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1)

- A palyazat intézetiink korabbi, nitroxidokkal ¢és heterociklusokkal végzett
eredményein és azon a megfigyelésen alapult, hogy a fluoroférokhoz kapcsolt nitroxidok
kioltjdk a fluoreszcenciat. Ez felhasznalhato a nitroxid csoport oxidacios/redukcios
allapotanak a kovetésére mind ESR mind fluoreszcencia spektroszkdpiai modszerekkel.

- Az MTA-SzBK kutatoival az intézetiinkben eléallitott (HO-2150NH) 1 DanePy ill.
(HO-1889/NH) 2 vegyiiletekkel, mint kettds jelold reagensekkel vizsgaltuk UV-A és UV-B
fény hatasara bekdvetkezo reaktiv oxigén szabadgyok (ROS) termelddést spendt levelekben.
A szenzorok mitkddésének elve, hogy a sztérikusan gatolt aminok feloxidalodnak nitroxidda,
ezaltal csokkentik a hozzajuk kotott fluoroforok kvantum hatasfokat ill. teljesen kioltjak a
fluoreszcenciat. A két vegyiilet csupan egy dietil-aminoetil oldallancban kiilonbozik. Mig a
DanePy (1) szelektivitist mutat a szingulett oxigénnel (‘O,) szemben, addig a 2 vegyiilet

fluoreszcenciaja mind szingulett oxigénnel, mind szuperoxid anionnal (O,") kiolthato.
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A fenti két ROS szenzor alkalmazasanak kombinaciojabol arra lehetett kovetkeztetni, hogy a
spendt levelekben a rovidebb hullamhosssza UV-B sugarzds hatdsara inkdbb a szuperoxid
gyok termelddés a dominans és a fotoszintetikus elektrontranszport jelentékenyen sériil, mig
UV-A fény esetében inkabb szingulett oxigén termelddik.' Ez a kisérlet sorozat kdzvetleniil
bizonyitotta, hogy UV-A hatdsara szingulett oxigén keletkezik ¢és a gazdasagi
haszonnovények stressztlirési mechanizmusanak megértéséhez is reményeink szerint
hozzajarul.

- Az MTA-SzBK-s kozremiikddd partnereink ELTE-s kutatokkal egyiitt vizsgaltak
sOtétben csiraztatatott borsdé (Pisum sativum) fény okozta karosodasat. Ennek soran
bebizonyitottdk, hogy a szar kezdeményekben mér kis intenzitasti sugarzds is okozhat
karosodast a klorofill bioszintéziséhez fel nem hasznalt porfirin kozvetitette fotodinamias
reakcié Utjan. Ennek sordn a membranokat karositd szingulett oxigén is keletkezik, ez az 1
vegyiiletet nitroxidda oxidalja, lecsokkentve annak fluoreszcenciajat.”

- Kozremiik6do partnereink az 1 kettdsen jelolo reagenssel 3 arpafajta (,,Cork™, ,,Prestige” és
»Golden Promise”) UV-B sugarzas tlird képességét vizsgaltdk. A sugarzas hatasara az
arpafajtak leveleiben bekovetkez6 ROS képzddést DMPO (3) csapdazassal mutattak ki (1.
abra).
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1. dbra Az arpafajtak leveleibdl készitett extraktum + 3 ESR
spektruma kezeletlen (standard nevelési fényviszonyok, feliilrél 1-3
gorbék), UV-B kezelt (standard fény + 17.6 kI m™ s™' kiegészitd UV-
B). A 7., legals6 gorbe referencia spektrum, ndvényi extraktum
nélkiili 3 + Fenton-reakcid ESR spektruma.

A spincsapdéazés, ndvényi pigment, gazcsere, antioxidans mérések és a fehérje degradécios
mérések alajan a ,,Golden Promise” fajtanak legnagyobb az UV-B sugérzas tiiré képessége.’

- Ennek a munkanak a tovabbi kiterjesztése volt az 5 és 6 danzilszdrmazékok
szintézise a 4 nitrilszarmaz¢ékbol kiindulva. Az 5 és 6 vegyiiletek valdjaban 1 és 2
danzilvegyiiletek 2-szubsztitudlt pirrolidin analogjai.
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Az MTA-SzBK ¢és japan kutatok vizsgaltadk a négy kettdsen jelold vegyiiletet (1,2,5,6) ¢€s
megallapitottak, hogy az in vitro végzett ndvényfiziologiai kisérletekben a ROS-kal szembeni
érzékenység 1 és 2 vegyiilet esetében jobb volt, mig 5 és 6 vegyiiletek in vivo rendszerekben
lehetnek elénydsebbek.* A fentickben ismertetett vizsgalatoknak fontos szerepe van a
szarazsagtiir6 fajtak kivalasztasaban, igy kozvetlen gyakorlati/gazdasagi jelentdséggel birnak.

2.) Olasz és izraeli kutatokkal egyiittmikodésben a szarvasmarha [-laktoglobulinjanak
hidrofob kotéhelyeit vizsgaltuk ESR és fluoreszcencia spektroszkopiai modszerekkel 7
(HO-30) ¢és 8 kettdsen jelold vegyiiletek segitségével. A vizsgélatok soran megallapitottuk,
hogy csak a 8, hidrofob oldallanccal rendelkezd, kettosen jelold vegylilet kotodott a
fehérjéhez, valamint a kotddés helyét és mértékét a nativ protein hdmérsékletének
valtoztatasaval is lehet befolyasolni.”
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3.) Tovabbi kettésen jelold vegyiileteket allitottunk elo, ezekben kumarin (9),
nitrobenzofurazan (10) és BODIPY (11) festékekhez kapcsoltuk a nitroxid gyokoket ill azok
amino prekurzorait.>’ Az uj, kettésen jelols vegyiiletek a danzil-nitroxid/donor-akceptor
vegyiiletekhez hasonléan miikodnek, viszont a kiilonbozé gerjesztési  (330-515 nm) és
emisszios (380 - 540 nm) hullamhosszak tovabb bdvitik az alkalmazasi lehetéségeket. A
BODIPY fluorofort nitronil-nitroxid molekuldhoz kapcsolva nitrogén-monoxid kimutatdsara
alkalmas kettSsen jelold vegyiilethez (12) jutottunk.® Az NO hatasara képz6dé 13 imino
nitroxid optikai logikai kapuként alkalmazhatd, mert intenziv fluoreszcenciat csak
redukaldszer pl. aszkorbinsav és az imino nitrogén protonalodésa esetén (savas kdzeg) mutat
(2. abra).
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2. abra: A 13 vegyiilet (15uM) fluoreszcencia intenzitasanak valtozasa aszkorbinsavval (AA) torténd redukcio
hatasara pufferolt ill. savas kozegben.

A kettdsen jelolo ill. kettds szenzor vegyiiletek mellett diamagneses BODIPY - szarmazékokat
szintetizaltunk, mint pl. a 14 tiolspecifikus vegytilet és a kdliumion detektalasara alkalmas 15
fluoroionofor.®

14 15

A kettésen jelold vegyiiletek egy tovabbi csoportja a poliaromas szénhidrogénekhez (mint
fluoroféorokhoz) kapcsolt ill. kondenzalt nitroxidgylriit vagy annak redukalt szdrmazékat
tartalmazé vegyiiletek (16, 17, 18).”>'*!" A kettdsen jel6l6 sajatsaguk mellett ezek a
vegyiiletek kdrnyezeti kémiai szempontbol is fontosak lehetnek, mert a motorizacié toxikus
melléktermékeként keletkezd poliaromas szénhidrogének ESR spektroszkopiaval torténd
biofizikai vizsgalatara (pl. diffizi6 membranokban) nyilik lehetdség (Q = O’).
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4.) A nitroxidgytirivel kondenzalt karbociklusok szintézise mellett kidolgoztuk a
heterociklusokkal kondezalt ill. heterociklusokhoz kapcsolt nitroxidvegyiiletek szintézisét is
,klasszikus” ill. Pd-katalizalt keresztkapcsolasi reakciokkal. Igy paramagneses piran-,’
furan- °, tiofén-’, izotiazol-,” uracil-'* (19), nikotinsavamid- (20),"" kinolin-'!, kumarin-'' (21)
benzazol-'"2, indol-'2, oxazol-'2, benzofuran-'? és tiadiazol-'? (22) analogokat készitettiink.

A vegyliletek koziil kiemelném a heterociklusos, paraméagnesesn moédositott ligandumokat,
igy a 23 paramagneses fenantrolint,” 24 porfirin és 25 8-hidroxi-kinolin vegyiileteket.'?
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5.) A paramagneses boronsavak és boronsav észterek eldallitdsa szintén nagy eldrelépést
jelentett a kettdsen jelold vegyiiletek szintézisében, mert 26, 27 ¢és 28 vegyiiletek
tetszélegesen kapcsolhatok halogéntartalmi aromés-, heteroaromds- és vinil-halogenidekkel
Suzuki-reakciokban gy, hogy a C-C kotés kialakitasahoz nem kell megvédeni a nitroxid
funkcidscsoportot. A 26 boronsav tovabbi elénye, hogy szénhidrat-affin spinprobaként is
alkalmazhato. A 26 vegyiiletet inulinhoz adva jelkiszélesedést figyeltink meg (3. abra).'® !
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3. dbra: A 26 vegyiilet (9.3 x 10 M) ESR spektruma (a) foszfit pufferban (pH = 6.9); (b) 26
boronsav (9.3 x 107 M) + 40 mM fruktéz foszfat pufferban; (c) 26 boronsav (9.3 x 10° M) +
10 mM inulin foszfat pufferban és a spektrum 3372-3380 G kinagyitott (166 %) tere.

6.) Munkank sordn 1j, homo- és heterobifunkciondlis, keresztkotd spinjelzd vegyiileteket

llitottunk eld. Ezek a vegyiiletek tiolspecifikus (29, 30) és tiolspecifikus/fotoaktivalhaté
funkcioscsoportokat tartalmaznak (31). "%
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7.) A 32 nitronbo6l kiindulva 33 és 34 2-szubsztitualt pirrolidin-aldehideket allitottunk elo.
Ezek bioaktiv vegyliletek szintéziséhez bizonyultak kulcsintermediereknek mint pl.
paramagneses warfarin (35), Ca”"-antagonista nifedipin (36) , szalicilsav (37) analogok."
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Intézetiinkben elsdsorban keringésre hat6 szerek pl. amiodaron 38, mexiletin 39 nitroxidokkal
torténd modositasaval is foglakoztunk. Azt tapasztaltuk, hogy ezek a vegyliletek megtartottak
eredeti hatasukat és az 1j analdogok antioxiddns hatassal birnak. Az 01j analogok és a H-2545
(40) kisérleti gyogyszer képesek csapddzni a doxorubicin oxidativ metabolizmusa

kovetkeztében képz6ds ROS-okat, pl. O,7."* A kettdsen jelold vegyiileteknél a ROS-ok
analitikdjaban hasznalt elv jol alkalmazhat6 a gyogyszerkémiai kutatdsokban is.
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8.) Intézetiinkben a kdzelmultban elért eredményeket — beleértve a kettdsen jelold vegyliletek
szintézisét is - Osszefoglald cikkben ismertettiik.”” Kutatocsoportjainkhoz 3 PhD hallgaté is
csatlakozott (Barta Csengele, Bognar Balazs, Kulcsar Gy6z0) a palyazat néhany eredménye
az O disszertacidikban is szerepel ill. szerepelni fog.'® Részben a fenti kutatomunka alapjan a
témavezeté (Kalai Tamas) a Debreceni Egyetemen habilitaciot'’ szerzett ill. benydjtotta
akadémiai doktori értekezését.'



Osszefoglalva: Jelen palyazat keretében novényfiziologiai kutatasokra alkalmas kettdsen
jeldld (spin és fluoreszcens) vegyliletek szintézisét dolgoztuk ki és azok néhany alkalmazasat
mutattuk be. Szénciklusokhoz és heterociklusokhoz kapcsolt nitroxidokat szintetizaltunk,
ezek kozott pl. komplexképzo, spinjelzd és bioaktiv vegyiileteket taldlunk. A palydzat soran
eléallitott mintegy 120 db 10j vegyiilet koziil a paramagneses boronsavak (amelyeket a
legjobb tudomasunk szerint els6ként allitottunk eld) tiinnek a legigéretesebbnek.

Tovabbi kutatasaink soran, amennyiben erre lehetéség nyilik, tovabbi paramagneses
boronsavak szintézisével, hosszabb hulldmhosszon fluoreszkalé kettdsen jelold vegyiiletek,
bioaktiv molekuldk, gyogyszerek, 0j spinjelzd vegyiiletek szintézisével és ezek vizsgalataval
kivanunk foglakozni.
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