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1. Bevezetés és célkitiizések

Az Osztron és szintetikus szarmazékai a szteranvazas vegyiiletek csoportjaba tartoznak.
Farmakoldgiai sajatsagaikat a szteroid vazszerkezete ¢s a kiilonb6zd helyzetben 1év6 funkcios
csoportok mindsége és térallasa hatarozza meg. Igy az 6sztran vaz célzott modositasaval, mint
példaul  gylirianellaciés  szénatom  epimerizalasaval, a D-gyliri  felnyitasaval,
szubsztitudlassal, a hormonhatds visszaszoritdsa mellett a vegyiiletek antitumor hatdsa
keriilhet eltérbe. A kdzelmultban szamos heterociklust tartalmazoé szarmazékrol és valtozatos
szerkezetli konjugatumokrol bizonyitottdk, hogy sejtosztddast gétld, antibakteridlis vagy
éppen enzim gatld hatast fejtenek Ki. A konjugatumok eléallitisara szamos szintetikus
modszer all rendelkezésre, tobbek kozott az atmenetifém katalizalta reakciok. A
mikrohulldmu technika bevezetésével olyan atalakitasok kivitelezése is lehetové valik,

amelyek hagyomanyos koriilmények kozott csak nehezen jatszodnak le.

Munkénk célja 0j, potencidlisan antitumor hatdsu Osztron szarmazékok szintézise volt

a 13-epimer és/vagy a D-szekoosztron-alapvazakon:

e kiilonboz6 alkinil-6sztronokra triazol-gytiriit beépitve,
e jodozott 6sztron szarmazékok és fenilacetilének Sonogashira kapcsolasaval,

e one-pot” Sonogashira-CuAAC-reakcioval szteroid modellen.

Tovabbi célunk volt az eldallitott vegyiiletek in vitro sejtosztodast gatld (human adherens
tumorsejtvonalakon) ¢és 17B-HSD1 enzimgatld hatdsanak vizsgalata egyiittmiikodés

keretében, ill. az eredmények alapjan hatas-szerkezet 6sszefiiggések felallitasa.

2. Alkalmazott modszerek

A szerves szintéziseket millimolos mennyiségben végeztiik, a reakciok lefutasat vékonyréteg-
kromatografiaval kovettiik. A ,click”-reakcidkat hagyomanyos melegitéses koriilmények
kozott, a palladium-katalizalt reakciokat mikrohulldmt reaktorban hajtottuk végre. A
reakcioelegyek tisztitdsa és a termékek elvalasztisa flash-kromatografiaval tortént. A
vegyiiletek szerkezetét foként egy- és kétdimenzios NMR-spektroszkopiai modszerekkel

bizonyitottuk.



3. Az ij tudomanyos eredmények tézisszerii osszefoglalasa™

3.1. A 3-benziloxi-14B-(prop-2-enil)-des-D-6sztra-1,3,5(10)-trién-13a-karbaldehidet (1) és
13-epimerét (2) Jones-oxidacidval karbonsavva (3, 4), natrium-tetrahidrido-borattal alkoholla
(5, 6), ill. hidroxilamin-hidrokloriddal, natrium-acetat jelenlétében oximma (7, 8) alakitottuk
(1. ébra). Az igy nyert alapvegyiileteket (3—8) harom ponton moddositottuk: az alkoholos és
oxim hidroxil funkciét ecetsavanhidriddel észteresitettiik, a 3-benziléter védécsoportot

eltavolitottuk, és telitettiik a 14-(prop-2-enil)-oldallancot.
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3.2. Az intakt D-gylrls 13a-6sztron (15) és a 13-epimer D-szekoalkoholok és -oximok
fenolos hidroxilcsoportjat (11-14) 1 ekv. propargil-bromiddal, acetonban, kalium-karbonat
jelenlétében éteresitettiik (2. 4bra). Igy kemo- és regioszelektiven, kivalo hozammal

kiilonboz6 3-propargil-étereket (1620, ,,A-alkin”) nyertiink.

3.3. A 3-védett D-szekokarbonsavakbol (3, 4) 1 ekv. propargil-aminnal, peptidkémiai
kapcsoloszerekkel: HBTU és HOBt 1:1 aranyt keverékével, DIPEA hozzaadasaval, dimetil-
formamidban kivalé6 hozammal, propargilezett savamidokat nyertiink (21, 22, ,,D-alkin”, 2.

abra).

* A tézispontokban a vegyliletek szamozésa fiiggetlen a disszertacioban alkalmazottdl.



3.4. A kilonb6zé vazszerkezetii ,,A-alkineket” (16-20) szubsztitualatlan, vagy p-
helyzetben szubsztitualt benzil-azidokkal Cu(l)-katalizalt azid-alkin ,,click”-reakcioban
(CuAACQC) reagaltattuk (2. abra). Katalizatorként 10 mol% réz(I)-jodidot, ligandumként 20
mol% trifenil-foszfant, bazisként 3 ekv. DIPEA-t alkalmaztunk, toluol oldoszerben. Ily

modon szamos j N-benzil-triazolilmetil-szarmazékot (23-27) sikeriilt eléallitanunk.

3.5. A ,D-alkineket” (21, 22) a 3.4. tézispontban ismertetett korilmények kozott
kiilonb6z6 benzil-azidokkal CUAAC-reakcioban reagaltattuk (2. abra). A cikloaddiciok olyan
konjugatumokat (28, 29) eredményeztek, amelyekben az N-benzil-triazolilmetil egység a
nyitott D-gylir(ih6z savamid kotésen keresztiil kapcsolodik. A reakciok minden esetben az
angularis metilcsoport térallasatol, az alkin funkci6 helyzetétdl és a p-helyzetli szubsztituens

mindségétol fliggetleniil, regioszelektiven, kivald6 hozammal szolgaltattdk a vart

céltermékeket (23-29).

3.6. A kiilonbozé szteroid alkinek (16-22) CuAAC reakcioit szteroid-azidokkal is
megvalodsitottuk. Igy olyan heterodimer diasztereomer parokat (23, 25, 27-29 f és Q)
nyertlink, amelyek Osztron egységei D-A (23, 25, 27 f és g) vagy D-D (28, 29 f és @)
gylirlikapcsolatban 4llnak egymassal (2. 4bra). A CuAAC reakcidk a 3.4. tézispontban
ismertetett koriilmények kozott az alkin funkcid helyzetétdl és az azidcsoport térallasatol

fiiggetlentil, sztereoszelektiven, rovid id6 alatt, kivalé hozammal jatszodtak le.
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3.7. Az intakt D-gyiiriis 13o-0sztron-triazolok (27) esetében tovabbi szarmazékokat is
eléallitottunk annak vizsgalatara, hogy a 17-es helyzetben 1évé oxigén funkcid jelenléte
sziikséges-e a biologiai hatas kifejtéséhez. Ehhez két kivalasztott ,,click”-terméket (27a, €)
natrium-tetrahidrido-borattal redukaltunk, ami a 17a- (30) és a 17p-hidroxi (31) vegyiiletek
1:1 aranyt keverékét eredményezte (3. dbra). Tovabba a 13a-6sztron A*®Y-szarmazékabol
(32) kiindulva olyan 3-propargil-éter (34) szintézisét valositottuk meg (3.2. tézispontban
ismertetett koriilmények kozott), amelynek D-gyiiriije nem tartalmaz oxigéntartalmu funkcios
csoportot (3. abra). Az igy nyert terminalis alkint (34) benzilaziddal konjugalva (3.4.

tézispontban ismertetett koriilmények kozott) Gjszerii, 17-dezoxi-triazolt (35) nyertiink.
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3.8  Kidolgoztunk egy hatékony eljarast a 13p-sorbeli D-szekoalkoholok és -oximok
aromas A-gyliriijének jodozasara (4. abra). A hidroxil funkciokon észteresitett (36a, b), ill. 3-
metiléter (36¢) vagy 3-hidroxi-szarmazékokat (11, 13) N-jod-szukcinimiddel, trifluorecetsav
oldészerben, szobahémérsékleten reagaltatva, regioizomer jodvegyiiletek (37—41) keverékét

kaptuk.

3.9. Megfigyeltiik, hogy a 2- €és 4-j6d regioizomerek aranya a 3-as helyzetii funkcios
csoport (OAc, OMe, OH) kémiai mindségétdl fiigg. A reakciok kemoszelektiven és a 3-védett
szarmazékok (36) esetében (OAc, OMe) regioszelektiven (37:38=3:1) jatszodtak le.
Fétermékként minden esetben a 2-jodvegyiilet (37, 39) képzodott. A 2,4-biszjod szarmazék



(41) keletkezését csak a szabad fenolos OH jelenlétében (11, 13) tapasztaltuk
(39:40:41=2:1:1).
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3.10. Hatékony mikrohulldmi Sonogashira kapcsolasi eljarast dolgoztunk ki az acetilezett
jodvegyiiletek (37a,b; 38b) fenilacetilénnel torténd konjugalasara (5. abra). A 2-, ill. 4-
(fenetinil)-termékeket (42, 43, 47) 10 mol% Pd(OAC), katalizator és 5 mol% cataCXium A
ligandum alkalmazasaval, trietil-amin jelenlétében, 100°C-on 30 perc MW-besugérzassal, jo
hozammal nyertiik. Az oxim funkcié (37b, 38b) azonban a 3 ekvivalens bazis és a magas
homérséklet hatasara dezacetilez6dott és vizvesztéssel nitrillé (43, 47) alakult. A D-
szekoalkohol diacetatjanak 2-jodszarmazékat (37a) az oximokra (37b, 38b) kidolgozott
koriilmények kozott, szubsztitualatlan vagy p-szubsztitualt fenilacetilénekkel reagéltatva, jo
hozammal kaptuk a vart 2-(fenetinil)-konjugatumokat (42, 5. abra). Ebben az esetben sem

dezacetilez0dést, sem egyeb szteroid jellegli melléktermék keletkezését nem tapasztaltuk.

3.11. A D-szekooxim-3-metil-éter sorban (36¢) a jod helyzetét6l fliggéen kiilonbozo
Sonogashira koriilmények kidolgozasara volt sziikség (5. abra). A sztérikusan gatoltabb 4-jod
izomer (38c) a 3.10. tézispontban ismertetett, diacetatokkal (37a, b; 38b) megegyezo
koriilmények kozott szolgaltatta jo hozammal a kivant 4-(fenetinil)-konjugatumokat (48). Az
oxim funkcid nitrillé alakulasat a homérséklet 100 °C-rdl 60 °C-ra tortén6 csokkentésével, 20
perces MW-besugarzassal kiiszoboltiik ki. A 2-jod izomerbdl (37¢) ugyanezen hémérsékleten
¢s 1d6 alatt, 5 mol% Pd(PPh3), katalizator, ill. 2 mol% Cul segédkatalizator és 3 ekv. trietil-
amin alkalmazasaval, tetrahidrofuranban kivald6 hozammal nyertiik a céltermékeket (44, 5.

abra).

3.12. A 3-hidroxi-D-szekooxim és -alkohol 2-jodvegyiiletei (39a, b) a megfeleld

3-metil-éterrel (37c¢) azonos koriilmények kozott (3.11. tézispont) reagaltak a kiilonbozo



fenilacetilénekkel (5. abra). A legjobb konverziét minden alapvaz (37-41) esetében a

p-helyzetben elektronkiildé szubsztituenst tartalmazo fenilacetilénekkel értiik el.
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3.13 Munkdm utols6 részében a Sonogashira kapcsolds és a ,click”-reakcié egymast
kovetd, ,,one-pot” megvaldsitasara dolgoztunk ki mikrohulldmu modszert, szteroid modellen.
Trimetilszililacetilénnel TMS-etinilcsoportot épitettiink be a 2-es pozicioba (37c, 39b) a 3.11.
tézispontban ismertetett koriillmények kozott (6. abra). A 2-(TMS-etinil) intermediert izolalas
nélkiil alakitottuk tovabb. Egy ekvivalens tetrabutil-ammonium-fluorid hozzaadéasaval
lehasitottuk a szilil védécsoportot, majd Cu(l)-katalizissel CUAAC-reakciot végeztiink
benzilaziddal,ujabb 20 perces MW-besugarzassal. A megfelel6 2-triazolil-szarmazékokat (49,
50) sztereoszelektiven, szteroid jellegli melléktermék képzodése nélkiil, révid id6 alatt, jo-

kivalé hozammal kaptuk (6. abra).

3.14. A 13a-06sztron 3-metiléterének kapcsolasi reakcioit 2-jod (51a) és 2-brom (51b)
vegyliletébdl is megvaldsitottuk (6. abra). A Sonogashira kapcsolasi 1épéshez a kiindulasi
halogenidtdl fliggden eltérd reakciokoriilmények kidolgozasara volt sziikség. A reaktivabb 2-
jod-szarmazék (51a) réz és amin mentes kozegben: 5 mol% Pd(PPhs),Cl, katalizator, 6 ekv.
1,4-diazabiciklo[2.2.2]oktan bazissal, acetonitrilben, 100°C-on 10 perc MW-besugarzas
hatasara alakult at a vart Sonogashira-termékké. A kevésbé reaktiv 2-brom vegyiiletb6l (51b)
5 mol% Pd(OAC); katalizator és 2 mol% cataCXium A ligandum alkalmazasaval, 3 ekv. NEt3
jelenlétében, acetonitrilben, 20 perc MW-besugarzassal nyertiik ugyanazt a 2-(TMS-etinil)
intermediert. A kovetkezo két 1épést a 3.13. pontban ismertetett reagensekkel hajtottuk végre
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120°C-on. Ilyen koriilmények kozott 10 perc alatt, sztereoszelektiven és kivalo hozammal

nyertiik a kivant 2-triazolil céltermékeket (53).

3.15. A 3-hidroxi-2-j6d-13a-6sztron (52) a 3.13. tézispontban ismertett, D-szekooximoknal
(37c, 39b) alkalmazott koriilmények kozott, kivald hozammal, sztercoszelektiven alakult a
kivant 2-triazolla (54, 6. abra).

1. Sonogashira
CH=N—OH 2 geszililezés

3. CuAAc
MW

1. Sonogashira
2. deszililezés
3. CuAAC

MW

6. abra

3.16. A vegyiiletek sejtosztodas gatld hatdsat az SZTE GYTK Gydgyszerhatastani és
Biofarmaciai Intézetében vizsgaltdk in vitro MTT-modszerrel, human tumorsejtvonalakon:
HeLa (méhnyak), A2780 (petefészek), MCF-7 (emld) ¢s A431 (bdrlapham). Az eredmények
alapjan a kovetkez6 szerkezet-hatas Osszefiiggéseket allapitottuk meg. A D-szeko-
szarmazékok (I, 11) 13B-epimerei (1) hatékonyabbak 13a-megfeleléiknél (11) (7. abra). Az
Osztron fenolos hidroxilcsoportjdnak éteresitése elonyds az antiproliferativ  hatés
szempontjabol, amit a triazol egység beépitésével tovabb tudtunk javitani. A legpotensebb
vegyiiletek a szubsztitualatlan (23a—26a, 28ba), ill. kis térkitoltésti alkilcsoporttal
szubsztitualt benzil-azidokkal kialakitott konjugatumok (23, 25, 28b: b és c), amelyek

kiemelkedd hatasa indokolt tovabbi vizsgalatokra.

3.17. Az intakt D-gyliris 13a-6sztron-3-OH és 3-éter alapvegyiiletek (111) a nyitott D-
gytrisektol (I, 1) eltéréen viselkednek, az éteresités nem javitott a biologiai aktivitason (7.
abra). A benzil-aziddal torténé konjugalas (27) ebben az esetben is fokozta a vegyiiletek
sejtosztodas gatld képességét, amit a p-nitro-szubsztitualt szarmazéknal a 17-oxocsoport
redukalasa (30e, 31e) tovabb javitott. A 17-hidroxi izomerek (30e, 31e) kozil a 17a-
vegyliletek (31) potensebbnek bizonyultak 17-B-megfeleléiknél (30), mig a 17-dezoxi-triazol
(35) teljesen inaktivnak mutatkozott. Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy ezen



vegylletcsaladban a 17-es helyzetben oxigén tartalmu funkcids csoport jelenléte sziikséges az

anitproliferativ hatés kifejtéséhez.

3.18. A heterodimerek (23, 25, 27-29: f és g) bioldgiai aktivitasat a 16-os és 17-€s
szénatomok konfiguracidja, azaz a triazolil-egység és a hidroxilcsoport térallasa dontéen
befolyasolja (7. abra). A diasztereomer parok koziil csak a 16B3,17a-izomerek (23f, 25f,
27-29f1) fejtenck ki jelentds sejtosztodas gatld hatast. Tovabba a ,,D+A” tipusu dimerek (23,
25, 27) potensebbek a ,,D+D” tipustiaknal (28, 29).

CH=N-OH
CH,-OH
N-benziltriazolilmetil-karboxamido CH,-OH > CH=N-OH

N-benziltriazolil > Bn > Me > R20

N-benziltriazolil > H — R20

7. dbra

3.19. A vegyiiletek 17B-HSDI enzim gatlo hatasat az SZTE AOK I. sz. Belgyogyaszati
Klinikajanak endokrinologiai laboratoriumaban vizsgaltak in vitro radioszubsztrat inkubacios
modszerrel. A HEPES puffer kozegben (pH=7,3), NADPH kofaktor feleslegének jelenlétében
mért eredmények alapjan a kovetkezd szerkezet-hatds dsszefiiggéseket allapitottuk meg. A D-
szekoOsztron alapvegyiiletek esetében a 13B-metilcsoport jelenléte elénydsebb a 13a-
térallasunal (8. abra). A 3-as helyzetben kiilonb6z6 csoportot tartalmazo szarmazékok
inhibitor hatasat 6sszehasonlitva arra jutottunk, hogy a fenolos hidroxilcsoport jelenléte (11,
13) a legkedvez6bb a 13B- és 13a-Osztron sorban egyarant. A 3-metiléterek viszonylag jo
gatlonak bizonyultak, mig a 3-benziléter véddcsoport jelenléte teljesen visszaszoritotta az
inhibitor hatast. A D-szeko alapvegyiiletekre kapott eredményekbdl kiemelendd, hogy olyan
17B-HSDI1 inhibitort talaltunk a D-szekodsztron sorban (D-szekooxim, 13), amely
Osszemérhetd inhibitor hatdst mutat a szakirodalomban ismertetett legpotensebb

enzimgatlokkal.



3.20. A D-szekovegyiiletek (11, 13, 36) aromas gytrijének atalakitasaval kapott
szarmazeékok 17B-HSD1 gatlasi eredményeibdl a kovetkezd szerkezet-hatas Osszefiiggéseket
allapitottuk meg. Az aromas gytirli jodozasa a gatlo hatas szempontjabol a szekooximok (39b,
40Db) esetében hatranyosnak, mig a szekoalkoholoknal (39a) elonydsnek mutatkozott (8. abra).
A fenetinil-szarmazékok (42-48) eredményeit Gsszevetve fontos szerkezet-hatas dsszefiiggést
allapitottunk meg: kizarélag a 2-es helyzetben konjugalt, fenolos hidroxilcsoportot tartalmazo
oximok (46) rendelkeznek jelentds, szubmikromolos gatlé hatassal. Az apolaris fenetinil-
csoportnak a polarisabb benziltriazolil-egységre valo cseréje (50) nem befolyasolta
Iényegesen az enzimgatlast. Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a D-szekooxim
alapvegyiilet kiemelkedd, nanomolos tartomanyba esé inhibitor hatdsat az aromas gytirl

szubsztitualasaval nem tudtuk fokozni.

CH=N-OH >> CH,-OH

I > fenetinil > N-benziltriazolil

H >>Me —> R20

8. abra
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