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1. Bevezetés

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

2. Eredmények

2.1. Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok és
kurkuminoidok szintézise

A kalkonokkal és gytiriis kalkonanalogokkal folytatott ku-
tatasok szerves folytatasat képezik az intézet alapitd pro-
fesszoranak az 1990-es évek eléjén a PTE AOK Orvosi
Kémiai Intézetben megkezdett munkajanak. A természe-
tes kalkonok (1) a flavonoidok bioszintetikus prekurzorai,
melyek szamos kedvezd biologiai hatdssal, igy antioxidans,
antimikrobialis, gyulladascsdkkentd ¢és sejtproliferaciot
gatlo hatassal birnak (1. Abra)."2 A korabbi munkak soran
nagyszamu, a kalkon szerkezeti elemet magaban foglalo,
0t-, hat-, és héttagli karbociklusos (2-4), valamint hattagt
heterociklusos (X=0,S) kalkonanalogokat (5,6) szintetizal-
tunk (1. és 2. Abra).>*> A konjugalt vegyiiletek harom meg-
hataroz6 szerkezeti eleme a két aromas (benzol) gytirt és az
azokat 6sszekotd enon molekularész. A legtobb természetes
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1. Abra. A kalkonok (1) és a gyfiriis kalkonanalogok (2-4) szerkezete és
szamozasa.
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2. Abra. A heterociklusos (5,6) és a ferrocén-analog (7-11)
kalkonszarmazékok szerkezete.

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

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

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

2.2.Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok UV és NMR
vizsgalata

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

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

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

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

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

2.3.Kalkonok és kalkonanalégok
tiol-reaktivitasanak vizsgalata

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

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

crrr

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

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

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

2.4. Kalkonok, gyiiriis kalkonanalégok és
kurkuminoidok lipofilitisanak vizsgalata

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.6. A kalkonszarmazékok és kurkuminoidok in vitro
daganatsejt citotoxicitas vizsgalata

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

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

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

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

3. Osszefoglalas

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

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

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

reactivity and structure-activity studies

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

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

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

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

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

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

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