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1 UVOD

vV

skupiny nejcastéjSich pficin umrti clovéka. Je to néadorové onemocnéni, které je
doprovazeno negativnimi vedlejSimi ucinky. Rakovina se projevuje nepiijemnymi
priznaky a kon¢i ne vzdy Gc¢innou 1é¢bou.

Nejvice pouzivana protinddorova 1éCiva jsou na bazi platiny. Prvnim a
nejznaméj$im protinadorovym 1é¢ivem je cisplatina, cis-[Pt(NH3)2Clz], jejiz uzivani
v onkologické praxi je doprovdzeno nékolika negativnimi vedlejSimi ucinky. To vedlo
K vyvoji dal$ich protinadorovych 1é¢iv na bazi platiny. Hlavnim divodem byla snaha
sniZzeni vedlejSich ucinku a piekondni rezistence (vrozené nebo ziskané) nckterych typt
rakovinnych bun¢k vici terapeutickému ucinku cisplatiny. Mezi takova 1éCiva se tadi
oxaliplatina nebo karboplatina, které jsou schvaleny mezinarodné. Nékteré typy 1€¢iv jsou
povoleny pouze v nékterych oblastech svéta napt. lobaplatina. Néktera 1é¢iva na bazi
platiny pak jsou ve fazi klinického testovani napft. pikoplatina [1].

V oblasti farmakologicky perspektivnich komplexti na bézi platiny je v poslednich
letech vénovana velka pozornost dijodoplatnatym slouc¢eninam. V minulosti (az do konce
90. let 20. stoleti) platil v bioanorganické chemii piedpoklad, Zze jodo komplexy platiny
nevykazuji protinadorovou aktivitu a nejsou pro studium cytotoxicity vhodnym
strukturnim typem. Nicméng, v poslednim desetileti byly popsany mnohé dijodoplatnaté
komplexy, které vykazuji vétsi protinadorovou aktivitu nez samotna cisplatina nebo jina
protinadorova lé¢iva na bazi platiny. Za vSechny zde lze uvést vysoce cytotoxicky jodo
derivat cisplatiny o slozeni cis-[Pt(NHs)2l2], nebo v Olomouci studované dijodoplatnaté
komplexy s derivaty 7-azaindolu [2].

Hlavnim cilem pfedloZzené bakalaiské prace bylo pfipravit a analytickymi
metodami (NMR  spektroskopie, HPLC chromatografie, elektronova UV-VIS
spektroskopie) charakterizovat a sledovat stabilitu jodo derivatu pikoplatiny cis-
[Pt(NH3)I2(a-pikolin)] a, pro srovnani, samotné pikoplatiny, cis-[Pt(NH3)Clx(a-pikolin)].
Vysledky pak mély podat relevantni informace o tom, jestli je komplex cis-[Pt(NH3)l2(a-
pikolin)] stabilni v pouzitych vodu obsahujicich rozpoustédlech, a tedy vhodny pro

testovani in vitro cytotoxicity na vybranych lidskych nadorovych bunéénych liniich.



Cilem této prace bylo:

1. Vypracovani literarni reSerSe zaméfené na pikoplatinu, jeji derivaty
a protinadorovou aktivitu téchto sloucenin.

2. Ptiprava jodo-derivatu pikoplatiny o slozeni cis-[Pt(NH3)l2(a-pikolin)].

3. Ve spolupraci s vedoucim prace a dal§imi zaméstnanci Katedry anorganické
chemie PfF UP v Olomouci provést studium stability cis-[Pt(NHzs)l2(a-pikolin)]
komplexu v raznych rozpoustédlech.

4. Ziskané vysledky ve spolupraci s vedoucim prace interpretovat.

5. Vysledky zpracujte formou bakalarské prace o rozsahu 30 — 40 stran a
odevzdejte do dubna 2018.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Platina

Platinové kovy jsou prvky druhé a tfeti triady VIII.B. skupiny periodického
systému, které se dale rozd€luji na lehké (Ru, Rh, Pd) a tézké platinové kovy (Os, Ir, Pt).
Prvky VIII.B. skupiny se vyznacuji kovovymi vlastnostmi — vodivost, kujnost a taznost a
také vysokymi teplotami varu a tani.

Platina patii mezi prvky podskupiny niklu (10. skupina podle mezinarodniho
Cislovani skupin). Valen¢ni sféra atoml platiny mé elektronovou konfiguraci
[54Xe]4f45d%s!. Platina je stiibfité bily kov, ktery je chemicky odolny, téZky a drahy. Je
zastupcem uslechtilych kovii a v pfirodé se vyskytuje obvykle ryzi spole¢né s ostatnimi
platinovymi kovy. Zndma je i svou odolnosti ke kyselindm - rozpousti se pouze v lucavce
kralovské. Patii mezi typické prechodné kovy s plosné centrovanou krychlovou miizkou
[1,2].

Ve sloucenindch se nejcastéji vyskytuje platina v oxidaénim cisle +II nebo +IV.
(napt. fosfany, arsany). Oxidacni stav +VI se vyskytuje napf. u slouceniny PtFe, ktera je
jednim z nejsilngjsich oxidac¢nich ¢inidel. Platina tvofi tfi jednoduché oxidy - PtO, Pt,Os a
PtO2. Nejstabilngjsim oxidem je oxid plati¢ity PtO2. K nejzndméjSim halogenidiim platiny
patii chlorid platnaty PtCl, a chlorid platic¢ity PtCls. Platina je charakteristickd tvorbou
komplexnich slou¢enin. Nejcastéji se v komplexech vyskytuje v oxida¢nim stavu +II, ktery
je charakteristicky pro Ctvercové komplexy s koordinacnim ¢islem Ctyfi, jako tifeba u
komplexniho aniontu [PtCls]*>. Oxida¢ni stav +VI je charakteristicky tvorbou

oktaedrickych slouéenin s koordinaénim &islem $est. Piikladem je ¢astice [PtClg]* [1,3].

2.2 Cisplatina C|//, \\NH3
Cisplatina, chemicky cis-diammin- “,

dichloroplatnaty kopmlex (cis-[Pt(NH3)2Cl2]; h Pt.‘

obrazek 1) je Siroce pouzivanym protinddorovym \

lécivem. Patfi mezi cytostatika na bazi platiny, ktera Cl NH 2

v bunikach reaguji s nositelkou genetické informace

. . . Obrazek 1: Strukturni vzorec
DNA. Cisplatina ma ¢&tvercovou geometrii a byla

o 5 ) 5 ) cisplatiny
syntetizovana uz Vv roce 1844 - v t¢ dobé& se nazyvala
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Peyrontv chlorid (nebo téz Peyronova sil). Centralnim atomem cisplatiny je platina, na
kterou jsou navazany dvé molekuly amoniaku a dva chloro ligandy, které mohou byt ve
fyziologickém prostiedi snadno nahrazeny jinymi ligandy (napf. riznymi biomolekulami
v¢. vySe zminéné DNA) [4,5].

V roce 1965 popsal protinadorovou aktivitu cisplatiny americky fyzikalni chemik
Prof. Barnett Rosenberg. Jeho tym provedl fadu experimentll zaméfenych na méfeni vlivu
elektrickych proudt na rtstu bakteridlnich bunék. Pti studiu zpozoroval vliv elektrického
proudu na Escherichia coli, a to pouze na d¢leni bunék nikoliv viéi jinym rustovym
procesum. Tento ucinek pifimél Rosenbergovou skupinu k testovani cisplatiny proti
nadorim u mysi. Na zaklad¢ experimentt bylo zjisténo, ze cisplatina je velice ucinna pii
1¢¢bé nédorti u mysi. Proto vroce 1971 vstoupila do klinickych studii. Lidské studie
pfinesly pozitivni vysledky, které ovSem byly doprovdzeny negativnimi vedlej$imi G¢inky
- snizeni funkce ledvin, poskozeni nervového systému, bolesti kloubti, zvonéni v usich a
nevolnost. Po zmirnéni nezadoucich uc¢inku byla cisplatina v roce 1978 schvalena pro
onkologické pouziti Uradem pro kontrolu potravin a 1é¢iv. Cisplatina se pouZivé nejéastji
k 16¢bé rakoviny mocového méchyte, varlat, vajeénikt, zaludku a plic. Zajimavé jisté je i
to, ze komplex trans-[Pt(NH3).Cl;], tedy trans-izomer cisplatiny, je protinadorové
neucinny, coz ale neplati obecné pro vSechny doposud studované trans-izomery platnatych

komplexi [8-10].

2.2.1 Mechanismus u¢inku

Pti studiu mechanismu chemoterapeutik je v prvnim kroku urceni plisobeni jejich
cilového mista v buiikach. Cilové misto je misto v buiice, které je pozménéno vlivem
pasobeni 1é¢iva. Hlavnim cilovym mistem protinadorového uc¢inku cisplatiny je molekula
deoxyribonukleové kyseliny DNA, ktera se nachazi v bunééném jadie. Cisplatina s DNA
vytvafi kovalentni adukty, nejCastéji se dvéma sousednimi guaniny (resp. jejich N7 atomy)
[7,9].

Cisplatina je do téla pacienta podavana zpravidla intravendézné. Po podani
v krevnim ob&hu pacienta cisplatina narazi na relativné vysoké koncentrace chloridovych
iontll vV krevni plazmé, ktera omezuje nahrazeni chloridovych ligandl (jak je zminéno
vyse). Lécivo je tedy transportovano v neaktivni podob¢. Cisplatina je transportovana do
nadorovych bungk pasivni difuzi pies bunéénou membranu nebo je transportovana aktivné
pomoci méd’ného transportéru ze skupiny CTR1. Po vstupu cisplatiny do bunky dochazi

vlivem nizké koncentrace intracelularnich chloridi k substituci chloro ligandl za molekuly

-10 -



vody, ¢imz vznikaji pozitivné nabité monoaqua- a diaqua-komplexy. Tyto v porovnani
s vychozi cisplatinou mnohonasobn¢ reaktivngjsi Castice se nukleofilné vazi na cilovou
molekulu DNA, pfip. RNA, proteiny nebo mensi biomolekuly. Pfi interakci s DNA se
cisplatina navaze na atom N7 guaninu a z malé casti na atom N7 adeninu, v obou
pripadech pomoci koordina¢né kovalentni vazby s volnym elektronovym parem na atomu
dusiku. Touto vazbou vznikaji vnitrofetézcové a mezifetézcové adukty cisplatiny a
molekuly DNA. Tim dochazi k naruSeni struktury DNA, které zabraniuje nasledné replikaci
a transkripci, coz vede k bunééné smrti (obrazek 2) [11-13].

Pouziti cisplatiny v klinické praxi omezuji jeji vedlej$i ucinky, kterymi jsou
nefrotoxicita (snizeni funkce ledvin), neurotoxiCita (poskozeni nervového systému),
ototoxicita (ztrata sluchu) aj. K dalsim vedlej$im ucinkim patii naptiklad nevolnost nebo
alergické reakce. Snizovat riziko nefrotoxicity cisplatinou 1ze podavanim nadmérného
mnozstvi vody tzv. prehydrataci pfed samotnou 1écbou. Cisplatina jako jediné 1é¢ivo na

bazi platiny nezptsobuje vyraznou alopecii (vypadavani vlasu) [9,11].

N HN HN 0.1_] MM ClT.i :
\ P \ > o \ 7 . \h/ y
/\a|“,,/\ WO, /\ O o’ ey
Venous hood \ Cylogphnes I
Nuclear— =~ B l
e envelope ¥
e 2 ?-‘ AN
Natural 25 <
binding sites DNA is repaired

,—— UMG ’
proteins Repair

| n& . QX

'
Regulation 2
of transcription

+ DNA repair
is blocked

Trancription is
not properly regulated

Obrazek 2: Molekularni mechanismus protinadorové aktivity cisplatiny (pfevzato z [9])
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2.3 DalSi protinadorova léciva na bazi platiny
Ubehlo vice nez 30 let od schvaleni cisplatiny a za tu dobu vstoupilo do klinickych
studii dalSich 23 1é¢iv na bazi platiny. Pouze dvé 1é¢iva (oxaliplatina a karboplatina)

ziskaly globalni schvaleni [13].

Karboplatina
Karboplatina, diammin-(1,1"-cyklobutandikarboxylato)platnaty komplex (obrazek

3), je protinadorové 1é¢ivo na bazi platiny, které je schvaleno mezinarodné. Bylo zjisténo,

ze karboplatina je sloucenina s nizsi toxicitou nez cisplatina. O
Bidentatni 1,1-cyklobutandikarboxylato ligand je odchazejici 0O //
skupina karboplatiny, ktera je hydrolyticky stabilngjsi nez H3N\ /

chloro ligandy cisplatiny. Tento dasledek vede k pomalejsi |_|3|\|/ P;[O

reakci v téle a je Castecné zodpoveédny za snizenou systémovou \\
toxicitu karboplatiny v porovnani s cisplatinou. Vzhledem O

K niz§i reaktivité mize byt karboplatina podavana ve vysgich ~ Obrazek 3: Strukturni vzorec
davkach nez cisplatina. Mezi nezadouci G&inky karboplatiny karboplatiny

patii  leukopenie, neutropenic a  trombocytopenie.

Karboplatina tvofi z hlediska mechanismu uc¢inku stejné DNA adukty jako cisplatina.
Karboplatina je pfimym analogem cisplatiny, se kterou vykazuje tzv. kiizovou resistenci,
proto se klinicky vyuziva pro 1éCbu stejnych typu rakoviny. V soucasné dobé je

karboplatina vice vyuzivana na rakovinu varlat nez cisplatina [10,11].

Oxaliplatina

Dalsim analogem cisplatiny je oxaliplatina, (1R,2R)-cyklohexan-1,2-diamin-
ethandioatoplatnaty komplex (obrazek 4). Dilezitym faktorem je, ze oxaliplatina nema
zadnou kiizovou resistenci s cisplatinou, coz znamena, Ze I1ze oxaliplatinu pouzivat k 1é¢bé
cisplatinou nelécitelnych nadori. Podavani oxaliplatiny jako jediného 1éku na bazi platiny
neni spojeno S nefrotoxicitou, ototoxicitou a myelosupresi. Toxicitou limitujici davku
oxaliplatiny je v tomto ptipad¢ neurotoxicita. Oxaliplatina je podavana v kombinaci s 5-
fluorouracilem a leukovorinem (kyselina folinova) na 1é¢bu kolorektalniho karcinomu. Pii
podani oxaliplatiny s irinotekanem a kapecitabinem se zvySuje ucinnost 1é¢by rakoviny
tlustého stieva. Nedavné klinické studie se pokusily rozsifit spektrum aktivity o 1écbu

metastazujiciho adenokarcinomu zaludku a jicnu [7,10,11].

-12-
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Obrazek 4: Strukturni vzorec oxaliplatiny (vlevo) a nedaplatiny (vpravo)

Nedaplatina

Nedaplatina, cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex (obrazek 4), je ve vodé
desetkrat rozpustngjsi nez cisplatina. Klinické studie ukazaly, ze nedaplatina ma vyssi
protirakovinnou aktivitu neZz Kkarboplatina a porovnatelnou aktivitu s cisplatinou.
Nedaplatina je registrovana od roku 1995 pro pouziti pii 1é¢bé rakoviny v oblasti hlavy a
krku, varlat, plic, jicnu, vajeéniku a délozniho ¢ipku v Japonsku. Nedavné klinické studie
ukazaly slibné vysledky, pokud se nedaplatina podava v kombinaci s docetaxelem pii
1écbé karcinomu Ustni dutiny nebo S paklitaxelem pii 1écbé metastazujiciho karcinomu
jicnu. Nedaplatina vyrazné snizuje vedlejsi nefrotické Gc¢inky. Proto pii 16¢bé pacientd
s nadorovym onemocnénim, kteti trpi poruchou funkce ledvin je cisplatina nahrazena

nedaplatinou [7,11].

Heptaplatina

Dalsim analogem cisplatiny je heptaplatina, propandioato-[2-(1-methylethyl)-1,3
dioxolan-4,5-dimethanamin-N,N']platnaty komplex (obrazek 5). Heptaplatina byla
zafazena mezi klinické studie, protoze jeji in vitro a in vivo cytotoxicita byla na riznych
buné&nych liniich vys§i nez u cisplatiny. Klinické studie Il. a III. faze ukazaly, Ze
heptaplatina v kombinaci s 5-fluorouracilem vykazuje podobné ucinky jako cisplatina.
Vyhodou 1é¢by heptaplatinou jsou mnohem nizsi vedlej$i ucinky. V soucasné dobé je
heptaplatina schvalena v Jizni Koreji k 16¢bé rakoviny zaludku [13-15].

0 ““\NHZ o CH3
\/
Pt
/\
NH, O o
0]

Obrazek 5: Strukturni vzorec heptaplatiny (vlevo) a lobaplatiny (vpravo)
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Lobaplatina

Lobaplatina, 2-hydroxypropanoato-(1,2-cyklobutandimethanamin-N,N)-platnaty
komplex (obrazek 5), je v soudasnosti schvalena ke klinickému vyuziti v Cing. Je
podavana jako diastereomerni smés S,S°a R,R’ konfiguraci nosného N,N-donorového
ligandu. Pii jejim uzivani nebyla zjiSténa alopecie, neurotoxicita ani ototoxicita, nicméné
byly pozorovany napiiklad anemie, leukopenie, nevolnost a zvraceni. Lobaplatina je
V soucasnosti schvalena pro 1écbu chronické myeloidni leukémie a neoperovatelné
metastatické rakoviny prsu. Nedavno byla lobaplatina testovana v kombinaci
s vinorelbinem Kk 1ébé pozdni faze nemalobunééného karcinomu plic. Testovani
neprokazalo zadné vyznamné zlepSeni oproti kombinaci Vvinorelbinu s cisplatinou.
V soucasné dobé probihd III. faze klinickych studii, kterd je zaméfena na kombinaci
lobaplatiny s 5-fluorouracilem a leukovorinem k 1é¢bé metastazujiciho karcinomu jicnu
[11,14,15].

2.4 Pikoplatina

Pikoplatina je trivialni nazev cis-ammin-dichloro-

(2-methylpyridin)-platnatého komplexu (cis- —
[Pt(NH3)Clz(pic)]; obrazek 6), ktery byl dfive znamy pod /

zkratkou AMDA473 nebo JM473; pic = 2-methylpyridin

neboli a-pikolin. Pikoplatina je protinadorovy komplex \ N\ /CI
s profilem chemické a biologické aktivity, ktery se vyrazné /Pt\
lisi od cisplatiny. Jedna se o platnaty komplex, ktery se H3C H3N Cl

svou strukturou podoba cisplatiné - dochazi k nahradé pouze Obrizek 6: Strukturni
jedné molekuly amoniaku za 2-methylpyridin. Pyridinovy  vzorec pikoplatiny
kruh je téméf kolmy na rovinu centrdlniho atomu platiny,
¢imz methylova skupina zptsobuje sterickou prekazku. Vlivem sterického branéni platiny
nedochazi k utokiim nukleofilu zejména sloucenin obsahujici thiol (napt. redukovany
glutathion), coz je Casto pouZivano jako vysvétleni schopnosti pikoplatiny piekonavat jak
vrozenou tak i ziskanou rezistenci mnohych nadorovych bunek vuci cisplatiné. Pikoplatina
byla podavana u vice nez 500 pacientd s nadorovym onemocnénim v I. a I. fazi klinickych
studii, vnémz prokazala u¢inek vuéi Sirokému spektru nadord. Dulezité také je, Ze
pikoplatina ma potencial byt podavana v peroralni formé [11,16].

Zavedenim stericky objemného ligandu a-pikolinu v pikoplatine mize vést,

Vv porovnani s cisplatinou, k novym typtim reakci s DNA. Zajimavé také je, ze na rozdil od
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neaktivniho trans-[Pt(NH3).Cl>] komplexu (viz vyse) je komplex trans-[Pt(NH3)Clz(pic)],
tedy trans-izomer odvozeny od pikoplatiny, vyrazné cytotoxicky v riznych nadorovych
bunkach, a to mnohdy dokonce ve vyssi mife nez cisplatina [16,17].

Hydrolyza pikoplatiny probiha ptiblizn¢ &tyfikrat pomaleji nez u cisplatiny.
Hydrolyza pikoplatiny je, podobn¢ jak je popsano vySe pro cisplatinu, dilezitym krokem
intracelularni aktivace a nasledné interakce s DNA. Hydrolyza se studovala pomoci *H/®°N
NMR spektroskopie (obrazek 7). Pocate¢ni jediny pik byl pozorovan pii chemickém
posunu 4,15/-66,5 ppm, ktery odpovidal vychozimu dichloro komplexu cis-
[Pt(NH3)Cl2(pic)] (pikoplatina). Po 1 hodin¢ ptibyly dalsi dva signaly (& = 4,40/-64,4 ppm
a 6 = 4,32/-87,3 ppm), které byly pfifazeny monoaqua komplexim [Pt(NH3)(H20)Cl(pic)]*
s odlisnou vzajemnou pozici pic a aqua ligandu (viz obrazek 7). Ze zjisténych hodnot pKa
lze predpokladat, ze hydrolyza je rychlejsi pro chloro ligand v trans-poloze vici pic
ligandu (pKa = 6,13). Po 2,5 hodinach se objevil ¢tvrty vrchol pii 6 = 4,41/-82,9 ppm, ktery
byl pfifazen diaqua komplexu [Pt(NHs)(H20)2(pic)]>* (obrazek 7). Chloro ligand v cis-
poloze vuéi a-pikolinu hydrolyzuje pfiblizné 4-krat pomaleji nez v cisplatiné. Toto je
vysvétlovano sterickou zabranou methylové skupiny pic ligandu, ktera brani ligandové
vyméng jak je popsana vyse pro cisplatinu, ¢imz dochazi k pomalejsi hydrolyze. Tento fakt
muze jednak vést k nizsi aktivité pikoplatiny ve srovnani s cisplatinou, na druhé strané

mize ptispivat k vyssi Géinnosti proti liniim rezistentnim vuci cisplatine [17,18].

HN €l (tie=6.0h)

N P<
\_jn/ Ol (tiz=8.7h)
CHy o)
18 + 15 +
HaN HE] HaN ci
N, pia: 6.13 N
Q_ N = /N
\ N Cl \' .-'N Hz0
£
pKa: 6.49
CHy CHs
(3a) (3b)
HaNﬁ Hm 2+
NS _
_ /p\ pKa: 5.22, 7.16
:\ ,f;" He0
CHa

(5)
Obrazek 7: Hydrolyza pikoplatiny a hodnoty pKa (ptevzato z [20])
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2.5 Protinadorové aktivni dijodoplatnaté komplexy

Cisplatina byla nejvice aktivnim 1ékem pro 1é¢bu rakoviny vajecniku za poslednich
40 let. Vyskytuji se vSak také nadory odolné vaci cisplating s velmi $patnou progndzou.
Proto doslo jiz od prvnich let po objevu cisplatiny k navrhovani inovativnich sloucenin
platiny, které mohou mit vyznamné chemické a biologické vlastnosti odlisné od cisplatiny.
Predevsim se jedna o Sir$i spektrum protinddorové aktivity a prekonani odolnosti vici
cisplatine. Pozornost byla vénovana i struktufe slou¢enin platiny. Aktivni protinadorovy
platnaty komplex by mél mit ¢tvercovou geometrii a mé¢l by obsahovat v cis-polohach dvé
labilni odstupujici skupiny a dva inertni aminové ligandy. Ve skute¢nosti je hodné
platinovych komplexi s trans-geometrii, které byly vyvinuty a prokézaly slibné biologické
ucinky.

Vedle nejprostudovanéjsich chloro komplexti byly pfipraveny platnaté komplexy,
kde chloro ligandy byly nahrazeny objemnéjsimi jodo ligandy. Dlouho se piedpokladalo,
ze jodoplatnaté komplexy jsou protinadoroveé neaktivni. Vazba mezi platinou a jodem je ve
vodném roztoku méné reaktivni ve srovnani s vazbou mezi platinou a chlorem. Navic
nékteré¢ studie komplexu cis-[Pt(NH3)2l2] (obrazek 8) uvadéji, ze tento komplex je
protinadorové neaktivni, coz vedlo na dlouhou dobu k upozadéni vyzkumu platnatych jodo

komplext jako perspektivnich cytotoxickych slouc¢enin [19,20].

H3N\ /CI H3N |
Pt Pt

7 N\ /
H,N"  Cl HoNT

Obrazek 8: Strukturni vzorec cisplatiny (vlevo) a komplexu cis-[Pt(NHz)2l2] (vpravo)

Teprve neddvno byla biologickd perspektiva jodoplatnatych komplext
ptehodnocena, protoze mnoho jodoplatnatych komplext (trans- i cis- konfigurovanych)
nesoucich dva aminové ligandy mélo v nékterych ptipadech vyssi cytotoxickou aktivitu
nez cisplatina. Ukazalo se, Zze uz komplex cis-[Pt(NH3)2l2] odvozeny od cisplatiny, je
biologicky zajimava sloucenina, ktera je jednak vysoce cytotoxicka vaci riznym lidskym
nadorovym liniim (tabulka 1), ale také hydrolyzuje a reaguje s biomolekulami odlisnym
zpusobem nez cisplatina. Konkrétn¢ bylo pozorovano, ze u komplexu cis-[Pt(NHs)2l2]

dochazi pfi interakci s riznymi biomolekulami k uvolnéni jak jodo ligandu tak molekuly

-16 -



amoniaku,

coz u cisplatiny pozorovano nebylo.

Komplex cis-[Pt(NHz3)2l2]

také

pravdépodobné puisobi na nadorové bunky odlisnym mechanismem ucinku od cisplatiny

[21-23].

Tabulka 1: In vitro cytotoxicita cisplatiny a komplexu cis-[Pt(NH3).l2] vuci lidskym
bunéénym liniim karcinomi slinivky (PANC-1), vaje¢niku (IGROV-1), plic (A549) a

tlustého stieva (HT29, HCT116-S a HCT116-R) (ptevzato z [22])

Cell line Cisplatin cis-Ptl,(NH;),
PANC-1 2.48 + 0.11 0.91 + 0.10
IGROV-1 25.30 + 0.40 7.36 £ 0.31
A549 5.77 £ 0.60 3.54 +0.49
HT29 16.39 £ 1.10 11.69 £ 1.40
HCT116-5 7.65 = 0.63 13.42 £ 0.49
HCT116-R 21.96 + 1.11 4.15 £ 0.23

Pomoci spektrofotometrické studie komplexu cis-[Pt(NH3)212] rozpusténého ve
fyziologickém roztoku a méteného pii pH = 7,4 (fosfatovy pufr) bylo zjisténo, ze vykazuje
dva intenzivni pasy s maximy pii 290 a 350 nm (obrazek 9). Dulezité spektralni zmény se
projevovaly postupnym a pravidelnym snizovanim dvou hlavnich signali a vznikem
uvolnovani dvou jodo ligandii a jejich nahrazeni molekulami vody. Z toho vyplyva, ze
hydrolyza komplexu cis-[Pt(NHz)2l2] je totozna s cisplatinou, kdyz se 1isi pouze rychlosti
hydrolyzy [24].

Abs

Wavelength (nm)

Obrazek 9: UV-VIS spektrum komplexu cis-[(Pt(NHz3)212] rozpusténého ve fosfatovém
pufru (pH = 7.4) zaznamenaného v pribéhu 72 hodin (pfevzato z [24])
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Pro ziskani dalSich informaci aktiva¢nich procest byla provedena analyza v mirné
kyselém prostfedi. Pfedpokladalo se, ze dojde k destabilizaci amoniakalnich ligandi a
uvolni se amoniak namisto jodo ligandi. Komplex cis-[Pt(NH3)212] byl rozpustén
Vv acetatovém pufru pii pH = 4,5 (obrazek 10). Ze ziskanych UV-Vis spekter bylo ziejmé,
ze se od sebe vyrazné 1isi oproti spektru pti pH = 7,4. Zvlasté je detekovan novy intenzivni
viditelny pas s vinovou délkou 410 nm (po 72 hodinach stani). Tyto vysledky potvrdily, ze
Vv kyselém prostiedi se v komplexu cis-[Pt(NHz)2l2] uvoliiuji pfednostné jeho NHs ligandy,
coz je v rozporu s cisplatinou. Je velmi pravdépodobné, Ze tyto rozdily v reaktivité mizou

vést k odlisSnym zplsobiim interakce s biomolekulami [24].

0.5
0.4

0,3

Ahs

0,2
0,1

300 350 400 450 500
Wavelength {nm)

Obrazek 10: UV-VIS spektrum komplexu cis-[(Pt(NH3)212] rozpusténého v acetatovém
pufru (pH = 4.5) zaznamenaného v ¢ase 0 hodin (Sed4 ¢ara) a 72 hodin (Cervena cara)

(ptevzato z [24])

V poslednich letech bylo publikovdno velké mnozstvi cytotoxicky aktivnich
platnatych jodo komplext. V nasledujicim textu budou uvedeny pouze vybrané piiklady,
nikoli tedy kvili postihnuti celé této rozsahlé problematiky, ale pouze pro demonstraci
biologické perspektivy téchto latek. Obecné feeno, mezi vyhody platnatych jodo
komplexti patii jednak v mnoha piipadech vyssi cytotoxicita nez u cisplatiny piipadné
jinych lé¢iv na bazi platiny, dale je to jiny cytotoxicky profil (tzn. aktivita vii¢i nadorovym
bunkam rezistentnim vaci cisplatiné) a Vv neposledni fadé odlisny mechanismus Géinku
publikovanych platnatych jodo komplexu a cisplatiny.

Prvnim ptikladem jsou dijodoplatnaté komplexy obsahuji alifatické aminy, které 1ze
vzhledem k rozsahlosti studii jak cytotoxicity, tak i mechanismu Uc¢inku, povazovat za

prulomové latky vramci uvedené skupiny platnatych komplext. Byla studovana

-18 -



cytotoxicka aktivita série komplext cis-[Ptlo(nam)2] a trans-[Ptlo(nam)z] (nam =
methylamin, dimethylamin nebo isopropylamin (ipam)). Tyto komplexy vykazuji vyraznou
protinadorovou aktivitu vi¢i nddorovym bunkdm karcinomu vajecniku, prsou, plic nebo
tlustého stfeva, kterda je ve vétSin¢€ piipadi vySsi pro trans-izomery, které byly navic
aktivnéjsi v porovnani s cisplatinou (tabulka 2). U téchto komplext byla dale studovana
schopnost interakce srtuznymi biomolekulami, jako je plazmidova DNA a protein
cytochrom C. Nejucinnéjsi je komplex trans-[Ptl2(ipam)2], ktery je asi tfikrat u¢innéjsi nez
cisplatina v bunéénych liniich rakoviny prsu nebo délozniho ¢ipku. Mechanismus

pusobeni téchto sloucenin (napf. modifikace bunéného cyklu nebo interakce

s biomolekulami) se vyrazné lisi od cisplatiny [21-23].
Tabulka 2: In vitro cytotoxicita cisplatiny a komplexa cis/trans-[Ptl2(nam)2] vici lidskym
bunéénym liniim karcinomi prsu (HBL-100 a T-47D), délozniho ¢ipku (HeLa), plic

(SW1573) a tlustého stieva (WiDr) (ptevzato z [22])

TGI (M)

compound HBL-100 Hela SW1573 T-47D Wibr
1 20+ 5.6 8+ 16 29+ 12 46 £ 6.3 48 + 12
2 41 £ 7.2 27 £ 82 61 + 6.0 =100 =100
3 45 + 21 33 +42 =100 =100 =100
4 33+ 06 58 =121 43+ 15 85+ 21 30+ 25
5 45+ 01 25 £0.7 83 +09 M+32 64 +73
6 48 £ 6.3 i3+72 =100 =100 =100
cisplatin 14 + 21 15 + 6.1 12+ 2.6 =100 =100

“Values are given in mean + standard deviation and are means of three to eight experiments.

Katedra anorganické chemie Univerzity Palackého v Olomouci se dlouhodobé
zabyva vyvojem novych protinddorovych latek na bazi platiny a studiem jejich biologické
aktivity. Byly pfipraveny dijodo platnaté komplexy obecného vzorce cis-[Ptl2(Ln).], kde
Ln znamena O-substituované derivaty 9-deazahypoxanthinu, a to konkrétné 6-ethoxy-9-
deazapurin (L1), 6-isopropyloxy-9-deazapurin (L2), 6-tetrahydrofuran-2-ylmethyloxy-9-
deazapurin (L3), 6-benzyloxy-9-deazapurin (L4) a 6-fenethyloxy-9-deazapurin (L5), které
byly neddvno uvedeny jako ligandy vhodné k ptiprave biologicky aktivnich koordinac¢nich
sloucenin. PfedloZené slouceniny byly charakterizovany spektralnimi metody, testovany na
jejich in vitro cytotoxicitu (tabulka 3) proti panelu deseti lidskych rakovinnych bunéénych
linii (napf. karcinom plic, délozniho hrdla, vajecniku a prostaty). Byla vyhodnocena in

vitro cytotoxicita komplexu s cilem objasnit jejich potencial jako protirakovinnych ¢inidel.
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Pro srovnavaci ucely byla testovana i cytotoxicita cisplatiny. Bylo zjisténo, ze vSechny
ptipravené komplexy jsou ucinné v Sirokém spektru nddorovych bunécénych linii, kde ve

veétsing piipada vykazuji vySsi aktivitu nez samotna cisplatina [25].

Tabulka 3: In vitro cytotoxicita ptipravenych komplext 1-5 a cisplatiny vuci lidskym
bunéénym liniim karcinomu prsu (MCF7), osteosarkomu (HOS), karcinomu plic (A549),
délozniho ¢ipku (HeLa), maligniho melanomu (G-361), karcinomu prostaty (22Rv1, PC-

3), hepatocelularniho karcinomu (HepG2), karcinomu vajeéniku (A2780) a karcinomu

vajeéniku rezistentnimu vucéi cisplatine (A2780R) (pievzato z [25])

Complex IC5, (pM)
MCF7 HOS A549 Hela G-361 PC-3 22Rv1 HepG2 A2TEO A27B0R

1 121 = 0.2 159 = 1.0 240 = 24 7.9 = 1.3* 37 = 0.2+ 155 = 1.6 15.0 = L.0* 10.1 = 1.0 22 = 1.2+ 152 = 1.3
Z 27 = 0.9 67 * 0.1 11.6 = 09 4.0 = 0.4* 3.1 = 0.2* 83 =15 8.3 = 0.1* 42 = 0.5 0.8 = 0.2* 1.7 = 1.1*
3 150 = 3.3 17.2 = 0.9 17.6 = 06 142 + O.7* 4.2 = 02+ 219 = 21 146 = 1.1 151 = 2.2 1.8 = 0.5* 207 = 88
4 25 = 15 5.8 * 06 71 = 0.1 33 * 0.3* 27 = 0.6* 84 = 1.1 6.0 = 0.5* 37 £ 02 0.6 = 0.3* 0.7 * 0.5*
5 29 = 0.8 48 = 0.2 75 = 0.8 3.2 *+ 0.6* 1.9 = 0.9+ 51 = 1.1 53 = 0.7* 27 = 0.1 0.5 = 0.1* 0.7 * 0.6*
Cisplatin = 50 = 50 = 50 270 £ 5.3 75 = 0.1 = 50 182 = 0.8 = 50 100 = 1.6 210 = 21

Byla také studovana série platnatych dijodidovych komplexi obsahujicich 7-
azaindolové derivaty majici obecny vzorec cis-[Ptlo(naza)2]. U téchto komplext byla
studovana in vitro protinadorova aktivita vici deviti lidskym nadorovym bunécnym liniim.
Tykalo se to nadorovych bunéénych linii délozniho ¢ipku HeLa, vaje¢niku A2780, plic
A549, maligniho melanomu G361, adenokarcinomu prsu MCF7, prostaty 22Rvl,
osteosarkomu HOE, karcinomu tlustého stfeva Caco-2 a rezistentni vUCi cisplatiné

nadorové bunééné linie karcinomutl vaje¢niku A2780R (tabulka 4).

Tabulka 4: In vitro cytotoxicita pfipravenych komplext a cisplatiny viéi lidskym
buné&¢nym liniim osteosarkomu (HOS), maligniho melanomu (G-361), karcinomu prsu
(MCF7), karcinomu plic (A549), karcinomu déloZniho ¢ipku (HeLa), karcinomu prostaty
(22Rv1), karcinomu vaje¢niku (A2780) a karcinomu vajecniku rezistentnimu vuci
cisplatine (A2780R) (pfevzato z [25])

HOS G361 MCF7 A549 HeLa 22Rv1 A2780 A2780R Caco-2 Hep
1 0.8+£0.4*** 2.9+0.6%** 1.7£0.8%** 12.3+1.1 7.0£0.6* 4.6+1.2%%* 3.520.7*** 3.3+0.3 3.3+0.2 3.9
2 1.320.8%** 2.3+1.0%* 1.5+0.4%** 6.4+1.4 4.8+0.4* 4.8+2.4*** 3.7+0.4*** 3.3+0.5 3.1x0.2 5.9
3 2.241.2%%% 3.1£0.2%* 1.9£0.5%** 8.8+2.2 4.7+0.8% 4.241 2%%* 2.8+0.3*** 3.2+0.2 3.0£0.1 3.9
4 2.8+1.0%** 1.6+0.7%** 1.840.3*** 9.8+1.3 6.2+0.7% 4.5+1.6%** 2.3+1.1%** 2.6+0.8 3.3+0.1 11.8
5 0.5x0.2%** 3.2£0.2%** 1.5£0.5%** 4.7+0.3 3.8£0.3* 4.2£0.1%** 3.120.1*** 3.4£0.2 2.4x0.7 4.2
6 0.4+0.1%** 3.240.2%*% 1.0+£0.4%%* 4.3+0.9 3.8+0.2% 3.8+0.1%** 3.240.2%** 3.3+0.4 0.4+0.3 4.1
7 1.4£1.1%** 3.4£0.3%** 1.6£0.8*** 7.31.6 5.4x1.2% 5.120.8%** 3.420.2%** 3.520.5 3.6+0.2 3.8
8 0.7£0.2%** 1.7£1.3%* 2.1£1.0%** 3.5+0.2 3.80.1% 3.5£0.2%** 1.7£0.3%%* 1.0£0.4 0.4+0.2 9.5
Cisplatin 18.9+1.7 5.3+0.7 17.943.5 >50.0 30.4+11.0 26.9+3.5 28.1£0.9 >50.0 >90.0 >75.0
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Komplexy s derivaty 7-azaindolu vykazovaly vysoké in vitro cytotoxické tcinky
proti deviti lidskym nadorovym bunéénym liniim. Pro srovnavaci tcely byla pro vSechny
komplexy pouzita cisplatina, pouze u bunééné linie Caco-2 byla pouzita oxaliplatina.
Vsechny komplexy vykazovaly zna¢né vyssi aktivitu neZ obé srovnavaci 1é¢iva (cisplatina

a oxaliplatina) [26].
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3 EXPERIMENTALNIi CAST
3.1 Pouzité chemikalie a pFistroje
Chemikalie:

Pouzit¢é chemikaliec a rozpoustédla, jmenovité cis-diammin-dichloroplatnaty
komplex (cisplatina, cis-[Pt(NH3).Clz2]: >99,9%), kyselina chlorovodikova (HCI; 35%
vodny roztok, p.a.), methanol (CH3OH; >99,5%), hydroxid draselny (KOH; >99%),
diethylether (Et.O; >99%), jodid draselny (KI; >99%), 2-methylpyridin (a-pikolin, pic;
>98%), dusi¢nan stiibrny (AgNO3; >99%), chlorid draselny (KCI; >99%), ethanol (EtOH;
>96%), dimethylformamid-d; (DMF-d7; >99,5%), deuterovana voda (D20; >99,9%),
acetonitril (p.a.), acetonitril (pro HPLC) a voda (pro HPLC), byly zakoupeny od Sigma-
Aldrich, Litolab, Lach-Ner a Fischer Scientific.

Piistroje:

- elementarni analyza - elementarni analyzator Flash 2000 CHNS (Thermo Scientific)

- NMR spektroskopie - spektrometr JEOL JNM-ECAG600II pii teploté 300 K (kalibrace
spekter vuéi residualnimu —CHO signalu dimethylformamidu (8,03 ppm)

- HPLC/ESI-MS experimenty byly provedeny na pfistroji UHPLC-MS (Dionex/Thermo
Fisher Scientific) za pouziti chromatografické¢ kolony ReproSil-Pur Basic C18 (5 um
velikost ¢astic, 200 x 4,6 mm); detekéni vinova délka byla 254 nm; hmotnostni spektra za
pouziti ionizace elektrosprejem (ESI) byla zaznamenana v pozitivnim ionizacnim moédu
(ESI+) na ptistroji LCQ Fleet (Thermo Scientific)

- elektronova (UV-Vis) spektroskopie - elektronova absorpéni spektra byla zaznamenana
elektronovym spektrometrem Lambda 40 (Perkin-Elmer) v rozsahu vinovych délek 250—
1000 nm

3.2  Syntéza
Syntéza komplexu K[Pt(NHz)Cls]

Do varné banky bylo vlozeno 200 mg cisplatiny (cis-[Pt(NH3).Cl2], M = 300,04
g-mol?, n = 0,67 mmol) a ta byla rozpusténa v 9 ml roztoku H,O/HCI v poméru 2 : 1 (v/V).
Po 24 hodinach michani pti 110 °C roztok zménil barvu ze zluté na oranzovou. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byla odfiltrovana nezreagovana cisplatina, ktera se
vyloucila béhem ochlazeni. Nasledné¢ byl filtrat vloZen na rota¢ni vakuovou odparku, kde
byl odpafen do sucha. Po odpafeni ve varné baice zistala Cervena latka, ktera byla

rozpusténa v 10 ml methanolu a zfiltrovdna. Filtrat byl opét vlozen na rotacni vakuovou
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odparku a odpafen do sucha. Tento proces se opakoval tfikrat. Pfi poslednim precisténi
byla latka, NH4[Pt(NH3)Clz], opét rozpusténa v 5 ml methanolu pomoci ultrazvuku a
zchlazena na teplotu 0 °C. Za intenzivniho michani bylo do piipraveného roztoku ptidano
86 mg hydroxidu draselného KOH (M = 56,11 g'mol™?, n = 1,53 mmol). Intenzivnim
michanim se za dobu 10 minut vytvofila zluta srazenina, K[Pt(NH3)Clz], ktera byla
odfiltrovéna, promytd methanolem a diethyletherem. Poté byl produkt vysusen v exikatoru

za snizeného tlaku. Vytézek reakce byl 37 %.

H3N H3N H3N
/C| H,0 . \ /Cl MeOH . \ /CI
M + HO ———— T+ Pt + KOH — » K Pt
H.N \ 110 °C -~ 0°C ~
3 cl a” \
Cl 24 h Cl cl

Schéma 1: Schéma ptipravy komplexu K[Pt(NHz)Clz]

K[Pt(NH3)Cls]: Vypocteno pro HaNCIsKPt: H, 0,85; N, 3,92 %. Naméfeno: H,
0,78; N, 3,96 %.

Syntéza komplexu cis-[Pt(NHS3s)l2(pic)]

Piisobenim ultrazvuku bylo rozpusténo 50 mg K[Pt(NH3)Cls] (M = 357,57 g-mol?,
n = 0,14 mmol) v minimalnim objemu destilované vody (2 ml). Za stalého michani byl do
roztoku v molarnim poméru 1 : 3,1 pfidan jodid draselny (M = 166 g-mol?, n = 0,43
mmol, m = 72 mg). Tato reakce probihala pod alobalem (za tmy) po dobu 10 minut za
laboratorni teploty, kdy doSlo ke zméné barvy produktu ze Zluté na tmavé hnédou. Do
takto ptipraveného roztoku K[Pt(NHz)ls] se ptidalo 0,9 molarniho ekvivalentu a-pikolinu
(M = 93,16 g'mol?, n = 0,13 mmol, m = 12 mg, V = 13 pl). Za dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté a intenzivnim michani vznikla svétle hnéda srazenina komplexu cis-
[(Pt(NH3)l2(pic)], ktera byla odfiltrovana a promyta vodou. Nasledné byl produkt vysusen

Vv exikatoru za sniZzeného tlaku. VytéZek reakce byl 83 %.

AN H,0 HaN | A H,0 HaC /N
K P K —— |+ — N=
a” 25 °C N\ _ 25 °C HaN /
c 10 min I N CHs 30 min /Pt\
tma '

Schéma 2: Ptiprava komplexu cis-[Pt(NHz)l2(pic)]; pic = 2-methylpyridin
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cis-[Pt(NHs)l2(pic)]: Vypocteno: C, 12,89; H, 1,80; N, 5,01 %. Naméfeno: C,
12,87: H, 1,44: N, 5,43 %.

Syntéza komplexu cis-[Pt(NH3)Clz(pic)] (pikoplatina)

Syntéza komplexu cis-[Pt(NH3)Clzx(pic)] probihala v minimalnim objemu
methanolu, ve kterém bylo rozpusténo pomoci ultrazvuku 90 mg komplexu cis-
[Pt(NH3)l2(pic)] (M = 559,04 g-mol™, n = 0,16 mmol). Do roztoku byl p¥idan v molarnim
poméru 1 : 2 AgNO3 (M = 169,87 g-mol™, n = 0,32 mmol, m = 55 mg). Reakéni smés byla
michana ve tm¢ pod alobalem po dobu 24 hodin za laboratorni teploty. Vznikla srazenina
Agl byla odfiltrovéna. K filtratu byl pfiddn v molarnim poméru 1 : 3,5 KCI (M = 74,55
g'mol?, n = 0,56 mmol, m = 42 mg). Intenzivnim michanim po dobu 3 hodin za
laboratorni teploty vznikla svétle zlutd srazenina komplexu Ccis-[Pt(NH3)Clz(pic)]
(pikoplatina). Produkt byl odfiltrovan, promyt vodou, ethanolem a diethyletherem a

vysusen V exikatoru za snizeného tlaku. Vytézek reakce byl 38 %.

2+
HaC 2 MeOH/H,0 | h,c 7 N\ H—&@
N—=" + AdNO; N— 2NOg 4 KOl ——= N=—
3
Pt

HaN_ 7 25°C HaN
3 / N /
/Pt\l 24 h \Pt\ ~ -
I tma OH/2 H,0O CI/ cl

Schéma 3: Priprava komplexu o slozeni cis-[Pt(NH3)Cl2(pic)] (pikoplatina;
pic = 2-methylpyridin)

cis-[Pt(NH3)Clz(pic)]: Vypocteno: C, 19,16; H, 2,68; N, 7,45 %. Naméieno: C,
18,93; H, 2,42; N, 7,22 %.

Syntéza komplexu trans-[Pt(NHS3)l2(pic)]

Syntéza komplexu trans-[Pt(NHz)l2(pic)] probihala v objemu 600 pul
dimethylformamidu-d7, ve kterém bylo rozpusténo 0,67 mg komplexu cis-[Pt(NHz)I2(pic)]
(M = 559,04 g'mol?). Roztok byl v mikrozkumavce po dobu 24 hodin zahfivan

V termomixéru na teplotu 80 °C.
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Syntéza cis-[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]*

Komplex cis-[Pt(NHz)(H20)(OH)(pic)]" byl piipraven rozpusténim 0,67 mg
komplexu cis-[Pt(NH3)l2(pic)] (M = 559,04, n = 0,0012 mmol) ve smési 300 nl
dimethylformamidu-d; a 300 ul deuterované vody. Do roztoku byl pfidin v molarnim
poméru 1 : 2 AgNOs (M = 169,87 g-mol™, n = 0,0024 mmol, m = 0,41 mg.) Reakéni smés
byla michana ve tm¢ pod alobalem po dobu 24 hodin za laboratorni teploty (termomixér).
Vzniklé srazenina Agl byla odcentrifugovana.

Analogicky se pfipravil komplex pro HPLC experiment, ve kterém smecs

obsahovala 1,5 ml 50% ACN/50% H20 (v/v).

3.3 Studium roztokové stability pripravenych komplext
'H NMR studium roztokové stability

Navazky 0,67 mg komplexu cis-[(Pt(NH3)lz(pic)] (M = 559,04 g-mol™?) nebo 0,45
mg komplexu cis-[Pt(NH3)Clz(pic)] (M = 376,13 g-mol™?) pro ptipravu 600 ul roztokt o
koncentraci 2 mM, byly rozpustény v 300 ul DMF-d7 a nasledné bylo k témto roztokim
pomalu pfidano 300 pl D20O. Analogicky byly pfipraveny roztoky komplext Ccis-
[(Pt(NH3)l2(pic)] a cis-[Pt(NH3)Clz(pic)] v 600 pul DMF-d (bez ptidavku D20).

HNMR spektra byla zaznamenavana pii teploté 22 °C, a to ihned po p¥ipravé vyse
uvedenych roztokil a nasledn€ po 6, 24, 48, 72 a 96 hodinach temperovani pfi teploté 37
°C. Pro srovnavaci ucely byla zaznamenana také *H NMR spektra volného a-pikolinu a

komplexti trans-[Pt(NHz3)l2(pic)] a cis-[Pt(NH3z)(H20)(OH)(pic)]".

HPLC studie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie s reverzni fazi spojend s hmotnostni
spektrometrii (RP-HPLC/ESI+ MS) byla provedena pro vzorky piipravené z 0,67 mg
komplexu cis-[(Pt(NH3)I>(pic)] resp. 0,45 mg komplexu cis-[Pt(NHz)Clzx(pic)], které byly
rozpu$tény v 1,5 ml smési 50% ACN/50% H20 (v/v). Jako mobilni faze byla pouzita smés
0,1% mravenéanu amonného ve vodé (A) a ACN (B), a to s gradienty 10 % B (t = 0 min),
80 % B (t = 30 min), 80 % B (t = 40 min), 10 % B (t = 41 min) a 10 % B (t = 55 min) pfi 1
ml/min prutoku.

HPLC spektra byla zaznamenavana ihned po piipravé vySe uvedenych roztokd a
nasledné po 24, 48, 72 a 96 hodinach stani pii teploté¢ 37 °C. Pro srovnavaci ucely byl

stejny  experiment  proveden také pro  dehalogenovany = komplex  cis-
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[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]* a pro volny a-pikolin, které byly taktéZ rozpu$tény ve smési
50% ACN/50% H20 (V/v).

UV-VIS spektrometrie

Bylo rozpusténo 2,79 mg komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] (M = 559,04 g-mol?)
v 2,5 ml DMF. Vznikly roztok byl nasledné natedén 2,5 ml H2O, ¢imz bylo ziskano 5 ml 1
mM roztoku ve smési 50% DMF/50% H>O (v/v). Jako blank byla pouzita smés 50%
DMF/50% H20 (v/v).

UV-VIS spektra byla zaznamenavana ihned po piipravé roztoku a nasledné pak po
6, 24, 48, 72 a 96 hodinach stani pfi teploté 37 °C. Pro srovnavaci ucely bylo zaznamenéano
také spektrum komplexu cis-[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]* ve smési 50% DMF/50% H20
(VIV).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Podle vySe uvedenych syntéz byly piipraveny komplexy cis-[Pt(NH3)Clz(pic)]
(komplex znamy pod nazvem pikoplatina) a jeho jodo-analog o sloZeni Ccis-
[(Pt(NH3)l2(pic)]. Pikoplatina je jednim zmala klinicky studovanych platnatych
komplexi, ktery vykazuje mnohé farmakologické vyhody v porovnani s cisplatinou
pouzivanou jako protinadorové chemoterapeutikum v klinické praxi. Pikoplatina se svou
strukturou podoba cisplatiné — 1i$i se nahradou jedné molekuly amoniaku za a-pikolin
(obrazek 11). Jodo-analog pikoplatiny je intermediat ptipravy pikoplatiny, u které¢ho nikdy

protinddorova aktivita nebyla studovana.

Obrazek 11: Porovnani slozeni cisplatiny (vlevo) a pikoplatiny (vpravo)

Studium roztokové chemie platnatych komplexti je dilezité pro pochopeni
mechanismu G¢inku. Obecné plati, Ze po rozpusténi ve vodé se labilni chloridové ionty
cisplatiny pomalu nahrazuji molekulami vody. Tento proces probiha postupné. Nejdiive
vznika monoaqua komplex a dal$i hydrolyzou vznika diaqua komplex. O tom, zda je
komplex monoaqua nebo diaqua po hydrolyze rozhoduje zéavislost pH a koncentrace
chloridu. Hydrolyza je krokem omezujicim rychlost reakce cisplatiny a jinych 1é¢iv na bazi
platiny s DNA. Vzhledem Kk tomu, Ze voda je 1épe odstupujici skupina neZ chlorid a
hydroxid je dilezité urcit hodnoty pKa slouceniny, aby bylo objasnéno slozeni vzniklych
platnatych ¢astic pti fyziologickych hodnotach pH [19].

S ohledem na vysSe uvedenou dulezitost znalosti chovani a stability cytotoxicky
perspektivnich sloucenin, byly tyto vlastnosti u komplexu cis-[(Pt(NHzs)l>(pic)] (pro
srovnani byly analogické experimenty provedeny i pro pikoplatinu) studovany vybranymi
analytickymi technikami. 'H NMR spektroskopii byla nejprve studovéana roztokova
stabilita v DMF. V 'H NMR spektru ¢erstvé ptipraveného (t = 0 hod) roztoku komplexu
cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] byly pozorovany signaly vodikovych atomi C6-H (6 = 8,98 ppm,
dublet), C4-H (& = 7,92 ppm, multiplet), C3—H (6 = 7,57 ppm, dublet), C5-H (6 = 7,41
ppm, triplet), N10-Hs (6 = 4,36 ppm, Siroky singlet) a C7-Hs (6 = 3,17 ppm, singlet)
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(obrazek 12), vsouladu s predchozi praci, kde byla popsana syntéza a charakterizace
uvedeného dijodo komplexu [27].

V H NMR spektru komplexu cis-[(Pt(NHs)I2(pic)] rozpusténého v DMF-d7 byly
pozorovany zmény, které pravdépodobné souvisejici sizomeraci tohoto komplexu
(obrazek 12). Pro piiklad lze uvést novy signal C7—Hs vodikovych atomit methylové
skupiny a-pikolinu, ktery byl v ¢erstvém roztoku pro vychozi komplex detekovan pii 3,17
ppm (viz vySe), avSak postupné se ve spektrech objevoval signal s chemickym posunem
3,14 ppm, ktery lze ptifadit trans-izomeru. Navic byl po 96 hodinach stani komplexu cis-
[(Pt(NHz3)l2(pic)] v DMF-d7 detekovan i signal pii 2,48 ppm. Tento signal odpovida —CHz3

signalu uvolnéného a-pikolinu.

L]
. Oh
24 h
-] a 7 g 5 q4 3 2
48 h
L]
g 8 7 & 5 4 3 2
Chemicky posun {ppm]

Obriazek 12: 'H NMR spektra komplexu cis- ' 72h

[(Pt(NH3)I2(pic)] rozpusténého v DMF-d;
zaznamenana ihned po pfipravé vzorku (vlevo
nahore) a po 96 hod stani pii teploté¢ 37 °C
(vlevo dole) a detaily casti ziskanych spekter et
ukazujici  charakteristicky —CHs  signal . .
(singlet) methylové skupiny a-pikolinu (pic)

13 37 31 30 29 28 27 25 25
(vpravo);  modie -  komplex  cis- Chemickj posun (ppm)
[(Pt(NH3)l2(pic)]; Cervené - komplex trans-

[(Pt(NHz3)l2(pic)]; zelené - volny pic
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Komplex cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] tedy neni v pouzitém Cistém organickém
rozpoustédle stabilni a podléha pravdépodobné izomerizaci a Castecné téz rozkladu za
uvolnéni pic ligandu. V ptipad¢ pikoplatiny rozpusténé v organickém rozpoustédle DMF-
d7 nebyly v *H NMR spektru zaznamenéany zadné zmény (obrazek 13). To odpovida tomu,
ze pikoplatina je stabilni a nepodléha Vv pouzitém rozpoustédle zadné izomeraci ani

rozkladu.

] B 7 ] 5 4 3 2 ] B 7 [ 5 4 3
chemicky posun [ppm) chamicky pasun (ppm)

Obrazek 13: *H NMR spektra komplexu cis-[(Pt(NHs)Cl2(pic)] (pikoplatina)
rozpu$téného v DMF-d; zaznamenana ihned po piipravé vzorku (vlevo) a po 96 hod stani

pii teploté 37 °C (vpravo)

Studium chovani komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] (opét byla pro srovnani studovana
také pikoplatina) ve vodu obsahujicim rozpoustédle (50% DMF-d7/50% DO, v/v) H
NMR spektroskopii prokdzalo vyrazngj$si zmény, které souvisi s pfitomnosti vody
V pouzité smési rozpoustédel (obrazek 14). Tyto zmény Ize demonstrovat zménou polohy
signalu C7—Hz vodikovych atomu, ktery byl v puvodnim roztoku (t = 0 hod) detekovan pti
3,23 ppm (pro komplex cis-[(Pt(NH3)l2(pic)]), s postupem ¢asu byl navic detekovan signal
pii 2,58 ppm, ktery odpovida uvolnénému a-pikolinu. Dale byly zaznamenany signaly 3,25
ppm, 3,21 ppm a 3,19 ppm, které nejsou identifikovateln¢, ale 1ze predpokladat, ze nalezi
komplexu trans-[(Pt(NH3)l2(pic)] a hydrolyzovanym komplexiim obou izomernich forem.
Z vysledkd je také patrné, ze mnozstvi uvolnéného a-pikolinu je ve smési 50% DMF-
d7/50% D>O (v/v) vyrazngjsi v porovnani s vysledky diskutovanymi vySe pro roztok
komplexu cis-[(Pt(NHz)l2(pic)] v DMF-d (tedy bez ptidavku vody).
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Obriazek 14: 'H NMR spektra komplexu cis-[(Pt(NHs)lz(pic)] rozpusténého v DMF-
d7/D20 (1:1, v/v) zaznamenana ihned po ptipravé vzorku (vievo nahore) a po 96 hod stani
pti teploté 37 °C (vlevo dole) a detaily ¢asti ziskanych spekter ukazujici charakteristicky —

CHs signal (singlet) a-pikolinu (pic) (vpravo); modie - komplex cis-[(Pt(NHs)l>(pic)];

cervené - komplex trans-[(Pt(NH3)l>(pic)] a hydrolyzované formy obou izomeri; Zluté -

volny pic

V ptipadé pikoplatiny (obrazek 15) se v *H NMR spektru objevily po 24 hod stani
nov¢ signdly, jejichz intenzita postupné nartstala. Jelikoz poloha nové vzniklych signalt
neodpovida volnému a-pikolinu, 1ze pfedpokladat, ze uvedené zmény souvisi s hydrolyzou

tohoto komplexu [27].
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Obriazek 15: 'H NMR spektra komplexu cis-[(Pt(NH3z)Clz(pic)] (pikoplatiny)
rozpusténého v DMF-d7/D20 (1:1, v/v) zaznamenana ihned po ptipravé vzorku (vlevo
nahore) a po 96 hod stani pii teploté 37 °C (vlevo dole) a detaily ¢asti ziskanych spekter
ukazujici charakteristicky —CHz signal (singlet) a-pikolinu (pic) (vpravo)

Dalsi metodou pro studium stability byla vysokou¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC) s hmotnostni spektrometrii za pouziti ionizace elektrosprejem V pozitivnim
ioniza¢nim modu (ESI+). Chovani komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] (opét byla pro srovnani
studovana také pikoplatina) ve smési 50% ACN/50% H20 (v/v) bylo opét zaznamenano
Vv Case (obrazek 16). V Cerstveé pripraveném roztoku byl detekovan pik s nejvétsi intenzitou
s reten¢nim ¢asem 6,55 minut, ktery byl na zaklad¢ analyzy ESI+ hmotnostniho spektra
pfifazen plavodnimu komplexu, protoze byly detekovany ¢astice [Pt(NHas)I(pic)]*
(vyp./nal.: 432,0/431,8 m/z) a {[Pt(NH3)I(pic)]+OCHs+Na}" (vyp./nal.: 486,0/485,8 m/z).
V prubéhu analyzy byla zpozorovana zména v chromatogramu, kdy byl detekovan HPLC
pik s retenénim ¢asem 8,89 minut. Tato zména odpovida, v souladu s vysledky *H NMR
studie, uvolnéni samotného a-pikolinu z komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)]. Pro kontrolu bylo

provedeno méfeni Cistého a-pikolinu ve stejném roztoku, ktery byl detekovan v reten¢nim
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¢ase 8,90 min (v ESI+ hmotnostnim spektru jako ¢astice {(pic)+H}* (vyp./nal.: 94.1/94.2
m/z). Touto studii bylo opét dokazano, ze komplex cis-[(Pt(NHs)l2(pic)] ve vodé
obsahujicim rozpoustédle podléha nejen hydrolyze, ale také rozkladu za uvolnéni jednoho

z nosnych ligandi a-pikolinu.
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Obrazek 16: Vysledky HPLC analyzy komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] rozpusténého
v ACN/H20 (1:1, v/v) zaznamenané v ¢ase; pro porovnani je uveden také vysledek pro

volny a-pikolin ve stejné smési rozpoustédel
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V Cerstvé pripraveném roztoku komplexu cis-[(Pt(NHz3)Cla(pic)] ve smési 50%
ACN/50% H,0 (v/v) byly detekovany piky s reten¢nimi ¢asy 2,25 min a 3,90 min (obrazek
17). Po 96 hodinach stani pikoplatiny v roztoku byly detekovany piky s retenénimi casy
2,26 min a 3,87 min a nové piky s reten¢nimi ¢asy 5,23 min a 6,12 min. Tyto piky se
shodovaly se synteticky piipravenym komplexem cis-[Pt(NH3z)(H20)(OH)(pic)]*, které
byly detekovany s reten¢nimi ¢asy 2,26 min; 3,91 min, 5,23 min a 6,12 min. Touto studii
bylo dokazano, ze komplex cis-[(Pt(NH3)Clz(pic)] v rozpoustédle obsahujici vodu podléha
hydrolyze za vzniku komplexu komplex cis-[Pt(NH3z)(H20)(OH)(pic)]".
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Obrazek 17: Vysledky HPLC analyzy komplexu cis-[(Pt(NH3)Clz(pic)] rozpusténého
v ACN/H20 (1:1, v/v) zaznamenaného V Cerstvé piipraveném roztoku (nahoie) a po 96

hodinach stani (uprostied); pro porovnani je uveden také vysledek pro komplex
cis-[Pt(NHz)(H20)(OH)(pic)]* (dole)

Studium chovani komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] bylo provedeno také metodou
UV-VIS spektrometrie, ktera je znama a hojné pouzivana ke studium stability podobnych
sloucenin na bazi platiny v riznych typech rozpoustédel (viz také kapitola 2.5). Komplex
byl rozpustén v DMF/H20 (1:1, v/v). UV-VIS spektra byla zaznamenavana v ¢asech 0, 6,
24, 48, 72 a 96 hodin (obrazek 18). V ziskanych spektrech byla zpozorovana zména
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v oblasti vinovych délek 300400 nm. Touto zménou spektralnich vlastnosti komplexu cis-
[(Pt(NHz3)l2(pic)] jsme prokazali, ze dany komplex podléha v pouzité smési rozpoustédel
zménam svého slozeni. Pro kontrolu bylo zaznamenano spektrum komplexu cis-
[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]*. Porovnani tvaru obou kiivek poukazuje, opét v souladu s vyse
uvedenymi vysledky NMR a HPLC analyz, na odlisné slozeni komplexu cis-
[(Pt(NH3)I2(pic)] po 96 hodinach stani ve smési DMF/H2O (1:1, v/v) a komplexu cis-
[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]".

2.0 -
—20h
——=6h
1.54 24 h
——48h
§ ——72h
8 ——96 h
o 1.0 kontrola
w
Q
<
0.5+
0.0 -

T y T T T " T ' T ! !
300 350 400 450 500 550
Vinova délka (nm)
Obriazek 18: UV-VIS spektrum komplexu cis-[(Pt(NH3)l2(pic)] rozpusténého

v DMF/H20 (1:1, v/v) zaznamenaného v ¢ase; pro kontrolu vlozeno spektrum pro
komplex cis-[Pt(NH3)(H20)(OH)(pic)]*
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5 ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma protinadorové aktivnich komplexi na
bazi platiny, se zaméfenim predev§im na komplex cis-[Pt(NHs)l2(a-pikolin)] (pikoplatinu)
a na platnaté jodo komplexy. Z reSerSe vyplyvd, ze jodoplatnaté komplexy jsou
perspektivni skupinou novych cytotoxickych latek na bazi platiny, a také, ze jodo analog
klinicky studované pikoplatiny, tedy komplex o slozeni cis-[Pt(NHz3)l2(a-pikolin)],
doposud nebyl studovan pro svoji in vitro cytotoxicitu. Na zakladé vypracované reserSe
byly ptipraveny dva komplexy, a to pikoplatina a jeji jodo analog cis-[Pt(NH3)l>(a-
pikolin)]. Pfipravené komplexy byly charakterizovany elementarni analyzou, hmotnostni
spektrometrii @ NMR spektroskopii. Jako nutny krok studia novych biologicky
perspektivnich sloucenin byla u komplexu cis-[Pt(NHz)l2(a-pikolin)] studovana jeho
roztokova a hydrolyticka stabilita komplexu, k ¢emuz byly pouzity analytické metody ‘H
NMR spektroskopie, HPLC chromatografie a UV-Vis spektroskopie; pro srovnani byla do
studie pouzita také pikoplatina. Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze na rozdil od
pikoplatiny je komplex cis-[Pt(NHz)l2(a-pikolin)] nestabilni uz v ¢istém organickém
rozpoustédle (byl pouzit DMF). Dale komplex cis-[Pt(NHz3)l2(a-pikolin)] podléha (stejné
jako pikoplatina) ve smési DMF/voda hydrolyze, navic vSak u né& bylo pozorovano
uvolnéni nosného N-donorového ligandu a-pikolinu. Popsana nestabilita zamezuje pouZiti
komplexu cis-[Pt(NHz)l2(a-pikolin)] pro studium jeho biologickych vlastnosti, jako je

napf. in vitro cytotoxicita.
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