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1. Bevezetés és célkitiizések

Napjaink gyogyszerkutatasanak egyik f6 célja olyan hormonalisan inaktiv szteroidok
eldallitasa, amelyek igéretes vezérmolekulai lehetnek a tumorellenes szteroidok
kutatasanak. A hormonhatas visszaszoritasat, illetve a vegyiiletek antitumor hatasat az
Osztrdnvdz célzott szerkezetmddositasaval lehet elérni, mint példaul a D-gytrt
homologizalasaval, D-szeko szarmazékok elballitasaval, vagy a természetes 0sztron
epimerizalasaval. Ezen uwjonnan eldallitott szteroidok kiilonbozo uton fejtik ki
tumorellenes hatasukat. Lehetnek enzim inhibitorok, amelyek a szteroid-
bioszintézisben részt vevé egyes enzimek milkodését gatoljak, akadalyozva igy a
hormonképzédést, és ezaltal a hormonfiiggd daganatok fejlédését. Ismeretesek
antidsztrogének is, amelyek az dsztrogén receptorok aktiv centrumébdl szoritjak ki az
endogén ligandumot, ¢és a visszacsatoldsi mechanizmusnak koszonhetden
visszaszoritjdk a hormonok bioszintézisét. Szamos kozlemény szamol be tovabba
olyan vegyiiletekrdl, amelyek nem a hormonalis célpontokat tdmadva fejtik ki
antitumor hatasukat. Ezek koziil kiemelendbéek az antimitotikus vegytiletek, amelyek a
tubulin fehérje polimerizacidjat befolyasoljak, és olyan rendellenes mikrotubulus-
halozat kialakulasat idézik el6, amely nem teszi lehetové a sejtosztodast.

Kutatasunk soran 0j Osztronszarmazékokat allitottunk elé a 13B- és a 13a-Gsztron
vazmodositdsaval, a D-gylrli homologizalasaval és szubsztitudldsaval, valamint

heterociklusok beépitésével.

2. Alkalmazott mddszerek

A szerves szintéziseket millimélos mennyiségben végeztik, a reakciok lefutasat
vékonyréteg-kromatografiaval kovettiik. A reakcidtermékek elvélasztasa flash-
kromatografidval tortént. A vegylletek szerkezetét egy- és kétdimenziés NMR-
felvételekkel és tomegspektrometridss maddszerrel (MALDI TOF/TOF, EI-MS)
bizonyitottuk. Az tjonnan el6allitott szteroidok sejtosztodast gatld hatasat

kolorimetrias MTT-madszerrel in vitro teszteltik négy tumoros (Hela — méhnyak
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karcinbma, MCF-7 — eml6 karcindma, A431 — bérlapham karcindma, A2780 —
petefészek karcindma) és két intakt human fibroblaszt sejtvonalon (MRC-5 és HFF-2)
sejtvonalon. A kiemelked6en hatékony tesztanyagok esetében a hatdsmechanizmus
felderitésére vonatkozdan tovabbi vizsgalatokat is folytattunk. Egyes vegyileteket in
vitro teszteltink MTT-modszerrel, eltér6 endokrin statusz emlékarcinoma
sejtvonalakon (T-47D, MDA-MB-361, MDA-MB-231). Néhany hatékony
szarmazékkal sejtciklus analizist hajtottunk végre aramlasi citometrids modszer
felhasznalasaval. Tovabba a kiemelkedden hatékony vegyiileteknek a tubulin fehérje
polimerizacidjanak sebességére gyakorolt hatdsat is vizsgaltuk in vitro tubulin
polimerizacios assay segitségével. Az MTT-tesztek soran ciszplatint alkalmaztunk

referenciaanyagként, a tubulin polimerizécios kisérletnél pedig paklitaxelt.

3. Az j tudomanyos eredmények tézisszerii sszefoglalasa

3.1. A 13a-D-szekodsztron-aldehid 3-metil-éteréb6l (102) metanolos kdzegben,
hidroxilamin-hidrokloriddal, natrium-hidroxid jelenlétében oximot (135) allitottunk
el (1. abra). Melléktermékként dimetil-acetdl (136) képzddését tapasztaltuk. A
metanol alkalmazésa kdvetkeztében lejatszodd mellékreakcid elkeriilése érdekében a

tovabbiakban acetonitrilt és natrium-acetatot hasznaltunk.

3.2. Az oxim (135) Lewis-sav indukalt intramolekuléris gyfirlizarasa két, cisz-
gylirianellacioval rendelkez6 izoxazolidin sztereoizomerhez (137, 138) vezetett, 1:1
aranyban. Amennyiben a gy(rlizarasokat N-metil-hidroxilamin-hidrokloriddal
vegeztilk, egy sztereoizomer (139) képz6dését tapasztaltuk. A cisz-gytrlianellaciokat
NOE-NMR felvételekkel bizonyitottuk.

" A vegyiiletek szamozasa megegyezik a doktori értekezéshen alkalmazottal.
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3.3. A 13a- és a 13B-6sztron sorbeli §-alkenil-D-szekooximokbdl (67, 135) elektrofil-
indukalt (NIS, NBS, 1,) gylrlizarasi reakcidban nitron dipolusokat (142, 143)
allitottunk el (2. abra). A gylirlis nitron dipdlusokat (142, 143) C=C dipolarofillel
(144, N-fenilmaleimid, NFM), 1,3-dipolaris cikloaddiciés reakcidval alakitottuk at. A
szintézisek sztereoszelektiven szolgaltattak a 16-brommetil- (145a, 146a), illetve a 16-
jédmetil-izomereket (145b, 146b). Az (j sztereogén centrumok konfigurdcidinak
meghatarozdsaban a 2D NMR vizsgélatok segitették munkankat (COSY, NOESY és
HSQC).
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amennyiben a reakciot diklormetan helyett acetonitriles kozegben végeztik. A
csapadékként kivalo szteroid ‘H-NMR felvételébl annak — dimer-jellegére
kovetkeztettink. A dimerképz6dés lehetséges magyarazata, hogy az oxim (67)
ambidens nukleofilként viselkedhet (3. abra), igy az O-alkilezéssel képz6dott
oxazepin-szarmazék (147) mint C=N dipolarofil reakcidba Iép az N-alkilezéssel kapott
gyliriis nitron (142a) 1,3-dip6lussal, igy alakul ki a nem szimmetrikus szteroid dimer
(148). A dimerképzddés reverzibilis, ugyanis a dimer (148) acetonitriles oldatahoz
NFM-et (144) adva a korabbi cikloadduktumhoz (146a) jutunk. Diklormetanos

kdzegben is kialakul a dimer (148), de jo oldékonysaga miatt nem valik ki az oldatbol.
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3.5. Megallapitottuk, hogy a gylirlis nitron dipdélusok (142, 150) 1,3-dipolaris
cikloaddicioja fenilizocianat C=N dipolarofilekkel (52, 151, 152) kemoszelektiven,
kivdl6 hozammal szolgéltatja az  Osztrdnvaz  D-gylirijéhez  kondenzalt
oxadiazolidinon-szarmazékokat (153-158, 4. abra). A reakciok régioszelektivnek
bizonyultak, minden esetben a dipolarofil N-atomja kapcsolédott a szteranvaz 17a-

szénatomjahoz.

3.6. A reakcidsebességben eltérések mutatkoztak. Az elektronkiildd (-1 < +M)
csoporttal rendelkezd 4-metoxi-fenilizocianat (151) alkalmazésa sorén tapasztaltuk a
legrovidebb reakcididét, ezt a 4-klor-szarmazékkal (152, -1 > +M) végrehajtott 1,3-
dipoléris cikloaddiciok kovették, majd a leghosszabb reakcididét a szubsztitualatlan

fenilizocianat (52) esetében figyeltiik meg.
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3.7. A hagyomanyos melegités mellett kiprébaltuk a mikrohullami technikét is. Ez
utdbbi modszerrel, 1 perc alatt, sztereo-, régio- és kemoszelektiven nyertiik a kivant
oxadiazolidinon-szarmazékokat (153-158). A fenilizocianat (52, 151, 152)
szubsztituenseinek minésége nem befolyasolta a mikrohullammal végrehajtott

reakciok sebességét.
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3.8. Megvizsgaltuk az altalunk el6allitott 10j oxadiazolidinonok (153-158)
antiproliferativ tulajdonsagait. Kitlint, hogy a 3-benzil-éter-funkcioval rendelkez6
szarmazékok (156a, b és 158a, b) sok esetben kedvez6bb antitumor hatéssal birnak 3-
metoxi-megfelel6ikhez (153a, b és 155a, b) képest (5. abra). A CH,l-szarmazékok



(153b, 155b, 156b, 158b) jobban gatoltdk a sejtosztddast a CH,Br-szarmazékoknal
(153a, 155a, 156a, 158a). Az oxadiazolidinonok (153-158) tumorszelektivnek
bizonyultak a ndi reproduktiv tumorsejtvonalakon (Hela, A2780, MCF-7). A 156b-
jel vegyiilet volt a leghatasosabb, tumorszelektiv (az intakt sejtek osztodasat kevésbé

gatolta, mint a tumorsejtekét), és a sejtciklust G1-S fazisban blokkolta.

3.9. Az MTT-vizsgéalat eredményébdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az
Osztrdnvazon a 3-as helyzetli benzil védécsoport jelenléte, a D-gylirii homologizalasa,
a heterociklusos gytri molekulara torténd kiépitése, illetve a 16-os helyzetben 1évd

CHj,l szubsztituens ndveli a tumorszelektiv sejtosztodast gatlo hatast.
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3.10. Kutatasunk folytatsaban, tobblépéses folyamatban, sztereoszelektiven nyertik a
3-benzil védbesoportot tartalmazo, dsztranvazas 16a,17a- (163) és a 16p,17B-epoxidot
(165, 6. &bra). Abbdl a célbdl, hogy szteroid-azid dipdlusokat allitsunk el6,
vegrehajtottuk  az epoxidok (163, 165) NaNs-dal torténd gylrlinyitasat, és
régioszelektiven jutottunk az (j transz 16-azido-17-alkoholokhoz (166, 167).

3.11. A 16pB-azido-0sztron-3-benzil-éter-17a-0l (166) és a 16a-azido-6sztron-3-benzil-
éter-17p-ol (167) CuAAC reakcidja monoszubsztitualt acetilénekkel (168a—e)

régioszelektiven vezetett a 16-triazolil-szarmazékokhoz (169a—e és 170a—e, 6. &bra).
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3.12. A szteroid olefin (162) benzil-véddcsoportjat katalitikus hidrogénezéssel
eltavolitottuk, Pd/C katalizatort alkalmazva (6. abra). A reakcié soran a debenzilezés
mellett a vegyulet (162) kettés kotése is telitédott, igy jutottunk a 17-dezoxi-
szarmazékhoz (173).

3.13. A 16pB-azido-17a-hidroxi-6sztron-3-benzil-éterb6l (166) kiindulva Jones-
oxidéacidval 16B-azido-0sztron-3-benzil-étert (171) kaptunk, ez utobbi vegyilet (171)
natrium-tetrahidrido-boratos redukcidja egy cisz-azidoalkoholt (172) eredményezett
(7. abra).



O
Jones-reagens ; NaBH,, :
E N T
aceton P A 3 MeOH ! N3
- 5

171 172

7. dbra

3.14. A 162-173 vegyiiletek sejtosztodast gatld hatdsanak tanulmanyozéasakor kitfint,
hogy bizonyos szerkezetvaltoztatdsokkal jelentds hatasnovekedést érhetiink el (8.
abra). Megallapitottuk, hogy az epoxidok (163, 165) kevéshé gatoljak a sejtosztddast,
mint az azok gylirlinyitasaval képzO6dé azidoalkoholok (166, 167). Az utdbbi
vegylletek 17-es hidroxilcsoportjanak téréllasa tovabba nagymertékben befolyésolta a
hatas mértékét. A 17p-hidroxi-szarmazékok (167, 172) tumorszelektivnek bizonyultak
(A431: 167, ICso = 8,1 uM; A2780: 172, ICsy = 10,7 puM). A 17-OH-csoport
oxidacioja (171) aktivitas-csokkenéshez vezetett, amely eredmény alapjan
feltételezhetnénk, hogy a 17-es szénatomon 1évé hidroxil-funkcio jelenléte sziikséges
az antitumor hatés kialakuldsahoz. A brémhidrin (16-os helyzetii azid funkcio helyett
Br szubsztituens, 164) a 17B-hidroxi-azidoalkoholokhoz (167, 172) hasonldan
viselkedett. Az azido-funkci6 triazol-gyiiriire torténd cseréje az antiproliferativ hatas
csokkenését eredményezte. Megfigyeltik, hogy a fenilacetilénbdl szarmazd
szubsztituensek mindsége és helyzete nem befolyasolta jelentésen az antiproliferativ
hatast. Kizardlag a 4”-CF3 szubsztituens (169d, 170d) esetén tapasztaltunk emlitést
érdemld sejtosztodas gatlast. A 17-es oxigénfunkcid eltavolitasaval nyert 17-dezoxi-

szarmazék (173) minden tumorsejtvonalon 90% feletti sejtosztdédas gatlast mutatott.
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3.15. Kutatomunkank kovetkezd részében folytattuk az uj, nitrogéntartalmia D-
homodsztron szarmazékok eléallitasat. A 13a-0sztron sorbeli D-szekoaldehid 3-metil
és 3-benzil-éterét (102, 103) Lewis-sav-indukalt Prins-reakciéval D-homoldgokka
alakitottuk, majd a 16-0s szénatomon Kkialakul6 karbokationra nukleofil beépitését
val6sitottuk meg a Ritter-reakcio koriilményei kozott, ,,one pot” eljarassal (9. abra).
Lewis-sav katalizatorként BF3;OEt,-ot, olddszerként és nukleofil reagensként pedig

kiilonboz6 nitrileket (acetonitril, kloracetonitril, benzonitril) hasznaltunk.

3.16. A Prins-Ritter reakciék eredményeként két Uj kiralitascentrum alakult ki (C-16,
C-17a), igy négy sztereoizomer képzodését vartuk. A szintézisek soran azonban két-
két termék keletkezett (4:1 aranyban), a kloracetonitriles reakcioknal pedig harom
(7:2:1 aranyban): a vart 16-N-acil-17-hidroxi-szarmazékok (177a, ¢ — 182a, c) mellett
(j, athidalt tipusu vegylletek (177b-182b) jelentek meg.

3.17. NMR-felvételek segitségével megéallapitottuk, hogy a fétermékek (177a-182a)
minden esetben 16p,17aa-transz-vegylletek, a melléktermékek (177b-182b) athidalt-

tipusi  16a,17aa-dihidrooxazin-szarmazékok, mig a kloracetonitriles reakcioknal
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megjelend harmadik vegyliletek (178c, 181c) a f6termékek (178a, 181la)
diasztereomer parjai (160,17ap-transz-vegyuletek).
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3.18. Az J(jonnan Kkialakult kiralis szénatomok (16, 17a) konfiguracidjanak
meghatarozasahoz acetilezéssel egy tovabbi szarmazékot allitottunk eld. A reakcid
sorén a 180b athidalt gylirlis része felnyilt, igy eredményezve a 16-N-17a-O-diacetil-
vegylletet (184), amelynek egy- és kétdimenziés NMR-spektrumai segitségével

megallapitottuk, hogy a vegyuletek (180b, 184) 16a,17aa-cisz izomerek.

3.19. Megallapitottuk, hogy a Prins-Ritter termékek szerkezeti kiildnbségei nagyban
befolyasoljadk azok sejtosztddast gatld aktivitdsat. Az N-acetil sorban a fétermékek
(177a, 180a) kevéshé hatdsosak az athidalt tipusu vegyuletekhez (177b, 180b) képest.
A 180b-jelit D-homoszteroid az 6sszes sejtvonalon a ciszplatinnal Gsszemérhetd
értéket ad (ICs ~ 1 pM), de nem szelektdl az egyes sejtvonalak kozott. Azt
tapasztaltuk, hogy a 3-as helyzeti benzil-védGcsoport jelenléte noveli a vegyiiletek
sejtosztodast gatlo aktivitdsat. Az N-kloracetil-szarmazékok (178, 181) széles
hatasspektrummal rendelkeznek, a 3-benzil-éter sorban (181a—c) 90% korili gatlast
mutatnak minden sejtvonalon. Az N-benzoil-szarmazékok (179, 182) a legkevéshé

hatasosak.
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3.20. A két potens vegyllet (180b, 181a) tumorszelektivitasi vizsgalatat is
elvégeztiink egészséges fibroblaszt sejteken. Az eredménybdl megallapitottuk, hogy a
180b tumorszelektiv, mig az N-kldracetil-szarmazék (181a) az intakt sejtek osztodasat
is gatolja. A 180b-t kiilonbozd tipust emlékarcindma sejtvonalon is teszteltik. Ez az
Osszehasonlitd vizsgalat lehetdséget nyujtott a vegyiilet hatdsmechanizmusanak
feltarasaban. Megfigyeltik, hogy a 180b nem mutat jelentds hatasbeli kiilonbségeket
az emlitett sejtvonalakon, igy feltételezziik, hogy hormonreceptor-fiiggetlen médon
fejti ki antitumor aktivitdsat. Az aramlasi citometrids analizisbdl azt a kdvetkeztetést
vontuk le, hogy révid expozicids id6 alatt (24 6ra) a sejtciklus G1-S atmenetét, mig
hosszabb expozicios id6 alatt (48 6ra) a G2/M fazis blokadjat okozza. Tovabba a
tesztanyag (180b) a tubulin polimerizécié sebességét ndvelte, hasonléan, mint a
referenciavegyuletként hasznalt paklitaxel, igy olyan rendellenes mikrotubulus-hal6zat

kialakulasat idézheti el6, amely nem teszi lehetévé a sejtosztodast.
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