Szegedi Tudomanyegyetem
Gyogyszerésztudomanyi Kar

Farmakognoziai Intézet

SZEGED
TUDOMAMYEGYETEM
UNIVERSITAS SCIENTIARLM
SZEGEDIEMNSIS

a,f-Telitetlen oxo-terpének félszintetikus modositasa, bioaktivitasuk és
katalitikus aktivitasuk vizsgalata

Ph.D. Tézis 6sszefoglalo

Haznagy Marton Benedek, PharmD

Szeged
2025






Szegedi Tudomanyegyetem

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

Ph.D. program: Farmakognodzia

Programvezeto: Prof. Dr. Hohmann Judit D.Sc.

Farmakognoziai Intézet
Témavezeto: Prof. Dr. Hunyadi Attila D.Sc.

Témavezeto: Prof. Dr. Szakonyi Zsolt D.Sc.

Haznagy Marton Benedek, Pharm D.

a,f3-Telitetlen oxo-terpének félszintetikus modositasa,
bioaktivitasuk és katalitikus aktivitasuk vizsgalata

Komplex Vizsga Bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Hohmann Judit D.Sc.
Tagok: Prof. Dr. Ilisz Istvan D.Sc., Prof. Dr. Csupor Dezs6 D.Sc.,

Biralo bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Ilisz Istvan D.Sc.
Opponensek: Dr. London Gébor Ph.D., Prof. Dr. Perjési Pal DSc.
Tag: Kanizsainé Dr. Minorics Renéta Ph.D.

Titkar: Dr. Jojartné Dr. Laczkovich Orsolya Ph.D

Szeged
2025






Bevezetés

Az o,p-telitetlen karbonilvegyiiletek a természetes anyagok egy kiilonleges csoportja.
Egyedi, konjugalt szerkezetiiknek koOszonhetéen valtozatos kémiai transzformaciokban
vehetnek részt, gyakori példa erre a nukleofil addici6. Kutatasunk célja ilyen szerkezeti
egységet tartalmazo természetes vegyiiletek, ugymint a monoterpenoid perillaldehid, az
ekdiszteroid 20-hidroxiekdizon, és a fenolos karbonsavak kozé tartozd fahéjsav kémiai
modositasa volt.

A monoterpenoidok Cio-es terpén szarmazékok, melyek biogenetikailag két izoprén-
egységbdl épiilnek fel, és tobb mint ezer természetes képviseldjiik ismert. Két f6 csoportjuk az
illékony illdolaj komponenesek és a nem illékony iridoidok. Az ill6olajok egyik kinyerési
modja a vizgdzdesztillacid, mely eljarassal pl. a perillaldehid, dolgozatunk egyik kiindulasi
anyaga kivonhatdé a Perilla frutescens fold feletti részébdl. Kutatdocsoportunk széleskort
tapasztalattal rendelkezik a monoterpenoidok ¢és azok szarmazékainak enantioszelektiv
katalizatorként vald alkalmazasdban aromas aldehideken végzett reakciokban. Konnyii
hozzaférhetdségiik és természetes kiralitdsuk miatt a monoterpenoidok kivalo kiindulasi
anyagok az aszimmetrikus szintézisekhez. Ezek alapjan célunk volt 0j, monoterpenoid-vazas
kiralis katalizatorok eldallitasa. A kutatdocsoport korabbi munkdjdban a limonénvazas
perillaldehidbdl és pulegonbol kiindulva kiralis 3-amino-1,2-diolokat allitott eld. Ezek az
anyagok katalizatorként alkalmazva a benzaldehid és dietil-cink reakcidjaban kiilonb6zd
enantiomer felesleggel (ee) szolgaltattak termékeket, s ez a szubsztituens mindségétdl fliggott,
ami hozzajarul a reakciomechanizmus jobb megértéséhez. Az aminodiol funkcids csoport
emellett tobb fontos gyogyszerben, vagy gyogyszerjeldltben is megtalalhatd. Eldallitasuk
tobbféle szintetikus uton keresztiil valosithatd meg, jelen munkdban az allilaminok
dihidroxilalasat alkalmaztuk.

Az ekdiszteroidok triterpenoid eredetii szteroidok, melyek természetes képviseldi szamos
hidroxilcsoportot tartalmazo poléris anyagok. Legjellemzdbb szerkezeti elemeik k6zé tartozik
a kromoforként szolgald B-gyiirtin 1évo o, S-telitetlen (7-én-6-on) keto csoport. Ezen vegyiiletek
emlds6kon szamos hatast fejtenek ki, tobbek kozott anabolikus, adaptogén, antidiabetikus és
sebgyogyulast serkentd hatast. Természetes képviseloik kémiai €s bioldgiai informacioi az
Ecdybase nevii online adatbazisban megtalalhatok, amely jelenleg (2025 aprilisi frissités
alapjan) 590 ekdiszteroid adatait tartalmazza. Az utobbi években jelentdsen ndvekedett az
érdeklddés ezen vegyiiletcsoport irant, amit jol mutat, hogy a 20-hidroxiekdizon (20E) mar

2020 ota szerepel a nemzetkdzi dopping tigynokség (WADA) megfigyelési listdjan.



Elérehaladott klinikai vizsgélatok is folynak, amelyek szerint a 20E hatdsos és biztonsagos
iddskori szarkopénia kezelésében, valamint sulyos allapoti SARS-CoV-2 fert6zott betegeken
¢letmentd tiidOprotektiv szer.

A természetes ¢és félszintetikus ekdiszteroidok antibakteridlis és gombaellenes aktivitasat
eddig kevés vizsgalat targyalta, és a rendelkezésre all6 adatok mérsékelt hatast mutattak.
Munkankban a 20E ¢és néhany nitrogéntartalmi szarmazék gombaellenes potencialjat
értékeltiik. Emellett egyes természetes szteroid szarmazékok protozoon ellenes aktivitasabol
kiindulva, az ekdiszteroidok aktivitdst mutathatnak a 7Trypanosoma cruzi ellen is. Korabbi
eredmények szerint az ekdizon befolyasolja a Chagas-kér vektoranak, a Rhodnius prolixusnak
szaporodasat és a parazita fejlodését. E megfigyelések alapjan indokoltnak tartottuk egy

szerkezetileg valtozatos ekdiszteroid konyvtar 7. cruzi elleni szlirését.

Célkituzések

Kibdviteni terveztiik a limonénvazas kiralis monoterpenoidok kémiai terét, valamint terveztik
vizsgalni az ekdiszteroidok Cryptococcus és T. cruzi ellenes aktivitdsat 0j, hatékonyabb

szarmazékok eldallitasa céljabol. Ennek megfelelden munkénk célkitlizései az alabbiak voltak:

1. Aminodiol szirmazékok sztereoszelektiv szintézise perillaldehidbél. Diasztereo- és
regioizomer 3-amino-1,2-diolok konyvtaranak eldallitasa perillaldehidbdl reduktiv aminéléassal

¢s Overman atrendezddéssel, majd az igy kapott koztitermékek dihidroxilaciojaval.

erer

crer

3. Iminek és fahéjsavészter szarmazékok félszintézise 20-hidroxiekdizonbdl. 20-
hidroxiekdizonbdl fahéjsavészterek, oximok €s oxim-éterek, tovabba a B-gylirii bovitésével egy

laktam eloallitasa.

4. Ekdiszteroidok bioaktiv vegyiiletekként: természetes és félszintetikus szarmazékok
értékelése. Szerkezetileg sokszinli természetes és félszintetikus ekdiszteroid mintacsoport in
vitro anticryptococcalis és trypanocid aktivitasdnak vizsgalata egyiittmiitkodésben kiilsd

laboratoriumokkal.



Anyagok és modszerek

Kiindulasi anyagok: A (—)-(S)-perillaldehidet a Merck Co. (Merck Co., Darmstadt,

Németorszag) cégtdl vasaroltuk. A 20-hidroxiekdizon (20E) a Shaanxi KingSci Biotechnology-
tél (Xi’an, Kina) keriilt beszerzésre 90%-os tisztasaggal, és EtOAc/MeOH:2/1 (v/v) elegyben
atkristalyositottuk, igy RP-HPLC alapjan 97% feletti tisztasagot értiink el.

Kromatografias tisztitdsi eljardsok: Az eldallitott monoterpenoidokat normal fazisu

oszlopkromatografiaval tisztitottuk szilikagélen. A félszintetikus ekdiszteroid szdrmazékokat
normal fazisu flash kromatografidval és forditott fazisu nagy teljesitményii

folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottuk.

Szerkezet-meghatarozds moddszerei: Az eldallitott termékek szerkezetének meghatarozasat

kiilonbozd spektroszkopiai technikaval végeztiik el, tgymint HR-MS, 1D- és 2D- NMR

segitségével, a 7a vegyiilet esetében pedig rontgenkrisztallografiat is alkalmaztunk.

Szamitoégépes elemzés DFT modszerekkel: A DFT (stiriségfunkcional-elmélet) szamitasokat

kutatési egylittmiikddés keretében végeztiik el. Az elemzésekhez egylittmiik6dd partnereink a

Gaussian 09 Revision A 02 szoftvert hasznaltak.

Aromas aldehidek és dietil-cink reakciodja kiralis katalizatorok jelenlétében: Az aminodiolok

katalitikus aktivitasat a dietil-cink és a benzaldehid, valamint tovabbi aromas aldehidek
reakcidjdban vizsgaltuk. Az enantiomer felesleg meghatarozasahoz a kapott termékeket
acetileztiik, majd a képzddott termékek kiértékelése kirdlis oszlopon GC vagy HPLC

segitségével tortént.

Ekdiszteroid szdrmazékok gombaellenes vizsgalata: A bioaktivitdsi vizsgalatot kutatéasi

egylittmiikodés keretében végeztiik. Az interakcid moddjat az Abbot-képlet segitségével
értékelték. Néhany kivalasztott ekdiszteroid Cryptococcus neoformans elleni géatlo hatasat 96-
lyukt microtiter lemezen vizsgaltak. A C. neoformans IFM 5844 sejtek életképességét calcein-
AM vizsgalattal értékelték és dramlasi citometriaval elemezték. Az ekdiszteroid szarmazékok
hatasat efflux pumpa gatlokkal valé kombinacioban is vizsgéltdk checkerboard titralési

modszert alkalmazva.

Ekdiszteroid szdrmazékok trypanosma ellenes hatdsdnak vizsgdlata: Az antitripanoszomalis

aktivitds mérése kutatasi egyiittmiikodés keretében tortént. Az ekdiszteroidok emlds sejtekre
gyakorolt citotoxikus vagy antiproliferativ hatasat CHO és RAW?264.7 sejtvonalakkal végzett
MTT-teszt segitségével értekelték 96-lyuku lemezeken. Az epimastigotak elleni trypanocidalis



aktivitast XTT-teszttel értékelték 96-lyukt lemezeken. Pozitiv kontrollként benznidazolt
alkalmaztak. XTT- és PMS-oldatot adtak hozza, majd a lemezeket inkubaltak. A parazitdk
rogzitése utan az abszorpciot lemezolvasoval mérték. Az ICso értékeket a GraphPad Prism 8.0
verzioval szamitottdk ki. A fert6zott sejtekbol felszabadult parazitak fluoreszcencia-aktivalt
sejtvalogatason (FACS) alapuld kvantitativ meghatarozasat 24-lyukt lemezeken végezték a
RAW264.7 gazdasejtekkel. A mikroszkopos mérésekhez CCL39 gazdasejtek 24-lyukut
lemezekbe {ltetették és négy napig kezelték. Ezt kovetden a sejteket paraformaldehiddel

rogzitették és mikroszkoppal vizsgaltak.
Eredmények és értékelésiik

Monoterpenoidok
Aminodiolok eléallitasa perillaldehidbdl kiindulva

A tervezett aminodiolok eldéallitdsdhoz kiindulasi anyagként a kereskedelemi
forgalomban kaphat6 (—)-(S)-perillalldehidet valasztottuk, amely egy limonénvézas vegyiilet,
¢s amelynek katalitikus alkalmazéasat eddig csak korlatozott mértékben vizsgéltdk. Mivel
célunk volt a katalitikus potencial atfogo6 vizsgalata, két szintetikus megkdzelitést dolgoztunk
ki, hogy a perillaldehidbdl kiilonb6zd 3-amino-1,2-diol-szdrmazékokat nyerjiink. Mindkét
szintetikus modszer fontos 1épése volt a dihidroperillaldehid eldallitasa. Erre azért volt sziikség,
mivel a kiindulési anyagban talalhatd exo helyzetli kettds kotés jelenléte varhatdoan nem kivant
melléktermékek kialakulasdhoz vezetett volna a késObbi dihidroxilezési 1épés soran. Ezért
eldszor szakirodalomi példak alapjan, Pt/C katalizator alkalmazasaval meghataroztuk az
exociklikus kettds kotés szelektiv hidrogénezésének optimalis koriilményeit. A reakciod
elérehaladasat és a 2-es vegyiilet képzédését '"H NMR spektroszkopiaval kovettiik nyomon. Az
elsé szintetikus megkdzelitésben aromds allil-aminokat szintetizdltunk Schiff-bazis
koztiterméken keresztiil, benzil-amint, valamint (R)- és (S)-fenil-etil-aminokat hasznalva. A
kapott termékeket (3a—c) ezutdin Boc-csoporttal védtik, majd OsOs és NMO oxidald
rendszerrel dihidroxileztiikk. Ez a transzforméciéo két diasztereomer Boc-védett aminodiol
sorozatot eredményezett (Sa—c ¢és 6a—c). Ezeket a kémiai atalakitasokat az 1. abra szemlélteti.

A dihidroxilezési 1épést kovetden a Boc-véddcesoportot sdsavval eltavolitottuk, igy kapva
a 7a—c aminodiolokat. A vegyiiletek szerkezeti azonositdsat HR-MS, valamint 1- és 2D-s NMR

spektroszkopiaval végeztiik.
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s
10%Pt/C,H; 1 atm., I.R=a-H,

rt,48h

b: -CH;(S), c: -CH;s (R).
“O  jhex:EtOAc1:1 O absz EtOH, rt. 2 6ra NHR
irodalmi moszer 2. NaBH,,

absz. EtOH, rt, 2 6ra,

1 2 3a—c
66—86%
Boc,0,
3a.4a.5a.6a:R=H TEA
C— 90-95% .
3D, 4b, 5b, 6b: R=CH; (S) DMAP,
3c.4¢,5¢.60: R=CH; (R) THF, rt
50% NMO/H,0,
OH OH 2% 0s0,4 t-BuOH-ban,
" “NRBoc + NRBoc aceton/H,0, rt, 2 6ra NRBoc
"OH OH 25-48%
6a—c Sa—c 4a—c

1. abra: Védett aminodiolok eldallitasa reduktiv aminalason keresztiil

rontgendiffrakcios méréssel hataroztuk meg, amint azt a mellékelt 2. abra szemlélteti. A

rontgendiffrakcios mérést kutatasi egyiittmiikdés keretében a Jyviaskyla-i Egyetemen Prof. Dr.

Matti Haukka végezte.

2. abra. 7a vegyiilet abszolut konfiguracidja (A) egykristaly rontgendiffrakcioval valdo meghatarozasa
NOESY interakciocal valé megerdsitése (B)

Ezen eredmények alapjan a 6a—c vegyiiletek relativ konfiguracidja is kozvetetten
meghatarozhatéva valt, mivel ezen anyagok a szelektiv Upjohn-dihidroxilezéssel keriiltek
eldallitasra. A 7a vegyiiletbdl a primer aminodiol 8-at debenzilezéssel allitottuk eld. Tovabbi
szarmazékok szintézisét is megvalositottuk: az 5a vegyiiletet LiAlH4 segitségével redukaltuk,
igy N-metil-N-benzil-szarmazékot nyertiink. Ezenkiviill formaldehid-medidlt ciklizacios
reakciokat hajtottunk végre a 7a—c aminodiol sorozaton, gylirlizarodasi készségik

megvizsgalasa céljabol. Ezek az atalakuldsok kizardlag a hattagu biciklusos oxazin-



szarmazékok (10a—c) képzddéséhez vezettek, ami ennek a gylri méretnek az erds

preferencidjat jelzi. Az eldbb felsorolt szintetikus 1épéseket a 3. abra foglalja dssze.

Et,0 10% Pd/C,
OH 18%HCL, OH n-hexan/EtOAc 1:2, OH
NRBoc overnight NHR latm, Hy, rt, 5 6ra NH;
—_— -
OH 82-88% OH 35% OH
Sa—c Ta—c 8
R: CH,Ph, P
. - P, - 35%aq. CH,0,
9 70-96% 20,
60% | LiAlH, , ° | Et,0,1t,3 6ra
THF, reflux, 6 6ra
R=a: CH,Ph,
OH OH b: CH(CH;)Ph (S).
N7 NR ¢: CH(CH,)Ph (R)
OH @ 0)
9 10a—c

3. abra: aminodiol szarmazékok szintézise Sa—c-bol

Hasonlo atalakitdsokat hajtottunk végre a diasztereomer 6a—c vegyiiletekkel. A Boc-
véddcsoport eltavolitasaval a 11a—c vegyiileteket kaptuk. Képeztiik a 12-es vegyiiletet is mint
primer aminodiolt. A 6a vegyiiletbdl a 13-as szarmazék is eldallitasra kertilt. Az alkalmazott
reakciokoriilmények kozott azonban a 1la—c-bdl torténd gyliriizarasi kisérlet nem

eredményezte a megfeleld biciklusos termékek képzddését 14a—c (lasd a 4. abrat).

TFA, 10% Pd/C,
OH DEM, OH n-hexan/EtOAc 1:1, OH
" “NRBoc  rt.26ra “NHR 1atm, Hy, 1t, 5 6ra = NH,
—_——— -
"OH 78-97% OH 45% OH
6a—c 11a—c 12
| R:CH,Ph, 35%aq. CH,0,
58% | Liatd,, Et,0,
THF, reflux, 6 6ra rt, 3 ora
R=a: CH,Ph,
- b: CH(CHS,)Ph (S).
. ¢: CH(CH;)Ph (R
mk@ (CHyPh (B)
13 14a—c

4. abra: Aminodiol szarmazékok eldallitasa 6a—c vegyiiletekbdl

Ennek a jelenségnek a vizsgalatara in silico DFT szamitasok keriiltek elvégzésre az

Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetemen Prof. Dr. Csampai Antallal egyiittmiikdodve. A szdmitési



eredmények azt mutattak, hogy a gyliriképzddés termodinamikailag megvaldsithatd mindkét
diasztereomer sorozat esetében, azaz a 7a vegyiilet 10a-va és a 11a vegyiilet hipotetikus 14a-
va torténd atalakuldsa. Bar a cél 14a—c vegylileteket nem sikeriilt izolalni, a 11a-val vald
reakcid rétegkromatografias kovetése soran a valoszintisithetd termék keletkezésével halvany
folt volt megfigyelhetd, ami a kivant gylriizart vegylilet a&tmeneti képzddésére utal. Szamos
tényez0 magyarazhatja a 14a—c vegyliletek izolalasanak sikertelenségét. Ezek kozé tartozik a
termékek potencialis savkatalizalt elbomlasa szilikagélen, valamint a 1la—c sorozat
ciklizaciojdhoz sziikséges sztérikusan gatolt gyliriinverzié. Mindkét tényezd jelentosen
korlatozhatta a biciklusos termékek képzodését és stabilitdsat az alkalmazott kisérleti

kortilmények kozott.

1. CCI5CN, absz. DKM,

) DBU, Ar atm,
NaBH.:, MeOH, 0°C tort, 2 6ra,
x 0°C tort, 2. toluol, Ar atm,
o} 26ra OH  130°C,246ra
> > NH
95% 72% ()}\Elillg
2 15 16a(1R), 16b(15)
C:) H 5 M vizes NaOH,
7 TOH A48% EtOH/DKM 2:1,
. -— 50°C, 15 6ra
‘NHBoc
19a(1S.2R) Boc,0, DMAP,
50% aq. NMO THF, TEA,

+ 2% 0s0y rt, 12 6ra
- BuOH NHBoc s9% NH2

rt, 3 nap
OH
OH 18a(1R). 18b(1
1 (IR) (15) 17a(1R). 17b(15)
NHBoc 33%
19b (1R, 2R)
19¢ (1R.25)

5. abra: Az aminodiolok el6allitdsa Overmann-atrendez6déssel

A regioizomer 3-amino-1,2-diolok szintéziséhez szintén dihidroperillaldehidbdl (2)
indultunk ki. Az els6 1épésben a megfeleld allil-alkoholt NaBHa-del redukaltatva allitottuk eld
(15). Ezt kovette egy kétlépéses reakcid, amelyben a kdztitermék Overman-atrendezddésen
ment keresztiil, igy 16a:16b = 85:15 aranyt, triklor-acetillel védett allil-amin keverék
keletkezett. Mivel a kapott diasztereomerek normal fazisu kromatografidval nem voltak
elvalaszthatok, a triklor-acetil-csoportot Boc-véddcsoporttal helyettesitettilk. Azonban még

ezutan a 1épés utan is a diasztereomer keverék elvalaszthatatlan maradt (18a és 18b). igy a



veégso 1épést, az aminodiolok eldallitasahoz sziikséges dihidroxilezést, a kordbban ismertettet
modszer szerint végeztiik el ezen a keveréken, ami a kovetkez6 aranyu termékek képzodéséhez
vezetett: 19a:19b:19¢ = 71:16:13. A kromatografias tisztitds eredményeként a 19a aminodiolt
izolaltuk tiszta formaban, mig a 19b és 19¢ vegyliletek keveréket képeztek, amint az 5. abran
lathat6. Az elvalasztas megkonnyitése érdekében a 19b €s 19¢ szomszédos diol szubsztituenseit
a megfeleld acetdl szarmazékokka alakitottuk 4t. Ez a folyamat lehetdvé tette a védett
aminodiolok kromatografias elvalasztasat, amelyek soésavval végzett hidrolizist kovetden a

megfeleld primer aminodiolokat adtak. Ezeket az atalakuldsokat az 6. abra szemlélteti.

10% HC,
Oj( Et,0, OH
0 rt, 24 6ra OH
—_—

“NHBoc 86% NH; . HCI

absz. aceton,
20b 21b
10% HC1

OH PTSA,
5 : OH
Oj( Et,0,
0

OH Ar atm, rt
NHBoc
rt, 24 ora OH

19b (1R, 2R) -

19¢ (1R.2S) NHBoc 80% NH, . HCI

20¢ 21c¢

6. abra: Aminodiol diasztereomerek izolalasa acetonid képzése révén
A 19a aminodiolt LiAlH4-del reagaltattuk, igy képezve a 22-es N-metil-szarmazékot. A
21a primer aminodiol a 19a savas hidrolizisével keletkezett. Eldallitottuk az N-benzil (23a) és

a biciklusos szarmazékokat is (24, 25a) (lasd a 7. abrat).

OH LiAlH,, (}ll 40% CH;0, OH
" TOH THIF rt, 2 ora OH Et O, rt, 1 6ra 0
“NHBoc 63% “NHMe 6% T)
19a 24

10 % HCI,

Et,0, 1t 16ra | 86%

OH

1. PhCHO, OH
OH anh. EtOH, rt. 2 6ra ;? 060 StHlo
= OH 2. NaBH4, EtOH. rt, 6 6ra NH ora
“NH 54%

89%

21a 23a 25a

7. abra: Tovabbi aminodiol szdrmazékok szintézise
A 23b N-benzil-szarmazékot a 21b primer aminbol allitottuk eld, majd formaldehid

alkalmazaséaval gyliriizarasi reakciot hajtottunk végre, amelynek eredményeként a 25b vegyiilet

8



keletkezett (lasd a 8. abrat). Erdekes médon minden ciklizacio a hattagi 1,3-oxazin

gylriirendszer kialakuldsdhoz vezetett.

1. PhCHO, absz.

EtOH, rt, 2h OH 40 % CH,0, OH
OH 2. NaBH4, absz. OH Et-0, (0]
EtOH. rt. 6h ) rt, 1 6ra .
OH “NH : .,NJ
‘NH5 89% k@ 80% D
21b 23b 25b

8. abra: N-benzil és gytiriizart szarmazékok eldallitasa

Aminodiolok alkalmazasa aromas aldehidek enantioszelektiv reakcidojaban

Huszonkét 3-amino-1,2-diolt teszteltiink kiralis katalizatorként dietil-cink és aromas
aldehidek modellreakcidjdban. Benzaldehidet hasznaltunk elsddleges szubsztratként, azonban
a 10a-t (a legaktivabb vegyliletet) €s Osszehasonlitas céljabol a 7a-t mas aromas aldehidekre
(4-metilbenzaldehid, 4-metoxibenzaldehid és 3-metoxibenzaldehid) is alkalmaztuk. A kapott
(R)- és (S)-1-aril-1-propanolokat kirdlis GC vagy HPLC segitségével hatdroztuk meg. A reakcio

menete a 9. abran lathato.

H O Et;Zn OH
10 mol% catalyst (R
= - * + =
R-r n-hexane, rt, R+
= Aratm.,20h =
26a—d (5) 27a—d (R) 27a—d

R=a: H. b: CH; (C'-4). ¢: OCH; (C'-4), d: OCH; (C'-3)
9. abra: Dietil-cink enantioszelektiv addicidja aromas aldehidekre; kitermelések: 51-92%

A katalitikus aktivitasok az 1. tablazatban lathatok. Az eredmények alacsony és kivalo
értéekek kozott mozgott. Ezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a szabad dihidroxi csoportokat
segitik eld. Erdekes modon a kondenzalt biciklusos szarmazékok (10a—c) kivalo, de ellentétes
(R) szelektivitast mutattak. A kiterjesztett reakciok (2—4. és 11-13. vizsgalat) megerdsitik,
hogy ugyanazok a diasztereomerek eldsegithetik az R vagy az S enantiomer kialakuldsat. A
kondenzalt 1,3-oxazin gytirtt tartalmazd 7a—c ¢és 10a—c vegyiiletek magas katalitikus
szelektivitast mutattak, ami valdsziniileg merev konformécios szerkezetiik kovetkezménye.
Erdemes azonban megjegyezni, hogy a kondenzalt gytiriit tartalmazo regioizomer szarmazékok
csak mérsékelt aktivitdst mutattak, bar megorizték az R-szelektivitist. Az eredmények az 1.

tablazatban lathatok.



1. tablazat: Dietil-cink addicidja aromas aldehidekre a szintetizalt aminodiolok katalizatorként valod
felhasznalasaval

Az aroms Izolalt Enantiomer A f6 izomer
Vizsgilat  Katalizitor! aldehid R 0\ 00) felesleg (%)  konfiguriciojal™
csoportja
1 7a H 87 68 S
2 7a 4-Me 80 89 R
3 7a 4-MeO 85 52 S
4 7a 3-MeO 87 42 S
5 7b H 80 60 S
6 Tc H 80 35 S
7 8 H 90 70 S
8 9 H 89 60 R
9 10a H 85 94 R
10 10a 4-Me 90 95.5 R
11 10a 4-MeO 89 95 R
12 10a 3-MeO 86 99 R
13 10b H 88 81 R
14 10c H 84 86 R
15 11a H 77 26 R
16 11b H 85 68 R
17 11c H 86 42 S
18 12 H 88 10 S
19 13 H 89 28 S
20 21a H 92 4 S
21 21b H 91 54 S
22 21c H 67 12 S
23 22 H 75 20 R
24 23a H 51 0 -
25 23b H 71 18 R
26 24 H 82 20 R
27 25a H 78 62 R
28 25b H 89 8 R

110 mol%." A hozamokat a kromatografias tisztitis utan szdmitottuk ki."™" A nyers termék értékelése GC
vagy HPLC segitségével tortént.V A GC elemzés tr-értékének és az optikai forgatoképességnek a
szakirodalomban szerepld adatokkal valé dsszehasonlitasaval hatdroztuk meg
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Jelenlegi munkank jol kiegésziti kutatdcsoportunk tematikus erdfeszitéseit.
Korabbiakban vizsgéltunk egy sor monoterpén szarmazék aminodiolt, mint kiralis
miretenolbodl szarmazo6 pindnvazas aminodiolok alacsony vagy kozepes enantioszelektivitasu
katalizatorokat eredményeztek. Ezzel szemben a karanvazas szarmazékok kozepes vagy kivalo
enantioszelektivitassal rendelkeztek. Pulegonbol kiindulva olyan katalizatorokat tudtunk
eldallitani, amelyek akar 90 %-os enantiomer felesleget eredményeztek. Az izopulegolbol
szarmaz6 aminodiolok alacsony vagy kozepes katalitikus szelektivitast mutattak, mig a
szabinolbdl €s a f-pinénbdl szarmazok csak kozepes, illetve alacsonytdl kdzepes szelektivitast

mutattak.
Ekdiszteroidok

A targyalt vegyiiletek kémiai valtozatossaga

Legjobb tudomasunk szerint az ekdiszteroidok 7. cruzi ellenes aktivitasat eddig még nem
vizsgaltak, és gombaellenes hatisukrdl is csak korlatozott informacok allnak rendelkezésre.
Ezért elsd 1épésben Osszedllitottunk egy szerkezetileg valtozatos ekdiszteroid konyvtarat, hogy
atfogoan értékelhessiik az emlitett bioldgiai aktivitasukat. A vizsgalt ekdiszteroidok szerkezetét
a 10. abra mutatja be.

A vélogatas a kovetkezOket tartalmazza:
e Természetes szarmazékok: 20-hidroxiekdizon (28), ajugaszteron C (29),
shidaszteron (30), dakrihainanszteron (31) és kaloniszteron (32)
o Félszintetikus szdrmazékok:
o Oldallanc hasitott szarmazékok (33-35)
o Dioxolan szdrmazékok: 2,3-monoacetonidok (3740, 42) ¢s 2,3;20,22-
diacetonidok (36, 41, 43)
o Nitrogéntartalmu ekdiszteroidok: C-6 oximok (44—46, 52), egy C-20 oxim (61),
C-6 oxim-¢éterek (47-51, 53-55, 69, 70), laktamok (56—58) ¢és egy amid (62)
o Fluorozott analogok (63, 64)
o Ekdiszteroidok fahéjsav észterei (65-68) ¢s fahéjsav észter csoportokat
tartalmazo oxim-éterek (71-74)

Jelen munkaban a 28 vegyiiletbdl kiindulva a 44, 45, 56 és 65—74 vegyiiletek szintézisét

mutatjuk le. A C-6 oxim-szarmazékokat (44 és 45) a 20-hidroxiekdizon (28) és hidroxilamin-

hidrokloridbol felszabaditott bazis reakciojaval allitottuk eld, és a kapott E és Z izomereket
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flash kromatografidval, majd RP-HPLC-vel izolaltuk. Az 56 laktamot Beckmann-

atrendezddéssel nyertiik az £ oxim-éter izomerbdl (1asd a 11. abrat), amely atalakulés kizarolag

28 OH H
29 H OH

30: R'=0H

o o 1
c?(;
T

w
=)
i
0
=
=
1]
T

37:R=CH,CH,. R'=H

38

39

44: Z isomer
5 45: E isomer

E z
48 E CH,CH, 54 z CH,CH,
49 z CH,CH, 55 z C(CH,),
50 E CH,CHCH,
51 E C(CHy); }O

A>.=o 63
0
H)"'( 64

Rl R

65 CA OH P .

66 OH CA Konfig.
67 +CA OH 6 K OH OH OH
68 1CA (CA 0z OH OH oOH
o E ~CA OH OH
o 7 E ~CA OH #CA
-CA: w 73 E ~CA +CA +CA
74 z  t+CcA OH OH

10. abra: A tesztelt ekdiszteroidok szerkezeti valtozatossaga
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a transz-konfiguracioju oximbdl indul ki, mivel a reakcidhoz az anti-orientdciora van sziikség.
A fahéjsav észtereket (65—68) a 28-as vegyiilet transz-fahéjsavval valé kapcsolasaval nyertiik

EDC-HCI és DMAP felhasznalasaval (lasd a 12. abrat).

1. NH,;OH-HCl
2.KOH

EtOH
80°C, 4 nap

11. abra: A 44, 45-s oxim és az 56-s laktam félszintézise

Az elbzetes biologiai sziirés eredményei alapjan a fahéjsav észter szubsztituens mellett
terc-butil-oxim-éter funkciot is beépitettiik: a 28-bol C-6 terc-butil-oxim-éterek 69 (E) és 70
(Z2) keletkeztek, melyeket ezutan fahéjsavval észterezve, mono-(71, 72), di- (73) és triészterek

(74) keletkeztek (lasd a 13. abrat).

Ho  OH t-CA
DMAP
EDC-HCI
—_—
Absz. DKM
rt, 4.5 nap
Izolalt
Komp. R! R? R? termelés
£CA )
o) 65 t-CA H H 1.7
s M
@f\)L: 66 H t+CA tCA 3.4
67 +CA +CA H 10.4
68 t-CA t-CA H 2.9

12. abra: Fahéjsav észterek eldallitasa 28-bol
Az oxim-éter képzddése soran, valosziniileg a feldolgozasi eljaras kozben, a C-14-es
hidroxilcsoport eliminacidja tortént, ami sztachiszteron B szarmazékokat eredményezett. Az
¢észterezési reakciokban megfigyelt alacsony hozamok a szdmos hidroxilcsoport jelenlétének

tulajdonithatok. Az észterezés minden szarmazék esetén elsdként a C-2-nél tortént, ami azt
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jelzi, hogy ez a pozicid a legreaktivabb és sztérikusan legkdnnyebben hozzaférhetd. A kapott
mono-, di- és triészterek sorozata értékes alapot nyujt a szerkezet-aktivitas Osszefiiggések

elemzéséhez.

28 >LO,NH)-HCI

(20E) absz. piridin +
70 °C |\]
2 nap 0]
/\\ 13.6%
(0]
t-CA: NN "A. DMAP, EDC-HCI 4 nap
absz. DKM
Komp. R! R? R? termelés

71 t-CA H H 1.7%
72 t-CA H t-CA 10.4%
73 t-CA t-CA t-CA 2.9%

13. abra: Sztachiszteron B 6 terc-butil-oxim-étereinek és fahéjsav észtereinek szintézise
Ekdiszteroidok biologiai aktivitasanak vizsgalata
Ekdiszteroidok Cryptococcus ellenes aktivitasa

A terapidban alkalmazott antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencia kialakulasa
egyre slirgetobb kihivassa valik. Az ekdiszteroidok antimikrobialis tulajdonsagait eddig alig
vizsgaltak, és a rendelkezésre allo publikaciok csak gyenge vagy kozepes aktivitast irnak le
patogén gombak és baktériumok ellen. A Szegedi Tudomanyegyetem Bioldgiai Intézetében
Vagvolgyi Csaba professzor kutatocsoportjaval egylittmiikodve értékeltiik a természetes
ekdiszteroid 28 és annak félszintetikus szdrmazékainak (44, 45 ¢és 56) gombaellenes hatasat
Cryptococcus neoformans ellen, mikrotitralasi modszerrel. A 28 vegylilet a tesztelt
koncentraciokban nem mutatott gatlo hatast. A C-6-os ketocsoport oximma torténd alakitasa
(44 ¢és 45 vegyiiletek) kissé potensebb szdrmazékokat eredményezett, amelyek koziil a Z oxim,
a 44 vegyiilet bizonyult a legaktivabbnak; az 56 laktam, azonban nem mutatott jelentds
aktivitast, ami arra utal, hogy a B-gytirti kibovitése nem noveli a gombaellenes hatast. A 44 és

crer

szarmazék fungicid hatassal bir, nem pedig pusztan fungisztatikus aktivitdsu. Az efflux pumpa
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gatlokkal torténd egylittes kezelés csak additiv hatast eredményezett. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a szerkezeti modositas ellenére az ekdiszteroidok valdsziniileg nem alkalmasak
hatékony antimikrobialis szerként alkalmazasra. A kalcein-AM aramlasi citometrids vizsgalat
kimutatta, hogy a C. neoformans IFM 5844 sejtek, amelyeket harom oran at a MIC-értékkel
kezeltiink, alacsonyabb fluoreszcenciat mutattak, mint a kezeletlen kontroll (14. abra), ami

rovid expozicid utan csokkent életképességet jelez.

I II 12,500+ —

& 10,0004
3 1
o 75004
MIC (mg/ml) g T
Torzs 50007
28 44 45 56 o
S 2500
IFM 5844 >2.00 1.00 2.00 >2.00 . _ﬁ -
0 T .
IFO 410 >2.00 1.00 2.00 >2.00 & <&o\ (.‘éo\ &
R
& o & &
e‘v‘é é"&z \f#—“ e*ﬁ.
N N @'F \“"\
¢ o\‘@

14. abra: A: A vizsgalt ekdiszteroidok MIC-értéke. B: A 44 hatasa a C. neoformans IFM 5844 sejtek
¢letképességére. Az értékek négy fliggetlen kisérletbdl szamitott atlagot + szérasként jelennek meg (*,
p <0,05, *** p <0,001, parositatlan z-préba).

Ekdiszteroidok trypanosoma ellenes aktivitasa

A Berni Egyetemen Prof. Dr. Jiirg Gertsch kutatocsoportjaval egyiittmiikodve a 28-74
ekdiszteroidok 5 pM koncentracioban vizsgaltdk Trypanosoma cruzi epimastigotak ellen
benznidazolt alkalmazva pozitiv kontrollként.

I | I
150

£
=) _—
2= 52
32 £S5 ]
22 ] S , 100
E =]
§ T 100 =8
= Q = J
o= sx .
2 IR 335 1
== i = -
33 s0- 2 & 507
S5 ] g8
=2 g5 ]
g @ %
L
L dH & D 2 ol L I L L &
M ¢<@:§\ & S
ol D
& & Y

15. abra: I: Ekdiszteroidok sziirése T. cruzi epimastigotak ellen 5 uM koncentracioban. A benznidazol
(100 uM) maximalis 7. cruzi epimastigota proliferaciot gatld hatasa pozitiv kontrollként szerepel. A
DMSO volt a hordoz6 kontroll. * Az epimastigota proliferacié >30%-os gatlasat pozitiv trypanocid

hatasu volt. II: A 69—74 vegyliletek (5 M) antitrypanosomalis és citotoxikus hatasa 7. cruzi
epimastigotak és kinai horcsog petefészek (CHO) sejtek ellen, amelyet XTT-vel, illetve MTT-vel
mértek, miutan a vegyiileteket 72 6ran at inkubaltak a logaritmikus proliferacios fazisban. Pozitiv
kontrollként benznidazolt (20 uM) hasznaltak
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Két terc-butil-oxim-éter (51, 55) és két 20E fahéjsav észter (66, 67) tobb mint 30%-kal

gatolta a parazita szaporodasat, mikdzben a CHO-sejtekre gyakorolt citotoxicitdsuk minimalis

vagy egyaltalan nem volt kimutathatd (15. abra). A fahéjsav észter és oxim-éter potencialis

farmakoforok ¢és a fahéjsav észterek irodalmi elézményeire tamaszkodva mindkettét

beépitettiik a 20E-be. Igy kaptuk meg az oxim-éter 69 és 70-et, valamint ezek fahéjsav észtereit

(71-74).

I 120 " 20

N N

2z 25 00

[ [

] 80 c o 804

=8 s 8

2 =32

o 60 0 & 60

& 404 & 2 40

o R o

8¢ 20- 8¢ 20+

&7 IC5=11.6 + 1.6 uM z7
0—r—r T T T T 1% *—I_T- 0

1 10 100
[uM]

IC5=14.2 £ 2.9 M
ICs=1.7 £ 0.2 M

-~ Komponens 71
-a-- Benznidazol

.
2

T T T

0.1

crer

T T

1 10

[uM]

inkubacié utin RAW264.7 sejtekben értékelték, II: XTT-teszt az epimastigota proliferaciora benznidazollal
pozitiv kontrollként. Az adatok legaldbb 3 fiiggetlen kisérlet atlagértékeit + SD-t mutatjak, amelyek mindegyikét
haromszor megismételték.

Mindkét szubsztituenst hordozo hibrid vegyiiletek szelektiv antitrypanosomalis aktivitast

mutattak, a 71 vegyiilet volt a leghatdsosabb: Az MTT és XTT esszé vizsgalatok ICso értéke 1,7

+ 0,2 uM volt, és a 71 95%-kal gétolta a trypomastigota felszabadulasat (ICso 2,7 + 0,1 uM),

ami kozel megegyezik a benznidazol (ICso 3,8 £ 0,7 uM) mért értekével.

- Komp. 71

A Benznidazol

Parazitak (a kontrollhoz
viszonyitott %-os arany)

o

[uM]
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17. abra: A: A T. cruzi-val fertézott
CCL39 fibroblasztok reprezentativ
fénymikroszkopos/fluoreszcens
mikroszképos képe, amelyen az
amastigotak (zold) lathatok. B: A
fert6zott  sejtek  reprezentativ
fluoreszcens mikroszkopos képei,
amelyek a 7. cruzi amastigotdk
GFPY fluoreszcens jelét mutatjak
(hordoz6  kontroll). C: Az
amastigotak replikaciojanak (zold)
gatlasa 71-el (5 pM) 6 napos
fertézés utan. D: A 71 és a pozitiv
kontroll benznidazol gatlasi gorbéi a
GFPY parazitdk felszabaduldsanal
trypomastigotaval fertézott
RAW264.7 sejtekben, FACS-szel
mérve 6 nap utdn. Az adatok harom
fliggetlen kisérlet atlagértékeit +
SD-t mutatjak, mindegyik
haromszoros ismétléssel.



A kovetkez0 szerkezet-aktivitas Osszefiiggések allapithatok meg:
e A- és B-gyiiriik szubsztituensei
o Az A-gylirin 1év6 apolaris csoport (pl. C-2 fahéjsav észter) és a terjedelmes
nitrogéntartalmit  csoport a  B-gylrtin (pl.  6-terc-butil-oxim-éter)
elengedhetetlen. Az E oxim (71) aktivabb, mint a Z izomer (74), ami

hangsulyozza a sztereokémia szerepét.

o Az oldallanc érintetlensége
o A modositatlan oldallanccal rendelkezé vegyiiletek (71, 74) hatékonyabbak,
mint amelyek fahéjsav észtert tartalmaznak (C-22 fahéjsav észterek — 72, 73).

o 140-OH vs. Al415
o A 14a-OH A" olefinné torténd atalakulasa (50 — 55) elhanyagolhat6 hatéassal

van a trypanocid aktivitasra, tehat ez a pozicid kevésbé kritikus.

Eredményeink jelentdségét hangsulyozza, hogy els6ként irtuk le az ekdiszteroidok igéretes 7.

cruzi ellenes hatésat.
Osszefoglalas

A doktori értekezés célja a monoterpenoid aminodiolok ¢€s az ekdiszteroidok kémiai
sokféleségének bdvitése volt. A monoterpenoidok esetében célunk volt, hogy megvizsgaljuk
azok katalizatorkénti potencialjat a dietil-cink és aromas aldehidek enantioszelektiv addicios
reakcidjdban. Az ekdiszteroidok tekintetében pedig az volt a célunk, hogy értékeljiik azok
antimikrobialis hatékonysagat. Kutatdsaink fobb eredményei a kdvetkezoképpen foglalhatok

0ssze.
Monoterpenoidok

1. Aminodiol konyvtar szintézise perillaldehid reduktiv alkilezésével

A perillaldehid exo helyzetii kett6s kotésének redukciojat kovetden Boc-védett allil-amint
allitottunk eld, amely dihidroxilezés utan két diasztereomer 3-amino-1,2-diol sorozatot
eredményezett. A véddcsoport eltavolitdsa utan primer ¢€s kiilonb6zdé szekunder aminodiol
szarmazékokat képeztiink, és egyes esetekben a megfeleld gylrlis szdrmazékokat is
eléallitottuk. Ennek eredményeként Osszesen huszonhat vegyiiletet kaptunk, amelyek koziil

huszonoét ;.
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2. A 10a és 14 vegyiileteken végzett szamitogépes elemzés

A DFT vizsgalatok kimutattdk a 7a és 1la diasztereomerek kozotti szerkezeti
kiilonbségeket, amelyek jelentdsen befolyasoljak gytirizarasi reakcioikat. A 11a vegyiiletben a
ciklohexan gyliri inverzidja €és az izopropil csoport ezt kovetd reorientdcidja inkabb a
hidrolizist, mint a recirkulaciot segiti eld. Ezzel szemben a 7a vegyiilet esetén a recirkulacio
elénydsebb, amelyet O-deprotonalds kisér, és végsd soron eldsegiti a kondenzalt oxazin
képzodését. A folyamat megkeriilli az iminium koztitermékeket, és helyette egy N-
hidroximetilalt koztiterméken keresztiil zajlik, amelyet négy hidrogén hid kotéssel egy
vizmolekuldval képzett halozat stabilizdl. Ez a javasolt mechanizmus, amelyet elméleti

modellezés is alatdmaszt, magyarazatot ad a megfigyelt kondenzalt oxazin képzddésre.

3. Regioizomer aminodiol konyvtar eléallitaisa Overman-atrendezddés segitségével

Az aminodiolok eldallitdsdra koradbban leirt szintetikus modszer szerint harom
regioizomer aminodiol sorozatot allitottunk eld perillaldehidbdl kiindulva. A perillaldehid exo
kettds kotésének redukcioja utan egy alkohol koztiterméket allitottak eld, amelyet az Overman-
atrendezddés révén allil-aminna alakitottunk. A kapott amin védése utdn kiillonbdzo
kromatografids eluens rendszerek alkalmazasaval megkiséreltiik a diasztereomerek
elvalasztasat, de ez nem jart sikerrel. Ezért a diasztereomer keveréken dihidroxilezést hajtottunk
végre, ami a megfeleld védett aminodiolokhoz vezetett. Bizonyos esetekben acetalokat
allitottunk eld az aminodiolok elvalasztisanak megkonnyitése érdekében. A véddcsoportok
eltavolitasa utan primer és szekunder aminodiolokat, N-metil-N-benzil-szarmazékokat és azok

megfeleld ciklikus analogjait képeztiik.

4. Monoterpén alapu aminodiol-szarmazékok hasznalata katalizatorként a dietil-cink
aromas aldehidekre torténé addicios reakciojaban

Az eldallitott aminodiolokat kiralis katalizdtorokként vizsgaltuk a dietil-cink és a
benzaldehid reakcidjdban; a 7a és 10a Kkatalizatorokat 4-metil-, 3-metoxi- és 4-
rendelkez0 aminodiolok S-szelektivitast mutattak. Ezzel szemben a biciklusos 1,3-oxazin-
szarmazékok (10a—c) R-szelektivitast mutattak. Az 1,3-oxazinok kivalé katalitikus aktivitasa
merev molekulaszerkezetilknek tulajdonithat6. Az Overman-atrendez6dés utjan kapott

aminodiol-regioizomerek alacsonyabb katalitikus hatékonysaggal rendelkeznek.
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Ekdiszteroidok

1. Ekdiszteroidok kivalasztiasa bioaktivitas sziiréshez és uj félszintetikus szarmazékok
képzése

Osszesen negyvenhét ekdiszteroidot vizsgaltunk ebben a disszertacioban. Ezen
vegyiiletek koziil 6t természetes, mig a tobbi félszintetikusan modositott szarmazék. Az elsd
szlirdvizsgalatok eredménye alapjan 0j vegyiileteket terveztiink és allitottunk eld; jelen PhD
munka soran félszintetikus ekdiszteroidokat képeztiink. Ezek két oxim-szarmazek (44, 45), egy
laktam szdrmazék (56), négy fahéjsav-észter (65—68), két terc-butil-oxim-éter (69, 70) és négy
ekdiszteroid terc-butil-oxim-éter fahéjsavval képzett észterei (71-74). Ezen ekdiszteroidok

koziil kilenc uj vegyiilet.

2. Ekdiszteroidok gombaellenes hatasa

Ebben a tanulmanyban a 20E (28), két oxim-szarmazékanak (44, 45) és egy laktdm
szarmazékanak (56) gombaellenes aktivitdsat vizsgéltuk. A 44 és 45 vegyiiletek fungicid hatést
mutattak C. neoformans ellen, a 44 vegyiilet szignifikdnsan erésebb aktivitassal birt. A 44 és
45 vegyliletek efflux pumpa gatlokkal valé kolcsonhatasanak vizsgalata soran additiv hatas volt
megfigyelhetd a verapamil esetében, mig az indometacin vagy a kinidin esetében nem volt

kimutathato kolcsonhatas.

3. Ekdiszteroidok antitrypanosomalis vizsgalata

A disszertacidban vizsgalt negyvenhét ekdszteroid protozoon ellenes aktivitasat
Trypanosoma cruzi ellen vizsgaltuk kilfoldi egyiittmiikodés keretében. Az eldzetes sziirés
alapjan két igéretes farmakofort azonositottunk: a terc-butil-oxim-étert és a fahéjsav észter
csoportokat. Ezen szubsztituensek beépitésével hat 1 szdrmazékot allitottunk eld, melyek koziil
harom jelentds parazitaellenes hatast mutatott. A legjobb eredményt a 71-es szamu vegyiilet
érte el, amelynek meghatarozott ICso értéke a vizsgalatban haszndlt pozitiv kontrollként

alkalmazott benznidazol hatékonysagaval dsszehasonlithat6 értéket mutatott.
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