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1. Az értekezés el6zményei és célkitlizések

A tudatos gyogyitas az okor népei (kinaiak, indiaiak, egyiptomiak)
altal  alkalmazott  kezdetleges  eszkozokkel, moddszerekkel — és
hatéanyagokkal kezdédott. Fejlodését a kozépkorban az alkimia és a
jatrokémia segftette el6.

A gyogyszerkutatas és az erre épulé gyogyszeripar a XIX.-XX.
szazad forduldjan er6sodott meg jelentésen. Az elsé antibiotikum, a
penicillin  1929-es  FLEMING altal valé felfedezését azok rohamos
elterjedése kovette a XX. szazadban. Térhoditasukat az is elGsegitette (s
ezaltal tovabb emelte értékiket és fokozta az eziranyd kutatasok
intenzitasat), hogy esetenként nehezen, vagy egyaltalan nem poétolhatdak
mas vegyuletekkel.

Mara az antibiotikumok félszintetikus és szintetikus analogjainak
el6allitasa és modositasa 6nallé tudomanyagga valt, és szoros
kapcsolatban all a mikrobiologiaval és a biokémiaval. Az antibiotikumok
kutatasa nagymértékben hozzajarult a biotechnologiai eljarasok és a
fermentaciés ipar korszerlis6déséhez. Napjainkig tobb, mint 10.000
antibiotikumot izolaltak, s ezek kozul korialbelul kb. 100 nyert
gyogyaszati alkalmazast. Ezekbdl kulonféle kémiai és  biologiai
atalakitassal ~ tobb, mint  100.000  szarmazékot  készitettek.
Vilagviszonylatban az antibiotikumok a gyégyszerforgalombol 25-30%-
ban részesednek.

Az alkalmazasukat kiséré rezisztencia jelensége azonban
megfontolt hasznalatra int. Egyre tobb 4j szarmazékot allitanak el6

ugyan, a rezisztencia elleni kiizdelem azonban kozponti kérdéssé valt.



Vizsgalataim targyanak — az 1. abran lathaté leinamicin

antibiotikumnak — valasztasat tobb tényezé indokolta:

- A makrolid ciklusahoz kapcsolédo heterogylri unikum az
antibiotikumok korében, jollehet léteznek mas kéntartalmu antibakterialis
vegytletek is. A heterociklus szintézise ezért onmagaban is értékes lehet.
Els6é célunk tehat a heterogylird 4j tipusu szintézisének a kidolgozasa
volt.

- A makrociklikus szerkezetd molekulanak csak egy kis része felel6s az
aktivitasért, s ez az analégok eléallitasat is megkonnyiti. Munkank soran
egyszeri analogok elballitasara torekedtink, a biologiailag értékes

részletek megtartasaval.

1. abra

- Kései felfedezése (1989) miatt wvarhatd, hogy a kiloénboz6
baktériumtorzsek nem, vagy alig rezisztensek vele szemben. Ez a tény a
szarmazékok esetében is beigazolédhat. Fontos tényezé még, hogy
ennek a — DNS-hasitasra képes — antibiotikumnak és szarmazékainak
citotoxicitasat - jelen ismereteink szerint - eddig mindossze egyetlen
esetben vizsgaltak, akkor sem behatéan és analdgjainak szama is kevés
(2. abra). Munkank soran az aktivitasaért felel6s molekularis elemek
egyszeri hordozokon torténé kialakitasat kivantuk megvaldsitani, 4
tipusu gylraszintézissel, valamint meg kivantuk vizsgalni az anal6gok

citotoxikus aktivitaisanak a kémiai szerkezettel vald Osszeftiggését.
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2. abra

A leinamicin hatdsmechanizmusa:

A tiol hatasara a ditiolanon gyird felnyilik és egy oxatiolan szerkezeten

keresztil alakul ki az episzulfonium kulcsintermedier (3. abra), mely a

RSH

3. abra

DNS-hasitasért felel6s. Az episzulféonium szerkezet a nukleobazis és a
baziskomponens kozotti C-N kotést hasitja, gyokot hagyva hatva, mely a

szervezetben gyorsan oxidalédik.



2. Az alkalmazott vizsgalati mo6dszerek

Kémiai médszerek: A kisérletes munka elvégzése soran a modern szerves

preparativ kémia mikro-, félmikro- és makro moddszereit egyarant
alkalmaztuk. A reakciok el6rehaladasanak kovetésére és a képzédott
termékek el6zetes azonositasara vékonyréteg-kromatografias modszert és
UV-detektalast alkalmaztunk. Az egyes vegyiletek nyerstermékekbdl
torténé  izolalasat  kristalyositassal, preparativ  réteg-, valamint
oszlopkromatografiaval  valdsitottuk meg. Az egyes vegytletek
azonositasara és szerkezetének igazolasara elemanalizist,
olvadaspontmérést,  valamint H és 13C NMR, illetve

tomegspektrometriai médszereket alkalmaztunk.

Biol6giai médszerek (citotoxicitas-vizsgalat):

A Hel.a emberi sejtvonal (A Hel.a sejtek human méhnyakdaganatbol

szarmazo epithelialis morfologiaju sejtek.)

3. Kisérleti munkam 0j eredményei

Els6ként a leinamicin aktivitasaért felel6s 1,2-ditiolan-3-on-S$-oxid
gylira 4j tipusa szintézisét valositottuk meg. Fzt a modszert hasznaltuk
fel arra, hogy killonféle aromas, alifas, szénhidrat- és nukleozidhordozén
a ditiolanon és a ditiolanon-S-oxid gytrGt kialakitsuk. Az {gy nyert
szarmazékok citotoxicitasat megvizsgaltuk, ugyanis feltételeztiik, hogy
biologiailag az oxidalatlan forma is aktiv lehet. Igazolni kivantuk tovabba,
hogy az S-oxid forma a hatékonyabb. Az elvégzett kisérleti munka f6bb

eredményei a kovetkezok:



3.1. Az 1,2-ditiolan-3-on-S-oxid gytirl szintézise

A 4. abran lathatdé modszerrel a kiinduldsi 1-es aldehidbdl
feniltiokarbonil-metilén-trifenilfoszforannal, Wittig-reakcioban o,3-telitetlen
transy (E) tiofenilésztereket allitottunk el6. A reakcié elénye, hogy jol
megvalasztott Wittig-reagenssel gyakorlatilag 100%-o0s sztereoszelekcioval a 2-
es fransy szarmazékot kapjuk. Masrészt a Wittig-szarmazék —CH=CH-
valamint C=0 egysége mar a heterogylrt 2 szénatomjat és a karbonil részletét
is tartalmazza. Az észtert nukleofil SH anionnal reagiltatva konjugalt

addicios és nukleofil addicios reakcidkban $-merkapto-tiolsavat (5) nyertink.

R_/<H_a’ R/\)J\SPh R/\)J\S

(a) Ph;PCHCOSPh (1,2 — 1,4 ckvivalens), szobahémérséklet, 16-48 ora; (b) EtN (2,1
ekvivalens), H,S(y), 1,4-dioxan, szobahdmérséklet, 2 ora; (c) Ks[Fe(CN)q] (1,5 ekvivalens), 1,4-
dioxan — viz, szobahémérséklet, 12-16 ora; (d) dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton,
szobah6émérséklet, 2 ora.

4. abra

A tiolsavbol Fe(I1I)-ionokkal a 6-os 1,2-ditiolan-3-on szerkezet képeztuk.
Ebbdl dimetil-dioxirannal, enyhe kérilmények kozott nyertitk a 7-es S-

oxidot.

3.2. 3-fenil-propionaldehid és D-arabindz ditiolanon
szarmazékainak el6allitasa
A 5. abran lathat6 moédon (8—11, 12) eldallitottuk a 3-fenil-

propionaldehid  ditiolanon-  és  ditiolanon-S-oxid  szarmazékat.



Megallapitottuk, hogy a semleges hordozé ellenére a  szarmazék ol
definidlt citotoxikus hatassal bir. Megallapitottuk, hogy feltevésiinknek
megfelelen az oxidalatlan gylrls szarmazék is aktiv. Bizonyitottuk, hogy
az oxidalt forma hatékonyabb. Kimutattuk, hogy — az antibiotikumhoz

hasonléan — a tiol jelenléte tovabb javitja a biologiai aktivitast.
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(a) Ph;PCHCOSPh (1,3 ekvivalens), toluol, szobahomérséklet, 48 ora, 80%; (b) Et;N (2,1
ekvivalens), H,S, 1,4-dioxan, szobahomérséklet, 2 ora; (c) Ks[Fe(CN)e¢] (1,5 ekvivalens), 1,4-
dioxan — viz, szobahémérséklet, 12 ora, 60% (b+c); (d) dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton,
szobahémérséklet, 2 o6ra, 97%.

5. abra

Megvaldsitottuk a D-arabindz ditiolanon- és ditiolanon-S$-oxid
szarmazékainak (13—20, 21) eléallitasat a 6. abran lathaté modon.
Megallapitottuk, hogy a szarmazékok kozepes citotoxicitassal birnak. Ez
tovabb erdsitette a feltevést, hogy a heterogylri énmagaban is aktiv. A

tiol ebben az esetben is javitotta az aktivitast.
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(a) cc. HCI, EtSH, 0 °C, 15 perc; (b) 2,2-dimetoxipropan (1 ekvivalens), pTsOH (kat. menny.),
aceton, szobahdmérséklet, 6 ora, 97%; (c) CdCOs;, NBS (2,2 ckvivalens), aceton:viz 9:1,
szobahémérséklet, 45 perc, 98%; (d) PhsPCHCOSPh (1,3 ekvivalens), toluol,
szobahomérséklet, 48 ora, 81%; (e) E;N (2,1 ekvivalens), H,S, 1,4-dioxan, szobahémérséklet, 2
ora; (f) K;[Fe(CN)s] (1,5 ekvivalens), 1,4-dioxan — viz, szobahdmérséklet, 14 ora, 73% (e+f);
(g) dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton, szobahémérséklet, 2 6ra, 95%.

6. abra

3.3. Nukleozidok ditiolanon szarmazékainak el6allitasa

Az uridin esetében (7. abra, 22—25) megallapitottuk, hogy
izopropilidén védbéesoport esetén a reakcid egy athidalt gytris
szerkezethez vezet, mely a konjugalt addicios 1épés soran képzdédik (7a.
abra). Megallapitottuk, hogy ezt a feszitett térszerkezet teszi lehet6vé
azaltal, hogy a nukleozid baziskomponensének kettéskotése térben elég
kozel kertl az 5-tiolcsoporthoz ahhoz, hogy athidalt gytris szerkezet

jojjon létre (a—b és c—d).
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(a) HC(OEt); (2 ekvivalens), pTsOH (kat. menny.), aceton, szobahdémérséklet, 1,5 ora, 97%; (b)
DCC (1 ekvivalens), diklorecetsav (1 ekvivalens), DMSO:EtOAc = 1:5, szobahdmérséklet, 1,5
ora; oxalsav, szobahémérséklet, 30 perc; piridin, szobahémérséklet, 14 ora; (¢) Ph;PCHCOSPh
(1,2 ekvivalens), etilacetat, szobahomérséklet, 15 ora, 71% (b+c).

7. abra
77/
s 6 0 S0
< <
b

7a. abra

PADRON ¢és mtsai korabban beszimoltak arr6l, hogy a szililéter
védbesoportok esetenként noévelik a  citotoxikus aktivitast. Ennek
nyoman az izopropilidén védbcsoportot fercier-butil-dimetilszililre
cseréltitk és Osszevetettik a védécsoportos és a védOcsoportmentes
nukleozid-szarmazékok aktivitasat. Az uridin 5’-ditiolanon és ditiolanon-
S-oxid szarmazékai (8. abra: 32, 33, 34, 35) a referenciaként vizsgalt
daunomicinnel 6sszemérhetd, illetve azt meghaladé citotoxikus aktivitast
mutattak. Ez megerdsitette elméletiinket, miszerint a nukleozidok
esetében a  moédositott  hordozémolekula  baziskomponense

hidrogénhidas komplexet képez a DNS bazisaval, azaz a ,hatéhelyen”
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rogziti a molekulat, s ezaltal a DNS-hasitas hatékonysaga

megnovekedhet.
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(a) TBDMSCI (3 ekvivalens), piridin, szobahOmérséklet, 1 ora; 65 °C, 22 6ra, 97%; (b)
TFA:H,O 10:1, DKM, szobahémérséklet, 45 perc; 0°C, 30 perc, 89%; (c) Dess-Martin-
perjodinan (1,5 ekvivalens), DKM, 0 °C/szobahémérséklet, 1,5 ora; (d) PhsPCHCOSPh (1,4
ekvivalens), 1,4-dioxan, szobahdémérséklet, 22 ora, 79% (c+d); (e) Et;N (2,1 ekvivalens), H,S,
1,4-dioxan, szobahoémérséklet, 2 o6ra; Kj3[Fe(CN)gs] (1,5 ekvivalens), 1,4-dioxan — viz,
szobahomérséklet, 16 ora, 63%; (f) dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton, szobahémérséklet, 2
ora, 96%, 95%; (g) TFA:H,O:THF 1:1:4, 0 °C, 6 6ra, 94%;
8. abra

A timidin esetében a 9. abran lithat6 modon elGallitottuk a
timidin 5’-ditiolanon ¢és ditiolanon-§-oxid szarmazékait (42, 43, 44, 45). A
biolégiai vizsgalatok jo, de az uridinnél gyengébb citotoxicitast mutattak.
A 32, 33, 34, 35 és 42, 43, 44, 45 vegyiletek citotoxicitas-értékeit
Osszevetve megallapitottuk, hogy a szililcsoportok szama befolyasolja,

tobb szililcsoport jelenléte pedig fokozza a citotoxikus hatast.
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(a) TBDMSCI (2 ekvivalens), piridin, szobahdmérséklet, 1 ora; 65 °C, 22 6ra, 94%; (b)
TFA:H,O 10:1, DKM, szobahomérséklet, 45 perc; 0 °C, 30 perc, 85%; (c) Dess-Martin-
perjodinan (1,5 ekvivalens), DKM, 0 °C/szobahomérséklet, 1,5 6ra; (d) PhsPCHCOSPh (1,4
ekvivalens), 1,4-dioxan, szobahémérséklet, 22 6ra, 77% (c+d); (¢) EtN (2,1 ekvivalens), H,S,
1,4-dioxan, szobahémérséklet, 2 o6ra; Kj3[Fe(CN)gs] (1,5 ekvivalens), 1,4-dioxan — viz,
szobahomérséklet, 15 ora, 68%; (f) dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton, szobahomérséklet, 2
ora, 94%, 95%; (g) TFA:H,O:THF 1:1:4, 0°C, 6 o6ra, 95%.
9. abra

A kapott eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a hatasmechanizmus
egyezik a leinamicinnél megallapitottal, csak itt a y-pozicidja kettéskotést
a pirimidindion kett6skotése helyettesiti, biztositva az episzulfonium

kulcsintermedier kialakulasat.

3.4. Egy masodik generacios leinamicin-analog el6allitasa

Egy LEE és mtsai altal 2003-ban kozolt 15 1épéses szintézis nyoman

tetrahidropiranil-propargil-éterbél 6 1épésben elballitottunk egy olyan

11



leinamicin analégot, amelyben a kettéskotést - a 10. abran lathatd

modon - reaktivabb harmaskotésre cseréltik.

(a) n-BuLi (1 ekvivalens), THF, -10 °C, 15 perc; Cu()I-0.75Me,S (1,1 ekvivalens), THF, -10
°C, 45 perc; (b) Me;Sil (1 ekvivalens), THF, -78 °C, 10 perc; akrolein (1 ekvivalens), THF, -78
°C; -30 °C, 2,5 ora, 42% (atb); (c) Ph;PCHCOSPh (1,25 ekvivalens), 1,4-dioxan,
szobahomérséklet, 16 ora, 75%; (d) Et;N (2,1 ekvivalens), H,S, 1,4-dioxan, szobahdmérséklet, 2
ora; () Ks[Fe(CN)g] (1,5 ekvivalens), 1,4-dioxan — viz, szobahémérséklet, 17 ora, 62% (d+e);
() dimetil-dioxiran (1 ekvivalens), aceton, szobahdmérséklet, 2 dora, 98%; (g); Dowex 50W X4
ioncseréld gyanta, DKM, szobahémérséklet, 2 ora, 94%.
10. abra

A kapott j6 citotoxicitasi eredmények megerdsitették feltételezéstinket,
miszerint megfelel6 atrendezédéssel harmakotés jelenléte esetén is

lehetséges az episzulfénium szerkezet 59—62 uton toérténd képzodése

(11. 4bra).
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leinamicin

2. generacios analog

O ks o) o) o)
THPO
59 60 1

THPO THPO THPO

6 62

11. abra

3.5. A szarmazékok bioldgiai vizsgalata és eredményei

Vegyiilet ICso ICso ClogP
(+EtSH)

Daunomicin 2,96 - -1,621
11 257,77 65,54 3,607
12 68,43 24,75 1,875

20 35,93 16,87 2,338

21 18,15 12,60 0,634

32 10,04 7,84 5,397

33 3,68 2,67 3,694

34 62,23 20,72 -1,449

35 50,71 7,01 -3,152
42 n.a. 16,69 2,766

43 43,12 6,61 1,063

44 298.8 54,62 -0,615

45 118,7 29,69 -2,318

52 123,7 20,11 2,831
53 41,31 8,33 1,009

A kapott eredményeket 1Cso-értékekben (inhibition concentration) adtuk meg, a kapott gatlasi

értékek  umol/l mennyiségben vannak feltiintentve. Osszehasonlitd standardként a

daganatellenes terapiaban jol ismert és elterjedten hasznalt daunomicint hasznaltuk. A

tablazatban talalhat6 gatlasi koncentracio-értékek 3 parhuzamos méréssor atlagértékeit jelentik.
1. tablazat

- Feltételezéstinket, miszerint a citotoxicitas a IDNS-hasitas
kovetkeztében manifesztalodik és ezt a tiol jelenléte el6segiti a bioldgiai
vizsgalatok eredményei igazoltak. Ezek utan joggal feltételezhetjiik, hogy

a ditiolanon-S-oxid aktivitasahoz valoban szlikség van a tiol jelenlétére.
13



- Ugyanakkor nagyon érdekes, hogy megvizsgalvan a heterogytrtt
csak diszulfid formaban tartalmazo szintetikus intermediereket (11, 20, 32
34,42, 44 és 52), azok is mutattak aktivitast, bar kisebb mértékat, mint a
kémiailag is reaktivabb S-oxid parjaik (12, 21, 33, 35, 43, 45 ¢és 53).

- Minden szarmazékunk citotoxikusnak bizonyult mikromdlos
koncentracioban. Még a feltételezett hatasmechanizmus szempontjabol
érdektelen hordozomolekulakhoz torténé  kapcsolas  esetében  is
tapasztaltunk aktivitast (11 és 12).

- Nukleozidszarmazékaink (32, 33, 34, 35, 42, 43, 44 ¢és 45)
viszonylag erételjes citotoxicitast mutattak. A szililétert tartalmazé 33 a
daunomicinét meghalad6, mig a 32, 35 és 43 a daunomicinével
Osszemérheté  aktivitassal — rendelkezik.  Feltételezzik, hogy -
munkahipotézisinknek megfeleléen - e nukleozid-leinamicin analégok jé
hatasa a DNS-sel val6 bazisparképzéssel magyarazhato.

- Bizonyitast nyert tovabba az is, miszerint a lipofil szililcsoportok
jelenléte minden esetben megnoévelte az altalunk szintetizalt analégok
emberi tumorsejtekkel szemben mutatott citotoxicitasat. A 32-34, 33-35,
valamint a 42-44 ¢és a 43-45 szabad —OH-csoportot, illetve szilil
védbesoportot  tartalmazéd  vegylletparjaink  esetében  kitinden
megfigyelhetd az, hogy a lipofil szililvegytiletek citotoxicitasa jobb, mint a
negativ CLogP-vel bir6 parjuké.

- A 53-as vegyiletink, mely a leinamicin DNS-hasité hatasaért
felel6s molekularészletének —C=C— harmaskotéses analégjat tartalmazza,
szerkezeti egyszerisége — és a bazisparképzés lehet6ségének hianya

ellenére - vegytiletsorozatunknak viszonylag aktivabb tagja.

14



- Elmondhatjuk, hogy ugyan mindeddig nem vizsgaltak meg
egyszert leinamicin-analégok citotoxicitasat, mégis e munkank alapjan
megallapithatjuk, hogy az antibiotikum erésen leegyszerusitett szerkezetd
analogjai is mutatnak olyan mértékd citotoxicitast, hogy az egyszert
ditiolanon-S-oxidok tovabbi - ilyen iranyu - vizsgalata hasznos lehet. E
célra alkalmasnak latszik az itt ismertetett egyszerd szintetikus
modszerink, mely konnyen alkalmazhaté mas aldehidekre is.

- Véleménytink szerint az a tény, hogy a szililéterek citotoxicitas-
novel$ hatasit PADRON és munkatarsai utin — azoktdl teljesen eltéré
szerkezetl vegytleteken — mi is bizonyitottuk, tovabbi ilyen iranya

szisztematikus vizsgalatok sziikségességére hivja fel a figyelmet.
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