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1. Bevezetés és célkituzések

Az elmult évtizedekben a daganatellenes szerek fejlesztése a gydgyszerkutatas kdzpontjaba
ker(lt vilagszerte. Az egyre novekvé multidrog rezisztencia és a maig magas halalozasi rata
Uj stratégiat kovetelnek a gyogyszertervezésben. A legfrissebb tanulmanyok jelent6s
figyelmet forditanak a diterpén-alapu vegytletek szintézisének igéretes bioaktivitasuk miatt.

A terpenoidok a legnagyobb, szdmos ndvényben megtalalhato izoprén egységekbdl
felépiild, rendkivil valtozatos szerkezettel bird kiralis vegyiiletek csaladja. Ebbél kifolyolag
kdzvetlenll természetes forrashol kinyerhetdk, de szintetikus Uton nagy mennyiségben is
eloallithatok. Szerves szintézisekben gyakran alkalmazott kiindulési anyagok aszimmetrikus
atalakitdsokhoz, illetve elterjedt kiralis katalizatorok enantioszelektiv reakciokban.
Szamtalan vizsgalat igazolta ¢ vegyliletek sokrétti farmakologiai tulajdonsagat, mely
magaba foglalja antibakterialis, antihiperglikémias, gyulladascsékkentd, sziv- €s errendszert
védo, valamint rakellenes hatasukat. Néhany heterociklusos szarmazék gombaellenes,
BACE1-inhibitor és antiproliferativ hatast is képes Kkifejteni t6bb human daganatos
sejtvonalon. A terpének foként a sejtmembran depolarizalasahoz jarulnak hozza, €s
kaszpazokon keresztil a mitokondridlis apoptdzis indukalasahoz vagy pedig a
PI3K/Akt/NF-kB utvonal inaktivaciojat valtjak ki az angiogenezis inhibicidjaval egyuitt.

Koordinacios kapacitasuknak és a sejtek Kiralis épitékoveihez (pl. aminosavak) polaris
funkcios csoportokon keresztiil torténd erds affinitasuknak koszonhetéen az aminoalkohol
szarmazékok fokozott figyelmet érdemeltek ki az elmult években. A természetes eredetii
bioaktiv aminoalkoholokat széles kdrben tanulmanyoztak, ezek kozé tartozik az
antiproliferativ hatast antibiotikum pactamycin, az immunoszupresszans antibiotikum és
gombaellenes myriocin, vagy az Alzheimer kezelésére alkalmazott actomyosin ATP-az
aktivator penaresdin A és B. A terpenoid tipusu aminoalkoholok legujabb generacidja
kereskedelmi forgalomban beszerezhetdé monoterpénekbdl, példaul (—)-izopulegolbol, és a-
vagy B-pinénbdl el6allithatd. A szteviozid glikozid egyike a kevés kirdlis diterpén forrasnak,
mely nagy mennyiségben hozzaférhetd az évelé novény, Stevia rebaudiana-bol torténd
izolalassal. Gyakori kiindulasi anyag citotoxikus diterpenoid szarmazékok szintéziséhez,
mivel konnyedén aglikonjaiva (szteviol és izoszteviol) alakithatd, melyek maguk is hasonl6
biologiai hatast mutatnak.

A Gyogyszerkémiai Intézetben évtizedek 6ta folytatnak mono- és diterpénekkel végzett
kutatasokat, melyek az utébbi években egyik fontos teriilete a szteviol- és izoszteviol-alapl

aminoalkohol és aminodiol szarmazékok szintézise és farmakoldgiai vizsgalata. Szamos ent-



kauran vagy beyerdn vézas vegyulet, kilénosen amelyek N-benzil funkciét hordoznak,
rendelkezik kiemelkedé antiproliferativ hatassal human daganatos sejtvonalakon.

Jelen PhD értekezés célja egy Uj, véltozatos 1,3-aminoalkohol kdnyvtar létrehozasa,
valamint egy harmadik hidroxil csoport beépitésével aminotriolok szintézise volt, melyet
szteviolbdl  Kkiindulva, Wagner—Meerwein  atrendez6désen, illetve  spiro-epoxid
intermedieren keresztiil terveztink megvalositani. A munka kiterjesztéseként célul tliztiik ki
heterociklusos szarmazékok eléallitasat klikk reakcioval, figyelembe véve a komplex
biologiai hatasukkal jaré elényoket. Az 0] vegylletek antiproliferativ aktivitasat
egylittmiikodés keretében in vitro human négydgyaszati daganatos sejtvonalakon (HeLa,
SiHa, A2780, MCF-7, MDA-MB-231) terveztilk tanulményozni, tovabba célunk volt az
eredmények 6sszehasonlitdsa korabbi e téren kapott eredményekkel, és a szerkezet-hatas

Osszefliggések ertelmezése.

2. Alkalmazott modszerek

A reagensek és a felhasznalt anyagok beszerzese kereskedelmi forgalombol tortent. A
reakciokat mmol mennyiségben Kiviteleztik, a szintetizalt termékeket szilikagélen
oszlopkromatografiaval vagy atkristalyositassal tisztitottuk. A reakciotermekeket
olvadaspont- és optikai rotacio méressel, valamint 1D-, 2D-NMR és HRMS technikakkal
jellemeztik. Az antiproliferativ hatasvizsgalatot kooperald partnereink MTT mddszerrel
Kivitelezték, az abszorbanciat 545 nm-en hataroztak meg SPECTROStar Nano késziilékkel
(BMG Labtech, Offenburg, Németorszag). A szamitasokat GraphPad Prism 9 szoftverrel
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) végezték. A Kinetikai oldhatosag, illetve
PAMPA-GI vizsgalatok oldatait HPLC-DAD-MS modszerrel vizsgaltak. Az LC-MS
analizis Waters 2795 HPLC készuléken tortént Waters 2487 DAD detektorral, és
elektrospray ionizacioval felszerelt Micromass Quattro Ultima TMPt quadrupol

tomegspektrométerrel.

3. Eredmeények és értékelésuk
3.1. Bifunkcids szteviol szarmazékok sztereoszelektiv szintézise
3.1.1. A kulcs intermedier p-keto-alkohol szintézise

A kutatds elsé 1épéseként a kereskedelmi forgalomban elérhetd, természetes eredetii
szteviozid glikozidot (4) egy két Iépéses reakcidban szteviolla (6) alakitottuk. Az oxidativ,

lagos hidrolizis NalO4 és KOH jelenlétében ment végbe a szakirodalomnak megfeleléen (1.
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abra). Ezutan a 84 metil-észtert in situ készitett diazometannal dietil-éterben péar perc alatt

sikerult eldallitani.

B-Glc—R-Glc

1. NalO,

H,0

16 6ra, 25 °C
—_— >

2. KOH

CH,N,
Et,0

oy v ore L Oy
ora, °
O gic 4 570 OH 6 OMe g4

1. 4bra: Szteviol metil-észter el6allitasa szteviozidbol

A kovetkezd 1épésben az allil-alkohol funkciot epoxidda alakitottuk egy vanddium
acetoacetat altal katalizalt, terc-butil-hidroperoxidot alkalmaz6 mddszerrel. A reakcid
sztereospecifikus modon kizarolag a 85a cisz-epoxialkoholt eredményezte, mely a
szakirodalomban ismert sztereokémiaval rendelkezik (2. abra). Az epoxidot ezutan
szobahémérsékleten BF3.EtoO-dal kezeltiik, melynek hatasara az ent-kauran vaz izoszteviol
tipust ent-beyeranna valé atrendezodése kovetkezett be. Egyetlen szarmazék (95)
keletkezését figyeltik meg, mely szerkezetét a 2D-NMR spektroszkopiés vizsgalat igazolta
(2. abra).
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2. abra: A kulcs intermedier B-keto-alkohol szintézise spiro-epoxidon keresztil

Schreiber és munkatarsai 8S,15-epoxi-gibberellinsavon végzett tanulmanya alapjan a
kovetkez6 mechanizmust feltételezziik a reakcid kdzben. Az oxiran gyiirii a Lewis sav
oxigénhez torténd koordinalédasaval felnyilik és egy hattagi gylirli épiil ki a szomszédos
hidroxil csoporttal valo interakcidban (a) (3. abra). A karbokation Wagner—Meerwein-féle
atrendez6déssel stabilizalodik és a Ciz és Ci3 k9z0tti kotes felszakad, mig Ci2 €s Cis atomok
kozott uj kotés keletkezik (b). Végil a karbonil funkcié szemi-polaris kotése (d) a negativ

toltés hidrogén hidon (c) keresztul megval6sulé elmozdulasaval jon létre.



3. dbra: A Wagner—Meerwein atrendez6dés feltételezett mechanizmusa

3.1.2. 1,3-Aminoalkoholok szintézise

A Kkulcs intermedier keto-alkoholt (95) elész6r oximma alakitottuk hidroxilamin hidroklorid
segitségével NaHCOs jelenleteben (96). A reakcioterméket ezutan Raney Ni altal katalizalt
hidrogénezésnek vetettilk ala THF-ben, mely szobahdmérsékleten 97a és 97b primer
aminoalkoholokat eredményezte. A diasztereomereket 2:1 aranyban figyeltik meg a
nyerstermékben  NMR  spektroszkopias  vizsgédlat  utan, majd  preparativ
oszlopkromatografiaval sikeresen izolaltuk CH2Cl./MeOH = 1:1 aranyu eluenst alkalmazva
(4. dbra).
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4. dbra: Primer aminoalkoholok sztereoszelektiv szintézise



Egy N-szubsztitualt aminoalkohol konyvtar kiépitése érdekében el6szor a primer
aminoalkoholt (97a) benzaldehiddel kondenzaltuk és a keletkez6 Schiff-bazist NaBHa-del
redukéltuk, mely a 98a N-benzil szubsztitudlt szarmazékot eredményezte (5. abra). A 98a
vegyiilet elballitasat a B-keto-alkohol (95) és benzilamin reakcibjaval is elvégeztik
BF3.Et,0 jelenlétében vizmenetes toluolban, forditott szintézisutat alkalmazva. A Lewis sav
tipusu katalizator hatékonyan elGsegitette a nukleofil aminnal valé kdlcsonhatast a karbonil
oxigénnel alkotott adduktokon keresztil, mely a kedvez6bb reakcioid6ért ¢és a
sztereoszelektivitasért felelt. Az intermedier redukcidja izolalas nélkil tortént NaBHa-del,
ugyancsak a 98a szarmazékot eredményezve. Ez a modszer idedalisnak bizonyult a
kiilonboz6 aminoalkoholok eléallitasara is, hiszen igy kevesebb lépésben siker(lt eljutni a
kivant vegyilethez, illetve ily modon elkeriilhetd volt a primer aminoalkoholokkal végzett
korulményes munka. Az 0j 1,3-aminoalkoholokat (98b—j) a Lewis sav Kkatalizalta
proceduraval kozepes és j0 hozamokkal sikeriilt szintetizalni (1. tablazat) (5. abra).
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5. dbra: N-benzil szubsztitualt szarmazék 98a szintézise
1. Tablazat Szteviol-alapu 1,3-aminoalkoholok kényvtara
Sorszam Vegydulet R Hozam (%)
1 98a benzil 43
2 98b 4-fluorbenzil 48
3 98¢ 4-metoxibenzil 70
4 98d (R)-a-etilbenzil 65
5 98e (S)-a-etilbenzil 60
6 98f (R)-1-(1-naftil)etil 41
7 98¢g (S)-1-(1-naftil)etil 38
8 98h 1-naftilmetil 78
9 98i (R)-1-(2-naftil)etil 60
10 98j (S)-1-(2-naftil)etil 56




3.1.3. 1,3-Aminoalkohol regioizomerek szintézise

A regioizomer analdégok szintézisének elsé Iépéseként a B-keto-alkohol (95) hidroxil
csoportjat metanszulfonil-klorid felhasznaldsaval vizmentes piridinben egy jobb tavozo
csoportra cseréltiik (6. dbra). A kovetkez6éekben két reakcidutat vettlink szamitasba: attél
tartva, hogy az O-mezil funkciot elveszitjik a keton NaBHs-del végzett redukcidjaval, a
vegyiiletet els6ként natrium-azid segitségével azidda alakitottuk (102) , miel6tt a redukciot
Kiviteleztik. Egy alternativ uton, annak érdekében, hogy csdkkentstik a mezilat hidridionok
jelenlétében fellépd tulzott reaktivitasat, a redukcié olddszerét metanol és diklérmetan 1:1
aranyu elegyére cseréltik, mely lehet6vé tette a 104 hidroxi-mezilat szarmazék elballitasat.
Mivel ez a folyamat a lépések felcserélésével hatékonyabbnak bizonyult, a 104-es vegyulet
szolgalt az aminoalkoholok (105a—i) eléallitasanak kiindulasi anyagaként a tovabbiakban.
(2. téblazat). Az izomerek Gsszehasonlitdsanak érdekeében a reakciokat ugyanazokkal a
primer aminokkal végeztiik el, acetonitril és trietilamin 1:1 aranyud elegyében, mely aranyt
kisérletileg hataroztunk meg a melléktermékek minimalizalasa és a hozam maximalizalasa
érdekében (6. abra).
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6. abra: 1,3-aminoalkohol regioizomerek el6allitasa

2. Tablazat 1,3-Aminoalkohol regioizomerek kdnyvtara

Sorszam Vegydulet R Hozam (%)
1 105a benzil 22
2 105b 4-fluorbenzil 41
3 105¢ (R)-a-etilbenzil 40



4 105d (S)-o-etilbenzil 36
5 105¢e (R)-1-(1-naftil)etil 29
6 105f (S)-1-(1-naftil)etil 21
7 1059 1-naftilmetil 44
8 105h (R)-1-(2-naftil)etil 19
9 105i (S)-1-(2-naftil)etil 15

Meglepetésiinkre amikor 4-metoxibenzilamint alkalmaztunk a reakcid kivitelezéséhez, a
vékonyréteg-kromatogramon nem talaltunk detektalhato terméket, a reakciokdérilmények
kiilonboz6 paramétereinek (homérséklet, ekvivalencia, katalizator/oldoszer arany)
valtoztatasaval sem. Ezért az atalakitast a 106-0s primer aminoalkoholon keresztil vittiik
veghez, melyet a hidroxil-azid (103) palladium-katalizalta hidrogénezésével allitottunk el6.
Ezutan, 4-metoxibenzaldehidet adtunk a vegyilethez Schiff-bazist formalva, mely
redukciojaval megkaptuk a hianyzo szarmazékot (105j) (7. abra).
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7. dbra: 4-Metoxibenzilamino szarmazék 105j eléallitasa primer aminoalkoholb6l

3.1.4. 1,2,3-Triazolo szarmazékok el64llitasa klikk reakciéval

A heterociklusos szarmazékok (107 és 108) szintéziséhez a keto-azidot (102) aromas
alkinekkel reagaltattuk t-BuOH/H,O = 2:1 aranyu elegyében a katalizatorok, CuSO4.5H,0
és natrium-aszkorbat jobb oldhat6saga érdekében (8. dbra). A reakciotermékek keletkezése
csak in situ készitett aszkorbat esetén voltak megfigyelhetd. A szintézist megismételtiik a
hidroxil-azidot (103) hasznalva kiindulasi anyagkeént, ekkor 109 és 110 vegyileteket kaptuk

j6 hozammal.
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8. abra: 1,2,3-Triazolo szarmazékok el6allitasa klikk reakciéval

3.2. Tetrafunkcids szteviol szarmazékok sztereoszelektiv szintézise
3.2.1. A kulcsintermedier spiro-epoxid szintézise

Az (j aminoalkohol tipusu diterpén kdnyvtarat egy harmadik hidroxil csoport beépitésével
terjesztettik ki. A szteviozidot (4) a korabbi mddszerrel szteviollad (6) alakitottuk, majd
szelén-dioxid és t-BuOOH alkalmazésaval allil-hidroxilalast végeztink a vegyduleten (9.
abra). A reakcio sztereoszelektiv médon a 15-0-OH izomert (111) eredményezve jatszodott

le a szakirodalomi adatoknak megfelelGen.
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9. dbra: Allil-alkohol 111 szintézise szteviolbol

A vegylletet ezt kovetéen diazometannal kezeltik és a metil-észtert (112) sikerdlt
kiemelked6 hozammal el6allitani csupan néhany perc reakcioidé alatt (10. abra). A spiro-
epoxidot (113b) t-BuOOH-dal és VO(acac).-tal végzett sztereospecifikus reakcioban

alakitottuk ki. A sztereokémia igazolasa okan a folyamatot meta-klor-perbenzoesavval is



elvégeztilk a szakirodalomnak megfelelden, mely az ismert szerkezetii 113a vegyuletet
eredményezte (10. abra). NMR spektroszkopidval bizonyitottuk, hogy az észter szintézis
utdn kapott epoxid metil-észter ugyanazzal a sztereokémiéval rendelkezett, mint a 113b
szarmazék. A reakcioid6 és hozamok alapjan a vanadium-katalizalta modszerrel dolgoztunk

a tovabbiakban.
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10. dbra: Kulcsintermedier 113b kemo- és sztereoszelektiv szintézise
3.2.2. 2-Aminometil-1,2,3-triolok szintézise

Az oxiran gytrit kiilonbdz6 primer aminokkal nyitottuk fel az aminoalkoholokndl hasznalt
sorozathol, kiegészitve tovabbi primer és szekunder aminokkal, Lewis sav katalizator
LiClO4 jelenlétében (11. abra). A litium ion koordinacioja az epoxid oxigénjehez
feltételezhet6en noveli az elektrofil karaktert az amin nukleofil timadasaval szemben, igy
aktivalva a vegyiiletet a gylr(i felnyilas iranyaba. Az Uj aminotriolok szintézise kozepest6l
kitlin6ig terjed6 hozammal jatszodott le (3. Tablazat). Az N-benzilmetilamint kevésbé
talaltuk hatékonynak a szintézishez, raadasul a keletkez6 szarmazék (114b) a tobbi
vegylletnél alacsonyabb bioldgiai aktivitast is mutatott az in vitro farmakoldgiai vizsgalatok
soran. A 115-0s primer aminotriol el6allitasahoz a 114a aminotriol benzil csoportjat Pd/C

katalizator mellett végrehajtott hidrogenolizissel tavolitottuk el (11. abra).

OH OH OH

12
‘O NHR'R? NR'R Hy NH,
/ LiCIO, / Pd/C /
C MeCN H MeOH Z
Oﬁ‘\“‘ OH 2 nap, 25 °C O\\“" H OH 1 nap, 25 °C O%]\ OH
OM 45-96% \‘ 41%
€ 113b OMe 114a-l OMe 115

11. 4bra: Aminotriolok sztereoszelektiv szintézise
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3. Tablazat 2-Aminometil-1,2,3-triolok kdnyvtara

Sorszam Vegyulet R! R? Hozam (%)
1 114a H benzil 93
2 114b Me benzil 45
3 114c H 4-fluorbenzil 95
4 114d H (R)-4-fluor-a-metilbenzil 50
5 114e H 4-metoxibenzil 96
6 114f H (R)-a-metilbenzil 59
7 1149 H (S)-a-metilbenzil 60
8 114h H (R)-a-etilbenzil 80
9 114i H (S)-a-etilbenzil 65
10 114j H 1-naftilmetil 60
11 114k H (R)-1-(2-naftil)etil 60
12 114l H (S)-1-(2-naftil)etil 55

3.2.3. Oxazolidin szarmazék regioszelektiv szintézise

A kutatdcsoportunkban talalt korabbi kimagaslé farmakologiai eredmények alapjan a 114a
vegyulet heterociklusos szarmazékat formaldehides gytiriizarassal szobahémérsékleten
allitottuk el6, mely reakcid a 116-0s szamu spiro-oxazolidin képzodését eredményezte
regioszelektiven (12. dbra). A szerkezet meghatarozasa a 2D-NMR spektroszkdpiaval, a

HMBC spektrumban megfigyelt kereszt csatolasok tanulmanyozasaval tortent.

/~N
”/\© 35% HCHO ? r\ﬂ /\©

- Et20

OH 16ra, 25°C O™
88% \1

OMe OMe

114a 116

12. abra: Aminotriol 114a regioszelektiv gylirizarasa formaldehiddel

3.3. Bioldgiai hatasvizsgalatok
3.3.1. Invitro antiproliferativ aktivitas vizsgalat

Az U(jonnan szintetizalt vegylletek in vitro antiproliferativ aktivitdsat az SZTE

Gybgyszerhatastani és Biofarméciai Intézettel vald egyiittmiikodés keretében egy sor
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human, n6gyogyaszati daganatos sejtvonalon vizsgaltuk, beleértve a méh (HelLa és SiHa),
emlé (MCF-7 és MDA-MB-231) és petefészek (A2780) rékot. Kiegészitésul a teszteket
egészséges NIH/3T3 fibroblasztokon is elvegeztik. A klinikai alkalmazasban 1&v6
daganatellenes hatéassal bird ciszplatin szolgalt referencia vegyuletként. A 98i, 98j, 105b és
105j 1,3-aminoalkoholok kiemelked6 sejtnovekedést gatld hatast fejtettek ki a legtdbb
sejtvonalon, megfigyelhetd szelektivitdssal az MCF-7 sejtekre. A szamszeriisitett 1Cso
értékeket a 4. Tabl4zat foglalja dssze.

4. Téblazat Kiemelked6 antiproliferativ hatasu aminoalkoholok 1Cso értékei
Vegyllet Szamitott 1Csp értékek (uM)
HelLa SiHa MCF-7 MDA-MB-231 A2780 NIH/3T3

98i 3.40 6.33 3.88 4.51 4.43 17.44
98j 3.51 5.37 2.47 5.62 4.06 8.70
105b 5.07 4.41 1.59 3.28 4.39 5.15
105j 3.09 5.77 1.04 2.30 3.78 3.71

Az aminotriolok konyvtarabdl a 114c, 114e és 114i szarmazékok bizonyultak a
leghatdsosabbnak hasonlo szelektivitassal az aminoalkoholokhoz. Az analizis igazolta az N-
benzil funkcid nélkilézhetetlen a hatés kifejtéséhez, a para-szubsztitualt gyt és az a-alkil
csoportok elonydsek a szelektivitds szempontjabol. A naftil gylriik ugyan erds toxicitast
mutattak az 6sszes vizsgalt sejtvonalon, ezzel egylitt azonban barmilyen nemii szelektivitas

elveszett.

3.3.2. Insilico és in vitro membran permeabilitas vizsgalatok

A Budapesti Miiszaki Egyetem Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékével
folytatott egyiittmiikodés keretében megvizsgéltuk az ujonnan szintetizalt aminotriolok
fizikai-kémiai tulajdonsdgait és gyogyszerszeriiségét (,,drug-likeness”). A felszivodas
megitélése érdekében a pKa értékeket, a topologiai polaris felszin terletet (TPSA) és a
Lipinski-féle 5-0s szabalynak valé megfelelést vizsgaltuk meg. A Kinetikai oldhatdsag és in
vitro intesztindlis effektiv permeabilitas meghatarozasa intesztin-specifikus parhuzamos
mesterséges membran permeabilitas vizsgalattal tortént (PAMPA-GI rendszer). A naftil-
szubsztitualt vegyiiletek erds toxikus hatasara a gyenge vizoldhatdsag és magas lipofilitas
adott magyarazatot, melybol arra kovetkeztethetiink, hogy ezen szarmazékok beépiilnek a
biologiai membranba, ezéltal nemkivanatos hatast Kifejtve az egészséges sejtekre is

receptorokhoz torténé kotdédésen keresztiil. Figyelembe véve az in silico és a mért adatokat,
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a fizikai-kémiai sajatossdgok alapjan 114a és 114d-g vegylletek bizonyultak a
legmegfelelébbnek, mivel jo oldhatdsdg mellett legaldbb kdzepes penetraciét mutattak és
megfelelnek Lipinski szabalyanak. Osszevetve a farmakoldgiai eredményekkel 114e in vivo

preklinikai vizsgalatra is javasolt.
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