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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A makrociklusos vegyiiletek, ezen belill a poliaza-, poliaza-polioxa
cikloalkdnok az elmuilt néhdny évtizedben jelentds vegyiiletcsalddda fejlédtek a
laboratériumi alapkutatasok, az alkalmazott kutatdsok és a gyakorlati alkalmazdsok
tekintetében egyardnt. Sokrétli felhaszndlasi teriiletiik kozott szerepel példaul az €16
szervezetben torténd szelektiv fémionmegkotés és transzportdlds, intracellularis
fémionkoncentrici6 meghatdrozdsa, MRI és CEST kontrasztanyagként torténd
alkalmazas, ¢és egyes fémmérgezések kezelése. A fémionok mellett kisebb
molekuldkkal host-guest komplex kialakitasara is alkalmasak, ezen alapulnak azok a
szolgdld kromatografids analitikai mddszerek, amelyek makrociklusos molekuldkat
hasznalnak szelektorként.

Régota alkalmazzak azt az eljarast, amely sordn az egyébként rosszul felszivodo
ionos vegyiileteket, gyogyszerhatéanyagot vagy kontrasztanyagot labilis, hidrolizal6
észteresitett vegyiilet formdjdban juttatjdk a szervezetbe. A konnyen hidrolizal6
észtercsoportokat tartalmazd molekuldk jo lipofilitdsuk kovetkeztében konnyebben
athatolnak a sejtmembranon, ezaltal konnyebben eljutnak a
célszervekhez/szovetekhez, és fiziologids koriilmények kozott, dltaldban enzimatikus
hatdsra (pl. észterdz enzim) a hidrofil formdju hatéanyagga alakulnak 4t. Ez a
tulajdonsag  kiemelkeddéen fontos példaul a boron keresztiil felszivodo
gyogyszerkészitményeknél, amikor az észteresitéssel a hatdéanyag boron keresztiil
torténd atjutasat segitik elo; vagy olyan észteresitett nyiltlanci ligandumok esetében,
amelyeket hatékonyan hasznaltak '**Ce és a °'Y radioaktiv izotépok méjbél torténd
kitiriilésének javitisara.

Az optikai izomerek elvdlasztdsa az analitikai kutatasok egy kiemelkedden fontos
teriilete, ugyanis pl. a gyogyszerek hatdanyagidnak enantiomerjei gyodgydszatilag
kiilonboz6 tulajdonsdggal rendelkezhetnek. Biomolekuldk esetében a legelterjedtebben
haszndlt kirdlis kromatografids technikdk a nagynyomadsd folyadékkromatografia
(HPLC) és a kapillaris elektroforézis (CE). Specidlis esetben a kiralis elvalasztashoz
olyan, optikailag tiszta makrociklusokat haszndlnak, amelyek iireg vagy
gylriiméretiikbol adéddan az elvélasztds sordn kolcsonhatdsba 1épnek az enantiomer
szubsztratokkal, példdul diasztereomer molekulakomplexeket képezve. A legszélesebb
korben haszndlt szelektorok a kiillonb6zd ciklodextrinek és azok szarmazékai, valamint
korlatozott szamban koronaétereket és kalixaréneket is alkalmaznak. A kereskedelmi

forgalomban eziddig egyetlen kirdlis, koronaéter alapu szelektor (18C6H,), valamint



egyetlen kiralis koronaéterrel médositott szilikagél alléfazis (CROWNPACK CR (+))
terjedt el.

A Debreceni Egyetem Szervetlen €s Analitikai Kémiai Tanszékén kozel 15 éve
folynak kutatdsok uj, kimagasléan nagy fémion-szelektivitdssal bird, a gyakorlatban
tobb teriileten is alkalmazhaté makrociklusos vegyliletek eldallitdsara. Ennek a
munkdnak a folytatdsaként olyan uj, makrociklusos szarmazékok eldallitasat,
koordinécios kémiai és kromatografids vizsgalatat tliztiik ki célul, amelyek specifikus
komplexképz6 tulajdonsdguk révén magukban hordozzdk a gyakorlati alkalmazas
lehetOségét akar biokémiai, orvosdiagnosztikai és analitikai téren. Céljaink kozott
szerepelt olyan 1) makrociklusos észterszarmazékok elddllitdsa és vizsgélata, amelyek
lipofil észtercsoportjaiknak kdszonhetden az €16 sejtbe bejutnak, és ezaltal alkalmasak
lehetnek a toxikus fémionok szervezetbdl torténd kiliriilésének eldsegitésére,
meggyorsitdsara. Célunk volt tovabbd olyan, peptid oldalldncot tartalmazé
makrociklusos  szdrmazékok eldallitisa, amelyek szelektiv komplexképzd
tulajdonsagukbdl eredden az orvosdiagnosztikai és terdpids teriiletek mellett, analitikai
téren (CE, HPLC) is alkalmazhatdk lehetnek.

2. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Szintetikus munkank sordn foként félmikropreparativ mddszereket alkalmaztunk,
a kisérleteket elsOsorban vizmentes kozegben és nitrogénatmoszfériban végeztiik, a
reakcidelegyek feldolgozasa sordn tobbszor alkalmaztuk a Schlenk-tipusi szilirési és
extrahdldsi technikat. A reakciok kovetésére, az anyagok tisztasiginak ellenOrzésére
vékonyrétegkromatografiat, a reakcidelegyek tisztitdsdra oszlopkromatografiat és
széraz oszlopos vdkuum kromatogrifidt alkalmaztunk. Az eldédllitott vegyiiletek
azonositdsat és szerkezetének vizsgdlatit 'H-, °C NMR, 'H-'H COSY, 'H-"C
HETCORR, IR, rontgendiffrakciés, Maldi-TOF, fajlagos forgatoképesség és
elemanalizis mérésekkel végeztiik. A vegyiiletek protonédlédasi dllanddinak és az egyes
fémionokkal alkotott komplexei stabilitdsi &llanddinak meghatdrozdsara pH-
potenciometrids és  NMR-spektroszképids  eljarasokat  haszndltunk. Az
észterszarmazékok hidrolitikus tulajdonsdgainak meghatarozdsat in vitro koriilmények
kozott végeztiik, a hidrolizis folyamatait NMR mérésekkel kovettiik nyomon. Az
elddllitott vegyiiletek kromatogréfias alkalmazhatdsdgat kapilldris elektroforézissel és
mikroemulziés elektrokinetikus kromatogrifidval, konformécids tulajdonsigait
molekulamechanikai és szemiempirikus kvantumkémiai szamitasokkal

tanulmanyoztuk.



3. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

3.1. Hidrolizalo oldallancot tartalmazo észterszarmazékok eloallitasa

Az altalunk kidolgozott eljardsokkal kiillonb6zd hidrolizdlé észterszarmazékokat
allitottunk eld (50-72, 74-77, 86-89). Az egyik eljards szerint o-brém-karbonsav-

észter-szarmazékokat  kapcsoltunk  gylrlis  diaminokhoz és  polioxa-diaza-
koronaéterekhez (1, 2. abra).
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1. abra Gytris diaminok hidrolizal6 észtercsoportot tartalmazé szarmazékainak eldallitasa

I\ . /\
O O szaraz MeCN, o o9
( /B O j-Pr,NEt, reflux [ /B OR
NH HN 42 — > N N
Q/ Br R -iPr,NEtHBr ‘RO~<7 @)
oo o0 | o
n n
n=0 5 n=0 " n=
n=1 6 R =-CHC(O)OEt 44 63 68
-CH,C(0)OBuU 45 64 69
-CH,C(O)OBn 46 65 70
-CchHzan 49 66 71
-Bn 67 72

2. abra Diaza-koronaéterek hidrolizal6 észtercsoportot tartalmazé szarmazékainak eléallitdsa



Brom-ecetsav-hidroxietil-€szterbdl és gylirlis diaminbdl kiindulva az N-2-hidroxi-etil-
acetat oldallancot tartalmazé diamin szarmazékok eloallitasat, mellékreakcidok
lejatszoddsa miatt nem tudtuk megvaldsitani. A 74-77 célvegyiiletekhez az 55, 61, 66,

71 szarmazékok katalitikus hidrogénezése utjan jutottunk (3. dbra).
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3. abra N-benziloxi-acetat oldallancot tartalmazé szarmazékok katalitikus hidrogénezése

Az eljards gylrlls diaminok esetén jOl haszndlhatonak bizonyult, azonban
poliazamakrociklusos vegyiiletekre nem vagy csak nagyon korldtozottan tudtuk
kiterjeszteni. Kidolgoztunk egy olyan eljarast, amelyben tobb poliaza-makrocilusos
észterszarmazEk eldallitasat oldottuk meg a makrociklusos vegyiiletek acetat- illetve
észterszarmaz€ékaibol egyszerlien eldallithatd tetraalkilammonium-séin  keresztiil

torténo alkilezéssel (4. dbra).
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4. abra Az 1,4,7-triaza-ciklononan hidrolizalo észterszarmazékainak elddllitasa NOTA-NEt, s6bol
kiindulva

A harmadik moédszert poliaza-makrociklusokra fejlesztettiilk ki, amellyel dietanol-

aminnal modositott szilikagél felhasznédldsaval, védOcsoport hasznalata nélkiil



regioszelektiven szubsztitudlt szarmazékok allithatok eld (5, 6. dbra). Ezzel az (j
modszerrel a regioszelektiven modositott szdrmazékok eldallitasahoz sziikséges
reakcidlépések szdma a védOcsoportot alkalmazd szintézisekhez képest jelentdsen
lecsokken, az elreagalt szilikagél konnyen eltdvolithatd a reakcidelegybodl, és

semlegesitést kovetden Ujra felhasznalhato.

O—<¥ }o
(0] e} |
H.MAH ° MeCN, >—\/_\/—<
N N /_< SZ8 szilikagél N N
[ :l + n Br @) i > E j (6)
"N N _>70 reflux, N N~ pBr
H\_/H J N\ -Sz8szlikagélHBr >_/ \_/ H
n=3vagy 4 o~<7
gy A
4 44 88

5. abra Részlegesen szubsztitudlt, hidrolizalé észtercsoportot tartalmazé ciklén-szarmazék eldallitasa
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6. abra Részlegesen szubsztitualt, hidrolizalé észtercsoportot tartalmazé 1,4,7-triaza-ciklononan

szarmaz€k eloallitasa

3.2. Az eléallitott makrociklusos-észterszarmazékok hidrolizisének vizsgalata

A kiilonb6zd hidrolizal6 észterszdrmazékok  hidrolizissebességének
meghatdrozdsahoz, €és a hidrolizis sordn keletkezd termékek azonositisdhoz a
vizsgalatokat piperazin szarmazékokkal (50, 51, 54, 74, 84), mint modellvegyiiletekkel
hajtottuk végre, majd makrociklusos szdrmazékok felhaszndlasdval bizonyitottuk,
hogy a gylriiméret nem befolydsolja az oldallancok hidrolitikus tulajdonsagat.
Kimutattuk, hogy a vizsgalt észterszdrmazékok koziill az N-etoxi-/ és N-butoxi-
karbonil-metil-acetdt szarmazékok (50, 51) elegendden nagy stabilitdst mutatnak a
spontdn hidrolizissel szemben, és enzimatikus hidrolizis-vizsgdlatok alapjan a

célfelhasznélds szempontjdbol elfogadhat6 idOn beliil a vizsgalt diamin/makrociklusos



vegyiilet szabad karboxi-metil-csoportot tartalmazé komplexképzd szarmazékava
hidrolizdlnak. Ma4ajhomogenizatumon ¢és madjszeleteken végzett kisérletek soran
megallapitottuk, hogy az N-etoxi-/ és N-butoxi-karbonil-metil-acetat oldallancokat
tartalmaz6 diaza-koronaéter szarmazékok képesek bejutni az €16 méjszovetekbe, és a
szoveteken beliil enzimek hatdsara a fémionok szelektiv megkotésére alkalmas
karboxi-metil-szarmazékka, az ODDA-va alakulnak at. Kimutattuk, hogy az ODDA a
vizsgalt észterszarmazékokhoz képest bnmagéaban sokkal kisebb hatékonysaggal jut be
az €16 szovetekbe, ezdltal igazoltuk, hogy a makrociklusos vegyiiletek €10 szervezetbe
torténd bejuttatdsdhoz a lipofil észtercsoportok kialakitdsdnak nagyon fontos szerepe
van.

" 2

3.3. Oldallancban peptidkotést tartalmazé makrociklusos molekulak eldallitasa

Kétféle, peptidkotést tartalmaz6 oldalldncokkal (N-acetil-amino-ecetsav €s a N-
propionil-amino-ecetsav) szubsztitudlt peptidszarmazékokat A4llitottunk el6. Az N-
acetil-amino-ecetsav oldallanccal valamennyi vizsgalt gyliris diamin, Kryptofix-22
diaza-koronaéter és poliaza-makrociklus diszubsztituélt szarmazékat, az N-propionil-
amino-ecetsav oldallanccal a Kryptofix-22 diaza-koronaéter mono-, és diszubsztitualt
szarmazékait szintetizdltuk. A diszubsztitudlt szdrmazékokat a megfeleld brom-
szarmazék-benzil-észter makrociklusos vegyiilethez torténd kapcsoldsdval (96-100,
rac-106, R,R-106), majd a benzilcsoport Kkatalitikus hidrogénezéssel torténd
eltavolitasaval (101-105, rac-107, R,R-107) szintetizaltuk (7-10. &bra)
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7. abra Ciklikus diaminok, poliaza-makrociklusok és diaza-koronaéter N-acetil-amino-ecetsav-benzil

észtereinek eloallitasa
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8. abra Ciklikus diaminok, poliaza-makrociklusok és diaza-koronaéter N-acetil-amino-ecetsav

szarmazékainak eloallitasa
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9. abra Diaza-koronaéter N-propionil-amino-ecetsav-benzil észtereinek eldallitasa
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10. abra Diaza-koronaéter N-propionil-amino-ecetsav szarmazékainak eléallitasa

A monoszubsztitualt, N-propionil-amino-ecetsav oldallancot tartalmaz6 Kryptofix-22
szarmazékot kétféle eljarassal allitottuk eld, a brom-propionil-amino-ecetsav-benzil-
észtert a tritil-csoporttal regioszelektiven védett diaza-koronaéterrel (11. dbra), illetve
a szubsztitudlatlan kiindulési Kryptofix-22 feleslegével reagéltattuk (12. dbra) (R-111,
rac-111), majd a tritil- és benzilcsoportokat katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottuk
(R-110, rac-110).



O O araz MeCN, O O
[ /B Br,,H O ?-éarj\let,?eflux ( /><[(N\/U\OBn

Ph,C-N HN 4 /-4 > PhC-N
) MG N\ oBn -iPrNEtHBY C

(0] (6] O

__/ 1)

108 S-95 109
MeOH, (13)
kat. Pd/C, H
szobahom.

(o/_\ow‘-fWHH 0
NH N/ﬁ(N\)I\OH
0 oJ °

R-110

11. abra Monoszubsztitudlt, N-propionil-amino-ecetsav oldallancot tartalmazé Kryptofix-22

szarmazék eldéllitdsa monotritil-Kryptofix-22-bél kiindulva
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12. abra Monoszubsztitudlt, N-propionil-amino-ecetsav oldallancot tartalmazé Kryptofix-22

szdrmazékok eldéllitasa Kryptofix-22-bdl kiindulva

A diszubsztitualt rac-106 és R,R-106 benzil-észterek esetében azonositottuk és
izolaltuk a peptidkotés gatolt rotdcidja miatt kialakuld cisz- és transz-izomereket. A

monoszubsztitudlt rac-111 és R-111 esetében csak a cisz-izomer képzddott.

3.4. Oldallancban peptidkotést tartalmazé makrociklusos molekulak
komplexképzo tulajdonsagainak vizsgalata

Az elbdllitott peptidszarmazékok protondlédasi 4dllandoinak, valamint egyes
fémkomplexeinek stabilitdsi 4llandéinak meghatirozdsdhoz pH-potenciometrids és 'H

NMR spektroszkopids méréseket alkalmaztunk. A kétféle mdodszerrel meghatarozott



/////

R,R-107 sztérikus okok miatt stabilabb komplexeket képez, mint a racém rac-107
szarmazéka, azaz a molekula konfiguraciéjanak szamottevO szerepe van a
komplexképzésben. Kimutattuk, hogy valamennyi eldallitott Kryptofix-22 szarmazék
figyelemre méltéan nagy Pb**/Zn** illetve Cd**/Zn** szelektivitdst mutat, nagyobbat,
mint a karboxi-metil-szarmazék, az ODDA. Az eredmények alapjan a Kryptofix-22
peptidszdrmazékok potencidlisan alkalmasak lehetnek az él6 szervezetbe jutott Pb>*-
illetve Cd**-ionok eltdvolitdsdra anélkiil, hogy a létfontossdgd Zn**-ionok
intracelluldris koncentracidjat szdmottevOen csokkentenék. A DOTAGly Eu(IIl)-
ionnal alkotott komplexének kinetikai tulajdonsigét tanulmanyozva megallapitottuk,
hogy fizioldgids koriilmények kozott az [Eu(DOTAGly) komplex formdjaban 1étezik,
és kinetikailag megfeleléen inert ahhoz, hogy alkalmas legyen az
orvosdiagnosztikdban nagy érdeklodéssel bir6 CEST-kontrasztanyagként torténd

felhasznalasara.

3.5. Kiralis diaza-koronaéter szairmazékok kromatografias alkalmazhatosaga

Kapilldaris elektroforézis Megvizsgdltuk a monoszubszitutdlt, N-propionil-amino-
ecetsav  oldallanccal rendelkezd R-110 és rac-110 szarmazékok primer-
aminovegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztisdra gyakorolt hatasat. Megallapitottuk,
hogy a vizsgalt Kryptofix-22 szarmazékok onmagukban nem alkalmasak elvélasztasra,
azonban kettds elektrolit rendszerekben a koronaéterhez és a diaza-koronaéterhez
képest, sok esetben elvalasztast indukdlva, jelentdsen megnovelik a ciklodextrinek
elvédlasztasra  gyakorolt  hatdsat.  Molekulamechanikai és  szemiempirikus
kvantumkémiai szamitasokkal modelleztik az aminosav-szarmazékok, a diaza-
koronaéter szarmazékok és a ciklodextrin kozott kialakulé trimolekulds komplex
szerkezetét. Kimutattuk, hogy a szdmitisok szerint leginkdbb valdszinlsithetd
szerkezetben a peptid oldallanc, valamint a puffer dihidrogénfoszfat-ionjai
hidrogénkotések ¢€s elektrosztatikus kolcsOnhatasok kialakitdsaval meghatarozo
stabilizdld szerepet toltenek be. Néhany aminosav-szarmazék esetében, kettOs
elektrolit rendszerekben, kisérleti tervezéssel megéllapitottuk a legoptimalisabb
elvélasztasi koriilményeket.

Mikroemulzios elektrokinetikus kromatogrdfia Ezzel a techikdval hatékony mddszert
lehetett kidolgozni az uj TMC114 HIV-protedz inhibitor diasztereomer parjainak
elvdlasztasdra az akirdlis 105 diaza-koronaéter-szdrmazéknak, mint elvalasztast

modosité adalékanyagnak a felhaszndldsédval.
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Szilikagél alléfazisok modositdsa Azon til, hogy a monoszubsztitudlt szarmazékokat
kapillaris  elektroforézissel vizsgaltuk, kutatdsainkat Kkiterjesztettik még a
monoszubsztitudlt diaza-koronaéter szarmazékokkal modositott szilikagél alléfazisok
elballitasara is. Kidolgoztunk egy eljarast, amellyel a szarmazék szilikagélen torténd
megkotodésének mértékét meghatiroztuk, €s bizonyitottuk, hogy a mddositott
szilikagél komplexképz0 tulajdonsdga a szilikagélen kotott diaza-koronaéter

szarmazéknak koszonhetd, €s a modositatlan szilikagél esetében nem 1étezik.

4. AZ EREDMENYEK LEHETSEGES GYAKORLATI HASZNOSITASA

Az Altalunk bemutatott eredmények célkitlizéseinknek megfeleléen tobbrétii
gyakorlati felhaszndlast nyertek, illetve nyerhetnek. A nagy penetracios potenciallal
rendelkez0 észterszarmazékok alkalmasak lehetnek az €16 szervezet diagnosztikai célu
vizsgdlatira vagy terdapids kezelésére (pl. toxikus fémionok szervezetbdl torténd
kitiriilésének meggyorsitdsa). Eredményeink alapjat képezhetik tovabbi, a vegyiiletek
ilyen jellegli felhasznélasdval kapcsolatos kutatdsoknak.

Az oldallancukban peptidkotést tartalmazé diaza-koronaéter szarmazékok,
kimagaslo toxikus fémion/lIétfontossdgu fémion szelektivitdsaval potencidlis jeloltek
lehetnek toxikus fémionok szervezetbdl torténd kiliriilésének meggyorsitdsara. Ezek a
vegyiiletek kromatografids teriileten pedig mar munkank sordn gyakorlati felhasznalast
nyertek: kivaléan alkalmazhaté szelektorok a gydgyszerhatéanyagok épitokoveinek
tekinthetd kirélis aminosav-szarmazékok enantiomerjeinek kapillaris
elektroforézisben, valamint egyéb gyogyszertervezésben alkalmazott vegyiiletek (pl.
HIV-protedz inhibitorok) diasztereomerjeinek a mikroemulzids elektrokinetikus
kromatografidban torténd elvélasztidsdban. A kirdlis diaza-koronaéterrel modositott
szilikagél a kapillaris elektrokromatografia vagy a HPLC teriiletén mint kirdlis

allofazis tolthet be jelentds szerepet.
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