Magyar Kémiai Folyoirat 1
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1. Bevezetés

A stabilis nitroxid szabad gyokoket Rozantsev és
munkatarsai fedezték fel az 1960-as években. A
triacetonamin oxidacidjaval a 4-0x0-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxidhoz (1) jutottak. Ebbdél a
vegyiiletbl kiindulva szamos o6t- és hattagli nitroxid
vegyiilet szintetizilhato.! A nitroxidok legelsé és maig
legelterjedtebb alkalmazasa a McConnell altal bevezetett
spinjeldlés.” Ez azt jelenti, hogy a nitroxidokat a fehérjék
modositasahoz hasznalt funkcidscsoporttal pl. maleimiddel
lattak el (2) és ezzel a paramagneses reagenssel kovalensen
modositottak a vizsgalni kivant fehérjét. Az igy modositott
molekulat az elektron spin rezonancia késziilék iliregébe
helyezve egy anizotrop triplett jelet kaptak. Az anizotropia
mértékébdl tudtak kovetkeztetni a jelolés helyének kis
kornyezetének  szerkezetére ill. tudtdk kovetni a
bekovetkezé konformacids valtozasokat. A nitroxidokat
azdta szamos teriileten alkalmazzak: kooxidansként,’
reaktiv szabad gyokok analitikajaban,* miianyagiparban® és
anyagtudomanyi kutatdsokban is.®
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1. abra. Korabban eléallitott spinjelzok és kardioprotektiv kisérleti
gyogyszer.

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi
Karan (korabban POTE) az 1970-es években Hideg
Kalman és Hankovszky Olga kezdett el foglalkozni a
nitroxidok kémidjaval. 1979-ben 6k szervezték az elsd
nemzetkozi kongresszust ebben a targykdrben. Az
akkoriban szintetizalt szamos vegylilet koziil a cisztein
oldallancok reverzibilis modositasara alkalmas allil-
metantioszulfonatot (3) vezették be’ és elsék kozott
vetették fel, hogy a nitroxidok ill. eldvegyiileteik a
terapiaban is hasznosak lehetnek. Az 1980-as években®
szintetizalt pirrolin gylrlt tartalmazé ftalimid-szarmazék
(4, H-2545), kardioprotektiv ¢€s antiarritmids szerként
klinika II fazisig jutott (1. abra).

Jelen kozleménylinkben az 0j spinjelzd vegyiiletek és a
kettésen (fluoreszcens és spin) jelold vegyiiletek szintézise
és vizsgalata teriiletén végzett munkank néhany eredményét
mutatjuk be.

2. Uj, spinjelzé vegyiiletek szintézise

A 3 vegyiilet tovabbfejlesztésének egyik lehetdsége volt,
hogy a pirrolingylirii 4-es helyzetébe 0j szubsztituenst
épitink be. Ehhez 10j kulcsvegylileteket szintetizaltunk,
mint az 5 szimmetrikus paramagneses diént,” 6 aldehidet'’
és a 7 paramagneses boronsav észtert'' (2. dbra).
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2. abra. Néhany paramagneses kulcsvegyiilet.
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A szimmetrikus paramagnese diénbdl 1,4-bromaddicioval a
8 vegyiiletet, majd abbdl szubsztiticids reakcioval a
cisztein oldallancok kozotti keresztkotések kialakitasara
alkalmas 9 bisz-metantioszulfonatot allitottuk el6.” A 6
aldehidet Suzuki-reakcioban boronsavakkal reagaltatva 10
aldehidhez jutottunk, amelybdl tobblépéses reakcmban
kaptuk 11 metantioszulfonatokat (3. 4bra).”” Az igy
eléallitott vegyiiletekkel a Los Angelesi Egyetemen cisztein
pontmutansok vizsgalatira hasznaltak."
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3. abra. 3,4-diszubsztitualt pirrolingyiriis spinjelzd vegyiiletek szintézise.

A fehérjék modositasdnak lehetséges modja, hogy a
peptidlancba paramagneses aminosavakat épitiink be.
Intézetiinkben korabban is eldallitottak O’Donnell—
szintézissel paramagneses aminosavakat.” Legutobbi
munkdinkban 12, 13 rotacioban gatolt oldallanca
aminosavakat'® ill. a fenilalanin paraméagneses analogonjat
(14) allitottuk el6 7 boronsav észter és megfeleléen védett

L-tirozinbol ~ kiindulva vagy a racém  vegyiilet
rezolvalasaval'™'® (4. abra).
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4. abra. Uj, paramagneses aminosavak

3. Uj, kettds (spin és fluoreszcens) szenzorvegyiiletek
szintézise és novényfiziolégiai alkalmazasa

A stabilis nitroxid szabad gyokhoz (akceptor) kapcsolt
fluorofor (donor) fluoreszencia intenzitasa lecsokken.'® Ezt
a felismerést ugy fejlesztettik tovabb, hogy nem a
nitroxidhoz, hanem annak eldvegyiiletéhez kapcsoltuk a
fluorofért. Ha az igy kapott I vegyiilet nitroxidda
oxidalodik (II) a fluoreszcencia intenzitas lecsokken,
viszont a szenzorvegyiilet ESR aktivva valik, ha a nitroxid
hidroxilaminna redukalodik (IIT) a szenzor vegyiilet ismét
erdsen fluoreszkal és az ESR jel intenzitisa ismét

lecsokken (5. abra). Mivel a redox folyamat két fliggetlen
biofizikai  modszerrel (ESR  és  fluoreszcencia
spektroszkopia) kovethetd, ezért a vegyiileteket kettOs
szenzoroknak nevezzik.
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5. abra. A kettds szenzor vegyiiletek miikodésének vazlatos elve.

A 15 vegyiilettel (DanePy) dohdny levélben a nagy
intenzitasi megviagitads (pl. erés napfény) okozta stressz
soran a fotoszintetikus apparatusban keletkez6, és ott
oxidativ membran karosodast kivaltd szingulett oxigén
képzddést sikeriilt in vivo kimutatni. A fény-stressz kozben
képzé szingulett oxigén a sztérikusan gatolt amint
nitroxidda (16) oxidalja, ezzel lecsokkentve a szenzor
vegyiilet fluoreszcenciajat a levél kloroplasztiszaiban.”
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6. abra. A DanePy (15) szerkezete és oxidacidja a fény stressz kozben
termel3do szingulett oxigénnel és a fluoreszcens és spin jelolésre alkalmas
17 vegyiilet.

A fluoroforhoz kapcsolt nitroxidot reagald funkcios
csoporttal kibdvitve a 17° kettdsen jelol vegyiilethez
jutottunk, amely alkalmas a fehérjék hely- ¢és
funkcioéspecifikus modositasara szimultan fluoreszcens- és
spin-jelzéssel (6. abra). A BODIPY fluorofor és a nitronil-
nitroxid  Osszekapcsolasaval ~a  nitrogen-monoxid
kimutatasara alkalmas vegyiiletet (18) kaptuk. Amikor ez
nitrogén-monoxid hatdsdra 19 imino-nitroxidda alakul
mind a fluoreszcencia intenzitdsaban, mind az UV
abszorpcidban, mind az ESR jel csatolasaban valtozas
kovetkezik be”' (7. 4bra).

7. abra. Nitrogén-monoxid detektalasa 18 nitronil-nitroxid vegyiilettel.
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A spinjelzdk és tovabbi kettdsen jelolok szintézisérdl egy
kozelmultban megjelent 6sszefoglald kdzleményilinkben is
beszamoltunk.

Koszonetnyilvanitas

Koszonjik az OTKA (T48334, T42951) valamint az
OTKA-NKTH (K67597) tamogatasat. K. T. koszoni az
Oktatasi Minisztérium (E6tvos-0sztondij) az MTA (Bolyai-
6sztondij) tamogatasat.
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Nitroxides and their diamagnetic derivatives: synthesis and application. Spin and double (spin and fluorescent)

labeling of biomolecules.

Since their discovery in the 1960’s’, stable free nitroxide radicals
have been applied extensively, in a large variety of roles, such as
spin labels?, co-oxidants®, spin traps*, mediators of free radical
polimerization® and paramagnetic building blocks.® In our
laboratory we started to deal with nitroxides four decades ago.
The most important compounds were compound 3’ as a SH-
specific spin label and compound 4 as a cardioprotective agent.®
In the recent years we have synthesized new, 3,4-disubstituted
pyrroline nitroxide based spin labels 9, 11'*'* starting from 5, 6
and 7 and as key compounds.”'’. As another approach for of
protein modification amino acids, paramagnetic amino acids can
be incorporated into the peptide chain. For this purpose, we have
synthesized several paramagnetic amino acids with side chains
featuring a variety of size, polarity and flexibility. (12-14).'¢'8

Fluorophores respond to the attachment of nitroxides by
quenching their fluorescence. Consequently, attaching a pre-
nitroxide to a fluorophore yields the highly fluorescent compound
I, capable of yielding a paramagnetic, EPR active compound II
with low fluorescence upon oxidation of the sterically hindered
amine. However, the nitroxide might be reduced to
hydroxylamine III exhibiting high fluorescence again. These
compounds, the so called double sensors, allow following the
redox processes both by fluorescence spectroscopy and by EPR.
This idea was used utilized detect singlet oxygen in vivo, in leaves
by compound 15 which is oxidizable to compound 16 with
decreased fluorescence intensity.’ This compound was also
improved by “supplying” the nitroxide ring with a reactive group
giving compound 17 capable of simultaneous spin and fluorescent
labeling of the same site of a protein. The combination of nitronyl
nitroz)l(ide with a BODIPY dye affords 18 sensor for detection of
NO.



