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Stabilis nitroxid szabad gyokok szintézise és alkalmazasa

BOGNAR Balézs, P. SAR Cecilia, H. HANKOVSZKY Olga, KALAI Tamés és HIDEG Kalman®
PTE AOK Szerves és Gydgyszerkémiai Intézet, Szigeti iit 12, 7624 Pécs, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi
Karan a Szerves ¢és Gydgyszerkémiai Intézetben (korabban
POTE Kozponti Kutaté Labor, Kémia) az 1970-es években
kezdtiink foglalkozni a stabilis nitroxid szabad gyokok
kémiajaval. Akkoriban a szerves kémidnak ez egy uj ¢és
unikalisnak mondhatd teriilete volt, hiszen Rosantsev
¢s munkatarsai csak 15 évvel korabban kozolték az elso
eredményeiket' és Magyarorszagon addig ezt a témat
senki nem mivelte. Ugyanakkor a vilagon is csak né¢hany
kutatocsoport foglalkozott és foglalkozik a nitroxidok
kémiajaval.

1979-ben  kutatocsoportunk szervezte meg az elso
Nemzetkozi Nitroxid Konferenciat, a nyolcvanas években
pedig szamos eredmény sziiletett. Ezek koziil a legfontosabb
az 1 (HO-225)? reverzibilis metantioszulfonat SH-specifikus
spinjelzd vegyiilet €s a klinikai kiprobalas II1. fazisdig jutott
2 (H-2545)* szivgyogyszer szintézise volt (1. Abra).
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1. Abra. SH-specifikus spinjelzé (1) és keringésre haté gyogyszer-jelolt
.

Az 1980-as és 90-es években a stabilis nitroxidok kémidja
¢s alkalmazasa jelentds fejlddésen ment keresztiil. A
nitroxidokat nem csak spin-jelzéként* hanem ujabban ko-
oxidansként,’ redox-szenzorként,* SOD-mimetikumként,’
antioxidansként,® polimerizacios inhibitorként’ is
hasznaljak. Az utobbi idében szamos §sszefoglald
kozlemény és monografia jelent meg a stabilis nitroxidok
szintézisérol és alkalmazasardl.!*!! Jelen 6sszefoglalo
cikkiinkben legutobbi 6sszefoglald kdzleményiink'? dta
az ujabb spinjelzd vegyiiletek, kettdshatasu bioaktiv
vegyitiletek, kettds (fluoreszcens és spin) szenzorok
tertiletén k6zolt fontosabb eredményeket foglaljuk Gssze.

2. Eredmények

2.1. Kulcsintermedierek, valamint karbociklusokhoz
és heterociklusokhoz kapcsolt nitroxidok szintézise

A kordbban kozolt 3-szubsztitualt pirrolin-nitroxidokon (3a-
¢)'>1* tul az utdbbi idében szamos j mono- és diszubsztitualt
nitroxidot, mint fontos paramagneses ¢épitokovet,
szintetizaltunk. Igy emlitjiik 4 és 5 monojod vegyiileteket,'s
6 paramagneses boronsavat,'¢ 7 és 8 acetilén-vegyiileteket,!’

9 diént,"” 10 3,4-diszubsztitualt pirrolinokat,"” 11 B-bréom-
a,f-telitetlen-aldehidet €s 12 B-brém-a.,B-telitetlen-nitrilt."
(2. Abra).
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2. Abra. Néhany paramagneses kulcsvegyiilet.

A paramagneses aldehidbdl (3¢) 13 benzoxazolt, 14
benztiazolt, 15 benzimidazolt és 16 oxazolt szintetizaltunk,'
folytatva az intézet 1970-es években a benzazolok teriiletén
k6zolt munkait."” A 2-bréombenzimidazolt 7 vegyiiletettel
reagaltatva Sonogashira-kapcsolassal 18 paramagneses 2-
etinilbenzmidazol-szarmazékot allitottuk elé (3. Abra).2

A paramagnesesen modositott benzimidazolok koziil
19  2-acetilbenzimidazolbol tobb  1épésen  keresztiil
eléallitott 20  1,1,3,3-tetrametil-3,4-dihidropirazino[1,2-
a]benzimidazol-2-iloxil gyokot emlitjiik. A 21 vegytiletbdl
nyerhetd fémorganikus benzimidazol szarmazékbdl és
22, 23 nitronokbdl 24, 25 pH-szenzorként hasznalhatd
benzimidazolokat kaptuk? (4. Abra).

A 11 aldehid kulcsvegyiiletnek bizonyult 26 pirrolo[3,4-
blkinolin'® vazas vegyiilet ¢és 27a-¢c 2-szubsztitualt
szelenolo[2,3-c]pirrolok eldallitasahoz. A 12 nitrilbdl 28a-c¢
2,3-diszubsztitudlt-szelenolo[2,3-c]pirrolokhoz  jutottunk?'
(5 Abra).

* Foszerzo. Tel.: (72) 536-221; fax: (72) 536-219 ; e-mail: kalman.hideg@aok.pte.hu
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3. Abra. Nitroxidokhoz kapcsolt benzazolok és oxazol szintézise.
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4. Abra. Paramégneses benzimidazolok szintézise.

A B-brom-a,p-telitetlen aldehid (11) 5,6-diszubsztitualt

izoindolin-nitroxidok  (30a-d)  szintéziséhez  szintén
kulcsvegytiletnek bizonyult. Ezt a vegylletet vinil-
boronsavakkal reagaltatva, majd 29a-d aldehidek

Horner-Wadsworth-Emmons-reakcidjaval ~ kapott  trién
elektrociklizacioja €s az azt kovetd oxidacio 30a-d
izoindolinokat szolgaltatta (6. Abra).2
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5. Abra. Kinolinnal és szelenofénnel kondenzalt pirrolin-nitroxid
szintézise.
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6. Abra. Izoindolin-nitroxidok szintézise pirrolin-nitroxidokbol.
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7. Abra. Tetrahidropiridin-nitroxiddal kondenzalt heterociklusok
szintézise.
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4-0x0-TEMPO-b6l 33 1,1,3,3-tetrametil-3,4-dihidrobenz
[b][1,6]naftiridin-2-iloxil gyokot és 34 4,4,6,6-tetrametil-
6,7-dihidro-[1,2,3]tiadiazol[5,4-c]piridin-5-iloxil ~ gyokot
eléallitani'® (7. Abra).

2.2. Uj spinjelzé vegyiiletek

A dibromvegytiletbdl (10c¢) kiindulva mar korabban
eldallitottuk 35 bisz-metantioszulfonat spinjelzé reagenst,!’
amelyet Hubbell és kutatocsoportja alkalmazott lizozim
cisztein pontmutansaiban keresztkoté spinjelolésre.”® Az
Uj reagens, pl. az i és i+3 vagy i és i+4 helyeken cisztein
pontmutansokat tartalmazo a-hélix jelolésével alkalmassa
valik a mikroszekundum idéskalan bekovetkezo fehérje
konformacios valtozasok kovetésére és a spinjelzd sajat
mozgasanak csokkentése révén pontosabb tavolsagmérést
tesz lehetdvé. Ezt a spinjelzét sikerrel alkalmazta Fajer és
csoportja izomfehérje vizsgalatara is.>* Hasonld elényokkel
rendelkezik 1 spinjelzéhoz képest 11 vegyiiletbdl eldallitott,
4-es helyzetben piridin gydriit tartalmazd 36 vegyiilet,”
amely a piridingyliri masodlagos kolcsonhatdsai révén
panyvazza ki” a spinjelzét (8. Abra).
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8. Abra. Uj, SH-specifikus spinjelzok.

A B-brom-o,p-telitetlen aldehidbdl Suzuki-kapcsolassal,
majd a funkcids csoportok atalakitasaval alakitottuk ki 37
lipofil spinjelzd vegyiiletet, melyben a lipofil lanc a pirrolin
nitroxid 3-as és 4-es pozicidiban talalhat6.? Természetesen
mas lesz a spinjelz6 orientacioja, ha 38 és 40 nitronokbol

kiindulva  Grignard-reakciéval ¢és funkciés csoport
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9. Abra. Lipofil oldallanct, SH-specifikus spinjelzék.

atalakitasokkal a 2,2-, illetve a 2,5-pozicidkban alakitjuk ki a
lipofil lancot, mint 39 és 41 spinjelzok esetében (9. Abra).

A hagyomanyos spinjelzés mellett egyre szélesebb
korben terjedt el az Un. ortogonalis spinjelzés, vagyis
nem- természetes aminosavak hely- és funkcidspecifikus
moédositisa nitroxidokkal. fgy Hubbell kutatocsoportjaval
egyuttmikodve 42 spinjelzd vegyiilettel lizozim fehérje
p-acetil-fenilalaninnal modositott pontmutansat jeloltiik,”
mig 43 vegyiilettel p-azidofenilalanint tartalmazd lizozim
pontmutanst modositottunk Cu(I) iont nem igényld click-
reakcioval® (10. Abra).
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10. Abra. Ortogonalis spinjelzé vegyiiletek.

A fehérjék paramagneses modositasanak masik lehetséges
mddja, hogy az L-aminosavakat eldzetesen moddositjuk
spinjelzékkel. Az els6, nem természetes paramagneses
aminosavat (44) mintegy 30 éve kozoltiik, melyet O’ Donnell-
szintézissel allitottunk el6.” Legutobb 45 izoindolin
oldallancot tartalmazé nem-természetes aminosav szintézisét
és rezolvalasat kozoltiik a BME kutatdival egyiittmiikdve. >
A Pd(0)- és Cu(I)-katalizalt kapcsolasi reakcidk enyhe
reakcidkoriilményei lehetové teszik, hogy természetes L-
aminosavakat modositsunk nitroxidokkal a racemizacio
veszélye nélkill. Igy 46 védett p-jodfenilalaninbél 6
vegyiilettel 47 paramagneses L-fenilalaninhoz jutottunk,*
ill. védett S-propargil-L-ciszteint (48) 4-azido-TEMPO-val3!
(49) reagaltatva 50 paramagneses aminosavat kaptuk click-
reakcioval.’> Megjegyezziik, hogy click-reakcioval nemesak
aminosavakat, de mas biomolekulakat is moddosithatunk.
Példaul 1-B-D-azido-2,3,4,6-tetraacetil-D-gliikoz (51) és 7
reakcidjaval 52 vegyiilethez jutottunk, ill. 10d vegyiilettel
a 17o-etinilosztradiolt (53) reagaltatva 54 vegyiiletet kaptuk
(11. Abra).

2.3. Kettds (fluoreszcens és spin) szenzorok szintézise
és alkalmazasa

Anitroxidok csokkentik vagy kioltjak a fluoreszcens festékek
fluoreszcenciajat, még akkor is, ha nem kotik Ossze a
nitroxidot és a fluorofort kovalens kotéssel. A fluoreszcencia
kioltas négy f6 mechanizmus szerint torténhet:* Forster-
mechanizmus (rezonancia energia transzfer), Dexter-
mechanizmus, elektroncserélddéssel jaro szingulett-triplett
atmenet (intersystem crossing) és toltések szétvalasaval
jaré elektronatmenet. Green a di-fert-butilnitroxidok kioltasi
mechanizmuséara az elektroncserélédéssel jard szingulett-
triplett atmenetet valdszinUsitette.* Ez az intramolekularis
fluoreszcencia kioltassal bird vegyiiletcsalad azért kapott
jelentds figyelmet, mert szamos analitikai alkalmazésa
lehetséges. A nitroxid oxidacios allapota ugyanis jelentdsen
befolyasolja a fluoreszcencia intenzitasat. Az A, B, D
szerkezetli diamagneses molekuldk ugyanis erdésebben
(akar tobb nagysagrenddel nagyobb a kvantumhatasfok)
fluoreszkalnak, minta paramagneses C szerkezet(i vegyiiletek
(12. Abra). Az ilyen tipusu fluorofor-nitroxid vegyiileteket
- mivel a valtozdas mind ESR, mind fluoreszcencia
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11. Abra. Biomolekulak (aminosavak, szteroidok, szénhidratok) modositasai nitroxidokkal.

spektroszkopiaval kovethetd - kettdsen jelold reagenseknek
vagy kettds szenzoroknak nevezték el. Az intézetben
szamos nitroxid-fluorofor adduktot allitottunk el6.> Ezek
koziil a legsikeresebb a danzil fluorofort, pirrolin nitroxidot
és vizoldhatésagot biztositd dietilaminoetil-oldallancot
tartalmaz6 S5 ,,Danepy”-nek keresztelt vegyiilet volt (13.
Abra) amelyet novényfiziologiai vizsgalatokban az MTA
SZBK kutatdival sikeresen hasznaltuk szingulett oxigén
kimutatasara.>® A Danepyhez (55) képest 56 danzilszarmazék
a ﬂuorofort és az oldallémcot a pirrolidin gyﬁrﬁ 2- -es
kozelebb), azonban 56 szingulett oxigén hatasara kevésbé
jelent6s fluoreszcencia valtozast mutatott.’’
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12. Abra. A kettés (fluoreszcens és spin) szenzorok miikddési elve.

A danzilszarmazékokon tul kumarin (57), nitrobenzofurazan
(58) ¢és pirén (59) fluoroférokhoz kapcsoltuk a pirrolin,
pirrolidin és piperidin nitroxidokat.’® Ezek hatranya, hogy
alacsony (<600 nm) hullamhosszon emittalnak (1. tablazat).
A biol(')giai alkalmazasok sok esetben preferaljak, ha a
gerjesztés €s az emisszio a szovetek éltal kevésbé elnyelt
hossza hullamhosszi tartomanyban (600 nm-) torténik. Igy
a hosszt hullamhosszon emittald BODIPY festékhez (60) és

a Ru-fenantrolin komplexhez (61) kapcsoltuk a nitroxidokat.
Ezek koziil 60 vegytilet jo redox szenzornak bizonyult, mert
aszkorbat hatasara a fluoreszcencia intenzitasa 1,3-szorosara
nét, ugyanakkor 61 vegyiiletnél azt talaltuk, hogy képes
a DNS-be kaltralodni. A fluoreszcencia intenzitasanak
novekedése mellett az immobilizacio jelentkezett az ESR
spektrumban is.* A kettés szenzorok mellett BODIPY
koronaéter szarmazékot (62) és a BME kutatoival
egylittmikodve akridin fluorofort (63) tartalmazd ionofor
vegyiileteket szintetizaltunk.**#! Vizsgélataink szerint 62
vegyiilet Li*, Na* és Mg?" ionokra mutatott fluoreszcencia
serkentést, m1g 63 vegyiilet Mg*", Ca*" és Zn>" ionokra
mutatott fluoreszcencia intenzitasndvekedést (13. Abra).

1. Tablazat. Az 55-63 kettds szenzorok és fluoroionoforok gerjesztési és
emisszios hullamhosszai.

Vegyiilet A /A, (nm) oldoszer
55A 342/552 puffer (pH =7)
56A 342/540 puffer (pH =7)
57A 412/461 acetonitril
58A 473/529 acetonitril

59 347/386 acetonitril
60A 642/788 metanol

61 453/600 metanol

62 533/552 acetonitril
63A 387/442 acetonitril
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13. Abra. Nitroxidokkal és elévegyiileteikkel médositott fluorofor és ionofor vegyiiletek.

2.4. Kettos hatasu antioxidans vegyiiletek szintézise és
vizsgalata

Az 1990-es években ismerték fel, hogy a nitroxidok
kis moltomegli, “nem-vitamin tipusi” antioxidans
molekulaknak tekithetdk,* bar a vizsgalatok nagyrészt a
4-hidroxi-TEMPO-ra korlatozodtak.”® Intézetink kutatoi
¢és bioldgiai vizsgalatokat végzé partnereink ismerték fel,
hogy az antioxidans (gy6kfogo) sajatsag akkor hatékony, ha
a keletkez6 karos oxigén és nitrogén szabad gyokoket (ROS
¢s RNS) azok rovid életideje miatt a keletkezés helyén (in
statu nascendi) eliminaljuk. Ehhez viszont az sziikséges,
hogy a gyokfogot szovetspecifikusan akkumulalédo
biomolekulahoz (féleg a terapidban mar hasznalt és jol bevalt
gyogyszermolekula) kapcsoljuk. Anitroxidok és diamégneses
elovegyiileteik lehetséges “gydkfogd” reakcioit a 14. abra
mutatja be. A sztérikusan gatolt amin képes a reaktiv oxigén
szarmazékokat csapdazni, mikozben nem toxikus stabilis
nitroxid szabad gyok képzddik (1).* A nitroxid képes a
szuperoxid gyokot (2,3)* és a hidroxilgyokot dizmutalni (4)
ill. az atmenetifémionokat oxidalni (5), ezaltal meggatolva
részvételiket a Fenton-tipusi reakcidban. A stabilis
nitroxidok széncentrumt gyokokkel rekombinalédhatnak
(6), mig a hidroxilaminok szabad gyokoket képesek
redukalni, mikdzben 6k nitroxidokka oxidaldédnak (7). Ezen
reakcioknak koszonhetd, hogy allatkisérletes modellben
bizonyitottuk, hogy 2 (H-2545) vegyiilet képes a doxorubicin
¢s a daunorubicin metabolizmusa soran keletkezd karos
szabad gyokoket elimindlni és ezaltal csokkenteni a
mellékhatasként jelentkezo patologias elvaltozast (szivizom
karosodast) anélkiil, hogy a doxorubicin/daunorubicin
hatasat csokkentette volna.*® Munkank soran a terapiaban
hasznalatos szivgyégyszereket modositottunk nitroxidokkal
¢s elovegyiileteikkel, igy az amiodaront, a trimetazidint és a
verapamilt. A PTE AOK Biokémia és Orvosi Kémia Intézet
munkatarsaival azt talaltuk, hogy 64 amiodaron analogon
kevésbé volt toxikus, mint az ,eredeti” amiodaron.*’*

Kuppusamy és munkatarsai azt talaltak, hogy 65 modositott
trimetazidin-szarmazékkal és 66 verapamil analogonnal
kezelt patkanyok iszkémia/reperfuzio soran kisebb mértéki
szivizom elhalast szenvedtek, mint a kezeletlen illetve az
alapgyogyszerekkel (trimetazidin, verapamil) kezelt allatok
(15. Abra).*-2
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14. Abra. A nitroxidok és elévegyiileteik karos szabad gysk eliminal6
mechanizmusai.

Amerikai kutatokkal egyiittmikodve allapitottuk meg,
hogy 67 daganatellenes 3,5-diaril-piperidon vegyiiletnél
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15. Abra. A klinikai gyakorlatban hasznalt, keringésre hat6 szerek
(amiodaron 64, trimetazidin 65 és verapamil 66) nitroxid eldévegyiiletekkel
modositott szarmazékai és analogonjai.

kedvez6bb hatasu 68 (HO-3867) vegytlet. Mindkét 3,5-
diarilpiperidon szarmazék a STAT3 aktivaldsat gatolja a
patologias jelatviteli folyamatok soran a daganatos sejtekben
és a rakos sejtek apoptozisat indukalja. Ugyanakkor 68
vegytilet az antioxidans hatast (proton és elektrondonor)
hidroxilamin révén megvédi az egészséges sejteket a
daganatterapia soran keletkez6 ROS-ok karos hatasatdl.>>>*
Kidertiilt az is, hogy 68 vegyiilet gatolta a petefészek rakbol
kiindul6 attétek képzddését a FAK (Focal Adhesion Kinase)
¢és FAS (Fatty Acid Synthase) gatlasan keresztiil (16. Abra).*
A modern terdpidban egyre nagyobb szerepet kapnak a
patologias jelatviteli folyamatok gatlasara tervezett/talalt

kismolekulak.
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16. Abra. Daganatellenes 3,5-diaril-piperidonok.

Az utobbi két évtized egyik legszélesebb korben kutatott
enzimcsaladja a DNS-javité PARP (poliADP polimeraz)
enzimcsalad, amelyek aktivalédasa nem programozott
sejtpusztulast eredményezhet. A PARP enzim DNS
karosodas hatasara (szabad gyokok, alkilezd szerek stb.)
aktivalodik, természetes inhibitora a nikotinsavamid. A
nikotinsavamidnal sokkal hatékonyabb PARP-gatlonak
bizonyultak egyes heterociklusos amidok és laktamok.
Intézetiinkben szamos gy6kfogd nitroxiddal ill. nitroxid
prekurzorral modositott PARP inhibitort szintetizaltunk
abbdl a meggondolasbol, hogy a PARP enzim gatlasa mellett

annak aktivacidjat eldidéz6 szabad gyokoket is csapdazzuk
(eliminaljuk).’” Az egyik legsikeresebb PARP inhibitornak
69A (HO-3089) 4-karboxamido-benzimidazolt tartalmazd
vegytilet bizonyult (17. Abra), melyrdl bebizonyosodott,
hogy in vivo nitroxidda metabolizalddik.>®
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17. Abra.  Nitroxid-alapi” PARP-gatl6 és gydkcsapda.

Voss professzor kutatdcsoportjaval egytittmikodve néhany
nitroxiddal és nitroxid elévegyiilettel modositott fluorén-
szarmazékot teszteltiink, mint anti-Alzheimer hatasu
vegyliletet. A leghatasosabbnak 70 (HO-4160) vegyiilet
bizonyult, amely antioxidans hatdsa mellett gatolta a [3-
amiloid plakkok képz6dését is (18. Abra).>¢

oL Dy

18. Abra. Kettés hatast (B-amiloid plakkok képzédését gatlo és
antioxidans) vegyiilet.

Intézetiinkben 40 ¢és 72 nitronokbdl kiindulva Grignard-
reakciokkal 71 és 73 paramagneses deprenil analogonokat
valamint a 74 paramagneses oxotremorin analogont és ezek
diamégneses szarmazékait allitottuk eld, mint potencialis
MAO-bénitokat (19. Abra).*!
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19. Abra. Nitroxidokkal modositott MAO-bénitok.

Intézetiinkben eléallitottuk a rezveratrol (75) paramagneses
analogonjait (76-80) védett fenolszarmazékok Suzuki- €és
Heck-kapcsolasi reakcioival (20. Abra). Az eldallitott 1j
vegyiiletek nem haladtak meg arezveratrol ABTS-gyo6kkation
redukalo képességét, viszont lipopoliszacharid indukalta
makrofag sejteken kivaltott gyulladdsos folyamatokban
a TNF-a képzddését 76, 78 és 79 vegyiletek jobban
gatoltak, mint a rezveratrol (75). Ugyanakkor 80 vegyiilet
nem mutatott érdemleges, gyulladascsokkentd hatast.®
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20. Abra. Paramagneses rezveratrol analogonok.

3. Eloretekintés

A stabilis nitroxid szabad gyokok kémidja mintegy 50 évre
tekint vissza, és még szamos kihivast tartogat. Az ESR
spektroszkopia rohamos fejlédése a spinjelzd vegyiiletek
Ujabb generaciojat, de legalabbis “problémara szabasat”
igényli. Elobb-utobb a nitroxidok ¢és eldvegyiileteik
farmakofor csoportokként kertilnek bevezetésre. Itt a kérdés
az, hogy mikor és mely gyogyszercég fogja ezt megtenni.
A nitroxidok egyre névekvo szerepet jatszanak majd az
anyagtudomanyokban is, mint szerves alapi magnesek
épitékovei. Mi, a PTE AOK Szerves és Gyogyszerkémiai
Intézet munkatarsai ugy gondoljuk, hogy ez egy olyan
témateriilet, amelynek még néhany évtizedes tavlatai
lehetnek, tehat Magyarorszagon is érdemes mivelni.

Koszonetnyilvanitas

Koszonetiinket — szeretnénk  kifejezni  az  Orszagos
Tudomanyos Kutatasi Alapnak az altala nyujtott
tamogatasokért (OTKA T048334, OTKA-NKTH K67597 és
K 81123). Halaval tartozunk a kdzleményeinkben szerepld
tarsszerzodinek, akik az eldallitott vegyiiletek biologiai vagy
spektroszkodpiai vizsgalatat végezték.
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Synthesis and several utilization of stable nitroxide free
radicals

Our laboratory has a long-standing interest in the synthesis and
application of stable nitroxide free radicals. Among the first
significant results we mention the synthesis of compound 1% as a
reversible SH specific spin label and 2 cardioprotective compound.?
In the present review we summarize the results of last 5 years. The
main interests of our laboratory are: synthesis of new paramagnetic,
synthetic building blocks, new spin labels, synthesis of double
(spin and fluorescence) sensors and synthesis of dual active drugs.
For efficient application of nitroxides, mono- and disubstituted
paramagnetic building blocks 3-12 had to be synthesized.'*'®
As all synthesis practically starts from 4-oxo-TEMPO (32),' it
is a real chemical challenge to achieve nitroxides with various
substituents in the presence of ambiphilic free radical moiety. We
have worked out the synthesis of benzimidazole (20)*, quinoline
(26, 33), benzofurane (31)" and selenophene (27, 28)*' anellated
nitroxides. Starting from pirroline nitroxide 11 a new procedure
has been worked out to synthesize 5,6-disubstiuted pyrroline
nitroxides 30a-d.>> Among the new spin labels, we mention 35
reversible thiolspecific cross-linking spin label'”?*** and compound
36 capable of further secondary interactions with side-chain of a
protein.?® For orthogonal, function-specific spin labeling we can
use compounds 42 and 43, as keton-specific and azide-specific spin
labels. 2% Paramagnetic modifications of proteins can be achieved
by incorporation of paramagnetic amino acids. These are available
with O’Donnell reaction® followed by possible resolvation®! or
L-tyrosine can be modified by Suzuki and Sonogashira reaction
(see compounds 45, 47).2! Amino acids and other biomolecules
can be easily modified by 1,3-dipolar cycloaddition between azides
and ethynyl compounds (see compounds 50, 52, 54).% Nitroxides
quench the fluorescence of dyes they attached to, and this fact
can be utilized in detection of redox processes with fluorescence
and EPR spectroscopy as well.* Because these alterations can be
detected by two independent methods, these nitroxide-fluorophore
adducts are called “double sensors”. In the nitroxide-fluorophore
adducts compounds as A, B, D forms are fluorescent and as a C
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form is not (Scheme 12). Several nitroxide and fluorophore adducts
(55-61)** were synthesized in our institute, with various excitation
and emission parameters. Among the double sensors synthesized,
compound 55 (called DanePy) was the most successful, as it was
utilized in vivo 'O, detection in plant leaves.”” Beyond the synthesis
of double sensors, we have made BODIPY and acridine based
fluoroionophores (62, 63) for sensing Li*, Na*, Ca*", Mg*, Zn**
ions.**? Nitroxides and their precursors are capable of quenching
ROS and RNS species on diverse pathways (Scheme 14.), therefore
they can be considered as a non-vitamin like, small antioxidant
molecules.*** We have proved on animal model that compound 2
decrease the cardiovascular toxicity of anthracycline antibiotics*
and modified cardiovascular drugs (64-66) have beneficial effect
on infarct size of pretreated animals in an ischemia-reperfusion
experiment.**! Modification of anticancer drug 67 with reduced
form of nitroxide, compound 68 also exhibited good anticancer
activity but with less side-effects and toxicity.™ The dual-
active drugs conception was applied on PARP inhibitors too.
Compound 69A combines PARP inhibitory activity with 4-
carboxamido-benzimidazole unit, while the 2,2,6,6-tetramethyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridne part has free radical scavenging
capability, proven by EPR spectroscopy studies of excreted
metabolites.”® The modification of anti-Alzheimer experimental
drug 2-dimethylamino-7-bromofluorene with a nitroxide also has
beneficial effect on activity.” Compound 70 also can be applied for
mapping B-amyloid plaques.®® Paramagnetic analogues of deprenyl
(71,73) and oxotremorine (74) were synthesized from nitrones 40
and 72 with Grignard reaction.’ Recently we have synthesized
the paramagnetic analogues of resveratrol (76-80), although these
derivatives exhibited less antioxidant activity than resveratrol
(75).2 However, compounds 77 and 78 exhibited better anti-
inflammatory activity than the resveratrol (75) itself in cell-line
experiments. In summary, nitroxides, despite their 50 years history,
offer many perspectives in the field of spin labeling, therapy,
analytical chemistry and material sciences. Research groups from
all over the world dealing with this topic sometimes feel that many
problems has been dissolved, but still there are many challenges in
the chemistry and applications of stable nitroxide free radicals.
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