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1. Bevezetés

A BME Szerves Kémia ¢és Technoldgia Tanszékének Alkaloidkémiai Kutatdcsoportja
hosszl évtizedes multra tekinthet vissza a Vinca alkaloidok teriiletének kutatasaban. Ezen
természetes vegyiiletek indolvazat tartalmaznak, képviseldiket eldészor a Madagaszkaron
6shonos rozsas meténgbdl (Catharanthus roseus) izolaltak. A természetes eredetii vegyiiletek
koziil csak a biszindol szarmazékok (vinblasztin (1) és vinkrisztin (2)) rendelkeznek
daganatellenes hatassal, mig az 6ket felépité monomerek (vindolin (3) és katarantin (4)) nem
mutatnak tumorellenes hatast (1. abra). A Vinca alkaloidok daganatellenes hatasukat a

sejtosztodas mitotikus (M) fazisdnak gatlasaval fejtik ki.

krizin (5)

vinblasztin (1) R = CH3
vinkrisztin (2) R = CHO

katarantin (4)

1. abra: A természetes eredetii Vinca alkaloidok (1-4) és a krizin (5)

A flavonoidok gyakran eléfordulé masodlagos ndvényi anyagcseretermékek. Ezeknek
a vegyiileteknek szdmos élettani hatasat leirtak: talalhatok koztiik antioxidans, daganatellenes,
gyulladascsokkentd és baktériumellenes hatasu szarmazékok. Kutatdocsoportunk figyelmét
felkeltette, hogy a krizin (5,7-dihidroxiflavon) (5) tobb daganatellenes hatasu vegyiilettel
kombinacioban alkalmazva szinergikus hatast mutatott.! Ez annak kdszénhetd, hogy a krizin
(5) képes kolcsonhatast kialakitani ATP kotohelyekkel, és ily modon gatolni tudja azokat az
aktiv transzportereket, amelyek a gydgyszermolekulak eltavolitasat célozzak meg. A daganatos
sejtek talzd mértékben fejezik ki ezeket sejtfelsziniikon, amelynek eredménye a
gyogyszerrezisztencia. Ezek a pumpak ATP hidrolizissel fedezik az energiasziikségleteiket,
gatlasukkal a krizin (5) a rezisztencia csokkentésével képes novelni a daganatellenes szer

hatékonysagat.

IChen, Y.H.; Yang, Z.S.; Wen C.C.; Chang, Y.S.; Wang, B.C.; Hsiao, C.A. Food Chem. 2012, 134, 717—
724.



2. Irodalmi hattér

A daganatos megbetegedések hazankban és nemzetkozileg is vezetd helyen talalhatdak
a halalozasi okok koOzott, a kardiovaszkularis megbetegedéseket kovetve. A daganatos
betegségek kezelésének komoly kihivasa, hogy az egészséges sejtjeinktdl csak igen
kismértékben eltérd sejtek elpusztitasa a cél. A Vinca alkaloidok klasszikus nagyhatékonysagu
kemoterapias szerek. Noble és munkatarsai kisérleteik soran felfigyeltek arra, hogy a
vinblasztin (1) 14,15-6s helyzetii kettOskotését telitve a daganatellenes hatas két
nagysagrenddel csokkent.? Ez a szerkezeti részlet tehat nagy jelentdségii a biologiai aktivitas
szempontjabol. Ezen eredmények alapjan kutatocsoportunkban ciklopropangytiriit alakitottak
ki a monomer vindolin (3) 14,15-6s helyzetében, majd ebbdl képezték a dimer 14,15-

ciklopropanovinblasztint, ami kiemelkedé daganatellenes hatassal rendelkezett (2. abra).>*
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2. abra: A ciklopropanovinblasztin eldallitasa

A 14,15-ciklopropanovinblasztin kiemelkedd daganatellenes hatasanak fényében célul
tliztem ki a 14,15-6s helyzetben epoxigytiri kialakitasat.

A Vinca alkaloidok alkalmazasanak sajnos hatranyai is vannak. Ezek a kemoterapia
mellékhatasaiban (pl. neurotoxicitas, fehérvérsejtszam-csékkenés, 1az, hdnyas, haj elvesztése)
¢és rezisztencia kialakulasaban nyilvanulnak meg. A Vinca alkaloidokkal szemben fellépd
rezisztencia kett6s. Méretiiknél és lipofilitasuknal fogva szubsztratjat képzik a P-glikoprotein
(P-gp) efflux transzporternek A rezisztencia masik formaja a tubulin fehérje szerkezetének
modosulasa, és igy a kotddési affinitas elvesztése.

A hibrid molekulak, vagyis az egynél tobb biologiai célponttal kdlcsonhatast kialakitd
vegyiiletek napjainkban  ujfent népszeriiségnek Orvendenck, mivel a bonyolult
patomechanizmusti betegségek esetén hatékonyabb terapidt eredményezhetnek az egy

gyogyszer — egy célpont tipusi megkdzelitéseknél.

2Noble, R.L.; Beer, M.D.C.T.; Mcintyre, R. W. Cancer, 1967, 20, 885-890.

3Keglevich, P.; Hazai, L.; Dubrovay, Zs.; Dékany, M.; Szantay, Cs. Jr.; Kalaus, Gy.; Szantay, Cs.
Heterocycles, 2014, 89, 653-668.

“Keglevich, P.; Hazai, L.; Kalaus, Gy.; Szantay, Cs. Period. Polytech., Chem. Eng. 2015, 59, 3-15.



A Vinca alkaloidok kozé sorolhatdo dimerek és monomerek kémiai és biologiai
tulajdonsagair6l beszdmold publikaciok nagy multra tekintenek vissza, valamint a flavonoidok
kémidjanak irodalma is végelathatatlan sok miivet tartalmaz. A hibrid molekulak terén sziilettek
tiokolhicin?, folsav? és monoklonalis antitesttel konjugalt® Vinca hibridek, amelyek kiemelkedé
daganatellenes hatast mutattak (3. abra). Ezen kutatasok 0szténdznek benniinket 1j,
potencialisan sejtosztodasgatlo hatasu Vinca-tartalmu hibridek eldallitasara.

Mivel a Catharanthus roseus-ban a dimerek koncentracidja csupan kb. 0,0005%, igy a
novénybdl torténd extrakcid nagyon koltséges €s gazdasagtalan. A monomer vindolin (3) és
katarantin (4) 6nmagukban nem rendelkeznek sejtosztodasgatld hatassal, ambar az elmult
években beigazolodott, hogy a vindolin (3) megfeleld6 molekulakkal konjugalva jelentds
daganatellenes hatdssal ruhdzhatdo fel. Ennek folyomdnyaként kutatdcsoportunkban
eloallitottak szteroidokkal, aminosavakkal, N-heterociklusokkal és szintetikus farmakoforokkal
kapcsolt hibrid molekulékat.”® Ezek kozott tobb jelentds sejtosztodasgatlé hatast mutatott

A krizin (5) kémiajaban kiemelt fontossagi a 7-es helyzetli hidroxilcsoport
helyettesitése, mivel az 5-6s helyzetli funkcid intramolekularis hidrogénhid kotést alakit ki a
kozeli oxocsoporttal, igy az joval magasabb homérsékleten 1ép csak reakcioba. Korabban
szamos, 7-es helyzetben modositott krizinszarmazék hatékony sejtosztodasgatld vegyiiletnek
bizonyult, ! igy célul tiiztem ki a kutatocsoport profiljaba ill§ krizinkonjugatumok eldallitasat
kiilonboz6  szintetikus nitrogén és foszfortartalmi farmakoforokat, illetve aminosavakat

felhasznalva.

4Passarella, D.; Giardini, A.; Peretto, B.; Fontana, G.; Sacchetti, A.; Silvani, A.; Ronchi, C.; Cappelletti, G.;
Cartelli, D.; Borlak, J.; Danieli, B. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 6269-6285.

SVlahov I.R.; Santhapuram H.K_; Kleindl P.J.; Howard, S.J.; Stanford K.M.; Leamon, C.P. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2006, 16, 5093-5096.

Y urkovetskiy, A.V.; Yin, M.; Bodyak, N.; Stevenson, A.C.; Thomas D.J.; Hammond, E.C.; Qin, L.; Zhu, B.;
Gumerov, R.D.; Ter-Ovanesyan, E.; Uttard, A.; Lowinger, B.T. Cancer Res. 2015, 75, 3365-3372
"Keglevich, A.; Danyi, L.; Rieder, A.; Horvéth, D.; Szigetvari, A Dékany, M.; Szantay, Cs. Jr.; Latif, A.D.;
Hunyadi, A.; Zupkd, 1.; Keglevich, P.; Hazai, L. Molecules, 2020, 25, 1010-1028.

8Keglevich, A.; Zsiros, V.; Keglevich, P.; Szigetvari A.; Dékany, M.; Szantay, Cs. Jr.; Mernyak, E.; Wolfling,
J.; Hazai, L. Curr. Org. Chem. 2019, 23, 959-967.
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3. Abra: Vinca hibridek (78,104,105)



3. Kisérleti modszerek

A szintetikus munka soran preparativ szerves kémiai modszereket alkalmaztam. A reakciok
elérehaladasat vékonyréteg-kromatografiaval kovettem. Az anyagok tisztitdsara preparativ
vékonyréteg-kromatografiat €s oszlopkromatografiat alkalmaztam. Az anyagok tisztasaganak
ellendrzésére, valamint a kémiai szerkezet igazolasara vékonyréteg-kromatografiat,
olvadaspontmérést, IR, MS, valamint *H és *C NMR méréseket alkalmaztunk, illetve egyes
képviselok esetében 1°N és 1°F NMR-t is.
4. Eredmények

4.1. Kémiai eredmények

Kisérletet tettem a természetes eredeti Vinca alkaloidok oxidaciojara mCPBA-val,
amely reakciok termékeiként epoxiszarmazékokat terveztem eldallitani. Ezzel szemben a
vindolin (3) oxidacioja soran a 6 orto-benzokinon szarmazék keletkezett.

A Kkatarantin (4) és a vinblasztin (1) oxidacidja hasonld termékeket eredményezett.
El6bbi esetén a katarantin 7-hidroxi-N-oxid- (129) és N-oxidszarmazékat (130) izolaltam. A

130 vegyiilet [2,3]-Szigmatrdp atrendezOdésen megy keresztiil, amely soran az N-oxid funkcio

crer
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4, abra: Az oxidacios reakciok 6sszefoglalasa



Kisérletet tettem Diels-Alder-reakciok végrehajtasara a vindolin (3) 14,15-6s helyzetii
kettoskotésén metil-vinil-ketonnal, illetve a 6 vegyiilet kinoidalis rendszerén N-fenil-
maleinimiddel (5. abra). Az eldbbi esetben Friedel-Crafts-alkilezés jatszodott le a 135
vegyliletet eredményezve. Az utobbi esetben két, a reagenssel kondenzalt szarmazékot

(137,138) izolaltam.
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5. abra: Diels-Alder-reakciokra valo kisérletek dsszefoglalasa

Javaslatot tettem ez utobbi reakcio feltételezett mechanizmusara (6. dbra). Eszerint a Diels-
Alder-reakci6 lejatszodik, am annak terméke a toluol forraspontjan nem stabil, és az eredeti A
gylrii vicinalis helyzetii karbonilcsoportjai k6zott homolitikus kdtéshasadas torténik. Az ennek
kovetkeztében kialakuld A intermedier egy kettds gyok, amely a lejatszodd reakcid sordn
kiilonb6z6 modokon stabilizalodik. A monomer termékhez (138) vezetd Uton kétszeres
dekarbonilez6désen esik at, majd az igy létrejott B speciesz hidrogénvesztés mellett
aromatizalodik. A dimer vegyiilet (137) esetén az A speciesz egyetlen karbonilcsoport
elvesztését kovetden a kiindulasi vegyiilettel (6) reagal. A kialakulé D intermedier ezittal is

hidrogénvesztés mellett aromatizalodik.



6. abra: N-Fenil-maleinimiddel kondenzalt termékekhez vezetd reakcid

mechanizmusa

Célul tliztem ki a monomer vindolin (3) és katarantin (4) Osszekapcsolasat a
természetben megtalalhatd képviseldktdl kiilonb6zé modon eltérd kapcsolddasi pont
létrehozasaval. 10-Kloracetamidovindolinnal (141) alkilezve a katarantint (4), a reakciot

alacsony konverzional feldolgozva sikeresen izolaltam a 143 biszindolt (7. abra).



141

7. abra: Dimer alkaloid eldallitasa

Kutatdcsoportunk korabbi, a hibrid molekuldk terén elért jelentdés eredményeihez
kapcsolddva célul tiiztem ki a vindolin krizinnel kapcsolt szarmazékanak (144) eldallitasat,
amelyhez 10-kléracetamidovindolinnal (141) kiséreltem meg alkilezni a krizint (5).

A reakcio termékeként nem a vart ariloxi-acetamid-szarmazékot (144), hanem egy difenil-

amin-tipusu vegyiiletet (145) izolaltam (8. abra).
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8. abra: Vindolin — krizin hibridek (144, 145) a vindolin 10-es helyzetén keresztiil kapcsolva

A reakciot kovetden a kapcsoldsi sorrend megforditdsaval sikeresen eldallitottam a célul
kitlizott hibridet (144) (8. abra), valamint a vindolin (3) aromas gytirijét imitald 2-klor-N-(2-
metoxifenil)acetamiddal (148) modellkisérletet hajtottam végre a reakcio feltételezett
mechanizmusanak igazoldsa végett, amit HPLC-MS rendszerben kdvettem. A kisérletek soran
beigazolodott, hogy a termékhez vezetd reakcid harom konszekutiv 1épésben jatszodik le:

alkilezés, Smiles-atrendez0dés €s hidrolizis torténik (9. abra).
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9. abra: A 145 hibridhez vezetd reakcié mechanizmusa

Nyolc tovabbi 2-klor-N-arilacetamiddal (146,147,149-154) végeztem el a krizin
alkilezését, mivel hasonld szerkezetli szarmazékok hatékony tirozin-kin4dz inhibitoroknak
bizonyultak. A kloracetamidokkal (146-152) végrehajtottam az alkilezést magasabb
homérsékleten is, hogy felhasznidlva a megismert modszert, Gj 7-arilaminokrizin-
szarmazékokat allitsak el0. Azokban az esetekben, amikor a 2-klor-N-arilacetamid aromas
gylirije szubsztitudlatlan volt, vagy elektronkiildé csoportokat tartalmazott (146-150), a
szubsztituenshatastol fliggd homérséklet elérését kovetden kialakult a difenil-amin struktaraja
termék (162-166). Amennyiben az acetamid aromas gytirlije elektronban hidnyos volt (151,
152) a Smiles-atrendezddés kétszer jatszodott le, és a linkert forditott konstitucioban tartalmazo
szarmazékok (171, 172) jottek 1étre (11. abra).
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10. abra: A modellvegyiiletek palettaja
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11. abra: A modellkisérletek 6sszefoglalasa

A 10-kloéracetamidovindolin (141) és krizin (5) kozti reakciot acetonitrilben végrehajtva
sikeresen izolaltam a Smiles-atrendez6dés savamid (169) termékét, amely az eredeti DMF-ban
elvégzett reakcioban nem volt izolalhatd. Az igy kapott 169 intermedieren elvégeztem a
haromlépéses folyamat utolso, hidrolitikus 1épését DMF olddszerben. A krizin (5) alkilezését

aceton oldoszerben végrehajtva a krizin biszalkilezett-szarmazékat (170) izolaltam (12. abra).
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12. abra: Kirizin (5) alkilezése 10-kloracetamidovindolinnal (141) kiilonb6z6 oldoszerekben

Eléallitottam a vindolin (3) 17-es helyzetében krizinnel (5) kapcsolt szarmazékait ketto,

négy és Ot szénatomos linkerek kialakitasaval (179-181) (13. abra).

krizin (5)
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13. abra: Vindolin — krizin hibridek (179-181) a vindolin 17-es helyzetében kapcsolva

Célul tiiztem ki a kutatocsoportunk profiljaba il16 krizin (5) — aminosav konjugatumok
eloallitasat is. L- és D-Triptofan-metilésztert, illetve L-prolin-metilésztert kett és 6t szénatomos
linkerrel lattam el (187-190), majd krizinnel (5) torténd kapcsolas utan sikeresen izolaltam az

aminosavtartalmu konjugatumokat (191-194) (14. abra).

11
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14, abra: Krizin — aminosav konjugatumok (191-194) eldallitasa

A természetes farmakoforokat kovetden a krizint (5) szintetikus farmakofoérokkal

kapcsoltam 6ssze. Ennek soran eléallitottam egy krizin—trifenilfoszfin hibridet (198) (15. abra).
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15. abra: Krizin — trifenilfoszfin hibrid (198) eléallitasa

A krizin (5) 1,4-dibrombutannal torténé O-alkilezése soran kapott bromszarmazékkal
(199) 1,2,3,4-tetrahidroizokinolint (200), N,N-dimetiletiléndiamint (125) és pirrolidint (201) N-
alkileztem. A reakciokban a vart termékek (202,203,205) mellett karbamatszarmazékokat
(204,206) is izolaltam, amelyek a hasznalt amin ¢és alkilez6 agens kozé torténd szén-dioxid

beékelddése soran jottek 1étre (16. ébra).
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16. abra: Krizin — amin konjugatumok (202-206) eldallitasa
12



4.2. Bioldgiai eredmények

A kutatémunkam sorén eldallitott hibridek (144,145,170,180) és flavonoidszarmazékok
(1069,155-160,162-166,171) in vitro sejtosztodasgatld hatasat az amerikai Nemzeti
Rakkutatasi Intézetben (National Cancer Institute NCI) 9 gyakori raktipus 60 sejtvonalan
vizsgaltak. Referenciaként a jelenleg is klinikai alkalmazasban hasznalatos vinblasztin-
szulfatot, valamint vindolint (3), 17-deacetilvindolint (10) és krizint (5) valasztottam. A
vindolin — krizin hibridek (144,145,170,180) koziil a 145 és 180 hibridek nem bizonyultak
hatékonynak. A 170 vegylilet kozepes sejtosztodasgatldo hatast mutatott, mig a 144 ariloxi-
acetamid jelentds daganatellenes hatdssal rendelkezett. Utdbbi az 6tdozisu vizsgalatok soran
szamos sejtvonalon alacsonyabb Glso (50%-0s sejtosztodasgatlashoz tartozo koncentracio)
értéket mutatott, mint a pozitiv kontrollként alkalmazott vinblasztin (1).

Bar az altalam el6allitott ariloxi-acetamid szarmazékokkal (155-162) rokonszerkezetii
vegyliletek korabban hatékonynak bizonyultak mint tirozin-kinaz inhibitorok, a sejtes
vizsgalatok sordn a szoban forgd vegyliletek a 160 2”-trifuormetilcsoportot tartalmazo
szarmazékot kivéve teljesen hatastalannak bizonyultak. A szdrmazékokat atalakitva difenil-
amin struktirajuva (162-166) altaldban jelentds hatasndvekedés volt tapasztalhat6. Ezekben az
esetekben dontd befolyassal birt a kiindulasi acetamid (146-150) aromas gyiriijének
szubsztitualtsaga. Mig a szubsztitudlatlan és harom metoxiszubsztituenst tartalmazé szarmazék
nem rendelkezett sejtosztodasgatld hatassal, addig az orto-helyzetben metil- és
metoxicsoporttal szubsztitualt, illetve mindkét meta-helyzetben metoxicsoporttal szubsztitualt
szarmazék jelentds daganatellenes hatast mutatott. Ezek a vegyiiletek tobb sejtvonalon
alacsonyabb Glso értékkel rendelkeztek, mint a pozitiv kontrollként alkalmazott vinblasztin (1).
A 7-(3,5-dimetoxifenil)aminokrizin (165) emlérak MCF-7 sejtvonalan kiemelked6 30 nM,
vastagbélrak HCT-15 sejtvonalan pedig 60 nM-0s Glsp értéket mutatott.

HN
WO
HsCO N OCOCH; MeO OMe

I H =

OH
CH; COOCH;
144 165

17. abra: 144 és 165 vegyiiletek
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5. Tézisek

1. A katarantint és a vinblasztint meta-klorperbenzoesavval oxidalva eléallitottam azok N-oxid-
szarmazékait. Igazoltam, hogy a katarantin N-oxidszarmazéka 2,3-szigmatrop-atrendez6dés

soran izoxazolidingyr{it tartalmaz6 vegyiiletté¢ alakul at. [MSZ1]

2. lgazoltam, hogy a vindolint metil-vinil-ketonnal reagaltatva trifluorecetsav jelenlétében
Diels-Alder-reakcio helyett Friedel-Crafts-reakcio jatszodik le a vindolin aktivalt aromas
rendszerén. A vindolin orto-benzokinon-szarmazékat N-fenilmaleinimiddel toluolban forralva,
a reagenssel kondenzalt monomer- ¢és dimerszarmazékokat izolaltam. Javaslatot tettem a

nemvart termékekhez vezetd reakcié mechanizmusara. [MSZ2]

3. A vindolint és krizint felhasznalva hat 0j, alkaloid- és flavonoidegységet egyarant tartalmazo
hibrid molekulat allitottam el6, a krizin 7-es, illetve a vindolin 10-es és 17-es pozicidin
keresztiil, kiilonb6z6 lanchosszsagu linkereket alkalmazva. Kimutattuk, hogy a hibridek koziil
a 144 ariloxi-acetamidszarmazék kiemelkedd sejtosztodasgatld hatassal rendelkezik, tobb
sejtvonalon hatékonyabbnak bizonyult a pozitiv kontrollként alkalmazott vinblasztin-

szulfatnal. [MSZ4]

4. A 10-kloracetamidovindolin és krizin reakcidjaban keletkezd nemvart szerkezetli hibridhez
vezetd reakcid mechanizmusat felvazoltam, azt kisérletesen igazoltam, amely szerint
haromlépéses konszekutiv folyamatban alkilezés, Smiles-atrendez6dés, majd hidrolizis

jatszodik le. [MSZ3,MSZ4]

5. Eldallitottam hét uj, ariloxi-acetamid szerkezetli flavonoidszarmazékot, majd az altalam
kidolgozott modszerrel enyhe koriilmények kozott szintetizaltam bel6liik difenil-amin
struktraju  krizinszarmazékokat.  Javaslatot  tettem a  reakciot  befolydsolo
szubsztituenshatasokra. Kimutattuk, hogy az igy eldallitott difenil-amin-szarmazékok koziil

tobb jelentds antiproliferativ hatassal rendelkezik. [MISZ3]
6. Alkalmazasi lehetéség

Az altalam eldallitott és bioldgiai vizsgalatra kiildott vegyiiletek koziil a 144 ariloxi-
acetamid tipust vindolin — krizin hibrid nemkissejtes tiidérak (EKVX és NCI-H226),
melanéma (UACC-257), petefészekrak (SK-OV-3), veserak (TK-10) és emldrak (T47-D)
sejtvonalain alacsonyabb Glsp értéket mutatott, mint a jelenleg forgalomban 1évé vinblasztin-
szulfat. Az eredmény igazolja, hogy a daganatellenes hatassal nem rendelkez6 vindolin (3) is

jelentds daganatellenes hatassal ruhazhatéd fel megfeleld szarmazék képzése esetén. A direkt
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sejtosztodasgatld hatassal nem rendelkez6 krizin (5) tobb 7-aminokrizin-szarmazékat allitottam
eld. Az altalam alkalmazott modszer enyhe koriilmények kozott teszi lehetové a krizin 7-es
helyzetii fenolos hidroxilcsoportjanak aromas nukleofil szubsztiticidjat, amellyel 7-
aminokrizin-szarmazékok allithatoak elé. A szintetizalt 7-arilaminokrizin-szarmazékok koziil
tobb jelentés daganatellenes hatassal rendelkezett. A 7-(3,5-dimetoxifenil)aminokrizin (165)
emloérak (MCF-7: Glso = 30 nM) és vastagbélrak (HCT-15: Glso = 60 nM) sejtvonalain

kiemelkedd sejtosztodasgatld hatast mutatott.

Az eldallitott vegyiiletcsalad szerkezet-hatas Osszefiiggésének ismeretében lehetOség
nyilik a jovoben ujabb potencidlisan sejtosztddasgatld hatast szdrmazékok raciondlis
megtervezésére. Az értekezésben leirt eredmények hozzédjarulhatnak olyan hatékony

képviseldk eldallitasdhoz, amelyek a késdbbiekben potencidlis gydgyszerjeldltek lehetnek.
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