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1. Bevezetés

A laboratoriumi kutatomunkat 2021 6szén a Servier Kutatointézetben kezdtem, ahol
mar tobb, mint egy évtizedes mdultja van a Nukleofil Heterociklusos Karbén (NHC)-
atmenetifém-komplexek eldallitasanak és katalizatorként vald felhasznalasanak. A
kutatocsoport munkéjanak fokuszaban a Kiralitast hordoz6 NHC vézak szintézise, illetve az
ezekkel katalizalt aszimmetrikus reakciok allnak. Az irodalomban az NHC-atmenetifém-
komplexek a katalitikus aktivitdsuk mellett a bioldgiai aktivitasukrol is ismertek, azonban a
csoporthoz vald csatlakozasomig az eldallitott komplexek bioldgiai hatdsdnak vizsgélataval
nem foglalkoztak. Eppen ezért a feladatom az volt, hogy a kutatasainkat ebbe az iranyba is
kiterjessziik. Az ELKH-TTK Gyobgyszerrezisztencia Kutatocsoportjaval egyiittmiikodve az
NHC-atmenetifém-komplexek citotoxikus hatasat vizsgaltuk kiillonboz6 rakos sejtvonalakon és
az eredmények alapjan jabb NHC komplexeket allitottunk eld. Elsédleges célunk az volt, hogy
feltérképezziikk a témaban rejlo lehetdségeket és a kapott eredmények fényében tjabb

komplexeket tervezzink.



2. Felhasznalt roviditések

ABCBL1 - ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1

CTX — kemoterapia

DACH - diamino-ciklohexan-platina csalad

DCM — diklérmetan

DNS — dezoxiribonukleinsav

Dx5 - Doxorubicin szelektalt sejtvonalvonal

GC — gazkromatografia

HPLC — magas nyomasu folyadékkromatografia

IPr — 1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)-4,5-dihidroimidazol-2-ilidin, telitetlen gytir
MDR transzporter — multidrog-transzporter

MeOH — metanol

NHC — nukleofil heterociklusos karbén

NMR — magneses magrezonancia spektroszkdpia

P-gp — P-glikoprotein

SIPr — 1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)imidazol-2-ilidin, telitett gytrii
VRK — vékonyréteg-kromatografia



3. Irodalmi attekintés

3.1. A karbének altalanos jellemzése

Témavezetém, Paczal Attila 2008-ban megvédett doktori munkajaban reszletesen
szamol be a karbénekr6l.l!l Karbének azok az elektromos szempontbdl semleges szerves
molekulak, melyek egy — a kiils6 vegyértékhéjan hat elektront hordozé — elektronhianyos
szénatomot tartalmaznak. A legegyszeriibb a metilénkarbén (1), illetve a kloroformbol generalt
dikldrkarbén (2).
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1. dbra: A legegyszerlibb karbének

A karbének stabilitasat két f6 tényezé hatarozza meg. A karbén szénatomhoz
kapcsolodd szubsztituensek elektronikus hatasa (termodinamikai stabilizacid), valamint a
karbén szénatomhoz kapcsolddd szubsztituensek sztérikus tulajdonsdgai  (kinetikai
stabilizacio).

3.2. A karbének torténelmi hattere

A karbének az 1800-as évek végén keriiltek a kdztudatba, mint révid élettartamu instabil
koztitermékek. Felfedezésiiket nagy érdeklédés kisérte, melynek koszonhetéen szamos kutatas
iranyult alaposabb megismerésiikre. Ezen a teriileten az els6 jelentds kutatasokat Curtius(? és
Staudingert® végezte az 1880-as években, azonban az analitikai modszerek fejletlensége miatt
az attorés még az 1950-es évekig varatott magara. Els6 szintetikus alkalmazasuk Doering és
Hoffmannt nevéhez fiizédik, akik elészér hasznaltak diklorkarbént olefinaddicioban. A
kovetkezd jelentds 1épés az 1960-as években tortént, amikor Fischer és Maasbol™ ravilagitott
a karbének kivalo komplexképz6 képessegére. Ekkor allitottak el az elsé atmentifém-karbén
komplexet, amelyek a szabad karbeneknel mar joval stabilabbnak bizonyultak. Az altaluk
eléallitott karbének sajatossaga, hogy egy elektrofil karbén szenet hordoznak. Az ilyen
karbéneket, felfedez6jiikk utan Fischer-karbéneknek nevezzilkk. Ez a felfedezés ismét nagy
lendiiletet adott a karbének kutatasanak, Wanzlick és Schonherrl®l, valamint Ofelel” , egymastol

fuggetlenil szdmoltak be, N-heterociklusos karbéneket tartalmazo fém-komplexekrdl 1968-



ban. A karbének egy Uj csaladjardl Schrock® szamolt be 1974-ben, melyek Schrock-karbén
néven valtak ismertté a koztudatban. A kilonbség a Fischer-karbénekkel szemben abban
mutatkozott meg, hogy a Schrock-karbénekben a karbén szén nukleofil jelleggel rendelkezik.
Az eddig emlitett vegyuleteknek azonban volt egy lényeges k6z6s pontja, hogy Kizardlag
komplexek forméajaban voltak stabilak, ami nagy mértékben megnehezitette a kutatok
munkajat. Az els6 stabil szabad karbének felfedezésére hossza ideig varni kellett. 1988-ban
Bertrand® és munkatarsai elséként allitottak elé foszfinozilil-karbént (3), amely még a
desztillacio soran alkalmazott magas hémérsékleten (80-85°C/1072 Torr) is stabilnak bizonyult,
azonban nem mutatott koordinacios készséget fémekkel. Az igazan nagy attérést ezen a téren
Arduengo® és munkatarsai érték el 1991-ben, ugyanis 6k szamoltak be elséként stabil
karbénekrél. Az Arduengol’® altal 1991-ben — a megfeleld imidazolium s6bol — izolalt
heterociklusos karbén (4) sokoldali koordinacids tulajdonsagokkal rendelkezik. Magas
olvadaspontu (240-241°C) fehér kristalyos anyag, amely inert koralmények kdzott stabil,
atkristalyositassal tisztithatd.

2. dbra: Elsoként izolalt stabil karbének

A felfedezés a karbén kémia Ujjaéledését eredményezte, mivel bebizonyosodott, hogy a
karbének nemcsak révid élettartamu intermedierként jelennek meg a kémiai atalakulasok soran,

hanem megfeleld koriilmények kozott izolalhatok is.

3.3. Az NHC-k éltalanos tulajdonsagai

Az el6z6 fejezetekben a karbénekrdl altalanossagban esett sz6, a tovabbiakban csak az
NHC-kkel foglalkozunk, mivel a kutatdsunk soran is ilyen vegytileteket vizsgaltunk. Az NHC-
k olyan semleges, gyliris szerves vegyiiletek, amelyekben a gylriiben legalabb egy
nitrogénatom és egy Fischer tipusu karbén szénatom talalhat6. Ezért az altalanosabb Fischer-
karbének specialis alosztalyanak tekintheték. Ezen feltételek mellett valtozatos karbéneket

lehet eldallitani, gylirlitagszamtol, stabilizald heteroatomoktol és szubsztituensektdl fiiggden.



Az NHC-k a foszfanok mellett a leggyakrabban alkalmazott ligandumok az atmenetifém
katalizisben, valamint sok esetben kivaldan alkalmazhat6ak organokatalizatorként is. Az els6
ilyen karbén Arduengo nevéhez kothetd, az altala izolalt adamantil-karbénnek (4) koszénhetéen
a karbén kémia rohamos fejlédésnek indult. Ezt kovetden sorra jelentek meg a valtozatosabbnal

véltozatosabb szerkezet(i és tulajdonsagt karbének.[111?]
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3. dbra: Néhany jellegzetes heterociklusos karbén (R = alkil, aril)

A 3. abréan lathato karbének koziil az 6ttagal N, N -diarilkarbének, illetve Enders(*®l triazol alap(
karbénjei (11) a legelterjedtebbek az irodalomban. Széleskorii felhasznalasukat a kovetkez6

pozitiv tulajdonsagaiknak koszonhetik:
o relativ egyszerii el6allithatosag,

o Széleskorli szerkezeti varialhatosag a nitrogénatomokon és a gylr(i 4-es €s 5-0s

helyzeteiben egyaréant,
o kivalo koordinacios készség,
o anukleofil jellegbdl eredden organokatalizatorként valé alkalmazhatdsag.

Ezen tulajdonsagok részletesebb targyalasara a kovetkezd fejezetekben kertil sor.

3.4. Az NHC-k szerkezeti sajatsagai es stabilitasa

A sz&mos elééllitott karbén kozil, leggyakrabban az 6ttagu ciklusos diaminokarbéneket

hasznaljak, melyeknek két f6 tipusat kiilonboztetjiik meg, a telitett és telitetlent (4. abra).
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4. dbra: Telitett és telitetlen diaminokarbén

Az NHC-k lehetséges hatarszerkezetei kozil az a leggyakoribb abrazolasi mod, melynél a toltés

nélkiili karbén szénatom egy nemkotd elektronpart hordoz (17).114]

—\ —\ —\
,N+ N< R’N N\R R’N N:R
R-N"""R ~ NZ.
16 17 18

5. dbra: Az NHC-k hatarszerkezetei

3.5. Az NHC-k koordinacios tulajdonsagai

Koordinacids szempontbol sok hasonldsdgot mutatnak a foszfan tipusu ligandumokkal,
melyek szintén erdés o-donor tulajdonsaggal rendelkeznek. Lényeges kiilénbség azonban, hogy
a foszfanok esetében a ligandumok kdzvetlenul a foszforatomhoz kapcsolodnak, igy lehetetlen
a sztérikus es elektronikus hatasok szétvalasztasa. Az NHC-k esetében a ligandumok nem
kOzvetleniil a karbén szénhez kapcsolodnak, ezért az el6bb emlitett hatasok egymastol
fuggetlenul befolyasolhatok. A fémekhez vald koordindciojuk szempontjabol egy masik
lényeges kiillonbség, hogy mig a foszforatomon elhelyezkedd szubsztituensek a fémtdl
,tavolodva” helyezkednek el, addig az NHC-ligandum szubsztituensei zsebszeriien kortilolelik
a fémet, melynek révén konnyebben tudnak sztérikus hatast kifejteni a katalizis soran.!*!
Szubsztituensek bevitele a heterociklus 4-es és 5-0s helyzetébe szintén egy lehetséges modja a
ligandum természet megvaltoztatasanak, mivel egyrészt befolyassal lehetnek az NHC-fém
kotés erdsségére, masrészt méretiiktdl fliggden hatdssal lehetnek a nitrogén szubsztituenseinek

mozgasszabadsagara.



F
ML

6. abra: Foszfan-, illetve NHC-ligandumok szerkezete

3.6. NHC-k alkalmazasi teruletei

Fontos, hogy szot ejtsiink az NHC-kr6l, mint katalizatorokrol, mivel rendkiviil
sz¢éleskori az alkalmazhatosdguk ezen a terlileten. Az olyan atalakuldsokat, melyekben a
katalizator szerepét valamilyen szerves egység tolti be (ionos vagy semleges),
organokatalizisnek nevezziikk. Az els6 organokatalizalt reakciét az 1880-as években

végezték,>1®l 4m a teriilet robbanasszerti fejlodése csak joval késébb indult meg.

Az NHC-ket Kkiterjedten alkalmazzak szerves Katalitikus atalakitasokban, kuildnosen
kondenz&cids reakciokban nukleofil természetiik miatt, amely lehetdvé teszi, hogy ezek az
NHC-k kiilonbozd tipusu elektrofilekkel reagaljanak. A leggyakrabban tanulményozott
kondenzécios reakciok NHC-kel a benzoin kondenzécid, a Stetter-reakcio, valamint a

homoenolatok felhasznalasaval végzett reakciok.”]

R
N+
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I\ + — /]
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7. &bra: A homoenolatok szintézise.[8!

A fém-NHC komplexek elsésorban a katalizatorként bet6ltott szerepiik miatt valtak ismertte.
Egy gyakori alkalmazas a ruténium alapt Grubbs-katalizator az olefin metatézisben,*® illetve
az NHC-palladium-komplexek hasznalata keresztkapcsolasi reakciokban.!”l Természetesen a
kiilonboz6 fém-komplexek megjelenesevel megkezdédott biologiai aktivitasuknak vizsgalata
is. Napjainkban azonban méar szdmos fém-komplexét vizsgaljék kiilonboz6 hatésterileteken.

Talan ezek koziil az onkoldgia teriiletén elért eredmények a legfontosabbak. ]
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3.7. Az NHC komplexek altalanos biol6giai tulajdonsagai és alkalmazasuk

Napjainkban az orvoslasban mar szamos fém-komplexet alkalmaznak, illetve intenziv
kutatasuknak koszonhetéen a szakirodalomban Gjabbnal Ujabb terlleteken ismerjik fel ezen
atmenetifém-komplexek bioldgiai aktivitasat.?? A legelterjedtebb komplex vegyiiletek
(példaul a platina-komplexek: ciszplatin, cisz-Pt(NH3)2(ONOy)z, transz-
Pt(NH3)2CI(OH)-H.0)?Y kizds tulajdonsaga, hogy a ligandum és a fém kozott koordinativ
kotes van, mely sok esetben a sejtben, vagy mar a fizioldgias kdzegben felbomlik. Ezekkel a
vegyuletekkel szemben az NHC komplexeknek nagy elénye, hogy a vaz kvazi kovalensen
kotddik a fémhez, amely kiemelked6 stabilitast biztosit szamukra. A karbén vazak masik nagy

elénye a jo varialhatosaguk.

MX
22
8. dbra: Karbén vaz

A legelterjedtebb ottaghi gylriis alapvaz is igen nagy szabadsaggal valtoztathatd, ennek
kdszonhetden az irodalomban mar szamos valtozatosan szubsztitudlt komplex ismert és naprol
napra jelennek meg Uj komplexek.[??l Emellett a karbének rendelkeznek még egy nagyon
kedvezd tulajdonsaggal, hogy szinte az Osszes atmenetifémmel képesek stabil komplexet
képezni. Az irodalomban talalhaté szamos, szinesen szubsztitualt vaz mellett, talalhatunk példat
tobb atmeneti fémmel képzett komplexikre és a bioldgiai aktivitdsukra. Azonban a
kovetkezOkben, terjedelmi okokbodl csak az altalunk vizsgalt fémek irodalmat mutatjuk be

roviden.

3.7.1. EzUst-komplexek

Az ezlst-NHC komplexeket tobb, mint 100 éve hasznaljak orvosi alkalmazasra, tébbek
kozt sebkezelésre, antiszeptikumokként, illetve fert6zések kezelésére. Az mar a 17-18. szdzad
Ota ismert, hogy az ezist-nitrat antimikrobialis hatassal rendelkezik, viszont hasznalata
visszaszorult a penicillin és mas antibiotikumok megjelenésével.[?®l Késébb az eziist tjra
visszakeriilt a gyogyaszatba az eziist-szulfadiazin 1968-ban vald felfedezésével.[?® Az eziist-
szulfadiazin egy olyan antibiotikum, melyet harmad- és negyedfok( égési sérilések

fertézéseinek megeldzésére, illetve kezelésére hasznalnak. Mivel az eziistsok jo antimikrobidlis
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szerek voltak, tovabba alacsony toxicitast mutattak az emberre nézve, ezért jé alapot képeztek
az NHC-kel valé kutatasra. Eredményessegiik tulszarnyalta az eziist antibiotikumokét. A vizben
oldodo ,,pincer” Ag(l)-NHC komplex jobb antibakteriélis aktivitast mutatott az ezust-nitrathoz
képest, igy els6ként igazolta, hogy az NHC-k alkalmas ligandumok lehetnek az ezist
antibakterialis szerek szdmara. Alkalmazasukkor elemi ezust és oldhatatlan ezustsok (pl. AgCl)
keletkeznek. Ezenkiviil az ezlst disszociacio hatasara imidazolium so keletkezik, ami akut
toxicitast okoz. A stabilitasukat a kovalens jellegli Ag-Cnhe) kOtésiknek kdszonhetik, mely
hatasara csokken az eziist disszociacid, ezzel lehetdévé téve az aktiv eziistionok hosszabb
jelenlétét a szervezetben. Az antimikrobidlis hatas az oldhato ezustionokbdl adddik. A kovalens
jellegnek kdszonhet6en tehat jobb lesz a stabilitas, illetve jobb lesz az antimikrobidlis aktivitas
is. Az Ag-NHC komplexeket a megfelelé imidazolium sobol allitjak el Ag>O/Ag2COs/AgOAC
segitségével !l Az imidazolium soknak szerkezettd] fiiggden moderalt toxicitasa van, alacsony
a vizoldhatésaguk, magasabb dézis mellett sem allapitottak meg karos hatast, illetve nem
befolyasoljak a DNS transzkripciot. A komplexeket nanoszélakba csomagolva névelni lehet a
stabilitast és az aktivitast, ezért tervezik beépiteni 6ket biologiailag leboml6 nanorészecskékbe.
A komplexek stabilitdsanak mértékét nagyban lehet ndvelni még az imidazolgytri 4-es, 5-0s

pozicidjaban elektronszivé csoportokkal.[?3-2%1

3.7.2. Arany-komplexek

Az ezist mellett az aranyat is régdta hasznaljak orvosi kezelésekre. Gyogyaszati
alkalmazasa tobb ezeréves mdltra tekint vissza. Az alkalmazéasok Kr.e. 2500-ra, a kinai
orvoslashoz vezethetdk vissza, [l emellett az arany kdzponti szerepet jatszott az alkimiaban és
a reneszansz korszakban egyarant. A 19. szazadban valt ismertté a Na(AuCls), amit a szifilisz
kezelésére hasznaltak. 1890-ben a hires bakteriologus, Robert Koch[?27 elsg tudomanyos
jelentései az arany komplexeinek terapias alkalmazésardl leirjak antibakterialis hatasukat.
Felfedezte a K(Au[CN].)-t, amit a tuberkulozis elleni védelemre kivant hasznalni, am ez az
arany terapia 1920-ban elbukott, in vivo kérilmények kodzott nem volt hatékony az arany-
cianid.’l Késébb az arany-komplexek utat talaltak a jelenlegi gyogyszeriparba. 1985-ben
felfedezték az auranofint, egy olyan arany tartalmu sét, amit a rheumatoid arthritis kezelésére
hasznalnak oralisan, Ridaura markannévvel. Az arany tartalmu vegyileteket maig hasznélja az
orvostudomany, példaul a maléaria, a rak, vagy a HIV kezelésére. Az Au-NHC komplexeket
mar 1989 ota ismerik. Eléallitasukban fontos szerepet jatszanak az Ag-NHC komplexek,

ugyanis ezekbdl szintetizaljak Sket.[?]
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3.8. FEm-NHC komplexek az onkologidban

3.8.1. Ciszplatin, oxaliplatin és karboplatin

Mielétt attériink az altalunk is vizsgalt fém-komplexek onkologiai jelent6ségére,
elészor szlikséges bemutatnunk harom gyakori rakellenes gydgyszert, melyekhez az altalunk
eléallitott molekulakra mért eredményeket hasonlitottuk.

A ciszplatin (23) rakellenes hatasat Rosenberg és munkatarsai fedezték fel 1965-ben,*9
mely késébb a platina citosztatikumok osztalyanak kialakulasdhoz vezetett. 1971-t61 van
klinikai hasznalatban, az6ta szamos kemoterapias rendszerben alkalmaztak, és még a mai napig
fontos szerepet jatszik a daganatkezelésben (intravenas injekcié formajaban). A ciszplatin,
illetve a Pt(I1)-komplexek a DNS-hez kotédnek, ezaltal gatoljak a sejtek osztodasat, ami végll
erds citotoxikus hatdshoz vezet. Az extracellularis kornyezethez képest alacsonyabb
intracellularis Kloridszint hatasara a ciszplatin a sejtbe vald bejutasat kovetden pozitiv toltésii
akvakomplexeket képezve hidrolizal, amelyek a sejtmagba szallitodnak, ahol a DNS-hez
kotédnek. A ciszplatin alapd platina-DNS adduktok tobbsége egyazon DNS-szalban két
szomszeédos guaninbézisnak a szalon bellili keresztkotéseibdl all. Ezzel a tulajdonsaggal a
platina-DNS adduktok jelent6sen eltérnek az alkilezészerektSl, amelyek szalak kozotti
keresztkotéseket alakitanak ki a két ellentétes DNS-szal kozott. Magas klinikai hatékonysaguk
ellenére a platina rakellenes gyogyszereknek sulyos hatranyai vannak, az erds toxikus
mellékhatdsok és a gydgyszerrezisztencia kialakuldsa tekintetében. Annak ellenére, hogy a
molekula szelektiv a tumorsejtekre, terapias ablaka sziik, igy hiaba fejt ki tumorellenes hatést,
az egészséges sejtek is sérlilnek, gyakori mellékhatas a neurotoxicitas és a nefrotoxicitas. Sok
esetben a kezelt személy élete soran kialakul az Ugynevezett masodlagos rdk. Mindezek
fényében lathatjuk, hogy igen nagy igeny lenne tovabbi aktiv molekulak eléallitasara, melyek

szelektivebbek a rakos sejtekre.[%281
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9. dbra: Ciszplatin

A ciszplatinnak egyéb platina analdgjai is klinikai hasznalatban vannak, mint az oxali-,
illetve karboplatin. Annak érdekében, hogy megoldjak a ciszplatinra kialakulo rezisztencia

problémajat, eléallitottak a diamino-ciklohexan-platina csaladot (DACH), melybe az
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oxaliplatin (24) is tartozik. 1972-ben, Connors?! a ciszplatin amin gyokijeit szubsztitualta
DACH gyokkel, mely jo antitumor aktivitdssal eredményezett stabil komplexeket. A
vizoldhat6sag javitasa érdekében tobb DACH platina szarmazékot allitottak eld, ezekben a
klorid tavozocsoportokat anionos tavozocsoportokra cserélték le. Kidaninak siker(ilt??®]
elvalasztani a cisz és a transz geometriai izomereket, ezt kovetden pedig a transz izomernek két
tovabbi optikai izomerét, a transz-L és a transz-D izomert is sikertil el6allitania. Ez a transz-L
izomer, mas néven az oxaliplatin, melyrdl kideriilt, hogy aktiv a ciszplatin rezisztens

tumorokra.[28]
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10. dbra: Oxaliplatin

A karboplatint 1972-ben szabadalmaztattak és 1989-t61 van klinikai hasznalatban. A
molekula kétfogu dikarboxilatot tartalmaz a klorid ligandumok helyett. Hasznalatanak eldnye,
hogy a ciszplatinhoz képest csokkent a mellékhatasok sulyossaga, Kisebb az esély a
nefrotoxicitasra. Tovabba alacsonyabb reaktivitassal rendelkezik, ami a korlatozott fehérje-
karboplatin komplex kivalasztodasat eredményezi, ezéltal tobb marad a szervezetben és igy
hosszabb ideig tarté hatas érhetd el. Ez a szamokban is megmutatkozik, ugyanis a karboplatin

felezési ideje 30 oOra, ehhez képest a ciszplatiné 1,5-3,6 6ra.[?!

o
HN,, O
s
0
H,N 5
25

11. dbra: Karboplatin

Az ismertetett harom molekula egyike sem a legoptimélisabb a rakos megbetegedések
kezelésére, ezért a kevesebb mellékhatassal és igéretesebb rezisztenciaprofillal rendelkezd fém-

komplexek eldallitasara hatalmas igény mutatkozik.

A tovabbiakban négy fém-NHC komplex onkoldgiai tulajdonsagait szemléltetjuk: az eziist-,

arany-, réz-, illetve platina-komplexeket, melyekre kutatasunkat alapoztuk.
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3.8.2. Ezuist-NHC komplexek

Igéretes antibakterialis tulajdonsagaikon kiviil az eziist-NHC komplexek rakellenes
gyogyszerként vald potencialjukat is bebizonyitottdk. A komplexek szamos rékos sejtvonalra
toxikusnak bizonyultak, cstkkentették a mitokondrialis membranpotencialt és apoptdzist
indukaltak. A hidrofil oldallancokkal rendelkez6 bisz-NHC komplex (26) volt a legerésebb
rékellenes hatdst szarmazék a rokon vegylletek sorozatadbol. Egy mésik komplex (27) —
melynél a benzimidazol vazhoz metil- és benzil-cianid-csoport, illetve a fém kapcsolodik, a
fémhez pedig egy acetoxi-csoport — erds citotoxikus hatast valtott ki tébb rakos sejtvonalon, és
nem mutatott keresztrezisztenciat a platina rakellenes gydgyszerekkel. Azonban annak ellenére,
hogy megerésitették a DNS-hez vald erés kotddését is, a daganatos egerekben nem volt
megfigyelhetd a tumor novekedésének gatldsa. Ami a miikodést illeti, az ezlst-NHC

komplexeknek jelenleg nincs tisztazott hatasmechanizmusa.[*%2]

)

N

—
I/

b,
cr : CN

\\N N N

( IS e

o 2y o
L 'I‘ =
X
°Y P

26

12. bra: Példa az ezlist-NHC komplexekre

3.8.3. Arany-NHC komplexek

Szamos arany-komplex esetében megfigyelték a tumorsejtek proliferaciojanak
gatlasat,[*®! illetve a rakos elvaltozas kemoterapias kezelése szempontjabol relevans egyéb
hatasokat. Ennek megfeleléen manapsag az arany-komplexeket is potencialis 0j rakellenes
gyogyszerjelolteknek tekintik. Ezenkivil az arany I-es és Ill-as oxidacios allapotaban stabilan
koordinalhaté az NHC-ligandumokhoz, ami egy Ujabb okot ad az arany-NHC komplexek, mint
rakellenes szerek vizsgalatara. Az irodalomban megjelentek olyan munkak, melyek
ravilagitottak olyan kulcsfontossagu tulajdonsagokra, mint a tioredoxin-reduktaz gatlasa vagy
a mitokondrialis tulajdonsagok megvaltoztatdsa. Mechanizmusat tekintve, az arany-NHC
komplexek, specifikusan a mitokondriumot célozzak, hogy sejthalalt indukaljanak. Az Au(l)-

NHC komplexek kémiai és biologiai tulajdonsagai modosithatéak a koordinélt ligandum
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valtoztatasaval. A biodisztribdcios tanulmanyok alapjan a kationos komplexek magasabb
intracellularis arany koncentraciot eredményeznek, és az akkumulacio a mitokondriumban a
legnagyobb. Ezért magasabb bioldgiai aktivitassal rendelkeznek a sejtproliferacié géatlésa, az

apoptozis indukcidja, illetve a tumorsejtekre gyakorolt altalanos hatést illetéen.[%232]

3.8.4. Platina-NHC komplexek

A ciszplatin sikerességét kovet6en az Gj platina-komplexek létrehozasanak koncepciojat
az NHC komplexekre is alkalmaztak, kedvezd kinetikai stabilitasuk és szerkezeti
sokoldalisdguk miatt. A transzgeometriaval rendelkezé Pt(IT) (NHC)PtI2(amin)-komplexek!®!
hatékony rakellenes szereknek bizonyultak (13. abra). Ezert Kiterjesztették azokra az
analogokra is, amelyek két transz-konfiguracioju Pt(11)-NHC kozpontot tartalmaznak. Egy
ilyen, lipofil oldallancokat tartalmazé komplex hatékonyabb sejt akkumuléaciot mutatott, mint
a ciszplatin. Azonban a platina DNS-hez valo kotédése viszonylag lassu iitemben ment végbe,
ami a transz-platina-komplexekre jellemz6. Ezenkiviil nem befolyasolta a sejtciklust, viszont
apoptozist indukalt. Az er6sen lumineszcens Pt(II)-komplexek kétfog NHC-ligandumokkal
szelektiven lokalizalodtak az endoplazmatikus retikulumban, stresszt és apoptdzist valtva ki a
sejtekben, valamint fototoxikusak voltak. Ezeknek a komplexeknek sik koordinacios
kornyezete van a platina(ll) kdzpontban, és tartalmaznak egy kelatképz6 ligandumot, igy
hasznos vazakka téve Oket a biologiai célpontokkal valdé nem kovalens jellegli kotési
kolcsonhatdsokhoz. Azokat a Pt(I1)-NHC komplexeket, amelyek koordinalt ,,spectator”
ligandumaikban és 0Ossztoltésiikben kiloénbdznek egymastdl, citotoxicitdsuk, DNS
kdlcsonhatasuk és egyéb bioldgiai hatasaik szempontjabol vizsgaltak. Az eredmények alapjan

azt talaltdk, hogy a citotoxicitas fokozddik a platina kdzpont térbeli arnyékolasanak

: o
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13. 4bra: Transz geometriaval rendelkezd Pt(IT) (NHC)PtI,(amin)-komplexek™®

novekedésével.*!

3.8.5. Réz-NHC komplexek

Annak ellenére, hogy a réz mar régota fontos szerepet t6lt be a kémiaban, a réz-NHC

rendszerek csak az elmult 20 évben kerilltek eldallitidsra és kezdték ket hasznalni a szerves
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kémiai atalakitasokban. Az elsé ilyen komplex Arduengo és munkatarsai nevéhez fiizédik, akik
1993-ban szamoltak be az elsé réz-NHC rendszerrdl.[?°1 Azéta a réz-NHC kémia folyamatosan
boviil uj komplexek szintézisével és kiilonféle alkalmazasok fejlesztésével. A réz-komplexek
oxidativ és hidrolitikus madon is képesek DNS karosodast okozni, mely a legtobb esetben in
vitro szabalyozhat6. A hatékonysadguk egyenesen aranyosan né a DNS-hez vald kotédési
affinitdssal. Hatdsmechanizmusukat tekintve kémiai nukledzként viselkednek. Néhany
komplex 360 nm-es hulldmhosszal gerjesztve intenziv fluoreszcenciat mutat, igy fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgalva hasznalhatdak az intracellularis célpontok lokalizalasara. Az adatok
alatamasztottak, hogy ami a halogént (mint ligandumot) illeti, nincs szignifikans kilonbség a
klorid és a bromid koz6tt, valamint a szerkezetileg ledrnyékolt komplexeken kivil az 6sszesnek
nagyobb volt a citotoxicitasa a ciszplatinénal.

Nem osztédé Réz-NHC komplex (30)
sejt Pihend sejt

@) : O
RNS és fehérje

. - intézi
Sejtosztodas M it

RNS és DNS ) )
fehérje megketts- @-—Clszplatm (23)

szintézis z6dés

14. abra: Illusztracio a sejtciklusrl%

Mérések alapjan a Cu-komplex (30) tobb rakos sejtvonalon citotoxikusabb volt, mint a
referencia ciszplatin és apoptozist indukalt. A megfigyelt citotoxicitasért feltételezhetéen egy
DNS-szél szakadasahoz vezet6 aerob gyokfolyamat felels, azonban a ciszplatinnal ellentétben
a komplex leéllitja a sejtciklus progressziojat mar a G, fazisban (14. &bra). A rokon réz-NHC-
bromid komplexek sora kdzil a Cu (31) volt a leginkabb citotoxikus szarmazék. Tovabbi in
vitro és in vivo vizsgalatok azt mutattak, hogy aktiv a kiilonb6z6 tipusu daganatok széleskort
csoportja ellen, nanomolaris tartomanyba es6é IC50 értékekkel, és jo aktivitast mutat az egér

xenograft modellben, toleralhato toxicitas mellett.[*%2]
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15. abra: Példak réz-NHC komplexekrel*

3.9. A kemoterapia és a gyoégyszerrezisztencia

A rakos megbetegedések ellen folytatott kiizdelemben hasznalt terapiakat sok tényezd
befolyasolja, &m mindegyiknek ugyanaz a célja, az 6sszes rakos sejt elpusztitasa az egészseges
sejtek minimalis karosodasaval. Ez tébbféle terapiaval is megvalosithatd, a legtobb esetben
els6ként miitéthez fordulnak, feltéve, hogy a tumor mérete még nem tulzottan Kiterjedt. Tovabbi
lehet6ség a radioterdpia vagy a gyogyszeres kezelés. Ezeket lehet egyedili vagy kombinalt,

valamint szimultan vagy szekvencidlis terapia formajaban is alkalmazni.

3.9.1. Kemoterapia

Annak kovetkeztében, hogy a rékos és a normal sejteket ugyanazon folyamatok
vezerlik, a gyogyszerek hatdsa nem kizarolagos a rakos sejtekre és ebbdl addddan nem kivant
mellékhatasokat okoznak. A hasznalatban 1évé citotoxikus gyogyszerek, igy csak rovid ideig
torténd hasznalatra alkalmasak. A kezelhetobb mellékhatdsok mellett (vérszegénység, sapadt
bér, hajhullas, rosszullétek, stb.) a kezelés ideje alatt, vagy joval annak befejeztével végleges
karosodas is kialakulhat a szervekben. Mindezek ellenére a kemoteréapia (CTX) a leggyakoribb

gyogyszeres kezelési forma az onkologiaban.

A kemoterapia megfelel6 kivitelezése igen Osszetett, mivel a tumorok nem egyenld
mértékben érzékenyek az alkalmazott gyogyszerekre. Vannak célpontok, amiket nehéz a
citotoxikus gyogyszerekkel kezelni, és ha még az elején megfeleléen reagilt is, a legtobb
esetben az id0 elteltével kevésbé reagal az adott beteg a kezelésre, igy a tumor végeredményben
visszand. Ennek alapvetden két feltételezett oka lehet; az els6, hogy a daganatsejtek eredendéen
rezisztensek lehetnek a gyogyszerre, valamilyen genetikai jellemz6 miatt, a masodik pedig,

hogy a daganatsejtek a gyogyszerrel valé érintkezést kdvetéen rezisztenciat szerezhetnek. %]
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3.9.2. A rezisztencia lehetséges utvonalai

A leggyakoribb ok egy gydgyszer hasznalatanak félbeszakitasara a gyogyszer
rezisztencia kialakulédsa, ezért kiemelt figyelmet kell r& forditani a potencialis
gyogyszermolekulak fejlesztése soran. A kezelés soran a rezisztencia kialakulhat genetikali
elvaltozasok révén; a terapia altal kivaltott mutaciok kovetkeztében vagy a kezelés kezdetekor
mar Kkis szamban jelen 1év6 rezisztens sejtek szelekcidjaval, esetleg a genetikai mutécidktol
fuggetlen adaptiv mechanizmusokon keresztll is. A kovetkezékben a rezisztencia egy

lehetséges Utvonalat, a multidrogrezisztenciat vizsgaljuk.

A membranfehérjék egy csoportja citotoxikus molekulakat tavolit el a sejtb6l, hogy a
xenobiotikumok intracellularis koncentraciojat az adott kiiszob alatt tartsa, igy megel6zve a
sejtpusztitd hatast. Ezek kozll a legelterjedtebbek az ATP-fiiggd multidrog (MDR)-
transzporterek, melyek az ATP-kot6 ’kazettas’ (ABC) fehérjék szupercsaladjaba tartoznak.
Ezek a fehérjék szdmos farmakoldgiai vegyilet felszivodasat, eloszlasat és kivalasztasat
modulaljak. Az ABC fehérjéket 48 gén kddolja és 7 alosztalyuk van ABCA-ABCG jeldléssel.
A gyobgyszerrezisztencia kialakuldsaban ezek kozil az MDR-transzporterek, a B, C és G csalad
tagjai, jatszanak a legjelentGsebb szerepet. Az MDR-transzportereknek széles és atfedé a
szubsztratspecifitasuk. Egészséges sejtek sejtmembranjaban is jelen vannak, és fontos szerepet
jatszanak a sejtek xenobiotikumok elleni védelmében. Kiléndsen nagy jelent6ségiik van a
kiilonb6z6 szoveti hatarokon (pl. placenta, véragy-gat), de részt vesznek dssejtek védelmében
¢s a maj méregtelenitd funkcidjadban is. Rékos sejtekben az expresszidjuk sokszorosara
emelkedhet, a transzporter gének kopia szdménak es/vagy expresszios szintjének
megemelkedésén keresztll, igy védve meg a sejteket a betegség kezelésre kifejlesztett
gyogyszerek hatasatdl. Az MDR-transzporterek kdzil az MDR1 gén altal kédolt ABCB1 (P-
glikoprotein (P-gp) vagy MDR1) a legszéleskoriibben vizsgalt transzporter. A P-gp nagy,
hidrofoéb, semleges vagy gyengén pozitiv toltésti vegylileteket transzportdl, funkcidjat
,»hidrofob porszivoként” irtak le. Jelenléte a rdkos sejteken kialakithatja a drogrezisztenciat,
ezert a citosztatikumok fejlesztéséneél mindenképpen érdemes megvizsgalni, hogy a

fejlesztendd molekula szubsztratja-e ennek a transzporternek.

3.9.3. Rezisztencia legyozése

A rezisztencia kialakuldsanak legydzésére a leggyakoribb megoldas a gyogyszerek

kombinal&sa a terdpia soran, melynek a kovetkezok az alapszabalyai:

o Olyan gyogyszerek hasznélata, amelyek énmagukban is aktivak a tumorral szemben.
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o Kiilonb6z6 hatasmodokkal és hatashelyekkel rendelkezd gyogyszerek kombinalésa,

hogy ne csak additiv, hanem komplementer vagy szinergikus hatést is kifejtsenek.

o Minimalisan atfedd toxicitas, ami lehetdvé teszi az egyes hatdanyagok maximalisan

hatasos dozisanak beadasat az egyes hatéanyagok optimalis litemezéséhez.

o A csontveld helyredllitdisahoz sziikséges lehetd legsziikebb ciklusintervallumi

gyogyszerek alkalmazésa.

Osszességében tehat lathatjuk, hogy a hatasos kemoterapia minden beteg esetében eltérd lehet.
Néhany tumor rezisztens a legtobb citotoxikus gyogyszerre, mig masok szenzitivek. Ezen
tapasztalatok alapjan igazan hasznos lehetne néhany olyan teszt vagy azon tényezdk
azonositasa, amelyek elére jelezhetik az esetleges rezisztencia kialakulasat annak klinikai

megnyilvanulasa el6tt.3]
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4. Célkitizes

Munkankat tudomanyos egylittmiikodés keretein belill végezzik az ELKH-TTK
Gyogyszerrezisztencia  Kutatocsoportjaval, akiknek a szakteriilete a  kiilonb6z6
gyogyszerrezisztens rakos sejtvonalak és kifejezetten a ciszplatin rezisztens vonalak vizsgalata.
Veliik egyiitt célul tiiztiik ki, a kutatdcsoportunk altal kifejlesztett szintetikus Uton eléallitott
NHC-atmenetifém komplexek vizsgalatat kiilonbozé rezisztens sejtvonalakon, illetve ezek

tovabbfejlesztését a rezisztencia leklizdése erdekében.

T o
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16. abra: Az eléallitott fém-NHC komplexek altalanos szerkezete

Py
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5. Sajat kutatasi eredmények

A korabban targyaltak alapjan latjuk, hogy milyen fontos szerepet jatszik a rezisztencia
a rakos megbetegedeések ellen kifejlesztett gyogyszerek szempontjabol. Egyrészrél ennek okan,
masrészrol, mivel az eddigiekben az irodalom foleg a gyogyszerjeloltek toxicitasara fokuszalt,
azt gondoltuk, hogy az altalunk eldallitott molekulak esetében érdemes lenne megvizsgalni a
viselkedésuiket rezisztens sejtvonalakon is. A ELKH-TTK-val vald egyiittmiikodés keretén
beltl féem-NHC-ket allitottunk el6 bioldgiai vizsgalatokra, melyeknek Dr. Szakacs Gergely
csoportja (Dr. Furedi Andras, Dr. Téth Szilard) megvizsgalta a citotoxicitasat egy parentalis
MES-SA és két rezisztens sejtvonalon.

5.1. Mbdszerek

5.1.1. Sejtvonalak

Az altalunk eldallitott molekuldk toxicitasat, illetve rezisztencidjat tumoros ¢és
multidrogrezisztens sejtvonalakon vizsgaltak egyiittm(ikodd partnereink. Harom sejtvonalon
mértek; a kiindul&si (parentalis) MES-SA egy human uterusz szarkoma sejtvonal, amely jelz6
fehérjeként egy mCherry (piros fluoreszcencia) fehérjét is tartalmaz, de nem
multidrogrezisztens. A masodik a MES-SA-MDR1 multidrogrezisztens sejtvonal, amely az
ABCB1 (MDR1) transzportert és az mOrange (narancssarga fluoreszcencia) jelz6 fehérjét
thlexpresszalja. A harmadik pedig a Dx5 sejtvonal, amelyet az eredeti MES-SA vonal
doxorubicinnel tortént szelektalasbdl nyertek és az eGreen Fluoreszcens Proteint (z6ld
fluoreszcencia) fejezi ki. A Dx5 sejtvonal is jel6li az ABC1-es transzportert, de mas rezisztencia
mechanizmusok is megjelenhettek benne a doxorubicinnel torténd szelekcidé soran. Az
egylittmiikddé partneriink kifejlesztett egy olyan automatizalt rendszert, amelyben a
legkiilonbozdbb  hatdéanyagok vizsgalhatéak ezen sejtvonalak felhasznalasaval.F2 A
méréstechnika egy fluoreszcens fehérjealapl assay-vel végezték, ami nem elterjedten hasznalt,
ezert a csoport tagjai PrestoBlue viability assay-vel validaltak a mérést. A PrestoBlue reagens
egy sejtateresztd vegyiiletet tartalmaz, amely kék szini és gyakorlatilag nem fluoreszcens
Amikor a sejtekhez adjék, a reagenst az €letképes sejt redukald kdrnyezete moddositja, melytdl
voros szintivé és erdsen fluoreszkalova valik. Az eredmények alapjan a fluoreszcens fehérje

alapu assay reprodukalhatonak és reprezentativnak bizonyult.
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5.2. A fém-NHC komplexek eldallitasa

A munkat a karbének prekurzoraként szolgalé imidazolin vazak szintézisével kezdtik,

melyekbdl késobb a komplexeinket allitottuk elo.

5.2.1. Vazak eldallitasa

A karbénprekurzorok el@allitasara a kutatocsoportunk altal kidolgozott szintetikus
eljarast hasznaltuk.”®l Az eljards egyedisége abban rejlik, hogy a nitrogénatomok
szubsztituensei rendkivil sokoldallan valtoztathatdak a szintézis soran, illetve nagy

tisztasagban eldallithatdak a kiilonb6z6 karbénprekurzorok.

kat. HCOOH,

toluol, RT EtOH/HC|
KY O\IK\\O . - N Om
H

(0] 2, > Gjrakristalyositas (0]
H MgCl heptanbol
32 THF, -78°C dial:dia2 dia2
18 : 82
34
33
S 7§_\ Dess-Martin 7§_\
LiAIH H,0 1
Eo--- M N OH — N ©
H o THF, 70°C DCM, 0°C
81% 95%
dia2 35 36
34
7§_\ 1, R-NH, 7§_\ 7§_\
NH,Cl, HC(OE)
\ 2,NaBH, NN 4 M N__NIg
N O > H HR NS
H 2,2,2-trifluoretanol, RT reflux, kat. HCOOH cl-
35-82% 40-90%
36 ’ 37 -

17. dbra: A prekurzorok szintézise

A reakci6 elsé 1épésében egy kondenzacios reakciot hajtunk végre, melynek terméke
egy imin (33), amelyet azonnal tovabb is alakitunk egy tercbutil Grignard-reagens addicids
reakciojaban. Fontos megjegyezni, hogy abban az esetben, ha L-mentil-észtert hasznalunk az
elsé 1épésben, az addicid soran a diasztereomereink 18:82 aranyban keletkeznek az S
konfiguracidju tercbutil-csoporttal ellatott termék javara. Ezt kdveti egy soképzés, amelyben

eléallitjuk a keletkezd diaszetreomerjeink hidroklorid s6jat, majd az elegybdl heptan

23

o, "I,



segitségével kikristalyositjuk a diasztereomer tobbletiinket (34, termelés: 60%). Ezt kdvetden
egy litium-aluminium-hidrides redukci6 kovetkezik, amelyben a kivant alkoholunk (35) mellett
mentol is keletkezik, amit vakuumdesztillacio segitsegével tavolitunk el a feldolgozott
reakcidelegybdl. A desztillaciot kovetéen a kivant aminoalkoholt (35, termelés: 81%) nagy
tisztasagban kapjuk meg. A kovetkez6 1épés egy Dess—Martin reagenssel torténd oxidacio,
mely tisztitasa igen egyszeri. A reakcidelegyhez hexant adva kicsapjuk a Dess—Martin
reagensbdl visszamaradt szarmazékokat, igy a beparlast kovetoen tisztan jutunk a termékhez
(36, termelés: 95%). A reakciosorozat eddig a pontig minden vaz esetében megegyezik, ezért a
36-0s aldehidet tekintjiik a reakcionk kulcsintermedierének. Ezen a ponton donthetjiik el, hogy
milyen oldallancot szeretnénk a masik nitrogénatomra bevinni és ennek megfeleléen ezzel
azonos funkcios csoporttal rendelkez6 aminnal reagéltatjuk. Ez a 1épés is, mint az els6 I1épésben,
ujbol egy kondenzacids reakcioval indul, azonban ebben az esetben a keletkezd imint egy
Ugynevezett one-pot reakcidban, natrium-borohidrid segitsegével azonnal aminna redukaljuk
(37, termelés: 57-69%). A keletkezett diamint (37) trietil-ortoformiattal ammonium-klorid
jelenlétében gytrtibe zarjuk, mely reakciod termékeként megkapjuk a karbénjeink prekurzorait

(38, termelés: 80-90%).

5.2.2. Réz-NHC komplexek elddllitisa

A réz-komplexeket a megfeleld imidazolin soikbol allitottuk eld, egy a Nolan(® és
munkatarsai altal kidolgozott mddszer szerint. Ezt a mddszert eredetileg arany-NHC
komplexek szintézisére alkalmazték, azonban a réz-NHC-k szintézise ezekkel analog mddon
kivitelezhet6 volt. Egy Klasszikus in situ karbéngenerélason keresztul torténik szervetlen bazis
jelenlétében, gazmentesitett acetont hasznalva oldoszerként. A reakcid Kkivitelezése inert
koralmenyeket igényel, mivel a keletkezé szabad karbén érzékeny a levegd oxigénjére és

paratartalmara (18. abra).
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18. dbra: A réz-NHC komplexek elballitasa

Egy Schlenk-edénybe bemértiik az imidazolinium sét (38), a réz(l)-kloridot, illetve a
kalium-karbonatot, majd vakuum és nitrogén aram valtogatasaval inertté tettik. Ezt kvetéen
szeptumon keresztiil hozzaadtuk az acetont, amelybdl elbtte intenziv kevertetés mellett
csokkentett nyomason eltavolitottuk az oldott oxigént. Az elegyet 60 °C-ra fiitottiik, és az
imidazolidinium s6 reaktivitasatol fliggéen a teljes konverzio eléréséig kevertettik. Mivel a
reakcio  kovetését gazkromatografias (GC) modszerrel nem lehet mérni  és
folyadékkromatogréafias (HPLC) korilmények kdzott sem tudtuk vizsgalni, mert a komplexek
ezen korulmények kozott nem stabilak, ezért a reakciokdvetésre magneses magrezonancia
spektroszkdpiat (NMR), valamint vékonyréteg-kromatografiat (VRK) hasznaltunk (heptan-
EtOAc; 9:1). A kiindulasi s6 2-es helyzetében 1évé protonjanak kémiai eltolodéasa 8-10 ppm
kdzé esik az NMR mérésékben, melynek eltiinésével jol kovetheté a kiinduldsi anyag
atalakulésa. A teljes konverzi6 elérése utan a termeket mar nem sziikséges inert koriilmenyek
kozt tartani, igy a reakcio végen az elegyhez Celitet adtunk és oszlopkromatografia segitségével
tisztitottuk, diklormetant és metanolt hasznalva eluensként. A nagy tisztasagu, fehér kristalyos

termékeket 37-82 %-o0s termeléssel sikertlt izolalni.

5.2.3. EzUst-NHC komplexek eldallitisa

Az eziist-komplexek eléallitasat szintén irodalmi analogiak alapjan végeztiik.B41 A
reakciot el6szor a kereskedelemben kaphatd 2,6-diizopropilfenil dihidroimidzolium soval

optimaltuk. A reakcidban hasznalt kortilmények a sajat karbénprekurzoraink esetében is
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megbizhatonak bizonyultak. Az ezlst-komplexek eléallitasa gyors és konnyen kivitelezhetd

eljaras, nem igényel inert koriilményeket, tovabba mar szobahémérsékleten lejatszodik.

R - R

) cl .
N N Ag,0 N N
DCM / RT / sbtét
Ag
cl

Termelés: 82-97 %

f a b c d e (SIPr) f (IPr) \
T N NN N

s PAC
\ 45 46 47 48 49 50 J

19. dbra: Az ezlist-NHC komplexek elballitasa

A karbénprekurzort és az eziist-oxidot diklormetanban kevertetjiik szobahdmérsékleten,
fénytol elzarva. Reakcokdvetéshez NMR spektroszkopiat alkalmaztunk. A reakcio lejatszodasa
utdn a reakcidelegyet leszirtiik, majd a szirletet beparoltuk, végiil dietil-éterbol
atkristalyositottuk. Ezzel a médszerrel 82-97 %-o0s termeléssel tudtuk eléallitani a kiillonb6z6

ezust-komplexeket.

5.2.4. Arany-NHC komplexek eloallitdasa

Az arany-komplexek transzmetallalassal allithatdak elé az eziist-komplexekbdl. A
kiindulasi eziist-komplexet barna ivegben, diklormetanban oldottuk és hozzaadtuk a dimetil-
szulfid-arany-kloridot, majd szobahdmérsékleten kevertettik, amig el nem értiikk a teljes
konverziot. A reakciot NMR-rel és VRK-val (heptan-EtOAc 3:7) is kovettik és késznek
tekintettiuk, amikor a VRK-n eltiint az eziist-komplexet jelz6 folt és mar csak az NHC-arany-
komplex volt észlelhet6. A feldolgozasuk egy Celiten vald sziirésbol és dietil-éterbdl torténd
atkristalyositasbol allt. Sziirést kovetéen megkaptuk a szilard, feher terméket, 68-94 %-0s

termeléssel.
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20. &bra: Az arany-NHC komplexek eldallitasa

5.2.5. Platina-NHC komplexek elddllitisa

A platina-komplexeket szintén az ezlst-komplexek transzmetallalasaval allitjuk el6. A
kiindulasi anyagot feloldottuk kloroformban és hozzaadtuk a platina-kloridot. A reakci6é 60°C-
on megy végbe, amely NMR-rel és VRK-val (heptan-EtOAc 1:1) is nyomon kévethet. A
komplexeket oszlopkromatografiaval tisztitottuk (heptan-EtOAc). A platina esetében sajnos az
el6zéeknél joval alacsonyabb 10-39 %-0s termelést tudtunk csak elérni. Ebben az esetben végl

csak dimer komplexeket sikeriilt eléallitanunk.

27



R4

Ry N):\N‘Rz
S T

PtCl
NYN\Rz 2 » Pt
CHCI, / 60 °C CIJ\
Ag
cl Ro~N“ N
R4
/ a (SIPr) b (IPr) \ Termelés: 10-39 %
H H
7 e
Rl
R2

e Te

21. abra: A platina-NHC komplexek elballitasa

5.3. A bioldgiai adatok értékelése

A méréseink kiindulopontjanak egy olyan vazat, illetve annak egy diasztereomer parjat
valasztottunk, amelyet () Katalitikus reakciok vizsgalatakor gyakran hasznalunk a
kutatécsoportunkban. Ezek a vézak jo kiindulasi pontot adtak, hogy a kés6bbiekben, milyen
valtoztatasokat érdemes elvégezni a molekulak fejlesztésénél. Az altalunk valasztott vazak az

--------

=z

csoportot tartalmaztak. Az els6 mérésekben eziist-, arany- és réz-komplexek toxicitasat
vizsgaltuk, amelyek mellé kontrollként ciszplatint hasznaltunk.
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23. &bra: Fém-NHC vegyliletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonb6z6 vegyiiletek IC50 értékeit

abrazoltuk.

A grafikonon a kiilonb6z6 vegytiletek 1C50 értékeit abrazoltuk a fenetil szubsztituenst hordozé NHC
komplexek esetében. Az abran a pirossal jelolt oszlop jel6li a nem rezisztens, parentalis
sejtvonalat, a sarga az MDR1 multidrogrezisztens sejtvonalat, a zold pedig a Dx5,
doxorubicinnel szelektalt, rezisztens sejtvonalat. A ciszplatinhoz hasonlitva az arany

kivételével mindegyik fém-komplexnek jobb a toxicitasa a parentalis sejtvonalon.

Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Agl (45) 19.05 7.30 0.38
Ag2 (46) 8.50 4.22 0.50
Aul (51) 2.40 1.61 0.67
Au2 (52) 2.14 2.13 0.99
Cul (39) 4.90 1.33 0.27
Cu2 (40) 6.88 1.48 0.22
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

1. tblazat: ABCB1-es sejtek rezisztencidja (Ugy szdmoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott
értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

Az abran a pirossal jel6lt oszlop jel6li a nem rezisztens, parentélis sejtvonalat, a sarga

az MDR1 multidrogrezisztens sejtvonalat, a z6ld pedig a Dx5 doxorubicinnel szelektalt,
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rezisztens sejtvonalat. Az 1. tablazat dsszefoglalja a sejtvonalak kozt mért citotoxicitas
hanyadosokat, ebbdl megkapjuk, hogy mekkora egymashoz képest a toxicitasuk. A
ciszplatinhoz hasonlitva az arany kivételével mindegyik fém-komplexnek jobb a toxicitésa a
parentalis sejtvonalon. A rezisztens sejtvonalak esetében, az MDR1-es vonalra szamottevd
rezisztenciat tapasztaltunk, mind a harom fém esetében amelynek kdszonhetden a toxicitasuk
erre a sejtvonalra nagysagrendekkel kisebb volt, mint a ciszplatiné. Ezzel szemben a Dx5-0s
multidrogrezisztens vonalnal amellett, hogy a rezisztencia 6sszemérhetd volt a ciszplatinéval,
egy érdekes jelenségre lettiink figyelmesek. A varttol eltéréen a Dx5 sejtvonalra a molekulaink
joval toxikusabbnak bizonyultak, mint az MDR1-es vonalra. A mérések eredményeibdl
levonhatjuk még azt a konkluziét is, hogy ebben az esetben a nitrogén szubsztituensének
kiralitasa a toxicitas és a rezisztencia szempontjabol Iényegében elhanyagolhato.

Az elsé mérések utan elkezdtiik 1épésrol 1épésre koriiljarni a lehetséges valtoztatasokat
a molekulankon. A valtoztatasokat a kiindulasi alapvazon az 1-es nitrogén szubsztituenseinek

cseréjével kezdtiink. El6szor olyan komplexeket szintetizaltunk, melyek ebben a pozicioban

=z =7

eltérést mutat egy alifas oldallanc egy benzil tipusuval szemben.
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24. abra: Fém-NHC vegyiiletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonb6z6 vegyiiletek IC50 értékeit

abrazoltuk
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Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Ag (48) 5.09 1.85 0.36
Au (54) 1.63 1.21 0.74
Cu (43) 2.68 1.38 0.52
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

2. tablazat: ABCB1-es sejtek rezisztencidja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott
értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

A mérési eredmények alapjan megallapithato, hogy a tendencia hasonlé az eldbbihez,
az ezlst és a réz esetében magasabb a toxicitds, az arany esetében kiugréan magas 1C50
értékeket kaptunk. A Kkialakulé rezisztencia mértéke azonban az MDR1-es vonalra
nagymeértékben csokkent a fenetiles vazakkal mutatott rezisztenciaval szemben. A legnagyobb
kilénbséget mindkét esetben az eziist-komplexek esetében mértiik, azonban mig a fenetiles
molekulanal ez 19.05-sz6rd6s IC50 kilonbség volt, ebben az esetben csak 5.09-szeresnek
adodott.

Emellett kivancsiak voltunk még, mi torténik, ha egy nagyobb térkitdltésti csoportot valasztunk

az 1-es pozicid szubsztituensének, amely ebben az esetben egy naftil-etil-csoport volt.
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25. abra: Fém-NHC vegylletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonboz6 vegyiiletek IC50 értékeit

abrazoltuk
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Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Ag (47) 9.59 6.22 0.65
Au (53) 2.80 2.49 0.89
Cu (44) 9.77 3.43 0.35
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

3. tablazat: ABCB1-es sejtek rezisztencidja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott
értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

Az eziist és a réz esetében hasonld IC50 értékeket kaptunk, az arany ismét alacsonyabb
toxicitast ért el, illetve az eldzéekben is megfigyelt tendencia a rezisztens vonalakra itt is
fennall. Osszehasonlitva az eléz8ekben mértekkel elmondhatjuk, hogy a parentalis vonalon
ezek a vegydletek toxikusabbak voltak a fenetil és terc-butil-etil részletet hordozdknal, azonban

a kialakult rezisztencia a két masik vaznal mértek kozé esik.

Az eddigiekben vizsgalt alifaés és aromas, benzil analdg szubsztituensekkel ellatott
vegyuleteket szerettlik volna kiegésziteni olyan vazakkal is, ahol a vaz mindkét nitrogénen egy
fenil analogot hordoz, mivel ennek az elektronikus, illetve sztérikus hatasa is nagyban eltér az
elébbiekt6l. Az ilyen tipusu vézakra az irodalomban méar vannak jol ismert példak, melyek
kereskedelmi forgalomban is kaphatoak. A vélasztdsunk egy C2 szimmetridval rendelkezd,
mindkét nitrogénjén diizopropil-fenil-csoportot tartalmazé molekuldra esett (26. abra: 1),
illetve mivel ennek a kereskedelmi forgalomban szintén kaphato telitetlen formajat (26. abra:

2) sem vizsgaltuk, igy ezeket is belevettiik a sorozatba.
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26. &bra: Fém-NHC vegyliletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonb6z6 vegyiiletek IC50 értékeit

abrazoltuk
Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Agl (49) 1.61 1.46 0.91
Ag2 (50) 2.40 2.14 0.89
Aul (55) 1.71 2.19 1.28
Au2 (58) 1.95 3.24 1.66
Cul (41) 1.04 1.03 0.99
Cu2 (59) 1.98 1.82 0.92
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

4. tblazat: ABCB1-es sejtek rezisztenciaja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott
értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

Mindegyik esetben elmondhatd, hogy a telitett molekuldk szerepeltek jobban, azon
belil is ismét az ezist és a réz, melyeknek a toxicitdsa nagyobb. Azonban az el6z6ekben
tapasztalt tendencia, hogy az MDR1-es vonalra kialakul rezisztencia jécskan meghaladja a
Dx5-6s vonalét, ebben az esetben mar nem volt igaz. A sejtvonalakon mért 1C50 értékek
hanyadosa a legtobb esetben 1-hez igenkozeli érték volt. Az ezistnél és réznél mindharom
sejtvonalon hasonld mértéki toxicitast mértek, a sorozatbol csak a két arany-komplex logott ki,
melyeket illetéen nagyjabol kétszeres toxicitas kiilonbség volt tapasztalhato a parentalis és az

MDR1 vonalak kozott és nagyjabol haromszoros a Dx5-6s vonallal szemben.
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A szimmetrikus vazakon meért eredményektdl fellelkesiilve, elvégeztink egy
méréssorozatot kiilonb6zo, a legjobb eredményeket mutatd diizopropilfeniles réz-komplexek

analdgjaival, mely a telitett és telitetlen, egy telitetlen dimer és egy a 4-es poziciéban tercbutil-
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27. dbra: Réz-NHC vegyiletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonbozé vegyitiletek 1C50 értékeit

abrazoltuk
Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Cu (60) 2.90 2.88 1.00
Cu (41) 1.04 1.03 0.99
Cu (59) 1.98 1.82 0.92
Cu (61) 37.72 37.03 0.98
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

5. tablazat: ABCB1-es sejtek rezisztenciaja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott
értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

Az abran egyértelmtien latszik, hogy a telitett réz-NHC komplex esetén mérték a
legjobb eredményeket a toxicitast és a rezisztenciat is figyelembe véve. A telitett és telitetlen
gylrit Osszehasonlitva lathatjuk, hogy a telitetlen imidazolin gyiirti esetében csokken a

toxicitas és nagyobb a rezisztencia. Az utolsé komplexet tekintve érdekes eredményt kaptunk,
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a dimer-réz-komplex rendkivil alacsony IC50 értéket ert el, tehat nagyon nagy a toxicitasa a
parentélis sejtvonalon, a két rezisztens vonalra nézve azonban nagysagrendekkel nagyobb,
majdnem 40-szeres az IC50. A fenti mérések alapjan, azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a 4-
es pozicioban talalhato terc-butil-csoport hatranyosan befolyasolja mind a parentalis, mind a
rezisztens vonalakra gyakorolt toxicitast, ezen kivil az MDR1 szubsztrat jellegét is nagy
mértékben noveli a molekulanak, ezért a rezisztencia értékek is magasabbak a szubsztitualatlan
valtozatanal. Hasonlo jelenséget figyelhettiink meg a telitetlen vazat 6sszehasonlitva a telitett
vazzal, béar joval kisebb meértékben. Ezek alapjan ugy veéljuk a tovabbi fejlesztéseket, telitett
szimmetrikusan szubsztitualt vazakon érdemes elvégezni, illetve a dimer altal elért meglepben

alacsony IC50 érték alapjan érdemes a dimerek szintézisével is foglalkozni.

A platina-NHC komplexek megvizsgalasara késobb kerilt sor, igy itt mar a korabban
legjobb értékeket mutatd vazakat néztiik csak meg, a szimmetrikus, kétoldalt diizopropilfenil-
csoportot tartalmazd komplexeket. Sajnos a dolgozat megirasaig nem sikeriilt monomer
komplexet eléallitanunk, azonban a késébbiekben szeretnénk ezekkel kiegésziteni a

méréssorozatot.
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28. abra: Platina-NHC vegyiiletek citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonb6z6 vegyiiletek IC50 értékeit

abrazoltuk
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Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
Pt (56) 1.55 1.72 1.11
Pt (57) 2.75 2.45 0.89
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

6. tablazat: ABCB1-es sejtek rezisztencidja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott

értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

A platina-komplexek estében is viszonylag magas toxicitast tapasztaltunk mindharom

sejtvonalra. A méréssorozat érdekességét az adja, hogy joval alacsonyabb rezisztencia értékeket

kaptunk az elézekben vizsgalt réz-dimer-komplexhez viszonyitva, mind a telitett, mind a

telitetlen vazak esetében. Ami részben igazolta, hogy érdemes a dimer szerkezetekkel is

foglalkozni.

A vizsgalt molekuldk sordbol nem maradhattak ki a fémet nem komplexalé alapvazak

sem. A vézak kozil ismét a legeredményesebb telitett és telitetlen, diizopropil-fenil-csoportot

tartalmazo szimmetrikus vazakat vélasztottuk.
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29. dbra: Sok citotoxicitasa. A grafikonon a kiilonb6z6 vegyiiletek IC50 értékeit abrazoltuk
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Parent-MDR1 Parent-Dx5 MDR1-Dx5
S6 (62) 10.88 20.90 1.92
S6 (63) 15.49 23.44 1.51
Cisplatin (23) 0.85 2.35 2.77

7. tablazat: ABCB1-es sejtek rezisztencidja (Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az MDR1-re kapott

értéket a parentalis értékével, Dx5/Parent és Dx5/MDR1)

A mérések alapjan elmondhato, hogy mindkét molekula nagy meértékben toxikus a

parentalis MES-SA sejtvonalon, azonban a rezisztens vonalakon — mivel szubsztratként

viselkednek — nagysagrendekkel magasabb 1C50-értékeket mértiink, amely jol szemlélteti a fém

centrum fontossagat, hiszen a komplexek esetében nagysagrenddel kisebb a rezisztencia.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran kiilonb6z6, valtozatos szerkezeti NHC-atmenetiféem-komplexet
teszteltlink, hogy feltérképezziik biologia hatasukat egy MES-SA (human méhnyakrak) és ket
rezisztens rakos sejtvonalon. A rezisztens vonalak kozil az egyik, egy az ABCB1 multidrog-
transzportert overexpresszald sejtvonal volt, a masik pedig egy doxorubicinnel szelektélt
sejtvonal, amelyben az ABCBI overexpresszion kivill mas rezisztenciat el6idéz6
mechanizmusok is megjelentek a doxorubicinnel térténd kezelése kdvetkezteben. Elvégeztik
egy arany-, ezlst-, platina- és réz-komplexeket tartalmazd molekulacsalad szintézisét, melyeket
egy egyiittmiikodés keretein belll, egy az ELKH-TTK Gydgyszerrezisztencia Kutatocsoportja

altal fejlesztett citotox assay-ben vizsgaltunk.

A mérések azt mutattak, hogy a toxicitas és a rezisztencia szempontjabol a 4-es
pozicidban szubsztituenst nem hordozé molekulak kedvezébb eredményeket értek el. Tovabba
a nitrogén szubsztituensek kozul a fenil analégok alkalmasabbak lehetnek mind a benzil
analégokkal, mind az alifas szarmazékokkal szemben. A mérések soran megallapitasra kerult
még, hogy az eclballitott molekulak kozil a telitett szimmetrikus komplexek voltak a
legtoxikusabbak, illetve ezek viselkedtek legkevéshé ABCB1 szubsztratként. (30. abra).
Emellett a telitetlen réz dimer komplex kiemelkedé toxicitassal rendelkezett a MES-SA
sejtvonalon (31. &bra).
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30. abra: A telitett gytriis molekulakra kapott értékek Gsszehasonlitasa

MES-SA mCh MES-SA MDR1 mOr Dx5 eGFP
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31. abra: A telitetlen gyiirtis molekulakra kapott értékek sszehasonlitasa

Fontos eredmény még, hogy a komplexeink prekurzoraként szolgalé imidazolinium és
imidazolidinium sok, habar toxikusak a parentalis MES-SA sejtvonalon, a rezisztens vonalakon
a toxicitasuk tébb mint egy nagysagrenddel alacsonyabb, amely jol szemlélteti a fém centrumok

szlikségességét.
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7. Kitekintés

A méréssorozat alapjan elmondhatd, hogy a szimmetrikusan szubsztitualt telitett
molekulaknak vannak a legkiemelkedébb eredményei, ezért ezen molekulakat lenne célszerii
oldhatdésagot noveld csoportok bevitelével, mivel a vizsgalt vegyuleteket, a legtébb esetben
gyenge vizoldhatdsag jellemezte. Tovabba tervezziik a gylirti 4-es pozicidjat szubsztitualni
kiilonb6z6 elektronszivo, ezaltal stabilitast novel6 csoportokkal. Emellett tekintve, hogy egyes
dimer komplex igen alacsony IC50 értéket ért el — alacsony rezisztencia értéke mellett — igy
¢érdemes lehet a jovOben a monomereket dimerekké alakitani és azok bioldgiai hatasait is
vizsgalni. A jovében tervezziik még kiegésziteni a vizsgalt sejtvonalakat is egy — az ELKH-
TTK Gydgyszerrezisztencia Kutatocsoportja altal kifejlesztett — kifejezetten ciszplatin
rezisztens sejtvonallal, amelyen a késobb altalunk vélt legjobb molekuldinkat szeretnénk

tesztelni.

=
N_ N

Solub Y Solub
MCI

Solub: olhatésagot ndveld csoportok

32. dbra: A C2 szimmetriaval rendelkez6 komplexek tervezett modositasai
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8. K@szonetnyilvanitas

EzGton szeretnék koszonetet mondani mindenkinek, aki valamilyen formaban hozzajarult a
dolgozat elkésziiléséhez.
Koszonettel tartozom Dr. Kotschy Andras intézetigazgatonak, amiért lehetévé tette Szamomra,

hogy a Servier Kutatointézetben végezhessem kutatsaimat.

Rendkiviil halas vagyok a témavezetdimnek, Szlavik Martonnak és Dr. Paczal Attilanak, akik
hozzaéllasanak koszonhetéen megtanultam elfogadni, hogy a hibaejtés a fejlddés része, ezaltal
mar batrabban hozok meg 6nall6é dontéseket. Tovabba készondm, hogy mindig szdmithattam a

segitséglkre.

Koszonet illeti az egylittmiikdé partnereinket, Dr. Toth Szilardot, Dr. Fiiredi Andrast és Dr.

Szakéacs Gergelyt, a bioldgiai vizsgalatok elvégzéséért.

Kilon szeretném megkoszonni Dr. Apéti Agotanak, hogy segitett megérteni a dolgozat

biologiai részeben megfogalmazott informéciokat.

Valamint koszondm Galgoczy Grétdnak a helyesirds ellendrzését, és a motivald

beszélgetéseket.
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9. Kiséerleti eredmények

9.1. Altalanos informaciok

A kiindulasi anyagok és a reagensek, amennyiben ezt kilén nem jelzem, kereskedelemben
kaphatdak és tovabbi tisztitas nélkil kertltek felhasznalasra. A reakciokat GC-MS, HPLC-MS

és NMR mérések segitségevel kovettik.

A GC-MS vizsgalatokhoz Agilent 6850 gazkromatografot (15 m x 0.25 mm oszlop, 0.25 mm
HP-5MS bevonat, He vivogaz) és Agilent 5975C tomegspektrométert (Ionforras: EI+, 70 eV,
230°C, quadrupole: 150°C, interface: 300°C) hasznaltunk. A HPLC-MS vizsgalatokat Agilent
Technologies 1200 tipusu folyadék-kromatograffal kapcsolt kvadrupol témeganalizétorral és
kombinalt APCI/ESI ionforrassal végeztik, mellyel negativ és pozitiv modban is képesek
voltunk mérni. Eluensek: A viz, 5% acetonitril, 0,05% TFA; B acetonitril, 5% viz, 0,075%
TFA. A készllék DAD 190-400 nm detektorral is rendelkezett, mellyel 210 és 254 nm-en
detektaltunk. Az NMR spektroszkdpias vizsgalatokat Bruker UltraShield Plus 500 és automata
mintavaltoval felszerelt Bruker UltraShield Plus 400 készuléken végeztilk. Oldoszerként
CDCI3-t és DMSO-d6-ot hasznaltunk. A kémiai eltolddasokat () ppm-ben adtuk meg belsd
standardként az olddszer jeleit felhasznalva; CDCI3 (1H & 7.26 ppm, 13C & 77.16 ppm),
DMSO-d6 (1H 6 2.50 ppm, 13C 6 39.52 ppm). A csatolasi allandokat (J) Hertz-ben (Hz) adtuk
meg. A felhasadasok jelolésére a kovetkezOket alkalmaztuk: s (szingulet), d (dublett), t
(triplett), g (quintet), sp (septet), m (multiplett), br s (széles szingulet), br d (széles dublett), dd
(dublett dublett), td (triplett dublettje), dt (dublett triplettje), tm (triplett multiplettje).

Az oszlop-kromatografias elvalasztasokat Teledyne Isco CombiFlash® Rf tipusu flash-
kormatogréafias készulék segitségével végeztik, Teledyne Isco RediSep® tipusul, normal fazisu
szilikaval toltott oszlopok felhasznalasaval.

A HR-MS méréseket Agilent Technologies 1200 tipust folyadék-kromatogréaffal kapcsolt ESI
ionforrassal rendelkezd Agilent Technologies 6230 TOF LC/MS tipusu tdmeganalizatorral

végeztik.
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9.2. Altalanos eljaras az eziist-NHC komplexek el6allitasara

A megfelelé imidazolidinium sét beoldottuk 5 ml/mmol diklormetanba és 0.55 ekvivalens
ezust-oxidot adtunk hozza. A reakciot 30 percet kevertettiik sotétben szobahémérsékleten. A
reakciokovetés NMR segitségével tortént. A reakcidelegyet szlrtiik, majd a sziirletet beparoltuk

vakuum beparldval. Dietil-éterbol kristalyositottuk, majd kiszlirtiik a terméket.

9.2.1. [1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)imidazol-2-ilidin]-kloro-ezust (49)

Felhasznélt anyagok: 1500 mg (3.512 mmol) (37), 17.6 ml (23269
mg, 274.0 mmol) diklormetan, 448 mg (1.932 mmol) ezist-oxid.
Termelés: 1344 mg (2.517 mmol, 72%) (49). *H NMR (500 MHz,

CDCI3) & ppm 7.41 (t, J = 7.7 Hz, 2 H), 7.25 (d, ] = 7.7 Hz, 4 H),
4.07 (s, 4 H), 3.10-3.01 (m, 4 H), 1.35/1.34 (d+d, J = 6.8 Hz, J = 6.9 Hz, 24 H) *C NMR (500
MHz, CDCI13) & ppm 207.8, 146.5, 134.5, 130.1, 124.7, 53.9, 28.9, 25.5/24.1 HRMS Szamolt
tdmeg: 532.1774 mért = 538.2346

9.2.2. [1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)imidazol-2-ilidin]-kloro-ezust (50)

Felhasznalt anyagok: 1000 mg (2.353 mmol) (38), 11.8 ml (15 590
mg, 183.5 mmol) diklérmetan, 300 mg (1.294 mmol) ezlst-oxid.
Termelés: 1252 mg (2.062 mmol, 88%) (50). *H NMR (500 MHz,

CDCI3) & ppm 7.52 (t, 2 H), 7.31 (d, 4 H), 7.23 (d, 2 H), 2.55 (sp, 2
H), 1.29 (d, 6 H), 1.24 (d, 6 H) 3C NMR (500 MHz, CDCI3) & ppm 184.4, 145.5, 134.5, 130.8,
124.4, 123.6, 28.7, 24.8, 24 HRMS: Szamolt témeg: 530.1618 [M-CI+C2H3N]+ mért =
536.2190

9.3. Altalanos eljaras a platina-NHC komplexek el6allitasara

A Kkiindulasi ezist-komplexet feloldottuk 10 ml/mmol kloroformban és hozzdadtuk a 1.1
ekvivalens platina-dikloridot. A reakciot egy éjszakan at kevertettik 60°C-on. A reakcid
nyomon kovetése NMR-rel és VRK-val tortént. A tisztitast flash oszlopkromatogréafiaval

végeztik, heptant és etil-acetatot hasznalva eluensként.
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9.3.1. bisz[1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)imidaz-2-ilidin]-dikloro-platina (56)
Felhasznalt anyagok: 200 mg (0.375 mmol) (49), 109 mg (0.412
mmol) platina-diklorid, 3.7 mL (5589 mg, 46.82 mmol) kloroform.

Y
Y Termelés: 152 mg (0.145 mmol, 39%) (56). 'H NMR (500 MHz,

dmso-d6) & ppm 7.45 (t, J = 7.7 Hz, 4 H), 7.35 (d, J = 7.7 Hz, 8 H),
P

cr 4 t 4.14 (s, 8 H), 3.15-3.05 (m, 8 H), 1.32/1.24 (d+d, J = 6.8 Hz, ] = 6.8

Hz, 48 H) 13C NMR (500 MHz, dmso-d6) 8 ppm 205.7, 147, 135.2,
130.2, 124.9, 54.3, 28.6, 25.7/24 HRMS Szamolt tsmeg: 1045.5095

N7 N

Felhasznalt anyagok: 230 mg (0.4324 mmol) (50), 4.3 ml (6452 mg,

9.3.2. bisz[1,3-bisz(2,6-diizopropilfenil)imidazol-2-ilidin]-dikloro-platina (57)
54.042 mmol) kloroform, 127 mg (0.4756 mmol) platina-diklorid.
Termelés: 45 mg (0.0431 mmol, 10%) (57). *H NMR (400 MHz,

% é CDCI3) & ppm 7.50 (t, ] = 7.7 Hz, 4 H), 7.30 (d, J = 7.8 Hz, 8 H), 7.21
P

cr (d, J=1.8 Hz, 4 H), 2.60-2.47 (m, 8 H), 1.28/1.22 (d+d, J = 6.8 Hz, J

= 6.8 Hz, 48 H) 13C NMR (400 MHz, CDCI3) & ppm 184.5, 145.6,

-4
<J
\

N
A 1345, 130.8, 124.4, 123.6, 28.7, 24.8/24 HRMS Szémolt tomeg:
1041.4781

9.4. Altalanos eljaras a réz-komplexek el6allitasaral®]

A megfelel6 imidazolidinium sokat (38), 1 ekvivalens réz(l)-kloriddal és 2 ekvivalens kalium-
karbonattal egy Schlenk edénybe mértik, majd az edényt, vakuum és nitrogén &ram
bevezetésével inertizaltuk. Ezt kdvetéen 5 mL/mmol acetont adtunk a keverékhez fecskendd
segitségevel, szeptumon keresztil, majd az elegyet 60°C-ra fiitéttik és az azolium sO
reakcidokészségétdl fiiggben a teljes konverzio eléréséig kevertettilk. A reakciokat NMR
spektroszkdpia segitségével kovettiik.

A reakcioelegyeket hagytuk szobahémérsékletre hiilni €s oszlopkromatografia segitségével

tisztitottuk. A tisztitdshoz dikldrmetant és metanolt hasznaltunk eluensnek.
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9.4.1. [(4S)-4-terc-butil-3-(2,6-diizopropilfenil)-1-[(1S)-1-feniletillimidazolidin-2-
ilidin]-réz-klorid (39)

Gu ~
Cl

Felhasznalt anyagok: 1g (2.3 mmol) (38), 231 mg (2.3 mmol) réz-
klorid, 647 mg (4.6 mmol) kalium-karbonat, 11.7 mL aceton.
Kitermelés: 740 mg (1.5 mmol, 64.5%) (39); *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 7.48-7.37 (m, 5 H), 7.36 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.27
(dd,J=13.2,1.6 Hz, 1 H), 7.25 (dd, J = 13.0, 1.6 Hz, 1 H), 5.42 (q,

J=7.1Hz, 1H),3.90 (dd, J = 12.0, 10.0 Hz, 1 H), 3.65/3.52 (dd+t, J = 12.0, 9.8 Hz, J = 12.0
Hz, 2 H), 3.48-3.42 (m, 1 H), 2.71-2.64 (m, 1 H), 1.75 (d, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.39 (d, J = 6.8 Hz,
3 H), 1.29 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.26 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.11 (d, J = 6.7 Hz, 3 H), 0.73 (s, 9
H); 1*C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 202.4, 146.1, 146.1, 139.6, 137.2, 129.0, 125.0,
124.8, 75.1, 58.1, 46.8, 34.6, 28.4, 27.7, 26.9, 26.0, 25.7, 23.0, 22.9, 17.9.

9.4.2. [(4S)-4-terc-butil-3-(2,6-diizopropilfenil)-1-[(1R)-1-feniletilJimidazolidin-2-
ilidin]-réz-klorid (40)

S

Felhasznalt anyagok: 1g (2.3 mmol) (38), 231 mg (2.3 mmol) réz-
klorid, 647 mg (4.6 mmol) kalium-karbonat, 11.7 mL aceton.
Kitermelés: 790 mg (1.6 mmol, 68.7%) (40); *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 7.49-7.33 (m, 5 H), 7.39-7.37 (m, 1 H), 7.29-7.26
(m, 1 H), 7.26-7.23 (m, 1 H), 5.32 (q, J = 7.0 Hz, 1 H), 4.01-3.91 (m,

1 H), 4.01-3.91/3.27 (m+m, 2 H), 3.43-3.34 (m, 1 H), 2.86-2.74 (m, 1 H), 1.78 (d, J = 7.1 Hz,
3 H), 1.38/1.26 (d+d, J = 6.8 Hz, J = 6.8 Hz, 6 H), 1.32/1.15 (d+d, J = 6.9 Hz, J = 6.7 Hz, 6 H),
0.63 (s, 9 H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-de) § ppm 202.2, 128.1, 125.0, 124.8, 74.6, 58.1,
47.6,28.3, 27.7, 26.8/23.0, 26.0, 25.8/23.2, 18.7.

9.4.3. [(4S)-4-terc-butil-3-(2,6-diizopropilfenil)-1-[(1S)-1-naftiletil]Jimidazolidin-2-
ilidin]-réz-klorid (44)

Y%

u

i

we

Felhasznalt anyagok: 200 mg (0.42 mmol) (38), 41.5 mg (0.42
mmol) réz(l)-klorid, 116 mg (0.84 mmol) kalium-karbonat, 2.1 mL
aceton. Kitermelés: 126 mg (0.23 mmol, 55.7%) (44); *H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 ppm 8.36 (d,J=7.9Hz,1H),7.91(d,J=88Hz1
H), 7.89 (d, J = 10.5 Hz, 1 H), 7.62-7.50 (m, 4 H), 7.32 (t, J = 7.7
Hz, 1H),7.19(dd,J=7.7,15Hz,1H),7.14(dd,J=7.7,15Hz 1

H), 6.23 (q, J = 6.9 Hz, 1 H), 3.89 (dd, J = 12.0, 9.9 Hz, 1 H), 3.60/2.71 (t+dd, J = 11.7 Hz, J =
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11.5, 10.0 Hz, 2 H), 3.48-3.40 (m, 1 H), 2.79-2.71 (m, 1 H), 1.97 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.61/1.25
(d+d, J = 6.8 Hz, J = 6.8 Hz, 6 H), 1.32/1.22 (d+d, J = 6.9 Hz, J = 6.8 Hz, 6 H), 0.40 (s, 9 H);
13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm 203.8, 146.1, 145.4, 133.6, 133.1, 130.9, 129.2, 128.4,
128.7, 126.2, 125.8, 124.8, 124.7, 124.5, 123.9, 123.2, 74.5, 54.7, 46.6, 28.6, 27.7, 27.1/22.8,
25.8, 25.6/23.1, 18.3.

9.4.4. [(4S)-4-tercbutil-3-(2,6-diisopropilfenil)-1-[(1S)-1,2,2-
trimetilpropil]imidazolidin-2-il] réz-klorid (43)

Felhasznalt anyagok: 250 mg (0.61 mmol) (38), 60.8 mg (0.61 mmol)
7§_\ réz(1)-klorid, 169.8 mg (1.22 mmol) kalium-karbonat, 3.0 mL aceton.
NYN\.E)V Kitermelés: 154 mg (0.33 mmol, 53.4%) (43); *H NMR (500 MHz,

Gu CDCl3) & ppm 7.33 (t, J = 7.6 Hz, 1 H), 7.19 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1 H),

¢ 7.14 (dd,J=7.7,1.5Hz, 1 H),4.27 (9, J = 7.3 Hz, 1 H), 4.03 (dd, J =

11.8,10.3 Hz, 1 H), 3.85/3.60 (t+t, J = 11.6, J = 10.8 Hz, 2 H), 3.45 (sp, J =6.9 Hz, 1 H), 2.72
(sp, J=6.8Hz, 1 H), 1.48 (d,J=6.8 Hz,3H), 1.37 (d, J=7.1 Hz,3H), 1.35(d,J = 7.1 Hz, 3
H), 1.32 (d, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.22 (d, J = 6.7 Hz, 3 H), 1.08 (s, 9 H), 0.82 (s, 9 H); °C NMR

(125 MHz, CDCls) & ppm 205.5, 146.4, 145.5, 136.5, 128.7, 124.6, 124.6, 75.3, 64.8, 48.1,
35.1,34.3, 28.6, 27.8, 27.5, 26.7, 26.3, 25.6, 23.2, 22.8, 13.6.

9.4.5. [1,3-bisz(2,6-diisopropilfenil)imidazolidin-2-il] réz-klorid (41)

Felhasznalt anyagok: 1 g (2.34 mmol) 1,3-bis(2,6-diizopropil)-4,5-
dihiroimidazolium klorid (62), 232 mg (2.34 mmol) réz(l)-klorid, 647

\
NYN mg (4.68 mmol) kalium-karbonat, 11.7 mL aceton. Kitermelés: 701
gl“ mg (1.43 mmol, 61.2%) (41); *"H NMR (500 MHz DMSO-ds) & ppm

7.46-7.41 (m, 2 H), 7.33 (d, J = 7.3 Hz, 4 H), 4.07 (s, 4 H), 3.09 (sp, J
= 6.8 Hz, 4 H), 1.31 (d, J = 6.8 Hz, 12 H), 1.26 (d, J = 6.8 Hz, 12 H); 33C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) 3 ppm 200.9, 146.6, 134.7, 129.6, 124.4, 53.7, 28.2, 25.3, 23.5.

9.5. Altalanos eljaras az arany-NHC komplexek eléallitasara

A Kkiindulasi ezist-komplexet beoldottuk 5 ml/mmol diklérmetanba és hozzaadtunk 1
ekvivalens dimetil-szulfid-arany-kloridot. A reakciot szobahémérsékleten kevertettik egy
¢jszakan at. Feldolgozasa soran celiten szirtiik, majd az elegyet vakuum beparlo segitségével

beparoltuk, dietil-éterbdl kikristalyositottuk, végiil pedig kiszirtiik a terméket.
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9.5.1. [1,3-hisz(2,6-diizopropilfenil)imidazolidin-2-ilidin]-kloro-arany (55)

Felhasznalt anyagok: 500 mg (1.1708 mmol) 1,3-bisz(2,6-

N/_\N diizopropilfenil)-4,5-dihidroimidazol-1-ium-klorid  (62), 345 mg
7; (1.1708 mmol) dimetil-szulfid arany-klorid, 324 mg (2.3416 mmol)
¢l kalium-karbonat, 5.85 ml (79.73 mmol) aceton. Kitermelés: 493 mg

(0.7913 mmol, 68%) (55). *H NMR (400 MHz, dmso-d6) § ppm 7.46 (m, 2 H), 7.33 (d, 4 H),
4.12 (s, 4 H), 3.08 (sp, 4 H), 1.32 (d, 12 H), 1.31 (d, 12 H) 3C NMR (400 MHz, dmso-d6) &
ppm 194.1, 130.2, 124.9, 53.9, 28.7, 25.3, 25.2
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