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1. Az értekezés el6zményei és célkitiizések

A kroman vagy 2H-kromén vazat tartalmazé kondenzalt O- és O,N-
heterociklusok kozott szamos olyan vegyiiletet talalunk, melyek figyelemre
méltd farmakologiai aktivitast mutatnak. Ezeket a vegyiileteket gyakran ugy
alakitjak ki, hogy a flavonoid alapvazon hozzak létre a megfeleld funkcios
csoportokat, és ezek gylirlizarasi reakcidival keletkezik a kondenzalt
heterociklusos egység. A kroman és 2H-kromén gylriivel kondenzalt,
morfolin, pirrol és tiazol alegységet tartalmazo O,N-heterociklusos
szarmazékok valtozatos bioaktivitast mutatnak, melyek kozil emlitésre
érdemes az 1 tau fehérje kinaz 1 (TPKI1) inhibitor, a 2 ioncsatorna
modulator, és a 3 antibakterialis hatasu vegyiilet (1. abra).
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1: tau protein kindz 1 (TPK1) inhibitor ~ 2: feszliltség fliggd natrium 3: antibakterialis
csatorna (NaV) inhibitor

1. abra A C-3-C-4 kotésen morfolin, tiazol és pirrol egységekkel kondenzalt bioaktiv kroman
és 2H-kromén szarmazékok szerkezete és aktivitasa.

A flavonoidok egyik jelentds alcsoportjat az izoflavonoidok alkotjak. A
természetben eléforduld izoflavonoidok masodik legnagyobb csoportjat az
izoflavonok utian a 4 pterokarpanok képviselik, melyek fitoalexinekként
(novényveédd vegyiilet) ismertek, amik a korokozok elleni védelemben
vesznek részt (2. abra).

o R? HY
(6aR,11aR)-pterokarpan R = H
(6aS,11aS)-pterokarpan R® = H velucarpin C (5) o 4-hidroximaackiain (6)
KB, HelLa HL-60, K562, HCT-8,SF-295
5.9 and 8.7 uM 1.3-3.6 uM

2. abra A pterokarpan alapvdz szamozassal és a természeben el6forduld citotoxikus
pterokarpanok 8,9-metiléndioxi szubszituenssel.
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Az utébbi idében a pterokarpanok jelentds figyelmet kaptak a kiilonb6zo
rakos sejtvonalakon alacsony mikromolos ICso értékkel mutatott
sejtosztodasgatld hatdsuknak koszonhetden (2. abra).

Az emlitett vegyiiletek figyelemre méltd bioaktivitasa arra 6sztonzott, hogy
doktori munkam soran célul tlizziik ki a C-6 pozicidban naftil csoporttal
szubsztitualt 7 pterokarpanok, 8 morfolin, 9 tiazol és a 10 pirrol gyiiriivel
kondenzalt kroman és 2H-kromén szarmazékok szintézisét, és vizsgaljuk
ezen vegyliletek sejtosztodasgatld hatasat human rakos sejtvonalakon
(A2780 és WM35) (3. abra). A 7-10 O- és O,N-heterociklusos
célvegyiiletek szintézise a 13 flavanon intermedierre vezethetd vissza (3.
abra), ami a kozos flavonoid szalat jelenti a két szintézistiitban. Tovabba
terveztik az eldallitott kirdlis racém vegyliletek sztereoizomerjeinek
elvalasztasat és az abszolut konfiguracié hozzarendelését kiralis HPLC-
ECD vizsgalatok segitségével.
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3. 4bra A Doktori munka soran eldallitani kivant O- és O,N-heterociklusok szerkezetének
szarmaztatasa flavonoidokbol.

2. Alkalmazott modszerek

A szintetikus munka soran a modern preparativ szerves kémia makro-,
félmikro- és mikromodszereit alkalmaztuk. A reakcid kovetésére, az
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anyagok tisztasaganak ellendrzésére vékonyréteg-kromatografiat, a reakciod
elegyek tisztitasara kristalyositast, oszlopkromatografiat és preparativ
vékonyréteg-kromatografiat  hasznaltunk. Az eldallitott  vegyiiletek
jellemzése, azonositasa €s szerkezetiik igazolasa a klasszikus analitikai
eljarasokkal (elemanalizis, olvadaspont), valamint tomegspektrometriaval,
IH- és BC-NMR spektroszkopids modszerekkel és  egykristaly
rontgendiffrakcios vizsgalatokkal tortént. Az NMR vizsgalatok soran a
termékek teljes 'H- és 3C-NMR hozzarendelését kétdimenzids technikdk
alkalmazasaval (*H-'H COSY, NOESY és ¥C-'H HSQC, HMBC)
végeztik, a relativ konfiguracié meghatarozasara homo- és heteronuklearis
harom kotéses csatolasi allandokat és NOE effektusokat hasznaltunk. Az
ECD spektrumokat oldatban online HPLC-ECD technikaval mértiik. A
molekuldk citotoxikus hatasat A2780 (méhnyakrak) és WM35 (bdrrak)
sejtvonalakon MTT-teszttel végeztiik.

3. Az értekezés 1j tudomanyos eredményei

3.1. Négy Kkiilonbozé szubsztiticios mintazata 2-naftil-2H-kromén
szarmazékot allitottunk el6 két szintézistiton kalkon szarmazékokon
keresztiil a Heck-tipusu oxiarilezési reakciéhoz.

A Heck-oxiarilezési reakcidhoz sziikséges 2la-d 2H-kromének
eléallitasat a rac-20a-d flavan-4-ol szarmazékokon keresztiil terveztiik
megvalositani. Az elsé 1épésben a megfeleld acetofenon kiindulasi
anyagokat (17a,b) naftil-karbaldehiddekkel reagaltattuk 50%-0s KOH vizes
oldatban. A Claisen-Schmidt kondenzacié a vart 18a-d kalkon analogokat
eredményezte magas kitermeléssel. A 19a-d racém flavanon analogokat
intramolekularis oxa-Michael addicioval allitottuk el6 a 18a-d kalkon
szarmazékokat gyenge bazis jelenlétében etanolban forralva. A moddszer
kozepes kitermeléssel (45-68 %) szolgaltatta a megfelelé szarmazékokat,
ami jonak mondhato, ha figyelembe vessziik, hogy az egyensulyi reakcio
révén az atalakulas nem volt teljes. A gylirlizarast kovetéen a 19a-d racém
flavanon analogok karbonil csoportjanak redukcidjara keriilt sor, melyet
metanolban végeztiink el szobahdmérsékleten és redukaloszerként natrium-
tetrahidrido-boratot (NaBHa) alkalmaztunk. A redukcid
diasztereoszelektiven valosult meg, és a rac-20a-d cisz-flavan-4-ol
analogokat joO hozammal (69-88 %) sikeriilt izolalnunk. A rac-20a-d
alkoholok sav-katalizalt vizkilépési reakcidja nyomnyi mennyiségben vagy
egyaltalan nem eredményezte a vart 21a-d 2H-kromén vegyiileteket az
irodalomban javasolt, kiilonb6z6 enyhe savas koriilményeket alkalmazva (1
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%-0s HCI oldat/aceton/A; 10 %-o0s HCI oldat/aceton; vagy i-PrOH/A, p-
toluolszulfonsav/vizmentes toluol/A) (4. abra).

9 o
=
R' OH R! 0~ “R?

17a: R1 18a: R' = H, R?= 1-naftil, 84% 19a: R' = H, R?= 1-naftil, 51%

17b:R" = oan 18b: R" = H, R? = 2-naftil, 93% 19b: R" = H, R? = 2-naftil, 68%
18c: R = OBn, R? = 1-naftil, 81% 19c: R' = OBn, R? = 1-naftil, 45%
18d: R! = OBn, R? = 2-naftil, 77% 19d: R' = OBn, R? = 2-naftil, 62%

| iii
OH
R! 0 R? R? 0 R2
21a: R = H, R?= 1-naftil, 6% rac-20a: R' = H, R?= 1-naftil, 69%
21b: R" = H, R? = 2-naftil, 10% rac-20b: R' = H, R? = 2-naftil, 88%
21c: R' = OBn, R? = 1-naftil, 0% rac-20c: R' = OBn, R? = 1-naftil, 74%
21d: R" = OBn, R? = 2-naftil, 0% rac-20d: R" = OBn, R? = 2-naftil, 87%

4, abra 2H-kromének eléallitasa (A modszer): i: R>-CHO, 50% KOH, MeOH, rt (77-93%) ii:
NaOAc, EtOH, reflux (45-68%) iii: NaBH4, MeOH, rt (69-88%) iv: 1% HCl/aceton, reflux (0-
10%).

A reakcidé alacsony hozamara magyarazatot adhat a 2-fenil-2H-kromén
szarmazék irodalomban leirt sav-katalizalt dimerizacidja, ami a keletkezd
termékiinket tovabbi reakcioba viszi a savas reakcioelegyben.

A rac-20a-d flavan-4-ol szarmazékaink dehidratiacios 1épésének
alacsony hozamara megoldast jelentett egy a szakirodalomban leirt
mellékreakcid, amikor a kalkon szarmazékot redukaltak natrium-
tetrahidrido-borattal cérium(III)-klorid jelenlétében, és savas kezelés utan a
2H-kromén keletkezett.

0 OH
§Z
saasisalEaes!

R! OH R' OH "R? R 07 "R?
18a: R' = H, R%= 1-naftil 22a-d 21a: R' = H, R?= 1-naftil, 58%
18b: R" = H, R? = 2-naftil 21b: R' = H, R? = 2-naftil, 45%
18c: R' = OBn, R? = 1-naftil 21c: R' = OBn, R? = 1-naftil, 31%
18d: R" = OBn, R? = 2-naftil 21d: R = OBn, R? = 2-naftil, 30%

5. abra 2H-kromén szarmazékok el6allitasa kalkon analogokbol egy Iépésben i: NaBHy,
CeCl37H,0, THEF/EtOH, 0°C ii: citromsav (30-58%).

Ezt az ,egyist” reakciot alkalmazva a mi 18a-d kalkon analog
molekulainkon, sikeresen allitottuk elé a 21a-d 2H-kromén szarmazékokat
egy 1épésben és elfogadhaté hozammal (5. dbra). Az eljaras eldnye rovidebb
szintézisut; négy 1épés helyett kettd, és az Osszesitett kitermelés
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acetofenonbdl kiindulva 2-6%-r61 23-49%-ra nétt a dimerizacio hattérbe
szorulasaval.

3.2 Négy 6-naftil-8,9-metiléndioxi-pterokarpan szarmazék szintézisét
hajtottuk végre 2H-kromének és 2-klérmerkuri-4,5-metiléndioxifenol
Heck-oxiarilezési  reakcidjaval és  vizsgaltuk a  kapcsolas
regioszelektivitasat.

A Katalitikus Heck-oxiarilezés tesztelésének érdekében a 21a 2-naftil-
2H-kromén szarmazékot 23 0-jodfenollal reagaltattuk az irodalomban leirt
katalitikus koriilményeket alkalmazva (1. sor: 20% Pd(OAc).,, PPhs,
Ag2COs3), ami alacsony, 16%-o0s kitermeléssel eredményezte a 24 cisz,cisz-

6-(1-naftil)pterokarpant (1. Tablazat).
seae
H

O I
SOACMOL
= HO
23 24

21a
Hoémérséklet  Termelés

Sor Reagens Oldoszer  1d6 (h)

§®) (%)
PPh3, A92CO3
1 20 mol% Pd(OAC), aceton 24 56 16
Pphg, AQQCO3
2 50 mol% Pd(OAC), aceton 48 56 16
10 mol% Xantphos
3 1.2 ekv. DEA DMF 48 160 -
5 mol% Pd(OAc),
20 mol% Xantphos
4 1.2 ekv. DEA DMF 48 160
5 mol% Pd(OAc),
10 mol% Pd(C)
5 NaOAC NMP 24 140 -

1. Tablazat A 21a 2H-kromén szarmazék katalitikus Heck-oxiarilezési reakcidja 0-jodfenollal
(23) kiilonboz0 reakciokoriilményeket alkalmazva.

A hozam javitasanak érdekében noveltiik a katalizator mennyiségét (2. sor),
valtoztattuk a foszfin ligandumot (3. és 4. sor), valamint Pd(C)-et
alkalmaztunk N-metil-2-pirrolidonban (NMP) (5. sor), de a kitermelés
novelése nem sikeriilt.

Az irodalomban szamos példa talalhato, hogy a katalitikus Heck-
oxiarilezési reakciok gyakran sikertelenek vagy alacsony hozamuak
elektronkiildé csoportokban gazdag 0-jédfenolokkal. Ezek az eredmények,

5
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valamint a sajat kisérleteink is indokoltdk a sokkal reaktivabb o-
klormerkurifenolok alkalmazasat az 0-jodfenol szarmazékok helyett.

Igy a 2la-d 2H-kromének Heck-tipusti oxiarilezési reakciojat 2-
klormerkuri-3,4-metiléndioxifenollal (25) hajtottuk végre palladium-klorid,
litium-klorid vizmentes aceton rendszert alkalmazva.

10 B R? HgCl
1-naftil
2-naftil <
OBn 1-naftil

OBn  2-naftil 21a-d

%) u-m‘m

\R?

~H

R 0.6.R? R!

7a: R' = H, R?= 1-naftil, 33%
7b: R' = H, R% = 2-naftil, 35%
7c: R' = OBn, R? = 1-naftil, 34%
7d: R" = OBn, R? = 2-naftil, 32%

26a: R! = H, R?= 1-naftil, 12% :
o 26b: R' = H, R? = 2-naftil, 13% H
) 26c:R' = OBn R? = 1-naftil, 17%
0 26d: R" = OBn, R? = 2-naftil, 17%

6. abra. 2-Naftil-2H-kromén szarmazékok és 2-klormerkuri-4,5-metiléndioxifenol Heck-
oxiarilezési reakciojanak mechanizmusa. i: Li,[PdCl]s, aceton, rt.

A kapcsolasi reakcid nem regioszelektiven jatszodott le, ugyanis két
konstiticios izomert, a 7a-d pterokarpan szdrmazékokat, mint féterméket
(32-35%), illetve a 26a-d dioxocin szarmazékokat eredményezte (12-17%).
A keresztkapcsoldsi 1épés ugyan nem regioszelektiv, de az {j
kiralitascentrumok diasztereoszelektiven alakulnak ki, ami a keletkezé 7a-d
és 26a-d termékek (65*,6aR*,11aR*) és (6R*,12R*) relativ konfiguracidjat
is meghatarozza.

A kutatocsoportunk korabbi eredményeib6l arra kovetkeztettiink, hogy a
2H-kromén szarmazékok C-2-es helyzetben 1évé szubsztituense hatassal
van a keletkez0 konstitlicios izomerek aranyara. Ha ebben a pozicioban nem
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talalhato szubsztituens, akkor az athidalt 6,12-
methanodibenzo[d,g][1,3]dioxocin szarmazék nagyon kis mennyiségben
keletkezik. Ha C-2 fenilcsoportot tartalmazott a kiindulasi 2H-kromén
szarmaz€k, akkor a két izomer aranya 4:1 volt a pterokarpan javara. A mi
esetiinkben, ahol a C-2 szubsztituens 1-naftil-, illetve 2-naftilcsoport volt,
azt tapasztaltuk, hogy az izomerek aranya 2.75:1, illetve 2.69:1 értékre
valtozott (1. és 2. sor, 1. tablazat), és az athidalt szarmazék keletkezése
elétérbe kertilt. Ha a 2H-kromén szarmazék az A-gylriin elektronkiild6-
csoportot tartalmazott, amit a 21c és 21d molekuldinknal a C-7-es
helyzetben 1év6 benziloxi-csoportot jelentett, akkor a dioxocin termékek
részaranya tovabb novekedett. (3. és 4. sor, 2. tablazat).

A keletkezé izomerek aranyabdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy a 2H-
kromén szarmazék C-2 szubsztituensének novekvo térkitdltésével a Heck-
oxiarilezési reakcioban novekedett az athidalt dioxocin melléktermék
részaranya. A C-7-es elektronkiildé benziloxi csoport az elektronikus hatésa
révén segitette eld az aril egység C-4-re torténd bekapcsolodasat, és ezaltal
a dioxocin termék keletkezését.

Sorszam  Kromén + ArHgCl ~ Termék (kitermelés %) Termékarany
1 2la+25 7a (33), 26a (12) Ta:26a=2,75:1
2 21b + 25 7b (35), 26b (13) 7b:26b = 2,69:1
3 21lc+25 7c (34), 26¢ (17) 7c:26¢ =2,00:1
4 21d+25 7d (32), 26d (17) 7d:26d = 1,88:1

2. Tablazat A Heck reakci6 eredményei

3.3. Vizsgaltuk a pterokarpan célvegyiileteink sejtosztodasgatlé hatasat
human rakos sejtvonalakon (A2780 és WM35) és aktiv molekulak
alacsony mikromolos ICso értékei a pterokarpanok korében a legjobb
aktivitast adtak.

Egyiittmiikodés keretében, az Elettani Intézet munkatérsai elvégezték az
eléallitott 7a-d, 24 pterokarpanok sejtosztodasgatld hatas vizsgalatait az
A2780 méhnyakrak ¢s a WM35 borrak sejtvonalakon, és azt tapasztaltuk,
hogy a pterokarpanok sejtosztédasgatlé hatasat 50 pM-os koncentracioval
monitorozva a 7a és 7b pterokarpanok a rakos sejtek proliferacidjat
leallitottak, mig a 7c, 7d és 24 szarmazékoknak nem volt jelentGs aktivitasa.

A legaktivabb vegyiileteknek meghataroztuk az ICsp értékeit, melybdl

kideriilt, hogy az l-naftil csoportot tartalmazo 7a szarmazék mutatta a



Szappanos Adiam Bioaktiv O- és O,N-heterociklusok eldallitasa és szerkezetvizsgalata

legjobb sejtosztodasgatld hatdst mindkét sejtvonalon, ami a pterokarpan
szarmazékok korében a legjobb aktivitasnak bizonyult (3. tablazat). Az
A2780 sejtvonalon csak egy pterokarpant, a természetben eléforduld
trifolirhizint vizsgaltak. A trifolirhizin 8,9-metiléndioxi szubsztituenst
tartalmaz és mérsékelt aktivitast mutatott az emlitett sejtvonalon (100 uM-
os koncentracidig 50%-os sejtnovekedés gatlas). A WM3S5 sejtvonalon
egyaltalan nem végeztek sejtosztodasgatld hatas vizsgalatokat a
pterokarpanok kdrében.

Sejtvonal/ICso (LM)
Vegyiilet
A2780 WM35
7a 0.80 +0.41 351+1.84
7b 4.16 £1.06 6.15+1.29
Doxorubicin? 0.07 0.14

2 pozitiv kontroll

3. Tablazat A 7a és 7b pterokarpanok szerkezete €s in vitro sejtosztodasgatld hatasuk A2780
és WM35 human rakos sejtvonalakon MTT-teszttel meghatarozva.

A 24 vegyiiletiink kis aktivitdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a 8,9-
metiléndioxi szubsztituens jelentésen hozzajarul a pterokarpan szarmazékok
sejtosztodasgatld  hatasdhoz. A  kondenzalt , A” aromas gyiird
szubsztiticioja is jelentds hatassal van a sejtosztodasgatld hatasra, mivel az
aktivitast csokkentette a C-3 pozicioban 1évé benziloxi-csoport.

3.4. A Kkiralis racém pterokarpan és dioxocin szarmazékok, valamint
flavanon és 2H-kromén intermedierek enantiomereinek elvilasztasara
kiralis HPLC modszert dolgoztunk ki, lemértiik az elvalasztott
enantiomerek HPLC-ECD spektrumait, és TDDFT-ECD szamitasok
altal meghataroztuk az enantiomerek abszolit konfiguraciojat.

Az eldallitott kiralis racém pterokarpan szarmazékok sejtosztodasgatlo
hatdsa arra 0sztonzott minket, hogy elvalasszuk a célvegyiiletek ¢és
prekurzoraik  enantiomerjeit HPLC segitségével kiralis allofazist
alkalmazva, majd lemérjik az enantiomerek online HPLC-ECD
spektrumait, és TDDFT-ECD szamitasok alapjan meghatarozzuk az
abszolut konfiguraciojukat.
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HPLC-UV (FD &) a0
10% 20
AU 10

HPLC-ECD

10 -10
0
10 -20

f (mdeg) -30

¢ (mdeq)

180 175 200 225 280 25 300 75 | 2% 2fs | a0 | a3s | aso
retention time (sec) wavelength (nm)

7. abra (a) A 7a HPLC-UV és -ECD kromatogramjai Chiralpak-IA kolonnan hexan/2-
propanol 80:20 eluenst hasznalva és 250 nm-en monitorozva. (b) A 7a pterokarpan els6ként
[fekete, (6S,6aR,11aR)] és masodjara [piros, (6R,6aS,11aS)] elualodd enantiomereinek HPLC-
ECD spektrumai.

A T7a és a 7b eldszor elualodd enantiomereinek HPLC-ECD spektrumai
markansan kiilonboztek, ami az 1- és 2-naftil kromofor dominans
hozzajarulasara utalt az ECD spektrumokban. Ennek alapjan a pterokarpan
ECD  helicitdsi szabaly vagy a természetes pterokarpanok ECD
spektrumaival valé 6sszehasonlitds nem alkalmazhato e vegytiletek abszolut
konfiguraciéjanak hozzarendelésére. fgy a szarmazékok enantiomereinek
abszolut konfiguracidjanak meghatarozasara az oldat TDDFT-ECD
szamitasi protokollt alkalmaztuk, mely két alacsony energiaju konformert
eredményezett, amik csak a naftil csoport térallasaban kiilonboztek. A
konformerek szamolt spektruma jo egyezést mutatott a masodjara elualodod
enantiomer mért spektrumaval, és ezaltal annak abszolut konfiguracidja
hozzarendelhet6vé valt (8. abra).

a) b)

— HPLC-ECD 2nd peak

I\ Az (PREQITZVP, average

Y of 2 conformers)

R PBEDITZVP. conformer A)

@ {mdeg).

250 w30
wavelength (nm)

8. abra (a) A (6R,6aS,11aS)-7a enantiomer B3LYP/TZVP PCM/CHCI; alacsony energiajt
(>1%) konformereinek szerkezete és populdcidja (b) A 7a szdrmazék masodjara eludlodo
enantiomerének mért HPLC-ECD spektruma (fekete) Osszehasonlitva a (6R,6aS,11aS)-7a
Boltzmann sulyozott PBEO/TZVP PCM/CHCl; ECD spektrumaval (piros) a B3LYP/TZVP
PCM/CHCI; konformerekre szamolva. A piros oszlopok a legalacsonyabb energiaji konformer
rotacios erésségének értékeit jelentik.
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Ezt az eljarast alkalmazva a 19a-d, 2la-d és 26a-d racém
molekuldinkon, azt tapasztaltuk, hogy az elvalasztott enantiomerek szamolt
ECD spektrumai minden esetben jol reprodukaltak a mért spektrumokat, igy
az abszolut konfiguraciojuk hozzarendelhetvé valt.

3.5. 2’-Hidroxi-acetofenonbdl kiindulva szintézisutat dolgoztunk ki 3-
aminoflavanonok eléallitasara tozil-oxim szarmazékok Neber-
atrendezodésén keresztiil.

A 3-aminoflavanonok (rac-32a-g) szintézisére alkalmazott Neber-
atrendez6dés tozil-oxim (31a-9) kiindulasi anyagait 2’-
hidroxiacetofenonb6l (17a) allitottuk eld négy lépésben hét kiilonbozo
szubsztitlicios mintazattal a C-2 aril egységen (9. dbra).

o CHO o)
= R"
O~ T UL~ 0
,
OH R! RS OH R? R
R2 RS 5
17a 29a-g R
RS

27a-g 28a-g

R’ R? R®

o
o
a-

liii

H H H

H OMe H
OMe OMe H
H OMe
OMe OMe OMe
1-naftil C-2 pozicidban
2-naftil C-2 poziciéban

LOH

@000 T
o
<
®

9. abra Tozil-oxim szarmazékok szintézise; i: NaOH, EtOH, rt, 1 nap (65-98%). ii: NaOAc,
EtOH, reflux, 3 6ra (54-75%). iii: NH,OH*HCI, NaOH, EtOH, reflux, 6 6ra (81-98%). iv: Ts-
Cl, absz. DKM, Et3N, reflux, 3 6ra (80-93%).

Az els6 két 1épést a 21a-d 2H-kromének szintézise soran ismertetett
biomimetikus modon hajtottuk végre, vagyis a 2’-hidroxiacetofenont (17a)
hét  killonbozé  aril-karbaldehiddel — reagaltatva  Claisen-Schmidt
kondenzacios reakcioban a 28a-g kalkon szarmazékokat allitottuk eld jo
kitermeléssel (65-98%). Ezeket enyhe bazikus kozegben biomimetikus
intramolekularis oxa-Michael-addicidban a 29a-g racém flavanon
analogokka alakitottuk. A reakci6 elfogadhat6 termeléssel szolgaltatta a vart
termékeket (54-75%). A kovetkez6 1épésben a 30a-g oximok szintézisét
valésitottuk meg hidroxil-amin-hidroklorid segitségével bazikus kézegben
etanolban forralva, mely kival6 hozammal eredményezte (81-98%) a kivant
termékeket. Ezt kovetéen az oxim hidroxil-csoportjdnak tozilezését

10



Szappanos Adiam Bioaktiv O- és O,N-heterociklusok eldallitasa és szerkezetvizsgalata

végeztiik el tozil-kloriddal vizmentes diklér-metanban trietil-amin bazis
jelenlétében (30a-g — 31a-g).

Az elballitott 31a-g oxim-tozilatok Neber-atrendezédését NaOEt bazis
jelenlétében vizmentes toluolban egy napig szobahémérsékleten kevertetve
végeztiik, majd 3N-os HCI oldattal diklérmetanban két ora alatt hajtottuk
végre a koncentralt szlirlet savas hidrolizisét. Az alkalmazott koriilmény
kozott a cisz- (rac-cisz-32a-e,9) és transz-3-aminoflavanon szarmazékok
(rac-transz-32a-g) egyarant keletkeztek, melyek konnyedén elvalaszthatok
és izolalhatok voltak egymastol a feldolgozasi eljarasunkkal (4. tablazat).
Ha a savas kezelést hosszabb ideig alkalmazzuk, akkor a cisz-3-
aminoflavanonok enolizacié révén teljesen az alacsonyabb energiaju transz
izomerr¢ alakulnak at, miként ezt az irodalmi példakban is leirtak.

A 3 NH," HCI i NH," HCI N R!
3ag—» O O . . * O\>_\\_Q’R2
R? rac-transz-32a-§[R2 33ag R3
R3
. Termelés
Sorszam  Szubsztrat R? R? R3 Ossztermelés 32 (%) dre
33° (%)
1 3la H H H cisz-32a+transz-32a (60) 33a (15) 11
2 31b H OMe H cisz-32b+transz-32b (46) 33b (20) 1:2.3
3 31c OMe OMe H cisz-32c+transz-32c¢ (62) 33c (16) 1:1.7
4 31d OMe H OMe  cisz-32d+transz-32d (66)  33d (n.d)?  1:2.2
5 3le OMe OMe OMe cisz-32e+transz-32e (65) 33e (14) 1:2.8
6 31f 1-naftil transz-32f (64) 33f (10) 0:1
7 31g 2-naftil cisz-32g+transz-32g (69) 33g (11) 1:2.2¢

2 cisz- és transz-32a-g diasztereomerek izolalt dssztermelése, ® benzoxazol melléktermék 33a-
g izolalt termelése, © cisz- és transz-26 diasztereomerek aranya az izolalt kitermelésiik alapjan,
4 nem lehetett tisztdn kinyerni oszlop kromatogrifids tisztitis soran, ¢ NMR alapjan
meghatarozva.

4. Tablazat A 3la-g Neber reakcidja soran izolalt termékek termelése. i: 1) NaOEt, absz.
toluol, rt, 1 nap. 2) DKM, 3N HCI, rt, 2 éra.

A cisz- (rac-cisz-32a-e,9) és transz-3-aminoflavanon szarmazékokat (rac-
transz-32a-g) 1:1 aranyban sikeriilt izolalnunk, mikor a C-2 pozicidban
fenil-csoport volt (32a), mig a tobbi aril szubsztituens esetében kozel
kétszeres mennyiségben kaptuk a transz izomert kivéve, ha a molekula 1-
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naftil csoportot tartalmazott (32f), ahol csak a rac-transz-32f diasztereomert
tudtuk kinyerni (4. tablazat). A transz izomer kisziirése utan a sziirletet
beparoltuk, majd oszlopkromatografias tisztitassal kaptuk a 32a-g 2-
sztirolbenzoxazol melléktermékeket 10-20%-0s kitermeléssel. Ez a
melléktermék a y-piron gylirti felnyilasaval keletkez6 fenolos hidroxil-
csoport és a Beckmann-atrendez6dés intermedierének intramolekularis
gylriizarasa soran képzdodik.

Az eredményeink alapjan arra tudunk kovetkeztetni, hogy a cisz-3-
aminoflavanon szarmazék a megfelelé 2H-azirinen keresztiil jon 1étre vagy
diasztereoszelektiven vagy a transz-izomerrel egyiitt, majd a savas
hidrolizis hatasara alakul at a cisz izomer a transz parjava az a-aminoketon
enolizacio-indukalt epimerizacioja révén.

3.6. Tizenkilenc C-2 pozicioban valtozatosan szubsztitualt, morfolin
gyliriivel kondenzalt 2-arilkroman sziarmazék eldéallitasat hajtottuk
végre 3-aminoflavanon intermediereken keresztiil.

A cisz- és transz-3-aminoflavanon szarmazékok (rac-cisz-32a-g és rac-
transz-32a-g) egységes formaban torténd izolalasaval lehetdségiink nyilt a
kondenzalt morfolin célmolekuldink kiilonb6z6  sztereoizomereinek
szintézisére az alabbi szintézisut alapjan négy 1épésben (10. és 11. abra).

o o H OH H
NH; - HCI N N
SOPYENseu e NN oL e
1 —_—
o R o, Q Rt 0", O gt
R2
rac-transz-32a-g R3 rac-transz-34a-g R2 rac-35a-g R2

R? liii R®

H H H o™ /\2(0
H OMe H : 1010a 5 4NH
4a
. R
) 5"

‘o
NH-HCI . 02+
OMe OMe H -~ 9 10
H  OMe R’ 8 o
OMe OMe OMe (;[ 7 6 @[
[V - 2 2
1-naftil C-2 poziciéban rac-(4aR* 55" 10aS")-8a-g R rac-36a-g g R
R

2-naftil C-2 pozicidban 3
R

2

a
b
c
d (OMe
e
f
9

10. abra A rac-transz-32a-g atalakitdasa kondenzalt morfolin szarmazékokka rac-
(4aR*,55*,10aS*)-8a-g. i: CICH,COCI, Et;N, absz. DKM, rt, 15 perc (71-82%). ii: NaBH,,
MeOH, rt, 15 perc (88-98%). iii: NaH, absz. THF, rt, 15 perc (80-91%). iv: 1) LiAlH,, absz.
dioxan, reflux, 10 perc 2) 3N HCl, rt, 1 6ra (46-84%).

A reakcidsor elsd 1épésében a rac-transz-32a-g transz-a-amino-
ketonokat klor-acetil-kloriddal acileztiik, mely jo termeléssel szolgaltatta a
vart rac-34a-g acetamid termékeket (71-82%). Ezt kovetden elvégeztiik a
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C-4 Kkarbonil-csoport redukciojat natrium-tetrahidroborattal metanolos
kozegben kivald termeléssel, diasztereoszelektiven nyerve (88-98%) a
szekunder alkoholokat (rac-35a-g) transz,transz relativ konfiguracioval. Az
igy nyert rac-35a-g alkohol szarmazékok natrium-hidrides gytiriizarasa jo
hozzammal (80-91%) a rac-36a-g laktam szarmazékokat eredményezte. Az
utolsod 1épésben a laktam gylir(i LiAlHs-es redukcidjanak optimalizalasat
elvégezve kozepes, illetve jo termeléssel sikeriilt izolalnunk a vart rac-
(4aR*,55*,10aS*)-8a-g morfolin végterméket (46-84%). A natrium-
hidrides gytiriizaras (rac-35a-g — rac-36a-g) soran és a laktamok litium-
[tetrahidrido-aluminat(III)] reagenssel végzett redukcidjaban a vegyiileteink
megorizték a transz,transz relativ konfiguracidjukat (10. abra).

Ugyanezt a szintézisutat alkalmaztuk a sztereoizomer rac-
(4aR*,5R*,10aR*)-8a-e,g célmolekulak elballitasara a rac-cisz-32a-e,g o-
amino-keton szarmazékokbol kiindulva (11. abra).

H OMe H
OMe OMe H
OMe H OMe
OMe OMe OMe
1-naftil C-2 poziciéban
2-naftil C-2 poziciéban

[ R'" < |

RZ
R; R®
rac-(4aR*5S*10aR*)-8a-e,g rac-(4aR*,5R*,10aR*)-8a-e,g
11. 4abra A rac-cisz-32a-e,g atalakitdsa kondenzalt morfolin szarmazékokka rac-
(4aR*,5R*,10aR*)- és rac-(4aR*,55*,10aR*)-8a-¢e,g. i: CICH,COCI, Et;N, absz. DKM, 0°C, 5
perc. ii: NaBH,, MeOH, rt, 15 perc (54-70% Gssztermelés két 1épésre). iii: NaH, absz. THF, rt,
15 perc (69-96%). iv: 1) LiAlH,, absz. dioxan, reflux, 10 perc [33-60% rac-(4aR*,55*,10aR*)-
8a-e,g és 5-20% rac-(4aR*,55*,10aR*)-8a-e,q].

Q-0 00 T O

Ha az acilezési 1épést (rac-cisz-32a-e,g —  rac-cisz-37a-e,9)
szobahdmérsékleten végeztiik részleges epimerizaciot tapasztaltunk a C-3
pozicidban, ugyanis a vart rac-cisz-37a-e,g cisz-acilezett szarmazékok
mellett, a termodinamikailag stabilabb rac-transz-34a-e,g transz-acilezett
vegylletek keletkeztek fotermékként. Az epimerizacid visszaszoritasara az
acilezést 0 °C-on végeztik és a NaBHs-os redukciot az acilezés
nyerstermékével hajtottuk végre (rac-cisz-37a-e,g — rac-cisz-38a-e,g). A
keton karbonil-csoportjanak NaBHj-tal torténd redukcioja
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diasztereoszelektiven jatszodott le (dr > 95:5), ami a rac-38a-e,g alkoholok
cisz,cisz sztereoizomerét eredményezte 54-70% Ossztermeléssel a két
Iépésre. A rac-38a-e,g alkoholokok gytirlizarasa NaH-del jo termeléssel
(69-96%) eredményezte a rac-39a-e,g laktam szarmazékokat , melyek
LiAIH4-0s redukcidja meglep6 modon a rac-(4aR*,55*,10aR*)-8a-e,g
szarmazékokat adta fétermékként (33-60%), és a rac-(4aR*,5R*,10aR*)-8a-
e,g sztereoizomereket melléktermékként (5-20%). A rac-(4aR*,55*,10aR*)-
8a-e,g fotermékekben a benzil helyzetli C-5 kiralitascentrum inverzidja
kovetkezett be, hogy csokkentse a cisz-szubsztituensek sztérikus
zsufoltsagat. A harom kiralitdscentrumot tartalmazo, C-5 pozicidban
szubsztitualt 8a-g kroméno[4,3-b][1,4]Joxazinok szintézise soran a
lehetséges négy diasztereomerb6l harmat sikeresen -eldallitottunk, ami
lehetové teszi a sztereokémia és biologiai hatds kozotti kapesolat
vizsgalatat.

3.7. Tizennégy tiazol és pirrol gyiiriivel kondenzalt 2-aril-2H-kromén

szarmazékot allitottunk el6 3-aminoflavanon szarmazékokon Kkeresztiil.

A tiazol gylir(i kialakitdsanak kulcs intermedierei az a-amino-keton
szarmazékok, melyeket a fent emlitett Neber-atrendez6dés soran nyertiink
(4. tablazat).

rac-cisz-40a-e,g R
3

6
NHz sHCI NH /
A,
R, R
rac-transz-32a-g rac-transz-40a-g 2
R

3 Rs

12. abra Kondenzalt tiazol szarmazékok rac-8a-g eléallitasa 3-aminoflavanonokbol rac-cisz-
32a-e,g és rac-transz-32a-g. i: acetil-klorid, Et;N, absz THF, 0°C, 15 perc (64-75%, dr 95:5 a
cisz javara). ii: acetil-klorid, EtzN, absz THF, rt, 1 6ra, (71-82%). iii: Lawesson reagens, absz
toluol, 70°C, 4 6ra (55-82%).

Ezeket az aminokat acetil-kloriddal a megfelelé rac-cisz-32a-e,g és rac-
transz-32a-g acetamidokka alakitottuk. A rac-cisz-32a-e,g acilezése soran a
morfolin gyliri kialakitasanak acilezési 1épésekor megfigyelt epimerizacio
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itt is bekoOvetkezett szobahOmérsékleten, ezért a reakciot a fent emlitett
moddon, alacsony hémérsékleten rovid reakcididével hajtottuk végre, hogy
meglrizzilkk a cisz relativ konfiguraciot. Az acetamidok sikeres szintézisét
kovetden elvégeztiik a tiazolok eléallitasat, melyet az irodalombol ismert
moddon vizmentes toluolban Lawesson-reagenssel melegitve értiink el. A
modszer kozepes és joO hozammal (55-82%) szolgaltatta a rac-9a-g tiazol
szarmazékokat (12. abra). A tiazol szarmazékok szintézisét elvégezve az
acilezett amin szarmazékaink mindkét diasztereomerével azt tapasztaltuk a
gylrtizaras soran, hogy a transz-acetamidbol (rac-transz-40a-g) kiindulva
magasabb kitermeléssel sikeriilt izolalni a vart termékeket, mint a cisz-
izomerébdl (rac-cisz-40a-e,g).

A kondenzalt rac-10a-g pirrol szarmazékok szintézisét a 3-
aminoflavanonok Knorr-reakcidjaval hajtottuk végre. A reakcidé soran a
rac-transz-32a-g a-amino-keton szarmazékokat reagaltattuk
acetecetészterrel enyhe bazikus korilményt alkalmazva (13. abra). A
reakcidé kozepes kitermeléssel (32-60%) eredményezte a vart rac-l4a-g
szarmazékokat.

H OMe H
OMe OMe H
OMe H OMe
OMe OMe OMe
1-naftil C-2 pozicidban
2-naftil C-2 poziciéban

rac-transz-32a-g

Q-0 00 T

13. abra Kondenzalt pirrol szarmazékok szintézise 3-aminoflavanonokbol. i: acetecetészter,
NaOAc, EtOH/H,0, reflux, 3 6ra (32-60%).

3.8. Vizsgaltuk a morfolin, tiazol, pirrol gyiirivel kondenzalt
végtermékek és prekurzorainak sejtosztédasgatlo aktivitisat human
rakos sejtvonalakon (A2780 és WM35), és tobb vegyiiltre alacsony pM-
0s ICso értékeket kaptunk.

Egyiittmikodés keretében a kondenzalt morfolin, tiazol és pirrol
heterociklusokat tartalmaz6 rac-8a-g, rac-9a-g, rac-10a-g szarmazékok és a
rac-transz-34a-g, rac-35a-g, rac-36a-g, rac-38a-e,g, rac-39a-e,g és rac-
40a-g prekurzoraik sejtosztodasgatld hatasat vizsgaltuk az A2780
méhnyakrak és a WM35 borrak sejtvonalakon, és meghataroztuk a
legaktivabb szarmazékok ICsg értékeit (5. tablazat).

A legjobb értékeket a rac-35g alkohol és a rac-9e tiazol szarmazékok
esetében mértiink mindkét sejtvonalon. A rac-transz-40a-g és rac-cisz-40a-
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e,9 N-acetilezett rokon vegyiiletek sokkal gyengébb aktivitast mutattak, ami
arra  enged kovetkeztetni, hogy az  N-kloracilezett szarmazék
alkilez6szerként viselkedik, és ez a csoport sziikséges a sejtosztodasgatlo
hatashoz. A rac-transz-34a-g N-kloracetil-3-aminoflavanon szdrmazékok
szintén gyengébb aktivitist mutattak, mint a beldliik eléallitott flavan-4-ol
szarmazékok, ami bizonyitja, hogy a C-4 karbonil csoport redukcidja
fokozza a sejtosztodasgatld hatast.

Sejtvonal/1Cso (uM)

Vegyiilet
A2780 WM35 HaCaT
rac-(4aS*,5R*,10bR*)-8b 10.40 £2.71 33.66 +4.42 17.13 £ 7.95
rac-(4aS*,5R*,10bS*)-8d 30.51 £6.75 27.49 £4.70 30.38 +£49.83
rac-35g 0.15+0.14 3.50+1.94 6.06 +3.30
rac-9e 2.72 £0.48 2.14+1.85 6.23+1.25
rac-10b 4.84+138 5.83+1.78 9.57+8.77
rac-10c 5.34+0.88 8.21 £4.38 1.97+0.29
rac-10g 2.95+1.37 9.37+3.82 11.52+3.37
Doxorubicin? 0.07 0.14 0.03

2 Pozitiv kontroll

5. Tablazat Kondenzalt O,N-heterociklusok és 35g prekurzor in vitro sejtosztodas gatlo hatasa
A2780 és WM35 sejtvonalakon MTT-teszttel meghatarozva.

A nem rakos HaCaT human keratinocitakkal szemben 6,06 uM ICsxp értéket
mértiink, ami figyelemre méltd, otvenszeres szelektivitast jelent az A2780
sejtvonalra nézve a rac-35g alkohol esetében, mig a rac-16e tiazol estében
ez csak kétszeres volt. Az 0Osszes rac-10a-g kondenzalt pirrol
szarmazékunknal jo sejtosztodasgatld hatast észleltink 50 uM-0s
koncentracidban, és az ICsp értékek a 10b, 10c és 10g vegyiiletek esetében a
2,95-9,37 uM-os tartomanyba estek.

3.9. Kiralis HPLC elvalasztast dolgoztunk ki a racém, kondenzalt
morfolin, tiazol és pirrol szirmazékok és prekurzoraik enantiomereire,
és az elvalasztott enantiomerek abszolut konfiguraci6jat kiralis HPLC-
ECD mérések és TDDFT-ECD szamitasok segitségével hataroztuk meg.

Az eléallitott kiralis, kondenzalt O,N-heterociklusok sejtosztodasgatlo
hatasa ismét arra 6sztonzott minket, hogy elvalasszuk a rac-9a-g tiazol, rac-
10a-g pirrol, rac-36a-g és rac-39a-e,g laktam szarmazékok enantiomereit
kiralis allofazisa HPLC kolonnékon, majd lemérjiik az online HPLC-ECD
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spektrumaikat és TDDFT-ECD szamitdsok alapjdn meghatarozzuk az
abszolut konfiguraciojukat.

a) b}
HPLC.UV (PDA) 50

10° 404
AT Sn
E oo
& (mdsz) &
HPLCECD 10 -20
-40
10
-60

0 100 200 300 400 500 600 80

225 250 275 300 a5 350
retention time (sec) 2 (nm)

14. abra A rac-9¢ (@) HPLC-UV (kék) és -ECD (piros) kromatogramjai Chiralpak 1A
kolonnan hexan/2-propanol 80:20 eluensben 240 nm hullamhosszon monitorozva. A 9e (b)
elészor [(4R), fekete] és masodjara elualodd [(4S), piros] enantiomereinek HPLC-ECD
spektrumai.

A legtdobb esetben sikeriilt alapvonali elvalasztast elérniink, de ahol nem, ott
az enantiomerek részleges szétvalasztasa is elegenddnek bizonyult a
tiikorképi online HPLC-ECD spektrumaik felvételére (14a és 14b. abra).

b) ] o Q/YO
% s — MPLCECD 15t peak /2 «NH A _LNH
\ =z (CAM-B3LYPITZVP) = .
% \ —;c::w.craaws-rrzvm 075 075"
g’ A
e L < \ (4a5,5R,10bR)-36a (4aR,55,10bS)-36a
S oty ~ S 0 H
= L HH H
3 W % ! Ph
2o ~—oN o o o}
§ H Ph K/N‘
E e T HH
e 225 250 275 300 325 H o
wavelength (nm) P-helicity: negative 'L, CE  M-helicity: positive 'L, CE

15. abra a) Az M-helicitasu flavan kromofort tartalmazoé (4aR,5S,10bS)-36a egyetlen alacsony
energiaju CAM-B3LYP/TZVP PCM/CHCI; konformének szerkezete. b) A 36a el6szor (fekete)
és masodjara (piros) elualodd enantiomerének HPLC-ECD spektrumai a (4aR,5S,10bS)-36a
enantiomer CAM-B3LYP/TZVP PCM/CHCI; // CAM-B3LYP/TZVP PCM/CHCI; szamolt
spektrumaval (sotét sarga) Osszehasonlitva. Az oszlopok a legalacsonyabb energidju oldat
konformerek rotacids erdsségének értékeit jelentik. ¢) A rac-36a elvalasztott enantiomereinek
helicitasa és szerkezete. A vizszintes vastag vonal a kondenzalt benzol gyfirii sikjat abrazolja.
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crer

oldat TDDFT-ECD protokol szerint tortént, mely a vizsgalt molekulak
alacsony energiaji konformereit is felfedte. A konformerek szamolt és mért
ECD spektrumai minden esetben jé egyezést mutattak, és ezaltal az abszolit
konfiguracio hozzarendelhetdvé valt.

A rac-36a-g ¢és rac-39a-e,g laktam szarmazékok esetében
megallapitottuk, hogy a konformacidésan merev, harom kiralitdscentrumot
tartalmazo, kondenzalt flavan molekulainkon alkalmazhaté a flavanok
szemiempirikus  helicitdsi  szabalya az  enantiomerek  abszolut
értelmében az M-helicitdsti benzol-kondenzalt heterogytirii pozitiv eldjeli
1L sdvot ad, mig a P-helicitast gylirii negativ el6jelfit.

4. Az eredmények alkalmazasi lehetoségei

Kutatomunkam soran szubsztitualt pterokarpanok, valamint szubsztitualt
morfolin, tiazol és pirrol gylirlivel kondenzalt kroméan és 2H-kromén
szarmazékok szintézisére dolgoztam ki eljarast. Az eléallitott végtermékek
és prekurzoraik koziil szdmos sejtosztodasgatld hatast mutatott alacsony
pM-o0s 1Cso értékekkel A2780 (méhnyakrak) és WM35 (bdrrak) human
rakos sejtvonalakon, ezen eredmények hasznosak lehetnek egy még
aktivabb célmolekula megtalalasaban a jovében az emlitett sejtvonalakon,
tovabba kutatasokat Osztondzhet molekuldink vagy azokhoz hasonld
szerkezetli vegyliletek tesztelésére mas rakos sejtvonalakon. A rac-35g N-
kloracetil csoportot tartalmazo flavanol szarmazékunk sav-keramidaz gatld
hatést, nyilt lanct vegyiiletekkel (SACLAC) mutat szerkezeti analogiat és
valdszinileg alkilez6szerként fejti ki sejtosztodasgatldo hatasat. A mért jo
aktivitasa és sejtvonal szelektivitdsa a kutatocsoportban egy 1j témat
indukalt sav-keramidaz gatl6 analogok eldallitasara.

A kirdlis racém célvegyiileteink és intermediereik HPLC-ECD
vizsgalatai soran az enantiomerek elvalasztasa ¢és konfiguraciojuk
hozzarendelése TDDFT-ECD szamitasokkal a vegyiileteink
enantioszelektiv szintézisét ¢és a sztereokémia-farmakologiai aktivitas
vizsgalatokat timogathatja a jovében.
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