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1. Rovidités jegyzék

abs:

AQ4N:

Boc20:
BODIPY:
CDl:
CYP:
DCC:
DCM:
DMAP:

DMF:

DMF-DMA:

DNS:

DSC:

DTT:

EDIPA:

GSH:

HAP:

HEK-293T:

HIF-1:

HPLC:

LC-MS:

abszolutizalt (vizmentes)

[1,4-bis{[2-(dimetilamino-N-oxid)etil]Jamino}-5,8-dihidroxianthracén-
9,10-dion]

di-terc-butil-dikarbonat

boron dipirometan

1,1'-karbonildiimidazol

citokrém P-450

N,N’-diciklohexilkarbodiimid

diklormetan

4-dimetilaminopiridin

dimetilformamid

N,N -dimetilformamid dimetil acetal
dezoxiribonukleinsav

N,N’-diszukcinimidil karbonat

ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol
N-etil-diizopropilamin

glutathion

hipoxia aktivalt prodrugok

normal human embrionélis vesesejtek
hipoxia indukalt faktor (hypoxia inducible factor)

nagy teljesitményti folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

folyadékkromatografia tomegspektrometriaval (liquid chromatography—

mass spectrometry)



LG:

m-CPBA:

MTT:

NADH:

NADPH:

NTR:

PBS:

PC:

PET:

PPG:

PR-104:

TBAF:

TBDMS-CI:

TEA:

TFA:

THF:

Tirapazamin:

uV:

ligandum, tavozoé csoport (leaving group)
meta-klor-perbenzoesav
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolium bromid
nikotinamid-adenin-dinukleotid
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
nitroreduktaz enzim

foszfattal pufferelt sooldat

photocage

fotoindukalt elektrontranszfer folyamat
photolabile protecting group
[3,5-dinitrobenzamid-2-mustard]
tetra-N-butilammonium-fluorid
terc-butil-dimetil-szilil-klorid

trietilamin

trifluorecetsav

tetrahidrofuran
[3-amino-1,2,4-benzotriazin-1,4-dioxid]

ultraibolya sugérzas



2. Bevezetés

A rakos betegségek gyogyitasa napainkban is aktivan kutatott teriilet, és folyamatosan
jelennek meg az irodalomban 0j modszerek [1]. Ezek egy nagy csoportjat teszik ki a célzott
hatéanyaglead6 rendszerek Gtjan megvalositott gyogymodok [2]. Ezen modszerek célja, hogy
eljuttathassuk a hatéanyagokat kozvetleniil a rakos sejtekhez a szervezetben, kontrollalva a

hatoanyag felszivodasanak helyét és idejét, mikdzben minél kevesebb mellékhatés jelentkezik.

Léteznek mar olyan hatéanyagok, amik a tumorsejtek és azok kozvetlen kdrnyezetének a
normalistol eltérd tulajdonsagait kihasznalva aktivalodnak. Ilyen tulajdonsag lehet példaul az
intracellularis pH vagy a hipoxias kornyezet. A hipoxids kornyezet kihasznéaldsa kedvezd
lehetdséget nyjt, mivel egyértelmii kapcsolat all fent a nitroreduktaz enzim tultermelése és a
hipoxia mértéke kozott. fgy az olyan prodrugok vagy akar hatéanyagleadd rendszerek, amik
hipoxias kdrnyezetben aktivadlodnak a nitroreduktaz enzim specifikus reakcidja soran, nagyon

effektivnek bizonyultak [3].

Egy masik megkdzelitése hatdanyagok deaktivalasanak és késdbbi célzott ujra-
aktivalasanak, a fénnyel eltavolithatd csoportok alkalmazédsa. Ebben az esetben a fotolabilis
véddcsoporttal ellatott konjugatum inaktiv, a hatéanyag nem képes kifejteni tumorellenes
hatasat és ezzel parhuzamosan a negativ mellékhatasai sem jelentkeznek. Azonban a megfelel6
hullamhossza fénnyel torténd bevilagitas soran a hatéanyag felszabadul, €s Gjra citotoxikussa

valik.

Kutatomunkam soran e kettd modszer kombinalasaval célom olyan feltételesen
fotoaktivalhato vegyiiletek létrehozéasa, amik csak hipoxids kornyezetben képesek aktivalodni,
majd ez utan tudnak reagélni a fénybesugarzasra és elengedni a hozzéjuk kapcsolt hatéanyagot.
Kiilonb6z6 modellvegyiileteken keresztiil igyekszem megtalalni a megfeleld hatdanyagleado
rendszert, melyekben a felszabadulas nyomon kovetésére fluorogén jelzévegytileteket tervezek

felhasznalni.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Célzott hatéanyagleadas

A rakos megbetegedések gyogyitasa célzott hatdéanyagleadd rendszerek utjan aktivan
kutatott teriilet [2]. A célzott hatdbanyagleadas soran a hatéanyag a kivant helyre jut el és ott
fejti ki a hatasat akar elnyujtott intervallumon keresztiil is. A technologia célja a terapids index
javitdsa, a gyogyszer hatékonysdganak novelése és a mellékhatdsok megjelenésének
csOkkentése. Ehhez a vegyiilet valamilyen konjugatumként vagy hordozéhoz kotve keriil be a
szervezetbe, majd a vérkeringésbe ¢€s eljut a test egy specifikus részére, a célzott teriiletre. Itt a
specialis kialakitasanak koszonhetden a hatdanyag felszabadul és effektiven hasznosul a kivant
helyen. Az igy eljutatott molekuldk helyileg, a probléma kozéppontjdban tudjak kifejteni a
hatasukat [2].

Kemoterapia esetén két csoportba soroljuk a célzott hatdanyagleadast [4]. Létezik passziv
vérkeringés utjan jut el a kivant helyig, ahol a hatéanyag kifejti hatasat, de ez a mdédszer nem
specifikus. Sok gyogyszer mas szervekben is felhalmozodik, ami sulyos mellékhatasokkal
jéarhat. Ezzel szemben az tigynevezett aktiv megjeldlés soran valamilyen specifikus tulajdonsag
vagy a hatéanyag és a megcélzott sejt kozotti reakeio (altalaban ligandum-receptor kapcsolat)
miatt a vegylilet a rakos sejtekben dusul. Ebben az esetben is a véraramon keresztiil jut el a
molekula a célzott teriiletre, viszont a specifikus reakcié miatt effektivebb a célzott
hatéanyagbevitel. Ennek tovabbfejlesztése az, amikor a hatéanyag kezdeti formaban nem aktiv,
csak a célzott kornyezet (jelen esetben a rékos sejt) aktivalja a molekulat, példdul a lokalisan
magas pH vagy bizonyos enzimek hatasa. Masik tipusa, amikor kiils§ behatdsra torténik az

aktivalas, példaul fény, hdmérséklet, magneses tér, vagy ultrahang segitségével. (1. abra)
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1. abra: aktivalasi lehetéségek [4]

3.2. Fényérzékeny védécsoportok

A fénnyel valé aktivalds megvalosithatd fényérzékeny véddcsoportok, vagyis fénnyel
szelektiven eltavolithatd védbécsoportok alkalmazasaval, melyeket az angol irodalomban
photocage-nek (PC) vagy photolabile protecting group-nak (PPG) neveznek [5]. Ezek a
vegyliletek képesek effektiven inaktivalni a hatdanyagokat azok funkcids csoportjanak
blokkolasaval. Hagyomanyosan UV fénnyel tavolithatoak el, azonban a bioldgiai
alkalmazhatosaguk érdekében a lathatd vagy a kozeli infravords fénnyel minél hatékonyabban
hasithatd vegyiiletek fejlesztése intenziven kutatott teriilet [6]. A fénnyel torténd aktivalas
elényos, mivel jo tér- €s iddbeli felbontdoképességgel rendelkezik, konnyen athatol a
sejtmembranon, és gyorsan fel tudja szabaditani a PPG-hez kotott vegyiiletet. Fontos, hogy a
molekulak az aktivalas el6tt inertek legyenek, és csak a besugdrzast kdvetden engedjék el az
altaluk hordozott bioaktiv hatéanyagot gyorsan ¢és hatékonyan, illetve mas toxikus
melléktermék ne keletkezzen. Tovabbi fontos tulajdonsagaik a konjugdtumoknak a jo

oldhatosag, illetve a sotétben és fiziologias kornyezetben vald stabilitas.

Az irodalomban sokféle, valtozatos szerkezetli fotolabilis védGcsoport 1étezik, tobbek
kozott az orto-nitrobenzil, cianin tipusu vagy boront tartalmazo, illetve kumarin- és xanténium-

vazas vegyiiletek. [7] Az egyik legelterjedtebben hasznalt a boron dipirometan, azaz BODIPY



(2. abra), mely még jelenleg is aktivan fejlesztett photocage [8,9]. Jo tulajdonsagai koz¢é tartozik
viszonylag egyszerli szintézise és a nagy hatékonyaggal, zold fénnyel valé hasithatosaga,
melynek kihasznalasara az irodalomban mar sok féle ligandumhoz (LG) kapcsoltak. Hatranya

azonban a rossz vizoldékonysaga, igy fiziologias koriilmények kozotti hasznalhatosaga

korlatozott.
LG ®
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2. dbra: BODIPY PPG mikodése [9]

Kutatdsom szempontjabdl a kumarin-vazzal rendelkezé fotoaktivalhaté véddcsoportok
birnak kiilonos fontossaggal. Elonylik a nagy molaris abszorpcids koefficiens és a viszonylag
magas kvantumhasznositasi tényez6 (igy fénnyel vald besugarzas hatasara effektiven engedik
el a hozzajuk kapcsolt molekulat), illetve szintetikus szempontbdl a konnyl
funkcionalizalhatosag [5]. Bar az alapvaz még csak UV fénnyel hasithatd, azonban 3-as vagy
7-es pozicioban modositva ez a lathaté fény tartomanyaba vihetd (3. abra). A biologiai
alkalmazasokban legelterjedtebben a 7-dietilaminokumarin-szarmazékokat hasznaljak, melyek

kék fényre érzékenyek.
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3. abra: kumarin-vazas PPG-k [5]
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A fotolabilis véddcsoportok terén az egyik legujabb fejlesztést a kutatocsoportunk altal
nemrégiben publikalt xanténium-vazas PPG-Kk jelentik (4. abra) [6]. El6nyiik, hogy vizoldhatdk,
kis molekulatomegiiek és abszorpcidjuk a lathato tartomanyba esik, zold, narancssarga és voros
(550-640 nm) fénnyel hasithatok, szerkezetiiktél fiiggéen. Tobbféle ligandummal (LG) is
szintetizalhatok, ami tobb installacios lehetdséget biztosit. Ezek a ligandumok megfeleld
hatékonysaggal lehasithatok fény besugdrzas hatdsara, és a konjugéciot biztositd kotés tipusatol

fliggden karbonsavak, fenolok, és aminok felszabadulasat eredményezi.

LG

LG LG
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G At Rt DS VRS O

OH
540-640 nm
X
() - I e
X 4 @1 X %

4. abra: xanténium-véazas PPG-K [6]

3.3. Tumorszovetek sajatsagai — a hipoxia

A rékos megbetegedések a génallomany megvaltozasan alapulnak. A sejtek mutalodnak,
ami kovetkeztében onkogének és tumor szupresszorok keletkeznek. Ezek az elvaltozott sejtek
foként hat meghataroz6 tulajdonsagban kiilonboznek az egészséges sejtektol [10]. Ezek a
véltozasok a sejthaldl folyamatok kikertilését, a proliferativ jelatviteli utak aktivalodasat, a

replikativ. immortalitast, a novekedést gatld szupresszorok inaktivacidjat, a fokozott

angiogenezist, illetve az invazidra és metasztizis-képzésre valo képességet jelentik (5. abra).

Az eldrehaladott, rosszindulata szolid daganatok egy fontos jellemzdje a hipoxia [11].
Hipoxias, azaz oxigénszegény koriilmény alakul ki a legtobb rakos szovet belsejében az oxigén-
ellatas felborulasa miatt. A hipoxia egyrészt a legfobb oka, amiért a konvencionalis sugarterapia
¢s kemoterapia sok esetben eredménytelen a rakkal szembeni kiizdelemben, masrészt mértéke
joljelzi a tumor elérehaladottsagat. Mindezek miatt a hipoxias koriillmények kozott is hatékony,

vagy éppen ennek hatasara aktivalddo hatoanyagok kutatasa jelenleg is aktiv teriilet.

8



A tumorok jellemzé tulajdonsagai
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5. abra: tumorszovetek jellemz6 tulajdonsagai [12]

A hipoxias allapot kovetkezménye olyan géntranszkripcié indukalddasa, amely
normoxias koriilmények kozott nem jelenlévo fehérjék megjelenését vagy feldiisulasat okozza.
Ezt a folyamatot a hipoxia indukalt faktor (hypoxia-inducible factor-1, HIF-1) transzkripcios
faktor medialja. Ennek a fehérjének nagy szerepe van a gliikdoz metabolizmusiban, a
véredényképzésben, a programozott sejthaldlban, a tumor attéteknél és a terapids rezisztencia
kialakuldsaban is. Hipoxids koriilmények esetében a HIF-1 hatdsara a sejtekben az oxidativ
foszforilacid anaerob glikolizisre cserélddik, aktivalva a gliikkdz transzportereket és a

glikolitikus enzimeket [11].

Hipoxids koriilmények kozott a tumorsejtek egy része elpusztul, de egy résziik
alkalmazkodik az oxigénhidnyos allapothoz. Ezaltal egy még agresszivabb és ellenallobb
fenotipusa jon létre a tumornak. A hipoxia, pontosabban a HIF faktor képes ledllitani bizonyos
sejtciklusok mitkodését, ezért a hipoxias tumorsejtek szaporodasi rataja kicsi. Ez eredményezi,
hogy a sugar- és kemoterapia hatékonysaga lecsokken, mivel azok csak szaporodasra képes

sejtekre hatasosak. Pontosan ezért jelentés probléma a hipoxias sejtek kezelése, mivel 2-3-szor
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kevésbé érzékenyek a sugar- és kemoterapiara. Emellett az oxigénhianyos allapot hatasara
feldisulnak az intracellularis reduktdz enzimek, példaul megnd a nitroreduktaz enzim (NTR),
a diaforaz enzimek és az azoreduktazok mennyisége [3]. Kutatdsom szempontjabol az NTR
enzim a legjelentdsebb, mely a flavint tartalmaz6 enzimek csaladjaba tartozik és az aromas
nitrovegyiiletek aminokka valo atalakitast végzi NADH és NADPH felhasznaldsaval. Ezeknek
az enzimeknek normalis allapotban a toxikus, nitrogént tartalmaz6 szerves vegyiiletek
lebontasaban van nagy szerepiik. Ugyanakkor a reduktaz enzimek a hipoxias rakos sejtekben

az alternativ oxigénforras biztositasaért is felelnek.

3.4. Hipoxia aktivalt prodrugok

A hipoxia aktivalt prodrugok (HAP) olyan bioreduktiv hatéanyagok, amelyek szelektiven
csak hipoxias kornyezetben aktivalodnak, igy jol tudjak célba venni a szilard tumorsejtek
oxigénszegény régioit [12]. Specialis redukaloszerek, enzimek hatasara redukalodnak és ennek
kovetkeztében citotoxikus agensekké alakulnak. Sokféle szerkezetii HAP Iétezik az
irodalomban, beszélhetiink kinonvazas vegyiiletekrdl, aromas nitrovegyiiletekrdl, és 1éteznek
N-oxid tipusti molekulak is (6. abra). Idealis esetben a bioreduktiv molekulaknak nincsenek
kéaros mellékhatasai az egészséges sejtekre. Tovabba kozos benniik, hogy enzimatikus redukcid
utjan aktivalodnak, és aktiv formaban fejtik ki citotoxikus hatasukat a hipoxias kdrnyezetben

talalhato tumor sejteken. A kovetkezokben ezek néhany képviseldjét mutatom be.

0 OH O HN/\/
H
N._NH, H
ong O,N ~" 0P0,2
®/,N ®/
N e "™ °
Og OH O NH, | J/ 1
Br 0S0,CH;
Tirapazamin AQ4N (Banoantron) PR-104
(o] ©
A OH y g
O,N L N,
H»—\ oH 2 O@[@‘N o
0 )
%
EO9 (Apaziquon) TH-302 (Evofosfamide) SN-30000

6. abra: hipoxia aktivalt prodrugok [12]
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Tirapazamin [12]

Az els6 hipoxia aktivalt prodrug. Egy-elektron redukcid sordn oxidativ gyok képzodik a
molekuldbol, ami bediffundal a hipoxids régiokba és oxidativ karosodast okoz a tumor
szovetekben. A gyokképzddéses folyamatot a citokrém P-450 (CYP) reduktdz enzim
katalizalja, hatdsmechanizmusat tekintve pedig a DNS kettds szalanak torését eredményezi.
Tovabba jelentdségteljes valtozasokat okoz az energia metabolizmusban és hatdssal van az
intracelluralis pH-ra a tumorsejtekben. Preklinikai kutatasokban megallapitottak, hogy
effektiven képes megakadalyozni a tumorkoloniak kialakulasat in vitro. Ezen kiviil sejtciklusok
leallasat, apoptozist és a HIF-1a leszabalyozasat okozza. Klinikai vizsgalatok soran azonban

kedvezdtlen mellékhatasok jelentkeztek, példaul izomdsszehtizodasok, hanyinger, hanyas.

AQ4N [12,13]

Az AQ4N egy alifas N-oxid tipusu prodrug, nincsen lényeges DNS kotéd tulajdonsaga,
igy nem is toxikus. Hipoxias koriilmények kozott 2 elektron és oxigén vesztés soran egy
koztiterméken keresztiil az aktiv formdjava alakul (AQ4). A folyamatot szintén a CYP enzim
katalizalja. A redukalt valtozata viszont hatdssal van a DNS-re, stabilizalja annak kettdshélixét,
ami jelentésen megndveli a DNS olvadas pontjat. Ennek oka, hogy mig az AQ4 alkilamin
oldallanca fizioldgias koriilmények kozott pozitiv toltési, igy elektrosztatikus reakcidba 1ép a
DNS foszfatjaval, addig az AQ4N-ben talalhato N-oxid viszont negativ toltést, igy ez a reakciod
nem tud lejatszodni. Emellett az AQ4N jo fizikai tulajdonsagokkal is rendelkezik: ikerionos
szerkezetének koszonheten jo a vizoldhatosaga, ami elésegiti a feldolgozhatosagat, vizes
oldata 4 °C-on pedig akar 28 napig is elall. A klinikai kutatasok kovetkezményeként kidertilt,
hogy sugarterapiaval vagy kemoterapiaval valdé kombinaldsa jelents javuldst okoz a

hatékonysagaban. A normal szovetekre nem volt karos hatassal.

PR-104 [12]

Ez a vegytilet kiilonbdzik az eddig targyaltaktol, mivel itt a maszkolt, toxicitasért felelds
f6 funkcids csoport a nitrocsoport. Hipoxids koriilmények kozott redukcid utjan az egyik
nitrocsoport hidroxilaminna, majd aminna alakul. Ilyen forméaban képes a DNS szalak kozott
keresztkotéseket kialakitani és a toxikus hatasat szelektiven a tumorsejtekben kifejteni. A

redukcid anaerob koriilmények kozott jatszodik le és a NADPH-citokrom P450 reduktaz
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katalizélja. Emellet a PR-104 egy jo vizoldékonysagu vegyiilet, mely enzimreakcid soran a
foszfatcsoportjat elveszti. Igy atalakul egy lipofilebb forméaba (PR-104A), mely mar nem képes
tavozni a sejtekbdl. Ugyanakkor a reduktiv atalakulast mas enzim is katalizalhatja, és a PR-104
érzékenysége fiigg az oxidaltsagtol, a reduktaz aktivitasatol és a DNS onjavitd képességétol.
Mindezekkel egyiitt a klinikai vizsgéalatok sordn azonban kevés hatékonysagot mutatott a
tumorsejtekkel szemben, tovabba egyértelmi mellékhatdsokat okozott. Ugyanakkor a leukémia

kezelésében sikeresnek bizonyult a hasznalata.

3.5. Redukcié aktivalta fluorogén vegyiiletek

In vivo kisérletek esetén kiilondsen elényOs ugynevezett fluorogén jelzévegyliletek
alkalmazasa, mivel segitségiikkel minimalizalhatdo a hattérfluoreszcencia okozta zaj, igy
nagyban javitjak fluoreszcens képalkotas mindségét. A fluorogén vegyiiletek eredetileg nem
fluoroszcensek, de valamilyen reakci6 soran azza valnak. Az dltalam hasznélni kivant, redukcio
altal aktivalt fluorogén vegyiileteket két csoportba sorolhatjuk: N-oxid kémian alapuld ¢€s az
NTR enzim specikfikus szubsztratjan, a p-nitrobenzil egység redukcidjan alapul6 vegyiileteket

kiilonboztethetiink meg.

3.5.1. N-oxid tipusu fluorogén vegyiiletek

Ebbe a csoportba tartozo jelzOvegyliletek esetén N-oxid képzéssel ,.elrontjuk” egy
fluoreszcens molekula emissziojat, vagyis detektdlhatosdgi szempontbol a molekulat
inaktivaljuk [14,15]. A fluorogén jelleg abbol kovetkezik, hogy a szervezetben ez az N-oxid
szarmazék képes redukalodni, ezaltal a vegylilet visszanyeri a fluoreszcens jellegét és
mikroszkoppal detektalhatova valik. Ezt a modszert alkalmazta Nagasawa és Hirayama a labilis
Fe** ionok detektdlasdra tumorsejtekben [14]. A vas rendkiviil fontos szerepet jatszik a
szervezetben, részt vesz az oxigén ellatasban, az energiatermelésben. Az ¢€l6 rendszerekben
foleg fehérjékhez kotve talalhato, de megtalalhatd tigynevezett labilis vasként is. A labilis
vasfajtak redox egyenstlyanak szabalyozédsa nagyon fontos, mivel a vas katalizalja a reaktiv
oxigén szarmazékok keletkezését a sejtekben. Tovabba a Kutatasok soran rajottek, hogy a
tumorsejtekben ez az egyenstily a Fe?* ion felé van eltolva, igy ennek a mérése megalapozotta

valt.
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RhoNox-1 [14] volt az elsé példa a Fe?* ion detektalasara, ahol N-oxid-tipust fluorogén
vegyliletet alkalmaztak. A modszer 1ényege, hogy az oxidacio miatt a nitrogén atomot izolaltak
a m-konjugalt rendszert6l azzal, hogy N-oxidot képeztek beldle, ezzel megsziintették a vegyiilet
push-pull jellegét és egyben emisszidjat is. Az inaktivalt allapotban 1év6 vegyiilet Fe?* ion
hatasara redukalodott és visszanyerték a fluoreszcens vegyiiletet. Ezzel sikeriilt
fluoroforral is kiprobaltak a technologiat: 1étrehoztak fluorogén kumarin (CoNox-1),
morfolinorodol (FIuNox-1) és Si-rodamin B (SiRhoNox-1) szarmazékokat is, melyek sorban
kék, zold és mélyvords elnyeléssel rendelkeztek (7. abra). Koziilik végil a SiRhoNox-1
bizonyult a leghatékonyabbnak, mivel hipoxids koriilmények kozott is képes volt a redox

egyensuly eltolodasanak kimutatasara.

Az N-oxidok nem csak a Fe?" inok jelenlétében képesek redukalodni, ugyanis H2S
hatéasara is vissza alakulnak fluoreszcens alakjukka. A H»S a szervezetben fontos szerepet tolt
be, igy in vitro kisérletekben soit szervetlen redukaldszerként is hasznaljak. Tovabba léteznek
H2S kimutatdsdra hasznalt fluorogén vegyiiletek, amik gyorsan és valds idoben képesek
detektalni a H2S-t biologiai rendszerekben [16]. Ugyanis a fluorogén vegyiilet N-oxidja kevéssé
vagy egyaltalan nem fluoreszcens, azonban a redukcié soran a vegylilet visszanyeri erds

fluoreszcencidjat, ezaltal jol detektalhatova valik.
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7. dbra: N-oxid tipust fluorogén vegyiiletek Fe?* ion kimutatasara [14]



3.5.2.  Nitrocsoport redukcidojan alapulé fluorogén vegyiiletek

Mivel a szolid tumorokban 1étrejové hipoxias koriilmény 6sszefligg a nitroreduktaz enzim
tulexpressziojaval, ezért olyan vegyiiletek tervezése, ami az NTR enzim hatasara bekovetkezo

reakcid utjan tudja jelezni vagy mérni a hipoxia mértékét a tumorsejtekben igen célravezeto [3].

Jun Feng Zhang és munkatarsai ilyen tipust fluorogén jelz6évegyiiletet alkottak meg gy,
hogy egy ismert fluorofér hidroxilcsoportjahoz kapcsoltdk az NTR enzim szubsztratjat, a p-
nitrobenzil csoportot. Mivel a valasztott flourofér csak szabad OH-csoport esetében
fluoreszcens, ezzel sikeresen letdrték annak emisszidjat. Az enzim specifikus reakcioban
felismerte, és redukalta a nitrocsoportot, azonban a kialakulé amin nem stabil és egy azakinon-
metid egység spontan lehasadt. Ezzel egyidejlileg visszakaptak a szabad OH-csoportot és tjra

megjelent a vegyiilet fluoreszcenciaja (8. abra).

NC.__CN

| OH
ecetsav, piperidin
| - >
@] toluol, reflux
CHO
Br
O,N
>
- '/
NH
+ CO2 NTR vegyiilet 2

8. abra: fluorogén NTR-aktivalta vegyiilet eldallitasa [3]

A molekulat vizsgaltak in vitro koriilmények kozott, 7,4-es pH értéken és 37 °C-on NTR
jelenlétében és annak jelenléte nélkiil DMSO/PBS pufferoldatban, illetve in vivo kisérleteket is
végeztek él16 Caenorhabditis elegans fonalférgeken. Bar az inaktivalt forma is rendelkezett
csekély emisszioval 660 nm kornyékén, az NTR enzim hatasara bekovetkezett redukcio soran

ez csak kis mértékben valtozott, mig a fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen megnétt 537 nm-
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nél. Az in vivo kisérletek soran megallapitottak, hogy a molekula jo érzékenységgel rendelkezik
az NTR enzimre és toxikusnak sem bizonyult. A fonalféreg larvak hozzaadott NTR és a NADH-
nélkiil nem mutattak semmilyen fluoreszcens jelet, azonban ezek hozzaadasa utan azonnal

intenziv zold fluoreszcens jel volt lathato a bélrendszernél (9. abra).

50 um

50 um

9. abra: in vivo kisérletek fonalférgeken [3]

3.6. Hipoxia aktivalt kumarin fotolabilis védécsoportok

A celzott hatéanyagleadasnak egy kombinalt mddja, ha kihasznaljuk a célzott tertilet
tulajdonsagait a hatdéanyag felszabaditdsanak kezdeti 1épéseként, majd kiils6 behatdssal
aktivaljuk az inaktivalt hatéanyagot. Ezzel a két 1épcsés rendszer létrehozasaval a
hatéanyaglead6 rendszer még specifikusabba tehetd €s javul a szelektivitdsa. Az irodalomban
eddig egy ilyen, kumarin fotolabilis véddcsoportot alkalmazo rendszert irtak le, melyben a
tumor sejtek hipoxids koriilményeit hasznaljak ki a hatéanyag felszabaditasadnak elinditasahoz,
majd fénybesugarzas hatasara aktivaljak a bioaktiv vegyiiletet [17]. Ehhez egy elektron-
akceptor nitroimidazol egységet kapcsoltak egy rovid linkeren keresztiil a fluoroforhoz (10.
abra). Az igy kapott konjugatum nem volt toxikus a sejtekre és nem volt sem fluoroszcens, sem
pedig fotoaktivalhato, ugyanis a nitroimidazol egység fotoindukalt elektrontranszfer (PET)

crer

hipoxids koriilmény hatdsdra a nitrocsoport aminocsoportta alakult, igy elvesztette ezt a
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képességét és aktivalodott a kumarin. Igy fénnyel valo besugarzas hatasara mar megtortént a
C—O kotéshasadas, aminek soran a rakellenes vegyiilet (az abran ,,Drug”-ként jelolve)

felszabadult.

------

hipoxia fény besugarzas

10. abra: kétlépcsés célzott hatdanyagleadas [17]
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4. Célkitiizés

Kutatomunkam soran olyan deaktivalt fotolabilis véddcsoportok eldallitasa volt a célom,
melyek csak hipoxias (oxigénszegény) sejtes kornyezetben alakulnak vissza aktiv formajukba
¢s valnak fénnyel eltavolithatova. Az ilyen rendszerek sematikus miikodését az 11. abra

szemlélteti.

<= O

nem fotolabilis élesitett/fotolabilis
allapot allapot

0—’..

enzimreakcio bevilagitas

felszabadult festék,
szubsztrat vagy
hatéanyag

fotolabilis véd6csoport
(inaktiv)

fotolabilis védécsoport
<| szubsztrat aktiv hatéanyag @ (aktivalt)

enzim inaktiv hatoanyag PPG

11. 4bra: a feltételesen aktivalhato hatdanyagleado rendszerek miikodése [18]

A sejtek hipoxias koriilmények kozott nitroreduktdz (NTR) enzimet termelnek, melyek
képesek aromas nitrovegyiiletek és N-oxidok redukalasara. Az irodalombdl ismert, hogy
egyrészt a kumarin N-oxidok redukaloszerekkel (pl. H2S, NaHS) visszaalakithatoak eredeti
forméjukba, ¢és N-oxidként nem fluoreszcensek, igy varhatoan fotolabilis jellegiik is megszﬁnik.
nitrobenzilcsoporttal is karbamat kotésen keresztiil, mely az enzimes redukciot kovetden
varhatéban azakinon-metid formajaban spontan lehasad és igy visszaall a kumarin-vaz
fluoreszcens ¢€s fotolabilis tulajdonsaga. Tovabba léteznek N-oxid tipusti €s nitrocsoport
redukcidjan alapuld rakellenes vegytiletek, melyek pont a tumor belsd, hipoxias sejtjeiben
képesek redukcid utjan aktivalodni. Ezért a nitroreduktaz enzim reakcidjara alapozva épitettem

fel a feltételesen fotoaktivalhatdo kumarinvazas molekulaimat (12. abra)
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12. abra: a feltételesen fotoaktivalhaté kumarinvazas molekulaim mukodésé

J

|

Az enzimreakcidt kovetdéen az aktivalodott fotolabilis véddcsoportot bevilagitva a
molekula szétesik a kumarinvazas véddcsoportra (PPG) és a szubsztratra (12. abran ,, Drug-
ként jelolve). Kisérleteim tavolabbi céljaként tobbféle szubsztrat (rdkellenes hatéanyag)
kiprobalasat terveztem, azonban a felszabadulds jo kovethetdsége érdekében elsdként egy

rodol-tipusu fluorogén jelzévegyiiletet hasznalata volt a célom (13. abra).

fény besugarzas

+ PGG

13. abra: a rodol fluorogén jellege
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5. Sajat eredmények
5.1. Kumarin N-oxid véddcsoporttal ellatott modellvegyiilet

Az elsé modellvegyiiletem esetében a 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin fotolabilis
véddcsoport N-oxidként vald deaktivalhatdosagat, majd reduktiv korilmények kozotti ujra
aktivalhatosagat kivantam vizsgalni. Ehhez a szintézis soran elséként a kumarin vaz 4-es
helyzetében az irodalomban leirtak alapjan [19] hidroximetilcsoportot alakitottam ki, tobb
lIépésen keresztiil (14. abra). ElGszor a kereskedelmi forgalomban kaphatd 7-dietilamino-4-
metilkumarint (1) DMF-DMA-lal reagaltattam, igy kialakitva a 2 énamin szarmazékot. Ebbél
natrium perjodatos oxidacioval aldehidet allitottam el6 (3), végsé 1épésként pedig ezt az
aldehidet natrium-borohidriddel redukaltam a kivant alkoholla. Az igy megkapott molekula (4)
fluoreszcens, kék fényt emittdl, mely tulajdonsagat a késébbiekben a detektalasara is fel

kivantam hasznalni.

\N/
=
N DMF-DMA N NalO,
L ~ | >
N (o) O DMF N 0 o) THF, H20
§ 24 h, 150 °C, 91% L 25°C, 32%
1 2
20 OH
NaBH,
L = > X
THF, EtOH L
N o 0 3h, 25 °C, 79% N oo

14. abra: 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin (4) eléallitisa

A késobbi jelzévegyiiletek vagy gyogyszermolekulak helyettesitéjeként ehhez a
kumarinvazhoz (4), mint védécsoporthoz 3,5-dimetilbenzoesavat kapcsoltam DCC reagens és
DMAP katalizator jelenlétében. Ezt kdvetden N-oxid funkciot (7) alakitottam ki a nitrogén

atomon m-CPBA segitségével kvantitativ termeléssel (15. dbra).
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15. abra: benzoesav kapcsolasa 4-hez és N-oxidda alakitasa

Szemben a kiindulas vegyiilettel az N-oxid szarmazék (7) mar nem fluoreszcens, ugyanis
a nitrogén atom nemkdotd elektronpérja mar nem tud részt venni a konjugalt rendszerben. Ez
lehet6séget nyujt arra, hogy a redukcid megtorténését és elorehaladasat a fluoreszcencia
intenzitasanak mérésével kovessiik. A 7 modellvegyiiletet in vitro fiziologias koriilmények
kozott (PBS puffer, pH = 7,4) vizsgaltam, elsoként egy elterjedten hasznalt enyhe szervetlen
redukaldszer, az NaSH alkalmazéasaval. A reakcid sordn a varakozasoknak megfeleléen a
deaktivalt véddécsoport visszaalakult eredeti, fotolabilis formajaba és kék fénnyel (380 nm)
besugarozva lehasadt rola a benzoesav (16. abra). A kovetkezd 1épésben a sotétben valo
stabilitast, illetve a redukcio6 nélkiili bevilagitas melletti stabilitast vizsgaltam, és egyik esetben

sem tapasztaltam bomlast vagy reakciot.

o)
redukcid (380 nm) * 0
' (e} B — S (o) — Ho 5
Lo L
N o o N o~ Yo
N

16. abra: az N-oxid (7) modellvegyiilet redukcidja és hasitasa fénnyel
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Ezutan a szerves, sejtes kisérletekben eléforduld redukaldszerekkel szembeni stabilitast
vizsgalta meg Dr. Németh Krisztina és Grad Anna, a csoport biologus tagjai. GSH és DTT
esetében nem tapasztaltdk az N-oxid redukcidjat, azonban NADH jelenlétében
fluoreszcencidsan nem tudtdk kdvetni a folyamatot, ugyanis annak intenziv emisszioja zavarta
az esetlegesen redukalt, aktivalodott védécsoport fluoreszcencidjanak detektalasat (17. abra).
Ez annak tekintetében, hogy az NTR enzim mikddéséhez NADH-ra van sziikség, a
késdbbiekben nagyban megnehezitette volna a kisérleteket, igy uj modellvegyiilet tervezése €s

eloallitasa mellett dontottiink.

1400
1200
1000
800
600
400
200

fluoreszcencia intenzitas (au.)

0:00:00 0:07:12 0:14:24 0:21:36 0:28:48
1d6 (min:sec)

GSH DTT NADH csak 7

17. abra: az N-oxid (7) modellvegyiilet stabilitasa szerves redukaloszerekkel szemben [20]

5.2. NTR enzimre specifikus fluorogén jelzévegyiilet

Mivel az els6 modellvegyiilet nem bizonyult megfelelonek, igy kovetkez6 célom egy 1j,
nitroreduktdz enzim 4ltal aktivalt fluorogén, z6ld fénnyel gerjeszthetd és narancssarga fénnyel
emittalo fluorogén jelzdvegyiilet szintézise volt, melyen alapjdul a kutatocsoportban mar
hasznalt rodol [21] vegyiilet szolgalt. Mivel ennek spektralis tulajdonsagai nagyban eltérnek a
NADH-¢tdl, igy felszabadulasa varhatoan jol nyomon kovethet6 lesz sejtes kdrnyezetben is. Az
NTR enzim altal valé szelektiv aktivalhatosagot pedig az irodalomban ismert nitrobenzil

funkcios csoport felhasznalasaval kivantam megvaldsitani [3].

A rodol vaz szintézisének a kiindulasi alapanyagaul a rezorcin (8) szolgalt, amit

ftalsavanhidrid és AICls segitségével a 9-es kozti termékké alakitottam. Ezt trifluorecetsavban
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8-hidroxi-jololidinnel reagaltatva nagyon jo termeléssel kaptam meg az intenziv piros szinii

festékmolekulat (10) (18. abra).

0]

CH N OH
HO OH ftalsav-anhidrid 0
AICl;
—_— OH —————>»
O TFA

nitrobenzol
24 h, 25 °C, 68% 24 h, 95 °C, 93%

OH

18.. abra: a rodol jelzévegyiilet szintézise (10)

Eldszor ehhez a fluorogén jelzdvegyiilethez az NTR specifikus szubszratjat, a p-
nitrobenzilcsoportot kapcsoltam. Ezt a reakciét natrium-jodiddal végeztem EDIPA

jelenlétében. A kapcsolas kovetkeztében a vegyiilet fluoreszcens jellege megsziint (19. abra).

Br
Nal, EDIPA
>
MeCN
80 °C, 16 h
NOz 81%
1"

19. abra: nitrobenzillel (11) modositott modellvegyiilet (12) el6allitasa

A sikeres szintézist a vegyiilet aktivalhatosaganak vizsgalata kovette, melynek folyamata
az 20. abran lathato: els6ként az enzim redukalja a nitrocsoportot, majd az aminocsoportot
tartalmazé atmeneti termékrél az azakinon-metid vegyiilet spontan lehasad, mikdzben

felszabadul a fluoreszcens rodol.

23



NTR, NADH

spontan lehasadas

NH

20. abra: 12 vizsgalata NTR jelenlétében

A vegylilet aktivalasat és a folyamat kovetését kiilonbozé enzim koncentraciok mellett
Dr. Németh Krisztina és Grad Anna tanulmanyoztak (21. abra), melynek soran az enzimreakcio

sikeres lejatszodasat és fluoreszcens modellvegyiilet felszabadulasat tapasztaltak.

Enzimkoncentracio fliggés
9000

8000

7000

6000 {

5000 H—éi
4000 |

3000 W
2000

1000 /S

Fluoreszencia intenzitas (au)

Id6 (perc)

—0—0ug/ml —®—25ug/ml —@—5ug/ml 7.5 ug/ml 10 ug/ml

21. abra: 12 aktivalasa kiilonb6z6é enzimkoncentraciok mellett [20]
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5.3. Kumarin N-oxid véddcsoporttal ellatott flourogén modellvegyiilet

Kovetkezé célom az eredetileg igéretesnek mutatkozott kumarin N-oxid és a jo
detektalhatdsagot biztositd rodol (10) kombinalasa volt. Ehhez a fluorogén jelzévegyiilethez
egy ugynevezett oOnfelaldozo linkeren (17) keresztiil terveztem kapcsolni a kumarin
véddcsoportot. Az Onfelaldozo linker szerepe a két egység Osszekapcsolasan tul a konjugatum
stabilitasdnak novelése (a karbamat kotés sokkal ellenallobb fiziologiads kdzegben, mint a
karbonat), és fizikai és kémiai tulajdonsagaink (pl. oldhatosag) javitasa. A valasztott etilén-
diamin-tipust onfelaldozoé linkert az irodalomban leirtak szerint allitottam elé [22] (22. abra).
Els6ként N,N’-dimetiletiléndiamin egyik aminocsoportjat Boc véddcsoporttal lattam el (15),
majd ezt kovetden CDI-lal reagaltattam. Az igy kapott 16 koztiterméken végiil metil-jodiddal

alkileztem az imidazol nitrogénjét (17).

H Boc,0 >L )OJ\ H DI
T
AN T o T
| o
14 24 h,25°C, 76% 15 24 h,70 °C, 95%
| i Mel | 0
N
O\n/ \/\N)J\N/%N — O\H/N\/\N)J\N/\\
0 [ MeCN S
24 h,25°C,91% o = ®|®
16

22. abra: onfelaldozoé linker (17) szintézise

Ezutan kapcsoltam a rodol jelzévegyiilet (10) hidroxilcsoportjahoz a linkert DMAP
katalizator és EDIPA bazis jelenlétében. Majd a Boc véddcsoportot trifluorecetsav segitségével

tavolitottam el, igy a kivant terméket TFA s6 formajaban (19) tudtam izolalni (23. 4bra).
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| DMAP, EDIPA
/N\/\N)J\N/\\N_, »
N MeCN
17 © 20 min, 86 °C, 96%

>

DCM, TFA, H20
1h,25°C, 71%

CF5C00

23. abra: fluorogén vegyiilet (10) és az 6nfelaldozo linker (17) kapcsolasa

Ezutan a korabban eléallitott kumarinszarmazék (4) hidroxilcsoportjat aktivaltam N,N'-
diszukcinimidil-karbonat segitségével (20), sotétben dolgozva, hogy fény hatasara ne bomoljon
el a fotolabilis vegyiilet (24. abra). A 19 és 20 vegyiiletetek Gsszekapcsolasat szintén végig
sOtétben dolgozva végeztem el. Az dnfelaldozo linker i1d6 eldtti lehasaddsanak minimalizalasa
érdekében a kiinduldsi anyagok felolddsa utan a reakcidelegyhez az EDIPA bdazis oldatat

cseppenként adagoltam, igy kozepes termeléssel kapva a kivant 21 konjugatumot.

OH
DSC, piridin
X >
L abs DCM
N (6] (6] 1 h, 25 °C, sotét, 100%

NG L

EDIPA cseppenként N
> r

abs DCM
20 min, 25 °C, sbtét, 46% ©

24. abra: 21 konjugatum el6allitasa
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Végiil az N-oxid funkciot allitottam el6, ismét m-CPBA segitségével (25. abra). A reakcio
eloérehaladtat LC-MS segitségével kdvettem, melynek sordn egyszeresen és kétszeresen oxidalt
termék keletkezését (22a és 22b) is tapasztaltam. A kivant termékhez HPLC-s tisztitast

kovetden kozepes termeléssel jutottam.

g

N
m-CPBA

>
abs DCM
1 h, 25 °C, sotét, 48%

25. abra: 21 N-oxidda alakitasa

A 22a modellvegyiiletet ebben az esetben is els6ként in vitro fiziologias koriilmények
kozott (PBS puffer, pH = 7,4) vizsgaltam, ezattal NaS-ot hasznalva redukaloszerként. A
reakcid soran a varakozasoknak megfeleléen a deaktivalt véddcsoport visszaalakult eredeti,
fotolabilis formajaba és kék fénnyel (380 nm) besugarozva lehasadt rola a rodol (26. abra),

melynek megjelend fluoreszcencidja jol kovethetové tette a folyamatot.
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besugarzas 385 nm-en

26. abra: 22a redukalasa és fénnyel torténd bontdsa

Ezutan Dr. Németh Krisztina és Grad Anna in vitro koriilmények kozott vizsgalta GSH,
DTT, NADH, illetve az NTR enzim hatasat. A konjugatum stabilnak mutatkozott a szerves
redukaloszerekkel szemben és 380 nm-es fénnyel valo besugarzast kdvetden csak az NTR
enzimet (€s a miikodéséhez sziikséges NADH-t) tartalmazo mintaban tapasztaltunk szignifikans

novekedést a fluoreszcencia intenzitasaban (27. abra).
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Egyéb redukalészerek hatasa a fotolabilis konjugatumra

«» 6000-
8 mE GSH[5 mM]
g DTT [1 mM]
€ 4000+ NADH [1 mM]
5 mm Tapfolyadék
c

8 B NTRenzim
S 2000-

(7]

o

o

3

t 0'” T 1

1
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2

Besugarzasi ido [perc]

27. abra: szerves redukaloszerek és a 60 perces inkubaciot kovetd 2 perces UV-fénnyel torténd

besugarzas hatasa a feltételesen fotolabilis 22a konjugatumra [100 uM] [20]

A sikeres in vitro kisérleteket kovetéen vizsgaltak a modellvegyiiletet sejtes kozegben is,
elsOként annak citotoxikussagat HEK-293T sejtvonalon. Az MTT tesztek alapjan
megallapithatd, hogy az anyag a vizsgalt 1 — 10 uM-os koncentracidoban gyakorlatilag nem
citotoxikus. A kovetkezé 1épésben rekombinans technikaval hipoxias koriilményeket
modellezd, nitroreduktdz enzimet kifejezd HEK-293T sejtvonalat hoztak létre és ezen
vizsgaltak a feltételesen fotoaktivalhaté konjugatum viselkedését. A tapasztaltak alapjan
megtorténik a redukcid, majd a besugarzas hatdsara felszabadul a rodol (besugarzas nélkiil
pedig nem). Azonban nem vart eredményként tapasztaltdk, hogy a nitroreduktdz enzimet nem
tilexpresszald mintaban is megtorténik az N-oxid redukcidja (28. abra). Ennek oka lehet
valamely mas, a sejtekben jelen 1év6 oxidoreduktaz enzim, valamint az, hogy az N-oxid nem

specifikus szubsztratja az NTR enzimnek.
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NTR - HaloTag
transzfektalt

30 s besugarzas, 385 nm

I

Nem transzfektalt

28. abra: a feltételesen fotoaktivalhatd konjugatum vizsgalata HEK-293T sejteken, konfokalis
mikroszkoppal [20]

5.4. Nitrobenzilcsoporttal deaktivalt (NTR specifikus) kumarin véddcsoport

Mivel a kumarin-N-oxid egység nem bizonyult szelektivnek az NTR enzimre, igy
kutatasom kovetkezd részeként célom egy 1j, az enzim specifikus szubsztratjanak szamito p-
nitrobenzil egység segitségével deaktivalt kumarin eldallitasa volt. Ehhez egy olyan, az
szabad NH talalhato, igy ehhez karbamat kotésen keresztiil kapcsolhato a nitrobenzilcsoport
[23]. Ekkor az aminocsoport elektronkiildd hatasa megfordul, és igy a kumarinvaz varhatdan
elveszti mind fluoreszcens, mind fotolabilis véddcsoport tulajdonsagat. Ezen til a vélasztott
kumarin a 7-dietilaminokumarin szarmazéknal nagyobb molaris abszorpcios koefficienssel és
jobb kvantumhasznositasi tényezdvel rendelkezik, igy rovidebb besugarzasi idé mellett jobb

hatasfokkal lesz felszabadithat6 a hozza kapcsolt vegytilet.

A kumarinvaz szintézisét az irodalomban leirtak alapjan végeztem el. A kiindulési 3-
aminofenol (23) hidroxilcsoportjat TBDMS-kloriddal védtem (24), ezutan acetont, mint

reagenst és egyben oldoszert alkalmazva, Yb(OTf)s katalizator segitségével alakitottam ki a
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nitrogén atomot tartalmazo gyurit (25). Ezt kovetéen TBAF-dal tavolitottam el a
véddesoportot, majd ZnCl, katalizator alkalmazasaval metil-acetecetészterrel alakitottam ki a
kumarin részt (27). Kovetkezdkben a sziikséges hidroximetilcsoport kialakitasat az el6z6
kumarin-szarmazéknal mar bevalt reakciout analogidjara valositottam meg. gy DMF-DMA
reagenssel el6szor énamint (28) alakitottam ki, melyet natrium perjodatos oxidacios reakcioban
alakitottam a megfeleld6 29 aldehiddé, végiil a kapott aldehidet natrium-borohidriddel
redukaltam a kivant 30 alkoholla (29. abra).

TBDMS-CI, imidazol aceton, itterbium-triflat
? ?
HoN OH abs. THF H,oN OTBDMS
23

24 h, 25°C, 72%

72h,25°C, 91% 24
_ metil-acetecetészter
=
- ZnCl, -
N OTBDMS  TBAF, AcOH, THF N OH EtOH
H s 30 min, 25 °C, 83% H o 24h,78°C, 78%
\N/
X
DMF-DMA
= AN NalO
> = X h >
N 0" o 24h,150°C THF, H,0
o N SIS 1,5h,25°C
28 2 lépés: 54%
Ox HO
NaBH,
~ = » = X
THF, EtOH
N S 1h, 25 °C, 100% N 0”0
H
29 30

29. abra: kumarin védécsoport (30) szintézise

A kumarin hidroxilcsoportjat az el6z6kben mar alkalmazott DSC-0s modszerrel
aktivaltam (31), és reakciokat innent6l kezdve sotétben végeztem. A kdvetkezo 1épésben a mar
bemutatott, elézetesen Onfelaldozo linkerrel ellatott fluorogén rodol jelzévegyiiletet (19) a
fotolabilis védécsoporthoz (31) kapcsoltam, igy jutva a fénnyel aktivalhatoé 32 konjugatumhoz
(30. abra).

31



HO
DSC, piridin
7%\/(;81 >
abs DCM
N O "0 4h 25°C, sotét, 88%
30
0

oA =

h

0] 0]
Y
(0]

= X

EDIPA cseppenként
>

abs DCM
20 min, 25 °C
s6tét, 67% =

30. abra: az aktivalt kumarin véddcsoport (31) és a fluorogén jelzévegyiilet (19) kapcsolasa

Ezt kovette a p-nitrobenzilcsoport kapcsolasa a kumarin nitrogén szubsztituenséhez
karbamat kotésen keresztiil. A kutatdcsoport kordbbi tapasztalatai alapjan hasonld nitrogén
atomok nehezen hozzaférhetok és vihetok reakcidba, igy az aktivalasahoz foszgént hasznaltam.
Ehhez a 32 vizmentes oldatahoz argon atmoszféra alatt adagoltam a foszgén toluolos oldatat.
A reakci6ido letelte utan a reakcidelegyet engedtem szobahdmérsékletiire hiilni €és a foszgén
felesleget argon gaz atbuborékoltatdsaval tavolitottam el az oldoszer beparlasa elétt. A 33
nyersterméket tisztitas nélkil hasznaltam fel a kdvetkez6 reakcioban a p-nitrobenzilalkohollal
(31. abra). A vart 34 céltermék keletkezését LC-MS segitségével kovettem. Ennek alapjan a
kivant vegyiilet alacsony konverzioval keletkezett tobbféle melléktermék mellett, azonban

mostanaig nem sikertiilt a kelld tisztasaggal izolalnom a fotokémiai és enzimes kisérletekhez.
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toluolos foszgén

>
abs DCM
7 Ar atmoszféra
1,5h, 110 °C
N
H
=
N
o)\cn
NO,
o0 1T
abs DCM, TEA
24 h,25°C

31. abra: a nitrobenzilcsoporttal deaktivalt (NTR specifikus) kumarin véd6csoport (34) szintézise

Munkam soran terveztem a szintézissor tobb pontjan is beépiteni a p-nitrobenzilcsoportot,
elséként a 25 vegyiilethez szintén foszgénes aktivalas alkalmazasaval. Ebben az esetben a
TBDMS védbcsoport esetleges lehasadasa miatt alacsonyabb hoéfokon dolgoztam. A
nyersterméket (35) ezuttal is tisztitds nélkiil vittem a kovetkezd reakcioba a p-
nitrobenzilalkohollal (32. abra). A termék LC-MS alapjan kézepes mennyiségben keletkezett,

de ebben az esetben sem sikertilt tisztan izolalni a kivant (36) vegyiiletet.
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Z toluolos foszgén
> N OTBDMS
N OTBDMS TEA
H 1,5h, 40 °C 0% ¢l
25

35

NO, =
K©/ /IL OTBDMS

OH o O

>
48 h, 30 °C
O,N

32. abra: a p-nitrobenzilcsoport kapcsolasa a 25 vegyiiletre

36

Kovetkez6 tervem a kumarinvaz kialakitdsa utan, de még annak funkcionalizalasa eldtt a
27-es vegyiilethez kapcsolni a p-nitrobenzil funkcidés csoportot (33. abra), azonban idd

hianyéban a dolgozat leadasaig erre még nem keriilt sor.

toluolos foszgén

= Y, 00 ouolosioszgen - = A
N o Yo TEA N o o
H 30 min, 80 °C )\

27 0% >cl
37
NO,
OH ~ N
------------------- »
N o Yo
041\0
O,N 38

33. abra: a p-nitrobenzil egység kapcsolasi terve a 27-es vegyiilethez
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6. Kisérleti rész

6.1. Altalanos

A munkam soran a Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar, Fluka, Reanal, Romil, Molar
Chemicals illetve a Fluorochem altal kereskedelmi forgalomba hozott vegyszereket hasznaltam
fel, minden esetben tisztitas nélkiil. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokhoz Merck Silica
gel 60 F2s4 lapokat hasznaltam, detektalashoz 254 és 365 nm-en miikodé UV lampat hasznaltam
fel, el6hivashoz néhdny esetben kaliumpermanganatot hasznaltam fel. Az flash
oszlopkromatografias tisztitaisokhoz Zeochem markaju 25-40 pm szemcseméretii szilika
allofazist és Teledyne ISCO COMBI Flash Nextgen 300+ késziiléket hasznaltam. Manualis
oszlopkromatografia soran Zeochem markaju 60-200 pm szemcseméretii szilikat hasznaltam.
A forditott fazisti szemipreparativ HPLC tisztitast Wufeng Chrom LC100 HPLC késziilékkel
végeztem, Phenomenex Jupiter C18 (250 x 21 mm LD.) oszlopot hasznalva, ami 110 A
porusméretli 5 um szemcseméretii szilika toltettel rendelkezik. A linearis gradiens eltcid
(0 perc 5% B; 5 perc 5% B; 15 perc 50% B; 25 perc 100% B; 35 perc 100% B), az A eluens
(0,2% TFA, 99,9% MeCN), B eluens (0,1% TFA, 99,9% viz), 20 ml/perc aramlasi sebességgel.
A termelés meghatirozisa eldtt a megtisztitott anyagokat tomegéllanddsagig vakuumon
szaritottam. RP-HPLC-UV/Vis-MS méréseket SHIMADZU LCMS-2020 system (LC-MS)
késziilékkel végeztem, ami Gemini C18 oszlopon (100 x 2,00 mm LD.), mely 110 A
porusméretii 5 pum szilika toltettel rendelkezik. A detektalast UV/Vis (220-800 nm)
fotodiddasor és ESI-MS detektor végezte. A linearis gradiens elucio (0 perc 0% B; 2,0 perc 100
% B; 2,5 perc 100 % B; 3,0 perc 0 % B; 4,0 perc 0 % B) az A eluenssel (0,1% HCOOH, 5 %
MeCN ¢s 94,9 % viz) ¢s a B eluenssel (0,1 % HCOOH, 94,9 % MeCN ¢és 5 % viz), 0,5 ml/perc
aramlasi sebesség 30 °C-on. A mintak HPLC mindségl viz (99,9% viz 0,01% HCOOH) és
MeCN (99,9%, 0,01% HCOOH) elegyében késziiltek (1:1 V/V), a késziilt oldatok toménysége
~0,1 - 0,5 mg/ml volt. Az NMR mérések Varian Inova 500 MHz spektrométerrel késziiltek. A
mintak deutero kloroformban, deutero metanolban és deutero dimetil-szulfoxidban késziiltek,
a kémiai eltolodasokat (6) ppm-ben adtam meg, minden esetben az adott oldoszer jele lett

referenciaként véve.

Az id6 sziikossége, illetve néhany esetben a kapott tiszta termék kis mennyisége vagy
rossz oldhatdsaga miatt még nem minden anyagroél tortént meg az NMR spektrumok felvétele.

Ezek, illetve az 0j anyagokrdl a szerkezetigazol6 HRMS mérések folyamatban vannak.
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6.2. Kumarin N-oxid véddcsoporttal ellatott modellvegyiilet szintézise

7-dietilamino-4-(2-(dimetilamino)vinil)-kumarin (2)

Kimértem 5,10 g (22,1 mmol, 1,0 ekv.) 7-dietilamino-4-metilkumarint és feloldottam 50 ml
DMF-ban, majd hozzaadtam 5,80 ml (43,3 mmol, 2,0 ekv.) DMF-DMA-t. A reakcidelegyet 24
oran keresztiil reflux homérsékleten (150 °C-0s olajfiirdén) kevertettem. Rotacios vakuum-
beparloval eltavolitottam az oldoszert, majd a kapott anyagot 100 ml DCM-ban feloldottam ¢és
100 ml telitett NaHCOs oldattal mostam. A vizes fazist még kétszer 60 ml DCM-nal
extrahaltam. Az egyesitett szerves fazisokat telitett sdoldattal mostan, majd vizmentes Na2SOs-
on szaritottam. Sziirés utan az oldoszert eltdvolitottam, majd a terméket atkristalyositottam
20 ml EtOAc / 60 ml hexan elegyébdl. Végiil nagyvakuumon szaritottam, és igy 5,70 g szilard
termékhez jutottam (91%).

IH NMR (500 MHz, CDCls): § 7,53 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 7,23 (d; J = 13,0 Hz; 1H); 6,55 (dd; J
=9,0; 2,7 Hz; 1H); 6,50 (d; J = 2,7 Hz; 1H); 5,86 (s; 1H); 5,23 (d; J = 13,0 Hz; 1H); 3,41 (q; J
= 7,1 Hz; 4H); 3,00 (s; 6H); 1,20 (t; J =7,1 Hz; 6H). *C NMR (126 MHz, CDCls): & 163,4;
156,3; 152,3; 150,1; 146,5;124,8; 108,1; 107,8; 98,1; 93,4; 87,4; 44,6; 12,5. LC-MS (ESI): m/z
[M+H]* szamolt: 287, mért: 287.

7-(dietilamino)-4-formilkumarin (3)

Az 570 g (20,1 mmol, 1 ekv.) 7-dietilamino-4-(2-(dimetilamino)vinil)-kumarint (2)
feloldottam 20 ml THF-ban és 20 ml vizben, majd lassan hozzaadtam 6,40 g (30,0 mmol, 1,5

ekv.) NalOs-ot szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet 1,5 éran at kevertettem, majd 100 ml
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EtOAcC-ot adtam hozza, és lesztrtem a kivalt szervetlen sokat. Az oldoszert eltavolitottam és
130 ml telitett NaHCO3 oldatot adtam hozza, majd haromszor 100 ml DCM-nal extrahaltam. A
szerves fazist telitett 100 ml telitett s6oldattal mostam ¢és vizmentes Na;SO4-0n szaritottam.
Szlrés utan eltavolitottam az olddszert, majd a nyersterméket oszlopkromatografiaval

tisztitottam (hexan:EtOAc = 20% — 60%). Igy jutottam 1,62 g termékhez (32%).

IH NMR (500 MHz, CDCls): § 10,04 (s; 1H); 8,36 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 6,68 (dd; J=9,1; 2,7 Hz;
1H); 6,54 (d; J = 2,7 Hz; 1H); 6,45 (s; 1H); 3,47 (q; J = 7,2 Hz; 4H); 1,23 (t; J = 7,2 Hz; 6H).
13C NMR (126 MHz, CDCls): § 192,2; 161,5; 157,2; 149,9; 143,6; 127,1; 118,0; 110,8; 105,3;
100,1; 45,9; 12,3. LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szdmolt: 246, mért: 246.

7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin (4)

OH

Az 1,62 g (6,4 mmol, 1,0 ekv.) 7-(dietilamino)-4-formilkumarint (3) feloldottam 20 ml THF-
ban és 60 ml EtOH-ban. Jeges fiirddvel lehtitottem a rekacidelegyet 0 °C-ra és hozzaadagoltam
0,70 g (19,3 mmol, 3,0 ekv.) NaBHs-et, majd harom oran keresztiil szobahdmérsékleten
kevertettem. Ezt kovetden hozzaadtam 60 ml telitett NaHCO3 oldatot, majd lesziirtem a kivalt
csapadekot. A sziirletet haromszor 60 ml DCM-nal extrahéltam, telitett sboldattal mostam és
MgSOgs-on szaritottam. Szlirtem, majd eltavolitottam rdla az oldoészert, igy 1,29 g (79%)

citromsarga szinli termékhez jutottam, mely tovabbi tisztitast nem igényelt.

H NMR (500 MHz, CDCls): 7,31 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 6,55 (dd; J = 9,0; 2,3 Hz; 1H); 6,48 (d;
J = 2,4 Hz; 1H); 6,26 (s; 1H); 4,82 (s; 2H); 3,39 (q; J = 7,1 Hz; 4H); 2,75 (s; 1H); 1,19 (t; J =
7,1 Hz; 6H). °C NMR (126 MHz, CDCls): § 162,9; 156,3; 155,1; 150,7; 124,5; 108,8; 106,5;
105,6; 97,9; 61,0; 44,9; 12,6. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 248, mért: 248.

37



7-(dietilamino)-kumarin-4-il-3,5-dimetilbenzoat (6)

Végig sotétben dolgozva eldszor kimértem 100 mg (0,40 mmol, 1,0 ekv.) 7-dietilamino-4-
hidroximetilkumarint (4), 73 mg (0,49 mmol, 1,2 ekv.) 3,5-dimetilbenzoesavat, 100 mg (0,49
mmol, 1,2 ekv.) DCC-et és 10 mg (0,081 mmol, 0,2 ekv.) DMAP-t. Az egészet feloldottam 4
ml amilénnel stabilizalt DCM-ban és 24 6ran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden leszlirtem a reakcidelegyet, eltdvolitottam az olddszert, majd kromatografidsan

tisztitottam (DCM:MeOH = 0% — 50%) a nyers terméket. 123 mg terméket kaptam (81%).

H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,74 — 7,69 (m; 2H); 7,37 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 7,25 — 7,21 (m;
1H); 6,60 (dd; J =9,0; 2,6 Hz; 1H); 6,53 (d; J = 2,6 Hz; 1H); 6,26 (t; J = 1,3 Hz; 1H); 5,45 (d;
J=1,3 Hz; 2H); 3,42 (q; J = 7,1 Hz; 4H); 2,38 (s; 6H); 1,22 (t; J = 7,1 Hz; 6H). *C NMR (126
MHz, CDCls) 6 166,3; 162,1; 156,4; 150,9; 149,8; 138,5; 135,4; 129,3; 127,6; 124,6; 108,9;
106,6; 106,3; 98,1; 77,2; 61,8; 44,9; 21,3; 12,6. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 380, mért:
380.

7-(dietilamino)-N-oxid-kumarin-4-il-3,5-dimetilbenzoat (7)
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Bemértem 31 mg (0,08 mmol, 1,0 ekv.) 7-(dietilamino)-kumarin-4-il-3,5-dimetilbenzoatot (6)
¢s 30 mg (1,1 mmol, 2,0 ekv.) m-CPBA-at, és feloldottam 2 ml DCM-ban. 2 6ran keresztiil
kevertettem szobahdmérsékleten, majd kromatografidsan tisztitottam (DCM:MeOH = 0% —

10%). 25 mg termék keletkezett (79%).

H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7,90 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,84 (dd, J = 8,7, 2,2 Hz, 1H), 7,70 —
7,67 (m, 3H), 7,23 (s, 1H), 6,63 (t, J = 1,4 Hz, 1H), 5,52 (s, 2H), 3,71 (m, 4H), 2,36 (s, 6H),
1,15 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *3C NMR (126 MHz, CDCls) & 166,0, 159,7, 153,8, 153,2, 148,6,
138,6, 135,7, 128,7, 127,6, 124,2, 118,4, 1175, 114,4, 112,0, 67,4, 61,3, 21,3, 8,4. LC-MS
(ESI): m/z [M+H]" szamolt: 396, mért: 396.

6.3. NTR enzimre specifikus fluorogén jelzovegyiilet szintézise
2-(2,4-dihidroxibenzoil)-benzoesav (9)

0]

OH

Osszemértem egy gdomblombikba 0,72 g (6,6 mmol, 1,0 ekv.) rezorcint és 1,00 g (6,8 mmol,
1,0 ekv.) ftalsavanhidridet, majd argonnal inertizaltam az atmoszférat. Hozzdadtam 12 ml
nitrobenzolt, majd 2,01 g (15 mmol, 2,3 ekv.) AIClz-ot. A reakcidelegyet argon atmoszféra alatt
24 oran keresztiil kevertettem szobahomérsékleten. Ezt kovetoen 38 ml hexant és 50 ml 0,5 M-
os HCI oldatot adtam a reakcidelegyet, majd tovabbi 1,5 oraig kevertettem. Lesziirtem a kivalt
csapadékot (nyersterméket), majd kromatografiasan tisztitottam (hexan:EtOAc = 0% — 50%).
1,23 g terméket kaptam (68%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 13,16 (s; 1H); 12,22 (s; 1H); 10,69 (s; 1H); 7,98 (d; J = 7,6
Hz; 1H); 7,66 (m; 2H); 7,40 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,88 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,26 (m; 2H). *C
NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 200,7; 166,9; 165,2; 164,6; 140,2; 135,0; 132,5; 130,3; 129,9;
129,6; 127,7; 113,5; 108,5; 102,8. LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szdmolt: 259, mért: 259.
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Rodol jelzovegyiilet (10)

240 mg (0,92 mmol, 1,0 ekv.) 2-(2,4-dihidroxibenzoil)-benzoesavhoz (9) hozzamértem 170 mg
(0,92 mmol, 1,0 ekv.) 8-hidroxijulolidint és ezeket feloldottam 1,1 ml TFA-ban. 24 6ran
keresztiil 95 °C-on kevertettem a reakcioelegyet, majd hagytam szobahdmérsékletiire hiilni. A
TFA olddszert MeOH segitségével eltavolitottam rotaciés vakuumbeparlon. A nyersterméket
négyszer szonikaltattam dietil-éterrel, a folyadékot mindig dekantalva, igy szaritas utdn 350 mg

¢lénk piros szinii terméket kaptam (93%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds + 5% TFA-d) § 8,24 (dd; J =7,8; 0,9 Hz; 1H); 7,84 (td; J = 7,5;
1,2 Hz; 1H); 7,78 (td; J =7,7; 1,1 Hz; 1H); 7,41 (d; J = 6,8 Hz; 1H); 7,17 (d; J = 2,2 Hz; 1H);
7,04 (d; J =9,0 Hz; 1H); 6,96 (dd; J =9,0; 2,3 Hz; 1H); 6,79 (s; 1H); 3,63 (t; J = 5,5 Hz; 2H);
3,59 (t; J = 5,6 Hz; 2H); 3,07 — 2,94 (m; 2H); 2,69 (d; J = 6,0 Hz; 2H); 2,08 — 1,98 (m; 2H);
1,88 (d; J = 3,5 Hz; 2H). 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds + 5% TFA-d) § 166,3; 165,7; 157,9;
155,5; 153,8; 152,7; 133,6; 132,9; 131,2; 131,0; 130,7; 130,5; 130,4; 127,3; 126,7; 116,7;
115,5; 114,7; 105,3; 102,3; 51,4; 50,9; 26,9; 19,9; 19,3; 18,9. LC-MS (ESI): m/z [M+H]*
szamolt: 412, mért: 412.

p-nitrobenzillel médositott fluorogén jelzévegyiilet (12)

41 mg (0,20 mmol, 1,0 ekv.) 10 rodolszarmazékot feloldottam 4 ml acetonban, majd 26 mg
(0,12 mmol, 1,2 ekv.) 1-(brommetil)-4-nitrobenzolt, 7,5 mg (0,05 mmol, 0,5 ekv.) Nal-ot és
90 pl (0,50 mmol, 5,0 ekv.) EDIPA bazist adtam hozza. A reakcioelegyet 80 °C-on kevertettem
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egy ¢jszakan at, majd rotacidos vakuumbeparlon eltavolitottam rola az oldoszert. A
nyersterméket oszlopkromatografidsan tisztitottam (DCM:MeOH = 0% — 10%), és 28 mg

terméket kaptam piros szinii szilard anyag formajaban (51%).

'H NMR (500 MHz, CDCI3) § 8,27 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 8,03 (d; J = 8,6 Hz; 2H); 7,75 (t; J =
7,3 Hz; 1H); 7,70 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 7,27 (s; 1H); 7,11 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,89 — 6,72 (m;
3H); 6,42 (s; 1H); 5,18 (d; J = 12,7 Hz; 1H); 4,90 (d; J = 12,7 Hz; 1H); 3,47 — 3,42 (m; 4H);
2,98 — 2,82 (m; 2H); 2,58 (m; 2H); 2,05 (m; 2H); 1,93 (m; 2H). $3C NMR (126 MHz, CDCls)
0 165,3; 158,1; 151,5; 147,8; 141,9; 134,6; 133,7; 133,0; 131,4; 130,7; 130,0; 129,9; 129,9;
129,5; 129,0; 125,7; 123,6; 114,0; 112,2; 105,4; 104,1; 77,2; 65,9; 54,3; 50,9; 50,5; 42,5; 27,7,
20,9; 20,0; 19,9; 12,2. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szdmolt: 547, mért: 547.

6.4. Kumarin N-oxid véddcsoporttal ellatott flourogén modellvegyiilet szintézise

terc-butil metil(2-(metilamino)etil)karbamat (15)

Kimértem 1,20 ml (11,4 mmol, 5,0 ekv.) N,N’-dimetil-etiléndiamint és hozzaadtam 10 ml
DCM-t, majd Ilehiitéttem a reakcidelegyet 5 ©C-ra. Csepegtetotolcséren keresztiil
hozzaadagoltam 0,50 g (2,3 mmol, 1,0 ekv.) di-terc-butil-dikarbonat 30 ml DCM-nal késziilt
oldatat. Ezt kovetéen 24 oraig szobahdmérsékleten kevertettem a reakcioelegyet, majd
eltavolitottam rola az olddszert. A kapott nyersterméket feloldottam 100 ml EtOAc-ban és
100 ml telitett NapoCOs-tal, majd telitett sooldattal mostam, végiil Na,SOs-on szaritottam.

Sziirés és az olddszer eltavolitdsa utdn 0,37 g terméket kaptam siiri olaj formajaban (76%).

'H NMR (500 MHz, CDCls): § 3,32 (t; J = 6,7 Hz; 2H); 2,97 (s; 3H); 2,72 (t; J = 6,7 Hz; 2H);
2,44 (s; 3H); 1,45 (s; 9H). 1*C NMR (125 MHz; CDCls): § 155,9; 79,4; 49,7; 48.4; 36,3; 34,7;
28,5. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 189, mért: 189.

41



terc-butil metil-(2-(N-metil-1H-imidazol-1-karboxamido)etil)karbamat (16)

Kimértem 0,82 g (4,4 mmol, 1,0 ekv.) Boc véddcsoporttal ellatott N,N’-dimetil-etiléndiamint
(15) és feloldottam 70 ml THF-ben, majd hozzaadtam 0,82 g (5,1 mmol, 1,2 ekv.) CDI-t és
24 oran at 70 °C-on keverettem. Eltavolitottam rola a THF-t, majd feloldottam 200 ml DCM-
ban, ezutan kétszer 200 ml desztillalt vizzel, majd 100 ml telitett sdoldattal mostam és Na,SOs-
on szaritottam. Lesz{irtem és beparoltam, majd kromatografidsan tisztitottam (DCM:MeOH =

0% — 4%). 1,2 g olajat kaptam végtermékként (95%).

!H NMR (500 MHz; CDCls): § 7,90 (s; 1H); 7,25 (s; 1H); 7,07 (s; 1H); 3,66 (t; J = 7,1 Hz, 2H);
3,53 (t; J=7,1 Hz, 2H); 3,17 (s; 3H); 2,85 (s; 3H); 1,43 (s; 9H). °C NMR (126 MHz; CDCls):
d 151,8; 137,0; 129,4; 118,0; 79,9; 47,7; 45,4; 37,4; 34,5; 28,4. LC-MS (ESI): m/z [M+H]"
szamolt: 283, mért: 283.

1-((2-((terc-butoxikarbonil)(metil)amino)etil)(metil)karbamoil)-3-metil-1H-imidazol-3-
ium jodid (17)

| Q o
>(O\H/N\/\N)J\N/®\\ —L
o N S

17

1,20 g (4,2 mmol, 1,0 ekv.) terc-butil metil-(2-(N-metil-1H-imidazol-1-
karboxamido)etil)karbamathoz (16) hozzamértem 5,90 g (41,5 mmol, 10,0 ekv.) Mel-ot és 31
ml acetonitrilt. 24 oOran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten, majd beparoltam a
reakcidelegyet, nagyvakuumon szaritottam. 1,62 g sarga szilard terméket kaptam (91%), mely

tovabbi tisztitast nem igényelt.

'H NMR (500 MHz; CDClz): § 9,90 (s; 1H); 7,79 (s; 2H); 4,26 (s; 3H); 3,71 (t; J = 6,8 Hz; 2H);
3,53 (t; J = 6,8 Hz; 2H); 3,31 (s; 3H); 2,90 (s; 3H); 1,43 (s; 9H). *C NMR (126 MHz; CDCls):
5 156,2; 146,9; 136,6; 123,9; 121,0; 79.8; 49,1; 45,5; 37,9; 34,8; 28,2. LC-MS (ESI): m/z [M]*
szamolt: 297, mért: 297.
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Boc-linkkerrel ellatott rodol (18)

Feloldottam 83 mg (0,2 mmol, 1,0 ekv.) 10 rodol jelz6vegyiiletet és 86 mg (0,2 mmol, 1,0 ekv.)
17 aktivalt onfelaldozoé linkert 8 ml acetonitrilben, majd hozzaadtam 0,80 mg (6,5 umol, 0,033
ekv.) DMAP katalizatort és 0,1 ml (0,57 umol, 0,003 ekv.) EDIPA bazist. A reakcidelegyet 20
percig kevertettem szobahOmérsékleten, majd az olddszer beparlasa utan kromatografiasan
tisztitottam (DCM:MeOH = 0% — 5%) a nyersterméket, igy 120 mg vOrds szinli terméket
kaptam (96%).

H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,98 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,63 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,58 (t; J =
7,4 Hz; 1H); 7,19 — 7,16 (m; 1H); 7,09 (d; J = 2,0 Hz; 1H); 6,75 — 6,72 (m; 1H); 6,70 (d; J =
8,6 Hz; 1H); 6,13 (s; 1H); 3,56 — 3,42 (m; 4H); 3,16 (t; J = 5,6 Hz; 2H); 3,12 (d; J = 5,8 Hz;
2H); 3,11; 3,03 (s; 3H); 2,90 (2,92 — 2,89 (m; 5H); 2,60 — 2,44 (m; 2H); 2,03 — 1,97 (m; 2H);
1,89 — 1,83 (m; 2H); 1,46; 1,44 (s; 9H). LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 626, mért: 626.

Onfelalodzé linkkerrel ellatott rodol (19)

©
CF3;CHOOH

Kimértem 40 mg (0,06 mmol, 1,0 ekv.) onfelaldozo linkkerrel kapcsolt festéket (18) és
hozzdadtam 1,6 ml DCM-t, 0,8 ml TFA-at és 24 ul desztillalt vizet. Egy oran keresztiil
kevertettem szobahOmérsékleten. Eltavolitottam az oldészert, majd dietil-éterben
szonikaltattam, végiil nagyvdkuumon zsaritottam. 37 mg vords szinli termékhez jutottam

(71%).
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'H NMR (500 MHz, CDs0D) § 8,36 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 7,86 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 7,83 — 7,77
(m; 2H); 7,42 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 7,28 (d; J = 6,9 Hz; 1H); 7,22 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 6,89 (s;
1H); 3,87 — 3,67 (m; 6H); 3,36 — 3,31 (m; 2H); 3,19 (s; 2H); 3,12 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 3,07 (s;
1H); 2,78 (d; J = 15,5 Hz; 5H); 2,18 — 2,10 (m; 2H); 2,00 (d; J = 5,4 Hz; 2H). LC-MS (ESI):
m/z [M+H]* szamolt: 526, mért: 526.

Aktivalt 7-dietilamono-4-hidroximetilkumarin (20)

Végig sotétben dolgozva Osszemértem 89 mg (0,36 mmol, 1,0 ekv.) 7-dietilamono-4-
hidroximetilkumarint (4), 32 mg (1,1 mmol, 3,0 ekv.) DSC-t, 10 ml amilénnel stabilizalt DCM-
t és 150 pl (1,8 mmol, 5,0 ekv.) piridint. A reakcioelegyet egy oran keresztiil kevertettem
szobahémérsékleten. Ez utan szintén végig sotétben haromszor 30 ml telitett NaHCO3 oldattal,
majd 30 ml telitett sooldattal mostam, végiill MgSOs-on szaritottam. Leszlrtem, eltavolitottam
az olddszert, nagyvdkuumon széritottam, végig védve a terméket a fénytdl. Kvantitativ
termeléssel 145 mg terméket kaptam, melybdl a sziikséges mennyiséget azonnal, tovabbi

tisztitas nélkil hasznaltam fel.

LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 389, mért: 389.

Kumarin véddcsoporttal konjugalt rodol (21)
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Végig sotétben dolgozva kimértem 19 mg-ot (0,05 mmol, 1,2 ekv.) az aktivalt 7-dietilamino-4-
hidroximetilkumarintbdl (20) és 26 mg-ot (0,04 mmol, 1,0 ekv.) az dnfelaldozo linkerrel ellatott
rodol jelzévegyliletbdl (19). Inertizaltam az atmoszférat nitrogénnel, majd 36 pul EDIPA ¢s
0,5ml vizmentes DCM elegyét hozzacsOpdgtettem 5 perc alatt, majd tovabbi 15 percig
kevertettem szobahOmérsékleten a reakcioelegyet. A nyersterméket fénytdl védve
kromatografidsan tisztitottam (DCM:MeOH = 0% — 10%) ugy, hogy a reakcidelegyet
kozvetleniil a kromatografias oszlop tetejére csepegtettem. igy 18 mg piros szinii, szilard

terméket kaptam (46%).

H NMR (500 MHz, CDCls3) & 7,99 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,63 (m; 1H); 7,58 (m; 1H); 7,33 —
7,26 (m; 1H); 7,22 — 7,12 (m; 1H); 7,09 — 7,04 (m; 1H); 6,72 (s; 2H); 6,54 (m; 1H); 6,48 (m;
1H); 6,09 (m; 2H); 5,23 (s; 2H); 3,59 (m; 2H); 3,39 (q; J = 7,1 Hz; 4H); 3,14 (m; 6H); 3,08 —
3,03 (m; 4H); 2,87 (m; 2H); 2,59 — 2,44 (m; 2H); 2,07 — 1,96 (m; 4H); 1,86 (m; 2H); 1,19 (t; J
= 7,1 Hz; 6H). LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 799, mért: 799.

Kumarin N-oxiddal konjugalt rodol (22a)

22a

Végig sotétben dolgozva kimértem 6,0 mg (0,0075 mmol, 1,0 ekv.) 21 kumarinnal konjugalt
rodolt, feloldottam 1 ml amilénes DCM-ben, majd hozzaadtam 3,0 mg (0,012 mmol, 1,6 ekv.)
m-CPBA-at. Egy oraig kevertettem a reakcidelegyet szobahomérsékleten. Az oldoszer
eltavolitdsa utdn a nyersterméket HPLC kromatografiaval tisztitottam, szintén sotétben

dolgozva. 3,0 mg piros szinii terméket kaptam (48%).

LC-MS (ESI): m/z [M+2H]?* szamolt: 408, mért 408.
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6.5. Nitrobenzilcsoporttal deaktivalt (NTR specifikus) kumarin védécsoport szintézise

3-((terc-butildimetilszilil)oxi)anilin (24)

HoN” : “OTBDMS

24

Kimértem 1,50 g (14 mmol, 1,0 ekv.) 3-aminofenolt, 10,7 g (69 mmol, 5,0 ekv.) TBDMS-
kloridot, és 6,60 g (96 mmol, 7,0 ekv.) imidazolt, majd ezeket feloldottam 50 ml abs. THF-ban.
A reakcioelegyet 72 6ran keresztiil kevertettem szobahémérsékleten, majd ezt kovetéen EtOH-
t adtam hozza. Az olddszer eltavolitasa és kromatografidsan tisztitas (hexan:DCM = 60% —

100%) utan 2,78 g barna olajat kaptam termékként (91%).

IH NMR (500 MHz, CDCls): 8 6,99 (m; 1H); 6,29 (m; 2H); 6,20 (m; 1H); 3,46 (brs; 2H); 0,99
(s; 9H); 0,20 (s; 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCI3): & 156,9; 147,8;130,1; 110,7; 108,7; 107,3;
25,9; 18,3; -4,2. LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szamolt: 224, mért: 224,

7-((terc-butildimetilszilil)oxi)-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin (25)

Irz

OTBDMS
25

Feloldottam 100 mg (0,17 mmol, 0,05 ekv.) Yb(OTf)s katalizatort 40 ml acetonban, majd
hozzaadtam 750 mg (3,4 mmol, 1,0 ekv.) 3-((terc-butildimetilszilil)oxi)anilint (24). 24 oraig
kevertettem szobahdmérsékleten a reakcioelegyet, majd beparoltam. A visszamaradt anyagot
feloldottam 60 ml EtOAc-ban és kétszer 60 ml telitett NaHCO3 oldattal extrahaltam, majd
40 ml telitett sooldattal mostam és MgSOs-on szaritottam. Lesziirtem, beparoltam, majd

kromatografidsan tisztitottam (hexan:EtOAC = 0% — 15%). 731 mg terméket kaptam (72%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 6,92 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 6,15 (dd; J = 8,2; 2,4 Hz; 1H); 5,99
(d; J=2,4 Hz; 1H); 5,20 (q; J = 1,2 Hz; 1H); 3,63 (brs; 1H); 1,97 (d; J = 1,2 Hz; 3H); 1,27 (s;
6H); 0,99 (s; 9H); 0,20 (s; 6H). 3C NMR (125.7 MHz, CDCls): § 156,1; 144,5; 128,3; 126,1;
124,5; 115,9; 108,9; 104,7; 51,9; 30,9; 25,7; 18,6; 18,2; -4,4. LC-MS (ESI): m/z [M+H]*
szamolt: 304, mért: 304.
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2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin-7-ol (26)

=

H OH
26

Kimértem 1,30 g (4,4 mmol, 1,0 ekv.) 7-((terc-butildimetilszilil)oxi)-2,2,4-trimetil-1,2-
dihidrokinolint (25), 3,40 g (13 mmol, 3,0 ekv.) TBAF-ot és hozzaadtam 14 ml THF-t és 400 pl
ecetsavat. Fél 6rdig kevertettem a reakcioelegyet szobahdmérsékleten, majd hozzaadtam 70 ml
telitett NH4Cl oldatot. Extrahdltam 6tszor 40 ml DCM-nal, majd az egyesitett szerves fazist
mostam 50 ml telitett sooldattal, és MgSO4-on szaritottam. Beparoltam, majd kromatografidsan

tisztitottam (hexan:EtOAc = 0% — 40%). 0,68 g terméket kaptam (83%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § = 8,91 (s; 1H); 6,72 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 5,91 (d; J = 2,4 Hz;
1H); 5,88 (dd; J = 8,2; 2,4 Hz; 1H); 5,65 (s; 1H); 5,05 (s; 1H); 1,81 (d; J = 1,3 Hz; 3H); 1,15
(s; 6H). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 = 157.8; 145,5; 127,4; 124,9; 124,1; 112,7; 102,8;
99,0; 51,1; 30,9; 18,3. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szdmolt: 190, mért: 190.

4,6,8,8-tetrametil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-on (27)

m&
N o Yo
H

27

Bemértem egy gémblombikba 2,50 g (13,2 mmol, 1,0 ekv.) 2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin-
7-olt (26) és 2,70 g (19,8 mmol, 1,5 ekv.) ZnClz-ot, majd argon gazzal inertizaltam az
atmoszférat. Feloldattam 25 ml EtOH-ban és hozzaadtam 2,2 ml metil-acetecetészert
(19,8 mmol, 1,5 ekv.), majd 24 6ran keresztiil 78 °C-on kevertettem a reakcidelegyet. Masnap
hagytam szobahdmérsékletiire hiilni, beparoltam az olddszert, majd oszlopkromatografias
eljarassal (hexan:EtOAc = 0% — 50%) tisztitottam a nyersterméket. 2,64 g z6ld szinii szilard

terméket kaptam (78%).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,16 (s; 1H); 6,37 (s; 1H); 6,03 (s; 1H); 5,39 (s; 1H); 2,38 (s;
3H); 2,03 (s; 3H); 1,34 (s; 6H). LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 256, mért: 256.
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4-(2-(dimetilamino)vinil)-6,8,8-trimetil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-on (28)

\N/
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28

Kimértem 220 mg (0,86 mmol, 1,0 ekv.) 4,6,8,8-tetrametil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-
gJkinolin-2-ont (27) és 210 g (0,70 mmol, 2,0 ekv.) DMF-DMA reagenst, majd hozzaadtam 2
ml DMF olddszert. 24 6ran keresztiil reflux hémérsékleten (150 °C-os olajfiirdén) kevertettem
a reakcidelegyet, majd beparoltam. Kvantitativ termeléssel kaptam 267 g terméket, melyet

tovabbi tisztitas nélkil hasznaltam fel a kovetkezo reakcioban.

LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szamolt: 311, mért: 311.

6,8,8-trimetil-2-0x0-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-4-karbaldehid (29)

29

Kimértem 267 mg (0,86 mmol, 1,0 ekv.) 4-(2-(dimetilamino)vinil)-6,8,8-trimetil-8,9-dihidro-
2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-ont (28) és feloldottam 3 ml THF és 3 ml desztillalt viz elegyében.
Ezt kovetden lassan hozzdadagoltam 280 mg (1,29 mmol, 1,5 ekv.) NalOs-0t, €s masfél oraig
kevertettem szobahOmérsékleten a reakcidelegyet. Ezt kovetden kiszilirtem a keletkezett
szervetlen sokat, majd eltavolitottam az olddszert beparlassal. A nyersterméket feloldottam 30
ml DCM-ban és 30 ml telitett NaHCOs3 oldattal mostam. A vizes fazist haromszor 20 ml DCM-
nal extrahaltam, majd a szerves fazisokat egyesitettem és mostam 30 ml telitett sooldattal, majd
MgSOgs-on  szaritottam. Lesziirtem, beparoltam, majd kromatografidsan tisztitottam

(hexan:EtOAc = 0% — 60%). 177 mg sotét voros szinii terméket kaptam (76%).

LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 270, mért: 270.
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4-(hidroximetil)-6,8,8-trimetil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-on 3 (30)

HO

30

Kimértem 52 mg (0,19 mmol, 1,0 ekv.) 6,8,8-trimetil-2-0x0-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-
g]kinolin-4-karbaldehidet (29) és hozzaadtam 0,6 ml THF-t és 1,8 ml EtOH-t. Jeges vizes
fiirdével 0 °C-ra hiitottem a reakcidelegyet és hozzdadagoltam 37 mg (0,97 mmol, 5,0 ekv.)
NaBHs-et, majd 1 oOrdn keresztiil kevertettem a reakcidelegyet mikdzben hagytam
szobahdémérsékletlire melegedni. A reakcididd letelte utan hozzdadtam a reakcioelegyhez 2 ml
telitett NaHCOs3 oldatot, €s a kivalt csapadékot leszlirtem. Az anyaliigot haromszor 5 ml DCM-
nal extrahaltam, majd az egyesitett szerves fazisokat 5 ml telitett sooldattal mostam és MgSOa-
on szaritottam. Szlirés és beparlds utan kvantitativ termeléssel 53 mg termékhez jutottam
(100%), mely tovabbi tisztitast nem igényelt.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § = 7,11 (s; 1H); 6,92 (m; 1H); 5,49 (t; J = 5,7 Hz; 1H); 5,41
(m; 1H); 4,68 (dd; J = 5,7; 1,2 Hz; 2H); 1,97 (d; J = 1,2 Hz; 3H); 1,24 (s; 6H). *C NMR
(126 MHz, DMSO-d¢): 6 = 161,1; 157,1; 155,2; 147,9; 128,8; 126,4; 118,5; 117,2; 106,0;
103,4; 97,1; 59,1; 51,9; 31,7; 18,3. LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 272, mért: 272.

AKktivalt 4-(hidroximetil)-6,8,8-trimetil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-on (31)

\
050
0
= X
N o o
31

Végig sotétben dolgozva kimértem 84 mg (0,31 mmol, 1,0 ekv.) 4-(hidroximetil)-6,8,8-trimetil-
8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-ont (30), 273 mg (0,93 mmol, 3,0 ekv.) DSC-t és 125 ul

(1,55 mmol, 5,0 ekv.) piridint, majd hozzaadtam 8,5 ml amilénes DCM-t. 1 o6ran keresztiil
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kevertettem a reakcioelegyet szobahdmérsékleten, majd 30 ml DCM-nal higitottam. Szintén
sOtétben extrahaltam haromszor 40 ml telitett NaHCO3 oldattal, mostam 30 ml telitett
sooldattal, és MgSOas-on szaritottam. Szlirés ¢és beparlads utan 113 mg termékhez jutottam
(88%), melybdl a sziikséges mennyiséget tovabbi tisztitds nélkiil azonnal felhasznaltam a

kovetkez6 reakcidban.

LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szamolt: 413, mért: 413.

Kumarin véddcsoporttal konjugalt rodol (32)

Iz

Q

O
w
N

Végig sotétben dolgozva kimértem 27 mg-ot (0,04 mmol, 1,0 ekv.) az onfelaldozé linkerrel
ellatott rodol jelzévegyiiletbdl (19) és 21 mg-ot (0,05 mmol, 1,2 ekv.) a 31 aktivalt kumarin
szarmazékbol. Argon gazzal inertizaltam a reakcidteret, majd feloldottam az anyagokat 1 ml
vizmentes DCM-ban és 5 perc alatt hozzacsepegtettem 44 pl EDPIA 0,5 ml vizmentes DCM-
nal késziilt oldatat, majd tovabbi 15 percig kevertettem szobahdmérsékleten a reakcioelegyet.
Az oldoszer eltavolitisa utan a nyersterméket oszlopkromatografidsan tisztitottam

(DCM:MeOH = 0% — 10%). 23 mg terméket kaptam (67%).

'H NMR (500 MHz, CDCls3) § 7,98 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 7,63 (t; J = 7,2 Hz; 1H); 7,58 (t; J =
7,4 Hz; 1H); 7,54 (s; 1H); 7,16 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 7,08 — 7,02 (m; 2H); 6,76 — 6,65 (m; 2H);
6,33 (s; 1H); 6,15 — 6,01 (m; 2H); 5,28 (s; 2H); 3,59 — 3,54 (m; 2H); 3,20 — 3,08 (m; 6H); 3,05
(m; 4H); 2,90 — 2,82 (m; 2H); 2,57 — 2,45 (m; 2H); 2,09 — 1,98 (m; 4H); 1,96 (s; 3H); 1,85 (t;
J =6,2 Hz; 2H); 1,30 (s; 6H). LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szdmolt: 823, mért: 823.
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A kumarin — rodol konjugatum foszgénes aktivalasa (33)

o~ ClI

Kimértem 8,2 mg (10 pmol, 1,0 ekv.) 32 kumarin — rodol konjugatumot, azt atmoszférat argon
gazzal inertizaltam, majd hozzdadtam 100 pl (193 pmol, 19,3 ekv.) toluolos foszgén oldatot. A
reakcioelegyet masféloran keresztiil kevertettem 110 °C-on, majd hagytam lehiilni és a maradék
foszgént argon atbuborékoltatasaval tiztem ki az oldatbol (NH4OH oldatban elnyeletve, ezzel
semlegesitve). Az oldoszer beparldsa utan feldolgozas nélkiil vittem tovabb azonnal a

kovetkez6 reakcioba a terméket, kvantitativ termelést feltételezve.

LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 885, mért: 885.

Deaktivalt kumarin — rodol konjugatum (34)

Az el6z6 1épésben kapott termékhez 2,3 mg (15 pmol, 1,5 ekv.) 4-nitrobenzil-alkoholt mértem,
majd feloldottam 150 pl vizmentes DCM-ban, és 4 ul TEA-t adtam hozz4. A reakcidelegyet
24 6ran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten, majd az olddszer eltavolitdsa utan
oszlopkromatografiasan (DCM:MeOH = 0% — 10%) probaltam tisztitani a terméket, azonban

nem sikertult tisztan izolalni.
LC-MS (ESI): m/z [M+H]* szdmolt: 1002, mért: 1002,
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Foszgénnel aktivalt 7-((terc-butildimetilszilil)oxi)-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin (35)

N OTBDMS

o~ <ClI

35

Kimértem 303 mg (1,0 mmol, 1,0 ekv.) 7-((terc-butildimetilszilil)oxi)-2,2,4-trimetil-1,2-
dihidrokinolint és argon gézzal inertizaltam az atmoszférat. Majd hozzaadtam 0,60 ml (1,2
mmol, 1,2 ekv.) toluolos foszgén oldatot és 0,40 ml (3 mmol, 3,0 ekv.) TEA-t és 2 ml
acetonitrilt. A reakcidelegyet masfél oran keresztiil kevertettem 40 °C-on. A reakcioidd letelte
utan a maradék foszgént argon atbuborékoltatasaval {iztem ki az oldatbol (NH4OH oldatban
elnyeletve, ezzel semlegesitve). Ezutan a nyersterméket tartalmazé oldatot azonnal, tovabbi

feldolgozas nélkiil vittem tovabb a kdvetkezd reakcioba.

4-nitrobenzil 7-((terc-butildimetilszilil)oxi)-2,2,4-trimetilkinolin-1(2H)-karboxilat (36)

N OTBDMS

O,N” :

Az el6z6 1épésben kapott 35 nyerstermék oldatahoz 230 mg (1,5 mmol, 1,5 ekv.) 4-nitrobenzil-

36

alkoholt adtam. A reakcidelegyet 48 oran at 30 °C-on kevertettem, majd az oldoszer eltavolitasa
utan kromatografiasan tisztitottam (hexan:EtOAc = 0% — 50 %) a kapott anyagot, azonban a

kivant terméket nem sikerilt izolalni.

LC-MS (ESI): m/z [M+H]" szamolt: 483, mért: 483.
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7. Osszefoglalas

Kutatomunkam soran olyan feltételesen aktivalhat6 fotolabilis véddcsoportok eldallitasa
volt a célom, amelyek csak hipoxids koriilmények kozott alakulnak vissza aktiv forméjukba és
valnak fénnyel eltavolithatova. Ehhez a nitroreduktaz enzim altal felismert funkcios csoportok
beépitését kiséreltem meg (N-oxid, p-nitrobenzilcsoport) fotoaktivalhaté kumarin-vazra olyan
pozicidba, hogy megsziinjon annak fotolabilitisa. Bar a végs6, elképzeléseim szerint a
leghatékonabb ilyen véddcsoport eldallitdsa még nem sikeriilt maradéktalanul, de a kiilonb6z6

szintézis utak jelentds részeredményekhez vezettek.

Elséként sikeresen eldallitottam egy N-oxid tipusu deaktivalt fotolabilis kumarin
véddcsoportot, melyhez benzoesav szarmazékot kapcsoltam tavozé modellvegyiiletként (7).
Ezutan szintetizaltam egy NTR enzim altal aktivalt rodol tipusu fluorogén jelzovegyiiletet (12),
ami jobb alternativaja lett a benzoesavnak, mivel a felszabadulasa konnyen kovetheté a
megjelend fluoreszcenciaja miatt. A kettd kombinacidjaként tervezett, kumarin N-oxid
szarmazékkal ellatott rodol (22a) stabilnak mutatkozott kiilonb6z6 szerves redukaloszerekkel
szemben, azonban az ¢é16 sejtes kisérletek soran a specifikussaga az NTR enzimre nem bizonyult
megfelelének. Igy attértem az NTR specifikus, p-nitrobenzillel deaktivalt kumarin védécsoport
szintetizalasara. Ennek részeként elvégeztem egy tovabbfejlesztett kumarin-vaz eldallitasat
kapcsolhato a p-nitrobenzilcsoport. A korabban is hasznalt kapcsolasi reakcioval jo termeléssel
eldallitottam a fluorogén jelzvegyiilettel kapcsolt fotoaktivalhatd konjugatumot (32), azonban
a p-nitrobenzilcsoport beépitésével eldallitando célterméket (34) még nem sikeriilt tisztan
izolalnom. A szintézisut tobb pontjan is kisérletet tettem ennek a funkcios csoportnak a
beépitésére, de 1d6 hidnyaban még nem sikeriilt a kivant eredményt elérnem. Tovabbi céljaim
kozott szerepel ennek a csoportnak az effektiv beépitése a reakciout egyik 1épése soran, illetve
a sikeres szintézis és a bioldgiai kisérletek utan tavolabbi célom a fluorogén jelzdvegytilet
rakellenes hatoanyagra valo cseréje, illetve a kumarin-szarmazék helyett nagyobb

hullamhossza fénnyel hasithatd xanténiumvazas fluoroférok hasznalata.
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