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1. UVOD

Najvacsi rozvoj medicinalnej anorganickej chémie bol spdsobeny objavenim vyuzitia
technécia ako kontrastnej latky v zobrazovacej diagnostike a protinadorove;j aktivity zli¢eniny
{cis-[PtCl2(NHz3)2]}, znamej ako cisplatina, v 60. rokoch minulého storo¢ia. [1] Prvé klinické
testy protinadorovej aktivity cisplatiny (II) a cisplatiny (IV) preukazali ich inhibi¢nu aktivitu
u sarkomu a leukémie u mysi. [2] Cisplatina patri dodnes k najpouzivanej$im kancerostatikam.
Je pouzivana na liecbu najmé rakoviny vajec¢nikov, kréka maternice, Semennikov, mocového
mechura, hlavy, krku, pl'ac, lymfému a kolorektalneho karcinému. Pris§lo ku mnohym pokusom
pripravy jej derivatov. Celosvetovo st na trhu po klinickom testovani z tisicok zlucenin dve

d’alsie, karboplatina a oxaliplatina. [3, 4]

/O
H;N Cl o]
3 \ / HSN\Pt/
HiN7T N\
H3N/ ¢ 3 o)
o
cisplatina karboplatina oxaliplatina

Obrazok 1: Strukturne vzorce cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny

Aj napriek tymto dosiahnutym tspechom majt vsak tieto metaloterapeutika niekol’ko
zavaznych negativ: U€inkuju iba proti uréitym typom nadorov, pri¢om niektoré z nich su voci
liegbe rezistentné a iné si mozu proti tymto lie¢ivam vyvinat rezistenciu pocas lie¢by. Casto sa
vyskytuji vel'mi vazne neziaduce UcCinky ako napriklad nauzea, myelosupresia ¢i toxicita
obli¢iek. Preto je snahou a ciel'om vedeckého vyskumu dizajnovat’ a pripravit’ nové biologicky
aktivne koordina¢né zliceniny za pouzitia aj inych kovov nez je platina ako centralnych
atomov, ktoré by nemali tieto neziaduce G¢inky. Medzi najznamejsie patria zla¢eniny ruténia,

zlata, galia, titanu a arzénu. [5]

Metaloterapeutikd sa vSak nevyuzivaji len ako kancerostatika, ale taktiez ako
protizapalové lieCiva, antibiotika ¢i antivirotika. Auranofin (2,3,4,5-tetra-O-acetyl-11-p-D-S-
tioglukdza(trietylfosfin)zlatny komplex) obsahujuci zlato sa pouZziva na lie€bu reumatoidne;j
artritidy, paramagnetické komplexy rénia a gadolinia st pouzivané, rovnako ako zliceniny

technécia, v zobrazovacej diagnostike. Kobaltnaté a kobaltité zluceniny st zname svojou



antibakterialnou a antivirotickou aktivitou. St vsak skiimané aj ako potencialne kancerostatika,

nesteroidné protizapalové lieky ¢i zl¢eniny vhodné na zobrazovaciu diagnostiku. [6, 7]

1.1. Ciele prace

Ciel'om predloZzenej bakalarskej prace bolo vypracovat  literarnu resers tykajicu sa
transportu malych molekul za pomoci kobaltitych komplexov za pouzitia r6znych literarnych
zdrojov a najmé chemickych databaz.

V druhej casti bola cielom priprava kobaltitych komplexov zlozenia [Co(L4)(CI)(L1)]
heterocyklickymi alebo karboxylato ligandmi (L1) a s tetradentdtnymi Schiffovymi bazami
(L4) odvodenymi od kondenzacie derivatov salicylaldehydu s alifatickymi diaminmi. Nasledne
tieto zluCeniny charakterizovat’ prislusnymi analytickymi metédami v spolupraci s veducim

prace a d’al$imi zamestnancami katedry anorganickej chémie.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Kobalt

Kobalt je pomerne vzacny kov, tvoriaci priblizne 0,001% zemskej kory. Bol objaveny
Svédskym chemikom Georgom Brandtom v roku 1735. Patri do VIII. vedlajSej skupiny
periodickej stistavy prvkov. So svojim protonovym ¢islom 27 je zaradeny do triady zeleza, kde
lezi medzi Zelezom a niklom. Nachadza sa v 4. periode, takze jeho elektronova konfiguracia je
[Ar]4s?3d’. Chemickymi vlastnostami je podobny Zelezu, je viak menej reaktivny. Je
feromagneticky aje znamy v 2 modifikacidch — a-Co (hexagonalny), ktory pri 417 °C
prechadza na B-Co (kubicky). Najvyssi oxidaény stav kobaltu je IV, tieto zli¢eniny vSak zatial’
nenachadzaju velky vyznam. V oxidacnych stavoch Iaz -II je kobalt stabilizovany =-
akceptorovymi ligandmi (CO, CN-, SCN-, PMes) v organokovovych zliceninach, napr.
oktakarbonyl dikobaltu [Co2(CO)s]. Najstabilnejsie oxida¢né stavy kobaltu st II a III, pricom
vicsina kobaltitych zIGi¢enin je pripravena oxiddciou rovnakych alebo podobnych zltigenin Co"'.
Binarnych zlu¢enin Co'"' je vel'mi mélo, napr. CoFs, CoO(OH) ¢i Co2(S04)3.18 H20. [8, 9]
Kobaltité komplexy d® su zvy&ajne nizkospinové, oktaédrické a kineticky inertné. Komplexy
Co"" zohrali délezita ulohu v oblasti koordinaénej chémie, pretoze Alfréd Werner na nich na
zaCiatku 20. storoCia potvrdil svoju tedriu koordindcie, oznacil oxida¢ny stav kovu ako
»primarnu valenciu® a koordina¢né ¢islo ako ,,sekundarnu valenciu®“. Werner dokdzal vd’aka
1izomérii, Ze komplexy kobaltu so 6 ligandmi maju oktaédrické usporiadanie. Za svoje zistenia

ziskal v roku 1913 Werner Nobelovu cenu za chémiu. [10]

2.2. Vitamin B1

Kobalt je esencidlny stopovy prvok, ktory sa v 'udskom tele vyskytuje v koncentracii
len 10 mol.dm=. Zohrava déleziti ulohu v niekolkych biologicky vyznamnych procesoch.
V organizme sa nachadza prevazne vo forme kobalaminu (vitaminu Bi2). Oxidaény stav
kobaltu v tejto molekule je +I, oxiduje sa vSak aj na +II ¢i +III. Je to hexakoordinovana
molekula, pricom centralny atdém je koordinovany ekvatorialne 4 atomami dusiku korinovych
kruhov a v axialnej polohe 5,6-dimetylbenzimidazolom abud kyanidovymi, metanidovymi
alebo 5'-deoxyadenozidovymi ligandmi. Korinové kruhy aj so substituentmi v lavej Casti

molekuly obsahujt 6 chiralnych centier, v pravej ¢asti su 3 chiralne centra. [11]

Struktdara vitamin Bi, bola uréena pomocou rontgenovej kryitalografie Dorothy

Hodgkinovou, za ¢o jej bola v roku 1964 udelena Nobelova cena za chémiu. V 1972 bola
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publikovana syntéza biomolekuly vitaminu B1> Robertom Burnsom Woodwardom a Albertom
Eschenmoserom. Celych 12 rokov sktimali viac ako 70 krokovua syntézu tzv. ,,cobyric acid*
(kobalt (2+); 3-[(1R, 2R, 3R, 4Z, 7S, 9Z, 125, 13S, 147, 17S, 18S, 19R)-2, 13, 18-tris(2-amino-
2-oxoetyl)-7, 12, 17-tris(3-amino-3-oxopropyl)-3, 5, 8, 8, 13, 15, 18, 19-oktametyl-2, 7, 12, 17-
tetrahydro-1H-korin-21-id-3-yl]propanova kyselina), z ktorej bol vitamin Biz pripraveny uz
v 60. rokoch minulého storocia Konradom Bernhauerom. Tato latka vznika aj degradaciou

vitaminu B1o. [12, 13, 14]

Ro6zne formy molekuly Biz st nevyhnutné na tvorbu erytrocytov, DNA, regulaciu

a udrziavanie mozgovych a vSeobecne nervovych funkcii tela. Dnes uz existuju aj dokazy
HNOG 0 dolezitosti kobalaminu pri syntéze mastnych

kyselin a metabolizme aminokyselin. V roku 1934
dostali Whipple H. G., Murphy W.P. a Minot G. R.
Nobelovu cenu za objav liecby pernicidznej anémie.
Toto ochorenie je sposobené nedostatocnym
vstrebavanim vitaminu Biz Z ¢riev. V surovej peceni
nasli tzv. anti-pernizidézny anemicky faktor, preto bola

nasledne pouzivana na lie¢bu tohto typu anémie. [4,

15, 16]

Obrazok 2: Strukturny vzorec kobalaminu — vitaminu B12 (prevzaté z [4])

Kobalt mé4 zna¢ne niz$iu mieru toxicity V porovnani s neesencidlnymi kovmi akym je
napr. aj platina. To je hlavnou motivaciou na vyskum zli¢enin kobaltu ako menej toxickych

potencialnych protinadorovych a inych lieciv. [4]

2.3. Biologicky aktivne komplexy Co'"

Klinicky tspech chemoterapeutik na baze platiny a antireumatoidnych lieciv na baze
zlata spdsobili pokrok vo vyvoji lie¢iv obsahujucich d’alSie prechodné kovy. Tie, vratane
kobaltu, maji rozmanité koordina¢né cisla, geometriu, oxida¢né stavy a vazobné afinity

ligandov. Doposial najznamej$im pouzivanym liekom obsahujucim atom Kkobaltu je
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2.metysmidazol Doxovir™, u¢inny proti virusu Herpes simplex

HE — - 1, ktory je proti ostatnym liekom rezistentny.
\ f \ _
N R [17] Je to komplex Co"' so Schiffovou bazou
F ™ E — \
7 cs o (4,4'-(etan-1,2-diyldinitrilo)bispent-2-én-2-ol,
NN | |
b R \ kde axidlne polohy kationu komplexu su
J L
bl sametyimicazet obsadené 2 anionmi 2-metylimidazolu.

Obrdzok 3: Struktara Doxoviru™

Podl'a Sirokého spektra potencialnej biologickej aktivity mozeme rozdelit' zluceniny

kobaltu do viacerych skupin, ktoré budu d’alej diskutované v texte tejto prace.

2.3.1. Co'""! komplexy s antivirotickou aktivitou

Zrejme najsl'ubnejou triedou Co'"' komplexov obsahujticich N, O donorové ligandy je
CTC (charge transfer complexes) skupina komplexov zaloZena na chelatacnej tetradentatne;

Schiffovej baze.

R

a o

__“N/ \N

“Co
Y \ / \ Y a:Y=H R=amin; X=Cl
o) (e} / b: Y =Cl; R=amin; X=ClI

c:Y=H; R=imd; X=Cl

d:Y=H R=2-mimd; X=Br
HsC R CHj

Obrdzok 4: Struktura Co"' komplexov CTC typu

V roku 1998 bolo zistené, ze CTC-96 komplex je uc¢inny v lieCbe epitelialnej herpetickej
keratitidy, ktord je jednou z najCastejSich pric¢in slepoty v rozvojovych krajinach. CTC
komplexy su zname svojou silnou vdzbou na histidin, ktory ak je naviazany v axialnej polohe
tohto komplexu, tak zvysSuje jeho stabilitu. Ak je v axialnej polohe chelatového komplexu
naviazany imidazol ako ligand, komplex je proti HSV-1 neaktivny. V 2006 vSak bola zistena
aktivita tychto komplexov proti adenovirusu v modeloch bunkovych linii. V sti¢asnosti st tieto
zliCeniny zaujimavé vd’aka svojmu potencidlu pri lie€be 'udského imunodeficientného virusu

typu 1 — HIV-1. Inhibujt totiz DNA protein viazuci tzv. zinkovy prst. [18, 19, 20, 21]
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protein

HN \
&
NHz + N
H

C I CH, HsC F ‘\ CHs
N ‘. \N N “ N
protein obsahujlici .
H Co H o H Co
\ / \ / histidin \ / \
o o ‘e o}
NH; NH;
HsC CH H,C

-

Obrdazok 5: Interakcia proteinu obsahujuceho histidin s CTC komplexom

Dalsou skupinou komplexov patriacich do triedy zlu¢enin kobaltu s antivirotickou
aktivitou st komplexy tzv. ,,Wernerovského typu“ — napr. Cohex ([Co(NH3)s]Cls). Na rozdiel
od CTC komplexov, v ktorych sa axialne naviazané ligandy ochotne vymienaju za histidinovy,

Cohex zlu€eniny st vo¢i vymene ligandov inertné. [22, 23]

Karborany (klastre obsahujuce 12 bérov alebo uhlikov), tzv. dikarbolidy, su taktiez
zname antivirotickymi uc¢inkami. Ide o typ sendviCove] zluceniny obsahujucej kobaltity
centralny atom. Bis(1,2-karbolid) kobaltity je znamy ako potencialne antivirotické liec¢ivo
Specificky posobiace proti HIV proteaze. Tuto aktivitu preukazuju aj karbordny obsahujice

kationy derivatov porfyrinu. [24, 25]

_/8& B /BH\ T Nt {Bx Nt
By e A
/I/EH O, \.. B=
\EZ/ e \E//H g g e \z//’ '
Y/ AN N
/B B’/BQ &, '9%
ey 7 e
Bw\\gi/;S‘- BH-\\EZ‘/;—EP- sb-:-\\sa(—/—eu

Obrizok 6: Struktara Co"' karboranov inhibujtcich HIV protedzu (prevzaté z [26] a

upravengé)
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2.3.2. Co'"!' komplexy s antibakterialnou aktivitou

Skupinou komplexov, ktoré vykazuja antibakterialne G¢inky su zla¢eniny s hybridnym
ligandom (amin-imin-oxim), nasyntetizovanych kondenzéaciou diacetylmonooximu
S benzidinom. St vSak u¢inné vzdy len proti ur¢itému druhu baktérii, napr. Bacillius subtilis,
Enterobacter aeruginosa, Escherichia coli ¢i Staphylococcus aureus. Vsetky tieto komplexy su
vS8ak Vv porovnani s bezne pouzivanymi lie¢ivami proti tymto baktériam menej ucinné. [27]

O—H-—0

O----—-H—20
- L = acetat
HZ“ L
)\< a:R=CH-NO,  b:R=C.H,NO,;

CHs € R=C,H,NO,  d: R=C,HyNO,

e:R=CH.NO, f:R=C,HNO,

Obrazok 7: Struktara Co"' komplexov s oximovymi ligandmi

I komplexov obsahujticich rigidny

Antimikrobidlna aktivita bola preukazana aj u Co
bidentatny objemny N-ligand bis[N-(2, 6-diizopropylfenyl)imino]acenaftén (Pr-BIAN). Okrem
antibakterialnych Gc¢inkov, ktoré zluc¢enina vykazuje vd’aka objemnosti ligandu (spdsobuje
vyssiu lipofilicitu komplexu) voéi Staphylococcus aureus ¢i Escherichia coli vykazuji tieto

komplexy aj fungicidne vlastnosti. [28]

Komplexy Co"' so surfaktantmi ako ligandmi vykazujii antibakterialne vlastnosti
porovnatel'né, nie vSak rovnaké, s ciprofloxacinom (1-cyklopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-
piperazin-1-ylchinolin-3-karboxylova  kyselina, antibiotikum patriace do skupiny
fluorochinolinov). Kov s jeho primarnou koordinacnou sférou tvori hlavni skupinu
a hydrofobna cCast’ jedného ¢i viacerych ligandov predstavuje tzv. chvostova skupinu.
Metalosurfaktanty tvoria, rovnako ako ostatné povrchovo aktivne latky, vo vodnom roztoku pri
Specifickej koncentracii (CMC — critical micelle concentration) micely. Boli G¢inné proti gram-
pozitivnym baktériam Staphylococcus aureus a Bacillius subtilis, ako aj proti gram-negativnym

baktériam Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. [26, 29]
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2+ 24
HQN/ﬁ HZN/w
CL____(\:O/NHz CI\‘ /HN
N N N
HC NHE_‘| \‘“NHZ H c/\/\/\/\\/\/\/\NH/C0
4 2 |

R
HN
HZN\)

Obrdazok 8: Struktira Co"' metalosurfaktantov obsahujtcich etyléndiamin a

trietyléntetraamin ako d’alSie ligandy v koordinac¢nej sfére

Dalsou skupinou latok s antimikrobialnou aktivitou st kationové komplexy typu
[Co(en)2(L)]®", kde L moze byt bipyridin, 1,10-fenantrolin, imidazol, metylimidazol,
etylimidazol, dimetylimidazol, urea, tiourea, acetamid, tioacetamid, semikarbazid,
tiosemikarbazid ¢i pyrazol. Tieto komplexy boli nasyntetizované nahradenim chloridového
ligandu v T'ahko pripravitel'nej zluc¢enine [Co(en)2Cl2]Cl. Komplexy vykazovali antibakterialnu

aktivitu proti Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Pseudomonas

3+ aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis

HZN/ﬁ a Bacillus subtilis. Komplex s 1,10-fenantrolinom vykazuje

L\‘ /NH2 ] vyssiu aktivitu ako amficilin, streptomycin, gentamicin,

L /TO\NH -3CI  chloramfenicol a  ciprofloxacin.  [Co(en)zphen]Cls,

HoN \) 2 [Co(en)2(dmimd)2]Cls, [Co(en)2(pyz)2]Clz a [Co(en)2bpy]Cls
komplexy st aj potencialne antimykotické ¢inidla. [26, 30]

Obrdzok 9: Struktura komplexov typu [Co(en)2(L)]Cls

Neutralne a anionové komplexy s ligandmi na baze pyridin-amidu boli testované voci
rezistentnym kmetiom baktérii. Tieto komplexy preukazuji silna aktivitu voéi rezistentnym
kmenom Pseudomonas, Proteus a Escherichia coli a vo¢i standardnym kmenom Pseudomonas
aeruginosa, Shigella flexneri, Escherichia coli a Klebsiella planticola. Ich ucinnost’ bola

porovnavana s antibiotikom gentamicinom. [31]
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Obrazok 10: Struktura neutralnych a aniénovych komplexov s ligandmi na baze

pyridin-amidu (N, N' chelatov) (prevzaté z [31] a upravené)

Komplexy Co'"" obsahujuce tridentatne N, O, O' Schiffove bazy ako ligandy preukazuju

antibakterialnu aktivitu aj vd’aka chelacii. Antibakterialna aktivita tychto komplexov bola

dokazana na kmenoch Escherichie coli, Yersinie enterocolitica, Bacillus magaterium, Bacillus

subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Vibrio cholerae. [32, 33] Chelacia, vo

vSeobecnosti U vSetkych zlucenin, zna¢ne redukuje polaritu kovovych iénov, najmé kvoli

+

Ciastoénému  zdielaniu  jeho kladného néboja
S donorovymi skupinami a moznej delokalizacie n-
elektronov na celom chelatovom kruhu. Chelacia tiez
zvySuje lipofilny charakter chelatu, ¢im sa zlepsi
interakcia medzi kovovym i6nom a lipidom. To by
nebolo mozné, ak by bola geometria a distriblicia naboja
molekuly nekompatibilna s geometriou a distribuciou

naboja okolo pérov bakterialnych bunkovych stien. [32]

Obrdzok 11: Struktura oktaédrického Co"' komplexu s tridentatnou N, O, O' Schiffovou bazou

ako ligandom

Kobaltité komplexy obsahujiuce O, O' chelatové ligandy odvodené od dinitroresorcinolu

a kyseliny violurénovej vykazuja biocidnu aktivitu vo¢i kmenom Bacillus sterarothermophilus,

Bacillus subtilis, druhom Pseudomonas ¢&i druhom Serratia. Uginnost’ tychto komplexov je

vys$§ia v porovnani s volnymi ligandmi ¢i solami kovu. [26]
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Obrdzok 12: Struktary dinitroresorcinolu a violurénovej kyseliny ako priklady O,

O’ chelatovovych ligandov

Dalsou skupinou vykazujucou antibakteridlnu aktivitu st komplexy obsahujuce
v donorovej ligandovej sfére atom siry. Prvym prikladom si komplexy s bidentatnymi N, S ¢i
tridentatnymi N, N', S tiosemikarbazonovymi ligandmi. Samostatné tiosemikarbazony sa javia
ako mierne toxické a neucinnejsie v porovnani so samotnym komplexom. Po ich komplexacii
vSak vykazuji ako antibakterialnu, tak aj fungicidnu aktivitu, ktora je v tomto pripade este
silnejSia ako baktericidna. Inhibi¢na aktivita, v porovnani so streptomycinom, bola preukézana

voci kmeniom Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Candida tropicalis. [26, 34, 35]

+
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d: R = 4-C,H,Cl; e: R = 4-C,H,NO, HiRe=d0tty R 20k

L2: R = 4-NO,; R'= 3,4-(OCH.,),

Obrdazok 13: Struktury Co"' komplexov obsahujucich bidentatne N, S a tridentatne N,
N', S donorové ligandy

Famotidin, 3-[[[2-[(aminoiminometyl)amino]-4-tiazolyl]metyl]tio]-N-(aminosulfonyl),
Hz-receptorovy antagonista histaminu, ma Siroké spektrum ti¢inku, kam patri aj napriklad liecba
Zollinger-Ellisonovho syndromu, Parkinsonovho ¢i Alzheimerovho ochorenia. Preto maju

komplexy Pd", Pt Ni" ¢ Cu" s famotidinom ako N, N', N", S tetradentatnym ligandom
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- T+ vyborné predpoklady. Komplex famotidinu s Co'"

0
HZN—%—Q inhibuje rast Escherichie coli a Micrococca
OHN>_> lysodeikiticus, je vSsak neaktivny voéi kmenom
NH2\ s “c1- Staphylococcus aureus, Aspergillus niger a Candida
HN\/ E:\N\ N albicans. [36]
HZN/\zN}S

Obrdazok 14: Struktura Co"' komplexu obsahujuceho famotidin ako koordinovany ligand

N, N'- bis(2-tiofénkarboxamido)-1,3-diaminopropan ako ligand poskytuje s Co'"
dimérne komplexy vykazujuce antimikrobialnu aktivitu. Volny amid nevykazuje voci
mikroorganizmom ziadnu aktivitu, zatial’ ¢co po komplexacii inhibujt rast kmeniov Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Bacillus magaterium, Bacillus subtilis a Candida albicans. Za jeho

vysSiu antimikrobialnu aktivitu v porovnani svolnym 7 N\
X ClI O

. : , o ¢ X
amidom moéze byt zodpovedny zvySeny lipofilny charakter ==, | & SRR
komplexu kovu. Preniknutie komplexu cez lipidovu vrstvu Co Co
bunkovych membran deaktivuje rézne bunkové enzymy, X/ C|:I\O O/ C|:I\X
ktoré su dolezité v metabolizme tychto mikroorganizmov. \/vv
[37] X=8,0

Obrdzok 15: Schematické znazornenie dimérnej Struktary komplexu Co"' s N, N'- bis(2-

tiofénkarboxamido)-1,3-diaminopropanom ako ligandom

Selenosemikarbazony alifatickych a aromatickych karbonylovych zlucenin moézu
vystupovat vV koordina¢nej chémii ako mono alebo bidentatne ligandy. V pripade, ak je pouzita
na syntézu selenosemikarbazonov N-heterocyklicka karbonylova zlucenina, tak mdze byt
pocet koordinacnych miest navySeny vdaka pritomnosti atdomu dusiku imino skupiny
vzniknutej Schiffovej bazy. Biologicka aktivita selenosemikarbazoénov je v porovnani s ich
sirnymi anal6gmi (tiosemikarbazénmi) znacne vysSia. Tato schopnost’ je dokonca vyrazne
zvy$end po nakoordinovani na d-prvok. Antimikrobidlna aktivita Co""' komplexov so
selenosemikarbazonmi ako ligandmi bola preukazana proti kmenom Escheria coli,

Staphylococcus aureus, Micrococcus lysodeikticus, Bacillus subtilis a Candida albicans. [38]
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Obrazok 16: Struktiry komplexov Co'"' so selenosemikarbazénmi vystupujicimi ako ligandy

O komplexy Co''" s metanido ligandmi sa javi velky zaujem vdaka ich podobnosti
modelu vitaminu B12. Vd’aka tomu bola popisana aj Struktiura metylkobalaminu (MeCbl), ktory
katalyzuje premenu homocysteinu na metionin a ribonukleotidové reduktazy. Okrem katalyz
su organokobaloximy vyuzivané aj ako templaty v organickej syntéze. Inhibi¢na schopnost’

tychto  komplexov bola porovnavana s antibiotikami

R tetracyklinom a bacitracinom. VSetky komplexy tohto typu
OMWH o CHs  vykazuji antibakteridlne vlastnosti, ako proti gram-
j: I pozitivnym, tak aj gram-negativnym baktéridm. V porovnani
5-H Wwo CHs  stetracyklinom su viak voéi Klebsielle pneumoniae
B a Staphylococcovi aureovi rovnako U¢inné, voc¢i Bacillovi

B = Py, DMPy, Ala a AME subtilis menej, a voci Escherichii coli najmenej u¢inné. [39]

Obrdzok 17: Struktara kobaloximu s metanido ligandmi, kde R = alifaticky C donorovy ligand
a B = Py (pyridin), DMPy (pyridin-2,6-dimetanol), Ala = alanin a AME = N-acetylmetionin

2.3.3. Co'""! komplexy s protinadorovou aktivitou

Vdaka uz vysSie spominanej nizSej toxicite kobaltu, Vv porovnani s neesencidlnymi
kovmi, ako je napriklad platina, sa vedci snazia dizajnovat’ protinadorové lieCiva obsahujuce

ako centralny atom kobalt.

Prvy krat bola toxicita kobaltu skimana v roku 1952 Francisom Patrickom Dwyerom

na vybranych komplexoch kobaltu, a to na trisacetylacetonate kobaltitom, optickych izoméroch
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dusi¢nanu trisetyléndiaminkobaltitého, chloridu 1,8-bis(salicylidénamino)-3,6-
ditiooktankobaltitého, jodidu 1,10-bis(salicylidénamino)-4,7-ditiodekénkobaltitého
a trisglicinkobaltitom komplexe. Smrtiace davky u mysi boli pomerne vysoké pre vsetky

skimané komplexy. Smrt’ bola spésobena paralyzou a zlyhanim dychacieho systému. [40, 41]

HsC
— o
H3C O>—>70H3 HQN/Y
—o,, , WO OO, | o N
“Co, .Co
\_ \ ~o N/ ‘ S,
H4C N/ CHs Ho o
HaC o

Obrazok 18: Vybrané struktiry Co'' komplexov skiimanych F. P. Dwyerom

Vzhl'adom na uzku suvislost’ medzi protinddorovou aktivitou kobaltitych komplexov
a hypoxiou budu konkrétne priklady typov kancerostatik a ich biologickej aktivity uvedené

Vv nasledujucej kapitole.

2.4. Redoxné procesy v Zivych organizmoch

I6ny kovov si schopné prechadzat' z jedného oxidaéného stavu do iného, ¢o je
charakterizované hodnotou Standardnych redoxnych potencidlov medzi jednotlivymi
redoxnymi parmi. AvSak nie vSetky oxidacné stavy su kompatibilné s fyziologickymi
podmienkami Vv zivych organizmoch. Redoxnymi dejmi kovov mdze prist k naruseniu

bunkovej redoxnej rovnovahy, preto je dolezita jej strikina regulacia. [42, 43]

Rakovinové bunky maja odlisny metabolizmus od zdravych tkaniv. V pevnom nadore
je Specifické prostredie charakterizované vysokou metabolickou aktivitou, hypoxiou
a vSeobecne redukénym prostredim. V désledku toho je novym sl'ubnym spdsobom liecby

rakoviny interferencia s bunkovou redoxnou homeostazou nadorovych buniek. [44]

Vytvéranie ROS (reaktivnych foriem kyslika) je fyziologickym procesom, ktory ma
niekol’ko dolezitych funkcii ako v metabolizme, tak v signalnej transdukcii (dolezitej pre
proliferaciu, diferenciaciu a smrt’ bunky), regulacii bunkovych funkcii ¢i obranyschopnosti

hostitel'a. NajvyznamnejSie formy ROS pre organizmus st peroxid vodiku H20», superoxid Oz°
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a hydroxylovy radikal (OH"), ktoré sa podielaji na regulacii réznych drah signalnej
transdukcie. [42, 45]

Mitochondrie, ako hlavné generatory ROS, s najviac redoxne aktivnymi Cast'ami
bunky. Cytoplazma je naopak charakterizovana ich nizkymi hladinami, teda menej redoxne
aktivnym prostredim. Funguje ako redoxne tlmiva zéna medzi bunkovymi organelami, zaroven
vSak umoziuje Specifickl signalizaciu ROS. Vysoka reaktivita ROS spdsobuje ich nizku
regulaciu potrebnt na prezitie buniek. S redoxnymi dejmi preto suvisi mnoho ochoreni, ktoré
zahfnaju ako niekol'ko typov rakoviny, tak aj neurodegenerativne ochorenia ako Alzheimerova
¢i Parkinsonova choroba. Preto sa v organizme neustdle udrziava homeostaza oxidantov
a antioxidantov s roznymi ROS produkujicimi a degradujucimi systémami v roznych Castiach
bunky. Redoxnd rovnovaha méze byt Vv bunke udrziavana enzymaticky (napr.
superoxiddismutazami, katalazami, tioredoxinreduktdzami, glutationreduktdzami  ¢i

glutationperoxidazami), alebo neenzymatickymi antioxidantmi (napr. glutation, tioredoxin

a niektoré vitaminy). [42, 46, 47]

NADPHOH‘ Tre(SH)y  _H20,  GSH, , NADPH+H*

o o o

TSy * "Hz07 sé NADP*

M ""'/Ro
s Mn g
*9 . S

N

and PR
(PERYOXIDAT ION

caAs, Cu,

\V Co, Pt,Ru

metaliothioneines

Obrazok 19: Hlavné interakéné miesta protinddorovych metaloterapeutik redoxnych dejov

a oxidativneho stresu v eukaryotickej bunke (prevzaté z [43])
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2.4.1. Oxidativny stres

Oxidativnom stresom sa nazyva naruSenie rovnovahy oxidantov a antioxidantov
v prospech oxida¢ného prostredia. Zvysené hladiny oxidativneho stresu sposobuje poSkodenie
a smrt’ buniek interferenciou s viacerymi doélezitymi molekulami bunky. ROS sa produkuju
napriklad kvoli ozarovaniu, vystaveniu toxickym latkam, ¢i latkam znecistujucim ovzdusie.
Mozu byt dokonca produkované ako vedl'ajsie produkty enzymatickych reakcii zavislych na
kysliku niektorymi intracelularnymi metabolickymi ¢i signadlnymi drahami. Takymito drahami
st napriklad dychaci retazec mitochondrii, oxidéacia glukézy, cytochroémy Passo €i zlozenie
proteinov v endoplazmatickom retikule. NajvyznamnejSie poSkodenia sposobené ROS su
zlomy jedného vldkna DNA, mitochondridlna dysfunkcia spdsobend narusenim vnutornej
mitochondrialnej membrany a oxidacia cysteinovych zvyskov na sulfénova (SOH), sulfinovi
(SO2H) ¢i sulfonova (SOzH) kyselinu, ¢o vedie k zmenam v sekundarnej Strukture proteinov.
To vsak nemusi viest vzdy ku bunkovej smrti. Genémova nestabilita a teda iniciacia ¢i
progresia nadoru st sposobené indukovanym poskodenim DNA. Nizka hladina oxidativneho

stresu podporuje proliferaciu buniek a indukuje tak rozne sposoby ochrany a prezitia. [45, 47]

Prekonanie oxidativneho stresu je mozné len zbavenim sa stresorov a predidenim
ni¢ivym Skodam. Transkripcné faktory su preto Ustrednymi pre odpoved’ na oxidativny stres,
pretoZze umoziuju aktivaciu mnozstva roznych génov, ktoré sa podielajli na metabolizme,
detoxikacii ¢i oprave indukovanych celularnych poskodeni, sti¢asne. Metaloterapeutika, ako
redoxne aktivne latky reagujice s redoxnym stavom bunky, podporuju produkciu ROS ré6znymi
mechanizmami. V benignych tkanivach su tieto reakcie ddlezité na znizovanie nechcenych
neziaducich u¢inkov, mdézu vSak znizovat ucinnost kancerostatickych lieciv, ¢o spdsobuje

zlyhanie liecby. [48]

2.4.2. Fentonova reakcia

Fentonova reakcia je zalozena na silnych oxidativnych vlastnostiach Fe', H,0, a OH".

Je definovana ako:
Fe!' + H,0, — Fe''' + OH" + OH" [49]

Hydroxylovy radikal produkovany touto reakciou je schopny poskodzovat’ nukleové

kyseliny, lipidové membrany a proteiny. Vzniknuté Fe"' moze byt redukované spat’ do stavu

Fe' superoxidovym radikalom O,"". Tento proces je definovany Haber-Weissovou reakciou:
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Oy +Fe' > 02+ Fe!' [49]

Pri fyziologickych podmienkach v zdravych bunkdch sa produkuje kaskadou

jednoelektronovych redukcii ako superoxidovy radikal O, tak aj H20: :

02 —» 02" — H202 —» OH" — H2O  [50]

Niekol’ko oxidaz, fumaratreduktdzy, flaviny, tetrahydropteriny a katecholaminy su
zodpovedajucimi mitochondridlnymi a mikrozomalnymi biomolekulami. [50] V niektorych
reakciach ako st napriklad reakcie gluk6zaoxidaz ¢i urikaz je Oz redukovany priamo na H2Ox.
Vo vicsine pripadov je vSak O redukovany najskor na superoxidovy radikal a nésledne
dizmutovany SOD (superoxiddizmutazou) na peroxid vodiku. Produkovany peroxid je

nasledne spracovavany kataldzami, peroxidazami alebo peroxiredoxinmi. [51]

Fentonova reakcia viak neplati len pre Fe', ale tiez pre iné kovy. Patria sem Co", Cu' ¢i

VIV, [49]

2.4.3. Hypoxia

Hypoxické prostredie je pritomné v pevnych nadoroch aje definované ako oblast’,
Vv ktorej je parcialny tlak kysliku niz$i ako 10 mmHg. Je sposobené nedostatoénym cievnym
prekrvenim, ktoré vznika kvoli nedostatocnej difuizii kyslika v avaskularnom prostredi nadoru
a jeho metastaz. Dosledkom toho maju hypoxické bunky vys$siu odolnost’ voc¢i viacSine bezne

pouzivanych chemoterapii a radioterapii, pretoze maju tendenciu si vytvorit’ abnormalne cievne

b — zasobenie, ktoré vSak Casto nedokaze prekonat’
\—6\,_ \MA - p

,_6200 o/l 000 deficit kysliku. Pretrvavajica hypoxia v nadore

53 / _ _ _

)/ tak vyvola dezorganizaciu jeho cievnej spleti.

/ Okrem diftzie kysliku savisi s hypoxiou

a p— —

= 0 lood flow 00 00 . , . . . ’
O\Q(){O/ %l 2 0000/ Dy nestabilny prietok krvi v mikrovaskularnych

4
0 100000 —> 7170 )
o= Of m— . , . v . ,
¢ 000\ & 4/ 900 0\")& spletiach nadoru. Napriek tomu zniZuje nizka

hladina kysliku rozsah reoxidacie a vysSiu

<
(=)

koncentraciu redukénych Cinidiel, akym je
napriklad glutation, rozliSujucich hypoxické

bunky od zdravych tkaniv. [52, 53, 54, 55]

Intussusception

Obrazok 20: Uginky hypoxie na difuziu kysliku v nadorovych bunkéch erytrocytov (prevzaté z
[53])
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Utinky hypoxie v protinadorovej terapii zahffiaju selekciu genotypov podporujicich
prezitie bunky pri hypoxi-reoxida¢nom poskodeni (mutacie TP53 nadorového supresorového
génu), zmeny génovej expresie, ktoré potlacaji riadent bunkovi smrt’ a podporuju udrzanie
bunkovej homeostazy. Hypoxia tiez prispieva ku strate gendmovej stability prostrednictvom
zvysenej tvorby ROS a znizenia regulacie drah opravujucich poskodenia DNA. [56, 57, 58, 59,
60]

Prekurzory lieiv riadené hypoxiou su zavislé na expresii nadoru prislusnymi
aktivujucimi reduktdzami. VacSina 1-elektronovych reduktaz zodpovednych za redoxny
proces, cize aj hypoxicka selektivitu prekurzorov lieciv st NAD(P)H dependentné
flavoproteiny s nizkou afinitou substratu a Specificnostou ako xenobiotické metabolizujice
enzymy. Reduktdzy katalyzujuce 2-elektronové prenosy sa delia do dvoch skupin. Prva skupinu
predstavuju  hemoproteiny, ako napriklad cytochrom Paso. Tieto redukcie neposkytuju
radikdlovy medziprodukt citlivy voci kysliku, no naprieck tomu st nim inhibované
pravdepodobne prostrednictvom kompetitivnej vizby Oz a N-oxidu na hemovu prosteticka
jednotku. Druha skupina je katalyzovana prenosom hydridu (H) z NAD(P)H anie je
inhibovana kyslikom. [61, 62]

Molekularne mechanizmy, ktoré sprostredkovavaju bunkovu odpoved’ na hypoxiu
buniek maju dve hlavné signalne drahy. Tie reaguju na kyslik a sprostredkovavaju adaptaciu na
hypoxiu. Su teda zamerané na skupinu HIF transkripénych faktorov, UPR (unfolded protein
response) a MTOR (mammalian target of rapamycin; serin/treonin $pecifické proteinkindzy),
ktoré maju ale nejasnej$i mechanizmus ucinku. Regulacia HIF-1a a HIF-2a dioxygenazami
zavislymi na mnozstve kysliku vedie ku Sirokej adaptacnej rekacii na hypoxiu. Zahfna
transkripciu génov zapojenych do angiogenézy (prerastanie cievnej spleti okolitého tkaniva do
pevného nadoru), metabolickej adaptacie, tolerancie na acidozu a mnohé iné. UPR ma v spojeni
s hypoxiou vel'mi ddleziti tlohu. Kyslik je totiZ vyhodnym kone¢nym akceptorom elektronov
v kaskade redoxnych reakcii, ktora je potrebna na tvorbu disulfidovej vdzby pri syntéze
proteinov. Hypoxia vedie ku zvySeniu urovne rozkladania bielkovin v endoplazmatickom
retikule bunky, ¢o vedie ku indukcii UPR. Potlacenie proteosyntézy v zavislosti od hypoxie

maju za nasledok aj mTOR kinazy. [63, 64, 65, 66]

Centrom z&ujmu redoxnych procesov v spojeni s protinadorovou aktivitou kobaltitych

komplexov je (1) aktivacia Co""' komplexov Vv hypoxickom prostredi redukciou na Co'

24



a nasledné uvolnenie ligandov a (2) produkcia ROS katalytickym autooxidativnym procesom,

najmé u komplexov kobaltu so Schiffovymi bazami. [43]

Hlavnou podstatou aktivacie hypoxiou (redukciou) je, Ze terapeutikum musi mat’
schopnost’ vyskytovat sa ako prekurzor v neaktivnom (vy$Som) oxida¢nom stave a ako
aktivované uc¢inné lie¢ivo v nizS8om oxida¢nom stave. Pritomnost redukénych cinidiel vo

fyziologickych tkanivach je zodpovedna za hyperaktivaciu Co'"

biologicky aktivnych latok
V hypoxickych tkanivach. Preto st predpokladanou pri¢inou nie redukcie, ale oneskorenej

reoxidacie. [67]

ligovany ligovany

prekurzor

prekurzor

Coll

aktivne

liecivo

disociacia

Colll V2N Coll

Obrdzok 21: Predpokladany mechanizmus hypoxiou riadenych Co'' komplexov ako lie¢iv
(Co"" — nizkospinovy d® , Co'" — vysokospinovy d)

Co" kovové centrum v redukovanych Co'

komplexoch je labilnejSie, sluzi ako
chaper6n cytotoxickych ligandov, ktoré nasledne sltizia ako cytostatika. [68] Pouzitie kovovych
idnov ako chaperénov ma mnohé vyhody vratane potencialu pre selektivnu aktivaciu v mieste
nadoru. Chaperony moZzu zlepsit' farmakokinetické vlastnosti lie€iva, zahfiiajuc dostupnost’
lieCiva v peroralnej forme), €1 potencialne stabilizovanie inak klinicky nie vel'mi zaujimavych

zltiéenin obmedzenim vedlajSich reakcii, ktoré vedi ku deaktivacii a vedl'ajsim t¢inkom. [69]

2.4.4. Co""! komplexy ako chaperony bioaktivnych ligandov

2.4.4.1. Mustard agents

Objav tzv. ,,mustard agents* (dusikatych yperitov) ako alkyla¢nych ¢inidiel v roku 1942
priniesol novu éru chemoterapeutik. Ich biologicka aktivita spociva v naviazani sa na DNA,
zosietovani jej vlakien, ¢im zabraniuje bunkovej replikacii a vedie tak ku apoptdze bunky.

Vorlny elektronovy par dusiku v tychto zli¢eninach déva za vznik aziridinovému i6nu, ktory je
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vel'mi reaktivny vo¢i DNA nadorovych buniek. Tento i6n je vSak rovnako reaktivny aj voci
zdravym bunkdm, ¢o vedie ku réznym vedl'ajsim ucinkom. Preto je snahou upravit’ vysoki
reaktivitu a mieru cytotoxicity, ktora by bola vykazovana $pecificky vo¢i nadorovym bunkam.
Medzi pouzivané dusikaté yperity patria rézne zliceniny ako napriklad mechléretamin,
chlorambucil, melfalan, cyklofosfamid a steoridné dusikaté yperity. Antineoplastické ucinky
dusikatych yperitov boli objavené priblizne pred 70 rokmi, ked’ boli vyvinuté ako derivaty
toxického sirneho yperitu. Dusikaté yperity sa ako alkylacné Cinidla DNA stali prvymi
protinadorovymi lieCivami voci ré6znym druhom rakoviny uz pred 2. svetovou vojnou.
Peroralne formy tychto lie€iv mézu byt’ pripravené znizenim ich elektrofilnosti. To vedie ku
vyvoju prekurzorov dusikatych yperitov, ktoré su aktivované glutationtransferazou. Alkylacia
DNA tymito latkami prebieha v 2 krokoch. Najskor je bis(2-chléretyl)amin intramolekularne
cyklizovany SN2 reakciou pri neutralnom alebo alkalickom pH jednostupniouvou reakciou za
tvorby vysoko reaktivneho a nestabilného aziridiniového kationu. V druhom kroku je
aziridiniovy kation nukleofilne naadovany nukleofilom DNA, ¢im vznikne SN2 mechanizmom
monoalkyla¢ny produkt. Reakcia moze byt opakovand inym alkylovym ramenom dusikatého

yperitu, ¢im sa komplementarne vlakna DNA zosiet'uja. [70, 71]

Bolo pripravenych niekol’ko nitrobenzylovych kvartérnych soli ako bioaktivnych prekurzorov
mechloretaminu, ktory ma potencialnu hypoxiou riadenti cytotoxicitu. Prikladom je N-bis(2-
chloretyl)-N-(2-nitrobenzyl)amoniumchlorid, ktory preukazuje velmi silni deaktivaciu
yperitu, vysoku rozpustnost’ vo vode vdaka stadlemu kladnému naboju a redukény potencial
(-358 mV) v rozsahu, o ktorom sa pojednava ako o0 vhodnom na metabolicku aktivaciu. Bolo
zistené, ze vykazuje extrémne vysoku hypoxicku selektivitu in vitro. Mechanizmus jeho u¢inku
je redukéna fragmentacia vediica ku uvolneniu mechloretaminu. [72, 73] Bol pripraveny
a skimany rad benzyl-substituovanych, naftylovych a yperidovych analégov N-bis(2-
chloretyl)-N-(2-nitrobenzyl)améniumchloridu. Heterocyklické analogy pyrolu, imidazolu,
tiofénu a pyrazolu vratane, boli vyhodnotené ako zluceniny s l-elektronovym rozsahom
redukénych potencialov od -277 do -511 mV. Vsetky vSak vykazovali nizSiu cytotoxicitu in
vitro ako mechloretamin. Narozdiel od viacnasobnej elektronovej redukcie zlticeniny N-bis(2-
chloretyl)-N-(2-nitrobenzyl)amoniumchloridu  pozadovanej pred fragmentaciou na
mechléretamin, nitropyrolovy a nitroimidazolovy analég vyzadovali len I-elektronovia
redukciu na fragmentovanie a vykazovali vysoky podiel uvolneného mechléretaminu. Bola
U nich dokazana aj vyraznd hypoxicka selektivita in vitro, ktord vSak bola v porovnani s N-

bis(2-chloretyl)-N-(2-nitrobenzyl)améniumchloridom stale nizsia. [72]
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DalSou sériou pripravenych a charakterizovanych dusikatych yperitov su yperity
obsahujice diaryl a alkylarylsulfoxid, ktoré boli porovnavané s cytotoxicitou N-bis(2-
chloretyl)-N-(2-nitrobenzyl)améniumchloridu.  Analégy s diarylsulfoxidmi  vykazovali
preukazatelne vysSiu hypoxicku selektivitu (11-27 nasobne) oproti analégom
alkylarylsulfoxidu (~ 3 nasobok). Kondenzovany difenylsulfoxid naopak preukazuje vyrazne
nizSiu selektivitu (1,3 nasobok). Pri fyziologickom pH sa zvySuje ani6novad povaha
karboxylatu, ktord zvySuje elektronovi hustotu aromatického kruhu a favorizuje tym vznik

aziridiniovych zlucenin schopnych alkylovat’' DNA. [74, 75]

Bol vyvinuty dinitrobenzamid yperit (DNBM, PR-104) ako prekurzor lieCiva
aktivovan¢ho hypoxiou. Momentalne je v klinickej faze testovania I a II vo¢i pevnym nadorom,
rakovine plic a leukémii. Pozostava z fosfatového esteru, ktory zvysuje jeho rozpustnost’ vo
vode, a nitroskupiny, ktora je hypoxicky selektivna. Po fosfatom katalyzovanej hydroxylacii
PR-104 na dinitrobenzamidovy yperit (PR-104A), ktory obsahuje polovicu dusikatého yperitu,
je redukovany na hydroxylamin (PR-104H) alebo amin (PR-104M) za hypoxickych
podmmienok, ¢o su druhy alkylujuice DNA. Mechanizmus tzv. ,,elektrénového prepinaca“ na
aktivaciu dusikatého yperitu (PR-104M) selektivne v prostredi hypoxickej bunky je dovodom
hypoxicky selektivnej cytotoxicity. [76]

NO, NHOH
NO,

. H
H OH e Hypoxia N
0N N\/\O—lé=0 Phosphatases H\/\ O,N ~NOH
N_ O OH O=N OH Ny ©

Br 0-8 i W
i Br 0-8 o)
PR-104H
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PR-104A l
NH,
s
O,N ~"0H
N_ O
I
Br O-§
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Obrdzok 22: Mechanizmus aktivacie dinitrobenzamidového yperitu PR-104 (prevzaté

z [71] a upravené)

Dusikaté yperity svoju vysoku reaktivitu a periférnu cytototxicitu mézu znizit' tym, ze

sa vyuZzitim volI'ného elektronového paru dusiku nakoordinujti na inertny kov. Takéto komplexy
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boli syntetizované prave s kobaltom (Il1). Boli S$tudované komplexy vzorca
[Co(acac)2(bca)(NOz2)], kde acac je acetylacetonatovy ligand a bca je bis(2-chloretyl)amin,
dusikaty yperit. V oxidovanej forme je tato zlicCenina inertnd, pretoze volny elektronovy par
dusiku patriaci bca je zahrnuty do koordinacie na centralny kovovy i6n kobaltu, a preto bca nie
je schopny vytvorit aziridiniovy i6n alkylujuci DNA. V redukovanej forme sa z Co' komplexu

bca uvoltiuje a vykazuje cytotoxické ucinky. Bca,

Cl Cl
1 /( ako bioaktivny ligand, vSak vykazuje vysSiu
H cytotoxicitu za aerobnych podmienok. Napriek tomu
5C CH5

H je vybornym radiosenzitizérom (latka zvySujlca
—O,,,l' “\\\O— citlivost nadorovych buniek voci radioterapii)
Go hypoxickych buniek karcindmu prsnika, prekonal
/ N y Yy
© © rezistentnost’ bunkovej linie karcinomu
H3C CH3 . , . . ,
NO, spinocelularnych buniek a oneskoril rast nadorov
co"-bea U mysi s fibrosarkémom. [77, 4]

Obrazok 23: Struktara Co"' komplexu s dusikatym yperitom ako ligandom
[Co(acac)2(bca)(NO2)]

2.4.4.2. Kumarin a jeho derivaty

Hypoxické prostredie v nddorovom tkanive vedie ku zvySeniu kyslosti nddorovych
buniek a ku metabolickej adaptacii z aerobnej na fermentacnt glykolyzu, ktora je zodpovedna
za progres nadoru a jeho metastazovanie. Vysledkom toho je zvySena produkcia kyseliny
mlie¢nej, ¢o vedie ku zniZovaniu intracelularneho pH hypoxickych nédorovych buniek.
Karboanhydraza [X (hCA IX) je transmembranovy zinkovy metaloprotein, ktorého expresia je
indukovana hypoxiou (hypoxiou indukovanym faktorom HIF-1a). Prave tento metaloprotein
hré dolezita tlohu pri regulacii acidobazickej rovnovahy v nddorovom tkanive a tieZ stimuluje
migraciu nadorovych buniek, ¢o spdsobuje rast nadoru a jeho metastaz. Rovnako ako hCA 1X,
hCA XII tiez reguluje intracelularne a extracelularne pH, nie je vSak produkovany
hypoxickymi, ale zdravymi bunkami. Jeho hladina je vSak zvySend aj v niektorych typoch
nadorov. Bolo zistené, Ze inhibicia aktivity oboch enzymov, hCA IX a XllI, v nadorovych
bunkach znizuje ich schopnost’ rastu, proliferaciu, angiogenézu a metastazovanie. Tento objav

Z nich preto robi potencialne ciele protinddorovej lieCby. Bolo vyvinutych niekol’ko tried hCA
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inhibitorov, ktoré st pouzivané na liecbu patologickych stavov ako napriklad glaukému,
epilepsie, vyskovej choroby a st uvadzané aj protinddorové ucinky ako znizovanie rastu nadoru
a spomal’ovanie jeho vyvoja ak s pouzivané simultanne s inymi chemoterapeutikami. [78, 79,
80, 81]

Kumarin a jeho derivaty (sulfokumarin) st prekurzormi, produkty ich hydrolyzy su vsak
aktivované hCA inhibitory. Zluc¢eniny kumarinu sa viazu odliSne v porovnani s klasickymi

hCA inhibitormi (sulféonamidy) a to hned’ pri vstupe do dutiny aktivneho miesto hCA. [82] Bola

a: R =H, R, = sulfokumarin popisana  syntéza  a inhibi¢na
O bR= EzopropyL R1 = sulfokumarin aktIVIta Zlﬁéenin kumarinu a
NHR1 c: R = etyl R1 = SUlfOkUmarin SulfOkumaI‘inu S lndaZO|-3-
N\ d: R = metyl, R, = sulfokumarin karboxamidom. Tieto zlu¢eniny
: R,
N . ., . ,

N/ e R = metyl, R, = sulfokumarin vSak vykazuju velmi nizku
\R f R = izopropyl, R, = 4-metylkumarin inhibi¢nu aktivitu proti izoformam

. - 3 1 - =

_ ) hCA 1X a XIlI. [83]
g: R = izopropyl, R, = kumarin
Obrdzok 24: Struktirny vzorec derivatov kumarinu vykazujucich inhibi¢nu aktivitu hCA IX a

XII enzymov

Kumarin a jeho derivaty patria medzi zliceniny vykazujice flourescenéné vlastnosti.
Mozu byt teda v bunkdch vizualizované fluorescencnou mikroskopiou (metdda poskytuje
obmedzené informacie 0 vizbe cytotoxického ligandu na kov). Ich flourescencné vlastnosti st
vsak po nakoordinovani na kovové centrum potlacené. V hypoxickom prostredi sa kovovy i6n
zredukuje, ¢im pride ku uvolneniu flouroforu, ktory bude nasledne opit vykazovat

fluorescencéné vlastnosti. [84]

Klinické vyuzitie samotného kumarinu ako protinadorového lie¢iva ma obmedzenu
uspesnost, pretoze je zle rozpustny a vel'mi rychlo metabolizuje, ¢oho dosledkom je nizka
biologickéd dostupnost’ peroralnej formy. Stratégiou na zlepSenie jeho vlastnosti je preto jeho

modifikacia za¢lenenim do transportnych systémov. [85]

Ako transportné molekuly boli pouzit¢é komplexy Co(II)-TPA  (tris(2-
metylpyridyl)amin) a Co(lll)-cyklam (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan). Boli pripravené
komplexy vzorca [Co(TPA)(Hz2ha-c343)]CIO4 a [Co(cyklam)(H-c343)]CIlOs, kde H2ha-c343 a

H-c343 su kumarinové fluorescencné ligandy. Tieto ligandy po naviazani na kovové centrum
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+ clo nevykazovali Ziadne fluorescenéné vlastnosti. Ich aktivacia
) zredukovanim kovového i6nu vSak nebola potvrdena,
pretoze ku flourescencii priSlo pridanim reduktantov
(glutationu a kyseliny askorbovej). Uvol'nenie fluoroforov

teda pravdepodobne nastalo po substiticii ligandu. Tieto

komplexy vykazovali cytotoxicitu voci karcinomi

vajeénikov. [86]

Obrizok 25: Struktara Co'"' komplexu s kumarinovym ligandom ako fluoroforom
[Co(cyklam)(H-c343)]ClO4

2.4.4.3. Dichloracetat

Mal4d molekula dichloracetatu (dca) je metabolickym modulatorom, ktory je uz
desat’rocia pouzivany na liecbu laktatovej acidozy a mitochondridlnych ochoreni. Bez dopadu
na zdravé bunky dokaze dca zmenit’ metabolické drahy néddorovych buniek. Pri testovani in
vivo dokdzal dca rozpusteny v €istej vode (pri uZivani po dobu 3 mesiacov) zabranit’, respektive
zvratit’ rast nadoru bez vedl'ajsich u¢inkov a ovplyviiovania hladiny hemoglobinu, transaminaz
alebo kreatinu. Jednoduché davkovanie, selektivita a i¢innost’ tejto latky z nej robia atraktivne

protinadorové liecivo. [87]

Produkty fermentac¢nej glykolyzy (laktat a aciddza) v hypoxickych nadorovych buiikach
maju mnoho nepriaznivych G€inkov na tkaniva. Prispievaju k rozpadu extraceluldrnej matrix,
ulah¢uji mobilitu buniek a zvySuju metastaticky potencial. Metabolické a apoptické drahy sa

zhromazd'uju v mitochondriach, ktoré su prave miestom pdsobenia dca. [88]

Fermentacna glykolyza ma kvoéli svojim produktom mnoho nepriaznivych G¢inkov na
tkaniva. Jej produkty prispievaja k rozpadu extracelularnej matrix, ul'ah¢uju mobilitu buniek a
zvySuju metastaticky potencidl. Metabolické a apoptické drahy sa zhromazduju
v mitochondriach, ktoré st miestom pdsobenia dca. Ten blokuje PDH (pyruvatdehydrogenazy),
¢im sa aktivuju PDK (pyruvéatdehydrogenazovékinazy), ktoré¢ zvySuju dodavanie pyruvatu do

mitochondrii. Dichloracetat tak zvySuje oxidaciu glukozy a depolarizuje mitochondriu, ¢im
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vracia jej memrbanovy potencidl na hladinu zdravych buniek. Dca indukuje apoptdzu
v nadorovych bunkach rakoviny prsnika, pl'ic a glioblastdmovych bunkovych linidch. Neskor
bolo dokazané, ze indikuje apoptézu aj v bunkovych linidch rakoviny prostaty a sliznice
maternice rovnakym mechanizmom. Aktivacia mitochondrii dca vyrazne zvySuje spotrebu
kysliku v nddorovom tkanive, ¢im sa velmi zvySuje uCinnost chemoterapii riadenych

hypoxiou. [87, 88]
Prave vd’aka vyznamnej biologickej aktivite bez neziaducich vedlajsich ucinkov bol

dichloracetat pouzity ako ligand na syntézu komplexov potencialne riadenych hypoxiou v tejto

praci.
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Chemikalie a rozpustadla (uvedené v Tabulke 1) pouzité pri syntéze a meraniach boli

komeréne dostupné a neupravované.

Tabulka I: Zoznam pouzitych chemikalii

Ndazov chemikalie Vyrobca/dodavatel
3,5-Dichlorsalicylaldehyd 99 % Sigma-Aldrich
2-Hydroxy-1-naftaldehyd t. g. Sigma-Aldrich
Acetonitril p. a. Lach-Ner
Dietyléter p. a. Sigma-Aldrich
Dichlérmetan p. a. Penta
Dichléroctova kyselina p. a. Sigma-Aldrich
Dimetylsulfoxid-ds Sigma-Aldrich
Dusi¢nan kobaltnaty — hexahydrat p. a. Lachema
Dusiénan strieborny p. a. Lachema
Etyléndiamin p. a. Fluka Chemika
Hydroxid draselny p. a. Lach-Ner
Hydroxid sodny p. a. Sigma-Aldrich
Chlorid kobaltnaty — hexahydrat p. a. Lachema
Chloroform p. a. stabil. amylénom Lach-Ner
Metanol p. a. Lach-Ner
Tetrabutylamoéniumperchlorat 99 % Acros Organics
Trietylamin 99 % Acros Organics
Tripropylamin 98 % Acros Organics

Elementarna analyza (C, H, N) bola prevadzand na pristroji Flash 2000 (Thermo

Finnigan).

'H, 13C NMR spektroskopia, *H-3C gs-HMBC 2D NMR experimenty boli prevadzané
na pristroji 400 MHz NMR spektrometer pre meranie spektier vysokého rozliSenia vzoriek
v roztoku od firmy Varian pri 400,00 MHz (*H) a 100,00 MHz (*3*C); (gs = gradient selected,
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HMBC = heteronuclear multiple bond correlation). Vzorky na NMR experimenty boli
rozpustené v DMSO-ds a analyzované pri teplote 298 K. Stiepenie signalu v *H NMR spektrach

je definované ako s = singlet, d = dublet, t = triplet, m = multiplet.

Infracervené spektra boli zmerané na pristroji Nexus 670 FT-IR (Thermo Nicolet)
V rozsahu vlnoétov 400-4000 cm™ za pouzitia techniky ATR. Intenzita signalu v IC spektrach

je definované ako w = weak, m = medium, s = strong, vs = very strong.

Cyklicka voltametria bola merana na pristroji Potenciostat CHI600C (CH Instruments)

urcené¢ho na meranie cyklickej voltametrie (CV) a inych elektrochemickych metod.

Krystalové Struktary boli ur¢ené na monokryStadlovom difraktometri D8 QUEST
(Bruker) vybavenym PHOTON 100 CMOS detektorom pri teplote 295 K.

3.2. Charakterizacia pouzitvch pristrojov

3.2.1. Elementarna analvza

Elementarna (prvkova) analyza je analytickd metdda, ktorou sa uréuje kvalitativne
a kvantitativne zloZenie skimanej vzorky. Je ur€ované percentudlne zastupenie jednotlivych
prvkov danych zlu€enin (C, H, N). Niektoré typy pristrojov stanovuju aj zastipenie prvkov ako
napriklad kysliku ¢i siry. Vzorka sa vklada do cinovej kapsule, ktora je nasledne spalena pri
teplote priblizne 1800 °C v atmosfére bohatej na kyslik. Plynné produkty (CO2, H20 a N2) st
nasledne vedené do trubice, ktora sa sklada z oxidaénej (WO3) a redukénej (Cu) Casti nosnym
plnynom — He. Plyny st potom v chromatografickej ¢asti oddel'ované. Pouzivany je detektor

tepelnej vodivosti. [89]

3.2.2. NMR spektrometria

NMR spektrometria je analytickd metdda, ktora sa zaraduje medzi absorpcné
spektrometrie. Detekuje radiofrekvenéné Ziarenie jadier atomov na zéklade ich vlastnosti
(magnetického momentu). Radiofrekvenc¢né Zziarenie, ktoré je kolmé na smer vonkajSiecho
magnetického pol'a, su vSak schopné absorbovat’ len jadra s nenulovym nukledrnym spinom.
Dipdlovy magneticky moment je indukovany rotujicim nabojom v dosledku jadrovej rotacie
anaboja jadra. Vzorka sa vklada do rotujicej sklenenej kyvety v silnom homogénnom

magnetickom poli, kde pride ku usporiadaniu magnetickych momentov v smere a proti smeru
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magnetického pola. Ak je magneticky moment orientovany stthlasne s vonkaj$im magnetickym
polom jeho jadro bude mat’ niz$iu energeticku hladinu. Pri orientacii magnetického momentu
Vv nestlade s vonkajSim magnetickym polom jadro zaujme vysSiu energeticki hladinu.
Nasledkom toho sa vytvori energeticky rozdiel, ktory je rovny mnoZstvu energie, ktoru je jadro
schopné absorbovat. Ak je absorbovand energia vhodného ziarenia, po Case pride ku
vyrovnaniu podielov jadier na oboch energetickych hladinach. Vtedy uz nie je mozné Ziadne
absorbovanie a spektralne signaly mizna. Tento stav sa nazyva stav nasytenia. Naslednou
premenou prebytocnej energie na teplo alebo jej postupnym odovzdavanim okolitym jadram
rovnakého druhu dochadza ku névratu na niz8iu energeticku hladinu a vyrovnaniu pévodného
zastupenia jadier (relaxaény proces). Jadra absorbuju energiu len ak spiifiajii rezonanénu
podmienku. To sa d4 dosiahnut’ (1) pdsobenim vysokofrekvenéného ziarenia o stalej frekvencii
s meniacou sa hodnotou magnetickej indukcie magnetického pol'a alebo (2) magneticka
indukcia zostava konStantnou a meni sa frekvencia elektromagnetického pola. Vysledok
merania je detekekovany V prijimacej cievke. FID (Free Induction Decay), ktoré vyjadruje
zavislost’ odozvy vzorky na €ase sa nésledne prevadza Fourierovou transforméciou na klasické
spektrum, ktoré vyjadruje zavislost’ na frekvencii. Vyhodou NMR spektrometrie je meranie
vzoriek vo vsetkych skupenskych stavoch. NajbeznejSie je vyuzivana na meranie roztokov.
NMR spektrometria sa pouziva na detekciu atomovych jadier *H, 3H, 3C, N, 170 ¢i 1°F. [90,

91]

3.2.3. Infradervena spektrometria

IC spektrometria je nedestruktivna analyticka metoda. Starsie, disperzné spektrometre
meraji na principe rozkladu pouzitého infracerveného Zziarenia v mriezkovom alebo
hranolovom monochromatore. NovSie spektrometre vyuzivaji Fourierovu transforméciu.
Merana vzorka interaguje s infracervenou oblast'ou elektromagnetického ziarenia, zahina teda
oblast’ o vlnoéte od 14000 do 20 cm™. Podl'a energie sa infracervend oblast’ deli na 3 typy: (1)
blizku — 14000 az 4000 cm™ (near-IR), (2) strednti — 4000 az 400 cm™ (mid-IR) a (3) vzdialenti
— 400 az 20 cm™? (far-IR). Energia infraderveného Ziarenia spdsobuje zmeny vibraénych
a rotaénych stavov molekul. Rotacné stavy maju energetické hladiny vyrazne blizSie pri sebe
ako vibraéné stavy. Zmeny VO vibraénych stavov su preto doprevadzané aj zmenou stavov
rota¢nych. Infracervené spektrd znazoriujice zavislost’ absorbancie (alebo transmitancie) na
vlnodte su preto rotane-vibraénymi spektrami. IC spektrd sa delia na (1) oblast

charakteristickych (skupinovych) vibracii — 4000 az 1500 cm™ a (2) oblast’ odtlacku prstov —
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1500 az 670 cm™. V oblasti skupinovych vibracii sa nachadzajii absorpéné pasy vibracii
roznych funkénych skupin, preto je vyuzivand na popis organickych zlucenin. Pasy
deformacnych vibracii skupin, ktoré su ovplyvnené okolitymi vdzbami a a celkovou Struktiurou

st v oblasti odtlacku prstov. [92, 93]

3.2.4. Cyklicka voltametria

Cyklicka voltametria je elektrochemicka metoda, v ktorej sa meria prad, vyvijajici sa
na elektrochemickom ¢lanku za podmienok, v ktorych je napétie vysSie ako predikované
Nernstovou rovnicou. Ide o cyklovanie potencialu pracovnej elektrédy a meranie vysledného
pradu. Potencidl pracovnej elektrody je merany proti referencej elektrdde, ktora udrziava
konstantny potencial a vysledny potencial vytvara budiaci signal. Ugelom elektrolytického
roztoku je poskytnut’ iony elektrédam pocas oxidacie a redukcie. Analyty mdézu najskor
podstupovat’ redukciu, vtedy ide o negativne skenovanie potencialu, ¢i oxidaciu, kedy sa
potencial najskor skenuje pozitivne. Cyklus sa moze opakovat’ a je mozné menit’ rychlost’
skenovania, pricom pouzitd rychlost’ skenovania je uddvana sklonom excitacného signalu.
Vysledny voltamogram je vyjadrenim zavislosti meraného pradu pracovnej elektrody na jej
potenciali. Tato metdéda moze byt pouzitd na Stidium kvalitativnych vlastnosti za réznych
podmienok ako napriklad pritomnost medziproduktov v oxidac¢ne-redukénych reakciach c¢i
reverzibilita reakcie. Dal§im vyuZitim je stanovenie stechiometrie elektronov latky, jej

difizneho koeficientu a formalneho redukéného potencialu. [94]

3.2.5. Rontgenova Struktirna analyza

Rontgenova monokrysStalova difraktometria je nedeStruktivna analytickd metoda, ktora
poskytuje podrobné informacie o vnutornej kryStalovej mriezke krystalickych latok zahfnajtc
rozmerov jednotlivych buniek, dizok a uhlov vizieb. Technika je zaloZena na interferencii
monochromatickych rontgenovych lacov s krystalickou vzorkou. RTG lace su generované
katédovou trubicou, zamerané na produkovanie monochromatického ziarenia a koncentrované
smeruju ku vzorke. Interakcia dopadajucich lu€ov so vzorkou vytvara interferenciu a difrakény
lu¢ ak su splnené podmienky Braggovho zdkona. Ddlezity je uhol medzi dopadajicim
a difraktovanym la¢om. Usporiadanie kryStalovych Struktar sa oznacuje ako difrakény vzor.

Kazdému odrazu su priradené indexy, ktoré oznacuju jeho polohu v ramci difraktogramu.
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Vysledna krystalova Struktura sa néasledne ziska Fourierovou transformaciou. Této metoda sa

najCastejsie pouziva na urcenie absolutnej Struktary Studovanej zlt¢eniny. [95]

3.3. Syntéza prekurzorov

P1: N, N'-bis(2-hydroxy-1-naftalidén)etyléndiaminchloridokobaltity komplex

_N\ /N_
Co

QO O/C|)|\O OQ

Obrazok 26: Zobrazenie najmensej Struktarnej jednotky zluceniny P1 identifikovanej na

zaklade fyzikalne-chemickej charakterizacie

1,76 g (10 mmol) 2-hydroxy-1-naftaldehydu bolo rozpustenych v 20 ml metanolu. K
rozpustenému 2-hydroxy-1-naftaldehydu bolo pridanych 0,30 g (5 mmol) etyléndiaminu. Zmes
bola refluxovana 15 minat. 1,19 g (5 mmol) hexahydratu chloridu kobaltnatého bolo
rozpustenych v 15 ml metanolu a pridanych ku zahriatej zmesi pripravenej Schiffovej bazy. Po
20 minutach od zmieSania zmesi bola pridand béaza trietylamin v 2,2 nasobku latkového
mnozstva hexahydratu chloridu kobaltnatého (1,11 g; 11 mmol). Roztok bol refluxovany po
dobu 20 hodin. Nasledne bolo na frite odsatych 1,68 g (vytaznost 73 %)
hnedotehlovocerveného prasku. Prekurzor bol na frite premyty metanolom a presuSeny

dietyléterom.

Tabulka 2: Elementarna analyza P1 ([Co(nalen)(Cl)], C24H1sCICoN2O2, Mr = 460,80)

| CI%] | H[%] | N[%]
vypocitané 62,5 4,0 6,1
namerané 63,0 4.3 6,0
rozdiel -0,5 -0,3 0,1

FTIR (vatr/cm™): 3059m, 3024m, 2932m, 2852w, 1614vs, 1596vs, 1574s, 1533vs, 1503s,
1452s, 1431s, 1398vs, 1358vs, 1334s, 1305m, 1247s, 1212m, 1189vs, 1164m, 1138s, 1092m,
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1065w, 1032m, 975m, 933m, 855m, 825vs, 775w, 752m, 731vs, 687w, 659w, 623w, 593m,
545w, 524w, 503w, 429m: 1614 a 1596 (C=N); 1577, 1533 a 1503 (C=C)aren.

P2: N, N'-bis(3,5-dichlorosalicylidén)etyléndiaminchloridokobaltity komplex

_N\ /N_
Co

RN

Cl O Cl O Cl

Cl Cl

Obrazok 27: Zobrazenie najmensej Struktirnej jednotky zluceniny P2 identifikovanej na

zaklade fyzikalne-chemickej charakterizacie

0,96 g (5 mmol) 3,5-dichlorosalicylaldehydu bolo rozpustenych v 20 ml metanolu. K
rozpustenému 3,5-dichlorosalicylaldehydu bolo pridanych 0,15 g (2,5 mmol) etyléndiaminu.
Zmes bola refluxovana 15 minuat. 0,59 g (2,5 mmol) hexahydratu chloridu kobaltnatého bolo
rozpustenychh v 10 ml metanolu a pridanych ku zahriatej zmesi pripravenej Schiffovej bazy.
Po 20 minutach od zmieSania zmesi bola pridand béza tripropylamin v 2 ndsobku latkového
mnozstva hexahydréatu chloridu kobaltnatého (0,72 g; 5 mmol). Roztok bol refluxovany po
dobu 3 hodin. Nasledne bolo na frite odsatych 0,85 g (vytaznost’ 68 %) hnedého prasku.

Prekurzor bol na frite premyty metanolom a presuseny dietyléterom.

Tabulka 3: Elementarna analyza P2 ([Co(3,5Cl-salen)(Cl)], C16H10ClsCoN202, Mr = 498,46)

| C[%] | HI[%] | N[%]
vypocitané 38,6 2,0 5,6
namerané 39,1 2,3 5,8
rozdiel -0,5 -0,3 -0,2

FTIR (vatr/cm™): 3074w, 3055w, 2949w, 2916m, 2849w, 1633m, 1600vs, 1514m, 1433vs,
1410s, 1374m, 1316s, 1211s, 1174s, 1086m, 1054m, 1042m, 961w, 938m, 913w, 860s, 762s,
749s, 730m, 659w, 651w, 635w, 598w, 559w, 520w, 503w, 427w; 1633 a 1600 (C=N); 1514 a
1433 (COO7); 1316 (C-O)karb.kys.-
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3.4. Syntéza komplexov s dca ligandom

Na syntézu oboch komplexov bola pouzita strieborna sol’ kyseliny dichléroctovej
(Agdca). Postup na jej pripravu je preto uvedeny v tejto podkapitole.

0,31 g (7,75 mmol) hydroxidu sodného bolo rozpustenych v minimalnom mnoZstve
destilovanej vody. Ku tomuto roztoku bol pridany 1 g (7,75 mmol) dichléroctovej kyseliny. K
zmesi bol pridany vopred pripraveny roztok 1,32 g (7,75 mmol) dusi¢nanu strieborného
Cl O V minimalnom mnozstve destilovanej vody. Kvoli fotocitlivosti

/ bola latka pripravovana za obmedzeného pristupu svetla
k reakénej zmesi. Pripraveny Sedy prasok bol odsaty

Cl O _Ag a uchovavany v chladnicke.

Obrazok 28: Strieborna sol’ dichloroctovej kyseliny

Komplex CoP1

200 mg (0,43 mmol) prekurzoru P1 bolo rozpustenych v 25 ml metanolu. Roztok bol
zmieSany s roztokom 102 mg (0,43 mmol) striebornej soli dichloroctovej kyseliny v 15 ml
metanolu. Zmes bola refluxovana po dobu 20 hodin. Nésledne bol odfiltrovany vyluceny
chlorid strieborny. Mate¢ny roztok bol ponechany volnej kryStalizacii ajeho c¢ast’ bola
ponechana krystalizacii pomalym naparovanim dietyléterom. Z kryStalizdcie naparovanim
dietyléterom bolo izolované malé mnoZstvo hnedych ihlickovitych krystalov, z ktorych bola
neskor urCena krystalova struktira CoPla ([Coz(nalen)s], Mr = 1217,10). Z izotermickej
krystalizacie bol izolovany tmavohnedy mikrokrystalicky prasok CoPl1b ([Co(nalen)(dca)],

Mr = 553,28).
N—
\ /

/|\

Obrazok 29: Predpokladana $truktira monoméru N, N'-bis(2-hydroxy-1-

naftalidén)etyléndiamindichléracetatokobaltitého komplexu
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Tabulka 4. Elementarna analyza CoP1 ([Co(nalen)(dca)], C26H19Cl2CoON204, Mr = 553,28)

| C[%] | H[%] | N[%]
vypocitané 56,4 3,5 51
namerané 56,7 3,9 5,2
rozdiel -0,3 -0,4 -0,1

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): § = 4,42 (s, 4H, CHy), 7,25 (t, J=7,4 Hz, 2H, CHarom.), 7,53 (t,
J=7,4 Hz, 2H, CHarom.), 7,72 (d, J=9,0 Hz, 2H, CHarom.), 7,80 (d, J=7,4 Hz, 3H, CHarom.), 7,93
(d, J=9,0 Hz, 2H, CHarom.), 8,27 (d, J=9,0 Hz, 2H, CHarom), 9,12 (s, 2H, CHN) ppm. $3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): 6 = 59,40 (Caiit.), 108,45 (Carom.), 120,63 (Carom.), 122,76 (Carom.), 125,41
(Carom.), 126,99 (Carom.), 128,05 (Carom.), 129,13 (Carom.), 134,44 (Carom.), 135,57 (Carom.), 163,46
(C=N), 166,47 (C-O) ppm.

FTIR (vatr/cmy): 3042m, 3019m, 2978m, 2938m, 2909m, 1698vs, 1666s, 1618vs, 1542,
1506s, 1450s, 1434s, 1389s, 1355s, 1335s, 1304vs, 1250s, 1213m, 1184s, 1140m, 1103m,
1082m, 1059w, 1032m, 974m, 931w, 864w, 816s, 779m, 751m, 730w, 707w, 652m, 622w,
592w, 544w, 528w, 505w, 473w, 452w, 438w; 1698 a 1666 (OAC); 1629 a 1595 (C=N); 1584,
1542 a 1506 (C=C)aren.; 1304 (C-O)karbkys.

Komplex CoP2

200 mg (0,40 mmol) prekurzoru P2 bolo rozpustenych v 25 ml metanolu. Roztok bol

zmieSany s roztokom 95 mg (0,40 mmol) striebornej soli dichloroctovej kyseliny v 15 ml

cl cl metanolu. Zmes bola refluxovand po dobu 24
/\E hodin. Néasledne bol odfiltrovany vylua€eny chlorid
O 0 strieborny. Mate¢ny roztok bol ponechany volnej

krystalizacii a jeho Cast’ bola dand do naparovania
dietyléterom. Produktom boli hnedé vel'mi jemné
cl ihlickovité krystaly, ktoré boli izolované z
/ ,Ag izotermickej kryStalizacie z acetonu S hmotnost’ou

0,08 g (vytaznost’ 11,7 %).

CI
Cl

Obrazok 30: Zobrazenie asymetrickej ¢asti molekuly CoP2 bez kokrystalizovaného acetonu
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Tabulka 5: Elementarna analyza CoP2 ([{Co(3,5Cl-salen)(dca).Ag}2]-2(CHz3)2CO,
Ca3H32Ag2Cl16C02N4013, Mr = 1713,59)

| C[%] | H[%] | N[%]
vypocitané 31,2 2,1 3,2
namerané 30,7 2,4 2,8
rozdiel 0,5 -0,3 0,4

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 2,03 (s, 9H, CHs), 4,16 (s, 5H, CH2), 6,13 (s, 1H, CHaca),
7,60 (d, J=2,7 Hz, 2H, CHarom), 7,69 (d, J=2,7 Hz, 2H, CHarom.), 8,37 (s, 2H, CHN) ppm. 13C
NMR (100 MHz, DMSO-ds): & = 31,13 (Cuca), 59,30 (Caiit), 117,95 (Carom), 120,47 (Carom),
128,07 (Carom.), 132,50 (Carom.), 133,72 (Carom.), 158,59 (C=N), 168,70 (C-O) ppm.

FTIR (vatr/cm™): 3059m, 2997m, 2953m, 2918s, 2847m, 1742w, 1705s, 1672vs, 1656vs,
1642vs, 1587m, 1526m, 1509s, 1445vs, 1413s, 1376s, 1347s, 1325s, 1306vs, 1214s, 1196s,
1175s, 1085m, 1049m, 966w, 933w, 899w, 867m, 814m, 779m, 761m, 747m, 719m, 694w,
657m, 609w, 551w, 528w, 503w, 460w, 436w; 1705 a 1672 (OAC); 1656 a 1642 (C=N); 1347
(C-O)karb.kys.-
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1. Syntéza

Postupmi popisanymi v experimentalnej &asti boli pripravené dva prekurzory Co'"

komplexov, N, N'-bis(2-hydroxy-1-naftalidén)etyléndiaminchloridokobaltity komplex a N, N'-
bis(3,5-dichlorosalicylidén)etyléndiaminchloridokobaltity komplex. Prekurzor P1 je dobre
rozpustny v acetone, dichlormetane, DMSO, chloroforme, metanole a Vo vode, zatial’ ¢o P2 je
dobre rozpustny v DMSO a metanole a obmedzene rozpustny v aceténe a vo vode. Prekuzory
boli ndsledne pouzité na syntézu komplexov CoP1 a CoP2. Ku syntéze bola pouzita pripravena
strieborné sol’ kyseliny dichléroctovej podla vyssie popisaného postupu (vid’ Experimentalna

Cast).

Popisana priprava Co'' komplexov neobsahuje medzikrok pripravy samostatnych
Schiffovych baz ako ligandov, pretoze pri takto zvolenom postupe sa nepodarilo pripravit
ziadané prekurzory. Takto pripravené prekurzory nepreukazovali dostatocnu cistotu pre d’alSie

kroky syntézy.

Z prekurzorov P1 a P2 boli kone¢né komplexy pripravené reakciou s ekvimolarnym
mnozstvom striebornej soli dichléroctovej kyseliny v minimdlnom mnozstve metanolu.
Rozpustenim prekurzorov v metanole vznikli tmavohnedé roztoky, ktoré po pridani strieborne;j
soli dichloroctovej kyseliny rozpustenej v metanole nezmenili svoje zafarbenie. Po par
hodinach refluxu bol v roztokoch vidite'ne pozorovatel'ny vyliceny chlorid strieborny. Po jeho
odsati sa po rekryStalizacii z oboch roztokov vylucili ihlickovité krystaly. Krystaly komplexu
CoP1 sa vyludili priblizne po 2 ditoch vo vzorke v naparovani dietyléterom (CoP1la frakcia), vo
vzorke krystalizovanej izotermickou krystalizaciou (CoP1b frakcia) priblizne az po 2 tyzdioch.
Rozdielne zloZenie tychto dvoch frakcii bolo zistené ich fyzikalne-chemickou charakterizaciou.
Krystaly komplexu CoP2 sa vylucili aZ po druhom rekrystalizovani (prva rekrystalizacia
v metanole, druha v acetone) izotermickou kryStalizaciou priblizne po 3 tyzdnoch, vo vzorke v
naparovani dietyléterom neboli pozorované Ziadne vylucené krystaly (vzorka zostala vo forme

roztoku).
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Obrazok 31: Schémy pripravy komplexov CoP1b a CoP2

4.2. Spektralne a elektrochemické metody

Vsetky pripravené latky mali zmerané percentudlne zastupenie prvkov C, H, N
elementarnou analyzou. Odchylky vypocitaného zloZenia od namerané¢ho sa u pripravenych
prekurzorov a komplexov neodliSovali o viac ako 0,5 %. U komplexu CoP1b je mozné na
zaklade nameranych hodnét predpokladat’ zloZenie zodpovedajiice vzorcu [Co(nalen)(dca)].
V pripade komplexu CoP2 boli namerané hodnoty, z ktorych je mozné predpokladat’ rovnaké
zlozenie ako bolo urCené rontgenovou Struktirnou analyzou, tetramér [{Co(3,5CI-
salen)(dca)2Ag}2].2(CHz3)2CO. U prekurzorovych zlu¢enin P1 a P2 atak isto aj u CoPlb
komplexu neboli pripravené vhodné monokrystaly na urcenie krystalovej Struktiry pomocou
RTG difrakcnej analyzy. Na zaklade ich zlozenia a z dovodu, ze pre salen komplexy Co(III)
nebola publikovana kryStalova Struktira obsahujica pentakoordinovany Co(IIl) atom, je
opravnené domnievat’ sa, ze ich Struktura je dimérna ako v pripade [{Co(salen)Cl}2]-2CHCIs
[96] a [{Co(salen)Ns}2]-2CH2Cl2 [97].

Na charakterizaciu komplexov CoPlaa CoP2 boli pouzité *H a 33C NMR spektrometrie,
pre komplex CoPla vratane 2D merania. V pripade oboch komplexov boli identifikované
vSetky prislusné vodikové a uhlikové atomy Schiffovych baz a u komplexu CoP2 dokazana

pritomnost’ dichloracetdtového anionu.
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Komplexy P1, P2, CoPlb aCoP2 boli charakterizované pomocou infracervenej
spektrometrie (hodnoty vinoctov vibracnych pikov su uvedené v Experimentalnej Casti). Pri
porovnani spektier prekurzoru s prislusnym komplexom bola u oboch komplexov preukazana
pritomnost monodentatne viazaného dichloracetatového anionu pri charakteristickych
vibraciach v oblasti 1700-1640 cm™, ¢im bolo potvrdené naviazanie danej skupiny na
jednotlivé prekurzory. V pripade komplexu CoP2 je tato oblast’ vyrazne bohatSia, ¢o
koresponduje s dvoma r6zne naviazanymi dca ligandmi (monodentatne a mostikujtico, 1672 —
1642 cm™), ktoré su navyse zapojené do série vnutromolekulovych a medzimolekulovych
nekovalentnych interakcii (vid popis Struktir nizSie) atiez kokryStalizovanych molekul
acetonu (1705 cm™). Charakteristické piky vibracii pri vinoéte priblizne 1600 cm™ mozno
priradit C=N vizbam Schiffovej bazy tetradentatnych ligandov. Pri prekurzore P1 a komplexe
CoP1b boli pozorované aj vyrazné piky v oblasti priblizne 830-735 cm™, ktoré mozno priradit’

mimorovinnym Ar-H vibraciam naftalénovych kruhov.
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Obrdzok 32: Porovnanie IC spektier prekurzoru P1 a komplexu CoP1b
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Obrdzok 33: Porovnanie IC spektier prekurzoru P2 a komplexu CoP2
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Reverzibilita redoxnych reakcii komplexu CoPla bola zistovana cyklickou

voltametriou. Na meranie bol pouzity 1 mmol.dm™ roztok komplexu v acetonitrile. U tohto

komplexu je mozné na zaklade rozdielu potencialov celého systému nameranych pri katodicke;j

redukcii (-0,049 V) a anodickej oxidacii (-0,180 V) urcit, ze sa kvoli rozdielu vac¢Siemu ako

0,057 V (0,131 V) jedna o kvazi reverzibilny dej. Je pojednavané o celom systéme, pretoze nie

je mozné s istotou uréit, &i ide o redukciu a naslednu reoxidaciu prave Co®* iénu alebo iného

atomu danej zluceniny.

Prad [1e-6A]
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-
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28 _f . . . . . . R
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%

T T T
0.30 0.24 0.18 0.12 0.06 0 -0.06 -0.12 -0.18 -0.24

Potencial [V]
Obrazok 34: Cyklicky voltamogram komplexu CoP1
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4.3. KrysStalova Struktira

Pre komplexy CoPla CoP2 bola namerana pomocou rontgenovej monokrystalovej

difrak¢nej anylyzy ich krysStalova Struktara.

Monokrystalovou RTG difrak¢nou analyzou bola stanovend dimérna Struktura
komplexu CoPla - [Coz(nalen)s], kde Hznalen je Schiffova baza N, N’-bis(2-hydroxy-1-
naftalidén)etyléndiamin. Zluc¢enina krystalizuje v triklinickej priestorovej grupe P-1. Krystaly
tejto latky boli vel'mi tenké (0,02x0,02x0,12 mm) zle difraktujuce ihli¢ky. Struktura tejto latky
ma preto znaéne znizenu presnost’ mriezkovych parametrov a vizobnych dizok (vid’ Tabulka
6). Tento komplex pozostava z dvoch centralnych atdbmov Co(III), pri¢om oba st koordinované
dvoma atémami kysliku a dvoma atémami dusiku z nalen? ligandu. Treti ligand nalen® posobi
ako mostikujuci ligand nakol'ko koordinuje kazdy centralny atém bidentatne, vzdy pomocou
N, O — dvojice donorovych atomov (vid’ Obrdzok 35). Tvar koordina¢ného polyédru je u oboch
centralnych atémov deformovany oktaéder. Vizobné dizky kov — ligand zodpovedaju
nizkospinovému stavu centralnych Co(III) (tz¢%), pricom nadobuidaju velmi podobné hodnoty

d(Co-N) = 1,88 — 1,90 A, d(Co-O) = 1,89 — 1,97 A uvedené v [98].

Obrazok 35: Molekulova struktira komplexu CoPla (vodikové atobmy nie su zobrazené kvoli
prehl'adnosti; farebna legenda atdmov: siva - C, Cervena - O, svetlomodra - N, tmavomodra -
Co)
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Tabulka 6: Zakladné krystalografické data a vizobné dizky komplexu CoPla

Priestorova grupa P-1 Col-N1 [A] 1,80(4)
a[A] 12,47(2) Col-N2 [A] 1,86(3)
b [A] 16,43(3) Col-N3 [A] 1,85(4)
c[A] 17,56(2) Col-O1[A] 1,88(2)
a[°] 67,00(4) Co1-02 [A] 1,89(3)
B 69,38(4) Col-03 [A] 1,85(3)
y [°] 86,38(4) Co2-N4 [A] 1,91(4)

VIA? 3088,00(8) Co2-N5 [A] 1,84(2)
T [K] 295(2) C02-N6 [A] 1,95(4)
Co2-04 [A] 1,86(3)
C02-05 [A] 1,88(2)
C02-06 [A] 1,90(2)

Komplexu CoP2 bola pomocou monokrystalovej RTG difrakénej analyzy uréena
tetramérna  Struktira [{Co(3,5Cl-salen)(dca)2Ag}.]-2(CH3).CO, kde H23,5Cl-salen je
Schiffova baza N, N'-bis(3,5-dichlorosalicylidén)etyléndiamin a dca” je dichloracetatovy anion.
V struktare komplexu je kokrystalizovany aceton (2 molekuly acetonu na tetramér), ktory bol
pouzity ako rozpust'adlo pri rekrystalizacii. Zlucenina krystalizuje v monoklinickej priestorovej
grupe P2i/c. Molekulova S$truktura je centrosymetrickda ateda len cast' [Co(3,5CI-
salen)(dca)2Ag] je symetricky nezavisla. Jej mriezkové parametre a jednotlivé dizky vizieb su
uvedené v Tabulke 7. Tvar koordina¢ného polyédru je u oboch centralnych atomov Co(III)
deformovany oktaéder. Tento komplex pozostdva z dvoch centralnych atdémov Co(IIl), pri¢om
oba st koordinované dvoma atomami dusiku a dvoma atémami kysliku z ligandu 3,5CI-salen*
advoma atomami kysliku dvoch dichloacetatovych ligandov (vid® Obrazok 36). Atomy
kyslikov ligandov 3,5Cl-salen® adca™ vystupuju ako mostikujice atomy koordinovanych
atdbmov striebra, ktoré intramolekularne interagujii s atomami chléru ligandu 3,5Cl-salen®
Vv polohach 3. Vizbové dizky kov — ligand zodpovedaju nizkospinovému stavu centralnych

atomov Co(I1T) (t2¢°), pri¢om rovnako ako komplex CoP1a nadobudaju vel'mi podobné hodnoty
d(Co-N) =1,88-1,90 A, d(Co-0) = 1,89 — 1,97 A uvedené v [98].
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Ag) komplexu CoP2

Priestorova grupa

a[A]
b [A]
c[A]
o[°]
B
v [°]
V [A%]
T [K]

P2i/c
9,047(3)
19,504(7)
16,530(5)
90
93,976(14)
90
3199,2(18)
205(2)

Co-O1[A]
Co-02 [A]
Co-03 [A]
Co-05 [A]
Co-N1[A]
Co-N2 [A]
Ag1-01[A]
Ag1-02 [A]
Agl-04 [A]
Agl-CI1 [A]
Agl-Cl4 [A]

Obrdazok 36: Molekulova Struktira (vlavo) a asymetricka jednotka (vpravo) komplexu CoP2

(vodikové atdbmy a molekuly rozpustadla nie st zobrazené kvoli prehl'adnosti; farebna

legenda atomov: siva - C, ¢ervena - O, svetlomodra - N, tmavomodra — Co, zelena — Cl, biela

Tabulka 7: Zikladné krystalografické data a vizobné dizky (vratane nekovalentnych intetakcii

1,901(4)
1,900(5)
1,909(4)
1,897(5)
1,903(6)
1,896(6)
2,401(4)
2,417(4)
2,905(5)
2,853(2)
2,829(2)



5. ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto prace bola zamerana na resers o biologicky aktivnych zla¢eninach
kobaltu v oxida¢nom stave III, redoxnych procesoch v organizme a najmi na hypoxiu a iou

aktivovany transport biologicky aktivnych ligandov.

Prakticka Cast’ sa zaobera syntézou prekurzorov P1 a P2, N, N'-bis(2-hydroxy-1-
naftalidén)etyléndiaminchloridokobaltitého a N, N'-bis(3,5-dichlorosalicylidén)etyléndiamin-
chloridokobaltitého komplexu. Tie boli nasledne pouzité na pripravu komplexov CoP1a, CoP1b
a CoP2 pouzitim pripravenej striebornej soli dichloroctovej kyseliny (Agdca). Boli pripravené
komplexy o zlozeni [Coz(nalen)s] (CoPla), [Co(nalen)(dca)] (CoP1lb) a [{Co(3,5CI-
salbn)(dca)2Ag}2]-2(CH3).CO (CoP2), ktoré boli nasledne charakterizované analytickymi
metédami. Elementarna analyza preukéazala dostacujucu Cistotu pripravenych latok vzhl'adom
ku ich zloZeniu (odchylky nameranych hodnét sa od vypoéitanych nelisili o viac ako 0,5 %).
NMR spektrometriou boli priradené jednotlivé vodikové a uhlikové atomy Struktiram
komplexov CoPla a CoP2. Na zaklade EA a NMR analyzy je mozné urcit’ pritomnost’ ligandu
dca u komplexu CoP1b, o bolo potvrdené aj IC spektrometriou. Pre komplex CoPla bolo
prevedené meranie cyklickej voltametrie, kde je na zaklade rozdielu redoxnych potencidlov
odc¢itanych z voltamogramu mozné tvrdit’, Ze sa jednd o kvazi reverzibilny dej. Krystalova
Struktara komplexov CoPla a CoP2 bola stanovena RTG Struktirnou analyzou, z ktorej bola
zistena dimérna Struktara komplexu CoPla atetramérna Struktira komplexu CoP2, ktory
v molekulovej $truktire obsahuje dva atomy striebra, kovalentne naviazané na atomy kysliku
Schiffovej bazy a ligandu dca a nekovalentne interagujice s atomami chloru Schiffovej bazy
adca ligandu. Oba komplexy vykazovali dobra rozpustnost' vo vode, vd’aka ¢omu mozu

potencialne vykazovat’ biologicku dostupnost’.
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