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1. Bevezetés

1.1. Kalkonok

A kalkonok (1,3-difenil-2-propen-1-one-ok) a flavonoid-bioszintézisben taldlhatd koztes és
prekurzor vegyiiletek. A kalkonok tobbek k6zott bizonyitottan citotoxikus, gyulladascsékkentd
¢s féreghajtd hatasuak. Egyes kalkonok klinikai felhasznalasat is jovahagytak. A konnya
szerkezeti moddositas és a bioldgiai és farmakologiai tevékenységek széles skaldja a
kalkonszarmazékok nagy valtozatossagahoz, és ezzel egyiitt a gyogyszerkutatas és -fejlesztés
népszeriiségéhez vezetett. A kalkonok és szintetikus analogjaik szdmos biologiai hatasa spontan
¢s enzimkatalizalt reakcioképességiikhoz kapcsolddik. Ezekre a hatasokra kiilonbozo
hatasmechanizmusokat javasoltak, de a pontos molekularis célpont sok esetben még nem
ismert.

A kalkonok nemkovalens kolcsonhatasok révén kolcsonhatdsba keriilhetnek a sejtek
makromolekulaival, ami a vegyiiletek alacsonyabb toxicitdsat és genotoxicitasat eredményezi.
Korabban kimutattdk, hogy a kalkonok ¢és analdgjaik intrinsic reaktivitdst mutatnak
tiolcsoportokkal szemben. Ezért a kalkonok és a kéntartalmt biomolekulak kolcsonhatasanak
vizsgalata kulcsfontossagi lehet a vegyiiletek hatdsmechanizmusanak megismerésében. A
glutation redukalt formaja (GSH) a reduktiv intracellularis allapotot védi az oxidativ
metabolitok redukalasaval, altaldban a glutation-peroxidaz (GPx) enzimek segitségével.
Ezenkiviil részt vesz a glutation S-transzferaz (GST) enzim altal katalizalt reakciokban, a
xenobiotikumok biotranszforméciojaval ¢és az oxidativ stresszel kapcsolatos reaktiv
metabolitok méregtelenitésében. A GSH 1étfontossagii szerepet jatszik az olyan alapvetd
antioxidansok, mint a C-vitamin és az E-vitamin redukalt formaban tartasaban is, ami a redox
egyensuly fenntartdsat eredményezi. Végil a GSH képes reverzibilisen kotddni a fehérjek
tiolmaradvanyaihoz (glutationilacid), megeldzve ezzel azok oxidativ karosodasat. A nem-
enzim-katalizalt biotranszformacios atalakuldsok a xenobiotikumok metabolizmusanak jelentds
Osszetevdi, az elektrofil részek GSH-val szemben mutatott spontan reakcioi kovetkeztében. A
nagy reakcioképességli elektrofilek, mint példaul az endogén 4-hidroxi-2-noneal vagy az
exogén NAPQI, a paracetamol jol ismert metabolitja, reagadlhatnak a GSH-val, mieldtt azok
fontos sejtalkotokkal, példaul DNS-sel, RNS-sel, fehérjékkel reakcioba lépnének. igy ezek a
reaktiv elektrofil vegyiiletek nem-enzim-katalizalt reakciokban tovabbalakulnak, mieldtt

toxikus hatést fejtenének ki a sejtekben.



1.2. Tiolok

1.2.1. Glutation

Az L-gamma-glutamil-L-ciszteinil-glicin (glutation, GSH) egy f0 tripeptid, amely a legtobb
emldssejtben jelentds (1-10 mM) koncentracidban talalhatd és szintetizalodik. A glutation
alapvetd sejtfunkcioi koziil meg kell emliteni az a) antioxidans aktivitast, b) a xenobiotikumok
metabolizmusat és eliminaciojat, ¢) a sejtek redoxpotencialjanak fenntartasat, valamint szerepét
a d) a sejtproliferacioban, e) a zsirsavbioszintézisben ¢€s f) a génexpresszio jelatvitelében.
1.2.2. N-acetilcisztein

Az N-acetil-cisztein (NAC) nem mérgez0 vegylilet, a glutation bioszintézis prekurzora. A
kiegészités javasolt. A NAC legfontosabb felhasznalési teriilete az orvosi gyakorlatban a
paracetamol-mérgezés ellenszereként torténd alkalmazasa. Szulthidril (tiol) funkcids csoportot
tartalmaz, igy a kalkonokkal lejatsz6dd reakcidokban a glutationhoz hasonlé mechanizmus
szerint reagal.

1.2.3. Glutation S-transzferazok

A glutation-transzferdzok harom f6 funkcioval rendelkeznek az €16 szervezetekben: a)
katalitikus tevékenység, b) nem-szubsztrat ligandumok megkdtése €s c) részvétel fehérje-
fehérje kolcsonhatasokban. A GST-katalizalt reakcidk szubsztratjai harom kozos
tulajdonsaggal rendelkeznek: a) hidrofobok, b) elektrofil (elektronhianyos) atomot (centrumot)
tartalmaznak, és c) spontan reakcidban reagalnak a GSH tiolcsoportjaval.

1.2.4. Glutation a daganatos megbetegedésekben

A reaktiv oxigén metabolitok (ROS) fontos szerepet jatszanak a tumorsejtek jelatvitelében, a
tumorigenezisben ¢és a daganatok progresszidjaban. Képzddése a rakos sejtekben a gyorsabb
novekedés €s proliferacid miatt jelentésen nagyobb. Ezért ezekben a sejtekben altaldban
magasabb az antioxidans rendszerek, példaul az Nrf2 és mds, a GSH szintézisével és
felhasznalasaval kapcsolatos enzimek expresszidja. Tovabba, egyes daganatok - mint példaul a
petefészek-, emld- ¢€s tiidédaganat - eldsegitik a GSH szintézisének és transzportjanak
gyogyszerrezisztencidgjadban, a vegyiilet izgalmas perspektivat nyajt a daganatos
megbetegedések kezelésében. A GSH ¢és a GST emelkedését egészen a kozelmultig a
megbetegedés prognodzisa rossz jelének tekintették, a GSH-reaktivitds kettds természetének

feltarasa azonban 1) lehetdségeket nyitott.



2. Célkituzések

A doktori munka &ltaldnos célja a 4/4'-szubsztitudlt kalkonok és héttagi gytiriis analogjaik
(redukalt glutation (GSH) és N-acetil-cisztein (NAC)) tiolreaktivitdsanak in vitro vizsgalata
volt. A konkrét célok a kdvetkezdk voltak:
e A kalkonok (1) és héttaghi kalkonanaldgok (4) tiol-reaktivitasanak vizsgalata, annak
tanulmanyozasa, hogy
(a) a 4(4')-aromas szubsztitlcio, és
(b) egy héttagu alifas gytiri beépitése a nyiltlanct kalkon molekulaba
hogyan befolyésolhatja a szarmazékok kezdeti tiolreaktivitasat.
e Annak vizsgalata, hogy az inkubacids kozeg pH-ja hogyan befolyasolja a 4(4")-CHj; - €s
a 4(4")-OCHjs; -szubsztitualt 1 és 4 szarmazékok kezdeti tiolreaktivitasat,
o A 4(4")-CHj; - és a 4(4")-OCHj; -szubsztitualt 1 és 4 szarmazékkal végzett tioladdicids
reakciok sztereokémiai kimenetelének vizsgalata kiilonb6z6 pH-értékek mellett,
e A 4c szérmazék metabolikus stabilitdsdnak vizsgalata patkdnymadj-mikroszéma

felhasznalasaval, valamint

o Osszefiiggések keresése a megfigyelt tiolreaktivitds €s néhany 1- és 4-szdrmazék

korabban ko6zolt, daganatos sejtekre gyakorolt in vitro citotoxikus hatasa kozott.

3. Anyag és modszerek
3.1. In vitro kalkon-GSH inkubaciok

A kalkonok kiindulasi (E) izomerjeit egy korabban leirt mddszerrel szintetizaltuk. A mintak
tisztasagat TLC és HPLC-UV segitségével ellendriztiik. Mind az (E), mind a (Z) izomerek,
valamint a képzddott konjugatumok szerkezetét LC-MS meérésekkel igazoltuk. A redukalt
glutationt és az N-acetil-ciszteint a Sigma-Aldrich-t6] (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.
A CHROMASOLV gradiens methanolt (HPLC-hez) a Honeywell-t6]l (Magyarorszag)
szereztik be. A HiperSolve CHROMANORM trifluor-ecetsavat a VWR-t6l (Budapest,
Magyarorszag), a hangyasavat pedig a Fischer Chemicals-tol vasaroltuk. A HPLC és HPLC-
MS mérésekhez hasznalt deionizalt vizet a PTE Gyogyszerész Kémiai Intézetben tisztitottuk
Millipore Direct-Q™ késziilék alkalmazasaval. A HPLC-mérésekhez hasznalt mobilfazisokat
felhasznalas el6tt 5 percig ultrahangos vizfiirddn gaztalanitottuk. A tovabbi felhasznalt
vegyszerek analitikai mindségliek voltak.

A vizsgalt kalkonok (1) és analdgjaik (4) tiolokkal valé reakcidképességének vizsgalatahoz két
redukalt glutationt (GSH) és N-acetil-ciszteint (NAC) tartalmazé oldatot készitettiink az



alabbiak szerint: Mindkét vegyiilet harom kiilonb6z6 pH-értékti (3,2, 6,3 és 8,0) oldatat
készitettiik el. A pH-t frissen készitett IM NaOH oldattal allitottuk be.

A Oldat: 1,5 cm® 2,0 x 10" M (0,3 mmol tiol) GSH és a NAC ioncserélt vizzel késziilt oldata.

B Oldat: 4,6 cm® 6,5 x 10 M (0,03 mmol kalkon) 1 és 4 kalkonok HPLC-minéségii metanollal
frissen késziilt oldata.

C Oldat: a GSH/NAC ¢és a kalkon oldatokat 37 °C-os vizfiirddben 15 percig sotétben
eldinkubaltuk. Ezutdn az A és a B oldatokat 0sszekevertlik, igy a tiol és a kalkon 10:1 mélaranya
keverékét kaptuk.

A C oldatot 315 percig sotétben, szabalyozott hdmérsékletti (37 °C) vizfiirdoben tartottuk. A
reakcid nyomon kovetése és az addicios folyamatok eldrehaladdsanak mindségi jellemzése
érdekében az inkubdacios elegyek dsszetételét a 15, 45, 75, 105, 135, 165, 195, 225, 255, 285 és
315 perces idépontokban HPLC-UV mddszerrel elemeztiik.

A kalkonok (1a, 1b) és a ciklikus analogok (4a, 4b) kezdeti (0 perc) csucsteriiletének

3 metanolos oldatot

értekeléséhez a vegyiiletekbdl, fentiekkel azonos modon, 4,6 cm
készitettiink (B oldat), majd az oldatokat az elemzés eldtt 1,5 ml megfeleld pH-j vizes oldattal
higitottuk. Az elegyités el6tt az oldatokat 37 °C-on 30 percig eldinkubaltuk.

A kiindulasi vegyiiletek kordbban bizonyitottan fény-inicializalt (E)/(Z) izomerizacidjanak
termékeit Osszehasonlitottuk a nem fény altal kezdeményezett (retro-Michael-addicio)
izomerizacioé termékeivel. E célbol a B modszerrel elkészitett kalkon oldatokat (1a-4b) 1 hétig
szort laboratoriumi fényben tartottuk. Az oldatokat HPLC-UV ¢és HPLC-MS modszerrel
elemeztiik.

3.2. Mikroszomalis mérések

A kalkonok kiindulasi () izomerjeit egy korabban leirt modszerrel szintetizaltuk. A tisztasagot
TLC ¢és HPLC-UV segitségével vizsgaltuk. Mind az (E), mind a (Z) izomerek, valamint a
képzddott konjugatumok szerkezetét LC-MS mérésekkel igazoltuk. A him patkany
majmikroszémat (10 mg) (M9066), magnézium-kloridot, 25 mm-es fecskenddsziird
nejlonmembrant (porusmeéret 0,45um), €s redukalt B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-2'-foszfat
natrium-so-hidratot (B-NADPH) a Sigma Aldrich (Budapest, Magyarorszag) cégtdl vasaroltuk.
Az alameticint és a redukalt L-glutationt (BioChemica) a Cayman Chemicals és az I[TWreagents
cégektdl szereztik be. A CHROMASOLV HPLC mindségli metanolt a Honeywell-tdl
(Magyarorszag) szereztiikk be. A mérésekhez hasznalt deionizalt vizet a PTE Gydgyszerész
Kémiai Intézetben tisztitottuk Millipore Direct-Q™ késziilék alkalmazasaval. A foszfat
pufferelt (pH 7,4) séoldatot (PBS) az inkubécid napjan frissen készitettiik a Cold Spring Harbor

Laboratory 2014 médszere alapjan.



490 pl PBS-t 50 pl patkdnymadj-mikroszémaval (20 mg/ml fehérje) és 10 pl alamethicin
metanolos oldataval (50 pg/mg fehérje) elegyitettiink, majd a mikroszoma aktivalasa céljabol
15 percig jégen tartottuk. Ezutan 100 nL NADPH-oldatot (2,0 pmol/mL végsé koncentracio)
adtunk hozza, és az oldatot vortexeléssel homogenizaltuk. Hozzdadtunk 25uL frissen készitett
4b acetonitriles oldatat (0,25 pmol/mL végkoncentracid) és 100 pL MgCl, oldatot (5,0
umol/mL végkoncentracid). Minden egyes hozzaadds utin az elegyet vortexeltik. Az
inkubécios térfogatot 205 pl PBS hozzdadasaval 980 pl-re allitottuk be, és 3 percig 37 °C-os
vizfiirdoben inkubaltuk. Ezutan az elegyhez 20 pL PBS-ben oldott GSH oldatot (végso
koncentracioja 5,0 umol/mL) adtunk, hogy a végso térfogat 1,0 ml legyen. Az elegyet 10
masodpercig vortexszel homogenizaltuk, majd razatott vizfiirddbe helyeztiik, és az inkubécios
1d6 (120 perc) alatt abban tartottuk. A 0, 30, 60 és 90 perces idopontokban 150 ul mintat vettiink
(a 0 perces pontokat az inkubatumok vizfiirddbe helyezésének idOpontjanak tekintettiik).
Minden egyes iddpontban 150 pL jéghideg metanolt hasznaltunk a reakcio leallitasara. Az igy
kapott 300 ul mintat 5 percig 6000 rpm-en centrifugaltuk; a feliiluszot fecskenddvel
Osszegyujtottik, és 0,45 pm-es nejlonmembranos fecskenddszliron megszirtik. A
majmikroszéma kivételével minden mas 6sszetevot tartalmazé kontroll inkubéciot 0, 30, 60 és
90 perces idopontokban elemeztiik.
3.3. HPLC-UV mérések
A méréseket egy Agilent 1100 HPLC- UV-VIS rendszerrel végeztiik. A hullamhossz 260 nm-
re volt bedllitva. A komponensek elvéalasztasat forditott fazisu kromatografias rendszerben
végeztiikk. A komponensek elvalasztasdhoz Zorbax Eclipse XBD-C8 oszlopot (150 mm x 4,6
mm, részecskeméret 5 pm; Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag) hasznaltunk. Az
injektalasi térfogat 10 pl volt. A mérés soran az oszlopot szobahdmérsékleten (25 °C) tartottuk.
Az adatokat az Agilent ChemStation (B.03.01) segitségével rogzitettiik ¢és értékeltiik. A
gradiens eltciot 1,2 ml/perc aramléasi sebességgel végeztiik; a mobilfazis vizbdl és 0,1%
trifluorecetsavbol (A) valamint metanolbol és 0,1% trifluorecetsavbol (B) allt. A gradiens
profilja a kdvetkezd volt: 8 percig tarto izokratikus iddszak 40%-0s B mobilfazis, majd linearis
emelkedés 60% B-re 4 perc alatt, egy masodik linearis gradiens 90% B-re 3 perc alatt, majd 5
percig tartd izokratikus idészak 90% B és 10% A eleggyel. Ezutan az oszlopot a kezdeti
feltételekhez egyensulyba hoztuk 2 perces linedris gradienssel (40% B), majd 3 percig igy
tartottuk.
3.4. HPLC-MS mérések

A HPLC HESI-MS elemzéseket egy Ultimate 3000 folyadékkromatograf (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) és egy Thermo Q Exactive Focus quadrupol-Orbitrap hibrid tdmegspektrométer



(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével végeztiik. Az adatokat 100 és
1000 Da kozotti m/z értékek kozott gyjtottiik. Az adatgyiijtést Q Exactive Focus 2.1 és az
Xcalibur 4.2 szoftver (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztik. A vegyiiletek és
adduktok analizisét HESI pozitiv és negativ ionizacios lizemmodban végeztiik a kdvetkezo
paraméterekkel: porlasztd fesziiltség 3500 V; parologtatdé hémérséklete 300 °C; kapillaris
homérséklete 350 °C; porlasztd és segéd gazaram 30, illetve 10 onkényes egység; felbontas
70000 (200 m/z); fragmentacid 20 eV.

A HPLC elvéalasztast egy Accucore C18 oszlopon (150 mm x 2,1 mm, részecskeméret 2,6 pm)
végeztilk, és egy Accucore C18 véddoszlopot (5 mm x 2,1 mm, részecskeméret 2,6 um) is
hasznaltunk. Az injektalasi térfogat 5 ul volt, az aramlasi sebességet 0,4 ml/perc értékre
allitottuk be. Az adatelemzést és kiértékelést az Xcalibur 4.2 és a FreeStyle 1.7 szoftverrel
végeztik. Az eluensek binaris gradiensét hasznaltuk, amely az A és B mobilfazisokbol allt.

A gradiens paraméterei a kalkonokban a kovetkezOk voltak: viz és 0,1% hangyasav (A),
valamint metanol és 0,1% hangyasav (B). A gradiens eluci6 a kovetkezd volt: izokratikus elucid
1 percig 20% B eluenssel, majd linearis gradiens 9 perc alatt 100% B eluensig, majd izokratikus
elticid 2 percig. Ezutan az oszlopot 0,5 perc alatt visszaallitottuk 20% B eluensre, majd 2,5
percig izokratikusan ekvilibraltuk. A mintavevd késziiléket szobahdmérsékleten tartottuk, az
oszlopteret pedig 40 °C-on termosztaltuk

A gradiens eluensei az adduktok esetében viz és 0,1% hangyasav (A), valamint metanol és 0,1%
hangyasav (B) voltak. A gradiens elucio a kovetkezd volt: izokratikus elticio 1 percig 10%-o0s
B eluenssel, majd linearis gradiens 95% B-eluensig 13 perc alatt, majd izokratikus platd 3
percig. Végiil az oszlopot 0,1 perc alatt visszaallitottuk 10% B-eluensre, majd 2,9 percig
1zokratikusan ekvilibraltuk A mintavevo késziiléket szobahOmeérsékleten tartottuk, az
oszlopkemencét pedig 40 °C-on termosztaltuk. A diddasoros detektort is 260 nm hullamhosszra
allitottuk az MS-analizis mellett.

3.5. Molekularis modellezés

Az 1c, 4c, CH3SH és CH3S™ szerkezeteket a Gaussview 6.0 szoftver segitségével szerkesztetiik
meg. Az elméleti szamitdsokat a G16 szoftvercsomag részeként DFT-vel végeztik. A
molekuldk optimalizaldsa a hossza tavl korrekcioval rendelkez6 MO06-2X hibrid csere- és
korrelacids funkciondl segitségével tortént, a gazfazisban a 6-311++G(d,p) baziskészlettel
kombinalva. Hatar molekulapalydkat (FMO) szdmitottunk. A molekuldris elektrosztatikus
potencialtérképek elektronikus izodenzitasi feliileteiken keresztiil hozzdjarultak a globalis

elektrofilitas elemzéséhez. A MEP-térképek vizudlisan abrazoljak a molekula feliiletén 1évo



elektrosztatikus potencialt, amely feltarja a magas és alacsony elektronstirtiségli régiokat. A

V(r) elektrosztatikus potencialt az r pontban a kdvetkezéképpen hatarozzuk meg.

B p(r)
V) = er ol ,flr T (1)

ahol Z4 az atommagok t6ltése. a pontban r, és p(r) a toltésslirliség az r pontban.

A molekulak lokalis elektrofilitasat a Fukui-fiiggvény segitségével hataroztuk meg, és ezutan
lehetett megjosolni a molekulahely-szelektivitast.

3]
ro =%

ahol N az elektronok szama a rendszerben, és a konstans kifejezés v a parcidlis derivaltban a

@2 ©

kiilsé potencial.

A Fukui kiszamitdsdhoz a Multiwfn 3.6 programot hasznaltuk. Ezen kiviil a pySiRC — a
machine-learning computational platform, egy gépi tanuldssal miikodd szamitési platformot
hasznaltunk a szabadgyokos vegyiiletek altal eldsegitett oxidacids reakcidk szimuldldsara. A
gyokds tamadas altal kivaltott oxidacidos hatds modellezésére a hidroxilgyokot ("OH)
valasztottuk. A kalkonok a hidroxilgyok altal okozott oxidativ tdmadas reakciosebességi
allandgjat az XGBoost ML algoritmus segitségével josoltuk meg, és a MACCS ujjlenyomatot

szerkezeti leiroként alkalmaztuk.

4. Eredmények

4.1. Nyitott lancii kalkonok

4.1.1.A pH 8,0/7,4 koriilmények kozott végzett reakciok

Ezt a pH-t ugy valasztottuk, hogy a GST-katalizalt reakci6 koriilményeit utanozza, figyelembe
véve a redukalt GSH és NAC pKa értékét, amely 8,83 illetve 9,52. Ezen a pH-n a GSH esetében
a molekulak 3,6%-a, a NAC molekulak 0,75%-a ionizalt formaban talalhatok, ami a tiolok
reaktivabb formaja. Az 1a és 1b alapvegyiilet kromatografias csucsteriileteinek valtozasat az
inkubacios 1d6 fiiggvényeében dbrazolva az egyensulyi allapot kialakulésat jelezte. A GSH-val
torténd inkubacids 1d6 végére (315 perc) a 4a és 4b vegyiileteknek megfeleld HPLC-csucs
kezdeti teriilete 3,7%-ra, illetve 5,2%-ra csokkent. A NAC-kal torténd inkubacid esetén az 1a
¢és 1b kezdeti teriilete 5,2%-ra, illetve 9,8%-ra csokkent.

A Michael-addicids reakcié kordbban ismertetett mechanizmusa alapjan a nyilt lancu kalkonok
esetében az addicios reakcio soran egy 0j kiralis centrum, a gylris kalkonokanalogok esetében
két uj kiralis centrum keletkezik. Tovabba, a nyilt lanct anal6gok esetében, figyelembe véve a

két tiol eredend? kiralitasat, két diasztereomer addukt képzddését vartuk. Az alkalmazott HPLC



koriilmények kozott azonban a GSH-1 és GSH-2 konjugatumok nem kiiloniiltek el (1. tablazat).

1. tablazat. A vizsgalt kalkonok (1a és 1b) és GSH-adduktjaik (GSH-1 és GSH-2) retencios
ideje (t),! és integralt csucsteriilete (A)*.
Teriilet

13 Osszetett IR .4 IR Teriilet IR Teriilet IR Teriilet

P (E)-Kalkon 2’3 ‘I'S"on (Z)-Kalkon (Z)-Kalkon GSH-1 GSH-1 GSH-2 GSH-2
3.2 1a 16.4 0.81 16.2 <100 13.8 4245 NDS -
3.2 1b 15.9 0.96 15.7 <100 119 3352 N/D3 -
6.3 1a 16.3 0.09 16.0 <100 132 16,571 NDS -
6.3 1b 15.8 0.21 15.5 <100 113 17,160 N/D3 -
8 1a 16.3 0.04 16.1 6 <100 133 17,419 NDS -
8 1b 15.7 0.08 15.5 <100 11.0 20,387 N/D3 -

IRetencios id6k percben;? az adatok két fiiggetlen mérés atlagara vonatkoznak a 315 perces
idépontban;3 a vizes tiololdat pH-értéke;* a 0 és 315 percben mért cstcsteriiletek aranya;’

nem kimutathato.

A NAC inkubaciok esetében a képzddott NAC-1 és NAC-2 adduktok jelen voltak, azonban
csak részben kiiloniiltek el. A két atfedo cstics integraldsa alapjan a két diasztereomer addukt
aranya nem volt egyenld, és a kevésbé polaris diasztereomer (1,7-1,2-szeres) tobblete volt
megfigyelhet6 (2. tablazat).

A kiindulasi kalkonok (1a és 1b), valamint GSH- és NAC-konjugatumaik szerkezetét HPLC-
MS segitségével igazoltuk.

Az 1a ¢és 1b vegyiiletek GSH-konjugatuméanak (GSH-1) AUC-értéke az 1d6 fiiggvényében
abrazolva enyhe, de alland6 novekedést mutatott, mig a NAC-adduktok (NAC-1 és NAC-2)
esetében az integralt HPLC-csucsteriiletek (AUC-értékek) fliggvénye az 1d6 fliggvényében azt
mutatta, hogy az 1a NAC-konjugatumainak képzddése az els6 45 percben megndvekedett, €s
az inkubacid soran nem valtozott. Az 1b NAC-konjugatumok esetében a kinetikus termék
(NAC-1) gyorsan képzodott az elso 15 percben. Ezt kvetden azonban az 1b NAC-1 izomerje
transz-izomerizalodott a termodinamikai termékké (NAC-2), és a 105 perces iddpontra elérte

az egyensulyi Osszetételt
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2. tablazat. A vizsgalt kalkonok (1a és 1b) ¢s NAC-adduktjaik (NAC-1 és NAC-2) retencids
ideje (H)R! és integralt csucsteriilete (A)>.

p H3 Osszetett tR Teriileti IR Teriilet ( tR Teriilet tR Teriilet
(E)-  ariny?  (D)- Z)-  NAC-1 NAC-1 NAC-2 NAC-2
Kalkon  4;,5,4, Chalcone Chalcone

3.2 la 16.3 0.89 16.1 <100 15.2 1260 15.3 2173
3.2 1b 15.8 0.98 15.5 <100 14.1 1156 14.2 1507
6.3 la 16.3 0.24 16.0 <100 15.1 4906 15.2 6457
6.3 1b 15.8 0.47 15.5 <100 14.1 4712 14.2 5422
8 la 16.2 0.05 16.0 <100 15.1 6167 15.2 8875

8 1b 15.7 0.10 15.5 <100 14.1 7167 14.2 8975

IRetencios idék percben;? az adatok két fiiggetlen mérés atlagara vonatkoznak a 315 perces
idépontban;? a vizes tiololdat pH-értéke;* a 0 és 315 percben mért csticsteriiletek aranya;?
nem kimutathato.

A fenti adatok mellett érdemes megemliteni, hogy mind a NAC-kal, mind a GSH-val végzett
inkubéci6 soran néhany kisebb 10j cstcs alakult ki, amelyeknek a retencios ideje kissé
alacsonyabb volt, mint a kiindulési (el nem reagalt) kalkonok 1a és 1b csucsa. Korabbi
eredményeink arra utalnak, hogy ezek a csticsok a kiindulasi (£)-kalkonok (Z) diasztereomerjei.
Mivel ezek a csucsok a tiolok nélkiil végzett inkubaciokban nem keletkeztek, e csticsok
inkubaci6 soran torténd keletkezését retro-Michael addicidés reakcid eredményének
tekinthetjiik. A vart (Z) diasztereomerek szerkezetének azonositasa érdekében az 1a és 1b fény-
inicializalt izomerizacidjat is elvégeztiik. Az eredményeket dsszehasonlitottuk az inkubéaciok
soran kapott eredményekkel. A képzddott vegylileteket a megfeleld (Z) izomerekként
azonositottuk

4.1.2. pH 6,3/6,8 koriilmények kozott végzett reakciok

Az enyhén savas koriilmények kozotti reakciok a daganatos sejtek cellularis milidjét utanozzak,
mivel anyagcseréjiik gyors proliferaciojuk, migracidjuk és talélésiik tdmogatasa érdekében
megvaltozik. A gliikdéz nagy része még oxigén jelenlétében is piruvatta, majd tejsavva alakul,
szemben a normal aerob gliik6z-anyagcserével, ahol a piruvat tovabb oxidalodik szén-dioxidda
és vizzé. A felhalmozo6do tejsav hatdsara a daganatos sejtek pH-ja kissé savasabb lesz, mint a
normal sejteké. Ilyen kisérleti koriilmények kozott (pH 6,3/6,8) a GSH-nak csak koriilbeliil
0,9%-a és a NAC-molekulak 0,2%-a talalhatdo a reaktivabb tiolat formaban. A reakciok
lefolyasa ilyen koriilmények kozott korlatozottabb volt, mint a pH 8,0/7,4 mellett megfigyelt
reakcioké. A GSH inkubdciokban az 1a és 1b vegyliletek kezdeti teriilete a vizsgalt idészak
végére 9,4%-ra és 21,4%-ra csokkent (1. tdblazat). A NAC inkubdaciok esetében a megfeleld
értekek 24,4% és 46,8% voltak (2. tablazat).

A reakciok eldrehaladasi gorbéi azt mutattak, hogy a szédzalékos értékek az egyensulyhoz kozeli
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Osszetételeket jelentik. A pH 8,0/7,4 koriilmények kozott kapott eredményekhez hasonldan az
inkubacios keverékekben kis mennyiségii (£) izomer képzodését mutattak ki.

A kalkon-GSH ¢és a kalkon-NAC adduktok kialakulasanak folyamatgérbéi két parhuzamos,
homorua gorbét mutattak véges hatarértékekkel.

Az 1a és 1b vegyiiletek GSH-val torténd reakciojaban az 1. diasztereomer csucsanak
elérehaladasi gorbéje az AUC allandd novekedését mutatja. A végsd idopont AUC értéke
azonban ennél a pH-nal kisebb, mint a pH 8,0/7,4-nél, 4,9%-kal illetve 15,8%-kal az 1a és 1b
vegyiiletek esetében.

A NAC-1 és a NAC-2 hasonlo viselkedést mutat, mint a GSH-1 csucs, ahol az AUC az utolsé
id6pontig novekszik, ami azt jelzi, hogy az egyensulyi allapot még nem ért el. Az 1-es és 2-es
csucsok AUC értéke az 1a esetében 20,4%-kal és 27,2%-kal, az 1b esetében pedig 34,2%-kal
és 39,6%-kal csOkkent.

4.1.3. pH 3,2/3,7-es koriilmények kozott végzett reakciok

Erdsebb savas koriilmények kozott a reakcidk sokkal kisebb mértékben mentek végbe, mint a
fenti két kortilmények kozott. Ez az erdsebb savas koriilmények kézott; mind a GSH, mind a
NAC tiol funkcidja kizarolag protonalt (semleges) formaban talalhat6. Bar a protonalt tiolok is
nukleofil reagensként viselkedhetnek, reakcioképességiik sokkal kisebb, mint deprotonalt
(negativ t6ltésll) szarmazékaié.

Csak kis mennyiségli adduktot mutattak ki minden egyes kalkon-GSH/NAC inkubatum
esetében. A (Z)-izomerek kromatografids csucsteriilet-értékei hasonloak voltak, mint a
megfeleld inkubatumokban pH 8,0/7,4 és 6,3/6,8 mellett (1. és 2. tdblazat).

A kalkonok GSH-val val6 reakcidjanak elérehaéadasi gorbéi linearisan lejtds alakot mutattak.
A kromatografias csucsteriiletek hasonld linearis csokkenése volt megfigyelheté a NAC
inkubéaciokban is.

Az inkubdcids iddszak alatt a kromatografids csucsteriiletek a kalkon-GSH és a kalkon-NAC
diasztereomerek esetében folyamatosan néttek.

4.2. (E)-2-benzilidinbenzoszuberonok

4.2.1. Reakciok enyhén bazikus (pH 8,0/7,4) koriilmények kozott

Kezdetben a 4a és 4b reakcioit bazikus koriilmények kozott vizsgaltuk. A GSH (8,83) és a NAC
(9,52) pKa értékét figyelembe véve a GSH molekuldk mintegy 3,6%-a és a NAC molekulak
0,75%-a pH 7,4 koriilmények kozott van ionizalt forméban, ami a tiolok reaktivabb formaja..
A GSH-val és a NAC-val végzett reakcio azt mutatta, hogy mindkét gyliriis kalkon spontan
reakcioképességgel rendelkezik a vizsgalt tiolokkal. A GSH-val torténd inkubacids 1d6 (315
perc) végére a 4a és 4b alapvegylileteknek megfelel6 HPLC-cstics kezdeti teriilete 43,5%-kal,
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illetve 26,3%-kal csokkent (3. tdblazat). Mig, amikor a vegyiileteket NAC-cal inkubaltuk, a
megfeleld értekek 7,9% és 7,6% voltak (4. tablazat). A kiindulési kalkonok kromatografias
csucsteriileteinek valtozdsa az inkubacids idd fliggvényében azt jelezte, hogy az dsszetételek

csak a NAC inkubdci6 esetén tiikroznek egyensulyi elegyodsszetételeket.

3. tablazat A vizsgalt gytiriis kalkonanalogok (4a és 4b) és GSH-adduktjaik? retencios ideje
(tr)! és integralt csticsteriilete (A).

pH 3 Osszetett R Teriilet R Teriilet tR Teriilet iR Teriilet
(E)-Kalkon ardny 4 (Z)- (Z)- GSH-1 GSH-1 GSH-2 GSH-2
Asis/A, Chalcone Chalcone

3.2 4a 17.1 0.89 16.8 55.1 14.85 74.9 15'25 111.5

3.2 4b 16.6 0.95 16.3 136.1 N/DS - N/D5 -
6.3 4a 17.0 0.84 16.7 446.6 14.6 297.2 15.1 331.8
6.3 4b 16.9 0.91 16.7 5134 14.2 233.6 14.8 256.4
8.0 4a 17.4 0.57 17.1 302.8 15,0 2847.0 154 32163
8.0 4b 16.8 0.74 16.5 412.0 13.9 2584.9 146 2785.0

'Retencios idék percben;? adatok két fiiggetlen mérés atlagara vonatkoznak a 315 perces
idépontban;® a vizes tiolos oldat pH-értéke;* a 0 és 315 percben mért cstcsteriiletek
aranya;> nem kimutathato.

4. tablazat A vizsgalt gyiirlis kalkonanalogok (4a és 4b) és NAC-adduktjaik? retencios ideje
(tr)! és integralt csticsteriilete (A).

pH 3 Osszetett R Teriilet R Teriilet tR Teriilet iR Teriilet
(E)-Kalkon ardny 4 (Z)- Z)- NAC-1 NAC-1 NAC-2 NAC-2
As15/4s Chalcone  Chalcone
3.2 4a 17.1 0.76 16.8 124.1 N/DS - N/D5 -
3.2 4b 16.6 0.88 16.3 126.9 N/D5 - N/D5 -
6.3 4a 17.5 0.93 17.2 118.9 16.3 60.0 16.5 513.9
6.3 4b 16.7 091 16.4 184.5 15.3 61.8 15.6 392.1
8.0 4a 17.5 0.92 17.2 467.5 16.3 477.7 16.5 9134
8.0 4b 17.0 0.92 16.8 541.9 15.7 347.5 15.9 624.2

IRetenci6s id6k percben;? az adatok két fiiggetlen mérés atlagara vonatkoznak a 315 perces
idépontban;? a vizes tiololdat pH-értéke;* a 0 és 315 percben mért csucsteriiletek aranya;> nem

kimutathato.

Az addicids reakciok eredményeként két 0 kirdlis centrum keletkezik. A két tiol eredendd
kiralitasat figyelembe véve négy diasztereomer addukt képzddését vartuk. Az alkalmazott
kromatografias koriilmények kozott azonban csak két kiilonalld cstcsot lehetett kimutatni. Az
analizis mindkét esetben a kevésbé polaris diasztereomerek enyhe tulsulyat mutatta. A
kiindulasi kalkonok és GSH- és NAC-konjugatumaik szerkezetét HPLC-MS segitségével
igazoltuk.

A két elkiiloniilo csucs, a GSH-1 és GSH-2, valamint a NAC-1 és NAC-2 ndvekedésének
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idobeli alakuléasa jellegzetes kiillonbségeket mutatott. A 4a és 4b GSH-adduktok esetében a
csucsteriiletek az 1id6 mulésaval kozel linearisan novekedtek. Az adduktok képzodésének
elérehaladési gorbéi azonban némileg eltéré meredekséget mutattak, kiilondsen a 105 perces
iddponttol kezdve. A NAC-adduktok esetében az elérehaladasi gorbék eltértek a linearitastol.
A konkav gorbék gorbiiletei a 75 perces idOponttol kezdve eltérnek egymastol. Az inkubacios
1d6 végén (315 perc) a GSH-inkubacidk két csticsanak teriilete kozel hasonld (aranyuk 1,13 és
1,08 a 4a és 4b esetében). A NAC inkubaciok esetében a megfeleld aranyok 1,91 és 1,80 voltak
(3. és 4. tablazat). Mind a négy inkubacidban kimutathaté volt a (Z)-kalkonok képzddése is. A
NAC inkubaciok esetében a (Z)-csucsok teriilete Osszehasonlithato a kalkon-NAC-
adduktokéval (3. és 4. tablazat).

4.2.2. Reakcié enyhén savas (pH 6,3/6,8) koriilmények kozott

Mint korabban emlitettiik, a gytliriis kalkonok reakcioja a két tiollal enyhén savas koriilmények
kozott (virtualis pH 6,8) utanozza a rékos sejtek cellularis milidjét. Ilyen koriilmények kozott a
GSH-molekuldk mintegy 0,9%-a és a NAC-molekuldk 0,2%-a talalhatd a reaktivabb tiolat
valtozéasa parhuzamossagot mutat mindkét reakcioban. A GSH-val valé inkubacios id6 végére
(315 perc) a 4a ¢s 4b HPLC-cstcsanak kezdeti teriilete 16,1%-kal, illetve 9,1%-kal csokkent.
Mig a vegyiileteket NAC-cal inkubaltuk, a megfeleld értékek 8,9% és 7,1% voltak. Ez utobbi
adatok nagyon kozel allnak az enyhén bazikus koriilmények kozott kapott értékekhez (3. és 4.
tablazat).

A GSH inkubéciokban a 4a-GSH és a 4b-GSH diasztereomerek elvélasztott HPLC-
csucstertilete az 1d6 muldsaval szorosan parhuzamosan nétt.

Az inkubdacios iddszak végén a kalkon-GSH adduktok két kiilonallo csticsanak teriiletének
aranya kozel egység (1,12 és 1,10 a 4a és 4b esetében) (3. tablazat).

Hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd a 4a és 4b NAC-2 csucs (a magasabb retencids iddvel
rendelkezd csucs) teriiletével kapcsolatban is. Ugyanakkor a 4b NAC-1 cstcsanak
kromatografias teriilete gyakorlatilag valtozatlan maradt, mig a 4a kromatografias teriilete kissé
nott.

Ennek eredményeként a NAC-2/NAC-1 teriiletek aranya a 315 perces idopontban a 4a és a 4b
esetében 8,57 ¢és 6,34 volt. Mind a négy inkubécioban a (Z)-kalkonok csucsteriiletei
Osszehasonlithatoak a képzddott adduktok teriileteivel. Mivel a kisérleti koriilmények kozott a
(£)-izomerek egyetlen forrasa a retro-Michael-reakcid, feltételezhetd, hogy a megfigyelt

diasztereomer-eloszlasok nem a kinetikailag kontrollalt reakciok eredményeit tiikrozik.
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4.2.3.Reakcio savas (pH 3,2/3,8) koriilmények kozott

Erésebb savas koriilmények kozott mind a GSH, mind a NAC tiol funkcioja kizarélag protonalt
(semleges) formaban 1étezik. Bar a protonalt tiolok is nukleofil reagensként viselkedhetnek,
reakcioképességiik sokkal kisebb, mint deprotonalt (negativ toltési) tarsaikeé.

A kalkon-GSH inkubécidkban a reakcidk eldrehaladasi gorbéi (a kalkonok kezdeti teriiletének
csokkenése) nagyon enyhén lefelé iranyul6 lineéris alakot mutattak. Az inkubaciok végén a 4a
és 4b csucsteriiletének kezdeti értékei 10,6%-kal, illetve 5,3%-kal csokkentek. Ezzel
parhuzamosan a 4a-GSH adduktok (1. és 2. cstics) csucsteriiletének linearis ndvekedése volt
megfigyelhetd. A megfeleld0 4b-GSH-adduktoknak megfeleld csucsokat nem Ilehetett
kimutatni. A 4a-GSH izomer csucsok aranya (315 perces id6pontban) 1,48 volt. A megfeleld
(Z2) izomerek teriiletei sokkal kisebbek voltak, mint a pH 8,0 és pH 6,3 inkubacidkban (3.
tablazat).

A kalkon-NAC inkubéciokban a kalkonok kezdeti teriiletének csokkenése nagyon enyhén lejté
lineéris alakot mutatott, némileg eltéré meredekséggel. A 4a és a 4b kezdeti csticsfeliilete a 315
perces idopontra 23,7%-kal, illetve 12,1%-kal csokkent (4. tablazat). A 4-NAC-cstcsokat
azonban nem lehetett azonositani. Az inkubatumok HPLV-UV analizise tobb kis csucs
kialakuldsat mutatta, amelyek polarisabbak voltak, mint a kiindulasi 4a és 4b. A HPLC-MS
vizsgalatok a vart adduktképzddést jelezték, de a HPLC-UV kromatogramokon nem lehetett
azonositani 6ket. Mindkét inkubacioban megfigyelhetd volt a (Z) izomer képzddése (5.
tablazat).

4.2.4. Molekulamodellezési jellemzés

Meghatéroztuk a 4a, 4b, a metantiol (CH3SH) és a deprotonalt metantiol (CH3S™) molekularis
tulajdonsagainak értékeit. A legmagasabb betoltott molekulapalya energidja (Epomo) @
molekula elektronatadasra vald képességét, a legalacsonyabb betoltetlen molekulapalya
energidja (Er ymo) az elektronbefogadasra mutatd képességét mutatja. A két palya kozotti

energiakiilonbség (AELumo-nomo) pedig a molekulak kémiai stabilitasaval all 6sszeftiggésben.
A kémiai potencialt, a kémiai keménységet €s az elektrofilitast a kovetkezoképpen hatarozzuk

meg: (U = (z—z)v), (m= %(SZT‘E;)U), és (w = 5). 1 a molekuldnak az elektronsiiriiség-eloszlas
megvaltoztatasdval szembeni ellenallasat jelzi, ami a 4¢ esetében magasabb. Masrészt, u a
szabad energia valtozasat jelzi, amikor elektronokat adunk hozza, vagy vesziink el a
molekuldbol. Ugyanakkor, w a molekula elektrofilként valod viselkedésre vald hajlaménak

mérdszama. A w értéke az 1¢ esetében nott, €s u csokkent a 4c-hez képest.
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Az elektronstiriiségnek a molekulafeliileten torténd eloszldsanak abrézoldsa céljabol
molekularis elektrosztatikus potencial (MEP) térképet készitettiink. A MEP-feliileten a piros
teriiletek az elektronban gazdag és az elektrofil tAmadasra érzékeny helyeket jelolik. Ezzel

szemben a kék teriiletek az elektronhianyos teriileteket jeldlik, és a nukleofil tdmadasra

fogékony helyek. A CH3S™ esetében a MEP vordses szinii a deprotonalasbol eredd egyszeres
negativ toltés miatt.

A kon sebességi allandokat kiszamitottuk a minden vizsgalt kalkon esetén. Az
eredmények azt mutattak, hogy a legmagasabb kon értékekkel rendelkezd vegyiiletek nagyobb
reaktivitasra utalnak. A reaktivitasi potencidl sorrendje a kdvetkezd volt: CH3SH (9,15x10°
M 1Is™h), 1¢ (9,01x10° M Is71) > 4¢ (7,85%10° M !s™' ) > CH3S (5,48x10° M 1s).

4.2.5. Mikroszomalis inkubacio

A 4b mikroszomalis inkubdalasat alameticin-aktivalt patkanymaj-mikroszomaval végeztiik. Az
alameticin  egy  peptid-antibiotikum,  amely  kiilonb6zé  alameticin-molekuldk
oligomerizacidjaval fesziiltségfiiggd csatornakat képez a lipid kettds rétegekben. A kisérletek
els6 harom percében a 4b-t patkdnymaj-mikroszomakkal inkubéltuk alameticin jelenlétében.
Mivel a kiindulési vegyiiletnek nincs hidroxil-szubsztituense, ebben az iddszakban csak az
oxidacios és redukcids reakciok lejatszodasat vartuk. Ezutan GSH-t adtunk az inkubatumokhoz.
Ett6] kezdve az anyavegyiilet és esetleges oxidativ metabolitjainak GSH-val torténd reakcioja
is bekovetkezhetett. Ez utobbi szdrmazékok spontdn vagy GST-katalizalt reakciokban
keletkezhettek.

A kontroll inkubatumok HPLC-MS-vizsgalata (mikroszoma hozzdadésa nélkiil) a vart 4b-GSH
adduktok képzddéseét mutatta (5. tablazat). Az alklamazott kromatografias koriilmények kozott,
a korabbi eredményekhez hasonldan, két kiilonallo kalkon-GSH-cstics jelent meg a
kromatogramokon. A 4b-GSH adduktok (4b-GSH-1 és 4b-GSH-2) szerkezetét pozitiv modu
HR-MS-sel igazoltuk.

A GSH-konjugatumok mellett megfigyelhetd volt a kiindulasi (E)-4b (Z)-izomerjének
képzddése is. Mivel a reakcidelegyeket fénytdl elzarva tartottuk, a (£)-4b képzddése csak a
képzddott adduktok retro-Michael-reakcidjaval magyarazhat6. Az (E)-4b és a (Z£)-4b
szerkezetét a tiszta (E)-4b fényizomerizaciojaval kapott izomer keverék pozitiv médi HR-MS
alapjan igazoltuk.

A két diaszterecomer 4b-GSH-csics AUC-értékének 0Osszege minden egyes iddpontban
magasabb volt, mint a megfelelé kontroll inkubatumban. Bér a négy diasztereomer ionizacios

valaszfaktora nem ismert, a kontroll és a mikroszomalis inkubatumokban mért AUC-értékek



16

kozotti  jelentds kiilonbségek hatarozottan aldtdmasztjadk, hogy az alameticin-aktivalt

mikroszémak felgyorsitjak a kalkon-GSH konjugacios reakciot (5. tablazat).

5. Tablazat. A 4b, a 4b-GSH izomer csucsok és a 4b oxidativ metabolitjainak HPLC-MS-
csucsteriilete (AUC) az inkubéacios 1d6 fiiggvényében.

Osszetett IR Kontrol Kontrol Mikroszoma  Mikroszoma
(min) 0 perc 90 perc 0 perc 90 perc

(E)-4b 13.8 4,093,677,464 2,215,039,743  8,297,984,438  3,815,982,269
(Z2)-4b 13.32 495,826,994 299,494,818 856,426,548 550,348,953
4b-GSH-1 10.47 1,466,946 18,724,489 2,210,842 50,714,479
4b-GSH-2 10.86 2,493,046 12,017,553 4,293,434 61,264,226
Nor-4b 12.25 N/D N/D 7,206,428 81,441,916
4b+0 11.93 N/D N/D 11,740,789 44,057,081

A mikroszomalis inkubatumok totalion MS spektruménak elemzése soran két olyan terméket
talaltunk, amelyek képzodését CYP-katalizalt reakciokkal lehet magyardzni: egy oxidalt 4b
(4b+0) ¢és a demetilezett szarmazékot (nor-4b). Mindkét csiics AUC értéke folyamatosan nétt
az inkubacios idével (5. tablazat). A képzodott oxidalt metabolit pontos szerkezete tovabbi
vizsgalatot igényel. A lehetséges epoxid-metabolit GSH-adduktjanak képzddésének hidnya
kovetkeztében azonban ésszerli feltételezni, hogy a képzddott oxidalt metabolit a 4b
hidroxilszarmazéka. A 4b demetilezési reakcidja a megfeleldé 4'-OH-szarmazékot

eredményezte. A HPLC-MS elemzés nem mutatta ki a megfeleld alkohol jelének jelenlétét.

5. Diszkusszio

A kalkonok ¢és rokon vegyliletek Michael-tipust tiolreaktivitasa gyakran bioldgiai aktivitassal
jar egyiitt. Ezzel szemben szdmos példa bizonyitja, hogy a kalkonok nem kovalens
kolcsonhatédsai a sejtek makromolekuldival fontos szerepet jatszhatnak a vegytiletek biologiai
hatasaiban. Egy QSAR-vizsgalat soran Katsori és munkatarsai megallapitottak, hogy a clogP
paraméter fontos szerepet jatszik a QSAR-kapcsolatokban. A szerzOk ugy talaltak, hogy az
elektronhatasok elhanyagolhatdk a vizsgalt kalkonok daganatellenes hatasdban. A nyilt ldnct
1a és 1b azonban gyengébb citotoxicitassal rendelkezik, mint a 4a és 4b vegyiiletek. Tovabba,
a 4a ¢s 4b citotoxicitasa €s sejtciklus-modulald hatasa jellegzetes kiilonbségeket mutatott.

Az 1a, 1b kalkonok ¢és héttagu ciklikus analogjaik, a 4a, 4b spontdn reakcidképességének

vizsgalata kimutatta, hogy mind a GSH, mind a NAC savas (pH 3,2/3,7, pH 6,3/6,8) és bazikus
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(pH 8,0/7,4) koriilmények kozott spontan reagal a vizsgalt kalkonokkal. A kezdeti reakciok
sebességét ¢és az egyensulyok Osszetételét azonban befolyasolta a reaktansok jellege és az
inkubécios elegyek pH-ja.

A 4-szubsztituensek hatasanak elemzése bazikus (pH 8,0/7,4) vagy enyhén savas (pH 6,3/6,8)
koriilmények kozott azt mutatta, hogy a 4-metil-szubsztitualt 1a és 4a mutatta a nagyobb
kezdeti reakcioképességet. Az 1a (144,9 ppm), 1b (144,6 ppm), 4a (138,0 ppm) és 4b (137,7
ppm) C1o atomjanak '*C NMR eltolddésa - amely az adott atommagok kériili elektronsiiriiséget
jelzi - nagyon hasonlonak bizonyult. A kiillonb6z6 szubsztituensekkel rendelkezd kalkonok
reakcioképességében megfigyelt kiilonbség a tiol-adduktok stabilitasdval magyarazhato.
Humphlett és munkatarsai egy korai munkajukban kimutattdk, hogy a kalkon-addukt o-
hidrogénatomjanak aktivitasa, az eliminaciéval képzddd enon rezonancia-stabilizacidja és a
tiolation anionos stabilitdsa a meghataroz6 tényezdje a forditott folyamatnak. A szerzok a -
keto és a B-fenil szubsztituciot talaltdk a hatékony reverz reakciok meghatarozo6 tényezdinek.
Mivel a 4-metoxi szubsztitucidé hatékonyabban tudja ndvelni az elektronsiirliséget a szén-szén
kettds kotésen, és a képzodott kalkon rezonancia-stabilizalt, az elimindcidés folyamat
hatékonyabb az 1b (4b) esetében, mint az 1a (4a) esetében. A megfigyelés tovabb erdsiti azt a
korabban felvetett nézetet, hogy az eltérd reaktivitas (legalabbis részben) a tiol-adduktok eltérd
stabilitdsdnak eredménye lehet. Hasonldan a megfeleld nyilt lanct kalkonokkal (1) azonos
kortilmények kozott kapott eredményekhez, a 4-metil-szubsztitudlt szarmazék (4b) képezi a
stabilabb adduktokat. Hasonl6 kovetkeztetéseket vontak le d'Oliveira és munkatarsai néhany
kalkon és merev kinolon analdgjaik vizsgélata soran.

A pH 6,3/6,7-es inkubécidk soran kapott eredmények hasonloak a pH 8,0/7,4-es inkubéaciok
eredményeihez (3. és 4. tablazat). Ilyen koriilmények kozott mindkét inkubacid Osszetétele
egyensulyi keveréket képvisel. Mindkét koriilmények kozott a 4a konverzigja mindkét tiol
esetében valamivel magasabb.

A GSH inkubatumokban (315 perces id6pont) a két elvalasztott csucs teriiletének aranya a 4a
¢s 4b esetében mindkét pH (pH 8,0/7,4 €s 6,3/6,8) mellett kozel volt az egységhez (3. tablazat).
Ezzel szemben az 1a ¢és 1b NAC-kal val6 reakcidinak HPLC-analizise a legkevésbé polaris
diasztereomer kiilonbozd (1,8-8,57-szeres) feleslegét mutatta (4. tdblazat). A megfigyelt
diasztereoszelektivitast befolyasolta a 4-szubsztituens jellege és a pH. Igy a metil-szubsztitualt
4a mindkét pH-értéknél nagyobb diasztereoszelektivitdst mutatott. A diasztereoszelektivitas a
pH csokkentésével noétt (4. tablazat). Megemlitendd azonban, hogy a megfigyelt

diasztereoszelektivitasok nem tiikrozik az addicios reakciok diasztereoszelektivitasat. (retro-
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Michael-reakciok).

Savas koriilmények kozott (pH 3,2/3,8) a megfeleld konjugatumok képzdodése kizarolag a
A GSH inkubatumok megfeleld dsszetételének 0sszehasonlitidsa azt mutatta, hogy az azonos
szubsztituenssel rendelkezd szarmazékok hasonlo GSH-reaktivitassal rendelkeznek (4.
tablazat). A NAC-kal val6 reakciok esetében azonban eltérd eredményeket kaptunk. A 315
perces szazalékos konverzio a 4a (23,7%) és a 4b (12,1%) esetében magasabbnak bizonyult,
mint a megfeleld nyilt lancu kalkonok 1a és 1b esetében (10,9%, illetve 1,5%) (6. tablazat). A
HPLC-UV kromatogramokon azonban nem lehetett 4-NAC adduktokat azonositani. Ehelyett
tobb kis, nem azonositott cstcs jelent meg. A HPLC-MS-elemzéssel sikertilt azonositani a vart
konjugatumokat.

6. Tablazat. A kezdeti kalkon HPLC-UV csucsok szazalékos csokkenése az 1. és 4. sorozat
315 perces GSH és NAC inkubacios keverékeiben. *Az alabbiakban kozzétett adatok a [77]
alapjan szadmitva.

Osszetett pH  Reagens A kezdeti csucsteriilet Reagens A kezdeti
tiol csokkenése (t=315 perc) (%) tiol csucsteriilet
csokkenése
(t=315 perc) (%)
la 8.0/7.4 GSH 96.3* NAC 94 .8%*
4a 8.0/7.4 GSH 43.5 NAC 7.6
1b 8.0/7.4 GSH 92.1%* NAC 90.2%*
4b 8.0/7.4 GSH 26.3 NAC 7.9
la 6.3/6.7 GSH 90.6* NAC 75.6*
4a 6.3/6.7 GSH 16.1 NAC 7.1
1b 6.3/6.7 GSH 78.3% NAC 53.3%
4b 6.3/6.7 GSH 9.1 NAC 9.0
la 3.2/3.7 GSH 19.3* NAC 10.9%
4a 3.2/3.7 GSH 10.6 NAC 23.7
1b 3.2/3.7 GSH 4.2% NAC 1.5*
4b 3.2/3.7 GSH 53 NAC 12.1

Ami a gylirlis szerkezet hatasat illeti, a héttagl gy(irli beépitése a kalkon molekularészbe
csOkkentette a spontan tiol-reaktivitast (6. tablazat). Mivel a tiolok és az aromas szubsztituensek
azonosak voltak, a két sorozat reakcidoképességében megfigyelt kiilonbségeket a gylris
szerkezet magyarazhatja. Amslinger ¢és munkatarsai az o-pozicioban  kiilonbozd
szubsztituensekkel rendelkezd kalkonok tiol-reaktivitdsat vizsgaltdk. A szarmazékok
tiolreaktivitasdnak kinetik4jat Osszefiiggésbe hoztak néhany bioldgiai hatasukkal, amelyek

kozvetleniil a Michael-akceptor képességlikh6z kapcsolodnak. Példaul a 2'3,4,4,4'-
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tetrametoxikalkon (TMC) a-metil-szubsztiticidja csokkentette, az a-ciano szubsztiticio
jelentésen novelte a nem szubsztitualt TMC tiolreaktivitasat. E korabbi megfigyelések alapjan
¢ésszerl feltételezni, hogy a 4a és 4b benzoszuberon-szarmazékok csokkent reaktivitisa az a-
alkil-szubsztitiicio és a gytiriis szerkezet altal okozott konformacids fesziilés egyiittes hatdsanak
a kovetkezménye. Tovabbi kutatasokra van sziikség a gytirti elektronikus és sztereokémiai

hatasainak szdmszert jellemzésére.

Az addicios reakcié eredményeként, az 1a és 1b nyilt lanct vegyiilet esetében két
diasztereomer addukt képzddése lehetséges. Bar az alkalmazott kromatografias koriilmények
kozott a GSH-adduktok nem szeparalodtak, a NAC-reakcioéi soran mindkét diasztereomer
kimutathat6 volt. Ezekben a reakciokban diasztereoszelektivitds volt megfigyelhetd; a kevésbé
polaros diasztereomer 1,7-1,2-szer volt kedvezObb, mint a masik addukt (2. tdblazat). A
szelektivitas mértéke forditott aranyosségot mutatott a pH-val, valamint a szubsztituensek
természetével.

A fenti eredmények tovabbi bizonyitékkal szolgalnak egy hattagu, hidrogénkotésekkel
stabilizalt ciklikus intermedier, mint kztes termék, kialakulasanak alatamasztasara a kalkonok
protonalt tiolokkal valo reakcidja soran. Ezt az elképzelés a GSH és egy 4'-hidroxikalkon bisz-
Mannich-szarmazékok reakciojaban keriilt publikalasra. Ez alapjan, magyardzatunk szerint a
planaris enon molekulacsoport Re-oldaldt timadja meg a protonalt tiol, hattagl koztiterméket
képezve, amiben a nagy kiterjedésti arilgytirli pszeudoekvatorialis poziciot foglal el.

A 4a ¢és 4b gylriis kalkonok GSH-addicios reakcidinak eredményeként négy
diasztereomer addukt képzddhet. A GSH és a NAC inherens kiralitasabol adoddan két cisz- és
két transz-addukt képzodik.

Korabban Armstrong €s munkatarsai beszamoltak a GSH és az (£)-(4'-X-fenil)-3-butén-
A reakciokban nagyobb mennyiségben képzddtek a polarisabb GSH-adduktok. A PBO-GSH és
a 4-GSH adduktok diasztereomer parjainak HPLC elvalasztdsi eredményei alapjan
feltételezhetd, hogy a jelen reakcidokban képzddott két szeparalodd csics a diasztereomer cisz
¢s transz adduktoknak felel meg.

A retro-thia-Michael-reakciok a megfeleld (Z)-izomerek képzddését is eredményezhetik.
Ezért, hiteles referencia (Z)-izomerek eléallitasa érdekében, az 1 és 4 sztereokémiailag
homogén (E)-izomerjeit, a kordbban publikalt korilmények kozott, fény-inicializalt
izomerizacionak vetettilk ala. Ennek eredményeként, a HPLC-MS adatok megegyeztek a

megfeleld (Z) izomerekével. Mivel a kisérleteket fény kizarasaval végeztiink, feltételezhetd,
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hogy a megfigyelt (E)/(Z) izomerizacid egyetlen forrdsa a retro-thia-Michael-reakci6 lehetett.

A 4a és 4b reakciok esetében mindkét tiol reakcidiban viszonylag nagy mennyiségii (£)-
izomer volt detektalhatd. Mind enyhén bazikus, mind enyhén savas koriilmények kozott a
kiindulasi vegyiiletek mennyiségének a reverzibilis reakcidinak nettd valtozasai kovetkeztében
bekovetkezd csokkenése volt megfigyelhetd A (Z)-izomerek HPLC-csucsteriiletei azonban az
1a és 1b esetében igen alacsony volt (<100 mAU 315 perc alatt).

A kalkonok (1) és héttagn gyliriis analogjaik (4) kiilonbozd reakcidoképességére
vonatkozo6 fizikai-kémiai tulajdonsagok megismerése érdekében szamitasokat végeztiink az 1c,
4c, - és mint modell tiolok —a CH3SH ¢s CH3S- HOMO ¢és LUMO molekulapalya energidit és
néhany elektrofil reakcioképességének paraméterinek megismerése céljabol. A Hard and Soft,
Acids and Bases (HSAB) elmélet szerint a nukleofil-elektrofil reakciok lehet6leg hasonlo
keménységli vagy lagysagu elektrofilek és nukleofilek kozott jatszodnak le. Az a,B-telitetlen
keton esetében a karbonil oxigénatom elektronokat sziv el a C>=Cjo kotéstol — igy
elektronhianyt hoz létre a C1o atomon - a nukleofil tdimadas legval6sziniibb helyén. A metantiol
esetén a nukleofil tdimadés a kénatomon torténik. Az 1c és 4c¢ vegyiiletek esetén a karbonil
oxigénatom nagy negativ toltéssiirliséggel rendelkezik, ami Lewis-bazis viselkedésre utal.
Ezzel szemben a kék szinnel megjelend alacsonyabb toltésstirliségii teriiletek a molekulak
Lewis-savas viselkedését jelzik.

A LUMO-energidk dsszehasonlitasa azt mutatta, hogy az 1¢ (-35,98 kcal/mol) savasabb,
mint a 4c¢ (-28,44 kcal/mol). A CH3SH LUMO-energiaja (-2,979 kcal/mol), ami a deprotonalt

formaban (CH3S") 77,99 kcal/mol értékre nd. Ezeket a tulajdonsagokat a tovabbi meghatarozott
paraméterek is tiikrozik. A molekula modellezési szamitasok tehat a kisérleti eredményeket
alatamaszté adatokkal szolgéltak. Az 1a és 1b egyensulyi (egyensulykozeli) Osszetételei
magasabb termékaranyt mutatnak, mint a 4a és 4b gytirtis kalkonanalogoké.

A mikroszomalis inkubacidk sordn megfigyelt 4b-GSH képzddése megerdsitette az in
vitro inkubacioik eredményeit. A mikroszomalis inkubatumok elemzése megerdsitette a 4b-
GSH adduktok jelenlétét. A konjugdtumok mennyisége minden mintavételi idépontban
jelentdsen nagyobb volt, mint a kontroll inkubatumé. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az
alameticin-aktivalt mikroszoma felgyorsitotta a kalkon-GSH konjugaciot. Mivel a 4b vegyiilet
egy viszonylag lipofil kalkonanaldg, mind a mikroszomalis glutation-transzferazok (MGST-k),
mind az ugynevezett mikroszomahoz kapcsoloddo GST enzimek szubsztratja lehet. Ez utobbi
GST-formék a mikroszomalis kiils6 membranhoz kapcsolodnak, és jellemzdik hasonlitanak a

citoszolikus GST enzimekéhez.
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A mikroszomalis inkubatumok total ionkromatogrammyjainak elemzése soran két olyan
terméket taladltunk, amelyek képzodését CYP-katalizalt reakciokkal lehet magyarazni: egy
oxidalt 4b (4b+0) és a demetilezett szarmazékot (nor-4b). Mindkét szarmazék AUC értéke
parhuzamosan nétt az inkubécios iddvel. A képzddott oxidalt metabolit pontos szerkezete
tovabbi vizsgalatokat igényel. A lehetséges epoxid-metabolit GSH-adduktjanak képzddésének
hidnya alapjan azonban ésszeri feltételezni, hogy a képzodott oxidalt metabolit a 4b
hidroxilszarmazéka. A 4b demetilezési reakcidgja a megfeleld 4'-OH-szarmazékot
eredményezte. A 4'-OH-metabolittal (nor-4b) végzett korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a
vegyllet hatdssal van a mitokondrialis 1€gzési funkciokra. A vegyiilet foszforilaciot gatld hatasa
képzddést eredményezett. A mikroszomalis inkubdcidban nagy mennyiségli (Z)-izomer
képzddése szintén hozzajarulhat a vegyiilet megfigyelt bioldgiai hatasaihoz. Tovabba, a 4b

GSH-reaktivitasa részt vehet a vegyiilet korabban bejelentett apoptotikus hatdsaban.

6. Kovetkeztetések

Mindkét kalkon 1a, 1b és héttagu ciklikus analdgjaik (4a, 4b) fizioloégias (pH 7,4)
koriilmények kdzott intrinsic reaktivitast mutattak GSH-val és NAC-val szemben. A nyiltlanca
kalkonok reaktivitdsa nagyobb volt, mint a gylirlis analogoké Ezen tilmenden, a vegyiiletek
reakcioképességét a benzilidén-csoport 4-es helyzetében taldlhatd6 aromds szubsztituens is
befolyasolta. Ezek a megfigyelések alapul szolgalnak mads, optimalizalt tiol-reaktivitassal
rendelkezd kalkon/gylirlis kalkonszarmazékok tervezéséhez és szintetizalasahoz.

A 4b mikroszomalis biotranszformdacidja azt mutatta, hogy a vegyiiletet a CYP és a GST
enzimek képesek metabolizdlni. A CYP altal katalizalt atalakulasok eredményeként egy
monooxigénezett (4b+0) és egy demetilalt (nor-4b) metabolitot azonositottunk. Ezenkiviil
jelentds mennyiségli (£)-4b-t is azonositottunk az inkubaldsokban. Mivel a kiindulési vegyiilet
(Z2)-izomerjének haromdimenzids szerkezete, konjugacidja és lipofilitdsa eltérd, ennek az
izomernek a kialakuldsa szerepet jatszhat a vegylilet megfigyelt biologiai hatdsaiban.

Tovabba, a 4b GSH-reaktivitasa befolyasolhatja a vegyiilet biohasznosulasat. A cellularis
GSH-szintet megvaltoztatd reakcidk részt vesznek a vegyliletek korabban leirt apoptotikus
hatasaban is. Meg kell azonban emliteni, hogy bar a 4a és 4b tiolreaktivitdsa hasonlo, a legtobb
vizsgalt daganatos sejtvonallal szemben a két vegyiilet citotoxicitasban két nagysagrendii
kiilonbség volt megfigyelhetd.

A kalkonok daganatellenes hatasa Osszefiigg azzal a képességiikkel, hogy szamos

molekularis célpontra hatnak, mint példdul: ABCG2, tubulin, aktivalt nuklearis B-sejt
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novekedés (NF-kB), vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF), tirozin kinaz receptor
(EGFR), mezenchimalis. epiteliadlis atmeneti faktor (MET), 5-o-reduktaz, ACP-reduktaz,
hiszton-deacetildz, p53, CDC25B (protein tirozin-foszfatdz), retinsav-receptorok, dsztrogén
topoizomeraz receptorok és MDM2. A jelenlegi és korabbi eredményeinket figyelembe véve
feltételezhetd, hogy a 4a és 4b eltérd bioldgiai hatasainak molekularis alapja a vegyiilet nem

kovalens kolcsonhatasaival fiigg Ossze.
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