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Potencialis mieloma multiplex ellenes vegyiiletek szintézise és vizsgalata
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Summary

Czupor, Zs., BANHEGYI, P., Boros, S., BReza, N., FABIAN, M.,
SzANTAI-K1S, Cs., MARKO, P., Siros, A., SzokoL, B., érfi, L.:
Synthesis and investigation of potent CDK9 inhibitors
with antiproliferative effect in multiple myeloma cell lines.

We have planned and synthesized a focused molecule library
against myeloma multiplex. Their antiproliferative efficiency was
tested on RPMI-8226 myeloma multiplex cell line. The most ac-
tive compounds have micromolar IC_ value. Based on literature
data presumable the role of CDK9 enzyme in the development of
myeloma multiplex, therefore we have examined the CDK9 inhibi-
tory activity of our compounds. The nanomolar IC, values have
confirmed our hypothesis. We determined our compounds in-
hibitory activity against other cyclin-dependent kinases (CDK2,
CDK7) and we found the compounds selective on the CDK9 en-
zyme.

Key-words: muliple myeloma, cyclin-dependent kinase 9, py-
rimidine derivatives

Osszefoglalds

Munkdnk sordn fokuszdlt vegyiilettdrat terveztiink és dllitot-
tunk el6, mieléma multiplex ellenes hatds vizsgdlata céljabol.
Vegyiileteink proliferdcié gatlé képességét fenotipikus screenben,
RPMI-8226 mieléma multiplex sejtvonalon, vizsgdltuk. A legha-
tékonyabb szdrmazékok IC,  értéke a mikromdlos koncentricid tar-
tomdnyba esett. Szakirodalombdl ismert a ciklin-dependens kindz
9 (CDK9) szerepe a mieloma multiplex kialakuldsdban, ezért
vizsgdltuk vegyiileteink CDK9-gdtld hatdsit is. A meghatdrozott
nanomélos koncentrdcioji CDK9 gatld IC, értékek alatamasztjik
az irodalomban leirtakat. A vegyiileteink a CDK enzimek korében
szelektivnek bizonyultak a CDK9 enzimre, ezt a legjobb vegyii-
letek CDK?2, és CDK7 enzimeken mért aktivitds gdtldsdnak méré-
sével igazoltuk.

Kulcs-szavak: mieléma multiplex, ciklin-dependens kindz 9,
pirimidin szdrmazékok

Bevezetés

A mieloma multiplex a masodik leggyakrabban
eléforduld hematologiai daganat. A plazmasejtek
koros felszaporodasa a csontvel6ben gatolja a nor-
malis vérképzést, beliilrdl roncsolja a csontokat, va-
lamint a nagy mennyiségben termelt immunglobu-
lin védekezésre képtelen, igy legyengiti a szerveze-
tet a fertézésekkel szemben [1]. Altaldban az id6-
sebb korosztalyt érinté rakos elvaltozasrol van szo6
(65-70 éves kor), és a relativ 10 éves varhato talélési
rataja 15 % koriili [1]. Eléfordulasi gyakorisaga mel-
lett sajnos az is emeli a halalozasi kockazatot, hogy
a mai napig nincs igazan hatékony gyégymodd a
mieléma multiplex ellen [2]. Ezzel a daganattipussal
kiizd6k a szovédményekbe halnak bele, melyek ko-
ziil a legstlyosabbak a vérzési rendellenességek, a
csontvel6 nem megfelel6 miikddése, nem a csontve-
16t érintd egyéb csont problémak, idegrendszeri
szovodmények és a fertézések, melyekre sajnos
igen hajlamossa valnak a paciensek [3].

A mieléma multiplex bioldgiai hatterérdl, a ki-
alakulasarol a tudomany nem ismer még minden
részletet, de bizonyos rizikdfaktorok, mint példaul
a radioaktiv sugarzas nagyban hozzajarulhatnak a
betegség kialakulasdhoz [4]. A betegség kialakula-
sa a 13, vagy a 14. kromoszdéma mutaciojaval kez-
dédik [5, 6]. Mindketté esetében kromoszdémaat-
rendez6dés a jellemz6 elvaltozas és koriilbeliil
azonos gyakorisaggal fordulnak eld. A kiilonbség
az, hogy a 13. kromoszéma esetében deléciot fi-
gyelhetiink meg, mig a 14.-nél transzlokaciot egy
immunglobulin gén és egy onkogén kozott [6]. Ha
ez a genetikai elvaltozas a B-tipusu fehérvérsejtek-
ben kovetkezik be, akkor ez plazma sejt klonok
proliferdcidjahoz és tovabbi genetikai instabilitas-
hoz, mutaciok sorozatahoz vezethet, és végiil ki-
alakul a mieldéma multiplex betegség [5, 6]. Az
egészséges B-sejtek miutan megértek (a csontveld-
ben termelédnek, majd atkeriilnek a nyirokcso-
mokba és itt fejezédik be az érési folyamat) plaz-
ma sejtekké alakulhatnak, amiknek egy egészséges
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ben. A szakirodalomban tobb
publikacioban kozolték, hogy
ebben a mieléma multiplex
sejtvonalban (RPMI-8226) a
CDK9 enzim tulzott kifejez6-
dése figyelhet6 meg [10-12],
ezért megvizsgaltuk az el6al-
litott anyagaink CDK9 gatlo
hatasat. A 3. dbran 1év6 dia-

Y-tengely: IC, ).

2. dbra: A sejtes esszében leghatékonyabb vegyiiletek (IC,,< 30 uM) proliferdcié
gatldsa RPMI-8226 mieloma multiplex sejtvonalon (X-tengely: vegyiiletek sorszdma,

gramon lathatdak leghatéko-
nyabb kinaz gatléink IC, ér-
tékei.

A biokémiai esszében ka-

szervezetben az a szerepiik, hogy megfelel6 meny-
nyiségli citokineket szekretdljanak, igy hozzaja-
rulnak az immunrendszer miikodéséhez a kor-
okozok legy6zése érdekében [7]. Mieléma multip-
lex betegség esetén a mutans plazmasejtek tulzott
mennyiségli citokint kezdenek el termelni és ezek
fogjak eldsegiteni az els6 bekezdésben emlitett st-
lyos mellékhatasok kialakulasat, illetve angio-
genezist is el6idéznek a csontvelSben [5, 8].

A mieléoma multiplex elleni hatéanyagok kifej-
lesztésének fentiek miatt komoly terdpias jelentd-
sége van.

Eredmények

Kutatocsoportunk régota foglalkozik mieléma
multiplex gatlokkal. Korabbi kutatdsi eredménye-
inkbdl és irodalombdl ismert mieldma ellenes ha-
tasu vegyiiletekbdl kiindulva, a szakirodalomban

pott eredményeink igazoltdk vegyiileteink kiemel-
ked6 CDKO inhibitor hatasat.

A kinaz gatlokkal kapcsolatban, a konzervativ
szerkezet(i ATP kotShely folytan, mindig felmertil
a vegyliletek szelektivitasdnak kérdése, ezért meg-
vizsgaltuk vegytileteink CDK kinaz csaladon be-
lilli szelektivitasat. Bioldgiai jelentdségiik alapjan
[13-15] a CDK2 és CDK7 enzimek relevansak,
ezért legjobb CDK9 gatlé anyagaink inhibitor ha-
tasat megvizsgaltuk CDK2 és CDK7 biokémiai
esszében. A kapott eredmények a 4. dbrdn lathato-
ak.

Megallapithatd, hogy az altalunk szintetizalt
2,4-szubsztitualt-pirimidin szarmazékok szelekti-
ven képesek gatolni a CDK9 enzim miikodését.
Amint a 4. abran lathato, a masik két CDK enzim
aktivitasat (a 26-os vegyiilet CDK2 gatlasa kivéte-
lével) gyakorlatilag csak 50% alatti mértékben ké-
pesek gatolni. A biokémiai mérésben alkalmazott
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3. dbra: A vegyiiletek CDK9 gatld hatdsa. (X-tengely: vegyiiletek sorszdma, Y-tengely: IC, (nM))
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4. dbra: A legjobb CDK9 gdtlé vegyiileteink CDK2 és CDK7 enzimgdtlé hatdsa
(gdtlas %, a vegyiiletek 1 uM koncentriciojandl)

Az eldallitott anyagokat két
fliggetlen analitikai madd-
szerrel jellemeztiink.

koncentracié 1 uM volt, igy az ennek alapjan be-
csiilhetd IC,, értékek joval meghaladnak a CDK9
esetében mért IC,| koncentraciokat. (A CDK2 és
CDKY gatlas IC,, értékeket ezért nem hataroztuk
meg.)

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy az alta-
lunk eléallitott vegytiletek hatékony proliferdcio

NMR

Az NMR spektrumokat TopSpin 1.3 programcso-
maggal vezérelt, 7.05 Tesla magneses térereji
Bruker Avance 300 spektrométeren vettiik fel
30°C-on, DMSO-d, oldatban. A kémiai eltolodaso-
kat (0) ppm egységben adjuk meg, referencianak
tetrametil-szilant (TMS) hasznaltunk © = 0,00
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ppm). A kémiai szerkezeteket az "H-NMR spekt-
rumukkal jellemezziik. A szerkezetek egyértelmti
azonositasa végett sziikség esetén zérd-kvantum
elnyomasos TOCSY, randomizalt keverési idejti
zérd-kvantum elnyomasos ofszet-kompenzalt adi-
abatikus off-rezonancia ROESY, “C, multiplicitas-
szerkesztett HSQC és HMBC spektrumokat is fel-

vettunk [16, 17].

LCMS
Az LCMS spektrumok felvételét folyadékkroma-
tograffal kapcsolt tomegspektrométerrel végez-
tiik, a kovetkezd paraméterekkel:

MS detektor: Waters SQD; UV detektor: Waters
996 DAD, Szeparaciés modul: Waters Alliance
2795

HPLC

Oszlop: Waters XBridge C18, 50 mm x 4,6 mm, 3,5
um; Oldészer I: viz / 0,1 % HCOOH; Oldoszer II:
AcCN (acetonitril); Acetonitril: Riedel-deHaén; G
Chromasolv (34998); Viz: Milli-Q Academic; Han-
gyasav: Riedel-deHaén; extra pure (27001); Aram-
lasi térfogataram: 2 ml/min; Injektalt mennyiség: 5

Hg

Gradiens:

Id6 Oldat L. Oldat II.
0,00 min ... ...... 95 % i e D%
050 min ... ... ... 95 % cie . 5%
550min ... .........5% 95 %
6,00min ............5% 95 %
6,50 min ... ...... 95 % i e D%
700 min... ... ... ... 95 % cieee . 5%
MS:

Ionizacié: ES+/ES-; Ionforras hémérséklet: 110 °C;
Deszolvatald hémérséklet: 250 °C; Szaritdgaz tér-
fogatarama: 500 L/h; Kénusz gaz térfogatarama:
80 L/h; Kapillaris fesziiltség: 3000 V; Konusz fe-

sziiltség: 30 V; Extraktor fesziiltség: 6 V; Rf lencse
fesziiltség: 0,1 V; Pasztazas: 80-t6l 1000 m/z ma-
sodpercenként; Pasztazasok kozotti késleltetés: 0,1
masodperc. A retencids id6ket percben adtuk meg.

A vegyiiletek eldallitdsa
Az intermedierek (1-20) eléallitasa és analitikai jel-
lemz6i:

1,50 g (10,00 mmol) 2,4-diklorpirimidint inert at-
moszféra alatt feloldottunk 60 ml gaztalanitott
dimetoxi-etanban, és 10 percig kevertettiik. 0,23 g
(0,20 mmol) tetrakisz(trifenilfoszfin)palladium(0)-t
adtunk az oldathoz, majd argont buborékoltattunk
at rajta 30 percen keresztiil. A megfelel6 boronsav
adott mennyiségét (11,00 mmol) (2-metoxifenil-
boronsav/ 4-fluor-2-metoxifenil-boronsav/ 5-fluor-2-
metoxifenil-boronsav/ 2-fluor-6-metoxifenil-boronsav/
4 5-difluor-2-metoxifenil-boronsav/  2,3-difluor-6-
metoxifenil-boronsav/ 4-klér-2-metoxifenil-boron-
sav/ 2-klor-6-metoxifenil-boronsav/2,4-dimetoxi-
fenil-boronsav/ 2-etoxi-4-fluorfenil-boronsav/
2-etoxi-6-fluorfenil-boronsav/ 2-etoxi-4-klorfenil-bo-
ronsav/ 4-fluor-2-izopropoxifenil-boronsav/ 2-fluor-
3-izopropoxifenil-boronsav/  4-fluor-2-(metiltio)fe-
nil-boronsav/ 4-fluor-2-metilfenil-boronsav/ 2,4-di-
fluorfenil-boronsav/  2,6-difluor-4-metoxifenil-bo-
ronsav/ 2-klor-4-fluorfenil-boronsav/ 2,4-diklorfenil-
boronsav) és 3,18 g (30,00 mmol) natrium-karbonat
vizes oldatat (15 ml viz) adtunk a reakcidelegyhez,
és reflux hdmérsékleten négy oran keresztiil kever-
tettiik argon gaz alatt. A reakci6 végbemenetele
utdn szobahdmérsékletre hitottiik az elegyet és 150
ml vizzel higitottuk. A terméket haromszor 50 ml
etil-acetattal extrahaltuk. A szerves fazisokat egyesi-
tettiik, majd telitett NaCl oldattal mostuk, és MgSO,
szaritdszerrel vizmentesitettiik. A szaritoszer kiszi-
rése utan az oldatot beparoltuk, majd acetonitrilb6l
kristalyositottuk a terméket.

1 2-klor-4-(2-metoxifenil)-pirimidin
M szamitott: 220,701; [M+H]": 221,0; Rt: 3,74

1H); 3,91 (s, 3H)
hozam: 40 %

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 0 ppm: 8,76 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 8,07 (d, J=5,3 Hz, 1H); 7,93 (dd, /=7,8 és 1,8
Hz, 1H); 7,56 (ddd, /=8,3,7,2 és 1,8 Hz, 1H); 7,24 (dd, /=8,3 és 1,0 Hz, 1H); 7,13 (ddd, /=7,8, 7,2 és 1,0 Hz,

2 2-klor-4-(4-fluor-2-metoxifenil)-pirimidin
M, szamitott: 238,031; [M+H]": 239,1; Rt: 3,91

hozam: 87 %

'H NMR (300 MHz, DMSO-d.,) d ppm: 8,76 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,05 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,02 (dd, J=8,6 é5 7,1
Hz, 1H); 7,16 (dd, J = 11,3 és 2,5 Hz, 1H); 6.98 (ddd, J = 8,.6, 8,2 és 2,5 Hz, 1H); 3,93 (s, 3H)

3 2-kl6r-4-(5-fluor-2-metoxifenil)-pirimidin
M, szamitott: 238,031; [M+H]": 239,1; Rt: 3,92

hozam: 34 %

'H NMR (300 MHz, DMSO-d.) d ppm: 8,81 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 8,11 (d, J=5,3 Hz, 1H); 7,71 (dd, J= 9,6 és 3,3
Hz, 1H); 7,42 (ddd, J=9,2, 7,9 és 3,3 Hz, 1H); 7,27 (dd, J = 9,2 és 4,5 Hz, 1H); 3,90 (s, 3H)
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2-kl6r-4-(2-fluor-6-metoxifenil)-pirimidin

M, szamitott: 238,031; [M+H]": 239,1; Rt: 3,46

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 8 ppm: 8,86 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 7,71 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 7,55 (ddd, J = 8,5, 8,5 és
6,8 Hz, 1H); 7,06 (ddd, J= 8,5, 0,6 és 0,6 Hz, 1H); 6,98 (ddd, J=9,3, 8,5 és 0,6 Hz, 1H); 3,79 (s, 3H)

hozam: 50 %

2-klor-4-(4,5-difluor-2-metoxifenil)-pirimidin

M szamitott: 256,022; [M+H]": 257,0; Rt: 3,85

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) & ppm: 8,80 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 8,09 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 7,96 (dd, J = 11,7 és 9,5
Hz, 1H); 7,44 (dd, J= 12,9 és 6,9 Hz, 1H); 3,92 (s, 3H)

hozam: 62 %

2—k16r-4—(2,3—diﬂuor-6-metoxifenil)—pirimidin

M szamitott: 256,022; [M+H]": 257,1; Rt: 3,63

'H NMR (300 MHz, DMSO- -d,)  ppm: 8,91 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,77 (d, /=5,0 Hz, 1H); 7,61 (ddd, /=10,3, 9,4
és 9,4 Hz, 1H); 7,04 (ddd, J = 94 3,6 és 2,0 Hz, 1H); 3,78 (s, 3H)

hozam: 21 %

2-kl6r-4-(4-klor-2-metoxifenil)-pirimidin

M szamitott: 254,001; [M+H]": 255,0; Rt: 4,29

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 8,77 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 8,05 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 7,96 (d, /= 8,4 Hz,
1H); 7,32 (d, J=1,9 Hz, 1H); 719(dd J=28,3és1,9 Hz, 1H); 3,94 (s, 3H)

hozam: 38 %

2-klor-4-(2-klor-6-metoxifenil )-pirimidin

M, szamitott: 254,001; [M+H]": 255,0; Rt: 3,72

'H NMR (300 MHz, DMSO d,) 0 ppm: 8,89 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,65 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,51 (dd, /=8,3 és 8,3
Hz, 1H); 7,20 (ddm, J = 83esO9HZ 1H); 7,19 (ddm, J= 8,3 és 0,9 Hz, 1H); 3,75 (s, 3H)

hozam: 30 %

2-klor-4-(2,4-dimetoxifenil)-pirimidin

M, szamitott: 250,051; [M+H]": 251,1; Rt: 3,85

lHNMR(?:OOMHZ DMSOd)éppm 867(d J=5,3Hz, 1H); 8,05 (d, J=5,3 Hz, 1H); 8,02 (dm, J~ 7,0 Hz,
1H); 6,73 (dm, J ~ 2,0 Hz, 1H) 6,72 (ddm, J ~ 7,0 és 2,0 Hz, 1H); 3,93 (s, 3H); 3,86 (s, 3H)

hozam: 83 %

10

2-kl6r-4-(2-etoxi-4-fluorfenil)-pirimidin

M, szamitott: 252,047; [M+H]": 253,0; Rt: 4,28

lHNMR(?;OOMHZ DMSOd)é pm: 876(d J=5,3Hz, 1H); 8,09 (d, /=5,3 Hz, 1H); 8,03 (dd, /=8,7 és 7,1
Hz, 1H); 7,13 (dd, J = 114es24HZ 1H); 6,96 (ddd, J=8,7, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 4,20 (q, J= 6,9 Hz, 2H); 1,40 (t,
J=6,9 Hz, 3H)

hozam: 49 %

11

2-klor-4-(2-etoxi-6-fluorfenil)-pirimidin

M, szamitott: 252,047; [M+H]": 253,0; Rt: 3,79

1HNMR(?)OOMHZ DMSO d)f)ppm 886(d J=5,0Hz, 1H); 7,72 (dd, J=5,0 és 0,4 Hz, 1H); 7,51 (ddd, J =
8,4, 8,4 és 6,8 Hz, 1H); 7,03 (ddd J=8,4,0,7¢és0,7 Hz, 1H); 6,95 (ddd, J=9,6, 8,4 és 0,7 Hz, 1H); 4,08 (q, J =
7,0 Hz, 2H); 1,21 (t, J=7,0 Hz, 3H)

hozam: 32 %

12

2-klor-4-(2-etoxi-4-klorfenil)-pirimidin

M szamitott: 268,017; [M+H]": 269,1; Rt: 4,23

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 8,79 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,10 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,98 (d, /= 8,4 Hz,
1H); 7,30 (d, /=1,9 Hz, 1H); 7,19 (dd, J=8,4 és 1,9 Hz, 1H); 4,22 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 1,39 (t, /= 6,9 Hz, 3H)
hozam: 55 %

13

2-kl6r-4-(4-fluor-2-izopropoxifenil)-pirimidin

M, szamitott: 266,062; [M+H]": 267,1; Rt: 4,52

1HNMR(?;OOMHZ DMSOd)éppm 876(d J=5,3Hz, 1H); 8,07 (d, /=5,3 Hz, 1H); 8,01 (dd, /=8,8 és 7,1
Hz, 1H); 7,17 (dd, J = 117esZ4HZ 1H); 6,94 (ddd, /=8,8, 8,1 és 2,4 Hz, 1H); 4,84 (sp, /= 6,0 Hz, 1H); 1,34
(d, J=6,0 Hz, 6H)

hozam: 58 %

14

2-kl6r-4-(2-fluor-3-izopropoxifenil)-pirimidin

M szamitott: 266,062; [M+H]": 267,1; Rt: 4,34

lHNMR(3OOMHZ DMSO- -d,) O ppm: 886(d J=52Hz, 1H); 7,93 (dd, J=5,2 és 2,0 Hz, 1H); 7,52 (ddd, J =
8,1,6,3¢és1,6Hz, 1H); 7,41 (ddd, J 8,1,8,16és1,6 Hz, 1H); 7,30 (ddd, /= 8,1, 8,1 és 1,1 Hz, 1H); 4,70 (sp, J =
6,1 Hz, 1H); 1,32 (d, /= 6,1 Hz, 6H)

hozam: 5 %

15

2-klor-4-[4-fluor-2-(metiltio)fenil ]-pirimidin

M_ szamitott: 254,008; [M+H]": 255,0; Rt: 3,93

lHNMR(?)OOMHZ DMSOd)f)ppm 885(d J=5,2Hz, 1H); 7,85 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,68 (dd, J=8,5és 6,1
Hz, 1H); 7,33 (dd, J = 104esZ4Hz 1H); 7,16 (ddd, J= 8,6, 8,5 és 2,4 Hz, 1H); 2,48 (s, 3H)

hozam: 41 %
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16 |2-klor-4-(4-fluor-2-metilfenil)-pirimidin
M, szamitott: 222,036; [M+H]": 223,0; Rt: 3,87
'H NMR (300 MHZ DMSO-d )Op

hozam: 37 %

pm: 8,83 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,77 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,61 (dd, J = 8,6 és 6,0
Hz, 1H); 7,26 (dd, J = 100e527Hz 1H); 7,21 (ddd, J = 8,6, 8,6 és 2,7 Hz, 1H); 2,43 (s, 3H)

17 | 2-klér-4-(2,4-difluorfenil)-pirimidin
M szamitott: 226,011; [M+H]": 227,0; Rt: 3,91

hozam: 33 %

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) & ppm: 8,87 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,13 (ddd, J=9,1, 8,9 és 6,8 Hz, 1H); 7,92 (dd,
J=5,2652,0 Hz, 1H); 7,51 (ddd, J= 11,8, 9,1 és 2,4 Fz, 1H); 7,32 (dddd, J~ 8,9, 8,5, 2,4 és 1,0 Hz, 1H)

18 | 2-klor-4-(2,6-difluor-4-metoxifenil)-pirimidin
M szamitott: 256,021; [M+H]": 257,0; Rt: 3,71

10,7 Hz, 2H); 3,87 (s, 3H)
hozam: 27 %

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) & ppm: 8,88 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 7,77 (dt, J = 5,1 és 1,5 Hz, 1H); 6,96 (dm, J =

19 | 2-klor-4-(2-klor-4-fluorfenil)-pirimidin
M, szamitott: 241,981; [M+H]": 243,0; Rt: 3,94
'H NMR (300 MHZ DMSO d)op

hozam: 31 %

pm: 8,91 (d, J =52 Hz, 1H); 7,91 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,77 (dd, J = 8,7 és 6,2
Hz, 1H); 7,68 (dd, J = 89es25Hz 1H) 7,44 (ddd, J=8,7, 8,4 és 2, Hz, 1H)

20 | 2-klor-4-(2,4-diklorfenil)-pirimidin
M, szamitott: 257,952; [M+H]": 258,9; Rt: 4,35

hozam 17 %

‘H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 8,92 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 7,92 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 7,85 (d, J = 2,0 Hz,
H); 7,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,63 (dd, J = 8,4 és 2,0 Hz, 1H)

A 21-69 vegyiiletek eldallitdsa és analitikai jel-
lemz6ik:

Az adott intermedier 1 mmol mennyiségét (1-
20 szamu intermedierek), 0,50 ml sdsavas dioxant
(4,0 M) és a megfelel6 amin (4-amino-N-(3,4-
dimetil-5-izoxazolil)-benzolszulfonamid/
4-amino-N-(2-tiazolil)-benzolszulfonamid/
4-amino-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-
benzolszulfonamid/ 4-amino-N-(4,5-dimetilizoxa-
zol-3-il)-benzolszulfonamid/ 4-amino-N-1,2-benz-
izoxazol-3-il-benzolszulfonamid/ 5-amino-4-
fluor-2-metoxibenzoesav-amid/ 3-(1H benzimi-

dazol-1-ilmetil)anilin/ 4-(3,5-dimetilizoxazol-4-il)
anilin) 1 mmol-jat feloldottuk 10 ml tert-buta-
nolban, majd 130°C-on 5 6ran keresztiil kevertet-
tilk mikrohulldmu reaktorban. A reakcié végbe-
menetele utdn az elegyet szobahdmérsékletre hii-
tottiik és 20 ml 1M-os vizes NaH PO, oldattal hi-
gitottuk. Haromszor extrahaltuk 30-30 ml etil-ace-
tattal. A szerves fazisokat egyesitettitk, majd
mostuk telitett NaCl oldattal és MgSO,-tal viz-
mentesitettiik. A szaritoszer kisztirése utan az ol-
datot beparoltuk és acetonitrilbdl kristalyositot-
tuk.

21 | N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-4-

3H)
hozam: 16 %

{[4-(2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-benzol-szulfonamid

M szamitott: 451,131; [M+H]": 452,1; [M-H]: 450,1; Rt: 3,96

'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,19 (s, 1H); 8,57 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,03 (dm, J= 8,8
Hz, 2H); 7,92 (dd, J = 77esl4Hz 1H); 7,67 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,51 (ddd, /=8,3, 7,3 és 1,4 Hz, 1H); 7,46
(d, J=5,2 Hz, 1H); 7,21 (d, J= 8,3 Hz, 1H); 7,13 (dd, J = 7,7 és 7,3 Hz, 1H); 3,89 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,64 (s,

22 | N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-4-{[4-(4-fluor-2-metoxifenil)-pirimidin-2-ilJamino}-benzolszulfonamid

hozam: 21 %

M szamitott: 469,122; [M+H]": 469,2; [M-H]: 468,2; Rt: 4,06

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) ® ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,20 (s, 1H); 8,57 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,01 (dm, /= 8,8
Hz, 2H); 7,98 (dd, J = 8,6 és 7,1 Hz, 1H); 7,67 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,45 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,12 (dd, J = 11,4 és
2,3 Hz, 1H); 6,98 (ddd, J=8,6, 8,3 és 2,3 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,65 (s, 3H)

23 N—(3,4—dimetilizoxazol-S-il)—4—{[4-(5-ﬂuor—2—metoxifenil)pirimidin-2-il]amino}—benzolszulfonamid

hozam: 8 %

M szamitott: 469,122; [M+H]": 470,1; [M-H]: 468,1; Rt: 4,04
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,22 (s, 1H); 8,61 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 8,00 (dm, J=8,7
Hz, 2H); 7,75 (dd, J = 9,6 és 3,3 Hz, 1H); 7,67 (dm, J = 8,7 Hz, 2H); 7,51 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 7,36 (ddd, J=9,2,
7,9 és 3,3 Hz, 1H); 7,24 (dd, J=9,2 és 4,5 Hz, 1H); 3,89 (s, 3H); 2,07 (s, 3H); 1,64 (s, 3H)
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24

N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-4-{[4-(2-fluor-6-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-benzolszulfonamid

M, szamitott: 469,122; [M+H]": 470,2; [M-H]: 468,2; Rt: 3,94

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,82 (br. s, 1H); 10,34 (s, 1H); 8,64 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,98 (dm, J=8,8
Hz, 2H); 7,65 (dm, J= 8,8 Hz, 2H) 7,50 (ddd, J=8,5, 8,5 és 6,8 Hz, 1H); 7,06 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,04 (ddd, J =
8,5, 0,6 és 0,6 Hz, 1H); 6,96 (ddd, J=9,3, 8,5 és 0,6 Hz, 1H); 3,79 (s, 3H); 2,09 (s, 3H); 1,62 (s, 3H)

hozam: 5 %

25

4—{[4—(4,5—diﬂuor—Z—metoxifenﬂ)pirimidin—2—il]amino}—N-(3,4—dimetilizoxazol—S—il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 487,113; [M+H]": 488,2; [M-H] 486,2; Rt: 4,15

'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) © ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,18 (s, 1H); 8,61 (d, J= 5,2 Hz, 1H); 7,99 (dm, J= 8,8
Hz, 2H); 7,55 (dd, J = 125e585Hz 1H); 7,68 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,50 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,39 (dd, J=13,1
és 7,0 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,65 (s, 3H)

hozam: 26 %

26

4—{[4—(2,3—diﬂuor—6—metoxifenil)pirimidin—2—il]amino}-N-(3,4—dimetilizoxazol—5-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 487,113; [M+H]": 488,1; [M-H]: 486,2; Rt: 3,95

'H NMR (300 MHz, DMSO- -d,)  ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,34 (s, 1H); 8,67 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,97 (dm, J=8,9
Hz, 2H); 7,64 (dm, J=8,9 Hz, ZH) 7,55 (ddd, /=10,3, 9,4 és 9,4 Hz, 1H); 7,10 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,02 (ddd, J =
94, 3,6 és 2,0 Hz, 1H); 3,78 (s, 3H); 2,07 (s, 3H); 1,63 (s, 3H)

hozam: 1 %

27

4—{[4—(4—klér-2-metoxifenil)pirimidin—Z-il]amino}-N-(3,4—dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 485,092; [M+H]": 486,1; [M-H]: 484,1; Rt: 4,30

'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,21 (s, 1H); 8,59 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 8,01 (dm, J=8,8
Hz, 2H); 7,95 (d, J = 8,3 Hz, 1H) 7,67 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,45 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,30 (d, /= 1,6 Hz, 1H);
7,21 (dd, J=8,3 és 1,6 Hz, 1H); 3,92 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,65 (s, 3H)

hozam: 28 %

28

4—{[4—(2-k1c')r-6-metoxifenil)pirimidin—Z-il]amino}-N-(3,4—dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 485,092; [M+H]": 486,0; [M-H]: 483,9; Rt: 4,21

'H NMR (300 MHz, DMSO-d o) O ppm: 10,85 (br. s, 1H); 10,23 (s, 1H); 8,63 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,90 (dm, /= 8,9
Hz, 2H); 7,64 (dm, J = 8,9 Hz 2H); 7,47 (dd, J = 8,3 és 8,3 Hz, 1H); 7,18 (ddm, J = 8,3 és 0,9 Hz, 1H); 7,16
(ddm, J=8,3 és 0,9 Hz, 1H); 6,94 (d, J=5,0 Hz, 1H); 3,75 (s, 3H); 2,02 (s, 3H); 1,61 (s, 3H)

hozam: 2 %

29

4—{[4—(2,4-dimetoxifenil)pirimidin—Z-il]amino}-N-(3,4—dimetilizoxazol—S-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 481,142; [M+H]": 482,3; [M-H]: 480,3; Rt: 3,98

'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,82 (br. s, 1H); 10,14 (s, 1H); 8,52 (d, J= 5,3 Hz, 1H); 8,02 (dm, J= 8,8
Hz, 2H); 8,01 (d, /= 8,4 Hz, lH) 7,67 (dm, J=8,8 Hz, 2H); 7,49 (d, J=5,3 Hz, 1H); 6,64 (dd, J=8,4 és 2,2 Hz,
1H); 6,72 (d, J=2,2 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,64 (s, 3H)

hozam: 3 %

30

N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-4-{[4-(2-etoxi-4-fluorfenil)pirimidin-2-ilJamino}-benzolszulfonamid

M szamitott: 483,138; [M+H]": 484,2; [M-H]: 482,2; Rt: 4,31

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,18 (s, 1H); 8,58 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,03 (dd, J=8,7
és 7,1 Hz, 1H); 8,01 (dm, /= 8,8 Hz, 2H); 7,67 (dm, J= 8,8 Hz, 2H); 7,51 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,12 (dd, /=114 és
2,4 Hz, 1H); 6,98 (ddd, /=8,7, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 4,19 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 2,08 (s, 3H); 1,65 (s, 3H); 1,38, (t, J =
6,9 Hz, 3H)

hozam: 18 %

31

N—(3,4—dimetilizoxazol-S-il)—4—{[4—(2-et0xi—6—ﬂuorfenil)pirimidin-Z-il]amino}—benzolszulfonamid

M, szamitott: 483,138; [M+H]": 484,1; [M-H] 482,2; Rt: 4,38

'H NMR (300 MHz, DMSO- -d,) © ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,30 (s, 1H); 8,63 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,99 (dm, J=8,9
Hz, 2H); 7,64 (dm, J = 8,9 Hz, 2H); 7,47 (ddd, J= 8,4, 8,4 és 6,8 Hz, 1H); 7,06 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,02 (ddd, J =
8,4,0,7 és 0,7 Hz, 1H); 6,94 (ddd, /= 8,8, 8,4 és 0,7 Hz, 1H); 4,10 (q, /= 7,0 Hz, 2H); 2,07 (s, 3H); 1,63 (s, 3H);
1,22 (t, J=7,0 Hz, 3H)

hozam: 6 %

32

4—{[4—(2-etoxifenil-4-klér)pirimidin—Z-il]amino}-N-(3,4—dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 499,108; [M+H]": 500,2; [M-H]: 498,3; Rt: 4,54

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,81 (br. s, 1H); 10,21 (s, 1H); 8,59 (d, J= 5,3 Hz, 1H); 8,02 (dm, J= 8,8
Hz, 2H); 7,98 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,67 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,51 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 7,27 (d, J = 1,9 Hz, 1H);
7,20 (dd, J=8,3 és 1,9 Hz, 1H); 4,2 (q, J= 6,9 Hz, 2H); 2,08 (s, 3H); 1,64 (s, 3H); 1,38, (t, /= 6,9 Hz, 3H)
hozam: 18 %

33

N-(3,4—dimetilizoxazol-S-il)-4—{[4—(4—ﬂu0r-2—izopropoxifenil)pirimidin—Z-il]amino}-benzolszulfonamid

M szamitott: 497,153; [M+H]": 498,2; [M-H]: 496,2; Rt: 4,44

'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,18 (s, 1H); 8,57 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,02 (dm, J=8,8
Hz, 2H); 8,00 (dd, J = 88es71Hz 1H) 7,67 (dm, J=8,8 Hz, 2H); 7,49 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,13 (dd, /= 11,7 és
2,4 Hz, 1H); 6,94 (ddd, /= 8,8, 8,1 és 2,4 Hz, 1H); 4,80 (sp, J = 6,0 Hz, 1H); 2,08 (s, 3H); 1,64 (s, 3H); 1,33 (d, /=
6,0 Hz, 6H)

hozam: 7 %
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34 N—(3,4—dimetilizoxazol-5-il)—4—{[4—(2-ﬂu0r—3—izopr0poxifenil)pirimidin-Z-il]amino}—benzolszulfonamid
M, szamitott: 497,153; [M+H]": 498,2; [M-H]: 496,2; Rt: 4,36
'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,81 (br. s, 1H); 10,28 (s, 1H); 8,66 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,01 (dm, J=8,8
Hz, 2H); 7,68 (dm, J = 88Hz 2H); 7,55 (ddd, J=8,1, 6,3 és 1,6 Hz, 1H); 7,35 (ddd, /= 8,1, 8,1 és 1,6 Hz, 1H);
7,33 (dd, J=5,2és2,1 Hz, 1H); 7,30 (ddd, /= 8,1, 8,1 és 1,1 Hz, 1H); 4,69 (sp, J = 6,1 Hz, 1H); 2,07 (s, 3H); 1,64
(s, 3H); 1,33 (d, /= 6,1 Hz, 6H)
hozam: 9 %

35 N-(3,4—dimetilizoxazol-5-il)-4-({4—[4-ﬂu0r-2—(metiltio)fenil]pirimidin—Z-il}amino)-benzolszulfonamid
M szamitott: 485,099; [M+H]": 486,1; [M-H]: 484,0; Rt: 4,13
'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,80 (br. s, 1H); 10,26 (s, 1H); 8,64 (d, J=5,0 Hz, 1H); 8,03 (dm, J=8,9
Hz, 2H); 7,65 (dm, J=8,9 Hz, 2H) 7,59 (dd, J=8,5¢és 6,1 Hz, 1H); 7,29 (dd, J=10,4 és 2,4 Hz, 1H); 7,17 (d, J =
5,0 Hz, 1H); 7,13 (ddd, J= 8,6, 8,5 és 2,4 Hz, 1H); 2,47 (s, 3H); 2,07 (s, 3H); 1,63 (s, 3H)
hozam: 15 %

36 |N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-4-{[4-(4-fluor-2-metilfenil)pirimidin-2-ilJamino}-benzolszulfonamid
M szamitott: 453,127; [M+H]": 454,0; [M-H]: 452,1; Rt: 4,45
'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,81 (br. s, 1H); 10,26 (s, 1H); 8,63 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,99 (dm, /=8,8
Hz, 2H); 7,67 (dm, J=8,8 Hz, 2H); 7,57 (dd, J= 8,4 és 6,2 Hz, 1H); 7,27 (dd, J=10,0 és 2,2 Hz, 1H); 7,18 (ddd,
J=28,6,84¢és23Hz 1H); 7,13 (d, J=5,0 Hz, 1H); 2,44 (s, 3H); 2,08 (s, 3H); 1,63 (s, 3H)
hozam: 35 %

37 |4-{[4-(24-difluorfenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 457,102; [M+H]": 458,2; [M-H]: 456,2; Rt: 4,13
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 10,82 (br. s, 1H); 10,30 (s, 1H); 8,67 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 8,16 (ddd, J =
9,0, 8,8 és 6,8 Hz, 1H); 8,02 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,69 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,47 (ddd, J=11,8, 9,0 és 2,6 Hz,
1H); 7,34 (dd, /=5,3 és 2,3 Hz, 1H); 7,33 (ddd, J ~ 8,8, 8,5 és 2,6 Hz, 1H); 2,08 (s, 3H); 1,65 (s, 3H)
hozam: 1 %

38 | 4-{[4-(2,6-difluor-4-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 487,113; [M+H]": 488,1; [M-H] 486,0; Rt: 4,03
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,81 (br. s, TH); 10,33 (s, 1H); 8,67 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 7,99 (dm, J = 8,8
Hz, 2H); 7,65 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,13 (dt, J=5,1 és 1,5 Hz, 1H); 6,96 (dm, J = 10,5 Hz, 2H); 3,86 (s, 3H); 2,08
(s, 3H); 1,64 (s, 3H)
hozam: 23 %

39 |4-{[4- (2 -klor-4-fluorfenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 473,072; [M+H]": 474,0; [M-H': 472,0; Rt: 4,21
'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,81 (br. s, 1H); 10,35 (s, 1H); 8,68 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 8,00 (dm, /=8,8
Hz, 2H); 7,77 (dd, J = 87es62Hz 1H); 7,66 (dm, J= 8,8 Hz, 2H); 7,64 (dd, J=8,9 és 2,5 Hz, 1H); 7,41 (ddd, J
=8,7,8,4 és2,5Hz, 1H); 7,24 (d, J=5,0 Hz, 1H); 2,07 (s, 3H); 1,64 (s, 3H)
hozam: 25 %

40 |4-{[4-(2,4-dikldrfenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(3,4-dimetilizoxazol-5-il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 489,043; [M+H]": 490,0; [M-H]: 488,0; Rt: 4,48
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 10,82 (br. s, 1H); 10,37 (s, 1H); 8,69 (d, J= 5,0 Hz, 1H); 8,00 (dm, J=8,6
Hz, 2H); 7,81 (d, /= 2,0 Hz, 1H); 7,66 (dm, J= 8,6 Hz, 2H); 7,72 (d, /= 8,4 Hz, 1H); 7,62 (dd, J=8,4 és 2,0 Hz,
1H)7,25 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 2,07 (s, 3H); 1,64 (s, 3H)
hozam: 21 %

41 N—(4,5—dimetilizoxaz01—3-i1)—4—{[4—(2-met0xifenil)pirimidin—Z—il]amino}-benzolszulfonamid
M, szamitott: 451,131; [M+H]": 452,1; [M-H]: 450,0; Rt: 4,05
'H NMR (300 MHz, DMSO- -d,) O ppm: 10,43 (br. s, 1H); 10,12 (s, 1H); 8,56 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,47 (dm, /= 8,8
Hz, 2H); 7,92 (dd, J = 78e518Hz 1H); 7,76 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,51 (ddd, J=8,3, 7,2 és 1,8 Hz, 1H); 7,45
(d, J=5,2 Hz, 1H); 7,21 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,14 (dd, J = 7,8 és 7,2 Hz, 1H); 3,89 (s, 3H); 2,21 (s, 3H); 1,78 (s,
3H)
hozam: 6 %

42 N-(4,5-dimetilizoxazol-3-il)-4—{[4—(4—ﬂuor-2—metoxifenil)pirimidin-Z-il]amino}-benzolszulfonamid
M, szamitott: 469,122; [M+H]": 470,0; [M-H]: 468,0; Rt: 4,35
'H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 0 ppm: 10,47 (br. s, 1H); 10,15 (s, 1H); 8,56 (d, /=5,2 Hz, 1H); 8,00 (dd, /=8,6
és 7,1 Hz, 1H); 7,99 (dm, J = 87HZ 2H); 7,76 (dm, J=8,7 Hz, 2H); 7,43 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,12 (dd, J=11,3 és
2,5 Hz, 1H); 6,98 (ddd, J= 8,6, 8,2 és 2,5 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 2,21 (s, 3H); 1,78 (s, 3H)
hozam: 21 %

43 N-1,2-benzizoxazol-3-il-4—{[4—(4—ﬂuor-2—metoxifenil)pirimidin-Z-il]amino}-benzolszulfonamid

M, szamitott: 491,106; [M+H]": 492,0; [M-H]: 490,0; Rt: 4,37

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 11,77 (br. s, 1H); 10,17 (s, 1H); 8,55 (d, J= 5,2 Hz, 1H); 8,00 (dm, J=8,9
Hz, 2H); 7,99 (dd, J = 85es71 Hz, 1H); 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,87 (dm, J = 8,9 Hz, 2H); 7,59-7,65 (ovl. m,
2H); 7,43 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,36 (ddd, J= 8,0, 5,8 és 2,3 Hz, 1H); 7,12 (dd, J = 11,5 és 2,5 Hz, 1H); 6,97 (ddd, J
=8,5,8,2 és2,5Hz, 1H); 3,90 (s, 3H)

hozam: 7 %
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44

4-{[4-(2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-1,3-tiazol-2-il-benzolszulfonamid

M, szamitott: 439,077; [M+H]": 440,2; [M-H]: 438,2; Rt: 3,47

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 12,55 (br. s, 1H); 10,04 (s, 1H); 8,54 (d, /=5,2 Hz, 1H); 7,96 (dm, /=8,8
Hz, 2H); 7,91 (dd, J=7,7 és 1,5 Hz, 1H); 7,71 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,50 (ddd, J = 8,3, 7,3 és 1,5 Hz, 1H); 7,42
(d, J=52Hz 1H); 7,22 (d, J=4,6 Hz, 1H); 7,20 (d, /=8,3 Hz, 1H); 7,13 (dd, /= 7,7 és 7,3 Hz, 1H); 6,79 (d, J =
4,6 Hz, 1H); 3,88 (s, 3H)

hozam: 43 %

45

4-{[4-(4-fluor-2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-1,3-tiazol-2-il-benzolszulfonamid

M szamitott: 457,068; [M+H]": 458,2; [M-H] 456,2; Rt: 3,59

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 10,03 (s, 1H); 8,54 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,00 (dd, /= 8,6 és 7,2 Hz, 1H);
7,93 (dm, J=8,8 Hz, 2H); 7,71 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,41 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,20 (d, /= 4,5 Hz, 1H); 7,10 (dd, J
=11,5és2,4 Hz, 1H); 6,97 (ddd, J=8,6, 8,3 és 2,4 Hz, 1H); 6,77 (d, J=4,5 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H)

hozam: 5 %

46

4-{[4-(2-fluor-6-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-1,3-tiazol-2-il-benzolszulfonamid

M, szamitott: 457,069; [M+H]": 458,0; [M-H]: 456,0; Rt: 3,71

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 12,55 (br. s, 1H); 10,13 (s, 1H); 8,59 (d, /= 5,0 Hz, 1H); 7,88 (dm, /=8,8
Hz, 2H); 7,69 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,49 (ddd, /= 8,5, 8,5 és 6,8 Hz, 1H); 7,19 (d, /=4,5 Hz, 1H); 7,03 (d, /= 8,5
Hz, 1H); 7,00 (d, J=5,0 Hz, 1H); 6,95 (ddd, J=9,3 és 8,5 Hz, 1H); 6,76 (d, J=4,5 Hz, 1H); 3,79 (s, 3H)

hozam: 2 %

47

4-{[4-(2-etoxi-4-fluorfenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-1,3-tiazol-2-il-benzolszulfonamid

M, szamitott: 471,083; [M+H]": 472,0; [M-H]: 470,0; Rt: 3,80

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 12,60 (br. s, 1H); 10,05 (s, 1H); 8,54 (d, J=5,3 Hz, 1H); 8,02 (dd, J=8,7
és 7,1 Hz, 1H); 7,94 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,72 (dm, J= 8,8 Hz, 2H); 7,49 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 7,22 (d, /J=4,5 Hz,
1H); 7,09 (dd, J=11,4 és 2,4 Hz, 1H); 6,96 (ddd, /= 8,7, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 6,79 (d, /= 4,5 Hz, 1H); 418 (q, /=
6,9 Hz, 2H); 1,38 (t, /= 6,9 Hz, 3H)

hozam: 39 %

48

4-{[4-(2-etoxifenil-4-klér)pirimidin-2-ilJamino}-N-1,3-tiazol-2-il-benzolszulfonamid

M, szamitott: 487,054; [M+H]": 488,2; [M-H] 486,2; Rt: 4,05

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 12,60 (br. s, 1H); 10,07 (s, 1H); 8,56 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,97 (d, /= 8,5
Hz, 1H); 7,94 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,72 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,47 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,46 (d, J=1,9 Hz, 1H);
7,22 (d, J=4,6 Hz, 1H); 7,20 (dd, J=8,5 és 1,9 Hz, 1H); 6,79 (d, /= 4,6 Hz, 1H); 4,20 (q, /= 6,9 Hz, 2H); 1,37 (t,
J=6,9 Hz, 3H)

hozam: 56 %

49

4-{[4-(2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid

M| szamitott: 454,088; [M+H]": 455,0; [M-H]: 453,0; Rt: 3,88

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 13,80 (br. s, 1H); 10,08 (s, 1H); 8,55 (d, /=5,2 Hz, 1H); 7,98 (dm, /=8,8
Hz, 2H); 7,91 (dd, J=7,7 és 1,8 Hz, 1H); 7,70 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,51 (ddd, /= 8,3, 7,3 és 1,8 Hz, 1H); 7,43
(d, J=5,2Hz, 1H); 7,20 (d, /= 8,3 Hz, 1H); 7,13 (dd, J = 7,7 és 7,3 Hz, 1H); 3,88 (s, 3H); 2,46 (s, 3H)

hozam: 11 %

50

4-{[4-(4-fluor-2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 472,079; [M+H]": 473,2; [M-H]: 471,2; Rt: 3,77

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) o ppm: 13,80 (br. s, 1H); 10,09 (s, 1H); 8,55 (d, /=5,1 Hz, 1H); 7,98 (dd, /= 8,6
és 7,1 Hz, 1H); 7,96 (dm, J=8,8 Hz, 2H); 7,70 (dm, J= 8,8 Hz, 2H); 7,42 (d, /= 5,1 Hz, 1H); 7,12 (dd, /=11,3 és
2,3 Hz, 1H); 6,98 (ddd, J=8,6, 8,3 és 2,3 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 2,46 (s, 3H)

hozam: 27 %

51

4-{[4-(5-fluor-2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid

M, szamitott: 472,079; [M+H]": 473,0; [M-H]: 471,0; Rt: 3,72

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 13,81 (br. s, 1H); 10,11 (s, 1H); 8,59 (d, J=5,3 Hz, 1H); 7,96 (dm, J=8,7
Hz, 2H); 7,74 (dd, J=9,6 és 3,3 Hz, 1H); 7,71 (dm, J= 8,7 Hz, 2H); 7,48 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 7,36 (ddd, J=9,2,
7,9 és 3,3 Hz, 1H); 7,23 (dd, J=9,2 és 4,5 Hz, 1H); 3,88 (s, 3H); 2,46 (s, 3H)

hozam: 15 %

52

4-{[4-(2-fluor-6-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid

M szamitott: 472,079; [M+H]": 473,0; [M-H] 471,1; Rt: 3,58

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 13,81 (br. s, 1H); 10,19 (s, 1H); 8,60 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,92 (dm, J=8,8
Hz, 2H); 7,68 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,50 (ddd, J = 8,5, 8,5 és 6,8 Hz, 1H); 7,03 (ddd, /= 8,5, 0,6 és 0,6 Hz, 1H);
7,01 (d, J=5,0 Hz, 1H); 6,95 (ddd, /=9,3, 8,5 és 0,6 Hz, 1H); 3,79 (s, 3H); 2,45 (s, 3H)

hozam: 5 %

53

4-{[4-(4,5-difluor-2-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid

M. szamitott: 490,069; [M+H]": 491,0; [M-H] 489,1; Rt: 3,86

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) & ppm: 13,50 (br. s, 1H); 10,10 (s, 1H); 8,58 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,98 (dd, J=11,7
és 9,5 Hz, 1H); 7,94 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,70 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,47 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,38 (dd, J= 12,9 és
6,9 Hz, 1H); 3,90 (s, 3H); 2,45 (s, 3H)

hozam: 39 %
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54 | 4-{[4-(2,3-difluor-6-metoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid
M. szamitott: 490,069; [M+H]": 491,0; [M-H] 488,9; Rt: 3,98
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 13,80 (br. s, 1H); 10,23 (s, 1H); 8,64 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,92 (dm, /= 8,9
Hz, 2H); 7,69 (dm, J=8,9 Hz, 2H); 7,55 (ddd, /= 10,3, 9,4 és 9,4 Hz, 1H); 7,07 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,01 (ddd, J =
94, 3,6 és 2,0 Hz, 1H); 3,78 (s, 3H); 2,45 (s, 3H)
hozam: 7 %

55 |4-{[4-(2,4-dimetoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 484,099; [M+H]": 485,1; [M-H] 483,1; Rt: 3,69
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 13,80 (br. s, 1H); 10,00 (s, 1H); 8,49 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 8,01 (dm, J~ 8,5
Hz, 1H); 7,97 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,70 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,45 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 6,74 (ddm, J ~ 8,5 és 2,0
Hz, 1H); 6,72 (dm, J ~ 2,0 Hz, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 2,46 (s, 3H)
hozam: 12 %

56 4—{[4—(2-et0xi—4—ﬂuorfenil)pirimidin-2-il]amino}—N—(5—metil—1,3,4—tiadiaz01-2—il)-benzolszulfonamid
M, szamitott: 486,094; [M+H]": 487,0; [M-H] 485,0; Rt: 4,21
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 5 ppm: 13,80 (br. s, 1H); 10,06 (s, 1H); 8,55 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 8,02 (dd, /=8,7
és 7,1 Hz, 1H); 7,97 (dm, J = 88Hz 2H); 7,70 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,48 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 7,09 (dd, J=11,4 és
2,4 Hz, 1H); 6,96 (ddd, J=8,7, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 4,18 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 2,46 (s, 3H); 1,38 (t, /= 6,9 Hz, 3H)
hozam: 26 %

57 |4-{[4-(2-etoxifenil-4-klor )pirimidin-2-ilJamino}-N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-benzolszulfonamid
M szamitott: 502,065; [M+H]': 503,0; [M-H]": 501,0; Rt: 4,53
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 13,70 (br. s, 1H); 10,02 (s, 1H); 8,55 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,98 (d, J=8,4
Hz, 1H); 7,91 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,67 (dm, J = 8,8 Hz, 2H); 7,47 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,26 (d, J = 1,9 Hz, 1H);
7,20 (dd, J = 8,4 és 1,9 Hz, 1H); 4,20 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 2,42 (s, 3H); 1,37 (t, J = 6,9 Hz, 3H)
hozam: 5 %

58 4—ﬂuor-2—met0xi—5—{[4—(2-met0xifenil)pirimidin—Z—il]amino}-benzamid
M, szamitott: 368,129; [M+H]": 369,2; [M-H]: 367,4; Rt: 3,24
lHNMR(SOOMHZ DMSO-d,) d ppm: 8,98 (s, 1H); 8,38 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,12 (d, /=9,4 Hz, 1H); 7,86 (dd, J
=7,7 és 1,8 Hz, 1H); 7,53 (br.'s, 1H); 7,39 (br. s, 1H); 7,45 (ddd, J = 8,3, 7,3 és 1,8 Hz, 1H); 7,31 (d, /= 5,2 Hz,
1H); 7,17 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,12 (d, J= 13,0 Hz, 1H); 7,04 (dd, J = 7,7 és 7,3 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 3,86 (s, 3H)
hozam: 7 %

59 |4-fluor-5-{[4-(4-fluor-2- metoxifenil)pirimidin—Z -ilJamino}-2-metoxi-benzamid
M, szamitott: 386,119; [M+H]": 387,1; [M-H] 385,3; Rt: 3,40
lHNMR(?)OOMHZ DMSO-d,) d ppm: 900(5 1H); 8,38 (d, /=5,3 Hz, 1H); 8,12 (d, /= 9,5 Hz, 1H); 7,94 (dd, J
=8,6 és 7,3 Hz, 1H); 7,60 (br. s, 1H); 7,54 (br. s, 1H); 7,30 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 7,12 (d, J = 12,7 Hz, 1H); 7,07 (dd,
J=11,5¢és 2,3 Hz, 1H); 6,87 (ddd, J=8,6, 8,2 és 2,3 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 3,89 (s, 3H)
hozam: 32 %

60 4—ﬂuor-5-{[4-(2—ﬂuor—6—metoxifenil)pirimidin—2—il]amino}—Z—metoxi-benzamid
M szamitott: 386,119; [M+H]": 387,2; [M-H]: 385,3; Rt: 3,18
‘HNMR(3OOMHZ DMSO-d,) d ppm: 9,09 (s, 1H); 8,40 (d, J=5,0 Hz, 1H); 7,97 (d, /= 9,3 Hz, 1H); 7,58 (br. s,

H); 7,52 (br. s, 1H); 7,45 ddgl J=38,5,8,5¢és 6,8 Hz, 1H); 7,10 (d, /= 12,4 Hz, 1H); 6,98 (ddd, /=8,5, 0,6 és 0,6

Hz 1H); 6,90 (ddd e 9, 3 8,5 és 0,6 Hz, 1H); 6,82 (d, J=5,0 Hz, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,76 (s, 3H)
hozam: 13 %

61 5-{[4—(4,5-diﬂuor-2-metoxifenil)pirimidin—2—il]amino}-4-ﬂuor-Z-metoxi—benzamid
M szamitott: 404,110; [M+H]": 405,2; [M-H]: 403,2; Rt: 3,55
'H NMR (300 MHz, DMSO- -d,) d ppm: 9,07 (s, 1H); 8,43 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,13 (d, /=9,6 Hz, 1H); 7,91 (dd, J
= 11,6 s 9,5 Hz, 1H); 7,60 (br. s, TH); 7,55 (br. s, 1F1); 7,38 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,35 (dd, J = 12,9 és 6,9 Hz, 1H);
7,14 (d, J=12,6 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 3,89 (s, 3H)
hozam: 23 %

62 5-{[4—(2-etoxi—4—ﬂuorfenil)pirimidin—Z-il]amino}-4—ﬂuor-2-metoxi—benzamid
M, szamitott: 400,135; [M+H]": 401,2; [M-H]: 399,2; Rt: 3,68
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 8,99 (s, 1H); 8,39 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,12 (d, /=9,5 Hz, 1H); 7,97 (dd, J
=87 és 7,1 Hz, 1H); 7,60 (br. s, 1H); 7,54 (br. s, 1H); 7,38 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,12 (d, J = 12,5 Hz, 1H); 7,05 (dd,
J=11,4¢és 2,4 Hz, 1H); 6,86 (ddd, /=8,7, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 4,16 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 3,91 (s, 3H); 1,38 (t, /= 6,9
Hz, 3H)
hozam: 21 %

63 |5-{[4- ( -etoxi-4-klorfenil)pirimidin-2-ilJamino}-4-fluor-2-metoxi-benzamid

M szamitott: 416,105; [M+H]": 417,2; [M-H]-: 415,2; Rt: 3,95

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) d ppm: 9,02 (s, 1H); 8,40 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 8,13 (d, /= 9,5 Hz, 1H); 7,93 (d, J =
8,4 Hz, 1H); 7,60 (br. s, 1H); 754(br s, 1H); 7,38 (d, J=5,2 Hz, 1H); 7,22 (d, /= 1,9 Hz, 1H); 7,12 (d, J= 12,5
Hz, 1H); 7,09 (dd, J = 8,4 és 1,9 Hz, 1H); 4,18 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 3,91 (s, 3H); 1,37 (t, J = 6,9 Hz, 3H)

hozam: 10 %
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64

4-fluor-5-{[4-(4-fluor-2-izopropoxifenil)pirimidin-2-ilJamino}-2-metoxi-benzamid

M. szamitott: 414,150; [M+H]": 415,2; [M-H] 413,3; Rt: 3,83

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 8,97 (s, 1H); 8,38 (d, /=5,3 Hz, 1H); 8,12 (d, /= 9,5 Hz, 1H); 7,95 (dd, J
=8,8 és7,1 Hz, 1H); 7,60 (br. s, 1H); 7,54 (br. s, 1H); 7,36 (d, /= 5,3 Hz, 1H); 7,12 (d, /= 12,8 Hz, 1H); 7,07 (dd,
J=11,5és 2,3 Hz, 1H); 6,84 (ddd, J=8,8, 8,2 és 2,3 Hz, 1H); 4,77 (sp, /= 6,0 Hz, 1H); 3,90 (s, 3H); 1,31 (d, /=
6,0 Hz, 6H)

hozam: 10 %

65

5—{[4—(2,4—diﬂuorfenil)pirimidin—Z-il]amino}-4-ﬂuor—Z—metoxi-benzamid

M, szamitott: 374,099; [M+H]": 375,1; [M-H]: 373,2; Rt: 3,53

'H NMR (300 MHz, DMSO- -d.) o ppm: 9,18 (s, 1H); 8,48 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,11 (d, J=9,4 Hz, 1H); 8,08 (ddd,
J=9,0, 8,8 és 6,8 Hz, 1H); 761 (br. s, 1H); 7,56 (br. s, 1H); 7,41 (ddd, J=11,7, 9,2 és 2,5 Hz, 1H); 7,23 (ddd, J ~
8,8,8,5¢és25Hz 1H); 7,17 (dd, J=5,2 és 2,3 Hz, 1H); 7,14 (d, /=12,8 Hz, 1H); 3,92 (s, 3H)

hozam: 24 %

66

N-[3-(1H-benzimidazol-1-ilmetil)fenil]-4-(2-metoxifenil)-pirimidin-2-amin

M szamitott: 407,175; [M+H]": 408,1; [M-H]: 406,1; Rt: 3,52

'H NMR (300 MHz, DMSOd)bppm 9,63 (s, 1H); 8,45 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,36 (s, 1H); 7,88 (dd, J=7,7 és 1,8
Hz, 1H); 7,84 (dd, J ~ 15eslSHz 1H); 7,71 (dm, J = 8,1 Hz, 1H); 7,65 (m, 1H); 7,50 (ddd, /=8,3, 7,2 és 1,8
Hz, 1H); 7,48 (m, 1H); 7,33 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,25 (dd, J= 8,1 és 7,6 Hz, 1H); 7,19 (dd, J=8,3 és 1,0 Hz, 1H);
7,15-7,22 (ovl. m, 2H); 7,14 (ddd, J=7,7, 7,2 és 1,0 Hz, 1H); 6,87 (dm, J = 7,6 Hz, 1H); 5,47 (s, 2H); 3,87 (s, 3H)
hozam: 12 %

67

N-[3-(1H-benzimidazol-1-ilmetil)fenil]-4-(4-fluor-2-metoxifenil)-pirimidin-2-amin

M. szamitott: 425,165; [M+H]": 426,1; [M-H]: 424,1; Rt: 3,56

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) 6 ppm: 9,63 (s, 1H); 8,44 (d, J=5,2 Hz, 1H); 8,36 (s, 1H); 7,93 (dd, J=8,7 és 7,2
Hz, 1H); 7,82 (dd, J=1,7 és 1,7 Hz, 1H); 7,67 (dm, J=7,9 Hz, 1H); 7,65 (m, 1H); 7,48 (m, 1H); 7,25 (dd, /=7,9
és 7,9 Hz, 1H); 7,14-7,21 (ovl. m, 2H); 7,32 (d, J= 5,2 Hz, 1H); 7,10 (dd, J=11,4 és 2,5 Hz, 1H); 6,98 (ddd, J =
8,7, 8,1 és2,5Hz, 1H); 6,88 (dm, J=7,9 Hz, 1H); 5,48 (s, 2H); 3,90 (s, 3H)

hozam: 14 %

68

N-[3-(1H-benzimidazol-1-ilmetil)fenil]-4-(2-fluor-6-metoxifenil)-pirimidin-2-amin
M, szamitott: 425,165; [M+H]": 426,1; [M-H]: 424,1; Rt: 3,17
1HNMR(?)OOMHZ DMSO-d,) 0 ppm: 9,74 (s, 1H); 8,49 (d, J=5,0 Hz, 1H); 8,33 (s, 1H); 7,77 (dd, J=1,6 és 1,6
Hz, 1H); 7,68 (dm, J= 8,0 Hz, 1H); 7,64 (m, 1H); 7,48 (ddd, J=8,5, 8,5 és 6,7 Hz, 1H); 7,47 (m, 1H); 7,22 (dd, J
=8,0 és 7,5 Hz, 1H); 7,12-7,21 (ovl. m, 2H); 7,02 (ddd, /= 8,5, 0,6 és 0,6 Hz, 1H); 6,94 (ddd, /=9,3, 8,5 és 0,6
Hz, 1H); 6,89 (d, J=5,0 Hz, 1H); 6,83 (dm, J=7,5 Hz, 1H); 5,44 (s, 2H); 3,78 (s, 3H)
hozam: 7 %

69

N-[4-(3,5-dimetilizoxazol-4-il)fenil]-4-(4-fluor-2-metoxifenil)-pirimidin-2-amin

M szamitott: 390,149; [M+H]": 391,3; [M-H]: 389,2; Rt: 4,45

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) o ppm: 9,76 (s, 1H); 8,50 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,98 (dd, /= 8,6 és 7,1 Hz, 1H);
7,91 (dm, J = 8,6 Hz, 2H); 7,33 (d, /= 5,2 Hz, 1H); 7,30 (dm, J = 8,6 Hz, 2H); 7,12 (dd, /= 11,4 és 2,4 Hz, 1H);
6,96 (ddd, J=8,6, 8,2 és 2,4 Hz, 1H); 3,91 (s, 3H); 2,40 (s, 3H); 2,22 (s, 3H)

hozam: 7 %

IRODALOM 9. Chang, X., et al.: Acta Biochim. Biophys. Sin. 46, 240-253
(2013).
. Smith, L., et al: BMJ] Open. doi: 10,1136/bm]o- 10. Manohar, S. M., et al.: Leuk. Res. 35, 821-830 (2011).
pen-2015-009576 (2015). 11. Alvarez-Fernandez, S., et al.: Clin. Cancer Res. 19, 2677-
. Gozetti, A., et al.: Oncol. 4, 1-5 (2014). 2687 (2013).
. Bladé, ]., et al.: Oncol. Clin. N. Am. 21, 1231-1246 12. Natoni, A., et al.: Cancers. 5, 901-918 (2013).
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Szerves szelénvegyiiletek mint daganatellenes szerek:
kisérleti eredmények in vitro vastagbél adenokarcindma modellen
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Summary

GAjpAcs, M., HANDzLIK, |., SANMARTIN, C., DOMINGUEZ-ALvA-
Rez, E., SPENGLER, G.: Organoselenium compounds as anti-
tumor agents: in vitro evaluation on a colon cancer model
system

Introduction: The overexpression of efflux pumps on cancer cells
is one of the hallmarks of multidrug resistance (MDR). Seleni-
um (both as a trace element and its derivatives) has important
roles in various biological processes. Selenium-based compounds
as anticancer agents have attracted reasonable attention. It has
been described that they possess cytotoxic properties and they can
influence inflammatory processes, oxidative stress, and immune
response.

Aims: The aim of our study was the biological evaluation of novel
organoselenium compounds using human colonic adenocarcino-
ma cell lines as an in vitro model system.

Methods: Cytotoxicity of the tested compounds was assessed
with MTT method, and the effect of verapamil on the cytotoxicity
of these compounds was also evaluated. The efficacy of the com-
pounds to inhibit the ABCB1 efflux pump was measured using
rhodamine 123 accumulation assay using flow cytometry.

Results: The tested selenocompounds showed potent cytotoxic
activity and were able to inhibit the activity of the ABCB1 trans-
porter by increasing the amount of rhodamine 123 accumulated
inside of the cells. The cytotoxicity of the tested compounds was
not considerably altered after treatment with verapamil.

Conclusion: Since the compounds 1 and 9-11 showed promising
anticancer and efflux pump inhibitory activities, they could be of
future interest in synthesizing additional antitumor derivatives
or adjuvants in experimental oncopharmacology.

Keywords: selenocompounds, colon adenocarcinoma, antitumor,
efflux pump, verapamil

Osszefoglalds

Bevezetés: A kiilonbozd  efflux pumpa  fehérjek  tilzott
kifejezédését a daganatsejtekben a multidrog rezisztencia (MDR)
eqyik legfontosabb mechanizmusdnak tekinthetjiik. A szelén mint
nyomelem, valamint szerves és szervetlen vegyiiletei formdjiban
egyardnt fontos szerepet jatszik kiilonbozd bioldgiai folyamatok-
ban. Szdmos kutatdsi eredmény dll rendelkezésre a szelén alapii
vegyiiletek hatékonysdgdra vonatkozéan: lehetnek citotoxikus
hatdsii szerek, befolydsolhatjik a gyulladdsos és immunvdlaszt,
illetve moduldlhatjik az oxidativ stresszt.

Célkitiizés: Alabbi munkink célja iijszerii szerkezeti tulajdon-
sidgokkal rendelkezd szerves szelénvegyiiletek biolégiai hatdsdnak
vizsgdlata in vitro humdn vastagbél adenokarcindma sejtvonal,
mint modellrendszer felhaszndldsdval.

Modszerek: A szelénvegyiiletek citotoxikus hatdsit MTT méd-
szerrel hatdroztuk meg, illetve vizsgdltuk, hogyan viltozik a ve-
gyiiletek daganatellenes hatdsa verapamil hatdsdra. Az ABCB1
multidrog efflux pumpa gdtlds hatékonysdgdt rhodamin 123 ak-
kumuldcién alapuld dramldsi citometrids modszerrel mértiik.

Eredmények: A vizsgilt vegyiiletek erds citotoxikus hatdssal
rendelkeztek, és képesek voltak gdtolni az ABCB1 pumpa miiko-
dését, megnovelve a rhodamin 123 intracelluldris mennyiségét.
Verapamil hatdsdra nem vdltoztak szdmottevden a vegyiiletek IC,
értékei a citotoxicitdsi vizsgdlatban.

Kovetkeztetések: Mivel az 1 és 9-11 szidrmazékok igéretes daga-
natellenes és efflux pumpa gdtlo hatdssal rendelkeznek, a jovében
vezérmolekuldk lehetnek daganatellenes hatdsii vagy adjuvins
szdrmazékok szintéziséhez és tovdbbi kisérletek tervezéséhez.

Kulcsszavak: szelénvegyiiletek, vastagbél adenokarcindma, anti-
tumor, efflux pumpa, verapamil

1. Bevezetés

A szelén a periddusos rendszer VI.A f6csoportja-
ban (oxigéncsoport, kalkogének) talalhato, elemi
allapotban sziirke szin(i nemfém. A 20. szazad ko-
zepéig csupan potencidlisan toxikus anyagként

tartottak szamon, csak késobb ismerték fel, hogy a
szelén, illetve szerves és szervetlen szarmazékai
szerepet jatszanak tobb, létfontossagu bioldgiai fo-
lyamatban. A szelénnel kapcsolatos érdeklodés
akkor valt kifejezetté, mikor kimutattak, hogy hia-
nyaban kiilonb6zd patoldgias folyamatok mennek
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végbe az emberi szervezetben (Keshan-kor,
Kashin-Beck-kor) [1]. Tobb olyan novényfaj (példa-
ul Brassiceae, Alliaceae csalad tagjai) tartalmaz
nagy mennyiségben szerves szelénvegyiileteket,
amely kozismerten jotékony hatassal birnak kii-
16nb6z6 betegségek (sziv- és érrendszeri korképek,
iziileti gyulladas) megel6zésében, ezen feliil epi-
demiologiai vizsgalatok bizonyitottdk az elemi
szelén jelentdségét a prosztata-, nyel6csé- és a tii-
dérak incidencidjanak csokkentésében [2]. Az em-
16s szervezetek is tartalmazzak a szelén szarma-
zékait, legnagyobb mennyiségben szelenopro-
teinek (szelenocisztein, szelenometionin) formaja-
ban. A szelénvegydiiletek kiilonb6z6 inkorporacios
mechanizmusokon (szelént tartalmazd fehérjék)
és metabolikus-exkrécidés utakon (tobbek kozott
tiidén keresztiil kilélegezve, kivalasztva a vizelet-
tel) keresztiil fontos részét képezik szervezetiink
biokémiai homeosztazisanak [3]. A szelénvegydiile-
tek idével a tudomanyos szakirodalom érdeklédé-
si korébe kertiltek sokoldalt bioldgiai tulajdonsa-
gaik miatt. S5zamos kutatasi eredmény all rendel-
kezésre az elemi szelén és a szelénvegyiiletek ha-
tékonysagara vonatkozoan, mint sejtosztodast
gatlo, citotoxikus, apoptozist indukald vegydiiletek,
emellett a reaktiv oxigén intermedierek (ROS)
szintjének modulalasa, gyulladasos mediatorok és
immunvalasz befolyasolasa, illetve a gyogyszer-
rezisztencia csokkentése teriiletén is igéretes
anyagoknak bizonyultak [4-7]. A reumatoid
arthritis kezelésében jol ismert, hogy adjuvansként
gyakran ajanljak a szelén bevitelét, kutatjak tovab-
ba szerepét a Hashimoto-thyreoiditis kezelésében,
mivel egyesek szerint kedvezé mellékhatas profil-
lal rendelkezd hatékony terdpids szer lehetne [8].
A szakirodalom leirja tovabba, hogy szelénvegyii-
letek hatasat sok tényezd befolyasolja. Fiigg a ve-
gyiiletek koncentracidjatol (hatékonysaguk gyak-
ran U-alaka gorbét vesz fel), kémiai formajatol
(szervetlen vagy szerves szarmazék, a molekula a
szelénatomot milyen funkcios csoportok kiséreté-
ben tartalmazza) és a szervezet vagy vizsgalati
modell metabolikus aktivitasatol is [3, 4].

Az ATP-kot6 kazetta (ABC, ATP-binding
cassette) transzporter csaldd rendkiviil jelentds és
elterjedt csoportja a transzportfunkciot ellato fehér-
jéknek. Integralis membranproteinek, mutkodésiik
soran az ATP hidrolizisébdl felszabadul6 energiat
haszndljak fel arra, hogy a szallitofehérijét kifejezd
sejtbdl eltavolitsanak kiilonbozd anyagcsere termé-
keket és xenobiotikumokat, igy toltik be fiziologias
szerepiiket. Ezek a sejtek szamara idegen, mester-
séges anyagok lehetnek kiilonb6zd vegyi anyagok,

élelmiszer-adalékok és gyogyszerek [9]. Felépitésii-
ket tekintve két legfontosabb szerkezeti elemiiknek
az ATP megkotésére szolgald nukleotid koto és a
transzlokaciés utat biztositdé transzmembran
doméneket tekinthetjiik. Maig kozel 50 kiilonb6z6
fajta human ABCBI1 transzportert irtak le, rendki-
viili jelentdséggel birnak kiilonbo6zé fizioldgias fo-
lyamatok és barrier rendszerek fenntartasaban,
egyes  betegségek  (pl.  cisztds  fibrozis)
patomechanizmusdban és a daganatsejtek terapia
rezisztencidjaban egyarant [10]. Az ABC transz-
porterek egyik legfontosabb és legszélesebb korben
tanulmanyozott tagja az ABCB1 (P-glikoprotein,
Pgp-170). Az ATP hidrolizise altal szolgaltatott
energia segitségével endogén és exogén (a rezisz-
tencia szempontjabdl jelentds) szubsztratokat pum-
pal ki a sejtekbdl. Rékos sejtek esetén flexibilis
szubsztratkoté helyének koszonhetéen tobbféle,
kiilonb6zd kémiai szerkezet(i és hatdsmechanizmu-
su kemoterapids szer kipumpalasara képes
(szubsztratjai kozé tartoznak pl. a vinka alkaloidok,
antraciklinek, taxanok, topotekan, doxorubicin stb.)
[11]. MUGkodése soran konformacio valtozason
megy keresztiil, a fehérje kifelé nyitott allapotba ke-
riil, és megtorténik a szubsztrat eltavolitasa [12].
Klinikai szempontbol kiemelt jelentdséggel rendel-
kezik tovdbba az MRP1 (multidrug resistance-
associated protein), melynek jelenléte prognoszti-
kai jelent6ségli tiid6-, vastagbél- és mellrakban [13].
Azokat a vegyiileteket, amelyek képesek gatolni
ezen transzporterek funkcigjat, efflux pumpa gat-
loknak (efflux pump inhibitor, EPI) nevezziik. Fel-
torekvd kutatasi iranyvonalnak tekinthet6 és tera-
pias stratégia lehet az efflux pumpa gatlok adju-
vansként torténd alkalmazasa, a daganatterdpia ha-
tékonysaganak novelése érdekében [14, 15].

Kutatasunk célja tjonnan szintetizalt, kiilénbo-
z0 fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd
szelénvegyiiletek (egy ciklikus szelenoanhidrid és
tiz szelenoészter szarmazék) biologiai aktivitasa-
nak feltardsa. Vizsgalatunk soran célul thztiik ki,
hogy meghatarozzuk, milyen hatassal birnak ezek
a vegyiiletek human eredetli daganatsejtek oszto-
dasara, illetve mekkora hatékonysaggal rendel-
keznek az efflux pumpa eredet(i rezisztencia me-
chanizmus visszaforditasaban.

2. Alkalmazott anyagok
2.1. Vizsgalt vegyiiletek

Ciklikus szelenoanhidrid (1) és szelenoészter szar-
mazékok (2-11) (1. dbra). A vizsgalt vegyiileteket
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1. dbra: A vizsgdlt szelénvegyiiletek (1-11) szerkezeti képletei

dikarboszelenolat; 5: dimetil-
benzén-1,4-dikarboszelenolat;
6: karbamoil-benzoszelenolat;
7. metoxikarbonil-metil-2-klo-
ro-benzoszelenolat; 8: fenoxi-
karbonil-metil-benzoszele-
nolat; 9: metoxikarbonil-metil-
4-kloro-benzoszelenolat;  10:
3,3-dimetil-2-oxobutil-4-kloro-
benzoszelenolat, 11: 3,3-di-

hasznalt modellrendszer

2. abra: Human vastagbél adenokarcindoma sejtvonalak, a vizsgdlataink sordn

metil-2-oxobutil-3,5-dimetoxi-
benzoszelenolat.

prof. dr. Juan Antonio Palop, prof. dr. Carmen San-
martin és dr. Enrique Dominguez-Alvarez (Navarrai
Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar, Szerves- és
Gyodgyszerkémiai Intézet, Pamplona, Spanyolor-
szag) kutatocsoportja szintetizalta és bocsatotta
rendelkezésiinkre. A vegyiiletek stabilnak bizo-
nyultak levegdén, vizben kevéssé, dimetil-szul-
foxidban jol oldédnak. A vegydiiletek szintézisét és
szerkezetiik igazoladsat, valamint tobb bioaktiv tu-
lajdonsagukat mar leirtak [16, 17].

A vegyiiletek neve az IUPAC nevezéktana alap-
jan: 1: benzo[c]szelenofén-1,3-dion; 2: dimetil-tiofén-
2,5-dikarboszelenolat; 3: metoxikarbonil-metil-4-
kloro-benzoszelenolat; 4: dimetil-benzén-1,3-

2.2. Sejtvonalak

Human vastagbél adenokarcinéma sejtvonalak (2.
dbra) doxorubicin érzékeny Colo 205 és multidrog
rezisztens Colo 320/MDR-LRP sejtvonal, amely
taltermeli az ABCBI1 fehérjét), ATCC-CCL-220.1
(Colo 320) és CCL-222 (Colo 205) katalogus szam-
mal az LGC Promochem cégtdl (Teddington,
Egyesiilt Kiralysag) keriiltek megvasarlasra. A sej-
tek RPMI-1640 tapfolyadékban, 5%-os szén-dioxid
tenzi6 mellett keriiltek tenyésztésre CO, termo-
sztatban. A kitapadt sejtek levalasztasat 5 perces
Trypsin-Versen oldattal torténé kezeléssel végez-
tiik 37 °C-on.
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3. Vizsgalati moédszerek
3.1. Citotoxicitdsi vizsgdlat

A kiilonboz6 szerkezeti szelénvegyiiletek sejt-
osztodasra gyakorolt hatasat felez6 higitassal
hataroztuk meg 96-lyukt mikrotiter lemezek-
ben. A lemezek elrendezése a kovetkezo volt: az
els6 oszlopba 200 ul tapfolyadék keriilt (tapfolya-
dék kontroll), a masodik oszlopba a 100 ul tapfo-
lyadék mellé 100 ul térfogatban kezeletlen sejte-
ket adtunk (sejtkontroll). A sejtszam a vizsgalat-
hoz 2x10* sejt/ml-re volt bedllitva. A human vas-
tagbél adenokarcinoma sejtek lemezekre mérését
megeldzte a Trypsin-Versen-oldattal vald kezelés
és a kitapadt sejtek levalasztasa. A harmadik
oszlopba 196 ul tapfolyadékhoz 4 ul-t adtunk a
szelénvegyiiletek 10 mM-os koncentracidéju
torzsoldataibol. Az igy elért 200 uM-os kezdeti
koncentraciot higitottuk tovabb felezé higitasos
modszerrel. A dimetil-szulfoxid kezdeti kon-
centracioja 2 V/V%-os volt. Ezutan a 2-12. szamu
oszlophoz hozzamértiik a sejteket 100-100 pl tér-
fogatban. A lemezeket 37 °C hoémérsékleten
inkubaltuk 24 6ran at, CO, termosztatban. Az in-
kubacié utan 20 pul MTT-festéket mértiink a le-
mezekre, majd tovabbi 4 6éra mulva 100 pl 10%
SDS (natrium-dodecil-szulfat)-HCl elegyet mér-
tik a mintdkhoz, a formazan Kkristalyok
szolubilizaldsa céljabdl. A modszer soran azt a
tulajdonsagat hasznaljuk ki a tetrazdliumsonak,
hogy metabolikusan aktiv, életképes sejtekben a
mitokondridlis dehidrogendz enzim hatdsara
kék szint formazan kristalyokka alakul [7]. A
szinvaltozas miatt a mddszer kolorimetrids meg-
hatarozassal kvantitativva tehetd. Egy-egy leme-
zen kontroll kisérletet is végeztiik sejtek nélkiil,
hogy  meghatarozzuk, torténtek-e  oxido-
redukcids (azaz a sejtek novekedésétdl fiigget-
len, szinvaltozast okozd) reakciok a vizsgalt ve-
gylletek és az MTT kozott. Ez utobbi vizsgala-
tok eredménye negativ volt. A lemezek optikai
denzitasat (OD) Multiscan EX ELISA mikrotiter
lemez leolvaséval (Thermo Labsystem, Cheshire,
Egyesiilt Allamok) mértiik 540 és 630 nm-en. A
mérések soran az IC, értéket hataroztuk meg,
amely azt a koncentraciodt jelenti, ahol a vizsgalt
sejtek 50%-a elpusztul a kontrollhoz képest, az
alabbi képlet alapjan:

ODkezelt — OD médivmkontroll

IC, = 100- x
O kezeletien — O médinumkoniroll

3.2. ABCBI efflux pumpa gdtlds vizsgdlata dramldsi
citometridval

A vizsgalat sordn a human vastagbél adenokar-
cindma sejtek szamat 2x10° sejt/ml-re allitottuk be,
a sejteket centrifugalds utdn reszuszpendaltuk
szérummentes tapfolyadékban, majd 0,5 ml térfo-
gatonként Eppendorf-csévekbe osztottuk szét
Oket. A vizsgdlt vegyiileteket 2 és 20 uM-os vég-
koncentracidkban adtuk a mintakhoz, 1 és 10 mM-
os koncentracidja torzsoldatokbodl, majd 10 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk a mintakat. A
vizsgalat soran pozitiv kontrollként verapamilt
hasznaltunk (20 uM koncentraciéban), amely ha-
tasos gatldszere a P-glikoproteinnek, magas tera-
pias koncentraciokban alkalmazva képes vissza-
forditani az efflux pumpak altal kialakitott MDR
fenotipust rakos sejtekben, azonban ilyen doézis-
ban mar kardiotoxikus mellékhatasai miatt in vivo
alkalmazasa nem lehetséges. Ezt kovetéen vala-
mennyi mintdhoz 10-10 ul rhodamin 123 (R123)
festéket mériink [18]. A R123 egy nem toxikus,
lipofil, kationos fluoreszcens festék (A =505/534
nm), amely az ABCB1 pumpa szubsztratja. Mivel
membranpermeabilis, az €16 sejtek gyorsan felve-
szik, igy MDR gatloszerekkel egyiitt az ABCB1
pumpa funkcidjanak mérésére hasznalhato [19]. A
kezelt mintakat 20 percig 37 °C-os vizfiirddben
tartottuk, és miutan kétszer mostuk Oket foszfat
sooldat pufferrel (PBS), 0,5-0,5 ml PBS-ben vettiik
fel a mintdkat. A vizsgalt sejtpopulaciok fluoresz-
cencigjat Partec CyFlow daramlasi citométerrel
(Partec, Németorszag) detektaltuk, a mérési ered-
ményeket Flow]Joe szoftverrel értékeltiik ki. Vizs-
galatunk eredményeképpen fluoreszcencia aktivi-
tasi hanyados (FAR) értékeket kapunk, amelyek az
alabbi Osszefiiggés alapjan hatarozhatéak meg, a
kezelt és kezeletlen, érzékeny PAR és MDR sejtvo-
nalak fluoreszcencidjanak fliggvényében:

MR kezete/ MIDR kontral!

FAR=— —
Erzékeny kezeir/ Erzékeny konvolt

3.3. Verapamil hatdsdnak vizsgdlata a szelénvegyiiletek
citotoxicitdsdra

Egy tovabbi kisérlet keriilt elvégzésre, hogy meg-
allapithassuk, a verapamil képes-e fokozni a sze-
lénvegytiiletek citotoxicitasat human vastagbél
adenokarcindma sejteken. A verapamil koncentra-
cidja 20 uM-ra volt beallitva a 96-lyuku mikrotiter
lemezen (a 3.-12. sorban, kivéve a medium kontroll
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I. tablazat
Szelénvegyiiletek citotoxikus hatdsa Colo 205 és Colo 320
human vastagbél adenokarcinéma sejtvonalon

Minta Colo 205 Colo 320 SI
1c, (uM)| SP#| 1c_(um) | SP*

1 | >0 | . 6388 | 212 | =°7
2 >100 - >100 . -

3 >100 ; >100 - )

4 >100 - 1245 | 176 | 2803
5 >100 - >100 )

6 >100 - >100 B

7 >100 - >100 -

8 >100 - 53,68 0,91 | >1,86
9 548 | 075 0,55 0,11 | 9,9
10 1,63 | 0,55 0,96 0,15 | 1,69
11 1,19 | 021 0,35 0,09 | 3,40

Colo 205: sziildi sejtvonal; Colo 320: multidrog re-
zisztens sejtvonal; IC, ;: a sejtek 50%-nél pusztulast
okozd koncentracié pM-ban, SD: sztenderd devidci6
(szoras); SI: szelektivitasi index

és sejtkontroll sorokat). Ezt leszamitva, a vizsgalat
tovabbi menete megegyezik az el6zéekben leirt
citotoxicitasi vizsgalatéval (lasd 3.1.). Egy el6zetes
kontrollvizsgalatban megallapitottuk, hogy a
verapamil ilyen koncentracioban nem rendelkezik
citotoxikus hatdssal, igy az IC,, értékben (azaz a
szelénvegyiiletek citotoxicitdsaban) bekovetkezd
valtozas a verapamil hatasanak tudhatd be [20].
Az IC,, értékben bekovetkez6 valtozast a
verapamillal kezelt és a kezeletlen citotoxicitasi
vizsgalatok eredményei kozott az alabbi képlettel
fejeztiik ki:

0 — __(Icso (verapamil)
% 100 ([CSU (keze]et]en)) *100

4. Eredmények értékelése
4.1. Citotoxicitdsi vizsgdlat

A vizsgalat célja annak meghatdrozasa volt, hogy a
szelénvegyiiletekkel ~kezelt humaéan vastagbél
adenokarcinéma (Colo 205 doxorubicin-érzékeny
szi1l6i és Colo320/MDR-LRP multidrog rezisztens)
sejtvonalakon mekkora volt a sejtpusztulas mértéke,
amelyet az IC, érték szemléltet. A kisérletek ered-

ményei harom, egymastdl fiig-

FAR
14

12

10

0

&

o
\‘W@b \'99@ '\f-g qt@’ uf& 4\9@ ~:sf"Qsjlv ,\.19;;' osf‘?g' x“ﬁgiﬁ

getlen, azonos koriilmények
kozott végrehajtott kisérlet at-
lagabol szarmaznak. Az oldo-
szernek (dimetil-szulfoxid)
nem volt citotoxikus hatésa.
Azokat a szarmazékokat, ahol
a szamitott IC_ érték nagyobb
volt, mint 100 uM, nem tekin-
tettiik hatékonynak, itt a szo-
ras és szelektivitasi index sem
kertiilt meghatarozasra [7].

A human vastagbél ade-
nokarcinéma sejteken végzett
vizsgalatok soran a 9-11 sza-
mu  szelenoészterek  erds
citotoxikus hatassal rendel-
keztek az érzékeny és a
multidrog rezisztens sejtvo-
nalon egyarant (I. tdbldzat).
Megfigyelhet6 emellett, hogy
a 9-es és 1l-es szamu sze-
lenoészterek erls szelektivi-

&
&

3. dbra: Szelénvegyiiletek ABCB1 multidrog efflux pumpdt gatlé hatdsa 2 és 20 uM
koncentrdcio mellett humdn vastagbél adenokarcindéma sejtvonalon.

FAR: fluoreszcencia aktivitdsi hdnyados

tast mutatnak a multidrog re-
zisztencidval rendelkezé sejt-
vonal iranyaba (SI<3) [21].
Hasonléan igéretes a ciklikus
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szelénanhidrid (1), és két tovabbi szelenoészter (4
és 8), melyek az érzékeny sejtvonalon 100 pM-os
koncentraciéig nem mutattak citotoxikus hatast,
viszont a rezisztens sejtvonalon igen. Megjegye-
zendd azonban, hogy ezen tulajdonsagaikat ma-
gasabb koncentraciotartomanyban fejtik ki, mint
amit ilyen vegydiileteknél elvarnank (<10 uM).

4.2. ABCB1 pumpa gitlds vizsgdlata

A human vastagbél adenokarcindéman végzett
efflux pumpa gatlasi vizsgalatok soran a vizsgalt
tizenegy vegydiilet koziil négy (1, illetve 9-11) mu-
tatott jelentés ABCB1 pumpa gatlo hatast (3. dbra)
Ezek a vegyiiletek a pozitiv kontrollhoz képest
tizszer kisebb koncentracioban (2 uM) is hatéko-
nyabb efflux pumpa gatléo hatdssal rendelkezett,
mint a haszndlt referencia vegyiilet (20 uM-os
koncentracioban) (verapamil,  : FAR=2,85; 1, PM=3,86;
9, uM=11’43)’ ezekben a vizsgalatokban volt a legna-
gyobb a rhodamin 123 intracelluldris koncentraci-
0ja. Mas szelenoészterek nem mutattak a pozitiv
kontrollhoz mérhet6 hatast.

4.3. Verapamil hatdsa a szelénvegyiiletek
citotoxicitdsdra

Kisérleti eredményeink (II. tdbldzat) fliiggvényé-
ben elmondhatd, hogy a verapamil hatasara ara-

II. tablazat
Szelénvegyiiletek citotoxikus hatdsa Colo 205 és Colo 320
humdn vastagbél adenokarcindma sejtvonalon

Minta| Colo 205 Colo 320

ic, uM|sD | A% |1c, (uvy[sp x| A%
1 | >100 | - | - | 6260 |1,46]-19%
2 >100 - - >100 - -
3 >100 - - >100 - -
g | >00 | - [ - | 1202 [097]36%
5 >100 - - >100 - -
6 >100 - - >100 - -
7 | >00 [ - | - | s00 [ -] -
s | >100 | - | - | 51,99 [294]-33%
o | 536 |084]-22%| 041 |018|341%
10 | 159 [036|-40%| 091 |o021]55%
11 | 098 |033|186% 031 |010]-129%

Colo 205: sziildi sejtvonal; Colo 320: multidrog re-
zisztens sejtvonal; IC,;: a sejtek 50%-nal pusztulast
okoz6 koncentracié pM-ban, SD: sztenderd deviacio
(sz6ras); A%: valtozas %-ban kifejezve

nyaiban minden esetben csokkent a szelénvegyti-
letek IC,, értéke, mind az érzékeny (2,2-18,6%)
mind a rezisztens (1,9-34,1%) sejtvonalon (ahol ez
értelmezhetd), azonban abszolut értékben ezeket a
kiilonbségeket nem tekinthetjiik klinikai-terapias
szempontbol szignifikansnak. Az IC,, érték csok-
kenésében valoszintileg mas mechanizmus jatszik
szerepet, mint a verapamil altal kozvetitett efflux
pumpa gatlas, hisz nem lathat6 eltérés az érzé-
keny és rezisztens sejtvonalon megfigyelt valtozas
mértékében.

5. Osszegzés

A szelénvegyiiletekkel human eredet(i daganatos
sejteken végzett citotoxicitasi és ABCBI1 efflux
pumpa gatlasi, vizsgalatok soran megfigyelhetd
volt, hogy bizonyos vegyiiletek minden vizsgalat
soran figyelemre mélto aktivitassal rendelkeztek,
mig masok nem voltak hatékonyak egyik kisérlet-
ben sem. Eredményeink tiikrében elmondhatd,
hogy adott szerkezettel (alapvazzal és funkcios
csoporttal) rendelkezd vegyiiletek mutattak jelen-
tés aktivitdst. Osszességében a leghatékonyabb
molekulaknak a ciklikus szelenoanhidridet (1;
benzo[c]szelenofén-1,3-dion) és a 9-11 szamu sze-
lenoésztereket tekinthetjiik. Vizsgalataink ered-
ményei alapjan a hatékonysaghoz sziikséges felté-
telek akkor teljestilnek, ha a szarmazék alkil-keton
csoporttal rendelkezik azon a kozponti alkil-
lancon, amely a kdzponti szelénatomot tartalmaz-
za (metil-keton-szelenoészterek). Ezzel szemben, ha
ez a feltétel nem teljesiil, vagy az alkil-keton cso-
port cseréje, amid, észter, vagy szubsztitualatlan
metilcsoportra torténik, megsziinik a vegyiiletek
erds citotoxikus, ABCBI1 transzportert gatld hata-
sa.

A ciklikus szelenoanhidrid nem mutatott toxici-
tast az érzékeny human vastagbél adenokar-
cinoma sejteken, hasonld szelektivitassal rendel-
keztek a 4 és 8 szamu szelenoészterek is. A 9-11
szamu szelenoészterek multidrog rezisztencia
visszaforditd hatasuk mellett citotoxicitasi vizsga-
latainkban erdsen toxikusnak bizonyultak, ezen
erds sejtpusztitd hatdsukat kozel nanomdlos tarto-
manyban fejtették ki. A szelenoanhidrid és az ak-
tiv szelenoészterek efflux pumpa gatlasi vizsgala-
tunkban mutatott hatékonysaguk, valamint a
szelenoanhidrid figyelemre mélté szelektivitasa
miatt igéretes kiindulopontok lehetnek tovabbi ki-
sérletek tervezésénél, és 0j szarmazékok szintézi-
sénél. Erdekes lenne megvizsgélni, hogy a haté-
kony szelénvegyiiletek milyen kolcsénhatast mu-
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tatnak referencia kemoterapids szerekkel, igy
meghatdrozhaté lenne, hogy melyek azok az
agensek, amelyek hatdsat erdsithetik a szelénve-
gyliletek, emellett ezen informacidval felvértezve
egy lépéssel kozelebb keriilhetiink hatdsmecha-
nizmusuk megfejtéséhez.

6. Koszonetnyilvanitas

A kozlemény szerzdi szeretnénk koszonetet mon-
dani Vigyikdnné Viradi Anikonak, a kisérletek elvég-
zésében és a laboratoriumi el6készitésben nyujtott
segitségéért. Koszonjiik Dr. Ocsovszki Imre segitsé-
gét az dramlasi citometrias vizsgalatok elvégzésé-
nél és az eredmények kiértékelésénél. Koszonjiik
prof. dr. Juan Antonio Palop-nak a vegyiiletek szinté-
zise és szerkezetigazoldsa sordn nyujtott segitsé-
gét. A kutatas az Emberi Eréforrasok Minisztériu-
ma UNKP-17-3 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tamogatasaval késziilt. Spengler
Gabriella Bolyai Janos Osztdndijban részesiil. A
kutatasunkat a TAMOP-4.2.2.A-11/IKONV-2012-0035
és TAMOP-4.2.4.A/2-11/1/2012-0001 palyazatok és
a Balassi Intézet Kutatdi Program tamogatta.
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Rakellenes és efflux pumpa gatlé hatasa szelénvegyiiletek ADME
tulajdonsagainak becslése szamitogépes modszerrel
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Summary

GAJpAcs, M., HANDzLIK, |., SANMARTIN, C., DOMINGUEZ-ALvA-
REz, E., SPENGLER, G.: Prediction of ADME properties for se-
lenocompounds with anticancer and efflux pump inhibitory
activity using preliminary computational methods

Introduction: The loss of efficacy related to cytotoxic agents is
one of the most important concerns of modern oncopharmacology,
the development of efflux pump inhibitors is a current research
trend. The promising biological properties of chalcogens have been
demonstrated by numerous reports in experimental chemothera-
py, but due to the inadequate properties of many compounds, the
majority of them are discarded in preclinical or clinical research.

Aims: The aim of our present study was the evaluation of physi-
co-chemical and pharmacokinetic properties of organoselenium
compounds with anticancer and efflux pump inhibitory proper-
ties, using preliminary computational methods.

Methods: To evaluate the physico-chemical and pharmacokinetic
properties of the selenocompounds, OSIRIS Molecular Property
Explorer and PreADMET 2.0 software were used. The relation-
ship between the estimated parameters and the efflux pump inhib-
itory activities of the tested compounds in previous studies was
investigated by correlation-regression analysis, using Past 3.16
statistical program.

Results: Based on the estimated values, each and every seleno-
compound complies with Lipinsky’s Rule of Five and these com-
pounds are expected to have excellent oral bioavailability, while
several of the reference compounds did not meet these conditions.
The efflux pump inhibitory activity of the compounds correlated
with the octanol/water coefficients (cLogP; p<.0.05).

Conclusion: The tested compounds showed promising predicted
ADME properties, therefore they could be of substantial interest
in the future synthesis or derivatization of additional selenium-
based antitumor agents and efflux pump inhibitors.

Keywords: selenocompounds, anticancer, efflux pump, ADME,
Lipinsky’s Rule of Five, cLogP

Osszefoglalds

Bevezetés: A citotoxikus szerek egyre csokkend hatékonysdga a
modern onkoterdpia egyik legfontosabb megoldando problémdja,
az efflux pumpa gatlé vegyiiletek fejlesztése jelentds kutatdsi
irdnyzatnak tekinthetd. A kalkogének igéretes biolégiai tulajdon-
sdgait a kisérletes kemoterdpidban szdmos kozlemény bizonyitja,
azonban sok vegyiiletet a nem megfeleld tulajdonsigai miatt a
preklinikai vagy klinikai kutatdsi fazisban elvetnek.

Célkitiizés: Munkank célja rdkellenes- és efflux pumpa gitlo ha-
tdssal rendelkezd szerves szelénvegyiiletek fizikai-kémiai és farma-
kokinetikai tulajdonsigainak becslése szamitogépes modszerekkel.

Modszerek: A szelénvegyiiletek fizikai-kémiai és farmakoki-
netikai tulajdonsdgainak becslésére OSIRIS Molecular Property
Explorer és PreADMET 2.0 szoftvereket haszndltunk. A becsiilt
paraméterek és az el6zd kisérletekben mért efflux pumpa gdtlé
hatds dsszefiiggésének vizsgdlatdra korreldcio-regresszid analizis
tortént Past 3.16 statisztikai program felhaszndldsdval.

Eredmények: A becsiilt értékek alapjan valamennyi szelénveg-
yiilet megfelel a Lipinsky-féle szabdlynak és eléreldthatélag kivdld
ordlis biohasznosuldssal rendelkeznek, mig a referencia vegyiiletek
koziil tobb nem felelt meg ezeknek a feltételeknek. A vegyiiletek ef-
flux pumpa gatlé hatdsa osszefiiggést mutatott azok oktanol/viz
koefficiensével (cLogP; p<0,05).

Kovetkeztetések: A becsiilt értékek alapjin a vizsgdlt szelén-
vegyiiletek igéretes ADME tulajdonsdgokkal rendelkeznek, ennél
fogva jelentdségiik lehet szdrmazékok elddllitdsa szempontjdbdl,
illetve tovdbbi szelén-alapti daganatellenes- és efflux pumpa gaitlé
vegyiiletek szintézisében.

Kulcsszavak: szelénvegyiilet, daganatellenes, efflux pumpa,
ADME, Lipinsky-féle ,6tos” szabdlyok, cLogP
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1. Bevezetés

A rosszindulatt tumorokban megfigyelhetd a
klasszikus (citotoxikus) kemoterapids szerekkel
szemben progressziven kialakuld rezisztencia,
amely a malignus korképek terapidjanak egyik
legfontosabb megoldatlan problémajat jelenti [1].
A kemoterapids szerekkel szemben ellenallo-
rezisztens fenotipus szamos mechanizmuson ke-
resztiil 1étrejohet a daganatsejtekben, multidrog
rezisztencia (MDR) esetén pedig tobb, kiilonb6z6
kémiai szerkezet(i és hatdsmechanizmusu szer te-
rapias alkalmzasa valik sikertelenné. A MDR le-
hetséges kivalé mechanizmusai kozé tartozik az
energiafiiggd efflux pumpat kodold gének foko-
zott kifejezédése [2]. A P-glikoprotein (ABCB1) az
egyik leggyakrabban tanulmanyozott multidrog
efflux pumpa, amely egy 170 kDa molekulatome-
gl transzporter fehérje, a nagymértékben konzer-
valt ATP-kot6 kazettat tartalmazd fehérjék szuper-
csaladjaba tartozik [3]. Jelen fehérjecsalad tagjai
fontos élettani funkciokat latnak el szamos szovet-
ben (csontveld, vese, epehdlyag, tiidd) és kiilonbo-
z0 fiziologias barrierek (pl. vér-agy-gat) fenntarta-
saban. A daganatsejtben ezeknek a fehérjéknek a
tultermelése meggatolja a terapias koncentracio el-
érését intracellularisan, mig a teljes testre vonat-
kozdéan nagymértékben Dbefolyasolhatjak a
gyogyszermolekuldk felszivodasat, eloszlasat és
clearance-ét [4]. Azon molekulakat, amelyek képe-
sek gatolni ezen transzporterek funkcidjat, efflux
pumpa gatloknak nevezziik (pl. verapamil,
valspodar, tariquidar stb.) [5]. Szamos kutatas ta-
masztja ala hatékonysagukat kombinaciés kemo-
terapidban, adjuvansként torténd alkalmazasukat
in vitro kortilmények kozott, azonban az eddigi
klinikai vizsgalatok nem valtottak be a hozzajuk
fzott reményeket [6].

A kalkogéneket (S, Se, Te) tartalmazo szerves
vegyiiletek az utobbi két évtizedben a szintetikus
kémiai és a bioldgiai vizsgalatok kozéppontjaba
keriiltek, mivel sokoldaltian tudjak befolyasolni a
baktérium- és emldssejtek életfolyamatait, emellett
kémiai szerkezetiiknél fogva redox-modulald
(pro- vagy antioxidans) hatdssal is rendelkeznek
[7-10]. El6z6 kutatasaink soran 11 szerves szelén-
vegyiilet daganatellenes és efflux pumpa gatld
hatasat vizsgaltuk allati és human
modellrendszerekben in wvitro [11,12]. Habar a
vizsgalt vegyiiletek farmakologiai tulajdonsagai
elsédlegesen azok redox-moduldld (illetve efflux
pumpa gatlé és citotoxikus) hatasuknak koszon-
hetdek, a szarmazékok tovabbi tulajdonsagai, igy

az oldhatdsaguk, stabilitasuk, illetve abszorpcio-
juk szintén befolydasolhatjak bioldgiai hatékonysa-
gukat. Koztudott, hogy a legtobb farmakon-jelolt
azért nem jut tal a preklinikai, illetve klinikai ku-
tatasi fazisokon, mert nem rendelkezik kielégit6
ADME (absorption—abszorpcid, distribution-meg-
oszlas, metabolism—metabolizmus, excretion-kiva-
lasztas) tulajdonsagokkal [13].

Kutatasunk célja ezen definialt bioldgiai hatas-
sal rendelkezd szerves szelénvegytiiletek (egy cik-
likus szelenoanhidrid és tiz kiilonb6z6 szerkezeti
szelenoészter) fizikai-kémiai és farmakokinetikai
tulajdonsagainak becslése szamitdgépes modsze-
rekkel. Vizsgalatunk soran célul ttiztiik ki, hogy a
becsiilt adatok alapjan el6zetes képet adjunk a
szarmazékok varhato farmakokinetikai tulajdon-
sagairdl és biohasznosuldsarol az emberi szerve-
zetben, illetve, hogy megvizsgaljuk, van-e kol-
csonhatas ezen prediktalt paraméterek és az eld-
zOekben kisérletes tuton szerzett, efflux pumpa
gatlasra vonatkozo eredmények kozott.

2. Alkalmazott anyagok
2.1. Vizsgalt vegyiiletek

Ciklikus szelenoanhidrid (1) és szelenoészter szar-
mazékok (2-11) (1. dbra; I. tabldzat). A vizsgalt
vegyiileteket prof. dr. Juan Antonio Palop, prof. dr.
Carmen Sanmartin és dr. Enriqgue Dominguez-Alvarez
(Navarrai Egyetem Gydgyszerésztudomanyi Kar,
Szerves- és Gyogyszerkémiai Intézet, Pamplona,
Spanyolorszag) kutatdcsoportja bocsatotta rendel-
kezésiinkre. A vegyiiletek szintézisét és szer-
kezetiik igazoldsat leirtdk [14, 15], valamint daga-
natellenes és az ABCBI efflux pumpa gatlé hata-
sukat is tanulmanyoztak in vitro, egér- és human
modellrendszerekben [11, 12].

A vizsgélatok soran referencia vegyiiletekként
az irinotekan (topoizomerdz-1-gitld), doxorubicin
(topoizomerdz-11-gdtlé), methotrexat (foldt-antago-
nista), gemcitabin (nukleozid-analdg) és két szerves
szelénvegyiilet (Ebselen: gyulladdscsokkentd, antioxi-
ddns és citoprotektiv hatds; Ethaselen: daganatellenes

B alapviz
Szebenoésater

A alapvie
Szelemoanhidrid

1. dbra: A vizsgalt szelénvegyiiletek reprezentativ alapvdzai
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A vizsgdlt szelénvegyiiletek kiilonbozd szubsztituensei

I. tabldzat

Vegyiilet Alapvaz n X R, R,
1 A - - - -
2 B 0 S 5-COSeCH, -H
3 B 1 N 6-COSeCH -H
4 B 1 C 3-COSeCH, -H
5 B 1 C 4-COSeCH, -H
6 B 1 C -H -CONH,
7 B 1 C 4-Cl -COOCH3
8 B 1 C -H -COOPh
9 B 1 C 4-Cl -COCH,
10 B 1 C 4-Cl -COC(CH.,),
11 B 1 C 3,5-diOCH, -COC(CH,)

Elseben Ethaselen

N
Q

2. dbra: Referenciaként vilasztott szelénvegyiiletek
szerkezeti képlete

hatds) keriilt kivalasztasra, melyek jelenleg human
klinikai vizsgalati fazisban vannak (2. dbra) [16, 17].

Fizikai-kémiai és ADME tulajdonsdigok becslése
szdmitogépes modszerrel, becsiilt tulajdonsdgok
értékelése

A vizsgalt szelénvegyiiletek fizikai-kémiai és in
vivo abszorpcids tulajdonsagainak becslésére pre-
diktiv in silico vizsgalatot végeztiink OSIRIS Mole-
cular Property Explorer (Actelion Pharmaceuti-
cals, Allschwil, Svéjc) és PreADMET 2.0 (Yonsei
Egyetem, Seoul, Koreai Koztarsasag), interneten
ingyenesen elérhet6 szoftverek felhasznaldsaval,
hogy kozelité képet kaphassunk a szelénvegydiile-
tek varhatd tulajdonsagairél mint potencialis
farmakon-jeldltek [18, 19]. Az OSIRIS (a szoban for-
g6 modelltdl fiiggden) 2000-5000 gydgyszermole-
kulat tartalmazd adatbazissal dolgozik, mig a
PreADMET tobb mint 1 millié molekula kisérlete-
sen mért tulajdonsagait tartalmazza [20, 21]. A
vizsgalat soran a vegyiiletek alabbi tulajdonsagait
vizsgaltuk és értékeltiik:

L. Fizikai-kémiai paraméterek

— Molekulatomeg (M); a szakirodalmi adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy minél nagyobb egy

adott farmakonjel6lt molekulatomege, annal na-
gyobb az esély arra, hogy a klinikai vizsgalatok
soran sikertelentil szerepelnek, vagy fejlesztésiik
még a preklinikai szakaszban megall [22]. A jelen-
leg forgalomban 1évé gyogyszermolekulak tobb,
mint 80%-a esetén a molekulatomeg M<450, ezért
elemzésiink sordn mi is ezt vettiik hatarértéknek.
Oktanol/viz megoszlasi koefficiens tizes alapu lo-
garitmusa (cLogP =|[c] ,,. /Ic] . ); a hatéanyag mole-
kuldk nem megfelel6 hidrofil jellege jellemzden
rossz membran penetracids és abszorpcios tulaj-
donsagokat, ennek kovetkeztében pedig nem meg-
felel6 biohasznosithatosagot feltételez [23]. Elemzé-
stink sordn cLogP<5,0 értéket vettiik hatarértéknek.
Vizben val6 oldhatdsag (mol/l alapt koncentracio)
tizes alapu logaritmusa (logS); a gyogyszerpiacon
jelenleg forgalomban 1év6 farmakonok tobb, mint
80%-nal ez az érték nagyobb, mint logS>-4, ezért
ezt hataroztuk meg referencianak [24].

A molekula topologiai polaris feliilete (topo-
logical polar surface area; TPSA); a molekula 6ssz
polaris feliilete (polar surface area, PSA) alatt a
molekuldban talalhatd dsszes polaris atom feliile-
tét értjiik (gyogyszermolekuldkban ez tobbnyire
O és N atomokat, illetve a hozzajuk tartozé H ato-
mokat jelenti). A PSA pontos meghatarozasahoz
3D molekulavetiilet-képzésre van sziikség, amely
bonyolult, iddigényes és koltséges modszer, mig a
TPSA egy becsiilt érték, amely jol kozeliti a vetii-
letképzéssel nyert PSA értékeket. A molekula po-
laris feliiletének a sejtmembrdn permeabilitads
mértékében van szerepe; azon a molekulak, me-
lyeknek TPSA értéke nagyobb mint 140 A2 (100
m), altaldban nem megfelel6 membran permea-
cios tulajdonsagokkal rendelkeznek. A vér-agy-
gaton valo atjutadshoz és a kozponti idegrendszeri
molekuldris célpontokhoz val6 kapcsolddashoz a
TPSA<90 A? kell, hogy legyen [25, 26].
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— Megfelelés a Lipinski-féle ,6t0s” szabalynak; a
szabalyok leirjak, hogy egy adott vegyiilet,
mely bizonyos bioldgiai aktivitdssal rendelke-
zik (Rule of Five, RO5), eldrelathatolag akkor
lesz megfelel6 oralis biohasznosithatdsagu az
emberi szervezetben, ha nem szegi meg (vagy
legfeljebb csak egy pontban) az alabbi kritériu-
mokat: I') a molekulatomeg M<500 legyen, II) a
cLogP értéke <5,0 legyen, I1I) a hidrogénkotés-
donorok szama (leggyakrabban -OH vagy -NH
csoportok) <5 legyen, IV) a hidrogénkotés-ak-
ceptorok szama (akceptor lehet O vagy N atom,
amely tartalmazza a donor csoportokat is) <10
legyen. Az RO5 megfogalmazasa Christopher A.
Lipinsky nevéhez fizodik (1997), arra a megfi-
gyelésére alapozva, hogy a legtdbb oralisan jol
felhasznalodo farmakon relative kicsi és mérsé-
kelten lipofil molekula [27, 28].

II. Becsiilt farmakokinetikai tulajdonsdgok

— Plazmafehérje-kotédés (PPB%); a gyogyszermo-
lekuldk plazmafehérjékhez (szérum albumin,
lipo- és glikoproteinek, a-, B- és y-globulinok)
vald kotédése alapvetéen befolyasolja biologiai
felezési idejliket a szervezetben. A fehérjék altal
kotott frakeid viselkedhet depdként, amelybdl a
kérdéses anyag lassan szabadul fel, igy a szabad
gyogyszerfrakcid metabolizmusaval és kiva-
lasztasaval egyiddben a kotott frakciobodl szaba-
dul fel a hatdéanyag, a biologiai egyensuly fenn-
tartasahoz. A plazmafehérje kotédésnek szere-
pe lehet in vivo gydgyszerinterakciokban is,
mivel a kiilonb6zé affinitassal kotéd6 farma-
konok leszorithatjak egymast, igy befolyasolva
a szabad/kotott koncentaciokat [29].

— Permeabilitds mértéke Caco-2 human vastagbél
adenokarcindma és MDCK (Madin Darby) kutya
vese epitél sejtvonal egysejtrétegén (monolayer);
szamos in vitro modell keriilt kifejlesztésre kii-
16nb6z6 gyogyszermolekuldk intesztindlis ab-
szorpcidjanak kvantitativva tételére. Ezen model-
lek koziil a Caco-2 sejtes (magas metabolikus ak-
tivitasu és tobbféle, kiilonbozé drogtranszpor-
terrel rendelkezd sejtvonal) és MDCK sejtes (ala-
csony metabolikus aktivitassal és transzport
fehérje expresszidval rendelkezik) modellrend-
szerek bizonyultak a legmegbizhatébbnak, a fel-
hasznalt szamitdgépes modszerrel becsiilhet a
vizsgalt vegyiiletek permeabilitasa [nm/s] [30].
Eredményeinket az aldbbiak alapjan értékeltiik:
alacsony permeabilitds <4 nm/s, kdzepes perme-
abilitas 4-70 nm/s, er8s permeabilitas >70 nm/s.

— Human intesztindlis abszorpcié (HIA%) mérté-
ke; a vizsgalt molekulakat a becsiilt értékeik
alapjan az alabbi csoportokba soroltuk: rosszul
abszorbealddo vegyiiletek 0-20%, kdzepesen ab-
szorbedlodo vegydiiletek 20-70%, jol abszorbea-
16d6 vegyiiletek 70-100%.

— -Interakcidk a CYP450 enzimrendszerrel, a
szoftver segitségével meghatarozhaté a vegyiile-
tek CYP2D6, CYP2C9 és CYP3A4 enzim
szubsztrat/gatldszer statusza. A CYP2D6 (induk-
tora pl. dexamethazon, rifamicin; gatloszere pl.
klorokvin, cimetidin, diltiazem, doxorubicin,
moklobemid, vinkrisztin), a CYP2C9 (induktora
pl. barbituratok, rifampicin; gatloszere pl
apigenin, flukonazol, valproesav) és a CYP3A4
(induktora pl. karbamazepin, fenitoin, rifam-
picin, fenilbutazon, orbancf(; gatldszere pl. ami-
odaron, ciklosporin A, erythromycin, flukona-
zol, grapefruitlé, ritonavir, valproesav) enzimek
kiemelt jelent6sséggel birnak szamos farmakon
gyogyszermolekula metabolizmusaban [31].

Korreldcid-regresszid analizis el6z0 kisérleti
eredményekkel

A korabbi kisérleteinkben vizsgalt szelénvegytiile-
tek (1-11) ABCB1 efflux pumpa gatlé hatdsanak
mértéke rhodamin 123 fluoreszcens szubsztrat
mérésén alapuld aramlasi citometrids vizsgalattal,
multidrog rezisztens (MDR) egér T-sejtes limfoma,
és MDR human vastagbél adenokarcindma mo-
dellrendszerek felhasznalasaval keriilt meghata-
rozasra [14-15]. Ezen kisérletek soran fluoreszcen-
cia aktivitas hanyados (FAR) értékeket kaptunk
mérdszamkeént, melynek segitségével dsszehason-
lithattuk eredményeinket a pozitiv kontroll
(verapamil) gatldo hatdsdhoz képest [32]. Ahhoz,
hogy a vegyiiletek efflux pumpa gatlé hatasanak
(IogFAR értékben kifejezve, lasd [14-15]) fliggését a
becsiilt fizikai-kémiai paraméterektdl (cLogP, logS,
logTPSA, M) meghatarozzuk, korreldcid-regresszio
analizist hajtottunk végre Past 3.16 statisztikai
program felhasznaldsaval (szignifikdnsnak p<0,05
alatt tekintettiik, emellett kiszamitottuk a determi-
nacio egyiitthatot /R?/ is, amely a kolcsonhatas
szazalékos fliggését fejezi ki) [33].

4. Eredmények értékelése
Fizikai-kémiai paraméterek

A vizsgalt vegydiiletek becsiilt fizikai-kémiai para-
méterei a II. tdbldzatban lathatdak. A szelénve-
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II. tablazat

Szelénvegyiiletek és referencia vegyiiletek becsiilt fizikai-kémiai tulajdonsdgai

Vegyiilet cLogP | logS M TPSA ‘;&EEE akgpotfmk L?;;?sfgiéale
szabalyoknak?
1 2,51 -3,35 211 34,1 0 2 +
2 0,68 -3,77 326 62,4 0 2 +
3 -0,16 -2,90 321 47,0 0 3 +
4 0,73 -3,65 320 34,1 0 2 +
5 0,73 -3,65 320 34,1 0 2 +
6 0,02 -2,41 242 60,1 2 3 +
7 1,45 -3,20 292 34,1 0 3 +
8 2,36 -3,80 319 43,4 0 3 +
9 1,7 -3,52 276 34,1 0 2 +
10 2,94 -4,13 318 34,1 0 2 +
11 2,19 -3,43 343 52,6 0 4 +
doxorubicin 0,17 -1,23 543 206,0 7 12 -
gemcitabin -2,04 -2,04 263 108,3 4 7 +
irinotekan 3,56 -4,50 586 112,5 2 -
methotrexat -1,23 -3,77 454 210,5 7 13 +
Ebselen 2,66 -4,85 275 20,31 0 1 +
Ethaselen 2,74 -4,71 424 40,62 0 2 +

gyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagaik tekinteté-
ben dontéen megfelelnek a Vizsgdlati médszerek c.
részben leirt értékelési feltételeknek, emellett kivé-
tel nélkiil megfelelnek a Lipinsky-féle 6tos sza-
balynak, szemben egyes (doxorubicin, metho-
trexat) referenciaként valasztott vegyiilettel.

Becsiilt ADME tulajdonsdgok

A szamitdgépes elemzés 4ltal becsiilt adatok alap-
jan a szerves szelénvegyiiletek varhatdéan kivald
oralis biohasznosulassal (96,74-99,10%) rendelkez-
nek, emellett a Caco-2 egysejtrétegen vald penetra-
cios adatok vizsgalata alapjan arra kovetkeztethe-
tlink, hogy kozepes permedciods tulajdonsagokkal
birnak. A predikalt plazma fehérjekotés kozel
100%-os volt az Osszes kérdéses vegydiiletre vonat-
koztatva, amely valoszintisithetéen a szelénatom
jelenlétének koszonhet6 a bioldgiai hatastt mole-
kuladkban (II1. tablazat).

A prediktalt adatok alapjan a vizsgalt szelénve-
gytiletek a CYP2C9 enzim inhibitorai, emellett a
6-os szarmazék kivételével a CYP3A4 szub-
sztratjai és gatoljdk is az enzimet. A molekulak
CYP2D6 enzimmel varhatéan nem kertilnek inter-
akcioba.

Korreldcio-regresszié analizis

A szerves szelénvegydiiletek efflux pumpa gatlo
hatdsa vizsgalatunk eredményei alapjan szignifi-
kans Osszefliggést mutatott a vegydiiletek oktanol/
viz-particidos koefficiensével /cLogP/, mind a
multidrog rezisztens egér T-limfoma (3. dbra;
p=0,0034), mind a rezisztens vastagbél adeno-

logFAR
(=]
un
L

-10 05 00 05 10 15 20 25 30
clogP

3. dbra: Korreldcié-regresszio analizis (logFAR, . -
cLogP. ); y=0,6413x-0,005; p=0,0034; R*=0,6934 (69,34 %)
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I11. tablazat

Szelénvegyiiletek és referencia vegyiiletek prediktalt ADME tulajdonsdgai

Vegyiilet PPB [%] iﬁ;ﬁ;?:;g‘?: [i‘:;(/:]z Plflr(;?lf)ili:}lrlel::; I[\I/I‘lgﬁg( L
1 ~100 11,83 0,35 99,33
2 ~100 34,66 0,33 98,55
3 ~100 24,29 0,51 98,10
4 ~100 30,22 0,33 99,10
5 ~100 22,86 0,33 99,10
6 ~100 10,46 0,43 96,74
7 ~ 100 47,51 0,26 97,96
8 ~100 53,01 0,14 97,66
9 ~ 100 46,01 0,27 99,09
10 ~100 54,52 0,08 99,01
11 ~ 100 54,32 0,15 98,18
doxorubicin 31,16 17,73 1,02 56,84
gemcitabin 14,94 6,90 0,59 79,19
irinotekan 57,56 28,17 0,05 96,87
methotrexat 57,42 18,93 0,34 86,16
Ebselen ~100 31,33 0,35 99,10
Ethaselen ~100 45,94 0,17 97,95
ket in silico szoftveres mddszerrel, melyeknek da-
- ¢ - 'l ganatellenes (citotoxikus, illetve apoptozist indu-
154 . kalo) és efflux pumpa gatld hatasat mar kisérletes
kortilmények kozott igazoltuk. A becsiilt értékek
1.04 alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt szelénvegyii-
= . letek igéretes ADME tulajdonsagokkal rendelkez-
% 0.5 nek (megfeleltek az irodalmi adatokat figyelembe
= . véve kialakitott kovetelményrendszeriinknek és a
0.0 . Lipinsky-féle , 6t0s” szabalynak is), elérelathatolag
kozepes permedcioval és kivald ordlis bio-
= hasznosithatdsdggal rendelkeznek. A molekuldk
s R valdszintileg erésen kotédnek a plazmafehérjék-
10 05 00 05 10 15 20 25 30 hez, emellett kolcsonhatasba léphetnek a CYP3A4
clogP és CYP2C9 enzimrendszerekkel. A mért és
4. dbra: Korreldcié-regresszio analizis (IogFAR ., ngafirlll:;tltta;adsittzll(tulg sﬁﬁ;?g%ii:;gi terleis(%?cl)?itlj
cLogP,,); y=0,3576x-0,325; p=0,0198; R?=0, 5117 (51,17 %) 4

karcinoma sejteken (4. dbra; p=0,00198). A vizsgalt
vegyiiletek molekulatomege /M/ (R*=0,027-0,1247),
topoldgiai polaris feliilete /logTPSA/ (R*=0,081-
0,237), és a vizben valdé oldhatésaga /logS/
(R*=0,024-0,1229) nem mutatott szignifikdns 0ssze-
fliggést a mért fluoreszcencia (logFAR) adatokkal.

5. Osszegzés
Kutatasunk sordn olyan szerves szelénvegyiiletek

(11 vegydiilet) fizikai-kémiai tulajdonsagaira és
farmakokinetikai jellemzdire végeztiink becslése-

lipofil karaktere alapvetéen meghatarozza az
efflux pumpa gatld hatast, azaz minél lipofilabb
karaterti az adott vegydiilet, annal hatékonyabb
(logFAR). Természetesen szamolnunk kell azzal,
hogy a prediktiv, szamitogépes mddszerek soha
nem fogjak helyettesiteni az in vitro kisérletes
mérési modszereket, és a gyogyszer sorsat az
emberi szervezetben vizsgalo, human I. fazisu
klinikai vizsgalatokat, azonban a szakirodalmi
adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a bio-
aktiv molekuldk el6zetes sziirése ADME tulajdon-
sagaikra gyors és koltséghatékony modja a poten-
cialis farmakonjeloltek (an. lead compounds) kiva-
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lasztasara. A szelénvegyiiletek igéretes tulajdon-
sagaikra valo tekintettel jelentdségiik lehet 1j szar-
mazékok eldallitasa szempontjabol, illetve tovabbi
szelénalapti daganatellenes és efflux pumpa gatlo
anyagok szintézisében.

6. Koszonetnyilvanitas

A kutatds az Emberi Eréforrasok Minisztériuma
UNKP-17-3 kédszamt Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatdsaval késziilt. Spengler
Gabriella Bolyai Janos Oszténdijban részesul. A
kutatasunkat a TAMOP-4.2.2.A-11/ 1KONV-2012-
0035 és TAMOP-4.2.4.A/2-11/1/2012-0001 palyéza-
tok és a Balassi Intézet Kutatoi Program (2017/18)
tamogatta.
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Lysimachia fajok flavonoid dsszetételének és antioxidans aktivitasanak
Osszehasonlito vizsgalata
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Summary

Torn, A. *, Rietumiiiier, E., Végh, K., Alberti, A., Béni, Sz.,
KEry, A.: Comparative study of the flavonoid composition
and antioxidant activity in Lysimachia species

Lysimachia species (Myrsinaceae) are perennial herbaceous plants
and distributed widespread in the temperate climates in Eurasia
and North America. Members of the genus are widely known as
traditional herbal remedies in Hungary as well as in the Far East.
These are used to treat gastrointestinal and renal complaints and
skin infections. The phytochemistry of Lysimachia species are
poorly investigated despite their extensive application.

This study was undertaken to develop comparative phytochemi-
cal investigation in particular view of phenolic compounds and
their antioxidant activities of six Lysimachia species: the L. num-
mularia L. (creeping jenny) L. vulgaris L. (yellow loosestrife), L.
punctata L. (dotted loosestrife) are native to Hungary, L. christi-
nae Hance (gold coin grass) and L. clethroides Duby (gooseneck
loosestrife) are native to China, and L. ciliata L. var. firecracker
(fringed loosestrife) is endemic in North America forests.

According to our preliminary studies and literature data the
presence of numerous and various flavonoid-O-glycosides are
characteristic of the genus. For facilitate the comparison of
the species, hydrolysis step was used and after that validated
UPLC-DAD method was developed to quantify the main flavo-
noid aglycones: myricetin, quercetin and kaempferol. Further-
more, the free radical scavenging activity of the samples was
measured in in vitro DPPPH assay. To investigate the con-
tribution of the individual flavonoids to the total antioxidant
activity HPLC coupled with DPPH assay was developed.

The L. clethroides sample was found to be the richest in kaemp-
ferol and quercetin while the L. nummularia sample contained
the highest amount of myricetin. The participation of the three
investigated flavonoids to the radical quenching activity was the
highest (91%) in L. vulgaris sample, the lowest in L. christinae
sample with 30%.

Keywords: Lysimachia, HPLC-DPPH, flavonoid, antioxidant

Osszefoglalis

A Lysimachia nemzetség képviseléi (Myrsinaceae) Eurdzsia
és Eszak-Amerika mérsékelt Gvi teriiletein eléforduld éveld, ld-
gyszari novények. A lizinka fajok mind az eurdpai és magyar,
mind a hagyomdnyos keleti orvoslds fontos gyégynovényei, me-
lyek emésztdrendszeri és vesepanaszok, valamint bérfertézések
kezelésében nyernek felhasznaldst. Fitokémidjuk széleskorii al-
kalmazidsuk ellenére kevéssé feltdrt.

Célul tiiztiik ki a hazdnkban is el6forduld harom lizinka faj, a L.
nummularia L. (pénzlevelii lizinka) L. vulgaris L. (kozdnséges
lizinka), L. punctata L. (pettyegetett lizinka), a Kindban dshonos
L. christinae Hance ( kinai lizinka) és L. clethroides Duby (hat-
tyiinyakii lizinka), valamint az Eszak-Amerika erdeiben endemi-
kus L. ciliata L. var firecracker (virdslevelii lizinka) 6sszehasonlito
fitokémiai vizsgdlatdt, kiilonds tekintettel fenolos anyagcsereter-
meékeikre és antioxiddns aktivitdsukra.

Elbzetes vizsgalataink és szakirodalmi adatok alapjan a Lysima-
chia genusra jellemzd a nagyszdamii és vdltozatos dsszetételii fla-
vonoid-O-glikozidok jelenléte. Az egyes fajok dsszehasonlitdsinak
egyszeriisitése céljabol hidrolizist kdvetden validalt UPLC-DAD
médszerrel hatdroztuk meg a hdrom legjelentdsebb flavonoid
aglikon, a miricetin, kvercetin és kempferol mennyiségét, vala-
mint in vitro DPPH rendszerben mértiik szabadgyok-fogé hata-
sukat. Az egyes komponensek dsszes antioxiddns aktivitishoz valo
hozzdjaruldsanak vizsgdlatara HPLC-vel kapcsolt DPPH moddsz-
ert fejlesztettiink.

Legmagasabb kvercetin és kempferol tartalmat a hattyiinyakii
lizinkdaban mértiink, mig miricetinben a pénzlevelii lizinka volt
a leggazdagabb. A vizsgdlt hdrom flavonoid aglikon antioxiddns
aktivitdshoz vald hozzdjdruldsa a kozonséges lizinkdban volt a leg-
magasabb (91%) mig a kinai lizinkdban a legalacsonyabb (30%).

Kules-szavak: Lysimachia, HPLC-DPPH, flavonoid, antiox-
iddns




76 Acta Pharmaceutica Hungarica

2018/2.

Bevezetés

Az utodbbi évek kutatasainak egyik meghatarozo
iranya az antioxidans hatast természetes vegydiile-
tek vizsgalata. A szervezet redox-homeosztazisat
bonyolult, érzékeny rendszer biztositja, amelyben
endogén és exogén tényezOk egyarant szerepet
kapnak. A szervezet miikodésének feltétele a sza-
bad gyok - antioxidans egyensuly megléte. A vé-
dekezésben kiilonb6z6 antioxidans hatasu vegyii-
letek jatszanak szerepet, melyek molekulaszerke-
zetiik révén képesek a szabad gyokok semlegesité-
sére [1]. Ezek kozott fontos szerepet kapnak a tap-
lalékkal szervezetiinkbe jutd polifenolok, koztiik a
flavonoidok. Utobbiak a szabad és konjugalt
hidroxil csoportok, valamint a cukorkomponen-
sek szdmaban és helyzetében mutatnak nagy vari-
abilitast. Antioxidans aktivitasuk elsésorban
elektrondonor aktivitasuknak és fémkomplexkép-
z0 hatasuknak tulajdonithato [2].

A flavonoidokban gazdag novényi kivonatok
antioxidans aktivitdsanak meghatarozasara sza-
mos in vitro modszert fejlesztettek. A leggyakrab-
ban alkalmazott eljaras a DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) szabadgyok elektrontranszfer soran
bekovetkez6 semlegesitési reakcidjan alapul [3].
A komplex Osszetétel(i, fenoloidokban gazdag no-
vényi kivonatok oxidativ stresszt kivédd hatasa-
nak értékelésében mindig visszatérd kérdés, hogy
az egyes komponensek milyen mértékben jarul-
nak hozza a szabadgyokfogd kapacitashoz. Az el-
valasztas-technikai modszerek és in vitro antioxi-
dans aktivitdst meghataroz¢ eljarasok kapcsolasa-
val lehetéség nyilik az egyes komponensek anti-
oxidans aktivitdshoz vald hozzajaruldsanak vizs-
galatdra is.

A fentebb emlitettek tiikrében a Lysimachia ge-
nus fenoloidokban gazdag fajai megfelelé példa-
ként szolgalhatnak az egyes flavonoid komponen-
sek Osszes antioxidans aktvitdshoz valé hozzaja-
rulasdnak vizsgalatahoz. A Myrsinaceae csaladba
tartoz6, mintegy 200 fajt szamlalé Lysimachia,
lizinka genus fajai tobbnyire lapos, erdds tertilete-
ken el6forduld éveld lagyszart novények, ritkan
cserjék. A Karpat-medencében honos fajok koziil a
Lysimachia vulgaris L. - kozonséges lizinka, a
Lysimachia nummularia L. — pénzlevel( lizinka, va-
lamint a Lysimachia punctata L. — pettyegetett
lizinka talalhaté meg a legnagyobb gyakorisaggal.
Azsidban &shonos a Lysimachia christinae Hance
vagy kinai lizinka, valamint a Lysimachia clethroides
Duby vagy hattytinyaku lizinka. A vordslevel
lizinka, Lysimachia ciliata 1. Eszak-Amerika erdei-

ben endémids. A kozonséges és pénzlevell
lizinkat széleskortien alkalmazzak a tradicionalis
gyogyaszatban. A herbak fozetét kiils6leg reumas
fajdalmak, borfertézések kezelésére, tinkturait il-
letve a levelek kinyomott levét belséleg hasmené-
ses panaszok enyhitésére alkalmaztak. A hagyo-
manyos kinai gyodgyaszat a Lysimachia christinae
herbat alkalmazza, mely szerepel a Kinai Gyogy-
szerkonyvben is. Belséleg vizelethajto, gyulladas-
csokkentd, majvédo tulajdonsagt, de a magyaror-
szagi fajokhoz hasonldan emésztérendszeri pana-
szok, égési sebek, fekélyek kezelésében is felhasz-
nalast nyer [4, 5]. Az emlitett fajok fenoloid Ossze-
tételét és antioxidans aktivitasat illetéen szak-
irodalmi adatok csak hidnyosan allnak rendelke-
zésre, igy ez iranyu vizsgalatuk indokolt.

A nemzetség alaposabb fitokémiai megismeré-
sére célul tliztiik ki a fent emlitett hat Lysimachia
faj 6sszehasonlité vizsgélatat. Osszehasonlitasuk
konnyebb attekinthetdsége miatt vezetd flavonoid
aglikonjaik felhalmozodasi sajatsagait hidrolizist
kovetéen validalt UPLC-DAD mddszer kifejlesz-
tésével vizsgaltuk. A fajok fenolos anyagcsereter-
mékeinek mennyisége és antioxidans aktivitasa
kozotti kapcesolat feltarasara DPPH-val kapcsolt
HPLC mddszert fejlesztettiink.

Anyagok és modszerek
Novényminta

A Lysimachia vulgaris L., Lysimachia punctata L.,
Lysimachia nummularia L. herba mintdk tobb
egyedrdl viragzasi id6 alatt 2011 juliusaban kertil-
tek begytjtésre a Biikki Nemzeti Park tertiletén. A
novények azonositdsa a Semmelweis Egyetem
Farmakognoziai Intézetében tortént. A Lysimachia
clethroides Duby és Lysimachia ciliata L. herba min-
takat a lengyelorszagi Jagellonian Egyetem
Gyodgynovénykertjének 2014 jaliusaban viragzas
alatt begy(jtott kultivalt egyedei szolgaltattak.
Lysimachia christinae Hance herba vizsgalati anya-
got Sanghaji kereskedelmi minta szolgaltatta.

Olddszerek, reagensek

A kempferol, kvercetin, miricetin referencia ve-
gylleteket, a DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
szabadgyokot, a HPLC mindségt trifluorecetsavat,
metanolt és acetonitrilt a Sigma-Aldrich Kft.-t6l
(St. Luis, USA). A reagens mindségti kloroformot,
metanolt, acetont, etil-acetatot, sGsavat, ecetsavat,
hexametilén-tetraamint, vizmentes natriumszul-
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fatot a Reanal-Ker Kft-tl (Budapest, Magyaror-
szag) szereztiik be. A HPLC mindségli ioncserélt
vizet Milli-Q Direct 8 Millipore (Bedford, USA)
viztisztitd rendszerrel allitottuk el6. Minden viz-
tartalmi HPLC eluenst kozvetleniil felhasznalas
elétt MF-Millipore membransz(irékon (0,45 pm,
kevert celluldz észterek) (Billerica, USA) sztrtiink,
majd ultrahangos fiirdében gaztalanitottunk.

Extrakcio, minta el6készités

7-7 g herba mintabdl Soxhlet késziilékben készitet-
tiink kivonatokat egymast kovetd extrakcioval
(250 ml kloroform 6 éran at 60°C-on; 250 ml meta-
nol 6 6ran keresztiil 90 °C-on). A kivonatokat csok-
kentett nyomason 50 °C-on szarazra paroltuk,
majd metanolban (3-4 ml) visszaoldottuk. A hidro-
lizist minimalis modositassal a 8.6 Eurdpai Gyogy-
szerkonyv 01/2011:1828 (Ginkgo folium) cikkelyé-
ben leirtak szerint végeztiik [6].

0,1 ml (megkdzelitdleg 0,02 g szaraz kivonat) ol-
dathoz 2,0 ml 25%-0s sdsavat és 10 ml metanolt
adtunk. A mintdkat vizfiirdén visszafoly6 htit6 al-
kalmazasaval 85 °C-on 1 éran at melegitettiik. A
mintdkat szobahOmérsékletre torténd htités utan
valasztotolesérben 20 ml viz hozzaadéasa utan ha-
romszor 15 ml vizzel telitett etil-acetattal extrahal-
tuk. Az egyesitett etil-acetatos frakciokat vizmen-
tes natriumszulfaton sziirtiik, majd 40 °C-on csok-
kentett nyomason szarazra paroltuk. A maradékot
HPLC mindségli metanolban (1-2 ml) oldottuk,
majd Phenex-RC 15 mm, 20 um fecskend6sztirén
(Gen-lab Ltd, Budapest, Magyarorszag) szlirtiik.

UPLC-DAD és a kvantitativ modszer validaldsi
koriilményei

Késziilék: Waters Acquity UPLC-DAD (Waters
Corporation, Milford, USA). A Lysimachia mintak
kromatografids elvalasztasat 40°C-ra termosztalt
Acquity UPLC HSS C18 oszlopon (10 cm x 2,1 mm,
1,8 pm) végeztiik 3 pl-es injektalasi térfogattal. A
kovetkez6 gradiens eltcids programot alkalmaz-
tuk 0,65 ml/perces aramlasi sebesség mellett, ahol
az A eluens 0,2 % (v/v) ecetsav, a B eluens
acetonitril volt: 0 perc 22% B, 3 perc 40% B, 3,5 perc
100% B, 4 perc 22% B. A kromatogramokat 254
nm-en regisztraltuk.

A flavonol aglikonok mennyiségét kiilsé stan-
dard modszerével hataroztuk meg. A kalibracio-
hoz 1,0; 10,0; 50,0; 100,0; 300,0 és 500,0 pg/ml kon-
centracioju oldatokat készitettiink a kempferol,
kvercetin, miricetin sztenderdekb6l HPLC miné-

ségli metanolt hasznalva. Minden sztenderd ol-
datbdl 3 parhuzamos mintat készitettiink, melye-
ket egyszer injektaltunk. Abrazoltuk a cstcs alatti
tertileteket a hozzajuk tartozé koncentracio fiigg-
vényében. Regresszio analizist végeztiik a legki-
sebb négyzetek modszerével, igy meghataroztuk
az egyenes egyenletét és determindcios egytittha-
tojat. A kimutatasi (LOD) és meghatarozasi (LOQ)
hatarokat 3:1 és 10:1 jel/zaj aranynal hataroztuk
meg. 1,0; 50,0 és 500,0 ul/ml koncentracioju kont-
rollmintakat alkalmaztunk a napon beliili és na-
pok kozotti pontossag megallapitasara (alacsony,
kozepes és magas koncentracidju standard oldat
harom parhuzamos mérése egy napon beliil, és
egymast kovetd harom nap folyaman). A retencios
id6 ismételhetdségét a hat Lysimachia faj hidrolizalt
kivonatanak hat egymast kovetd futasabol allapi-
tottuk meg [7].

Antioxiddns aktivitds vizsgdlata

A Lysimachia kivonatok és referenciavegyiiletek
antioxidans aktivitasat DPPH szabadgyokot tartal-
mazo in vitro tesztben hataroztuk meg. A torzsol-
dat 10,00 mg DPPH 25 m]l HPLC mindség(i meta-
nolban valo olddsaval késziilt. A térzsoldatot koz-
vetlenil mérés el6tt gy higitottuk, hogy
abszorbancidja 0,900 (+0,015) legyen. A mérés so-
ran a vizsgalandé mintékat 6t kiilonbozé térfogat-
ban (10-100 ul) adagoltuk a szabadgyok torzsolda-
tanak 2,5 ml-éhez (harom parhuzamos mérést vé-
geztiink). Osszehasonlité oldatként HPLC mindsé-
gl metanolt alkalmaztunk. Az abszorbancia csok-
kenésének mértékét 360 masodperc elteltével
regisztraltuk. A méréseket Hitachi U-2000 spekt-
rofotométerrel (Hitachi Ltd., Tokio, Japan) végez-
tiik 515 nm-en. A gatlasi szazalékot az abszor-
bancia csokkenésbdl szamitottuk az alabbi modon:
Gatlasi %= (Ao-Av)/Ao. Av=Végtelen idSpontban
(6 perc utan) mért abszorbancia, Ao=Kezdeti id6-
pontban mért abszorbancia. Abrazoltuk a gatlasi
%-ot a koncentracio6 fliggvényében, majd regresz-
szios egyenest illesztettiink. Az 50%-os gatlasi ér-
tékhez tartozd koncentraciot (IC,) az egyenes
egyenletébdl szamitottuk. Az antioxiddns aktivi-
tast az 50%-os gatlasi értékhez tartozo koncentra-
ci6 értékével jellemeztiik [7].

HPLC-DAD- QMS vizsgdlatok
Késziilék: Agilent 6120 kvadrupol tomegspektro-

méter elektrospray ionforrassal (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, USA) Agilent 1100 HPLC rendszer-
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hez kapcsolva (G1379A degasser, G1312A binaris
gradiens pumpa, G1329A automata mintaadagolo,
G1316A oszlop termosztat és G1315C diode didda-
soros detektor). A Lysimachia mintak kromatogra-
fids elvalasztasat 40°C-ra termosztalt Kinetex-XB
C18 oszlopon (15 cm x 4,6 mm, 2,6 um;
Phenomenex, Torrance, USA) végeztiik 10 pl-es
injektalasi térfogattal. A kdvetkez6 gradiens eluci-
6s programot alkalmaztuk 0,5 ml/perces aramlasi
sebesség mellett: 0 perc 0% B, 20 perc 35% B, 40
perc 100% B, 45 perc 100% B, ahol az A eluens
0,1%-o0s (v/v) TFA vizes oldata, a B eluens 0,1% (v/v)
TFA acetonitril:viz 95:5 elegyében oldva. A
kromatogramokat 254 nm-en regisztraltuk, az UV
spektrumokat 200 és 400 nm kozotti tartomany-
ban vettiik fel. Tomegspektrometrids koriilmé-
nyek: ionforras: ESI, pozitiv ion mod, a szarité gaz
(N,) hémérséklete 350°C, aramlasi sebessége 12 1/
perc, a porlaszté gaz (N,) nyomasa 10 psi,
fragmentor fesziiltség 120 V, kapillaris fesziiltség
4000 V [8].

HPLC-vel kapcsolt DPPH mddszer

Az egyes komponensek antioxidans aktivitasdnak
meghatarozasdhoz Riethmiiller és mtsai (2016)
modszerét alkalmaztuk kis moddositassal [9]. En-
nek soran a hidrolizalt Lysimachia kivonatok 100
ul-ét 100 ul DPPH oldattal (1,5 mg/ml koncentraci-
6ju, HPLC mindségli metanolos oldat) elegyitet-
tik. A mintdkat 30 perces szobahdmérsékleten
fénytdl védve torténd inkubalas utan HPLC-DAD-
QMS modszerrel vizsgaltuk az el6zéekben leirt
paraméterek mellett.

Az analizishez hasznalt mintakoncentraciot a
DPPH tesztoldatat 0,5-5 mg/ml-es koncentracioju
oldatainak a kivonatokhoz val6 hozzdadasaval ka-
pott kromatogramok értékelése alapjan hataroz-
tuk meg. Azt a koncentraciét valasztottuk, ahol a
miricetin vagy ha az kis mennyiségben volt jelen,
a kvercetin cstcsteriilet csokkenése a legnagyobb-
nak bizonyult. A kontrollmintak esetében 100 ul
kivonathoz 100 pul HPLC mindségli metanolt ad-
tunk. A kivonatok DPPH-val kezelt kroma-
togramjat a kontroll mintdk kromatogramjaval ha-
sonlitottuk Ossze, és a harom flavonoid aglikon:
miricetin, kvercetin és kempferol cstcsteriilet val-
tozasat vizsgaltuk.

A teriiletcsokkenést, és a teriiletvaltozas ara-
nyat az alabbi egyenletekkel szamitottuk:

AT=T,T,

ahol AT az integralt teriiletek kiilonbsége, T, a
DPPH oldattal kezelt minta adott komponenséhez
tartozo kromatografids csticsanak integralt tertile-
te (mAu*s), T, a kontroll oldat adott komponensé-
hez tartozo kromatografias csticsdnak integralt te-
rilete (mAu*s). Tcs(%)=(AT/T1)*100%, Tcs a tertilet-
csokkenés szazalékos formaban, és
AT, =(AT/Z AT)*100%, ahol AT pedig a teriiletcsok-
kenési arany szazalékos formaban kifejezve [8].

Eredmények

Korabbi vizsgalatainkban a Magyarorszagon fel-
lelhet6 fajok metanolos kivonataiban 13 flavonoid
szarmazékot detektdltunk [12]. Eredményeink és
szakirodalmi adatok alapjan a lizinka fajokra jel-
lemz6 aglikonok a kempferol, kvercetin és a
miricetin, melyek szabadon és konjugalt formaban
fordulnak el6. Nagy szamuk és az 0sszehasonlitd
anyagok korlatozott fellelhetésége miatt a teljes
flavonoid profil kvantitativ mérése szinte mindig
nehézségbe titkozik. Ezért a genuin flavonoid ve-
gyltiletek szamanak csokkentése céljabol a novényi
kivonatok mindségvizsgalataban gyakran alkal-
mazott savas hidrolizis médszerét alkalmaztuk az
Eurdpai Gyogyszerkonyv (8.6) gyogynovénycik-
kelyeiben hivatalos enyhe hidrolizis koriilményeit
adaptalva. 25 v/v% sosav jelenlétében 85 C’-on 1
oran at hidrolizaltuk a mintdkat [6]. Ilyen koriil-
mények kozott az O-glikozidos kotésben 1évo cu-
kormolekulak hidrolizalnak, mig a flavonoid-C-
glikozidok nem bomlanak.

Flavonoid aglikonok mennyiségi meghatdrozdsira
fejlesztett UPLC-DAD kuvantitativ médszer validdldsa

Az egyre gyorsabb elvalasztas igényének noveke-
désével a flavonoidok meghatdrozasara leggyak-
rabban alkalmazott HPLC mellett el6térbe kertil-
tek Gjabb technikdk, igy az ultra-nagy hatékony-
sagu folyadékkromatografids (UPLC) mddszerek
alkalmazasa. A HPLC mechanizmusaval meg-
egyez6 UPLC alkalmazasanal a sebesség, érzé-
kenység és felbontas jelentésen nagyobb. A csok-
kent analizisid6ével parhuzamosan csokken a fel-
hasznalt olddszer mennyisége mely koltségesok-
kentd és nem utolsdsorban kornyezetkiméld hata-
su [10]. A fenolos anyagcseretermékek kvalitativ
vizsgalatdban egyre szélesebb korben alkalmaz-
zak az UPLC-t, azonban természetes vegyiiletek
mennyiségi meghatarozasahoz valoé alkalmazasa-
ol kevés kozlemény szamol be.

A megbizhat6 kvantitativ UPLC modszer fejlesz-
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I. tablazat

A kvantitativ UPLC-DAD médszer validdldsi adatai (r*=determindcids egyiitthatd, LOD: kimutathatésdgi hatdr, LOQ: meg-

hatarozasi hatds)

Sztenderd

Regresszids egyenes
egyenlete

r2

Regresszids tarto-
many (ug/ml)

LOD
(ug/ml)

LOQ
(ug/ml)

kempferol

y=14403x-4380,2

0,9999

1-500

0,10

0,31

kvercetin

y=13710x-2568

1,0000

1-500

0,13

0,42

miricetin

y=9994,4x-9143

0,9999

1-500

0,15

0,50

novényi kivonatokban (I

AU
Kempferol
12 2,40
|
Kvercetin
08 1,70

Miricetin
1,06

0,4 \

0’0 e e ——— f —— " ——

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25

tablazat).

A retencios id6 ismétel-
hetdségének vizsgalata-
hoz hidrolizalt lizinka ki-
vonatot alkalmaztunk,
melyet az adatokbol szar-
mazo6 relativ sztenderd
devidcidval jellemeztiink.
Mind a harom vizsgalt
aglikon esetében megfele-
16nek bizonyult a retenci-
— 6s id6k ismételhetdsége, a
kempferol, kvercetin és
miricetin esetén 0,022%,

3,0 3,6

I1dé (perc)

DAD kromatogramja

1. dbra: A standard keverék (kempferol, kvercetin, miricetin) 254 nm-en réQzitett UPLC-

0,021% illetve 0,024% RSD
értékeket kaptunk n = 6

téséhez optimalizaltuk a kromatografias paraméte-
reket. Metanol és 0,2 %-o0s ecetsav oldatot alkalmaz-
va eluensként, az anyagok és modszerek fejezetben
leirt gradiens mellett 40 fokra temperalt forditott fa-
zist oszlop hasznalataval a vizsgalt 3 flavonoid
aglikon alapvonalon torténd elvalasztasat értiik el
harom perces analizis idén beliil (1. dbra).

Az optimalizalt UPLC-DAD modszer validalasa
soran vizsgaltuk a linearitast, kimutatdsi és meg-
hatarozasi hatarokat, ismételhetéséget és pontos-
sagot. A mennyiségi meghatarozasok kiilsé stan-
dard modszerrel torténtek.

Igazoltuk, hogy a vizsgalt koncentracidtarto-
manyban (1-500 upl) a hdrom flavonoid aglikon, a
kempferol, kvercetin és miricetin sztenderd detek-
torjele és anyagmennyisége kozott linedris Osszefiig-
gés all fenn. Az alkalmazott koncentracié tarto-
manyban a determindcids egyiitthaté minden eset-
ben elérte a 0,9999 értéket. Alsé kimutatasi hatarnak
(LOD) és meghatarozasi hatarnak (LOQ) tekintettiik
a vizsgalt flavonoid aglikonok azon koncentracidjat,
ahol az alkotd cstcsteriilete az alapvonali zajszint
haromszorosa, illetve tizszerese volt. Az alacsony
LOD és LOQ értékek, valamint a széles linearitasi
tartomany megfelel6 r* értékkel lehetévé tették a
flavonoid aglikonok mennyiségi meghatdrozasat a

minta esetén. A cstucstertii-
letek ismételhetsége a mennyiségi meghatarozas
precizitasat jelzi, melyhez a flavonoid aglikon
sztenderd oldatokat harom koncentraciéban (ala-
csony, kozepes, és magas; 1, 50 és 500 ug/l) hasz-
naltuk fel. A napon beliili vizsgdlat soran egyazon
napon torténd mérési eredményeket dolgoztuk fel,
mig a napok kozotti vizsgdlat a hosszu tavu vizsgala-
tot jeloli, melyben harom egymast koveté napon
végzett analizisek eredményeit értékeltiik.

Az analitikai mddszer pontossagat és torzitat-
lansagat harom koncentracié tartomanyban vizs-
galtuk és az eltérést a valodi értékben kifejezett
szazalékban adtuk meg. Az ismételhetdség és pon-
tossdg meghatarozdsahoz harom parhuzamos mé-
rést végeziink (II. tdbldzat). Ennek alapjan a vizs-
galt flavonoid aglikonok csucsteriilet adatainak
napon beliili és napok kozotti ismételhetésége és
pontossaga sem haladta meg a 4% illetve 10%-ot,
ezzel bizonyitva, hogy az altalunk fejlesztett mod-
szer stabil és pontos [7].

Hidrolizalt Lysimachia kivonatok flavonoidjainak
kvantitativ meghatdrozdsa

A L. wvulgaris, L. nummularia, L. punctata, L.
christinae, L. ciliata, L. clethroides hidrolizalt kivona-
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II. tablazat

Az UPLC-DAD kvantitativ médszer validdldsi adatai: ismételhet6ség, pontossig

Névleges koncentracié Ismételhetéség (RSD%) Pontossag (%)
(ug/ml) Napon beliili | Napok kézotti Napon beliili | Napok kozotti

Kempferol

1 2,60 1,88 93,7 93,1
50 1,31 3,69 99,6 95,7
500 1,24 3,28 100,2 96,7
Koercetin

1 3,44 2,86 107,6 107,8
50 3,58 2,29 101,7 100,9
500 1,19 1,37 100,7 99,6
Miricetin

1 0,71 0,67 102,2 102,1
50 1,34 3,75 105,3 104,2
100 0,27 1,00 100,0 100,1

tainak kvantitativ mérésére UPLC-DAD modszert léan a L. wvuglarishoz dontéen kvercetint

fejlesztettiink és validaltunk. Eredményeinket a 2.
dbrdn 6sszegeztiik.

A kempferol, kvercetin, miricetin tartalom a
hattytinyaku lizinkdban volt a legmagasabb, mig a
kinai lizinkdban a legalacsonyabb. Emellett a
Lysimachia clethroidesben mértiik a legmagasabb
kvercetin (97,67+4,61 ug/mg szaraz kivonat) és
kempferol (25,77+1,29 ug/mg szaraz kivonat) tar-
talmat, mely jo egyezést mutat szakirodalmi ada-
tokkal [11]. A miricetint a pénzleveld lizinka min-
tdban mértiik legmagasabb  mennyiségben
(20,79+1,00 pg/mg szaraz kivonat), ami megerdsiti
korabbi HPLC eredményeinket, miszerint a faj
metanolos kivonatanak fékomponense a mircitrin
(miricetin-3-O-ramnozid) [12].

A kozonséges lizinka vizsgalt mintak kozotti
masodik  legmagasabb  kvercetin  tartalma
(34,88+1,67 pg/mg szaraz kivonat) szintén alata-
masztja korabbi méréseinket [9]. A L. ciliata hason-

(13,66+0,65 ug/mg szaraz kivonat) és kempferolt
(3/48+0,17 pg/mg szaraz kivonat) halmoz fel alacso-
nyabb miricetin tartalom mellett (1,37+0,06 pug/mg
szaraz kivonat). Vizsgalataink alapjan elséként ir-
tuk le az emlitett harom flavonol aglikon jelenlétét
és mennyiségét vorosleveli lizinkaban [7].

A hidrolizalt Lysimachia kivonatok antioxiddns
aktivitdsdnak vizsgdlata

A novényi eredetti flavonoidok ismert antioxidans
tulajdonsagu vegyiiletek. Hatasukat a hidrogén
atom dondlasa révén létrejové direkt szabadgyok
semlegesitéssel, vagy elektronatadast kovetd pro-
tonatadassal fejtik ki, mikozben a pdrositatlan
elektronjaik delokalizacidja révén stabil fenoxil
gyokokké alakulnak [13]. Emellett a nehézfém io-
nok kelalasaval és a szingulett oxigének semlege-
sitésével is hozzajarulnak a lipidperoxidacio gatla-
sahoz és a szervezet

100

ied 20,79
12,15
!

10

, k44
1,53

. 0,79 U.BH,?E

0,1 I I

L. vulgaris

pg/mg szaraz kivonat

L. nummularia L. christinae

L. punctata

B kempferol Okvercetin @ miricetin

- redox-homeosztazisanak
- fenntartasahoz [2, 14].

Az antioxidans aktivi-
tds meghatarozasara sza-
mos in vitro modszert fej-
lesztettek, melyek koziil a
novényi kivonatok elem-
zéséhez  leggyakrabban
alkalmazott a DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhid-
razil) semlegesitési reak-
ciojan alapuld eljaras [3].
A 3. abra a hidrolizalt

25,77

L. chethroides

13,66

3.4

1,37
0,9

L. ciliata

2. dbra: Hidrolizdlt Lysimachia kivonatok kempferol, kvercetin és miricetin tartalma

Lysimachia kivonatok és
sztenderd flavonolok an-
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kempferol 19,1
kvercetin & 4 86
miricetin B 1,42
L. ciliata - 59,59
L. chethroides - 21,75
L. christinae 17,29
L. punctata ¥ 31,47
L. nummularia ¥ 6,42
L. vulgaris B 8,27
1 10 100
|C‘\I‘.‘ ugl’ml
3. dbra. Hidrolizdlt Lysimachia kivonatok in vitro DPPH rendszerben mért antioxiddns aktivitdsa (IC,=50%-o0s gdtldsi
koncentrdcid)

tioxidans aktivitas értékeit Osszegzi, melyet az
50%-os gatlasi értékhez tartozd koncentracio érté-
kével (IC, ) jellemeztiink.

Az antioxidans flavonoidok szerkezeti sajatos-
sagai a kovetkezdekben Osszegezhetd [15]. A feno-
los hidroxil csoport, mint H-donor és akceptor is
funkcionalhat, ezért a B gytirti orto-dihidroxil cso-
portja (katechol vagy galloil funkcid) részt vesz az
elektron delokalizacioban. A 2-es és 3-as szénatom
kozotti kettdskotés a C gylir(i 4-es pozicidjaban
lévé oxo csoporttal konjugacioban hozzdjarul a
delokalizacié kiterjesztéséhez. Tovabbi hidroxil
csoportok a 3-as és 5-0s helyzetben képesek H-ko-
tés kialakitdsara a 4-es helyzetben 1év6 oxo cso-
porttal, ezaltal novelik a vegyiilet szabadgyokfogd
potencidljat. Ezek a tulajdonsagok stabilizaljdk a
H-atom elvonasa utan kialakulé fenoxil gyokot
[15]. A hidroxilcsoport glikozilacidja és/vagy
metilacidja, kiilonos tekintettel C3-as helyzetben
csokkenthetik a szabadgyokfogo képességet. Ezek
alapjan a flavonoidok in vitro antioxidans aktivita-
sa fligg a szabad hidroxil csoportok szamatol és
elhelyezkedésétdl [3, 16, 17]. Eredményeink jo
osszhangban vannak a fenti megallapitasokkal. A
kvercetin és miricetin, melyek 2 illetve 3 szabad
fenolos hidroxil csoporttal rendelkeznek a B gyt-
riin, er6sebb szabadgyok semlegesitd tulajdonsa-
guak, mint a kempferol (1 szabad fenolos hidroxil-
csoport) (3. dbra).

Méréseinkben mind a hat faj kivonata koncent-
racio fliggd médon csokkentette a szabadgyokok szamit.
A pénzleveld lizinka rendelkezett a legerdsebb an-
tioxidans hatassal (IC,=6,42+0,30 ug/ml), mely jol
magyarazhatd a minta magas miricetin tartalma-

val. A L. nummularia mellett a L. ovulgaris
(IC,=8,27+0,39  ug/ml) és L.  christinae
(IC,=17,29+0,81 ug/ml) is erésebb antioxidansnak
bizonyult, mint a kempferol (IC,;=19,10+0,90 ug/ml).
Mindharom lizinka kivonata kisebb koncentracio-
ban semlegesitette a szabadgy6kok 50%-at, mint a
kempferol. Ezek a fajok a kvantitativ vizsgalatok
alapjan magas mennyiségben tartalmazzdk a
miricetin mellett a kvercetint is. Ugyanakkor a L.
clethroides hidrolizalt kivonata a magas flavonoid
tartalom ellenére alacsonyabb antioxidans érték-
kel rendelkezik (IC,=21.75+1.02 ug/ml) [7].

Lysimachia flavonoidok antioxiddns aktivitdshoz valo
hozzdjaruldsinak vizsgdlata HPLC-vel kapcsolt
DPPH médszerrel

A fent bemutatott eredményeink jelentds kiilonb-
ségeket tartak fel a vizsgalt fajok antioxidans akti-
vitas értékei kozott. Emellett az egyes komponen-
sek mennyiségi felhalmozddasa is meglehetésen
eltért és fajra jellemz6 mintdzatot mutatott. A
komplex Osszetételli, fenoloidokban gazdag kivo-
natok oxidativ stresszt kivédd hatdsanak értékelé-
sében mindig visszatérd kérdés, hogy az egyes jel-
lemz6 komponensek milyen mértékben jarulnak
hozza a szabadgyokfogd kapacitashoz. A kérdés
megvalaszolasahoz HPLC-vel kapcsolt DPPH
modszer fejlesztettiink. A minta és vak oldatokat
inkubalas utan vizsgaltuk. A L. nummularia példa-
jan (4. dbrdn) jol kovetheté hogy a vizsgalt flavo-
noid aglikonok csuicsintenzitasai DPPH-val torté-
no kezelés utan jelentésen csdokkennek.
Legnagyobb mértékben a miricetin mig legki-
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4. dbra: A Lysimachia nummularia hidrolizdlt kivonatdinak és DPPH-val egyiitt kromatografdlt kivonatdnak 254 nm-en
detektdlt kinagyitott kromatogramja

sebb mértékben a kempferol csticsteriilete csok-
kent, alatamasztva azt a megallapitast, hogy az
antioxidans aktivitas fiigg a szabad fenolos
hidroxil csoportok szamatol [3, 16, 17]. A tertilet-
csokkenést az integralt teriiletek kiilonbségébdl
szamitottuk, melyet megadhatunk szazalékos for-
maban, de kifejezhetjiik az egyes komponensek
%-0s hozzajarulasat is. Eredményeinket a III. tab-
lazat foglalja Ossze.

A pettyegetett lizinka hidrolizalt metanolos ki-
vonata nagy mennyiségben tartalmazott kver-
cetint és miricetint (III. tdbldzat), melyek kozel
75% szazalékban jarultak hozza a minta kozepe-
sen alacsony DPPH-semlegesit6 hatasdhoz. Ha-
sonld eredményeket kaptunk a vorosleveli lizin-
ka kivonatat vizsgdlva is. A kozepesen magas
kempferol és kvercetin tartalom (2. dbra) 60%-ban
hatdrozta meg a minta antioxidans hatasat, mely
a legalacsonyabbnak bizonyult a vizsgalt kivona-
tok kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
semlegesitési reakcié végbemenetelét mas, jelen

vizsgalatban nem azonositott vegyiiletek, illetve
prooxidans hatds akadalyozhatjdk. A pénzlevelt
lizinka kivonatdnak szabadgyokfogé aktivitasaért
féleg a legmagasabb mennyiségben felhalmozott
miricetin felelés. Szabadgyokfogoé aktivitashoz
valo hozzajaruldsa kiemelked6en magas, 73,5%.

A kozonséges lizinka a fentebb emlitett fajok-
hoz képest magasabb mennyiségben tartalmazott
kvercetint és kempferolt (2. dbra). Bar a miricetin
tartalma alacsonynak bizonyult (2.73+0.13 pug/mg
szaraz kivonat), a L. vulgaris kivonata rendelkezett
a masodik legmagasabb DPPH semlegesit6 aktivi-
tassal (3. dbra), melyhez a kvercetin és kempferol
egylittesen 87%-ban jarult hozza. A kvercetin 6n-
magaban 76%-ban hatarozta meg az antioxidans
aktivitast, mely a legnagyobb teriiletcsokkenési
arany a mintak kozott. Emellett a harom vizsgalt
flavonoid részvétele (91%) a semlegesitési reakcio-
ban szintén a legmagasabbnak bizonyult.

A vizsgdlt harom flavonoid aglikon mennyisé-
ge illetve antioxidans aktivitashoz val6 hozzajaru-

1II. tablazat

Lysimachia kivonatokban detektdlt flavonol aglikonok antioxiddns aktivitdshoz valé hozzdjdruldsa %-ban kifejezve

kempferol kvercetin miricetin egyéb
(%) (%) (%) (%)
10,4 76,3 45 8,8 Lysimachia vulgaris kozonséges lizinka
2,9 10,2 73,5 13,4 Lysimachia nummularia | pénzleveli lizinka
59 44,9 29,7 19,5 Lysimachia punctata pettyegetett lizinka
3,3 23,0 3,3 70,4 Lysimachia christinae kinai lizinka
18,8 68,0 32 10,0 Lysimachia chletroides hattytinyaku lizinka
17,6 41,9 2,8 37,7 Lysimachia ciliata voroslevelil lizinka
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lasa a L. chrisritinae mintdban volt a legalacso-
nyabb. Ennek ellenére a minta Ossz-antioxidans
aktivitdsa kozepesen magasnak bizonyult (3.
dbra), mely a komponensek kozotti szinergista
kolcsonhatast tételezhet fel [18]. Tovabba, szakiro-
dalmi adatok alapjan a fajra a flavonol-O-
glikozidok mellett a C-glikozidok és metilalt szar-
mazékok jelenléte is jellemz6 [19]. Az utdbbiak az
altalunk alkalmazott hidrolizis soran modositat-
lan formaban maradnak a kivonatokban, de hoz-
zdjarulhatnak a szabadgyokfogo kapacitashoz.

A hattytinyaku lizinka hidrolizalt kivonata tar-
talmazta legmagasabb mennyiségben a kvercetin
és kempferol aglikonokat (2. dbra), és bar ezeknek
a hozzdjaruldsa az antioxidans aktivitashoz ki-
emelkedéen magas volt (87%), az 0Ossz-kivonat
szabadgyok-semlegesité kapacitdsa csak kozepes-
nek bizonyult, nem érte el a kempferol sztenderd
értékét (3. dbra). Ezért a komponensek kozotti
antagonista kolcsonhatdsok meglétét feltétezhet-
juk annak ellenére, hogy a szamitott 0ssz-aglikon
tartalom (kempferol, kvercetin és miricetin tarta-
lom Osszege) és a vizsgalt vegyiiletek antioxidans
aktivitashoz valé hozzajarulasa is a legmagasabb-
nak bizonyult a kivonatokat illetéen. A kempferol
a L. clethroides faj esetében jarult hozza legmaga-
sabb szazalékban (18,8%) az aktivitashoz (III. tab-
lazat) [8].

Osszefoglalas

HPLC-DAD-MS és UPLC-DAD mddszerekkel el-
soként vizsgaltuk a Karpat-medencében el6fordu-
16 lizinka fajok koziil a Lysimachia vulgaris,
Lysimachia nummularia, Lysimachia punctata, a Ki-
naban 6shonos Lysimachia christinae és Lysimachia
clethroides, valamint az E-Amerikdban elterjedt
Lysimachia ciliata flavonol Osszetételét. In wvitro
DPPH szabadgyok tesztrendszerben mértiik a ki-
vonatok antioxidans aktivitasat. Validalt kvantita-
tiv. UPLC-DAD modszert fejlesztettiink ki a ha-
rom vezetd aglikon, a kempferol, kvercetin és
miricetin meghatarozasara. A fajok hidrolizalt ki-
vonatai kozott jelentds kiilonbségeket tartunk fel
antioxidans aktivitasukban, valamint az egyes
aglikonok mennyiségi felhalmozdédasaban. Az
egyes komponensek antioxiddns aktivitashoz
valé hozzajarulasanak vizsgalatara HPLC-vel

kapcsolt DPPH mddszert fejlesztettiik, mellyel ra-
mutattunk az egyes fajok kivonataban eléforduld
aglikonok mennyisége és antioxidans aktivitas-
hoz val6é hozzajarulasuk kozotti kapcsolatra. A
vizsgalt fajokat tekintve a pénzlevel( lizinka ki-
vonata bizonyult legerésebb antioxidansnak,
szabadgyokfogd kapacitdsat magas miricetin tar-
talmaval magyarazzuk. Eredményeink mind fito-
kémiai mind fitoterdpids szempontbdl is Gjak, to-
vabbi vizsgdalatok kiindulépontjanak szamithat-
nak, és hozzajarulnak a genus kemotaxondmiai
megismeréséhez is.
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