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1. Bevezetés

Az idén otvenhat éve, hogy az Egyesiilt Allamokban két egymastol fiiggetlen
kutatolaboratoériumban is észlelték a magneses magrezonancia kvantumelméleti szadmitasok
altal elére megjosolt jelenségét. A felfedezés utani elsd évtizedben az NMR f6leg a fizikusok
vizsgalatanak targya volt, majd a kémiai alkalmazas lehetdségeit felismerve megjelentek az
elsé kereskedelmi CW-spektrométerek. Ezen igen szerény felbontasti spektrométerek
segitségével felvett NMR spektrumokbdl szamos olyan informaciot lehetett nyerni, amit mas
akkor ismert spektroszkopiai moédszer (pl. IR, UV, MS) nem nyujtott. Az 0j technika
alkalmazasa az emlitett elényei mellett komoly nehézségekbe {itkozott: egy NMR spektrum
felvétele tobb orat vett igénybe, a modszer érzékenysége, mas szoval a jel/zaj viszony
gyengének bizonyult.

Az elsd nagy attorés az NMR mérések érzékenysége ¢és ez altal hatékonysaga novelése
terén a hatvanas évek végén a nagyobb térerejii szupravezetdé magnesek és az uj Fourier-
transzformacids  spektrométerek megjelenése volt. gy az 0j impulzus Fourier-
spektrométereknek koszonhetden lehetdség nyilt arra, hogy nem csak a IH, 19F, 31P, hanem
alacsonyabb természetes eléfordulasi NMR-ben aktiv izotopokat (°C, °N) is viszonylag
rovid idén belill (egy par ora alatt) lehessen detektalni. A hetvenes évek masodik felére, a
nyolcvanas évek elejére tehetd a kétdimenzios NMR moddszerek megjelenése és robbanasszerti
fejlesztése (COSY (COrrelated SpectroscopY), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), TOCSY (TOtal
Correlation SpectroscopY), NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), stb.), ami
szintén mérfoldkének bizonyult az NMR mérési technikak fejlédésében. gy mar a nyolcvanas
évek elején az NMR, mint szerkezetigazoldsi modszer méltd helyet foglalt el a tobbi
spektroszkopiai modszerek kozott, soét, leghatékonyabbnak és szinte nélkiilozhetetlennek
bizonyult a szerves kis- ¢és kozépméreti molekuldk oldatbeli szerkezetének
meghatarozasaban.

Az egyre nagyobb térerejli szupravezetd magnesek, tobb csatornaval és egy (Z) vagy
harom (X, Y, Z) irdnyt gradiens egységgel felszerelt modernebb NMR spektrométerek
megjelenése ) korszakot nyitott az NMR spektroszkopia, szerves kémia, szerkezeti biokémia,
molekularis biologia, az orvostudomany vagy akar a virologia szamaéra. Igy egyre nagyobb
méretli molekuldk (polimerek, biopolimerek) szerkezetének meghatarozasara €s oldatbeli
konforméciojuk felderitésére nyilt lehetdéség, ami a szerves illetve biokémia teriiletén Uj
kutatasi iranyokat inditott el. Az impulzusszekvencidk ¢és az NMR modszerek
teljesitOképessége hihetetlen gyorsan javult. Hatalmas a megtett Gt az els6 2D COSY
spektrumoktdl  szdmitva, amelyhez tartozd6 impulzusszekvencia ~mindossze — két
radiofrekvencids (RF) impulzusbol allt. A fejlédés jol érzékelhetd, ha példaul a COSY
szekvenciaval Osszevetjilk barmelyik modern heteronuklearis impulzusszekvenciat (pl.
HNCA, CBCA(CO)NH, stb.). Ez utébbi jellegzetesen 20-nal is tobb RF pulzusbdl all,
amelyet tobb csatorndn vezetiink, Osszetett lecsatolasok alkalmazasa mellett, gradiens
szelekcioval ellatva. A novekvo térerdnek €s az egyre Osszetettebb impulzusszekvenciaknak
koszonhetden kideriilt, hogy a modszer érzékenysége lehetdvé teszi, hogy az aminosavakhoz
tartozo spinrendszereket elkiilonitve lassuk. Mindez azt is jelenti, hogy a szekvencidban
szerepld azonos aminosavak jelrendszere elkiiloniilhet, ha a kémiai kdrnyezetiik eltéro.

A makromolekuldk, s ezen beliil a fehérjék NMR spektruman alapul6 szerkezetkutatas
szamos elénye koziil érdemes megemliteni azt, hogy a mérések vizes oldatban torténnek, s igy



a modszer nem igényel egykristalyt. Igy természetszertileg nincs sziikség az tgynevezett
“nehézatom” helyettesitésre sem, amely a szilardfazisu szerkezetmeghatarozas ma is egyik
kulcslépése. Ugyanakkor meg kell emliteniink, hogy az NMR-alapti fehérje szerkezetkutatas
egyik legsulyosabb korlatozo tényezéje a molekula mérete. Az utobbi technikaval, még a °C,
>N, ?H izotopjelzés esetén is csak a ~40kDa, ~50kDa molekulatomegnél kisebb fehérjék
szerkezetének meghatarozasara van esély. Rdadasul a méretkorlat oka elsésorban a molekula
relaxacios tulajdonsagaival magyarazhato, mely akadaly nem tlinik egyszertien lekiizdhetonek
a kozeljovoben sem.

Az utdbbi tiz-tizendt évben egyéb NMR alkalmazéasok is rohamos fejlédésnek
indultak. Ezek koziil emlitésre méltdo az MRI (Magnetic Resonance Imaging) technika, amely
az orvostudomany szadmara fontos szerepet jatszik a daganatok és egyéb fiziologiai
rendellenességek diagnosztizalasban. Ez a kiilonleges képalkoto6 NMR mddszer a kiilonb6zo
allati illetve emberi szovetek vizsgélatdra hivatott, ami sok esetben kizarja, vagy sziikség
esetén eldsegiti a sebészeti beavatkozas lehetdségét.

Az utobbi néhany évben, a kombinatorikus kémia erételjes fejlodésének kdszonhetden,
nagy eréfeszitéseket tesznek az ugynevezett “kapcsolt” technikak terén. Igy az NMR
miszergyarté cégek sikeresen kifejlesztették a még ujnak nevezheté6 HPLC-NMR modszert,
amely lehetOséget nyujt tobb komponensii elegyek dsszetevdinek vizsgalatara.

Mivel az anyagok szilardfazisti elemzése tobb kutatdsi teriileten egyre fontosabbnak
bizonyul, az oldatfazisi NMR modszerek mellett az elmult tiz évben egyre nagyobb teret
nyert a szildrdfazisi NMR technika alkalmazasa. A mddszer szdmos elénnyel bir a tobbi
szilardfazisu spektroszkopiai modszerekkel szemben, de amellett komoly hatranya is van. Az
egyik legfontosabb eldnye az, hogy a vizsgdlandd szilard anyag morfoldgidja vizsgalat
szempontjabol 1ényegtelen, azaz az egykristaly rontgen diffrakcidoval szemben kristalyos és
amorf (nem vagy csak nehezen kristdlyosodd) anyagok egyarant vizsgalhatok. A
gyogyszeriparban e modszer alkalmazasa kulcsfontossagli lehet, mivel bizonyos esetekben
eldsegitheti a kiilonb6zd polimorfok felismerését és megkiilonboztetését. Az tgynevezett
nagyfelbontast szilard NMR technika (pl. CP-MAS) 1étezésének ellenére a mddszer hatranya
hasonlé ahhoz, ami kordbban a folyadékfazisi NMR spektrométereknél volt - még nem
teljesen elegendd érzékenység és a kisérlet relative hosszu idGtartama.

A fentiek alapjan egyértelmiien lathat6, hogy napjainkban az NMR spektroszkopia az
egyik leggyorsabb ¢és leghatékonyabb moddszerek kozé sorolhatd. Ma, a mindennapi
munkankban, a kiilonbozé egy-, két- illetve tobbdimenzids gradienses technikdkat mar
rutinszertien alkalmazzuk. Az NMR spektroszkopia fontos szerepet jatszik a
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felderitésében. A nagyfelbontdsi NMR spektroszkopia az 6tvenes évek oOta a szerves kémia
nélkiilozhetetlen eszkoze. Maga a modszer is hihetetlen fejlddésen ment keresztiil, melynek
elismerése a kibontakozas egyik legjelentdsebb uttordjének, Richard Ernstnek 1991-ben itélt
kémiai Nobel dij. Az NMR modszer valtozatos eszkoztaraval a modern kémia €s biokémia
szinte minden aganak hatékony vizsgaldé modszeréve valt.

A hazai lehetdségek alapjan az NMR spektroszkopia szerves kémia alkalmazasa a
meghataroz6, és igy a szerves kémikus, valamint az alkalmazott NMR spektroszkopiaval
foglalkoz6 szakember egyiittmiikodését jelenti. Ennek megfeleléen a spektroszkopus kutatasi
tevékenysége egyszerre sokoldali és szertedgazod, az eredmények pedig nehezen, vagy nem is
kiilonithetdk el a szerves kémiai vonatkozasoktél, mivel azokkal alapvetden
Osszekapcsolodnak.



Az értekezésemet egy kutatdcsoport tagjaként végzett munkara alapoztam. A
dolgozatom “A  prolil-endopeptidaz  (PEP) inhibitorok szerkezetvizsgalata NMR
modszerekkel” és “A 3(2H)-benzofuranon szarmazékok vizsgalata NMR moddszerekkel” cimii
3. fejezet 3.1., 3.2., 3.3. alfejezetében illetve 4. fejezet 4.3. alfejezetében szerepelt szerves
molekuldk eldallitasat a Chinoin Gydgyszer- €¢s Vegyészeti Termékek Gyara Rt.-nél Dr. Batori
Sandor, Dr. Horvath Agnes és Dr. Kéanai Karoly iranyitasaval végezték. A dolgozatom “3-
Szubsztitualt flavanon szarmazékok szerkezet és térszerkezet vizsgdlata NMR modszerek
segitségével” cimili 4. fejezet 4.2. alfejezetében szerepelt szerves molekuldk eldallitasat a
debreceni Kossuth Lajos Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Tanszékén Dr. Litkei Gyorgy és
Dr. Antus Sandor iranyitdsa alatt jomagam végeztem. Ezekbe a témakba bekapcsolodva
célkitlizésem az volt, hogy az NMR vizsgalatokra altalam szintetizalt €s a kutatocsoport tagjai
altal atadott mintdkrol a rendelkezésemre 4ll6 technikai feltételek maximalis kihasznélasaval
ne csak a szerves vegyész szadmara sziikséges (sokszor csak szerkezeti igen-nem)
informaciokat szerezzem meg, hanem min¢l tobb spektralis adat meghatarozasan keresztiil a
az eredmények, illetve értelmezésiik ugyanakkor bdvitik a reakciok mechanizmusara
vonatkozo ismereteinket is. A kozleményeinkben'”? lekdzolt, a vegyiiletek el8allitasaval
kapcsolatos eredményeket, a tényleges munkam bemutatasa érdekében, valtozd
részletességgel ismertetem.

Ahogyan mar az el6z6 bekezdésbdl is kideriilt a dolgozatom érdemi része két
fejezetbdl és ot alfejezetbdl all. Az emlitett fejezetekben a Chinoin RT. K+F Igazgatosagan a
prolil-endopeptiddz inhibitorok és a csontritkulasra hatd anyagok téméjdban, tovabba a
debreceni Kossuth Lajos Tudomdnyegyetem Szerves Kémiai Tanszékén flavonoidokkal
kapcsolatos témaban végzett munkdm eredményeirdl szamolok be.

A prolil-endopeptiddz inhibitorok kutatisa soran kéttds célt allitottunk magunk elé: - a
subsztrat-inhibitor kdlcsonhatas felderitése céljabol, a mar ismert, PEP inhibitor
tulajdonsagokkal bir6 SUAM-1221 (1) jeli molekula szerkezetének ¢&s oldatbeli
hatassal rendelkezé molekuldknal hatékonyabb, j molekulak kutatasat és fejlesztését (lasd 3.
fejezet, 3.1., 3.2., 3.3. alfejezetek).

o ~Ha

X=C-OH, C-F, S, S=0, S »0
n=2-10,12, 14,16, 18
R=Ar

SUAM-1221
1

A KLTE Szerves Kémiai Tanszékén mar régota foglalkoznak flavonoidkémiai
kutatasokkal. 1991-ben Litkei Gyorgy ¢és munkatarsai vizsgaltak a flavanon hidroximetilezési
lehetdségeit. A dolgozat e részének célja ezen vizsgalatok kiterjesztése, piridazinon
szarmazekok flavonoidokbol valo eldallitasa €és az igy eldallitott vegyiiletek szerkezetének és
térszerkezetének meghatarozasa NMR moddszerek segitségével (lasd 4. fejezet, 4.2. alfejezet).
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A csontritkuldsra hatd szerek kutatdsa sordn benzofuranon szdrmazékokat kivantunk
eldallitani az irodalomban leirt modszerek alapjan. Mivel a kozolt eldallitasi modszerek
megismétlése soran szamos Uj, eddig nem ismert benzofuranon szadrmazékot is izolaltunk,
sziikségessé valt az NMR, mint szerkezetfelderitési modszer alkalmazasa (/dsd 4. fejezet, 4.3.
alfejezet).

R, = H, CH,, CH(CH,)
R1 3 372 cl o

,= H,CH,



2. Alkalmazott modszerek

2.1. Mag Overhauser Effektus (NOE)

Ismert, hogy az NOE hatasért két spin (1 és S) esetén a zeérd- (W) és dupla-kvantum
(W,) atmeneteken keresztiil torténd relaxacios folyamat, ugynevezett kereszt-relaxacio a
felelds. Abban az esetben, amikor a W, atmenet, mint lehetséges relaxaciés utvonal a
dominans (Solomon diagramm), a két spin kozott egyikének telitése soran, a masikon az NOE
intenzitds csokkenést észlellink, vagyis mas szavakkal S spin telitése negativ NOE effektust
okoz az I spinen. Ellentétes hatdst észleliink abban az esetben, amikor a > dtmenet, mint
lehetséges relaxacids utvonal a dominans. Igy, az S spin telitése soran, a W, Gtvonalon
pozitiv NOE effektust észleliink az / spinen. Természetesen a fentebb emlitett W, és W,
lehetséges relaxacids foutvonalakon kiviil az egy-kvantum (W;) atmenet is létezik, amely
valamelyest ellensulyoz a Wy-nak és W,-nek, mivel a W; szempontjabol az I spin atmenetei
mar egyensulyi allapotnak felelnek meg. Igy az I spin NOE jelintenzitas véltozasat az S spin
telitése soran a kovetkezd egyenlet irja le:

W, ~W,

n,(s)=

- ahol W — atmenet valdszinlisége

A fentebb emlitett elméleti levezetések alapjan azt lehet latni, hogy az NOE hatas a W,
¢és/vagy W) folyamatok jelenlétének (ugynevezett kereszt-relaxacionak) koszonhetd és hogy az
NOE el6jelébdl el lehet donteni melyik relaxacidés mechanizmus a dominans; a kis molekulak
nem viszkdzus oldatai esetében (e koriilmények kozott W, folyamat dominal) az NOE effektus
pozitiv, viszont a makromolekuldk vagy viszkozus oldatok esetén (W, folyamat dominal)
negativ NOE-t észleliink. Ezen megfigyelésekbdl azt lehet latni, hogy a relaxacié (kereszt-
relaxacio) szoros kapcsolatban van a molekularis mozgéssal.

Az NOE kozvetett Gton informéciokat szolgaltat a mag-mag dipolaris csatolasokral,
amelyek kapcsolatba hozhatok a magok kozotti tdvolsagokkal és a relaxacios folyamatok
révén (W, és W, kereszt-relaxacidos folyamatok) a molekula egészének mozgasaval. Ezen
Osszefiiggések megértéséhez egy oldatfazisban 1évé molekula mozgasdnak modelljére lenne
szlikségiink. A nagy molekuldk esetében ez nem okoz nehézséget, mert a molekula egyes
részei egymashoz viszonyitva kiilonb6zd transzlacios és rotacidos mozgéasokra képesek, melyek
koziil nagyobb része véletlenszerii. Altalaban ezt a random mozgast durva kozelitésben egy
korrelacios ido (T.) paraméterébe szokds Osszefoglalni. Mivel az oldatfazisban a molekula
1dordl-idére mas-mas konformaciét vesz fel és minden egyes orientadcioban csak pillanatnyi
ideig tartozkodik, a T, paraméter a két allapot kozott eltelt idétartamot, a makromolekula
mozgasanak egészét tekintve a részegységek T, paramétereinek atlagat jelenti.

A T, egy Osszetett paraméter, amely magaba foglalja a molekularis mozgast
befolyasolo tényezoket, példaul a molekula molsulya (mérete) (2 és 3 dsszefiiggések), az oldat
viszkozitdsa (2 Jsszefiiggés) ¢és koncentracidja, homérséklet (2 dsszefiiggés), tovabba
specifikusabb tényezék, mint hidrogénkotés és pH. Igy a nagy molekuldk (makromolekuldk)



mozgasa oldatfazisban lasstibb, mint a kis molekuldké és ebbdl kifolyolag rajuk hosszabb
korreléacios 1dok jellemzok. Az oldoszer viszkozitdsa €s az oldat koncentracidja szintén fontos
szempontok, mivel a kis molekuldk viszkézus kdzegben vagy az oldat magas koncentracidja
esetén lassabban mozognak ¢s gyakran erds szolvataldo hatds vagy nagy asszociatumok
keletkezése kovetkeztében nagyobb molsulyt molekulaként viselkednek, ami a korrelacios
idejiik novekedésével jar. Tovabbi fontos paraméter, mely befolyasolhatja a 7. nagysagat - a
hémérséklet, ennek novekedésével felgyorsul a molekularis mozgas és a korrelacios 1d6
csokken.

A korrelacios 1d6 becslésére €s szamitasara szamos modszer all rendelkezésre. Debye
szerint molekula izotrop mozgasa esetén a T, paraméter hasonlit a rotacios relaxacios idéhoz:*

T, =4mna’ /3kT )

- ahol a 1] paraméter az oldoszer viszkozitasat, mig az a paraméter a vizsgalt molekula sugarat
jelenti.

Az elobbi kozelitést hasznidlva és megadva a szerves olddszerek viszkozitasat
hozzavetblegesen le lehet irni egy olyan egyenletet, amely segitségével meg lehet becsiilni a 7,
értékeét:

T, =10"2w, 3)

- ahol W), a vizsgalt molekula moltomegét (daltonban) jelenti.

Egy adott spinrendszerben kétféle relaxacids folyamat 1étezik: a spin-racs és a spin-
spin relaxacid. A spin-racs relaxacids mechanizmusban gyakran dipdlus-dipolus kdlcsonhatas
dominal. Ez azt jelenti, hogy a spin-racs relaxacids sebesség (/7)) egy adott magra elsd
kozelitésben a kornyezetében 1évé magok szamatol és azoktdl mért tdvolsagatol fiigg. A
fentiek alapjan lehet latni, hogy a relaxacio és korrelacids idd szoros kapcsolatban vannak
egymassal, pontosabban forditottan aranyosak. A korrelaciés id6 az NMR relaxacios
paraméterek (°C spin-racs relaxacios id6) segitségével a kovetkezd egyenlet alkalmazisa
mellett hatdrozhat6 meg:

1 g i »

T ("C) m rCGH ¢

-ahol Ty(”C) a "C spin-racs relaxacios ideje; Ly a vakuum permeabilitasa (477 x 107
mkgs*A~); N az adott szén-13-hoz kozvetleniil kapcsol6édd protonok szama; Vi és Y a
megfelelé magneses mag giromagneses hanyadosa; 7 - 27evel osztott Planck allando;

rcy - az adott szén-13 és hozza kapcsolodo proton kdzotti tavolsag; T, - az rey
tavolsag-vektor rotacios korrelacios ideje.



2.2.  Sebességi dllando és dtlagélettartam meghatdarozdsa

A transz-cisz atalakulasi sebességi allando, illetve transz és cisz rotamerek atlagélettartama a
NOESY spektrum keresztcsticsai segitségével az alabbi képlet alkalmazasaval hatarozhato megs:

r+l1
In—=k (5)
r—1 "
- ahOI r= 4XtransXc[xz(Itransz-transz—’_Icixz—clsz)/ (Itransz-cisz+Icisz-tmnsz)'(Xtransz'Xc[xz)z;
Xirans: €8 Xisz - megfeleld moltortek (a populacidé nem egyenld);
Itransz-tmnsz, Icisz—cisz, Itransz-cisza Icisz-tmnsz —a megf61616 diagonélis éS CSCrélédéSi
keresztcsucsok térfogati integral értékek;
k - a transz-cisz atalakulasi sebességi allando [s'l], amely a transz-cisz (kyapss-cisz) €8
a cisz-transz (keig..ansz) Teakcio sebességi allandok Gsszege;
tn - keverési 1d6 [s].

2.3. Az ottagu gyiirii pszeudorotdcioja

Ismert, hogy az ottag gylirti 6sszes konformacios lehetdségeit a pszeudorotacios kor
segitségével lehet feltérképezni. Az dttagh gylirli mozgasat a (6) osszefiiggéssel lehet leirni®’.
Az Osszefiiggésben szereplé P szog 18°-onkénti valtoztatisa egy-egy Ujabb félszék illetve
boriték konformerhez vezet (1. dbra). A P szoget (7) egyenlet segitségével hatarozhatjuk meg,
az Ottagi gylri belsé torzids szogeibél. A 0°-os P értékli félszék format “északi”
konformernek (N), a 180°-o0s félszéket pedig “déli” konformernek (S) nevezik (1. dbra).

8/=0,,cos(P+j0) (6)

-ahol j=0-4, 5=144°; ha;=0, akkor 6,=6,cosP

_(6.+6)-(9+8)
20 (sin36 +5sin72)

- ahol a 6, » 3 , paraméter az Gttagu gylirl belsé torzids szog értéke (fokban)

tgP (7)



P=0° P=180°

Type N Type S
1. abra
A prolilgytirii konformacios eloszlasa a pszeudorotacios térben. Az “N” és az “S” konformerek
jelolése

Haasnoot és munkatarsai® 4a-hidroxiprolinban (Hyp), 4a-fluoroprolinban (Fpro) és
N-acetil-4a-hidroxiprolinban (NAcHyp) meghataroztdk a prolilgyliri pszeudorotacids
Ottagu gyliri konformaciodja vizes kdzegben Hyp €és Fpro prolin szarmazékok esetén kizardlag
az N konformer csaldadhoz tartozik (Xn=1; Pnmyp=13°, Onmaxmp=44°; Pnrro=14°, 6
Nmax.FPro=42°). A két vegyiilet Py értékei alapjan a gyliri konformacioja a YTg-'E konformerek
tartomanyaba esik. A transz-NAcHyp vegyiilet esetén az N konformer mellett kb. 9% S
konformer (N/S~9/1) is jelen van (Pntranszyuacemp=21°, Oxmaxtransznacmy =46°,
Ps transzyucryy =147°, Osmax transzyacmy =26°, rms=0.26 Hz), a cisz izomer esetén N/S=3/1
konformer aranyt kaptak a kovetkezé pszeudorotacios paraméterekkel: Py ciszyucrn,=23°, ©
Nmax,CISZNAcryp =51°, Ps ciszyacryy =121°, Bsmax Cisznacry =27°, tms=0.29 Hz. A cikk szerzéi
szerint a vegyiilet gylirti konformacidja dominénsan a YE-'Ts konformerek tartomanyaba esik
¢s arra lehet kovetkeztetni, hogy az N-acil kotés koriili gatolt rotacid lényegesen nem

crer



2.4.  Aromas gyiiriiaram hatdsa (“ring current”)

1953-ban Meyer és mtsi® megfigyelték, hogy az 'H NMR spektrumban a benzol
protonok kb. 1.5 ppm-mel nagyobb kémiai eltolodassal birnak (gyengébb térnél, illetve
nagyobb frekvenciaknal jelentkeznek) mint az etilén protonok. 1956-ban Pople'® a Pauling 7%
elektronaram keringéses modellt hasznalva, szintén kimutatta, hogy a 7rrelektrondram
keringése kis magneses teret hoz létre, amely ellen hat a kiilsé magneses térnek és ezzel azt a
hatast fejti ki, hogy a benzol protonok nagyobb kémiai eltolodassal birnak az olefin
protonokhoz képest. Ugyan abban az évben Pople, Bernstein és Schneider'' elsékként a
kiilonboz6 kondenzalt, fenilgyiriit tartalmazé szénhidrogének "H NMR spektrumait vették fel
¢s kimutattak, hogy az aromas gyliridram modell képes megmagyarazni az aromas protonok
vartnal magasabb kémiai eltolodasok jelenlétét az "H NMR spektrumban. A modell alapjan
azt lehetne feltételezni, hogy azok a protonok, amelyek egy adott molekuldban az aromas
gylrt sikja alatt vagy folott helyezkednek el az aromds gytirli anizotrép hatdsanak ki lesznek
téve, vagyis pozitiv gyliriaram hatast kdvetden, erdsebb tereknél, illetve alacsonyabb kémiai
eltolédasoknal jelennek majd meg. Mar 1957-ben Waugh és Fessenden'? az elébb emlitett
feltételezés helyességére vonatkozoan, kisérleti adatokat kozoltek le, miszerint az 1,4-
polimetilén benzol szarmazékokban azok a metilén protonok, amelyek az aromas gytiriik
kozelében, illetve az utobbiak sikjatol eltéréen helyezkedtek el, az '"H NMR spektrumban
nagyobb térerdknél, illetve kisebb kémiai eltoloddsoknal jelentek meg.

Az aromés gyliriiaram hatasa az 'H NMR spektrum proton kémiai eltolodasokra dontd
szerepet jatszott az annulenek kémidjanak ¢és szerkezetének felderitésében. A [4n+2]-
annulenek ¢és azok polidehidro- szarmazékok “kiils6” protonjai a benzol protonjaihoz
hasonldéan gyengébb tereknél (magasabb kémiai eltolédasoknal), mig a “belsd” protonjai a
porfirin protonokhoz hasonléan, erdsebb tereknél, illetve kisebb kémiai eltolédasoknal
jelentek meg.

Az aromas gyiriaram effektus a komplex bioldgiai molekuldk (pl. nukleotidok,
vitaminok, koenzimek stb.) konformacids probléméak megoldasadban sz¢éleskorii alkalmazasra
talalt.'>'* A polipeptidek és kis proteinek esetén az aminosavak (pl. triptofan, hisztidin,
fenilalanin, tirozin) kiilonb6z6 aromds csoportjainak aromas gylrliaram hatasanak vizsgalata,
fontos informaciokat szolgéltathat a fehérje tercier strukturara nézve."

Jelen dolgozatban az aromds gyliriiaram hats szamitisara Haigh-Mallion egyenlet'®
David A. Case altal parametrizalt'’ forméajanak alkalmazasarol szamolunk be. Az aromas
gylrtidram okozta kémiai eltolodas valtozast a (8) és (9) egyenletek segitségével hatarozhatjuk
meg:

o, =iBG(r) ($)

- ahol: @, - aromas gylri okozta kémiai eltolodas valtozas, ppm;
r - a vizsgalt proton aromas gytirtitl valé tavolsaga, A;
G(r) - geometriai faktor, ami a vizsgalt proton és az aromas gylrli tavolsagatol és
helyzetétdl fliiggd szam;
i és B - az aromés gyirii tipusatol fliggd allandok (fenilgytirire i=1, B=5.455x10°A).



A geometriai faktort a kdvetkezd 0sszefiiggés irja le:

=
G =Y 5, F5 + L ©
B B

2. abra

Az aromas gyiiriiaram hatds szamoldsanak modja: r; és r; - tdvolsag az aromas gytirii szénatomjatol a
. , . C, .. . 2
vizsgalt protonig, A; s; - a C;C,;P hdromszog teriilete, A

2.5. E.COSY

Az AMX tipusu spinrendszerek vizsgéalata esetén, amikor az A és M magok - protonok
¢s az X mag valamely NMR-ben aktiv (1/2 spinil) heteroatom, E.COSY jellegti spektrumok
jonnek létre'™, amelyekben megjelend keresztcsucsok multiplicitasa egyszertisddik a standard
2D COSY spektrumokban megjelend keresztcsticsok multiplicitasahoz képest. A 2D COSY
spektrumban, abban az esetben, amikor A, M és X magok - protonok, mindhdrom mag
magnesezettsége kolcsonhatasba 1ép egymadssal és egy olyan 2D multiplettet hoz 1étre, amely a
harom mag egymas kozott fellépd csatoldsa kdvetkeztében 16 komponensbdl all. Abban az
esetben, amikor az A és a M magok - protonok, de az X mag NMR-ben aktiv heteroatom, a
magnesezettség atvitel csak az A-r6l M-re torténik, mivel az X magot nem gerjesztjiik. Igy a
fentebb emlitett 16 komponensbdl all6 COSY keresztcsiics 8 komponensti keresztcsticesa
redukalodik, amely komponensei egymashoz képest el vannak tolodva az egyik dimenzidoban
AX, a masikban pedig MX csatolas szerint (3. dbra).
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3. abra

A COSY és E.COSY spektrum “off” diagonalis keresztcsucs multiplicitasanak sematikus abrazolasa

0000
0000
0000
0000
O @4—5%

26. AVF'H spin-spin csatolasi dallandok meghatarozasa

Az irodalomban mér tSbben probalkoztak a 'H-"’F csatolasok és diéderes szdgek
kozotti osszefiiggés felallitasaval.'”?® A szerz6k feltételezték, hogy a proton-proton vicinalis
csatolasokhoz hasonloan a fluor-proton vicinalis csatoldsok is fiiggnek a diéderes szogtol, a
kotéshossztol, a kotésszogtol és a szomszédos atomok elektronegativitasatol. Mar a 60-as
évek végén nagy szamu °Jyp csatolast hatdroztak meg, de a molekuldk konformacios
flexibilitdsa miatt nem tudtdk ezeket az adatokat a diéderes szog fiiggvényében értelmezni.
Sok kisérlet iranyult arra, hogy merevebb rendszereket allitsanak eld. A telitett aliciklikus
vegyiiletekben a szén-szén egyes kotés koriili rotaciot és a telitett gylirli rendszerek
konformécios atalakuldsait a polihalogén szarmazékok képzésével ¢és a hoémérséklet
csokkentésével gatoltak meg, de a “'Jyr (négy vagy 6t kotésen keresztiili) spin-spin
csatolasok miatt a Jyp értékek pontos meghatarozasa nem volt lehetséges. Williamson és
munkatarsai'®> a fentebb emlitett nehézségek kikiiszbolésére a *Jyr csatolasokat olyan
biciklusos rendszerekben hataroztak meg, amelyekben a diéderes szog értéke rogzitett volt.
Abraham és Cavalli?' leirtak, hogy a *Jy; ;7 csatolashoz hasonloan a vicinalis 'H-"F csatolas
linearisan fiigg a szubsztituensek elektronegativitasatél, de a 7.Jy r csatolasok csokkenése a
szubsztituensek elektronegativitas novekedésével kb. négyszeres a >Jy; ;7 csatolasokhoz képest.
A kozleményekben javasolt egyenletek a kovetkezok:

yp=Acos’d, 0 <¢ <90°

3 2 . . (10)
Jyp =Bcos™ @, 90" <¢ <180°, B=24
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3. A prolil-endopeptidaz (PEP) inhibitorok szerkezetvizsgalata NMR
modszerekkel

Bevezetés

A PEP a szerin peptiddzok csoportjaba tartozé 710 aminosavat tartalmazé monomer
szerkezetli fehérje, melynek mérete kb. 80kD, amely a prolin tartalmu oligopeptideket a prolin
karboxi terminalis helyén hasitja.”>> A prolil-endopeptiddz nem mutat szekvencia
homolégiat a tobbi ismert szerin peptidazzal (tripszin (His-Asp-Ser), szubtilizin (Asp-His-
Ser)), kiilonbozik a katalitikus triad sorrendjében (Ser-Asp-His), tovabba abban is kiilonbozik
a szerin peptidaz csalad tobbi tagjatél, hogy nem tartalmaz szabad NH csoportot. Igy ez az
enzim a szerin protedzok egy 0j csaladjanak képvisel('ije.%25 Az enzim mechanizmusanak
tanulmanyozésa soran Polgar Laszl6 mutatta ki, hogy a sebesség meghataroz6 1épés az enzim
konformaci6 véltozasa a szubsztratum kotédése soran.”

Az 1971-ben felfedezett, prolil-endopeptidaz (PEP) enzim, az oxytocin Pro-Lys
(prolin-lizin) kotését hasitja.”” Azota kimutattak, hogy a PEP az emlds szervezetben szdmos
helyen eléfordul, legnagyobb mennyiségben ¢€s koncentracidban az agy hippocampus és
cerebrdlis cortex részében.”® A prolil-endopeptiddz egyarant megtalalhatod a citoszolban és
membranhoz kotott formaban is.”

A PEP endogén szubsztratjaként szamos 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-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,) neuropeptidek fontos
szerepet jatszanak a tanuldsban és a memoria javitasaban. 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 tanulési
folyamatoknal'™® és a memoria javitasanal.

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy egy hatékony prolil-endopeptidaz gatld értékes
farmakon lehet tanulasi folyamatok befolyasolasara és neurodegenerativ megbetegedések
gyogyitasara®®, szerencsésebb esetben megelézésére. Igy a Chinoin Gyogyszer- és Vegyészeti
Termékek Gyara RT. K+F osztalyan 1993-ban uj PEP gatlok kutatdsaba kezdtiink, ami
magaba foglalta a PEP addig nem ismert haromdimenziés szerkezetének meghatirozasat.
Utdbbi téma 1998-ban sikerrel zarult®'.

A szakirodalomban két olyan molekulat talaltunk, amely kémiai terviinknél mint
vezérmolekulat szdmba vehettiink. Ezek kozil a SUAM-1221 (1) jelii szerkezetének
modositasa mellett dontottiink, annak ellenére, hogy a szakirodalomban leirt nem peptid
tipusa piridin szarmazék™ hatékonyabbnak tiint. Utolag kideriilt’®, hogy helyesen déntottiink,
mivel amikor a piridin szarmazékot referensként alkalmaztak, megallapitottak, hogy az
aktivitasa csak toredéke a korabban kozolteknek.

A SUAM-1221 molekula csoportjainak hatasat a biologiai rendszerre vizsgalva,
szamos olyan szarmazékhoz jutottunk, amelyek figyelemre méltdo biologiai aktivitast
mutattak. A dolgozat 3. fejezetében a 4. dabrdn lathatdé molekuldk szerkezetének és
oldatkonformacidinak meghatarozasardl szamolunk be a kiilonb6z6 NMR modszerek
segitségével.
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Sajat vizsgalatok

3.1. A SUAM-1221 jelii molekula térszerkezetének és oldatkonformdcidjanak
meghatdrozdsa34

3.1.1. Bevezetés

Yoshimoto mar tiz évvel ezeldtt kimutatta, hogy a SUAM-1221 kodu inhibitor
molekula (1) kikiiszobdli egerekben a szkopolamin indukalta memoria zavarokat.> A PEP
inhibitorok hatas-szerkezet Osszefiiggésének megértéséhez sziikséges e vegyliletek
konformécids sajatsagait ismerniink, ezért kordbban elvégeztikk 1 (1-(4-fenilbutanoil)-2-(1-
pirrolidinilkarbonil)pirrolidin) vegyiilet konformécioé analizisét.*® Molekulamechanikai és
félempirikus kvantum kémiai szdmitasokkal két, kiilon-kiilon tobb szdz hasonld energidju
szerkezetet tartalmazd konformer készletet kaptunk. Mindkét moddszernél az alacsonyabb
energidji formakban a fenilcsoportot a karbonillal Gsszekotd alifas lanc hajlitott, a
fenilcsoport a két ottagn gyliri egyikének kozelébe keriil, a konformereket globalisan U-
alakkal jellemezhetjiik. Ugyanakkor hasonlé molekuldk egykristaly rontgen diffrakcios
vizsgélat szerint az alifas lanc nydjtott volt.”’

5
10987N
Y
1

3.1.2. A SUAM-1221 molekula 'H és >C NMR spektrumok hozzdrendelése

e

2

Az 1 vegyiiletrl kiilonbozé oldoszerekben 'H NMR spektrumokat vettiink fel. A
legjobb jelszeparaciot deuteralt benzolban észleltiik és emiatt el6szor ebben az olddszerben

crer

2D TOCSY részben pedig 2D NOESY spektrumok alapjan végeztiik el. Az anyag '"H NMR
spektrumaban két jelsorozatot figyeltiink meg 91:9 intenzitdsarannyal, ami a prolilamid kotés
koriili gatolt rotacio kovetkeztében az oldatfazisban kialakult transz €s cisz izomerek
egyensulyanak eredménye3 8,39 (5. abra).

Az 1. tablazatban (lasd 27. oldal) 6sszefoglalt C-13 relaxacios idok értékei arra
utaltak, hogy a SUAM-1221 molekula kiilonb6z6 részeinek mozgasat hasonld értéka
korrelacios 1d6 (7.) jellemzi. A korrelacids idok szamitdsdhoz a vizsgalt molekula propil lanc,
prolil és pirrolidil gytiriik mért °C spin-racs relaxacios idéket hasznaltuk. A (4) Gsszefiiggést
alkalmazva a kovetkez6 T, értékeket kaptunk*:
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A szamolasokbol lathatd, hogy nem viszkozus olddszerben (deuteralt benzolban) a
molekula egészének mozgasat atlagosan kb. 24 pikoszekundumos korrelacios ido jellemzi. A
két-spin kozelitést alkalmazva, feltételezve, hogy a dipolus-dipolus relaxacion kiviil mas
relaxacidos mechanizmusok (paramagneses ¢és kvadrupolus relaxacid, kémiai eltolodas
anizotropia, skalaris csatolas és spin-rotacids relaxacid) nem jatszanak szamottevd szerepet
lehetéve valt a NOESY keresztcsticsok kvantitativ értékelése.

A fazisérzékeny 2D NOESY spektrumban diagonalis jelekkel ellentétes (negativ)
fazissal jelentkeztek a térkozelség miatt egymassal NOE kdlcsonhatasban levd protonoktol,
mig azonos (pozitiv) fazissal, az egymassal kémiai kicserélddésben levd protonoktol szarmazo
keresztcsucsok. A prolilgylirli diasztereotop protonjainak hozzéarendelését a kiilonbozo
keverési idok mellett felvett NOESY spektrumokban a negativ jelek térfogati integraljai
alapjan végeztiik el. A térfogati integral értékeket a keverési id6 fliggvényében dbrazoltunk. A
6. dbrdn lathato, hogy az NOE felépiilés linearis szakasza 450 msec-os keverési idéig tart. Igy
minden egyes, linearis szakaszhoz tartozé keresztcsiics NOE telitési gorbéhez illesztettiink
egy egyenest és annak a meredekségét (1ga-jat) hataroztunk meg®, amely értéke a mag-mag
tavolsagokrol informéciokat szolgaltatott (minél kozelebb van a két vizsgalt mag egymashoz,
annal nagyobb értékii zga-t kapunk). Az igy kapott eredményeket a 2. tablazatban (28. oldal)
foglaltuk 6ssze.

5
10 8
9 7N
o

transz cisz

5. abra

A prolilgytiriben mért vicinalis csatolasi allandok értékei (1. tablazat) arra utaltak,
hogy az oOttaga gylriit benzolos oldatban konformacios egyensuly jellemzi, de ilyen
rendszerekben is az varhato, hogy a gylirli azonos oldalan talalhatd protonok kozott nagyobb
NOE kolcsonhatas 1ép fel mint az ellentétes oldalakon levok kozott. Ismerve 2-Hy térallasat a
keresztcstics intenzitdsok ardnyaibol a 3, 4 és 5-H, metilén proton péarokat rendre
hozzarendeltiik a 6 jelsorozatban. A f6 jelsorozat hozzarendelését a minor komponens dsszes,

"~ N=2 (mivel CH,); tr=41Tx 107 kgs "mA™; 14=26.75 x 10" radT's™; y=6.73 x 107 radT"'s™; #=1.055 x 10°
3s; T(tesla)= sA”'kg; J:mzs'zkg
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még a fo sorozattal atfedd jeleire is at tudtuk vinni a NOESY spektrumban azonositott
kicserélddési csucsok segitségével (lasd 1. tablazatot).

Az 'H NMR jelhozzarendelés alapjan 2D HMQC és 2D HMBC mérések segitségével
elvégeztiik a *C NMR jelhozzarendelést is (1. tablazat).

140.00 +
120.00 +
100.00 —+
80.00 +
60.00 +
40.00 +
20.00 +

Térfogati integral értéke
L 2

0.00 &———+—F—+—+———+—+——F————F———+—
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000

Keverési ido, sec

6. dbra
Az NOE felépiilése (SUAM-1221, 5H,)

3.1.3. A transz és a cisz rotamerek jelhozzarendelése

A peptidkémiai nomenklatira szerinti transz és cisz rotamerek jelhozzarendelését tobb
NMR paraméter is igazolja. E16szor, a f6 konformerben a 8-H, és 5-H, protonok kézotti NOE
kolesonhatés utalt ra, hogy benzolos oldatban a tobbségi izomer a fransz szerkezetnek felel
meg (2. tablazat). Masodszor, a prolil 8 (C(3)) és y (C(4)) szénatomok (1. tablazat) kozotti
kémiai eltolodas kiilonbség, Gsszhangban az irodalomban leirtakkal,*' a transz izomerben 4.1
ppm, mig a cisz formaban 9.3 ppm. Egy tovabbi jellegzetes kiilonbséget is megfigyeltiink,
miszerint a prolil o (C(5)) protonjai kozotti 2] csatolasi allandé a transz szerkezetnél 9.5 Hz,
mig a cisz formaban 11.5 Hz. Az amid rotamerek hatdsat a nitrogénnel szomszédos metilén
csoport geminalis csatoldsara N-acetil-oktahidroimidazo[1,5-a]piridinek esetén is leirtak*?, de
tudomasunk szerint peptideknél a prolin konformerek azonositdsara még nem hasznaltak. Ez a
megfigyelés lehetdséget nyqjtott a 2°-H;, és 5’-H, metilén csoportok megkiilonboztetésére,
illetve hozzarendelésére, ugyanis a geminalis protonok kozdtt mért csatolasi allandd a két
metilén csoport koziil az egyikben - 11.8 Hz, ez rendelheté az amid oxigénnel cisz helyzeta
C(5°) metilén csoporthoz, mig a masik csoport jelei a 8.9 Hz-es csatolasi allando alapjan a
transz helyzetli C(2”) metilén csoport protonjaihoz tartoznak.

3.1.4. Oldoszerhatds tanulmanyozdsa a transz/cisz izomer aranyra

A transz/cisz izomerek egyensilyi aranyat az '"H NMR spektrumban a két jelsorozat
szeparaltan jelentkezd jeleinek intenzitas aranyabol hataroztuk meg. Ezt az eljardst tobb
olddszerben is megismételtiik, a kapott eredményeket a 4. tablazatban (28. oldal) tiintetjiik
fel a megfeleld spektroszkopiai informaciokkal egyiitt. A hozzarendelést egyes oldoszerekben
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a transz izomer 5-H, ¢és 8-H, protonjai kozott megfigyelt NOE kolcsonhatds, mas
oldoszerekben a C(4) és C(5) "°C kémiai eltolodas kiilonbsége tette egyértelmiivé. A 4.
tablazatban adjuk meg a molekulamechanikai és félempirikus kvantumkémiai modszerekkel
szamitott transz/cisz izomer aranyokat is. Az emlitett tablazatbol lathatd, hogy az apolaros
oldoszerektdl polarosak felé haladva, a transz/cisz izomer arany a cisz rotamer javara valtozik.

3.1.5. A transz-cisz atalakulasi sebességi dallando, transz és cisz rotamerek
atlagélettartamanak meghatarozasa

A transz-cisz atalakulds reakciosebességét a NOESY spektrumban megfigyelt
cserélédési jelek intenzitasai alapjan az (5) osszefiiggés segitségével szamoltuk ki’ Ezt az
Osszefiiggést a keverési 1d6 fliggvényében abrazolva (7. abra) lineéris regresszidval kaptuk a
transz-cisz reakciosebességi allando értékét (0.2 s™), amibél adodik, hogy a transz rotamer
atlagélettartama 1 perc korili érték, mig ugyanez a cisz izomerre kb. 7 masodperc. Minden
egyes keverési idore meghatarozott transz-cisz atalakulasi sebességi alland6 a varokozasnak
megfelelden a kisérleti hibahataron beliil azonosnak bizonyult (3. tablazat, 28. oldal).

A molekuldban a pirrolidilgylirihéz is egy amid kotés kapcsolodik. Az e kotés koriili
gatolt rotacid azonban a pirrolidilgylirli szimmetridja miatt nem eredményezi a jelek tovabbi
megduplazodasat. A gatolt rotacid tényét a 2°-H; és 5°-H, protonok illetve a 3’-H, és a 4’-H,
protonok kémiai eltolodas kiilonbségei jelzik. A NOESY spektrumban az 5°-H, és 2°-Hy
valamint 5°-Hy, és 2°-H, protonok kozott cserélddési csucsok (1. tablazat) igazoljak, hogy az
alkalmazott keverési idok alatt ezen amid C-N kotés mentén is atforduldsok torténnek. A
transz-cisz atalakulési sebességi allandot itt is a NOESY cserélddési keresztcstucsok integralt
intenzitasai alapjan hatarozhatjuk meg. Az (5) egyenlet ebben az esetben egyszertisddik, mivel
a két rotamer moltdrtje egyenld. Szamolasok szerint a transz-cisz atalakulasi sebességi allando
értékei deuteralt benzolban és deuteralt acetonban 0.3 s. NOESY cserélédési keresztcsticsok
D,0 ¢és fosztat puffer olddszerek esetén nem jelentkeztek a spektrumban, ami arra utal, hogy
ezekben az olddszerekben a két amid kotés koriili gatolt rotacio sebessége sokkal lassubb,
mint a szerves oldoszerekben™.

0,160 ~
0,140 -
0,120 -
0,100 -

0,080 - )

In((r+1)/(r-1))

0,060 -
0,040 -

0,020 - (4

0,000 t t t } t t t } t t t } t } } ! } } } ]
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
Keverési ido, [s]

7. abra

A transz-cisz atalakulasi sebességi allando meghatarozasa (linearis regresszio, SUAM-1221)
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3.1.6. A prolilgytirii térszerkezetének meghatarozasa

A molekula egy masik konfomacios sajatossaga a prolilgytirihez kapcsolodik. A
kovetkez0 hisztogramon (8. dbra) adjuk meg a molekulamechanika moddszerrel kapott
konformerek eloszlasat a pszeudorotacids térben a kiszamitott P értékek alapjan™’. Az 4bran
lathato, hogy erre az adatkészletre két konformer csalad jellemzd: az egyik északi (P=0-27°), a
masik pedig déli (P=150-220°). Ez Gsszhangban van az irodalmi adatokkal®, miszerint az
egykristaly rontgen diffrakcios és NMR paraméterek (a prolin szadrmazékokra ¢és a
prolintartalmu peptidekre) alapjan a legtobb stabil N konformerben a P-érték -10° és +17°
kozott, mig az S konformerekben 146° ¢és 200° kozott valtozik, mikdzben a stabil
konformerekben 6,, paraméter, amely az Gttagh gytirii siktol valo eltérését jellemzi, 30° és 40°
kozott van.

Az oldatban uralkodd konformer egyensilyrol a gyiiriiprotonok *.J;; ; vicinalis csatolési
allandéi nyujtanak informacidt. Az N ¢és a S konformer csalddok egy-egy jellemzo
konformerjére a modositott Karplus Osszefiiggés alkalmazasaval® szamolt *Jy ; értékeket
Osszevetve a mért csatolasi allandokkal, lineéris regresszidval N/S ardnyt hataroztunk meg (5.
tablazat, 29. oldal). A szamolt adatok N/S=1/2 ardny mellett kozelitették meg legjobban a
mért eredményeket. A két konformer csalad tagjainak szamitott energidja alapjan a Boltzmann
osszefliggéssel meghatarozott N/S arany viszont 4/1-nek adodott. Osszefoglalva: az NMR
adatokbol az oldatfazisban az S, molekulamechanikai szamitasokkal viszont az N
konformécio populacidja nagyobb.

A félempirikus kvantumkémiai modszer ettdl eltéré eredményt adott, nevezetesen az
igy kapott konformereloszlas egyenletes volt.

45
40 +
35 4
30 4
25 4

20

Konf ornerek szar

15 4

10 4

8. abra

Molekulamechanika modszerrel szamolt konformerek eloszlasa a pszeudoratacios terben a
kiszamitott P értekek alapjan

3.1.7. A prolil- és pirrolidilgytiriik egymashoz viszonyitott térhelyzetének
meghatarozasa
A két ottaga gylrli egymashoz viszonyitott helyzetét a C(1)-C(2) kotés koriili torzios

sz0g meghatarozasaval lehet megadni. A C(1)-C(2) kotés koriili rotamerek kétféle modszerrel
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C(2)-C(1)-N(1’) torzios szog kb. -40°-os értéke jellemez igen nagy energidju konformereket
tartalmaz (~15-20kJ/mol), igy csak a kisebb energiaji konformereket vettiink figyelembe:
ezek az emlitett torzids szog kb. 120°-os értékéhez tartoznak.

A molekulamechanika modszerrel harom konformer csaladot kaptunk, melyeknél a ¢-
sz6g az els6 két csaladban ~-40° és ~70° koriili, mig a harmadikban ~120° és 160° kozott
valtozott (/0. dbra). Az abrabol lathatd, hogy az utdobbi konformer csaldd populacioja
nagyobb.

A szamitdsok szerint tehat az N(6)-C(2)-C(1)-N(1’) torzids szog 120-160° kozott
valtozik, mint ez a legalacsonyabb energidju fransz konformer esetére a /1. abrdn bemutatjuk.
Fenti torziés szogre vonatkozolag a két gyliri protonjai kozott megfigyelt NOE
kolcsonhatasok adnak informdcidt. A pirrolidilgytiri N-metilén protonjai kdzott megfigyelt
geminalis csatolasi allando értéke lehetdséget nyujtott a 2°-H, és a 5°-H, metilén csoportok
megkiilonboztetésére, illetve hozzarendelésére, ugyanis a geminalis protonok kozott mért
csatolési allando (/1. abra) a két metilén csoport koziil az egyikben 11.8 Hz, ez rendelhetd az
amid oxigénnel cisz helyzetii C(5”) metilén csoporthoz, mig a mésik csoport jelei a 8.9 Hz-es
csatolasi alland¢6 alapjan a transz helyzeti C(2’) metilén csoport protonjaihoz tartoznak.
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Félempirikus kvantumkémia modszerrel szamolt C(1)- Molekulamechanika modszerrel szamolt C(1)-C(2)
C(2) kétés koriili konformerek populacioja N(6)-C(2)- kotés koriili konformerek populacioja N(6)-C(2)-
C(1)-N(1’) torzios szog fiiggvenyében C(1)-N(1’) torzios szog fiiggvenyében

A két ottagu gyliri egymashoz viszonyitott helyzetét egy masik modszer segitségével
is megvizsgaltunk. Kivalasztva a legkisebb energidju transz rotamert, az N(6)-C(2)-C(1)-N(1°)
torzids szoget 10°-ként valtoztattunk és 2-Hy - 2°-H,, 2-Hy - 2°-Hy, 2-Hy - 5°-H, és 2-Hq - 5°-
Hy, protonok kozotti tavolsagokat olvastuk le. Ezen konformerekben, a fentebb emlitett
eljarashoz hasonldé modszerrel kiszdmoltuk az NOE meredekségeket, illetve tga értékeket (2.
tablazat), amelyeket az N(6)-C(2)-C(1)-N(1°’) torzios szog fliggvényében abrazoltunk. A 2-
Hy-- 2°-H,, 2-Hq - 2°-Hy, szdmolt NOE meredekségeket a valtozo torzids szog fiiggvényében
12. abra mutatja. Az abrabdl egyértelmiien kidertil, hogy 108-123°¢s 162-178° (2-Hq - 2°-H,
protonok esetén) és 89-122° (2-Hq - 2°-Hy, protonok esetén) torzios szog tartomanyokban a
szamitott NOE intenzitdsok Osszhangban vannak a mért eredményekkel. Ezek alapjan a
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megengedett torzids szog 108° és 122° tartomanyba esik (ahol a két gorbe fedi egymast), tehat
a két ottagh gyliri egymashoz viszonyitott helyzete oldatban hasonlé lehet ahhoz, amit a
szamitasok alapjan kaptunk. A 2-Hq - 5°-H, és 2-Hy - 5°-Hy, kdlcsonhatasokra a torzios szog
egész tartomanyaban kis NOE meredekségeket kaptunk, mivel a proton-proton kozotti
tavolsagok 4.5-5.1 A kozott valtoztak. Igy a 2-Hy - 5°-H, és 2-Hq - 5°-H, protonok kozotti
dipo6lus-dipdlus kolcsonhatasokra szamolt €s a mért eredményeket nem hasznaltuk a C(1)-
C(2) kotés kortili konformacié meghatarozasara.

@ (N-C(1)-C(2)-N) =120°160°

NOE keresztcsucs Szamitott jelintenzitas Mért jelintenzitas
2H,-2°H, 122.0 *143.1
2H,-2°Hp, 122.0 *130.8
2H,-5’H, 2.2 6.5
2H,-5’Hp 1.9 7.11

"- felcserélheté hozzarendelés is lehetséges
11. abra

A szamitott és a mért NOE térfogati integral értékek osszehasonlitisa
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NOE meredekség
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12. abra
A2-Hy-2-H,, 2-Hy - 2’-H, szamolt NOE meredekségek a valtozo N(6)-C(2)-C(1)-N(1’) torzios szog
fiiggvényében

3.1.8. A fenil-propil oldallanc konformdcioja és az aromas gytirtiaramok
hatasa

A C(8)-C(10) lanc meghatarozhaté csatolasi allandoi, 6-7 Hz-es, atlag értéktiek, €s a
protonok kozotti kis kémiai eltolddas kiilonbség is azt jelzi, hogy a benzolos oldatban e
szerkezeti részt tobb konformer egyensulyi elegye jellemzi. Az elméleti szamitdsok szerint a
legkisebb energiaji konformerekben ez a lanc hajlitott melynek eredményeként a fenilgytirti a
két ottagt gytiri egyikének kozelébe keriil, a molekula U alakti konforméaciot vesz fel (3.17.1.
alfejezet, 13. dbra). A 2. tablazatban Osszegylijtott NOE adatok alapjan lathatd, hogy a
fenilgyliri és az Ottagu gytrtik protonjai kozott kolcsonhatds nem volt kimutathatd. A
szamitott konformerek elemzése kimutatta, hogy az U-alaku konformerekben sem keriilnek
3.5 Amnél kozelebb az aromas protonok az ottagn gyiiriik protonjaihoz. fgy az NOE
kolcsonhatdsok hidnya nem zdrja ki az U-alakil konformerek jelenlétét oldatban. Ezek
kimutatasdra ezért egy masik NMR paramétert, az aromds gylrlidramok okozta kémiai
eltolodas valtozast kivantuk felhasznalni. Osszehasonlitis céljabol (deuteralt benzolban)
megmértik az ugyancsak PEP inhibitor hatassal rendelkez6®, de aromas gyfirlit nem
tartalmazo 2 (1-oktanoil-2-(1-pirrolidilnilkarbonil)pirrolidin) vegyiilet 'H NMR spektrumat.

A spektrumot 2D TOCSY ¢és részben 2D NOESY spektrumok alapjan asszignaltuk. A
spektrumban szintén két jelsorozatot figyeltink meg a transz és cisz konformereknek
megfelelden, a transz forma dominans, az amid rotamerek aranya e vegyiiletnél 94:6 volt. A
prolilgylirti csatolasi allandoi a mérési hibahatdron beliil megegyeztek az 1 vegytiletben talalt
értékekkel, azaz az Gttagh gylriinek hasonld az oldat konformdacidja a két vegyiiletben. A két
molekula megfeleld protonjai kozt mért kémiai eltolodas kiilonbségeket (6. tablazat) igy az
aromas gytrtiaramok hatasanak tulajdonithatjuk.

A transz-cisz éatalakulds reakcio sebességét a 2 molekula esetében is kiszamoltuk a
NOESY cserélddési keresztcstics intenzitasok alapjan. Azt talaltuk, hogy a prolilgylirti transz-
cisz atalakulas reakcid sebességi allanddja deuterdlt benzolban 0.40 s, mig deuteralt
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acetonban 0.04 s™'; a pirrolidilgyfirti esetén deuteralt benzolban 0.48 s™ és deuteralt acetonban
0.39s".

A mért aromds gylrGidramok hatdsa a tramsz illetve cisz izomerekre nem volt
egyforma. A transz rotamer esetén a legnagyobb kémiai eltolodas csokkenést a prolilgytirii 5-
Hq és 4-H, protonjain tapasztaltunk, mig a cisz rotamerben a legnagyobb gylirliaram hatést a
2-Hq, a 3-Hgq és az egyik 2’-H protonon mértiik (/4. abra), ami azt jelenti, hogy az oldatban az
aromas gyliri e protonok folott vagy alatt helyezkedik el. Ahogyan mar emlitettiik, a kisebb
energiaju konformerekre molekulamechanikai és félempirikus kvantumkémiai szdmolasok
alapjan géz fazisban a hajlitott (U-alaktl) konformerek populdcidja nagyobb, mig az
egykristaly rontgen diffrakcios adatok szerint, szilard fazisban a molekula inkabb lineéris.
Ezek utdn arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy melyik moédszer ad megbizhatobb
eredményt a konformécios viszonyokra nézve.

3.1.9. Aromas gytirtiaram hatasa (“ring current”) és Haigh-Mallion egyenlet
alkalmazdsa

Az aromés gytirliaram hatas szamitasara Haigh-Mallion egyenlet'® David A. Case altal
parametrizalt'’ formajanak alkalmazasarol szamolunk be. A (8) és (9) egyenletek segitségével
meghataroztuk valamennyi szamitott konformer (molekulamechanika ¢és félempirikus
kvantumkémiai konformer készletekre) Osszes hidrogénjére az aromds gyiiridram okozta
kémiai eltolodés valtozast. Ezek utan tdvolsagokat hataroztuk meg minden egyes proton €s az
aromas gylrli atomjai, illetve sikja kozott (2. dbra). Az igy kapott adatokbol a (9) egyenlet
segitségével a geometriai faktort (G(7)) €és ezt kdvetden minden egyes konformerre a O,
mind a molekulamechanikai, mind a kvantumkémiai szamitdsokbol kapott konformer
készletre. Az igy kapott eredményeket a 6. tablazatban a mért érté¢kek mellett tiintettiik fel.

A 6. tablazatban mért ¢és szamitott adatok Osszehasonlitasabol lathatod, hogy a
kisérletileg meghatdrozott aromas gylriidram hatdsok mindkét transz, illetve cisz izomerre
sokkal kisebb értékek, mint azt a szdmoldsokbdl kaptuk. Az is megfigyelhetd, hogy a
molekulamechanikai szdmoldsbol kapott konformerekre az effektus nagyobb, mint a
kvantumkémiai modszerrel kapottakra, ami azt jelentheti, hogy az elébbi csaladban az U-
alaktl konformerek populdcidja nagyobb vagy a fenil- és a prolilgylriit 6sszekotd alifas lanc
nagyobb mértékben hajlitott. A konformer készleteket dsszehasonlitva, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a dont6 szerep az utdbbi feltételezésnek tulajdonithato.

Mivel a konformer csaladokban a linedris és az U-alakii konformerek egyarant
eléfordulnak és csak a populacidik kiilonboznek, a molekulamechanikai konformer készletbol
kivalasztva egy-egy jellegzetes kis energiaju transz U-alaku és linearis konformert (/3. dbra),
a fentebb emlitett modszer alkalmazasaval a kovetkezd eredményekhez jutottunk (7.
tablazat). A szamolt eltolodasok a transz U-alaku konformer esetén jelentésen eltértek a
transz linedris konformerre szamitottaktol, ami arra utalt, hogy, feltehetéen, az aromas
gylrtidramok alapjan kiilonbséget tudunk tenni a két jellegzetes konformer kozott. Annak
ellenére azonban, hogy a lineéris konformerben a 3-H; és 4-H, protonok igen messze vannak
az aromas gytri kozepétol, a szamolas 0.2-0.3 ppm-es eltolodas kiilonbséget jelez, mikdzben
0.1 ppm-nél kisebb eltolodas valtozasokat mértiik. Mivel az 6sszes konformer koziil ebben és
hozza hasonl6 energiaszinten (2 kcal-an beliil) levé konformerekben az emlitett protonok ¢és
az aromds gyurti kozepe kozotti tavolsag a legnagyobb, az eredmények arra utalnak, hogy
High-Mallion egyenlet talbecsiili az aromas gytirliaram hatasat. Ezt azzal lehetne magyarazni,
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hogy a D. Case altal parametrizalt egyenlet az aromas gytriitd] 2.4-4.0A-re levé protonokra
érvényes és 2.8-0.8 ppm-es eltolédasokat okoz. Az U-alakra szamolt eltolodasok (0.4-1.2
ppm) ebbe a tartomanyba esnek, vagyis az e konformer protonjaira szamitott gyliridram
hatasok sokkal valoszintibbek, mint azokra, amelyek messzebb vannak az aromds gyUriitol.
Mivel a lineéris konformerre szamitott effektus megbizhatatlan eredményeket szolgaltatott, a
mért aromds gylrtidramok okozta kémiai eltolodas kiilonbségeket adott esetben nem lehet
kvantitativ célokra hasznélni, vagyis megallapitani a U-alak/linearis konformerek aranyat.
Ezen kiviil, a C(8)-C(10) lanc meghatarozhatd csatolasi allandoi, 6-7 Hz-es, kiatlagolt
értekiiek, és a protonok kis kémiai eltolodas diszperzidja is azt jelzi, hogy a benzolos, illetve
acetonos oldatban (7. tablazat) e szerkezeti részt tobb konformer egyensulyi elegye jellemzi,
ami az aromas gylrlidramok hatdsat kiatlagolja és az utdbbi csak kis mértéki eltolodasokat
okoz. Ezek az eredmények kizdrjak az aromasgyliri okozta kémiai eltolodads valtozasanak
hasznositasat az U-alak/linearis konformer arany meghatarozdsaban, viszont feltehetden azt
lehetne feltételezni, hogy az oldatban alacsonyabb az U-alakt konformerek részaranya mint a
két szamitasi modszerben.

3.1.10. Osszefoglalds

Az olddszerhatast a transz/cisz aranyra vizsgalva (4. tablazat) arra a kovetkeztetésre
jutottuk, hogy az apolaros olddszerektdl polaros oldoszerek felé haladva a transz/cisz arany
jelentdsen valtozik a cisz izomer javara. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy a cisz szerkezetben a
két karbonil csoport tdvolabb van egymdstdl, mint a transz szerkezetben, igy a polaros
oldoészer molekuldk jobban szolvatdlhatjdk ezeket, ami a cisz izomer stabilizalodasat
eredményezi. A mért izomer aranytdl a molekulamechanikai szamitassal kapott értékek
jelentdsen eltérnek, mig a kvantumkémiai modszerrel nyert eredmények elfogadhatd egyezést
adnak.

A prolil- és pirrolidilgytirti amid csoportjainak gatolt rotacioja az NMR iddskalan lassu
folyamat, azaz, lehetdség nyilt a tramsz-cisz reakcidé atalakulasi sebességi allando
meghatarozasira az 1 és a 2 vegyiiletekben. Igy deuteralt benzolban a SUAM-1221
prolilgytirti amid koriili transz-cisz atalakulds sebessége 0.2 s, mig a 2 vegyiilet esetén
0.4 s". A pirrolidilgyiirii szimmetriaja és a pirrolidil amid kotés koriili gatolt rotacié miatt a
gylrli nitrogén atommal o illetve O helyzetben 1€vé metilén protonok egymassal cserélédnek.
fgy deuteralt benzolban a SUAM-1221 pirrolidilgytiri amid koriili transz-cisz atalakulas
sebessége 0.3 s, mig a 2 molekula esetén 0.5 s”'. Azt is megfigyeltiik, hogy a polarosabb
oldoszerek felé haladva a transz-cisz 4talakulas sebessége egyre lassabb folyamat lesz.

A prolilgytirti térszerkezetét vizsgéalva, arra a kovetkeztetésre jutottuk, hogy a
molekulamechanikai szamitdsokbdl kapott N/S=4/1 arannyal szemben, oldatfazisban az N/S
arany 1/2-nek bizonyult.

A két ottaghi gylirli egymashoz viszonyitott helyzetét az N(6)-C2-CI-N(1’) torzids
szoggel és a két gylirii protonok kozott fellépd dipolus-dipolus NOE kolesonhatéssal
hatarozhatjuk meg. A szamolasok alapjan az N(6)-C2-C1-N(1’) torzios szog 120°-160° kozott
valtozik. Az NOE térfogati integral értékek és az atom tavolsagokbdl szamolt elméleti NOE
intenzitdsok 6sszhangban voltak egymassal, tehat a két 6ttagu gylirli egymashoz viszonyitott
helyzete oldatban megfelel a szamitasokbol kapott konformacidknak.

A Haigh-Mallion egyenlet (9, 10) David A. Case altal parametrizalt formajanak
alkalmazasdval a molekula mechanikai és kvantum kémiai konformer készlet Osszes
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protonjara (6., 7. tablazatok) meghataroztuk az aromas gylrtidram okozta kémiai eltolddas
valtozast. A konformerek relativ energiai alapjan a Boltzmann Osszefiiggés alkalmazaséaval
sulyozott atlagot szamoltunk mind két adatkészletre. Azt taldltuk, hogy a High-Mallion
egyenlet David A. Case altal parametrizalt forméjanak alkalmazasa adott esetben alkalmatlan
a szamolt konformerek az aromas gytirtiaram okozta kémiai eltolodas valtozasanak kvantitativ
értékelésére, igy az U-alakl/linearis konformer arany meghatarozasa lehetetlenné valt. A mért
¢s szamitott adatok alapjan, feltételeztiik, hogy az oldatban az U-alaki konformerek
részaranya, feltehetden, kisebb, mint a gaz fazisban.
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SUAM-1221 transz U-alak
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SUAM-1221 cisz U-alak

13. abra
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A molekulamechanika konformer készletbol kivalasztott egy-egy jellegzetes kis energidju transz, illetve cisz U-alakui és linearis konformer
1 — 2 kémiai eltolddas kiilonbség (ppm-ben) a fransz izomerben

1 — 2 kémiai eltolodas kiillonbség (ppm-ben) a cisz izomerben
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14. abra
A varhato (mért) gytirtiaram hatasok a transz és a cisz rotamerekben
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1. tablazat. A mért "H és >C NMR kémiai eltolodasok, 'H és *C T relaxaciés id6k és NOESY cserélédési protonok SUAM-1221 vegyiiletben
(t: transz izomer; c: cis izomer)

N transz §, ppm cisz O, ppm NOESY cserélodési protonok
H, 'H 7, relax. idé, B, BC 7, relax. id8, H, Bc,
ppm sec ppm sec ppm ppm
*10-H,, 2.04 - 34.1 1.4 - 36.0 -

9-H,,, 2.04 - 27.3 1.4 - 28.2 -

8-H,,, 2.63 1.3 36.1 1.5 2.53 36.2 -

5-Hg 2.82 1.0 3.65 t5-Hg - ¢5-Hy;
47.6 1.2 47.8 a ar

5-Hg 3.32 - 3.93 t5-Hp - ¢5-Hg

4-H, 1.38 1.6 1.30 -

H, 504 : 25.6 1.3 75 234 ]

3-H, 1.54 1.7 1.91 -

3 H, Les 3 29.7 1.4 vy 31.7 ]

2-H, 4.56 1.7 58.3 1.9 3.80 59.3 t2-H, - c-2H,

5°-H, 3.53 1.2 3.32 t5°-H, - 2°-H,, t5°-H, - ¢2’-H,, ¢5°-H, - ¢2’-
46.8 1.4 46.8 Hy, ¢5°-H, -t2°-Hy;

5°-H, 3.27 1.1 3.26 t5°-H, - t2°-H,, ¢5°-Hy, - ¢2’-H,

4-H, 1.19 1.7 - -

4’-H, 1.19 1.7 26.9 ) - 27.0 -

3-H, 1.39 - - -

3’-H, 1.30 1.5 24.6 i - 24.3 -

2’-H, 3.68 1.0 2.55 46.1 t2-H, - t5°-H,, t2°-H, - ¢2’-H,, ¢2’-H, - ¢5’-
46.8 1.4 H;

2°-H, 2.88 - 2.55

Csatoldsi dllanddk a transz rotamerben: *Jsyu ona=7.4 Hz; “Jspi psn;=9.5 Hz; “Juptpan;=12.0 Hz; *Jsg 131,=12.2 Hz; “Jspiasmy=11.8 Hz; “Jsnas =69
Hz, *Js s y=6.9 Hz; *Js 1y.41a=6.9 Hz; *Js 11.410,=6.9 Hz

3J3 Ha2Ha=7-2 Hz; 3J3 wp-2mp="7-2 Hz; 3J3 Ha2up=0.4 Hz; 3J3 Hb-2Ha=0.4 Hz; 2J2 a2 =89 Hz

Csatoldsi dllandék a cisz rotamerben: " Jyuy opay=6.7 Hz; “Jspizan,=4.5 Hz: “Jspypan;=8.2 Hz; "ot psn,=8.4 Hz; *Jon ys115=3.2 Hz; “Jsyysy=11.5 Hz
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2. tablazat. A NOESY keresztcsucsok hozzarendelése és térfogati integral értékek a SUAM-

1221 molekulara

proton transz + NOE
2-Hgy 3-Hq (104,7), 3-Hg (33.5), 4-H, (14.9), 4-Hp (6.3), 2°-H,, (143.1), 2’-H), (130.7), 5°-H,, 5’-H, (7.1)
3-Hq 2-H, (104.7), 3-Hg, 4-Hq, 4-Hg, 5-Hq (20.5), 2°-H,, (6.6)
3-Hg 2-Hq (33.5), 3-Hg, 4-Hg, 4-Hg (48.9), 5-H, (24.9), 5-Hgp (8.6)
4-Hq 2-Hq (14.9), 3-Hq, 3-Hg, 4-Hg (425.3), 5-H, (176.2), 5-Hg (6.3)
4-Hg 2-Hq (6.3), 3-Hq, 3-Hp (48.9), 4-Hqy(425.3), 5-Hq (19.8), 5-Hg (87.8)
5-Hq 3-Hq (20.5), 3-Hp (24.9), 4-H, (176.2), 4-Hp (19.8), 5-Hp (504.1), 8-H,;,
5-Hp 3-Hy, 3-Hg (8.6), 4-Hy (6.3), 4-Hp (87.8), 5-Hy (504.1), 8-H,,
8-Hap 9-H,,, 5-Hg, 5-Hg
9-H,, 8-H,p,, 10-Hy,
10-H, 9-H,,
5’-H, 2-H,, 2’-H,, 3’-H, (6.4), 3°-Hy,,4’-H,,, 5°-Hy, (455.0)
5’-Hy, 2-H, (7.1), 2°-H,, (63.7), 3°-H,, 3°-Hy, (8.6),4’-H,, 5°-H, (455.0)
4’-H, 2’-H,, 2 -Hy, 5°-H,, 5’-H,
3’-H, 2’-H, (71.5), 2’-H,, 3’-H,, 5’-H, (6.4), 5’-H,
3’-H, 2’-H,, 2’-H,, 3’-H,, 5°-H,, 5’-H; (8.6)
2’-H, 2-H, (143.1), 2°-Hy, (531.4), 3°-H, (71.5), 3’-H,,4’-H,, 5’-H,
2’-H, 2-H, (130.7), 3-H, (6.6), 2°-H, (531.4), 3°-H,, 3°-Hy,,4’-Hy,, 5°-Hy, (63.7)

-() - szamitott tga értékek

3. tablazat. A transz-cisz atalakulasi sebességi allandok ¢€s élettartamok

Mixing time, msec K transz, [s] cisz, [s]
150 1.4x 10" 82.04 8.11
300 1.5x 10" 74.10 7.33
450 1.7x 10 63.95 6.33
600 1.6 x 10 68.14 6.74
750 1.6 x 10 67.63 6.69
900 1.6 x 10 68.34 6.76
4. tablazat. A mért és szamitott transz/cisz aranyok SUAM-1221 vegyliletben
Oldodszer / Szamitasi médszer transz/cisz arany NMR
C,D,Cly 94:6 'H
CDCl, 91:9 'H
C¢Dg 91:9 BC; NOESY; “Jsy
DMSO-dg 76:24 'H
Aceton 73:27 Bc
DMF 71:29 Ke
D,0O 70:30 YC; NOESY
Puffer (D,0) pH=7.5 65:35 C; NOESY
Molekula mechanika 8/92 i
Kvantum kémia 64/36
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5. tablazat. A szamolt és a mért csatolasi allandok Gsszehasonlitasa és az N/S arany

meghatarozasa

Csatolasi allando N konformer, Hz S konformer, Hz 1/3N+2/3S, Hz Meért, Hz Error, Hz
J(5-H, - 4-Hy) 6.3 6.9 6.7 7.4 0.7
J(5-Hy - 4-Hp) 1.0 11.3 7.5 7.4 -0.1
*J(5-Hp - 4-H,) 12.2 0.8 5.0 4.9 -0.1
J(5-Hp - 4-Hp) 5.5 7.7 6.9 8.3 1.4
*J(4-Hy - 3-Hp) 13.2 1.1 5.6 7.2 1.6
’J(4-Hp - 3-Hp) 6.1 5.6 5.8 4.9 -0.9
J(3-H, - 2-Hy) 6.4 7.8 7.3 8.2 0.9
’J(3-Hp - 2-H,) 11.4 0.7 4.6 3.6 -1.0

6. tablazat. A mért és szdmolt aromas gylriidram hatdsok mindkét (prolil és pyrrolidil) 6ttaga

gylrli protonjaira
N° ('H) transz cisz
Meért, Kvantumkém., Molmechan., Meért, Kvantumkém., Molmechan.,
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
5-Hq 0.15 0.51 0.67 0.03 0.38 0.52
5-Hg 0.03 0.57 0.60 0.00 0.38 0.44
4-Hy 0.09 0.29 0.48 0.02 0.26 0.50
4-Hg 0.08 0.29 0.44 0.01 0.25 0.30
3-Hq 0.04 0.31 0.74 0.08 0.32 0.37
3-Hg 0.03 0.30 0.46 0.04 0.31 0.27
2-Hq 0.03 0.46 0.94 0.20 0.55 0.74
2’-H, 0.04 0.34 0.76 0.21 0.37 0.44
2’-H, 0.01 0.35 0.58 0.10 0.38 0.48
5’-H, 0.02 0.36 0.48 0.06 0.34 0.54
5’-H, 0.02 0.35 0.38 0.01 0.34 0.89
7. tablazat. A mért és szdmolt aromas gylriidram hatdsok a legkisebb energiaju transz U-
alaku és linearis konformerekben
transz rotamer
N ('H) Mért Ad, ppm Szamolt Ad ppm
Benzol-dg Aceton-dg Linearis U-alak
5-Hg 0.15 - 0.52 0.50
5-Hg 0.03 - 0.41 1.18
4-Hq 0.09 0.01 0.12 0.43
4-Hg 0.08 0.02 0.30 0.83
3-Hq 0.04 - 0.23 0.44
3-Hg 0.03 - 0.25 0.53
2-Hq 0.03 0.03 0.33 0.74
2’-H, 0.04 0.00 0.27 0.73
2’-H, 0.01 0.02 0.20 1.27
5°-H, 0.02 0.03 0.36 0.77
5’-H, 0.02 0.02 0.23 0.73
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3.2. A hidroxi és fluor tartalmu prolin szarmazékok azonositisa és konformdcios
vizsgdlata

3.2.1. Bevezetés

A munkéank soran, egyéb prolin szarmazékok mellett’® fluor tartalmu, felteheten
inhibitor hatassal rendelkez6 molekuldkat kivantunk eldallitani. A fluoratom bevitele a
(DietilAmino-SulfurTrifluorid) reakciojaval tortént (/5. dbra). A reakcid6 mechanizmusat
illetéen ellentmondésos publikaciok jelentek meg.***” Egyes cikk szerzéi azt kozolték, hogy
az alabbi reakcid retencidval és inverzidval egyiitt, masok szerint™ pedig kizéarolag Sy’
mechanizmussal, vagyis kizarolag inverzioval megy végbe. Jelen munkéban beszadmolunk a
reakcid sztereoszelektivitasanak tisztazasarol és az elektronegativ szubsztituens hatasarol az

crer

szubsztituens térallasdnak egyértelmii meghatarozésa.

3.2.2. A 4-hidroxi- és 4-fluoroprolin szarmazékok proton és szén-13 NMR
hozzarendelése

A vegyiiletekrdl kiilonb6z6 oldoszerekben "H NMR spektrumokat vettiik fel. Az 'H
NMR spektrumokban két jelsorozatot figyeltiik meg, melyek a prolil amid kotés kortili gatolt
rotacid kovetkeztében az oldatfazisban kialakult transz és cisz izomerek egyensulyanak
eredménye (/6. dbra). A legjobb jelszeparaciot deuterdlt benzolban és deuteralt piridinben
¢észleltiik és emiatt ezekben az olddszerekben végeztiink részletes vizsgalatokat.

Az "H NMR spektrum egyértelmii asszignacidjat 1D TOCSY (gradiens valtozat), 2D
COSY, NOESY spektrumok és 'H-""F geminalis és vicinalis spin-spin csatolasi allandok
alapjan végeztiik el.

A fazisérzékeny NOESY spektrumban diagonalis jelekkel ellentétes (negativ) fazissal
jelentkeztek a NOE kolcsonhatasban levd protonoknak megfeleld keresztcsticsok, mig azonos
(pozitiv) féazissal, az egymassal kémiai kicserélddésben levd protonoknak megfeleld
keresztcsuicsok. Mivel az Ottaga telitett gylirlis rendszerekben varhato, hogy a gyiirli azonos
oldalan talalhat6 hidrogén atomok kozott nagyobb NOE koélcsonhatas 1ép fel mint az
ellentétes oldalakon 1évd hidrogének kozott, a 3a és 3b jelzésli molekulakban ismerve 2-Hqg
térallasat a keresztcsucs intenzitasok ardnyaibol a 3- és 5-H, metilén proton parokat rendre
hozzarendeltiik a major jelsorozatban (9., 10. tablazatok, 40-41 oldal).
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4a, B-hidroxiprolin szarmazékok és DAST (DietilAmino-Sulfur Trifluorid) reakcidja
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16. abra

A kiilonbozoé keverési idOkkel készitett NOESY spektrumokban a negativ jelek
térfogati integraljai alapjan ellendriztilk az NOE felépiilést. A térfogati integral értékeket a
keverési 1d0 fliggvényében abrazoltunk. A [7. abrdn lathatd, hogy a geminalis 5-H;
protonokra az NOE felépiilés linearis szakasza legalabb 0.8sec -ig tart.
atfedd jeleire is at tudtuk vinni a NOESY spektrum (14.,15.,16.,17. tablazatok) pozitiv
keresztcsticsai  segitségével, ugyanis az alkalmazott keverési id6 (0.2-0.9 sec) alatt
megtorténik az amid kotés koriili rotacio, igy a cisz és transz protonok egymassal
kicserélddnek.

A 4b fluoroprolin szarmazék prolilgylirti diasztereotop protonjainak hozzarendelése és
4-H térhelyzete a NOESY spektrumbdl nem volt egyértelmii. Azok a keresztcsucsok, amelyek
segitséget nyujtottak volna e problémak megoldasdhoz, hianyoztak a spektrumbol. Ismerve,
hogy a NOESY keresztcsucsok a magok kozotti dipolus-dipolus kdlecsonhatas eredménye, a
dipolus-dipdlus relaxacion kiviili més relaxacios folyamatokat el kell nyomni. Ezek koziil a
legfontosabb az oldatban 1évd paramagneses oxigén molekuldkkal valo kolcsonhatas, ezért az
oldat oxigénmentesitését hajtottuk végre.

A T, relaxacios idoket az oxigénmentesités eldtt és utan is megmértiik. A 12.
tablazatban Osszefoglalt eredményeket Osszehasonlitva, arra a kovetkeztetésre jutottunk,
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hogy az oxigén jelenléte az oldatban kb. 30%-kal lecsokkentette az 'H relaxéacios idéket. Az
oxigénmentesités utan felvett NOESY spektrumban megjelent egy 2-Hy - 5-H negativ NOE
keresztcsucs (17. tablazat), ami az el6z6 felvételnél nem jelentkezett. Ismerve a 2-Hy proton
térallasat a két 5-H hidrogén koziil az NOE kolcsonhatast mutatd 3.06 ppm-es eltolodasut az
a-térallashoz rendeltiik hozza. A 4-H proton térhelyzetét a 4-H - 5-Hq és a 4-H - 5-Hp
keresztcsucsok intenzitdsainak Osszehasonlitdsabol hataroztuk meg. A 4-H protont a-hoz
rendeltiik, mivel az 5-Hq-val intenzivebb keresztcsucsot adott, mint 5-Hg-val.

25,00
20,00 +
15,00 +
10,00 +

5,00 + 3

Teérfogati integral értéke

0,00 : : : : : : : 1
0,000 0,00 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800

Keverésiido, sec

17. abra
Az NOE felépiilése (3a, 5SH,)

A 4a fluoroprolin szarmazék esetén hasonld problémaba iitkdztiink, a megfeleld
NOESY jelek (keresztcsticsok) hianya vagy atfedése miatt (16. tablazat). igy e hidrogének
hozzarendelését arra alapoztuk, hogy a megfelelé hidroxi izomerben mértekhez hasonld
kémiai eltolodas és csatolasi allando kiilonbségeket tapasztaltunk a diasztereotdp protonparok
jelein (lasd késobb). Ezen kiviil, mivel a 4b szerkezetnél sikeriilt meghatarozni a fluor csoport
térallasat, feltételeztiink, hogy a-fluoroprolin szarmazékrol van sz6.

A proton asszignacié ismeretében 2D HMQC ¢és 2D HMBC spektrumok segitségével
atvittiik a °C NMR spektrumra (9.,10.,11.,12. tablazatok).

3.2.3. A transz és cisz rotamerek hozzarendelése a 4-hidroxi- és 4-
Sfluoroprolin szarmazékokban

Ahogyan a 3.1.3. pontban mar emlitettiik, a rotamerek hozzarendelését tobb NMR
paraméter segitségével lehetett igazolni. Azonban a vizsgalt négy vegyiiletben a SUAM-1221
molekuldval szemben a prolilgylirQi nitrogén atomjahoz alifds lanc nem kapcsolodik, igy a
kordbban gyakran hasznalt megkdzelités, mely az 5-H, és 8-H, protonok kozotti NOE
kolcsonhatason alapult a transz rotamerben, lehetetlenné valt. Az 5-H, protonok geminalis
csatolasi allandok alapjan sem tudtuk megbizhat6 eredményt elérni, mivel a korabban vizsgalt
SUAM-1221 (transz:*Jsy2=9.5 Hz, cisz: *Jsyz=11.5 Hz)**, tioprolin (transz:’Js;;=8.8 Hz, cisz:
2Js12=10.9 Hz) és sulfoxid' (transz:*Jsy»=12.0Hz, cisz: *Jsy>=13.0Hz) molekulakhoz képest, a
4-hidroxi- illetve 4-fluoroprolin szarmazékokban a C(5) protonok kozotti ZJgem csatolasi
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allandé nagysaga a tramnsz és a cisz rotamerekben kozel azonosnak bizonyult; a 4b transz
vegyiiletben “Js5;;; =13.3 Hz, mig a cisz formaban 12.9 Hz csatolast mértik. Ugyanez a
tendencia megfigyelhet6 a 3a, 3b és 4a szerkezetli molekulak esetében is (13. tablazat). Tehat
a négyes helyzetben elektronegativ szubsztituenst tartalmazo prolin szdrmazékokban az 5-H,
protonok geminalis csatoldsi allandoja alapjan nem lehet a cisz és transz rotamereket
megkiilonboztetni.

A C(3) és C(4) szénatomok kémiai eltolodas kiillonbsége a major jelsorozatban kisebb,
mint a minorban. Ismert, hogy a transz prolin rotamerekben a cisz izomerekben mértekhez
képest kisebb ez az érték*!, igy a major jelsorozatot a transz formahoz rendeltik. Ezt a
hozzarendelést tAmasztja ald az is, hogy azt varjuk, hogy az apolaros olddszerben a polaroshoz
képest a transz izomer mennyisége né meg. A 3a szdrmazék esetében az oldoszerfiiggd
transz/cisz arany valtozdsa nem annyira erdteljes, mint a korabban vizsgalt molekulakban®*
ennek oka feltehetéen a prolilgyliri négyes helyzeti elektronegativ szubsztituense (8.
tablazat).

3.2.4. A transz-cisz atalakulasi sebességi allando, transz és cisz rotamerek
atlagélettartamanak meghatarozasa

A cisz és a transz rotamerek atlagos élettartama és fransz-cisz atalakuldsi sebességi
allandok meghatdrozasa mind a négy molekuldban a NOESY cserélddési keresztcsticsok
térfogati integralassal tortént’. Az adatokat 18. tablazatban foglaltunk Gssze. A transz-cisz
atalakulasi sebességi allandot linedris regresszidval az (5) egyenletbdl hataroztuk meg (/8.
abra).

4,50 -
4,00 -
3,50 -

3,00 -
2,50 -
2,00 -

In(r+1)/(r-1)

1,50 -
1,00
0,50 -

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800

Keverésiido, sec

18. abra

A transz-cisz atalakulasi sebességi allando meghatdarozasa (linedris regresszio, 4b)

A 18. tablazat alapjan lathatd, hogy a transz-cisz atalakulasi sebességi allando értéke
az Q-szubsztitualt prolin szarmazékok esetén 3.4 s™' és 3.3 s™'-nak, mig a B-szubsztitualt prolin
szarmazékoknal 4.8 s'-nek adodott. Ez az eredmény arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy a
prolilgyliri 4-es helyzetii elektronegativ szubsztituens térallasa befolydsolja a transz-cisz
4talakulas sebességi allandd értékét. Osszehasonlitva a transz-cisz 4talakuldsi sebességi
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alland6 értékét a korabban vizsgalt SUAM-1221 molekula transz-cisz éatalakulas sebességi
allanddval, egy nagysagrenddel nagyobb értéket kaptunk. Ez arra utal, hogy a transz-cisz
1zomerizaci6 atalakulési energiaja kisebb, mint azt a SUAM-1221 esetén talaltunk, feltehetéen
amiatt, hogy az amid karbonil melletti elektronegativ oxigén atom csokkenti az amid C-N
kettds kotés jellegét.

3.2.5. A "F-"H csatoldsi dllandok meghatdrozdsa a 2D COSY és NOESY
alapjan. 1D HETLOC

A 4a ¢s 4b jelzésti anyagoknal a NOESY ¢és COSY spektrumok keresztcsucsainak
szerkezete megfelel az E.COSY spektrumbdl kaphaté jelek strukturajanak (3. dbra). igy a
NOESY ¢és COSY spektrumokbol egyértelmiien meghatirozhatok a 'H-'’F geminalis és
vicinalis csatolasi allandok, j6 egyezésben (6-7%-os hibahataron beliil) az 1D 'H NMR
spektrumbol meghatarozott 'H-""F csatolasi allandokkal (19. tablazat). Ezen kivil az Sttagh
prolilgytirti hidrogénjeinek jelhozzarendelését a transz illetve cisz izomerekhez, az 'H-"H és
"H-""F vicinalis és geminalis csatolasi 4llandok meghatarozasat 1D szelektiv gradiens TOCSY
kisérlet segitségével végeztiink el (11.,12.,13. tablazatok). Az egyik izomer jelének szelektiv
gerjesztése kovetkeztében az 1D TOCSY spektrumban csak azon protonok jelei jelentkeztek,
amelyek egy spinrendszerbe tartoztak a szelektiven besugarzott protonnal. Igy lehetévé valt a
spin-spin csatolds leolvasasa olyan multiplettekben is, amelyeknél az 1D 'H NMR
spektrumban a transz és cisz rotamerek jelei atfedtek.

Egy érdekességet is megfigyeltink az 1D gradiens TOCSY alkalmazasanal a 4-
fluoroprolin szdrmazékok esetében. A proton frekvencidn szelektiven besugarozva a transz
rotamer 4-H proton fluor csatolas szerinti dublett jelének egyik komponensét a 20. abran
lathato spektrumot kaptunk. Megfigyeltiik, hogy az '"H NMR spektrumban lathato (20. dbra)
jelmultiplicitdsokhoz képest az utobbiak valtozast szenvedtek a TOCSY spektrumban ugy,
hogy a proton multipletteknek csak az egyik fele jelent meg. Erre az lehet a magyarazat, hogy
a TOCSY spin-lockba a fluormag csak az egyik spinallapotdnak (pl. a-spinallapotanak)
megfeleld6 magnesezettséget vissziink be, igy a TOCSY spektrumban csak annak a
spinallapotnak megfeleld proton jelek jelentkeznek. Ez a mddszer analog a 2D HETLOC
kisérlettel, illetve annak az 1D valtozata. A fentebb emlitett eljaras hasznos lehet a spin-spin
csatolasok meghatarozasakor azokban az esetekben, amikor az 1D 'H NMR spektrum jelei
jelentdsen atfednek egymadssal; egy masik elénye a kisérlet rovidsége.

3.2.6. A prolilgytirii térszerkezetének meghatarozasa

Az NMR modszerek alkalmazasa mellett a prolilgyliriiben a fluor és az OH csoport
térallasanak meghatarozasara molekulamechanikai (MM") szamitasokat végeztik a
HyperChem programcsomag segitségével. Ismert, hogy az ottag gytliri 6sszes konformacios
lehetdségeit a pszeudorotacidos kor segitségével lehet feltérképezni. A prolilgylri
konformécios eloszlasait a pszeudorotacids térben “északi” (N) és “déli” (S) konformer
csaladokkal jellemzik®”'**". Egy-egy jellemz§ transz-N és transz-S konformert (21. dbra),
amelyekben a 4-es helyzetii fluor illetve hidroxil csoport o vagy [ térallas,
molekulamechanika MM modszerrel energiaminimalizaltunk. A  konformer elegy
sszetételérél oldatban a gylirtiprotonok “Jyy vicinalis csatolasi 4llandéi nyujtanak
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informaciot. Az igy kapott konformerekben meghataroztuk az ottaghi gylirli proton-proton
torzios szogeit és modositott Karplus 0sszefiiggés alkalmazasaval kiszamoltuk a prolilgytira
protonjai kozott varhatd vicinalis spin-spin csatoldsi allandokat. Ezeket Osszevetve a mért
csatolasi allandokkal meg tudtunk hatarozni a fluor illetve hidroxil csoportok térallasat és az

A 3a szarmazékban a hidroxil csoport 3 térallasa esetén egyetlen konformerre sem
kaptunk egyezést a szamitott csatolasokkal, és a konformerek elegyével sem értelmezhetdk a
mért értékek. Ugyanakkor az a térallas esetén az N konformerre szamitott csatolasi allandok
jO egyezést adnak a mért értékekkel. (20.,21. tablazatok). A piridines oldat mért '"H NMR
spektrumokbdl kapott proton-proton vicindlis spin-spin csatolasi 4allandok jo egyezést
mutattak a benzolos oldatban nyert csatolasi allandokkal, igy a két oldoszerben a molekula
konformécidja hasonld, az N (Py = -6°) konformer csaladhoz tartozik (21. dbra) és
dominansan Eg-'T konformer tartomanyba esik (N/S konformer arany kb. 6/1).

A 3b jelzésli transz 4-hidroxiprolin szarmazék feltehetéen [ térallasu hidroxil
csoportot tartalmaz, mivel kideriilt, hogy a 3a molekula hidroxil csoportja a térallasa. A 22.
¢és 23. tablazatokban feltiintetett mért €s szamolt adatok azt bizonyitjak, hogy a hidroxil
csoport 3 térallast, az S (Ps = 186°) konformer csaladhoz tartozik és PT,-E, tartomanyba esik
(21. abra). Mivel a proton spektrumokbol a cisz rotamer jelsorozatban is meg tudtunk
hatarozni az ottagu gyliriben a proton-proton spin-spin csatolasi allandokat, arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy milyen lehet a cisz izomer dominans konformécioja. A 24. és 25.
tablazatokbol lathatd, hogy a mért és szdmolt csatoldsi allandok jo egyezésben vannak a
transz rotamer mért és szamolt csatolasi allanddival, ami azt jelenti, hogy egy molekulan beliil
a cisz illetve transz rotamerek Ottagh gyirlijének konformdcidja hasonld, vagyis az
oldatfazisban adott esetben az izomerek egymasba valo atalakuldsa nem befolyasolja a

A harmadik, 4a jelzésti vizsgalt anyagnal a mért csatolasi allandok a fluor 3 térallasa
esetén nem egyeznek a framsz rotamer egyik konformerére szamitott csatolasokkal, és a
konformerek elegyével sem értelmezhetdk a mért értékek. Ugyanakkor a térallds esetén,
ahogyan ezt a fransz 4a-hidroxi-prolin szarmazéknal is kaptunk, az N (Pyx = 6°; YTp-'E)
konformerre szamitott csatoldsi allandok jo egyezést adnak a mért értékekkel. (26.,27.
tablazatok). A cisz izomerre mért csatolasi allandok értékei azt bizonyitjak, hogy a cisz
rotamer Ottagii gylrlijének oldatbeli konformacidja ennél az anyagnal is hasonld a transz

A negyedik, 4b jelzésti molekulaszerkezet esetében a szamolt és a mért csatolési
allandokat Osszevetve az o térallas esetében egyetlen konformerre szamitott csatolasokkal
sem kaptunk egyezést, és a konformerek elegyével sem értelmezheték a mért értékek.
Ugyanakkor a f3 térallas esetén az S (Ps = 175°; BE-BT\,) konformerre szamitott csatolasi
allandok jo egyezést adnak a mért értékekkel, a 4S-hidroxi-prolin szarmazékhoz hasonldan.
(28.,29. tablazatok).

Megvizsgaltuk, hogy a csatolési allandok analizisébdl kapott szerkezetek 6sszhangban
vannak-e az NOE adatokkal. Ezért az izolalt kétspin kozelités alapjan a NOESY
keresztcsucsok térfogati integraljaibol (abszolut integralértékeket hasznaltuk) kiszdmitottuk a
protonparok magtavolsagait (30. tablazat) ¢és ezeket a modellekkel 0Osszehasonlitva,
elfogadhat6 egyezést kaptunk.
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3.2.7. AFH csatoldsi allanddk és a térszerkezet

Megvizsgaltuk, hogy a mért 'H-""F spin-spin vicinalis csatolasi 4llandok
felhasznalhatok-e az eddigiekben részletezett sztereokémiai problémak megoldasaban.

A molekulamechanikdval energiaminimalizalt N-Fq és S-Fg konformerekben
leolvastunk az 'H-'"F torzios szogeket (19. tablazat) és azt vettiik észre, hogy ezek cos’-es
Osszefliggést mutattak a négy mért 'H-"F vicinalis csatolasi allandéval. A (10) egyenletek
segitségével kiszamoltuk a vart 'H-""F vicinalis csatolasi allandokat és dsszevetve ezeket a
mért adatokkal a legkisebb négyzetek moddszer alapjan meghataroztuk az A és B
paramétercket; ezek rendre 41 és 39 Hz-nek adodtak. A 4S-fluoroprolin szarmazék esetén az
A ¢és B optimalizalt paraméterek értekei 40 ¢és 41 Hz voltak. Az igy parametrizalt Karplus
Osszefiiggést a 'H-"’F csatolasokra a /9. dbra mutatjia (A=38; B=41). Az Gsszefiiggés a
csatolasi allandénak csak a diéderes 'H-'"F szogt6l valo fiiggését tartalmazza.

A BcC spektrumokbol a J¢ r csatolédsi allandok meghatarozhatok. A C(2) szénatomon
nem detektaltunk felhasadast, azaz 3JC(2),4F értéke kb. 0 Hz (11., 12. tablazatok). Mivel
valdszinii, hogy a C-F vicinalis csatolasi allandok a diéderes szogtdl valé fiiggését is cos’-es
Osszefliggés irja le, ez 6sszhangban van a molekulamechanikai szamitasokbol a 4F-C(4)-C(3)-
C(2) diéderes szogre kapott 76°-o0s értékkel.
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15.0 4

1H9F csatolasi allando, Hz‘
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19. dbra
"H-’F vicindlis spin-spin csatoldsra parametrizalt Karplusz dsszefiiggés dbrizoldsa. Az sszefiiggés
a csatoldsi dllandonak csak a diéderes ' H-"F szogt6l valo fiiggését tartalmazza

3.2.8. Osszefoglalds

Osszefoglalva, a vizsgalt négy vegyiiletben az NOE adatok és a csatolasi allandok
igazoltak a hidroxil és fluor csoportok relativ térallasat. A 4a-hidroxi- illetve 4a-fluoro-prolin
szarmazék esetében, dsszhangban az irodalmi adatokkal****, a prolilgyiirii N konformacioja
a dominans térszerkezet oldatban, mig a 4 -hidroxi- illetve 4 3-fluoro-prolin szarmazék esetén
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az S konformécié dominal. gy az oldatban a prolilgyiirii konformacidja ersen fiigg a négyes
helyzetben 1évé szubsztituens térhelyzetétdl, mig az amid gatolt roticido kdvetkeztében
kialakult transz illetve cisz rotamerek egymasba valo atalakuldsa 1ényegesen nem befolyasolja
szubsztituensének térallasa hatdssal van a ftramsz-cisz atalakulds sebességére: a 4a-
szubsztitualt szarmazékokban a transz-cisz atalakulds lasstibb, mint a 4[-szubsztitualt
szarmazekok esetében, feltehetden a sztérikus effektus miatt. Ezek az eredmények igazoljak,
hogy N-tercier-butoxikarbonil-4a-, illetve N-tercier-butoxikarbonil-4 3-hidroxi-
prolinmetilészter és DAST reakcidja inverzioval megy végbe, mas vegyiiletek irodalomban
leirt viselkedéséhez hasonloan.
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transz 5-Hg

transz 5-Hqy transz 3-Hy transz 3-Hg
cisz 5-H, .
/ | ] S_HB / MMVJWAV‘CM
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4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
(ppm
20. abra

1D TOCSY gradiens spektrum

38



y
)
tBu
P e — e}
OH
H MeO~
H
N-OHg; Py = -6°; Binax = 38°; Ep-"Tg N-OHg; Py = -8°; Oinax = 39°; Ep-"Tg

H o o MeO ™ "\

S-OHa; Ps = 1857 Bnax = -40°; Ty Ey S-OHg; Ps = 186°; Oax = -39°; PT\Ey

S-Fq; Ps = 175°%; Bpay = -38°; PE-PT, S-Fg; Ps = 175°; Bmax = -38°; PE-PT,,
21. abra

A molekulamechanika MM~ médszerrel energiaminimalizalt egy-egy jellemzé transz-N és transz-S
konformer (a megfelel pszeudorotacios paraméterekkel)
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8. tablazat. A 4-hidroxiprolin szarmazék (3a) transz/cisz aranya kiilonb6z6 oldészerekben

Oldészer transzg/cisz arany
C6D6 63/37
Aceton 63/37
MeOD 62/38
DMF 62/38
C5ND5 58/42

9. tablazat. A 4-hidroxiprolin szarmazék (3a) 'H és °C NMR kémiai eltolodasok benzolban

N2 transz O, ppm cisz O, ppm
'H, ppm C, ppm 'H, ppm C, ppm
5-H, 3.57 3.37
5-Hp 3.48 332 3.48 330
4-H 3.88 69.2 3.98 70.0
3-H, 2.00 1.91
3-Hg 1.70 39.2 1.74 38.6
2-H, 4.47 58.5 4.60 58.2
OMe 3.34 51.5 3.37 51.8
t-Bu-Me 1.38 28.3 1.41 28.4
t-Bu-C - 80.0 - 79.9
Amid-C=0 - 154.3 - 154.9
Eszter C=0 - 173.7 - 173.5
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10. tablazat. A 4-hidroxiprolin szarmazék (3b) 'H, >C NMR kémiai eltolodasok és T relaxacids idék benzolban

N transz O, ppm cisz &, ppm
1H, ppm 13C, ppm HT | relax. 1do, sec 1H, ppm 13C, ppm HT | relax. 1do, sec
5-H, 3.10 1.33 3.23 1.36
5-H, 3.57 333 1.26 3.69 339 1.26
4-H 3.82 69.8 2.16 3.71 71.1 2.11
3-H, 1.48 1.32 1.55 1.32
3-H, 1.68 38.7 1.24 1.75 378 1.24
2-H, 4.03 58.2 3.24 4.26 58.1 3.33
OMe 3.27 51.8" - 3.26" 52.1% -
OH 3.36 - 2.34 2.74 - 2.55
t-Bu-Me 1.45 28.4" - 1.45 28.3" -
t-Bu-C - 79.7 - - 79.8 -
Amid-C=0 - 153.7 - - 154.5 -
Eszter C=0 - 174.7 - - 175.4 -

-" - felcserélhetd hozzarendelés is lehetséges
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11. tablazat. A 4-fluoroprolin szarmaz¢k (4a) 'H és *C NMR kémiai eltolédasok benzolban

N°® transz &, ppm cisz O, ppm
'H, ppm BC, ppm 'H, ppm C, ppm
5-Hq 3.89 3.64
5-H, 3.04 >33 3.03 >33
4-H 4.29 91.0 4.41 92.0
3-H, 2.05 2.03
3-Hg 1.46 374 1.50 364
2-Hq 4.36 57.8 4.57 57.7
OMe 3.32 51.5 3.32 51.7
t-Bu-Me 1.39 28.2 1.41 28.3
t-Bu-C - 79.9 - 80.0
amid-C=0 - 153.5 - 154.1
észter C=0 - 173.0 - 172.8

BC.F csatolasi dallandék a transz rotamerben: 1J4C_F=] 78.6 Hz: °J. sc.r=22.6 Hz; ’J scr— 23.2 Hz;
S ocr=0Hz

BCPF csatoldsi dallanddk a cisz rotamerben: ' J,c.;=178.9 Hz; *J;c.p=22.5 Hz; *Jsc.r=23.2 Hz;
Jocr=0Hz
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12. tablazat. Az 'H és >C NMR kémiai eltolodasok; a mért qr ; relaxacios 1dok a 4b minta oxigén mentesités eldtt és utan

N? transz &, ppm cisz &, ppm
'H, ppm B, 'H 7 relax. id8, sec 'H T} relax. id6, sec 'H, ppm | 13C, ppm 'H 7 relax. id8, sec 'H T relax. id6, sec
ppm (ox. mentesités. el6tt) (ox. mentesités utan) (ox. mentesités el6tt) (ox. mentesités utan)
5-Hq 3.22 1.7 2.2 3.06 1.8 2.3
5-Hp 3.83 330 1.6 1.8 3.62 >1.6 1.6 2.0
4-H 4.26 91.0 - - 4.34 92.0 - -
3-H, | 1.64-1.28 - - 1.64-1.28 - -
3-H 2.08 373 15" 1.9" 2.08 363 15" 1.9"
2-H, 4.18 57.9 - - 4.47 57.7 3.7 5.6
OMe 3.35 51.6 2.7 3.9 3.32 51.7 2.8 39

- a transz és cisz 3H, és 3Hg protonok jelatfedése miatt a mért 7, relaxacios idok a két rotamer relaxacios idejiik atlaganak felel meg

Gemindlis "H-'H csatoldsi dllandék a transz rotamerben: *Js,. sup=13.3 Hz; 2 Titta sup=14.8 Hz

Gemindlis "H-'H csatoldsi dllandék a cisz rotamerben:*Js;y,. sup=12.9 Hz; T itta sup=14.3 Hz
BC.°F csatoldsi dllandok a transz rotamerben: ' J,c-=176.9 Hz; *Jsc.p=21.4 Hz; *Jsc.r="Joc.r= 0 Hz
BC.°F csatoldsi dllandok a cisz rotamerben: 'J,c.r=177.9 Hz; *Jyc.p=22.4 Hz; “Jsc.r="Joc.r=0 Hz
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13. tablazat. '"H-"H és '"H-""F vicinalis és geminalis csatolasi allandok (deuteralt benzolban)

Csatolas tipusa 4-hidroxiprolin, 3a anyag 4-hidroxiprolin, 3b anyag 4-fluoroprolin, 4a anyag 4-fluoroprolin, 4b anyag
transz, Hz cisz, Hz transz, Hz cisz, Hz transz, Hz cisz, Hz transz, Hz cisz, Hz
T 11.6 11.5 11.4 11.9 13.3 12.8 13.2 12.9
T 12.9 12.7 14.2 14.3 14.2 14.6 14.8 14.3
Tk - - - - 52.6 52.6 53.0 53.1
3 st 2.3 2.8 4.4 4.9 2.1 2.1 4.5 4.6
3 Jsupan 4.4 4.4 1.4 1.4 3.4 3.5 =1 =1
3 st 2.3 2.8 4.9 4.8 ~2 1.8 4.4 43
g 4.5 4.5 35 4.0 4.0 4.5 =1 =1
3 ot sta 8.0 7.6 9.8 9.8 7.9 7.9 9.9 9.8
* Donasip 8.0 7.6 2.1 1.9 9.3 8.7 1.6 1.6
*Jyson - - 10.5 8.6 - - - -
star - - - - 21.9 22.3 35.4 34.2
3 Js e - - - - 37.1 35.2 26.8 27.0
star - - - - 21.3 20.1 - -
Jsupr - - - - 38.3 36.8 19.1 18.8

44




14. tablazat. A NOESY spektrum keresztcsticsai a 3a jelzésti 4-hidroxiprolin szdrmazékban. A c: cisz
forma; t: transz forma

transz NOE transz cserélodési cisz NOE cisz cserélodési
2-H, 3-Hg, 3-Hg, 5-Hg, t-Bu, ¢3-H, c2-Hq 3-Hg, 3-Hg, 5-Hg, t-Bu, t3-Hy t2-Hq
3-Hy | 3-Hg, 2-H,, 4-H, 5-Hg, 5-Hg, ¢2-H, - 3-Hg, 2-Hg, 4-H, 5-H,, 5-Hg, t2-H -
3-Hg 3-H,, 2-Hg, 4-H, 5-Hg - 3-Hg, 2-H,, 4-H, 5-Hg -
4-H 3-Hy, 3-Hg, 5-H,, 5-Hg, t-Bu c4-H 3-Hyg, 3-Hp, 5-Hg, 5-Hg, t-Bu t4-H
5-Hq 5-Hpg, 4-H, 2-H,, 3-H,, c4-H, t-Bu ¢5-Hq 5-Hg, 4-H, 2-H,, 3-H,, t-4H, t-Bu t5-Hq
5-Hg 5-Hq, 3-Hy, 3-Hp, 4-H, c4-H, t-Bu c5-Hp 5-Hy, 3-Hq, 3-Hp, 4-H, t-4H, t-Bu t5-Hg

15. tablazat. A NOESY spektrum keresztcsucsai 3b jelzésti 4-hidroxiprolin szarmazékban. A c: cisz
forma; t: transz forma

transz NOE transz cserélodési cisz; NOE cisz cserélodési

2-H, 3-Hq, 3-Hg, 5-H,, ¢5-Hg, t-Bu c2-H, 3-Hg, 3-Hg, 5-H,, t5-H,, t-Bu t2-Hq
3-H, 3-Hp, 2-Hy, 5-Hq, 4-H ¢3-H, 3-Hg, 2-Hy, 5-Hy, 4-H t3-Hq
3-Hp 3-H,, 2-H,, 4-H c3-Hg 3-H,, 2-H,, 4-H t3-Hp

4-H 3-Hg, 3-Hp, 5-Hq, 5-Hp c4-H 3-Hq, 3-Hg, 5-H,, 5-Hg t4-H

5.H, 5-Hg, 4-H, 2—Hat,_]33—lll{a, c5-Hg, c4-H, o5-Ha 5-Hg, 4-H, 2-H,, t5-Hg, t4-H, t-Bu t5-Ho
5-Hp 5-Hg, 4-H, ¢5-H,, ¢4-H, t-Bu c5-Hg 5-Hg, 4-H, t5-H,, t4-H, t-Bu t5-Hp
4-OH 3-Hp c¢4-OH 3-Hp t4-OH

16. tablazat. A NOESY spektrum keresztcsticsai 4a jelzésti 4-fluoroprolin szarmazékban. A c: cisz
forma; t: transz forma

transz NOE transz cserélodési cisz NOE cisz cserélodési
2-H, 3-H,, 3-Hp c2-Hq 3-H,, 3-Hg t2-Hy
3-Hq 3-Hg, 2-Hy, 4-H - 3-Hg, 2-Hy, 4-H -
3-Hg 3-H,, 2-H,, 4-H, 5-Hg - 3-H,, 2-H,, 4-H, 5-Hg -
4-H 3-H,, 3-Hg, 5-Hy, 5-Hg c4-H 3-H,, 3-Hg, 5-Hy, 5-Hg t4-H
5-Hq 5-Hg, 4-H, c4-H c5-Hq 5-Hg, 4-H, t4-H t5-Hg
5-Hp 5-Hq, 4-H, ¢5-H,, c4-H, 3-Hg c5-Hg 5-Hg, 4-H, t5-H,, t4-H, 3-Hp t5-Hp

17. tablazat. A NOESY spektrum keresztcsucsai 4b jelzésii 4-fluoroprolin szarmazékban. A c: cisz
forma; t: transz forma

transz + NOE transz cserélodési cisz + NOE cisz cserélodési
2-H, 3-Hg, 3-Hp ¢5-H,, c4-H c2-Hq 3-Hq, 3-Hp t2-H,
3-H, 3-Hg, 2-Hy, 4-H - 3-Hg, 2-Hy, 4-H -
3-Hp 3-H,, 2-H,, 4-H - 3-H,, 2-H,, 4-H -
4-H 3-Hg, 3-Hp, 5-Hq, 5-Hp c4-H 3-Hg, 3-Hp, 5-Hq, 5-Hp t4-H
5-Hq 5-Hg, 4-H, 2-H, ¢5-Hp, c4-H ¢5-Hq 5-Hg, 4-H, 2-H,, t5-Hj, t4-H t5-Hy,
5-Hp 5-Hg, 4-H, ¢5-H,, c4-H c5-Hg 5-Hq, 4-H, t5-H,, t4-H t5-Hp
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18. tablazat. A transz-cisz atalakulds sebességi allando és transz illetve cisz rotamerek élettartama a 3a,
3b, 4a, és 4b jelzéshi vegyiileteknél

Vegyiilet kodja K, s"] transz, s cisz, s
3a 3.4 0.8 0.5
3b 4.8 0.4 0.4
4a 33 0.7 0.5
4b 4.8 0.4 0.3

19. tablazat. 1D 'H NMR és 2D NOESY, COSY NMR spektrumokbdl meghatarozott 'H-"F geminalis
¢s vicinalis spin-spin csatolasi allandok dsszehasonlitasa a transz €s cisz rotamerekben

4a

transy

cisz

"H-"F diéderes szogek

1D 'H NMR

NOESY, COSY

1D '"H NMR

NOESY, COSY

FC(4)C(5)H,=-38.36

Jsyar = 21.9 Hz

spar = 22.3 Hz

spar = 22.3 Hz

3 syar = 22.3 Hz

FC(4)C(5)Hg=-162.31"

*Jsupr = 37.1 Hz

3J5HB—F =378 Hz

3J5HB—F =352 Hz

3J5HB—F =37.6 Hz

2J4HB—F =52.6 Hz

2J4HB—F =524 Hz

2J4HB—F =52.6 Hz

2J4HB—F =514 Hz

FC(4)C(3)Hg=166.74"

*Jsupr = 38.3 Hz

*Jsnpr = 35.9 Hz

*Jsnpr = 36.8 Hz

*Jsnpr = 35.0 Hz

FC(4)C(3)H,=46.69

ipar =21.3 Hz

igar = 23.1 Hz

ipar = 20.1 Hz

iyar = 22.0 Hz

4b

FC(4)C(5)H,=158.7

spar = 35.4 Hz

3J5HG-F =36.1 Hz

3J5HG-F =34.2 Hz

3 stor = 34.5 Hz

FC(4)C(5)Hg=34.3

3J5HB—F =26.8 Hz

3J5HB—F =26.9 Hz

3J5HB—F =27.0Hz

3J5HB—F =27.0Hz

2J4HG—F =53.0Hz

Joar = 52.9 Hz

2J4Ha_p =53.1 Hz

Joar = 52.9 Hz

FC(4)C(3)Hg=-48.0°

*Jsupr = 19.1 Hz

*Jsnpr = 18.9 Hz

*Jsnpr = 18.8 Hz

*Jsnpr = 18.9 Hz

FC(4)C(3)H,=-167.8

ipar = 41.6 Hz

Liyar = 40.8 Hz

20. tablazat. A prolilgytiriiben mért és molekulamechanikaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) €s déli (S) transz konformerekben, a hidroxil csoport p-térallasa esetén

Torziés szog N N *Jun, Hz S S *Jyn, Hz Mért *Jyu, Hz
2-H,-C(2)-C(3)-3-H,q -34.89° 6.6 36.34° 7.0 8.0
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hp -156.27° 10.6 -84.28° 1.1 8.0
3-Hy-C(3)-C(4)-4-H, 45.10° 6.4 -41.31° 4.5 2.3
3Hg-C(3)-C(4)-4-H, 165.86° 10.5 78.45° 1.8 4.5
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hq -37.27° 7.7 31.76° 5.2 2.4
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hp -161.90° 9.8 -92.44° 1.4 4.4

21. tablazat. A prolilgytiriiben mért és molekulamechanikaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) transz konformerekben, a hidroxil csoport a-térallasa esetén

Torziés szog N N *Jyu, Hz S S *Jyun, Hz Mért *Jyu, Hz
2-H,-C(2)-C(3)-3-H,q -35.96° 6.4 36.18° 7.0 8.0
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -156.65° 10.0 -84.98° 1.1 8.0
3-H,-C(3)-C(4)-4-Hg -76.67° 1.9 -167.30° 10.6 2.3
3-Hg-C(3)-C(4)-4-Hg 43.27° 4.2 -46.96° 6.1 4.5
4-Hg-C(4)-C(5)-5-H, 84.13° 1.5 157.09° 9.2 2.4
4-Hg-C(4)-C(5)-5-Hg -39.76° 4.0 32.17° 8.3 4.4
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22. tablazat A prolilgyliriben mért €s molekulamechanikéaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) transz konformerekben, a hidroxil csoport p-térallasa esetén

Torzids szog N N 3JH_H, Hz S S 3JH_H , Hz Meért 3JH_H, Hz
2-Hq-C(2)-C(3)-3-H, -34.89° 6.6 36.34° 7.0 9.8
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -156.27° 10.6 -84.28° 1.1 2.1
3-H,-C(3)-C(4)-4-H, 45.10° 6.4 -41.31° 4.5 4.9
3Hp-C(3)-C(4)-4-H, 165.86° 10.5 78.45° 1.8 3.5
4-H,-C(4)-C(5)-5-H, -37.27° 7.7 31.76° 5.2 4.4
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hg -161.90° 9.8 -92.44° 1.4 1.4

- 3J4Ha—OH =10.5 Hz

23. tablazat. A prolilgytiriiben mért és molekulamechanikaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) transz konformerekben, a hidroxil csoport a-térallasa esetén

Torziés szog N N *Jyn, Hz S S *Jyn, Hz Mért *Jyu, Hz
2-H,-C(2)-C(3)-3-H,q -35.96° 6.4 36.18° 7.0 9.8
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hjg -156.65° 10.0 -84.98° 1.1 2.1
3-H,-C(3)-C(4)-4-H,g -76.67° 1.9 -167.30° 10.6 4.9
3-Hg-C(3)-C(4)-4-Hg 43.27° 4.2 -46.96° 6.1 3.5
4-Hg-C(4)-C(5)-5-H, 84.13° 1.5 157.09° 9.2 4.4
4-Hg-C(4)-C(5)-5-Hg -39.76° 4.0 32.17° 8.3 1.4

- 3J4HH-OH =10.5 Hz

24, tablazat. A prolilgylriiben mért és molekulamechanikdval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) cisz konformerekben, a hidroxil csoport B-térallasa esetén

Torzids szog N N 3JH_H, Hz S S *Jyn, Hz Meért 3JH_H, Hz
2-Hy-C(2)-C(3)-3-H, -35.3° 6.6 34.9° 7.1 9.8
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -156.7° 10.7 -85.8° 1.1 1.9
3-Hy-C(3)-C(4)-4-H, 44.9° 6.4 -40.9° 4.5 4.8
3Hp-C(3)-C(4)-4-H, 165.8° 10.5 79.0° 1.7 4.0
4-H,-C(4)-C(5)-5-H, -36.9° 7.7 32.4° 5.1 4.9
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hg -161.6° 9.8 -91.6° 1.4 1.4

- 3J4Ha—OH =8.6 Hz

25. tablazat. A prolilgytiriiben mért és molekulamechanikaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) cisz konformerekben, a hidroxil csoport a-térallasa esetén

Torziés szog N N *Jyu, Hz S S *Jyn, Hz Mért *Jyu, Hz
2-H,-C(2)-C(3)-3-H,q -37.3° 6.3 34.1° 7.3 9.8
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -158.1° 10.8 -87.1° 1.1 1.9
3-H,-C(3)-C(4)-4-Hg -76.4° 2.0 -166.8° 10.6 4.8
3-Hg-C(3)-C(4)-4-Hg 43.8° 4.1 -46.4° 6.3 4.0
4-Hg-C(4)-C(5)-5-H, 84.8° 1.5 158.1° 9.3 4.9
4-Hg-C(4)-C(5)-5-Hg -39.2° 4.2 33.4° 8.2 1.4

- 3J4HH-OH =8.6 Hz
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26. tablazat. A prolilgylriiben mért és molekulamechanikdval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) konformerekben, a fluor csoport p-térallasa esetén

Torzids szog N N *Jyn, Hz S S *Jum, Hz | transz mért 3JH_H, Hz | cisz mért 3JH_H, Hz
2-Hy-C(2)-C(3)-3-H, -34.84° 6.6 33.84° 7.3 7.9 7.9
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg | -156.02° 10.6 -87.17° 1.1 9.3 8.7
3-Hy-C(3)-C(4)-4-H, 46.69° 6.6 -45.29° 3.1 ~2 1.8
3Hp-C(3)-C(4)-4-H, 166.74° 10.3 74.51° 2.1 4.0 4.5
4-H,-C(4)-C(5)-5-H, -38.35° 8.2 36.53° 3.7 2.1 2.1
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hg | -162.31° 9.4 -87.89° 1.1 3.4 3.5

27. tablazat. A prolilgylriiben mért és molekulamechanikdval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) konformerekben, a fluor csoport a-térallasa esetén

Torzids sz6g N N *Jyn, Hz S S *Jum, Hz | transz mért 3JH_H, Hz | cisz mért 3JH_H, Hz
2-Hy-C(2)-C(3)-3-H, -34.84° 6.6 33.88° 7.3 7.9 7.9
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg | -156.02° 10.6 -87.13° 1.1 9.3 8.7
3-H,-C(3)-C(4)-4-Hp -75.87° 2.0 167.76° 10.5 ~2 1.8
3-Hp-C(3)-C(4)-4-Hg 44.17° 3.2 -47.96° 6.5 4.0 4.5
4-Hp-C(4)-C(5)-5-Hq 83.89° 1.3 158.63° 9.0 2.1 2.1
4-Hp-C(4)-C(5)-5-Hp -40.07° 3.2 34.21° 8.6 3.4 3.5

28. tablazat. A prolil gyuruben mért és molekulamechanikaval szamolt 'H-"H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) és déli (S) transz konformerekben, a fluor csoport p-térallasa esetén

Torzios szog N N 3JH_H, Hz S S 3JH_H , Hz Meért 3JH_H, Hz
2-Hq-C(2)-C(3)-3-H, -34.84° 6.6 33.84° 7.3 9.9
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -156.02° 10.6 -87.17° 1.1 1.6
3-Hy-C(3)-C(4)-4-H, 46.69° 6.6 -45.29° 3.1 4.4
3Hp-C(3)-C(4)-4-H, 166.74° 10.3 74.51° 2.1 ~1
4-Hy-C(4)-C(5)-5-H, -38.35° 8.2 36.53° 3.7 4.5
4-H,-C(4)-C(5)-5-Hg -162.31° 9.4 -87.89° 1.1 ~1

- 4]5]-13.3]-1;3 ~2Hz

29. tablazat. A prolil gyuruben mért és molekulamechanikéaval szamolt 'H-'H vicinalis spin-spin
csatolasi allandok az északi (N) €s déli (S) transz konformerekben, a fluor csoport a-térallasa esetén

Torziés szog N N *Jyu, Hz S S *Jyn, Hz Mért *Jyu, Hz
2-H,-C(2)-C(3)-3-H,q -34.84° 6.6 33.88° 7.3 9.9
2-H,-C(2)-C(3)-3-Hg -156.02° 10.6 -87.13° 1.1 1.6
3-H,-C(3)-C(4)-4-Hg -75.87° 2.0 -167.76° 10.5 4.4
3-Hg-C(3)-C(4)-4-Hg 44.17° 3.2 -47.96° 6.5 ~1
4-Hg-C(4)-C(5)-5-H, 83.89° 1.3 158.63° 9.0 4.5
4-Hg-C(4)-C(5)-5-Hg -40.07° 3.2 34.21° 8.6 ~1

- 4J5H[3—3H[3 ~2Hz
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30. tablazat. A NOESY spektrumokbol meghatarozott proton-proton tavolsdgok mind a négy molekuldban

3a 3b 4a 4b
NMR, A Modellezés, A NMR, A Modellezés, A NMR, A Modellezés, A NMR, A Modellezés, A
2-H,-3-H, 2.3 2.5 - 2.4 2.4 2.5 - 2.4
2-H4-3-Hp 2.9 3.1 3.0 2.8 2.7 3.1 - 2.8
2-Hq-4-H - 4.0 - 4.2 - 4.0 - 4.3
2-H,-5-H, - 3.8 3.4 3.7 - 3.8 3.2 3.7
2-H4-5-Hp - 4.0 - 4.2 - 4.0 - 4.2
3-H,-4-H 2.8 2.8 - 2.4 2.9 2.7 2.1 2.5
3-H,-5-H, - 4.3 2.8 2.8 - 4.3 - 2.9
3-H,-5-Hp - 4.0 - 3.9 - 4.0 - 3.9
3-Hp-4-H 2.2 2.5 3.1 2.7 2.5 2.5 2.8 2.7
3-Hp-5-Hq - 3.9 - 4.0 - 3.9 - 4.0
3-Hp-5-Hp - 2.8 - 4.3 - 2.8 - 4.3
4-H-5-H, - 2.8 2.6 2.4 2.9 2.8 2.3 2.5
4-H-5-Hg 2.2 2.5 3.2 2.8 2.5 2.5 2.8 2.8
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3.3.  Szulfoxid csoport konfigurdcidjanak meghatdarozdsa a szulfoxid tartalmu
prolin szdrmazékokban ASIS médszer alapjin’

3.3.1. Bevezetés

A PEP inhibitorok kutatdsa soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon egy
inhibitor molekulan beliil melyik az a részegység, amely a biologiai hatasért (aktivitasaért)
felelds. Szamos hasonld Gsszetételli inhibitor hatassal rendelkez6 molekulat vizsgaltuk meg és
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az enzim felismeréséért, feltételezhetéen, a prolil-
pirrolidin vagy tioprolil-pirrolidin részegységiik a felelds. Ezen kiviil az inhibitor molekulanak
egy hidrofob részt is kell tartalmaznia, amely, feltehetéen, az enzim “hidrofob zsebével” 1ép
kolcsonhatasba.” A legtobb ismert PEP inhibitornal az emlitett hidrofob részt, egy aromas
gyuriit tartalmazé szubsztituens jelenti, amely a prolin N-terminalis atomjahoz kapcsolddik
kiilonbozé szamu metilén csoporton keresztiil.” Igy a fentebb felsorolt részeken valtozasokat
végezve olyan szarmazékokhoz jutottuk, amelyek a prolilgylrii C(4)-es atom helyén egy
kénatomot tartalmaztak. A kénatom beépitése a prolilgyliriibe a biologiai hatas gyengiiléséhez
vezetett, amelyet az oxidacids fok novelése kompenzalt. Ezen kiviil a valtozas csokkentette a
vegyiiletek metabolitikus stabilitasat, mivel a szervezetben fellépd oxidacids folyamatoknak
koszonhetden szulfoxid és szulfon szarmazékok is képzddhetnek. Ezért tervbe vettiik a
szulfoxid szarmazékok eldallitasat és tesztelését.

A lentebb lathato reakcid segitségével (22. dbra) a kivant 5 termékhez jutottuk. A
HPLC vizsgalat alapjan a termék két komponensbdl (major és minor) allt, amelyek aranya
valtozott az alkalmazott oxidéci(')s kérﬁlmények ﬁiggvényében fgy fontos volt a szulfoxid

1 eqv. MCPBA**
/D NaIO /3

22. abra

3.3.2. PEP inhibitor tioprolin szulfoxidok NMR vizsgalata

Az 5 termék DMSO-dg oldoszerben szobahOmérsékleten felvett 'H NMR
spektrumaban négy jelsorozat volt lathatd, melyek a 110°C-on felvett spektrumban részben
Osszeolvadtak. Azok a jelsorozatok, amelyek a hdmérséklet ndvelésével 6sszeolvadtak tehat a
tioprolin transz-cisz amid rotamerektdl szdrmaznak, mig a 110°C-on is kiilonallo jelek azoktol
a transz-cisz diasztereomer szerkezetekt6l, melyekben a szulfoxid oxigén az Ottagl
pirrolidilgytiri karbonil csoportjahoz képest azonos illetve ellentétes oldalan helyezkedik el
(23. dbra).

“*_Metaklérperbenzoesav (MetaChlorPerBenzoic Acid)
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A szulfoxid csoport térallasdnak  azonositdsara hasznilhat6 az NMR
spektroszkopiaban az ASIS (Aromatic Solvent Induced Shifts) érték’’, ugyanis ismert, hogy a
benzol olddészer szolvotalds sordn elkeriili a polaros molekulak negativan toltott részét, igy a
szulfoxiddal az oOttagh gylrli azonos oldalan levd protonokra kisebb kémiai eltolodas
csokkenést varunk benzolban, a kloroformban meghatarozott értékekhez képest, mint az
ellentétes oldalon levd protonokra. Az ASIS értékek meghatarozasahoz sziikséges mind
benzolban, mind kloroformban ismerni a protonok kémiai eltolédasait. Ezt megneheziti az a
tény, hogy e két olddszerben a tramsz/cisz amid rotamer arany nagymértékben eltolodik a
transz forma iranyaba (lasd 3.1. fej. 4. tablazat ¢és 3.2. fej. 8. tablazat) (31. tablazat).

Az egyértelmii 'H NMR jelhozzarendelést, a sulfoxid izomerek oszlop kromatografis
szétvalasztasa utan, a 2D NOESY spektrumok felvétele tette lehetévé. E spektrumokban
ugyanis a diagonalis csticsokkal ellentétes fazisu keresztcsucsok az egymassal térkozelségben
levé atomokrol adnak informaciot. igy a t5-Hy - t8-H, keresztcsucs segitségével (24. abra)
mindkét izomer major jelsorozatdt a fransz rotamerhez rendeltik hozza. Ismerve 2-Hg
térallasat a transz amid rotamerekben megkaptuk a diasztereotop metilén protonok (3-H, és 5-
H;) hozzarendelését. A 2D NOESY spektrumban a diagonalis jelekkel azonos fazisu
keresztcsucsok a kémiai kicserélodéstol szarmaznak, és mivel az alkalmazott keverési ido
alatt a transz-cisz amid rotamerek egymasba alakulasa tobbszor is lejatszodik, a megfeleld
keresztcsticsokbol leolvashatok az 1D spektrumban kiszélesedés vagy jelatfedés miatt
detektalhatatlan cisz amid rotamerektdl szairmazo jelek kémiai eltolodasai (24. dbra).
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transz izomer - transz amid rotamer cisz izomer - transz amid rotamer
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transz izomer - cisz amid rotamer cisz izomer - cisz amid rotamer

23. abra
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A NOESY spektrum keresztcsucsait a 32. tablazatban, a tioprolilgyliri protonjainak
hozzarendelését egyiitt az ASIS értékekkel pedig a 33. tablazatban foglaltuk 6ssze.

t5-Hgq -
¢5-Hy \, t2-H, t3-Ha  (3-H, ?Hz
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24. abra

Az 5 vegyiilet 2D NOESY spektruma. A folytonos vonalakkal a negativ, mig megszakitott vonalakkal a
pozitiv (diagonalis + cserélodesi) keresztcsucsokat jeloltiik

e rer

alapjan

A szulfoxid csoport térallasa a két metilén csoport o és 3 helyzetii protonjaira szamolt
ASIS értékek Osszehasonlitasabol allapithatdé meg. A minor izomer fransz illetve cisz
rotamerekre szamitott ASIS értékek egyértelmiien bizonyitjak, hogy a szulfoxid csoport [-
térallasu (33. tablazat), mivel a kémiai eltolodas kiilonbségek a -protonokra kisebb értékek,
mint az a-protonokra. A 2-Hgy és 2°-H, illetve 2°-H, protonok kozott fellépd intenziv NOE
kolcsonhatds azt mutatja, hogy a kordbban vizsgalt SUAM-1221 molekuldahoz hasonldan,
ebben az esetben is a dominans konformerben az N(6)-C(1)-C(2)-N(1’) torzios szog 120°
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koriili érték (lasd 3.1.7. fej. 9. dbra és 12. dbra). Igy a benzol molekulak jobban hozzaférnek
illetve szolvotaljak a prolilgylirli a-protonjait, mivel igyekeznek kikeriilni az S(4) és C(1)
atomokhoz kapcsolddo oxigénekkel vald kdlesonhatést, ami azt jelenti, hogy a szulfoxid és a
C(1)-hez kapcsolddoé karbonil csoportok a prolilgytrti B-térfelén helyezkednek el.

A major izomer cisz amid rotamerben az a helyzetli protonokra kisebb ASIS értékek
adodtak, mint a 3 térallastiakra. Ez azt valoszinisiti, hogy a szulfoxid oxigén o térallast, azaz
a major komponens transz izomernek felel meg, melyben a szulfoxid oxigén és a C(1)-ez
kapcsolodod karbonil oxigén a prolilgyliri ellentétes oldaldn taldlhatd. A fransz amid
rotamerben az ASIS értékek az a- és a B-protonokra jelentdsen nem kiilonboztek egymastol
(33. tablazat), vagyis a transz amid rotamerben a prolilgyliri egyik oldala sem preferalt
szolvotalas szempontjabol. Ezt azzal lehetne magyarazni, hogy a cisz rotamerhez képest, a
C(7) atomhoz kapcsolodé karbonil a transz rotamer esetén nem befolyasolja az 5-H; protonok
szolvatalasat, igy ezekre a protonokra kozel egyforma ASIS hatést észleliink (25. dbra).

H
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N O
N (0]
(o]
N
N 0
H
- H H
25. abra

A transz sulfoxid izomer transz amid rotamer dominans konformerje. A nyillak a jelolt protonok
kozotti NOE kolcsonhatast mutatjak

Az ASIS hatést az ottagu gylirli konformaciodja is befolyasolhatja. Az izomerek oldat
csatolasi allandok jo egyezése igazolja, hogy a két oldoszerben hasonld a konformacios
egyensulyban résztvevo szerkezetek populacidja, tehat a mért ASIS értékek valoban csak a
szolvatalastdl erednek. A 2-Hq protonnak a 3-H, protonokkal mért csatolédsi allandéi mutatjak,
hogy az izomerek oldatban tobb konformer egyensulyi elegyeként fordulnak eld. Jellegzetes
kiilonbség a két izomer kozott, hogy a major izomerben 2 Hz koriili tdvolhatd csatolés
mérhetd az 5-Hq €s 3-Hy protonok kozott, mig a minor izomerben nem detektalhatd az ennek
a kolcsonhatasnak megfeleld jelfelhasadas. Ugyanezt figyelték meg a belga szerzék az N-
ace‘[il-4-karboxi-l,3-tiazolidin-l-oxidban52 ¢és észter szarmazékaikban. Az izomer szerkezetet
egy vegyiilet esetén egykristaly rontgendiffrakcios vizsgalatokkal is igazoltdk.” Igy az emlitett
eredmények is alatdmasztjdk az ASIS értékek alapjan tett megallapitdsunkat, miszerint a
major komponens a fransz izomernek felel meg.
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3.3.4. Osszefoglalds

Az 'H NMR spektrumokban megjelend major és minor jelsorozatokat a 2D NOESY
modszer segitségével hozzarendeltink a transz illetve a cisz szulfoxid izomerekhez,

A két szulfoxid izomer egyértelmii hozzarendelése és konfiguracié megallapitasa utan,
az oxidaciés reakcid (22. dabra) korilményeit valtoztatva, HPLC modszer segitségével
meghataroztunk a transz/cisz (major/minor) izomerek ardnyat. Ahogyan ez a 34. tablazatbél
is kiderill, az oxidacios reakcid sztereoszelektivitdsa erdsen fligg az alkalmazott reakcid
koriilményeitdl. Az MCPBA reagenst alkalmazva, gyakorlatilag csak a transz illetve a-
szulfoxid izomer keletkezik (>99%), mikdzben a NalO4 a transz €és a cisz izomerek
keverékéhez vezet. A 34. tablazat adataibol azt is lehet latni, hogy a reakcié homérséklet
novelése a sztereoszelektivitds csokkenéséhez vezet.
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31. tablazat. A transz/cisz izomer aranyok meghatdrozasa kiilonb6z6 oldoszerekben

Oldoszer transzg/cisz arany
DMSO-d, 77/23
CDCls 94/6
CeDs 96/4

32. tablazat. A két sulfoxid izomer tioprolin protonjainak a NOESY spektrumban azonositott
keresztcsucsai (t: transz, c: cisz)

Jel A diagonailis jelekkel ellentétes fazisu A diagonalis jelekkel megegyez6 fazisu
keresztcsucs keresztcsucs

t8-H, t5-Hg; t8-Hy -

t8-Hy, t5-Hg; t8-H, -

t5-Hy t5-Hg; ¢5-Hg; t8-H,; t8-H, c5-Hq
t5-Hp t5-Hg; ¢5-Hy; t3-Hp c5-Hp
t3-Hq t3-Hg; t2- Hy c3-Hy
t3-Hp t3-Hy; t5-Hp; c3-Hp
t2-Hq t3-Hy; 2°-H,; 2°-H,, c2-Hqy

33. tablazat. Az '"H NMR kémiai eltolodasok tioprolilgytiriiben és mért ASIS értékek a major
¢s minor izomerekben, ppm

Oldo6szer/ASIS | Izomer | Rotamer 2-H, 3-Hy 3-Hpg 5-Hq 5-Hg
CDCl, major transz 5.63 3.26 3.19 4.86 4.47
cisz 5.30 3.56 2.97 5.52 4.19
C¢Dg transz 5.43 2.60 2.60 4.18 3.79
cisz 5.02 2.83 2.06 5.42 3.65
ASIS transzg 0.20 0.66 0.59 0.68 0.68
cisz 0.28 0.73 0.91 0.10 0.54
CDCl; minor transz 5.10 3.77 3.02 5.18 4.47
cisz 4.90 3.79 3.15 5.60 4.30
C¢Dg transz 4.69 3.06 2.73 4.54 4.27
cisz 4.50 3.09 2.90 5.36 4.27
ASIS transg 0.41 0.71 0.29 0.64 0.20
cisg 0.40 0.70 0.25 0.24 0.03
34. tablazat. Az a-, -szulfoxid izomerek aranya a kiilonb6z6 reakcio koriilmények alatt
a-szulfoxid (transz) B-szulfoxid (cisz)
0°C 89.5 10.5
NalO, MeOH/viz 25°C 86.7 13.3
50°C 85.5 14.5
0°C 99.8 0.2
MCPBA CHCl; 25°C 99.5 0.5
50°C 99.3 0.7
MeOH 25°C 99.8 0.2
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4. A flavanonok és benzofuranonok vizsgalata NMR moddszerekkel

4.1.  Bevezetes

A természetben a novények szinpompajat 1étrehozo anyagok flavonoid 6sszefoglald
néven ismertek. Kémiailag a flavonoidok a hidroxil csoportokat tartalmazo6 fenilkromon- és
fenil-4-kromanon szdrmazékai.

A flavonoidok a ndvényi eredetli természetes anyagok koziil talan a legelterjedtebb
vegyliletcsalddhoz sorolhatok; a természetben glikozidként ¢és aglikonként egyarant
megtalalhatok. Eddig tobb mint 200 flavonoidot izolaltak kiilonféle novények viragszirmabol,
levelébdl, szarabol, gyokerébdl és termésébdl, fakbol (a fak riigyeibdl, bimboibol) és
fakéregbdl. Ezek koziil a leggyakoribbak a quercetin (86 kultura), a luteolin (45 kultara),
hesperidin (13 kultra), hesperitin és pelargonidin.>* Kiilonbdzé flavonoidokat a propolisz is
tartalmaz, amely jelent0s antibakterialis, antivirdlis, gombadld, fajdalomcsillapito, fekély
ellenes, immunosztimulaciés, hipotenziv és citosztatikus tulajdonsdgokkal bir.> A
flavonoidok az azonos alapvegyiiletbdl levezethetd aglikonok fenolos hidroxil csoportok
szamdban ¢és helyzetében kiilonboznek egymastol, tovabba abban, hogy egyes hidroxil
csoportok helyett metoxi csoportok is szerepelhetnek.

A flavonoidokat biologiai fontossaguk miatt az utdbbi ¢évtizedekben szdmos
kutatocsoport tanulmanyozta. Szent-Gyorgyi €s iskoldja vizsgalta eldszor részletesen ezen
ndvényi anyagok biologiai és farmakologiai hatasat.”® TSbb szintetikus szdrmazék viszont mér
egyértelmi hatassal rendelkezik (Venoruton, ipriflavanon, flavanon-8-ecetsav, stb).

A Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén évtizedek ota tanulmanyozzak
kiilonboz6 flavonoidok eldallitasi lehetdségeit, amelyek nemcsak elméleti szempontbol
jelentések, hanem uj farmakonok eldallitdsa céljabol is. Az 1970-es évektdl intenziv
kutatomunka folyik a 6-aril-piridazinonok eldallitdsara, mivel az alapvaz tobbféle
farmakologiai hatassal rendelkezik (26. dbra). Igy a vérnyomascsokkenté hatas®® mellett
figyelemre méltd a szivglikozidokhoz hasonld pozitiv inotrop hatasuk.” Tébb szintetikus
gyogyszer is forgalomban van (Amrinon, Mibrinon®, Imadozon®"). Ujabban kinolinon®*®,
tetralon és kromanon® szarmazékokbol is eléallitottak piridazinon szarmazékokat. Jelen
dolgozat 4.2., 5.3. alfejezetekben a flavanononokbol valo piridazinon szdrmazékok eldallitasat
¢s azok szerkezetének, illetve térszerkezetének meghatarozasat targyalom.

Ar
26. abra

Flavonoidokon kiviil a ndvények szinpompaért felelds anyagok koziil fontos a
kalkonok  (C¢Hy-CO-CH=CH-C¢Hy) ¢és az auronok  (2-benziliden-kumaranon-(3)
szarmazekok) szerepe, amelyek ugynevezett athochlor pigmentként féleg a sotétsarga
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(Amtirrhinum, Linaria, Calceolaria), narancssarga (Oxalis cernua, Coreopsis grandiflora) és
piros (Carthamus tinctorius) szirmu viragokban vannak jelen.®> Mivel a legtbb sargaszinii
virag a szinét gyakran a caratinoid pigmentnek koszonheti, a kalkonok €s auronok jelenlétét
ugynevezett ammonia teszttel lehet bizonyitani, miszerint utdbbiak ammoénia hatdsara a
virdgszirom sarga szinét pirosra valtoztatjak.®® A természetben, a kiilsnb6z6 novényekben, e
harom vegyiiletcsalad (flavonoidok, kalkonok ¢és auronok) képviseléi gyakran egyiitt
fordulnak eld és szerkezeti hasonldsaguknak kdszonhetden szintetikus koriilmények kozott
egymasba is atalakithatok (27. abra).

A természetes bioaktiv flavonoidok és a rokonszerkezetli molekulak kutatasa soran,
novekvo gyodgyaszati alkalmazasuk miatt, egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a szintetikus
uton eldallitott szdrmazékaiknak. Az Ujonnan szintetizalt molekuldk szerkezetében olyan
aromas heterociklusos részegységek taldlhatok, amelyek a természetben is gyakran
el6fordulnak. A furdn ¢és benzofurdan alegységként a mar emlitett kiilonb6zé auron
szarmazékokban, szegfli olajban, krizantém és hortenzia virdg magjaiban, citrus félékben ¢és
néhany alkaloidban is megtaldlhat6. Ezen kiviil a benzofurdn egységet az izoflavonoidok
csaladjahoz tartozé kumesztdn és a pterokarpdn szarmazékok is tartalmazzak®’ (28. dbra).
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27. abra

Kalkonok, flavonok es auronok szintetikus koriilmények kézott egymdasba valo atalakulasa

A szintetikus izoflavonoidok csaladjdba tartozd ipriflavont a csontritkulas
(osteoporosis) terapiadban mar évtizedek ota alkalmazzak 68G9.T0.TLTZ - A7 ipriflavon a Chinoin
Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek Gyéra Rt.-nek Osteochin” markanéven forgalomba
keriilt eredeti készitménye”. Az ipriflavon megvaltoztatja a sejtek mitokondrialis oxidacios
foszforilacidjat, azaz javitja a sejtek oxigén felhasznalasat.” Az ipriflavon feltételezhetéen
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gatolja a csont leépiilését, de emellett noveli a csontsejtek kalcium visszatartasat, azaz hat a
csontképzédésre is.”>’® Igy a Chinoin Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek Gyara Rt.-nél az
Osteochin kutatas-fejlesztési téma keretében mar évtizedek ota folyik az 11j izoflavon vazu
vagy azzal rokonszerkezetli molekulak kutatdsa. Mivel szamos izoflavonoid molekula (28.
abra) az auronokhoz hasonldéan alegységként benzofurant vagy annak szarmazékait
tartalmazza, célul tiiztiink ki a 3(2H)-benzofuranon szarmazékok eldallitasat, szerkezetiik és
térszerkezetiilk meghatarozasat kiilonb6zé6 NMR moddszerek segitségével. Az eredményeinket
jelen dolgozat 4.3. alfejezetében targyalom.

Kumesztanok Pterokarpanok

R=OH, OCH,; R,=OH, OCH,, 0-CH,-O0
28. abra

Sajat vizsgalatok

4.2.  3-Szubsztitudlt flavanon szdrmazékok szerkezet és térszerkezet vizsgdlata
NMR modszerek segitségévelz

4.2.1. Bevezetés

1991-ben Gy. Litkei és munkatarsai’’ vizsgaltdk a flavanon hidroximetilezési
lehetdségeit. A dolgozat e részének célja ezen vizsgalatok kiterjesztése, piridazinon
szarmazekok flavonoidokbdl vald eldallitasa és igy eldallitott vegyliletek szerkezet és
térszerkezet meghatarozasa NMR modszerek segitségével. Az el6zetes vizsgalatok szerint’® a
reakciok soran sztereoizomerek képzddtek ¢és azok egyértelmli sztereokémidjanak
megallapitasdhoz nélkiilozhetetlen volt az NMR technikdk alkalmazasa.

Az elddllitott vegyiileteket NMR-spektroszkopiai modszerekkel —vizsgaltuk.
Részletesebben a 3-(2-ciano-ciklopropil)-flavanon szarmazékoknak a szerkezetét ¢és
térszerkezetét tanulmanyoztuk, feltételezve, hogy az ezt kdvetd reakciok soran nem torténik
semmiféle sztereokémiai valtozads. A szerkezet és térszerkezet meghatarozasara a kovetkezo
NMR méréseket végeztiik el:

1. '"H NMR spektrumok felvétele, az eltolédasok és spin-spin csatolasi allandok
meghatarozasa.

2. 3C NMR spektrumok felvétele, az eltolodasok meghatérozasa.

3. 'H-'"H NOE mérések.

4. 2D J-spektrumok (csatolasi alland6 modulalt) felvétele, a 2J@H, 3JC‘H spin-spin
csatolasi allandok meghatdrozasa.
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A vizsgélatok soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy van-e Osszefliggés az
egyes NMR paraméterek és a térszerkezet kozott. E célbol a kdvetkezd méréseket hajtottuk
végre:

1. BC-'"H csatolt NMR spektrumok felvétele, a IJC,H csatolasi allandok
meghatarozasa.

2. 3C spin-racs relaxacios id6k mérése.

4.2.2. Preparativ rész

A 6 flavanon vegyiiletbdl kiindulva, a kdvetkez6 molekulakat allitottuk eld (29. dbra):
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29. abra

A piridazinon szarmazékok eldallitasa
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Az abran lathato vegyliletek eldallitasardl szolo rovid dsszefoglalot a kisérleti részben
adom meg’’.

4.2.3. Szerkezetigazolasi rész

4.2.3.1. A nitrilek (11) szerkezet és térszerkezet vizsgalata

Részletes szerkezetigazolast a 2”-ciano-(flavanon-3-spiro-1"-ciklopropan)
izomerekkel végeztiik, mivel ezek a szdrmazékok alapvegyiiletek a tovabbi atalakuldsokban.
Az 'H kémiai eltolodasokat a 35. tablazatban foglaltuk ossze.

Elvileg négy diasztereomer racemat képzddése varhatd, mivel a 2”-ciano-(flavanon-3-
spiro-17-ciklopropan) molekula harom kiralis centrumot tartalmaz. A négy diasztereomert a
flavanon illetve ciklopropilgylirli transz és cisz szubsztiticioja szerint transz-transz, transz-
cisz, cisz-transz €s cisz-cisz elnevezésekkel kiillonboztethetjiik meg. Ezen kiviil minden egyes
izomer esetén két konformacid lehetséges (a 2-H proton axialis vagy ekvatoridlis térallasu),

A kémiai eltolodas értekek (DMSO-dg ¢s CDCls-ban) kozvetleniil értékelhetd
informaciét nem nyujtanak a konformdaciora nézve. A proton-proton vicindlis csatolési
allandokbol (*Jy ;) sok esetben nyerhetink a molekuldk térszerkezetére vonatkozd
informacidkat a Karplus 6sszefliggés segitségével. Csak a *J; ; alapjan teljes szerkezetek nem
hatarozhatok meg, mivel a ciklopropilgytiriiben a szubsztiticid helyzetétdl fiiggetleniil mindig
egy gemindlis, egy cisz €s egy transz vicindlis csatoldst tudunk mérni. Ciklopropil
szarmazékok esetén a > Ju i dllandokra kovetkez6 sorrend allithato fel”’:

3 3 2
JH,H cisz> JH,H transz> JH,ngm

fgy az "H NOE méréseket is végeztiik proton-proton tavolsagok meghatarozasa céljabol.

Az NOE oOnmagidban sem nyQjt minden esetben Ilehetdséget a térszerkezet
felderitéséhez. Ezért a kovetkezd eldvizsgalatokat végeztik el. A HyperChem program
segitségével meghataroztuk a nyolc emlitett térszerkezetre a ciklopropilgyiiriin illetve a 2-es
szénatomon 1év0 protonok kozotti tdvolsagokat (34. dbra), és azt talaltuk, hogy a lehetséges
konfiguraciok szama lesziikithet6. Tekintettel arra, hogy az 'H-"H NOE effektus gyakorlatilag
az 5A-nél kisebb magtavolsagokra érzékeny csupan (r° fiiggés), a 2-H proton és az egyik
geminalis proton tavolsaga minden esetben “nagy” (>4.0A) a 2-H proton és a masik geminalis
proton illetve a Hx tavolsdga lehet “kicsi” vagy “nagy”. Az eredményeket a 36. tablazat
tartalmazza.

A 36. tablazatban a vastagon kiemelt szamok esetén jelentds, a dolt szamok esetén
kisebb, a normal szamok esetén pedig igen gyenge NOE vagy annak hianya varhat6. Az NOE
mérések eredményeit (%-ban kifejezve) az 37., 38., 39. tablazatokban foglaltuk ssze.

Ha a 36. tablazat kiemelt soraiban (félkovérszedés) szerepld varidciok allnak fenn,
akkor a konfiguracio egyértelmiien megadhatd. A tobbi esetben csak csokkenhetd a szdoba
johetd szerkezetek szama. Az NOE mérések alapjan és a 38. tablazat adatait figyelembe véve
a 11A izomer térszerkezete egyértelmiien meghatarozhato, tehat transz-cisz-nek felel meg:
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30. abra 11A (transz-cisz)

A fentebb lathatd szerkezeti hozzarendelést a 14A3 metilészter szarmazékon végzett
NOE kisérlet adatai is alatimasztanak (40. tablazat):

A 37. tablazatban a 11K izomerre négyszeres valasztasi lehetdséget enged meg. A
négy lehetdség koziil azonban harmat ki lehet zarni a mért NOE adatok (2-H proton Hc-val ad
NOE-t), valamint a dolgozat preparativ része alapjan. A preparativ részben bemutattuk, hogy a
13K2 kitlind hozammal (91.8%) ad 15 gy(riizart terméket, ami csak akkor lehetséges, ha a
ciklopropilgytirii -COOH ¢és a flavanon C=0 csoportja azonos térfélen helyezkedik el, vagyis
cisz helyzetliek. Mivel a 11A izomernek a fransz-cisz diasztereomer felel meg, akkor a 11K-
nak a cisz-cisz, amelynek a 2-H protonja axidlis térallasu (41. tablazat).

A 11F diasztereomer térallasanak meghatarozéasa bonyolultabb. A gyliriizarasi reakcid
nem ad megbizhatd informaciot az 15F4 termék alacsony hozama miatt (11.5%), tehat
egyeldre a négy lehetdség nyitva marad (lasd 36. tablazatot).

CNI Hx

31. abra 11K (cisz-cisz 2-H,,)

A lehetséges szerkezetek szamdnak sziikitésére végett egy Ujabb kisérletet végeztiink
el, amelynek célja a C(2) fenilcsoport térallasdnak meghatarozasa volt. A kétdimenzios J-
spektrum lehetdséget ad a haromkotéses proton-szén-13 csatolasi allandok meghatdrozasara,
amelyek ugyanugy, mint a haromkdtéses proton-proton csatoldsi allandok a Karplus-
sszefiiggésnek engedelmeskednek. A 2D J-spektrumbél nyert *Jop ¢ allandok értékei
lehetdséget adnak az izomerek térszerkezetének, illetve a 2-H térallasanak meghatarozasara.
Fentebb emlitett NMR technika alkalmazisa soran egyértelmiien kideriilt, hogy a 11F-ben
C(2)-fenilcsoport axialis térallasu (41. tablazat), illetve a C(8a) és 2-H atomok anti-transz
allasuak CJopy cia=1.5 Hz). Ez a megallapitas az alabbi megfontolasokon alapul.

A vicinalis *C-'H csatolasokra vonatkozé Karplus-dsszefiiggésbél® lathato, hogy a
o csa=1.5 Hz érték esetén (41. tablazat) csaknem 180° -os diéderes szogrél van szo, ami
a 2-H és C(8a) antiallasanak felel meg. Ezek szerint a 2-H proton ekvatorialis, mig a C(2)-
fenilcsoport axialis helyzeti. gy a 11F szerkezetére vonatkozo lehetdségek szama kettSre
csokkent (cisz-transz vagy transz-transz).
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A 14F3 metilészteren elvégzett NOE kisérletek (42. tablazat) eredményei a °C-'H
heteronuklearis csatolasi allandok elemzésével egyiitt egyértelmiivé tették a 35. tablazatban
lathatd Hc és Ht protonok hozzarendelését a 11A ¢és 11F vegyiiletekben.

A 11A ¢és 11F izomerekben Hc illetve Ht protonok kémiai eltolodéasat vizsgalva, észre
lehet venni, hogy a két proton kémiai eltolodas értéke felcserélddik: a He és Ht protonok
eltolédasa a 11A diasztereomerben 1.45 és 2.19 ppm, mig a 11F izomerben 2.56 és 1.47 ppm.
Ezek alapjan azt lehet allitani, hogy a 11F vegyiilet a nitrilcsoport térallasaban kiilonbozik a
11A-t6l, vagyis a két izomer a C(x) szén konfiguracidban tér el egymastol. Ezt az a preparativ
tapasztalat is aldtdmasztja, miszerint a 15F4 gytirtizart termék keletkezése nehezen képzelhetd
el, hacsak a reakci6 soran valami, eddig nem ismert atrendezddés be nem kovetkezik. igy a
gyenge kitermelésért leginkabb a 11A izomer - amely kis mennyiségii szennyezddésként volt
jelen a 11F diasztereomerben - felelds. A Dreiding-modell alapjan a cisz-transz 2-Heyy, izomer
kevésbé valoszinii, a 2-es helyzetli fenilcsoport €s az azonos térfélen helyet foglalo6 CN-
csoport sztérikus gatlisa miatt. gy a leirtak szerint a 11F sztereoizomernek a transz-transz 2-
H ekvatoridlis szerkezet felel meg:

32. abra 11F (transz-transz 2-H )

A 11K izomerben mért haromkdtéses proton-szén-13 csatolasi allandok kisebbek,
mint a 11F izomerben (ldsd 41. tiblazatot). A Karplus dsszefiiggés® alapjan lathato, hogy a
3J2_H cs9=1.0 Hz érték esetén csaknem 60° -os diéderes szogrél van sz6, ami a 2-H proton
C(8a)-hoz képest sziin-(gauche) helyzetének felel meg. Ezek alapjan a 2-H proton axidlis,
illetve a C(2) melletti fenilgytlir(i ekvatorialis helyzettiek.

A 11A izomerben a C(2) szénatomnak a proton- illetve a fenilgylrti térallasat axialis-
ekvatorialisnak (ax/ekv) jeloltik mert, ahogy az a 41. tablazatbél is lathato, a Jo.y C(8a)
értéke a 11F és a 11K megfeleld /.y csq) értékel kozott van. Tehat a C(2)-fenilgytirli gyors
konformécids egyensulyban van az ekvatoridlis €s axialis térallas kozott:

Hc

Ht

33. abra 114 (transz-cisz 2-H . /o1,)

A fentebb emlitett diasztereomerek szerkezet és térszerkezet igazoldsat egy masik
modszer alkalmazasaval is ald lehet tdmasztani. Tanulmanyoztuk az LSR (Lantanide Shift
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Reagent) altal okozott valtozasokat a 11(A,K,F) vegyiiletek 'H NMR jelek kémiai
eltolodasaira. Az eredmények azt mutattdk (43. tablazat), hogy a 11F (transz-transz 2-Heyy)
izomer sokkal konnyebben képez Eu(hfbc); komplexet, mint a két masik izomer.

Az azonos szubsztrat-LSR arany mellett 1:1 komplexre extrapolalt LIS (Lantanide-
Induced Shift) értékek 11F vegytilet protonjaira szignifikdnsan nagyobbak, mint a 11A és 11K
izomerek esetében (a 11F izomerben 2-H és kromanongyliri 5-H, protonok esetén a LIS
értekek 4.3 ppm ¢és 8.8 ppm, mig a 11A molekuldban 2.8 ppm ¢és 3.3 ppm, a 11K anyagban
1.9 ppm illetve 2.8 ppm voltak). Legnagyobb LIS értékek azokon a protonokon figyelhetdk
meg, melyek a kromanon karbonil kdzelében vannak. Ebbdl az kovetkezik, hogy a vizsgalt
anyagokban valoszinilileg éppen ez az atom koordindlodik az Eu ionhoz. Ismert, hogy a
vizsgalt molekula LSR-hez vald kotddése elsdsorban a koordinacids centrum koriili sztérikus
effektusoktol fligg, azaz minél nagyobb a sztérikus gatlas, annal kisebb a komplex
kialakuldsanak valdszintisége. A vizsgalt izomerekben csak a ciklopropilgytiri nitril
csoportjanak térhelyzete befolyasolhatja az LSR-reagens koordinéciojat. Abban az esetben,
amikor ez a csoport és a kromanon karbonil csoportja azonos térfélen helyezkednek el
varhato, hogy az LSR-rel val6 kolcsonhatas gyengébb lesz (11A és 11K izomereknél), mint
abban az esetben, amikor e két emlitett csoport egymassal ellentétes térfélen helyezkedik el
(11F izomer). Igy a LIS értékek is alatimasztjak a ciklopropilgyiirii nitril csoportjanak
térhelyzetét mindhdrom izomerben.

4.2.3.2. A gyurizart termékek 15(A4,K4,F4) szerkezet és térszerkezet
vizsgalata

A nitrilekkel 11(A,K,F) szamos atalakitast végeztiikk. Az észtereken 14(A3,K3,F3)
elvégzett NOE mérések alapjan azt tudtuk megallapitani, hogy a ciklopropilgyliri szeneinek
konfiguracioja nem valtozott. Az NOE ¢értékek gyakorlatilag megegyeztek a CN-
szarmazékokban mért NOE-kal””.

A savak 13(A2,K2,F2) hidrazin-hidrattal vald reakciojatol azt vartuk, hogy a gytirtizart
termékeket 15(A4,K4) csak a 13A2 ¢és 13K2 fognak képezni, mivel mindkét karboxilcsoport a
négyes helyzetben 1évo karbonilcsoporttal azonos térfelében van. Az 15F4 termék képzodését
egyaltalan nem vartunk, mert a kiindulasi 13F2 sav karboxilcsoportja és a flavanonvaz négyes
helyzetli karbonilcsoportja ellenkez6 térfeleken vannak. A proton spektrumok alapjan (lasd
35. tablazat) lathato, hogy a 11.07-11.10 ppm-nél megjelenik egy jel, ami a gytiriiben 1évo -
NH protontol szdrmazik. A proton spektrumok vizsgalata soran kideriilt, hogy az 15A4 és
15F4 anyagok spektrumai azonosak.

A C NMR spektrumok is a gylirlizarodasra utaltak (44. tablazat). A tablazatbol
lathato, hogy a flavanon vaz C(4) karbonil jele (190.0 ppm-nél) eltiinik a spektrumbdl és
helyette 140.7 és 164.1 ppm-nél megjelennek a C=N- és az amid szénnek megfeleld jelek.

A fentebb leirtak szerint azt lehet feltételezni, hogy a gylirlizaréasi reakcio kdzben a
15F4 termék a 15A4 szarmazékkd izomerizalodik, vagy, ami valdsziniibb, a kiindulasi 13F2
izomert kis mennyiségben 13A2 izomer szennyezte. Sajnos alacsony kitermelés miatt (11.5%)
ezeket a feltevéseket nem lehetett egyértelmiien bizonyitani.

A PC NMR spektrumok hozzarendeléséhez a flavanonra megadott irodalmi értékeket
vettiik alapal®’. A ciklopropil C(a,b) és C(x) (x=CN) szenek megkiilonbdztetését a csatolt *C-
'H spektrumok és a 'C spin-racs relaxacios id6k alapjan végeztink el. A csatolt
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spektrumokbol (45. tablazat) a szenek rendiisége konnyen meghatarozhat6. Ismert, hogy a
tercier szénatomok 'Jcy -ja 7-9 Hz-el nagyobb, mint a szekunder szeneké. Igy a nitrilek
esetében ez az eredmény az utobbiak elektronszivo sajatsagaval értelmezheto.

A C-"H csatolt spektrumbol nyert adatokat a 45. tablazatban foglaltuk Sssze. Az sp’
hibridallapott szenek !Je i csatolasi allandéinak értéke altalaban kisebb, mint az sz illetve sp
hibridallapotiaké®. A C(2) és CH(x) (x = CN) egykotéses C-'H csatolasi allandokat
Osszehasonlitva (45. tablazat), lathatd, hogy a ciklopropil CH(x) csatolasi allandoja kb. 18-25
Hz-el nagyobb, mint az sp’ hibridallapoti C(2)-¢, ami azt mutatja, hogy a ciklopropilgyfiriit
alkot6 szénatomok kozelebb allnak az sp” hibridallapothoz.

A CH(a,b) és CH(x) egykotéses “C-'H csatolasi allandoit sszehasonlitva, azt
tapasztaljuk, hogy a CH(a,b) csatolasi allanddja 7-9 Hz-el kisebb, mint a CH(x)-¢, ami a CN-
csoport elektronszivé sajatsaganak kovetkezménye. Ellenben, ha x = CONH,, COOH, akkor a
CH(a,b) egykdtéses csatolasi allandoja nagyobb, mint a CH(x)-¢€.

4.2.3.3. 4 5C spin-racs relaxdciés idék

A spin-racs relaxacids sebességet a 2.1. alfejezetben megadott (4) Osszefiiggés irja le.
A (4) egyenlet alapjan konnyen belathat6d, hogy minél nagyobb a 7. korrelacios idd, annal
nagyobb a spin-racs relaxacios sebessége, illetve kisebb a spin-racs relaxacids ido és forditva.

A flavanon véaz “C T értékei kozel azonosak (1.2-1.5 s). Ez arra utal, hogy a rotacids
korrelacios idok is kozel azonosak. Kivételt a 2° és 3° szenek képeznek, amelyeknek a 7;
kovetkezménye (T, érték csokken). Ez lehetdveé teszi a 2’ és 3’ szenek pontos hozzarendelését
(lasd. 46. tablazatot).

A spin-racs relaxacids idok mérése segitségével konnyen meg lehet kiilonboztetni a
ciklopropil C(a,b) és C(x) (x = CN, CONH,, COOH) szeneket. A fentebb emlitett (4)
egyenletbdl lathato, hogy a spin-racs relaxacios sebessége egyenesen ardnyos az adott °C
atomhoz kapcsolddd protonok szdmaval, ez azt jelenti, hogy minél tobb proton kapcsolodik
egy szénatomhoz, anndl kisebb a mért relaxacids id6. Tehat a C(a,b) relaxacios ideje kb.
kétszer kisebb, mint a C(x)-€.

A 46. tablazatbol kitlinik, hogy a 13A2 vegyiilet esetén a mért relaxacios 1dok értékei
kb. fele a nitrilekben és savamidokban mértekhez képest. Ezek szerint a 13A2 rotacios
korrelacios ideje kisebb, mint a tobbi szadrmazékoké. Ezt ugy lehet magyarazni, hogy
hidrogén-hidak alakulnak ki és ez a folyamat a dimerek kialakuldsahoz vezethet.

4.2.4. Osszefoglalds

Jelen fejezetben a 3,3-bisz-(toziloxi-metilén)-flavanon reakcidjat cianid nikleofil
jelenlétében vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy egyéb nukleofilekkel ellentétben, nem egyszerti
Sy reakcid jatszodik le, hanem Sy; reakcid eredményeként harom CN-szubsztitualt
sztereoizomer 3,3-spiro-ciklopropan-flavanon keletkezik.

Modszert dolgoztunk ki a sztereoizomer nitrilek elvalasztasara €s hidrolizissel a
megfeleld savamidok illetve karbonsavak eldallitdsara. A karbonsavakbdl diazo-metannal a
sztereoizomer metilésztereket nyertiik. A karbonsavakbol hidrazin-hidrattal potencialisan
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farmakologiai hatassal rendelkezd piridazinon-spiro-ciklopropan-flavanon szarmazékokat
allitottuk eld.

Az eldallitott sztereoizomerek szerkezetét kiillonboz6 NMR  spektroszkdpiai
modszerek segitségével hatdroztuk meg. A szerkezetek bizonyitasara egydimenziés 'H és °C
NMR spektrumokat készitettiink, amelyekbdl kémiai eltolodasokat és spin-spin csatolasi
allandokat hatdroztunk meg. A térszerkezet meghatiarozdsdhoz NOE és kétdimenzios 2DJ-
spektrumokat vettiik fel. "H csatolt *C NMR spektrumok segitségével az 'Jey spin-spin
csatolasi allandokat hataroztuk meg. '*C spin-racs relaxacios idé méréseket is elvégeztiink.
Tanulmanyoztuk az egyes NMR paraméterek és a vegyliletek szerkezete és térszerkezete
kozotti Osszefiiggéseket.

Végezetiil, az NMR mérések segitségével meghatdroztuk a harom 3,3-spiro-
ciklopropan-flavanon sztereoizomer szerkezetét és térszerkezetét.
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cisz-cisz 2-Hyy

transz-transz 2-H,, transz-transz 2-Hyy, transz-cisz 2-Hgy transz-cisz 2-Heyy,

34. abra

A molekulamechanika MM~ médszerrel energiaminimalizalt lehetséges 11 nitril szarmazékok
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35. tablazat. A vizsgalt vegyiiletek 'H NMR adatai (kémiai eltolodasok és spin-spin csatoldsi

allandok)

Vegyiilet He, Ht, Hx, 2-H, Aromas, ppm Egyéb, Jgems Jiransss | Jeise
ppm ppm ppm ppm ppm Hz Hz Hz
11A 1.45 2.19 1.90 5.40 7.00-8.00 5.2 6.7 9.2
11K 0.98 2.23 1.70 5.80 7.10-8.10 5.0 6.8 9.2
11F 2.56 1.47 2.10 5.60 6.93-7.83 5.3 6.3 9.2

12A1 1.45 2.30 2.30 5.23 6.95-7.83 553951’ - - -
12K1 1.42 2.03 3.21 5.90 6.80-8.00 231'2 3.9 6.4 8.5
12F1 245 1.71 1.95 5.95 6.90-7.80 55?;2’ 4.5 6.4 8.3
"13A2 1.55 2.22 2.56 5.49 7.00-7.60 12.25 4.8 7.2 8.5
13K2 1.14 2.16 2.08 5.60 7.00-7.90 9.35 4.3 7.3 8.1
13F2 2.59 1.65 2.17 5.95 6.90-7.80 9.60 4.7 6.4 8.4
"14A3 1.57 2.22 2.63 5.54 6.95-7.60 3.25 4.9 7.1 8.6
14K3 0.98 2.18 2.09 5.65 7.05-7.90 3.60 4.5 7.2 8.4
14F3 2.53 1.63 2.14 5.90 6.90-7.80 3.75 4.7 6.4 8.7
"15A4 0.78 1.40 1.20 5.67 7.10-7.90 11.10 4.8 4.9 9.6
"15K4 1.15 2.05 2.45 5.10 7.00-7.73 11.10 4.2 4.6 9.6
"15F4 1.40 0.78 1.20 5.67 7.10-7.90 11.07 4.8 4.9 9.6
"13K2 1.00 1.80 2.10 5.81 7.10-7.80 3.39 4.6 7.2 8.7
"14K3 1.21 1.79 2.27 5.73 7.10-7.72 3.38 4.7 7.1 8.7

* - oldoszer DMSO-dg, a nem jeldlt esetekben CDCl;
Hx - a szubsztitualt ciklopropil szénen 1év6 proton

Hc és Ht - a ciklopropil metilén protonok, Hc- cisz, Ht- transz helyzetii a Hx protonhoz
képest

36. tablazat. Elméleti proton - proton tavolsagok a 11 vegyiiletekre (nitrilekre)

Izomer 2-H 21 Hxo A T2-H Hes A 2.1 Hts A
transz-cisz axialis 3.4 3.9 43
transz-cisz ekvatorialis 2.7 2.6 3.9

Cisz-cisz axialis 4.0 3.2 3.8
cisz-cisz ekvatorialis 2.7 2.6 3.8
cisz-transz axialis 4.4 3.8 3.3
cisz-transz ekvatorialis 3.9 3.8 2.5
transz-transz axialis 3.9 4.3 3.9
transz-transz ekvatorialis 3.9 39 2.6
37. tablazat. Mért NOE adatok (%) a 11K izomer esetén
11K ¥ Hc Ht Hx 2-H
Hce X 36.5 10.2 2.7
Ht 29.0 X - -
Hx 4.1 - X -
2-H 1.2 - - X

Az aromas protonokkal He ad 6.2% NOE-t; Hx pedig 7.2%-0s NOE-t
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38. tablazat. Mért NOE adatok (%) a 11A izomer esetén

11A ¥ Hc Ht Hx 2-H
Hc X 37.5 13.2 2.2
Ht 28.1 X - -
Hx 7.4 3.0 X 5.4
2-H 4.3 - 7.1 X
39. tablazat. Mért NOE adatok (%) a 11F izomer esetén
11F ¥ Hc Ht Hx 2-H
Hc X 30.5 12.9 -
Ht 24.8 X - 7.2
Hx 5.6 - X -
2-H - 3.0 0.7 X
40. tablazat. Mért NOE adatok (%) a 14A3 izomer esetén
14A3 ¥ Hc Ht Hx 2-H
He X 28.5 7.8 1.4
Ht 26.7 X } -
Hx 3.1 - X 10.7

41. tablazat. A haromkotéses *C-"H spin-spin csatolasi allandok meghatarozasa a 2DJ-

spektrumokbol
Termék 3J2_H C(4) 3J2—H C(8a) 3J2—H C(CN) 2-H térallasa
11A 3.7 5.0 2.6 axialis/ekvatorialis
11K 1.8 1.0 6.7 axialis
11F 5.5 7.5 3.6 ekvatorialis
42. tablazat. Mért NOE adatok a 14F3 izomer esetén
14F3 ¥ Hc Ht Hx 2-H
Hc X 27.8 10.0 -
Ht 25.0 X - 8.6
Hx 4.0 - X -
2-H - 4.2 - X
43. tablazat Mért LIS értékek a 11(A,K,F) diasztereomerekben (ppm)
Izomer Hx Hc Ht 2-H 5-H
11A 39 1.9 39 2.8 33
11K 1.5 2.8 39 1.9 2.8
11F 9.2 8.9 4.1 4.3 8.8
44. tablazat. A 15A4 és 15K4 vegyiiletek °C spektrum kémiai eltolodésai
Cep | Cx) [ coca)] ca | caay [ co) | cr) | c@8) [c@Ba]| "Cn (1)
15A4 7.8 20.1 | 775 | 274 | 141.8 119.0 | 121.9 | 131.5 117.9 156.3 164.9 132.8
15K4 14.2 224 | 79.2 | 25.9 | 140.7 118.4 | 120.7 | 131.0 | 117.7 153.5 164.1 137.1

"Cn - amid karbonil
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45. tablazat. Egy kotéses *C-"H csatolasi allandok (*C-"H csatolt spektrum alapjan)

11A 11K 11F 12F1 13A2
sC(ey) | 8PP 16.7 133 16.6 15.3 16.4
| ey, He 169.4 168.5 168.5 166.1 167.3
sy | ,Oppm 115 8.8 14.0 30.6 282
Jem Hz 176.7 175.1 177.3 162.9 164.1

c@ | ,8pem 81.5 80.4 79.8 78.1 827
Je, Hz 149.0 147.2 150.5 154.5 148.6

C3) | & ppm 35.1 36.2 33.1 359 36.7
C4) | & ppm 187.2 186.7 187.8 190.3 190.0
C(4a) | & ppm 121.2 120.5 120.8 1215 1215
sy |0 pem 127.2 1272 126.6 126.7 127.3
Je, Hz 159.4 164.8 157.1 158.7 155.2

e | ,oppm 122.0 122.1 121.7 121.2 121.7
Jem Hz 163.3 164.5 163.3 163.5 163.0

oy | ,Spem 136.7 136.6 137.0 136.5 136.5
Je, Hz 158.1 158.5 159.0 150.7 159.1

cw |0 pem 118.4 118.4 119.0 119.0 1183
Jem Hz 162.7 155.1 162.1 162.1 165.4

C(8a) | & ppm 160.0 161.2 159.5 159.7 160.4
c(1’) | & ppm 134.9 132.9 136.2 137.9 135.0
c@y | 8 pem 127.4 127.6 127.7 127.6 1275
Je, Hz 164.0 159.4 164.0 163.4 172.0

c@y | ,Gpem 128.7 128.6 128.6 128.4 128.6
Jem Hz 161.6 161.8 161.2 162.0 159.4

cwy | 0 pem 129.1 129.3 128.9 128.4 129.0
Je, Hz 161.4 161.6 161.6 166.0 164.0

sy | ,&pem 128.7 128.6 128.6 128.4 128.6
Jem Hz 161.6 161.8 161.2 162.0 159.4

a6y | ,0ppm 127.4 127.6 127.7 127.6 1275
Je, Hz 164.0 159.4 164.0 163.4 172.0

*y 3, ppm 116.7 116.8 117.6 170.1 1733

C(c,t) - a ciklopropil metilén szénatomot jeldli; C(x) - a ciklopropil metin (szubsztitualt) szénatomot
jeloli; a Y - jeloli a PC eltolodasat: Y = CN; CONH,; COOH
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46. tablazat. °C spin-racs relaxacios id6k

11A 11K 11F 12A1 12F1 13A2

Clod) Ty, s 0.62 , 0.51 S 0.76 , 0.70 , 0.61 , 0.39 S
’ std.dev | 1.72- 10 2.60- 10 1.15- 10 2.01- 10 3.34- 10 1.79- 10

Cx) Ty, s 1.27 , 1.12 , 1.36 R 1.45 R 1.62 , 0.74 S
std.dev [ 1.29-10 3.60- 10 7.55- 10 8.75- 10 4.74- 10 1.76- 10

@) Ty, s 1.38 , 1.33 S 1.45 R 1.46 , - 0.83 S
std.dev | 1.43-10 2.22-10 7.44- 10 1.25- 10 - 1.56- 10

C3) Ty, s 12.69 , 12.76 S 15.76 , 14.49 , 8.47 , 6.61 ,
std.dev [ 4.11- 10 2.45- 10 4.04- 10 3.25- 10 6.16- 10 3.09- 10

C4) Ty, s 16.30 , 16.27 S 17.05 , 18.65 , 25.72 ; 7.59 S
std.dev | 5.60- 10 4.75- 10 4.30- 10 6.63- 10 1.61- 10 5.26- 10

C(4a) Ty, s 15.19 , 14.49 , 19.63 , 15.25 , 5.61 ; 6.76 S
std.dev [ 4.64- 10 3.85- 10 5.55- 10 4.47- 10 1.25- 10 3.73- 10

) Ty, s 1.29 , 1.16 S 1.64 , 1.45 , 1.55 , 0.70 S
std.dev | 1.16- 10 1.89- 10 1.48- 10 1.02- 10 5.10- 10 2.19- 10

C(6) Ty, s 1.14 , 0.91 , 1.31 s 1.36 , 1.18 , 0.80 ,
std.dev [ 1.58- 10 1.79- 10° 8.53- 10 1.78- 10° 3.15- 107 1.16- 10°

) Ty, s 1.18 , 1.08 ) 1.43 s 1.34 , 1.57 , 0.71 )
std.dev | 1.21-10° 3.00- 10° 7.45- 107 1.44- 10° 6.62- 10° 1.97- 10°

C(8) Ty, s 1.28 , 1.18 , 1.65 R 1.40 , 1.72 , 0.69 S
std.dev [ 1.13-10 1.29- 10 8.88- 10 1.97- 10 4.00- 10 1.59- 10

C(8a) Ty, s 15.26 , 15.80 S 18.74 , 17.34 , 9.93 , 7.73 S
std.dev | 4.30- 10 4.72- 10 5.71- 10 4.16- 10 9.70- 10 4.49- 10

) Ty, s 11.65 , 11.23 , 15.03 , 13.33 , 15.69 R 591 ,
std.dev [ 3.34- 10 3.98- 10 5.66- 10 2.64- 10 1.01- 10 3.23- 10

@) Ty, s 1.72 s 1.17 ) 2.47 s 1.98 s 2.88 , 1.01 )
std.dev | 8.97- 10° 2.40- 10° 9.83- 10° 8.36- 107 2.61- 10° 1.12- 10°

c3) Ty, s 1.75 , 1.17 , 241 R 1.97 R 2.62 , 1.01 S
std.dev [ 1.07- 10 1.41- 10 9.10- 10 7.05- 10 2.27- 10 1.10- 10

@) Ty, s 1.06 , 0.92 S 1.28 R 1.21 , 1.25 , 0.65 S
std.dev | 1.41-10 1.20- 10 6.93- 10 1.30- 10 3.38- 10 1.36- 10

CN Ty, s 9.57 , 9.33 , 11.50 , 11.51 , 10.62 , 3.11 ,
std.dev [ 4.00- 10° 2.56- 10° 3.70- 10° 2.53- 10° 4.18- 10° 4.67- 10°
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4.3. A 3(2H)-Benzofuranon szirmazékok vizsgdlata NMR médszerekkel’

4.3.1. Bevezetés
A csontritkulasra hatd szerek kutatasa soran benzofuranon szarmazékokat kivantunk

eléallitani az irodalomban leirt modszerek alapjan.®™***% Kisérleteink soran elséként a
kovetkezd reakeid termékeit vizsgaltuk:

R10
—
R, =H, CH3, CH(CH,),
R,=H, CH,
16 17 18
35. abra

A fenti reakcié soran Catamna és munkatarsai’ egy 3(2H)-benzofuranon (18)
szarmazek keletkezését irtdk le. A reakcid megismétlése utan a vart vegyiileten kiviil tobb
terméket is kaptunk, melyeket a reakcioelegybdl tisztan izolaltunk és jelen munkaban ezek
szerkezetvizsgalatar6l kivanok beszdmolni. A  szerkezetigazolast IR, NMR, ¢és
tomegspektroszkopiai modszerek, tovabba egykristaly rontgen diffrakcios vizsgalatok alapjan
végeztiink el.

Amint el8bb utaltunk ra, emlitett szerz6k®’ a Hoesch reakcio koriilményeit alkalmazva
az a-hidroxi- (17b) vagy a-haloaril (17a) acetonitrilek polifenolokkal valo reakcidjaban 6-
hidroxi-2-fenil-3(2H)-benzofuranon (18) keletkezésérdél szamoltak be. A fentebb emlitett
koriilmények kozott végrehajtott reakcid lejatszodasa utdn tobbkomponensii elegyet kaptunk,
amelyben a kivant benzofuranon szarmazék (18) csak nyomokban volt jelen. A reakci6 izolalt
termékeir6l NMR spektrumokat vettiink fel. A spektralis adatokat lentebb szerepld tablazatok
formajaban adjuk meg.

OH %=67Hz HO OH

HO OH HO
Nc\(o“ 1,2ncl, 0:3 socl, ci
2, H,0HCI LO/HCI >
Ph Ph

16 17b 19 © 20 O
H,SO,
HO OH
\n/ MeOH \ﬂ/ \@i
COOH COOMe COOMe

21 22 23

36. abra
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4.3.2. Szerkezetigazoldsi rész

A 36. abran lathato 19 hidroxi szarmazék a reakcid koztiterméke. Az anyagrol tobb
oldoszerben proton, lecsatolt °C és '*C DEPT-135 NMR felvételeket készitettink. A
spektralis adatokat a 47. tablazatban foglaltuk 6ssze.

A fentebb emlitett molekula szerkezetét az 'H NMR spektrumban 4.42 ppm-nél
(CDCl3) megjelend, mozgékony protontdl szarmazo jel bizonyitotta, amely az 1-es protonnal
6.7 Hz-es spin-spin kdlcsOnhatast mutatott. Tovabbi bizonyitékokat szolgéltatnak a 47.
tablazatban feltiintetett 'H és °C NMR adatok, tovabba az MS spektrumban 244 daltonnal
lathaté molekulaion és a jellegzetes fragmenscsucsok.

A 20 vegyiilet a 19 és tionilklorid hidroxi-klor cserével jar6 reakciojanak terméke (48.
tablazat). Az '"H NMR spektrumaban jellegzetes volt a 7.00 ppm-nél talalhato szingulett jel,
ami az 1-es protonhoz rendelhetd. A minta tomegspektrumaban M=262 daltonnal jelent meg a
molekulaion és az izotdp eloszlas egy kloratom jelenlétére utalt. Mivel az anyag az NMR
csében gyonyorien kikristalyosodott, az igy nyert egykristaly rontgendiffrakcids vizsgalatat is
elvégeztiik. A 37. abran lathatd ORTEP rajz egyértelmiien igazolja a szerkezetet. Az igy
eldallitott anyag a kivant reakcio koztitermékeként is szolgalhat.

Kisérletet tettiink arra, hogy a 19 molekulabol kiindulva, a P,Os-tel valo dehidratalas
soran gylriizarast kovetden a kivant 3(2H)-benzofuranon szarmazékhoz jussunk, de a reakcio
sikertelennek bizonyult. Egy masik dehidratalo reagens (tomény H,SO4) alkalmazaséaval a 36.
abran lathato 21 vegyiiletet kaptuk. A 21 szarmazék keletkezését oly médon magyarazhatjuk,
hogy a reakcio soran eldszor keletkezd benzofuranon (18) furdn gylrtje felnyilik, majd
tovabbi oxidacids folyamat révén az izolalt (21) termék keletkezik (38. abra). A 21 molekula
szerkezetét elemanalizis adatai és 'H, ?C NMR spektrumok alapjan hataroztuk meg. A 21
vegyiilet metanollal reagalva két észter molekulat eredményezett (22 és 23, 50. tablazat). A
22 ¢s 23 vegyiiletek izolalasa egy tovabbi bizonyiték arra, hogy a 38. dbran feltiintetett termék
a 2-benzoiloxi-4-hidroxibenzoesav (21). Az NMR adatokat 49. tablazatban adjuk meg.

37. abra
A 20 vegyiilet egykristaly réontgen diffrakcios szerkezete

Az "H NMR spektrumban 12.49 ppm-nél lathaté jel egy karboxil csoport protonjahoz
rendelhetd. A °C spektrumban a benzofuranon (18) C(2) és C(3) szénatomjainak kémiai
eltolodasa a konjugalt karbonil csoportokra jellemzd 165 ppm koriili tartomanyba tolodik el.
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A C jelek hozzarendelését szelektiv INEPT kisérletekkel bizonyitottuk. Jellegzetes a C(2)
kémiai eltolodas csokkenése (0 C(2) - 152.2 ppm) a benzofuranon szarmazékban mért
értékhez képest (& C(7a) - 175.1 ppm). A minta tomegspektrumaban 258 daltonnal jelenik
meg a molekulaion ¢és a felirt szerkezettel van 0sszhangban az észter oxigén egyes kotései
mentén torténd hasadasokbdl keletkezd fragmens ionok megjelenése. A karbonsav csoport
jelenlétére utal a tomegspektrumban a molekulaionbol 45 tomegegység vesztéssel levezethetd
fragmens ion.

H
Ty INEPTH

137 1122 (
(o]
HO 175.19 1, H,0/ W
—F» HO
2, oxidacié

196.3
o » COOH 1249
165.2
18 H\j
INEPT
21

38. abra

A 22 és 23 termékek szerkezetét a 21 vegyiilethez hasonléan az 'H NMR
spektroszkopiai adatok alapjan hataroztuk meg. Az "H NMR jelek egyértelmii hozzarendelését
az 50. tablazatban adjuk meg.

Mivel a klor szarmazék (20) a kivant reakcio koztitermékének tekinthetd, kisérletet
tettiink e vegyiilet kozvetlen mdédon torténd eldallitdsara is. A sikeres izolalas utan ezt a
vegyliletet kiindulasi anyagnak hasznalva végrehajtottuk a kdvetkezd reakciot (39. abra):

HO OH HO HO o
Cl NaOAc Ph *+
EtOH Y
Ph
OH
18b

lHZOI H'

HO o) r Ph
o)
COOH
21

39. abra
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A 20 szarmazék ciklizaciojat natrium acetat jelenlétében végeztiik el. Az igy kapott
3(2H)-benzofuranon (18) molekulat tobbféle deuteralt oldoszerben is vizsgaltuk. Az 'H és °C
NMR jelhozzarendelést, amit a DEPT-135 és 2D HMBC spektrumok alapjan végeztiink el, az
51. tablazat tartalmazza. Az anyag tomegspektruméaban a molekulaion megfelelt a vart anyag
moltomegének (M=226 dalton), a DMSO-d¢-ban felvett NMR spektrumokban, azonban két
jelsorozat volt lathatd, melyek intenzitdsaranya idOben lassan valtozott. Ezeket a
jelsorozatokat 2D HMBC spektrum alapjan (41. dbra) a keto- és az enol- tautomerekhez (18a
¢s 18b) rendeltiik hozza. Az dbran lathatd 2-H jele keresztcsticsokat ad a C(2”); C(6°); C(1°);
C(7a) és C(3) szén-13 jeleivel, ami a DMSO-d¢ oldatban {6 komponensként a keto- forma
(18a) létezését igazolta. Tovabba 4-H (minor) jel keresztcsucsokat ad a C(3)-as, C(6)-os ¢€s
C(7a) szén-13 jeleivel, melyek az enol- formara (18b) jellemzok. A keto- format azonosito
tovabbi jelek a 196.3 ppm-es karbonil jel, illetve a C(2) sp>-hibridallapotat igazolé 'H és °C
kémiai eltolodasok. Az enol- formaban (18b) a C(2) és C(3) szénatomok jelei 135 ppm kortil
jelentkeztek (51. tablazat) igazolva ezen atomok kozotti kettoskotést; tovabbi jellegzetessége
az enol- formanak a két OH jel megjelenése 9.64 ¢és 9.90 ppm-nél. Ezek a tények kiegészitik
az irodalomban talalt eredményeket, mert a Chopin és munkatarsai®’ csak a kefo- forma
jelenlétét emlitik (a 2-H jelnek DMSO-dg-ban késziilt '"H NMR spektrumban megfigyelt
eltolodasa alapjan). A keto-enol tautomer formak egyensulyi aranyat azonban a spektrumokbol
nem tudtuk meghatarozni, ugyanis a tautomerizacié mellett az oldatban bomlas is fellépett és
idovel 1ujabb jelsorozatok jelentek meg a spektrumokban. Deuteralt benzolban ¢és
kloroformban felvett 'H NMR spektrumokban csak egy, a kefo- formahoz rendelhetd
jelsorozat lathatd és tobb nap elteltével sem jelentek meg az enol- forma jelei. A szilard
mintarél KBr pasztillaban készitett IR spektrumban 1682 cm™-nél intenziv karbonil sav
lathato. A fentiek alapjan tehat szilard allapotban a kefo- formaban van az anyag és apolaros
olddszerekben is ez a dominans stabil tautomer forma, DMSO-dg-ban azonban az olddszer
szolvatalo hatasanak kovetkeztében az enol- tautomer a kefo-hoz hasonldan stabilis.

A reakcioelegybdl (39. dbra) a 3(2H)-benzofuranon szdrmazékon (18) kiviil egyéb
anyagokat is izolaltunk. A 21 vegyiilet a 18 benzofuranon bomlasterméke, amely
szerkezetigazolasat fentebb mar megadtuk.

A 25 dimer szarmazék keletkezése valoszintileg egy oxidativ folyamatnak kdszonhetd.
Levegd hatasara ugyanis DMSO-dg oldatban a teljes dimerizacié néhany nap alatt végbement.
A 25 molekula '"H és C NMR spektrumaiban két hasonld intenzitast jelsorozatot
detektaltunk. Az 'H és '°C NMR jelek hozzarendelését az 52. tablazatban adjuk meg.

Az anyag tomegspektrumdban a molekulaion 450 daltonnal jelentkezett, ami két
hidrogénnel kevesebb, mint a kiinduldsi 18 anyag moltdmegének kétszerese. A
tomegspektrumban megjelend fragmensek azonosak a benzofuranon (18) fragmenseivel, azaz
a termék a 18 dimerje kell, hogy legyen. Az NMR spektrumokban kettd, kozel 1:1 aranyt
jelsorozat jelenléte vagy azzal magyarazhat6, hogy a dimer egy gatolt rotacid6 miatt nem

crer

crer

crer

szénatomokat tartalmazo diasztereomer esetén két enantiomer keveréknek, azaz egy racémnek
(d,I-pdrnak) felel meg) (40. abra). A °C NMR spektrumban C(2) jel kémiai eltolodasa kb.
~90 ppm, ami arra utal, hogy ez egy sp3-hibridéllapot1'1 kvaterner szén és a két molekula a C(2)
szénatomoknal kapcsolodott dssze.
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mezo racém (d,l-par)

CCR’,, “S” Vagy “S”’ “R” ‘GR’Q’ 66R” Vagy 6‘S’9’ ‘6S99
40. abra
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41. abra

A 18a,b vegyiiletek 2D HMBC spektruma. Az abran lathato nyilak a keto illetve az enol tautamereknek megfelelo keresztcsucsait jel6lnek

76



Végil a 42. abran szerepld reakcidelegybdl izolalt 24 termék szerkezetvizsgalatat
ismertetem. A minta 'H NMR spektruméban egy monoszubsztitualt és két 1,2,4-
triszubsztitualt aromas gytiri jelei, a szén-13 NMR spektrumban pedig 20 szénatomnak
megfeleld rezonanciajel jelent meg. A tomegspektrumban a molekulaion 334 daltonnal
jelentkezett. Ezek a spektroszkopiai adatok egy olyan anyag 0sszegképletével magyarazhatok
mely a benzofuranon ¢és rezorcin molekula oxidativ 6sszekapcsolddéasaval keletkezik egy
molekula hidrogén kilépése mellett (42. dbra). Az alabbi abran két feltételezett szerkezetet (A
¢s B) tiintetiink fel:

HO
HO OH ¢
2\©/ . NC\Q ZnCl,/HCI
éter
cl

16 17a

42. abra

A 24 molekula szerkezetét a 2D HMQC spektrumbdl meghatarozott egykotéses €s a
2D HMBC spektrumbdl azonositott tadvolhaté szén-13-proton csatoldsok segitségével
hatéroztuk meg. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelését az 53. tablazatban foglaltuk dssze.

Mar a >C NMR spektrum tanulméanyozasa kozben kideriilt, hogy a 42. dbrdn lathato
reakcid lejatszodasa sordn, nagy valdszinliséggel, az Ottagu gyliriben észter csoportot
tartalmazo szarmazék (A forma) keletkezett. Ezt a feltevést az 56.7 ¢és 177.9 ppm-nél
megjelend C(3) és C(2) szén-13 atomoknak megfeleld jelek alapjan tettiik, mivel varhato,
hogy a masik szerkezetben (B forma) a megfelel szén-13 jelek kb. 20-30 ppm-mel nagyobb
illetve kisebb eltolodast kell, hogy elszenvedjenek.

Az 53. tablazatbol lathato legfontosabb informacié az volt, hogy az 56.7 ppm-nél
talalhat6 sp3-hibridéllap0t1'1 kvaterner szén mindharom aromas gyiirli egy protonjaval HMBC
keresztcsticsot ad, ugyanakkor a 177.9 ppm-es kémiai eltolédasu jel semmilyen tavolhatod
spin-spin kolcsonhatadsban nem vesz részt, tehat a 24 vegyiilet az A szerkezetnek felel meg. A
(24) melléktermék képzodését a 43. abran lathatd mechanizmussal magyarazzuk. Houben-
Hoesch reakcio soran keletkezett ciklikus iminoészter (28) tovabb hidrolizal és igy kapott
2(3H)-benzofuranon (29a,b) a 3(2H)-benzofuranon (18a,b) molekulahoz hasonléan az
oldatban keto (29a)-enol (29b) tautomer egyensulyban van jelen. Az enol-formét kettds
kotésnél megtdmadja egy rezorcin molekulabol szarmazo gyok-kation és az igy kapott pozitiv
toltéstt 30 koztitermék a 2-OH csoport deprotondloddsa utdn a 24 2(3H)-benzofuranon
szarmazékka alakul at.

77



HO OH CN + HO o NH
ZnCl/H
L
Cl Ph
Cl Ph
16 17a 26

ch,zl,_f ZnCIle"'
HO OH snci o HO o NH oG] HO o o
n
2 ' 2 ' ‘—
CN Mc' —_—
Ph Ph
27 Ph 28 29a

HO OH
HO O_ _OH HO o] ggH’
L —> TILF
Ox.
Ph Ph OH
29b

|

24
43. abra

Feltételezett reakciomechanizmus a 24A molekula képzddeésére

Kanvinde és mtsi®® a 2-hidroxideoxibenzoinok és brommalonat reakcidjanak
segitségével 2-aril-3(2H)-benzofuranon szdrmazékok eldallitasat irtdk le. Az 1-(2-hidroxi-4-
metoxi)fenil-2-feniletanon molekulabdl (31) kiindulva (44. dbra), a cikkben leirt reakcid
koriilményeit betartva, az eljarasukat megismételtiik.

A reakcid lejatszodasa €s a reakcidelegy feldolgozasa utan 28%-os kitermeléssel fehér
szilard anyagot kaptunk, amelynek az olvadaspontja a kozleményben leirt 234°C-hoz kozel,
248-250°C volt. A publikalt és az altalunk izolalt termékek kozott tovabbi hasonlosagot is
tapasztaltunk, miszerint az altalunk izolalt molekula IR spektrumaban a karbonil csoport
rezgései 1715 cm™ hulldmszamnal jelentkeztek (a cikkben 1725 cm™), azonban az 'H NMR
spektrumban a 2-H protonnak megfeleld jel hianyzott. A részletes 'H és °C NMR vizsgalatok
(2D HMBC, 2D HMQC ¢és DEPT-135) arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a kivant 2-fenil-
3(2H)-benzofuranon helyett, ismét annak dimerje keletkezett (32a). Mivel az NMR
spektrumokban csak egy jelsorozat jelentkezett, a korabban vizsgalt 25 jelzéssel ellatott anyag
NMR-jével szemben a spektrum jelentds hasonléosagot mutatott, valdszinli volt, hogy az
eléallitas soran sikeriilt tisztdn kinyerniink az anyag egyik diasztereomerjét, amelyben a C(2)
sz¢én-13 kémiai eltolédasa 91.2 ppm volt. Az MS spektrumban 478 daltonnal megjelend
molekulaion szintén a dimer keletkezését tamasztotta ala. Az egyértelmii 'H és *C NMR
jelhozzéarendelését az 54. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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BrCH(COOEt)z

vagy
CICH(COOEt)z OR |
K, co

a, R-CH

- +
R—CH(CH3)2 d,l-par mezo
31 32a,b 33a,b
EtOOC
WCOOH m
34a,b
R—CH
EtOOC COOEt RO fo)
+ CH,(COOEY), + I + / COOEt
EtOOC COOEt
36 37 38 Ph
R=CH(CH,),)
44. abra

Az anyalug komponenseinek kromatografias szétvalasztasa utan tovabbi termékeket is
izolaltunk (44. dbra). Igy az el6z6 molekulahoz hasonléan 28%-os kitermeléssel egy masik
fehér szilard anyagot nyertiink. A molekula 'H és >C NMR spektrumokban szintén csak egy
jelsorozatot tapasztaltunk. Az 'H és °C jeleknek kémiai eltolodasa nagyon hasonlo volt a 32a
vegyiiletben mértekhez. Feltételeztiik, hogy a 32a molekula masik lehetséges dimerjét (33a) is
kinyertiik, mivel a részletes NMR vizsgalatok elemzésébdl (2D HMBC, 2D HMQC és DEPT-
135) egyértelmlien egy nagyon hasonld szerkezetet hoztunk ki, amellyel a 32a dimer
rendelkezett Mivel egyértelmﬁvé Vélt hogy a két szerkezet csak a C(2) szén

crer
crer

crer

metoxi-2-fenil-3(2H)- benzofura nonhoz (a két C(2) -es szén azonos konﬁguracmju “R” vagy
“S”) rendeljiik hozza. Igy mindkét anyaghoz egyidejiileg kiralis szolvatalo reagenst (TFAE:
(R)-(-)-2,2,2-TriFluoro-1-(9-Antril)Etanol) adtunk hozza ¢és azt tapasztaltuk, hogy a 32a
molekula 'H és >C NMR spektrumokban egy jelsorozat helyett két jelsorozat jelentkezett,
mikozben a masik minta NMR spektrumai valtozatlanul egy jelsorozatot tartalmaztak. A
fentiek alapjan a 33a molekulat a mezo-(6-metoxi-2-fenil-3(2H)-benzofuranon-2-il)-6-metoxi-
2-fenil-3(2H)-benzofuranonhoz, mig 32a a racém(d,l-par)-(6-metoxi-2-fenil-3(2H)-
benzofuranon-2-il)-6-metoxi-2-fenil-3(2H)-benzo-furanonhoz rendeltiik hozza (54. tablazat).
A 44. abran lathatdo 34a és 35 molekulak keletkezése feltehetden szintén a reakciod
soran lejatsz6do oxidativ folyamatoknak koszonhetd. Mivel ugyanezeket a termékeket
(hasonlo kitermeléssel) akkor is izolaltuk, amikor a fentebb emlitett reakciot inert gaz (argon)
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alatt megismételtiik, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy, felteheten, a reakcidban szerepld
dietil brommalonat oxidaloszerként viselkedik és a reakcid lejatszodasa soran dietil malonatta
(37) redukalodik. A 34a és 35 termékek 'H és °C NMR jelhozzarendelését az 55., 56.
tablazatokban foglaltuk 6ssze.

Amikor a 44. dbran szerepld reakcidot az 1-(2-hidroxi-4-(2-propoxi))fenil-2-
feniletanon kiindulasi anyaggal megismételtiik, hasonlo szerkezetli termékeket (32b, 33b ¢és
34b (55., 57., tablazatok) kaptunk. Az eldbb emlitett termékek mellett 38 vegyiiletet is
izolaltuk (az 'H és *C NMR jelhozzéarendelést az 58. tablazatban adjuk meg), amikor a
reakciot brommalonat helyett klormalonattal végeztiik el, de a kivant 3(2H)-benzofuranont
(18) ebben az esetben sem sikertilt szintetizalnunk.

A reakcidelegybdl izolalt fétermék 'H és *C NMR spektrumaiban két hasonld
intenzitasu jelsorozat jelentkezett. Arra gondoltunk, hogy a korabban vizsgalt racém (32a) és
mezo (33a) dimerekhez hasonléan megint egy dimer parral allunk szemben, amit az MS
spektrumban 534 daltonnal megjelené molekulaion és fragmentécio is igazolt. A két dimer
molekulat kromatografias modszerrel szétvalasztattuk és a kordbban emlitett kiralis szolvatalo
reagens (TFAE) hozzaadasa utan, egyértelmiien hozza tudtunk rendelni a mezo-(6-(2-
propoxi)-2-fenil-3(2H)-benzofuranon-2-il)-6-(2-propoxi)-2-fenil-3(2H)-benzofuranonhoz
(33b) ¢s a d,l-(6-(2-propoxi)-2-fenil-3(2H)-benzofuranon-2-il)-6-(2-propoxi)-2-fenil-3(2H)-
benzofuranonhoz (32b). A 33b molekula az NMR csOben kikristalyosodott és a kristalyok
alkalmasnak bizonyultak az egykristaly rontgen diffrakcids vizsgalat elvégzéséhez. Igy a 46.
abran lathatdo szerkezet egyértelmiien alatamasztja a 33b molekula mezo formahoz
rendelésének helyességét.

A dietil brommalonattal valdo brom6zas nem kozismert eljards, azonban a munkank
soran bizonyitékokat kerestiink, amelyek alatdmasztjak a cikkben leirt koncepciot.

Az 1-(2,4-dimetoxifenil)-2-feniletanon (39) ¢és dietil brommalonat reakcidjat a
kozleményben® szerepelt koriilmények kozott végeztiik el. A reakci6 lejatszodasa és az elegy
feldolgozasa utan két terméket izolaltunk: 2-brom-1-(2,4-dimetoxi)fenil-2-feniletanont (40) és
dietil 2,3-(dietoxicarbonil)fumaratot (41) (45. dbra). A 40b molekula 'H és >C NMR
spektrumok jelhozzarendelését az 59. tablazatban foglaltuk 6ssze.\

A 40a szarmazék szerkezetét a 40b vegyiilet 'H és °C NMR spektrumok alapjan
igazoltuk. A jo kitermeléssel nyert 40a molekula azt bizonyitja, hogy ilyen koriilmények
kozott lehetséges a bromozés. A 41 vegyiilet pedig a reaktans brommalonészter alkilezéssel
indulé Osszekapcsolodasdnak a terméke. A dietil klormalondt alkalmazasa hasonld
termékekhez vezet. A 41 szerkezetigazolasat az '"H NMR alapjan végeztiik el. Az 'H NMR
spektrum proton jeleinek hozzarendelését az 60. tablazat tartalmazza.

BrCH(COOEt),

MeO OMe vagy MeO OMe
CICH(COOE), X EtOOC COOEt
> +
K,CO,
Ph Ph EtOOC COOEt
0 0

X =Br,Cl (a-Br, b-Cl)
39 40a,b 41
45. abra
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46. abra
A 33b(mezo) vegyiilet egykristaly rontgen diffrakcios szerkezete

4.3.3. Osszefoglalds

Chopin és Catamna®’ a 35. dbrdn lathato reakcid segitségével a Hoesch reakeid
koriilményeit alkalmazva 3(2H)-benzofuranon (18) molekula eléallitasat irtak le. A reakciot
azonos koriilmények kozott megismételve, tobbkomponensi elegyet kaptunk, amelyben a
kivant benzofuranon szarmazék (18) csak nyomokban volt jelen (kitermelés kb. 6%). Igy a
kivant 3(2H)-benzofuranon (18) eldallitasat a 20 molekuldbol kiindulva etanolos natrium
acetat jelenlétével kiséreltiik meg. A reakcid lejatszodasa utan 46.9%-os kitermeléssel fehér
kristalyokat kaptunk, melyek a 3(2H)-benzofuranon (18) molekuldnak feleltek meg (51.
tablazat).

Egy masik cikk szerz6i, Kanvinde és mtsi®’, leirtak egy eljarast illetve annak
feltételezett mechanizmusat a benzofuranon szarmazékok eldallitasara. A szerzok azt
allitottak, hogy a dietil brommalonat brémozo6 reagensként szerepel a reakcioban és igy
kialakitott reaktiv brommetil csoport kulcsszerepet jatszik a gylirizarasban, ami a 2-aril-
3(2H)-benzofuranonok eldallitdsdhoz vezet. A kozleményben ¢s eddig a szakirodalomban sem
talalhatok bizonyitékok a fentebb emlitett mechanizmusra, vagyis a dietil brommalonattal valo
bromozas nem kozismert eljardas. A munkdnk sordn bizonyitékokat talaltunk, amelyek
alatamasztottdk a Katamna ¢és munkatarsai koncepcigjat. A cikkben emlitett reakcid

81



koriilményeit betartva, az eljardst megismételtik. A 46. dbrdn lathatd reakcid soran jo
kitermeléssel nyert 40a szarmazék azt jelezte, hogy a cikkben szerepld koriilmények kozott
tényleg brom szdrmazék keletkezett.

A 44. abran lathatd reakcid lejatszodasa és a reakcioelegy feldolgozasa utén,
fokomponensként, 28%-os kitermeléssel fehér szilard anyagot kaptunk, amelynek az
olvadaspontja a kozleményben leirt 234°C-hoz kozel, 248-250°C volt. A publikalt és az
altalunk izolalt termékek kozott tovabbi hasonlosagokat és kiilonbségeket is tapasztaltunk,
miszerint az 4ltalunk izolalt molekula IR spektruméban a karbonil csoport rezgései 1715 cm™
hullamszdmnal jelentkeztek (a cikkben 1725 cm™). A cikkben szerepelt 'H NMR (Jeol Fx-
90Q!!!) spektrum jelhozzarendelése szerint a 2-H proton jele 7.17-7.51 ppm kémiai eltolodés
tartomanyba esik, mig az altalunk izolalt fétermék '"H NMR spektruméaban a 2-H protonnak
megfeleld jele hianyzott. Igy a fizika-kémiai és spektralis adatok 6sszehasonlitasabol arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 44. dbran lathaté reakcid lejatszodasa soran kapott
fokomponenst, a fentebb emlitett cikk szerzéi dimer molekula helyett, tévesen, a 3(2H)-
benzofuranon (18) molekuldhoz rendelték hozza.

Az eredményeink alapjan azt lehet allitani, hogy a 3(2H)-benzofuranon (18) ¢és
szarmazeékai konnyen oxidalodnak és f6 termékként a mezo (25, 33a, 33b) és a racéem (25,
32a, 33b) dimerekhez vezetnek.
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47. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 19 vegyiiletben

Oldészer '"H NMR BC NMR DEPT-135
4 ppm "H (N9 intenzitas | multipl. Ty Hz g ppm | “C(\NY multipl.
6.01 1-H 1 s 74.7 (1) d
6.23 7-H 1 d Joa s=2.3 102.5 C(7) d
6.31 5-H 1 dd 108.2 C(5) d
7.24 4’-H 1 m 110.7 C(3) s
mﬁfo' 733 | 3-H;5-H 2 m 127.0 %((35 )) d,d
745 | 2-H; 6’-H 2 m 127.7 C(4) d
7.95 4-H 1 d s tn=8.8 128.4 %((26)) d,d
133.4 C(4") d
140.2 (1) s
*164.7 C(6) s
#165.0 C(8) s
202.4 C(2) s
4.42 1-OH 1 d - - -
5.63 6-OH 1 s - - -
5.88 1-H 1 d J]_H1_0H26.7 - - -
6.27 5-H 1 dd Js14.0=8.8 - - -
CDCl, 6.37 7-H 1 d oy sy=2.4 - - -
2’-H; 6’-H;
7.36 3-H: 5°-H 5 m - - -
7.51 4-H 1 d - - -
12.05 8-OH 1 s - - -
6.01 1-H 1 s 76.2 (1) d
6.25 5-H, 7-H 2 m 103.8 C(7) d
7.27 4’-H 1 m 109.2 C(5) d
733 | 3-H;5-H 2 m 111.8 C(3) s
743 | 2-H;6-H 2 m 128.6 €3 d,d
' ’ i C5) '
CH;0D | 7.71 4-H 1 d T sn=9.6 | 1294 C(4) d
C(2);
129.9 (6" d,d
134.0 C(4") d
141.2 (1) s
*166.7 C(6) s
#167.0 C(8) s
203.0 C(2) s

* - felcserélhetd hozzarendelés is lehetséges
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48. tablazat. Az "H NMR jelek hozzarendelése a 20 vegyiiletben

d, ppm "H N9 intenzitas; multiplicitas 3JH_H, Hz
6.28 7-H 1 d o s=2.6
6.34 5-H 1 dd
7.00 1-H 1 S
7.36 3’-H; 4’-H; 5’-H 3 m
7.52 2°-H; 6’-H 2 m
7.86 4-H 1 d T sn=9.2
10.79 6-OH 1 S
11.85 8-OH 1 S

49. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 21 vegyiiletben (DMSO-de-ban)

'"H NMR 3C NMR DEPT-135 szelektiv INEPT
Gppm | 'HNY | & ppm BC(\NY multiplicitas | besugarzott 'H (N9 BC (N9

6.66 7-H 110.5 C(7) d 7-H C©); (é((zs)) €3
6.80 5-H 113.2 C(5) d 5-H C(6); C(3)
759 | 3-H;5°-H || 114.5 C(3) s 3°-H; 5°-H C(2); C(6”)
7.72 4-H 128.8 | C(3°); C(5") d,d 4’-H C(2)); C(6")
7.86 4-H 129.4 (1) s 4-H C(6); C(2); COOH
8.09 | 2-H;6-H || 129.8 | C(2°); C(6”) d,d 2’-H; 6’-H C=0; C(3’); C(5")
10.61 6-OH 133.4 C(4) d
12.49 COOH 133.7 C(4’) d

152.2 C(2) s

162.3 C(6) s

164.6 C=0 s

165.2 COOH s

3J5_H4_H:8.8 HZ,' 3]7_[-1’5_[1:2.3 Hz

50. tablazat. Az '"H NMR jelek hozzarendelése a 22 és 23 vegyiiletekben (CDCls)

appm | TH (\9) | intenzitas; multiplicitas | 3, Hz
22
3.68 OMe 3 s
6.57 7-H 1 d T s=2.4
6.66 5-H 1 dd
7.51 3’-H; 5’-H 2 m
7.63 4’-H 1 m
7.92 4-H 1 d Ty 5.=8.8
8.21 2’-H; 6’-H 2 m
23
391 OMe 3 S
6.37 5-H 1 dd
6.40 7-H 1 d oy su=2.4
7.72 4-H 1 d Jynsu=8.5
11.00 OH 1 s
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51. tblazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 18 vegyiiletben

'"H NMR 3C NMR DEPT-135 2D HMBC
Oldészer | & ppm H (N) & ppm BC (N9 multiplic. mely‘c';f’t:)‘l’t'kal
5.54 2-H - - - -
6.60 5-H - - - -
CDClL, 6.62 7-H - - - -
7.39 Ph-H - - - -
7.58 4-H - - - -
5.11 2-H - - - -
5.15 6-OH - - - -
6.04 5-H - - - -
CeDs 6.19 7-H - - - -
3-H
7.06 4-H - - - -
5-H
7.34 2’-H - - - -
6>-H
7.39 4-H - - - -
5.78 2-H 86.20 C(2) d 2’-H; 6’-H
6.61 7-H 98.45 C(7) d 5-H
6.62 5-H 111.81 C(3a) s 5-H
2’-H
7.29 oH 112.65 C(5) d 7-H
3-H 2’-H; 6’-H
keto- 7.38 4-H 126.25 Cc4) d 3°-H; 5’-H
5-H
7.50 4-H 126.47 C2); C(6); d;d: d 3°-H; 5-H
C4
11.10 6-OH 129.00 C(3); C(5") d; d 2’-H; 6’-H; 4-H’
131.42 (1) s 2’-H; 6’-H
167.60 C(6) s 4-H; 7-H
175.10 C(7a) S 2-H; 4-H; 7-H
196.28 C(3) s 2-H
DMSO-dg
6.72 5-H 97.88 C(7) d H-5
6.83 7-H 111.96 C(5) d 7-H
7.18 4’-H 116.48 C(3a) s H-5; 7-H
7.38 3’-H5’-H 119.80 C(4) d -
7.55 4-H 122.99 C(3); C(5") d; d 2’-H; 6’-H; 4°-H
enol- 2’-H s 2°-H; 6-°'H
7.86 oH 125.72 C4”) d 3-H. 5°-H
9.64 6-OH 128.83 C(2); C(6”) d; d 3-H; 5°-H; 4’-H
9.91 3-OH 134.61 (1) s 2’-H; 6’-H
135.15 C(2) s 2’-H; 6’-H
137.43 C(3) s 4-H
153.08 C(6) s 4-H; 7-H
156.60 C(7a) s 4-H; 7-H
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52. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 25 vegyiiletben

'"H NMR 3C NMR

Oldészer | & ppm "H (N9) Jum Hz | & ppm Bc Ny 3, ppm Bc Ny
6.47-6.58 7-H; 5-H =19 | 89.5 CQ) 127.2%* 22%((35))
7.22-733 | 3’-H;4’-H; 5’-H 90.3 C(Q2) 128.7 2C(4)
737-744 | 4H;2-H;6-H | *J,uysu=84 | 97.8 C(7) 131.9 2C(1)
DMSO-d; 11.10 6-OH 98.1 C(7) 167.3 C(6)
112.0 C(3a) 167.4 C(6)
112.3 2C(5) 172.4 C(7a)
112.5 C(3a) 172.8 C(7a)
125.8 C4) 192.6 C(3)
126.0 C(4) 193.0 C(3)

2C(2%);

127.1%* 206
6.72-6.77 5-H s =19 | 90.4, C(Q2) 1283 | C(22°); C(6)
6.89-6.93 7-H 91.5, C(Q2) 128.25 | C(2°); C(6”)
7.26-7.31 | 3’-H;4’-H; 5°-H 98.7 C(7) 128.6 C(4)
7.65 4-H Jonsa=84 || 98.9 C(7) 128.7 C(4)
7.96-8.03 2°-H; 6’-H 112.8 C(5) 132.9 (1)
Piridin-ds | =13.5 6-OH 112.9 C(5) 133.0 (1)
113.1 C(3a) 168.5 C(6)
113.6 C(3a) 168.7 C(6)
126.0 C(4’) 173.4 C(7a)
126.2 C(4’) 173.9 C(7a)
1272 | C(3°):C(5%) || 193.4 C(3)
1272, | C3);C(5) || 193.9 C(3)

* _ felcserélhetd hozzarendelés is lehet
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53. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 24 vegyiiletben

HMBC HMQC
BC 5 (ppm) BCc Ny Milyen protonokkal csatol (N%) BCc Ny "H (N9),0 "H 5 (ppm)
56.7 C(3) 2’-H; 6’-H; 6”-H; 4-H q - -
98.1 C(7) 6-OH; 5-H 7-CH 7-H 6.61
102.7 Cc(3”) 4”-OH; 2”-OH; 5”-H 5”-CH 57-H 6.12
106.1 C(57) 4”-OH; 3”-H 3”-CH 3”-H 6.17
110.9 C(5) 6-OH; 7-H 5-CH 5-H 6.58
120.1 Cc(17) 5”-H; 3”-H; 2”-OH q - -
120.8 C(3a) 5-H; 7-H q - -
125.4 C(4) - 4-CH 4-H 6.87
128.1 C(2), C(3") - 2’: 6’-CH 2. 6’-H
128.6 C(4),C(5%) - 3’;5°-CH 3;5°-H 7.36
128.8 C(6”) - 4-CH 4-H
129.6 C(6”) 5”-H 2”-CH 2”-H 6.35
138.3 (1) 2’-H; 6’-H q - -
153.8 C(7a) 4-H; 7-H q - -
155.4 Cc(2) 2”-OH; 6”-H; 3”-H q - -
#158.1 . 4”-OH; 6-OH; 4-H; 7-H; 3”-H;
¥158.2 C6);C(4") 57_H; 6”-H q - -
177.9 C(2) - q - -

* - forditott hozzarendelés is lehetséges
7 Ju.n csatolasi allandok: sy 5. =8.8 Hz; *Jsoyysy=2.4 Hz; *Jypy5.5=8.4 Hz; *Js.py7.5=2.4 Hz

az "H NMR spektrumban harom OH csoport jele is jelentkezett: 4”-OH - 9.31 ppm; 2”-OH- 9.71 ppm;
6-OH - 9.82 ppm

54. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 32a és 33a vegyiiletekben (CDCl3)

'"H NMR 3C NMR
3 ppm 'H(NY 3 ppm PV
d,l-par, CDCl, mezo, DMSO-d, d,l-par, CDCl, mezo, DMSO-d,

3.84 3.86 OMe 55.8 56.7 OMe

6.54 6.69 5-H 91.2 89.8 C(2)

6.57 6.91 7-H 96.1 96.7 C(7)

7.24 7.26 3’-H; 5’-H 111.7 112.6 C(5)

7.33 7.33 4’-H 114.7 113.3 C(3a)

7.44 7.48 4-H 125.6 125.9 C(4’)

7.57 7.41 2’-H; 6’-H 127.2 127.5 C(3’); C(5°)
127.8 127.5 C(2’); C(6”)
128.7 129.2 C(4)
131.8 132.i (1)
166.2 168.7 C(6)
173.2 173.5 C(7a)
193.9 193.6 C(3)

Vicinalis spin-spin csatolasi allandok:

mezo:. 3J4_H‘5_H:8.5 HZ,' 3J5_1-[,7_H:1.9 HZ,

d,1-par: *J . 5s.0=8.6 Hz; *Jspy ».yp=1.9 Hz
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55. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 34a,b vegyiiletben

'"H NMR 3C NMR
Oldészer 3, ppm H (NY 3, ppm BC (N9

0.97, 1.01 (0.93, 0.97) CH, 13.6, 13.9 (13.4, 13.5) CH,

(1.39) iPrCH, (21.7,21.8) iPrCH,

3.91 OCH; 55.9 OCH;
4.02, 4.05 (3.96, 4.01) CH, 58.8 (58.8) CH
(4.65) iPrCH 61.4,61.9 (61.3,61.9) CH,

4.66 (4.66) CH (70.9) iPrCH
6.65 (6.61) 5-H 89.3 (89.2) C(2)
6.80 (6.75) 7-H 96.4 (97.4) C(7)
CDCl, 7.30 (7.29) 3’-H; 4’-H; 5°-H 112.0 (112.9) C(5)
7.54 (7.51) 4-H 113.1 (112.6) C(3a)

7.60 (7.60) 2’-H; 6’-H 124.9 (124.8) C(2); C(6")
126.0 (126.0) C(4)
128.4 (128.4) C(3); C(5")

128.5 (128.3) C(4")

135.1 (135.3) (1)
165.4, 165.8 (165.3, C=0

165.8)

168.2 (166.7) C(6)

174.0 (174.0) C(7a)
196.2 (196.0) C(3)

=71 Hz; “Jsyrn=2.1 Hz; *Joysy=8.6 Hz; (Jeppcns=7.2 Hzy “Jsyrp=2.1 Hz;
3JCH(CH3)2:5-8 HZ)

3J4_H)5_H:8. 6 HZ,'
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56. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 35 vegyiiletben

'"H NMR 3C NMR
Oldészer 3 ppm H (NY 3, ppm BC (N9
3.66 5’-OCH; 49.9 CH,
3.93 6-OCH; 55.4, 56.1 OCH;,
4.40 CH, 96.4 C(7)
6.55 4-H 106.4 C(6")
6.66 7-H 106.5 C(2)
6.67 6>-H 109.6 C(4’)
6.68 5-H 111.1 C(3a)
7.19 3”-H; 47-H; 5”-H 112.7 C(5)
7.24 2”-H; 6”-H 124.7 C(2)
7.39 3°-H; 4>-H; 5°-H (fenil) 126.3 C(2°,6") fenil
7.55 4-H 126.4 C(4’) fenil
CDCl, 7.61 3-H 126.9 C(4)
7.69 2°-H; 6’-H (fenil) 128.2 C(2”,6”)
128.8 C(3’,5’) fenil
129.8 C(3”,4”,57)
132.2 C(3’)
133.2 C(1”) fenil
135.3 C(17)
153.6 (1)
162.8 C(5’)
169.2 C(6)
172.8 C(7a)
191.6 C(3)
198.6 C=0

3J4 '_Hg'_HZZ.S HZ,' 3]4'_&3'_]-1:8. 7 HZ,' 3‘]5-H 7—H:2~ 1 HZ,' 3]4_]15_]-1:8. 6 Hz
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57. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 32b és 33b vegyiiletekben

'"H NMR BC NMR
Oldészer appm __| 'H (N dppm | "c™N) | appm | "cv
32b
0.86 iPr-CH, 21.2 iPr-""CH, 1273 | C(3"); C(5)
3.84 iPr-CH 21.3 iPr-""CH, 128.4 C(2"); C(6”)
6.21 5-H 70.2 iPr-"CH 128.7 C(4)
CeDs 6.34 7-H 91.8 C(2) 132.8 C(1)
7.07 4-H 97.2 C(7) 166.5 C(6)
7.14 3°-H; 5>-H 112.6 C(5) 173.3 C(7a)
7.37 4-H 114.9 C(3a) 193.3 C(3)
8.11 2’-H; 6’-H 125.9 C(4")
1.45 iPr-CH, 22.6 iPr-""CH, 1294 | C(3”); C(5)
4.77 iPr-CH 22.7 iPr-"CH, 130.4 C(2"); C(6”)
6.62 5-H 75.5 iPr-"CH 132.0 C(4)
CF;COOD 6.76 7-H 94.5 C(2) 133.0 C(1)
7.25 3°-H; 4-H; 5’-H 99.5 C(7) 172.4 C(6)
7.45 4-H 115.7 C(3a) 178.5 C(7a)
7.86 2’-H; 6’-H 117.8 C(5) 201.7 C(3)
128.8 C(4")
1.32 iPr-CH, 21.2 2iPr-"CH; || 126.7 | C(3°); C(5")
4.76 iPr-CH 70.9 iPr-"CH 1269 | C(2°); C(6)
6.60 5-H 90.4 C(Q2) 128.2 C(4)
DMSO-d 6.71 7-H 97.6 C(7) 131.8 (1)
7.27 3-H; 4’-H; 5’-H 112.4 C(5) 166.4 C(6)
7.39 4-H 113.5 C(3a) 172.2 C(7a)
7.53 2-H; 6’-H 124.8 C(4) 192.4 C(3)
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57. tablazat. (folytatas)

1H NMR 13C NMR
Oldészer adppm | "H (N9 & ppm BC (N9
32b
1.35,1.37 iPr-CH, 21.7,21.9 iPr-"CH;
4.60 iPr-CH 70.8 iPr-"CH
6.50 5-H 91.1 C(Q2)
6.56 7-H 97.1 C(7)
7.25 3-H;4-H; 5’-H 112.7 C(5)
CDCl, 7.43 4-H 114.2 C(3a)
7.61 2’-H; 6’-H 127.2,127.8 | C(2°); C(3°); C(4"); C(5°); C(6”)
128.6 C(4)
132.0 Cc(1”)
166.6 C(6)
173.2 C(7a)
193.8 C(3)
Vicinalis spin-spin csatolasok a 32b vegyiiletben:
CeDs: iprcrensr=6.0 Hz; *Js.pg7.5=1.8 Hz; °J 4y 5.5=8.9 Hz
CF,COO0D: iprcrens2=6.2 Hz; *Js.pg7.5=1.6 Hz; °J 1 5.4=8.8 Hz
DMSO-dg: iprciensr=6.3 Hz; *Jspg7.5=1.6 Hz; °J 1 5.4=8.8 Hz
CDCl;: 3 S prcricnzy2=6.1 Hz; *Js.p7.7=2.0 Hz; *J 11 5.,=8.5 Hz
33b
1.32 iPr-CH, 21.7,21.8 iPr-""CH,
4.58 iPr-CH 70.8 iPr-""CH
6.46 5-H 90.4 C(2)
6.52 7-H 97.0 C(7)
7.20 3°-H; 5-H 112.6 C(5)
CDCl, 7.25 4-H 113.9 C(3a)
7.45 4- 125.8 C(4)
7.49 2’-H; 6’-H 127.0 C(3"); C(5)
127.8 C(2°); C(6")
128.6 C(4)
132.0 (1)
166.7 C(6)
173.6 C(7a)
194.3 C(3)

Vicinalis spin-spin csatolasok a 33b vegyiiletben:
CDC13: jJiprCH(CH3)2:6. 1 HZ,' 3J5-H 7—H:2~0 HZ,' 3J4-H,5-H:8- 6 Hz
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58. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 38 vegyiiletben

'"H NMR 3C NMR
Oldészer 3 ppm H (N9 3, ppm BC (N9
1.02 iPr-CH,, EtCH,4 14.3 EtCH;
4.04 iPr-CH 21.7 iPr-CH,
4.13 EtCH, 30.5 CH,-Ph
4.45 CH,-Ph 60.7 EtCH,
6.77 5-H 70.1 iPr-CH
6.82 7-H 97.3 C(7)
7.00 4-H 115.2 C(5)
CeDs 7.07 3°-H; 5’-H 121.8 C(3a)
7.11 4-H 122.5 C(4)
7.29 2’-H; 6’-H 126.5 C(4’)
128.0 C(3)
128.8, 128.9 C(2)); C(3°); C(5°); C(6”)
139.7 (1)
141.1 C(2)
156.5 C(6)
159.3 C(7a)
160.3 C=0
Jemens=7.1 Hz; *Js iy 7.0=2.2 Hz; °J, 1y s.5=8.7 Hz
1.35 iPr-CH; 14.3 EtCH;
1.40 EtCH; 21.7 iPr-CH;
4.44 CH,-Ph, EtCH, 30.1 CH,-Ph
452 iPr-CH 60.9 EtCH,
6.81 5-H 70.3 iPr-CH
7.01 7-H 97.3 C(7)
7.17 4’-H 114.7 C(5)
CDCl, 7.24 3°-H; 5’-H 121.3 C(3a)
7.31 4-H;2’-H; 6’-H 122.0 C(4)
126.2 C(4)
128.3, 128.4 C(2)); C(3°); C(5°); C(6”)
128.5 C(3)
138.9 (1)
140.2 CQ2)
155.9 C(6)
158.7 C(7a)
160.2 C=0

Jipecucny2=3.3 Hz; “Jemens=7.1 Hz; “Jsy7.5=2.2 Hz; "Jyy5.5=8.7 Hz
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59. tablazat. Az 'H és °C NMR jelek hozzarendelése a 40 klorszarmazékban

'"H NMR BC NMR
Oldészer 3, ppm "H (N9 3, ppm BC Ny
3.83 OCH, 55.4 OCH,
3.86 OCH, 55.5 OCH,
6.38 7-H 65.4 C(1)
6.52 5-H 98.2 C(7)
6.58 CH-Ph 105.8 C(5)
CDCl, 7.30 3'.4’5-H 118.6 C(3)
7.41 2’.6-H 128.5 c4’)
7.84 4-H 128.6, 128.7 C(2°,3°,5°.,6")
134.0 C(4)
136.8 (1)
160.0, 165.0 C(6,8)
191.6 C=0
Jsn7y=2.2 Hz; *J 1 5.4=8.8 Hz
60. tablazat. Az '"H NMR jelek hozzarendelése a 41 vegyiiletben
'"H NMR
Oldészer d, ppm multiplicitas H(NY
1.32 t CH,CH,
CDCl, 432 q CH,CH;

3J crcnz=7.2 Hz
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5. Kisérleti rész

5.1. Alkalmazott NMR modszerek

Az NMR spektrumokat BRUKER WP 200 SY és BRUKER DRX-400 impulzus
Fourier-spektrométereken regisztraltuk, amelyeknek a 'H frekvenciaja — 200, 400 MHz és a
C - 50, 100 MHz.

A proton spektrumokat a TMS-re (TetraMetilSzilan), a szén-13 spektrumokat pedig az
alkalmazott szerves oldoszer jelére vonatkoztattuk (pl. CDCl3: &cpciz = 77.0 ppm, DMSO-ds:
Somso = 39.8 ppm, stb.). A megfelelé oldoszer kivalasztasat az 'H NMR spektrum jeleinek
szeparacioja hatarozta meg.

A harmas fejezetben és a negyedik fejezet 4.3. alfejezetében szerepld molekulak
szerkezet illetve térszerkezet felderitésére kiillonb6zo 1D (IH, 13C, DEPT-135, szelektiv
INEPT, szelektiv gradiens TOCSY, spin-racs (7;) relaxacio mérése) ¢s 2D (HMQC, HMBC,
COSY, fazisérzékeny NOESY ¢s TOCSY) NMR technikakat alkalmaztunk. Az emlitett NMR
méréseket BRUKER DRX-400 NMR késziiléken a standard BRUKER programcsomag
segitségével végeztik el. Kivételt csak a szelektiv gradiens TOCSY képezte, a kisérlet
(impulzusszekvencia) végrehajtasa Dr. E. Kovér Katalin munkajanak készonhet6. Az NMR
kisérletekhez 5 mm-es inverz multinuklearis és dual NMR méroéfejeket egyarant hasznaltuk.
Az inverz mérbfej alkalmazasa soran a 90°-os 'H impulzushossz 9.8 ps (PL = 0 db), °C
impulzushossz 14.9 ps (PL = -3 db), mig a dual méréfej esetén a 90°-os 'H impulzushossz
18.7 ps (PL = 0 db), "*C impulzushossz 11.6 ps (PL = 0) volt.

A dolgozatom negyedik fejezet 4.2. alfejezetében szerepld molekuldk szerkezet illetve
térszerkezet felderitését IH, B (IH-csatoléssal ¢s 1H-lecsatolt), 'H-'H NOE, BC 7, idsk
mérésével és 2D J- modulalt spektroszkdpia alkalmazasaval a BRUKER WP 200 SY NMR
spektrométeren végeztem.

Az 'H-'H NOE mérések soran a kivalasztott multiplettet altalaban 10 s-ig torténd
besugarzassal telitettilk és az NOE faktorokat, az ugynevezett “off rezonancia” FID (Free
Induction Decay) kivonasa utdn hataroztuk meg (FID differencia mddszer). A szazalékos
értékeket a megfeleld jelek integralasaval hataroztuk meg a besugarzott jel intenzitasra
vonatkoztatva. A mintdkat nem oxigénmentesitettiik.

BC NMR spektrumokat 10 mm-es mintakon mértikk J-echo modszerrel. A °C-"H
csatolt spektrumokat altalaban szintén 10 mm-es mintdkon mértiik (a csekély jel/zaj viszony
miatt) kapuzott lecsatolassal. A heteronuklearis Jen spin-spin csatolasi allandokat +0.5 Hz
pontossaggal hataroztuk meg. A kozonséges °C NMR spektrumokban a jel/zaj viszonyt
transzfarmacio eldtt 3 Hz exponencidlis szliréssel javitottuk.

A C T, id8ket a magnesezettség invertalasi technikaval hataroztuk meg. Mindegyik
méréshez az alabbi T varokozasi idoket (VD-listat) hasznaltuk: 0.0010 s; 0.1000 s; 0.3000 s;
1.0000 s; 2.0000 s; 5.0000 s; 10.0000 s; 20.0000 s. A szekvenciak ismétlése elott 20 s
varokozasi 1do6t iktattuk be. A T; értékek kiszamitasdhoz a BRUKER DISNMR/P
programcsomag 7’ rutinjat hasznaltuk.

A szelektiv 2D J méréseket a 2-H proton rezanancia jelén a lecsatold egység
segitségével adott szelektiv impulzusokkal hajtottuk végre. ¢; inkrementumok szama 16 volt, a
spektralis ablak az F; dimenzidéban 8 Hz, a FID adatpontok szama 4K. Az F; dimenzidban
egyszeres zérustoltés utan az F, illetve F; 2103 illetve 2106 radidnnal fazistolt
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sulyfiiggvényekkel tortént multiplikacidja utan elvégeztik 2D Fourier-transzformaciot. A
transzformalt spektrumbél nyert *Jey; csatolasi allandokat Fj-el parhuzamos metszetekbél
hataroztuk meg.

5.2. A vizsgalt mintak oxigénmentesitése

Az irodalombol ismert “freeze-pump-thaw” oxigénmentesitési eljaras® nehézségei
miatt egy masik modszert valasztottuk, ami varhatdéan legalabb annyira hatékony, de a
megvalositasa egyszerlibb. Az 5 mm-es NMR csében elhelyezett oldatba egy kapillarison
keresztiil inert argon géazt vezettilk tigy, hogy kdzben az NMR csovet ultrahangos fiirdébe
helyeztiik el. Igy az argon bevezetésével a mintaban oldott oxigén eltavozott. Az
oxigénmentesités utan az oldatot szarazjeges acetonban (-70 - -80°C) lefagyasztottuk és az
NMR-csovet leforrasztottuk.

5.3.  3-Szubsztitualt flavanon szarmazékok eloallitasa

A 29. dbrdn lathato bisz-hidroximetilén (7) szarmazékot mér ismert modszer alapjan’
allitottuk el6. A kiindulasi flavanont (6) formaldehiddel reagaltattuk natrium-karbonat
jelenlétében szobahdmérsékleten két napig. A reakcid eldrehaladasat VRK-val, toluol-
etilacetat (4:1) futtatdoszerben ellendriztilk. A reakcioelegy feldolgozasa utan sarga olajat
kaptuk. A vékonyréteg kromatogramon a kiindulasi anyagon és a terméken kiviil egy jabb
folt is megjelent. A termék egy ciklusos éternek (8) bizonyult, amely sésav hatasara bisz-
hidroximetilén szdrmazékka (7) bomlik el. A 7 terméket 112.7%-os kitermeléssel (15 g)
kaptuk, amely kis mennyiségii formaldehidet tartalmazott.

Alkoholok nukleofil szubsztituciés reakcidival szamos termék nyerhetd. A
hidroxilcsoport azonban rossz tavozo csoport, ezért a diolbdl bisz-tozil-észtert (9) készitettiik,
amely konnyen atalakithaté mas szarmazékka. A 9 bisz-tozil-észtert Tipson moédszerével®
allitottuk el6, tgy hogy a diol (7) és piridin-kloroformos oldatit 0-5°C-on egy napig
reagaltattuk tozil-kloriddal. A 9 terméket 26.3%-0s (8.2 g) kitermeléssel kaptuk (Op.:150-
153°C).

A bisz-tozil-észter (9) kiilonboz6é nukleofilekkel”® (N3, I') lejatszodo reakcidiban
altalaban monoszubsztitualt termékeket képez. A cianid nukleofilek reakciodit részletesen
eddig még nem vizsgaltak. A 3,3-[bisz-(toziloxi)-metilén]-flavanont (9) kalium-cianiddal
absz. DMSO-ban hat oran keresztiil reagaltattuk a forr6 vizfiirdon. A reakciot VRK-val
kovettiik (toluol-etilacetat(4:1)). Miutan a kiindulasi anyag elfogyott, az elegyet jeges vizre
ontottiik és a szilard csapadékot szlirtiik. A VRK lapon egymastol kis R, érték kiilonbséggel
harom folt jelent meg. A nyers termék 'H NMR spektruma nem felelt meg sem a
monoszubsztitualt, sem a diszubsztitualt szarmazéknak. A spektrumban a 2-H hidrogén jelén
kiviil 1.2 és 2.3 ppm ko6zott megjelent hdrom darab, egy-egy proton intenzitasti dupla dublett
jel. Ennek alapjan egy szubsztitualt ciklopropilgytiriit tartalmaz6 szarmazékok képzodését
tételeztiik fel, amelyek feltehetden csak a nitrilcsoport helyzetében kiilonboznek egymastol.
Ez arra utalt, hogy a mono- szubsztiticidt egy belsd elimindcids reakcido koveti és igy
képzddnek a 11 sztereoizomerek. Tovabbiakban azt az izomert, amelyiknek a legals6 VRK-
folt felel meg, A(Isd) betlivel, amelyiknek a kozépsod, K(6zépsd) betiivel és amelyiknek a
felsd, F(elso) bettivel jeldltiik.
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Hasonl6 koriilmények kozott 3,3-[bisz(toziloxi)-metilén] szarmazékokbol az alédbbi
két sztereoizomer képzddését irtak 1e”® (47. dbra):

(o)

OH
OH — , oN
X =

47. abra

Az abran lathato reakcio termékei racematok, azonban csak az egyik enantiomert tiintettem fel

A héarom diasztereomert tartalmazo elegybdl tobbszori frakcionalt atkristalyositassal és
oszlopkromatografids elvalasztas eredményeképpen sikeriilt a tiszta izomereket illetve ezek
keverékeit a kovetkez6 mennyiségekben eldallitanunk:

11A m=1.29g(16.9%) Op.: 182-184°C

11K m=0.64 g(8.4%)  Op.: 195-197°C

11IF  m=134g(17.6%) Op.: 168-169°C
1IF+11IK =~ m=032¢g
11A+11IK ~ m=022 ¢

A keletkezett nitrileket 11(A,K F), alkoholban oldva, 5%-0s NaOH jelenlétében (3
mol/ekv feleslegben) 35 oréan at forrd vizfiirdon hidrolizaltuk és a reakciot VRK-val kovettiik.
A reakci6 lejatszodasa utan az alkoholt leparoltuk, a maradékhoz vizet adtuk. Fehér savamid
12(A1,K1,F1) kristalyok véaltak ki, amelyeket sziirtiink és azutan az anyalugokhoz egy kis
mennyiségll sdsavat (1:1) adtunk. Az anyaligokbdl szintén fehér kristalyok valtak ki, amelyek
a megfeleld savaknak 13(A2,K2,F2) feleltek meg (13A2: m=0.32 g (60.4%), Op.:188-191°C;
13K2: m=0.26 g (49.1%), Op.:190-191°C; 13F2: m=0.22 g (41.5%), Op.:158-165°C (174°C-
nal olvad 6ssze)).

A lugos hidrolizis soran nyert savamidok 12(A1,K1,F1) olvadaspont értékei nem
voltak egyértelmiiek. Az igen alacsony hozamu 12A1 izomer (12A1: m=0.01 g (1.9%))
olvadédspontja majdnem azonos volt a 12F1 olvadaspontjaval (12A1: Op.:228-233°C; 12F1:
Op.:232-234°C). Mivel a 12A1 izomer '"H NMR spektruma azonos volt a 12F1 savamidéval
¢s a harom diasztereomer koziil a 12A1 hidrolizalt el leggyorsabban savva, arra a
kovetkeztetésre jutottuk, hogy a 12A1 savamidot a fentebb emlitett koriilmények kozott nem
lehet eldallitani és hogy a kiindulasi 11A nitril szdrmazék kis mennyiségben 11F izomert
tartalmazott. Mivel a 12F1 savamid savva valo atalakulasa lasst volt igy érthetévé valt a kis
hozam és a két 12(A1,F1) anyag 'H NMR spektrumainak azonossaga.

A 12K1 esetén szintén nehézségekbe iitkoztiink, mivel a nyert anyag éles olvadas
pontja ellenére nem volt egységes (12K1: Op.: 108-109°C), jollehet a hidrolizist azonos
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koriilmények kozott végeztiik. A tobbszori oszlopkromatografids szétvalasztds utan sem
sikeriilt kinyerni tiszta egységes anyagot. Igy ligos hidrolizis soran a harom izomer koziil csak
a 12F1 savamidot (12F1: m=0.16 g (30.3%), Op.:232-234°C) tudtuk eldallitani.

A savamidok szintézisét mas modszer segitségével végeztiik®', a magasabb hozamot
remélve. A kiindulasi nitrileket 30%-os hidrogénperoxiddal, DMSO ¢és kalium karbonat
jelenlétében (0.5-3 dra) reagaltattuk és a reakcid ido elteltével 12(A1,F1) izomereket nyertiik
(12A1: m=0.07 g (63.4%), Op.:206-207°C; 12F1: m=0.05 g (46.2%), Op.:233-234°C). E
reakcidban sem sikeriilt tisztan eldallitanunk a 12K1 diasztereomert (12K1: (két anyag
keveréke: 12F1+12K1): m=0.03 g, Op.:170°C). A termék 'H NMR spektrumaban két kozel
1:1 intenzitas aranyu jelsorozatot tapasztaltuk. Osszehasonlitva a 12K1 molekula '"H NMR
spektrumat a 12A1 és 12F1 diasztereomerek '"H NMR spektrumaival azt vettiik észre, hogy a
12K1 molekula "H NMR spektrumaban az egyik jelsorozat egyértelmiien a 12F1 molekulédnak
felel meg. Ez azt jelenti, hogy a lugos hidrolizis sordan egy atrendezddéses reakcid megy
végbe, miszerint a ciklopropilgylirli felnyilasat és az egyes kotés koriili rotaciot, ujabb
gylirizaras koveti. A feltételezett reakciomechanizmust a kdvetkezé séma mutatja be:

Sema 1.

A karbonsavak metilésztereit 14(A3,K3,F3) diazo-metan segitségével allitottuk eld.
Savas kozegben a diazo-metdn jo alkilezd szer, igy az alabbi anyagokat nyertiik:

14A3 m=0.06 g (64.9%)  Op.: 104-105°C
14K3 m=0.07 g(75.7%)  Op.: 110-111°C
14F3 m=0.04 g (43.2%)  Op.: 128-129°C

A 29. dbran lathatd reakcidsor utolsd 1épese a spiro-ciklopropil-3-(2H)-piridazon
szarmazek eldallitasa volt, amelyet a 13(A2,K2,F2) savakbol kiindulva hidrazin-hidrat
segitségével végeztink el. Az '"H NMR spektrumok alapjan kideriilt, hogy a gytirlizaras
mindharom izomer esetében, alabbi kitermelésekkel megy végbe (tovdbbi diszkussziot lasd
4.1. fejezetben):

15A4 m=0.07 g (80.4%)  Op.: 294-299°C

15K4 m=0.08 g(91.8%)  Op.: 210-212°C
15F4 m=0.01 g(11.5%)  Op.: 308-311°C
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6.  Osszefoglalas

Az értekezésemet egy kutatdcsoport tagjaként végzett munkara alapoztam. “A prolil-
endopeptidaz (PEP) inhibitorok szerkezetvizsgalata NMR moddszerekkel” és “A 3(2H)-
benzofuranon szarmazékok vizsgalata NMR modszerekkel” cimii fejezetekben szerepeld
szerves molekuldk eldallitasat a Chinoin Gydgyszer- €s Vegyészeti Termékek Gyara Rt.-nél
Dr. Batori Sandor, Dr. Horvath Agnes és Dr. Kéanai Karoly iranyitasaval végezték. A
dolgozatom “3-Szubsztitualt flavanon szdrmazékok szerkezet €s térszerkezet vizsgalata NMR
modszerek segitségével” cimii fejezetben szerepeld szerves molekuldkat a debreceni Kossuth
Lajos Tudoméanyegyetem Szerves Kémiai Tanszékén Dr. Litkei Gyorgy és Dr. Antus Sandor
iranyitasaval jomagam allitottam eld. Ezekbe a témakba bekapcsolodva célkitiizésem az volt,
hogy az NMR vizsgalatokra altalam szintetizalt és a kutatocsoport tagjai altal atadott
mintakrdl a rendelkezésemre 4ll6 technikai feltételek maximalis kihasznéldsaval ne csak a
szerves vegyész szamdara sziikséges (sokszor csak szerkezeti igen-nem) informaciokat
szerezzem meg, hanem minél tobb spektralis adat meghatdrozasdn keresztiil a vegyliletek
eredmények, illetve értelmezésiik ugyanakkor bdvitették a reakciok mechanizmusara
vonatkoz6 ismereteinket is.

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

crer

hatéassal rendelkezé molekuldknal hatékonyabb, ) molekuldk kutatasat és fejlesztését.

Szubsztitualt 4a,B-hidroxi-prolinokat dietilamino-szulfurtrifluoriddal (DAST) reagaltatva,
varhatéan PEP inhibitor hatassal rendelkez6 4a,f-fluoro-prolin szarmazékokat kivantuk
eléallitani. Az 1j vegylletek eldallitasan kiviil, az emlitett reakci6 mechanizmusanak
tisztazasat is megcéloztuk.

A munkénk soran a kovetkezd eredményeket értiink el:

1. Elvégeztik a SUAM-1221 jeli molekula azonositdsat a kiilonbozo
oldészerekben felvett 'H, '°C, 2D NOESY, 2D TOCSY, tovabba 2D HMBC és 2D HMQC
NMR spektrumok alapjan.

Az oldatfazisban kialakul6 transz és cisz amid rotamerek jelhozzarendelését dontden a
NOESY és *C NMR spektrumok segitségével oldottunk meg. Megfigyeltiink egy jellegzetes
érdekességet is, miszerint az amid rotamereket szamos esetben a prolil o (C(5)) protonjai
kozotti °J csatolasi allandéd értéke alapjan is meg lehet kiilonboztetni. Az utobbi modszer
segitségével azonositottunk a pirrolidil 2°-H; és 5’-H, protonparokat. Tudomasunk szerint,
peptideknél a prolin konformerek azonositasara ezt a modszert még nem hasznaltak.

Az olddszerhatast a transz/cisz aranyra vizsgalva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az apoléaros oldoszerektdl polaros olddszerek felé haladva a tramsz/cisz arany jelentdsen
valtozik a cisz izomer javara. Megallapitottuk, hogy a mért és a molekulamechanikai
szamitdsokkal kapott izomer aranyok jelentdsen eltérnek, mig a mért és félempirikus
kvantumkémiai modszerrel nyert eredmények elfogadhatd egyezést adnak.
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Mivel a prolil- és a pirrolidilgyliri amid csoportjainak gatolt rotacidja az NMR
1doskalan lassu folyamat, meghataroztuk a transz-cisz reakcio atalakulasi sebességi allandoit
és transz illetve a cisz rotamerek atlagélettartamat. Megfigyeltiink, hogy a polarosabb
olddszerek felé haladva a transz-cisz atalakulés sebessége egyre lassubb lesz.

A prolilgytiri térszerkezetét vizsgalva azt taldltuk, hogy a molekulamechanikai
szamolasokbol kapott konformer készletben az ,,északi” (N), mig az oldatfazisban a ,,déli” (S)
konformer csaldd dominal.

A mért NOE térfogati integral értékek €s az atom tavolsagokbdl szamolt elméleti NOE
intenzitdsok alapjan meghataroztuk a két ottagu gyliri egymashoz viszonyitott helyzetét. A
mért és szamolt NOE adatok Osszhangban voltak egymassal, tehat a két Ottaga gytlra
egymashoz viszonyitott helyzete oldatban megfelelt a szamitasokbol kapott konformacidknak.

Az U-alaku/linedris konformerarany meghatarozasat a Haigh-Mallion egyenlet David
A. Case altal parametrizalt formajanak alkalmazasaval probaltunk megoldani. Azt talaltuk,
hogy a modszer adott esetben alkalmatlan a szadmolt konformerekben az aromas gytiriaram
okozta kémiai eltolodds valtozasanak kvantitativ értékelésére. A mért és szamitott adatok
alapjan feltételeztiik, hogy az oldatban az U-alaku konformerek részaranya feltehetden kisebb,
mint gaz fazisban.

2. Elvégeztik a 4aq, B—hldrom- illetve 4a,B-fluoro-prolin szarmazékok
azonositasat kiilonboz6 oldoszerekben felvett 'H, °C, 2D NOESY, 1D TOCSY (gradienses
valtozata), 2D TOCSY, tovabba 2D HMBC ¢és 2D HMQC NMR spektrumok alapjan.

Az oldatfazisban kialakul6 transz és cisz amid rotamerek jelhozzarendelését a NOESY
BC NMR spektrumok segitségével hataroztuk meg. Megfigyeltiik, hogy a négyes helyzetben
elektronegativ szubsztituenst tartalmazé prolin szarmazékokban az 5-H, protonok geminalis
csatolasi allanddja alapjan nem lehet a cisz és a transz rotamereket megkiilonboztetni. A
vizsgalt négy vegyiiletben az NOE adatok ¢és a csatolasi allandok igazoltdk a hidroxil és a
fluor csoportok relativ térallasat.

A 4-fluoro-prolin szarmazékoknal a '"F-"H spin-spin csatolasok meghatérozasara
alkalmazott 1D gradiens TOCSY modszer révén egy érdekességre figyeltiink fol, miszerint a
proton frekvencidn 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 eljaras hasznos lehet a spin-spin csatolasok meghatarozasakor azokban az
esetekben, amikor az 1D "H NMR spektrum jelei jelentésen atfednek egymassal; egy masik
elény a kisérlet rovidsége.

A 4a-hidroxi- illetve 4a-fluoro-prolin szarmazék esetében, 0sszhangban az irodalmi
adatokkal, oldatban a prolilgytirti N konformacioja a dominans térszerkezet, mig a 43-hidroxi-
illetve 4B-fluoro-prolin szarmazéknal az S konformacié dominal. Igy oldatban a prolilgyiirii
konformécidja erdsen fiigg a négyes helyzetben 1€v6 szubsztituens térhelyzetétdl, mig az amid
gétolt rotaciod kévetkeztében kialakult transz illetve cisz rotamerek egymasba valo atalakulésa

Megfigyeltiik, hogy a prolilgytiri 4-es helyzetﬁ elektronegativ szubsztituensének
térallasa hatassal van a transz-cisz atalakulds sebességére: a 4a-szubsztitualt szarmazékokban
a transz-cisz atalakulas lassubb, mint a 4[-szubsztitualt szarmazékok esetében, feltehetden
sztérikus effektus miatt. Osszehasonlitva a 3, 4 vegyiiletek transz-cisz atalakulas sebességi
allanddjanak értékét a SUAM-1221 (1) és a 2 molekula transz-cisz éatalakulds sebességi
allandodival lathato, hogy az el6bbi molekuldknal a transz-cisz izomerek egymasba alakulasa
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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.

Ezek az eredmények igazoljak, hogy az N-tercier-butoxikarbonil-4a- illetve N-tercier-
butoxikarbonil-4 3-hidroxi-prolinmetilészter és a DAST kozotti reakcid inverzioval megy
végbe, mas szerkezetrokon vegyiiletek irodalomban leirt viselkedéséhez hasonldan.

3. A tioprolin szarmazékbol kiindulva, varhatéan PEP inhibitor tulajdonsagokkal
rendelkezé 4-szulfoxidot kivantunk eléallitani. Az 'H, C és 2D NOESY NMR
spektrumokban négy jelsorozatot detektaltunk, amelyeket az a- ¢és [~ szulfoxid
diasztereomerekhez, illetve azok transz és cisz amid rotamerjeihez rendeltiink hozza.

A szulfoxid diasztereomereket ASIS moédszer alkalmazasaval kiillonboztettiik meg. A
oxidacios reakcid koriilményeit valtoztatva, HPLC segitségével meghataroztuk a transz/cisz
(major/minor) izomerek aranyat. Vizsgalataink sordn kideriilt, hogy az oxidaciés reakcio
sztereoszelektivitasa erdsen fiigg az alkalmazott reakcio koriilményeitdl. MCPBA reagenssel
gyakorlatilag csak a transz, illetve a-szulfoxid izomer keletkezik (>99%), mikozben a NalO4
a transz ¢és a cisz izomerek keverékéhez vezet. Megfigyeltiik, hogy a reakcié hémérsékletének
ndvelése a sztereoszelektivitds csokkenéséhez vezetett.

4. Vizsgaltuk a 3,3-bisz-(toziloxi-metilén)-flavanon reakcidjat cianid nukleofil
jelenlétében. Megallapitottuk, hogy egyéb nukleofilekkel ellentétben, nem egyszerti Sy reakcid
jatszodik le, hanem Sy; reakcio eredményeként harom CN-szubsztitualt 3,3-spiro-ciklopropan-
flavanon sztereoizomer keletkezik. Modszert dolgoztunk ki a sztereoizomer nitrilek
elvalasztasara és hidrolizissel a megfeleld savamidok illetve karbonsavak eldallitdsara. A
karbonsavakbol diazo-metannal sztereoizomer metilésztereket nyertiink. A karbonsavakbol
hidrazin-hidrattal potencidlis farmakoldgiai hatassal rendelkezd piridazinon-spiro-
ciklopropan-flavanon szarmazékokat allitottuk eld. Kiilonb6zé NMR  spektroszkopiai
modszerek segitségével meghatdroztuk a keletkezd sztereoizomerek szerkezetét. A
szerkezetek bizonyitasara egydimenziés 'H és 'C NMR spektrumokat készitettiink,
amelyekbdl kémiai eltolodasokat és spin-spin csatoldsi allandokat hataroztunk meg. A
térszerkezet meghatarozasahoz NOE és kétdimenziés 2DJ-spektrumokat vettiik fel. 'H csatolt
BC NMR spektrumok segitségével az 'J¢ j; spin-spin csatolasi allanddkat hataroztuk meg. ">C
spin-racs relaxacios 1d6 méréseket is elvégeztiink. Tanulmanyoztuk az egyes NMR
paraméterek €s a vegyiiletek szerkezete €s térszerkezete kozotti 0sszefiiggéseket.

Végezetiil, az NMR mérések segitségével meghataroztuk harom 3,3-spiro-
ciklopropan-flavanon sztereoizomer szerkezetét és térszerkezetét.

5. A csontritkulasra hat6 0j anyagok kutatdsa sordn benzofuranon szarmazékokat
kivantunk eldallitani az irodalomban leirtak alapjan. Megismételtiik és tovabbfejlesztettiik az
irodalmi modszereket, valamint javaslatot tettiink az egyik reakcidé mechanizmusara
vonatkozdan. A reakciokban, a kozleményekben szerepld termékek mellett, egyéb anyagok is
keletkeztek, amelyeket izolaltunk és IH, B, DEPT-135, 1D gradiens TOCSY, 1D szelektiv
INEPT, 2D HMBC, 2D HMQC ¢és 2D NOESY NMR, valamint IR és MS moddszerek
segitségével meghataroztuk a szerkezetiiket, illetve térszerkezetiiket. Az eredményeink
alapjan megallapitottuk, hogy a 3(2H)-benzofuranon és szarmazékai konnyen oxidalodnak és
6 termékként a mezo és a racém dimerekhez vezetnek.
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Summary

The subject of this thesis is the structural study of biologically active molecules,
proline derivatives, flavonones and benzofuranones.

The organic molecules as presented in chapters “Investigations on the prolyl-
endopeptidase (PEP) inhibitors by NMR techniques” and “Analysis of 3(2H)-benzofuranone
derivatives with NMR methods” were prepared in Chinoin Pharmaceutical and Chemical
Works Ltd. Organic molecules referred to in chapter “Configuration and structure elucidation
of 3-substituted flavanone derivatives with NMR methods” were produced by myself at the
Department of Organic Chemistry, Kossuth Lajos University, Debrecen.

The main results of this dissertation can be summarized as follow.

1. We have studied the SUAM-1221 molecule by 'H, "°C, 2D NOESY, 2D
TOCSY and also 2D HMBC and 2D HMQC NMR spectra measured in different solvents.

We have executed the assignments of trans and cis amide rotamers in solution mostly
with the help of NOESY and C NMR spectra. We have also detected an interesting
phenomenon, namely that, in several cases, it is possible to differentiate between the amide
rotamers on the basis of the 2/ coupling constant between the prolyl J protons. Through the
assistance of the latter method have we identified the pyrrolidinyl 2°-H; and 5’-H, proton
pairs. As far as we know this method has not yet been used for the identification of the proline
conformers in peptides.

Investigating the solvent effect on the trans/cis ratio we have established that in polar
solvents the cis isomer is favoured. The isomer ratios measured and obtained through
molecular mechanics calculations differ considerably while results measured and obtained
through a semi-empirical quantum chemical method show acceptable agreement with
expected.

As the hindered rotation of the amide units of the prolyl- and pyrrolidinyl rings is a
slow process on the NMR time scale, we have determined the rate constants of the trans-cis
isomerization as well as the average lifetimes of the ¢rans and cis rotamers. We have observed
that in more polar solvents the rate of the trans-cis rotation is getting slower.

Analyzing the conformation of the prolyl ring we have found that in the conformer set
obtained through molecule mechanics calculations the “northern” (N) while in the solution
phase the “southern” (S) conformer family dominates.

We have determined the relative orientation of the two five membered rings on the
basis of the comparison of measured and calculated NOE integral values. The structure
obtained in this way was in agreement with that obtained from molecular mechanics
calculations.

We have attempted to determine the conformation of the aliphatic chain of SUAM-
1221 (U-shaped/linear conformer ratio) via the application of the Haigh-Mallion equation as
parameterized by David A. Case. This method proved to be inappropriate for quantitative
evaluation but, on the basis of the measured and calculated data we assumed that the ratio of
the U-shaped conformers in the solution was smaller than that calculated in vacuo.

2. We have accomplished the identification of the 4¢,/-hydroxy- and that of the
40, p-fluoroproline derivatives on the basis of IH, 13 C, 2D NOESY, 1D gradient TOCSY, 2D
TOCSY, 2D HMBC and 2D HMQC NMR spectra measured in different solvents.
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We have assigned the trans and cis rotamers in solution with the help of NOESY and
BC NMR spectra. We have observed that in proline derivatives carrying an electronegative
substituent in position four the cis and trans rotamers cannot be differentiated on the basis of
the 'H-"H geminal coupling constant of the 5-H, protons. In all four compounds the NOE data
and the coupling constants have confirmed the relative position of the hydroxyl and fluorine
substituents.

During these studies we could establish that the 1D gradient TOCSY experiment is
analogous to the 2D HETLOC experiment; it is in fact, a one-dimensional version of the
former. The method can be useful when determining the spin-spin couplings in cases when the
signals of the 1D "H NMR spectrum are overlapping each other.

In accordance with literature data, in case of the 4a-hydroxy-, and the 4a-fluoroproline
derivatives, the dominant conformation of the prolyl ring in solution is the N, while for the
4f-hydroxy-, and 4p-fluoroproline derivatives the S conformation is the dominant one.
Therefore, in solution, the conformation of the prolyl ring strongly depends on the position of
the substituent in position four while the trans and cis rotamers of the same isomer have
similar ring conformations.

We have observed that the electronegative substituent in position four of the prolyl
ring affects the rate of the trams-cis isomerisation; this is slower in the 4a-substituted
derivatives than in 4f-substituted compounds, supposedly because of a steric effect.
Comparison of the trans-cis rate constant of the 4a- and 4f-isomers with that of the SUAM-
1221 indicates a smaller activation energy barrier for the former. This can be explained by the
fact that the electronegative oxygen atom next to the amide carbonyl reduces the C-N double
bond nature of the amide.

Our results provided explanation for the reaction between the N-tert-butoxycarbonyl-
40- and the N-tert-butoxycarbonyl-45-hydroxyproline methylester and the DAST taking place
with inversion similarly to examples described in the literature.

3. Starting from a thioproline derivative 4-sulfoxide derivatives were obtained.
We detected four sets of signals in their 'H, *C and 2D NOESY NMR spectra, which were
assigned to the o and f sulfoxide diastereomers, and to their rans and cis amide rotamers.

We differentiated between the sulfoxide diastereomers with the application of ASIS
method. After definite assignments of the two sulfoxide isomers and the establishment of their
configurations we determined the ratio of trans/cis (major/minor) isomers with the help of
HPLC. We have observed that the stereoselectivity of the oxidation reaction remarkably
depends on the reaction conditions. With MCPBA reagent practically only the trans or the a-
sulfoxide isomer is produced (>99%), while NalO4 results in a mixture of trans and cis
isomers. We have observed that an increase of the reaction temperature led to a decrease of
stereoselectivity.

4. We analyzed the reaction of 3,3-bis-(tosyloxymethylene)-flavanone in the
presence of cyanide nucleophile. We have established that, as opposed to other nucleophiles,
here not a simple Sy reaction takes place but, as a result of a SN; reaction, three CN-
substituted 3,3-spiro-cyclopropane-flavanone stereoisomers are formed. We have elaborated
methods for separating the stereoisomeric nitriles and for producing the appropriate amides
and carboxylic acids through hydrolysis. From the acids we obtained pyridazinon-spiro-
cyclopropane-flavanone derivatives through reaction with hydrazine hydrate. We established
the configuration of the 3,3 spiro-cyclopropane-flavanone stereoisomers by applying different
NMR techniques such as 1D 'H-'"H NOE and two-dimensional 2DJ NMR spectra. We
determined the "J¢ i spin-spin coupling constants from proton coupled BC NMR spectra.
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5. During our research on new materials affecting osteoporosis, we have
improved literature methods for the production of a benzofuranone derivative and made a
proposal for the mechanism of one of the reactions. Besides the products reported, further
molecules have been isolated and, with the help of IH, 13 C, DEPT-135, 1D gradient TOCSY,
1D selective INEPT, 2D HMBC, 2D HMQC, 2D NOESY NMR, IR and MS methods, we
have unambiguously elucidated their structures. Based on these results we have concluded that
the 3(2H)-benzofuranone and its derivatives get easily oxidized resulting in the formation of
meso and racemic dimers as the main products.
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