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1. Bevezetés

A fény egy olyan eszkdz, amit szamos tudomanyteriileten eldszeretettel hasznalnak a
klasszikus optikatol kezdve az orvosbioldgiai alkalmazédsokig, mint példaul a fluoreszcens
képalkotas vagy a fotodinamiés terapia (PDT).

A sejtekben zajlé folyamatok fluoreszcenciaval vald kovetése a kémiai biologia
teriiletén kiemelt fontossagu. Jelentdségét jol mutatja, hogy 2008-ban a zdld fluoreszcens
fehérje (GFP — Green Fluorescent Protein) felfedezését és biotechnoldgiai alkalmazasanak
kidolgozasit ~ Nobel-dijjal  jutalmaztik.! A  fluoreszcens fehérjék  fontossaga
megkérddjelezhetetlen a biologiai folyamatok jobb megértésében, felhasznalhatdésagukat
azonban korlatozza, hogy méretiik gyakran 6sszemérhetd a vizsgaland6 fehérjék méretével. A
probléma megolddsaként az utdbbi években egyre nagyobb teret nyert a kismolekulas
jelzovegyiiletek alkalmazéasa, melyek tulajdonsagai szintetikusan finomhangolhatok, kis
méretiikbdl adéddan pedig a jeldlni kivant biomolekula szerkezetét, funkcidjat nem, vagy csak
kismértékben befolyasoljak.?

A fluoreszcens vegyliletekkel jelolt biomolekuldkat legegyszertibben mikroszkopos
modszerekkel lehet detektalni, vizsgalni. Hagyomanyos fénymikroszkoppal azonban az Abbe-
féle diffrakcios limit kdvetkeztében 200 nm-en beliil 1évo jeldlt objektumok nem kiilonithetok
el egymastol.

A szuperfelbontasu mikroszkopia (SRM) felfedezésével lehetové valt biomolekulak,
szerkezetek vizsgalata a diffrakcios limitet meghaladd felbontdssal is, mely technikdk
kifejlesztését 2014-ben ugyancsak Nobel-dijjal ismerték el.®

A fluoreszcens mikroszkopia sordn a jel-zaj arany igen fontos paraméter, mely
nagymértékben meghatarozza a felbontoképességet is. Idedlis esetben az alkalmazott
jelzévegyiilet a spektrum vords tartomanyaban gerjeszthetd, igy minimalis autofluoreszcenciat
eredményez. Fontos ezen kiviil a nem specifikusan k5t6dd fluoroférok altal kibocsatott jel
minimalizélasa is, mely fluorogén jelzOvegyiiletek alkalmazéasaval érhetd el. Mindemellett
fontos, hogy a jelzdvegyiilet alkalmas legyen a vizsgaland6é biomolekuldhoz torténd szelektiv
¢és biokompatibilis (bioortogonalis) konjugaciodra is.

A bioortogonalitas jelent6ségét mutatja, hogy 2022-ben Carolyn Bertozzit a
bioortogonalis klikk reakciok kifejlesztéséért Nobel dijjal jutalmaztak.*

Tudomanyos didkkori munkam célja olyan, a voros tartoméanyban emittald hatékonyan

kioltott fluorogén jelzévegyiiletek fejlesztése, melyek bioortogonalisan alkalmazhatok.



2. Irodalmi bevezeto

2.1 Bioortogonalitas

E16 szervezetekben val6 vizsgalatokra, biomolekuldk modositasara a legalkalmasabbak
azok a szervezetidegen, biologiailag és kémiailag is inert funkcios csoportok kozt lejatszodo
gyors ¢és hatékony kémiai reakciok, melyek kizarélag egymassal reagalva stabil kovalens kotést
alakitanak ki, mikdzben sem a termékek, sem az esetleges melléktermékek nem toxikusak. Az
ilyen reakciokat nevezziik bioortogonalisnak.®

Ezeknek a feltételeknek kevés reakcio felel meg, melyek koziil biokompatibilitasat,
reakcidsebességét és szelektivitasat tekintve kiemelkedik a tetrazinok és fesziilt gytris alkének

/ alkinek forditott elektronigényti Diels—Alder reakcidja (1. dbra).’
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1. abra Tetrazinok és fesziilt gytriis dienofilek forditott elektronigényli Diels-Alder reakcidja

2.1.1 Forditott elektronigényii Diels—Alder reakcio

A normal elektronigényti Diels—Alder reakcidval ellentétben egy elektronban gazdag
fesziilt gytriis dienofil (pl. ciklooktin vagy transz-ciklooktén) reagal egy elektronszegény
diénnel (pl. tetrazin (Tz) szarmazék) a forditott elektronigényii Diels—Alder reakcioban. A
tetrazinok IEDDA reakciojaban a dienofiltol fliggen piridazin- vagy dihidropiridazin-
szarmazék keletkezik. (2. dbra)

A hatarpalya elmélet (FMO) szerint az IEDDA reakcio a dienofil legmagasabb
energidju betoltott (HOMO), illetve a dién legalacsonyabb energidji betdltetlen (LUMO)
molekulapalydja kozotti kdlecsonhatas eredményekeént jatszodik le. A reakcid sebessége a
megfeleld HOMO-LUMO palyak kozti energiarés csokkenésével novekszik.’

A reakcid szerves olddszerekben, vizben és biologiai kozegben is lejatszodik, és nem
igényel aktivalast.” A nagy reakcidsebességnek kdszonhetSen a reagensek nagyon alacsony
koncentracidéban hasznalhatok biomolekulakkal szelektiv médositasara.’

Bioortogonalis IEDDA reakcidkban transz-ciklooktén (TCO) szarmazékokat
alkalmaznak leggyakrabban dienofilként azok nagy reaktivitasa miatt. A Tz és TCO kozott



lejatszodo irreverzibilis folyamat N2 gaz felszabadulasaval jar, ami a reakcio egyetlen

mellékterméke.
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2. abra Tetrazinok ¢és transz-ciklooktének forditott elektronigénytli Diels-Alder reakcidja

2.1.2 Click-to-release reakciok

Tetrazinok és TCO-k reakcioja nem csak kotés kialakitasara alkalmas. Az Gn. click-to-
release reakciokban az IEDDA reakci6 olyan kaszkadfolyamatot indit el, melynek eredménye
egy kotés hasadasa. Az ilyen tipust reakciok egyre népszeriibbek a molekularis bioldgia és az
orvostudomany teriiletén, mivel lehetdséget adnak kis effektormolekuldk pl. hatéanyagok
kémiai reakcio altal kontrollalt felszabaditasara.®®

A click-to-release tipusu reakciokban a click 1épésben keletkez6 4,5-dihidropiridazin
vizes kozegben 1,4-dihidropiridazinné tautomerizalodik, melybdl megtorténik a felszabaduld
vegyiilet eliminécidja, mikdzben piridazin keletkezik.

Mind a ciklooktén, mind a tetrazin viselkedhet aktivatorként, valamint egy bioldgiailag

aktiv vegyiilet aktivitasat blokkolo linkerként is.*® Mig a TCO blokkolé hatasat tobb publikacid

is taglalja,!*'? addig a tetrazinok ilyen fajta hasznalata kevésbé elterjedt.!3141°



(

R R R

N&N klikk S — ( 3 3

+ 1 o — X sl o N+ N
NN -N, ITI ITIH ITI
\( _N N X _NH

R3
R, R, R,
4,5-DHP 1,4-DHP 2,5-DHP

oses[a1
gropuIwI[d 4|

R3 R3

SN aromatizacio SN

+ | B |
R, R,

3. abra A TCO-rdl val6 eliminacié mechanizmusa

R, . R, R, R,
klikk tautom.
E— —_— =+
N, SN Z NH SN
| | |
_N _N X _NH
R, R,

Rl
4,5-DHP 1,4-DHP 2,5-DHP

Z=z
Z-z

=~ )y~

osea[a1
oropurwId '

OH

R,
A .
+ ITI aromatizacio SN
—_— |
_N _N
R,

R

4, abra A Tz-r6l val6 eliminacié mechanizmusa



2.2 Fluoreszcens jelzovegyiiletek

A fluoreszcencia olyan folyamat, mely soran a molekula fény hatidsdra magasabb
energidju allapotba jut, majd a gerjesztett allapotbdl fotonkibocsatds mellett tér vissza az
alapallapotba.

A fotonemissz6 mellett a gerjesztett allapotban egyéb relaxacios jelenségek is
lejatszodhatnak, mint példaul bels6é konverzid (internal conversion, IC), vibracios relaxacio
(VR), vagy spinvaltd atmenet (intersystem crossing, ISC). Ezek a folyamatok parhuzamosan
jatszodnak le, sebességi egylitthatoik aranya hatarozza meg a fluoreszcens kvantumhatasfokot,
mely a kibocsatott és elnyelt fotonok szamaranyat adja meg. Mivel a gerjesztett allapotban
nem csak fotonemisszidval torténik az energia leadasa, a gerjeszté fény energiaja magasabb,
mint az emittalt fotonoké. Ezt a kiilonbséget az tin. Stokes-eltolodassal lehet jellemezni mely
az abszorpcids ¢és emisszios spektrum maximumai kozti kiilonbséget jelenti. A folyamatok

energiaviszonyat és a relaxacios Gtvonalakat a Jablonski-diagram szemlélteti. (5. dbra)
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5. abra Jablonski-diagram

A fluoreszcencian alapulé mddszerek eldnye, a tobbi képalkotdé modszerhez képest az
olcso detektalason kiviil, a jo id6- és térbeli felbontoképesség mellett a rendkiviil érzékeny
¢észlelhetdség. A fluoreszcens detektalds soran elérhetd jel-zaj ardnyt nagymértékben ronthatja
a természetes fluoroforok (aromds aminosavak, porfirinek stb.) auto- és a feleslegben

alkalmazott, nemspecifikusan kotédo jelzévegyiiletek hattérfluoreszcenciaja.®
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Mig az autofluoreszcencia hatékonyan kikiiszobolhetd olyan festékek alkalmazéasaval,
amelyek vords tartomany felé eltolt gerjesztéssel rendelkeznek vagy nagy a Stokes-eltolodasuk,
addig a hattérfluoreszcenciabol eredd problémakat tigynevezett fluorogén jelzévegyiiletekkel
lehet megoldani.t’

A voOrds tartomany felé eltolt gerjesztés azért is hatékony, mert az tugynevezett
vizablakban (650-900 nm) a legnagyobb a szdvetek ateresztoképessége, igy mélyebb rétegek

is vizsgalhatok.

2.3 Fluorogén jelzovegyiiletek

A megfelel6 jel-zaj arany kulcsfontossagu kovetelmény a modern szuperfelbontast
mikroszkdpias technikaknal, azonban a fentebb emlitett auto- és hattérfluoreszcencia jelentds
limitalo6 tényezok.

A hattérfluoreszcencia kikiiszobolésére legjobb mddszer a fluorogén jelzévegytiletek
alkalmazasa. A fluorogén vegyiiletek jellegzetessége, hogy a detektdlds hulldmhosszan nem,
vagy alig mutatnak fluoreszcenciat, viszont egy specifikus reakcio lejatszoddsanak
koszonhetden, a jeldlni kivant molekulahoz kapcsolddva intenziven fluoreszcensé valnak.®
Felépitésiik és miikodésiik alapjan két csoportba sorolhatok.

1. A fluorogén vegyiilet egy tigynevezett kiolt6 (quencher) csoporttal rendelkezik, mely
a festékvaz megvaltoztatasa nélkiil tompitja a molekula fluoreszcencidjat, igy ebben az
allapotban idealis esetben nem bocsat ki fotont. Azonban, ha a kioltd csoport atalakul, akkor a
kioltd hatds megszlinik, és a fluoreszcencia intenzitisa a tobbszOrdsére novekszik. A
kioltocsoport kémiai atalakitasa idedlis esetben 0sszefligg a biomolekulahoz torténd ligacios
1épéssel.

Fluoreszcenciat tompitd csoport példaul a tetrazin, melynek nagy eldénye, hogy egyben
bioortogonalis reakciokban is alkalmazhato. Csoportunk korabbi munkai és mas irodalmi
példak azonban ravilagitottak arra, hogy a tetrazinnak e modulalo hatasa a vords tartomany
felé haladva egyre kevésbé érvényesiil, ennek megfelelden jelentésen csokken a
jelzévegyiiletek fluorogenicitasa, ami a be €s kikapcsolt allapotok emisszids intenzitasanak

hanyadosa (6.dbra).*®

10
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6. abra A kioltas a vords tartomany felé drasztikusan csokken

2. A fluorogén vegyiiletek masodik csoportjdba azok a szerkezetek tartoznak,
melyekben magukban a vegyliletekben végbemend szerkezeti atalakulasok idéznek el6
intenzitdsnovekedéssel jard valtozasokat. Az ilyen tipust fluorogén vegyiiletek eldonye a
tetrazin kioltocsoporttal szemben, hogy a kioltds mértéke a gerjesztési hulldmhossztol
fliggetlen. A leggyakrabban haszndlt, ezen az elven miikodd vegyiiletek a 2’-szubsztitualt
rodaminok, melyek gylirlizarodasra (spirolakton, spiroéter) képes funkcids csoportot (pl.
karboxil, hidroximetil) tartalmaznak. Az ilyen vegyiiletekre jellemzd, hogy csak nyilt
formajukban mutatnak fluoreszcenciat (7. abra). A két forma kozotti egyensulyt nagyban
befolyasolja a kdzeg polaritdsa és kémhatasa. Polaros, illetve savas kozegben az egyensuly a

fluoreszcens forma felé tolodik el.

Intramolekularis
nukleofil

X

Fluorofor o1 pr ‘g *
pHY ;e A
R. NP
X X
R R
. X =H vagy =0 .
Nyitott forma Zart forma
Szines és fluoreszcens Szintelen és nem fluoreszcens

7. abra Altalanos szerkezetii rodaminok nyilt, illetve zart formaja
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Ebbe a csoportba tartoznak az olyan donor-akceptor (D-A) tipusu festékek is, ahol a
donor fenolat. Ha a fenolos oxigén szubsztitualt, akkor a vegyiilet nem fluoreszkal.
Amennyiben valamilyen kiils6 hatdsra a blokkold csoport lehasad, jelentds intenzitds
novekedés kovetkezik be (8. d@bra). Ezt a mechanizmust mar szamos irodalmi példaban

alkalmaztak, a blokkold csoport lehasitasa torténhet példaul reaktiv szabad gyokokkel?® vagy

-R
WOCIE—
~0 (0)

Nem fluoreszcens Fluoreszcens

enzimmel .2

8. abra Fenolatot tartalmazo6 D-A festékek fluorogenicitasa

2.4 In situ kinon metid képzodésen alapulé 6njelolo fluorogének

A kinon metidek kivételesen nagy elektrofil képességgel rendelkez6 rovid életideji
vegyiiletek.?? Ezt a tulajdonsdgot kihasznalva in situ keletkezd kinon metid alapu
fluoroforokkal megvalosithaté biomolekulak kovalens jelolése, pl. enzimaktivitas in vivo
kovetésére.?®

A hattérfluoreszcencia kikiiszobolésére a kinon metid kombinalhato fenolat donort
tartalmazo D-A festékekkel. Ezek hasonlo elven milkddnek, mint a fentebb emlitett donor-
akceptor festékek, azonban ebben az esetben a blokkold csoport lehasitasat kovetéen — ami
torténhet példaul enzimmel — kialakul a reaktiv kinon metid, ami kovalens kotést alakit ki egy

kozeli nukleofillal (példaul egy fehérje nukleofil aminosav oldallanca) és igy jon 1étre a festék

kovalensen kotétt, fluoreszcens formaja.?4%?>% (9. dbra)

Nu~
Lg . . Nu
R O festék - o O festék - = /(—)j-

o

Nem fluoreszcens Kinon metid Fluoreszcens

9. abra In situ kinon metid alapu flurogén jelzévegyiiletek miikodési elve
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3. Célkitizések

Kutatomunkam célja bioortogondlisan alkalmazhatd, hatékonyan kioltott festékek
szintézise volt, amelyek vOrds tartomany felé eltolt emisszioval rendelkeznek. A tetrazint
eloszeretettel és sikeresen alkalmazzak bioortogonalis, fluorogén vegyliletekben, am a
biologiai vizsgalatok szempontjabol eldnydsebb vords tartomanyban csekély mértéki
fluorogenicitas érhetd el segitségiikkel. Kutatocsoportunkban szamos probalkozas tortént

ennek kikiiszobolésére, 2728

mara azonban viladgossa valt, hogy a tetrazin nem alkalmas voros
fénnyel gerjeszthetd fluoroférok modulalasara és mas megoldast kell taldlni a problémara.

E kutatdsokba bekapcsolédva olyan molekula eldallitasat tiiztem ki célul, amiben
kinon-metid kialakitasara képes vaz emisszidjat oly modon blokkoljuk, hogy a
blokkolocsoport tdvozasa tetrazinon lejatsz6dd bioortogondlis reakcié eredménye legyen.
Terveink szerint a tetrazinnak egy transz-ciklookténnel vald reakcidjaban, egy
kaszkadfolyamatban a festék lehasad (click-to-release),® mikozben kialakul a kinon metid.
Ezutdn a koztes termékként képzddd kinon metid kovalensen kotédik a jeldlni kivant

fehérjének egy kozeli, nukleofil részletéhez, amivel egyiddben kialakul a jelzévegyiilet

emittalo formaja (10. dbra).

Nu
L Nu
T ) — I ) ——
(0] (0] 0)

Nem fluoreszcens Kinon metid Fluoreszcens

10. abra A célkitizés altalanos mukodési elve

Alapvazként az irodalomban mar leirt, nagy Stokes eltolodasu, vords tartomanyban
emittald fluoroférokat valasztottam. Ezek lathaté tartomanyba esé gerjeszthetdségiiknek és
nagy Stokes eltolodasuknak koszonhetden hatékonyan kiiszobolik ki az autofluoreszcenciat,
tovabba alkalmasak lehetnek tobb szini jelolési kisérletekben is. A tetrazin a festékekhez

kapcsolodhat kdzvetleniil, vagy egy onfelaldozo linkeren keresztiil. (11. abra)

13



onfelaldozo
NC CN 0o~"| linker - tetrazin

onfelaldozo
(6) linker - tetrazin
Aexe ~ 430 nm
Aem ~ 660 nm Aem ~ 850 nm
NC CN onfelaldozo
O~ | linker - tetrazin

onfelaldozo
O linker - tetrazin

Mem ~ 690 nm hem ~ 760 nm

11.abra Az alapvazak altalanosan

A festékvazhoz valasztott Onfelaldozo linker az 12. abran lathato:

O

: |, |festek
OJ\N/\/N - etiléndiamin énfelaldozo linker
| 0

12. abra A valasztott Onfelaldozo linker

rom

Eltérd tetrazinokat terveztem annak érdekében, hogy megtalaljam az idealis egyenstlyt
a click-to-release reakcid sebessége és a vegyiilet fiziologias koriilmények kozott mutatott
stabilitasa kozott. A tetrazinszarmazékokat egy modellvegyiileten tesztelte a kutatocsoportban

Lovei Allegra Lili, s ezek alapjan valasztottam ki a legigéretesebb szarmazékokat. (13. dbra)

_N

N

X .N
N

_N

N %
X N
N

OH OH

izopropil-tetrazin ~ demetilezett-izopropil-tetrazin
szarmazék szarmazék

13.4bra Lehetséges tetrazinszarmazékok



4. Sajat eredmények

4.1 Az izoforon-szarmazék alapvazanak eléallitasa

t29

amibdl formilezést kovetd

Az alapviaz eldallitasa az irodalomban leirt modon tortén

redukcidval kaphato a célkitiizésben szerepl6 alapvaz. (14. dbra)

. . Duff-formilezés
irodalom szerint -
S

red.

OH

14. abra A festékvaz eldallitasa

El6szor a malonitril-szarmazékot allitottam elé. Ehhez izoforonbol (1) indultam ki és
malonitril segitségével kondenzacios reakcidoban nitrogén atmoszféra alatt eldallitottam a 2
szarmazékot. (15. dbra)

malonitril,

O piperidin,
ecetsav

NC CN

absz. EtOH
80°C,6h
50%

"o

15. abra A malonitril szarmazék eldallitasa

Ezt kovetéen Knoevenagel-kondenzacioban kapcsoltam 6ssze a 2 malonitril
szarmazékot 4-hidroxi-benzaldehiddel (3) nitrogén atmoszféra alatt és kaptam a 4 vegyiiletet
24 ora alatt. (16. dbra)

NC._ _CN Ox
piperidin
—_—
i EtOH
80°C,24h
OH 48%
2 3 4
16. abra
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A 4 vegyiiletet Duff-formilezési reakcidban alakitottam tovabb, el6szor 24 oOran
keresztiil forraltam HMTA jelenlétében trifluorecetsavban. A kialakult imin koztiterméket
sosav segitségével bontottam el két ora alatt és kaptam az 5 vegytiletet. A végsd festékvazhoz
az aldehidszarmazék redukcidjaval jutottam, ehhez natrium-triacetoxi-borohidridet

hasznaltam, és két ora alatt kaptam a 6 izoforon-tipusu festék alapvazat. (17. abra)

HMTA

1. CF;COOH
80°C,24h
2.4 M HCI

rt.,2h
53%

NaBH(OAc),

DCM
rt.,2h
95%

17. abra

Ahogy a kés6bbi mérésekbdl kideriil, fiziologids pH-n nem deprotonaldodik teljes
mértékben a festék, igy eldallitottam egy 3-helyzetben fluorral szubsztitualt szarmazékot is,
igy csokkentve a fenolos hidroxilcsoport pKa értékét.

A 2 malonitril szarmazékot 3-fluoro-4-hidroxi-benzaldehiddel (7) reagaltattam és
kaptam a 8 szarmazékot, majd a tobbi Iépés a fentebb leirtakkal analdég modon tortént. A 10
fluorozott szarmazék LC-MS alapjan keletkezett, azonban a tisztitas sordn nem sikeriilt

izolalnom. (/8. dbra)

16



NC. _CN Ox

piperidin
—_—
+ EtOH
80°C,24h
OH 34%

HMTA

—_—_— =
1. CF;COOH
80 °C,24 h
2.4 M HCI1
rt., 2 h
43%

NaBH(OAc);

_—
DCM
rt., 2 h

18. abra A fluorozott izoforon szarmazék eldallitasa

4.2 A dicianometilén-piran-szarmazék alapvazanak eléallitasa

A dicianometilén-pirdn-alapvazat a fentebb leirt izoforon példdjan keresztiil probaltam

meg eldallitani. (19. dbra)

Duff-formilezés

irodalom szerint
_—

JE
_

red.

OH
19. abra A festékvaz eldallitasa

Elészor a malonitril-szarmazékot allitottam el6. 2-hidroxiacetofenonbdl (11) Claisen-
kondenzacios reakcioban NaH és etil-acetat segitségével a 12 diketon vegyiilethez jutottam.
A diketont tisztitas nélkiil feloldottam metanolban, majd pirrolidint adtam hozza és 24 6ran at
nitrogén alatt kevertetve kaptam a 13 vegyiiletet.>! Ezt kovetéen malonitril segitségével egy

kondenzacios reakcioban eldallitottam a 14 malonitril szarmazékot.3? (20. dbra)
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O o o O

NaH, EtOAc pirrolidin, H,O
THF MeOH |
OH OH rt.24 h (0)

rt. 5 perc
1 66% 12 60% 13
0 NC_ _CN
malonitril
_—
| 1. Ac,O
o 2. H,0 O
13 140 °C, 24 h 14

23%
20. abra A malonitril szarmazék eldallitasa

A 14 malonitril szarmazékot Knoevenagel-kondenzacioban kapcsoltam Gssze a 4-

hidroxi-benzaldehiddel (3) és kaptam a 15 vegyiiletet 24 6ra alatt.3® (21. dbra)

plperldln
EtOH
80°C,24h

24%

14 3

21. abra

A 15 vegyiiletet megprobaltam Duff-formilezési reakcidban tovabb alakitani. Ehhez 24
oran keresztiil forraltam HMTA jelenlétében trifluorecetsavban. A soésav hozzdadasa eldtt
készitett LC-MS minta azonban nem mutatott ki lehetséges imin koztitermékeket. A
feldolgozast folytattam és sosav hozzaaddsa utdn 2 Oran keresztiil kevertettem
szobahdmérsékleten. Az extrakcidt kovetden készitett LC-MS megerésitette a feltételezést,

nem sikertilt eléallitani a 16 szarmazékot. (22. abra)

HMTA
—_—x—
1. CF;COOH
80°C,24 h
2.4 M HCI
rt.,2h

15

22. abra
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Kovetkez6 probalkozasban a reakciot alacsonyabb homérsékleten 65 °C-on kevertetve
¢s 2 oranként kovetve probaltam meg, azonban igy sem sikeriilt sem koztiterméket, sem

végterméket kapnom, igy mas modon probalkoztam tovabb.

Mivel az alapvaz formilezése nem jart sikerrel, megprobaltam a hidroximetil-csoportot

a festékvaz kialakitasa el6tt bevinni, ehhez a 20 védett aldehidet valasztottam. (23. dbra)

23. abra A hidroximetil-csoportot tartalmazé festékvaz tervezett szintézise

A 20 aldehid el6allitasahoz broém-szalicil-aldehidbdl indultam ki (17), amit NaBHa
segitségével a 18 szalicilalkoholla redukaltam.® Ezutin kialakitottam az acetonid
véddcesoportot, 2,2-dimetoxi-propan és p-TSA segitségével acetonos kozegben NarSOs
jelenlétében, igy a 19 vegyiilethez jutottam.®® A festékvaz kialakitasdhoz sziikséges 20 aldehid
eloallitasahoz frissen desztillalt THF-ben reagaltattam a 19 bromvegyiiletet n-BuLi-mal -78

°C-on Nz atmoszféra alatt 2 6ran keresztiil, majd N,N-dimetilformamidot adtam hozz4.>® (24.

abra)

p-TSA B

NaBH4 Br OH 2-2-dimetoxi propan r 0
Na,S0, )<

THF OH o
rt. 5 perc aceton
17 77% 18 40°C,1,5h 19
69%
1. n-BuLi
B
0)< absz. THF )<
19 -78°C,24h

24%
24, abra Az aldehid el6allitasa

Mivel a 20 aldehidedet csak gyenge termeléssel sikeriilt eldallitanom, ezért elészor
megprobaltam 1:1,1 malonitrilszarmazék:aldehid ardnyban a reakciot, azonban igy

2

nagyobbrészt a 14 vegyiilet kaptam vissza, termék csak minimalis mennyiségben keletkezett.
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Azonban, ha a 14 és a 20 vegyiiletet 1:1,6 aranyban oldottam fel acetonitrilben katalitikus
mennyiségii piperidin jelenlétében, fotermékként a 21 vegyiiletet kaptam 24 6ra alatt, amit nem

izolaltam, hanem rogton hidrolizalni probaltam a véddcsoportot. (25. dbra)

NC CN
04\©f\0 piperidin
* o)< MeCN
82°C,24h
o ,
14 20

25. abra Az 0sszekapcsolas

Az acetonid véddcsoport savas hidrolizisét megnehezitette, hogy mind a kiinduld
anyag, mind a keletkezd termék nehezen oldddott, igy a vartnal magasabb hdmérsékletre és
hosszabb reakcididére volt sziikség. Végiil 80 °C-on ecetsav:etanol 1:1 térfogataranyu

elegyében egy éjszaka alatt lejatszodott a véddcsoport hidrolizise. (26. dbra)

ecetsav : etanol

80°C,24h
45%

26. abra A véddcsoport hidrolizise

4.3 Kiterjesztett izoforon szarmazék alapvazanak eloallitasa

t37

A festékvaz eldallitasa az irodalomban leirt moédon tortént,”’ amib6l formilezést kovetd

redukcioval kaphato a célkitiizésben szerepl6 alapvaz. (27. dbra)

Duff-formilezés

irodalom szerint
—_—

red.

27. abra A festékvaz eldallitasa
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A dihidroxantén vaz eléallitasahoz el6sz6r DMF és kloroform elegyéhez csepegtettem
0 °C-on PBrs-ot majd 45 percig kevertettem 0 °C-on, majd ciklohexanont (23) adtam hozza és
18 oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertetve kaptam a 24 vegyiiletet. Ehhez aztan 2-
hidroxi-4-metoxi-benzaldehidet adva, DMF-ben kevertetve szobahdmérsékleten 24 o6ran at

kaptam a 25 dihidroxantént. (28. dbra)

(0]
DMF PBI':; C52CO3
T CHCL, T DMF
rt., 18 h rt., 24 h

42% 36%

25

28. Abra A dihidroxanténvaz elballitasa

A 25 vegyiletet megprobaltam kapcsolni a korabban elballitott 2 malonitril
szarmazékkal eloszor Ac20-ben 18 oran keresztiil forralva. Az LC-MS szerint a reakcié nem
jatszddott le, nem ionizal6 melléktermékek keletkeztek.

Masodik probalkozasom soran No atmoszféra alatt kevertettem, és LC-MS-sel
kovettem a reakciot. A reakcid milkodott ugyan, de 6 ora utan még mindig tartalmazott
kiindul6 anyagot, ezért masnapig kevertettem, ami 1d6 alatt a termék elbomlott.

Harmadik prébalkozasom soran enyhébb koriilményeket valasztottam, igy a 21
szarmaz¢k elballitasi koriilményeit alkalmaztam, MeCN-ben forralva katalitikus mennyiségii
piperidin jelenlétében, azonban termék ebben az esetben nem keletkezett.

Negyedik probalkozasom soran nitrogén gazzal dblitettem folyamatosan a reakcioteret,
a homérsekletet alacsonyabbra allitva folyamatosan kdvettem a reakciot. 8 ora utan a termék
mennyisége latszolag nem nott, ezért ledllitottam a reakciot, igy sikeriilt izoldlni a 26

szarmazékot. (29. dbra)

NC.__CN
K,CO;,
Ac,0

70 °C, 8 h
18%

29. abra Knoevenagel-kondenzacio
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A 26 szarmazékot ezt kovetden BBr3 segitségével demetileztem, a kapott 27 fenolt
Duff-formilezési reakcioban alakitottam tovabb a 28 aldehiddé. (30. dbra)

A formilezés soran a koztitermék sosavas bontasat LC-MS-en kovetve azt tapasztaltam,
hogy a korabban alkalmazott két ora alatt még nem jatszodott le teljesen a reakcio, igy egész
éjszaka folytattam a reakciot. Sajnos masnap a reakcidelegy vizsgalata azt mutatta, hogy

elbomlott a kivant termék, igy nem sikertilt izolalnom a 28 vegytiletet.

BBI'S

DCM
rt.,, 24 h
90%

HMTA

1. CF;COOH
80°C,24h
2.4 M HCI

rt., 6 h

27 28

30. abra A festékvaz eldallitasa

4.4 Kiterjesztett dicianometilén szarmazék alapvazanak eléallitasa

Az alapvaz eldallitasa az irodalomban leirt modon tortént, amibo] formilezést

kovetd redukcioval kaphato a célkitlizésben szerepl6 alapvaz. (31. dbra)

Duff-formilezés‘

irodalom szerint
—_—

—_—
B ———

red.

31. abra A festékvaz eldallitasa

A 26 szarmazék eldallitasaban szerzett tapasztalataimat felhasznalva a 14 és 25

vegyiiletek kondenzacidja soran nitrogén gazzal Oblitettem a reakcioteret, és 70 °C-on
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melegitve kovettem a reakciot. 8 ora utan a termék mennyisége latszolag nem nétt, igy

feldolgozas utan kaptam a 29 szarmazékot. (32. abra)

K,CO;
ACzo
70°C,8h
18%

14 25

32. abra Knoevenagel-kondenzacid

4.5 Az etiléndiamin onfelaldozo linker eloallitasa

Az Onfelaldoz6 linker eldallitasakor N,N’-dimetiletiléndiamint (30) vizmentes
diklérmetanban feloldottam és di-terc-butil-dikarbonattal reagaltattam egy éjszaka alatt, igy
jutottam a 31 vegyiilethez.® Ké&vetkezé lépésben THF-ben feloldottam, majd 1,1’-
karbonildimidazolt adtam hozza és egy éjszakan at kevertettem.”* Az igy eléallitott 32

vegyiiletbol metil-jodid segitségével a 33 aktivalt szarmazékot kaptam. (33. dbra)

H Boc,O |
/N\/\N/ Boc/N\/\N/
H Vizmentes DCM H
rt., 24 h
30 77 % 31
IL o
Bocw N7 Bocw > N7 NN
H THF | \NN
65°C,24h
31 87 % 32
S L
N~ A N~ A+ + 1
Boc N N N Boc N N N
N e L
rt., 24 h
66 %
32 33

33. abra Az onfelaldozo linker eldallitasa
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4.6 A tetrazinszarmazékok eloallitasa

Munkam soran két izopropil-tetrazinszarmazékot allitottam el6. Az elsé izopropil
szarmazék eldallitasahoz laktonitrilt (34) THP véddcsoporttal lattam el. Ehhez a 34
hidroxipropionitrilt DHP-vel reagaltattam PPTS jelenlétében, 3,5 6ran at, szobahOmérsékleten,

végiil vakuumdesztillacio segitségével izolaltam a 35 védett szarmazékot (34. dbra).

DHP

Iy — ()L

)\CN Vizmentes DCM 0~ 0”7 >N
rt,3,5h

34 74% 35

34. abra THP-zett laktonitril el6allitasa

A 35 vegyiiletet izobutironitrillel és hidrazin-monohidrattal reagaltattam cink-triflat
jelenlétében 60°C-on. 24 ora elteltével az elegyet THF-ecetsav elegyében oldottam fel, majd
NaNO:; segitéségével oxidaltam a koztitermék dihidrotetrazint. Az igy kapott THP-védett
szarmazékrol sosav segitségével eltavolitottam a véddécsoportot, igy megkaptam a 36

izopropil-tetrazinszarmazékot.*>(35. dbra).

1. ZH(OTf)z, N2H4 . H2O

izobutironitril
60°C, 24 h NEA
1 |

THPO™ “CN » Y
2. NaNO,, THF/CH;COOH -
25°C, 2 h
3. CHCI,/EtOH, cc. HCI
35 25°C, 1h 36

35. abra Izopropil-tetrazinszarmazék eldallitasa

Egy olyan izopropil-tetrazinszarmazékot is el6allitottam, ami egy metil-csoportban
kiilonbozik a 36 izopropil-tetrazintol. Ehhez izobutironitrilt (37) oldottam metanolban, majd
acetil-kloridot csepegtettem hozza, igy a 38 imidsavésztert kaptam, amit feloldottam
ammonias metanolban, majd szobahdmérsékleten kevertettem 24 6ran at €s igy jutottam a 39

amidin szarmazékhoz. (36. dbra)
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AcCl NH .
=N _ HCI1
- MeOH (0)

220°C, 24 h

37 91% 38

NH NH
“HCl NH3 @ MeOH *HC1
rt., 24 h 2

kvant.

38 39

36. abra Az amidin szarmazék eldallitasa

A 39 vegyiiletet 2-metoxiacetontrillel és hidrazin-monohidrattal reagaltattam 3-
merkaptopropéansav jelenlétében etanolos kozegben. Ezt kvetden NaNOz vizes oldatat adtam
areakcioelegyhez, majd 1 M sosavval 3-asra allitottam a pH-t és igy jutottam a 40 tetrazinhoz.

A metilcsoportot BBrs-dal tavolitottam el -78 °C-on és igy kaptam a célkitiizésben
szereplé 41 tetrazint (37. abra).**

1. 2-metoxi-acetonitril, \/(
NH 3-merkaptopropionsav
W)L -t proprop Ay

N2H4 N H20 ] )
NH, N
EtOH
rt, 24 h
2. NaNO, + IM HCI (I)
38%

39 40
N\/\(N BBr; ITII\/\(ITI
Il | —_—

NN vizmentes DCM NN
\[ 78°C, 1h
o 38% OH
|
40 41

37. abra A demetilezett tetrazinszarmazék eldallitasa
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4.7 A festékek osszekapcsolasa az onfelaldozo linkerrel

A festékek (6, 22) és az onfeldldozo linker Gsszekapcsolasahoz elészor a 6 és 22
festéket acetonitrilben oldottam, és a 33 linkert 1:1,5 anyagmennyiség-aranyban reagéaltattam
diizopropiletilamin és 4-dimetilaminopiridin jelenlétében, és fétermékként kaptam a 42 és 43

szarmazékot. (38. dbra)

OH | 0 OH
N L DMAP R
R . Bocm NTUONTONTN+ DIPEA 0 |
| \Q/ MeCN )J\ /\/N\
OH 13 82°C,1,5h 0 If Boc
42: 47%
43: 59%
NC._ _CN

6:R= 42:R =

22:R = 43: R =

NC._CN
7&\/\
=
5

NC.__CN NC.__CN

|

| =

0 5

38. abra Az onfelaldozo linker és a festék kapcsolasa

A sikeresen el6allitott, etiléndiamin linkerrel szubsztitualt szarmazékokat (42, 43)
feloldottam amilénnel stabilizalt DCM-ban és dietilamino-kéntrifluorid (DAST) segitségével
a hidroxilcsoportokat fluorra cseréltem (44 és 45). (39. dbra)

R o DAST R o
. p—— P
0" N >Npoe amll}tenelzsthCM o ITI/\/N\BOC
| 441 8,5%
45: 60%
NC.__CN NC.__CN
|
42:R= | 44:R = 75\/\
= =
s s
NC.__CN NC.__CN
43:R= | 45:R = | |
|
>~
0T 0 g

39. abra A tavozocsoport kialakitasa
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4.8 A festékek és a tetrazinszarmazékok osszekapcsolasa

A tetrazinszarmazékokat a kapcsolds el6tt aktivalni kellett. Ehhez vizmentes
acetonitrilben feloldottam a 36 és 41 szarmazékot, majd TEA-t, DMAP-ot és DSC-t adtam az
elegyhez nitrogén atmoszféra alatt. Az aktivalas koriilbeliil 2 ora alatt lejatszodott, amit

vékonyréteg-kromatografia segitségével allapitottam meg. (40. dbra)

(0]
R OH R O (ON
1 17
TEA, DMAP, DSC (0)
NN NN 7 ¢
111' /111 vizmentes MeCN Illl /Ill
36: R=Me 46: R = Me
41:R=H 47:R=H

40. abra A tetrazinszarmazékok aktivalasa

Az aktivalassal egyidoben lehasitottam a 44 és 45 szarmazékokrol a Boc-véddcsoportot

DCM-ban par csepp viz jelenlétében TFA-val. (41. dbra)

F F
R
R\©f o | TFA, H,0 \©f j\ |
—— +
O)J\N/\/N\BOC DCM o N/\/NH2
| rt., 0,5h | i
CF,C00
NC._ _CN NC._ _CN
|
44:R = | 48:R =
= =
¥ ¥
NC._ _CN NC._ _CN
45:R = | 49:R = | |
|
=
0" I 0 ¥

41. abra A Boc-véddcsoport eltavolitasa
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A kovetkez6 1€pésként az aktivalt tetrazinszarmazékokat (46, 47) feloldottam amilénnel
stabilizalt DCM-ban, majd TEA-t adtam hozza. 10 perc kevertetés utan a 48, 49 vegyiileteket
is  feloldottam  amilénnel stabilizalt DCM-ban, majd hozzacsepegtettem a
tetrazinszarmazékokhoz. (42., 43. dbra) A reakciok LC-MS szerint koriilbeliil 15 perc alatt
lejatszodtak, s az igy kapott festékeket (50-53) preparativ HPLC-vel tisztitottam.

NC CN NC CN

48: Rl = 50: Rl = R2 = Me

NC CN

51:R, = R,=H

42. abra Az izoforon szdrmazékok 6sszekapcsoldsa a tetrazinszarmazékokkal
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43. abra Az dicianometilénszarmazékok 0sszekapcsolasa a tetrazinszarmazékokkal

4.9 A click-to-release reakciok vizsgalata

Az eldallitott vegytileteken (50-53) elészor stabilitasvizsgalatot végeztem LC-MS
segitségével PBS-ben és 10 mM GSH-t tartalmazo PBS-ben egyarant pH = 7,4-en 37,0 °C-on.
A vizsgalatok soran e koriilmények kozott a festékek mindegyike megfeleléen stabilnak
bizonyult.

A click-to-release reakcio vizsgalata elott a festék alapvazak (6, 22) fluoreszcenciajat
megvizsgaltam kiilonb6zd pH értékeken. Az abran latszik, hogy fizioldgias pH-n nem
deprotonalddik teljes mértékben a festékmolekula, hiszen a pH ndvelésével a fiziologias

értéken tal is még n6 fluoreszcencia intenzitasa. (44., 45. dbra)
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44, abra A 6-os festék pH fliggd fluoreszcenciaja
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45, abra A 22-es festék pH fiiggd fluoreszcenciaja

A click-to-release vizsgalathoz a festékeket egy transz-ciklooktén szarmazékkal, TCO-

GNP Q
HZNJ\/\/\N 0
H

46. abra TCO-lizin

lizinnel reagaltattam. (46. dbra)
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Az LC-MS vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a klikk-reakcio minden esetben
gyorsan megtortént, amit a klikkelt forma megjelenése mutat (b, b”), a release pedig az 52
festék esetében lassabban tortént, mint az 50 festéknél. A fluoreszcencia spektrumokbol
kiolvashatd, hogy az 1d6 eldrehaladtdval a fluoreszcencia intenzitdsa nd, azonban mas
emisszios maximumot figyelhetiink meg, mint a 6 és 22 vegyiiletek pH fligg6 fluoreszcencia
vizsgalatanal. (47. dbra) A kromatogram kiilonb6z6 cstcsaihoz tartozo szerkezeteket az 48.

abran mutatom be.

400 nm 400 nm
c
d S 360 perc d S 360 perc
J\{\ 60 perc 60 perc
b a bb
ML JLL 10 perc JL 10 perc
i T T T T T T T T i 0,5 perc i T T T : ; ; - - . O’5 perc
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
1d6 / perc 1d6 / perc
70+
—— 10 perc | —— 10 perc
ﬁ 601 —60 gerc ﬁ 200 — 60 perc
§ 504 —— 360 perc qc':‘ — 360’ perc
= ——24 6ra € 150 — 24 6ra
= 401 A, =560 nm s ), =560 nm
& c=2uM @ PBS = c=2uM @ PBS
< 301 S 100+
D (%}
o g
S 20- S
n T 501
10
0L : : : . : . 05 : : . : . .
580 600 620 640 660 680 700 580 600 620 640 660 680 700

Hullamhossz / nm

Hullamhossz / nm

47. abra 50 és 52 festék reakcioja TCO-lizinnel

31



H,N__ COOH

COOH

w e g ((
HN N O

R= vagy

48. abra A kiilonb6z6 csucsokhoz tartozo szerkezetek
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Az 51 és 53 egy metilcsoporttal kevesebbet tartalmazo szarmazékok esetén a Klikk-
reakcid még gyorsabb volt, azonban a release 1épésre utald szarmazékot nem sikeriilt
kimutatnunk, csak kevés piridazinna oxidalodott mellékterméket. (49. dbra) A kromatogram

kiilonbozd csucsaihoz tartozd szerkezeteket az 50. abrdn mutatom be.

51 53
400 nm
JV\ 24 6ra 400 nm ™ 24 6ra
J\,\ 300 perc —J}L— 300 perc
, 60 perc N\ 60 perc
b'b a b'b
¢ Jﬂk 10 perc AM i 10 perc
———— e 05 perc — e 05perc
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
1d6 / perc 1d6 / perc

49. abra 51 és 53 festék reakcioja TCO-lizinnel
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50. abra A kilonboz6 csucsokhoz tartozo szerkezetek

A mérésbol lathatd, hogy a click-to-release reakcié az 50 és 52 szarmazékoknal
sikeresen lejatszodott, a release az 50 szarmazéknal gyorsabb volt, az id6 elérehaladtaval
nagyobb intenzitassal emittalt, azonban mas hullamhosszon. Valoszinisitjiik, hogy a kinon
metid-lizin addukt a referenciavegyiilet¢thez képest eltéré elektronikus tulajdonsagainak
koszonhetd. Ennek megoldasara terveim kozott szerepel a click-to-release reakcié nagyobb
méretben vald vizsgalata, mely lehetdséget biztositana a koztitermékek kinyerésére ¢€s
analitikai vizsgélatara.

Az 51 és 53 szarmazékoknal az irodalomban tapasztaltakkal 6sszhangban'* a release

sokkal lassabb.
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5. Az eredmények 0sszegzése

Munkam soran sikeresen eléallitottam a tervezett alapvazakbol kett6t, az izoforon (6),
¢s a dicianometilén-4H-piran (22) szarmazékot. A célkitlizésben szerepld tovabbi festék
alapvazak el6allitasa is biztato utakon jar.

A pKa optimalizalasa érdekében elkezdtem egy fluorral szubsztitualt szarmazék
szintézisét is (10).

Sikeresen kapcsoltam a 6 és 22 vegyiiletet az etiléndiamin onfelaldozé linkerrel
(42,43), majd kialakitottam a fluor tdvozé csoportot is a molekulakon (44, 45).

A tervezett tetrazinszarmazékok mindegyikét sikeriilt eldallitanom (36, 41) és
kapcsolnom a festékkel, igy Osszesen 4 célterméken (50-53) vizsgaltam a click-to-release
reakciot LC-MS-segitségével.

Az eredmények alapjan a 50, 52 szarmazékok esetén a release elfogadhato
gyorsasaggal megtorténik, az 51, 53 szarmazékok esetében lassabb reakciot tapasztaltam.

A fluoreszcencia intenzitasa az id6 elorehaladtaval nd, azonban mas hullamhosszon
jelentkezik, mint a 6 és 22 szarmazékok esetén, igy ez tovabbi vizsgalatot igényel.

Terveim kozott szerepel a befejezetlen alapvazak szintézise, majd kapcsolasa a
kiilonb6z6 tetrazinszarmazékokkal.

Az igéretes festékeket ezutan in vitro majd in cellulo fehérjejelolési kisérletekben
tervezziik tesztelni.
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6. Kisérleti rész

6.1 Altalanos kisérleti rész

A kiindulasi anyagok a Sigma-Aldrich, a Merck, az Alfa Aesar, a Fluka, a Reanal, a
Romil, a Fluorochem vagy a Molar Chemicals cégek termékei, melyeket tovabbi tisztitas
nélkiil hasznaltam fel a reakcidkban. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokhoz Merck
Silica gel 60 F2ss lapokat hasznaltam. A VRK vizsgalatok soran alkalmazott eluensek
Osszetétele mindig V/V értend6. A mintafoltokat altalanosan 254/365 nm-en miikkodé UV-
lampaval vagy foszformolibdénsav etanolos oldataval hivtam eld. Az anyagok flash
oszlopkromatografias tisztitasat Zeochem markaji 25-40 um szemcseméretii szilikaval vagy
RediSep Rf C18 Gold oszlopon ¢és Teledyne ISCO COMBI Flash miiszerrel végeztem. A
szemipreparativ HPLC-s tisztitdisokat Wufeng LC100 eszkozon végeztem, amihez Gemini
C18-as forditott fazisu oszlopot kapcsoltunk, (150 x 2,1 mm LD.), all6fazisa 5 um 110 A
porusmérettel rendelkezé szilika. Az alkalmazott eluensek 0,1% HCOOH - viz és 0,1%
HCOOH - acetonitril voltak.

A fluoreszcencia méréseket Jasco FP8300 spektrofluoriméteren végeztem 1 cm
uthosszi kvarckiivettakban. A mérésekhez kiilonb6z6 pH-ja (6,45; 7,75; 7,68; 7,95; 8,21) PBS
pufferoldatot hasznaltam.

Az NMR mérések soran a *H- és *C-NMR spektrumok Varian Inova 300, illetve 500
MHz spektrométerrel késziiltek. A kémiai eltolodas (6) ppm-ben van megadva, a CDCls vagy
DMSO-de-ban késziilt mintak esetén az olddszer jelét hasznaltam referenciaként.

Az analitikai RP-HPLC-UV/Vis-MS mérések SHIMADZU LCMS-2020 system LC-MS
késziilékkel torténtek, Gemini C18 oszloppal (100 x 2.00 mm L.D.), amely all6fazisa 5 pm
szilika (110 A pérusmérettel), illetve a spektrumok UV/Vis (220-800 nm) fotodidda sorral és
ESI-MS detektorral keriiltek felvételre. A linedris gradiens elicié (0 min. 0 % B; 2,0 min. 100
% B; 2,5 min. 100 % B; 3,0 min. 0 % B; 4,0 min. 0 % B) az A eluenssel (0,1 % HCOOH, 5 %
ACN ¢és 94,9 % viz) és a B eluenssel (0,1 % HCOOH, 94,9 % MeCN ¢és 5 % viz) zajlott, 0,5
ml/min dramlési sebesség mellett, 30°C-on. A mintdk HPLC mindségii viz és MeCN vagy

MeOH elegyében oldva késziiltek (1:1 V/V) 0,5 mg/ml toménységgel.
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6.2 Szintézisek

2-(3,5,5-trimetilciklohex-2-én-1-ilidén)malononitril (2)

NC CN

Az izoforont (6,9 g, 0,05 mol) feloldottam 100 cm? abszolut etanolban, majd malonitrilt (3,96
g, 0,06 mol) piperidint (0,5 cm?, 5 mmol) és ecetsavat (0,29 cm®, 5 mmol) adtam az elegyhez,
és N atmoszféra alatt forraltam 6 oran keresztiil. Az olddszert rotacidés vakuumbeparlo
segitségével tavolitottam el. A nyersterméket oszlopkromatografidval tisztitottam (SiO2, hexan
: DCM =1 : 3). A termék fehér szilard anyag (4,623 g, 0,0249 mol, 50%).

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 6,56 — 6,54 (m, 1H), 3,29 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 2,53 (s, 2H),
2,28 — 2,19 (m, 2H), 2,06 — 2,01 (m, 3H), 0,95 (s, 6H).

(E)-2-(3-(4-hidroxisztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-ilidén)malononitril (4)

A 2 vegyiiletet (0,930 g, 5,4 mmol) feloldottam 60 cm?® etanolban, és 4-hidroxi-benzaldehidet
(0,610 g, 5,4 mmol) adtam hozza. 2 csepp piperidin jelenlétében N2 atmoszféra alatt forraltam
24 oran keresztiil. Az oldoszert rotaciés vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A
nyersterméket 50 cm® DCM-ban oldottam, és 3 x 30 cm?® vizzel mostam. MgSQOas-0n
szaritottam a szerves fazist, majd szlirés utdn az oldoszert roticids vakuumbeparldval
eltavolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografidval tisztitottam (SiO2, hexan : EtOAc =

3 :1). A termék halvanyvords szinii szilard anyag (0,75 g, 2,6 mmol, 48%).
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(E)-2-(3-(3-formil-4-hidroxisztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-ilidén)malononitril (5)

A 4 vegyiiletet (0,46 g, 1,586 mmol) feloldottam 15 cm® CF3COOH-ban, majd hexametilén-
tetramint (0,44 g, 3,172 mmol) adtam hozza és N, atmoszféra alatt forraltam 24 6ran keresztiil.
Masnap 24 cm® 4 M HCI-t adtam hozza és 2 éran 4t kevertettem. Ezt kovetden 50 cm? vizet és
50 cm® DCM-t adtam hozza és 6 x 50 cm® DCM-nal mostam. A szerves fazist MgSO4-on
szaritottam, majd szlirés utdn az oldoszert rotacidés vakuumbepdrldval eltavolitottam. A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexén : EtOAc =1 : 1). A termék
halvanyvoros szinti szilard anyag (0,268 g, 0,843 mmol, 53%).

(E)-2-(3-(4-hidroxi-3-(hidroximetil)sztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-

ilidén)malononitril (6)

Az 5 vegyiiletet (50 mg, 0,157 mmol) feloldottam 2 cm® DCM-ban és nétrium-triacetoxi-
borohidridet (72 mg, 0,346 mmol) adtam hozza és 2 oOran keresztiil kevertettem
szobahémérsékleten. 5 cm® DCM + par csepp metanol segitségével razotdlcsérbe mostam és
vizzel extrahaltam. A szerves fazist MgSOs-on szaritottam, majd szlirés utdn az olddszert
rotacios vakuumbeparloval eltdvolitottam. A termék tisztitast nem igényelt, voros szini szilard
anyag (47,8 mg, 0,150 mmol 95%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9,94 (br s, 1H), 7,66 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 8,3,
2,3 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,82 (s, 1H), 6,80 (d, J = 8,5
Hz, 1H), 5,00 (br s, 1H), 4,48 (s, 2H), 2,60 (s, 2H), 2,54 (s, 2H), 1,01 (s, 6H).
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(E)-2-(3-(3-fluoro-4-hidroxisztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-ilidén)malononitril (8)

A 2 vegyiiletet (100 mg, 0,58 mmol) feloldottam 20 cm? etanolban és 3-fluoro-4-hidroxi-
benzaldehidet (81,3 mg, 0,58 mmol) adtam hozz4. Katalitikus mennyiségli piperidin
jelenlétében N> atmoszféra alatt forraltam 24 oOran keresztil. Az olddszert rotacios
vakuumbeparlo segitségével tavolitottam el. A nyersterméket 25 cm® DCM-ban oldottam és 3
x 20 cm? vizzel mostam. MgSOs-on szaritottam a szerves fazist, majd sziirés utan az oldoszert
rotaciés vakuumbeparloval eltavolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval
tisztitottam (SiO2, hexan : EtOAc =3 : 1). A termék vOrds szinti szilard anyag (51,4 mg, 0,167
mmol, 32%).

(E)-2-(3-(3-fluoro-5-formil-4-hidroxisztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-

ilidén)malononitril (9)

A 8 vegyiiletet (51,4 mg, 0,167 mmol) feloldottam 5 cm® CFsCOOH-ban, majd hexametilén-
tetramint (46 mg, 0,333 mmol) adtam hozza és N, atmoszféra alatt forraltam 24 6ran keresztiil.
Masnap 4 cm® 4 M HCI-t adtam hozza és 2 6ran 4t kevertettem. Ezt kdvetden 20 cm? vizet és
20 cm® DCM-t adtam hozz4 és 3 x 30 cm® DCM-nal mostam. A szerves fazist MgSOas-on
szaritottam, majd sziirés utdn az oldoszert rotdcidés vakuumbeparloval eltavolitottam. A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexan : EtOAc =1 : 1). A termék

voros szindi szilard anyag (24,1 mg, 0,072 mmol, 43%).
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(E)-2-(3-(3-fluoro-4-hidroxi-5-(hidroximetil)sztiril)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-

ilidén)malononitril (10)

A 9 vegyiiletet (24,1 mg, 0,072 mmol) feloldottam 5 cm® DCM-ban és natrium-triacetoxi-
borohidridet (30,5 mg, 0,144 mmol) adtam hozza és 2 oran keresztiil kevertettem
szobahdmérsékleten. 5 cm® DCM + pér csepp metanol segitségével razétdlcsérbe mostam és
vizzel extrahaltam. A szerves fazist MgSOs-on széritottam, majd sziirés utan az oldoszert
rotaciés vakuumbeparloval eltavolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval

prébaltam meg tisztitani, de tisztitdskor nem sikertiilt izolalnom.

1-(2-hidroxifenil)butan-1,3-dion (12)

Szaritoszekrényben szaritott és N, aramban hiitétt lombikban 9,0 cm® vizmentes THF-ben
szuszpendaltam NaH-et (3,52 g 60%-os asvanyi olajban 88,2 mmol) N3 alatt, majd EtOAc-bol
(5,4 cm?, 22,0 mmol) absz. THF-bol (2,5 cm®) és 2-hidroxiacetofenonbél (2,7 cm® 22,0 mmol)
késziilt elegyet csepegtettem a szuszpenzidhoz szobahdmérsékleten Nz atmoszférdban. A
hozz4adagolas utan még 5 percig kevertettem, majd kevés vizzel higitottam, jégre ontdttem és
6M-o0s HCl-val kb. 6-osra allitottam a pH-t. Ezt az oldatot 2 x 50 cm® és 1 x 30 cm? dietil-éterrel
extrahaltam, valamint az egyesitett szerves fazist 1 x 50 cm® cc. NaCl-oldattal mostam, MgSO:-
on szaritottam. Sziirés utdn az olddszert rotacids vakuumbeparloval eltavolitottam. A termék
fehér szinti szilard anyag (2,593 g, 14,55 mmol 66%). A terméket tisztitds nélkiil hasznaltam
fel a kovetkezd 1épésben.

Rf: 0,52 (SiO2, hexan : EtOAc=3: 1),
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2-metil-4H-kromén-4-on (13)

A 12-es vegyiiletet (2,568 g, 14,41 mmol) 144 cm® metanolban feloldottam, pirrolidint
(0,238 cm?®, 2,88 mmol, 0,205 g) és vizet (0,026 cm® 1,44 mmol) adtam hozza és N, alatt
szobahdmérsekleten kevertettem 24 o6rdn 4at. Ezt kOvetéen a metanolt rotacids
vakuumbeparloval eltdvolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiOz,
DCM : Metanol =1 : 1). A termék barna szini szilard anyag. (1,316 g, 8,22 mmol, 57%)

Rf: 0,63 (SiO2, DCM : MeOH = 20 : 1); *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8,17 (dd, J=7,9, 1,7
Hz, 1H), 7.62 (ddd, J = 8,6, 7,1, 1,7 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8,5, 1,0 Hz, 1H), 7,36 (ddd, J = 8,1,
7,1,1,1Hz, 1H), 6,15 (q, J = 0,7 Hz, 1H), 2,37 (d, J = 0,8 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCls)
5 178,0, 166,0, 156,4, 133,3, 125,5, 124,8, 123,5, 117,6, 110,5, 20,4.

2-(2-metil-4H-kromén-4-ilidén)malononitril (14)

NC.__CN

|
(6]

A 13-as terméket (1,292 g, 7,96 mmol) és malonitrilt (0,636 g, 9,635 mmol) feloldottam 6,5
cm?® ecetsav-anhidridben és N alatt 140 °C-on 24 6ran at kevertettem. Az olddszert rotacios
vakuumbeparld segitségével tavolitottam el, majd 20 cm?® vizet adtam hozza és 30 percig
forraltam. Ezutan extrahaltam az oldatot 3 x 50 cm® DCM-nal, majd Na,SOs-on szaritottam.
Sziirés utdn az oldoszert rotacids vakuumbeparloval eltavolitottam. A nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexéan : EtOAc = 3 : 1). A termék halvanysarga
szilard anyag (0,390 g, 1,873 mmol, 24%).

Rr: 0,46 (SiOz, hexan : EtOAc =3 : 1); *H NMR (500 MHz, CDCls) § 8,92 (dd, J = 8.7, 1,5 Hz,
1H), 7,72 (ddd, J = 8,7, 7,3, 1,5 Hz, 1H), 7,49 - 7,42 (m, 2H), 6,72 (g, J = 0,7 Hz, 1H), 2,44 (d,
J=0,8 Hz, 3H).
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2-((2)-2-((E)-4-hidroxisztiril)-4H-kromén-4-ilidén)-2-isocianoacetonitril (15)

OH

A 14 vegyiiletet (100 mg, 0,48 mmol) feloldottam 10 cm? etanolban és 4-hidroxi-benzaldehidet
(54,24 mg, 0,48 mmol) adtam hozzd. Katalitikus mennyiségli piperidin jelenlétében N>
atmoszféra alatt forraltam 24 oran keresztiil. Az oldészert rotacios vakuumbeparlo segitségével
tavolitottam el. A nyersterméket 50 cm® DCM-ban oldottam és 3 x 25 cm® vizzel mostam.
MgSOs-on szaritottam a szerves fazist, majd szlirés utdn az olddszert rotacids
vakuumbeparldval eltavolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiOy,
hexéan : EtOAc =1 : 1). A termék halvanyvoros szini szilard anyag (36,0 mg, 0,115 mmol,
24%)

4-brom-2-(hidroximetil)-fenol (18)

B
r\CE\OH
OH

5-brom-2-hidroxibenzaldehidet (2,01 g, 10mmol) feloldottam 30 cm® THF és 1 cm® viz
elegyében, majd NaBHs-et (0,189 g, 5 mmol) adtam hozza, ¢és feloldodas utani 5 percig
kevertettem. Kevés vizet adtam hozza majd extrahaltam 3 x 50 cm® DCM-nal, majd MgSQOa-on
szaritottam. Szlirés utan a DCM-t rotacids vakuumbeparldval eltavolitottam. A termék tisztan
keletkezett, fehér szilard por alakban (1,559 g, 7,68 mmol, 77%).

R: 0,37 (SiO2, hexan : EtOAc =3 : 1); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9,64 (s, 1H), 7,40 (d,
J =25 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,5, 2,6 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,08 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 4,45 (d, J =5,3 Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO) § 153,3, 131,5, 129,6, 129,4, 116,56,
110,0, 57,6.
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6-brém-2,2-dimetil-4H-benzo-[d]-[1,3]-dioxin (19)

Br\©\/o\/%

A 18-as vegyiiletet (1,905 g, 9,38 mmol) feloldottam 30 cm?® acetonban, majd 2,2-
dimetoxipropént (5,00 g, 48,0 mmol, 5,90 cm®) adtam hozz4, illetve Na,SOa-et (4,92 g, 34,63
mmol), valamint para-toluolszulfonsavat (0,218 g, 1,266 mmol). 40 °C-on 90 percen keresztiil
kevertettem, majd az oldoszert rotaciés vakuumbeparld segitségével eltavolitottam. Ezt
kovetben 30 cm® EtOAC-ot és 30 cm® vizet adtam hozza és extrahaltam 3 x 20 cm® EtOac-tal,
az egyesitett szerves fazist pedig telitett NaCl oldattal mostam. MgSOas-on szaritottam, majd
szlirés utan az EtOac-ot rotacios vakuumbeparl6 segitségével tavolitottam el. A nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexan : DCM =1 : 1). A termék halvanysarga
szilard anyag (1,564 g, 6,433 mmol, 69%).

Rf:0,60 (SiO2, hexdn : DCM= 1 : 1); 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,25 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz,
1H), 7,10 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,70 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,81 (s, 2H), 3,49 (s, 1H), 1,53 (s, 6H).

2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-karbaldehid (20)
BS

A 19-es vegyiiletet (0,7626 g, 3,14 mmol) feloldottam 20 cm?® frissen desztillalt THF-ban, N2
atmoszféra alatt. Ezt kdvet6en -78 °C-ra hiitottem és beadagoltam az n-BuLi-ot (8,85 mmol
3,54 cm3, 2,5 M oldat hexanban), majd 2 6ran at kevertettem. Addig feloldottam DMF-ot
(3,342 g, 45,8 mmol, 3,54 cm?®) 3,54 cm® THF-ban, majd 2 6ra letelte utdn hozzaadtam és egy
éjszakan at hagytam felmelegedni. Ezt kovetden 100 cm® dietil-étert adtam hozza és 3 x 100
cm?® vizzel extrahaltam, majd a szerves fazist cc. NaCl-dal mostam. MgSOs-on szaritottam,
majd az szlrés utdn a dietil-étert rotacidos vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A
nyersterméket oszlopkromatografidval tisztitottam (SiO2, hexdn : DCM =1 : 1). A termék
halvanysarga folyadék (0,142 g, 0,739 mmol, 24%).

IH NMR (500 MHz, CDCls) § 9,86 (s, 1H), 7,70 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 1,7 Hz,
1H), 6,93 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,91 (s, 2H), 1,58 (s, 6H).

43



2-(2-(4-hidroxi-3-(hidroximetil)sztiril)-4H-kromén-4-ilidén)malononitril (22)

OH

A 20-as vegyiiletet (0,300 g 1,975 mmol) feloldottam 2 cm?® acetonitrilben, majd hozzaadtam a
14-es (0,205 mg, 0,9875 mmol) vegyiilethez. Végiil piperidint (7,6 mg, 8,83 ul) adtam hozza
és 82 °C-on forraltam 24 oOrdn at. Az olddszert rotacios vakuumbeparld segitségével
eltavolitottam, majd az acetonid véddcsoportot 8:8 cm?® ecetsav:etanol elegyben valé oldassal
¢s 80 °C-on val6 forraldsaval tavolitottam el 24 ora alatt. A termék narancssarga sziladrd anyag
(0,153 g, 0,447 mmol, 45 %)

Rf:0,45 (SiO2, DCM : MeOH= 20 : 1); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,10 (s, 1H), 8,74
(d,J=8,5Hz,1H), 7,91 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,76 — 7,71 (m, 2H), 7,60
(t,J=7,8Hz, 1H), 7,51 (dd, J = 8,3, 2,2 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,85
(t, J=8,4 Hz, 1H), 5,07 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,49 (d, J = 4,6 Hz, 2H).

2-bromociklohex-1-én-1-karbaldehid (24)

I
X,
3,73 cm?® (48,3 mmol) DMF és 16,7 cm?® kloroform elegyéhez cseppenként adtam 4,13 cm?®
(43,5 mmol) PBrz-ot 0°C-on. 45 percig kevertettem ezen a hdmérsékleten, majd 1,67 cm? (16,13
mmol) ciklohexanont adtam az elegyhez, s ezt kovetden 18 orat kevertettem
szobahémérsékleten. Ezt kovetden koriilbeliil 50 cm® jégre ontdttem, majd a pH-t NaHCOg3
segitségével 7-esre allitottam. Ezutan 3 x 50 cm® DCMnal extrahaltam, Na,SOs-on széritottam.

Szlirés utan az oldoszert rotacidés vakuumbeparldval eltavolitottam. A terméket tisztitas nélkiil

felhasznaltam a kdvetkezd 1épésben (1,270 g, 6,72 mmol, 42%)
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6-metoxi-2,3-dihidro-1H-xantén-4-karbaldehid (25)

A 24 vegyiiletet (430 mg, 2,27 mmol) feloldottam 13 cm® DMF-ben és 2-hidroxi-benzaldehidet
(288 mg, 1,89 mmol), valamint Cs,COz-ot (1539 mg, 4,725 mmol) adtam hozza és
szobahémérsékleten kevertettem 24 oran keresztiil. A szilard sokat szilikapadon sziirtem Ki és
DCM-nal mostam. A szlrletet tobbszor extrahdltam vizzel, majd MgSOas-on szaritottam a
szerves fazist, szlirés utdn az olddszert rotacios vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, DCM : EtOac = 9 : 1). A termék
citromsarga szilard anyag (164 mg, 0,680 mmol, 36%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.25 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,97 (s, 1H), 6,89 (d,
J=2,4Hz, 1H), 6,76 (dd, J = 8,5, 2,4 Hz, 1H), 3,81 (s, 4H), 2,59 — 2,53 (m, 2H), 2,30 (t, J =
6,0 Hz, 2H), 1,63 (p, J = 6,1 Hz, 2H).

(E)-2-(3-(2-(6-metoxi-2,3-dihidro-1H-xantén-4-il)vinil)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-

ilidén)malononitril (26)

A 25 vegyiiletet (68 mg, 0,279 mmol) feloldottam 10 cm® Ac.0-ban, majd K.COs-at (77 mg,
0,5574 mmol) és a 2 vegyiiletet (62 mg, 0,3344 mmol) adtam hozza és 80 °C-on melegitettem
8 oran keresztiil. Az oldoszert rotacids vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. Ezutan 25
cm® DCM-ban oldottam és 3 x 25 cm® vizzel mostam. A nyersterméket forditott fazisu
oszlopkromatografiaval tisztitottam. A termék mélylila szildrd anyag (20,6 mg, 0,050 mmol,
18%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 7,63 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,85 (d,
J=2,5Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 6,70 — 6,66 (m, 2H), 6,61 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 3,81 (s, 3H), 2,57
(s, 2H), 2,56 (s, 2H), 2,46 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 1,71 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 1,04 (s, 6H).
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(E)-2-(3-(2-(6-hidroxi-2,3-dihidro-1H-xantén-4-il)vinil)-5,5-dimetilciklohex-2-én-1-

ilidén)malononitril (27)

A 26 vegyiiletet (18 mg, 0,0416 mmol) feloldottam 2 cm® DCM-ban és 0 °C-on BBrz 1M-es
DCM-os oldatat (0,831 cm®) adtam az elegyhez. 24 oran keresztiil kevertettem
szobahémérsékleten, majd jégre ontdttem és NaHCOz-tal semlegesitettem. A vizes fazist
DCM-nal extrahdltam és az olddszert rotacids vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A
termék tisztitast nem igényelt, mélylila szinli szilard anyag. (14,83 mg, 0,0374 mmol, 90%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 10,01 (s, 1H), 7,61 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 8,3 Hz,
1H), 6,77 — 6,61 (m, 3H), 6,58 — 6,48 (m, 2H), 2,53 (s, 4H), 2,47 (s, 2H), 2,43 (t, J = 5,9 Hz,
2H), 1,75 -1,63 (m, 2H), 1,02 (s, 6H).

(E)-2-(3-(2-(5-formil-6-hidroxi-2,3-dihidro-1H-xantén-4-il)vinil)-5,5-dimetilciklohex-2-

én-1-ilidén)malononitril (28)

A 27 vegyiiletet (14,83 mg, 0,0374 mmol) 2 cm® CF3COOH-ban oldottam, majd hexametilén-
tetramint (10,7 mg, 0,0741 mmol) adtam hozza és N> atmoszféra alatt forraltam 24 o6ran
keresztiil. Masnap 2 cm® 4 M HCI-t adtam hozz4 és 2 6ran at kevertettem. Ezt koveten 10 cm®
vizet és 10 cm® DCM-t adtam hozza és 3 x 20 cm® DCM-nal mostam. A szerves fazist MgSQO4-

on széritottam, majd szlirés utan az olddszert rotacids vakuumbeparloval eltavolitottam.
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(E)-2-(2-(2-(6-metoxi-2,3-dihidro-1H-xantén-4-il)vinil)-4H-kromén-4-ilidén)malononitril
(29)

A 25 vegyiiletet (45 mg, 0,183 mmol) feloldottam 5 cm® Ac,0-ban, majd K2COs-at (50,5 mg,
0,366 mmol) és a 14 vegyiiletet (46 mg, 0,220 mmol) adtam hozza és 80 °C-on melegitettem
24 6ran keresztiil. Az oldoszert rotacios vakuumbeparlo segitségével tavolitottam el. Ezutan 25
cm® DCM-ban oldottam és 3 x 25 cm® vizzel mostam. A nyersterméket forditott fazisu

oszlopkromatografiaval tisztitottam. A termék mélylila szilard anyag (14,2 mg, 0,0330 mmol,

18%).

terc-butilmetil(2-(metilamino)etil)-karbamat (31)
!
Boc” \/\H/

N,N’-dimetilén-metilén-diamint (3,0 g, 34 mmol, 3,67 cm®) feloldottam 40 cm? desztillalt
DCM-ban, majd Nz atmoszféra alatt és 4 °C-ra hiitve Boc2O-t (2,4 g, 11 mmol) 20 cm?®
desztillalt DCM-ban cseppenként adagoltam az elegybe. Hagytam felmelegedni és egy éjszakan
at kevertettem. Az olddszert rotaciés vakuumbeparld segitségével eltavolitottam. 50-50 cm?®
vizet és EtOAc-ot adtam hozza majd 2 x 50 cm® EtOAc-tal extrahaltam és az egyesitett szerves
fazist cc. NaCl-oldattal mostam. Na2SO4-on szaritottam, majd szlirés utan az oldoszert rotacios
vakuumbeparl6 segitségével tavolitottam el. A termék halvanysarga olaj. (1,59 g, 8,45 mmol,
77%)

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 3,32 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,87 (s, 3H), 2,72 (t, J = 6,6 Hz, 2H),
2,45 (s, 3H), 1,45 (s, 9H); °C NMR (126 MHz, CDCls) § 79,4, 49,8, 48,4, 36,3, 34,7, 28,5.
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terc-butilmetil(2-(N-metil-1H-imidazol-1-karboxamido)etil)karbamat (32)

60 cm® THF-ban feloldottam N,N’-karbonildiimidazolt (0,732 g, 4,5 mmol) majd
hozzaontottem a 31-es vegylilethez (0,740 g, 3,91 mmol). Egy éjszakat at kevertettem ¢és
melegitettem 65 °C-on. Az oldoszert rotacios vakuumbeparld segitségével eltavolitottam. 100
cm® DCM-t adtam hozza, majd 3 x 100 cm® vizzel extrahaltam. Az olddszert rotacios
vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A nyersterméket oszlopkromatografiaval
tisztitottam (SiO2, DCM : Metanol =20 : 1). A termék sargas-narancs olaj (0,964 g, 3,41 mmol,
87%).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,89 (s, 1H), 7,24 (s, 1H), 7,07 (s, 1H), 3,69 — 3,56 (m, 2H), 3,51
(t, J=5,8 Hz, 2H), 3,15 (s, 3H), 2,85 (s, 3H), 1,62 (s, 1H), 1,43 (s, 9H); **C NMR (126 MHz,
CDCl3) 06 151,8, 137,0, 129.4, 118,1, 80,0, 47,8, 45,5, 37,4, 34,5, 28 4.

1-((2-((terc-butoxikarbonil)(metil)amino)etil)(metil)karbamoil)-3-metil-1H-imidazol-3-
ium jodid (33)

A 32-es vegyiiletet (0,664 g, 2,35 mmol) feloldottam 15 cm?® acetonitrilben, majd metil jodidot
(3,33 g, 23,5 mmol, 1,46 cm®) adtam hozza, és szobahémérsékleten kevertettem 24 6rat. Az
oldoszert rotacios vakuumbeparlo segitségével tavolitottam el. A termék tisztan keletkezett,
sarga szilard anyag (0,661 g, 1,56 mmol, 66%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 9,68 — 9,48 (m, 1H), 8,06 — 7,88 (m, 1H), 7,86 (s, 1H), 3,91
(s, 3H), 3,57 (s, 2H), 3,43 (s, 2H), 3,09 (s, 3H), 2,82 (s, 3H), 1,38 (s, 9H).
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2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propionitril (35)
(Oj\OJ\CN

Laktonitrilt (5,00 g, 70,34 mmol, 5,05 cm?) és dihidropirant (8,88 g, 105,5 mmol, 9,6 cm?®)
feloldottam amilénnel stabilizalt DCM-ban (50 cm?®), és hozzaadtam piridinium para-
toluolszulfonatot (1,767 g, 7,03 mmol). 4 oran at kevertettem szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden 50 cm® DCM-t adtam hozza és mostam vizzel, telitett Na,COs-oldattal, majd ajra
vizzel. A szerves fazist MgSOs-on széritottam. A nyersterméket vakuumdesztillacidval
tisztitottam. A tiszta frakciot 93-98 °C-on 16,4 mbar-on szedtem. A termék szintelen viszkozus
folyadék (8,09 g, 52,13 mmol, 74%).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 4,89 (dd, J = 4,2, 2,5 Hz, 1H), 4,79 (t, J = 3,2 Hz, 1H), 4,64 (q,
J=6,9 Hz, 1H), 4,38 (q, J = 6,9 Hz, 1H), 3,97 (td, J = 10,8, 3,0 Hz, 1H), 3,77 (ddd, J = 11,5,
8,7, 3,1 Hz, 1H), 3,66 — 3,60 (m, 1H), 3,59 — 3,51 (m, 1H), 1,87 — 1,51 (m, 18H); **C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 120,0, 119,1, 99,1, 97,0, 62,7, 62,2, 61,6, 59,6, 30,1, 30,0, 25,2, 20,3,
19,7, 19,1, 18,5.

1-(6-izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)etan-1-ol (36)

OH

A THP-s laktonitrilt (932 mg, 6 mmol) feloldottam izobutilnitriloen (2,16 cm?, 24 mmol) majd
Zn(OTf)z-t (546 mg, 0,6 mmol) és hidrazin-monohidratot (7,28 cm®, 60 mmol) adtam az
elegyhez. 24 oran keresztiil melegitettem 60 °C-on. Az oldoszert rotacios vakuumbeparld
segitségével tavolitottam el. A terméket ezutan 80-80 cm?®ecetsav-THF elegyében oldottam, 0
°C-ra hiitéttem. Ekkor NaNO2-¢et (4,0 g, 56 mmol) oldottam fel 40 cm®vizben és a tetrazinhoz
csepegtettem. Két oras kevertetés utan vizet adtam hozza és kloroformmal extrahaltam addig,
amig a vizes fazis el nem szintelenedett. Az ecetsav semlegesitéséhez NaHCOz-tal addig
extrahaltam, amig pezsgett az elegy. Na2SOs-on szaritottam, a szaritdszert lesziirtem, majd
rotaciés vakuumbeparlod segitségével eltavolitottam az olddszert. A nyersterméket 60 ml
kloroformban és 30 ml etanolban oldottam, majd par csepp cc. HCI-t adtam hozzé és 1 6ran

keresztiil kevertettem. Az oldoszert rotaciés vakuumbeparlo segitségével tavolitottam el. A
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terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexan : DCM). A termék rozsaszin
viszkézus folyadék (153 mg, 0,922 mmol, 15%)

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 5,42 (p, J = 6,6 Hz, 1H), 3,69 (hept, J = 6,9 Hz, 1H), 3,33 (d, J
=6,4 Hz, 1H), 1,78 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 1,54 (d, J = 7,0 Hz, 6H).

metil izobutilimidat hidroklorid (38)
NH

*HCl

Feloldottam az izobutilnitrilt (2,6 cm?, 29 mmol) 20 cm® metanolban, majd 0 °C-ra hiitdttem és
20 cm? acetil-kloridot csepegtettem hozza és a fagyasztoba tettem. Masnap haromszor hexant
paroltam le rola rotacidés vakuumbeparlo segitségével. A kivalt fehér anyagot szlirtem és hideg
éterrel mostam. A terméket (3,6 g, 26,27 mmol, 91%) tisztitds nélkiil hasznaltam fel a

kovetkezo 1épésben.

izobutirimidamid hidroklorid (39)
NH

“HCI
NH,

Feloldottam a 38 wvegyiiletet (1,00 g, 7,30 mmol) ammodnias metanolban majd
szobahdmérsékleten kevertettem 24 o6ran at. Masnap az olddszert rotacids vakuumbeparld
segitségével eltavolitottam. A kivalt fehér terméket (0,890 g, 7,30 mmol, 100%) tisztitas nélkiil

hasznaltam fel a kovetkezd 1€pésben.
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3-izopropil-6-(metoximetil)-1,2,4,5-tetrazin (40)

N

N

N
Feloldottam a 39 vegyiiletet (0,613 g, 5 mmol) 1,5 cm? etanolban és 2-metoxi-acetonitrilt (1,5

—O

cm?, 20 mmol) és 3-merkaptopropansavat (435 pL, 5 mmol) adtam hozzi. Ezt kdvetéen 0 °C-
ra hiitdttem és N2 atmoszféra alatt hidrazin-monohidratot (3 cm®, 60 mmol) csepegtettem hozz4,
majd szobahdmérsékleten kevertettem 24 oran keresztiil. Masnap a sarga oldatot 0 °C-ra
hiitdttem és 5,2 g NaNO2-et adtam hozz4 feloldva 25 cm® vizben. 1 M HCI-t csepegtettem hozza
addig, mig a pH kortilbeliil 3-4 lett. A vizes fazist extrahaltam 5 x DCM-nal, majd az egyesitett
szerves fazist cc. NaCl-dal mostam. A szerves fazist MgSOs-on szaritottam, majd szlirés utan
az oldoszert rotacios vakuumbeparloval eltavolitottam iigyelve a nyomads lasst csokkentésére,
mert illékony a termék. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexan :
DCM =10:1). A termék rézsaszin viszkézus folyadék (0,319 g, 1,90 mmol, 38%).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 5,05 (s, 2H), 3,68 (dt, J = 13,9, 7,0 Hz, 1H), 3,61 (s, 3H), 1,53
(d, J=7,0Hz, 6H).

(6-izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)metanol (41)

X

o
N

T

Feloldottam a 41 tetrazinszarmazékot (200 mg, 1,19 mmol) absz. DCM-ban, -78 °C-ra

OH

hiitéttem, majd cseppenként adagoltam hozza N» atmoszféra alatt BBrs 1M-0s DCM-os oldatat
(4,8 cm®, 4,76 mmol), az oldat szine pirosrol, barnava véltozott. 1 6rat kevertettem ezen a
hémérsékleten, majd még fél orat szobahdmérsékleten. Ezutan 5 cm® metanolt csepegtettem
hozza, a kezdetben kivalt narancssarga csapadék feloldddott és homogén rdzsaszin oldatot
kaptam. Az igy kapott oldathoz vizet adtam és 5 x 30 cm® DCM-nal extrahaltam. Az egyesitett

szerves fazist MgSO4-on szaritottam, majd szlirés utan az oldoszert rotacids vakuumbeparldval
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eltavolitottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (SiO2, hexan : EtOAc =3
: 1). A termék rozsaszin viszkozus folyadék (69,6 mg, 0,452 mmol, 38%).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 5,21 (s, 2H), 3,69-3,54 (m, 1H), 3,23 (s, 1H), 1,48 (s, 3H), 1,46
(s, 3H).

Altalanos recept az etiléndiamin onfelildozé linkert tartalmazé festékszarmazékok (42,

43) eléallitasara

A 6 vagy 22 vegyiiletet (1 ekv.) feloldottam acetonitrilben (1 cm3/20 mg), majd a 33 linkert
(1,5 ekv.), és DIPEA-t (3,5 ekv) valamint 4-dimetilamino-piridint (0,03 ekv.) adtam hozz4 és 2
oréan keresztiil forraltam. Az olddszert rotacios vakuumbepdrl6 segitségével tavolitottam el. A

nyersterméket forditott fazist oszlopkromatografiaval tisztitottam.

terc-butil(4-(2-(3-(dicianometilén)-5,5-dimetilciklohex-1-én-1-il)vinil)-2-
(hidroximetil)fenil) etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (42)

A termék vords szilard anyag. (78,4 mg, 0,147 mmol, 47%)

terc-butil(4-(2-(4-(dicianometilén)-4H-kromén-2-il)vinil)-2-(hidroximetil)fenil)etan-1,2-
diilbisz(metilkarbamat) (43)

A termék vords szilard anyag. (16,3 mg, 0,0293 mmol, 59%)
'H NMR (500 MHz, CDCls) § 8,93 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,78 — 7,70 (m, 2H), 7,62 (d, J = 16,0
Hz, 1H), 7,58 — 7,52 (m, 2H), 7,46 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,88 (s, 1H),
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6,80 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 5,30 (s, 1H), 4,71 — 4,52 (m, 2H), 3,64 — 3,48 (m, 4H), 3,20 — 2,89
(m, 6H), 1,46 (s, 9H).

Altalanos recept a fluor tavozécsoport kialakitisara (44, 45) vegyiiletek esetében.

A 42 vagy 43 vegyiiletet (1 ekv.) feloldottam amilénnel stabilizalt DCM (1 cm3/20 mg)-ban
majd dietilamino-kéntrifluoridot (2,5 ekv.) adtam hozza és nitrogén alatt kevertettem
szobahémérsékleten 1,5 ordn at. DCM-nal higitottam és vizzel mostam. A szerves fazist
MgSOgs-on szaritottam, majd szlrés utdn az olddészert rotacids vakuumbepdarldval

eltavolitottam. A nyersterméket forditott fazisu oszlopkromatografiaval tisztitottam.

terc-butil(4-(2-(3-(dicianometilén)-5,5-dimetilciklohex-1-én-1-il)vinil)-2-(fluormetil)fenil)
etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (44)

A termék voros szilard anyag. (43,4 mg, 0,0810 mmol, 85%)

terc-butil(4-(2-(4-(dicianometilén)-4H-kromén-2-il)vinil)-2-(fluormetil)fenil)etan-1,2-
diilbisz(metilkarbamat) (45)

A termék voros szilard anyag. (30,0 mg, 0,0538 mmol, 60%)
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Altalanos recept az aktivalt tetrazinok (46, 47) eléallitasara:

A 36 és 41 szarmazékot (1 ekv.) feloldottam vizmentes acetonitrilben (10 cm®) N2 alatt, majd
az elegyhez adtam TEA-t (5 ekv.), DMAP-t (0,1 ekv.) és DSC-t (5 ekv.). Masfél ora elteltével
rotacios vakuumbeparld segitségével eltavolitottam rola az oldoszert, majd etil-acetatot adtam
hozza. Otszdr mostam vizzel és 6tszor NaHCOs-oldattal. MgSQa-on széritottam, leszlirtem, az

oldoszert rotacids vakuumbeparld segitségével eltavolitottam A termékeket tisztitas nélkiil

hasznaltam fel.

2,5-dioxopirrolidin-1-il (1-(6-izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)etil)karbonat (46)

2,5-dioxopirrolidin-1-il ((6-izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)metil)karbonat (47)
0

L

1 | 0
N._N

Altalanos recept Boc-véddesoport eltavolitasara (48, 49):

A 44 vagy 45 festékeket (1 ekv.) DCM-ben (5ml) oldottam, majd TFA-t (0,3 cm®) és vizet (2
csepp) adtam az elegyekhez. Két oras kevertetés elteltével rotaciés vakuumbepdrloval

eltdvolitottam az oldoszert és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam fel a vegyiileteket.
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2-(((4-(2-(3-(dicianometilén)-5,5-dimetilciklohex-1-én-1-il)vinil)-2-
(fluorometil)fenoxi)karbonil)(metil)amino)-N-metiletan-1-aminium-2,2,2-trifluoracetat
(48)

A termék mélyzold szilard anyag.

2-(((4-(2-(4-(dicianometilén)-4H-kromén-2-il)vinil)-
2(fluorometil)fenoxi)karbonil)(metil)amino)-N-metiletan-1-aminium-2,2,2- trifluoracetat
(49)

A termék mélyzold szilard anyag.

Altalanos recept a célkitiizésben szereplé festékek (50, 51, 52, 53) eloallitasara:

A 46 vagy 47 aktivalt tetrazinokat (2 ekv) DCM-ben (10 ml) oldottam, majd TEA-t (1 ml)
adtam hozza és tiz percen keresztiil kevertettem. 48 (1 ekv.) vagy 49 (1 ekv.) festéket
feloldottam és a DCM-ben (5 ml) oldottam, majd alland6 kevertetés mellett lassan a tetrazinos
(46 vagy 47) elegyhez csepegtettem. 30 perc utan LC-MS-t néztem rdla és megallapitottam,
hogy a reakcié minden esetben sikeresen lejatszodott. Az oldoszert rotacids vakuumbepralo

segitségével tavolitottam el. Preparativ HPLC-vel tisztitottam az anyagokat.
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(E)-4-(2-(3-(dicianometilén)-5,5-dimetilciklohex-1-én-1-il)vinil)-2-(fluorometil)fenil (1-
(6-izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)etil)etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (50)

A termék voros szilard anyag. (30,0 mg, 0,0349 mmol, 42%)

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 5 7,85 (s, 1H), 7,74 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 16,2 Hz,
1H), 7,32 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,26 — 7,11 (m, 1H), 6,92 (s, 1H), 6,16 — 6,03 (m, 1H), 5,48 —
5,26 (m, 2H), 3,65 — 3,46 (m, 4H), 3,28 (s, 3H), 3,12 — 2,84 (m, 6H), 2,64 (s, 2H), 2,57 (s, 2H),
1,77 — 1,61 (m, 3H), 1,04 (s, 6H).

(E)-4-(2-(3-(dicianometilén)-5,5-dimetilciclohex-1-én-1-il)vinil)-2-(fluorometil)fenil ((6-
izopropil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)metil)etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (51)

A termék voros szilard anyag. (23,2 mg, 0,0377 mmol, 32%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,84 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 16,1 Hz,
1H), 7,31 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 7,18 (td, J = 22,7, 20,1, 8,4 Hz, 1H), 6,91 (s, 1H), 5,67 — 5,59
(m, 2H), 5,47 — 5,27 (m, 2H), 3,62 — 3,43 (m, 4H), 3,10 — 2,87 (m, 6H), 2,63 (s, 2H), 2,56 (s,
2H), 1,03 (s, 6H).

56



(E)-4-(2-(4-(dicianometilén)-4H-kromén-2-il)vinil)-2-(fluorometil)fenil (1-(6-izopropil-
1,2,4,5-tetrazin-3-il)etil)etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (52)

z=z
N\ /
z-z

A termék voros szilard anyag. (20,8 mg, 0,0377 mmol, 40%)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.74 (dd, J = 8,4, 1,4 Hz, 1H), 7,97 — 7,88 (m, 2H), 7,83 —
7,75 (m, 3H), 7,66 — 7,58 (m, 2H), 7,53 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,31 - 7,18 (m, 1H), 7,06 (s, 1H),
6,14 — 6,04 (m, 1H), 5,51 — 5,30 (m, 2H), 3,64 — 3,33 (m, 4H), 3,14 - 2,82 (m, 6H), 1,75 - 1,63
(m, 3H).

(E)-4-(2-(4-(dicianometilén)-4H-kromén-2-il)vinil)-2-(fluorometil)fenil ((6-izopropil-
1,2,4,5-tetrazin-3-il)metil)etan-1,2-diilbisz(metilkarbamat) (53)

A termék voros szilard anyag. (26,2 mg, 0,0411 mmol, 46%)

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,75 (dd, J = 8,3, 1,3 Hz, 1H), 7,99 — 7,88 (m, 2H), 7,84 —
7,76 (m, 3H), 7,63 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 7,37 — 7,23 (m, 1H), 7,08 (s,
1H), 5,67 — 5,61 (m, 2H), 5,51 — 5,32 (m, 2H), 3,64 — 3,44 (m, 4H), 3,27 (s, 3H), 3,11 — 2,87
(m, 6H), 1,46 — 1,38 (m, 6H).
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6.3 A click to release reakcio vizsgalata

A vizsgélatokhoz el6szor torzsoldatokra volt sziikségem. Eldszor a festék 1 mM-0s
torzsoldatat készitettem el acetonitrilben. A GSH torzsoldat 10 mM-os volt és PBS-ben
késziilt, a pH-t 0,2 M NaOH oldattal 7,4-re allitottam. A click to release vizsgalathoz 20 mM
TCO-lizin térzsoldatot készitettem tigy, hogy elészoér 100 mM-os oldatot készitettem 0,2 M
NaOH-ban, majd ezt 6tszorosére higitottam PBS-sel.

Ezutan stabilitasvizsgalatot végeztem PBS-ben és GSH-ban, pH = 7,4-en. 100 pL
festék torzsoldathoz 500 pL PBS-t, valamint 400 pL acetonitrilt adtam.

A GSH stabilitasvizsgalat esetében 100 uL festék torzsoldathoz 500 uL GSH
torzsoldatot, valamint 400 uL acetonitrilt adtam.

A click to release vizsgalatnal 100 pL festék torzsoldathoz 400 pL acetonitrilt és 450
puL PBS-t adtam, valamint 50 uL TCO-lizin térzsoldatot, ugy, hogy az 50 uL TCO-lizin
torzsoldat kozvetleniil az injektalés elott kertilt bele.

A méréseket 0, 10, 30, 60, 120, 240, 360 percenként végeztem, a mérések kozott 37
°C-on inkubaltam a festék oldatokat.

A mérés soran az elsd egy percben a mintadram nem kertilt az MS detektorba. A lineéris
gradiens elucio (0 min. 0 % B; 1 min. 0 % B; 6,0 min. 100 % B; 8,5 min. 100 % B; 9,0 min. 0
% B; 10,0 min. 0 % B) az A eluenssel (0,1 % HCOOH, 5 % ACN, 94,9 % viz) és a B eluenssel
(0,1 % HCOOH, 94,9 % MeCN, 5 % viz) zajlott, 0,5 ml/min aramlési sebesség mellett, 30 °C-

on.
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