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I. Bevezetés

A gyogyszeripar napjaink egyik vezet6 iparaga, és a gyogyszerkutatas folyamatos fejlédésen megy
keresztiil. A gyogyszerek felfedezésének valtozatos modszerei lehetnek, mint példaul a természetes
hatéanyagok atalakitasa, vagy a nagy ateresztoképességii sziirések (high-throughput screening, (HTS))
médszere, amely soran nagy tagszamu (10%-10°) vegyiilettarak sziirése torténik kiilonbozd fehérjecélpontok
ellen, akar elméleti kémiai szamitasos modszerekkel vagy kisérletek soran. A véletlenszer(i sziiréssel
ellentétben a leghatékonyabbnak a racionalis gyogyszertervezés bizonyult, amely soran ismert vagy
ismeretlen fehérjecélpontokra terveznek molekuldkat kiilonbozé megkozelitésekkel.l! A modern
technologiak és a nagymértékli fejlédés ellenére is még a human protedma csupan 3%-a rendelkezik
forgalomba hozott gyogyszerrel, és 6%-a rendelkezik ligandummal, amelyek még nem elfogadott
gyogyszerhatoanyagok.[?l Ennek oka az, hogy az emberi fehérjék koriilbeliil 40%-a még nem valt kutatsi
célpontta, illetve a vizsgélt fehérjecélpontok még ismeretlen vagy nehezen tdmadhaté kotdhelyekkel is
rendelkeznek.[? Igy jelenleg is nagy hangsulyt fektet a gyogyszerkutatas olyan vegyiiletek és modszerek

tervezésére, amelyek soran 1j, kihivasokkal jaré fehérjecélpontokat lehet feltérképezni.

A dolgozatom soran bemutatom a fragmens alapt gyogyszertervezést és annak kihivasait, illetve egy
leukémids folyamatokban résztvevd fehérjét, a STATSB transzkripcids faktort. Ezutan ratérek a
kutatomunkam soran eldallitott fotoaktivalhatd vegyiilettarra és annak sziirésére a STATSB N-terminalis
doménje ellen. Végiill egy a kovalens fehérjejelolés hatékonysagat javitdé modszert, az iridium

fotokatalizatorral valo jellést szeretném ismertetni.



Il. Irodalmi attekintés

1.1 Fragmens alapu gyogyszertervezés

A 21. szazadban a gyogyszerkutatas nagymértékben fejlodott, 0 trendek alakultak ki, ilyen példaul a
fragmens alapu gyogyszerkutatas (Fragment-based drug discovery (FBDD)). Az FBDD olyan kis
molekulatomegi ligandumokat (~150 Da) azonosit, amelyek bioldgiailag fontos makromolekulakhoz
kotédnek. A nagy ateresztOképességii sziiréssel (HTS) Osszehasonlitva a fragmens alapu megkozelités
kevesebb vegyiilet sziirését igényli (nagysagrendileg 10° a 10 ellenében), és a sziirési talalatok alacsonyabb

kezdeti hatékonysaga ellenére hatékonyabb és eredményesebb optimalizalast eredményezhet.[* 3!

A fragmens alapti megkozelités soran kis molekulatomegli, hidrofil molekulakbol allo
vegylilettarakat terveznek. Elsd fazist klinikai vizsgalatok sordn a gyogyszerjeldltek lemorzsolodésa
altalaban a nagy molekulatomeg és a nagy lipofilitas miatt torténik, amelyek befolyasoljak a
farmakokinetikai tulajdonsadgokat. Mivel a fent emlitett két tulajdonsag n6 a gydgyszerkémiai optimalasok

soran, igy célszerii kisebb és hidrofilebb molekulakbol kiindulni.™

A ligandum-fehérje kdlcsonhatasok modellezése soran megmutattak, hogy a fragmensek nagyobb
talalati aranyt adnak, mint az 6sszetettebb molekulak. Ennek oka, hogy a komplexebb molekulak esetében
nagyobb a valdszinlisége annak, hogy a ligandum ¢és fehérje nem optimalis kdlcsonhatasok vagy titkozések
révén hibasan illeszkedik egymashoz. Ezzel szemben a kisebb molekulak alkalmasabbak arra, hogy jobban
feltérképezzék az adott fehérje kotézsebeit. Valamin néhany ezer kisebb molekulabol allo (<16 nehéz
atomot tartalmazo) vegyiilettar szlirése jobban lefedi a kémiai teret, mint néhany millid6 nagyobb

molekulabol (< 36 nehézatomot tartalmazo) allo.!!

Bar a kezdeti fragmensek kis méretiikk miatt kis kotddési affinitdssal rendelkeznek, konnyen

optimalizalhatoak vezérmolekulakka, amelyek mér hatékonyabbnak bizonyulnak.!

11.1.1 A talalatok azonositasa az FBDD soran

Hagyomanyosan a fragmens—fehérje kolcsonhatdsok azonositasara biofizikai modszereket
hasznalnak, mint példaul NMR spektroszkopiat, izotermalis titralasi kalorimetriat és a feliileti plazmon
rezonancidt. A FBDD sordan a fragmensek altalaban gyenge kolcsonhatasokat alakitanak ki a vizsgalt

biologiai célponttal. Ebbdl fakaddan a taldlatok észlelése kihivasokkal jarhat, a gyenge kdlcsonhatasok



¢észleléséhez nagy érzékenységli mddszerekre van sziikség, amely azt vonja maga utan, hogy altalaban

ezekhez a modszerekhez specialis eszkozpark, informatikai hattér és nagy anyagigény sziikséges.Fl

A felsorolt okok miatt, az elmult években elterjedt az elektrofil (kovalensen kot6dd) vegyiilettarak
haszndalata, amely egy 0j ¢és hatékony modszerré valt a taldlatok detektalasanak eldsegitésében. Ezen
vegyiilettarak olyan elektrofil fragmensekbdl allnak, amelyek kovalens kotést tudnak kialakitani a biologial
célpontokkal. Az elektrofil fragmensek a fehérjék nukleofil tulajdonsaga aminosavait (példaul cisztein,
lizin, szerin) tudjdk megtamadni. Az igy kialakult ligandum-fehérje komplexet mar
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS) segitségével is be lehet azonositani,

amely egy gyors és megbizhatdé modszer.

Ciszteint tamado elektrofil fragmenseket mar sikeresen azonositottak és optimaltak tobbféle fehérje
célpont esetében. Ezeket a vegyiilettarakat olyan fehérjék esetében lehet hasznéalni, amelyek kotdhelye
kozelében tamadhaté cisztein is megtalalhaté.[>! Emiatt a biologiai célpontok csak egy része vizsgalhatd
ilyen elektrofilekkel, igy érdemes mas aminosavakat vagy tobbféle aminosavat is tamado vegyiilettarakat
is eldallitani, hogy boviiljon a timadhaté fehérjék csoportja. Erre hasznalhatok példaul a fotoaktivalhato,

karbén intermedieren keresztiil reagald kovalens kotéelemek.[’]

1.2 Vegyiilettarak osszetételének optimalizalasa

A fragmens alapti megkozelités egyik kihivasa olyan Osszetételll vegyiilettarak tervezése, amelyek
minél inkabb valtozatosak és lefedik a kémiai teret. Ezen ok miatt sziikkség van a vegyiiletek
Osszevalogatasanak optimalizalasara. A Novartis fragmens szlirései azt mutattak, hogy a vizsgalt
fragmensek 63%-a egyetlen célponttal sem mutatott aktivitast, mig a talalatok egy része tobb fehérje
kotShellyel is alakitott ki kolcsonhatasokat.®l Tovabba egy masik kutatas soran megmutattik, hogy a
Protein Data Bank (PDB) ligandum-fehérje komplexeiben talalhato fragmensek 20%-a tovabbi fehérjékkel

is alakit ki kolcsonhatast.[®!

A kutatdcsoportban korabban megalkottak egy tervezési protokollt, a SpotXplorert, amely
segitségével olyan vegylilettarakat lehet létrehozni, amelyek nagy lefedettséggel és valtozatossaggal
reprezentaljak a fragmens-fehérje kolcsonhatasban résztvevo farmakofor tulajdonsagokat. A farmakoforok
a molekula olyan térbeli és elektromos tulajdonsagii szerkezeti elemei, amelyek lehetdvé teszik a
kolcsdnhatas kialakitast egy bioldgia célponttal, amely eredményeként a biologiai aktivitis megvaltozik.[%
A PDB-ben szereplé fragmens-fehérje komplexek kolcsonhatasainak vizsgalatabol fragmens

farmakoforokat szarmaztattak. Majd olyan farmakoforok csoportjat hataroztdk meg, amely lefedi az ismert



kotohelyek sokszinliségét, és ezek alapjan egy kis tagszamu, de hatékony vegyiilettarat terveztek, a
SpotXplorer0-t. A 96 tagi vegylilettarat — olyan fehérje célpontokkal, amelyeknek mar van ismert
liganduma, illetve uj, kihivast jelentdé fehérjékkel is — validaltdk biokémiai és rontgendiffrakcios
modszerekkel, amely sordn bebizonyosodott, hogy a vegyiilettar megfeleld kiinduldopontnak tekinthetd uj

vagy kihivast kelté bioldgia célpontokra.lt!]

11.3 Fragmens- fehérje kolcsonhatasok uj megkozelitési észlelése

Azért, hogy a fehérje célpontok szélesebb kore is tamadhato legyen, i) modszerekre van sziikség.
Ilyen a fotoaffinitason alapuld jelolés (PAL), amelynek soran fotoaktiv molekularészlet altal 1étrehozott
kovalens kotés alkalmassa teszi a gyenge fragmens-fehérje kolcsonhatasok kimutatasat, akar €16 sejtben
is.12181 PAL hasznalata elterjedt biomolekulak kolcsonhatasainak, példaul fehérje-fehérje kolesonhatasok
vizsgalatara. Kiilonboz6 fotoaktiv csoportokat alkalmaznak, tobbek kozott benzofenonokat, aril-azidokat
¢s diazirineket. Az utdbbi bizonyul a leginkabb alkalmasnak, kis mérete, stabilitdsa és kialakuld karbén

nagy reaktivitasa miatt.[!4°]

11.3.1 Egy fotoaktiv vegyiilettar [PhotoAffinity Bits (PhaBits)] bemutatasa

A GSK létrehozott egy fotoaffinitason alapuld fragmens vegyiilettarat, a PhaBit-eket (PhotoAffinity
Bits). A fotoaktiv jelolés két 1épésbdl all: eldszor a fragmens és fehérje kotohelye kozott nem kovalens,
reverzibilis kdlcsonhatas alakul ki, majd bizonyos hullamhosszi (UV) fénnyel valo besugarzas hatasara a
fotoaktiv csoportbol kialakuld karbén pillanatszerlien kotést alakit ki a kotOhely kozelében talalhato
aminosavval vagy kioltodik, vizzel elreagal. fgy a fotokapcsolds a reverzibilis kolcsonhatas
LHlefényképezéséhez” hasonlithatd, a kovalens kotés kialakitasa pillanatszerii. A talalatok észleléséhez mar

nincs sziikség nagy eréforrdsokat igénylé modszerekre, hanem azok LC-MS segitségével is detektalhatdak.

A PhaBit vegyiilettar elemei olyan amino csoporttal rendelkez6 fragmensek, amelyek molaris tomege
kisebb, mint 200 Da, és nem tSbb, mint 2 aromas gyiriit, 4 hidrogén kotés donort, illetve akceptort és 15
nehézatomot tartalmaznak. Ehhez egy kisméretli diazirin fotoaktiv csoport kapcsolodik amid kotésen
keresztiil (1. dbra). A rovid szénlanc a kétdelem-fehérje kotés zavard hatdsainak kikiiszobolésére szolgal.l’]
A kotéelem (warhead) olyan reaktiv elektrofil funkcids csoportot jelent, amely a fehérje nukleofil

tulajdonsagt aminosav oldallancaival kovalens kotést tud kialakitani.[e]
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1. dbra — A fotoaktiv vegyiiletek dltaldnos felépitése U]

11.3.2 Fotoaktiv vegyiilettar sziirése

A vegyiilettar hat kiilonb6zo fehérjén keriilt leszlirésre, amely soran 10 percig 302 nm hulldmhossza
UV fénnyel vilagitottdk be a mintakat. A taldlatokat LC-MS hasznalataval azonositottak, ekkor a
tomegspektrumban a fragmens-fehérje komplex tdmege (Mfenérje + Mfragmens — Mn,) jelent meg.[7 (2.
abra)
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2. dbra — A sziirés folyamatdanak bemutatisa ')

A hagyomanyos elektrofil fragmens sziirések nem szelektiv taldlatokat is eredményezhetnek. Ennek
okozoi lehetnek a nem specifikus kolcsonhatasok vagy a kotéelem hosszll élettartama, amely azt
eredményezheti, hogy a ligandum nem csak a kotohely kozelében alakit ki kovalens kotést a fehérjével. A
PhaBit-ek esetében a warhead, a diazirin csoportbol kialakuld karbén, rovid életii és altalaban csak 1-5
szazalékban okoz kapcsoléast. A kapcsolasok aranya a kutatocsoport tapasztalatai szerint valtozatos volt,
kiilonbdz6 fehérjékre mas-mas gyakorisaggal fordult el8. Osszességében alacsonynak bizonyult, amely a

diazirin részlet nem megfeleld térbeli helyzetébdl és gyors kioltodasbol adodhatott.l’]



11.3.3 Fotoaktiv vegyiilettar elonyei

A fotoaktiv fragmensekkel azon fehérjéket is lehetséges tdmadni, amelyek olyan kotéhelyet
tartalmaznak, amelynek kozelében nem taldlhatd tamadhatd cisztein. Tovabba a taldlatok kozvetleniil
detektalhatdak LC-MS segitségével, biofizikai vagy biokémiai teszt optimalizalas nélkiil, ellentétben a
tobbi fragmens szliréssel. Az igy leszlirt fragmenskonyvtar taldlatai ezt kovetden tovabb optimalizalhatdéak
gyogyszerszeri molekuldkkd, a fotoaktiv részlet nélkiil. Emellett a fotoaktiv kapcsolds segitségével a
kotohelyek meghatarozasara is lehetdség adodik. A fotoaktiv vegyiilettarak ezen tulajdonsaga kiilondsen
fontos az olyan fehérjék esetében, amelyek kotohelyeit még nem sikeriilt meghatdrozni. A talalattal
rendelkez6 fehérjemintakat emésztik kisebb peptidekre, majd LC-MS/MS segitségével meg lehet allapitani,
hogy melyik aminosavhoz kététt a kismolekula.[”)

1.4 Fotokatalizator hasznalata a jelolési hatékonysag novelése érdekében

A fotoaktivitason alapuld jelolések hatékonysaga alacsonynak adodhat, ugyanis az UV fény altal
gerjesztett diazirinbdl keletkezett karbén nagy része nem a célponttal, hanem a vizzel reagal el.'S1 A
jeler6sség novelése érdekében fotokatalizatorokat lehet hasznalni. Olyan biokompatibilis iridium
katalizatort alkottak meg, amely vizes kozegben alkalmas diazirin csoportot tartalmazo molekulat
gerjeszteni Dexter energiatranszferen keresztiil. Ezt a moddszert biomolekulak koélcsonhatasanak

vizsgalatara fejlesztették ki, de sikeresen miikodott ligandum-fehérje kolcsonhatésok esetében is.[7181

Az iridium fotokatalizatort a biologiai célponthoz kapcsoljak, majd diazirin részlettel ellatott
molekulat adnak hozza. Kék LED fénnyel vilagitjak be, amely a fotokatalizatort gerjeszti, de a diazirint
nem. Az eredeti diazirinnel torténd fotoaffinitason alapulod sziirésekhez képest, ahol UV fény sziikséges a
mintak bevilagitasdhoz, a lathat6 fénytartomanyban valo bevilagitas olyan fehérjék esetén is alkalmazhato,
amelyek UV fény hatasara denaturalodnak. A gerjesztett fotokatalizator energiat ad at a kozelében talalhatd
diazirinnek, amelybdl karbén keletkezik, és a katalizator ujra alapallapotba keriil. (3. abra) Igy csak azon
diazirinek reagalnak el, amelyek kozvetleniil a fehérje kozelében talalhatdéak (1 nm tavolsagon beliil).
Tovéabba a bevilagitas iddtartama alatt a fotokatalizator tobbszor is gerjesztodik, amely tobb jeldlési
eseményt is eredményezhet, igy novelve a jeler6sséget. Emiatt a bevilagitas id6tartamanak novelésével a

jelerésség is megnéhet. [17:18]



3. dbra — Iridium fotokatalizator miikodése

1.5 A Signal transducer and activator of transcription (STAT) fehérjecsalad

A Janus kinaz - jelatvivd és transzkripcios aktivator (JAK-STAT) titvonal a szdmos rékos folyamat
kialakuldsdban résztvevd jelatviteli utvonal egyike, amely szabdlyozza sejt talélését, differencialodasat és
anyagcseréjét, illetve szerepe van az immunvalasz és kromatin atrendez6dés alakitasaban.'¥ Négy JAK
kinazt (JAKL, JAK2, JAK3, TYK2) és hét STAT transzkripcios faktort (STATL, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STATSb, STATS6) kiilonboztetnek meg. A hét STAT fehérje kiilonboz6 feladatokat lat el, ezek
koziil a STAT3 és STATS fehérjék fontos célpontok a rakkutatasban. A folyamatos hiperaktivaciojuk —
amit mutacid vagy fokozott jelatvitel okoz— eldsegiti a tumorsejtek novekedesét és talélését, igy részt
vesznek rakos folyamatokban, tobbek kozott leukémia és melanéma kialakulasaban.?% A jelatviteli
utvonalban a STAT3/5 fehérjéket foszforilalo kindzokat gatld inhibitorok mar 1éteznek, és gyogyszerként
alkalmazzak, azonban ezek sok esetben rezisztencidt okozhatnak. Ennek kikiiszobolésére megoldast

nyujthat a STAT3/5 fehérjék célpontként valod kutatasa és kozvetlen inhibitorok keresése.[?!]

11.6 A STATS szerkezete és szerepe

A STAT3/5 fehérjék aktivalt formajukat foszforilacid soran érik el, amely soran dimer forma
keletkezik, azonban a fehérjék funkcidi nem korlatozédnak ehhez a formahoz.?2 A STATSA és B,
hasonloképpen a tobbi STAT-hoz, 5 doménbdl épiil fel: N-terminalis, coiled-coil, DNS-ko6t6, SH2 (Src
homology 2) és C-terminalis. (4. abra) Az SH2 domén kitiintetett szerepet kapott a kutatasok soran, ugyanis
ezen keresztiil alakul ki a STAT5B dimer formdja, amely a DNS-hez kétddve eldsegiti a transzkripciot.

Azonban tetramer is 1étre tud jonni az N-terminalison keresztiil, amely mas gének expressziojat valthatja



ki. Emellett az N-terminalisnak szerepe van a fehérje receptorokhoz valo kotésében is. Kutatasok soran
bizonyossa valt, hogy az N-termindlis szlikséges a leukémia kialakuldsdnak folyamataiban, igy 0j bioldgiai
célpontta valhat a gyodgyszerkutatdsban. Az SH2 doménnel ellenétben, amelyhez mar tobb inhibitort is

leirtak, az N-terminalisnak még nem ismert liganduma.l?®!

N-terminalis coiled-coil C-terminalis

1 135 332 471 707 787

4. abra — A STATS5B doménjei
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111.  Célkituzések

Tudomanyos diakkoéri munkam célja egy olyan elektrofil vegylilettar eldallitdsa volt, amely
hatékonyan alkalmazhaté ismeretlen, ) fehérjecélpontok ellen. A tervezett 100 tagu vegylilettar két
megkozelitési mddszert, a SpotXplorer farmakofor tulajdonsdgokon alapuld fragmens-optimalést és a

detektalast megkonnyitd, fotoaktiv warhead hasznélatat 6tvozi.

A vegyiileteket altalanosan egy farmakofor tulajdonsagokkal rendelkezé amin és egy fotoaktiv
diazirint tartalmazo karbonsav kapcsoldsaval terveztem eldallitani. Az igy 1étrejott vegyiilettarat uj, kihivast
jelentdé fehérjecélpontok ellen terveztiik tesztelni, mint példaul a leukémias folyamatokban résztvevd
STATSB. A fehérje N-terminalisa megfeleld célpontnak bizonyulhat, és a jelenlegi adatok szerint még nem

rendelkezik kismolekulas inhibitorokkal.

A fentieken feliil a jel6lés hatékonysaganak novelését is terveztem, ehhez iridium fotokatalizatort
hasznaltam, amely megndveli a fotoaktivalds és igy a jelolés mértékét. A kapott taldlatokat tovabbi
analitikai és bioldgiai mérésekkel lehet vizsgdlni, amely sordn megallapithatdé a kotdhely, illetve

bebizonyithatd, hogy a kapott taldlatok bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.
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IV. Sajat eredmények

IV.1.1 Vegyiilettar eloallitasa

A fotoaktivalhato fragmensek és a SpotXplorer megkozelités egyesitése céljabol egy 100 molekulabdl allo
vegyiilettarat (photoSpotXplorer) allitottam eld egy altalanos eljaras segitségével. A vegyliletek egy
farmakofor és egy fotoaktivalhaté kotdelem részletb6l allnak. A farmakofér részlet a SpotplorerQ
vegylilettar fragmenseit, a kotdelem pedig a fotoaktivalhatd diazirin részletet tartalmazza. A két részlet
amidkdtéssel kapesolodik. A primer aminokat 3-(3-metil-3H-diazirin-3-il) propansavval reagaltattam 1-
[bisz(dimetilamino)metilén] -1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] piridinium 3-oxid hexafluorofoszfat (HATU)
kapcsoloszer és N, N-diizopropil-etil-amin (DIPEA) hasznalataval. A reakciokat LC-MS-sel kovettem,
altalaban 16-72 6ra kozotti reakcididd alatt keletkezett termék teljes vagy mar elfogadhaté konverzidval.

(5. abra)

o ()

HATU, DIPEA  Ri< M(
N+ HO P ———y N
R; DMF, RT, 16-72h | N=N

R; N=N R,

ZT

S. dbra: A vegyiilettar altalanos eldallitasa

A termékek kodja a sziiréshez hasznalt lemezen (plate) vald helyzetiikb6l szarmazik. Azon reakciok
(LO7, GO1, LO4, FO2, HO3, K05, J04) esetében, amely soran 72 ora alatt sem keletkezett megfeleld
mennyiségli termék, tovabbi reagenst adtam hozza, az eredeti anyagmennyiséggel megegyez6 mennyiségii

diazirint ¢s HATU kapcsoldszert.

A reakciok termelése valtozatos volt, amelyet az 6. abra mutat.
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Termelések HATU kapcsoldszerrel
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6. dabra: A reakciok termelései HATU kapcsoloszer hasznalata esetén

Harom amin (A01/2, GO7, P05) esetében a fenti eljaras segitségével nem keletkezett termék, ezek
koziil az A01/2 eléallitasara tobb reakcidt is végeztem. El6szor az eredeti recepthez képest haromszoros
mennyiségti (3,6 ekv diazirin és HATU, 12 ekv DIPEA) reagenst adtam hozz4a, azonban hat nap utan sem
volt észlelhetd atalakulds. Ezutdn egy 0j kapcsoloszerrel végeztem reakciokat. A laboratériumunkban
elérhet6 2-(1H-benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametilaminium tetrafluoroborat (TBTU) szintén hatékony
kapcsoloszer. A HATU-hoz hasonldan ebben az esetben is 1,2 ekvivalens diazirint és kapcsoloszert, illetve
4 ekvivalens DIPEA-t hasznaltam. A reakcié soran nem keletkezett termék. A harmadik reakcio
koriilményeit Gigy valtoztattam, hogy kétszeres mennyiségii reagenst hasznaltam. Ebben az esetben mar kis
mértékil atalakulds tortént, azonban a terméket nem tudtam izolalni. A reakcidt megismételtem nagyobb
mennyiségi (150 mg) aminbol, amely soran sikeriilt tiszta terméket eléallitani, bar alacsony termeléssel

(2%).

A tovabbi két amin esetében (GO07, PO05), amelyeket HATU kapcsoldszerrel nem sikeriilt
eléallitanom, az A01/2 aminhoz hasznalt TBTU reagenssel végeztem reakciokat. Mindkét amin 1,2
ekvivalens diazirint és kapcsoloszert, 4 ekvivalens DIPEA-t adtam, és 72 6ra reakci6ido elteltével sikeriilt
terméket izolalni, szintén alacsony termeléssel (3% és 7 %). A 7. abran szerepel a TBTU-val eléallitott

termékek és a reakcidk termelése.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a reakciok és a hozamok a legtobb esetben még
optimalizalhatoak lennének, am kutatomunkam célja egyeldre csak egy kis mennyiségii, teszteléshez

elegendd termék izoldldsa volt.
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7. dbra: TBTU kapcsoloszerrel eléallitott termékek

IV.1.2 A photoSpotXplorer konyvtar vizsgalata STATSB fehérje N-terminalis
doménjén
A photoSpotXplorer vegyiilettar szlirését a STATSB N-terminalis doménje (STAT5B-NTD) ellen

végeztik el, mert a fehérje ezen doménjéhez még nem irtak le kismolekulas inhibitort, illetve leukémiahoz

kothetd szerepét igazoltak.

A vegyiilettar szlirése eldtt probajelolést végeztiink, amely soran szobahdémérsékleten, vagy 4 °C-on
10 percig vilagitottuk be UV fénnyel (365 nm) a referencia mintat, amely csak fehérjét tartalmazott, illetve
egy kismolekulaval ellatott mintat. A mintakat UPLC-MS modszerrel vizsgaltak, amely soran azt az
eredményt kaptuk, hogy a fehérje nem bomlik el UV fény hatésara, illetve a jelolés megtortént 4 °C-on,

viszont szobahdmérsékleten nem. A tovabbiakban tehat 4 °C-on végeztiik a jeloléseket.

A vegyiilettar szlirése ezt kovetden lemezen tortént, a STATSB-NTD oldatahoz adtuk a kismolekulak
oldatat, majd egy oraig inkubaltuk sététben, szobahdmérsékleten. A bevilagitas a fenti kériilmények kozott,

4 °C-on tortént, @ mintakat UPLC-MS mérésre kiildtiik (8. abra).

fehérje
R
“H
_ X
H NeN hv /\ LC MS N
/NM — ™ fehérje+fragmens
K—/ 365 nm, 10 perc,
o 4°C

8. dbra: A fotoaktivalhato vegyiilettar sziirésének folyamata
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A Kkapott spektrumban a talalatok a (M, . +M -M, ) tdmeggel jelennek meg. Az eredményeket a

fragmens

kovetkezd csoportba lehet sorolni: erds jeldlés (>5% jelolés), gyenge (1-5% jelolés), tobbszords jeldlés,
oxidalédott minték (tbb csucs, vagy Meenerje + 16 M/z), illetve az 1% alatti jeloléseket nem tekintettiik

talalatnak. A sziirés soran 22 gyenge ¢és 2 erds talalatot azonositottunk, amelyeket a 9. abra mutat.

P03 (6%) K01 (7% 107 (3%) K03 (2%)

005 (2%) . }_\_F\ P04 (2%) J01 (2%
/0 [e]
) /©\ ’ = S o

602 (2%) BO2 (2%)
43/'\©V o, J/\/\/K/X
A03 (3%) ' e
HO2 (3%)

N=N o}

@ LA
= f N”_.C /@ilfc o g b N/\@ HeCX/\LrO\NONH
X/\( iﬁ LO1 (4%)

| H.C

NO5 (3%) NN

102 (3%) ° A01/2 (2%) an
Q-G N @’* X !
LO5 (3%) |

FO3 (2%) LO7 (2%) FO4 (5%)

9. dbra: A jelolés sordn kapott 24 taldlat szerkezete és a jelolés hatékonysaga, pirossal kiemelve a
két legjobb talalat (P03, KO1)
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IV.1.3 Fotokatalizator hasznalata a jelerdsség novelésében

A fent bemutatott eredmények alapjan a jelolés hatékonysaga nagyrészt 1-5% kozé vagy 5%
kornyékére esik. Az alacsony konverzié oka a diazirinb6l kialakulo karbén rovid élettartama. A jel6lés
hatékonysaganak novelését el lehet érni mas fotoaktivalhatd kotdelemek hasznalataval, azonban vizben
valo stabilitasuk alacsonyabb.?l A munkam soran a jelerésség novelése érdekében a sziirést fotokatalizator
hasznalataval ismételtiik meg. A jelolés mértékének novelése tovabbi talalatokat eredményezhet, illetve

segiti az talalatok azonositasat hétkdznapi érzékenységii miiszerek esetén.

A fotokatalizatorral torténd jelolés soran egy iridium katalizatort kapcsoltunk a fehérjére egy lizin
specifikus kovalens kotéelem segitségével (NHS-észter), majd csak ezutan adtuk hozzd a vegyiilettar
oldatait. Ebben az esetben is eldszor 1étrejonnek a fragmens-fehérje reverzibilis kolcsonhatasok, majd az
inkubacios id6 letelte utan bevilagitjuk az oldatot. Azonban ezuttal 450 nm-en, amely a diazirint nem
aktivalja, viszont a fotokatalizatort igen. A gerjesztett fotokatalizator Dexter energiatranszferrel keresztiil

aktivélja a fehérje kozelében talalhato diazirin részletet, amely kovalensen kot a fehérjéhez.[*81 (10. dbra)

/73/4’ ( r’/ o .
% ﬁ @ °

/ o R\H R
/Aé - o
/ n N e

\J / 2

Ir+

10. dbra: Sziirés folyamata fotokatalizator haszndlata mellett

Fotokatalizalt jellésre mar sikeresen alkalmazott iridium fotokatalizatorbol (dMebpy)™® indultunk
ki, amelybdl G2 iridium katalizatort!®®] allitottunk eld, de az ezzel torténd STATSB-NTD jelolés nem
sikertilt, valosziniileg a rovid propansav linker miatt. Ezutan a hosszabb linkerrel rendelkez6 Ir-G2-PEGS-
CO2H (11. abra) szarmazékot allitottuk elé, amelyet mar sikeresen hozza tudtunk kapcsolni a STATSB-
NTD-hez BOP (benzotriazol-1-iloxitrisz(dimetilamino)foszfonium-hexafluorofoszfat) reagens

hasznalataval.
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11. dbra: \r-G2-PEG3-CO2H fotokatalizdator™®

A fotokatalizatorral kapcsolt STATSB-NTD oldathoz adtuk a vegyiilettar oldatait, majd egy oOras
inkubalas utan 10 percig 4 °C-on, kék LED- fénnyel (450 nm) bevilagitottuk az oldatokat tartalmazé lemezt.
A bevilagitott oldatokat szintén UPLC-MS mérésre kiildtiik.

Az MS mérés megmutatta, hogy a jelolés hatékonysaga megndtt, koriilbeliil kétszer annyi fragmens
esetén volt 1-5% kozott a jeldlés, az erds talalatok (>5%) szdma pedig koriilbeliil a kilencszeresére nott.
(1.tablazat)

1. tablazat: A fotokatalizator nélkiil illetve a fotokatalizatorral tortént jelolés soran kapott taldlatok

osszehasonlitasa
Talalat besorolasa Fotokatalizator nélkiil Fotokatalizatorral
<1% 74 40
1-5% 22 36
>5% 2 17
Oxidacié/ mas reakciod 2 7

Az eredeti 24 talalat (22 gyenge és 2 er0s talalat) konverziojat a 2. tablazat foglalja 6ssze. Nyolc
esetben csokkent és négy esetben valtozatlan maradt a jelolés hatékonysaga. Tizenkettd fragmens esetén
pedig megndtt a konverzid, hét esetben tobbszordsére nétt. Hat eredetileg gyenge talalat a masodik jeldlés
soran 5 % feletti konverziot mutatott. Az eredetileg erds talalatnak besorolt KO1 és P03 a megismételt

jelolés soran is erGs talalatnak mindsiiltek.

2. tablazat: Az eredeti 24 taldlat jelolése a fotokatalizatorral végzett mérés soran. A kiemelt

fragmensek esetében nott (sotét narancs) vagy nem valtozott (vildgos narancs) a jelolés konverzioja.

Fragmens

Jelolés konverzidja
fotokatalizator nélkiil (%)

Jelolés konverzidja
fotokatalizatorral (%)




A01/2 2 0
A03 3 13
A04 2 2
B02 2 3
B05 2 8
EO4 3 2
FO02 2 5
FO3 2 2
FO4 5 eliminacio
G02 2 18
HO02 1 1
102 3 10
Jo1 1 0,5
JO7 3 2
K01 7 11
K03 2 3
LO1 4 1
LO5 3 1
LO7 2 3
NO5 3 8
005 2 0,5
P03 6 6
P04 2 mas reakcio

A fotokatalizatorral végzett jelolés soran 17 erds és 36 gyenge taldlatot kaptunk. Az erds talalatok
csaknem kétharmada (11 db) az els6 jel6lés soran is talalatnak bizonyult. A 36 gyenge talalat esetében

pedig 23 esetben mar az elsé jeldlés soran is 1-5 % kozotti konverziot kaptunk.

Fotokatalizator hasznalata mellett esetenként nem csak jelolés, hanem valamilyen mas reakcid is
lejatszodott. Hat esetben (A07, AO8P, FO7, J02, M01, P05) a fragmens jeldlt a fehérjén, de azt oxidalta is
a jelolés soran. Ezek kozil két fragmens (FO7, MO1) mar az els6 mérés soran a magas konverzio (20%,
75%) mellett oxidalta a STATSB-NTD-t. Tovabba az F04 fragmens az els6é jelolés soran 5%-0S

hatékonysaggal jelolt, a masodik jeldlés soran azonban vizeliminacio tortént.

A két legjobb talalat (P03, KO1) esetében, amelyek a fotokatalizator hasznalata nélkiil is tobb mint
5%-o0s jelolést mutattak, és nem oxidaltdk a fehérjét, tovabbi méréseket végeztek a kotdhely
meghatarozasara, el0szor emésztéses MS/MS mérést végezve, ezt kdvetden pedig ligandum-dokkolést
alkalmazva. A kapott kotohely kozel van a STATSB-NTD dimerizacios részletéhez, ezért feltételezhet;iik,
hogy a taldlatok megakadalyozhatjdk az N-terminalis doménen keresztiili dimerizaciot. (12. abra)
Ezenkiviil a két fragmenst a fotoaktiv részlet nélkiil is vizsgaltak a fehérjével, és mikroszkopos termoforézis

mérésekkel sikeriilt detektalni a 1étrejovo fragmens-fehérje kolcsonhatasokat. Két leukémids sejtvonalon is
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tesztelték a P03 és KO1 hatasat, amely tovabb igazolta, hogy ezek a fragmensek jo kiindulasi pontként

szolgalnak a tovabbi fejlesztésre.

12. abra: A KO1 és P03 dokkoldsa

1IV.1.4 LOZ2E-biotin eloallitasa

A fent emlitett vegyiilettarat egy masik fehérje célpont, a KRas®'?P fehérje ellen is alkalmaztuk. A
kutatdcsoport altal végzett jelolés soran tobb taldlat is sziiletett, ezek koziil az LO2 fragmenssel tovabbi
méréseket terveztiink elvégezni. Ezért a tovabbiakban eldallitottam az L02 biotinnal kapcsolt szarmazékat
is. Ezt a szarmazékot sejtlizatum jelolésre terveztiik felhasznalni annak érdekében, hogy megmutassuk,
nem csak az izolalt fehérjét, hanem a biologiai koérnyezetet minél jobban kozelité kézegben talalhatd
célpontot is jeldljiik. A rakos sejtvonalbdl szarmazé sejtlizatum tartalmazza a STATSB fehérjét, és jelolés
soran szeretnénk bizonyitani, hogy a lizatumban is megtalalja a kotShelyet. A fotoaktiv jeldlés soran
ugyanugy kialakulhat a kovalens kotés a fragmens és fehérjék kozott. A jelolt fehérjéket a lizatumbol
affinitas kromatografiaval lehet elvalasztani, amelyek a biotin részlet segitségével kotddnek egy avidinnel
toltott oszlopon. Az elvalasztott fehérjéket tomegspektrometriaval és Western blot futtatdssal lehet

vizsgalni. (13. abra)

Az LO2E eldallitasahoz eldszor egy acilezést végeztem, amely soran egy alkinil csoportot tartalmazo
diazirint, 3-(3-(but-3-in-1-il)-3H-diazirin-3-il) propansavat hasznaltam. A reakciokoriilmények
megegyeztek a vegyiilettar eldallitasahoz alkalmazott altalanos recepttel. A terméket kromatografias

eljarassal tisztitottam, a kapott tiszta termék 8,3 mg (25%) volt.

Ezt kdvetden a biotinalt molekulat rézkatalizalt klikk reakcioval allitottam eld, amely soran az el6z6

1épésben eldallitott LO2E-hez 1 ekvivalens azid-PEG3 linkerrel ellatott biotint, illetve kristalyvizes réz-

19



szulfatot és natrium-aszkorbatot adtam, ¢s a reakciot szobahémérsékleten, sotétben kevertettem 40 percig.
A reakcidt LC-MS-sel kovettem, amely sordn bebizonyosodott, hogy 1 6ra alatt a reakcid végbement. A

kapott terméket szintén kromatografias eljarassal tisztitottam, és 1,3 mg (9%) tiszta terméket kaptam.

Az eléallitott biotinalt LO2E fragmenst késébbi lizatum jeldlésekre fogjuk felhasznalni, illetve a KO1

¢s P03 fragmensek esetén is szeretnénk biotinalt vegyiiletet eldallitani és lizatum jelolésekre hasznalni.

fragmens | biotin

I__
R4 afﬁnités fragmens | biotin
jelélés avidin kromatografia Western blot
_— » > —_—

fragmens | bictin

fragmens (blatin

13. a@bra: Lizatum jelolés folyamata
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V. Osszegzés

Tudomanyos didkkori munkam soran eldallitottam egy 100 tagh vegyiilettarat, amely 6tvozi a
SpotXplorer fragmens optimalas modszerét és a fotoaktivalhato fragmens megkozelitést. Az ismert
farmakofor tulajdonsagokat jelentdsen kisebb szamt fragmens méretli molekula fedi le a fragmens
optimalas segitségével, mint a hagyomanyos fragmens vegyiilettarak esetében. A fotoaktiv kotéelem
segitségével a talalatok azonositasa LC-MS-sel is megvaldsulhatott, illetve mas elektrofil vegyiilettarakkal
ellentétben, magas proteoma lefedettségg el rendelkezik, olyan fehérjecélpontok esetében is alkalmazhato,

amelyeknek nincs timadhato, nukleofil oldallancu aminosav a két6hely kozelében.

A vegyiilettar elballitdsa utan egy fehérjecélponttal, a STATS N-terminalis doménnel végeztiink
jeloléseket, amely sordn 24 talalatot kaptunk, ezek koziil két fragmens esetében volt 5% feletti jelolés. Az
alacsony jeler6sség miatt a jeloléseket egy iridium fotokatalizator jelenlétében is megismételtiik. A diazirin
részlet aktivaldsa sordan keletkezett karbén rovid élettartama miatt altaldban a fotoaktiv jelolések
konverziodja alacsony, amelyet a fotokatalizator hasznélata jelentdsen megndvelt. A gyenge és erds talalatok

szama is megtobbszorozodott, 17 esetben is 5% felettinek adodott. (14. abra)

Két fragmens taldlat esetében (K01, P03) analitikai és biologiai mérések bebizonyitottak, hogy jo
kiindulopontjai lehetnek a tovabbi fragmens optimalasra. Az eddig ligandumokkal nem rendelkezd
STATSB N-terminalis domén esetén sikeriilt kismolekulakat talalni, amelyek a domén azon részletéhez

kotddnek, amely fontos szerepet jatszik a dimer kialakuldsaban.

A munkam sordn egy olyan mddszert sikeriilt fejleszteni, amellyel a fotoaktivalhatosdgon alapuld
modszer érzékenységét javitottam, illetve hatékonyan alkalmazhato ismeretlen, 0j fehérjecélpontok ellen,

kotohelyeinek feltérképezésére illetve tovabb optimalhatod fragmensek.

A kapott talalatok eredményess€gébdl kiindulva, a jovoben szeretnénk mas, kihivasokkal jaro

fehérjecélpontokra is kiterjeszteni a vegytlettar sziirését.
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Jelolés konverzidja fotokatalizator nélkiil és
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14. dbra: A fotokatalizator jelenlétében és anélkiil végzett jelolések dsszehasonlitasa vegyiiletenként
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VI. Kisérleti leiras

Az alkalmazott analitikai vizsgalatokat az alabbi mddszerekkel végeztiik el.

Az H NMR spektrumokat Varian Unity Inova 500 és Bruker Avance III spektrométeren vettiik fel
szobahémérsékleten (500 és 700 MHz), DMSO-ds vagy CDCl3 oldészert hasznalva. A kémiai eltolodasok ()

milliomodrészben (ppm), a csatolasi allandok (J) Hertzben (Hz) vannak megadva.

A HPLC-MS méréseket Shimadzu LC-MS-2020 eszk6zon végeztiik el, amely Reprospher-100 C18 (5 pm;
100x3 mm) oszloppal, pozitiv-negativ kettds ionforrassal (DUISt) és kvadrupol MS analizatorral (m/z 50-
1000 kozotti tartomannyal) rendelkezik. A mintakat a kovetkezo gradiens elicioval vizsgaltuk. Az aramlasi
sebesség 1 ml/perc volt, acetonitril (0,1 % HCOOH) kezdeti aranya 5% volt vizben (0,1 % HCOOH).
Linearis gradiens soran 1 perc alatt 100%-ra n6tt az acetonitril (0,1 % HCOOH) aranya, majd a 3,5 percig
allandé maradt, és 1 perc alatt csokkent 5%-ra. Az oszlopot szobahémérsékleten tartottuk és az injektalt

térfogat 1-15 pul kozott volt. A termékek tisztasagat HPLC-vel, 254 nm-en UV-detektalassal vizsgaltuk.

A termékek szerkezete, termelése és a részletes analitikai adatok a Mellékletben talalhatéak meg.
A fotoaktivalhato vegyiilettar altalanos szintézise

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il) propansavat (16,7 ul, 0,18 mmol, 1,2 ekv) 1 ml N, N -
dimetilformamidban (DMF) oldottam, ehhez 1-[bisz(dimetilamino)metilén] -1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]
piridinium 3-oxid hexafluorfoszfatot (HATU, 68,4 mg, 0,18 mmol, 1,2 ekv) és N, N-diizopropil-etil-amin
(DIPEA, 627 ul, 0,6 mmol, 4 ekv) adtam. A reakcidelegyet 15 percig, szobahémérsékleten és sotétben
(alufoliaval lefedve) kevertettem, majd 0,15 mmol (1 ekv) amin adtam hozza. Ezutan szintén

szobahdmérsékleten és lefedve kevertettem 16-72 6raig, a reakciot LC-MS-sel kovettem. (15. abra)

O

0
H HATU, DIPEA R1\N/U\/Y
N. *+ HO >

~ —
R, R, NON  DMF, RT, 16-72h l|22 N=N

15. dbra: A vegyiiletek altalanos eléallitdasa

A reakcidelegyhez 1 ml tomény NH4Cl-oldatot adtam, majd kétszer 5 ml etil-acetattal extrahaltam, a

szerves fazishoz vizmentes Na2SOs szaritdszert adtam. Ezutdn lesziirtem, rotacidos vakuumbeparlon
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beparoltam. A kapott nyersterméket kromatografias eljarassal (preparativ nagy teljesitménytii
folyadékkromatografia (prep-HPLC)) tisztitottam, acetonitril (0,1% HCOOH) és viz (0,1% HCOOH)
eluenst alkalmazva, amely soran az acetonitril aranya 5% térfogatszazalékrol 100% térfogatszazalékra 15

perc alatt valtozott. A terméket az oldoszer beparlasaval kaptam meg.

Atlagos termelés 39,3 % lett.
TBTU kapcsoloszer hasznalata

3-(3-Metil-3H-diazirin-3-il) propansavat (16,7 ul 0,18 mmol, 1,2 ekv) 1 ml DMF-ban oldottam, ehhez
TBTU-t (57,8 mg, 0,18 mmol, 1,2 ekv) és DIPEA-t (627 pl, 0,6 mmol, 4 ekv) adtam. A reakcidelegyet 15
percig, szobahdmérsékleten és sotétben (alufoliaval lefedve) kevertettem, majd 0,15 mmol (1 ekv) amin
adtam hozzé. Ezutdn szintén szobahdmérsékleten és lefedve kevertettem 16-72 6raig, a reakciot LC-MS-

sel kovettem. (16. abra)

o)
TBTU,DIPEA R~ J-K/Y
R—NH, + Ho > H

DMF, RT, 72 h

16. abra: A vegyiiletek eléallitasa TBTU kapcsoloszerrel

A reakcidelegyhez 1 ml tomény NH4Cl-oldatot adtam, majd kétszer 5 ml etil-acetattal extrahaltam, a
szerves fazishoz vizmentes NaSO4 szaritészert adtam. Ezutan lesziirtem, majd rotacids vakuumbeparlon
beparoltam. A kapott nyersterméket kromatografias eljarassal (preparativ HPLC)) tisztitottam, acetonitril
(0,1% HCOOH) ¢és viz (0,1% HCOOH) eluenst alkalmazva, amely soran az acetonitril aranya 5%
térfogatszazalékrol 100% térfogatszazalékra 15 perc alatt valtozott. A terméket az oldoszer beparlasaval

kaptam meg. Atlagos termelés: 4%

24



LO2E eloallitasa

OH
N Ny N=N
r NW
OH O

3-(3-(But-3-in-1-il) -3H-diazirin-3-il) propansavat (11,1 ul 0,12 mmol, 1,2 ekv) 1 ml DMF-ban
oldottam, ehhez HATU-t (45,6 mg, 0,12 mmol, 1,2 ekv) és DIPEA-t (418 pl, 0,4 mmol, 4 ekv) adtam. A
reakcioelegyet 15 percig, szobahOmérsékleten és sotétben (alufoliaval lefedve) kevertettem, majd 0,1 mmol

(1 ekv) amint adtam hozza. Ezutan szintén szobahémérsékleten és lefedve kevertettem 72 oraig, a reakciot

LC-MS-sel kovettem.

A kapott nyersterméket kromatografias eljarassal (preparativ  HPLC)) tisztitottam, acetonitril (0,1%
HCOOH) ¢és viz (0,1% HCOOH) eluenst alkalmazva, amely sordn az acetonitril ardnya 5%
térfogatszazalékrol 100% térfogatszazalékra 15 perc alatt valtozott. A terméket az olddszer beparlasaval

kaptam meg. Termelés: 8,3 mg (25%)

LO2E-PEG3-biotin eloallitasa

OH
N‘ = H N=N 0
OH o] N=N

s

H.

N,
ol

8,3 mg LO2E-t (0,026 mmol, 1 ekv) 0,5 ml DMF-ban és 0,5 ml vizben oldottam. Ehhez 6,54 mg
(0,026 mmol, 1 ekv) kristalyvizes réz-szulfatot, 5,19 mg (0,026 mmol, 1 ekv) natrium-aszkorbatot és 11,7
mg (0,026 mmol, 1 ekv) azid- PEG3-biotint adtam. Ezutan 40 percig szobahémérsékleten, lefedve
kevertettem, a reakciot LC-MS-sel kdvettem. A kapott nyersterméket kromatografias eljarassal (prep-
HPLC) tisztitottam, acetonitril (0,1% HCOOH) és viz (0,1% HCOOH) eluenst alkalmazva, amely sordn az
acetonitril ardnya 5% térfogatszazalékrol 100% térfogatszazalékra 15 perc alatt valtozott. A terméket az

olddszer beparlasaval kaptam meg. Termelés: 1,3 mg (9%).
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STAT5B N-terminalis doménnel valo sziirés

(DMSO). Egy lemezen a 15 ul STATSB N-termimalis domén oldatahoz (7 uM) 0,17 ul oldatot adtunk,
majd 1 oraig inkubaltuk szobahémérsékleten sotétben. Ezutan UV lampaval (365 nm) 10 percig
bevilagitottuk a lemezt 4 °C-on. A bevilagitott oldatokbol 20 ul mértiink ki, amelyet LC-MS mérésre
kiildtiink.

STATS5B N-terminalis doménnel valo szirés fotokatalizator hasznalataval

1,4 ul fotokatalizatorhoz ([Ir(dFCF3ppy)2(dMebpy)]PFs, 1,4 mM DMSO-ban, 10 eq)) 1,5 ul
kapcsoloszert (0,75 ul, 5,6 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) (20 eq) + 0,75 pl 4,2
mM  N-hidroxiszukcinimid (NHS)) ¢és 1,5 ul 2,1 mM (15 eq) (benzotriazol-1-iloxi)
trisz(dimetilamino)foszfonium hexafluorofoszfat (BOP) adtunk és 30 percig s6tétben kevertettiik
szobahémérsékleten. [181 Ehhez 30 pl STATSB-NTD oldatot (7 uM) adtunk, amelyet 37 °C-on 1 6raig
sotétben inkubaltunk. Ezutan egy lemezen a vegyiiletek torzsoldatabol (100 mM DMSO) 0,14 pl-t adtunk,
amely 1 draig sotétben inkubaltunk. Majd LED lampaval (7,6 Vx0A) kék fénnyel (450 nm) vilagitottuk be
10 percig 4 °C-on. A bevilagitott oldatokbodl 20 pl mértiink ki, amelyet LC-MS mérésre kiildtiink.
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VIl. Roviditésjegyzék

BOP

DIPEA

DMF

DMSO

EDC

FBDD

HATU

HTS

JAK

LC-MS/MS

NHS

PDB

PEG3

PhaBits

SH2

STAT

STATSB

TBTU

(benzotriazol-1-iloxi) trisz(dimetilamino)foszfonium hexafluorofoszfat
N, N-diizopropil-etil-amin

N, N-dimetil-formamid

dimetil-szulfoxid

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid

Fragment based drug discovery

1-[bisz(dimetilamino)metilén] -1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] piridinium 3-oxid hexafluorofoszfat
high throughput screening — nagy atereszt6képességli szlirés

Janus kinaz

folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
N-hidroxiszukcinimid

Protein Data Bank

3 egységbdl allo polietilénglikol

PhotoAffinity Bits

Src homology 2

Signal transducer and activator of transcription

Signal transducer and activator of transcription 5B

2-(1H-Benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametilaminium tetrafluoroborat
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VIIl. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Orgovan Zoltannak és Abranyi-Balogh Péternek a
rengeteg segitségért és tanacsért, illetve Keserli Gyorgy Miklosnak a kutatasi lehetdség biztositasaért.
Koszonettel tartozom a kutatocsoport minden tagjanak, kiilonosképpen Péczka Nikolettnek, tovabba

szeretném megemliteni a Waters Kft. dolgozojat, Marton Andrast, aki a tomegspektrometriai méréseket

végezte.
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X. Melléklet

A termékek szerkezete, termelése és részletes analitikai adatai:
A termékek kodja a lemezen vald pozicidjukbdl szarmazik.

A01/1:

N-(1-(3,4-dihidroxifenil) propan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,045 mmol, 12,5 mg,
45%) fehér szilar anyag. *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,89 - 1,03 (m, 6 H), 1,52 (brt, J = 7,70
Hz, 2 H), 1,88 - 1,96 (m, 2 H), 2,33 - 2,38 (m, 1 H), 2,55 - 2,60 (m, 1 H), 3,79 - 3,88 (m, 1 H), 6,39 - 6,43
(m, 1 H), 6,54 - 6,57 (s, L H), 6,59 - 6,63 (m, 1 H), 7,71 - 7,76 (m, 1 H), 8,60 - 8,63 (br s, 1 H), 8,69 - 8,72
(brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,73 perc, 97% by UV, HRMS m/z: [M + H]* 278,1505; C14H20N30Os.

A01/2:

00
HC=N

etil-6-benzil-2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-
karboxilat (0,0045 mmol, 1,5 mg, 2%), piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm
0,88-1,03(s,3H),1,31(brt,J=6,99 Hz, 2 H), 1,69 (brt, J=7,42 Hz, 2 H), 2,46 (brt,J =7,42 Hz, 2 H),
2,68 (brt,J=5,51Hz, 2 H),2,73-281(m, 3H), 3,49 (brs, 2 H), 3,64 - 3,67 (s, 2 H), 4,26 - 4,31 (m, 2
H), 7,25 - 7,30 (m, 1 H), 7,34 (br d, J = 4,24 Hz, 4 H), 8,47 - 8,50 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,77 perc, 100%
UV, HRMS m/z: [M + H]* 427,1803; C22H27N4O3S.

A02:
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N::N
H
N N
o
N\ (o]
CH,

N-(2-(1-metil-1H-imidazol-2-il) etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,062 mmol, 11,5 mg,
33%), sarga szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) § ppm 0,94 (s, 3 H), 1,51 (dd, J = 8,48, 7,21
Hz, 2 H), 1,89 - 1,97 (m, 2 H), 3,05 (t, J = 6,47 Hz, 2 H), 3,41 (q, J = 6,46 Hz, 2 H), 3,75 (s, 3 H), 7,47 -
7,49 (m, 1 H), 7,50 - 7,53 (m, 1 H), 8,07 - 8,12 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,45 perc, 90% UV, HRMS m/z: [M
+ H]* 236,1511; C11H1sNs0.

AO03:

N-((2,3-dimetil-1H-indol-5-il) metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,058 mmol, 16,3 mg, 49%)
piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,89 - 1,00 (s, 3 H), 1,49 -
1,64 (m, 2 H), 1,92 - 2,08 (m, 2 H), 2,12 (brs, 3 H), 2,20 - 2,34 (s, 3 H), 4,30 (br d, J =5,51 Hz, 2 H), 6,89
(br d, J = 8,05 Hz, 1 H), 7,12 - 7,17 (m, 1 H), 7,22 - 7,26 (s, 1 H), 8,19 - 8,30 (m, 1 H): LC-MS: tr = 1,01
perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]*: 285,1715; C16H21N4O.

A04:

Etil 2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il) propanamido)-2-fenilacetat (0,135 mmol, 39 mg, 90%) piszkos fehér
kristalyos anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,90 - 0,98 (s, 3 H), 1,55 (d, J = 7,58 Hz, 2 H),

32



2,06 - 2,15 (M, 2 H), 2,27 - 2,30 (s, 3 H), 3,59 - 3,61 (5, 3 H), 5,32 - 5,35 (m, 1 H), 7,19 (br d, J = 8,05 Hz,
2 H), 7,22 - 7,30 (m, 2 H), 8,67 - 8,71 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,04 perc, 87% by UV, HRMS m/z: [M + H]*
290,1503; C15H20N30s.

AO05:

N-2-(4-(4-metoxifenil)-5H-1A*tiazol-2-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid, (0,144 mmol, 22,5
mg, 45%) fehér szilard anyag. LC-MS: tr = 0,54 perc, 90% UV 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § ppm
1,03 (s, 3 H), 1,73-1,82 (m, 2 H), 1,99 - 2,06 (m, 2 H), 3,20 - 3,27 (m, 2 H), 3,72 - 3,80 (m, 2 H), 3,87 (5, 3
H), 6,46 (s, 1 H), 7,00 (t, J=7,6 Hz, 2 H), 7,2-7,31 (m, L H) 7,83 (t, J = 7,4 Hz, 2 H); LC-MS: tr = 1,04
perc, 87% by UV, HRMS m/z: [M + H]* 344,1307; C17H20N40-S.

AQ7:

N-(4-metil-3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid
(0,114 mmol, 33,3 mg, 49%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,03 (s,
3H),1,66-172(m,2H),217-2,22 (m, 2 H), 3,21 - 3,26 (s, 3 H), 4,58 - 4,62 (s, 2 H), 6,91 - 6,96 (m, 1
H), 7,11-7,18 (m, 1 H), 7,44 - 7,49 (s, 1 H), 9,93 - 9,98 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,84 perc, 100% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 289,1301; C14H17N4Os.

AO8P:
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(N-(4-(1H-1,3-benzodiazol-2-il)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,1346 mmol, 18,2 mg,
38%), fehér kristalyos anyag. *H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm 0,95 (s, 3H), 1,58 - 1,84 (m, 2H), 2,02-
2,23 (m, 2H), 6,88-7,15 (m, 2H), 7,18-7,47 (m, 2H), 7,47-7,77 (m, 2H), 7,84 - 8,27 (m, 2H), 9,34 (s, 1H),
12,21 (s, 1H). LC-MS: : tr = 0,49 perc, 99% UV HRMS m/z: [M + H]* 320,1435; C1sH18NsO.

BO1/1:
HN/}@NK/:MN
CH,
H,C 0

N-((5-metil-1H-imidazol-4-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,029 mmol, 6,5 mg, 16%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,92 - 1,02 (s, 3 H), 1,52 - 1,61 (m,
2H),1,91-2,02(m,2H),2,14 (s, 3H), 4,09 -4,16 (m, 2 H), 7,66 - 7,71 (m, 1 H), 8,05 - 8,11 (s, 1 H); LC-
MS: tr = 1,19 perc, 95% UV, HRMS m/z: [M + H]* 222,1354; C10H16NsO.

B01/2:

N
1/ M
N H
CH,
'O\/
H

N-(4-(4-(hidroximetil)piperidin-1-il)benzil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,011 mmol, 3,6 mg,
10%) fehér kristalyos szilard anyag, IH NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,97 (s, 3H), 1,16 - 1,24 (m, 4
H), 1,47 - 1,52 (m, 1 H), 1,56 - 1,60 (m, 2 H), 1,98 - 2,02 (m, 2 H), 2,53 - 2,62 (m, 4 H), 3,25 - 3,29 (m, 2
H), 4,11 - 4,15 (m, 2 H), 6,85 (d, J = 8,90 Hz, 2 H), 7,07 (d, J = 8,90 Hz, 2 H), 8,22 - 8,27 (m, 1 H), 8,40 -
8,43 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,42 perc, 84,7% UV, HRMS m/z: [M + H]* 331,2134; C1sH27N4O:.

B02
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4-(2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid)tiazol-4-il)-1H-pirrol-2-karboxamid (0,048 mmol, 11,1 mg,
24%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,04 - 1,07 (s, 3 H),
1,58 - 1,67 (m, 2 H), 2,25 (td, J = 7,79, 2,75 Hz, 2 H), 7,91 - 7,98 (m, 1 H), 10,53 - 10,61 (s, 1 H), 11,59 -
11,67 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,79 perc, 86% NMR, HRMS m/z: [M + H]* 319,0977; C13H15N6O2S.

B0O3:

N=N
H
N
H,C
o N :

N-(1-(4-fluorofenil)piperidin-4-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,027 mmol, 8,3 mg, 18%)
sarga kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 - 0,98 (s, 3 H), 1,43 - 1,51 (m,
2H),154-158(m,2H),1,78-1,83(m,2H),1,94-1,98(m, 2H), 2,69 -2,75(m, 2 H), 3,48 - 3,53 (m,
2 H), 3,66 - 3,70 (m, 1 H), 6,92 - 6,95 (m, 2 H), 6,99 - 7,03 (m, 2 H), 7,87 - 7,92 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,7
perc, 90% UV, HRMS m/z: [M + H]* 305,1777; C16H22N4OF.

B04:

N-(1-(3-(benziloxi)fenil)propan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,064 mmol, 22,5 mg, 62%)
fehér kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,92 (s, 3 H), 0,99 (d, J=6,78 Hz, 3
H), 1,47 - 1,51 (m, 2 H), 1,88 - 1,93 (m, 2 H), 2,54 - 2,59 (m, 1 H), 2,65 - 2,71 (m, 1 H), 3,90 - 3,98 (m, 1
H), 5,05 (s, 2 H), 6,75 - 6,78 (m, 1 H), 6,80 - 6,84 (m, 2 H), 7,17 (s, 1 H), 7,30 - 7,34 (m, 1 H), 7,38 (s, 2
H), 7,41 - 7,44 (m, 2 H), 7,81 - 7,85 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,25 perc, 87% UV, HRMS m/z: [M + H]*
352,2025; C21H26N305.
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BO5:

o
o
o
g
\/

HC CH,

(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanoil)triptofanat (0,020 mmol, 6,5 mg, 17%) piszkos fehér szilard anyag,
'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,92 (s, 3 H), 1,42 - 1,53 (m, 4 H), 1,98 - 2,03 (m, 2 H), 3,57 (s, 3
H), 4,48 - 4,53 (m, 1 H), 6,97 - 7,01 (m, 1 H), 7,05 - 7,09 (m, 1 H), 7,14 (d, J = 2,12 Hz, 1 H), 7,33 (s, 1
H), 7,46 - 7,49 (m, 1 H), 8,32 - 8,37 (m, 1 H), 10,80 - 10,84 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,98 perc, 100% UV,
HRMS m/z: [M + H]* 329,1613; C17H21N4Os.

BO7:

terc-butil (3-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)ciklohexil karbamat (0, 236 mmol, 26,6 mg, 35%),
fehér kristalyos anyag. *H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm 1,04 (s, 3H), 1,27 (s, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,54-
1,64 (m, 3H), 1,65-1,87 (m, 6H), 1,89-2,12 (m, 4H), 3,82 (s, 1H), 4,56 (s, 1H), LC-MS: tr = 0,51 perc, 95%
UV, HRMS m/z: [M + H]" 325,2162; C16H29N4Os.

B0O8:
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N-(2-(tercbutil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]piridin-6-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid
(0,041 mmol, 12,5 mg, 23%) piszkos fehér szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,98 (s,
3H), 1,17 (s,9H),154-1,62(m,2H), 1,85 (td, J = 13,78, 8,05 Hz, 2 H), 2,01 (m, 2 H), 3,65 (br dd, J =
12,29, 6,78 Hz, 2 H), 4,05 (br dd, J = 12,50, 4,87 Hz, 2 H), 4,16 (br s, 1 H), 6,64 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,49
perc, 99% UV, HRMS m/z: [M + H]*, 304,2137; C16H26N5s0.

CO1:

N=p
H
N N.
H‘°‘<O CH,
Q
N

N-(2-metil-1-fenil-1H-benzo[d]imidazol-5-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,107 mmol, 35,8
mg, 75%) sarga kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,04 (s, 3 H), 1,23 - 1,29
(m, 1 H), 1,71 (brt, J = 7,52 Hz, 2 H), 2,20 - 2,25 (m, 2 H), 2,42 (s, 3 H), 7,04 - 7,07 (m, 1 H), 7,30 - 7,33
(m, 1 H),752-755(m,2H),755-758(m,1H),7,62-7,67(m,2H),7,95-7,98(m,1H) 991-9094
(brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,65 perc, 96% UV, HRMS m/z: [M + H]*, 334,1667; C19H20Ns0.

C02:

N-(1-((4-metoxifenil)szulfonil)piperidin-4-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,045 mmol, 17,1
mg, 45%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,94 (s, 3 H), 1,36 - 1,44
(m,1H),152(t J=742Hz,2H),1,74-1,81 (m,4H), 1,91 (t,J=7,63 Hz, 2 H), 2,38 - 2,45 (m, 4 H),
3,84 (s,3H),7,15(d, J=8,90 Hz, 2 H), 7,66 (d, J = 8,90 Hz, 2 H), 7,84 - 7,88 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,97
perc, 90% UV, HRMS m/z: [M + H]* 381,1596; C17H25N404S.
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C03:

metil 2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)-2-(p-tolil)acetat (0,019 mmol, 55 mg, 16%) fehér
kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,90 - 0,98 (s, 3 H), 1,55 (d, J = 7,58 Hz,
2 H), 2,06 - 2,15 (m, 2 H), 2,27 - 2,30 (s, 3 H), 3,59 - 3,61 (s, 3 H), 5,32 - 5,35 (m, 1 H), 7,19 (br d, J = 8,05
Hz, 2 H), 7,22 - 7,30 (m, 2 H), 8,67 - 8,71 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,04 perc, 87% UV, HRMS m/z: [M +
H]* 290,1504; C15sH20N30:s.

C04:
Q«“ :
Q/K/\NW\N

N-(2-(1-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,056 mmol, 15,9
mg, 27,3%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,91 - 0,96 (m,
3H),1,49-1,56(m,2H),191-1,98(m,2H),3,06(t J=7,21Hz 2H),357-3,71(m,2H), 3,73 - 3,82
(s,3H),7,22-730(m,2H),754-7,62(m,2H),8,05-8,12 (brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,44 perc, 100%
UV, HRMS m/z: [M + H]", 286,1667; C15H20Ns0.

CO05:
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N-((1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,015 mmol, 3,6 mg,
15%) sarga kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,91 - 0,98 (s, 3 H), 1,56 (t, J
= 7,84 Hz, 2 H), 1,96 (t, J = 7,84 Hz, 2 H), 2,07 (s, 3 H), 3,68 (s, 3 H), 4,01 (d, J = 5,51 Hz, 2 H), 7,42 (s,
1 H), 8,02 (brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,61 perc, 96% NMR, HRMS m/z: [M + H]" 236,1511; C11H1sNsO.

Co7:

H'CX/\Q/:\/\/\O_

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(4-morfolinobutil)propanamid (0,024 mmol, 6,4 mg, 11%) piszkos fehér
szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,94 - 1,03 (m, 3 H), 1,36 - 1,43 (m, 2 H), 1,53 - 1,59
(m,2H),1,91-1,97 (m, 2 H), 2,22 - 2,34 (m, 6 H), 2,51 (s, 2 H), 3,01 - 3,05 (m, 2 H), 3,54 - 3,57 (M, 4
H); LC-MS: tr = 0,41 perc, 85,8% NMR, HRMS m/z: [M + H]* 269,1977; C13H25N4Oo.

DO1:

N-((7-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,013 mmol, 3,5
mg, 7%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,01 (s, 3 H), 1,59
- 1,65 (m, 2 H), 2,06 - 2,14 (m, 2 H), 2,48 - 2,50 (s, 3 H), 4,46 - 4,50 (m, 2 H), 6,92 - 6,97 (m, 1 H), 7,01 -
7,07 (m, L H), 7,27 - 7,33 (m, 1 H), 8,14 - 8,24 (br s, 1 H), 8,48 - 8,54 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,49 perc,
98% UV, HRMS m/z: [M + H]* 272,1511; C14H1sNs0.

DO02:
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terc-butil 3-((3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)metil)benzoat (0,040 mmol, 31 mg, 41%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 (s, 3 H), 1,53 (s, 9 H), 1,59 - 1,63 (m,
2 H), 2,04 (d, J = 8,05 Hz, 2 H), 4,30 (d, J = 5,93 Hz, 2 H), 7,42 - 7,45 (m, 1 H), 7,48 - 7,50 (m, 1 H), 7,75
- 7,78 (m, 2 H), 8,44 - 8,49 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,15 perc, 86% UV, HRMS m/z: [M + H]" 318,1817;
C17H24N30s.

DO3P:

A

ams

N=N

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(metilszulfonamido)fenil)-propanamid, (0,135 mmol, 23,8 mg, 60%),
fehér kristalyos anyag. *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,00 (s, 3H), 1,79 (dd, J = 8,5, 6 ,8 Hz, 2H),
2,02 (dd, J = 8,6, 6,7 Hz, 2H), 3,09 (s, 3H), 4,42 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 6,24 (s, 1H), 7,16 (t, J = 7,5Hz, 1H),
7,27 (d,J = 1,6 Hz, 1H), 7,35 (t, J = 7,7Hz, 1H), 7,55 (d, J = 8,1Hz, 1H), 9,14 (s, 1H), LC-MS: tr = 0,41
perc, 97% UV, HRMS m/z: [M + H]* 297,0949; C12H17N4OsS.

DO04:

H.C

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(piridin-2-il(p-tolil)metil)propanamid (0,040 mmol, 12,2 mg, 27%) piszkos
fehér kristaly, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,95 (s, 3 H), 1,55 - 1,59 (m, 2 H), 2,12 - 2,17 (m, 2
H), 2,23 (s, 3 H), 6,06 - 6,09 (m, 1 H), 7,09 (d, J = 8,05 Hz, 2 H), 7,17 (d, J = 8,05 Hz, 2 H), 7,23 - 7,27
(m, 1 H), 7,42 (m,1H),7,75(d,J=2,12 Hz, 1 H), 8,47 - 8,50 (m, 1 H), 8,76 - 8,80 (m, 1 H); LC-MS: tr =
0,94 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 309,1715; C1gH21N4O.

DO5:
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4-kloro-N-(2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)etil)benzamid (0,076 mmol, 23,5 mg, 58%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,93 - 1,00 (s, 3 H), 1,56 (brt, J = 7,84 Hz,
2 H),1,97 (t,J=7,84 Hz, 2 H), 3,17 - 3,26 (m, 2 H), 3,31 (q, J = 6,36 Hz, 2 H), 7,51 - 7,56 (m, 2 H), 7,80
- 7,87 (m, 2 H), 7,96 - 8,00 (m, 1 H), 8,51 - 8,55 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,89 perc, 98% UV, HRMS m/z:
[M + H]* 309,1118; C14H18N4O>ClI.

DO7:

O

/N
HO

CH,

N-(2-hidroxibenzil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid 21(0,039 mmol, 9,2 mg, 26%) piszkos fehér
szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 0,97 (s, 3 H), 1,56 - 1,63 (m, 2 H), 2,03 - 2,09 (m, 2
H), 4,18 (d, J = 5,51 Hz, 2 H), 6,73 - 6,80 (m, 2 H), 7,04 - 7,11 (m, 2 H), 8,28 (br t, J = 5,51 Hz, 2 H); LC-
MS: tr = 0,86 perc, 88% UV, HRMS m/z: [M + H]" 234,1242; C12H1sN30».

EO1:

" ! /O” i

CH,
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3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(1-(3-0x0-3,4-dihidropirazin-2-il)piperidin-3-il)propanamid (0, 0545
mmol, 16,6 mg, 40%) as an yellow solid, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,96 - 1,01 (s, 3 H), 1,55
- 1,60 (m, 2 H), 1,94 - 2,00 (m, 2 H), 2,17 - 2,21 (m, 4 H), 2,32 - 2,36 (m, 4 H), 2,90 (br dd, J = 19,07,
11,00 Hz, 1 H), 7,77 - 7,84 (m, 2 H); LC-MS: tr = 0,59 perc, 98% UV, HRMS m/z: [M + H]" 305,1725;
C14H21NgO2.

E02:

N-((5-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,017 mmol, 46
mg, 10%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,00 (s, 3 H), 1,59
- 1,66 (m, 2 H), 2,08 - 2,15 (m, 2 H), 2,53 (s, 3 H), 4,45 (brd, J =5,51 Hz, 2 H), 6,96 — 7,01 (m, 1 H), 7,23
—7,36 (s, 1 H), 7,37 (brd, J = 8,05 Hz, 1 H), 8,26 (s, 1 H), 8,50 (brt, J = 5,51 Hz, 1 H) ; LC-MS: tr = 0,49
perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]* 272,1511; C14H18NsO.

EO3:
chy\/\[)(“\/j%

N-(2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,029 mmol, 7,8 mg, 15%)
piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,93 - 0,95 (s, 3 H), 1,22 - 1,29 (m, 2
H), 1,54 (t, J=7,70 Hz, 2 H), 1,95 (t, J = 7,70 Hz, 2 H), 3,07 (t, J = 6,97 Hz, 2 H), 7,30 (dd, J = 6,05, 3,12
Hz, 2 H), 7,60 (dd, J = 5,87, 2,93 Hz, 2 H), 8,07 - 8,13 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,41 perc, 97% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 272,1511; C14H1sNsO.

E04:
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N-(1-(2-methoxifenil)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,044 mmol, 12,1 mg, 32%) fehér
szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 0,83 (t, J = 7,21 Hz, 3 H), 0,95 - 0,97 (s, 3 H), 1,48 -
1,66 (m, 4 H), 1,99 - 2,09 (m, 2 H), 3,79 (s, 3 H), 5,04 (td, J = 8,69, 5,09 Hz, 1 H), 6,90 (t, J = 7,42 Hz, 1
H), 6,95 (d, J = 8,05 Hz, 1 H), 7,17 - 7,30 (m, 2 H), 8,10 - 8,20 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,08 perc, 96% UV,
HRMS m/z: [M + H]* 276,1712; C15H22N30x.

EO5:

N-(4-(1H-imidazol-1-il)benzil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,056 mmol, 15,9 mg, 28%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,94 - 1,00 (s, 3 H), 1,62 (br t, J = 7,63 Hz,
2 H), 2,06 (t,J =7,63 Hz, 2 H), 4,30 (br d, J = 5,51 Hz, 2 H), 7,09 - 7,24 (s, 1 H), 7,39 (br d, J = 8,05 Hz,
2H),757-764(m,2H),7,69-784(m,1H), 8,23 (s, 1 H), 8,39 - 8,50 (m, 1 H); LC-MS: tgr = 0,39 perc,
99% UV, HRMS m/z: [M + H]* 284,1511; C15H1sNs0.

EOQ7:

o]

o]
l
CH, O
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N-(2-(4-metoxinaftalén-1-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,144 mmol, 17,9 mg, 40%)
fehér kristalyos anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 (s, 3 H), 1,54 - 1,58 (m, 2 H), 1,93 -
1,98 (m, 2 H), 3,06 - 3,20 (m, 2 H), 3,29 - 3,34 (m, 2 H), 3,92 - 3,94 (s, 3 H), 6,86 - 6,89 (m, 1 H), 7,25 -
7,28 (m, 1 H), 7,48 - 7,52 (m, 1 H), 7,55 - 7,59 (m, 1 H), 8,02 - 8,06 (m, 1 H), 8,07 - 8,10 (m, 1 H), 8,15 -
8,20 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,16 perc, 100% by UV, HRMS m/z: [M + H]" 284,1651; C1gH22N30».

FO1:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-((3-nitrofenil)szulfonamido)etil)propanamid (0,057 mmol, 20,1 mg,
28%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,95 (s, 3 H), 1,46 - 1,61 (m, 2
H), 1,86 - 1,92 (m, 2 H), 2,84 (q, J = 6,36 Hz, 2 H), 3,07 (g, J = 6,36 Hz, 2 H), 7,85 - 7,97 (m, 2 H), 8,03
(brt,J=5,72 Hz, 1 H), 8,19 - 8,33 (m, 1 H), 8,47 - 8,60 (m, 2 H); LC-S: tr = 0,88 perc, 93% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 356,1028; C13H1gNs0sS.

FO02:

O
\O
o

HsC CH,

(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanoil)-D-triptofanat (0,018 mmol, 5,8 mg, 18%) fehér kristalyos szilard
anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,91 (s, 3 H), 1,42 - 1,52 (m, 2 H), 1,97 - 2,04 (m, 2 H), 2,99
-3,06 (M, 1 H), 3,10 - 3,19 (m, 1 H), 3,57 (5, 3 H), 4,48 - 4,52 (m, 1 H), 6,99 (m, 1 H), 7,05 - 7,09 (m, 1
H), 7,13 - 7,15 (s, 1 H), 7,32 - 7,36 (m, 1 H), 7,46 - 7,49 (m, 1 H), 8,33 - 8,36 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,98
perc, 85% UV, HRMS m/z: [M + H]" 329,1613; C17H21N4O:s.

FO3:
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N
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CH
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H,C

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-((5-(m-tolil)-1H-imidazol-2-il)metil)propanamid (0,024 mmol, 7,2 mg,
249%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,94 - 1,04 (s, 3 H),
1,52 - 1,65 (m, 2 H), 2,00 - 2,10 (m, 2 H), 2,31 (s, 3 H), 4,32 (d, J = 5,51 Hz, 2 H), 7,02 (br d, J = 7,40 Hz,
1H),723(brt,J=7,40 Hz, 1 H), 7,47 (m, 2 H), 7,55 (br s, 1 H), 8,38 (brt, J = 5,51 Hz, 1 H); LC-MS: tr
= 0,58 perc, 97% UV, HRMS m/z: [M + H]" :298,1667; C16H20Ns0.

FO4:

N-(1-(2,5-dimethoxifenil)-1-hidroxipropan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,040 mmol,
12,7 mg, 34%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,84 (d, J = 6,60 Hz,
3H),091-0,98(s,3H),1,45-153 (m,2H), 1,97 (brdd, J = 16,87, 8,07 Hz, 2 H), 3,67 - 3,69 (s, 3 H),
3,70 - 3,73 (s, 3 H), 4,82 (brt, J=4,40 Hz, 1 H), 5,19 - 5,36 (m, 1 H), 6,74 - 6,78 (m, 1 H), 6,86 (br d, J =
8,80 Hz, 1 H), 6,94 - 6,99 (s, 1 H), 7,61 (br d, J = 8,44 Hz, 1 H); LC-MS: tr = 0,86 perc, 93% UV, HRMS
m/z: [M + H]", 322,1766; C16H24N30sa.

FO5:

N-((6-methoxipiridin-3-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,139 mmol, 34,4 mg, 77%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 (s, 3 H), 1,56 - 1,62 (m, 2 H),
1,98 - 2,03 (m, 2 H), 3,84 (s, 3H), 4,18 - 4,21 (m, 2 H), 6,84 - 6,86 (m, 1 H), 7,65 - 7,67 (m, 1 H), 8,05 -
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8,07 (s, 1 H), 8,35 - 8,39 (t, 1 H); LC-MS: tg = 0,72 perc, 87% UV, HRMS m/z: [M + H]* 249,1351;
C12H17N40Oo.

FO7:

N-((1H-indol-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,080 mmol, 20,6 mg, 34%) fehér
kristélyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) § ppm 0,93 - 1,01 (s, 3 H), 1,53 - 1,64 (m, 2 H),
2,07 (t, J = 7,84 Hz, 2 H), 4,40 (br d, J = 5,51 Hz, 2 H), 6,24 - 6,27 (s, 1 H), 6,94 (m, 1 H), 7,03 (brt, J =
7,42 Hz, 1 H), 7,32 (br dd, J = 8,05, 0,85 Hz, 1 H), 7,37 - 7,49 (m, 1 H), 8,32 - 8,39 (br s, 1 H), 10,84 (br
s, 1 H); LC-MS: tr = 0,98 perc, 88% UV, HRMS m/z: [M + H]*, 257,1402; C14H17N4O.

GO01:

N-(1-(4-fluorofenil)-6-metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid
(0,030 mmol, 10,6 mg, 24%) sarga kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,01 -
1,09 (s, 3H), 1,76 (brt,J =7,42 Hz, 2 H), 2,37 - 2,53 (m, 2 H), 2,60 - 2,66 (s, 3 H), 8,19 (br dd, J = 9,11,
4,87 Hz, 4 H), 8,60 - 8,64 (s, 1 H), 11,28 - 11,41 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 1,26 perc, 99% UV, HRMS m/z:
[M + H]* 354,1478; C17H17N7OF.

GO02:
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N-(3-(1H-tetrazol-1-il)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,017 mmol, 4,5 mg, 7%) fehér
kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-de) 6 ppm 1,04 (s, 3 H), 1,72 (t, J = 7,63 Hz, 2 H),
2,27 (t,J = 7,63 Hz, 2 H), 7,55 - 7,64 (m, 3 H), 7,64 - 7,69 (m, 1 H), 8,27 (s, 1 H), 10,05 - 10,09 (s, 1 H),
10,33 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,85 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]* 272,1259; C12H14N~O.

GO03:

N:__—N
N N
M CH,
N —N (o]
HN
\
CH,

N-(5-(1-metil-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol-3-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,10 mmol,
27,4 mg, 51%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,01 - 1,06 (s, 3 H),
1,60 - 1,73 (m, 2 H), 2,23 (t,J = 7,63 Hz, 2 H), 3,81 (br s, 3 H), 6,93 - 7,04 (m, 1 H), 7,19 - 7,34 (m, 1 H),
8,42 - 8,49 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,4 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 274,1416; C12H1sN-O.

GO04:

N==p
H
N
O/\/
CH,
o] (o]
H\C/

N-(2-(2-metoxifenoxi)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,099 mmol, 27,4 mg, 27%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,98 (s, 3 H), 1,53 - 1,60 (m, 2 H), 1,99 -
2,04 (m, 2 H), 3,73 - 3,77 (s, 3 H), 3,96 (br t, J = 5,87 Hz, 2 H), 4,11 - 4,16 (m, 2 H), 6,85 - 6,99 (m, 4 H),
8,13 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,9 perc, 84% UV, HRMS m/z: [M + H]* 278,1504; C14H20N30Os.

GO05:
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N-(2-metil-2-(metilszulfonamido)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,096 mmol, 26,6 mg,
53%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,00 (s, 3 H), 1,21 (s, 6 H),
1,53-1,67 (m, 2 H), 2,00 - 2,06 (m, 2 H), 2,96 (s, 3 H), 3,17 (brd, J = 6,24 Hz, 2 H), 6,78 (s, 1 H), 7,80 -
7,89 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,64 perc, 85% NMR, HRMS m/z: [M + H]* 277,1256; C10H20N4O3S.

GO07:

N-((4-izobutilmorfolin-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,00435 mmol, 1,3 mg, 3%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,85 - 0,92 (m, 6 H), 0,98 (s, 3 H),
1,25 (m, 7 H),1,55-1,59 (m, 2 H), 1,97 - 2,02 (m, 2 H), 3,08 - 3,18 (m, 3 H), 3,83 - 3,91 (m, 2 H), 8,00 -
8,06 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,37 perc, 84,5% NMR, HRMS m/z: [M + H]* 283,2134; C14H27N40.

HO1:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]piridin-6-il)propanamid (0,025 mmol, 6,2
mg, 14%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 - 0,99 (m, 3 H), 1,55
-1,62 (m,2H),1,83-1,92 (m, 2 H), 2,02 (m,2H), 2,72-2,79 (m, 1 H), 2,82-2,90 (m, 1 H), 3,72 (br dd,
J=12,29,6,78 Hz, 1 H), 4,12 (br dd, J = 12,29, 4,66 Hz, 1 H), 4,15 - 4,21 (m, 1 H), 6,80 - 6,82 (m, 1 H),
6,96 - 6,98 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,04 perc, 86% UV, HRMS m/z: [M + H]" 248,1511; C12H1sNsO.
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N-(3-(etil(fenil)amino)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,012 mmol, 3,6 mg, 9%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,99 (s, 3 H), 1,05 (td, J = 6,99, 1,70 Hz,
3H),157-1,61(m,2H),162-1,68(m,2H), 197 ( J=7,63Hz 2H),3,09(q,J=593Hz, 2H), 3,17
- 3,27 (m, 2 H), 3,27 - 3,37 (m, 2 H), 6,51 - 6,59 (m, 1 H), 6,64 (brd, J =8,05 Hz, 2 H), 7,12 (brt, J = 8,05
Hz, 2 H), 7,92 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,54 perc, 83% UV, HRMS m/z: [M + H]" 289,2028; C16H24N4O.

HO3:

6-(terc-butil)-2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofén-3-karboxamid
(0,074 mmol, 27 mg, 31%) fehér kristalyos szildrd anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,92 (s,
9 H),0,95-1,10 (s, 3H), 1,42 (brd, J=2,97 Hz, 2 H), 1,67 (t, J = 7,63 Hz, 2 H), 1,97 (br s, 2 H), 2,32 -
2,39 (m, 3 H), 2,65 (br dd, J = 16,11, 4,66 Hz, 2 H); LC-MS: tr = 1,34 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M +
H]" 363,1854; C1gH27N40>S.

HO04:

N-(3-(1H-imidazol-1-il)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,077 mmol, 18 mg, 32%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,95 - 0,99 (s, 3 H), 1,59 (t, J = 7,63 Hz, 2
H), 1,82 (quin, J = 6,94 Hz, 2 H), 1,96 (t, J = 7,63 Hz, 2 H), 2,92 - 3,05 (m, 2 H), 3,97 (t, J = 6,94 Hz, 2
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H), 6,89 (s, 1 H), 7,17 (s, 1 H), 7,63 (s, 1 H), 7,92 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 1,04 perc, 95% NMR, HRMS
m/z: [M + H]", 236,1511; C11H18NsO.

HO7:

@

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(4-(pirimidin-5-il)benzil)propanamid (0,033 mmol, 9,8 mg, 33%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,99 (s, 3 H), 1,62 (m, 2 H), 2,06 (m, 2 H),
4,32 (d, J=5,93 Hz, 2 H), 7,41 (d, J = 8,05 Hz, 2 H), 7,75 (d, J = 8,05 Hz, 2 H), 8,44 - 8,49 (s, 1 H), 9,10
(s,2H),9,15-9,16 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,78 perc, 90% UV, HRMS m/z: [M + H]* 296,1511; C16H18NsO.

101:
N/\Q@

N-((1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,094 mmol, 24,2 mg,
48%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,95 - 1,04 (s, 3 H), 1,58 - 1,68
(m, 2 H),2,08-2,16 (m, 2 H), 4,50 (d, J = 5,51 Hz, 2 H), 7,18 - 7,22 (m, 1 H), 7,88 - 7,92 (m, 1 H), 8,22 -
8,31 (m, 2 H), 8,52 - 8,56 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,42 perc, 98% UV, HRMS m/z: [M + H]" 259,1307;
C12H15NgO.

102:
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2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)-5-(piperidin-1-il)benzamid (0,084 mmol, 27,8 mg, 43%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,02 (s, 3 H), 1,49 - 1,56 (m, 2 H),
1,63 -1,71 (m, 6 H), 2,17 - 2,22 (m, 2 H), 2,80 - 2,85 (m, 4 H), 7,19 - 7,24 (m, 1 H), 7,48 - 7,56 (s, 1 H),
7,70 - 7,77 (m, 1 H), 7,98 - 8,02 (s, 1 H), 9,08 - 9,15 (s, 1 H), 9,94 - 10,00 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,57
perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]*, 330,193; C17H24Ns05.

103P:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(pirrolidin-1-il)metil)benzo[d]oxazol-5-il)propanamid, (0,135 mmol, 8,9
mg, 20%), fehér kristdlyos anyag, *H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm 1,01 (s, 3H), 1,62-1,68 (m, 2H),
1,71-1,79 (m, 2H), 2,94 (s, 6H), 4,65 (s, 2H), 4,77 (s, 2H), 6,29-6,35 (m, 2H), 6,66 (d, J=8,1 Hz, 1H), LC-
MS: tr = 0,98 perc, 100% UV HRMS m/z: [M + H]", 302,1528; C15H20Ns05.

104:

terc-butil-4-(3-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)propil )piperazin-1-karboxalat, (0,188 mmol, 6,9
mg, 10%), fehér kristalyos anyag, *H NMR (500 MHz, CDCIz) & ppm 0,95 (s, 3H), 1,41 (s, 9H), 1,61-1,69
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(m, 2H), 1,69-1,77 (m, 2H), 1,92-2,00 (m, 2H), 2,38 (4, J=7,2 Hz, 6H), 2,74 (t, J=6,8 Hz, 4H) 3,41 (t, J=4,8
Hz, 4H), LC-MS: tr =0,29 perc, 98% UV, HRMS m/z: [M + HJ*, 355,2421; C17HzoNsOs.

105:

N-((2-hidroxinaftalén-1-il) metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid, (0,196 mmol, 42,7 mg, 77%),
piszkos fehér kristalyos anyag, *H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm 0,93 (s, 3H), 1,68-1,78 (m, 2H), 1,96-
2,06 (m, 2H), 4,70-4,87 (m, 2H), 6,47 (s, 1H), 7,16-7,40 (m, 2H), 7,46-7,54 (m, 1H), 7,69-7,85 (m, 3H),
9,72 (s, 1H), LC-MS: tr =0,55perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]*, 285,1321; C16H1sN3z0x.

107:

OH

(S)-N-(1-amino-3-(4-hidroxifenil)-1-oxopropan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,073
mmol, 21,2 mg, 31%) fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,04 (s, 3 H), 1,72 (br t,
J=7,34Hz, 2 H), 2,26 (brt,J = 7,52 Hz, 2 H), 3,47 (dd, J=7,6; 5,4 Hz, 1H) 4,52 (s, 2H), 7,53 - 7,69 (m, 4
H), 8,24 - 8,30 (br s, 1 H), 10,04 - 10,09 (br s, 2 H), 10,30 - 10,37 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,59 perc, 100%
UV, HRMS m/z: [M + H]", 291,1457; C14H19N4Os.

JO1:

3-((3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)metil)benzamid (0,046 mmol, 11,9 mg, 7%) piszkos fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,99 (s, 3 H), 1,61 (t, J = 7,70 Hz, 2 H),
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2,06 (t, J = 7,70 Hz, 2 H), 4,30 (d, J=5,87 Hz, 2 H), 7,33 (br s, 1 H), 7,36 - 7,47 (m, 2 H), 7,70 - 7,82 (m, 2
H), 7,95 (br s, 1 H), 8,41 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,62 perc, 94% UV, HRMS m/z: [M + HJ*, 261,1351;
C13H17N4Oo.

J02:

N-(4-(3-hidroxipiridin-2-il)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,054 mmol, 16 mg, 34%)
piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,02 - 1,06 (s, 3 H), 1,67 - 1,74 (m, 2
H), 2,21 - 2,27 (m, 2 H), 7,14 - 7,18 (m, 1 H), 7,28 - 7,32 (m, 1 H), 7,63 (br d, J = 8,44 Hz, 2 H), 7,97 -
8,01 (m, 2 H), 8,11 - 8,14 (m, 1 H), 10,01 - 10,04 (s, 1 H), 10,10 - 10,13 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,52 perc,
98% UV, HRMS m/z: [M + H]* 297,1351; C16H17N4O5.

JO3:

N-(2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,047 mmol, 11,8 mg,
25%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,98 (s, 3 H), 1,53 - 1,57 (m, 2
H), 1,94 (t, J = 7,70 Hz, 2 H), 2,08 (s, 6 H), 2,40 (t, J = 7,52 Hz, 2 H), 3,01 - 3,09 (m, 2 H), 7,87 - 7,94 (m,
1 H), 8,14 - 8,25 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,41 perc, 87% UV, HRMS m/z: [M + H]* 250,1667; C12H20NsO,

JO4:
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N-(1-(2,5-dimetoxifenil)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,016 mmol, 4,7 mg, 10%) fehér
kristalyos szilard anyag *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 (s, 3 H), 1,22 (br d, J=6,97 Hz, 3 H),
1,56 (br d, J =1,83 Hz, 2 H), 2,02 (br d, J = 1,83 Hz, 2 H), 3,39 (m, 1 H), 3,69 (s, 3 H), 3,71 - 3,86 (s, 3
H), 6,72 - 6,90 (m, 3 H), 8,20 - 8,25 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,00 perc, 93% UV, HRMS m/z: [M + H]"
292,1661; C15H22N30s.

JO5:
N==p
N E\H/\X
7 CH,
CH,

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)etil)propanamid (0,023 mmol, 5,5 mg,
20%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,95 - 0,97 (s, 3 H), 1,52 - 1,56
(m, 2 H),1,93-197 (m, 2 H), 2,83-2,86 (m, 2 H), 3,38 - 3,43 (m, 2 H), 3,58 - 3,60 (s, 3 H), 8,02 - 8,07
(brs, 1 H), 8,38 - 8,41 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,39 perc, 85% NMR, HRMS m/z: [M + H]* 237,1463;
C10H17N6O.

Jo7:

NH

N-(1-hidroxi-3-(1H-indol-3-il)propan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,065 mmol, 19,4 mg,
47%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) § ppm 0,95 (s, 3 H), 1,51 (brt, J =7,63
Hz, 2 H), 1,96 (td, J = 7,64, 2,97 Hz, 2 H), 2,74 (br dd, J = 14,41, 7,21 Hz, 2 H), 2,91 (br dd, J = 14,41,
6,36 Hz, 2 H), 3,97 (br dd, J =13,35, 6,57 Hz, 1 H), 6,97 (brt, J = 7,42 Hz, 1 H), 7,05 (br t, J = 7,42 Hz, 1
H), 7,08 - 7,24 (s, 1 H), 7,32 (brd, J = 8,05 Hz, 1 H), 7,59 (br d, J = 7,63 Hz, 1 H), 7,70 (br d, J = 8,05 Hz,
1 H), 10,70 - 10,77 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,81 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]* 301,1664;
C16H20N4Oz.

KO01:
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N-(2-((2-metil-1H-indol-3-il)tio)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,054 mmol, 17 mg, 30%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,94 (s, 3 H), 1,49 - 1,53 (m, 2 H),
1,89-193(m,2H),243-2,45(s,3H),259-2,62(m,2H), 3,05-3,10 (m, 2 H), 7,02 - 7,08 (m, 2 H),
7,30-7,32(m,1H),7,49-7,52(m,1H),791-7,95(m,1H); LC-MS: tr = 1,07 perc, 100% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 317,1436; C16H2:N4OS.

KO02:

0]
/wj\ N
U “/\/\V
N
. O

N-(3-(1H-1,2,4-triazol-3-il)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)proaanamid (0,056 mmol, 13,3 mg, 41%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 - 1,01 (s, 3 H), 1,57 (br t, J =
7,70 Hz, 2 H) 1,79, (dt, J = 14,58, 7,20 Hz, 2 H), 1,96 (br t, J = 7,70 Hz, 2 H), 2,70 (br t, J = 7,70 Hz, 2 H),
3,05 - 3,12 (m, 2 H), 7,90 - 7,97 (m, 1 H), 8,12 - 8,24 (m, 2 H); LC-MS: tr = 0,46 perc, 87% NMR, HRMS
m/z: [M + H]* 237,1463, C10H17NsO.

KO03:

g }/@”\/]L/“\H/\)N?

H,C

N-(3-(5,6-dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-2-hidroxipropil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid
(0,020 mmol, 6,7 mg, 51%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm
0,99-1,02(s,3H),159-1,63(m,2H),2,01-2,06(m,2H),229-231(s,3H),2,32-2,34(s, 3H), 3,83
- 3,87 (m, 1 H), 4,00 - 4,06 (M, 2 H), 4,20 - 4,25 (m, 2 H), 7,32 - 7,34 (s, 1 H), 7,39 - 7,42 (s, 1 H), 7,98 -
8,00 (s, 1 H), 8,02 - 8,05 (m, 1 H); LC-MS: tr = 053 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 330,193,
C17H24Ns02.
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KO04:

N-((2-methoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,104 mmol, 28,8
mg, 69%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,93 - 0,97 (s, 3
H), 1,51 - 1,57 (m, 2 H), 1,93 - 1,98 (m, 2 H), 2,24 (s, 3 H), 2,28 - 2,41 (s, 3 H), 3,81 - 3,85 (s, 3 H), 4,16 -
4,22 (m, 2 H), 6,65 - 6,70 (s, 1 H), 7,81 - 7,88 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,96 perc, 97% UV, HRMS m/z: [M
+ H]" 277,1664; C14H21N4Oo.

KO05:

N-(3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,048 mmol, 13,7 mg,
20%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,93 - 1,03 (s, 3 H), 1,51 - 1,59
(m,2H),1,85-2,01(m,4H),277-287(m,2H),3,10-3,16 (m, 2 H), 7,14-7,18 (m, 2 H), 7,47 - 7,51
(m, 2 H), 7,95 - 8,00 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,45 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]* 286,1667;
C15H20Ns0.

KO7:

CH OH

N-(1-(3,4-dihidroxifenil)propan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,141 mmol, 39 mg, 90%)
piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,89 - 1,03 (m, 6 H), 1,52 (brt, J=7,70
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Hz, 2 H), 1,88 - 1,96 (m, 2 H), 2,33 - 2,38 (m, 1 H), 2,55 - 2,60 (m, 1 H), 3,79 - 3,88 (m, 1 H), 6,39 - 6,43
(m, 1 H), 6,54 - 6,57 (s, 1 H), 6,59 - 6,63 (m, 1 H), 7,71 - 7,76 (m, 1 H), 8,60 - 8,63 (br s, 1 H), 8,69 - 8,72
(br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,73 perc, 97% UV, HRMS m/z: [M + H]* 278,1504; C14H20N3Os.

LO1:

N-(2,4-dioxo-1,4-dihidrokinazolin-3(2H)-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0, 072 mmol, 20,6
mg, 38%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,05 (s, 3 H), 1,54 - 1,67
(m, 2 H), 2,21 - 2,27 (m, 2 H), 7,21 - 7,28 (m, 4 H), 10,58 - 10,62 (s, 1 H), 11,62 - 11,65 (s, 1 H); LC-MS:
tr = 0,67 perc, 87% UV, HRMS m/z: [M + H]* 288,1096; C13H14NsOs.

LO2:

N-((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,031
mmol, 8,7 mg, 76%) fehér kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-de) & ppm 0,94 - 0,96 (s,
3H),1,54-1,60(m, 2H),2,03-2,10(m, 2 H), 2,32-2,36 (s, 3 H), 4,25-4,30 (m, 2 H), 4,54 - 4,58 (m, 2
H), 7,89 - 7,93 (s, 1 H), 8,13 - 8,26 (br s, 1 H), 8,78 - 8,86 (m, 1 H), 9,93 - 10,07 (br s, 1 H); LC-MS: tr =
0,4 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 279,1457; C13H19N4O:s.

LO3:
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N-(2-(2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,074 mmol, 21
mg, 38%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,93 (s, 3 H), 1,33
-1,50 (m, 2 H), 1,85 (brt, J=7,70 Hz, 2 H), 2,53 - 2,59 (s, 3 H), 3,29 - 3,47 (m, 2 H), 4,26 (br t, J = 5,87
Hz, 2 H), 7,10 - 7,28 (m, 2 H), 7,54 (br dd, J = 16,87, 8,07 Hz, 2 H), 8,06 (br t, J = 5,87 Hz, 1 H); LC-MS:
tr = 0,41 perc, 95% UV, HRMS m/z: [M + H]* 286,1667; C15H20NsO.

LO4:

N-(4-metoxi-6-metilpirimidin-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,017 mmol, 4,2 mg, 7%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,99 - 1,06 (s, 3 H), 1,66 (m, 2 H),
2,30 (s, 3H), 2,45 (m, 2 H), 3,84 - 3,92 (s, 3 H), 6,45 (br s, 1 H), 10,28 - 10,34 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,66
perc, 90% UV, HRMS m/z: [M + H]* 250,13039; C11H16Ns0x.

LO5:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-ox0-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-il)propanamid (0,072 mmol, 19,7 mg,
31%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,01 (s, 3 H), 1,66 (t,
J=770Hz,2H),218 (t, J=7,52Hz, 2 H), 2,41 (t, J=7,70 Hz, 2 H), 2,79 (t, J = 7,52 Hz, 2 H), 7,01 -
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7,11 (m, 2 H); 7,22 (S, 1 H), 9,88 (S, 1 H), 10,08 (S, 1 H), LC-MS: tr=0,77 perc, 97% UV, HRMS m/z: [M
+ H]* 273,1351; C14H17N4O2.

LO7:

N-(6-etil-2-metilpirimidin-4-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,069 mmol, 37 mg, 37%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) § ppm 1,01 (s, 3 H), 1,16 - 1,22 (m, 3 H), 1,64 -
1,69 (m, 2 H), 2,31 (brt,J =7,52 Hz, 2 H), 2,46 - 2,49 (s, 3 H), 2,61 - 2,68 (m, 2 H), 7,71 - 7,79 (s, 1 H),
10,72 - 10,77 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,63 perc, 97% UV, HRMS m/z: [M + H]* 248,1511; C12H1sNsO.

MO1:

N-(3-(5-metil-2-ox0-2,3-dihidro-1H-imidazol-1-il)benzil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,042
mmol, 13,2 mg, 29%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,94 -
0,99 (s,3H),1,49-1,63(m, 2H),1,85(s,3H), 2,05 (t,J=7,63Hz, 2H), 4,31 (brd, J=593Hz, 2 H),
6,25 (s, 1 H), 7,13- 7,21 (m, 1 H), 7,21 - 7,32 (m, 1 H), 7,41 (t, J = 7,63 Hz, 1 H), 8,43 (br s, 1 H), 9,88 (br
s, 1 H); LC-MS: tr = 0,72 perc, 96% UV, HRMS m/z; [M + H]" 314,1617; C16H20N505.

MO02:
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N-(2-((2,6-dimetilmorfolino)metil)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,025 mmol, 8,2 mg,
18%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,99 - 1,07 (m, 9 H), 1,68 -
1,74 (m, 2 H), 2,22 (br t, J = 7,63 Hz, 2 H), 2,68 (br d, J = 10,60 Hz, 4 H), 3,56 (s, 2 H), 3,58 - 3,66 (m, 2
H), 7,04 (m, 1 H), 7,21 - 7,32 (m, 2 H), 7,96 - 7,99 (m, 1 H), 10,39 - 10,43 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,54
perc, 98% UV, HRMS m/z: [M + H]" 331,2134; C1gH27N4Oo.

MO03:

(S)-N-(1-(1,3-dioxoizoindolin-2-il)-3-(3-fluorofenil)propan-2-il)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid
(0,060 mmol, 18 mg, 34%) sarga kristalyok , *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,78 (s, 2 H), 1,25
(td, J=7,79, 4,95 Hz, 3H), 1,75 (brt, J=7,70 Hz, 3 H), 2,68 (br dd, J = 13,94, 9,90 Hz, 1 H), 2,91 (br dd,
J=13,94, 4,77 Hz, 2 H), 3,52 - 3,71 (m, 5 H), 4,26 - 4,35 (m, 1 H), 6,95 - 7,00 (m, 1 H), 7,04 - 7,08 (m, 2
H), 7,25-7,30 (m, 1 H), 7,80 - 7,87 (m, 3 H), 7,88 - 7,93 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,11 perc, 95% UV, HRMS
m/z: [M + H]* 409,1675; C22H22N4OsF.

MO04:

N-(4-(3,5-dimetilizoxazol-4-il)benzil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,162 mmol, 19,4 mg,
93%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,98 (s, 3 H), 1,60 - 1,64 (m, 2
H), 2,04 - 2,08 (m, 2 H), 2,19 (s, 3 H), 2,37 (s, 3 H), 4,30 (d, J = 5,93 Hz, 2 H), 7,30 - 7,36 (m, 4 H), 8,40
- 8,46 (m, 1 H); LC-MS: tgr = 0,99 perc, 84,8% UV, HRMS m/z: [M + H]" 313,1664; C17H21N40.

MO05:
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N-(2-(5-(benziloxi)-1H-indol-3-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,065 mmol, 24,4 mg,
36%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 (s, 3 H), 1,56 (br t, J =
7,63 Hz, 2 H), 1,96 (brt, J=7,63 Hz, 2 H), 2,77 (brt, J =7,21 Hz, 2 H), 3,26 - 3,34 (m, 2 H), 5,08 (s, 2
H), 6,79 (br dd, J =8,69, 2,33 Hz, 1 H), 7,09 (br s, 1 H), 7,12 (br s, 1 H), 7,23 (br d, J = 8,48 Hz, 1 H), 7,29
- 7,34 (m, 1 H), 7,39 (br t, J = 7,42 Hz, 2 H), 7,48 (br d, J = 7,21 Hz, 2 H), 7,93 - 7,99 (m, 1 H), 10,59 -
10,64 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,16 perc, 96% UV, HRMS m/z: [M + H]* 377,1977; C2H25N40.

MO7:

1-metil-4-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)-3-propil-1H-pirazol-5-karboxamid (0,055 mmol,
16,2 mg, 55%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,87 (br t, J
=7,52 Hz, 3H), 1,03 (s, 3H), 1,53 (brd, J=7,34 Hz, 2 H), 1,60 - 1,72 (m, 2 H), 2,20 (brt, J = 7,52 Hz, 2
H), 2,29 - 2,45 (m, 2 H), 3,85 - 3,89 (s, 3 H), 7,12 - 7,23 (br s, 1 H), 7,67 - 7,75 (br s, 1 H), 9,28 (s, 1 H);
LC-MS: tr = 0,73 perc, 85% UV, HRMS m/z: [M + H]* 293,1725; C13H21NsO>.

NO1:
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N-((6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,2,4]triazol-3-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,176
mmol, 8,8 mg, 18%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,93 - 1,00 (s,
3H), 1,59 (brt,J=7,63 Hz, 2 H), 2,01 -2,05(m, 2 H), 259 - 2,72 (m, 2 H), 2,81 (brt, J=7,63 Hz, 2 H),
3,90 - 3,94 (m, 2 H), 4,34 - 4,37 (m, 2 H), 8,46 - 8,50 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,42 perc, 87% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 249,1463; C11H17N¢O.

NO2:

N-(2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)etil)izonikotinamid (0,087 mmol, 24 mg, 89%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,94 - 1,00 (s, 3 H), 1,53 - 1,59 (m, 2 H),
1,97 (t, J = 7,84 Hz, 2 H), 3,23 (q, J = 6,36 Hz, 2 H), 3,28 - 3,37 (m, 2 H), 7,71 - 7,77 (m, 2 H), 7,99 (br t,
J=5,30 Hz, 1 H), 8,70 - 8,80 (m, 3 H); LC-MS: tr = 0,45 perc, 99% UV, HRMS m/z: [M + H]* 276,146;
C13H1sN50z.

NO3:

NQ/NH

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-benzo[d]imidazol-5-il)propanamid (0,120 mmol, 30
mg, 58%) piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,97 (s, 3 H), 1,57 (t, J =
7,63 Hz, 2 H), 1,98 (t,J=7,42 Hz, 2 H), 2,33 - 2,42 (m, 1 H), 2,55 (brd, J =5,51 Hz, 4 H), 2,71 - 2,78 (m,
1H), 3,93-4,02 (m, 1 H), 7,49 (s, 1 H); LC-MS: tr = 0,32 perc, 86,4% UV, HRMS m/z: [M + H]* 248,1511;
C12H18Ns0.

NO04:

62



o

0

1
HN
s}
s}

N

I

N

CH,

O-benzil-N-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanoil)szerinat (0,037 mmol, 14,6 mg, 37%) fehér kristalyos
szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 0,96 (s, 3 H), 1,48 - 1,58 (m, 2 H), 2,06 - 2,13 (m, 2
H), 3,62 - 3,66 (m, 1 H), 3,74 - 3,79 (m, 1 H), 4,42 - 4,51 (m, 2 H), 4,59 - 4,63 (m, 1 H), 5,09 - 5,17 (m, 2
H), 7,24 - 7,35 (m, 10 H), 8,43 - 8,48 (m, 1 H); LC-MS: tr = 1,25 perc, 84,6% UV, HRMS m/z: [M + H]*
396,1923; C22H26N304.

NO5:

N-(3-(N-(4-metoxifenil)szulfamoil)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,022 mmol, 8,5 mg,
15%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,02 (s, 3 H), 1,68 (t, J = 7,64
Hz, 2 H), 2,22 (t, J = 7,64 Hz, 2 H), 3,66 - 3,67 (s, 3 H), 6,75 - 6,85 (m, 2 H), 6,93 - 7,04 (m, 2 H), 7,33 (br
d, J=7,70 Hz, 1 H), 7,45 (br t, J = 8,07 Hz, 1 H), 7,69 (br d, J = 8,07 Hz, 1 H), 8,07 - 8,13 (s, 1 H); LC-
MS: tr = 1,04 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 389,1283; C1gH21N40.S.

NO7:
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N-((4'-hidroxi-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,076 mmol, 23,5 mg,
36%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,00 (s, 3 H), 1,62 (dd, J =
8,48, 7,21 Hz, 2 H), 2,05 (dd, J = 8,48, 7,21 Hz, 2 H), 4,28 (d, J = 5,93 Hz, 2 H), 6,83 - 6,85 (m, 2 H), 7,29
(d, J=8,05Hz, 2 H), 7,36 - 7,50 (m, 2 H), 7,50 - 7,57 (m, 2 H), 8,36 (m, 1 H), 9,51 - 9,62 (br s, 1 H); LC-
MS: tr = 0,95 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]" 310,1555; C1gH20N305.

001:

X

N=N :
HCM“ O
N-(2-(furan-2-il)-2-morfolinoetil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,058 mmol, 18,2 mg, 30%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 - 1,01 (s, 3 H), 1,62 (br t, J =
7,52 Hz, 2 H), 2,02 - 2,08 (m, 2 H), 2,19 - 2,26 (m, 4 H), 2,35 - 2,41 (m, 4 H), 3,11 - 3,17 (m, 1 H), 4,30 -
4,34 (m, 2 H), 7,15-7,28 (m, 2 H), 7,42 (brt, J = 7,70 Hz, 1 H), 8,38 - 8,44 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,41
perc, 99% UV, HRMS m/z: [M + H]" 307,1770; C1sH23N4Os.

002:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(1-(5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)etil)propanamid (0,056 mmol, 13,3 mg,
28%) fehér kristalyos szilard anyag, 'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,98 (s, 3 H), 1,36 (d, J =6,97
Hz, 3 H) 1,55 (t, J =7,89 Hz, 2 H), 1,99 - 2,06 (m, 2 H), 2,30 (s, 3 H), 4,97 (quin, J = 7,24 Hz, 1 H), 8,29
(brd, J=8,07 Hz, 1 H); LC-MS: tr = 0,46 perc, 85% NMR, HRMS m/z: [M + H]" 237,1463; C10H17NsO.
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N-(2-(1-metil-1H-imidazol-4-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,078 mmol, 18,3 mg, 51%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,91 - 1,00 (s, 3 H), 1,56 (brt, J =
7,63 Hz, 2 H), 1,95 (brt, J =7,63 Hz, 2 H), 2,68 (brt, J =7,21 Hz, 2 H), 3,24 - 3,40 (m, 2 H), 3,73 (s, 3
H), 7,20 - 7,26 (s, 1 H), 7,92 - 7,98 (br s, 1 H), 8,39 - 8,45 (s, 1 H); LC-MS: tr = 1,8 perc, 90% NMR,
HRMS m/z: [M + H]* 236,1511; C11H17NsO.

004:

N:_:N
H
N N
H,C O\!/\/ CH,
S o}
H,.C

N-(2-(4,5-dimetiltiazol-2-il)etil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,043 mmol, 11,5 mg, 33%)
fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,93 - 0,99 (s, 3 H), 1,55 (t, J = 7,63
Hz, 2 H), 1,90 - 2,00 (m, 2 H), 2,20 (s, 3 H), 2,24 - 2,33 (s, 3 H), 2,96 (t, J = 6,99 Hz, 2 H), 3,26 - 3,42 (m,
2 H),8,00-8,08 (brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,67 perc, 98% UV, HRMS m/z: [M + H]" 267,1280; C12H19N4OS.

005:

—_— Na=y
HEC"@/K/':I
NH
CH,
o]

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-((5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)metil)propanamid (0,069 mmol, 15,5 mg,
51%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,95 - 1,00 (s, 3 H), 1,56 (br t,
J=7,84Hz,2H),1,99-2,06(m,2H), 227 (brs, 3H), 4,18 - 4,29 (m, 2 H); LC-MS: tr = 0,43 perc, 86%
NMR, HRMS m/z: [M + H]* 223,1307; C9H15NsO.

O07:
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3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(3-fenilureido)etil)propanamid (0,056 mmol, 16,3 mg, 56%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,97 (s, 3 H), 1,53 - 1,61 (m, 2 H), 1,93 -
2,00 (m, 2 H), 3,09 - 3,17 (m, 4 H), 6,09 - 6,16 (br s, 1 H), 6,85 - 6,93 (m, 1 H), 7,18 - 7,26 (m, 2 H), 7,33
- 7,40 (m, 2 H), 7,91 - 8,00 (br s, 1 H), 8,48 - 8,54 (br s, 1 H); LC-MS: tr = 0,77 perc, 100% UV, HRMS
m/z: [M + H]" 290,1617; C14H20N505.

PO1:

1-metil-N-(2-(3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamido)etil)-1H-pirazol-5-karboxamid (0,089 mmol, 21,3
mg, 49%) piszkos fehér szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,93 - 1,01 (m, 3 H), 1,52 -
1,59 (m, 2 H), 1,91 - 1,99 (m, 2 H), 3,15 - 3,23 (m, 2 H), 3,26 (g, J = 6,08 Hz, 2 H), 3,99 - 4,07 (s, 3 H),
6,76 - 6,80 (m, 1 H), 7,42 - 7,45 (m, 1 H), 7,95 - 8,00 (m, 1 H), 8,40 - 8,45 (m, 1 H); LC-MS: tr = 0,62
perc, 96% UV, HRMS m/z: [M + H]* 279,1569; C12H19NsO».

PO2:

3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(4-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)etil)propanamid (0,05
mmol, 19,4 mg, 47%) sarga kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,97 (s, 3 H),
1,53 -1,58 (m, 2 H), 1,95 - 2,00 (m, 2 H), 2,37 - 2,41 (m, 2 H), 2,44 - 2,48 (m, 4 H), 2,51 (m, 4 H), 3,16 -
3,22 (m, 2 H),6,91-6,94 (m, 1 H), 7,74 - 7,78 (m, 1 H), 7,83 - 7,87 (m, 1 H), 8,36 - 8,39 (m, 1 H); LC-
MS: tr = 0,63 perc, 89% UV, HRMS m/z: [M + H]* 385,1963; C17H24NsOFs.

PO3:
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3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)-N-(2-(2-feniltiazol-4-il)etil)propanamid (0,058 mmol, 18,2 mg, 30%) fehér
kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0,91 - 1,00 (s, 3 H), 1,52 - 1,58 (m, 2 H),
1,96 (t, J=7,63 Hz, 2 H), 2,90 (br t, J = 6,90 Hz, 2 H), 3,60 (br dd, J = 6,90, 3,60 Hz, 2 H), 7,36 (s, 1 H),
7,45-7,55(m,3H),7,89-7,96 (m, 2H); LC-MS: tr = 1,06 perc, 95% UV, HRMS m/z: [M + H]* 315,1278;
C16H19N40S.

P04:

N-((5-(4-metoxifenil)-1H-imidazol-2-il)metil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,042 mmol, 13,1
mg, 36%) piszkos fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,96 - 1,01 (s, 3
H), 1,60 (t, J = 7,84 Hz, 2 H), 2,02 - 2,10 (m, 2 H), 3,73 - 3,77 (s, 3 H), 4,30 (d, J = 5,51 Hz, 2 H), 6,92 (d,
J=8,70 Hz, 2 H), 7,33 (s, 1 H), 7,63 (br d, J = 8,70 Hz, 2 H), 8,35 (br t, J = 5,51 Hz, 1 H); LC-MS: tr =
0,54 perc, 100% UV, HRMS m/z: [M + H]* 314,1617; C16H20N505.

PO05:

cH, ©
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C N N =
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tert-butil-(4-((3-(3-metil-3H-diazirin-3-il) propanamido) metil) benzil) karbamat (0,202 mmol, 315 mg,
45%), piszkos fehér kristalyos anyag, *H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm 1,05 (s, 3H), 1,48 (s, 9H), 1,86 —
1,76 (m, 2H), 2,08-1,97 (m, 2H), 4,31 (d, J=7,7 Hz, 2H), 4,44 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 4,84 (s, 1H), 5,68 (s,
1H), 7,40 — 7,22 (m, 4H), LC-MS: tr =0,61 perc, 90% UV, HRMS m/z: [M + H]" 347,2015; C1gH27N4O:s.

PO7:
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N-(3-(2-(dimetilamino)acetamido)fenil)-3-(3-metil-3H-diazirin-3-il)propanamid (0,018 mmol, 5,4 mg,
7%) fehér kristalyos szilard anyag, *H NMR (700 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,03 (s, 3 H), 1,68 (t, J = 7,63
Hz, 2 H), 2,21 (brt, J = 7,64 Hz, 2 H), 2,25 - 2,34 (s, 6 H), 3,06 (s, 2 H), 7,18 - 7,22 (m, 1 H), 7,25 - 7,32
(m, 2 H), 7,93 -7,96 (s, 1 H), 9,65 - 9,69 (brs, 1 H),9,91-9,94 (brs, 1 H); LC-MS: tr = 0,44 perc, 100%
UV, HRMS m/z: [M + H]" 304,1773, C15H22Ns0.

LO2E-biotin:

OH
N‘ = H N=N o]
= N
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N-(2-(2-(2-(2-(5-(2-(3-(3-(((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il)metil)amino)-3-oxopropil)-3H-
diazirin-3-il)etil)-4H-1,2,3\*-triazol-3-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)4-(2-oxohexahidro-1H-
tieno[3,4,d]imidazol-4-il)butanamid, (0,026 mmol, 1,3 mg, 9%), fehér kristalyos anyag. *H NMR (500
MHz, DMSO-ds) & 8,81 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,27 (br,s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,79-7,77 (m,1H),
6,38 (s, 1H), 6,33 (s, 1H), 4,56 (s, 2H), 4,46 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 4,33-4,23 (m, 2H), 4,16 — 4,10 (m, 1H),
3,78 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 3,52-3,49 (m, 1H), 3,47 (s, 2H), 3,40 (t, J=6,0 Hz, 2H), 3,18 (q, J = 5,9 Hz, 4H),
2,29 (s,1H), 3,10 (q, J = 6,2 Hz, 2H), 2,82 (dd, J = 12,4, 5,1 Hz, 1H), 2,62 — 2,53 (m, 1H), 2,42 — 2,34 (m,
2H), 2,33 (s, 3H), 2,06 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,00 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 1,70 (dd, J = 9,1, 6,9 Hz, 2H), 1,63 (t,
J=7,7Hz, 2H), 1,54 — 1,42 (m, 2H), 1,34-1,26 (m, 1H), LC-MS: tr =0,31 perc, 99% UV, HRMS m/z: [M
+ H]" 761,3691; C3sHs52N100sS.
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