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1. Bevezetés

A Pécsi Tudomanyegyetem Szerves és Gyodgyszerkémiai Intézetében csaknem 60 éve végeznek
tudomanyos kutatomunkat a heterociklusos szerves vegyiiletek teriiletén. Az 1970-es években
Dr. Hideg Kéalméan a néhai Prof. Tigyi Jozsef akadémikus vezette Biofizikai Intézetben kezdett
el foglalkozni stabilis nitroxid szabad gyokok szintézisével. Eleinte ezek a vegyiiletek a helyi
biofizikai kutatdsok igényeit elégitették ki, majd késobb a nemzetkdzi kapcsolatok
kiszélesedésével, az 1) alkalmazasi teriiletek megjelenésével az eldallitott vegyiiletek szama
jelentésen novekedett. A Pécsi Tudomanyegyetem Biofizikai Intézetében majd a Kozponti
Kutaté Laboratériumban néhai Belagyi Jozsef professzor Gr és munkatarsai foglalkoztak EPR
spektroszkopidval.
A nitroxidok preparativ szerves kémidja, atalakitdsai és alkalmazésai témaban Dr. Lex Laszlo,
Dr. Csek6 Jozsef, Dr. Sar Cecilia, Dr. Kalai Tamas, Dr. Bognar Balazs, Dr. Kulcsar Gy6z6
készitették el doktori értekezésiiket.
A pirrolin- és piperidin-vazas stabilis nitroxidok szintézise szamos nehézséget rejt magaban:

- Gyakorlatilag egy kiindulasi anyagbol (triacetonamin) soklépéses szintézissel kell

megoldani a célmolekulak eldallitasat.
- Az ambifil nitroxid jelenlétében csak bizonyos tipusu reakciok hajthatok végre.
- Tobbszorosen szubsztitualt ottagh gylirtiknél szamottevd sztérikus gatlas alakul ki,

amely a reakciok megvalositasat neheziti illetve sok esetben lehetetlenné teszi.

Az elmult években a szabadgyokos vegyiiletek kutatdsa 6nallé tudomanyteriiletté fejlodott az
orvostudomany, a fizika és a kémia teriiletén. A stabilis nitroxid szabad gyokoket alkalmazzak
spinjelzéként fehérjék szerkezetének a vizsgalatdra, valamint kimutattdk azt is, hogy ezen
vegyiiletek és amin prekurzoraik antioxidans, szuperoxid diszmutald és kataldz hatdssal is
rendelkeznek. A nitroxidokat twjabban hasznaljdk MRI és EPR kontrasztanyagként,
sejtszaporodast és bakterialis biofilm kialakuldst gatlé anyagként, polimerizacids folyamatok

mediatoraként valamint akkumulatorok redox aktiv anyagaként.

A Prof. Siimegi Balazs vezette Interdiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola PhD-
hallgatojaként 2014-ben kapcsolodtam be a Hideg professzor ur altal vezetett kutatocsoport
munkdjaba Dr. Kalai Tamas témavezetésével. A PhD-értekezésemben az elmult 3 évben

altalam eldallitott vegyiiletek szintézisét foglalom Ossze.



2. Célkitizeés

1. Uj modszerek szén-szén kotés kialakitasara stabilis nitroxidok jelenlétében.

2. Uj, 3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxidok szintézise.

3. Azj 3,4-diszubsztitudlt pirrolin nitroxidok tovabbalakitasai kiilonds tekintettel spinjelzd
¢€s paramagneses bioaktiv vegyiiletek szintézisére.

4. Nitroxiddal kondenzalt heterociklusok el6allitasa.

Paramagneses ligandumok ¢€s spinjeldlt bioaktiv vegyiiletek szintézise.

3. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A tézisekben kozolt vegyiiletek eldallitdsara a modern preparativ szerves kémia makro és félmikro
modszereit alkalmaztuk. A vegyiileteket Merck Kieselgel 60 szilikagélen (40-63 pum) tisztitottuk
flash-oszlopkromatografias modszerrel. Az anyagok tisztasagat a kereskedelmi forgalomba
elérhet6, Merck Kieselgel GFzsa (20 x 20 x 0,02 cm) vékonyréteg-kromatografias lapon
ellendriztiik. Az olvadaspontokat Boetius olvaddspont-mérdvel hataroztuk meg. A vegyiiletek
mikroanalizisét Fisons EA 1110 CHNS elemanalizatorral végeztiik. A tomegspektrumok
TermoQuest Automass-Multi (EI) és Thermo Scientific Q-Exactive HPLC/MS/MS ESI(+)
ionizacios késziilékkel késziiltek. Az NMR spektrumok felvétele Bruker Avance I1I Ascend 500
késziilékkel tortént, a jel eltolodasat TMS-hez viszonyitottuk. A paramégneses szarmazékokat
difenil-hidrazin vagy pentafluorofenil hidrazin jelenlétében (5 ekvivalens/gyok) vizsgaltuk. Az
ESR spektrumokat a gydk 10 M CHClz-os oldatabol vettiik fel Miniscope MS 200 késziiléken.
Az IR spektrumokat Bruker Alfa FT-IR késziilékkel vettiik fel, ZnSe ATR feltéttel. Az UV/VIS
spektrumokat Shimadzu UV mini 1240 és Specord 40 spektrofotométerrel kvarc kiivettakban (1 %
1 cm) vettiik fel. A mikrohullamt reakciokat Milestone MikroSYNTH késziilekkel, bomba csdben
(15 bar) végeztiik el, a hémérsékelt mérésére beépitett infra vagy szaloptikas GaAs szenzort
hasznaltunk.



4. Uj tudomanyos eredmények

1. Uj modszert dolgoztunk ki az acetiléncsoportot tartalmazo pirrolin nitroxidok szintézisére.
Paramagneses  aldehidb6l  kiindulva  egylépéses  reakcioban,  dimetil-(1-diazo-2-
oxopropil)foszfonat (Bestmann-Ohira-reagens, BOR) alkalmazaséaval sikeriilt
megvaldsitanunk olyan 3-szubsztitualt €s 3,4-diszubsztitudlt pirrolin nitroxidok szintézisét,
melyek egy vagy két etinil funkcioscsoportot tartalmaznak. Igy kaptuk az | 3-etinil-pirrolin
nitroxidot, a Il bisz-acetilént, a |Il 3-etinil-4-fenil-pirrolin nitroxidot, a 1V 3-etinil-4-
hidroximetil-pirrolin nitroxidot valamint az V paramagneses 2-etinilpiridint.
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A 1l bisz-acetilénb6él Sonogashira-keresztkapcsolasi reakcioval kaptuk a VI triradikalis

vegyiiletet, valamint 1,3-dipolaros cikloaddiciés reakcioban a VII 3,4-bisz(triazolil)pirrolin

nitroxidot.*
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2. Az a,B-telitetlen pirrolin nitroxid észtert a B-szénen lititum-2,2,6,6-tetrametil piperidinnel
(LTMP) litidlva, majd elektrofillel reagéltatva sikeriilt egy jobb mddszert kidolgoznunk a
3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxidok szintézisére. Ez lehetdséget nyujtott 4j jod- (X), 6n-
(X1), bor- (X11) és kénorganikus (X111) vegyiiletek eléallitasara. A 1 X 3,4-dikarboxi-pirrolin
nitroxid észter egy l1épésben eldallithatd volt a kordbban kidolgozott 9 Iépéses mddszer

helyett.?
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3. Az 3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxidok tovabbalakitasi lehetOségeit is megvizsgaltuk. A
X jodszarmazékbol Sonogashira-kapcsolasi reakcioval a X1V etinilcsoportot tartalmazo
pirrolin nitroxidot kaptuk, a 1X diészter teljes és parcialis hidrolizisével a XV
dikarbonsavat és a XV karbonsav észtert, a X| tributil-6n vegyiiletbdl Stille-kapcsolasi
reakcioban a XV fenil észtert valamint a X111 fenil szulfid oxidalasaval a XVII11 fenil

szulfont allitottuk el6.2
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A X B-j6d-o,B-telitetlen észterbdl tobblépéses reakciokban sikeriilt 1), a fehérjék cisztein
oldalldncanak moddositasara alkalmas XX metantioszulfonatot illetve aminocsoportok

specifikus jelolésére hasznalhato XX aktiv észtert eléallitanunk.
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4. Pirrolin nitroxiddal anellalt gyiirirendszerek kialakitasat valositottuk meg Pd-katalizalt
keresztkapcsolasi reakciok alkalmazasaval. A XXI B-brom-a,p-telitetlen aldehid
gyuriizarasi reakciokban Buchwald-Hartwig-kapcsolassal a XXII pirrolo[3,4-b]piridin-
2(5H)-on tipusu vegyiiletet® valamint imidazollal, benzimidazollal és 2-amino-
benzimidazollal N-vinilezési reakciokban a XXII1, XXIV és XXV vegyiileteket* adta.
Tovabb vizsgilva a C-N kotés kialakitdsara alkalmas reakciokat a XXVI
dibromvegyiiletb6l tobblépéses reakcidban malonészter szintézisét kovetéen amid

kialakitasaval és gytirtizarassal a XX V11 piperidin-2-on tipusu vegyiilethez® jutottunk.
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5. A XXVIII jod-aldehid és a XXX 2-etinilpiridin jo kiindulési vegyiileteknek bizonyultak
paramagneses komplexképz6 ligandumok eldallitasara. Sonogashira-kapcsolassal, majd
metanol os-ammoniaban, AgOTf katalizatorral végzett gyiiriizarassal kaptuk a XXIX3 és
a XXXI?! paraméagneses a,0’-dipiridil tipust vegyiileteket. A vegyiiletek komplexképzd

sajatossagait Cu?* ionokkal, spektrofotometrias modszerrel vizsgaltuk.

XXVIIT XXIX XXX XXXI



A XXIX vegyiilet Job Plot diagramja alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
XXIX/Cu?* komplexben a ligandum/fém 2:1 ardnya megegyezik az o,a -dipiridil/Cu?
komplex ligandum/fém aranyaval. A XXIX vegyiilet komplexképz6 sajatossaga miatt
esetlegesen alkalmazhat6 fehérjék atmeneti fémionokat tartalmazé prosztetikus csoportjainak

modositasara.®
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1. dabra: A XXIX/Cu?* komplex Job Plot diagramja.

A XVI karbonsav észter, a XXI| B-brom-o,B-telitetlen aldehid és a XXXII allil-bromid
vegyiiletek bioldgiailag aktiv molekuldk eldallitasara is alkalmasak. Felismerve a spinjeldlt
nukleinsavak fontossdgat a XVI karbonsav észterbdl tobblépéses reakcioban kaptuk a
XXXIII pirrolin nitroxiddal kondenzalt uracilszirmazékot.? A nitroxiddal médositott
gyogyszermolekulak kotddésének a vizsgalatara szolgalt a spinjelolt-diklofendk szintézise. A
diklofenak széles korben alkalmazott COX-1 gatlo. A diklofenak-natrium sojat a XXXI|
paramagneses allil-bromiddal alkilezve kaptuk a XXXIV nitroxiddal észteresitett

diklofenakot. Ennek politejsav hordozorol torténd kioldodasi kinetikajat jelenleg is vizsgaljak.
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A XXI B-brom-a,B-telitetlen aldehidet szulfaguanidinnel reagaltatva Pd-katalizalt reakcioban
a XXXV paramagnesesen modositott szulfadiazinhoz jutottunk.®> A XXXV paramagneses
spinjeldlt szulfadiazint az osnabriicki egyetem kutatdival egylittmiitkodve M. Matthies és H.
J. Steinhoff kutatdcsoportjaval teszteltik EPR spektroszkopiai kornyezetanalitikai
vizsgélatokkal. A XXXV spinjeldlt szulfadiazin analdg adszorpcidjat vizsgaltuk huminsav
modellen. A vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a szulfadiazin kovalens kotésen
keresztiil kapcsolodhatnak a huminsavhoz, ezt az EPR spektrumban a 333 mT térerénél

jelentkezd cstics mutatja® (2. 4dbra).
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2. abra: A XXXV vegyiilet-huminsav keverék EPR spektruma.
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1. Introduction

Our research group at the Institute of Organic and Medicina Chemistry at the University of
Pécs has had alongstanding interest in the synthesis of heterocycles for nearly 60 years. In the
1970's Dr. Kalman Hideg started the synthesis of Stable nitroxide free radicals at the
Department of Biophysics headed by Prof. Jozsef Tigyi. Initially, these compounds satisfied
the needs of the local biophysical research and later, with the broadening of international
relations, and the emergence of new applications, the number of produced compoundsincreased
significantly. At the Department of Biophysics at the University of Pécs and after that at the
Central Research Laboratory Prof. Jozsef Belagyi and his colleagues started to deal with EPR
spectroscopy.

My predecessors Dr. Laszl6 Lex, Dr. Jozsef Csekd, Dr. Cecilia Sar, Dr. Tamas Kalai, Dr. Balazs

Bognar, Dr. Gy6z6 Kulcsar also prepared their doctoral (PhD) dissertation in nitroxide topics.
The synthesis of stable pirroline and piperidine nitroxides gives us several challenges:

- Triacetonamine is the only starting compound to achieve versatile target molecules by
multi-step syntheses;

- Inthe presence of ambifil nitroxide only limited types of reactions can be carried out;

- Densdy substituted five-membered rings with significant steric inhibition make the
realization of the reactions difficult or, in many cases impossible.

During the recent decades, the research of free radica compounds has developed like an
independent scientific discipline in the fields of medicine, physics and chemistry. Stable
nitroxide free radicals have been utilized in a variety of fields including spin labeling, the
construction of organic-based magnets, MRl and EPR contrast agents, redox-active
components of radical organic batteries, co-oxidants, and tools for controlled radical

polymerization.

To fulfill these various requirements a broad range of different nitroxides with miscellaneous
substituent patterns must be produced. | had an opportunity to join the research team as a Ph.D.
student in 2014. Thiswork includes the most important aspects of my contribution to theseaims
inthelast 4 years.



2. Objectives

1. New methods for the carbon-carbon bond formations, in the presence of nitroxide free
radicals,

2. Syntheses of 3,4-disubstituted pyrroline nitroxides;

3. Further transformations of 3,4-disubstituted pyrroline nitroxides for access spin labels
and paramagnetic biomolecules,

4. Synthesis of nitroxide condensed heterocycles,

5. Synthesis of paramagnetic ligands and spin-labeled bioactive molecules.

3. Experimental procedures

During our experiments we used macro- and half-micro methods of the modern preparative
organic chemistry. The compounds were purified on Merck Kieselgel Silica Gel 60 (40 - 63
um) by flash column chromatography. The purity of compounds was inspected by TLC on
commercialy available Merck Kieselgel GF2s4 (20 x 20 x 0,02 cm) plates. The melting points
were determined with Boetius micro-melting-point apparatus and are uncorrected. Elementary
analyses were performed on Fisons EA 1110 CHNS elemental analyzer. Mass spectra were
recorded on a TermoQuest Automass-Multi (EI) and a Thermo Scientific Q-Exactive
HPLC/MS/MS ESI(+) ionization. The NMR spectra were recorded on a Bruker Avance ||
Ascend 500 spectrometer; chemical shifts are referred to TMS. The paramagnetic compounds
were reduced to the N-hydroxilamines with five equivalents of hydrazobenzene (DPPH)/radical
in situ in the NMR tube. ESR spectra were taken on Miniscope MS 200 in 10% M CHCl3
solution. The IR spectra were taken with Bruker Alpha FT-IR instrument with ATR support
(ZnSe plate). The UV/Vis measurements were performed with a Shimadzu UV mini 1240
spectrophotometer in a quarz cuvette (1 x 1 cm). Microwave-assisted reactionswere carried out
inaMilestone MicroSY NTH Labstation in seal ed tubes (15 bar) with temperature control (fiber
optic probe).



4. New scientific findings

1. 3-Substituted and 3,4-disubstituted pyrroline nitroxides containing one or two ethynyl
functional groups were achieved by the reaction of paramagnetic aldehydes with dimethyl (1-
diazo-2-oxopropyl)phosphonate (Bestmann-Ohira reagent). Thus we synthesized the | 3-
ethynylsubstituted pyrroline nitroxide, the Il 3,4-diethynyl-pyrroline nitroxide, the 111 3-
ethynyl-4-phenyl-pyrroline nitroxide, the IV 4-ethynyl-3-hydroxymethyl-pyrroline nitroxide
and the V paramagnetic 2-ethynylpyridine.*
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The new ethynyl compounds were found to be useful building blocks in Sonogashira couplings
and 1,3-dipolar cycloaddition reactions. The VI triradica compound was obtained in
Sonogashira coupling reaction of 11 3,4-diethynyl pyrroline nitroxide with two equivalents of
paramagnetic vinyl iodide, and the VII 3,4-bis(triazolyl)pyrroline nitroxide in 1,3-dipolar
cycloaddition reaction with octylazide was a so prepared.
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2. Lithiation of an a,B-unsaturated pyrroline nitroxide ester at the 3-carbon with Li salt of 2,2,6,6-
tetramethyl piperidine (LTMP) followed by the treatment with electrophiles led to a new series
of 3,4-disubstituted pyrroline nitroxides, which could be used as valuable paramagnetic key



compounds exploitablefor synthesis of new | X ester, X iodine, X1 tin, X11 boronand X111 sulfur

containing nitroxides.?
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The new compounds were used in the transformations listed below: the X 4-iodoester in
Sonogashira cross-coupling reaction offered the X1V acetylene ester the hydrolysis and partial
hydrolysi of I X diester afforded the XV dicarboxylic acid and the XVI half ester. The XI

compound in Stille coupling reaction gave

the XVII phenyl ester, and oxidation of XIII

phenylsulfide yielded the XVI11 phenylsulfone.?
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The X compound was the key compound for XX NH2-specific and X1 X SH-specific spin

labels.®
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4,

The XXI B-bromo-o,p-unsaturated aldehyde and the XXVI dibromo compound were

important intermediates in the formation of the pyrroline nitroxide annulated ring system. In

4



the Buchwald-Hartwig-type reaction of XXI compound with phenylacetamide, we got the
XXI11 6,7-dihidro-1H-pyrrolo[ 3,4-b] pyridine-2(5H)-one scaffold® and the N-vinylation of
imidazole, benzimidazole and 2-aminobenzimidazole we obtained the XXI11, XXI1V and
XXV compounds.* For further investigation of the scope of the C-N coupling reactions, we
extended the reactions for intramolecular amidation thus XXVI dibromo compound was
used in amalonester synthesis, followed by amide formation and cyclization to produce the
XXVII paramagnetic piperidin-2-one compound.®

N
N
@1}7 \ Br CHO

HN

) 1 |
(o) 0 (o)
XXIV = imidazole XXVI XXVII

XXV = benzimidazole
The XXVI1I iodo adehyde and the XXX paramagnetic 2-ethynyl pyridine with Sonogashira
cross-coupling reaction followed by ring-closing in methanolic ammonia with AgOTf
catalyst under microwave irradiation afforded the XX1X3 and XXXI*! paramagnetic a,a -
dipyridyl type ligands.

XXVIII XXIX XXX XXXTI
The complex-forming ability of XXIX and XXXI compounds were tested
spectrophotometrically with Cu?* ions. Based on the Job-plot curve, we concluded that the
compound XXIX /Cu? ratio was 2:1, which is similar to an a,o -dipyridyl/Cu®" complex.

5



The complex-forming ability of compound XXIX may have applications for

paramagnetic modification of transition-metal-ion-containing proteins.

the
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01

0,05
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0 1 2 3 4 5 6
XXIX/Cu**

Figure 1: The Job-plot diagram of XXIX/Cu?* complex

The XVI half ester, the XXI B-bromo-a,B-unsaturated aldehyde and the XXXII alylic
bromide were used in the synthesis of spin-labeled (SL) biologically active molecules.

Recognizing the increasing importance of spin-labeled nucleic acids, from the XVI

compound we synthesized the XXXII1 SL-uracil derivative?, condensed with pyrroline
nitroxide moiety. The sodium salt of diclofenac with XXXI1 alylic bromide furnished the
XXXIV SL-diclofenac. The aim of the synthesis of XXXIV spin-labeled diclofenac (COX-

1 inhibitor analog) was the investigation drug’s release from the polylactic acid matrix.
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The XXI B-bromo-a,B-unsaturated aldehyde with sulfaguanidine was converted in a Pd-
catalysed reaction to XXXV SL-sulfadiazine.®> Sulfonamides are listed among the highly
important antimicrobial agents for the risk management of antimicrobial resistance due to
non-human use. The XXXV paramagnetic SL-sulfadiazine was used as a spin probe to
model the behavior of sulfadiazine by means of EPR-based environmental analytical
methods. Unspecific sorption, physical entrapment and covaent binding can be
distinguished, which is important for determination of persistence of sulfonamides in the
soil. In cooperation with groups of Steinhoff and Matthies (Osnabriick University), wefound
that our model compound XXXV upon incubation with Leonardite humic acid and laccase
gives an EPR spectrum which consists of two spectral components revealing spin labels of
different mobilities. Peak at 333 mT proves (Figure 2) the covalent binding of SL-

sulfadiazine.®
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Figure 2: The EPR spectra of XXXV compound-humic acid mixture
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