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1. Bevezetés

A neurodegenerativ betegségek, valamint az idegrendszert
érintd sériilések tobb tizmillid ember életét befolyasoljak
vilagszerte. Sajnalatos modon ezen kondiciok esetén leg-
tobbszor csak a tiinetek kezelése lehetséges, nem létezik
rajuk hatékony gyogymod. Az ezen allapotokkal jaro jelen-
ségek, mint az idegsejtek tulzott elhaldlozasa vagy a sejtek
kozotti kapesolatok megszakadasa egyes testi funkciok el-
vesztéséhez, az altalanos életmindség romlasahoz vezethet-
nek. Ahhoz, hogy az ilyen egészségiigyi allapotok kezelése
megvaldsithatd legyen, elengedhetetlen az idegsejtek mii-
kodésének, fejlodésének alaposabb megértése. Az elmult
évtizedekben tobb olyan fehérjét is azonositottak szerve-
zetiinkben, melyeknek nagy szerepiik van az idegrendszeri
folyamatok szabalyozasaban. Ezek koziil az egyik legfon-
tosabb az idegnovekedési faktor (NGF) fehérje, mely rend-
kiviil sok feladatot lat el: részt vesz az idegsejtek differen-
cialodasaban, érésében,' neuroprotektiv hatasi,? valamint
befolyasolja a fejlodo idegsejtek nytlvanyainak névekedé-
sét. Utobbi tulajdonsagat mar a vegytiletet felfedez6 kutatok
is megfigyelték.> Késobbi kisérletekben megmutattak, hogy
a neuronok axonjai nem csak intenzivebben nének NGF je-
lenlétében, hanem annak koncentraciogradiensének megfe-
leld iranyba is fordulnak.* Ezen tulajdonsagainak megfele-
16en tobb kisérletben is probaltak a vegyiiletet terapias célra
alkalmazni, azonban a fehérje hasznalata tobb szempontbol
korlatozottnak bizonyult, sulyos mellékhatasokhoz veze-
tett.> Ennek nyoman mara tobb kismolekulas vegyiiletrél
is sikeriilt megmutatni, hogy az NGF egyes receptoraihoz
kotddve hasonld hatast képesek kifejteni, igy alternativat
nyujthatnak a fehérje helyett kiillonb6zd kezelésekben.

A megfeleld hatas elérése érdekében nagyon fontos ezen ha-
toanyagok felszabadulasanak tér- és idobeli kontrollalasa.
Erre adnak lehetéséget az ugynevezett fotolabilis véddcso-
portok, melyek segitségével atmenetileg inaktivalni lehet
egy bioaktiv anyagot, majd megfeleld hullamhosszusagt
fény segitségével annak aktiv formaja ujra felszabadithato.
Az ilyen vegyiiletek tehat jol alkalmazhatdk kiilonbozoé 1¢é-
zermikroszkopias eljarasokban, ahol a hatéanyag véddcso-
porttal inaktivalt formajat juttatjak be a rendszerbe, majd
fokuszalt 1ézer segitségével azt nagy helybeli és idobeli
precizitassal szabaditjak fel.

*  Tel.: +36 70 559 8370, e-mail: bence.szabo@brainvisioncenter.com
** E-mail: levente.cseri@brainvisioncenter.com

2. Eredmények

Az alabb bemutatott projekt célja olyan fotolabilis védd-
csoporttal ellatott kismolekulas vegyiiletek eldallitasa és
karakterizalasa volt, melyek az NGF-hez hasonlo bioak-
tivitassal rendelkeznek, igy potencialisan terapias célra
hasznalhatok. Ehhez el6szor két, az irodalomban B-355252
és LM11A-31 néven ismert vegyiiletet szintetizaltunk, me-
lyekrél korabban mar bizonyitottak, hogy az idegnoveke-
dési faktor fehérje receptoraihoz kétddve neuroprotektiv
hatassal rendelkeznek, serkentik a neuritok novekedését
és akar sérilt neuronok regeneralasara is képesek.t"%?
Ezekhez fotolabilis véddcsoportokat kapcsolva Osszesen
ot uj molekulat allitottunk eld. Szintézisiiket kovetden a
vegyliletek spektroszkopiai tulajdonsdgainak vizsgalata,
valamint a fotolizisiik kvantumhatékonysaganak meghata-
rozasa is megtdrtént. Utdbbihoz egy 1) modszert dolgoz-
tunk ki a 4,4’-dimetilazobenzol fény hatasara lejatszodo
izomerizaciods folyamatat kihasznalva.

2.1. Fotoaktivalhaté anyagok szintézise

Az a-metil-6-nitroveratriloxikarbonil (MeNVOC),"*!! a
[7-(dietilamino)kumarin-4-iljmetil (DEACM),”> a [7-(di-
etilamino)kumarin-4-iljmetiloxikarbonil (DEACMOC)"
fotolabilis véddcsoportok prekurzorait, valamint az NGF
mimetikum B-355252-t" irodalmi eljarasok alapjan szinteti-
zaltuk. Az LM11A-31 esetén nem allt rendelkezésre irodal-
mi eljaras, ezt két modon is eldallitottuk (1. Abra).
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1. Abra. Az LM11A-31 szintézise. Reakciokoriilmények: (a) COMU,
DIPEA, DMF, sz.h., 3 nap, 36%; (b) piperidin, DMF, sz.h., 2 6ra, 39%;
(c) HATU, DIPEA, MeCN, sz.h., 2 ora, 32%; (d) HCI, MeOH, sz.h., 1
nap, 49%.

A B-355252 védését mindharom fotolabilis véddcsoporttal
megvalositottuk, az LM11A-31 esetében a DEACMOC ¢és
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MeNVOC csoportokat kapcsoltuk a molekulahoz (2. Abra).
Utobbi vegytiletbdl csak nagyon kis mennyiséget sikeriilt
eléallitani, a kapott diasztereomer-elegy szétvalasztasa
nem tortént meg, igy a késobbiekben ezt nem vizsgaltuk
részletesebben.
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2. Abra. Fotoaktivalhato vegyiiletek szintézise. Reakciokoriilmények:
(a) TEA, DKM, sz.h., 24 ¢6ra, 24%; (b) TEA, DKM, sz.h., 4 nap, 26%; (c)
K,CO,, DKM, sz.h., 3 nap, 72%; (d és e) TEA, DKM, sz.h., 4 nap, 11%.

2.2. Uj anyagok spektroszképiai vizsgilata

Az ﬁjonnan szintetizélt Vegyﬁletek spektroszk(')piai jel-
DMSO:acetonitril 1:99 oldoszerelegyben. Spektrofotométer
segitségével felvettiik ezek és az ezekbol késziilt higitasi
sorok elnyelési spektrumait. Ezek alapjan meghataroztuk a
molekulak fotoliziséhez hasznalt, legkisebb energiaval ger-
jeszthet6 atmenethez tartoz6é maximalis elnyelési hullam-
hosszakat, a vegyiiletek molaris abszorpcios koefficienseit
kiilonb6z6 hullamhosszakon. A higitasi sor egy-egy olda-
tan a vegyiiletek fluoreszcens tulajdonsagait is vizsgaltuk.
Utobbi azért relevans, mert a gerjesztett allapotbol fotonok
emittalasaval torténd relaxacido nem jar bomlassal, vagy-
is a fotolizis kvantumhatékonysaga szempontjabdl ez egy
kedvezotlen folyamat. A molekuldk spektroszkopiai tulaj-
donsagait az 1. Tablazat foglalja 6ssze. Lathatd, hogy az
MeNVOC csoporttal ellatott vegyiilet jellemz6i Iényegesen
eltérnek a kumarinalapt véddcsoportot tartalmazoktol: ki-
sebb hullamhosszakon nyel el, kisebb abszorbanciaval ren-
delkezik, valamint nem mutat fluoreszcens tulajdonsagokat
sem.

2.3. Fotolizis-kvantumhatékonysagok
meghatirozasa

A fotolizis kvantumhatékonysaga (®,) azt fejezi ki, hogy
egy foton elnyelése az esetek hanyad részében vezet bom-
lasi folyamathoz. Ebbdl kovetkezik, hogy meghataroza-
sahoz ismerniink kell, hogy mennyi foton éri a mintat a
kisérleteink soran. Mivel ennek szamszeriisitése sokszor
nehéz, alternativ megoldasként egy ismert kvantumhaté-
konysagu fotokémiai reakciot is hasznalhatunk referencia-
ként. Ilyenkor a két folyamatot azonos koriilmények kozott
vizsgalva kovetkeztetni tudunk az altalunk keresett értékre.
Esetilinkben, a referencidnak valasztott reakcié a 4,4’-dime-
tilazobenzol (DM AB) fény hatasara lejatszodo transz—cisz
fotoizomerizéacioja volt (3. Abra), melynek tulajdonsagai az
irodalomban ismertek.'
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3. Abra. A 4,4’-dimetilazobenzol fény hatasara lejatszodo
izomerizacioja.

Mivel a vegyiilet termikus atalakulasa nagyon lassu, ezért
abban az esetben, ha a tiszta (F)-izomerbdl késziilt minta
besugarzasat csak addig vizsgaljuk, amig a visszaalaku-
las elhanyagolhato, akkor egyiranyu folyamatként tekint-
hetiink a reakciora. Munkank soran ezt addig vettiik ér-
vényesnek, amig a keletkezett (Z) izomer hozzajarulasa a
minta abszorbanciajahoz kevesebb, mint szdzadrésze a ki-
indulési (F) formaénak. Ekkor mind a referencia reakcio,
mind a fotoaktivalhat6 vegyiiletek bomlasa az alabbi kine-
tikai egyenlettel irhato le:

dddt = —(Pgf)/V )

ahol ¢ az adott kiindulasi vegyiilet koncentracioja [M], @
az adott folyamat kvantumhatékonysaga [-], g a beesé fo-
tonfluxus [mol s, fa minta altal elnyelt fotonok hémyada
terfogata [dm?]. Amennyiben a referencia és az 0j anyagok
azonos térfogatll mintait azonos koriilmények kozott vizs-
galjuk (ahol ugyanakkora fotonfluxus éri 6ket), valamint
a koncentraciokat ugy valasztjuk meg, hogy a mintak ab-
szorbanciaja a 0 idépontban megegyezzen (ekkor az elnyelt
fény hanyada is azonos), akkor belathato, hogy a kezdeti
reakciosebességek hanyadosa az izomerizacios €s a bomla-
si folyamatok kvantumhatékonysagainak hanyadosaval fog
megegyezni. Ennek megfeléen ez egyes folyamatok kezdeti
sebességének meghatarozasara van sziikség. Ehhez a refe-
rencia anyag esetében a Lambert—Beer-torvény felhaszna-
laséval az (1)-es egyenletet atalakitva, a minta abszorbanci-
ajanak valtozasat vizsgaltuk adott idejii 365 nm-es fénnyel
torténd besugarzast kovetden.
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1. Tablazat. A fotoaktivalhato vegyiiletek spektroszkopiai tulajdonsagai

Molekula A [NM] € [M! cm™] €365 M cm™] Fluoreszcens intenzitas® [a.u.] Stokes-eltolodas [nm]
1 346 9445 7647 n.d.’ n.d.’
2 376 40210 37012 2753 89
3 376 37676 34868 2596 75
4 376 30843 28261 1262 91

¢ 1 uM-ra normalt értékek; ® nem detektalhato.

Az abszorbanciavaltozast leiré differenciadlegyenlet in-
tegralasaval egy paraméteres fiiggvényhez juthatunk. A
fliggvényt ezutan illesztettiik a referenciaminta 365 nm-es
elnyelését a besugarzasi id6 fiiggvényében mért adatpont-
jaira. Az illesztési paraméterek alapjan meghatarozhato
a kezdeti reakcidsebesség. A fotoaktivalhatd vegyiiletek
esetében is hasonloan jartunk el: a mintdkat PhotoCube
fotoreaktorban (4. Abra) kiilonbozé ideig 365 nm-es fény-
nyel sugaroztuk be, és a konverziot HPLC-vel kovettiik. A
koncentracidadatokra itt is az (1)-es egyenlet integralasaval
kaphat6 paraméteres fiiggvényt illesztettiik, igy kezdeti re-
akciosebességeket tudtunk meghatarozni.
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4. Abra. a) A fotolizis vizsgalatokhoz hasznalt fotoreaktor. b) A 2-es
molekula vizsgalata soran kapott adatok és az illesztett fliggvény.

A kezdeti reakciosebességekbdl - mivel a referencia esetén
ismert a reakcio kvantumhatékonysaga - egyszerii aranyosi-
tassal megkaptuk az 0j fotoaktivalhato vegyiiletek fotolizis
kvantumhatékonysagat, melyeket a 2. Tablazat tartalmaz.

2. Tablazat. A illesztett fiiggvényekre és a fotokémiai reakciokra
jellemzd értékek.

R*[] (dc/ds),_, [M s7] @[]
DMAB* 0,9968 -9,02410°¢ 0,18
1 0,9847 -5,87210°¢ 0,117

2 0,9999 -9,402107 0,0188

3 0,9998 -1,62410° 3,2410

4 0,9954 2,165107 4,3210°

2 Referencia reakcio: 4,4’-dimetilazobenzol fotoizomerizacio.

A kapott adatok alapjan a MeNVOC véddcsoport esetén 1é-
nyegesen nagyobb a fotolizis kvantumhatékonysaga, mint

a kumarin alapvazas véddcsoportok esetén. Fontos azon-
ban megjegyezni, hogy az itt meghatarozott értékek csak
az itt alkalmazott oldoszerben, azaz DMSQ:acetonitril 1:99
elegyben érvényesek.

3. Osszefoglalas

A munkank sordn ot 1j fotoaktivalhaté idegndvekedési
faktor mimetikumot allitottunk eld, melyek koziil négyet
részletesen is vizsgaltunk. Ezen vegytiletek fotolizisének
kvantumhatékonysaganak meghatarozasara egy 0j mod-
szert dolgoztunk ki, mely olyan esetekben is alkalmazhato,
amikor a fotonfluxus az adott kisérleti elrendezésben nem
szamszerusithetd. A jovében tobb hasonlo tovabbi vegyiilet
szintézisét tervezziik, valamint az itt felsorolt vizsgalatokat
mas - els6sorban vizes - kozegben is szeretnénk elvégez-
ni, hogy azt kdvetden biologiai kisérletekben alkalmazzuk
Oket. Ezek soran szeretnénk megvalositani az axonok ha-
rom dimenzioban iranyitott névesztését, mely lehetdséget
nyujthat megfeleld topologidji neuronhélozatok létrehoza-
sara in vitro, valamint hosszu tavon akar in vivo 1ézerterapi-
as eljarasokban idegi sériilések kezelésére is.
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Synthesis and photochemical characterization of photoactivatable nerve growth factor mimetic compounds

Neurodegenerative diseases and injuries of the nervous system af-
fect tens of millions of people worldwide. In our body, a number
of different compounds play a crucial role in the development and
survival of neurons, one of the most important being the nerve
growth factor (NGF) protein. While this protein possesses neuro-
protective properties and is able to direct the growth of axons, its
use for therapeutic purposes faces several problems. To overcome
this, a number of small molecule compounds—able to bind to the
same receptors as NGF—have been identified in the last few dec-
ades. In this work, we synthesised two of the compounds that have
previously been shown to have biological effects similar to those
of NGF. Following their successful syntheses, we were able to cre-
ate five novel caged compounds through the covalent attachment
of commonly used photolabile protecting groups (Fig. 2).

Four of the five novel compounds were then studied in detailed
spectrophotometric and photolytic studies. First, we examined

their spectroscopic properties, such as absorption maxima, fluo-
rescence and molar absorption coefficients (Table 1). Next, to de-
termine the quantum yield of their photolysis, a new methodology
was adapted using the light-controlled cis—trans isomerisation
process of 4,4’-dimethylazobenzene as a reference. This method
can be used in systems in which the photon flux can not be directly
quantified.

Using the novel compounds, we plan to carry out several biolog-
ical experiments in the future, in which the spatial and temporal
release of the bioactive compounds will be achieved using focused
light. This strategy offers the possibility of guided axon growth
in three dimensions, and with that, the chance to create in vitro
neural networks with custom topologies and, long term, to repair
nerve injuries in vivo.

131. évfolyam, 1. szam, 2025.


https://doi.org/10.1007/s10571-015-0304-5
https://doi.org/10.1016/j.tet.2010.09.028
https://doi.org/10.3233/JAD-140036
https://doi.org/10.1016/j.jsxm.2020.10.015
https://doi.org/10.1021/acs.orglett.7b00393
https://doi.org/10.1039/C7SC03627B
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.03.091
https://doi.org/10.1007/s43630-021-00162-3



