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Roviditések jegyzéke

Rovidités Teljes kifejezés

A terllet (area)

A549 human alveolaris hamsejt adenokarcindma
sejtvonal

ACN acetonitril

ATP adenozin-5'-trifoszfat

ATPaz adenozin-trifoszfataz

a.u. onkényes egyseg (arbitrary unit)

Caco-2 human kolorektalis adenokarcindma sejtvonal

CEM human T-limfoblasztéma sejtvonal

CHX ciklohexan

clogP szamitott logP

COX ciklooxigenaz (enzim)

CYP citokrom P450 (enzim)

DMBA 7,12-dimetil[a]benzantracén

DMSO dimetil-szulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

(E) transz (entgegen)

Es szterikus szubsztituensallando

ESI elektroporlasztasos ionizacio

FCS fotalis borju szérum (fetal calf serum)

FID langionizacios detektor (GC)

FITC flureszcein-izotiocianat

FLD fluoreszcencias detektor

FT Fourier transzformacio

Go a sejtosztédas "nyugalmi" szakasza

G a sejtosztodas elsé ndvekedési szakasza

Gz a sejtosztdédas masodik ndvekedési szakasza

GC gazkromatografia

GSH redukalt glutation

GSSG oxidalt glutation (glutation-diszulfid)

GST glutation-S-transzferaz (enzim)

GSTM md-tipusu glutation-S-transzferaz (enzim)

HelLa human méhnyak karcindbma sejtvonal

HOMO legmagasabb energiaju betoltott molekulapalya

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

HTC-116 human kolorektalis epitelialis karcinoma sejt

ICs0 50%-0s gatlasi koncentracio

ICT intramolekularis toltésatvitel

IxB a nuklearis faktor kappa B transzkripcids faktort

gatlo fehérjéje



IR
Jak
Jak/STAT

K
L1210
logP
LUMO
M
MCF-7

MDA-MB-231

MeOH
Molt 4/C8
MR

MS

mtsai
NF-kB
NMR

NAC

NOE
NAD(P)H
Nrf2
Nrf2-Keap1

P388
PC-3
pH

Pl
pKs

RF VRK
RNS
ROS
RPMI

Ry

Rwm
RP-HPLC
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infravoros (infrared)

Janus-kinaz

gyulladasokat, immunvalaszokat vérképzést
szabalyoz6 jelatviteli utvonal

kromatografias retencios tényez6

egér limfocitikus leukémia sejtvonal

megoszlasi hanyados tizes alapu logaritmusa
legalacsonyabb energiaju ures molekulapalya

a sejtosztodas mitdzis és citokenézis szakasza
human  Osztrogén receptor negativ. emld
adenokarcindma sejtvonal

human  Osztrogén receptor negativ. emld
adenokarcindma sejtvonal

metanol

human T-limfoblasztéma sejtvonal

szterikus és polarizalhatésagi szubsztituensallando
tomegspektrometria (mass spectrometry)
munkatarsai

nuklearis faktor-kappa B (transzkripciés factor)
magneses magrezonancia (nuclear magnetic
resonance)

N-acetilcisztein

nuklearis Overhauser effektus
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid(-foszfat)
transzkripcids faktor

antioxidans gének expresszidjat szabalyozo6
jelatviteli atvonal

eger limfoid neoplazma sejtvonal

human prosztata karcindma sejtvonal
hidrogénion-kitev6 (pondus Hidrogenii)
propidium-jodid

savi disszociaciés allandd tizes alapu negativ
logaritmusa

forditott (reverz) fazisu vékonyrétegkromatografia
ribonukleinsav

reaktiv oxigénszarmazékok

sejtkultura tapoldat

kromatografias retencios faktor

kromatografias retencios kapacitas

forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia  (reverse  phase  high
performance liquid chromatography)
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SF-295 human glioblasztoma sejtvonal
STAT jelatviteli és transzkripcids aktivator
TOL toluol

TPSA topoldgiai polaris felulet

R kromatografias retencios id6

TRIS tris(hidroximetil)-aminometan

uv ultraibolya

UV-VIS ultraibolya-lathaté (fény)

VRK vékonyréteg kromatografia

(2) cisz (zusammen)
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1. Bevezetés

MTA doktori dolgozatomban az MTA kandidatusi fokozat [1] megszerzését
kovetd kutatbmunkam eredményeit foglaltam Ossze. A kutatasi eredmények
legnagyobb hanyada a Pécsi Tudomanyegyetem Orvosi Kémiai (ma Orvosi és
Biokémiai) és Gyodgyszerészi Kémiai Intézeteiben végzett munkaimmal
kapcsolatos. A kandidatusi fokozatom megszerzését kovetben a szintetikus
munkakat egyedul végeztem. A vegyuletek szerkezetvizsgalata, bioldgiai
hatasainak vizsgalata egyrészt a PTE AOK Orvosi Kémiai, majd a PTE GYTK
Gyogyszerészi Kémiai Intézetben, masrészt hazai és nemzetkdzi kooperaciokban
tortént.

A Gydgyszerészi Kémiai Intézet megalakulasat (2002) kovet6 els6 években
szintetikus munkaimat Sohar Pal professzor kutatocsoportjan belul, az 6
laboratériumaban folytattam. 2004 évt6l kezddédben tudtam megalakitani
kutatocsoportomat. Id6vel laboratoriumi tevékenységem jorészt a kisérletek
tervezésére, beallitdsara, a munkatarsak munkainak iranyitasara és a kiseérletek
eredményeinek kiértékelésére szlkult. Ezeknek megfeleléen a dolgozatban az
eredmeényeket tobbes szam elsé személyben mutatom be.

A kandidatusi munkam soran kalkonok (4) és kulonb6z6 gylritagszamu
(E)-2-benzilidén-1-cikloalkanonok  (1-3) és  (E)-2-benzilidénbenzociklo-1-
alkanonok (5-7) (1. abra) ditiokarbaminsavval és tiokarbamidszarmazékokkal
lejatszodo reakcioit vizsgaltam. A gydrizarasi reakciok eredményeként pirimidin-
és 1,3-tiazin-szarmazékokat szintetizaltam. Az 1-3 vegyuletek tiol-reagenssel
lejatsz6d6 reakcidinak sztereokémiaja a gylritagszam és a reakciokozeg
savassaga fuggvényeben valtozasokat mutatott [1]. (Megjegyzés: Bar a kalkonok
IUPAC nevezéktan szerinti szamozasa kuldonbozik az 1. abran feltintetett
szamozasoktdl (az 1'-6’ poziciok az A-gylrl szubsztituenseinek helyzetét jeldlik),
a 4 vegyuletek és gylrls analogjaik (5-9) spektroszkopiai és reaktivitasbeli
vizsgalatai eredményeinek egyszeribb Osszehasonlitasa érdekében, a
dolgozatban az 1’-6’ poziciok a kalkonok (4) B-gyirijének pozicioit jelolik.)

0 ) 6' 6 0 B 6' Q 6'
NN 5 = SN N2 S
1 | -—X 1 e | B x " | 1 x
(CH)n\ _A 4 A 2 2 N4 (CHaNN~ ,
n=1 1 ¥ 3 s n=1 5 4
n=2 2 4 n=2 6
n=3 3 n=3 7
k

1. abra. A szintetizalt (E)-2-benzilidén-1-cikloalkanonok (1-3),
2-benzilidén-1-benzocikloalkanonok (5-7) szerkezete

alkonok (4) és (E)-

Kandidatusi vizsgalataim folytatasaként, kezdetben elsésorban szintetikus
munkakat végeztem. E munkak elsddleges ceélkitizése a korabban vizsgalt
kalkonok (4) és a vegyuletek kilonboz6 gylritagszamu analégjainak tekinthet6 (5-
9) szarmazékok szerkezet-daganatsejt citotoxicitas, valamint szerkezet-reaktivitas
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Osszeflggéseinek vizsgalata volt. A vegyuletek egy a korabbiaktol némileg
kulonb6z6 szerkezeti csoportjat képeztek a  benzilidén-molekularészt
ferrocenilidén-molekularésszel helyette3|tett szarmazékai (10-14) (2. abra

&
CH)n e
2, ez (CH; 2
278 &

n=1 10
Z=0 8 n=2 11 2=0 13
Z=S 9 n=3 12 Z=S 14
a)X=H d) X=N(CHa), g) X =Br
b) X = CHs e)X=F h) X = CN
c) X = OCH, fX=Cl i) X = NO,

2. abra. A szintetizalt heterociklusos kalkon-analogok (8,9) és kalkon-ferrocén
hibridek (10-14) szerkezete

Munkam kezdetén, Jonathan Dimmock (University of Saskatchewan,
Saskatoon, Kanada) professzorral tortént egyuttmikoddés keretében, a szintetizalt
vegylletek in vitro daganatsejt citotoxikus hatasat egér P388 és L1210 leukémia
sejtekkel, human Molt 4/C8 és CEM T-limfocitakkal, valamint tovabbi mintegy 60,
kldnb6z6 human szervbdl szarmazo tumor sejtvonallal szemben vizsgaltuk.

A kalkonok szubsztitualt 1,3-difenil-2-propenon-szarmazékok, melyek
megismert biolégiai hatadsai a lipofil tulajdonsagu 1,3-difenil-2-propenon
alapszerkezet részvételével kialakuld nem-kovalens kdlcsonhatasok, az aromas
gylrlk elektrofil reaktansokkal, és/vagy a polarizalt szén-szén kettés kotés
nukleofil centrumokkal lejatszddo reakcioi eredményeként alakulnak ki [2].

A nem-kovalens kdlcsdnhatasok kozott jol dokumentalt a kalkonok néhany
enzimmel (pl. CYP1A, topoizomeraz Il), tubulinnal és DNS-sel kialakitott
kolcsOnhatasa. Ezeknek a kdlcsdnhatasoknak a kialakitasaban fontos szerepet
jatszik a vegyuletek tér- és elektronszerkezete, valamint lipofil tulajdonsaga [3]. A
konjugalt kalkonok tér- és elektronszerkezete egymassal szoros Osszefliggést
mutat. A két hatas egyidejl vizsgalatanak egyik gyakran alkalmazott mddszere az
aromas szubsztituenseknek a konjugalt rendszer tér- és elektronszerkezetére
gyakorolt hatasainak spektroszkopiai modszerekkel t6rténd vizsgalata.
Vizsgalataink soran IR és '3C NMR spektroszkdpiai modszereket alkalmaztunk. A
vegylletek lipofilitasanak jellemzését RF-VRK és HPLC-UV-Vis mddszerekkel
végeztuk.

Az 5-7 vegylletek daganatsejt citotoxikus hatdsanak megismerését
kovetden in vitro és in vivo vizsgalatokat terveztink az egyik legkiemelkedébb
hatasu szarmazék (7c) és egy kevésbé hatékony analdgja (7b) lehetséges
molekularis mechanizmusainak megismerése céljabdl. E munkak keretében célul
thztlik ki a két vegyulet Jurkat T sejtek sejtciklusara és tiol-statuszara gyakorolt
hatasanak vizsgalatat.
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A T7c szarmazék in vivo daganatellenes hatasat a vegyllet 7,12-
dimetil[a]lbenzantracén (DMBA) altal kivaltott génexpresszidkra gyakorolt hatasa
alapjan vizsgaltuk. A genotoxikus karcinogén DMBA altal kivaltott génexpressziok
nagyfoku csOkkenése alapjan feltételeztik, hogy a vegyulet gatolja a DMBA CYP-
enzimek altal metabolikus aktivalodasat. Ezt az in vivo kisérleteken alapulo
feltételezést a 7c és analogjaik CYP1A enzimaktivitasra gyakorolt gatlé hatasanak
in vitro vizsgalata alatamasztotta.

A testidegen vegyuletek szervezetbeli sorsat azok lipofil jellegén tulmenden
a metabolikus enzimekkel torténé kolcsonhatasuk (biotranszformacid) hatarozza
meg. A kalkonok és a vizsgalt kalkonszarmazékok metabolikus transzformacioi
kozott a legnagyobb jelentéséggel az aromas gyirik CYP enzimek altal torténd
oxidacidja, az enon rendszer redukcidja, valamint a glutationnal (GSH) lejatszodo
konjugacios reakcidi birnak [4]. Ez utobbi atalakulasok lejatszodhatnak a cellularis
makromolekulak reaktiv tiolcsoportjaival is [5,6]. Ezek a kdlcsdnhatasok (részben
vagy egészben) alapjat képezhetik a vegyuletek megfigyelt biologiai hatasainak
[7,8]. Ugyanakkor, a metabolikus transzformaciok ismerete a testidegen anyagok
(metabolikus) stabilitdsanak is fontos jellemzéje.

A vizsgalt vegyuletek igéretes in vitro daganatellenes hatasainak
ismeretében kisérleteket végeztunk kivalasztott kalkonszarmazékok in vivo
vékonybélbél torténd eliminacidjanak, valamint vékonybél-metabolizmusanak
megismerése céljabdl. E vizsgalataink részét képezték azoknak a Fischer Emil
(Pécsi Tudomanyegyetem, Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, Pécs)
professzorral tortené egyuttmikodés keretében megkezdett és ma mar a
Gyodgyszerészi Kémiai Intézetben folyamatban I|évé vizsgalatoknak, melyek
keretében tobbek kozott kapszaicinoidok [N26] és néhany nemszteroid
gyulladascsokkent6 vegyulet [N8, N9] vékonybeélbdl torténd eliminacidjat és
vékonybél-metabolizmusat is vizsgaltuk.

A vizsgalt vegyuletek tiol-reaktivitasan alapulé hatasainak vizsgalata
céljabol, munkak kezdetén célul tiztuk ki a 4-7 vegyuletek glutationnal (GSH) és
N-acetilciszteinnel (NAC) lejatszddd reakcidinak vizsgalatat. E munkak soran
kapcsolatot kerestlnk a kulonb6zéképpen szubsztitualt kalkonok és a kulonb6zd
gyuritagszamu kalkon-analdgok citotoxicitasa és a két tiolszarmazékkal szemben
mutatott reaktivitasa kozott. E  munkaim soran eredményes kutatasi
egyuttmikodeés alakult ki professzor Caridad Noda Perez (Federal University of
Goias, Goiania, Brazilia) és professzor Hamilton Napolitano (State University of
Goias, Anapolis, Brazilia) kutatocsoportjaival. Az  egylttmikodések
eredményeképpen a vizsgalt vegyuletek kore kibdvult szamos szubsztitualt bisz-
kalkon (15), 3,5-bisz(dialkilaminometilén)-szubsztitualt-4-OH-kalkon (16), valamint
szulfonamid-funkciot hordozo, nyiltlancu (17) és gylris kalkonszarmazék (18)
vizsgalataval (3. abra).

A 4’-helyzetben szubsztitualt kalkonokkal (4) Osszehasonlitva a 16
szarmazékok 3,5-helyzetl dialkilaminometilén-csoportja egyrészt csokkentette a
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vegyuletek lipofilitasat, masrészt elektronvonzé (negativ induktiv) hatasaik révén
modositotta azok enon funkcidjanak elektroneloszlasat. A forgalomban 1évd
gyogyszerek korében szamos vegyulet rendelkezik alkilamino oldallanccal. Ezért
tervbe vettik a 4-OH-kalkonok (4) és a 3,5-bisz(dialkilaminometilén)-szubsztitualt-
4-OH-kalkonok (16) egy-egy képvisel6jének a fenti allatkisérletes modell
alkalmazasaval torténd vékonybél-eliminaciojanak és —metabolizmusanak

0sszehasonlité vizsgalatat.

Ri~...R>
0 N (0]

15

3. abra. A 15-18 vegyuletek szerkezete

A disszertaciéban targyalt sajat eredmények és az azokkal kapcsolatos
irodalmi vonatkozasok koénnyebb megkllonbdztetése érdekében a dolgozatot
alkoté sajat eredményeinket tartalmazé kozlemények felsorolasa az
Irodalomjegyzék 1.D fejezetben ([D1-D39]) torténik. Az értekezéshez kapcsoldédd
egyéb sajat koézleményeink ([S1-S37]), valamint tovabbi, az értekezés
témakoréhez nem kapcsol6odé kozleményeim ([N1-N84]) felsorolasa az
Irodalomjegyzék 1.S, illetve |.N fejezetekben talalhatdé. A nem sajat munkaimat
jeldlé irodalmak felsorolasa a szovegben arab szammal szdgletes zardjelben [1-
418] az Irodalomjegyzék ll-ben jelenik meg.
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2. A kutatasi terulet hattere

Ebben a fejezetben a dolgozatban 6sszefoglalt munkak irodalmi hatterét
mutatom be. Mivel a munka tematikusan ativel a szintetikus szerves kémia, az
analitikai kémia, a biokémia és az allatkisérletes farmakokinetika egy-egy koralirt
terlletén, ezért ennek a fejezetnek az Osszeallitasanal igyekeztem a relevans
irodalmi ismereteket is a felsorolt tudomanyteruleteknek megfelel6en
csoportositani, illetve bemutatni. Mivel az egyes kutatasi terlletek id6rendi
sorrendben is kovetik egymast, igy a fejezetek a kutatasok egymasra épulését,
azok kapcsolodasi pontjait is szemléltetik.

A kalkonok (4) természetes vegyuletek, leggyakrabban a magasabb rendi
novenyekben, f0leg a Leguminosae, Asteraceae és Moraceae csalad tagjaiban
fordulnak el6é [D1]. Ezeket a ndvényeket gyakran hasznaljak a hagyomanyos
orvoslasban, ezért a kalkonok gyulladascsokkentd, antimikrobialis, antifungalis,
antiviralis, antidiabetikus és kemopreventiv hatasait kiterjedten vizsgaljak szamos
laboratériumban. Felismerve a természetes kalkonok sokréti, farmakologiailag is
hasznosithatd bioldgiai hatasat, nagyszamu szintetikus kalkon és kalkon-analog
szintézise és biologiai hatasainak vizsgalta indult meg és folyik napjainkban is
[D2,2-23].

A térszerkezet és a bioldgiai hatas Osszefuggéseinek vizsgalata egydutt
haladt a gyogyszerként hasznalt kismolekulak, valamint a cellularis
makromolekulak haromdimenziés szerkezetének, valamint konformacios
viszonyainak megismerésére alkalmas analitikai modszerek fejlodésével. A
térszerkezet és a biologiai hatas kozotti 6sszefuggés vizsgalatanak egyik terulte a
konformative flexibilis (nyiltlanca) molekulak rogzitett konformacioju, vagy
csOkkent konformaciés mozgasi szabadsaggal bird gylrls szarmazékainak
O0sszehasonlitd kémiai és biologiai vizsgalata. Konjugalt vegyuletek esetében a
rogzitett konformacidéju, vagy gatolt rotacidju analégok kozott nemcsak a
haromdimenzids szerkezet, de a (kovalens, nem-kovalens) reaktivitast befolyasolo
elektronszerkezet tekintetében is kulonbségek mutatkoznak. A dolgozatban
osszefoglalt eredmények az e teruleteken folytatatott munkakhoz kivannak ujabb
kisérleti bizonyitékokat szolgaltatni.

2.1. Kalkonok és kalkon-analégok szintézise és sztereokémiaja
2.1.1. Kalkonok és kalkon-analégok szintézise

A 2-propen-1-on (enon) molekularész sokoldalu reakcioképessége és a
vegyuletek széleskorl biologiai aktivitasa miatt szamos szintetikus maodszert
fejlesztettek ki kulonb6z6 mddon szubsztitualt kalkonok el6allitasara. Ebben a
dolgozatban csak a leggyakrabban hasznalt Claisen-Schmidt kondenzacio kerul
részletesebb bemutatasra, amelyet a dolgozatban vizsgalt kalkonok és kalkon-
analogok szintézisére alkalmaztunk.

A Claisen—Schmidt reakciot két fuggetlen kutatd, R. L. Claisen és J. G.
Schmidt munkai utan nevezték el, akik fuggetlen munkaikban egy aromas aldehid
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és egy metil-keton kondenzacios reakcioit irtak le asvanyi savak [24a] vagy lugok
[24Db] jelenlétében. Az eredeti publikaciok megjelenése 6ta szamos erés bazis (pl.
NaOH, KOH, Ba(OH)2, terc-butoxid) és sav (pl. szaraz HCI, AICIs, BF3) sikeres
alkalmazasaval talalkozhatunk az irodalomban. A reakciok lejatszodhatnak
homogén fazisban szerves oldoszerek vagy heterogén fazisok felhasznalasaval,
beleértve Lewis és Broensted savakat, szilard bazisokat és masokat is [D2,25-35].
Az a-helyzetben szubsztitualatlan kalkonok eléallitasa soran a Claisen-Schmidt
reakciok a legtdbb esetben (E)-konfiguracidju kalkonok képzddéséhez vezetnek.
Propiofenonbdl kiinduld a-metil-szubsztitualt kalkonok szintézise azonban az
(E)/(Z2)-izomerek kb. 5:1 aranyu keverékét eredményezte [36]. Az (E) és(2)
konfiguracidju kalkonok (4) szerkezetét a 4. abra mutatja be.

3 3
X
O Hg
4A (E-izomer) 4B (Z-izomer)

4. abra. A kalkonok (4) (E)- (4A) és (Z)-izomerjeinek (4B) szerkezete

A bazis-katalizalt Claisen-Schmidt kondenzaci6 mechanizmusanak
részleteit benzaldehid és acetofenon reakcidjanak kvantumkémiai, illetve kinetikai
vizsgalataval Yamin és munkatarsai [37], valamint Perrin és Chang [38] vizsgaltak.
A szerz6k arra a kOvetkeztetésre jutottak, hogy a reakcié sebességmeghatarozé
lépése az aldol intermedier vizvesztése és a C=C kotés kialakulasa. Széll és
munkatarsai azt talaltdk, hogy az elektrondonor csoportokkal szubsztitualt
aldehidek a savak, mig az elektronszivd szubsztituensek a bazisok altal katalizalt
kondenzacios folyamatban reaktivabbak [39].

A kalkonok (4) kilonb6z6 haromdimenzidés szerkezetei (konformerijei,
geometriai izomerjei) eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagokat, eltér6 reaktivitast és
nem-kovalens kolcsonhatast mutatnak. A vizsgalatainkat képezé 2-arilidén-
benzociklan-1-onok (5-7) és heteroanaldgjaik (8,9) a kalkonok (4) konformacids
mozgasban korlatozott analogjainak tekinthetok. Kozuluk, példaul, szamos
indanonszarmazekot (5) publikaltak, amelyek hatékony daganatellenes (tubulin-
aktiv) hatassal rendelkeznek [40-44]. Ezek a konformative rogzitett gylris kalkon-
analdégok, olyan haromdimenzios szerkezettel rendelkeznek, amelyek a nyilt lancu
analogok konformacios egyensulyi elegyeiben nem talalhatdk [45]. Ezért ezek a
vegyuletek — és kulonb6zé gylritagszamu analdgjaik - hasznos ,molekularis
eszk0zok” annak vizsgalatara, hogy a kalkon szerkezeti elem haromdimenzios
alakjat hogyan befolyasolja a gylrl mérete és szerkezete. Tovabba a kulonb6zo
haromdimenzidés szerkezetek a vegyulletek kulonb6z6 foku konjugacidjat
eredményezik, ami befolyasolhatja azok kovalens és nem-kovalens
kolcsonhatasait.
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Az oxigén- és keéntartalmu heteroanalogok (8,9) szintén gydris kalkon-
szarmazékoknak tekinthet6k, amelyek mind kémiai, mind farmakoldgiai
szempontbdl érdekl6désre szamot tartd vegyuletek. A szintetikus 3-arilidén-4-
kromanonok (8) a huszadik szazad kozepétdl ismertek. Néhany képviselbjiket a
homoizoflavonoidok kdzé tartozé természetes termékkeént izolaltak [46]. Az (E)-3-
arilidén-4-(tio)kromanonok szintézise a 4-(tio)kromanonok aromas aldehidekkel,
katalizator jelenlétében lejatsz6dd kondenzacids reakcidjan alapul. Katalizatorként
savakat (példaul H2SO4, H3PO4 és HCI) vagy bazisokat (példaul NaOH, NaOCHs,
CH3COONa, piperidin) hasznaltak [46-52]. Mindkét vegyuletsor szintézise soran,
elektronszivo szubsztituenst hordozé benzaldehid alkalmazasa esetén exo-endo
kett6és kotés vandorlas volt tapasztalhatd. Ezekben az esetekben a vart (E)-3-
arilidén-4-(tio)kromanonok (8,9) mellett 3-arilmetilén-4-(tio)kromon (19,20)
szarmazekok kepzodese is megfigyelhet6 volt (5. abra) [47 49].

4 1
-—X

1 J2
7 2N F &

Z=0 8 Z=0 19

Z=S 9 Z=S 20
5. abra. Az (E)-3-arilidén-4-(tio)kromanonok (8 és 9) és a 3-ariimetilén-4-
(tio)kromonok (19 és 20) szerkezete

@

Gyogyszerként alkalmazott aromas karbociklusos vegyuletek aromas
gylrijének ferrocén (di-p-ciklopentadienil-vas(ll)) molekularészre torténd cseréje
az 1990-es évektdl kezd6déen gyakran alkalmazott modszer uj, szelektivebb és
hatékonyabb hatdanyagok kutatdasa terlletén. Az elsé sikeres vizsgalati
eredményeket a malaria ellenes hatasu klorokin (21) és a daganatellenes hatasu
tamoxifén (22) ferrocén-analdgjainak (23,24) (6. abra) szintézisével és bioldgiai
hatasainak vizsgalataival kapcsolatosan publikaltak [53-56]. Az azéta eltelt idében
mindkét szarmazék a klinikai vizsgalatok fazisaba jutott [57,58]. A
ferrocénszarmazékok gyogyszerkémiai terlletén elért eredményeit tobb
Osszefoglald kézlemény is attekintette az elmult években [59-62].

—
J\/\/N /CH3
HN _ HN '}1
CH
1
cl N o N = O
21 O 23
WSS
CH3 O N Hsc/N\/\o @
N 1
HoC™ >0 O Fe
24 <

6. abra. A horokln (21), a tamoxifén (22) és ferrocén-analogjaik (23 és 24)
szerkezete
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A kalkonok ferrocén-analogjainak elsé hazai szintézisérél és
spektroszkodpiai vizsgalatairdl Nagy és Sohar szamolt be. A szerz6k az A-gyUriben
ferrocénnel helyettesitett, 2’-szubsztitualt kalkonok szintézisét, valamint '"H NMR,
13C NMR és IR vizsgalati eredményeit kozolték [63]. Késébb Sohar és munkatarsai
farmakologiai célkitizésekkel B-gylriben ferrocénnel helyettesitett kalkon-
glikozidokat szintetizaltak. A vegyuletek in vitro daganatseijt citotoxicitasi vizsgalata
alapjan a ferrocén-analégok hatékonyabbnak bizonyultak, mint a referencia
vegyuletként vizsgalt karbociklusos kalkonok [64,65]. E kedvezd eredmények
ismeretében Csampai és munkatarsai, folytatva a Sohar Pal altal kezdeményezett
kutatasokat, szamos ismert karbociklusos aromas (koztuk kalkon) farmakofort
tartalmazé vegyulet ferrocén-analdgjat szintetizalta, els6sorban antiproliferativ
aktivitassal rendelkez6 szarmazékok szintézise céljabdl [65-69]. A ferrocenil-
kalkonok szintézisérél és biologiai hatasairol Montes-Gonzalez és munkatarsai
kozoltek osszefoglaldt [70].

2.1.2. Kalkonok és kalkon-analégok sztereokémiai jellemzése
2.1.2.1. Kalkonok és kalkon-analégok 'H NMR spektroszkoépiai jellemzéi

A kalkonok (4) sztereokémiai jellemzése egyrészt a szén-szén kettds kotés,
masrészt az enon molekulafragmens szigma kotés konfiguracidinak ismeretét
jelenti. Bar a teljes molekula egy konjugalt rendszer, a vegyuletek a szén-szén
kettOs kotés konfiguraciojat figyelembe véve (E) és (Z) formaban fordulhatnak el6
(4. &bra). Altaldban az (E) izomerek (4A) a stabilabbak, a (Z)-izomerek (4B)
karbonilcsoportja és B-gyrije kozott fellép6 taszitd hatas eredményeként [36]. Az
(E)- és a (Z)-izomerek szerkezete '"H NMR spektrumuk alapjan azonosithato,
illetve megkllonboztethetd. Az H. és Hp protonok a vegylletek 'H NMR
spektrumaiban jél elkulonulnek egymastol. A Hp protonok jele magasabb kémiai
eltolédasnal jelentkezik (67.5-8.0 ppm) és Aaltaldban jol elkildonll az aromas
protonok jeleitél. A J3Hq,Hp) csatolasi allandé értéke az (E)-kalkonok esetén a 15-
16 Hz, mig a (Z)-kalkonok esetén a 7-8 Hz tartomanyba esik [71].

Az (E)-konfiguracioju kalkon (4 (X=H)) enon-molekularészének szigma
kotése koruli rotacio azonban nem gatolt, ezért a vegyulet két konformacioban is
megtalalhaté: 180°-os (az s-transz konformer), vagy 0°-os (s-cisz konformer)
diéderes szoggel (7. abra).

8
s O H 0
9
5 O as O
4 2 Hy 2 Y
3 3
4A (E-izomer) 4A (E-izomer)
s-cisz konformacio s-transz konformacio

7. abra. Az(E)-kalkonok (4) s-cisz és s-transz-konformacioi
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Az s-cisz konformer gyakorlatilag sikbeli, az s-transz konformerben
azonban az A gydrG korulbelul -152°-0s O(8)-C(7)-C(9)-C(10) torzids szoggel
kitér az enon-molekularész sikjatél. A két konformer kozotti energiakulonbség 2,0
kcal/mol az s-cisz forma javara; az s-cisz és az s-transz forma kozotti atmenet 6,6
kcal/mol. igy két konformer kdzotti atalakulas kénnyen végbe mehet, és igy az (E)-
(s-cisz)-kalkon szobah&mérsékletli oldataiban az s-fransz konformer is
megtalalhato [72].

Altalanos megfigyelés, hogy elektronikus okokbdl a nyiltlanca enon
rendszerek inkabb az s-fransz konformaciot veszik fel, kivéve, ha sztérikus akadaly
kényszeriti 8ket az s-cisz konforméacioba [36]. gy példaul szamos o-helyzetben
szubsztitualatlan kalkon réntgenkrisztallografiai vizsgalata a vegyuletek s-cisz
szerkezetét, mig tobb o-helyzetben szubsztitualt kalkon hasonl6 vizsgalata a
vegyuletek s-transz szerkezetét igazolta [36]. A két konformer azonositasara mind
az (E)- mind a (Z)-izomerek esetén Baas és Cerfonten '"H NMR mddszert dolgozott
ki [73].

Hayes és Timmons a-helyzetben szubsztitualatlan és metil-szubsztitualt
analizise alapjan megallapitotta, hogy az a-helyzetben szubsztitualatlan kalkon
oldatban egyensulyi elegyet képez a megfeleld s-cisz konformer nagy
részaranyaval [74]. Az aromas gyUrlin vagy az a-szénatomon |évd kulonb6zé
szubsztituensek azonban mddosithatjdk a szarmazékok konformacios
egyensulyat. Az a-metil-szubsztitualt kalkonok példaul egyensulyt képeznek a
megfelel6 s-transz-konformer nagy részaranyaval. Ezt a konformacios valtozast a
metilcsoport és az A-gylrd kozotti sztérikus taszitas okozhatja s-cisz
konformacioéban [36].

Az (E)-konfiguracidju kalkonok és a gyiris kalkon-analdgok konfiguracioja
szilard allapotban stabil; azonban oldatban, fénnyel megvilagitva a megfelel6 (2)
izomerekké alakulhatnak [75,76]. igy példaul, (E)-kalkonok [77-79], (E)-2-arilidén-
1-indanonok [80-82], és -1-tetralonok [81,82] UV-fény inicializalt (E)/(Z)
izomerizacidja jol dokumentalt az irodalomban. A megfelel6 (E)/(Z) izomerek
geometrigja, elektronszerkezete, polaritasa és polarizalhatosaga egymastol
nagymeértékben kilonbozik. Ezért az izomerizacios folyamat UV-Vis [83] és 'H
NMR [80] spektroszkdpiaval, vagy kromatografias modszerekkel [84,85] nyomon
kovethet6.

2.1.2.2. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analégok IR spektroszképiai jellemzoi
Korabbi vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy kalkonok karbonil
rezgési frekvenciai (v(C=0)) 1650 és 1685 cm™! ko6z6tt [86, 87], mig a szén-szén
kettds kotés (v(C=C)) csticsa 1580 cm-" koriil jelent meg [88]. Thirunarayanan és
munkatarsai [89,90] kdzleménye szerint a kalkonok oldatban felvett IR spektruma
1600-1700 cm™ kozott két abszorpcids savot mutatott. Elméleti szamitasok
eredményei alapjan a szerz6k azt feltételezték, hogy a masodik sav az (E)-(s-
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transz)-kalkonokkal egyensulyi elegyet képez6 (E)-(s-cisz)-kalkon izomerek
v(C=0) savjai [71,72]. Az s-transz konformer v(C=0) savja az alacsonyabb, mig
az s-cisz konformer v(C=0O) rezgése a magasabb hullamszamon volt
megdfigyelhet6 [89-92].

Al-Ansari [93] FT IR, valamint differencial pasztazo kalorimetrias médszerrel
vizsgalta 4’-dimetilamino-szubsztitualt gylris kalkon-analogok (1. abra, X=4'-
N(CHs)2) egyes fizikai-kémiai tulajdonsagait. Az IR adatok vizsgalatakor azt
tapasztaltak, hogy az 5d, 6d és 7d vegyuletek v(C=0) rezgése éles csucsként
jelentkezik 1678 cm™ > 1655 cm™' >1652 cm-' értéknél. Ez a tendencia az akceptor
oxigén atom bazikussaganak fokozodasa miatt kovetkezett be, a n rendszer
delokalizacidja eredményekent [93].

21.3. Kalkonok és kalkon-analégok UV-Vis és fluoreszcencia
spektroszkopiai jellemzéi

A kalkonok és kalkonszarmazékok tisztasagvizsgalatanak, mennyiségi
meghatarozasanak, reakcioik idébeli lefolyasanak, valamint in vitro és in vivo nem-
kovalens kolcsonhatasainak vizsgalatara leggyakrabban a vegyuletek UV-Vis,
illetve  fluoreszcencia  spektroszképia  tulajdonsagainak - pl. az
abszorpcios/emisszios savok helyzetének és intenzitdasanak - megvaltozasait
alkalmazzak [94,95].

Az (E) konfiguraciéju kalkonok metanolban/etanolban felvett UV-Vis
spektrumaban altalaban két er6s abszorpcios maximum jelenik meg, jellemzéen a
240-280 nm (Band Il. sav) és 300-380 nm (Band | sav) hullamhossz-tartomanyban.
Flavonok esetében a Band |. sav a fahéjsav-molekularészre, mig a Band Il sav a
benzoilcsoportra jellemzd abszorpciés savként azonosithatdo (8. abra) [96].
Mindkét abszorpcid n-n* elektronatmenettel jar [97]

Band Il sav
i
% " S
Y A | B X
4 N 2 :H(X 2' = 4
3 | 3
Band | sav

8. abra. A kalkonok UV/Vis elnyelési savjainak hozzarendelései

Ezeket a korabbi eredményeket Xue és munkatarsai ab initio szamitasai is
megerdsitették [98]. Szamitasaik (és kisérleti eredményeik) alapjan a vegyuletek
Amax €rtékeinek (Band | sav) batokrém eltolodasa érzékenyebb a B-gylri elektron
donor szubsztituenseinek valtozasaira. Ez egybeesik azzal a szerz6k egy korabbi
tanulmanyaban levont kovetkeztetésével, hogy ennek a csucsnak megfeleld
gerjesztés fOként a fahéjsav-molekularészen lokalizalhaté [72]. Ezek az



perjesi.pal 370 25 1

eredmények 0sszhangban vannak azzal a korabbi tapasztalattal, ami szerint, a
kalkonok B-gy(ri szubsztituenseinek novekvo elektronkildé képessége noveli az
abszorpcios maximumok hullamhosszat (batokrom hatas) [99-101].

A jelenség eértelmezéséhez e vegyuletek cinnamoil-fragmensét egy
terminalis elektronkuldé (-CHs, -OCHs, -N(CHs)2) és elektronvonzd6 (konjugalt
karbonilcsoport) szubsztituenssel helyettesitett 1,4-diszubsztitualt-
benzolszarmazéknak tekinthetjuk. Foton abszorpcié hatasara megné a konjugalt
karbonil kromofér polaritasa, aminek kovetkeztében elektronaramlas indul meg az
elektrondonor 4’-szubsztituens iranyabdl a karbonilcsoport felé (intramolekularis
toltésatviteli  kolcsonhatas). Ennek eredményeképpen ikerionos (polaris)
molekulaszerkezet jon létre (9. abra) [102].

(o
S ICT
(») "
OCHj

9. abra. Intramolekularis toltésatviteli kdlcsonhatas (ICT) a 4’-metoxikalkon (4c)
szerkezetében ([102] alapjan)

A molekularis dipolus és a polaris oldoszermolekulak kozotti kdlcsonhatas
csOkkenti az elektronatmenethez szukséges energiat (ELumo-EHomo), ami az
elektrondonor szubsztituenseknél megfigyelt batokrém hatast eredményez [103].
Az abszorpcidés savok voros (batokrom) eltolédasat az olddszer polaritasanak
novekedésével pozitiv szolvatokromizmusnak nevezzuk [104]. E tapasztalatok
alapjan a vegyuletek kornyezetének megvaltozasa (példaul, makromolekulak
polaros vagy apolaros régiéjahoz torténd nem-kovalens kotédése) megvaltoztatja
a vegyuletek abszorpcios spektrumat [105,106].

Az ultraibolya-lathaté fénnyel gerjesztett molekulak relaxacidja
fényemissziéval (fluoreszcenciaval) jarhat. A kibocsatott spektrum jellemzdi
szintén felhasznalhatok a fluoreszkald vegyuletek szerkezetének, molekularis
kornyezetének jellemzésére [107]. A fluoreszcens probak egyik nagy csoportjat
azok a molekulak képezik, amelyben egy elektrondonor (EDG) szubsztituens és
egy elektronszivo csoport (EWG) kapcsolédik 1,4-helyzetben egy benzolgyirihoz,
vagy mas aromas gydrlrendszerhez (Donor-Bridge-Acceptor (DBA) tipusu
fluoroforok) [108]. llyen tipusu fluoroférok lehetnek a megfeleléen szubsztitualt
kalkonszarmazékok is [109-112]. Megjegyzendd azonban, hogy a fluoreszcencia
spektroszkopia a spektroszkopiai jellemzdékon tulmenden szamos tovabbi, pl.
kalkon-makromolekula (BSA, HSA, DNS) kolcsonhatas természetének alaposabb
megismeréseére alkalmas mddszert is nyujt az e tertleten végzendé kutatasokhoz
[113,114].
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2.2. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analégok fizikai-kémiai jellemzése
2.2.1. Kalkonok és gyiiris kalkon-analégok tér- és elektronszerkezetének
vizsgalata linearis szabadentalpia 6sszefliiggések alkalmazasaval

A vegyuletek, igy a vizsgalatok targyat képezd kalkonok és kalkon-
analdgok, reaktivitasat, nem-kovalens és kovalens kdlcsonhatasainak kialakulasat
befolyasolja azok tér- és elektronszerkezete. A konjugalt rendszerek tér- és
elektronszerkezete vizsgalatanak egyik gyakori modszere az aromas
szubsztituenseknek a vegyuletek reaktivitdsara gyakorolt hatasanak az u.n.
linearis szabadentalpia O0sszefliggések alapjan torténé vizsgalata [115,116]. E
vizsgalatok els6 eredményei, és azt kdvetben azok egyre szélesebb korben torténd
alkalmazasa, Broensted és Hammett munkassagahoz kothet6 [117,118]. Tovabbi
tanulmanyok eredményei azt mutattdk, hogy az alkalmazott molekularis
paraméterek nem csak a reakciosebességgel és az egyensulyi allanddkkal, hanem
a vegyuletek fizikai tulajdonsagaival (példaul az ultraibolya abszorpcios
maximumokkal, az infravoros abszorpcids hullamszamokkal, az NMR kémiai
eltolédasokkal) is korrelalhaték [119-122]. Munkaim soran a vegyuletek
gylritagszamanak és a benzilidén-molekularész aromas szubsztituenseinek a
vegytletek IR és 3C NMR spektroszkopia adataira gyakorolt hatasat vizsgaltam a
Hammett-egyenlet alkalmazasaval, melyek legfontosabb irodalmi el6zményei az
alabbiak.

2.2.1.1. A Hammett-egyenlet

Az eredeti Hammett-egyenlet linearis 6sszefuggeést ir le a meta- és para-
szubsztitualt benzoesavak relativ deprotonalddasi egyensulyi allandoi (Kx/Ko) és a
megfeleld benzoesav etil-észterek relativ lugos hidrolizis-sebességi egyutthatoi
(kx/Ko) logaritmusai k6zott [118].

log(kxlko) = p log(Kx/Ko) (1)

ahol k, és k¢ a benzoesav etil-észter és az X-szubsztitualt benzoesav etil-észter lugos
hidrolizisének sebességi egyutthatdja, K, és Kx a benzoesav és az X-szubsztitualt
benzoesav disszociaciés alladdja, p az egyenes meredeksége.

Bevezetve a

|Og(Kx/Ko) = Ox (2)
jelolést, az alabbi kifejezéshez jutunk,
|Og(kx/ko) = pOx (3)

ahol ox az X-szubsztituens szubsztituensallanddja.
Ez utdbbi egyenletet szokas Hammett-egyenletnek nevezni.

A Hammett-egyenlet széleskori alkalmazasa ramutatott arra, hogy azokban
a reakciokban, melyekben a reakciocentrum az aromas gyilrihoéz kozvetlendl
para-helyzetben kapcsolédd er6sen elektronkildé vagy elektronszivo,
konjugaciora képes csoportokat (példaul fenolos hidroxilszarmazékok, illetve
karbokationt képezd tercier halogenidek) tartalmaz, eltérések tapasztalhatok a
linearis kapcsolattol. Ezekben az esetekben ,kdzvetlen” konjugacios kdlcsdnhatas
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keletkezhet a reakciocentrum és a konjugaciés kolcsonhatast mutato
elektronvonz6d szubsztituens (pl. p-NO2, p-SOsCHs) kozott. Az eltérések
kikiszObolésére mas jellegl o-allandokat is bevezettek. Ezeknek egyik csoportjat
az un. op értékek alkotjak, amelyek a para-helyzeti szubsztituenseknek a
reakciocentrum negativ toltésére (pl. -O) [123], valamint a op*-értékek, melyek a
reakciocentrum pozitiv toltésére (-NHs*) [124] gyakorolt stabilizalé vagy
destabilizalo rezonancia effektusat jellemzik.

Mivel az eredeti Hammett-féle op konstansok is magukban foglalnak
.KOzvetlen” konjugacios kolcsonhatasokbdl eredé hozzajarulast is, Taft tovabbi
szubsztituensallandokat (cp°) javasolt, melyek mentesek az ilyen effektusoktdl.
Ezeket a szubsztituensallanddkat a szerz6k a szubsztitualt fenilecetsavak és 3-
fenilpropansavak savi disszociacios allandoja, valamint a megfelel6 etil-észterek
lugos hidrolizisének sebessége alapjan szamoltak ki [125,126]. A kilénbdzb o
konstansok definicidirdl, alkalmazasuk el6nyeirdl és korlatairdl, korabban
McDaniell és Brown [127], kés6bb Hansh, Leo és Taft kozodlt dsszefoglald
kozleményt [128].

A szamos Uj o paraméter publikalasat kovetben, statisztikai elemzések
alapjan, Swain és Lupton arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az irodalomban ismert
c szubsztituens-allandok (om, op, op’, op*, op’) nem fliggetlenek egymastol és
mindegyik megadhatdé két, egymastél flggetlen kdlcsbnhatas linearis
kombinaciojaval. Swain és Lupton a két kdlcsbnhatast ,tér’ (§) és ,rezonancia” (R)
kolcsonhatasként nevezte el [129].

6 =fF+rR +c (4)
ahol az § és ® a kulénbdz8 szubsztituensek (H, CHs, CH30, ClI stb.) tér és rezonancia

szubsztituens allandéi, mig az /' és r az induktiv effektusra, illetve a rezonanciaeffektusra
jellemzé tapasztalati hatékonysagii faktorok (érzékenységek).

A szerz6k eredeti kdzleménylukben 42 aromas szubsztituens tér (&) és
rezonancia (&) allanddinak szamitott értékét publikaltak a korabban publikalt o
szubsztituens allandok értékeinek felhasznalasaval [129]. Swain és Lupton eredeti
kézleményében publikalt & és X allanddk értékeit szamosan biraltak és késébb
Taft és munkatarsai korrigaltak azokat [128,130]. Ennek ellenére, a Swain-Lupton-
féle szubsztituens allanddkat széles kérben alkalmaztak NMR- és IR-adatok, sav-
bazis egyensulyok, elektrofil és nukleofil reakciok [119-121], valamint bioldgiai
aktivitas korrelacié analizisénél [130].

Az induktiv effektus és a rezonanciaeffektus hatdsa az egyes reakcidkban
kulonboz6éképpen nyilvanulhat meg. A korabban kozolt, kulonb6zé o allanddk (om,
op, 6p, op*, op) a két effektus kilonbodzé sulyu Gsszesitését foglaljak magukban.
Az induktiv és a rezonancia effektusok szétvalasztasara és kvantitativ leirasara
Taft és munkatarsai az alabbi egyenletet javasoltak [131]:
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log(k’ko) = pio1 +prRoR (5)
ahol a o) és or a szubsztituensek induktiv effektusat, illetve rezonanciaeffektusat jellemzé
konstansok, mig a p és pr konstansok a reakcidnak az induktiv effektusra, illetve a
rezonanciaeffektusra vonatkozé érzékenységét fejezik ki.

A legaltalanosabban hasznalt o1 szubsztituensallandokat [128,131,132] Taft
€s munkatarsai a 4-szubsztitualt biciklo[2,2,2]-oktan-1-karbonsavak disszociacios
allandoibdl szamitottak [133].

A or rezonancia-szubsztituensallandok szamitasa a Hammett-féle op,
valamint a op°, op*, op” konstanstokbol tortént a

Op =0l + OR (6)
dsszefliggés alapjan. igy, mig a o1 induktiv szubsztituensallandokbol egy sorozat
létezik, addig a rezonanciahatasok elemzésére - a Hammett-féle op €s modositott
op’, op*, op- konstansoknak megfeleléen - négy sorozat (or, or’, orR*, oR)
szubsztituensallandé all rendelkezésre [128,131].

Késébb a Taft-féle o1 és or® szubsztituensallanddkat Reynolds és
munkatarsai - szubsztitualt sztirolszarmazékok 3C NMR kémiai eltolédasértékek
alapjan — modositottak. A moddositott szubsztituensallandék (oF €s oRr)
statisztikailag pontosabba valtak a korabban kozolt értékeknél [134].

2.2.1.2. IR spektroszkopiai vizsgalatok

Az aromas szubsztituensek hatasainak a konjugalt rendszereken torténd
tovaterjedése vizsgalatanak egyik legrégebbi és még ma is gyakran alkalmazott
modszere a szubsztituensallanddék és a v(C=0) értékek kozotti kapcsolat
Hammett-féle 6sszefiggés alapjan torténd statisztikai analizise [119-122].

Uttéré munkaik soran Silver és Boykin [119] két — az aromas gy{riikén
hasonl6 szubsztituenseket hordozé — (E)-kalkon-sorozat (10. abra) kloroformos
oldatanak IR vizsgalatat végezte el.

10. abra. I. sorozat: Y=H; X = kllénbdz6 szubsztituensek a 3’ és 4’ helyzetben. Il.
sorozat: Y = kulonboz6 szubsztituensek a 3 és 4 helyzetben; X = H

A kalkonok kloroformos oldatainak vizsgalata alapjan csak az s-cisz
konformerhez tartoz6 v(C=0) értékeket tudtak azonositani, igy szamitasaikat csak
erre a konformerre tudtak elvégezni. A szerzék a v(C=0) értékek (cm™) és a
Hammett op [118], valamint a Brown-Okamoto op™ [124] szubsztituensallanddk
kozotti Osszefuggést a Hammett-féle egyparaméteres (SSP) korrelacié szamitas
(7) alapjan tanulmanyoztak.
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v(C=0) = po +q (7)

ahol v(C=0) a karbonil rezonancia hullamszama (cm™); p az egyenes meredeksége; q a
metszéspont (cm'); ¢ a Hammett ¢ [118], vagy a Brown-Okamoto o," [124]
szubsztituensallandok.

Az A-gylrln 21 para- és meta-helyzetben szubsztitualt kalkon (10. abra, |
sorozat) s-cisz konformerének v(C=0) frekvenciai és harom c konstans (cp, op* és
op?) kozOtti kapcsolat elemzése soran a legjobb korrelaciot a op (r = 0,965) és a
op’ (r = 0,977) szubsztituensallandok alkalmazasaval nyerték. A op* értékekkel
kapott korrelacio a szubsztituensek és a karbonilcsoport kozotti szignifikans
rezonancia kolcsonhatast igazolta. A szubsztituenshatasok tovaterjedésének
hatékonysaga (p = 6,24) azonban csak fele volt a 4-szubsztitualt acetofenonok
hasonlo vizsgalata soran kapott értéknek (o= 12,3) [119].

A szerzOk elvégezték a v(C=0) értékek és a Swain-Lupton & és X
paraméterek kdzotti kétparaméteres (DSS) regresszidelemzést (8) is [119,135].

V(C=0) = prF+prA + q (8)

ahol v(C=0) a karbonil rezonancia hullamszama (cm™); p az egyenes meredeksége; q a
metszéspont (cm'); § és QR a kilonbozé szubsztituensek tér és rezonancia
szubsztituensallandoi.

A kapott (tdbbparaméteres) korrelaciok (pr =4,47; pr = 7,04 [119], illetve pr
= 4,88; pr = 6,24 [135]) megerdsitették a op* értékekkel kapott eredmények
kovetkeztetéseit. KésObb, Thirunarayanan és munkatarsai hasonl6 vizsgalatokat
végeztek (E)-konfiguracioju, 4’- és 3’-helyzetben-szubsztitualt 4-brom-1-naftil-
kalkon-szarmazékokkal [71]. A szerz6k a vegyuletek s-transz izomerjeinek v(C=0)
értékei és a op (r = 0,996), illetve a op* (r = 0,990) szubsztituensallandok kozott itt
is magas korrelacioét talaltak. Az s-cisz izomerek hasonl6é analizise csak a op
paraméterek alkalmazasa esetén vezetett statisztikailag értékelheté eredményre.
Az s-cisz izomerek korrelacios egyutthatéinak (r) és transzmittancia hatasfokainak
(p) alacsony értékét a szerz6k a nagy térkitoltési naftilcsoport okozta
aplanaritassal magyaraztak. A o1 és a or paraméterek alkalmazasa nem vezetett
statisztikailag értékelhet6 eredményre sem az s-cisz, sem az s-fransz izomerek
korében [71].

Dinya és munkatarsai az 5, 6, 8 és 9 (2. abra) sorba tartozo, régzitett (E)-s-
cisz konfiguracioju, gydris kalkon-analégok térszerkezetét vizsgaltak a vegyuletek
4’-helyzetll szubsztituenshatasainak tovaterjedése alapjan [136]. Eredményeik
szerint a vegyuletek v(C=0) és v(C=C) rezgeéseinek teruletei jobb korrelaciot
mutattak a Hammett op [118], a Brown-Okamoto op™ [124], és a Perjéssy X*(R)
[137,S15] allanddkkal, mint azok frekvencia értékei. A op™ és X*(R) allandokkal
kapott regresszios egyutthatok (p) ezekben az esetekben is a szubsztituensek
rezonancia effektusanak hatékony tovaterjedését igazoltdk. A transzmisszio
hatasfoka az 5 sorban volt a legmagasabb (cp*; p = 7,41) és a 9 sorban a
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legalacsonyabb (ocp™; p= 3,49). A szerzOk a tapasztalatot az enon rendszerek
kilonb6z6 mértéki planaritasaval értelmezték [136].

Geribaldi és munkatarsai az s-cisz konformaciéju (E)-2-(4-X-benzilidén)-1-
ciklohexanonok (2) és az s-transz konformaciéju 5,5-dimetil-3-(4-X-fenil)-
ciklohexén-2-onok (25) (11. abra) széntetrakloridos oldataban mért v(C=0) értékei
szubsztituenshatasainak elemzését végezték el Brown-Okamoto op*
szubsztituensallandok hasznalataval [S37].

o (@)
m J
. )
X
2 25

11. abra. A 2 és a 25 vegylletek szerkezete

Mindkét sorozat v(C=0) értékei j6 korrelaciot mutattak a op*
szubsztituensallanddkkal (r = 0,982 (2) és r = 0,965 (25)), ami mindkét sorban a
rezonancia hatasok hatékony tovaterjedését mutatta. A szubsztituenshatasok
transzmittancigja (o = 6,60) a 2 sorozat esetén valamivel magasabb volt, mint a
25 sorozat (p = 5,73) esetében.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a para-szubsztitualt benzilidén-ketonok
v(C=0) eértékeinek és a Brown-Okamoto op" szubsztituensallandok kozotti
korrelacio vizsgalata alkalmas modszer a kiulonb6z6 konfiguracioju, és adott
konfiguracié esetén kulonb6z6 planaritasu rendszerek Osszehasonlito
tanulmanyozasara. A kétparaméteres szabadenergia 0sszefuggések alkalmazasa
nem-planaris rendszerek esetén kevésbé alkalmas mddszernek bizonyult a
szubsztituenshatasok vizsgalatara [71,119,135,138].

2.2.1.3. 3C NMR spektroszképiai vizsgalatok

Nagyszamu irodalmi publikacio igazolta, hogy az NMR kémiai eltolédasok,
az elektronslriség-eloszlasok érzékeny probai, és hasznosak a szerves
molekulakban 1évé elektroneltolddasok tanulmanyozasara [139-143]. Bar az NMR
kémiai eltolodasok értéke szamos kolcsdnhatas ereddjének eredménye, szamos
kutatd szoros linearis szabadenergia-kapcsolatot talalt a Hammett-féle o allandék
[118] és/vagy a Brown-Okamoto op* allandok [124], valamint az aromas gylrin
szubsztitualt  sztirol- [144,145], kalkon- [146,147,148] és ferrocenil-
kalkonszarmazékok [149] a- és B-hidrogén/szénatomjanak 'H NMR, illetve '3C
NMR kémiai eltolédasai kdzott.

Uttérének tekintheté munkaik soran Reynolds és munkatarsai kimutattak,
hogy a '3C NMR kémiai eltolédasok felhasznalhaték a sztirolszarmazékok
alapallapotu elektroneloszlasaban bekdvetkezé valtozasok vizsgalatara, valamint,
hogy a Swain-Lupton szubsztituensallandok alkalmasak a vegyuletek polarizacidja



perjesi.pal 370 25 17

€s az aromas szubsztituensek elektronhatasai kozotti kapcsolat elemzésére
[134,150].

Tovabbi vizsgalatok soran tobb szerz6 kalkonok (4) [151-154] és ferrocenil-
kalkonok (26) [155,156] (12. abra) a- és p-szénatomjainak '3C NMR kémiai
eltolédasanak valtozasat vizsgalta, a legtobb esetben a Swain-Lupton tér (§) és
rezonancia () paramétereket hasznalva. E vizsgalatok eredményei azt mutattak,
hogy a 4’-helyzetli aromas szubsztituensek polaris (induktiv) hatasa a f-
szénatomon, mig a rezonancia hatasa (ellenkezé el6jellel) az o-szénatomon
ervenyesul. Az A-gylrl ferrocén-molekularészre torténé cseréje alapvetéen nem
valtoztatta meg a B-gylrl szubsztituenshatasai tovaterjedésének hatékonysagat
[155,156].

o) o .
6 _ 6' P
X X 1
YA "B gx ~ J‘D
4\~ 2 2N\F 4 Fe 2 4 X

4 @ 26

12. abra. A 3C NMR tanulmanyok soran vizsgalt, A és B gy(rin szubsztitualt
kalkonok (4) és a 26 ferrocenil-kalkonok szerkezete

Korabbi vizsgalataink soran az s-cisz konfiguracioju (E)-2-(4-X-benzilidén)-
1-ciklohexanonok (2) '3C NMR-vizsgalataval kapott SSP és DSP eredményeket
0sszehasonlitottuk a vegyulet s-transz izomerjeinek tekinthet6 5,5-dimetil-3-(4’-X-
fenil)-cikloxén-2-onok (25) hasonlé vizsgalatainak eredményeivel (11. dbra). A o,
or* (Taft) [131], o1, or° (Taft) [132], és oF, or? (Reynolds) [134] tér(induktiv) és
rezonancia paraméterek alkalmazasa soran mindkét sorozat esetén a f-
szénatomok kémiai eltolodasara a szubsztituensek induktiv hatasa volt a
meghatarozé. A regresszios egyenesek egyutthatéi mindkét sorozatban hasonld
értékek voltak, ami 6sszhangban van az aromas gydr( és a szén-szén kettds kotés
sikjai altal bezart sz6g hasonlésagaval. Ez utébbi az AM1 szamitasok alapjan 47°
a 2 (X=H) és 36° a 25 (X=H) esetén [S37].

2.2.2. Kalkonok és kalkon-analégok reaktivitasa

A kalkonok és gylris analégjaik sokoldalu reaktivitdssal rendelkezé
vegyuletek. Figyelembe véve a reakcidk széles korét, azok az aromas gydrik és
az enon rendszer reaktivitasa koré csoportosithatok [2]. Az aromas gydrik
reaktivitdsanak jellemzdje az elektrofil szubsztitucié. E reakciok kozott
megemlitendék az aromas gy(rik funkcionalizasi reakcidi; pl. dialkilaminometilén-
[157], szulfonamido- [158], és prenil-szarmazékok [159] szintézise, valamint a
hidroxilgyokokkel lejatszoédd reakciok. Ez utébbi reakcidk lejatszédasanak
mechanizmusa attél fligg, hogy az aromas gylri hordoz-e hidroxil
szubsztituenst/szubsztituenseket vagy nem [160].



perjesi.pal 370 25 18

A polihidroxikalkonok, hasonloképpen a polihidroxiflavonoidok mas
csoportjaihoz, ismert természetes és szintetikus antioxidansok. Antioxidans
hatasuk molekularis alapja a legtobb esetben a vegyuletek hidroxilgyok befogd
képessége, azonban a vegyértékvaltd fémionokkal szemben mutatott
komplexképz6 tulajdonsaguk is képezheti antioxidans hatasuk alapjat. Bar a
kalkonok és rokon szerkezetl flavonoidok hidroxilgyok befogd képessége a
vegylletek egyik fontos kémiai reakcioja, a dolgozatban targyat keépez6
kdzleményeim az e teriileten végzett munkaim eredményeit nem targyaljak. igy a
vegyuletek hidroxilgyok befogé képességének Osszefuggéseit targyald
kozlemények [161-163] eredményeit e helyen nem részletezem.

A kalkonok és rokon szerkezetl vegyuletek gyakran vizsgalt reakcidéi az
enon fragmens mono- és dinukleofil partnerekkel lejatszédo addicios és
kondenzacios reakcioi. Dinukleofil partnerekkel lejatsz6dd reakcioikat gyakran
alkalmazzak kulonféle heterociklusos vegyuletek (pl. pirazolin, pirimidin, 1,3-tiazin-
szarmazékok) szintézisére [1,164,165]. A konjugalt rendszer jellemzéje, hogy mind
a karbonil- mind a B-szénatom elektrofil tulajdonsaggal rendelkezik (ambidens
elektrofil). A két szénatom relativ elektrofil jellegét az enon rendszer
szubsztituensei befolyasoljak.

Az un. 1,2-addicié (vagy direkt addicid) soran a nukleofil reagens (NuH) a
karbonil szénatomhoz kapcsoldodik és elsédleges termékként egy O,Nu-félacetal
keletkezik, ami a legalabb két hidrogénatomot hordozé nukleofil centrumok (pl.
primer aminok, hidroxilaminok, hidrazinok) reakcidja esetén vizet veszit a reakcio
korulményei kdzott. Egy adott nukleofil esetén a karbonilcsoport reaktivitasat a
karbonil szénatomhoz kapcsoldodd szubsztituensek sztérikus és elektronikus
tulajdonsagai hatarozzak meg. Nagy térkitoltésl, elektronkllddé szubsztituensek
csOkkentik a reaktivitast (13. abra) [166].
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13. abra. Az enonok 1,2- és 1,4-nukleofil addicids reakcioi

A B-szénatom reakcidjaval indulé reakciok az un. 1,4-addiciés (vagy
konjugalt addicios) folyamatok. Ez esetben a nukleofil reagens (NuH) a nemkot6
elektronparjanak részvételével a B-szénatomhoz kapcsolddik, a keletkezé enolat
protonalédik, majd az enol a termodinamikailag stabilabb ketonna tautomerizalodik
(14. abra) [167].

Deprotonalt nukleofil reagensek (Nu-) esetén az elsédleges termék egy
negativ toltésl enolat, semleges nukleofil reaktansok (NuH) addicidja esetén egy
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ikerionos szerkezeti enolat (14. abra). Az enolat sztereokémiajat az enon rendszer
szubsztituensei hatarozzak meg. Az 1,4-addiciés (un. Michael-addicios)
folyamatban leggyakrabban alkalmazott nukleofilek kozott megemlitendbk a
karbanionok, tioalkoholok, tiolatok, enaminok, aminok, valamint a szerves kupratok
(R2CulLi) [168].
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14. abra. Az enonok 1,4-nukleofil addiciés reakcidinak mechanizmusai

Hogy egy adott reakciéban 1,2-, vagy 1,4-addicio jatszodik le, azt a
sztereokémiai feltételeken tuimenden alapvetéen a nukleofil reagens természete
hatarozza meg. Egy adott nukleofil esetén az 1,2- és az 1,4-addicié egymassal
versengd folyamatok. Ha a nukleofil er6s bazis (pl. cianidion), vagy a reakcid
alacsony hdémérsékleten jatszédik le, mind az 1,2, mind az 1,4 reakcio
visszafordithatatlan és a folyamat kinetikai kontrol alatt all. Mivel a
karbonilcsoportra torténd 1,2-addiciok gyorsabbak, ezekben a reakciokban az 1,2-
es termékek tulsulyat tapasztalhatjuk. Ha a nukleofil gyenge bazis (példaul
aminok), akkor a lehetséges 1,2-addici6 altalaban (nem tul alacsony
hémérsékleten) reverzibilis. igy az 1,2- és 1,4-addici6 kozétti versengés
termodinamikai kontrol alatt all. Ezért a legtdbb esetben az 1,4-addicidés termék
képzddése a dominans (14. abra) [169].

Az 1,2- és 1,4-addiciés termékek megoszlasanak egy masik magyarazatat
az un. HSAB (kemény-lagy savak bazisok) tedria adja [170]. E tedria szerint a
kemény elektrofil centrumok preferaltan a kemény nukleofil reaktansokkal
reagalnak. Reakcidik soran az elektrosztatikus koélcsénhatasok dominalnak.
Ugyanakkor, a Ilagy elektrofilek lagy nukleofilekkel (nagyméretli, Kkis
elektronegativitdsu centrumokkal) lejatsz6d6 reakcidit a nagyobb kiterjedésd,
diffuz elektronpalyak atlapolasa kontrollalja [171,172]. Az a,B-telitetlen
karbonilvegyuletek polaros karbonilcsoportjanak szénatomja kemény, mig a
kevésbe polarizalt B-szénatomja viszonylag lagy elektrofil tulajdonsagokkal
rendelkezik (ambidens elektrofilek). Ezért a kemény nukleofil reagensek (Grignard-
reagensek vagy fém-hidridek) esetén a direkt, mig lagy nukleofil reagensek (pl.
tiolatok) esetén a konjugalt addicids folyamat preferenciaja figyelheté meg [173].

Az elektronpalyak koélcsdnhatasa szempontjabdl meghatarozé azok térbeli
elhelyezkedése (koefficiense), valamint energiaszintije [171,172]. A nukledfil
addicios folyamat soran a nukleofil HOMO molekulapalyajan talalhaté elektronpar
reagal az elektrofil partner LUMO molekulapalyajaval. A kdlcsdnhatas ott a
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legkifejezettebb, ahol a LUMO palya térkitoltése (koefficiense) a legnagyobb. Mivel
enonok esetén a LUMO palyakoefficiense a B-szénatomon kifejezettebb, ezért a
nagy térkitoltési HOMO palyaval bird (lagy) nukleofil reagensek a f-szénatommal
reagalnak [174].

A szervezetben szamos reaktiv tiolcsoporttal bird fehérje meghatarozé
szerepet jatszik a sejtek osztodasaban, citoprotektiv folyamatok szabalyozasaban,
a redox homeosztazis fenntartasaban [D3,175]. Ugyanakkor, a citoplazmaban mM
koncentraciéban jelen lévé redukalt glutation (GSH) a testidegen vegyuletek
metabolikus transzformaciéjaban is jelentéséggel bir. Munkank soran
részletesebben kalkonok (4) és karbociklusos kalkon-analégok (6,7) tiolokkal
(redukalt glutationnal (GSH) és N-acetilciszteinnel (NAC)) lejatsz6ddé nem-
enzimkatalizalt reakcioit vizsgaltuk. A vizsgalt vegyuletek kivalasztasa in vitro
citotoxicitas vizsgalati eredményeik alapjan tortént. A kivalasztott vegyuletek kozé
a leghatékonyabb és a kevéssé hatékony szarmazékok egyarant bekeriiltek. igy
az eredmeények tajékoztatd informaciét adtak a tiol-reaktivitas jelentéségerél a
vegyuletek megfigyelt bioldgiai hatasaiban.

2.3. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analégok gyogyszerészeti jellemzése

A vegyuletek fizikai-kémiai sajatsagainak ismerete mind kémiai, mind
bioldgiai szempontbdl elengedhetetlen. Ezek a tulajdonsagok meghatarozzak
egyrészt a vegyulletek farmakokinetikai sorsat (felszivodasat, eloszlasat,
metabolizmusat, kiurulését), valamint biologiai hatasaik kialakulasat. Az ezen
sajatossagokat meghatarozo tulajdonsagok k6zott a leggyakrabban vizsgalt fizikai-
kémiai jellemz6k a sav-bazis tulajdonsag, az oldhatésag, a lipofilitas és a
permeabilitas. Ezek tartoznak a hatéanyagok un. ,physico-chemical profiling”
témakorébe [176,177]. Ennél valamivel szélesebb kori jellemzését jelenti az un.
gyogyszerészeti jellemzés (,pharmaceutical profiling”), melybe mar beleértend6 a
vegyuletek azonossaganak és tisztasaganak (,integrity”), valamint a metabolikus
és kémiai stabilitdsanak, fehérjekotédésének és a - gydgyszerinterakciokra utalo -
CYP450 enzimaktivitasra gyakorolt hatasanak a vizsgalata is [178,179]. E
jellemzék kozul munkam soran a vizsgalt vegyuletek lipofilitasat, fehérje- és DNS-
kotddéseét, valamint in vivo vékonybélbdl torténd eliminacidjat, valamint
intesztinalis és hepatikus metabolikus transzformacidit vizsgaltam. A vegyuletek
DNS-kotddesi, valamint in vitro metabolikus stabilitasvizsgalatainak eredményei
azonban terjedelmi és tematikai szempontok alapjan nem Kkerultek be a
dolgozatba.

2.3.1. Lipofilitas

A lipofilitas az egyik legrégebben hasznalt fizikai-kémiai paraméter a
gyogyszerkutatasban, amely, mint anyagi tulajdonsag, a vegyuletek apolaris
(lipofil) kornyezethez valé affinitasat jellemzi. A testidegen vegyulletek
szervezetbeli sorsat (farmakokinetika) és biologiai hatasait (farmakodinamia)
egyarant befolyasolja [180-182].
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A biologiailag aktiv (kOztuk a gyogyszerjelolt) vegyuletek e fizikai-kémiai
tulajdonsagnak a jellemzésére leggyakrabban azok oktanol-viz megoszlasi
hanyadosat, illetve annak tizes alapu logaritmusat (logPoktanoiviz) hasznaljak
[183,184]. Bar az oktanol-viz megoszlasi hanyados (logPoktanoliviz) Szamitasara
szamos szamitdgépes program all ma mar rendelkezésre, ezek alkalmazhatésaga
azonban limitalt és szamos kritikat valtott ki [185-187].

Egy adott vegyulet lipofilitasa szorosan Osszefugg annak ionizaltsagi
allapotaval. Az ionizalt és a nem-ionizalt formak fizikai-kémiai tulajdonsagai, igy
azok lipofilitasa, eltérnek egymastél. A gyakorlatban ezért két kilonboz6 lipofilitast
kulonboztetunk meg: az un. valodi megoszlasi hanyadost (logP) és a latszdlagos
megoszlasi hanyadost, vagy disztribucios koefficienst (logPapp; l0gDpH ). EIGbbi a
nemionizalt semleges forma, az utébbi egy adott pH-ju kdrnyezetben eléforduld
formak 6sszességének megoszlasara vonatkozik [188].

A lipofilitas meghatarozasanak referencia modszere az un. razotolcséres
eljaras [189]. A mddszer ismert korlatai (pl. nagy id6éigény, oldhatésagi problémak,
nagy tisztasagu mintak [190]) miatt ionizalhaté vegyuletek esetén ma a pH-metrias
meghatarozas tekinthetdé referencia mddszernek [191]. A nagyszamu vegyulet
lipofilitasanak rovid idén belll torténd meghatarozasara iranyuld torekvések
eredmeényeképpen szamos un. indirekt eljaras is alkalmazhaté a lipofilitas
szamszer( jellemzésére. Az indirekt logP meghatarozasok elvi alapjat a
folyadék/folyadék vagy folyadék/micella megoszlason alapuldé kromatografias
retencio (tr vagy Rr) és a megoszlasi hanyados kozott fennalld osszefuggés
(korrelacio) adja meg [192]. Az indirekt eljarasok elénye, hogy az igen magas és
nagyon magas lipofilitasu vegyuletek is mérhetbk, a moddszerek gyorsak és
egyszerlek, és nem igényelnek nagy tisztasagu mintakat.

A munkank soran alkalmazott forditott fazisu vékonyréteg kromatografias
modszer lényege, hogy direkt modszerrel meghatarozott, ismert logP értéki
referencia vegyuletek sorozatara egy, a lipofilitastol fuggé vékonyréteg
kromatografias paramétert, a retenciés faktorral kdzvetlenul 6sszefliggésben allo
un. Rw értéket (Rv = log(1/Rs+1)) hatarozunk meg, majd az Rw értékek alapjan
kalibracios egyenest szerkesztunk az alabbi (9) egyenlet értelmében:

logP=aRw+ b (9)
ahol logP a referencia vegyiiletek lipofilitasa, a a kalibraciés egyenes meredeksége, Ru a
referencia vegyluletek kisérletileg meghatarozott Ru értékei, b az egyenes allanddja.

Az igy kapott kalibraciés egyenes alapjan meghatarozhaté a vizsgalt
vegylletek logPvrk értéke [193]. Mivel vizsgalt vegylleteink fiziologias pH
tartomanyokban (pH 6-8) kizarélag nem-ionizalt formaban fordulnak el [S28], a
logPvrk értékek az adott pH tartomanyban allandonak tekintheték.
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2.3.2. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analégok intesztinalis abszorpcidja és
metabolikus transzformacioi

A modern gyogyszertervezés nemcsak a vegyuletek farmakologiai
aktivitasara koncentral, hanem azt is vizsgalja, hogy képesek-e felszivodni és
elérni a kivant ha-tas helyét. A vegyuletek abszorpciéjanak vizsgalatara hasznalt
egyik modszer a bél-permeabilitas és metabolizmus vizsgalata kisérleti
patkanyokban. Korabban, két kvazi in vivo modszer kerllt kifejlesztésre és
szeéleskorl alkalmazasra [194,195,196]. Tobb kisérletes eredmény is igazolta,
hogy a human és a patkany vékonybél permeabilitas és a vizsgalt vegyuletek
fizikai-kémiai tulajdonsagai nagyfoku hasonlésagot, szoros korrelaciot mutatnak
[197,198]. Az in vivo moddszerek mellett, nagyszamu minta veékonybél
permeabilitasanak vizsgalatara alkalmazott technika a Caco-2 sejt monorétegeken
keresztul tortend diffuzio vizsgalata [199].

A testidegen anyagok metabolikus transzformacioit kémiai szempontbal
Fazis | és Fazis Il atalakulasok k6zé csoportosithatjuk [200]. A farmakokinetikai
viselkedést tekintve tovabbi fazisokat is megkulonboztetink (Fazis 0, Fazis Ill),
amelynek soran kovalens atalakulas nem torténik, mégis a felszivodas és kilrulés,
a biolégiai membranokon val6é athaladas szempontjabdl meghatarozo lépések
[201]. A vizsgalt vegyuleteink funkcios csoportjait (aromas gydrd, karbonilcsoport,
polarizalt szén-szén kettds kotés) figyelembe véve, a Fazis | atalakulasok kozul az
oxidacio és a redukcio, a Fazis Il atalakulasok kozul a glutation-konjugacio, a
fenolos szarmazékok esetén a glikuronsav-konjugacioé a relevans transzformaciok
[200].

A flavonoidok, igy a természetes kalkonok, mint élelmiszer tartalmi anyagok,
felszivodasaval és metabolikus atalakulasaival tobb szerz6 foglalkozott. A
flavonoidok a természetben altalaban glikozid formaban talalhatok. A kalonbozé
cukorkomponensi flavonoid-glikozidok kozul a glukozidok felszivodasa altalaban
gyorsabb, mint a nem-gliikkéz komponensii glikozidoké. igy példaul, Hollmann és
mtsai [202], a kvercetin-glikozid és rutinozid Osszehasonlitdé abszorpcios
vizsgalata alapjan feltételezte, hogy a glukozid mar a nagyobb abszorpcios
kapacitassal rendelkez6 vékonybélbdl képes felszivodni, mig a rutinozid csak a
vastagbélbdl. Crespy és munkatarsai a dihidrokalkon floridzin (floretin-2-glukozid)
és aglikonjanak (floretin) per os felszivodasat vizsgaltak kisérleti patkanyokon (15.
abra). A vegyuletek plazmakoncentraciéjanak vizsgalata soran azt tapasztaltak,
hogy mindkét forma hatékonyan felszivodik, farmakokinetikajuk azonban
kulonbozik; az aglikon felszivdédasa gyorsabb, a glukozidé elhuzédébb [203].
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15. abra. A floretin, a floridzin (floretin-2-glukozid) és az izolikviritigenin szerkezete

Egy kozel egyidében megjelent kdzleményltkben a szerzék az altalunk is
alkalmazott in vivo patkany vékonybél perfuziés kisérletek soran vizsgaltak két
flavonoid (kvercetin és floretin), valamint O-glikozidjaik felszivédasat és
metabolizmusat [204]. Vizsgalataik alapjan mindkét vegyulet esetén az aglikonok
felszivodasa a gyorsabb. Qiao és munkatarsai az izolikviritigenin per os
felszivddasat vizsgaltak patkany modellen. A szerzék azt talaltak, hogy a vegyulet
(aglikon) gyorsan felszivodik a gyomor-bél rendszerbél [205]. Osszefoglalva, az
irodalmi adatok alapjan megallapithaté, hogy a flavonoidok és glikdz-
konjugatumaik jol felszivodnak a gyomor-bél rendszerbdl, valamint, hogy az
aglikonok abszorpcioja a gyorsabb folyamat [206].

Az abszorpcid mellett, az uan. ,first-pass” metabolizmus is erételjes
befolyassal birhat a felszivodd vegylletek biohasznosulasara. Ezért a vegyuletek
intesztinalis és hepatikus metabolizmusa is azok hatasat befolyasold tényezé. A
vizsgalt vegyuleteink szempontjabdl jelentds Fazis | reakcidokat katalizalé enzimek
koézul kiemelendbék a CYP enzimek, melyek kézil a CYP 1A1, 2B1, 2C11, 2D2,
3A1 és 3A9 formak expresszidjat igazoltak a kisérleteinkben alkalmazott patkany
vékonybélben [207]. Hasonld expresszids profilt mutattak a parhuzamosan vizsgait
hepatikus CYP enzimek izoformai is. Itt azonban a CYP2E1 izoforma is
kimutathato volt [208]. A CYP 1A enzimek kettbés szerepet toltenek be a testidegen
anyagok metabolizmusaban; egyrészt gydgyszer-hatdbanyagokat inaktivalnak,
masrészt prokarcinogén anyagok (pl. policiklusos aromas szénhidrogének)
metabolikus aktivalasat is végzik [209].

Kohno és munkatarsai szubsztitualatlan kalkon (4a) patkany ma3j
mikroszéma frakcioval végzett kisérletében f6 metabolitként 4-hidroxikalkont
azonositottak. A 4-hidroxilaciét a rekombinans CYP 1A1, 1A2 és 2C6 izoenzimek
katalizaltak [210]. Cuendet és munkatarsai az izolikviritigenin (15. &bra) in vitro és
in vivo metabolizmusat vizsgaltak patkany maj mikroszoéma frakcié alkalmazasa,
valamint Kkisérleti patkanyok per os izolikviritigenin kezelése soran. A ma3;j
mikroszéma inkubatumokbdl az anyavegyulet hét oxidativ Fazis | metabolitjat és
harom glikuronid konjugatumat, mig az in vivo kisérletekbél szarmazo
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plazmamintakban ot glukuronid konjugatumat és harom szulfat konjugatumat
azonositottak. Jelen dolgozatban bemutatott eredményeink szempontjabol
ugyancsak jelentéséggel biré eredmény, hogy az izolikviritigeninnel kezelt kisérleti
allatokon a 7,12-dimetilbenz[alantracén-indukalt eml6tumor kialakulasanak
latenciaideje megndétt [211]. A szerzOk a tapasztalatokat a vegyulet - egy el6z6
kozleményukben igazolt - NAD(P)H:kinon reduktaz enzim indukciojaval
magyaraztak [212].

Az izolikviritigeninnel  végzett kisérletekben igazolt metabolikus
transzformaciokhoz hasonlé atalakulasokrol szamoltak be a likokalkon A
[213,214], a flavokawain A, B, és C [215], a xantohumol [216], a hidroxiszaffrol
sarga A [217] és tObb, malaria ellenes hatasu cisztein-proteinaz gatlé szintetikus
kalkon [218,219] in vitro és in vivo vizsgalatai soran is (16. abra).

0 OCHL0
HO HyCO OH H,CO OH OCH;

likokalkon A flavokawain A

OH O o 0
X O = O ﬁ-D-GIu—O
HO
HO OCH, OH “onH OH

B-D—Glu-0 H
xantohumol hidroxiszaffrol sarga A
16. abra. A likokalkon A, flavokawain A, xantohumol és hidroxiszaffrol A
szerkezete

A kalkonok Fazis |l biotranszformacioi kozul mind kémiailag, mind biokémiai
(farmakologiai) szempontbdl jelent6séggel bird reakcid a vegyuletek redukalt
glutationnal (GSH) lejatsz6d6 reakcidja. A reakcidé alapjat a GSH nukleofil
kénatomjanak a kalkonok polarizalt szén-szén kett6s kotésére torténd addicidja
(tia-Michael addicio) képezi [167,168]. A glutation a citoszolban relative magas
koncentracibban  (1-10 mM) megtalalhatd tripeptid.  Tiol-funkcidjanak
kovetkeztében fiziologias koruimények kozott erés nukleofil; egyidejlileg redukalo
(antioxidans) tulajdonsagu vegyulet [220,221]. A vegyulet kritikus szerepet jatszik
a sejtek redox homeosztazisanak fenntartasaban, valamint a sejtciklus
szabalyozasaban, az apoptézisban, az immunoldgiai védekezésben és a koros
rendellenességek megel6zésében [D3].

A GSH testidegen anyagokkal torténd reakciéit a citoszolban, valamint a
mitokondrialis membranban lokalizal6d6 glutation-S-transzferaz (GST) enzimek
katalizaljak [222,223]. A GST enzimek harom f6 funkcioval rendelkeznek az él6
szervezetekben: (a) katalitikus aktivitas, (b) nem-szubsztrat ligandumok
megkotése, és (c) részvétel a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban [224-226]. A GST
enzimek katalizator hatasanak alapja, hogy a redukalt glutationnal torténd
kolcsonhatasuk eredményeképpen a GSH pKa értékét (8,83) pKa 6-7 értékre
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csokkentik az enzim aktiv helyének kornyezetében. Ezaltal megné a nagyobb
nukleofil erével bird tiolationt hordozé GSH molekulak szama [D4,175,227,228]. A
majban képz6d6 GSH-konjugatumok kiurulnek az epével, vagy a vesében
merkaptursav-szarmazékokka alakulva a vizelettel drtlnek ki a szervezetb6l [200].

2.4. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analéogok daganatellenes hatasai

Az irodalomban nagyszamu Kkisérletes és 0Osszefoglald koézlemény
foglalkozik a természetes és szintetikus kalkonok és gyilris kalkon-analogok
sokrétl biologiai hatasaival. A novényi fiziolégias hatasaikon tul, ezek kozott
megemlitend6k az antioxidans, antidiabetikus, gyulladascsokkentd, antibakterialis,
antifungalis, parazitaellenes, daganatellenes (citotoxikus és sejtosztddast gatlod),
valamint kardio- és neuroprotektiv hatasok [D1,9-23].

Ezideig a klinikai gyakorlatban két kalkon, a metokalkon (mint koleretikus
szer) eés a szofalkon (mint gyomorfekély-ellenes szer) kerult alkalmazasra (17.
abra) [14]. Ezenkivdl klinikai vizsgalatok torténtek a heszperidin-metilkalkon és a
heszperidin-trimetilkalkon krénikus vénas elégtelenségben torténé alkalmazasaval
kapcsolatosan (17. abra) [14]. Ugyancsak szamos Kklinikai vizsgalat targyat
képezték a kalkonok, elsésorban a likokalkon A, szerepét gyulladasos bértunetek
kezelésben (16. abra) [18]. Sajat vizsgalataink az altalam szintetizalt vegyuletek
daganatellenes (citotoxikus, sejtosztodast gatldé és kemopreventiv) hatasaival
foglalkoztak. igy a jelen dolgozat csak e teriilet részletesebb attekintésére
korlatozodik.

OCHp
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R=H heszperidin-metilkalkon

R=CH3; heszperidin-trimetilkalkon
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17. abra. A metokalkon, szofalkon, heszperidin-metilkalkon és heszperidin-
trimetilkalkon szerkezete

A természetes kalkonok daganatellenes (daganatos sejtekkel szemben
mutatott citotoxikus és sejtosztédast gatlo) hatasait szamos Osszefoglalo
kozlemény elemzi. Az 0sszefoglaldk alapjan a természetes kalkonok viszonylag
magas biztonsagi profillal rendelkeznek [229-236]. Azonban a legtobb esetben a
vegyuletek citotoxikus hatasa, kémiai stabilitdsa, per os biologiai hasznosulasa és
metabolikus stabilitasa tavol all a szintetikus vegyuletekétdl [233].

Ez utébbi tapasztalatok alapjan, nagyszamu kalkon, kalkonszarmazék és
kalkon-anal6g szintézisérél és antiproliferativ (daganatsejt citotoxikus) hatasardl
jelent meg az utébbi években publikacié [236-246]. Mahapatra és munkatarsai
kozleményében a daganatellenes kalkonokat nyolc csoportba sorolta: (1) cellularis
transzportereken hatd, (2) hormonhaztartast befolyasold, (3) fehérje
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dezacetilalason alapul6 hatassal rendelkez6, (4) p53 fehérje degradaciojat gatlo,
(5) JAK/STAT szignalizaciés mechanizmust gatld, (6) angiogenézist gatlo, (7)
sejtosztodast gatlo, valamint (8) citotoxikus hatassal birdé szarmazékok [239]. A
szerz6k kozleményukben 316 szintetikus és természetes kalkon fenti besorolas
alapjan tortén6 bemutatasat foglaltak ossze.

Ugyanakkor, a potencialisan daganatellenes természetes és szintetikus
kalkonok hatasainak mas szempontbdl torténd rendezése azt mutatta, hogy a
vegylletek kozott megtalalhatok a kémiai karcinogenézis minden alapvet6
lépésének (inicializacid, promocio, progresszio) gatlasan alapuld hatassal bird
szarmazékok.

igy példaul, az inicializacié fazisdban hatékony kalkonszarmazékok
lehetnek a reaktiv metabolitok képzdédését katalizalo (pl. a policiklusos aromas
szénhidrogéneket aktivalo CYP1A) enzimek gatlasa [247], a reaktiv
intermediereket kevésbé toxikus szarmazékokka konvertald enzimek (pl. GSH-S-
transzferaz, NAD(P)H kinon-reduktaz) enzimek aktivitasanak megnovelése
[247,248], valamint az oxidativ stressz kovetkeztében megndvekedett
koncentraciéju reaktiv gyokok (elsésorban a hidroxilgyok) direkt kémiai
kolcsonhatasok (pl. gyokbefogasi reakciok) révén kevésbé toxikus szarmazékokka
torténd atalakitasa [249-251]. E vegyuletek kemopreventiv szereknek tekinthetok.
Ugyanakkor, kalkonok és kalkon-analégok antiangiogenetikus hatasa a vegyuletek
antipromoter/antiprogressziv hatasanak egyik jol dokumentalt példaja [236,243].

A daganatos sejtek osztdédasanak gatlasa, szintén a kalkonok és kalkon-
szarmazékok antikarcinogén hatasanak jol dokumentalt tertlete [239]. E hatasok
kozott megemlitendd a vegyuletek antimitotikus [18,252,253], valamint a ciklin-
dependens kinaz [254-256], tirozin-kinaz [257-259], topoizomeraz [260-264], vagy
az IkB [13, 265-267] enzimekre gyakorolt hatasuk.

A megismert biokémiai folyamatok természete, valamint a szerkezet-hatas
Osszefuggések alapjan, a fenti hatasokat a vegyuletek kovalens és nem-kovalens
kdlcsdnhatasokon alapuld hatasaiként csoportosithatjuk. A  kovalens
kolcsdnhatasok kozll csak a legvaldszinibbnek tekinthetd, és a sajat kutatasi
tertletemhez is kapcsolddo, tiol-reaktivitason alapuldkat tekintem at.

2.4.1. Nem-kovalens kolcsonhatasokon alapulé hatasok

Nagyszamu kozlemény irja le a vegyuletek molekularis kdlcsdnhatasainak
természetét nem vizsgalo, feltételezett nem-kovalens kdlcsdnhatasokon alapuld
bioldgiai hatasait. igy, szamos kdzlemény szamol be kalkonok in vitro a-
glikozidaz, o-amildz, valamint COX gatld hatasairdl [18]. Kulénbdzéképpen
szubsztitualt kalkonok a-glukozidaz és kolineszteraz gatlasanak szerkezet-hatas
Osszefuggései azt mutattak, hogy a leghatékonyabb szarmazékok a B-gylrl 4'-
helyzetében elektronkuldd szubsztituenst hordoznak. A szubsztituensek egyrészt
jelentéséggel birnak a célmolekulakkal kialakitott kdlcsonhatasokban, masrészt
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novelik az elektronsiriséget (csokkentik az elektrofil jelleget) a kalkon-
molekularész B-szénatomjan [268].

A kalkonok daganatseijt citotoxikus hatasanak egyik jellegzetessége, hogy
a kezelt sejtek nagy hanyadanak osztddasa a G2/M fazisok hataran megall.
Hasonl6 tulajdonsaggal bir példaul a paklitaxel, ami egy a klinikai gyakorlatban is
alkalmazott citosztatikum. A taxanok (pl. a paklitaxel) (18. abra) a mikrotubulusok
B-tubulin  épitéelemeivel képeznek komplexet és igy megakadalyozzak a
mikrotubulusok depolimerizacidjat, az utddsejtek szeparaciojat. A kolchicin és a
vinka-alkaloidok (pl. vinpocetin) (18. &bra) viszont a tubulin épitéelemek

Az ezideig leghatékonyabb antimitotikus hatassal bird kalkon (MDL-27048)
(18. abra) 1989-ben tortént publikalasa [270] o6ta, nagyszamu kalkon és
kalkonszarmazék antimitotikus hatasarol jelent meg publikacio. Kovetkezd
kozleménylkben a szerz6k fluoreszcencias vizsgalatokkal igazoltak, hogy a
vegyulet a mikrotubulusok kolchicin-kot6helyével alakit ki reverzibilis
kolcsdnhatast [271]. Molekula-dokkolassal kapott eredmények tobb kalkon esetén
azt mutattak, hogy a kalkonok a mikrotubulusok kolchicin kotohelyéhez
kapcsolodnak és gatoljak a mikrotubulusok szintézisét [272]. A tubulin-aktiv
kalkonok vizsgalati eredményeinek j6 Osszefoglalojat talalhatjuk Mahapatra és
munkatarsai kozlemeényében [239].

Egy atfogo attekint6 kozleményben Ducki 6t klilénb6z6 csoportba sorolta a
tubulin-aktiv kalkonokat és kalkon-analégokat: (A) kalkonok; (B) a-szubsztitualt
kalkonok; (C) alkén-funkcionalizalt kalkonok; (D) konformacidban korlatozott
kalkonok; és (E)-1,3-diszubsztitualt kalkonok [252]. Az a-metil-szubsztitualt
kalkonok hatékonyabb antimitotikus szernek bizonyultak, mint a szubsztitualatlan
analogjaik. Ezt a szerz6 az el6bbi szarmazékok dominans s-fransz
konformacidjanak tulajdonitotta.
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18. abra. A paklitaxel, kolchicin, vinpocetin és MDL-27048 szerkezete

Egy kovetkezd, szintén a sejtciklust befolyasolé mechanizmusa a kalkonok
daganatellenes hatasanak a topoizomeraz Il enzim gatlasa [239]. A sejtekben a |-



perjesi.pal 370 25 28

es tipusu topoizomerazok kuldndsen fontosak az Ujonnan szintetizalt
testvérkromoszomak szétvalasztasara valdo képességuk miatt. A klinikailag
alkalmazott topoizomeraz |l gatlok kozul a legelterjedtebbek az antraciklin-
antibiotikumok, amelyeknek legfontosabb képvisel6je a doxorubicin és a
daunorubicin. Ezek kozel planaris, kondenzalt aromas gydriket tartalmazo
molekulak, melyek a DNS egymas folott elhelyezkedd purin és pirimidin bazisai
kozé ékelbdnek és n-kdlcsdnhatasok révén ott rogzllnek (interkalalé topoizomeraz
Il gatlék) [261]. Shangpheak és munkatarsai 47, az A és B gyldrin
kilonbozbképpen szubsztitualt kalkon és human topoizomeraz Il ATPaz és DNS-
komplex kotéhelyének kolcsdnhatasat vizsgaltdk molekularis  dokkolasi
szamitasokkal. Az s-cisz konformacioju szarmazékok a szamitasok szerint az
enzim ATPaz kotbéhelyével szemben mutattak nagyobb affinitast [264]. A
topoizomeraz Il gatlék ez utdbbi osztalyaba (topoizomeraz Il inhibitorok) sorolt
vegylletek legismertebb képvisel6je a bisz-dioxipiperazin, amit leggyakrabban
antraciklin kezelés alatt all6 betegek korében, mint kardioprotektiv szert
alkalmaznak [261].

2.4.2. Tiol-reaktivitason alapuld hatasok

Az o,p-telitetlen karbonilvegyuletek, koztuk a kalkonok és a gytris kalkon-
analégok tiolokkal lejatszodd Michael reakcidja jol ismert atalakulasa a
vegyulleteknek. Ezeknek az atalakitdsoknak az egyik in vitro és in vivo
korulmények kozott is dokumentalt atalakulasa a citoszolban talalhaté tripeptiddel,
a glutationnal (GSH) lejatsz6d6 konjugalt addicioja [273]. A glutationnal torténd
reakcid6 azonban nem csak a testidegen anyagok biotranszformacidja
szempontjabdl jelentés. A GSH kozponti szerepet jatszik a sejthalalban, beleértve
az apoptotikus sejthalalt is. A cellularis GSH szint tobbek kozott befolyasolja a
kaszpaz aktivitast, a transzkripcids faktorok aktivalasat, a Bcl-2 expressziojat, a
ceramid termelést, a tiol-redox jelatvitelt és a foszfatidilszerin-externalizaciot
[D3,274,275].

A kalkonok és mas elektrofil centrummal biré vegyuletek azonban a GSH
mellett mas cellularis tiolokkal, proteinek, fehérjék reaktiv tiolcsoportjaival is
képesek reakcidba lépni. A cellularis makromolekulakkal torténé kovalens
kolcsonhatas kialakulasanak feltétele a vegyuletek el6zetes, nem-kovalens médon
torténé kolcsOnhatasa. Leggyakrabban ez a kdlcsdnhatas eredményezi a
vegyuletek specifikus biologiai hatasat. Ezt kovetéen alakulhat ki kovalens
kolcsonhatas a vegyuletek elektrofil centrumaival. A leggyakoribb modositando
funkcidnak ezideig a cisztein tiolcsoportja bizonyult [276,277]. A kovalens
modositdé szerek molekularis mechanizmusai kozott az aktivalt szén-szén kettbs
kotésre torténd tia-Michael addicié az egyik leggyakrabban el6forduld protein-
ligandum kolcsonhatas [278-282].

A kalkonok protein-tiolokkal lejatszé reakcidjaval értelmezhet6 példaul, a
vegyuletek nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) aktivitas gatlasan, valamint az Nrf2-
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Keap1 utvonal aktivalasan alapuldé gyulladascsokkentd és (kovetkezésképpen)
daganatellenes hatasa [283-285]. Az Nrf2-Keap1 utvonal aktivalasa és az NF-xB
utvonal gatlasa példak a gyulladas elleni sejtes védekezési stratégiakra,
melyekben a tiol-kdzvetitette Il-es fazisu enzimek indukcidjahoz vezet6 folyamatok
kulcsszerepet jatszanak [286-289]. Az NF-xB utvonal gatlasanak egyik
lehet6ségeét jelentik, az optimalis fizikai-kémiai tulajdonsagokkal (pl. sztereokémia,
logP) és tiol-reaktivitassal bird, antiproliferativ hatasu kalkonok, kalkon-analégok
tervezése és alkalmazasa. Ugyanakkor, az Nrf2 utvonal aktivalasa a kémiai
daganatképzédeés inicializacidés fazisanak gatlasat (citoprotekcid) eredmeényezi.
Tovabbi, a szerkezet-hatas 0Osszeflggések alapjan tiol-reaktivitason alapulo
molekularis mechanizmussal biré kalkonok kozoétt beszamoltak p53-indukciot
okoz6 [290], vaszkularis endothelium novekedési faktor (VEGF) gatlo [291],
valamint katepszin-K gatl6 [292] szarmazékok szintézisérdl és vizsgalatarol.

A kovalens modositas révén kialakulé biolégiai hatas tervezése korai
szakaszanak egyik modszere a vegyuletek kulonbozd cellularis (és szintetikus)
tiolokkal szemben mutatott reaktivitasanak vizsgalata [280-282, 293,294].
Amslinger és mtsai kiterjedten vizsgaltdk az a-szénatomon kulénb6zéképpen
szubsztitualt és szubsztitualatlan kalkonok ciszteaminnal pH 7,4-es etilénglikol-
TRIS puffer elegyben lejatsz6dd reakcidit. A szubsztitualatlan vegyuletek
szerkezet-hatas 6sszeflggéseinek elemzésekor azt tapasztaltak, hogy a B-gy(ri
szubsztituenseinek elektronikus hatasai kifejezettebben érvényesiinek, mint az A-
gylrG hasonlé szubsztituenseié [293]. Hasonlé eredményt kaptak Dinkova-
Kostova és mtsai is, kalkonok és kalkon-analégok kulénbdzé tiol-reagensekkel
lejatszodo  reakcidinak  kinetikai  vizsgalata soran. Az  a-szénatomon
kulonbozb6képpen szubsztitualt kalkonok azonos korulmények kozott végzett
O0sszehasonlitd kinetikai vizsgalata azt mutatta, hogy az a-helyzeti elektronkildé
csoportok (pl. metilcsoport) csdkkentik, elektronszivé csoportok (pl. nitrocsoport)
novelik a szarmazékok tiol-reaktivitasat [294]. Petri és munkatarsai eredményei
ravilagitottak, hogy a kulonb6zd tiol-reagensek mas-mas reaktivitas-profilt
eredményeznek. Vizsgalataik alapjan a GSH alkalmazasa vezetett a human
vonatkozas szempontjabdl legrelevansabb eredményekhez [281].



perjesi.pal 370 25 30

3. Célkitiizések

Az értekezés alapjat képez6 kutatomunka célja kalkonok és karbociklusos
kalkon-analdgok szintézise, fizikai-kémiai €s gyogyszerészeti jellemzése és in vitro
megdfigyelhet6 daganatsejt citotoxikus hatasainak szerkezet-hatas és tiol-
reaktivitas-hatas Osszeflggéseinek megismerése volt. Ennek megfelelen,
kutatomunkam célkitizései a kovetkez6k voltak:
1. Szisztematikusan valtoztatva a karbociklusos kalkon-analégok (5-7)
gyuritagszamat, valamint a vegyuletek B-gylrijének szubsztituenseit, szerkezet-
hatas és  szerkezet-reaktivitas  Osszeflggések vizsgalatara  alkalmas
vegyuletgyljtemény szintézise, szerkezeti és sztereokémiai jellemzése.
2. A hattagu karbociklusos kalkon-analdgok (6) heterociklusos analogjainak (8,9),
valamint az 5-9 szarmazékok ferrocén-analdgjainak szintézise, szerkezeti
jellemzése és daganatsejt citotoxikus hatasanak vizsgalata.
3. Kulonboz6 gylritagszamu karbociklusos kalkon-analégok (5-7) sztereokémiai
stabilitasanak, (E)/(Z)-izomerizaciojanak vizsgalata.
4. Kulénb6zb gydritagszamu, 4’-helyzetben kulonbozéképpen szubsztitualt
karbociklusos kalkon-analogok (5-7) lipofilitasanak jellemzése. Az (E)-
konfiguraciéju kalkonok (5-7) és megfeleld (Z)-izomerjeik lipofiltasanak
0sszehasonlitasa.
5. Kulonbozé gydritagszamu, 4’-helyzetben kulonbozdképpen szubsztitualt
karbociklusos kalkon-analogok (5-7) elektronszerkezetének UV-Vis, IR és '3C
NMR spektroszkdpiai adatok alapjan torténd jellemzése. Az 5-7 szarmazékok
benzilidén-szubsztituensei elektronikus hatasainak linearis szabadentalpia
Osszefuggések alapjan torténé 6sszehasonlito vizsgalata.
6. Kulonbozd gydritagszamu, a benzilidén-molekularész aromas gydrijén
kulonbozékeppen szubsztitualt gylris kalkon-analogok (5-9) in vitro daganatsejt
citotoxicitasanak vizsgalata. A leghatékonyabb vegyuletsorbdl (7) kivalasztott
vegyuletek sejtciklusra gyakorolt hatasanak vizsgalata.
7. Kivalasztott (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-benzoszuberon (7) szarmazékok
daganatos sejtekre jellemz6 génexpressziok valtozasaira gyakorolt hatasanak
vizsgalata in vivo kisérleteken.
8. Kivalasztott kalkonok (4) és karbociklusos kalkonszarmazékok (5-7) in vitro
CYP1A gatlé hatasanak szerkezet-hatas vizsgalata.
9. Kivalasztott kalkonok (4) in vivo vékonybélbdl torténd eliminacidjanak és
vékonybélben torténd metabolizmusanak vizsgalata.
10. Az A-gydrin kulonbozdképpen szubsztitualt kalkonok (16,17) tiol-
reaktivitdsanak vizsgalata, a vegyuletek in vitro daganatseijt citotoxicitasat jellemz6
ICs0 értékek és a megfigyelhetd tiol-reaktivitas kozotti kapcsolat elemzése céljabal.
11. 4-helyzetben szubsztitualt kalkonok (4) és kulonb6z6 gylritagszamu
karbociklusos kalkon-analégok (5-7) tiol-reaktivitasanak vizsgalata, a vegyuletek
gylritagszama, valamint a daganatsejt citotoxicitasukat jellemzé ICso értékek és
a tiol-reaktivitas kozotti kapcsolat elemzése céljabdl.
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4. Médszerek

A dolgozatban bemutatott eredmények és a kisérletek kivitelezése a
hivatkozott sajat kozleményekben megtalalhatok, igy a kivitelezés részletei ott
attekinthet6k. A dolgozat terjedelme indokolta, hogy itt csak a legfontosabb
anyagok eléallitasanak és tisztitasanak eljarasait, valamint a sajat munkak
kisérleti, elemzési és értékelési modszereit soroljam fel.

4.1. Hasznalt anyagok

A hasznalt vegyszerek mindegyike analitikai tisztasagu volt. A
szintézisekhez hasznalt vegyszereket, oldoszereket altalaban a Reanaltdl
(Budapest, Magyarorszag) vagy a Molar Chemicals Kft-t6l (Halasztelek,
Magyarorszag) vasaroltuk. A redukalt glutationt és az N-acetilciszteint a Sigma-
Aldrich (Budapest, Magyarorszag) cégtél, a CHROMASOLYV gradiens metanolt a
Honeywell Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztuk be. A HiperSolve
CHROMANORM trifluorecetsavat a VWR International Kft-t6l (Debrecen,
Magyarorszag), a hangyasavat a Fischer Chemicals-t6l (Zurich, Svajc) szereztik
be. A tovabbi felhasznalt vegyszerek analitikai min6ségiek voltak.

A vizsgalt kalkonok és gylris kalkon-analégok kiindulasi (E) izomerijeit
szubsztitualt benzaldehidek és a megfelel6 ketonok bazis-katalizalt Claisen-
Schmidt reakcidjaval szintetizaltuk [D5-D14]. A mintak tisztitasat normal fazisu
oszlopkromatografiaval, alléfazisként szilikagélt (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm,
Merck), mozgofazisként toluolt, illetve valtozé Osszetételli toluol-etanol, vagy
etilacetat-hexan elegyet hasznalva végeztuk. A reakciok elérehaladasat, valamint
a mintak tisztasagat VRK (szilikagél 60 F2s4; Merck Life Science Kft, Budapest,
Magyarorszag) és/vagy HPLC-UV-Vis modszerekkel ellenériztik. A vegyuletek
szerkezetét IR, NMR, MS és tobb esetben rontgendiffrakcios moddszer
alkalmazasaval igazoltuk. A tiokromanon-szarmazékok (9) exo-endo izomerjeinek
szétvalasztasat oszlopkromatografia (szilikagél/toluol) alkalmazasaval végeztuk
[D12]. A kisérletek soran hasznalt mintak tisztasagat alkalmazas el6tt VRK és GC-
FID, vagy HPLC-UV-Vis modszerekkel ellenériztuk.

A megfeleld  (2)-izomereket az  (E)-izomerek  fény-inicializalt
izomerizaciojaval nyertiik. A kapott izomerek szerkezetét '"H NMR, GC-MS és
HPLC-MS mérésekkel igazoltuk [D16,D17,D033,D38,D39].

A human Jurkat T limfocita sejteket (ATCC, E6-1 klén) az LGC
Promochemtél (Teddington, UK) szereztlk be. A Jurkat sejtek tenyésztése 37 °C-
on, megfeleld para- és 5% COz-tartalmu kornyezetben, RPMI 1640 tapoldatban
(pH 7,4) tortént, amit kiegészitettink 10% FCS-sel (magzati borju szérum,
Diagnosticum Zrt. Budapest, Magyarorszag), penicillinnel (100 U/ml) és
sztreptomicinnel (100 pg/ml) [D29,D232].

4.2. IR és UV-Vis mérések
A szintetizalt vegyuletek infravoros spektrumait Nicolet Impact 400 (Nicolet)
[D5,D09,D11], vagy Bruker IFS-55 FT IR spektrofotométeren [D7,D8,D10,D25], KBr



perjesi.pal 370 25 32

pasztillaban, referencia spektrumként KBr pasztillat hasznalva vettuk fel. A vizsgalt
vegyuletek oldatfelvételei kloroformos oldatban Zeiss Specord M80 (Carl Zeiss,
Jena) készulék alkalmazasaval készultek [D15].

Az UV-Vis abszorpcidés spektrumokat Specord M40 (Carl Zeiss, Jena,
Germany), Secomam Anthelie Light (Secomam, Alés, France) [D18], Shimadzu
MultiSpec-1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) [D20], valamint Jasco V-
750 (ABL&E Jasco Magyarorszag Kft, Budapest Magyarorszag) [D19] kétsugaras
spektrofotométereken, 10 mm-es kuvettak hasznalataval vettik fel.

4.3. NMR mérések

A szintetizalt vegytletek 'H és 3C NMR analiziseit Perkin-Elmer R12A (60
MHz), JEOL FX90Q (90 MHz) [D5,D8,D11], Varian UNITY/NOVA 400 WB
(400/100 MHz, 'H/'3C) (Varian, Palo Alto, CA, USA) [D12,D15,D16, D21] vagy
Bruker Avance DRX 500 FT NMR (500.13/125.77 MHz, 'H/'3C) (Bruker Daltronics,
Bremen, Germany) spektrométerek alkalmazasaval végeztiuk [D6,D8,D10,D25].

4.4. GC Mérések

A GC-FID és GC-MS méréseket HP5890 Series Il gazkromatografon
langionizacios (FID) és/vagy HPS5971A tomegszelektiv detektor (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) alkalmazasaval végeztik. A HPS5971A
tomegszeletiv detektort scan mdédban (50-600 m/z) mikodtettuk [D16].

4.5. HPLC-UV és HPLC-FL mérések

A méréseket a Gyogyszerészi Kémiai Intézetben mikodd, integralt Agilent
1100 HPLC-UV-Vis [D17,D24,D33-D39], illetve HPLC-FL [D34] rendszerrel
(kvaterner pumpa, gazmentesitd egység, automata injektor, termosztalhato
kolonnatarto, UV-Vis, illetve fluoreszcencia (FL) detektor) (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) végeztik. Az adatokat az Agilent ChemStation Rev. A.10.02
és Rev. B.03.01 operacids rendszerek segitségével rogzitettik és értékeltik.

4.6. HPLC-MS mérések

A kalkon-GSH/NAC in vitro inkubacios elegyek HPLC-MS méréseihez
[D33,D36,D38,D39] a Gyogyszerészi Kémiai Intézetben mikoddé Thermo Q
Exactive Focus kvadrupol-Orbitrap hibrid tomegspektrométerhez (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) kapcsolt Thermo Dionex UltiMate 3000
folyadékkromatografias rendszert (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) hasznaltuk. Az
adatgydjtést és adatelemzést Q Exactive Focus 2.1, Xcalibur 4.2. és FreeStyle 1.8
szoftverek (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztuk.

A 7b és 7c vegyuletek in vitro sejtes és sejtmentes korulmények kozott
GSH-val lejatsz6dd reakcidiban keletkez6 vegyuletek vizsgalatat a PTE Orvosi és
Biokémiai Intézetben mikodés, Ultimate 3000 (Dionex, Sunyvale, CA, USA) mikro
HPLC rendszerhez kapcsolt Bruker microTOF tomegspektrométerrel (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) végeztik. Az adatgyijtéshez és adatelemzéshez a
Bruker Data analysis 4.1 szoftvert hasznaltunk [D32,D37].
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A 4r, 4s, 16b és 16¢ 4-hidroxikalkonok in vitro GSH-inkubatumai és
intesztindlis perflzid soran nyert mintdi HPLC-MS analizisét a PTE AOK
lgazsagugyi Orvostani Intézetben mikodd, Jasco HPLC rendszerhez kapcsolt
Waters TQ-S micro [D27,D34], illetve Waters Xevo TQ-S micro tripla-kvadrupol
tomegspektrométer (Waters, Milford, MA, USA ) [D34] alkalmazasaval végeztuk.

4.7. LogPvrk meghatarozasi kisérletek [D22-D25]

A 4-8 vegyuletek logP értékének meghatarozasa a Semmelweis Egyetem
Gyodgyszerészi Kémia Intézetében kimunkalt forditott-vékonyrétegkromatografias
technika alkalmazasaval tortént. A mddszer lényege, hogy az eljaras soran a
lipofilitastol fuggd kromatografias paramétert (a retencios faktorral kozvetlendl
Osszefuggésben all6 un. Rw értéket: Rm = log (1/Rs1)) hatarozzuk meg, majd
kalibracios egyenes felhasznalasaval logP értéket szamolunk (logP = aRw + b)
[320]. A meghatarozashoz szilanizalt szilikagél 60F2s4 (20 cm x 20 cm) lapokat
(Merck Life Science Kft, Budapest, Magyarorszag) és metanol-viz (60+40)
kifejleszté elegyet hasznaltunk. A kifejlesztést kovetéen a foltok el6hivasa UV-
fényben (A = 254 nm), valamint jédg6zben tortént. Minden vizsgalati eredmeény
harom parhuzamos meghatarozasbol szarmazik [D22-D25].

A para-szubsztitualt vegyuletek logPcLocr értékének szamolasahoz a
Chem3D Ultra 9.0.1. szoftver (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA) CLOGP
alkalmazasat hasznaltuk.

4.8. Allatkisérletek [D27]

Kisérleteinket 230-260 g tomegl, 24 oran at éheztetett him Wistar
patkanyon (9-11 hetesek; sulyuk 250-300 g; TOXI-COOP, Magyarorszag,
Budapest), a Gyogyszerészi Kémiai Intézet allatkisérletes laboratoriumaban
végeztuk. A kisérleti allatok altatasahoz 1,2 g/kg intraperitonealisan (i.p.) adott
uretant alkalmaztunk. A kozépvonal mentén hasi feltarast végeztunk, majd a
vékonybél jejunalis szakaszanak 10 cm-ét kanulaltuk. A perfundalast a vizsgalt
vegyllet izotonias perfuziés médiummal készitett, 15 ml térfogatu oldataval
végeztuk, 13 ml/perc aramlasi sebesség mellett, 90 percig. Az izolalt bélszakasz
disztalis végén kifolyo oldatot egy rezervoarba vezettik, amelybdl egy perfuzios
pumpa segitségével azt folyamatosan visszajuttattuk a béllumenbe. A kanulalt
szegmentumbdl kifolyd perfuzios folyadékbol meghatarozott id6kdzonként 250 pl
térfogatu mintat vettink. A perfundalt oldat hémeérsékletét a perfuzié teljes
id6tartama alatt 37 °C-on tartottuk. Az eredmények harom parhuzamos kisérletbél
szarmaznak. Az abrakon (27. és 28. abra) feltintetett adatok az atlagértékeket és
a szorast (standard error) jelolik.

Az analitikai mérések validalasahoz kontroll allatkisérleteket végeztink. A
kontroll kisérletek soran a perfuzidt izotonias perfuzios médiummal végeztik. A
kontroll kisérletek soran a perfuziot izotonias perfuziés médiummal végeztuk. Az
igy kapott oldatokat hasznaltuk oldoszerként a HPLC-UV mérések validalasa
soran. A perfuzios médium kezdeti volumene 15 ml volt, amely a perfuzio
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idétartama alatt a mintavételek kovetkeztében csokkent, illetve a bél folyadékot
exkretalo vagy felszivo tevékenysége révén is modosulhatott. Mindkét tényezo
figyelembevételével torténd korrekcid segitségével szamitottuk ki az aktualis
perfuzios volument egy adott id6pontra vonatkoztatva.

4.9. Aramlasi citometriai vizsgalatok [D29]
4.9.1. Sejtkezelési protokoll

A kisérleteket a PTE KK Immunologiai és Biotechnologiai Intézet
laboratoriumaban végeztuk, Jurkat T-sejtek alkalmazasaval. A sejtek kezelése (5
x 10° db sejt / 1,0 ml RPMI 1640 tapoldat) a 7b (23,3 uM), illetve a 7c (5,6 uM),
vegyuletekkel a vizsgalati médszereknek megfeleléen 1, 4, 8, 24, illetve 48 6ran
keresztul tortént. A koncentracié értékek az el6zetesen meghatarozott 1Cso
dozisértékeknek feleltek meg [D5]. A kalkon-szarmazékokat DMSO-ban oldottuk,
és a DMSO-oldatbol 10 pl-t adtunk 1,0 ml sejteket tartalmazo tapoldathoz. A
kontroll sejtszuszpenziokat nem kezeltuk, illetve minden esetben készitettink egy
olyan kontrollt is, ami csak 1% DMSO-t tartalmazott, kalkon nelkul.

4.9.2. Citotoxicitas vizsgalatok

A Jurkat T-sejtek kezelése (5 x 10° db sejt / 1,0 ml RPMI 1640 tapoldat) a
7b (23,3 pM), illetve a 7c (5,6 uM) vegyuletekkel a sejtkezelési protokoll (4.9.1)
szerint tOrtént. A 8, 24 és 48 oras sejtkezelést kovetben az 0sszes sejt, valamint
az életképes sejtek szamolasa tripankék festékkizarasos teszttel, hemocitométer
hasznalataval tortént. Az eredmények négy parhuzamos mérésbél szarmaznak. A
tablazatban (22. tablazat) feltintetett adatok az atlagértékeket és a szorast
(standard error) jelolik.

4.9.3. Aramlasi citometriai vizsgalatok
4.9.3.1. Sejtosztédasra gyakorolt hatas vizsgalata

Az aramlasi citometriai méréseket és analiziseket a PTE AOK Biofizikai
Intézetben mikodé FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) aramlasi
citométeren a CellQuest (BD Biosciences) program segitségével végeztuk.

A Jurkat T-sejteket (5 x 10° db sejt/1,0 ml tapoldat) a 7b (23,3 uM), illetve
7c (5,6 uM) vegyuletekkel a sejtkezelési protokoll (4.9.1) szerinti 8, 24 és 48 oras
kezelést és centrifugalast (1000g, 5 perc) kdovetéen kétszer hideg PBS-pufferrel,
majd annexin-kotd pufferrel mostuk. A sejteket annexin-kot6 pufferben felvettuk és
2 pl fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt annexin V-oldattal (Annexin V-FITC)
fénytdl védve, szobahémeérsékleten 15 percig inkubaltuk, Az inkubacids id6 lejarta
utan a mintakat annexin-koté pufferrel 500 pl-re higitottuk, majd 30 percen belul
vizsgaltuk aramlasi citométerrel. A 48 o6ran keresztul kezelt sejtek jeldlése az
el6z6ekhez hasonldan, de csak propidium-jodiddal tortént. Az eredmények négy
parhuzamos mérésbdl szarmaznak. A tablazatban (23. tablazat) feltiintetett adatok
az atlagértékeket és a szoérast (standard error) jelolik.
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4.9.3.2. Sejtciklus-analizis

A Jurkat T-sejteket (5 x 10° db sejt/1,0 ml tapoldat) a 7b (23,3 uM), illetve
7c (5,6 uM) vegyuletekkel a sejtkezelési protokoll (4.9.1.) szerinti 8, 24 és 48 oras
kezelést és centrifugalast (1000g, 5 perc) kovetéen kétszer hideg PBS-pufferrel
mostuk, majd 20 percen keresztul 300 ul 4% paraformaldehid-oldattal fixaltuk. Ezt
kovetden a sejteket kétszer 2,0 ml PBS-pufferrel, majd 1,0 ml szaponin-pufferrel
(PBS/0,1% BSA/0,1% szaponin) mostuk, majd 300 ul propidium-jodid (PI) jeldl6-
oldatban (50 pug/ml PI; 100 Kunitz egység RNase A szaponin pufferben) vettik fel.
Az aramlasi citometriai méréseket és analiziseket 30 perc inkubalasi idét kovetben
végeztuk. Az eredmények négy parhuzamos merésbdl szarmaznak. A tablazatban
(24. tablazat) feltUntetett adatok az atlagértekeket és a szorast (standard error)
jelolik.
4.10. Génexpresszios kisérletek [D30]
4.10.1. Kisérleti allatok kezelése

A 7c gylrUs kalkonszarmazék génexpressziokra gyakorolt hatasat vizsgalo
kisérletben harom, hat-hat, 6-8 hetes n6stény CBA/Ca beltenyésztett egérbdl allo
csoportot intraperitonealisan (i.p.) adott, 40 mg/testtomeg/kg doézisu,
kukoricaolajban oldott 7,12-dimetilbenz[alantracénnel (DMBA) kezeltink. A harom
csoport kozul kettd 25 mg/testtomeg/kg dozisu, kukoricaolajban oldott 7¢ kalkont
is kapott (i.p.); az els6 csoport a DMBA-kezeléssel egyidejlileg, a masodik csoport
pedig 24 oraval a DMBA kezelés el6tt. A negyedik (kontroll) csoport (6 egér)
kukoricaolajat (1 ml/testtomeg/kg, i.p.) az 6tddik csoport (6-6 egér) kukoricaolajban
oldott 7c kalkont (25 mg/testtomeg/kg, i.p.), majd 24 oraval a 7c kezelést kovetben
kukoricaolajban oldott DMBA-t (40 mg/testtomeg/kg; i.p.) kapott. A hatodik csoport
(6-6 eger) csak kukoricaolajban oldott 7¢c kalkont (25 mg/testtomeg/kg, i.p.) kapott.

Az utolso kezelés utan 24 oraval cervikalis diszlokaciét kovetéen az allatok
majat, tudejét, veséit RNS-izolalas céljabdl eltavolitottuk.
4.10.2. RNS izolalas

Az Adllatkisérletek soran nyert szervekbdl a génexpresszio-valtozasok
vizsgalatahoz szukséges RNS izolalasa guanidin-izotiocianat-fenol-kloroform
(Trizol; Invitrogen, Paisley, UK) oldat hasznalataval, standard modszerrel tortént
[295]. Az egy-egy kisérleti csoportbdl szarmazo egyesitett RNS mintak tisztasagat
a 260/280 nm-en mért fényelnyelés hanyadosaval ellenériztik.
4.10.3. Slot-blot hibridizacié

Hoefer slot-blotter segitségével 10 ug nukleinsavat Amersham Hybond-N+
nitrocellul6z membranra (Merck Life Science Kft, Budapest, Magyarorszag)
vittiink, majd kemilumineszcensen jelolt prébaval (Amersham ECL) 42 °C-on, egy
éjszakan at hibridizaltuk, a gyartd6 A&ltal megadott protokoll szerint. A
kemilumineszcens jelet el6hivas utan digitalizaltuk, majd a Quantiscan 2.0
(Biosoft) programmal értékeltik. Minéségi kontrollként a konstitutivan
expresszalddod B-aktin génnel végeztunk rehibridizaciot. A Ha-ras, c-myc, p53 és
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B-aktin gének plazmidba illesztett klénozott génprdbait (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA) E. coli HB 101 baktériumtdrzsben tartottuk fenn,
és a kisérlet el6tt abbdl izolaltuk.

4.11. In vitro tiol-reaktivitas cellularis kornyezetben [D32]

A Jurkat T-sejteket (5 x 10° db sejt) a 7b (23,3 uM), illetve 7c (5,6 uM)
vegyluletekkel egyrészt 1,0 ml PBS-pufferben (tdpanyagmentes kdrnyezet) 1 6ran
at, masrészt 1,0 ml RPMI 1640-tapoldatban 4 és 8 éran at inkubaltuk a sejtkezelési
protokoll (4.9.1.) szerint. Az inkubalast kdvetben az elegyet centrifugaltuk (1000g,
5 perc), kétszer 1,0 ml hideg 0,9%-o0s NaCl-oldattal mostuk, majd 600 pl TRIS-
pufferben (50 mM; 0,1% SDS; pH 7,4) feloldottuk. A sejteket 3 egymast kovetd
.freeze-thaw ciklust” alkalmazva roncsoltuk. A sejtlizatumokat centrifugaltuk (13
000g, 5 perc), a tiszta feltluszét a szabad cellularis tiol-szint, a glutation-szint (GSH
és GSSG), valamint a fehérjekoncentraci6 meghatarozasara hasznaltuk.

A mintak GSH és GSSG tartalmanak meghatarozasa céljabdl a fellluszdkat
perklérsavval kezeltlk, a kicsapodott fehérjét centrifugalassal (10000g, 4 perc)
eltavolitottuk, 1 M KOH-oldattal semlegesitettik, a kivalt KCIO4 csapadékot
centrifugalassal (3000g, 3 perc) szeparaltuk. Az igy kapott fellluszdbdl tortént a
redukalt és oxidalt glutation-szint meghatarozasa HPLC-FL moddszerrel. A
kezeletlen és a kalkonokkal kezelt mintak glutation-koncentraciojanak
meghatarozasa a standard sorozat mintainak meghatarozasa soran felvett
kalibracios egyenesek segitségével tortént. A mért redukalt és oxidalt glutation-
szinteket a mintak fehérjemennyiségére vonatkoztattuk. Az eredmények harom
parhuzamos mérésbél szarmaznak. A tablazatban (35. tablazat) feltiintetett adatok
az atlagértékeket és a szoérast (standard error) jeldlik. A szignifikanciat az
egymintas Student-féle t-teszttel szamitottuk ki. A kontrolltdl vald szignifikans
eltérés jeldlése: * p < 0,05.

A 7b és T7c vegyuletek GSH-konjugatumainak vizsgalata céljabdl a
fellluszdkat és a feltart Uledékeket centrifugalis sziré (Amicon Ultra,10K ,cut off’
membran, Merck-Millipore, Budapest, Magyarorszag) segitségével
fehérjementesitettik, centrifugaltuk (10000g, 30 perc) majd ESI(+) HPLC-MS
modszerrel vizsgaltuk. A sejtes uledék feltarasat nagy energiaju ultraszonikatorban
(UIS250V) (6x10 masodperc) jeges hitést alkalmazva végeztik.

4.12. In vitro tiol-reaktivitas sejtmentes korilmények kozott [D33-D39]

A vizsgalt kalkonok (4) és analégjaik (6,7) redukalt glutationnal (GSH) és N-
acetilciszteinnel (NAC) sejtmentes korliimények kdzott lejatszddod reakcidjat harom
kildnb6z6 pH értékre (3,2, 6,3 és 8,0) beallitott GSH/NAC oldat hasznalataval
vizsgaltuk. A tiolok vizes oldatat (1,5 ml, 0,3 mmol tiol) a kalkonok metanolos
oldataval (4,6 ml, 0,03 mmol kalkon) elegyitettik (t = 0). Az elegyités el6tt mindkét
oldatot 37 °C-os vizfurdében 15 percig s6tétben eldinkubaltuk. Ezutan az oldatokat
elegyitettik, és a reakcidelegyeket 315 percig so6tétben, szabalyozott
hédmérsékletl (37 °C) vizfirddben tartottuk. A reakcidé elérehaladasanak nyomon
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kOvetése céljabdl az inkubacios elegyek dsszetételét a 15, 45, 75, 105, 135, 165,
195, 225, 255, 285 és 315 perc idbépontokban HPLC-UV-Vis modszerrel
elemeztik. Minden esetben két parhuzamos mérést végeztink. Az abrakon (38-
41, 58, 59, 60 és 61 abrak) feltintetett adatok az atlagértékeket és a szoérast
(standard error) jelolik.

A kontroll kisérletekben a tiolok vizes oldata helyett 1,5 ml pH 3,2, pH 6,3
és pH 8,0 kémhatasu (tiol-mentes) vizes oldatot hasznaltunk. Az elegyek
Osszetételét a tiol-tartalmu inkubatumokhoz hasonléan, a 0, 15, 45, 75, 105, 135,
165, 195, 225, 255, 285 és 315 perces idépontokban HPLC-UV-Vis modszerrel
elemeztuk.

A kiindulasi vegyulletek korabban bizonyitott [D16,D17] fény-inicializalt
(E)/(Z2) izomerizaci6janak termékeit 6sszehasonlitottuk a vegyuletek nem fény-
inicializalt (retro-Michael-addicio) izomerizacié termékeivel. E célbol a kalkonok
metanolos oldatait 1 hétig szért laboratoriumi fényben tartottuk.

A 4r, 4s 4-hidroxikalkonok és a 16b és 16c¢c bisz-Mannich
kalkonszarmazeékok tiol-reaktivitasanak vizsgalatat 3:1 GSH:kalkon molaranyt
hasznalva, négy kulonb6z6 savassagu (pH 3,2, pH 6,1, pH 7,4 és pH 8,0) oldatban
végeztuk. A reakcidpartnerek elegyét a fentiekhez hasonloan, 37 °C-on inkubaltuk
és az elegyek Osszetételét 0, 30, 60, 120, 180 perc inkubalast kovetéen HPLC-UV-
Vis mddszerrel analizaltuk. A 4r és 4s vegyuletek reakciot — a 4b és 4c
kalkonokhoz hasonlon — 75 %(v/v) metanol tartalmu vizes oldatban, a vizoldékony
16b és 16c vegyuletek reakcioit 0,01 M (pH 7,4) vagy 0,2 M (pH 6,1, pH 7,4 és pH
8,0) foszfat pufferben végeztuk. A 4r és 4s vegyuletek esetén a GSH-oldat
savassagat 1 M NaOH-oldat hozzaadasaval, a 16b és 16c vegyuletek esetén a
GSH szubsztancia adott pH-ju foszfat-pufferben torténé oldasaval allitottuk be
[D34].

A 17a és 17b nyiltlancu, valamint a 18a és 18b gyris kalkon-szulfonamid
hibridek (3. abra) glutationnal szemben mutatott reaktivitasat DMSO:H20(pH3,2) =
9:1 (v/v) aranyu olddszerelegyben vizsgaltuk. Vizsgalataink soran 100 ul frissen
készitett pH 3,2-es (1,875 x 103 mmol, illetve 7,5 x 103 mmol GSH-tartalmu) vizes
GSH-oldatot és 900 pL frissen készitett, 6,25 x 10~ mmol kalkon-tartalmi DMSO-
oldatot hasznaltunk. Az elegyeket 37 °C-os vizflirdében inkubaltuk és a reakcidk
elérehaladasat HPLC-UV moddszerrel kovettik. Két parhuzamos kisérletet
végeztunk, melyek eredményeinek eltérése minden mérési pontban +5%-on beluli
volt [D36].

A kiindulasi kalkonok, gylris kalkon-analogok, a vegyuletek (Z)-izomerijei,
valamint tiol-konjugatumai szerkezetét minden vizsgalat soran HPLC-MS
modszerekkel igazoltuk.
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5. Eredmények és diszkusszid

5.1. Kalkonok és gyiiriis kalkon-analégok szintézise, sztereokémiaja [D2,D4-
D14]

5.1.1. Szintézis, IR, NMR és rontgenkrisztallografiai vizsgalatok [D4-D14]

A vizsgalataink targyat képez6 kalkonokat (4) és gyuris kalkon-analogokat
(5-9; 12-16) (2. és 3. abra) aromas aldehidek (szubsztitualt benzaldehidek,
ferrocén-karbaldehid) és acetofenon, cikloalkanonok (n=5-7), illetve gyUrls
benzociklanonok (1-indanon, 1-tetralon, 1-benzoszuberon, 4-kromanon, 4-
tiokromanon) bazis-katalizalt Claisen-Schmidt reakciojaval allitottuk el6 [D2]. A
legtobb esetben [D5-D12] bazisként natrium-hidroxid-oldatot hasznaltunk. 1-
Kromanon és 1-tiokromanon alkalmazasa esetén, korabbi irodalmi tapasztalatok
alapjan [47-49], a kondenzacios reakciokat néhany csepp piperidin katalizator
jelenlétében végeztuk. Ez esetben csokkenteni tudtuk az elsédleges termék exo-
endo kettdskotés atrendezddését. igy is azonban a legtdbb esetben a reakciok az
exo (8,9) és az endo (10,11) kettbés kotést strukturizomerek képzddését
eredményezték (5. abra). A keletkezd szerkezeti izomereket oszlopkromatografias
modszerrel szeparaltuk [D11,D12].

Sajat kisérleteink soran a Claisen-Schmidt kondenzacié elsddleges
termékét (aldol) csak a 2,4-diklorbenzaldehid és 1-tetralon reakcidjaban tudtuk
izolalni. A vegyulet szerkezetét rontgendiffrakcios modszerrel igazoltuk. Amint azt
a 19. abra mutatja, az izolalt vegyulet (27), a 2S* és 9S* konfiguracioju
diasztereomer, melyben a ciklohexénon gyiri félszék konformacioju és a nagy
térkitoltésli C-2-szubstituens pszeudo-ekvatorialis helyzetid [D13]. A 27 aldol
adduktot és az abbol keletkez6 (E)-2-(2',4’-benzilidén)-1-tetralont (28)
oszlopkromatografias modszerrel valasztottuk el egymastol. Utdbbi szerkezetét,
igy (E)-konfiguracidjat, rontgendiffrakcios modszerrel is igazoltuk [D14].

4
6 4 _Cl Cl
POVS
7 . %/ §
(@]

’ 2'
oHo "¢ Cl
27 28
19. abra. A 27 és 28 vegyuletek szerkezete

Vizsgalatainkba bevontuk a 15 bisz-kalkon-analégokat [S9], valamint a 4-
hidroxikalkonok 3,5-(dialkilaminometilén)-szarmazékait (16) is (3. abra).
Utdbbiakat a kiindulasi  kalkonok és  N,N-dialkil-metiléniminium-klorid
(Eschenmoser s0) reakcibiban, a részben vezetésem alatt dolgozé braziliai Ph.D.
hallgatom szintetizalta [D35]. A tetralonszarmazékok N-analdgjanak tekinthetd 4-
kinolinonszarmazékok (18) szintézise a nyiltlancu 2-benzolszulfonamido kalkonok
(17) 4-nitro-, illetve 3-nitrobenzaldehiddel lugos korulmények kozott lejatszodo
reakciojaval tortént, szintén a braziliai laboratoriumban (3. abra) [D37].
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Az alkalmazott gylris ketonok, valamint az 1-tetralon heteroanaldgjainak
kivalasztasa lehetové tette a kalkon-molekularész kulonbozé konformacidinak és
konjugacios viszonyainak tanulmanyozasat mind annak kovalens és nem-
kovalens kolcsonhatasaira gyakorolt hatasai szempontjabol. A gydritagszam
valtozasa (n=0,5,6,7) az enon-molekularész olyan térszerkezeteinek kialakulasat
eredményezte, amelyek a nyiltlancu kalkonok konformacios egyensulyaiban nem
jelennek meg. A vegyuletek aromas szubsztituenseinek elektronkuldé, illetve
elektronszivo tulajdonsagai pedig az enon-molekularész (és azon keresztul a teljes
molekula) polaritasat, polarizalhatdésagat, illetve reaktivitasat befolyasoljak.

A 4-7 vegyililetek KBr pasztillaban felvett IR spektrumaiban 1600-1800 cm™"
tartomanyban a varakozasnak megfelel6en két intenziv sav jelenik meg, amelyek
a v(C=0) és v(C=C) vegyértékrezgésként azonosithatok. A tapasztalat szerint a
vizsgalt vegyuletek karbonil IR-frekvenciajat dontéen a gylri tagszama hatarozza
meg. A gylrifeszlltség magasabb rezgési frekvenciakat eredményez, ami mind
szilard fazisban (1. tablazat) [D7], mind az oldatban felvett spektrumok esetén (7.
tablazat) [D13] az 5 (indanon) sorozatban a legnagyobb.

1. tablazat. A 4a-7a benzilidén- [D7] és a 10-14 ferrocénmetilén-szarmazékok [D8]
KBr pasztillaban mért karbonil rezgési frekvenciainak (v(C=0)), valamint Hq (4a)
és Hp atomjai '"H NMR eltolédasainak (8; CDCI3) gyritagszam fliggése [D6]

Vegyii- (E)-izomer (Z2)-izomer

let
v(C=0) v(C=0 SH,, SHg (s)* * SHg (s)*
(cm™) (em™) | (ppm) (ppm) (ppm)
KBr CHCI:

4a 1662 1666 7,53 7,81 - -
5a 1693 1694 - 7,67 - 6,99
6a 1661 1669 - 7,88 - 6,84
7a 1663 1665 - 7,84 - 6,69
10 1683 - - ~7,6 - -
11 1659 - - 7,69 - -
12 1656 - - 7,57 - -
13 1658 - - 7,68 - -
14 1655 - - 7,59 - -

*Szingulett. **Dublett (3J = 15,6 Hz)

A 5b és néhany rokon szerkezetli 4’-szubsztitualt indanonszarmazék
rontgendiffrakcios vizsgalata szerint a vegyuletek szerkezete csak kismértékben
tér el a teljesen sikszer( alakzattol [296]. A 6a, 6b és rokon szerkezet( 4'-
szubsztitualt tetralonszarmazékok esetén a két aromas gyirl diéderes szoge a
legtobb esetben 50-60° kozé esik. A molekulak sikszerl alakzattol eltérd
szerkezetét els6sorban a csavart szék konformacioju ciklohexénon gyiri okozza.
A 4’-szubsztituensek nem gyakorolnak kifejezett hatast a haromdimenzios
szerkezetekre [297]. A 7c és néhany rokon szerkezetl 4’-szubsztitualt (E)-2-(X-
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benzilidén)-1-benzoszuberon-szarmazék rontgendiffrakcios analizise szintén a
vegyuletek planaristdl eltér6 szerkezetét igazolta. A ciklohepténon gydri
megkozelitbleg csonak konformacioju, melyben a C(3)-C(4)-C(6)-C(11) atomok
kozel koplanarisak. Ez a konformacid jelentés mértékl csavarodast eredményez a
C(11)-C(1) kotés korul: a C(10)-C(11)-C(1)-O(1) diéderes szog 36,06°, a két
aromas gyuru altal bezart szog 23,79° (20. abra). Hasonl6 eredményre vezetett a
tovabbi szarmazékok vizsgalata is [298]. A mért IR karbonil frekvenciak
0sszhangban vannak ezekkel az eredményekkel.

O

20. abra. Az (E)-2-(4’-metoxibenzilidén)-1-benzoszuberon (7c¢) rontgendiffrakcids
képe [298]

Szubsztitualt benzaldehidek helyett ferrocén-karbaldehidet hasznalva, a 10-
14 gy(rUs ferrocenil-kalkon-analégokat kaptuk. A bazis-katalizalt Claisen-Schmidt
kondenzacioval nyert vegyuleteket oszlopkromatografias tisztitasa és hexanbdl
tortént kristalyositdsa utan sotétvords/lila kristalyos termékeket nyertink. A
vegylletek KBr-ban felvett IR spektrumaiban a v(C=0) frekvenciat — a fenil-
analégokhoz hasonldéan — féként a gylritagszam hatarozza meg. A nyiltlancu
kalkonokhoz hasonléan [299], a karbociklusos ferrocén-analégok (10-12) v(C=0)
rezgési frekvenciai a ferrocén-molekularész elektron-rezervoar tulajdonsaga
kovetkeztében alacsonyabbak, mint a megfeleld benzilidénszarmazékoké (5a-7a).
A ferrocénszarmazékok korében, az indanonszarmazék (10) v(C=0) rezgési
frekvenciaja, 26 cm'-rel magasabb (1683 cm') a tovabbi analogok (11-14)
atlaganal (1657 cm™) (1. tablazat) [D8].
jelei két dublettként jelennek meg, 15-16 Hz-es csatolasi allandoéval [149]. A 2.
abran feltlntetett kalkonok (4) és gyUrls kalkon-analégok (5-14) Claisen-Schmidt
reakcioval torténd szintézise soran sajat és irodalmi [79-83] tapasztalatok alapjan
minden esetben a megfelel§ (E)-geometriaju termékek voltak izolalhatok. A
vegylletek szén-szén kettés kotésének (E)-konfiguracidjat '"H NMR [D5,D6,D8-
D12,D16,D35,D37], néhany esetben (D8,D9,D13,D14,D35,D37)
rontgenkrisztallografia segitségével is igazoltuk.

A 7c ferrocén-analdgjanak (12) rontgendiffrakcios médszerrel meghatarozott
szerkezetét a 21. abra mutatja. A C(1)-C(11)-C(12)-C(16) atomokon ativel§ sik
kozel koplanaris a felsé Cp gy(rlvel. Ez a planaris, két aromas gy(rivel konjugalt
enon szerkezet magyarazatot ad tobbek kozott a vegyllet (és a hasonlé
geometrigju, rokon szerkezetl 10,11,13 és 14 vegyuletek) tiol-reaktivitdsanak és
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(fény-inicializalt (E)/(Z) izomerizacidjanak elmaradasara. A 12 molekula, a 7c
benzilidén-analéghoz hasonléan aplanaris. A C(11)-C(12)-C(16)-O diéderes szdg
22,6°, a C(11)-C(12)-C(16)-C(17) szdg -157,42°, mig a C(12)-C(16)-C(17)-C(18)
diéderes szog ertéke 40,05° [D8].

21. abra. Az (E)-2-(ferrocenilmetilén)-1-benzoszuberon (12) rontgendiffrakcios
képe [D8]

5.1.2. Karbociklusos kalkon-analégok (5-7) fény-inicializalt (E)/(2)
izomerizacioé vizsgalata [D16,D17]

Az 5-7 vegyuletek (E) konfiguracioja szilard allapotban hosszabb tarolas
esetén is stabilnak bizonyult. Ugyanakkor, a vegyuletek sz6rt laboratoriumi fényen
tartott szerves oldoszeres oldataiban idével a VRK vizsgalatok soran Uj
kromatografias folt volt észlelhet6. Az oldatok parhuzamosan elvégzett VRK és
gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias (GC-MS), valamint a beparolt
oldatok maradékai deutero-kloroformos oldatainak 'H NMR vizsgalatai, igazoltak,
hogy az ujonnan keletkezé kromatografias foltok/csucsok megjelenése a kiindulasi
vegyuletek (E)/(Z) izomerizacidjanak az eredménye [D16]. Hasonl6 izomerizaciét
a 4’-N(CHs)z2-benzilidén-, valamint a ferrocénszarmazékoknal nem tapasztaltunk.
Az izomerizaci6 elmaradasat mindkét esetben az enon-molekularész
megnovekedett elektronsiriiségével magyarazzuk [300].

TR/

s s

(2)-konfiguracioju szarmazékokka torténé izomerizacidja a térszerkezet
nagymértékl valtozasat eredményezi (22. abra). Mivel a keletkez6 (Z) izomerek
kémiai és fizikai-kémia tulajdonsagaik (pl. reaktivitasuk), valamint bioldgiai
hatasaik szempontjabdl varhatéan kilénb6zé tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy
vizsgalataink soran nagy jelentéséggel birt tiszta (E) izomerek hasznalata. E
megfigyelések, illetve rokon szerkezetli vegyuletek (Z) izomerjeivel kapcsolatos
irodalmi adatok vezettek a vegyuletek fény-inicializalt (E)/(Z) izomerizacids
folyamatainak vizsgalatara. A vizsgalt 5-7 vegyuletek szerkezetét a 22. abra
mutatja be.

A szén-szén kett6s kotés (E)/(Z) izomerizacioja (a) termikus, vagy (b) fény-
inicializalt folyamat lehet. Mindkét reakcid reverzibilis folyamat, aminek
kovetkeztében egyensulyi elegyek keletkezése varhaté. Az izomerizacio

TR/

molekula — az aromas gydri és a karbonilcsoport taszitdé kdlcsdnhatasanak
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koszOnhetéen - deformaltabba valik. Ennek eredményeképpen gyengul a
konjugacio er6ssége, ami az elektroneloszlas megvaltozasat eredményezi.

o]
9 5 2'
8 1N . | X 8
7 (CH2)n 4 7
6 5' 6
n=1 5 29
n=2 6 30
n=3 7 31
H=a 4-F=e 4-NO; =i 3-Br=m
4-CHs =b 4-Cl=f 3-CHsz =j 2-F=n
4-OCHs =c¢ 4-Br=g 3-F=k 2-Cl=o
4-N(CHs)2=d 4-CN=h 3-Cl=1 2-Br=p

22. abra. Az 5-7 gy(rUs kalkon-analdgok (E) és (Z) izomerjeinek szerkezete

Vizsgalatainkat szoért laboratoriumi  fényben tartott és UV-fénnyel
besugarzott mintakkal végeztik. A laboratoriumi szort fényben torténd
vizsgalatokhoz a tiszta 5-7 (E) izomerekbdl 1 mg/ml koncentracioju kloroformos
vagy benzolos oldatokat készitettink. Az oldatok izomer Gsszetételét az oldatok
elkészitését kovetben, majd egy héten keresztul szintelen GUvegedényben, szoért
laboratériumi fényben torténd allast kovetden vizsgaltuk. A besugarzassal végzett
izomerizacios kisérleteink soran a tiszta (E) izomerek 1 mg/ml benzollal készult
oldatat 4 oran keresztul, laboratoriumi szort fény kizarasaval, 3x125 W
teljesitményl magas nyomasu higanyg6z lampaval megvilagitottuk. Az igy
keletkez6 termékek kromatografias jellemzdi minden esetben megegyeztek a szort
laboratériumi  fényben  keletkez6 izomerek jellemzdivel. Az  oldatok
izomerosszetételének  vizsgalatara vékonyréteg-kromatografias (VRK),
gazkromatografias (GC) és HPLC-UV-Vis mddszereket hasznaltunk. A VRK és
HPLC modszereket [D16,D17] a kisérleteinkben hasznalt kalkon mintak
tisztasagvizsgalatara rutinszerien hasznaltuk.

Az izomerparok 'H NMR spektrumaiban a (Z)-izomerek (29-31) benzil
protonjai 0,63-1,17 ppm upfield eltolédast mutattak az (E)-izomerek (5-7)
megfelel6 értékeihez képest, ami az (E)-izomerek C(1) karbonilcsoportjanak
anizotrop arnyékolasmentesitd hatasaval magyarazhat6. A hatas erésebb a
planarisabb 5 sorozat esetén, mint a kevésbé planaris 6 és 7 sorozatokban (2.
tablazat). Ugyancsak a keletkezd vegyuletek (Z)-konfiguraciojat igazolta a benzil
(=CH-) és a H(3) hidrogének kozott megfigyelt er6s NOE jel is. A GC-MS
vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy hasonléan az (E)/(Z)-dipnon (1,3-
difenil-2-butén-1-on) izomerekhez [84], a kevésbé planaris karbociklusos kalkon
(£)-izomerek rovidebb retencios idénél jelentkeztek [D16].

Az izomerelegyek Osszetételének pontosabb megismerése céljabol forditott
fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC) mddszert
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dolgoztunk ki az (E) és (Z) izomerek elvalasztasara, valamint az izomerizacios
folyamat id6beli lefutasanak kovetésére [D17]. A magas nyomasu higanyg6z
lampaval besugarzott oldatokbdl a kisérletek 0, 30, 60, 90, 120, 180 és 240 perces
idépontjaiban mintat vettink, a mintakat nitrogén gazzal beparoltuk, a beparlasi
maradékot HPLC-UV-Vis mddszerrel analizaltuk. HPLC vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy az azonos korulmények kozott besugarzott mintak
izomerelegyének Osszetételére mind a gylritagszam, mind a benzilidén-
molekularész szubsztituense hatast gyakorol. igy a legerésebben konjugélt 5
vegyuletek korében a keletkezd (Z) izomerek mennyisége joval kisebb volt, mint a
megfelel6 6 és 7 vegylletek esetén. Az erfs n-elektron donor 4’-dimetilamino-
szubsztitualt szarmazékok oldataiban pedig (Z) izomer nem volt kimutathaté [D17].
Hasonldképpen viselkedtek a megfeleld ferrocenil-kalkon analdgok is [D25].

2. tablazat. Néhany (E)- (5-7) és (2) (29-31) 2-(4’-X-benzilidén)-1-
benzocikloalkanon "H NMR kémiai eltolodas (5) értékei (ppm) [D16]

Vegyulet | H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 =CH | H-4
5a 4,04 754 760 |739 |79 |767 |743
29a 3,90 748 |7%58 |739 |783 |699 |7,38
5b 4,00 753 759 |740 |789 |764 |-
29b 3,88 747 | 757 |739 |783 |697 |-
5h 4,05 756 |764 (744 |790 |762 |-
29h 3,92 749 762 |74 7,82 |6,99 |-
6a 3,14 | 2,95 725 |749 |737 |814 |7,88 |7,36
30a 3,15 | 2,93 727 |748 |734 |812 |6,84 |7,29
6b 3,14 | 2,94 724 |748 |73 |814 |7,86 |-
30b 3,14 | 2,91 727 | 747 |734 |813 |681 |-
6h 3,07 | 2,96 7,26 | 7,51 737 812 | 7,79 |-
30h 3,16 | 2,94 728 |750 |734 |805 |681 |-
7a 2,61 208 |29 |720 |747 |736 |7,78 |7,84 |7,36
31a 247 202 303 |724 |748 |735 |799 |6,69 |7,28
7b 2,61 208 289 |719 |746 |735 |7,78 |7,82 |-
31b 2,44 2,00 | 3,01 723 | 747 |735 |79 |665 |-
7h 255 205 (289 |720 |748 |736 |7,89 |7,76
31h 247 | 2,01 3,0 724 |748 |7,34 |7,77 |6,65

Kétdimenziés  vékonyréteg-kromatografias moddszer  alkalmazasaval
igazoltuk, hogy az izomerizacié reverzibilis folyamat. Az (E)-2-(3’-metilbenzilidén)-
1-benzoszuberonnal (7j) végzett kisérleteink soran (HPTLC lap (Merck No. 5629;
diklérmetan eluens), a felvitt két tiszta (E)-izomer minta kozll az egyiket
kifejlesztés el6tt 365 nm hulldmhosszu UV fénnyel (analitikai UV |ampa)
besugaroztuk, majd a kromatogrammot kifejlesztettik. Ekkor, a varakozasnak
megfeleléen, a besugarzott minta (23. abra, bal oldali sav) két kromatografias foltot
adott. A masodik dimenziéba torténd kifejlesztést megel6zéen, az elsé
dimenzidban elvalé foltokat az el6z6ekkel megegyezbéen ismét besugaroztuk.
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Ekkor azt tapasztaltuk, hogy mind a kiindulasi (E)-, mind a képz&datt (Z)-izomer (a
magasabb Rr értékd folt) a kifejlesztést kovetden két, egymastol elkulonuld, azonos
Rr értékkel megjelend foltot adott (23. abra) [D16].

23. abra. Az (E)-2-(3-metilbenzilidén)-1-benzoszuberon (7j) HPTLC lapon
vizsgalt, fény-inicializalt (E)/(Z) izomerizacioja [D16]

5.2. Kalkonok és karbociklusos kalkon-analégok UV-Vis spektroszkoépiai
jellemzése [D18-D20]

Az UV-Vis, valamint a fluoreszcencia spektroszkopia a kalkonok
mennyiségi meghatarozasanak és a biolégiai makromolekulakkal lejatsz6do (nem-
kovalens) kolcsdnhatasai vizsgalatanak egyik leggyakoribb médszere [94,95].
Vizsgalataink soran a benzilidén-molekularészen kilénbdzéképpen szubsztitualt
4-7 vegyuletek UV-Vis spektrumait kildnb6zé fizikai-kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezd olddszerekben vettlk fel annak vizsgalata céljabdl, hogy 6sszefliggést
keressink a vegyuletek molekularis kornyezete és UV-Vis spektroszkopia
segitségével megfigyelhet6 elektronszerkezeti valtozasa kdzott.

Vizsgalataink kezdetén az 4a-c-7a-c szarmazékok 2,5x10° M
koncentracidju ciklohexan (CHX), acetonitril (ACN), metanol (MeOH) és dimetil-
szulfoxid (DMSQO) oldészerekkel készitett oldatainak UV-Vis spektrumait
hasonlitottuk 6ssze [D18]. Késébb vizsgalatainkat kiegészitettik a 4d-7d
szarmazékok és ciklohexan helyett a jobb oldhatésagot biztosité toluol (TOL)
bevonasaval [D19]. A vizsgalt vegyuletek TOL, ACN, MeOH és DMSO
oldoszerekben felvett UV-Vis spektrumainak Band | abszorpciés sav
hullamhosszait a 3. tablazat foglalja 6ssze.

A vizsgalatok eredményei alapjan a vegytletek Band | Amax értékei minden
vizsgalt oldészerben, minden szubsztituens esetén az 5 vegyuletek korében a
legmagasabb és a 7 vegylletek koérében a legalacsonyabb. Ez a tapasztalat,
osszhangban az IR és a '3C NMR adatokkal, a legerésebb konjugaciét a kozel
teljesen planaris 5, a leggyengébbet a 7 vegyuletek kérében tamasztja ala.
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3. tablazat. Az 4-7 vegyuletek Band | abszorpciés maximumai (nm) kulonb6z6
oldoszerekben [D18,D19]

Szubsztituens 4’-H 4’-CH3 4’-OCH3 4’-N(CH3)2
Oldoszer/Vegyiilet 4a 4b 4c 4d
TOL 308 319 338 404
ACN 306 317 336 409
MeOH 309 321 342 420
DMSO 314 325 347 424
Oldészer/Vegyiilet 5a 5b 5c 5d
TOL 316 325 343 416
ACN 314 325 346 417
MeOH 320 333 353 431
DMSO 320 332 354 430
Oldoszer/Vegyiilet 6a 6b 6¢c 6d
TOL 301 324 338 403
ACN 300 324 338 405
MeOH 303 324 344 418
DMSO 306 330 346 420
Oldészer/Vegyiilet 7a 7b 7c 7d
TOL 301 313 329 388
ACN 302 311 328 393
MeOH 302 313 332 404
DMSO 305 315 334 403

Az abszorpcids maximumoknak az olddszer polaritasanak novekedését
kisér6 batokréom eltolédasat pozitiv szolvatokromizmusnak nevezzuk [104]. A
megfigyelt pozitiv szolvatokromizmus ésszhangban van egy jelentds toltésatviteli
(ICT) karakterrel rendelkez6 atmenettel. A molekulak gerjesztett allapota
polarosabb, mint az alapallapot és az elektronatmenethez szukséges energia (A
EiLumo-EHomo) az oldoszer polaritasanak novekedésével csokken [103]. Az
oldoszerek polaritasanak valtozasa kovetkeztében bekdvetkez6 batokrom
eltolodas — a 4’-N(CHs)2-csoport legnagyobb elektrondonor tulajdonsaga miatt — a
4d-7d vegyuletek korében a legnagyobb és a 4a-7a (szubsztitualatlan)
szarmazékok korében a legkisebb. Az értékek minden szubsztituens esetén a 4 és
a 7 sorban a legmagasabbak. A 7a, 7c és 7d szarmazékok batokrém eltolodasai
(7Ta (4 cm™), 7c (5 cm™) és 7d (15 cm™)) joI értelmezhetdk a vegyliletek elsé
gerjesztett allapotu és alapallapotu dipélusmomentumainak kilonbségével (Ap) is,
ami kisérleteink szerint mindharom vegylulet esetén (7a: 4,56 D, 7c: 4,50 D és 7d:
4,46 D) pozitiv érték [D20].

Az olddszer és az oldott anyag koélcsdnhatasanak bonyolultsaga miatt a
jelenség elméleti alapon még ma sem targyalhatd kielégité pontossaggal. Sok
szerz6 foglalkozott ezért empirikus olddszerhatas-paraméterek definialasaval
[301,302]. Bar az empirikus olddszerhatas-paramétereket nagyon kulonb6zé
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folyamatok (pl. kémiai reakciok sebességi egyutthatéi vagy egyensulyi allandoi,
abszorpcios szinképek savjaihoz tartozo gerjesztési energiak) alapjan hataroztak
meg, mégis, kvalitative, sét esetenként kvantitative is jol tukrozik a lehetséges
oldott anyag/oldészer kolcsonhatasok sokasagat [303]. Munkank soran tobb
makroszkopikus és spektroszkdpiai méréseken alapulé empirikus oldészerhatas-
paramétert vizsgaltunk, melyeket a 4. tablazat foglal 6ssze.

4. tablazat. A vizsgalatok soran alkalmazott oldoszerek makroszkopikus ((D, «r),
és mikroszkopikus (EtN, DN, AN, «, B). empirikus fizikai-kémiai tulajdonsagai
(oldoszer allandoi) [D16]

Old6- | Dipdlus | Relativ EN DN AN o B
szer | momen- | permittivi- | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | [308] | [309]
tum (D) | tas (e) [104] [306] [307]
[304] [305]

TOL 0,38 2,43 0,100 0,1 - - 0,10
ACN 3,92 37,5 0,460 14,1 18,9 0,15 0,31
MeOH 1,7 32,7 0,762 19,0 41,5 0,98 0,62
DMSO 3,96 46,7 0,444 29,8 19,3 - 0,76

Amint az a 4. tablazatban lathatd, a legkifejezettebb ICT karakter( 4'-
dimetilamino-szubsztitualt-szarmazékok (4d-7d) abszorpcios maximumainak
oldészer-indukalt batokrém eltolédasa a TOL<ACN<MeOH~DMSO sorrendet
koveti. A vegyuletek megfigyelt batokrom eltolédasainak ilyen sorrendje a vizsgalt
oldészerhatas-paraméterek kozul a DN értékekkel mutat hasonlésagot. A DN
kifejezi a donor molekula és egy akceptor molekula teljes koélcsdnhatasat,
beleértve a dipdl-dipdl vagy ion-dipdl koélcsdnhatasokat, valamint a szabad
elektronpar elérhetésége altal okozott hatast [306]. igy a tapasztalat jol
értelmezhet6 az vizsgalt oldészerek és a 4d-7d vegyuletek karbonilcsoprtja kdzott
kialakul6 kdlcsdnhatas eredményeként.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a nyiltlancu kalkonok (4) karbociklusos
analdgjai (5-7) a gylrlitagszamtdl fuggetlenul, ICT karakter( vegyuletek. A polaris-
polaris kodlcsOnhatasok (dipol-dipdl vagy ion-dipdl kdlcsbnhatasok) és a
hidrogénkodtések alapvetd szerepet jatszanak az eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagu
olddszerekben mért batokrém eltolédasok kildnbségeinek megértésében. Ennek
megfeleléen, a kalkonok nemkovalens kdlcsdnhatasok eredményeképpen
megfigyelhetd UV-Vis spektroszkopiai valtozasai informaciét adhatnak a
kdlcsdnhatas természetét illetéen.

5.3. Kalkonok és karbociklusos kalkon-analégok tér- és
elektronszerkezetének vizsgalata IR és '*C NMR moédszerekkel [D15,D21]

A konjugalt vegyulletek elektronszerkezete meghatarozé jelentéségli a
vegylletek  polaritdsanak, polarizalhatésaganak, térszerkezetének és
reaktivitdsanak szempontjaibdl. A vizsgalt vegytleteink megfigyelt daganatellenes
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hatasai, valamint feltételezett tiol-reaktivitdsa szempontjabol ezek a fizikai-kémiai
tulajdonsagok meghataroz6 szerepet toltenek be. E molekularis jellemzdk
vizsgalatanak egyik moddszere az aromas szubsztituenshatasok konjugalt
rendszereken torténd tovaterjedése hatékonysaganak vizsgalata spektroszkopiai
modszerekkel. A vizsgalt vegyuleteink e tulajdonsagainak megismerése céljabdl,
a szubsztituenshatasok tovaterjedésének hatékonysagat vizsgaltuk a 4-7 sorozat
4’-helyzetben kilonb6zéképpen szubsztitualt szarmazékai kérében IR és 3C NMR
modszerekkel.

Korabbi (nyiltlancu kalkonokkal végzett) vizsgalatok eredményei azt
mutattak, hogy a karbonil rezgési frekvenciat, valamint a benzil (CB) szénatom
kordli elektronsriiséget els6sorban a szubsztituenesek induktiv (tér-) effektusa,
mig a benzilidén (Ca)-szénatom koruli elektronsiriséget a szubsztituensek
rezonancia effektusa hatarozza meg [119,146].

induktiv (tér) hatas

rezonancia hatas

24. abra. A B-gyirin szubsztitualt kalkonok szubsztituenseinek dominans hatasa
a C(B) és C(a) szénatomok '3C NMR kémiai eltolédas [119], illetve a v(C=0)
rezgési frekvenciak [146] értékeire

5.3.1. Kalkonok (4) és karbociklusos kalkon-analégok (5-7) tér- és
elektronszerkezetének vizsgalata IR spektroszkopiai médszerrel [D15]

Vizsgalataink kezdetén 4’-szubsztitualt 4-7 vegyuletek kloroformos oldatban
mért karbonil rezgési frekvenciainak v(C=0) gydritagszam-fliggését vizsgaltuk.
Az eredményeket az 5. tablazat foglalja 6ssze [D15].

5. tablazat. Az 4-7 4’-X-szubsztitualt vegyuletek CHCI3s oldatban mért karbonil
rezgési frekvenciainak (v(C=0)) gylrlitagszam- és szubsztituens-fliggése [D15]

Vegyiilet X 4 5 6 7
a 4'-H 1665,7 1694,4 1668,5 1664,8

b 4’-CHs 1664,5 1692,8 1666,0 1663,2

c 4’-OCH3 1662,5 1691,6 1664,8 1662,0

d 4’-N(CHs5) 1655,5 1684,8 1658,3 1657,2

e 4'-F 1667,2 1697,6 1668,0 1664,0

f 4'-Cl 1667,5 1698,0 1669,5 1665,6

g 4’-Br 1667,7 1698,0 1669,5 1664,8

h 4’-CN 1670,9 1702,0 1671,2 1667,2

i 4’-NO- 1671,5 1704,0 1672,5 1668,6
Atlag 1665,2 1695,0 1667,0 1664,0
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Amint az adatok mutatjak, a vizsgalt szarmazékok atlagainak v(C=0) értékei
a gydratagszam fuggvényében az 5>>6>4=7 sorrend szerint valtoztak (7.
tablazat). A gydris ketonok v(C=0) értékeit — egy adott olddészerben — a
karbonilcsoport polaritasa, valamint a gylritagszam (szogfeszlltség) hatarozza
meg. Az eredmények alapjan a szogfeszlltség az 5 sorban — a varakozasnak
megfeleléen — megnoveli a vegyuletek v(C=0) értékeit. Ezek az eredmények
megegyeznek Al-Ansari [93] és Dinya [136] korabbi eredményeivel.

A karbonilcsoport polaritasat a C(a)-szénatom elektrons(riségének
ndvekedése egy adott vegyulletsor esetén csokkenti, csokkenése ndveli. Ennek
megfeleléen, a 4’-N(CHzs)z2-szubsztitualt-szarmazékok v(C=0) rezgési frekvenciai
a legalacsonyabbak, mig a 4’-NO2-szubsztitualt-szarmazékoké a legmagasabbak,
mind a négy vegyuletsorban (5. tablazat).

A szubsztituenshatasok transzmisszidjanak hatékonysaga a Hammett-féle
szigma (op) allanddk [118] és a Brown-Okamoto (op*) allanddk [124] fuggvényében
az 5>>4>6>7 sorrend szerint valtozott. A nyiltlancu kalkonokhoz (4) hasonléan, a
karbociklusos kalkon-analégok (5-7) esetén is mindkét szubsztituensallando
hasznalataval szoros korrelaciot tapasztaltunk. Utdbbi a gylirls analégok kdrében
is a rezonanciahatasok atvitelének hatékonysagat jelzik. Hasonlé csokkend
sorrendet mutattak a Taft o1 és or® allandokkal [132] kapott korrelacidk is. Utdbbiak
- a op’ szubsztituensallandokkal kapott eredményekkel 6sszhangban - mind a négy
vegylletsorban a rezonanciahatasok kifejezettebb érvényesulését mutattak (6.
tablazat). Minden esetben a leghatékonyabb transzmisszié a rigid, planaris 5
sorozat esetén volt megfigyelheté [D15].

6. tablazat. A 4-7 vegyuletek CHCIs oldataiban mért v(C=0) értékei (5. tablazat)
alapjan szamitott regresszios egyenesek regressziés egyutthatoi [D15]

Vegyﬁ * * +\ %% +\%k% *k% *k%k *kk *kkk
_let p(op) r(cp) p(op’) r(cp") PR P r n
frirrx 9,19 0.965 6,24 0.977 14,26 | 8,52 0,992 9
5 12,0 0,989 7,78 0,970 15,25 |12,90 0,983 9
6 7,95 0,958 5,32 0,970 13,13 | 6,53 0,991 9
7 6,41 0,971 4,24 0,972 10,88 | 4,70 0,968 9

*Hammett-féle szigma (o,) allanddkkal [118] kapott adatok. **Brown-Okamoto (cp*)
allandokkal [124] kapott adatok.***Taft o1 és orC és allandokkal [132] kapott adatok.
****A vizsgalt szarmazékok szama. *****A [119] kdzleményben publikalt adatok.

5.3.2. Kalkonok (4) és karbociklusos kalkon-analégok (5-7) tér- és
elektronszerkezetének vizsgalata 3C NMR spektroszképiai maédszerrel
[D15,D21]

A munkak folytatasaként, a vegyliletek '*C NMR vizsgalata soran a C(1),
C(a), és C(B) szénatomok kémiai eltolodasanak szubsztituens- és gylritagszam-
fuggsé valtozasat vizsgaltuk. A 3C NMR kémiai eltolédas (5) értékek
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O0sszehasonlitasa informaciét nyujt egy adott szénatom koruli elektronsiriség
valtozasarol azonos gylritagszamu szarmazékok esetében [139-143].

A 7. tablazat a 4a-c, 5a-c, 6a-c és 7a-c vegyuletek enon-molekularész
szénatomjainak 'C NMR kémiai eltolédasait foglalja Gssze. Vizsgalataink
eredményei azt mutattak, hogy egy-egy sorozaton belll a 4’-szubsztituensek
hatasa a 3C 8C(1) eltolodas értékeire csekély; valamint, hogy a 8C(B) eltolodas
értékek eérzékenysége elmarad a szubsztituensek 8C(a) értékekre gyakorolt
hatasatol.

7. tablazat. A 4a-c, 5a-c, 6a-c, és 7a-c vegyuletek enon-molekularész
szénatomjainak *C NMR kémiai eltolodasai (ppm; CDCls-ban) [D15,D21]

VegyiiletReerenca 5C1 5C(at) 5C(B) A(SC(B)-5C(cr)) | A(3C(a))
4ab7 190,5 1221 1448 22,7

4657 190,6 1211 144.,9 23,8 0
4¢P 190,5 119,7 1446 24,9 2.4
53075 194,3 134,7 133,9 0,8

TRE 194,3 133,7 133,9 0,2 1,0
5¢DT5 194,3 132,3 133,7 1.4 2.4
6a’?! 187,9 1354 136,6 1,2

6b°7 187,9 1347 136,8 2,1 0,7
6071 187,8 133,5 136,6 3,1 1,9
7ab? 198,0 137,8 138,0 0,2

7b57 198,1 137,0 138,0 1,0 0,8
7¢P? 198,1 135,7 137,7 2,0 2,1

Amint lathato, a C(B) atomok elektronsiirlisége ('*C NMR eltolédasa) a hat-
és héttagu kalkon-analégokban (6 és 7) viszonylag kdzel van egymashoz. Ezeknél
az értékeknél mintegy 2 ppm értékkel alacsonyabb a planaris Ottagu gydris
analogok (5) oC(B) értéke, jelezve a C(B) atom elektronslriségének
megnovekedését az oOttagu gylrls kalkon-analdégok koérében. Mindharom
karbociklusos kalkon-analég sorozat 3C(p) értéke azonban joval kisebb, mint a
hasonldképpen szubsztitualt nyilt lancu kalkonok (4a-c) megfelel6 értékei.
Hasonloképpen, de a 4 sorozathoz viszonyitott ellenkezd eléjellel, valtoznak az 5-
7 szarmazékok o6C(a) értékei. Ezek a kllonbségek a nyiltlancu kalkon a-
szénatomjanak alkil-szubsztitucidjaval (a szubsztituens pozitiv induktiv
effektusaval) és a kialakulé6 gylri okozta konformacidés valtozasokkal
magyarazhatok.

Kilenc, 4'-helyzetben kiilonb6zdképpen szubsztitualt 4-7 szarmazék '3C
NMR 3C(a) és 6 C(P) adatai alapjan, a Hammett-féle szigma (c,) allandokkal [118]
kapott regresszidanalizisek eredményeit a 8. és a 9. tablazat foglalja 6ssze.
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8. tablazat. Az 4-7 vegyiletek CDCIls oldataiban mért '3C NMR 8C(a) értékei
alapjan szamitott regresszios egyenesek regressziés egyutthatoi [D15,D21]

Vegyulet Mcp)* r(cp)* m** p** r** n***
4015 5,38 0,993 8,80 4,07 0,992 9
5p21 5,39 0,993 8,86 4,08 0,996 9
6021 4,64 0,992 7,52 3,57 0,991 9
7021 4,93 0,994 7,96 3,80 0,991 9

*Hammett-féle szigma (o,) allandokkal [118] kapott adatok. **Taft o, és or® és allandokkal
[132] kapott adatok. ***A vizsgalt szarmazékok szama.

Amint a tablazat adatai mutatjak, a 6C(a.) értékek és a Hammett-féle szigma
(op) allandok kozotti Osszefuggés p értékei alapjan a transzmisszio
hatékonysagara az 5=z4>7>6 sorrendet talaltuk (8. tablazat). Ugyanakkor, a
szubsztituenshatasokra kevésbé érzékeny 5C(p) értékek a négy vegyuletsorban a
4>6>5>7 sorrendben valtoztak (9. tablazat).

9. tablazat. A 4-7 vegylletek CDCI3 oldataiban mért '3C NMR 8C() értékei alapjan
szamitott regresszids egyenesek regressziés egyutthatoi [D15,D021]

Vegyilet|  plop) | r(ow)* PR o - n*
40b16 -2,82 0,957 -2,78 -4,07 0,996 9
5b21 -2,62 0,960 -2,54 -3,79 0,997 9
6P -2,76 0,970 -2,89 -3,79 0,997 9
70 -2,27 0,938 -1,99 -3,55 0,995 9

*Hammett-féle szigma (op) allanddkkal [118] kapott adatok. **Taft o) és or° és allandokkal
[132] kapott adatok. ***A vizsgalt szarmazékok szama.

A Hammett-féle op konstans értékek a szubsztituensek induktiv és
rezonancia (mezomer) effektusainak ereddjét tukrozik. A két kulonbdzé
szubsztituenshatas elkulondlten torténd vizsgalatara tobb szubsztituensallando is
ismeretes az irodalomban. Vizsgalataink soran a Swain-Lupton [129], a oci,6rR*
(Taft) [131], a o1, or? (Taft) [132] és a oF, or? (Reynolds) [134] tér (induktiv) és
rezonancia paraméterek alkalmazasaval elemeztik a 4’-szubsztituensek tér
(induktiv) és rezonancia (mezomer) kdlcsdnhatasok utjan kialakult hatasat a négy
vegylletsorban. E disszertacio keretében csak a o1, or? (Taft) [132] allanddkkal
kapott adatok alapjan elemezzik a kisérleti tapasztalatokat. A masik harom
allanddval kapott értékek és az abbdl levonhatd kovetkeztetések Osszhangban
vannak a dolgozatban leirt adatokkal, illetve elemzéssel.

A v(C=0) rezgések kétdimenzids regresszids analizisével kapott o1 és or
egyutthatok sorrendje mind a négy vegyuletsor esetén a Hammett-féle szigma (op)
[118] és a Brown-Okamoto (op*) allanddk [124] alkalmazasaval kapott sorrend
szerint (5>4>6>7) valtoztak (6. tablazat). Ugyanakkor, a '*C NMR &C(a)
analizisének eredményei a 5=z4>7>6 sorrendet mutattak (8. tablazat). A
regresszios koefficiensek abszolut értékeinek Osszehasonlitasa az 5-7 gydrls
kalkonszarmazékok esetében is alatdmasztotta azt a korabbi — nyiltlancu kalkonok
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hasonl6 vizsgalatai soran nyert — tapasztalatot [146], hogy a szubsztituensek
rezonancia effektusa a C(a) atomon, az induktiv hatasoké a C(B) atomon a
kifejezettebb (8. és 9. tablazat).

Az 6 és a 7 sorozatok v(C=0) és '®C NMR 8C(a) értékei alapjan
meghatarozott alacsonyabb transzmissziés hatékonysaga a 4 és 5 vegyuletek
planaris szerkezetének torzulasaval magyarazhat6. A magyarazatot tobb, az 5-7
sorba tartozo vegyulet rontgendiffrakciés modszerrel meghatarozott szerkezete is
alatamasztja [295-297]. A 6 és 7 szarmazékok transzmissziés hatékonysaga
sorrendjének kilonbozéségét a két spektroszkodpiai tulajdonsagot (v(C=0) és '3C
NMR 6C(a) meghatarozé fizikai-kémiai tulajdonsagok (pl. szogfesziltség,
planaritas, konjugacio) kulonbozbseégével magyarazhatjuk.

A kalkonok nukleofil addiciés reakcidiban résztvevé C(B) atom '3C NMR
0C(B) értékei és a tér (induktiv) szubsztituensallandok kozotti regresszio
vizsgalatanak eredménye alapjan a transzmisszié hatasossagara a 4>5x=6>7
sorrendet talaltuk (9. tablazat). A pr értékeknél magasabb o regresszios
egyutthatok a szubsztituensek induktiv hatasanak hatékonyabb tovaterjedését
jelzik mind a négy sorozatban. Megjegyzésre érdemes, hogy a 6C(p) értékek és a
Hammett-féle szigma (op) allandok kozotti 0sszeflggés analizisével kapott p
értékek alapjan a transzmisszié hatékonysagara igen hasonlé (4>6=5>7)
sorrendet talaltunk (9. tablazat). Ugyanakkor, a nyiltlancu (4) (D34], hattagu (6)
[D38], héttagu (7) [D33] és ottagu (5) [nem kozolt eredmények] gylris kalkon-
analogok GSH-val és NAC-cal szemben mutatott reaktivitasa is hasonlé sorrendet
mutatott.

5.4. Kalkonok (4) és gyiris kalkon-analégok (5-7) gyogyszerészeti
jellemzése [D22-D26]
5.4.1. Kalkonok (4) és karbociklusos kalkon-analégok (5-7) lipofilitasanak
vizsgalata [D22-D25]

A munkank soran szintetizalt és vizsgalt kalkonok (4) és gylris kalkon-
analogok (5-7) daganatsejt citotoxikus hatasai mind az aromas gy(ri
szubsztituciéjatdl mind a gylrl szerkezetétdl fuggd valtozasokat mutattak (lasd
5.5.1. fejezet).

A Takacsné Novak Krisztina professzor asszonnyal torténé egyuttmikodés
keretében, egy, altala kimunkalt, validalt forditott fazisu vékonyréteg
kromatografias (RP-TLC) mddszer [193] alkalmazasaval vizsgaltuk a vegyuletek
logPvrk értékeit. A mddszer alkalmassaganak igazolasara, néhany kivalasztott
vegyulet logP értékét a klasszikus razoétolcséres modszerrel is meghataroztuk
[D22].

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a vegyuletek logPvrk értéke 2,5—
5,4 kozott valtozik a gylrl tagszamanak, valamint a szubsztituens minéségének,
jellegének és helyzetének fuggvényében. A 4-7 sorozat atlagos logPvrk (-CH2-)
inkrementum értéke a 4 és 5 sorozat tagjai kdz6tt alacsonyabb (0,2 logP egység),
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mint az 5 és 6 (0,42 logP egyséq), illetve a 6 és 7 sorozat tagjai kozo6tt (0,38 logP
egyseég) [D23]. A vartnak megfelel6en, a 6 vegyuletek 4-helyzetli CH2-csoportjanak
oxigénatommal torténd helyettesitése eredményeképpen csokkent a 8 vegyuletek
lipofilitasa. A 6 és 8 4’-helyzetben szubsztitualt szarmazékok atlagos logPvrk
értékei kozotti kulonbséget 0,23 logP egységnek talaltuk [D24].

A 10. tablazat a 4’-szubsztitualt szarmazékok kisérletes uton meghatarozott
logPvrk értékeken kivil, a szamolas utjan kapott logP értékeket is tartalmazza. A
szamitogépes program (CLOGP) altal hasznalt moédszer a Hansch-Leo fragmens
alapu szamitas, ahol az alapmolekula és a hozza kapcsolodd fragmensek,
szubsztituensek szama és helyzete hatarozza meg a szamitott logP’ értéket [310].
A mért és szamitott értékek viszonylag jol korrelalnak egymassal. A legnagyobb
eltérések a dimetilamino- és a metoxiszarmazékok esetén voltak megfigyelhetdk.
Ezekben az esetekben a szamitott értékek a kisérletileg meghatarozott értékeknél
szisztematikusan alacsonyabbak voltak.

10. tablazat. A 4-8 sorozatok 4’-helyzetben szubsztitualt szarmazékainak
kisérletes uton meghatarozott (logPvrk), valamint szamitott (logPcLocr) logP
értékei [D22-D24]

Vegyiilet | 422Dz 522,073 6D22.023 022,073 gb2d
Szubsztitu-| logPyrk/ logPvrk/ logPyrk/ logPyrk/ logPyrk/
ens (logPcrocp) | (logPcLoc) | (logPcrLocp) | (logPcLoer) | (logPcLocp)
4’-H 3,42 3,63 4,14 4,48 3,98
(3,62) (3,60) (4,16) (4.72) (N.A)*
4’-N(CHa)2 4,23 4,50 491 5,26 4,68
(3.79) (3.76) (4,32) (4,88) (3.91)
4'-OCHs; 3,67 3,91 4,32 4,72 4,15
(3,54) (3,52) (4,08) (4,64) (3.67)
4’-CH; 4,12 4,30 4,76 5,10 4,54
(4.12) (4.10) (4.66) (5.22) (4.25)
4'-F 3,65 3,75 4,14 4,45 N.A*
(3.77) (3.74) (4,30) (4,86)
4'-Cl 4,11 N.A. 4,58 5,10 4,30
(4,34) (4,31) (4,87) (5,43) (4,46)
4'-Br 4,23 N.A. 4,68 5,22 4,36
(4.48) (4.46) (5,02) (5,58) (4.61)
4'-CN 2,93 3,13 3,48 3,72 N.A*
(3,06) (3,03) (3,59) (4,15)
*Nincs adat.

A dimetilamino- és a metoxi-szubsztitualt szarmazékok kisérletileg
meghatarozott és szamitott logP értékeinek kildnbsége azon korabbi kisérleti
eredmények alapjan értelmezhetd, amely azt igazolta, hogy egyes természetes és
szintetikus kumarinok RP-TLC Rr értéke a molekulak és a mozgofazis kozotti
intermolekularis kdlcsdnhatasok eréségének a fluggvénye [311]. Mivel a
vegylletek D-A (Donor-Acceptor) tipusu konjugalt molekulak [D18], a
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dimetilamino-funkcié proton akceptor képessége (4b és 5b pKa 1,59 és pKa 2,04)
[S28] szignifikansan alacsonyabb a dimetilaminobenzoléhoz (pKa 5,07) képest
[312]. A dimetilamino- és a metoxi-szubsztitualt kalkonszarmazékok csokkent
hidrogénkotés kepz6 képességuk miatt gyengébb kdlcsonhatast alakithatnak ki az
eluenssel mint az a kialakul6 konjugacio nélkul varhaté, ami a vizsgalt
szarmazekok csokkent Rr értékét — és ennek kovetkeztében relative magasabb
lipofil jellegét — eredményezi.

Kisérleti tapasztalataink szerint, a szubsztituenseknek nemcsak a minésége,
hanem a helyzete is befolyasolja a vegyuletek logP értékét (11. tablazat). A 7-tagu
gylrlQs benzoszuberonszarmazékok (7) esetén azt talaltuk, hogy egy adott
szubsztituenst orto, meta, illetve para helyzetben tartalmaz6 vegyuletek logP
értékei a logPvrk(orto) < logPvrk(para) < logPvrk(meta) sorrend szerint valtoznak
[D22]. Az 5 és 6 és 8 sorozatok tagjainal azonban a kulonb6zd helyzetben
szubsztitualt analogok logPvrk értékeiben nem volt megfigyelheté hasonlo
szabalyszerlség [D23,D24].

11. tablazat. A szubsztituensek helyzetének hatasa az 5-8 sorozat vegyuleteinek
kisérletes uton meghatarozott logPvrk értékeire [D22-D24]

|OgPVRK
Vegyiilet/Szubsztituens orto meta para
5/0CHs; [D23] 4,01 3,97 3,91
5/CHs [D23] 4,12 4,34 4,30
5/F [D23] 3,90 4,82 3,75
5/Cl [D23] 4,28 4,38 N.A*
5/Br [D23] 4,36 5,15 N.A.*
6/0OCHa; [D23] 4,43 4,42 4,32
6/CHs [D23] 4,56 4,70 4,76
6/F [D23] 4,42 4,35 4,14
6/Cl [D23] 4,60 4,82 4,58
6/Br [D23] 4,61 4,88 4,68
7/0CHj3 [D22] 4,69 4,79 4,72
7/CHs [D22] 4,92 4,98 5,10
7/F [D22] 4,55 4,60 4,45
7/Cl [D22] 5,04 5,22 5,10
7/Br [D22] 5,04 5,35 5,22
8/0CH3[D24] 4,33 4,19 4,15
8/CHs [D24] N.A* 4,48 4,54
8/Cl [D24] 4,46 4,63 4,30
8/Br [D24] 4,51 4,56 4,36

*Nincs adat.

Korabbi, az analdg (E)-2-(X-benzilidén)-1-cikloalkanonokkal (1-3) végzett
munkaink soran mar felismertik, hogy a vegyulletek oldataiban mar szort
laboratériumi fény hatasara (E)/(Z) izomerizacid jatszodik le [1]. Megegyezd
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tapasztalatot nyertink az (E)-konfiguracioju gyudris kalkon-analogok (5-7) hasonlé
vizsgalata soran is (lasd 5.1.2. fejezet). Mivel az (E) és (Z) izomerek térszerkezete,
reaktivitisa - a biologiai hatas szempontjabol meghatarozé fizikai-kémiai
tulajdonsagaik - kulonbozbéek, a bioldgiailag leghatékonyabb 7 sorban
megvizsgaltuk, hogy az (E)/(Z) izomerizacio hogyan valtoztatja meg a vegyuletek
logPvrk értékeit [D16].

Kisérleteinkben, a forditott fazisu vékonyréteg lapra felcseppentett tiszta (E)
izomereket UV-fénnyel besugarozva a megfelel6 (E)/(Z) izomer elegyet kaptuk. A
tiszta (E) izomerek és az (E)/(Z) izomer elegyek Rw értékeibdl meghataroztuk a (Z)
izomerek logPvrk értékeit. Kisérleteink alapjan, megallapithatd, hogy a megfelelé
(£2)-izomerek lipofilitasa atlagosan 0,65 logPvrk értékkel alacsonyabbak. Az
eredményeket a 12. tablazat foglalja 6ssze.

12. tablazat. Az (E)- and (Z)-2-(X-benzilidén)-1-benzoszuberonok (7) logPvrk
értékei [D16]

Szubsztituens logPvrk logPvrk A logPvrk
7E (E izomer) 7Z (Z izomer)

4’-H 4,48 3,34 1,14
4’-CHs 5,10 4,60 0,50
4'-F 4,45 3,91 0,54
4’-Cl 5,10 4,65 0,45
4’-Br 5,22 4,70 0,52
3’-CH; 4,98 4,28 0,70
3’-F 4,60 4,02 0,58
3'-Cl 5,22 4,52 0,70
3’-Br 5,35 4,71 0,64
2’-F 4,55 3,66 0,89
2’-Cl 5,04 4,43 0,61
2’-Br 5,04 4,48 0,56

Atlag 0,65

Mivel a szintetizalt (E) kalkonok/karbociklusos kalkon-analégok (2)
izomerjeinek sztereokémiaja, fizikai-kémiai tulajdonsagai és megjésolhatéan
reaktivitasa is kulonboz6 a szintetizalt (E) izomerekhez képest, egy, az RP-VRK
vizsgalatoknal érzékenyebb, egyszerlen Kkivitelezhet6 HPLC-UV-Vis modszert
dolgoztunk ki a vegyuletek (sztereokémiai) tisztasagvizsgalatara. Az alkalmazott
izokratikus modszerrel meghatarozott retencids tényez6k (k’=t’r/tp) egyidejlleg
alkalmas mérészamok voltak a vegyuletek relativ lipofilitdsanak jellemzésére is
[313]. A vizsgalt vegyuletek retencios tényezéit a 13. tablazat tartalmazza [D17].

A korabbi RP VRK vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban, az 5-7 (E)-
konfiguraciéju vegyulletek retencios tényezéi (lipofilitasa) a gydritagszam
ndvekedésével parhuzamosan megnovekedtek. A héttagu gylris szarmazékok
(7) (Z2) izomerjei e modszer alapjan is kevésbé lipofil tulajdonsagunak mutatkoztak,

mint a megfeleld (E) izomerek (13. tablazat).
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13. tablazat. Az (E)- és (Z)-2-(4’-X-benzilidén)-1-indanonok (5E és 52), -tetralonok
(6E és 6Z), és benzuszuberonok (7E és 7Z) RP-HPLC retenciés tényezé (k')

értékei [D17]

Szubszti- 5E 5Z 6E 6Z 7E 7Z
tuens/Sorozat

K’ kK’ K’ K K K’
4-H 8,83 10,70 14,45 12,39 18,68 14,12
4’-CH3 14,41 17,80 23,19 20,14 30,16 22,34
4’-OCH; 9,72 13,44 11,67 10,87 20,41 17,19
4-F 8,94 12,03 14,75 14,06 19,21 15,60
4'-Cl 16,03 20,49 25,48 22,74 33,68 25,19
4’-CN 5,62 7,09 8,87 8,33 11,52 9,66
4’-N(CH3): 8,83 - - - 18,68 -

A korabban nem vizsgalt 5 és 6 sorozat (Z) izomerjeinek lipofilitasa
(retencios tényezdbje) a megfeleld (E) izomerek értékeihez képest a gydritagszam
fliggvényében kiildnbdz&séget mutatott. igy a hattagu gy(ris (Z) izomerek (6Z) k

értékei, a 7 ((E)/(Z) parokhoz hasonldan, alacsonyabbak voltak, mint a megfelelé
(E) izomereké. Ez esetben azonban az (E)/(Z) parok retencios tényezé értékei
kozotti kuldnbség kisebb volt, mint a megfelelé héttagu gylrlis vegyulletparok
esetén. Az ottagu gylris analdégok esetén pedig a (Z2) izomerek retencids
tényezéje (lipofilitdsa) minden vizsgalt vegylulet esetében magasabb volt, mint a
megfelel6 (E) izomeré (13. tablazat). A 4’-metoxi-szubsztitualt szarmazékok (5c¢-
7¢) (E)/(Z) izomerjeinek HPLC-UV-Vis kromatogramjait a 25. abra mutatja be.
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25. abra. Az 5c-7c 2-(4’-metoxibenzilidén)-1-benzocikloalkanonok (E) és (2)
(5¢Z-7cZ) izomerjeinek HPLC-UV-Vis kromatogramjai [D17]
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A geometriai izoméria lipofilitasra gyakorolt hatasa a gyogyszerkémia
viszonylag feltaratlan tertlete [314]. Dearden, 6sszefoglalé kozleményében a logP
és a molekularis refraktivitas (MR), a parachor (PA), a molaris térfogat (MV),
valamint a van der Waals térfogat (Vw) és a van der Waals felllet nagysaga (Aw)
kozott felismert O0sszefuggéseket emliti meg [315]. A vizsgalt molekulaink (E)/(2)
izomerizacioja e paraméterek mindegyikének valtozasat eredményezi. IR és *C
NMR vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a konjugaciéo a nyiltlancu
kalkonok (4) és a (rigid) ottagu gyur(t tartalmazé gydris kalkon-analégok (5)
korében a legerésebb [D15, D21]. Az (E) izomerek (Z) izomerré torténd atalakulasa
a cinnamilidén-molekularész haromdimenziés szerkezetének nagyfoku valtozasat,
a planaris szerkezet torzulast eredményezi. Ezt tobbek kdzo6tt igazolja, hogy a
vizsgalt vegylletek 'H NMR spektrumaban a (Z)-izomerek (29-31) benzil
protonjainak kémiai eltolodasi értékei 0,63—1,17 ppm upfield eltolddast mutatnak a
megfelel6 (E)-izomerek (5-7) benzil protonok kémiai eltolodasi értékeihez képest
(2. tablazat). Ez a hatas val6szinlleg karbonilcsoport anizotrop
arnyékolasmentesitd hatasanak tulajdonithatd, amely az 0sszes (E)-izomerben
megtalalhatd. A megfeleld (Z)-izomerekben a karbonilcsoport anizotrép hatasa
er6sebb a 29 sorozatban (ahol az enon részlet sikbeli), mint az 30 és 31
szarmazékok korében (2. tablazat), ahol az enon részlet eltér a sikbelitél [D6].

Osszességében megallapithaté volt, hogy a kalkon struktira gy(ris
szerkezetbe tOrténd integralasa, a benzilidén-molekularész aromas gyurijének
szubsztitucidja, valamint az enon-molekularész geometrigjanak megvaltoztatasa a
lipofilitas optimalizalasanak érzékeny és hatékony modszerei a vegyuletek
korében. A felismert 0Osszefliggések lehet6séget teremtenek a kalkon
molekularésszel rendelkezd, esetleges gyogyszerjelolt molekula optimalis fizikai-
kémiai tulajdonsagainak tervezésében.

5.4.2. Kalkonok intesztindlis eliminacidéjanak és metabolizmusanak
vizsgalata [D26]

A per os alkalmazott vegyuletek oxidativ biotranszformacioja mar a
vékonybélben, majd azt kovetéen a majban megtorténhet. Ezt szamos,
kalkonokkal végzett in vivo és in vitro kisérlet eredménye is igazolta (2.3.2. fejezet).
Vizsgalataink soran egy kivalasztott 4-hidroxikalkon (4q) és egy 4-hidroxikalkon
bisz-(dialkilaminometilén)-szubsztitualt-szarmazékanak (16a) (26. abra) patkany
vékonybelbdl torténd in vivo eliminaciojat és Fazis || metabolizmusat vizsgaltuk a
Gydgyszerészi Kémiai Intézetben mikodo allatkisérletes laboratoriumban.

Kisérleteinkben olyan elrendezést és metodikat alkalmaztunk, amelynek
revén mind a veékonybél metabolikus enzimjeinek aktivitdsat, azaz mind a
metabolitok képzddését, mind a konjugatumok vékonybélbe torténd kivalasztasat
vizsgalni tudtuk. A 4q és a 16a kalkonokat 240 uM, illetve 280 uM koncentracioban
perfundaltuk a vékonybélben és a vegyuletek eliminacidjanak idébeli lejatszodasat
a perfuzios oldatok 0, 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 22, 29, 36, 45, 60, 75 és 90 percben vett
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mintainak HPLC-UV-Vis analizisével hataroztuk meg [D26]. A bélperfuzios modell
azon az elven alapul, hogy a perfuziés oldatban a gydgyszerkoncentracié az id6
mulasaval csOkken, ami a nettd gyogyszerfelszivodasnak tulajdonithato. Az
alkalmazott  kisérleti elrendezés lényegében megfelel a per os
gyogyszeralkalmazasnak, a vizsgalt vegyuletet ugyanis kozvetlendl juttattuk és
perfundaltuk a vékonybélbe, ahova a szajon keresztul torténd bevétel utan is jutott
volna. A mddszert korabban mar alkalmaztuk a 4-nitrofenol [N22], a kapszaicin
[N26] és az ibuprofén [N8,N9] hasonl6 vizsgalatara.

(0]
HO OCHs

4q
26. abra. A 4q és 16a vegyuletek szerkezete

N,

A 4q és a 16a vegyulet vékonybélbdl torténd eliminaciéjanak idébeli
lefolyasat a 27. és a 28. abra mutatja. Az abrak a vizsgalt kalkon koncentraciéjanak
validalt HPLC-UV-Vis mddszer alkalmazasava mért valtozasat mutatjak a perfuzié
idétartamanak figgvényében.
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27. abra. A 4q kalkon (0,24 mM) HPLC csucsteruletének valtozasa a perfuzios
oldatban a vegyulet intesztindlis eliminacidja soran. Minden érték harom
parhuzamos mérés atlaga [D26]

Eredményeink azt mutattak, hogy a 90 perces kisérletek soran a 4q kalkon
szinte teljes mennyisége eliminalddott a perfuzatumbdl (27. abra). Hasonlo
lefutasu nettd eliminacios gorbét kaptunk a kapszaicin és dihidrokapszaicin
megeyez$ kisérleti korulmények kozott vizsgalt intesztinalis felszivodasanak
vizsgalata soran is [N26]. A hasonl6 felszivédasi profilt mutaté kapszaicinoidok
gasztrointestinalis felszivodasanak vizsgalata soran Kawada és mtsai igazoltak,
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hogy a kapszaicin és a dihidrokapszaicin patkany vékonybélbdl (jejunum szakasz)
torténd eliminacioja passziv folyamat [316]. Bar kisérleteink soran nem vizsgaltuk,
a 4q vegyulet szerkezete alapjan feltételezhetd, hogy a vegyllet abszorpcidja is
passziv diffuzié révén torténik.

A bazikus trimetilamino-funkcival bir6 16a vegyllet intesztinalis
abszorpciojanak kinetikaja nagymértékben kulonbozik a 4q vegyuletétél. A 16a
vegyllet kezdeti koncentracioja a kisérlet végére (90 perc) korulbelul felére
csOkken egy kozel linearis 6sszefliggés szerint (28. abra).

3,50

3,00

1,5
0,00
1,0

10,0 150 22,0 29,0 360 450 60,0 750 90,0
Id& (perc)

Terlletarany (A/Ais)
8 & 8 &

o

28. abra. A 16a kalkon (0,28 mM) HPLC csucsterlletének valtozasa a perfuziés
oldatban a vegyllet intesztindlis eliminacioja soran. Minden érték harom
parhuzamos mérés atlaga [D26]

Ez a Kkisérleti tapasztalat megegyez6 azokkal a korabbi hasonlo
koralmények kozott kapott eredményekkel, melyek szerint a
kalkonok/dihidrokalkonok és glukuronid konjugatumai koézul az apolarisabb
aglikonok felszivodasa gyorsabb [203-206].

Szamos tanulmany kiemelte, hogy a vegyuletek ionizacios profiljat (és
annak kovetkeztében bekovetkezd lipofilitas-valtozasat) korultekintéen figyelembe
kell venni a biohasznosulasuk el6rejelzésében [317-319]. A 16a
dimetilaminometilén-szubsztituens pKa-értéke alacsony [321]; ezért tulnyomodrészt
ionizalodik a gyomor-bél traktusban. Ezzel szemben a 4q fenolos
hidroxilcsoportjainak magas pKa-értéke [S28] miatt fiziologias pH-n tulnyomorészt
toltésmentes, ami passziv diffuzié révén teszi lehetévé a permeabilitasat.

A kisérleti tapasztalat értelmezéséhez feltételezhetd, hogy a 16a vegyulet
protonalt N-atomjanak segitségével ionpart képez a tapcsatorna mukodzaval és igy
alkalmassa valik a koncentracio gradiens iranyaba torténd passziiv diffuziora
(hidrofil diffuzio). A rendelkezésre allé abszorpcios felulet a kisérlet elején telitédik
és ennek eredményként a vegyulet abszorpcioja nulladrendi kinetikat kovet [320].
Ugyanakkor, a vegyulet magas ionizacids foka miatt e vegyulet membranon val6
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atjutasat specifikus transzport- és csatornafehérjék aktivitasa is segitheti
[322,323].

A béllumen metabolikus aktivitasa jol dokumentalt. A patkany enterocitaiban
expresszalddod f6 metabolikus enzimek a CYP1A1, 2B1 és 3A1 [324,325], a GST
[326], a SULT [327,328] és az UGT1A formak [329]. Az MRP2 a polarizalt sejtek,
példaul a bélhamsejtek apikalis membran doménjében lokalizalodik, ahol a
szubsztratok egyiranyu transzportjat kozvetiti a szerv lumen oldalara [330].

A két kalkon lehetséges Fazis || metabolitjainak kimutatasa és azonositasa
céljabdl elvégeztik a bélperfuzatumok HPLC-MS analizisét. Az alacsony metabolit
koncentraciok miatt a vizsgalatokhoz szilard fazisu extrakcidéval kombinalt HPLC-
MS modszereket fejlesztettink ki. A két perfuzatum molekulaion-kromatogramjai a
29., 30. és 31. dbran lathatok.

A 4q kalkon 90 perces perfuzatumaban ESI(+) ionizacioval kombinalt
HPLC-MS mddszerrel kimutathato volt a 4q alapvegyulet (tr= 22,52 perc és 24,24
perc), valamint a vegyulet szulfat- (tr=14,86 perc) (4q-SOsH), glukuronid-
(tr=17,39 perc és 19,18 perc) (49-GLU) és glutation-konjugatuma (tr=12,90 és
13,79 perc) (4q-GSH) (29. abra).

& 4

29. abra. A 4q kalkon (A), valamint szulfat- (B), glukuronid- (C) és glutation-
konjugatumanak (D) HPLC-ESI(+) kromatogramjai [D26]

A 4q alapvegyulet (A panel), annak glukuronidja (C panel) és glutation-
konjugatuma (D panel) két elkulonuld kromatografias csucs formajaban
azonosithatd mindkét ionizaciés modszer alkalmazasa esetén. Figyelembe véve a
glukuronid- és glutation-konjugacié mechanizmusait [331], a 4q és a 4q-GLU
paros csucsok megjelenése a kiindulasi (E)-konfiguracioju 4q kalkon (E)/(2)
izomerizacidjaval magyarazhaté. A 49-GSH konjugatumok két részlegesen
szeparalddd csucsai ugyanakkor diasztereomer GSH-adduktok képzédéseével
magyarazhato.
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Az ESI(-) ionizacioval végzett HPLC-MS analizis csak az alapvegyulet (4q)
(A panel), valamint annak glukuronid- (4q-GLU) (C panel) és glutation- (4q-GSH)
(D panel) konjugatumainak jelenlétét mutatta (30. abra).
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30. abra. A 4q kalkon (A), valamint glikuronid- (C) és glutation-konjugatumanak
(D) HPLC-ESI(-) kromatogramjai [D26]

A GSH-konjugacié a kalkonok és mas enonok jol ismert metabolikus
atalakulasa (Michael-tipusu addicio). Ezekben a reakcidkban a nukleofil kénatom
az enon rész -szénatomjahoz kapcsolodik, ami egy uj kiralis centrumot hoz létre.
Az enantiomer-tiszta GSH (2S,5R) addiciojanak eredményeképpen a reakcio két
diasztereomer addukt képz6déseét eredményezi. A viszonylag révid retencios idejl
vegyuletek szerkezetét nem sikerult azonositani. A perfuzatumok ESI(+) és ESI(-)
HPLC-MS analizisének eredményeit a 14. tablazat foglalja 6ssze.

14. tablazat. A 4q kalkon 90 perces intesztinalis perfuzatumaban azonositott
metabolitok HPLC-MS adatai [D26]

Vegyiilet | Molaris tr (perc) tr (perc)
tomeg ESI (+) ESI (-)
m/z 255 m/z 253
4q 254,09 tr1=22,52; tr2=24,24 tr1=22,51; tr2=24,23
49-SO3H 334,05 m/z 335 tr=14.86 m/z 333 (nem detektalhato)
m/z 431 m/z 429
49-GLU 1 43013 1 17 39; te=19,18 tr1=17,41; tr2=19,19
m/z 562 m/z 560
49-GSH 1,1
q-GS 961,18 | | 1=12.90: te=13,79 tr1=12,96; tro (nem detektalhato)

tr, retencios id6

A bisz-Mannich-analég 16a esetében a 90 perces perfuzatum ESI(+)
ionizacioval végzett HPLC-MS analizise a 16a alapvegyulet (tr = 9,89 perc és
10,76 perc), valamint annak szulfat- (tr = 10,25 perc és 11,22 perc) (16a-SO3H),
glukuronid- (tr = 8,60 perc) (16a-GLU) és glutation-konjugatumanak (tr = 10,05



perjesi.pal 370 25 61

perc) (16a-GSH) jelenlétét igazolta. A kromatogramokon az alapvegyulet (16a) és
szulfat-konjugatuma (16a-SO3H) diasztereomerek keverékeként volt azonosithato
(31. abra). A perfuzatumok ESI(+) és ESI(-) HPLC-MS analizisének eredményeit
a 15. tablazat foglalja 0ssze.
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31. abra. A 16a kalkon (A), valamint szulfat- (B), glukuronid- (C) és glutation-
konjugatumanak (D) HPLC-ESI(+) kromatogramjai [D26]

15. tablazat. A 16a kalkon 90 perces intesztinalis perfuzatumaban azonositott
metabolitok HPLC-MS adatai [D26]

Vegyiilet Molaris témeg tr (perc) tr (perc)
(Bazis) ESI (+) ESI (-)

16a 372,16 m/z 373 m/z 371 (nem detektalhato)
tr1=9,89; tr2=10,76

16a-SOzH 452,12 m/z 453 m/z 451 (nem detektalhato)
tr1=10,25; tr2=11,22

16a-GLU 548,19 m/z 549 m/z 547 (nem detektalhato)
tr=8,60

16a-GSH 679,24 m/z 680 m/z 678 (nem detektalhato)
tr=10,05

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a 4q kalkon és a 16a bisz-Mannich
kalkon intesztinalis eliminacidja lényeges kulonbséget mutat: a 16a szarmazék
eliminacioja joval elmarad a 4q vegyuletétdl. A felszivodott 4q és 16a kalkonok
Fazis Il metabolikus atalakulasokon mennek keresztul a bélhamsejtekben, és az
alapvegyuletek glukuronid-, szulfat- és glutation-konjugatumai megjelennek a
bélperfuzatumban. A szilard fazisu extrakciéval kombinalt HPLC-MS moddszer
lehetéve tette a konjugatumok azonositasat. Az eredmények legjobb tudomasunk
szerint els6ként mutatjak be, hogy a fenolos kalkonok ilyen szerkezeti médositasa
hogyan befolyasolja a vegyuletek vékonybélbél torténd eliminacidjat és
metabolizmusat.
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5.5. Kalkonok (4) és gyiiriis kalkon-analégok daganatellenes hatasai

5.5.1. (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-cikloheptanonok (3) és karbociklusos kalkon-
analégok (5-7) in vitro daganatsejt citotoxicitdsanak szerkezet-hatas
vizsgalata [D5,D9]

A 3 és 5-7 vegylletek (92, a benzilidén-molekularészen azonosan
szubsztitualt szarmazék) P388, L1210, Molt 4/C8, CEM ragcsald, és mintegy 60
human tumor sejtvonallal szemben mutatott in vitro citotoxikus hatasanak
vizsgalata Dimmock és munkatarsaival kialakult kooperaciés munka keretében
tortént [D5,D9].

Az 5-7 vegyuletek (56 szarmazék) ragcsalo (egeér) P388, L1210 sejtekkel,
valamint human Molt 4/C8 és CEM T-sejtekkel szemben meghatarozott ICso
értékei alapjan szamitott Atlagos Potencial (AP) értékeit [D5] a 16. tablazat foglalja
Ossze. A vizsgalatok soran a vegyuletek legnagyobb koncentracidja a P388
tesztben 50 uM, mig az L1210, Molt 4/C8 és CEM tesztekben 500 uM volt. Amikor
a sejtek szaporodasanak 50%-os gatlasahoz szukséges koncentracio (ICso) egy
vegyulet esetén nagyobb volt, mint 50 uM (P388 teszt), vagy 500 uM (L1210, Molt
4/C8 és CEM tesztek), az atlag szamitasakor a kérdéses vegyulet ICso értékét 50,
illetve az 500 uM értékként vettiik figyelembe. igy a tablazatban kézolt atlagos
értékek (AP) nem szigortian a kisérletileg meghatarozott ICso értékek atlagai.

16. tablazat. A 3 és az 5-7 sorozat vizsgalt vegyiileteinek Atlagos Potencial (AP,
uM) értékei [D5]

Soro- L1210 sejtek CEM limfocitak

zat P388 sejtek Molt 4/C8

(3)  34,5(16,8-50)¢ 227 (68,4-500) 186 (39,2-500) 136 (30,1-500)
(5) 42,9 (21,0-50) 27 (41,2-500) 267 (42,3-500) 155 (31,8-500)
(6) 20,9 (5,3-50) 135 (17,5-500) 158 (2,11-500) 115 (1,65-500)
(7) 11,2 (1,6-19,9) 85,2 (0,34-500) 66,0 (0,47-500) 47,0 (0,35-500)

aAz AP szamitasakor figyelembe vett ICso értékek tartomanya (uM).

A négy teszt alapjan szamitott AP értékek Osszehasonlitasakor
megallapithatd  volt, hogy az (E)-2-(X-benzilidén)-1-benzoszuberon (7)
szarmazékok a leghatékonyabb tumorellenes (citotoxikus) vegyuletek (16.
tablazat). Ugyanakkor, a 7 vegyuletek mintegy haromszor hatékonyabbak, mint a
rokon szerkezetl 3 szarmazekok, jelezve az (E)-2-(X-benzilidén)-1-cikloheptanon
(3) molekularészhez kapcsoléddé masodik aromas gylri fontossagat a citotoxikus
hatas kialakulasaban. A vizsgalt vegyuletek kozil a leghatékonyabb
szarmazéknak az (E)-2-(4’-metoxibenzilidén)-1-benzoszuberon (7¢) bizonyult (17.
tablazat).

Az A gylri jelentéségén tulmenben szamos vegyulet térszerkezetének
rontgendiffrakcios vizsgalata azt mutatta, hogy az aromas gyuUrik térbeli helyzete
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befolyassal bir a vegyuletek citotoxicitasara. A vizsgalt topoldgiai tulajdonsagok
0sszehasonlitasa alapjan (a) a karbonilcsoportra jellemzé vegyeértéekszog az 6ttagu
gyuris vegyuletek (5) esetén a legkisebb (106-107°) és a héttagu gydris
vegyuletek (7) esetén a legnagyobb (119°); (b) az enon rendszert jellemzé
vegyeértekszogek az 5>6>7 iranyban csokkennek; és (c) a B-gyrl és az enon C=C
kotés sikja az 5 sorozatban kdzel planaris, mig a 6 és 7 sorozatokban — a B-gy(ri
szubsztituenseinek természetétdl és helyzetétdl fuggben — 132° és 167° kozott
valtozik [D9]. Az 5a, 6a és 7a vegyuletek molekularis modellezéssel kapott adatok
alapjan a C (cikloalkan) gylriG méretének noOvekedése eredményeképpen
megvaltozik aaz A-B gy(iriik kbzéppontjai kdzotti tavolsag (6,85 A, 7,47 A és 7,43
A), valamint a két gy(ri sikjanak diéderes szdge (58,7°, -58,6° és 85,2°) [D5].

17. tablazat. Nehany E-2-(X-benzilidén)-1-benzoszuberon (7) in vitro ICso és MG
MID? értékei (uM) [D5]

Vegyiilet P388 L1210 Molt 4/C8 CEM Human

(X) ICso (uM)  ICso (uM)  ICso (uM)  ICso(uM) (MG MID)?
7(H) 12,7 106,0£31  42,743,3  28,9+0,7 18,6
7(3-F) 10,9 134450  28,3+2,4  11,242,6 16,2
7(4-F) 11,1 60,3+10,6 53,647,0 20,0464 N.A.P
7(3-Cl) 8,2 52,310,0  23,842,7  9,44+2,06 16,6
7(4-Cl) 9,5 51,8404 33,0403 15147 17,0
7(3-Br) 10,5 51,043,5 17,140,3  8,90+0,90 N.A.b
7(4-Br) 18,6 50,940,1  54,7+4,7  17,1+1,5 N.A.b
7(3-CHs) 19,9 54,4457  34,6£11  158+4,8 20,0
7(4-CHs) 11,8 25,047,4  21,3+14,1 11,4+1,6 11,2
7(3-OCHs) 13,9 56,3+1,8 100 9,50+0,16 15,9
7(4-OCHs) 1,6 0,3420,02 0,47#0,33  0,35+0,04 0,269
7(3-NO2) 158 48,8+0,2  8,82+0,38 7,72+0,93 10,2
7(4-NO2) 10,9 500 500 500 89,1
7(4-N(CHa)2)1,9 1,8740,07 5,25+3,63 3,05:0,46 1,41

aAtlaggrafikon kdzépértéke. °Nincs adat.

A vegylletek citotoxicitasa a B gylrl szubsztituenseinek Hammett-féle

szigma (op €s om)) [118] valamint Hansch-Fujita = [130] értékeivel negativ, mig a
szubsztituensek MR [130] valamint Es [130] értékeivel pozitiv korrelaciét mutatott.
A 13. tablazatban szerepld vegyuletek négy vizsgalt sejtkulturaval szemben
mutatott ICso értékek alapjan kapott regresszids egyenletek a kdvetkezdk:

log1/ICso (P388) = -0,289 & - 0,603 1 + 0,089 MR + 0,257 Es -0,984 (r = 0,929)

log1/ICs0 (L1210) = -0,897 & - 0,776 & + 0,249 MR + 0,969 Es -1,637 (r = 0,936)

log1/ICso (Molt/C8) = -0,773 & - 0,677 n + 0,213 MR + 0,997 Es -1,379 (r = 0,938)
(

log1/ICso (CEM) =-0,851 5 - 0,327 n + 0,199 MR + 0,979 Es -1,144 (r = 0,947)
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A szubsztituensek sztérikus tulajdonsagait (méret, sztérikus gatlas) jellemz6
paraméter (Es) nagysaga a vegyuletek L1210, Molt/C8 és CEM sejtekre gyakorolt
hatasaban jelent6séggel bir6 molekularis tulajdonsagnak bizonyult. Ezzel
parhuzamosan, a szubsztituensek nagysagat (,bulkness”) és a vegyuletek
polarizalhatésagara gyakorolt hatasat jellemzd MR allandé jelentésége is nagyobb
e harom sejtvonal esetén. A vizsgalt vegyuletek logPvrk értéke a 3,75-5,35
tartomanyba esik (11. tablazat). Ebben a tartomanyban mind a négy sejtvonal
esetén a szubsztituensek lipofilitasat jellemzé allandé () ndvekedése a vegylletek
ICs0 értékének ndvekedését (citotoxicitasanak csOkkenését) eredményezte.
Hasonloképpen, mind a négy sejtvonal esetén a Hammett-féle szigma (o) értékek
novekedése (elektronvonzd képességuk erdsodése) szintén a vegyuletek
citotoxikus hatasanak csokkenését eredményezte.

A fenti szerkezet-hatas Osszefuggések a vegylletek nem-kovalens
kolcsonhatasokon alapulo citotoxikus hatasaval vannak 6sszhangban.

5.5.2. Heterociklusos kalkon-analégok in vitro daganatsejt citotoxicitasanak
szerkezet-hatas vizsgalata [D11]

A karbociklusos kalkon-analégok perspektivikus kiindulasi strukturaknak
bizonyultak hatékonyabb daganatellenes hatasu vegyuletek tervezéséhez és
szintéziséhez. Ezek kozott szamos (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-tetralon-szarmazék
(6) is hatékony daganatsejt citotoxikus szarmazéknak bizonyult. Ugyanakkor,
szamos 6 és 7 szarmazék kisérleti egereken végzett in vivo vizsgalata soran a
vegyuletek legtobbje 30 mg/kg és 100 mg/kg (i.p.) nem mutatott toxikus hatast.
Elhullast még a 300 mg/kg (i.p.) dozis sem okozott [D5,D9]. E kedvezd
tapasztalatok alapjan, célul tlztuk ki a 6 szarmazékok heterociklusos analdgjainak
szintézisét és daganatellenes hatasainak megismerését. E dolgozat keretében a
szintetizalt (E)-3-(4’-X-benzilidén)-4-kromanonok (8) szintézisét és in vitro
daganatseijt citotoxicitas vizsgalatainak eredményeit mutatom be.

A 3-arilidén-4-kromanonok (8) els6é képvisel6it kulonbozé a liliomfélék
csaladjaba tartozé Eucomis, Muscatri, és Bellevalia fajokbdl izolaltak [332]. Ezekbdl
a népgyogyaszatban kiterjedten alkalmazott ndévényekbdl izolalt dn.
homoizoflavonoidok (8) szamos farmakoldgiailag hasznosithaté bioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ennek megfelel6en a természetes képviselbik
izolalasa [333-335] és analogjaik szintézise [336] intenziv kutatas targya. A
karbociklusos kalkon-analdgok (5-7) szerkezet-hatas elemzése azt mutatta, hogy
a vegyuletek aliciklusos gyUrijének mérete befolyasolja az A és B aromas gyrik
relativ helyzetét és ezek a valtozasok meghatarozé jelent6séggel birnak a
citotoxikus tulajdonsagaikban [D5,D9]. Mivel a 4-helyzeti metiléncsoport
oxigénatomra torténd cseréje megvaltoztatia a 6 vegyuletek haromdimenziés
szerkezetét és elektronszerkezetét, a szintetizalt 8 vegyuletek megismert
hatasainak a 6 vegyulletekével torténd Osszehasonlitasa tovabbi informaciot
nyujthat a gy(rUs kalkon-analdgok szerkezet-hatas 6sszefluggéseirdl.
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A vizsgalt 8 vegyuletek egér L1210 sejtek, valamint human Molt 4/C8 és
CEM T-limfocitakkal szemben meghatarozott ICso értékeit a 18. tablazat foglalja
0ssze.

18. tablazat. A vizsgalt (E)-3-(X-benzilidén)-4-kromanonok (8) in vitro 1Cso értékei
(uM) [D11]

Molt 4/C8 CEM L1210
Vegyl- |y« | X' | ICso(uM)” | RH™ | ICso(uM)” | RH™ | ICso(uM)” | RH™
Iet 1 2 50
8a | 2.Cl | H |7.70t025|3.84 |887101|099 |388%18 |0.,77
8b | 4-Cl | H |833£0,17 | >60,0" | 8242057 | 585 | 242£37 | 0,29
8 | 2Br | H |7.63t078 482 | 116242 |219 |363%29 |02
8d | 3Br | H |522t353 406 |4813,78 183 |80,336,3 | 1,97
8 | 4Br | H |811%0,08 | >61.7 | 843%0,61 | >59.3 | 254%41 | 0,80
8 | 2-OCH, | H |7.75t0.44 | 4,04 |7,02t018 | 159 |46.9%6,6 | 0,86
89 |3-OCH,| H |7,72£032 | 1,57 |8,05%0,18 | 1,00 | 148152 | 041
8h | 4OCH, | H | 13869 | 0,68 | 255190035 |67,3t23,4 | 065

8i 4-OCHs | 2- |6,83%+0,25| 0,25 7,870,711 0,24 | 18,1¥29 | 0,44
OCHs
8j 3-CH3 H 7,61+£0,42 | 4,70 7,94£0,10 | 1,19 | 124+35 0,59
8k 4-CHs H 8,21+0,71 | >60,9 | 8,30+0,44 | 55,4 | 71,4+28,3 | 2,26

8l 4- H 12,0+1,7 | 0,18 >100¢ <0,02 | 91,0£0,8 | 0,19
N(CHs)2

Melfa- - 3,24+0,79 | --- 2,47+0,30 | --- 2,13+0,03 | ---

lan

‘Lasd 2. abra. "A sejtosztodas 50%-os gatlasahoz sziikséges koncentracio. A
benzilidén-molekularészen hasonldképpen szubsztitualt 6 és 8 vegytiletek I1Csq értékeinek
a hanyadosai (ICso(6)/ICs0(8).

Amint a tablazat adatai mutatjak, a Molt 4/C8 és CEM vizsgalatok esetében
az ICso-értékek altalaban az alacsony uM tartomanyban vannak, és az aril-
szubsztituensek jellege csekély hatassal van a citotoxikus hatékonysagra.
Masrészt, az L1210 sejtek lényegesen rezisztensebbek ezekkel a vegyuletekkel
szemben, és az ICso-értékek kdzott jelentds eltérések mutatkoznak (18. tdblazat).

A kapott eredmények és az 1-tetralonszarmazékok (6) ICso értékei alapjan
kiszamitottuk a 8 szarmazékok relativ hatékonysagat (RH), ami a benzilidén-
molekularészen hasonloképpen szubsztitualt 6 és 8 vegyuletek ICso értékeinek a
hanyadosa (ICs0(6)/ICs50(8)). A 12 vegyuletpar RH értékeinek 6sszehasonlitd
adatait a 19. tablazat foglalja 6ssze.

A kapott adatok alapjan két kovetkeztetés vonhatoé le. Egyrészt, hogy a 8
sorozat vegyuleteinek 42%-kanal hatékonysagnoévekedés, mig a fennmarado
0sszehasonlitdsok egyharmadaban (33%) ekvipotencia figyelheté meg. Masrészt,
hogy mindkét sorozatbeli analégok citotoxikus potencialjanak valtozasai
nagymeértékben fiiggenek a vizsgalt sejtvonaltdl. igy altalanossagban elmondhato,
hogy az human T-limfocitdk érzékenyebbek a 4-kromanonokra, mint a 6
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sorozatbeli karbociklusos analdgokra. Masrészt, az 1-tetralonok (6) a 4-kromanon
(8) szarmazékokhoz képest nagyobb citotoxikus potenciallal rendelkeznek az
L1210 sejtekkel szemben.

19. tablazat. A benzilidén-molekularészen azonosan szubsztitualt 8a-l és a 6a-l,
vegylletek daganatsejt citotoxikus potencial (RH) értékeinek 6sszehasonlitasa
[D11]

Teszt sejtkultara Nagyobb potencial (darab) Azonos potencial (darab)
8a-l 6a-l 8a-l és 6a-l kdzott

Molt 4/C8 9 2 1

CEM 6 2 4

L1210 0 5 7

Osszesen 15 9 12

% 42 25 33

A 6 és 8 sorozat vegyulletei kozotti citotoxikus hatékonysagbeli eltérés
okainak megismerése céljabdl a vegylletek szamos fizikai-kémiai tulajdonsagat
vizsgaltuk. igy tobbek kozott, a 6 sorozat 4-metiléncsoportianak (CH2)
oxigénatommal vald helyettesitése befolyasolja a molekulak lipofilitasat (lasd 12.
tablazat) és polaritasat. Ezért kiszamitottuk a 8a-l clogP és a topoldgiai polaris
felllet (TPSA) értékeit, amelyeket a 20. tablazat foglal 6ssze.

A 6a-1 clogP értékei 0,41 clogP értékkel magasabbak, mint az 8 sorozat
analdg szarmazékaié, mig a 8a-1 TPSA értékei 9,23 A? értékkel nagyobbak, mint
a rokon 1-tetralonoké (6). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt sejtvonaltdl
fuggéen, mindkét fizikai-kémiai paraméter hozzajarul a citotoxikus hatékonysag
eltéréseihez.

A 6 és 8 vegylletek — melyek L1210 sejtekkel szemben mért Cso értékei
jelentés kuldonbségeket mutattak - molekula-modellezéssel kapott optimalizalt
konformacidiban a B-gy(irli és az enon molekularész sikjai kdzotti diéderes szogek
(®) ertékei kozott jelentbs kulonbségek mutatkoztak (20. tablazat). A diéderes
sz0gek megvaltozasa befolyasolja a (a) molekulak haromdimenzios alakjat, (b) a
konjugacio er6ssegeét, és tobbek kozott (c) az enon funkcid reaktivitasat. A C
(cikloalkan) gylrl méretének novekedése az 5, 6 és 7 vegyuletek korében a B-
gylrG és az enon molekularész sikjai kozotti diéderes szogek ndvekedését
eredményezte. Ez a valtozas a harom vegylletsorban a daganatsejt citotixitas
(ICs0) értékek ndvekedését eredményezte [D9].

Az el6zmények alapjan valdészinUsithetd, hogy a diéderes szdgek nagyfoku,
klldnbozésége (és annak szterikus és elektronikus kdvetkezményei) jelentés
szerepet jatszanak az L1210 sejtekkel szemben mutatott citotoxicitas-kilonbségek
kialakulasaban. Ezzel a feltételezéssel 6sszhangban, a 8h 8k vegyuletek spontan
tiol-reaktivitdsa joval nagyobb, mint a megfeleld 6h és 6k vegyuleteké [S1].



perjesi.pal 370 25 67

Osszefoglalva megallapithatd, hogy tovabbi 8 szarmazékok szintézise és
biolégiai hatasainak vizsgalata perspektivikus teruletét jelenti a gytris kalkon-
szarmazékokkal folytatott kutatasoknak.

20. tablazat. A vizsgalt (E)-3-(X-benzilidén)-4-kromanonok (8), valamint a
hasonloképpen szubsztitualt (E)-2-(X-benzilidén)-1-tetralonok (6) clogP, TPSA és
O értékei [D11]

Vegyiilet clogP’ TPSA? e’ Vegyiilet e?
8a 4,46 26,31 59,4 6a 119,8
8b 4,46 26,31 50,0 6b 1311
8c 4,61 26,31 62,0 6¢c 116,1
8d 4,61 26,31 50,5 6d 130,6
8e 4,61 26,31 50,1 6e 1311
8f 3,67 35,54 54,5 6f 130,0
8g 3,67 35,54 50,6 6g 130,5
8h 3,67 35,54 49,6 6h 131,6
8i 3,76 44,77 54,1 6i 126,9
8j 4,25 26,31 50,4 6j 130,7
8k 4,25 26,31 49,9 6k 131,2
8l 3,91 29,54 49,2 6l 132,2

1Szamitott logP. 2Szamitott topoldgiai polaris felszin teriilete. A B-gylr( és az enon
molekularész sikjai kozotti diederes szog [D11].

Ugyancsak megemlitend®, hogy vizsgalataink szerint a 8a-i vegyuletek
kozll tdbb kiemelkedd in vitro tuberkulosztatikus hatast is mutatott [D27]. A 8a-i
vegylletek benzilidéncsoportjanak aromas szubsztitutensei, valamint a
Mycobacterium tuberculosis osztédasat gatld hatas eréssége kozotti dsszefliggést
vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a pozitiv Hammett-féle o értékkel biro
szubsztituensek novelték, az elektron-donor szubsztituensek csokkentettek a
hatast. Ugyancsak figyelemre méltdé kulonbségek voltak megfigyelhetok a
benzilidén-molekularészen = megegyez6en  szubsztitualt, de  kulonb6z6
gylritagszamu 3 és 5-8 szarmazékok gatlo hatasai kozott (21. tablazat).

21. tablazat. A 3 és 5-8 azonosan szubsztitualt benzilidénszarmazékok

Mycobacterium  tuberculosis-szal szemben mutatott gatlé hatasanak
O0sszehasonlitasa (c = 12,5 ug/ml) [D27]
Gatlas (%)
Szubsztituens 3 5 6 7 8
3’-Br 0 56 51 63 99
3’-OCH3 0 0 79 8 98
3’-CHs 0 40 78 19 90
4’-CH3 3 0 75 0 91

A megfeleld 6 és 8 szarmazékok Osszehasonlitasa ez esetben is a 8
szarmazékok nagyobb hatékonysagat mutatta. Hasonldéképpen a daganatos
sejtkulturakkal szemben mutatott eredményekhez (5.5.1. fejezet), a 3 sorozat
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megfelel tagjainak hatékonysaga ebben a vizsgalatban is joval elmarad a két
aromas gyurivel rendelkez6 gyiris kalkon-analogokétdl [D27].

5.5.3. Az (E)-2-(4’-metilbenzilidén)-1-benzoszuberon (7b) és (E)-2-(4’-
metoxibenzilidén)-1-benzoszuberon (7c) vegyuletek sejtciklusra gyakorolt
hatasanak vizsgalata [D28].

Mivel a 7c atlagos citotoxicitasa atlagosan 27-szerese a 7b citotoxicitasanak
(17. tablazat), ezért azt vizsgaltuk, hogy a vegyuletek citotoxicitasaban
megmutatkozé kulonbségek megjelennek-e a sejtciklusra gyakorolt hatasaikban.
Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a human Jurkat T-sejtek érzékenyebbek az
o, pB-telitetlen ketonokra, mint mas tumorsejtvonalak [337], igy € munka soran is
Jurkat T-sejteket hasznaltunk.

A kivalasztott kalkonszarmazékok Jurkat T-sejtek sejtproliferaciojara
gyakorolt hatasanak megismeréséhez kezdetben a teljes sejtszam, valamint az él6
sejtek aranyanak az alakulasat vizsgaltuk a vegyuletek ekvitoxikus
koncentracidival (7b: 23,3 uM, 7c: 5,6 uM) torténd kezelést kdvetben. Az életképes
sejtek aranya a kontroll sejtekhez képest mindkét gylris kalkon-analég esetén
hasonldan alakult: 8 6ras inkubacids id6ét kovetdéen az él6 sejtek mennyisége még
kozel megegyezik a kezeletlen sejtekével, de 48 6ras inkubacios id6 utan a 7c¢
vegyllettel kezelt sejtek szama mar felére csdkkent [D26]. Az eredményeket a 22.
tablazat foglalja 6ssze.

22. tablazat. Az életképes sejtszam valtozasa Jurkat T-sejtek 7b és 7c
vegyluletekkel torténé kezeléseit kdvetéen [D28]

Eletképes sejtszam (x 10%)*
8 ora 24 o6ra 48 ora
Kontroll 5,45 1+ 0,66 11,26 £ 1,67 11,07 £ 1,01
DMSO 1% 5,01+0,74 10,53 £ 1,72 11,85+ 2,44
7b (23,3 pM) 4,69 + 0,52 7,91+£0,78 7,00 £ 0,76
7c (5,6 uM) 4,88 £ 0,68 8,68 + 0,98 5,33+0,83

*A meghatarozas tripankékkel torténd festéssel tortént, Az eredmények négy parhuzamos
mérésbdl képezett atlag + széras formaban vannak feltiintetve.

A 7b és 7c vegylletek citotoxikus hatasanak tovabbi vizsgalata céljabdl
annexinV(-FITC)/propidium jodiddal torténd kettés jelolést kovetdé aramlasi
citometriai mddszer alkalmazasaval meghataroztuk az inkubatumokban levé él6,
korai apoptikus fazisban levd, és apoptdzis (és/vagy nekrodzis) soran elpusztult
sejtek mennyiségét [338,339]. A vizsgalatok eredményeit az 23. tablazat foglalja
Ossze.

A 8 6ras kezelés alatt sem a 7b, sem a 7c¢ vegyulet nem mutatott kifejezett
toxikus hatast. 24 éras kezelési idétartamot kdvetéen azonban az é16 sejtek szama
sokkal kisebb: a 4’-metoxiszarmazék (7c) esetén (57,7%), mint a metil-
szubsztitualt 7b vegyulettel torténé kezelést kdvetden (72,7%). A vegyuletek altal



perjesi.pal 370 25 69

modositott sejtek korai apoptotikus (7c: 22,8%; 7b: 7,8%), illetve késoéi
apoptikus/nekrotikus fazisban (7c: 16,8%; 7b: 17,1%) talalhatok.

48 oras kezelés soran csak az €16 és a késbi apoptotikus/nekrotikus fazisban
levd sejtek mennyiségének meghatarozasat végeztik el. Ebben az id6pontban az
el6 sejtek szama jelentésen lecsokkent, a 7b vegyulet esetén 48,5%-ra, a 7c
analog esetén pedig 40,2%-ra. A 48 oras eredmeények alapjan megallapithatjuk,
hogy megegyezben a korabbi hasonld vizsgalatok eredményeivel [D5], a két
koncentracié (7b: 23,3 uM; 7c: 5,6 uM) kozel ekvitoxikus dozist képvisel.

23. tablazat. Az él6, korai apoptikus és elpusztult Jurkat T-sejtek aranya (%-ban
kifejezve) a 7b és 7c vegyuletekkel tortént 8, 24 és 48 o6ras sejtkezeléseket
kdvetéen* [D28]

EI6 sejtek (%) Korai sztzztko(tj/l:)us Elpusztu:t:)ejtek
8 ora
Kontroll 90,33 £ 3,50 2,15+ 1,07 3,98 + 1,53
DMSO 1% 89,53 + 5,60 2,67 +£0,17 6,16 + 2,68
7b (23,3 uM) 84,15+ 0,52 2,81+0,09 8,09+ 0,11
7c (5,6 uM) 84,31 +4,24 3,15+ 0,45 8,66 + 2,15
24 6ra
Kontroll 89,37 + 4,08 4,40 £ 3,07 4,24 + 0,71
DMSO 1% 88,43 £ 5,72 3,17 £2,32 5,71+ 2,49
7b (23,3 pM) 72,71 £ 6,59 7,81+0,98 17,11 £ 6,35
7c (5,6 pM) 57,65 + 5,52 22,80 + 1,55 16,82 + 3,39
48 ora
Kontroll 90,27 + 0,37 N.A. 9,70 + 0,35
DMSO 1% 85,56 + 1,26 N.A. 14,43 + 1,24
7b (23,3 pM) 48,53+ 3,18 N.A. 51,44 + 3,18
7c (5,6 uM) 40,15+ 1,39 N.A. 59,79 + 1,39

*Az eredmények négy parhuzamos mérésbél képezett atlag + széras formaban vannak
feltiintetve (N.A.=nincs adat)

A 7b és 7c vegyulletek Jurkat T-sejtek sejtciklusara gyakorolt hatasanak
vizsgalata a vegyuletekkel tortént kezeléseket kovetéen, a cellularis DNS
mennyiségi analizise altal tortént. A Jurkat sejtek kezelését kovetben 8, 24 és 48
oras idépontokban vizsgaltuk a sejteket, hogy idében is megfigyelhessuk a két
gylris kalkon-analdég sejtciklusra gyakorolt hatasat. A sejtciklus vizsgalat
eredményeit, az egyes fazisokban levé sejtek mennyiségét, %-ban kifejezve az 24.
tablazat foglalja 6ssze.

Amint a 24. tdblazat adatai mutatjak, a 7b és 7c¢ vegyuletek sejtciklusra
gyakorolt hatasaban eltérések mutatkoztak. A 7c vegyulet korai hatasa (8 6ra)
abban nyilvanult meg, hogy megndvelte a G2/M fazisban levé sejtek aranyat
(36,9%), ami egyutt jart a Go/G1 fazisban levé sejtek mennyiségének
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csOkkenésével (18,6%), A metilszarmazék (7b) esetén a sejtek legnagyobb
hanyada, a kontroll sejtekhez hasonléan, a Go/G1fazisban volt talalhato (36,8%).

24, tablazat. A 7b és 7c vegyuletekkel kezelt Jurkat T-sejtek aramlasi citometriai
modszerrel tortént sejtciklus-analizis eredményei 8, 24 és 48 Oras kezelést
kdvetden* [D28]

Szub-Gy fazis | Go/G, fazis S fazis G2/M fazis Poliploid
(%) (%) (%) (%) sejtek (%)
8 ora
Kontroll 33+0,7 42,6+0,9 21,2+39 27,2+0,9 56+1,0
DMSO 1% 3,1+£0,3 40,8+ 1,4 20,7+ 3,0 26,6 +1,7 76+13
7b (23,3 uM) 38+0,4 36,8+2,3 228+3,3 25,1+3,2 8,4 +1,1
7c (5,6 pM) 6,4+0,9 18,6 +2,2 24,7+1,0 36,9+0,9 99+27
24 6ra
Kontroll 50+1,5 44,7 + 3,2 25,8+0,5 22,7+1,8 36+0,9
DMSO 1% 55+2,.2 43,6 +2,6 21,1+2/1 20,3+ 1,1 49+0,7
7b (23,3 uM) 145+25 31,7£25 17,3+2,8 27,1+2,2 85+1,5
7c (5,6 M) 224 +1,1 7,3+0,4 96+1,2 448+49 16,2+ 27
48 ora
Kontroll 6,4+19 496127 21,011 17,3+1,5 52+2,0
DMSO 1% 84+18 51,5+23 17,2+2,0 19,0+ 0,7 7,126
7b (23,3 uM) 36,5+24 244 +1,2 13,0£24 139+1.3 12,4+29
7c (5,6 M) 40,8+2,2 8,5+0,8 59+23 83+1,5 343+6,5

*Az eredmények négy parhuzamos mérésbél képezett atlag £+ széras formaban vannak
feltintetve.

Hosszabb, 24 6ras inkubacids id6t kovetéen a 7c vegyulet hatasara tovabb
csokkent a Go/G1 fazisban levd sejtek mennyisége (7,3%), és emelkedett a G2/M
fazisban (44,8%), valamint a szub-Go (apoptotikus/nekrotikus sejtek) fazisban
(22,4%) lev6 sejtek aranya. Ebben az id6épontban (24 o6ra), a 7b szarmazékkal
kezelt sejtek esetén mérsékelt csokkenés kovetkezett be a Go/G1 fazisban levo
sejtek mennyiségében (31,7%), ami egyutt jart a G2/M fazisban (27,1%), illetve a
szub-Go fazisban (14,5%) levé sejtek aranyanak kismértéki novekedésével. A
vegyuletek eltér6 hatasa a (G2/M)/(Go/G1) arannyal is kifejezhet6, ami 0,51 a
kontroll, 0,85 a metil- (7b), és 6,1 a metoxiszarmazék (7c) esetén.

48 6ras kezelést kovetéen mindkét kalkon-analog esetén tovabbi novekedés
volt tapasztalhatd a szub-Go fazisban, vagyis jelentésen megnétt az
apoptotikus/nekrotikus sejtek aranya (7b: 36,5%; 7¢: 40,8%), valamint un. poliploid
sejtek kialakulasa volt megfigyelhetd (7b: 12,4%, 7c: 34,3%).

A sejtciklus-vizsgalat eredményeit 0sszefoglalva elmondhato, hogy a ket
vizsgalt vegyulet hatasa jelentds, de egymastol eltéré. Mig a metilszarmazék (7b)
esetén, a 8 oras kezelést kovetéen a sejtek legnagyobb hanyada — a kontroll
sejtekhez hasonléan — a Go/G1 fazisban talalhato, addig a metoxi-szubsztitualt
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analdg (7c) esetén a G2/M fazisban. Mivel a 8 éras id6tartam korulbelul harmada
egy sejtciklus idétartamanak Jurkat T-sejtekben [340], a kisérleti eredmény arra
utal, hogy a 7c vegyulet esetén nem mikodik megfeleléen a G1 ellenérzé pont,
aminek egyébként meghatarozé szerepe van genetikai problémak
kikiszdbdlésében [341].

Ugyanakkor, a 7c vegyulet G2/M fazisu blokkot is okoz. A sejtciklusban
bekovetkezd ilyen jellegli zavar, mint egyes flavonoidok és kalkonok lehetséges
hatasmechanizmusa, az irodalomban is dokumentalt [342-345]. Az észlelt
valtozasok arra utalnak, hogy a 7c¢ viszonylag gyorsan DNS karosodast okozhat,
aminek gyakori velejaroja a G2/M fazisu blokk [346,347]. A metilvegyulet (7b)
ekvitoxikus dozisaval torténd sejtkezelés esetén nem figyelheté meg hasonl6an
jelent6s valtozas a G1 ellendrzdpontot illetéen, és a G2/M blokk sem kifejezett.

A 7c szarmazékkal torténé hosaszutavu (24 és 48 6ras) expozicidt kovetben
mind a Go/G1, az S, valamint a G2/M fazisban lev sejtek mennyisége drasztikusan
csOkkent. Egyidejlileg nagymértékben megnétt a szub-Go fazisban levd
(apoptotikus/nekrotikus) sejtek, valamint a poliploid sejtek mennyisége, ami a G2
ellenérz6pont mikodési zavarara utal. Az ilyen jellegl késleltetett sejthalal, amit
,mitotikus halal’-nak is neveznek, jellegzetessége a p53 mutans tumoroknak [348].

Masrészrél, a kalkonok ismert mikrotubulus-aktiv szerek. A kalkonok
daganatsejt citotoxikus hatasanak egyik jellegzetessége, hogy a kezelt sejtek nagy
hanyadanak osztddasa a G2/M fazisok hataran megall. Ez a megfigyelhet6 hatas
eredményeként kovetkezhet be (lasd 2.4.2. fejezet). A mikrotubulusok
szintézisének gatlasa megzavarja a sejtciklust, mitotikus blokkot okoz a gyorsan
osztodd sejtekben, ami a daganatos sejtek apoptdzisahoz vezethet [349]. A
daganatos sejtek kulondsen érzékenyek a mitotikus hibakra, ami a daganatellenes
kemoterapia egyik célpontja lehet [350]. Ezen tulmenden, a mitdzist-célzé szerek
apoptotikus hatast fejtenek ki a hosszan tarté mitotikus leallas soran (mitotikus
sejthalal) [351], és p53-fuggd apoptozist indukalnak [352].

Hasonl6 eredményre vezettek Mojzis és mtsai tobb vegyuletlinkkel végzett in
vitro vizsgélatai is. igy példaul, a human Caco-2 (human kolorektalis
adenokarcindma) sejtekkel szemben az egyik leghatékonyabb vegyuletnek szintén
a 7c vegyulet bizonyult (ICs0 = 0,44 uM). A vegyllet, hasonléan sajat kisérleti
eredményeinkhez, a 24 és 48 6ras vizsgalatok eredményei alapjan a Caco-2 sejtek
esetén is megnovelte a G2/M fazisban 1évd sejtek populacidjat és apoptdzist
okozott [S22]. A szintetizalt (E)-2-(X-benzilidén)-1-indanon (5) és -tetralon-
szarmazékok (6) kozott az (E)-2-(2',4’-dimetoxibenzilidén)-1-tetralon-szarmazék
bizonyult a leghatékonyabb daganatsejt citotoxikus szarmazéknak. A vegylulet - a
7c szarmazékhoz hasonldéan - megndvelte a G2 fazisban 1évd sejtek populaciojat
és apoptozist indukalt [S26].
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5.5.4. Ferrocenil-kalkonok daganatellenes hatasanak szerkezet-hatas
vizsgalata [D8,D25,D29]

Az 5-9 gyUris kalkonszarmazékok ferrocén-analogjainak (10-14) szintéziseét
a megfelel6 gylris keton és ferrocén-karbaldehid bazis-katalizalt Claisen-Schmidt
kondenzacios reakcidjaval nyertuk. A vegyuletek szerkezetét, (E)-s-cisz
konfiguraciéjat IR és NMR modszerekkel igazoltuk. A 12 vegyllet esetén a
spektroszkopiai vizsgalatok eredmeényeit rontgenkrisztallografiai vizsgalat is
alatamasztotta (21. abra) [D8].

Az IR v(C=0) frekvenciak dsszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a benzilidén-
ketonok (5a-9a) frekvenciai 4-7 cm'-rel magasabbak, mint a megfelelé ferrocén-
szarmazékoké (25. tablazat). A 10-14 vegyuletek alacsonyabb v(C=0) frekvenciai
a ferrocén-molekularész nagyobb tomegének és a vegyuletek magasabb foku
konjugacioja eredményének tekinthet6 [D8,D25].

Az 5-14 vegyuletek ragcsalo (egér) P388 sejtekkel szemben meghatarozott
citotoxicitasi (ICso) adatai azt mutattak, hogy a megfelel§ fenil- és ferrocenil-
vegyuletek a legtobb esetben azonos mértékl citotoxicitassal birnak.
Statisztikailag eltéré (p=0,05) ICso0 értékek csak az 5/10, 7/12 és 8/13 parok esetén
volt megdfigyelhetd (25. tablazat).

25. tablazat. Az 5a-9a és a 10-14 vegyuletek P388 sejtekkel szemben mutatott in
vitro citotoxicitas, karbonil rezgési frekvencia és logPvrk értékei [D25]

Veli’t’”' ICs0 (uM)? "((ccn:f;) logPyrk Veli’t’”' ICs0 (uM)? "((f;;c:; logPyrk
5a | 659t35| 1696 | 3.63 10 | 99+03 | 1690 462
6a | 13.8t1,0 | 1667 | 414 11 | 22554 | 1661 523
7a | 21,0£03 | 1663 | 4.48 12 | 153t06 | 1659 5.36
8a |32,3t18| 1673 | 3,98 13 | 10,7£2,6 | 1668 479
9a | 19,9t47 | 1663 | 443 14 | 17,0605 | 1656 535

aAtlag+szoras

A hattagu karbociklusos vegyiletek (6a és 11) ICso értékeinek a megfeleld
4-kromanon (8a és 13) és 4-tiokromanon (9a és 14) értékeivel tortént
O0sszehasonlitasa alapjan a heteroatomok beépllése nagysagrendileg nem
valtoztatta meg a vegyuletek daganatsejtekkel szemben mutatott citotoxicitasat. A
6a és 11 vegyuletek cikloalkénon gylriméretének megvaltozasa a fenil-sorban (5a
€s 7a) a citotoxicitas csokkenését, a ferrocenil-sorban (10 és 12) a citotoxicitas
ndovekedését eredményezte. Figyelemre méltd, hogy a fenilcsoport
ferrocenilcsoportra torténé cseréje az ottagu gylris kalkon-analdégok (5a/10)
esetén eredményezett leghatékonyabb toxicitas ndvekedést (25. tablazat).

Az 5a-7a [D5] és a 10-12 [D8] vegylletek hasonlé IR és NMR adatai a két
sorozat azonos gydritagszamu vegyuletei konjugalt molekularészeinek hasonlé
konformacidjat mutattak. Hasonlé6 eredményeket kaptunk néhany (E)-2-
ferrocénmetilén- és (E,E)-2,5-diferrocénmetilén-1-cikloalkanonok, valamint



perjesi.pal 370 25 73

benzilidén-analdgjaik térszerkezetének Osszehasonlitasa soran is [D10]. A 4-
kromanon-szarmazék (8a) [353] és szubsztitualt analdgjai [D11,D12]
rontgenkrisztallografiai adatainak osszehasonlitasa az (E)-2-benzilidén-1-tetralon
(6a) [D9,297,354] adataival a két sorozat enon-fragmensének hasonld térbeli
szerkezetét igazolta. A 8a és 9a vegyuletek NMR adatainak [D12]
O0sszehasonlitasa az analdg 13 és 14 adataival [D8] a megfelel6 fenil- (8a,9a) és
ferrocenilszarmazékok (13,14) aplanaris cinnamoil-fragmenst tartalmazo, hasonlé
konformacidjat mutatta.

A kapott citotoxicitasi adatok értelmezése céljabol, az 5.4.1. fejezetben
bemutatott RF-VRK modszer alkalmazasaval, elvégeztuk az 5-9 és 10-14
vegyuletek logPvrk értékeinek meghatarozasat (25. tablazat). A vegyuletek
logPvrk értékeinek O0sszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a ferrocénszarmazékok
atlagosan 0,94 logPvrk egyseéggel (0,81-1,09) magasabb logPvrk eértékkel
rendelkeznek. Ez az érték hasonl6 a ferrocén (logP 3,28) és a benzol (logP 2,13)
logP-értékei kozaotti kilonbséghez (1,15 logP egyseég) [355].

A 13 4-kromanon-szarmazék kedvez6 daganatsejt citotoxikus hatasa
alapjan meghataroztuk a vegyulet tovabbi human daganatos sejtekkel (HelLa
(human meéhnyak karcinoma), MCF-7 (human eml6 adenokarcindbma), A549
(human alveolaris bazalis hamsejt karcindma) és MDA (human emld
adenokarcindma)) szemben mutatott ICso értékeit is. A vizsgalt vegyuletek kozul a
13 szarmazék 1Cso értéke minden sejtkulturaval szemben a 3,0-71 uM tartomanyba
esett [D29]. Ezek az adatok nagysagrendileg megegyeznek a 8a-l 3-(4’-X-
benzilidén)-4-kromanon-szarmazékok L1210, sejtekkel, illetve Molt 4/C8 és CEM
T-limfocitdkkal szemben meghatarozott ICso értékekkel (18. tablazat) [D11].

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a haromdimenziés alak, a
konjugacio mértéke és a lipofilitas kdzotti kilonbségek nem gyakorolnak erés
befolyast a vizsgalt fenil-(5-9) és ferrocenil-kalkonok (10-14) daganatsejtekkel
szemben meghatarozott citotoxicitasara. Figyelembe véve, hogy a
ferrocénszarmazékok tiol-vegyuletekkel (GSH és NAC) szemben nem mutattak
spontan reaktivitast [D25], a vizsgalt vegylletek citotoxikus hatasai a ferrocenil
molekulafragmens redox tulajdonsagai és/vagy a molekuldk nem-kovalens
kdlcsdnhatasainak eredményeként értékelheték [356].

5.5.5. Az (E)-2-(4’-metoxibenzilidén)-1-benzoszuberon (7c¢) in vivo
kemopreventiv hatasanak vizsgalata
5.5.5.1. Génexpresszios vizsgalatok [D30]

Az (E)-2-(4’-metoxibenzilidén)-1-benzoszuberon (7c) in vitro
daganatellenes (citotoxikus és apoptdzist indukald) hatasai alapjan, néhai Ember
Istvan professzor kutatocsoportjaval végzett kooperaciés munka keretében
megvizsgaltuk a vegyulet in vivo daganatellenes (kemopreventiv) hatasat.

A vizsgalat alapjat Ember és munkatarsai korabban kimunkalt vizsgalati
protokollja képezte, mely szerint a korai, karcinogén hatasra létrejové genetikai
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valtozasok (génamplifikacio, génexpresszié és mutacio) és a késébb kialakuld
tumorok kozott Osszefuggések talalhatok [357]. A vizsgalatok lényege olyan
beltenyésztett kisérleti allatok alkalmazasa, amelyek kulonosen érzékenyek kémiai
karcinogén anyagokra és azokra egyes kulcs onko- (Ha-ras és c-myc), illetve
szupresszor genek (p53) overexpressziojaval valaszolnak. A valasz mar igen
koran, az expoziciot kdvetden 24-72 oran belll jelentkezik [358-361].

A Ha-ras a kémiai karcinogenezisben Kkulcsszerepet jatszik a
szignaltranszferben, a p53 az apoptdzisban és a sejt DNS-ét érinté karosodasok
utani helyreallitdsaban, a c-myc pedig a proliferaciohoz és immortalizacihoz
elengedhetetlen. Ezekkel a génekkel harom kulonbdzé ponton lehet monitorozni a
karcinogenezis korai torténéseit. Mind a harom gén szintjén sikerult vizsgalni
azokat a korai valtozasokat, amelyek az expoziciot és a biolégiai hatast jelzik. A
tesztrendszer alkalmasnak bizonyult mind karcinogének hatasainak molekularis
szinten torténd vizsgalatara, mind kemopreventiv szerek tesztelésére [357].

Kisérleteinkben a 7c vegylletet a genotoxikus karcinogén 7,12-
dimetilbenz[a]antracén (DMBA) expoziciét 24 éraval megel6z6en, az expozicioval
egyutt vagy az expoziciot kovetden 24 6ra mulva alkalmaztuk. A masodik expozicio
utan 24 draval az allatokbal eltavolitottuk a majat, a vesét, a tud6t, majd ezekbdl
(total) RNS-t izolaltunk és a harom kulcsgén expressziojat vizsgaltuk [D30].

Ahogy a 32-34. abrakon lathato, a DMBA szignifikansan megnovelte a Ha-
ras onkogén expresszitjat a kezelt allatok majaban (32. abra), veséjében (33.
abra) és tudejében (34. abra), dsszehasonlitva a kontrol egerekben kapott
ertekekkel. A vesében a p53 gén jelentds overexpresszioja és a c-myc geén
expresszidjanak enyhe novekedése is kimutathaté volt.
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32. abra. A c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidos mintazata CBA/CA egér
majban 24 6raval a karcinogén (DMBA) kezelés utan [D30]
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33. abra. A c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidos mintazata CBA/CA egér
veseben 24 6raval a karcinogén (DMBA) kezelés utan [D30]

Amint az abrak mutatjak, a 7c vegyulet adagolas idépontjatdl figgben
kulonbozéképpen befolyasolta a c-myc, a Ha-ras, és a p53 gének DMBA altal
indukalt expresszidjat. A vegyulet legkifejezettebb szupresszor hatasa a fenti
harom szervben DMBA-val egyidejlleg adva volt megfigyelheté (DMBA=7c).
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34. abra. A c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidos mintazata CBA/CA egér
tudében 24 o6raval a karcinogén (DMBA) kezelés utan [D30]

A policiklusos aromas szénhidrogének, igy a DMBA is, genotoxikus hatasu
karcinogének [362]. A genotoxikus hatas kialakulasanak eléfeltétele a vegyuletek
citokrom P-450 enzimek altal katalizalt metabolizmusa, melynek
eredményeképpen az aromas szénhidrogének reaktiv epoxid-szarmazékokka
alakulnak [363,364]. A 7c DMBA-indukalta génexpresszidkra gyakorolt fenti
hatasa alapjan feltételeztik, hogy a hatas kialakulasaban szerepet jatszhat a
vegyuletnek a DMBA-t metabolizald citokrom P-450 izoenzimre gyakorolt gatlé
hatasa. Ezt a feltételezést a 7c és néhany rokon szerkezetli analdgja esetén
igazoltuk [D31]. E kisérleti tapasztalataink alapjan a 7c¢, valamint szintetikus és



perjesi.pal 370 25 76

természetes analdgjai a policiklusos aromas szénhidrogének okozta
karcinogenezissel szemben alkalmazhaté kemopreventiv szerek lehetnek.

5.5.5.2. Kalkonok (4) és karbociklusos kalkon-analégok (5-7) in vitro CYP1A
gatlé hatasanak szerkezet-hatas vizsgalata [D31]

Az a kisérleti eredmény, hogy a 7c vegyuletnek a c-myc, a Ha-ras, és a p53
geének expresszidjara gyakorolt szupresszor hatasa akkor a legkifejezettebb, ha
DMBA-val egyidejileg kerul alkalmazasra, arra utalt, hogy a 7c gatolhatja a DMBA
metabolikus aktivalasat, ami a vegyulet mutagén hatasanak el&feltétele [363,364].
Ezt tamasztottdak ala mas publikaciok [365,366], amelyek a 7c-hez hasonlo
szerkezetl vegyuletek citokrom P-450 gatlé hatasarol szamolnak be. Ennek a
hipotézisnek az igazolasa céljabdl megvizsgaltuk a 7c¢c és néhany hasonld
szerkezetl nyiltlancu (4) és gydris (5-7) analogjainak metilkolantrén-indukalt
CYP1A enzim gatlasat, ami a patkany majban expresszalédé CYP enzimek k6zott
a legnagyobb katalitikus aktivitassal bir a DMBA metabolizmusaban [363].

Patkany maj mikroszoma alkalmazasaval végzett in vitro kisérleteinket
kiterjesztettuk a 4c és a 7c vegyuletek szerkezeti izomerjeinek (4c’, 4c”, 7¢’, 7¢”),
valamint a 7c vegyulet 4’-CHs (7b) és 4'-N(CHs)2 (7d) analdgjainak vizsgalatara is.
A vegyuletek CYP1A gatlé hatasat metilkolantrénnel kezelt patkanybdl izolalt maj
mikroszéma frakcié 7-etoxirezorufin O-deetilacidjanak aktivitdsa alapjan
hataroztuk meg [D31]. Eredményeink alapjan a 7c vegyulet erés CYP1A gatlo
szarmazéknak bizonyult. Ugyanakkor, a rokon szerkezeti 4c, 4¢’, 4c”’, 5¢, 6¢, 7¢’
és 7¢”’ szarmazekok hatékonyabb CYP1A gatlé hatasu vegyuletnek bizonyultak,
mint a referenciavegytletként alkalmazott 7,8-benzoflavon (a-naftoflavon) (26.
tablazat).

26. tablazat. A 4-7 vegyuletek CYP1A gatl6é hatasanak Ki értékei [D31]

Vegyiilet Gyiirii tagszam Szubsztituens Ki (uM)
4c 0 4-OCHa 0,117

4c’ 0 3-OCH;s 0,109
4c” 0 2-OCH3 0,042
5¢ 5 4’-OCHjs 0,143

6¢ 6 4’-OCHjs 0,047

7b 7 4’-CHs 0,290

7c 7 4’-OCHjs 0,670

7c’ 7 3’-OCHs 0,227
7c” 7 2-OCHjs 0,031
7d 7 4-N(CH3), 0,253
7,8-benzoflavon 0,167

A 4c kalkon és az 5c-7c gydris kalkon-analégok Ki értékeinek
O0sszehasonlitasa alapjan megallapithattuk, hogy a vizsgalt vegyuletek mindegyike
a CYP1A enzim er6s gatloja. A 4’-OCHs-szubsztitualt sorozat leghatékonyabb
tagja a hattagu gylrlis kalkon-analég 6c¢, a leggyengébb gatlé hatassal bird
szarmazék a héttagu gylris 7c. A 7c (4’-OCHs) vegyulet, valamint a 4’-CHs (7b)
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és a 4’-N(CHs)2 szubsztitualt 7d analogjai Ki értékeinek 0sszehasonlitasa alapjan
feltételezhetd, hogy a gatld hatas kialakulasaban a 4’-helyzetl szubsztituensek
nemkotd elektronparja nem bir meghatarozé jelentéséggel, legalabbis a héttagu
gyurUs kalkon-analégok sorozataban.

Lewis és munkatarsai Osszehasonlitd vizsgalatai alapjan a CYP1A
szubsztratok és inhibitorok legtobbje planaris, két aromas gydravel bird vegyulet
[367]. A molekulak nagyfoku hasonlésaga a CYP1A enzimek aktiv centrumanak
specifikussagara utal [368,369]. A szubsztratok és inhibitorok szerkezeti és
sztereokémiai jellemzdinek elemzése hasznos modszernek bizonyult a
xenobiotikumok membranhoz kotott P450 enzimekhez valdé maximalis kotédési
kapacitasat meghatarozo kritikus molekularis jellemz6k meghatarozasaban
[370,371]. Annak elemzése céljabol, hogy a 4-7 vegyuletek hatékony CYP1A
gatlok lehetnek-e a korabban felismert szubsztrat- és inhibitor tulajdonsagok
alapjan, kiszamitottuk a vegyuletek néhany fizikai-kémiai és kvantummechanikai
jellemzdjét, amelyek befolyasoljak a CYP1A gatlo hatast [371-373]. A szamitott
jellemzéket - igy a vegyuletek legmagasabb energiaju  betoltott
molekulapalyajanak  (Esomo) és a legalacsonyabb energiaju  Ures
molekulapalyajanak (ELumo) energiakllonbségét (AE), valamint a molekula-
térfogatot, a molekula-feliletet, a molekula polarizalhatésagat és a
dipélusmomentumat - a 27. tablazat foglalja 6ssze.

27. tablazat. A 4-7 vegylletek néhany kvantummechanikai és fizikai-kémiai
jellemzdje [D31]

Ve- | Euomo | Eiumo | A(Ewomo- | Feliilet |Térfogat| Polarizal- D"°°'“ts
gyiilet| (eV) | (eV) Evuwmo) (A?) (A} | hatésag m°:'[‘§“ um
4c -8,966 | -0,796 | 8,170 | 470,48 | 761,42 | 27,96 3,76
4c’ 9,239 | -0,846 | 8,393 | 468,58 | 761,31 | 27,96 3,67
4c™ | -9,025 | -0,739 | 8,286 | 472,80 | 759,53 | 27,96 3,16
5c -8,954 | -0,721 | 8,233 | 475,46 | 770,85 | 29,03 2,75
6c 8,912 | -0,611 | 8,301 | 502,45 | 810,26 | 30,86 2,92
7b 8,813 | -0,455 | 8,358 | 513,41 | 854,08 | 32,70 2,16
7c 9,068 | -0,293 | 8,775 | 515,31 | 853,66 | 32,70 1,93
7c 9,086 | -0,189 | 8,897 | 510,16 | 852,63 | 32,70 3,97
7¢™ | 9,019 | -0,496 | 8,523 | 497,19 | 828,86 | 32,06 2,91
7d 9,204 | 0-316 | 8,888 | 546,74 | 918,81 | 3525 2,04
7,8-

benzo- | -8,884 | -0,907 | 7,977 | 470,13 | 783,80 | 32,63 3,92
flavon

A kvantumkémiai médszerrel szamitott HOMO és LUMO palyak energiainak
kuldnbségei alacsonyak, ami gyakori kvantumkémiai jellemzdje a CYP1A1 enzim
szubsztratjainak [367]. A szamitott értékek azonban nem indokoljak a 4¢”’, 6¢ és
7¢” szarmazékok kiemelkedd gatlé hatasat. Hasonlé kdvetkeztetés vonhatd le
vizsgalt vegyuletek szamitott felUlet, molekulatérfogat, polarizalhatésag és
dipélusmomentum értékeinek dsszehasonlitdsabdl (27. tablazat). A vizsgalt 4'-
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szubsztitualt vegyuletek logPvrk értékei a 3,67(4¢)-5,26(7d) tartomanyba esnek
(12. tablazat), amelyek 6sszehasonlithatoak a CYP1A1 gatlé hatasu vegyuletek
atlagos logP értékével (4,51), ugyanakkor, nagyban kulonbéznek a CYP1A2
szubsztratok logP atlagatol (1,57) [372].

Osszefoglalva, eredményeink szerint a vizsgalt kalkonok és gyiir(s kalkon-
analégok a CYP1A enzimek hatékony gatloinak bizonyultak. Ismert, hogy a CYP1A
enzimek gatlasa igéretes kemoprevencidés stratégianak tekinthet, ami
csOkkentheti a gyogyszerek/testidegen anyagok okozta majkarosodast és a
daganatellenes szerekkel szemben kialakul6 gyogyszerrezisztenciat [374]. Ezek
alapjan tovabbi szarmazékok CYP1A gatlé (és potencialis induktor) hatasanak
vizsgalata igéretes terllete lehet a kemopreventiv szerek kutatasanak.

5.6. Kalkonok és karbociklusos kalkon-analégok tiol-reaktivitasanak
vizsgalata

A kalkonok sokréti biologiai hatasainak egy része a vegyuletek protein-
tiolokkal bekovetkez6 kolcsonhatasaval értelmezheté (2.4.2.). Az enon-
molekularész legjellegzetesebb — a vegyuletek biolégiai hatasa szempontjabdl is
meghatarozo jelentéséggel biré — reakcidja a nukleofil tiolok addicidja a polaris
szén-szén kettds kotésre (tia-Michael reakcid). A szervezetben szamos reaktiv
tiolcsoporttal bird fehérje meghatarozé szerepet jatszik a sejtek osztédasaban,
citoprotektiv folyamatok szabalyozasaban, a redox homeosztazis fenntartasaban.
Ugyanakkor, a citoplazmaban mM koncentracioban jelen Iév6 redukalt glutation
(GSH) a testidegen vegyuletek metabolikus transzformacidjaban is jelentéséggel
bir [D4].

5.6.1. In vitro sejtkulturaban végzett vizsgalatok [D32]

A 7b és 7c vegyuletek sejtosztodasra gyakorolt hatasanak vizsgalata
folytatasaként, megvizsgaltuk, hogy a vegyuletek megvaltoztatjak-e a Jurkat T-
sejtek cellularis tiol-statuszat. Vizsgalataink kezdetén a vegyuletek cellularis
tiol(SH)-szintre gyakorolt hatasat vizsgaltuk, tapanyagmentes és tapanyagokat
tartalmazdé kornyezetben. A 7b (23,3 uM), illetve 7c (5,6 uM) vegyuletekkel kezelt
Jurkat T-sejteket egyrészt tapanyagmentes pufferben 1 éran at, masrészt RPMI
1640-tapoldatban (10% FCS) 4 és 8 déran at inkubaltuk, majd azt kovetben a sejtek
telies SH-mennyiségét Ellmann-reagenssel [375] meghataroztuk. A sejtek
fehérjetartalmara vonatkoztatott cellularis tiol-tartalmat a 28. tablazat foglalja
0ssze.

A T7c vegyllettel torténé 1 oras, tapanyagokat nem tartalmazé PBS-
pufferben tortént kezelés alatt a cellularis SH-szint szignifikansan csokkent az 1%
DMSO-val kezelt kontroll sejtekhez képest. A 7b vegyulet nem okozott ilyen jellegi
valtozast. A hosszabb ideig (4, illetve 8 ora) tartd, RPMI-tapoldatban torténé
inkubacio mar lehet6séget teremt a sejteknek, hogy reagaljanak a GSH-szintet
érintd esetleges valtoztatasokra [376]. A metoxi-szubsztitualt vegyulet (7c) ezen
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korulmények kozott is szignifikdnsan csokkentette az SH-szintet, ugyanakkor a 7b

vegyulet nem okozott szignifikans valtozast (28. tablazat).

28. tablazat. Cellularis tiol-szintek a 7b és 7c vegyuletekkel kulonbozéképpen
kezelt Jurkat T-sejtekben [D32]

Teljes cellularis tiol(SH) mennyiség*
(nmol/mg fehérje)

1 6ra (PBS) 4 6ra (RPMI) 8 6ra (RPMI)
Kontroll (DMSO 1%) 33,08 £ 0,35 124,42 + 3,21 122,01 £ 3,89
7b (23,3 uM) 31,84 £ 0,63 129,19 £ 1,52 114,08 £ 1,07
7c (5,6 uM) 24,01 £ 0,53** 107,92 + 2,30 | 108,03 + 2,05**

* Az eredmények harom parhuzamos meérésbdl képzett atlag + széras formaban vannak
feltiintetve. Az 1% DMSO-val kezelt kontroll sejtekhez képest szignifikans kiilénbség
(Student-t teszt, p < 0,05) **-gal jeldlve.

A két vegyulet tiol-reaktivitdsanak vizsgalatat tovabb folytatva, a Jurkat
sejtek kezelését kovetben HPLC-UV-Vis/FL modszerrel vizsgaltuk a redukalt
(GSH) és az oxidalt glutation-szintet (GSSG). A GSH oxidacidjanak megelbzése
erdekében mintael6készités soran a sejtek roncsolasat harom, egymast kovetd
.freeze-thaw” ciklus révén valdsitottuk meg [377]. A meghatarozott redukalt és
oxidalt glutation-szinteket a mintak fehérjemennyiségére vonatkoztattuk. Az
eredmeények (nmol GSH/mg fehérje) a 35. abran lathatok.
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35. abra A 7b és 7c kalkonszarmazekok Jurkat T-sejtek GSH- és GSSG-szintjére
gyakorolt hatasa 4 6ras kezelést kovetden. A kezeletlen kontroll sejtekhez képest
szignifikans kulonbseég (Student-t teszt, p < 0,05) *-gal jeldlve [D32]

A kisérleti eredmények alapjan a metoxi- (7¢), €s a metil-szubsztitualt (7b)
kalkonszarmazék 4 6ras kezelést kovetden eltérd moédon befolyasolta a Jurkat T-
sejtek glutation-szintjét. A 7b szarmazék a redukalt glutation mennyiségét kis
mértékben megndvelte, de nem befolyasolta jelentésen a GSSG szintet a
kezeletlen kontroll, illetve 1% DMSO-val inkubalt sejtekhez viszonyitva (35. abra).
Kordbban is beszamoltak mar arrdl, hogy néhany elektrofil tulajdonsaggal
rendelkez6 Mannich-bazis megndvelte a cellularis tiol-szintet Jurkat T-sejtekben
[376], illetve HeLa sejtvonalakban [378]. A megndvekedett glutation (és 6ssz-tiol)
szint nagy valoszinliséggel a GSH-szintet befolyasol6 tényez6k hatasara fellépd
feedback mechanizmus kdvetkeztében, de novo GSH-szintézis eredményének
tekinthet6 [376].
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A T7c vegyulet nem befolyasolta jelentésen a redukalt glutation-szintet
(GSH), de szignifikans mértékben megnovelte az oxidalt glutation (GSSG)
mennyiségét. Ez utobbi arra utal, hogy a vegyulet oxidativ stresszt idéz el6 a
sejtekben. A GSSG-szint a ROS elleni intracellularis védekez6 mechanizmus
aktivitdsanak fiziolégias indikatora, igy alkalmas az oxidativ stressz in vivo
monitorozasara is [379]. A GSSG-szint emelkedésével parhuzamosan a GSH-
szint szignifikans csokkenése nem volt megfigyelhet6. Ennek hatterében, a
megnovekedett glutation-reduktaz és/vagy y-glutamil-cisztein-szintetaz (y-GCS)
aktivitas allhat [380].

Parhuzamosan folyd vizsgalataink soran HPLC-MS maodszerrel igazoltuk,
hogy sejtmentes (pH 8,0; GSH:kalkon molarany=10:1) kérulmények ko6zott mind a
7b, mind a 7c¢ gyuris kalkon-analég Michael-addicids reakciéban reagal redukalt
glutationnal [D33]. HPLC-MS mddszer alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy a két
kalkon és GSH-konjugatumai kimutathatok-e a 4 6ras inkubatumok fellluszojabdl
és sejtes Uledékének lizatumabdl. Vizsgalataink szerint minden mintaban csak a
kiindulasi 7b és 7c vegyuletek voltak kimutathatok [D32].

Késébbi eredményeink és irodalmi adatok ismeretében ez a tapasztalat
egyrészt a két vegyulet alacsony tiol-reaktivitasaval [D34], masrészt a glutation-S-
transzferaz (GST) enzim esetleges gatlasaval magyarazhato. Az irodalomban tobb
esetben is beszamoltak réla, hogy a,B-telitetlen karbonilvegyuletek, kozottuk
kalkonok is, gatoljak a GST enzim aktivitasat [381-383]. A GST enzim gatlasa
Jurkat T-sejtekben sejtciklus gatlast és apoptozist indukal [384]. A glutation-S-
transzferaz enzim az egyik legfontosabb képviseldje a detoxikacios folyamatokban
kulcsfontossagu szerepet jatszé Fazis Il enzimeknek, ugyanakkor szamos human
daganatos sejtben tulexpresszalodik, és hozzajarul a tumorsejtek kemoterapias
szerekkel szembeni rezisztenciajanak a kialakulasahoz [385]. Az enzim gatlasa
révén a gyogyszer-rezisztens tumorok ujra érzékennyé tehetbk a terapia irant
[381]. A vizsgalt kalkonszarmazékok GST enzimaktivitasra gyakorolt hatasa még
tovabbi vizsgalatokat igényel.

5.6.2. Sejtmentes korulmények kozott végzett vizsgalatok

Munkank soran részletesebben kalkonok (4) és gyuris kalkon-analégok (6,
7) tiolokkal (redukalt glutationnal (GSH) és N-acetilciszteinnel (NAC), mint modell
tiolokkal) lejatsz6d6 nem-enzimkatalizalt reakcioit vizsgaltuk. A vizsgalt vegyuletek
kivalasztasa in vitro daganatsejt citotoxicitas vizsgalati eredményeik alapjan (16.
és 17. tablazatok) tortént. A kivalasztott vegyuletek kozé a leghatékonyabb és egy
kevésbé hatékony szarmazék keriilt. igy az eredmények tajékoztaté informaciot
adtak a tiol-reaktivitas jelent6éségérdl a vegyuletek citotoxikus hatasaiban. A
reakciok HPLC-UV-Vis mddszerrel torténé nyomon kovetésével az addicids
reakciok sztereokémigjarol is informaciot nyertunk.

A vegyuletek glutationnal és N-acetilciszteinnel lejatszodé reakcidit harom
kulonboz6 savassagu (pH 8.0, pH 6,3 és pH 3,2) oldatban vizsgaltuk. A bazikus
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pH-t azért valasztottuk, mert ez a korulmény modellezi a GST altal katalizalt
reakciok korulmeényeit; a GSH tiol funkciéscsoportjanak ionizacidja fokozodik az
enzim aktiv helyén talalhaté imidazol N-atommal valé kolcsOnhatasa miatt
[227,228,386,387]. Az enyhén savas pH (pH 6,3) a rakos sejtek enyhén savas pH-
jat modellezi [388]. Az er6sebben savas korulményeket (pH 3,2) azért valasztottuk,
hogy Osszehasonlitsuk a két vegyulet neutralis és ionizalt tiol funkcidjanak a
reaktivitasat. Figyelembe véve a GSH és a NAC tiolcsoportjanak pKa értékeit (8,83
és 9,52) [389], ez utdbbi esetben mindkét vegyllet tiol funkcioja kizarolag
semleges formaban talalhato. Bar a neutralis tiolok nukleofil reagenskeént
muikodhetnek, reakcioképességuk sokkal alacsonyabb, mint a megfelel
deprotonalt (negativ toltésl) tiolatoké [390].

5.6.2.1. Kalkonok
5.6.2.1.1. 4’-szubsztitualt kalkonok [D33]

A 4’-szubsztitudlt kalkonok kozul a 4-CHs (4b) és a 4’-OCHs (4c)
szarmazekok reaktivitasat vizsgaltuk két cellularis tiollal (GSH és NAC) szemben
[D33]. A két szarmazék kozul a 4’-metilszarmazék (4b) bizonyult in vitro
hatékonyabbnak a legtdbb vizsgalt daganatos sejtvonallal szemben [S25].

A Michael-reakcié egy nukleofil centrum (Michael-donor) jellemzben bazis-
katalizalt addiciojat jelenti egy aktivalt szén-szén kettdés kotésre (Michael-
akceptor). A reakciok a nukleofil reagensek toltése alapjan csoportosithatok,
amelyek lehetnek (a) negativ toltésiek (pl. OH™, RS, CN~) vagy (b) semlegesek
(pl. aminok, tiolok). A deprotonalt (A utvonal) és a semleges (B utvonal) nukleofilek
kalkonokkal lejatsz6dd addicios reakcidinak altalanos mechanizmusait a 36. abra
mutatja be. Amint az abran lathatd, az addicids reakcidk els6dleges terméke egy
negativ toltési (A utvonal), vagy ikerionos szerkezetli (B utvonal) addukt. A
masodik Iépés egy sav-bazis reakcio, ami intermolekularis (A utvonal) vagy —
ikerionos intermedierek esetében (B utvonal) — akar intramolekularis médon is
lejatszodhat [391].

Vizsgalataink kezdetén a 4b és 4c reakcidit bazikus korulmeények (pH 8,0)
kozott, 10:1 GSH:kalkon mélaranyt hasznalva vizsgaltuk. Az addicios folyamatok
elérehaladasanak kvalitativ jellemzése érdekében az inkubatumok Osszetételét a
15, 45, 75, 105, 135, 165, 195, 225, 255, 285 és 315 perces idépontokban HPLC-
UV modszerrel elemeztuk. A vizsgalatok soran a detektalast a kalkonok un. Band
|l elnyelési savjanak megfelel® hullamhosszon (260 nm) végeztiik. igy egyidejlileg
detektalhatdk voltak mind a kiindulasi kalkonok mind az addicios termékek. Az
eredmények értékelése soran a kalkonok reaktivitasat az egyensulyi elegyek
Osszetétele, valamint az egyensulyi elegyek kialakulasahoz szikséges id6
nagysaga szempontjaibdl jellemeztik.
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36. abra. A deprotonalt (Nu-) és a semleges (NuH) nukleofil reagensek kalkonokkal
lejatszodo Michael-tipusu addicidinak egyszerisitett mechanizmusai [D33]

A GSH (8,83) és a NAC (9,52) pKa értékeit [389] figyelembe véve, pH 8,0
korulmények kozott a GSH molekuldk 12,8%-a és a NAC molekuldk 2,9%-a
talalhaté a reaktivabb tiolat formaban. A vizsgalt id6szak végére (315 perc) a 4b
és 4c kiindulasi vegyulleteknek megfelel6 HPLC csucs terllete a GSH-
inkubatumokban a kezdeti érték 3,7%-ara, illetve 7,9%-ara csokkent (29. tablazat)
A NAC-inkubatumokban, a megfeleld értékek 5,2% és 9,8% voltak (30. tablazat).

29. tablazat. A 4b és 4c GSH-inkubatumaiban azonositott HPLC-UV csucsainak
retencids ideje (tr)' és integralt csucsteriletei (A)? [D33]

Kal- tr t A A
kon .| (B)- il _ tr A t | GSH-2
PHY | g0 | AuslAd® (2)-iz0- 1 (2)-i20- | o 4| GSHA1 | GSH-2

mer mer
mer

4b | 3,2 | 16,4 0,81 16,2 <100 13,8 4245 N/DS | -
4c | 3,2 | 15,9 0,96 15,7 <100 11,9 3352 N/D° | -
4b | 6,3 | 16,3 0,09 16,0 <100 13,2 16571 N/DS | -
4c | 6,3 | 15,8 0,21 15,5 <100 11,3 17160 N/DS | -
4b | 8,0 | 16,3 0,04 16,1 <100 13,3 17419 | N/D®° |-
4c | 8,0 | 157 0,08 15,5 <100 11,0 | 20387 N/D° | -
'Retencios id6 (perc). 2Az adatok két fliggetlen kisérlet atlagai az inkubalas 315. percében.
3A vizes GSH oldat pH értéke. “A 315. és a 0. percben mért terlletek hanyadosa. > Nem
detektalhato.

A fenti adatokon tulmenéen megemlitendd, hogy a GSH-val és NAC-val
torténé inkubalasok soran egy kisebb Uj csucs jelent meg a kromatogramokon,
valamivel rovidebb retencidés idével, mind az el nem reagalé 4b és 4c csucsai.
Korabbi eredményeink [D16,D17] alapjan feltételeztik, hogy az Uj csucsok a
vegylletek (Z) izomerjeinek a csucsai. A vart (Z) diasztereomerek szerkezetének
azonositasahoz, a korabbi vizsgalatainkban leirt modon, elvégeztik a 4b és 4c
vegyluletek fény-inicializalt izomerizacidjat. A fény-inicializalt izomerizacios kisérlet
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eredménye alapjan a képz6dott vegyulleteket a megfeleld (Z) izomerekként
azonositottuk. Mivel az izomerek képz6dése a tiolok nélkul végzett inkubacidkban
nem volt megfigyelhetd, a (Z) izomer képzédését a retro-Michael reakcidonak
tulajdonitottuk (37. abra).
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37. abra. A bazis-katalizalt reverzibilis tia-Michael addicids reakciok egyszerUsitett
folyamata. (1: Tiol-deprotonalédas/protonalédas; 2: Tiolat-addicié; 3: Enolat-
protonalddas/deprotonalddas; 4.Enol/Keto tautomerizacio. 5. Tiolat/Tiol eliminacio.

30. tablazat. A 4b és 4c gyiris kalkon-analégok NAC-inkubatumaiban azonositott
HPLC-UV csucsainak retencids ideje (tr)' és integralt csucstertletei (A)? [D33]

Kal- tr

tr A tr tr

kon | | (B) ¢\ : A A
pH i70- Asz1s/Ac* | (2)-izo- | (Z)-izo- | NAC- NAC-1 NAC- NAC-2
mer mer mer 1 2

4b | 3,2 16,3 0,89 16,1 <100 15,2 1260 15,3 2173

4c | 3,2 15,8 0,98 15,5 <100 14,1 1156 14,2 1507

4b | 6,3 16,3 0,24 16,0 <100 15,1 4906 15,2 6457

4c | 6,3 15,8 0,47 15,5 <100 14,1 4712 14,2 5422

4b | 8,0 16,2 0,05 16,0 <100 15,1 6167 15,2 8875

4c | 8,0 | 157 0,10 15,5 <100 14,1 7167 14,2 8975
'Retencids id6 (perc); 2Az adatok két fliggetlen kisérlet atlagai az inkubalas 315. percében.
3A vizes NAC oldat pH értéke. “A 315. és a 0. percben mért teriiletek hanyadosa. > Nem
detektalhato.

A 4b és 4c kalkonok és a két enantiomer-tiszta tiol addicios reakcidiban két
diasztereomer addukt képz&dése varhato (37. abra). A GSH-inkubatumok HPLC-
kromatogramjain azonban csak egy aszimmetrikus addukt-csucs volt lathatéd (29.
tablazat). Feltételezhetéen a két addukt az analizis korilményei k6z6tt nem valt
szét. Ugyanakkor, a NAC-inkubatumokban két, részlegesen szeparal6dé addukt-
csucs volt megfigyelheté. Bar az inkubatumokban kis mennyiségben a kiindulasi
4b és 4c (Z2)-izomerjei is kimutathaték voltak, azok mennyisége a reakciok
elérehaladasaval nem valtozott. gy feltételezhetd, hogy a tapasztalt
diasztereoszelektivitas (Anac2/Anac-1) az els6dleges addiciés folyamat
eredménye (30. tablazat).
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A kiindulasi kalkonok (4b és 4c¢) kromatografias csucsteruleteinek a reakciok
elérehaladasnak fuggveényében tapasztalt valtozasai azt mutattak, hogy a 315
perces Osszetételek mindkét esetben egyensulyi allapotot tukroznek (38. és 39.
abra).
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38. abra. A 4b és 4c kalkon HPLC-UV csucsteriletének valtozasa a kalkon-GSH
(pH 8,0) inkubatumokban az idé fuggvényében [D33]
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39. abra. A 4b és 4c kalkon HPLC-UV csucsteruletének valtozasa a kalkon-NAC
(pH 8,0) inkubatumokban az id6 fuggvényében [D33]

Amikor a vizsgalatokat enyhén savas kézegben (pH 6,3) végeztik, mindkét
tiol esetén a kezdeti reakciésebességek (0-15 perc kozott) csdkkentek és a
reakciok a vizsgalat ideje alatt nem érték el az egyensulyi allapotot (40. és 41.
abra). Amint az abrak mutatjak, a metil-szubsztitualt 4b 4c-hez viszonyitott kezdeti
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sebessége ebben az esetben kifejezettebben magasabb, mint az az enyhén lugos
(pH 8,0) korulmeények kozott medfigyelhetd volt (38. és 39. abra). A vizsgalt
id6szak vegeére (315 perc) a 4b és 4c kiindulasi vegyuleteknek megfelel6 HPLC
csucs terulete a GSH-inkubatumokban a kezdeti érték 9,4%-ara, illetve 21,7%-ara
csokkent (29. tablazat). A NAC-inkubatumokban, a megfelel6 értékek 24,4% és
46,7% voltak (30. tablazat). Az er6sen savas (pH 3,2) korulmények kozoétt (a) a
kezdeti sebességek (és a reakcio elérehaladasanak mértéke) tovabb csokkentek
és (b) a 4b és 4c szarmazékok reaktivitasanak kulonbsége tovabb nétt (29. és 30.
tablazat).
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40. abra. A 4b és 4c kalkon HPLC-UV csucstertletének valtozasa a kalkon-GSH
(pH 6,3) inkubatumokban az id6 fuggveényében [D33]
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41. abra. A 4b és 4c¢ kalkon HPLC-UV csucsteruletének valtozasa a kalkon-NAC
(pH 6,3) inkubatumokban az id6 fuggvényében [D33]

A 4’-helyzetl szubsztituensek hatasanak elemzése a bazikus (pH 8,0) (37.
és 38. abra) és az enyhén savas (pH 6,3) korilmények (40. és 41. abra) k6zott azt
mutatta, hogy a 4’-metil-szubsztitualt 4b nagyobb kezdeti reaktivitast mutat és a
vizsgalat végén (315. perc) a termékképzbédés konverzidja is magasabb (31.
tablazat).
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31. tablazat. A kiindulasi kalkon HPLC-UV csucsteruletek szazalékos csokkenése
a 4b és 4c kalkonok 315 perces GSH és NAC inkubacids keverékeiben [D33]

Vegyiilet pH Reaktans A kiindulasi Reaktans A kiindulasi
csucsteriilet csucsteriilet
csOokkenésének csOokkenésének
mértéke (%) mértéke (%)

4b 8,0 GSH 96,3 NAC 94,8
4c 8,0 GSH 92,1 NAC 90,2
4b 6,3 GSH 90,6 NAC 75,6
4c 6,3 GSH 78,3 NAC 53,3
4b 3,2 GSH 19,3 NAC 10,9
4c 3,2 GSH 4,2 NAC 1,5

A 3C NMR eltolédasok, amelyek a 4b (144,9 ppm) és a 4c (144,6 ppm) B-
szénatomja koruli elektronsiriseég indikatorai [139-143], hasonldnak bizonyultak.
igy a 4b és 4c kalkonok reaktivitasaban megfigyelt kiildnbség a tiol-adduktok
stabilitdsaval magyarazhat6. Humphlett és munkatarsai korai munkajukban
kimutattak, hogy az addukt a-hidrogénatomjanak reaktivitasa, az eliminacioval
képzddb enon rezonancia stabilizacioja és a tiolation stabilitasa a retro-addicios
folyamat meghatarozé tényezdi. A szerz0k az a-keto- és B-fenil-szubsztituciokat
talaltak meghatarozé szerkezeti tényezéknek a hatékony forditott reakciokban
[392]. Mivel a 4’-metoxi-szubsztituci6 hatékonyabban novelheti az
elektronsiriséget a szén-szén kett6s kotésen és a képz6dott kalkon rezonancia
stabilizaci6jat is jobban noveli, az eliminaciés folyamat a 4c esetében
hatékonyabb, mint a 4b esetében. Ezt a feltételezést alatamasztja, hogy a 4’-
metoxiszarmazékok nemcsak a 4c, de a késdbb targyalt 6¢ és 7c szarmazékok
esetén is kisebb reaktivitast mutattak.

Az NAC-inkubatumok HPLC elemzése mindkét vegyullet esetén minden
vizsgalt pH-n és id6pontban a kevésbé polaros (NAC-2) addukt (Anac-2)/ANac-1) =
1,15-1,44-szeres) feleslegét mutatta (30. tablazat). A 4b szarmazéek pH 3,2
korulmények kozott megfigyelhetd ~megnovekedett sztereoszelektivitasa
(Anac2y/Annact)y = 1,72) alapjan feltételezhetd, hogy a reakcid elsé lépésében
keletkez6 addukt — a 4-OH-kalkon bisz-Mannich-szarmazékainak hasonlo reakcioi
soran megfogalmazott feltételezéssel [D34] 6sszhangban - egy intramolekularis
hidrogénhid kapcsolat alapjan stabilizalédik és a kialakulé hattagu gyiris
intermedier kedvezményezett konformacioja meghatarozé jelentéséggel bir a
termék sztereokémigjat illetéen (49. abra). Az adduktok sztereokémiajanak pontos
ismerete hianyaban ez a feltételezés azonban tovabbi kisérletes bizonyitasra
szorul.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a legtdbb vizsgalt daganatos
sejtvonallal szemben toxikusabbnak mutatkozé 4b szarmazék spontan tiol-
reaktivitdsa nagyobb, mint a 4’-metoxi-szubsztitualt 4c szarmazéké. Ugyanakkor
megemlitendd, hogy Katsori és Hadjipavlou-Litina QSAR szamitasai soran azt
talaltak, hogy a kalkonok daganatsejtekkel szemben megfigyelt citotoxikus
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hatasaban a legtobb modell alapjan a logP paraméter jatszik fontos szerepet.
Tovabba, a hidrofobicitas mellett jelentés hatassal bir a vegyuletek molaris
térfogata (MW), valamint a szubsztituensek molaris refraktivitasa (MR).
Ugyanakkor, az elektronikus hatasoknak kisebb jelentGséget tulajdonitottak
[393,394]. A 4b vegyulet kisérleti logPvrk értékét 4,12-nek a 4c vegyuletét 3,67-
nek talaltuk [D22]. igy vizsgélataink alapjan feltételezhetjiik, hogy mind a lipofilitas,
mind a tiol-reaktivitas hozzajarulhat a két nyiltlancu kalkon bioldgiai hatasaihoz.

5.6.2.1.2. 4-Hidroxikalkonok és bisz-Mannich-szarmazékaik [D34,D35]

Szamos irodalmi példa mutatja, hogy a fenolos kalkonokbdl szintetizalt
Mannich-bazisok figyelemre méltd citotoxikus hatékonysaggal rendelkeznek a
daganatos sejtvonalakkal szemben [395-400]. Korabbi vizsgalatok alapjan a 4r 4-
hidroxikalkon hatékony gatléja az MDA-MB-231 (human Osztrogén receptor
negativ eml6 adenokarcindma) sejtek (1Cso 3,8 uM) osztdédasanak [401]. Tovabba,
a 4s viszonylag hatékony gatloja a PC-3 (human prosztata karcinoma) sejteknek
(ICs0 17,9 uM) [397]. Annak vizsgalata érdekében, hogy a 4-hidroxikalkonok
Mannich-tipusu szerkezeti modositasa hogyan befolyasolja a vegyuletek tiol-
reaktivitasat, és az kapcsolatba hozhaté-e a vegyuletek ismert citotoxikus
hatasaival, 6sszehasonlitottuk a 4r, 4s 4-hidroxikalkonok és a 16a és 16b 4-
hidroxikalkon bisz-Mannich-szarmazékok glutationnal (GSH) szemben mutatott
reaktivitasat (42. abra
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42. abra. A 4r, 4s és a 16a és 16b vegyuletek szerkezete

Vizsgalataink soran a vegyuletek tiol-reaktivitasanak vizsgalatat 3:1
GSH:kalkon mdlaranyt hasznalva, négy kulénb6zé savassagu (pH 3,2, pH 6,1, pH
7,4 és pH 8,0) oldatban végeztik. A reakcidpartnerek elegyét 37 °C-on inkubaltuk
és az elegyek Osszetételét 0, 30, 60, 120, 180 perc inkubalast kbvetéen HPLC-UV-
Vis moddszerrel analizaltuk. A 4r és 4s vegylletek reakciét — a 4b és 4c
kalkonokhoz hasonldéan — 75 %(v/v) metanol tartalmu elegyben, a vizoldékony 16a
és 16b vegyuletek reakcioit foszfat pufferben végeztuk [D34].

A 4r és a 4s kalkonok kilénb6zé pH-n kapott HPLC csucsterulet-id6 gorbéit
a 43. és 44. abra mutatja be. Mind a négy szarmazékkal végzett kisérleteink soran
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azt tapasztaltuk, hogy a reakciok kezdeti sebessége (0-30 perc) a pH
novekedésével parhuzamosan nétt. A 3’-metoxicsoporttal szubsztitualt 4s
szarmazék reaktivitaisa minden esetben elmaradt a 4’-klérszubsztitualt 4r
vegyuletétdl. A tapasztalt kulonbséget a 4’-Cl szubsztituens 4r reaktivitdsara
gyakorolt hatasaval értelmezhetjik. (A 3’-metoxi-szubsztituens pozitiv rezonancia
hatasa orfo- és para-helyzetben a 4’-Cl szubsztituens negativ induktiv — atmeneti
termék stabilizalé hatasa — para-helyzetben érvényesul.) A vizsgalati id6szak
végen (180 perc) az inkubatumok nem érték el az egyensulyi 6sszetételt (43. és
44. abra).
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43. abra. A 4r kalkon HPLC-UV csucstertletének valtozasa a kulonbozé
savassagu kalkon-GSH inkubatumokban az id6 fuggveényében [D34]
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44. abra. A 4s kalkon HPLC-UV csucsterlletének valtozasa a kulonbozé
savassagu kalkon-GSH inkubatumokban az id6 fliggvényében [D34]

Az inkubatumok HPLC-UV kromatogramjain a vart diasztereomer GSH-
adduktok mindkét esetben két elkulonulé csucsként jelentek meg. A 4r és 4s
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kalkonok (Z)-izomerjei nem voltak kimutathatok az inkubatumokban. A kiindulasi
kalkonok és a keletkezett GSH-adduktok szerkezetét pozitiv mdédban elvégzett
HPLC-ESI-MS mérésekkel igazoltuk [D34].

A 16a és 16b GSH-val, hasonl6 korulmények kozott elvégzett reakcidinak
vizsgalata szembetln kulonbségeket mutatott. Mindkét bisz-Mannich-szarmazék
mind a 4r és 4s, mind a 4b és 4c kalkonoknal joval reaktivabbnak bizonyult. A
reakcidk elérehaladasanak a fentiekhez hasonldképpen kapott adatait a 45. és a
46. abra mutatja.
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45. abra. A 16a kalkon HPLC-UV csucsteruletének valtozasa a kilonbozé
savassagu kalkon-GSH inkubatumokban az id6 fuggvényében [D34]
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46. abra. A 16b kalkon HPLC-UV csucsterlletének valtozasa a kulonb6zé
savassagu kalkon-GSH inkubatumokban az id6 fliggvényében [D34]
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Amint az abrak mutatjak, pH 8,0 és pH 7,4 korulmények kozott a 16a 60
perc alatt, a 16b 120 perc alatt gyakorlatilag teljesen elreagalt. Enyhén savas (pH
6,1) korlilmények kozott ez az id6 mindkét szarmazék esetén 120 perc volt. A
legjelent6sebb kulonbség a pH 3,2 korulmények kozott lejatszddo reakciok esetén
volt megfigyelhetd: 180 perc alatt a 16a csucsterulete a kiindulasi érték 20,8%-ra,
mig a 16b 15,2%-ra csokkent. Ez az értek a 4r esetén 78,9%, 4s esetén 97,4%, a
4b esetén 80,7%, mig a 4c esetén 95,8% volt. A reakciok elérehaladasaval
parhuzamosan a GSH-konjugatumok kromatografias integralt csucsterulete a
kisérlet végéig (180 perc) minden esetben folyamatosan nétt. A HPLC-UV
kromatogramokon a kiindulasi kalkonok és a GSH-konjugatumok csucsain
tulmendéen tovabbi csucsok megjelenését nem tapasztaltuk. A kiindulasi kalkonok
és a keletkezett GSH-adduktok szerkezetét ez esetben is pozitiv ionizacios
modban elvégzett HPLC-ESI-MS mérésekkel igazoltuk [D34].

A kapott adatok csak részben értelmezheték a vegylletek 3C NMR
adataival. A 4r és 4s vegylletek B-szénatomjainak '3C NMR kémiai eltolodasai
141,7 ppm, illetve 143,2 ppm, mig a 16a és 16b vegyuletek megfelel§ kémiai
eltolédas értékei 143,4 ppm, illetve 145,5 ppm volt. Mivel a 4r (141,7 ppm) és a 4f
(143,2 ppm) B-szénatomjainak kémiai eltolodasai kozotti kulonbseg a 4r 4-hidroxil
szubsztituens hatasanak kovetkezménye, igy megallapithatd, hogy a 4-hidroxil
szubsztituens noveli a B-szénatom korili elektronsiriiséget. A 4-szubsztituensek
pozitiv rezonancia effektusat korabban Solianiova és mtsai is igazoltak [402].
Ugyanakkor, a dialkilamino/morfolinometilén szubsztituensek beépitése a
molekulakba novelte a 4-hidroxikalkonok p-szénatomjainak elektrofil jellegét. Ez
utobbi tapasztalat a meta-helyzetli protonalt dialkilaminometilén szubsztituensek
erds elektronvonzé képességével [403] magyarazhatd. A 16b B-szénatomjanak a
16a p-szénatomjanal er6sebb elektrofil jellege 6sszhangban all a 16b pH 3,2
korulmények kozott tapasztalt nagyobb reaktivitasaval (45. és 46. abra). A 16a és
4r vegylletek B-szénatomjai '3C NMR kémiai eltolédasi értékeinek kilonbsége
(1,7 ppm) azonban csak részben magyarazhatja a két vegyllet pH 3,2
korulmények kdzott tapasztalt nagyfoku reaktivitasbeli kilonbségét.

A Mannich-bazisok bioaktivitasat, példaul a citotoxicitasat, gyakran a
tiolokkal valé magas reaktivitasuknak tulajdonitjak [403-405]. igy az aminocsoport
jellege fontos tényezd, mivel a deaminoalkilezés sebessége forditottan aranyos a
felszabadulé amin bazikussagaval [406]. Ez esetben azonban deaminaciéval
keletkez6 termékek képzédése HPLC-MS mérésekkel nem volt azonosithato.

A korabbi irodalmi és sajat kisérleti eredményeink alapjan a kalkonok tiol-
reaktivitasat legkifejezettebben a deprotonalt tiol koncentracidja befolyasolja.
Szamos irodalmi példa igazolta, hogy a szomszédos pozitiv téltések a tiolok pKa-
értékének csoOkkenését eredményezték, novelve azok reaktivitasat az elektrofil
reagensekkel szemben. Ugyanakkor, kdzeli negativ toltésli csoportok esetén
forditott hatast figyeltek meg [407-409]. Ezen irodalmi tapasztalatok alapjan
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feltételezhet6, hogy a 16a és 16b vegyuletek protonalt aminocsoportjai
meghatarozéak lehetnek a vegylletek pH 3,2 korulmények kozott GSH-val
szemben mutatott megndvekedett reaktivitasaban [408].

A fenti reakciokban minden esetben két diasztereomer kalkon-GSH addukt
képzddése volt tapasztalhatd. A csucsteruletek 0sszehasonlitdsa alapjan, a
vizsgalt 4-hidroxikalkonok (4r és 4s) GSH-adduktjainak aranya minden vizsgalt
reakciokorulmény esetén (pH 3,2, pH 6,1, pH 7,4, pH 8,0) egyhez kozeli érték volt
(4r: 1.19-0.97; 4s: 1,14-0,83). (A 4s pH 3,2 korulmények kozott nem reagalt.)
Hasonl6 eredményeket kaptunk a 16a és 16b kalkonok pH 6,1, pH 7,4 és pH 8,0
inkubatumainak analizisekor is. Ugyanakkor, a 16a és 16b kalkonok esetén a két
terilet (AsH-2) €s Ash-1)) aranya 1,3 koruli értéket (1,25 és 1,27) mutatott az
inkubalas 180 perces idétartama alatt.

A 16a és 16b bisz-Mannich-szarmazékok (42. abra) és GSH pH 3,2
korulmények kozott tapasztalt reaktivitas és sztereoszelektivitas novekedése
okainak jobb megismerése céljabdl, a 4r és 16a kalkonok GSH-val lejatszodo
reakcioit tovabb vizsgaltuk [D35]. Feltételezve a protonalt N-atomok szerepét a
reaktivitas és a sztereoszelektivitas novekedésében, elvégeztik a 16a kalkonok
pH 3,2 korlilmények kozotti inkubalasat a 4r inkubalasaval azonos mennyiségi
metanol tartalmu elegyben is. Ekkor azt tapasztaltuk, hogy a foszfat pufferben
tapasztalt enyhe diasztereomer felesleg a metanol tartalmu oldatban hatarozottan
megnovekedett (47. abra).
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47. abra. Az Ash-2)/AGsh-1) terlletarany valtozasa a metanol tartalmu és metanol
mentes pH 3.2 savassagu pufferben végzett 16a-GSH inkubatumokban [D35]
Vizsgalataink alapjan a pH 3,2-es inkubaciokban a GSH addicidja vagy nem
jatszédott le (a 4s vegyllet esetében), vagy a vartnal gyorsabb reakcioban két
diasztereomer addukt képz6déséhez vezetett (a 16a és 16b vegyllet esetében).
Bazikusabb kérilmények kozoétt (pH 6,1, pH 7,4, pH 8,0) a reakcidk gyorsabban
mentek végbe. Ez utdbbi megfigyeléseket a GSH reaktivabb deprotonalt
formajanak noévekvé aranya magyarazza. Ebben a tekintetben ezen addicios
reakciok mechanizmusa hasonlé a GST-katalizalt reakciokéhoz, amelyekben
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szintén a deprotonalt GSH molekulak (GS') a reaktiv részecskék [227,228].
Ezekben a reakciokban a tiolat nukleofil addicidja egy szubsztitualt acetofenon-
enolat képzb6dését eredményezi, amelynek protonalédasa Michael-adduktok
kialakulasahoz vezet [410]. Mivel az enolat intermedierek protonaldodasa nem
eredményezi  kirdlis centrum  kialakulasat, a reakcidok  megfigyelt
diasztereoszelektivitasa a kiralis GSH reagens prokiralis enonra torténd
sztereoszelektiv addiciéjabdl ered (39. abra).

Kubo [411] és Armstrong [227,228] munkai alapjan a GST-katalizalt
reakciok sztereoszelektivitasanak alapja, hogy az enzim az aktiv helyén 1évd
pozitiv toltésl csoport (egy hisztidin protonalt imidazol N-atomja) altal el6segitett
legstabilabb atmeneti allapotbdl szarmazo addukt képzédését részesiti elényben.
igy a szerzék az enzimkatalizis kézponti szerepét az elektrofil és nukleofil
centrumoknak a GSH szubsztratot iranyitd pozitiv toltésli oldallancok
elhelyezkedésének eredményekeént értelmezték. Ezen tulmenden, a nukleofil
tamadas el6tt a GSH konformaciodja az atmeneti allapothoz hasonlé helyzetben
stabilizalodhat [222]. Lutolf és mtsai azt is hangsulyoztak, hogy a pozitiv toltés —
pozicidjatol fuggetlenul — nemcsak a tiolok pKa értékének megvaltozasat okozza,
hanem megvaltoztatja az atmeneti allapot energiajat is [407]. Bar a mechanizmus
némileg eltérd, az addukt-képzddés sztereokémiajat a pH 3,2 koriimények kozott
szintén a nukleofil Re- vagy Si-oldali tamadasa hatarozza meg.

Mivel a megfigyelt reakciosebesség (és sztereoszelektivitas) novekedés a
tercier nitrogénatomok Dbevitelének eredménye, feltételezhet6, hogy a
diasztereoszelektiv reakciok molekularis mechanizmusa magaban foglalja a
Mannich-nitrogénatomok részvételét. E szerint a protonalt C3- vagy C5-Mannich-
nitrogénatom (pKa kb. 10-11) ionpart képez a glutamat deprotonalt
karboxilcsoportjaval (pKa 2,12). Az ionpar altal meghatarozott orientacio
kovetkeztében a kénatom nukleofil tamadasa a sikszerli enon fragmens Re- vagy
Si-oldalarol kedvezmeényezett. (Az adduktok abszolut konfiguracidi nem ismertek.)
Egy ilyen kolcsonhatas a GSH sztereoszteroszelektiv addiciojat eredményezi egy
prokiralis enon részhez (48. abra). Tudomasunk szerint az ilyen nagy tavolsagu
reagens altal indukalt sztereoszelektiv Michael-addiciés mechanizmust korabban
még nem publikaltak.
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48. abra. A 16a kalkon és a glutation (GSH) feltételezett ionpar kolcsonhatasa a
pH 3,2 korilmények kozott lejatszddo reakcidoban
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Az a megfigyelés, hogy az addicio sztereoszelektivitasa nagyobb a
metanol-viz rendszerben, mint a vizes rendszerben, szintén 6sszhangban van a
fenti modellel. A tiszta viz dielektromos allanddjanak (D=78,5) metanol
hozzaadasaval (D=32,6) tortén6 csokkentése energetikailag kedvezdbbé teszi az
ionparképzédeést [412]. Ez meger6siti a korabbi eredményeket, miszerint a GSH-
ban az elektrosztatikus kdlcsonhatasok, mint példaul a molekulan beluli hidrogén-
kotés, fennmaradnak alacsonyabb dielektromos allandéju olddszerekben, mint
példaul az acetonitril (D=36,6), de er6sen csokkennek vizben, ahol az oldoszeres
kOlcsonhatasok kedveznek [412]. Ugyanakkor, a csokkentett dielektromos
allandoju binaris rendszer, a metanol-viz néveli az oldott ionok kozotti vonzerdét,
ezaltal el6ésegitve azok rekombinacidjat.

Ugyanakkor, a GSH tiol (pKa = 8,83) funkcidja a pH 3,2 korulmények kozott
teljes meértékben semleges formaban talalhatd. Bar a neutralis tiolok is nukleofil
centrumok, reaktivitasuk sokkal alacsonyabb, mint deprotonalt (negativ toltésu)
megfelel6iké [390]. A semleges tiol szén-szén kettds kotésre tortend addicidja
eredményeképpen egy ikerionos szerkezetl atmeneti termék keletkezik, ami
intramolekularis hidrogénkotéssel stabilizalodhat (49. abra). A kialakuld hattagu
gyurUs intermedier kedvezményezett konformacioja tovabb ndvelheti a reakcio
diasztereoszelektivitasat [D35].
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49. abra. A 16a kalkon és a glutation (GSH) feltételezett gylris atmeneti
termékének szerkezete és térszerkezete a pH 3,2 korulmények kozott lejatszodo
reakcidéban [D35]

Osszefoglalva, a 4r kalkon és annak bisz-Mannich-szarmazékanak (16a)
savas korulmények (pH 3,2) kozott GSH-val lejatszdédd addicids reakcidjat
vizsgalva, a 16a esetén az addicidé sebességének gyorsulasat, valamint a GSH
sztereoszelektiv addicidjat figyeltUk meg. Irodalmi elézmények alapjan mindkét
tapasztalat az egyik protonalt tercier nitrogén és a deprotonalt GSH-glutamat-
karboxilat kozott kialakulo ionparképzédéssel magyarazhato. Ugyanakkor, nem
kizarhaté a neutralis tiol addicidjanak és az annak eredményeképpen kialakulo
hattagu gydris intermedier képzddése sem.

5.6.2.1.3. 2-Szulfonamido-nitrokalkonok és gyliriis szarmazékaik [D36]

A szulfonamido funkcioscsoportot hordozé vegyuletek széleskori
farmakoldgiai hatasokkal rendelkeznek [413]. igy tdbbek kdzétt a vegyiiletcsalad
tobb képviselbje is forgalomban lévé antibakterialis, antiviralis, diuretikus és anti-
hiperglikémias szer [413-415]. A szulfonamidszarmazék ABT751 daganatellenes
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hatasanak 1992-ben tortént felismerése o6ta a szulfonamidok e téren folytatott
kutatasa szamos tubulin-aktiv, karboanhidraz-gatld, metionin aminopeptidaz-gatlo
és vaszkularis endotélias novekedésgatld szarmazék hatasanak megismeréséhez
vezetett [413]. Az eddigi vizsgalatok eredményei alapjan a kutatasok egyik
perspektivikus teruletét jelenthetik a szulfonamid funkcié és kalkon szerkezeti
elemeket is hordozo6 hibridek szintézise és vizsgalata [416].

Vizsgalataink soran a 17a és 17b nyiltlancu, valamint a 18a és 18b gydrUs
kalkon-szulfonamid hibridek (50. abra) in vitro redukalt glutationnal szemben
mutatott reaktivitasat vizsgaltuk annak megismerése céljabdl, hogy felismerhet6-e
Osszefuggés a vegyuletek daganatsejt citotoxikus hatasa és tiol-reaktivitasa kozott
[D36].

o] (o]
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50. abra. A17a,b és 18a,b kalkon-szulfonamid hibridek szerkezete

A vegylletek PC-3 (human prosztata), HCT-116 (human vastagbél) és SF-
295 (human glioblasztéma) human tumorsejtvonalakkal szemben mutatott in vitro
citotoxicitasi vizsgalatainak eredményeit a 32. tablazat mutatja. A vizsgalatok
soran a 25 ug/ml koncentraciéban alkalmazott 17a,b 18a,b vegyuletek MTT
modszerrel meghatarozott tumorsejt toxicitdsanak szazalékos mértékét
hasonlitottuk in vitro a kezeletlen kontrolhoz.

32. tablazat. A 17a, 17b, 18a és 18b vegylletek tumorsejt citotoxicitasanak
szazalékos mértéke in vitro a kezeletlen kontrollhoz képest [D36]

Vegyiilet PC-3 HTC-116 SF-295
17a 77,9+3.4 66,8£0.9 63,5¢1.1
17b 45,0£0.2 25,7414 81,5¢2.5
18a 49,6+1.2 72,805 60,1£1.6
18b 68,4+0.3 73,4124 50,1£2.1

A reakciokat 37 °C-on, 90% (v/v) DMSO:H20 (pH 3,2) elegyben végeztuk,
3:1 (alacsonyabb) és 12:1 (magasabb) GSH:kalkon mélaranyt hasznalva. A nyilt
szénlancu kalkonok (17a és 17b) GSH-adduktjai egy, a kinolon-kalkonok (18a és
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18b) pedig két ujonnan képz6dott sztereogén centrumot tartalmaznak a GSH két
inherens (rogzitett konfiguracioju) sztereocentruma mellett. Ennek megfelel6en a
17a és 17b esetében két, az 18a és 18b esetében pedig nyolc diasztereomer
addukt képzbdése varhato (51. abra és 52. abra).

0 O SG

=
A GSH DN
ml\loz _osH d\)\@'\loz
NH DMSO-H,O(pH 3,2) 9:1 viv NH
802 /SOZ

17a,b 17a-GSH, 17b-GSH

51. abra. A 17a és 17b vegyuletek és glutation-adduktjainak szerkezete
O SG

GSH

18a-GSH, 18b-GSH

52. abra A 18a és 18b vegyiletek és glutation-adduktjainak szerkezete, valamint
sztereogén centrumai

A 17a és 17b vegyuletek GSH-inkubatumainak HPLC-UV kromatogramjain
harom, a 18a és 18b vegylletek esetében 6t csucs jelent meg, amelyek a vart
izomer GSH-adduktoknak és a kiindulasi kalkonoknak tulajdonithatok. A
keletkezett konjugatumok szerkezetét HPLC-ESI MS vizsgalatokkal igazoltuk. A
17a és a 18a vegylletek GSH-inkubatumainak HPLC-UV kromatogramijait az 53.

és az 54. abra mutatja.
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53. abra. A 17a kalkon glutation-inkubatumanak HPLC-UV-Vis kromatogramja
[D36]
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54.abra. A 18a kalkon glutation-inkubatumanak HPLC-UV-Vis kromatogramja
[D36]

Amint az 54. &bra mutatja, a 18a GSH-inkubatumanak HPLC
kromatogramjan (hasonloképpen a 18b inkubatumahoz) csak két csucspar
figyelhet6 meg, amelyek két diasztereomer addukt-parnak felelhetnek meg. A
képzbdott diasztereomerek szamanak ilyen csokkenése a transz diasztereomerek
szelektiv képzddésével magyarazhatd, mivel a C(2)-arilcsoport konformative
korlatozott helyzetben van (52. abra). Az oxigén-analég 2-fenil-(E)-3-benzilidén-
kroman-4-on tiol-addicidja szintén a megfeleld transz-adduktok képz&dését
eredményezte a szén-szén kettés kotésre torténd addicié vonatkozasaban [417].
Kisérleteinkben képz6dott adduktok sztereokémiajanak meghatarozasa azonban
tovabbi szintetikus és analitikai munkat igényel.

A kiindulasi kalkonok (és a keletkez6 GSH-adduktok) retencids idejének
megroviditésével (B modszer) lehetévé valt a relative gyors reakcidk
elérehaladasanak vizsgalta. Az 55. és 56. abra a 17a és 17b kalkonok
kromatografias csucsterlleteinek csdkkenését mutatja be az inkubalasi id6
fuggvényében egy magasabb (7,5 mM) (55. abra) és egy alacsonyabb (1,875 mM)
(56. abra) GSH koncentracio alkalmazasa esetén.
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55. abra. A 17a és 17b kalkonok HPLC-UV csucsteruleteinek valtozasa (%) a
kalkon-GSH inkubatumokban (pH 3,2; 7,5 mM GSH) az id6 fliggvényében [D36]
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56. abra. A 17a és 17b kalkonok HPLC-UV csucsteruleteinek valtozasa (%) a
kalkon-GSH inkubatumokban (pH 3,2; 1,875 mM GSH) az id6 figgvényében
[D36]

A magasabb (7,5 mM) és az alacsonyabb (1,875 mM) GSH koncentracioju
egyensulyi elegyekben az el nem reagalt 17a és 17b kalkonok mennyisége a
kezdeti értek 2,5%-a, illetve 10,2%-a volt. A 17a és 17b kalkonok pH 3,2
koriimények kozott tapasztalt tiol-reaktivitasa kdzel azonos a 4b és 4c¢ kalkonok
pH 8,0 korulmények kozott tapasztalt reaktivitasaval. A vegyuletek e nagyfoku
reaktivitds novekedése a nitro- és benzolszulfonamido-csoportok elektronszivo
tulajdonsagaval értelmezheto.

Az azonos korulmények kozott reagald 18a és 18b vegyuletek egyensulyi
elegyeiben joval nagyobb mennyiségli el nem reagalt kinolinon-kalkon volt
kimutathatd: a 18a esetén: 72,3% (magasabb GSH koncentracio) és 91,6%
(alacsonyabb GSH koncentracio); mig a 18b esetén: 76,5% (magasabb GSH
koncentracid) és 93,3% (alacsonyabb GSH koncentracié). Ez a tapasztalat a
reakciok atmeneti allapotanak nagyobb sztérikus zsufoltsagaval magyarazhato
[D36].

Az eredmények azt mutattak, hogy mind a négy vegyulet viszonylag rovid
id6 alatt eléri az egyensulyi allapotot. Az egyensulyban képzddott GSH-
konjugatumok mennyisége sokkal nagyobb a nyiltlancu szulfonamid-kalkonok
(17a és 17b), mint a gydrUs kinolinon-kalkonok (18a és 18b) esetében. A kezdeti
GSH:kalkon aranynak korlatozott hatasa van az egyensulyok 0sszetételére. Ennek
megfeleléen az egyensuly termodinamikailag szabalyozott, és az egyensuly
eléréséhez szikséges id6t az oda és vissza iranyuld reakcidk sebessége
hatarozza meg.

Amint korabban emlitésre kerllt, a reakciokat DMSO:H20(pH 3,2) 9:1
aranyu olddszerelegyben vizsgaltuk. Az adduktok protikus (a korabban vizsgalt
reakciok korulmeényeihez hasonlo) korulmények kozott mutatott stabilitasanak
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vizsgalata céljabdl az egyensulyi elegyek metanol/viz (75:25 viv) eleggyel tortént
szazszoros higitasaban vizsgaltuk a kiindulasi kalkonok csucsteruleteink
valtozasat. Amint az 57. abran lathatd, a nyiltlanca kalkon-GSH konjugatumok
(17a-GSH, 17b-GSH) bomlasi sebessége (retro-Michael reakcid) nagyon
alacsony. Ezzel szemben a gylris kinolinon-kalkon-GSH adduktok (18a-GSH,
18b-GSH) retro-reakcidjanak sebessége sokkal nagyobb. A 120. percben a 18a-
GSH konjugatum csucsterulete 72%-kal, a 18b-GSH konjugatum csucsteruilete
80%-kal csokkent (57. abra). Egyidejlleg a 18a és 18b csucsteruletek ndvekedése
volt megfigyelhetd.
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57. abra. 17a-GSH, 17b-GSH, 18a-GSH és 18b-GSH konjugatumok HPLC
csucsteruleteinek valtozasa metanol:viz (75:25 v/v) elegyben [D36]

Osszehasonlitva a nyiltlancu szulfonamido-kalkonok (17a,b) és a megfelel®
gyurds kinolonszéarmazékaik (18a,b) atlagos daganatseijt citotoxikus hatasat (60%,
illetve 62%) megallapithatd, hogy a vegyuletek citotoxicitdsa és tiol-reaktivitasa
kozott nem allapithatd meg direkt 6sszefuggés. A nyiltldancu kalkon-molekularész
gylrls szerkezetté tortént atalakitdsa nagymértékben csdkkentette a vegyuletek
tiol-reaktivitasat.

5.6.2.2. Karbociklusos kalkon-analégok

Az 5-7 vegylletek (56 szarmazék) P388, L1210, Molt 4/C8 és CEM sejtekkel
szemben meghatarozott ICso értékei alapjan szamitott Atlagos Potencial (AP)
értékeit [D5] a 18. tablazat foglalja &ssze. A vizsgalt vegyliletek AP értékei alapjan
a leghatékonyabb szarmazékoknak a héttagu gylris kalkon-analégok (7)
bizonyultak. A 7 vegyuletek kozott a 4-OCHs (7c) és a 4-N(CHs)2 (7d)
szarmazékok bizonyultak a leghatékonyabb daganatsejt citotoxikus szereknek.
Ugyanakkor, a 4’-CHs (7b) szarmazék egy nagysagrenddel kevésbé toxikusnak
bizonyult (19. tablazat). A 7b és 7c vegyulletek citotoxikus hatasa és tiol-
reaktivitasa kozotti lehetséges kapcsolat vizsgalata céljabdl, a 4’-szubsztitualt
kalkonokhoz (4b és 4c) hasonldan, elvégeztik a vegyuletek glutationnal (GSH) és
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N-acetilciszteinnel (NAC) lejatszod6 reakcidinak 0Osszehasonlité vizsgalatat
[D30,D31].

5.6.2.2.1. (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-benzoszuberonok [D37,D38]

Vizsgalataink kezdetén a 7b és 7c szarmazékok GSH-val szemben mutatott
reaktivitasat vizsgaltuk 50 °C-on, tizszeres GSH felesleget alkalmazva. A 150 és
300 perces inkubatumok mindegyikében két szeparaldodd kromatografias
csucsként a vart kalkon-GSH adduktok HPLC-MS mdédszerrel voltak azonosithatok
[D37].

Késébbi vizsgalataink soran a 7b és 7c vegyuletek GSH- és NAC-
reaktivitasat vizsgaltuk a 4b és 4c nyiltlancu kalkonokkal megegyez6
reakciokorulmények kozott [D38]. A pH 8,0 korulmények kozott elvégzett
vizsgalataink soran a GSH inkubatumokban a kiindulasi gydris kalkon-anal6gok
kromatografias  csucsterlleteinek lassu, egyenletes csokkenése volt
megfigyelhet6. A vizsgalati periédus (315 perc) végére a GSH-inkubatumok
Osszetétele nem érte el az egyensulyi allapotot (58.abra).
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58. abra. A 7b és 7c gylris kalkon-analogok HPLC-UV csucsteruleteinek
valtozasa a kalkon-GSH inkubatumokban (pH 8,0) az id6 figgvényében [D38]

A NAC-inkubatumokban a 7b és 7c kromatografias csucsteruletei a 195.
perctdl kezdédden gyakorlatilag nem valtoztak (59. abra).
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59. abra A 7b és T7c gylris kalkon-analogok HPLC-UV csucsterileteinek
valtozasa a kalkon-NAC inkubatumokban (pH 8,0) az id6 fliggvényében [D38]

A 7b GSH-val lejatsz6d6 reakciojaban a kiindulasi kalkon HPLC
csucsterllete 42,5%-kal csOkkent. Ez az értek a 7c esetén 26,3% volt.
Osszehasonlitva ezeket az értékeket a nyiltlanci 4b (96,3% csdkkenés) és 4c
(92,1% csokkenés) megfelel6 értekeivel megallapithatd, hogy a gylrizaras
eredményeként a kalkon-molekularész tiol-reaktivitasa nagymértékben csokkent
(35. tablazat). Hasonlé eredményeket kaptunk a 4b/7b és 4c/7c parok GSH- és
NAC-reaktivitasanak o6sszehasonlitasakor mind a pH 8,0, mind a pH 6,3 (33.
tablazat), valamint a 17a,b/18a,b parok esetén pH 3,2 reakcidokorulmeények kozott
(5.6.2.1.3 fejezet).

33. tablazat. A kiindulasi kalkon HPLC-UV csucsteruletek szazalékos csokkenése
a 4b,4c és 7b,7c kalkonok 315 perces GSH és NAC inkubacios keverékeiben
[D38]

Vegyiilet pH Reaktans A kiindulasi Reaktans A kiindulasi

csucsteriilet csucsteriilet
csokkenésének csokkenésének
mértéke (%) mértéke (%)

4b 8,0 GSH 96,3 NAC 94,8

7b 8,0 GSH 42,5 NAC 7,6

4c 8,0 GSH 921 NAC 90,2

7c 8,0 GSH 26,3 NAC 7,9

4b 6,3 GSH 90,6 NAC 75,6

7b 6,3 GSH 16,1 NAC 7.1

4c 6,3 GSH 78,3 NAC 53,3

7c 6,3 GSH 9,1 NAC 9,0

4b 3,2 GSH 19,3 NAC 10,9

7b 3,2 GSH 10,6 NAC 23,7

4c 3,2 GSH 4.2 NAC 1,5

7c 3,2 GSH 53 NAC 12,1

A pH 8,0 korulmények kozott lejatszoddé GSH- és NAC-inkubatumok
mintaiban minden esetben két egymastol szeparaldédé kromatografias csucs volt
azonosithaté. HPLC-MS vizsgalatok alapjan a termékek a vart tiol-adduktoknak
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bizonyultak. A két elkilonulé csucs novekedésének iddbeli lefolyasa a GSH és a
NAC inkubatumokban jellegzetes kulonbségeket mutatott. A 7b és 7c¢ GSH-
adduktjai esetében a csucsterlletek linearisan néttek az id6 fuggvényeben. Az
inkubacios idészak végén (315 perc) a GSH inkubacidk két csucsanak aranya
(AcsH-2/AcsH-1) mindkét pH érték esetén kozel egységnyi volt (1,13 és 1,08 a 7b,
illetve a 7c esetében). Az NAC-adduktok esetében a gorbék konkav lefutasuak
voltak. Ebben az esetben a NAC-2/NAC-1 teruletaranyok a 315 perces mintakban
1,91 (7b), illetve 1,79 (7c) voltak. Mind a négy inkubacioban (Z)-kalkonok
képzbdése volt kimutathatd.

A pH 6,3 korulmények kozott végzett kisérletekben a kiindulasi kalkonok
csucsterlleteinek csokkenése parhuzamos gorbéket eredményezett. A GSH-val
torténd inkubacios idészak (315 perc) végére a 7b és 7c¢ HPLC csucsok kezdeti
terllete 16,1%-kal, illetve 9,1%-kal csokkent. Amikor a vegyuleteket NAC-cal
inkubaltuk, a megfelel6 értékek 7,9% és 7,1% voltak. Ezek az értékek joval
alacsonyabbak, mint az azonos korulmények kozott reagald 4b és 4c vegyuletek
megfelel6 konverzidi (33. tablazat).

A GSH- és NAC-adduktok a pH 8,0 koérlilmények kozott lejatszodo
reakciokhoz hasonldan, ez esetben is két kromatografias csucsot eredményeztek.
Az inkubacios id6szak végeén a kalkon-GSH adduktok csucsteruleteinek aranya —
a pH 8.0 korulmények kozott lejatszodo reakciokhoz hasonléan — egy koruli
értékek voltak (1,12 a 7b és 1,10 a 7c esetében). Ezzel ellentétben, a NAC-2/NAC-
1 csucsteruletek aranya ugyanebben az id6pontban a 7b esetén 8,6, a 7c esetén
6,3 volt (34. tablazat).

34. tablazat. A 7b és 7c gyiiris kalkon-analégok NAC-inkubatumaiban (pH 6,3)"
azonositott (Z)-izomerek, valamint NAC-1 és NAC-2 csucsok integralt
csucsterlletei (A)? [D38]

Kal- Idé A A A Anac-2/ANAc-1)
kon (perc) (Z2)-izo- (NAC-1) (NAC-2)
mer
7b 75 91,8 35,3 224 1 6,3
7b 165 107,2 52,7 3497 6,6
7b 255 114,9 56,8 448,3 7.9
7b 315 118,9 60,0 513,9 8,6
7c 75 136,5 54,0 148,9 2,8
7c 165 159,4 59,5 2493 42
7c 255 175,3 58,4 333,2 5,7
7c 315 184,5 61,8 392,1 6,3

A vizes NAC oldat pH értéke. 2Az adatok két fliggetlen kisérlet atlagai az inkubalas 315.
percében.

A kilénb6z6 id6pontokban elvégzett HPLC-UV/Vis vizsgalatok eredményei
azt mutattak, hogy a NAC-2/NAC-1 csucsok aranya, a (Z) izomerek mennyiségével
parhuzamosan, folyamatosan nétt az inkubalas soran. A NAC-2/NAC-1 teruletek
aranyanak novekedése a NAC-2 csucsteruletek novekedésének volt az
eredménye. A NAC-1 csucsok terulete az inkubalasok ideje alatt gyakorlatilag



perjesi.pal _370_25 102

valtozatlan maradt (34. tablazat). Mivel az inkubalasokat fényt6l elzart
korulmények kozott végeztuk, a NAC-2/NAC-1 aranyok nem vart magas értékeit
az els6dleges adduktok retro-Michael reakcioja eredményének tekintjuk (39. abra).

Er6sebben savas korulmények (pH 3,2) kozott a kiindulasi kalkonok
csucsteruleteinek csokkenése az el6z6ekhez képest joval alacsonyabb volt. A
kalkon-GSH inkubaciok végén a 7b és 7c¢ csucsteruletének kezdeti értékei 10,6%-
kal, illetve 5,3%-kal csOkkentek (33. tablazat). Ugyanakkor a 7b-GSH adduktok
csucsteruletének novekedése volt megfigyelhet. A 7c¢c-GSH adduktoknak
megfelel6 csucsok nem voltak detektalhatok. A 7b-GSH izomercsucsok aranya
(315 perc idbpont) 1,48 volt. A megfeleld (Z) izomerek teruletei joval
alacsonyabbak voltak, mint a pH 8,0 és pH 6,3 inkubacioknal. A kalkon-NAC
inkubaciokban a kalkonok kezdeti csucsterllete (pH 3,2) szintén linearisan
csokkent. Ebben az esetben a 7b és 7c kezdeti csucsterulete 23,7%-kal, illetve
12,1%-kal csokkent a 315 perces id6pontra (35. tablazat). A vegyuletek NAC-
konjugatumait azonban a HPLC-UV-Vis kromatogramokon nem lehetett kimutatni.
Ugyanakkor, az inkubatumok kromatogramjain tobb apro, szerkezetileg nem
azonositott, a 7b és 7c vegyuleteknél polarosabb csucs jelent meg. Hasonlo
bomlasi folyamatot a kontroll kisérletekben (tiol hozzaadasa nélkul végzett
inkubaciok) sem pH 3,2 sem pH 6,3, illetve pH 8,0 korulmények kozott nem
tapasztaltunk. igy a 7b és 7c vegyiiletek fogyasa a NAC-cal lejatszodé reakciok
eredménye. A reakcié természetének megismerése tovabbi kisérleteket igényel.
Mindkeét inkubaciéban megfigyelhetd volt a megfelel6 (Z) izomerek képzbdése is.

A 4 és 7 sorozat 315 perces (pH 8,0) inkubatumai Osszetételét
O0sszehasonlitva lathato, hogy a 4’-CHs- és 4’-OCHzs-szubsztitualt kalkonok (4b és
4c) konverzioi sokkal magasabbak, mint a 7b és 7c esetében (33. tablazat). A 7b
(138,0 ppm) és a 7c (137,7 ppm) B-szénatomja koruli elektronsiriséget jellemzé
13C NMR eltolodasok igen kozeli értékek. Hasonlo kismérték(i (0,3 ppm) kiilonbség
volt megfigyelheté a megfeleld nyilt szénlancu 4b és 4c¢ kalkonok esetében is [32].
Mivel a vizsgalt tiolok és az aromas szubsztituensek azonosak, a két sorozat
reaktivitasaban megfigyelt kilonbségeket a gylris szerkezet magyarazhatja.

Amslinger és munkatarsai o-helyzetben kulonboz6képpen szubsztitualt
kalkonok vizsgalatai soran a vegyuletek tiol-reaktivitdsanak kinetikaja jo korrelaciot
mutatott néhany, a vegyuletek Michael-akceptor képességén alapul6 bioldgiai
hatasukkal [284,293]. igy példaul a 2,3’,4,4-tetrametoxikalkon (TMC) a-metil-
szubsztitucidja csokkentette, a-ciano-, és a-nitro-szubsztitucioja pedig jelentésen
ndvelte az a-helyzetben nem szubsztitualt TMC tiol-reaktivitasat [283]. E korabbi
megfigyelések alapjan ésszer( feltételezni, hogy a 7b és 7c¢c benzoszuberon-
szarmazékok 4b és 4c¢ nyiltlancu kalkonokhoz viszonyitott csokkent reaktivitasa az
a-alkil-szubsztitucio, valamint a kiindulasi enon és a reakcio koztitermék gyris
szerkezete altal okozott konformacios korlatozas additiv hatasainak
kovetkezménye.
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Az addicios reakciok eredményeként, a GSH és a NAC inherens kiralitasa
miatt, két cisz és két transz-addukt képzddhet. Korabban Armstrong és
munkatarsai beszamoltak a GSH és a nyilt lancu kalkon-analég (E)-(4’-X-fenil)-3-
butén-2-onok (PBO) GSTM 4-4 katalizalt reakcidjanak sztereokémiajarol. A
reakciokban nagyobb mennyiségben képzddott a polarisabb addukt [227,228]. A
nyiltlancu PBO-GSH [227] és 4-GSH [D33] adduktok diasztereomer parjainak
HPLC elvalasztasi eredményei alapjan feltételezhetjuk, hogy a két elkulonulé
csucs a diasztereomer cisz- és transz-adduktok kromatografias jelei.

A 7b és 7c GSH-konjugatumok (315 perces id6pont) csucsteruleteinek
aranya kozel egy (1,08-1,13 koz6tt) volt mind a pH 8,0, mind a pH 6,3 korulmények
kozott. Korabbi eredményeinkhez hasonléan [D33,D34] mindkét esetben a
kevésbé polaris adduktok (GSH-2) kicsivel magasabb csucsteruletét figyeltuk meg.
A diasztereoszelektivitas a pH csOkkentésével nétt (7b: pH 3,2; 1,5). A
megnovekedett szelektivitas ez esetben is a feltételezett hattagu gydris
intermedier képz&désével értelmezhetd (49. abra).

5.6.2.2.2. (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-tetralonok [D39]

A vizsgalt vegyiiletek AP értékei alapjan a masodik leghatékonyabb
szarmazékoknak a hattagu gydris kalkon-analogok (6) bizonyultak (16. tablazat).
A 6 vegyuletek kozott a 4’-OCHs (6¢) szarmazék bizonyult a leghatékonyabb
daganatsejt citotoxikus szernek. Ugyanakkor, a 4’-CHs (6b) szarmazék
citotoxicitasa egy nagysagrenddel alacsonyabb (35. tablazat). Annak vizsgalata
céljabdl, hogy a 6b és 6¢ vegyuletek citotoxikus hatasa és tiol-reaktivitasa kozott
milyen kapcsolat mutathat6 ki, a 4’-szubsztitualt kalkonokhoz (4b,4c) és a héttagu
gyurUs kalkon-analogokhoz (7b,7c) hasonl6an, elvégeztik a 6b és 6¢ vegyuletek
glutationnal és N-acetilciszteinnel lejatszodo reakcidinak 6sszehasonlitd
vizsgalatat is.

35. tablazat. Néhany E-2-(4’-X-benzilidén)-1-tetralon (6) és -benzoszuberon (7)
egér P388 és L1210 sejtekkel, valamint human Molt 4/C8 és CEM limfocita
leukémia sejtekkel szemben mutatott ICso (uM) adatai® [D5]

Vegyiilet P388 L1210 Molt 4/C8 CEM
6a 30,2 1211104 32,4116.6 7,42+0.56
6b 17,7 161+£159 >500 460169
6¢c 22,1 44.0£2.9 9,41+0.29 8,84+0.22
7a 12,7 106.0£31 42,7£3.3 28,9+0.7
7b 11,8 25.017.4 21,3214 1 11,4+1.6
7c 1,6 0,34+0.02 0,47+0.33 0,35+0.04
aAtlag+szoras

Vizsgalataink soran el6szor itt is a pH 8,0 korulmények kozott, HPLC-UV-
Vis mddszerrel kovettuk a reakciok lejatszodasat. A GSH-val torténé inkubacios
idészak (315 perc) végére a 6b és 6¢ kiindulasi vegyuletek kezdeti HPLC-UV
terllete 87,2%-kal, illetve 78,1%-kal csOkkent. Ezek az értékek elmaradnak a
nyiltlancu 4b (96,3% csOkkenés) és 4c (92,1% csOkkeneés) értékeitdl, de
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magasabbak a héttagu 7b (42,5% csokkeneés) és 7c¢ (26,3% csokkenés) esetén
mert értékektél.

Amikor a 6b és 6c vegyuleteket NAC-cal inkubaltuk, a megfelel6
csOkkenések 32,0% és 33,2% voltak. A kiindulasi kalkonok kromatografias
csucsterlleteinek valtozasa az inkubacios id6 fuggvényében azt jelezte, hogy a
315 perces adatok kozel egyensulyi 6sszetételt tukroznek mind a GSH, mind a
NAC inkubaciokban (60. és 61. abra).
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60. abra. A 6b és 6c¢c gylris kalkon-analégok HPLC-UV csucsteruleteinek
valtozasa a kalkon-GSH inkubatumokban (pH 8,0) az id6 fliggvényében [D39]
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61. abra. A 6b és 6c¢ gylris kalkon-analégok HPLC-UV csucsterlleteinek
valtozasa a kalkon-NAC inkubatumokban (pH 8,0) az id6 fuggvényében [D39]

A 6¢c GSH-inkubacidja soran a HPLC-UV kromatografias kortlmények
kozott két kiulonalld csucs volt detektalhaté. Ezzel szemben a 6b/GSH
inkubatumok HPLC-analizise csak egy kromatografias csucsot mutatott. A 6¢/GSH
inkubatum 315 perces mintajanak elemzése a polarisabb (GSH-1)
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diasztereomerek korulbellul kétszeres (2,24-szeres) feleslegét mutatta. (Z)-izomer
képzddése csak a 6¢ inkubatumokban volt kimutathaté (36. tablazat). A GSH
inkubaciokkal ellentétben az NAC-inkubaciok analizise két kulonallo
kromatografias csucsot mutatott mindkét kalkon esetén. Ekkor is a polarosabb
diasztereomer (NAC-1) csucsok terulete volt magasabb (6b: 1,80-szoros; 6¢: 1,58-
szoros). (Z) izomer képzddése nem volt detektalhatd (37. tablazat). A GSH és a
NAC konjugatumok szerkezetét HPLC-MS vizsgalatokkal igazoltuk.

36. tablazat. A 6b és 6¢ gyUrUs kalkon-analogok GSH-inkubatumaiban azonositott
HPLC-UV csucsainak retencids ideje (tr)' és integralt csucstertletei (A)? [D39]

Kal- | pH? tr
kon (E) e A t A t A
- 4 o o R R
izo. | Aors/Ad |(2)izo- | (21120~ | oo 1| GSHA | GSH-2 | GSH-2
mer mer

mer
6b |32 | 168 | 091 NDS 5 147 | 753 | ND° 3
6c |32 | 163 | 095 | 167 | 513 | 133 | 565 | 135 | 171
6b |63 | 172 | 080 NDS : 153 | 5914 | NDS :
6c |63 | 168 | 085 | 171 676 | 145 | 3371 | 146 | 1489
6b |80 | 171 | 013 NDS : 151 | 21325 | NDS :
6c |80 | 169 | 022 | 172 | 859 | 146 | 16474 | 148 | 7353

'Retencids id6 (perc); 2Az adatok két fliggetlen kisérlet atlagai az inkubalas 315. percében.
3A vizes GSH oldat pH értéke. *A 315. és a 0. percben mért terliletek hanyadosa. ° Nem
detektalhato.

37. tablazat. A 6b és 6¢ gyiris kalkon-analégok NAC-inkubatumaiban azonositott
HPLC-UV csucsainak retencids ideje (tr)' és integralt csucstertletei (A)? [D39]

Kal- | pH® tr

tr A A
kon (E)- 4 . . tr A tr
izo- | Ans/Ad |(Dizo- 1 (2)-iz0- |\ e 1| Nac-1 | Nac-2 | VAC
mer Mer mer 2

6b | 3,2 16,8 0,69 ND°® ND°® 15,8 738 16,2 412

6c | 3,2 16,4 0,76 ND°® ND°® 15,2 660 ND°® -

6b (6,3 | 17,2 0,92 17,0 119 16,2 1607 16,3 327

6c 63 | 16,8 0,94 ND?® ND? 15,7 4050 ND?® -

6b (8,0 | 16,9 0,68 ND> ND> 15,9 6372 16,0 | 3545

6c (80 | 16,9 0,68 ND? ND3 15,9 6372 16,0 | 3545
'Retencids id6 (perc); 2Az adatok két fliggetlen kisérlet atlagai az inkubalas 315. percében.
3A vizes NAC oldat pH értéke. “A 315. és a 0. percben mért teriiletek hanyadosa. > Nem
detektalhato.

Az enyhén savas korulmények (pH 6,3) kozott a kalkonok reaktivitasa
alacsonyabb volt a pH 8,0 mellett tapasztalt értékeknél. A kiindulasi 6b és 6c
kalkonok kromatografias csucsterulete (koncentracidja) a két reakcidban
parhuzamosan csokkent. A GSH-val torténé inkubacids idészak (315 perc) végére
a 6b és 6¢c HPLC csucsanak kezdeti terulete 20,1%-kal, illetve 15,1%-kal csokkent.
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Amikor a vegyuleteket NAC-cal inkubaltuk, a megfelel6 értékek 8,3%, illetve 5,9%
voltak (38. és 39. tablazat). A GSH-inkubatumokban ez esetben is csak a 6¢
esetén volt detektalhato két kalkon-GSH konjugatum HPLC csucs. A 315. percben
meért GSH-1/GSH-2 csucsterulet arany - a pH 8,0 korulmények kozott lejatszddo
reakciokhoz hasonléan — ekkor is kettd koruli értéek (2,26) volt. (Z)-izomer
képzbdése csak a 6¢c inkubatumokban volt kimutathatd (36. tablazat). A NAC-
inkubatumok HPLC analizise soran csak a 6b esetén lehetett két konjugatumot
detektalni. A NAC-1/NAC-2 csucsteruletek aranya magas, 4,91 volt. Ugyanakkor,
(£) izomer képzOdése volt tapasztalhato (37. tablazat).

A pH 3,2 korulmények kozott végzett GSH-inkubalasok esetén — az
el6z6ekhez hasonldn — egy 6b-GSH és két 6¢c-GSH kromatografias csucs volt
detektalhatd. A 6¢ esetén a 315. perces mintaban mért GSH-1/GSH-2 csucsterulet
arany 3,30 volt. (Z) izomer képz&dése ekkor is megfigyelhetd volt (36. tablazat). A
pH 3,2 korulmények kozott végzett NAC-inkubalasok esetén szintén csak a 6b
kalkon reakcidjaban volt két kromatografias csucs detektalhatd. A két csucsterulet
aranya a vizsgalat 315. percében 1,79 volt. (Z) izomer képz6dése egyik kalkon
esetén sem volt detektalhato.

Osszehasonlitva a 6b,c és 7b,c kalkonok GSH-inkubatumaiban mért
konjugatumok csucsterlleteinek aranyait, azt tapasztaltuk, hogy a reakciok
diasztereoszelektivitasa a pH csokkenésével enyhén nd. A NAC-inkubatumok
esetén ilyen tendencia nem volt megfigyelhet6. Ugyanakkor, figyelemre mélto,
hogy a 6b,c és 7b gylris kalkonok pH 6,3 korulmények kozott lejatsz6do
reakcidiban igen magas (rendre 8,57-, 6,34- és 4,91-szeres) feleslegben mutathato
ki a kedvezményezett diasztereomer addukt, mikdzben a megfelel6 (Z) izomer
képzddeése detektalhato. Igy ezekben az esetekben a megfigyelt diasztereomer-
szelektivitas valoszinUsithet6leg nem az els6dleges addicios reakcio
sztereokémiajanak az eredmeénye.

A 4b,c, 6b,c, 7b,c vegyuletek GSH- és NAC-reaktivitasanak
0sszehasonlitasat (pH 8,0 korulmeények kozott) a 62. és a 63. abra mutatja.
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62. abra. A 4b, 4c, kalkonok és a 6b, 6¢, 7b és 7c karbociklusos kalkon-anal6égok
HPLC-UV csucsterlleteinek valtozasa a kalkon-GSH inkubatumokban (pH 8,0) az
id6 fuggvényében [D39]
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63. abra. A 4b, 4c kalkonok és a 6b, 6¢, 7b és 7c¢ karbociklusos kalkon-analégok
HPLC-UV csucsteruleteinek valtozasa a kalkon-NAC inkubatumokban (pH 8,0) az
id6 fuggvényében [D39]

A 4b,c, 6b,c, 7b,c, 17a,b és 18a,b kalkonok 6sszehasonlito tiol-reaktivitas
vizsgalatainak elsOdleges célja a vegyuletek reaktivitasa és daganatsejtekkel
szemben mutatott in vitro citotoxicitasa kozotti 6sszefuggés vizsgalata volt. Amint
az abrakon Osszefoglalt adatok mutatjak, a leghatékonyabb daganatsejt
citotoxicitassal biré 7c szarmazék a legkisebb spontan tiol-reaktivitassal bir. igy
feltételezhetd, hogy a 7c és a tovabbi héttagu gylris kalkon-analégok megfigyelt
citotoxicitasa cellularis makromolekulakkal valé nem-kovalens kolcsonhatasokon
alapszik [418]. Ugyanakkor, a nyiltlancu kalkonok (4) tiol-reaktivitasa joval
meghaladja a karbociklusos analégokét (6 és 7). Bar a 4 vegyluletek citotoxicitasi
adatai és tiol-reaktivitasai kozott kozvetlen kapcsolat nem allapithatdé meg, a tiol-
reaktivitas és a hatas kozotti 6szeflggések tovabbi vizsgalata egyik perspektivikus
terllete az e téren folytatandd jovébeli kutatasoknak.
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6. Osszefoglalas

3.1. Szintetikus moddszereket dolgoztam ki korabban alacsony hozammal
el6allithatdo, a benzilidén-molekularészen nitro-, hidroxil- és dimetilamino-
szubsztitualt kalkonok (4) és analog (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-indanonok (5), -
tetralonok (6) és  -benzoszuberonok  (7) elGallitasara, valamint
oszlopkromatografias tisztitasara. A modszerek eredményesen alkalmazhatok
voltak a tetralonszarmazékok (6) oxigén- (8) és kénatomot (9) tartalmazo, valamint
a benzilidén-molekularészt ferrocénmetilén-molekularésszel helyettesitett
analogok (10-14) eléallitasara is [D4-D14].

3.2. HPLC-UV modszert fejlesztettem ki a szintetizalt 5-7 (E)-izomerek
tisztasagvizsgalatara, valamint az (E)-izomerekb6l keletkez6 (Z)-izomerektdl
torténd elvalasztasara. Utdobbi modszer segitségével meghataroztam a kulonb6zé
gyuritagszamu (E)- és (Z)-2-(4’-X-benzilidén)-1-indanon (5), -tetralon (6) és -
benzoszuberon (7) geometriai izomerparok fotostacionarius elegyeinek
Osszetételét. HPLC vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az azonos
korulmények kozott besugarzott mintak izomerelegyének Osszetételére mind a
gyldritagszam, mind a benzilidén-molekularész szubsztituense hatast gyakorol
[D16,D17].

3.3. A 4’-N(CHas)2-kalkon (4d), valamint a (E)-2-(4’-(N(CHs)2-benzilidén)-1-
indanon (5d), -tetralon (6d) és —benzoszuberon (7d) szarmazékok kulonb6z6
oldoszerekben felvett UV-Vis abszorpciés maximumainak olddszer-indukalt
batokrom eltolédasa a TOL<ACN<MeOH~DMSO sorrendet kdvette. A vegyuletek
batokrom eltol6édasainak sorrendje a vizsgalt oldészerhatas-paraméterek kdzil a
DN értékekkel mutatott hasonldsagot. Ez a tapasztalat jol értelmezhet6 a vizsgalt
olddszerek és a 4d-7d vegyuletek karbonilcsoportja k6zott kialakuld kdlcsdnhatas
eredményeként [D18-D20].

3.4. Az (E)-2-(4-X-benzilidén)-1-indanonok (5), -tetralonok (6) és -
benzoszuberonok (7) elektron- és térszerkezetének vizsgalata céljabdl a
vegyluletek IR karbonil vegyeértékrezgési savjainak, valamint az enon-molekularész
13C NMR kémiai eltolodasértékei alapjan, egy- és kétdimenzids regresszid analizis
segitségével vizsgaltam a 4’-szubsztituensek elektronikus hatasainak
tovaterjedését. A kapott adatok alapjan megallapithatdé volt, hogy a benzilidén-
szubsztituensek induktiv és rezonancia hatasai a leghatékonyabban az éttagu (5),
a legkisebb hatékonysaggal a héttagu gylris (7) szarmazékok koérében
érvényesiilnek [D15, D21]. A C(B) atom *C NMR S8C(p) értékei és a tér (induktiv)
szubsztituensallanddk, valamint a Hammett-féle szigma (op) allanddk kozotti
regresszio analizisével kapott p értékek és vegyuletek GSH-val és NAC-cal
szemben mutatott reaktivitasa [D33, D38, D39] hasonl6 sorrendet mutatott.

3.5. Kozel 150, a benzilidén-molekularészen kulonboz6képpen szubsztitualt (E)-
2-(X-benzilidén)-1-indanon (5), -tetralon (6), -benzoszuberon (7), valamint (E)-3-
(X-benzilidén)-2,3-dihidro-1-benzopiran-4-on (8) és -tiopiran-4-on (9) szarmazékot
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allitottam el6, melyek kulonb6z6 ragcsaldo és human karcinoma sejtvonalakon
daganatellenes hatasunak bizonyultak. Az 5-7 vegyuletek in vitro citotoxicitasanak
P388, L1210 leukémia sejtekkel, valamint Molt 4/C8 és CEM T-limfocitakkal
szemben végzett vizsgalatai alapjan a héttagu gydirUs, 4’-helyzetben metoxi- (7c),
valamint dimetilamino-szubsztitualt (7d) benzoszuberon-szarmazékok bizonyultak
a leghatékonyabb citotoxikus szarmazékoknak. A 7 és az analog (E)-2-(4’-X-
benzilidén)-1-cikloheptanon (3) szarmazékok ICso értékeinek 6sszehasonlitasa azt
mutatta, hogy a cikloheptanon gyirivel kondenzalt benzolgylri jelenléte (7)
megnoveli az vegyuletek daganatsejtekkel szemben mutatott citotoxicitasat
[D5,D9,D11].

3.6. Az 5-9 fenil és az analog 10-14 ferrocenil kalkonok logPvrk értékeinek
O0sszehasonlitasa azt mutatta, hogy a ferrocénszarmazékok atlagosan 0,94
egyseéggel magasabb logPvrk értékkel rendelkeznek [D25]. A 8a-l 3(4-X-
benzilidén)-4-kromanon-szarmazékok és a ferrocenil analog 13 L1210 sejtekkel,
illetve Molt 4/C8 és CEM T-limfocitakkal szemben kapott ICso értékei hasonlo (5-
10 uM) nagysagrendlinek bizonyultak [D29]. Hasonl6 eredményt mutatott az 5-9
és 10-14 parok P388 sejtekkel szemben meghatarozott ICso értékeinek
O0sszehasonlitasa is [D25]. Mivel a 10-14 ferrocenil-kalkonok nem rendelkeznek
spontan-tiol reaktivitassal, igy feltételezhetd, hogy a vegylletek hatasa a ferrocenil
molekulafragmens redox tulajdonsagai és/vagy a molekuldk nem-kovalens
kdlcsdnhatasainak eredményeként értéklehetdk.

3.7. A daganatsejtekkel szemben mutatott toxikus hatasok molekularis
mechanizmusanak megismerése céljabdl megvizsgaltuk két kildnb6z6 toxicitassal
biré (E)-2-(4’-X-benzilidén)-1-benzoszuberon szarmazék (7b és 7c¢) Jurkat T-
sejtek sejtciklusara gyakorolt hatasat. A két vegyulet ekvitoxikus dézisa hatasanak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a vegyuletek erés apoptdzist indukald
szerek. A hatékonyabb vegyllet (7¢) esetén kifejezett G2/M fazisu sejtciklus gatlas
és poliploid sejtek képzddése volt megdfigyelhetdé. A vegyuletek sejtciklusra
gyakorolt hatasa alapjan feltételezhet6, hogy azok koélcsdnhatast alakitanak Ki
cellularis makromolekulakkal (pl. tubulinnal, DNS-sel) [D28].

3.8. A 4’-metoxi-szubsztitualt héttagu gylris kalkonszarmazék (7c¢), valamint
nyiltlancu kalkon (4¢) és tovabbi karbociklusos analégok (5¢,6¢) erds in vitro CYP
1A enzimgatl6 hatast mutattak [D31]. A hatast a 7¢ vegyulet tumorspecifikus gének
expresszidjara gyakorolt hatasa alapjan in vivo allatkisérletekben is igazoltuk. A
vegyulet csokkentette a 7,12-dimetilbenz[alantracén (DMBA) okozta expresszid
novekedését a c-myc, Ha-ras és p53 géneknek [D30]. Az eredmények alapjan a
7¢ hatékony dualis (kemopreventiv és daganatsejt citotoxikus) hatasu vegyuletek
tervezésének és szintézisének kiindulasi anyaganak tekinthetd.

3.9. Forditott fazisu vékonyréteg kromatografias (RF-VRK) madbdszer
alkalmazasaval igazoltuk, hogy a szintézisek soran izolalt (E)-konfiguracioju 5-7
szarmazeékok fény hatasara reverzibilis (E)/(Z) izomerizaciét szenvednek [D16]. Az
(E)/(Z) izomer parok elvalasztasara GC-FID és HPLC-UV-Vis moddszereket
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dolgoztam ki, melyeket vizsgalataink soran rutinszerien alkalmaztunk a kiindulasi
kalkonszarmazékok kémiai és sztereokémiai tisztasagvizsgalatara. GC
vizsgalataink soran Osszeflggést allapitottunk meg az izomerek planaritasa és
retencids ideje kozott [D16].

3.10. Az 5-7 szarmazékok (E) és (Z) izomerjeinek lipofilitasat RF-VRK és HPLC-
UV-Vis modszerekkel jellemeztuk. A vegyuletek RF-HPLC modszerrel
meghatarozott retencids tényezé (k') értékeinek 0sszehasonlitasaval felismertem,
hogy a gydritagszam és az enon-molekularész  konfiguraciojanak
megvaltoztatasaval (az (E)-konfiguracioju vegyuletek (E)/(Z)-izomerizacidjaval) a
nyilttancu kalkonok (4) mind nagyobb, mind kisebb lipofilitassal rendelkez6
szarmazékai allithatok el6. A (Z) izomerek (E) izomerekhez viszonyitott lipofilitasa
a gydritagszam novekedésével parhuzamosan csokkent [D17].

3.11. Az (E)-konfiguracidju vegyuletek korében szerkezet-hatas 0sszefuggéseket
ismertunk fel a vegyulletek logPvrk értékei, valamint a gylritagszam és a
benzilidén-molekularész szubsztituenseinek minésége és helyzete kozott. A 7
benzoszuberonszarmazékok esetén azt talaltuk, hogy egy adott szubsztituenst
orto-, meta-, illetve para-helyzetben tartalmazé vegyuletek logP értékei a
logPvrk(orto) < logPvrk(para) < logPvrk(meta) sorrend szerint valtoznak [D23].
3.12. In vivo allatkisérletes modellen megvizsgaltuk egy 4-hidroxikalkon (4q) és
egy 4-hidroxikalkon bisz-Mannich-szarmazékanak (16a) vékonybélbdl tortend
felszivodasat és metabolizmusat. Megallapitottuk, hogy a két kalkonszarmazék
vékonybélbbl torténd felszivédasa jellegzetes kuldnbségeket mutat: a bisz-
Mannich-szarmazék felszivodasa lassubb. A vegyuletek szulfat-, glukuronid- és
glutation-konjugatumait HPLC-MS modszerrel azonositottuk a perfuzios
oldatokban [D27].

3.13. 4’-helyzetben kulonboz6képpen szubsztitualt kalkonok (igy a 4’-metil- (4b)
és 4’-metoxikalkon (4c), a 4r és 4s 4-hidroxikalkonok, a 16a és 16b 4-hidroxikalkon
bisz-Mannich-szarmazékok, valamint a 17a és 17b 2-szulfonamido-3’- és 4'-
nitrokalkonok, és kinolinon gyiris analogjai (18a és 18b) GSH és NAC modell
tiolvegyuletekkel kulonb6z6 pH értékeken lejatszddo reakcioi soran felismertem,
hogy a 17a és 17b 2-szulfonamido-nitrokalkonok [D36], valamint a 16a és 16b 4-
hidroxikalkon bisz-Mannich-szarmazékok [D34] még savas (pH 3,2) kérulmények
kozott is szignifikansan reaktivabbak mint a 4b, 4c, 4r és 4s szarmazékok. A 16a,b
vegyuletek GSH-val lejatszod6 reakciojat az addicié sztereoszelektivitasanak
megnovekedése kisérte, ami feltételezhet6en a vegyuleteknek a GSH protonalt
amino- és tiolcsoportjaval kialakitott kdlcsonhatasainak kovetkezménye ]D35].
3.14. A 4b, 4c kalkonok [D33] és a karbociklusos 6b, 6¢ [D39], illetve 7b, és 7c
gylris kalkon-analogok [D38] kulonboz6 pH korulmények kozott lejatszodo
Michael-addicidos reakciéi kezdeti sebességeinek és egyensulyi elegyeik
Osszetételének 6sszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a megfelel6 4 kalkonok
reaktivitdsa nagyobb, a 7 kalkonok reaktivitasa kisebb, mint a 6b, illetve 6¢ hattagu
gylrUs kalkon-analégoké. A tapasztalatok a negativ toltést atmeneti termékek o-
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helyzet( alkilcsoportok elektronkuldd hatasa és cikloalkén gyUrik konformaciés
korlatozasa okozta magasabb energiatartalmaval értelmezhetdk. Minden sorban a
4’-metil-szubsztitualt-szarmazékok (4b,6b,7b) reaktivitasa meghaladta a 4'-
metoxi-szubsztitualt (4¢,6¢,7c) vegylletekét. Ez a 4-’metoxicsoport hatékonyabb
elektronsiriség-novel6 (pozitiv rezonancia) hatasaval magyarazhaté. A
citotoxicitasi adatokkal torténd Osszehasonlitas alapjan megallapithato, hogy a
legkiemelkedébb daganatsejt citotoxikus hatassal biré6 7¢c szarmazék hatasanak
kialakitasa a vegyulet cellularis makromolekulakkal kialakitott nem-kovalens
kolcsOnhatasanak az eredménye.

7. Eredmények hasznosithatésaga

A kalkonokkal, illetve gylris kalkon-analégokkal kapcsolatos kutatasok
els6édleges célja uj, daganatsejt citotoxikus szarmazékok szintézise, toxicitasuk
szerkezet-hatas dsszefliggéseinek elemzése és citotoxikus hatasuk molekularis
szintl megismerése volt. Az eddigi eredmények alapjan megallapithaté volt, hogy
a kalkon szerkezeti egység szubsztitucidja, valamint gylrls szarmazékokka
tortén6é atalakitdsa a vegylletek bioldgiai hatasai moddositasanak alkalmas
eszkbdzei. A két terlleten megismert Osszefuggések Uj szerkezettel biré —
varhatdéan hatékonyabb — szarmazékok tervezésének alapjait képezhetik.

Vizsgalataim soran felismertik, hogy a kalkonok és gy(ris analdgjaik
oldataiban fény-inicializalt (E)(Z)-izomerizacié torténik. Mivel az (E)- és (2)-
izomerek tér- és elektronszerkezete, valamint lipofilitasa is kulonbozik,
felismeréslink hozzasegitett az igazoltan sztereoegységes vegyluletek biologiai és
kémiai vizsgalatainak reprodukalhato elvégzéséhez.

Felismertem, hogy a kalkonok és vizsgalt gyiris analdgjaik lipifilitasa — a
biologiai hatasukat befolyasold egyik meghatarozé fizikai-kémiai tulajdonsaga —
hogyan valtozik a gydritagszam, a kalkon molekularész geometriai (E/Z)
izomériajanak, valamint a benzilidén csoport szubsztituenseinek figgvényében. A
szerkezet-lipofilitds Osszefliggések megismerése lehetéséget nyujt uj kalkon-
szarmazeékok logP tulajdonsaganak optimalizalasahoz.

A testidegen anyagok vékonybélbdl torténd felszivodasanak,
metabolizmusanak, valamint a vékonybél lumenbe torténé kivalasztasanak
vizsgalatara alkalmazott allatkisérletes modell — megfelel6 analitikai (HPLC-UV és
HPLC-MS) modszerek kifejlesztésével kombinalva — alkalmas in vivo modszer Uj
hatéanyagok  vékonybélben torténé komplex metabolizmusanak és
kivalasztdbdasanak vizsgalatara. Sajat kisérleteink soran a modszert
eredményesen alkalmaztuk modelvegyuletek (pl. 4-nitrofenol), nem-szteroeid
gyulladasgatiok (pl. ibuprofén), valamint kapszaicinoidok (kapszaicin és
dihidrokapszaicin) vékonybélbdl torténd eliminacidjanak és metabolizmusanak
vizsgalatara. Utdbbi vizsgalatok részét képezték a PTE Regionalis Tudascentrum
keretében kifejlesztett és szabadalmaztatott, kapszaicin tartalmu per os
gyogyszerkészitmény preklinikai vizsgalati anyaganak.
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A modszer — folyamatban Iévé — in vitro korulmények kozotti adaptalasa
alkalmazhaté a human vékonybél metabolikus és transzport aktivitasanak
vizsgalatara is

A vegyuletek tiol-reaktivitasanak vizsgalati eredményei ramutattak, hogy a
4’-szubsztitualt nyiltlancu kalkonok (4), a 2-szulfonamido-3’- és 4’-nitrokalkonok
(17a,b) valamint a 4-hidroxikalkonok bisz-Mannich-szarmazékai (16a,b) nagyfoku
spontan tiol-reaktivitassal biré szarmazékok. igy bioldgiai hatasaik kialakulasaban
a cellularis makromolekulak reaktiv tiolcsoportjaival szemben mutatott spontan tiol-
reaktivitds szerepet jatszhat. Tovabbi szarmazékok tervezése és szintézise Uj
tipusu kovalens-modosité hatasmechanizmussal bird bioldgiailag aktiv vegyuletek
fejlesztésének kiindulasi szerkezetei lehetnek.

Ugyanakkor, a karbociklusos (5-7) és heterociklusos (18a,b) szarmazékok
tiol-reaktivitisa messze elmarad a nyiltldnci analégokétdl. igy a két sorozat
tovabbi szarmazékainak tervezéséneél utobbi esetben az uj kalkon-szarmazékok
és a célmolekula nem-kovalens kolcsOnhatasanak optimalizalasa lehet a sikeres
gyogyszerfejlesztés stratégiaja.

A vegyuletek spontan tiol-reaktivitasanak  tovabbi  vizsgalata
(kUlonGsképpen a nem-ionizalt tiolok  Michael-addicidés reakcidjanak
mechanizmusa és  sztereokémiaja), a keletkez6 GSH-konjugatumok
profarmakonként torténd alkalmazasa (tiol-kicserél6deési reakcioinak vizsgalata) az
eddigi vizsgalatok folytatasanak perspektivikus teruleteit jelentik, mind elméleti
mind gyakorlati szempontokbdl.

Ugyanakkor, a kifejezett ICT szerkezettel bir6 (pl. dimetilamino- és metoxi-
szubsztitualt) kalkonok és gytrUs kalkon analégok nemlinearis optikai rendszerek.
Bar e terlleten ezideig nem kerestem kooperald partnereket, a meglévd
szarmazékok vizsgalatainak eredményei alapjan ez az alkalmazasi lehet6ség uj
szarmazekok tervezését és szintézisét teheti indokoltta.

A kalkonok (kulonosképpen a hidroxi- és metoxi-szubsztitualt szarmazékok
reaktiv gyokokkel lejatszddo reakcioin alapuld antioxidans hatasa jol dokumentalt
az irodalomban. E kémiai tulajdonsagai alapjan a vegyuletek tobbek kozott
oxidaciora hajlamos (lipofil tulajdonsagu) termeékek stabilitasanak biztositasara
felhasznalhat6 vegyuletek lehetnek. Egy, az anapoliszi kutatécsoporttal (Hamilton
B. Napolitano, State University of Goiania, Anapolis, GA, Brazilia) torténé
egyuttmikodés keretében e téren Uj, a biodizel Uzemanyag stabilitasanak
megnovelésére alkalmas szarmazékok szintézise és antioxidans (gyokfogo)
hatasanak szerkezet-hatas 6sszefuggéseinek vizsgalata van folyamatban.
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Kdészonetnyilvanitas

Bar a jelen dolgozat a kandidatusi értekezésemet kovetd id6szakban
végzett munkam eredmeényei, azok |étrejottében szamos, a fokozat megszerzése
el6tti években szakmai ismeretek és kisérleti tapasztalatok atadasa utjan kapott
tamogatasért tartozom tobb altalam igen tisztelt témavezetdmnek kdszonettel.

igy meghatarozé jelentéségiinek tartom a szegedi tanulmanyaim és az un.
,Kisdoktori” munkaim soran Schneider Gyula, Stajer Géza, Bernath Gabor és Fulop
Ferenc professzoroktdl kapott szakmai ismereteket. Els6ként nekik szeretném
megkoszonni, hogy a kapott ismertek birtokaban a késébbiekben 6nalléan tudtam
kutatasokat folytatni.

A ,szegedi évek” utan az Onallé kutatbmunkat az akkori Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem Orvosi Kémiai Intézetében (ma Biokémiai és Orvosi
Kémiaiai Intézet), Szabd Dezs6 professzor altal vezetett munkacsoportban
kezdtem meg. Ezuton is kdszondm Szabd Dezsé professzornak, hogy lehetéséget
adott, hogy munkacsoportjaban az altalam javasolt kutatasi terlleteken
dolgozhassak, valamint Lorand Tamas egyetemi docensnek és néhai Oszbach
Gyorgy egyetemi adjunktusnak akikkel a sikeres és sikertelen kisérletek
megbeszélése, értelmezése, nagyban segitette a tovabbi eredményes kisérletek
tervezését és kivitelezését.

Ugyancsak koszonettel tartozom Sidney D. Nelson professzornak
(Washington Egyetem, Seattle, WA, USA), akinek laboratériumaban — a Fogarty
Alapitvany tamogatasaval — megismerkedhettem a testidegen anyagok
metabolikus transzformacidinak mechanizmusaival és (in vitro és in vivo) kisérletes
vizsgalatuk modszereivel.

A szintetizalt vegyuletek szerkezetigazolasa kapcsan kialakult eredményes
egyuttmikodésert koszonettel tartozom néhai Sohar Pal professzornak, Batta
Gyula professzornak, Féldesi Andras egyetemi docensnek és néhai Osz Erzsébet
egyetemi docensnek.

A vegyuletek széleskorl biologiai hatasai, és spektroszkopiai tulajdonsagai
kozotti szerkezet-hatas, illetve szerkezet-spektroszkopiai paraméter
Osszefuggések megismerése nem johetett volna létre Jonathan R. Dimmock
(University of Saskatchewan, Saskatoon, SA, Kanada) és Erkki Kolehmainen
(University of University of Jyvaskyla, Jyvaskyla, Finnorszag) professzorokkal
kialakult szoros egyuttmikodések nélkul.

A vegyuletek biologiai vizsgalatai teruletén a hazai egyuttmikodo partnerek
kOzott kulon szeretném megkdszonni dr. Vereczkey Laszléval és dr. Monostory
Katalinnal, Berki Timea professzorral, valamint néhai Ember Istvan professzorral
kialakult szakmai egyuttmikodésukért. Ugyancsak kituntetett koszonettel tartozom
Fischer Emil, Mozsik Gyula professzoroknak és Past Tibor tudomanyos
fébmunkatarsnak, akikkel tortént egyuttmikodésem soran elsajatithattam a
kisérletes és klinikai farmakokinetikai vizsgalatok elméletét és gyakorlatat.
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Kdszonetem fejezem ki néhai Szolcsanyi Janos professzornak, a peécsi
gyoégyszerészképzés megalapitdjanak, akinek tamogatasaval, egyeslult
allamokbeli  kutatomunkam  abbahagyasaval, az uUjonnan  megalakult
Gyogyszerészi Kémiai intézet alapitd igazgatoja lehettem.

A hazai kooperalo partnerek kozott megkulonboztetett koszonettel tartozom
Takacsné Novak Krisztina és Fischer Emil professzoroknak, akik azon tulmenden,
hogy eredményes kutatasi egyuttmikodeést folytattak velem és munkatarsaimmal,
onzetlenul felajanlottak az altaluk kimunkalt laboratoriumi vizsgalati médszereknek
a Gyogyszerészi Kémiai Intézet laboratériumaiban torténd beallitasat és
alkalmazasat.

Kilon szeretnék kdszonetet mondani néhai Gregus Zoltan és Sohar Pal
professzoroknak, valamint Prokai Laszl6 professzornak, akik azokban az években
biztositottak szamomra kutatasi lehetGséget laboratériumaikban, amikor az
els6dleges munkahelyem korulményei nem tették azt lehetévé. A veluk egyutt
végzett munka soran tovabb szélesedtek szakmai ismereteim, a metabolikus
transzformaciok biokémiaja, a ferrocén-szarmazékok kémiaja, valamint a
metabolikus transzformaciok tomegspektrometriai vizsgalati lehetéségei teruletén.

Ugyancsak kdszonettel tartozom korabbi (Almasi Attila, Rozmer Zsuzsanna,
Kuzma Monika, Székely Noémi, Aline Bernardes, Guilio D. D’Oliviera, Fatemeh
Kenari, Hawsar O. Mohammed) és jelenlegi (Bognar Gabor) doktoranduszaimnak,
valamint a szakképzett technikusoknak (Szemmelréthné Matrai Erika, Odorné
Fabian Erika, Moravecz Zsuzsanna, Kadlecsik Csaba) akiknek a kisérletes
munkakban tortént részveétele nélkil nem szulethettek volna meg a dolgozatban
leirt és abban nem emlitett eredmények.

Kbszonet illeti a megjelent kdzleményeim minden egyes tarsszerzéjét, akik
hozzajarultak a kutatasi eredmények eléréséhez. Kozuluk kulon szeretnék
kOszonetet mondani Molnar Szilardnak és Pintér Zoltannak, akik hosszu idén
keresztul, mint ,fizetés nélkuli tanarsegéd” vettek részt, illetve vesznek ma is részt,
a kutatocsoportom munkajaban.

Koszonettel tartozom korabbi (PTE Orvosi Kémiai Intézet) és jelenleqgi
munkahelyem (PTE Gyogyszerészi Kémiai Intézet) munkatarsainak, akik szakmai
segitségukkel kozvetve vagy kozvetlenul segitették munkamat.

Végul, de nem utolso sorban szeretném megkodszonni szuleimnek (Szaraz
Eszternek és Perjési Andrasnak), hogy tamogattak a tanulmanyaimban,
feleségemnek (Hamori lldikonak), a kutatdé munka és az egyéb egyetemi
feladataim természetebdl ered6 ,nem-tradicionalis” id6beosztasom
elfogadasanak, ezaltal munkam tamogatasanak, valamint gyermekeinek
(Katalinnak és Zsofianak), akik nélkul a dolgozatban leirt munkak végzésének
hétkdznapja sokkal szegényesebbek lettek volna.



