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1. Az értekezés el6zményei és célkitiizései

A flavonoidok a novényvilag azon fenolos komponensei kozé tartozd O-
heterociklusos vegylletek igen elterjedt csoportjat alkotjdk, amelyek
difenilpropan vézat (C¢-Cs-Cg) tartalmaznak. Nemcsak a ndvények valtozatos
szinvilagdnak kialakitasdban vesznek részt, de sokrétii bioldgiai aktivitasuk
révén az emberi szervezetre is jot€ékony hatast gyakorolnak. Csoportositasuk
nagy szamuk ¢és valtozatos szerkezetilk miatt tobbféle szempont szerint
torténhet. A flavonoidok legjelentdsebb képviseldi kozé tartoznak a flavanonok,
a flavanonolok, a flavonok, a flavonolok és az antocianidinek.

A természetben elterjedt flavanonok altalaban alkil oldallancot, féként
metil-, prenil-és geranil-egység(ek)et hordoznak vagy a gylirithéz (C-alkil) vagy
hidroxil csoporthoz (O-alkil) kapcsolva. Ezen csoportok valtozatos
szubsztitlicidja révén nagyszamu természetes flavanonszarmazék létezik. Az
izolalt szarmazékok szerkezetfelderitése mellett szamos esetben a
szerkezetbizonyitd szintézist is megoldottak, valamint a bioldgiai aktivitassal is
rendelkezd flavanonok korében hatas-szerkezet Osszefiiggésekre irdnyulo
vizsgalatok is késziiltek.

A prenilcsoporttal €s annak gylirlizarédasaval képz6do, 2,2-dimetil-2H-
piran struktaraval rendelkezd természetes flavanonok tilnyomd része C-
prenilezett szarmazék, melyek tobbsége sokrétli biologiai aktivitassal 1is
jellemezhetd. Legtobbjiikre a flavonoidvazbdol eredd antioxiddns hatas a
jellemzd, de tobb kozleményben szamolnak be szamottevd antibakteridlis,
antiviralis, tumorellenes, antifungélis, anti-HIV  aktivitdsr6l valamint
enzimmiikodést befolyasolo hatasrol is.

Doktori munkdmban a Monotes engleri novény diklormetanos
extraktumabol izolalt 4 prenilezett flavanon (85-88) szintézisét €s hatas-
szerkezet Osszefliggések vizsgalataihoz sziikséges analogonok eldallitasat tiiztiik

ki célul. Ertekezésemben ezen O- ¢és C-prenilezett flavanonok szintézisérdl



valamint kiilonb6zé Candida fajokon tanulményozott antifungélis hatasukrol

szamolok be.

85-88

1. Tablazat: Monotes engleri-bol 1zolalt flavanonok
Név R' R* R R R
85 | Selinone H H H OPre H

86 | Monotesone A H H OH OPre H
87 | Lonchocarpol A Pre  Pre H OH H

88 | Monotesone B Pre Pre OH H OH Pre = /\)\

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Szintetikus munkénk sordn a modern preparativ szerves kémia makro-,
félmikro- és mikromodszereit egyarant alkalmaztuk. A reakciok kovetésére, az
anyagok tisztasdganak ellenOrzésére vékonyréteg kromatografiat, mig a
reakcidelegyek tisztitasara a klasszikus és flash oszlopkromatografiat, preparativ
vékonyréteg kromatografiat valamint kristalyositast hasznaltunk. Az eldallitott
vegyiileteink karakterizaldsara, azonositasara ¢és szerkezetilk igazoldsara a
hagyomanyos analitikai eljarasok (elemanalizis, olvadaspont, ¢és fajlagos
forgatoképesség meghatdrozasa) mellett rutinszerien alkalmaztuk a modern
tomegspektrometriat, IR, egydimenziés NMR spektroszkopiai modszereket.

Vegylileteink antifungalis hatdsanak vizsgéalatait a Debreceni Egyetem
Mikrobiologiai €és Biotechnologiai Tanszekén végeztiikk, kiillonbozd Candida
fajokon agardiffizios médszerrel. Sabouraud-dextréz (SDB) tapoldatban 37 °C-
on 18 Oraig tenyésztett ¢élesztOsejteket 1% agart tartalmazé SDA-ban
(Sabouraud-dextroz-agar) szuszpenzaltunk (végsé sejtkoncentracio: 3 x 10°
sejt/mL) és szilard agarlemezre Ontottiik. A vizsgdlandé anyagokat 70%-os

etanol és 1,5 térfogat% DMSO keverékében feloldottuk (¢ = 10, 25, 50 és 100



ug/mL), és az oldoészer vakmintajaval valamint a kontrollként alkalmazott
nystatin illetve flukonazol mintaival egyiitt 24-48 6ran at inkubalva teszteltiik az

antifungélis hatasukat.

3. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

A dolgozatban természetes eredetii, potencidlis antifungélis hatassal
rendelkezd természetes O- ¢&s C-prenilezett flavanonszarmazékok ¢és
analogonjaik szintézisét mutatjuk be, valamint hatas-szerkezet 0sszefliggéseket

feltar6 farmakologiai vizsgalataik eredményeirdl szamolunk be.

3.1. O-prenilezett flavanonok szintézise
3.1.1. Racém selinone, monotesone A valamint analogonjaik szintézise

A mar kordbban is ismeretes selinone racematjanak szintézisét elsdként
Wagner és mtsai valdsitottak meg a nehezen hozzaférhetd floracetofenon 4-O-f-
neohesperidozidbol  kiindulva. A klasszikus  kalkonképzés-gyliriizaras
szekvencia soran fellépd veszteségek, valamint a cukorrész nehézkes lehasitasa
miatt ez a modszer preparativ szempontbdl nem tul hatékony, igy célszerlinek
lattuk 1) szintézisat kidolgozéasat. Két moddszert is kidolgoztunk és a
hatékonyabb utat kiterjesztettiik az 0j O-prenilezett flavanonszdrmazék (a
monotesone A ¢és analogonjai) szintézisére is.

Az els6 modszer soran a megfeleld prenilezett benzaldehidek és a
metoximetil csoportokkal részlegesen blokkolt floracetofenon Claisen-Schmidt
reakciojaba képz6do kalkonokbdl ,,véddcsoport-hasitas-gylirtizaras”
szekvenciaval kivantuk a két természetes flavanonszarmazékot eldallitani. Ezen
probalkozasunk nem vezetett sikerre, mivel a véddcsoportok savas hidrolizissel
torténd lehasitdsa soran fellépd problémak miatt a (£)-selinone-t csak igen
szerény hozammal [(+)-85] (13%), a monotesone A esetében pedig csak annak

7-metoximetil-éterét (106) (55%) sikeriilt izolalnunk (1. abra).



1. Modszer

OH O CHO MOMO O

O, e L)
Momo/dc:om R MOMO OH

92 o
AN R =H:93
R = OH: 103
R =H:90
R = OH: 102
OH © i OH O ]
O R1
HOR/\)\ R%0 0 O
o | OR? |
R = H: selinone (85) | R! R2 R3

R = OH: monotesone A (86)

MOM = "o~
95 | H Pre MOM

106 | OH Pre MOM
Pre = /\)\ f

1. abra

Védocsoport stratégiankat megvaltoztatva, a masodik szintézisuton a
prenilcsoport kiépitését a flavanonvdzon, Mitsunobu koriilmények kozott
valositottuk meg (2. abra). Ennek érdekében a megfeleld benzaldehidek négyes
helyzetli  hidroxilcsoportjdt  benzil véddcsoporttal — védtik, amely a
kalkonkapcsolds ¢és a megfeleld hidroxiflavanon eldallitasa sordn mind savas
mind  lagos  kozegben  soran  stabil maradt. A  peracetilezett
flavanonszarmazékokrol  katalitikus  hidrogénezéssel — tavolitottuk el a
benzilcsoportot, és az igy kapott szabad hidroxil funkciéra Mitsunobu
koriilmények kozott vezettiik be a prenil csoportot. Az igy nyert peracetitok

Zemplén-féle elszappanositasa utdn sikeresen izolaltuk a kivant selinone [(+)-



85] és monotesone A [(£)-86] racematjait, melyek spektroszkopiai adatai jo
egyezeést mutattak a természetes szdrmazékokéval.

A selinone balra- és jobbraforgatd enantiomerjeinek [(-)-85, (+)-85]
szintézisét is megkiséreltiik, ezen térekvéseink jelenleg is folyamatban vannak.

2. Modszer

R O CHO R O
i = R
O o -
MOMO OMOM R MOMO OMOM OBn
OBn
92, 110 97,109, 111
96, 108
s R | R' R
92| OH 96 H 97| OH H
110| omMOM 108 | OMOM 109| OH OMOM
111 | OMOM OMOM
OH O OAc O OAc O
L O =
HO 0] O AcO o) O AcO o) O
08, 112 OBn 99, 113 OBn 100, 114 OH
R R R
R R R
98| H 99 H 100| H
112| OH 113| OAc 114| OAc

v O Vi
AcO o) O /\)\ HO
101,115 o NF

selinone (85)

R R monotesone A (86) R
101 H
115 | OAc

1: KOH, etanol/25°C, ii: 1. 10%-0s HCI, metanol/A 2. NaOAc, metanol/A; iii:
Ac,0, vizm. piridin/25°C; iv: H,-Pd/C, metanol/25°C; v: 3-metilbut-2-én-1-ol,
Ph;P, DIAD, vizm.. THF/25°C; vi: NaOMe, vizm. metanol/25°C

2. abra



A farmakologiai vizsgalatokhoz kiilonbdzden szubsztitualt selinone és
monotesone A analogonokat (116-120) allitottunk el a fent emlitett

modszerekkel (3. abra).

Rl R2 R®

116| H Pre H
117| OH Pre OMe
118| OH Pre cClI
1191 OH Alll H
120| OH DHPre H

3. abra: Selinone és monotesone A analogonok

3.2. C-prenilezett flavanonok szintézise
3.2.1. Racém lonchocarpol A, monotesone B valamint analogonjaik
szintézise

Hostettmann kutatocsoportja az O-prenilezett flavanonok, a racém
selinone [(£)-85] ¢és a (-)-monotesone A [(-)-86] mellett két C-prenilezett
szarmazékot, a mar ismert lonchocarpol A [(£)-87] és az ) monotesone B [(%)-
88] racematjat izolalta. Mivel a lonchocarpol A mutatott némi antifungalis hatast
a Candida albicans-sal szemben valamint mas tanulmanyok is potencialis
antifungalis hatast anyagként emlitik, a hatis-szerkezet 0sszefiiggéseket feltaro
farmakologiai vizsgélataink teljessé tételéhez megvalositani ezen szarmazékok
¢s analogonjaik szintézisét is.

Szintézisiink kiinduldsi anyagai a floracetofenon és a szerkezetnek
megfelelé benzaldehid szdrmazékok voltak. A floracetofenon C-prenilezését a
Xiao [103] altal leirt koriilmények kozott végeztiikk, majd az igy kapott 3,5-
diprenilszarmazék hidroxilcsoportjait részlegesen metoximetil csoporttal
blokkoltuk. E szdrmazék (146) ¢és a metoximetil csoportokkal védett
benzaldehidek (147, 152) lugos kozegben torténd Claisen-Schmidt reakcidja a

megfelelé kalkonokat szolgaltatta. E kalkonok gytirlizarasdval a megfeleld



flavanonokat kaptuk, melyek véddcsoportjait meglepd mddon egyszerii savas
hidrolizissel a molekula roncsolasa nélkiill nem tudtuk eltavolitani. A
metoximetilcsoportok lehasitdsat a kutatocsoportunk altal korabban is hasznalt
koriilmények kozott; BF;eEt,O-tal, dimetilszulfid jelenlétében valositottuk meg
(4. abra). Az igy nyert C-prenilezett szdrmazékok spektroszkopiai adatai jo

egyezést mutatottak az izolalt szdrmazékokéval.

149,154 (#)-lonchocarpol A [(+)-87]
(x)-monotesone B [(+)-88]

Rl R2 R3 | Rl RZ R3

147 H OMOM H 87| H OH H
148 H OMOM H 88 | OH H OH

149 H OMOM H

152 | OMOM H OMOM
153 | OMOM H OMOM
154 | OMOM H OMOM

1: etanol, 50%-o0s KOH-oldat, 0 °C 11: NaOAc, etanol-viz/A; i11: BF;°OEt,, Me,S,
vizmentes CH,Cl,

4. abra



A farmakoldgiai vizsgéalatokhoz eldallitott analogonok (155-160)
tobbsége a természetben is eléforduld kiilonbozden szubsztitualt C-prenilezett
szarmazek, melyek szintézisét rezacetofenonbol és a  megfeleld

benzaldehidekbdl kiindulva a fentiekhez hasonléan végeztiink.

155160 Trivialisnév R' R* R’
155 bavachin Pre H OH
156 1zobavachin H Pre OH
157 - Pre Pre OH
158 - Pre H H
159 OvaliflavanonB H Pre H
160 Ovaliflavanon A Pre Pre H

5. abra: Lonchocarpol A és monotesone B analogonok

3.3. Farmakologiai vizsgalatok eredményei

Hostettman ¢s mtsai a selinone racematjat [(+)-85] talaltak a
leghatasosabbnak (MIC: 10 pg/ml) a Candida albicans-sal szemben, mig a (-)-
monotesone A [(-)-86] antifungalis hatdsa (MIC: 20 pg/ml) kissé elmaradt e
mogott. A C-prenilezett flavanonok koziil csak a monotesone B [(£)-88]
esetében irtak le némi aktivitast (MIC: 50 pg/ml).

Az altalunk eldéllitott természetes eredeti O- ¢és C-prenilezett
flavanonszarmazékokat (85-88) ¢s analogonjaikat (116-120, 155-160)
kiilonb6zd Candida fajokon teszteltiik, mely vizsgdlatok eredményeit az 2.
tablazatban foglaltuk Ossze. E tablazat adataibdl egyértelmiien kitlinik, hogy
szamottevo fungisztatikus hatast a racém selinone [(£+)-85] és a monotesone A
[(£)-86] esetében tapasztaltunk, melyek szelektiven csak a Candida albicans
(ATCC 10231) ellen bizonyultak hatdsosnak és a tobbi Candida fajra nem

mutattak aktivitast. A C-prenilezett természetes flavanonszarmazékok, a racém



lonchocarpol A [(£)-87] és a monotesone B [(+)-88] valamint analogonjaik
racematjai (155-160) esetében egyik fajndl sem tapasztaltunk gombaellenes
aktivitast. A gombaellenes hatast mutatdé vegyiiletek, az O-prenilezett
szarmazékok, a (£)-selinone [(+)-85] és a (*)-monotesone A [(£)-86]
analogonjainak tesztjei sordn egyértelmiien kideriilt, hogy a fungisztatikus
hatasért a racém selinone [(+)-85] szerkezete felelés. Ugyanis a 3’-helyzetben
tovabbi hidroxilcsoportot tartalmazod racém monotesone-A [(£)-86] mar joval
kisebb fungisztatikus hatast mutatott a Candida albicans-sal (ATCC 10231)
szemben. Megallapitottuk, hogy a preniloxi csoport modositasa (119, 120), az 5-
hidroxi csoport hidnya (116) illetve a B-gyliri szubsztituenseinek valtoztatasa

(117, 118) mind a fungisztatikus hatas teljes megsziinését okozza.

2. Tablazat: A nystatin, flukonazol, a (+)-selinone [(#)-85], a (+)-monotesone A
[(£)-86] ¢és analogonjaik (116-120) biologiai aktivitdsanak vizsgalata
agardiffuzios modszerrel. (Gatlasi zona: mm, mintakoncentracio: 100 pg/mL)
Cal = Candida albicans (14053), Ca2 = Candida albicans (ATCC 10231), Ci =
Candida inconspicua, Cd = Candida dubliniensis ¢s Ck = Candida krusei.

Kad Cal Ca2 Ci Cd Ck
nystatin 27 28 26 28 27
flukonazol 22 23 24 23 22

85 0 12 0 0 0
86 0 10 0 0 0
116 0 0 0 0 0
117 0 0 0 0 0
118 0 0 0 0 0
119 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0




4. Publikacios lista/List of publications

Az értekezés témajahoz kapcsolodo kozlemények/Papers related to the

dissertation

1. Kenéz A., Juhasz L., Antus S.: ,,A simple synthesis of selinone, an antifungal

component of Monotes engleri” Heterocyclic Communications, 8, (6) 543-

548 (2002)

2. Kenéz A., Antus S.: ,First Synthesis of (+)-Monotesone B and New
Syntheses of (£)-Lonchocarpol A and (+)-Bavachin” Natural Product
Communications 1, (1) 51-55 (2006)

3. A. Kenéz, Zs. Lestar, B. Lenkey, S. Antus: ,,Synthesis and structure-activity
relationship study of monotesone-A, an antifungal component of Monotes
engleri” (kozlésre elfogadva/accepted for publication) Natural Product

Research (2007)

Tudomanyos rendezvényeken bemutatott munkak/Lectures and posters

presented at conferences and meetings

Eloadasok/Lectures

1. Kenéz Agnes, Juhasz Laszld, Antus Sandor: Monotes engleribdl izolalt,

antifungalis hatasu, O-prenilezett flavonoidok szintézise (Gyogynévények

kutatasa és felhasznalasa 2002; Kecskemét, 2002. november 13-15.)

2. Kenéz Agnes, Juhasz Laszlé, Antus Sandor: Monotes engleribdl izolalt,

antifungalis hatasu, prenilezett flavonoidok szintézise (MTA Flavonoidkémiai
Munkabizottsag Tudomdanyos Eléadoiilése, Budapest, KKKI, 2003. december
3)

10



Poszterek/Posters

1. A. Kenéz, L. Juhasz, S. Antus: Simple Synthesis of Selinone, an Antifungal
Component of Monotes Engleri (9" Blue Danube Symposium on

Heterocyclic Chemistry; Tatranskd Lomnica / Slovak Republic 2002.)

2. Kenéz A., Juhasz L., Antus Séandor: Antifungalis hatdst monotesone-A

szintézise (Vegyészkonferencia 2003, Hajduszoboszlo, 2003. jinius 26-28.)

3. Kenéz A., Lestar Zs., Lenkey B., Antus S.: Prenilezett flavanon szarmazékok
szintézise ¢és gombaellenes hatasuk vizsgalata (Vegyészkonferencia 2005,

Hajdtszoboszld, 2005, junius 28-30.)

4. A.Kenéz, Zs. Lestar, B. Lenkey, S. Antus: Synthesis of prenylated flavanone
derivatives and study of their antifungal activity (11" Blue Danube
Symposium on Heterocyclic Chemistry, Brno/Czech Republic 2005. aug.28-
szept.1.)

11



