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Uj, daganatellenes hatasu, ciklopropangyiiriit tartalmazo
vinblasztinszarmazékok eloallitasa

KEGLEVICH Péter, HAZAI Laszl6, KALAUS Gyorgy és SZANTAY Csaba’
BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Szent Gellért tér 4., 1111 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A biologiailag aktiv természetes anyagokkal foglalkozo
kutatasok harom f6 csoportra oszthatok. Az elsé a szerves
anyag izolalasa az adott novénybdl vagy allati szervbdl, a
masodik a totalszintézis kidolgozasa a hatasos szerkezet
cléallitasara, a harmadik pedig a mar meglévd struktira
modositasaval hatékonyabb, szelektivebben k6tddo, kevésbé
mérgez0 szarmazékok eldallitasa.

A(-)-vindolin (1) ésa(+)-katarantin (2) indolvazasalkaloidok,
amelyek 0Osszekapcsolodva alkotjak a  (+)-vinblasztint
(3) és a (+)-vinkrisztint (4). A vinkrisztin (4) abban tér el
a vinblasztintdl (3), hogy a vindolin rész 1-es helyzetében
metilcsoport helyett formilcsoportot tartalmaz. Ezek a
vegyiiletek a Vinca alkaloidok soraba tartoznak, melyeket
elészor az 1950-es években izolaltak a Madagaszkaron
Oshonos rozsas meténgbdl (Catharantus roseus). Ezek
a dimer alkaloidok tumorellenes szerek, amelyek
gyogyszerként is forgalomban vannak. A sejtosztédas soran
inhibitorként hatnak a sejtciklus metafazisaban, amelyet a
mikrotubulusokhoz kotédve a mitotikus orso kialakulasat
gatolva érnek el. Tumorsejtekben gatoljak a DNS-javitd
mechanizmust, és a DNS-dependens RNS-polimeraz gatlasa
révén a RNS-szintézist. A rakterapiaban leginkabb leukémia
¢és limfomak esetén hasznalatosak.

Irodalmi adatok szerint a vinblasztin (3) 14,15-6s helyzetl
kettéskotését katalitikus hidrogénezéssel telitve a biologiai
hatas nagyjabol két nagysagrenddel csékken.! Miutan ez az
apré modositas ezen a hatalmas molekulan ilyen drasztikus
valtozast okoz, ezért arra kovetkeztettiink, hogy ennek a
telitetlenségnek kulcsszerepe van a biologiai hatasban.
Mivel ezek a vegyliletek alkalmasnak mutatkoztak a
ciklopropandlasra, felmeriilt a kérdés, hogyan valtozik a
biologiai hatas, ha ezt a kett6skotést ciklopropangytriivel
helyettesitjiik. gy célul tiiztiik ki, hogy ciklopropangytiriit
alakitsunk ki a vinblasztin (3) és a vinkrisztin (4) 14,15-
0s helyzetében. Tovabbi céljaink kozott szerepelt, hogy
a vinblasztin (3) két félszintetikus szarmazékanak, a
vindezinnek (5) és a vinorelbinnek (6) is eldallitsuk a
14,15-ciklopropan analogonjat. Ezzel reményeink szerint
hatékonyabb, szelektivebben ko6tddd, kevésbé mérgezd
szarmazékokhoz juthatunk. Doktori munkam soran
Osszeallitottunk egy Osszefoglalé cikket a vinblasztin-,
illetve vinkrisztinszarmazékokrol, mely részletesen Kkitér
arra, hogy milyen valtozasok érintették a vinblasztin és
vinkrisztin alapvazat.?

A természetben a ciklopropanvaz szamos vegyiiletben
megjelenik kondenzalt és nem kondenzalt formaban is.?
Emellett sok természetes szerves anyag félszintetikus
modositasaval ciklopropangytiriit tartalmazo, biologiailag
hasznos szarmazékokhoz jutottak.*>%7
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3 R'=CH;, R?=0CH;, R®= OCOCH;,
4 R'=CHO, R?= OCHj3, R® = OCOCH;
5 R'=CH; R?=NH,, R®=0H

1. Abra.

A ciklopropangyiiric egyedi szerkezetének koszonhetden
kiilonleges  tulajdonsaggal  rendelkezik.  Kiilonbdz6
ciklopropan-szarmazékok NMR  spektrumaibol  arra
kovetkeztettek, hogy a ciklopropangytiriiben a C-H kotés
nagyobb s karakter(i, mint mas szénhidrogénekben, ebbdl
kifolyolag a C-C kotések viszont nagyobb p karakterrel
rendelkeznek. Kiszamitottak, hogy ezek a C-C kotések 17%
s karakterrel rendelkeznek, amely sp® hibridallapotnak felel
meg.® Klasszikus vegyértékekkel tehat a ciklopropangytirtit
nem lehet hiien leirni. Kérdés, mindez hogy tiikrézédik a
biologiai hatasban?

2. Eredmények

A tovabbiakban a doktori munka legjelentdsebb
eredményeit, azaz az Uj, ciklopropangytriit tartalmazé
vinblasztinszarmazékok eldallitasat és  daganatellenes
hatasat mutatjuk be.
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2.1. A vinblasztin ciklopropanszarmazékanak
eléallitasa

El6szor kozvetleniil probaltuk ciklopropanalni a vinblasztint
(3), de sem a dictil-cinkkel és dijédmetannal, sem a
triizobutil-aluminiummal és dibrommetannal végrehajtott
reakcioban nem sikeriilt kialakitani a ciklopropangytirtit a
14,15-6s helyzetben. Viszont amikor a monomer vindolint
(1) reagaltattuk dietil-cinkkel és dijodmetannal, akkor egy
10-es helyzetben Osszekapcsolodott dimert (7) kaptunk,
amely mar tartalmazta a ciklopropangytrt a kivant
helyzetben.’

2. Abra. Ciklopropangyiirii kialakitasa a vindolinon Simmons-Smith-
reakcioval (a: ZnEt,, CH,1,, CH,CIL,)

Ez nyujtott lehetéséget arra, hogy kozvetett ton
ugyan, de egy Otlépéses szintézissel eldallithassuk a
vinblasztin  14,15-ciklopropan-szarmazékat (12). Elso
Iépésben a dimerképzddés elkeriilése ¢érdekében a
vindolin (1) 10-es helyzetébe broématomot épitettiink
be N-brémszukcinimiddel,’® majd a masodik 1épésben
kialakitottuk a ciklopropangytriit a 14,15-6s helyzetben.”!!
Ezt kdovetéen natrium-borhidrid és csontszenes palladium
katalizator segitségével eltavolitottuk a bromatomot a 10-
es helyzetb6l,”!" majd a kapott 14,15-ciklopropanovindolint
(10) az ismert klasszikus eljarast kovetve'>!* katarantinnal
(2) kapcsoltuk, ¢és igy jutottunk a 14,15-ciklopropano-
anhidrovinblasztinhoz ~ (11).>!! Az utols6 1épés a
15°,20’-helyzetl kettdskotés hidratalasa, melyet végrehajtva
eldallitottuk a 14,15-ciklopropanovinblasztint (12).%"

2.2. A vinkrisztin ciklopropanszarmazékanak
eléallitasa

A 14,15-ciklopropanovinkrisztint (13) a vinblasztin
ciklopropan-szarmazékabdl (12) allitottuk el egy korabbi
modszer szerint,'* mely soran a vindolin rész 1-es helyzetii
nitrogénatomjahoz kotédé metilcsoportot formilcsoportta
oxidaltuk krom-trioxiddal.>"!

2.3. A vindezin ciklopropianszarmazékanak eléallitasa
A szintézist 2 Iépésben valdsitottuk meg 14,15-ciklopro

panovinblasztinbol (12) kiindulva egy irodalmi analogia
alapjan.'> Az els6 1épésben a 16-os helyzetii metoxikarbonil-

csoportot  hidrazokarbonil-csoporttd  alakitottuk 4t

hidrazin-monohidrattal, mely egyiitt jar a 17-es helyzetli
acetoxicsoport hidrolizisével. Amasodik 1épés egy modositott
Staudinger-reakcio6, amely soran a 14 vegyiiletbdl a savazid-
analogonon keresztil trifenilfoszfinnal eléallitottuk a
14,15-ciklopropanovindezint (15)."

3. Abra. A 14,15-ciklopropanovinblasztin eléallitasa vindolinbol
kiindulva 6t Iépésben (a: NBS, CH,Cl,; b: ZnEt,, CH,I,, CH,Cl,; c:

272

NaBH,, Pd/C, MeOH; d: katarantin (2), CF3CHZOH, HCI, FeCl3*6HZO,
NaBH,; e: Fe,(C,0,),*6H,0, levegd, CF,CH,OH, HCI, NaBH,)

2.4. A vinorelbin ciklopropanszarmazékanak
eléallitasa

A vinorelbin  ciklopropan-szarmazékat  (16) a
14,15-ciklopropano-anhidrovinblasztinbol (11) allitottuk
el6 oly modon, ahogy az anhidrovinblasztint vinorelbinné
alakitottak.!'® A katarantin rész 9 tagu gyirijét 8 taguva
sztikitettiik az 5” helyzetli metiléncsoport kiléptetésével, igy
kaptuk a 14,15-ciklopropanovinorelbint (16).'7!
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4. Abra. A 14,15-ciklopropanovinkrisztin eléallitasa 14,15-ciklopropanovi
nblasztinbél (a: CrO,, (CH,),CO, CH,COOH, Ac,0)

A 14,15-ciklopropanovinorelbin (16) eléallitasa
lehetdséget nyujtott arra, hogy eldallitsunk két masik
ciklopropanovinorelbin-szarmazékot, az 1-N-formil-14,15-
ciklopropanovinorelbint (17) és az 5’-dezmetilén-vinblasztin
ciklopropan-szarmazékat (18).
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6. Abra. A 14,15-ciklopropanovinorelbin eldallitasa 14,15-ciklopropano-
anhidrovinblasztinbol (a: NBS, CF,COOH, CH,Cl,, HNEt,, AgBF, THF,
H,0)

2

5. Abra. A 14,15-ciklopropanovindezin eléallitasa 14,15-ciklopropanovin
blasztinbdl (a: H,N,*H,0, EtOH; b: HCI, BuONO, THF, PPh,)

Az 1-N-formil-14,15-ciklopropanovinorelbint (17) krom-
trioxiddal allitottuk el ciklopropanovinorelbinbél (16).'7:!!
Az 5’-dezmetilén-14,15-ciklopropano-vinblasztint ~ (18)
pedig a 15°,20°-helyzetii  kett6skotés  hidratalasaval
szintetizaltuk a 14,15-ciklopropanovinorelbinb6l (16).!7-!!

2.5. Biologiai eredmények
Az altalunk eldallitott dimer ciklopropano-szarmazékokat
(12, 13, 16, 17 és 18) az amerikai National Institutes of
Health (NIH) vizsgalta. A teszteket 9 gyakori tumortipus 60
kiilonbdzo sejtvonalan végezték el.

A vizsgalati modszerek és a sejtvonalak elkészitése ismert
eljarasokkal torténtek.'®1%2° Az alabbi tablazatban areferencia
vegyiletek ¢és a megfeleld ciklopropan-szarmazékok
novekedési szazalékait tiintettiik fel, a méréseket 10° M
koncentracioval végezték. Minél kisebb pozitiv érték az
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esik a novekedési rata, annal nagyobb mértékben pusztitja
el a daganatos sejteket.

7. Abra. Az 1-N-formil-14,15-ciklopropanovinorelbin eléallitasa
14,15-ciklopropanovinorelbinbdl (a: : CrO,, (CH,),CO, CH,COOH, Ac,0)

8. Abra. Az 5’-dezmetilén-14,15-ciklopropanovinblasztin eldallitasa
adott novekedési szdzalék, annal jobban gatolja a szer a 14,15-ciklopropanovinorelbinbl (a: Fe,(C,0,),*6H,0, levegd,
sejtosztddast, illetve minél inkdbb a negativ tartomanyba CF,CH,OH, HCI, NaBH,)

1. Tablazat. A 14,15-Ciklopropano-vinblasztin (12), -vinkrisztin (13), -vinorelbin (16), -1-N-formil-vinorelbin (17) és 5’-dezmetilén-vinblasztin (18), illetve
ciklopropangytirtit nem tartalmazd analogonjaik daganatellenes hatasanak 6sszehasonlitasa

Daganattipus Sejtvonal VBL* | ¢VBL* | VCR* | ¢cVCR* VNR* | ¢VNR* 17* 18*
Leukémia
HL-60 (TB) 2,9 -30,9 -55,0 -57,3
SR 10,2 -20,6 -15,0 -19,3
Nem-kissejtes tidorak
HOP-92 72,3 -0,4
NCI-H226 48,9 -25,3
NCI-H522 -13,1 -21,4 10,0 -14,5 -0,7 -20,3
Vastagbélrak
COLO-205 -50,7 -73,3 -57,2 -87,9 -35,0 -86,0 -78,5 -49,5
HT29 -3,0 -21,1 10,0 =233 -5,1 -2,3
Kozponti idegrendszer rak
SF-295 12,2 -15,1 13,6 -4,6 -20,0 -32,8
Melanoma
Ml4 -15,6 -72,0 0,0 -22,3 -23,2
MDA-MB-435 -43,7 -53,2 0,0 -57,7 -57,1 -40,0
SK-MEL-5 -61,3 -80,1 -60,0 -79,9
Petefészekrak
OVCAR-3 -41,4 -53,6
NCI/ADR-RES 30,0 -28.,8
Veserak
CAKI-1 26,8 -13,2
Prosztatardk
DU-145 -42,5 -41,4
Mellrak
BT-549 34,2 -47,2 10,0 -23,1

VBL: vinblasztin (3), cVBL: 14,15-ciklopropanovinblasztin (12), VCR: vinkrisztin (4), cVCR: 14,15-ciklopropanovinkrisztin (13), VNR: vinorelbin (6),
c¢VNR: 14,15-ciklopropanovinorelbin (16), 17: 1-N-formil-14,15-ciklopropanovinorelbin, 18: 5’-dezmetilén-14,15-ciklopropanovinblasztin
*: novekedési szazalék értekek 10-° M koncentracio esetén
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A 14,15-ciklopropano-vinblasztin (12)  és -vinkrisztin
(13) citosztatikus hatasa kissé eltér a gyogyszerként
forgalomban 1évé  vinblasztin  (3) és  vinkrisztin
(4) hatasatol, a vizsgalt sejtvonalak tobbségén a
ciklopropangytriit tartalmazo analogonok jobban gatoljak
a sejtosztodast, illetve pusztitjdk el a daganatos sejteket.
A 14,15-ciklopropanovinblasztin (12) leukémia, nem-
kissejtes tiidorak, vastagbélrak, melanoma és mellrak,
mig a 14,15-ciklopropanovinkrisztin (13) vastagbélrak,
melanoma, petefészekrak és prosztatarak esetén mutat
kiemelked6 daganatellenes hatast. A vinorelbinszarmazékok
koziil a 14,15-ciklopropanovinorelbin (16) rendelkezik a
legjelentdsebb hatassal, nem-kissejtes tiidorak, vastagbélrak,
kozponti idegrendszeri rak, melanoma és mellrak esetén
szignifikans sejtpusztulast okoz. Az 1-N-formil-14,15-
ciklopropanovinorelbin (17) a COLO-205 vastagbélrak
sejtvonalon igen nagyfoku szelektivitast mutat.

3. Osszefoglalas

Sikeresen eldallitottuk a vinblasztin 14,15-ciklopropéan-
szarmazékat (12) vindolinbdl (1) kiindulva egy o6tlépéses
szintézissel. A 14,15-ciklopropano-vinblasztin (12) 1-N-metil
csoportjat krom-trioxid segitségével 1-N-formil csoportta
oxidaltuk, igy jutottunk a vinkrisztin 14,15-ciklopropan-
szarmazékahoz (13). A 14,15-ciklopropano-vinblasztin
(12) 16-0os helyzeti metoxikarbonil-csoportjat elészor
savhidrazidda alakitottuk hidrazin-monohidrattal, majd a
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Synthesis of new vinblastine derivatives with antitumor
activity containing a cyclopropane ring

Vindoline (1) and catharanthine (2) are alkaloids with indole
skeleton which coupled to each other form vinblastine (3) and
vincristine (4). The difference between vinblastine (3) and
vincristine (4) is that the former has a methyl, while the latter a

savazidszarmazékon keresztiil trifenil-foszfinnal eléallitottuk
a 14,15-ciklopropanovindezint (15). Az anhidrovinblasztin
ciklopropan-szarmazékabol  (11) egy  gylriszikiilési
reakcioban eldallitottuk a 14,15-ciklopropanovinorelbint
(16), majd utobbi vegyiiletb6l szintetizaltuk az
1-N-formilvinorelbin (17) és az 5’-dezmetilénvinblasztin
(18) 14,15-ciklopropan-szarmazékait.

4. Kisérleti rész

A szintetikus munka sordn preparativ szerves kémiai
moédszereket alkalmaztunk. A reakciok elérehaladasat
vékonyréteg-kromatografiaval — kovettik. Az  anyagok
tisztitasara preparativ vékonyréteg-kromatografiat,
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vegyliletek szerkezetét IR, 'H és C NMR, valamint
tomegspektrometriai modszerekkel igazoltuk. Az eldallitott
vegyiiletek szintézisét €s fizikai jellemzdit korabban mar
kozoltik.*!
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formyl group on the indole nitrogen of the vindoline skeleton. These
compounds belong to Vinca alkaloids which were first isolated
from the Madagaskar periwinkle plant (Catharantus roseus) in the
1950s. These dimeric alkaloids have cytotoxic activity which are
widely used in antitumor therapy.
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The aim of our present work is to pruduce new vinblastine and
vincristine derivatives, so our attention turned to the modifications
on the basic skeleton of vinblastine and vincristine. Over the years a
number of research groups have performed extensive and valuable
work to synthesize new derivatives of vinblastine and vincristine.
Modifications in the vindoline skeleton or in the catharanthine
moiety resulted in a number of new antitumor agents with an
enhanced selectivity or less toxic properties. The natural vinblastine
(3) and vincristine (4) as well as the semy-synthetic vinorelbine (6)
and vindesine (5) have been used in antitumor therapy so far.

It had been observed that saturating the C(14)=C(15) carbon carbon
double-bond of vinblastine (3) with catalytic hydrogenation, the
antitumor activity decreased about two orders. Since this little
alteration in this large molecule caused such a drastic change, we
came to conclusion that this double-bond may have a key role in
the biological effect. As these compounds showed themselves to
be appropriate for cyclopropanation, the question arose, how the
biological effect changes, if this double-bond is replaced by a
cyclopropane ring. Therefore, the main purpose of my work was to
produce vinblastine derivatives containing a cyclopropane ring at
position 14,15. So, we can hopefully achieve more effective, more
selective, and less toxic derivatives.

Using diethylzinc and diiodomethane in Simmons-Smith
reaction we built a cyclopropane ring on the double-bond at
position 14,15 of 10-bromovindoline (8), then we synthesized
the 14,15-cyclopropanovindoline (10) by removal of the
bromo atom at position 10 in hydrogenolytic reaction. After
that we prepared the 14,15-cyclopropano-anhydrovinblastine
(11) by coupling 14,15-cyclopropanovindoline (10)
and catharanthine (2), whose oxidation resulted in the
14,15-cyclopropanovinblastine (12). Then, we synthesized the

14,15-cyclopropane derivative of vincristine (13) by oxidating
14,15-cyclopropanovinblastine (12) with chromium trioxide.
Our next aim was to prepare the 14,15-cyclopropanovindesine
(15). From the 14,15-cyclopropanovinblastine (12) with
hydrazine hydrate we synthesized the hydrazide derivative
(14) out of which through the azide analogue in a modified
Staudinger reaction using triphenylphosphine we prepared
the 14,15-cyclopropanovindesine (15). After that we tried to
synthesize the 14,15-cyclopropanovinorelbine (16) which was
prepared from 14,15-cyclopropano-anhydrovinblastine  (11)
using silver tetrafluoroborate in a ring contraction reaction.
Oxidation of the 14,15-cyclopropane derivative of vinorelbine
(16) with chromium trioxide led to the 1-N-formyl-14,15-
cyclopropanovinorelbine (17) while its hydration afforded the nor-
5’-14,15-cyclopropanovinblastine (18).

Biological effect of the new compounds was investigated by
the American National Institutes of Health and they showed
excellent cytotoxic activity on several cell lines. The cytostatic
activity of 14,15-cyclopropano-vinblastine (12) and —vincristine
(13) is slightly different from the effect of vinblastine (3) and
vincristine (4) being used in anticancer therapy. The analogues
containing a cyclopropane ring inhibit cell proliferation better or
destroy the tumor cells on most of the investigated cell lines. The
14,15-cyclopropanovinblastine (12) used in the case of leukemia,
non-small cell lung cancer, colon cancer, melanoma and breast
cancer, while the 14,15-cyclopropanovincristine (13) used in
the case of colon cancer, melanoma, ovarian cancer and prostate
cancer shows outstanding antitumor effect. Among the vinorelbine
derivatives the 14,15-cyclopropanovinorelbine (16) has the most
important effect, causing significant cell death in the case of non-
small cell lung cancer, colon cancer, CNS cancer, melanoma and
breast cancer. The 1-N-formyl-14,15-cyclopropanovinorelbine (17)
has excellent selectivity on one of the cell line of colon cancer.
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