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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A természetben megtalalhatd szekunder metabolitok egyik csoportjat alkotjak a kiralis,
szubsztitualt izokroman (3,4-dihidro-1H-2-benzopiran) szarmazékok (A). Ezek a benzolgyiri-
vel kondenzalt O-heterociklusos vegyiiletek leggyakrabban hidroxil- vagy alkoxi funkcios
csoportokat tartalmaznak a kondenzalt aromas gy{iriin vagy a C-1, C-3, C-4 poziciokban. Egyes
természetes és szintetikus szarmazékaik jelentés farmakoldgiai aktivitast mutatnak (pl. antibak-
teridlis, gyokfogd, gyulladascsokkentd, idegsejtvédd, citotoxikus, sejtosztddasgatld hatds). A
kutatocsoportunk tapasztalt az izokroman véazas vegyiiletek szintézisében. Eldallitottak és vizs-
galtak az optikailag aktiv szintetikus idegsejtvédé hatasu izokroman-2H-kromén hibrid-
molekulat (39), tovabba elvégezték az Hsszes sztereoizomer szintézisét és ECD, VCD analizisét.
Annak ellenére, hogy a természetben megtalalhaté izokromén vazas vegyiiletek benzolgytrije
gyakran aktivalo szubsztituenseket (hidroxil- és/vagy alkoxicsoportokat) tartalmaz, a szakiroda-
lomban nem sok példa ismert az oxidativ kapcsolassal 1étrejové biaril tipust bisz-izokroman
szarmazékokra. Az aszperbifenil (46) volt az elsé publikalt, tengeri eredetli gombabdl izolalt,
axialis kiralitasa bisz-izokroman. A kutatdcsoportunk egyiittmikodések keretében szamos
biologiailag aktiv, axialis kiralitasu bisz-izokroman szerkezetmeghatarozasaban vett részt (47-
50), amely nem trivialis napjainkban (1. abra). T ekintettel az ilyen tipusu vegyiiletek emlitésre
méltd farmakologiai aktivitasara, valamint a kihivast jelent6 szerkezetmeghatarozasra, optikai-
lag aktiv, axialis kiralitast bisz-izokromanok eldallitasét, teljes karakterizalasat és farmakologi-

ai vizsgalatat tiztik ki célul.
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1. abra Izokroman vézas vegyiiletek (A, 39) és axidlis kiralitast bisz-izokromanok (46-50).



2. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A reakciok kovetésére és az anyagok tisztasaganak ellendrzésére vékonyréteg-kromatografiat
alkalmaztunk. Az eldallitott vegyiiletek elvalasztasat és tisztitasat rendszerint oszlopkromato-
grafias technikaval (hagyomanyos/flash) és/vagy preparativ HPLC kolonnaval végeztiik el. Az
eléallitott 0j vegyiiletek fizikai allandoit (olvadaspont, retencios faktor) jellemeztiik, szerkeze-
tiiket 1D és 2D NMR mérésekkel, infravords spektroszkopiaval, tomegspektrometrids modsze-
rekkel, egykristaly rontgendiffrakcios vizsgalatokkal éskiroptikai mérésekkel (OR, ECD, VCD)
ROESY NMR, ECD, VCD mérésekkel, tovabba egykristaly rontgenkrisztallografias vizsgala-
tok alapjan hataroztuk meg. A budapesti Semmelweis E gyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézet é-
vel egyiittmitk6dés keretében in vitro farmakologiai vizsgalatokat végeztink az eléallitott Y
célvegyiileteken négy Gram-pozitiv (B. subtilis, MSSA, MRSA ¢és E. faecalis) és egy Gram-

negativ (A. baumannii) baktériumtorzsre.

3. Az értekezés ij tudomanyos eredményei

Két kiilonboz6 szintézis stratégiaval elallitottuk az X (6,7,8,7°,8”-pentametoxi-bisz-izokroman)

és 'Y (7,8-dihidroxi-6",8”-dimetoxi-bisz-izokroman) célvegyiileteket (2. abra).
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2. abra Doktori munkam soran eldallitott bisz-izokroman célvegyiiletek (X, Y) éltalanos szerkezete.

Az X célvegyiiletek elballitasakor elészor Kialakitottuk az izokroman egységet oxa-Pictet-
Spengler gylirlizarasi reakcidval, majd ezt kovetGen alakitottuk ki a biaril tengelyt Suzuki ke-

resztkapcsolassal. Az Y célvegyiiletek szintézisénél a biaril tengely l1étrehozasa elézte meg

mindkét izokroman vaz kiépitését.



3.1 X célvegyiiletek el 6allitasa

3.1.1 A Suzuki keresztkapcsolasi reakciéhoz az optikailag aktiv 1-arilpropan-2-ol
boronatészter és 1-aril-5-jédizokroman kapcsoldpartnereket tobb 1€ pésben elgallitottuk.

Az (S)-151 boronatészter kapcsolopartner eléallitasahoz elsd 1épésként az 1-brom-3,4-dimetoxi-
benzolbol (4-bromveratrol, 149) in situ nyert aril-litium reagens és (S)-propilén-oxid regio-
szelektiv gylrinyitasi reakcidjaval eléallitottuk a megfelelé (S)-1-arilpropan-2-ol szarmazékot
[(S)-150], majd a szek under hidroxilcsoportot acetilcsoporttal védtik [(S)-150 — (S)-155)]. Az
epoxid gyUriinyitasi reakcié nem érintette a kiralitascentrumot, ezért az valtozatlan (S) abszolut
konfiguracioval jelent meg a termékben. A védett szarmazékon regioszelektiv jodozast [(S)-155
— (S)-156] hajtottunk végre N-jodszukcinimiddel (NIS) sav-katalizis mellett és bisz-(pinakola-
to)diboronnal végzett Miyaura boronalassal [(S)-156 — (S)-151] a kapcsoldpartnert 56%-0S
kitermeléssel kaptuk meg. Az alacsony kitermelés oka a (S)-156 jodvegyiilet mellékreakcidja a
boronalasi reakcid koriilményei kozott, melynek soran jod-hidrogén csere jatszodott le. A ki-
termelés novelésére a (S)-157 bromvegyiilet alkalmazasa nyujtott megoldast, amelyet az acetil-
védett szarmazékon [(S)-155] N-bromszukcinimiddel (NBS) végrehajtott regioszelektiv bromo-
zassal [(S)-155 — (5)-157] nyertiink. A bromozott szarmazékkal elvégezve a Miyaura boronala-
si reakciot [(S)-157 — (S)-151] a kivént kapcsolopartnert kivald hozammal (95%) allitottuk elé
(3. 4bra).
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3. abra Az (S)-151 3,4-dimetoxi boronatészter kapcsolopartner el6allitisa brom- és jodszarm azékokbol.

Az 1-aril-5-jodizokromén diasztereomer kapcsolopartnerek [(1R/S,3S)-159] el6allitasara
1-brom-3,4 5-trimetoxibenzol (152) és (S)-propilén-oxid gytiriinyitasi reakcidjaval allitottuk eld
az (S)-153 alkohol szarmazékot (4. abra).
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4. abra Sztereoegységes 1-(4-fluorfenil)-5-jodiizokromén diasztereomer kapcsolopartnerek [(1R,3S)-159,
(1S,3S)-159] elsallitasa Suzuki reakciohoz.

Az (S)-l-arilpropan-2-ol szarmazékot [(S)-153] 4-fluorbenzaldehiddel Lewis-sav katalizator
mellett oxa-Pictet-Spengler gyliriizarasi reakcioba vittiik, mellyel cisz/transz diasztereomereket
[(S)-153 — cisz-(1R,35)-158 és transz-(1S,35)-158] kaptunk 1:1,7 aranyban. A cisz-(1R,3S)-158
és transz-(1S,3S)-158 diasztereomereket oszlopkromatografiasian elvalasztottuk, a relativ és
egyben abszolut konfiguracidjukat 2D 'H-'H NOESY NMR mérésekkel hatéroztuk meg a Cisz
pszeudoaxialis H-1 és H-3 protonok NOESY korrelacioja alapjan. Az 5-jédizokroman kapcso-
lopartnereket [(1R,3S)-159, (1S,3S)-159] NIS reagenssel végrehajtott regioszelektiv jodozassal
kaptuk meg [(1R,3S)-158 — (1R,3S)-159, illetve (1S,3S)-158 — (1S5,3S)-159] jokozepes és

kivalé hozamokkal.

3.1.2 A Suzuki keresztkapcsolasi reakciot el végeztitk az ismert abszolit konfiguraciéja
kapcsolopartnerekkel, majd a védécsoportok eltavolitaisat kovetéen végrehajtottuk a

masodik oxa-Pictet-Spengler gyiiriizarasi reakciot.

5-jodizokroman diasztereomerek [(1R,3S)-159, (1S,3S)-159] és a boronétészter [(S)-151] Suzuki
keresztkapcsolasi reakcioit (5-6. abra). A cisz-(1R,3S)-159 jodizokroménnal elvégezve a ke-

resztkapcsolasi reakciot kiralis indukcio valosult meg centralisrdl az axialis kiralitaselemre,



melynek révén az (aS,1R,3S,2°S)-160 atropizomer keletkezése bizonyult preferaltnak [(aR/aS)
1,0:6,1].

A kapcsolasi reakcioban keletkez (aS,1R,3S,2°S)-160 és (aR,1R,3S,2’S)-160 atropdiasztereo-
mereket oszlopkromatografidsan el tudtuk valasztani, igy sztereoegységes vegy iiletekkel végez-
hettiik el az acetil védécsoportok eltavolitasat és a masodik gyfiriizarasi reakciot, ami diaszte-
reoszelektiven a cisz-1°,3 konfiguraciéja (aS,1R,3S,1°S,3°S)-163 és (aS,1R,3S,1’R,3’S)-164
vegyiileteket eredményezte (5. abra).
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5. abra Suzuki kapcsolasi reakcié elvégzése a cisz-(1R,3S)-159 jodizokromaénnal és (S)-151
boronatészterrel, majd a véddcsoportok eltavolitasat kovetGen a masodik oxa-Pictet-Spengler gytirlizarasi
reakci6 végrehajtasa. Reakciokoriilmények: (i) (a) cisz-(1R,3S)-159, Xantphos, Pd(OAc)2, Ar/N,, DMF, rt,
1 ora; (b) (S)-151, CsF, Ar/N,, DMF, rt 30 perc; (c) a + b, Ar/N,, 150 °C, 1,5 ¢ra, (aR,1R,3S,2’S)-160
(11%), (aS,1R,3S,2°S)-160 (68%) (dr 1,0:6,1). (ii) LiOH, MeOH:THF:H.O (1,0:0,8:0,5), 1t, 4 Ora,
(aR,1R,35,2°S)-161 (94%), MeOH:THF:H,O (5:2:3), 1t, 4 ¢ra (aS,1R,3S,2'S)-161 (96%). (iii) MOMCI,
ZnCl,, Et;0, 0 °C, 3 6ra, (aR,1R,353S)-162 (89%), 4 ora, (aS,1R,35,3'S)-162 (97%). (iv)
(Et.0).CHCOOEt, BFsEt;0, toluol, (SI) (aS,1R,35,1°S,3'S)-163 (23%). (v) (Et.0).CHCH.COOEt,
BF3-Et,0, toluol, 0 °C —1t, 16 6ra, (aS,1R,3S,1’R 3 S)-164 (91%).

A transz-(1S,3S)-159 jodizokromén ¢és (S)-151 boronatészter Suzuki keresztkapcsolasi reakcidja
esetében a kiralis indukcid hidnyaban gyenge diasztereoszelektivitast tapasztaltunk az

(aR,15,35,2'S)-160 atropizomerre [(aR/aS) 1,4:1,0]. Az acetil védScsoportok eltavolitasat kove-

5



téen az (aR,1S,35,2°S)-161 és (aS,1S,3S,2’S)-161 atropizomerek oszlopkromatografias elvalasz-

tasa lehet6vé valt, igy a masodik izokroméan vaz kiépitését sztereoegységes vegyiiletekkel tud-

tuk végrehajtani, ami sztereoszelektiven szintén a cisz konfiguracidji termékeket
[(aS/aR,1S,35,1°S,3°S)-163, (aS/aR,1S,3S,1°R,3°S)-164] eredményezte (6. abra).
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6. abra Suzuki kapcsolasi reakcié elvégzése a transz-(1S,3S)-159 jodizokromannal és (S)-151
boronatészterrel, majd a véddcsoportok eltavolitasat kovetGen a masodik oxa-Pictet-Spengler gytirlizarasi
reakcio végrehajtasa. Reakciokoriilmények: (i) (a) transz-(1S,3S)-159, Xantphos, Pd(OAc),, Ar/N,, DMF,
tt, 1 6ra; (b) (S)-151, CsF, Ar/N,, DMF, rt 30 perc; (c) a + b, Ar/N,, 150 °C, 1,5 ¢ra, (aR,1S,3S,2’S)-160 és
(aS,1S,35,2°S)-160 keveréke (79%) (dr 1,4:1,0). (ii) LiOH, MeOH:THF:HO (5:2:3), 1t, 4 Ora,
(aS,1S,35,2°S)-161  (40%), (aR,1S,3S,2°S)-161 (53%). (iii) MOMCI, ZnCl, Et,0, 0 °C, 4 ora,
(aR,18,35,3°S)-162 (99%), 6 Ora, (aS,1S,35,3'S)-162 (96%). (iv) (Et.0).CHCOOEt, BF;-Et;0, toluol, (SI)
(aR,1S,35,1°S5,3’S)-163 (71%), (aS,1S,35,1°5,3'S)-163 (38%). (v) (Et.0).CHCH.COOEt, BFs-Et.0, toluol,
0°C —rt, 3 dra, (aR,1S5,3S,1'R,3'S)-164 (94%), 4 6ra, (aS,1S,3S,1’R,3°S)-164 (90%).

A Suzuki keresztkapcsolasi reakciot C-1 szubsztitualatlan 5-jodizokroman szarmazékkal [(S)-
166] is elvégeztiik. A megfelel 1-arilpropan-2-ol [(S)-153] szarmazékon klormetil-metil-éterrel
elvégzett oxa-Pictet-Spengler gyiirlizarasi reakcidt [(S)-153 — (S)-165] kovetben a C-5 pozici-
6ba jodot vittiink be SgAr reakcidban [(S)-165 — (S)-166]. A Suzuki biaril kapcsolasi reakciot
elvégezve a C-1 szubsztitualatlan [(S)-166] jodvegyiilettel és [(S)-151] védett boronatészter
szarmazékkal atropizomerek [(aS/aR,3S,2°S)-167] kozel 1:1 ardnyl keverékét kaptuk termék-

ként, melyeket oszlopkromatografisan nem tudtunk elvalasztani. Az atropdiasztereomer keverék



dezacetilezését kovetSen [(aS/aR,3S,2°S)-167 — (aS/aR,3S,2°S)-168)] elvégeztik a masodik
izokroman egység kialakitasat MOMCI-dal, melynek révén C-1 és C-1° helyzetben
metiléncsoportot tartalmazo, 5,5’ -kapcsolt bisz-izokromanokat [(aS/aR,3S,3°S)-169] kaptunk (7.
abra). Az (aS) és (aR) axialis kiralitasu vegyiiletek eclvalasztasat kiralis preparativ HPLC-vel
Chiralpak IC oszlopon valositottuk meg, ami lehetdvé tette a vegyiiletek kiroptikai vizsgalat at.
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7. abra C-1 és C-1’ poziciéban metiléncsoportot tartalmazo 5,5’ -kapcsolt bisz-izokromanok (169) el6 allita-
sa. Reakciokorilmények: (i) MOMCI, ZnCl, Et0, 0 °C, 4 6ra, (S)-165 (91%). (i) NIS, TFA, MeCN, r,
1,5 6ra, (S)-166 (93%). (iii) (a) (S)-166, SPhos, Pd(OAC),, Ar, DMF, tt, 1 ¢ra; (b) (S)-151, CsF, Ar, DMF,
rt, 30 perc; (c) a + b, Ar, 150 C, 1,5 6ra, (aR,3S,2’S)-167 és (aS,3S,2’S)-167 keveréke (66%). (iv) LiOH,
MeOH: THF:H.0 (7:2:2), 1t, 3 ora, (aR,3S,2’S)-168 és (aS,35,2'S)-168 keveréke (91%). (v) MOMCI, ZnCl,
Et,0, 0 °C, 4 6ra, (aR,3S,2’S)-169 és (aS,3S,2°S)-169 keveréke (86%), elval asztva preparativ HPLC kolon-
nan (Chiralpak IC).

3.1.3 Az elobbiekben bemutatott szekvencia alapjan (R)-propilén-oxidbél kiindulva
eléallitottuk a (162, 163, 164) enantiomerijeit is, melyek ECD és VCD spektrumai tovabbi
segitségiil szolgaltak az axialis és centralis Kkiralitiselemek egymas melletti meghatiroz a-
sara. Az enantiomerpirok VCD mérése lehetové tette a kis intezitisi VCD atmenetek

validalasat és a mérési artefaktok azonositasat.



3.14 Elvégeztiik az X célvegyiiletek Kiroptikai vizsgialatit, hogy kovetkeztetéseket

tudjunk levonni az axialis és centralis kiralitis egymds melletti meghatarozasara.

A 162 hét sztereoizomerjét modellvegyiiletként hasznaltuk fel ECD, VCD, OR méré-
sekhez és DFT szamolasokhoz az axialis és centralis kiralitaselemek egymas melletti meghat a-
rozasara. A 163 és 164 hat-hat sztereoizomerjét is 0sszevetettik, amelyek 6t ismert sztereogén
centrumot tartalmaznak. Tanulmanyoztuk az (aS/aR)-169 atropizomereket, amelyek csak az
axialis kiralitasban térnek el, nem tartalmaznak sztereogén centrumot a C-1 és C-1" helyzetek-
ben, tovabba azonos konfiguracioval (3S,3°S) ithatok fel (8. abra).

egy axialis- és harom centrilis kiralitaselem  egy axialis- és négy centrilis kiralitiselem  egy axidlis- és négy centralis kiralitaselem
hét vizsgalt sztereoizomer hat vizsgalt sztereoizomer hat vizsgalt sztereoizomer
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8. abra Kiroptikai spektroszkopiaval vizsgalt X célvegyiiletek bemutatésa.

A 162 és 164 szarmazékok enantiomerjei kozel tikorképi ECD és VCD spektrumokat adtak,
amelyek lehetévé tették a gyenge Cotton-effektusok (CE-o0k), az artefaktok és a VCD mérési
modszer validalasat. Szemléltetésiil mutatom be 162-es szarmazék két-két enantiomerparjanak
[(aS,1S,35,3°S)-162 ¢s (aR,1R,3R,3’R)-162, illetve (aR,1S,3S,3°S)-162 ¢s (aS,1R,3R,3’R)-162]
gyakorlatilag tiikorképi egyezést mutatd mért ECD és VCD spektrumait (9. abra).
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9. abra Gyakorlatilag tiikorképi ECD és VCD spektrumokat add enantiomerparok [(aS,1S,3S,3’S)-162—
(@R, 1R,3R,3°R)-162] & [(aR,1S,35,3’ S)-162—(aS, 1R, 3R, 3’ R)-162].

Tovabbi példaként mutatom be a cisz-(aR,1R,35,3°S)-162 és cisz-(aS,1R,3S,3°S)-162 atrop-

diasztereomerek mért €s szamolt ECD, VCD spektrumait a 10. abran.
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10. 4bra A cisz-(aR,1R,3S,3’S)-162 és cisz-(aS, 1R, 3S,3’S)-162 atropdiasztereomerek kozel azonos mért és
szamolt ECD, VCD spektrumai.

Lathato, hogy az (aR) és (aS) atropizomerek kdzel azonos lefutasi ECD spektrumokat mutattak,
amit megerdsit a BSLYP/TZVP PCM/MeCN szamolt adatokkal vald jo egyezés. Megallapitha-
t6, hogy az axialis kiralitds hozzirendelése nem kivitelezhetd ECD mérésekkel. Az
(aR/aS,1R,35,3°S)-162 atropizomerjei mért és szamolt VCD spektrumai kozel tiikorképi egye-
zést adtak 1100-1450 cm™ hulldmszdm tartomanyban, ami az atropdiasztereomerek eltérd
axialis kiralitasabol ered. A kisérleti és szamolt VCD spektrumok jo egyezésével az axialis

kiralitas egyértelmiien hozzarendelheté a VCD spektrumok alapjan. Osszehasonlitottuk a 162-



164 izokroman szarmazékok (aR) és (aS) atropizomerjeinek mért VCD spektrumait, amelyek az
adott axialis kiralitasra jellemz0 karakterisztikus VCD-atmeneteket mutattak (11. dbra). T apasz-
talataink alapjan, fiiggetleniil a C-1" pozicié szubsztitualtsagatol (H, COOEt vagy CH,COOEt)
¢és a centralis kiralitaselemek (C-1, C-1°, C-3, C-3°) abszolut konfiguraciojatol, a mért VCD
spektrumok révén a sztereogén biaril tengely axialis kiralitasa hozzarendelheté. Ot fo karakte-
risztikus hullimszam tartoményt azonosithatd, de tovabbi jellegzetes savokat is megfigyelhe-
tiink 1400 cm™* felett és 1100 cm ™" alatt.
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11. abra Azonos axidlis kiralitast, (aR, a) és (aS, b) atropizomerek (162-164) VCD spektrumainak 6sszeve-
tése.

A kiroptikai modszerekkel vizsgalt X célvegyiilet kapcsan altalanossagban elmondhatd, hogy az

ECD spektrumok elsGsorban a centralis, a VCD mérések az axialis kiralitasrol biztositanak

informaciot.

4.1 Y célvegyiiletek el 6allitasa

4.1.1 Az elébbiekben bemutatott reakcioséma szerint hasonloan eléallitottuk a megfe-
lelé szubsztitiiciés mintizati jodizokorman és boronatészter szirmazékokat, majd elvé-
geztiikk a Suzuki keresztkapcsolasi reakciot. Az védécsoportok eltiavolitasaval aktivalt

aromas gylirivel rendelkez6é biaril alkohol szirmazékhoz jutottunk. C-1 és C-I’°

szubsztitualatlan bisz-izokroman elallitasat is el végeztiik.

A 12. abran bemutatott szintézisit soran az (S)-173 jodizokroman és (S)-182 boronatszter ve-
gyliletekkel a Suzuki kapcsolds 150 °C hémérsékleten is 90% folotti diasztereoszelektivitassal
jatszodott le a reakcioban megvaldsuld kiralis indukcio révén. A sztereogén biaril tengely kiala-
felesleggel (de > 90%) az (aS) axialis kiralitasi G vegyiiletet eredményezték, amit egyes célve-

gylileteken elvégzett rontgendiffrakcios szerkezettel és VCD mérésekkel tudtunk egyértelmiien
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igazolni. A G biaril vegyiilet acetil véddcsoportjait ligos hidrolizissel, a benzilcsoportok eltavo-
litasat katalitikus hidrogénezéssel végeztik el. Az igy kapott 185 diol szarmazék elektronkiildé
fenolos hidroxilcsoportjai mar kelléen elésegitették a Breonsted-sav katalizalt oxa-Pictet-
Spengler gytriizarasi reakcio lejatszodasat. A 184 benzil-védett szarmazékon elvégeztik
klormetil-metil-éterrel a gytirtizarasi reakciot, majd a benzil védécsoportok eltavolitasaval C-1,

C-1’ szubsztitualatlan bisz-izokromant (187) allitottunk el6.
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12. abra Kapcsolopartnerek szintézise és el6késziilés az oxa-Pictet-Spengler gyiiriizarasi reakciohoz az Y
célvegyiiletek el@allitasdhoz. Reakciokoriilmények: (i) n-BuLi, (S)-propilén-oxid, BF;-Et,O, vizmentes
THF, — 78 °C, (S)-177 (92%), (S)-171 (90%). (ii) vizmentes piridin, AcCl, vizmentes CH,Cl,, rt, (S)-178
(91%), (S)-172 (82%). (iii) NIS, TFA, vizmentes MeCN, 1t, (S)-173 (96%). (iv) NBS, vizmentes MeCN, tt,
(S)-181 (94%). (v) PPhs, (PPh3),PdCl,, izzitott KOAc, B.pin,, vizmentes DMF, 150 °C, (S)-182 (62%). (vi)
(@) (5)-173, Xantphos, Pd(OAC)2, vizmentes DMF, 1t; (b) (S)-182, CsF, vizmentes DMF, 1t; a + b, 150 °C,
G (63%). (vii) LiOH, MeOH, tt, (aS,25,2’S)-184 (85%). (viii) HJ/Pd-C, THF, t, (aS,25,27S)-185 (97%). (iX)
MOMCI, ZnCl,, vizmentes THE, rt (42%). (x) Ho/Pd-C, THF, rt, (aS,35,37S)-187 (80%).

4.1.2 Az oxa-Pictet-Spengler gyiiriizarasi reakciét kiilonbozé aromas aldehidekkel
elvégezve sikeresen eldallitottuk a 7,8-dihidroxi-6°,8’-dimetoxi szubsztiticios mintazati

bisz-izokroman szarmazékokat.

A gylirlizarasi reakcidt optimalizalva négy kiilonbdz6é aromas aldehiddel (4 -fluorbenzaldehid; 4-
brémbenzaldehid; 3,4,5-trimetoxibenzaldehid és piperondl) hajtottunk végre a két izokromdn
egység kialakitasat. A fotermékként keletkezd 4-fluorfenil [(aS,1R,3S,1°R,3°S)-190], 4-brém-
fenil [(aS,1R,3S,1’R,3’S)-190] és 3 4-metiléndioxifenil [(aS,1S,3S,1°S,3°S)-194] szarmazékokat
oszlopkromatografidsan is tudtuk sztereoegységesen izolalni, a tobbi szarmazék tisztitasahoz

preparativ. HPLC kolonnat is alkalmaznunk kellett. A Brensted-sav katalizalt oxa-Pictet-
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Adott koriilmények kozott a keletkezd sztereoizomereket és aranyukat a fennalld sztérikus

hatésok és elektroneltolodasi effektusok (I, M) egyiittesen hataroztak meg (13. abra).

R (RIS) R4 RIS)
HO HO N
) Q) Q)
(i) Me Me
MeO. Me MeO. Me
3065) 37(S)
e R‘(Rz (RIS) o R'I'Rz (R/S)
c c
(aR/aS,28,2'S)-185 (aS,1R,3S,1'R,3'S)-191-193 (aR,1R,3S,1'R,3'S)-191
(aS)ge: > 90% (aS,1R,38,1'S,3'S)-191-193 (aR,15,38,1'S,3'S)-193
(aS,15,35,1'R,3'S)-191-193
Vegyiilet RT R RS R? Hozam
(aS,1R,3S,1°R,3’S)-190" H 4-F-CeHy 4-F-CsH,4 H 59%
(aS,1R,35,1'R,35)-191% H 4-Br-CqH, 4-Br-CqH, H 66%
(5,1R,35,1°5,3°5)-191 (= 2-Br-CoH, H 4-Br-CoH, 5%
(@S,15,35,1'R,3°5)-101 2-Br-CoH, A 2-Br-CoH, A 5%
(@R,IR,35,'R,3°5)-191 H 2-Br-CoH, Z-Br-CoH, H 2%
. 3.4,5-(MeO)z 3.45-(MeO)s .
(aS,1R,3S,1°R,3'S)-192 H o A H 506
(aS,1R 38,175,3°S)-1925Y H 3’4’5&%50)3' H 3’4’56(5’\HA50)T 12%
. 3.4,5-(MeO)y 3,45-(MeO)s
(a$,18,38,1'R,3'5)-192 H ot CH, H 5%
(aS,15,35,1'5,3°5)-192 3’4’5(':(":"90)3’ H H 3’4’5(':('\:60)3' 6%
6112 61712
(aS,15,35, 1'R,3°S)-194 3,4-(0CH,0)- H 3,4-(OCH0)- H 10%
CeH3 CsH3
(aS,18,35,1'5,3°5)-194 3’4'(86 ﬂ;'zo)' H H 3’4'(85 ﬂ:zo)' 36%
(aR,15,3S,1°5,3’S)-194 SRAERHO)F H H SRA(CTEREO)F 3%
CeH3 CsH3

13. abra Optimalizlt gytiriizarasi reakcioval eléallitott Y célvegyiiletek. Reakcidkoriilmények: (i) ArCHO,
(18)-(+)-10-kém forszul fons av, toluol:MeOH (4:1), 80 °C. *: a szerkezet rontgenkrisztallografias vizsgal attal
is igazolt. ¥: fluores zcens vegyiil et.

4.1.3 A 185 vegyiilet 3,5-dimetoxi alegységének fokozott reaktivitasat kihasznalva

valtozatos szubsztiticiés mintizati heterodimer bisz-izokromanok eléallitasat val 6sitottuk

meg.

Tapasztalataink alapjan egy ekvivalens 4-fluorbenzaldehiddel vé grehajtva a gytirtizarasi reakci-
Ot szelektiven viheté reakcioba a 185 molekula 3,5-dimetoxi alegysége, ami altal lehet3ség nyilt
valtozatos szubsztiticios mintazat bisz-izokroman szarmazékok eléallitasara. Az optimalizalt
koriilményekkel elvégzett mono-gyfiriizarasi reakcié sztereoszelektiven a cisz konfiguracioju
monobezart 189 vegyiiletet eredményezte. A masodik izokroman vaz kiépitéséhez piperonalt

alkalmaztunk és oszlopkromatografiasan sikeresen elvalasztottuk az (aS,1S,3S,1’R,3’S)-194

(16%) vegyes kapcsolt heterodimer bisz-izokromant (14. dbra). A reakcioban a vartnal nagyobb
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14. abra Monobezart szarmazékon elvégzett oxa-Pictet-Spengler gyliriizarasi reakcio vegyes-kapcsolt bisz-
izokromanok el6allitasara. 194%: tovabbi lehetséges sztereoizomerek az izomerizacid révén. Reakciokoriil-
mények: (i) 1,2 ekv. 4-fluorbenzaldehid; 0,5 ekv. (+)-kamforszul fonsav; toluol:MeOH (4:1); 80 °C. (ii) 2
ekv. piperonal; 1 ekv. (+)-kam forszul fonsav; toluol:MeOH (4:1); 80 °C. *: a szerkezet rontgenkris ztallogra-
fids vizsgalattal is igazolt.

4.1.4 Epimerizacids/izomerizaciés reakcidk fejlesztésével a gyiiriizarasi reakciék soran
limitalt mennyiségben, vagy nem keletkezd lehetséges sztereoizomerek vizsgilatit egyes
szarmazékokon sikeresen megvalositottuk. Lehetdség nyilt olyan sztereoizomerek teljes
analitikai és farmakologiai vizsgalatara, amelyet az adott gyiiriizarasi reakcié koriilmé-

nyeivel nem lehetett volna kivitelezni.

Az oxa-Pictet-Spengler gyfirlizarasi reakciokban végbemend epimerizacids/izomerizacios fo-
lyamatok elemzésére a sztereoegységes (aS,1R,3S,1°R,3°S)-190 és (aS,1R,3S,1’R,3°S)-191 cisz-
cisz konfiguracioju célvegyiileteket hasznaltuk fel. Vizsgaltuk a hdmérsékletnek, a Bronsted-sav
mindségének és mennyiségének, tovabba a reakcididonek a hatasat. Az epimerizacios reakciot a
4-fluorfenil (aS,1R,3S,1°R,3’S)-190 szarmazékon dioxanban refluxaltatva sikeresen elvégeztiik,
amely a 90% fo16tti konverzio mellett bomlassal is jart (15. abra). A nagy mennyiségii bomlas-
termékek elkeriilésére az ecetsav:viz 9:1 aranyt oldoszerelegy alkalmazasa nyujtott megoldast a
tobbi paraméter megtartasa mellett. A 80% koriili konverzional bomlastermékeket nem detek-

taltunk, a reakciot vékonyréteg-kromatografiasan kovettik.
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Vizsgalt paraméterek Hatasok
Adott oldoszerben, adott szubsztrat esetén a kritikus hOmérséklet elérése

Homérséklet Bronsted-sav jelenlétében nagymértékben fokozza az izomerizacios folya-
matot.
Sav mindsége A trifluormetanszul fonsav mindsiilt a leghatékonyabbnak adott oldoszer és
homérséklet esetén: TIOH > HCI > (+)-kém forszul fons av.
Sav mennyisége Nagyobb savmennyiség gyorsitja a folyamatot.

Onmagéaban nincs (észrevehetd) hatassal, de adott sav és adott hdmérséklet

Reakei6ido mellett sziikséges a hosszabb id6 a teljes folyamathoz.

TfOH
1,4-dioxan
reflux
3 ora
konverzi6 ~ 90%

(aS,1R,3S8,1'R,3'S)-190 (aS,1R,38,1'S,3'S)-190 (7%) (aS,15,3S,1'R,3'S)-190 (6%) (aS,15,35,1'S,3'S)-190 (18%)

15. abra Epimerizacios/izomerizacidos reakcid végrehajtdsa a sztereoegységes (aS,1R,3S,1°R3’S)-190
4-fluorfenil bisz-izokroman szarmazékon.

4.1.5 Redox kémiai reakciéval reverzibilisen orto-kinon szarmazékokat allitottunk el 6.

Tovabbi farmakologiai vizsgalatok és szerkezet-hatas osszefiiggések felderitése céljabol elvé-
geztik az (aS,1R,3S,1’R,3’S)-190 és (aS,1R,3S,1°R,3°S)-191 vegyiiletek oxidaciojat NalO4tal,
melynek révén reaktiv orto-kinon egységet tartalmazo biaril szarmazékokat allitottunk el6 (16.

abra).

oxidacio
NalO,
MeOH/H,0 5:1

redukcid
L-aszkorbinsav
MeOH:H,0 (5:1)

(aS,1R,3S,1'R,3'S)-190%Y: X =F (aS,1R,3S,1'R,3'S)-195 (96%): X = F
(aS,1R,3S,1'R,3'S)-191%: X = Br (aS,1R,3S,1'R,3'S)-196" (98%): X = Br

16. abra Orto-kinon egységet tartalmazd orto-triszubsztitualt heterodimer bisz-izokromén szirmazékok
eléallitasa és redukcidja. *: a szerkezet rontgenkrisztallografias vizsgalattal is igazolt. % fluoreszcens vegyii-
let.
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Az igy nyert o-kinon szarmazékok L-aszkorbinsavval visszaalakithatok az eredeti pirokatechin
egységet tartalmazd vegyiiletekké. Az optimalizalt oxidacios és redukcios folyamatok pillanat-
reakciokeént jatszodtak le, és a molekula mas szerkezeti egységében nem okoztak valtozast. Az
L-aszkorbinsav alkalmazésa lehetdséget biztosithat az oxidacids folyamatok elkeriilésére is,
ugyanis oldatfazisban az oxidacidé bizonyos mértékben spontan zajlik. Az o-kinon szarmazékok
nem csak farmakologiai vizsgalatok, hanem szerves kémiai atalakitasok szempontjabol is érté-

kes vegyiiletek.

4.1.6 Az Y célvegyiiletek Kkiroptikai vizsgialati eredményei alapjan az X vegyiilet-
csaladhoz hasonl6 kovetkeztetések vonhatok le a centralis és axidlis kiralitas meghataro-
zasahoz. Az ECD mérések elsosorban a centralis, a VCD mérések az axialis kiralitasrol

biztositanak informaciot.

Az eloallitott 4-fluorfenil (aS,1R/S,3S5,1°R/S,3°S)-190 és 4-bromfenil (aS/aR,1R/S,3S,1°R/S,3’S)-
191 bisz-izokromén szarmazékok mért ECD és VCD spektrumait a 17. abran mutatom be.
Meglep6é mddon a halogénatomokban kiilonbozé (F, Br) vegyiiletek ECD spektrumai jelentds
eltérést mutattak. Erre magyarazatot adhat a F és Br atomok méretkiilonbsége és eltéro elektro-
negativitasa, amik eltéré elektronatmeneteket hozhatnak 1étre az aromas kromofor rendszerben
(C-1 és C-1’ pozici6 — 4-fluorfenil vagy 4-bromfenil egységek). A VCD spektrumok esetében
az eddig azonositott, axialis kiralitast meghatarozo 1150-1025 cm * karakterisztikus hullam-
szam tartomany mellett tovabbi, axialis kiralitashoz kothetd régiot is azonositottunk. A vizsgalt
(aS,1Rf5,35,1°R/5,3°S)-190 és (aS/aR,1R/S,3S,1°R/S5,3°S)-191 négy-négy sztereoizomemél az
axialis kiralitas egyértelmtien hozzarendelheté a VCD spektrumok alapjan. A centralis
kiralitasrol (C-1 és C-1’ abszolat konfiguraciojardl) kovetkeztetéseket tudtunk levonni a 4-
fluorfenil  (aS,1R/S;3S,1’R/S;3°S)-190 sztereoizomerek esetében, mig a 4-bromfenil
(aS/aR,1RfS,3S,1°R/S,3’S)-191 szarmazékok megbizhatdé mddon nem kiilonboztethetdek meg
ECD mérésekkel.
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17. abra 4-fluorfenil (aS,1R/S,3S,I'R/S,3S)-190 és 4-bromfenil (aS/aR,1R/S,3S,1°R/S,3’S)-191 bisz-
izokroman szarm azékok mért ECD és VCD spektrumai.

4.1.7 Egyiittmiik6dés keretében in vitro antibakterialis aktivitas vizsgalatokat végez-
tiink az el 6allitott Y célvegyiileteken .

Altalanossagban elmondhaté, hogy két Gram-pozitiv baktériumtérzsre (B. subtilis AT CC 6633
és E. faecalis AT CC 51299) tapasztaltunk bizonyos mértékii aktivitast. A 4-fluorfenil egysége-
ket tartalmazd (aS,1R/S,3S,1°R/S,3°S)-190 vegyiiletek koziil harom sztereoizomer is jelentds
aktivitag mutatott (MIC = 4, 1 és 0,5 pg/ml) szelektiven az E. faecalis ATCC 51299 torzsre,
azonban az (aS,1R,3S,1°R,3°S)-190 inaktivnak bizonyult (MIC > 64 pg/ml). Figyelemre mélto,
hogy a 4-bromfenil 191 szarmazékok koziil csak az (aS,1R,3S,1’R,3’S)-191 mutatott erételjes
aktivitas (MIC = 1 pg/ml), szintén szelektiv moédon az E. faecalis AT CC51299 baktériumra. A
190 és 191 vegyiiletek kapcsan, a halogénatomok kiilonbsége (F, Br) tehat nem csak az analit i-
kai, hanem a farmakologiai eredményekre is nagy hatassal van. A csak axialis kiralitasban
eltéré (aS,15,35,1’S,3°5)-193 és (aR,15,3S,1°S,3°S)-193 atropizomerek egyarant aktivnak bizo-
nyultak, melyek koziil az (aR,15,3S,1°S,37S)-193 szelektiven az E. faecalis AT CC 51299 t6rzsre
hatott 1 pg/ml MIC értékkel. A 3,4 5-trimetoxifenil 192 szarmazékok kozil egyedil az
(aS,1R,35,1°S,3°S)-192 vegyiilethez kothetd kdzepes mértékii antibakterialis hatas. Enyhébb
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baktériumellenes hatas a C-1/C-1’ szubsztitualatlan (&S,3S,3’S)-187 szarmazéknal is észlelhetd
volt (18. abra).

MIC [pg/mL]
L I I I B -l
33591 BAA1605
(aS,38,3'5)-187 8 > 64 > 64 4 > 64
(a$,18,35,1°R,3°S)-190 16 > 64 > 64 0,5 > 64
(asS,1R,38,1°S,3°S)-190 4 > 64 > 64 4 > 64
(aS,1S,38,1°S,3°S)-190 4 > 64 > 64 0,5 > 64
(aS,1R,38,1°R,3°5)-191 4 > 64 > 64 1 > 64
(aS,1R,38,1°5,3°S)-192 4 > 64 > 64 4 > 64
(asS,18,35,1°S,3°S)-193 4 > 64 > 64 4 > 64
(aR,1S,38,1°5,3°S)-193 16 > 64 > 64 1 > 64
(aS,1R,38,1°R,3°S)-195 8 > 64 > 64 8 > 64
(aS,1R,3S,1°R,3°S)-196 8 > 64 > 64 8 > 64
teikop lanin * 0,64 0,32 0,32 4 > 64
vankomicin * 0,64 0,64 0,64 128 > 64
ciprofloxacin * 0,05 0,25 2 2 > 64
kolisztin (polimixin E) * > 64 > 64 > 64 > 64 1

OH

(a5.35,3'5)-187

F Br OMe
(aS,1R'S,38,1'R/S,3'S)-190 (aS,1R,3S,1'R,3'S)-191 (aS,1R38,1'S,3'S)-192  (aR/a$,15,35,1'S,3'S)-193  (aS,1R,35,1'R,3'S)-195: X =F
(aS,1R,35,1'R,3'S)-196: X = Br

18. abra Emlitésre mélté farmakologiai aktivitast mutatd Y célvegyiiletek. Teikoplanin, vankomicin: gliko-
peptid; ciprofloxacin: fluorokinolon; kolisztin (polimixin E): ciklolipopeptid antibiotikumok. *: referencia.

5. Az eredmények alkalmazasi lehetds égei

Két kiilonbdzo szintézisstratégiaval sikeresen eldallitottunk Osszesen 40, a szakirodalomban
eddig nem ismert 6,7,8,7°,8-pentametoxi (21 X célvegyiilet) és 7,8-dihidroxi-6’,8’-dimetoxi
(19 Y célvegyiilet) szubsztitucios mintazat bisz-izokroman szarmazékot. Tanulmanyoztuk a
kiralitastranszfert, hogy a mar meglévd centralis/axialis kiralitdselem milyen hatassal van az
Gjonnan kialakuld axialis/centralis kiralitaselemekre. Valtozatos szubsztitucios mintazatt (ve-
gyes aromas aldehidekkel kapcsolt) analégok eldallitasat valdsitottuk meg. Epimerizacios reak-
ciok optimalizalasaval noveltiik az eldallitott sztereoizomerek szamét. Redox kémiai reakcioval

reverzibilisen orto-kinon szarmazékokat allitottunk el6. A vegyiiletek jelhozzarendelését, a
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relativ és abszolut konfiguraciokat 1D és 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC, ROESY, NOESY),
ECD, VCD mérések és egykristaly rontgendiffrakcios szerkezetek alapjan adtuk meg. Egyiit t-
milkodés keretében az eléallitott Y célvegyiileteken in vitro antibakterialis aktivitas vizsgalato-
kat végeztink, amelyekben tiz szarmazékunk emlitésre méltd antibakterialis aktivitast mutatott
E. faecalis AT CC 51299 torzson.

6. Publikacids lista és szakmai el6adas ok
A dolgozat témajahoz kapcsolddd kozlemények:

1. Z. Czenke, A. Mandi, S. B. Kiraly, A. Kiss- Szikszai, A. Kénya-Abraham, A. Kurucz-
Szabados, K. Cserepes, A. Bényei, C. Zhang, M. Kicsék, T. Kurtan: VCD Analysis of Axial
Chirality in Synthetic Stereoisomeric Biaryl-Type bis-Isochroman Heterodimers with Isolated
Blocks of Central and Axial Chirality; Int. J Mol. Sci.; 2024, 25, 9657. doi:
10.3390/ijms25179657.

2. Z. Czenke, A. Mandi, G. M. Fedics, R. A. Barta, A. Kiss-Szikszai, A. Kurucz-
Szabados, 1. Timari, A. Bényei, S. B. Kiraly, E. Ostorhazi, C. Zhang, M. Kicsak, T. Kurtén:

Stereoselective Synthesis of Axially Chiral 5,5’-Linked bis-1-Arylisochromans with
Antibacterial Activity; Int. J. Mol. Sci.; 2025, 26, 7777. doi: 10.3390/ijms26167777.

Szabadalmi bejelentés:

1. T. Kurtan, M. Kicsak, Z. Czenke, E. Ostorhazi, S. B. Kiraly, L. Magyar, Biaryl-type
heterocyclic compounds and anti-bacterial uses thereof, PCT/HU2024/050130.

Szakmai elfadasok:

1. Czenke Zoltan, Kurtan Tibor: Bisz-izokromén szarmazékok sztereoszelektiv szintézise

és szerkezetvizsgalata. Zechmeister Laszl6 el6adoi dij (Budapest, 2022.11.18.).

2. Czenke Zoltan, Kicsak Maté, Mandi Attila, Timari Istvan, Kovacs Maximilian, Kur-
tan Tibor. Bisz-izokroman szarmazékok sztereoszelektiv szintézise és szerkezetvizsgalata.
Alkaloid- és Flavonoidkémiai Munkabizottsag tilése (Matrafiired, 2022.10.06-07.).

3. Czenke Zoltan, Kicsak Maté, Mandi Attila, Timari Istvan, Varga Flora Judit, Kurtan

Tibor: Bisz-izokroman szarmazékok sztereoszelektiv szintézise és szerkezetvizsgalata. MKE
Ve gyészkonferencia (Eger, 2022.06.15-17.).

18



4, Czenke Zoltan, Kicsak Maté, Mandi Attila, Kurtan Tibor: Bisz-izokroman szarmazé-
kok sztereoszelektiv szintézise és szerkezetvizsgalata. Alkaloid- és Flavonoidkémiai Munkabi-
zottsag tilése (Matrafiired, 2021.10.07-08.).

5. Czenke Zoltan, Kicsak Maté, Mandi Attila, Kurtan Tibor. Bisz-izokroman szarmazé-
kok sztereoszelektiv szintézise  és  szerkezetvizsgalata. Gyogyszerkémiai és

Gyogyszertechnologiai Szimpo6zium (Herceghalom, 2021.09.20-21.).

6. Zoltan Czenke, Maté Kicsak, Attila Mandi, Tibor Kurtan: Preparation of biaryl

isochroman derivatives and structural analysis. Young Researchers’ International Conference on
Chemistry and Chemical Engineering, YRICCCE IIl (Online konferencia, 2021.06.04-05.).

7. Czenke Zoltan, Kurtan Tibor: Axialis és centralis kiralitdselemet tartalmazo biaril

szarmazékok eldallitasa és szerkezetvizsgalata. Alkaloid- és Flavonoidkémiai Munkabizottsag
tilése (Matrafiired, 2020.10.01-02.).

8. Czenke Zoltan, Antus Sandor, Kurtan Tibor: Naftil szarmazékok atalakitasa biaril- és

kalkon analogokka. Alkaloid- ¢és Flavonoidkémiai Munkabizottsag tlése (Matrafiired,
2019.04.11-12).

9. Czenke Zoltan, Kurtan Tibor, Szappanos Adam: Morfolin- éstiazol gytiriivel konden-
zalt 2-arilkromén szarmazékok eléallitasa. Alkaloid- és Flavonoidkémiai Munkabizottsag iilése
(Matrafiired, 2018.04.12-13.).

19



DEBRECENI EGYETEM

D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

E GYETE M H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
T

el.: 52/410-443, e-mail: publikacick@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/486/2025.PL
Targy: PhD Publikacios Lista
Jelolt: Czenke Zoltan
Doktori Iskola: Kémiai Tudomanyok Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10101361

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

Idegen nyelvi tudomanyos kézlemények kilféldi folyoiratban (2)

1. Czenke, Z., Mandi, A, Fedics, G. M., Barta, R. A, Kiss-Szikszai, A., Szabados, A., Timari, |.,
Bényei, A., Kirdly, S. B., Ostorhazi, E., Zhang, C., Kicsék, M., Kurtan, T.: Stereoselective
Synthesis of Axially Chiral 5,5'-Linked bis-1-Arylisochromans with Antibacterial Activity.
Int. J. Mol. Sci. 26 (16), 1-34, 2025. ISSN: 1661-6596.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms26167777
IF: 4.9 (2024)

2. Czenke, Z., Mandi, A., Kirély, S. B., Kiss-Szikszai, A., Abraham, A., Szabados, A., Cserepes, K.,
Bényei, A., Zhang, C., Kicsék, M., Kurtan, T.: VCD Analysis of Axial Chirality in Synthetic
Stereoisomeric Biaryl-Type bis-Isochroman Heterodimers with Isolated Blocks of Central and
Axial Chirality.

Int. J. Mol. Sci. 25 (17), 1-22, 2024. ISSN: 1661-6596.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms25179657
IF:4.9

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 9,8
A kdzl6 folybiratok & itett impakt fal (az értekezés al
9,8

pjaul szolgalé kézleményekre):

NN
-Q 7}

Py

4
A DEENK a Jeldlt altal a Tudostérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai ’el/fé\nérzéggl\a
+ i)

tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elVégezte.
2

&)

roa A

Debrecen, 2025.08.22.

EL N empen ¥

%
\%

20



