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1. BEVEZETES

A rédk olyan betegségek gylijtéfogalma, melyek ko6z0s
tulajdonsaga az abnormalis sejtosztodas, a sejtek szomszédos
szovetekbe €s a test tavolabbi részeibe torténd terjedése. A
tumorok kialakulasa soran kiilsé és/vagy belsé hatdsokra
olyan mutéaciok jonnek létre a szervezetben, melyek a
sejtciklus szabdlyozédsdban résztvevd molekuldk funkciojat
befolyasoljak, és a  sejtosztddds  szabdlyozdsdnak
felboritasaval kontrollalatlan sejtproliferaciohoz vezetnek.

A tumoros megbetegedések napjaink vezetd haldlokai kozott
vannak Magyarorszagon éppugy, mint a vilag fejlett és
fejlédod orszagaiban altaldban. A rdk eléforduldsa vilagszerte
novekvé tendenciat mutat, melynek hatterében a vilag
népességének novekedése és eloregedése, illetve az olyan
ismert kockézati tényezdk elterjedése all, mint a dohanyzas, a
tulstly és a fizikai aktivitas hidnya. Kiemelkedd fontossadgu a
betegség hatterében zajlo sejtbiologiai folyamatok és a
kiils6/belsé kockézati tényezok megismerése, hogy ezaltal
hatékonyabban eldézhessilk meg a betegség kialakuldsat ¢€s
olyan Uj gyogyszereket tervezhessiink, melyek

megakadalyozzak a daganatok novekedését és terjedését.



1.1. A melanoma

A melanobma a hamréteg pigmenttermeld sejtjeibdl, a
melanocitakbol kiindul6 rosszindulati daganatos
megbetegedés. A melanocitak a bor felsd rétegének bazalis
felszinén helyezkednek el, és fo feladatuk az ultraibolya
sugarzassal szembeni védekezés. Az UV sugarzas eldsegiti a
bérben a rosszindulati elvéltozasok létrejottét azaltal, hogy
serkenti a novekedési hormonok termelodését, csokkenti a bor
védelmében szerepet jatsz6 immunvalaszokat és hatdsara
DNS-karosité reaktiv oxigéngyokok jonnek létre. A reaktiv
oxigéngyokok anti-apoptotikus hatdsa révén az érintett
melanocita nem pusztul el, igy tovabbi DNS kérosodasnak
van kitéve, mely végiil malignus transzformaciohoz vezethet.

A melanéma kialakulasat genetikai és kornyezeti faktorok
egyiittesen hatarozzak meg. Az UV sugarzas a legismertebb
kornyezeti faktor, mely szerepet jatszik a betegség
kialakulasdban. A melanomara valdé hajlamot befolyasolo
legfontosabb egyéni tényezOk tobbek kozott a fenotipus, a
nagyszamu benignus, atipusos anyagjegy jelenléte, melanoma
eléfordulasa a csaladban, korabbi melanomas megbetegedés,

immunszuppresszio, illetve a szolariumhasznalat.



A melandéma incidenciaja vilagszerte emelkedik, évente kozel

200 000 1j esetet diagnosztizalnak.

1.2. Terapias lehetoségek

A Dbetegek ¢életkilatdsait dontden befolyasolja, hogy a
diagnozis felallitasakor mennyire eldrehaladott a betegség. A
lokalis melandma megbetegedések esetén 98,3% az otéves
tulélési arany, am ez jelentdsen csokken regionalis (62,4%) és
tavoli attétes (16,0%) betegek esetében.

Az 1970-es évek kozepéig a sebészi beavatkozas nyujtotta az
egyetlen terdpias lehetdséget a melanomas betegek kezelésére.
A dakarbazin (1975) és a magas dézisu interleukin-2 (1998)
kezelés engedélyezésével lehetdvé valt az el6rehaladott
melanéma szisztémas kezelése, azonban csak a betegek
kevesebb, mint 20%-anal van mérhet6 terapias valasz.

A melanoma patomechanizmuséanak kutatdsa és megismerése
célzott terapia kifejlesztését tette lehetévé. A MAPK (Ras-
Raf-MEK-ERK) jelatviteli utvonal kiemelt célpont a célzott
hatéanyagok tervezésében, mivel ez a leggyakrabban érintett
utvonal melanomaban. A vemurafenib (PLX4032) 2011-es

engedélyezése ¢és bevezetése mérfoldkdnek szamit a

crer
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hatdanyag, amely szelektiven gatolja a mutdns B-Raf fehérje
mikodését. 2013-ban  egy Ujabb mutans B-Raf-gatld
hatébanyag, a dabrafenib (GSK2118436) kapott forgalomba
hozatali engedélyt. A 2013-ban bevezetésre keriilt trametinib
(GSK1120212) az els6é szelektiv, allosztérikus MEK kinaz-
gatld, melyet a metasztdzisos melanomaval rendelkezd
betegek kezelésére alkalmaznak.

Az immunterapia fejlddése Ujabb lehetdséget teremtett a
célzott hatdéanyagok mellett az eldrehaladott melanéma
kezelésében. A CTLA-4 ¢és PD-1 elleni antitestek
(ipilimumab, pembrolizumab, nivolumab) az immunrendszer
T-sejtjeinek aktivalasa révén képesek fokozni a tumorellenes

immunvalaszt.

2. CELKITUZESEK

Kutatasi munkam  soran  imidazo[1,2-a]piridin-  és
imidazo[1,2-a]pirazin-vazas diarilamid vagy diarilkarbamid
molekularészt tartalmazd vegyliletek eldallitasat tiiztem ki
célul (1. abra). Az irodalomban leirt rokon vegyiiletek
relative kis szama indokoltta tette a vegyiiletcsalad
tanulmanyozasat,  kiilonds  tekintettel a  tumorgatld

hatékonysag vizsgalatara.
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1. abra. Az el6allitott imidazo[1,2-a]piridin és imidazo[1,2-a]pirazin

szarmazékok altalanos szerkezete.

Célom volt:

a tervezett szarmazékok eldallitdsdhoz  megfeleld
reakcioutak kidolgozasa,

az elkésziilt vegyliletek analitikai karakterizalasa,

egy irodalmi példa eldallitasa a bioldgiai hatékonysag
Osszehasonlitasa céljabol,

az elkésziilt vegyiiletek proliferaciogatldo képességének
meghatarozasa BRAF  mutdns A375P melanoma
sejtvonalon,

a szerkezet-hatas Osszefiiggések felderitése a melanéma
sejteken mért tumorgatlo hatas alapjan,

a vegyiiletek kinazgatlé hatékonysdganak meghatarozasa
B-Raf(wt) és B-Raf(V600E) kinazokon,

né¢hany kivalasztott vegyiilet antiproliferativ hatdsdnak
meghatarozasa tiidokarcindma ¢€s kolorektalis karcindma

sejtpanelen.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vegyiiletek szintézise

Az meta szubsztitualt imidazo[1,2-a]piridin szarmazékok

eldallitasara kidolgozott szintézisutat a 2. abra szeml¢lteti.
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2. abra. A meta szubsztitudlt imidazo[l,2-apiridin szarmazékok
elallitasa. Reagensek ¢és reakciokorilmények: (a) 50%-0S vizes
kloracetaldehid oldat, EtOH, forralas, 3,5 dra, 58%; (b) benzoesav, EDCI,
piridin, 40 °C, 4 6ra, 36-86%; (c) N-broémszukcinimid, CH,Cl,, 25 °C, 30
perc, 69-94%; (d) (3-aminofenil)boronsav, Pd(PPhs),;, Na,COj 1,4-
dioxan, H,O, mikrohullamu reaktor, 140 °C, 1,5 o¢ra, 27-69%; (e)
benzoesav szarmazék, EDCI, piridin, 70 °C, 2 o6ra, 52-84%; (f) aril-

izocianat szarmazék, vizmentes piridin, 25 °C, 2 6ra, 56-90%.



A para szubsztitualt imidazo[1,2-a]piridin szarmazékok

eléallitasat a 3. abra mutatja.
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3. 4bra. Az para szubsztitualt imidazo[l,2-a]piridin szarmazékok
eldallitasa. Reagensek és reakciokorilmények: (a) 4-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)anilin, Pd(PPhj);, Na,COs;, 1,4-dioxan, H,0,
mikrohullamu reaktor, 140 °C, 2 o6ra, 36%; (b) benzoesav szarmazék,
EDCI, piridin, 70°C, 2 6ra, 45-73%; (c) aril-izocianat szarmazék,
vizmentes piridin, 25 °C, 2 6ra, 40-58%.

Az imidazo[1,2-a]pirazin  szarmazékok elallitasa az
imidazo[1,2-a]piridineknél ismertetett reakcidsorral analdg
modon nem vezetett eredményre, igy ezeket a vegyiileteket a

4. abra alapjan allitottam eld.
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4. abra. Az imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok eldallitasa. Reagensek és
reakciokoriillmények: (a) 2-brom-1,1-dietoxietan, 48%-os vizes hidrogén-
bromid oldat, forralas, 1,5 6ra, NaHCO3/IPA, majd 81, forrals, 3 ora,
73%; (b) N-brémszukcinimid, CH,Clp, 25 °C, 3 6ra, 93%; (c) 25%-0S
vizes NH,OH oldat, IPA, mikrohullamu reaktor, 120 °C, 3 o6ra, 85%; (d)
(3-aminofenil)boronsav,  Pd(PPhz),, Na,COz;,  1,4-dioxan, H,0,
mikrohullamu reaktor, 140 °C, 1,5 o6ra, 75%; (e) benzoesav szarmazék,
EDCI, piridin, 40 °C, egy ¢&jszaka, 35-70%; (f) benzoesav szadrmazék,
EDCI, piridin, 70 °C, 6 o6ra, 11-81%; (g) aril-izocianat szarmazék,
vizmentes piridin, 25 °C, 2 6ra, 20-69%; (h) benzoesav szarmazék, EDCI,
piridin, 70 °C, 6 6ra, 10-64%.

A 181 vegyiilet eldallitasa az elobbiekben ismertetett modon
nem volt kivitelezhetd, igy arra kiilon reakcidutat dolgoztam

ki (5. abra).
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5. abra. N-[3-(3-aminofenil)imidazo[1,2-a]pirazin-8-il]-3,5-
bisz(trifluormetil)-benzamid ~ (181)  eldallitisa.  Reagensek  és
reakciokoriilmények: (a) (3-nitrofenil)boronsav, Pd(PPhs);, Na,COs, 1,4-
dioxan, H,0, mikrohullamt reaktor, 140 °C, 1,5 o6ra, 57%; (b) 3,5-

bisz(trifluormetil)benzoesav, EDCI, piridin, 70 °C, 2 ora, 36%; (c) H-
Cube®, oszlop: 10% Pd/C, eluens: etanol/etil-acetat, 25 °C, 12%.

Az irodalomban ismert imidazo[1,2-a]pirazin szarmazék (183,
6. abra) a tervezett vegyiiletek legkozelebbi szerkezeti
analogjanak tekinthetd, igy fontos volt ennek eldallitdsa a

bioldgiai hatékonysag dsszehasonlitdsa céljabol.
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6. abra. Az irodalomban ismert imidazo[1,2-a]pirazin szarmazék (183)
eldallitasa. Reagensek és reakciokorilmények: (a) 4-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)anilin, Pd(PPhj),, Na,COs;, 1,4-dioxan, H,0,
mikrohullimt reaktor, 140 °C, 1,5 ora, 72%; (b) 4-(trifluormetil)-
benzoesav, EDCI, piridin, 70 °C, 4 6ra, 75%.
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3.2. A vegyiiletek vizsgalata

Az elkésziilt vegyiileteink in vitro tumorgatld hatékonysagat a
BRAF(V600E) mutans A375P human rosszindulati melanéma
sejtvonalon vizsgaltuk. Referenciaanyagok alkalmazasaval
(sorafenib, vemurafenib) minden esetben validaltuk az
elvégzett mérések megbizhatdsagat.

Az Europai Uni6 4altal tdmogatott PRIMES és Lungtarget
palyazatok révén lehetdségiink volt néhany kivalasztott
vegyiilet hatdsat megvizsgalni kiillonboz6 tiidokarcinoma és
kolorektalis karcindma sejtvonalakon. Ezen mérésekkel arra
kerestiik a vélaszt, hogy a vegyiiletek melanéma sejtvonalon
mért potens antiproliferativ hatasa kiilonb6zo eredetti, illetve
mas genetikai hattérrel rendelkezé sejtvonalak esetében is
manifesztalodik-e. A leghatékonyabb vegyliletek esetében
tovabbi vizsgalatokat végeztiink annak érdekében, hogy
felderitsilk azok hatdsmechanizmusat. Mivel az A375P
sejtvonal esetében a koros sejtproliferacio hatterében a BRAF
gén mutacidja 4all, kézenfekvd volt megvizsgilni a
vegylileteink enzimgatld képességét a vad tipust és a V60OE
mutans B-Raf fehérjén. Referenciaanyagként az ismert B-Raf-

gatloé vemurafenibet alkalmaztuk.
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4. EREDMENYEK

A megfeleld reakcioutak kidolgozasaval 5-6 szintetikus
Iépésben sikeriilt eldallitanom a tervezett vegyiileteket a
forgalomban  kaphaté  kiinduldsi  anyagokbodl.  Egy
irodalomban ismert referenciaanyag mellett 59 db
imidazo[1,2-a]piridin ¢és 94 db imidazo[1,2-a]pirazin
szarmazékot allitottam eld.

A vegyiiletek in vitro proliferaciogatld hatasat az A375P
human rosszindulati melandéma sejtvonalon vizsgaltuk. Az
alabbi abra azt szemlélteti, hogy milyen valtoztatasokat
végeztem annak érdekében, hogy felderitsem a vegyiiletcsalad

szerkezet-hatas Gsszefliggéseit.
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7. abra. Az eléallitott vegyiiletek altalanos szerkezete.
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A vizsgalt valtoztatasok a kovetkezok voltak (7. abran balrol

jobbra haladva):

o a benzoilcsoport szubsztituense(i) (R),

. a kozponti vazhoz 8-as helyzetben kapcsolddo
aminocsoport szubsztitiicioja,
talalhato,

o a kozponti vazhoz 3-as helyzetben kapcsolodo
benzolgylirti meta vagy para helyzetben szubsztitualt,

o a linker (L) csoport (amid vagy karbamid),

. a linkerhez kapcsolodd benzolgylirli szubsztituense(i)

(R?).

13



128 157
cl CF,

4 H A o

N

o J N NY o ’\7//<N NWN

= o a = ° cl

CFy CF,
172 177

178

8. abra. A kutatas soran eléallitott leghatékonyabb vegyiiletek (128, 157,
172,177, 178) szerkezete.

Az elvégzett kémiai valtoztatasokkal sikertilt felderiteni, hogy
mely szerkezeti elemeknek van kiemelkedd szerepe a hatas
kialakitasaban. Az elkésziilt szarmazékok kozil a 128, 157,
172, 177 ¢és 178 vegyiiletek mutattdk a leger6sebb
proliferaciogatld hatast 0,06 uM alatti ICsg értékkel (8. abra).
A melanoma kialakulasanak hatterében igen gyakran a B-Raf
fehérje koros miikodése 4ll, ezért meghataroztuk a
leghatékonyabb vegyiiletek kinazgatld képességét B-Raf(wt)
¢s B-Raf(VV600E) fehérjéken (1. tablazat).
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1. tablazat. A kivalasztott vegytiletek antiproliferativ hatasa az A375P

melandma sejtvonalon és enzimgatld hatasa a B-Raf(wt) és B-Raf(V600E)

kinazokon.
ICs0 (M)

No. A375P B-Raf(wt)  B-Raf(V600E)

128 0,04 >12,5 >12,5

157 0,06 >12,5 >12,5

172 0,03 >12,5 >12,5

177 0,01 >12,5 >12,5

178 0,06 >12,5 5,01
vemurafenib 0,37 1,14 0,28

Lehetdségiink nyilt arra, hogy a legigéretesebb vegyiileteket
kiilonbozo  tidé  (A549, H358, PC9, PC9-ER) ¢és
vastagbéltumor  sejtvonalakon  (HCT116, HKE3) is
megvizsgaljuk. Az eredményeinket a 2. tablazat foglalja

0ssze.

2. tablazat. A kivalasztott vegyiiletek antiproliferativ hatasa

tiildokarcindma és kolorektalis karcindma sejtvonalakon.

ICs0 (UM)
PCO9- HCT
No. AB49 H358 PC9 ER 116 HKE3

128 323 421 3,61 3,63 1,81 0,83
157 2,61 4,17 2,77 2,56 0,88 0,62
172 844 858 1158 8,01 9,51 10,02
177 1043 755 1157 1462 531 6,35
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5. KOVETKEZTETESEK

Az eloallitott vegyiiletek A375P human melanoma
sejtvonalon mért ICso értékei alapjan az  alabbi
kovetkeztetések vonhatok le a szerkezet-hatas

Osszefiiggésekkel kapcsolatban.

Az imidazo[1,2-a]piridin szarmazékok esetében

megallapithatd, hogy:

e az R’ szubsztituensnek fontos szerepe van a hatés
kialakitasaban,

e a diarilkarbamid szarmazékok daltalanossagban jobb
proliferacidogatlé hatast mutattak, mint a diarilamid
szarmazékok,

o az R' szubsztituens valtoztatisa a diarilamid szdrmazékok
esetében igen, a diarilkarbamid szarmazékok esetében
nem befolyasolta a biologiai aktivitast,

e az imidazo[l,2-a]piridin vazhoz 3-as helyzetben,
kozvetleniil kapcsolédd fenil gylirlin taldlhatd linker
csoport elhelyezkedése (meta vagy para) a hatast
bizonyos esetekben javitja, mig més esetekben rontja vagy

nem befolyésolja.
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Az imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok esetében

megallapithatd, hogy:

a linker (L) és az ahhoz kapcsolédd szubsztitualt fenil

gylrl jelenléte elengedhetetlen a hatashoz,

e a megfeleld R? szubsztituens alkalmazasa fontos a hatés
eléréséhez,

e a kozponti vaz 8-as helyzetéhez kapcsol6dd nitrogénen
1évé benzoil csoport jelenléte nem esszencidlis az
antiproliferativ hatas létrejottéhez, de jelentdsen javithatja
azt,

e a benzoil csoport R' szubsztituenseit tekintve a
leghatékonyabb vegyiiletek a 3,5-diklor, illetve a 3,5-
bisz(trifluormetil) szarmazékok koziil kertiltek ki,

e a linker kivalasztdsanak tekintetében nem vonhato le

egyértelmii  kovetkeztetés, mind az amid, mind az

karbamid szadrmazékok korében vannak kiemelkedden

aktiv vegyiiletek.

A megfelelé imidazo[1,2-a]piridin és imidazo[1,2-a]pirazin

szarmazékok Osszehasonlitasaval megallapithatd, hogy a vaz

crer

bioldgiai hatas kialakitasaban.
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Az elkészitett szarmazékok kozil a 128, 157, 172, 177 és 178
vegyiiletek mutattak a legerdsebb proliferaciogatld hatast
(ICsp értékiik rendre 0,04 uM, 0,06 uM, 0,03 uM, 0,01 uM és
0,06 uM).

A legjobb vegyiiletek két nagysagrenddel hatékonyabbnak
bizonyultak, mint az irodalomban ismert legkdzelebbi analog
(183), és egy nagysagrenddel erdsebb proliferaciogatld hatast
mutattak a jelenleg melanéma ellen klinikumban alkalmazott

vemurafenibnél.

A vizsgalt vegyiiletek hatdsmechanizmusa még nem tisztazott,
az elvégzett in vitro biokémiai vizsgalatok alapjan azt
allapithatjuk meg, hogy a kiemelt vegyiiletek nem a B-Raf
kindz gatlasdn keresztiil fejtik ki a melanoma sejteken

tapasztalt potens antiproliferativ hatast.

A tidOkarcinoma, kolorektalis karcinoma és melanoma
sejtvonalakon mért eredmények Osszehasonlitdsa azt mutatja,
hogy a kiemelt vegyiiletek szelektiven gatoljak a melandéma
sejtek osztddasat a vizsgalt 7 sejtvonal koziil. Ebbdl az
eredménybdl arra is kovetkeztethetlink, hogy a vegyiiletek

nem altalanos citotoxikus hatassal rendelkeznek.
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