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1. Bevezetés, irodalmi attekintés
Doktori munkdm f6 célkittizése Uj tipusu, hatékony CDK9 kindz gatl6 vegyiiletek, mint

potencidlis AIDS ellenes hatéanyagok, eldéllitdsa volt. A doktori disszertdciomban bemutatott
munkat két f6 helyszinen valdsitottam meg. Az egyik a Semmelweis Egyetem Koopericios
Kutaté Kozpont Raciondlis Hatéanyagfejleszté Laboratériuma, a masik a franciaorszagi Ecole
National Superieur de Chimie de Montpellier. A munka nagy részét Budapesten végeztem, de

a tiz hénapos francia 6sztondij nélkiil ez a dolgozat soha nem jott volna létre.

1.1. Ciklin dependens kindzok és a CDK9

Az eddig Osszegyllt tudds alapjan egyértelmii, hogy a sejtosztédas folyamata hogyan
szabdlyozott a ciklin dependens kindzok (Cyclin Dependent Kinase — CDK) aktivacidja és
inaktivaciéja altal. A CDK-k szerin/treonin kindzok, melyek aktivdldsdhoz egy un. ciklin
alegységre is sziikség van. A CDK-k relevans célpontjai a gydgyszerkutatdsnak, mivel fontos
szerepet jatszanak kiilonbozo proliferativ (pl.: tumoros) és gyulladdsos megbetegedésekben.
Sokfajta CDK létezik, melyek funkcidja mas €s mds, igy mindegyik kiilonb6z0 fajta betegség
kezelésében lehet fontos. Ennek ellenére nagyon kevés olyan hatéanyag van, amely csak az
egyik vagy masik CDK-t gatolna szelektiven.

Az eddigi ismeretek alapjan négy fo teriileten lehet a CDKO alkalmas terapias célpont.
Az els6 és talan legfontosabb a HIV-1 fert6zés és ezen keresztiil az AIDS betegség. A
mdsodik a kéros szivnagyobbodds (cardiac hypertrophy). A CDK9 és ciklin partnerei
bizonyos anti-apoptotikus jelitvonalakat aktivdlnak tumoros sejtekben, igy a CDK9
gatlasdval a tumoros sejtek elpusztithatéak. Végiil, a CDK9 bizonyos gyulladdsos
betegségekben is szerepet jatszik.

A CDKO9 enzim egy dimert alkot ciklin partnereinek (ciklin (Cyc) T1, T2a és b, K)
egyikével. A CDK9/CycT komplexek kb. 80 %-dban a CycT1 taldlhaté, a HIV-1 fertézés
esetén is ez a fajta komplex keriil reflektorfénybe. A CDK9/CycT1 legfontosabb feladata az
RNS polimeraz II nagyobbik alegységének foszforilaciéja a C-termindlison, a foszforil4cié

kovetkeztében az RNS polimerdz Il megkezdi a virdlis genom atirdsat.

1.2. A HIV virus és az AIDS

A HIV fert6zés sordn a T-sejtek aktivaléddsa utdn a CDK9/CycT1 képes foszforildlni az

RNS polimeraz II C-terminalisét, igy a polimeraz képes lesz a virdlis mRNS elkészitésére.



A Tat virdlis fehérje kivételével a résztvevd proteinek a gazdasejtben egyébként is
meglévl sejtalkotok. A virus sajat céljaira felhaszndlja a gazdasejt jeldtviteli ttvonalait
(hostcell signalling). Munkam egyik alapfeltevése erre alapuldan az volt, hogy a CDKO9 kinaz

gatlasaval a HIV virus szaporoddsa megakadédlyozhat6, de legaldbbis lassithatd.

1.3. (6-Fenil-pirimidin-4-il)-fenilamin alapvazra épiil6 CDK9 inhibitorok

A fentiek alapjan l4thatd, hogy a CDK9 validalt célpont lehet tobb betegségben is,
ugyanakkor egyetlen specifikus vagy legaldbb szelektiv inhibitor sem volt elérhetd a munka
megkezdésének idépontjdban. Az dltalam eldallitott vegyiiletek, az irodalombdl ismert (6-
fenil-pirimidin-4-il)-fenilamin  alapvdzd, @CDK9 gitléként bemutatott vegyiiletek
tovabbfejlesztett véltozatai. Az ismert példdk csupdn néhdny alapvetd valtoztatdsra terjednek
ki, mind a 6-fenil, mind a fenilamin gyliriin. A kozzétett biologiai eredmények alapjan az
eddig ismert vegyiiletekkel Osszehasonlitva sokkal nagyobb CDK9 szelektivitdst mutattak.
Mindemellett Ggy gondoltuk, hogy még szdmos szubsztiticids lehetdség maradt az ismert

vegyliletek korén kiviil, igy ezekre a molekuldkra koncentraltam a doktori munkam soran.

1.4. Az dtmeneti dllapot analogia és alkalmazdsa

Az atmeneti allapot analdgia elmélete és gyakorlati megvaldsitasa sok évtizedre nyulik
vissza. A munkdm szempontjabdl legfontosabb tipus, a peptid-kotés hidrolizisekor fellépd
4tmeneti llapottal analég szerkezetek. A peptid-kotés hidrolizisekor a karbonil szénatom sp*-
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kémiai és bioldgiai kdrnyezetben stabilak. A foszfonamidétok ilyetén alkalmazdsat mar kozel
harminc éve megvaldsitottak.

Egy tiz évvel késobbi tanulmanyban W. E. Moree megmutatta, hogy az elektron
eloszlasok alapjan a foszfonamidat az, amely a legjobban hasonlit a peptid-kotés adtmeneti
allapotara. Tovabba javaslatot tett a szulfonamidok dtmeneti dllapot analégként valo

alkalmazasédra. Par évvel késObb kiterjesztették ezt az elméletet gy, hogy a tetravalens



atmeneti allapottal a foszfonamidatokon és a szulfonamidokon kiviil, a foszfonatok és a
foszfinatok is izosztérek, igy sziikségképpen ezek a csoportok egymadssal is izosztér

viszonyban éllnak.

2. Célkitiizések

Doktorranduszi munkdm 1j tipusd, hatékony CDK9 kindz gatld vegyiiletek, mint
potencialis AIDS ellenes hatéanyagok eldallitasara iranyult. A Semmelweis Egyetem KKK
Raciondlis Hatoanyagfejlesztd Laboratorium munkdjdba bekapcsolédva egy olyan kémiai
eljaras kidolgozdsa volt a feladatom, melynek segitségével olcsé reagensekbdl, grammos
tételben is kivitelezhetd reakciokkal lehet eldallitani szubsztitudlt 6-fenil-4-klor-pirimidineket.
Az elddllitott intermedierekbdl néhdny szulfonamid, szulfonil illetve heterociklusos
szarmazék eldallitasa is feladatom volt.

Munkdm f6 célkitlizése az volt, hogy az irodalombd6l mar ismert, illetve altalunk
eldallitott szulfonamid tartalmi CDK9 gitl6 vegyiiletek alapjan olyan 1uj foszfortartalmu
molekuldkat éllitsak eld, amelyek hasonlé mddon gatoljdk e kindz miikodését. Az dtmeneti
allapot analdgia elmélete alapjdn a szulfonamidokkal izosztér foszfonamidat, foszfonit és
foszfinat csoportok alkalmazdsdval kivantam igazolni, hogy a fenti molekula csoportok nem
csak izoszterjei, hanem bioizoszterjei is egymdsnak. Célom volt az is, hogy egy olyan
hatékony kindzgatl6 vegyiiletet alkossak, amelyben a foszfor tartalmi molekularész nem csak
a vizoldhatésdg fokozdsdhoz jarul hozza, hanem a molekula szerves részeként,
elengedhetetlen szerepe legyen a bioldgiai hatds elérésében is. Az elkészitett vegyiiletek
biol6giai hatdsat — elsd korben — hazon beliill CDK9/ciklinT1 enzimatikus vizsgédlatok soran
mértiik. Késébb kiilonbozo sejtes vizsgédlatokat végeztiink. A legjobb hatdsu vegyiileteket sejt

alapu HIV proliferdcids vizsgdlatokban is vizsgaltuk.
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3. Eredmények és megbeszélés

3.1. A 6-fenil-4-klor-pirimidinek eléadllitdsa

o

Az irodalmi adatok alapjan a 6-fenil gylirt esetén csak két szubsztituensre szlikitettiik a

munkat és ezzel a két szubsztituenssel (2-metoxi és 3-nitro) dolgoztunk ki egy-egy, a Suzuki-
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3-1. abra. Két kiilonb6z6 pirimidin szintézis; a = tiokarbamid, EtOH; b = Raney-Nikkel, 2 M NaOH; ¢ = SOCl,
vagy POCl;, DMAP, toluol; d = NH,OAc, EtOH; e = formamidin acetat, formamid; f = H,/Pd/C, MeOH; g =
ftalsav anhidrid, pTsOH, DMF.

Két reakciout kidolgozasara azért volt sziikség, mert a 6-fenil csoport szubsztituense
erds befolyéassal bir a gylirizarasi reakciora. Ezek a reakciok nem érzékenyek az oxigénre
vagy a nedvességre, tovdbba nem igényelnek semmilyen specidlis reagenst vagy katalizétort.
Az egyetlen hédtrdnyuk a Suzuki reakciéval szemben az, hogy a kiinduldsi vegyiilet
meghatdrozza a 6-fenil gylrQi szubsztituensét valamint, hogy a C-C és a C-N kotések — a

pirimidin két szubsztiticidja — kialakitdsdnak sorrendje meghatarozott.

3.2. Szulfonamid, szulfonil csoportot, illetve heterociklust tartalmazo
CDK29 inhibitorok elédllitdsa.

"z

A Kkloér-pirimidinek eldallitisa utdn megnyilt a lehetdség a kiillonbozd szarmazékok
szintézisére. A szulfonamidok korébol két vegyiiletet allitottam eld: egy metil és egy propil
szulfonamidot. Mindkét esetben 3-amino csoport volt a 6-fenil gylirli szunsztituense. A ftalil
csoporttal védett 6-(3-amino-fenil)-4-klor-pirimidinnel (6d) kapcsoltam a 4-metil-3-nitro-
fenilaminnal. A nitro funkciét redukélni kellett, hogy a megfeleld szulfonsav kloriddal val6

acilezés utan kialakuljon a kivant szulfonamid szerkezet (3-2. dbra). A klor-pirimidin amin



csoportjanak korabbi redukcidjara és ftalilezésére azért volt sziikség, hogy ennél a 1épésnél a
molekula két végén taldlhat6é nitro/amin funkcids csoportokat meg tudjam kiilonboztetni. Az

anilin oldali nitro csoportot redukaltam, majd acileztem mezil ill. propilszulfonsav kloriddal.
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g OISR t6679% 1041 1=3750% SN 12,13
o N_o o N_o
3-2. abra Szulfonamid szdrmazékok eldallitasa; a = szdraz piridin, RT; b = hidrazin hidrat, EtOH/DMF; az R
metil vagy propil.

Mind a ftalilezett, mind a védetlen forma CDK9 CDKO9/CycT1
mo | R ICso (nM)
gatld hatdsat megvizsgaltuk. Azt az érdekes megfigyelést - 20
10 metil 39
tettilk, hogy a metil szulfonamid esetén a ftalilezett, mig a | 11 n-propil 186
propil szulfonamid esetén a védetlen véltozat volt | 12| metil 129
13 | n-propil 27
hatdsosabb.
A szulfonil szdrmazékok esetén nem volt ilyen | po R CDK9/CycTl
ICsp (nM)
egyszerll a helyzet. Az anilint ugy kellett kialakitani, | 19 | dimetilamin 310
hogy a kapcsoldskor madr rajta legyen a megfeleld 20 | pirrolidin 390

szulfonil szarmazék. Az eldallitott két anilint (18a,b) kapcsoltam, ezittal a 4-klér-6-(2-

metoxifenil)-pirimidinhez 6a (3-3. dbra). A két

. . o . . CDK9/CycT1
végterméket (19, 20) CDK9 enzimatikus esszében | no | Heterociklus ICso (nM)
vizsgaltuk. 27 2-piridil 42
A heterociklusos szarmazékok esetén a 2-, 3-, 4- 28 3—p}r%d%1 174

29 4-piridil 144
amino-piridint, a 2-amino-pirimidint és a 24- | 30 2-pirimidinil >1 000
diamino-[1,3,5]triazint kapcsoltam a 4-klor-6-(2- | 31 4—am.in0.—[1,3.,5]— 355
-triazin-2-il

metoxifenil)-pirimidinnel (6a). A piridinek és a
pirimidin mind elérhetéek voltak a kereskedelemben, viszont a triazin ilyen formaban nem, ez
utébbi a 2-kloér-4,6-dinitro-[1,3,5]triazinbdl egy 1épésben elddllithaté. A heterociklusos

szarmazékok CDK9 gitl6 hatdsa ugy tlinik fiigg a heteroatomok pozicidjatdl és szamatol.
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3-3. abra Szulfonil és heterociklusos szarmazékok elédllitdsa, R= dimetilamin v. pirrolidin; Heterociklus= 2-, 3-,

4-amino-piridin; 2-amino-pirimidin; 2,4-diamino-[1,3,5]triazin.



3.3. Foszfonamiddt tartalmu inhibitorok elodllitasa (Ar-N-P)

A kén tartalmi inhibitorok szintézisekor gyakori probléma volt a kis mértékli
vizoldhatésdg. Ez elsdsorban nem a kémiai szintéziseket, hanem a bioldgiai vizsgédlatokat
nehezitette. E problémat javitandé meriilt fel a kiilonb6z6 foszfortartalmi csoportok
alkalmazdsa. Mint azt a 1.4 fejezetben mar ismertettem, feltételezhetd, hogy a
foszfonamidatok bioizosztéridt mutatnak a szulfonamidokkal. Az el6z0 fejezetben bemutatott
két szulfonamid koziil a propil-szulfonamidot valasztottam ki, mint modell vegyiiletet. A
foszfonamidat esetében egy dolgot kiviantam megvéltoztatni mégpedig azt, hogy a Suzuki
oldalon a 3-amino szubsztituens, helyett 2-metoxi legyen, igy egyszeriisitve egy kicsit a
kémiai szintézist. Azért a propil szarmazékot vdlasztottam a metillel szemben, mert az
irodalmi adatok és a kordbbi tapasztalatok alapjan, minél nagyobb alkil vagy aril
szubsztituensek vannak a foszfor atomon, anndl stabilabb lesz a molekula. A propil
szarmazékon kiviil az etil és a fenil szarmazékok eldallitasat is célul tliztem ki.

A foszfonamidatokndl ugyanazt a stratégiat kovettem, mint a szulfonamidokndl:
elddllitottam a teljes gylirli-rendszert tartalmaz6 anilint, majd azt acileztem a megfeleld
foszfonsav kloriddal. Ez utdbbiak elddllitdsat két 1épésben oldottam meg: el6szor a
szubsztitudlt foszfonsav észtereket allitottam eld az etil, ill., propil-bromidbdl és trietil- ill.,
triizopropil-foszfitb6l un. Arbuzov vagy Michaelis-Arbuzov reakcié segitségével. A
fenilfoszfonat kereskedelmi forgalomban van. Majd a savklorid eldallitdsdhoz kellett olyan
eljarast taldlnom, amely lehetdleg specifikusan csak az egyik észtert alakitja kloridd4. Ezt
sikeriilt is megval6sitani oxalil-kloriddal szobahdmérsékleten.

Miutdn a savklorid a kezemben volt, megprobdltam acilezni a megfeleld anilin
szarmazékot. A reakciét piridinben végezve, bar igen gyenge termeléssel, de sikeriilt
elddllitani a kivant vegyiiletet (3-4 abra). Ez vérhaté volt az irodalmi adatok alapjan ti. a
foszfonamidat P-N kotése nagyon konnyen hidrolizal. Az elédllitott harom vegyiiletet CDK9
gatl6 hatdsat megvizsgéltuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy az eldallitott foszfonamidatok

hatdsa lényegesen elmarad a szulfonamidokétol.

[ I [ I %o , | CDK9/CycTl1
g,o ~ HN\ . piridin - ") N/P\R R HO R R ICs0 (nM)
ol t P . Py —wm - 2 43 | propil | Me 3170
t=9-19 % N
37 43, 49, 50 49 etll H 1 450
3-4. 4bra A foszfonamid4tok elddllitdsa. 50 | fenil | H 5 240



3.4. Foszfondt tartalmu inhibitorok elodllitasa (Ar-O-P)

A foszfondtok elddllitisdanak tervezésekor szerencsés helyzetben voltam, hiszen a
reaktiv foszfor tartalmi intermedier mar rendelkezésemre 4llt. Azonban az eddig hasznalt

anilin fenol valtozatat el6 kellett allitani. Ez

nagyon egyszerlien ment, hiszen az 5-amino-2- | ;o A R | R CDK9/CycTl
ICsp (nM)
metil-fenol konnyen kapcsolhato a klor- [ 59 | 2-MeO _ _ 381
pirimidinekkel, egységesen a kivant termék (52, | S4a | 2-MeO | etil | H 813
. 54b | 2-MeO | propil | Me 3057
53) keletkezik. 54c | 2-MeO | fenil | H | 4137
A Suzuki-oldalon 2-metoxi | S5a | 3-NO, | etil | H >10 000
bsatit ¢ tartal 5 fenol @ 55b | 3-NO, |propil| Me >10 000
szubsztituenst  tartalmazé fenol esetén az g TR GH T i | H 370
acilezést akar NaH, akdr KOtBu segitségével el | 56b | 3-NH, |propil | Me 5385

lehet végezni. A 3-nitro szubsztituens esetén csak a KOtBu vezetett eredményre (3-5. dbra).

tor LS
T O__R T O__R
HN/CE HNJ@fO/ ‘D\RT HN O/‘:\RT
~

OH t: 0. R
‘ SN ~cl ‘ SN SnCl, N
41 46,48 BOh
~ N/) 414648 PN N/) t0 N/)
A+/ KOtBu v. NaH A-- P A=3-NO, esetén
THF .
52,53 129-79 % 5455 1-6367% [ 56

3-5. abra A fenolok acilezése foszfonsav kloridokkal; R=etil (a), propil (b), fenil (¢); A=2-metoxi (52, 54), 3-
nitro (53, 55), 3-amino (56).
Tehat elééllitottam az el6z0 fejezetben targyalt foszfonamidatok foszfonat analdgjait.

Tovéabba, mivel a reakcidk kivitelezhetdsége és a vegyliletek prepardlhatésiaga 1ényegesen
jobb volt a foszfonamidatokhoz képest, ugy hatdroztam, hogy a foszfondtok koziil
megprobdlok tobb varidciot is elkésziteni. A foszfondtokon nem valtoztattam, hanem a

fenolos OH poziciéjat varidltam (3-6. dbra).

= I = I
QOH QOH
HN HN

SnCl,
kat. HCI = N _EoH = N
* \N) A=3-NO; esetén \N)
A i 1=50-72 %
NHz t=57-82 % =

59,60,62,63 61,64
NH,

3-6. abra Tovdbbi fenolok elédllitdsa: meta (57, 59, 60, 61) és para (58, 62, 63, 64) helyzetii fenolok; A=2-
metoxi (59, 62), 3-nitro (60, 63), 3-amino (61, 64).

Az eloallitott fenolokat aztan a fent leirt modon acileztem a foszfonsav kloridokkal

(3-7. abra).

o] o)
= o = 3 O R = O R
_ jroH E,\OTR /Q%O/b\RT Q%o/b\RT
HN cl HN HN
41,46,48
‘ N — > N ‘ N
S KOtBu @
i THF
Z 59,60,62,63 1=12-81% 67,70

NH,
3-7. abra A meta (59, 61, 65, 66, 67) és para (62, 64, 68, 69, 79) helyzetii foszfonatok el6allitdsa; R=etil (a),
propil (b), fenil (¢); A=2-metoxi (59, 62, 65, 68), 3-nitro (66, 69), 3-amino (67, 70).



, | CDK9/CycT1 , | CDK9/CycT1
no| A R R |V (HK/D no| A | R |R |V (nK/I)
59 [2-MeO | - - 224 62 |2-MeO| - - 70
61 | 3-NH, - - 877 64 | 3-NH, | - - 651
65a | 2-MeO | etil | H 400 68a|2-MeO| etil | H 360

65b | 2-MeO | propil | Me 1 180 68b | 2-MeO | propil | Me 407
65c | 2-MeO | fenil | H 3100 68c | 2-MeO | fenil | H 2 840
66a| 3-NO, | etil | H >10000 [69a|3-NO, | etil | H >10 000
66b | 3-NO, |propil [ Me| >10000 |69b| 3-NO, |propil | Me >10 000
66c | 3-NO, | fenil | H >10000 |70a|3-NH, | fenil | H 3 840
67a| 3-NH, | etil | H 1 800 70b | 3-NH, | etil |Me 6 060

67b | 3-NH, |propil | Me 6 430
67c | 3-NH, | fenil | H 5330

Két vegyiilet esetén az alkil foszfondt észterek specifikus hidrolizisét is sikeriilt

megvaldsitani (3-8. dbra). CDKO9/CycT1
o 0 no | R IR e M
@f BOR @f e
HN o R g HN oA 54a| . |H 813
9y e o i 71a - 1490
N sdab aceton NT 71ap 54b propll Me 3 057
t=70-79 %
3-8. sbra Specifikus alkil észter hidrolizis. 71b - 1457

A vegyiiletek CDK9 gitld hatdsdnak vizsgdlata utdn bizonyos szerkezet-hatds
Osszefiiggések egyértelmlien észrevehetdek: a nitro-csoportot tartalmazé molekuldk
gyakorlatilag hatdstalanok; a 2-metoxi és 3-amino-csoportok esetén a bioldgiai hatds az
utébbindl rendre gyengébb, s ez a kiilonbség szamottevd. A foszfor szubsztitudltsiga
egyértelmiien hatdssal van a bioldgiai aktivitdsra, mégpedig az etil, propil, fenil sorrendben
csokken a CDK9 gitl6 képesség. A foszfondt pozicidja nem befolydsolja szignifikdns
mértékben az enzimgatld hatast, ti. az el6z0 két tényezd hatdsa mellett ez utdbbi
elhanyagolhat6. Az alkil észter hidrolizise — érdekes modon — az etil-foszfondt esetében
rontotta, a propil-foszfonat esetében javitotta a hatdst, bar az eredmények kozti kiilonbség

nem jelentds.

3.5. Foszfindt tartalmu inhibitorok elodllitasa (Ar-CH,-P)

A foszfonamidatok és a foszfonatok mellett a harmadik izosztér csoport a foszfinétok.
Eldéllitasukhoz a legalkalmasabb reakcionak — els6 kozelitésben — a Pudovik-reakci6 tint,
mivel a megfeleld benzaldehidek nagyrészt a kereskedelemben elérhetéek. Az eddig
eldallitott foszfonamidatokkal és foszfonatokkal izosztér foszfindtok, a megfeleld nitro-
benzaldehidekbdl és H-foszfinatokbdl elddllithatd. Mivel a H-foszfindatok eldallitisa nem
egyszertl, eloszor a dietil foszfittal végeztem el a reakcidkat, kiprobdlandé a Pudovik-reakcié

alkalmassagat. A 3-nitro-benzaldehidbdl, ill. a 4-nitro-benzaldehidbdl képeztem a Pudovik-



adduktot. A keletkez0 hidroxi csoportokat mezileztem, majd katalitikus hidrogénezéssel
egyidejiileg a mezil-oxi csoport elimindlhaté valamint a nitro-csoport redukdlhat6. Ha a
hidroxi-csoport mezilezését elhagyjuk €és a hidrogénezés sordn hidrogén forrasként
ammoénium formidtot haszndlunk, akkor olyan anilint kapunk, melyen megmarad az o-hidroxi

csoport (3-9. dbra).

o}_b Pd/C o'—b
N
“ o Lo~ HeooNHs L fo -
| b/ " EtN \ ~o MeOH | o
WA o+ H O T~ L - Lz L
O=N"* Toluol o= t=72-86 % HoN
o~ t=60-76 % ‘of 72,76 73,77
pel
\,, So PdIC
75 cl NH,-NH, o}
OA MeOH @ﬂﬁ:g\/
Et3N THF =7894% 2 q
15273 % \ _ 78 HN - 7579

3-9. abra Meta (72,73,74,75), ill. para (76,77,78,79) benzil-foszfondt anilinek eléallitdsa.
A 4-es pozicidban metil szubsztituenst tartalmazo anilin eldéllitasa a fenti modszerrel

nem lehetséges az aldehid hidnya miatt. A problémat a 3-10. dbra lathat6 szintézissel sikeriilt

ij)‘\ ' on ij)‘\ LiAIH, @AOH PBry P(OEt),
Kat. H,SO, THF CH,Cl Arbuzovr
2! 4 2Vi2 1=38%

t=86% /N - 80 t=50% /N - 81 t=85% /N — 82

athidalni.

H O\/
0 HCOONH,* "0
p O~ Pd/C f L
o S R A
K MeOH o~ 0
84 t=77%

3-10. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé anilin el64llitdsa.
Az elédllitott vegyiiletek (3-11. dbra és 3-12. dbra) CDKO gétl6 hatdsat megvizsgaltuk
és néhany vegyiilet esetén igen alacsony ICsy értékeket mértiink. Ahhoz képest, hogy ezek a

vegyliletek csak a reakciok kiprébaldsa céljabol késziiltek, igen j6 bioldgiai hatdst mutattak.

Po fo
@ "o - g ‘%P:o\/
| I
" kat. HCI  HN R K AN S R
AT N Z\|
SnCl,, EtOH SN !
A=3-NO, esetén 87,90

1=65-80%
85,86,88,89 NH,

3-11. abra A meta (85, 86, 87) és para (88, 89, 90) helyzetii benzil-foszfinitok elééllitisa; R=H (a), OH (b);
A=2-metoxi (85, 88), 3-nitro (86,89), 3-amino (87, 90).
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o)
g L e
o HN h

o
e 1m_0O.
o /JN . o kKo o A N
NS
N L PA Sy J
6a NHp g4 1=53% 91

3-12. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazd benzil-foszfonat eldallitdsa.

A foszfonamidatok és foszfonatok esetén

els6 szamu modellvegyiiletként eldallitott 4-metil CDK9/CycT1
no A R

bsztituenst tartalmaz6 szérmazékoknak megfelels o M)
szubsztituenst tartalmazé szarmazeékoknak megfelelS —eo—— v 54 333
benzil-foszfonat, a 91-es vegyiilet, csak gyenge- | 86a | 3-NO, H 9870

kozepes eredményt produkalt. Ez a varakozasaimtol gg‘; g:ﬁgi OHH >lf 7(;00
kissé elmaradt. 87b | 3-NH, | OH 1401
Két vegyiilet esetében sikeriilt megvaldsitani 88a | 2-MeO | H 490
o o 88b | 2-MeO | OH 510

a foszfonat észterek hidrolizisét. Jelen esetben ["gg, | 3-NO, H >14 000
egyszertibb dolgom volt, mint kordbban, mivel a | 89b | 3-NO, | OH 4571
fospfondtok ke . i kel 90 | 3-NH, H 3110
oszfondtok két azonos észter csoportjt kellett —gr——>—r- - 3920

egyszerre eltdvolitanom. A hidrolizis 5 M-os vizes

sosavban valé forralds sordn ment végbe. A végtermékkel sot képzd sésav molekulak

eltdvolitdsat kémiai uton, propilén-oxiddal végeztem el (3-13.
CDK9/CycT1

4bra). no | A ICso (nM)

0 89a >14 000

o
P PO NO;
Hm@ﬁpok 1. 5M Hol HN/@P OH 92a 2100

S T At
3-13. abra Két foszfonétt;fiiiii)ci/}zise; A=NO, 89a — 92a; A=NH, 90 — 92b.

Ahogyan az varhaté volt a vegyiiletek hatdsa sokat javult. A nitro csoport esetén
(89a—92a) a hatastalan észterbdl egy kozepes hatdsu sav lett. Az anilin esetén (90—92b) a
hatds megvaltozdsa nem volt ilyen dramai, de az ICsy szamértékében bekovetkezett javulas
igy is jelentdsnek mondhato.

Az eddig bemutatott foszfonamidatokkal és foszfonatokkal megkezdett sorba
val6jdban nem ezek a vegyiiletek illeszkednek, hanem ezek foszfinat szdrmazékai. A
vegyliletek eldallitdsdhoz — mint azt mér e fejezet elején is emlitettem — H-foszfindtokra volt
sziikség (csak a fenil-foszfinat vasarolhaté meg, az etil és a propil nem). A H-foszfinétok és a
nitro-benzaldehidek Pudovik-reakcidja sikerrel jart, azonban a redukci6k minden esetben
kudarcba fulladtak.

E problémat ugy lehetett elkeriilni, hogy a 91-es vegyiiletnél alkalmazott médon (3-10.

abra) a nitro-benzil bromidot reagaltattam a H-foszfindtok elddllitisa sordn keletkezd
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foszfonitokkal Arbuzov reakcidoban. A nitro csoport redukci6ja minden esetben on(Il)

kloriddal tortént (3-14. 4bra).

\/O O\/ o)
” o\/ E,/O\/
©/ Me3S|CI ©/ Sl* SnCI2 @h
+ _ osz. nelk EtOH HoN
100

94,97 95,98

t5592/ o " 1=50-93 %
H ~OH H OV H OV
Qﬂosz ok HC OEt)s @A SnC|2 @ﬂ
t=47% _N 5% “EoH
o t=90%  NH
%402 103

3-14. abra A meta (94,95,103) és para (97,98) benzil-foszfinat anilinek eléallitasa, R= etil (a), propil (b).
Az eldallitott anilineket az eddig is alkalmazott 4-klor-6-fenil-pirimidinekkel
kapcsoltam (3-15. dbra), majd az elkésziilt vegyiiletek CDK9 gatl6 hatdsit a szokott médon
mértiik.

o o
= H/OV = H/O\/
— |
)+©AH o kat. HCl - HN HNTS
SnCly, EtOH
“PA N 2 N

t=12-55 % || A=3-NO; esetén J
X ) N
Sa,b 95,98,103 7N N t=75-84 % N
1
104,105,107,108 NH, 106,109

3-15. abra A meta (104, 105, 106) és para (107, 108, 109) helyzetii benzil-foszfinatok eldallitasa; R=etil (a),
propil (b), fenil (¢); A=2-metoxi (104, 107), 3-nitro (105, 108), 3-amino (106, 109).

CDK9/CycT1 CDK9/CycT1

no A R ICsy (nyM) no A R ICsy (nyM)
104a | 2-MeO etil 188 107a | 2-MeO etil 743
104b | 2-MeO | propil 296 107b | 2-MeO | propil 652
104c | 2-MeO | fenil 517 108a | 3-NO, etil 7774
105a | 3-NO, etil 6 432 108b | 3-NO, | propil 5525
105b | 3-NO, | propil 8 056 109a | 3-NH, etil 7 533
105¢ | 3-NO, | fenil >12 500 109b | 3-NH, | propil 7474
106a | 3-NH, etil 327
106b | 3-NH, | propil 682
106¢c | 3-NH, | fenil 1019

Az eredmények alapjan a foszfor tovabbi szubsztiticidja — foszfondt helyett foszfinat
— sokat javitott a vegyiiletek hatdsdn. A 2-metoxi-fenil szarmazékok koziil az etil és a propil
szubsztiticio gyakorlatilag nem befolydsolja a hatast, mindkét vegyiilet 300 nM alatti ICsg-nel
rendelkezik. A fenil szubsztituens esetén mért 1 uM alatti ICs is egyediildlléan j6 eredmény a
hasonlé vegyiiletekkel 0Osszehasonlitva. A 3-nitro-fenil szdrmazékok az eddigi
tapasztalatoknak megfelelden gyakorlatilag hatdstalanok. A 3-amino-fenil vegyiiletek szintén
nagyon j6 hatdst mutattak, a kordbbi szarmazékokkal 6sszehasonlitva.

A kezdeti célkitlizés alapjan olyan vegyiiletet kell eldéllitani, amelynek anilin oldalan
meta pozicidban egy metilén-foszfinat, mig para helyzetben egy metil csoport taldlhatd. Az

anilin el6allitasa a 91-nél bemutatott médon, a 2-(brommetil)-1-metil-4-nitrobenzol (82) és az

12



etil-foszfonit Arbuzov-reakcidjaval tortént (3-16. &dbra). Kiilonbség csak a hosszabb

reakcididdben és a gyengébb kitermelésben volt (3-17. dbra).

\/O O\/ o
H O\/ E)/OV
SnCI2 K
0sz. nelk
EtOH NH,
111

t=68 % o t=51 %

3-16. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazo benzil-foszfin4t anilin el64llitdsa.

o)
@f b s @Q -
IPA
t=15-24 % Sno|2 EtOH
6a,b NHz 44 Or\ A=3-NO, esetén

~ 112,113 =81 %

3-17. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé benzil-foszfinit végtermékek eldéllitisa; A=2-metoxi (112), 3-

nitro (113).
A nehéz prepardlhatésdg ellenére a vegyiiletek A CDKO9/CycT1
no
nagyon j6 CDK9 inhibitorok. A 112 2-metoxi és a 114 3- ICso (M)
112 | 2-MeO 366
amino szarmazeékok gyakorlatilag egyforma enzimgatlast | 113 | 3-NO, 7022
mutattak, ami alig marad el a legjobb vegyiiletek hatasatol. 114 | 3-NH, 346

3.6. Aril-foszfindt tartalmu inhibitorok elodllitasa (Ar-P)

Felmeriilt az az otlet, hogy a foszfonat illetve foszfinat csoportot kozvetleniil az aromas
gylriihoz kapcsoljam, elhagyvan az NH, az O, ill. a metilén csoportokat. Az igy kialakitand6
molekuldk csak korldtozott mértékben lesznek izosztér viszonyban a szulfonamidokkal, de a
szerkezet-hatds Osszefiiggések megismerése céljabol hasznosnak {téltem e szarmazékok
eldallitasat.

A vegyiletek elddllitasa palladium katalizalt nukleofil szubsztiticidval tortént. Az
aromds halogenid (brém vagy jod) elektrofilitisdnak novelését segiti a palladium(0)-val
képzett komplex, a nukleofil dgens a dietil foszfit, valamint alkil és fenil H-foszfinatok voltak

(3-18. abra).

o E/O\/ ‘;,/OV
S RO R ~L R
| N H R ‘ h SnCl, ‘
@ PA(PPhs)s 7. EtOH 7
MNo T?SZ N t49-90%  NHe
E1464%  {ambod 120m,c.d

3-18. abra A meta (117, 118) és para (119, 120) helyzet fenilfoszfinitok és foszfondtok elédllitasa; R= etil (a),
propil (b), fenil (¢), etoxi (d).

A H-foszfindtokkal képzett vegyiiletekkel az eddigiekhez hasonléan a foszfor
szubsztituenseinek enzimgétlasra gyakorolt hatdsara voltam kivancsi, mig a dietil foszfittal

elddllitott vegyiiletekkel a szabad sav — észter kozotti kiilonbséget probéltam feltérképezni.
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Cl

o -~ 9 5 90
P B/O\/ Kat. HCI %E(OV ;7":‘:0\/
X OR —_— X R XN R
< e IPA HN HN
AL o N I reflux SnCly, EtOH
L HoN 118a t=2066% [ N A=3-NOyeseten [~ N

6ab b, !
@ 120a.b.c X \N) 1=59-90 %

A
—~ 121,122
124a,b,c
125a,b,c NH;

3-19. abra A meta (118, 121, 122, 123) és para (120, 124, 125, 126) helyzetii fenil foszfindtok eldallitdsa; R=etil
(a), propil (b), fenil (¢); A=2-metoxi (121, 124), 3-nitro (122, 125), 3-amino (123, 126).

A fenil-foszfindtok a bioldgiai hatéds

. CDK9/CycT1
szempontjabol nem hoztak 4tiitd sikert. Erdekes | no. A R ICso ( HKZ)
moddon a para helyzetli foszfinitok a hatdsosabb | 121 | 2-MeO | etil 842

. S ) 122 3-NO, etil >12 500
vegyliletek. Az R = fenil szarmazék — melyet csak 123 3-NH, el 9302
a para helyzetben sikeriilt elkésziteni — | 124a | 2-MeO etil 418
kivételesen hatékonynak bizonyult. A 124¢ 2- | 124b | 2-MeO | propil 1149

124¢ | 2-MeO | fenil 523
metoxi-fenil szarmazéka gyakorlatilag azonos [ 1255 | 3-NO, etil >12 500
hatdst mutatott, mint a megfelelé 124a R = etil | 125b | 3-NO, | propil | >12 500

o , , o 125¢ | 3-NO, | fenil | >12500
foszfinat; a 3-amino-fenil verzio pedig jobbnak [75¢. 3-NH, otil ~12 500
bizonyult hasonlé reldciéban (126a és 126c¢). 126b | 3-NH, | propil >12 500

126¢ | 3-NH, | fenil 6 501

A dietil észter csoportokat az el6zd

fejezetben leirtakkal azonos moédon savas kozegben hidrolizdltam el, igy konnyen tudtam

CDK9/CycT1 | prepardlni a szabad savat.
1o A ICso (nM)
Az in vi izsgalatokbol kideriilt, h

1272 | 2-MeO | észier 1040 z in vitro vizsgélatokbol kidertilt, hogy a
127b | 2-MeO sav 170 sav forma lényegesen alacsonyabb ICs-nel
128a | 3-NO, |észter | >10000 rendelkezik, mint az észter. A jelenség az A= 3-
128b | 3-NO, sav 4 100

129a | 2-MeO | észter 1020 nitro esetén a legszembet{indbb (128a,b). Az eddig
129b | 2-MeO sav 580 bemutatott vegyiiletek esetén a nitro csoportot
130 | 3-NO SSZt, >10 000

131a 3—NH2 Zzztz >10 000 tartalmazé molekuldk gyakorlatilag hatdstalanok
131b | 3-NH, sav 3320 voltak, az észter csoportok hidrolizise utdn maér

értékelhetd hatdst tudtunk mérni. A legérdekesebb adat a 127b vegyiilet 1Cso-e, amely a

legalacsonyabb érték a foszfortartalmu vegyiiletek koziil.

Cl

\
N
M HN p O~ HN p O

cap ket HOI %5 1. 5M HCl OH
+ IPA ~ N N 2o ~ )
E/O\/ reflux N \N) 2 TS \N)
o o AT 127a A, 1270
1=58-80 % ~ 128a 1269 % & 128b

N

NH, 118d
3-20. abra A meta helyzeti fenil foszfonatok elédllitasa €s hidrolizise.
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0 129b
N o7 #N 07 0N
t=58 % | |
| o N 129a . <
NSy t=22 % N o
AT o K -OH
6a,b kat. HCI B:g\/ /@/ OH
+0 IPA /©/ HN
1.0
/©/‘>\O\/ reflux HN K Ay
Z N |
HoN K t=46 % | s 131b
120d SN 130 N
SnCl, NH
N - EtOH 0 o 2
0 a7 (j/b\o
L 1.5M HCI
HN 2. EtOH
2N O
N U 1312 1=61% ~
NH,

3-21. abra A para helyzeti fenil foszfonatok eldéllitasa és hidrolizise.

3.7. Egyéb biologiai vizsgdlatok.

3.7.1. K meghatdrozas

Az eddig megmért ICsy értékek nem univerzélis, minden kisérleti mddszerben azonos
szamértékek, hanem csak az adott kisérleti rendszerben igazak. Az univerzdlis mérdszam a K;
allandoja. Kisérleti rendszertdl fiiggetleniil az adott inhibitor molekulédra és az adott enzimre
jellemzd, értéke mindentdl fiiggetlen, redlis Osszehasonlitast tesz lehetdvé két molekula
hatdsét illetden. A pontos K; szamitdst bonyolultsdga miatt itt nem részletezem. Ugyanakkor

az ATP kompetitiv inhibitorokra igaz az az

egyszeri szabdly (Cheng-Prusoff egyenlet | 1© ICso (M) | Ki=ICs0/2 (nM) | K; (nM)

IC 104a | 188+53 94 11517

K =—"50 ), hogy ha az ICsy mérés 104b | 296+11 148 153+30
' [ATP]
"k,

m

sordn az ATP koncentricidja megegyezik a K;-mel, akkor a vegyiilet Kj-je fele az ICsp-nek.

A két mddszerrel szdmitott adatok j6 egyezést mutatnak.

3.7.2. HIV szaporodas vizsgalat

A mérés tulajdonképpen egy talélés vizsgdlat HIV fertdzott sejteken. Ha a vegyiilet
gatolja a virus szaporodésat, akkor tobb sejt marad életben. Ezt a vizsgélatot egy eldsziirnek
szantuk annak eldontésére, hogy a vegyiiletek gyakorolnak e barmilyen pozitiv hatdst a
fertozott sejtekre. A kisérleteket két csoportra érdemes bontani: 1. nem foszfor tartalmu

vegyliletek (10, 27); 2. foszfor tartalmu vegyiiletek vizsgélata (49, S4a, 56a, 71a). A foszfor
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tartalmu vegyiiletek nem mutattak értékelhetd kurativ hatast a HIV fert6zott sejteken, igy ezen

vizsgalatok részletes  targyaldsatol
Tulélés (%) vizsgalat HIV-1 fert6z6tt MT4 sejteken (MTT)

eltekintek.

350

A két nem foszfor tartalmu a0 ]

Okisérlet 1
Okisérlet 2
DOkisérlet 3
W atlag

205

vegylilet esetén a sejteket 2,5 puM 250*11

n
=1
IS

185

koncentraciéji vegyiilettel kezeltiik.

167

Talélés (%)

3
o
=
132
126
138

Referenciaként flavopiridolt (0,25 uM-
ban) és AZT-t (azidotimidin; 0,025

100

=)
S]

a
=3

uM-ban) hasznaltunk. Harom ismétlés

o

T
nem nem fert6zott fertézétt, ~ Flavopiridol 10 27

végeztiink, az ezekbdl szamolt atlagok fortozdt, | lerGzdt  sefok + AZT nem ezl

nem kezelt sejtek + AZT sejtek
sejtek

képezték az 6sszehasonlitas alapjat.

Az eredmények alapjan megéllapithaté, hogy mind a két vizsgilt vegyiilet a
flavopiridollal — mint az egyik legismertebb CDK9 gitlé hatéanyaggal — teljesen azonos
hatdst produkaltak, mig az AZT hatéasatdl csak alig maradtak el. Ezen eredmények alapjan
nem donthetd el, hogy a virus szaporoddsat is gatoltuk-e vagy sem. Az viszont egyértelmiien
kijelenthetd, hogy a vegyiileteknek

A kisérlet 3-bol késziilt p24 vizsgalat
védo hatasa van.

120

Annak eldontése, hogy a

100

80 -
60 -
40 4
20 4
o

Flavopiridol fert6zétt, fertozott sejtek +

alkot6ja, mennyisége ardnyos a kezeletlen sejtek

vegyiiletek gatoljak-e a HIV virus

szaporodasit a p24  fehérje

viszonyitva

termelddésének vizsgdlata adhat

valaszt. Mint ismeretes, a p24

fehérje a HIV kapszidjanak egyik

P24 mennyisége (%) a fert6zott, kezeletlen sejtekhez

virus szaporulattal. Mindkét vegyiilet és a flavopiridol is mindossze néhany széazalékkal
csokkentették a p24 fehérje mennyiségét. Feltételezésiink szerint ennek oka a meglehetdsen
magas virus koncentracio volt. Ezt a hipotézis tdmasztja ald az AZT kozepes hatdsa is.

A fenti vizsgdlatok alapjan feltételezhetd, hogy a 10-es és 27-es vegyiiletek gatoljak a
HIV szaporodasat, és segitik a fertdzott sejtek tilélését. Annak tisztdzasa, hogy ezt mennyire
a CDK9 miikodésének gatldsa, illetve mds humdn vagy virdlis biomolekuldkkal valé

kolcsonhatds eredményezi, tovabbi vizsgalatokat igényel.
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4. Kovetkeztetések

Doktori munkdam uj tipust, hatékony CDK9 kindz gatlé vegyiiletek, mint potencidlis
AIDS ellenes hatéanyagok elééllitdsara iranyult. A munkdm elején kidolgozott intermedier
eldallitdsi médszer lehetdvé tette, hogy egyszerlien, nagy mennyiségben allitsak el6 4-klor-6-
(szubsztitualt-fenil)-pirimidineket. A szintézisrdl egy rovid kozlemény is sziiletett.

Az intermedierek felhaszndldsdval eldallitottam néhdny szulfonamid, szulfonil ill.
heterociklusos szarmazékot. Ezek enzimatikus vizsgdlata megtortént. A legjobb vegyiiletek
kinaz szelektivitasi profiljat és sejt toxicitasat vizsgaltuk. Két kivalasztott vegyiilet esetén a
HIV szaporodés gétlast is tanulmdnyoztuk. E vizsgdlatok alapjdn azt mondhatjuk, hogy a
vizsgdlt molekuldk szelektiven gétoljak a CDKO9/ciklinT1 miikddését in vitro, erre nem
taldlhaté példa az irodalomban. A mérések alapjan a vegyiiletek nem toxikusak a vizsgalt
sejtvonalakon. Két vegyiilet HIV-1 szaporodast gatldé képességét egy kozvetett és egy
kozvetlen modszerrel vizsgéltuk. Mindkét mddszer alapjan kijelenthetd, hogy a molekuldk
kurativ hatasuak: novelték a fertozést tiléld sejtek szamat és csokkentették a virdlis fehérjék
termelddését, vagyis gatoltak a virus szaporoddsat.

Az atmeneti dallapot analdgia elvénél bemutatottak szerint feltételeztem, hogy a
szulfonamidokkal izosztér szerkezetii foszfonamidatok, foszfonatok és foszfinatok hasonld
bioldgiai hatdssal fognak rendelkezni, vagyis bioizosztérek lesznek. Tovabbd, hogy a jobb
oldhatésaguk miatt kedvezébb farmakokinetikai tulajdonsdgokkal fognak rendelkezni. Ez
utébbi feltételezés vizsgélatara végiil nem volt lehetéségem, de remélhetéleg a hatéanyag-
fejlesztés késObbi fazisdban ezek a vizsgélatok el fognak késziilni.

A munka ezen részét a foszfonamidatok eldallitdsaval kezdtem, melyeket csak rossz
termeléssel sikeriilt eldallitanom. Ezek bioldgiai hatdsa elmaradt a szulfonamidoknal mérttol.
A szintetikus nehézségek és a nem tdl biztaté bioldgiai eredmények hatdsdra figyelmemet
inkdbb a foszfondtok eldallitdsara koncentrdltam. Ezen vegyiiletcsaldd prepardlhatésdga
lényegesen jobb, igy 23 szarmazékot tudtam elddllitani. A legjobb hatdsu vegyiiletek
kinazgétlé hatdsa megkozelitette a szulfonamidokét. Az eldallitott vegyiiletek lehetdséget
adtak a szerkezet-hatds Osszefiiggések vizsgalatdra is. Igy felismerhetvé vilt, hogy a foszfor
szubsztitudltsdga, a foszfonat csoport kapcsolédasdnak helye, avagy a Suzuki oldali
szubsztitico hogyan befolydsolja az in vitro hatast. Két molekula esetén sikeriilt kivitelezni a
foszfonat alkil észterének eltavolitasat. Ezzel a 1épéssel azonban nem sikeriilt tisztdzni, hogy a
sav vagy az észter hatékonyabb inhibitor, hiszen az egyik esetben romlott, a mésik esetben

javult a hatés.
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A foszfonamidatok és a foszfondtok koziil négy vegyiiletnek megvizsgaltuk a sejt-
toxicitasat, illetve a viabilitds mérésén alapul6 indirekt vizsgdlattal a HIV szaporodds gatld
képességét. Sajnos a vizsgdlt MT4 sejtvonalon kis mértékii toxicitdst mutattak. A HIV
szaporodas vizsgdlat soran érdemben nem novelték a tilélo sejtek szamat.

A harmadik izosztér csoport a foszfinatok eldéllitasa kémiailag kissé ambivalens. Egyes
szarmazékok elddllitisa konnyen, j6 termeléssel megvaldsithatd, mig mds molekuldak
preparédldsa nehézkes, vagy kivitelezhetetlen. A 18 foszfindt mellett eldéllitottam még 11
benzil-foszfondtot. Ezen molekula csaldd esetében tobb szdarmazék is igen alacsony
koncentraciéban gatolja a CDK9 mitkddését (ICso= 150-300 nM). Ez ugyan elmarad a legjobb
nem foszfor-tartalmi molekuldk hatasatél (ICso< 50 nM), de az eldszor eldallitott
foszfonamidatokéndl (ICso= 1 500-5 250 nM) egy nagysdgrenddel nagyobb bioldgiai
aktivitast jelent.

Két benzil-foszfonat példdjan vizsgaltam, hogyan véltozik a bioldgiai hatds az észter-sav
reldcioban. Ezen a két példan egyértelmil, hogy a sav forma az észternél lényegesen jobb
hatdst mutat in vitro.

A kezdeti célkitlizések kozt nem szerepelt a fenil-foszfinat ill. foszfondt szarmazékok
eldallitasa. Ebben az esetben a szulfonamidokkal nem teljesen izosztér szerkezetet hoztam
1étre. A molekuldkat palladium katalizalta aromas nukleofil szubsztiticidval éllitottam el6. A
foszfinatokndl tapasztaltakkal megegyezOen bizonyos molekuldk konnyen eldéllithatéak,
mdsok szintézise viszont csak nehezen kivitelezhetd. Az eldallitott 12 fenil-foszfinat koziil
néhany vegyiilet 1 uM alatti ICsp-nel rendelkezik, am Osszességében nem ez a vegyiiletcsalad
bizonyult a legeredményesebb CDK9 gétlonak.

A fenil-foszfonatok elddllitdsdndl a célom elsOsorban az észter-sav bioldgiai
eredményekre gyakorolt hatdsdnak vizsgélata volt. A sikeres hidrolizisek alapjan egyértelmi
az Osszefliggés, miszerint a foszfonsav mindig jobb hatdsu, mint a foszfonat észter.

A négy molekulacsoport mindegyikére igaz az a szerkezet-hatds Osszefiiggés, hogy az
etil szubsztituenst tartalmaz6 foszfonamidat, foszfonét, foszfinét a legjobb hatasu szarmazék,
fliggetleniil a molekula tobbi részétdl. A propil szubsztituens dltaldban kicsit gyengébb hatasu,
a fenil szubsztiticié pedig tovdbb rontja a hatdst. A Suzuki-oldali varidcidkat vizsgédlva az
figyelhetd meg, hogy a 2-metoxi szubsztituens a legjobb. A 3-amino csoport dltaldban kicsit
rosszabb mint a 2-metoxi, de sok — mindkét irdnyba — kiugré adat taldlhaté a mérési
eredmények kozott. A 3-nitro csoportot tartalmazé molekuldk néhany kivételtdl eltekintve

gyakorlatilag hat4stalanok.
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Két vegyiilet esetében kisérletesen sikeriilt bizonyitani, hogy ATP kompetitivek. E két
molekula esetén a K; értékeket is meghatdroztuk.

A foszfor tartalmu vegyiiletek tervezésénél célom volt, hogy olyan vegyiileteket hozzak
l1étre, amelyekben a foszfor tartalmi csoport hozzdjarul a bioldgiai hatdshoz és nem csak a
vizoldhatésagot javitja. Az eddigi eredmények alapjan, kétféle okfejtés alapjan is
feltételezhetd, hogy ez sikeriilt. Egyszer, a foszfor nélkiili intermedierek bioldgiai hatdsanak
vizsgalatdval. A foszfonamiditok és foszfondtok esetén az Osszehasonlitds egyszerli. A
megfeleld anilin illetve fenolok enzimgatlé hatdsa jobb vagy kb. azonos, mint a beldliik
eldallitott foszfortartalmui vegyiileteké. A foszfinatok esetén az Osszehasonlitds nehezebb,
hiszen a disszerticioban nem keriiltek bemutatdsra ilyen jellegli intermediernek megfeleld
vegyiiletek, ugyanakkor megtaldlhatdak a Current Medicinal Chemistry folyoiratban
megjelent cikkemben. Mivel a foszfortartalmu vegyiiletek kindzgatlé hatdsa néhany kivételtol
eltekintve gyengébb, mint a még foszfor nélkiili intermedieré feltételezem, hogy a foszfor
tartalmu csoport nem csak vizoldhatésdgot javité prodrugként funkcional.

Masodszor, a foszfor tartalmi csoport kémiai stabilitdsdnak vizsgalataval. A
foszfonamidatok esetén konnyen elképzelhetd, hogy az enzimatikus reakcié sordn a P-N kotés
felhasad. Ez esetben az anilin hatdsdnak megfelel6 eredményeket varnék, am attél 1ényegesen
elmaradnak a tapasztaltak. A foszfonatok esetén a hidrolizis esetleg el6fordulhat, azonban a
tapasztalat nem a fenolokra jellemzd rendkiviil j6 kindz gatlé hatdst mutatja. A foszfinatok és
aril-foszfinatok és foszfonatok esetén kizarhaté a hidrolizis lehetdsége.

A munka tovédbbi folytatdsara, a kifejlesztett 4j tipusi CDK9 kindz gatlok hatdstani és
gyogyszerszerli optimalizdldsara lehetOséget biztosit az, hogy mind az anilin-oldal, mind a
Suzuki-oldal tovédbbi szubsztituens varidcidi esetén a hatds — feltételezésem szerint — még
javithat6. A bioldgiai hatds tovabbi javitdsdra modot adhat az enantiomerek szétvalasztasa,

enantioszelektiv szintézise, mellyel eddigi munkdm sordn nem foglalkoztam.
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