Uj kiroptikai médszerek bio- és gyogyszermolekulak vizsgalataban

I. Bioaktiv heterokondenzalt kinazolin-dionok és bioizoszter analogjainak

vizsgélata

Az el6z6 évben vizsgalt glutamat receptorok altipusain (NMDA és AMPA) hato
szelektiv antagonista eredeti molekuldink neurodegenerativ betegségek potencialis
neuroprotektiv, neuromodulétor farmakonjai, és in vivo betegségteszteken (epilepszia,
stroke) is kedvez6 hatast mutattak. A hatdanyagok szintetikus tovabbfejlesztését a
molekulatervezés soran leggyakrabban alkalmazott bioizosztér helyettesitések
megvaldsitasaval és kotodési sajatsagaikat meghatarozd tulajdonségaik, koztik kiralis
jellemzéik tanulmanyozasaval folytattuk. A kinazolon-benzotiazin és kinazolon-
benzotiadiazin bioizoszter helyettesitések megvaldsitasat az indokolja, hogy e szintén
biciklusos heterociklusok egyes szarmazékainal mar talaltak AMPA receptoron aktiv
szarmazékokat, igy kinazolonok szubsztiticioit tartalmazo analogok fejlesztése és
kiralis tulajdonségainak meghatarozésa célkitiizéseink redlis Kiterjesztése.

a./ Megvaldsitottuk a benzotiazinok kdrében, az ismert gydgyszermolekulék (piroxicam,
tenoxicam) szintézisenél alkalmazott eljarasokat olyan intermedier szarmazékok
eloallitasara, amelyek felhasznalasaval 2-ecetsavészter és amid sorozatokat
szintetizaltunk. E vegylletek szelektiv AMPA antagonista kinazolon szarmazékaink
kdzvetlen bioizoszter analdgjai. Az Gjonnan szintetizalt bi- és triciklusos analdgok
farmakoldgiai tesztelését mar elkezdtiuk. A molekulak kémiai kotodéseét jellemzo lokalis
paraméterek vizsgalatat aktudlis modell molekulakon makro és mikro szinten is
elvégeztik. [9, 12, 13] E témakdrben harom kozleményt is publikéaltunk.
b./ Megvaldsitottuk () benzotiadiazin sz&rmazékok szintézisét. Ortanilsav és
szemiciklusos iminoéterek kondenzaltatdsdval kapott ot és hattagd amidino-
benzolszulfonsavak és ezek ciklizalasaval kialakuld linearisan kondenzalt pirrolo- és
piridobenzotiadiazinok részletes finomszerkezeti sajatsagait, dinamikus tautomeria
viszonyait spektralis mddszerekkel (UV, NMR, MS) hataroztuk meg. A vegylletek
potenciometriagsan és NMR-pH titrdlassal meghatarozott pKa értékei egy
nagysagrenddel alacsonyabbak az analdg kinazolon szarmazékok értékeinél. Ez azt

jelenti, hogy kevésbé protonalddnak, igy kodzponti idegrendszeri penetraciojuk is



kedvezébb. Az eredményekrél a kozlemények publikaldsa folyamatban van.
c./ A multidrug rezisztencia gatld sajatsagu triciklusos kinazolin-dionok gytritagszam
variacios analogjai korébe bevontuk korabban szintetizalt héttagu (diazepino-kinazolin-
dion) szarmazékainkat. Ezek lényegesen csokkent aktivitdst mutattak. A négytagu
gydrit tartalmazo kiralis azetidino-kinazolin-dionok lipofil szubsztituenseket tartalmazo
szarmazékai esetén viszont kedvezéen javult az aktivitds. A vegyuletek fizikokémiai
karakterizalasa soran kiderilt, hogy a molekuladk praktikusan nem protonalhatok, és
csak modell vegyuletek (7-APA és 7-ACA) felhasznalasaval sikerult a kélcsonhatasi
folyamatokban szerepet jatszd szokatlanul alacsony bazicitast biztositdé lokalis
paramétereket kvantitative jellemezni.

d./ Az NMDA antagonista pirrolo-kinazolindionok C-gyiri-felnyilt szarmazékainak
célzott kirdlis derivatizalasara kidolgoztunk egy eredeti, U0j eljarast N-metil-
aszparaginsavak és N-metil-succinimidek el6allitdsara. A kiralis vegylleteket acilezési
reakciokban savkloridképzéssel és diciklohexilkarbodiimiddel (DCCI) kapcsoltuk
kinazolonecetsavamidokka. Tanulmanyoztuk a vegylletek stabilitasat, gytrazarasi és
gydra felnyilasi tendenciait. Megallapitottuk, hogy fizioldgias kérilmények kézott mind
egyarant kellé stabilitdssal rendelkeznek, kevésbé mutatjdk a proteinek aspartil
oldallancaira jellemz6 fokozott reaktivitast és atalakuldsi tendenciakat, ennek
kdvetkeztében megorzik kiralitasukat is. [4, 5]

Az NMDA antagonista hatéanyagok pontosabb tervezéséhez elvegeztik az NMDA
szarmazékoknak a biologiai aktivitas szempontjabol fontos fizikokémiai paramétereinek
vizsgalatait. Deduktiv modszerek alkalmazasaval potenciometrias és spektroszkdpias
metodikak kombinalasaval mikroszkopikus szinten jellemeztik az ionizélt speciesek

aranyait, téltéseloszlasat, funkcios csoportokhoz rendelt mikro-protonalddasi allandoit.

[5]

A szintetikus munka és a fiziko-kémiai jellemzés mellett sikerult az Imidazo[5,1-
b]kinazolin-5,1-dionok és pyrazino[2,1-b]kinazolin-3,6-dionok ennatiomerjeinek
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC) elvalasztasa és kiroptikai
tulajdonséagainak vizsgalata cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopias modszerrel. Az
altalunk valasztott makrociklusos glikopeptid antibiotikum-(teikoplanin) alapu

Chirobiotic T kiralis oszlop alkalmas a vizsgalt 20 szarmazek hatékony elvalasztasara



forditott fazisi HPLC rendszert alkalmazva. A Kkirdlis paraméterek ismeretében
modelleztiik az ismert konfiguracioju kiralis kdtohelyeket tartalmazé alléfazisokon vald
kotédés dokkolasi folyamatat Hyperchem programcsomag alkalmazasaval.

Az enantiomerek CD spektroszkopias vizsgalatat kapcsolt HPLC-CD/UV technikaval
vegeztik el. Az igy nyert on-line CD és UV spektrumok felhasznalasaval a
sztereoizomerek enantiomer-viszonyat a vizsgalt hulldmhossztartomanyhoz tartozo
ellipticitas-abszorbancia hanyadosok, az un. g értékek meghatarozasaval egyértelmien
bizonyitottuk. [17, 21]

Il. A dehidroepiandroszteron (DHEA) és rokon szerkezetii szteroid hormonok

elvalasztasa és meghatarozasa HPLC-CD modszerrel

A DHEA jelentdsége: A DHEA a mellékvesekéreg zona fasciculata, illetve zona
reticularis sejtjeiben szintetizalodo szteroid hormon, amely szamos élettani hatassal
rendelkezik: jelentés hatast gyakorol az immunrendszerre, a kdzponti idegrendszerre
valamint a sziv- és érrendszerre. A DHEA fiziol6gias szerepe azonban még nem
tisztazott, igy tovabbi farmakoldgiai vizsgélatokra van szilkseg, valamint szelektiv és
kiralspecifikus analitikai modszerekre, amelyek lehet6séget nyujtanak a DHEA
meghatarozasara.

Kutatési cél: Kutatomunkank celja egy uj nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) modszer kidolgozasa volt, amely lehetévé teszi a DHEA, DHEA-S,
pregnenolon, androszténdion és tesztoszteron elvalasztidsat izokratikus ellcio
alkalmazasaval. Eredmények: Az Aaltalunk kidolgozott forditott fazisd ionpar-
kromatografias (RP-IP-HPLC) modszerrel a DHEA, a DHEA-S és harom, a bioszintézis
sordn keletkez6 szteroid megfeleléen elvélaszthatd viszonylag rovid id6 alatt. Az
elvalasztast Hypersil MOS C8 oszlopon metanol-etanol-acetonitril-viz 40:7,5:10:42,5
vIiv% eluens eleggyel végeztik el izokratikus eltcio alkalmazasaval. A DHEA és a
DHEA-S nagy polaritas-kulonbsége miatt a mozgdfazisban tetrabutilammadnium kationt
(TBA) alkalmaztunk ionpérképzéként (cTBA=0,005 M). A modszer validalasanal a
szteroid koncentracié és a kromatogram csucs alatti terllet linearitasat 0,5-2 mg/mi

koncentracio tartomanyban vizsgaltuk, a regresszios koefficiens minden esetben 0,9994-



nél nagyobb érték volt (n=6). Parhuzamos mérésekkel vizsgaltuk a mddszer pontossagat
egy napon belil (intra-assay precision), illetve 6 napon keresztil (inter-assay precision).
Az RSD értékek alapjan a fent leirt modszerrel megfelelé pontossaggal hatarozhaté meg
a DHEA és DHEA-S mennyisége a mintakban. A kimutatasi hatar 0,15 mg/ml, a
meghatarozasi hatar 0,50 mg/ml volt a vizsgalt 5 szteroid esetében. A cirkularis
dikroizmus (CD) spektrométer alkalmazésa kiralis molekulakra szelektivvé teszi a
meghatarozast, az altalunk vélasztott magas detektalasi hullamhossz (295 nm) még
tovabb ndveli a mddszer szelektivitasat. Veéleményunk szerint a fent leirt modszer
alkalmas bioldgiai mintdk vizsgalatara is. [1]

A modszer tovabbfejlesztésével a DHEA harom fontos metabolitjat (7a-OH; 7b-OH és
7-keto-DHEA) is sikerult elvalasztani. A kidolgozott haromlépcsés gradiens RPHPLC
moszer lehetové teszi a fent emlitett hat szteroid vegyulet mellett harom 7-szubsztitualt
szarmazék egyideji elvalasztasat is. A madszer felhasznalasaval képet kaphatunk arrol,
hogy a szervezetben képzédott DHEA (DHEA-S) milyen mértékben alakul tovabb
szexualhormonokka és milyen mértékii az oxidativ metabolizacio.

A modszer tomegspektrometria detektalasit HPLC (LC-MS) technikara valo adaptalasa
folyamatban van. Az LC-MS, még inkabb az LC-tandem MS szarmazék készités utan
alkalmas a DHEA és metabolitjainak vérplazmabdl torténé meghatarozasara.

A fentiekben 0Osszefoglelt és a tamogatasi idoszakban elért kutatasi eredmények
analitikai hatteret adnak, hozzajarulhatnak a DHEA fizioldgias és farmakoterapias

jelentésegének felderitését szolgalo tovabbi kutatasok eredmenyessegéhez. [16]

1.  Rac-norgesztrel ciklodextrinek jelenlétében torténé enantioszelektiv

oldhatésaganak vizsgalata kiroptikai spektroszkdpiai modszerekkel

A racém formaban alkalmazott gydgyszervegyuletek esetében altalaban csak az egyik
enantiomer felelés a hatasért, amig a masik a mellékhatasért, illetve toxicitasért. A
gyogyszerkészitmények gyakran tartalmaznak kiralis segédanyagokat, amelyek az
enantiomerek  eltér6  kioldodasat, eltér6 felszivodasat okozhatjak, ezaltal
befolydsolhatjdk a hatds-mellékhatds arényt. Vizsgalataink célja, hogy befolyast
gyakoroljunk a gyogyszerformabdl felszabadulé hatéanyag enantiomeraranyara, ugy,

hogy a hatasos enantiomerbél (eutomer) tobb jusson el a hatohelyhez.



A progesztogén hatdsi norgesztrel a gamma-ciklodextrinnel enantioszelektiv
oldhatdsédgot mutatott, ami az enantiomerek eltér6 komplexstabilitasara vezethet6
vissza. Gamma-ciklodextrin hatasara a vizben feloldodé anyag nagyobb aranyban
tartalmazta a (-)-norgesztrelt, azaz a hatasos enantiomert (eutomer). A kapott
enantiomeraranyt cirkulari dikroizmus (CD) spektroszkopias modszerrel gyorsan és
pontosan meghatarozhat6, anélkil, hogy az enantiomereket valamilyen alkalmas
modszerrel elvalasztottuk volna egymastol. Egyéb ciklodextrin szarmazékokat is
kiprobaltunk, koziluk a hidroxi-propil-gamma-ciklodextrin (HP-gamma-ciklodextrin)
tint a legalkalmasabbnak, amellyel az eutomer javara tobb mint 57%-0s
enantiomeraranyt kaptunk. A fézisoldhatdsagi vizsgalatok soran a minték teljes
norgesztrel koncentracidja azonos volt, azonban a ciklodextrin koncentraciot egyre
noveltlk, es azt tapasztaltuk, hogy a kapott enantiomerarany nem fuggott a ciklodextrin
koncentracigjatdl. A fent emlitett vizsgélat lehet6séget nyljtott az enantiomerek
komplexstabilitdsdnak meghatarozasahoz, amelyhez a Higuchi-Connors modszert
valasztottuk. A kapott értékek jO egyezest mutattak a szakirodalomban talalt, egyéb
modszerekkel (NMR, kapillaris elektroforézis stb.) szamolt értékekkel. A felszivodas
modellezését viz-oktanol rendszerben végeztik, és azt tapasztaltuk, hogy a vizes
ciklodextrin komplexb6l az oktanolba jutdé anyag enantiomerardnya nem valtozik.
Optikai rotaciés diszperzio6 (ORD) maodszerrel bizonyitottuk, hogy a fenti
transzportfolyamat sordn az oktanolba sem a ciklodextrin molekuldk, sem a
szupermolekuldk nem keriilnek at. A vizes fazisban az enantiomeraranyt és a
norgesztrel koncentracidkat oktanolos extrakciot kovetéen az oktanolos fazisbol,
kdzvetetten hataroztuk meg, mert az enantiomerek ciklodextrin komplexei egymas
diasztereomerjei, ezéltal a CD es UV spektrumuk torzul, és a komplexek pontos molaris
ellipticitas értékei nem allnak rendelkezéstinkre.

Az enantiomeraranyt kordbban kozvetetten, az oktanolba torténé extrakciot kovetéen, a
szerves fazisban hataroztuk meg. Az oktanolos kirdzas azonban rendkivil id6-, valamint
koltségigenyes, ezért kidolgoztunk egy matematikai modszert, amivel az enantiomerek
koncentracidja kozvetlendl, a vizes oldatbol meghatarozhatd. A két enantiomer vizes
komplexeinek moléaris abszorbancia és molaris ellipticitas spektrumai az oktanolos

méréseink adatainkbol kiszamolhatok. A maodszer elve jol alkalmazhatd egyéb, rossz



vizoldhatésagl  gydgyszervegyulet  vizes  zarvadnykomplexeinek  kvantitativ
meghatarozasara is. [3, 11,14]

IV. A Serratula wolffii-b6l és a Silene viridiflora-bol izolalt ekdiszteroidok

szerkezetvizsgaéata NMR és CD spektroszkdpia alkalmazaséaval

Az ekdiszteroidok a rovarok fejlodési és metamorfézis hormonjai. A rovar
ekdiszteroidokkal szerkezetileg rokon vegyiletek, szeles koérben és nagy szerkezeti
valtozatossagban fordulnak el6 a névényekben is. Néhany ndvénycsalad, koztik az
Asteraceae és a Caryophyllaceae, kiemelkedéen magas fitoekdiszteroid szintetizald
képesseggel rendelkezik. Farmakoldgiai kutatasok igazoljak, hogy az ekdiszteroidok
szamos fiziologias folyamatot pozitivan befolyasolnak, toxicitasuk alacsony, gyorsan
metabolizalddnak és kilrilnek a gerinces szervezetbhol. Hatasuk kozul legkifejezettebb a
fehérjeszintézis fokozasa. A vegylletek Ujonnan felfedezett alkalmazasi terllete a
géntechnoldgia, amely igéretes lehet human terapias célu kontrollalt rendszerekben is.

Bathori Maria és munkacsoportja altal izolalt vegyuleteket vizsgaltuk NMR és
CD spektroszkopia alkalmazdsdval. A munkaval kapcsolatos els6  kdzos
kdzleményinkben a publikdlt 22 ekdiszteroid kozll kilenc vegydlet cirkularis
dikroizmus (CD) spektrumat vizsgaltuk meg. A moléaris abszorpcios koefficiens és a
molekularis ellipticitas alapjan megéallapithaté nehany szerkezet- kiroptikai 6sszefliggés.
(A CD spektrumban 328-333 nm kozott jelentkezik a telitetlen ketonokra jellemzé
abszorpcios sav, az n—n* elektronatmenet miatt. Negativ ellipticitds mutatkozik 247-
257 nm kozott, a m=—n* elektronatmenet miatt, ami a 7-én-6-on kromofdr csoprtra
jellemzé.) [7]

A munka folytatdsaként 2007-ben UGjabb harom, eddig ismeretlen, kiveteles
szerkezettel rendelkez6 ekdiszteroidrol jelent meg publikécionk. Ezek kozul kiemelnénk
a 140,150-epoxi-14,15-dihidrosztahiszteron B-t, amely a masodikként izolalt olyan
ekdiszteroid, mely 14,15-6s helyzetben epoxi csoporttal rendelkezik. Az elsé 14,15-
epoxi-ekdiszteroid, a gymnaszteron B citotoxikus hatasat limféma sejtvonalon
igazoltak. [10]

A témaval kapcsolatos legujabb benyujtott kdzleménytinkben szintén harom

még eddig nem ismert ekdiszteroid kerul bemutatasra ((1) 22-dehidro-20-dezoxi-



ajugaszteron C,  (2) 1-hidroxi-22-dezoxi-20,21-didehidro-ekdizon és a (3) 22-dezoxi-
20,21-didehidro-ekdizon).

Az 1 vegyiletben a 20-as szénatom konfiguraciéjat CD spektroszkopiaval, az
oktans szabaly alkalmazésaval sikerilt meghataroznunk. Hatastani szempontbol az 1
vegyilet 11a-OH csoporttal rendelkezik, amely funkcio fontos az anabolikus hatas
manifesztacidja szempontjabol. Az altalunk végzett vizsgalatok is igazoljak, hogy a
Serratula wolffi igen értékes forrasa a l1la-hidroxiekdiszteroidoknak. A 2-3
ekdiszteroidokban a 22-es oxocsoport hianya, a rovarhormon hatés jelentds aktivitasbeli
csokkenéséhez vezet. Ezek a vegyuletek az els6 ekdiszteroidok, melyek az oldallanc
20,21 helyzetében kettos kotessel rendelkeznek. [20]

V. 4-nitrofenil-karbamid HPLC all6fazis tesztelése kilénbdzé kromatografias
koéralmények kozott.

A A4-nitrofenil-karbamiddal szarmazékolt, szilika alapd HPLC alléfazist
eredetileg ciklodextrin szarmazékok analizisére fejlesztette ki a ChiroQuest Kft. (CD-
Screen oszlop)

A kemiai szerkezet alapjan varhaté volt, hogy a boritottsag ndvelése utan (Pi-
Select oszlop) az allo6fazis alkalmas lesz mas vegyilettipusok elvalasztasara is.

Munkank részét képezte a molekularis kolcsonhatasok szamitdgépes
modellezése is, ciklodextrinek esetében. A Hyperchem program segitségével elvégzett
szamitasok egyértelmiien megmutattak az elvalasztasban lényeges szerepet jatszo
hidrogénhidas kolcsonhatasok jelenlétét az inklizids komplexekben.

Feltételezhets, hogy ugyanezek a poléris kdlcsonhatasok az okai annak, hogy a
toltet hasznalhatd poléar-organikus modban is cikodextrinek és mas poléaris vegyiletek
(pl. aszkorbinsav) vizsgalatara. Ezeknek az analitoknak a retencios idejét megmérve
kilonbdz6 oldoszertartalmu eluensekben azt tapasztaltuk, hogy mind alacsony (< 30
vIiv%), mind magas (>90 v/v%) oldoszertartalom esetén van jol mérheté retencid,
abrazolva a retencids id6t az oldoszertartalom fliggvényében jellegzetes U alaku gorbét
kapunk.

Kiserleteket vegeztink olyan vegyuletek elvalasztasara, amelyeknél a

hagyomanyos forditott fazisi C-18, C-8 és fenil fazisok nem adtak eértékelhetd



felbontéast. A Pi-Select allofazis elektronszegény 4-nitrofenil gyirije lehetéve teszi Pi-
Pi kolcsOnhatasok létrejottét telitetlen kotést, illetve aromas gydrat tartalmazé
vegylletek esetén, ez kiegészitve a diszperzios kolcsonhatasokkal, sajatsagos
szelektivitast kdlcsonbz az oszlopnak.

Az elsé teszt vegylletnek a Cetirizint valasztottuk. Az irodalomban nem
talaltunk olyan mddszert, ami alkalmas lett volna az 6sszes potencialis szennyez6
elvalasztdsara. A problémat az okozza, hogy a szennyezék és bomlastermékek
szerkezete nagyon hasonld a cetirizinéhez mind hidrofébicitas, mind ionizalhatdsag
tekintetében, igy a kilonb6z6 pH-ju pufferek hasznalata sem hozta meg a vart
szelektivitast hagyoméanyos oszlopokon.

A Pi-Select oszlop segitsegével sikertilt elvalasztanunk az 6sszes szennyezot €s
bomlasterméket izokratikus mddban. A retencidés idék 0Osszehasonlitasa alapjan
megallapithatd, hogy az oszlop azokat a vegyuleteket tartja vissza erésebben, ahol
nagyobb lehet6ség van a Pi-Pi kdlcsOnhatas létrejottére. Ennek a kolcsOnhatasnak a
részvetelére utal az a megfigyelés is, hogy ha acetonitrilt hasznalunk metanol helyett, a
szelektivitas elveszik, mivel az acetonitril maszkolja a koélcsdnhatasban résztvevo
helyeket.

A masodik teszt vegyllet egy prosztaglandin intermedier volt, a molekula
tartalmazott egy kettds kotést és egy kirdlis centrumot is, a feladat mind a négy izomer
elvalasztasa volt. Forditott fazisban egyéaltalan nem tapasztaltunk felbontast, az erés
retencio ellenére sem. Ennek oka az lehetet, hogy az egyébkent is apolaris karakterii
molekula tartalmaz még egy nagyméretii szilil védocsoportot is, ami tovabb novelti a
vegylilet hidrofébicitasat. Ezért logikusnak tiint normal fazisu rendszer hasznélata, ahol
a diszperzids kolcsdnhatasok kevésbé érvényesiilnek és nagyobb szerepet kapnak a
polaris és egyéb kolcsonhatasok a retencios mechanizmusban. Az elvélasztas szilika
oszlopon is lehetséges volt, azonban az alacsony tanyérszdm és rossz szimmetria nem
tette lehetévé 1% alatti szennyez6 izomerek meghatarozasat. A Pi-Select oszlopon
Iényegesen jobb elvalasztast kaptunk, amely azzal magyardzhato, hogy a kettés kotés
képes kolcsonhatasba lepni az elektronszegeny 4-nitrofenil gyirivel, tovabba a
szelektor karbamid része lehetéséget ad a szilanoltol eltéré hidrogénkotések létrejottére
is. Ezt latszik bizonyitani az a megfigyelés is, hogy az izomerek elucios sorrendje eltéré

a két oszlopon.



A harmadik tesztben szteroid hormonok elvalasztasat valdsitottuk meg ionpar
kromatogréafias korilmények kozott. Mivel a Pi-Select oszlop esetében a diszperzids
kolcsonhatasok részvetele a retencios mechaniznusban lényegesen kisebb, mint a
hagyomanyos forditott fazisu oszlopok esetében, lehetévé valt a nem-ionos hormonok
és az ionpéart képz6 DHEA-S elvélasztasa izokratikus kortilmenyek kozott, viszonylag
rovid ideji analizissel. [15]
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