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N-heterocyklické karbenové (NHC) komplexy zlata v
oxida¢nim stupni +I s deprotonizovanymi bicyklickymi
monodentatné se koordinujicimi N-donorovymi ligandy
obecného slozeni [Au(NHC)(L)] I, vyjadreného
strukturnim vzorcem II, kde symbol L piedstavuje derivat
N1-deprotonizovaného 7-azaindolu strukturniho vzorce
IIT vazany na atom zlata pfes atom dusiku N1 nebo
derivat N9-deprotonizovaného 9H-purinu strukturniho
vzorce IV vazany na atom zlata pres atom dusiku N9, kde
skupina X predstavuje atom vodiku nebo atom halogenu
vybrany ze skupiny fluor, chlor, brom, jéd; skupina A
predstavuje atom siry nebo skupinu NH; substituent R1 je
atom vodiku nebo rozvétveny nebo nerozvétveny
uhlovodikovy fetézec tvofeny z 1 az 6 atom uhliku;
substituent R2 je atom vodiku nebo atom fluoru nebo
trifluoromethylova skupina; a krystalosolvaty komplexi
zlata strukturniho vzorce II, jejichz slozeni vyjadiuje
vzorec [Au(NHC)(L)].nSolv, kde n udava pocet
krystalosolvatovych molekul, ktery je 1 az 2, a Solv je
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N-heterocyklické karbenové komplexy zlata s bicyklickymi N-donorovymi ligandy a pouZiti
téchto komplexii pro pripravu 1é¢iv k protinadorové terapii

Oblast techniky

Piedlozeny vynalez, spadajici do oblasti 1é¢iv nadorovych onemocnéni na bazi koordinacnich
sloucenin zlata v oxida¢nim stupni +I se zabyva protinadorové u¢innymi N-heterocyklickymi
karbenovymi (NHC) zlatnymi komplexy s deprotonizovanymi bicyklickymi monodentatnimi N-
donorovymi ligandy a jejich pouZitim k pfipravé 1é¢iv v protinadorové terapii, konkrétné pak pro
lécbu karcinomu vajecnikii a/nebo karcinomu vajecnikii rezistentnimu Vvic¢i cisplatiné a/nebo
lidského osteosarkomu.

Dosavadni stav techniky

V soudobé konvencni farmakoterapii (ATC klasifikace WHO, 2018) se uziva zlata a komplexi
zlata pouze v indikacich souvisejicich se zanétlivymi onemocnénimi, konkrétné pak injekci
koloidalniho zlata '"®*Au pro radiaéni synovektomii (ATC kod V10AX06) a komplexl zlata v
oxidacnim stupni +I jako jsou Natrium-Aurothiomalat (ATC kod MOI1CBO1), Natrium-
Aurothiosulfat (ATC kod MO01CB02), Aurothioglukosa (ATC kéd M01CB04) a Aurotioprol
(ATC kod MO1CBO05) v injek¢ni aplikaéni formé, a Auranofin (ATC kéd MO1CBO03) v peroralni
formé k chrysoterapii zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni (Bykerk V.P. 55 -
Nonimmunosuppressive disease-modifying antirheumatic drugs. In: Hochberg M.C. et al. (Eds.),
Rheumatology, 6th ed. Vol. 1, Elsevier: Amsterdam, 2015, pp. 434-442). Mimoto je v
soucasnosti evidovano 14 klinickych studii (ClinicalTrials.gov, National Library of Medicine,
USA), zabyvajicich se zejména pouZzitim Auranofinu pro lécbu rlznych druhii nadori (napf.
glioblastom, recidivujici nemalobunécny plicni karcinom, rakovina vaje¢nikli nebo vejcovodi,
chronicka leukocyticka leukémie), dale pak pouzitim Natrium-Aurothiomalatu pro 1é€bu riznych
druhi nadorG (napf. nemalobunéény plicni karcinom), pouzitim koloidnim zlatem
modifikovaného tumor- nekrotizujiciho faktoru pro 1é¢bu solidnich a metastazujicich tumort. Z
dalSich klinickych testli v jinych indikacich je to pouziti Auranofinu pro tlumeni syndromu
bolesti indukovaného paklitaxelem, pouziti Auranofinu k eliminaci latentniho viralniho
rezervoaru u pacientll infikovanych virem HIV, pouZiti Auranofinu k 1é¢bé parazitarnich
onemocnéni gastro-intestinalniho traktu a tuberkulozy.

Na rozdil od vySe zminénych komplexi zlata, organokovové slouceniny =zlata s N-
heterocyklickymi karbenovymi ligandy naSly za poslednich 15 let vyuzZiti v syntetické chemii
zejména jako katalyzatory cykloisomerizace enynd, hydroarylaci, diboraci, [3,3]-pfesmykd,
hydroaminaci, hydrataci a polymerizaci, a v soucasnosti se také zkouma jejich uplatnéni pii
aktivaci C-H vazeb alkan(, hydrogenaci olefinli a katalyze cross-couplingovych reakci (Marion
N., Nolan S.P., N-Heterocyclic carbenes in gold catalysis. Chem. Soc. Rev. 37 (2008) 1776-
1782). Jejich biologicka aktivita, a zejména pak protinadorova aktivita (Liu W., Gust R. Update
on metal N-heterocyclic carbene complexes as potential anti-tumor metallodrugs. Coord. Chem.
Rev. 329 (2016) 191-213) se stala pfedmétem z4jmu bioanorganickych chemikl aZ v poslednim
obdobi.

Pec¢livym vyhodnocenim trendli vyzkumu a vyvoje protinadorové-aktivnich N- heterocyklickych
karbenovych komplexli zlata bylo mozné identifikovat tii hlavni sméry, které dosud vedly k
protinadorové U€innym derivatim (Liu W., Gust R. Update on metal N-heterocyclic carbene
complexes as potential anti-tumor metallodrugs. Coord. Chem. Rev. 329 (2016) 191-213).

Prvni smér reprezentuji bis-karbenové zlatné komplexy obecného slozeni [Au(NHC):]X, kde X
je halogen, z nichZ neji¢innéj§i komplexy bis-[(1,3-diethylbenzylimidazol-2-yliden)]zlatné
vykazaly vysokou cytotoxicitu proti buikam pankreatického adenokarcinomu (Bxpc3, Miapaca2,
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Pancl, ASPC1 pfi 72 h inkubac¢ni dob€) s hodnotami ICso v rozsahu 60 az 280 nM (Cheng X. et
al., A TrxR inhibiting gold(I) NHC complex induces apoptosis through ASK1-p38-MAPK
signaling in pancreatic cancer cells. Mol. Cancer 13 (2014) 221) a oproti bunécné linii karcinomu
prsu (MCF-7) s ICso na uarovni 100 nM po 72 h inkubaci (Liu W. et al. Synthesis,
Characterization, and in Vitro Studies of Bis[1,3-diethyl-4,5-diarylimidazol-2-ylidene]gold(I/III)
Complexes. J. Med. Chem. 55 (2012) 3713-3724).

Druhym pfistupem vedoucim k fad¢ protinadorové-ti€innych karbenovych zlatnych komplext je
ptiprava dimemich a/nebo bimetalickych komplexii. Jednou z protinadorové nejicinnéjSich
skupin komplexti byly identifikovany (4-fenyl-5-ferrocenyl-1,3-diethylimidazol-2-yliden)zlatné
komplexy nesouci chlorido (L) nebo trifenylfosfinové ligandy (L) na Au(I) centru obecného
vzorce [Au(Cf-NHC)(L)]X nebo bis-karbenové usporadani obecné¢ho vzorce [Au(NHC)2]X, kde
Cf-NHC je 4-fenyl-5-ferrocenyl-1,3-diethylimidazol-2-ylidenovy ligand, L = halogen nebo
derivat fosfanu a X je halogenidovy nebo tetrafluoroboritanovy aniont (Muenzner J.K. et al.
Ferrocenyl- Coupled N-Heterocyclic Carbene Complexes of Gold(I): A Successful Approach to
Multinuclear Anticancer Drugs. Chem. Eur. J. 22 (2016) 18953-18962). Tyto komplexy vykazaly
nejlep$i in vitro cytotoxicitu proti bunéénym liniim karcinomu tlustého stieva (HCT-116) a
kolorektalniho karcinomu (HT-29) s hodnotami IC50 v rozsahu 90 az 160 nM po 72 h inkubaci.
Dal$i z vysoce ucinnych skupin heterobimetalickych komplexdi byly identifikovany komplexy
obecného vzorce {[R"Cly(p-Cym)]-(Ph,P-Me-PPh,)-[Aul(NHC)]}ClO4, kde p-Cym reprezentuje
né-p-cymenovy ligand a PhoP-Me-PPh, mustkujici methandiylbis(difenylfosfanovy) ligand a
NHC je imidazol-2-ylidenovy ligand, ktery je rlizn€ substituovan v polohach 1 a 3 arenovymi
nebo alkylovymi substituenty (Fernandez-Gallardo J. et al. Versatile synthesis of cationic N-
heterocyclic carbene-gold(I) complexes containing a second ancillary ligand. Design of
heterobimetallic ruthenium-gold anticancer agents. Chem. Commun. 52 (2016) 3155-3158). Tato
skupina komplexdi vykazovala synergicky efekt obou kovovych center na in vitro cytotoxicitu
latek proti liniim renalniho karcinomu (Caki-1) a karcinomu tlustého stieva (HCT-116) s
hodnotami ICsy v rozsahu 3,8 az 8,1 uM po 72 h inkubaci, pficemzZ byly shledany netoxickymi
viici lidskym embryonalnim bunkam ledvin (HEK-293T) az do 100 uM koncentrace.

Tteti skupinou zlatnych komplex(i, z niz n¢které dosahly pozoruhodnych vysledki pii screeningu
protinadorové aktivity, je skupina mononuklearnich N- heterocyklickych karbenovych komplexii
zlata s dal§imi vhodnymi ligandy, koordinovanymi na kovovém centru. Skupina moznych ko-
ligandi je pfitom celkem rozsahléa a zahrnuje zejména:

a) halogenido-ligandy (X), napf. u latek obecného sloZzeni [Au(NHC)(X)], kde NHC je derivat
1,2,4-triazol-5-ylidenového ligandu, byla nalezena protinddorova aktivita vic¢i lidskym
leukemickym liniim (HL60 a CCRF CEM po 72 h inkubaci) s hodnotami ICso v rozsahu 1,25 az
2,52 pM (Turek J. et al. 1,2,4-Triazole-based N-heterocyclic carbene complexes of gold(I):
synthesis, characterization and biological activity. Appl. Organomet. Chem. 30 (2016) 318-322)
nebo komplex kde NHC = 1,3-dibenzyl-4,5-difenylimidazol-2-yliden byl testovan na panelu
NCI-60, na kterém dosahl hodnot polovi¢ni koncentrace inhibice ristu Glso v rozsahu 0,32 az
7,28 uM (Walther W. et al. In Vitro and In Vivo Investigations into the Carbene Gold Chloride
and Thioglucoside Anticancer Drug Candidates NHC-AuCl and NHC-AuSR. Lett. Drug. Des.
Discover. 14 (2017) 125-134),

b) P-donorové ligandy, obvykle derivaty fosfanu PR3, kde R je napt. fenyl jako u protinadorové
vysoce u€¢inného komplexu [Au(NHC)(PPhs)]I, ktery vykazal vysokou cytotoxicitu proti bunkam
pankreatického adenokarcinomu (Bxpc3, Miapaca2, Pancl, ASPC1 pii 72 h inkubaci) s
hodnotami ICs, v rozsahu 8 az 820 nM (Cheng X. et al., A TrxR inhibiting gold(I) NHC complex
induces apoptosis through ASK1-p38-MAPK signaling in pancreatic cancer cells. Mol. Cancer
13 (2014) 221),

¢) S-donorové ligandy, zejména ze skupin pseudohalogenid®, thiolt, thiond nebo
dithiokarbamat(, ptikladem protinadorové u€¢innych komplexii z této skupiny latek je komplex
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thiokyanato-(1,3-dibenzyl-4,5-difenylimidazol-2-yliden)zlatny ~ komplex, [Au(NHC)(SCN)],
ktery prokazal vysokou ucinnost vii¢i bunécnym liniim karcinomu prsu (MCF-7), renalniho
karcinomu (SN12C), leukemickym bunkam (K-562) a karcinomu tlustého stteva (COLO 205) s
hodnotami Glso v rozmezi 290 az 470 nM (Dada O. et al. Synthesis and cytotoxicity studies of
novel NHC-Gold(I) pseudohalides and thiolates. J. Organomet. Chem. 840 (2017) 30-37) nebo
komplexy obecného vzorce [AU(NHC)(SL)] nebo {[AU(NHC)]2-u-Si}, kde Sp predstavuje
monodentatné nebo bidentatné koordinovany dithiokarbamatovy ligand, dosahujici vii¢i bunkam
ovarialniho karcinomu resistentniho vii¢i cisplatiné po 72 h inkubaci hodnoty ICsy na urovni
820 nM, jak je popsané v dokumentech US9573967 B2 a (Sun R.W.Y et al. Dinuclear Gold(I)
Pyrrolidinedithiocarbamato Complex: Cytotoxic and Antimigratory Activities on Cancer Cells
and the Use of Metal-Organic Framework. Chem. Eur. J. 21 (2015) 18534-18538),

d) O-donorové¢ ligandy, zejména karboxylato-ligandy (Hackenberg F. et al. Novel Ruthenium(II)
and Gold(I) NHC Complexes: Synthesis, Characterization, and Evaluation of Their Anticancer
Properties. Organometallics 32 (2013) 5551-5560),

e) C-donorové ligandy, reprezentované zejména alkynylovymi ligandy (Bertrand B., Casini A. A
golden future in medicinal inorganic chemistry: the promise of anticancer gold organometallic
compounds. Dalton Trans. 43 (2014) 4209-4219), pficemz komplexy obecného sloZeni
[Au(NHC)(L)], kde L =..., s témito ligandy prokazaly vysokou protinadorovou ucinnost, napf.
vii¢i buiikam kolorektalniho adenokarcinomu (HT-29) nebo karcinomu prsu (MCF-7) na trovni
ICso = 0,8 az 9,0 uM jak je patrné napriklad z patentovych spisit EP2776017 B1, JP5181480 B2,
nebo JP5594139 B2.

f) N-donorové ligandy, pficemz tato skupina NHC zlatnych komplexi je jednozna¢né nejmensi.
Dosud byly tyto latky studovany zejména jako katalyzatory organickych reakci, coz dokumentuji
komplexy obecného slozeni [Au(NHC)(Np)], kde Nr jsou napi. derivaty pyridinu jako
katalyzatory oxidace benzylalkoholu (Chiou J.Y.Z. et al. Gold(I) Complexes of N-Heterocyclic
Carbenes and Pyridines. Eur. J. Inorg. Chem. (2009) 1950-1959) nebo karbazol (Wang H.M.J. et
al. Gold(I) N-Heterocyclic Carbene and Carbazolate Complexes. Organometallics 24 (2005) 486-
493). Vyuziti N-heterocyklickych karbenovych zlatnych komplexd s aziny pro pfipravu emisni
vrstvy OLED zatizeni popisuje spis WO 2017/046572 Al.

I kdyZz skupinu NHC-komplexi zlata s N-donorovymi ligandy tvoii cca. desitky latek,
protinadorova aktivita téchto latek byla testovana pouze ojedinéle, konkrétné pak u komplexu
(1,2,3,4,6,7,8,9-octahydropyridazino[ 1,2-a]indazolin-11-yliden)zlatné¢ho S 4-
dimethylaminopyridinem, obecné popsaného vzorcem [Au(NHC) (L)]X, kde L = 4-
dimethylaminopyridin (Sivaram H. et al. Cationic gold(I) heteroleptic complexes bearing a
pyrazole-derived N-heterocyclic carbene: syntheses, characterizations, and cytotoxic activities.
Dalton Trans. 42 (2013) 12421-12428) a (bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden)zlatného s
deprotonovanou N-atomem koordinovanou molekulou sacharinu, obecné popsaného vzorcem
[Au(NHC)(L)], kde HL reprezentuje molekulu sacharinu (Weaver J. et al. Cytotoxicity of Gold(I)
N- Heterocyclic Carbene Complexes Assessed by Using Human Tumor Cell Lines. Chem. Eur. J.
17 (2011) 6620-6624). V obou piipadech tyto komplexy byly shledany jako protinddorove
neucinné. Toto zjiSténi také potvrzuje obecny trend vyplyvajici z analyzy zavislosti mezi
sloZzenim a protinadorovou aktivitou ve skupiné¢ NHC-komplext zlata s riznymi ko-ligandy, a to
Ze konkrétni mira protinadorové aktivity neni u novych latek predikovatelna.

Pouziti iontovych zlatnych komplexti obecného vzorce [Au(L)(Py)]X, kde L je NHC nebo
derivat fosfanu, Py je derivat pyridinu a X je ,,farmaceuticky akceptovatelny" aniont, pro pouZiti
k 1écb¢ rakoviny popisuje spis W02014/048480 Al. Jako protinadorové u¢inné latky byly
identifikovany také zlatit¢ NHC-komplexy s dvou- nebo tfi-donorovymi ligandy typu {C,N},
{C,N,C}, {C,N,N} a {N,N,N} jak je dokumentovano ve spisech EP2493896 B1 a US8828984 B2 a
prehledném c¢lanku (Bertrand B., Casini A. A golden future in medicinal inorganic chemistry: the
promise of anticancer gold organometallic compounds. Dalton Trans. 43 (2014) 4209-4219).
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Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu jsou N-heterocyklické karbenové komplexy zlata v oxidacnim stupni +I s
deprotonizovanymi bicyklickymi monodentatné se koordinujicimi N-donorovymi ligandy
obecného slozeni [Au(NHC)(L)] I, vyjadieného strukturnim vzorcem II, kde symbol L
predstavuje derivat N1-deprotonizovaného 7-azaindolu strukturniho vzorce III vazaného na atom
zlata ptes atom dusiku N1 nebo derivatu N9-deprotonizovaného 9H-purinu strukturniho vzorce
IV vézany na atom zlata ptes atom dusiku N9,

Y

kde:

- skupina X predstavuje atom vodiku nebo atom halogenu vybrany ze skupiny fluor, chlor,
brom, jod,

- skupina A pfedstavuje atom siry nebo skupinu NH

- substituent R1 je atom vodiku nebo rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec
tvofeny z 1 aZ 6 atom( uhliku,

- substituent R2 je atom vodiku nebo atom halogenu nebo methylova skupina nebo
trifluoromethylova skupina,
a krystalosolvaty komplexli zlata strukturniho vzorce II, jejichz slozeni vyjadiuje vzorec
[Au(NHC)(L)]-nSolv v némz jsou

- L aNHC definovany vyse,

- nudava pocet krystalosolvatovych molekul, ktery je 1 az2, a

- Solv je organicka molekula, vybrana ze skupiny voda, primarni alkohol, sekundarni alkohol,
hexan, aceton, N,N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid, ethylacetat, dichlormethan,
acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci uvedenych solvatovych
molekul.

TaktéZ je podstatou vynalezu farmakologicky prostiedek obsahujici terapeuticky €inné mnozstvi
zlatnych komplext strukturniho vzorce II nebo jejich krystalosolvatl, nebo farmaceutickou
kompozici zlatnych komplexti vzorce II nebo jejich krystalosolvati s jednim €i vice piijatelnymi
nosi¢i a pomocnymi latkami uréeny pro pouZiti v lékafstvi pro vyrobu lé¢iv pro léceni
nadorovych onemocnéni, zejména pro 1écbu karcinomu vajecnikil a/nebo karcinomu vajec¢nikil
rezistentnimu Vuci cisplatine a/nebo lidského osteosarkomu.

Objasnéni vykrest

Konkrétni ptiklady provedeni vynalezu jsou dolozeny pripojenymi vykresy, kde:
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- Obr. 1 je C NMR spektrum komplexu [Au(NHC)(L1)] 1 rozpusténého v CDCl; méfené pii
teploté 298 K a prezentované spole¢né s ptifazenim jednotlivych uhlikovych atom.

- Obr. 2 je “C NMR spektrum komplexu [Au(NHC)(L.)] 4 rozpusténého v CDCl; méfené pfi
teploté 298 K a prezentované spole¢né s ptirazenim jednotlivych uhlikovych atom.

- Obr. 3 je zobrazeni molekulové struktury komplexu [Au(NHC)(L.)]-n-Hex - 4-n-Hex, tj. n-
hexanového krystalosolvatu latky 4. Atomy vodiku byly vynechany z divodu vétsi
prehlednosti.

Priklady uskute¢néni vynalezu

V nasledujici ¢asti je vynalez doloZen, nikoli vSak limitovan, konkrétnimi piiklady jeho
uskutecnéni. Rozsah vynalezu je pak jednozna¢né limitovan patentovymi naroky.

- hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI+ i ESI- technikou), (LCQ Fleet,
Thermo Scientific)

- nuklearni magneticka rezonance - 'H, °C, '°F (400 MHz NMR spektrometr, Varian a 600
MHz NMR spektrometr INM-ECAG600II, Jeol)

- X-ray monokrystalova difraktometrie (monokrystalovy difraktometr Bruker D8 QUEST
vybaveny PHOTON 100 CMOS detektorem).

Pro stanoveni in vitro cytotoxicity piipravenych NHC-komplex zlata byla pouZzita mikrotitracni
metoda, ktera hodnoti Zivotaschopnost bunék na zaklad€ schopnosti metabolicky aktivnich bun¢k
redukovat 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) za vzniku modrého
formazanového barviva. Jelikoz k této redukci dochazi pouze v zivych buikach, lze timto
zplsobem stanovit cytotoxicitu chemickych latek. V bunce jsou za redukci zodpovédné enzymy
mitochondridlnich dehydrogenas. Modré formazanové barvivo je nerozpustné a je nasledné
kvantifikovano po rozpusténi v DMSO s amoniakem za pouziti klasického spektrofotometru
(ELISA reader). In vitro testy protinadorové aktivity byly provedeny na nasledujicich lidskych
nadorovych bunéénych liniich: A2780 = karcinom vaje¢nikii; A2780R = karcinom vaje¢nikil
resistentni vU¢i cisplatiné a HOS = osteosarkom. Linie byly udrZovany v kultivacnich lahvich v
DMEM médiu (4,5 g/l glukosy, 2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml
streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny) pro bunécné kultury.
Suspenze bun€k (25 000 bunék/jamka) byly rozpipetovany po 200 ul na 96-ti jamkové
mikrotitraéni desticky. Tyto byly preinkubovany pii 37 °C v atmosféfe CO2 po dobu 24 hodin.
Testované komplexy byly rozpustény nejdiive v N,N-dimethylformamidu, a pak nafedény do
koncentrace 50,0 mM a tyto slouzily jako zasobni roztoky. Pro vlastni experiment byly zasobni
roztoky fedény 1000x v kultivabnim médiu do maximalni koncentrace determinované
rozpustnosti latky (20,0 az 50,0 uM). Po odsati kultiva¢niho média byla smés jednotlivych
testovanych latek piidana k preinkubované suspenzi nadorovych bunék. Smési byly nasledné
inkubovany po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 37 °C a v atmosfére 5% CO-. Nasledné byl piidan
ziedény roztok MTT v sérovém médiu (0,3 mg/ml) a nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny.
Analyza koncentrace MTT fozmazanu byla provedena spektrofotometricky (TECAN, Schoeller
Instruments LLC) pii 540 nm. Inhibi¢ni koncentrace testovanych komplexti IC50 (uM),
odpovidajici koncentraci testovanych latek toxické pro 50% vlozenych nadorovych bun¢k, byly
vypocteny z koncentra¢nich kiivek.

Priklad 1: Obecna metoda piipravy a charakterizace zlatnych NHC-komplexi s
deprotonizovanymi N-donorovymi ligandy odvozenymi od 7-azaindolu a purinu.

Prekurzor pro piipravu cilovych komplexti, chlorido-[1,3-bis(2,6- diisopropylfenyl)imidazol-2-
yliden]zlatny komplex byl pfipraven tfistupfovou syntézou dle postupl popsanych v literature
(Arduengo, AJ. et al. Imidazolylidenes, Imidazolinylidenes and Imidazolidines. Tetrahedron
1999, 55, 14523-14534; Collado, A. et al. Straightforward synthesis of [Au(NHC)X] (NHC = W-
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heterocyclic carbene, X = Cl, Br, I) complexes. Chem. Comm. 2013, 49, 5541-5543) z komer¢né
dostupného chlorido-(dimethylsulfid)zlatného komplexu, vodného roztoku glyoxalu (40 hm. % v
H>0) a 2,6-diisopropylanilinu. Prekurzorovy komplex byl izolovan v podobé bilého prasku a
rekrystalizovan z acetonu.

V druhém kroku byl chlorido-ligand prekurzoru substituovan reakci s ligandem (HL, = 6-[(2-
fluorofenyl)sulfanyl]-9H-purin; HL, = 6-[(2-trifluoromethylfenyl)sulfanyl]-9H-purin; HL; = 2-
fluoro-6-benzylamino-9H-purin; HL; = 5-fluoro-7-azaindol; HLs = 2-methyl-4-chloro-7-
azaindol; HLs = 3-chloro-7-azaindol) pfidan¢ho v 1,1-ndsobném nadbytku v suchém propan-2-
olu za pfitomnosti 1,3-nasobné¢ho nadbytku uhli¢itanu cesné¢ho pii 55 °C po dobu 16 h. Finalni
komplexy byly izolovany jako bezbarvé pevné latky ve vytézku vysSim jak 60 %.

Nasledné byl produkt vysuSen v exsikatoru nad hydroxidem draselnym za sniZzeného tlaku po
dobu minimalng 2 dnd.

{6-[(2-fluorofenyl)sulfanyl]purin-9-ato}-[1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden]zlatny
komplex 1

27 25

(1)

Vytézek: 50 %. Elementarni slozeni pro C39H44AuFN6S vypocteno (nalezeno): C, 55,4 (55,2);
H, 5,3 (5,4); N, 10,0 (9,6)%. ESI+ MS (methanol, m/z): 845 (vyp. 845) [AuNHC)L+H]+, 1429
(vyp. 1429) [M2(NHC)2L]+. ESI- MS (methanol, my/z): 843 (vyp 843) [Au(NHC)L-H]-. 1H
NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 8,63 (s, CH2, 1H), 7,46 (t, C18H, 2H), 7,41 (s, CH8 1H), 7,37-7,30
(m, C26H, C25H, 2H), 7,27-7,23 (m, C13H, C14H, C17H, 6H), 7,07 (m, C24H, 1H), 7,01 (td,
C27H, 1H), 4,45 (s, CH21, 2H), 2,57 (sept, 19CH, 4H), 1,28 (d, C20, 12H), 1,22 (d, C20, 12H).
19F NMR (CDCI3, ppm, externi CF3CO2H): -118. 13C NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 174,9
(C10), 159,7 (C6), 159,1 (C4), 153,5 (CB8), 152,7 (C23), 150,1 (C2), 145,8 (C16), 134,0 (s, C15),
131,8 (C27), 130,9 (C18), 129,6 (C5), 128,6 (C25), 126,1 (C22), 124,4 (s, C17), 124,2 (C26),
123,6 (C13,C14), 114,9 (C24), 29,0 (19C), 25,5 (C21), 24,5 (C20), 24,3 (C20).

{6-[(2-trifluoromethylfenyl)sulfanyl]purin-9-ato}-[1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-
yliden]zlatny komplex 2
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26

)

Vytézek: 54 %. Elementarni slozeni pro C40H44AuF3N6S vypocteno (nalezeno): C, 53,7 (53,6);
H, 5,0 (4,9); N, 9,4 (9,1)%. ESI+ MS (methanol, m/z): 895 (vyp 895) [Au(NHC)L+H]+. ESI- MS
(methanol, m/z): 309 (vyp 309) [L-H]-, 893 (vyp 893) [Au(NHC)L-H]-. 1H NMR (CDCI13 ppm,
SiMe4): 8,59 (s, 1H), 7,68 (d, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,41-7,39 (m, 2H), 7,31 (d, 2H, C17H), 7,20 (s,
2H), 7,19 (s, 1H, C18H), 4,64 (s, 2H), 2,58 (sept, 4H), 1,29 (d, 12H), 1,21 (d, 12H). 19F NMR
(CDCI13, ppm, externi CF3CO2H): -59. 13C NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 174,7 (s), 159,1 (s),
153,6, 152,2, 150,2 (C2/C8), 145,8 (s, C15), 134 (s, C17), 132, 131,4, 130,9, 129,5, 126,8, 124,4
(s, C16), 123,7, 29,1 (s, -CH2-Ph), 29,0 (s, 19C), 24,5 (s, 20,21C), 24,3 (s, 20,21C).

(2-fluoro-6-benzylaminopurin-9-ato)-[ 1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden]zlatny
komplex 3

3)

Vytézek: 51 %, Elementarni sloZzeni pro C39H45AuFN7 vypocteno (nalezeno): C, 56,6 (56,3); H,
5,5 (5,6); N, 11,8 (11,6)%. ESI+ MS (methanol, m/z): 828 (vyp 828) [Au(NHC)L3+H]+, 1413
(vyp 1413) [M2(NHC)2L3]+. ESI- MS (methanol, m/z): 826 (vyp 826) [Au(NHC)L-H]-. 1H
NMR (CDCI3 ppm, SiMe4): 7,76 (C8H, 1H), 7,63 (NH), 7,54-7,49 (C18H, 2H), 7,55-7,40
(C23H, C24H, 2H), 7,32-7,29 (C17H, 4H), 7,28 (C13H, C14H, 2H), 7,07 (C25H, 1H), 6,96-6,86
(C23H, C24H, 2H), 4,79 (C21H, 2H), 2,57 (C19H, 4H), 1,36 (C20H, 12H), 1,25 (C20H, 12H).
19F NMR (CDCI3 ppm, externi CF3CO2H): -119. 13C NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 13C NMR
(CDCI13 ppm, SiMe4): 172,6 (C10), 154,6 (C4), 152,2 (C8), 151,5 (C6), 145,6 (C16), 142,8
(C22), 142,0 (CB), 133,6 (C15), 131,2 (C18), 129,2 (C25), 128,2 (C25), 124,5 (C17), 124,1
(C23), 123,8 (C13,C14), 112,3 (C5), 37,9 (C21), 29,1 (C18), 24,7 (C20), 24,2 (C20).

(5-fluoro-7-azaindol-1-ato)-[ 1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden]zlatny komplex 4



10

15

20

25

CZ 307954 B6

18

“

Vytézek: 83 %, Elementarni sloZzeni pro C34H40AuFN4 vypocteno (nalezeno): C, 56,7 (56,3); H,
5,8 (6,0); N, 7,4 (7,0)%. ESI+ MS (methanol, m/z): 721 (vyp 721) [Au(NHC)L4+H]+. ESI- MS
(methanol, m/z): 719 (vyp 719) [Au(NHC)L4-H]-. 1H NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 7,86-7,84
(C6H, 1H), 7,48 (C18H, 2H), 7,37 (C4H, 1H), 7,30-7,26 (C17H, 4H), 7,23 (C13H, C14H, 2H),
6,98 (C2H, 1H), 6,16 (C3H,1H), 2,68 (C19H, 4H), 1,43 (d, C20H, 12H), 1,26 (C20H, 12H). 19F
NMR (CDCI3, ppm, externi CF3CO2H): -144. 13C NMR (CDCI3, ppm, SiMe4): 177,4 (C10),
156,0 (C4), 145,8 (C16), 139,3 (C2), 134,3 (C15), 130,7 (C18), 129,1 (C6), 128,8 (C5), 124,3
(C17),123,3 (C13, C14), 120,1 (C9), 111,3 (C4), 97,9 (C3), 29,1 (C19), 24,5 (C19), 24,2 (C20).

(2-methyl-4-chloro-7-azaindol-1-ato)-[ 1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden]zlatny
komplex 5

18

®)

Vytézek: 54 %. Elementarni sloZeni pro: C35H42AuCIN4 vypocteno (nelezeno) %C 55,9 (55,8),
%H 5,8 (5,9), %N 7,1 (6,9). ESI+ MS (methanol, m/z): 751 (vyp. 751) [Au(NHC)L5+H]+. 1H-
NMR (400 MHz, CDCI3, 298 K): 1,25 (d, C20H, 12H), 1,41 (d, C20H, 12H), 1,97 (d, CH3, 3H),
2,68 (sept, C19H, 4H), 5,97 (d, C3H, 1H), 6,66 (d, C6H, 1H), 7,23 (s, C13H, C14H, 2H), 7,30 (d,
C17H, 4H), 7,49 (t, C4H, 1H) ppm. 13C-NMR (100 MHz, CDC13, 298 K): 17,3 (s, C20), 24,3 (s,
C19, C20), 24,5 (s, C19, C20), 29,1 (s, C19), 94,8 (s, C3), 113,0 (s, C4), 121,0 (s, C9), 123,2 (s,
C13, C14), 124,3 (s, C17), 130,7 (s, C5), 131,5 (s, C17), 1344 (s, C18), 139,7 (s, C2), 145,9 (s,
C15), 147,1 (s, C16), 157,9 (s, C4), 178,3 (s, C10) ppm.

(3-chloro-7-azaindol-1-ato)-[ 1,3-bis(2,6-diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden]zlatny komplex 6
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(6)

Vytézek: 91 %. Elementarni slozeni pro CisHaoAuCIN4 vypocteno (nalezeno): %C 54,6 (55,0),
%H 5,4 (5,5), %N 7,5 (7,1). ESI+ MS (methanol, m/z): 737 (vyp. 737) [Au(NHC)Ls+H]*. 'H-
NMR (400 MHz, CDCl; 298 K): 1,25 (t, C20H, 12H), 1,42 (t, C20H, 12H), 2,66 (sept, C19H,
4H), 6,76 (dd, C2H, 1H), 6,82 (s, C6H, 1H), 7,22 (s, C13H, C14H, 2H), 7,29 (d, C17H, 4H), 7,48
(t, C18H, 2H), 7,68 (dd, C4H, 1H), 8,00 (dd, C5H, 1H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl;, 298
K): 24,3 (s, C20), 24,6 (s, C19), 29,1 (s, C19), 99,8 (s, C5), 113,8 (s, C4), 118,1 (s, C9), 123,3 (s,
C13, C14), 124,2-124,3 (s, C17), 130,7 (s, C18), 133,3 (s, C15), 134,3 (s, C16), 141,8 (s, C2),
145,8 (s, C6), 154,6 (s, C3), 177,1 (s, C10) ppm.

Piiklad 2: Molekulova struktura n-hexanového krystalosolvatu komplexu [Au(NHC) (L4)]*n-
Hex-4-n-Hex stanovena monokrystalovou rentgenovou strukturni analyzou.

Zékladni krystalografické parametry n-hexanového krystalosolvatu komplexu [Au(NHC)(L4)]n-
Hex-4-n-Hex: miizkové parametry: a (A) 22.347(5), b (A) 14.160(3), ¢ (A) 24.868(6), a (°) 90, 8
(°) 119.567(10), y (°) 90, prostorova grupa: C2/c, teplota pii experimentu: 120 K, vybrané
strukturni parametry: vazebné délky Au-Cl = 2,002(3) A, Au-N3 = 2,054(2) A a velikost
vazebného uthlu C1-Au-N3 = 175.43(10)°. (viz obrazek 3). Délky vazeb v krystalografii se
konvenéné udavaji v jednotkach A, pii¢emz plati ptevodni vztah 1 A = 107 m,

Priklad 3: In vitro cytotoxicita zlatnych komplexd na vybranych lidskych nadorovych liniich.

Pro stanoveni in vitro cytotoxicity studovanych komplexd [Au(NHC)(L:)] 1, [Au(NHC)(L»)] 2,
[Au(NHC)(L3)] 3, [Au(NHC)(L4)] 4 a cisplatiny byl vyuzit vyse popsany MTT test (HL, = 6-[(2-
fluorofenyl)sulfanyl]-9H-purin; HL, = 6-[(2-trifluoromethylfenyl)sulfanyl]-9H-purin; HL; = 2-
fluoro-6-benzylamino-9H-purin; HLs = 5-fluoro-7-azaindol). Hodnoty in vitro protinadorové
aktivity studovanych komplext a cisplatiny, jako zvoleného standardu, vyjadiené v primérnych
hodnotach inhibi¢ni koncentrace ICso £ S.D. (uUM) jsou uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Vysledky in vitro cytotoxicity piipravenych komplexti 1 az 4 vii¢i vybranym lidskym
nadorovym liniim a lidskym hepatocytiim a jejich srovnani s 1é€ivem cisplatinou vyjadiené v
hodnotach inhibi¢ni koncentrace ICso + S.D. (uM)

IKomplex ICso £ S.D. (MM)

A2780 A2780R HOS Hep220
[Au(NHC)(L1)] 1 3.2+0.7 74+23 6.2+1.1 > 50
[Au(NHC)(L>)] 2 6.4+19 55+24 8.6+0.5 > 50
[Au(NHC)(L3)] 3 13.3+£2.5 7.8+0.5 8.7+0.7 > 20
[Au(NHC)(L4)] 4 1.8+0.2 34£0.7 9.2+1.6 > 50
isplatina 20.1+0.3 45.7£ 3.3 474+ 13 > 50
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A2780 = karcinom vaje¢nikil; A2780R = karcinom vaje¢nikil resistentni vici cisplatiné; HOS =
osteosarkom; HEP220 = priméarni kultura lidskych hepatocytl; Toxicita vi¢i HEP220 byla
testovana jen do uvedené koncentrace v dlsledku omezené rozpustnosti komplexd. S.D. =
smérodatna odchylka

PATENTOVE NAROKY

1. N-heterocyklické karbenové -NHC- komplexy zlata v oxidaénim stupni +I s
deprotonizovanymi bicyklickymi monodentatnimi N-donorovymi ligandy obecného sloZeni
[AuNHC)(L)] I, vyjadfené¢ho strukturnim vzorcem II, kde symbol L piedstavuje derivat N1-
deprotonizovaného 7-azaindolu strukturniho vzorce III vazany na atom zlata pfes atom dusiku N1
nebo derivat N9-deprotonizované¢ho 9H-purinu strukturniho vzorce IV vazany na atom zlata pres
atom dusiku N9,

(1) (IID) (IV)
kde:

- skupina X ptedstavuje atom vodiku nebo atom halogenu vybrany ze skupiny fluor, chlor,
brom, jod,

- skupina A pfedstavuje atom siry nebo skupinu NH

- substituent R1 je atom vodiku nebo rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec
tvofeny z 1 az 6 atom( uhliku,

- substituent R2 je atom vodiku nebo atom halogenu nebo methylova skupina nebo
trifluoromethylova skupina,
a krystalosolvaty komplexli zlata strukturniho vzorce II, jejichz slozeni vyjadiuje vzorec
[Au(NHC)(L)]-nSolv v némz jsou

- L aNHC definovany vyse,

- nudava pocet krystalosolvatovych molekul, ktery je 1 az2, a

- Solv je organicka molekula, vybrana ze skupiny voda, primarni alkohol, sekundarni alkohol,
hexan, aceton, N,N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid, ethylacetat, dichlormethan,
acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci uvedenych solvatovych
molekul.

2. Farmakologicky prostiedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky ¢inné mnozstvi
komplexii zlata strukturniho vzorce II podle naroku 1 nebo jejich krystalosolvati s jednim nebo

vice piijatelnymi nosici a pomocnymi latkami.

3. Farmakologicky prostiedek podle naroku 2 pro pouziti v 1ékarstvi.

-10 -
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4. Pouziti farmakologického prostiedku podle naroku 3 pro vyrobu lé¢iv pro léceni
nadorovych onemocnéni, zejména pro léceni karcinomu vajecnikli a/nebo karcinomu vajec¢nikil
rezistentnimu vi€i cisplatiné a/nebo lidského osteosarkomu.

2 vykresy
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