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1. Bevezetés és célkitiizések

A sziv- és érrendszeri betegedések (SZEB) csak Eurdpaban évente 3,95
millid6 ember haldlat okozzak, ami az Osszes halaleset 45 szazaléka. A két
legaltalanosabb SZEB, az iszkémias szivbetegség (ISZB) és a stroke.
Magyarorszagon a negyedik legmagasabb az ISZB mortalitdsa az Europai
Unidban: 2014-ben 32000 ember halt meg 1SZB-ben és 31000 ember vesztette
életét a tobbi SZEB kovetkeztében, koztiik stroke-ban. Szamos SZEB
kialakulasanak, koztik a  miokardidlis  iszkémia/reperfizio  okozta
sejtkarosodasnak is az oxidativ stressz az egyik f6 oka. Oxidativ stressz soran a
pro-oxidansok ¢és a belsé antioxidansok kozotti egyensuly felborul, ami a pro-
oxidansok  tulzott  mértékli  képzddésének  kedvez, amelyek @ igy
biomakromolekulak karosodasat okozzak. Az antioxidans hatast molekulak, ha
az oxidalhatd szubsztratnal alacsonyabb koncentracidban vannak jelen,
megeldzhetik vagy késleltethetik annak oxidaciojat, igy ellenstlyozva az
oxidativ stresszt és annak karos hatasait. A redox balansz visszaallitasa és a
biomolekulak funkcionalis karosodasainak elkeriilése végett egyre nagyobb
igény mutatkozik az exogén antioxidans molekuldkra. A gyogyszerkutatds és
fejlesztés a gyogyszeripart a modern vilag egyik legkoltségesebb ipardgava
tették. Ennek az egyik oka az olyan vegyiiletek magas szama, amelyek sosem
keriilnek torzskonyvezésre, a kutatéas €s fejlesztés folyamat valamely fazisdnak a
sikertelensége miatt. Egy hatdéanyagjelolt molekula stabilitasat €s toxicitasat is
meg kell hatarozni a fejlesztési folyamat korai szakaszaban, ezzel is csokkentve
a koltségnoveld sikertelen molekuldk szamat. A metabolizmus az egyik
legfontosabb tényezd, ami a molekula toxicitdsat meghatirozza, éppen ezért
sziilkséges a  vegyiilet metabolikus ,sorsanak” tanulmanyozasa. A
gyogyszermetabolitokkal kapcsolatos kutatasokat kiilonb6zo in vivo €s in vitro
metabolizmus modellezésre szolgalé technikakkal vagy biomimetikus

rendszerekkel végzik.



Vizsgalataink elsd részének a célja az volt, hogy a Debreceni Egyetem
molekulabankjabol kivalasztott kilenc flavonoid szarmazék in vitro antioxidans
aktivitasat, citotoxicitasat €s oxidativ atalakulasat vizsgaljuk. Az  antioxidans
aktivitast harom assay-jel mértiik (ABTS, FRAP és ORAC), a citotoxicitast és a
H,0O,-indukalta sejhalalt H9c2 sejvonalon MTT assay segitségével hataroztuk
meg. Az in vitro bioldgiai vizsgalatok alapjan kivalasztott flavonoidok oxidativ
atalakulasait harom biomimetikus modell rendszerrel; kémiai Fenton reakcioval,
szintetikus porfirin rendszerrel €s on-line EC/LC/MS technikaval vizsgaltuk.

A masodik kisérlet sorozatban pedig uj flavonol szarmazékokat
terveztiink és szintetizaltunk, valamint megvizsgaltuk azok biologiai aktivitasat.
Tovabbi célunk volt, hogy a fenil-N,N-dimetilamino-csoport 2-fenil-1,4-
benzopiron alapvazi molekuldk antioxidans hatasainak kialakulasaban jatszott
lehetséges szerepét kideritsilk. Az in vitro antioxidans aktivitast kiilonboz6
assay-jekkel vizsgaltuk (DPPH, ABTS, FRAP és ORAC), a citotoxicitast H9¢c2
sejtvonalon MTT assay segitsegével hataroztuk meg. A biologiai hatasuk

crer

rendszerrel vizsgaltuk.



2. Anyagok és modszerek
2.1. Anyagok és médszerek - |. vizsgalat
2.1.1. ABTS assay

Az ABTS gyokkationt (100 uM) ABTS/H,O,/metmioglobin rendszer
segitségével generaltuk 2% etanolt tartalmazo citrat pufferben (pH 6,0, 50 mM)
oldott ABTS-s6bol, majd a vizsgalt molekulak oldataval (25 uM) osszekevertiik.
A reakcioelegy abszorbanciajat 730 nm-en mértiik 2 6ran at szobahdmérsékleten
Helios-a-spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 0,
5, 15, 30, 60, 90 ¢és 120 percnél. Minden kisérletet haromszor ismételtiink.

2.1.2. ORAC assay

AAPH (37,5 mM) és fluorescein (0,6 uM) torzsoldatait frissen készitettiik
foszfat pufferben (pH 7,0, 75 mM). A vizsgalt molekulakat 0,05 mg/mL
koncentracioban teszteltik. Mindegyik well 65 pL puffert, 20 puL fluorescein
oldatot, 15 pL. minta oldatot és 100 uL of AAPH oldatot tartalmazott. A plate-
eket 37 °C-on tartottuk. A fluoreszcencidt minden masodik percben mértiik 1
oran keresztiil FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag)
plate reader-rel 485 nm excitacios és 520 nm emisszios hullamhosszon. A csucs
alatti tertiletet (AUC) a kovetkezd egyenlettel kaptuk:

AUC =0,5 + (Ro/Ry) + (R3/Ry) + (Ry/Ry) + ... + (Ry/Ry), (1)

ahol R; a kezdeti fluoreszcencia a 0. percben és R, az n. percben mért
fluoreszcencia. A nettd6 AUC-t az AUC,, AUC,ina-bol torténd kivonasaval

kaptuk. Minden mintat négyszer ismételve duplikatumban vizsgaltunk.

2.1.3. FRAP assay

A FRAP assay-hez a kdvetkezo oldatokat készitettiik el: acetat puffer (pH
3,6, 300 mM), TPTZ (10 mM) 40 mM HCl-ben ¢és FeCl; (20 mM). A FRAP-
reagenst frissen készitettiik 25 mL acetat puffer, 2.5 mL TPTZ és 2,5 mL FeCls

elegyitésével. A reagenst 37 °C-on 15 percen at torténd inkubalassal aktivaltuk.
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mintaoldat 0Osszekeverésével készitettiik. A 15 perces 37 °C-on torténd
inkubaciot kovetéen az abszorbanciat 593 nm-en mértik Helios-a-
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
fel 0,015-0,21 mM tartomanyban, ami alapjan a FRAP-értékeket trolox
ekvivalensként (uM/mL) fejeztik ki. A mintakat négyszer ismételve
duplikatumban vizsgaltuk.

2.1.4. MTT assay

A H9c2 sejteket (ATCC, CRL-1446, LGC Standards GmbH, Wesel,
Németorszag) 10% FBS-t és 1% penicillin-sztreptomicint tartalmaz6 DMEM-
ben vettiik fel, amelyeket aztan 96-lyuku plate-ekbe szélesztettiik és 1 napig
tenyésztettiik. A kovetkezd napon a sejteket a vizsgalandé molekuldk 150 uM-0s
médiumban késziilt oldataval kezeltiik. A 30 perces inkubacidt kovetden 125
vagy 250 uM H,0, oldatot adtunk a well-ekhez. Négy ora elteltével 20 uL MTT
PBS-ben késziil oldatat (5 mg/mL) pipettaztunk a well-ekhez, majd 3 6ran at 37
°C-on inkubaltuk a plate-eket. A médium eltavolitasa utan a sejteket 150 pL i-
propanollal lizaltuk és 15 percen keresztiil inkubaltuk. Az abszorbancidt 570 és
690 nm-en mértik FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszag) plate reader segitségével. A kisérleteket haromszor ismételtiik

négy parhuzamos mintaval.

2.1.5. Kémiai Fenton rendszer
A vizsgaland6o molekuldk oldatat (400 pL, 2,5 mM) elegyitettiik 50 uL (20
mM) FeCl; oldattal, 50 uL. EDTA-Na, (20 mM) oldattal és 500 uL. 10 mM-o0s
aszkorbinsav oldattal. A reakciot 1 uL. H,O, (30%) hozzdadaséaval inditottuk,
majd az oldatot szobahémérsékleten kevertettiikk. A 30, 140, percnél valamint a
18, 71 és 261 oranal vett mintakat azonnal off-line eclemeztik egy ESI
4



ionforrassal és fecskendOpumpaval felszerelt API 2000 triplet kvadrupdl
tomegspektrométerrel (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). A
tomegspektrumokat m/z 100-500 tartomanyban, pozitiv mddban vettik fel
Analyst 1.5.1. szoftver (AB SCIEX, Concord, ON, Kanada) segitségével.

2.1.6. Szintetikus porfirin rendszer

50 pL vizsgalanddé molekula 10 mM-os oldatat, 35 uL. ACN-t, 315 uL
hangyasavat (100 mM), 50 uL. Fe(IIT) mezo-tetra(4-szulfonatofenil)porfin-klorid
(10 mM) oldatot és 50 pL H,O,-t (30%) kevertiink 6ssze és razattunk 37 °C-on
30 percig 700 fordulat/perccel ThermoMixer (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) segitségével. Az off-line LC-MS analizist (Kinetex XB-C18 2.6 um
kolonna, 0,1% hangyasavval elegyitett ACN ¢és 0,1% hangyasav eluensek,
gradiens elucid) LTQ XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
linearis ioncsapda analizatorral €s ESI ionforrassal szerelt tomegspektrométerrel

vegeztiik pozitiv modban.

2.1.7. Elektrokémiai oxidacio

Az oxidaciot borral bevont gyéméant munkaelektrodbol, grafittal bevont
teflon ellenelektrodbol és Pd/H, referenciaelektrodbol alldé amperometrias
elektrokémiai cellaval (FlexCell, Antec, Zoeterwoude, Hollandia) és hazi
készitésli potenciosztattal végeztiik. A potencidlt 0-2500 mV kozott 10 mV-
onként noveltiik masodpercenként. A vizsgalt molekuldk ammonium-formiat
(pH 7,4, 10 mM) ¢és ACN keverékében késziilt oldatat 10 plL/min aramlasi
sebességgel aramoltattuk at a cellan, majd az effluenst azonnal egy ESI
ionforrassal felszerelt Exactive (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
tomegspektrométerrel on-line analizaltuk. A full scan spektrumokat pozitiv
modban vettiik fel m/z 100-800 tartomanyban XCalibur 2.1 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) szoftverrel. A haromdimenzios tomeg
voltammogramot a tomegspektrum az alkalmazott potencial fiiggvényében vald
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abrazolasaval kaptuk Origin 9.1 (OriginLab, Northhampton, MA, USA) szoftver

segitségevel.

2.2. Anyagok és médszerek - 1. vizsgalat
2.2.1. Altaldnos eljards a 3a-C molekuldk elallitdsdra

Benzaldehid (2a,b, 6,3 mmol) metanolos szuszpenzidjat (5 mL) adtuk
acetofenon (1a,b, 1,29 g, 6 mmol) metanolos oldatanak (10 mL) és NaOH 50%-
os vizes oldatanak (1,26 mL, 24 mmol) a keverékéhez. Az oldatot 1 o6ra
kevertetés kovetden 1 napig szobahdmérsékleten allni hagytuk. A reakcidelegyet
savanyitottuk (pH = 1) 10% sosavval ¢és a kivalo szilard anyagot sziirtiik, majd 3
x 30 mL vizzel mostuk, ami a 3a-C termékeket eredményezte 88-97%

hozammal.

2.2.2. Altaldnos eljards a 4a-C molekuldk elallitdsdra

Kalkont (3a-c, 2,7 mmol) 15 mL etanolban szuszpendaltunk. A
szuszpenzidt vizfiirdével hitottiik és NaOH 8%-os vizes oldatat (3,9 mL, 8,41
mmol) adtuk hozza. Az igy készitett oldathoz 30% H,0,-t (3,9 mL, 38,2 mmol)
csepegtettiink. A reakcidelegyet 2 6ran at szobahdmérsékleten kevertettiik, majd
250 mL jegesvizre ontottiik. Az oldatot 10%-os sésavval savanyitottuk (pH = 1)
¢és 1 napig iilepedni hagytuk. A kivald szilard anyagot (4a-c) szirtiik és 2 x 50
mL tomény NaHCO; oldattal és 4 x 50 mL vizzel mostuk (hozam: 57-76%).

2.2.3. Altaldnos eljards a 6a-f molekuldk eléallitasdra

Szaraz nyomasallo csében 3-hidroxiflavon (4a-c, 0,265 mmol), KF (46,3
mg, 0,795 mmol), Pd(OAc), (3 mg, 0,0133 mmol), XPhos (12,6 mg, 0,0265
mmol) és boronsav (5a,b, 0,53 mmol) toluol/t-BuOH (6:1, 3,5 mL) elegyében
késziilt keverékét argon atmoszféra alatt 4 6ran a4t 100 °C-on kevertettiik. Az

oldoszert vakuumban eltavolitottuk, a maradékot adszorptiv szliréssel tisztitottuk



toluol/EtOAc (2:1) keverékével. A nyersterméket diizopropiléterrel mostuk
majd sziirtiik, igy kaptuk a kivant terméket 6a-f (hozam: 63-74%).

2.2.4. ABTS assay

Az ABTS gyok kationt ABTS (7 mM) és K,S,0g (2,45 mM) oldat
Osszekeverésével generaltuk, majd 16 oran at sotétben taroltuk. A munkaoldatot
frissen készitettik 50 uL ABTS™ tdrzsoldatbol és 2,9 mL metanolbél. A
reakcioelegy 180 uL. munkaoldatbél és 20 uL vizsgalandé anyag vagy kvercetin
sztenderd kiilonb6z6é koncentracioja (10, 20, 50, 100 és 200 uM) DMSO-ban
készitett oldatabol allt. Az ABTS™ koncentracié csdkkenését az abszorbancia
737 nm-en torténd monitorozdsaval mértiik 2 oran keresztiill 10 masodperces
razatast kovetéen egy Multiskan GO microplate spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Minden mintat haromszor ismételve
duplikatumban vizsgaltunk. Az ICg, atlagétkeket (=SD) a 120 percnél mért

inhibiciods szazalék alapjan szamoltuk.

2.2.5. DPPH assay
Frissen készitett DPPH metanolos oldatat (180 uL, 0,2 mM) és 20 uL

crer

crer

percen 4t torténd monitorozasdval hataroztuk meg 10 mdasodperces razatast
kovetden Multiskan GO microplate spektrofotométerrel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Minden mintat haromszor ismételve
duplikatumban vizsgaltunk. Az 1Csy atlagérteket (=SD) a 90 percnél mért

inhibicios szazalék alapjan szdmoltuk.



2.2.6. FRAP assay

A FRAP munkaoldatot frissen készitettiik 10 mL acetat puffer (pH 3,6,
300 mM), 1 mL TPTZ (10 mM) 40 mM so6savas oldat és 1 mL FeCl; (10 mM)
oldat elegyitésével, amit 15 percen at inkubaltunk 37 °C-on. A vizsgilando
200 uM) 20 uL oldatabol és 180 uL FRAP munkaoldatbdl késziilt elegyet 30
percen at sotétben allni hagytuk. A szines Fe(ll)-TPTZ komplex abszorbanciajat
593 nm-en mértik Multiskan GO microplate spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Vas(ll)-szulfat oldatabol késziilt
kalibraciés sztenderdek alapjan a FRAP-értékeket (£SD) uM vas(ll)
ekvivalensben fejeztiikk ki. Minden mintat hdromszor ismételve duplikdtumban

vizsgaltunk.

2.2.7. ORAC assay

A vizsgalt molekulak oxigéngyok abszorbcios kapacitasat fekete
96-lyuku plate hasznalataval mértiik. Fluorescein (50 nM) és AAPH (180 mM)
foszfat pufferes (pH 7,0, 75 mM) oldatait minden kisérlethez frissen készitettiik.
20 uM) 20 pL acetonitriles oldatabdl és 160 pL fluorescein (50 nM) oldatbodl
allo elegyet 15 percen at 37 °C-on inkubaltuk. A reakciot 20 ul. AAPH oldat
(180 mM) well-ekbe torténd gyors pipettazasaval inditottuk. A fluorescein
fluoreszcencigjanak csokkenését minden masodik percben 2 oOradn keresztiil
mértiikk FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) plate
reader-rel 485 nm excitacios és 520 nm emisszids hullamhosszon. A csucs alatti
tertiletet (AUC) a kovetkez6 egyenlettel kaptuk:

AUC = 0.5 + (A/Ag) + (A/A) + (AslAg) + ... + (A/Ay), (2)

ahol A, a kezdeti fluoreszcencia a 0. percben és A, az n. percben mért

fluoreszcencia. A nettd AUC-t az AUC, AUCina-b0l torténd kivonasaval



kaptuk. Az eredményeket AUCnet atlagértékekkel (£SD) fejeztiik ki. Minden

mintat haromszor ismételve duplikatumban vizsgaltunk.

2.2.8. MTT assay

A H9c2 sejteket (ATCC, CRL-1446, LGC Standards GmbH, Wesel,
Németorszag) 96-lyukt plate-ekben 10% FBS-t, penicillin és sztreptomicint
tartalmazo 200 uL DMEM-ben szélesztettiik 6000 sejt/well striiséggel. A
sejteket egy €jszakdn 4t tenyésztettiik, majd a vizsgaland6 anyag vagy kvercetin
sztenderd 20 uM oldatat adtuk a well-ekhez. Tizenkét ora elteltével 20 uL MTT
oldatot (5 mg/uL. PBS-ben) pipettaztunk a well-ekbe, majd 37 °C-on 4 o6ran at
inkubaltuk azokat. A médium Oovatos eltavolitasat kovetden a keletkezett
formazan kristalyokat 100 pl. DMSO hozzaadasaval oldottuk be. Az
abszorbanciat 540 és 630 nm-en mértiikk egy Synergy HT (BioTek, Winoosky,
VT, USA) plate reader segitségével. A Kkisérleteket kétszer ismételtiik harom
parhuzamos mintaval. Az eredményeket sejt ¢letképesség szazalék atlagakeént

(+SD) adtuk meg.

2.2.9. Kémiai Fenton rendszer
A flavonol szdrmazékok kémiai Fenton rendszerrel torténd oxidacidja a

2.1.5. bekezdésben leirtak szerint tortént.



3. Eredmények
3.1. Eredmények - |. vizsgalat
3.1.1. Antioxidans tulajdonsdagok
3.1.1.1. ABTS assay

A vizsgalt molekulak koziil a 865 vegyiilet rendelkezett a legnagyobb
gyokfogasi aktivitassal, melyet a 893-as vegyiilet kovetett. A 1019/2, a kumarin
sztenderdhez hasonld eredményt adott, mig a tobbi vizsgalt molekula jelentésen

alacsonyabb gyokfogasi aktivitassal rendelkezett.

3.1.1.2. ORAC assay

Ebben az esetben is a 865-s szamu molekula rendelkezett a legmagasabb
ORAC-értékkel, de érdemes megemliteni, hogy valamennyi vizsgéalt molekula
jelentésen jobb oxigén gyok abszorpcidos kapacitdssal rendelkezett, mint a
kumarin sztenderd. A 865-6s molekulat 874, 890, 893, 987/3 és 1010/2
kovették.

3.1.1.3. FRAP assay

A 865 molekula kimagaslo FRAP aktivitast mutatott, ezzel szemben a
tobbi vizsgalt molekula a kumarin sztenderhez képest vagy alig jobb (870, 874,
991 ¢és 1019/2) vagy hasonld (876, 890, 893 és 987/3) trolox ekvivalens értékkel

rendelkezett.

3.1.2. Citotoxicitas

Az MTT assay eredményei alapjan egyik vizsgalt molekula sem bizonyult
citotoxikusnak; 893, 865, 987/3, 876, 1019/2 és 890 molekulak pozitiv hatast
gyakoroltak a sejtek életképességére 125 uM H,0,-dal torténd kezelés soran,
mig 250 uM H,0, alkalmazésa esetében, a 874 kivételével valamennyi vizsgalt

molekula novelte a sejtek életképességét.
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3.1.5. Oxidativ stabilitas
3.1.3.1. Kémiai Fenton reakcio

Az off-line ESI-MS technikaval gyjtott spektralis adatok alapjan harom
potencialis metabolitot azonositottunk; a legnagyobb intenzitasua 865-CHs; (m/z
252,0), amelyet a 865+0 (m/z 282,3) kovetett, tovabba a 865-2CH; (m/z 238,0).

3.1.3.2. Szintetikus porfirin rendszer

A mesterséges porfirinnel végzett oxidaciot kovetd LC-MS mérés alapjan
harom oxidacios terméket detektaltunk; 865+0O (m/z 282,42), 865-2CH; (m/z
238,42) és 865+0-2H (m/z 280,25). Mivel a 865-CHj; szekunder-amin (m/z
252,33) csucsa a kontrol mintaban is megjelent, igy ebben az esetben azt a 865

szennyezdjeként kezeltiik.

3.1.3.3. Elektrokémiai oxidécio

A 865 oxidacidgja 1500 mV-nal kezdddik; a kiindulasi vegyiilet cstics (m/z
266,1165) intenzitasa csokkent, mig mas csucsoké nétt. Megjegyzendd, hogy a
865-CH; (m/z 252,1014) csucs mar 0 mV-nal is detektalhatdo volt, ami
feltehetdleg az ionforrasban torténd oxidacido kovetkezménye volt, azonban
mivel 1500 mV-on az intenzitdsa megnétt, megerdsitve, hogy ez a 865-CHj
oxidacios termék. Magasabb potencidlt alkalmazva ez a vegylilet a 865-2CHj;
(m/z 238,0858) primer aminna oxidalodik. Az aromas hidroxilacio termékét
(865+0 (m/z 282,1133)), valamint annak dehidrogenalt szarmazékat, 865+0O-2H
(m/z 280,0959), szintén detektaltuk.

3.2. Eredmények - I1. vizsgalat
3.2.1. Kémiai szintézis

A 6a-f flavonolok szintézisének elsé 1épéseként kereskedelemben elérhetd
bromacetofenonok  (la,b) ¢és benzaldehidek (2a,b) Claisen-Schmidt

e
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megfelelé kalkonokat (3a-C) eredményezte kivald hozammal (88-97%). A
kalkonok (3a-c) etanolos oldatdhoz adott 14,1 ekvivalens H,O, segitségével
ciklizaltuk (ii) azokat a flavonol alapvazi szarmazékokka (4a-c). A bromoflavon
szarmazékokat (4a-c) a megfelelé boronsavval (5a,b) argon atmoszféra alatt
(iii), KF, Pd(OAc), és XPhos jelenlétében toluol/t-BuOH (6:1) elegyében
kapcsoltuk, ami a vart molekulakat (6a-f) eredményezte a kivant oldallanccal a

B gyliriin j6 hozammal (63-74%).

3.2.2. Antioxidans tulajdonsdagok
3.2.2.1. ABTS assay

A mérési eredményekbdl szamolt ICs, értékek alapjan elmondhatd, hogy
legjobb ABTS gyokkation-fogonak a 6¢ molkeula bizonyult, amit a 6e és 6a

kovetett.

3.2.2.2. DPPH assay
A DPPH gyokkel szembeni aktivitast vizsgalva hasonléan az ABTS
assay-hez, a legalacsonyabb ICs, értékkel a 6¢ vegyiilet rendelkezett, amit ebben

az esetben a 6a, 6d és 6b molekulak kovetettek.

3.2.2.3. ORAC assay

Ellentétben az el6z6 két assay eredményével, ebben az esetben mindkét
alkalmazott (2 és 10 uM) flavonol koncentracié esetén a 6e vegyiilet
rendelkezett a legmagasabb ORAC-¢értékkel, amit a 6a és 6b kovetett. Tovabba
a 6a as 6e kapacitasa a sztenderdként hasznalt kvercetinével 6sszevethetd volt
10 uM koncentracidban. Meglepetésre a 6¢ molekula csak a negyedik
legmagasabb ORAC értékkel rendelkezett.
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3.2.2.4. FRAP assay
A legmagasabb FRAP aktivitast valamennyi vizsgalt koncentracidban a

6¢ vegyiilet, amit a 6a ¢s 6e kovetett.

3.2.3. Citotoxicitas
A H9c2 sejteken végzett MTT assay eredménye alapjan elmondhato, hogy
a 6a, 6¢ és 6e vegyiiletek nem mutattak citotoxikus aktivitast, mig a 6b, 6d és 6f

molekuldk jelentds mértékben csokkentették a sejtek ¢letképességét.

3.2.7. Oxidativ atalakulas

A kémiai Fenton reakciot kovetden, a reakcioelegyek ESI-MS vizsgalata
alapjan a kovetkezd két potencialis metabolitot sikeriilt detektalni és
azonositani: az aromas hidroxilalt 6¢c+O (m/z 434,2) és legnagyobb
mennyiségben jelenlévé O-demetilezett 6cO-CH; (m/z 404,1) oxidacios

termékeket.
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4. Megbeszélés
4.1. Az eredmények értelmezése - 1. vizsgalat

A harom antioxiddns assay eredménye a 865 esetében konzistens; a
vizsgalt kilenc molekula koziil a 865, egy relative egyszerli szerkezetli N,N-
dimetilamino-csoportot tartalmazo flavonoid rendelkezett a legnagyobb
antioxidans aktivitdssal. A 865 kivalo ABTS gyokfogd aktivitast, nagyobb
FRAP-¢értéket és jo oxigéngyok abszorpcids kapacitast mutatott a tobbi vizsgalt
vegyiilethez képest. Meg kell emliteni azonban, hogy valamennyi tesztelt
molekula jelentésen jobb ORAC-értéket produkalt a kumarin sztenderdhez
képest. Erdekes modon, a 865 csak egy jelentds szerkezeti sajatossaggal, a
konjugaciora képes 2,3-kettdés kotés és a 4-es helyzetli oxo funkcioval
rendelkezik, ami a flavonoid tipusu vegyiileteket hatékony szabadgyok-fogova
teszi, azonban a tovabbi jellemzok: katechol (o-dihidroxi) rendszer megléte a B
gylirtin és tovabbi OH-csoportok a 3-as és 5-6s helyzetben hianyoznak. A harom
assay eredménye kozotti kiillonbséget valdsziniileg azok eltéré mechanizmusa
okozza; az ABTS ¢s FRAP moédszerek ,,single electron transfer” (SET) alaptak,
mig az ORAC ,,hydrogen atom transfer” (HAT) mechanizmuson alapszik.

Az MTT assay altalaban az elsé modszer, amivel a sejtek életképességét
meghatdrozhatjuk, azonban fontos megjegyezni, hogy a mitokondridlis
metabolizmus sebességének mérésén alapu, amit befolyasolhatnak bizonyos
vegyszerek ¢és kiilonb6zé koriilmények, igy a kapott eredmény nem feltétleniil
kapcsolodik kozvetleniil a citotoxicitdshoz. Esetiinkben azonban nincs olyan
faktor, ami befolyasolna a kapott eredményeket: a sejtek ¢letképessége a 865,
876, 893, 987/3, 876, és 1019/2 molekulakkal nem csokkent. Hasonl6 eredmény
figyelheté meg, amikor a sejteket a flavonoid szarmazékokon kiviil H,O,-vel is
kezeltiil; védték a sejteket a H,O,-indukalta sejthalaltol. Az antioxidans aktivitas
¢s a sejtek ¢életképességére gyakorolt pozitiv hatds alapjan a 865 igéretes jelolt

lehet tovabbi, in vivo vizsgalatokban.
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Azonban minden in vivo kisérlet el6tt célszeri meghatarozni a
metabolikus sajatsagokat és a lehetséges toxicitast, amilyen hamar csak lehet,
hiszen igy 1d6t ¢és koltséget takarithatunk meg; az igéretes jelolteket
azonosithatjuk, mig a tovabbi kisérletekre alkalmatlan molekulékat
kiszelektalhatjuk. A 865 oxidativ metabolizmusat harom biomimetikus modell
rendszerrel vizsgaltuk. Elsoként, N-dealkilezés, N-oxidacio, O-dealkilezés, S-
oxidacio, dehidrogenizacié és kiilonbdz6 hidroxilacié modellezésére alkalmas
kémiai Fenton reakcioval oxidaltuk a 865 molekulat és a mintat off-line ESI-
MS/MS technikaval analizaltuk. A kovetkezd potencialis metabolitokat sikeriilt
detektalnunk: az N-dealkilezett 865-CH; szekunder-amint a legnagyobb
intenzitassal, egy kétszeresen N-dealkilezett 865-2CH; primer-amint és a B
gylrlin torténd aromds hidroxilalt 865+0O terméket. Annak ellenére, hogy a
Fenton rendszer alkalmas dehidrogenizacid6 modellezésére is, ennek a
reakcionak a termékét nem sikeriilt detektalni, aminek az egyik lehetséges oka a
termek detektalasi limit alatti koncentracioja.

A szintetikus porfirin rendszerrel leginkabb modellezhet6 reakciok az N-
dealkilezés, N-oxidacio, S-oxidacid, dehidrogenizacio, hidroxilacio és
epoxidacio. Az off-line LC/MS analizis alapjan a 865 harom reakciojat sikeriilt
modellezni: N- dealkilezés soran elvesztett két metilcsoport eredményezte a 865-
2CH3 primer-amint, a B gylirin torténé aromas hidroxilacio adta a 865+O
terméket, aminek a dehidrogenizacidja soran a 865+0-2H potencialis metabolit
keletkezett. A 865-CH; szekunder-amint ebben az esetben is detektaltuk,
azonban az a kontroll mintaban is jelent volt, igy metabolitként nem, csak
szennyezdként tudtuk azonositani.

Az EC/LC/MS és EC/MS technikak hasznos eszkoznek bizonyultak olyan
potencidlis metabolitok eldallitisaban, amelyek aromds hidroxilécio,
dehidrogenizacid, S-, P-oxidaciéo és N-dealkilezés soran keletkeznek. Ezzel a
moddszerrel generdlhat6 a tomeg voltammogram, amit a tdmegspektrum valtozo
potencidl  fliggvényében torténd 4abrdzoldsa eredményez. A  tomeg
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voltammogram segitségével megallapithatd az az elektrokémiai potencial,
amelynél a legmagasabb a vizsgalandé anyag konverzioja. A 865 esetében ez a
potencial 1500 mV. EC/LC/MS modszerrel ugyanazokat a potencialis
metabolitokat sikeriilt detektalni, mint a két el6z6 biomimetikus rendszerrel; a
865-2CHj3 primer amint és a 865-CHj; szekunder-amint, valamint a B gyiirtin
torténd aromds hidroxilacid6 sordan keletkezd 865+0O terméket ¢és annak

dehidrogenizacidja révén a 865+0-2H potencialis metabolitot.

4.2. Az eredmények értelmezése - I1. vizsgalat

A vizsgalat masodik részeként tovabbi kisérleteket végeztiink a fenil-N,N-
dimetilamino-csoport antioxidans ¢és citoprotektiv aktivitasra gyakorolt
lehetséges hatdsanak a kideritésére. A vizsgalat elsd részének eredményei
alapjan qj flavonol (6a-f) szarmazékokat terveztiink és szintetizaltunk, amelyek
az A gylri 6-0S vagy 7-es helyzetében fenil-N,N-dimetilamino vagy
metoximetil-fenil-csoportot tartalmaznak. Ezek a flavonolok rendelkeznek a
konjugéciora képes 2,3-as kettds kotéssel és a 4-es helyzetii oxo-csoporttal,
azonban a B gylriin 1évé katechol szerkezet kialakitisa megoldhatatlannak
bizonyult szdmunkra; a demetilezett szarmazékok eldallitdsa olyan erélyes
koriilményeket kovetelt, amely soran a molekula a szerkezeti integritdsat nem
tudta megdrizni.

A vizsgalt 6a-f molekuldk antioxidans aktivitasat kiillonbozé HAT és SET
mechanizmusokon alapulo tesztekkel mértikk. Az ABTS 1Cs értéket a 120
percnél  kapott  inhibiciés  szazalékbol  szamoltuk 10200 upuM
koncentraciotartomanyban. Az ABTS gyokkation egy elektront ,.elszed” az
antioxidanstol, igy visszaalakulva eredeti allapotaba és ezzel 737 nm-n mérthetd
abszorbancia-valtozas okoz. A legalacsonyabb ICs, értékkel a 6¢ molekula
rendelkezett, igy ez a molekula bizonyult a leghatasosabb ABTS gyokfogo
aktivitasunak, amit a 6e és 6a kovetett. Ezek a molekulak rendelkeznek a fenil-
N,N-dimetilamino-csoporttal az A  gylrin, igy feltchetéleg az
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elektronegativitasban 1évd kiilonbség és a nitrogént atomon 1€vé nemkotd
elektronpar miatt bizonyultak jobb gyokfogoknak a metoximetil-fenil-csoportot
tartalmazo szarmazékoknal (6b, 6d, és 6f).

A DPPH assay az ABTS assay-hez hasonlé elven alapul: a stabil DPPH-
gyOk oldata sotét lila szinli, viszont ahogy az antioxidans redukalja azt, igy az
oldat szintelenedni kezd. Ez a valtozas 515 nm-en detektalhatdo. A DPPH ICsy,
érteket a 90 percnél kapott inhibicidés szézalékbol szamoltuk 10-200 pM
koncentracidtartomanyban. A legalacsonyabb [Csy értékkel sSzintén a 6cC
rendelkezett, igy ez a molekula bizonyult a leghatasosabb DPPH gyokfogo
aktivitasinak is, amit a 6a, 6d és 6b kovetett. Ezen szarmazékok csak két
metoXicsoportot tartalmaznak a B gyiirin, mig a tobbi molekula (6e és 6f)
harmat. Azok a kalkonok, amelyeken B gytriin 1év6 két hidroxilcsoport ortho
vagy para helyzetli sokkal jobb antioxidans aktivitassal rendelkeznek, mint meta
helyzetli hidroxilcsoportokkal rendelkez6 kalkonok. Az ortho- és para-dihidroxi
benzolgylirlis rendszerek sokkal hatékonyabban tudjak az elektronok
delokalizalni, mint a meta- dihidroxi szarmazekok, igy sokkal stabilabb kalkon
addukt keletkezik a szabadgyokokkel vald reakcid soran. Tovabba, a harom
metoxicsoport jelenlét a B gytiriin ndvelik a sztérikus gatlast, amit a planaritas
elvesztéséhez vezet, igy csokkentve a hidrogén absztrakciojat, ami sokkal
konnyebb egy sik geometriai konfiguracio esetén. Emiatt ezek a molekulak (6e
¢s 6f) alacsonyabb szabadgyok-fogd aktivitassal rendelkezhetnek. A tény, hogy
a fenil-N,N-dimetilamino-csoportot tartalmaz6 6¢ molekula volt a legaktivabb az
ABTS ¢és DPPH assay-ekben jol korreldl korabbi megfigyelésekkel;, 3-
hidroxiflavon szarmazékok koziil a 4'-N,N-dimetil flavonol fogta legjobban a
DPPH-gyokot és rendelkezett a legnagyobb ABTS gyokkation-fogo aktivitassal
is. A vizsgalat mindkét része soran kapott gyokfogd assay-ek eredménye alapjan
megallapithatd, hogy a fenil-N,N-dimetilamino-csoport kulcsszerepet jatszhat a

vizsgalt flavonoid szarmazékok szabadgyok-fogo aktivitdsdnak meglétében.
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A FRAP assay eredményének alapjan elmondhatd, hogy a 6¢, 6a, és 6e
vegyliletek rendelkeztek valamennyi vizsgalt molekula koziil minden tesztelt
koncentracioban (10, 20, 50, 100 és 200 uM) a legnagyobb FRAP-értékel, mig a
6d, 6f, és 6b molekulak jelentdsen alacsonyabb vas redukald képességet
mutattak. Megjegyzendd azonban, hogy valamennyi flavonol szarmazék (6a-f)
FRAP-értéke jelentdsen elmarad a kvercetin sztenderdétdl, ami nem meglepetés,
hiszen a metilezett flavonoidok sokkal kisebb aktivitassal rendelkeznek azok
demetilezett szarmazékaihoz képest. Kordbban leirtdk, hogy a metilezett
kvercetin 650-szer alacsonyabb FRAP-értékkel rendelkezik, mint a kvercetin.
Ilyen mértékii kiilonbség azonban a vizsgalataink soran nem volt megfigyelhetd,
aminek lehetséges okai az A gyiirtin talalhato fenil-N,N-dimetilamino-csoport és
a 3-as pozicioban a szabad OH-csoport megléte. A FRAP assay eredménye
szintén megerdsiti az fenil-N,N-dimetilamino-csoport fontossagat, ugyanis
valamennyi vizsgalt molekula rendelkezik a 3-as helyzetli szabad OH-csoporttal,
azonban a N,N-dimetilamino-csoportot tartalmazo szarmazékok (6¢, 6e, és 6a)
FRAP-¢értekei joval magasabb voltak a tobbi molekula¢hoz képest.

6e, 6a, és 6b szarmazékok rendelkeztek a legnagyobb oxigéngydk
abszorpcids kapacitdssal, amelyek a kvercetinével Osszevethetéek 10 puM
koncentracid esetén. Meglepetésre a 6¢ molekula csak a negyedik legmagasabb
ORAC-¢értékkel rendelkezett mindkét koncentracid esetén. Ez az eredmény jol
korrelal egy korabbi megfigyeléssel, miszerint metilezett polifenolok ORAC-
értékében bekodvetkezd valtozasok drasztikusabbak, mint a FRAP assay esetében
a nem metilezett szarmazékokhoz képest.

A flavonolok hatasat a H9c2 sejtek életképességére MTT assay-jel
vizsgaltuk; a sejteket 12 oran at kezeltik 20 uM-os flavonol oldattal. A teszt
eredménye alapjan megallapitottuk, hogy a fenil-N,N-dimetilamino-csoportot
tartalmazo szarmazékok (6a, 6¢ ¢és 6e) nem rendelkeztek citotoxikus hatassal: a
¢letképesség szazalékban kifejezve a kvercetinhez és a kezeletlen kontrollhoz
hasonlé volt. Fontos megemliteni, hogy az A gyfirlin metoximetil-csoportot
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tartalmazo molekulak (6b, 6d és 6f) mas eredményt szolgaltattak; a sejtek
¢letképessége nagymértékben csokkent, ami a 6d esetében volt a legjelentdsebb,
(46%).

A 6c molekula lehetséges oxidativ transzformdcidés utvonalait az
eldzményekben emlitett antioxidans aktivitdsa és a H9c2 sejtek életképessegere
gyakorolt hatdsa miatt vizsgaltuk. A vizsgalatokhoz a kémiai Fenton rendszert
valasztottuk I.-es fazisu metabolikus reakciok biomimetikus modell
rendszereként. A 6¢ molekulabol keletkez6 potencidlis metabolitokat ESI-MS és
LC/ESI-MS technikakkal detektaltuk és azonositottuk. A csucs intenzitas
alapjan O-dealkilezés eredményezte 6¢O-CHj; volt a legnagyobb mennyiségben
keletkez6 termék, tovabba detektaltuk az aromas hidroxilacio révén keletkezo
6¢c+OH metabolitot is. A reakciok helyzetét a 3-hidroxiflavon struktirara is
jellemzo retro Diels-Alder reakcié segitségével allapitottuk meg, ahogy az a
kutatas els6 részében is tettiik. Tovabbi vizsgalati mddszerekkel, mint az
elektrokémiai oxidacid és a szintetikus porfirin rendszer feltehetdleg mas
metabolitok is generalhatoak és detektalhatoak; az N-dealkilezés soran keletkezd
6CN-CHj; szekunder és 6CN-2CHj3 primer amin. Fontos azonban megemlitent,
hogy ezeknek a reakcioknak az egzakt helyzetét az Aaltalunk alkalmazott

analitikai modszerek limitacidéi miatt nem tudtuk meghatarozni.

19



5. Osszefoglalas

A kutatas elsd részében kilenc flavonoid szarmazék antioxidans hatasat és
citotoxicitasat tanulmanyoztuk. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a 4-N,N-
dimetilamino flavon (vegyiilet 865) jelentds antioxidans és citoprotektiv hatassal
rendelkezik, valamint metabolikusan stabil.

Ezen adatok alapjan, hat 0j flavonol szarmazékot terveztiink €s allitottunk
el a kutatds masodik részében, amely sordn vizsgaltuk a fenil-N,N-
dimetilamino-csoport hatasat az antioxidans aktivitdsra. Az eredmények azt
mutattak, hogy a fenil-N,N-dimetilamino-csoportot tartalmazé molekulak (6a, 6¢
és 6e) antioxidans aktivitdsa nagyobb, tovabba Kkardioprotektiv hatassal is
rendelkeznek H9c2 sejtvonal esetében.

A kutatas els6 és masodik részének az Osszevont eredményei szerint a
fenil-N,N-dimetilamino-csoportnak kulcsszerepe van a flavonoidok antioxidans
aktivitasaban ¢s citotoxicitasaban egyarant. A oxidativ stabilitasa igéretes
jeloltekké teszi a 865 ¢€s 6C molekuldkat az oxidativ stresszel kapcsolatos

betegseégek vizsgalataban a megfelel6 allatmodelleket alkalmazva.
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