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1. Bevezetés

A BME Szerves Kémia és Technologia Tanszékének
Alkaloidkémiai Kutatocsoportja hosszl évtizedes multra
tekinthet vissza a Vinca alkaloidok teriiletének kutatasa-
ban. Ezen természetes vegyiiletek indolvazat tartalmaznak,
képviseldiket elészor a Madagaszkaron dshonos rozsas me-
téngbdl (Catharanthus roseus) izolaltak [1]. A természetes
eredetii vegyiiletek koziil csak a biszindol szarmazékok
rendelkeznek daganatellenes hatassal (vinblasztin (1), vink-
risztin (2)) (1. abra), mig az 6ket felépité monomerek (vin-
dolin (3), katarantin (4)) (2. abra) nem mutatnak tumorel-
lenes hatast. A Vinca alkaloidok daganatellenes hatasukat
a sejtosztodas mitotikus (M) fazisanak gatlasaval fejtik ki
[2]. Az ekkor kialakulé huzoéfonalak feleldsek a sejtben fel-
sorakozott testvérkromatidok elvalasztasaért, illetve, hogy
ezek a beflizddés soran a megfeleld leanysejtbe keriiljenek.
A huzofonalak, vagy mikrotubulusok tubulin heterodime-
rekbdl allo polimer szalak, amelyek gyors polimerizacios -
depolimerizaciés dinamikat mutatnak. A Vinca alkaloidok
ezt a dinamikus viselkedést gatoljak, amely végeredmény-
ben apoptdzishoz vezet.

vinblasztin (1) R = CH3
vinkrisztin (2) R = CHO

1. abra. Vinblasztin (1) és vinkrisztin (2)
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Az elmult években beigazolodott, hogy megfeleld mo-
lekuldkkal kapcsolva a monomer vindolin (3) is haté-
kony daganatellenes hatast vegyiiletté alakithatd [3-6].
Kutatécsoportunkban szamos vindolintartalmu  hibrid
latott napvilagot, ezek kozott szerepelnek szteroiddal,
aminosavakkal ¢és szintetikus farmakoforokkal konjugalt
szarmazékok [3-6]. Ezek koziil szamos vegyiilet jelentds
daganatellenes hatast mutatott.

2. abra. Vindolin (3) és katarantin (4)

Az altalam végrehajtott kutatdmunka 1j alkaloid-flavonoid
hibrid molekuldk eldallitdsat célozta meg. A flavonoidok
gyakran el6forduld masodlagos novényi anyagceseretermé-
kek [7,8]. Ezeknek a vegyiileteknek szamos élettani hatasat
leirtak: talalhatok koztiikk antioxidans [9], daganatellenes
[7], gyulladascsokkentd [10] és baktériumellenes [11] ha-
tast szarmazékok. Kutatocsoportunk figyelmét felkeltette,
hogy a krizin (5,7-dihidroxiflavon) (5) tobb daganatellenes
hatasu vegyiilettel kombinaciéban alkalmazva szinergikus
hatast mutatott [12]. Ez annak kdszonhetd, hogy a krizin
(5) képes kolcsonhatast kialakitani ATP kotohelyekkel, és
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ily médon gatolni tudja azokat az aktiv transzportereket,
amelyek a gydgyszermolekulak eltavolitasat célozzak meg.
A daganatos sejtek tulzoé mértékben fejezik ki ezeket sejt-
felsziniikdn, amelynek eredménye a gyogyszerrezisztencia.
Ezek a pumpak ATP hidrolizissel fedezik az energiasziik-
ségleteiket, gatlasukkal a krizin (5) a rezisztencia csokken-
tésével képes novelni a daganatellenes szer hatékonysagat.

2. Eredmények
2.1. Vindolin (3) - krizin (5) hibrid eléallitasa

Kisérleteimet a vindolin (3) 10-es helyzetében torténd lin-
ker kialakitasaval kezdtem. Az ehhez vezeté moddszer (ha-
logénezés, nitralas, redukcid) kutatdocsoportunkban ismert
eljaras. A reakciosorban kapott 10-aminovindolint (25) kl6-
racetil-kloriddal acileztem. A kapott 10-kloracetamidovin-
dolinnal (6) kivantam alkilezni a krizint annak 7-es helyze-
tében. A regioszelektivitds a krizin (5) 5-6s €s 4-es helyzetli
funkcidscsoportjai kozott kialakuld hidrogénhidas kotéssel
magyarazhato. A reakciot tobbszor végrehajtva a vart szar-
mazékot (8) nem sikerilt izolalni. A reakci6 terméke min-
den esetben egy linkert nem tartalmazo, difenil-amin tipu-
su vegyiilet (7) volt (3. abra).
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3. abra. A difenil-amin tipus hibrid eléallitasa

2.2. Modellkisérletek a reakciomechanizmus
igazolasara

A reakcio feltételezett mechanizmusanak kideritése vé-
gett egy sor modellkisérletet hajtottam végre kiilonbézden
szubsztitualt 2-klor-N-aril-acetamidokkal (9—13), amelyek
a vindolin aromas gytirtijét modellezték. A reakciok szo-
bahémérsékleten a vart alkilezett szarmazékokat (14—18)
eredményezték (4. abra).
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4. abra. Szobahomérsékleten végzett modellkisérletek

A modellkisérleteket magasabb hémérsékleten végrehajtva
sok esetben sikeresen izolaltam difenil-amin tipusu vegyii-
leteket (19-22) (5. abra).

9,19 =R=H 85 °C
10,20 = R =2'-Me 80 °C
11,21 =R =2'-OMe 105 °C
12,22 =R 3',5'-diOMe 90 °C

5. abra. Magasabb homérsékleten végzett modellreakciok

Ezeket a reakciokat HPLC-MS segitségével kovettiik, amely
soran beigazolddott, hogy a nemvart termékhez harom kon-
szekutiv 1épésen keresztiil lejatszodd folyamat vezet. Az
els6 1épés a krizin (5) alkilezése, amit Smiles-atrendez6dés
kovet, amely soran deprotonalodas (B) utan egy intramo-
lekuléris nukleofil tAmadas jatszodik le. Majd a kialakulé
spiro-oxazolidinon gyftirit tartalmazoé koztitermék (C) fel-
nyilik. A folyamatot a D savamid intermedier hidrolizise
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zarja le (6. abra). A hidrolizishez sziikséges vizet az oldo-
szerként hasznalt DMF viztartalma és a bazisként alkalma-
zott Na,CO,-bol képzddd szénsav termikus bomlasa soran
keletkez6 vizmolekuldk biztositjak. A modellkisérletek
végrehajthatoak one-pot a krizin (5) és a valasztott aceta-
mid kozvetlen reakcidjaban, illetve a kipreparalt intermedi-
er ariloxi-acetamid szarmazékok 6nallo atrendezésével is.
A valasztott acetamidok kozott a 13 vegyiilet elektronban
hianyos aromas rendszert tartalmaz. Ezen képviselovel a
reakciot magasabb hémérsékleten végrehajtva a Smiles-
atrendezddés kétszeresen jatszodott le, €s a linker atfordult
a két molekularész kozott (7. abra). Ez annak koszonhetd,
hogy a spiro-laktamgyrit tartalmaz6 intermedier (G) fel-
nyilasat kovetden az elektronszegény aromas rendszeren
konnyedén lejatszodik egy masodik intramolekularis aro-

139

mas nukleofil szubsztitacio. A kialakuld intermedier (I)
gyurijének felnyilasa igy az alkilezett szarmazékra hason-
litd, de a linkert forditott konstitucioban tartalmazo szar-
mazekot eredményez (23).

2.3. Tovabbi vindolin (3) - krizin (5) hibridek
szintézise

Az eredetileg célul kitlizott hibrid (8) eldallitasa érdeké-
ben a Cho és munkatarsai altal leirt modszert alkalmaztuk
[13]. Ez esetben a krizin (§) 7-es helyzetében alakitottunk
ki kétszénatomos linkert, és a kapott ariloxi-ecetsav szar-
mazékkal (24) acileztiik a 10-aminovindolint (25) EDCI
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid) és DMAP
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6. abra. A konszekutiv folyamat mechanizmusa

7. abra. Kétszeres atrendez6dés
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(N,N- dimetil-4-aminopiridin) alkalmazasaval, igy sikere-
sen izolaltuk a 8 hibridet (8. abra). Végiil egy, a vindolin (3)
17-es helyzetén keresztiil krizinnel (5) kapcsolt hibridet is
eléallitottunk. A vindolin (3) 17-es helyzetii acetilcsoportja
konnyen eltavolithatd forré6 metanolban, natrium-karbonat
jelenlétében. A keletkezd 17-deacetilvindolin (26) Steglich-
féle észteresitése DCC (IV,N-diciklohexil-karbodiimid) és
DMAP segitségével kutatocsoportunkban rendszeresen al-
kalmazott eljaras kiilonbdz6 m-halogén-karbonsavakkal. A
kapott halogénvegydiilettel (27) 7-es helyzetben alkileztiik a
krizint (5) igy egy 17-helyzetben konjugalt hibridhez (28)
jutottunk (9. abra).

2.4. In vitro biologiai vizsgalatok

Az altalunk eléallitott vegyitleteket az amerikai NCI-ban
(National Cancer Institute) in vitro sejtosztodasgatld vizs-
galatoknak vetették ala 9 daganattipus 60 sejtvonalan [14-
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17]. A vegyiiletek tesztelése két korben torténik, elészor
un. egydozisu vizsgalatokon esnek at. Ezek soran 10 pM-
os koncentracioban kezelik a daganatos sejteket a vizsgalt
vegyiilettel és egy referencidhoz képest 48 ora inkubalast
kovetden szazalékos sejtosztodasgatld hatast adnak meg.
Azok a vegyiiletek, amelyek megfelelé eredményt mutat-
nak masodik koros vizsgalatokra keriilhetnek. Az 6tdozist
vizsgalatok soran egy dozis intervallumban (10 nM, 100
nM, 1 uM, 10 uM és 100 pM) tébb mintat inkubalnak 48
oran keresztiil a referencia mellett. Ezekben az esetekben
is szazalékos sejtosztodasgatlod hatast allapitanak meg a be-
allitott dozisokon, amelyek segitségével harom inhibicids
allandot tudnak meghatarozni a kapott értékek kozotti in-
terpolacioval. Ezek az értékek Gly, (50 %-os sejtosztodas-
gatlast okozd dozis), TGI (sejtndvekedést teljes mértékben
gatolo dozis), LCy, (50 %-os sejthalalt okozd dozis).
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8. abra. Ariloxi-acetamid tipusu hibrid eléallitasa

3

krizin (5)
K,CO3

acetonitril
— > H3CO

1—

OH O
T O
(5 H NOH (6] (0]
H; COOCH;
28

DCC
DMAP
absz. DKM =" e
O " HCO NS0 Br
. B
HOM A~ EHy COOCH,
27

9. abra. A vindolin 17-es helyzetében konjugalt hibrid eléallitasa

Az eldallitott hibridek koziil a 8 vegyiilet jelentés dagana-
tellenes hatast mutatott. A vegyiilet az 1. tablazat altal be-
mutatott sejtvonalakon a vinblasztinhoz (1) mérhetd vagy
azt meghaladd sejtosztodasgatld hatassal rendelkezett. A
modellvegyiiletek (9-13) kivalasztasa nem volt véletlensze-
ri1, hasonld szerkezetl ariloxi-acetamid szarmazékok haté-

konynak bizonyultak, mint tirozin-kindz inhibitorok [13].
Esetiinkben az alkilezett szarmazékok (14-18) a 18 vegyii-
let kivételével hatastalannak bizonyultak. Atrendezve ¢ket
a megfeleld difenil-amin szarmazékokka a daganatellenes
hatas a legtobb esetben (20-22) kiemelkedd értékeket mu-
tatott (1. tablazat).
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3. Osszefoglalas

Munkank soran sikeresen eldallitottunk tobb 0j alkaloid —
flavonoid hibrid molekulat (7, 8, 28). A daganatellenes ha-
tassal nem rendelkezd vindolint (3) krizinnel (5) konjugal-
va, egy a vinblasztin (1) hatékonysagat egyes sejtvonalakon
megkdzelité szarmazékot (8) allitottunk eld. Egy eddig még
nem alkalmazott modszer segitségével enyhe reakciokoriil-
mények kozott sikeriilt difenil-amin tipust flavonoidszar-
mazékokat eldallitani, amelyek koziil tobb (20-22) jelentds
daganatellenes hatdssal rendelkezett.

4. Kisérleti rész

Munkéank soran preparativ szerveskémiai modszereket
alkalmaztunk. A reakciokat vékonyréteg-kromatografias
(VRK) technikaval kovettiik. A termékek tisztitasa kroma-
tografias modszerekkel tortént, tisztasagukat és molekula-
szerkezetiiket spektroszkopids €s tomegspektrometrias mé-
rések timasztjak ala. Az NMR és MS spektrumok felvételét
¢és értékelését a Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi
Osztalyanak munkatarsai végezték. Az eldallitott vegyii-
letek szintézisét és fizikai jellemzoit korabban kozoltitk
[18,19].

1. tablazat. In vitro vizsgalatok soran mért Gl értékek. Az adott
sejtvonalhoz tartozo, vinblasztinnal (1) alacsonyabb értékeket vastagon
kiemeltiik

| 1 | 8 | 18 | 20 | 21 | 22
Sejtvonal Gly, (UM)
Nem-kissejtes tud6rak
EKVX 11,4 2,00 9,37 3,35 4,83 0,64
NCI-H226 25,6 1,81 2,28 4,11 4,38 1,25
Melanéma
SK-MEL-2 0,02 2,00 1,51 2,44 5,62 0,79
SK-MEL-28 1,11 1,75 n.a. n.a. 3,64 2,78
UACC-257 2,05 1,80 >100 n.a. 6,72 n.a.
Petefészekrak
SK-OV-3 4,94 2,15 14,9 5,56 3,57 0,40
Veserak
TK-10 7,15 2,15 1,88 n.a. 10,4 10,7
uUo-31 0,02 1,6 2,44 n.a. 3,57 0,62
Eml6rak
T47-D 8,59 1,79 2,54 2,96 4,36 0,21
MCF-7 <0,01 1,52 7,4 0,38 1,50 0,03
Vastagbélrak
HCT-15 <0,01 1,55 3,28 0,68 1,65 0,06
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Synthesis of vindoline — chrysin derivatives with antitumor effect

The research of Vinca alkaloids has a decades-long tradition at
the Alkaloid Chemistry Research Group at the Department of
Organic Chemistry and Technology, Budapest University of
Technology and Economics. These natural compounds which
consist of an indole skeleton were firstly isolated from the per-
iwinkle Catharanthus roseus native to Madagascar [1]. Among
these compounds which share the natural source, the bisindoles
(e.g. vinblastine (1), vincristine (2)) have cytotoxic effects, while
the monomers building up the dimers have no anticancer effect
at all. Vinca alkaloids suppress the mitotic (M) phase of the cell
cycle [2]. During this phase, the forming mitotic spindle is respon-
sible for the appropriate segregation of chromosomes. The mitotic
spindle consists of two centrosomes and lots of emerging micro-
tubules, which are highly dynamic structures with fast polymer-
ization, depolymerization kinetics. Vinca alkaloids suppress the
microtubule kinetics, and therefore the proper functioning of the
mitotic spindle, which leads to apoptosis. During the last years,
it has been shown that conjugating the monomeric vindoline (3)
with appropriate compounds can result in highly efficient cyto-
toxic molecules [3-6]. Our research group has synthesized several
vindoline hybrids containing steroids, amino acids, and synthetic
pharmacophores [3-6]. Here we show the synthesis of novel al-
kaloid — flavonoid hybrids. Flavonoids are common secondary
plant metabolites [7,8]. These compounds have different biologi-
cal activities as antioxidant [9], anticancer [7], anti-inflammatory
[10], and antibacterial [11]. Chrysin (§) (5,7-dihydroxiflavone) has
shown synergic effect with some well-known anticancer agents
[12]. This is due to the fact that chrysin (5) can occupy ATP bind-
ing sites, and therefore inhibit the cell membrane transporters
which are responsible for pumping out drug molecules from the
cell. Malignant cells can overexpress these transporters and there-
fore develop resistance against the anticancer molecule. Chrysin
can occupy the ATP binding site of these active transporters and
inhibit the elimination of drug molecules.

The starting step of our work was the formation of a spacer at
position 10 of vindoline (3). 10-Aminovindoline (25) was acylated
with chloroacetyl chloride, then chrysin (5) was reacted with the
resulting 10-chloroacetamidovindoline (6) at position 7 of chrysin
(5). The product of this reaction was not the expected hybrid (8)
but a diphenylamine type molecule (7) after several experiments.

We performed model reactions to ensure the proposed mechanism
using substituted aryl acetamides (9-13). The reactions which

were performed at room temperature resulted in the expected
alkylated compounds (14-18) (fig 3.). The experiments were then
repeated at elevated temperatures, and in most of the cases di-
phenylamine derivatives (19-22) could be isolated (fig 4.). These
reactions were monitored via a HPLC-MS system and found to
be a 3-step consecutive process. The first step is the alkylation of
chrysin (5), which is followed by a Smiles rearrangement, and a
hydrolysis. In the case of compound 13, the acetamide is contain-
ing an electron-withdrawing group (CF;) on the aromatic ring, and
therefore the rearrangement occurs twice (fig 4.).

To obtain the originally aimed hybrid we have utilized a reverse
coupling order described by Cho et al. [13]. The linker was built
up on chrysin, and 10-aminovindoline (25) was reacted with the
intermediate 24. In this case, the hybrid (8) was isolated success-
fully (fig. 8). A further hybrid was synthesized via position 17 of
vindoline. The 17-ester function of vindoline can be easily hydro-
lysed in boiling methanol using Na,CO,. The resulting 17-deacet-
ylevindoline (26) was reacted with 4-bromobutyric acid. Chrysin
(5) was reacted with the intermediate 27 resulting in a new hybrid
molecule (28) (fig. 9).

The hybrids were tested by the NCI (National Cancer Institute,
USA) on 60 cell lines of 9 common cancer types [14-17]. Amongst
the synthesized molecules compound 8 has shown prominent anti-
cancer activity. On cell lines shown in table 1, the GI50 values are
similar or lower as compared to vinblastine (1). Similar structures
of our model compounds (9-13) had shown prominent biological
effects in terms of cell proliferation inhibition as tyrosine kinase
inhibitors [13]. In our case, aryloxy acetamides (14-18) were not
found to be potent except compound 18. The rearranged dipheny-
lamine compounds (20-22), however, showed prominent in vitro
activity (table 1).

During the experiments, we utilised common preparative meth-
ods. The compounds were purified with preparative thin-layer
chromatography, the purity was measured by spectroscopic, and
spectrometric methods. The NMR and MS spectra were taken
and evaluated by the co-workers of the Spectroscopic Research
Department, Gedeon Richter Plc. The synthetic methods of the
described compounds have been published before [18-19].
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