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1. Bevezetés és célkitiizések

A biologiai rendszerekben zajlé folyamatok molekularis szinti nyomon kovetése €s értelmezése
kulcsfontossagl az orvosi biologia és a gyogyszerkémia szamara. E teriiletek egyre inkdbb a nem
radioaktiv, optikai eszkdzokkel nyomon kdvethetd, nagy érzékenységii képalkotdé modszerekre
tamaszkodnak. A radioizotopos jelolés elonyei mellett biztonsagi, engedélyezési ¢&s
hulladékkezelési terhei miatt egyre inkdbb a hattérbe szorul, igy eldtérbe keriilnek az alternativ
jelolési megoldasok, mint példdul a fluoreszcens jelolés. A hatékonysagdhoz sziikséges a
megfeleld fotofizikai (abszorpcios/emisszids értékek, kvantumhatasfok), kémiai (stabilitas,
funkcionalizalhatosag, oldhatésag) ¢és bioldgiai (kompatibilitds, célba juttathatosag)
tulajdonsagokkal rendelkezd festékek kivalasztasa ¢és elddllitisa. Munkank célja olyan,
konjugalasra alkalmas BODIPY-, rodamin- és rozamin-szarmazékok, valamint voros-/kozeli
infravorés tartomanyban emittdlo aza-BODIPY-k szintézise volt, amelyek egyrészt
biomolekuldk szelektiv jelolésére, masrészt fotodindmids terdpidban, mint teranosztikum
(terapias szer és diagnosztikum) alkalmazhatok. Ennek érdekében olyan funkcios csoportokat
hordoz6 festék-alapvazakat terveztiink eldallitani, melyekkel megvalosithatd kiilonbozo,
modositott  biomolekuldkkal torténd konjugacié. A termindlis alkin vagy fenolos
hidroxilcsoportokkal — rendelkez6  szarmazékokat alapvaz  szintézisstratégiaval  vagy
posztfunkcionalizalassal allitottuk eld. A reakciokoriilmények optimalasa érdekében igyekeztiink
az oldészermennyiséget €s a halogénezett vegyiiletek felhasznaldsat minimalisra szoritani, és
ahol csak lehetett, mikrohullamu energiakozléssel segiteni a reakciok lejatszodasat. Munkank
soran tobbek kozott atmenetifém-katalizalt Sonogashira reakciot, Vilsmeier-Haack formilezési és
Pinnick-oxidaciot alkalamztunk. Az 6sztradiol hormont a 3-as hidroxilcsoportjan modositottuk
¢és kiilonb6zd hosszsagh linkerekkel lattuk el, célunk volt eredeti bioldgiai aktivitasanak
megorzése. A konjugatumokat CuAAC reakcioval vagy éEterszintézissel épitettik ki.
Egylittmiik6d6 partnerek segitségével terveztiik jellemezni az 0j fluoroforok és konjugatumaik
spektroszkopiai tulajdonsagait, elvégezni nagyfelbontasi mikroszkopids vizsgalatokat, a
biologiailag aktiv molekuldk 6sztrogénreceptorhoz vald affinitdsanak mérését és a megfeleld
kotédési konformacio igazolasat szamitasos kémiai modszerekkel, valamint a fluoroforok

biologiai hatasanak vizsgalatat fotodindmias terapiaban.



2. Alkalmazott mddszerek

A szerves szintéziseket millimolos mennyiségben végeztiik, a reakcidk lefutdasat vékonyréteg
kromatografiaval kovettik. A pallddium-katalizalt és CuAAC-reakcidokat hagyoményos
melegitéses kortilmények kozott, vagy mikrohullimia reaktorban hajtottuk végre. A
reakcidelegyek tisztitdsa és a termékek elvalasztdsa  oszlopkromatografiaval tortént. A
vegyiiletek szerkezetét egy- és kétdimenzios NMR-spektroszkopiai modszerekkel, valamint MS

vagy HR-MS mérésekkel igazoltuk.

3. Sajat, uj tudomanyos eredmények tézisszerii dsszefoglalasa

3.1. Sikeresen javitottunk az aza-BODIPY tetrafenil szarmazékanak eléallitasi hatékonysagan (1.
abra). Uj, szekvencialis ,,egyedényes” eljarast dolgoztunk ki a benzaldehid és az acetofenon
natrium-hidroxiddal katalizalt kondenzacids reakcidjara, és az azt kovetd Michael-addiciora,
nitrometan felesleg alkalmazidsaval. Azt tapasztaltuk, hogy a két reakcidlépés egymas utan,
tisztitas kozbeiktatasaval vald végrehajtasa Osszességében ~20%-kal alacsonyabb hozammal
valosithatd meg, azonban a zo6ld kémia elveit figyelembe véve az ,egyedényes eljaras”
eredményesebb. Tanulméanyoztuk az ezt kdvetd dimerizacios 1épés ammonium-acetattal vagy
karbamiddal valé megvalosithatosagat kiillonbozd koriilmények kozott. Igazoltuk, hogy az
oldoszer elhagyhat6 vagy vizre cserélhetd az altalanosan hasznalt etanol vagy butanol helyett, és
a reakci6idé mikrohullam alkalmazasaval 1-2 naprol percekre rovidithetd. A legjobb hozamot
(51%) viz oldoszerben, citromsav katalizissel, feleslegben 1év6 karbamid hozzaadasaval kaptuk.
Bebizonyitottuk, hogy az utolso, bortrifluorid-éterattal lejatszodé komplexaldsi 1épés,
diklérmetan olddszerben, mikrohullamu koriilmények kozott, S0 °C-on, 30 perc alatt hasonlo,
90%-0s hozammal megvaldsithatd, mint hagyomanyos melegitéssel, toluolban, tobb oran at

torténd forralassal. (3. publikacié)
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3.2. Kidolgoztunk egy alapvazszintézis-stratégiat konjugalhaté aza-BODIPY szarmazékok
eléallitasara. A konjugdlasra alkalmas csoportok beépitését mar az elsd reakcidlépésben
megvaldsitottuk. A termindlis alkin funkcié bevitele érdekében a 4-brémbenzaldehidet
trimetilszilil-acetilénnel reagaltattuk a Sonogashira kapcsolas koriilményei kozott. A propargil-
éterek eldallitasat a 4-hidroxibenzaldehid vagy a 4-hidroxi-acetofenon propargil-bromiddal valo
reakcigjaval hajtottuk végre. Igazoltuk, hogy ezen épitéelemek felhasznalasaval is hasonld
hatékonysaggal végrehajthatd a 3.1. pontban ismertetett eljaras, aza-BODIPY -alkineket
eredményezve (2. abra). Megfigyeltiik, hogy a trimetilszilil-csoport a reakciosor végére lehasad,

igy nincs sziikség annak fluorid ionnal valo eltavolitasara. (1. publikacio)
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2. dbra

3.3. Tanulmanyoztuk az aza-BODIPY alapvaz posztfunkcionalizidldsdnak lehetdségeit, ¢és
igazoltuk, hogy megvalosithatd az egyik pirrol gyliri szelektiv formilezése (3. abra). Ehhez
Vilsmeier-Haack (VH) reakcidban modositottuk az alapvazat: POCI; reagenssel DMF/1,2-
dikloretan elegyben torténd forralds utdn vizes kozegben, szobahdmérsékleten reagaltattuk
tovabb, és azt tapasztaltuk, hogy a formilcsoport csak az egyik gytiriire épiilt be. A nyersterméket
Pinnick-oxidacionak vetettiik ala NaOCl,-tal: a reakcio hatékonyan, 84 %-kos hozammal
eredményezte a karbonsav szarmazékot. A terminalis alkin funkci6é beépitését propargil-amin

reagenssel, EDC/HOBt kapcsolo szerek felhasznalasaval, sikeresen valdsitottuk meg. (3.

publikacié)
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3. abra

3.4. Sikeresen végrehajtottuk a TFAB bisz-propargil szarmazékanak (30d) CUAAC-kapcsolasat,
benzil-azidot vagy a trietilénglikol azid szarmazékat alkalmazva reakciopartnerként. lgazoltuk,
hogy Cu(l)-katalizator (0,05 ekv.), PPhs ligandum (0,2 ekv.) és DIPEA bazis jelenlétében,
toluolban, 3 oras forralassal a triazol konjugatumok j6 hozammal (62% és 66%) eldallithatok. (1.

publikacié)
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3.5. Tanulmanyoztuk a fenolos hidroxilcsoportot tartalmazd, rozamin-tipusa festékek
eldallitasanak lehetOségeit, és azt tapasztaltuk, hogy a legjobb eredményt tomény foszforsav
kozegben, 1 6ras mikrohullamu besugarzassal, 140 °C-on megvalositott reakcioval érjiik el (5.
abra). Sikertiilt ezzel az eljarassal elfogadhaté hozammal (~30%) konjugaciora alkalmas rozamin
szarmazékokat szintetizalnunk (11b, 14c). Bebizonyitottuk, hogy a kiindulasi szalicilaldehid
kondenzacids reakcioban vesz részt a m-dimetilamino-fenol vagy a 8-hidroxi-julolidin

reagensekkel, ami a xantén vaz kialakulasat eredményezi.
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5. abra

3.6. Sikeresen végrehajtottuk kiilonb6z6 BODIPY-, aza-BODIPY- rodamin- és rozamin—E2
konjugatumok szintézisét (6. abra). A tavoltartd elemeket kiilonb6z6 hosszusagu alkilcsoportok
formajaban minden esetben a szteroid fenolos hidroxilcsoportjara épitettiik be. A fenolos
hidroxilcsoportokat tartalmazd6 BODIPY és rozamin szarmazékot éterkotéssel, az N-propargil
aza-BODIPY ¢és rodamin szarmazékot pedig CuAAC reakcidval kapcsoltuk szteroidhoz. A
konjugalasi reakcidk j6 hozammal szolgaltattak a kivant fluoreszcensen jelolt E2-szarmazékokat.

(2-3. publikacié)



n=4,6,8

4. Egyiittmiikodésben végzett biologiai és optikai vizsgalatok eredményei

4.1. Az eldallitott vegyiiletek koziil tobb képviselo is jelentds aktivitast mutatott fotodinamias
tumorterapiaban, A431 emberi borlapham karcindma sejtvonalon. A TFAB propargil és benzil
szarmazékai (30d, 33) fényindukalt toxicitasa 6sszemérhetd volt a TFAB-vel, mikromolos 1Cso-
értekkel. A 32-es vegyiilet koziilik egyértelmiien kiemelkedett, a 3,66 nM-0s ICsy értékével
legjobb tudomasunk szerint a szakirodalomban eddig kozolt eredményeket feliilmulta.
Megfigyeltilk, hogy a vegylleteknek elhanyagolhaté mértékii sotét toxicitdsa van, €és a
legigéretesebb szarmazék még tizezerszeres koncentracioban alkalmazva sem bizonyult

toxikusnak.

4.2. A festék-E2 konjugatumokat (39a-c, 41) in vitro dsztrogénaktivitas vizsgalatoknak vetettiik
ala egyiittmiikodésben. Igazoltuk, hogy a BODIPY-konjugatumok a fluoreszcens jeldlés ellenére
megtartottak  Osztrogénaktivitasukat, szubmikromolos tartoményba esd ICsg-értékekkel.
Radioligand-kotodési  vizsgalattal, els6ként a szakirodalomban igazoltuk, hogy a négy
szénatomos linkert tartalmaz6 BODIPY-E2 éter konjugatum (39a) dozisfiiggéen képes
leszoritani a tricialt E2-t a human ERa 6sztrogén kétohelyérdl. Ezen eredményiinkkel bizonyitast

nyert, hogy a szabad fenolos hidroxilcsoportot nem tartalmazé E2-konjugatum nagy affinitassal



képes a receptor Osztrogén kotohelyére kotddni annak ellenére, hogy a szakirodalom szerint ez a
hidroxilcsoport elengedhetetlen a vegyiilet j6 kotddése szempontjabol. Az eldzetes biologiai
tesztek eredményei arra utalnak, hogy a rozamin-E2 konjugatum (43) a fentiekével 6sszemérhetd
Osztrogénaktivitassal rendelkezik, azonban az ennek pontositdsara iranyuld vizsgalatok még
folyamatban vannak. Az T(jonnan szintetizalt E2-BODIPY konjugatumok (39a-c)
kiindulopontként szolgalhatnak olyan megfeleld jeldltek kifejlesztéséhez, amelyek alkalmasak az
Osztrogénfelvétel, -transzport, -biotranszformacid, valamint a fehérjek6tddési tulajdonsagok
vizsgalatara. E folyamatok megfigyelése nemcsak az 0Osztrogénhatds szempontjabol kiemelt
jelentdségli, hanem mas biologiai Osszefiiggések, tobbek kozott a neuroprotektiv mechanizmusok
tekintetében is. Tovabba, a fluoreszcens Osztrogének jo detektalhatdosdga révén uj, jelentds
bioldgiai hatasok azonositasara is lehetdség nyilhat. A kutatas soran eléallitott zolden és vordsen
fluoreszkal6 BODIPY-E2 konjugdtumok kiegészitik egymas kémiai terét, mivel a kiilonb6z6
hulldamhossztartomanyokban miikodd jelolt dsztrogének eltérd orvosi bioldgiai alkalmazédsokra
lehetnek alkalmasak. A nagyobb hullamhosszon emisszioét mutatd fluoreszcens konjugatum -

e ey

technikdkhoz, magas térbeli €s idébeli felbontasu képek eldallitasanak lehetdségét kindlva.

4.3. A szabad fenolos hidroxilcsoportot tartalmazo rozamin szarmazék fluoreszcenciaja erés pH-
fliggést mutatott. Savas kozegben a fluoreszcencia intenzitasa kiugréan magasnak bizonyult,
majd a pH novekedésével folyamatosan csokkent és 5-6 érték koriil minimalisra esett. Az adatok
alapjan szigmoid illesztéssel hataroztuk meg a vegyiilet savi disszociacios allandojat, ami pKa =

3,75 —re esett.
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