OTKA (68734) zarojelentés, 2011.

1. Galanthamin és szarmazékai
A 2007,. 2008. évben sikerillt olyan mennyiségl ogkfohexenon intermediert 1)
eléallitanunk, hogy az egy metoxicsoportot tartalma&e@yyiletek szintézise soran néhany

gyirtzarasi kisérletet kiprébalhassurik ébrag).
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1. abra
Bor-tribromidot alkalmazva csak azonosithatatlamldstermékek keverékéhez jutottunk,
aluminium(lil)-klorid/dietil-szulfid reagens felhasaldsa azonban mér érdekes eredményhez
vezetett. A reakcié soran nem a vart tetraciklusgioenhoz 8) jutottunk, hanem & vegylulet
volt kinyerhet. Bar ebben a ketocsoport helyén etiltiocsopoélitakd, de ez aelss eset,
hogy a galanthamin és szarmazékai kutatasanak tén@laén sikertlt eljutnunk a fontosabb
Amaryllidaceae alkaloidokra (galanthamin, lycoraminnarwedin, stb.) jellendz
tetraciklushoz.
Ezek utan kuldnbdz O-demetilezéseket vizsgaltunk. A telitetlen spiroket(l) reagaltattuk

AlCls-dal szobabmérsékleten vagy melegen, tiokarbamid vagy dietif&r jelenlétében és



anelkdl, valamint BE-éterattal. A reakciok soran tébbnyire csak a atian kiindulasi
anyagokat kaptuk vissza, vagy bomlas tortént. VégiD,L-metionin és metanszulfonsav
szobalbmeérsékleten tortént reakcidja eredményezte a ¥detraciklust. A tiszta terméket
23,5%-0s termeléssel allitottukéelde mar a 92,8%-kal kinyerlienyerstermék is kel
tisztasagu volt a tovabbi reakciékhoz.

A hexahidrobenzofuro-benzo[clazepin tetraciklus sikres eéallitasa bizonyitja az
altalunk kidolgozott, egyszefi reakciolépéseklisl allo szintézis-stratégia helyességét.
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2. abra
A 2009. eév el§ féeléevében kutatasainkat Kkiterjesztettik marwedirhez vezet
kulcsintermedier, a metoxicsoportot is tartalmakéxahidrobenzofurobenzoglazepin
tetraciklushoz vezétreakciout kidolgozasara. Ebben az esetben aégirkiindulé anyaga a
két metoxicsoporttal helyettesitett 7,8-dimetoxefalon @) volt. A reakcidkat a korabban



mar bemutatott, egysZerlépésekbl allo és olcsd reagenseket felhasznald szintémisat
végeztik 2. abrg.

A 7,8-dimetoxi-2-tetralon4) 1-es helyzetben tortént cianetilezésével kapisit(bianoetil)-
tetralon B) oxocsoportjat redukaltuk natriumbérhidrid segitséel, majd a kapott
hidroxivegyulet 6) dehidratalasa eredményezte a vart 1,4-dihidralafszarmazeékot 7.
Ezt allil-helyzetben krém-trioxiddal oxidaltuk, nthja telitetlen oxoszarmazékoB) (
csontszenes palladium katalizator jelenlétébendégkyomason hidrogénezve eljutottunk a
4,4-bisz(cianoetil)-5,6-dimetoxi-1-tetralonhoz 9).( Ezt hidroxil-aminnal reagaltatva
megkaptuk a megfel@l oximot (L0), melynek Beckmann-atrendaese a vart
benzof]azepinonszarmazékhotl) vezetett. A két nitril-csoportot ezutan Pinneskeidval
metil-észterekké alakitottuk és a diészt@R) (Dieckmann-kondenzacidjat kaliutarcier-
butilat jelenlétében végrehajtva két kiulonbderméket kaptunk: a vafi-oxoészter 13)
mellett kisebb mennyiségben a mar demetoxikarbofdigtt spirociklohexanon 1¢) is
izolalhato volt.

Mindkét spirovegyulet X3, 14) a galanthaminhoz illetve prekurzordhoz, a narwedinhez

vezeb Ut fontos intermedierének tekintbet
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3. abra

Mar korabban, a jelen pélyazati project-ben bertukaazt a retroszintetikus reakcioutat,
melyet az Alzheimer koér kezelésére alkalmas alkal@ galanthamin16) (3. abrg
szintézisére kutatocsoportunkban Szantay Csabaaliaals iranyitasaval kidolgoztunk.

Arrol is beszamoltunk, hogy a szintézist, melyetyszgfi reakciolépések és kdnnyen
hozzaférhdt reagensek alkalmazasaval terveztiink megvaldsékszor modelvegylleteken
hajtottuk végre. Az eredményes reakcidkat ezutan meétoxiszubsztituenst is tartalmazo

alkalmas intermedierekre is kiterjesztve, leirtuk galanthamin-tipusuAmaryllidaceae



alkaloidokra jellemé& hexahidrobenzofurobenzazepin tetraciklBissikeres élallitasat, mely
igazolta a megtervezett szintézis-stratégia heggess

A galanthamin irodalomban leirt szintéziseinek &#dg® a kvaterner szénatom kialakitdsara a
biomimetikus intramolekularis fenolos oxidaciot alkazza és ezeknél a kulcsintermedier a
narwedin {6), mely egyuttal a galanthamin biogenezisének mgd® kozti terméke. Ennek
fényében a szintézis soran kovetkdeladatunk &3 tetraciklus azepin nitrogénen metilezett
szarmazékanak 8) elodllitasa volt 4. abra).
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4. bra 19

igy elsszor azl spiroketont metil-jodiddal kalium-karbonat jeleidiéen acetonos reflux
kérilményei kozott metilezve 53%-0s termelésselotjunk a megfelél N-metil-
szarmazékhozl{7). Az N-metil-spirovegyulet 17) metanszulfonsavban metionin jelenlétében
végrehajtott reakciéja nem a vart metilezett téktast (18) eredményezte, hanem 34%-0s
termeléssel egy anomalis atrengtbzssel keletkezett mas jeliegriciklusos vegyiletet9),
egy az irodalomban nem ismert ciklopentanoizokmdiont sikertlt a reakcideleg§b
izolalni.

Ezutdn a3 tetraciklust kodzvetlenlll probaltuk metilezni azepin nitrogénen az &6
metilezéskor leirt reakciokorilmények kozdt &brg).
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A reakcidban 19%-o0s termeléssel sikerilt a Wurnetil-hexahidrobenzofurobenzazepinon
szarmazékhoz 18) eljutni, azonban meglepetésiinkre ebben az esetbengyanolyan
gyirirendszert tartalmazé vegyilete20) izolaltunk 18%-os termeléssel, mint azzél
reakcioban 4. abra 19). A 19 és 20 anomalis termékek keletkezése mechanizmusanak
vizsgélata jelenleg is folyamatban van.

Tekintettel a tapasztalt atrendeésekre, ezutan mas maddszerrel, a tetraciklus pretanak
tekinthe® spirovegyuletbl (1) kertulbaton probaltunk eljutni a célvegytiletiinkh@&z ébra).

igy elbszr 1 spiroketont ketalla 21) alakitottuk etilénglikolt alkalmazva kilonb®z
modszerekkel, majd a ketallal védett spiroketonteizéekben mar ismertetett egysier
reakcioban metileztik. A kapoN-metil-spiroketalt 22) ezutan litium-aluminium-hidriddel
redukalva eljutottunk &3 kulcsintermedierhez, melylrmetanszulfonsavban racém metionin
jelenlétében sikerllt a ketal W@xboportot eltavolitani és ebben a savas kdzegbgattah
lejatszodott a tervezett demetilezési-ciklizalaskcidt. A reakcido eredményeképpen a vart
racém demetoxi-lycoraminonhoz vagy masképpen dedréiioidro-narwedinhez 24)
jutottunk.

Ez utobbi narwedin-szarmazék szintézisével eljutotink a galanthaminnal kapcsolatos

kutatasaink egyik igen fontos céljahoz.
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6. dbra

A kutatdsaink soran sikerllt néhany Uj galanthasziéwrmazékot éAllitanunk, igy pl.
galanthamin-hidrobromidlf) fustolg salétromsavas nitrdlasa nem a vart nitro-szarnohzék

(25), hanem oxidacidval a megfeddbrom-vegytiletetZ6) eredményezter( abrg.

26 27

7. abra



A reakcio nyerstermékéb sikerllt kimutatni egy tovabbi érdekes melléktékmt Q7).
Diazometannal reagaltatva megkiséreltiink adkekbitésre ciklopropandyiit kialakitani és
igy 28 vegylletet dlallitani. A reakcibban azonban metilén-beékék tortént és igy az

aromas giri helyett cikloheptatrién-gitiit tartalmazé galanthamin-szamazékhad29) (
jutottunk.

diazometan

Pd(OAc), vagy CuBr

(-)-15

8. abra



2. Uj vindolin és vinblasztin-szarmazékok
A mésik © kutatasi irany szerint elvégeztik néhdny aminassteérel 6sszekapcsolt vindolin
észtercsoportjanak hidrolizis& @brg.
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9. dbra
A kiindulasi Uj vindolinszarmazékokat az aromas Wugi aromas elektrofil szubsztitaciés
reakcidival nyertik, mely soran a vindolin molekuldzonositottuk a Reverdin-reakcionak
nevezett atrendédést.
A karboxilcsoport kialakitasa letisteget adott arra, hogy a molekulat azonos aminkbava
allo 4, 6 vagy 8 tagu oligopeptideK-termindlis csoportjahoz lehessen koétni. Ennek
segitségével ezek az u.n. hordozé peptidekrier peptidek) el tudjak juttatni a rékellenes
molekulat kozvetlenil a sejtbe, ahol hatasukajtkiétik. Ezzel a moédszerrel csokkenhetnek a
rakellenes anyagokra sajnos olyan sok esetbemglenérges mellékhatasok.
Ennek fényében elvégeztik az abran lathatd kétmszik, elbb a modelvegyiletként
alkalmazott30 tirozinnal és 82 triptofannal 6sszekapcsolt vindolin-szarmazékdiidisét. A
reakciot LiOH-dal 6C-on metanol-viz elegyében hajtottuk végre és i@l aalamint a33

karbonsavakhoz jutottunk.
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10. abra

Hasonl6 vizsgalatokra a viblastint is 6sszekapuakoltiptofan-metilészterrel1Q. abrg. A
reakciot a savazidos kapcsolas moédszerével végeddtil hidrolizist is analég modon
elvégezve igy olyan viblastin-szarmazékhoz jutdfumely szintén hozzékapcsolhaté a
megfeleb hordozo peptidhez.

A hordozé-peptidekkel kapcsolatos vizsgalatokdudecz Ferenc Professzor Ur és
kutatocsoportjia (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsapowégezte oligoarginin-peptidek
alkalmazaséval. A molekulat a vizoldékonysag, @bsejutas é€s a szelektivitds novelése
erdekében oligoarginirN-terminalisdhoz kototték. A 10-es helyen brémot a&sl16-0s
karbonilcsoporton keresztil triptofant tartalmaZ&8){ oligoargininnel kapcsolt vindolin
human leukémia (HL60) sejtvonalon mértd@rtékekdl a kovetkedkben szamolhatok be.
Maga a 10-brom-vindolin, mely még nem tartalmazzai@ofan részt, elég magas siC
ertéket mutatott. A 16-0s helyre a triptofan bek#étsa mar javitotta a vegyulet aktivitasat
(ICs0 89,5uM). A vegylletet az oligoarginiN-termindlisdhoz kodtve azonban Iényegesen

javult a sejtosztddas gatlé hatds. A 8 arginineggséartalmazé szarmazék eredményezte a



legkisebb 1G, (8,7 uM) értéket, tehat ez a legaktivabb. Meg kell jegyezogy a
hordozo6peptid természetesen 6nmagaban hatastalan.

Ilgen fontos eredmény, hogy a konjugatum a szenggia rezisztens human leukémia 60
sejtekre egyarant figyelemremélto sejtproliferagatlé hatassal rendelkezik, kézel azonos
ICso eértékekkel (5,5-8, M), ami arra utal, hogy a konjugatummal szemben adéakul Ki
ilyen fajta rezisztencia.

A vinblasztin-szarmazékok HL-60 human leukémiavegjalon mért tumorellenes hatasat is
vizsgaltuk. A dezacetil-vinblasztin (§¢0,004:M) a vinblasztin (1G 1,26uM) degradacios
terméke és aktiv szarmazéka a sejtben. Ennek reégiela dezacetil-vinblasztin, melyet mi
is eballitottunk, gatolta legkisebb koncentracidban mdtsejtek osztodasat. A triptofannal
O0sszekotott vegyulet 3 nagysagrenddel nagyobb kirdcedban gatolta csak a sejtek
lancokkal tortétd 6sszekapcsolasa soran azonban sikerillt egy ofyamaémazékhoz jutni,
mely az ebzetes eredmények szerint szelektiven hat az gymasabsztédd molekulékra;

ennek vizsgalata jelenleg folyamatban van.

11. abra

Miutan a 16-o0s helyzetben aminosavészterekkel kdtpemdolin-szarmazékok kozott, mint
ahogy azt azékéekben mar bemutattuk, tobb, jelémtcitosztatikus hatasu molekulat is

taldltunk, felmerilt a lehésége annak, hogy a vindolint mas pozicidban is $@lpk



aminosavakkal. Erre a korabban bemutatott 10-amszobsztituens kiépitése adott
lehethiséget. Természetesen ebben az esetben a kapcgzolamimosav C-termindlisan
keresztil torténik, vagyis a 10-amino-vindolBd) nitrogénen védett aminosavakkal totén
acilezésével.

A 2009. év el§ feléve soran a vindolin nitrdlasaval kapott niggytletet a korabban mar
ismertetett modon aminocsoportta  redukdltuk  és  a-amibo-vindolint  34)
modelvegytletként 8kzor L-ftalimido-alaninnal 35) reagaltattuk a legegyszeribb
modszerrel; DCC jelenlétében diklérmetanban széfoddon (11. abrg. A reakcio a 10-es
helyen aminocsoporthoz kotve ftalimidoalanint tan@zo vindolint 86) eredményezett.
Ebben az esetben a ftadlimido-éédoport eltavolitasatdl egyéné eltekintettiink; hidrazinos
deftaloilezés esetén savhidrazid keletkezése, damwslizist alkalmazva pedig a vindolin
észtercsoportjainak hidrolizise volt varhatdé azigderedmények és az irodalmi adatok
alapjan.

Eppen ezért a tovabbi nitrogénen védett aminosald&kiérs reakciok vizsgalata soran nem
a ftalimido-védcsoportot alkalmaztuk, hanem mas modon eltavoéthagdcsoportokat
tartalmazo aminosavakat valasztottunk. A reakciészdr N-benziloxikarbonil-L-prolinnal
(37) hajtottuk végre hasonlé reakciokérulmények kdzdint azN-ftalil-alaninnal. A reakcio
probléma nélkul a vart termékeBg) eredményeztel@. abrgd. A védicsoportot a mar
korabban is alkalmazott redukcios maédszerrel téotblik el; ekkor csontszenes palladium
katalizator jelenlétében metanol-diklormetan elégye natrium-borhidriddel végeztik a
reakciot. Igy a 10-amino-vindoliN-L-prolil-szarmazékahoz39) jutottunk.

Kdvetked) aminosavnak az L-triptofant valasztottuk. Aédzékekhez analég modszerrel a 10-
amino-vindolint DCC jelenlétében acileztiik a nittagn benziloxi-karbonil-csoporttal védett
triptofannal és a véatsoport ismert modszerrel tértént eltavolitasa wtékor is a vart
termékhez40) jutottunk.

A két () vindolinszdrmazék3Q, 40) az ebzetes farmakoldgiai vizsgalatok szerint nem
mutatott jelenis daganatellenes hatast.
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12. abra
Miutan a vindolint 10-es helyen is sikerilt amingsiekal kapcsolni, a 12-es hely
aminosavakkal tortén helyettesitése volt feladatunk. 6Bk6r folytattuk a vindolin
halogénezési reakcioit és a kapott halogénszarmizétcalasat annak érdekében, hogy a 10-

es helyzetet halogénatommal védve a molekula as1i&lgén torténjen a nitralas3. abrg.
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13. abra

A 41 brémvegyullet — mint mar emlitettik — nitrdlask@ma vart terméket eredményezte,
hanem Reverdin-reakciéval a 10-nitro-12-brém-szagkaid2) keletkezett. A klérvegyulet
(43) nitralasa a vart 10-klor-16 nitroszarmazékhda) (vezetett, a jédvindolin4b) esetén
pedig csak azipso-szubsztiticio termékét, a 10-nitrovindolind6] izolaltuk. Tovabbi
céljainkra a44 10-klér-12-nitro-vindolin volt alkalmas. A nitrooportot a mar korabban
ismertetett mdédszerrel redukaltuk és a 12-es hlyaminocsoporton a vindolint nitrogénen
védett L-prolinnal reagaltatva, majd a $édoportot eltavolitva a vart6 ceélvegyllethez
jutottunk, mely az aminosavat a tervezett 12-egdmeltartalmazta 14. abrg. Ezidaig
azonban olyan redukciés moédszert nem sikertltrtafdd, amellyel a 10-es klératomot a
vindolin 14,15-helyzét szén-szén keis kotésenek telitése nélkul el tudtuk volna taaalit
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14. abra
Miutan a 10-brém-17-dezacetilvindolinnak a 16-ogté&ssoporton kered#tL-triptofannal
kapcsolt szarmazéka32) human leukémia sejtvonalon jelést daganatellenes hatast
mutatott, felmerilt az igénye annak, hogy fenti ekalat D-triptofannal is 6sszekapcsoljuk.

CH40 T 1% 17 OH
CHz CO—NH  COOCH, COOCH3
Y S HY R
NH NH
32 47
15. abra

A reakciot a mar korabban is bevalt, azidos kapgssall végeztik. A 16-0s észtercsoportot
savhidrazidda, utobbit pedig savazidda alakitofsilezt reagaltatva D-triptofan-metilészterrel
jutottunk a47 kapcsolt észterszarmazékhdb.( abrd. A 47 vegylletet az észtercsoport
hidrolizise utan Hudecz Ferenc Professzor Ur kusatgortjaban (MTA-ELTE Peptidkémiai

Kutatocsoport) hordozo peptiddel, oktaargininnatjligaltak és a bioldgiai vizsgalatok soran



azt talaltak, hogy a molekula a L-karbonsavszarktaz€33) eltéen nem human leukémia
sejteken, hanem efiibmor sejteken mutat daganatellenes hatast.
Végezetll bemutatjuk azokat az Uj vindolin-szarrkakat, melyeket az altalunk alkalmazott

standard médszerekkel allitottunk @l szerkezet-hatas tanulmanyozasa céljaiIgbrg.

16. abra

Ezek: a 14,15-helyen telitett dihidrovindolin-szaéla @8), ugyanebben a helyzetben
ciklopropangyiriitvel kondenzalt vindolint tartalmazo vegyuldO) és az50 illetve 51 10-es
helyen bromohem tartalmazo Uj vindolinszarmazékok.

Utébbi vegyuletek farmakoldgiai vizsgalatai jeleml®még folyamatban vannak.

Dr. Hazai Laszl6
témavezéet
Budapest, 2012. januéar 12.



