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Utmutatas szerzoknek

A Magyar Kémiai Folyoirat f6 feladata egyrészt a magyar kémiai szaknyelv folyamatos apolasa, s a kémiai tudomany
fejlédéséhez, az aktualis tudomanyos ujdonsagokhoz alkalmazasa, egyidejlileg a minél teljesebb korti szakmai
informacio-csere késedelem nélkiil biztositasa, s az, hogy magas szakmai szinvonalon tegye hozzaférhetévé az
érdekl6dok szamara a hazai és kiilfoldon €16 magyar kémikusok kiemelkedd tudomanyos kutatasi eredményeit,
sikereit és mutassa be a kémiai tudomanyok vilagszerte bekdvetkezd fejlodését, valtozasat, a kémia legfrissebb
vivmanyait, alkalmazasait, az érdeklddés gyujtopontjaba keriild teriileteit, masrészt, hogy segitséget nyujtson
kovetkezé kémikus nemzedékeknek a kémiai tudomany anyanyelven valé megismeréséhez, a kémiai ismeretek,
fogalmak szakmailag helyes és pontos magyar nyelvi kifejezéseinek megtanulasahoz.

A Magyar Kémiai Folyoirat negyedévenként jelenik meg. Eredeti magyar nyelvii kdzleményeket — az aldbb
megadott, szigortian korlatozott terjedelemben, a nemzetkdzi tudomanyos folyodiratok atlagos szinvonalat elérd
munkék esetén — jelentet meg, elénybe részesitve fiatal kutatok elsd 6nallo kozleményeit. Osszefoglalé cikkeket
kozol (felkérés alapjan) hazai kiemelkedd teljesitményti kutatdémiihelyek hosszabb id6 alatt elért eredményeirdl,
hazai nemzetkozi konferenciakrol, a nemzetkozi érdeklédés gyujtopontjaba keriilt kutatési teriiletekrdl, bemutatva
a friss eredményeket, fejlodési irdnyokat, s ha van, a hazai hozzéjarulast, kiilfoldon €106, sikeres magyar szdrmazasu
vegyész-kutatok munkdjarol, a szomszédos orszagokban, hatarainkon kivill miikédé magyar kémikusok
kozzétételre érdemes tudomanyos eredményeirdl. Helyet kapnak a folyoiratban konyvismertetések, kémiai és
rokontargyu kiadvanyokrol. Kiilon rovatként kozli a korabban mar a Magyar Kémiai Folyoirat-ba beolvadt Kémiai
Kozlemények profiljabol atvéve akadémiai székfoglalok, MTA doktora cimért megvédett értekezések és PhD-
dolgozatok 6sszefoglaldit és akadémiai forumokon elhangzott egyes eldadasok roviditett valtozatat. Idegen nyelven
mar kozzétett cikkek masod-kozlését a folyodirat nem vallalja. Terjedelem tullépést csak a szerkesztObizottsag
hozzajarulasaval, a tobblet terjedelem megvaltasa ellenében fogad el.

Az egyes kozlemény-fajtak téritésmentesen, szerkesztObizottsagi hozzajarulas nélkiil kitolthetd terjedelme
(nyomtatott oldalak):

1. Osszefoglalé kozlemények a) jelentés, aktualis kutatasi teriilet legiijabb nemzetkdzi eredményeirél: max. 8 + 1
oldal angol nyelvii kivonat, b) kiemelked6 hazai kutatohelyek tijabb eredményeirdl, ill. c) kiilf6ldon alkoté magyar
szarmazasu kiemelked6 elismertségli kutatok munkassagarol: max. 6 + 1 oldal angol nyelvii kivonat.

2. Eredeti kozlemények: j tudomanyos eredményeket bemutatd, lektoralt magyar nyelvii kozlemények: max. 4 + 1
oldal angol nyelvii kivonat. Elényt élveznek fiatal kutatok (pl. kiemelkedd PhD értekezések Osszefoglaldja) és
hataron tali magyar kutatok munkai.

3. A ,,Kémiai Kozlemények™ rovatban a) Akadémiai székfoglalo el6adasok roviditve és b) MTA Doktora védések
anyaganak dsszefoglaloi: max. 4-4, tovabba c) a Szerk. Bizottsag, vagy az MTA Kémiai Tud. Osztalya altal kivalasztott
¢és az Osztaly szervezésében elhangzott eléadas sszefoglaloja: max. 2 oldal + féloldalas angol nyelvii kivonat.

4. Konyvismertetés: max. fél oldal.

A megadott maximalis terjedelem tullépéséhez esetenként a Szerkeszté Bizottsag — a koltség-tobblet szerz6 altali
megtéritése ellenében — hozzajarulhat.

A papir-alaku biralatokat a kovetkezé cimre kérjiik eljuttatni: 1111 Budapest, Szent Gellért tér 4, BME Szerves
Kémia és Technologia Tanszék, Szerves Kémia Csoport, Huszthy Péter szerkeszto.

Az ELTE cimet (ebben a formaban: Magyar Kémiai Folyoirat, fészerkeszté, c/o ELTE Altaldnos és Szervetlen
Kémiai Tanszék, 1528 Budapest 112., Pf. 32.) csak akkor hasznaljdk, ha kimondottan a foszerkesztének sz6l6
levélrdl van szo6 (pl. reklamacidé — mondjuk elfogult biralat, plagium, etc. esetében).

Az irodalmi hivatkozasoknal a DOI szamokat is kérjiik feltiintetni.

Szines abrakat csak fekete-fehér formaban tudunk megjelentetni. Az emiatt bekovetkezd esetleges informacio-
vesztés elkeriilésére kérjiik, hogy a szerzok ezt a koriilményt tartsak szem elott.

A képleteket és abrakat kiilon file-ban is, vagy csak igy kérjiik csatolni a kozlésre bekiildott kéziratokhoz.
A levelezd szerz6 elérhetdségét (telefon, fax, e-mail cim) kérjiik a név labjegyzeteként megadni.

Az angol nyelvli 6sszefoglaldot nem abstract formaban, hanem bd kivonatként (legalabb 3/4 nyomtatott oldal
terjedelemben) kérjiik csatolni.

Kérjiik, hogy a tartalomjegyzékhez a szerzok adjak meg kozleményiik angol cimét.

A kézirat elkészitését segitd mintafajlt, valamint a részletes formai kovetelményeket a folyodirat honlapjan talalja meg:

http://www.mkf.mke.org.hu
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Bevezeté a Pécsi Tudomanyegyetemen folyo tjabb kutatasok
néhany eredményének bemutatasahoz

PERJESI Pal*

Pécsi Tudomanyegyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszerészi Kémiai Intézet,
Rokus utca 2., 7624 Pécs, Magyarorszag

Bevezetés

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) elédjét, az els6 magyar
egyetemet, Nagy Lajos Kiraly alapitotta 1367-ben. Az
egyetem 2017-ben tinnepelte elddje megalakulasanak 650.
évfordulojat. Az eltelt idészak legfontosabb eseményeirdl
a PTE honlapjardl kaphat informaciot az érdeklédé olva-
s0." Az egyetemen folyo kémiai kutatasok torténetérdl, az
egyetemi intézetek kutatasi teriileteirdl és legfontosabb
eredeményeirdl Deli Jozsef €s Kollar LaszIo adott részletes
tajékoztatot e lap hasabjain 2013-ban.?

A 2013-6ta eltelt idészak jelen bevezetd szempontjabol leg-
fontosabb torténéseit a PTE kutatéegyetemmé mindsitése
(2013) valamint a Gyogyszerésztudomanyi Kar (GYTK)
megalapitasa jelentette.! Jelen rovid bevezetd néhany — e
szamban megjelend - kozleményen keresztiil igyekszik
roviden bemutatni az egyetemen foly6é kémiai természetii
kutatasok egy-egy teriiletét. E bevezetonek természetesen
nem célja, hogy a Pécsi Tudomanyegyetemen folyo kémi-
ai kutatasok teljes spektrumat bemutassa. A bemutatas a
nem-biokémiai kutatasi teriiletekre koncentral, elsdsorban
a felhivasra beérkezett k6zlemények alapjan.

PTE Altalanos Orvostudomanyi Kar (AOK)

A Magyar Kiralyi Erzsébet Tudomanyegyetem Pozsonybdl
Pécsre torténd attelepiilését megalapozé nemzetgytilési
hatarozatot (1921) kovetéen, megalakult egyetem Kémiai
Intézete 1922-ben jott 1étre. Az intézet 1923-ban kezdte
meg milkodését az egyetem orvosi karan. Alapitod igazga-
tojanak, Zechmeister Ldszlonak a karotinoidok teriiletén
folytatott kutatasai nemzetkdzi hirnevet szereztek maganak
¢s a teriileten az elkovetkezd években dolgozé kutatoknak
(Cholnoky Laszlo, Szabolcs Jozsef, Toth Gyula, Molnar
Péter, Deli Jozsef). A karotinoidokkal kapcsolatos kuta-
tasok jelenleg is folyamatban vannak az intézetben, ami a
2002 évtol kezdédden — az intézetnek az Orvosi Biokémiai
Kémiai Intézet néven folytatja miikodését. Az 1ij szerve-
zetben a karotinoid-kutatas az Orvosi Kémiai Tanszéken
beliil (tanszékvezetd Agdcs Attila) folyik.> Az intézet — el-
s6sorban Siimegi Balazs eredményes kutatasai és palyaza-
ti aktivitdsanak eredményeképpen — fejlett NMR (vezetd
Berente Zoltan) és tomegspektrometriai laboratériumokkal

*  Tel.: 436 72 503 626; e-mail: pal.perjesi@gytk.pte.hu.

(vezetd Mdrk LaszIo) rendelkezik.? Az intézetben folyo ka-
rotinoid és tomegspektrometriai kutatasok eredményeirdl
ifi. Gallyas Ferenc és munkatarsai kdzleményei adnak be-
tekintést. Az 1970-es években Szabo Dezso intézetigazgatd
vezetésével heterociklusos munkacsoport alakult. Az e té-
ren folytatott kutatasok eredményeirél a ma mar megsziint
csoport két korabbi tagja (Lordnd Tamds és Perjési Pal)
szamol be.

A PTE AOK masik, hagyomanyos kémiai kutatdsokkal
foglalkozo intézete a Bioanalitikai Intézet. Az intézet az
1969-ben megalakult Kézponti Laboratorium kettévalasat
kovetden Kilar Ferenc iranyitasaval alakitotta ki jelen-
legi kutatasi profiljat, amit az intézet jelenlegi igazgatdja
Felinger Attila akadémikus is megtartott és azt elvalasz-
tas-technikai modszerfejlesztési teriiletekkel szélesitette.
Jelenleg az intézet kutatasi teriiletei a biomatematika, a fe-
hérjeszerkezet-kutatas, a magneses magrezonacia-modsze-
rek alkalmazasa és a modern elvalasztas-technikai modsze-
rek fejlesztése témakorokhoz csoportosithatok.*

A PTE AOK intézeteiben, illetve klinikain foly6 biokémiai
kutatasok mellett, megemlitendd az Igazsagiigyi Orvostani
Intézetben (igazgatd Simon Gdabor), valamint a Klinikai
Centrum Laboratériumi Medicina Intézetben (igazgatd
Miseta Attila, a PTE rektora) folyd bioanalitikai és diag-
nosztikai kutatasok eredményei.>

PTE Természettudomanyi Kar (TTK)

A PTE Természettudomanyi Kar elddjének az 1948-ban
alapitott Allami Pedagégia Féiskola tekintheté, ami
1962-ben felvette a Pécsi Tanarképzd Foiskola nevet. A
Kémia Tanszék megszervezése, illetve az oktatas feltétele-
inek megteremtése Korcsmdros Ivan nevéhez fiizédik. Ot
Varga Zoltan majd Marek Nandor kdvette a tanszék élén.
Az 1990-1996 kozotti id6szakban, folyamatos atalakula-
sok és fejlodés eredményeképpen, kialakult a TTK Kémiai
Intézetének jelenlegihez hasonlé — harom tanszékbdl és
egy csoportbol allo — intézeti strukturdja.? Az intézetet
jelenleg harom tanszék (€s egy kiilsé tanszek) alkotja; az
Analitikai és Kornyezeti Kémia Tanszék (igazgatd Felinger
Attila, akadémikus), a Fizikai Kémia és Anyagtudomany
Tanszék (igazgatd Lente Gdbor), valamint az Altalanos és
Szervetlen Kémia Tanszék (igazgatd Kollar LaszIlo akadé-
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mikus). A szerves kémia oktatdsa a GYTK keretében tor-
ténik. Ugyancsak az intézethez tartozik az Alkalmazott
Molekuléris Tudomanyok Kiils6 Tanszék.

Az Analitikai és Kornyezeti Kémia Tanszék kutatasi teriile-
tei a modern elvalasztas-technikai moédszerek fejlesztése, a
kornyezeti kémiai alkalmazasok, és a bioanalitika alkalma-
zasa témakorokhoz tartoznak. A Tanszék oktatasi feladatait
az AOK Bioanalitikai Intézettel egyiittmiikddve latja el. A
Felinger Attila akadémikus és Kilar Ferenc altal vezetett
kutatocsoportok munkassaga széles nemzetkozi elismertsé-
get aratott. A rendelkezésre allo nagymiiszerekkel nemzet-
kozi szintl oktatasi és kutatasi feladatokat lat el eurdpai és
hazai konzorciumokban és palyazatokban.

A Fizikai Kémia és Anyagtudomany Tanszék (2021-ig
Altalanos és Fizikai Kémia Tanszék) kutatasi teriiletei az
elektrokémia, az optikai szenzorok, a matematikai reakcio-
kinetika, valamint a fotokémia témakoroket foglalja maga-
ban. A Tanszéken foly?6 elektrokémiai kutatasok legfrissebb
eredményeit Nagy Géza és munkatarsai, mig a matematikai
reakcio-kinetika teriiletén folytatott vizsgalatokét Lente
Gdbor és munkatarsai kézleménye mutatja be.?

Az Altalanos és Szervetlen Kémia Tanszék kutatomunkaja
atmenetifém-komplexek szintézisére, jellemzésére, kataliti-
kus (szintetikus) alkalmazasara, valamint szervetlen kémiai
reakciok kinetikai vizsgalatara terjed ki. A Kollar Laszlo
akadémikus altal vezetett kutatécsoport nemzetkozileg
elismert eredményeket ért el, mind az atmenetifém-komp-
lexek jelenlétében lejatszodo homogén-katalitikus folyama-
tok vizsgalata, mind szamos bioldgiai fontossagt vegyiilet
szintézise teriiletén.’

PTE Gyégyszerésztudomanyi Kar (GYTK)

A pécsi gyodgyszerészképzeés 2000 szeptemberében kezdd-
dotta PTE AOK oktatasi tevékenysége keretében. Az 6nalld
Gyogyszerésztudomanyi Kar 2016. januar 1-én kezdte meg
miikddését. A Karnak jelenleg nyolc intézete van, melyek
koziil a Gyodgyszertechnoldgia ¢és Biofarmaciai Intézetben,
a Farmakognoéziai Intézetben, a Gyogyszerhatdstani
Tanszéken, a Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetben, vala-
mint a Gyogyszerészi Kémiai Intézetben folynak nem-bio-
kémiai természetli kémiai és fizikai-kémiai kutatasok.

A gyogyszerészképzés 2000. évi induldsat kovetéen az
els6 szakintézetek (Gyogyszertechnologia és Biofarmaciai
Intézet, Gyogyszerészeti Intézet, valamint Gyogyszerészi
Kémiai Intézet) 2002. januar 1-t6l kezdték meg mitkodésii-
ket. Az intézetek alapito igazgatoi (Dévay Attila, Botz Lajos
és Perjési Pal) inditottak el az intézetekben jelenleg is fo-
lyamatban 1év6 kutatasokat.

A Gydgyszertechnoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet (igaz-
gatd Pal Szilard) f6bb kutatasi teriiletei a szilard és fél-szi-
lard gyogyszerformak formuldzasa, a nanométert ko-kris-

talyok szintézise, és a kapott készitmények fizikai-kémiai
és biofarmaciai szempontok alapjan torténd jellemzése.!”

A Gyogyszerhatastani Tanszéken (igazgatd Pethé Gabor)
folyé kémiai természetli kutatasok kiemelt teriiletei az al-
bumin-ligandum kolcsonhatasok, valamint a nativ és ké-
miailag modositott ciklodextrinek host-guest tipust kol-
csonhatasainak vizsgalata.!! A Farmakognoziai Intézetben
(igazgaté Horvdth Gyodrgyi) folyd kémiai kutatasokat'?
az intézet két korabbi vetdjének, Molnar Péternek és Deli
Jozsefnek, a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet
Orvosi Kémiai Tanszékének munkatarsaival torténd egyiitt-
mikodés keretében folyo karotinoid-kutatasok eredményei
mutatjak.

A korabban a PTE AOK keretében miikodé Szerves és
Gyogyszerkémiai Intézet (igazgatd Kalai Tamas) 2020-ban
szervezetileg a Gyogyszerésztudomanyi Karhoz kertilt. Az
intézet jelenleg is folytatja az intézet korabbi igazgatdja,
Hideg Kdalman altal megkezdett, a stabilis nitroxid szabad
gyokok szintézise, atalakitasai és alkalmazasai teriiletén
végzett kutatasokat. Ugyanakkor, az intézet kutatasi kore
kib6viilt anyagtudomanyi kutatasokkal is.”* A két teriileten
folytatott kutatasok legfrissebb eredményit Kalai Tamas és
munkatarsai kézleménye mutatja be.

A Gyodgyszerészi Kémiai Intézet (igazgatd Rozmer
Zsuzsanna) 2002. évi megalakulasat kovetden 2004 szep-
temberében koltozott be jelenlegi helyére, ahol a laboratori-
umok felszerelését kovetéen megkezdddott a kutatomunka.
Az intézet kutatbmunkaja folytatasa a Perjési Pal altal a
kalkonok és gytris kalkon analdgok teriiletén korabban
(a PTE AOK Orvosi Kémiai Intézetben) megkezdett szin-
tetikus és bioldgiai (daganatellenes, sejtciklus modulalod
hatasok) vizsgalatainak. A késébbi évek soran ez a teriilet
kiboviilt a testidegen anyagok (pl. kalkonok, kapszaicinoi-
dok, nem-szteroid gyulladas-csokkentd szerek) in vitro és
in vivo metabolikus atalakulasainak vizsgalataval, vala-
mint a vizsgalatokhoz sziikséges analitikai (HPL-UV-Vis,
HPLC-MS) mddszerek fejlesztésével.* Az el6bbi tématerii-
leten folytatott kutatasok eredményeit a szerz6 €¢s munka-
tarsainak kozleménye mutatja be.

PTE Szentagothai Janos Kutatékézpont (SZKK)

A 2012-ben atadott Szentagothai Janos Kutatokézpont ke-
retein belill két kémiai jellegli kutatécsoport mitkodik."
A Kornyezeti Analitikai és Geoanalitikai Kutatdcsoport
(vezetdk Kildar Ferenc és Felinger Attila) kutatasi teriilete
kozé tartozik a folyadék- és gazkromatografia, a kapillaris
és mikrochip elektroforézis, a tomegspektrometria, €és a
kornyezetszennyez6 anyagok és mikroorganizmusok kol-
csonhatasanak tanulmanyozasa.

A Zodldkémiai Kutatdcsoport (vezetd Kollar LaszIlo) kutaté-
si teriilete olyan dendrimerek kifejlesztésére iranyul, ame-
lyek a gyodgyszerhatéanyagok ,,becsomagolasa” utan azok
jobb célba juttatasat eredményezik.
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Introduction to some of the recent results of the research at the University of Pécs

Jozsef Deli and Laszlo Kollar provided detailed information on
the history of chemical research, the research areas, and the most
important results of the institutes of the University of Pécs in the
columns of this journal in 2013. As a continuation of this previous
communication, this paper gives a short review of the present-day
institutional structure and research activities of the chemistry (but
not biochemistry)-related institutes of the Faculties of Medicine,
Science, and Pharmacy and the Janos Szentagothai Research
Center of the UP.

Thus, the contribution describes a short description of the leading
research fields and the names of the leaders of the respective are-
as of the institutes/departments as follows. Faculty of Medicine:

Institute of Biochemical and Medical Chemistry, Institute
of Biomedical Analysis, Institute of Forensic Medicine, and
Institute of Medical Laboratory.; Faculty of Sciences: Department
of Analytical and Environmental Chemistry, Department of
Physical Chemistry and Materials Science, and Department of
General and Inorganic Chemistry.; Faculty of Pharmacy: Institute
of Pharmaceutical Technology and Biopharmacy, Institute
of Pharmacognosy, Department of Pharmacology, Institute
of Organic and Pharmacological Chemistry, and Institute of
Pharmaceutical Chemistry. Furthermore, the research activi-
ties of the two chemistry-related research groups of the Janos
Szentagothai Research Center are also briefly introduced.
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A PTE GYTK Gyogyszerészi Kémiai Intézetben folyo kutatasokrol
I. Szerkezet-reaktivitas és szerkezet-hatas vizsgalatok

ROZMER Zsuzsanna, KENARI Fatemeh, TYUKODI Levente, KULCSAR Gy6z0,
HUBER Imre és PERJESI Pal*

PTE GYTK Gyogyszerészi Kémiai Intézet, Rokus utca 2., 7624 Pécs, Magyarorszag

1. Bevezetés

A Gyodgyszerészi Kémiai Intézet 2002. januar 1-én ala-
kult, mint a Pécsen 2000-ben indult gyogyszerészképzés
egyik szakintézete. Az intézet végleges helyének kialakita-
sa 2003. oktoberétdl kezdédhetett meg. Az adminisztrativ
iigyek intézésére és az oktatassal kapcsolatos feladatainak
ellatasara - 2002. augusztusatol — 2003. oktoberéig —a PTE
Egyetemi Gyogyszertar két helyiségében kapott ideiglenes
elhelyezést. A munkatarsak 2003. november elején foglal-
tak el a Rokus utcai épiilet foldszinti helyiségeit. Ezt kdve-
téen kezd6dott meg az intézet kutatd laboratdriumainak és
kutatasi profiljainak kialakitasa. Az intézetben jelenleg két
egymassal szorosan kapcsolodo, de tematikusan kiilonb6z6
teriileten — szerkezet-reaktivitas és szerkezet-hatds vizsga-
latok, valamint in vitro és in vivo gydgyszermetabolizmus
vizsgalatok — folyik kutatomunka. Jelen kdzlemény az eléb-
bi teriileten folytatott vizsgalatok néhany fontosabb ered-
ményeit mutatja be.

2. Eredmények

2.1. Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok és
kurkuminoidok szintézise

A kalkonokkal és gytiriis kalkonanalogokkal folytatott ku-
tatasok szerves folytatasat képezik az intézet alapitd pro-
fesszoranak az 1990-es évek eléjén a PTE AOK Orvosi
Kémiai Intézetben megkezdett munkajanak. A természe-
tes kalkonok (1) a flavonoidok bioszintetikus prekurzorai,
melyek szamos kedvezd biologiai hatdssal, igy antioxidans,
antimikrobialis, gyulladascsdkkentd ¢és sejtproliferaciot
gatlo hatassal birnak (1. Abra)."2 A korabbi munkak soran
nagyszamu, a kalkon szerkezeti elemet magaban foglalo,
0t-, hat-, és héttagli karbociklusos (2-4), valamint hattagt
heterociklusos (X=0,S) kalkonanalogokat (5,6) szintetizal-
tunk (1. és 2. Abra).>*> A konjugalt vegyiiletek harom meg-
hataroz6 szerkezeti eleme a két aromas (benzol) gytirt és az
azokat 6sszekotd enon molekularész. A legtobb természetes

o

1,3-diarilszubsztitualt enon.*

*  Tel.: 436 72 503 626; e-mail: pal.perjesi@gytk.pte.hu.
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1. Abra. A kalkonok (1) és a gyfiriis kalkonanalogok (2-4) szerkezete és
szamozasa.
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2. Abra. A heterociklusos (5,6) és a ferrocén-analog (7-11)
kalkonszarmazékok szerkezete.

A kiilonbozé szerkezetl és térszerkezetli gytriis kalkona-
nalogok (2-6) vizsgalata lehetdvé tette olyan térszerkezetl
kalkon molekularészek reakcidinak és bioldgiai hatasainak
vizsgalatat, melyek a nyiltlancu vegyiiletek konformacios
egyensulyi rendszereiben nem fordulnak elé. Sohar Pal pro-
fesszorral kialakitott egytiittmiikodés keretében a gytris
kalkonszarmazékok ferrocenil analogjainak (7-11) szinté-
zisét és reaktivitasainak vizsgalatat végeztiik el.’

A kalkonok és gytrls kalkonszarmazékok szintézise az
elmult években kiegésziilt a rokon szerkezeti elemeket hor-
doz6 C5-kurkuminoidok szintézisével. A kurkumin hét
szénatombdl allé konjugalt rendszer, melynek 6t szénato-
mos ,,toredék” formaja is megtalalhatd a természetben. A
vegyliletek, a kalkonokhoz hasonléan, szamos jol doku-
mentalt gyogyaszatilag hasznosithatdo biologiai hatassal
rendelkeznek.® Szintetikus munkdaink soran a természetes
C5-kurkuminoidok karbociklusos €s heterociklusos ana-
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logjait, valamint azoknak a kdzponti gytri 4-es helyzeté-
ben szubsztitualt szarmazékait szintetizaltuk (3. Abra). A
vegytliletek enon molekularészei a C5-kurkumin anal6gok

(0]
Y Z A
R | LR
~ X —
R2
12

3. Abra. A szintetizalt C5-kurkuminoid analogok szerkezete.

A természetes kalkonok és C5-kurkuminoidok karbocik-
lusos és heterociklusos analdgjainak szintézise lehetdséget
biztositott az (a) aromas-szubsztitticio (R!), (b) a gyliriitag-
szam, valamint (c) a kdzponti gyliri szubsztituensei (R?)
valtozasainak a vegyiiletek biologiai aktivitasaira, valamint
néhany, azokat befolyasolo fizikai-kémiai tulajdonsagara
gyakorolt hatasainak vizsgalatara.

2.2.Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok UV és NMR
vizsgalata

A vegyiiletek biologiai hatdsai a vegyiiletek kovalens és
nem-kovalens kdlcsonhatasain alapulnak. A kovalens kol-
csonhatasok biologiailag legfontosabb tipusait az (a) enon
rendszer kén-nukleofilekkel lejatszodd (Michael-tipusu)
addicios reakcioi, valamint (b) az aromas gytriik és/vagy
(els6sorban hidroxil) szubsztituenseinek elektrofil partne-
rekkel (pl. reaktiv oxigén gyokokkel) lejatszodd reakcioi
képviselik.1>14

Mind a vegyiiletek reakcioit, mind nem-kovalens kdlcson-
hatasait befolyasolja a polaritas (polarizalhatosag), a tér-
szerkezet (elsésorban a két aromas gytiri egymashoz viszo-
nyitott térallasa), valamint nukleofil reagensekkel szemben
mutatott reaktivitasa. E harom alapvetd fizikai-kémiai tu-
lajdonsag egyiittes hatasa vizsgalatanak egyik lehetdségét
képezi az aromas szubsztituenshatasok tovaterjedésének
spektroszkopiai mdodszerekkel torténd vizsgalata. Korabbi
IR és BC NMR vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a
B-gytirti 4-, (1) illetve 4’-szubsztituensei (2-4) elektronikus
hatasainak terjedése a konjugalt rendszeren a nyiltlancu
(1) és az ottagh gyliriis analogok (2) esetében a leghatéko-
nyabb.">"” Az aromas szubsztituenshatasok eltéré hatasfokt
tovaterjedése (és a vegyliletek szterecokémidjanak kiilonbo-
z6sége) kovetkeztében az azonos 4-, illetve 4’-szubsztitualt
szarmazékok enon molekularészének polaritasa kiilonb6zo.
Ez a kiilonbozéség tobbek kozott megjelenik a vegyiile-
tek tiol-reaktivitasaban is. Elektronkiildd szubsztituensek
(pl. 4-N(CH,),), vagy a karbociklusos B-gytirii ferroce-
nil-szubsztituensre torténd cseréje lecsokkentette (1), illet-
ve megsziintette (7-11) a vegyiiletek tiol-reaktivitasat.

A korabbi NMR vizsgalataink folytatasaként, az 1-4 alap-
vazzal rendelkezd, 4-, illetve 4’-helyzetben kiilonbozokép-
pen szubsztitualt szarmazékok UV-spektrumainak oldd-
szer- és szubsztituensfiiggését vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk,
hogy a vegyiiletek pozitiv szolvatokromizmust mutatnak
(1. Tablazat). A megfigyelt pozitiv szolvatokromizmus 8ssz-
hangban van egy jelentds toltésatviteli (CT) jellegli atme-
nettel.'’? E megfigyelés alapjan kovetkeztetéseket tudtunk
levonni a vegytiletek biologiai membranokkal, illetve mak-
romolekulakkal kialakitott nemkovalens kolcsonhatasai
molekularis kornyezetével kapcsolatosan.

Szubsztituens H 4-CH, |4-OCH,| 4-N(CH,,
Oldészer/Vegyiilet la 1b 1c 1d
TOLUOL 308,4 | 318,8 337,8 403,6
ACN 305,5 317,4 336,0 408,6
MeOH 309,2 | 320,8 | 342,0 420,2
DMSO 314,2 3250 | 346,6 4240

1. Tablazat. Az 1a-d 4-szubsztitualt kalkonok UV-abszorpcios
maximainak oldoszerfliggése.

2.3.Kalkonok és kalkonanalégok
tiol-reaktivitasanak vizsgalata

A kalkonok, gytris kalkon analéogok kén-nukleofilekkel
lejatsz6dd reakcidinak vizsgalatai a vegyiletek illet-
ve debenzo analdgjaik ¢és ditiokarbaminsav, illetve
N-szubsztitualt ditiokarbaminsavak kozott lejatszo6dod re-
akcoinak vizsgalataival kezdddtek. A gytriis szarmazékok
adduktjainak sztereokémiai vizsgalatai azt mutattak, hogy
az adduktok szerkezetét mind a kiindulasi kalkonok gyfiri-
tagszama, mind a reakciokozeg savassaga befolyasolja.??!
A keletkezd nyiltlanct adduktok gytirtizarasi reakcioit a ke-
letkez6 biciklusos 4-hidroxi-1,3-tiazin-2-tion szarmazékok
kedvezményezett konformacidja hatarozta meg.?*-

A kalkonokkal és gytriis kalkonszarmazékokkal végzett
sajat ¢s irodalmi vizsgalatok eredményei azt mutattak,
hogy a tiol-reaktivitds szerepet jatszhat a vegyiiletek né-
hany bioldgiai hatasanak (pl. gyulladascsokkentd, daganat-
sejt citotoxikus hatas) kialakulasaban.***” E megfigyelések
alapjan megvizsgaltuk néhany, kiilonboz6 gytriitagszamu
¢és aromas gylriin kiilonbozéképpen szubsztitualt vegyiilet
redukalt glutationnal (GSH) és N-acetilciszteinnel (NAC)
lejatsz6dod reakcidjanak kinetikdjat és sztereokémidjat. A
kivalasztott vegyiiletek a bioldgiailag leghatékonyabb és a
legkevésbé hatékony szarmazékok voltak. A reakciok lejat-
sz6dasat harom kiilonboz6 savassagu oldatban (pH 3,2, pH
6,3 és pH 8,0) HPLC-UV modszerrel kovettiik; modellezve
a daganatos sejtek enyhén savas (pH 6,3) és az enzim-ka-
talizalt reakciok (pH 8,0) kortilményeit, valamint megvizs-

crrr

Az A-gylrin 3’- és 5-helyzetben (dimetilamino)meti-
lén-szubsztitualt 4’-hidroxi-4-klor-kalkon €s GSH savas ko-
zegben (pH 3,2) lejatszodo reakcidjanak HPLC-UV vizsga-
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lata soran nem vart diasztereoszelektivitast tapasztaltunk.
A reagens-indukalt diasztereoszelektiv Michael-addiciot
egy kalkon-GSH ionparképzddéssel magyaraztuk. Az ion-
parképzodés altal meghatarozott orientacio kovetkeztében
a kén-nukleofil tamadasa csak a planaris enonrész Re-
vagy Si-oldalarol torténhet. GSH helyett N-acetilciszteint
(NAC) alkalmazva, alacsonyabb diasztereoszelektivitast
észleltiink.?® Ugyanakkor, a B-gytiriin 4-es helyzetben me-
tilszubsztitualt kalkon (1b) és NAC erésen savas kozegben
lejatszodo reakcidojaban az A-gylirlin szubsztitualt szar-
mazékhoz képest magasabb diasztereoszelektivitas volt
megfigyelhet6.?? Mindkét esetben a kevésbé polaros addukt
keletkezett nagyobb mennyiségben. A magas diasztere-
oszelektivitds magyardazatat jelenleg is vizsgaljuk.

A gytris kalkonanalogok (2-4) hasonlo reakcidinak vizs-
galata és azok eredményeinek kiértékelése folyamatban
van. A hattagu gyiris (3) 4-CH,-, 4-OCH, és 4’-N(CH,),
vegyliletek etanolos oldatainak és 10-szeres moélaranyu
GSH pH 6,3 kémhatast oldata kozott lejatszodo reakciok

s

ey

csokkenését mutatta (4. Abra). A vart adduktok szerkezetét
HPLC-HRMS modszerrel igazoltuk.>
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4. Abra. A 4-CH,-, 4-OCH,- és 4-N(CH,),-szubsztitult 3
szarmazékok HPLC csucsteriileteinek valtozasa a vegyiiletek és GSH
(pH 6,3) 37 °C hémérsékleten lejatszodo reakcidiban.

2.4. Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok és
kurkuminoidok lipofilitisanak vizsgalata

A kalkonok és a kalkonokkal rokon szerkezetli kurkumi-
noidok biologiai hatasainak madsik alapveté mechanizmu-
sa a vegyiiletek biologiai makromolekulédkkal kialakitott
nem-kovalens kdlcsonhatasa. A kélcsonhatasok kialakitasa-
ban alapvet6 jelentdséggel bir a molekulak konformacioja,
polaritasa, polarizalhatésaga, szubsztituenseik fizikai-ké-
miai tulajdonsagai, valamint a vegytiletek lipofilitasa.’!-3

A lipofilitas a biologiailag aktiv molekulak egyik legfon-
tosabb, €s igen régota hasznalatos fizikai-kémiai paramé-
tere, amely, mint anyagi tulajdonsag, a vegyiiletek apolaris
(lipofil) kornyezethez valé affinitasat jellemzi. A lipofilitas
altalanos jellemzésére valasztott oktanol/viz old6szer-rend-

szerre vonatkozo megoszlasi hanyadost P betiivel jeloljiik,
leginkabb ennek logaritmusat alkalmazzuk (logP).*3* A
logP meghatarozasara jelenleg a leggyakrabban alkalma-
zott eljarasok az indirekt, masnéven alternativ meghataro-
zasi modszerek. A meghatarozasok elvi alapjat a folyadék/
folyadék megoszlason alapulo forditott fazisti kromatografi-
as retencid ¢és a megoszlasi hanyados kozott fennalld Ossze-
fliggés adja meg. A moddszer Iényege, hogy az eljaras so-
ran egy, a lipofilitastol fiiggd kromatografias paramétert (a
retencios faktorral kozvetleniil 6sszefiiggésben allo un. R,,
értéket: Ry, = log(1/R1)) hatarozunk meg, majd kalibracios
egyenes felhasznalasaval logP értéket szamolunk (logP =
aR,, +b).®

A kalkon- és kurkuminoid-szarmazékok kiilonbdz6 szubsz-
tituensekkel biro tagjai logP értékének meghatarozasat egy
korabbi, a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai
Intézetével kialakult kooperacios munka soran alkalma-
zott és kis mértékben modositott forditott-fazist vékonyré-
teg-kromatografias technika alkalmazasaval végeztiik.® A
moédszer alkalmazasaval ezideig kdzel 60 kalkonszarmazék
¢és kozel 80 kurkuminoid szarmazék vizsgalata tortént meg.
A vizsgalt vegyiiletek igen lipofilek, logP értékiik viszony-
lag széles tartomanyba (logP., =2-6,5) esik, a gylri tag-
szamanak, valamint a szubsztituensek mindségének, jelle-
gének ¢€s helyzetének fliggvényében.

A gytriis kalkonanalogok esetén a gytriitagszam lipofili-
tast befolyasolo hatasat a 4’-helyzetben szubsztitualt szar-
mazékok kisérletesen meghatarozott logP értékeinek 0ssze-
hasonlitasa révén figyelhetjilk meg.’” A gyiirii tagszamanak
novekedése a ciklikus kalkonanalogok lipofilitdsanak ndve-
kedésével jar. Egy tovabbi metiléncsoport beépiilése a gyti-
riibe atlagosan 0,4 egységgel novelte meg a logP;, . értéket.
Az 1-4 sorozat 4tlagos logP;, . (-CH,-) inkrementum értéke
az 1 és 2 sorozat tagjai kdzott alacsonyabb (0,2 log egység)
mint a2 és 3 (0,42 log egység), illetve a 3 és 4 sorozat tagjai
kozott (0,38 log egység). Mindezek arra utalnak, hogy az
intra- és intermolekularis interakciok, valamint a térszerke-
zet is befolyassal vannak a lipofilitasra.

A szubsztituens minéségének vizsgalatakor megfigyelhetd,
hogy a 4’-helyzetben szubsztitualt szarmazékok esetén a li-
pofilitas a kdvetkezdk szerint valtozik:

OH < CN<NO, <H <F <OCH, <CH, < CI <N(CH,), ~ Br

A szubsztituenseknek nemcsak a mindsége, hanem a hely-
zete is befolyasolja a logP értékeket. A 7-tagu gyiris ben-
zoszuberon szarmazékok (4) esetén megallapithaté volt,
hogy adott szubsztituenst orto-, meta-, illetve para-helyzet-
ben tartalmazo vegyiiletek log P, . értéke a kovetkezok sze-
rint valtozik: logP(orto) < logP(para) < logP(meta). A 2 és
3 sorozat tagjainal azonban a kiilonb6z6 helyzetben szubsz-
titualt analogok logP, . értékeiben nem figyelheté meg ha-
sonlo szabalyszerliség.’® Ez a tapasztalat szintén arra utal,
hogy a tér- és elektronszerkezet - amit a szubsztituensek
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mindsége ¢s helyzete is nagyban befolyasol - jelentds hatas-
sal van a molekulak lipofilitasara.

A kilonbozo gytirts szerkezettel biro fenil (2-6) és ferroce-
nil analogok (7-11) dsszehasonlit6 logP;, - adatai alapjan a
ferrocenil analogok logP;, - értékei atlagosan 0,94 log egy-
séggel magasabbak voltak. Ugyanakkor Jurkat T sejtekkel
szemben mért citotoxicitdsi adataik ugyanabba az IC,, tar-
tomanyba (9,9-65,9 uM) estek.*

A vizsgalt kurkuminoid szarmazékok szintén igen lipofi-
lek, logP értekiik széles tartomanyba (logPy, =3,22-7,29)
esik, a gytriirendszer, valamint a szubsztituensek minésé-
gének, jellegének fiiggvényében. A vegyiiletek szerkezete
és a szubsztituensek jellege alapjan vart (szamitott) logP, .
értékek jol korrelalnak a mért adatokkal. Szerkezet-hatas
vizsgalat céljabol dsszehasonlitottuk a vegyiiletek IC,, ér-
tékeit a logP értékekkel. A két paraméter kozott egyenes
aranyossag nem mutathatd ki, viszont a leghatékonyabb
vegyiiletek logP értékei egy viszonylag sziik logP,, . tar-
tomanyba (3,22—4,11) esnek, ami ez alapjan optimalis logP
tartomanynak foghat6 fel."

2.5.Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok és
kurkuminoidok szérum albuminnal és DNS-el
kialakul6 kélecsonhatasanak vizsgalata

A vegyiiletek biologiai hatasanak hatterében allo tovabbi
mechanizmusok megismerése céljabol vizsgaltuk a gyliris
kalkonanalégok, valamint a kurkuminoidok szérum albu-
minnal és DNS-sel kialakitott kolcsonhatéasait. A vegyiile-
tek albuminkotédés (BSA ¢s HSA) vizsgalatara UV-Vis és
fluoreszcens spektroszkopiai modszereket alkalmaztunk.

Az inkubatumok spektrumaiban tapasztalt hipszokrom el-
tolodasok a vizsgalt molekuldk és a fehérje hidrofob koto-
régioja kozott kialakuld kolcsonhatasra utalt. A mérési
eredmények alapjan a vegyiiletek és a fehérje molekulak
kozott spontan, nem-kovalens interakcei6 jatszodik le, amely
feltételezhetéen a kalkonok aromas gytirije és a fehérje
triptofan-, tirozin- és/vagy fenilalanin-oldallancai kozott
alakul ki.44

A fluoreszcens spektroszkopiai eredmények alapjan a
vizsgalt kurkuminoid szarmazékok, valdszinisithetden
kotédésiik eredményeképpen, koncentracidjuk ndvekedé-
sének fliggvényében kioltjak az albumin fluoreszcenciajat
(5. Abra). A kotédési allandokat — a sziikséges korrekcios
modszerek figyelembevételével - a spektralis adatok alapjan
szamitottuk ki, tobbféle matematikai modszert (Benessi-
Hildebrandt, Stern-Volmer, Lehrer) alkalmazva. A beko-
vetkez6 spektralis valtozasok, illetve a szamolt kotddési
allandok értékei alapjan a kurkuminoidok albuminnal valo
kolcsonhatasa jol jellemezhetd, az észlelt kotddés masodla-
gos kolcsonhatasokon alapszik.*

Az UV-Vis spektrofotometria az egyik leggyakrabban al-
kalmazott technika kismolekulak DNS-hez torténé kotédé-

sének vizsgalatahoz. A DNS-t és a vizsgalt vegyiiletet is
tartalmazé oldat UV-Vis spektrumaban bekovetkezd — a
DNS, illetve a vegyiilet UV-Vis spektruméhoz viszonyi-
tott — esetleges eltolddasok, intenzitasbeli kiillonbségek, in-
terakcio kialakulasara utalnak.
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5. Abra. Szérum albumin (BSA) fluoreszcencia-spektruma névekvo
kurkuminoid-koncentracié (12, R'=Cl, X=N, R>=(CH,),-CO-NH-CH;)
jelenlétében.

Az elézbéekben bemutatott 4’-hidroxikalkon, illetve
3’,5’-(dialkilamino)metilén szarmazéka DNS kdlcsonhata-
sanak vizsgalata soran az UV-spektrumokban bekovetkezd
eltolodasok gyenge kolcsonhatasok jelenlétére utalnak.®
A spektrofotometrids titralas eredményeként, a Benesi-
Hildebrand egyenlet segitségével szamolt kdtédési allandok
értékei (3,1 x 10* — 1,0 x 10> M™") meger6sitik a feltételezett
kolcsonhatas jelenlétét. Az értékek egy-két nagysagrend-
del kisebbek az interkalatorok esetén meghatarozott érté-
keknél, 6sszhangban allnak az irodalomban leirt, néhany
ciklikus kalkonszarmazék és DNS kolcsonhatasa esetén
meghatarozott kotédési allando értékekkel.* Az értékek
jol korrelalnak azon vegyiiletek DNS ko6tédési allandoinak
értékeivel, amelyek bizonyitottan a DNS kettds spiraljanak
felszinéhez, a kis ill. nagy arokhoz kotédnek. A kdtodés
spontan, nem-kovalens jellegii.

2.6. A kalkonszarmazékok és kurkuminoidok in vitro
daganatsejt citotoxicitas vizsgalata

Az intézetben szintetizalt kalkonszarmazékok és kurkumi-
noidok szamos daganatsejttel szemben mutatott citotoxici-
tasa kertilt meghatarozasra kiilonboz6 hazai és nemzetkozi
kooperacios vizsgalatok keretében. A karbociklusos gyti-
riis kalkonanaldgok ragesalo és human daganatos sejteken
mutatott citotoxicitasi vizsgalatai alapjan a héttagt gytrls
analogok 4’-OCH;- és 4’-N(CH,),-szarmazékai bizonyultak
a leghatékonyabb vegyiileteknek. A 4’-CH;- és 4’-OCHj;-
szarmazékok Jurkat T sejtekkel végzett Osszehasonlitd
aramlasos citometriai vizsgalata jellegzetes -eltéréseket
mutatott. A 4-OCH;-szdrmazék G2/M fazisu blokkot ered-
ményezett, ami késébb apoptikus és hiperdiploid sejtek
képzodéséhez vezetett. E kisérleti tapasztalatok alapjan
feltételezziik, hogy a vegyiiletek potencialis tubulin-aktiv
szerek.®
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A vegyiiletek sejtciklusra gyakorolt hatasat a Kassai
Egyetem Farmakologiai Intézetével kialakitott koopera-
ci6 keretében tovabb vizsgaltuk. A vizsgalatok tobbek
kozott a 4-hidroxikalkon és a héttagu gyliris (4) 4-OCH,-
szubsztitualt gylirls szarmazék angiogenézis-gatlo hatasat
igazoltak .-+

A hattagt karbociklusos kalkonszadrmazékok (3) oxigén-
analogjainak (5) legtobb képviseldje a karbociklusos szar-
mazékoknal hatékonyabb citotoxikus hatastinak bizonyult
human Molt 4/C8 és CEM T-limfocitakkal, valamint L1210
limfoid leukémia sejtekkel szemben.*® Az analog kéntartal-
mu heterociklusos szarmazékok (6) kozott szamos vegyiilet
antituberkulikus hatast mutatott.’!

A C5-kurkuminoidok ciklohexanon (X=CH,) ¢és piperidi-
non gyiiriit (X=N-R?) magaban foglal6 analogjai (12) koziil
az (E,E)-2,5-bisz(4’-nitrobenzilidén)-4-piperidinon szar-
maz¢k bizonyult a leghatékonyabb vegyiiletnek MCF-7 és
Jurkat T-sejtekkel szemben.!® A szerkezeti rokonsagban
allo szarmazékok Osszehasonlité citotoxicitasi vizsgala-
tai alapjan a kozponti gytri 4-es helyzetli szubsztituense
(R?) a vegyiiletek masodik farmakofor csoportjat képezi.
Ezt a feltételezést a 4-OH-ciklohexanon (X=CH-OH) mo-
lekularészt magaban foglalé szarmazékok hasonld, human
A2780, C33A ¢és MDA-MB-231 daganatos sejtvonalakkal
szemben mért citotoxicitasi adatai is alatamasztottak."

A két vegyiiletcsalad tovabbi szdrmazékai tervezésének,
szintézisének és bioldgiai vizsgalatainak egyik célkitiizé-
se kozponti idegrendszeri daganatellenes hatast vegyiile-
tek kimunkalasa volt. Az e teriileten folytatott vizsgalatok
soran ezideig N-szubsztitualt-4-piperidinon szarmazékokat
(12; X=N-R?) vizsgaltunk. A szintetizalt vegyiiletek leg-
tobbjének human neuroblasztoma (SH-SYSY) és human
IV. fazisu asztrocitoma (CCF-STTGI) sejtekkel szemben
mutatott IC, értéke a nM és a pM tartomanyba (IC,=7,483-
0,139 nM) esik.*

3. Osszefoglalas

A kozlemény a PTE Gyogyszerészi Kémiai Intézetben fo-
lyo, kiilonboz6 strukturaju, enon szerkezeti elemet hordo-
z6 vegylletek (kalkonok, gytris kalkonanalogok, gytrls
C5-kurkuminoidok) szerkezet-rektivitas és szerkezet-hatas
vizsgalatainak néhany fontosabb eredményét mutatja be. A
vegyiiletek IR és °C adatai alapjan megallapitottuk, hogy
az aromas szubsztituenshatasok tovaterjedésének haté-
konysaga az 1 és 2 sorozatban a legnagyobb. A vegyiiletek
tiolreaktivitasanak vizsgalata azt mutatta, hogy a konjugalt
addicios reakciok sztereokémiajat mind a reakciokozeg sa-
vassaga, mind a vegyliletek gytiritagszdma befolyasolja.
Kalkonok (1) és gytirtis kalkonszarmazékok (2-4) gluta-
tionnal (GSH) lejatszodd reakcidiban a benzilidén mole-
kularész aromas szubsztittcidja is az addicid sebességét és
sztereokémiajat befolyasolo tényezének bizonyult.

A vegyiiletek kovalens reaktivitasanak vizsgalata mellett,
nemkovalens kolcsonhatasaik is fontos szerepet jatszhat-
nak biologiai hatdsaik kialakuldsdban. A szisztematikus
szerkezeti modositasokkal bird vegyiiletek lipofilitasanak
(logP;, o) kisérletes vizsgalata adatokat szolgaltatott a szer-
kezet-lipofilitas, valamint szerkezet-biologiai hatas 0Osz-
szefiiggések megismeréséhez mindharom vegyiiletcsalad
korében. Cellularis makromolekulakkal (BSA, HSA, DNS)
kialakitott kdlcsonhatasuk vizsgélata alapjan Osszefiiggé-
seket talaltunk a szerkezet és a kolcsonhatas kialakulasa,
illetve elmaradasa kozott. A kialakult kdlcsonhatasok gyen-
ge, nemkovalens természetiiek.

A szintetizalt vegytiletek legtobbje kiilonféle human és rag-
csalo daganatos sejtkulturdkon in vitro tesztelésre keriilt.
A meghatérozott IC,, értékek alapjan szerkezet-hatds 0sz-
szefiiggéseket allapitottunk meg a vizsgalt fizikai-kémiai
paraméterek (pl. logP, béta-szénatom *C NMR eltolodas)
¢s a biologiai hatasok kozott.
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Excerpts from research results at the Institute of Pharmaceutical Chemistry of University of Pécs I. Structure-

reactivity and structure-activity studies

The Institute of Pharmaceutical Chemistry was established on
January 1, 2002, as one of the Pharmacy-specialist institutes of
the pharmacy training started in Pécs in 2000. The institute is cur-
rently conducting research in two closely related but thematically
different areas - structure-reactivity and structure-activity studies
and in vitro and in vivo drug metabolism studies. This communi-
cation presents excerpts from research results in the former area.

The research on chalcones and cyclic chalcone analogs is an in-
tegral continuation of the work started by the founding profes-
sor of the institute at the Institute of Medical Chemistry of the
University of Pécs in the early 1990s. As a result, a large number
of five-, six-, and seven-membered carbocyclic (2-4), heterocyclic
(5,6), and ferrocene analogs (7-11) of chalcone (1) have been syn-
thesized. The synthetic activity has been supplemented in recent
years by synthesizing cyclic analogs of C5-curcuminoids (12).

The biological effects of the compounds are based on covalent
and non-covalent interactions. The covalent and non-covalent in-
teractions are affected by polarity (polarizability), spatial struc-
ture (primarily the relative space of the two aromatic rings), and
reactivity of the compounds to nucleophilic reagents. To study
the combined effect of these three physicochemical properties,
investigation of transmission of the aromatic substituent effects
was performed by spectroscopic methods. It was found that the
propagation of the electronic effects of the 4- and 4’-substituents
of the compounds was the most effective for the open-chain (1)
and five-membered ring analogs (2).

Studies with chalcones and cyclic chalcone derivatives have
shown that thiol reactivity may play a role in the development of
some of their biological effects (e.g., anti-inflammatory, tumor
cell cytotoxic effects). Based on these observations, we investi-
gated the kinetics and stereochemistry of the reaction of some
chalcone derivatives (1-4) with different ring sizes and substit-
uents on their aromatic rings with reduced glutathione (GSH)
and N-acetylcysteine (NAC). Unexpected diastereoselectivity
was observed by HPLC-UV analysis of the reaction of 4’-hy-
droxy-4-chlorochalcone with 3°,5-bis(dimethylamino)methylene
substitution in acidic medium (pH 3.2). However, the reaction of
the 4-methyl-substituted analog (1) with NAC showed higher di-
astereoselectivity in the strongly acidic medium than the deriva-
tive with the A-ring substitutions. Similar investigations with the
cyclic analogs (2-4) are underway.

Another essential mechanism for the biological effects of the chal-
cones (1-4) and the curcuminoids (12) is related to non-covalent in-
teractions of the compounds with biological macromolecules. The
conformation, polarity, polarizability, physico-chemical proper-
ties of the substituents, and lipophilicity of the compounds are es-
sential characteristics in developing the interactions. Lipophilicity
of about 60 chalcone and 80 cyclic C5-curcuminoid analogs have
been determined by a validated reverse-phase thin-layer chroma-
tographic method. The studied compounds are rather lipophilic.
Their logP values are in a wide range (logP,, .=2-7), depending
on the structure of the ring and the nature and position of the ar-
omatic substituents.

To investigate further mechanisms underlying the biological ac-
tivity of the compounds, we examined the interaction of cyclic
chalcone analogs and curcuminoids with cellular macromolecules.
The compounds were tested for BSA-, HSA, and DNA-binding by
UV-Vis and fluorescence spectroscopic methods. Based on the re-
sults, a spontaneous, non-covalent interaction occurs between the
compounds and the protein molecules. In the study of the DNA in-
teraction of selected chalcones (1-4), the shifts in the UV spectra
indicate the presence of weak interactions. The values correlate
well with the DNA binding constants of the compounds bound at
the surface of the DNA double helix.

The cytotoxicity of the chalcone derivatives (1-11) and curcumi-
noids (12) against a number of tumor cells was determined in
various domestic and international cooperative studies. Based on
cytotoxicity studies of carbocyclic ring chalcone analogs (1-4) in
rodent and human tumor cells, the 4-OCH; and 4’-N(CH,), deriv-
atives of the seven-membered ring analogs were the most effec-
tive. The six-membered heterocyclic chalcone derivatives 5 were
more cytotoxic than the respective carbocyclic (3) derivatives
against human Molt 4/C8 and CEM T lymphocytes and L1210
lymphocytic leukemia cells. Several compounds showed antitu-
bercular activity among the analogous sulfur-containing hetero-
cyclic derivatives (6). Among the cyclic C5-curcuminoid analogs
(12) containing a cyclohexanone (X=CH,) and piperidinone ring
(X=N-R?), the (E,E)-2,5-bis(4’-nitrobenzylidene)-4-piperidinone
proved to be the most effective derivative against MCF-7 and
Jurkat T cells. Based on comparative cytotoxicity studies of struc-
turally related 12 derivatives, the 4-position substituent (R?) of the
central cyclic moiety seems to be a second pharmacophore group
of the compounds. Several 4-piperidinone C5-curcuminoid ana-
logs have IC,, values in the nM and pM range (IC,,=7.483-0.139
nM) against human neuroblastoma (SH-SY5Y) and human phase
IV. astrocytoma (CCF-STTG]) cells.
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1. Bevezetés

A matematikai modszerek hasznalata az egyes természettu-
domanyokban kiilonb6z6 mélységii. Noha a kémiaban nagy
hagyomanya van a szigorii matematikai alapokon nyugvo,
teljes mértékben kvantitativ osszefiiggések keresésének, és
ehhez magyar kutatok is igen jelentdés mértékben hozzaja-
rultak a reakciokinetika teriiletén kiilondsen is,"* manap-
sag mégis elsdsorban a kémia 01j anyagok eldallitast célzo,
matematikai Osszefliggéseket kevésbé keresd iranyzata valt
dominanssa a vezeté nemzetkozi szakirodalomban. Ennek
sajnalatos kovetkezménye, hogy mig korabban a kvantitativ
kiértékelési modszerek alkalmazasahoz sziikséges szaktudas
meglehetdsen altalanos volt a kutatévegyészek korében, nap-
jainkra ez sokkal korlatozottabba valt, lényegében az analiti-
kai kémia kemometriai jellegli problémaira korlatozodik.

Ugyanakkor a tudomanyos jelenségek matematikai 9ssze-
fiiggéseken alapuld leirdsa annyira sikeresnek bizonyult az
elmult évszazadokban, hogy a mérvadd kémikusok el6z6
bekezdésben leirt elfordulasat a kvantitativ kiértékelés-
tél nem indokoljak tudomanyos érvek, igy ez minden bi-
zonnyal atmeneti jelenség, amely egy-két évtizeden beliil
talhaladotta valik. Az ebbe vetett hit hatotta at eddig az
eredetileg a Debreceni Egyetemen, majd késébb a Pécsi
Tudomanyegyetemen miikod6 matematikai reakciokinetikai
kutatocsoport tevékenységét. Ez a tudomanyos munka nem
pusztan a matematikai 6sszefiiggések megtalalasat célozta,
hanem stratégiai elem benne az is, hogy a mas kutatok altal
publikalt, de 1ényegi kvantitativ értelmezés nélkiil maradt
adatok feldolgozasaval bizonyitsa azt, hogy ezen dsszefiig-
gések valoban fontos 11 felismerésekkel gazdagitjak a tudo-
manyt. A jelen kozlemény az ebben a szellemben késziilt,
mintegy 35 cikk és konyvfejezet'™* anyagabol mutat be
teljességre nem torekvo valogatast.

2. Szimmetriasértés kiralis anyagokat tartalmazé
folyamatokban

A bioldgiai folyamatok alapjat jelenté molekulak szembetii-
no sajatsagainak egyike a kiralitas. A természetben eléfordu-
16 anyagokban az enantiomerparok koziil az egyik nagyon
gyakran Oriasi tulsulyban van, s ez a tény ellentmondani
latszik annak a széles korben megerdsitett megfigyelésnek,
hogy kiralis kiilsé hatas nélkiil végbemend folyamatokban

*  Tel.: 436 72 501 500 / 24208; e-mail: lenteg@gamma.ttk.pte.hu

racém elegy keletkezik. Ennek a paradoxonnak egy lehetsé-
ges intellektualis feloldasat F. C. Frank adta 1953-ban** az-
zal, hogy publikalt egy olyan mechanizmust, amely minden
szimmetriatorvénynek megfelelt ugyan, de az enantiomerek
mennyisége kozott megjelend legkisebb mennyiséget is ad-
dig erésitette, mig lényegében csak az egyik maradt a reak-
cidrendszerben. Az ilyen erdsitési mechanizmus kulcslépése
a kiralis autokatalizis volt: az egy olyan reakci6, amelyben
nem kiralis anyagbol keletkezik kiralis termék olyan modon,
hogy az aszimmetrikus katalizatora a sajat képzddésének.

A gyenge magerdk kisérletileg kimutatott és elméletileg is
alatamasztott aszimmetridjanak érdekes és a legtobb kémi-
kus szamara ellentmondasosnak tind kovetkezménye, hogy
az enantiomerparok energidja k6zott is van egy nagyon cse-
kély energiakiilonbség, amelyet paritdssértés-energianak
neveznek.® Ennek értéke annyira kicsi, hogy tényleges ki-
sérleti meghatarozasra jelenleg nincsen modszer. A 21. sza-
zad els6 évtizedére valt nagyon gyakoriva az a nézet, hogy
éppen a paritassértés-energia altal okozott csekély kiilonb-
ség felerdsitése révén jott 1étre a biologiai kiralitas.* Sajat
kutatasaink!?'3184 radmutattak arra, hogy ez a kétségteleniil
vonz6 kvalitativ gondolatmenet a kvantitativ probakat mar
nem allja ki. Korabban mar tobben is ramutattak arra, hogy
aracém elegyek diszkrét, valoban molekularis szinti értel-
mezésére a binomialis eloszlas alkalmas.*-*% A két enan-
tiomer kozotti csekély energiakiilonbséget aszimmetrikus
binomialis eloszlassal lehet figyelembe venni, ahol az egyik
izomer 0.5 helyett 0.5 + ¢ valosziniiséggel keletkezik.2 Igy
annak a P(r) valoszintisége, hogy N molekula koziil éppen »
lesz a stabilabb enantiomer:

P(r) = (1;’ ) (05 + )05 - )" (1)

Annak az R(N) valdszinlisége, hogy a stabilabb enantiomer
lesz feleslegben egy eredetileg ,,racém™-nek tartott, vagyis
kiilso kiralis hatas nélkiil 1étrejovo elegyben:

R(N) = SMA(P(N — i) — P(D)) ®)

Ezen mennyiségre teljes indukcids bizonyitassal kimutat-
hato, hogy ¢ kis értékeinek esetére a kovetkezd egyenlet
teljesiil:?

R(N) = 4¢ \/Z 3)
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A részletes kinetikai elemzés'>* azt mutatta, hogy a pari-
tassértés-energia legmodernebb becsléseibdl kovetkezd e
annyira kicsi, hogy az R(N) érték csak az enantiomermole-
kulék teljes szamanak () olyan nagy értékére haladja meg
a 0,6-t (vagyis 60 %-nal nagyobb valosziniséggel lesz a sta-
bilabb enantiomer feleslegben), hogy ahhoz a Fold tomegé-
nél nagyobb Gssztomeg tartozna. Ez alapjan kijelenthetd,
hogy a paritassértés-energia foldi kortilmények kozott nem
lehetett a biologiai kiralitas meghatarozo tényezdje.

Ezen gondolatmenetek felhivtak a figyelmet arra a korab-
ban is mar ismert hatasra, hogy ha a fluktuaciok jelent6-
sége nagy, vagy a molekulak szama nagyon kicsit, akkor
az anyagot folytonosnak tekintd determinisztikus kinetika
helyett sztochasztikus megkozelitést kell hasznalni. 379

A kiralis autokatalizis jelenségének kisérleti megismerésében
donto szerepet jatszott Kenso Soai kutatcsoportja, ahol a 20.
szazad utolso évtizedében tapasztaltak kiilonleges jelensége-
ket egy cink-alkileket felhasznalo, szén-szén-kotést kialakito
reakcioban.*-52 Ebben a folyamatban kiralis autokatalizis volt
tapasztalhato, vagyis a kiralis termék egyik enantiomerjének
csekély eldzetes hozzaadasaval teljesen enantioszelektivveé
lehetett tenni a reakciot. Ilyen elézetes hozzaadas nélkiil vi-
szont bizonyos koriilmények kdzott nem a vart racém elegy
keletkezett, hanem véletlenszertien az egyik vagy a masik
termék jutott nagy feleslegbe (abszolut aszimmetrikus szin-
tézis).”* Ezeket a megfigyeléseket kissé eltérd reakciorend-
szerekben mas laboratoriumokban is megerdsitették. -

Az abszolut aszimmetrikus szintézis nyilvanvaléan
sztochasztikus jellegli folyamat, igy determinisztikus ki-
netikai megkozelitéssel nem lehet értelmezni. Sajat mun-
kank kezdete egy minimalmodell kidolgozésa volt: ez olyan
tipusu modell, amely kémiai szempontbol nem feltétleniil
realis, de a tanulmanyozott alapjelenséget mar mutatja.
Eredményeink szerint egy kozvetlen és egy autokatalitikus
l1épes és a szimmetriatorvények altal megkovetelt analdgja-
ik mar alkalmasak az alapjelenség értelmezésére:!°

fey
A - By
fey
A - Bg
fec
A+Bg - By
fec
A + Bg - Bg

“

Sztochasztikus kinetikai szamitasok!'® azt mutattak, hogy a
reakcioban keletkezd enantiomerek eloszlasat kizarolag a k,
és k, sebességi allandok hanyadosa hatdrozza meg, amelyet
érdemes kiilon szimbélummal jel6lni:

ke
a =
kuNaV

)

A modell altal josolt enantiomereloszlast a kovetkez6 képlet
adja meg:"’

_ (N\ITjZ505+ap T}y " (05+aj))
P(r) = ( ) MM +a))

(6)

Noha ez diszkrét részecskékre vonatkozik, folytonos at-
menettel megmutathatd volt, hogy az r valtozét folyto-
nosnak képzelve ez megfeleltethetd egy szimmetrikus
béta-eloszlasnak:'*"

0.5

(B (1= O

P@r/N) = I'(0.5/@)T(0.5/a) \N

Kés6bbi munkéakban sikeriilt a minimalmodellt szamos
iranyban béviteni.!1>18-20.2425.35 Flsénél nagyobb rendiiségii
autokatalizis'! esetében a végelegy mindig majdnem telje-
sen enantiomertiszta. A modell egy valtozatat elemeztiik
a Frank-modellhez hasonlé koriilmények kozott is, ehhez
kidolgoztuk az atfolydsos reaktor (CSTR) sztochaszti-
kus leirasi moszerét.”® Jellemeztiik a kiralis szennyezések
kezdeti jelenlétének hatasat is statisztikus modszerekkel
A legjelentésebb eredmény az volt, hogy a Soai-reakcid
Buhse altal posztulalt, 18 reakciolépést tartalmazé kémi-
ai modelljére” is sikeriilt kiszamitani az enantiomerek
varhatd végeloszlasat,”® amelyet mindossze két paraméter
megfelel6 megvalasztasaval sikeriilt 6sszhangba hozni a
Soai-reakcioban leirt kisérleti tapasztolatokkal.>*? Ebben
a munkéaban® igen jelent6s modszerfejlesztést is kidolgoz-
tunk: a sztochasztikus folyamatok Monte Carlo model-
lezésére alkalmas Gillespie-algoritmust®®-% kombinaltuk
determinisztikus kinetikai szamitasokkal (determiniszti-
kus folytatas), illetve a rendszer fiiggetleniil bizonyithato
szimmetriasajatsagait rakényszeritettiik a sztochasztikus
szimulaciokra (szimmetrizalas).

Az elméleti eredmények nagyon fontos tanulsaga volt,
hogy a kisérleti adatokkal valo 6sszehasonlitasban hisz-
togramokkal nem lehet nagy sikert elérni, mert egyrészt
ezek készitése az eredmények onkényes kategorizalast ki-
vanja meg, masrészt a kisérleti munkakbol rendelkezésre
allo adatok pontszama altalaban tul kicsi ahhoz, hogy azok
alapjan valdban informativ hisztogramokat lehessen kész-
teni. Egy hisztogram statisztikai szempontbdl az eloszlasi
stirtiségfiiggvény kisérleti kozelitése. A numerikus diffe-
rencialas megbizhat6sagi problémai kozismertek, de integ-
ralja, a kumulativ eloszlasi fliggvény esetében nincsenek
hasonl6 problémak. Ezt a fliggvény felhasznalva azt dbra-
zoljuk, hogy egy kisérlet eredménye milyen valdsziniiség-
gel lesz kisebb az x tengelyen feltiintetett értéknél. Itt nem
kell az eseményeket kategorizalni, egyetlen adatsor alapjan
csak egyetlen abra készitheto.

Az 1. abra mutatja be a Soai-reakcio esetében a kisérletileg
tapasztalt végs6 enantiomer-eloszlas®? kumulativ eloszlasi
fliggvényét, illetve a sztochasztikus szamitasok altal josolt
gorbéket. A kisérleti adatok két, egymastol fliggetlen mé-
réssorozatbol szarmaznak (37 pont™ és 84 pont™), ahol a
koriilmények nem voltak pontosan azonosak. Az eloszlas-
gorbék mégis nagyon hasonloak. Az elméleti gorbék a mi-
nimalmodellen (elsérendit),'” a minimalmodell méasodrendii
autokatalizist tartalmazo valtozatan (masodrendii)," illetve
a 18-1¢épéses mechanizmuson (mechanizmus)® alapulnak.
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o0 n db kiilonbozé részecskefajta (A, A,, ..., A,) mindegyike
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= 84pont jellemezhet6 elsérendli folyamatban:
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1. Abra. Az enantiomer-eloszlas kumulativ eloszlasi fliggvénye

a Soai-reakcioban.® 37 pont: kisérletileg mért elsd eloszlas®'; 84 pont:
kisérletileg mért masodik eloszlas®?; elsérendii: elsérendii autokatalizist
tartalmazo minimalmodell'’; masodrend(i: masodrendii autokatalizist
tartalmaz6 minimalmodell''; mechanizmus: egy 18-1épéses, tényleges
kémia lépéseket tartalmazo modellen alapulé sztochasztikus szamitasok
eredménye®

Az 1. ébra szerint a masodrend(i autokatalizist tartalmazo
minimalmodell jobb értelmezését adja a kisérleti megfigye-
léseknek, mint az elsérendli. A mechanizmuson alapul6
szamitasok elméleti eloszlasgdrbéje majdnem megegyezik
a masodrendii autokatalizist tartalmaz6é modellével. Ezt
eleinte véletlen egybeesésnek gondoltuk, de aztan a rész-
letes analizis megmutatta, hogy a két modell ilyen szem-
pontbol kinetikailag egyenértéki.’> Az alapvetd felismerés
az volt, hogy a katalitikusan legaktivabb reakciout &tmeneti
allapotaba két termékmolekula épiil be, igy a teljes reakcio
Osszességében jol kozelithetd masodrendi katalizissel.

3. Sztochasztikus Kinetika elsorendii
reakciorendszerekben és enzimkatalizalt
folyamatokban

Az abszollt aszimmetrikus reakciok értelmezése soran fel-
hasznalt sztochasztikus modszerek a reakcidkinetika egy
fontos, de ritkdn hangsulyozott tényére hivtak fel a figyel-
met: a szokasos determinisztikus kinetika a benne hasz-
nalt folytonos kdzelités miatt nem alkalmas csekély szamu
(példaul néhany tucat) molekula reaktivitasanak leirasara.
Igy aztan felmeriil az az alapvetd kérdés, hogy mi az a
legkisebb molekulaszam, ahol a determinisztikus kinetika
mar hasznalhaté. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara
sztochasztikus térképeket készitettiink, amelyek a paramé-
terek fazisterében megmutatjak, hogy mely esetekben nem
lehet elkeriilni a sztochasztikus mddszerek hasznalatat. Ez
azért nagyon lényeges kérdés, mert a sztochasztikus szami-
tasok id6- és memoriaigénye nagysagrendekkel meghaladja
a determinisztikus szdmitasokét. A sztochasztikus térképek
hasznalatat két probarendszeren mutattuk be: a csak elséren-
dii kémiai reakciokat tartalmazo halozatokon? illetve az
enzimkatalizist értelmez6 Michaelis—Menten-kinetikan.??

Az elsérendli reakciorendszerek kitiinéen alkalmasak
arra, hogy a CDS (continuous time discrete state) tipusu
sztochasztikus kinetikai megkdzelitést bemutassuk vele, s
az ilyen tipust kutatasoknak jelentds irodalmi elézményei
is vannak.®-” Egy altalanos elsérendli reakciorendszerben

hogy minden részecskefajta molekulaszamat megadjuk,
ezek a,, a,, ..., a,. Az anyagmegmaradas térvénye miatt a
molekulék teljes szama (V) nem valtozhat, igy a kdvetkez6
egyenlet mindig érvényes:

N=3Y",q )

A lehetséges allapotok szama korlatos, de altalaban igen
nagy. A jelen esetben ez Iényegében a 9. egyenletben mega-
dott diofantoszi egyenlet megoldasainak szamat jelenti (M),
amelyrdl belathato, hogy a kdvetkezd binomialis egyiitthato
adja meg:*

M:(N+n—1)

n—1

(10)

Mas rendszerekben, ahol a reakciok sztochiometridja 6sz-
szetettebb, gyakran mar az allapotok szamanak megadasa
is jelentés kombinatorikai kihivas. Az allapotok szamanak
azért van nagy jelentdsége, mert a CDS leiras az egyes al-
lapotok valosziniiségének idobeli valtozasat adja meg egy
elsérendd, linearis, homogén differencialegyenlet-rendszer
formajaban,” amelyet magyarul vezéregyenletnek neveziink
(az angol megfeleld: master equation). Az egyes allapotok
valészinliségét P(a,, a,,...,a,)-nel jelolve a vezéregyenlet
alakja elsérendii reakciorendszere a kovetkezo:*

dP(a1,az,.,an) _

o = —(Z, X7 aikij)P(as, ay, .. a,) +

an
Z;{l:l Z?’:l(ai + 1)kijp(a1l az, a; + 11 aj - 1! a‘n,)

Az idézett sajat kozlemény?® altalainos matematikai mod-

szert mutat be a vezéregyenlet megoldasara, illetve tobb

egyszerll alrendszerre ad meg sztochasztikus térképeket

kisérleti eredményekkel®®7? illusztralva.

Hasonlo eclemzést végeztiink el a Michaelis—Menten-
mechanizmuson.?>?3! A kozismert mechanizmus™7 az
enzimek miikodésmodjarol alkotott, legegyszeriibb, mar
miikddo elképzelés, benne az E enzim, az S szubsztrat, az
ES enzim-szubsztrat adduktum és a P termék szerepelnek.
A kovetkezd harom reakcidt veszi figyelembe:

k1
E+S—-ES
k_
ES—SE+S (12)
k
ESSE+P
Mivel az enzimkinetikaban gyakoriak a kicsi enzimkoncent-
raciok, és megfeleld, altalaban fluoreszcencian alapulo kisér-
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leti modszerek segitségével szerencsés esetben akar egyetlen
enzimmolekula katalitikus aktivitasa is tanulmanyozhato,
ezért a Michaelis—Menten-mechanizmus sztochasztikus lei-
rasara mar korabban is voltak probalkozasok, illetve kisérleti
eredmények is kell6 mennyiségben ismeretesek.”>”

A 2. abraa Michaelis—Menten-mechanizmus egy sztochasz-
tikus térképét mutatja be.”? A vizszintes tengelyen az id6
szerepel a k, sebességi allando értékével skaldzva, mig a
fliggbleges tengelyen a K,, Michaelis-allando. Az abra
célvaltozoja az enzimaktivitas, vagyis az iddegység alatt
keletkez6 termékmolekulak szama: amikor a térképen
sztochasztikus teriileten vagyunk, akkor ezt nem lehet de-
terminisztikus eszkdzokkel kiszamitani. A térkép valame-
lyest fligg még a jelen 1évé enzimmolekuldk szamatodl és a
teljes térfogattol. Ez a tény is mutatja azt a problémat, hogy
a térképet igazabol altalaban ketténél tobb filiggetlen valto-
zdval kellene definialni, de a sikban készitett abrakon ennek
csak specialis metszetei mutathatok be.

1010
kis V/ ' 0,=100|&=1
b P nagy V

f determinisztikus
=3 (o4 |
(3. 100 i —y

107 ‘ ' -

10° 10° 10"
kot

2. Abra. A Michaelis—Menten-mechanizmus sztochasztikus térképe.?
A két tengelyen feltiintetett mennyiségeken kiviil a térkép fiigg a

jelen 1év6 enzimmolekulak szamatol (e,) és a térfogattol (V), ezek is
megtalalhatok a feliratok kozott. Az A, B, és C szakaszok kisérletileg
vizsgélt paramétertartomanyokat jeldlnek a [79], [78], illetve [76]
kozleménynek megfelelden.

A térkép szerkesztéséhez szinte soha nem kell egyedi alla-
potvaldszintiségeket hasznalni. Ezeket altalaban kiszamitani
is nehéz: Aranyi és Toth adott modszert erre abban az eset-
ben, ha egyetlen enzimmolekula van jelen.” Ennek altala-
nositasa nem volt lehetséges, de sajat munkank részeként?’
levezettiink egy modszert az altalanos eset allapotvaldszinii-
ségeinek becslésére a determinisztikus steady-state keze-
lésmod sztochasztikus analdgjanak kidolgozasaval, illetve
a binomialis eloszlasok altalanositasaval. A sztochasztikus
enzimkinetikdban igy megszerzett tapasztalatot egy az en-
zimciklusban autokatalitikus 1épést is tartalmazo hidrogenaz
miikddésének leirasaban is hasznositottuk.’® Ez a rendszer
alkalmat adott arra is, hogy egy elméletileg mar megjosolt
sztochasztikus jelenségre, az autokatalitikus kihalasra®
kisérleti példat adjunk. Ennek 1ényege, hogy egy reakcidban
csak autokatalitikus uton keletkezik egy lépés terméke, de az
tovabb is alakul. Ha ezen termék koncentracioja nulla, akkor
a teljes folyamat megall. Determinisztikus kinetikaban egy
koncentraci6 soha nem valtozhat matematikai értelemben is
nullara, ezért ott ez a jelenség nem 1étezik.

4. Tobblépéses reakciosémak altal josolt koncentracio—
id6 fiiggvények pontos és kozelito megadasa
determinisztikus modszerekkel

A személyi szamitogépek bevezetése ugrasszerl fejlédést
okozott a reakciokinetikai kiértékelések megvalositasaban.
Korabban altalaban egyszerisité elveken alapuld kozeli-
tésekre kellett tamaszkodni, s ez mar a kisérlettervezési
folyamatot is meghatarozta. Mar a személyi szamitogé-
pek megjelenése elbtt is ismeretesek voltak megbizhatbéan
mikodd algoritmusok, amelyek barmely kémiai folyamat
kinetikai differencialegyenlet-rendszerét kelld pontossag-
gal képesek voltak numerikusan megoldani.®’ Az 1990-es
évektdl viszont a numerikus integralds hasznalata széles
teret nyert a kutatasunkban, sajat munkainkban is rendsze-
resen tamaszkodtunk erre.’%

Ezen fejlédés ellenére néhany kinetikai séma szimbolikus
megoldasanak tovabbra is van jelentdsége. A legtdbb egy-
1épéses reakceio lefolyasat leird koncentracio—ido fiiggvényt
a kinetikai tankonyvek és monografiak is tartalmazzak,>*®
talan ennck a hatasara valt kdzvélekedéssé az, hogy bo-
nyolultabb rendszerekben ilyen nem is lehetséges. Sajat
eredményeink megmutattdk, hogy lényegében az Osszes
szokasos kétlépéses sémaban is meg lehet adni a szimbo-
likus megoldasokat.?®*3! A kétlépéses kémiai folyamatok
kinetikai leirasa két, egymassal csatolt, elsérendii kdzonsé-
ges differencidlegyenletre vezethetd vissza. Ezeket at lehet
alakitani egyetlen ismeretlen fiiggvényt tartalmazo, ma-
sodrendl differencidlegyenletté. Ezért a szimbolikus meg-
oldasokban a nevezetes masodrendi egyenletek megoldas-
fiiggvényei (hipergeometrikus fliggvény, Bessel-fiiggvény,
Legendre-fiiggvény, ...) kdszonnek vissza.

Ezen munka soran észleltiik, hogy a matematikai analizis-
ben hasznalt Taylor-tétel a kinetikai differencidlegyenletek
megoldasanak nagyon hasznos segédeszkoze lehet. A kine-
tikai egyenletek egy koncentracio els6 derivaltjat adjak meg
a koncentraciok fiiggvényében. gy derivalassal az Gsszes
magasabb rendu differencialhanyados eldallithato az dsszes
koncentraciora, igy azok értéke a Taylor-tétel segitségével
szamithatova valik. Ezt a technikat hasznaltuk annak kimu-
tatasara, hogy két dsszetett reakcidséma pontos megoldasa
annyira kozel van a pszeudo-elsérendli gérbéhez, hogy ki-
sérletileg nem kiilonboztethetd meg tdle.*® Ennek kovetkez-
tében mindkét esetben nagy a veszélye annak, hogy ezeket
az Osszetettebb reakciosémakat tévesen a megfordithato el-
sOérendll reakcidval azonositjak. Szintén ezt a technikat al-
kalmaztuk egy Osszetett enzimkinetikai modellben, amely
egy autokatalikusan miikodé uredz aktivitasanak idoéfiig-
gését irja le hidrokinon tipust inhibitorok jelenlétében.*
Az utdbbi idében megkezdtiik egy, a Taylor-tételen alapu-
16 numerikus integralasi modszer kifejlesztését is. Ennek
a jelenlegi eljarasokkal szemben nagy elénye lehet, hogy
megoldasként nem egyedi koncentracio—id6é pontparokat
ad, hanem polinomszeri fiiggvényeket.
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4. Nanorészecske-novekedési modellek

A legutobbi idékben csoportunk jelentés erdfeszitéseket
tett nanorészecskék képzoédését leird kinetikai modellek
fejlesztésére.’342 Ezek specialis nehézsége az, hogy a
sok kiilonbdz6 méretli nanorészecske mind 6nallé kémiai
anyagféleségnek szamit, amelynek koncentracioja a diffe-
rencidlegyenlet fliggd valtozoja. A differencialegyenletek
csatolodasa miatt ezért itt a szokasos numerikus integralasi
technikak kozvetleniil nem hasznalhatok. Eddigi munkéank
soran a kovetkezd, gocképzddés—részecskendvekedés tipu-
su kémiai modellt elemeztiik nagy részletességgel:
M3
n bd
KDy (13)
CG+M—7Cyq

A modellben M egy monomeregységet jeldl, » a mo-
nomeregységek minimalis szdma egy ndvekedésképes
gocban, C, egy i darab monomeregységet tartalmazo6 nano-
részecskét jelent, k, a gocképzodés, K(i)k, pedig a goend-
vekedés sebességi allanddja. Az itt szereplé K(i) fliggvényt
kernelfiiggvénynek nevezi a szakirodalom: ez megadja,
hogy a goécndvekedés sebességi allanddja hogyan fiigg a
nanorészecske méretétél. A modellben két nanorészecs-
ke egymassal valo reakcidja (aggregacid) nem szerepel.
Négyfajta kernelfiiggvényt hasznaltunk:

K(i) = i (tdmegkernel, a részecske reaktivitasa
a sajat tomegével aranyos)

K(i) = i*? (feltiletkernel, a részecske reaktivitasa
a sajat feliiletével aranyos)

* K(i) = i"® (Brown-kernel, a részecske reaktivitasa
a sajat linedris méretével aranyos)

K@) =1 (diffuzids kernel, a részecske reaktivitasa
fiiggetlen a sajat méretétdl)

Ezen tipusu nanorészecske-ndvekedési modelleket a szak-
irodalomban gyakran hasznaljak, illetve megfeleld mennyi-
ségli kisérleti adat is rendelkezésre all, elsésorban a képzd-
d6 részecskék végsé méreteloszlasara.3o-!

Az elsé jelentés eredményiink® az volt, amikor szimboli-
kus megoldast talaltunk a tomegkernel n = 2 esetére. Ehhez
a (13) egyenletben bemutatott mechanizmus differenci-
al-egyenletrendszerét célszerii dimenziomentes alakban
felirni:

dm o .
5, = —nam® —m ¥, K(j)¢
%’1 = am™ —mK(n)c, (14)
% =mK({—1)c;_, —mK({)e i>n

Ebben az egyenletben 7 a dimenziomentes id6, m az M ré-
szecske dimenziomentes koncentracioja, ¢, a C, részecske
dimenzidmentes koncentracioja, mig o az k, €s k, sebességi
allandok dimenziomentes hanyadosa. Tomegkernel és n =2
hasznalatakor a szimbolikus megoldas:

1

m=——-—
1-2a+2ae'®
_ ali=nI-nTtom-1)
! MM, 2a—j-1) (15)
. J
i () (i=1\_plaom s
J=2ja-j-n\j — 1 1 (Za +m) 1

A késobbiekben két tovabbi esetre is sikeriilt szimbolikus
megoldast talalni.*! A tomegkernel n =1 esetére:

_ a+t
T aelatDTyg

af 1-m \!
Ci=<\—"7—7]/—
i \a+1-m

A masik szimbolikus megoldas a diffizios kernel n =1 ese-
tére vonatkozik:*!

(16)

@ o

— i—1 1
¢ = a — aeHo/t Fimh (=

J=0 jy
Ebben a képletben 1, egy idofiiggd segédvaltozo, lényegé-
ben az egy nanorészecskében 1évé monomeregységek atla-
gos szamanak reciprokat adja meg. A kovetkezd képlettel
lehet szamitani az értékét:*!

Uo=—a + /a2 + a)th (Tiva(:”‘)+ arth (\/%)) (18)

A tény, hogy egy ilyen modellben nagyon nagy a kémiai
anyagféleségek szama, érdekes problémat vetett fel: ezekbol
soknak a koncentracidja annyira kicsi, hogy ott bizonyosan
sziikséges a sztochasztikus megkozelitésii kinetika haszna-
lata. Ennek ellenére mégis azt talaltuk,* hogy a végallapot
részecskeméret-eloszlasat a determinisztikus megkozelités
is kell6 pontossaggal megadja. Ezt tigy bizonyitottuk, hogy
Gillespie-algoritmussal®-®° végzett sztochasztikus szimula-
ciok eredményét dsszehasonlitottuk az analog determinisz-
tikus szdmitdsokkal. Egy ilyen 6sszehasonlitas mutat be a
3. abra. Ebbdl jol lathato, hogy a csekélyebb szamitastech-
nikai hatteret igényl6 determinisztikus modszernek van 1ét-
jogosultsaga ilyen tipusu problémak megoldasa esetén.

1.0

Sztochasztikus
0.8 +  Determinisztikus

0.6

0.4

0.2

0.0

0

rir,

3. Abra. Sztochasztikus és determinisztikus megkozelitéssel josolt
nanorészecskeméret-eloszlas a végallapotban a (13) egyenletben
bemutatott gocképzddés—részecskendvekedés tipusu modellben

a diffuzios kernel n = 2 esetére.
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Ezen kézirat irasaval parhuzamosan kezdtiik el egy olyan
moddszer kifejlesztését, amelynek segitségével a felsorolt
mind a négy kernel esetében tetszéleges n értékre lehet-
séges kozelitd képleteket levezetni. Igy remélhets, hogy
a részecskék végsd méreteloszlasat leird, szamos kisérleti
eredménnyel kozvetleniil sszehasonlithaté elméleti fiigg-
vényeket tudunk majd megadni.
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Mathematical reaction kinetics: from the parity-violating energy difference to nanoparticle growth

This article summarizes about 20 years of scientific advance
reached in the Mathematical Reaction Kinetics Research Group,
which first worked at the University of Debrecen then moved to
the University of Pécs (both in Hungary). A brief account of the
contents of about 35 relevant papers published by this group are
given. These mostly focus on sequences of thought using ad-
vanced mathematics that aimed to provide insight into current
chemical kinetic research problems.

The first field of the work is centered on the origin of biological
chirality and connected phenomena such as the consequences of
the parity violation of weak nuclear forces on the symmetry of
chemical enantiomers, chiral autocatalysis and absolute asym-
metric synthesis. A mathematical derivation showed that the
miniscule asymmetry introduced by the parity violation of weak
nuclear forces, which was both experimentally and theoretical-
ly confirmed, cannot have any significant effect on the inception
of biological chirality on Earth. The argument illustrated by
Equations 1-3 shows that this tiny asymmetry can only be notice-
able if the mass of the involved chiral material exceeds the mass of
planet Earth. Furthermore, chiral autocatalytic models of absolute
asymmetric synthesis, experimentally first observed in the Soai
reaction (formation of a carbon-carbon bond using a zinc alkyl
reagent, all the reactants are non-chiral but the major final product
is chiral), were analyzed in detail. A minimal model consisting of
a two-step mechanism shown in Equation 4 could already account
for the phenomenon itself and it was shown that the final result
is that under completely non-chiral conditions, the formation of
chiral molecules will be characterized by the discrete enantio-
meric distribution given in Equation 6, which converges to the
continuous distribution shown in Equation 7 if the number of mol-
ecules is sufficiently high. This first mechanism showed first-or-
der asymmetric autocatalysis. Further considerations proved that
higher order autocatalysis may lead to mixtures in which one of
the two mirror-image enantiomers is in overwhelming excess, but
the identity of the dominating enantiomer stochastically changes
from one experiment to another. The final distributions derived
from various models were compared with the experimental ob-
servations made in the Soai reaction as shown in Figure 1, where
one of the mechanisms used was an 18-step realistic model of the
chemical system proposed in a previous study independently of
the work of our group. In addition, the possible effect of random
initial chiral contaminations is also analyzed. It was a very impor-
tant conclusion that a comparison of measured data and theoreti-
cal predictions should not be done using histograms in stochastic
cases as the arbitrary categorization involved in this method of
graphing distorts the data very much. Instead, the cumulative
probability function should be used as shown in Figure 1, which is
always free from such sources of error.

In the course of the work of the research group, the stochastic
methods used in chemical kinetics became greatly developed. It is
known that the usual deterministic approach to kinetics assumes
continuous concentration—time functions, which is in contrast
with the known particulate (i.e. discrete) nature of matter. The
CDS (continuous time discrete state) formalism of stochastic
kinetics was discussed briefly and a master equation for a net-
work of first order chemical reactions was given as an example
in Equation 11. There is a fundamental question in this field: at
what molecule numbers the use of the computationally much
more demanding stochastic approach is indispensable in reality?
This question was answered by constructing stochastic maps of
various mechanisms, which identify the regions of the parame-

ter space where deterministic kinetics does not make sense. The
Michaelis—Menten model (Equation 12) was employed as an ex-
ample to demonstrate the use of stochastic maps and a sample map
is given in Figure 2. In this section, experimental information that
had been published before the stochastic works was re-interpreted
to prove that the newly developed techniques actually provide sig-
nificant new insights into the studied phenomena.

In the next section, exact (or symbolic) solutions were derived for
a number of multistep mechanisms. Although numerical integra-
tion of kinetic ordinary differential equations is widely used in
today’s research practice, finding the analytical solutions still has
a lot of value because they give functions rather than isolated sets
of points. Our results are summarized in Table 1, where most of
the possible two-step mechanisms made up of elementary steps
are listed together with the exact solution. These cases could al-
most always be reduced to the solution of a second-order ordinary
differential equation. Consequently, the solutions themselves typi-
cally feature special functions primarily know from such differen-
tial equations (e.g. Bessel, Legendre, hypergeometric...). A novel
method based on Taylor series expansion was also developed for
comparing kinetic traces and it was used to show that the concen-
tration—time curve in two non-trivial mechanisms are so close to
pseudo-first order curves that it is not possible to make the differ-
ence between them experimentally. Our current efforts aim to de-
velop a numerical integration method for an arbitrary mechanism
using the Taylor theorem. This would have multiple advantages
over techniques that are currently used.

The final part of the paper shows novel results that aimed to in-
terpret the kinetics of the formation of nanoparticles. The nucle-
ation-growth type model (where aggregation steps are missing)
shown in Equation 13 was analyzed in fine detail. This system
is characterized by the ordinary differential equation shown in
Equation 14, which is presented in a dimensionless form. K(7) is
the kernel function in this model, which shows how the reactivity
of a nanoparticle depends on the number of monomeric units in
it. Four different kernels are considered (mass, surface, Brown,
and diffusion) with n as the size of the smallest viable nucleus.
Symbolic solutions were reported for three cases: mass kernel
with n = 1 (Equation 15), mass kernel with n = 2 (Equation 16),
and diffusion kernel with n = 1 (Equations 17-18). These are espe-
cially important as the number of independent variables in these
equations is infinitely large, which means that the usual numeri-
cal integration techniques cannot be used directly to obtain any
meaningful solution. The very high number of different chemi-
cal entities also brings up the problem that in the deterministic
approach, many of them should have very low concentrations.
This is a potentially serious problem because, as pointed out in
the previous paragraphs, the use of stochastic kinetics may be in-
dispensable under such conditions. To handle this possible source
of inconsistence, the same model has been analyzed by both the
deterministic and the stochastic methods in a few examples. The
stochastic calculations were done using Monte Carlo simulations
based on the Gillespie algorithm. As the comparison shown in
Figure 3 reveals, the two approaches gave practically identical
predictions for the final size distribution of nanoparticles formed
in the system. This fact proves the applicability of the computa-
tionally much less demanding deterministic calculations for these
particular set of problems. Also, recent efforts are underway to
develop an approximation method to obtain closed formulas for
the concentration dependences for all four kernel functions with
any possible value of n.
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1. Bevezetés

A PTE GYTK Szerves és Gyodgyszerkémiai Intézete alapi-
toi, Prof. Hideg Kalman (1934-2018) és Dr. Hankovszky H.
Olga (1934-2020) haldla utan is megtartotta f6 profiljat, a
csaknem fél évszdzada muvelt stabilis nitroxid szabad gyo-
kok szintézise, atalakitasai és alkalmazasai témateriiletet.
Ugyanakkor kutatasi kore kiboviilt anyagtudomanyi kuta-
tasokkal is, amelyek kiterjednek a stabilis nitroxid szabad
gyokok, a makromolekulak/szupramolekularis rendszerek
¢és kismolekuldk masodlagos kémiai kolcsonhatdsainak
vizsgalatara, valamint a mezdgazdasagban is alkalmazhat6
nanoszerkezetli anyagok bizonyos tulajdonsagainak vizsga-
latara is.

Az intézethez 0j kollégak és PhD hallgatok csatlakoztak az
elmult nyolc évben. Tobben koziiliilk mar megvédték PhD
értekezésiiket vagy PhD téméjukon dolgoznak a Kémiai
Doktori Iskola, az Interdiszciplinaris Orvostudomanyi
Doktori Iskola vagy a Gyodgyszertudomanyok Doktori
Iskola keretei kozott. Masik jelentds valtozas, hogy az inté-
zet oktatasi profilja miatt atkeriilt az id6kézben megalakult
Gyogyszerésztudomanyi Karra. Jelen 0sszefoglalo cikkiink
a 2013-ban megjelent kozleményiinket! meghaladd fébb
eredményeinket mutatja be szerves kémiai kutatasok és
anyagtudomanyi kutatasok teriiletekre bontva.

A stabilis nitroxid szabad gyokok kutatasanak egyik f6
célja 11j, a biomolekulak (fehérjék, nukleinsavak, lipidek)
kovalens modositasara alkalmas u.n. spinjelzé vegytiletek
szintézise. A spinjelzék segitségével szerezhetiink infor-
spektroszkopias  vizsgalatokkal.  Nitroxid-biomolekula
vagy nitroxid-gydgyszermolekula hibridek Iétrehozasa ku-
tatasaink szintén fontos irdnyvonala szerkezet-hatas 0ssze-
fiiggések felderitése céljabol. De legalabb ennyire jelentds
a piperidin, tetrahidropiridin, pirrolin és pirrolidin tipusu
nitroxidokon, mint részben vagy teljesen telitett, tobbszors-
sen szubsztitualt, N-heterociklusos gytiriikon végrehajtha-
t6 szelektiv (szabadgyokds centrumot nem érintd) reakciok
tanulmanyozasa, optimalizalasa.

Ami az anyagtudomannyi kutatasokat illeti, itt a biradika-
lisok részletes vizsgalataval a kettdsen spinjeldlt biomole-
kulak spinjelz6i kozotti spin-spin kdlcsonhatast kivantuk
modellezni, mig a médositott, nanoszerkezetii titdn-dioxi-
dokkal a reaktiv oxigén szarmazék generalo képességet ki-
vantuk optimalizalni. A metotrexat (MTX) és a fototrexat
(PTX) sajatsagainak tanulmanyozasa az optimalis hato-
anyag leadas, ill. a hatdéanyag fénnyel torténd aktivalasanak
szempontjabol fontosak és tovabbi gyodgyszertechnologiai
kutatasok, valamint a célzott terapia szempontjabol lehet-
nek jelentdsek.

2. Eredmények

2.1. Szerves kémiai kutatasok

A stabilis nitroxidok felfedezése 6ta eltelt kb. 70 év alatt fo-
kozatosan ismerték fel a vegyiiletcsalad alkalmazhatosaga-
nak szamos teriiletét. igy alkalmazzak oket spinjelzoként,
ko-oxidansként, SOD-mimetikumként, polimerizacios
segédanyagként, szerves alapu ferromagnesek épitdkove-
iként, NMR ¢és EPR kontrasztanyagként vagy akkumula-
torok katodanyagaként.>*® Ezen teriiletek kiilonb6z6 hete-
rociklusos alapvazi, valtozatosan szubsztitualt nitroxidok
szintézisét kovetelik meg, mi ebben az 6sszefoglaloban a
pirrolin-, piperidin- és pirrolidinvazas vegyiiletek mddosi-
tasaira szoritkozunk.

2.1.1. Nitroxidok funkcionalizalasa

Munkank soran sikeriilt megvalositanunk a kdnnyen hoz-
zaférhet6, monofunkcionalis 1 észtervegyiiletbdl a 3,4-bi-
funkcionalis pirrolin nitroxidszarmazékok szintézisét, igy a
2a-e vegyiileteket allitottunk eld, Li-TEMP-nel végzett de-
protondladssal, majd a szubsztratum elektrofilekkel torténd
reagaltatasaval (1. abra).*

*  Tel.: 436 72 536 220; e-mail: tamas.kalai@aok.pte.hu, sandor.kunsagi-mate@aok.pte.hu
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1. abra. 3,4-Diszubsztitualt pirrolin nitroxidok egyszeriisitett szintézise.

A paramagneses acetilénvegytiletek eldallitasara a
Bestmann-Ohira reagenst alkalmaztuk, ily modon a kony-
nyen hozzaférhetd 3a-c aldehidekbdl egylépéses reakcioban
kaptuk a megfeleld 4a-c acetiléneket (2. bra).’
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2. abra. Egylombikos modszer paramagneses acetilének eldallitasara
aldehidekbdl.

Korébbi célunk volt a foszforkémidban alkalmazott szin-
tetikus modszerek adaptalasa paramagneses foszforve-
gyliletek eldallitasara: igy a 6a,b® allil-foszfonat-észterek
és a 8a,b’ a-keto-foszfonat-észterek szintézise Arbuzov-
reakcioval, a 10a,b® a-hidroxi-foszfonat-észterek szintézise
Pudovik-reakcioval, valamint a 13a,b -keto-foszfonat-ész-
terek szintézise a 12a,b etinil-foszfonatok Pd(II)-katalizalt
hidratalasaval.’

Bar paramagneses foszfortartalmi vegyiiletekre vonatkozo
szintéziseket szép szammal kozoltek,®® az el6bb felsorolt
fontos vegyiiletcsaladok pirrolin illetve piperidin nitroxi-
dokra nem voltak leirva (3. abra). Az eldallitott vegyiiletek
jol hasznalhatok voltak C-C kotés kialakitdsara Horner-
Wadsworth-Emmons-reakciokban, valamint acilezésre. A
kozelmultban elséként irtuk le a pirrolin nitroxiddal kon-
denzalt 14 foszfolén-oxid szintézisét McCormac-reakcioval
illetve a 15 pirrolin nitroxid difenilfoszfin vegyiilet szinté-
zisét (4. abra).!

69
o
Br B _OEt
“OEt
Z P(OEt
(n (OEt); a0
N
. A N
0 6
5ab 6ab
o)
Oyl 0. P_OEt
N\,
OEt
DCM
= o (OEt)3, =
- (n n | 56,78,10,12,13
N
i N B —
5 25°C X o s
7ab 8ab 11b
o)
Oy _H HO_ p_OEt
“OEt n
HP(O)(OEt —_—
Ay PO A e
K4PO,
g. e g 1|91
3,9 10ab
o, OEt
P okt ¢ OEt
‘ ‘ ‘ ‘ SOEt
Z M LHMDS, THF cat. PdCl,
N —_— " dioxan. viz. A
5 CIP(O)(OEt), ioxan, viz,
4a, 11 12a,b 13ab

3. abra. Pirrolin és tetrahidropiridin foszfonat-észterek szintézise

(0]
Ph\P/’
b.
14 15

4. abra. Pirrolin nitroxiddal kondenzalt foszfolén-oxid és pirrolin
nitroxid difenilfoszfin

2.1.2. Nitroxidokkal kondenzalt heterociklusok
szintézise

Tetrahidropiridin nitroxiddal kondenzalt pirrol izomereket
(17, 19) allitottunk eld Hemetsberger-Knittel-reakcid és
Barton-Zard-reakcid segitségével. A 18 nitrovegyiiletbdl a
20 triazolo[4,5-c]piridinvazas vegyiiletet allitottuk el6 nat-
rium-aziddal (5. abra)."
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5. abra. Tetrahidropiridinnel kondenzalt azolok szintézise.

A nitroxid funkcios csoporton védett 21 B-brom-a.,B-teli-
tetlen aldehid 2-aminotiofenollal valo reakcidja a reakcio-
koriilményektdl fiiggden a 22 2-szubsztitualt benztiazolhoz
vagy a 23 1,5-benzotiazepin-vazas vegyiilethez vezetett.
A 24 B-brom-o,f-telitetlen aldehid reakcidja benzimid-
azol-2-tiollal a 25 nitroxiddal anellalt 1,3-tiazinszarmazé-
kot adta, mig a 2-aminobenzimidazollal kondenzacios re-
akcio és Buchwald-Hartwig-kapcsolas eredményeként a 26
benzimidazo[1,2-a]pirrolo[3,4-e]pirimidin  szarmazékhoz
vezetettt (6. abra).'
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6. abra. Nitroxidokkal kondenzalt ill. nitroxidokhoz kapcsolt
heterociklusok szintézise.

A 28 1,4-diazinokkal és a 29 1,3-imidazollal kondenzalt
vegyiiletekhez a kulcs a 27 1,2-dion szintézisének a kidol-
gozasa volt (7. abra)."* Az O-metilcsoport bevitelét Fenton-
reakcioval valositottuk meg, mig az O-demetilezést Cope-
eliminacioval sikeriilt végrehajtani.® A heterociklusokkal
¢és szénciklusokkal kondenzalt pirrolin, tetrahidropiridin €s
imidazolin nitroxidok szintézisérdl egy 6sszefoglald kozle-
ményt allitottunk 6ssze.!®
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7. abra. Imidazollal és 1,4-diazinokkal kondenzalt pirrolin nitroxidok
szintézisének sematikus abraja.

2.1.3. Nitroxidokkal modositott biomolekulak és
gyoégyszerek szintézise

A paramagnesesen modositott biomolekulak szintézisének
két célja van, egyrészt vizsgalni a makromolekula-re-
ceptor kolcsonhatast EPR spektroszkopia segitségével,
masrészt vizsgalni az igy modositott biomolekula hatas-
spektrumanak modosulasat. Intézetiink régota foglalkozik
paramagnesesen modositott biomolekulak és gyogyszerek
szintézisével. Az utdbbi néhany évben a paramagnesesesen
modositott retinal 30,7 uracil 31,* kavésav-fenetilészter 32,'
kurkumin 33,” és bergamottin 34%° szintézisét kozoltik
(8. abra). Az utobbi harom esetben szerkezet-hatas Gssze-
fiiggéseket is sikeriilt feltarnunk. Altalanossigban megal-
lapithattuk, hogy a nitroxidok sok esetben csokkentették a
toxicitast illetve kedvezden befolyasoltak az alapvegyiilet
antiproliferativ hatasat.

8. abra. Paramagnesesen modositott biomolekulak

Hasonloképpen, a paraméagnesesen modositott gyogyszer-
molekuldk kozott az eredetinél kedvezObb hatast vegyii-
letet talaltunk, bar meg kell jegyezniink, hogy a tetrame-
til-tetrahidropiridin gyiirdi nem bizonyult a telitett gytra
jO bioizoszterének a takrinban (palliativ anti-Alzheimer
gyogyszer), tekintve, hogy a 35 vegylilet elvesztette acetil-
kolinészteraz inhibicios hatasat. Ugyanakkor a 36 vegyiilet
jo acetilkolinészteraz inhibitor volt és védett az amiloid-bé-
ta okozta toxicitassal szemben is.?! A pirrolin nitroxiddal
kondenzalt diazinok koziil kiemeljiik a spinjelolt pira-
zinamidot 37, a spinjel6lt chantixot 38,> és a spinjelolt
szulfadiazint 392 (9. abra). Ez utobbi jo példa arra, hogy
a spinjeldlt gyogyszerek a kornyezeti kémiai analitikaban
is alkalmazhatok. Tekintve, hogy a kdrnyezeti mintak alta-
laban nem transzparensek, ezért optikai spektroszkopiaval
nehezen, viszont EPR spektroszkopiaval jol vizsgalhatok.
gy a 39 vegyiilettel végzett modell kisérlet segitségével
sikeriilt bizonyitani az Osnabriick-i Egyetem kutatdival
egyuttmikodésben, hogy az allatgydgyaszatban még sz¢l-
eskortien alkalmazott szulfonamid tipust gydgyszerek a
talaj huminsavaihoz az NH, csoporton keresztiil irreverzi-
bilisen k6tddnek.**
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9. abra. A takrin és a klinikumban alkalmazott gyogyszerek
paramagneses analogonjai.

2.2. Anyagtudomanyi kutatisok

2.2.1. Kettds gyokok szintézise és
tanulmanyozasa

Sonogashira- és Suzuki-kapcsolassal a nitroxid funkciot
kiilonb6zd tavolsagban tartalmazo kettds gyokos vegyiile-
teket allitottunk el6, beleértve néhany *C és N izotopot
tartalmaz6 szarmazékot is. Orosz kutatokkal e vegyiiletek
spin-spin kdlcsonhatasat és kicserélodési integraljait vizs-
galtuk. Az EPR spektroszképiai mérésekkel kapott érté-
kek jo egyezést adtak a DFT szamitasok becsléseivel 528
Az 1,4-arilidén hidat tartalmazo 40 szarmazék® esetében
sikertilt a kristalyokrol rontgendiffrakcios felvételt is készi-
teni, amely segitett meghatarozni a pontos nitroxid-nitroxid
tavolsagot (10. abra). Merev molekulakrol 1évén szo, ez jol
korrelal az oldatfazisban 1évé molekulaban talalhato nit-
roxid-nitroxid tavolsaggal.

10. dabra. A 40 vegyiilet és kristalyszerkezete rontgenkrisztallografias
mérések alapjan. A szaggatott vonalak a H-kotéseket jelolik. (Springer
kiado engedélyével).

2.2.2. Nagy reaktivitasi titan-dioxid
fotokatalizatorok EPR-spektroszképias
vizsgalata

A kiilonboz6 fém-oxid fotokatalizatorok napjainkban egy-
re nagyobb jelentéségre tesznek szert az ipari és mezdgaz-
dasagi szennyvizek tisztitasaban, fontos szerepiik Iehet a
szerves szennyezOdések atalakitasaban és a mikroorganiz-
musok inaktivalasaban. Az egyik legigéretesebb és legjob-
ban tanulmanyozott félvezetd fém-oxid a TiO,, melynek
gerjesztését kdvetden a vegyértéksavban visszamarad egy
elektronhianyos lyuk (h*), mig a vezetési savba egy elektron
(e7) 1ép (11. abra). A rendszerben jelen 1év0 szerves szubszt-
ratok egyrészt a katalizator feliiletén, az elektronlyukkal
torténd reakcidban, masrészt a viz és oxigén jelenlétében
a TiO, felszinén képz6dd reaktiv oxigén szarmazékokkal
(ROS) — mint a hidroxil gyok, a szuperoxid gyokanion, a
hidrogén-peroxid vagy a szingulett oxigén — reakcioba Iép-
ve oxidalodnak.*® A titan-dioxidnak tobb kristalymodosu-
lata 1étezik, koziiliik a legismertebbek kozé tartozik a nagy
fotoaktivitasi anatdz és a termodinamikailag stabilabb
rutil. Természetben megtalalhatd polimorfjai a brookit és
TiO,(B) is.*!

O, + 2H* H,0,

H,0,

HO +OH
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h* HO +H'
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11. abra. Reaktiv oxigén szarmazékok képzddése fénnyel gerjesztett
TiO, feliiletén.

A TiO, optikai tulajdonsagait, fotokatalitikus aktivitasat
javithatjuk fémes vagy nem-fémes elemek adalékolasaval.
Munkank soran 0j foszfor-fluor-adalékolt anatdz valamint
rutil TiO, fotokatalizatorokat vizsgaltunk EPR spektrosz-
kopiaval. A fotokatalizatorokat Dr. Korosi Laszlo allitotta
el titan(IV)-kloridbol kiindulva hidrotermalis reakcid-
ban.*>*-34 Gyakorlati alkalmazhat6sag szempontjabdl a ru-
til TiO, nanorészecskék elénye az anatdzzal szemben, hogy
a tiltott sav szélessége kisebb (~3.0 eV), ezaltal a lathato
fény hulldmhossz tartomanyédban is mutat fotokatalitikus
aktivitast.

Az 5,5-dimetil-1-pirrolin-N-oxid (DMPO) relative stabilis
paramagneses adduktot képez mind a hirdroxil gydkkel
mind a szuperoxid gydkanionnal (12. abra), jellegzetes csa-
tolasi mintdzatot adva az EPR spektrumban. A TiO, min-
tak besugarzasat kovetden vizes kdzegben a DMPO-OH
1:2:2:1-es intenzitds aranyu kvartett jelét figyeltiik meg,
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ay = a; = 1,49 mT hiperfinom csatolasi allandokkal. Az
oldoszert dimetil-szulfoxidra (DMSO) cserélve a DMPO-
OOH EPR jele volt megfigyelhetd (ay = 1.37 mT, a, = 1.0
mT).* A DMSO szerepe kettds, jelentésen megnoveli a
O, stabilitasat, illetve elimindlja a rendszerben keletkezd
hidroxil gyokoket.*
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DMPO-OOH

DMPO

12. 4bra. O, és "OH csapdazasa DMPO nitronnal

Az 1j fotokatalizatorok reaktivitasat kétféle modszerrel
vizsgaltuk, egyrészt metilnarancs bontasan keresztiil fo-
tometriasan, masrészt a DMPO adduktok keletkezésén ke-
resztiil EPR spektroszkopiaval. Referencia katalizatorként a
magas aktivitasarol kozismert kereskedelemi forgalomban
kaphat6 P25 TiO,-ot (Evonik) alkalmaztuk. A kinetikai
mérések jo egyezést mutattak a két mddszer esetében, an-
nak ellenére, hogy az ESR mérésekkel csak kozelitd ered-
ményeket kaphatunk a képz6dd O, és *OH koncentracioi-
rol. Ennek oka, hogy a csapdazasi hatékonysag a hidroxil
gyok esetében minddssze 33%, a szuperoxid gydkanion
esetében pedig még ennél is alacsonyabb.’” A foszfor-fluor
adalékolt TiO, fotokatalizatorok esetében a 12 o6ran at 250
°C-on hidrotermalisan kezelt minta — amely teljes mér-
tékben anataz kristalyokat tartalmazott — bizonyult a leg-
DMPO-OH adduktok képz6désének kinetikai mérése alap-
jén ennek a fotokatalizatornak az UV-A besugarzasa ered-
ményezte a legnagyobb hidroxil gyok koncentraciot (14.
abra). Ezzel magyarazhatd, hogy a foszfor-fluor adalékolt
TiO, mintdk erds baktericid hatast is mutattak kiilonb6zo
carbapenem-rezisztens Klebsiella pneumoniae baktérium
torzsekkel szemben.
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13. abra. A hidrotermalis kezelés id6tartamanak hatasa a PF-adalékolt
titan-dioxid fotokatalizatorok reaktivitasara. Az abra a metilnarancs

fiiggvényében.
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14. abra. DMPO-OH adduktok relativ koncentracioja az UV-A
besugarzas idejének fiiggvényében.

A hidrotermalisan kezelt (MW-R1h) ¢és kezeletlen (MW-
ROh) rutil fotokatalizatorok esetében az UV-A besugarzas
jelenlétében is vizsgaltuk. A DMPO-adduktok koncentra-
cigjanak meghatarozasahoz a 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tet-
rametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-oxil 10 uM-os oldatat
hasznaltuk standardként. Az 0 fotokatalizatorok aktivita-
sat Osszehasonlitottuk a P25 fotoaktivitasaval.*® Korabbi
tanulmanyok eredményeivel 6sszhangban azt tapasztaltuk,
hogy mig a nagy anataz tartalmti P25 besugarzasa soran
nagy mennyiségben keletkezett a hidroxil gydk, addig a
rutil nanorészecskék feliiletén a fotokatalizis soran nagy
mennyiségben keletkezik szuperoxid gyokanion, amelyet a
katalizatoron adszorbealt oxigén és a vezetési savba keriilt
elektron reakcioja eredményez. Hidrogén-peroxid jelenlété-
ben a P25-hoz viszonyitva az 0j rutil TiO, nanorészecskék
nagyobb aktivitas novekedést mutattak. A P25 esetében
20-30%-kal emelkedett meg a DMPO-adduktok koncent-
racidja H,0, jelenlétében, az MW-R1h fotokatalizator ese-
tében ez a valtozds nagysagrendileg 2,5-szeres volt mind
a DMPO-OH, mind a DMPO-OOH esetében (15. é4bra).
Ezt annak tulajdonitottuk, hogy a rutil nanorészecskék fel-
szinén a H,O, hatékonyabban képes megkotddni, mint az
anatazon, €s reagalva a vezetési sav elektronjaval vagy az
elektronhianyos lyukkal nagyobb mennyiségben szolgaltat-
ja areaktiv intermediereket (O, és ‘OH).
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15. abra. A hidrotermalisan kezelt (MW-R1h) és kezeletlen (MW-ROh)
rutil valamint a P25 TiO, fotokatalitikus aktivitasa. DMPO-adduktok
koncentracioja 300 masodperces UV-A besugarzast kovetéen H,O,
nélkil illetve 1,75 mM H,0, jelenlétében.
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2.2.3. A metotrexat és kromofor szarmazékanak
osszehasonlitasa, antioxidans hatasuk vizsgalata

A metotrexat (MTX) egy viszonylag jol ismert, elsévonal-
beli daganatellenes és reumaellenes gyogyszerhatdanyag.
Reumaellenes (gyulladascsokkentd) hatasmechanizmusa
nem teljesen ismert, habar valdsziniileg szerepet jatszik
benne a DNS szintézis gatlasa a dihidrofolat-reduktaz
(DHFR) enzim gatlasa altal, az antigén-dependens T-sejtek
kentése és a transzmetilacios reakciok gatlasa.*** A MTX
viszonylag kedvezdtlen mellékhatas-profillal rendelkezik,
melynek legfobb oka célfehérjéjének, a DHFR-nak az ubik-
viter jellege.®

Matera és mtsai®, illetve Mashita és mtsai** egy azoben-
z¢én csoportot tartalmazé MTX-szarmazékot szintetizaltak,
mely a ,,Phototrexate” (PHX) nevet kapta. Ez a molekula
kromofor tulajdonsagokkal rendelkezik, UV-fény hatasara
a termodinamikailag stabilabb transz-PHX reverzibilisen
izomerizalodik, majd lathaté fényben vagy s6tétben a cisz-
PHX transz-PHX-ta alakul vissza (16. abra). Citotoxicitas
szempontjabodl a fransz-PHX szinte teljesen hatéstalan, a
cisz-PHX viszont a MTX-hoz hasonlé hatasu.
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16. abra. A metotrexat (MTX) és kromofor szarmazéka, a Phototrexate
(PHX), illetve a PHX reverzibilis izomerizacidja.*

A MTX rheumatoid arthritiszben szenvedd betegekben
csokkentette a kardiovaszkularis betegségek kialakulasa-
nak kockazatat. Ezen betegségek patogenezisében fontos
szerepet toltenek be a szabad gyokok.** Zimmerman és
mtsai kimutattak a MTX szuperoxid gyokfogd hatasat, igy
feltételezhetden ez all a megfigyelt kardioprotektiv aktivitas
hatterében.*® A MTX gyokfogd hatasat vizsgaltuk, illetve
Osszehasonlitottuk a PHX izomereinek gyokfogo hatasaval.
A transz-PHX-ot a szakirodalmi adatok alapjan intézetiink-
ben allitottuk el6, a teljes izomerizacié eléréséhez pedig a
mintakat UV-lampaval vilagitottuk be (A=366 nm).*3

A gyokfogo hatast EPR spektroszkopias modszerrel vizs-
galtuk. A spincsapda az 1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-pipe-
ridin-4-ol (N-hidroxi-TEMPOL) volt, a szuperoxid gyo-
kot pedig a hipoxantin/xantin-oxidaz (HX/XO) rendszer

crer

z0tt valtoztattuk. A szamolt sebességi allando (In k) értéke-
ket az 1. Tablazatban tiintettiik fel.

1. Tablazat. A vizsgalt mintak (MTX, PHX izomerek) szamolt
In k értékei.

Koncentracié MTX transz-PHX cisz-PHX
(nM) In k In k In k
0 -8.70 £0.16 —8.69 +£0.18 —8.68 £0.15
100 —8.79+£0.23 -9.56 £ 0.15 -9.16 £ 0.25
500 —9.46 +0.21 -10.46 +0.28 -9.19+0.26
2000 -10.25+0.25 -11.96 £ 0.23 -9.51 +£0.29
5000 -11.01 £0.20 - -

A szabad gyokok termelédésének sebessége fontos adat,
hiszen ha ¢él6 szervezetben a szabad gyokok gyorsabban
termelédnek, mint ahogy a sejtek gydkfogé mechanizmu-
sai (szuperoxid dizmutéz, katalaz, glutation peroxidaz) eli-
minalni tudndk 6ket, a sejtek oxidativ stressznek vannak
kitéve. Szamitasaink alapjan a transz-PHX a MTX-nal
nagyobb mértékben gatolta a szabad gyok termelést a tel-
jes vizsgalt koncentracidtartomanyban. A cisz-PHX 100
uM-os koncentracioban szintén hatékonyabb volt, mint
a MTX, magasabb koncentraciokon viszont mar az MTX
bizonyult hatékonyabbnak. A transz-PHX minden esetben
nagyobb mértékben gatolta a szabad gyok termelést, mint
a cisz-PHX.

Meghataroztuk a MTX, a fransz-PHX és a cisz-PHX
Troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitasat is (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity, TEAC). 2,2’-azi-
no-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsav (ABTS) oldatahoz
kalium-preszulfatot adva ABTS*" gyokkation keletkezik,
mely antioxidansokkal spektrofotometriasan (734 nm-es
hullamhosszon) nyomon kovethetd reakcioba 1ép. A vizs-
galt vegyiileteket a Trolox (az E-vitamin vizoldhatd szar-
mazéka) antioxidans tulajdonsagaival hasonlitottuk Ossze
(17. ébra).

0.3 4

=
[
1

TEAC aktivitds
=4

0.0 -

cisz-PHX

MTX transz-PHX

17. abra. A MTX, transz-PHX és cisz-PHX Troloxra vonatkoztatott
antioxidans kapacitasa (TEAC).

A PHX izomerei k6z6tt nem volt szignifikans kiilonbség,
de mindkét izomer nagyobb antioxidans aktivitast mutatott,
mint a MTX.
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Els6ként vizsgaltuk a PHX izomereit EPR spektroszkopias
modszerrel, és eredményeink arra utalnak, hogy a citotoxi-
kus hatas hianya ellenére a fransz-PHX hangstlyosabb ant-
ioxidans hatassal rendelkezik, mint a MTX, ezaltal feltéte-
lezhetden hatékonyabb gyulladascsokkentd is lehet.®

2.2.4. A MTX masodlagos kolcsonhatasainak
termodinamikai vizsgalata

Szelektiv szenzorok készitése, tovabba a gyogyszerha-
téanyag oldhatésaganak szabalyozhatésdga céljabdl - a
fentiekhez kapcsoldédva - megvizsgaltuk a MTX-nak egy
befogadd molekulaval alkotott komplexének képzddési és
szerkezeti sajatsagait. Az alkalmazott komplexképzé mo-
lekula a tetrakisz(androszt-4-én-3-on-17a-etinil)kavitand
(TAC) volt (18. abra).

O

[e]

18. abra. A tetrakisz(androszt-4-én-3-on-170-etinil)kavitand (TAC)
szerkezeti képlete.

In K

T i T & T d T k T B
0.00320 0.00325 0.00330 0.00335 0.00340
Reciprok homérséklet (1/K)

19. abra. A MTX-TAC kolcsonhatas van 't Hoff fiiggvénye.

Azért esett a valasztasunk erre a vegyiiletre, mert a TAC
szerkezetéb6l adodoan kétféle kotéhellyel rendelkezik
(a kavitand kehely ¢és a felsd peremhez kapcsolt szubszti-
tuensek altal alkotott lireg), melyek termodinamikai szem-
pontbol varhatdan eltéré hdmérsékletfiiggést mutatnak.

A fluoriméteres méréseket 390 nm-es gerjesztési hullam-
hossz alkalmazasaval végeztiik, és az 540 nm-en kapott

emisszios intenzitasokat hasznaltuk a szamitasokhoz (24.
abra). A méréseket 293.15 K, 296.48 K, 299.82 K, 303.15 K,
306.48 K, 309.82 K ¢s 313.15 K hémérsékleteken végeztiik.
A vizsgalt mintakban a MTX 10 pM koncentracioban volt
jelen, a TAC koncentracioja pedig 0-80 pM ko6zott valtozott.

A MTX-TAC komplexek kotési allandoit a Benesi-
Hildebrand egyenlettel hatdroztuk meg:

1/(I-1)=1/A+1/(A*K*c)*In k )

ahol I a MTX-ot és TAC-ot, I, pedig a csak MTX-ot tartal-
mazd mintak fluoreszcencias intenzitasa, ¢ a molaris kon-
centracio, A egy allando, In k pedig a kotési dllando termé-
szetes alapu logaritmusa.

A termodinamikai paramétereket a van 't Hoff egyenlet se-
gitségével hataroztuk meg:

In k=AG/RT=AH/RT+AS/R @)

ahol AG a szabadentalpia valtozasa, R az univerzalis gazal-
lando, T a hémérséklet, AH az entalpiavaltozas, AS pedig
az entropiavaltozas. A kotési allandokat a 2. Tablazatban
tiintettiik fel. A szamitasaink alapjan kapott van ’t Hoff
fliggvény a 19. dbran lathato.

2. Tablazat. A szamolt kotési allandok 10-es alapu logaritmusai.

Hémérséklet (K) log K
293.15 4.16
296.48 4.20
299.82 422
303.15 4.19
306.48 375
309.82 3.64
313.15 2.94

Eredményeink azt mutatjak, hogy kiilonb6z6 homérsék-
let-tartomanyokban eltér6 mechanizmussal jonnek létre a
MTX-TAC komplexek. Alacsonyabb hémérsékleteken az
entropiandvekedés entalpiandvekedéssel tarsul, mig maga-
sabb hdmérsékleteken entropia- €s entalpiacsokkenés torté-
nik. Feltételezhetden magasabb hémérsékleteken a MTX a
TAC molekula etiszteron csoportjaival 1ép kdlcsonhatasba.
E csoportok mozgasat a vendégmolekulaval létrejove kol-
csonhatas jelentdsen csokkenti, ezaltal az entropia a brut-
to folyamatban is csokken. Alacsonyabb hémérsékleten a
MTX a kavitand merev kelyhével 1ép kolcsonhatasba. Az
ekkor tapasztalt entropiandvekedés az oldészermolekulak
eltavolitasabol adodik, azonban ez a folyamat energiabe-
fektetést igényel. Ezért a bruttd folyamatban az entalpiaval-
tozas pozitiv.*

A MTX fényérzékeny molekula, UV-fény hatasara bomlik,
bomléstermékei a 2,4-diamino-6-formilpteridin (DFP) és a
4-aminobenzoilglutaminsav (ABGA) (20. abra).”!
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H
- o\\\/o ]
Metotrexat
NH, NH
N N\\/\N =0
|
)'\ o /) CHj OH
HoN N N
UV fény, O,
Oy, -OH

Sdsdiznino-6-formilpteridin 4-aminobenzoilglutaminsav

20. abra. A MTX UV-fény hatasara tortén6 bomlasa.*

A MTX transzferében — mas gydgyszerhatdéanyagokhoz
hasonléan — a szérum albuminok fontos szerepet jatsza-
nak. Emiatt megvizsgéltuk a MTX és bomléstermékeinek
rolt hatasat. A méréseket uSC differencialis pasztazo kalo-
riméterrel végeztiik, 293.15 K - 373.15 K hémérséklet-tar-
tomanyban. A MTX HSA-n torténd adszorpcidja gyenge
kolesonhatason alapul, ezért elsé 1épésként az MTX-HSA
kolesonhatas homérsékletfiiggését kellett megallapitanunk.
E célbdl fluorimetrias modszerrel, a Benesi-Hildebrand és a

van 't Hoff egyenletek segitségével ebben az esetben is meg-
hataroztuk a kdlcsonhatasok termodinamikai paramétereit.
A vizsgalt kolcsonhatasok van ’t Hoff fiiggvénye alapjan a
kolesonhatasok eréssége nem valtozik jelentdsen a vizsgalt
hémérséklettartomanyban (21. abra).

10,04

i

404 W [SA+MTX (R*= 0.868)

y =-2795.71x + 18.70

204 = HSA+DFPés ABGA (R’=0.817)
=1558.15% + 3.26

0,0 . . . ‘ . ‘
0,0032 0,0033 0,0034 0,0035

Reciprok hdmérséklet (1/K)

21. abra. A HSA-MTX ¢és a HSA-DFP+ABGA koélcsonhatas van ’t Hoff
fliggvényei.

A HSA hddenaturacidjanak aktivalasi energigjat a
Kissinger-modszerrel*? hataroztuk meg:

In(H/R*T2,_ )=-(E /R*T,

Jn(R*A/E)  (3)

max.

ahol H, a felfiitési sebesség, E, az aktivalasi energia, A az
arrheniusi preexponencidlis tényezd. Ha az egyenlet bal
oldalat abrazoljuk 1/T fliggvényében, akkor megkapjuk a
Kissinger fiiggvényt (22. abra). A kapott egyenesbdl egy-
szerlien kiszdmithat6 az E :

E,=-R*meredekség (6]

Az igy szamolt E, értékeket a 3. Tablazatban tiintettiik fel.

mmtakban

Aktivalasi energia (kJ/mol)

HSA 400.81
HSA+MTX 505.05
HSA+DFP+ABGA 841.71

A kapott aktivalasi energia értékekb('il arra kévetkeztet—
aktlvala51 energiajat, de a MTX bomlastermékei esetében
ez a hatas még kifejezettebb.”® A fehérjestabilizalo hatasu
hatéanyagokrol altalanossagban elmondhatd, hogy gyulla-
dascsokkentd hatasuk van, hiszen a denaturalodott fehérjék
gyulladasi mediatorként viselkedhetnek. A fehérje stabili-
zalas egy lehet a MTX (és bomlastermékei) gyulladascsok-
kent6 hatasanak szamos mechanizmusa koziil, ennek pedig
a jovoben akar terapias jelentsége is lehet.

-15.6 " e s\
. .

-15.8 1 N

—_ N
% -16.0- N *.
o 2 .
I a3 CN
= s %
T 1624 \ o)
*  HSA (R™=0.914); S \
y—-48209, 14x+125.30 L .
64 ™ HSA+MIX(R=0909) 3 \ ’
’ y= 60747 41x+161 43 - b
A IISA | DFP és ABGA (R~ 0.933)
y=-101240.76x~281.13
-16.6 v T T T . T
0.00291 0.00292 0.00293 0.00294
/T

max

22. abra. A HSA hédenaturacidjanak Kissinger fliggvényei mas
reagenst nem tartalmazoé mintaban (pontozott vonal), MTX-ot
tartalmazo mintaban (szaggatott vonal), illetve a MTX bomlastermékeit
(DFP, ABGA) tartalmaz6 mintaban (folytonos vonal).

3. Osszefoglalas

Az elmult nyolc évben intézetiinkben tovabb folytattuk a
stabilis nitroxid szabad gyokokkel kapcsolatos kutatdsokat,
igy 1) modszereket adoptaltunk paramagneses acetilén és
foszfortartalmi vegyiiletek eldallitasara. Eldallitottunk
szamos spinjeldlt biomolekulat €s gyogyszert biologiai
vizsgalatok illetve kdrnyezetkémiai vizsgalatok céljabol.
Pirrollal, triazollal, foszfolén-oxiddal, piridinnel, pirazin-
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nal, pirimidinnel, tiazinnal és tiazepinnel kondenzalt nit-
roxidokat szintetizaltunk. A bioldgiai vizsgalatok vezérelte
kutatasok mellett anyagtudomanyi kutatasokat is végez-
tlink. A nitroxidgytriiket kiilonb6z6 tavolsagban tartalma-
z6 merev kettds-gyok rendszereket allitottunk eld és vizs-
galtuk a gyokok spin-spin kolcsonhatasait és kicserélodési
integraljait, alkalmakként kristalyszerkezetét. Spincsapda
nitron segitségével titan-dioxid alapu fotokatalizatorok
reaktiv szabad gyok generald képességeit vizsgaltuk EPR
spektroszkopiaval. Molekulaszelektiv szenzorok készitése,
tovabba a gyogyszerhatéoanyagok oldhatosaganak szaba-
lyozhatdsaga céljabol részletesen tanulmanyoztuk a metot-
rexat valamint analogonjanak, a fototrexatnak a sajatsaga-
it. A metotrexat és a fototrexat £/Z izomereinek gyokfogd
hatasossagat vetettiik 0ssze és a Z (cisz) izomer nagyobb
aktivitasat allapitottuk meg. Tanulmanyoztuk a metot-
rexat kolcsonhatasait két kotohellyel rendelkezd kavitand-
szarmazékkal. A két kotéhelyen mért komplex stabilitas
értékek ellentétes hémérsékletfiiggést mutattak, aminek a
hatterében szignifikdnsan eltérd termodinamikai valtoza-
sok allnak. A metotrexat és a human szérum albumin kol-
csOnhatasanak vizsgalata arra a felismerésre vezetett, hogy
a metotrexat és fotokémiai bomlastermékei is novelik a hu-

srcr

jat, tehat fehérje stabilizald hatasuak.

A gyenge molekularis kolecsdonhatasok témakorén beliil a
gazda — vendég kolcsonhatasokra végzett, a termodina-
mikai paraméterek meghatarozasara iranyulo kisérletes,
valamint a kapcsolodo elméleti kémiai modellezésiink a
mar emlitett szenzorfejlesztésen kiviil reményeink szerint
hozzajarul a gydgyszerhatoanyagok dokkolasat befolyasolo
tényezok molekuldris szintii értelmezéséhez is.

A stabilis nitroxid szabad gyokdkkel kapcsolatos szerves
kémiai kutatasok ¢s a reaktiv szabad gyokok generalasaval
vagy azok csapdazasaval kapcsolatos kutatasok reménye-
ink szerint szamottevd jelentOséggel birnak mind az élo,
mind az élettelen természettudomanyok teriiletén és sza-
mos ipari, mezdgazdasagi, anyagtudomanyi, természetvé-
delmi és gyogyaszati alkalmazasnak lehetnek az iniciativai.
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Some results from Institute of Organic and Medicinal Chemistry at University of Pécs between 2013-2021.

During the last eight years in the face of constant challenges our
institute widened its profile by integrating material science re-
search beyond synthetic chemistry. But continuing our interest
in synthesis and applications of stable nitroxide free radicals we
have worked out a new approach for accessing 3,4-disubstituted
pyrroline nitroxides (2a-e) by deprotonating a,B-unsaturated ester
(1) at B-carbon followed by treatment with various electrophiles.
We have adopted methods to synthesize paramagnetic acetylenes
(4a-c) from paramagnetic aldehydes (3a-c) by Bestman-Ohira re-
agent without demolishing the free radical center by the generated
carbene. Arbusov and Pudovic reactions were used to generate
allylic phosphonate esters (6a,b), a-ketophosphonate esters (8a,b)
and o-hydroxyphosphonate esters (10a,b), respectively. The acet-
ylene compounds (4, 11) were deprotonated and after treatment
with diethylchlorophosphonate yielded compounds 12a,b and
hydration of acetylene phosphonate esters with catalytic amount
of PdCl, offered B-ketophosphonate esters (13a,b). The protect-
ed symmetric paramagnetic diene was converted to phospholene
oxide (14) by McCormac reaction and we published a procedure
for diphenyl-pyrroline phosphine (15) as well. The latter structure
was confirmed by X-ray diffraction. Starting from six-membered
a,B- unsaturated aldehyde and o,B-unsaturated nitro compound
with Hemetsberger-Knittel reaction and Barton-Zard reaction we
achieved 17 and 19 pyrrole esters, respectively. Compounds 21
and 24 were treated with binucleophiles and depending on the
reaction conditions pyrroline nitroxide condensed 1,4-thiazepine
(23) and 1,3-thiazine (25) were achieved in the presence of DBU,
while 2-substituted benzothiazole (22) was obtained under neutral
conditions. An O-methyl protected compound (27) was used to
synthesize a series of nitroxide condensed 1,4-diazines (28) and
an imidazole (29. A series of paramagnetically modified biomole-
cules such as retinal (30), uracyl (31), CAPE-ester (32), curcumin
(33) and bergamottin (34) were synthesized in multistep reactions.
The paramagnetic analogue of tacrine (35) was synthesized and
tested on oxidative stress protecting and acetylcholinesterase
inhibitory activity. The modification of tetrahydroacridine scaf-
fold with a tetrahydropyridine N-oxyl ring resulted in the loss of
acetyl-cholinesterase inhibitory activity. Among the other deriv-
atives synthesized, compound 36 proved to be the most effective
with a double effect, both acetylcholinesterase inhibitory and
oxidative stress suppressing activity. Starting from diamagnetic
derivative 27, spin-labeled pyrazinamide (37) and spin labeled
chantix (38) were achieved. Among the published paramagnetic
drugs (35-39) the sulfonamide derivative (49) was used to mod-
el the behavior of secreted sulfonamide adsorbed by humic acid
from wastewater. Application of Pd-catalized cross coupling and
Wittig reactions rigid biradicals were achieved with *C and "N
incorporation in certain cases. These biradicals contained the
biradical centre with various distances and their hyperfine split-
ting constants and electron spin exchange integral were studied
by both EPR spectroscopy and density functional theory (DFT)
calculations with good agreement.

In case of biradical (40) hyperfine splitting (hfs) constants on the
“N atoms, electron spin exchange integral |J|, and the distance
between the two N-O fragments INO—NO were experimentally
measured based on X-ray crystallographic measurements. It was
confirmed that the intramolecular electron spin exchange in a
biradical analogous to compound 40 is realized by the indirect
mechanism rather than direct collision of the N—O- groups.

Hydrothermally treated TiO, particles (anatase and rutil) were as-
sayed on superoxide radical anion and hydroxyl radical generat-
ing capability by means of trapping of the reactive species with a
nitrone (DMPO). We concluded that in the presence of H,O, rutile
may be an efficient photocatalyst, upon irradiation high amount of
superoxide radical formed on its surface. We also found that hy-
drothermal treatment and PF-co-doping increased the photocata-
lytic and antibacterial activity of TiO, nanoparticles by promoting
the formation of hydroxyl radical, leading to rapid inactivation of
Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. The utilization of
TiO, as a photocatalyst might offer a greener alternative for agro-
chemicals and germicides.

The principle of photopharmacology is the introduction of a
photoswitchable unit into the molecular structure of a bioactive
compound itself. One major advantage of photopharmacologi-
cal agents is that their activation is reversible, which may lead
to a significant reduction in adverse drug reactions. Methotrexate
(4-amino-10-methylfolic acid, MTX) is a dihydrofolate reductase
(DHFR) inhibitor. It is widely used as chemotherapeutic drug in
rheumatoid arthritis (RA), psoriasis and some sorts of leukaemia.
It decreases the concentration of tetrahydrofolate (THF) in the
cells by the inhibition of DHFR, therefore it reduces the purine
nucleotide and DNA synthesis. Accordingly, the methotrexate
(MTX) and its photoswitchable azobenzene analogue phototrex-
ate (PHX) were assayed on antioxidant activity, concluding that
its Z isomer was more active. With the aim to regulate the phar-
macokinetics of the above drug molecules weak interactions of
MTX and a cavitand derivative with two different binding sites
were studied. The cavitand can include the methotrexate in two
forms: either by its opened structure with free androsta-4-en-3-
one-17a-ethinyl arms or by the closed form when all the androsta-
4-en-3-one-17a-ethinyl arms play role in the complex formation.
Significantly different thermodynamic background with opposite
enthalpy and entropy changes was identified as fact of the quite
different temperature dependence of complex stabilities. MTX is
a photosensitive drug, UV-light exposure causes photodissocia-
tion of the molecule. The binding of methotrexate or its photode-
gradation products (DFP+ABGA) on the human serum albumin
(HSA) results in kinetical stabilization of HSA.

In the future more purposefully synthesized nitroxides will be
required, so the exploration of the new synthetic procedures to
access various scaffolds will be essential. We believe that these
old and new research directions outlined above and especially
their combinations can result in fruitful applications in material
science, drug research, agriculture, and industry.
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1. Bevezetés

Amint az ismeretes, a mérocsics mikroszkopias technikak
1j modszert alkalmaznak a mikroszkopias képkészitéshez.
Ugy jarnak el, hogy alkalmas, ultra mikro méretii mérécsi-
csot, adott adatgytijtési utat kovetve a vizsgalandé teriile-
ten végigvisznek, pasztaznak. Kozben adott periodicitassal
meérik az illetd helyen észlelhetd jelet és azt az illetd hely
koordinata adataival egyiitt taroljak. A pasztazast, mérést,
az adatok tarolasat szamitogép iranyitja, illetéleg végzi. Az
adatmezObdl a szamitdogép adott kezelési program szerint
képezi a mikroszkopias képet. A legismertebb mérdcsucs
mikroszképias modszerek, a pasztazd alagut mikroszko-
pia és az atomerd mikroszkopia. A PEKM kiilonlegessége,
hogy mikro-méreti elektrokémiai mérdcsticsot hasznal.
Ennek megfelelden a kapott mikroszkopias kép az illetd
helyen jelentkezd kémiai sajatsagokrol ad nagy felbontas-
sal informéciot. Igy képek nyerhetSk adott anyagféleségek
koncentracié profiljarol, hatarfeliiletek katalitikus aktivita-
sarol, sajatsagairol, adott helyen keletkezé anyagok képzo-
dési sebességérol, stb.

Napjainkban a pasztazd elektrokémiai mikroszképok az
elektrokémiai méréstechnika csticsmiiszerei. Szamos val-
tozatuk szerezhet6 be a kereskedelemben. A hazai kutatok
a PEKM-miiszer épitése teriiletén jelentds tapasztalatokkal
rendelkeznek. A PEKM-modszerrel végzett mérések tul-
nyomd szamaban amperometrias méréstechnikaval torténik
az adatgytjtés. A PTE-n dolgoz6 csoport a potenciometri-
as, ion-szelektiv mikroelektrédos modszerek fejlesztésében
kiilondsen fontos eredményeket ért el.

2. A Pécsi Tudomanyegyetemen épitett pasztazo
elektrokémiai mikroszkop

A kozelmultban a tanszékiink elektrokémiai kutatocso-
portja egy Uj pasztazd elektrokémiai mikroszkopot épi-
tett. A mikroszkép mozgatdéegysége Eppendorf MIM4
linearis mikro-manipulatorbdl 4all, mely egy HeKA
(Harvard Bioscience, Inc.) patch-clamp mozgatoegységek-

*  Tel.: 436 72 503 600 / 24681; e-mail: g-nagy@gamma.ttk.pte.hu

hez hasznalt meghajtdé és vezérldegységhez csatlakozik.
Mérbegységként egy négycsatornas eDAQ EPU miiszer
szolgal (eDAQ Pty Ltd Ausztralia), melyet lehet hasznal-
ni potenciometrias, amperometrids, konduktometrids és
hémérsékletmérd tizemmodban. A késziilék 10 nm elmé-
leti felbontasra képes, mely béven meghaladja a korrdziods
vizsgalatokban sziikséges értéket. A legnagyobb mozgatasi
sebesség 7500 um/s, ez az érték joval meghaladja a kereske-
delemben kaphat6 késziilékekét. A vezérléprogram hazilag
késziilt, ¢s nagymértékben tdmaszkodik a GNU/Linux ope-
racioés rendszerek adta lehetdségekre, nevezetesen a rendel-
kezésre all6 GNU programokra, mely lehetévé tette, hogy
minimalis terjedelmii mozgatd és mérdprogram irasaval
mikodtethetd legyen a késziilék. Az épitett miiszer elénye,
hogy konnyen valtoztathaté a méréprogram hazilag, hiszen
minden elemét a tanszéken allitottuk dssze. Ez lehetdséget
teremt a mérd programnak, a szerkezetnek a feladat igénye
szerinti valtoztatasara. Lehetové tette olyan mérések elvég-
z¢€sét, melyeket mas miiszerrel nem sikeriilt megvaldsitani.!
Az akkor még épités alatt allo miiszert 2018 6ta tobb BSc és
MSc hallgaté hasznalta szakdolgozata és diplomamunkdja
készitéséhez.

3. Potenciometrias PEKM-kutatasok a Pécsi
Tudomanyegyetemen

A PTE Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék elekt-
rokémiai kutatocsoportja elsésorban potenciometrias méré-
sekkel foglalkozik. A méréstechnika hasznalata pasztazo
elektrokémiai mikroszképidban sokkal koriilményesebb,
mint az amperometrias méréstechnika. Tanszékiinkdn mar
a 90-es évek kozepe ota folynak ilyen irdnyt kutatasok és
kutatasi egyitittmiikodések elsdsorban finn és spanyol kuta-
tocsoportokkal, melyeknek kdszonhetéen szamos, a mérés-
technikaval kapcsolatos nehézséget sikeriilt legy6zni. Ezek
a nehézségek elsdsorban a potenciometrids mikroelektro-
dok torékenységével és nagy ellenallasaval kapcsolatosak.
Mindkét problémara dolgoztunk ki megoldasokat. A toré-
kenység azért okoz problémat, mert a mérdcsucs a vizsgalt
feliilettdl gyakran csak néhany tiz mikrométerre 1évé sikon
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mozog, ¢s konnyen eltdrhet a feliileti egyenetlenségekbe {it-
kozve. Innen ered a potenciometrias elektrodok , kamikaze
elektrod” csufneve. Ezen kiviil sokaig nem volt mdédszer a
potenciometrias mérécsticsok a feliilettdl mért tavolsaga-
nak beallitasara. Erre a kutatdcsoportunk azt a megoldast
talalta ki, hogy kombinalunk egy potenciometrias és egy
amperometrias mérdcsucsot. Az amperometrias mérocsucs
feliilettdl vett tavolsaga ugyanis konnyen mérhet6 a vissza-
csatolas jelenségének kdszonhetben (1. abra). Az 1. abran,
(A) szigeteld feliilet felett negativ visszacsatolas észlelhetd
a feliilethez kozeledve. Az elektrod arnyékolo hatasanak ko-
vetkeztében az amperometrias mérdcsucson lejatszodo re-
akcio lelassul, mivel a reaktans difftizioja gatolt. (B) Pozitiv
visszacsatolas észlelhetd vezetd feliiletek felett. A feliilet-
hez kozeledve egyre rovidebb a pozitiv visszacsatolasi kor,
ezért egyre nagyobb aram mérhetd. A jelenség magyaraza-
ta, hogy a reakcid terméke visszaalakulhat reaktanssa bar-
mely olyan helyen, amivel a kérdéses vezetd tulajdonsagt
feliilet elektromos kapcsolatban van. (C) A kétféle vissza-
csatolas i-h diagramja, ahol i a mért &ram, h pedig a vizsgalt
feliilet és a mikroelektrod véglapja kozotti tavolsag.

A B
oxX” “red oxi% red redi%iox
felUlet feltlet feltlet
@
53]
3d
pozitiv
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negativ h
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»
' o
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1. abra. A visszacsatolas jelensége pasztazo elektrokémiai
mikroszkopos technikaban.

Vezeto feliilet felett novekszik, szigeteld feliilet felett csok-
ken az aram a tombfazisu aramhoz képest a feliilethez tor-
téno kozeledés soran. A valtozas akkor észlelhetd, mikor az
elektrod kozelitdé mozgas kdzben 3d tavolsagon belill keriil
a feliiletettdl, ahol d az elektrod elektrokémiailag aktiv ré-
szének atmérdje. Ezt a technikat hasznalta kutatocsopor-
tunk tobb kozleményben is.> A kombinalt amperometris/
potenciometrias mérdcsucs mas elénydkkel is rendelkezik,
példaul lehetové teszi a két méréstechnika szimultan moédon
vald hasznalatat. Egyszerre térképezhetd fel egy korrdzios
folyamat sordn példaul a pH valtozas és az oxigénkoncent-
racié térbeli valtozasa. Altalaban 3 vagy 7 elektrodot kom-
bindlunk, mert 3 vagy 7 kor keresztmetszetli boroszilikat
kapillaris helyezheté egymas mellé ugy, hogy egymashoz
konnyen rogzithetok legyenek (2. abra).

Egy masik kutatasi irdny az elektromos mezd hatasa-
nak vizsgalata a pasztazo elektrokémiai mikroszkopos
mérésekben.

2. abra. Tobbesatornas elektrodok leggyakoribb konfiguracioi.

(A) haromcesovi, mely leggyakrabban referenciaelektrodok és

két ionszelektiv elektrodot tartalmaz, melyek koziil az egyik

gyakran a pH mérésére alkalmas antimon elektrod. (B) Hétcsovii
elektrodokkal egyszerre mérhet6 hatféle ion aktivitasa egy kozponti
referenciaelektrodhoz képest, mely a haromesovii elektrodhoz hasonldéan
kikiiszoboli az elektromos mezd okozta, sokszor jelentds torzitd hatast.

Régota ismeretes, hogy egy elektromos mezdbe helyezett
vezetd test ,felveszi” a helyének megfelelé potencialt. Ez
a potenciometrias mikroelektrodok esetében is igy van,
hiszen ezek passziv méréesucsok, nem polarizaljuk éket a
mérés soran, a potencialjukat az adott mikrokodrnyerzetnek
megfeleld kémiai és fizikai paraméterek hatdrozzdk meg.
A kémiai mikrokdrnyezet hatdsa régota ismert €s kutatd-
csoportunk is szamos kozleményt jelentetett meg ezzel
kapcsolatosan. Egy viszonylag uj felismerés, hogy a fizikai
paraméterek is befolyasoljak a mért potencialt, elsésorban
az elektromos mez0 lokalis értéke (3. abra).

PEKM A }CJ\T(
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3. abra. Az elektromos mez0 hatasa a potenciometrias mérécstics
potencialjara. A mért potencialt nemcsak az elsédleges és zavaro ionok
altal meghatarozott és a Nikolszkij-egyenletben leirt modon kialakuld
potencial adja, hanem hozzaadddik az elektromos mez6 helyi potencialja
is, ami pusztan egy fizikai mennyiség (¢,,).

A jelenség magyarazatarol megjelent kozleményiink ota
tobb kutatdcsoport is ezt figyelembe véve végzi potencio-
metrids méréseit, igy mondhatjuk, hogy viszonylag nagy
hatast kozleményr6l van sz6.® Tovabbi ezzel kapcsolatos
kozleményeink elsésorban a probléma kikiiszobolésével
foglalkoznak. Erds elektromos mez6 esetén ugyanis a mért
potencial akar 1 Volttal is nagyobb lehet a Nernsti poten-
cidlhoz képest, melyet a meghatarozni kivant aktivitas lo-
garitmusa hataroz meg. Egyértékli kation esetén (példaul
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hidrogénion) ez huszszoros észlelt aktivitast jelent a va-
l6shoz képest. Egyes esetekben 10* M-os aktivitast is le-
het mérni, ami természetesen nem valos, viszont kdnnyen
magyarazhaté az elektromos mezdé hatdsaval. A zavaras
kikiiszobolhetd az indikator és referencia elektrodokat
egyiittesen alkalmazo mérécsucs alkalmazasaval.* gy a két
elektrod kozotti tavolsag minimalis, és ezen a tavolsagon
nincs jelentds potencialvaltozas. A kémiai informacié vi-
szont ugyanugy mérhetd, mint kiilonallo elektrédok hasz-
nalata esetén. Kutatocsoportunk az elmult néhany évben
végzett a potenciometrias mérdcsticsot hasznald pasztazo
elektrokémiai mikroszkdpos mérések gyorsitasat célzo
kutatasokat is. Ismeretes ugyanis, hogy a pasztazas soran
minden mérési ponton varni kell az egyenstlyi potencial
kialakulasara, ami nem pillanatszeri. Ez a mérési pontok
szamatol fiiggden olyan hosszu méréseket eredményezhet,
hogy a vizsgalt rendszer a mérés alatt jelentdsen valtozik.
Viszont bizonyos rendszerek, példaul korr6zios rendszerek
vizsgalata gyors pasztazast kivan, hiszen a korrézios reak-
cidk altalaban gyorsak.

A potenciometrias cella idébeli valaszat leird fiiggvény jol
ismert. Ez viszont torzitast fog okozni. Néhany konnyen
mérhetd paraméter birtokaban megadhaté egy dekonvolu-
ciés fliggvény. Ennek segitségével az egyensulyi potencial
megjosolhato a kép minden egyes mintavételi pontjara, és a
torzitas drasztikusan csokkenthetd.>”’

3.1. 3D-nyomtatassal késziilt fémdotvozet
targyak korrozios sajatsagainak vizsgalata
PEKM-médszerrel

A pasztazo elektrokémiai mikroszkopos vizsgaltatok tar-
gyat képez6 mintak huzal adagolasos technikaju 3D-s
nyomtatassal késziiltek. Eddig aluminium, szénacél, kor-
r6zi6alld acél és titan 6tvozetekbol nyomtattunk probates-
teket. A 3D-nyomtatassal késziilt fém targyak anyaganak
mikroszerkezete feltehetéen eltér a hagyomanyos mod-
szerekkel gyartottakétol azonos elemi Osszetétel esetén is.
Ezért a 3D-nyomtatott mintdk vizsgalata soran nagy fon-
tossaguak a korrézios sajatsagok felderitésére végzett mé-
rések. PEKM-technika adott lehetdséget a hagyomanyos
modszerrel készitett tomb fazis és a 3D-nyomtatott fazis
korrozios sajatsagainak dsszehasonlitasara.

Egy széles korben alkalmazott korr6zioallo aluminium
otvozet (AlMg4,5Mn0,7) nyomtatasaval kapcsolatban ren-
delkezilink a legtdbb tapasztalattal. A nyomtatast mindig
egy azonos mindségii 5 mm vastag lemezre végeztiik. igy
lehetéség adodott az alapanyag és a nyomtatott anyag egy
mintan valo 0sszehasonitasara. A korrdzids folyamat elére-
haladasat, illetve annak valtozasat pasztazo elektrokémiai
mikroszkopias és mas, hagyomanyos elektrokémiai mod-
szerekkel is tanulmanyoztuk.'

Az epoxi gyantdba agyazott fémminta feliiletek lokalis
aktivitasanak vizsgalatira amperometrias kozelité gor-
béket vettiink fel az alaplemez és a nyomtatott anyag fe-

lett 25 pm atmér6jii platina mikroelektréddal 0,1 mol/dm3
NacCl alapoldatban 2,5 mmol/ dm?® koncentracioju ferrocén
metanol redox medidtor anyag jelenlétében 0,4 V munka-
elektrod potencial alkalmazasaval. Mind a ,,tombfazis”,
mind a 3D-nyomtatott fazis esetében negativ visszacsato-
last tapasztaltunk, de a két anyag aktivitasa kozott mérhetd
eltérés mutatkozott.!

Relativ aram
o
[=>]
| |

0,2 —m— Nyomtatott anyag
01 —e— Alapanyag

0,0+ . . . r . . . .
0 1 2 3 4 5
Relativ tavolsag

4. dbra. AlMg4,5Mn0,7 6tvozet esetében az alapanyag és a 3D
nyomtatott rész felett felvett normalt kozelit gorbék lathatok. Az
alkalmazott hattér elektrolit 0,1 M NaCl vizes oldata volt, 2,5 mM
FcMeOH mediétor tartalommal. A mérdcestcs livegbe agyazott @25 um
Pt tarcsa elektrod, ahol az elektrod csticsban az tiveg és a platina
atmérdjének hanyadosa (R,=10) volt. A kozelitd gorbék felvételekor

a feliilettl 200 um tavolsagbol 2 um 1épéskozzel kozelitettiik az
elektrodot a feliiletig, a mérési pontokon t=0,5 s varakozasi ido

utan mértiik az aramot. A mérdcsucs potencialja 400 mV volt az
Ag/AgCl/ 3 M KCl referencia elektrédhoz képest. Vizszintes tengelyen
az elektrodcestcs tavolsag és az elektrod atmérd hanyadosa, fliggdleges
tengelyen pedig a mért aram és a tombfazisban (a feliilettol nagy
tavolsagban) mért aram hanyadosa szerepel.

0.7 .?'l e

064 / J

Relativ aram

0.5 2
0.4 .

0.3 g
' = mérési pontok

0.2 4 — illesztett gérbe

0.1 T T T T
0 1 2 3 4 5
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5. abra. A 3D-nyomtatott anyagon mért normalt kozelité gérbe mérési
pontjai és a pontokra illesztett elméleti gorbe a k [cm/s] elsérendit
reakcio sebességi koefficiens meghatarozasahoz.
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A kozelito gorbére illesztett szimulacios gorbék segitségé-
vel meg lehet hatarozni egy dimenzié nélkiili paramétert
(A), ami a vizsgalt anyag reakciokinetikdjat jellemzi, érté-
két pedig a kovetkezOképpen lehet szamolni:’

A=k-a/D

ahol -k [cm/s] els6rendii reakciod sebességi koefficiens
- a [cm] az elektrod sugara
- D [cm?%/s] az elektroaktiv anyag diffizos
egyitthatdja

Az illesztés utan az alapanyagon felvett gorbére megha-
tarozott k=0,0016 cm/s-nak, a nyomtatott anyagra pedig
k=0,00065 cm/s-nak adddott.

Vonalmenti pasztazassal mértiik a lokalis oxigén koncent-
raciot a korrozios kozegbe helyezett mintaanyag feliiletén
25 um atmérdja platina mikroelektroddal pasztazva, -0,6 V
elektrodpotencial mellett. A mérés soran az alapanyag fe-
161 indulva a nyomtatott rész felé mozogva a feliilet felett
20 um magassagban regisztaltuk az oxigén koncentraciot
jelz6 amperometrias aramot. Amint az a 6. abran lathato, itt
is jelent6s kiilonbség adodott a nyomtatott és az alaplemez
anyaga felett detektalt lokalis oxigén koncentraciokban. A
felilleten lejatszodo reakcid fogyasztja az oxigént. A ha-
gyomanyos modon késziilt fém feliilet felett kisebb oxigén
koncentraciot, azaz nagyobb sebességili oxigénfogyast ered-
ményez6 folyamatot jelzett a PEKM-mérés.

7T T T T T T T T T T T
—— 1. pasztazas
6 —— 2. pasztazas |
L)
\" — ,...-"'-
5- |
v
— o
g 4 o (VS /ﬂ‘-"{\_\; ,/ o
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04— T T T T T T T T T
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1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
Pozicié (mm)

6. abra. Oxigénszint mérés vonalpasztazassal az alaplemeztdl indulva

a nyomtatott rész felé 12 mm hosszon 50 um lépéskozzel, a feliilet

felett 20 pm magassagban, a mérési pontokon t=0,5 s varakozasi idd
utdn tortént az dram mérése, a két vonal pasztazasat egymastol 1lum
tavolsagban végeztiik. Az alkalmazott hattér elektrolit 0,1 M NaCl vizes
oldata volt. A mérdcstcs iivegbe agyazott @25 um Pt tarcsa elektrod,
ahol az elektrod cstcsban az liveg és a platina atmérdjének hanyadosa
(R,=10) volt. A mérdesucs potencialja -600 mV volt az Ag/AgCl/ 3 M
KCl referencia elektrodhoz képest.

Feliiletpasztazast is végeztiink a munkadarabok kiilonbo-
z0 részein. Az alapanyag nagyobb aktivitasa ezzel a mod-
szerrel is megfigyelhetd volt. Az alapanyag bizonyos ré-

szein pontszeriien jelentkeztek ezek a teriiletek. A 7. dbran
egy nagyobb méreti feliilet pasztazasbol megfigyelt aktiv
pont kornyezetét (I mm x 1 mm) vizsgaltuk meg 25 pm-es
Iépéskozzel.
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7. abra. Alaplemezen végzett oxigénszint mérés feliilet pasztazassal
nyert képe a 1épéskoz 25-25 pm, a mérés egyéb koriilményei a 6-os abra
felvételének koriilményeivel azonosak voltak.

3.2. Magnézium otvozetek Kkorrozids sajatsagainak
vizsgalata PEKM-méréstechnika alkalmazasaval

Mint az ismeretes, a kiillonb6zd Osszetételli magnézium
otvozetek nem mérgezé voltuknak és kedvezd fajstlyuk-
nak, nagy szilardsaguknak koszonhetéen széles korii ipari
és gyoOgyaszati alkalmazasra szamithatnak. Ugyanakkor
hatranyos tulajdonsaguk a vizes oldatokban jelentkez6
korrézios folyamatokkal szembeni gyenge ellenallasuk. A
korrozios folyamatok lassitasara szolgalo stratégia kidolgo-
zasahoz sziikséges a folyamat részlépéseinek megismerése.
Ennek megfelelden intenziv kutatasok folynak a teriileten.
Ezek eredményei ramutattak arra, hogy a magnézium kor-
rozidja Osszehasonlitva mas fémek viselkedésével jelen-
ts eltéréseket mutat. fgy példaul hidrogén gazkeletkezés
volt megfigyelhetd egyes feliiletek felett anddos polari-
zacio mellett is. Ennek a ,,negativ kiilonbségi hatas”-nak
(Negative Difference Effect) nevezett jelenségnek a ma-
gyarazatara kiilonbozo feltételezések sziilettek. A magné-
zium Gtvozetek korrdzios folyamatai soran nagymértékii
feliileti heterogenitas figyelhetd meg. Kisméretii feliileti
helyek feletti hatarfazisban mas-mas intenzitasu, jellegii fo-
lyamatokra utalo lokalis eltérések jelentkeznek. A PEKM-
modszer alkalmas nagyfelbontast, kémiai informaciot
hordoz6 képet adni a hatarfazisrol. Ez segitséget nyujthat
a feliileten végbemend folyamatok jellegének, sebességé-
nek tanulmanyozasdhoz. A PTE-en dolgozé kutatdcsoport,
nemzetkdzi egyilittmitkddések keretében pasztazon vibrald
elektrod technikat (PVET) (Scanning Vibrating Electrode
Technique, SVET) és PEKM-modszert dolgozott ki és
hasznalt a magnézium korrdzié tanulmanyozasara iranyuld
vizsgalatokhoz. A kisérletekhez a vizsgalandé fémtargya-
kat korong alakt epoxi gyantaba (Epofix Struers, Ballerup,
Dania) agyaztuk. A gyanta hatoldalan tulnyultak az elekt-
romos kontaktus alkalmazasat biztositdé fémhuzal-dara-
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bok. A gyantakorong vizsgalati feliileti oldalat poliroztuk,
hogy a bedgyazott fémtargyak megjelenjenek a feliileten.
A gyantakorong feliiletén korkorosen alkalmazott atlatszo
ragasztoszalaggal kistérfogatu elektrokémiai mérdcellat ké-
peztiink, és azt hasznaltuk a korrozids mérésekhez. PEK M-
mérdcsucsként laboratdriumunkban készitett hagyomanyos
platina korong (d=25,0 ill. 12,5 pm) mikroelektroddal pasz-
taztunk a lokdlis oxigén, illetdleg hidrogénkoncentraciod
megjelenitésére. Fontos volt a lokalis magnézium ionakti-
vitast jelzo és a lokalis pH-t méré mérdcsucs kifejlesztése,
elkészitése.”” A PTE-n dolgoz6 kutatok fontos eredménye a
PEKM-mérésekhez jol hasznalhato ultra mikro-méretii po-
tenciometrias mérdécsucsok kifejlesztése. A pH detektalasra
hazi készitésti antimon elektrodot sikertilt alkalmaznunk.
Ez képes mind amperometrids, mind potenciometrias
méréseket végezni. Amperometrias izemmodban az dram a
céltargy kozelségét az ugynevezett visszacsatolasi hatason
keresztiil képes jelezni. Ez eldny0s a pozicionalas megkony-
nyitése szempontjabol. Potenciometrias jelképzés esetén
pedig a lokalis pH-t jelz6 PEKM-mérdcsucsként tizemel. A
kidolgozott készitési technika szerint szubmikron méretii
antimon elektrod is viszonylag egyszeriien készithets. A
magnéziumion szelektiv detektalasaraa PEK M-mérésekhez
alkalmassa tett ionszelektiv mikropipetta elektrod specialis
valtozatat fejlesztettiik ki, és alkalmaztuk. Ennek szerkeze-
te abban tér el a ,,hagyomanyos” mikropipetta elektrodoké-
tol, hogy belsé vonatkozasi elektrodjat konduktiv polimer-
rel bevont szénszalbol képeztiik. Ezzel jelentdsen sikeriilt a
mikroelektrod ellenallasat csdkkenteni és élettartamat né-
hany naprdl tobb honapra novelni. Az elektrod, kiilondsen
referencia mikro elektroddal kombinalt duplacsdves valto-
zata igen jol haszndlhatonak bizonyult. A magnézium kor-
r6zios vizsgalatokkal kapcsolatos eredményeinkrdl szamos
kozleményiink jelent meg a nemzetkozi szaksajtoban.># -4

3.3. Titanotvozetbdl késziilt implantatumok
korrézids sajatsagainak vizsgalata

Szilardsaguknak, kicsiny rugalmassagi modulusuknak, os-
seointgracios sajatsaguknak koszonhetéen egyes titan 6tvo-
zetek a gyogyaszati implantatumok gyartasara hasznalt fé-
mek kdzott nagy népszertiségre tettek szert. Implantatumok
esetében nagy fontossagu a fiziologias kortilmények kozott
jelentkez6é korrézios hatasokkal szemben hosszan tarto,
erés ellenallas. Titan, illetéleg titan Otvozetek feliletén
kornyezeti koriilmények kozott vékony titdn dioxid réteg
alakul ki. Ez kompakt szerkezetli, megakadalyozza, hogy
viz, vagy mas anyagok a fémmel érintkezzenek, ott kémiai
reakciot indukaljanak. Ennek megfelelden a fiziologias ko-
zegben nem kovetkezik be az implantatum korrézidja. Nem
kell szamolnunk sem toxikus anyagok keletkezésével, sem
azoknak a kornyezd ¢él6 szovetbe jutasaval. Elképzelhetd
ugyanakkor, hogy az implantaciés folyamat soran okozott
mechanikai hatasok, illetdleg adott koriilmények kozott je-
lentkez6 elektrokémiai jelenségek a passzivalo réteg sériilé-
sét eredményezik. Fontos volt megvizsgalni milyen gyorsan
regeneralodik, illetleg milyen stabil ez a jotékony hatasu
bevonat. PEKM mddszert hasznaltunk a feliileti TiO, réteg

kiépiilési sebességének vizsgalatara. A mérésekhez Ti G4
fogéaszati implantatumbdl készitettlink céltargyat. Azt hosz-
sztengelyére merdlegesen gyémant pengével elvagtuk, és
hengeres forma alkalmazasaval epoxi gyantaba agyaztuk.
A megkotott gyantafeliiletet poliroztuk tigy, hogy a gyan-
ta feliiletével egy sikban megjelent az implantatum korong
alak feliilete. Az epoxi korong oldalara korkorosen ragasz-
td szalagot tekerve kb. 4 ml térfogati mérdceellat képeztiink
¢és azt hasznaltuk a mérésekhez. A titan 6tvozet feliiletének
aktivitasait PEKM-mddszerrel mértiik a feliilethez mer6-
legesen kozelité amperometrias mérdcstccesal un. kozelitd
gorbéket készitve. Mint az ismeretes, reverzibilis redox
mediator jelenlétében az amperometrias aram — tavolsag
fliggvény jelzi a minta feliiletén végbemend reakcid sebes-
ségét. Passziv feliilet felett készitett kdzelitd gorbe esetében
a tavolsag csokkenésével az aram csokken (negativ vissza-
csatolas), ugyanakkor, ha a feliilet aktiv, azaz a pasztazo
csucson keletkezé anyagféleséget képes a feliilet regeneral-
ni akkor a kdzelités soran n6 az aramerdsség (pozitiv visz-
szacsatolds). 25 pm platina mérdcsucesal ferrocén metanol
mediator anyag és 7,3 pH-ju foszfatpuffer oldat alkalma-
zasaval készitettiink kozelité gorbéket adott idépontban a
mintafeliilet megujitasa utan. A mért kozelitd gorbéket szi-
mulalt fiiggvényekkel dsszehasonlitva kaptunk informaciot
a feliileten végbemend reakcid sebességi koefficiensérdl. Az
eredmények' azt mutattak, hogy a TiO, védofilm nem pil-
lanatszertien keletkezik. Teljes kialakulasara fiziologias pH
mellett tobb mint 20 perc id6 volt sziikséges. Antimon mik-
ro elektrédos potenciometriass PEKM mérésekkel a sériilt
feliileti réteg spontan regeneralodéasa soran végbemend re-
akcio6 altal elidézett lokalis pH érték valtozas jol detektal-
hato volt.' Tovabbi vizsgalataink'” soran Ggy talaltuk, hogy
a passziv titan 6tvozeten alkalmazott katodos polarizacio a
feliileti védoréteg atalakulasat és a korrozios hajlam nove-
kedését eredményezte.

Osszefoglalas

A Pécsi Tudomanyegyetemen dolgozé kutatdcsoport jelen-
tés mértékben hozzajarult a pasztazo elektrokémiai mik-
roszkopids modszer kidolgozasahoz, valamint alkalmazasi
korének kiterjesztéséhez. A PEKM-munkakban a csoport
intenziven egyiittmikodott vezetd nemzetkdzi csoportok-
kal. A kdzlemény roviden ismerteti az utobbi években el-
végzett munkat és az elért eredményeket, amely fokuszal:

— specialis PEKM-miiszer készitésére, munka- és képalko-
té programjainak megirasara,

— az elektromos zavard tér hatasanak vizsgalatara potenci-
ometrikus PEKM-mérések esetén,

— a potenciometrikus PEKM-technika tovabbfejlesztésére,

— 3D-nyomtatott fémtargyak korrézidallosaganak vizsgala-
ta SECM modszerekkel,

— magnéziumdtvozetek korrézids folyamatainak PEKM-
technikaval torténd vizsgalatara,

— a passziv TiO, feliileti réteg stabilitdsanak és képzddési
kinetikajanak részletes vizsgalatara beiiltetett orvosbio-
l6giai titandtvozeteken pasztazon vibrald elektrod tech-
nikat és PEKM-modszert alkalmazva.
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Készonetnyilvanitas

A munkat az NKFIH (OTKA) K 125244 szamu palyazat
alapjan az NKFIH tamogatta. A szerzok koszonik a hivatal
hozzajarulasat.
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Development of scanning electrochemical microscopy (SECM) method for application in corrosion studies

The scanning electrochemical microscopy has been developed in
the last decades of the 20th century as a variety of the so called
probe microscopy. The research group working at the University
of Pécs contributed considerably to the development of the meth-
od, as well as extending its application field. In these studies the
group intensively collaborated with leading international groups.
The paper gives a short review about the Hungarian group’s work
and results obtained (in the last decade).

As it is well known, the probe microscopy techniques employ
completely novel method for making microscopic images. They
employ ultra micro sized measuring probe that is scanned over
the sample surface following a preset travel route. During this, the
probe collects signal at different locations and the signal and the
coordinates of the sampled spots are stored forming a data field.
From this the attached computer generates the image. The best
known probe microscopies are the scanning tunneling microsco-
py (STM) and the atomic force microscopy (AFM). The special
feature of SECM is that it uses ultramicro electroanalytical probes
for scanning and data collecting. Therefore, the images obtained
with this method contain chemical information about concentra-
tion distribution of different species. Information can be gathered
about catalytic activity of different surface spot, about formation
rate of different species at different interfacial locations etc. The
majority of SECM measurements employ amperometic detection.
The Hungarian research team achieved major results adapting po-
tentiometric ion selective microelectrodes for SECM.

The major areas of the SECM that the group working at the
University of Pécs has been cultivated successfully:

— Constructing hardware of special SECM instruments and writ-
ing their working and image forming programs,

When our work started with the new technic, no commercial
chemical microscopes were available. Therefore, the instrument
as well as its working programs had to be made in our laboratory.
From the beginning four different SECM with different position-
ing devices were built and used. The most advanced instrument is
based on Eppendorf MIM4 linear micromanipulator connected to
a HeK A patch-clamp driver (Harvard Bioscience Inc). As meas-
uring unit a four-channel eDAQ EPU (eDAQ Pty Ltd, Australia)
is used that can be used in potentiometric, amperometric and con-
ductometric modes. The finest spatial resolution of the positioning
is 10nm while the highest moving speed in scanning is as high as
7500 pm/s. Measuring tip holders, microcells specifically tailored
for the experiments as well as different ultra-micro measuring tips
have been prepared as needed.

— Investigating the applicability of potentiometric detection for
SECM measurements,

Usually in potentiometric SECM, measuring mode ion-selective
microelectrode is used as measuring tip. Several problems asso-
ciated with employing high resistance potentiometric micropro-
bes had to be solved to be able effectively use them in chemical
microscopy.

One of these originates from field potential generated by reactions
ongoing in the measuring cells. In this case the electric field po-
tential picked up by the tip interferes with the signal of local ion
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activity. It was proved that complex potentiometric tip containing
both the ion-selective barrel and an appropriate reference barrel
is needed to eliminate the disturbing effect of electric field in cor-
rosion studies with potentiometric SECM. In certain life science
experiments multi barrel potentiometric probes have been usually
employed.

The other problem of potentiometric SECM is caused by high re-
sistance of the microelectrode. The smaller is the electrode the
higher its resistance that makes slower the potentiometric re-
sponse. In everyday analytical chemistry the waiting time of a
few seconds needed to get the open circuit potential would not
be a serious draw back. However, in SECM the case is different.
Since the tip has to visit high number of location spots therefore
long waiting time can result in too long scanning times. In the
work of the group conductive polymer coated carbon fiber were
used as solid contact in micropipette electrodes. This dramatically
lowered the resistance of the electrode and increased the lifetime
of them.

Another way for decreasing the scanning time has also been suc-
cessfully employed. It is a chemometric way® that employs an
equation that gives the steady potential based on the response time
parameters of the cell.

— Further development of potentiometric SECM technique,

Ion selective Mg, Zn, Cu micropipette electrodes were successful-
ly employed in corrosion studies.

— Investigation of corrosion resistance of 3D printed metal ob-
Jects using SECM methods,

The corrosion resistance of metal product obtained with different
3D printing technology can substantially differ from that of prod-
uct obtained with conventional method. In the experiments the
corrosion of a broad scale used aluminum alloy (AIMg4,5Mn0,7)
has been investigated.

— Investigation of corrosion processes of magnesium alloys by
SECM,

Various experiments were performed using SECM to investigate
the processes occurring on a model Mg-Al galvanic pair in re-
gards to the hydrogen evolution reaction occurring separately at
the anodic and cathodic sites. The data obtained in this work do
not support the so-called noble impurity theory for hydrogen evo-
lution reaction.

— Detailed studies of stability and formation kinetics of passive
TiO, surface layer on biomedical titanium alloy implants, using
SVET and SECM methods,

It has been generally believed, that the passive TiO, layer instant-
ly forms on the titan alloy surfaces. Our findings contradict this.
In ambient conditions, it takes several minutes the formation of
protective layer. Furthermore, it is quite sensitive to polarization.
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Intézetiink szertedgaz6 nemzetk6zi és ipari kapcsolatrend-
szerrel rendelkezve igen széleskorii kutatasi feladatokat lat
el a biokémia, analitikai kémiai és szintetikus szerves kémia
teriiletén. A fébb tudomanyos témakoroket jol reprezentalja
az Intézet keretein beliill miikddo négy Tanszék (Analitikai
Biokémia, Orvosi Biokémia, Orvosi Kémia, Patobiokémia).
Koézleményiinkben, a teljesség igénye nélkiil, be szeretnénk
mutatni néhany olyan kutatasi témat, amelyek meghatarozo
jelentdségiick Intézetiink profiljaban. Ezek féként tomeg-
spektrometriara épiild kvantitativ és kvalitativ analitikai
vizsgalatok illetve a karotinkémiat érintd tertiletek.

1. Patobiokémia

Intézetiinkben 2005 6ta miikddik olyan tomegspektromet-
rias facilitas, amely alkalmas peptidek, lipidek, fehérjék
kvalitativ és kvantitativ vizsgalatara. A kozel két évtizedes
munka soran az orvostudomany szamos agat érintd patho-
l6gias folyamatokra jellemzd diagnosztikai értékkel ren-
delkez6 biomarker molekula kimutatasaval foglalkoztunk.
Vizsgalataink tobbek kozott kiterjedtek a neuropeptidek,
hibernacios folyamatok, tumordiagnosztika, paleoproteo-
mika teriileteire.

A patologias koriilményekre jellemzé molekularis folya-
matok diagnosztikdja soran a legvaltozatosabb tipusu és
peptidek, hormonok, gyogyszer metabolitok megbizhato,
mindségi és mennyiségi vizsgalatat igényli. Ennek a kihi-
vasnak megfelelden a klinikai és biokémiai laboratoriumok
a legmodernebb analitikai médszerekkel vértezik fel ma-
gukat, ebben az eszkdztarban tobbek kozott megtalalhato
a gaz- és folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem to-
megspektrometria is. A kiilonbdzo polaritasu és szerkeze-
tl biomarkerek vizsgalata soran szinte az 0sszes ionforras
¢és analizator tipust alkalmazzak, de a legelterjedtebbek az
elektroporlasztasos és a 1ézer deszorpcids ionizacion alapu-
16, valamint a kvadrupdl, ioncsapdas és repiilési id6 anali-
zatorral, illetve ezek kombinaciojaval ellatott késziilékek.
A jelenlegi gyakorlatban a tdmegspektrometriat elsésorban
a kis molekulastulyt vegyiiletek meghatarozasara hasz-
naljak, igy nagy jelent6sége van az Gjszilottkori sziirés,

*  Tel.: 436 72 536 276; e-mail: ferenc.gallyas@aok.pte.hu

az endokrin betegségek diagnosztikaja, a toxikologia és a
farmakologia teriiletén. A biopolimerek, elsdsorban pept-
idek, polipeptidek és fehérjék tomegspektrometriara épiild
diagnosztikus vizsgalata teljesen 0j és rendkiviil perspek-
tivikus irdnyt képvisel a laboratériumi medicina teriiletén.
Segitségével nem csupan a vegyiiletek mennyiségi vizsga-
latat lehet elvégezni, de megvaldsithatd a potencialis bio-
markerek szekvencidjanak, poszt-transzlacios kémiai mo-
dositasainak és metabolitjainak vizsgalata egyarant.

A proteomika napjaink egyik legdinamikusabban fejlodd
tudomanyaga, amely az elmult évtizedekben, mind mod-
szertanat, mind bioinformatikai hatterét tekintve forradal-
mi valtozasokon ment keresztiil. A proteomika kifejezést
elészor 1995-ben kezdték el hasznalni egy sejt, szovet vagy
szerv Osszes fehérjéjének kvalitativ és kvantitativ megha-
tarozasara. A proteom a genom altal kifejezett teljes fehér-
jeadllomanyt jelenti, igy e fogalom az €16 szervezetben eld-
forduld Osszes, szerkezetében akar a legkisebb mértékben
eltérd fehérje megismerésével foglalkozo tudomanyteriilet,
amely a genommal kapcsolatos kutatas kiegészitdjeként jott
Iétre. Mara mar 6nallo teriiletté nétte ki magat a tudoma-
nyos koztudatban. Jelent0ségét az is nagyon jol bizonyitja,
hogy a proteomikai vizsgélatok a korszeri gyogyszerku-
tatds- és az orvostudomany tovabb fejlesztésében illetve
a mainal hatékonyabb diagnosztikai eljarasok és terapias
szerek kifejlesztésében elengedhetetlenné valt. Proteomika
kutatasi teriiletébe tartozik a fehérje eredetének felderitése,
rendszertani besorolasa, a kiilonb6z6 forrasbol szarmazo,
de azonos biologiai funkciot ellatd proteinek szerkezeté-
nek ¢és lokalizacigjanak meghatarozasa, jelenlétének vagy
hianyanak igazolasa. A modern fehérjeanalitikai eljarasok
segitségével lehetévé valt a komplex biologiai rendszerek
teljes proteomjanak akar szubfemtomol tartomanyban tor-
ténd kvalitativ és kvantitativ vizsgalata. A tomegspekt-
rometrids eljardsok nagy érzékenységiiknek, rendkiviili
specifikussaguknak, széles koncentracio tartomanyon beliil
torténd alkalmazhatésaguknak, reprodukalhatdésaguknak
illetve automatizalhatosaguknak koszonhetéen kivaldan
alkalmazhatoak a klinikai diagnosztikaban. A tomegspekt-
rometria (mass spectrometry, MS) — a jelenleg altalanosan
alkalmazott rutin-diagnosztikai eljarasokkal szemben —
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olyan dinamikus analitikai szemléletmodot tesz lehet6vé,
amely egyediilallé lehetdségeket nyujt tobbek kozott a diag-
nosztikai jelentdségli biomarkerek kimutatasa, a lipidomi-
ka illetve a metabolomika teriiletén. Segitségével lehetdsé-
glink van a mar jol bevalt €s pontosan validalt diagnosztikai
biomarkerek mellett, azok analdogjainak, izoformainak,
metabolitjainak és molekularis kdlcsonhatasainak vizsga-
latara, illetve uj diagnosztikus jelentdségti biomolekulak
kimutatasara. A tdmegspektrometria tovabbi elénye, hogy
az archivalt tdmegspektrumok kiértékelése és statisztikai
elemzése barmikor megismételhetd, igy a jovoben olyan
paraméterek és komponensek is elemezhetéek, amelyek pa-
tologias és diagnosztikai szerepe a vizsgalatok lefolytatasa-
kor még nem ismert.

2. Tomegspektrometria

A tomegspektrometria igen gyors ¢és hatékony diagnoszti-
kai modszer lehet a fert6zé human patogének kimutatasara.
Intézetiinkben széleskor(i kutatasokat végziink kiilonbozo
korokozok jelenlétének gyors kimutatasa érdekében, amely
eredményeit az ipar is felhasznalja (antibakterialis textilia,
antibakterialis borkesztyt). Kiilonb6zo intakt mikroorga-
nizmusok, tigy, mint baktériumok, virusok és gombak ki-
mutatasara elsésorban a MALDI TOF tomegspektrometriat
alkalmazzak, amelynek tobbek kozott rendkiviili elénye a
nagy mintaatereszté képessége €és egyszerii mintaeldkészi-
tési igénye, valamint az, hogy széles tomegtartomanyban
(kb. 50 Da-tél 500 000 Da-ig) alkalmazhatd. A modszert
hatékonyan alkalmazzak olyan tdmegesen el6forduld fertd-
zések esetében, mint példaul a mikobakterialis fert6zések
és malaria, de nem csupan a koérokozok kimutatasa végez-
heté el a MALDI TOF MS segitségével, hanem meghata-
rozhat6 az j multidrog rezisztens patogének jelenléte és
kialakuldsa egyarant. A human patogének proteomjanak
meghatarozasa alkalmas fajspecifikus diagnozis felallitasa-
ra, amelyet kivaloan kiegészit a korokozokra jellemzé ki-
sebb molekulatomegii komponensek példaul mikobaktéri-
um esetében a sejtmembrant felépité specifikus mikolsavak
azonositasa. Rendiviil perspektivikus alkalmazasi teriilet
a virusfert6zések (HBV, HCV, HPV stb.) soran a fertézott
sejten beliil tapasztalhaté proteomikai valtozasok tomeg-
spektrometrias vizsgalata, amelyre 2D-PAGE gélelektrofo-
rézist, MALDI TOF MS-t, folyadékkromatografiaval kap-
csolt tandem tomegspektrometriat, SELDI proteinchip-et és
protein mikroarray technikakat lehet alkalmazni. A gazda-
sejt expresszios proteomikai elemzésén kiviil, diagnoszti-
kai szempontbdl jelentds lehet a gazdaszervezet immunva-
laszara jellemzd biopolimerek, biomarkerek kimutatasa és
a fert6z6 patogén proteomjanak és annak moédosulasainak
evolucids vizsgalata'?.

Az Ujsziilottkori szlirések esetében a tomegspektrometria
egy jol bevalt, hatékony diagnosztikai modszer, azonban
foként a kiillonbozo lipidek és egyéb kis molekulatomegii
biomarkerek (pl. aminosavak) kimutatasara hasznaljak.
Viszonylag kevés az olyan applikacio, amelyben diagnosz-
tikai jelentéségli peptidek és fehérjék kimutatasat végzik el.

Ezek koziil az egyik legjelentdsebb a hipofizis adenilat-cik-
laz aktivald polipeptid (PACAP) jelenlétének, lokalizacidja-

crr

A tomegspektrometriara épiild peptidomika és proteomika
egyik legnagyobb felhasznalasi teriilete az onkologia. A
belignus és malignus elvaltozasok korai fazisban torténd
kimutatasa ¢€s differencidldsa, valamint a gyogyszeres- és
sugarterapia nyomon kdvetése egyarant elvégezhetd a mo-
dern tomegspektrometria segitségével. Szamos olyan vizs-
galat latott napvilagot, amelyekben kiilonbozo testfolyadé-
kok (vér, szérum, vizelet, nyal stb.) proteomikai vizsgalatat
végezték el tumorokra jellemzd, korai fazisban is kimutat-
hat6 biomarkerek céljabol. Tobbek kozott ilyen potencidlis
tumor biomarkerek lehetnek az annexin 1 és 2 valamint a
peroxiredoxin-2, amelyek hatékonyan mutathatok ki nem
invaziv médon példaul a betegek nyalabol is*.

A kozponti idegrendszerben, igen kis mennyiségben eléfor-
dul6 neuropeptidek és proteinek nagyhatékonysagu vizsga-
lata az egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete a tandem
tomegspektrometrianak. Ennek kivalo példaja a mar emli-
tett PACAP MALDI TOF és ESI tomegspektrometrias vizs-
galata. Legnagyobb mennyiségben a PACAP a kozponti és
periférias idegrendszerben fordul el6, de kimutathaté mas
szovetekben is, igymint az endokrin mirigyekben, ivar-
szervekben, gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban
¢s a kardiovaszkularis rendszerben egyarant. A PACAP
szamos endokrin hatdsa ismert Ugy, mint a pajzsmirigy-,
gonadalis szteroidogenezis-, spermiogenezis-, €s az ovari-
alis follikularis fejlédés befolyasolasa, a pankreasz inzulin
termelddésének- és a mellékvese katekolamin szintézisének
stimulacidja és a memoria folyamatok serkentése. Kozponti
szerepet jatszik a ritmusszabalyozasokban, mint pl.: alvas-
szabalyozas, hoszabalyozas. Részt vesz a hugyuti szervek
vizeletiiritési reflexében, a simaizom reflexans hatasaban
és a stressz adaptacios magatartas szabalyozasaban. A
PACAP-nal beszélniink kell neurotrofikus és neuroprotek-
tiv hatasroél is. A PACAP kiilonbozo jelatviteli utakon ke-
resztiil fejti ki antiapoptotikus-, protektiv hatdsait, melyek
egymassal szorosan konvergalnak. A citoprotektiv hata-
sokért, majdnem minden esetben a PACI receptor felelds,
de a hatasok kozvetitésében a VPAC is szerepet jatszik. E
vegylilet neuroprotektiv hatasaval, szorosan Osszefiigg az
idegrendszer fejlédésében betdltott szerepe. A PACAP és
receptorai mar igen koran megjelennek az 0j idegrendszer-
ben, és szerteagazo hatasokkal birnak a neurogenezisre, a
neuronalis differenciaciora, az idegrendszeri mintazat ki-
alakitasara és a gliasejtek fejlodésére.

Napjaink egyik legigéretesebb peptid és protein biomar-
ker diagnosztikai alkalmazasa a MALDI TOF/TOF t6-
megspektrometriara €piild képalkotd modszer (MALDI
Imaging), melynek soran egy specialis mintatartora 10-20
mikronos szovettani metszetet ¢s matrixot szaritunk. Ezt
kovetden a mintardl elére meghatarozott szisztémaban és
lézerintenzitassal tobb ezer tdmegspektrumot vessziink fel,
amelyeket a megfeleld szoftver az egyes m/z értékekhez tar-
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tozo intenzitasok eloszlasat képként jeleniti meg (1. abra, 2.
abra). A médszer 6ridsi elénye, hogy parhuzamosan alkal-
mazhat6 az egyéb (in vivo fluoreszcens, NMR, MRI, CT,
FT IR) képalkotasi modszerekkel, igy olyan 11j tudomanyos
¢és diagnosztikai eredményeket szolgaltathat, amelyek for-
radalmasitjak a klinikai diagnosztika mai modszertanat®.

1. Abra. Reprezentativ lipidomikai MALDI TOF képalkotési
tomegspektrometrias vizsgalat 10 napos embrionalis életkori normal
fejlodési egér embriokrol

2. Abra. Reprezentativ lipidomikai MALDI TOF képalkotési
tomegspektrometrids vizsgalat 10 napos embrionalis életkora IVF
(in-vitro fertilizalt) egér embriokrol

3. Karotinoidkémia

A karotinoidkémiai kutatdécsoport hagyomanyos kutatasi
teriilete a karotinoidok izolalasa és szerkezetazonositasa.
Az 1980-1990-es években, szamos, a k-végcsoportu karo-
tinoidok (kapszantin (1), kapszorubin (2)) képzdédéséhez
kapcsolédd  3,6-epoxi-B-, 3,5,6-trihidroxi-B- és 6-hid-
roxi-y-végcsoportot tartalmazo karotinoidot izolaltunk, és
hataroztuk meg szerkezetiiket.

Ezek a karotinoidok jellemzden a piros paprikaban talal-
hatok, illetve kis mennyiségben még egy-két, mas novény-
ben, mely a hazai éghajlaton eléfordul. 2009-ben kapcsolat-
ba keriiltiink a Panamai Egyetem professzoraval, Enrique
Murilloval, aki segitségiinket kérte tropusinévények k-vég-
csoportot tartalmazo karotinoidjainak azonositasahoz. A
piros hisu mamey (Pouteria sapota) aranybanyanak bizo-
nyult szamunkra, nagy mennyiségben tartalmazott ugyan-
is olyan karotinoidokat, amelyek k-végcsoportja nem tar-
talmaz hidroxil-csoportot, és amelyek eddig ismeretlenek
voltak. HPLC analizis alapjan® a mamey f6 karotinoidja a
kriptokapszin (3) (kis mennyiségben eléfordul a piros pap-

rikéban is) mellett a sapotexantin (4), melyet kristalyos 4l-
lapotban izolaltunk’. Mindkett6 A-provitamin karotinoid.

A késobbiek soran izolaltuk a kriptokapszin 5,6-epoxi-
dot (5)%, a 3’-dezoxi-kapszantin 5,6-epoxidot (6)°, a
3’-dezoxi-kapszantint (7)° és a sapotexantin 5,6-epoxidot

(8)'0.

A kriptokapszin 5,6-epoxid és a sapotexantin 5,6-epoxid
szerkezetigazolasahoz kriptokapszin, illetve sapotexantin
epoxidalasaval eléallitottuk a félszintetikus termékeket is.
Az epoxidalas soran mindig két epoxid-izomer, az 5R,6S
(8), illetve az 5S,6R (9) komponens keletkezik.

b o AL (X
] : : i

T e s
R e %/}Y/r‘%/‘hg/‘h%/ T Q

Kapszorubin R=Q=a; 2 Kapszantin R=c, Q=a
Kapszantin R=c, Q=a

Kriptokapszin R=d, Q=a

Sapotexantin R=d, Q=b

Kriptokapszin 5,6-epoxid R=g, Q=a
3’-Dezoxi-kapszantin 5,6-epoxid R=¢, Q=b
3’-Dezoxi-kapszantin R=c, Q=b
(5R,6S)-Sapotexantin 5,6-epoxid R=g, Q=b
9 (55,6R)-Sapotexantin 5,6-epoxid R=h, Q=b
10 (5S,6R)-Kriptokapszin 5,6-epoxid R=h, Q=a
11 3’-Dezoxykapszorubin R=a, Q=b

12 3,3’Didezoxikapszorubin R=Q=b

0NN AW =

Ha a ciklohexangyliri nem tartalmaz hidroxilcsoportot,
akkor oszlopkromatografiaval a termékek nem valaszt-
hatok szét. Mindkét esetben kiralis fazison, HPLC-ECD
technikat alkalmazva valasztottuk szét a diasztereome-
reket (8 és 9 illetve 5 és 10), és hataroztuk meg a konfi-
guracidjukat®!?, Kurtan Tibor csoportjaval (Debreceni
Egyetem) kooperalva. Ugyancsak izolaltuk, a kapszorubin
dezoxi-szarmazékait is, a 3’-dezoxi-kapszorubint (11) és a
3,3’-didezoxi-kapszorubint (12)'".

Mameybdl allén-végcsoportot tartalmazd karotinoidokat,
neoxantint (13, (9Z)-neoxantint ((92)-13) és kapszoneo-
xantint (14) is izolaltunk, és el6szor adtuk meg teljes 'H és
BC-NMR asszignaciojukat'.
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i e a

RMWD

13 Neoxantin R=i, Q=e; 14 Kapszoneoxantin R=i, Q=a

Tovabbi novényi forrasokat vizsgalva, két olyan novényi
forrast, a Jipi-japa (Carludovica palmata) termését és a
Zamia palma (Zamia dressleri) levelét talaltunk, amelyek-
ben a f6 komponens a kapszorubin'®. Munkank hozzajarult
a k-végecsoportot tartalmazo karotinoidok szintézisének a
tisztazasahoz.

A kutatdcsoport masik kutatési teriilete a szdrmazékkép-
z¢s és a szintézis. Ezen a teriileten a kdvetkezd elérelépések
torténtek:

A karotinoidok Iényegében hidrofob antioxidansok. A hid-
rofobitas ebben az Osszefliggésben meglehetésen hatra-
nyos, mivel a karotinoidok felhasznaldsa a gyogyaszatban
antioxidansként vagy az élelmiszerkémiaban szinezékként

R'= R2 = H (daidzein)

v

R1=R2=AC
'
R'=H,R2=Ac

v

R" = Br(CH,)s0H, R?= Ac

v

R'=Br(CHys R2=H ——>  R"=NyCHy)s, R2=H

Car\o)‘\/\

némi vizben val6 diszpergalhatosagot igényel a hatékony
felszivodashoz. Ez a felismerés arra késztetett minket, hogy
fokozott vizoldékonysagu karotinoid-szarmazékokat ké-
szitstink. Egyszer(i modszert dolgoztunk ki polietilénglikol
(PEG) -karotinoid konjugatumok észterképzéssel torténd
szintézisére. Szamos hidroxi- és dihidroxi-karotinoid-szuk-
cinatot kapcsoltunk mono- (PEG-550-OMe) és bifunkci-
ondlis polietilén-glikolokhoz. Karotinoid-tioglikozidokat
szintetizaltunk 1j moddszerrel, karotinoid-dikationokat al-
kalmazva, valamint karotinoid-alkoholok glikozilezését is
sikeresen elvégeztiik. Kutatocsoportunk hasznalt eldszor
alkin-azid click-reakciot karotinoidszarmazékokon, ezt
szamos vegyiiletcsoport szintézisére felhasznaltuk és a jo-
vében is fel kivanjuk hasznalni.

A hidrofil szarmazékok szintézisén kiviil, illetve azokkal
részben atfedésben megvalodsitottuk karotinoid-konjuga-
tumok szintézisét kiilonbozé bioaktiv vegyiiletekkel, igy
példaul C-vitaminnal, melatoninnal, kurkuminnal és flavo-
noidokkal (3.4bra).

Az utdbbi két évben elkezdtiik a szintetizalt vegytiletek ant-
ioxidans vizsgalatat in vitro ABTS és FRAP modszerekkel,
valamint gyulladas- és ROS-csokkentd hatas vizsgalatat
sejttenyészeten. A karotinoidok és kiilondsen amfipatikus
szarmazékaik hajlamosak lehetnek aggregaciora/szupra-
molekularis szervezddésre vizes kdzegben. Az aggregatu-
mok kialakuldsa hatassal lehet a bioldgiai aktivitasra (pl.
antioxidans hatas), ezért az Onszervezddést is vizsgaljuk
természetes karotinoidoknal €s szarmazékaiknal is.

3. Abra. 7-azidohexil-daidzein kapcsolasa karotinoid-pentinoatokhoz
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Excerpts from the scientific research carried out at the Institute of Biochemistry and Medical Chemistry of the

University of Pécs

With a diversified international and industrial network, our in-
stitute carries out a wide range of research tasks in the fields
of biochemistry, analytical chemistry and synthetic organic
chemistry. The main scientific topics are well represented by
the four Departments operating within the Institute (Analytical
Biochemistry, Medical Biochemistry, Medical Chemistry,
Pathobiochemistry).

The diagnosis of molecular processes characteristic of patholog-
ical conditions requires reliable, qualitative and quantitative test-
ing of the most diverse types and concentrations of biomolecules,
including proteins, peptides, hormones, and drug metabolites. In
response to this challenge, clinical and biochemical laboratories
are equipped with state-of-the-art analytical methods, including
tandem mass spectrometry coupled with gas and liquid chroma-
tography. Almost all types of ion sources and analyzers are used
to study biomarkers of different polarities and structures, but the
most common are devices based on electrospray and laser deso-
rption ionization, as well as quadrupole, ion trapping, and flight
time analyzers, or a combination thereof. In current practice,
mass spectrometry is primarily used to determine low molec-
ular weight compounds and is therefore of great importance in
neonatal screening, endocrine disease diagnosis, toxicology and
pharmacology.

Proteomics is one of the most dynamically evolving disciplines
today, undergoing revolutionary changes in both its methodolo-
gy and its bioinformatics background in recent decades. The field
of research in proteomics includes the discovery of the origin of
a protein, its taxonomic classification, the determination of the
structure and localization of proteins from different sources but
with the same biological function, and the confirmation of their
presence or absence. With the help of modern protein analysis
methods, it has become possible to qualitatively and quantitative-
ly study the entire proteome of complex biological systems, even
in the subfemtomole range. Mass spectrometric methods are ex-
cellent in clinical diagnostics due to their high sensitivity, extreme
specificity, applicability over a wide concentration range, repro-
ducibility and automation. In contrast to the currently common-
ly used routine diagnostic procedures, MS allows for a dynamic
analytical approach that offers unique capabilities in the detection
of biomarkers of diagnostic significance, lipidomics, and metab-
olomics, among others. With its help, in addition to the already
well-proven and accurately validated diagnostic biomarkers, we
have the possibility to study their analogues, isoforms, metabo-
lites and molecular interactions, as well as to detect new biomole-
cules of diagnostic significance.

Mass spectrometry can be a very fast and efficient diagnostic
method for the detection of infectious human pathogens. For the
detection of various intact microorganisms, such as bacteria, vi-
ruses and fungi, MALDI TOF mass spectrometry is mainly used,
which has the extreme advantage of high sample permeability
and ease of sample preparation, as well as the ability to to). A
promising field of application is the mass spectrometric study of
proteomic changes within an infected cell during viral infections
(HIV, HBV, HCV, HPYV, etc.) using 2D-PAGE gel electrophore-
sis, MALDI TOF MS, liquid chromatography-coupled tandem
mass spectrometry, protein microarray techniques can be used.
In addition to the proteomic analysis of host cell expression, the
detection of biopolymers and biomarkers characteristic of the host
immune response and the evolutionary study of the proteome of
the infectious pathogen and its modifications may be of diagnos-
tic importance'? For neonatal screening, mass spectrometry is a
well-established and effective diagnostic method, but it is mainly
used to detect various lipids and other low molecular weight bio-
markers (e.g., amino acids). There are relatively few applications
in which diagnostic peptides and proteins are detected. One of the
most significant of these is the study of the presence, localization,
and concentration of pituitary adenylate cyclase activating poly-
peptide (PACAP)’.

One of the most promising diagnostic applications of peptide
and protein biomarkers today is the MALDI TOF / TOF mass
spectrometry imaging method, in which a 10-20 micron histo-
logical section and matrix are dried on a special sample holder.
Thousands of mass spectra are then recorded from the sample in a
predetermined system and with laser intensity, and the appropri-
ate software displays the distribution of intensities for each m/z
value as an image. The huge advantage of the method is that it can
be used in parallel with other (in vivo fluorescent, NMR, MRI,
CT, FT IR) imaging methods, thus providing new scientific and
diagnostic results that revolutionize the current methodology of
clinical diagnostics.

The traditional research area of the carotenoid chemistry research
group is the isolation and structural identification of carotenoids.
In the 1980s and 1990s, a number of 3,6-epoxy- B-, 3,5,6-trihy-
droxy-f- and 6-hydroxy-y-terminated carotenoid was isolated and
its structure determined. These carotenoids are typically found
in red peppers and in small amounts in one or two other plants
that occur in the domestic climate. In 2009, we contacted a pro-
fessor at the University of Panama, Enrique Murillo, who asked
for our help to identify k-terminal carotenoids in tropical plants.
The red-fleshed mamey (Pouteria sapota) proved to be a gold

128. évfolyam, 2. szam, 2022.


https://doi.org/10.1021/np3007827
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b01936
https://doi.org/10.1002/chir.23206
https://doi.org/10.1002/hlca.201100493
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2017.04.004
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2020.103798

Magyar Kémiai Folydirat 91

mine for us, as it contained large amounts of carotenoids whose
k-terminal group does not contain a hydroxyl group and which
were previously unknown. Based on HPLC analysis®, the major
carotenoid in mamey, in addition to cryptocapsin (also present in
small amounts in red pepper), is sapotexanthin, which was iso-
lated in a crystalline state’. Both are provitamin A carotenoids.
Subsequently, cryptocapsin 5,6-epoxide®, 3’-deoxycapsanthin
5,6-epoxide’, 3’-deoxycapsanthin® and sapotexanthin 5,6-epox-
ide'® were isolated. To confirm the structure of cryptocapsin
5,6-epoxide and sapotexanthin 5,6-epoxide, we also prepared
semi-synthetic products by epoxidation of cryptocapsin and sapo-
texanthin, respectively. During epoxidation, two epoxide isomers,
5R,6S and 5S,6R, are always formed. If the cyclohexane ring does
not contain a hydroxyl group, the products cannot be separated
by column chromatography. In both cases, the diastereomers
were separated on a chiral phase using HPLC-ECD technique and
their configuration was determined®!’ in cooperation with Tibor
Kurtan (University of Debrecen). Deoxy derivatives of capsoru-
bin, 3’-deoxycapsorin and 3,3’-dideoxycapsubin, have also been
isolated '.

Carotenoids containing an allenic end group, neoxanthin, (92)-
neoxanthin and capsoneoxanthin were also isolated from Mamey
and first reported as complete 1H and 13C-NMR'2.

Examining additional plant sources, we found two plant sources,
the fruit of Jipi-japa (Carludovica palmata) and the leaf of Zamia
palm (Zamia dressleri), in which the main component is capsoru-
bin". Our work contributed to the elucidation of the biosynthesis
of k-terminal carotenoids.

Carotenoids are  essentially  hydrophobic  antioxidants.
Hydrophobicity is quite disadvantageous in this context, as the
use of carotenoids as an antioxidant in medicine or as a colorant in
food chemistry requires some dispersibility in water for efficient
absorption. This realization has led us to make carotenoid deriva-
tives with increased water solubility. We have developed a simple
method for the synthesis of polyethylene glycol (PEG) -carotinoid
conjugates by ester formation. Carotenoid thioglycosides were
synthesized, as well, by a new method using carotenoid dications,
and glycosylation of carotenoid alcohols was successfully per-
formed. Our research group used the alkyne azide click-reaction
on carotenoid derivatives for the first time, it has been used for the
synthesis of several groups of compounds and we intend to use it
in the future.

In addition to or partially overlapping with the synthesis of hy-
drophilic derivatives, we synthesized carotenoid conjugates with
various bioactive compounds such as vitamin C, melatonin, cur-
cumin, and flavonoids (Figure 3.).

In the last two years, we started the in vitro antioxidant study of
the synthesized compounds by ABTS and FRAP methods, as well
as the anti-inflammatory and ROS-reducing effect in cell culture.
Carotenoids, and especially their amphipathic derivatives, may
be prone to aggregation / supramolecular organization in aque-
ous media. The formation of aggregates can affect the biological
activity (eg antioxidant effect), therefore the self-organization of
natural carotenoids and their derivatives is also studied.
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1. Bevezetés

A Pécsen folyd, akadémiai szintii kémiai kutatasok kezde-
tének az 1922-ben alapitott Kémiai Intézetben megindult
kutatasok iddpontjat (1923) tekinthetjik. Az intézet elsd
igazgatdja Zechmeister Laszld volt, 6t Cholnoky Laszlo
kovette. A Zechmeister Laszlo altal alapitott — az intézet-
ben ma is folyamatban 1év6 — karotinoid-kutatasok legtijabb
eredményeirdl e lap hasabjain legutobb Molnar Péter' vala-
mint Agocs Attila és munkatarsai’? szamoltak be. Cholnoky
Laszl6 1968-ban bekovetkezett haldla utan az intézet veze-
tését Szabo Dezs6 vette at. A 70-es évektdl egy kis 1étsza-
mu munkacsoport keretein belill (tagjai Oszbach Gyorgy*,
Loérand Tamas, Perjési Pal, rovidebb ideig Matyas Gyongy,
Krajcsi Péter, Deli Jozsef) foképpen a konjugalt telitetlen
oxovegyiiletek addicios-gytlriizarasi reakcioit vizsgalta
kétfunkcioés nukleofil reagensekkel szemben. Egyrészt 1ij,
potencialisan bioaktiv vegyiiletek eldallitdsara, masrészt a
gylriizaras sztereokémiajanak felderitésére torekedett. E
vizsgalatok egy részérdél Lorand Tamas szamolt be 2013-
ban e lapnak a pécsi kémiai kutatasokat bemutato kiilonsza-
maban’. E kozlemény az intézeti heterociklusos kutatasok
legjelentésebb eredményeinek dsszefoglaldja.

2. Kondenzaltvazas pirazolinok

Oszbach Gyodrgy és mtsai. (F)-2-arilidén-1-ciklohexanonok
1), (E,E)-2,6-diarilidén-1-ciklohexanonok (4), valamint
(E,E)-2,5-diarilidén-1-ciklopentanonok (7) hidrazinnal le-
jatsz6do reakcioit vizsgaltak. Az els6 esetben instabil pira-
zolinokat (2) kaptak, melyek nitrogén gaz fejlédése mellett
elbomlottak. A terméket tozil-szarmazékként (3) tudtak
izolalni.* (1. Abra)

NH,NH
«_Ar NHNH, A | TsCl Ar
20 °c, | 80 °C, ,\\I_N
o eter,gh | NNH  lepin ah
Ts
1 2 3

Ar= fenil, szubsztitualt fenil

1. Abra. 2-Arilidén-ciklohexanonok reakcioja hidrazinnal

*  Tel.: 436 72 536 222; e-mail: lorand.tamas@gmail.com

A 4 ketonok hidrazin felesleggel reagaltatva viszonylag sta-
bil pirazolin szarmazékokat (5) eredményeztek, melyeket
acetilezve a 6 acetilszarmazékot nyerték.* (2. Abra)

Arv/QwAr NHaNH; Ar\/q/Ar A0 Arv/(;y;\r
65 0C, \ CsHsN \

0 metanol, 1h N=NH 80°C. 1h N-N,
Ac
4 5 6

Ar= fenil, szubsztitualt fenil

2. Abra. 2,6-Diarilidén-ciklohexanonok reakciéja hidrazinnal

Ezzel szemben, (E,E)-2,5-diarilidén-1-ciklopentanonok (7)
hasonlé reakciojaban két mol hidrazinnal tortént a gyi-
riizaras és egy instabil, pirazolin spirovegyiilet képzddott
(8), melynek a biszacetil szarmazéka (9) stabilnak bizo-
nyult.* (3. Abra) A termékek szerkezetét a szerzok IR és 'H
NMR spektrumaik alapjan hataroztak meg. A 4 és 7 teli-
tetlen ketonok reaktivitasbeli kiillonb6z0ségét az elsédleges
(Michael-tipusu) adduktok konformacidinak kiilonb6zo-
ségével magyaraztdk. Az adduktok sztereokémidjat nem
vizsgaltak.

Ar\)?\/” a3 Ar\(%/Ar A0 ArRA
.
o 65 °C, CsHsN

HN—N N-=NH HN-N N=N
Vo 0 1 N
metanol, 1h HH 80°C, 1h Ac/ b Ac
7 8 9

Ar= fenil, szubsztitualt fenil

3. Abra. 2,6-Diarilidén-ciklopentanonok reakciéja hidrazinnal

Egy itt nem emlitett atalakuldsban egy mellékreakciot ta-
pasztaltak, amikor a kiinduldsi 1 dimerizacidjaval bazi-
kus kozegben egy 4a-hidroxi-9-fenil-dekahidro-1H-xantén
szarmazek (10) keletkezett. A vegyiiletet ecetsavanhid-
riddel melegitve, a 11 oktahidrovegyiilet volt izolalhato.’
(4. Abra)

Ar Ar
| DMSO, HO \

o, Ojé NaOH o H,0
N H etanol, Ac,0, 7h
Ar r

)

20°C, 1h

A
1 (Ar=fenil 10 11

4. Abra. 2-Arilidén-ciklohexanonok dimerizaciéja
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Lorand Tamas és mtsai. a gylrls o,pB-telitetlen ketonok és
szénsav- valamint hidrazinszdrmazékok reakcidit tanul-
manyoztak ugyanebben a kutatocsoportban.* A 2-benzili-
dén-1-ciklohexanon és -cikloheptanon szemikarbaziddal
savas kozegben minden esetben 3-H,3a-H cisz- és transz-bi-
ciklusos diasztereomer pirazolinokat (12-13, 15-16) adtak.
2-Benzilidén-1-ciklooktanonbol viszont csak a transz szar-
mazék keletkezett (18). A tioszemikarbaziddal végrehajtott
reakciok csak a cisz diasztereomert (14, 17) eredményezték.
A nyolctagt telitetlen keton reakciojaban ekkor is csak a
transz diasztereomer képzodott (19).6 (5. Abra) A 2,6-di-
benzilidén-1-ciklohexanon szemikarbaziddal két diasz-
tereomert adott (20, 21), mig a tioanaldggal csak a cisz-ve-
gyiilet (22) keletkezett.® (5. Abra)

(cHa), (CH) (CHy),
NH,NHCXNH, u
R’ NP R'3_ sl H RIA 3
R2 etanol, HCI, 2 3P 5 g
0o reflux, 2h R N—N R 1S Pn
C=X c=X
R3HN R3HN
X R? R? n
2 0 H H 3 13
14 S H H 3
5 0 H H 4 16
17 S H H 4
o H H 5 18
s H H 5 19
20 0 PhCH= 3 21
2 s PhCH= 3

5. Abra. 2-Benzilidén-ciklanonok és 2,6-dibenzilidén-ciklohexanon
reakcidja szemi- és tioszemikarbaziddal

Abban az esetben, mikor mindkét diasztereomer rendel-
kezésre allt, a 3-H és 3a-H kémiai eltolodasok valamint a
J;.5, csatolasi allandok segitségével a diasztereomerek azo-
nosithatok voltak. A kovetkez6 tendencia érvényesiilt itt a
3a-H kémiai eltolodasaban: a 6 3a-H transz < & 3a-H cisz
a szomszédos fenilcsoport diamagneses hatdsa miatt. A 14

crer

ey

oju karbamoil-vegyiiletek (12 és 15) keletkeztek. A diasz-
tereomerek szerkezetét *C NMR spektroszkopiai adatok,
valamint a 20-21 diasztereomer par rontgenkrisztallografiai
felvételei is alatamasztottak.® Hasonld eredmények voltak
megfigyelhetdk az (£)-2-benzilidén-1-tetralon (23) szemi-
karbaziddal és tioszemikarbaziddal lejatszodo kondenzaci-
6janal is (24-26).° (6. Abra)

Cc=X c=x
HoN HoN
24  X=0 25 X=0
26 X=S

6. Abra. 2-Benzilidén-1-tetralon és szemi- il. tioszemikarbazidal nyert
reakciotermékei

Az eredmények alapjan megallapithaté volt, hogy a cisz-
transz izomerarany a karbociklusos gyiirii méretétdl fiig-
gben valtozott; a magasabb gylritagszamu ketonok esetén
csak a fransz izomer képz6dott. A jelenség magyarazata,
hogy a nagyobb méretli gyliriik esetén a cisz diasztereome-
rekben taszito kolesonhatasok lépnek fel.

A fenti gylrlzarasi reakciokat elvégeztiik 3-benzili-
dén-kroman-4-on (27), -flavanon (28), -1-tiokroman-4-on
(29), -1-tiokromén-4-on-1,1-dioxid (30) és -1-tioflavanon
(31) kiindulasi ketonokkal is. (7. Abra)

X__R!
4049

NH,NHCXNH v. 6 S
PhNHNH, 7
—_—

8
etanol, HCI, reflux °

o} NTNog2

27 X=0 R'=H 32 X=0 R'=H R?=CONH,

28 X=0 R'=Ph 33 X=0 R'=H RZ?=CSNH,

29 X=S R'=H 34 X=0 R'=Ph RZ=CONH,

30 X=S0O; R'=H 35 X=0 R'=Ph RZ=CSNH

31 X=S R'=Ph :

23 X=CH, R'-H 36 X=8 R'=H RZ?=CONH,
37 X=8S R'=H R2=CSNH,
38 X=80, R'=H R2= CONH,
39 X=80, R'=H RZ2= CSNH,
40 X=8S R'=Ph R2=CSNH,
41,412 X=CH; R'=H R2=Ph
42 X=0 R'=sH R2=Me

7. Abra. Heterociklusos ketonok reakciéja hidrazinszarmazékokkal

A szemikarbaziddal ill. tioszemikarbaziddal végzett sav-
katalizalt reakciokban minden esetben csak egy diasz-
tereomert, 3-H-3a-H cisz-pirazolinokat (32-40) kaptuk.
sa céljabol, referenciavegyiiletként az (E)-2-benzildén-1-
tetralon (23) és fenilhidrazin reakcidjaval a 41 pirazolint
szintetizaltuk, melynek szerkezetét sszevetettiik az el6zo-
leg mar ko6zolt transz izomerként leirt 41a szerkezetével®.
Az el6zdleg nyert 42 ugyancsak referenciavegyiiletként
szolgalt®. A szerkezetigazolasban ill. a relativ konfiguracio
meghatarozasaban a 'H és *C NMR mellett itt a homonuk-
learis 'H-"H-n.O.e. méréseket is felhasznaltunk. Az el6bb
emlitett tendencia érvényesiilt itt is a 3a-H kémiai eltolo-
dasaban. Azonban ezt a hatast még befolyasoljak a R!, R?,
és az X csoportok is kisebb mértékben. Ezért a proton-pro-
ton-n.0.e. méréseknek volt diagnosztikus jelentdségiik;

crer

egyértelmiien azonositani tudtuk.
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In (a), (b) v. (c) )n
~_Ph HRo
1
O l\\l‘NR R
23, n=1 43-46, 48-49
23a,n=2
Vegytlet n R Modszer R2 R
cisz-43 2 CONH; (a) Ph H
transz-43 2 CONH; (a) H Ph
cisz-44 2 CSNH; (a) Ph H
transz-44 2 CSNH, | H Ph
cisz-45 2 Ph (@) Ph H
transz-45 2 Ph (a) H Ph
transz-46 2 Me (b) H Ph
cisz-47 2 H (@) Ph H
transz-47 2 H (a) H Ph
cisz-48 2 COMe (c) Ph H
transz-48 2 COMe (c) H Ph
cisz-49 1 COMe (c) Ph H
transz-49 1 COMe (c) H Ph

* A vegyllet a cisz-44 izomerizaciojabdl keletkezett.
a) NH,NHR, etanol, HCI, reflux; b) NH,NHR, etanol;
c) NH,NH,, Ecetsav.

8.Abra. 2-Benzilidén-benzoszuberonok reakcidja
hidrazinszarmazékokkal

Kisérleteinket kiterjesztettiik a héttagu gytriis kiindula-
si anyagokra, az (E)- 2-benzilidén-1-benzoszuberonokra
(23a) is. A szemikarbaziddal és fenilhidrazinnal végzett
savkatalizalt reakciok cisz-transz diaszterecomer elegyet
eredményeztek (cisz-43, transz-43, cisz-45, transz-45).
Ezzel ellentétben, tioszemikarbazid alkalmazasa esetén
csak a cisz diasztereomer képzédése volt megfigyelhet6.” (9.
Abra) Az igen reaktiv metilhidrazin esetén csak a transz-46
izomer képzddott. A hidrazinnal lejatsz6do reakciot etan-
olban és ecetsavban is elvégeztiik. Mindkét esetben cisz-
¢és transz izomerek képzddése volt megfigyelhetd. Utobbi
esetben a reakciok soran acetilez6dés tortént az N-2 ato-
mon. A kromatografids modszerekkel elvalasztott termékek
szerkezetigazolasa, a relativ konfiguraciok meghatdrozasa
'"H NMR, "*C NMR, valamint a proton-proton-n.O.e. mod-
szerekkel tortént.’

A tervezett biologiai vizsgalatok soran a diasztereomerek
Osszehasonlito vizsgalatat tliztiik ki célul. A kondenzacios
reakciokban nem képz6dd izomerek eldallitasa céljabol ta-
nulményoztuk a kapott pirazolin izomerek kiilonb6z6 reak-
ciokoriilmeények kozott lejatszodo epimerizaciojat. Itt csak
a trifluorecetsavban (TFA) ill. az etanolos KOH oldatban
végzett reakciokat targyaljuk.”® (9. Abra)

cisz/ tr X cisz/ tr

24,25 11
24,25 11 _TFA H,0 sl pn KM N i tta 2/5
26, 26a on 73°C 7y 73°C 26, 26a 3N
cis-43, tr-43 1/8 N—N cis-43, tr-43 1/6
cis-44, tr-44 1/6 R cis-44, tr-44 1/9
cisz%l/tr%

24,25 94/6  R= CONH,, CSNH,, Ph

41, 41a 68/32 X= CHy, (CHo)»

26, 26a 100/0

cis-43, tr-43  67/33
cis-44, tr-44  100/0

9. Abra. Pirazolinok sav-bazis katalizalt epimerizacioja

Az epimerizaciokat 'H NMR moddszerrel, a 3-H jel integ-
raljanak mérésével kovettiik. Kiinduldsi anyagként a ren-
delkezésre allo cisz/transz diaszteromer elegy (1d. elébb),
vagy csak az egyik diasztereomer, a transz-46 szolgalt. A
termékekben az egyenstlyi izomerarany a kétféle modszer-
rel (TFA, KOH) hasonlénak bizonyult. A transz-46 szar-
mazék a megkisérelt epimerizacié soran nem valtozott. A
termékelegyeket kromatografidsan szétvalasztottuk és az 4j
anyagok szerkezetét 'H NMR ¢és BC NMR modszerekkel
igazoltuk. Tapasztalataink szerint a baziskatalizalt izomeri-
zacio volt a leghatékonyabb modszer.

Az epimerizacid mechanizmusat deuteroecetsavban
-CH,COOD- végzett kisérletekben vizsgaltuk. Ekkor a
deutérium atom a 3a-helyzetbe épiilt be. Az epimerizacio
mechanizmusa valoszintileg egy 3-pirazolinon-enamin in-
termedieren keresztiil zajlik le proton katalizissel. Hasonlo
eredményeket kaptak Elguero és mtsai."

Osszegezve a pirazolinokkal kapcsolatos szintetikus ered-
ményeket, megallapithatd volt, hogy a nagyobb gytiriitag-
szamu ketonokbol képzddo cisz diasztereomerekben fellépd
taszitd kolcsonhatasok miatt ezekben az esetekben csak a
transz izomerek képzédnek. A szemikarbaziddal, tioszemi-
karbaziddal és fenilhidrazinnal lejatszodo reakciok soran,
a reakcioelegyben dominalnak a kinetikusan kontrolalt fo-
lyamatokban képz6d6 cisz izomerek.>™ Az epimerizacios
reakciok soran ezek részben a termodinamikailag stabilabb
transz izomerekké atalakulnak.

H Q:PQHKH
H 4
. T CH,l [ “Ar
A Il N—NH

N—N
o etanol, I- +)M—SCH
C=X reflux H.N 3

H,N 2

26a-c X=S 50a Ar=4-Cl-CgH4

50b  Ar=4-Br-CgHy
50c  Ar=34-Cl,-CgH,

H H
= | 2 CHl P H
N—nN PN iy | Tpp

5 etanol, N—N
C=X reflux -
: I” +)—SCHs
H,oN <
2 H,N
22 X=8 51

10. Abra. Tiokarbamoil-szubsztitualt pirazolinok alkilezése
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Az irodalomban szamos antimikrobialis hatasu tioszemi-
karbazon-szarmazék (pl. metiszazon) ismert. Ez alapjan
terveztiik a tioszemikarbazid tipust vegyiiletek antibakte-
rialis hatasanak vizsgalatat. A biologiai kisérletekhez a pi-
razolinok jobb vizoldékonysaggal bir6 S-alkil szarmazékait
szintetizaltuk.”” (10. Abra) Az 4bran csak néhany hatékony
szarmazek képlete keriilt feltiintetésre. Vizsgalataink soran
az 50a-c ¢és 51 az alkalmazott standard baktérium torzsek
koziil a S. saprophyticus, M. luteus és a B. subtilis torzsek-
kel szemben igen alacsony minimalis gatlo koncentraciot
(MIC) mutattak (50a-c és 51: MIC: 12,5 pg/ml)."

3. (E)- és (£)-4-arilidén-3-izokromanonok

Az izokromanonok csaladjaban szamos bioaktiv anya-
got, pl. a fuzarubin antibiotikumot talaltak.”® E korabbi
eredmények alapjan az (E)-2-(arilidén)-1-tetralonokkal
¢és az (E)-3-(arilidén)-4-kromanonokkal kapcsolatos ku-
tatasainkat kiterjesztettiik az izomer (F)-4-arilidén-3-
izokromanonokra is.

A 3-izokromanon gytrl igen érzékeny a lugos kezelésre - a
lakton gytrii konnyen felnyilik."* Ezért a (E)-4-arilidén-3-
izokromanonok szintézisében egy kiméletes modszert
alkalmaztunk. A reakciot oldészermentes koriilmények
kozott, katalizatorként nyomnyi piperidint hasznalva, 140
°C-on, argon atmoszféraban végeztiikk. A reakcidok soran
E- és Z- izomerek keletkezhetnek. Kiilon kisérletekkel
igazoltuk, hogy a 140 °C-on val6 hevités nem okoz E-Z
izomerizaciot, azaz a termékek termodinamikailag kont-
rolalt reakcioban keletkeztek. A kondenzacids reakciokban
rendszerint a megfelelé E-izomerek keletkeztek. Azonban
az aromas aldehid szerkezete jelent6sen befolyasolta a ter-
mék sztero-Osszetételét.s (11. Abra)

') A, argon, o o
140 °C \ |
Ar Ar

E-sorozat Z-sorozat
52-62, 64-66, 68

Vegytlet Ar |Izomer 6sszetétel
52E,Z Ph 60 % (E), 40 % (2)
53E 4'-HO,CCgH, 100 % (E)

54E 3'-piridil 100 % (E)

55E,Z 1'-metil-2"-pirrolil 66 % (E), 33 % (2)
56Z 2'-pirrolil 100 % (2)

57Z 2'6'-Cl,CgH3 100 % (2)

58E 2'-CH3;0CgH, 100 % (E)

59E,Z 2'-CICgH, 70 % (E), 30 % (2)
60E 2'3'-(CH;0),CgH3 100 % (E)

61E 2',4'-<(CH30),CeHs 100 % (E)

62E,Z 2'-O,NCgH, 33 % (E), 66 % (2)
63 2'-hidroxi-1'-naftil kumarin

64E,Z 2'-furil 66 % (E), 33 % (2)
65E,Z 3'-indolil 20 (E), 80 % (2)
66E 2'-BrCgHy 100 % (E)

67 2'-HOCgH4 kumarin

68E 3'-HOCgH, 100 % (E)

11. Abra. Az 52-62, 64-66, 68 (E)- és (Z)-4-arilidén-3-izokromanonok

eldallitasa

Az 52(E),(Z)-68(E) izokromanon szarmazékok korében,
szterikus és elektronikus kolcsonhatasok eredményekép-
pen, szamos esetben nem a vart (£)-, hanem a (Z)-izomer
volt a domindns termék. A 2-hidroxialdehidek - szalici-
laldehid és a 2-hidroxinaftaldehid - egy intramolekuldris
reakcio eredményeképpen kumarin szarmazékokat (63 és
67) eredményeztek (12. Abra)."s

63 67

12. Abra. A 63 és 67 kumarinok szerkezete

A vegyiiletek szerkezetigazolasa IR, '"H NMR, “C NMR
modszerekkel tortént. Amennyiben csak az egyik izomer
allt rendelkezésre, az 'H NMR spektrumok nem bizonyul-
tak alkalmas moddszernek az izomerek megkiilonbozte-
tésére. A BC NMR modszer erre a célra alkalmasabbnak
bizonyult. Itt karakterisztikus kiilonbségek mutatkoztak a
szénatomok kémiai eltolédasédban a két sorozatban. Igy pl.
az (E) sorozatban a §(C-7) > 8(C-6) > 5(C-5) > 5(C-8), mig a
(Z) sorozatban a 6(C-6) > (C-7) > §(C-8) > 5(C-5) sorrend
volt megfigyelhetd. A 64(E) furilszarmazék esetén rontgen-
diffrakcids vizsgalat is igazolta a spektroszkopiai modsze-
rekkel meghatarozott szerkezetet.” Az 56(Z) szilard KBr
pasztillaban és gézfazisban felvett IR és Raman vizsgalata
azt mutatta, hogy mindkét fazisban intramolekularis hidro-
génhid alakul ki a keton karbonil és a pirrol NH csoportjai
kozott. Az intramolekularis hidrogénhid jelenlétét az 56(2)
vegyiiletben kvantumkémiai szamitasok is igazoltak.!s

A szintetizalt vegyiiletek korében Huszar és mtsai. a lipofi-
litas és az antiproliferativ hatas kozti 6sszefliggést vizsgal-
tak.”” A mért logP és az A-431 tumorsejtvonalra gyako-
rolt antiproliferativ hatas kozott parabolikus Gsszefiiggést
talaltak. Az egyik leghatékonyabb szarmazéknak a 61(F)
2,4-dimetoxi-szarmazékot talaltak.”. A 61(E) vegyllet
mar alacsonyabb (szubletalis) koncentracioban is gatolta
fazisba torténd belépését's. A vegylilet magasabb koncent-
racidban reaktiv oxigén gyokok keletkezését indukalta,
depolarizalta a mitokondrium membranjat és sejtpusztu-
last okozott. A szerzék a megfigyelt hatasok hatterében a
poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1) enzim aktivacio-
jat feltételezték. Vass és mtsai végrehajtottak a termikus
Knoevenagel kondenzaciot aromas aldehidekkel és 3-izok-
romanonnal mikrohullamu besugarzassal is szilard hordozo
jelenlétében. Ez a mddszer szamos elonyt ad, igy az E/Z
izomerarany jelentésen befolyasolhaté vele."”
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A korabbi szintetikus modszer alkalmazasaval a késobbi-
ekben egy mdsodik izokromanon csalddot szintetizaltunk
(69E,Z-82FE).*° (13. Abra)

o) A, argon,

140 °C I ° | °
Ar Ar
E-sorozat Z-sorozat
69-82
Vegytulet Ar Izomer Osszetétel
69E, Z 4'-NO,-CgH4 85 % (E), 15 % (2)
70E 2'4'6'-(CH3)3-CgH, 100 % (E)
TE 4'-CH3-CgH, 100 % (E)
72E 2'-CH3-CgHy 100 % (E)
73E 4'-OCH3-CgHy 100 % (E)
74E 3'-OCH3-CgHy 100 % (E)
75E 4'-Cl-CgHy 100 % (E)
76E,Z 3'-NO,-CgHy 65 % (E), 35 % (2)
77E 3'4' 5'-(OCH3)3-CgHy 100 % (E)
78E 3',4'-(OCH3),-CgH3 100 % (E)
79E, Z 3',4'-(OCH;,0)-CgH3 40 % (E), 60 % (2)
80E, Z 3'-Cl-CgHy4 80 % (E), 20 % (2)
81E 4'-OH-CgH,4 100 % (E)
82E 3'-OCH3-4'-OH-CgH; 100 (E)

13. Abra. A 69-82 (E)- ¢és (Z)-4-arilidén-3-izokromanonok eléallitisa

A két izokromanon csalad tagjainak mikrobioldgiai tesz-
telését professzor J.C. Ribas a Salamancai Egyetemen
¢és dr. Kocsis Béla a PTE KK Orvosi Mikrobiologiai és
Immunitastani Intézetben végezték. A vegyiiletek anti-
fungalis hatasat harom éleszt6 térzzsel szemben (a) hasado
gomba Schizosaccharomyces pombe (vad tipust, valamint
pbrl-6 és pbrl-8 mutans), (b) sarjadzégomba Saccharomyces
cerevisiae (vad tipusu és pbrl-1 mutans), valamint (c) pato-
gén Candida albicans (vad tipust) vizsgaltak. A vizsgalt
szarmazékok els6 csoportja a C. albicans torzsekkel szem-
ben gyenge vagy mérsékelt hatast mutatott, mig a S. pom-
be pbri-6 torzsekkel szemben egyes izokromanonok haté-
konynak bizonyultak (52(E), 54(E), 55(Z), 56(Z), 59(Z)).
Az izokromanonok masodik generacidja is hasonlé hatast
mutatott a S. pombe pbri-6 torzsek ellen (legaktivabb anya-
gok: 69(E), 69(Z), 75(E), 80(E), 80(2), 71(E), 73(E)), mig
a vad torzsekre hatasuk igen kismértéki volt.

A vizsgalt vegyiiletek elsé csoportja gyenge in vitro glii-
kanszintaz gatldo hatassal rendelkezett. A masodik gene-
racio tagjai azonban Kkifejezettebb gatlo hatast mutattak
(69(E)/(Z), T0(E), TI(E) és 82(E)). A vizsgalatok azt mu-
tattak, hogy az izokromanonok, valamint a papulakandi-
nok, a savas terpenoidok ¢és az echinokandinok mdas-mas
mechanizmussal gatoljak a sejtfal szintézisében kozremii-
kodo glukanszintaz enzim miitkodését.?

4. Kondenzaltvazas 2-amino-1,3-tiazinok

A telitetlen oxovegyiiletekbdl kiindulo 1,3-tiazinok szinté-
zisét Lorand Tamas inditotta el a munkacsoportban. (E)-
2-arilidén- (1) és (E,E)-2,6-diarilidén-ciklohexanonok (4)
tiokarbamiddal lejatsz6d6 savkatalizalt reakcidiban kon-
denzaltvazas biciklusos 2-aminotiazin szarmazékokat (83)
kaptak.?' (14. Abra) Azt talaltdk, hogy mig a kiindulési ve-
gyliletek savkatalizalt reakcidiban 1,3-tiazin, az analog ba-
ziskatalizalt reakcidkban a megfeleld piridin szdrmazékok
képzddnek. Ez utdbbi vizsgalatok eredményeinek 0sszefog-
lalasat Lorand Tamas kozolte e lap hasabjain.?

Hy;—X

o CeHy4

R = CeHa—X H2NC(S)NH2 /g
EtOH/HCI; 50°C NH2 C|

R=H 1 83

R = ArCH= 4

X = H, 4-OCHj

14. Abra. (E)-2-arilidén- (1) és (E,E)-2,6-diarilidén-ciklohexanonok (4)
tiokarbamiddal lejatsz6do savkatalizalt reakcioi

E vizsgalatok folytatasaként, Perjési és mtsai. kalkonok (84)
valamint (£)-2-benzilidén-cikloalkanonok (85-87; n=5-7)
és gylirls tiokarbamid szdrmazékok (imidazolidin-2-tion
(88) ¢és tetrahidropirimidin-2(1H)-tion (89) gytiriizarasi re-
akciot vizsgaltak. A szerzok kalkonok (84) és 88 bor-trifiuo-
rid-katalizalt reakcioiban a 2,3-dihidro-5,7-diaril-7H-imid-
azo[2,1-b][1,3]tiazin (90) szarmazékokat kaptak. (15. Abra)
A kapott vegyiiletek szerkezetét (a szén-szén kettds kotés
helyzetét) NMR modszerekkel igazoltak.?

H 1
" C)N ] _ BFOEt, {‘j/s CeHa-X" (P)
U NH x2 O T CHCLRT N~

CeHyX2 (p)
n=1: 88 84 90
X'=H,CHg F,Cl,Br;, X2=H,F,ClBr

15. Abra. Kalkonok (84) ¢s imidazolidin-2-tion (88) gytiriiziirasi
reakcioi

A gytrtis tiokarbamidszarmazékok (88, 89) és (F)-2-
benzilidén-cikloalkanonok (85-87) hasonlé gytiriizarasi
reakcidiban az 91-94 triciklusos szarmazékokat nyerték.
Megallapitottak, hogy a reakcio eredménye mind a kiindu-
lasi tiokarbamid szarmazékok, mind a benzilidén-ketonok
gyliritagszaméanak fiiggvénye. igy 89 alkalmazisa esetén
csak (F)-2-benzilidén-ciklohexanonnal (86) reagaltatva ju-
tottunk gytrtizart termékhez (93). Az imidazolidin-2-tion
(89) reakcioja mindharom gyftris ketonnal lejatszodott, és
a reakciokban a 91, 92, illetve 94 nitrogénhidfés triciklusos
1,3-tiazin szarmazékok képzédtek. (16. Abra)
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CgHs
NS N
n(H2C) ¥ (CH)m
\—NH 0
n=1 88 m=1 85
n=2 89 m=2 86
m=3 87
BF;0Et,/CHCI; RT
N~ S« _4CgHs N._-S<_CeHs
RURS A ST
=
(CH2)m (CH2)m
n=1 m=1 91 n=1 m=3 94
n=1 m=2 92
n=2 m=2 93

16. Abra. (E)-2-benzilidén-cikloalkanonok (85-87) és gyfiriis
tiokarbamid szarmazékok (88, 89) gytiriizlirasi reakcioi

Tapasztalataink szerint a kiindulasi a,f-telitetlen ketonok
gyulrlitagszama meghatarozo jelentdségii a kapott termékek
szén-szén kettds kotésének helyzetét illeten. Igy a 85 és 86
ketonok reakcidiban a C-gytriiben kettds kotést tartalma-
z6 vegyliletek (91-93) képzddtek. Ugyanakkor a 87 (E)-2-
benzilidén-cikloheptanonbol nyert 94 vegyiiletben a kettds
kotés a B/C gytiriik anellacios szénatomjai kozott talalhato.
(16. Abra) A szintetizalt vegyiiletek farmakologiai hatasat
az EGIS Gyogyszergyarban vizsgaltak.

5. Kondenzaltvazas 1,3-tiazin-2-tionok

A kondenzaltvazas 1,3-tiazin szarmazékok szintézisének
egy masik utjat az kalkonok (84) és (E)-2-benzilidén-
cikloalkanonok  (85-87), illetve  (£)-2-benzilidén-
benzocikloalkanonok (95-97; n=5-7) ditiokarbaminsavval
és N-szubsztitualt ditiokarbaminsav szarmazékokkal le-
jatszodo reakcidi jelentették. Az alacsony hémérsékleten
lejatszodo savkatalizalt reakcidkban szubsztitudlt kalkonok
(84) és (E)-2-benzilidén-benzocikloalkanonok (95-97) di-
tiokarbaminsavval lejatszodo reakcidiban — a 4’-nitrokal-
kontdl eltekintve - a megfeleld nyitlanct Michael-tipust ad-
dukt (98, illetve 99-101) volt minden esetben izolalhato.?*%
(17. Abra) Az (E)-2-benzilidén-1-indanon (95) és ditiokar-
baminsav reakciojaban kapott addukt (99) sztereokémidjat
rontgendiffrakciés modszerrel igazoltuk.”® A 6- és 7-tagn
analogok (96, 97) reakcidiban két disztereomer addukt
(100a/b,101a/b) képz6dését tapasztaltuk.?

SC(S)NH,

o
98

X' = H, CHz0, CHy CI, Br, NO,; X2 = H, CH30, CH3, CI, Br, NO,

_ HSCSINH,

MeOH/HCI; -5°C

O, SC(SNH,
ﬁ/‘ _ HSC(ONH,
CH CH
( 2)" MeOH/HCI; -5°C (CHz)
n=1 95 n=1 99 (RR,SS)
n=2 96 n=2 100
n=3 97 n=3 101

17. Abra. Kalkonok (84) és (E)-2-benzilidén-benzocikloalkanonok
(95-97) reakcioi ditiokarbaninsavval

(E)-2-benzilidén-cikloalkanonok (85-87) és ditiokarbamin-
sav reakci(’)iban a képzéd(’i addukt N atomjénak a gyﬁrﬁs
nyeként kondenzaltvazas biciklusos 4-hidroxi-1,3-tiazin-2-
tion szarmazékokat nyertiink. A reakciok tanulmanyoza-
sakor azt tapasztaltuk, hogy a els6dleges (Michael-tipust)
addukt sztereokémidjat a reakcidkdzeg savassaga, mig a
nyiltlanct addukt gytrtiziirasi reakcidjanak sztereokémi-
ajat a keletkezd kondenzaltvazas 4-hidroxi-1,3-tiazin-2-
tion szarmazékok preferalt konformacioja hatarozza meg.”’
Késobb, a telitetlen karbonilvegyiiletek kén-nuklofilekkel
lejatszodo reakcidja szetereokémidjanak a reakciokozeg
savassagatol torténd fliggését kalkonok (84) glutation-
nal (GSH) és N-acetilciszteinnel lejatszodo reakcidiban is
megfigyeltiik.*®

Az (E)-2-(4-X-benzilidén)-ciklopentanonok (85) ditiokar-
baminsavval lejatszodo reakcidjat a 84 kalkonok reakcidi-
val azonos koriilmények kozott vizsgaltuk. A nyerstermé-
kek lH NMR analizise alapjén a 85 ketonok mindegyikének

sy

srer

vel nem tudtuk megallapitani, a szubsztitualatlan 102 szar-
mazék (X=H) molekulaszerkezetének rontgendiffrakcios
meghatarozasat végeztiik el. A diffrakcids szerkezetmegha-
tarozas eredménye alapjan a kapott termék az a cisz-anel-
lalt diasztereomer, melyben a H-4 és H-4a hidrogénatomok
cisz térallastak.” Ez azt mutatta, hogy az (F)-2-benzilidén-
ciklopentanonok (85) ¢és az analdog (F)-2-benzilidén-
indanon (95) ditiokarbaminsavval hasonl(') k(’)rﬁlmények

crer

adduktokhoz vezet.?°

CeHa-X(p) CeHA'X(P) CeHa=X(p)
2 HSC(S)NH, - Hy0 <Iks
So MeOH/HCI; -5°C Z /§ N
OHH H
85 102 106

X =H, OCH3, CH,

18. Abra. (E)-2-(4’-X-benzilidén)-ciklopentanonok (85) reakcioi
ditiokarbaminsavval
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Az (E)-2-(#-X-benzilidén)-ciklopentanonok (85) ditio-
karbaminsavval lejatszod6 reakcidja vizsgalatanak foly-
tatasaként elvégeztiik az analdg (£)-2-(4’-X-benzilidén)-
ciklohexanonok (86) hasonld reakcidjat. Ekkor a 103-105
sztereoizomer 4-aril-8a-hidroxi-1,4,4a,5,6,7,8,8a-oktahid-
ro-3,1-benzotiazin-2-tionok képz&dését tapasztaltuk.?”
(19. Abra)

CeHaX(p) 1y CeHaX(P) ; CHeX®) y CaHeX)
2 HSC(S)NH, s . os s
S MeOHHCI -5°C A Jea L A
o N Ss NS N Ss
HO H HO A HO H
86 103 104 105

X =H, OCHz CHj CI

19. Abra. (E)-2-(4’-X-benzilidén)-ciklohexanonok (86) reakcioi
ditiokarbaminsavval

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az izolalt nyerster-
mékek izomerdsszetétele a reakcidkban aktualisan hasznalt
sosav €¢s ammonium-ditiokarbamat mennyiségének a fiigg-
vénye. gy, ha a két reagenst kozel ekvivalens mennyiség-
ben alkalmaztuk (A Moddszer), akkor a 103 és 104 adduk-
tok kozel 1:1 aranyu (altalaban a 104 szarmazékok enyhe
talstalyat mutatd) keverékét nyertiik. Hosszabb reakcioidok
esetén (12-24 6ra) az izomerardny erésen a 104 termékek
javara tolodott el. Ez a kisérleti tapasztalat jol értelmezhe-
té a kinetikus kontroll révén képz6d6 103 adduktoknak a
termodinamikailag stabilisabb 104 vegyiiletekké torténd
epimerizacidjaval. (19. Abra)

Ha azonban az ammonium-ditiokarbamat mennyiségé-
hez viszonyitva csak mintegy negyed ekvivalens sosavat
alkalmaztunk (C Moddszer), a 105 adduktok kizarélagos
képzdédése volt megfigyelhetd. A 105 diasztereoizome-
rek konfigurative stabilis adduktoknak bizonyultak.
Epimerizaciojuk hosszabb reakcitidé alkalmazasa soran
sem volt megfigyelhetd.!

A kapott termékek szerkezetét IR, MS és 'H NMR spekt-
roszkopiai modszerekkel igazoltuk. A rokon szerkezetii
kondenzaltvazas biciklusos 1,3-oxazinok és 1,3-tiazinok
korabbi konformacios vizsgalatai alapjan® megallapithatd
volt, hogy a gytirtizaras sztereokémiajat a keletkezd kon-
denzaltvazas 1,3-tiazin-tionok 4-fenil szubsztituensének
kedvezményezett ekvatoridis elhelyezkedése hatarozza
meg.’!

A 4-fenil szubsztituensek kedvezményezett ekvatorialis po-
zicija meghataroz6 tényezdének bizonyult a kapott 103-105
sztereoizomer 4-aril-8a-hidroxi-1,4,4a,5,6,7,8,8a-oktahid-
ro-2H-3,1-benzotiazin-2-tionok sztereospecifikus O-alkil
szarmazékainak képzddése soran is.*

A 98-105 adduktok tovabbalakitasi lehetdségei kozil el-
végeztiik azok dehidratalasi reakcidit. Az adduktok de-
hidratalasahoz harom maddszert (A Modszer: p-toluolszul-
fonsav/benzol, reflux; B Modszer: trifluor-ecetsav/benzol,
reflux; C Modszer: bor-trifluorid-dietil-éterat/kloroform)
alkalmaztunk.

A kalkon (84) és az (E)-2-benzilidén-1-benzociklanon (95-
97) ditiokarbaminsav-adduktok (98, illetve 99-101) dehid-
ratalasi reakcioi a vart 1,3-tiazin-2-tion szarmazékokhoz
vezettek.** A 102 ciklopentan gyiriis vegyiiletek dehid-
ratacioja mindharom modszer alkalmazasa sordn a termo-
dinamikailag kedvezményzett 4-aril-4,5,6,7-tetrahidrocik-
lopental[d][1,3]tiazin-2(1H)-tionokhoz (106) jutottunk.*
(18. Abra)

A 103-105 adduktok dehidratalasi reakcioi soran a nyers-
termékek '"H NMR analizise azt mutatta, hogy a 104 és 105
izomerek dehidratalodasa mindhdrom modszer alkalma-
zésa esetén kizardlagosan a 108 4-aril-1,4,5,6,7,8-hexahid-
ro-2H-3,1-benzotiazin-2-tionok képzddését eredményezte.
A 103 és 104 diasztereomerek keverékének A és C Modszer
szerint elvégzett dehidratalasa szintén a megfeleld 108 szar-
mazékok képzddéséhez vezetett. A B Modszer alkalmazasa
esetén azonban a 103 és 104 epimerek kb. 1:1 aranyu ke-
verékének reakcioja a 107 és 108 sturkturizomer hexahid-
ro-2H-3,1-benzotiazin-2-tionok hasonlé aranyu keverékét
eredményezte. Mas kiindulési epimeraranyok esetén is azt
tapasztaltuk, hogy a dehidratalando keverékek Osszetételé-
nek 103/104 aranya jo korrelaciot mutat a kapott termékek
107/108 izomeraranyaval.®' (20. Abra)

Figyelembe véve, hogy az izolalt 107 vegytiletek mindha-
rom dehidrataldsi mddszer koriilményei kozott rovid ido
alatt a megfelel6 108 szarmazékka izomerizalodnak, a fenti
tapasztalat azt tamasztja ala, hogy a B Modszer alkalmaza-
sa soran a 103 adduktok dehidratalasanak elsdleges ter-
mékei a 107 vegyliletek. Ez a 103 és 104 diasztereomerek
dehidratalédasa soran megfigyelhetd sztereoszelektivitas
jol értelmezhetd az eliminacios reakciok soran tavozoé cso-

sy

(20. Abra)

H  MeOH/HCI: 0°C N
; s
: H H-N ‘i:::jijsg\+//1;§§
BN
s

S
103 104
J -H0 -H,0
H Ar Ar
= o
N/Lbs N/L§S
H H
107 108

Ar = CgHs; CeHg-OCH3(p); CoHy-CHa(p); CeHa-Cl(p)

20. Abra. 4-Aril-1,4,5,6,7,8-hexahidro-2H-3,1-benzotiazin-2-tion
izomerek (103 és 104) dehidratalasi reakcioi

Az (E)-2-(4’-X-benzilidén)-ciklohexanonok (86) N-szubsz-
titualt ditiokarbaminsavakkal lejatszodo reakcidjanak
vizsgalatat farmakologiai megfontolasbol végeztiik. A 86
ciklohexanon szarmazékok az ammonium-séjukbol so-
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savval felszabaditott N-benzil- (109a) és N-(2-feniletil)-
ditiokarbaminsavval (109b) savas vizes acetonos oldatban
-5 °C hémérsékleten lejatszodo reakcidja a 110 és 111 nyilt-
lanct addicios termékek képzodéséhez vezetett Az adduk-
tok dehidratalési reakcioit ecetsavanhidridben, katalitikus
mennyiségli kénsav jelenlétében végeztiik. Ekkor a nyer-
stermékek vékonyréteg-kromatografias és 'H NMR anali-
zise alapjan kizarélagosan a 112 és 113 4-aril-N-szubsz-
titualt-1,4,4a,5,6,7-hexahidro-2H-3,1-benzotiazin-2-tionok
képzédése volt megfigyelhetd.3* (21. Abra)

CeHa-X(p) HS, CeHa-X(p) 4 CeHarX(P)
~ c=s Aceton/H,0/HC; -5°C s H20°C ¢ s
o ¢s . 2L,
o (CH)GsHs o s NTSs
“(CHy)-CeHs (CH2)n-CeHs
86 n=1 109a n=1 110 n=1 112

n=2 109b n=2 111 n=2 113

X =H, OCH, CH; CI, Br

21. Abra. 4-aril-N-szubsztitualt-1,4,4a,5,6,7-hexahidro-2H-3,1-
benzotiazin-2-tionok (112 és 113) képzddése

6. Osszefoglalas

Jelen kozlemény a PTE AOK Orvosi Kémiai Intézetben az
1970-es években kezdddott szintetikus munkak legjelento-
sebb eredményeit mutatja be. A szintetikus munkak kozos
jellemzdje, hogy azok mindegyike kiillonbozo a,p-telitetlen
karbonilvegytilet nukleofil reaktansokkal lejatsz6doé reakcei-
6in alapszik. Bifunkcios nukleofil reagensek alkalmazasa-
val kondenzaltvazas pirimidin, pirazolin és 1,3-tiazin szar-
mazékok szintézise volt megvaldsithatd. Szemikarbazid,
tioszemikarbazid, gyiris tiokarbamid és tiokarbaminsav
szarmazékok mint nukleofil partnerek alkalmazasa lehe-
tdséget adott az aktivalt szén-szén kettds kotésre torténd
addici6, valamint az elsédlegesen képz6ddé adduktok gyii-
riizarasi reakcioi sztereokémiajanak vizsgalatara is. A szin-
tetizalt vegytliletek kozott szamos hatékony antibakterialis
¢és antifungalis szarmazék volt azonosithato.

Koszonetnyilvanitas

A szerzok koszonetiiket fejezik ki a munkakban résztve-
v6 szakembereknek, akik kozremiikodése nélkiil a fenti
eredmények nem sziilethettek volna meg. A munkakban
résztvevok neveit a publikaciok tarsszerzoi listaja, és a pub-
likaciok koszonetnyilvanitasaiban szerepld munkatarsak
neveinek listaja mutatja. A szerzk koszonetiiket fejezik
ki Sajtiné Pintér Krisztinanak (PTE AOK Biokémiai és
Orvosi Kémiai Intézet) és Moravecz Zsuzsannanak (PTE
GYTK Gyogyszerészi Kémiai Intézet) a kézirat dsszeallita-
sahoz nyujtott segitségiikért.
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Synthesis of heterocyclic compounds at the Institute of Medicinal Chemistry of the University of Pécs

In the 1970s, initiated and led by professor Dezsdé Szabo, a small
working group was formed in the Institute investigating the ad-
dition-ring closure reactions of conjugated unsaturated oxo com-
pounds. Initially, Oszbach et al. studied the reactions of hydrazine
and cyclic a,B-unsaturated ketones. In the reaction of hydrazine
and (E)-2-arylidene-1-cyclohexanone (1), they obtained unstable
pyrazolines (2) that were isolated as tosyl derivatives (3).* (Figure
1) (E E)-2,6-diarylidene-1-cyclohexanones (4) afforded bicyclic
pyrazolines (5) isolated as acetyl derivatives (6).* (Figure 2) While
the (E,E)-2,5-diarylidene-1-cyclopentanone gave spiro-bis-pyra-
zolidine isolated as a bisacetyl-derivative (9).* (Figure 3) The (E)-
2-arylidene-1-cyclohexanone (1) in alkaline medium underwent
a dimerization to 9-phenyl-4-hydroxy-decahydro-1H-xanthene
(10).° (Figure 4)

Loérand et al. studied the cyclizations of hydrazine derivatives
(semicarbazide, thiosemicarbazide, hydrazine, phenylhydrazine,
and methyl hydrazine) with cyclic a,B-unsaturated ketones. In the
condensation reaction of (£)-2-arylidene-1-cyclanones and semi-
carbazide, two (3aH, 3-H cis and trans), while using thiosemicar-
bazide, only the trans bicyclic pyrazolines (12-19) were formed.®
(Figure 5) A similar distribution of diastereomers was found at
the same reaction of (£, E)-2,6-dibenzylidene-1-cyclohexanone
(20-22) and (E)-2-benzylidene-1-tetralone (24-26).° (Figure 6)
Structural characterization of the diastereoisomers was accom-
plished by 'H NMR, *C NMR, and X-ray crystallographic meth-
o0ds.® This study was extended to the family of some heterocyclic
ketones as (E)-3-benzylidene-chroman-4-one (27), -flavanone
(28), -1-thiochroman-4-one (29), -1-thiochroman-4-one-1,1-diox-
ide (30) and -1-thioflavanone (31).” These reactions resulted in the
formation of 3aH, 3-H cis diastereoisomers (32-40). (Figure 7)
The cyclizations were also performed using (E)-2-benzylidene-1-
benzosuberone (23a).’ (Figure 8) The reaction with semicarbazide
and phenylhydrazine gave a mixture of cis/trans diastereoiso-
mers, but thiosemicarbazide afforded only the cis isomer of the
respective pyrazoline.’

To perform biological studies with both isomers, we intended to
conduct epimerizations. They were performed both under acidic
(in TFA) and basic (in ethanolic KOH) conditions and were moni-
tored by "H NMR method.!” The equilibrium reaction was charac-
terized by the equilibrium composition measured by the 'H NMR
method. (Figure 9) Similar equilibrium compositions were found
at the different epimerization methods. The more efficient method
was the base-catalyzed one.

As a summary of the study of pyrazolines, in the ring closures
of the a,B-unsaturated ketones and semicarbazide or phenylhy-
drazine, the cis diastereomer formed in a kinetically controlled
reaction, and this is isomerized into the thermodynamically more

stable zrans isomer. We planned to study the bioactivity of the
pyrazolines (22, 26); therefore, water-soluble derivatives were
prepared by alkylation.”” (Figure 10) The S-alkyl derivatives
(50a-c, 51) proved to be active against some pathogenic bacterial
strains.

As an extension of our work connected to previous studies con-
cerning (F)-3-arylmethylene-4-chromanones, a series of new
3-isochromanone derivatives were synthesized.”” Because of the
sensitivity of the isochromanone ring towards alkalis, a mild sol-
vent-free method was used. The products of the Knoevenagel con-
densation reactions were the pure (£)-, or (Z2)-4-arylmethylene-
3-isochromanones, or the mixture of the (E)-(£)-isomers
(52E-Z-68E). The nature of the aromatic aldehyde influenced the
isomeric composition of the products. Several aldehydes gave the
(Z)-isomer with increased stability, showing steric or electronic
interactions. (Figure 11) The two hydroxyaldehydes gave cou-
marines 63, 67. (Figure 12) For the structure verification and the
identification of (£) and (Z) isomers IR and NMR methods were
applied. In addition, the structure of the furyl derivative - 64E —
was corroborated by X-ray crystallography.

In an independent study, compound 61E exerted a significant anti-
proliferative effect on A-431 tumor cell line."” In another study, the
same compound proved to be a suitable inhibitor of the migration
of HepG2 cells in low concentrations.'®

The synthesis of some isochromanones of this family was stud-
ied by microwave methods using solid supports in the presence of
various catalysts.”” According to these experiments, the E/Z ratio
can be dramatically influenced by this synthetic route.

Another family of the (E)-4-arylmethylene-3-isochromanones
(69E,Z-84E) was also prepared with the above-mentioned mild
method.? (Figure 13) The antifungal effect of the two novel iso-
chromanones was examined against some wild and mutant yeast
strains. The compounds displayed a cell wall-specific antifungal
effect, especially against some mutant strains resistant to glucan
synthase inhibitors as papulacandins and echinocandins.

The synthesis of 1,3-thiazines starting from unsaturated oxo
compounds was initiated by Tamds Loérand in the working
group. Acid-catalyzed reactions of (£)-2-arylidene- (1) and (E,E)
-2,6-arylidene cyclohexanones (4) with thiourea gave condensed
bicyclic 2-aminothiazine (83) derivatives.”' (Figure 14) As a con-
tinuation of these studies, Perjési et al. investigated the reactions
of chalcones (84) and (F)-2-benzylidenecycloalkanones (85-87)
and cyclic thiourea derivatives. In the boron trifluoride-catalyzed
reactions of chalcones (84) and imidazolidine-2-thione (88), the
authors obtained 2,3-dihydro-5,7-diaryl-7H-imidazo[2,1-b][1,3]
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thiazine (90) derivatives. (Figure 15) In the similar reactions of
the cyclic thiourea derivatives (88, 89) and (£)-2-benzylidene cy-
cloalkanones (85-87), tricyclic, nitrogen bridgehead 1,3-thiazine
derivatives (91-94) were obtained. The result of the reactions
was found to be the function of the ring size of both the starting
thiourea derivatives and the benzylidene ketones. (Figure 16)

Another route for the synthesis of condensed skeleton 1,3-thi-
azine derivatives was the reaction of chalcones (84), (F)-2-
benzylidene-cycloalkanones (85-87), and (E)-2-benzylidene-
1-benzocycloalkanones (95-97) with dithiocarbamic acid and
N-substituted dithiocarbamic acid derivatives. In the reactions
of chalcones (84) and (E)-2-benzylidene-1-benzocycloalkanones
(95-97) in acid-catalyzed low-temperature reactions with dithi-
ocarbamic acid, the respective open-chain Michael-type adduct
(98 and 99-101) was isolable in all cases.”** (Figure 17) The ste-
reochemistry of the adduct (99) obtained by the reaction of (£)-2-
benzylidene-1-indanone (95) with dithiocarbamic acid was con-
firmed by X-ray diffraction.?

Reactions of (E£)-2-benzylidene-1-cycloalkanones (85-87) with
dithiocarbamic acid resulted in the addition of the N-atom of the
resulting adduct to the carbonyl group of cyclic ketones to give
condensed skeleton bicyclic 4-hydroxy-1,3-thiazine-2-thione de-
rivatives. In studying the reactions, the stereochemistry of the
primary (Michael-type) adduct was determined by the acidity of
the reaction medium, while the stereochemistry of the ring-clo-
sure reaction was determined by the preferred conformation of the
resulting bicyclic 4-hydroxy-1,3-thiazine-2-thione derivatives.?’

The reaction of (E)-2-(4’-X-benzylidene)-cyclopentanones (85)
with dithiocarbamic acid, studied under the same conditions as
the reactions of the 84 chalcones, resulted in the formation of ste-
reochemically uniform adducts (102) of the same configuration.
(Figure 18) It was found that the reaction of (£)-2-benzylidene-
I-cyclopentanones (85) and the analog (F)-2-benzylidene-1-
indananone (97) under similar conditions leads to adducts with
opposite relative configurations.*

As a continuation, a similar reaction of the analogous (E)-2-(4’-
X-benzylidene)-cyclohexanones (87) was performed. In these
reactions, the formation of the 103-105 stereoisomer 4-aryl-8a-

hydroxy-1,4,4a, 5,6,7,8,8a-octahydro-3,1-benzothiazine-2-thiones
was observed.””?! It was found that the isomeric composition of
the isolated crude products was a function of the amount of hy-
drochloric acid and ammonium dithiocarbamate currently used
in the reactions. Thus, when the two reagents were used in nearly
equivalent amounts (Method A), a mixture of adducts 103 and 104
in aratio of nearly 1: 1 (usually with a slight predominance of 104)
was obtained. However, when only about a quarter equivalent of
hydrochloric acid was used relative to ammonium dithiocarba-
mate (Method C), the exclusive formation of the 105 adducts was
observed. (Figure 19)

Among the conversion possibilities of the 98-107 adducts,
their dehydration reactions were performed by three different
methods. Dehydration reactions of the dithiocarbamic acid ad-
ducts (98 and 99-101) of chalcones (84) and (£)-2-benzylidene-
1-benzocyclanones (95-97), respectively, led to the expected
1,3-thiazine-2-thione derivatives. Dehydration of the 102 cyclo-
pentane derivatives gave the thermodynamically favored 4-ar-
yl-4,5,6,7-tetrahydrocyclopenta[d][1,3]thiazin-2(1H)-thiones
(106) using all three applied methods.** '"H NMR analysis of the
crude products of the dehydration reactions of the103-105 adducts
showed that the dehydration of 104 and 105 was exclusively re-
sulted in the formation of the 108 4-aryl-1,4,5,6,7,8-hexahydro-
2H-3,1-benzothiazine-2-thiones. According to Methods A and C,
dehydration of the mixture of diastereomers 104 and 105 also led
to the formation of the corresponding 108 derivatives. However,
when Method B is used, a ca. 1:1 mixture of the 103 and 104 epi-
mers gave a similar ratio of the isomeric hexahydro-2H-3,1-ben-
zothiazine-2-thiones 107 and 108.%' (Figure 20)

The reaction of (£)-2-(4’-X-benzylidene)-1-cyclohexanones (86)
with N-substituted dithiocarbamic acids was investigated for
pharmacological reasons. The reaction of 86 with N-benzyl-
(109a) and N- (2-phenylethyl)-dithiocarbamic acid (109b) in
acidic acetone at -5 ° C led to the formation of the open-chain
products 110 and 111. Acid-catalyzed dehydration of the adducts
resulted in the respective 112 and 113 4-aryl-N-substituted-1,4,4a,
5,6,7-hexahydro-2H-3,1-benzothiazine-2-thiones.** (Figure 21).
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PALYAZATI FELHIVAS

A, Vértes Attila Alapitvany” nevili k6zhasznl szervezet (a tovabbiakban: Alapitvany), egytittmiiko-
désben az MTA Radiokémiai Tudoményos Bizottsagaval, (a tovabbiakban: MTA RKTB) és a Magyar
Kémikusok Egyesiiletével (a tovabbiakban: MKE), a 35 évnél fiatalabb kutatok kiemelkedd kutatasi
eredményeinek elismerésére 6sztondijat alapitott

» Veértes Attila Ifjusagi Nivodij”
elnevezéssel.

A Vértes Attila Ifjusadgi Nivodij (a tovabbiakban: Nivodij) 2022-ben azoknak a 35 évnél fiatalabb
kutatoknak adomanyozhato, akik a radiokémia tudomanyok teriiletén végzett kutatasi témajuk kidol-
gozasaban az utolso két évben kimagaslo eredményt értek el.

Az eredményeket sajat kutatasi munkéjabol irt, minimum 4, maximum 6 oldal terjedelmii dolgozat,
valamint az MKE koz0s szervezésében évente zajlo ,Oszi Radiokémiai Napok” konferencian tartott
eldadas alapjan a szakértdi kuratorium itéli oda. A dolgozat alapjat képezheti egy, referalt folyoiratban
mar megjelent vagy megjelenésre elfogadott cikk, de a 4-6 oldalas dolgozatot minden palyazonak
meg kell irni. Ebben az esetben az eredeti cikket is mellékelni kell, és fel kell sorolni a dolgozat iroda-
lomjegyzékében. (A dolgozat megirasahoz alkalmazandé sablon a felhivashoz csatolva.)

A dolgozatot angol vagy magyar nyelven kell megirni, €s tartalmazzon egy 100-400 szavas angol- és
magyar nyelvii kivonatot. Amennyiben a dolgozat alapja mar megjelent cikk, tigyelni kell ra, hogy
abrak, tablazatok valtoztatas nélkiili atvételéhez meg kell kérni a cikk kiadojanak engedélyét. A dol-
gozatban a palyazonak els6 szerzonek kell lenni.

A Nivodij két kategoriaban itélhet6 oda:

I. kategoria: Vértes Attila Ifjusagi Nivodij
Ezt a dijat nem kaphatja olyan személy, aki azt korabban mar legalabb két alkalommal elnyerte.

II. kategoria: Vértes Attila Ifjusagi Nivodij, Kiilondij

Az 1 kategoria nyertese nettd 100.000 Ft, azaz szdzezer forint dsszegli Vértes Attila Osztondijban
részesiil. Az II kategéria nyertese nettd 70.000 Ft, azaz hetvenezer forint Osszegli Vértes Attila
Osztondijban részesiil. A Kiilondij azoknak a sikeres palyazoknak adomanyozhat6, akik masodik,
vagy tovabbi helyezést értek el.

Oklevél illeti meg a dijazott fiatal kutatdt és témavezetdjét. Az okleveleket az MKE készitteti el, és azt
a MTA RKTB elndke, az MKE képviseldje €s az Alapitvany képviseldje irja ala. Az elismerd okleve-
leket az Oszi Radiokémiai Napokon az MTA RKTB elndke vagy delegaltja, a Szakértéi Kuratorium
elnoke vagy delegéltja és a Vértes Attila Alapitvany képviseldje adja at tinnepélyes keretek kozott.

Az 6sztondijat a nyertesek részére az Alapitvany biztositja és utalja at a dijazottaknak a Szakértoi
Kuratorium jegyzokonyve, €s a dijazottak 4ltal kitoltott személyi adatlap alapjan.

A dijazott az 6sztondijat oktatasi intézményekben folytatott tanulmanyokra, kutatasra, vagy kiilfoldi
tanulmanyutra koteles forditani.



Az osztondij odaitélésérél az Alapitvany altal felkért, 5 fébaol allé Szakértoi Kuratéorium dont:
» Az Alapitvany alapitoja, vagy annak delegaltja, aki egyben a Szakértéi Kuratérium elnoke,
* Az MTA RKTB elndke,

tovabba a beérkezo kozleményeket biralo szakértok:
» Konya Jozsef, a kémiai tudomany doktora,
* Wojnarovits Léaszl9, a kémiai tudoméany doktora,
» Zagyvai Péter, a kémiai tudomany kandidatusa.

A biralo szakértdk helyébe azok barmilyen okbol torténd visszalépése esetén az Alapitvany kuratori-
uma jogosult mas személyt felkérni.

Tanacskozasi joga tagok:
+ az MTA RKTB titkara (egyben a Szakért6i Kuratdrium titkara) és
» az MTA RKTB Munkabizottsdgok elndkei vagy delegaltjaik.

Alland6 meghivottak:
» Az Alapitvany kuratériuma.

A Szakértdi Kuratorium a Nivodijra vonatkozo tudnivalokat, tovabba ezt a palyazati felhivast a ,Oszi
Radiokémia Napok” konferencia felhivassal egyiitt teszi k6zz¢é az MKE honlapjan.

Az irdsos palyazati munkat a konferencia honlapjan 1év6 on-line jelentkezési rendszeren keresztiil kell
benyujtani, DOC vagy RTF f3jlba szerkesztve. A palyazathoz tartozé tovabbi anyagokat (palyazati
tirlap, tarsszerzoi nyilatkozat, hallgatoi statusz igazolasa, beszkennelve (PDF vagy JPEG, esetlegesen
a folydiratcikk DOI szamot is tartalmaz6 PDF verzidja) pedig egy tomdritett ZIP fajl formajaban
e-mail-en kérjlik bekiildeni (Joszai Istvan, e-mail: joszai.istvan@med.unideb.hu). Az adminisztrativ
mellékletek egy eredeti, alairt példanyét az Oszi Radiokémiai Napok regisztracids pultjanal kérjiik
a konferencia kezdetén leadni. A palyazattal kapcsolatban tovabbi felvilagositas a konferencia szak-
mai szervez6jétol (Joszai Istvan, e-mail: joszai.istvan@med.unideb.hu; +36(52)255-000/56862, cim:
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Orvosi Képalkot6 Klinika Nuklearis Medicina, 4032 Debrecen,
Nagyerdei krt. 98., PET épiilet, 109. szoba) kérhetd.

A palyazat benyujtasi hatarideje 2022. szeptember 10. A sziikséges formanyomtatvanyok €s sablonok
letolthetok a konferencia honlapjarol.

Budapest, 2022. jinius 18.

Dr. Androsits Beata Dr. Homonnay Zoltan
az MKE igazgatoja a Vertes Attila Alapitvany Kuratoriumanak elnoke


mailto:joszai.istvan@med.unideb.hu
mailto:joszai.istvan@med.unideb.hu

A kiadvany a Magyar Tudomanyos Akadémia timogatasaval késziilt

FOszerkeszto: Sohar Pal
Szerkeszto: Huszthy Péter
Technikai szerkeszt6: Dinnyés Tiinde

A szerkesztOség cime:
ELTE Kémiai Intézet, Altalanos és Szervetlen Kémiai Tanszék, 1117 Budapest, Pazmany sétany 1A;
telefon: 372-2911; e-mail: huszthy25@gmail.com
Kiado:
Magyar Kémikusok Egyesiilete, 1015 Budapest, Hattyti u. 16. 11/8.; Felel6s kiad6: Androsits Beata
telefon: 201-6883; e-mail: androsits@mke.org.hu
URL: http:/www.mke.org.hu
Internetes valtozat: http:/www.mkf.mke.org.hu

Nyomda:
Europrinting Kft., 1185 Budapest, Lajta utca 3. Telefon: +36 1 287 8495, +36 70 381 8239
Felel6s vezetd: Endzsel Ernd

Terjeszti a Magyar Kémikusok Egyesiilete
Eldfizetési dij egy évre MKE tagoknak 1400 Ft, koziileteknek 5000 Ft.

Kozleményeink kivonatosan is csak a lapunkra valo hivatkozassal vehetok at.

Egyes cikkek teljes egészben valo atvételéhez a szerkesztdség kiilon engedélye sziikséges.
A folyoiratot az MTA MTMT indexeli és a REAL, tovabba az Orszagos Széchenyi Konyvtar (OSZK)
Elektronikus Periodika Adatbazisa és Archivuma (EPA) is archivalja.

Index: 25.540
ISSN 1418-9933 (Nyomtatott)
ISSN 1418-8600 (Online)


http://www.mkf.mke.org.hu






