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Daganatellenes hatasu hibridek kutatasa
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1. Bevezetés

A vinblasztin (1) és a vinkrisztin (2) jol ismert vegyiiletek
a rakellenes terapiaban mint klasszikus tubulin inhibitorok.
Ezek a molekulak a rézsameténgbdl (Catharanthus roseus)
izolalt Vinca alkaloidok k6zé tartoznak, és dimer alkaloi-
dokként két monomerbdl, a vindolinbdl (3) és a katarantin-
bol (4) épiilnek fel (1. abra). Koziiliik a ndvényben a legna-
gyobb mennyiségben a vindolin (3) talalhato.
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1. abra. A vinblasztin (1), a vinkrisztin (2), a vindolin (3) és a katarantin
(4) szerkezete

Bar a kutatok igen nagy eréfeszitéseket tettek, hogy tjabb
és kevésbé toxikus szarmazékokat allitsanak el6 [1, 2], a
fluortartalmu vinflunin, a kisebb tagszamu gytr(t tartal-
mazé vinorelbin és egy savamid szarmazék, a vindezin
szintézise ellenére igazi attorés az onkoldgiai terapidban ez
idaig nem tortént.

A kombinacids terapiat, amikor un. koktélokat hasznalnak,
pl. vinblasztin mellett egyéb mas hatékony molekulakat egy
oldatban, széles korben alkalmazzak a klinikai gyakorlat-
ban. Ezt a koncepcidt valtja ki a molekuldris hibridizacio,
amely mintegy harom évtizeddel ezel6tt indult, és igen

alapos Osszefoglaldo munkak mutatjak be [3, 4]. Roviden:
a hibridek altalanos formajaban két kiillonb6z6 farmakofor
molekulat kdtnek 6ssze kovalens kotéssel egy linkernek ne-
vezett mozgékony, illetve merev lancon keresztiil vagy akar
kozvetleniil. A hibrid molekuldk a jobb biohasznosulast, a
konnyebb membranpenetraciot, a rezisztencia és a mellék-
hatasok csokkentését segithetik eld.
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Alkaloidkémiai Kutatocsoport f6 kutatasi teriilete a daga-
natellenes hatasu hibridek szintézise, melyekben az egyik
komponens természetes szerves molekula, elsGsorban
Vinca alkaloid, illetve flavonoid.

2. Eredmények
2.1. Hibridek Vinca alkaloidokkal

Célul tiiztiik ki olyan molekularis hibridek eléallitasat, ahol
az egyik komponens Vinca alkaloid, a masik pedig egy is-
mert és gyakran alkalmazott farmakofor. A szintézisekhez
elsé6ként a daganatellenes hatast vinblasztint (1) és az egyik
komponensét, az onmagaban nem rakellenes hatasu vindo-
lint (3) valasztottuk. igy el6allitottuk a vinblasztin tripto-
fan aminosavval képzett hibridjét, melyet konjugaltunk az
(Arg), penetracios oktapeptiddel [5]. A vinblasztint a 16-
os helyzetben konjugaltuk Busshana Rao [6] mddszerével
triptofan-metilészterrel, mikdzben a 17-es helyzetl észter-
funkcié dezacetilez6dott. Az aminosav észtercsoportjanak
hidrolizise utan a kapott karbonsav kapcsolhato volt az ok-
tapeptid lanccal, majd a keletkezett epimereket, az 5(R) és
6(S) molekulakat sikeresen elvalasztottuk (2. abra).
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2. abra. Hordoz6 peptidekkel konjugalt vinblasztin-triptofan hibridek
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A kapott vegyiiletek antiproliferativ aktivitasat HL-60 szen-
zitiv, illetve rezisztens leukémia, valamint Hela sejteken
vizsgaltuk. Az § és 6 konjugatumok aktivitasa (/C,,: 0,97-
1,26 uM) &sszemérhetd volt a vinblasztinra jellemz6 érték-
kel (ICy,: 1,26 pM ), st rezisztens sejteken is hatékonyak
voltak. Jelent6s eredmény, hogy az 5 vegytilet HeLa sejtek
esetében is roncsolja a mitotikus orsét, ami a sejtciklus gat-
lasat eredményezi.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy megmarad-e a bio-
logiai hatas akkor is, ha az alkaloid egyik komponensét
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eltavolitjuk. Ekkor a vindolint (3) kapcsoltuk triptofannal
az alkalmazott modszerrel [7]. Bar a 7(R) és 8(S) (3. abra)
esetén az antitumor hatdsok szignifikansok voltak, nem ér-
ték el az el6z0, 2. abran bemutatott, vinblasztint tartalmazo
vegyiiletekét. A leukémia HL-60 (/C,,: 11,5-15,1 uM), em-
l6karcinoma MDA-MB-231 (I/C,: 10-15,1 uM) és az MCF-
7 (UCy,: 5,1-6,4 uM) sejteken a két epimer hatdsa csaknem
azonos volt, a vastagbélrak C26 és a leukémia P388 tumor
sejtvonalakon a 8(S) epimer hatdsosabbnak bizonyult.

H
8(S)

9,, Ry=H, Br; R,= —(S/R) Trp-OMe

3. abra. Vindolin-aminosav hibridek

A konjugatumok tumorellenes hatasat in vivo is vizsgaltuk,
P388 és C26 tumor sejteket hasznalva egereken szubkutan
beadassal. A 8(S) lényegesebben hatékonyabbnak mutatko-
zott a 7(R) vegyiiletnél, ez utobbi nem mutatott jelentésebb
aktivitast, és érdemes megemliteni, hogy az alkalmazott ki-
sérleti koriilmények kozott az 8(S) epimer kissé, bar nem
szignifikansan aktivabbnak bizonyult a kontrol vinblasztin-
nal. A vastagbél tumor sejtek (C26) esetén mindkét hibrid
inaktiv volt.

Néhany modositott vindolin-strukturat is szintetizaltunk
[8]; a 14,15-helyzetben telitett szarmazékot (9a) a vindolin
(3) katalitikus hidrogénezése eredményezte, a 14,15-cik-
lopropano vegyiiletet (9b) pedig szintén a 3-bol Simmons-
Smith-reakcidval allitottuk elé. Koziilitk csak a 9a mutatott
meérsékelt aktivitast (/C,,: 27,5 pM) HL-60 sejteken, ezért a

N

HyCO-(S) Trp-HNY “Vindolin

(@)
12

H

N\
H300-(R)Trp—HN/\H/ Vindolin

o
13

L H Mo
CHs COOCH;

hordozé peptid konjugalasara ebben az esetben nem keriilt
sor.

Tovabbi vindolin-aminosav hibrideket szintetizaltunk,
melyekben a két farmakofort egy mozgékony szénlanccal,
azaz linkerrel kovalensen kotottiink 6ssze [9]. A kapcsolas
a vindolin 10-es, illetve 17-es helyén tortént (4. dbra). igy
a 10-aminovindolint acileztiik borostyankdésav-anhidrid-
del, és az ezt kovetd amidalas a megfeleld (1)- és (d)-tripto-
fan-metilészterrel eredményezte a 10, illetve a 11 hibride-
ket. Hasonldan a 12 és 13 vegyiileteket, melyek révidebb
és merevebb linkert tartalmaznak, a 10-aminovindolin
kloracetilezésével és a kapott 10-kloracetamido-szarmazék
megfeleld triptofan-metilészterekkel torténd reakcidjaval
allitottuk eld.

NH-(S) Trp-OCHj

14

o

NH—(R)Trp-OCHj
17-Dezacetilvindolin

[¢]
15

4. abra. Linkerrel 6sszekotott vindolin-aminosav hibridek
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A 17-es helyen torténé konjugalassal is hasonldo modszerek-
kel szintetizaltunk aminosav hibrideket, a 14 és 15 epimere-
ket a megfeleld 17-dezacetilvindolinbdl kiindulva allitottuk
eld. A kapott szarmazékok antiproliferativ hatasat human
noégyogyaszati daganatsejteken (HeLa, SiHa méhnyakrak
sejteken, valamint MCF-7, MDA-MB-231 emldraksejteken)
vizsgaltuk. SiHa sejteken a kontrol vinblasztin rezisztensnek
mutatkozott (/Cs,: 14,42 pM), azonban a 14 vegyiilet hatéko-
nyabbnak bizonyult (/C,: 6,01 uM). A 15 hibrid valamennyi
sejtvonalon mérsékelt aktivitast mutatott, a 10-es pozicion
keresztiil kialakitott hibridek viszont hatastalanok voltak.

H5CO s
| H ="OH o
CHs COOCH;,
16

A tovabbiakban a vindolint a jol ismert €s hibridekben igen
sok esetben alkalmazott triazol-szdrmazékokkal [9] konju-
galtuk hosszabb és rovidebb linkereket alkalmazva, mely-
nek soran eldallitottuk a 16 és 17 hibrideket (5. abra). A
szintéziseket az irodalomban ismert modszerekkel, elészor
a dezacetilezett hidroxilcsoport propargilezésével és az azt
kovetd klikk-reakcioval hajtottuk végre. A kapott vegyii-
letek azonban nem mutattak szignifikdns daganatellenes
hatast.

CHs GooCH; NN

17

5. abra. Vindolin-triazol hibridek szerkezete

A hibridek specialis csoportjat képezik a szteroid hibridek,
pl. 5a-dihidrotesztoszteronnal illetve 19-nortesztoszteron-
nal [10], melyeket a mar ismertetett modszerekkel szinteti-
zaltunk. A vindolint a 10-es helyzetben az aminocsoporton

| H zYOH
CH3 COOCH;,

20

< TOCOCH;
| H Z"OH
CH3 COOCH;,

keresztiil, a 17-es helyzetben pedig a hidroxilcsoporton at
konjugaltuk borostyankésav-anhidridbdl képzett linkert al-
kalmazva. {gy kaptuk a 18 ¢és 19, illetve a 20 és 21 hibride-
ket (6. abra).

N'Vindolin

0 19

6. abra. Vindolin-szteroid hibridek

A legszignifikdnsabb antiproliferativ hatast a 21 vegyiilet
mutatta, kiilondsen vastagbélrak (COLO 205) és melanéma
(SK-MEL-2, SKMEL-5) esetén, a tobbi szteroidszarmazék
alacsony vagy csak mérsékelt aktivitast eredményezett

A trifenilfoszfinnal (TPP) képzett hibridek kiilonleges he-
lyet foglalnak el a hibridek teriiletén, miutan a TPP szer-
kezeti rész hordozoként lehetove teszi, hogy a molekula a
mitokondriumban felhalmozodjon és ott fejtse ki a dagana-

tellenes hatast. Ezért a vindolint 17-es helyzetben kapcsol-
tuk TPP-nal, kiilonb6z6 hossztisagu acil-linkereken keresz-
til eloallitva a 22 és 23 szarmazékokat (7. abra). Ez utdbbi
vegyliletek sejtosztédasgatldo hatdsa hasonlénak mutatko-
zott [11, 12]. A kivalo, 50%-os gatlast mutatd Gy, adatok
szerint a molekulak jelentds hatést értek el kiilonféle sejtvo-
nalakon, igy melanéma, ovarium és emldrak sejteken (G,
<0,5 uM), ezenkiviil a 22 jelent6s aktivitast eredményezett
HOP-92 nemkissejtes tiidorak sejteken (GLs,: 0,066 pM).
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7. abra. Vindolin.hibridek trifenil-foszfinnal és krizinnel

A hibridek fontos csoportja a flavon hibridek (1d. kov. feje-
zet), melyek kozé a flavon-alkaloidok is sorolhatok [13]. Ezt
a csoportot tanulmanyozva vindolint és krizint kapcsoltunk
a vindolin 10-es és 17-es helyzetén keresztiil linkerekkel
vagy azok nélkiil (7. abra). Egy esetben a krizin mindkét,
5-0s és 7-es helyzetben 1évo hidroxilcsoportjat is kihasz-
nalva két vindolin molekularész is beépitésre keriilhetett.
Szamos szintetizalt szarmazék koziil azonban csak a 24
hibrid bizonyult hatékonynak [14]; a vegyiiletre kapott G,
<1,5 uM nemkissejtes tiidérak (HOP-92), CNS (SNB-75),
melanéma (LOX IMVI), vese (A498 és CAKI-1), prosztata
(PC-3) és emlorak sejtvonalakon (MCFE?7).

Igazi attorést jelentenek ezen a teriileten a vindolin pipe-
razinszarmazékai [15]. Szdmos N-szubsztitualt piperazint
konjugaltunk a vindolin 10 és és 17-res helyzetébe kiilonfé-
le linkereken keresztiil a korabban bemutatott modszereket
alkalmazva (8. abra).

25 R= -CH2-Ph-4-CF3
26 R= -CH-(Ph-4-F)2

8. dbra. Vindolin-hibridek fluortartalmu piperazinszarmazékokkal

A leghatékonyabb daganatellenes molekulaknak a 25 és 26
hibridek bizonyultak, melyek fluortartalmu piperazin épit6-

kovet tartalmaznak; a 25 leginkdbb MDAMB-488 emlérak
sejtvonalon (G, 1,00 uM), mig a 26 elsésorban HOP-92
nem kissejtes tiidérak sejtvonalon (GLs,:1,35 M) mutatott
kivalo aktivitast. Ezen tilmenden ezek a szarmazékok je-
lentds szelektivitast eredményeztek nem tumoros sejteken
vizsgalva.

2.2. Hibridek flavonoidokkal

Kutatocsoportunk nem csak Vinca alkaloidokkal, hanem fl-
avonoidokkal konjugalt bioaktiv hibridek szintézisét és bio-
logiai hatéasat is vizsgalta. Ezen kiviil torekvésiink az, hogy
a Vinca alkaloidokkal kapott sikeres hibridek szerkezetét a
flavonoidokra is kiterjessziik.

Szamos flavonoidszarmazék ismert, amik hibrideknek
tekinthetdk ¢és fontos bioldgiai hatasokat mutatnak [16].
A flavonoidok koziil egyik target molekuldnak a krizint
valasztottuk.

Ezen a teriileten elsé eredményiink a 9. abran bemutatott
krizin-aminoaril hibridek. A krizin (27) kiilonféleképpen
helyettesitett N-kloracetilanilidekkel torténd reakcidja nem
vart termékeket, 7-arilamino-krizineket eredményezett. A
reakcio mechanizmusat (Un. Smiles-atrendezddés) is felde-
ritettiik, és a szamos szintetizalt molekula daganatellenes
hatasa vizsgalatakor a 28 dimetoxiszarmazék bizonyult a
legaktivabbnak [17].

A vegyiilet nanomolaris gatlast mutatott: MCF7 emlérak-
sejteken G/;,: 30 nM, valamint CT-15 vastagbélrak sejteken
Gl,,: 60 nM értékeket kaptunk.

28 R1=H R2,R3:OM9

9. abra. Arilaminoflavon szarmazékok eldallitasa
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A krizint (27) konjugaltuk N-benzil-triazol-szarmazékokkal
is. Ezek koziil az antiproliferativ hatast illetéleg a fluorhe-
lyettesitett 29 és 30 hibrid (10. abra) bizonyult a leghata-
sosabbnak [18]. Erdekesség, hogy a 30 mér két triazol far-
makofor egységet tartalmaz, itt sikeriilt az 5-6s helyzetl
hidroxilcsoportot is reakcioba vinni.

A 29 és 30 hibridek tobb sejtvonalon is szignifikans antip-
roliferativ hatast mutattak. A monohibrid 29 HeLa sejteken
IC50 1,9 uM értéket adott, mig SiHa sejteken rezisztens
volt. A 30 bisz-hibrid szarmazék mindkét sejtvonalon ha-
tékonyabbnak bizonyult, s6t, HeLa sejteken szubmikromo-
los értéket ért el (0,73 uM). HeLa esetén mindkét vegytilet
nagyobb aktivitasunak bizonyult, mint a kontrol ciszplatin.

10. abra. Krizin-triazol hibridek

A tovabbiakban szamos krizintartalmu hibridet szinteti-
zaltunk, igy a krizint (27) Osszekapcsoltuk tetrahidroizo-
kinolinnal, N,N-dimetiletiléndiaminnal, pirrollal, az ami-
nosavak kozill triptofannal és prolinnal, valamint aril- és
hetarilaminokkal [19]. Az eldallitott nagyszamu vegyiilet
tobbsége nem mutatott antiproliferativ hatdst, azonban a 31
¢és 32 szarmazekok (11. abra) 10 pM dozisban tobb sejtvona-
lon, igy melanoma, vastagbél és CNS esetén csaknem 100%
gatlast eredményezett.

OH O

H |
N 7

l 31
OH O

\[(O\/\/\O7 o O

o 32

H
\N/\/N
|

11. abra. Amin oldallancot tartartalmazo krizinszarmazékok

3. Osszefoglalas

A vindolint és a krizint kiilonféle tipusu szintetikus, illetve
természetes farmakoforral kapcsoltuk, és szamos biologia-

ilag hatékony, jelentds daganatellenes hatast mutato hibrid
molekulat sikertilt szintetizalni. A kapcsolé komponen-
sek szerkezete igen széles kort olelt fel, igy alkalmaztunk
aminosavakat, elsésorban triptofant, N-helyettesitett ben-
zil-triazolokat, szteroidokat, trifenil-foszfint, nyilt lancu
¢és gylirlis aminokat, valamint helyettesitett aril- és hetari-
laminokat. A vegyiiletek koziil tobb a vinblasztinnal 6sz-
szemérhetd aktivitast mutatott, s6t néhany hatékonyabbnak
bizonyult. Néhany esetben sikertiilt kimutatni, hogy az an-
tiproliferativ hatasi molekulak szelektiven nem toxikusak
a nem-tumoros, egészséges sejteken vizsgalva. A biologi-
ai vizsgalatok soran egylittmikddtiink tobb intézménnyel,
igy NCl-vel (USA), valamint az ELTE, az SZTE ¢és a PTE
egyetemekkel.
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In some cases, it was revealed that the molecules with antiprolifer-
ative effects were selectively non-toxic when tested on non-tumor-
ous, healthy cells. During the biological studies, we collaborated
with several institutions, such as the NCI (USA), the Department
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