stevens reakcio soran erds bazist (pl.: NaOMe, KH, NaH) alkalmaznak (21. abra).[*?

Ts Ts N@
HN. B: ON. -shi
N > "YW . NO Ashif
I -BH I Ts © -Ny ©/\
37 38
32a 36

21. 4bra: Bamford-Stevens reakci6

A hidrazon NH az er6s bazis hatasara deprotonalodik, majd egy eliminacios Iépésben
diazo vegyiilet képzddik, melybdl ezt kdvetden egy nitrogén molekula kilépésével, majd 1,2-
hidrid-shifttel alakul ki az olefin. Melléektermékként még p-toluolszulfonat anion marad az
oldatban. A deprotonélas az abran feltiintetett helyen torténik meg, a negativ toltés megjelenése

(36) segiti el6 a szulfonilcsoport tAvozasat.
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Az elézdvel azonos kimenetelii, azonban némileg mas koriilmények kdzott végbemend
eljaras a Shapiro-reakcid, mely soran a tozilhidrazonok szubsztitudlt alkénné (40) alakulasa

litialason keresztiil valdsul meg (22. abra)."!

Ts
|
HN\N 2 ekv. BuLi Li elektrofil (E) E
32a 39 40

22. &bra: Shapiro reakcid

A fent emlitett két reakciot (Bamford-Stevens/Shapiro) elsGsorban olefinek elballitasara
hasznaltak, ez okozta az elterjedésiiket, azonban ha a képz6dd diazovegyiiletet megfeleld
hullamhosszu fénnyel megvilagitjuk, akkor in situ reaktiv, rovid élettartamu karbén keletkezik

(41), mely szamos tovabbi felhasznalast tesz lehetové (23. abra).

N@
[I\Ij® hv

EEE— .

N, .
37 i 41

23. Abra: Karbén képzdédése diazovegyiiletbol
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Kutatomunkam célja egy Uj vegylletcsalad fejlesztése fotocimkézésben valo
alkalmazashoz. A szakirodalom Aattekintése alapjan gy gondoltam, hogy a hidrazon-
szarmazékok alkalmasak lehetnek erre a célra, kihaszndlva a Bamford-Stevens/Shapiro
reakcidt, amely sorén a képz6dé diazovegyiilet (37) fény hatésara reaktiv karbénné (41) alakul,
ami képes lehet fehérjék aminosav oldallancainak kovalens modositasara (24. abra).

Ts s ©
HN. @N\N S)
@/U\ B: ©)\ hv hy
— — O SN
S) "N
- BH -Ts
32a 36 37 41

24. abra: Karbénképzédés diazoniumvegyiiletbdl fotokatalitikus reakcidban

A fotocimkézésben vald alkalmazashoz vezetd vizsgalatok elsd 1épései kozé tartozik, hogy a
kérdéses molekulat UV-fény besugarzas ala vetem egy gondosan kivalasztott reakciopartnerrel,
és vizsgalom, hogy torténik-e valtozas: valtozik-e a hidrazon mennyisége, és képzédik-e addukt
a valasztott vegyulettel.
El6zetes megfontolasok alapjan a kutatocsoport szamara rendelkezesre allo hidrazonok kozil
probavegyuletnek 32a tozilhidrazont valasztottam, mellyel el6zetes Kisérletek soran
stabilitasvizsgalatot végeztem kiilonbozé pufferekben, és azt tapasztaltam, hogy a molekula
PBS és TRIS pufferekben 7,4, 7,9 és 8,4-es pH-kon is tébb mint négy 6raig stabil volt
megvilagitas hianyaban. Mivel a fotoaktivalas ideje a kisérletek soran 15 perc korul volt, illetve
az atlagos fehérjejeldlési kisérletek ideje egy-két dra, ezért a négy dras stabilitast megfelelonek
talaltuk.

Reakciopartnernek a glutationt (GSH) (42) valasztottam, ami egy tripeptid, és jol
mintdzza egy fehérje szerkezetét, tovabba rendszeresen alkalmazzak kovalens kotdelemek
reaktivitasanak vizsgalatara.[***! Amennyiben a vizsgalt hidrazon reagél vele, akkor jo eséllyel

egy fehérjével is képes lesz majd a késdbbiekben reakcidba Iépni (25. abra).
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25. dbra: A glutation szerkezete

A GSH-n mind a karboxilcsoportok, mind a szabad amino- és tiolcsoport alkalmas lehet
karbénnel torténdé reakcidra (26. abra), igy célul tiztem ki a kotéhelyek és ardnyuk

meghatarozasat is.34

N hv GSH

! GSH
32a Puffer, RT 43

26. dbra: Hidrazonok reakci¢ja GSH-val

A hidrazon atalakulasanak mertéket bels6 sztenderd modszerrel hataroztam meg, a méréseket

indoprofén (44) jelenlétében vegeztem (27. abra).

OH
Cﬁj O
44

27. abra: Az indoprofén szerkezete

Azért az indoprofénre, mint belsé sztenderdre esett a valasztas, mert a valasztott koriilmények
kozott inert maradt (a pufferben stabil volt, a GSH-val nem reagalt, illetve a besugarzas hatasara
sem valtozott), tovabba az UV-kromatogramon is egy jol Kivehetd, a tobbitdl elkiilonithetd
cstcsot adott. Emlitést érdemel, hogy az indoprofént a Pfizerben mar 2014-t6l,
kutatocsoportunkban pedig 2016 6ta alkalmazzak GSH tesztek soran.[ 4 4%

El6szor egy reprodukalhatd kisérleti beallitast kellett talalnom a hidrazonok tesztelésére
(oldhatoség, stabilitas, fotobomlas). A talnyomarész vizet tartalmazé kdzegbe (95% puffer, 5%
acetonitril) bemértem a hidrazont, a tripeptidet (GSH), tovabba az indoprofént, mint belsd
sztenderdet. Ezt kdvetden az elegyet megvilagitottam UV-fénnyel (365 nm). A fotoaktivacios
kisérleteket kezdetben egyszeri HPLC-MS mintasiuvegekben probaltam elvégezni, egy régi
VRK-el6hivo UV-lampa hasznélataval. Azt tapasztaltam, hogy az eredmények gyakran nem

voltak reprodukalhatdak. Ennek oka az lehetett, hogy az liveg és a mintazata nem eresztette at
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teljesen a fenyt. A reprodukéalhatosag érdekeben ezt kovetden attértem kvarckivetta
hasznalatara, mely a fényt teljes egészében atereszti, illetve a fénycsovet szabalyozhato
hullamhosszon vilagitdé LED-re cseréltem. A reakcié sematikus rajza a 28. dbran, a valodi
Kisérleti elrendezés a 29. abran lathaté. A LED-et egy szamitogép processzorhiitére
ragasztottam fel, és ventillatorral hiitottem a talmelegedés ellen és a szobahdmérséklet tartasa
érdekében.

28. dbra: A megvilagitasi reakcio sematikus elrendezése

VOLTCRAFT.

Fesziiltségjelzé
Aramerdsségjelzé

Ventillator

Fesziiltségszabalyozo

29. abra: A bevilagitasi kisérletek elrendezése

A kvarckiivettat fel cm-re a LED elé helyeztem, majd a kilvettat és a fényforrast egy aluféliaval
bevont kartondobozzal fedtem le. Bizonyos id6 utan a mintat HPLC-MS berendezéssel

vizsgaltam, és dsszehasonlitottam egy azonos Gsszetételii, azonban bevilagitatlan mintaval (30.
abra).
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Abszorbancia Abszorbancia

[an] [au]
GSH GSH

Indoprofén Hidrazon [ Indoprofén Hidrazon
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30. abra: A megvilagitatlan, illetve a megvilagitott minta sematikus UV-kromatogramja 254
nm-es hullamhosszon

Az 30. adbrén egy fotoaktivalas el6tti és utani minta sematikus UV-kromatogramja lathato,
melyeken a GSH, a GSH-addukt, az indoprofén illetve a hidrazon UV-csucsat tlintettem fel. A
belsé sztenderdhez tartozo csucs mindkét esetben ugyanakkora (az indoprofén besugarzas
hatasara nem fogyott), azonban szemmel lathatoan csokkent a hidrazon mennyisége a mintaban
a referenciahoz képest. A bevilagitott mintaban talalhaté hidrazon mennyiségét az indoprofen
és a hidrazon csucs alatti tertlet integral (AUC — area under the curve) ardnyanak a referencia
megfelel6 AUC aranyaval valo 6sszehasonlitdsdval kaptam meg, melyb6l konverzidt
szamoltam. A GSH a reakciok soran a hidrazonhoz képest 6tvenszeres feleslegben volt jelen,
igy a GSH-hoz tartozé csucs valtozasa a reakcido soran elhanyagolhaté. A minta
kromatogramjan a 30. abran feltiintetett csucsokon felll lathato volt még jellemz6en tébb csics
is: legtdbb esetben megfigyeltik a felszabaduld szulfonsavat, illetve kisebb, kevésbé jol
kivehet6 csucsokat, amik feltételezhetéen bomlastermekek lehettek. Kis mértékben
megfigyeltiik tovabba a GSH dimerré torténd oxidaciojat is (2GSH + hv = GS-SG), amely két
tiolcsoport diszulfiddd alakulasaval magyarazhat6. Az adduktot a Kisérletek soran

tomegspektrometria segitségével azonositottam.

Néhany fotoaktivalasi reakciot aramlasos kemiai korulmények kozott is elvégeztink.
Egy atlatszo, bevonatmentes, 9 m hossza fényateresztd vezetéket (FEP) tekertiink fel egy 40
cm hosszl 366 nm-es fényt kibocsaté UV fénycsdre, ez volt a reaktor (31. abra). A kisérlethez
egy Jasco PU-987 prep. HPLC pumpat hasznaltunk, az 6sszes reakciot nyomas ala helyezés
nélkiill és szobahémérsékleten hajtottuk végre. Az aramlasos reakcié sematikus rajza a 31.

abran lathato.
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[Favavivivivivi]

31. 4bra: Az aramlasos kémiai reakcié elrendezése

A megvilagitasi kisérletek részletei a ,,Kisérleti rész” -ben (3.6 fejezet) olvashato.

3.1 A hidrazon tipusanak hatasa

A Kisérleti elrendezés rogzitése utan kiilonbozé szerkezettel rendelkez6 hidrazonokat
vizsgaltam. A hidrazonszarmazékok esetén harom csoport, az Ri, az Rz és az Rz csoport
véltoztathat6 (18. &bra), a negyedik szubsztituensnek hidrogénnek kell lennie. Az els6
kisérletek esetén acetofenonbdl szarmaztatott hidrazonokat vizsgaltam, melynek koszonhetéen
csak az Ri csoport valtozott a molekulak szerkezetében. Ugy gondoltam, hogy a
tozilhidrazonokon Kiviil érdemes a kiséerletet elvégezni mas szerkezeti elemeket tartalmazé
hidrazonokkal is, ezzel feltérképezve a szerkezet és a reakcidokészseg kozotti 6sszefliggéseket.
Az acetofenonbdl szarmaztatott hidrazonok eléallithatok a keton és a hidrazin vagy
hidrazid alkoholos kdzegben torténé reakciojaban, mely reakcio lejatszodhat
szobahOmérsékleten vagy forraldsra, és nemely esetekben savkatalizis is sziikséges lehet (32.

abra).

Ri
N -NH
O R,-NH-NH, |
46a-i
alkohol
32a-i
45a Ry= H, acil, alkilszulfonil,
arilszulfonil

32. dbra: Aceton reakcioja hidrazinnal vagy hidrazidokkal
A kutatocsoport altal korabban acetofenonbdl clballitott vegyuletek kozil Kivalasztottam
nyolcat, melyekben az  Ri-csoport  hidrogén, trifluoracetil,  meténszulfonil,
trifluormetanszulfonil, benzolszulfonil, 4-toluolszulfonil, 4-nitrobenzolszulfonil, illetve 2,4,6-

triizoproprilbenzolszulfonil. Elvégeztem vellk a besugarzasi Kisérleteket 50 mM

=z

perces besugarzassal, szobahémérsékleten, 50 ekvivalens (9,30 mM) GSH és (0,1 mM)
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indoprofen jelenlétében. A molekulak szerkezete és az elvégzett kisérletek soran tapasztalt

konverzié a 33. abran talalhato.

_NH,

32a
98%

32h

12%

32i
46%

33. abra: Az R; szubsztituensek hatasanak értelmezéséhez alkalmazott hidrazon-
szarmazéekok. Kék szinnel a besugarzas hatasara torténé konverzidkat (a hidrazon fogyasa)
tuntettem fel.

Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a szulfonil csoport elengedhetetlen a

fotoaktivacios reakci6 milkodéséhez, nélkile a megvilagitas hatasara nem valtoztak a

vegyuletek, a 32b hidrazonnal és 32c trifuoracetilhidrazonnal vegzett Kisérletek sordn nem

tortent atalakulas. Ha a szulfonil csoporton alifas (32d, 32e), nagy térkitoltésii aromas (32i),

vagy nitrofenil csoport helyezkedett el (32h), akkor a reakcid gyenge vagy kozepes

konverzidval jatszodott le. Azonban, ha egy fenil (32f) vagy tozil (32a) csoport kapcsolodott a

szulfonil kénatomhoz, akkor a reakci6 majdnem kvantitativ moédon ment végbe. Az Ri

szubsztituens hatdsanak vizsgalata soran tehat arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a tozil

csoportot érdemes rogziteni.

Tovabbi kutatasok soran tervezzik azt is megvizsgalni, hogy amelyik molekuldk esetén

nem tapasztaltunk reakciot, vagy gyengébb konverzidval mentek végbe, a szobahdmérséklet

helyett 37 °C-on megvaldsithato-e a fotoaktivalas.
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3.2 A fotoaffinitas jelolés kortulményeinek optimalizalasa

A fotoaktivalas koriilményeinek (besugarzasi hullamhossz, besugarzasi ido, puffer, pH)

optimalizalasat a 32a tozilhidrazonnal végeztem el.

3.2.1 Az alkalmazott feny hullamhosszanak optimalizalasa

Tekintettel arra, hogy az €16 szervezetre a nagyobb hulldamhosszi fény kisebb karosito
hatéssal bir, célom volt minél nagyobb hulldmhosszt taldlni, ami alkalmas lehet a
fotoaktivalasra. A hullamhossz optimalizalasahoz kiilonb6z6 LED-eket (360 nm-t61 585 nm-
ig) hasznéltam, az optimalizalasi kiserleteket 50 mM koncentraciéban NaCl-ot tartalmazé 50
mM-os 8,4-es pH-ju TRIS pufferben végeztem el 15 perces reakcioidé mellett, melyek

eredményeit az 2. tablazat tartalmazza.

2. téblazat: Besugarzasi Kisérletek soran elért konverzié kiilonb6z6 hullamhosszakon

Hullamhossz 360 nm | 380 nm | 405 nm | 440 nm | 520 nm | 585 nm

Konverzio [%] >09% | >99% 27% 0% 0% 0%

A kiilonb6z6é hullamhossza fénnyel elvégzett mérések alapjan lathat6, hogy a 360 nm-es és a
380 nm-es fény hatasara 15 perc alatt a probamolekula teljesen elfogy. Ezzel ellentétben 405
nm-en a reakcio csak kis mértékben, és nagyobb hullamhossztartomanyokban mar egyaltalan
nem megy végbe, ez esetekben a hasznalt fény energidja mar tal alacsony. Tovabbi lehetdség
lehet ebben az esetben is esetleg magasabb (de legfeljebb fizioldgias) homérsékletet is
alkalmazni a jovoben. Mivel a reakcié hasonloan jol miikodott 360 és 380 nm-en is, utobbit
valasztottam optimumnak. Tekintettel arra, hogy a napjainkban széleskoriien hasznalt
diazirinek aktivalasa is 312 és 360 nm-en torténik, megallapithat6, hogy a szulfonilhidrazonok
némileg kedvezdbbek lehetnek, de legaldbbis nem artalmasabbak a bevilagitds hulldimhossza

szempontjabol.
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3.2.2 Fotoaffinitas jelolés besugarzasi idejének optimalizalasa

A megvilagitas idejének optimalizalasat 50 mM koncentracioban NaCl-ot tartalmaz6 50
mM-os 8,4-es pH-ju TRIS pufferben vegeztem el, melyek eredményeit a 3. tablazat
tartalmazza. Az id6optimalizalast tovabba aramlasos kemiai kortilmények kdzott is elvégeztem,

mely kisérletek 8,4-es pH-ju TRIS pufferben és 366 nm-es hullamhosszon késziiltek (3.

tablazat).

3. téblazat: Kiilonboz6 idotartama besugarzasi kiserletek kiivettas, és aramlasos (flow)

korialmények kozott

Reakeidids 1 2 3 4 5 7 9 10 15 | Relativ jeldlési
perc | perc | perc | perc | perc | perc | perc | perc | perc hatékonysag

Kivetta: 380 nm
LED (Konverzi6 | 10% | 19% | 52% | 67% | 80% | 88% | 96% | 98% | >99% 1

%)
Flow: 366 nm

fénycso 89% | 95% | na. | na | 99% | na. | na | na. n.a. 0,16
(Konverzio %)

A kivettdban végzett reakciohoz sziikséges aktivalasi id6 feltérképezése utan a 10 perces
reakcididot valasztottam optimumnak, hiszen ezen iddtartam alatt a probamolekula szinte
teljesen elfogyott. Hosszabb idétartamot nem érdemes valasztani, hiszen a fehérjéket vagy akar
8l sejteket a késdbbiekben minél rovidebb ideig célszerii besugarzassal terhelni. Erdemes
ugyanakkor megjegyezni, hogy biologus egyiittmitk6ddink igazoltdk egyes rakos sejtvonalak
esetén, hogy a 15-20 perces besugarzas jelentés karosodast nem okoz.

Az aramlasos korilmények kozott megvaldsitott prébareakciok gyorsabbnak
bizonyultak, itt a prébamolekula 1-2 perc utan jelentds mértékben atalakult és 5 perc alatt
teljesen elfogyott. Emlitést érdemel, hogy 2 perc és 5 perc utan is nagyjabol ugyanannyi addukt
jelenlétét mértik, mig a kivettas reakcioban 5 perc alatt 4-szeresére, 10 perc alatt pedig 6-
szorosdra nbtt az addukt mennyisége. A kiivettds és az aramlasos reakcidt Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy a kilvettas reakcid esetén nagyobb mértékben tortént adduktképzodés a
GSH-val, viszont aramlasos koriilmények kdzott a reakcidsebesség gyorsabbnak bizonyult. A
tovabbiakban kivettaban dolgoztunk, az aramlasos reakciék tovabbi optimalizalasa,
Kiterjesztése a kevésbé reaktiv vegyuletekre a kutatomunka jovébeli célja lehet.
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A puffer és a pH optimalizalasa érdekében kiilonboz6 pH-ju (7,4; 7,9 és 8,4) TRIS,
illetve PBS pufferben végeztem megvilagitasi kisérleteket 10 percig, 380 nm-es

hulldmhosszon, melyek eredményeit 4. tAblazat tartalmazza.

4. tblazat: Puffer és pH optimalizalasa a besugarzasi kisérletekhez

TRIS TRIS TRIS PBS PBS PBS
pH=74 | pH=79 | pH=84 | pH=74 | pH=79 | pH=84
Konverzié [%] 3% 86% 98% 82% 94% 95%

A kiilonboz6 pH-ja pufferekben elvégzett kiserletek alapjan lathato, hogy a fotoaktivalas a 7,4-
es pH-n siker(lt a legkevesbé, mig a 8,4-es pH-n a legjobban. A TRIS puffer esetén nagyobb
jelentéséget bir a pH a kisérletek alapjan, ez a PBS pufferek esetében kisebb jelentdségii,
azonban ott is van befolyasa. A pH okozta kilonbségeket magyarazhatja, hogy a reakcio soran
elsé Iépésben torténd N-H deprotonalodas feltételezhetéen bazikusabb koriilmények kozott
konnyebben megy végbe. A TRIS pufferben talalhato trisz-aminometan pKa értéke 8,07; a PBS
pufferben talalhatdé foszforsav pKa ertékei pedig 2,16; 7,21; 12,32. A pKa ertékek kdzotti
kilonbségek szolgalhatnak magyarazatul arra, hogy PBS pufferben mér fiziologias
korulmények kozott is keépes a reakcio lejatszodni, mig TRIS pufferben a reakcio alig indul el.
A fiziologiai korilményeket figyelembe véve a PBS-pufferben jobb végezni a kiserleteket,
azonban megfigyeltiik azt is, hogy TRIS pufferekben az addukt képzédése nagyobb mértékben
valosul meg, mint a PBS pufferekben. A legtobb adduktképzédést a 8,4-es pH-ju TRIS
pufferben tapasztaltuk, a 7,9-es pH-ju TRIS pufferben pedig méar csak fele annyi adduktot
detektaltunk. A PBS pufferekben képz6dott addukt mennyisége a TRIS 8,4-es pH-ju pufferben
képz6d6 adduktnak csak 5-8%-a volt.

Az optimalizalasi kisérletek alapjan optimumnak az alabbi kérilményeket valasztottam:
e reakcioidd: 10 perc
e hullamhossz: 380 nm
e puffer, pH: TRIS/PBS puffer, pH = 8,4.
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Ugy dontottiink, hogy a reakcio kiterjesztése soran eléallitott valtozatos szerkezet(i hidrazon
vegylletcsalad tesztelésére a TRIS puffert fogjuk alkalmazni, mig tényleges fehérjejeldléshez
tervezett vegyuletek esetén a PBS puffert részesitjik elonyben.

3.2.4 A GSH-jeldlés pontos helyének meghatarozasa

A 32a kismolekuldb6l a bevilagitas hatasara képz6édé6 GSH-addukt szerkezetének
meghatarozasahoz a 32a kismolekulat 50-szeres GSH-feleslegben bevilagitottam 10 percig 380
nm-en TRIS pH=8,4-es pufferben majd a bevilagitas utani reakcidelegyet atadtuk LC-MSMS
vizsgalatra a TTK MS Metabolika Kutatocsoport munkatéarsainak, majd a keletkezé addukt
fragmentacidjat vizsgaltuk (26. abra).

A teljes ionkromatogramon (Total lon Chromatogram, TIC, 34. abra) 4 csucsot kaptunk a GSH-
n kivil, melyek kdzul a legintenzivebb csucs eseten (C) a kismolekula igazoltan a ciszteinhez
kotédik, ugyanis a fragmentacioban azt figyeltiik meg, hogy nincs kénhidrogén vesztés. A
fragmentacidés mintazat alapjan a minor csucsok (A, B, D) esetén minden csucs esetében
megfigyeltiink kénhidrogén vesztést, és azt allapitottuk meg, hogy az elsd csucs esetében a
glutaminsav szabad aminjahoz (A), a masik két kis csucs esetében (B, D) pedig a lancvégi
karboxilcsoportokhoz kotddik a fragmens. Ez alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
elérhet6 tiol/tiolat, amino és karbonsav/karboxilat csoportok esetén a jeldlés a cisztein

aminosav kénatomjat részesiti eldnyben.

Inensity, cps

34. dbra: A GSH-jeldléshez tartozo teljes ionkromatogram
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3.3 Bdvités tovabbi hidrazon analogokra

A tovabbiakban a hidrazon ,karbonil” szénatomjan talalhaté R> és Rs csoportok (21.
abra) hatasanak vizsgalatahoz kiilonboz6 tozilhidrazonokat allitottam el6, az alabbiakban az

ezekkel elvégzett kisérleteket, és azok eredmenyeit mutatom be.

3.3.1 Ketonokbdl elallitott hidrazonok

A kutatécsoport szamara elérhet6 vegyszerek kozil kivalasztottam 16 valtozatos
szerkezetli ketont, melyekbdl elkészitettem a szulfonilhidrazon-szdrmazékokat. A keton és a
tozilhidrazid reakciojat alkoholos kdzegben végeztem el szobahdmérsékleten vagy forralva,
jellemz6en néhany ora alatt (35. abra). Ha a termék kivalt a reakcioelegybdl, akkor az elegyet
lehiitéttem, €s a szilard csapadékot livegsziiron szlirtem. Amennyiben a termék nem valt ki a
reakcidelegybdl, akkor azt az elegy beparlasaval nyertem ki. A termék legtobb esetben tisztan
kristalyosodott. Amennyiben mégis szennyezték reaktansok vagy melléktermékek,
kromatografias tisztitast alkalmaztam. A termékek szerkezetét HPLC-MS, H és *C NMR

mérésekkel igazoltam. Az () vegyiiletekr6l HRMS mérések késziiltek.

Ts

J SRR
Ry R, HoN” alkohc]il;fa?gzﬁ hét Rz)\Rs
45b-q 46a 47a-p

35. dbra: Hidrazon-szarmazékok eldallitasa ketonokbél

Olyan vegyiileteket allitottam eld, amelyekben az R2 és Rs csoportok koziil mindkett aromas,
mindkettd alifds, vagy egyik aromds és masik alifds. A molekuldk szintézisét kdvetden az
optimalizalt kérilmények kozott fotoaktivalasi reakciokat végeztem. A 36. dbran az izolalt
molekuldk szerkezete talalhatd a termelési értékekkel és az optimalizalt koriilmények kdzott
(380 nm, 10 perc, 8,4-es pH-ju TRIS puffer) vegzett megvilagitasok soran elért konverzioval

feltiintetve.
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Ts Ts Ts TS Ts
' NH NH NH HN
Oy y ]
|
@ NH COOH
CF3 47a* 47h 47¢ 47d 47e
63% 71% 12% 21%
95% 47% 100% 100% 52%
e Ts Ts Ts Ts
N NH NH NH HN NH
R \ ] " ] ]
N
- N N
Ts ﬁ)\ | N ) J |
0 NH N/ NH S
NH,
48 47f 47¢g 47h 47 47j
35% 8% 80% 82% 90% 90%
46% 100% 93% 100% 1000 78%

F

47k 471 47m 47n 470 47p
85% 929% 44% 55% 36% 55%
100% 0% 0% 0% 0% 0%

36. abra: Ketonokbol eldallitott hidrazonok szerkezete, a szintézisek hozama (fekete) és a
megvilagitasi reakcioik eredményei (kék) (*: A 47a vegyulet rendelkezésre allt a
kutatocsoport szamara, ezért nincs feltintetve termelés.)

Amennyiben a hidrazon két alifas vagy benzil csoportot tartalmazott (471, 47m, 47n, 470, 47p),
nem tapasztaltam jelentés valtozast a besugarzasok soran. Egy aromas, és egy alifas csoport
esetén a reakcio nagyon jo konverzioval végbement (47a, 47c, 47g, 47k), azonban két aromas
csoport esetében mar csokkent reakciOkészséget tapasztaltam (47b). A kiilonb6zo
heterociklusokat tartalmazo szarmazékokkal végzett kisérletek is jo konverzioval jatszodtak le
(47d, 47f, 47h, 47i, 47j). Emlitést érdemel 47e és 48, amelyek ugyanazon szintézis kétféle
terméke voltak. A szabad karbonsav csoport jelenlétében a fotoaktivalast Kkisebb
hatékonysaggal zajlott le, mint a szubsztitalatlan fenilcsoport esetén, ami esetleg kapcsolatba
hozhatd a vegyiilet savassagaval, akar a karboxil csoport és a hidrazon kdz6tti hidrogénhidas
kolcsonhatassal. A gytirtizart 48 esetén is k0zepes reaktivitast figyeltink meg, ami arra utal,
hogy a gyliris szerkezetben rogzités gatldo hatassal bir, ugyanakkor érdekes, hogy az
eltavolithatd proton hidnyaban is lejatszodhat a reakci6. Erdemes lehet tehat a jovében olyan
vegylleteken is kiserleteket végezni, amelyeken nincs hidrazon NH.

Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az aromds gyiiri legalabb az egyik

pozicidban elengedhetetlen ahhoz, hogy a reakcié lejatszodjon. Ennek oka az lehet, hogy az
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aromas gylrii jobban stabilizalja a képz0dd diazovegyiiletet, majd a karbént, mint az alifas
csoportok. Két aromds csoport esetén azonban feltételezhetden egy sztérikus gatlas 1ép fel,
melynek kdszonhet6en a pufferben talalhato bazis kisebb mértékben fér hozza a vegyiilethez,
és igy kevésbé képes a nitrogént deprotondlni, hogy a reakcid elinduljon. A bevilagitési

kisérletek soréan a reaktiv vegyiiletek esetén egyszeres adduktot detektaltam GSH jelenlétében.

Ezt kovetden megvizsgaltam, hogy a reakci6d aldehidszarmazékokkal is lejatszodik-e.
Kivélasztottam a kutatocsoport szamara elérheté vegyiiletek kozil tizenegy valtozatos
szerkezetli aldehidet (a tapasztalatok alapjan itt mar nagyrészt aromas szarmazékokat), €s
eldallitottam beldliik a hidrazon analdégokat az aldehid és a tozilhidrazid (46a) reakcidjaban (37.

abra).

Ts
o Ts alkohol NE
+
_NH ; |
Rz)]\H H,N RT \'/agy‘florralas Rz)\H
492-K 462 3éra-4nap S0k

37. dbra: Hidrazon-szarmazékok eléallitasa aldehidekbdl

Hasonloképp a ketohidrazonokhoz, ha a termék kivalt a reakcidelegybdl, akkor az elegyet
lehiitéttem, €s a szilard csapadékot livegszliron szlirtem. Amennyiben a termék nem valt ki a
reakcioelegybdl, akkor azt beparlassal nyertem ki. Amennyiben mégis szennyezték reaktansok
vagy mellektermékek, kromatografias tisztitast alkalmaztam.

A molekuldk szintézisét kdvetéen az optimalizalt koriilmények (380 nm, 10 perc, 8,4-
es pH-ja TRIS puffer) kdzott bevilagitottam ezeket az anyagokat. A 38. dbran ¢sszefoglaltam

az aldohidrazonok hozamait és a besugarzasok soran elért konverziot.
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Ts '!'s Ts 'Irs Ts Ts
\ .NH _NH _NH NH
N/NH N| N02N| N| N NI/NH
| I
HOOC AcHN H
50a 50b S50¢ S50d 50e 50f
299, 87% 78% 91% 83% 38%
97% >99% >99% >99% 12% 5%
Ts Ts Ts Ts Ts
|
NH ,NH NH NH _NH
N’ N N N N|
| | F.C | I
— \=N — N
Br CF, .
50¢g 50h 50i 50j 50k
95% 95% 96% 50% 19%
>999; 56% >99%, >99%, 0%

38. abra: Aldehidekbdl eldallitott hidrazonok szerkezete, a szintézisek hozama (fekete) és a
megvilagitasi reakcioik eredményei (kek)

Az elvegzett Kkisérletek soran azt tapasztaltam, hogy az aromas csoportot tartalmazé
szarmazékok a ketonokhoz hasonléan az aldehidek esetében is jol miikodnek, a molekulak (50a,
50b, 50c, 50d, 50g, 50i, 50j) ezekben az esetekben gyakorlatilag teljesen atalakultak a
fotoaktivalas hatasara. Az indol (50e), illetve imidazol (50h) szerkezeti elemet tartalmazé
vegylletek esetén a reakcio gyengébb konverzidval ment vegbe, mely a kapcsolodo csoport
benzolénal rosszabb aromaticitasaval lehet 6sszefiiggésben. A benzol gytirinél kis mértékben
csokkent aromaticitassal rendelkezik a tiofén és a piridin, az imidazol, illetve az indol
aromaticitasa szintén csokkent mértékii, melynek kovetkeztében a karbén képzédése nem
kedvez6 az aromas rendszer stabilizalo hatasanak hidnya miatt. Azokban az esetekben, amikor
alifas vagy benzil csoport kapcsolddott a molekulahoz (50f, 50k) a reakcid nem, vagy csak
nagyon alacsony konverzidval ment végbe.

A megVilagitasi kisérleteket 50a-k molekuldk esetén PBS 7,4; 7,9 és 8,4-es pH-ju pufferekben
is elvégeztem, melyek eredményeit az 5. tablazat tartalmazza. A 8,4-es pH-ju TRIS puffer
referencia alapot nyujtott, és igy a teljes vegyiilettarral 6sszevethetd adatokat kaptam. A 7,4-es
pH-ju PBS pufferben a fiziologias korilmények miatt végeztem el a kisérleteket, 8.4-es pH-ju
PBS pufferben pedig azért, mert a bazikusabb olddszer altalaban kedvezett a jeldlés

hatékonysaganak.
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5. tablazat: Besugarzasi kisérletek kiilonboz6 PBS pufferekben a 50a-50k molekulékkal

Sorszam | PBSpH=74 | PBSpH=79 | PBSpH=8/4
50a 95% nincs adat 99%
50b >99% >99% >99%
50c >99% >99% >99%
50d 99% 97% 99%
50e 73% 84% 92%
50f 9% 13% 10%
50g >99% nincs adat >99%
50h 49% nincs adat 59%
50i <99% >99% >99%
50j >99% nincs adat >99%
50k nincs reakcid | nincsreakcido | nincs reakcio

Az elvégzett Kisérletek alapjan azon molekulak esetében, amelyekkel a 8,4-es pH-ju TRIS
pufferben végzett kisérletek jo konverzioval ment végbe (50a, 50b, 50c, 50d, 50g, 50i, 50j), a
reakcio tobbi pufferben hasonloan jo1 mikodott. A 8,4-es pH-ju TRIS pufferben csak kevésbé,
vagy egyaltalan nem reagaldé molekuldk eseteben is gyakorlatilag hasonldé eredményeket
kaptam a kiilonboz6 pufferekben végzett kisérletek soran (50f, 50h, 50k), Kkivéve az
indolcsoportot tartalmaz6é molekula esetében (50e): mig a 8,4-es pH-ju TRIS pufferben végzett
kisérlet soran 12%-0s konverziot sikerilt csak elérni, addig a PBS pufferekben elvégzett
kisérletek ennél joval nagyobb konverzidt eredmenyeztek (rendre 73%; 84%; 92%), ami a

biologiai alkalmazésnak kedvezhet.

Kutatomunkam soran szerettem volna az altalam el6allitott hidrazon-szarmazékokat
Osszehasonlitani mar ismert fotoaffinitas kotéelemekkel is. A méretbeli hasonlosag miatt a
benzofenonokat valasztottam. A hidrazon-szarmazékok mérete is viszonylag nagy, de mig a
benzofenonok jeldlése gyokképzddésen keresztiil, addig a hidrazonoké karbénképzédésen
keresztul valosul meg, ami kevesebb mellékreakciohoz vezethet. Néhany hasonl6 szerkezettel

rendelkezé molekula 6sszehasonlitasat végeztem el, feltételeztem, hogy a kiilonb6z6 miikodési
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mechanizmus kiilonboz6é reaktivitast is okoz majd. Az dsszehasonlitdsok a 6. tablazatban

taladlhatoak.

6. tablazat: Analdg benzofenon-szarmazékok és szulfonilhidrazon-szarmazékok
besugarzasanak dsszehasonlitasa

PBS TRIS PBS
@380 nm, 10 perc pH =74 pH = 8,4 _ pH=7,4
Referencia
Szerkezet Konverzié | Konverzié Konverzio
[%] [%] [%]
Ts\ O
HN-N nincs
\ 82% 98% 3
reakcié
32a 28
'Il's
HN . O
N .
| nincs
)\©/NH2 86% 93% o
reakcié
51 NH,
47g
& o
HN E\J
>09% >99% 60%

Azt tapasztaltam, hogy benzofenon-szarmazékokkal ellentétben azonos koriilmények kdzott a

hidrazonok jobb hatékonysaggal miikodtek, s6t, mig a hidrazonok esetén minden esetben

detektaltam a GSH adduktot, a benzofenonokkal ezt nem sikeriilt elérni. A szakirodalomban

350-360 nm-en aktivaljak a benzofenonokat, és gyakran tébb mint 30 percig kell bevilagitani a

molekulékat hatékony kapcsolas eléréséhez.?81 Ezzel ellentétben a hidrazonok 380 nm-en tiz

perc alatt teljesen atalakultak.

32




Garami Kristo6f Noel

3.4 Gyogyszerkémiai és kemiai biologiai szempontbol relevans analdgok

eloallitasa

A Kisérleti elrendezés 0Osszedllitasat, a korulmények optimalizalasat, illetve a
szubsztituensek hatasanak vizsgalatat kovetben gyodgyszerkémiaban és kémiai biologidban
hasznalhatd vegyuleteket allitottam el6, és megvizsgéaltam a fotoaktivalhatésdgukat. Az
alabbiakban ezeket ismertetem.

3.4.1 Kotoéelemek

Egy Uj fotoaffinitds jelolo esetében érdemes azt olyan funkcids csoportokkal is
felszerelni, melyeknek koszonhetden kotdelemként (warhead) kapcsolhatod lesz mar Iétezd,
reverzibilisen kotddd biologiailag aktiv molekulakra, melyek a szulfonilhidrazon szerkezeti
részt nem tartalmazzak, azonban ezaltal alkalmassa valhatnak a fotocimkézéshez. Ez a reaktiv
csoport jellemzden azid, acetilén, bromid, karbonsav, vagy amin szokott lenni. Ezek alapjan
eléallitottam olyan vegyiileteket, melyek a probamolekula (32a) szerkezetét tartalmazzak, €s
acilezhetéek/képesek acilezni vagy alkilezni, tovabba akar részt venni egy azid-alkin klikk
reakcioban. Ezutan elvégeztem vellik a besugarzasi Kisérleteket az optimalizalt korilmények
kozott harom kiilonboz6 pufferben (10 perc, 380 nm, PBSpH=7,4 / PBSph=84 / TRISpH=84) Az

eléallitott kotdelemeket a 39. abra tartalmazza.

e b
- NH
N NH N~
| N| |
Me Me \/@)\Me
HOOC Br
HoN 55
53 54 53
'!'s TS TS
NH N-NH N-NH
NI | |
4 Me Me Me
N3
Zz N
56 57 58

39. dbra: Szintetizalt szulfonilhidrazon kotdelemek

A szabad karbonsav funkcids csoportot tartalmazd vegyulet (53) esetén 4-

karboxiacetofenont (59) szobahémérsékleten kevertettem 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal
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(46a), és jo termeléssel izolaltam 53 karboxi-szarmazékot (40. abra), amely mindharom

vizsgéalt pufferben teljes konverzidval reagélt a megvilagitas hatasara.

TS
Ol N,NH
T y '
+ e
H N’NH etanol, RT, 2 nap Me
? HOOC HOOC
46a 59 53

Termelés: 62%
40. &bra: A szabad karboxilcsoportot tartalmazo vegyiilet (53) szintézise

A szabad amin funkcids csoportot tartalmazo vegyulet (54) esetén 4-aminoacetofenont
(60) szobahémérsékleten kevertettem 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal (46a), és alacsony
termeléssel izolaltam 54 amino-szarmazékot (41. 4bra), amely mindharom vizsgalt pufferben
magas konverzidval reagalt a megvilagitds hatdsara: PBSph=74: 76%; PBSpH=s4: 89%;
TRISpH=84: 95%-0s fogyast siker(ilt elérni. A PBS-pufferben végzett besugarzasok soran kétféle

GSH-jeldles tortént, melyek azonositasa jovobeni célunk.

Ts
o N,NH
Ts I y - I
H N/NH " € etanol, RT, 4 nap Me
z HoN HoN
46a 60 54

Termelés: 26%
41. &bra: A szabad aminocsoportot tartalmazé vegyilet (54) szintézise

A brémot tartalmazo vegyiilet (55) esetén 4-brémacetofenont (61) szobahdmérsékleten
kevertettem 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal (46a), és kozepes termeléssel izolaltam 55

brém-szarmazékot (42. abra).
Ts

_NH
N

(0]
TS l Me |
+ Me
_NH
H,N Br etanol, RT, 1 nap Br

46a 61 55

Termelés: 51%

42. dbra: A bromot tartalmazo vegyilet (55) szintézise
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A vegyulet a megvilagitasi Kisérletek sordn nem a kivant modon reagalt, hanem a GSH-t
alkilezte teljes konverzioval, feltételezhetéen a cisztein tiolcsoportjan. Ezért a kotdelemet
hozzékapcsoltam egy farmakoforhoz (N-fenilpiperidin), és ezt az Osszetettebb vegyiletet
vizsgéltam.

A 55 brom-szarmazékot szobahdmérsékleten kevertettem N-fenilpiperidinnel (62), és
kdzepes termeléssel izoldltam a vart terméket (63) (43. &bra), amely mindharom vizsgalt
pufferben teljes konverzidval reagélt a megvildgitas hatasara, mellyel igazoltuk, hogy a 55-
bromszarmazék kotéelemként hasznalhatd.

Ts
_NH

Ts

H
N
|
_NH [ j TEA
N . N

N
Me MeCN, RT, 4 6ra [Nj
Br. © 63

55 62 Termelés: 52%

43. abra: A piperidinszarmazek (63) szintézise
Az egyik termindlis acetiléncsoportot tartalmazo vegyilet esetén but-3-in-2-ont (64)
szobahémérsékleten kevertettem 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal (46a), és kdzepes
termeléssel izolaltam 56 acetilén-szarmazékot (44. abra), amely nem reagalt egyik vizsgalt

pufferben sem a megvilagitas hatasara, ami az aromas szerkezet hianyaval magyarazhato.

TS
_NH
Ts O N|
I\IJH + /J\ /\
HoN” = Me etanol, RT, 2 nap = Me
46a 64 56

Termelés: 39%
44. dbra: A szabad acetilént tartalmazo vegyulet (56) szintézise

A masik acetilén funkcios csoportot tartalmazd vegyllet esetén 4-aminoacetofenont
(60) kevertettem 110 °C-on propargil-bromiddal (65), majd a gyenge termeléssel izolalt
terméket (66) 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal (46a) kevertettem szobahOmérsékleten 5
oOréig, és igy jo termeléssel izolaltam 57 acetilén-szarmazékot (45. abra), amely mindharom

vizsgalt pufferben teljes konverzidval reagalt a megvilagitas hatasara.
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o) o
Ts-NH-NH.,
P Br |
@AK Zes e @Me
- s
K,CO4, Cs,COs
HoN 2C0s, C8,C05. N =

etanol, RT, 5 dra N
KI, 110 °C, H 6o Z H 57
60 acetonitril-DMF T és: 5% .5 88°
4 nap ermelés: 3% Termelés: Yo

45. dbra: A szabad acetilént tartalmazo vegytlet (57) szintézise

Az azid funkcios csoportot tartalmaz6 molekula esetén 1-(4-brommetil)fenil)etan-1-ont
(61) kevertettem 80 °C-on natrium-aziddal, majd jé termeléssel izolaltam a vart terméket (67),
és azt 4-metilbenzolszulfonilhidraziddal (46a) szobahémérsékleten 2 napig kevertetve jutottam
58-azidszarmazékhoz (46. abra), amely mindharom vizsgalt pufferben j6 konverzidval reagalt
a megvilagitas hatasara: PBSpH=74: 88%; PBSpH=g4: 99%; TRISpH=s4: 62%, azonban TRIS
pufferben az azidcsoport aminna redukalodasat tapasztaltam. Ez esetben érdekes lehet az utobbi
reakcio tovabbi tanulmanyozasa, illetve egy azid-alkin klikk reakcio termékenek vizsgéalata.

TS Ts
_NH

Q 0 HoN N,NH

46a I

]
DMF, 80 °C Ns etanol, 2nap N3
61 67 58
Termelés: 68% Termelés: 86%

46. dbra: Az azidcsoportot tartalmazé vegyllet (58) szintézise

3.4.2 Biologiailag aktiv szulfonilhidrazonok reaktivitasanak vizsgalata terapias

fehérjecélpontokon

Az el6z6 fejezetben ismertetett kotdelemek felszerelése egy biologiailag aktiv
molekuléra azt a vesz¢élyt hordozza magaban, hogy a szerkezet kibdvitésével, megvaltozasaval
a vegyiilet affinitasa is megvaltozik. Mas fotocimkézd vegyiiletcsalddok, mint a diazirinek,
vagy a benzofenonok biologiailag aktiv vegyiletek szerkezetében nem fordulnak elé a
szulfonilhidrazon szerkezeti egységgel ellentétben, ami viszont igen. Igy a vegyiiletcsalad
elénye lehet, hogy egy bioldgiailag aktiv vegyiiletet szerkezetének atalakitasa, tehat kotéelem
kilon felszerelése nélkul aktivalhatova tehetjik fotocimkézéshez. Olyan bioldgiailag aktiv
vegylleteket kerestem a szakirodalomban, amelyek szerkezetében a szulfonilhidrazon csoport,

vagy esetleg a karbohidrazon csoport (amit szulfonilhidrazonra lehet cserélni) megtalalhato.
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Célunk volt, hogy olyan bioldgiailag aktiv vegylleteket, amik reverzibilisen kotédnek
valamilyen fehérjéhez, fénybesugarzassal, tehdt egy fotofarmakologiai mddszerrel
irreverzibilisen kotédové alakitsam, ami a fehérje hatékonyabb gatlasat segitheti eld. Egy
karbonil-szulfonil csere esetén abban biztunk, hogy a szulfonil- és a karbonilhidrazon kelld
mértékben bioizoszterek ahhoz, hogy a szerkezetvaltozas ne okozzon jelentds aktivitasbeli
valtozést. A szakirodalom tanulményozasa soran 6t bioldgiailag aktiv vegytletet valasztottam
ki, melyek a 47. abran lathatdak. Az egyes hatdéanyagok alatt feltiintettem célpontjukat, illetve
a vegyuletek 1Cso értékét (inhibitor koncentracio, mellyel 50%-os gatlas érhet6 el). Harom
vegyulet 6nmagaban fotoaffinitas jelolésre alkalmas szulfonilhidrazon egységet tartalmaz, mig
két molekula esetén a hidrazon csoportot szulfonilhidrazonra terveztem cserélni.

Emellett célul ttztem ki annak vizsgalatat, hogy a donepezil és a haloperidol
gyogyszerhatoanyagok esetén a keton funkciét szulfonilhidrazonna alakitva az affinitas
mennyiben valtozik, illetve, hogy a fény hatdsara torténé felszabaditas esetén torténik-e

C
I Q0
N
0L
H
© Me
70

Célpont: Monoaminooxidaz

fotoaffinitas jel6lés.

68

Célpont: Acetilkolinészterdz (‘é‘]pont.: Urcaz [Cso= 1,5 uM (MAO-A)
ICs59 = 1.4 uM ICs0= 3,9 uM 1C5o= 1.9 uM (MAO-B)
o
Q. oo
N = N N ‘ =N
e \@ 0 H \Q
71 r 72
Célpont: MRSA PK Célpont: STATS
1C50 = 0,08 uM IC50 =47 uM

75 F 76
Célpont: Acetilkolinészteraz Célpont: Dopamin D3
ICsy=8.12nM ICsy = 0.64 uM
1 ™ l' o
N-NH Ts
0 ! HI. o
~a /@)\NN
77 N : F 78

47. dbra: Bioldgiailag aktiv molekuldk, illetve tervezett szulfonilhidrazonok
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A vegylletekhez szilkséges alapanyagokat megrendeltik vagy szintetizaltam, és ezek
segitségével nyertem a szulfonilhidrazon-szarmazékokat. A molekulak eléallitasat koveten
elvégeztem a fotoaktivalasi kisérletet GSH jelenlétében 380 nm-en. A kisérleteket kiilonboz6
pufferekben hajtottam végre. Az aldbbiakban egyenként mutatom be a vegyuleteket,
celpontjukat, el6allitasukat és tesztelésiket.

3421 Acetilkolinészteraz
Az Alzheimer-kérban szenved6 betegek szervezetében acetilkolinészterdz enzim

tulmikodés 1ép fel, mely tobbek kozott a kognitiv funkciok romlasahoz és demenciahoz
vezethet. Az acetilkolinészterdz enzim gatlasara rendelkezésre allé gyogyszerek szdma csekély,
és sokszor azok hatékonysaga is megkérddjelezhet6. Az enzim gatlasaval az acetilkolin
hidrolizise lassithato, melynek kovetkeztében az acetilkolin koncentracido n6 a szervezetben.
Kiilonboz6 szulfonilhidrazonokat allitottak el nemrégiben, majd inhibicios képessegiiket
vizsgaltak az acetilkolinészterazon.*! Azt talaltak, hogy 68 hidrazon-szarmazék elég hatékony,
az ICso értéke 1.4 pM. Igy kivalasztottam, és eléallitottam ezt a vegyiiletet vanillin (79) és
tozilhidrazid (46a) reakciojaval (48. abra), majd elvégeztem a besugarzasi kisérleteket, amely
soran mind a harom tipust pufferben 100%-0s konverziét tapasztaltam, mely eredmények
0sszhangban vannak a korabbi tapasztalatainkkal, miszerint az aromas aldehidekbdl képzett

hidrazonok jo reaktivitast mutattak.

HO
_NH * . MeO Z N
H,oN OMe etanol. RT, 4 ora H \©\
Me

OH
46a 79 68
Termelés: 69%

48. dbra: Acetilkolinészteraz inhibitor (68) szintézise

Ezutan az acetilkolinészteraz inhibitorként ismert donepezil (75) szulfonilhidrazonna vald

atalakitasat is elvégeztem (49. abra).

Ts
N
o N
Lo TS °
+ NH ~
~0 NHQ etanol, 5 éra 120 °C O

75 N 46a 77 N\_Q
\_© Termelés: 69%

49. dbra: Donepezil szarmazék (77) szintézise
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A hidrazon (77) PBSpH=74 és PBSpH=84 pufferekben teljesen elfogy a bevilagitas hatdsara, a

GSH-addukt jelenlétét mindkét pH-n azonositani tudtam az MS-ben.

A hidrazonnd mddositott donepezil (77) és 68 bioldgiai aktivitdsanak vizsgalatat egy

acetilkolinészteraz inhibitor screening kit segitségével végeztem el, mely egy abszorbancia
véltozason alapuld merési modszer (Acetylcholinesterase Inhibitor Screening Kit (MAK324) -

Technical Bulletin (sigmaaldrich.com). A mddszer soran az egyes mintak abszorbancidjat

vizsgaljuk meg 412 nm-en, és az alapjan lehet kdvetkeztetni az enzim aktivitasara. A Kisérletek

eredményei az 50-52 abrakon lathatéak. Azt tapasztaltuk, hogy 6nmagaban a besugarzasnak
nincsen hatdsa az enzimaktivitasra. Kontrollmérések alapjan a donepezil géatlé hatésa

egyértelmii (50. dbra; 3. oszlop), az inhibiciot a besugéarzas nem befolyasolja a modositatlan

donepezil molekula esetében (50. &bra; 4. oszlop).

e
o

Irradiation-dependent activity of AcChE

3 05
=
2
5 04
4
<03
g
g
"E 0.2 ~ T
HE s
a
AcCHE + + + + -
Donepezil - - + + -
hv - + - + -

50. abra: Donepezil gatlo hatasanak vizsgalata

ra% @10uM |G -

11.0:|:?-5 -

A donepezil-tozilhidrazon (77) esetén bevilagitds nélkill az inhibicié elenyész6 (marado

aktivitas 10 uM koncentracioban 86.7%, 51. abra; 3. oszlop), azonban a bevilagitas hatasara az

inhibici6 feler6sodik (marado aktivitds 10 uM koncentracioban 2.8%, 51. &bra; 4. oszlop).
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Irradiation-dependent activity of AcChE

=
o

51. abra: Donepezil-tozilhidrazon gatlo hatasanak vizsgalata
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AcCHE + + + + -
Donepezil-TsH - - + + -
hv = + - + -

A 68 kismolekula esetében az inhibiciot nem sikerilt igazolni még a bevilagitatlan minta esetén

sem (52. abra; 3. és 4. oszlop), annak ellenére, hogy a szakirodalom alapjan reprodukalt

assayben miikodnie kellene.

Irradiation-dependent activity of AcChE

=
~l

=
@

.
E 05
3
5 04
a
< 03
3
[}
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o
o
1]
AcCHE + + + + -
68 - - + + -
hv - + - + -

52. abra: A 68 molekula gatlé hatasanak vizsgalata
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A tovabbiakban kivalasztottuk a 68 szarmazékot tartalmazé publikéciébdl a 80 hidrazont, majd
szintetizaltam, és azzal is elvégeztem a bioldgiai kisérleteket, azonban ezen molekula esetén

sem sikerilt reprodukalni a cikkben kdzolt referenciaértékeket (53. &bra).

H
<O:©AN’N‘TS
(0
80
H Ts 0 ~ /H\
O b e SO
<O NH, metarr;cf)lll;f ora )
81 46a g0  Termelés: 90%

53. abra: 80 hidrazon szerkezete és szintézise
Mivel az AChE és a donepezil-hidrazon esetében MS mérések nem késziiltek, az még
igazolasra var, hogy az inhibicios hatast a kovalens kotddés, vagy photocage jelenség miatt

kiilonbozé donepezilszarmazékok (olefin- vagy alkoholszarmazék) okozzak.

3.4.22 Ureaz
A fehérje metabolizmus végtermékeként képzddod karbamid (urea) a vizelettel tdvozik.

Az emberi szervezetben alaphelyzetben nem fordul el6 az ureaz enzim, azonban kiilonb6zo
patogén baktériumok altal megjelenhet, és elésegiti a karbamid (76) hidrolizisét szén-dioxidda

és ammoniava, melynek egyszeriisitett reakcidegyenlete a 54. abran lathatd.[*"]

o ureaz enzim

P . H,0 T . 2 NH4 " Co,
HoN NH,

81

54. abra: Karbamid hidrolizise

A képz6dé ammonia kovetkeztében a gyomorsavtermelés megné, ami tobbek kodzott
gyomorfekélyhez vezethet. A képz6ddé ammonia tovabbé kellemetlen szagot ad a megfertdzott
vizeletnek, mely az ammonia miatt immar lGgos kémhatasu. A szervezetbe Kker(lt ureaz enzim
aktivitasanak gatlasa érdekében szamos inhibitort fejlesztettek mar, azonban napjainkban is
folyamatos kutatasok zajlanak kisebb méretli, koltséghatékonyabb, és az emberi szervezetet
kevésbé terheld mellékhatasokkal rendelkezd gyogyszerek fejlesztésére. A szakirodalomban
talalt uredz inhibitorok kozul kivalasztottam a 69 szulfonilhidrazon szerkezeti elemet
tartalmaz6 ~ molekulat.*® A vegyiiletet  4-hidroxibenzofenon  (82) és  4-
nitrobenzolszulfnilhidrazid (83) reakcidjaval eléallitottam (55. abra), majd elvégeztem vele a

fotoaktivalasi kisérleteket, melyek soran alacsony és kozepes konverzidval jatszodott le a
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reakcio: PBSph=74: 44%; PBSph=s4: 40%; TRISpH=s4: 26%. Erre magyarazatul szolgélhat a
tapasztalat, miszerint az Ri csoport feltérképezésekor a 4-nitrobenzol rontotta a reakcio
hatékonysagéat, tovabbd az R. és Rz csoportok vizsgalatakor tapasztaltuk, hogy két aromas
gylrt feltételezhetden egy sztérikus gat miatt szintén negativ hatassal bir. Uredz esetén még
nem volt lehetdségiink biologiai mérések végzésére.

NO,

I
O::
+
-
N
Y

_NH TM HCI, RT
H2N 2 nap

Termelés: 69%

55. abra: Ureaz inhibitor (69) szintézise

3423 MAO
A mitokondrium kiils6 feliiletén talalhatd monoamin-oxidaz (MAO) enzim, melynek két tipusa

létezik (MAO-A és MAO-B), és tobbek kozott a szerotonin, a dopamin, az adrenalin és a
noradrenalin dezaminalddéasat, fenil-etil-amin szarmazékok bomlasat segiti elé. Az emlitett
neurotranszmitterek tilmiikddése depresszidohoz, szorongashoz vezethet, tovabba a Parkinson-
kor egyik tlineteként is ismert. A MAO enzimek (mind a MAO-A, mind a MAO-B) gatlasa
kapcsan kiilonboz6é kromonszarmazekokat allitottak elé, melyek kozil 70 hidrazon-
szarmazékot szintetizaltam.[*®! A reakcioban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a) és 3-
formilkromont (84) forraltam, és kvantitativ termeléssel jutottam a 70 hidrazon-szarmazékhoz
(56. é&bra). Ezutan elvégeztem a fotoaktivalasi kisérleteket, melyek soran csokkent
reakciokészséget tapasztaltam: PBSpH=7,4: 18%; PBSpH=s4: 33%; TRISpH=84: 61%, melynek oka
példaul az aromaticitds hidnyaban kereshet6. Azonban a reakcidé meginduldsa miatt
megallapithato, hogy feltehetden egy aromas gytrtivel konjugalt kettds kdtéses rendszer is mar

alkalmas lehet a hidrazon aktivalasara.

'|I's (@] O
NH - AP
H,N @J\?O - | ~N. ,\\Sﬁ
etanol, forralas, 5 6ra H \©\
M

70

Termelés: 99%

56. abra: MAO inhibitor (70) szintézise
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A szintetizalt 70 molekulat intakt MS és emésztés utani MSMS vizsgalatra adtuk le annak
érdekében, hogy megéllapitsuk a MAO-hoz torténd kovalens kotddést. A mérések ramutattak,
hogy a MAO-hoz a varttol eltéréen nem a kromén szerkezeti részlet, hanem a tozil csoport

kapcsolddott.

34.24 MRSAPK
Az elmalt évtizedekben elterjedt az antibiotikumok hasznalata, aminek kdvetkeztében

szamos antibiotikumra (pl.: meticillin) rezisztens mutans baktériumtérzs alakult ki. A
meticillinrezisztens staphylococcus aureus (MRSA) baktérium fert6z6dés kovetkeztében
sulyos esetekben szervi (pl.: vese, sziv) elégtelenségek, akéar halal is felléphet, igy a
gyogyszerkémia egy igen intenziven kutatott terlilete az MRSA okozta megbetegedésekre
alkalmas antibiotikumok fejlesztése. Egy mddszer erre a célzottan bakterialis piruvat kindz
(MRSA PK) enzim gatlasa, mely példaul az irodalomban talalt 71 karbohidrazon molekulaval
valosithatd meg.®% A vegyiilet szulfonilhidrazon analogjanak eléallitasahoz sziikséges
hidrazidot (87) hidrazin-hidréat (86) és a megfelelé szulfonil-klorid (85) reakciojaban allitottam
elé. Ezt kovetéen 87 hidrazidot (2-indolil)-metilketonnal (88) reagaltatva kaptam a vart
terméket (73) (57. abra), és elvégeztem vele a besugarzasi kisérleteket, melyek soran
megvilagitasok soran 10 perces reakcioidé mellett csak kis mértékli konverzidt tapasztaltam,
igy a Kisérleteket megismételtem 30 perces reakcididével, mely soran mar jo es Kivalo
konverzidt tudtam elérni mind a harom pufferben: PBSpH=7,4: 72%; PBSph=84: 89%; TRISpH=8 4
93%. A molekula kis mértékben csdkkent reakciokeszsege az indol benzolhoz képesti csokkent

aromaticitasaval magyarazhatd. Biologiai tesztelésre eddig még nem nyilt lehetéségiink.

OH

Ol _N.
| SOCI S™ 'NH; 0
o . NH; THF O Ny
NHzH o R argon, etanol,RT, HO

Br 2 2 ora Br 2 nap
87
85 80 Termelés: 42% Termelés: 34%

57. dbra: MRSA PK inhibitor (73) szintézise

34.25 STATS5
A STATS5 egy transzkripcids faktor, ami tébbnyire sejtosztédasban, sejthalalban, illetve

gyulladasok kialakulaséban résztvevo gének kifejez6dését segiti. A STATS talmiikodése sokat
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0szt0do, azonban életben maradd rakos sejtek (mell, prosztata) kialakulasahoz vezethet. A
STATS transzkripcios faktor foszforilezést kovetden képes hatasat kifejteni, ennek gatlasa egy
intenziven kutatott teriilet.5Y A szakirodalomban talalt STAT5 inhibitor tulajdonsaggal
rendelkezd karbohidrazon-szarmazék (72) szulfonilhidrazon analdgjat allitottam el.521 A
piridin-3-szulfonil-klorid (89) és hidrazin (90) reakciojaval elballitott hidrazidot (91) a
megfeleld ketonnal (84) kevertetve kaptam a 74 hidrazon-szarmazékot (58. abra), majd
elvégeztem vele a fotoaktivalasi kisérleteket, melyek alacsony és kozepes konverzidval
jatszddtak el: PBSph=74: 21%; PBSpH=g.4: 53%; TRISpH=s4: 36%. Ennek okaul szolgalhat a 70
kromonhoz hasonl6an az aromaticitas hianya, illetve az elektronszivé heterociklus jelenléte a

szulfonilcsoporton.

(0]
9 (jiﬂj\ﬁo
SO,ClI O=S-NH o 0
NH, 84 | Q
AN THF X . N 3
| + HaN=NH, | etanol, RT, 7N SN
/N /N ! ' H O |

RT, argon, 2 ora @] =
89 90 2ora 91 74

Termelés: 42% Termelés: 75%

58. dbra: STATS inhibitor (74) szintézise

A 74 molekulaval a tovabbiakban felvettem két 1Cso gorbét: az egyik esetben a bevilagitatlan
kismolekulat, a masik esetben pedig a bevilagitott kismolekulat alkalmaztam. Azt tapasztaltuk,
hogy bevilagitott mintak 1Cso értéke nagyjabol 20-szor jobb (19,4 uM) mint a bevilagitatlan
mintaké (249,3 uM) (59. abra).
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59, abra: Bevilagitatlan és bevilagitott 74 1Cso gorbéi

A tovébbiakban az MS mérésekkel szeretnénk bizonyitani a kovalens kotoédést a STATS

fehérjéhez.
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3.4.2.6 Dopamin D3
A haloperidol (76) egy neuroleptikumként alkalmazott gydgyszer, melynek elballitottam egy

szulfonilhidrazon szarmazékat (78), és vizsgaltam annak reaktivitasat (60. bra).

.!_S Cl
_NH OH
N
/@)l\m'\'
F 78
cl Ts cl
OH . N"{IH OH
® .18 Etanol ' N
/@*NN I\IJH
NH,
F 76 46a F 78

60. &bra: Haloperidol tozilhidrazon szerkezete és szintézise

A szintetizalt hidrazonszarmazékkal (78) elvégeztem a bevilégitési kisérleteket a GSH-val
PBS-pufferekben (PBSpH=7,4 €5 PBSpH=g4), melyek soran azt tapasztaltam, hogy a hidrazon
teljesen elfogy bevilagitas hatasara, azonban a GSH-addukt témegét nem lattuk az MS-ben. Azt
figyeltuk meg hogy a haloperidol esetén a molekula nagy mérete, illetve lipofilitasa
kovetkeztében a GSH-val (mely poléris) valdé kdzvetlen reakcio visszaszorul, és a sokkal
gyorsabb vizzel vald reakcio kerul eltérbe: a bevilagitds hatasara hidrazon-eliminacio
kovetkeztében olefin (92), illetve az olefinre torténd vizaddicié soran pedig a megfeleld
szekunder alkohol (93) keletkezik (61. abra).

Cl Cl
OH OH

OH

o~ oy

F 92 £ 93

61. abra: GSH jelolés soran fellépé mellékreakciok termékei vizes kdzegben
Ezt kovetéen a bevilagitasi kisérleteket mddositott korulmények kozott végeztem el:
lecsokkentettem a viz mennyiségét a reakcidban, és azt acetonitrillel helyettesitettem. 420 ul
MeCN és 80 ul viz alkalmazdsa esetén a GSH-adduktot azonositani tudtuk. A viz
csokkentésének kovetkeztében a hidrolizis mértéke, azonban ezzel egyiitt a hidrazon fogyasa is
lecsokken. (25%). A bevilagitasi Kisérleteket tiszta acetonitrilben elvégezve is hasonld

eredményeket kaptam: a GSH-addukt megjelenik, azonban a kiindulasi molekula fogyasa

csokken. Kutatocsoportunk fékuszaban a dopamin receptor altipusok kézott a D3 szerepel.
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Annak igazolaséra, hogy a vizes kdzegben bevildgitds hatasara képz6d6 vegyuletkeverék
(olefin, alkohol) is aktiv a D3 receptoron, elkiildtiik kiillonb6z6 mintdkat radioaktiv ligandum
alapu kotédési vizsgalatokra a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontba, és ott meghataroztak az
egyes mintak kotédési allandoit (62. abra).

CHO-K1

= 100 K =4.82 nM
g
< o -
Q c 75 K, = 89.92 nM
¥
Q3o 59 K, =38.17 M
~ O
T5 259 -
2 K; = 59.82 nM

@ 0

Total 10 9 8 -7 6 -5

log[Ligand], M
62. dbra: Haloperidol és haloperidol-tozilhidrazon szarmazékokkal végzett kotédési assay-k

eredmeényei
A radioligand alapt kotddési assay eredményeibdl az lathatd, hogy a haloperidol kotédése a
receptorhoz a vartnak megfeleléen torténik (sarga gorbe). A hidrazonnd modositott haloperidol
(piros gorbe) is kotodik, bar egy nagysagrenddel rosszabb mértékben. A vegyiletkeveréekekkel
vegzett kisérletek (zold és kék gorbe) pedig a 2 kozti aktivitast mutatjak, ami arra utalhat, hogy
a modszerink alkalmas lehet a D3 receptor miikodésének szabalyozasara, ugyanis a haloperidol
molekula kiilonb6z6 méretli hidrazonokkal térténd modositasa a molekula aktivitast eltérd
mértékben ronthatja el, majd a bevilagitas hataséra Ujra felerdsithetd a bioldgiai hatés. Erdemes
lehet a fehérje jelenlétében is megnézni a fotoaktivalast, és kimutatni a kovalens kotddést.
Terveink kozott szerepel a D3-receptort izolalni (amely membranreceptor jellege miatt
o6nmagaban is kihivast jelent), majd tomegspektrométerrel kimutatni, hogy nem csak a
photocage hatas, hanem kovalens kapcsolas is megvaldsithat6. Utdbbival a haloperidol

reverzibilis hataséat irreverzibilissé is tehetnénk.

3.5 A kutatas soran hasznalt analitikai médszerek

A Sigma-Aldrich Corporation vegyszereit hasznaltam kutatasom soran. Az H és 3C NMR
spektrumok Varian Unity Inova 300 MHz és 500 MHz NMR berendezéssel késziiltek. A
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csatolasi allandékat (J) Hz-ben, az eltoloddsokat (&) ppm-ben tintettem fel. A
folyadékkromatogréfidval kapcsolt tomegspektrometrias készilékkel (HPLC-MS) végzett
méréseket a Shimadzu LCMS-2020 készulékkel készitettem 50-1000 m/z tartomanyban,
melyben Reprospher 100 C18 (5 um; 100x3 mm) oszlop, pozitiv és negativ ketts ionforras
(DUIS) és kvadrupdl MS analizator van. Ismert molekulakrol *H NMR adatokat tiintetek fel,
j vegyiiletekrdl pedig *H és 13C NMR, tovabba olvadaspont adatokat tiintetek fel, melyek a
Jasco SRS OptiMelt készllékkel késziltek. Az () vegyiiletekrél nagyfelbontasu
tomegspektrumok felvételét a jovoben tervezziik. A pufferek pH-jandk ellendrzését, illetve

allitdsat a HI 2211 pH/ORP Hanna Instruments pH mér6 eszkdzzel végeztem el.

Elokészités 1épései:

e TRIS pufferek elkészitése: 146,1 mg NaCl-ot és 394 mg Hyd-TRIS-t oldottam 50 ml
RO (reverse osmosis) vizben, pH beallitasat pedig tomeny HCI/NaOH oldattal
végeztemel.

e PBS pufferek elkészitése: 146,1 mg NaCl-ot és 445 mg Na;HPO4*2 H,O-t oldottam 50
ml RO vizben, a pH beéllitasat pedig tomény HCI/NaOH oldattal végeztem el.

e Indoprofén-oldat: 4 mM-os acetonitriles oldat (bels6é sztenderd). 1,00 mg indoprofént
889 ul acetonitrilben oldottam.

e GSH-oldat: 18,6 mM-os puffer-oldat elkészitése. 5 mg GSH-t 875 ul pufferben
oldottam.

e Bevilagitand6 anyag oldata: 7,5 mM-os acetonitriles oldat elkészitése.

A kisérlet menete:

A fent leirt oldatok elkészitése utan elkészitettem egy térzsoldatot: Egy Uvegcsébe 30
ul acetonitriles indoprofén oldatot, 30 ul acetonitriles bevilagitandé anyagot tartalmazo oldatot
¢és 540 pl puffer oldat mértem. Ezt kdveten egy kvarckiivettaba és egy LCMS-uvegcsebe
bemértem 250-250 pl torzsoldatot, illetve 250-250 pl azonos pH-ju pufferrel készitett GSH-
oldatot. A kvarckivettat elhelyeztem a LED ele, és elinditottam a megvilagitast. Az LCMS

Uvegcsének tartalmat megmértem a HPLC-MS készulékben, ezt a késébbiekben referenciaként
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hasznaltam. A megvilagitas befejezte utan a kvarckivetta tartalmét atpipettdztam egy LCMS-
Uvegcsébe, majd azt is megmértem, és dsszehasonlitottam a referencidb6l mért adatokkal.

A megvilagitasokat kiilonb6z6 hullamhosszu nagy teljesitményti (high power) LED-ekkel
végeztem, VOLTCRAFT LPS 1305 fesziltségforras segitségével. A Kkisérletek sordn a

feszlltséget 10 V-ra, az aramer6sséget pedig 0,9 A-re allitottam.

Aramlasos reakcio el6készitésének, elvégzésének menete:

Acetonitril (2 ml) és TRIS puffer (23 ml) elegyében 50 mg GSH-t, 1 mg (X)-t és 4,15
mg indoprofént oldottam fel, majd az elegy 5 ml-es részleteit hasznaltam a megvilagitashoz.
A reakciotér egy 9 m hosszl, feltekert Fep vezeték volt, melynek térfogata 1,77 ml. A
megvilagitashoz sziikséges 366 nm-es fényt egy UV-cs6 biztositotta. A fényforras hiitését egy
szamitogép processzor hiitdventilatoraval oldottuk meg. A kisérlethez egy Jasco PU-987 prep.
HPLC pumpat hasznaltam, és az 0sszes reakciot nyomas ald helyezés nélkil és

szobahdmérsékleten hajtottam végre.

N’-(difenilmetilén)-4-metil-benzolszulfonilhidrazid (47b)

Ts

HN.
N

Egy egynyaki gémblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,02 g; 5,49 mmol),
benzofenont (45c, 1,00 g; 5,49 mmol) és katalitikus mennyiségii p-toluolszulfonsavat 30 ml
etanolban oldottam, majd a reakcidelegyet 70 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS
mérésekkel kovettem, majd 3 oOra elteltével az elegyet lehiitottem, és a szilard csapadékot

iivegsziirdn sziirtem.

Termelés: 1,21 g (63%), fehér por.
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 10,44 (s; 1H), 7,83 (d: J = 8,3 Hz, 2H), 7,58 — 7,50 (m: 3H),
7,43 (d: J = 8,1 Hz; 2H), 7,40 — 7,30 (m; 3H), 7,26 — 7,18 (m; 4H), 2,39 (s; 3H) ppm.

Metil-2-fenil-2-(2-tozilhidrazinilidén)acetat (47c)

Egy egynyakd gdémblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00
mmol) és metil 2-oxo-2-fenilacetatot (45d, 0,33 g; 2,00 mmol; 0,29 ml) 2 ml etanolban
oldottam, majd a reakcioelegyet 70 °C-on kevertettem. A reakciét HPLC-MS meérésekkel
kovettem, majd 2 ora elteltével az elegyet lehiitdttem, €s a szilard csapadékot tivegsziiron

szlirtem.
Termelés: 0,48 g (71%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6 11,65 (s; 1H), 7,82 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,63 — 7,22 (m; 7H),
3,88 (s; 3H), 2,39 (s; 3H) ppm.

N’-[(1H-benzo[d]imidazol-2-il)(fenil)metilén]-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (47d)

\
NN
H uN

Ts

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,42 g; 2,25
mmol), (1H-benzo[d]imidazol-2-il)(fenil)metanont (45e, 0,50 g; 2,25 mmol) és katalitikus
mennyiségli p-toluolszulfonsavat 10 ml etanolban etanolban, majd a reakcioelegyet
szobahOmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd egy hét
elteltével tovabbi 100 mg hidrazid 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot adtam a reakci6elegyhez.

Tovabbi egy héttel késébb a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.
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Termelés: 0,10 g (12%), sérga por.
Olvadaspont: 165 °C

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13,19 (s; 1H), 7,84 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,74 (d; J = 3,1 Hz;
1H), 7,72 (d; J = 3,1 Hz; 1H), 7,56 — 7,48 (m; 5H), 7,43 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,38 (d; J = 3,2
Hz; 1H), 7,36 (d; J = 3,3 Hz; 1H), 2,37 (s; 3H) ppm; 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 144,76
144,37; 140,13; 137,63; 136,39; 135,53; 131,35; 130,34; 130,24; 129,23; 128,79; 128,52;
127,72; 126,00; 124,36; 116,53; 21,50 ppm.

2-(1-(2-Tozilhidraziniliden)etil)benzoesav (47e) és 4-metil-2-tozilftalazin-1(2H)-on
(48)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,57 g; 3,05
mmol) és 2-acetilbenzoesavat (45f, 0,50 g; 3,05 mmol) 3 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahomérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd egy hét elteltével kromatografaltam, igy jutottam a 47e és a 48 termékekhez.

Termelés (47e): 0,21 g (21%), fehér por.

Olvadaspont: 75 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 4 12.93 (s, 1H), 10.45 (s, 1H), 7.85 - 7.23 (m, 7H), 7.10 (m,
J=7.5, 1.5 Hz, 1H), 2.36 (s, 3H), 2.07 (s, 3H). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) § 168.35,
157.07, 143.48 , 140.98 , 137.03, 132.01, 130.95, 130.14 , 129.83, 129.32, 129.01 , 127.74
,21.48,19.34.

Termelés (48): 0,34 g (35%), fehér por.

Olvadaspont: 189 °C

!H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 4 8.17 (m, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H), 8.06 — 7.97 (m, 3H), 7.94 (d,
J=8.4Hz, 1H), 7.86 (m, J=8.3, 6.3, 2.2 Hz, 1H), 7.56 — 7.27 (m, 2H), 2.60 (s, 3H), 2.38 (s,
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3H). C NMR (75 MHz, DMSO-dg) § 157.91, 146.34 , 146.13, 135.64, 134.57, 133.19,
130.20, 129.83, 129.17 , 127.53 , 127.03, 126.97 , 21.62, 19.53..

N’-(1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (47f)

Ts
_NH
N

e

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,12 g; 0,62
mmol és 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-on (45g, 0,10 g; 0,62 mmol) etanolban oldottam,
majd a reakcioelegyet 60 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd

4 Ora elteltevel az elegyet Iehiitottem, és a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.
Termelés: 0,02 g (8%), barna por.
Olvadaspont: 167 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12,32 (s; 1H), 10,89 (s; 1H), 7,97 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 7,62
(d; J=8,0 Hz; 1H), 7,52 (d; J = 8,0 Hz; 1H), 7,39 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 7,23 (t; J = 7,8 Hz; 1H),
7,17 (t; J = 7,8 Hz; 1H), 2,35 (s; 3H), 2,31 (s; 3H) ppm; 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
149,78; 146,14; 144,01; 143,4; 136,57; 135,36; 129,95; 128,11; 124,12; 122,13; 119,81;
112,42; 21,44; 13,71 ppm.

N’-(1-(3-aminofenil)etiliden)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (479)

TS
_NH
I

NH»

Egy egynyaku gdmblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,38 g; 7,40
mmol) és 3-aminoacetofenont (45h, 1,00 g; 7,40 mmol) oldottam 15 ml metanolban, majd a
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reakcioelegyet 60 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd 4 6ra

elteltével az elegyet lehiitttem, és a szilard csapadékot tivegsziir6n sziirtem.
Termelés: 1,79 g (80%), fehér por.
Olvadaspont: 171 °C

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10,35 (s; 1H), 7,83 (s; 2H), 7,40 (s; 2H), 6,94 (d; J = 29,9
Hz; 2H), 6,67 (d; J = 55,5 Hz; 2H), 5,15 (s; 2H), 2,35 (s; 3H), 2,10 (s; 3H) ppm; *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) 6 154,30; 148,98; 143,71; 138,54; 136,77; 129,89; 129,20; 128,06; 115,60;
114,40; 111,67; 21,48; 14,82 ppm.

4-Metil-N’-(1-(pirazin-2-il)etilidén)benzolszulfonil-hidrazid (47h)

Ts

[
-NH
N
N |
N
[
N

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,53 g¢; 8,19
mmol) és 1-(pirazin-2-il)etan-1-ont (45i, 1,00 g; 8,19 mmol) 8 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd 2 nap elteltével a reakcidelegyet beparoltam.
Termelés: 1,95 g (82%), fehér por.
Olvadaspont: 180 °C

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 11,05 (s; 1H), 8,96 (s; 1H), 8,58 (s; 2H), 7,87 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 7,41 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 2,34 (s; 3H), 2,24 (s; 3H) ppm: 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
5 151,87; 150,18; 144,74; 144,11; 143,74; 142,16; 136,37; 130,07; 128,05; 21,45; 12,79 ppm.
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3-Metil-N’-(2-oxoindolin-3-ilidén)benzolszulfonilhidrazid (47i)

Ts

_NH
N

HN

Egy egynyakd gdémblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,27 g; 6,80
mmol) és indolin-2-3-diont (izatin) (45j, 1,00 g; 6,80 mmol) 10 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,

majd 1 nap elteltével a szilard csapadékot {ivegsziirén sziirtem.
Termelés: 1,93 g; (90%); sarga por.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.52 (s, 1H), 10.75 (s, 1H), 8.01 — 7.69 (m, 3H), 7.52 —
7.39 (m, 2H), 7.37 — 7.27 (m, 1H), 7.11 - 6.97 (m, 1H), 6.92 — 6.71 (m, 1H), 2.38 (s, 3H).

4-Metil-N’-(1-(tiofen-3-il)etilidén)benzolszulfonil-hidrazid (47j)

Ts

.NH
N

I
1
S
Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,64 g; 8,80
mmol) és 1-(tiofén-3-il)etan-1-on (45k, 1,11 g; 8,80 mmol) 10 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet 60 °C-on kevertettem. A reakciét HPLC-MS merésekkel kdvettem, majd 4 6ra

elteltével az elegyet lehitottem, és a szilard csapadékot {ivegsziirén sziirtem.
Termelés: 2,33 g (90%), fehér por.
Olvadaspont: 178 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,32 (s; 1H), 7,84 — 7,71 (m; 3H), 7,50 (dd; J = 5,1; 2,9 Hz;
1H), 7,40 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,30 (dd; J = 5,1, 1,2 Hz; 1H), 2,36 (s; 3H), 2,14 (s; 3H) ppm;
13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 150,59; 143,76; 140,92; 136,58; 129,85; 128,13; 127,25;
126,04; 125,66; 21,47; 15,27 ppm.
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N’-((4-fluorfenil)tiofén-3-il)metilén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (47K)

Egy egynyaku gdémblombikban 4-metilbenzolszulfonil-hidrazidot (46a, 1,81 g; 9,70
mmol) és (4-fluorofenil)(tiofén-2-ilymetanon (451, 2,00 g; 9,70 mmol) 10 ml etanolban
oldottam, majd a reakcidelegyet 80 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel
kovettem, majd 6 ora elteltével az elegy hiitése utan livegsziird segitségével sziirtem a kivalt

csapadékot. Az anyaltigot kromatografaltam, igy tovabbi terméket sikerilt kinyernem.
Termelés: 3,10 g (85%), halvanysarga por.
Olvadaspont: 110-112 °C

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 10.47 (s, 1H), 7.99 — 7.67 (m, 2H), 7.57 (d, J = 5.1 Hz,
1H), 7.37 (dd, J = 14.4, 7.8 Hz, 5H), 7.21 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 6.69
(d, J = 3.7 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H). 3C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 163.15 (d, J = 246.5 Hz),
149.92, 143.83, 142.70, 136.34 , 131.60 (d, J = 8.8 Hz), 129.80 , 129.61 , 128.66 (d, J = 3.3
Hz), 128.33, 128.18 , 128.01, 116.27 (d, J = 21.9 Hz), 62.47 , 21.48 .

4-Metil-N’-(propan-2-ilidén)benzolszulfonilhidrazid (471)

Ts

HN .
N

)\
Egy egynyaku gdémblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 3,21 g; 17,24
mmol) és acetont (45m, 1,00 g; 17,24 mmol, 1,28 ml) 35 ml metanolban oldottam, majd a

reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,

majd 4 ora elteltével az elegyet lehiitottem, és a szilard csapadékot {ivegsziirén sziirtem.
Termelés: 3,60 g (92%), halvanysarga por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9,95 (s; 1H); 7,72 (d; J = 8,3 Hz; 2H), 7,38 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 2,38 (s; 3H), 1,79 (s; 3H), 1,78 (s; 3H) ppm.
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4-Metil-N’-(1,1,1-trifluorpropréan-2-ilidén)benzolszulfonilhidrazid (47m)

Egy egynyaku gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00 mmol)
és 1,1,1-trifluorpropan-2-ont (45n, 0,22 g; 2,00 mmol) 2 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet 70 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd 5 6ra
elteltével az elegyet lehiitdttem, €s a szilard csapadékot livegszlirdn szlirtem. Az alacsony
termelés miatt az anyallgot normal fazisi oszlopkromatografias mddszerrel tisztitottam, igy

tovabbi terméket sikerult kinyernem.
Termelés: 0,25 g (44%), fehér por.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11,41 (s; 1H), 7,72 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,43 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 2,39 (s; 3H), 1,99 (s; 3H) ppm.

N’-(3,3-dimetilbutan-2-ilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (47n)

Ts

I
HN.
N

SO

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00
mmol) és 3,3-dimetil-2-butanont (450, 0,20 g; 2,00 mmol) 2 ml metanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet 60 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd 2 éra
elteltével az elegyet lehiitottem, és a szildrd csapadékot livegsziirén szilirtem. Az alacsony

termelés miatt az anyalugot normal fazisi oszlopkromatografias modszerrel tisztitottam, igy

tovabbi terméket sikerult kinyernem.
Termelés: 0.30 g (55%), fehér kristalyos anyag.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9,76 (s; 1H), 7,72 (d; J = 8,3 Hz; 2H), 7,38 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 2,38 (s; 3H), 1,73 (s; 3H), 0,95 (s; 9H) ppm.
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N’-(1-benzilpiperidin-4-ilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (470)

Egy egynyakd gdémblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00
mmol) és 1-benzilpiperidin-4-ont (45p, 0,38 g; 2,00 mmol; 0,37 ml) 5 ml etanolban oldottam,
majd a reakcidelegyet szobahémérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel

kovettem, majd 5 ora elteltével a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.
Termelés: 0,26 g (36%), halvanysargasbarna por.

1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 10,20 (s: 1H), 7,72 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,39 (d: J = 8,0 Hz;
2H), 7,34 — 7,22 (m; 5H), 3,49 (s; 2H), 2,49 — 2,30 (m; 9H), 2,18 (t; J = 5,7 Hz; 2H) ppm.

4-Metil-N’-(1-fenilpropan-2-ilidén)benzolszulfonil-hidrazid (47p)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 1,42 g; 7,62
mmol) és 1-fenilpropan-2-ont (45q, 1,00 g; 7,62 mmol) 10 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS merésekkel kdvettem,

majd 1 nap elteltével az elegyet lehiitottem, és a szilard csapadékot iivegszlirén szlirtem.
Termelés: 1,26 g (55%), fehér por.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 10,00 (s: 1H), 7,72 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,39 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 7,25 — 7,14 (m; 3H), 7,01 — 6,89 (m; 2H), 3,38 (s; 2H), 2,41 (s; 3H), 1,69 (s; 3H) ppm.
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N’-benzilidén-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (50a)

Egy egynyak(d lombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 37 g; 2,00 mmol) és
benzaldehidet (49a, 0,21 g; 2,00 mmol; 0,20 ml) 16 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,

majd 6 dra elteltével a reakcidelegyet beparoltam.
Termelés: 0,51 g (92%), fehér kristaly.

H NMR (300 MHz, DMSO-de) 8 11,45 (s; 1H), 7,93 (s; 1H), 7,79 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,62 —
7,48 (m; 2H), 7,48 — 7,31 (m; 5H), 2,35 (s; 3H) ppm.

4-((2-Tozilhidrazinilidén)metil)benzoesav (50b)

Ts

-NH
N

I
H
HOOC

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 4-formil-benzoesavat (49b, 0,15 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS merésekkel kdvettem,
majd 6 Ora elteltével a reakcidelegyet beparoltam. A termék tomegét a lombikbol vald

kikaparast kovetéen mértem meg.
Termelés: 0,28 g (87%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 13,06 (s; 1H), 11,68 (s; 1H), 8,02 - 7,88 (m; 3H), 7,79 (d; J
= 8,1 Hz; 2H), 7,68 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 7,41 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 2,35 (s; 3H) ppm.
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4-Metil-N’-(2-nitrobenzilidén)benzolszulfonilhidrazid (50c)

TS

-NH
N

CT,
H
NO,

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 2-nitrobenzaldehidet (49c, 0,15 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet 70 °C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd 2 6ra

utan a reakcioelegyet szlirtem, azonban a termék javarészt az anyaligban maradt, igy azt

bepéaroltam.
Termelés: 0,25 g (78%), sarga por.
Olvadaspont: 145 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6 11,91 (s; 1H), 8,30 (s; 1H), 8,02 (d; J = 8,1 Hz; 1H), 7,89 —
7,72 (m; 4H), 7,63 (t; J = 7,8 Hz; 1H), 7,42 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 2,37 (s; 3H) ppm; *C NMR
(75 MHz, DMSO-ds) 6 148,30; 144,12; 142,77; 136,55; 134,19; 131,13; 130,24; 128,46;
128,28; 127,63; 125,09; 21,47 ppm.

N-(4-(1-(2-tozilhidrazinilidénn)etil) fenil)acetamid (50d)

TS
_NH
N

|
H
AcHN

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 4-acetamido-benzaldehidet (49d, 0,16 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd
a reakcidelegyet szobahomérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,
majd a reakcidelegyet 1 nap elteltével beparoltam. A termék tomegét a lombikbdl vald

kikaparast kovetéen mértem meg.

Termelés: 0,30 g (91%), fehér por.
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Olvadaspont: 210 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 11,30 (s; 1H), 10,09 (s; 1H), 7,85 (s; 1H), 7,77 (d; J = 8,0
Hz; 2H), 7,62 (d; J = 8,3 Hz; 2H), 7,49 (d; J = 8,3 Hz; 2H), 7,40 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 2,35 (s;
3H), 2,06 (s; 3H) ppm; 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 168,99; 147,32; 143,81; 141,43;
136,68; 130,08; 128,73; 127,92; 127,69; 119,32; 24,53; 21,45 ppm.

N’-((1H-indol-3-il)metilén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (50e)

Egy egynyakd gdomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 3-indolkarbaldehidet (49e, 0,15 g 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,
majd a reakcidelegyet 2 nap elteltével beparoltam. A termék tomegét a lombikbol valo

kikaparast kovetéen mértem meg.
Termelés: 0,26 g (83%), barna por.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11,51 (s; 1H), 10,87 (s; 1H), 8,11 (s; 1H), 8,00 (d; J = 7,5
Hz; 1H), 7,83 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,72 (d; J = 2,7 Hz; 1H), 7,51 — 7,31 (m; 3H), 7,27 — 7,03
(m; 2H), 2,33 (s; 3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 145,48; 143,58; 137,39; 136,79;
130,84; 129,90; 127,83; 124,48; 123,04; 122,05; 120,96; 112,27; 111,57; 21,42 ppm.

4-Metil-N’-(2-feniletilidén)benzolszulfonilhidrazid (50f)
'!'s
.NH
A
H
Egy egynyaku gdmblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 2-fenilacetaldehidet (49f, 0,12 g; 1,00 mmol, 0,12 ml) 15 ml etanolban oldottam,
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majd a reakcioelegyet szobah6mérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel
kdvettem, majd a reakcidelegyet 1 nap elteltével beparoltam, azutan oszlopkromatogréafiaval

tisztitottam.
Termelés: 0,11 g (38%), fehér por.

H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 10,98 (s; 1H), 7,71 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,42 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 7,31 (t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,27 — 7,15 (m; 3H), 7,05 — 6,96 (m; 2H), 3,42 (d; J = 5,8 Hz;
2H), 2,41 (s; 3H) ppm.

N’-((5-brémtiofén-3-il)metilén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (509)

Br

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 5-bromtiofén-3-karbaldehidet (49g, 0,19 g; 1,00 mmol, 0,12 ml) 15 ml etanolban
oldottam, majd a reakcidelegyet szobahémérsékleten kevertettem. A reakciét HPLC-MS

mérésekkel kovettem, majd a reakcidelegyet 1 nap elteltével beparoltam.
Termelés: 0,34 g (95%), sargasbarna por.
Olvadaspont: 99-100 °C

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 11,47 (s; 1H), 8,00 (s; 1H), 7,72 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,42 (d:
J = 8,0 Hz; 2H), 7,20 (s; 2H), 2,37 (s; 3H) ppm. 2C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 144.02,
141.72 , 140.61 , 136.32, 131.67 , 131.63, 130.11, 127.64 , 115.00, 21.45 .
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N’-((1H-imidazol-4-il)metilén)-4-benzolszulfonilhidrazid (50h)

HN —Ts

_N
f(
N

HN -7

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00 mmol) és
1H-imidazol-4-karbaldehidet (49h, 0,10 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,

majd 3 dra elteltével a reakcidelegyet beparoltam.
Termelés: 0,25 g (95%), halvanybarna por.
Olvadaspont: 151 °C

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 13,01 (s; 1H), 8,03 (s; 1H), 7,71 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,64 (s;
1H), 7,44 — 7,24 (m; 3H), 2,35 (s; 3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 143,89; 136,70;
136,59; 136,01; 135,63; 130,19; 127,46; 121,68; 21,44 ppm.

N’-(3,5-bis(trifluormetil)benzilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (50i)

Ts

HN .
N

FsC !

CF;

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 3,5-bis(trifluormetil)benzaldehidet (49i, 0,24 g; 1,00 mmol; 0,17 ml) 15 ml etanolban
oldottam, majd a reakcidelegyet szobah6mérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS

mérésekkel kovettem, majd a reakcidelegyet 4 nap elteltével beparoltam.
Termelés: 0,40 g (96%), fehér por.

Olvadaspont: 120-122 °C
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IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11,99 (s; 1H), 8,19 (s: 2H), 8,11 (s; 1H), 8,07 (s; 1H), 7,78
(d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,40 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 2,35 (s; 3H) ppm; *3C NMR (75 MHz, DMSO-

de) & 144,18; 143,92; 136,94; 136,46; 131,46; 131,02; 130,17; 127,62 (2 jel egybecsliszva);
127,26; 125,32; 123,33; 121,71; 21,40 ppm.

4-Metil-N’-(piridin-3-ilmetilén)benzolszulfonilhidrazid (50j)

HN-TS

_N

Egy egynyakd gdmblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és nikotinaldehidet (505, 0,11 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd 3 Ora elteltével az elegyet Iehiitottem, és a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.
Termelés: 0,14 g (50%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 11,66 (s; 1H), 8,71 (s; 1H), 8,57 (dd; J = 4,8; 1,7 Hz; 1H),
8,03 - 7,87 (m; 2H), 7,78 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,42 (d; J = 7,7 Hz; 3H), 2,37 (s; 3H) ppm.

N’-((1-benzilpiperidin-4-il)metilén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (50k)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,09 g; 0,50
mmol) és N-benzilpiperidin-4-karbaldehidet (49k, 0,10 g; 0,50 mmol) 15 ml etanol és 10 ml
metanol elegyében oldottam, majd a reakcidelegyet szobahOmérsékleten kevertettem. A
reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd a reakcidelegyet 4 nap elteltével beparoltam,

azutan pedig oszlopkromatografiaval tisztitottam a terméket.
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Termelés: 0,04 g (19%), sarga gumiszerii anyag.
Olvadaspont: 45 °C

'H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 7,81 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,46 — 7,18 (m; 7H), 7,09 (d; J =
5,1 Hz; 1H), 3,48 (s; 2H), 2,93 — 2,72 (m; 2H), 2,44 (s; 3H), 2,29 — 2,11 (m; 1H), 2,01 (t; J =
11,3, 2,7 Hz; 2H), 1,68 (m; J = 13,5, 3,8 Hz; 2H), 1,49 (m; J = 11,5, 3,7 Hz; 2H) ppm; *C
NMR (75 MHz, Kloroform-d) 6 154,98; 143,97; 135,38; 129,57; 129,21; 128,21; 127,89;
127,08; 63,23; 52,72; 38,69; 28,95; 21,62 ppm.

-(4-(fenil(2-tozilhidraziniliden)metil)fenil)benzamid (47q)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,09 g; 0,50
mmol) és N-(4-benzoilfenil)benzamidot (52, 0,15 g; 0,50 mmol) 20 ml etanolban oldottam,
majd a reakcidelegyet 80 °C-on kevertettem. A reakcidelegyhez katalitikus mennyiségii p-
touolszulfonsavat adtam. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd 6 oOra elteltével az

elegyet lehiitottem, és a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.

Termelés: 0,05 g (20%), fehér por.

Olvadaspont: 185°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10.38 (s, 1H), 10.30 (s, 1H), 8.10 — 7.90 (m, 2H), 7.83 (d, J
=8.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.59 (d, J= 7.0 Hz, 1H), 7.54 (q, J = 3.0, 2.2 Hz, 5H),
7.45 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.24 (dd, J = 8.1, 5.9 Hz, 4H), 2.41 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz,

DMSO-ds) & 166.10 , 154.91 , 143.74, 141.02, 136.54 , 135.16, 133.06, 132.70, 132.15,
129.86 (2jel) , 129.25 (2jel), 128.83 , 128.25 , 128.17 (2jel), 120.23 , 21.52 .
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N-(4-benzoilfenil)benzamid (52)

SRR

Egy kétnyakd gémblombikban 4-aminobenzofenont (0,20 g; 1,00 mmol) és trietil-
amint (0,11 g; 1,10 mmol; 0,15 ml) 20 ml diklérmetanban oldottam, majd benzoil kloridot
(0,15 g; 1 mmol; 0,13 ml) 5 ml diklérmetanban csepegettem az oldathoz 0 °C -on. A
reakcidelegyet szobahémérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,
majd 1 nap elteltével a reakcidelegyet 20 ml vizzel, 20 ml telitett NaHCO3 oldattal és 20 ml

cc. NaCl oldattal mostam. A szerves fazist Na,SO4-al szaritottam, és beparoltam.
Termelés: 0,21 g (70%), halvanybarna por.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10.63 (s, 1H), 8.07 — 7.96 (m, 4H), 7.80 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.77-7.72 (m, 2H), 7.71 - 7.47 (m, 6H).

4-(1-(2-Tozilhidraziniliden)etil)benzoesav (53)

'ﬁ
_NH
N

I
o
HOOC

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00
mmol) és 4-acetilbenzoesavat (59, 0,33 g; 2,00 mmol) 25 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem,
majd 2 nap elteltével az elegy hiitése utan livegsziird segitségével szlirtem a kivalt csapadékot

és oszlopkromatografiaval tisztitottam a terméket.

Termelés: 0,41 g (62%), fehér por.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 13,00 (s; 1H), 10,69 (s; 1H), 7,92 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,81
(d; J =8,0 Hz; 2H), 7,73 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 7,41 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 2,36 (s; 3H), 2,19 (s;
3H) ppm.

N’-(1-(4-aminofenil)etilidén-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (54)

Ts

I
NH
N

I
o
HoN

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,37 g; 2,00
mmol) és 4-aminoacetofenont (60, 0,27 g; 2,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd 4 nap elteltével az elegyet lehiit6ttem, €s a szilard csapadékot tivegszlirén sziirtem.
Termelés: 0,16 mg (26%), fehér por.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 10,05 (s; 1H), 7,79 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,40 (d; J = 7,9 Hz;
2H), 7,33 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 6,49 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 5,42 (s; 2H), 2,37 (s; 3H), 2,06 (s; 3H)

ppm.

N’-(1-(4-brommetil)fenil)etilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (55)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00
mmol) és 1-(4-(brommetil)fenil)etan-1-ont (61, 0,21 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam,
majd a reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS merésekkel
kovettem, majd 1 nap elteltével az elegyet lehiitottem, és a szildrd csapadékot iivegsziirén

szlrtem.
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Termelés: 0,19 g (51%), fehér por.
Olvadaspont: 140 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10,54 (s; 1H), 7,81 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,61 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 7,42 (m; 4H), 4,70 (s; 2H), 2,37 (s; 3H), 2,16 (s; 3H) ppm; 1*C NMR (75 MHz, DMSO-
de) 6 152,96; 143,84; 139,62; 137,76; 136,63; 129,93; 129,78; 128,04; 126,73; 34,40; 21,49;
14,71 ppm.

N’-(but-3-in-2-ilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (56)

TS
_NH
N

|
///\ Me

Egy egynyakd gémblombikban 4-metilszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00 mmol) és
but-3-in-2-ont (64, 0,07 g; 1,00 mmol; 0,08 ml) oldottam 10 ml etanolban, majd a
reakcioelegyet szobahémérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd 2 nap elteltével a reakcidelegyet beparoltam, és kromatogréafiaval kinyertem a terméket.
Termelés: 0,09 g (39%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8,32 (d; J = 2,7 Hz; 1H), 7,83 (d; J = 8,4 Hz; 2H), 7,46 (d;
2H), 6,42 (d, J = 2,7 Hz; 1H), 2,39 (s; 3H), 2,17 (s; 3H) ppm.

4-Metil-N’-(1-(4-(prop-2-in-1-ilamino)fenil)etilidén)benzolszulfonilhidrazid (57)

Ts

HN .
N

o
Zz N

Egy egynyaku gdmblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,03 g; 0,17
mmol) és 1-(4-(prop-2-in-2-ilamino)fenil)etan-1-ont (66, 0,03 g; 0,17 mmol) 2,5 ml etanolban
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oldottam, majd a reakcidelegyet szobahomérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS
mérésekkel kdvettem, majd a reakcidelegyet 5 ora elteltével beparoltam.

Termelés: 0,05 g (88%), sarga por.
Olvadaspont: 137 °C

'H NMR (300 MHz, Kloroform-d) § 7,94 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,57 (d; J = 8,5 Hz; 2H), 7,33 (d;
J=8,0Hz; 2H), 6,64 (d; J=8,7 Hz; 2H), 3,97 (d; J = 2,5 Hz; 2H), 2,43 (s; 3H), 2,25 (t; J=2,4
Hz; 1H), 2,12 (s; 3H) ppm; *3C NMR (75 MHz, Kloroform-d) § 153,45; 148,13; 143,99; 135,52;
129,53; 128,15; 127,69; 127,30; 112,80; 80,44; 71,54; 33,33; 21,61; 13,16 ppm.

N’-(1-(4-(azidometil)fenil)etilidén)-4-metilszulfonilhidrazid (58)

Egy egynyakd goémblombikban 4-metilszulfonilhidrazidot (46a, 0,11 g; 0,60 mmol) és
1-(4-(azidometil)fenil)etan-1-ont (67, 0,11 g; 0,60 mmol) 10 ml etanolban oldottam, és a
reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem,

majd a reakcidelegyet 2 nap elteltével beparoltam.
Termelés: 0,18 g (86%), sarga por.
Olvadaspont: 100 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10,54 (s; 1H), 7,82 (d; J = 7,9 Hz; 2H), 7,65 (d; J = 7,9 Hz;
2H), 7,47 — 7,26 (m; 4H), 4,45 (s; 2H), 2,36 (s; 3H), 2,18 (s; 3H) ppm; 3C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6 153,09; 143,82; 137,62; 137,24; 136,65; 129,93; 128,86; 128,04; 126,75; 53,61;
21,48; 14,71 ppm.
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4-Metil-N’-(1-(4-((4-fenilpiperazin-1-il)metil)fenil)etilidén)benzolszulfonilhidrazid
(63)

Ts
_NH

)
<

Egy egynyaku gémblombikban N’-(1-(4-brémmetil)fenil)etilidén)-4-
metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,10 g; 0,26 mmol), 1-fenilpiperazint (62, 0,04 g; 0,26
mmol; 0,04 ml) és trietil-amint (26,31 mg; 0,26 mmol; 36,24 ul) 5 ml acetnotitrilben oldottam,
majd a reakcidelegyet szobahOmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel
kovettem, majd 4 O6ra elteltével a reakcioelegyet beparoltam és oszlopkromatogréafiaval

tisztitottam a terméket.
Termelés: 0,06 g (52%), halvanyrdzsaszines por.
Olvadaspont: 172 °C

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7,82 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 7,60 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,42 (d; J
= 8,1 Hz; 2H), 7,33 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,26 — 7,12 (m; 2H), 6,91 (d; J = 8,2 Hz; 2H), 6,77 (t;
J=7,2 Hz; 1H), 3,53 (s; 2H), 2,56 — 2,45 (m; 8H), 2,37 (s; 3H), 2,18 (s; 3H) ppm. *C NMR
(75 MHz, DMSO-de) 5 153.48 , 151.44 , 143.74 ,139.90 , 136.70 , 136.66 , 129.89 , 129.32 ,
128.02, 126.33, 119.22 , 115.81, 62.01, 52.99, 48.63, 21.47 , 14.72 . (Ljellel kevesebb)

1-(4-(prop-2-in-2ilamino)fenil)etan-1-on (66)
z N
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Egynyaku gémblombikban 4-aminoacetofenont (60, 0,81 g; 6,00 mmol), propargil bromidot
(65, 0,18 g; 1,5 mmol; 0,13 ml) és kalium-karbonétot (0,42 g; 1,5 mmol) oldottam 10 mi
acetonitrilben, majd a reakciot szobahémérsékleten kevertettem. Egy nap elteltével tovabbi egy
ekvivalens progargil-bromidot, és kalium-karbonatot adtam a reakcioelegyhez, majd a
reakcidelegyet forralas kdzben kevertettem. Tovabbi egy nap elteltével a reakcidelegyhez egy
ekvivalens céziumkarbonatot, Kl-ot, progargil bromidot, illetve 10 ml DMF-et adtam, és a
reakcidelegyet 110 °C-on kevertettem. Két nap elteltével a terméket kromatogréfias modszerrel

nyertem Ki a reakcidelegybol.
Termelés: 48,00 mg (5%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 7,89 (d; J = 8,4 Hz; 2H), 6,68 (d; J = 8,5 Hz; 2H), 4,45 (t;
J=6,0 Hz; 1H), 4,03 (dd; J = 6,2, 2,5 Hz; 2H), 2,54 (s; 3H), 2,28 (t, J = 2,5 Hz; 1H) ppm.

1-(4-(Azidometil)fenil)etan-1-on (67)

N3

Egy egynyaku gomblombikban 1-(4-brommetil)fenil)etanont (61, 0,51 g; 2,40 mmol)
és natrium azidot (0,19 g; 2,88 mmol) oldottam 25 ml DMF-ben, és a reakcidelegyet 80 °C-on
kevertettem. Egy éjszakat keveredett melegités kdzben. A reakciét HPLC-MS merésekkel
kovettem, majd szobahémérsékletre hiitve telitett NH4Cl oldatot adtam az elegyhez, és 3 x 30
ml hexan/dietil éter 1.1 aranyu elegyével extrahaltam. Ezt kovetden szaritottam natrium-

szulfattal, majd beparoltam az elegyet, és kromatografiaval tisztitottam a terméket.
Termelés: 0,29 g (68%), halvanysarga stirtin folyé anyag.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 7,99 (d; J = 8,1 Hz; 2H), 7,52 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 4,57 (s;
2H), 2,59 (s; 3H) ppm.
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N’-(4-hidroxi-3-metoxibenzilidén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (68)

ey
N. T
MeO NI

H

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilbenzolszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 mg; 1,00
mmol) és vanilint (79, 0,15 g; 1,00 mmol) oldottam 15 ml etanolban, majd a reakciéelegyet
szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd 4 Ora
elteltével a reakcidelegyet bepéaroltam. A termék tdmegét a lombikbdl valé kikaparast kovetéen

mertem meg.
Termelés: 0,22 g (69%), sargasbarna, ragacsos anyag.

!H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 11,13 (s; 1H), 9,50 (s; 1H), 7,77 (d; J = 3,5 Hz; 2H), 7,74 (s;
1H), 7,40 (d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,09 (s; 1H), 6,96 (dd; J = 8,2, 1,9 Hz; 1H), 6,76 (dd; J=8,1, 1,8
Hz; 1H), 3,77 (s; 3H), 2,35 (s; 3H) ppm.

N’-((4-hidroxifenil)(fenil)metilén)-4-nitrobenzolszulfonilhidrazid (69)

HO

Egy egynyakd gomblombikban 4-nitrobenzolszulfonilhidrazidot (83, 0,22 g; 1,00
mmol) és 4-hidroxibenzofenont (82, 0,20 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a
reakcidelegyet 3 ora forralast kovetden beparoltam, azutan 15 ml 1 M-0s s6savban oldottam,
és a reakcidelegyet szobahOmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel

kdvettem, majd 2 nap elteltével a szilard csapadékot tivegsziir6n sziirtem.
Termelés: 0,28 g (69%), sarga por.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 10.77 (s, 1H), 9.90 (s, 1H), 8.53 —8.40 (d, 2H), 8.24 —8.11

(d, 2H), 7.44 —7.19 (m, 5H), 7.17 — 7.02 (d, 2H), 6.98 — 6.82 (d, 2H).
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4-Metil-N’-((4-oxo-4H-kromén-3-il)metilén)benzolszulfonilhidrazid (70)

Egy egynyakd gomblombikban 4-metilszulfonilhidrazidot (46a, 0,19 g; 1,00 mmol) és
3-formilkromont (84, 0,17 g; 1,00 mmol) 15 ml etanolban oldottam, majd a reakcidelegyet 70
°C-on kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd 5 Ora elteltével az elegyet

lehiitottem, és a szilard csapadékot tivegsziirén sziirtem.
Termelés: 0,34 g (99%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 11,53 (s; 1H), 8,63 (s; 1H), 8,12 — 7,95 (m; 2H), 7,90 - 7,74
(m; 3H), 7,69 (d; J = 8,5 Hz; 1H), 7,53 (t; J = 7,7 Hz; 1H), 7,42 (d; J = 7,8 Hz; 2H), 2,37 (s;
3H) ppm.

N’-(1-(1H-indol-2-il)etilidén)-5-brom-2-metoxibenzolszulfonilhidrazid (73)

Egy egynyaku gémblombikban 5-brom-2-metoxibenzolszulfonilhidrazidot (87, 0,06 g;
0,36 mmol) és 1-(1H-indol-2-il)etan-1-ont (88, 0,10 g; 0,36 mmol) 10 ml etanolban oldottam,
majd a reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS meérésekkel
kovettem, majd 2 nap elteltével az elegyet lehiitottem, és a szildrd csapadékot iivegsziirén

szlirtem.
Termelés: 0,05 g (34%), fehér por.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10,79 (s; 1H), 10,49 (s; 1H), 7,95 (s; 1H), 7,77 (d; J = 8,5
Hz; 1H), 7,49 (d; J = 7,8 Hz; 1H), 7,39 (d; J = 7,9 Hz; 1H), 7,18 (d; J = 8,8 Hz; 1H), 7,10 (t; J
=7,2Hz; 1H), 6,96 (t; J = 7,7 Hz; 1H), 6,81 (s; 1H), 3,89 (s; 3H), 2,28 (s; 3H) ppm.
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N’-((4-ox0-4H-kromén-3-il)metilén)piridiin-3-szulfonilhidrazid (74)

Egy egynyakd gémblombikban 3-formilkromont (84, 0,08 g; 0,45 mmol) és piridin-3-
szulfonilhidrazidot (91, 0,08 g; 0,45 mmol) oldottam 10 ml etanolban, majd a reakcidelegyet
szobahOmérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS meérésekkel kovettem, majd 2 éra

elteltével az elegyet lehiitottem, és a szilard csapadékot tivegsziir6n sziirtem.
Termelés: 0,12 g (75%), halvanysarga por.
Olvadaspont: 192 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 11,82 (s; 1H), 9,05 (d; J = 2,3 Hz; 1H), 8,86 (dd; J = 4,8, 1,6
Hz; 1H), 8,71 (s; 1H), 8,30 (dt; J = 8,1, 1,9 Hz; 1H), 8,13 — 8,02 (m; 2H), 7,84 (ddd; J = 8,7,
7,1, 1,7 Hz; 1H), 7,73 - 7,61 (m; 2H), 7,53 (ddd; J = 8,1, 7,1, 1,1 Hz; 1H) ppm; 3C NMR (75
MHz, DMSO-ds) 6 175,09; 156,16; 155,30; 154,14; 147,98; 141,25; 135,84; 135,74; 135,19;
126,59; 125,63; 124,89; 123,75; 119,16; 118,06 ppm.

5-Brom-2-metoxibenzolszulfonilhidrazid (87)

Egy kétnyaku gomblombikban hidrazin-hidrat (86, 0,06 g; 1,2 mmol, 0,58 ml) vizes
oldatat lehiitottem, és 5 ml THF-ben becsepegtettem az 5-brom-2-metoxibenzolszulfonil-
kloridot (85, 0,34 g; 1,20 mmol) erbteljes kevertetés kozben. A reakcioelegyet
szobahémérsékleten kevertettem. A reakciot HPLC-MS mérésekkel kdvettem, majd 3 dra

elteltével a reakcioelegyet beparoltam.

Termelés: 0,14 g (42%), fehér por. (van op az irodalomban)
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IH NMR (300 MHz, DMSO-de) & 8,17 (s; 1H), 7,89 — 7,64 (m; 2H), 7,21 (d; J = 8,6 Hz; 1H),
4,21 (s; 2H), 3,89 (s; 3H) ppm; 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 156,00; 137,16; 132,94;
127,46; 115,42; 111,08; 56,70 ppm.

Piridin-3-szulfonilhidrazid (91)

2
0=5-NH
NH,
|

_N

Egy kétnyaku gdmblombikban hidrazin (990, 0,04 g; 1,15 mmol; 1,15 ml) 30 ml vizes
oldatat lehtitottem és 5 ml THF-ben becsepegtettem a piridin-3-szulfonil-kloridot (89, 0,20 g;
1,15 mmol) erdteljes kevertetés kozben. Szobahdmérsékleten kevertettem a reakcioelegyet. A
reakciot HPLC-MS mérésekkel kovettem, majd a reakcioelegyet beparoltam 2 ¢ra utan, azutan
DKM-ban oldottam, és az elegyet vizzel extrahaltam, majd szaritottam és a szerves fazist ismét

beparoltam.
Termelés: 0,18 g (51%), fehér por.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8,63 (d; J = 2,0 Hz; 1H), 8,49 (dd; J = 4,8, 1,6 Hz; 1H), 7,83
(dt; J=7,8, 1,8 Hz; 1H), 7,38 (dd; J = 7,7, 4,8 Hz; 1H) ppm; 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &
153,50; 148,49; 136,09; 135,22; 124,55 ppm.

N'-(2-((1-benzilpiperidin-4-il)metil)-5,6-dimetoxi-2,3-dihidro-1H-indén-1-ilidén)-
4-metilbenzolszulfonilhidrazid (78)

C
.
N OH
HN.
N

Haloperidol (76, 87,95 mg; 0,5 mmol) és 4-metilbenzolszulfonilhidrazon (46a, 93,12 mg. 0,5
mmol) elegyét 10 ml etanolban 80 °C-on kevertettem 4 napig. Ezt kovetéen reakcidelegyhez

katalitikus mennyiségii 1M-0s sosavat, illetve katalitikus mennyiségii paratoluolszulfonsavat
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adtam, majd a reakcidelegyet 2 nap elteltével bepéaroltam, és kromatografias tisztitassal jutottam
a 78 termékhez.
Termelés: 375,4 mg (69%), fehér por.

Olvadaspont: 89°C

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.05 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.31 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.31 — 7.16 (m, 1H), 6.87 (d, J = 3.0 Hz, 2H), 3.85 — 3.66 (m,
6H), 3.49 (s, 2H), 3.42 — 3.24 (m, 2H), 2.97 (dd, J = 16.8, 7.3 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 23.8,
10.6 Hz, 2H), 2.67 — 2.50 (m, 1H), 2.36 (d, J = 13.2 Hz, 3H), 1.97 (s, 2H), 1.82 — 1.63 (m,
2H), 1.54 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 1.34 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 1.30 — 1.14 (m, 1H), 1.10 — 0.89 (m,
1H). 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.25 , 152.54 , 149.21 , 143.52 , 140.88 , 136.57 ,
129.71,129.28 , 129.02, 128.59, 128.17 , 127.41, 108.52 , 103.46 , 56.03 , 55.99 , 53.49,
40.09 — 39.63 (2peaks), 37.67 , 37.57, 35.03, 33.99, 33.03, 21.43 .

N'-(4-(4-(4-klérfenil)-4-hidroxipiperidin-1-yl)-1-(4-fluorofenil)butilidén)-4-

metilbenzolszulfonilhidrazid (77)

Donepezilt (75; 189,8 mg; 0,5 mmol) és 4-metilszulfonilhidrazont (46a; 93,1 mg; 0,5 mmol)
10 ml etanolban oldottam bombacsében, és a reakcidelegyet 120 °C-on kevertettem. 5 éra
elteltével a reakcidelegyet beparoltam, és kromatografias tisztitassal jutottam a 77 termékhez.

Termelés: 208,1 mg (38%), fehér por.

Olvadaspont: 105 °C

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.83 — 7.67 (m, 4H), 7.66 — 7.57 (m, 2H), 7.46 — 7.38 (m,
2H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.22 — 7.10 (m, 2H), 5.23 (s, 1H), 3.04 — 2.64 (m, 6H), 2.45 —
2.26 (m, 7H), 1.91 — 1.76 (m, 2H), 1.65 (d, J = 13.5 Hz, 2H). *C NMR (75 MHz, DMSO-de) &
166.25 , 152.54 , 149.22 , 143.53 , 140.89 , 136.57 , 129.71, 129.30 , 129.02 , 128.60 , 128.17
,127.43,108.52 , 103.47 , 56.01 (d, J = 2.4 Hz), 53.48, 37.67 , 35.02, 33.98 , 21.43 .
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N'-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmethilén)-4-metilbenzolszulfonilhidrazid (80)

O \N—H—TS
S

Szintézis:  benzo[d][1,3]dioxol-5-karbaldehid  (81; 150,1 mg; 1 mmol) és 4-
metilbenzolszulfonilhidrazid (46a; 186,2 mg; 1 mmol ) elegyét kevertettem 10 ml metanolban
refluxon, majd a reakcidelegyet 2 6ra elteltével beparoltam.

Termelés: 286,5 mg (90%), fehér por.
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4 (OSSZEFOGLALAS

Kutatdmunkam soran sikeresen allitottam elé egy 40 hidrazonb6l all6 vegytilettarat, €s
igazoltam, hogy tagjai fotoaktivalas hatdsara GSH-adduktot képeznek. A vegyiletek szintézisét
egyszeriien, altalaban jo termeléssel valdsitottam meg. A fotoaktivalas hullamhosszat, a
megVilagitas idejét, az alkalmazott pH-t és puffert optimalizaltam. Azt tapasztaltam, hogy a
fotoaktivalas kedvezd koriilmények kozott valosithatd meg: rovid bevilagitasi id6 (10 perc), a
tobbi fotoaftinitas kotdelemhez képest magasabb hullamhossz (380 nm), semleges kozeli pH.
Azt is megallapitottam, hogy a szerkezet modositadsaval finomhangolhatd a fotoaktivalas,
ugyanis csak alifas csoportotokat tartalmazé hidrazonok esetén nem tapasztaltam reaktivitast,
mig az aromas csoportot tartalmazo szarmazékok altalaban jo konverzioval reagéltak, de t6bb
aromas csoport jelenléte a hidrazon szénatomjan mar sztérikus gatlast okozhat.

Eléallitottam gyogyszerkémiai €s kémiai biologiai szempontbol relevans vegyiileteket
is, melyek egy része kotéelemként hasznalhatd fel arra, hogy valamilyen kismolekulas
nagyaffinitasu probavegyuletre, hatéanyagra kapcsoljuk, és ezéltal azt fotoaktivalhatdova
tegyiik. Eléallitottam tovabba olyan bioldgiailag aktiv szulfonilhidrazonokat, €s biologiailag
aktiv karbohidrazonok szulfonilhidrazon analdgjait, melyek potencialisan alkalmazhatdak
fotocimkézéshez vagy photocage hatdson keresztuli fotoaktivalashoz akar a szerkezet
maodositasa néelkul is. Gydgyszerkémiailag fontos fehérjecélpontok széles skalajat vettem célba
(acetilkolinészteraz, uredz, monoaminoxidaz, piruvat kinaz, STATS5, dopamine D3), és tdbb
esetben igazoltam a szulfonilhidrazonok elény6s hatasat és alkalmazhatdsagat.

Tovabbi terveink kdzott szerepel a kevésbe reaktiv hidrazonok aramlasos korilmények

kozotti, illetve 37 °C-on torténd aktivalasa.

76



Garami Kristo6f Noel

© © N o o A w

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Singh, J.; Petter, R. C.; Baillie, T. A.; Whitty, A., Nat. Rev. Drug Disc. 2011, 10, 307-
317.

Keeley, A.; Petri, L.; Abranyi-Balogh, P.; Keserii, G. M., Drug Discov. Today 2020, 6,
983-996.

Sutanto, F.; Konstantinidou, M.; Démling, A., RSC Med. Chem. 2020, 11, 876-884.
Ghosh, A. K.; Samanta, I.; Mondal, A.; Liu, W. R., ChemMedChem 2019, 14, 889-906.
Kim, H.; Hwang, Y. S.; Kim, M.; Park, S. B., RSC Med. Chem. 2021, 12, 1037-1045.

. Gehringer, M.; Laufer, S. A., J. Med. Chem. 2019, 62, 5673-5724.
. Vita, E. D., Future Med. Chem. 2021, 13 (2), 193-210.
. Halford, B.; Chem. Eng. News, 2020, 98, 28-33.

Kotzyba-Hibert, F.; Kapfer, I.; Goeldner, M., Angew. Chem., 1995, 34, 1296-1312.
Banala, S.; Arvin, M. C.; Bannon, N. M.; Jin, X.-T.; Macklin, J. J.; Wang, Y.; Peng, C.;
Zhao, G.; Marshall, J. J.; Gee, K. R.; Wokosin, D. L.; Kim, V. J.; Mclntosh, J. M.;
Contractor, A.; Lester, H. A.; Kozorovitskiy, Y.; Drenan, R. M.; Lavis, L. D., Nature
Methods 2018, 15, 347-350.

Mortensen, M.; Huckvale, R.; Pandurangan, A. P.; Baker, J. R.; Smart, T. G,
Neuropharmacology 2020, 176, 108135.

Velema, W. A.; Szymanski, W.; Feringa, B. L., J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 2178-
2191.

Chemi, G.; Brindisi, M.; Brogi, S.; Relitti, N.; Butini, S.; Gemma, S.; Campiani, G.,
Future Med. Chem. 2019, 11, 463-487.

Algorri, J. F.; Ochoa, M.; Roldan-Varona, P.; Rodriguez-Cobo, L.; Lopez-Higuera, J.
M., Cancers (Basel) 2021, 13, 4447.

Dougherty, T. J.; Gomer, C. J.; Henderson, B. W.; Jori, G.; Kessel, D.; Korbelik, M.;
Moan, J.; Peng, Q., JNCI 1998, 90, 889-905.

dos Santos, A. F.; de Almeida, D. R. Q.; Terra, L. F.; Baptista, M. S.; Labriola, L., J.
Cancer Metastasis Treat 2019, 5, 25.

Josa-Culleré, L.; Llebaria, A., ChemPhotoChem 2021, 5, 296-314.

Bae, Y. H.; Park, J. Control 2011, 153, 198-205.

Cameron, D.; Eisler, S., J. Phys. Org. Chem. 2018, 31, e3858.

Fuchter, M. J., J. Med. Chem. 2020, 63, 11436-11447.

77



Garami Kristo6f Noel

21.
22.

23.
24,
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.

35.
36.

37.
38.
39.
40.

41.
42.
43.
44,

Goulet-Hanssens, A.; Eisenreich, F.; Hecht, S., Adv. Mater. 2020, 32, 1905966.
Sansalone, L.; Zhao, J.; Richers, M. T.; Ellis-Davies, G. C. R., Beilstein J. Org. Chem.
2019, 15, 2812-2821.

Chowdhry, V.; Westheimer, FH., Annu. Rev. Biochem. 1979, 48, 293-325.

Singh, A.; Thornton, E. R.; Westheimer, F. H., J. Biol. Chem. 1962, 237, 3006-8.
Sumranjit, J.; Chung, S., Molecules 2013, 18, 10425-10451.

Keana, J. F. W.; Cali, S. X., J. Org. Chem. 1990, 55, 3640-3647.

Kepiro, M., Azidation technology: from photoaffinity labeling to molecular tattooing.
PhD Thesis 2014, Eotvos Lorand University, Budapest, Hungary, 2014,

Vodovozova, E. L., Biochemistry 2007, 72, 1-20.

Leslie, B. J.; Hergenrother, P. J., Chem. Soc. Rev. 2008, 37, 1347-1360.

Xia, Y.; Peng, L., Chem. Rev. 2013, 113, 7880-7929.

Kotzyba-Hibert, F.; Langenbuch-Cachat, J.; Jaganathen, J.; Goeldner, M.; Hirth, C.,
FEBS Letters 1985, 182, 297-301.

Smith, R. A.; Knowles, J. R., J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 5072-5073.

Zhang, T.; Ondrus, A., Synlett 2021, 32, 1053-1059.

West, A. V.; Muncipinto, G.; Wu, H.-Y.; Huang, A. C.; Labenski, M. T.; Jones, L. H.;
Woo, C. M., J. Am. Chem. Soc. 2021, 143, 6691-6700.

Brunner, J.; Senn, H.; Richards, F. M., J. Biol. Chem. 1980, 255, 3313-3318.

Li, Z.; Hao, P.; Li, L.; Tan, C. Y. J.; Cheng, X.; Chen, G. Y. J.; Sze, S. K.; Shen, H.-M.;
Yao, S. Q., Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 8551-8556.

Murale, D. P.; Hong, S. C.; Haque, M. M.; Lee, J.-S., Proteome Science 2017, 15, 14.
Kalia, J.; Raines, R. T., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2008, 47, 7523-7526.

Wahbeh, J.; Milkowski, S., SLAS Technol. 2019, 24, 161-168.

Nunes, I. K. d. C.; de Souza, E. T.; Martins, I. R. R.; Barbosa, G.; Moraes Junior, M. O.
d.; Medeiros, M. d. M.; Silva, S. W. D.; Balliano, T. L.; da Silva, B. A,; Silva, P. M. R;
Carvalho, V. d. F.; Martins, M. A.; Lima, L. M., Eur. J. Med. Chem. 2020, 204, 112492.
Wu, A. M.; Senter, P. D., Nat. Biotechnol. 2005, 23, 1137-46.

Bamford, W. R.; Stevens, T. S., 924. J. Chem. Soc. 1952, 4735-4740.

Shapiro, R. H.; Heath, M. J., J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 5734-5735.
Abrényi-Balogh, P.; Petri, L.; Imre, T.; Szijj, P.; Scarpino, A.; Hrast, M.; Mitrovi¢, A.;
Fonovi¢, U. P.; Németh, K.; Barreteau, H.; Roper, D. L.; Horvati, K.; Ferenczy, G. G.;
Kos, J.; 11as, J.; Gobec, S.; Keserti, G. M., Eur. J. Med. Chem. 2018, 160, 94-107.

78



Garami Kristo6f Noel

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Flanagan, M. E.; Abramite, J. A.; Anderson, D. P.; Aulabaugh, A.; Dahal, U. P.; Gilbert,
A. M.; Li, C.; Montgomery, J.; Oppenheimer, S. R.; Ryder, T.; Schuff, B. P.; Uccello,
D. P.; Walker, G. S.; Wu, Y.; Brown, M. F.; Chen, J. M.; Hayward, M. M.; Noe, M. C;
Obach, R. S.; Philippe, L.; Shanmugasundaram, V.; Shapiro, M. J.; Starr, J.; Stroh, J.;
Che, Y., J. Med. Chem. 2014, 57, 10072-10079.

Fernandes, T. B.; Cunha, M. R.; Sakata, R. P.; Candido, T. M.; Baby, A. R.; Tavares,
M. T.; Barbosa, E. G.; Almeida, W. P.; Parise-Filho, R., Arch. Pharm. 2017, 350,
1700163.

Lee, A., Scandinavian Journal of Gastroenterology 1994, 29, 2-6.

Arshia; Begum, F.; Almandil, N. B.; Lodhi, M. A.; Khan, K. M.; Hameed, A.; Perveen,
S., Bioorg. Med. Chem. 2019, 27, 1009-1022.

Ali, M.; Younus, H.; Al-Rashida, M.; Arshad, Z.; Maryum, T.; Gilani, M.; Alharthi, A.;
Igbal, J., Bioorg. Chem. 2017, 75.

Kumar, N. S.; Amandoron, E. A.; Cherkasov, A.; Finlay, B. B.; Gong, H.; Jackson, L.;
Kaur, S.; Lian, T.; Moreau, A.; Labriére, C.; Reiner, N. E.; See, R. H.; Strynadka, N.
C.; Thorson, L.; Wong, E. W.; Worrall, L.; Zoraghi, R.; Young, R. N., Bioorg. Med.
Chem. 2012, 20, 7069-82.

Wingelhofer, B., Maurer, B., Heyes, E.C. et al. Pharmacologic inhibition of STATS5 in
acute myeloid leukemia. Leukemia 2018, 32, 1135-1146.

Cumaraswamy, A. A.; Todic, A.; Resetca, D.; Minden, M. D.; Gunning, P. T.,
MedChemComm 2012, 3, 22-27.

79



	SZULFONILHIDRAZON MINT ÚJ KOVALENS KÖTŐELEM
	Garami Kristóf Noel
	Dr. Ábrányi-Balogh Péter
	Tartalomjegyzék
	1 BEVEZETÉS
	2 IRODALMI ÁTTEKINTÉS
	2.2 Fotoaffinitás jelölés
	2.3 Hidrazonok
	3 SAJÁT MUNKA
	3.1 A hidrazon típusának hatása
	3.2 A fotoaffinitás jelölés körülményeinek optimalizálása
	Az optimalizálási kísérletek alapján optimumnak az alábbi körülményeket választottam:
	3.2.4 A GSH-jelölés pontos helyének meghatározása

	3.3 Bővítés további hidrazon analógokra
	3.4 Gyógyszerkémiai és kémiai biológiai szempontból releváns analógok előállítása
	3.5 A kutatás során használt analitikai módszerek
	3.6 Fotoaktivációs reakciók kísérleti leírása
	Előkészítés lépései:
	A kísérlet menete:
	Áramlásos reakció előkészítésének, elvégzésének menete:

	3.7 Elvégzett preparatív munka ismertetése
	3.7.45 N'-(2-((1-benzilpiperidin-4-il)metil)-5,6-dimetoxi-2,3-dihidro-1H-indén-1-ilidén)- 4-metilbenzolszulfonilhidrazid (78)
	3.7.46 N'-(4-(4-(4-klórfenil)-4-hidroxipiperidin-1-yl)-1-(4-fluorofenil)butilidén)-4- metilbenzolszulfonilhidrazid (77)
	5 FELHASZNÁLT IRODALOM


