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1. Bevezetés

A bemutatott kutatdsi tevékenység a BME Szerves
Kémia ¢és Technologia Tanszékének Alkaloidkémiai
Kutatécsoportjaban tortént, ahol elsdsorban daganatelle-
nes hatastl szerves anyagok szintézisével foglalkozunk.
Munkank egy természetes vegyiiletcsalad, a rézsas meténg
(Catharanthus roseus) nevii névénybdl izolalhato, indolva-
zas Vinca alkaloidok!? koré csoportosult (1. abra). A ter-
mészetes képviselok (1-4) koziil csak a komplex szerkezetii
vinblasztin (3) és vinkrisztin (4) rendelkezik antiprolifera-
tiv hatassal, azonban stilyos mellékhatasaik vannak. Utobbi
dimerek katarantin (1) és vindolin (2) alegységekbdl épiil-
nek fel, dsszetett strukturajukban csupan egyetlen funkcios
csoport (N) eltérése jelenti a kiilonbséget. Az alkaloidcsa-
lad természetes (3 és 4) és félszintetikus dimer képviseldi a
mai napig hasznalatosak a rakterapiaban, kiilondsen kiilon-
b6z6 limfomak és leukémia esetén.
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1. dbra. A Vinca alkaloidok kozé tartozo katarantin (1) és vindolin (2),
illetve a bel6liik felépiilé vinblasztin (3) és vinkrisztin (4) szerkezete.

Altaldban kombinacios kezelések (gyogyszerkoktélok) ré-
szeként, intravénds infuzidban, szulfat-sdik formajaban al-
kalmazzak Oket.

* Tel.: +36-1-463-2208; e-mail: hazai@mail.bme.hu

A Vinca alkaloidok rakellenes hatasukat a mikrotubulusok
mikodésének akadalyozasan keresztiil, a sejtosztodas mi-
totikus (M) fazisanak gatlasaval fejtik ki**. A mitotikus
orso képzodéséhez sziikséges tubulin molekulakhoz kotod-
ve blokkoljak a mikrotubulusok dinamikajat, igy végs6 so-
ron megakasztjak a mitozist, ami sejthalalhoz vezet.

Munkank soran a Vinca alkaloidok fejlesztésével és 11j szar-
mazékok eldallitasaval foglalkoztunk. A feladat a rak, mint
komoly betegség gyodgyitasara iranyult, ugyanakkor kihi-
vast is jelentett, mivel a Vinca alkaloidokkal kapcsolatos
munka egy kémiailag nehezen miivelhetd teriilet.

Legfontosabb célkitlizésiink természetes €s szintetikus
farmakoforokkal kapcsolt Vinca alkaloidok eldallitasa volt
gyogyszerkémiai hibridizacioval. A hibridek eldallitasa a
modern gyogyszerkutatasban is elterjedt eljaras, habar sok
esetben vita targyat képezi, hogy milyen komplex struktu-
rak tekinthetéek valoban hibridnek. Az altalanos cél a haté-
konysag novelése és/vagy a mellékhatasok redukalasa azal-
tal, hogy kett6, vagy tobb farmakofor egységet alakitunk ki
egy molekulan beliil, igy a kapott vegyiiletek akar tobbféle
receptorral is interakcioba léphetnek, vagyis tobb elényos
biologiai hatasuk lehet.

2. Eredmények
2.1. Gyégyszerkémiai hibridizacié szteroidokkal

Elészor a szteroidokkal torténd gyogyszerkémiai hibridi-
zacio lehetdséget vizsgaltuk a Szegedi Tudomanyegyetem
Szerves Kémiai Tanszékével egytittmiikodve. Feltételeztiik,
hogy a kapott hibridekben majd a citotoxikus rész (Vinca al-
kaloid egység) lesz felelés a tumorellenes aktivitasért, mig
a szteroid vektor segitheti a hibrid szerkezetti hatdanyag in-
ternalizaciojat (bejutasat a sejtbe). Sikeresen allitottunk eld
tobbek kdzott egy 19-nortesztoszteron-hemiszukcinatbol és
17-dezacetilvindolinbol® (7) kialakult szteroid-vindolin ti-
pusu hibridmolekulat (5, 2. abra), az Gn. vegyesanhidrides
modszerrel. Ennek [ényege az volt, hogy trietil-amin (TEA)
jelenlétében a reagensként alkalmazott izobutil-klorofor-
mat aktivalta a kiindulasi szteroid hemiszukcinat szerkezeti
egységét, amely ezutdn mar kdzvetleniil képes volt kapcso-
16dni a vindolin-egységhez.
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5,23%

2. abra. A 19-nortesztoszteron-hemiszukcinat és 17-dezacetilvindolin
(7) alegységekbdl felépiil6 hibridmolekula (5) szerkezete.

Az 5 biologiai vizsgalatai soran (National Institutes of

Health, NIH — USA) kideriilt, hogy nemcsak a vindolinnal
(2), hanem szdmos sejtvonalon a vinblasztin-szulfatnal (3)
is aktivabb daganatellenes hatassal rendelkezik (1d. még ké-
s6bb: 1. tablazat).

2.2. Gyégyszerkémiai hibridizaci6 szintetikus
farmakoférokkal

A 19-nortesztoszteron-hemiszukcinattal torténd kapcsolast
kovetden elsésorban szintetikus farmakoférok (trifenil-
foszfin, morfolin, piperazin, illetve N-metilpiperazin) hata-
sat vizsgaltuk kutatocsoportunkban (3. abra).
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3. abra. A molekularis hibridizaciohoz kivalasztott szintetikus farmako-
for egységek.

2.2.1. Gyogyszerkémiai hibridizacié
trifenilfoszfinnal

Kutatdcsoportunk tervbe vette foszfortartalmu strukturalis
egységek kiprobalasat is, mint lehetséges farmakoférokat.
A valasztas elsére egy ismert, sokoldalu, szerves kémia-
ban hasznalatos reagensre, a trifenilfoszfinra (TPP) esett.
A TPP-tol azt reméltiik, hogy lipofil karaktere révén, hibrid
formaban javithatja a sejtmembran-permeabilitast, illet-

e

beliil.

Tsepaeva és munkatarsai a természetes eredetii betulin
(6, 4. abra) TPP-szarmazékainak sorozatat szintetizaltak
és vizsgaltak azok tumorellenes hatasat’. Kisérleteikben a
TPP-t kiilonb6z6 lanchosszusagi, bromkarbonsavakbdl 1ét-
rehozott acil-linkereken keresztiil kapcsoltak a betulinhoz
(6). A szintetizalt betulinszarmazékok in vitro citotoxikus
aktivitasat vizsgalva tobb esetben fokozott antiproliferativ
hatast tapasztaltak®.

Kutatocsoportunk ezen biztatdé eredmények és egyéb iro-
dalmi analogiak hatasara szintén komoly lehetéséget latott

crer

4. abra. A nyirfafélék (Betulaceae) kérgébol izolalhato betulin (6)
szerkezete.

A hibridek szintézise soran tovabbra is a vindolinbol (2)
indultunk ki. Ennek a monomernek eldnye, hogy a dimer
alkaloidoknal (pl. 3 és 4) egyszeriibb szerkezetli és sta-
bil, ugyanakkor 6nmagéaban nincs daganatellenes hatésa.
Feltételeztiik, hogy az elvégzend6 modellreakciok informa-
ci6t adhatnak majd a dimer alkaloidok (3 és 4) varhato ké-
miai viselkedésérdl, valamint azt is terveztiik megerdsitent,
hogy a vindolinnak (2) hibrid formaban rakellenes hatasa
is lehet.

A terviink az volt, hogy a szintetikus farmakoférok kapcso-
17-dezacetilvindolinbol® (7) kiindulva végezzik el. Ez a
kiindulasi anyag a vindolinbdl (2) egy lépésben, egyszerii
lugos hidrolizissel (metanolos kdzegben forralva, natri-
um-karbonattal), jo termeléssel el6allithato®.

Kovetkez6 1épésben a 17-dezacetilvindolint® (7) kiilonb6z6
lanchosszsagu bromkarbonsavakkal kapcsoltuk (5. abra).
A négy vizsgalt esetb6l haromban a vart konjugdtumhoz
jutottunk (8-10), mig a 3-brompropionsavas kapcsolasi ki-
sérletben a vart termék telitetlen analogonjat (11) kaptuk.
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5. abra. A 17-dezacetilvindolin (7) és a kiilonb6z6 lanchosszlisa-
gl bromkarbonsavak reakcidja soran kapott termékek (8-11). DCC:
N,N’-diciklohexil-karbodiimid. DM AP: 4-dimetilaminopiridin.
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A Steglich-féle észteresitési reakcioval® kapott vindo-
linszdrmazékok két képviseldjét (9 és 10) mar kdzvetleniil
tudtuk kapcsolni trifenilfoszfinnal (12 és 13, 6. abra). A
kiindulasi vegytileteket (9 és 10) absz. acetonitrilben oldot-
tuk, majd a nagy feleslegli TPP-t (8 ekvivalens) fokozato-
san, a reakcio lefutasat kovetve adagoltuk a reakcidelegy-
hez. Megallapitottuk, hogy a TPP felesleg szignifikansan
javitotta a hozamokat.
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6. abra. A 17-es helyzetben linkerrel ellatott vindolinszarmazékokbol
(9 ¢és 10) szintetizalt foszfoniumsok szerkezete (12 és 13).

2.2.2. Gyogyszerkémiai hibridizacio
N-heterociklusokkal

A heterociklusos szerves vegyiiletek legalabb egy, szé-
natomt6l és hidrogénatomtdl eltéré atomot tartalmaznak,
ezek leggyakrabban N, O és S heteroatomotok. Szamos
képviseldjik gydgyaszati szempontbdl is jelentds, kiilo-
nosen a kiilonboz6 N-heterociklusok. A legjellegzetesebb
képviselok kozé tartozik a triazol, a morfolin, a piperazin,
illetve az N-metilpiperazin is. Ezek a strukturalis egységek
jelentds multra tekintenek vissza a gydgyszerkutatas terii-
letén, szarmazékaik szamos terapias teriileten hatékonynak
bizonyultak.

Az N-heterociklusos farmakoforokat (3. abra) széleskorti
biologiai aktivitasuk okan szintén érdemesnek tartottuk
kiprobalni a Vinca alkaloidokkal végrehajtott hibridizacios
kisérletekben is.

Elsoként a morfolinnal torténd kapcsolasokat vizsgaltuk. A
reakcioban a modellvegyiiletként alkalmazott, linkerrel el-
latott vindolinszarmazékot (9) absz. diklormetanban oldot-
tuk, majd argon atmoszféra alatt beadagoltuk a morfolint, és

a reakcioelegyet 11 oran keresztiil forraltuk. Feldolgozas és
tisztitas utan sikeresen kaptuk a vart hibridet (14, 7. abra).
A piperazinnal torténd kapcsolds esetében egy olyan di-
mer termékhez (15) jutottunk, ahol a piperazin mindkeét
nitrogénatomjahoz hozzakapcsolodott egy-egy linkerrel el-
latott vindolin-egység (7. abra). Kisérletet tettiink a csak a
piperazin egyik oldalan funkcionalizalt hibrid eldallitasara,
igy elvégeztiik a reakciot N-metilpiperazinbél kiindulva
is, ekkor sikeresen jutottunk a vart termékhez (16, 7. abra).

A biologiai vizsgalatok soran (NIH, USA) a harom,
N-heterociklussal kapcsolt hibridmolekula (14-16) koziil a
piperazinnal kapcsolt vindolin-dimer (15) volt a leghatéko-
nyabb. Ez a szdrmazék (15) az 6tdozisu vizsgalatok soran is
tesztelésre keriilt (1d. 2.4. fejezet).
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7. abra. A 9 vindolinszarmazék és a morfolin, piperazin, illetve
N-metilpiperazin kapcsolasaval kapott hibridek szerkezete (14-16).
VIN = 17-dezacetilvindolin-egység.
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2.3. Gyégyszerkémiai hibridizacié vinblasztinnal (3)

Végiil a hibridizacios kisérleteket a természetes dimer al-
kaloid vinblasztinra (3) is kiterjesztettiik, és eléallitottunk
egy 4-brombutansavval észteresitett vinblasztinszarmazé-
kot (17), amelyet kdvetkez6 1épésben sikeresen kapcsoltunk
N-metilpiperazinnal (18) (8. abra).
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8. abra. A vinblasztin (3) kapcsolasi kisérlete N-metilpiperazinnal a vart
hibridmolekuldhoz (18) vezetett.

2.4. Biolégiai eredmények

Munkank soran vizsgaltuk az eldallitott hibridek in vitro
daganatellenes hatasat is. A tesztelt vindolinszarmazékok
koziil a National Institutes of Health (NIH, USA) egydé-
zist vizsgalatai''"'"* (9 gyakori raktipus 6sszesen 60 sejtvo-
nal) alapjan a legigéretesebb antiproliferativ aktivitassal az
5 vindolin-szteroid tipusu hibrid, a 12 és 13 foszfoniumsok,
illetve a 15 piperazinnal kapcsolt vindolin-dimer rendelke-
zett, ezért ezeket a NIH 6tdozist vizsgalatoknak is alavetet-

te (szintén 60 sejtvonalon). Ez utobbi tesztelések tobbek ko-
zott Gl értékeket (sejtnovekedést és szaporodast 50%-ban
gatld koncentraciok) szolgaltattak. Az 6tdozist mérések!-1
alapjan a tesztelt vindolinszarmazékok koziil a 12 foszfoni-
ums6 volt a leghatékonyabb. A tobbi vindolinszarmazék-
kal dsszehasonlitva nemcsak a legalacsonyabb G, értéket
szolgaltatta a teljes NCI-60 panelen (6,55*¥10* M a HOP-92
nem-kissejtes tiidorak sejtvonalon), hanem szamos sejtvo-
nalon a referenciaként hasznalt vinblasztin-szulfatnal (3) is
nagyobb aktivitast mutatott (1. tablazat).

3 | s | 2] B 15
GI;, értékek (nM)

Nem-kissejtes tiidorak
EKVX 11,4 1,70 0,470 | 0,586 | 1,44
NCI-H226 | 25,6 2,07 (2,04 |193 1,73
Melanéma
SK-MEL-2 |0,0223 |1,24 0,322 | 0,279 | 1,88
SK-MEL-28 | 11,1 2,17 0,261 |0,532 | 1,40
UACC-257 | 20,5 2,65 10,240 | 0,215 |1,96
Petefészekrak

SK-OV-3  [494  [2,04

10,894 0,725 [2,07

Veserak
TK-10 715 191 148 [282 [130
U0-31 00287 0997 [10,8 [122 |1,10
Mellrak
47D [859 |1,79 [0,192 [0,303 |1,60

3: vinblasztin-szulfat (referencia)

5: 19-nortesztoszteron-vindolin hibridmolekula

12: trifenilfoszfinnal kapcsolt vindolinszarmazék (n=3)
13: trifenilfoszfinnal kapcsolt vindolinszarmazék (n=4)
15: piperazinnal kapcsolt vindolin-dimer

1. tablazat. Az otdozisu vizsgalatok soran kapott Gly, értékek néhany
kiemelt sejtvonalon.

Kiilondsen szembetling, hogy a 12 a feltiintetett nem-kis-
sejtes tiidérak (EKVX és NCI-H226), két melanoma (SK-
MEL-28 és UACC-257) és egy mellrak (T-47D) sejtvonalon
—a 13 foszfoniumsdval egyiitt — kb. egy nagysagrenddel ala-
csonyabb Gl értékeket szolgaltatott, mint a klinikumban is
hasznalatos vinblasztin-szulfat (3). Az 5 vindolin-szteroid
tipusu hibrid, illetve a piperazinnal kapcsolt vindolin-dimer
(15) a 12 és 13 vegyiiletet megkozelito, szintén kiemelkedd
daganatellenes aktivitassal rendelkezett. Ezek a vegyiiletek
(5 és 15) is szdmos sejtvonalon (EKVX, NCI-H226, SK-
MEL-28, UACC-257, SK-OV-3, TK-10 és T-47D) aktivab-
bak voltak a vinblasztin-szulfatnal (3).

3. Osszefoglalas
Kisérleteinkkel elsdsorban azt a tényt terveztiilk megerdsi-

teni, hogy a vindolin (2) antiproliferativ hatdsa molekula-
ris hibridizaciéval promotalhato, illetve feltételeztiik, hogy
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hibrid formaban a monomer (2) akar a klinikumban hasz-
nalt, de sulyos mellékhatasokkal rendelkezd vinblasztin (3)
alternativaja is lehet. A biologiai vizsgalatok megerdsitet-
ték, hogy megfeleld farmakofor egységekkel kapcsolva (1d.
5,12 és 13, illetve 15 vegyiiletek) vindolintartalmu hibridek
is viselkedhetnek daganatellenes szerként. Mindez azt su-
gallja, hogy gydgyszerkémiai hibridizacioval lehetségessé
valhat a vindolin (2) bevezetése a rakellenes terapiaba.

4. Kisérleti rész

A szintetikus munka soran preparativ szerves kémiai mod-
szereket alkalmaztunk. A reakciok elérehaladasat vékony-
réteg-kromatografiaval kovettiik. Az anyagok tisztitasara
preparativ vékonyréteg-kromatografiat, alkalmaztunk. Az
anyagok tisztasaganak ellenérzésére vékonyréteg-kroma-
tografiat és olvadaspontmérést hasznaltunk. Az eldallitott
vegyliletek szerkezetét IR, 'H és *C NMR, valamint tomeg-
spektrometriai modszerekkel igazoltuk. Az NMR és MS
spektrumok felvételét és értékelését a Richter Gedeon Nyrt.
Szerkezetkutatasi Osztalyanak munkatarsai végezték. Az
eléallitott vegytiletek szintézisét és fizikai jellemzdit kordb-
ban mar kozoltuk'>1.
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SYNTHESIS OF VINCA ALKALOID DERIVATIVES WITH ANTITUMOR ACTIVITY

Our work was focused on the famous Vinca alkaloid family'? (Fig.
1). These naturally occurring compounds have an indole-skele-
ton and they can be isolated from the leaves of Catharanthus ro-
seus. From the natural representatives (1-4) only vinblastine (3)
and vincristine (4) have antiproliferative effect, however, these
molecules have complex structure and serious side effects, too.
Their structures differs with only a single functional group (V).
The two subunits of these dimeric alkaloids are catharanthine (1)
and vindoline (2). Representatives of the natural (3 and 4) and
semisynthetic dimers of the alkaloid family are still being used in
cancer therapy, especially in various lymphomas and leukemia.

Vinca alkaloids exert their anticancer activity by inhibiting the
function of microtubules and thus restraining the mitotic (M)
phase of cell division®*. These drugs can bind to the tubulin mol-
ecules required for the formation of the mitotic spindle, thereby
block the dynamics of the microtubules that ultimately inhibits
mitosis and leads to cell death.

The demonstrated research project was carried out in the Alkaloid
Chemistry Research Group of the Department of Organic
Chemistry and Technology, where we were involved in the devel-
opment of Vinca alkaloids and the production of new derivatives.
The naturally occurring (3 and 4) and semisynthetic dimer deriv-
atives of the Vinca family are still being used in the treatment of
cancer despite their serious side effects.

In the course of the synthetic work, we used preparative organ-
ic chemical methods with due regard for safety considerations.
The progress of the reactions and the purity of the products were
checked by thin layer chromatography. Purification of the crude
products was carried out by preparative thin layer chromatogra-
phy. Structure identification was achieved by nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy and mass spectrometry (MS).
The recording and evaluation of the NMR and MS spectra were
performed by the staff of the Spectroscopic Research Department
of Gedeon Richter Plec.

We aimed primarily to perform pharmacophore hybridization ex-
periments. The general goal of synthesizing hybrid molecules™’

was to increase the efficacy (antitumor activity) and / or reduce
the side effects by incorporating two or more pharmacophore
units into one single molecule.

As a start, we prepared a 19-nortestosterone hemisuccinate —
17-desacetylvindoline hybrid molecule' (5, Fig. 2), which was
more active against several tumor cell lines than vinblastine
sulfate (3) in vitro (our cooperation partner was the National
Institutes of Health, NIH — USA'"") (Table 1).

Henceforward, we studied the molecular hybridization of vindo-
line (2) and synthetic pharmacophores, such as triphenylphos-
phine, morpholine, piperazine and N-methylpiperazine (Fig. 3).

First of all, Steglich-esterification'® reactions between bro-
mocarboxylic acids with different alkyl chain lengths and
17-desacetylvindoline® (7) resulted in O-acylated vindoline
derivatives's 1¢(8-11) (Fig. 5). Two of these linker-containing bro-
moalkyl esters (9 and 10) could be coupled with triphenylphos-
phine (12 and 13) (Fig. 6). The obtained phosphonium salts's 16
(12 and 13) showed outstanding in vitro antitumor activity, even
more significant than vinblastine sulfate (3) against several cell
lines (Table 1).

Eventually, we synthesized vindoline hybrid molecules con-
taining different N-heterocycles (morpholine, piperazine, and
N-methylpiperazine) (Fig. 7). Among them, the piperazine-linked
vindoline-dimer (15) was surprisingly more efficient than vin-
blastine sulfate (3) against several cell lines (Table 1).

As a summary, we presumed a significant antitumor effect by
coupling steroids and synthetic pharmacophores to vindoline (2).
Several hybrid molecules (5, 12 and 13, 15) demonstrated prom-
ising antitumor effect, and may be considered as promising leads,
particularly against certain types of non-small cell lung cancer
and melanoma. The results of the in vitro biological studies (NIH,
USA) confirmed that the antitumor activity of vindoline (2) can
be promoted and suggest that it is possible to induce vindoline (2)
to become a real anticancer drug by conjugating it with suitable
pharmacophores.
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