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1. Bevezetés és célkitiizések

A szteranvazas vegyiileteket igen széles korben hasznaljak az €16 szervezetek informaciok kémiai
uton torténd tovabbitasara. Ezek a kiilonféle szerkezetii, hormonhatast anyagok igen fontos szerepet
toltenek be a sejtek 1étfontossagh folyamatainak szabalyozasaban, ezért minden olyan anyag, amely
ezen anyagok eldallitasaban, lebontasaban, modositasaban, transzportjdban részt vesz, vagy
valamilyen modon kétodik ezen anyagokhoz, potencialis célpontja lehet a gyogyszerfejlesztésnek.
Manapsag egyre inkabb eldtérbe keriil valamely szteroid molekula természetben is el6éforduld
biomolekulaval (példaul szénhidrat vagy nukleozid) torténd kapcsolasa. Az elvet maga a természet
is hasznalja, igy pont a természetes készitmények efféle konjugatumainak vizsgalata soran deriilt ki,
hogy vannak Kkozottiik nagyon igéretesek is, melyeknél a konjugatumok bioldgiai hatékonysaga
meghaladja a kiilonallo vegyiiletekét.

Az Osztron az emberi szervezetben megtaldlhatd néi nemi hormon. Eldsegiti a masodlagos ndi
nemi jellegek fejlodését, szerepet jatszik a méhnyalkahartya vastagodasaban, valamint a
menstrudcios ciklus szabalyozasaban. A molekulaban 1évd oxigénatomok egymastdl meghatarozott
tavolsagban helyezkednek el, amely fontos szerepet t6lt be az Osztron ¢és az Osztradiol
hormonhatasanak kifejtésében. Az 0sztron kémiai modositasaval olyan vegyiiletekhez juthatunk,
amelyeknek nincs hormonhatasa. A C-2 szénatom szubsztiticidja, a D gytri felnyitasa vagy a C-13
szénatom inverzidja az Osztrogén aktivitds elvesztéséhez vezet. Korabbi eredményekbdl tudjuk,
hogy a szekoszteroid szarmazékok €s a 13a izomerek idedlisak tovabbi modositasok beépitésére és
konjugatumok kialakitasara.

Doktori munkdm sordn ezen vegyiiletek hatasanak illetve szelektivitasanak novelését
biokonjugatumok eldallitasaval terveztik megvaldsitani. Arra voltunk kivancsiak, hogy a mar
bizonyitottan antiproliferativ sajatsagokkal rendelkez6 szteroidok szénhidratokkal és nukleozidokkal
torténd kovalens Osszekapcsolasa hogyan és milyen modon befolyasolja a daganatellenes hatas

er6sségét illetve szelektivitasat.

Munkam célja monoszacharid- és nukleozid-tartalmi 0sztronszarmazék eléallitasa, amelyben a két
részegység "klikk" reakcioval kapcsolodik Ossze. Monoszacharidok esetében az azidcsoport
kialakitasat a glikozidos és primer hidroxicsoportokon, mig a nukleozidok esetében az 5'-
hidroxicsoporton terveztiik. Az igy eldallitott azidoszarmazékokat réz(I)-katalizatort alkalmazva
reagaltattuk a Szteroidkémiai Kutatocsoport altal korabban eldallitott 3-as és 15-6s helyzetben
propargil funkcids csoportot tartalmazo 0sztronszarmazékokkal (D-szekoszteroid, 13a és B-Osztron).

Terveztiik tovabba egyiittmiikodés keretében az eléallitott vegyiiletek in vitro sejtosztodasgatlo
vizsgalatat tobb tumoros sejtvonalon (HeLa, MCF-7 and A2780); valamint 178-HSD1 enzimgatlo

hatasat.



2. Alkalmazott modszerek

Minden oldészert desztillaltunk hasznalat el6tt. A szintézisekhez hasznalt reagensek €s oldoszerek
kereskedelmi forrasbdl szarmaztak. Az olvadaspontokat Kofler-blokkon és Electrothermal 1A8103
miszeren mértiik, korrekcio nélkiil. A reakciok lefutasat vékonyréteg-kromatografiaval kovettiik.
Kieselgel-G (Merck Si 254 F), 0,25 mm vastagsag lapokat hasznaltunk. A kromatogramokat 5%
foszformolibdénsav 50% foszforsavas oldataval hivtuk elé. Az azidocsoport elShivasa a
kovetkezOképpen zajlott: a vékonyréteglapot 1 percig 10%-os trifenilfoszfan CH,Cl,-0s oldataba
helyeztiik 2 percre, majd ninhidrin-oldattal (0,5 g ninhidrin, 75 ml etanol, 25 ml viz, 5SmM-0s NaOH
oldat) fujtuk le. Az UV aktiv vegyiiletek esetében az Rs-értékeket 254 nm hulldmhossziasaga UV-
fényben észlelt foltok alapjan allapitottuk meg. A reakcidtermékek oszlopkromatografias
elvalasztasa ¢és tisztitasa 40-63 mm szemcseméretli Kieselgel 60 (Merck) allo fazissal toltott
oszlopon tortént. Az NMR spektrumok felvétele Bruker DRX 500 késziilekkel tortént,
szobahémérsékleten. A tomegspektrumokat Finnigan MAT TSQ 7000 késziiléken vettiikk fel

elektrospray ionforrassal.



3. Az uj tudomanyos eredmények iisszefoglalésa*

3.1  1,2,34,6-Penta-O-acetilmonoszacharidok (44-46, 1. abra) glikozidos hidroxicsoportjat
azidocsoportra cseréltiik. Lewis sav katalizatorként on-tetrakloridot, azidforrasként trimetilszilil-
azidot alkalmazva kaptuk az 1-azido-2,3,4,6-tetra-O-acetil monoszacharidokat (47—49). D-gliik6z és

a D-galaktoz esetében f-anomer, D-manndz esetében a-anomer keletkezett 72—79% hozammal.
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1.abra: Glikozil-azidok el6allitasa (47—49). Reagensek: (i) Ac,0, NaOAc; (ii) SnCls, Me3SiNg,
CH,CI,.

3.2. A 6- és az 5-azido-monoszacharidok eléallitasa érdekében a D-gliikoz, a D-manndz és a D-
riboz metilglikozidjat (50-52, 2. 4&bra) szelektiven tozileztik piridinben a szekunder
hidroxicsoportok védelme nélkiil. A tozilcsoportot (53-55) szerettik volna kozvetleniil
azidocsoportra cserélni, de valdsziniileg oldhatésagi problémak miatt a reakcié egyaltalan nem
jatszodott le, ezért a szekunder hidroxicsoportokat benzoileztiik (56-58) benzoil-kloriddal, piridines
kozegben. Ezen moédszerrel mindhdrom benzoil-védett monoszacharidon a tozil-azid csere mar

sikeresen lejatszodott natrium-aziddal, litium-bromid jelenlétében, DMF oldoszerben.
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2. abra: 6-Azido-6-dezoxi-D-hexopiranozok (59, 60) ¢és 5-azido-5-dezoxi-D-ribofuranéz (61)
eloallitasa. Reagensek: (i) TsCI, piridin; (ii) BzCl, piridin; (iii) NaNs, LiBr, DMF.

*
A vegyiiletek szamozasa megegyezik a disszertacioban alkalmazottakkal.
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3.3. Az azidocsoportot tartalmazdé monoszacharidokat (47-49 and 59-61) alkincsoportot
tartalmazd D-szekoalkohollal (64a) és D-szekooximmal (64b) reagaltattuk. Toluolban oldottuk az
azidocukrot, hozzaadtunk réz(I)-jodidot és trifenilfoszfant. Bazisként DIPEA-t alkalmaztunk és
végiil hozzaadtuk a szekoszteroid-alkint. A reakcidelegyet a reakcid lejatszodasaig forraltuk (3.

abra).

3.4. A legjobb biologiai hatast mutatd két gliikdztartalmi konjugatumot (65a,b) Zemplén
modszerrel dezacetileztiik (71a,b, 3. abra).
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3. abra: Monoszacharid-D-szekodsztron konjugatumok (65-71) el6allitasa. Reagensek: (i) Cul,
(Ph)sP, DIPEA, toluol, reflux; (ii) NaOMe, MeOH.

3.5. Az 5-azido-2',5'-didezoxinukleozidok (80a—c, 4. abra) el6allitasa soran elészor a tozil-azid
cserét probaltuk, de a reakciok nagyon alacsony hozammal jatszodtak le, ezért a 3'-hidroxicsoportot
acetilcsoporttal védtiik, mivel ez a véddcsoport kompatibilisnek tekintheté a szteroid—nukleozid
konjugatumok véddcsoport-eltavolitdsanal hasznalando lugos hidrolizissel. Kiindulasi anyagként az
5'-0O-DMTr-csoporttal védett nukleozidokat (76a—d) hasznaltuk. A DMTr-csoport hasitasahoz (77a—
d) BF3;-Et;O-t hasznaltunk 1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopropanol-nitrometan oldatban. Az 5'-



hidroxicsoportot (78a—c) szobahémérsékleten piridinben tozileztiik majd tozil-azid cserével kaptuk

az 5'-azido-2',5'-didezoxinukleozidokat (80a—c).
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4. abra: 5'-Azido-2',5'-didezoxinukleozidok (80a—c) eléallitasa. Reagensek: (i) Ac,O, piridin; (ii)
BF;-Et,0, CF;CH(OH)CF;3, CH3NO,; (iii) TsCI, piridin; (iv) NaNs, LiBr, DMF.

3.6. Az eldallitott 5'-azidonukleozidokat (80a—c) 3-O-propargil-13a-6sztronnal (82) réz(I)-
katalizalt alkin-azid "klikk" reakcioval kapcsoltuk ossze (5. abra). A "klikk" reakci6 olddszere az
timidin és az adenozin esetén toluol volt, de a citidin szarmazéknal tapasztalt oldhatdésagi problémak
miatt ott vizmentes tetrahidrofurant hasznaltunk. Kezdetben az irodalomban alkalmazott modon
réz(1)-jodid katalizator mellett trifenilfoszfant és diizopropil-etilamint is adtunk a reakcioelegyhez.
Fontos szempont volt, hogy lehet6leg ne emeljiik meg talsdgosan a reakcid soran a hdmérsékletet,
mert az a nukleozidrész bomlasaval jarhat, ezért 50 °C-on végeztik a "klikk" reakcidkat és
vékonyréteg-kromatografiaval kovettiik azok lejatszodasat. Azt tapasztaltuk, hogy a reakciok 16 6ra
alatt is csak csekély mértékben mentek végbe (kevesebb, mint 30%), feltételeztiik, hogy az acilezett
nukleobazis képes komplexalni a rézionokat, ezért megnoveltiik a katalizator réz(I)-ionok
mennyiségét 1,5 ekvivalensre, trifenilfoszfant pedig nem adtunk a reakcidelegyhez. Ezutan a
reakciok mar elfogadhatd sebességgel haladtak és elfogadhaté hozammal kaptuk a konjugatumokat
(83a-c).



3.7. A nukleinsav-kémiaban gyakran vizes ammoniaoldatot hasznalnak a véddcsoportok
eltavolitasara, de a védett nukleozid—0sztron konjugatumok nem oldodtak vizes kozegben.
Kiprobaltuk a Zemplén-féle moddszert is, ahol 0,1 M-os natrium-metilat metanolos oldatat
hasznaltuk, de csak a nukleozid cukorrészének acetilcsoportja hasadt le. Végiil 4 M-0s metanolos
ammoniaoldattal 50 °C-on 16 o6ra alatt sikeriilt a konjugatumok (83a—C) 0sszes véddcsoportjat

eltavolitani (84a—c, 5. abra).

X
'\tOS
/\
80a-c
NHZ (0]

SN

z
83a| B~ 83b
84a| H 84b

5. abra: "Klikk" reakcio a 3'-O-acetil-5-azido-2',5'-didezoxinukleozidok (80a—c) és a 3-O-
propargil-13a-osztron kozott (82). Reagensek: (i) Cul, DIPEA, toluol vagy THF; (ii) NHz/MeOH.

3.8. Az eléallitott konjugatumok (65a,b—71a,b and 83a—c and 84a—C) sejtosztodasra gyakorolt
hatasa harom tumoros sejtvonalon lett tesztelve (HeLa-méhnyak, A2780-petefészek and MCF-7-
emld) in vitro az SZTE GYTK Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézetében. A monoszacharid
konjugatumok esetében a 65b, 66b és 67b konjugatumok bizonyultak a leghatasosabbnak, ICsg
értékiik a 5.3-20.5 uM tartomanyba esik, a legpotensebbek az A2780 sejtvonalon voltak. A legjobb
hatast mutaté konjugatum (65b) védécsoportjainak eltavolitasaval kapott vegyiilet (71b) csokkent
antiproliferativ hatdsa a triazolgytirtih6z kapcsoloddé molekula nempoléris természetének fontossagat
mutatja a bioaktivitds szempontjabol. A D-szekooximbdl és a D-szekaoalkoholbol képzett
acetilezett konjugatumok eredményeinek Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy az oxim funkcios
csoport jelenléte altalaban javitja a konjugatumok ndvekedésgatld tulajdonsagait. Nukleozid
konjugatumok esetében a védett citidin konjugatum (83c) volt a leghatasosabb, 1Csj értéke a 9.0—
10.4 uM tartomanyba esett. A véddcsoportok eltavolitasaval kapott konjugatumok (84a—c) csokkent

antiproliferativ hatast mutattak.



3.9. A nukleozid konjugatumok (83a—c és 84a—c) 17B-HSD1 enzimre gyakorolt in vitro hatasa
az SZTE AOK I. szamu Belgyogyészati Klinikan lett tesztelve. Az eredmények azt mutattak, hogy a
védetlen timidin konjugatumnak (84b) volt a legerdsebb gatlasa, 1Csp = 19 uM értékkel. Ezen
konjugatumok enzimgatld potencialjanak csokkenését valosziniileg a nagyobb nukleozid-triazolil-

egyseég sztérikus hatdsa okozza a C-3 pozicidban.

3.10. Azidtartalmu linkert allitottunk eld, hogy karbamatkotéssel nukleozidokhoz kapcsolhassuk.
Metil-bromacetatot (85) azidaltuk, majd a metil-észtert (86) 1,3-diaminopropannal (87) reagaltattuk.

Mindkét reakcio 1épés gyors volt és extrakcioval konnyi volt tisztitani a terméket (88, 6. abra).
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6. abra: Az N-(3-aminopropil)-2-azidoacetamid linker (88) eldallitasa. Reagensek: (i) NaN3, DMF;
(i) 1,3-diaminopropan (87); MeOH.

3.11. A linker kapcsolasi reakcidja (7. abra) a nukleozidokhoz egy koztiterméken keresztiil
jatszodott le (91a—d és 92a—c,e). Az 5'-hidroxicsoportot tartalmazi nukleozidokat (78a—d és 89a—
c,e) 1,1-karbonildiimidazollal (90) reagaltattuk, majd a reakcidelegyhez adtuk az azidtartalma
linkert (88). A reakcid egy ¢jszaka alatt lejatszodott. A reakcidt a linkerrel ekvivalens mennyiségii
natrium-hidrogénszulfattal allitottuk le, beparoltuk, extrahdltuk ¢és oszlopkromatografiaval
tisztitottuk. Ezzel a modszerrel sikeriilt eldaliltani mind a nyolc természetes nukleozid

azidoszarmazékat (93a—d and 94a-c, €) jo hozamokkal (76-86%).

3.12. A véddcsoportok eltavolitasahoz 4 M-os metanolos ammonioldatot hasznaltunk. A reakcid

szobahdmérsékleten 16 ora alatt lejatszodott (7. abra, 95a—d, 96a—c,e).
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7. abra: Az 5'-linker-tartalmt azidonukleozidok (93a-d, 94a—c,e and 95a—d, 96a—c,e) elballitasa.
Reagensek: (i) CDI, DMAP, DMF; (ii) azidamin linker (88); (iii) NHz/MeOH.

3.13. Propargilsavbol (97, 8. abra) kiindulva kétlépéses szintézissel olyan alkilamido linkert
(100) allitottunk eld, melynek végén alkin funkcios csoport talalhatd. A kivant N-(3-aminopropil)-
2-propinamid (100) linker trifluorecetsavas sojat 1,5 ekvivalens DIPEA hozzdadasaval

szabaditottuk fel s6jabol, miutan a linker sot kozvetleniil a reakcioelegyhez adtuk.
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8. abra: Az N-(3-aminopropil)-2-propionamid (100) linker eldallitasa. Reagensek: (i) DCC,

3.14. Tovabbi nukleozid épitdelemeket allitottunk elé a fentiek szerint, amelyek alkalmasak
lehetnek nukleozid-tartalmt biokonjugatumok eldallitasara. A két legérzékenyebb purin bazisu

nukleozid (2'-dezoxiadenozin 78a és guanozin 89a, 9. abra) védett formajat valasztottuk
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kiindulasi anyagokként. A karbamat/tiokarbamat nitrogénatomjan keresztiil kiilonboz6 linkereket
(100-104) kapcsoltunk az 5'-hidroxicsoportra: alkilamido-alkil, alkilén és oligoetilénglikol.

Ezeket a linkereket a fentiekben ismertetett modon a nukleozidokhoz kapcsoltuk (105a—113a,
114b-118Db).

3.15. A véddesoportok eltavolitasat szobahdmérsékleten 4 M-os metanolos ammoniaoldattal

végeztiik (119a-127a, 128b-132b, 9. 4bra).
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9. abra: 5'-Linkert tartalmazo 2'-dezoxiadenozin- és guanozinszarmazékok eléallitasa (105a—
1133, 114b-118b and 119a-127a, 128b-132b). Reagensek: (i) CDI vagy tiokarbonil-diimidazol
(90), DMAP, DMF; (ii) linker (100-104); (iii) NH3/MeOH.

3.16. Az N-(6-aminohexil)-2-azidoacetamid linkert (134, 10. abra) allitottuk el6. A metil-
bromacetatot (85) azidaltuk, majd a metil-észtert (86) 1,6-diaminohexannal feleslegben reagaltattuk.

Ezt a linkert adenozinhez (89a) kapcsoltuk, a 7. abran latottakkal megegyezden.
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10. abra: Az N-(6-aminohexil)-2-azidoacetamid linker (134) eléallitasa. Reagensek: (i) NaNs,
DMF; (ii) 1,6-diaminohexane (133); MeOH.

3.17. Két kiilonbozé hosszusagu alkilamido-linkert tartalmazo azido-adenozint (94a, 136, 11.
abra) allitottunk el6, majd "Klikk" reakcioval a 15-0s helyzetben propargil funkcié csoportot
tartalmazo 13B-0sztronhoz kapcsoltuk (135). A reakci6 absz. THF-ben, 50 °C-on egy éjszaka alatt

lejatszodott 1 ekvivalens réz(I)-katalizatorral.

NHBz

139 1
140 | 4

11. abra: Az azidolinkert tartalmazo nukleozidok (94a, 136) és a 15-O-propargil-13p-6sztron
(135) reakcidja. Reagensek: (i) Cul, DIPEA, THF; (ii) NHs/MeOH.
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3.18. A védécsoportok eltavolitasahoz (137, 138) 4 M-0s metanolos ammoniaoldatot

hasznaltunk. A reakcid szobahémérsékleten 16 ora alatt lejatszodott (7. abra, 139, 140).

3.19.  Doktori munkam soran 81, az irodalomban nem ismert anyagot allitottam elo.
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