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. A kutatas vagy fejlesztés célratoro tanulds és kreativ munka osszehangolt egysége.”

(Simonyi Karoly)



1. Bevezetés és célkitiizések

A preparativ szerves kémia eszkoztarat is felhasznald gyogyszerkémia végséd célja hatékony
szintézismddszerekkel eldallithatd, human gyodgyaszati hatdssal rendelkezd, piacképes
vezérmolekula kivalasztasa a szerkezet-hatas Osszefiiggések alapjan felépitett sokszini és
nagy tagszamu vegyiiletkdnyvtarakbol.

Abban az esetben, amikor a gyogyitandd betegség multifaktorialis (tobb daganatos és
neurodegenerativ betegségnél fennalld jelenség), optimalis a fenotipusos gyogyszerkutatas
iranyelveit szem el6tt tartva (a nagy ateresztoképességii teszteléssel és a mechanizmusalapt
megkdzelitéssel szemben) in vitro sejtes biologiai vizsgalatokkal tesztelni és mindsiteni az
elallitott uj vegyiileteket, majd feltarni az aktivitas in vivo hatterét, a lehetséges tamadasi
célpontokat és a biologiai hatdsmechanizmust. A ,hit-to-lead” fejlesztés soran a kiszlrt
szerkezetek optimalasaval juthatunk el a vezérmolekulahoz (,,lead”) majd pedig a
gyogyszerjelolt , kandidanshoz”. A fejlesztés célja a szelektivitas és a metabolikus stabilitas
novelése, a nem kivanatos mellékhatasok csokkentése/megsziintetése, illetve a megfeleld
biohasznosulés elérése.

Doktori munkam célja 0j, tumorellenes hatasu kismolekulas vegytiletkonytarak tervezése
¢és felépitése linearis (Sn, SNAr) és multikomponensii reakciok (Gewald-3CR ¢és Betti-3CR)
felhasznalasaval.

A szintetikus/gyogyszerkémiai munka alappillérei a kovetkezok voltak:

1. Piperidin vazzal kondenzalt heterociklusok; 1,2,3,4-tetrahidro(izo)kinolin, 2,3,4,9-
tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol ¢és 4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin vazas szulfonamidok
eldallitasa, morfologiai optimalizdcid a szerkezet-hatds Osszefliggések ismeretében (Sn
reakciok, Gewald-3CR).

2. N-Aril-szubsztitualt izoindol-1,3-dionokbol kiindulva C—4 és C-5 pozicioban NH
funkcionalizalt ftalimid konyvtar felépitése (SNAT).

3. 8-Hidroxikinolin vazegységekbdl kiindulva C—7 (orto)-szerkezet-moédositott 8-hidroxi-

kinolin vazegységet tartalmazo szarmazékok szintézise (Betti-3CR).

2. Anyagok, modszerek

Munkank soran a reakciok tobbségét millimolos mérettartomanyban hajtottuk végre. A
reakciokat VRK-val illetve HPLC-vel kovettiik. Célvegyiileteinket oszlopkromatografiaval
(Szilikagél 40-63 vagy 60-200 um), Teledyne Isco CombiFlash® R¢ kromatograffal

(szilikagél, Redisept™), vagy egyszerii sziiréssel és/vagy atkristalyositassal tisztitottuk. Az



eléallitott vegyiileteket olvadaspontjukkal, IR, MS, és egy- illetve kétdimenzios NMR
spektroszkopiai  technikékkal, indokolt esetben egykristadly rontgenkrisztallografids
mérésekkel jellemeztiik. A reakciok kivitelezésénél és a tisztitasi eljarasok soran hasznalt
vegyszerek és oldoszerek kereskedelmi forgalombol (Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, AK
Scientific, Fluorochem, Combi-Blocks, Apollo Scientific, Molar) szarmaztak. A szintetizalt
szarmazékok biologiai aktivitasat az Avidin Kft. biologus munkatarsai vizsgaltak. Az 1Cso-ek
meghatarozasat ¢és a szerkezet-hatds Osszefiiggések megallapitasat veliik egyiittmiikodve

végeztiik, GraphPad Prism 4 szoftvert hasznalva.

3. Eredmények*

3.1. Citotoxikus karakterii, piperidinnel kondenzalt heterociklus alapu szulfonamid
vegyiiletkonyvtarakat fejlesztettiink. Az Sn  kapcsolasokkal harminc  1,2,3,4-
tetrahidrokinolin-, 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin- és 2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-
vazas szulfonamidot (78-107) allitottunk el6 (reakciokoriilmények: TEA, DKM, 2 ora,
szobahdmérséklet; 100% konverzid). A nyers reakcidelegyeket oszlopkromatografiaval
tisztitva 11-72% hozammal nyertiik a tiszta termékeket (1. abra). A 78-107 vegyiiletek in
vitro MTS assay-ben K562 tumorsejtvonalon mérsékelt-kdzepes citotoxikus aktivitast

mutattak.
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1. abra

* A vegyiiletszamozas megegyezik a disszertacioban alkalmazottal.



A bioldgiai hatas novelése érdekében a kivalasztott legpotensebb 81 vegyiilet (1C50=3,01
uM) C-5 primer aminocsoportjat acileztiik: CHCl3-ban TEA alkalmazasa mellett 70 °C-on 2
6ra alatt tovabbi nyolc analogot allitottunk el6. A 116-123 2-(2,4-Dinitrofenilszulfonil)-
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-5-amid szarmazékokat egyszerii sztiréssel 40-61% hozammal
nyertiik (2. abra). A 116-123 vegyiiletek minden esetben gyengébb eredményt mutattak, mint
a 81 vegyiilet (IC50=4,58—(>30) uM).
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2. abra

A kivalasztott 81 “hit” vegyiiletet tobb sejtvonalon is teszteltiik in vitro és in vivo
kisérletekben. A molekula kedvez6tlen oldhatosagi és felszivodasi profilja, valamint az
egeészséges sejtekre kifejtett nem elhanyagolhatd toxikus hatdsa miatt a vegyiiletkonyvtar

tovabbi fejlesztését ledllitottuk.

3.2. A Szulfonamid konyvtarat 4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-C]piridin  vazas
vegyiiletcsaladdal bévitettiik ki. A 4-piperidonbol kiindulva szulfonsav-kloridokkal a 134—
142 N-védett piperidinokat allitottuk el6 (hozam: 10-69%). Ezeket mint kiindulasi
vegyiileteket hasznositottuk Gewald-3CR-ban és kilenc 145-153 4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-
Clpiridin vazas karbonitrilt szintetizaltunk 10-84% hozammal. Reprezentativ karboxamid
példaként 6t, 154-158 4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-karboxamidot is eldallitottunk a

megfeleld aminonitrilek savas hidrolizisével (16-59% hozam, 3. abra).



Az cléallitott 14 vegyiilet bioldgiai vizsgalata soran a 151 és 152 aminonitril mutatott
mérsékelt citotoxikus aktivitast (151, ICso(A549)=14,22 uM, ICso(K562)=2,71 uM; 152,

ICs0(A549)=9,35 uM, ICs0(K562)=14,75 uM).
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3. abra.

A biologiai hatas novelése érdekében a két legpotensebb vegyiilet C—2 amino funkcidjat
tovabb derivatizaltuk. A 151 és 152 aminonitrilekbol kiindulva, kiilonb6z6 izocianatokkal
abszolutizalt DMF-ben Cu(OAc). Lewis-sav katalizator jelenlétében szobahémérsékleten 2
ora alatt 17-69% hozammal nyertiik a 160-172 (tio)karbamidokat. Tovabba kloralkil-
izocianatokkal (2-kloretil- és 3-klorpropil-) domino gytirlizarasi reakcioban (kétlépéses és

szekvencialis, ,,one pot” modszerek) a 173 (54%) és 174 (61%) tetraciklust szintetizaltuk (4.

abra).
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Az elballitott 160-174 szarmazékok esetében nem tapasztaltunk jelentés aktivitas-
novekedést a 151 és 152 analdghoz képest (A549 sejtvonalra legaktivabb a 168, 1Cs0=3,52
uM; K562 sejtvonalra legaktivabb a 169, 1Cs0=5,26 uM) (5. ébra). A vizsgalt 145-174
tiofénvazas szulfonamidok mérsékelt tumorellenes potencidlja és a kotOszoveti sejteken

kedvez6tlen mellékhatas-profilja miatt a tovabbi fejlesztést leallitottuk.
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5. 4dbra

3.3. A citotoxikus ftalimid projekt fejlesztési programjat egy hatékony, C—4-
szubsztitualt izoindolin-1,3-dionra szelektiv SNAr reakcioval egészitettiik ki. A korabbi
eredmények alapjan a  2-(2,6-diizopropilfenil)-4,5,6,7-tetrafluor-izoindolin-1,3-dionbol
kiindulva primer és szekunder aminokkal SnAr reakcioban egy nagy tagszamu és diverz
molekulakonyvtarat hoztunk 1étre citotoxikus tesztelésre (C—4- ¢és C-5-szubsztitualt
ftalimidek). A kapcsolasok soran minden esetben regioizomer elegy keletkezett, amelyek
szétvalasztasara egyedi tisztitasi modszereket kellett Kifejleszteniink Teledyne Isco
CombiFlash® Rs flash kromatografra optimalva.

A Kkezdeti vegyiiletkonyvtar felépitésében alkalmazott optimalas nélkiili reakciokkal
(reakciokoriilmények: 2 ekvivalens amin, diklormetan oldoszer, szobahdmeérseklet, 24 ora)
minden esetben a C—5 szubsztitualt, inaktiv (b) regioizomer kialakulasa a kedvezményezett. A
koriilményes izolalas és a biologiai eredmények miatt indokoltta valt az a regioizomerre
szelektiv SnAr fejlesztése. Hét amint kivalasztva valtoztattuk az olddszert, az adalékanyagot,
a koncentraciot ¢és a homérsékletet. A reakcidok lejatszodéasat, a reakcioelegy
Osszetételét/regioizomer aranyt HPLC-vel kovettiik.

Egy kétlépéses, szekvencialis, orto (C—4)-szelektiv SnAr-t fejlesztettiink ki, ahol az 1,3-
aminoalkohol segédanyaggal képzett koztiterméken keresztiil irdnyitottuk az atalakulast.

Szamos finomitast végrehajtva (additiv mindség, additiv ekvivalencia és reakcioidd) jutottunk
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az uj, ,.forditott” regioszelektivitasi SnAr reakciohoz (reakciokorilmények: 1 ekvivalens 1-
metil-4-hidroxipiperidin mint additiv, 1 ekvivalens amin, toluol-viz (1:1), szobahémérséklet,
48 ora). Minden esetben jo-kivald regioszelektivitast (a regioizomer aranya (HPLC): 79—
91%) és jo-kivalo konverziot (HPLC: 86—-100%; izolalt hozamok: 38-63%) értiink el. A
fejlesztési folyamat soran megtalaltuk a b izomerre szelektiv SnAr reakcid altalanosan
alkalmazhat6 koriilményt is: 2 ekvivalens amin, DMSO, szobahémérséklet, (teljes konverzid

(HPLC): 93-100%, b regioizomer aranya (HPLC): 73-97%) (6. abra).

OH

1 ekv.
YOFE o R R Foo RZ R’ o
N4 N7 OF N 1 ekv ” F 2
R2 > 3 N 2ekv. H N | . 3 3 N
2 DMSO toluol-viz toluol-viz 2
F6 1 siea F 24 6ra 24 6ra F7e 7

F (0] szobaho F O szobah6 szobahd F (0]

205b-211b 205a-211a
6. abra

Az cléallitott C—4 (205a-211a) regioizomerek tobb tumorsejtvonalon is jelentds
citotoxikus aktivitast mutattak, és minden esetben aktivabbak voltak, mint a C-5 (b) izomerek
(C—4 (a): 1Cs0(K562) 1,09—(>100), ICs0(HepG2) 2,56—(>100), ICs0(HT168) 2,14-(>100); C-5
(b): 1Cs0(K562) 39,99—(>100), ICs0(HepG2) 6,06—(>100), IC50(HT168) 28,47—(>100)).

3.4. Célunk egy uj, citotoxikus karakterii 8-hidroxikinolin vazegységet tartalmazé
heterociklus konytar eléallitasa volt. E16szor egy 15 tagli (248-262) alapkonyvtarat hoztunk
létre. Az elbzetes citotoXicitasi vizsgalatok (human leukémia (K562 és HL-60) sejtvonalak)
soran a vegyiiletek nem mutattak aktivitast. Ezzel szemben U251 MG glioblasztoma sejteken
végzett citoprotekcios vizsgalat a 248-262 vegyiiletb6l 13 szubmikromolaris aktivitast
analogot eredményezett (1C50=0,106-0,687 uM).

A késobbi céliranyos fejlesztési/kivitelezési szakaszban a kiépitendd szubsztiticids
mintazat alapjat az el6zetes teszteredmények adtdk meg, a harom komponensii reakciot kis
modositas mellett alkalmaztuk. Betti-3CR-el 6sszesen 48, 8-hidroxikinolin vazegységet
tartalmaz6 heterociklust allitottunk elé (248-295 vegyiiletek, reakciokoriilmények: 1 mmol
aldehid, 1 ekvivalens amin, 0,6 ekvivalens kinolin, 1 v/v% HCOOH, 75 °C, MeCN) 12-90%

hozammal (7. abra).
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7. abra

A végpontjelzéses citoprotekcios vizsgalat soran a 48 vegyiiletbdl kilenc mutatott jelentds
aktivitast (251, 264, 265, 267, 268, 281, 282, 287, 290; 1C5=0,70-0,12 uM) (8. abra). Ezek

koziil szamos mas in Vitro és in vivo teszt vezetett végiil a 281 vezérmolekula kivalasztasahoz.
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8. abra

A késobbiekben iparilag alkalmazhato, GMP-kompatibilis R- és S- enantioszelektiv
szintézismodszert is kidolgoztunk. A 281 vegyiilet eutomerjének (R-enantiomer) human

klinika fazis I/A vizsgalata sikeresen lezarult, a kovetkez6 Klinikai vizsgalat (Fazis I/B és 1)

elokészitése folyamatban van.



4. Osszefoglalas

Kisérleti munkank soran 129 piperidin vazzal kondenzalt heterociklusos szulfonamidot, N-
aril-szubsztitualt 1,3-izoindolont és 8-hidroxikinolin vazegységet tartalmazd szarmazék
szintézisét valositottuk meg Sn, SnAr és Gewald- (G-3CR), illetve Betti-reakcio (Betti-3CR)

alkalmazaséval (9. dbra).
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A vizsgalt négy vegyiiletcsalad legnagyobb (elérhetd) citotoxikus illetve citoprotektiv

hatast mutatoé szarmazékait a 10. abran emeltiik ki.
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