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Bevezetés

A protoflavonoidok a természetes flavonoidok egy kiilonleges csoportjat alkotjak. Nem aromas B
gytrtivel illetve C-1" helyzetli hidroxilcsoporttal rendelkeznek. Az elsé protoflavont
(protogenkvanin 4'-gliikozid) az Equisetum arvense-bdl izolaltak. A protoflavonoidokat eddig
els6sorban pafrany fajokbol irtak le, de nem kizardlag. Ezen flavonoid csalad tagjait az Apium
graveolens ¢és Piper carniconnectivum fajokbol is izolaltak. Az eddig leginkabb vizsgalt
protoflavonoid szarmazék a protoapigenon, amelyet a Thelypteris torresiana-bol izolaltak 2005
ben. A protoflavonoidok bioldgiailag aktiv vegyiiletek. A protoapigenon jelentds tumor ellenes
hatast mutat mind in vitro mind in vivo. Ezen vegyiilet és egy szintetikus szarmazéka (WY C0209)
képes gatolni az ATR-fiiggd jelatvitelt, igy érzékenyiti a raksejteket a DNS karosité kemoterapias
szerekkel szemben. A protoapigenon ezen kiviil virusellenes hatast is mutat Epsten-Barr virussal

szemben.

A vegyiilet és szamos szintetikus szarmazék totalszintézissel torténd eldallitasat 2007 —ben Lin és
munkatarsai valositottdak meg. Kiindulasi anyagként trihidroxiacetofenont (metoximetil
véddesoporttal védve) és 4-benziloxibenzaldehidet hasznaltak. Ezt kdvette a benzil véddcsoport
eltavolitasa, majd a B-gylri oxidativ dearomatizacidja és a metoximetil véd6csoportok
eltavolitasa. Ezt az eljarast alacsony hozam és nagy idoéigény jellemzi. A protoapigenon
ugyanakkor félszintetikusan is el6allithatd apigeninbdl, ezt a szintetikus eljarast Hunyadi Attila
dolgozta ki 2011-ben. Ezen modszer segitségével a protoapigenon és szarmazékainak gyors és
hatékony szintézise megoldhatova valt akar grammos nagysagrendben is. Ezaltal lehetové valt a
vegytilet szélesebb kor(i biologiai vizsgalata is. PhD munkam kezdetén lehetdségem volt ezen

munkahoz csatlakozni, ami egy jo Kiindulasi alapot jelentett a doktori munkamhoz.



Célkitiizések
A doktori munka soran az alabbi célok megvaldsitasat tliztiik ki:

1. Uj, biologiailag aktiv, A-gytiriin médositott szintetikus protoflavonok, és ezen vegyiiletek 1'-O-

alkoxi szarmazékainak el6éallitasa.

2. Apigenin szabadgyokkel torténd reakcidjanak in vitro és in silico vizsgalata, és a potencialisan
keletkezd protoapigenon jelenlétének vizsgalata.

3. Az Gjonnan szintetizalt vegyiiletek in vitro farmakologiai vizsgalata szenzitiv és multi- drog-
rezisztens tumor sejtvonalakon. Az ismert szerkezet-hatas dsszefiiggések kiterjesztése.

4. A szintetizalt vegyiiletek egyéb, nem tumor ellenes hatassal 6sszefiiggd biologiai vizsgalatainak

megkezdése.

Eszkozok és modszerek

Kiindulasi anvagok

A kereskedelmi forgalomban hozzaférheté flavonoidokat (4'-hidroxiflavon, 4’-hidroxi-6-
metilflavon, 4’-hidroxi-6-metoxiflavon, 4’-hidroxi-B-naftoflavon) az Indofine Chemical
Company, Inc. (Hillsborough USA) gyartotol vasaroltuk. Az egyéb reagenseket, anyagokat a
Sigma Aldrich, Inc. (USA) vallalattél szereztiik be.

Protoflavon szarmazékok eldallitasa

Félszintetikus eljarads

Protoflavon 1°-O-alkil étereket apigenin, genkwanin, 4’-hidroxi-6-metilflavon, 4’-hidroxi-6-
metoxiflavon illetve 4’-hidroxi-B-naptoflavon felhasznalasaval allitottuk el6 egylépéses szintézis
segitségével. Az oxidativ dearomatizacios eljaras soran hipervalens jod reagenst,
[bisz(trifluoroacetoxi)jodo]benzolt (PIFA) alkalmaztunk, a Kiindulasi anyagot acetonitrilben
oldottuk, amely 10%-ban tartalmazott vizet vagy egy megfelel6 alkoholt, a kivant kialakitandé C-
1" szubsztituensnek (OH vagy O-alkil) megfelelden.



Total szintézis

C-6 pozicidban modositott szarmazékokat hidroxiacetofenon, 4-etil-, illetve 4-pentilfenol
kiindulasi anyagok alkalmazasaval, 4-6 1épéshen valositottuk meg, kiilonboz6 szintézistechnikak
kombinalasaval (Fries atrendez6dés, Claisen-Schmidt kondenzacid, Suzuki keresztkapcsolasi

reakcio, debenzilezés, illetve oxidativ dearomatizacio).

A szerkezet-meghatdrozas modszerei

Az eléallitott vegyiiletek szerkezetét tomegspektroszkopias (APl 2000 triple-quadrupole; Ab
Sciex, USA, ill. LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Japan), illetve NMR-spektroszkdpias modszerek
segitségével hataroztuk meg (Varian Gemini-2000, 200 MHz vagy Bruker Avance DRX-500).

Protoapigenon apigeninbdl torténd keletkezésének in silico vizsgilata

A szamitogépes szamitasokhoz Gaussian09 szoftvert hasznaltunk. A fenolos hidroxilcsoport
disszociacios entalpiagjat (BDE) a FI-OH (flavonoid) és a FI-O'+ H' (flavonoid gyok)

kiilonbségébdl szamitottuk. Az oldoszer jelenlétét az IEF-PCM modell segitségével szimulaltuk.

Apigenin-protoapigenin atalakuls kisérletes vizsgélata

Az apigenint vizmentes metanolban oldottuk, majd az oldat pH—jat H2SO4 segitségével 4-re
allitottuk. Ezutan a reakcioelegyhez vas katalizatort adtunk (FeSOas - 7H20), majd lassan 30% -0s
hidrogén-peroxid oldatot adagoltunk. Az igy keletkezett reakcioelegyet szilard fazist extrakcid
segitségével tisztitottuk. Az eldtisztitott mintakat forditott fazisi HPLC segitségével vizsgaltuk.
Az atalakulast ¢és idofliggését kutatdsi egyiittmiikodés keretében kapillaris elektroforézis

segitségével is vizsgaltuk.



A vegyiiletek biologiai hatasvizsgalata

Tumor ellenes hatés

A vegyiiletek in vitro tumor ellenes hatasvizsgalata kutatasi egylittmiikodés keretében tortént,
ennek soran négy human sejtvonalat (HepG2, Hep3B, A549, MDA-MB-23), tovabba ot
szenzitiv/multi-drog rezisztens sejtvonal part (A431 és A431gy, ill. A431ls:, MES-SA és MES-
SA/Dx5, KB-3-1 és KB-V1, L5178 és L5178g1, valamint MCF-7 és MCF-740x) alkalmaztunk.

Xantin - oxidaz enzim gatld hatds

A Xantin - oxidaz enzim gatl6 hatast kereskedelmi forgalombol beszerezhet6 kit (Sigma-Aldrich
Ltd., USA) segitségével mértilk, a gyartd cég utmutatasai alapjan. A hatasosnak talalt
protoapigenon 1’-O-propargil éter enzimhez valo kotédését in silico is megvizsgaltuk. Ennek soran
az anyag 3 dimenzios szerkezetét Gaussian09 (Gaussian Inc., Wallingford, USA) szoftver
segitségével optimaltuk, amelyet IGEMDOCK 2.1 (BioXGEM, Hsinchu, Taiwan) szoftverrel
dokkoltunk a 3NVY pdb azonositoji fehérje (xantin oxiddz rontgendiffrakcios szerkezete
kvercetinnel komplexben) kvercetin kotéhelyéhez. Az eredmények vizualis megjelenitését

Discovery Studio 3 segitségével végeztiik.



Eredmények és értékelésiik

Szintézis

Harminchét protoflavon illetve protoflavon 1°-O-alkil éter szarmazékot szintetizaltunk
kereskedelmi forgalomban hozzaférheté 4'-hidroxiflavonokbol (apigenin, genkvanin, 4’-hidroxi-
6-metilflavon, 4"-hidroxi-6-metoxiflavon and 4"-hidroxi-B-naftoflavon) PIFA -val végzett oxidativ

dearomatizacid segitségével.

R'=0H, R*=H. R*=0H R'=0Me, R*=H, R*=0H

1:R=H 10: R=H
2: R=Me 11: R=Me
3 R=Et 12: R=Et
4: R=Pro 13: R=Pro
5 R=i-Pro 14: R=But
6: R=But 15: R=Allyl
T R=Allyl 16: R=Propargyl
8: R=Propargyl
9:R=Bn
Oxidiacio R'=H,R=Me, R*=H  Ri=H, R==0OMe. R*=H
1. Leépeés 17:R=H 24 R=H
18: R=Me 25: R=Me
19: R=Et 26: R=FEt
20: R=Pro 27 R=But
i; : Eziﬁt | 28: R=Allyl
- R=Ally 29: R=Propargy!
CH;CN/ROH 9/1, 23 R=Propargyl parey
PIFA (2 eq).
30: R=H
31: R=Me
32: R=Et
33 R=Pro
- 34: R=i-Pro
35: R=But
36: R=Allyl

37: R=Propargyl

Tizenot protoflavon illetve protoflavon 1°-O-alkil étert 4-6 1€péses szintézis segitségével allitottuk
eld. Kiindulasi anyagként 2’-hidroxiacetofenonokat haszndltunk. Els6 Iépésként p-
benziloxibenzaldehid hozzaadasaval kalkont készitettiink. Kovetkezd 1épésként gytiriizarast
hajtottunk végre DMSO oldoszerben jod segitségével. A 6-bromo szarmazék esetében a bromot
fenil csoportra cseréltiilk Suzuki keresztkapcsolasi reakcid segitségével. A benzil védécsoportot
katalitikus hidrogénezéssel tavolitottuk el. Végsé 1épésként PIFA segitségével allitottuk elé a
kivant végtermékeket, oldoszerként acetonitril és viz, illetve acetonitril és az eldallitandod

oldallancnak megfelel6 alkohol 9:1 aranyu elegyét alkalmaztuk.



Acetilezés Fries ujrarendezési reakcio Claisen-Schmidt kondenzacio Gyiirizaras

1. lépés 2. lépés 3. lépés 4. lépés
Q= EtOH, 4-benzyloxibenzaldehid OB
38 R'=Ft 3 n
39: R'=Pent Ak 50% KOHH0 I, DMSO OBn
OH OH
\[( | 48 RI=Et
3 > — — 49: R'=Pent
1 1 1 1 50 R'=0FEt
R R R R 51: R'=Br
o] 0] .
44 RE - Suzuki
40- R'=Et -R=Et 3 keresztkapcsolasi
T 41:R'=Pent 45:R'=Pent = | kp_ )
42: R'=0Et 46: R'=0Et & reakcié
43:R'=Br 47-R'=Br =

Benzil védécsoport
eltivolitisa
5. lépés

Oxidacio
6. lépés

(CH3OO20, e HaS0y

m_k
o]
I

OH

CH;CNROH 9/1,
PIFA (2 eq).

-—
1=

Ri=Et or Pent R1 R
R'=0Et 63 R'=Et,R=H R'=Ph ) 51 R'=Ft
66:R=H  64: R'=Pent, R=H 57:R=H TFACECL. o o pent
67:R=Me 65:R'=Br,R=H 58 R=Me refhux 51 R-OFt
68: R=Et 59: R=Et » Ri=
69: R=Pro 60: R=Pro el gg S‘;EL
10: R=i-Pro 61: R=i-Pro .
71: R=But 62: R=But

Tumor ellenes hatds

Az Gjonnan eléallitott vegyiiletek in vitro tumor ellenes hatasat szamos multidrog-rezisztens —
szenzitiv sejtvonal paron vizsgaltuk. lgazoltuk, hogy a vizsgalt protoflavon szarmazékok képesek
megkeriilni az ABCBI és az ABCG2 efflux transzporterekhez kotheté multidrog - rezisztenciat,
egy kivétellel: a protoapigenont ABCG2 szubsztratként azonositottuk. Szamos protoflavon
szarmazék esetében ugyanakkor MDR szelektiv citotoxicitast is megfigyeltiink egy doxorubicinre

rezisztens emlétumor sejtvonalon (MCF-7pox).



Eqgyes kivalasztott vegyuletek biologiai aktivitasa xantin - oxiddz enzimen

Egyes vegyiileteinket xantin - oxidaz gatlé hatasra is teszteltiink. A genkwanin szarmazékok
esetében hatastalanok voltak, a naftoflavon szarmazékok esetén pedig csekély gatld hatast volt
megfigyelhetd. Egy kivétellel az Osszes protoflavon szarmazék gyenge, illetve kozepes gatld
aktivitast mutatott. A protoapigenon 1'-O-propargil éter esetén viszont jelents enzim gatld hatast
mértiink, a tesztelt koncentracioban az enzimet szinte teljesen gatolta. Ezen vegyiilet esetében
meghataroztuk a dozis-hatas gorbét és 6sszehasonlitottuk az allopurinol illetve apigenin gorbéivel.
A vegyiilet gatld hatdsanak hatasmechanizmusat is vizsgaltuk. A kinetikus gorbe alapjan
elmondhatjuk, hogy a vegyiilet az enzim kompetitiv inhibitora. Az protoapigenon 1'-O-propargil
éter enzimhez valo kotését in silico vizsgaltuk. A dokkolas sorany nert azt mutatja, hogy a vegyiilet
propargil lanca tokéletesen beillik az enzim egyik hidrofob zsebébe (Leu648, Phe649, Asp872,
Leu873 and His875).

OH gvok szerepe az apigenin — protoapigenon atalakuldsban

Els6 1épésként in silico vizsgaltuk az apigenin — protoapigenon atalakulast. Az apigenin 4’0OH
kémiai kotés felszakadasi entalpiaja (BDE) az olddszer figyelembevételével kiszamitasra keriilt.
A keletkez6 gyok elektron eloszlasat meghataroztuk, s ezen alapjan megjosoltuk, hogy az OH gyok
melyik pozicioba milyen valoszintiséggel tud kapcsolddni. A szamitasok azt mutatjak, hogy az 1’
helyzet a preferalt. Az in silico vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy bar magas energia befektetést
igényel a reakcio, ennek ellenére az atalakulds lehetséges, és a fo termek feltételezhetden a

protoapigenon.

Ezen elmélet megerdsitése vagy cafolata céljabol kisérletes vizsgalatokat végeztiink. Fenton
reakciot hajtottunk végre apigeninen és az igy kapott reakcidelegyet elStisztitottuk, majd RP-
HPLC-DAD moddszer segitségével vizsgaltuk. A reakciodelegybdl a protoapigenon kimutathatd
volt. A reakciot megismételtiik, majd ezhttal a reakcidelegyet tisztitds nélkiill CE modszer
segitségével vizsgaltuk. Megallapithato, hogy a protoapigenon a f6 metabolit. Ezenkiviil redukalt
glutationnal 24 oOra alatt sikeresen visszaredukaltuk a protoapigenont apigeninre. Ez alapjan

valosziniisithetd egy apigenin-protoapigenon-apigenin redox ciklus 1étezése.



Osszefoglalas

52 protoflavon szarmazékot allitottunk eld, ebbdl 50 uj vegyiilet.

Igazoltuk, hogy a protoflavonoidok képesek megkeriilni az efflux medialt multidrug -

rezisztenciat ABCG2 és ABCG2 expresszalt sejtvonalakon.

MDR szelektiv citotoxicitast volt megfigyelhet6 a legtdbb protoflavon szarmazék esetében

doxorubicin rezisztens sejtvonalon (MCF-7pox).

A protoapigenon 1'-O-propargyl éterer a xantin - oxidaz enzim hatasos gatlojanak

bizonyult.

In silico DFT szamitasokkal illetve HPLC és CE modszerek segitségével igazoltunk, hogy

az apigenin - protoapigenin atalakulas hidroxil gyok jelenlétében lehetséges.
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