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l. Uvod

Rakovina je jednou z hlavnych pri¢in tmrtia 'udi na celom svete, ktord je v poéte umrti
za rok prekonana len kardiovaskularnymi chorobami, a predstavuje pre spolo¢nost’ socialno-
ekonomicky velka zataz.! Oc¢akéava sa, Ze podet pripadov rakoviny sa v nasledujicich dvoch
desatrociach prudko zvysi, takze hl'adanie novych ucinnej$ich chemoterapeutickych latok je
nalichavym problémom v oblasti biomediciny a zdravia I'udi.? Cisplatina je dnes jednym z
najpouzivanejSich chemoterapeutik, bola objavend Dr. Rosenbergom v roku 1969. Pouziva sa
na lieGbu Sirokého spektra zhubnych nadorovych ochoreni, najma na liecbu karcinOmu
semennikov, vaje¢nikov, hlavy, krku, mocového mechtra a lymfoému,3456.789.1011,12.13
Terapeutickym ciel'om cisplatny je DNA, ktor( atakuje prostrednictvom vazby na purinové
bazy. Vysledné adukty sposobujd ohybanie a odvijanie dvojitej zavitnice ¢o vedie k preruseniu
replikacie DNA a k indukcii buneénej smrti apoptzou.!*1® Pouzivanie cisplatiny a pribuznych
liekov na baze platiny (karboplatiny druhej generacie a oxaliplatiny tretej generacie) je
obmedzené ich zavaznymi nepriaznivymi vedlaj$imi G¢inkami (napr. nefro- a hepato-
toxicita)'®1’, ziskanou alebo vrodenou rezistenciou, ako aj kvoli ich nedostatoénej Gi¢innosti
proti mnohym typom rakovin. Tieto obmedzenia vedi vyskumné skupiny k tomu, aby hl'adali
iné lieky na kovovej baze, ktoré by v klinickej praxi mohli nahradit’ sti¢asné lieky na baze

platiny.8

V tejto praci je prezentovand séria Siestich diiodo-platnatych komplexov s
chalkénovymi ligandami odvodenymi od 4-(1-H-imidazol-1-yl) benzaldehydu, ktoré
v predchadzajdcich pracach vykazovali antimikrobidlnu, antifungicidni a antioxida¢nu
aktivitu.!® Tato skupina latok obsahuje vo svojej Strukture navyse aj imidazolovi skupinu, o
ktorej sa predpoklada, Ze ,,prinasa“ do svojich zlti¢enin vyznamnu protirakovinovu aktivitu.?
Bolo popisanych viacero platnatych komplexov s ligandami imidazolového typu ale aj d’al$imi
N-heterocyklickymi ligandami, ako je napriklad tiazol, benzoxazol, benzimidazol, benzotiazol
a dalsie ich derivaty, ktoré vykazovali pozitivny uéinok na roznych buneénych liniach.?1:2223:24
Ciel'om tejto prace bolo preskumat’, ¢i je mozné zvysit’ biologicku aktivitu diiédo-platnatych
komplexov pouzitim réznych derivatov chalkénov odvodenych od 4-(1-H-imidazol-1-yl)
benzaldehydu. U tychto komplexov bola vykonana zakladna fyzikalna a chemicka

charakterizdcia pomocou NMR spektroskopie, hmotnostnej spektrometrie, infraervenej

spektroskopie. Dalej boli vykonane §tdie stability v roztoku, interakéné $tadie s proteinmi a in



vitro testovanie cytotoxicity na buneénych linidch I'udského karcindbmu prsnika MCF-7 a

akutnej myeloidnej leukémie MV4-11.

I1. Ciele prace

Prvym Ciel'om diplomovej prace je vypracovanie literarnej reSerSe na tému koordina¢né
zltéeniny vybranych kovov s ligandmi na baze imidazolu s potencialnou inhibi¢nou aktivitou

enzymu aromatazy.

Druhy ciel’ prace bola priprava komplexnych zluc¢enin platnatych kovov (Pt, Ru, Ir a

Os) s ligandami na baze imidazolov a jeho vybranych derivatov.

Poslednym ciel'om bola fyzikalno-chemicka, biochemicka a biologické charakterizacia

pripravenych koordina¢nych zlic¢enin vybranych kovov.

III. Teoreticka cast’

3.1 Karcinom prsnika

3.1.1 Vyskyt karcindmu prsniku

Karcindm prsnika je jednym z najcastejSie sa vyskytujicich zhubnych nadorovych
ochoreni, ktorym trpi prevazne Zenska populacia. Toto ochorenie predstavuje v Ceskej
republike cez 20% vyskytu zo vietkych nadorovych ochoreni. Na Gizemi Ceskej republiky
kazdoro¢ne narastd vyskyt karcindmu prsnika 0 1-2%, pricom za poslednych 20 rokov sa
vyskyt takmer zdvojnasobil (Graf.1).25% V roku 2015 Zilo v Ceskej republike priblizne 50000
diagnostikovanych lie¢enych ¢i diagnostikovanych vylie¢enych zien, ¢o predstavuje 950 na
100000 zien. Karcindm prsnika u muzov sa vyskytuje vel'mi vzécne, vroku 2015 bolo
hlasenych okolo 50 pripadov v Ceskej republike, ¢o predstavuje 0,8 na 100000 muzov.?’
Rakovina prsnika je stale najcastejSou pri¢inou imrtia Zien na nadorové ochorenia. Ro¢ne na
toto ochorenie zomrie v Ceskej republike priblizne 2000 Zien. Celkovo st nadory prsnika

ri¢inou tmrtia 3,6% Zien v celosvetovej populacii.?®
p

3.1.2 Etiologia a rizikové faktory

Medzi rizikové faktory ovplyvilujice vznik karcindmu prsnika patria genetickeé,
hormonalne a nutri¢né pri¢iny . Na zaklade genetického profilu karcindmu prsnika rozliSujeme
tri formy tohto ochorenia: hereditarna forma, sporadicka forma a familiarna forma karcinbmu

prsnika. Hereditdrna forma karcindmu prsnika je vysledkom dedi¢nych genetickych vad.



Z celkového poctu zodpoveda hereditarna forma za priblizne 5-7% vyskytu karcindmu prsnika.
Medzi rizikové patria mutacie supresorovych génov BRCAL, BRCA2, p53, PTEN, STK11,

ATM a reparacnych génov.2 303132

Graf. 1 : Incidencia karcinomu prsnika v populécii Zien v Ceskej republike, v rokoch 1977-
2015.%
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Miera rizika vzniku karcindbmu prsnika u nositel'a mutéacie supresorového génu BRCAL,
lokalizovaného na chromozéme 17921, je vel'mi vysoka, ato az 56-85% pravdepodobnosti
vzniku tohto ochorenia. U muZov, muticia vtomto géne vedie Kk zvySeniu rizika vzniku

rakoviny prostaty.33

Mutécie v supresorovom géne BRCAZ2, lokalizovaného na chromozome 13q12, vedd
k zvySenému riziku (porovnatelnému k riziku u nositel'ov mutacii v géne BRCAL) vzniku
karcindbmu prsnika. Tieto alternacie d’alej mozu viest’ K zvy$enému riziku vzniku karcindmu

vaje¢nikov a pankreasu.

Mutécia supresorového génu p53, lokalizovaného na chromozome 17p13, spdosobuju
tzv. Li-Fraumeni syndrém (LFS), ¢o je autozomélne dominantné dedi¢né ochorenie, ktoré je
sprevadzané zvySenou mierou rizika vzniku sarkému makkych tkaniv, karcinomu prsnika,

pankreasu, koze, pI'ac a réznych nadorov mozgu.3*

Mutécia supresorového génu PTEN, lokalizovaného na chromozéme 10q, spésobuje

vznik tzv. Cowdenovho syndrému, autozomalne dominantného dedi¢ného ochorenia, ktoré je

10



sprevadzané zvysenou mierou rizika vzniku karcindmu prsnika, hrubého creva, Stitnej zl'azy

a d’alsich nadorovych ochoreni.®

Mutacia supresorového génu STK11, lokalizovaného na chromozdme 19p13, spdsobuje
vznik tzv. Peutzovho-Jeghersuvho syndromu, ¢o je opét autozomalne dominantné dedi¢né
ochorenie, ktoré je sprevadzané zvysenou mierou rizika vzniku nadorov gastro-intersticialneho

traktu a takisto zvysuje riziko vzniku malignity kréku maternice, semennikov a prsnika.3®

Mutécia ATM supresorového génu, lokalizovaného na chromozéme 1122, sp6sobuje
vznik tzv. Ataxia telangiectatica, recesivneho dedi¢ného ochorenia, ktoré je sprevadzané
zvySenou mierou rizika vzniku réznych typov nadorov v detstve. V dospelosti sa najcastejSie

prejavuje zvysenou mierou rizika vzniku karcindmu prsnika a zalidku.?®

Mutécie reparaénych génov, lokalizovanych na chromozémoch 2p, 3p a 7p, spdsobuju
vznik tzv. Lynchova syndrému Il. typu, autozomalne dominantného dedi¢ného ochorenia, ktoré
je sprevadzané zvysenou mierou rizika vzniku karcindbmu prsnika, hrubého ¢reva, zaludku,

71¢niku a melandmu.®?

Sporadicka forma karcindmu prsnika, znamena ze sa v rodinnej anamnéze pacienta toto
ochorenie nevyskytuje. Z celkového poctu zodpoveda sporadicka forma za priblizne 75%
pripadov karcindmu prsnika. Ochorenie vznika spontdnnymi mutéciami genov zodpovednych

za kontrolu bune¢ného rastu.?”38

Familiarna forma karcindému prsnika znamena ze sa v rodinnej anamnéze nachadza
dokaz o pritomnosti tohto ochorenia bez ddkazu genetickej mutacie génu. Z celkového poctu
zodpoveda familiarna forma za priblizne 20-25% vyskytu karcindmu prsnika. Familiarna forma
nie je sposobena zarodo¢nou mutéaciou jedného konkrétneho génu, ale pravdepodobne ma

multifaktoralnu a polygénovu etiolégiu. Forma genetického prenosu je doposial’ nejasna. 323

Karcindm prsnika je vo velkom mnozstve vyskytujucich sa pripadoch (priblizne 1/3
nédorov prsnika) hormondlne-dependentnym n&dorom. Najvyznamnej$iu Ulohu na vzniku
araste nadoru prsnika zohravaju estrogény, ktoré indukuju expresiu rastovych faktorov
a onkogennou, ktoré podnecuju nekontrolovatelnu proliferaciu a delenie buniek. Trvala
estrogenalna aktivita naruSuje rovnovdhu medzi antiprolifera¢nou a prolifera¢nou
fyziologickou aktivitou buniek, pri¢om pdsobi v prospech proliferacie buniek (Obr.1). Na
procese vzniku karcindmu prsnika sa tiez mézu podielat’ rozne karcinogény, ktoré spdsobuju

zmeny v genotype, ¢o vedie k tvorbe mutacii. Tie bunka vie opravit’, pokial’ sa to v§ak nepodari,

11



tak moze dojst k nekontrolovanej expresii onkogénov (myc, ras, HER-2/neu), alebo
inaktivovacii supresorov (p53, Rb). Na zaklade zmien v genotype meni bunka svoj fenotyp

a stava sa displastickou az nadorovou.324°
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Obr.1: Model autokrinnych a parakrinnych drédh aromatazy a COX pri hormonalne zavislej
rakovine prsnika. E2, estradiol; T, testosteron; ER, estrogénovy receptor; PTK, protein

tyrozin-kinaza.**

Dolezita Glohu pri patogenéze a progresii karcindmu prsnika méze mat’ receptor HER-
2/neu , ktorého signélne drahy st dominantnym motorom proliferacie a prezivania buniek.
Vysledkom signalnych drah je iniciacia transkripcie prolifera¢nych faktorov. Prave zvysena
amplifikacia receptoru HER-2/neu v bunkach je charakteristicka az pre 25% pripadov
karcindbmu prsnika. HER-2/neu je receptorom patriacim do skupiny tyrozin-kindzovych

receptorov epidermalnych rastovych faktorov.*?

Medzi dalsie rizikové faktory, ktoré mozu viest’ k vzniku karcindmu prsnika patria

nutri¢né &initele akymi st alkohol, vysoky prijem tukov, malo fyzickej namahy atd’.*®

3.1.3 Prekurzory karcindmu prsnika

Vzniku karcindmu prsnika mo6zu predchadzat’ premaligné zmeny (morfologické zmeny
tkaniva mliecnej zl'azy, ktoré v sebe nesu biologicky potencial vzniku rakoviny). Prevazna
vacsina premalignych lézii vznikd v termindlnych dukto-lobuldrnych jednotkach. Tieto
jednotky st hormonalne dependetné struktary normalneho prsného tkaniva, ktoré produkuju

laktat. Skladaju sa z malych acinov a distalnych(spodnych) koncov duktov (Obr.2). Lézie

12



v oblasti prsného tkaniva mozno rozdelit' na benigné lézie, prekurzory s nizkym gradiom

a prekurzory s vysokym gradiom.*

Benigne lézie

a.) Sklerozujlca adendza, fibrdza a cysty si anomaliami s nizkym rizikom prechodu
benignej do malignej formy a tym vzniku karcindmu prsnika.*®

b.) Radialna jazva je komplexna benigna lézia charakterizovana centralnym jazvenim
s obliteraciou (upchanim) duktov a hyperplaziou obvyklého typu na periférii.
Podla niektorych dostupnych zdrojov méze radidlna jazva vplyvat’ na vznik
karcinému prsnika.*®

c.) Hyperplazia bezného typu je intraduktélna lézia charakterizované proliferaciou
buniek bez atypii v dukto-lobularnych jednotkach. Doposial’ nebol presne

preukédzany vztah medzi hyperplaziou bezného typu a karcindmom prsnika.*’

Prekurzory s nizkym gradiom

a.) Kolumnarne (stipkovite) epitelové zmeny predstavuji skupinu l1ézii
charakterizovanych rozsirenymi acinmi vyplnenymi epitelovymi bunkami
cylindrického typu, ktoré sa bezne v mlie¢nej zI'aze nevyskytuji.*®

b.) Lobularna neoplazia je charakterizovana atypickou proliferaciou v oblasti
terminalnych dukto-lobulérnych jednotkach a stratou expresie adhéznej molekuly
E-cadherinu.*®

c.) DCIS (ductal carcinoma in situ) s nizkym gradiom je charakterizovany malou

populaciou atypickych buniek s nuklearnym polymorfizmom.?°

Prekurzory s vysokym gradiom

a.) Mikroglandularna adendza je neobvykla nadorova jednotka charakterizovana
chaotickou atypickou proliferaciou buniek malych Zliaz so sekréciou, obklopenych
vrstvou epitelovych buniek.*

b.) DCIS (ductal carcinoma in situ) s vysokym gradiom je charakterizovany

populaciou atypickych buniek so znaénym nuklearnym polymorfizmom.?®
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Obr.2: Zobrazenie terminalnej dukto-lobularnej jednotky.>!

3.1.4 Priznaky ochorenia a stanovenie diagndzy

Karcinom prsnika na svojom prvopoéiatku je tazko identifikovatelny, ked’ze sa
neprejavuje nejak vyraznymi symptémami, ktoré by spésobovali problémy u pacienta. Pri
d’alsom raste méze dochadzat’ k zmendm tvaru a vel’kosti prsnika, zmene farby koze prsnika, k
nepravidelnosti bradavky spojenej s moznym vytokom. Medzi d’alSie priznaky, ktoré méozu
priviest’ pacienta k vySetreniu, je moznost nahmatania Utvaru pri pravidelnej prehliadke.
Karcindm prsnika sa v neskorsich fazach moze prejavovat’ metastazami, ¢i paraneoplastickym

syndrémom.>?

K najcastej$im diagnostickym metddam skriningu karcindbmu prsnika patri samo
vySetrenie, klinické vySetrenie a mamograf. Samo vysetrenie prsnikov je I'ahkou a rychlou
diagnostickou technikou pre ur¢enie mozného karcindmu. Zo Statistiky vsak vyplyva ze len 2-
3% pacientov vykonava samo vySetrenie spravne. Klinické vysetrenie prsnikov pozostava
z inSpekcie a palpacie prsnika a spadovych lymfatickych uzlin. Tato diagnostickd metoda
odhali ro¢ne az 20% karcindmov prsnika. Mamografia patri k najpresnejsim diagnostickym
technikdm uréenia karcindbmu prsnika. Jej senzitivita sa pohybuje okolo 90% a umoziuje

odhalenie karcindmu prsnika este pred objavenim samotnych symptomov.>

Medzi dalsie bezné diagnostické techniky na uréenie karcindmu prsnika patri
magnetickd rezonancia, pocitacova tomografia, pozitrénova emisna tomografia (PET). Velky
vyznam ma tiez ultrasonografické vysetrenie uzlin a prsnikov predovSetkym pri mladych

zenach s hmatovou rezistenciou, kde moze byt mamografia nepriehl’adn4.?
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Pre zhodnotenie stavu pacienta sa vyuziva biochemicke vySetrenie pomocou, ktorého
sa stanovuje miera expresie nadorovych markerovn CEA a CA15-3, ktoré si zvySené
u karcindbmu prsnika. Dalej sa méze imunohistochemicky stanovovat percento buniek
s nalezom receptorov pre estrogény a progesterény. Pozitivne su nadory sviac ako 10%
vyskytom hormonalnych receptorov voci normalnemu stavu bunky, a su preto vhodné pre
liecbu pomocou hormonélnej terapie. Imunohistochemicky sa d’alej stanovuje pritomnost’
jadrového proliferaéného markeru Ki-67, ¢o je antigén exprimovany vo fazach bunkového
cyklu GO, G1, G2 a M. Podobne je stanovovany proliferacny marker PCNA, antigén,

exprimovany v S faze.325

3.1.5 Molekularna klasifikacia karcinomu prsnika

Sucasna molekularna Klasifikacia karcinomu prsnika je zalozena na rozdeleni do troch
podtypov podla stupia expresie estrogonovych receptorov (ER) , progesterénovych receptorov
(PgR) a onkoproteinov (proteinov receptorov skupiny epidermalne rastovych faktorov HER-2).
Pomocou tychto troch zakladnych molekularnych markerov (ER, Pgr, HER-2) je mozno

definovat’ $tyri podtypy karcindmu prsnika s rdznymi terapeutickymi pristupmi.>®

1. hormonélne dependentné a HER-2 independentné (HR+/HER2-)

2. hormonélne dependentné a HER-2 dependentné (HR+/HER2+)

3. hormonélne independentné a HER-2 dependentné (ER-/PgR-/HER2+)

4. hormonalne independentné a HER-2 independentné (ER-/PR-/HER2- , triple

negativne*) >

3.2 Terapia karcinomu prsnika

3.2.1 Chirurgicka liecba

Chirurgické postupy mozno rozdelit’ na diagnostické a terapeutické. Pre oba postupy je
dolezite oznacenie loziska pomocou farbiva vlozeneho do tesného okolia nadoru. Pouzivanym
farbivom byva najéastejsie metylova modra. Ukon sa vykonava napichnutim tumoru drotikom
alebo drotikom s hac¢ikom, ktory nemozno dislokovat’. Farbivo moze zostat’ stiCast'ou tkaniva

niekol’ko dni.*

3.2.2 Radioterapia
NajcastejSie sa radioterapia pouziva ako pooperac¢na liecba. Predstavuje liecbu lokalnu,
ktorej ciel'om je odstranenie mikrometastaz z prsnika, hrudnej steny, spadovych lymfatickych

uzlin, pri snahe zabranit’ recidive u pacienta. Predopera¢na radioterapia sa ako liecba karcindmu
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prsnika pouziva vzacne ato v pripadoch pokroé¢ilého nadoru, kedy uz pacient nemdze

z nejakého dovodu podstipit’ chemoterapeuticki alebo hormonalnu lie¢bu.>®

3.2.3 Chemoterapia

Jedna sa o systémovu liecbu. Chemoterapia sa dnes prevadza v kombinaciami s d’alsimi
lieGebnymi metdédami (napr. radioterapiou, hormonalnou lieCbou). Existuju tri z&kladné
indika¢né skupiny chemoterapie pre liecbu karcindmu prsnika, a to adjuvantny, neadjuvantny

a paliativny.

a.) Adjuvantnd chemoterapia- lie¢ba zostatkovej choroby po predchadzajucej operacii. Je
indikovand zvycajne ako kombindcia troch cytostatik. Je nasadena u pacientov
s nepriaznivym predchadzajucim vyvojom liecby.

b.) Neadjuvantnd chemoterapia- je indikovana u pacientov s pokrocilym ochorenim. Jej
cielom je zmensenie a stcasne zlepSenie operability nadoru.

c.) Paliativha chemoterapia- Je indikovana u generalizovaného ochorenia do dal$ich

organov. Jej ciel'om je predovsetkym zachovanie kvality Zivota.

Casto sa pouzivaji polychemoterapeutické rezimy pre zvy3enie uéinnosti lie¢by a pre
potlacenie moznej rezistencie karcindbmu. Existuje celd rada chemoterapeutik s G¢innostou
lie¢by karcindmu prsnika. NajcastejSie sa pouziva kombinacia cyklofosfamidu, doxorubicinu,

epirubicinu, taxanov a fluorouracilu.®’

Mechanizmus t¢inku pouzivanych cytostatik pre liecbu karcindbmu prsnika:

Cyklofosfamid prechadza rozsiahlym enzymatickym systémom cytochromu P450. In vitro je
neaktivny, aktivuje sa prostrednictvom pecenovych mikrozomalnych enzymov na 4-
hydroxyfosfamid a aldofosfamid. Oba tieto metabolity sU v tautomérnej rovnovahe.
Aldofosfamid nasledne podlieha hydrolyze za vzniku alkylacnych metabolitov. Aktivnymi
metabolitmi suU prave alkylaéné cinidla, ktoré prenasaju alkylové skupiny na DNA ato
konkrétne na siedmy dusik imidazolového kruhu guaninu (Obr.3). Tato zmena v DNA zabrani

replikacii a tym d’alsiemu deleniu nadorovej bunky.®
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Obr.3: Komplex alkylacného metabolitu s guanidinom molekuly DNA.>®

Doxorubicin je latka spadajuca do skupiny antracyklinov. Je u¢innym inhibitorom
topoizomerazy Il, RNA-polymerazy Il a stcasne interaguje s parmi baz v hélixe DNA, ¢im
dochédza k zabraneniu spravnej replikécie a transkripcie nddorovej bunky. Doxorubicin taktiez
sprostredkovéava v bunke tvorbu reaktivnych foriem kyslika, ¢oho pri¢inou je napr. lipo-
peroxidacia membran nadorovych buniek, poskodzovanie funkénosti komplexov proteinov,
poruchy v DNA atd’. Podobny mechanizmus u¢inku ma tiez lie¢ivo epirubicin, ktory rovnako
spada do skupiny antracyklinov apouziva sa v kombinovanej lie¢be karcindbmu prsnika

s d’al$imi chemoterapeutikami.>*®°

Fluorouracil sa aktivuje fosforylaciou pricom vznika mnozstvo metabolitov, ktoré maju
rozny mechanizmus uc¢inku. Jednym z najdolezitejSich metabolitov je 5-flourouridilat (F-
UMP), ktory nahradza uracil v RNA atym inhibuje jej spracovanie. Medzi d’alsi vyznamny
metabolit patri 5-5-fluoro-2'-deoxyuridin-5'-O-monofosfat (F-dUMP), ktory inhibuje tymidylat
syntdzu. Iné metabolity si schopné sa zaclenovat do DNA alebo RNA atym naruSovat

metabolizmus buniek.5!

Taxany (paklitaxel, docetaxel) su latky schopné naviazat’ tubulinové vldkna a iniciovat’
koagulaciu mikrotubulov, ¢o znemoziuje ich depolymerizaciu spat’ na tubulin. Tym vznikaju

abnormalne proteinové Struktury, ktoré zapridinia zastavenie mitozy bune¢ného cyklu.5?
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3.2.4 Prehlad’ najvyznamnejSich rezimov lie¢by karcinomu prsnika

chemoterapeutikami

FAC/CAF (fluorouracil/doxorubicin/cyklofosfamid)

FEC/CEF (cyklofosfamid/epirubicin/ fluorouracil)

AC (doxorubicin/cyklofosfamid) sekvencne paklitaxel

EC (epirubicin/cyklofosfamid) TAC (docetaxel/doxorubicin/cyklofosfamid)
ACMF (doxorubicin, sekven¢ne cyklofosfamid/metotrexat/fluorouracil)
ECMF (epirubicin, cyklofosfamid/metotrexat/ fluorouracil)

CMF (cyklofosfamid/metotrexat/fluorouracil)

AC x 4 (doxorubicin/cyklofosfamid) + sekvencne paklitaxel x 4

APC (doxorubicin /paklitaxel /cyklofosfamid)

FECT (fluorouracil/epirubicin/cyklofosfamid docetaxel)

TC (docetaxel/cyklofosfamid)

ACP (doxorubicin/ cyklofosfamid/ paklitaxel + trastuzumab)

TCH (docetaxel/karboplatina/trastuzumab).5

3.2.5 Biologicka lie¢cba karcinému prsnika

Biologicka lie¢ba predstavuje novy smer vyskumu lie¢by karcindmu prsnika.

Najpouzivanej$im lie¢ivom v tejto terapeutickej skupine je trastuzumab. Jednd sa o

humanizovant monoklonalnu protilatku, ktora sa viaze na HER-2/neu receptor, ¢im znizuje

aktivitu transmembranovych tyrozin-kinazovych receptorov a potlaca tym proliferéciu

nadorovych buniek. Jeho velkou vyhodou je maly pocet neziadlcich G¢inkov v porovnani

s liecbou chemoterapeutikami. Velkou nevyhodou biologickej liecby je jej velka financna

naro¢nost’.84
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3.2.6 Hormonalna liecba

Patri medzi najstarsie spdsoby liecby karcindmu prsnika. Na hormonalnu lie¢bu odpoveda
priblizne jedna tretina pacientov. Indikaciu hormonaélnej lie¢by umoziuje diagnostika expresie
proteinov hormonalnych receptorov (estrogénovych, progesterénovych) na povrchu
nadorovych buniek. Cim vicsie percento nadorovych buniek exprimuje hormonalne receptory,
tym lepsi ucinok hormonalnej terapie sa o¢akéva.*® Podobne ako chemoterapia je lie¢bou
systémovou, avsak na rozdiel od chemoterapeutickej liecby ma mensi pocet neziadlcich
ucinkov. Cielom hormonalnej lieCby je ovplyvnit proliferaciu buniek extra-celularnym
podnetom. RozliSujeme tri sp6soby hormonalnej liecby: ablativna liecba, kompetitivna liecba

a inhibi¢na lie¢ba (venovana vlastna kapitola).>’

a.) Ablativna liecba
Je lieCba spojend s odstranenim zdroja produkujiceho hormény so stimulaénym
u¢inkom na karcindém prsnika. Patri sem predovSetkym blokacia funkcie vaje¢nikov-
ovarektomia, ktord sa vykonadva bud’ to chirurgicky, radiologicky alebo pomocou
medikamentov. Ablativna lie¢ba je vhodna u pacientiek v premenopauzalnom $tadiu.>?

b.) Kompetitivna liecba
Vyuziva kompetitivnu inhibiciu hormoénu lie¢ivom na hormonélnych receptoroch.
Najcastejsie pouzivanym kompetitivnym inhibitorom je lie¢ivo tamoxifén (antagonista
estrogenovych receptorov). Blokaciou estrogénovych receptorov nedochadza v bunke
k naviazaniu estrogenu na receptor, a tym nemdze dojst’ K vytvoreniu inicia¢ného
komplexu nutného pre génovi expresiu. Hormonalne receptory buniek (estrogénové
a progesteronové) st blokované vskorom stadiu G1 fazy bunkového cykKlu.
U pacientiek v premenopauzélnom Sstadiu je tento typ liecby vhodny po vyradeni
vajeCnikov ablativnou liecbou. U pacientiek v pomenopauzdlnom stadiu sa

kompetitivna lie¢ba tamoxifénom podava ako primarna hormonélna lie¢ba.>?

3.3 Inhibi¢na lie¢ba

3.3.1 Enzym aromataza

Aromataza je enzymom patriacim do rodiny proteinov cytochroému P450 zodpovednym
za katalyticku biosyntézu estrogenov (estronu a estrodiolu). Je kddovana génom CYP19A1,
lokalizovanym na chromozome 15, ktorého expresia je riadend tkanivovo specifickymi
promoétormi, z ¢oho vyplyva odlisnd regulacia expresie vroznych typoch tkaniv.®®

Enzymaticky komplex sa viaZe na vonkajSej strane endoplazmatickeho retikula bunky, pricom
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pozostdva z dvoch hlavnych proteinov. Prvym z nich je cytochrom P450a0m jedna sa
0 hemoprotein, ktory konvertuje C19 (androgény) na C18 steroidy (estrogény). Druhym
hlavnym proteinom je NADPH-cytochrom P450 reduktaza, ktora sa podiel’a na redukcii Sest’
¢lenného kruhu steroidov. Presné mechanizmy vsetkych krokov katalyzy aromatazou su stale

predmetom $tudia.%® Katalyticky mechanizmus enzymu aromatazy je zobrazeny na Obr.4.
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Obr.4: Katalyticky mechanizmus enzymu aromatazy.®’

Aromataza je suc¢astou mnohych tkaniv celého tela a to vratane prsnika, koze, mozgu,
kosti, svalov, tukovych tkaniv akory nadobli¢iek.®® Jej najvyssia hladina je
u premenopauzalnych zien vo vaje¢nikoch a u pomenopauzalnych zien v tukovom tkanive
a kore nadobli¢iek.®® Zistilo sa 7e koncentracia estrogénov je az dvadsat’ nasobne vyssia
v tkanive rakoviny prsnika, ¢o naznacuje lokalne zvySenie expresie aromatazy v blizkosti alebo
priamo v postihnutom prsnom tkanive. Inhibicia aromatazy znizuje produkciu estrogénov
v celom tele na takmer nedetekovatenu hladinu, ¢o dokazuje jej vyznam pri potlaceni
progresivity karcinomu prsnika.®® Aromataza je jedingym znamym enzymom u stavovcov, ktory
je schopny aromatizovat’ Sest’ ¢lenny kruh a je preto jedinym zdrojom pre syntézu estrogénu
v tele.%® Lie¢ba inhibiciou aromatazy je aplikovana u pacientiek v pomenopauzalnom stadiu,
alebo u tych, ktoré presli ovarektomiou.%® U oboch typov pacientov je zostatkovy estrogén

produkovany z tukovych zasob, z ¢oho vyplyva, Ze periférna aktivita aromatazy (a hladina
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estrogénu) je zavisla od indexu telesnej hmotnosti.5® Castym miestom inhibi¢ného posobenia

medikamentov na adrenalinovi steroidogenézu je tiez kora nadobli¢iek (Obr.5).”
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Obr.5: Schéma metabolickej drahy odblravania cholesterolu v kére nadobliciek.%

3.3.2 Inhibitory enzymu aromatézy
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Jedna sa o latky, ktoré znizuji aktivitu enzymu aromatazy a ich mechanizmy u¢inku st

rozpisané nizsie. Uplatiiuji sa pri lie¢be karcindmu prsnika u pacientov rezistentnych na liecbu

tamoxifénom. Velkou vyhodou tychto medikamentov je maly pocet ich vedlajsich ucinkov

V porovnani s uz spominanym tamoxifénom.®6:67.68

3.2.1 Steroidné inhibitory (nazyvaju sa tiez ako typ1):

a.) Kompetitivne steroidné inhibitory si molekuly, ktoré sut’azia o0 naviazanie do aktivneho

miesta enzymu so substratom androstenedionom,. Zakladni kostru kompetitivnych

steroidnych inhibitorov tvori pravé androstedion s r6zne naviazanymi substituentmi.
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Tieto inhibitory sa viazu do aktivneho miesta aromatazy rovnakym spésobom ako

androstenedion (Obr.6)."%7273

4-OHA, formestane 1-methyl-ADD

O [0}
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7a-APTA 7a-arylaliphatic A’s

Obr.6: Najbeznejsie pouzivané lieciva zo skupiny kompetitivne steroidnych inhibitorov.*’

b.) Druhou skupinou su steroidné inhibitory, ktoré napodobiiuju substrat, viazu sa do
aktivneho miesta aromatazy, pricom st konvertované na reaktivny medziprodukt
(ireverzibilny inhibitor), ktory nasledne inaktivuje enzym ireverzibilnym kovalentnym
naviazanim. Jedna sa o latky, ktorych za&kladnd Kkostru tvori, podobne ako
v predchadzajicej skupine kompetitivnych inhibitorov, androstenedion s rbzne

naviazanymi substituentami (Obr.7).6%74

2 o) o)
0 o o
OH

4-OHA, formestane MDL 18,962 exemestane
Aromasin®
(0] (o]
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Obr.7: Najbeznejsie pouzivané lieciva zo skupiny steroidnych inhibitorov zaloZenych na

mechanizme.®®

3.2.2. Nesteroidné inhibitory (nazyvane tiez ako typ2):

a.) Inhibitory prvej, druhej a tretej generacie (kompetitivne inhibitory) si molekuly, ktoré
Vo svojej Struktire obsahuju Specificky heteroatom schopny sa koordinovat’ na
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zelezo hémovej skupiny cytochromu P450, ktord je sucastou aktivneho miesta
komplexu enzymu aromatézy. Vznik tejto interakcie nésledne zabrafiuje naviazaniu
substratov (androgénov) do aktivneho miesta enzymu. Medzi bezne pouzivanych
predstavitel'ov tejto skupiny patria aminoglutatimid (inhibitor prvej generéacie), fadrazol
(inhibitor druhej generacie) adnes v klinickej praxi najpouzivanejSie hormonalne
terapeutikd pre liecbu karcinomu prsnika anastrozol a letrozol (inhibitory tretej
generacie).” Inhibitory tretej generacie sa v porovnani s predchadzajicimi generaciami
lisia predovSetkym nizS§imi podavanymi terapeutickymi davkami, vySSou afinitou
k cielovému miestu a malym poé¢tom neziadlcich udinkov (Obr.8). 5767778 [nhibicne

koncentracie IC50 enzymu aromatazy su zobrazené na Obr.9.
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N CN
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Obr.8: Najbeznejsie pouzivané lieciva zo skupiny kompetitivnych nesteroidnych

inhibitorov prvej, druhej a tretej generacie.®®

Placental Breast cancer Mammary fibroblast
microsomes homogenates cultures
ICsy Relative ICsy Relative 1C5 Relative
(nM) potency (nM)  potency (nM) potency
Aminoglutethimide 3000 1 4500 1 8000 1
Anastrozole 12 250 10 450 14 570
Letrozole 12 250 2.5 1800 0.8 10 000
Formestane 50 60 30 150 45 180
Exemestane 50 60 15 300 5 1600

Obr.9: Inhibicne hodnoty 1C50 pre vsetky nesteroidné klinicky pouzivané inhibitory

aromatazy.”

b.) Flavonoidove derivaty su latky bezne sa vyskytujice v potrave. Iba nedavno sa

ukazala ich schopnost nekovalentnej reverzibilnej interakcie s hémovou
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skupinou cytochromu P450 v aktivnom mieste komplexu aromatazy Jedna sa
0 potencialne lie¢iva karcindmu prsnika, ktoré sa zatial’ neuplatiuja v klinickej
praxi (Obr.10).658081

OH O

apigenin

o}

W

flavone flavanone

quercetin

7,8-benzoflavone

Obr.10: Prehlad flavonoidovych derivatov inhibujlce enzym aromatazu.®®

3.4 Platnaté komplexy ako potencialne liec¢iva karcindbmu prsnika:

Komplexy platiny sa dnes bezne pouzivaju protinadorovej terapii a to na zéklade ich
schopnosti kovalentne sa viazat' na DNA. Cisplatina a karboplatina sa Gspesne pouzivaji na
liecbu epitelarnych malignit pluc, hlavy, krku, vaje¢nikov, mocového mechura
a semennikov.828 Na liecbu cisplatiny rezistentnych kolorektalnych nadorovych ochoreni sa
asto Vklinickej praxi pouziva oxaliplatina.* Platnaté komplexy s dobrym Klinickym
potencialom ako je nedaplatina a lobtoplatina st zatial’ schvélené len na tzemi Ciny, Japonska
aJuznej Korey (Obr.11).858 Prekvapenim zostava, ze komplexy platiny nenasli cestu
k pravidelnému pouzitiu u liecby karcindmu prsnika ato aj na vzdory tomu, ze vykazuju

vyrazné potladenie rastu nadorového tkaniva v pokusoch in vitro aj in vivo.®’
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Obr.11: Prehlad komplexov platiny pouzivanych v Klinickej praxi.

Najzaujimavejs$imi  ucinkami komplexov platiny sU Géinky antiproliferatné a
cytotoxické. Bezne akceptovanou hodnotou na popis antiproliferacnych/cytotoxickych
vlastnosti zlac¢enin je hodnota IC50 (koncentracia lieciva, pri ktorej sa zastavi delenie polovice
poc¢tu buniek v bunkovej populacii). Okrem hodnoty IC50 je délezitou informaciou aj
koncentracia absorbovaného lie¢iva do intracelularneho prostredia bunky. T4 sa moze
stanovovat pomocou atdmovej absorbénej spektroskopie (AAS) alebo hmotnostnou
spektrometriou s indukéne viazanou plazmou (ICP-MS). Obsah platiny v bunkéach sa
najcastejsie vyjadruje v moloch platiny na hmotnost’ bune¢ného proteinu (umol Pt/ug hodnota
proteinu). Na zé&klade poctu buniek v buneénej populacii a priemernej hodnoty buneéného
proteinu mozno odhadnut’ intracelularnu buneénu koncentraciu skimaného lie¢iva (komplexu
platiny).2589.90

Absorpcia cisplatiny do intracelularneho prostredia buniek karcindmu prsnika priamo
zavisi od extracelularnej koncentracie, ako ukazali in vitro experimenty stanovenia
koncentracie platiny v bunkach. Z toho jasne vyplyva obmedzend pouzitel'nost’ pre lieCbu

karcinému prsnika v dosledku nutnosti pouZitia vyssich terapeutickych davok.88:91.92.93

Dnes je velky zaujem o kombinaciu chemoterapeutického ucinku s hormonélnou
terapiou u pripravovanych potencialnych lieciv pre lie¢bu karcindbmu prsnika. Tento ciel
vyplyva z in vitro experimentov, kde u buniek karcindmu prsnika, ktoré boli st¢asne podrobené
pdsobeniu cisplatiny a steroidnému inhibitoru aromatazy, doslo k senzibilizacii na cisplatinu
dvoma spdsobmi a to absorpciou do bunky a taktiez spustenim nadmernej expresie HMG-1
proteinu, ktory chrani adukty cisplatiny pred exciznou nukleotidovou reparaciou. To znamena,

ze hlavnou stratégiou vyvoja potencidlnych lie¢iv na baze komplexov platiny je pouzitie
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ligandov, ktoré vykazuju zna¢ny inhibi¢ny G¢inok estragenovych receptorov alebo inhibi¢ny

u¢inok enzymu aromatazy (Obr.12 a Obr 13).83:94.95.96,97,98,99

QO -~
= NeXs
HO N]im: 0\ 0 _\_\

Obr.12: Prehlad komplexov platiny s ligandmi na baze steroidnych inhibitorov

estragenovych receptorov.®

Pre lie€bu karcinomu prsnika sa dnes pouZivaju rozne lieCebne rezimy spojené so
synergickym u¢inkom roznych lieciv. Tento synergicky uUc¢inok bol pozorovany tiez pre
kombinaciu potencidlnych lie¢iv komplexov platiny sdnes uz bezne pouZivanymi
chemoterapeutikami uréenymi pre lie¢bu karcindmu prsnika. Prikladom st komplexy platiny
s S-donorovymi ligandmi podavanymi s taxanmi, ktorych IC50 sa pohybovala v nmol
koncentraciach.88100101102 [yalsim  prikladom moéze byt synergicky uéinok cisplatiny
s herceptinom, ¢o viedlo k vyraznému znizeniu expresie tyrozin-kinazovych receptorov HER-

2 u buniek karcinému prsnika 88103104
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Obr.13: Prehlad réznych komplexov platiny s ligandmi na baze steroidnych inhibitorov

aromatazy.®

3.5 Derivéaty chalkonov ako potencialne lie¢iva karcinOmu prsnika

Chalkoény su specialna trieda aromatickych ketonov, ktoré sa pouzivaji a patentuji ako
biologicky ~ u¢inné  organické  molekuly  vykazujuce  protirakovinovi,05:10
protizapalov(, 107198109 antioxidacni!®, antimikrobialnu, antituberkularnu®, anti-HIV 2
antimalarialnu,**® a antialergicku aktivitu.!** Chalkény, alebo 1,3-diaryl-2-propén-1-6ny, patria
do skupiny flavonoidov s otvorenym ret'azcom, v ktorych st dva aromatické kruhy spojené
pomocou a-f -nenasyteného karbonylového systému s tromi atomami uhlika.l*>® Pravé
protirakovinova aktivita je akademickej obci znama viac ako tri desat’rocia. Chalkony vykazuju
cytotoxickl a antiprolifera¢na aktivitu prostrednictvom viacerych mechanizmov, akymi sd
prerusenie bune¢ného cyklu, inhibicia angiogenézy, inhibicia polymerizacie tubulinu, indukcia
apoptozy, blokécia signalnej drahy jadrového faktoru-kappa B(NF-B) a inhibicia
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aromatazy. 17118119120 K dnesnému ditu bolo spracovanych viacero publikacii poukazujtcich

na inhibi¢ny G¢inok chalkdnov na rast buniek karcinomu prsnika, ! 122,123,124
O
H,CO O | CH,
H,CO O OH
OCH;, o HaCO

1 (IC5,=0.21nM) 7 (IC5,=177.8uM)

10 (IC5,=64.9uM) 19 (IC5,=9.88uM)

Obr.14: Chalkony s uvedenymi hodnotami IC50 na bunkovej linii karcindmu prsnika MCF-
7_120

Vzhl'adom na vysSie uvedené skuto¢nosti sa chalkény javia ako vhodné ligandy na
zlepsenie biologickej aktivity komplexov s potencialnou protinddorovou aktivitou (Obr.14).
Prekvapenim je, ze doteraz sa len malo praci zaoberalo biologickym popisom komplexov
platiny s roznymi derivatmi chalkénov. Prikladom moze byt komplex pripraveny vyskumnou
skupinou Zoldakova a kol. Jedn& sa o dichloridoplatnaty komplex s chalkon6vym ligandom,
analogom combretastatinu A4. Tento komplex vykazoval porovnatelni cytotoxicitu so
samotnym chalkondm na takmer vSetkych testovanych liniach. Okrem toho, komplex
vykazoval selektivitu voéi bunkam neutralnym a bunkdm néddorovym, spésoboval narusenie
mikrotubulov, zastavenie bunkové cyklu vo faze G1 aG2/M a indukoval apopt6zu.t?® Dalsim
prikladom mozu byt komplexy platiny pripravene vyskumnou skupinou Huang a kol. Jednalo
sa 0 sériu platic¢itych komplexov odvodenych od cisplatiny s roznymi ligandami chalkénov,
ktoré samostatné vystupovali ako inhibitory polymerizacie tubulinu. Tieto komplexy
vykazovali nizSiu alebo porovnate'nii cytotoxicitu s cisplatinou na takmer vSetkych
testovanych bune¢nych liniach. Vybrané komplexy (14, 17) z tejto série indukovali produkciu

reaktivnych druhov kyslika (ROS), zastavenie bunkového cyklu vo faze G2/M a mitochondriou
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sprostredkovani apoptézu regulovanim expresie ¢lenov rodiny Bcl-2.1%8 V literat(re su
popisane d’al$ie komplexy platiny s chalkobnmi, u ktorych v8ak nebolo vykonané rozsiahlejsie
biologické testovanie. Prikladom mézu byt komplexy platiny s tiofén obsahujdcimi ligandmi

chalkénového typu, ktoré boli pripravené vyskumnou skupinou Atlam a kol.*?’

3.6 Imidazoloveé a im $truktirne podobné zluceniny s protinadorovou
aktivitou

Mnoho vyskumnych prac ukazalo, ze rézne derivaty imidazolu mézu mat’ vyznamni
protinadorovu aktivitu. Uspech imidazolov ako protinadorovych latok zapocal vyvojom lieciva
dakarbazin'?®® a nasledne nastal prudky rozvoj vyskumu dalsich imidazolovych zludenin
s protinadorovou aktivitou (temozolomide!?®, mercaptopurine®®®, nilotinib!3) (Obr.15).
Imidazolové derivdty mozno podla typu ucinku rozdelit do niekolkych skupin ato sd
antiangiogenné lie¢iva, antiproliferacné lieiva, inhibitory enzymu CYP26A1, inhibitory
topoizomerazy, inhibitory CHK1 a CHK2, inhibitory aromatazy a inhibitory CDK (cyklin

dependentnych kinaz).1
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Obr.15: Graficke znazornenie rasticeho zaujmu o vyskum imidazolov ako protinadorovych
latok v rokoch 2002 - 2006 az 2007 - 2011 az 2012 — 2016.1%

Medzi priklady potencialnych lie¢iv obsahujicich vo svojej Struktare imidazolovd
skupinu, ktoré vykazuju pozitivny ucinok pre liecbu karcindbmu prsnika patria latky
publikované Dao a kol., ktoré vystupuju ako zluceniny s antiprolifera¢nou aktivitou, ktorych
hodnoty IC50 sa pohybovali v jednotkach mikromélov na bunkovej linii karcinomu prsnika
MDA-MB-231 (Obr 16).1%3
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Obr.16: Priklad z/icenin obsahujucich vo svojej Struktiire imidazo-triazinova skupinu a

vystupujlce ako potencialne /ieciva karcindmu prsnika.***

Velkou skupinou derivatov imidazolov ako potencialnych lieciv karcindmu prsnika su
rézne derivaty benzimidazolov, ktoré vystupuju casto ako ¢inidla s nukleazovou aktivitou
(Stiepia DNA v oblasti G a A basy). Ako priklady latok s nukleazovou aktivitou mézeme uviest’
zluCeniny publikované Abdel-Mohsen a kol. Hodnoty IC50 na bune¢nej linii karcindmu
prsnika MCF-7 sa pohybovali v jednotkach mikromdlov (Obr.17) .13

N
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g S‘<\1}~I / —N
R

Obr.17: Priklad zlicenin obsahujlcej vo svojej Struktire bezimidazolovii skupinu a

vystupujiice ako potencidalne lieciva karcinomu prsnika.!®

BeZzne pouzivanym lie¢ivom V klinickej praxi pre lie¢bu karcinomu prsnika ako

inhibitor aromatazy sa pouziva fadrazol, ako uz bolo spomenuté v predchadzajucej kapitole.

Rdzne derivaty imidazolu ponukaju zaujimavu biologick( aktivitu, ktora v kombindcii
s cytotoxickou aktivitou komplexov platiny moze viest k pozadovanym vysledkom 1313
Prikladom takychto komplexov je praca Ferria a kol. ktory pripravili sériu komplexov
dichlorido-platnatych (I1) s réznymi imidazolovymi derivatmi. Tieto komplexy boli
cytotoxickejSie ako cisplatina na bunkovej linii karcinomu hrubého ¢reva HCT-116, ktord je
Ciastodne rezistentna na cisplatinu.**” Dalim prikladom je praca skupiny Gozelle a kol., ktory

pripravili sériu platnatych komplexov s réznymi derivatmi benzimidazolu. Komplexy boli
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testované na bunkovej linii HeLa, kde vykazovali cytotoxicitu porovnatelnt s karboplatinou.!3®
Carlson a kol. pripravili sériu komplexov platiny s ligandami na baze imidazol-fenantrolinu.
Tieto komplexy vykazovali v porovnani s cisplatinou vyssiu cytotoxicitu na bunkovych liniach
Hela, HepG2 a MCF-7.1%°

3.7 Polosendvicové komplexy s potencidlom liecby karcinomu prsnika

V literatre bolo popisanych vel’ké mnozstvo komplexov ruténia, rodia, iridia a osmia,
ktoré ukazuji pozitivne vysledky na l'udskych bunkovych linidch karcindmu prsnika. Ako
priklad je mozné uviest’ komplexy pripravené vyskumnou skupinou Starha a kolektiv. Jednalo
sa 0 polosendvicové komplexy ruténia a osmia s koordinovanym batofenantrolinom. Tieto
komplexy boli in vitro testované na cytotoxicitu na l'udskych bune¢nych liniach MCF-7 a
MDA-MB-231, na ktorych tieto komplexy dosahovali nmol hodnoty 1C50.14014! Dalsim
prikladom su polosendvi¢ové komplexy iridia s roznymi derivatmi 1,10-fenantrolinu
pripravené vyskumnou skupinou Garga a kolektivu, ktoré dosahovali pozitivne vysledky na
bunkovej linii MCF-7.14 Vyskumna skupina Russell J. Needham a kolektiv pripravil sériu
komplexov ruténia a osmia, ktoré vykazovali silné antiproliferativne ucinky na lPudskej
buneénej linii MCF-7.1*® Pozitivne vysledky na bunkovej linii MCF-7 dosahovali tiez
komplexy ruténia s ligandom chrysinom, pripravené vyskumnou skupinou Souvik Roy a
kolektiv.1** Velky pocet dostupnych publikacii komplexov ruténia, rédia, iridia a osmia s
biologickou aktivitou na 'udskych bunkovych liniach karcinomu prsnika demonstruje potencial
lickov na baze kovu pri lie¢be tohto zhubného ochorenia. Do dnesného dia bolo pripravenych
len zopar polosendvi¢ovych komplexov so schopnostou inhibovat’ enzym aromatazu. Za
zmienku stoji séria polosendvi¢ovych komplexov ruténia s nakoordinovanym lie¢ivom
anastrozolom pripravené vyskumnou skupinou Golbaghi a kolektiv. Inhibi¢na aktivita
komplexov bola testovana na I'udskej bunec¢ne;j linii H295R, pri¢om vysledky ukézali podobn
inhibi¢nu aktivitu ako samotne lie¢ivo anastrozol.}*® Dalgia zaujimava séria polosendvi¢ovych
komplexov ruténia s nakoordinovanym lie¢ivom letrozolom, bola pripravena vyskumnou
skupinou Castonguay a kolektivu. U tejto série nebola merand samotnd inhibi¢na aktivita
enzymu aromatazy. Pripravené komplexy ruténia vykazovali podobn( cytotoxicitu na 'udskej

buneéne;j linii karcindmu prsnika MCF-7 ako lie¢ivo letrozol. 4
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V. Experimentalna ¢ast’

4.1 Zoznam pouzitych chemikalii

K2PtCls bol zakupeny z Precious Metals Online, zatial' ¢o ostatné chemikélie (4-(1H-
imidazol-1-yl)benzaldehyd, 4'-(imidazol-1-yl)acetofenon, acetofendn, 4-metylacetofenén, 4-
methoxyacetofenon, 4-hydroxyacetofenon, 4-bromoacetofendn, 4-metylbenzaldehyd, 4-
metoxybenzaldehyd, 4-bromobenzaldehyd, 4-iodobenzaldehyd, dichloro(p-
cymen)ruténium(ll) dimér, pentametylcyklopentadienyl (Cp*) iridium(l1l) chlorid dimér,
NaOH, KI, KCI, HCl (35% vodny roztok), cisplatina, redukovany glutation (GSH),
rezazurinu, hovadzi sérovy albumin (BSA), Tris(hydroxymethyl)aminomethane
hydrochloride (Tris HCI), rozptstadla (MeOH, dietyl éter (Et20), EtOH, etyl acetat,
dimetylformamid (DMF), dimetylsulfoxid (DMSO)) a deuterované rozpustadla pre NMR
experimenty (CDCl;, DMF-d7, D,O, DMSO-ds) boli dodané spolo¢nostami: VWR
International (Stfibrna Skalice, Czech Republic), Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic),
Lach-Ner (Neratovice, Czech Republic) and Litolab (Chudobin, Czech Republic).

4.2 Pouzite metody pre charakterizaciu pripravenych ligandov a komplexov

Hmotnostnd spektrometria s ionizaciou elektrosprejom (ESI-MS; metanolové roztoky) sa
uskuto¢nila pomocou UHPLC-MS (Dionex/Thermo Scientific) hmotnostného spektrometra s
3D idnovou pascou a zdrojom pre ionizéaciu za atmosférického tlaku (ESI a APCI). Experimenty
'H NMR, C NMR, 1H-13C gsHMQC NMR a 1H-13C gsHMBC NMR sa uskutocnili v
roztokoch CDC1; (pre ligandy HA1, HA2, HA3, HA5), v DMSO-ds (pre ligand HA4) a v
DMF-d7 (pre komplexy 1-6) pri 300 K pomocou 400 MHz NMR spektrometra od firmy Varian
pri 400,00 MHz (pre *H NMR) a 101,00 MHz (pre **C NMR); gs = vybrany gradient, HMQC
= heteronukledrna mnohonasobna kvantova koherencia, HMBC = heteronuklearna koherencia
viacnasobnej vizby. 'H a 3C NMR spektra boli kalibrované proti zvyskovym signalom DMF.
'H NMR (8,03, 2,92 a 2,75 ppm) a *C NMR (163,2, 34,9 a 29,8 ppm) signaly. Rozdelenie
proténovych rezonancii v uvadzanom *H spektre je definované ako s = singlet, d = dublet, dd
= dublet dubletov, sep = septet, m = multiplet a bs = §iroky signal. 1*Pt spektra boli merané v
roztokoch DMF-d; a pozorované NMR chemické posuny boli referencované na signél
K>[PtCle] (0 =-1625 ppm) v externom referen¢nom roztoku. FTIR spektroskopia sa uskutoc¢nila
s pouzitim spektrometra A Jasco FT/IR-4700 (Jasco, Easton, MD, USA) pri 400-4 000 cm*
(technika ATR). UV-VIS spektroskopia sa uskuto¢novala s pouzitim spektrometra Perkin-
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Elmer Lambda 35 pri 11 000-40 000 cm™. Elementarna analyza bola uskuto¢nena pomocou
Flash 2000 CHNS Elemental Analyzer (Thermo Scientific).

4.3 Syntéza ligandov chalkonov odvodenych od 4-(1H-imidazol-1-yl)
benzaldehydu

K 4-(IH-imidazol-I-yl) benzaldehydu (1 mmol, 0,172 g) a derivatu acetofenonu (1 mmol), ktoré
boli rozpustené v metanole (5 ml) sa po kvapkach pridaval metanolicky roztok hydroxidu
sodného (40%; 1,2 ml), po dobu 30 az 40 minut za staleho miesania pri izbovej teplote. Priebeh
reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstevnej chromatografie (TLC, (etyl-acetét:
chloroform 1:1). Vzniknuta zrazenina bola odfiltrovana na frite a premyta studenou zmesou
metanolu a vody (1:10). Nakoniec bol produkt rekrystalizovany z metanolu.!*” Vysledné

produkty boli ponechané cez noc v exikatore pod vakuom.

(2E)-3-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6n (HA1)

Z1ta pevna latka. Vytazok 90%. *H NMR (400 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 8.04 (d, J =
7.0, 2H, C17-H, C21-H), 7.93 (s, 1H, C2-H), 7.86 — 7.74 (m, 3H, C12-H, C8-H, C10-H), 7.65
—7.57 (m, 2H, C13-H, C19-H), 7.56 — 7.51 (m, 2H, C18-H, C20-H), 7.49 — 7.44 (m, 2H, C7-
H, C11-H), 7.34 (t, J = 1.4 Hz, 1H, C5-H), 7.24 (t, J = 1.4 Hz, 1H, C4-H). *C NMR (101 MHz,
Chloroform-d, 298K, ppm) 6 190.16 (C14), 142.99 (C12-H), 138.59 (C6), 137.94 (C16), 135.36
(C2-H), 134.02 (C9), 133.01 (C19-H), 130.87 (C4-H), 129.97 (C8-H, C10-H), 128.70 (C17-H,
C21-H), 128.50 (C18-H, C20-H), 122.69 (C13-H), 121.47 (C7-H, C11-H), 117.83 (C5-H). ESI
+MS (MeOH, m/z): 275,21 (calc. 275,11; 100%; {HA1+H}"), 297,10 (calc. 297,10; 28%;
{HA1+Na}"). IR (ATR, v, cm™): 402w, 522w, 620w, 651w, 699m, 727w, 773m, 831m, 959w,
985m, 1015w, 1057w, 1109w, 1187w, 1218m, 1308m, 1335m, 1427w, 1485s, 1521s, 1595s,
1661m, 3092s.

(2E)-3-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-metylfenyl)prop-2-én-1-6n (HA2)

Z1ta pevna latka. Vytazok 85%. *H NMR (400 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 7.99 — 7.91
(m, 3H, C2-H, C17-H, C21-H), 7.85 — 7.72 (m, 3H, C12-H, C8-H, C10-H), 7.56 (d, J = 15.7
Hz, 1H, C13-H), 7.46 (d, J = 8.3 Hz, 2H, C7-H, C11-H), 7.35 - 7.29 (m, 3H, C5-H, C18-H,
C20-H), 7.24 (s, 1H, C4-H), 2.45 (s, 3H, C22-H). *C NMR (101 MHz, Chloroform-d, 298K,
ppm) & 189.57 (14), 143.93 (C19), 142.53 (C12-H), 138.49 (C6), 135.37 (C16), 134.12 (C2-
H), 133.97 (C9), 130.88 (C4-H), 129.91 (C8-H, C10-H), 129.40 (C18-H, C20-H), 128.65 (C17-
H, C21-H), 122.69 (C7-H, C11-H), 121.44 (C13-H), 117.83 (C5-H), 21.70 (C22-H). ESI +MS
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(MeOH, m/z): 289,27 (calc. 289,13; 93%; {HA2+H}"), 311,14 (calc. 311,11; 100%;
{HA2+Na}"). IR (ATR, v, cm™): 446w, 480w, 539w, 593w, 654w, 738w, 814s, 904w, 956w,
980m, 1054w, 1104w, 1182w, 1224m, 1268w, 1303s, 1429w, 1488w, 1522s, 1599s, 1661s,
3116w.

(2E)-3-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-metoxyfenyl)prop-2-én-1-6n (HA3)

Z1ta pevna latka. Vytazok 90%. *H NMR (400 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 8.06 (d, J =
8.4 Hz, 2H, C17-H, C21-H), 7.92 (s, 1H, C2-H), 7.84 — 7.74 (m, 3H, C8-H, C10-H, C12-H),
7.57 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C13-H), 7.46 (d, J = 8.1 Hz, 2H, C7-H, C11-H), 7.34 (s, 1H, C5-H),
7.24 (s, 1H, C4-H), 7.00 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C18-H, C20-H), 3.91 (s, 3H, C23-H). 3C NMR
(101 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 188.28 (C14), 163.59 (C19), 142.12 (C12-H), 138.43
(C6), 135.38 (C2-H), 134.23 (C16), 132.72 (C9), 130.87 (C4-H), 130.85 (C8-H, C10-H),
129.86 (C17-H, C21-H), 122.51 (C13-H), 121.45 (C7-H, C11-H), 117.84 (C5-H), 113.91 (C18-
H, C20-H), 55.52 (C23-H). ESI +MS (MeOH, m/z): 305,27 (calc. 305,12; 100%; {HA3+H}"),
327,11 (calc. 327,11; 79%; {HA3+Na}"), 630,81 (calc. 631,67; 88%; {2HA3+Na}"). IR (ATR,
v, cm): 407w, 447w, 521w, 593w, 653w, 770w, 816s, 905w, 958w, 981w, 1015m, 1061w,
1120w, 1168m, 1225m, 1254w, 1309w, 1342w, 1433w, 1523s, 1588s, 1658m, 3103w.

(2E)-1-(4-hydroxyfenyl)-3-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)prop-2-én-1-6n (HA4)

Z1ta pevna latka. Vytazok 60%. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298K, ppm) & 10.41 (s, 1H,
022-H), 8.38 (s, 1H, C2-H), 8.11 — 8.03 (m, 2H, C17-H, C21-H), 8.03 — 7.98 (m, 2H, C8-H,
C10-H), 7.94 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C13-H), 7.85 (s, 1H, C5-H), 7.77 — 7.65 (m, 3H, C7-H, C11-
H, C12-H), 7.11 (s, 1H, C4-H), 6.91 — 6.83 (m, 2H, C18-H, C20-H). *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds, 298K, ppm) 6 187.45 (C14), 162.67 (C19), 142.01 (C12-H), 138.39 (C6), 136.00
(C2-H), 133.73 (C9), 131.69 (C17-H, C21-H), 130.76 (C6-H, C10-H), 130.48 (C4-H), 129.52
(C16), 122.70 (C13-H), 120.60 (C7-H, C11-H), 118.22 (C5-H), 115.81 (C18-H, C20-H). ESI
+MS (MeOH, m/z,): 291,24 (calc. 291,11; 100%; {HA4+H}"). IR (ATR, v, cm-1): 408w,
463w, 507w, 538w, 594w, 652w, 677w, 727w, 812s, 830m, 960w, 981w, 1031w, 1060w,
1118w, 1165m, 1215m, 1289m, 1337w, 1428w, 1492w, 1512m, 1580s, 1652w, 1818w, 3118w.

(2E)-1-(4-bromofenyl)-3-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)prop-2-én-1-6n (HAS)

Z1ta pevna latka. Vytazok 85%. *H NMR (400 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 7.98 — 7.72
(m, 6H, C2-H, C8-H, C10-H, C12-H, C17-H, C21-H), 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H, C18-H, C20-
H), 7.55 — 7.41 (m, 3H, C7-H, C11-H, C13-H), 7.34 (s, 1H, C5-H), 7.25 (s, 1H, C4-H). 3C
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NMR (101 MHz, Chloroform-d, 298K, ppm) & 188.94 (C14), 143.53 (C12-H), 138.74 (C6),
136.65 (C16), 135.34 (C2-H), 133.75 (C9), 132.00 (C18-H, C20-H), 130.95 (C4-H), 130.06
(C8-H, C10-H), 130.00 (C17-H, C21-H), 128.15 (C19), 122.01 (C13-H), 121.43 (C7-H, C11-
H), 117.78 (C5-H). ESI +MS (MeOH, m/z, poz): 353,10 (calc. 353,02; 100%; {HA5+H}". IR
(ATR, v, cm): 465w, 518w, 648w, 738s, 902w, 957w, 1005w, 1053w, 1106w, 1175w, 1217w,
1261w, 1303m, 1336w, 1395w, 1431w, 1481m, 1523s, 1591s, 1654m, 3108w.
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Obr.18: Synteticka cesta pripravy ligandov chalkénov odvodenych od 4-(1H-imidazol-1-yl)
benzaldehydu so schémou cislovania atomov, kde R = -H, -CHs, -OCH3s, -OH, —Br.

4.4 Syntéza komplexu [Pt(BI)2(1)2] (1)

Do roztoku K>[PtCl4] (0.1 mmol, 0.42 mg) v 1 ml deionizovanej vody, ktory bol zahriaty na
magnetickej mieSacke na 50 °C, bolo pridanych 5 molarnych ekvivalentov KI (83mg). Reakéna
zmes bola miesana po dobu 10 minut pri izbovej teplote, za vzniku medziproduktu Kz[Ptls]
(roztok zmenil farbu na ¢iernu). Nasledne bol do reak¢nej zmesi pomaly po kvapkach pridany
stechiometricky podiel 4-(1H-imidazol-1-yl) benzaldehydu (BI) (0.2 mmol, 0.34 mg)
rozpusteného v 5 ml MeOH. Vzniknuta zIta zrazenina bola miesana po dobu 24h pri izbovej
teplote, nasledne bola odfiltrovana na frite a premyta vodou (2 x 20 mL) a Et;O (2 x 1 mL).
Zlta pevna latka bola ponechana v exikatore pod vakuom po dobu 24 hodin. Vytazok: 84%.
Anal. Calcd. pre C20H16l12N4O2Pt2H20: C, 30.28; H, 2.03; N, 7.06%); zistené: C, 30.41; H, 2.07;
N, 7.36%. *H NMR (400 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & 10.12 (s, 1H, C12-H), 9.17 (s, 1H, C2-
H), 8.18 — 8.02 (m, 5H, C5-H, C8-H, C7-H, C10-H, C11-H), 7.52 (s, 1H, C4-H). °C NMR
(101 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) 6 191.95 (C12-H), 140.39 (C6), 138.24 (C2-H), 136.10 (C9),
131.45 (C8-H, C10-H), 131.20 (C4-H), 121.43 (C7-H, C11-H), 119.17 (C5-H). 9Pt NMR (86
MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & -3157.48. ESI +MS (MeOH, m/z, poz): 666,70 (calc. 666,35;
12%; {[Pt(A1)2()]}"), 815,63 (calc. 815,88; 100%; {[Pt(Al)2(l)2]+Na}"), 847,66 (calc.
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847,91; 26%; {[Pt(AL)2(I)2]+CHsOH+Na}"). IR (ATR, v, cml): 450w, 515w, 619w, 645w,
689w, 730w, 820m, 962w, 1061w, 1128w, 1170m, 1213w, 1251w, 1304m, 1332w, 1365w,
1392w, 1433w, 1496m, 1520s, 1603s, 1698s, 2743w, 2834w, 3118w,

4.5 Syntéza komplexov [Pt(HAn)2(1)2]

Komplexné zlugeniny [Pt(HAL)2(1)2] (2), [Pt(HA2)2(1)2] (3), [Pt(HA3)2(1)2] (4), [Pt(HA4)2(1)2]
(5) a [Pt(HA5)2(1)2] (6) boli pripravené rovnakym postupom ako komplex (1).

(2) Hneda pevna latka. Vytazok: 80%. Anal. Calcd. pre CasH2gl2N4O2Pt: C, 43.35; H, 2.83; N,
5.62%); zistené: C, 43.41; H, 2.72; N, 5.86%. *H NMR (400 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) 6 9.10
(s, 1H, C2-H), 8.28 — 8.19 (m, 2H, C17-H, C21-H), 8.19 — 8.08 (m, 4H, C5-H, C8-H, C10-H,
C13-H), 7.91 (d, J = 8.9 Hz, 2H, C7-H, C11-H), 7.85 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C12-H), 7.70 (t, J =
7.3 Hz, 1H, C19-H), 7.70 — 7.57 (m, 2H, C18-H, C20-H), 7.49 (s, 1H, C4-H). *C NMR (101
MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & 189.36 (C14), 142.61 (C12-H), 138.12 (C6), 137.91 (C2-H),
137.43 (C16), 135.23 (C9), 133.42 (C19-H), 130.93 (C4-H), 130.70 (C8-H, C10-H), 129.05
(C17-H, C21-H), 128.82 (C18-H, C20-H), 123.42 (C13-H), 121.32 (C7-H, C11-H), 119.11
(C5-H). %Pt NMR (86 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & -3151.55. ESI +MS (MeOH, m/z, poz):
1036,32 (calc. 1035,95; 100%; {[Pt(HAL)2(12)]+K}"). IR (ATR, v, cm™): 351w, 440w, 518w,
618w, 647w, 684w, 720w, 774w, 811w, 959w, 1007w, 1058w, 1129w, 1175w, 1215m, 1304m,
1333w, 1428w, 1520s, 1592s, 1656m, 3048w, 3109w.

(3) Hneda pevna latka. Vytazok: 86%. Anal. Calcd. pre CasHz212N4O2Pt: C, 44.50; H, 3.14; N,
5.46%); zistené: C, 44.21; H, 2.88; N, 5.14%. *H NMR (400 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & 9.09
(s, 1H, C2-H), 8.16 — 8.08 (m, 6H, C5-H, C8-H, C10-H, C13-H, C17-H, C21-H), 7.90 (d, J =
8.3 Hz, 2H, C7-H, C11-H), 7.82 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C12-H), 7.48 (s, 1H, C4-H), 7.40 (d, J =
8.6 Hz, 2H, C18-H, C20-H), 2.41 (s, 3H, C22-H). *C NMR (101 MHz, DMF-d7, 298K, ppm)
§ 188.78 (C14), 144.19 (C19), 142.20 (C12-H), 137.90 (C2-H), 137.36 (C6) , 135.65 (C16),
135.31 (C9), 130.93 (C4-H), 130.64 (C8-H, C10-H), 129.65 (C18-H, C20-H), 128.99 (C17-H,
C21-H), 123.47 (C13-H), 121.31(C7-H, C11-H), 119.12 (C5-H), 21.00 (C22-H). ***Pt NMR
(86 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) 6 -3148.30. ESI +MS (MeOH, m/z, poz): 289,20 (calc. 289,13;
59%; {HA2+H}"), 1047,95 (calc. 1048,02; 100%; {[Pt(HA2)2(I)2]+Na}"), 1064,70 (calc.
1064,67; 60%; {[Pt(HA2)2()2]+K}"). IR (ATR, v, cm™): 357w, ,428w, 519w, 592w, 639w,
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735w, 805m, 962w, 1013w, 1061w, 1127w, 1177w, 1222w, 1302m, 1332w, 1427w, 1520s,
1593m, 1658w, 3126w.

(4) Hneda pevna latka. Vytazok: 82%. Anal. Calcd. pre CsgHs212N4O4Pt2H20: C, 43.16; H,
3.05; N, 5.30%; zistené: C, 43.52; H, 2.99; N, 5.53%. 'H NMR (400 MHz, DMF-d;, 298K,
ppm) & 9.10 (s, 1H, C2-H), 8.28 — 8.22 (m, 2H, C8-H, C10-H), 8.17 — 8.09 (m, 4H, C5-H, C13-
H, C17-H, C21-H), 7.92 — 7.88 (m, 2H, C7-H, C11-H), 7.80 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C12-H), 7.49
(s, 1H, C4-H), 7.15 — 7.10 (m, 2H, C18-H, C20-H), 3.92 (s, 3H, C23-H). °C NMR (101 MHz,
DMF-d7, 298K, ppm) & 187.53 (C14), 163.98 (C19), 141.70 (C12-H), 137.88 (C6), 137.28
(C16), 135.42 (C2-H), 131.20 (C8-H, C10-H), 131.03 (C9), 130.91 (C4-H), 130.55 (C17-H,
C21-H), 123.46 (C13-H), 121.31(C7-H, C11-H), 119.11 (C5-H), 114.25 (C18-H, C20-H),
55.60 (C23-H). 1°°Pt NMR (86 MHz, DMF-d7,298K, ppm) & -3152.36. ESI +MS (MeOH, m/z,
poz): 1096,89 (calc. 1096,68; 100%; {[Pt(HA3)2(1)2]+K}"). IR (ATR, v, cm™): 351s, 519w,
590w, 650w, 732w, 809m, 962w, 1016w, 1061w, 1127w, 1165m, 1219m, 1254w, 1304w,
1332w, 1426w, 1520s, 1596s, 1656w, 3127w.

(5) Oranzova pevna latka. Vytazok: 74%. Anal. Calcd. pre CasH2sl2N2O4PtH20: C, 42.00; H,
2.74; N, 5.44%; zistené: C, 41.87; H, 2.99; N, 5.53%. *H NMR (400 MHz, DMF-d7, 298K,
ppm) & 10.79 (s, 1H, 022-H), 9.10 (s, 1H, C2-H), 8.17 — 8.06 (m, 6H, C5-H, C8-H, C10-H,
C13-H, C17-H, C21-H), 7.91 - 7.87 (m, 2H, C7-H, C11-H), 7.77 (d, J = 15.6 Hz, 1H, C12-H),
7.48 (s, 1H, C4-H), 7.02 — 6.96 (m, 2H, C18-H, C20-H). 13C NMR (101 MHz, DMF-d7, 298K,
ppm) & 187.31 (C14), 163.13 (C19), 141.29 (C12-H), 137.88 (C2-H), 137.19 (C6), 135.51 (C9),
131.44 (C17-H, C21-H), 130.90 (C4-H), 130.47 (C8-H, C10-H), 129.73 (C16), 123.59 (C13-
H), 121.31 (C7-H, C11-H), 119.12 (C5-H), 115.71 (C18-H, C20-H). 1Pt NMR (86 MHz,
DMF-d7, 298K, ppm) 6 -3148.91. ESI +MS (MeOH, m/z, poz): 1067,93 (calc. 1067,94; 100%;
{[Pt(HA4)2(1)2]+K}). IR (ATR, v, cm): 356m, 519w, 595w, 637w, 730w, 811w, 962w,
1018w, 1061w, 1126w, 1163w, 1216m, 1305w, 1333w, 1428w, 1521s, 1600s, 1654w, 3126s.

(6) ZIta pevna latka. Vytazok: 91%. Anal. Calcd. pre CasHaeBr2l2N4O4Pt: C, 37.43; H, 2.27; N,
4.85%; zistené: C, 36.08; H, 2.35; N, 4.87%. 'H NMR (400 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & 9.10
(s, 1H, C2-H), 8.20 — 8.09 (m, 6H, C5-H C8-H, C10-H, C13-H, C17-H, C21-H), 7.94 — 7.86
(m, 3H, C7-H, C11-H, C12-H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H, C18-H, C20), 7.49 (s, 1H, C4-H). 13C
NMR (101 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & 188.49 (C14), 143.11 (C12-H), 137.92 (C2-H),
137.53 (C6), 137.13 (C16), 135.13 (C9), 132.25 (C18-H, C20-H), 130.93 (C4-H), 130.81 (C8-
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H, C10-H, C17-H, C21-H), 127.75 (C19), 123.07 (C13-H), 121.31 (C7-H, C11-H), 119.10 (C5-
H). **Pt NMR (86 MHz, DMF-d7, 298K, ppm) & -3150.03. ESI +MS (MeOH, m/z, poz):
1194,63 (calc. 1194,42; 100%; {[Pt(HA5)2(1)2]+K}). IR (ATR, v, cm™): 357m, 465w, 595w,
542w, 651w, 738w, 814s, 980w, 1008w, 1063w, 1106w, 1176w, 1217w, 1308w, 1336w,
1397w, 1428w, 1523s, 1602s, 1660w, 3125.
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Obr.19: Synteticka cesta pripravy platnatych (1) komplexov cis-[Pt(B1)2(1)2] (1), cis-
[Pt(HAL)2(1)2] (2), cis-[Pt(HA2)2(1)2] (3), cis-[Pt(HA3)2(1)2] (4), cis-[Pt(HA4)2(1)2] (5) a cis-
[Pt(HA5)2(1)2] (6) so schémou cislovania atomov (¢islovanie ligandov chalkOnov je

znazornené na Obr.18).

4.6 Syntéza ligandov chalkénov odvodenych od 4’-(imidazol-1-yl)acetofendnu.

K 4'-(imidazol-1-yl)acetofenonu (1 mmol, 0,185 @) aderivatu benzaldehydu (1 mmol)
rozpustenych v metanole (5 ml) sa po kvapkach pridaval metanolicky roztok hydroxidu

sodného (40%; 1,2 ml) po dobu 30 az 40 minat za stileho mieSania pri izbovej teplote.

Vzniknuta zrazenina bola odfiltrovana na frite a premyta studenou zmesou metanolu a vody

38



(1:10). Nakoniec bol produkt rekrystalizovany z metanolu.!*” Vysledné produkty boli

ponechané cez noc v exikatore pod vakuom.
(2E)-3-[4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl]-1-(4-metylfenyl)prop-2-én-1-6n (L1)

Z1ta pevna latka. Vytazok: 90%. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K, ppm) & *H NMR (400
MHz, DMSO-ds, 298K, ppm) 6 8.44 (s, 1H), 8.31 — 8.23 (m, 2H), 7.95 — 7.88 (m, 2H), 7.87 —
7.82 (m, 2H), 7.81 - 7.76 (m, 2H), 7.71 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.13 (s,
1H), 2.31 (s, 3H). ¥C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 298K, ppm) & 188.19, 144.75, 141.26,
140.63, 136.21, 136.00, 132.37, 130.91, 130.84, 129.99, 129.49, 121.16, 120.21, 118.24, 21.55.
ESI+MS (MeOH, m/z,): 289,22 (calc. 289,34; 100%; {L1+H}"). IR (ATR, v, cm™): 428w,
466w, 512w, 540w, 588w, 612w, 688w, 791w, 828s, 837w, 971w, 982w, 1047w, 1062w,
1120w, 1169m, 1256m, 1289m, 1345w, 1430w, 1491w, 1562m, 1600s, 1619s, 3218w.

(2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl]-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-én-1-6n (L2)

Z1ta pevna latka. Vytazok: 84%. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K, ppm) & 8.44 (s, 1H),
8.26 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.90 (s, 1H), 7.88 — 7.80 (m, 5H), 7.72 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.13 (s,
1H), 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d6, 298 K, ppm) §
188.06, 161.88, 144.68, 140.53, 136.20, 136.18, 131.39, 130.82, 127.73, 120.19, 119.68,
118.24, 114.85, 55.83. ESI+MS (MeOH, m/z,): 327,09 (calc. 327,33; 25%; {L2+Na}"), 630,85
(calc. 631,23; 100%; {2L2+Na}"). IR (ATR, v, cm™): 422w, 451w, 500w, 556w, 574w, 613w,
643w, 698w, 825s, 889w, 965w, 975w, 1076w, 1099w, 1134w, 1215w, 1294m, 1347w, 1451w,
1576w, 15865, 1624s, 3218w, 3240w.

(2E)-3-(4-bromofenyl)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl]prop-2-én-1-6n (L3)

Z1t4 pevna latka. Vytazok: 92%. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K, ppm) & 8.45 (s, 1H),
8.28 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.02 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.88 — 7.81 (m, 4H), 7.70 (d,
J=15.6 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.13 (s, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 298
K, ppm) & 188.12, 143.26, 140.76, 136.22, 135.75, 134.39, 132.32, 131.34, 131.02, 130.85,
124.53,122.98, 120.20, 118.23. ESI+MS (MeOH, m/z,): 354,32 (calc. 354,21; 56%; {L2+H}"),
726,60 (calc. 727,03; 100%; {2L.3+Na}"). IR (ATR, v, cm™): 411w, 459w, 513w, 528w, 600w,
618w, 686w, 745w, 815s, 878w, 964w, 1013w, 1031w, 1056w, 1123w, 1165w, 1232m, 1291m,
1388w, 1428w, 1476w, 1546m, 1602s, 1634w, 3218w.
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(2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl]-3-(4-iodofenyl)prop-2-én-1-6n (L4)

Z1ta pevna latka. Vytazok: 90%. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K, ppm) & 8.42 (s, 1H),
8.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.88 — 7.80 (m, 5H), 7.72 — 7.64 (m, 3H),
7.12 (s, 1H). °C NMR (101 MHz, DMSO-d6, 298 K, ppm) & 188.24, 143.51, 140.77, 138.20,
136.22, 135.88, 134.69, 131.21, 130.98, 130.85, 123.05, 120.30, 118.24, 98.14. ESI+MS
(MeOH, m/z,): 401,17 (calc. 401,22; 100%; {L4+H}"), 423,05 (calc. 423,20; 32%; {L4+Na}").
IR (ATR, v, cm™): 408w, 463w, 507w, 538w, 594w, 652w, 677w, 727w, 812s, 830m, 960w,
981w, 1031w, 1060w, 1118w, 1165m, 1215m, 1289m, 1337w, 1428w, 1492w, 1512m, 1588s,
1652s, 2150w, 3118w.
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Obr.20: Synteticka cesta pripravy ligandov chalkénov odvodenych od 4'-(imidazol-1-
yl)acetofenonu, kde R =, -CH3, -OCH3s, —Br, —l.

4.7 Syntéza [Ru(»®-pcym)(L1)(Cl)2] (Rul)

Komplex Rul bol pripraveny reakciou [Ru(p-Cl)(n®-p-cymén)Cl]2 (0,05 mmol) s L1 (0,10
mmol), v MeOH (5 ml) pri izbovej teplote za stadleho mieSania po dobu 6 hodin. Pocas mieSania
dochadzalo k postupnej tvorbe oranzovej suspenzie. Vysledny komplex Rul bol prefiltrovany
na frite a premyty (1 x 0,5 ml MeOH a 3 x 1,0 ml dietyléteru). Oranzovy pevny produkt bol
vysuSeny v exikatore za zniZzeného tlaku (cez noc). Vytazok 82%. ESI+MS (MeOH, m/z, poz):
559,17 (calc. 559,08; 100%; {[Ru(#%-pcym)(L1)(CI)2]}*), 576,98 (calc. 577,09; 21%:; {[Ru(#°-
pcym)(L1)(CI)2]+H20}). IR (ATR, v, cm™): 362w, 433w, 529w, 639w, 648w, 682w, 699w,
767w, 812w, 961w, 1022w, 1087w, 1131w, 1179w, 1296m, 1370w, 1402w, 1466w, 1576s,
1619s, 1656m, 3148w, 3210w. Rul nebolo mozné charakterizovat pomocou NMR

spektroskopie kvoli jeho nizkej roztokovej stabilite ¢i kvoli neéistote produktu.

40



4.8 Syntéza [Ir(y°-Cp*)(L1)(Cl)]

Komplex [Ir(z5-Cp*)(L1)(CI)2] (1r1) bol pripraveny rovnakym postupom ako komplex (Rul).
Vysledna Zlta zrazenina bola podrobena zakladnej fyzikalno-chemickej charakterizacii, ktora

potvrdila ze sa tento komplex nepodarilo pripravit v ¢istej podobe.

4.9 Stadie roztokovej stability pomocou *H NMR spektroskopie

Primerané mnozstva komplexov 1-6 na pripravu 0.5 mM roztokov sa rozpustili v (a) 200 pl
DMF-d7 a 300 pl D20, (b) v 200 ul DMF-d7 a 300 pl D20 s 5 M ekvivalentmi KCI (c) a v 200
uwl DMF-d7 a 300 ul D20 s 1 M ekvivalentom redukovaného glutationu. Pripravené roztoky sa
merali v réznych ¢asovych intervaloch a inkubovali sa pri 37°C. Ziskané *H NMR spektra boli
referencované na zvyskovy signal H2O najdeny pri 5,00 ppm.1*8 Poznamka: pridavok DMF-d;
zaistil rozpustnost’ vietkych testovanych komplexov poc¢as *H NMR experimentov, zatial ¢o

ich rozpustnost’ vo vode je len vel'mi nizka.

4.11 Studie interakcie BSA pomocou UV-VIS spektroskopie

Na $tadium interakcie komplexov platiny s hoviddzim sérovym albuminom (BSA) sa pouzila
UVI/VIS spektroskopia. Pracovné roztoky komplexov 2-6 boli pripravené ako zmesi
rozpustadiel v pomere 1:2 DMF/H,0. Z&sobny roztok hovédzieho sérového albuminu (BSA)
sa pripravil v pufri Tris (5 mM Tris-HCI / 10 mM NaCl pri pH 7,2) a uskladnil sa pri 4°C, nie
dlhsie ako 5 dni pred pouzitim. Po zmerani spektier samotnych komplexov 2-6 (¢ = 10 uM,
koncentracia v kyvete) bol do roztokov pridany hovadzi sérovy albumin (¢ = 10 uM,

koncentracia v kyvete) a spektra sa zmerali po 24 hodinach inkubécie pri 37°C.14°

4.12 Studie interakcie BSA pomocou fluorescenénej spektroskopie

Fluorescencné spektroskopia sa pouzila na §tidium interakcie komplexov platiny s BSA.
Pracovne roztoky 2-6 sa pripravili ako zmesi rozpustadiel DMF/H20 1: 2. Z&sobny roztok
hovéadzieho sérového albuminu (BSA) sa pripravil v pufri Tris (5 mM Tris-HCI / 10 mM NaCl
pri pH 7,2) a uskladnil pri 4 °C nie viac ako 5 dni pred pouzitim. Koncentracie komplexov 2-
6 boli 0 - 1,2 uM a koncentracia BSA bola fixovana na 0,5 uM. Roztok BSA (0,5 uM) sa titroval

so zvySujucou sa koncentraciou komplexov a merala sa intenzita fluorescencie BSA. Mozny
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mechanizmus zhaSania fluorescencie mozno interpretovat pomocou klasickej Stern-

Volmerovej rovnice (Eq.1)
Fo/F =1+ Ksv [Q] =1+ Kqwo [Q] (1)

kde Fo a F sU intenzity fluorescencie v nepritomnosti a pritomnosti kovovych komplexov (Q);
Ksv je Sternova-Volmerova zhasacia konstanta, ktora sa da ziskat’ ako sklon Fo/F verzus [Q].
Vizbova konstanta Kb a pocet komplexov viazanych na BSA (n) mozno vypocitat' z

priesenika a zo sklonu dvojitej - logaritmickej krivky fluorescenénych udajov pomocou

(Eq 2) .150,159

log [(Fo - F)/F] = log Kb + n log [Q] (2)

4.13 Dokovacie Stadie

Pre dokovacie §tadie boli pouZité optimalizované Struktiry komplexov 2-6. Krystalova
Struktira BSA (pdb id: 4F5S) bola stiahnuté z Protein Data Bank.'®! Komplexy boli zakotvené
v troch doménach BSA pomocou Autodock Vina®? s mriezkovou mapou (22 x 22 x 22) a mapy
boli umiestnené na kazdej doméne, aby sa urcilo viazbové miesto na BSA. Molekuly vody sa
odstranili a k BSA sa pridali polarne atomy vodika a nasledne sa nabili Kollmanovymi nabojmi.
Mriezka sa mapuje na (60x60x60 A) a rozstup mriezky je 0,375 A. Stred mriezky (osi x, y, z)
bol nastaveny na 0,527 A, 28,13 A a 102,81 A pri 100 dokovacich cykloch. Velkost' populacie
bola stanovend na 150 pomocou 2 500 000 vyhodnoteni energie (stredna hodnota).
Konformacné vyhladdvanie sa uskutocnilo pomocou Lamarckovho genetického algoritmu

(LGA), analyzy vykonanej pomocou nastrojov Autodock a VDW (skalovaci faktor bol 1).1%3

4.14 In vitro Cytotoxicita

BunkoVé linie boli ziskané z nemeckej zbierky mikroorganizmov a bunkovych kultdr. Bunky
MV4-11 a MCF-7 sa kultivovali v médiu RPMI-1640 a DMEM, v tomto poradi, doplnenom
10% fatalnym hovéadzim sérom, penicilinom (100 U/ml) a streptomycinom (100 pg/ml) pri
37°C v 5% COaz. Testy cytotoxicity sa uskutocniovali s pouzitim resazurinu, indikatorového
farbiva na meranie oxidac¢no-redukénych reakcii vyskytujucich sa v mitochondridch zivych
buniek. Bunky boli oSetrené v troch vyhotoveniach §iestimi roznymi davkami kazdej zluceniny
poCas 72 hodin. Po spracovani sa pridal roztok rezazurinu na 4 hodiny a pomocou

fluorescencnej Citacky mikrodosti¢iek Fluoroskan Ascent (Labsystems) sa merala fluorescencia
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resorufinu zodpovedajica mnozstvu zivych buniek pri 544 nm/590 nm (excitacia / emisia).
Hodnoty G150, smrtiace koncentracie lie¢iva do 50% buniek, sa vypocitali z kriviek zavislosti
odpovede od davky. Meranie bolo vykonané na pracovisku LRR univerzity Palackého

v Olomouci.

V. Vysledky

5.1 Syntéza a charakterizacia

Bolo pripravenych sest’ novych diiddo-platnatych komplexov 1-6 s ligandom 4-(1H-
imidazol-1-yl) benzaldehydom (pre komplex 1) a chalkénovymi ligandmi odvodenymi od
aldolovej kondenzécie medzi 4-(1H-imidazol-1-yl) benzaldehydom a derivatmi acetofendnu
(komplexy 2-6, Obr.18 ). Komplexy 1-6 boli vel'mi obmedzene rozpustné vo vode, metanole,
etanole alebo acetone, ale boli dobre rozpustné DMF a DMSO. Predpokladana Struktura
komplexov bola potvrdena pomocou hmotnostnej spektroskopie, ked’ze ESI+ hmotnostné
spektré obsahovali piky (m/z) s vhodnym izotopovym rozdelenim pre vSetky komplexy 1-6,
konkrétne {[Pt(HAn)2(1)]}" a {[Pt(HAN)z(I)2]+druh}* (priloha diplomovej prace: Obr.S1-S6).
Infracervena spektroskopia v strednej oblasti potvrdila pritomnost’ vibracie v(C=0) okolo cca
1650 cm-! u 2-6, ktora je charakteristicka pre ketony v konjugovanych molekulach, kymu 1 je
valen¢na v(C=0) vibracia aldehydyckej skupiny vyrazne intenzivnejSia s maximom pri vy$som
vlnocte (1698 cm™). Z porovnania spektier 1 vs. 2-6 nie je mozné spol’ahlivo priradit’ v(C=C)
olefinickd vibraciu, ked’Zze komplexy obsahuju bohaty systém aromatickych jadier a piky
vibracii st zjavne prekryté. Nad 3000 cm™ boli pozorované valenéné v(C-H) vibrécie
aromatickych C-H skupin (sthrn pozorovanych vibracii je uvedeny pri kazdej zlucenine

Vv experimentalnej Casti tejto prace).?>

Cistota a $truktira ligandov HA1-HAS a aj komplexov 1-6 bola potvrdena pomocou
NMR spektroskopie. *H NMR, 3C NMR, 1Pt NMR spektrd v DMF-d boli merané pre vsetky
komplexy 1-6 . Skupiny C-H boli priradené pomocou korelaénych experimentov *H-3C
HMQC, zatial’ ¢o kvartérne uhliky boli priradené pomocou korelaénych experimentov *H-1C
HMBC. Charakteristické aromatické a alifatické posuny sa pozorovali vo vietkych 'H NMR a
13C NMR spektrach (priloha diplomovej prace: Obr.S7-S12 a Obr.S13-S18) a st uvedené

V experimentalnej Casti tejto prace pri popise pripravy a charakterizacie konkrétnych zlacenin,
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Pre vSetky komplexy 2-6 boli charakteristické piky imidazolovej skupiny C2-H a C4-H
(¢islovanie atdmov uvedene na Obr.18) pozorované v *H NMR spektrach okolo posunu 9,10
ppm (pre C2-H) a 7,50 ppm (C4-H), zatial’ ¢o u samotnych ligandov boli tieto piky pozorované
okolo posunu 8,40 ppm (pre C2-H) a 7,15 ppm (pre C4-H) (Obr.21). Pre komplex 1 sa
pozoroval charakteristicky pik imidazolovej skupiny C2-H v *H NMR spektre pri posune 9,18
ppm, pricom u samotného ligandu bol tento pik pozorovany pri 8,47 ppm.

I
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Obr.21: *H NMR spektra reprezentativneho ligandu HA3 a komplexu 4; DMF-d roztok.

Obr.18 a Obr.19 zobrazuje schému cislovania atomov.

V %Pt NMR spektrach (priloha diplomovej prace: Obr.S25-S30) boli pozorované
charakteristické posuny pre vSetky komplexy 1-6 s posunom = —3150 ppm, ¢o potvrdzuje, Ze
sa jedna o cis-diiodo-platnaté komplexy.'®® Cistota a predpokladané zlozenie komplexov boli

tiez potvrdené pomocou elementarnej analyzy.
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Obr.22: HMCQ NMR spektrum reprezentativneho komplexu 2; DMF-d7 roztok. Obr.18

a Obr.19 zobrazuje schému cislovania atomov.

5.2 Studie roztokovej stability pouZitim 'H NMR spektroskopie

Roztokova stabilita 1-6 bola skimana v 100% DMF-d7 a v inych zmesiach rozpastadiel
obsahujucich 40% DMF-d7/60% D0 (SM1), 40% DMF-d7/ 60% D20 + 5 M ekv. KCI (SM2)
a 40% DMF-d7/60% D.O + 1 M ekv. redukovaného glutationu (SM3). Vo vsetkych pripadoch
boli kone¢né roztoky inkubované pri 37°C pocas 72 hodin. Pozndmka: pridavok DMF-d7 zaistil

dostato¢nu rozpustnost’ komplexov s nizkou rozpustnostou vo vode pre NMR experimenty.

Zo ziskanych *H NMR spektier je zrejmé, Ze zIG¢eniny 1-6 st v 100% DMF-d; stabilné,

pretoze v *H NMR spektrach ziskanych po 72 hodinach sa neobjavili Ziadne nové signaly.

V SM1 boli komplexy 1, 2, 3, 4 a 6 stabilné a ich spektra sa nemenili v ¢ase (Obr.23 a
priloha diplomovej prace: obr. S30). Stabilita komplexu 5 je vSak vyrazne nizSia, ¢o sa da
dokumentovat’ siborom novych signdlov pozorovanych v *H NMR spektrach po 72 hodinéch.
Pozorované spektralne zmeny mozu byt spojené s hydrolyzou komplexu a tvorbou réznych

aqua platnatych komplexnych ¢astic (Obr.23).

V SM2 neboli stabilné ziadne Studované komplexy. Stabilita komplexov 1-6 je v tomto
systéme nizka, ¢o mozno dokumentovat siborom novych signalov pozorovanych v ich

spektrach po 72 hodinach. Pozorované spektralne zmeny mozu byt’ opit’ spojené s hydrolyzou
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komplexov a tvorbou rdznych aqua platnatych komplexnych castic (Obr.23 a priloha
diplomovej prace: Obr.S31). Stabilita 1-6 v SM2 bola dalej vyhodnotena urcenim
nezmeneného mnozstva komplexov v roztoku pomocou integrécie reprezentativneho signalu
C2-H v 'H NMR spektrach pocas doby 0 az 72 hodin. Najvyssia stabilita bola pozorovana pre
bola pozorovana pre komplex 1 (priblizne 20% z 1 zostalo nezmenené po 72 hodinéch, pozri
Obr.24).

Rovnako ani v SM3 neboli stabilné ziadne Studované komplexy. Stabilita komplexov
1-6 je v tomto systéme opidt’ nizka, ¢o mozno dokumentovat’ suborom novych signalov
pozorovanych v ich spektrach po 72 hodinach. Pozorované spektralne zmeny mozu byt spojené
s tvorbou glutationovych aduktov s komplexami platiny (Obr.23 a priloha diplomovej prace:
Obr.S32). Podobne aj v pripade roztokov 1-6 v SM3 bola stabilita komplexov dalej
vyhodnotena z *H NMR spektier pomocou uréenia nezmeneného mnozstva komplexov pocas
0 az 72 hodin. Bolo zistené, ze najvyssia stabilita bola pozorovana pre komplex 5 (priblizne
1, 3, 6 (po 72 hodinach sa nedetegovali ziadne povodné signaly , Obr.25). Rozsah hydrolyzy
komplexov 1-6 po 72 hodinach v SM1, SM2 a SM3 je prehl'adne uvedeny v Tabul’ke 1.

Tabulka 1. Hydrolytické udaje pre komplexy 1-6 v réznych systémoch roztokov. Stupen
hydrolyzy po 72h je uvedeny pre kazdy typ roztoku v percentéch.

komplex SM1(%) SM2 (%) SM3 (%)
1 0 80 100
2 0 34 91
3 0 25 100
4 0 46 85
5 52 71 69
6 0 15 100
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Obr.23: 'H NMR stidie roztokovej stability reprezentativnych komplexov 2 (A) and 5 (B)
v zmesi 40% DMF-d7/60% D20, pozorovany v réznych casovych bodoch (Oh or 72h) za
réznych podmienok (pridavok 5 M ekviv. KCI alebo 1M ekviv. redukovaného glutationu).

Cervend farba znaci pévodny, modréa farba novo vzniknuty signal.
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Obr.24: Reprezentativny pokles obsahu komplexov 1-6 rozpustenych v 40% DMF-d7/60%
D20+5M ekviv. KCI v ¢ase (Oh, 1h, 12h, 24h, 48h, 72h) na zdklade pozorovania zmeny
reprezentativneho signalu C2-H v *H NMR spektrach.
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Obr.25: Reprezentativny pokles obsahu komplexov 1-6 rozpustenych v 40% DMF-d7/60%
D>0+1M ekviv. redukovaného glutationu v case (0h, 1h, 12h, 24h, 48h, 72h) na zdklade

pozorovania zmeny reprezentativneho signalu C2-H v *H NMR spektréach.

5.3 Stadium interakcie komplexov platiny s hovadzim sérovym albuminom

Interakcie liec¢iv s proteinmi mézu byt’ rozhodujace pre ich transport, uvolfiovanie, bio-
distribtciu a toxicitu.’*® Sérovy albumin (SA) je hlavnym proteinom v krvnej plazme. Vyskum
interakcii s protirakovinovymi kovovymi lie¢ivami a HSA (T'udsky sérovy albumin) mé vel’ky
vyznam pre pochopenie farmakokinetiky a farmakodynamiky lie¢iv. Struktura hovidzieho
sérového albuminu (BSA) je podobna ako u HSA, kvéli jeho dostupnosti bol pre tato sériu
experimentov vybrany BSA.2®" Z UV-VIS spektier komplexov 2-6 (c=10uM, koncentracia v
kyvete) je zrejmé, Zze absorbancia komplexov sa znizila, ked’ sa do roztoku pridal BSA
(c=10uM, koncentracia v kyvete). Vysledné spektra boli merané po 24h, pricom roztoky sa
inkubovali pri teplote 37°C. Toto zniZenie absorbancie bolo pozorované pre pik s maximom pri
330 nm, pre vSetky merané komplexy 2-6. Po pridani BSA sa absorpéné piky neposunuli
smerom k dIh§im alebo krat§im vinovym dizkam (Obr. 26). Tieto zmeny v UV-VIS spektrach
naznacuju, ze tieto komplexy platiny moézu interagovat s BSA, ato s mikroprostredim

aminokyselin Trp, Phe, a Tyr.1%

Ked BSA interaguje s kovovymi komplexami tak jeho vnutorna fluorescencia, ku ktorej
prispieva hlavne tryptofan a tyrozin, sa ¢asto meni s koncentraciou komplexu. Tento jav sa
vyuziva pri experimantalnej stadii vézby ligand-protein. Fluorescen¢né emisné spektra BSA v

pritomnosti roznych koncentracii komplexov 2-6 su znazornené na obr.26 a obr S34. Zistilo
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sa, ze intenzita fluorescencie BSA sa pravidelne znizuje s postupnym zvySovanim koncentracie
komplexov platiny, ¢o naznacuje, Ze sa zmenilo mikroprostredie BSA.™° Pokles fluorescencie
BSA je sposobeny znizenim jeho excita¢nej sily v dosledku zvySujlicej sa koncentracie
pridanych komplexov, ktoré spdsobuji statické zhasanie zmenou absorpéného spektra
fluoroforu. Hodnoty Ksv, Kb a n pre komplexy 2-6 s uvedené v tabul’ke 2 a na obr. S34-
S36.160

Complex alone
(A) I BSA:Complex 1:1 b 1000 (B) — @
E 1 / \ BSA alone g 200 / \
2 - \ £ 600 '
= /

20,5 \ = 400 '
=}
< N = 200

0L e 0

Wavelength (nm) Wavelength (nm)
(C) - Complex alone =, 1000

8 1 // \ BSA:Complex 1:1 -'é 200 (D) @
= Y \ BSA alone =
= N\ 41-; 600
20,5 N\ = 400 =
= :
z . N = 200 M

0 \.____ o m— ) . i . O

300 350 400 290 340 390
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Obr.26: UV-Vis spektra 2 (A) a 6 (B) po pridani BSA ku komplexu (Zita ciara), samotny
komplex (modrd ciara) a samotny BSA (Cervena ciara). [BSA = 10 uM, komplex = 10 uM, 5
mM Tris-HCI/10 mM NacCl timivy roztok (pH 7,2), inkubacia 24 hodin pri (37,0 £ 0,5)°C,
meranie pri izbovej teplote (23 £ 1)°C]. (B) a (D) Fluorescencné spektra BSA (Cgsa = 0,5
uM) v nepritomnosti (oranzové zafarbenie) a pritomnost komplexov 2 a 6 (0—1,2 uM). Sipka

ukazuje zmeny intenzity pri zvysujucej sa koncentrdcii komplexov.
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TabulPka 2. Hodnoty Ksv, Kb a n pre komplexy 2-6 pri 298 K

komplex Ksv (106M-1) Kb (10°M1) n
2 2.45 2.2 1.52
3 3.72 5.2 1.33
4 3.61 4.5 1.27
5 3.12 4.2 1.39
6 341 4.6 1.23

Velkost Ksv a Kb vsetkych komplexov st 10° a 10° M~?, ¢o naznaéuje mierne viizobné
schopnosti k BSA. Komplexy vykazovali podobny pocet vazobnych miest n (1,2 — 1,5)na
BSA.

5.4 Dokovacie Studie

Aromatéza je enzymovy komplex cytochromu P450 zodpovedny za katalyticku
biosyntézu estrogénov (estron a estrodiol), jej inhibicia hrd délezita tlohu v hormonalnej liecbe
rakoviny prsnika.'®* Stidie molekularneho dokovania sme vykonali, aby sme objasnili
schopnost’ inhibovat’ aromatazovy enzym ligandami HA1-HA5 a komplexmi 2-6.
Optimalizované Struktary tychto ligandov a komplexov boli spojené so Strukturou cytochrému
p450 Tludskej placentarnej aromatizy p450 (PDB 5j19) pomocou programového balika
AutoDock.!%2 Najstabilnejsie vizbové konformécie tychto ligandov ukazujd, Ze sa zmestia do
aktivneho miesta aromatazového enzymu, kde vytvaraju stabilné systémy prostrednictvom
nekovalentnych interakcii, zatial’ o komplexy sa do aktivneho miesta nezmestia. Preto je
mozné na zaklade tejto vypoctovej metddy predpokladat’, Ze aromatdzovu aktivitu nemozno
ovplyviiovat’ priamo komplexmi 2-6, ale iba samotnymi ligandmi. Najnizsie dokovacie energie
ligandov HA1-HAS na aromatizu (PDB 5j19) su uvedene v Tabul’ke 3. Afinita ligandov k
aktivnemu miestu aromatazy je vel'mi podobna. Z vysledného modelu je mozné pozorovat, ze
ligandy HAL1-HAS interaguji s aktivnym miestom aromatazy, s hémovou skupinou

prostrednictvom imidazolovej skupiny (Obr.27).
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Obr.27: Trojrozmerny molekularny dokovaci model ligandu HA1 s cytochromom p450
ludskej placentdarnej aromatdazy (PDB 5j19). Interakcie: van der Wals typ (zelend); 7-kation
(oranzovy),; skladany 77 (fialovy); alkyl-alkyl (ruzovy); zalkyl (tmavo ruzova).
Aminokyseliny interagujuce s HA1(zelena farba): 11e133, Ala306, Val370, Leud77

a HEM600. Model A zobrazuje ligand v celom enzyme, model B v mikroprostredi najblizsich
aminokyselin a model C v okoli intrigujtcich aminokyselin v 2D. Cerveny kruh v modeli

A vyznacuje pritomnost ligandu v Struktiire enzymu.
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Tabulka 3. Stidie molekuldrneho dokovania ligandov HAI1-HA5 na enzym aromatazu.

Dokovacia vazbova energia (kcal mol™)

Ligand/receptor P450
Ligand HA1 -9.9
Ligand HA2 -9.2
Ligand HA3 -9.4
Ligand HA4 -9.5
Ligand HAS -9.8

Okrem toho sa uskutocnili aj $tidie molekularneho dokovania, aby sa objasnila
schopnost’ komplexov 2-6 viazat" sa na molekuly BSA. Optimalizované Struktary tychto
komplexov sa spojili so Strukturou hovddzieho sérového albuminu (PDB 4F5S) pomocou
softvéru AutoDock. Najnizsie dokovacie energic (Tabulka 3) boli ziskane u dokovania
komplexov 2-6 na doménu Il BSA. Hodnoty dokovacich energii jasne ukazuju, ze najvyssiu
afinitu pre BSA (doménu 11) ma komplex 3 (-12,4 kcal mol™), naopak najnizsiu ma komplex 2
(-9,5 kcal mol™?). Funkéné skupiny na atome uhlika C19 teda hraji dolezith ulohu pri vizbe
komplexov na BSA (Obr.28). Z tychto informacii je mozné ciastoéne porozumiet

farmakokinetike a farmakodynamike tychto potencialnych liekov.3

Tabulka 4. Zobrazenie dokovacich vazbovych energii (kcal mol™) komplexov 2-6 na troch
doménach BSA.

Domény
Komplex | 11 11
2-BSA  -9.3 -9.5 -8.7
3-BSA  -95 -12.4 -9.8
4-BSA 95 -11.5 -10.1
5-BSA -9.6 -10.7 -10.0
6-BSA  -9.7 -11.8 -10.3
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Obr.28: 3D molekularny dokovaci model komplexu 6 s hovadzim sérovym albuminom (PDB

4F5S): Interakcie: van der Waals typ (zeleny); zkation (oranzovy),; Skladany 77 (fialovy);

alkyl-sigma (ruzovy); zalkyl (tmavo ruzova). Aminokyseliny interagujuce s komplexom 6
(zelend farba): Lys211, Ala212, Asp323, Ala324, Leu326, Lys350, Glu353. Model

(A) zobrazuje komplex v proteine, model (B) v mikroprostredi najblizsich aminokyselin vo

vizbovom vacku a model (C) v mikroprostredi najblizsich aminokyselin.

5.5 In vitro cytotoxicita

Cytotoxicita komplexov 1-6 a zodpovedajicich volnych ligandov Bl a HA1-HAS sa

Studovala na dvoch l'udskych rakovinovych bunkovych liniach, a to karcinému prsnika (MCF-

7) a akatnej myeloidnej leukémie (MV4-11). Kvoli obmedzenej rozpustnosti vo vode boli

komplexy 1-6 a prislusne ligandy testované v koncentraciach pod 0,5 uM (pre komplexy) a 5
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uM (pre ligandy). Presné hodnoty GI50 u obidvoch bunkovych linidch sa nedali urcit'.
Najvyssia hodnota cytotoxicity bola pozorovana pre komplex 2 a pre ligand HA2 na oboch

bunkovych lini&ch, ako je mozne vidiet' z Tabulky 5.

Tabul’ka 5. In vitro cytotoxicita (IC50 + SD; uM) stanovend pre komplexy 1-6. Cytotoxicita
sa Studovala na ludskom karcinéme prsnika MCF-7 a leukémii MV4-11 (doba expozicie 72
hodin, test MTT).

Davka zostavajuce Zivé bunky (% + SD)
zlicenina uM MCF-7 MV4-11
Komplex1 0.5 87.0+£9.9 59.5+22.3
Komplex2 0.5 840+14 57.5+20.5
Komplex3 0.5 100.0+£ 0.0 745+ 0.7
Komplex4 0.5 100.0+£ 0.0 70.4+£11.8
Komplex5 0.5 100.0+£ 0.0 70.4 £ 14.6
Komplex6 0.5 100.0+£ 0.0 747+£19

BI 5 100.0+£ 0.0 65.3+11.7
HA1 5 87.4+£0.9 40.9 £ 38.0
HA2 5 76.0 £ 33.9 38.5+46.0
HA3 5 72.0£39.6 46.0 £19.8
HA4 5 68.5+37.5 39.9+28.1
HA5S 5 955+ 6.4 475+ 40.3
cis-platina 10 9.0+0.0 18+1.1
5.6 RTG-analyza
U platnatych komplexnych zla¢enin 1-6 sa napriek snahe aopakovanym

krystalizaénym pokusom nepodarilo dopestovat’” vhodné monokrystaly na RTG Struktirnu
analyzu. Jedinym pripadom u komplexov Ru a Ir s uréenou $truktarou pomocou RTG difrakcie
je komplex ruténia s ligandom L1. Rontgenova $truktirna analyza zluceniny ukazala vznik
komplexu [Ru(n®-pcym)(L1)(Cl).] (Rul), ktory krystalizuje v monoklinickej sustave a
priestorovej grupe P2:/n (Tabul’ka 6). V koordina¢nej zlucenine sa nachadza chalkon L1
kordinovany monodentatne cez imidazolovy atdom dusika na centralny atém ruténia, dva
monodentatne koordinované chlorido ligandy a 7°- koordinovany paracyménovy ligand
(Obr.29). Koordina¢ny polyéder Rul ma tvar ,,pianovej stolicky* (a anglického ,,piano stool*).
Centralny atom vytvara najkratsie vizby s dusikovym atdmom chalkénoveho ligandu (d(Ru-
N) = 2,121(2) A).
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Obr. 29: Molekulova struktiira [Ru(n®-pcym)(L1)(Cl)2] (Rul). Farebny kéd: Ru
(tmavozelena) Cl (Zlta), O (Cervena), N (modra), C (Seda).

Tabul’ka 6. Krystalografické data.

Néazov Rul
Vzorec CagH16CI2RUCI2N4O2
Mr/g mol* 882.88
Krystalovy systém, Monoklinicka, P21/n
priestorova grupa
TIK 100(1)
alA 6.3482(2)
b/A 24.0886(7)
c/A 16.7896(5)
BP 100.452(2)
VIAS 2524.85(13)
VA 4
Ri/WR2(1>2(1)) 0.0257/0.0675
R1/WR(vietky) 0.0315/0.0690
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Najdlhsie vizby tvori Ru schlorido ligandmi (d(Ru-Cl) = 2,4244(5) a2,4161(6) A.
Vzdialenosti Ru-C(paracymén) st v rozmedzi 2,15-2,21 A. Krystalova $truktira Rul je
stabilizovana slabymi nekovalentnymi interakciami a to hlavne C-H---Cl, C-H---za C—H---O

vodikovymi vdzbami.

V1. Diskusia

6.1 Komplexy Pt s chalkonmi odvodenymi od 4-(1H-imidazol-1-yl)
benzaldehydu

Komplexy platiny s chalkénovymi ligandmi st stale nepreskimanou oblastou
bioanorganckej chémie a doteraz bolo publikovanych iba malo prac popisujucich biologicku
aktivitu tejto skupiny koordina¢nych zlucenin. NaSim cielom bolo pripravit a nasledne
Studovat’ biologicktl aktivitu komplexnych zlucenin cis-diddido platnatych s chalkonovymi
ligandami odvodenymi od 4-(IH-imidazol-l-yl)benzaldehydu. Ligandy boli pripravené
aldolovou kondenza¢nou reakciou 4-(IH-imidazol-I-yl) benzaldehydu s réznymi derivatmi
acetofendnu (acetofenon, 4-metylacetofendn, 4-metoxyacetofendn, 4-hydroxyacetofenon, 4-
brémacetofendn). Pripravené ligandy boli dbkladne charakterizované pomocou NMR
spektroskopie a hmotnostnej spektrometrie. Na pripravu komplexov sa ako vychodiskovy zdroj
Pt pouzil K2[PtCls], nasledne sa pripravil klu€ovy medziprodukt Koz[Ptls], ktorého
stechiometricka reakcia s 4-(1H)-imidazol-1-yl)benzaldehydom (BI) alebo s chalkénovymi
ligandami (HA1-HADS) viedla k priprave komplexov 1-6. Pripravené zluceniny boli dokladne
charakterizované pomocou NMR spektroskopie a hmotnostnej spektrometrie. V *H NMR a *C
NMR spektrach sa pozorovali (v porovnani so spektrami ligandov) zmeny potvrdzujuce
koordinéciu ligandov na centralny atém platiny. V %Pt NMR spektrach vsetkych komplexov

1-6 boli pozorované signaly charakteristické pre diiodo-platnaté komplexy.16416°

Komplexy 1-4 a 6 st hydrolyticky stabilné v zmesi rozpustadiel 40% DMF-d7/60% D20
(SM1), zatial' o komplex 5 podlieha rozkladu, pri¢om novo vytvorené piky v H NMR
spektrach ukazuju na hydrolyzu komplexu a vznik réznych aqua platnatych castic. Periférna
hydroxylova skupina (-OH) HA4 ligandu ma pravdepodobne za néasledok vyrazne nizsiu
stabilitu komplexu 5 v SML1.

V zmesiach rozpustadiel 40%DMF-d7/60% D.O+5M ekviv. KCI (SM2) a 40%DMF-
d7/60% DO + 1M ekviv. redukovaného glutationu (SM3), mozno pozorovat *H NMR
spektrach zmeny u vsetkych komplexov 1-6, ktoré mozu byt priradené k hydrolyze tychto
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komplexov a k vzniku réznych aqua platnatych castic (SM2) a k vzniku aduktov komplexov
s glutationom (SM3). Casova zavislost’ rozkladu komplexov v SM2 a SM3 je znazornena na
Obr.21 a Obr.22. a je zrejmé, ze komplexy 1-6 vykazuju znaéne rozdielne Casové zavislosti
ich stability v danych médiach. Interakéné Stadie komplexov 2-6 pomocou UV-VIS
spektroskopie potvrdili interakciu vSetkych meranych komplexov s hovadzim sérovym
albuminom (BSA) , ¢o je mozné vyvodit' z pozorovania poklesu absorbancie v ziskanych
spektrach. Z fluorescen¢nej spektroskopie boli ndsledné ziskané hodnoty Kb, Ksv a n vsetkych

meranych komplexov, pricom vysledky nazna¢uju mierne vdzobné schopnosti k BSA.

Dokovacie $tadie ligandov a komplexov na enzym aromatazu naznacili, ze nami
pripravené chalkonové ligandy by mohli vystupovat’ ako potencialne inhibitory tohto enzymu
a naopak ukazala sa nemoznost’ naviazania komplexov 2-6 do aktivneho miesto enzymu.
Okrem toho boli vykonané dokovacie vypocty komplexov 2-6 na hovéddzi sérovy albumin
(BSA), z ktorych vyplyva, Ze periférna substitucia funkénymi skupinami na atbme uhlika C19
zohrava délezitu ulohu pri vdzbe komplexov na BSA a komplexy sa pravdepodobne budu

viazat’ na doménu II BSA.

Stadium cytotoxicity in vitro sa uskuto¢nilo na dvoch ludskych rakovinovych
bunkovych liniach, karcindm prsnika (MCF-7) a aktna myeloidna leukémia (MV4-11). Presné
hodnoty GI50 proti obidvom bunkovym linidm sa nedali ur¢it’ kvoli zlej rozpustnosti 1-6 vo

vode. Marginalna cytotoxicita sa zistila pre komplex 2 na oboch buneénych liniach.

6.2 Polosendvicové komplexy Ru a Ir s chalkénmi odvodenymi od 4'-
(imidazol-1-yl)acetofenonu.

Dalsimi cielmi tejto diplomovej prace bolo pripravit’ a nasledne $tudovat’ biologicku
aktivitu komplexnych zlucenin ruténia, iridia a osmia s koordinovanymi ligandami chalkdnov
odvodenych od 4'-(imidazol-1-yl)acetofenénu. Ligandy boli opat’ pripravené aldolovou
kondenza¢nou reakciou, ale tentokrdt z 4'-(imidazol-1-yl)acetofenénu reakciou s
derivatmi benzaldehydu (4-metylbenzaldehyd, 4-metoxybenzaldehyd, 4-bromobenzaldehyd a
4-iodobenzaldehyd). Pripravené ligandy boli dbkladne charakterizované pomocou NMR
spektroskopie a hmotnostnej spektrometrie. Nasledne boli pripravené komplexy ruténia a iridia
S prislusnych dimérnych tetrachlorido- prekurzorov. Komplex ruténia (Rul) sa podarilo
charakterizovat’ pomocou hmotnostnej spektrometrie a rontgenovej difraktacnej analyzy, a
vsak dant Struktaru nebolo mozné potvrdit’ pomocou NMR spektroskopie a to kvoli jej velmi

nizkej roztokovej stabilite, ¢i necistote produktu. Komplex iridia (Irl) sa nepodarilo pripravit
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Vv Cistej podobe. Vzhl'adom na nizku stabilitu tychto komplexov a finan¢nti ndro¢nost’ syntézy,
sme sa rozhodli nepripravovat’ obdobné komplexy Ru, Ir a Os a celkovo sme upustili od tohto

smeru vyskumu kvoli jeho neperspektivnosti.
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VIIl. Zaver

V diplomovej praci sme prezentovali sériu Siestich cis-diiddo-platnatych komplexnych
zlacenin s chalkdnovymi ligandami odvodenymi od 4-(IH-imidazol-I-yl) benzaldehydu. Tieto
latky boli nasledne podrobené dékladnej fyzikalne-chemickej charakterizacii, roztokovej stadii
stability, interakénym S§tadiam s proteinmi a s$tadiam in vitro cytotoxicity. Okrem série
platnatych komplexov bola pripravena aj séria komplexov ruténia a iridia s monodentatnymi
chalkénovymi ligandmi odvodenymi od 4'-(imidazol-1-yl)acetofenonu. U tejto série sa
podarilo pripravit monokryStaly a uréit’ kryStalova Struktiru pomocou RTG difrakcie
u komplexu ruténia, avsak kvoli nizkej roztokovej stabilite, ¢i necistote produktov nebolo
mozné zmerat NMR spektra a tym posunit’ latky do d’alSej biochemickej, biologickej
charakterizacie. Preto sme sa rozhodli, aj vzhl'adom na finan¢nt naro¢nost’ vyskumu, pracu na

tejto sérii ukoncit’.

Biologicky zaujimavé koordinaéné zlu¢eniny s chalkonovymi ligandmi stale
predstavuji tematiku, ktorej sa chcem do budticna venovat’ pocas d’alSieho $tadia. Dnes si ako
jeden z hlavnych ciel'ov prace kladiem pripravu polosendvicovych komplexnych zli¢enin
ruténia, iridia a osmia s takymi derivatmi chalkénov, ktoré sami vykazuju zaujimavé biologické
vlastnosti a zaroven dokazu chemicky stabilizovat’ komplexné Castice. Vzhl'adom na vyraznti
nestabilitu takychto zlu€enin s monodentatnymi ligandmi typu L1 bude mojim d’al§im cielom
priprava polosendvi¢ovych komplexnych zlu€enin ruténia, iridia a osmia s bidentatnymi

chalkénovymi ligandmi.
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Obr. S13. 3C NMR spektrum komplexu 1 v DMF-ds.
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Obr. S14. 3C NMR spektrum komplexu 2 v DMF-ds.
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Obr. S15. 13C NMR spektrum komplexu 3 v DMF-ds.
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Obr. S16. *C NMR spektrum komplexu 4 v DMF-ds.
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Obr. S17. 3C NMR spektrum komplexu 5 v DMF-ds.
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Obr. S18. 3C NMR spektrum komplexu 6 v DMF-ds.
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Obr. S20. HMQC NMR spektrum komplexu 2 v DMF-dy.
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Obr. S22. HMQC NMR spektrum komplexu 4 v DMF-dy.
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Obr. S23. HMQC NMR spektrum komplexu 5 v DMF-ds.
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Obr. S24. HMQC NMR spektrum komplexu 6 v DMF-dy.
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Obr. S25. 1Pt NMR spektrum komplexu 1 v DMF-dy.
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Obr. S26. 1**Pt NMR spektrum komplexu 2 v DMF-dy.
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Obr. S27. %Pt NMR spektrum komplexu 3 v DMF-ds.
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Obr. S28. 1Pt NMR spektrum komplexu 4 v DMF-dy.
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Obr. S29. 1Pt NMR spektrum komplexu 5 v DMF-dy.

100



160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

—-3150.03

[-20000

o

[-20000

[-40000

[--60000

F-80000

[-100000

-120000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 -200  -400 -600  -800 -1000 -1200 -1400 -1600 -1800 -2000 -2200 -2400 -2600 -2800 -3000 -3200 -3400 -3600 -3800 -4000
1 (ppm)

Obr. S30. %Pt NMR spektrum komplexu 6 v DMF-ds.
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Obr. S31. *H NMR spektra komplexov 1 (A), 3 (B), 4 (C) a 6 (D) v 40% DMF-d7/60% D,0O
(SM1), pozorované v roznych &asovych intervaloch (Oh alebo 72h). Cervena farba znaci

povodné piky.
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Obr. S32. *H NMR spektra komplexov 1 (A), 3 (B), 4 (C) a 6 (D) v 40% DMF-d/60% DO
+ 5M equiv. KCI (SM2), pozrované v roznych &asovych intervaloch (0Oh alebo 72h). Cervena

farba znaci povodné piky a modra farba znac¢i novo vzniknuté piky.
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Obr. S33. *H NMR spektra komplexov 1 (A), 3 (B), 4 (C) a 6 (D) v 40% DMF-d7/60% D,0O
+ 1M equiv. redukovane glutationu (SM3), pozorované v réznych ¢asovych intervaloch (Oh

alebo 72h). Cervena farba znaéi povodné piky a modra farba zna¢i novo vzniknuté piky.
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Interakéné Studie s BSA
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Obr. S34. Fluorescen¢né spektra BSA (Cgsa = 0,5 uM) v nepritomnosti (oranzova farba) a

pritomnost’ komplexov 2(A), 3(B), 4(C), 5(D) a 6(E) (0-1,2 uM).
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Obr. S35. Stern-Volmerové grafy Fo/F proti koncentracii komplexov 2(A)-6(E).
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Obr. S36. Grafy log [(Fo-F)/F] vs. log [Q] pre interakciu BSA s komplexmi 2(A)-6(E).
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