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I. Az értekezés el6zményei és célkitiizései

Az értekezésemet egy kutatocsoport tagjaként végzett munkara alapoztam. “A prolil-
endopeptidaz (PEP) inhibitorok szerkezetvizsgalata NMR modszerekkel” és “A 3(2H)-
benzofuranon szarmazékok vizsgalata NMR modszerekkel” cimii fejezetekben szerepeld
szerves molekuldk eldallitasat a Chinoin Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek Gyara Rt.-nél
Dr. Batori Sandor, Dr. Horvath Agnes és Dr. Kanai Karoly iranyitasaval végezték. A
dolgozatom “3-Szubsztitualt flavanon szdrmazékok szerkezet és térszerkezet vizsgalata NMR
modszerek segitségével” cimil fejezetben szerepeld szerves molekuldkat a debreceni Kossuth
Lajos Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Tanszékén Dr. Litkei Gyorgy és Dr. Antus Sandor
iranyitasaval jomagam allitottam el6. Ezekbe a témdkba bekapcsolddva célkitiizésem az volt,
hogy az NMR vizsgalatokra altalam szintetizalt és a kutatocsoport tagjai altal atadott
mintdkrél a rendelkezésemre 4allo technikai feltételek maximalis kihasznaldsédval ne csak a
szerves vegyész szamdra sziikséges (sokszor csak szerkezeti igen-nem) informacidkat
szerezzem meg, hanem minél tobb spektralis adat meghatarozasan keresztiil a vegyiiletek
eredmények, illetve értelmezésiik ugyanakkor bdvitették a reakciok mechanizmuséra

vonatkozo6 ismereteinket is.

Prolil-endopeptidaz (PEP) inhibitorok:

PEP a szerin peptiddzok csoportjaba tartozd 710 aminosavat tartalmazd monomer
szerkezetli fehérje, melynek mérete kb. 80kD, amely a prolin tartalmu oligopeptideket a prolin
karboxi termindlis helyén hasitja. A prolil-endopeptiddz nem mutat szekvencia homologiat a
tobbi ismert szerin peptidazzal (tripszin (His-Asp-Ser), szubtilizin (Asp-His-Ser)), kiillonbozik
a katalitikus triad sorrendjében (Ser-Asp-His), tovabba abban is kiilonbozik a szerin peptidaz
csalad tobbi tagjatol, hogy nem tartalmaz szabad NH csoportot. igy ez az enzim a szerin
proteazok egy 1j csaladjanak képviseldje.

Az 1971-ben felfedezett, prolil-endopeptidaz (PEP) enzim, az oxytocin Pro-Lys
(prolin-lizin) kotését hasitja. Azota kimutattdk, hogy a PEP az emlds szervezetben szdmos

helyen eléfordul, legnagyobb mennyiségben és koncentracidoban az agy hippocampus ¢€s



cerebralis cortex részében. A prolil-endopeptiddz egyarant megtalalhatd a citoszolban és
membranhoz kotott forméban is.

A PEP endogén szubsztratjaként szdmos prolin-tartalmu neuropeptid és hormon
szerepelhet. A Substance P (H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gin-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH>) ¢és
vasopressin-arginin ~ (NH,-Cys-Tyr-Phe-Glin-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH;)  neuropeptidek
fontos szerepet jatszanak a tanuldsban és a memoria javitasdban. E két neuropeptid szintje
csokkent az Alzheimer tipusi megbetegedésekben szenveddknél. A TRH (Thyreotrop-
Releasing Hormon: pGlu-His-Pro-NH,) igen fontos szerepet jatszik ugyancsak a tanulasi
folyamatoknal és a memoria javitasanal.

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy egy hatékony prolil-endopeptidaz gatld értékes
farmakon lehet tanuldsi folyamatok befolyasoldsara és neurodegenerativ megbetegedések
gyogyitasara, szerencsésebb esetben megeldzésére. Igy a Chinoin Gyégyszer- és Vegyészeti
Termékek Gyéara RT. K+F osztalydn 1993-ban uj PEP gatlok kutatisaba kezdtlink, ami
magaba foglalta a PEP addig nem ismert haromdimenzids szerkezetének meghatarozasat.
Utobbi téma 1998-ban sikerrel zarult.

A prolil-endopeptidaz inhibitorok kutatisa soran kettds célt allitottunk magunk elé: - a
subsztrat-inhibitor kolcsonhatds felderitése céljabol, a mar ismert, PEP inhibitor
tulajdonsagokkal bir6 SUAM-1221 jeli molekula szerkezetének ¢és  oldatbeli

crer

hatéassal rendelkez6 molekulaknal hatékonyabb, 1) molekulék kutatdsat és fejlesztését.

Flavonoidok és benzofuranonok:

A flavonoidokat biologiai fontossdguk miatt az utobbi évtizedekben szamos
kutatdcsoport tanulmanyozta. Szent-Gyorgyi €s iskoldja vizsgalta elészor részletesen ezen
novényi anyagok biologiai és farmakologiai hatasat. Tobb szintetikus szarmazék viszont mar
egyértelmil hatdssal rendelkezik (Venoruton, flavanon-8-ecetsav, stb).

A Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén évtizedek ota tanulmanyozzak
kiilonb6z6é flavonoidok eldallitasi lehetdségeit, amelyek nemcsak elméleti szempontbol
jelentések, hanem 1 farmakonok eldallitasa céljabol is. Az 1970-es évektdl intenziv
kutatomunka folyik a 6-aril-piridazinonok eldallitdsara, mivel az alapvdz tobbféle
farmakologiai hatassal rendelkezik. gy a vérnyomascsokkenté hatas mellett figyelemre mélto
a szivglikozidokhoz hasonld pozitiv inotrop hatdsuk. Tobb szintetikus gydgyszer is

forgalomban van (Amrinon, Mibrinon, Imadozon). Ujabban kinolinon, tetralon és kromanon



szarmazeékokbdl is eldallitottak piridazinon szarmazékokat. Jelen téméaban a flavanononokbdl
vald piridazinon szarmazékok eldallitdsat és azok szerkezetének, illetve térszerkezetének
meghatarozasat tliztem ki célul.

A természetes bioaktiv flavonoidok és a rokonszerkezeti molekulak kutatasa soran,
novekvo gyodgyaszati alkalmazasuk miatt, egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a szintetikus
uton eldallitott szarmazékaiknak. Az Ujonnan szintetizalt molekuldk szerkezetében olyan
aromas heterociklusos részegységek taldlhatok, amelyek a természetben is gyakran
eléfordulnak. A furan és benzofuran alegységként a kiilonb6z6 auron szarmazékokban, szegfii
olajban, krizantém ¢és hortenzia virdg magjaiban, citrus félékben és néhany alkaloidban is
megtalalhatd. Ezen kiviil a benzofuran egységet az izoflavonoidok csaladjdhoz tartozo

kumesztan és a pterokarpan szarmazékok is tartalmazzak.

Kumesztanok Pterokarpanok

R=OH, OCH,; R,=OH, OCH,, O-CH,-O

A szintetikus izoflavonoidok csaladjaba tartozo ipriflavont a csontritkulas
(osteoporosis) terapiaban mar évtizedek ota alkalmazzak. Az ipriflavon a Chinoin Gybdgyszer-
és Vegyészeti Termékek Gyéara Rt.-nek Osteochin® markanéven forgalomba keriilt eredeti
készitménye. Az ipriflavon megvaltoztatja a sejtek mitokondridlis oxidéacios foszforilacigjat,
azaz javitja a sejtek oxigén felhasznalasat. Az ipriflavon feltételezhetden gatolja a csont
leépiilését, illetve noveli a csontsejtek kalcium visszatartasat. igy a Chinoin Gyogyszer- és
Vegyészeti Termékek Gyara Rt.-nél az Osteochin kutatas-fejlesztési téma keretében mar
¢évtizedek ota folyik az 10j izoflavon vazi vagy azzal rokonszerkezetli molekuldk kutatasa.
Mivel szamos izoflavonoid molekula alegységként benzofurant vagy annak szarmazékait
tartalmazza, célul tliztiink ki a 3(2H)-benzofuranon szarmazékok eldallitasat, szerkezetiik €s

térszerkezetiik meghatarozasat kiilonb6z6 NMR moddszerek segitségével.



I1. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Szintetikus munkam sordn a klasszikus preparativ szerves kémia moddszereit
alkalmaztam. A reakcidok kovetésére, az anyagok tisztasdganak ellendrzésére vékonyréteg
kromatografidt hasznéaltam. A nyerstermékek tisztitdsa valamint az izomerek elvalasztisa
kristalyositassal €s oszlopkromatografia segitségével tortént.

Az elodallitott irodalmi és 0j vegyiiletek szerkezetét elsésorban NMR mérésekkel
igazoltam (BRUKER WP-200SY, BRUKER DRX-400). Emellett klasszikus eljarasokat is
alkalmaztam  (elemanalizis,  olvadaspontmérések) az IR  spektroszkopidas  és
tomegspektrometridas modszereket, valamint egykristaly rontgen diffrakciot. Az NMR
vizsgalatok soran kiilonb6z6 oldészerekben a termékek teljes 'H és °C NMR hozzarendelését
egy- illetve két-dimenzids standard, valamint gradiens technikdk (DEPT-135, szelektiv
INEPT, 'H-'H 1D és 2D COSY, 'H-'H 1D differencia NOE, 'H-'H 1D(gradiens) és 2D
NOESY, 'H-'H 1D(gradiens) és 2D TOCSY, “C-'H HMQC, "“C-'H HMBC, 2DJ
spektroszkopia, 'H és °C spin-racs relaxacios mérések) alapjan végeztem el. Az emlitett
mérési technikdk mellett ASIS (Aromatic Solvent /nduced Shifts) NMR modszert is
alkalmaztam.

A vegyiiletek térszerkezetére vonatkozéan molekulamechanikai (MM, HyperChem
programcsomag) szamitasokat is alkalmaztam. A SUAM-1221 molekula konformécios
analizisét molekulamechanikai ¢és félempirikus kvantum kémiai szédmitdsokkal (Sybyl
programcsomag) végeztiik el. Az Gsszegylijtott adatok tarolasat és a vellik vald szdmitasok

elvégzésére az Origin és Excel programokat hasznaltam.

I11. Az értekezés tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1,a) Elvégeztem a SUAM-1221 jeli molekula azonositasat a kiilonb6zo
oldoszerekben felvett 'H, '°C, 2D NOESY, 2D TOCSY, tovabba 2D HMBC és 2D HMQC
NMR spektrumok alapjan.
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b) Az oldatfazisban kialakuld fransz és cisz amid rotamerek jelhozzarendelését

déntéen a NOESY és C NMR spektrumok segitségével oldottam meg. Egy jellegzetes
érdekességre lettem figyelmes, miszerint az amid rotamereket szamos esetben a prolil 6 (C(5))
protonjai kozotti *J csatolasi allando értéke alapjan is meg lehet kiilsnboztetni. Az utobbi
modszer segitségével azonositottam a pirrolidil 2°-H, és 5’-H, protonparokat. Tudomasom
szerint, peptideknél a prolin konformerek azonositasara ezt a modszert még nem hasznaltak.

C) Az oldoszerhatdst a transz/cisz ardnyra vizsgalva arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy az apolaros oldoszerektdl polaros oldoszerek felé haladva a transz/cisz arany
jelentésen valtozik a cisz izomer javara. Megallapitottam, hogy a mért ¢és a
molekulamechanikai szamitasokkal kapott izomer ardnyok jelentdsen eltérnek, mig a mért és
félempirikus kvantumkémiai modszerrel nyert eredmények elfogadhaté egyezést adnak.

d) Mivel a prolil- és a pirrolidilgy(iri amid csoportjainak gatolt rotacidja az NMR
id6éskalan lassu folyamat, meghataroztam a transz-cisz reakcid atalakulasi sebességi allandoit
és transz illetve a cisz rotamerek atlagélettartamat. Megfigyeltem, hogy a polarosabb
oldoszerek felé haladva a transz-cisz atalakulas sebessége egyre lassubb lesz.

e) A prolilgyliri  térszerkezetét  vizsgalva azt taldltam, hogy a
molekulamechanikai szdmoldsokbdl kapott konformer készletben az ,,északi” (N), mig az
oldatfazisban a ,,déli” (S) konformer csalad dominal.

f) A mért NOE térfogati integral értékek és az atom tavolsagokbdl szamolt
elméleti NOE intenzitasok alapjan meghataroztam a két ottagu gytiri egymashoz viszonyitott
helyzetét. A mért és szamolt NOE adatok 0sszhangban voltak egymadssal, tehat a két Gttagn
gylri egymashoz viszonyitott helyzete oldatban megfelelt a szamitasokbol kapott

konformacioknak.



g) Az U-alak®/linearis konformer ardny meghatarozasait a Haigh-Mallion
egyenlet David A. Case altal parametrizalt formdjanak alkalmazasaval probaltam megoldani.
Azt talaltam, hogy a modszer adott esetben alkalmatlan a szamolt konformerekben az aromas
gylriidram okozta kémiai eltolodas valtozasanak kvantitativ értékelésére. A mért és szamitott
adatok alapjan feltételeztem, hogy az oldatban az U-alaka konformerek részaranya feltehetéen

kisebb, mint gaz fazisban.

2. Szubsztitualt 4¢, f-hidroxi-prolinokat dietilamino-szulfurtrifluoriddal (DAST)
reagaltatva, varhatéan PEP inhibitor hatdssal rendelkezé 4a, f-fluoro-prolin szarmazékokat
kivantuk eléallitani. Az 0j vegyiiletek eléallitasan kiviil, az emlitett reakcié mechanizmusanak

tisztazasat is megcéloztuk.
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a) Elvégeztem a 4q f-hidroxi- illetve 4a,f-fluoro-prolin  szarmazékok

azonositasat kiilonbozd oldoszerekben felvett 'H, *C, 2D NOESY, 1D TOCSY (gradienses
valtozata), 2D TOCSY, tovabba 2D HMBC ¢s 2D HMQC NMR spektrumok alapjan.

b) Az oldatfazisban kialakuld transz és cisz amid rotamerek jelhozzarendelését a
NOESY "C NMR spektrumok segitségével hatiroztuk meg. Megfigyeltem, hogy a négyes
helyzetben elektronegativ szubsztituenst tartalmazé prolin szdrmazékokban az 5-H, protonok
geminalis csatolasi allandoja alapjan nem lehet a cisz és a ftransz rotamereket
megkiilonboztetni. A vizsgélt négy vegyiiletben az NOE adatok és a csatolasi allandok
igazoltak a hidroxil és a fluor csoportok relativ térallasat.

c) A 4-fluoro-prolin  szarmazékoknal a 'F-'H spin-spin  csatolasok

meghatarozasara alkalmazott 1D gradiens TOCSY modszer révén egy érdekességre figyeltem



fol, miszerint a proton frekvencian szelektiven besugarozva a transz rotamer 4-H proton fluor
csatolas szerinti dublett jelének egyik komponensét, egy olyan spektrumot kaptunk, amelyben
a jelek a proton spektrum multiplettjeinek csak az egyik szaranal jelentek meg. Az igy
elvégzett 1D gradiens TOCSY kisérlet analog a 2D HETLOC kisérlettel, illetve annak
egydimenzios valtozata. A fentebb emlitett eljards hasznos lehet a spin-spin csatoldsok
meghatarozasakor azokban az esetekben, amikor az 1D 'H NMR spektrum jelei jelentGsen
atfednek egymassal; egy masik eldny a kisérlet rovidsége.

d) A 4c¢-hidroxi- illetve 4o-fluoro-prolin szarmazék esetében, dsszhangban az
irodalmi adatokkal, oldatban a prolilgytiri N konformacidja a dominans térszerkezet, mig a 4
f-hidroxi- illetve 4/4-fluoro-prolin szarmazéknal az S konformacié dominal. igy oldatban a
prolilgytirti konformacioja erdsen fligg a négyes helyzetben 1€v6 szubsztituens térhelyzetétol,
mig az amid gétolt rotacio kovetkeztében kialakult fransz illetve cisz rotamerek egymasba

e) Megfigyeltem, hogy a prolilgyliri 4-es helyzetli elektronegativ
szubsztituensének térallasa hatdssal van a tranmsz-cisz atalakulas sebességére: a 4a-
szubsztitualt szarmazékokban a tramsz-cisz étalakulas lassibb, mint a 4/-szubsztitualt
szarmazékok esetében, feltehetSen sztérikus effektus miatt. Osszehasonlitva a 3, 4 vegyiiletek
transz-cisz atalakulas sebességi allanddjanak értékét a SUAM-1221 (1) molekula transz-cisz
atalakulds sebességi allandoival arra a kdvetkeztetésre jutottam, hogy az eldbbi molekulaknal
a transz-cisz izomerek egymasba alakulasa kisebb aktivalasi energiagaton megy keresztiil. Ezt
talan azzal lehetne magyarazni, hogy az amid karbonil melletti elektronegativ oxigén atom
lecsokkenti az amid C-N kettds kotés jellegét.

f) A kapott eredmények igazoljak, hogy az N-tercier-butoxikarbonil-4a- illetve
N-tercier-butoxikarbonil-4 f-hidroxi-prolinmetilészter és a DAST kozotti reakceid inverzioval

megy végbe, mas szerkezetrokon vegyiiletek irodalomban leirt viselkedéséhez hasonloan.

3. A tioprolin szarmazékbdl kiindulva, varhatéan PEP inhibitor tulajdonsagokkal

rendelkez0 4-szulfoxidot kivantunk el6allitani.

o (S 1eq%§écPBA o
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a) Az 'H, PC és 2D NOESY NMR spektrumokban négy jelsorozatot
detektaltunk, amelyeket az a- és S~ szulfoxid diasztereomerekhez, illetve azok transz és cisz
amid rotamerjeihez rendeltiink hozza.

b) A szulfoxid diasztereomereket ASIS modszer alkalmazasaval kiilonboztettem
utdn, az oxidacios reakcio koriilményeit valtoztatva, HPLC segitségével meghataroztuk a
transz/cisz (major/minor) izomerek aranyat. Vizsgalataink soran kideriilt, hogy az oxidacios
reakcid sztereoszelektivitdsa erdsen fligg az alkalmazott reakcio koriilményeitél. MCPBA
(Metaklorperbenzoesav (MetaChlorPerBenzoic Acid)) reagenssel gyakorlatilag csak a transz,
illetve a-szulfoxid izomer keletkezik (>99%), mikdzben a NalOy a transz és a cisz izomerek
keverékéhez vezet. Megfigyeltem, hogy a reakcid6 homérsékletének novelése a

sztereoszelektivitas csokkenéséhez vezetett.

&AQ*O I&C\

(o]
transz izomer - transz amid rotamer cisz izomer - transz amid rotamer

¢ [
& 0
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o] o
transz izomer - cisz amid rotamer cisz izomer - cisz amid rotamer

4. A 2-fenyl-2,3-dihidro-4 H-kromen-4-onbo6l (6) kiindulva az abran lathato
piridazinon szdrmazékokat kivantam eldallitani. Részletesebben a 3,3-bisz-(toziloxi-metilén)-

flavanon reakciojat cianid nukleofil jelenlétében vizsgaltam.



OTs A CN
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a) Megallapitottam, hogy egyéb nukleofilekkel ellentétben, nem egyszerli Sy
reakcid jatszodik le, hanem Sy; reakcié eredményeként harom CN-szubsztitualt 3,3-spiro-
ciklopropan-flavanon sztereoizomer keletkezik.

b) Modszert dolgoztam ki a sztereoizomer nitrilek elvalasztasara és hidrolizissel a
megfeleld savamidok illetve karbonsavak eldéallitasara. A karbonsavakbol diazo-metannal
sztereoizomer metilésztereket nyertem. A karbonsavakbol hidrazin-hidrattal potencialis
farmakologiai hatdssal rendelkezé piridazinon-spiro-ciklopropan-flavanon szarmazékokat
allitottam eld.

c) Kiilonb6z6 NMR spektroszkopiai modszerek segitségével meghataroztam a
keletkez6 sztereoizomerek szerkezetét. A térszerkezet meghatarozaséhoz NOE és
kétdimenzios 2DJ-spektrumokat vettem fel. 'H csatolt *C NMR spektrumok segitségével az
!Je i spin-spin csatolasi 4llandokat hatiroztam meg. C spin-racs relaxacios idé méréseket is
elvégeztem. Tanulményoztam az egyes NMR paraméterek ¢és a vegyiiletek szerkezete és
térszerkezete kozotti Gsszefiiggéseket.

d) Az NMR mérések segitségével meghataroztam a harom 3,3-spiro-ciklopropan-

flavanon sztereoizomer szerkezetét és térszerkezetét:

Hb/ Ha

11A (transz-cisz 2-Hayeky) 11K (cisz-cisz 2-Hayx) 11F (transz-transz 2-Hey)

5. A csontritkulasra hat6 j anyagok kutatisa sordn benzofuranon szarmazékokat

kivantunk el6allitani az irodalomban leirtak alapjan.

R1O

R, =H, CH3, CH(CH,),
R, =H, CH,

16 17 18
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a) Megismételtiik és tovabbfejlesztettik az irodalmi moddszereket, valamint
javaslatot tettiink az egyik reakcié mechanizmusara vonatkozodan.

b) A reakcidkban, a kozleményekben szerepld termékek mellett, egyéb anyagok
is keletkeztek, amelyeket izolaltunk és 'H, 'C, DEPT-135, 1D gradiens TOCSY, 1D
szelektiv INEPT, 2D HMBC, 2D HMQC ¢és 2D NOESY NMR, valamint IR és MS
modszerek segitségével meghataroztuk a szerkezetiiket, illetve térszerkezetiiket.

c) Az eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a 3(2H)-benzofuranon é&s

szarmazékai konnyen oxidalodnak és f6 termékként a mezo és a racém dimerekhez vezetnek.

mezo racém (d,l-par)

“R”, “S” Vagy “S”, “R” “R”’ “R” Vagy “S”’ “S”
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