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1. Bevezetés

A vilagunk jelen kordban igen fejlett id6szakat €li, ennek ellenére sajnalatosan még
mindig rengeteg betegség kovetel millionyi emberéletet. A torténelem soran lejatszodott ipari
forradalmakkal egyiitt jart kérnyezetlink fokozott szennyezése, pusztitasa, amely kiilonféle
karos anyagok kibocsatasat jelenti. Ez azonban nem egyediili okozoja a betegségeknek,

korunkban rengeteg olyan konnyen elérhetd arucikk szerezhetd be, amik ehhez hozzajarulnak.

Eurodpai szinten és vilagszinten is a sziv és érrendszeri betegségek okozzak a legtobb
halalesetet. Masodik helyen a kiilonboz6 tipusu rakos megbetegedések allnak. Egy 2017-es
Eurdpa szintli felmérés szerint a sziv és érrendszeri megbetegedések a 4,6 millid Osszes
halalozas 37 szazalékaért feleltek, mig a rakos megbetegedések a 26 szazalékaért. (1. abra) [!)
Magyarorszagon egy 2014-ben végzett felmérés szerint a sziv és érrendszeri megbetegedések
nok esetében a haldlozasok 55 szazalékaért felelosek, férfiak esetében 45 szazalékaért. A
daganatos megbetegedések és komplikacioikbol szarmazé elhaldlozasok a ndk 23 szazalékat,

mig a férfiak 29 szazalékat érintik.!!
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Egy tudatosabb ¢életm6d nagyban hozzdjarulhatna ezeknek az adatoknak a
valtoztatasahoz, viszont nem tekinthetiink el az o6rdkletes és iddskorral kialakuld betegségek
1étezésétdl sem. Utobbi a biszfoszfonatok, dronatok révén kapcsolodik Dolgozatom témdjahoz,
ugyanis az emlitett hatoanyagokat csontritkulas és daganatos megbetegedések kezelésében

lehet alkalmazni.

A Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Szerves Kémia és Technologia
Tankszékének Kornyezetbarat €s Foszforkémiai Kutatdcsoportja mar tobb mint egy évtizede
foglalkozik biszfoszfonsav-szarmazékok kutatasaval, kiilonbozd szarmazékok szintézisével, a
reakciok optimalizalasaval és kornyezetbaratabba tételével. A kutatdsi témak kozott a hidroxi-
biszfoszfonat tipusu vegyiiletek eldallitasa is szerepel, amely témaba ¢én is becsatlakoztam.
Kutatémunkam sordn Arbuzov-reakcidval eldallitott a-oxofoszfonatok dialkil-foszfitokkal és
szekunder foszfin-oxidokkal torténd Pudovik-reakcigjat tanulmanyoztam. A munka soran a
katalizator mennyiségének reakciora gyakorolt hatasat, valamint az atrendez6déssel képzodott
melléktermékek képzOodését vizsgaltam. Az igy szintetizalt biszfoszfonatok tanulmanyozasanak

egyik célja, hogy megfeleld biologiai aktivitassal rendelkez6 vegyiileteket lehessen eldallitani.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A biszfoszfonatok és torténetiik

A biszfoszfonatok viszonylag nagy multtal rendelkeznek, kordbban az irodalomban
difoszfonatként is utaltak rajuk. Az 1800-as években allitottak eld az elsé dronat vegyiileteket,
viszont a gydgyaszatban csak az elmult 50 évben kezdték vizsgalni farmakoldgiai hatdsukat.
Kezdetben korrozidgatloként, valamint komplexalé agensként alkalmaztdk Oket, ezen
tulajdonsagukat még a textilipar €s az olajipar hasznalta ki, valamint miitragyak készitésében
is fontos szerepet toltottek be. Tovabba ,,vizlagyitd” képességiik megakadalyozza a kalcium-

karbont kicsapodasat, amit kelatképzd képességiik révén érnek el. )

Napjainkban egy sereg dronatot tartalmazé gydgyszer van forgalomban, amelyekre
jellemzd a benniik talalhato P-C-P kotés. A természetben talalhato pirofoszfatok (difoszfatok)
stabil analogjainak mondhatok a biszfoszfonatok. A legegyszerlibb ilyen pirofoszfat tipusa
vegyiiletek a difoszfat sok, amelyek szervezetiink biokémiai folyamataiban képzddnek. Egyik
felismert hatdsuk, hogy endogén ,,vizlagyitok”, ami alapjan a meszesedéssel kapcsolatban
vizsgaltak a szoban forgd vegyiiletek szerepkorét. A dronatok fizikai-kémiai tton fejtik ki
meszesedés gatlo hatasukat, miutdn adszorbealddtak valamilyen asvanyi feliiletre, gatoljak a
kristaly novekedését. Ez a felfedezés ahhoz vezetett, hogy mint az analdgnak tekinthetd
vegyiileteknek, a biszfoszfonatoknak a bioldgiai hatasat is vizsgalni kezdték. Az elsd ilyen

cikket 1968-ban publikaltak. [

A kezdeti tanulmanyok megmutattak, hogy a biszfoszfonatok nem csak a lagyszoveti
meszesedést képesek megakadalyozni, hanem gatolni tudjdk a csontok, valamint porcok
rendellenes mineralizacigjat. Nagy mérfoldko volt a torténetiikben az a felfedezés, amikor egy
ujszerti tulajdonsagukat talaltdk meg, amiben hasonlitanak a difoszfat sokra. Ez a tulajdonsag,
hogy képesek meggatolni a hidroxiapatit kristalyok pusztulasat. Csontreszorpcio gatld
hatasukat emiatt is kezdték el vizsgalni. Az osteoclastok altal eldidézett csontbontas ellen

igéretesnek bizonyultak a biszfoszfonatok. [*!

A csontreszorpcio egy olyan folyamat, amelynek soran az osteoclastok, azaz a csontfald
sejtek lebontjdk a csontszovetet. Ez azzal jar, hogy a szervezet szamara felszabadul a
csontallomanyban tarolt kalcium. Az ezzel ellentétes folyamatot csontosoddsnak nevezziik,
amiért az osteoblastok feleldsek. Szervezetiinkben a két folyamat szabalyozasaért a remodeling

a felelds, ami probalja fenntartani a csontunk szilardsadgat és az ionhaztartast. Viszont



hormonalis, valamint életkori valtozasok soran a két folyamat egyensulya felborulhat. Ennek

kovetkezménye lehet csontrikulds vagy a Paget-kor. 4!

Az értékes hatdéanyagok nem csak a csontallomany ritkulasa ellen hasznalhatok, hanem
a csontok daganatos elvaltozasainak kezelésében is. Ennek mechanizmusa teljesen hasonlo6 az
elézéekben leirtakhoz. A biszfoszfonatok kotddnek a csontallomany feliiletéhez, majd a
csontfald sejtekbe endocitozissal keriilnek, ahol gatoljak az osteoclastok miikodését, csokkentik
az ¢lettartamukat, valamint szaporodasukat, ezaltal redukalva a csontreszorpciot. A csokkentett
felszivodas azt jelenti, hogy ha jelen van daganatos csontszdvet a szervezetben, ennek a

felszivodasat, illetve ezaltal az attét képzodés esélyét is csokkentik. !

Molekularis szinten vizsgalva a dronsavak miikodését, hdrom nagy csoportot
kiilonboztethetiink meg, melyeket elsé, masodik és harmadik generacios vegyiileteknek
neveziink. Az els6 csoportba azok a vegyiiletek tartoznak, amelyeknél a kdzponti szénatomon
helyet foglald szubsztituensben nincs jelen N-atom (pl. Clodronat és Etidronat). A masodik
generacidos  vegylletek  azok, amelyek oldallancukban  tartalmaznak  nitrogént
(pl. Pamidronat és Alendronat), a harmadik csoportot pedig azok a vegyiiletek alkotjak,
amelyek N-heterociklusos helyettesitét tartalmaznak a kozponti C-atomon (pl.: Risedronat és
Zoledronat). Az elsé generacios vegyiiletek a pirofoszfathoz hasonloan hatnak. Kiilonb6z6
metabolikus utakon keresztiil az ATP nem hidrolizalhat6 analogjaiba épiilnek. Feltételezhetéen
ezek a metabolitok halmozodnak fel a csontfaldo sejtekben. A felhalmozodés gatolja az
osteoclastok miikodését. A masodik és harmadik csoport tagjai, az elézdvel ellentétben nem
metabolitként fejtik ki a gatlé hatasukat, hanem metabolikus reakcidkat zavarnak meg.
Pontosabban a mevalonat utvonalat, ami a koleszterin €s egyéb szterinek eldallitasaért felelds.
A kiilonboz6 nitrogén tartalmtl biszfoszfonatok gatoljadk az enzimek miikodését, amik a
csontfalo sejtek fontos folyamatait szabdlyozzak, pl. a sejt morfologiat, citoszkeletélis

rendezédést és a membran tulajdonsagokat. ©!

A biszfoszfonatok legnagyobb sikerei koz¢ tartoznak a rendellenes csontreszorpcios
problémak gyogyitasai. Ezek olyan betegségek, ahol az osteoclastok tilmiikodést mutatnak,
mint a Paget-kor, attétes csontdaganat, rosszindulati daganatos megbetegedések
hiperkalcémidja, valamint a csontritkulds. 11 Dronsav-szarmazék van forgalomban kiilonb6zd
orszagokban, kozottik a legjelentdsebbek az Etidronat, Clodronat, Tiludronat, Pamidronat,
Alendronat, Ibandronat, Risedronat, Zoledronat. A betegek altalaban infizion keresztiil kapjak

a hatéanyagot, amely manapsag legtobbszor Pamidronat vagy Zolderonsav. A legfejlettebbnek



a Zoledronat tekinthetd, ugyanis a csont kornyékén 1évo sejtekben minimalis kart okoz és

emellett a legjobb gatlé hatassal is rendelkezik. ¥

2.2. A biszfoszfonatok eloallitasa

Az irodalomban szadmos eldallitdisi modszer talalhatd kiilonbozé biszfoszfonat
vegyliletekre. Két f6 csoportot kiilonbdztethetiink meg a kozponti szénatomon jelenlévd
hidroxil-csoport jelenléte vagy tavolléte szerint. A metilénbiszfoszfonatokat, amelyek kozponti
szénatomjukon nem  tartalmaznak  hidroxilcsoportot,  valamint az  a-hidroxil-

metilénbiszfoszfonatokat, amelyek rendelkeznek ezzel. [}

A metilénbiszfoszfonat-szarmazékok eldallitdsa harom jellemzd moddon torténhet:

dijodmetan felhasznalasdval Arbuzov-reakcion keresztiil, dialkil-foszfitok aldehidre torténd

crcr

A litidlt intermedieren keresztiili reakcid kiindulasi anyaga dialkil-foszfonat (1), amit
litium-diizopropil-amiddal reagaltatva litialt dialkil-foszfonatot kapunk. Az intermedier (2) a

kiindulési anyaggal tovabb reagalva adja az a-szubsztitualt-metilénbiszfoszfonsav-észtert (3).

(2. abra) I8

Os bR
Osp(oR), (FPr)NLI O‘\P(OR')ZCIM)E iOR)z
R THF RTV® R F(OR')z
Li o)
(1) ) 3)
R= alkil, aril, CI

R'=R"= Me, Et, Pr, Bu, Ph

2. dbra: Litialt intermedieren keresztiili biszfoszfonat eléallitas [*!

Egy 1993-ban publikalt kozlemény szerint aldehidbdl (4) kiindulva, dialkil-foszfittal
egy addicids Iépésen keresztiil a-hidroxifoszfonat (5) keletkezik. A hidroxifoszfonat
hidroxilcsoportjat elészor egy jO tavozo csoportta kell alakitani, majd igy a feltételezések
szerint, készséggel reagdl az aktivalt komplex egy kovetkezd dialkil-foszfittal. A keletkezd

termék pedig a tetszélegesen szubsztitualt metilén-biszfoszfonat (6) lehet. (3. abra) ¥
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(ORY, O-

R.c*C HP(O)(OR), R-H-P+_ 1)MsCl, toluol “PORY)
, =2 T Y0 >
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3. dbra: Feltételezett biszfoszfonat szintézis one-pot reakcioban 1

Az Arbuzov-reakcion keresztiili utat valasztva, dijodmetant (7) reagaltatnak 2
ekvivakens trialkil-foszfittal. A metilén-biszfoszfonat szarmazék (8) ezutan a kozponti
szénatomjan keresztiil C-alkilezési reakcioba vihetd. Végeredményként pedig egy

tetszOlegesen szubsztitualt terméket (9) kapunk. (4. abra) [1*]

0. 0.
I 0 “B(OR b(OR
( +2pioR) 190 °CH00e | PO INAR veay i PIOR)
! _P(OR : )

o’ (OR)2 2)r1 O,F’(OR)z
(7) (8) )

R= Me, Et
R'= Bu, farnezilmetil

4. dbra: Dijodmetan és trialkil-foszfitok Arbuzov-reakcioja 1%

Az o-hidroxil-metilénbiszfoszfonatok eldallitasat két jellemzObb kategoriaba
sorolhatjuk, ezek a ,,direkt” (5. abra) és ,,indirekt” (6. abra) szintetikus utak. E16bbi modszer
szerint egy karbonsavat vagy sav-szarmazékot reagaltatnak kiilonbozé foszfor-reagensekkel.
Utoébbi esetben pedig a karbonsav-kloridot Michaelis-Arbuzov reakcioba viszik, és az igy

kapott a-oxofoszfonaton Pudovik-reakciot hajtanak végre dialkil-foszfitokkal vagy szekunder
foszfin-oxidokkal. [111[12]

A ,direkt” eljaras (5. abra) az ipar altal elényben részesitett reakcid, mivel kevesebb
1€pésbdl és tisztitasi folyamatbdl megvaldsithato, mint az ,,indirekt”. A karbonsav, savklorid
vagy savanhidrid (10) reakcidja kiilonboz6d foszfor-reagensekkel, melyek lehetnek foszfor-
halogenidek (jellemzden foszfor-triklorid vagy foszfor-oxiklorid) és foszforossav, az a-hidroxi-
metilénbiszfoszfonat (11) termékhez vezet. (5. abra) Ezzel a modszerrel hidrolizis utan a
végtermékiinkhoz juthatunk. Metanszulfonsav, toloul, klorbenzol, n-oktan gyakori olddszerei a
szintézisnek. Dietil-karbonat hasznalata is el6fordul az irodalomban ,,z0ld” oldoszer
vizsgalataként. A megtalalhaté homérséklet adatok 60-100 °C-os tartomanyba esnek. A leirt

reakcididdk szélesebb skaldn mozognak, par oratdl par napig is tarthat a reakci6. A hidrolizis
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utan egy pH beallitasi 1épés szerepel. A kapott termék ilyenkor még nyersterméknek mindsiil
¢s tovabbi tisztitasi [épésre vagy lépésekre szorul (atkristalyositds vagy kicsapas). A ,,direkt”
eléallitdsi modszer hatranyai kozé tartozik, hogy a reakcidelegy heterogén, viszkdzussa valik
¢s ezaltal egyre nehezebben lesz keverhetd. Tovabbi probléma a kornyezeti terhelés. Az eljaras
soran ugyanis sosav gaz szabadul fel, amit tovabb fokoz a foszfor-reagensek feleslegben torténd
alkalmazédsa, mivel ezek a felszabaduld gaz mennyiségét jelentdsen novelik. Tehat
Osszességében egy heves reakciorol beszEliink, ami megfelel szabalyozast, hiitést igényel a
biztonsagos végrehajtas érdekében. Ez laborméretekben még viszonylag konnyen megoldhato,

iparban viszont mar gondot okozhat. [11-14]

1)P-reagensek Q\
PCl,, H3PO,, POCI P(OH),
r( 3, H3PO3 3), - oH
R* R0 P(OH),
3)pH-allitas d’

(10) 4)tiszitas
R= OH, CI, OC(O)R, OR'

R'="alkil, aril, heteroaril

5. dbra: Direkt eljarassal eldallitott hidroxibiszfoszfonatok [

Az indirekt” eljaras (6. abra) soran két jellegzetes atalakitasrol beszélhetiink, a
Michaelis-Arbuzov-reakciordl, valamint az azt kovetd Pudovik-reakciorol. E10szor savkloridot
(13) allitunk el egy tetszdleges karbonsavbol (12). A kapott savklorid és trialkil-foszfit
Michaelis-Arbuzov-reakcidja soran kapjuk az o-ketofoszfonatot (14). Ezutan a
karbonilcsoporton dialkil-foszfit addicids reakcidja megy végbe. A keletkezd tetszOlegesen
szubsztitualt tetraalkil-biszfoszfonat (15) vegyliletbdl pedig savas hidrolizist kovetden kapjuk
a megfelelé dronsavat (16). (6. a4bra) 1111111211151
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A e R PR
R™ "OH R™ ~Cl R”™ _P(OR'),
Q
(12) (13) (14)
0 Q “P(OH)
HP(O)(OR") P(OR')2  HcIH20 2
R)J\P OR' Et,NH . OH RJVOH
o// ( )2 ¥ /,P(OR')z d’P(OH)z
(14) (15) (16)
R= Me, Ph, Bn
R'= Me, Et

6. abra: Indirekt modszerrel elballitott dronsav szarmazékok 2
2.3. Michaelis-Arbuzov- és Pudovik-reakcio
A Michaelis-Arbuzov-reakcio, rovidebben Arbuzov-reakcid az irodalomban 1898 o6ta
ismert ¢és dokumentalt. August Michaelis fedezte fel eldszor és tanulményozta, majd
munkassagat Aleksandr Arbuzov folytatta és jegyezte le részletesebben. A foszfororganikus
kémia egyik legjobban vizsgalt reakcidja, melyet széles korben hasznalnak kiilonb6zo

foszfonatok, foszfinatok, foszfinsav észterek és foszfin-oxidok szintézisében. [

Az Arbuzov-reakci6 egy rendkiviil sokoldalu reakcié szén-foszfor kotés kialakitasaban,
mely soran egy haromértékii foszforsav-észter és egy alkil-halogenid reagalnak, otértéki
foszforvegyliletet eredményezve egy 1) alkil-halogenid képzddése mellett. Legegyszeriibb
esetben, az atalakulas egy alkil-halogenid ¢€s trialkil-foszfit (17) kozott megy végbe, dialkil-
alkilfoszfonat (18) keletkezésével. A foszfit-észterekbol (17) foszfonatok (18), a foszfonitokbodl
(19) foszfinatok (20) keletkeznek, a foszfinitek (22) pedig foszfin-oxidokka (23) alakulnak.
Altalanosan elmondhat6, hogy az alkil-halogenid alkilcsoportja kapcsolodik a foszforhoz,

mikdzben az onnan levald alkilcsoport a halogénnel sot képez. (7. abra) [16-18]
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OR OR

p. tRX———® L Rp *RX
RO™ “OR 0” "OR
(17) (18)
R R
b, +RX—® L R +RX
RO™ “OR 0~ "OR
(19) (20)
OR R
' +RX— FI”R' + RX
N Pz
R™ "R 0° "R
(21) (22)

7. abra: Michaelis-Arbuzov-reakciok H71118]

A Michaelis-Arbuzov-reakcié sordn SN tipusu nukleofil tamadast indit a foszfor
reagens (17, 19, 21) magéanyos elektronparja az alkil-halogenid a-helyzetii szénatomjan. A
tamadas eredményeként egy foszfonium-so (23) keletkezik, mint intermedier. A halogenid ion
SN> tamadast indit az intermedierben talalhaté egyik alkoxi-csoportra, aminek hatasara pedig

kialakul P=0 kotéssel rendelkezd foszfonat termék (18) és az 1ij alkil-halogenid. (8. abra) [!7]
[18]

A~

R O

T X
Rl odin 0

Pl P —» RO-P-OR

RO OR I I
OR R’
(7) (23) (18)

8. dbra: Michaelis-Arbuzov reakcié mechanizmusa !

A szerves halogéntartalmi vegyiiletek reaktivitasat tekintve elmondhatd, hogy
altalanosan a tercier alkil-halogenidek, aril-halogenidek ¢€s vinil-halogenidek nem reaktivak.
Figyelemre mélto kivételt képeznek a tritil-halogenidek. Heterociklust tartalmaz6 vagy aktivalt
aril-halogenidek képesek reagalni. Az irodalomban leirtdk a jodbenzol és szubsztitualt
szarmazékainak fotolitikus korilmények kozott torténd reakcidjat. Szekunder alkil-
halogenidek gyakran nem vihetok Arbuzov-reakcioba. Reakcioikban alkéneket képeznek, mint
melléktermékek. Allil-halogenidek, primer alkil-halogenidek és acil-halogenidek esetében
konnyen jatszodnak le a reakciok. Arilcsoport egyediili jelenléte esetén, a reakcidban egy stabil
foszfonium-s6 képzodik és normal koriilmények kozott nem lehet tovabb haladni a szintézissel.

A szerves halogéntartalmu vegyiiletek reaktivitasi viszonyat a 9. abran szemléltettem. [1¢!
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@) X R'

)J\>/\ >)\ >)<X

R® X R X R R'" R R"
Rl > RBr > RCI

9. dbra: Relativ reakcioképességi sorrend [

A reakciokban hasznalt foszfortartalmi szerves vegyiiletek altalanos képlete a
kovetkezd: Y1Y2P-OR, ahol Y1 és Y2 lehetnek kiilonb6z6 vagy megegyezo alkil-, alkoxi- vagy
ariloxicsoportok. A reaktivitdst vizsgalva altaldnosan elmondhatd, hogy az elektronszivo
csoportok lassitjdk, mig az elektronkiildd csoportok ndvelik a reakciosebességet. Ez
Osszhangban van azzal a feltételezéssel, miszerint a reakcid sebességét meghatarozo 1€pés a
foszforreagens nukleofil tamadéasa az alkil-halogeniden. A reakcié alifds csoportok esetén
zokkenOmentesen lejatszodik. A foszfit-észterek (17) a legkevésbé reakciokészek az
irodalomban leirt reagensek kozott. Reakcidkban foszfonatok (18) keletkeznek, ennek
eléréshez viszont 120-160 °C-os fiités is szilikséges lehet. A foszfit-észtereknél reaktivabb
vegyliletek a foszfonitok (19), reakcioik végterméke a foszfinatok (20). Az utolsé jelentds
csoport, a foszfinitek (21), a legreaktivabb reagensek. Reakcidjuk sordn mar 45 °C-on foszfin-

oxidokat (22) lehet eldallitani. (7. abra) 1611911201

Pudovik eldszor 1950-ben kezdte el kutatni a késobb rola elnevezett reakcidt. Pudovik-
addicioként is utalnak r4d az irodalomban. A dialkil-foszfitok addicioja karbonil-csoportot
tartalmazé vegyiiletre o-hidroxifoszfonatokat képez. (10. abra, I. reakcid) Abramov egy
hasonlé addicios reakcidt fedezett fel trialkil-foszfitok és karbonilvegyiiletek kozott, igy a
aldehidek ¢s iminek) szoktdk Pudovik-Abramov-reakcioként is illetni. Belathato, hogy a

Pudovik-reakcié egy kdzvetlen és erdteljes modszer foszfor-szén kétések kialakitasara. [21-2%)

A szerves foszforvegyiiletek kémidjaban a Pudovik-reakcid egy sokszinii szintézisut €s
a-amino-metilfoszfonatok eldallitasara is hasznalhatd. Bazikus koriilmények kozott a dialkil-
foszfit egy iminben taldlhatd szén-nitrogén kettés kotésére addicionalodik, ezt

hidrofoszfonilezési reakcionak is nevezhetjiik. (10. abra, II. reakcio) 21122!
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l. ' vagy IR I R
R_R™WIVR H P\i/OH+,P OH
Y7 Y '\1/
v R’ H
PcH + B
Y’IY
Y
R
X=0,8
Y= alkil,alkoxi
R=R'= alkil, aril

10. abra: Pudovik-reakciok %!

Martin Kabachnik és Ellis Fields 1952-ben Pudovik kutatasaitol fiiggetleniil egy
szorosan kapcsolodo reakciot irtak le, melyben hdrom komponens, egy amin, foszfit és szerves
karbonilcsoportot tartalmazo vegyiilet kondenzacidja megy végbe. Ezt a reakciot Kabachnik-

Fields reakcionak hivjak. 2111221

a-Hidroxi-biszfoszfonatok is eldallithatdak Pudovik modszerével. McConnel és Coover
kutatasdban dietil-acetilfoszfonat (14a) dialkil-foszfitokkal torténd reakcidja bazikus
koriilmények kozott a-szubsztitualt-hidroxi-biszfoszonatokhoz (15a) vezetett. (11. abra) A
reakciot dietil-aminnal katalizaltdk és 70 °C-on kevertették. Egy késébbi kutatdsban
felfedezték, hogy atrendezddés is lejatszodhat, ami sordn foszfonat-fosztat (24a) képzodik. Az
atrendezddést uigy probaltak elkeriilni, hogy a reakcid hémérsékletét 80 °C alatt tartottdk, majd
0 °C-on torténd kristalyositassal jutottak a termékhez. Nicholson és Vaughn 1971-ben egy jol
korbejart modszert dolgozott ki, tisztabb hidroxi-biszfoszfonat (15b) kiméletes koriilmények
kozott torténd eldallitdsarol. Dibutil-amin és dimetil-foszfit éteres oldatdhoz csepegtettek

dimetil-benzoilfoszfonatot (14b) 0 °C-on. (11. abra) [23-2¢]

g QHQ
OR'—P—C—P-OR’
o OR'R OR
TR i (13)
R-C-P-OR' + OR'—PH
OR' OR' o H o
(14) T
OR'—P—C-0-P-OR
R= Me R'= Et (a) OR'R  OR
R= Ph R'= Me (b) (24)

11. dbra: a-oxofoszfonatok és dialkil-foszfitok Pudovik-reakcioja ¢!
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2.4. Tanszéki el6zmény

A Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Szerves Kémia és Technologia
Tankszékének Kornyezetbarat és Foszforkémiai Kutatdcsoportja masfél évtizede foglalkozik a
biszfoszfonatok ¢és vegyiiletcsaladjuk  kutatasaval. A hatéanyagok eldallitasanak
tanulmanyozasa, a reakcidé koriilmények optimalizaldsa, valamint 0j eldallitasi lehetoségek

kutatasa mar 2008 ota folyik a kutatocsoportban. 271

A legels6 tanszéki kutatas soran zoledronsav és risendronsav eldallitasat vizsgaltak. Az
irodalomban 1étezd leirdsai az eldallitdisoknak, nem adtak egyhanglan tiszta képet a
koriilményekrol és termelési adatokrol. A célkitiizés ezen okbdl kifolyolag, egy reprodukalhato,
optimalis reakciokoriilményekkel, molaranyokkal ¢és reakcididével rendelkezd leiras

megalkotasa volt. [28]

A szintézist metanszulfonsavas kozegben vizsgéltak. A kiindulasi karbonsavat
kiilonb6z6é molaranyokban reagaltattak foszfor-trikloriddal foszforossav jelenlétében 80 °C-on.
A kiilonb6z6 molaranyokat és reakciokoriilményeket vizsgalva, arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a foszforossav nem vesz részt a reakcidban, amit alacsony nukleofilitdsaval lehet
magyarazni. Az optimalis foszfor-triklorid mennyisége 3,1 molekvivalens, a reakci6idd pedig
3 ora. A reakciot hidrolizis, majd pH allitas kovette. Tisztitasi 1épésként sésav oldatbol torténd
atkristalyositast alkalmaztak. Ezt a modszert késObbiekben kiterjesztették elsé és masodik
generacids dronsavakra is. Feltételezett mechanizmus, hogy a karbonsav (12a-b) és a foszfor-
triklorid reakcidjaban képz6dd savkloridon (13a-b) keresztil megy végbe a reakcio. A
savklorid karbonilcsoportjan tdmad egy 1jabb foszfor-triklorid molekula, igy acil-
foszfoniumsot (25a-b) eredményezve. Egy harmadik foszfor-triklorid molekula valoszintileg
ismét a karbonilcsoporton tdmad, igy biszfoszfonium (26a-b) koztitermékhez vezetve, ami

hidrolizist kdvetden a-hidroxi-metilénbiszfoszfonsavat (16a-b) eredményez. (12. abra) 28!
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N Cl3P
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(a) (b) .
© 3
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12. abra: Biszfoszfonsavak képzédésének feltételezett mechanizmusa
Késobbi kutatasokban, méar nem csak optimalis koriilmények keresése volt a célkitiizés,
hanem alternativ koriilmények és oldoszerek hasznédlata. A kutatocsoportban hangsulyt
fektettek a ,,z01d” oldoszerek vizsgalatara ¢€s alkalmazasara is. Dietil-karbonat alkalmazasa
metanszulfonsavat helyettesité oldoszerként vagy ezen vegyiiletek valamilyen aranyua

keveréke, egy példa a tanszéken végzett zold kutatdsok koziil. 21
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3. Sajat munka

3.1 Célkitiizés

A kutatomunkéam sordn szintetizalt valamennyi vegyiiletet ,,indirekt” Giton allitottam elo.
Ezek sémdja kovette az a-oxofoszfonat (2) eldallitasait Michaelis-Arbuzov reakcioval
savkloridokbol. Ezeket kiinduldsi anyagként Pudovik-reakcidba vittem, igy kapva tetszdleges,
szimmetrikus, illetve aszimmetrikus o-hidroxi-biszfoszfonat (3) tipust vegyiileteket (addukt),
illetve azok atrendez0dott szarmazékait (4). Célunk volt kiilonbozd, az irodalomban eddig még
nem kozolt vegyiiletek eldallitasa, és a reakcio koriilményeinek optimalizalasa a kétféle termék
képzddésére (addukt és atrendezett). A hémérséklet, a reakcididd €s a katalizator mennyiségét
vizsgaltuk, hogy milyen médon befolyasolja az addukt (3) és atrendezddott valtozatanak (4)
aranyat. Ezzel kapcsolatban a csoportunkban maér sziilettek korabban eredmények, melyeket
hasznosithattunk a kutatas soran. *°1 A munka célja ezen feliil minden eldéllitott vegyiiletiink
(3 és 4) biologia aktivitdsdnak vizsgalata volt kiillonb6zd tumoros sejtvonalakon (huméan emld
adenokarcindma, prosztata kissejtes karcindma, tiidd laphamsejtes karcindma, epidermoid
karcindma sejtvonal), valamint a kristalyos szarmazékok egykristaly rontgendiffrakcios

analizise is terveink részét képezte.

3.2. a-Oxofoszfonatok eléallitasa Arbuzov-reakcioval

Az a-oxofoszfonatokat (2 és 3) a korabban ismertetett Arbuzov-reakcio segitségével
allitottuk eld. (13. abra) A megfeleld savkloridhoz (acetil- vagy benzoil-klorid) (1)
csepegtettiik a trialkil-foszfitot 0 °C-on, kb. fél ora alatt. Az adagolas soran heves géazfejlodés
volt tapasztalhatdo. Ezutdn a reakcidelegyet hagytuk szobahdémérsékletre melegedni, ezt
kovetéen pedig még 8 oran keresztil kevertettik. Végiil, az acetilfoszfonatot (2)
vakuumdesztillacioval, a benzoilfoszfonatot (3) pedig oszlopkromatografiaval tisztitottuk meg
szilikagél allofazison, diklormetan (DKM)-MeOH 97:3 térfogataranyu eluenst alkalmazva. A
termékeket (2 és 3) jo termeléssel kaptuk és *'P NMR spektroszkopidval, valamint
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektroszkopiaval (HPLC-MS) azonositottuk.
(1. tablazat)
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0

0 1l 11
y-bogl + P(OR); 0 c Y-C—P-OR
1) OR

Y= Me; R=Me (2)
Y=Me vagy Ph Y=Ph; R=Et (3)

R= Me vagy Et

13. abra: Az o-oxofoszfonatok el6allitasa

1. tablazat: Az eléallitott a-oxofoszfonatok tulajdonsagai

Me Me 70 1,10 -0,95 153 [15]

- Ph Et 73 -1,30  -1,31 243 [31]

3.3. Dimetil-acetilfoszfonat reakcioja dialkil-foszfitokkal és diarilfoszfin-oxidokkal

A Pudovik-reakciok vizsgalatat dimetil-acetilfoszfonat (2) dialkil-foszfitokkal, illetve
diarilfoszfin-oxidokkal torténd atalakitasaval kezdtiik. Reagensként dimetil-, dietil- és dibutil-
foszfitot, valamint difenil-, di-4-tolil-, illetve bisz-3,5-dimetilfenilfoszfin-oxidot alkalmaztunk.
(14. abra) A reakciokat éteres kdzegben hajtottuk végre 0 °C-on, dietil-amin bazis jelenlétében.
Az adduktok (4) atrendezddésének hajlanddsagat a reakcididd, a homérséklet és katalizator
mennyiségének valtoztatasaval vizsgaltuk. A reakcid végbemenetele utdn az elegyet
beparoltuk. Ezt kovetéen 2-3 cm szilikagélen atsziirtiik, majd az igy kapott nyerstermék *'P
NMR spektruma alapjan megéllapitottuk a termékelegy szazalékos Osszetételét. A kapott

eredményeket a 2. tablazatban foglaltam Ossze.

 no
MeO-P-0-C—P-Y
OMe MeY
Tl (I:I) Et,NH 9 oH 9 (5/1)
Me—C—I—OMe + Y—FI’H - MeO—FI’ FI’—Y +
OMe Y ey OMj Y O Me O
-0 Me no1 0
(2) MeO-P—-C-0-P-Y
(4) L H
OMe Y
Y= OMe (a), OEt (b), OBu (c), Ph (d), 4-MePh (e), 3,5-diMePh (f) (5/2)

14. dabra: Dimetil-acetilfoszfonat Pudovik-reakcioja
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2. tablazat: Dimetil-acetilfoszfonat Pudovik-reakcio termékek Osszesito tablazata

MeO 0 8h 5 100 - - 68 (4a)
- MeO 0 8h 40 - 100 75 (5a)
- EtO 0 8h 5 100 - - 80 (4b)
- EtO 0 8h 40 60 32 8 -
- EtO 26  3nap 40 - 83 17 87 (5b)
- BuO 0 8h 5 100 - - 66 (4c)
- BuO 0 8h 40 50 34 16 -
- BuO 26  3nap 40 . 81 19 70 (5¢)
- Ph 0 8h 40 100 - - 64 (4d)
- 4-MePh 0 8h 40 100 - - 62 (4e)
- 3,5-diMePh 0 8h 40 100 - - 69 (4f)

[al A 3IP NMR spektrum relativ intenzitasai alapjan.

Dimetil-acetilfoszfonat és dimetil-foszfit reakcidjadban, 5% dietil-aminnal kizardlag a
vart biszfoszfonat (4a) képzodott 8 oras reakcioidd utan. (2. tablazat, 1. sor) A katalizator
mennyiségét 40%-ra novelve a reakcidelegyben, szelektiven mar csak az atrendezddott

foszfonat-foszfatot (5a) kaptuk. (2. tablazat, 2. sor)

Dietil-foszfit reagenst alkalmazva, 5% bazis jelenlétében, 8 ora kevertetés utan a reakcio
szintén szelektiven a kivant hidroxi-biszfoszfonathoz (4b) vezetett. (2. tablazat, 3. sor) 40%-
ra emelve a katalizator mennyiségét 8 6ra utan még az addukt (4b) volt nagyobb mennyiségben
jelen a termékelegyben. (2. tablazat, 4. sor) A teljes atrendezddést 72 ora

szobahOmérsékleten torténd kevertetés utan sikeriilt elérni. (2. tablazat, 5. sor)

Dibutil-foszfittal is az el6z6h6z hasonl6 eredményt kaptunk. 5% Dietil-amin jelenléte a
reakcioelegyben kizarolag az addukt (4¢) képzodését eredményezte. (2. tablazat, 6. sor) 40%-

ra emelve a katalizator mennyiségét azt tapasztalhattuk, hogy a biszfoszfonat (4¢) és a
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foszfonat-foszfatok (S¢) 1:1 ardnyban voltak jelen a reakcidelegyben. (2. tablazat, 7. sor) A
reakciot megismételve 3 napos szobahdmérsékleten torténd keveréssel, ugyancsak elmondhato,

hogy csak az atrendez6dott vegyiiletek (5¢) voltak jelen a reakcidelegyben. (2. tablazat, 8. sor)

A dietil- és dibutil-foszfittal végzett reakcional az atrendez6dott vegyiiletek (5) kozott
jelen volt mindkét lehetséges izomer (Sb-¢/1 és Sb-¢/2). Lathatjuk, hogy mindkét esetben az
adduktok (4b ¢és 4¢) a MeO csoportokat tartalmazo foszforfunkcid iranyaba rendezddnek at, ezt
azzal magyarazhatjuk, hogy a MeO csoport kevésbé elektronkiildd, mint az EtO vagy BuO, igy
ez a P atom parcialisan pozitivabb, ezért a kdzponti szén atomhoz kapcsoldodd parcidlisan
negativ oxigén atom ebbe az irdnyba fordul szivesebben, igy az 5/1 szarmazékok ardnya

nagyobb a termékelegyben.

Ezutan a dimetil-acetilfoszfonatot (2) kiilonb6z6é diarilfoszfin-oxid szarmazékokkal
(Y=Ph, 4-MePh, 3,5-diMePh) is reakcioba vittilk. Ezekben az esetekben 40% katalizator
alkalmazasakor sem  tapasztaltunk atrendezddést, 0 °C-on éteres  kozegben.
(2. tablazat, 9-11. sor) Az ily modon eléallitott termékek (4d-f) fehér kristalyos vegyiiletek,
valoszinli, hogy a kristdlyosodas gyorsabban végbemegy a reakcioelegyben, mint az

atrendezddési reakcio €s szilard formaban mar nem alakulnak at a termékek (4d-f).

A nyerstermékeket  szilikagél  allofazison  (eluens: DKM-MeOH  97:3)
oszlopkromatografids modszerrel, illetve atkristalyositassal tisztitottuk. Az adduktra és
atrendez6dott izomerjeire szadmitott termelés a 2. tablazatban lathatdé modon 62-87%-os
intervallumba esett. Minden vegyiiletet *'P, 3C és 'H NMR, valamint HRMS segitségével
jellemeztiink. A kristdlyos komponensek esetében olvadaspontot is megadtunk, illetve

egykristaly rontgendiffrakcios analizist is végeztiink.
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3.4. Dietil-benzoilfoszfonat reakcidja diarilfoszfin-oxidokkal

A munkat dietil-benzoilfoszfonat (3) és diarilfoszfin-oxidok Pudovik-reakcidinak
vizsgélataval folytattuk. (15. dbra) Az atalakitasokat éteres kdzegben végeztiik 0 °C-on 40%
dietil-amin jelenlétében, a reakci6idé 8 ora volt. Beparlast kovetden az elegyet 2-3 cm
szilikagélen atsziirtiik, majd a nyerstermékelegy szazalékos dsszetételét a >'P NMR spektrumok

relativ intenzitas értékei alapjan hataroztuk meg. Az eredményeket a 3. tablazat tartalmazza.

2 G Q 40% Et,NH Q 1O Q PhQ
Ph—C-P-OEt + Y-PH = EtO-P-O-C—-P-Y + EtO-P—C-0-P-Y
| I 8h OOC | | | | H |
OEt Y ' OEt PhY OEt Y
(3) Et,O
(6/1) (6/2)

Y= Ph(d), 4-MePh (e), 3,5-diMePh (f)

15. dbra: Dietil-benzoilfoszfonat Pudovik-reakcioja diarilfoszfin-oxidokkal

3. tablazat: Dietil-benzoilfoszfonat és diarilfoszfin-oxidok reakcioinak eredményei

Ph

- 4-MePh 88 12 65 (6e/1)

60 70 (6d)

3,5-diMePh 77 23 72 (6f/1)

[al A 3'P NMR spektrum relativ intenzitasai alapjan.

A reakciok soran az adduktok egyik esetben sem keletkeztek, kizardlag az atrendezodott
izomerek (6) képzddése volt megfigyelhetd. A megnovekedett atrendezddési hajlam a kézponti
szénatomhoz kapcsolddo fenilcsoport elektronszivo képességével, illetve a P-O kotés
kialakulasakor felszabadulo energiaval magyarazhatd, amely kozel 400 kJ/mol. B2 Ezekben az
esetekben oxigén az EtO csoportokat tartalmaz6é P funkcié iranyaba fordul be, ennek

valosziniileg sztérikus okai vannak.

A termékeket (6) oszlopkromatografias modszerrel tisztitottuk meg szilikagél
allotazison, DKM-MeOH 97:3 térfogataranyu eluenst alkalmazva. A vegyiileteket jo
termeléssel (65-72%) kaptuk. A 6d/1 és 6d/2 izomereket egymastdl ilyen koriilmények kozott
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nem tudtuk elvalasztani, jellemzésiiket 6:4 aranyt keverékként végeztik el. Az 6e és 6f
vegyiiletek esetében a 6/1 izomereket tisztan ki tudtuk nyerni és jellemezni >'P, 13C és '"H NMR,

valamint HRMS segitségével.

3.4. Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat

A rontgendiffrakcio egy igen valtozatos vizsgalati mddszer a modern tudomdany
vilagaban, amelyet a természettudomanyok valamennyi &gaban hasznalnak. Az anyag
halmazallapotatol ¢és tulajdonsagaitol fliggden igen kiilonb6zdé vizsgéalati modszereket
alakitottak ki. Kristalyos anyagok vizsgalatara az egykristaly diffrakcids modszert fejlesztették
ki, ami ismeretlen kristadlyszerkezetli egykristalyok hatékony szerkezetmeghatdrozasdban

hasznalhatok. B3

A kutatomunka sordn eldallitott vegyiiletek koziil harom potencialis szarmazék (4d, 4e
¢és 4f) volt alkalmas egykristaly rontgendiffrakcios vizsgalatra. A legtobb termékiink olaj
formajaban jelent meg, mig 4d-f anyagok kristalyos format mutattak. E kettd koziil, acetonbol
torténd atkristalyositasi 1épések utan 4d és 4e vegyiileteket megfeleld kristalymindségben és
szerkezetben kaptuk, hogy az egykristaly rontgendiffrakcios modszerrel analizalni lehessen. A
vizsgalat eredményeként a két termékiink (4d és 4e) molekulaszerkezetérdl és
kristalyszerkezetérdl kaphattunk informaciot. (16-19. dbra) A méréseket Dr. Konstantin
Karaghiosoff kiilfoldi egyiittmiikddo partneriink végezte, a kiértékelésekben pedig Dr. Czugler

Mityés professzor volt segitségiinkre. 3]

Megallapitottuk, hogy 4d vegylilet esetében a molekuldk egymashoz linearisan
kapcsolddnak, H-kotéseken keresztiil. (16-17. abra) 4e Vegylilet eseté¢ben pedig a
kristalyracsban dimereket alkotnak, amelyek egymashoz szintén H-kotésekkel kapcsolddnak.

(18-19. abra)
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16. abra: Dimetil-1-difenilfoszfinoil-1-hidroxi-etilfoszfonat (4d) molekulaszerkezete

17. abra: Dimetil-1-difenilfoszfinoil-1-hidroxi-etilfoszfonat (4d) molekulak hidrogén-k&téseken
keresztiil torténd linearis kapcsolodasa
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19. dbra: Dimetil-1-bisz(4-metilfenil)-foszfinoil-1-hidroxi-etilfoszfonat (4e) molekulak hidrogén-
kotésen keresztiil torténd kapcsolddasa, dimerek 1étrehozasaval

A kristalyszerkezetben két addukt (4e) molekula képez dimert egy aceton molekulaval.

Az aceton molekula az 4tlathatosag kedvéért kimaradt az dbrakrol. (18-19. abra)
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3.5. A termékek bioaktivitasanak vizsgalata
A munka sordn egy 15 tagu vegyiilettarat szintetizaltunk, ami a 20. abran lathato.
Valamennyi hidroxi-metilénbiszfoszfonsav szarmazékot (4a-f), illetve az atrendezddott

specieseket is (5a-c, 6d, 6e/1, 6f/1) citotoxicitasi vizsgalatnak vetettiik ala.

Tl i i he o
H
MeO—F|’—0—$—F|’—OMe MeO—IT—O—Cli—IT—OEt + MeO—IT—ﬁ—O—IT—OEt

OMe Me OMe OMe Me OEt OMe OEt

(5a) (5b/1) (5b/2)

0 0 O Me o}
Il H |l 1 Il
MeO—P—O0—C—P—0OBu *+ MeO—FI’—ﬁ—O—IID—OBu
| I
OMe Me OBu OMe OBu

(5¢/1) (5c/2)

o O Ph O
1 I [l

HoIl
E0—P—0—C—P—Ph + EO—P—C—O—P—Ph
| I

OEt  Ph Ph OEt Ph

(6d/1) (6d/2)

(6e/1) (6f/1)

20. abra: 15 Tagbol allo vegytilettar
A citotoxicitasi vizsgalatokat rutinszeriien hasznaljak kemoterapids gyogyszerek rakos
sejtekkel szembeni hatékonysdganak kiszamitdsara. A citotoxicitas értékelésére az MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium bromid) -tesztet haszndljak, amely a sejtek

¢letképességének meghatarozasara szolgalé modszer. A vizsgélat egy bizonyos szakaszaban
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MTT festékkel kezeljiik a sejteket, amelyet az €16 sejtek mitokondridlis reduktaz enzimjei
formazanna alakitanak. A reakciot szinvaltozas kiséri, amelyet DMSO oldatban kimutathatunk

és fotometrids modszerrel szamszerien meg is hatarozhatunk. 3%

A kisérleteket MDA-MB 231 eml6 adenokarcinoma, A431 epidermoid karcinoma, PC-
3 prosztata adenokarcindma €s Ebc-1 tiidé laphamsejtes karcinoma sejtvonalakon végeztiik el,
¢s megallapitottuk a citosztazis (%) €s 50 %-os inhibitor-koncentracioé (ICso) értékeket. Az
eredményeket a 4. és 5. tablazatokban foglaltam 0&ssze. Citosztdzis alatt a sejtek
novekedésének és szaporodasanak gatlasat értjiik. Az ICso egy kvantitativ mérdszam, amely azt
jelzi, hogy egy adott hatéanyagbol mennyi sziikséges egy adott biologiai folyamat vagy

bioldgiai komponens in vitro 50%-os gatlasahoz.

Az eredmények azt mutattdk, hogy szamos vegyiilet citosztatikus hatast valtott ki a
human tumorsejtvonalakon. Figyelembe véve a citosztazis értékek szazalékos aranyat c=50 pM
koncentraciondl, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy Sb és 6f-1 vegyiiletek mérsékelt
citosztatikus hatast fejtettek ki a sejteken. 4b Addukt hatékony volt az A431 human epidermoid
karcindbma sejteken, és 49,9 %-os citosztazist mutatott. 6d Szdrmazék magasabb citosztazist
indukalt MDA-MB 231 human eml6 adenokarcindma és Ebc-1 human tiidékarcinoma sejteken
(48,9, illetve 45,3%-0s citosztazis), mig 6e-1 kiemelked6 hatast valtott ki ezeken a
sejtvonalakon (citosztazis=69,9, illetve 72,4%). Osszességében az MDA-MB 231 human emld
adenokarcinoma sejtvonal bizonyult a legérzékenyebbnek az Osszes hatékony vegyiiletre. A

c=50 uM koncentracié melletti citosztazis értékeket a 4. tablazat tartalmazza.

A fentebb leirt tendencia beigazolddott, amikor a hatdst a szamitott ICso értékek
alapjan hataroztuk meg. Mig 4a-f ¢és Sa-c  vegyiletek nem  voltak tul
effektivek, addig 6d, 6e-1, 6f-1 vegyiileteknél nagyobb citosztatikus hatast figyeltiink meg.

6f-1 Szarmazéknak kisebb volt a citosztatikus hatasa (1C50=99,5-115,8 uM) , mig az
6e-1 komponens kifejezettebb citosztazist indukalt az A431 sejteken (ICs0=40,4 uM). Az
MDA-MB 231 ¢és Ebc-1 sejteken a leghatékonyabbnak (ICs0=37,8 és 25,9 uM) 6e-1
vegyiilet bizonyult. A vegyiiletek 1Cso értékeit az 5. tablazat foglalja 6ssze. A daunomycint,
egy gyakran hasznalt referenciavegyiiletet, szintén teszteltiink az altalunk alkalmazott

sejtvonalakon. A részletek az 5. tablazat ,,a” 1abjegyzetében talalhatok. 261371
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4. tablazat: Biszfoszfonat vegyiiletek tumorsejtkultarakon vizsgalt citosztazis hatasa
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§. tablazat: A vegyiiletek tumorsejtkultirakon vizsgalt ICso értékei

>250 >250 >250 >250

- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- >250 >250 >250 >250
- 76,7 >250 99,5 40,4
- 37,8 1495 25,9 >250
- 100,7 115,8 94,1 110,7

[l Osszehasonlitas céljabol a fenti sejtvonalak esetében a Daunomycin referenciavegyiilet ICso értékei sorra: 0,20, 4,0, 1,2 és

0,7 uM [36], [37].

A mérések eredményei alapjan 0sszességében megallapithatd, hogy hatékonynak az
aromas egységekkel rendelkezd atrendezddott vegyiiletek mutatkoztak. A vizsgalatokat Dr.
Bdsze Szilvia és Oldhné Dr. Szabd Rita segitségével végeztiik, az ELKH Peptidkémiai
Kutat6csoportjaval egyiittmiikodésben.
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4. Kisérletek részletes leirasa

4.1. A mérések soran alkalmazott késziilékek ismertetése
A 3P, BC, 'H NMR spektrumok Bruker 300, illetve 500 tipusu (*'P: 121,5 MHz,
13C: 75,5 MHz, 'H: 300 MHz, illetve *'P: 202,4 MHz, '3C: 125,7 MHz, 'H: 500 MHz)

spektrométerrel késziiltek, deuteralt kloroformban, a csatolasi allandok Hz-ben értendok.

A folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometridas (HPLC-MS) mérések
Shimadzu LCMS-2020 tipust késziilékkel késziiltek 50-1000 m/z tartomdnyban, amely
Reprospher 100 C18 (5 um; 100x3mm) oszlopot, pozitiv és negativ kettds ionforrast (DUIS)

¢s kvadrupol MS analizatort tartalmaz.

A pontostomeg meghatarozas nagyfelbontast Waters QTOF Premier (Manchester,UK)

tomegspektrométeren, pozitiv elektroporlasztasos iizemmodban tortént.

Az olvadaspont meghatarozas Setaram DSCO92 tipusu késziilékkel tortént, inert nitrogén

atmoszféraban.
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4.2. Eloiratok

Dimetil-acetilfoszfonat (2) eloallitasa

Trimetil-foszfitot (0,05 mol; 5,9 ml) lassan csepegtetiink 0 °C-ra hiit6tt acetil-kloridhoz
(0,05 mol; 3,6 ml) intenziv kevertetés mellett. Az Osszes trimetil-foszfit beadagolasa utan
(koriilbeliil fél ora), az elegyet hagyjuk szobahdmérsékletre melegedni, és még 8 6ran keresztiil
kevertetjiik. A terméket vikuumdesztillacioval tisztitjuk (fp. 110-112 °C/20 Torr; fp. [1°! 82-84
°C/6 Torr).

Termelés: 5,3 g (70%); *'P NMR (CDCI3) § -1,1; & [151-0,95; [M+H]"=153).
Dietil-benzoilfoszfonat (3) eloallitasa

Trietil-foszfitot (0,05 mol; 8,6 ml) lassan csepegtetiink 0 °C-ra hiit6tt benzoil-kloridhoz
(0,05 mol; 5,8 ml) intenziv kevertetés mellett. Az Osszes trimetil-foszfit beadagolasa utan
(koriilbeliil fél ora), reakcidt szobahdmérsékleten folytatjuk 8 oran keresztiil. A terméket
oszlopkromatografids modszerrel tisztitjuk szilikagél alloéfazison, diklormetan-metanol 97:3

aranyu eluenssel.
Termelés: 8,8 g (73%); *'P NMR (CDCI3) § -1,3; & B -1,3; [M+H]"=243.
Tetrametil-a-hidroxi-etilidénbiszfoszfonat (4a)

Dimetil-foszfitot (2,2 mmol; 0,20 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,11 mmol; 0,01
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 aranyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,40 g (68%), *'P NMR (CDCls) & 22,3 1261 §p22,0; '3C NMR (CDCl3) § 20,0 (t,J =
2,2 Hz, CCH3), 54,2 és 54,3 (t, ] = 3,5 Hz, 4 OCH3), 71,7 (t, ] = 156,8 Hz, CCH3); 'H NMR
(CDCl3) & 1,70 (t, J = 16,2 Hz, 3H, CCH3), 3,88-3,93 (m, 12H, OCH3); [M + H]" = 263;
[M + Na]" mer = 285,0272; [M + Na]" e = 285,0269.
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Dietil-dimetil-a-hidroxi-etilidénbiszfoszfonat (4b)

Dietil-foszfitot (2,2 mmol; 0,28 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,11 mmol; 0,01
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 ardnyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,51 g (80%), >'P NMR (CDCl3) p1 19,9 és 8p2 22,7 (d, 2Jpp = 40,1 Hz),B¥ 8p; 20,6
és Sp2 23,4 (Jep = 39,3 Hz); *C NMR (CDCls) § 16,4 (d, J = 5,6 Hz, 2 CHaCH3), 20,4 (s,
CCHs), 54,2 és 54,3 (d,J = 7,1 Hz, 2 OCHs), 63,7 & 63,8 (d, J = 4,9 Hz, 2 OCH>), 71,6 (t, J =
156,4 Hz, CCHs); 'H NMR (CDCl3) 8 1,37 (t, J = 7,0 Hz, 6H, CH.CH), 1,68 (t, J = 16,1 Hz,
3H, CCHs), 3,88 (d, J = 10,5 Hz, 6H, OCH3), 4,21-4,32 (m, 4H, OCH,); [M + H]* = 291;
[M + Na]" mért = 313,0573; [M + Na]" szamitott = 313,0582.

Dibutil-Dimetil-a-hidroxi-etilidénbiszfoszfonat (4¢)

Dibutil-foszfitot (2,2 mmol; 0,43 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,11 mmol; 0,01
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 ardnyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,50 g (66%), >'P NMR (CDCl3) Sp1 19,8 és Sp2 22,8 (d, 2Jpp = 39,3 Hz),1*”! §p1 20,4
és dp2 23,3 (BJpp = 40,1 Hz); '3C NMR (CDCl3) § 13,6 (s, 2 CH,CH3), 18,6 (s, 2 CH,CH3), 20,1
(s, CCH3), 32,5 (d, ] = 5,5 Hz, 2 OCH,CH>), 54,0-54,1 és 54,2-54,3 (m, 2 OCH3), 67,4 (m, 2
OCH,), 71,7 (t, J = 156,1 Hz, CCH3); '"H NMR (CDCl3) § 0,96 (t, J = 7,4 Hz, 6H, 2 CH.CH3),
1,38-1,50 (m, 4H, CH,CH3), 1,63—1,78 (m, 3 + 4H, CCH3 + OCH>CHb>), 3,89 (dd, J; = 10,5
Hz, J» = 1,6 Hz, 6H, OCH;3), 4,16-423 (m, 4H, OCHy); [M + H]" = 347,
[M + Na]" mere = 369,1209; [M + Na]" szamitort = 369,1208.
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Dimetil-1-difenilfoszfinoil-a-hidroxi-etilfoszfonat (4d)

Difenilfoszfin-oxidot (2,2 mmol; 0,44 g) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,88 mmol;
0,09 ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik
a dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8
oran keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A fehér kristalyos terméket

szirtlk, dietil-éterrel mostuk, majd acetonbol torténd atkristalyositassal tisztitottuk.

Termelés: 0,50 g (64%), op: 131-132 °C; 3'P NMR (CDCl) 8p1 23,9 és 8p2 29,0 (d, 2Jpp = 25,4
Hz); '3C NMR (CDCls) & 20,3 (s, CCHz), 53,9 és 54,0 (d, J = 7,4 Hz, 2 OCHs), 74,8 (dd, J; =
154,6 Hz, J, = 79,0 Hz, CCH3), 127,8 és 128,2 (d, J = 11,7 Hz, 2 Cy), 130,4 (dd, ], = 96,9 Hz,
J2=5,5Hz, Cy), 130,8 (d, ] =98,1 Hz, Cy), 131,6 és 131,8 (d, J = 2,8 Hz, 2 Cs), 132,4 és 132,7
(d,J=8,6 Hz, 2 Cp); 'H NMR (CDCls) & 1,65 (t, J = 15,6 Hz, 3H, CCHs), 3,44 és 3,70 (d, ] =
10,6 Hz, 6H, OCHs), 7,40-7,61 (m, 6H, ArH), 8,09 és 8,18 (dd, J, = 11,1 Hz, J,= 6,9 Hz, 4H,
ArHg); [M + H]" = 355; [M + Na]" met = 377,0681; [M + Na]" simitort = 377,0684.

Dimetil-[(1-bisz(4-metilfenil)foszfinoil)-(a-hidroxietil)|-foszfonat (4e)

Bisz-4-metilfenilfoszfin-oxidot (2,2 mmol; 0,50 g) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin
(0,88 mmol; 0,09 ml) 0 °C-ra hiitétt elegy¢hez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez
csepegtetjiik a dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A
reakciot 8 oran keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A fehér kristalyos

terméket szlrtiik, dietil-éterrel mostuk, majd acetonbol torténd atkristalyositassal tisztitottuk.

Termelés: 0,52g (62%), op: 153—154 °C; 3'P NMR (CDCls) 8p1 24,0 és p2 30,2 (d, 2Jpp = 29,0
Hz); >C NMR (CDCl3) & 20,6 (s, CCHs), 21,5 (s, 2 ArCHs), 53,9 &s 54,0 (d, J = 7,4 Hz, 2
OCH:), 74,6 (dd, J1 = 153.7 Hz, J> = 763 Hz, CCH), 127,1 (dd, Ji = 99,4 Hz, J» = 4.9 Hz, Co).
127,2 (d, J = 100,9 Hz, Cy), 128,7 és 128,9 (d, J = 12,1 Hz, 2 Cy), 132,4 &s 132,7 (d, J = 9,1
Hz, 2 Cp), 142,1 & 142,3 (d, J = 2,9 Hz, 2 Cs): "H NMR (CDCls) & 1,61 (t, J = 15,4 Hz, 3H,
CCH3), 2,39 (s, 6H, ArCH3), 3,55 és 3,67 (d, J = 10,6 Hz, 6H, OCHs), 7,27-7,29 (m, 4H, ArH),
7,92 és 8,03 (dd, J1 = 11,0 Hz, J> = 8,0 Hz, 4H, ArHg); [M+H]" = 383; [M+Na] mert = 405,1003;
[M+Na] szamitott = 405,0997.
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Dimetil-|(1-bisz(3,5-dimetilfenil)foszfinoil)-(a-hidroxietil)|-foszfonat (4f)

Bisz-3,5-dimetilfenilfoszfin-oxidot (2,2 mmol; 0,56 g) dietil-éter (10 ml) €s dietil-amin
(0,88 mmol; 0,09 ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez
csepegtetjiik a dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A
reakciot 8 oran keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A fehér kristalyos

terméketszirtiik, dietil-éterrel mostuk, majd acetonbol torténd atkristalyositassal tisztitottuk.

Termelés: 0,62g (69%), op: 161-162 °C; 3'P NMR (CDCls) 8p1 24,3 és 8p2 30,0 (d, 2/pp= 29,0
Hz); 3C NMR (CDCl3) & 20,7 (s, CCHs), 21,3 (s, 4 ArCH3), 53,8 és 54,0 (d, J = 7,4 Hz, 2
OCHs), 74,7 (dd, Ji = 153,6 Hz, J, = 76,3 Hz, CCH3), 129,9 és 130,1 (d,J= 8,7 Hz, 2 Cp) 130,2
(dd, Ji= 95,7 Hz, J,= 5,1 Hz, Cy), 130,5 (d, J = 96,0 Hz, C,), 133,4 és 133,5 (d, J=3,0 Hz, 2
Cs), 137,4 és 137,7 (d,J= 12,4 Hz, 2 C,); 'HNMR (CDCl3) 1,65 (t, J = 14,7 Hz, 3H, CCH3),
2,36 (d,J=5,5 Hz, 12H, ArCHs), 3,52 és 3,70 (d, J= 10,6 Hz, 6H, OCHs), 7,14 (s, 2H, ArHs),
7,67 é 7,77 (d, J = 11,3 Hz, 4H, ArHp); [M+H]" = 411; [M+Na]'menr = 433,1312;
[M+Na]" szamitors = 433,13 10.

Dimetil-1-dimetilfoszfonoil-etilfoszfat (5a)

Dimetil-foszfitot (2,2 mmol; 0,20 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,88 mmol; 0,09
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 ardnyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,43g (75%), 'P NMR (CDCls) 8p1 1,1 és 8p2 22,5 (d, 3Jpp = 30,1 Hz),1*0 §p; 0,4 és
8p221,9 (d, 3Jpp = 29,3 Hz); *C NMR (CDCL) 5 16,6 (s, CCHs), 53,4 és 53,6 (dd, J1 = 6,8 Hz,
Jo=3,8 Hz, 2 OCHa); 54,4 és 54,6 (dd, J1 = 6,3 Hz, Jo= 3,6 Hz, 2 OCH:), 69,1 (dd, Ji = 174,1
Hz, J» = 6,9 Hz, CH); '"HNMR (CDCl3) 8 1,61 (dd, J: = 16,7 Hz, J» = 7,1 Hz, 3H, CCH3), 3,77—
3,84 (m, 12H, OCHs), 4,63-4,91 (m, 1H, CH); [M+H]" = 263; [M+Na] mer = 285,0268;
[M+Na]" szamitors = 285,0269.
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Dimetil-1-dietilfoszfonoil-etilfoszfat (5b-1) és Dietil-1-dimetilfoszfonoil-etilfoszfat (Sb-2)

Dietil-foszfitot (2,2 mmol; 0,30 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,88 mmol; 0,09
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 ardnyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,56g (87%), major (83%): *'P NMR (CDCls) 8p1 1,0 és Sp2 20,0 (*Jpp = 31,3 Hz);
BC NMR (CDCl3) 8 16,38 és 16,43 (d, J= 5,5 Hz, 2 CH2CH3), 16,6 (s, CCH3), 54,4 és 54,5 (d,
J=16,2 Hz, 2 OCH3), 63,0 és 63,1 (d, J = 6,5 Hz, 2 OCH>), 69,4 (dd, J1 = 174,5 Hz, J>= 6,8
Hz, CH); '"H NMR (CDCl3) § 1,32 (t,J = 7,0 Hz, 6H, CH.CH5), 1,54 (dd, J: = 16,7 Hz, J» = 7,0
Hz, 3H, CCH3), 3,75 és 3,77 (d, J = 11,5 Hz, 6H, OCH3), 4,13-4,20 (m, 4H, CH>CH3); 4,62—
4,72 (m, 1H, CH); minor (17%): 8p1 —1,3 és Sp2 22,6 (*Jep = 31,0 Hz); *C NMR (CDCl3) § 16,0
(d, J= 6,8 Hz, 2 CH2CH3), 16,6 (s, CCH3), 53,4 és 53,6 (d, J = 6,5 Hz, 2 OCH3), 64,1 és 64,2
(d,J=6,1 Hz, 2 OCH>), 68,8 (dd, /i1 = 174,1 Hz, J>» = 7,0 Hz, CH); 'H NMR (CDCls) & 3,80 és
3,81 (d, J=10,7 Hz, 6H, OCH3). A tobbi jel megegyezett a f6 izomer jeleivel;, [M+H]" = 291;
[M+Na] mere = 313,0581; [M+Na]szamitort = 313,0582.

Dimetil-1-dibutilfoszfonoil-etilfoszfat (S5c-1) és Dibutil-1-dimetilfoszfonoil-etilfoszfat (5c-
2)

Dibutil-foszfitot (2,2 mmol; 0,43 ml) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,88 mmol; 0,09
ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik a
dimetil-acetilfoszfonat (2,2 mmol; 0,33 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakcidt 8 dran
keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket oszlopkromatografias
modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3 ardnyu eluenst

alkalmazva.

Termelés: 0,53g (70%), major (81%) *'P NMR (CDCls) &p; 1.1 és Sp2 20.0 (Jpp = 31.6 Hz);
13C NMR (CDCl3) 8 13,5 (s, 2 CH>CHs), 16.7 (s, CCHz), 18.6 (s, 2 CH:CHs), 32.5 és 32,6 (d,
J =32 Hz, 2 OCH2CHy), 54.3-54 4 és 54.5-54.6 (m, 2 OCHz), 66.4-66.9 (m, 2 OCHa), 69,5
(dd, Ji = 174.6 Hz, J» = 6.9 Hz, CH): "H NMR (CDCL3) 8 0,96 (t, J = 7.9 Hz, 6H, CH:CH),
1,40-1,47 (m, 4H, CH>CHs), 1,60 (dd, Ji = 16,5 Hz, J» = 7,1 Hz, 3H, CCH3), 1,67-1,72 (m,
4H, OCH,CH>), 3,80 ¢s 3,83 (d, /= 11,5 Hz, 6H, OCH3), 4,04—4,20 (m, 4H, OCH>), 4,66—4,78
(m, 1H, CH); minor (19%) 3'P NMR (CDCls) 8p1 ~0,9 &s 8p2 22,8 (Jep = 31,4 Hz); 13C NMR
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(CDCl3) 6 68,8 (dd, Ji1 = 174,1 Hz, J> = 7,1 Hz, CH), A tobbi jel megegyezett a f6 izomer
jeleivel; '"H NMR (CDCl3) & 3,85 és 3,86 (d, J = 10,5 Hz, 6H, OCH3), A tobbi jel megegyezett
a 6 izomer jeleivel; [M+H]" = 347; [M+Na] mer = 369,1201; [M+Na]" szamitort = 369,1208.

Dietil-difenilfoszfinoil-benzilfoszfat (6d-1) és Dietil-difenil-foszfinoiloxi-benzilfoszfonat

(6d-2)

Difenilfoszfin-oxidot (1,5 mmol; 0,30 g) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin (0,60 mmol;
0,06 ml) 0 °C-ra hiitott elegyéhez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez csepegtetjiik
a dietil-benzoilfoszfonat (1,5 mmol; 0,36 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A reakciot 8
oran keresztil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket
oszlopkromatografids modszerrel tisztitjuk szilikagél alloéfazison, diklormetan-metanol 97:3

aranyu eluenst alkalmazva.

Termelés: 0,47 g (70%), major (60%): *'P NMR (CDCls) §p1 —1,5 és 8p2 28,6 (*Jpp = 31,3 Hz);
13C NMR (CDCls) 6 15,6 és 15,8 (d, J = 7,4 Hz, 2 CH,CH3), 63,8 és 63,9 (d, J = 6,0 Hz, 2
OCH»), 77,4 (dd, J1= 85,7 Hz, Jo= 7,9 Hz, CH), Az aromas tartomany meglehetdsen 0sszetett
volt & 128,0-132,6 kozott; 'H NMR (CDCl3) § 0,90 és 0,96 (t, J= 7,1 Hz, 6H, CH.CH3), 3,41
3,70 (m, 4H, OCH>), 6,06 (dd, /1 =9,7 Hz, J» = 4,4 Hz, 1H, CH), aroméan tartomény: 7,15-7,98
(m, 15H, ArH); minor (40%): *'P NMR (CDCls) 8p1 17,2 és 8p2 34,7 (Jpp = 26,7 Hz); 3C NMR
(CDCl3) 6 16,2 és 16,3 (d, J = 5,8 Hz, 2 CH2CH3), 63,3 és 63,5 (d, J = 6,9 Hz, 2 OCH>»), 72,0
(dd, J1=172,6 Hz, J> =7,0 Hz, CH), Az aromas tartomany meglehetdsen dsszetett volt 6 128,0—
132,6 kdzott; 'H NMR (CDCls) 6 1,09 és 1,18 (t, J= 7,1 Hz, 6H, CH.CH3), 3,78-4,15 (m, 4H,
OCHb), 5,63 (dd, J1= 13,5 Hz, /= 11,2 Hz, 1H, CH), aroman tartomany: 7,15-7,98 (m, 15H,
ArH); [M+H]" = 445; [M+Na] " mer = 467,1154; [M+Na]" szamiton = 467,1153.

Dietil-1-bisz-4-metilfenilfoszfinoil-benzilfoszfat (6e-1)

Bisz(4-metilfenil)foszfin-oxidot (1,5 mmol; 0,35 g) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin
(0,60 mmol; 0,06 ml) 0 °C-ra hiitott elegy¢hez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez
csepegtetjiik a dietil-benzoilfoszfonat (1,5 mmol; 0,36 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A
reakciot 8 oran keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket
oszlopkromatografias modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3

aranyu eluenst alkalmazva.

Termelés: 0,40 g (65%), *'P NMR (CDCl3) 8p1 —1,3 és 8p2 29,0 (Jep = 31,4 Hz); 3C NMR
(CDCl3) § 15,6 és 15,7 (d, J=7,4 Hz, 2 CH,CH3), 21,6 (d, J=9,8 Hz, 2 ArCH3), 63,8 és 63.9
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(d, J = 5,9 Hz, 2 OCH»), 77,6 (dd, J1 = 85,3 Hz, J> = 8,0 Hz, CH), Az aromas tartomany
meglehetésen dsszetett volt & 124,6-142,9 kozdtt; 'H NMR (CDCls) § 0,94 és 1,00 (t, J = 7,3
Hz, 6H, CH.CH3), 2,35 és 2,42 (s, 6H, ArCH3), 3,46-3,74 (m, OCH>), 6,03 (dd, J1 =9,8 Hz, J»
=4,5 Hz, 1H, CH), aromas tartomany: 7,18-7,33 (m, 9H, ArH), 7,55 és 7,83 (dd, J1 = 11,1 Hz
J>=8,1 Hz, 4H, ArHp); [M+H]" = 473; [M+Na] mer = 495,1467; [M+Na] szamitort = 495,1466.

Dietil-1-bisz-3,5-dimetilfenilfoszfinoil-benzilfoszfat (6f-1)

Bisz(3,5-dimetilfenil)foszfin-oxidot (1,5 mmol; 0,40 g) dietil-éter (10 ml) és dietil-amin
(0,60 mmol; 0,06 ml) 0 °C-ra hiitott elegy¢hez adunk. Intenziv kevertetés mellett az elegyhez
csepegtetjiik a dietil-benzoilfoszfonat (1,5 mmol; 0,36 g) 3 ml dietil-éterrel késziilt oldatat. A
reakciot 8 oran keresztiil, 0 °C-on folytatjuk, majd az elegyet beparoljuk. A terméket
oszlopkromatografias modszerrel tisztitjuk szilikagél allofazison, diklormetan-metanol 97:3

aranyu eluenst alkalmazva.

Termelés: 0,42 g (72%), *'P NMR (CDCls) 8p1 —1,2 és p2 29,1 (*Jpp = 30,9 Hz); '3C NMR
(CDCl3) 6 15,6 ¢s 15,8 (d, J= 7,5 Hz, 2 CH2CH3), 21,2 (d, J= 13,3 Hz, 4 ArCH3), 63,6 és 63,8
(d, J=5,9 Hz, 2 OCH»), 77,4 (dd, Ji1 = 84,8 Hz, J> = 8,0 Hz, CH), Az aromas tartomany
meglehetésen dsszetett volt § 128,0—138,2 kozdtt; 'H NMR (CDCls) § 0,95 és 1,04 (t, J = 7,4
Hz, 6H, CH2.CHs), 2,27 és 2,40 (s, 12H, ArCH3), 3,48-3,76 (m, 4H, OCH>), 6,06 (dd, J1=9,7
Hz, J» = 3,1 Hz, 1H, CH), aromas tartomany: 7,22-7,34 (m, 9H, ArH), 7,61 (d, J = 11,7 Hz,
2H, ArHg); [M+H]" = 501; [M+Na] " mert = 523,1771; [M+Na] " szamitore = 523,1779.

38



4.3. Egykristaly rontgen diffrakcios vizsgalatok.

A rontgen diffrakcios vizsgalatokhoz sziikséges kristalyokat acetonbdl torténd lassu
kristalyositassal nyertiik. A kristalyokat perfluorozott olajba juttattuk, majd a megfeleld
egykristalyt vékony liveghuzal tetejére rogzitettiik. Oxford Xcalibur 3 tipusu diffraktométeren
tortént az adatgyiijtés, ami Spellman generatorral (50 kVm 40 ma) és Kappa CCD detektorral

volt ellatva. Az adatgytijtést Mo-K, (A =0,71071 A) sugarzas mellett végeztiik.

Az adatgylijtés a CrysAlisPro szoftverrel tortént. Multiscan modszerrel végeztiik az

abszorpcios korrekciot. A szerkezet megfejtése ¢és finomitasa SHELXS-97 program

segitségével tortént, a végso ellendrzés PLATON programmal tortént. [41-44]

6. Tablazat: Rontgen adatgyiijtés és szerkezet finomitas részletei
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4.3. In Vitro Citosztazis Assay

Az in vitro citosztazis vizsgalatokat MDA-MB 231 human eml6 adenokarcinoma, PC-
3 prosztata kissejtes karcindma, tiido laphamsejtes karcindma, A431 epidermoid karcindéma
sejtvonalakon végezték. A sejteket 10% FBS, 2 mM L-glutamin, penicillin (50 IU/mL)-
sztreptomicin (50 pg/mL) antibiotikum keverék és 1 mM nétrium-piruvat és 1%-os nem
esszencidlis aminosav keverékével kiegészitett DMEM kozegében tenyésztették. A sejteket
37 °C-0s 5% CO, tartalmi pards légkorben taroltak. Osszefolyd sejttenyészeti allapot
elérésekor tripszinezéssel gylijtotték be a sejteket és felvitték ket 96 lyuku platekre. 37 °C-os
kornyezetben 24 oran keresztiil tartott a folyamat, majd a tenyészeti kozeget eltavolitottak.
Szérummentes kozegben a sejtkultirdkat a kiilonbozé molekuldk 2, 10, 50 ¢és
250 uM koncentracioja oldataival kezelték. (A kezeld oldat 1 V/V % DMSO-t tartalmazott). A
kontroll sejteket ugyanolyan szérummentes kdzeggel vagy 1V/V % DMSO oldataval kezelték
megegyez0 koriilmények kozott. Egy ejszakan keresztiil tartd inkubdalds utan, szérummentes
kozeggel kétszer mostak a sejtkultardkat majd hagytdk ket szaporodni 72 6raig egy 10%-o0s
szérumot tartalmazé kozegben 37 °C-on. Minden sejtkultirdhoz MTT oldatot (0,37 mg/mL)
juttattak és tovabbi 3 ordig inkubaltak. 5 perc 900*g centrifugalasi utan a felszinen sz6 réteget
eltavolitottdk. A keletkezett formazan kristalyokat 100 pL DMSO oldatdban oldottdk fel és
ELISA Olvaso késziilékkel mérték az optikai stirtiséget 540 nm-es detektaldsi hullamhosszon,
620 nm referencia hullamhossz mellett. A 620 nm-en kapott optikai siiriség adatait kivontak
az 540 nm-en kapott adatokbol. Ezt a korrigdlt optikai stirliséget felhasznalva, a kovetkezd

moddon szamoltak a citosztazis hatast: (4541
Citosztazis (%) = [1 — (ODxkezelt / ODkontro)] x 100

ahol, az ODxezclt @ hatoanyaggal kezelt sejtkultiura optikai stirliségi adata, az ODxontrol pedig a
kontroll plate optikai slriiség adata. Minden esetben két egymastol fiiggetlen kisérletet
végeztek, négy parhuzamos méréssel. A statisztikai adatok elemzését Student-féle t-probaval
végezték 95%-0s megbizhatosagi szinten. Az 50%-os inhibitor koncentracié (ICso) értékeket
dozis-valasz gorbe segitségével hataroztdk meg. A citosztazist a koncentracid fiiggvényeként

abrazoltak, amire Microcal™ Origin 2018 szoftverrel szigmoid-gorbét illesztettek. 481141
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5. Osszefoglalas

Az osteoporosis €s mas csontbetegségek (pl. daganatok) gyogyszeres kezelésében a
biszfoszfonsav-szarmazékok 1igen hatdsosnak bizonyultak, ezért minél hatékonyabb
eldallitasuk kulcsfontossagu feladat. A hatéanyagok leggyakoribb €s az iparban is alkalmazott
szintézise soran valamilyen karbonsavat vagy savszarmazékokat (savklorid, savanhidrid)
reagaltatnak kiilonb6z6 P-reagensekkel, jellemzden foszfor-trikloriddal és foszforossavval. A
vegyiiletek szintézisére mas modszerek is rendelkezésiinkre allnak. Az a-oxofoszfonatok és
dialkil-foszfitok Pudovik-reakcidjaval hidroxi-metilénbiszfoszfonatokat allithatunk eld,
amelybdl hidrolizissel nyerheték az értékes dronsavak. A reakcid viszont optimalizalasra

szorul, ugyanis atrendezddés is kisérheti az addukt képzddését. (21. abra)

Kutatomunkam soran acetil-klorid, valamint benzoil-klorid trialkil-foszfitokkal torténd
Arbuzov-reakciojaval a-oxofoszfonatokat képeztem, majd azokat dialkil-foszfitokkal
(Z=OMe, OEt, OBu) ¢és diarilfoszfin-oxidokkal (Z=Ph, 4-MePh, 3,5-diMePh) reagaltattam
dietil-amin jelenlétében, kiillonbozo koriilmények (hémérséklet, olddszer és modlarany) kozott,
amikoris adduktok ¢és atrendezddott szarmazékok képzdodtek. A kétféle (addukt és
atrendezddott) termék képzodésére optimalizalt koriilményeket a katalizator mennyiségének €s
a hdmérséklet valtoztatisaval hataroztuk meg, csoportunk elézményeit is felhasznalva. B% A
modszerrel egy 15 tagh vegyiilettarat (20. abra) szintetizaltunk, amelybdl a legtobb szarmazék

még nem volt ismert az irodalomban.

n H I
2,POH 9 C|)H (I)I (RO)2P—CIJ—O—P22
11l
Y-C-P(OR), —— (RO)P—C—PZ, Y
Et,NH v
[l H (I?
Y= Me vagy Ph (RO),P—O—C—PZ,
Z=OMe, OEt, O"Bu, Ph, 4-MePh, 3,5-diMePh Y
R=Me, Et

21. dbra: Altalanos el6allitasi reakcidegyenlet
Az eldallitott vegyiileteket 3'P, *C, 'H NMR és tomegspektroszkopiaval (HRMS)
jellemeztiik, illetve adott esetben olvadaspontot is megadtunk, illetve egykristaly
rontgendiffrakcios analizist is végeztiink Dr. Konstantin Karaghiosoff és Dr. Czugler Matyas
professzor kozremiikddésével. Négy kiillonbozé sejtvonalon (human emlé adenokarcindma,
prosztata kissejtes karcinoma, tiidoé laphamsejtes karcinoma, epidermoid karcindma sejtvonal)

citotoxicitds vizsgéalatoknak is alavetettiik vegyiileteinket. Az eredmények alapjan
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elmondhatjuk, hogy az aromdas egységekkel rendelkezd atrendez0dott szarmazékok
mutatkoztak a leghatékonyabbnak. A vizsgalatok soran Dr. Bdsze Szilvia és Olahné Dr. Szabo

Rita voltak segitségiinkre.

A munkabél a kézelmultban nemzetkdzi folyéiratcikk % is sziiletett, valamint 1 hazai
szobeli eldadasnak és 2 poszterprezentacionak lettem tarsszerzdje és Intézményi Tudomanyos

Didkkori Konferencian III. helyezést értem el.
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