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1 UVOD

Objev protinadorovych ucinkd cisplatiny v druhé poloviné minulého stoleti vedl
k velkému pokroku v 1é¢bé rakoviny. Mimo cisplatinu byly studovany i jiné slouceniny, a to
napiiklad komplexy ruthenia (NAMI-A, NKP1339), zlata (auranofin) nebo titanu (titanocen
dichlorid). Cisplatina je dodnes velmi frekventované vyuzivanym kancerostatikem v boji proti
riznym typum nadorovych bunék. Pfestoze jsou t€inky cisplatiny nezpochybnitelné, tato latka
vykazuje mnoho nezadoucich vedlejsich uc¢inku na organismus (neurotoxicita, nefrotoxicita,
ototoxicita ¢i nevolnost) a ddle mnoh¢ z téchto nadorovych bun¢k maji zna¢nou rezistenci vici
cisplatin€, ktera je nejcastéji zpiisobena opakovanym podavanim léciva. Z téchto divodl je
potfeba vyvijet nova kancerostatika, kterd by byla G€innéjsi, a zaroven se jejich podavanim
minimalizovaly vedlejs$i u€inky. Vhodnou alternativou se jevi heterodvoujaderné slouceniny,
které ve své struktufe obsahuji dva odlisné centralni kovy, nejcastéji kovy prechodné. Tyto
kovy dokazi pracovat synergicky, zvysit tak lécebny ucinek a fungovat v organismu odlisSnym
mechanismem uc¢inku nez zminéna cisplatina. Mnohé slou¢eniny z této skupiny komplext byly
pripraveny a zaroven byly sledovany jejich cytotoxické ucinky vici riznym bunéénym liniim

[1-7].

1.1 Cile prace

Cilem teoretické casti bakalafské prace je vypracovat literarni reSerSi tykajici se
biologické aktivity vybranych heterodvoujadernych sloucenin s dirazem na slouceniny
S centralnimi atomy 3d a 5d kovi. Cilem experimentalni ¢asti je pfiprava mustkovych ligand
Knoevenagelovou kondenzaci aromatickych aldehyda (napf. benzen-1,4-dikarbaldehyd, 4-
formylbenzoova kyselina) s beta-diketony (napf. acetylaceton) a tyto piipravené slouceniny

charakterizovat dostupnymi analytickymi metodami.



2 TEORETICKA CAST

K vyznamnym protinadorovym ¢inidltiim patii bezesporu slouceniny platiny. Mezi tyto
latky fadime mimo jiné cisplatinu (cis-diamin-dichloroplatnaty komplex, [Pt(NH3)2Cl2], obr.1),
ktera byla pfipravena jiz v roce 1844 Michelem Peyronem, avsak teprve v 60. letech 20. stoleti
Barnett Rosenberg objasnil mechanismus G¢inku a zjistil, ze cisplatina vyvolava zastaveni
bunécéného cyklu, a tim se stala dillezitym terapeutikem pii 1é€bé rakoviny. Nejcastéji se
cisplatina podava pti 1écbé rakoviny plic, vaje¢nikl, varlat, prsou nebo také pii 1écbé
nadorovych bunék na mozku [8]. Nadorové bunky si vSak pii dlouhodobé chemoterapii
postupné vytvaieji rezistenci, navic bylo objeveno mnoho nezddoucich ucinkli jako
nefrotoxicita, ototoxicita, hepatotoxicita, kardiotoxicita, gastrointestinalni toxicita,
neurotoxicita ¢i chudokrevnost [9]. Dal§imi zastupci této skupiny jsou napiiklad karboplatina
nebo oxaliplatina (Obr. 1), jejichz mechanismus G¢inku je obdobny jako u cisplatiny, nicméné

vykazuji mens$i miru vedlejSich ucinkd.
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Obr. 1: Strukturni vzorec cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny (pfevzato z [10] a upraveno)

Snahou je vytvofit takové latky, které by byly ucinnéjsi, Setrnéjsi k organismu,
s minimalnimi vedlej$imi G¢inky. Vhodnou alternativou mohou byt dvoujaderné komplexy
s mustkovymi ligandy, kterymi by bylo mozné obejit rezistenci tumord vici jiz zminénym
slou¢eninam. Ptikladem lze uvést slou¢eniny s obecnym vzorcem [{PtClm(NH3)z.m}(u-H2N-R-
NHz-{PtCln-(NH3)3:n })]IE™*EM* (Obr. 2), kde m nebo n je 0-3 a R je alifaticky mustek.
Dvoujaderné slou¢eniny jsou schopny vytvafet odlisné, flexibilnéjsi a nesmérové adukty
s DNA, které nejsou piistupny pro jednojaderné komplexy, navic navazani nckterych
bimetalickych latek na DNA je mnohem rychlej$i nez navazani jednojadernych. Faktory
ovliviyjici rychlost navazani mohou byt délka a naboj alifatického fetézce spojujiciho oba
kovy, celkovy naboj slouc¢eniny nebo zda se sloucenina vaze jen na jedno ¢i ob¢é vlakna DNA
[10-12].
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Obr. 2: Strukturni vzorec dvoujaderného komplexu s mustkovym ligandem; m,n=2; R = -

CH2-CHa2- (ptevzato z [10])

Jako slibna cytostatika se jevi heterodvoujaderné slouceniny, protoze odlisné centralni
atomy jsou schopny putisobit synergicky, tzn. zvysit 1é¢ebny uc¢inek, a to diky dvéma (v piipadé
vicejadernych sloucenin i vice) atomim kovu V jediné molekule, a navic je také mozné

dosahnout vice biologickych cila [13].

Mezi atomy kovu casto vyuzivanych do struktur heterodvoujadernych sloucenin
zahrnujeme zejména platinu schopnou navazat se na DNA [8]. Jinym takovym centralnim
atomem muize byt zlato, pricemz komplexy se zlatem (Au') se vyuzivaji pii 1é¢bé revmatoidni

artritidy (auranofin), ale své vyuziti maji i komplexy Au'

, kterd se zkoumaji pro své
protinadorové vlastnosti [14]. Dale pak méd’, ktera zasahuje proteiny ¢i mitochondrie [15],
komplexy s centralnim atomem titanu (konkrétn¢ titanocen dichlorid) se navazuji na DNA [16]
nebo komplexy s atomem ruthenia vykazujici protinadorové ucinky (NKP 1339, NAMI-A)
[17]. Byly popsany rtzné piiklady heterodvoujadernych slou¢enin s centralnimi atomy
pfechodnych kovill v riiznych uspofadédnich, vybranou €ast z nich prezentuji v teoretické ¢asti

této prace.

2.1 Heterodvoujaderné komplexy 3d-5d kovi

2. 1.1 Komplexy médi a platiny

Komplexy [Cu(CIL'Pt(NH3)CIZJCI a [Cu(CI)L2Pt(NH3)Cl2], (L' = 3-({2-[(3-
aminopropyl)amino]ethyl}imino)-1,3-dihydro-2H-indol-2-on, L2 = 3-[(3-amino-2-
hydroxypropyl)imino]-1,3-dihydro-2H-indol-2-on, obr. 3), obsahuji jako tridentatni ligand
oxindolimin (vaze atom médi) a z ného vychazejici alifatické rameno zakonceno primarnim
aminem (vaze atom platiny). Ob¢ koordinac¢ni mista tohoto ligandu jsou schopny silné vazat
oba kovové atomy a byly pouzity ke zvyseni aktivity komplexu pii Stépeni DNA oproti
jednojadernym Cu'"' komplexim [CuL'(H.0)CI]CI a [CuL?(H.0)CI]CI. Pfedpoklada se, ze obé



¢asti molekuly se svym vlastnim kovovym centrem budou mit odlisny mechanismus u¢inku.
Oxindoliminova ¢ast s médi dokaze oxida¢nim mechanismem poskodit DNA a mitochondrie
(v pfitomnosti redukéniho c¢inidla nebo kysliku vykazuji komplexy meédi generovanim
reaktivnich forem kysliku (ROS) aktivitu §tépeni, ROS oxiduji DNA a vedou k modifikovani
baze nebo §tépeni fetézce) a mohou také inhibovat klicové proteiny, zatimco platinova ¢ast
silnym navazanim na DNA vyvola deformaci, ktera zabranuje jeji replikaci a zaroven inhibuje

transkripci [1, 18].
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Obr. 3: Strukturni vzorce komplexti [CuCl(LY)Pt(NHs)Cl2]Cl a [CuCI(L?)Pt(NH3)Cl,]

(pfevzato z [1] a upraveno)

Protinadorova aktivita byla testovana u obou oxindoliminovych Cu'-Pt" komplext viigi
B16F10 mys$imu melanomu, lidskym sarkomim délohy MES-SA a odpovidajicim rezistentnim
sarkomiim MES-SA/Dox5 (rezistentni vii¢i protinadorovému 1é¢ivu doxorubicin). Cytotoxicita
komplexii se srovnavala s odpovidajicimi jednojadernymi oxindoliminovymi Cu'' komplexy a

cisplatinou (Tab. 1).

1Csq values juM

Cells MES-5A MES-5A/Dox5 B16F10 melanoma
Complexes 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h

[CuL'] 170 £ 0.8 116 + 0.6 192 4+ 09 124 + 0.6 198 + 0.18
[CuL?) 132 £ 07 97 +05 91 +05 138 £ 0.6 272 + 1.06
[CuL'Pt] 407 + 030 098 +0.05 108 + 0.6 094 + 0.05 063 + 0.25
[CuL?Pt] 338 £ 030 289 + 020 485 4+ 0.30 098 + 0.05 191 + 0.20
Cisplatin 262 +0.20 093 +0.06 770 + 0.60 046 + 0.03 288 + 045

Tab. 1: Hodnoty ICso (uM) jednojadernych Cu", dvoujadernych Cu''-Pt"' komplexii a
cisplatiny sledované u lidskych sarkomech délohy MES-SA, rezistentnich MES-SA/Dox5 a
melanomu B16F10 po 24 a 48 hod. inkubace pti 37 °C (pievzato z [1] a upraveno)
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Z testovani vici sarkom@im dé&lohy je patrné, ze Cu'-Pt" komplexy jsou vyrazné
0¢innéjsi nez odpovidajici komplexy médi, pfi¢emz [CuL'Pt] je v porovnani s [CuL?Pt] po 48
hodinach inkubace aktivnéjsi, nicméné je podobné aktivni jako cisplatina (~1 uM). Oproti
standardnim buiikam (MES-SA) vykazovaly [CuL'Pt] a [CuL?Pt] komplexy u rezistentnich
sarkomi niz$i toxicitu a jejich hodnota ICso po 24 hodinach inkubace byla vyssi. Komplexy
médi nabyvaji zhruba podobnych hodnot jak u MES-SA, tak MES-SA/Dox5, proto je rezistence

s velkou pravdépodobnosti selektivni pro platinu. U Cu''-pt" komplexﬁ pfi testovani aktivity

vvvvvv

Na zékladé vysledki Ize tedy fici, ze vlozeni Pt" do struktury oxindoliminového Cu'"
komplexu znaéné zvysuje protinddorovou aktivitu, déle pak komplex [CuL'Pt] je diky delsimu
mistkovému ligandu aktivnéj$i nez [CuL?Pt] a jeho hodnoty ICso jsou niZsi nebo srovnatelné
s ICso hodnotou cisplatiny. Je vSak nutno dodat, Ze tyto heterodvoujaderné slouceniny jsou
méné cytotoxické na rozdil od cisplatiny, a to v ptipadé¢ bunék MES-SA po 24 hodinach
inkubace [1].

Za zminku stoji i fakt, Ze oxindoliminova ¢ast nenarusuje pouze DNA a mitochondrie,
ale mimo jiné inhibuje i cyklin-dependentni kinazy, coz je zasadni pii protinadorové aktivité
1é¢iva, inhibice totiz vede k indukci apoptdézy tumort. Aktivita oxindoliminu mize byt
vysvétlena tautomerni rovnovahou (obr. 4) — v enolové formé funguje jako donor elektronu,
ktery se vyuziva pii tvorbé vodikové vazby (skrze dusik indolového kruhu) se zbytky proteinti
[19].

\ s C'\ cl

NH3' " NH, e P
NH; “NH;
(\HN o

=

Obr. 4: Tautomerizace mezi enol a keto formou Cu'"'-Pt" komplexu
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2. 1. 2 Komplexy titanu a zlata

Velké pozornosti se pii studiu biologické aktivity komplexii s centralnim atomem titanu
dostalo organokovové slouceniné titanocen dichloridu (dichloridobis(n°-
cyklopentadienyl)titan; TDC), ktery byl jiz v 90. letech minulého stoleti podroben klinickému
testovani. TDC pii studiich vykazoval vedlejsi u¢inky jako je nefrotoxicita, avsak nepoukazoval
na jakykoliv G¢inek na prolifera¢ni aktivitu kostni diené a mimo jiné disponuje znacnou
protinadorovou aktivitou vic¢i buiikdm a nadordm rezistentnim na cisplatinu [20]. V dalsi fazi
testovani byla aktivita sledovana u pacientii s metastazujicim karcinomem ledvinovych bunék
[21] nebo s metastazujicim karcinomem prsu [22]. Uginek TDC byl viak piili§ nizky, aby jej
bylo mozné dale sledovat. Aby se piedeslo témto problémlm, pfipravily se jiné derivaty TDC

jako naptiklad titanocen Y (dichloridobis(n®-(p-methoxybenzyl)cyklopentadienyl)titan) [23].

Slouceniny zlata si pii 1é¢bé rakoviny pokladaji za cil proteiny, napi. thioredoxin, dale
pak slouzi k 1é¢bé revmatoidni artritidy, AIDS nebo parazitickych onemocnéni (spava nemoc)
[24]. Nekteré komplexy zlata vykazuji 1 antiproliferatni ucinky [25]. K vylepSeni
protinadorovych vlastnosti téchto dvou skupin metaloterapeutik se rizné védecké skupiny

snazily o navrh a ptipravu heterodvoujadernych sloucenin titanu a zlata.

Byla navrzena struktura a sledovana biologicka aktivita slouceniny se vzorcem [(n-
CsHs)2Ti(Me)(u-mba)Au(PPhs)] (Obr. 5). Za vhodny mustkovy ligand byl vybran ligand mba,
odvozeny od 4-merkaptobenzoové kyseliny (Homba), ktery je schopen kovalentné vazat obé

kovova centra [2].

S—
Au
ﬁ Dﬂ "‘“ﬂppha

T l il ID

c,%"""'cn-l3

Obr. 5: Strukturni vzorec [(n-CsHs)TiMe(u-mba) Au(PPhs)] (pievzato z [2])

Cytotoxicita dané slouceniny se sledovala u ledvinovych nadorovych bunéénych linii
Caki-1, ledvinovych buné&cnych linii bez nadoru (HEK-293T) a bunék ledvinového
proximalniho kanalku (RPTC). Buiiky se inkubovaly se slouceninou po dobu 72 hodin a

vysledky byly srovnany (krom¢ bun¢k RPTC) s cisplatinou, TDC a titanocenem Y. Z vysledku
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studie plyne, ze heterodvoujaderna sloucenina titanu a zlata je mnohem toxictéjsi u bun¢k Caki-
1 i HEK-293T (ICs0 = 0,12 uM a 0,49 uM), nez cisplatina (ICso = 29 uM a 3,27 uM), TDC
(ICs0 >200 puM a >200 pM) i titanocen Y (ICso = 29,42 uM a >200 uM). Po inkubaci u bun&k
RPTC vysledek poukazoval na ponékud niZsi toxicitu komplexu a hodnota ICso se rovnala 2,67
uM [2].

Déle se zkoumala aktivita thioredoxin reduktazy (TrxR), jejiz nadmérna exprese
dopomaha k vétsi rezistenci bunék vuci 1é¢iviim (napf. cisplatin€), proto se tento enzym stava
dalezitym protinadorovym cilem. Piedpokladd se, Ze je to centrdlni atom zlata
V heterodvoujaderném komplexu, ktery hraje dilezitou roli pii inhibici TrxR (a tim i sniZeni
rezistence bunék), pravdépodobné diky své vysoké afinité K selenu, jenz je soucasti aktivniho
mista v TrxR. Plsobenim takového inhibitoru jako je naptiklad auranofin dochdzi k apoptoze
bunky a tento ucinek byl jiz sledovan u lidskych bunék rakoviny vaje¢nikt [26]. Proto se
vyzkousela aktivita TrxR v bunkach Caki-1 po inkubaci s heterodvoujadernym komplexem a
pozorovana inhibice vystoupala na 68,2 % (pro srovnani pfi inkubaci s auranofinem 74,1 %). |
bunikam (ICso = 0,12 puM, pro auranofin ICsg = 3,08 uM), coz naznacuje, ze inhibice TrxR neni
jedinym faktorem podilejicim se na cytotoxickych mechanismech téchto heterodvoujadernych

sloucenin [2].

Slouceniny podobné struktury, které byly syntetizovany a testovany, jsou komplexy
s obecnym vzorcem [[(°-CsHs)(pu-1°:k*-CsHa-(CH2)nPPh2) TiCI2JAuCI] (n = 0, 2, nebo 4) (obr.
6). U komplext byly studovany jejich antiprolifera¢ni vlastnosti na lidskych nadorovych
bunéénych liniich vajecnikli (A2780) a jejich varianté rezistentnich v0¢i cisplatiné
(A2780cisR). Z vysledka (obr. 6) je patrnd znacna cytotoxicka aktivita komplex oproti

cisplating, a to v obou zminénych bunéénych liniich [27].
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O Cl
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g : : g 8 [(17°-CsHs ) TiCly (p-1°:c"-CsH4(CH, ) PPhy ) JAuCl 6.3 £ 2.0 28+ 1.3
8n=4 cisplatin 55+ 1.1 3517

Obr. 6: Strukturni vzorec [[(n°-CsHs)(u-n°:x-CsHa-(CH2)nPPh2) TiCl,]JAuCl] a hodnoty ICso
(uM) komplext (srovnéno s cisplatinou) u bunéénych linii A2780 a A2780cisR (pfevzato z

[27] a upraveno)

2. 4. 2 Komplexy titanu a platiny

VyzkouSena byla také pfiprava slou€enin s centralnimi atomy titanu a platiny, které jsou
strukturné podobné slou¢eninam, jakymi byly komplexy titanu a zlata (viz obr. 6). Byly
pipraveny tii komplexy s obecnym vzorcem [TiClz{n>-CsHask-(CH2)nPPh2}2(PtCl2)] (n = 0, 2
nebo 3) (obr. 7) a sledovala se u nich cytotoxicita vii¢i bunikam rakoviny délozniho hrdla (HeLa)
a rakoviny prostaty (DU-145). Pouze u komplexu s propylovym ramenem (n = 3) byla zjisténa
mirna protinddorova aktivita srovnatelna s cisplatinou (ICsp = 73,51 uM), a to jen u DU-145
bunécéné linie [3].

Spole¢né s komplexy titanu a platiny se pfipravily a studovaly i obdobné komplexy

titanu a paladia (obecny vzorec zistal nezménén). U vSech téchto sloucenin jiz byla

protinadorova aktivita pozorovéna, a predevs§im pak opét komplex s propylovym ramenem (n

vvvvvv

HeLa bunkam. Co se tyce testovani vii¢i DU-145 bunécné linii, pouze komplex bez alkylového

ramene (n = 0) vykazoval mirné protinadorové vlastnosti (ICso = 49,84 uM) [3].
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Obr. 7: Strukturni vzorec [TiClz2{n>-CsHai-(CH2)nPPh2}2(MCI,)], kde M = Pt, Pd (pievzato
z [3])

2. 2 Heterodvoujaderné komplexy 4d-5d kovu

2. 1. 2 Komplexy ruthenia a platiny

Komplexy ruthenia predstavuji dilezitou skupinu protinadorovych ¢inidel, stale rodici
se oblasti je vyvoj bifunkénich heterodvoujadernych Pt-Ru slouc¢enin vykazujici cytotoxicitu a
antimetastatické vlastnosti. Komplexy Pt'V-Ru"", nazyvané téz ruthplatiny (Obr. 8), jsou prvnimi
heterodvoujadernymi slouc¢eninami svého druhu, které dokazou byt ti€¢inné proti nddorovym

bunkam rezistentnim vuci cisplating [4].

Arene=
< 0 < 0
_©_< ruthplatin 1

..RLI_ -Ru_
cry N = 0 o' 4 N| = (o]
cl | - C"leutr’NH:* Oﬂo - C"‘*F.lt*"NH?' —@ ruthplatin 2

CI™ | ™NH; g CI7 | ™NH,
OH OH :
ruthplatin 1-3 ruthplatin 4 @ ruthplatin 3

4©_< ruthplatin 4

Obr. 8: Strukturni vzorce ruthplatin 1 — 4 (pievzato z [9])
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Vsechny ctyfi komplexy byly po dobu 72 hodin studovany a vSechny projevovaly
submikromolarni a nanomolarni cytotoxicitu, coz jsou mnohem vyss$i hodnoty nez u cisplatiny
(az 72x), a to u vetSiny lidskych nadorovych bunck. Zajimavosti je az o 107x vyssi aktivita
vuci cisplating rezistentnim bunkam A2780cCiSR oproti samotné cisplating. Narust aktivity byl
zaznamenan také u bunék v A549 a A549cisR. Rezistenéni faktor (RF) je 17 pro cisplatinu a
dramaticky klesa k 1,3 pro ruthplatinu 2. Vyznamné navysena cytotoxicita a snizend hodnota
RF ruthplatin je pozorovana také v A549 a A549c¢isR bunkach. Ruthplatiny jsou celkem aktivni
proti ristu lidskych nadorovych bunék prsu (MCF-7, MDA-MB-231) a leukémii (HL-60) (Tab.
2). Ruthplatiny maji mnohem vyssi rozpustnost ve vod¢ a rychlejsi rezim Gcinku (Tab. 3). Déle
byly slou¢eniny ruthplatiny testovany na bunéénych liniich HeLa (nadorové buriky délozniho

hrdla) a Hs27 (nadorové buiiky koznich fibroblastit).

Cell line Type cDDP Ruthplatin 1 (FI*)  Ruthplatin 2 (FI)  Ruthplatin 3 (FI)  Ruthplatin 4 (FI)
A2780 Ovarian carcinoma 0.92 £ 030  0.12 %+ 0.02(7.7) 0.12 £ 0.03 (7.7) 012 4+0.02(7.7)  0.09 % 0.03 (10)
A2780cisR Ovarian carcinoma 16 5 0.43 £ 0.01 (37) 0.15 + 0.09 (107)  0.32 % 0.06 (50) 0.19 £ 0.03 (84)
RF 17 3.6 1.3 2.7 S

A549 Lung carcinoma 43+ 0.5 L0 £+ 0.2 (4.2) 1.3+ 0.1 (3.3) 1.5 £ 0.1 (2.9) 0.60 £ 0.09 (7.2)
A549R Lung carcinoma 24 43 14 +0.1(17) 1.6 £ 0.5 (15) 2.9 + 0.6 (8.2) 1.0 £ 0.3 (24)
RF 5.6 14 1.2 2.0 17
MDA-MB-231  Breast adenocarcinoma 92424 0.55 + 0.2 (17) ND ND ND

MCF-7 Breast adenocarcinoma 9.6 £ 0.8 0.41 £ 0.04 (23) ND ND ND

HL-60 Promyelocytic leukemia 4141 0.17 £ 0.03 (24) 0.14 £ 0.01 (30) 0.16 £ 0.03 (26) 0.13 £ 0.02 (32)
MRC-5 Lung fibroblast 1.0+0.3 1.7 + 0.7 (0.6) 4.2 +1.1(0.2) 1.5 £ 0.7 (0.7) 31+2(0.3)

“FI (fold increase) is defined as I1C;,(cDDP)/ICs(ruthplatin). P RF (resistant factor) is defined as IC;, in A2780cisR/IC5, in A2780 or ICs, in
A549¢isR/ICs, in A549. © ND, not determined.

Tab. 2: Hodnoty ICso (uM) a rezisten¢nich faktort cisplatiny a ruthplatiny 1 — 4 u vybranych

bunéénych linii (pfevzato z [4] a upraveno)

I cODP I ruthplatin 1 [ ruthplatin 2 [ ruthplatin 3

120-
©
80+ . 9
o
«©
na%&? 385 Soaaa Quy
] B SSESPEsE
= 8
A2780 'A2780cisR | A2780 A2780cisR |
48 h 72h

Tab. 3: Zavislost ¢asu na cytotoxicité cisplatiny (¢cDDP) a ruthplatin 1 — 3 u buné¢nych linii
A2780 a A2780cisR (pievzato z [4])
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Jako modelovy systém pro vyzkum a 1é¢bu rakoviny byly pouzity 3D mnohobunééné
sféroidy. Jedna se o shluky bunék, diky kterym se 1épe simuluji okolni podminky Zivé buiiky
V porovnani s 2D bunéénym modelem. Buiky ve sféroidech disponuji vhodnéjs$im tvarem,
proto tato metoda se Casto uplatiiuje pfi in vitro studiu protinadorovych latek. Vyhodami pouziti
tohoto modelu jsou efektivita studie ucinnosti a bezpe€nosti l1é¢iva nebo lepsi predikce

rezistence vuci 1é¢ivu [28-30].

Pfi studiu ruthplatin bylo pouZito bunéénych linii MCF-7, které dokaZou velmi
jednoduse tvorit sféroidy. MCF-7 sféroidy byly oSetfeny ruthplatinou 1 a smési cisplatiny
sPPA-Ru" (jednojadernd Ru ¢&ast ruthplatiny s 3-pyridinpropanovou kyselinou-PPA) a
nasledn¢ obarveny kalceinem (bis[N,N*-bis(karboxymethyl)aminomethyl]fluorescein nebo
také fluorexon) — zivé bunky a Pl (propidium jodidem) — mrtvé buiky K vizualizaci uc¢innosti
ruthplatiny 1 (Obr. 9).

Obr. 9: Sféroidy bunécné linie MCF-7 — kontrolni vzorek, vzorek s cisplatinou a

ruthplatinou 1; vSechny barveny kalceinem AM a PI (pfevzato z [4])

V prvnim dni sféroidy oSetfeny ruthplatinou 1 vykazovaly vyssi zlomky mrtvych bunék
nez cisplatina, a to jiz pti 1 uM. Morfologie sféroidii oSetfenych jak cisplatinou, tak predevSim
ruthplatinou 1 béhem druhého a tietiho dne zac¢iné byt nepravidelna z diivodu zborceni sféroidu.
Je ziejmé, Ze 1éCba ruthplatinou 1 maé za nésledek vEtsi pocet mrtvych bunék (také v porovnani
s lécbou kontrolorem PPA-Pt"Y — jednojaderna Pt ¢ast ruthplatiny s 3-pyridinpropanovou
kyselinou-PPA), coz vede k faktu, Ze ruthplatiny maji vysoky potencial v zabijeni nadorovych

bunék.

Nakonec byly testovany antimetastatické vlastnosti ruthplatiny 1 pomoci testu hojeni
ran vyuzitim MDA-MB-231 (metastaticka linie nadorovych bunék prsu). Poranéni byla
oSetfovana po dobu 24 hodin ruthplatinou 1 (5 pM) a také riznymi typy kontrol zahrnujic PPA-
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Ru", smés cisplatiny a PPA-Ru" a sunitinib (klinicky vyuZivané antimetastatické 1é&ivo).
Poranéni bunék MDA-MB-231 vykazuje bez 1é¢by 43% (12 hod) a 100% (24 hod) uzavfeni.
PPA-Ru'! disponuje velmi slabymi antimetastatickymi vlastnostmi — 39% (12 hod) a 91% (24
hod), obdobné tcinky se jevi i u smési cisplatiny a PPA-Ru". U bunék 1é&enych ruthplatinou 1
byla zjisténa pomérné zna¢na inhibice procesu migrace — 23% (12 hod) a 46% (24 hod).
Sunitinib byl v testu pouzit jako pozitivni kontrola a vykazoval vyznamny inhibi¢ni u¢inek na
migraci bun€k. Antimetastatické vlastnosti ruthplatiny byly sledovany i v A546 bunkach [31,
32].

Do skupiny Pt-Ru komplext (platina zde vystupuje v oxida¢nim stavu + IV) mizeme
zahrnout i slouceninu, jejiz vzorec je [Ru(tpy)(tpypma)Pt(Cl)(DMSO)](PFe)z (Obr. 10),
oznatovanou jako VR 54, (tpypma = 4-([2,27:6°,2° -terpyridin]-4’-yl)-N-(pyridin-2-
ylmethyl)anilin). Oktaedricka Ru'' ¢4st s terpyridinem navazuje ¢ast s Pt centrdlnim atomem
pomoci ligandu tpypma, ¢imZ se opét navysuje aktivita zminéného komplexu (sledovano na
bunéénych liniich A2780 a A2780CIS, ICso = 29, resp. 38 puM) v porovnanim s jeho
jednojadernymi Pt (114, resp. >200 uM) a Ru (oboji >200 uM) fragmenty.

Opétovnym podavanim 1é¢iv dochazi k jejich zna¢né akumulaci v bunikach a tyto bunky
postupné ziskavaji rezistenci viici 1é¢ivu. Je tedy nutné podavat tato 1éciva ve stale vySSich
davkach, coz se stava velmi neSetrnym feSenim pro organismus. Proto bylo diilezité zaméfit se
na vyvoj terapeutik, ktera by byla schopna zabranit proliferaci bunék jinym zptisobem, a praveé
u slouceniny VR 54 byl sledovan odliSny mechanismus t¢inku. Toto terapeutikum dokaze
zabranit pfechodu z Gy do S faze bunééného cyklu. Vstup do S faze podporuje cyklin D
s navazanou cyklin-dependentni kindzou. Pokud se ovSem na uvedenou kindzu navdze vhodny
inhibitor, pfechod do S faze nenastane a tim se zastavi bunéény cyklus dané buniky. Takovym

inhibitorem miize byt inhibitor cyklin-dependentni kinazy p27XI*

, jehoz je komplex VR 54
schopny up-regulovat (zvyseni bunééné odezvy na molekularni stimul zptisobené zvySenim
poctu receptorti na buné¢ném povrchu). Tato up-regulace s vyslednym zastaveni bunééného
cyklu byla testovana na cisplatiné rezistentnich bunikach A2780CIS, potvrdila se vyrazna
aktivita VR 54 (podavan o koncentraci 100 uM), a to 4x vyss$i nez u jednojadernych Pt a Ru

fragmentt [33, 34].
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Obr. 10: Strukturni vzorec [Ru(tpy)(tpypma)Pt(C1)(DMSO0)]3* (VR 54) (pfevzato z [33])

Jinym studovanym komplexem této skupiny Ru'-Pt'" komplexi je slou¢enina se
vzorcem [(tpy)Ru(tppz)PtCI](PFe)3, (Obr. 11), tpy = 2,2°:6°,2°*-terpyridin; tppz = 2,3,5,6-
tetrakis(2-pyridyl)pyrazin. V této slouceniné mistkovy ligand tppz spojuje polyazinovou Ru
cast komplexu, coz je ¢ast absorbujici svétlo (mé tvar deformovaného oktaedru) s bioaktivni Pt
jednotkou ([(tpy)Pt"'Cl] majici tvar deformovaného &tverce). Ru polyazinova &ast vykazuje
zna¢nou fotoreaktivitu zpisobenou MLCT piechodem Ru(dr) — tppz(n*). Pouziti tppz ligandu

pii tvorbé dvoujaderného komplexu vede k stereochemicky definovanym systémutm.

Obr. 11: Strukturni vzorec kationtové ¢asti komplexu [(tpy)Ru(tppz)PtC1](PFg)s3 (pievzato
z [35] a upraveno)
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Na centralnim atomu Pt je navazan labilni chloridovy anion (podobné& jako u
cisplatiny), po jehoz odstépeni dochazi k navazani na dusikaté baze DNA. U komplexu byla
sledovana jeho schopnost vazby na DNA pomoci gelové elektroforézy, coz bylo pozorovano
jako funkce poméru BP:MC (BP = pary bazi DNA; MC = kovovy komplex). Komplex se
inkuboval s kruhovou plazmidovou DNA pUC18 v riznych pomérech BP:MC pii pokojové
teploté. Vysledky prokazaly lepsi vaznost na DNA nez u cisplatiny, coz by mohlo byt
vysvétleno vy$§im nabojem komplexniho kationtu a jeho molekulovou hmotnosti nebo také
pritomnosti jediného labilniho chloridového aniontu na atomu platiny. Experiment
nepoukazoval na druh vytvoteného aduktu, pouze potvrdil kovalentni vazbu na DNA, coz vede
k zavéru, Ze tento typ komplexu muze fungovat jako protinadorové ¢inidlo a jeho biologickym

cilem je DNA [35, 36].

2. 3 Heterodvoujaderné komplexy 5d-5d kovu

2. 3. 1 Komplexy platiny a zlata

Jak komplexy platiny, tak komplexy zlata mohou byt zna¢né cytotoxické, avsak typ
jejich biologického Gcinku se 1isi. Zatimco komplexy platiny se navazuji na nukleové kyseliny,
slouCeniny zlata se zamétuji pii [éCbé rakoviny na proteiny, jak bylo jiz popsano vyse (viz 2. 1.

2).

vvvvvv

studii se jiz prokazala zvySena cytotoxicka aktivita uzitim 1-thio-p-D-glukosa tetraacetatu jako
ligandu, ktery se koordinuje na Au' atom (obdobné jako u auranofinu) [37]. Piiprava tohoto
komplexu byla vyzkousena z komplexu uvedeného na obrazku 12 (vlevo) odstépenim
chloridového aniontu a naslednym navazanim 1-thio-p-D-glukosa tetraacetatu. Produkt sice
ziskan byl, ovSem nepodafilo se jej procistit, proto se syntéza provedla z odpovidajiciho

jednojaderného Au' komplexu.
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Obr. 12: Strukturni vzorce dvoujadernych Au'-Pt" komplexi (pievzato z [5])

Tyto dvoujaderné slouceniny byly testovany pro jejich antiprolifera¢ni aktivitu in vitro
v lidskych nadorovych bunéénych liniich (A2780, A2780cisR, A549) a v burikach bez tumoru
(HEK-293T). Na zaklad¢ studii bylo prokazano, ze slou¢eniny jevily antiprolifera¢ni Gcinky.
Komplex na obrazku 12 vlevo vykazoval vyssi aktivitu nez odpovidajici jednojaderny Au
komplex, a to u vSech typti bunécnych linii, predevsim A549 a HEK-293T (cca 2x vyssi). Na
druhou stranu komplex na obrazku 12 vpravo je méné aktivni neZ odpovidajici jednojaderny
Au' komplex, u bunééné linie A2780 nabyvaji hodnoty ICso 2,3 uM resp. 0,7 uM. Oba
komplexy jsou aktivngjsi u A2780 a A2780cisSR nadorovych bunék vajecnikd, zatimco u A549

(nadorové burnky plic) se jejich aktivita az 5x snizila [5].

Dalsi zkoumanou slouc¢eninou byla [(PPhz)Au(u-pbi)Pt-(Me)(DMSO)][PFe] (Obr. 13)
a byla testovana vii¢i nddorovym bunéénym liniim A2780/S a A2780/R, pfi¢emz ICso = 0,19
uM resp. 0,37 pM. Hodnoty se srovnavaly s odpovidajicim jednojadernym Au' komplexem
(ICs0= 1,5 uM resp. 2 uM), heterodvoujaderny komplex ma tedy silné;jsi antiproliferacni ucinky
[38, 39].
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Obr. 13: Strukturni vzorec [(PPhs)Au(u-pbi)Pt-(Me)(DMSO)][PFs] (pfevzato z [38])

2. 3. 2 Komplexy platiny a rhenia

Pouziti jediné terapeutické metody Kk 1écbé nadorovych onemocnéni Casto nevede
K uspokojivému vysledku, proto se krom¢ aplikace selektivnéjsich 1€kt vici nadorovym
bunkdm pouzivaji i kombinace ruznych terapeutickych metod jako je chemoterapie a
fotodynamicka terapie (PDT). PDT zahrnuje 1é¢bu vyvolanou svétlem a danym lé¢ivem. Lék
(fotosenzibilizator) se zanedbatelnou tmavou toxicitou (tzn. fotosenzibilizator nezpusobi
poskozeni tkani, pokud neni vystaven svétlu o vinové délce pozadované pro 1écbu) se zavadi
do téla a akumuluje se prednostné v rychle se délicich bunkach. Jakmile 1ék dosdhne vhodného
poméru akumulace v nemocnych versus zdravych buiikach, jsou nemocné bunky vystaveny
svetlu. Svétlo aktivuje 1€k a ten vyvolava toxické puisobeni (tvorbou singletové formy kysliku)
Vv téchto bunkach. V porovnani s jinymi béznymi protinddorovymi metodami ma PDT mnoho

vyhod — prostorovou a ¢asovou kontrolu a moznost opakovanych davek [40, 41].

Vhodnym fotosenzibilizdtorem se jevi organokovové slouceniny rhenia (Re'), jejichz
ucinky byly jiz sledovany [42]. Zaélenénim téchto typu sloucenin s komplexy platiny
vykazujicich zna¢né protinadorové vlastnosti do jediné molekuly vznikaji multifunkéni

metaloterapeutika, tzv. teranostika (slozenina slov terapie a diagnostika).

Byla pripravena heterodvoujaderna sloucenina (Pt-LQ-Re, obr. 14) slozena z
fragmentu trans-Pt"! (terapeuticka ¢4st) a Re' trikarbonylového jadra (diagnosticka &st), které
je mnavazano naligand N,N‘-bis[(chinolin-2-yl)methyl]amin a na né& je pfipojeno
propylaminové rameno (LQ) [6]. Ligandem u trans-Pt" &asti byl vybran isopropylamin a

pyridin-4-karboxylova kyselina z diivodu jejich potencialni aktivity vi¢i bufikam rezistentnim
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na cisplatinu [43], av§ak teprve oxidaci na trans-Pt" komplex s timto typem ligandu vykazuje

cytotoxické vlastnosti [44].

Fototoxicita a toxicita bez ozafeni (tmava toxicita) komplexu se sledovala u nékolika
lidskych bunéénych liniich — buiikkdch rakoviny vajeénikd (A2780, citlivé na cisplatinu i
A2780R na cisplatinu rezistentni), rakoviny délozniho hrdla (HeLa) a také bunikach bez nadoru
(MRC-5). Na zakladé¢ vysledku testovani se zjistilo, ze komplex Pt-LQ-Re je mirné cytotoxicky
(piesto vSak je cisplatina u A2780R, HeLa a MRC-5 bunék dvakrat a u A2780 az 15x
aktivngjsi), ale ozafenim se jeho aktivita zvySuje, cozZ je vyjadieno foto-indexem (PI; pomér
ICs0 hodnot komplexu bez ozateni a po ozatreni). Hodnoty Pl pro Pt-LQ-Re komplex jsou 6,7
(A2780), 4,1 (A2780R) a 5,7 (HeLa), z ¢cehoz plyne, Ze u nadorovych bun¢k vajecnikti (A2780)
aktivita komplexu po ozafeni narostla nejvice. Nicméné nejcytotoxi¢téjsi ucinky komplex
vykazoval u bun¢k rakoviny délozniho hrdla (HeLa), hodnota ICso se piiblizn€ rovnala 16,5

uM [6].
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Obr. 14: Strukturni vzorec komplexu Pt-LQ-Re (pfevzato z [6])

2. 3. 3 Komplexy rhenia a zlata

Byly piipraveny a testovany heterodvoujaderné slouceniny s centralnimi atomy Re' a
Au's obecnym vzorcem fac-[Re(bipy)(CO)s(L-AuPPhs)](CFsSOs), kde L = imidazol, alkynyl-
imidazol, alkynyl-pyridin nebo jejich derivaty. Tyto komplexy zafazujeme mezi teranostika
(obdobné jako Pt"-Re', viz 2. 3. 2). Piisobi analogickym mechanismem G¢inku a byly testovany
na bunécné linii A549 (adenokarcinomické lidské alveolarni bazalni epitelidlni butiky), ovsem
nebyla sledovana tmava toxicita (jako tomu bylo v pfipadé¢ Pt-LQ-Re, obr. 14).
Nejcytotoxictéjsim derivatem (obr. 15) byla sloucenina s alkynyl-imidazolovym mdstkovym

ligandem (ICso = 4,4 puM), zatimco jednojaderny fragment s centralnim atomem rhenia
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nevykazoval téméf zaddnou cytoxicitu. Tento rozdil miiZze byt spojovan se zaclenénim Au-
fosfinové Casti do struktury, nez se synergickym ucinkem Au-fosfinové Casti s obecné

[Re(bipy)(CO)sL] fragmentem [7, 13].

Obr. 15: Strukturni vzorec komplexu Re'-Au' s alkynyl-imidazolovym miistkovym

ligandem (pfevzato z [7] a upraveno)
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Pouzité chemikalie k jednotlivym syntézam pyridin-4-karbaldehyd (97 %), pyridin-3-
karbaldehyd (98 %), 4-formylbenzoova kyselina (97 %), benzen-1,4-dikarbaldehyd (99 %),
monohydrat fenanthrolinu (p. a.), 2-amino-4-methylfenol (97 %), 4-isopropylamilin (> 98 %),
acetylaceton (p. a.), piperidin (99 %), monohydrat p-toluensulfonové kyseliny (> 99 %), ethan-
1,2-diol (p. a.), octan amonny (p. a.), bromid draselny (> 99,9 %), hydroxid draselny (p. a.),
hydroxid sodny (p. a.), uhli¢itan draselny (p. a.), kyselina sirova (96 %), kyselina dusi¢na (65
%), kyselina chlorovodikova (35 %), kyselina octova (> 99,7 %), amoniak (25-27 %), silikagel
60 (0,015 - 0,040 mm) a dale rozpoustédla methanol, ethanol, diethylether, aceton, chloroform,
dichlormethan, dimethylformamid, dimethylsulfoxid, n-hexan, toluen byly zakoupeny
z komerc¢nich zdroji (Sigma-Aldrich, Lach-Ner, Penta, Acros Organics, Merck KGaA).

Slouceniny nebyly dale jakkoliv pro syntézu upraveny.

Elementarni analyza je zalozena na mineralizaci, coz je ptfevedeni organické latky na
latku anorganickou oxida¢nim nebo redukénim rozkladem. Provadi se spalovanim vzorku
v atmosféte kysliku, vznikaji plynné produkty dale neseny do trubice skladajici se z oxida¢ni a
redukéni ¢asti. Vznikaji CO2, H20 a No, které jsou dale oddéleny a analyzovany a vysledkem
je procentové zastoupeni prvki ve vzorku. Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na
pristroji Flash 2000 (Thermo Finnigan) [45].

NMR spektroskopie je zaloZzena na absorpci elektromagnetického zafeni jadry
nckterych atoml umisténych v magnetickém poli. Podminkou je, aby jadra mély nenulovy
magneticky moment i, coz je splnéno u jader s celkovym nenulovym jadernym spinem I a to
souvisi s potem protonll a neutronu v jadie. Magnetické pole vyvolava rozstépeni zakladniho
energetického stavu jadra na energetické hladiny a pro *H (I = %; poéet hladin = 21 + 1) jsou to
hladiny dvé. Absorpci fotonu elektromagnetického zateni 1ze vyvolat prechod mezi hladinami.
P#i méfeni se méni frekvence radiofrekvenéniho pole nebo intenzita magnetického pole. V H
NMR spektru sledujeme pocet signala, chemické posuny signalli, multiplicitu signala, velikost
signalti (plocha pod kiivkou) a interakéni konstantu. *H NMR spektroskopie byla provedena na
pfistroji 400 MHz NMR spektrometru pro méfeni spekter vysokého rozliseni vzorkt v roztoku
od firmy Varian pti 400,00 MHz; (gs = gradient selected, HMQC = heteronuclear multiple
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quantum coherence). Vzorky na NMR experimenty byly rozpustény v CDClz nebo DMSO-ds
a analyzované pfi teploté 300 K. Stépeni signalu v *H NMR spektrech je definované jako s =
singlet, d = dublet, t = triplet, br = Siroky signal (br. s. = Siroky singlet), m = multiplet, dd =
dublet dublett.

Infrac¢ervend spektroskopie je zaloZena na absorpci infraéervené¢ho zafeni molekulami,
energie tohoto zafeni zpusobuje zmény vibracnich a rotacnich stavii molekul. Infracervené
cervené spektrum je ddno zavislosti vinoctu na transmitanci (popft. absorbanci). Nejcastéji se
sleduji valen¢ni vibrace (v), pfi kterych se méni vazebnd délka mezi atomy, déale se sleduje
deformacni vibrace (zména vazebného thlu). Infracervena spektra byla zmétena na pfistroji
Nexus 670 FT-IR (Thermo Nicolet) v rozsahu vinoétii 400-4000 cm™ za pouziti techniky ART
[46].

Rentgenova strukturni analyza je zalozena na dopadu monochromatického
rentgenového paprsku na monokrystal zkoumané latky. Po tomto dopadu dojde k difrakci
paprsku, ze kterého se ziska difrakéni diagram zmétenim intenzity a uhla paprskd. Z diagramu
Ize zjistit schéma elektronové hustoty a z ni pak predikovat polohy atom, thly, které sviraji i
vazby mezi nimi. Krystalové struktury byly ur¢eny na monokrystalovém difraktometru D8
QUEST (Bruker) vybaveném PHOTON 100 CMOS detektorem pfi teploté 395 K [47].

3.2 Priprava slouc¢enin

Na pfipravu prezentovanych sloucenin vtéto praci byla primarné pouzita
Knoevenagelova kondenzace. [48]. Tato organicka syntéza byla poprvé popsana a
pojmenovana po némeckém chemikovi Emilu Knoevenagelovi. Syntéza probiha v bazickém
prostiedi za vzniku a,B-nenasycené slouceniny a je znama v mnoha modifikacich [49], obecné
se jedna o reakci aldehydu s dalsi reakéni komponentou, kterou muze byt nitro sloucenina,

kyselina malonova nebo jeji derivat ¢i keton.

V prvnim kroku reakce se tvoii enolatovy ion z acetylacetonu diky pfitomnosti baze,
zatimco kyselina funguje jako pufr a pfedchazi tvorbé enolatového iontu z aldehydu. Vytvoteny
enolat nasledn¢ atakuje aldehyd za vzniku aldolového meziproduktu a poslednim krokem

reakce je dehydratace, pfi¢emz vznika a,B-nenasycena slou¢enina (obr. 16) [50].

26



PSRN —;Q_/L;fa—b%g

H 0
\-.._./EI OH
Co COCH,
> 0 -~ o - )\Tf"LcocHg
H
H
HO 5 Com

Obr. 16: Mechanismus Knoevenagelovy kondenzace (pievzato z [50] a upraveno)

Vybrané prekurzory byly piipraveny upravenym analogickym postupem, a to reakci
aromatickych aldehydu s acetylacetonem v pfitomnosti piperidinu nebo piperidinu a kyseliny
octové (99%). Syntéza byla provadéna s rozpoustédlem nebo bez rozpoustédla, pouze

v acetylacetonu.

3. 2.1 Priprava symetrickych prekurzori

3.2. 1. 1 Priprava 3,3‘-(benzen-1,4-diyldimethylyliden)dipenta-2,4-dionu (1)

Sloucenina byla ptipravena dle publikovaného postupu [51], avSak reakéni podminky
byly ¢astecné upraveny. Reakéni Cas byl vyrazné prodlouzen (z pivodnich 7 minut na 90
minut), jako katalyzator nebyl pouzit H2SOs-modifikovany polyethylenglykol-6000 (pouze
piperidin). Roztok benzen-1,4-dikarbaldehydu (100 mmol; 13,4 g) v acetylacetonu (200 mmol,
20 g) a s dvéma kapkami piperidinu byl zahfivan pod zpétnym chladi¢em po dobu 90 minut.

Na zacatku reakce mél roztok Cervenou barvu, po probéhnuti reakce a ochlazeni roztoku na
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laboratorni teplotu byla pozorovdna oranZova sraZenina, kterd byla odsana, promyta
methanolem a nasledn¢ i hexanem (k vymyti nezreagovanych reaktantt). Vznikla slouc¢enina
(obr. 17 a) byla rekrystalizovana z chloroformu, promyta methanolem a etherem. Vytéznost
reakce byla 54 %. M, = 298,33

EA: Teoretické hodnoty pro Ci1gH1804 (M; = 298,33): C (72,47 %), H (6,08 %); namétené
hodnoty: C (72,16 %), H (6,13 %)

NMR: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): & 2,28 (s, 6H), 2,45 (s, 6H), 7,51 (s, 4H), 7,69
(s, 2H), 8,12 (s, 1H), 10,14 (s, 1H) ppm

IC (mid, ATR): 3052, 3032 a 3006 cm™ v(-C-Harom); 2907 a 2949 cm™* (-C-Haif); 1705 cm™
v(C=0); 1653 cm™ v(C=C)aiken; 1615 cm™, 1568 cm™, 1509 cm™ v(C=C)arom.

3. 2. 2 Priprava nesymetrickych prekurzori
3. 2. 2. 1 Piiprava 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzaldehydu (2)

Slou¢enina byla pfipravovana dle publikovaného postupu [52]. Benzen-1,4-
dikarbaldehyd (50 mmol; 6,7 g) a acetylaceton (50 mmol; 5 g) byly rozpustény v 25 ml
methanolu, poté byla pridana kapka piperidinu. Roztok se 5 hodin michal a zaroven ochlazoval
v ledu, aby teplota reakéni smési nepfesahla 5 °C. Zluta smés b&hem reakce oranzovéla, po
ukonceni reakce byl roztok odpaten na rota¢ni vakuové odparce, vzniklé sloucenina byla tiikrat
promyta hexanem a odséana, poté rekrystalizovdna z methanolu. Jiz po prvnim dni volného
odparovani roztoku byly pozorovany bilé krystalky, které byly dale charakterizovany. Métenim
'H NMR bylo zjisténo, ze ob& karbonylové skupiny benzen-1,4-dikarbaldehydu reagovaly
s acetylacetonem (viz 3. 2. 1. 1) a nebyl tedy pfipraven monokondenzovany prekurzor (obr. 17
b). Je nutno poznamenat, ze nebyla potvrzena ptitomnost detekovatelného mnozstvi slouceniny

2 pomoci TLC a NMR spektroskopie.

Proto byl vyzkousen jiny postup, a to chranéni jedné z karbonylovych skupin ethan-1,2-
diolem za vzniku cyklického acetalu (konkrétné 4-(1,3-dioxolan-2-yl)benzaldehyd) [53].
Benzen-1,4-dikarbaldehyd (7,46 mmol; 1 g) a ethan-1,2-diol (8,06 mmol; 0,5 g) byly
rozpustény ve 20 ml toluenu a bylo piidano katalytické mnozstvi Kyseliny p-toluensulfonové
(TsOH). Smés se zahiivala pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin. Vznikl bezbarvy roztok,

ve kterém se po 24 hodinach volného odpafovani toluenu zacala vytvaiet bila pevna latka.
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NMR spektroskopii se potvrdilo, Ze vzniklou latkou je smés nezreagovaného benzen-
1,4-dikarbaldehydu, benzen-1,4-dikarbaldehyd s monoacetalovou skupinou a benzen-1,4-
dikarbaldehyd chranén diacetalovou skupinou. Podle zminéného postupu [53] byl produkt
nasledné preciStén flash chromatografii, coz bylo nedostatecné (nedostate¢né procisténi bylo
zjisténo pomoci tenkovrstvé chromatografie) a vzhledem k nedostatku ¢asu nebyla latka

docisténa a v jeji syntéze se jiz dale nepokracovalo.

(a) (b) (c)
Obr. 17: Strukturni vzorce a) 3,3°-(benzen-1,4-diyldimethylyliden)dipenta-2,4-dionu (1),
b) 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzaldehydu (2), c) 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-
yl)benzoové kyseliny (3)

3. 2. 2. 2 Priprava 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzoové kyseliny (3)

Roztok 4-formylbenzoové kyseliny (20 mmol; 3 g) a nadbytku acetylacetonu (49 mmol,
4,9 g) byl zahtivan 7 hodin pod zpétnym chladicem. Roztok tmavnul ze svétle zluta do zluté az
svétle oranzové barvy, vznikla srazenina obdobné barvy, ktera byla poté 15 minut michana bez
zahiivani s 15 ml hexanu, odsana na frit¢ a promyta methanolem. Svétle Zluta az bila sraZzenina
byla rekrystalizovana z chloroformu za vzniku krystalické latky (obr. 17 ¢) obdobné barvy.
Vytéznost reakce byla 50,9 %. M = 232,23.

EA: Teoretické hodnoty pro C13H1204 (M; = 232,23): C (67,23 %), H (5,21 %); namé&fené
hodnoty: C (67,13 %), H (4,89 %)

NMR: *H NMR (400 MHz, CDCls, 300 K): & 2,29 (s, 3H), 2,46 (s, 3H), 7,46 — 7,55 (m, 3H),
8,13 (d, J =8,2 Hz, 2 H) ppm

IC (mid, ATR): 3000 — 2500 cm™ v(O-H): 1707 cm™ w(C=0); 1679 cm™ v(C=0)coor, 1658
V(C=C)alken; 1603 cm™?, 1560 cm™, 1511 cm™ v(C=C)arom.

29



3. 2. 2. 3 Piiprava 3-(pyridin-4-ylmethyliden)penta-2,4-dionu (4)

Postup A: Dle jiz publikovaného modifikovaného postupu [54] (za pouziti jako
rozpoustédla toluenu misto benzenu) byl roztok pyridin-4-karbaldehydu (37,3 mmol; 4 g) v
nadbytku acetylacetonu (74,7 mmol; 7,48 g) smichan s kapkou piperidinu a CH:COOH (99 %)
v 10 ml toluenu a zahiivan hodinu pod zpétnym chladi¢em. Byla pozorovana zména zbarveni
ze svétle Zluté barvy na oranZovou, roztok byl nasledné ponechan samovolnému odpatovani
rozpoustédla. Vznikla hnédocervena srazenina, ktera byla rekrystalizovana z chloroformu a
promyta hexanem. Latka byla piecis§téna pomoci sloupcové chromatografie (na silikagelu 60
A;0,015-0,040 mm) s chloroformem, ziskany eluat mél tmavé oranzovou barvu a byl nasledng
odparen na rotac¢ni vakuové odparce. Ziskany produkt (obr. 18) mél oranzovou barvu a byl jesté
rekrystalizovan z toluenu. Rekrystalizaci byla pfipravena smés oranzové latky a velmi malé
mnozstvi latky (4) ve formé svétle Zlutych krystali. Smés produktu nebyla vzhledem k malému

mnozstvi pripraveného produktu dale procistovana anebo analyzovana.

Postup B: Roztok pyridin-4-karbaldehydu (37,3 mmol; 4 g) v acetylacetonu (37,3 mmol;
3,74 g) byl smichan s kapkou piperidinu a CH3COOH (99 %) a bez rozpoustédla. Roztok byl
michan bez =zahfivdni a ihned po par minutich byla pozorovdna zména zbarveni
Z oranzovohné&dé na zlutou barvu. Zhruba po 45 minutach se roztok zesvétlil a vznikla tvrda
svétlé zluta latka, kterd byla odsana a promyta hexanem. Latka byla rekrystalizovana
z methanolu, avSak nepodafilo se izolovat krystalicky produkt, vznikla pouze oranzova
olejovita latka. V ptipadé, ze byla tato latka rekrystalizovana z CHCIs, tak vzniklo malé
mnozstvi krystalické latky, pozdé&ji identifikované jako 3-[hydroxy(pyridin-4-yl)methyl]penta-
2,4-dion (4°).

NMR: 'H NMR (400 MHz, CDCls, 300 K): & 2,05 (s, 1H), 2,06 (s, 1H), 2,08 (s, 3H), 2,22 (s,
3H) 4,11 (d, J = 7,43 Hz, 1H), 5,35 (d, J = 7,43 Hz, 1H), 5,51 (s, 1H), 5,83 (s, 1H), 7,22 — 7,26
(m, 1H), 7,29 — 7,32 (m, 2H), 7,33 — 7,38 (m, 1H), 7,70 — 7,74 (m, 1H), 8,51 (d, J = 6,26 Hz,
2H), 8,60 — 8,64 (m, 1H), 8,85 — 8,89 (m, 1H), 10,09 (s, 1H) ppm

IC (mid, ATR): 3100 — 3104 cm v(O-H); 3061 cm? v(C-Harom); 2938, 2853 cmt v(C-Harif);
1730 — 1697 cmt w(C=0); 1602, 1558, 1414 cm™ »(C=N), v(C=C, pyridin)
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Obr. 18: Strukturni vzorec 3-(pyridin-4-ylmethyliden)penta-2,4-dionu (4)

3. 2. 2. 4 Ptiprava 2-(4-formylfenyl)imidazo[4,5-f]-[1,10]fenanthrolinu (fmp) (5)

Samotné Knoevenagelové kondenzaci ligandu fmp 0 0
(obr. 20 a) ptedchazela piiprava jednoho z reaktanti — 1,10-
fenanthrolin-5,6-dionu (obr. 19) [55]. Monohydrat 1,10-
fenanthrolinu (22,2 mmol; 4,4 g) a KBr (33,6 mmol; 4 g) :/
byly spole¢né postupné po Castech ptidavany do chlazené N

smési koncentrované H>SO4 (40 ml) a koncentrované HNO3
Obr. 19: Strukturni vzorec

1,10-fenanthrolin-5,6-dionu

(20 ml). Roztok se zahfival 24 hodin pod zpétnym

chladi¢em.

Horky roztok ¢erveného zbarveni se nalil do 600 ml ledové vody, pficemz zezloutl a za stalého
michani byl neutralizovan hydroxidem sodnym (pH~6 — 7). Slou¢enina byla extrahovana
chloroformem a jeji frakce nasledné¢ odpafeny na rotacni vakuové odparce. Vyslednym
produktem byla tmave zluté latka pevného skupenstvi a vytéznost reakce, kterd byla provedena

dvakrat, ¢inila v obou ptipadech 16,5 %.

Takto ptipraveny 1,10-fenanthrolin-5,6-dion byl pouzit k dalsi reakci vedouci k jiz vySe
zminénému ligandu fmp, ktery se pfipravoval jiz diive publikovanym postupem [56]. Roztok
benzen-1,4-dikarbaldehydu (1,5 mmol; 0,201 g), 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu (1,5 mmol; 0,315
g), octanu amonného (30 mmol; 2,31 g) a 99% kyseliny octové (30 ml) byl zahiivan 2 hodiny
pod zpétnym chladiC¢em. Poté byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu a doplnéna
destilovanou vodou (60 ml). K reakéni smési byl po kapkach pfidavan koncentrovany roztok
amoniaku, dokud roztok nemé¢l pH~6. Byla ziskana zluta srazenina, ktera byla odsana a promyta
destilovanou vodou. Produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii (na silikagelu 60 A;

0,015 — 0,040 mm) s methanolem, ziskany eluat m¢l zlutou barvu a byl nasledné odpafen na
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rotac¢ni vakuové odparce. Vyslednym produktem (obr. 20 a) byl Zluty prasek a vytéznost reakce,
ktera byla n¢kolikrat zopakovana byla 38,3 %. M, = 324,34

EA: Teoretické hodnoty pro C2oH12N4O (M = 324,34): C (74,06 %), H (3,73 %), N (17,27 %);
naméfené hodnoty: C (73,68 %), H (3,50 %), N (16,98 %)

NMR: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds ) & 1,88 (s, 1H), 7,70 (dd, J = 8,02, 4,11 Hz, 1H), 7,73 -
7,86 (M, 2H), 8,01 (s, 1H), 8,03 — 8,12 (m, 2H), 8,26 — 8,36 (m, 1H), 8,36 — 8,46 (m, 2H), 8,72
(d, J = 8,22 Hz, 1H), 8,83 (dd, J = 8,22, 1,57 Hz, 2H), 8,87 (br. s., 1H), 8,93 (d, J = 2,35 Hz,
1H), 8,98 (dd, J = 4,30, 1,57 Hz, 2H), 10,00 — 10,07 (m, 1H) ppm

HC 0
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- _ 0
| - ay, O
= |
J\ =
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_ N/ WA
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Obr. 20: Strukturni vzorec a) 2-(4-formylfenyl)imidazo[4,5-f]-[1,10]fenanthrolinu (5), b)
3-[[4-(1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)fenyl]methylen]penta-2,4-dionu (6)

3. 2. 2. 5 Piiprava 3-[[4-(1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)fenylJmethylen]penta-2,4-
dionu (6)

2-(4-formylfenyl)imidazo[4,5-f]-[1,10]fenanthrolin  (fmp) (0,31 mmol; 0,1 g),
acetylaceton (0,62 mmol; 0,062 g) a kapka piperidinu byly rozpustény v 10 ml methanolu a
zahtivany pod zpétnym chladi¢em po dobu 5 hodin. Reakci vznikla oranzova srazenina, ktera
byla odsana a promyta methanolem. Vyslednym produktem byla oranzova tuha latka (obr. 20
b) a vytéznost reakce byla 67,3 % pii pfedpokladané M, = 406,44. Takto piipravena latka je

castecné rozpustnd jen v horkém DMSO, coz vyrazné limitovalo moznosti jejiho procisténi.
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Pomoci NMR spektroskopie bylo zjisténo, Ze takto pfipraveny produkt je zne€istén a obsahuje

nejméné dveé dalsi prfimési.

3. 2. 3 Priprava Schiffovych bazi

Vyse popsané Knoevenagelovy kondenzaty mohou dale reagovat S primarnimi aminy
za vzniku Schiffovych bazi [47]. Nové vzniklé iminové vazby v téchto slouceninach vytvareji
vhodné koordinaéni misto (atom dusiku) pro mnohé pfechodné kovy (napiiklad Cu?*, Zn?* nebo
Ni?"), mohly by tedy byt vhodnymi mistkovymi ligandy pro p¥ipravu heterodvoujadernych

sloucenin.

Schiffovy baze je moZzné pfipravovat obvyklym zplsobem, a to pouhym smisenim
reak¢énich komponent ve vhodném rozpoustédle a zahfivanim pod zpétnym chladicem. Byly
provedeny kondenzace 3,3°-(benzen-1,4-diyldimethylyliden)dipenta-2,4-dionu (1) nebo 4-(2-
acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzoové kyseliny (3) s primarnimi aminy (2-amino-4-methylfenol
a 4-isopropylanilin) v pfitomnosti methanolu. Timto zptisobem pfipravy se sice podafilo u
nékterych reakci izolovat krystalické produkty, avSak kombinaci analytickych technik bylo

zjisténo, ze latky neodpovidaji predpokladané strukture.

Dal$im feSenim se nabizi reakce Knoevenagelovych kondenzati s ptislusSnym
primarnim aminem ve vhodném rozpoustédle za ptitomnosti KoCOs [57]. Do reakci byly
pouzity vySe zminéné primarni aminy. AvSak ani tento zpusob pfipravy nebyl uspésny a

zadouci produkty se nepodafilo izolovat.
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4 Diskuze

Cilem této prace bylo pfipravit ligandy, které by obsahovaly dvé (riznd) koordinacni
mista, v pfipad€ asymetrickych sloucenin (odvozenych od 2, 3, 4 a 6) selektivni pro koordinaci
ruznych kovl. Tyto ligandy by pak byly vhodnymi mustkovymi ligandy pro vznik
heterodvoujadernych sloucenin. V prvni fazi byly provedeny syntézy symetrického a
nesymetrickych prekurzori Knoevenagelovou kondenzaci [46, 47, 53]. Nasledné tyto

prekurzory reagovaly s primarnimi aminy za vzniku Schiffovych bazi (viz kapitola 3. 2) [51].
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Obr. 21: Strukturni vzorce vybranych produkti, které se nepodafilo pfipravit: a) produkt
reakce 1 s 2-amino-4-methylfenolem, b) produkt reakce 3 s 4-isopropylanilinem, c¢) 3-[[4-
(1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)fenyl]Jmethylen]penta-2,4-dionu (6)

4.1 Syntéza

Postupy vyse zminénymi v experimentalni c¢asti byly pfipraveny slouc¢eniny 1 — 6,
konkrétné 3,3°-(benzen-1,4-diyldimethylyliden)dipenta-2,4-dion (1), 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-
en-1-yl)benzaldehyd (2), 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzoova kyselina (3), 3-(pyridin-4-
ylmethyliden)penta-2,4-dion (4), 2-(4-formylfenyl)imidazo[4,5-f]-[1,10]fenanthrolin (5) a 3-
[[4-(1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)fenyl]methylen]penta-2,4-dion (6). Slouceniny
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1 - 4 byly pfipraveny z komercné dostupnych latek, ptipravé slouc¢eniny 5 predchazela piiprava

1,10-fenanthrolin-5,6-dionu a sloucenina 6 byla pfipravena reakci acetylacetonu s 5.

Ptipravy latek 1 a 3 byly pozménény oproti jiz publikovanym postuptim, jak je zminéno
u danych reakci v experimentalni ¢asti a probihaly v nadbytku acetylacetonu, bez pfitomnosti
rozpoustédla a katalytickym mnozstvim piperidinu (1 — 2 kapky), popf. i kyseliny octové (99
%). U slouceniny 1 to bylo hlavné¢ z divodu, ze v literatufe popsana ptiprava pouziva specialni
typ katalyzatoru [51]. Pouzity postup piipravy vyuZivajici jako rozpoustédlo nadbytek
acetylacetonu vyzaduje sice vyrazné delsi reak¢éni dobu (v literatufe 7 minut, avSak syntéza
trvala zhruba 90 minut) a pfinasi mensi reakéni vytézek (v literatuie 96 %, vytézek syntézy 54
%), ale je synteticky nenaro¢ny a nevyzaduje zadné specialni podminky nebo pomocné latky.
Tyto davody vedly k pouziti tohoto postupu i pfi ptipravé slouceniny 3, jejiz priprava jeste
nebyla v literatufe popsana a tato reakce prob€hla obdobné K pripravé latky 1. Pokusy o
monokondenzaci tereftaldehydu acetylacetonem byly neaspésné navzdory shaze o0 co
nejpresnéjsi zopakovani publikovaného postupu [52]. Opakovani reakce zaroven s optimalizaci
reakénich podminek (prodluzovani chlazeni) nevedly K ptipravé slouceniny 2, jejiz ptriprava

nebyla potvrzena pomoci TLC a NMR.

Jinym zpusobem piipravy slouceniny 2 je ochranéni jedné z karbonylovych skupin
vhodnou chranici skupinou (obr. 21), coz bylo rovnéz v experimentalni ¢asti popsano.
V prvnim kroku syntézy byl pfipraven meziprodukt 4-(1,3-dioxolan-2-yl)benzaldehyd, ktery
byl studovan *H NMR spektroskopii. V souladu s literdrnimi zdroji bylo potvrzeno, Ze reakci
nevznikl pouze Zddany meziprodukt, ale také slouc¢enina s ochranénymi obéma karbonylovymi
skupinami (2,2°-benzen-1,4-diylbis(1,3-dioxolan)) a rovnéz ¢ast benzen-1,4-dikarbaldehydu
zlstala nezreagovdna. Precisténi pomoci flash chromatografie popsané v literatufe bylo
nedostacujici a z divodu nedostatku ¢asu se nepodatilo dokoncit celou syntézu a izolovat tak

zadouci produkt (viz experimentalni ¢ast).
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Obr. 21: Reakéni schéma ptipravy 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzaldehydu

U slouceniny 4 se predpokladalo, ze Knoevenagelova kondenzace probéhne obdobn¢
jako tomu bylo u syntézy sloucenin 1 a 3. Dle literatury [58] reakce dobie probiha za pouziti
azeotropni destilace, ktera vede k odstrafiovani vody z reakéni smési (jako rozpoustédlo byl
pouzit toluen) a posunuti tak rovnovahy reakce ve prospéch produktu, tedy za pouziti Dean-

Starkovy aparatury. Tu jsem vsak k dispozici nemé¢la, proto bylo navrhnuto jiné feseni.

Reakce byly vyzkouSeny v ruznych molarnich pomérech pyridin-4-karbaldehydu a
acetylacetonu (1:1; 1:1,5; 1:2) v pfitomnosti piperidinu, kyseliny octové a bez rozpoustédla.
Reakce probéhly pomérné rychle (asi 5 minut) a podafilo se ptipravit svétle zZlutou pevnou latku
prakticky kvantitativné. Nasledné, kdyz tato latka byla rekrystalizovana z methanolu, tak se
znovu nepodafilo izolovat krystalicky produkt a vznikla pouze ¢ervenooranzova olejovita latka.
Stejné jako pii pokusech vysusit tuto latku infracervenou lampou se latka okamzité roztékala

na ¢ervenooranzovou olejovitou latku.

Kdyz vsSak tato latka byla promyta cyklohexanem a nésledné rekrystalizovana
z chloroformu, tak vzniklo malé mnozstvi krystalické latky, ktera mohla byt podrobena NMR
spektroskopii a rentgenové strukturni analyze. Bylo zjiSténo, Ze se nejedna o latku 4, ale Ze se
jedna se o posledni meziprodukt (dale oznacovana jako 4¢, obr. 22) Knoevenagelovy reakce
(mezi pyridin-4-karbaldehydem a acetylacetonem), pficemz posledni krok spociva
V dehydrataci a naslednému vzniku o,B-nenasycené slouceniny. Pravdépodobné tento produkt
vznikl na zédklad¢ nedostate¢ného odcerpavani vody z reakéni smési, a to je pravdépodobné
divodem, pro¢ se nepodatfilo pripravit zadouci produkt (4). Prozatim tato slou¢enina nebyla
Vv literatufe popsana, pouze byl pfipraven analogicky meziprodukt kondenzace benzaldehydu s

acetylacetonem [55].
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Sloucenina krystalizuje v centrosymetrické grupé (viz kapitola 4. 3), coz znamena, ze
slouCenina vytvaii racemat, tedy obsahuje levotoCivy (S-konfigurace) i pravotoCivy (R-

konfigurace) enantiomer (obr. 22).

HO 0

Obr. 22: Nové vznikly produkt 3-[hydroxy(pyridin-4-yl)methyl]penta-2,4-dion (4¢)

s naznacenym chiralnim uhlikem a jeho S-konfigurace a R-konfigurace

Sloucenina 5 byla pfipravena dle dfive popsaného postupu (viz experimentalni Cast),
reakci byla ziskdna zlutd srazenina, ktera byla pfeciSténa sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Vysledny zluty eluat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce za vzniku zluté latky
pevného skupenstvi. Sloudenina byla charakterizovana elementarni analyzou a ‘H NMR

spektroskopii, jimiz byla potvrzena pfitomnost slouceniny 5.

Tato latka slouzila jako prekurzor K ptipravé slouceniny 6 reakci s nadbytkem
acetylacetonu v methanolu. Byla pfipravena oranzova krystalicka latka, a pfestoze se podafilo
slouc¢eninu izolovat, problém nastal pii pokusu o rozpusSténi. Produkt se tedy nepodafilo
precistit, z toho diivodu byly pozorovany velké odchylky mezi predpokladanym a skute¢nym
slozenim pii méfeni elementarni analyzy. Pro charakterizaci byla pouzita i 'H NMR
spektroskopie, avSak ta rovnéz poukédzala na nizkou Cistotu pfipravené latky. Ptiprava
slouCeniny byla vyzkouSena za stejnych podminek i v mikrovinném syntetizatoru (reakce
probihala 10 minut pii 200 °C), vysledkem vSak byl erny prasek, ktery rovnéz nebylo mozné
dale zpracovat. Reakce v mikrovinném syntetizatoru byla zopakovana, avsak pii 150 °C po
dobu 3 minut, pficemz se podafilo pfipravit zlutou pevnou latku. Tato latka byla rovnéz
¢astecné rozpustna jen v horkém DMSO, ¢imz se vyrazné limitovala moznost jejiho procisténi.
Analytickymi metodami bylo zjiSténo, Ze je sloZzenim podobna produktu, ktery byl ptipraven

bez mikrovinného syntetizatoru.
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Vzhledem k tomu, Ze vy$e zminéné Knoevenagelovy kondenzaty mohou dale reagovat
S primarnimi aminy za vzniku Schiffovych bazi, které¢ by mohly byt pouzity jako vhodné
mustkové ligandy heterodvoujadernych sloucenin, byly vyzkouSeny nékteré reakce (viz 3. 2.
3). Syntézy byly provadény v pfitomnosti methanolu smisenim ptislusného Knoevenagelova
kondenzatu a primarniho aminu (v molarnim pomeéru 1:4 u reakce s 1, popt. 1:2 u reakce s 3) a
relativné kratkou dobu zahtivany (cca 30 minut). Produkty byly vesmeés zluté latky, které byly
dale analytickymi metodami charakterizovany, pfi¢emz bylo zjisténo, Ze neodpovidaji slozenim

zadanym produktim. Produkty reakci popisuji nasledujici schémata.
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Obr. 23: Schéma reakce 1 a 3 s 4-isopropylanilinem

Schéma reakce 1 a 3 s 4-isopropylanilinem (obr. 23) poukazuje (v piipadé slouceniny
1) na jeho rozklad zpét na benzen-1,4-dikarbaldehyd a nasledné navazani 4-isopropylanilinu.
V pripad¢ reakce slouceniny 3 se rovnéz reaktant rozlozil zpét na 4-formylbenzoovou kyselinu
a poté reagoval s 4-isopropylanilinem. Schéma reakce 1 a 3 s 2-amino-4-methylfenolem (obr.
24) naznacuje vznik smési dvou latek (u reakce s 1). Prvni kondenzat vznikl reakci enol
tautomeru acetylacetonu (coz opé€t naznacuje rozklad slouéeniny 1) s 2-amino-4-
methylfenolem. Druhy kondenzat se vytvoril obdobné jako na obr. 23 u reakce 3 s ptislusnym

aminem.

38



OH
0
7\ / <
— NHDK—

= © NH.,
= OH +
| P + — HO
R@_\\NQ
R o]
R, = § ; (1) R, = %W
o . 0
R= 14 R= i

Obr. 24: Schéma reakce 1 a 3 s 2-amino-4-methylfenolem

4.2 Charakterizace (NMR, IC spektroskopie)

Pouze u sloucenin 1, 3 a 5 byla kombinaci analytickych metod potvrzena pfitomnost
oc¢ekavanych produktii. Pfiprava ostatnich sloucenin sice probé¢hla, bohuZzel se vSak prokdzalo,
ze 7zadané produkty nebyly izolovany v Cisté podobé. U téchto syntéz doslo k opakované
optimalizaci reak¢énich podminek (viz kapitola 4. 1), nicméné piesto se nepodafilo jiz zminéné

slouceniny 2, 4 a 6 ptipravit v dostacujici Cistote.

Vsechny slouceniny byly podrobeny elementarni analyze, pti¢emz u slouc¢enin 1, 3 a
5 nebyla odchylka od namétené a teoretické hodnoty vétsi nez o 0,5 %, u ostatnich slouc¢enin
se odchylka lisila podstatné vice, coz poukazuje na to, ze zadany produkt nebyl ptipraven Cisté

podobg.

Slou¢eniny 1, 3 a 5 byly dale charakterizovany pomoci *H NMR spektroskopie.
Hodnoty signala (viz experimentalni ¢ast) potvrzovaly ptitomnost jednotlivych atomt vodika

u téchto sloucenin.

Infracervena spektroskopie byla provedena u slouc¢enin 1 a 3 (oblast 1800 — 1350 cm
"1 obr. 25) ATR méfenim vzorku vtuhé faze. V oblasti 4000 — 1800 cm™ by meély byt
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pozorovany piky odpovidajici valenénim vibracim —O-H (COOH skupina u slouceniny 3), -C-
Hair (methylové skupiny acetylacetonu) a -C-Harom (Vodiky benzenovych jader). Z porovnani
spekter vidime, Ze vibrace -C-Haiif a -C-Harom jsou u slouc¢eniny 1 dobie rozliseny ({(-C-Haiif) =
2907 a 2949 cm; -C-Harom = 3052, 3032 a 3006 cm™). U slougeniny 3 dochazi z diivodu tvorby
dimeru karboxylovych skupin (skrze vodikové mistky) k vyraznému posunu vibrace 1{O-H)
do oblasti vibraci (-C-Huaif), kde je pozorovan siroky pik slozeny pravé z téchto vibraci. V
oblasti 1800 az 1600 cm™ by mély byt pozorovany piky odpovidajici vibracim karbonylovych
skupin (>C=0 z diketonu) a v piipadé¢ slouceniny 3 také vibrace karboxylovych skupin. Pfi
niz§ich vinoétech (1650 cm™ a nizsi) je mozné ocekavat vibrace vazby C=C vzniklé
Knoevenagelovou kondenzaci. Z porovnani spekter pro slouceniny 1 a 3 muZeme provést
identifikaci (hodnoty vino¢tu v em™): >C=0) = 1705 (1), 1707 (3); {-C(OH)=0) = 1679 (3);
N>C=C<) =1653 (1), 1658 (3). Relativné nizky vinocet vibrace karboxylové skupiny u 3 miize
byt opét pripsan tvorbé dimeru karboxylovych skupin [60].

% Transmittance

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400
‘Wavenumbers (cm-1)

Obr. 25: IC spektra (v oblasti 1800 — 1350 cm™) u slougenin 1 (modra kfivka) a 3 (Servena
kiivka)

4. 3 Krystalové struktury

Syntézou sloucenin 1 a 3 se podafilo izolovat krystaly vhodné pro rentgenovou
strukturni analyzu a byly vyfeSeny struktury obou latek (obr. 26). Byly zméteny vazebné délky
funké&nich skupin. Pro slou¢eninu 1 byly zjisténé vazebné délky 1,208(4) — 1,213(4) A pro C=0
vazby ketonovych skupin; 1,370(4) — 1,397(4) A pro C=C vazby na benzenovém jadie; 1,340(4)
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A pro C=C vazbu vzniklou Knoevenagelovou kondenzaci. Pro slou¢eninu 3 byly zjisténé
vazebné délky 1,205(4) — 1,212(4) A pro C=0 vazby ketonovych skupin; 1,269(3) A pro C=0
vazbu karboxylové kyseliny; 1,371(4) — 1,399(3) A pro C=C vazby na benzenovém jadie;
1,334(3) A pro C=C vazbu vzniklou Knoevenagelovou kondenzaci. Krystalograficka soustava

obou sloucenin je trojklonna.

Struktura slouceniny 3 navic poukazuje na tvorbu mezimolekulovych O-H:---O
vodikovych vazeb (d(O---0) = 2,625(3) A) mezi sousednimi karboxylovymi skupinami —
tvorba centrosymetrického dimeru karboxylovych skupin (obr. 27). Ob¢ slouceniny také

vykazuji n-w interakci benzenovych jader, kterd jsou paralelné¢ posunuta.

Obr. 26: Zobrazeni molekulovych struktur sloucenin 1 a 3. Vodikové atomy nebyly kvili
piehlednosti zobrazeny (kromé vodiku hydroxylové skupiny u slouceniny 3). Barevna

legenda atomt: C (Cernd), O (Cervend), H (bild).

Obr. 27: Zobrazeni vodikovych vazeb (modra ¢ara) v molekulové struktuie slouceniny 3.
Vodikové atomy (kromé téch, které jsou soucasti vodikové vazby) nebyly kvili

prehlednosti zobrazeny. Barevna legenda atomii: C (Cernd), O (Cervena).
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RovnéZz se podatilo ziskat krystaly pro rentgenovou strukturni analyzu syntézou
sloucenin 4 a 4¢ a byly vyfeSeny struktury obou latek (obr. 28). Pro slou¢eninu 4 byly zjisténé
vazebné délky 1,202(4) a 1,208(4) A pro C=0 vazby ketonovych skupin; 1,372(5) — 1,394(4)
A pro C=C vazby na benzenovém jadie; 1,319(5) a 1,329(5) A pro C-N vazby na benzenovém
jadie; 1,333(3) A pro C=C vazbu vzniklou Knoevenagelovou kondenzaci. Pro slou¢eninu 4¢
byly zjisténé vazebné délky 1,198(4) a 1,217(4) A pro C=0 vazby ketonovych skupin; 1,377(4)
—1,383(3) A pro C=C vazby na benzenovém jadie; 1,329(4) a 1,330(4) A pro C-N vazby na

benzenovém jadie. Krystalograficka soustava slouceniny 4 i 4¢ je kosoctverecna.

Struktura slouceniny 4¢ poukazuje na tvorbu mezimolekulovych O-H---N vodikovych
vazeb (d(O---N) = 2,799(3) A) mezi dusikem pyridinového kruhu a hydroxylovou skupinou
(obr. 29). Sloucenina 4 vykazuje m-m interakci benzenovych jader, ktera jsou paralelné
posunuta, zatimco struktura slouceniny 4¢ poukazuje na m-m interakci benzenovych jader
uspoifadanych do tvaru pismene T. Zakladni parametry struktur slou¢enin 1, 3, 4 a 4¢ znazornuje

tabulka 4.

Obr. 28: Zobrazeni molekulovych struktur slou¢enin 4 a 4¢. Vodikové atomy nebyly kvili
piehlednosti zobrazeny (krom¢ vodiku hydroxylové skupiny u slou¢eniny 4¢). Barevna

legenda atomti: C (Cernd), O (Cervend), H (bild), N (modra).
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Obr. 29: Zobrazeni vodikovych vazeb (modra ¢ara) v molekulové struktuie slouceniny 4¢.

Vodikové atomy (kromé téch, které jsou soucasti vodikové vazby) nebyly kviili prehlednosti

zobrazeny. Barevna legenda atomu: C (Cernd), O (Cervena), H (bild), N (modra).

1 3 4 4¢
prostorova grupa P1 P1 P212121 Pbca
a [A] 5,9841(9) 5,7703(9) 7,2063(12) 7,4482(6)
b[A] 6,5131(11) 6,6039(12) | 11,2776(17) | 14,2838(11)
¢ [A] 10,3405(19) 15,313(3) 12,3942(16) | 20,3184(15)
o[] 80,535(5) 88,359(5) 90 90
B[°] 83,396(6) 82,132(5) 90 90
v [°] 79,298(6) 78,440(5) 90 90
V [A9] 389,134 566,303 1007,27(3) | 2161,65(3)

Tab. 4: Zakladni krystalograficka data slou¢enin 1, 3, 4 a 4¢
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5 Zavér

V teoretické Casti bakalarské prace byla formou literarni reSerSe rozebrana biologicka
aktivita vybranych heterodvoujadernych komplexnich sloucenin s centralnimi atomy 3d, 4d i
5d kovii. U jednotlivych komplext se pfedevsim poukazovalo na protinddorovou aktivitu, ktera

byla srovnavana s jednojadernymi fragmenty, popt. i cisplatinou.

Praktickd c¢ast bakalafské prace se zaméfuje na pfipravu mustkovych ligandi pro
dvoujaderné slouceniny a na charakterizaci téchto ligandi vybranymi analytickymi metodami.
Byly provedeny syntézy ligandu 3,3°-(benzen-1,4-diyldimethylyliden)dipenta-2,4-dion (1), 4-
(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzaldehyd  (2), 4-(2-acetyl-3-oxobut-1-en-1-yl)benzoova
kyselina (3), 3-(pyridin-4-ylmethyliden)penta-2,4-dion (4), 2-(4-formylfenyl)imidazo[4,5-f]-
[1,10]fenanthrolin (5) a 3-[[4-(1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-
yl)fenyl]methylen]penta-2,4-dion  (6). Rovnéz byl pfipraven novy prekurzor 3-
[hydroxy(pyridin-4-yl)methyl]penta-2,4-dion (4¢), ktery ale neni konecnym produktem
Knoevenagelovy kondenzace. Piedev§sim slouCeniny 1 a 3 se podafilo charakterizovat
analytickymi metodami. Krystalové struktury byly vyfeseny u sloucenin 1, 3, 4 a 4¢. Syntézy
sloucenin 2, 4 a 6 sice provedeny byly, avSak pii jejich charakterizaci se prokdzalo, ze se
nepodafilo zddouci produkty pfipravit. Reakéni podminky se u téchto syntéz mnohokrat
upravovaly, presto se vSak nepodatilo dosahnout kyzenych vysledkii. Také byly vyzkouseny
ptipravy Schiffovych bazi, avSak ani zde se zcela nepodafilo optimalizovat podminky pro

uspésnou syntézu.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze Knoevenagelovy kondenzaty 1, 3 a 5 vznikaly vyse
popsanymi zpusoby pomérné rychle a jednodusSe. Ostatni syntézy tohoto typu, prestoze by mély
probihat analogickym reakénim mechanismem a za obdobnych podminek, nevedly
K uspokojivym vysledkim. Schiffova kondenzace slou¢enin 1 a 3 se ukazaly jako

problematické, protoze dochazelo k rozkladu Knoevenagelovych kondenzati.
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