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1 UVOD

Rakovina je jednou z najzavaznejSich civiliza¢nych choréb. WHO (World Health
Organization) vo vydani World Cancer Report 2014 uvadza nové tidaje a prognozy zat’azenia
sveta rakovinou. Upozorniuje hlavne na problém vyskytu rakoviny, ktory sa zvysil z 12,7
milionov v roku 2008 na 14,1 miliébnov v roku 2012. Znepokojujice je, ze takyto trend
sa o¢akava aj nad’alej. Predpoklada sa, Ze pocet novych pripadov zaznamend narast o d’alSich
75 %, ¢o prinesie v priebehu nasledujicich dvoch desatroc¢i pocet pripadov vyskytu rakoviny

bliziaci sa k 25 miliénom [1].

Z chemoterapeutik pouzivanych k liecbe nadorovych ochoreni su najcastejSie
podavané lieCiva na baze komplexov platiny. Niet pochyb, Ze cisplatina a jej Kklinicky
vyuzivané analdgy su nezastupitelné pri celom rade onkologickych ochoreni. Vyvoj zahina
tiez komplexy dalSich kovov, ato predovSetkym paladia, ruthénia a iridia.
Ako najperspektivnejSie znich sa ukazuje ruthénium, i ked dnes su uz pripravené

aj zaujimavé komplexy iridia.

Aj tato prace mala ambiciu prispiet’ do mozaiky protinddorovych terapeutik. Cielom
bolo nasyntetizovat’ karboxyldto komplexy platiny v oxidanom stupni II, obsahujice
N-donorové ligandy zo skupiny derivatov 7-azaindolu a O-donorové ligandy vybrané
z biologocky relevantnych mono- alebo bidentatnych anionov karboxylovych kyselin. Dalsim
Ciastkovym cielom bolo na pripravenych komplexoch previest komplexna fyzikalno-
chemicka charakterizaciu vhodnymi experimentalnymi metddami (elementarna analyza,
NMR spektroskopia, hmotnostana spektrometria, infracervend spektroskopia), za Gcelom
stanovenia ich zlozenia a Cistoty. V neposlednom rade bolo cielom predlozenej prace
podrobit’ pripravené latky testom in vitro cytotoxicity na vybranych ludskych bunkovych
linidch karcindomu vajec¢nikov citlivych a rezistentnych na cisplatinu, na normalnych
bunkovych linidch l'udskych fibroblastov a na primarnych kultirach I'udskych hepatocytov.
Nasledne, v ramci pochopenia zékladnych aspektov mechanizmu U¢inku nasyntetizovanych
karboxylato komplexov, previest Stadium ich hydrolyzy a interakcie s vybranymi
biomolekulami prostrednictvom 'HNMR a ESI-MS experimentov a stanovit lipofilitu

pripravenych latok, ktord je dolezitd pre akumulaciu lieciva v nadorovej bunke.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Platina ako cytostaticky zaujimavé koordina¢né centrum

V ramci 10. skupiny PSP (VIII. B skupina, podskupina niklu) sa nachadza
neuslachtily kov nikel, zaradovany do triddy Zeleza, a uslachtilé platinové kovy paladium
aplatina. Atomy niklu majo v zékladnom stave elektronovii konfiguraciu [15Ar]4s*3d®,
paladia [36Kr]5s°4d™® aplatiny [5sXe]6s'4f*5d°. Vo svojich zluGeninach, vratane zladenin
koordina¢nych, nadobudaji oxidac¢né stavy od —I do VI, priCom charakteristickym oxida¢nym

stavom niklu je II a paladia a platiny Il a IV [2,3].

Na rozdiel od Ni(ll) komplexov, u ktorych su bezné komplexy V Stvorcovom aj
tetraedrickom usporiadani, Pt(I1) komplexy tvoria takmer vylu¢ne Stvorcové komplexy.
Tendencia Pd(I1) a Pt(Il) v porovnani s Ni(Il) k tvorbe $tvorcovych komplexov sa vysvetl'uje
rastacim Stiepenim orbitalov vplyvom krystalového pol'a v 10. skupine [4]. St naznaky, Ze vo
volnych oktaedrickych polohach stvorcovych Pt(ll) komplexov sa moézu tvorit’ d’alsie, i ked’
slabé vdzby. V roztokoch mozu byt tieto polohy obsadené¢ molekulami rozpustadla. Doklad
interakcie atomov ligandu s nevdzobnou elektronovou hustotou prameni z anomalnych
vézbovych a deformaénych frekvencii vizby N—H v komplexoch, ako st trans- a cis- izoméry
[Pt(NH3)2Cl,]. Tu bola postulovana interakcia typu vodikovej vazby medzi atdbmami vodika

a zaplnenymi orbitalmi dyy alebo dy, atému kovu [5,6].

Dvojmocna platina v komplexoch preferuje ako donorové atomy dusik (v alifatickych
aminoch a v NO,), halogény, kyanidovt skupinu a tazké donorové atomy, ako fosfor, arzén,
siru a selén. Pomerne malu afinitu ma ku kysliku a fluéru. Dévodom silnej vézby s atdmami
tazkych donorov je vo velkej miere tvorba m-vizieb kov-ligand prekryvom obsadenych
dm orbitalov (dyy, Oxz, dy;) kovu s prazdnymi dn orbitdlmi valencnych vrstiev tazkych kovov
[5,7]. Je znamy velky pocet rdoznorodych koordina¢nych zlucenin platiny. Vel'mi dobre st
preskimané komplexy, ktoré obsahuju ako ligand molekuly amoniaku, pricom osobitna
pozornost sa venovala izomérii tychto komplexov. Stvorcové, pripadne oktaedrické
usporiadanie ligandov v komplexoch platiny v oxida¢nom stupni II, pripadne IV a kineticka
inertnost’ tychto komplexov, najmé pri Pt(ll), dovolili pripravit' vel'ky pocet réznorodych

priestorovych izomérov [8,9].



Je vSeobecnym pravidlom, Ze paladnaté komplexy st menej stdle, termodynamicky
aj kineticky, ako ich platnaté analogy [5]. To moze byt klI'iCové pre vysvetlenie, preco je
platina vhodnejsia ako koordina¢né centrum pre tvorbu cytostatik. Hydrolyza v komplexoch
paladia je prili§ rychla, 10°-krét rychlejsia ako u zodpovedajucich analogov platiny. Lahko
disociuju v roztokoch, ¢o vedie k vel'mi reaktivnym c¢asticiam, ktoré nie su schopné dosiahnut’

svoj farmakologicky ciel’ [10].

2.2 Cisplatina

Latka s nazvom cis-diammin-dichloroplatnaty komplex (cis-[Pt(NH3),Cl,], cis-DDP,
CDDP), ktora je v dne$nej dobe znama Sirokej odbornej verejnosti, ato nie len v oblasti
mediciny, bola zndma uz v polovici 19. storocia. Prvé zmienky o jej nasyntetizovani
sa objavili vroku 1845, ato pod nazvom Peyronov chlorid [11,12]. Ide o komplexnu
zlG¢eninu s heterogénnou koordinac¢nou sférou. Komplex je tvoreny dvojicou chloro ligandov
(tzv. odstupujuce skupiny) advojicou ammin ligandov (tzv. orientujice/nosné skupiny)

SO Stvorcovou geometriou a cis-izomériou (vid’. Obrazok 1). Chromoforom je {PtN,Cl,}.

CI ,',"1 o N H 3 -
pe e 'Y
Cl NH ’

Obrazok. 1 Cisplatina (prevzaté z [13,14])

Ako mnoho prevratnych vedeckych zisteni, aj Uc€inok cisplatiny bol objaveny
zvlastnym sledom udalosti. Jej antiprolifera¢nu aktivitu objavil v roku 1965 biofyzik Barnett
Rosenberg z Michigan State University, USA [11,12,15]. Rosenberg sa venoval
experimentom, pri ktorych Studoval ucinok elektrického pola na rast buniek baktérie
Escherichia coli. Mal hypotézu, ze pocas bunkového delenia je mozné orientaciu deliaceho
vretienka ovplyvnit' lokalnym elektrickym pol'om. Miesto ocakavaného zastavenia rastu,
pozoroval filamentézny rast buniek bez bunkového delenia. Dovodom zastavenia bunkového

delenia nebolo elektrické pole ako také, ale produkt elektrolyzy, ktora prebiehala na
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platinovych elektrodach ponorenych do elektrolytu obsahujuceho salmiak (NH4CI).
Po prevedeni d’al§ich testov sa ukéazalo, ze aktivnou cCasticou je uz spominana komplexna
zltCenina platiny, ato cis-[Pt(NH3).Cl,]. Tato latka inhibovala bunkové delenic aj bez
pritomnosti elektrického pol'a. Po biologickych experimentoch prevadzanych na mySacom
sarkome 180, bola v roku 1968 preukazala vyrazna regresia nadoru. Tato skutoc¢nost’ urychlila
postup cisplatiny k testovaniu in vivo, auz vroku 1971 bolo zahajené lieCenie prvych
pacientov. Schvalena bola v roku 1978 organizaciou FAD (Food and Drug Administration),

¢o pre cisplatinu znamenalo vstup na svetovy trh z protinadorovymi lie¢ivami [11,15,16].

Rokmi experimentov sa vyc€lenili skupiny nadorov, na ktoré cisplatina zaberd a na
ktoré, naopak, ucinok nema. Medzi nddorové ochorenia, ktoré st vhodné na lieenie
cisplatinou patri jednoznacne rakovina semennikov. Pri tomto type karcindmu sa preukdzala
viac ako 90 % ucinnost’ pouzitej lieCby a takmer 100 % ucinnost’ za predpokladu v¢asného
diagnostikovania [16,17]. Taktiez je velmi vhodna pre pacientov trpiacich rakovinou
vaje¢nikov, mocového mechura, malobunkovych nadorov plic a na melanomy, lymfomy
a myelomy [17]. Nanestastie ani tato skupina ochoreni nie je lie¢ena bez vyskytujucich sa
problémov. Aj tu je totiZz zndmy pojem rezistencia (obrana bunky pred cytotoxickymi

ucinkami chemoterapeutik), ktory vyrazne ovplyviiuje lieCebnu kuaru (vid'. kapitola 2.4.2).

Dal$ou neprijemnostou spojenou s terapiou na baze cisplatiny su velmi vazne
vedlajSie u€inky. Prvym znepokojujucim vedl'ajs§im efektom bolo toxické pdsobenie lieCiva
na obli¢ky, tzv. nefrotoxicita, ktord takmer zabranila prijatiu cisplatiny medzi cytostatika.
Tento problém z Casti prekonal onkoldg Dr. Esteban Cvitkovic zo Sloan-Kettering Memorial
Hospital, USA, ktory podaval pacientom liek intraven6zne spolu s vel’kym mnozstvom vody
a diuretikom. Prehydratacia rychlejSie odstranila tazky kov z obli¢iek, ¢im sa zmiernila
vysoka toxicita a davka podavaného lieciva sa mohla zvysit' az trojndsobne. Z tohto dovodu
sa hydratacna terapia stala sucastou podavania cisplatiny [12,15,16,18,19]. Okrem
nefrotoxicity trapi pacientov aj neuropatia, ototoxicita, myelosupresia, nevolnosti,
emetogénne ucinky, alergické reakcie a d’alSie neziaduce ucinky obmedzujuce klinické
pouzitie cisplatiny [18,20,21]. Neselektivnost’ terapie, jej toxicita a Castd rezistencia viedli
K tomu, Ze sa zacali syntetizovat analogy cisplatiny, ktora je aj napriek vyssie uvedenym
komplikdcidm, stale najCastejSim lieckom prvej volby pri spominanych néadorovych

ochoreniach [17,18,21].
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Prvé vSeobecné pravidla, ktoré platili pri syntéze analogov cisplatiny, boli neutralita
zlt¢enin, ¢im sa zabezpecil jeho l'ahsi vstup do bunky, d’alej bifunk¢énost” alebo potencialna
bifunk¢nost’ molekuly po strate dvoch monodentatnych ligandov v cis-polohe alebo slabého
chelatu, ako bidentatneho ligandu [11,16,21,22]. Obe pravidla maji dnes uzZ mnoho vynimiek.
Prikladom je vyvratenie presvedcenia, ktoré sa objavilo po preukazani biologickej inaktivity
transplatiny. Verilo sa, ze ammnin ligandy so Stvorcovou geometriou musia byt, pre
zachovanie biologickej aktivity latky, v cis-polohe. Hoci je zrejmé, ze transplatina aktivna nie

je, neplati to o jej anologoch vseobecne [21-23].

Od uvedenia cisplatiny do klinickej praxe boli pripravené tisicky latok, ktoré viac ¢i
menej prekonavali jej biologicku aktivitu [17,24]. Drviva vacsina platinovych zlucenin bola
stiahnutd kvoli nizkej ucinnosti, vysokej toxicite alebo nizkej rozpustnosti vo vode. Iba par
desiatok nasyntetizovanych latok vykazovalo adekvétne farmakologické vyhody oproti
cisplatine a dosiahlo klinické $tadie. Zial' aj v tejto Gasti testovania bola viG§ina latok
neuspesna (vid’. kapitola 2.5.6) [16,20,22,24]. V stGcasnosti je na trhu pét’ analogov cisplatiny,
ato karboplatina, oxaliplatina (registrované celosvetovo), nedaplatina (registrovana
v Japonsku), heptaplatina (registrovana v Juznej Koérei) a lobaplatina (registrovana v Cine)

(vid. kapitola 2.5) [20,21].

Na vzdory vSeobecnej platnosti tvrdenia o Skodlivosti tazkych kovov na ludsky
organizmus, bol objav cisplatiny ako lie¢iva, startér pre novy nahl'ad na ich vyuzitie. Zrodila
sa tak syntetickd éra, ktord poskytla mnoho novych zlicenin s variabilnym terapeutickym

spektrom [15,17,21,24].

2.3 Mechanizmus u¢inku cisplatiny

Cisplatina je do tela pacienta podavand intravendézne. Ked'Zze je v extracelularnom
prostredi vysSia koncentrdcia chloridovych idonov (~ 100 mM), nez aka je koncentricia
pripadajiica na podavané lie¢ivo, molekula je stabilna. Nedochadza k strate ani k nahrade

chloro ligandov a lie¢ivo sa dostava k bunke v nezmenenej tzv. inaktivnej podobe [12,21].

Dalsim krokom je vstup cisplatiny do intracelularneho priestoru. Dlho sa
predpokladalo, Ze jedinou moznostou vstupu je pasivna difuzia molekuly, po smere
elektrochemického gradientu chloridovych i6nov (~ 4 mM). Dnes sa vSak povazuje aktivny

transport za d’al§iu moznu cestu vstupu do bunky. Konkrétne ide o transport cez aktivne
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prenaSace pre med Ctrl, z rodiny Ctr, uloZzené v plazmatickej membrane [17,24,25]. Avsak
pri Stadiach interakcii lie¢ivo-Ctrl na modelovych peptidoch sa ukazalo, Ze cisplatina a jej
analogy sa viazu na oblast’ transportného systému bohati na methionin. Tato interakcia
zapriCini, Ze centralny atom strati vSetky ligandy a Struktura komplexnej zlaceniny nie je viac
obnovena. Preto je tento sposob transportu diskutabilny a vyskum v tejto oblasti stale aktivny
[12,20,22].

Ked sa cisplatina dostane do vnutra bunky, nastdva jej aktivacia hydrolyzov. lde
0 substitaciu chloro ligandov za molekuly vody, ktora je umoznena zrovnate'nou alebo
menSou koncentraciou anionov chloru v bunke, v porovnani s koncentraciou podavaného
lieCiva. Prave hydrolyza je krok obmedzujuci rychlost vdazby na DNA (ty», ~ 2 h) [26].
Vznikaju tak mono a/alebo diaqua Pt(Il) komplexy, ktoré si povazované za reaktivnu formu

cisplatinového lieciva (vid’. Obrazok 2) [12,15,16].

2.3.1 Tvorba DNA aduktov

Molekula DNA, ako nositel’ka genetickej informacie, predstavuje Struktarny a funkény
zaklad kazdej jadrovej bunky v 'udskom tele. Na jej replikdacii a transkripcii zavisi cely rad
biochemickych metabolickych drah, ktorych funkcnost a presnost’ zabezpeCuje nie len
homeostazu bunky, ale i jedinca samotného. Ked'ze z definicie nadorovej bunky vyplyva, Ze
Kk jej vzniku je potrebnd akumulacia mutacii onkogénov a nadorovych supresorov v DNA
somatickej alebo kmenovej bunky, je evidentné, ze aj pre transformovanu bunku je DNA
zakladom. To je dovodom, preco je vhodné cielit kancerostatické €inidla prave na tuto

molekulu [18,19,21,22].

Vlastnostou cisplatiny ajej analogov je schopnost interakcie s uréitymi
nukleotidovymi bazami DNA a vytvaranie tzv. aduktov. Adukty st schopné interferovat
S procesmi nevyhnutne spojenymi s touto molekulou, atak narusit’ normalne fungovanie
bunky. Tento stav pretrvava az do doby, ked’ zvysSena genetickd nestabilita privedie bunku do
apoptozy [11,16,17,18]. Molekula DNA je v mieste vel’kého Zliabku atakovana aktivovanymi
Casticami lieCiva [15]. Experimenty ukazali, Ze vdzba cisplatiny na DNA je riadena skor
kineticky, nez termodynamicky. V relativne rychlom reakénom kroku (ti2 ~ 0,1 h) dochadza

K naviazaniu hydratovanej cisplatiny na N7 atomy purinovych baz a K vytlaceniu

13



koordinovanych molekul vody [26,27]. Tymto mechanizmom vznikajii na DNA adukty (vid'.
Obrazok 2).

= ]

VENUS BLOOD

H,N—Pt—Cl
H,n Cisplatin

Passive
diffusion

Cell membrane

CYTOPLASM

r[-l,o oW (’)H i
HN—Fi—H,0 " HN—Ft—H,0
HN H,N

Activated forms L of cisplatin )

[
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Obrazok 2 Aktivacia cisplatiny v bunke (prevzaté z [29])

Medzi najcastejsie cisplatina-DNA adukty patria tie, ktorych lokalizacia je v ramci
jedného retazci DNA. Zahtfiajii purinové bazy nachadzajuce sa vedla seba. Ide o 1,2-d(GpG)
a 1,2-d(ApG) mostiky, pricom u 1,2-d(ApG) mostiku dochaddza vzdy najskor k véizbe
na adenin. Tieto typy aduktov sposobuju lokalny ohyb helixu o 32°-34° a odvijaju ho 0 13°
[26]. Predstavuju 80—90 % z celkovej kvantifikacie vzniknutych aduktov, a to konkrétne 60—
65 % pre mostiky vytvorené na susediacich guaninoch a 20-25 % pre interakciu s adeninom
a guaninom. To je ddovod, preCo prave oni hraji najvyznamnejSiu ulohu pri zastaveni
bunkovej replikacie a transkripcie [12,15,18,21,24,28]. Dalsiu skupinu aduktov predstavuju
1,3-d(GpXpG) vnutroretazcové mostiky (X = A, C alebo T), ktoré ohybaji DNA o ~ 35°
a odvijaji ju o 23°, monofunkéné adukty na guanine a protein-DNA mostiky na guanine.

Velmi zaujimavym je zriedkavy a tazko opravitelny mostik prepédjajici dva retazce DNA.
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Tato prie¢na vézba je sprostredkovand dvoma guaninovymi bazami a dokaze sposobit’ ohyb
az o ~ 45°-55° a odvinutie o ~ 79° [26]. U vsetkych troch typov je 2% pravdepodobnost’
vyskytu, a preto sa ich uloha, pri zastaveni transformovanych buniek, povazuje za minoritna

(vid. Obrazok 3) [30].

Intrastrand 1.2-d(GpA)

crosslink 0-25% Interstrand d(GpG)

crosslink

Intrastrand 1,3 (GpXpG)

crosslink Intrastrand 1,2-d(GpG)

crosslink
60-65%

Obrazok 3 Adukty cisplatiny: jednoretazcové bifunkéné adukty (1,2-d(ApG), 1,2-d(GpG) a
1,3-d(GpXpG)) a medziretazcovy mostik (d(GpG)) (prevzaté z [31])

Mnoho biomakromolekul je schopnych rozpoznavat poskodenia na DNA. Afinita
tychto proteinov k DNA modifikovanej cisplatinov, méze bud’ prispievat’ k terapeutickym
ucinkom lie¢iva alebo naopak pdsobit na cisplatinové 1ézie kontraproduktivne [30,32].
V prvom pripade ide o stabilizaciu cisplatina-DNA aduktov, ¢o privadza transformovant
bunku do neprijemne;j situdcie (vid. kapitola 2.3.3). V pripade druhom, ide 0 makromolekuly
opravnych mechanizmov, ktoré prispievaji k bunkovej rezistencii, ¢o je pre liecbu nechceny
scenar (vid’. kapitola 2.4.2.4) [33].
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Preto ak uvazujeme o mechanizme, ktorym na nddorovii bunku posobi cisplatinové
lie¢ivo, nie je mozné skoncit' s ivahou pri naviazani sa aduktov na urcité pozicie v DNA.
Pocetné Studie ukéazali, ze rozhodujticu ulohu pri protinddorovom pdsobeni cisplatiny zohrava
typ proteinov, ktory je v bunke zastipeny v hojnom pocte. Ide o nehistonové chromozomalne

HMG (high mobility group) proteiny. Ich funkciu postulujeme v nasledujuce;j kapitole [34].

2.3.2 HMG proteiny

Interakcie proteinov s DNA zohravaji vel'mi vyznamnu ulohu pri regulacii rozlicnych
bunkovych procesov, ako je replikacia, transkripcia, rekombinacia ioprava DNA. Hoci
véc¢Sina §tadii venovanych chromatinu sa zameriava na interakcie DNA s histonmi, nedavno
sa pozornost’ zacala venovat’ @ proteinom nehistonovej povahy, ato zaslizene [35]. HMG
proteiny predstavujii najvacSiu a najrozsiahlejSie charakterizovanu skupinu nehistonovych
chromozomalnych proteinov. Mozu sa viazat’ na Specifické struktary v DNA i v chromatine,
s malou alebo Ziadnou S$pecifitou pre cielova sekvenciu DNA [34,36]. Ich pritomnost’ je
povazovana za rozhodujucu a korelujucu s citlivostou nadorov na cisplatinu [37]. Najvacsia
pozornost’ bola venovana $tadiu proteinov HMGB1 a HMGB?2 a ich rozpoznavaniu lokalit na
DNA, modifikovanych cisplatinou. Konkrétne ide o selektivne rozpoznavanie 1,2-d(GpG)
a1,2-d(ApG) vnutroretazcovych mostikov [12,37]. V principe dojde naviazanim
cisplatinového lieCiva k $truktirnym zmenam. Nastane ohyb osi DNA arozvinutie
dvojzavitnice v dosledku toho, ze vzdialenost’” dvoch chloro ligandov koordinovanych na

platine je mensia ako vzdialenost’ dvoch guaninov na ret'azci DNA [12,34,38].

Afinita HMG proteinov k vzniknutym Struktirnym distorziam je o niekol’ko radov
vécsia, ako ich afinita k prirodzenym vadzobnym miestam na DNA. To vedie k vytitrovaniu
HMG proteinov a K ich absencii na prirodzenych viazbovych miestach. Dochadza k poruseniu
regulacie génovej expresie a K bunkovej smrti. Taktiez je porusend moznost opravy DNA,
pretoZe naviazané HMG proteiny sliiZia ako bariéra pre enzymy opravného mechanizmu [39—
42]. Z tejto skutoCnosti mdézeme vyvodit zaver, ze prave HMG proteiny predstavuja

vyznamny mechanizmus pdsobenia cisplatinovej terapie [43,44].
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2.4 Odpoved bunky na lieivo

S nazvom tejto kapitoly je neoddelitelne spojeny proces programovanej bunkovej
smrti a rezistencie bunky na terapeutikum. Ide o antagonistické reakcie organizmu a je nutné
ich poznat pre pochopenie mechanizmu ucinku lieku atiez pre vyvoj novych generécii

cytostatik.

2.4.1 Apoptéza

Apoptoza je geneticky regulovany mechanizmus, zahrnujuci sled biochemickych
procesov, charakterizovany unikatnymi morfologickymi rysmi. Je sprevadzana degradaciou
cytoskeletu a naslednou zmenou tvaru cytoplazmatickej membrany, zmrStenim bunky, stratou
kontaktu bunka-bunka, fragmentaciou jadra ichromatinu vo vnutri arozpoznavanim

fagocytujucimi bunkami [45—48].

Znacné dokazy naznacuju, ze cisplatina je schopna zabijat’” bunky prave indukciou
apoptozy [46,49]. Jej adukty vytvarané na DNA blokuja replikaciu i transkripciu, ¢o neostava
bez povSimnutia. Takéto poskodenie je rozpoznavané viac ako dvadsiatimi rdéznymi
proteinmi, medzi ktoré radime hMSH2 komplex opravy chybného parovania (mismatch
repair, MMR), nehistonové chromozomalne HMG proteiny skupiny 1 a2 a transkripény
faktor viazuci sa na TATA box (TATA-binding protein, TBP). Ulohou tychto proteinov je
odovzdat’ informaciu 0 poSkodeniach molekuly DNA signalizacnej kaskade, zahriiujicej
protein p53, MAP-kinazu (mitogen-activated protein kinase) a protein p73, ktory nakoniec
indukuje apoptozu [28,37,50]. Je zname, Ze transkripéna aktivacia a stabilita nadorového
supresora p53 je regulovana dvomi kinazami, ato ATM (ataxia telangiectasia-mutated
protein) a ATR (ATM- and Rad3-related protein). Cisplatina-DNA adukty preferencne
aktivuja ATR-kindzu, ktora fosforiluje p53 na serine-15, ¢im ho aktivuje. Z MAP-kindzovych
signalov, ktoré sa podiel’aji na toxickych ucinkoch indukovanych cisplatinou, sa zda byt
ERK (extracellular signal-related kinase) najddlezitejSia, pretoze ako aktivovana taktiez
fosforiluje p53 na serine-15. NavysSe vysledkom aktivacie JNK/p38 (c-Jun N-terminal
kinase/p38 kinase) je fosforilacia transkripénych faktorov c-Jun a aktivacia transkripéného
faktora ATF-2, ktory sa modze viazat na AP-1 vdzobné miesta promotorov viacerych
cielovych génov. Tato kaskada nakoniec indukuje apoptdzu cez expresiu proapoptického

FasL génu [28,31,37,51]. Aj ked sa draha proteinu p53 povazuje za kIicovu pri ur¢ovani
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efektivnosti proapoptickej signalizacie [31,52,53], tiloha samotného proteinu zostava zatial
nejasna, pricom sa zdd byt zavisld od typu novotvaru. ZvysSend expresia pS3 po expozicii
cisplatinou méze aktivovat’ mechanizmy vedace k apoptdze alebo nastartovat’ procesy opravy

DNA a bunkového prezitia [37,54,55].
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Obrazok 4 Apoptické signalne drahy (prevzaté z [28])

p73 je jadrovy protein pribuzny proteinu p53 a obidva sa ako proapoptické proteiny
akumuluji v bunkach lie¢enych cisplatinou. Akumulécia proteinu p73 zavisi na proteinoch
MLH1 a MMR, pretoze ak su tieto Vv bunkach deficitné, K akumulacii nedochadza.
Cisplatinou indukovana aktivacia proteinu MMR zéavislého na drahe p73 sa 1iSi od jeho
aktivacie proteinom p53 vtom, Ze aktivacia proteinom p73 nezahfia ATR fosforilaciu.
Spojenim medzi proteinom rozpozndvajucim poSkodenia DNA a aktivaciou p73 modze byt
onkogénna tyrozin-kinaza c-Abl. Aktivacia c-Abl je regulovana prostrednictvom MMR,

pretoze bunky deficitné na MLHI1 nie su schopné aktivovat c-Abl v priebehu liecby
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cisplatinou. Navyse, cytotoxicita cisplatiny je redukovana v bunkach deficitnych na c-Abl
[28,56,57]. Dalsi pravdepodobny sled udalosti v oboch drahach, drahy p73 a p53, vyvolany
cisplatinou je taky, Ze cytochrom ¢ prechadza mitochondrialnou membranou prostrednictvom
indukcie Bax a Bak, ¢o vyusti do apoptozy, a to aktivaciou kaspazy 9 (vid. Obrazok 4)
[28,58].

2.4.2 Rezistencia

Na zaciatku cisplatinovej terapie karcinomu vaje¢nikov na liecbu odpoveda viac ako
70 % pacientok. Avsak oddialenie ochorenia je kratkodobé, pretoze miera preZitia po piatich
rokoch je iba 25 %. Podobne vyskyt relapsu u malobunkového karcindmu plic po lieCbe
cisplatinou je hrozivych 95 %. Nadory hlavy a krku, pre ktoré je cisplatina lickom prvej
vol'by, odpovedaju na liecbu iba v 20-30 % pripadov [59,60]. Z vyssie uvedenych udajov
jednoznacne vyplyva, Ze rezistencia je pri terapii na baze cisplatiny vaznym problémom a je
nutné venovat’ jej zvySenu pozornost. MoézZze sa jednat’ o rezistenciu, ktord sa vytvori
Vv priebehu lie¢by (ziskana rezistencia) po tom, ¢o davky poddvané pacientom pdsobia na
nadory subletdlne a tumory st schopné odporovat’ posobeniu d’alej liecby (typické pre vyssie
spominany karcindm vaje¢nikov). Alebo sa mdze jednat’ o rezistenciu nadorom prirodzenu
(vrodena rezistencia), ktora ma za nasledok, Ze rakovina hrubého ¢reva, prostaty, plic alebo

prsnikov na cisplatinovi chemoterapiu nereaguje [15,17,18].
Na vzniku rezistencie sa podiel’aji predovsetkym nasledovné mechanizmy [17,37,61]:

e zniZenie influxu lieciva do bunky,
e zvysenie efluxu lie¢iva z bunky,
e degradacia a deaktivacia lie¢iva prostrednictvom intracelularnych thiolov,

e zlepSenie opravy a/alebo tolerancia aduktov cisplatina-DNA.

2.4.2.1 Znizeny influx

Jednym z hlavnych mechanizmov rezistencie je zniZenie efektivnej koncentracie
lie¢iva v bunke. V bunkovych liniach rezistentnych na cisplatinu bolo pozorované znizenie

koncentrécie cisplatiny o 2070 %. Redukcia koncentracie moze byt sposobend bud’ zniZzenim
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influxu alebo zvysenim efluxu lie¢iva [59]. Uz dlho sa predpoklada, Ze cisplatina sa do bunky
dostava pasivnou diftziou. Jej vstup nie je saturovany davkou ani inhibovany Struktrnymi
analogmi, ale meni sa vplyvom metabolickych inhibitorov, ktoré nemaji vplyv na eflux
[59,62]. Sucasné stadie sa rozchadzaji v hodnoteni vyznamu pasivneho transportu cisplatiny
do bunky. Niektoré uvadzaju, ze fluidita bunkovej membrany, ktorda vyrazne ovplyviiuje
pasivnu difuziu, nekoreluje so vstupom cisplatiny do bunky. Iné prace vsak ukazuju, ze
rezistentné nadorové linie so znizenym influxom maju rigidni cytoplazmatickit membranu
s vysokym obsahom sfingomyelinu a cholesterolu [62,63]. Je tieZ zaujimavé, ze mala
molekula ouabainu, ktora inhibuje membramova sodno/draselna ATP-azovu pumpu, blokuje
import cisplatiny. To mo6ze ukazovat’ na suvislost medzi influxom liecivd a membranovym
potencialom [59,61]. Zda sa, Ze so vstupom cisplatiny do bunky st spojené i transportéry pre
med” Ctrl (vid. Obrazok 5). Expozicia cisplatinou zabraniuje medi v transporte
prostrednictvom tohto vysokoafinitného transportéra (kompetitivna inhibicia) a tiez rapidne
znizuje jeho expresiu. Bunky, ktoré su deficitné na Ctrl, su rezistentné voci cisplatine.
Napriklad rezistentné linie malobunkového karcindmu pluc exprimuju menej ako polovicu

proteinu Ctrl v porovnani s ich citlivym naprotivkom (vid’. Obrazok 5) [37,59,62,64].

Rozsah, v akom znizeny influx prispieva k rezistencii na cisplatinu, zostava zatial

Vv klinickej praxi nejasny [62].

2.4.2.2 ZvySeny eflux

Rezistencia mdze byt taktiez spojend so zvySenim efluxu z bunky do medzibunkového

priestoru alebo z jadra do cytoplazmy.

Med’ nielenze superi s cisplatinou o influx do bunky, ale zaroven znizuje eflux
cisplatiny a moze tak zvysit' jej akumulaciu a cytotoxicitu. Zaexport medi z bunky sa
zodpovedné adenozintrifosfaty typu P, ato konkrétne ATP7A a ATP7B, ktoré prepravuju
med’ medzi Golgiho aparatom a cytoplazmatickou membranou. ATP7A je schopny zabalit’ do
vezikul nie len cisplatinu, ale aj karboplatinu a oxaliplatinu [37,59,62,64,65]. Pacientky
s rakovinou vaje¢nikov, ktorych karcinomy exprimuju vo zvySenej miere ATP7B, maju
signifikantne horsiu prognoézu, ako pacientky s nadormi exprimujicimi ATP7B v nizkej miere
[59,66]. Nadexpresia ATP7B je taktiez spojend so zlymi vysledkami pacientov liecenych

cisplatinou pri rakovine pazeraka a spinocelularnych karcindmov hlavy a krku [62].
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V rezistencii na cisplatinu zohrava dolezita ulohu aj ATP zavisla pumpa MRP2 (multidrug-

resistance-associated-protein-2) [29,59].

Pouzitie rezistentnych a na cisplatinu citlivych bunkovych linii ukazalo, Ze expresia
MRP2 sa zvysila v rezistentnych linidch. AvSak d’alSie Stadie na bunkovych liniach
karcinomu pecene dospeli k rozporuplnym vysledkom. Expresia MRP2 sa V rezistentnych
bunkovych linidch znizila. Z toho mozno usudzovat, Ze u niektorych typov tkaniv, moze
expresia MRP2 zohravat vyznamna ulohu pri rezistencii na cisplatinu. Nejde vsSak

0 vSeobecny mechanizmus, ktorym k cisplatinovej rezistencii dochadza [59,67].
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Obrazok 5 Influx a eflux cisplatiny a jej inaktivacia intracelularnymi thiolmi
(prevzaté z [15])

Je zrejme, Ze niektoré transportéry mozu byt zavislé na type bunky a kazdy bunkovy
typ moze mat’ viac transportérov. Tymto sa situdcia s prepravou lieciva d’alej komplikuje.
Opit, ako v pripade influxu plati, ze klinicky vyznam kazdého z mechanizmov efluxu ostava
neisty [59,62,68].
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2.4.2.3 Intracelularne thioly

V cytoplazme sa nachadza mnoho thiol obsahujucich biomakromolekul. V dosledku
vysokej afinity siry k platine dochadza k vychytavaniu platinového lieciva a jeho nésledne;j
inaktivacii. To je dovod preco zvySena koncentracia tychto zlucenin indukuje rezistenciu voci

cisplatine [59,62,69].

Glutathion (GSH), najhojnejSie  zastipeny intracelularny thiol, vytvara
prostrednictvom  glutathion-S-transferazy  (GST) cisplatina-thiol  konjugaty.  GST,
predovsetkym GST-m, katalyzuje vytvorenie vdzby glutathionu slie¢ivom. Neboli vSak
ziskané konzistentné vysledky medzi expresiou GST-n a rezistenciou na cisplatinu. A tak sa
zda, ze hladina GST-m mdze mat’ ur€itd ulohu pri niektorych typoch rakoviny, ale nejde
0 globalny indikator cisplatinovej rezistencie [59,70]. Naproti tomu, znizenie intracelularnej
hladiny glutathionu, mé6ze byt racionalnou stratégiou pri prekonavani rezistencie na cisplatinu
[69]. U niekol’kych bunkovych linii karcindbmu vaje¢nikov rezistentnych na cisplatinu sa
ukazala korelacia medzi stupnom rezistencie a hladinou glutathionu, ato pravdepodobne
v dosledku zvysenia hladiny y-glutamylcystein syntetazy. Taktiez, ked sa bunkové linie
karcindbmu mocového mechura rezistentné na cisplatinu vystavili latkam zniZujicim
koncentraciu bunkového glutathionu, butionin sulfoximinu (BSO) alebo nesteroidnému
protizapalovému lie¢ivu indometacinu, vzrastla citlivost’ buniek karcindmu na cisplatinu

[57,59].

Dalsi ¢len obranného antioxidaéného systému, thioredoxin (Trx), podobne ako
glutathion, reguluje oxida¢no-redukéné prostredie v bunke. Je zapojeny do regulacie
transkripénych faktorov, apoptozy a syntézy DNA. V klinickych vzorkach bola pozorovana
stvislost’ medzi jeho hladinou v bunke a cisplatinovou rezistenciou v nadoroch moc¢ového
mechura, prostaty, peCene, zaludka a hrubého ¢éreva [21,59]. Cisplatina inhibuje thioredoxin
reduktazu (TrxR), ktord redukuje Trx a tym mu umoZiiuje zapojit' sa do oxidacie NADPH.
Avsak rovnakt schopnost ma itransplatina, ktora je cytotoxicky neucinna. A preto je
inhibicia TrxR skor dokaz potlacujuci dolezitost’ Trx v mechanizme rezistencie na cisplatinu
[59,71].

Poslednou uvadzanou thiol obsahujicou skupinou latok su metalothioneiny (MT). Ide
0 proteiny s malou molekulovou hmotnost'ou, podiel'ajuce sa na regulacii homeostazy medi

a zinku, rovnako ako na ochrane bunky pred oxidativnym stresom a toxicitou spojenou
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s tazkymi kovmi. ZvySené hladiny metalothioneinu II boli popisané v bunkovych liniach
rakoviny mocového mechura rezistentnych voci cisplatine. Cisplatina taktiez indukuje
zvySenu expresiu MT Vv nadoroch hlavy, krku a v hepatocelularnom karcinéme. Na druhej
strane, v nadoroch semennikov nebol pozorovany ziadny vztah medzi hladinou MT
a cisplatinou. Z uvedenych skuto¢nosti sa usudzuje, ze spojenie koncentracie metalothioneinu

a rezistencie voci cisplatine, moze byt’ tkanivovo $pecifické (vid. Obrazok 5) [59,62,65].

2.4.2.4 Oprava poskodenej DNA

Molekula DNA je jedinou molekulou, pre ktora si bunka vytvorila opravné
mechanizmy. Suavisi t0 SuZz spominanou jedine¢nostou tejto Struktary. V pripade
nasyntetizovania RNA, ktora produkuje nefunkéné proteiny, bunka zdegraduje proteiny
I RNA anepredstavuje to pre fiu ziaden problém. Poskodenie DNA vsak neméze byt
vyrieSené jej degradaciou, pretoze by sa v bunke viac nenachadzal templat, ktory by posluzil
k syntéze [47,56]. Bunka celi poskodeniam DNA neustale. Len spontanne dochadza
k mutaciam radovo asi 10° mutécii na gén a bunkové delenie, pri¢om za spontanne mutacie
povazujeme napriklad depurinaciu, depyrimidinaciu, deaminéaciu alebo inkorporaciu uracilu.
Ak by tieto poskodenia neboli rieSené, organizmus by nebol schopny prezit. Preto ma bunka

na vysporiadanie sa s mutaciami cely rad opravnych mechanizmov [72,73].

Kedze cisplatinové adukty patria medzi chemické mutagény, tzv chemomutagény,
oprava DNA prispieva Kk rezistencii transformovanych buniek. Z mnozstva opravnych
mechanizmov, ktorymi bunka disponuje a st zapojené do bunkove;j rezistencie voci cisplatine,
zohravaji najvyznamnejsiu Glohu nasledujuce [37,69]:

e nukleotidova excizna oprava (nucleotide-excision repair, NER),
e oprava chybného parovania (mismatch repair, MMR),

e oprava dvojretazcovych zlomov,

e tolerantna oprava/replika¢ny bypass (replicative bypass, RB).
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Nukleotidova excizna oprava

Nukleotidova excizna oprava je hlavnou drahou opravy poskodenia DNA. Je primarne
zodpovedna za opravu cisplatina-DNA aduktov, priCom rozpoznava vsetky tri typy
intraretazcovych mostikov (1,2-d(ApG), 1,2-d(GpG), 1,3-d(GpXpG)). 1,2-vnutroretazcové
mostiky su opravované menej ucinne ako 1,3-d(GpXpG) mostiky, ¢o podporuje hypotézu,
ze prave 1,2-vnutroretazcové mostiky st cytotoxickymi 1éziami cisplatiny a jej analdégov
(vid. Obrazok 6) [59,69]. Zvysena expresia niekol’kych NER génov sa ukazala byt’ v korelacii
s cisplatinovou rezistenciou. Pri nadoroch vajecnikov sa zvysila expresia XPA a ERCC1-XPF
U pacientok rezistentnych na cisplatinovu liecbu. Sulad spojeny s ERCC1-XPF a rezistenciou
bol pozorovany aj pri rakovine zaludka. Vyznamnost NER mechanizmu na oprave 1ézii
potvrdzuje taktieZ nizka hladina XPA a ERCC1-XPF pri rakovine vajec¢nikov, ktora je

vSeobecne vel'mi citliva na cisplatinu [37,59,69].

,z{‘,»

5‘ -

o NHy i NH; 3H)‘Ha
Pt
cl’ WHg NHs N
NER NER —
- Platination ~\ recognition excision DNA repair -

Obrazok 6 NER mechanizmus opravy cisplatina-DNA aduktov (prevzaté z [38])

Viaceré $tidie uvadzaju, e pritomnost nukleozomov pozdiz DNA je schopna
inhibovatt NER v bunkach lie€enych DNA-poskodzujucimi ¢inidlami, vratanie cisplatiny
a UV Ziarenia. V synteticky generovanych platinovych oligonukleotidoch sa znizila G¢innost’
NER syst¢ému priblizne o010 %, v porovnani s platinovymi oligonukleotidmi bez
nukleozomov. Takato inhibicia NER moéze byt prekonana aktivitou SWI/SNF chromatin
remodulujiceho komplexu, ktory sa aktivuje pri rozpoznani poskodenia prostrednictvom
NER faktorov XPA a SPC [59,74]. V sucasnosti je rastici zaujem o hodnotenie potencialne;j

ulohy ERCCI1, ako biomarkeru cisplatinovej rezistencie u rakoviny vajec¢nikov. Avsak ziadny
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definitivny zaver, v zmysle prediktivnej a/alebo prognoztickej tlohy ERCCI, nebol zatial

vysloveny [56,69].
Oprava chybného parovania

Oprava chybného parovania je retazcovo Specifickd oprava DNA, podiel'ajuca sa na
postreplikacnom odstrafiovani chyb sposobenych DNA-polymerazou, ktoré unikli spatnému
korekénému mechanizmu. MMR pozostava z troch krokov — iniciacia, excizia, resyntéza —
a zucCastnuju sa na nej proteiny, ako MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 a PMS2 (vid’. Obrazok 7).
Tieto st schopné rozpoznat novonasyntetizovany retazec na zaklade odliSnej methylacie

povodného a nového retazca [37,49,69].

Ked’ DNA-polymeraza pri A. Recognition of the DNA damage
replikacii dojde na miesto, kde je 5" —
p ] , kde j { e

na template cisplatinovy adukt,

-
T
A

)

MSHE
zaradi do novosyntetizované¢ho 3! o
R , . Single base pair =1 base pair insertion
retazca nespravny  nukleotid. mismatch or deletion
MMR proteiny chybu rozpoznaja
a Vyétiepia tsek retazca B. Excision and resynthesis

S nespravnym nukleotidom.
Na template vSak adukt ostava
a DNA-polymeraza opatovne
zaraduje  chybny  nukleotid.
Bunka tato situaciu nie je schopna

zvladnut’ a smeruje do apoptdzy.

Nédorové bunky deficitné

v MMR si dva a7 trikrat s l |
odolnejSie  vo€i  cisplatinovej fITI'D"I"l_‘IS"
liecbe v porovnani s bunkami SI.—D_D_U—D——IS-I

S uc¢innou MMR. Mnoho

karcinomov deficitnych v oprave Obrazok 7 Schéma krokov MMR opravného
chybného parovania mé mutécie mechanizmu (prevzaté z [69])

v MLH1 alebo MSH2 génoch.

Bola preukazana stvislost medzi expesiou tychto génov s klinickymi prognézami, ako
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aj odpoved’ou na liecbu a celkovym prezitim pacientov [49,69]. Pozoruhodny je rozdiel
v mechanizmoch MMR pri cisplatine a karboplatine oproti oxaliplatine. Su aktivované rozne
bunkové kaskady a deficiencia v MMR mena vplyv na cytotoxicitu oxaliplatiny. To je
dolezité najma pre jej pouzitie v liecbe kolorektalneho karcindmu, pretoze v tychto nadoroch

je oprava chybného parovania ¢asto deficitna [59,68].
Oprava dvojret’azcovych zlomov

Chemoterapia na baze cisplatiny vedie k tvorbe medziretazcovych mostikov na DNA,
ktoré spdsobuju vznik dvojretazcovych zlomov (double-strand breaks, DSBs) pocas
replikacie. DSBs patria medzi najtoxickejSie 1ézie na DNA. Kedze sa dotykaju oboch
retazcov duplexu, nie je k dispozicii komplementarny retazec, ktory by poslazil ako templat
pri oprave. Ak tieto lézie nie si opravené, bunka smeruje do apoptdézy. Pri nespravne

prevedenej oprave, moze dojst’ k vytvoreniu sekundarnych 1ézii [59,69,75].
Bunky si vyvinuli dve hlavne drahy pre opravu dvojretazcovych zlomov, a to:

e nchomoldgne spajanie (non-homologous end-joining, NHEJ),

e homologna rekombinacia (homologous recombination, HR).

Pokial’ ide o opravu dvojretazcovych zlomov, bunky preferujit HR systém. Je to
vysoko konzervativny systém, vSeobecne povazovany za mechanizmus bez chyb. Vyzaduje
intaktné sesterské chromatidy, ktoré slizia ako templét pre spravnu opravu zlomov bez straty

informacie [56,69,76].

KTlacovymi prvkami tohto opravného procesu st proteiny BRCA1, BRCA2, RAD51
a PALB2. BRCALI je sucastou mnohych superkomplexov, z ktorych kazdy zohrava dolezita
ulohu pri aktivacii odpovede bunky na poskodenie DNA, aktivacii kontrolného bodu
bunkového cyklu a/alebo pri oprave dvojretazcovych zlomov. V skutocnosti prave interakcia

medzi Specifickymi doménami BRCA1 a PALB2 je klI'a¢om v oprave DSBs [69,77].

Mutacie v doménach BRCA1 mdzu potencidlne narusit’ vizobnu afinitu na PALB2, ¢o
mé za nasledok zniZenie funkcie HR opravného mechanizmu. Strata Specifickej funkcie

BRCAL v oprave dvojretazcovych zlomov je zdrojom genetickej nestability [54,69].
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Linie malobunkového karcindému pluc rezistentné na cisplatinu a linie citlivé na
cisplatinu sa vyrazne neliSili vo vyskyte dvojretazcovych zlomov. To poskytuje nepriamy

dokaz, Ze cytotoxickymi 1éziami cisplatiny si mostiky v ramci jedného retazca [59].
Tolerantna oprava/replikacny bypass

V niektorych bunkovych linidch mdze byt’ dosiahnuta tolerancia na cisplatinu aj bez
nutnosti opravy DNA. Aby DNA modifikovana cisplatinou mohla byt replikovana a zaroven
tolerovala 1ézie, musi DNA-polymeraza preskocCit’ cisplatinovy adukt. Klasické replikacné
DNA-polymerazy (o, 0, €) nie su schopné lézie obchadzat. AvsSak bolo preukazané,
ze niekol'ko polymeraz (n, {, 1) dokaze obist’ jednoretazcové mostiky, a to prostrednictvom

transléznej syntézy [59,77].

Vo vSeobecnosti mdze s rezistenciou na cisplatinu suvisiet' aj jej naviazanie na
proteiny v krvnej plazme alebo v intersticialnom priestore. Cisplatina sa na plazmatické
proteiny viaze nevratne, ¢o podstatne znizuje jej vstup do bunky. Dodavka chemoterapeutika
do tkaniv sa meni aj S prietokom krvi. Vzhl'adom k tomu, Ze autoregulacia prietoku krvi
v nddoroch je defektnd, kolisanie krvného tlaku ma vac¢si vplyv na krvné zasobenie nadoru,
ako v normalnych tkanivach. Preto ¢inidla, ktoré menia krvny tlak, moézu selektivne menit
prietok krvi nadorovym tkanivom, a tym aj vstup lieciva do bunky. Je v§ak nutné povedat’, ze
V stcasnosti nie je zname, do akej miery tkanivovy tlak a prietok krvi v nadoroch ovplyviujt

aktivitu cisplatiny [62].

2.5 Karboxylato komplexy platiny v oxidaé¢nom stupni (11)

Od svojho schvalenia sa cisplatina stala dolezitou sucastou protinadorove;j
chemoterapie. V nasledujucich troch desatrociach, sa do klinickych §tadii dostalo 23 lieciv
na baze platiny. Iba pat z nich (karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina, lobaplatina

a heptaplatina) ziskalo medzinarodnu alebo narodnu licenciu [17].

2.5.1 Karboplatina
Karboplatina, predavand pod obchodnym nazvom Paraplatin® a predstavena
spolo¢nost'ou Johnson Matthey Plc. Institute of Cancer Research London, UK, je prvym

z druhej generacie analogov cisplatiny [78]. Diammin-[1,1"-cyklobutandikarboxylato(2-)]-
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0,0 -platnaty komplex (vid. Obrazok 8) bol navrhnuty Specidlne pre znizenie vedlajsich
ucinkov spojenych s podavanim cisplatiny. Predpokladalo sa, ze toxicita lieCiv na baze platiny
je v priamom vztahu s rychlost'ou, s akou su jednotlivé odstupujiuce skupiny hydrolyzované
[15,17,79]. To sa potvrdilo uspesnym znizenim toxicity nahradou odstupujucich dichloro-
ligandov v cisplatine, bidentatnym 1,1"-cyklobutandikarboxylatom v karboplatine, ktory

"L v porovnani s10° st dvoch chloridovych

hydrolyzuje s rychlostnou konstantou 10® s
anionov cisplatiny. Prave vd’aka niZzSej reaktivite, moze byt karboplatina podavana v ovela
vy§sich davkach (300-450 mg.m?) ako cisplatina (20-120 mg.m?), a to v zavislosti od
harmonogramu podavania [17,80]. Rovnako ako cisplatina, aj karboplatina vykazuje
protinadorovu aktivitu pri rakovine vajec¢nikov, pluc, hlavy a krku [78], pretoze po hydratacii
poskytuje rovnakl u¢innt zloZku a tvori rovnaké adukty na DNA. Je teda klinicky G¢inna pri
lieceni rovnakych karcindomov. VedlajSimi U¢inkami - leukopénia, neutropénia,
trombocytopénia - sa v8ak od cisplatiny 1isi. Ide o toxicity limitujuce davku (dose limiting
toxicity, DLT) [17,81]. Hlavny reakény mechanizmus karboplatiny, zahriiuje priamy atak

nukleofilov, a to cez otvorenie kruhu a nasledné naviazanie sa na zlozky DNA [78].

RN & orfﬁ )
/Pt N ’ 3 s
e oo

O

Obrazok 8 Karboplatina (prevzaté z [14,31])

2.5.2 Oxaliplatina

Oxaliplatina, ktorej systematicky nazov je [(1R,2R)-cyklohexan-1,2-diammin]
[ethandioato-O,0'|platnaty komplex (vid. Obrazok 9), bola, pod obchodnym nazvom
Eloxatin®, prvym lickom schvalenym na prekonanie rezistencie voéi cisplatine. Obsahuje
bidentatny ligand (R,R)-cyklohexan-1,2-diammin (R,R-DACH), ktory nahradza dva ammim
ligandy cisplatiny [78]. Alkalickd hydrolyza produkuje monodentatny oxalato komplex

(disociacna konstanta pK, = 7,23). Predpoklada sa, ze monodentatny intermediat rychlo
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reaguje s endogénnymi zluc¢eninami. Reaktivnym  produktom hydrolyzy je
(R,R-DACH)-diakva platnaty komplex, ktory vznikne v druhom kroku hydrolyzy [12,31,82].

Obrazok 9 Oxaliplatina (prevzaté z [14,31])

Zda sa, ze oxaliplatina prekonava previazant (cross) rezistenciu voci cisplatine tym,
ze vytvara odlisSné adukty na DNA (vid. Obrazok 10). Tvori prevazne jednoretazcové
1,2-d(GpG) mostiky, ¢im ohyba helix priblizne o 30° smerom k velkému Zliabku. Zaroven
objemny hydrofébny R,R-DACH ligand smerujuci do velkého Zliabku, brani nasadnutiu
opravnych proteinov na DNA. V krystalovej $truktare komplexu oxaliplatina-DNA bola
najdend sekvencia 5’-d(CCTCTGGTCTCC) [17,31,83]. Bunkové a molekulové aspekty
mechanizmu uc¢inku oxaliplatiny neboli eSte celkom objasnené. Zda sa vSak, ze vnutorné
chemické a stérické vlastnosti nehydrolyzovatelnych (R,R-DACH)-platina aduktov na DNA,
vyustia k vytvoreniu zlomu na DNA. Adukty oxaliplatiny su opravované, rovnako ako adukty
cisplatny, prevazne mechanizmom NER, atieZ rovnako ako cisplatina, je detoxikovana

enzymami pribuznymi glutathionu [31,82].

Ako uzZ bolo uvedeng, je oxaliplatina G¢inna voci kolorektdlnemu karcinomu s lepSim
terapeutickym G¢inkom v porovnani s cisplatinou alebo karboplatinou. V nedavnej dobe boli
vykonané klinické Stadie, za Ucelom rozSirenia spektra aktivity oxaliplatiny, na liecbu
metastazujiceho adenokarcindmu zaludka a aesofagogastrického adenokarcindomu. Mnohé
Studie taktiez zahfiiaju testy ucinnosti na rakovinu vajcovodov, vaje¢nikov, prsnikov,
nemalobunkového karcindmu pluc, karcindbmu pankreasu, akitnej myeloidnej leukémii
a heptomu [31,78]. Terapeutické ucinky oxaliplatiny st optimalizované synergickym
efektom, pri podavani Vv kombinécii s dal§$imi protinddorovymi preparatmi, ako su
5-fluorouracil, cisplatina, karboplatina alebo inhibitory topoizomerazy 1 [31,83].

V neposlednom rade je potrebné uviest, Ze oxalatovy ligand vyrazne zniZzuje zavaznost
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neziaducich ucinkov oxaliplatiny, oproti cisplatine alebo karboplatine

kumulativna neurosenzoricka toxicita je toxicita limitujiica davku [84].

Interstrand (GpG)

: crosslink
Tntrastrand 1,2 d(GpA) g
crosslink 0-25% 5
A . >

Tntrastrand 1.3 HGpXNpG)

Tutrastrand 1.2 d(GpG)
crosslink

crosshink
61 6595

[17], priCom

Obrazok 10 Adukty oxaliplatiny: jednoretazcové bifunkéné adukty (1,2-ApG, 1,2-GPG a

1,3-GpXpG) a medziretazcovy mostik (prevzaté z [31])

2.5.3 Nedaplatina

Nedaplatina, zndma pod obchodnym nazvom

® — ,
Aqupla a systematickym nazvom H,N 0
diammin[hydroxyacetato(2-)-O,0"]platnaty ~ komplex \P /
t
(vid’. Obrazok 11), bola nasyntetizovana spolo¢nost'ou o \
H,N 0

Shionogi & Co., Ltd. Osaka, Japan. Spolu

s karboplatinou  patri do  druhej  generacie

0

cisplatinovych analogov. Ma desatnasobne lepSiu  Qbrazok 11 Nedaplatina (prevzaté

rozpustnost’ vo vode ako cisplatina a podstatne mensiu z [31])

nefrotoxicitu v porovnani s cisplatinou a karboplatinou
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[17,78]. Ked’Ze je nedaplatina Strukturne podobna cisplatine, daji sa ocakavat’ rovnaké typy
aduktov, ako tvoria cisplatina a karboplatina [12]. Od uvedenia na trh v roku 1995, bola
nedaplatina pouzivana na liecbu nemalobunkového karcinonu plic, malobunkového
karcinonu pluc, karcindmu pazeraka a nadorov hlavy a krku. Maximalna tolerovana davka
(MTD) je 90 mg.m™ s trombocytopénoiu a neutropéniu ako toxicitami limitujicimi davku
[17,78,85].

STubné vysledky boli ziskané v niekolkych Stadiach vo faze Ia faze II, kedy bola
nedaplatina pouzita v kombinovanej liecbe spinocelularneho karcindbmu ustnej dutiny.
Nedaplatina, v rezime s docetaxelom, dala ¢iastoént odpoved’ (partial response, PR) vo vyske
33 %. Pri metastazujucom karcinome pazeraka poskytla, v kombinacii s paclitaxelom, Gplna
odpoved’ (complete response, CR) vo vyske 3 % a PR 41 %. Navyse, terapia
nemalobunkového karcindmu plac prostrednictvom nedaplatiny a irinotekanu, nasledovana

davkami gefitinibu, mala celkovi odozvu (overall response, OR) vo vyske 43 % [78,85].

2.5.4 Heptaplatina

Heptaplatina, ktorej systematicky nazov je [propandioato(2-)-O,0'][2-(1-methylethyl)-
1,3-dioxolan-4,5-dimethanammin-N,N']platnaty komplex (vid’. Obrazok 12), bola vyvinuta
auvedena na trh S.K. Chemicals Life Sciences, Korea pod obchodnym nazvom Sunpla®.
Do klinického testovania vstupila vd’aka vynikajacej in vitro a in vivo toxicite na réznych
bunkovych liniach [17,78,86].

NajvyraznejSim rysom
heptaplatiny je  vysokd  stabilita
vroztoku, ziadna vyrazna toxicita
a silny protinadorovy ucinok na bunky

rezistentné voci cisplatine. Maximalna

telerovana  davka je 480 mg.m™

s hepatotoxicitou, nefrotoxicitou Obrazok 12 Heptaplatina (prevzaté z [31])

a myelosupresiou, ako  toxicitami

limitujicimi davku lieciva. V stcasnej dobe je heptaplatina pouZivand na liecbu karcindmu
zaludka [78, 86]. Po schvaleni lieciva, bola vykonana stadia vo faze Il, v kombinacii S 5-

fluorouracilom aleukovorinom, na pacientoch s pokro¢ilym S$tadiom rakoviny zaludka.
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Ziskala sa odpoved’ vo vyske 38 % , v porovnani so 17 % pri pouziti samotného lieciva [17,
78, 86]. Vyhoda liecby heptaplatinou, Vv porovnani s cisplatinou, je v nizsich vedlajSich
ucinkoch pri neutropénii, vV nizSom stupni proteinurie a emetogénnom ucinku. Iné $tadie vo

faze I1I v8ak zd6raziuju, ze nefrotoxicita je vyssia prave u heptaplatiny [17,78,86].

2.5.5 Lobaplatina

Lobaplatina, o) systematickym nazvom [2-hydroxypropanoato(2-)-O,0 [1,2-
cyklobutandimethanammin-N,N']platnaty komplex (vid. Obrazok 13), vyvinuta ASTA
Medica (Degussa), Germany, je podavana vo forme diastereomérnej zmesi, S,S- aR,R-
konfiguracie nosného ligandu. Schvalena bola pre liecbu chronickej myeloidnej leukémie,
neoperovatelného karcindmu prsnikov a malobunkového karcindbmu pltc [17,78].
V poslednej dobe bola lobaplatina testovana v kombindcii s vinorelbinom na lieCenie
neskorého Stadia nemalobunkového karcindému pluc, avSak sa nepreukédzalo ziadne vyrazne
zlepSenie oproti kombindcii cisplatina/vinorelbin, pricom PR bola vo vyske 37 %.
V stcasnosti je kombinacia lobaplatiny s 5-fluorouracilom a leukovorinom vo faze III
klinickych testov na liecbu rekurentného alebo metastatického karcinomu pazerdka

[17,78,87].

Je zaujimavé, Ze pri terapii lobaplatinou
NH; ¢o_. 0
nebola zistena alopécia obli¢iek ani neurotoxicita ‘\/\ NS

Pt
alebo ototoxicita po podani intravendznej (IV) /N
O

NH,

bolusovej injekcie. Ako vedlajsie uc€inky st vSak
pozorované anémia, nevolnost aemetogénny
ueinok, pridom toxicita limitujuca davku je  Obrdzok 13 Lobaplatina (prevzaté z

trombocytopénia [17,78,87]. [31])

2.5.6 Karboxylato komplexy Pt(11) vyradené z klinického testovania

Pre vyvoj Gc¢innejSich a/alebo menej toxickych lieciv je dolezité poznat’ aké latky uz
boli klinicky testované, i ked’ nasledne zlyhali. D6vodom ukoncenia klinickych $tadii nemusi
byt iba nedostato¢na ucinnost’ alebo vysoka toxicita lieCiv, ale aj nedostatok finan¢nych
prostriedkov. Niektoré z karboxylato komplexov Pt(II), ktoré boli vyradené z klinického

testovania su uvedené nizsie.
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Sebriplatina

Sebriplatina  so  systematickym nazvom 0
[1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 ](2-methyl- K\ N]\I\I /D
1,4-butandiammin-N,N ) platnaty komplex /)\/ / \0_
(vid. Obrazok 14), obsahujuca rovnaku odstupujucu NH,
skupinu ako karboplatina, preukazala urcity potencial
na prekonanie rezistencie vodi cisplatine u karcinomu ~ Obrazok 14 Sebriplatina (prevzaté z
vajeCnikov a znac¢ny potencial ako liek na leukémiu, [31])
¢o je typ rakoviny, U ktorého lieky na baze cisplatiny
nikdy u l'udi nepreukazali u¢innost’ [17]. Vo faze I boli ukoncené dve stadie, a to ako denne
patkrat, respektive mesacne jedenkrat, podavané¢ IV infuzie. Pri opakovanom aplikovani
skuSobnej davky bola neutropénia toxicitou limitujucou davku. Vo faze II bola doporucena
davka 30 mg.m? za deft po dobu piatich dni. Vyvoj lietiva bol ukonéeny z dévodu

nedostatocnej terapeutickej téinnosti [17].
Enloplatina

Enloplatina, [1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 q[tetrahydro-4H-pyran-4,4-
dimethylammin-N,N ‘Iplatnaty komplex (vid. Obrazok 15), je vo vode rozpustné lieivo
(450 mg.I™") s rovnakou odstupujucou skupinou ako karboplatina asnosnym ligandom
podobnym zeniplatine (vid’. nizSie). Preklinické $tudie indikovali cytotoxicitu na rakovinu
prsnikov, vajenikov, na malobunkovy karcindbm pluc rezistentny voc¢i cisplatine
a embryonalny karciném. In vito testy preukazali nizke toxické pdsobenie enloplatiny na
oblicky, dobru fyzikalnu stabilitu a absenciu previazanej rezistencie s cisplatinou [17,88].
Pociatoc¢né Studie fazy I uvadzali, Ze nefrotoxicita bola zvladnutel'na a neutropénia limitovala
davku. V jedinej hlasenej stadii vo faze II bolo

18 pacientok s rakovinou vajecnikov N

,: : i N
rezistentnych na cisplatinu lieCenych o Pt/
jednorazovou IV davkou kazdych 21 dni bez —N/f \\n

prehydratacie, pricom bola pozorovana iba jedna

Ciasto¢nd odpoved’, preto boli dalSie testy Qprazok 15 Enloplatina (prevzaté z [31])
ukoncené [17,88].
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Zeniplatina

Zeniplatina, [1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 ][2,2-bis(amminomethyl)-1,3-
propandiol-N,N ‘|platnaty komplex (vid. Obrazok 16), bola vybrana zrodiny dvadsiatich
struktarne podobnych komplexov. Je podstatne rozpustnejsia vo vode (7 mg.ml™) ako
cisplatina (2 mg.ml™) [17,89].

Vysledky fazy Iukazali, Zze maximalna s o
) ) ) 2 . HO N o
telerovand davka je 145 mg.m™ s leukopéniou N
X Pt
a neutropéniou ako toxicitami limitujicimi davku. Vo o N/ \o
2
faze 1I bola zeniplatina testovana na 308 pacientoch .

s pokroc¢ilym §tadiom rakoviny vaje¢nikov, prsnika, o
Obrazok 16 Zeniplatina (prevzaté z

[31])

pokrocilych malignych melanémov, metastatickych
melanomov, pokrocilej renalnej rakoviny
a pokrocilého nemalobunkového karcinomu pltc.
Miera odpovede bola vécsinou nizka (PR 10-14%). Len dvaja pacienti, s metastatickym
melanémom lymfatickych uzlin, podali Gplnt odpoved” [17,90]. Klinicky vyvoj licku bol
zastaveny z dovodu vaznej nefrotoxicity, ato aj spouzitim prehydratacie, hoci nebola

pozorovana v skorsich fazach testovania [17,89].
Cykloplatam

Cykloplatam, [hydroxybutandioato(2-)-O1,04][ammin(cyklopentanammin)]platnaty
komplex (vid’. Obrazok 17), bol vyvinuty N.S. Kurnakov Institute of General and Inorganic
Chemistry, Russia. Bol nasyntetizovany v dvoch réznych chiralnych formach s odstupujicou
hydroxylovou skupinou, bud’ v cis- alebo trans- polohe k cyklopentanovému kruhu, ako
nosnému ligandu [17,91]. Preklinické §tadie uvadzaju,
in vitro aktivitu najmé na bunkovych liniach rakoviny
vajecnikov, S ur¢itou schopnost'ou prekonat’ rezistenciu QNH{ /D OH
voCi cisplatine a in vivo aktivitu na I'udské nadorové s N\
xenoimplantaty karcindému plac. Vo faze II sa
cykloplatam testoval na liecbu rakoviny mocového 0
mechira, karcinomu krcka maternice, prostaty a Qbrazok 17 Cykloplatam (prevzaté

pleurdlneho mezoteliomu. Dovody ukoncenia Studie z [31])
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vsak nie st zname [17,91].
Miboplatina

Miboplatina, [1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 1[(R)-2-amminomethylpyrolidin-
N,N ]platnaty komplex (vid. Obrazok 18), obsahujuca asymetricky alicyklicky N-donorovy
ligand, bola vybrana pre dalsie klinické testy vdaka svojej rozpustnosti vo vode, nizsej
nefrotoxicite a silnej protinadorovej aktivite pri rakovine prostaty, prsnikov, hrubého Creva,
pazeraka a pankreasu [17,92]. Na rozdiel od cisplatiny, in vivo Studie ukéazali, Ze
protinadorovy ucinok miboplatiny je zavisly na Case. LieCivo je ucinnejsie, ked’ sa podava

v niekol’kych malych davkach, oproti jednej velkej bolusovej injekcii [17,92].

Vo faze 1 klinickych testov boli, ako

toxicity limitujice davku, neutrocytopénia N}N o

a gastrointestinalna toxicita. Odporuc¢ana bola 2 \Pt/ ?

dévka 800 mg.m™ ako jednohodinova IV infiizia i’ B

opakovana kazdé 3 az 4 tyzdne [17]. Vo faze II NJ 9
klinickych testov dosiahla miboplatina OR 44 %

pri lie¢be rakoviny vajecnikov a2l % pri Obrazok 18 Miboplatina (prevzaté z
rakovine prsnika [17]. Vo faze Il bola [31])

porovnavana ucinnost’ miboplatiny s cisplatinou
na liecbu karcinomu vaje¢nikov. Miera odozvy bola 39 % pri aplikovani miboplatiny a 47 %

pri pouziti cisplatiny. Nizsia ti¢innost’ miboplatiny viedla k zastaveniu d’al$ich testov [17,92].
Aroplatina

Aroplatina, znama tiez ako L-NDDP, sa sklada z lipofilného oxaliplatinového analogu,
cis-bis-neodekanoato-trans-(1R,2R-diamminocyklohexan)platnaty komplex (vid. Obrazok
19), lipozomalne zapuzdreného v dimyristoyl fosfatidylcholine (DMPC) a dimyristol
fosfatidylglycerole (DMPG) v pomere 1:15 (liecivo : lipid) [17,93]. Preklinické stadie
preukazali, Ze biologicka dostupnost NDDP je zéavisla na lipozomalnom zapuzdreni. DMPG
je dolezity pre riadenie stability a protinadorovej aktivity, pretoze zvysuje kyslost’ prostredia
lipozomalnej suspenzie, ¢im zvySuje premenu NDDP prolieCiva na aktivnu latku [17,93].
Stadia vo faze I na pacientoch s metastatickymi nadormi, skiimajica davkovanie formou
jednej IV injekcie kazdé Styri tyzdne, stanovila MTD na 312 mg.m™ a myelosupresiu ako

DLT. Faza II tohto rezimu bola vykonana u pacientov s liecbou rezistentného pokrocilého
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kolorektalneho karcinomu. Liecba bola vo vSeobecnosti dobre tolerovana, so 45 % mierou
odpovede u pacientov uzivajicich eskalované davky, ¢o je zrovnateI'né s monoterapiou pri
oxaliplatine [17,93].

Druha $tudia vo faze I, skimajuca o

intrapleuralne podavanie Aroplatiny po Ez OW
dobu 30 minat vidy po 21 diioch, \Pt/

u pacientov  smalignym  pleuralnym 1,’.,/ \0

vypotkom, urdila MTD na 400 mg.m™ H M
s chemickou pleuritidou ako DLT. Opét’
bola pozorovana nefrotoxicita, ale na Obrazok 19 Aroplatina (prevzaté z [31])
rozdiel od IV podania, tu bola absencia

myelosupresie. Nasledna faza II pouzivala intrapleuralne podanie, pricom dosiahla 42 %
mieru odpovede s vyznamnou, ale zvladnutelnou toxicitou. Uginnost’ viak bola obmedzena
na oblast’ v priamom kontakte s pleuralnou dutinou [17,31,93]. Az donedavna aroplatina
prechadzala r6znymi stadiami vo faze Ial/ll ako monoterapia a tieZz v kombinovanych
terapiach, pri lieceni pokrocilej rakoviny hrubého ¢reva a konec¢nika, pokrocilych pevnych
malignit a maligného pleuralného mezoteliomu. Z ekonomickych dovodov bol vsak dalsi

vyvoj lieciva zastaveny [17].

2.6 7-azaindol
7-azaindol (1H-pyrrolo(2,3-b)pyridin) mozno R4 R3
povazovat’ za bioizostér indolovej alebo purinovej Castice 4 3a 5
(vid. Obrazok 21) [94,95]. Obsahuje jeden atom dusika 5= | \\ ,
v pat¢lennom pyrrolovom kruhu a jeden atom dusika 5 \N =N
Vv Sest¢lennom pyridinovom kruhu [96], priCom su tieto 7 H?!

kruhy prepojené vdzbami C-C [97]. Atém dusika Obrizok 20 Struktarny
pyridinového kruhu sa chova ako m a ¢ akceptor, zatial ¢o ~ vzorec a Cislovanie atomov v
pyrrolovy kruh pdsobi ako m donor a o akceptor. Novsie 7-azaindole

Stidie uvadzaji, Ze na pyrrolovom atome dusika je

lokalizovany mens$i zaporny naboj a atom uhlika v polohe 3 (vid. Obrazok 20) vykazuje

najvyssiu elektronovi hustotu [96].
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Obrazok 21 9H-purin, 7-azaindol, indol

Prirodzene sa vyskytujuce 7-azaindoly su relativne zriedkavé v porovnani SO
samotnymi indolmi. St pritomné len v niekol’kych prirodnych produktoch, ako su alkaloidy z
rodiny variolinu, ktoré boli izolované z huby Kirkpatrickia varialosa. Ukazali sa ako u¢inné
proti bunkam mySacej leukémie P388 [95, 96]. Derivaty 7-azaindolu, okrem protinadorove;j
aktivity, vykazuju aj protizdpalové a antivirdlne G¢inky. Zaroven sa vyuzivaju ako inhibitory
proteinkindz a na liecbu kinazami indukovanych choréb [98]. 7-azaindol bol tiez predmetom
intenzivneho skiimania fluorescen¢nou spektroskopiou. Pri izbovej teplote dochadza k tvorbe
tautomérov vplyvom prenosu protonov. Ked'ze prechody medzi krajnymi polohami su vel'mi
rychle, nebola zistena ziadna emisia dimérov. T4 sa objavila aZz po zniZeni teploty [96].
Fluorescencia 7-azaindolu je zavisla aj od pH s maximom pri pH = 6. Jeho fluorescenény
profil je v rozmedzi pH 6-9, preto je 7-azaindol vhodny fluorofor pre pouzitie v biologickych

systémoch [67].

Pri $tadiu komplexu cis-[Pt(NH3)(aza)Cl;] sa zistilo, Ze po naviazani 7-azaindolu na
platinu, nedochadza k fluorescencii. Ta sa obnovi az po jeho uvolneni z komplexu [67].
Uvedena skuto¢nost’ moéze poskytnat’ cenné informacie o bunkovom metabolizme komplexov
s nakoordinovanymi derivatmi 7-azaindolu a pomoct’ tak pri vytvarani ucinnejSich zlucenin

S nizsou toxicitou [99].

2.7 Platnaté komplexy s derivaty 7-azaindolu

Predkladana diplomové praca nadvédzuje na vyskum komplexov platiny s derivatmi
7-azaindolu, ktory v poslednych rokoch prebieha na Katedre anorganickej chémie. Boli
Studované cis-dichloro, oxalato, cyklobutan-1,1’-dikarboxylato a cis-dijodo komplexy s
derivatmi 7-azaindolu, u ktorych bola §tudovana ich in vitro cytotoxicita vo¢i vybranym
I'udskym nédorovym bunkovym liniam, ako s karcindmy vajecnikov, prostaty, prsnikov,

pluc alebo kréku maternice, osteosarkom a maligny melaném [98,100-103].
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V pripade cis-dichloro komplexov (cis-[Pt(naza),Cl,]) boli Studované zluceniny
s 3-chlor-7-azaindolom (3Claza), 3-brom-7-azaindolom (3Braza), 3-jod-7-azaindolom
(3laza), 4-chlor-7-azaindolom (4Claza), 4-brom-7-azaindolom (4Braza),
5-brom-7-azaindolom (5Braza), 3-chlor-5-brom-7-azaindolom (3Cl5Braza) a
3-jod-5-brom-7-azaindolom (315Braza). U tychto zlucenin bola stanovena in vitro cytotoxicita
voci panelu T'udskych nadorovych bunkovych linii (A2780, A2780R, MCF7, HOS, A549,
HeLa, G361, LNCaP). Najaktivnej$im sa ukazal komplex s 5Braza, ktory bol na uvedenych
I'udskych nadorovych bunkovych liniach priblizne 6,7, 12,9%, 9,8%, 13,7x, 5,3%, 2,3%, 5,7%
resp. 2,5% aktivnejsi ako cisplatina. Z vysledkov mechanistickej Studie tychto latok vyplyva,
ze v porovnani s cisplatinou s az 45-krat viac akumulované v bunke, viac platinuji DNA a
vyrazne viace]j indukuji apoptdézu. Je preto mozné usudzovat, Ze zmeny vyvolané vytvorenim
Pt-DNA aduktov skomplexmi obsahujucimi 7-azaidol, mézu byt pre bunku ovela
zavaznejSie, tazSie opraviteIné a efektivnejSie smeruju bunku do apoptézy. U komplexov
s 3Claza, 3laza a 5Braza bola studovana in vivo protinadorova aktivita na mySacom modeli
lymfocytarnej leukémie L1210. Terapeuticky G€¢inok, z pohl'adu doby Zivota lie€enych mysi,
bol u komplexov so 7-azaindolmi (%T/C =97,1-100,0) vyrazne lep§i v porovnani s
cisplatinou (%T/C = 93,3). Pri cisplatine bol sice zisteny najvyraznejs$i ubytok hmotnosti
nadorového tkaniva, avSak bol sprevddzany znaénym znizenim celkovej hmotnosti
testovanych zvierat. Vplyv platnatych komplexov so 7-azaindolmi na hmotnost’ nddorového
tkaniva nebol tak vyrazny. Tieto latky vSak v daleko menSej miere poOsobili na celkovi

hmotnost’ testovanych zvierat.

Taktiez boli pripravené a Studované oxalatoplatnaté komplexy s derivatmi
7-azaindolu, ktoré boli, okrem komplexu s 3Braza, neaktivne vo¢i HOS a MCF7. V pripade
komplexu [Pt(3Braza),(ox)], ktory vykazoval dobri in vitro cytotoxicitu voéi HOS
(ICsp = 27,5 uM), MCF7 (ICs = 18.3 uM), G361 (ICsp = 17,3 uM), HelLa (ICsp = 31,8 uM)
a A2780 (ICsp = 19,2 uM), nebola na liniach A2780R, A549 a LNCaP zistena Ziadna aktivita.

Dal§im typom doposial $tudovanych komplexov su dijodoplatnaté komplexy
(cis-[Pt(naza),l2]), ktoré boli pouzité i v predkladanej praci ako syntetické medziprodukty pre
pripravu karboxylato komplexov. U uvedenych dijodo komplexov bola §tudovana ich in vitro
cytotoxicita voci A2780, A2780R, MCF7, HOS, A549, G361, HeLa a 22Rvl (karcindm
prostaty) (vid. Tabul'ka 1). Ako m6zeme vidiet, Studované komplexy vykazovali vo vacSine

pripadov vyrazne vysSiu biologicku aktivitu v porovnani s cisplatinou [98,100-103].
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Tabul’ka 1 In vitro cytotoxicita cis-dijodoplatnatych komplexov voé¢i vybranym T'udskym

nadorovym bunkovym linidm

A2780 A2780R MCF7 HOS  A549 G361 HeLa 22Rvl
cis-[Pt(aza),l,] 3,5¢0,7 3,3+0,3 1,740,8 0,8+0,4 123+1,1 2,940,6 7,040,6 4,6+1,2
cis-[Pt(3Claza),l;]  4,1+0,8 3,340,5 1,540,4 1,340,8 64+14 23+1,0 48+04 4,8+24
cis-[Pt(3laza),l;]  2.8+0,3 32402 1,9+0,5 22412 88+22 3,1402 4,7+0,8 4,2+12
cis-[Pt(3Braza),l,]  2,3+1,1 2,640,8 1,840,3 2,8+1,0 9,8+1,3 1,6+0,7 62+0,7 4,51,6
cis-[Pt(4Claza),l;]  3,7+1,1 3,4402 1,5+0,5 0,540,2 4,7+0,3 32+0,2 3,8+0,3 4,2+0,1
cis-[Pt(4Braza),l,]  3,7+1,1 3,3+04 1,0+0,4 0,4+0,1 4,3+0,9 32402 3,8+02 3,8+0,1
cis-[Pt(5Braza),l,]  3.4+02 3,540,5 1,6+0,8 1,4+1,1 73+1,6 34403 54+12 5,1+0,8
cisplatina 21,6+0,6 20,2+4,7 17,943,5 18,9+1,7 >50,0 5,3+0,7 30,4+11,0 26,9435
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3  EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Chemikalie a pristroje

Chemikalie:

N-donorové ligandy: (1R,2R)-(—)-1,2-diaminocyklohexan (DACH; > 98 %), 3-brom-
7-azaindol (3Braza; 97 %), 4-brom-7-azaindol (4Braza; 96 %), 5-brom-7-azaindol (5Braza;
97 %), 3-chlor-7-azaindol (3Claza; 97 %), 4-chlor-7-azaindol (4Claza; 97 %), 3-jod-7-
azaindol (3laza; 95 %) (Acros Organics, Fisher Scientific, Sigma-Aldrich)

O-donorové ligandy: kyselina ethylmalonova (H,EtMal; 97%), kyselina malonova
(HzMal; 99 %), kyselina 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octova (HMEE; > 90 %), sodna sol’
kyseliny dekanovej (NaDec; > 98 %) (Sigma-Aldrich)

Rozpustadla: acetonitril (> 99,5 %), ethanol (EtOH; > 96 %), triethylamin (> 99 %),
diethylether (Et,O; > 99 %), chloroform (> 99 %), methanol (MeOH; > 99,5 %), N,N'-
dimethylformamid (DMF; > 99 %), n-oktanol (> 99 %) (Fisher Scientific, Lach-ner, Penta)

Ostatné: cisplatina (CDDP; > 99,9 %), dusi¢nan stricborny (AgNOs; > 99 %),
glutathion (GSH; > 98 %), hydrat disodnej soli guanozin 5'- monofosfatu (GMP; > 99 %),
hydroxid sodny (NaOH; > 97 %), tetrachloroplatnatan draselny (K,[PtCl]; 98 %), jodid
draselny (KI; > 99 %) (Acros Organics, Sigma-Aldrich, Penta)

Pristroje:

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

Scientific).

'H, 13C a Pt NMR a *H-'H gs-COSY, *H-*C gs-HMQC, *H-**C gs-HMBC a *H-"°N
gs-HMBC 2D NMR experimenty (gs = gradient selected, COSY = correlation spectroscopy,
HMQC = heteronuclear multiple quantum coherence, HMBC = heteronuclear multiple bond
coherence) boli merané na pristroji Varian 400 pri 400,00 MHz (*H), 100,58 MHz (*C)
286,00 MHz (**Py). Rozpustadlom bol DMF-d; a jednotlivé analyzy prebiehali pri teplote
300 K. 'H a ®C NMR spektra boli kalibrované vogi rezidualnym signalom pouzitého
rozpuitadla (*H NMR: 8,03, 2,92 a 2,75 ppm; “H NMR: 163,15, 34,89 a 29,76 ppm).
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Stiepenie vodikovych signalov je definované nasledovne: s = singlet, br = Siroky signal,

d = dublet, dd = dublet dubletov, t = triplet, qui = kvintet, m = multiplet.

ESI-MS hmotnostné spektra boli namerané v pozitivnom ionizaénom mode (ESI+) i v
negativnom ionizatnom modde (ESI-). Meranie prebichalo na komplexoch rozpustenych
v methanole na pristroji LCQ Fleet od firmy Thermo Scientific (software QualBrowser, verzia

2.0.7).

Dal$ou pouzitou metéodou bola infratervena spektroskopia (komplexy (1)—(7)).
Infraervené spektra boli zaznamenané za pouzitia ATR techniky na zariadeni Nexus 670

FT-IR (Thermo Nicolet) v rozsahu vino&tov 400-4000 cm™ (mid-IR).

Koncentracia platiny vo vodnej faze nasytenej n-oktanolom, za tc¢elom stanovenia
rozdel'ovacieho koeficientu n-oktanol - voda, bola zistena prostrednictvom hmotnostnej

spektrometrie s induk¢ne viazanou plazmou (ICP-MS) na pristroji Agilent 7700x.

3.2 Syntéza Pt(I) komplexov so substituovanymi derivatmi 7-azaindolu
3.2.1 Syntéza prekurzorov (cis-dijodoplatnaté komplexy)

Syntéza cis-[Pt(naza).l,], kde naza predstavuje 3Braza, 4Braza, 5Braza, 3Claza,
4Claza alebo 3laza, vychadzala z tetrachloroplatnatanu draselného (K;[PtCls]; M = 415,09
g.mol™). Do varnej banky s rovnym dnom (50 ml) bolo vnesenych 0,5 mmol K,[PtCly] (m =
207,5mg). Latka bola rozpustend v minimalnom objeme destilovanej vody za pomoci
sonifikacie ultrazvukom. K roztoku bolo pridanych 2,5 mmol jodidu draselného (KI; M =
166,00 g.mol’l; m =415,0 mg). Zmes bola intenzivne miesana po dobu 1 h pri 25 °C, ¢im
vznikol roztok K;[Ptls]. Po uplynuti tejto doby boli k reakénej zmesi pridané dva molarne
ekvivalenty, vztiahnuté ku K,[PtCl,], prislusného N-donorového ligandu, a to 3Braza, 4Braza,
5Braza (M = 197,03 g.mol™; m = 197,0 mg), 3Claza, 4Claza (M = 152,58 g.mol™; m = 152,6
mg) alebo 3laza (M = 244,03 g.mol™*; m = 224,0 mg), rozpusteného v minimélnom objeme
methanolu pdsobenim ultrazvuku. Syntéza prebiehala cez noc za intenzivneho mieSania pri
25°C (vid. Schéma 1). Praskovy produkt Zzltej farby, cis-[Pt(naza).l,], bol odfiltrovany,
premyty destilovanou vodou, MeOH a Et,O a dosuseny v exsikatore za znizeného tlaku.

Vytaznost’ reakcie bola 80—90 %.
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Schéma 1 Priprava Pt(II) prekurzoru 0 zlozeni cis-[Pt(naza),l,] (3Braza: R3 = Br, R4 = H,
Rs = H; 4Braza: R3 = H, R4 = Br, Rs = H; 5Braza: R3 = H, R4 = H, Rs = Br; 3Claza: R; = Cl,
Rs=H, Rs = H; 4Claza: R3 = H, R4 = Cl, Rs = H; 3laza: R3 = I, R4 = H, Rs = H)

3.2.2 Syntéza malonito komplexov

Pouzity O-donorovy ligand (Mal = malonatovy dianidén) bol ziskany syntézou
pozostavajiicou z neutralizacie kyseliny malonovej (H,Mal) a pripravy jej striebornej soli
(AgoMal).

H,Mal, o latkovom mnozstve 1 mmol (M = 104,06 g.mol'l; m = 104,1 mg), bola
pOsobenim ultrazvuku rozpustena v minimalnom objeme destilovanej vody. K roztoku
kyseliny bolo pridané ekvimolarne mnozstvo roztoku NaOH (c = 1 M; M = 40,00 g.mol“l;
V = 2 ml). Zmes bola kratko premiesand (cca 2 minlty), nasledne boli k reakénej zmesi
pridané 2 mmol AgNO; (M = 169,87 g.mol™; m = 339,7 mg). Reakcia prebiehala za tmy,
ktord sa docielila prekrytim reakénej nadoby (25 ml) hlinikovou foéliou. Intenzivnym
mieSanim po dobu 10 minut pri teplote 25 °C vznikla biela zrazenina, ktord predstavovala
striebornt sol’ kyseliny malonovej (AgoMal; vid. Schéma 2). Zlucenina bola odfiltrovana,

premyta (destilovana voda, MeOH, Et,0) a uschovana v tme a chlade.

0 0
o 0O H,0 . 29 H,0 .
M + NaOH > 2Na M _+ AgNO; ————— > 2Ag _ M )
HO OH 25 °C, 10 min e 6] 25 °C, 10 min @) @)
tma
1 : 2 1 : 2

Schéma 2 Neutralizécia kyseliny malonovej a priprava jej striebornej soli
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Priprava samotnych komplexov prebiehala rozpustenim 0,25 mmol konkrétneho
prekurzoru, a to cis-[Pt(3Braza),l,], cis-[Pt(4Braza),l,] (pre oba izoméry: M = 842,95 g.mol™;
m = 210,7 mg) alebo cis-[Pt(31aza),l,] (M = 936,95 g.mol™; m = 234,2 mg), v minimalnom
objeme DMF s vyuzitim sonifikacie. K roztoku bola pridana Ag,Mal v molarnom pomere
1:1 (M =317,78 g.mol™; m = 79,4 mg). Reakéna zmes bola miesand 48 h v tme (hlinikova
folia) pri 25 °C (vid. Schéma 3). Po uplynuti tejto doby boli jednotlivé komplexy
prefiltrované cez fritu (S4), na ktorej ostal precipitat Agl s ¢astou produktu. Z tohto dovodu
bol Agl so zvySkom produktu premyvany DMF az do odfarbenia filtratu. K filtratu bola
nasledne pridana destilovana voda, ¢im sa vylucil produkt v podobe zrazeniny bledohnedej
farby. Opét’ nasledovala filtracia a premytie destilovanou vodou, MeOH a Et,0O. Produkty
[Pt(3Braza),(Mal)] (1), [Pt(4Braza),(Mal)] (2), [Pt(3laza),(Mal)] (3) boli dosusené

v exsikatore za znizeného tlaku. Vytaznost reakcie bola cca 60 %.

R3 R3
R* - R4 =
=\ ~NH =\_-NH o
N )/
N\ /' o o NN 0
+ DMF N/
Pt + 2Ag - J\/U\ T Pt
e \ o O  25°C,48h /U
=N | tma <N (e}
) 7 >NH ) Z/ NH o)
R, — R, —
Rs 1 1 Rs

Schéma 3 Syntéza malonato komplexov [Pt(3Braza),(Mal)] (1), [Pt(4Braza),(Mal)] (2)
a [Pt(3laza),(Mal)] (3) (3Braza: Rz = Br, R4 = H; 4Braza: R3 = H, R4, = Br; 3laza: Rz =1,
R4 = H)

3.2.3 Syntéza dekanoato komplexov

Strieborna sol’ kyseliny dekanovej (AgDec) bola pripravena rozpustenim 1 mmol
NaDec (M = 194,23 g.mol™; m= 1942 mg) v minimalnom objeme destilovanej vody
posobenim ultrazvuku. K roztoku bolo pridané stechiometrické mnozstvo AgNO3z (m =
169,9 mg) a zmes bola miesand 10 minut v tme (hlinikova félia) pri 25 °C (vid’. Schéma 4).
Vznikol precipitat bielej farby, ktory bol od reakénej zmesi oddeleny filtraciou, premyty

(destilovana voda, MeOH a Et,0) a uschovany v tme a chlade.
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0] o

. _
Na _ + AGNO3 Ag . o

25 °C, 10 min
1 : 1 tma

Schéma 4 Priprava striebornej soli kyseliny dekanove;j

Na pripravu dekanoato komplexov bolo rozpustenych 0,25 mmol platnatého
prekurzoru, a to cis-[Pt(3Braza),l,], cis-[Pt(4Braza),l;] (pre oba izoméry: m = 210,7 mg),
cis-[Pt(4Claza),l,] (M = 754,05 g.mol™; m = 188,5 mg) alebo cis-[Pt(3laza),l,] (m = 234,2
mg), V minimdlnom objeme chloroformu (sonifikacia). Nasledne bola pridanda AgDec
v molarnom pomere 1 : 2 (M = 279,11 g.mol™*; m = 139,6 mg). Zmes bola miesana pocas 48 h
v tme (hlinikova foélia) pri 25 °C (vid. Schéma 5). Po uplynuti tejto doby bol produkt,
rozpusteny V chloroforme, oddeleny od zrazeniny (Agl) filtraciou. Precipitat (Agl) bol
nasledne premyvany chloroformom aZ do odfarbenia filtratu. Odparenim organického
rozpustadla vznikla gélovita forma produktu. Pevny produkt tmavohnedej farby bol ziskany
pridanim Et,O (20 ml) a jeho odparenim dosucha. Komplexy cis-[Pt(3Braza),(Dec),] (4), cis-
[Pt(4Braza),(Dec),] (5), cis-[Pt(4Claza),(Dec),] (6), cis-[Pt(3laza),(Dec),] (7) boli dosusené v

exsikatore za znizeného tlaku. Vytaznost’ reakcie bola cca 50 %.
R3 R3s
R 4 —_— R 4 _—
- NH —
/ I )J\/\/\/\/\
N\ N | N\ N ¢}

(e}
\Pt/ + 2Ag+- J\/\/\/\/\ chioroform \Pt/
—_—
VAN o 25 °C, 48h 2R

=N | tma =N O
\ P \ P \n/\/\/\/\/

Schéma 5 Syntéza dekanoato komplexov cis-[Pt(3Braza),(Dec),] (4), cis-[Pt(4Braza),(Dec),]
(5), cis-[Pt(4Claza),(Dec);] (6) a cis-[Pt(3laza),(Dec).] (7) (3Braza: Rz = Br, R4 = H; 4Braza:
Rs =H, Ry =Br; 4Claza: R3 =H, R, = Cl; 3laza: R3 = I, R4 = H)

3.2.4 Syntéza ethylmalonito komplexov

Rozpustenim 1 mmol kyseliny ethylmalonovej (HoEtMal; M = 132,11 g.mol™;

m = 132,1 mg) v minimalnom objeme destilovanej vody (ultrazvuk) a jej zneutralizovanim
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dvomi molarnymi ekvivalentmi NaOH (c = 1 M), vznikla sodna sol’ tejto kyseliny. Po pridani
2 mmol AgNO3; (m = 339,7 mg) bola reakéna zmes miesana este 10 minat v tme (hlinikova
folia) pri teplote 25 °C (vid’. Schéma 6). Vznikla biela zrazenina, ktora bola odfiltrovana,

premyta (destilovana voda, MeOH a Et,0) a uskladnena v chlade a tme.

o o o o o o
H,0 ot . H,0 ) aat
+ NaOH ———— 2Na - -4 ANO, — 2~ .~ 2Ag - ]
HO OH 25°C, 10 min o 0 ® 25°C, 10 min © ©
tma
1 : 2 1 : 2

Schéma 6 Neutralizacia kyseliny ethylmalonovej a priprava jej striebornej soli

Syntéza komplexov prebiehala v chloroforme, v ktorom bolo rozpustenych 0,25 mmol
platnatého prekurzora (cis-[Pt(4Braza),l,] alebo cis-[Pt(5Braza),l,]; pre oba M = 842,95
g.mol'l, m = 210,7 mg) a 0,25 mmol Ag,EtMal (M = 345,83 g.mol'l; m = 86,5 mg). Reakéné
komponenty boli intenzivne mieSané po dobu 48 h za tmy (hlinikova fo6lia) pri 25 °C

(vid’. Schéma 7).

R4 — 4 —

NH NH

= =
/ ) o]
RTNN /' o o0 RTNN o
\Pt + 2Ag+ chloroform \ /
- - —_—
VRN ° O “2s5°c, 48n /Pt\
RN I tma RSN o
\ V4 NH \ Y NH ©
R, — R, —
1 : 1

Schéma 7 Syntéza ethylmalonato komplexov [Pt(4Braza),(EtMal)] (8) a
[Pt(5Braza),(EtMal)] (9) (4Braza: R, = Br, Rs = H; 5Braza: R4 = H, Rs = Br)

Po filtracii reakénej zmesi presla viacSina produktu do filtratu. Vzniknuty Agl bol
premyty primeranym objemom chloroformu (do odfarbenia filtratu). Organické rozpustadlo
sa nechalo odparit’. Produkt bol nasledne rozsuspendovany v Et;0 (20 ml). Rozpustadlo bolo
opatovne odparené. Vzniknuté produkty bledohnedej farby, [Pt(4Braza),(EtMal)] (8) a
[Pt(5Braza),(EtMal)] (9), boli vysusené v exsikatore za zniZzeného tlaku.
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3.2.5 Syntéza 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato komplexov

Pri priprave striebornej soli kyseliny 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej (AgMEE)
sa vychadzalo zo syntézy publikovanej v praci [105], s prepoétom na 1 mmol AgNO;3,

upravenim reakcnej doby a teploty.

V 127 pl acetonitrilu a 2 ml EtOH bol rozpusteny 1 mmol AgNO3 (m = 169,5.10° g).
Doroztoku  bolo za  stileho  mieSania  pridanych 195 pl - kyseliny
2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej (HMEE; M = 178,19 g.mol™; p = 1,161 g.ml™ pri
25 °C), 111 pl triethylaminu (M = 101,19 g.mol™; p = 0,726 g.mI™ pri 25 °C) a 3 ml EtOH.
Reak¢nd zmes bola mieSana v tme (hlinikova f6lia) po dobu 10 mintt pri 25 °C, 30 minut pri
0 °C a 12 h pri -15 °C (vid. Schéma 8). Po uplynuti tejto doby, bola zmes prefiltrovana,
premyta (EtOH a Et,O) a ihned’ pouzita na syntézu 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato

komplexov.

acetonitril, EtOH

O (]
+
HOLO\/\O/\/O\ + AgNOs3 Ag -OLO\/\O/\/O\

0,8 ekv. triethylamin
25 °C, 10 min
1,27 : 1 0 °C, 30 min
-15 °C, cez noc
tma

Schéma 8 Priprava striebornej soli kyseliny 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej

Syntéza komplexov s derivatmi 7-azaindolu

V minimalnom objeme chloroformu bolo za pomoci ultrazvuku rozpustenych
0,25 mmol cis-[Pt(3Braza);l,] alebo cis-[Pt(4Braza),l,] (pre oba izoméry: m = 210,7 mg). Po
pridani 0,5 mmol AGQMEE (M = 285,03 g.mol™, m = 142,5 mg) bola reakéna zmes mie$ana
48 h vtme (hlinikova folia) pri teplote 25 °C (vid. Schéma 9). Nasledne bola zmes
prefiltrovana cez fritu (S4), na ktorej ostal Agl acast’ produktu. Tieto boli premyté
dostatocnym objemom chloroformu (do odfarbenia filtratu), ktory bol nasledne odpareny.
Vznikla gélovita forma produktu, ku ktorému bolo pridanych 20 ml Et;O (sonifikacia).
Odparenim organického rozpustadla bol ziskany pevny tmavohnedy produkt. Komplexy
cis-[Pt(4Braza),(MEE),] (10) acis-[Pt(3Braza),(MEE);] (11) boli nasledne dosuSené

V exsikatore za znizeného tlaku.
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Schéma 9 Syntéza 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato komplexov s derivatmi 7-azaindolu
o slozeni cis-[Pt(4Braza),(MEE);] (10) a cis-[Pt(3Braza),(MEE);] (11) (3Braza: R; = Br,
R4 =H; 4Braza: R3 =H, Ry = Br)

Syntéza komplexu s 1,2-diaminocyklohexanom

Syntéza [Pt(DACH)I;], podobne ako syntéza cis-[Pt(haza).l;], vychadzala zo
zla¢eniny K,[PtCly]. Do &erstvého roztoku Kj[Ptly] (vid’. kapitola 3.2.1) bolo pridané
ekvimolarne mnozstvo, vztiahnuté ku K,[PtCls], DACH (M = 114,19 g.mol’l; m = 57,1 mg)
rozpusteného v minimalnom objeme methanolu (sonifikacia). Syntéza prebiehala cez noc za
intenzivneho miesania pri 25 °C (vid’. Schéma 10). Produkt [Pt(DACH),l,] bol odfiltrovany,

premyty (destilovana voda, MeOH a Et,0) a dosuseny v exsikatore za znizeného tlaku.

H

2-
| T| NH 2
N4 H,0 RN ’ MeOH N\ /I
2K /Pt\ Ko 2K PL + - bt
y . : |/ \| ", 25°C, 18 h N/ \I
H
1 : 1 ’

Schéma 10 Priprava [Pt(DACH)I,]

Na pripravu [Pt(DACH)(MEE);] (12) bolo rozpustenych 0,25 mmol [Pt(DACH)I;]
(M=563,06 g.mol™; m = 140,8 mg) v minimilnom objeme chloroformu za pomoci
ultrazvuku. Nasledne bola pridana AgMEE v molarnom pomere 1:2 (m = 142,5 mg). Zmes
bola mieSana pocas 48 h vtme (hlinikova folia) pri 25 °C (vid. Schéma 11). Produkt,
rozpusteny v chloroforme, bol od zrazeniny (Agl) oddeleny filtraciou, pricom zrazenina Agl
bola nasledne premyvana chloroformom az do odfarbenia filtratu. Odparenim organického

rozpustadla vznikla gélovitd forma produktu. Pevny produkt bledohnedej farby bol ziskany
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pridanim Et;O (20 ml) ajeho odparenim dosucha. Nasledovalo dosusenie Vv exsikatore za

znizeného tlaku.

Ha
N |
(o]
C[ \Pt/ + A JJ\/o\/\ O, Sforoform \Pt/
N/ \I o © 25 °C, 48h VAN
N tma Hz O\n/\o/\/o\/\o/

1 : 2 o

Schéma 11 Syntéza 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxyJacetato komplexu s DACH

3.3 Invitro cytotoxicita

U vybranych komplexov bola stanovena in Vitro cytotoxicita na nadorovych
bunkovych linidch I'udského karcindmu vaje¢nikov A2780 (citlivé na cisplatinu) a A2780R
(rezistentné na cisplatinu) a na normalnych bunkovych liniach I'udskych fibroblastov MRCS,
zakupenych od European Collection of Cell Cultures (ECACC). Bunkové linie boli
kultivované podl'a inStrukcii ECACC a boli udrziavané vo zvlhcenej atmosfére inkubatora

s obsahom 5 % oxidu uhli¢itého pri teplote 37 °C.

Taktiez bola stanovena in vitro cytotoxicita na kultirach I'udskych hepatocytov (Hep)
izolovanych z pecenového tkaniva 70 roéného muza, ako multiorganového darcu, a to
v stlade s protokolom vydanym etickou komisiou Ceskej republiky. Hepatocyty boli
izolované dvojstuptiovou perfuziou perfiznym médiom s obsahom emzymu kolagenaza.
Bunky boli nanesené na kolagénom potiahnuté kultivaéné misky s hustotou 140 000
buniek/cm?, spolu s Williamsovym a Ham F-12 (1 : 1) kultivaénym médiom obohatenym
0 penicilin, streptomycin, kyselinu askorbovu, kyselinu listovu, holotransferin, ethanolamin,
glukagdn, inzulin, dexamethazon, pyruvat, glukézu, glutamin, amfotericin a2 % fetalne
telacie sérum [106]. Po 24 hod bolo médium vymenené za bezsérové a kultira bola
stabilizovana d’alSich 24 hod vo zvlhCenej atmosfére inkubatora s obsahom 5 % oxidu

uhlicitého pri teplote 37 °C.

In vitro cytotoxicita bola stanovena pomocou MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) testu, ktory vyuziva schopnost’ zivych buniek redukovat’ zIta sol’
MTT, pricom vznikd modré formazanové farbivo. Suspenzie buniek boli nanesené na

mikrotitracné doSticky s 96 jamkami. LCudské hepatocyty a bunkové linie A2780, A2780R
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a MRC5 boli po dobu 24 hodin vystavené pdsobeniu testovanych komplexov a cisplatiny
s koncentraciou do 50 uM (A2780, A2780R, MRC5) resp. 250 uM (Hep) v pripade, Ze nebola
obmedzena rozpustnostou komplexov. Nasledna MTT analyza bola prevedena
spektrofotometricky pri vinovej dizke 540 nm na pristroji TECAN Infinite M200 Pro,
Schoeller Instruments LLC.

Meranim boli ziskané tri parcialne hodnoty ICsp, pricom vysledna hodnota 1Csy bola
vypocitana ako aritmeticky priemer. Vyznamnost’ rozdielov ziskanych vysledkov (p < 0,05
Statisticky vyznamné) bola vyhodnotend ANOVA analyzou (QC Expert 3.2, Statistical
software, TriloByte Ltd.).

3.4 Stadium hydrolyzy a interakcie s biomolekulami

V ramci $tudia hydrolyzy a interakcie nasyntentetizovanych malonato komplexov
s biomolekulami prebehlo pit experimentov (A-E). Zakladom kazdého bol komplex (2),
vybrany ako reprezentativny, 0 navazke 5,0 mg (M = 691,18 g.mol™; n = 7,23.10° mmol)
rozpusteny v 0,25 ml DMF-d;.

Stadium hydrolyzy zastresoval experiment A. K rozpustenému komplexu sa pridalo
0,25 ml H,0 a ihned bola prevedend "H NMR spektroskopia (0 h). Dalsie meranie prebehlo
po 24 hodinach statia vzorky pri 25 °C (24 h).

Experiment B pozostaval zrozpustenia 1,5 mg NaCl (M = 5844 g.mol™;
n=26.10>mol; ¢ = 104 mM) v 0,25 ml vody a nasledného pridania k rozpustenému
komplexu. Opit bola prevedena 'H NMR spektroskopia v &ase 0 h a 24 h.

Na experiment C sa pouzila latka GSH (M = 307,32 g.mol™; m = 44 mg) a na
experiment D latka GMP (M = 407,18 g.mol™; m = 5,9 mg). Dva molarne ekvivalenty oboch
latok sa rozpustili v 0,25 ml vody snaslednym pridanim ku komplexu rozpustenému

v DMF-d;. 'H NMR spektra boli ziskané v ¢ase 0 h a 24 h.

Posledny experiment, experiment E, sa tykal oboch, GSH i GMP. Voda o objeme
0,25 ml, v ktorej sa rozpustili dva molarne ekvivalenty GSH a dva molarne ekvivalenty GMP,
sa pridala ku komplexu rozpustenému v DMF-d;. Nasledovala analyza interakcii komplexu

s biomolekulami prostrednictvom *H NMR spektroskopie (0 h; 24 h).
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3.5 Stadium lipofility komplexov

Odmernym valcom sa odmeralo 150 ml destilovanej vody a 150 ml n-oktanolu.
Rozpustadla sa zmieSali a nasledne intenzivne mieSali 24 h pri 25 °C, aby doslo kich
nasyteniu. Po uplynuti tejto doby sa jednotlivé fazy oddelili pomocou deliaceho lievika
(500 ml). Do siedmych reakénych nadob (25 ml) sa odobralo 15 ml vody saturovanej
n-oktanolom (OSW) a pridal sa 1 mg testovanych komplexov alebo cisplatiny, ako Standardu.
Roztoky boli sonifikované 15 minuat a nasledne centrifugované po dobu 5 minut. Odobrali sa
4 ml z kazdého roztoku a stanovila sa koncentracia platiny (Cwso) prostrednictvom ICP-MS.
Dalsich 10 ml roztoku sa zmie$alo s rovnakym objemom n-oktanolu saturovaného vodou
(WSO). Zmesi boli pretrepavané 1 h a po oddeleni faz bola opit’ stanovend koncentracia
platiny vo vodnej faze pomocou ICP-MS, pricom rozdiel koncentracii platiny vo vode pred

a po pretrepavani je rovny Cyso.

Rozdelovaci koeficient n-oktanol-voda je definovany ako pomer rovnovaznych
koncentracii rozpustenej latky v dvojfazovom systéme rozpustadiel n-oktanol avoda,

najcCastejSie vyjadreny vo forme dekadického logaritmu (1):

logP,, = logc‘”ﬂ, 1)

Cosw

kde: Pow je rozdelovaci koeficient oktanol-voda, Cosw je koncentracia Pt v OSW (voda), Cwso

je koncentracia Pt vo WSO (n-oktanol).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Podla vyssie popisanych syntéz sa pripravili Styri typy karboxylatoplatnatych
komplexov (O-donorovymi ligandmi boli malonat (Mal), dekanoat (Dec), ethylmalonat
(EtMal) a 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetat (MEE)) so substituovanymi derivatmi
7-azaindolu, ako nosnymi N-donorovymi ligandmi. Predpokladané zlozenie pripravenych
komplexnych zlacenin je uvedené v tabulke 2. Taktiez sa pripravil jeden
2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato komplex obsahujuci rovnaky N-donorovy ligand
(DACH), ako oxaliplatina. K tomuto kroku nas viedla skuto¢nost’, Ze pouzity odstupujuci
ligand (MEE) je zatial' z pohl'adu bioanorganickej chémie platnatych komplexov neznamy.
Preto je ziaduce zrovnanie jeho komplexov odvodenych od klinicky pouzivanych lie¢iv (napr.
spominana oxaliplatina) s komplexmi novymi, ako st v tejto praci popisané komplexy so
7-azaindolmi. Do6vodom pripravy roznych typov latok bola snaha rozsirit portfolio
karboxylatoplatnatych komplexov a ndjst vhodné O-donorové ligandy, ktoré zvysia
rozpustnost’ komplexov a budii vhodnymi odstupujucimi skupinami pre biologicky aktivne
latky. Dianiony malonatu a ethylmalonatu sa pouzili pre svoju Struktirnu podobnost
s O-donorovym ligandom registrovaného lie¢iva karboplatiny, pricom u ethylmalonatu sa
ocakava zvySenie lipofility z dovodu pritomnosti skupiny CH3CH,—. Dekanoatovy anion bol
zvoleny za ucelom zvysenia lipofility, ktord moze komplexu zabezpecit' znane nepolarna
Struktira dlhého uhlohl'ovodikového retazca. Poslednym pouzitym O-donorovym ligandom
je 2-[2-(2-metoxyetoxy)etoxylacetatovy anioén, ktory bol vybrany kvoli Struktirnej
podobnosti s polyetylenglykolom. Polyetylenglykol je latka biodegradabilna a
biokompatibilna, ktora sa neakumuluje v organizme. Je zaujimava ako nosny systém pre
lie¢iva. Nasla uplatnenie pri funkcionalizacii nanocastic, ktorym udava maskovaci charakter a

schopnost’ dlhodobej cirkulacie v tele bez rozpoznania imunitnym systémom.

Komplexné zluceniny sa podrobili elementarnej analyze, ktord ukézala, Ze pri
komplexoch (1)—(11) je rozdiel medzi vypocitanymi a nameranymi hodnotami percentualneho
zastupenia prvkov C, H, N mensi ako 0,5 % (vid’. Tabul’ka 2). Komplex [Pt(DACH)(MEE),]
(12) je znacne znecisteny. Obsah necistot sposobil zaporny narast odchylky vypocitanych a
nameranych hodnot percentudlneho zastupenia uhlika v zlucenine o 2,0 %, ¢im prekrocil
stanoveny limit pre Cistotu latky a bol vyradeny z d’alSich experimentov. Syntéza, ktora je
vysSie popisana, sa tak nejavi byt univerzalnou pre vSetky platnaté komplexy s karboxylato

alebo dikarboxylato ligandami a je potrebné ju optimalizovat’.
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Tabul’ka 2 Vysledky elementarnej analyzy komplexov

Komplex C [%] - H [%] - N [%] -
vyp. / naj. vyp. / naj. vyp. / naj.

(1)  [Pt(3Braza),(Mal)] 29,5/29,5 1,8/1,8 8,1/7,7
(2)  [Pt(4Braza),(Mal)] 29,5/ 29,6 1,7/1,6 8,1/7,8
(3)  [Pt(3laza)(Mal)] 26,0/25,8 15/15 7,1/6,9
(4)  cis-[Pt(3Braza),(Dec),] 43,8 /44,1 52/54 6,0/5,6
(5) cis-[Pt(4Braza),(Dec),] 43,8/43,4 51/54 6,0/5,6
(6) cis-[Pt(4Claza),(Dec),] 48,5/ 45,2 57/5,8 6,6/6,3
(7)  cis-[Pt(3laza),(Dec),] 39,8/39,6 4,714,7 55/51
(8)  [Pt(4Braza),(EtMal)] 31,7/315 2,212,.2 78170
(9)  [Pt(5Braza),(EtMal)] 31,7/31,6 2,212,0 7,8/6,8
(10)  cis-[Pt(3Braza),(MEE),] 35,6 /35,2 3,8/3,6 59/57
(11)  cis-[Pt(4Braza),(MEE),] 35,6 /35,2 3,8/35 59/5,8

4.1 Malonaito a dekanoato komplexy

Komplexy (1)—(7) (vid. Obrazok 22) boli podrobené charakterizacii prostrednictvom
experimentov 'H, *C a'*Pt NMR a 2D NMR experimentmi (*H-'H gs-COSY, 'H-*C gs-
HMQC, *H-*C gs-HMBC) a v pripade komplexu (2) a (7) i *H-">N gs-HMBC, hmotnostnou
spektrometriou s ionizaciou elektrosprejom V pozitivnom (ESI+) a negativhom ionizacnom
mode (ESI-), infracervenou spektroskopiou s pouzitim ATR techniky v rozsahu vinoctov
400-4000 cm™. Monokrystalova rentgenostrukturna analyza komplexov Zial nebola

prevedend. Nepodarilo sa vypestovat’ monokrystal u ziadneho z pripravenych komplexov.

(1): *H NMR (DMF-d7, SiMe,, ppm): & 13,46 (s, N1-H), 8,90 (d, 4,9, C6-H), 8,10 (d,
2,2, C2-H), 8,07 (d, 7,9, C4-H), 7,30 (dd, 7,9, 5,7, C5-H), 3,74 (s, C11-H,). *C NMR
(DMF-d;, SiMey, ppm): & 175,3 (C10), 148,3 (C7a), 147,6 (C6-H), 131,2 (C4—H), 128,6 (C2—
H), 123,3 (C3a), 118,6 (C5-H), 90,0 (C3), 51,1 (C11-H,). ***Pt NMR (DMF-d;, ppm): & -
1718,1. ESI+ MS (methanol, m/z): 715,1 (vyp. 714,9; 100%; {[Pt(Mal)(3Braza),]+Na}"),
693,2 (vyp. 692,9; 25%; {[Pt(Mal)(3Braza),]+H}"), 197,1 (vyp. 197,0; 20%; {(3Braza)+H}").
ESI- MS (methanol, m/z): 691,2 (vyp. 690,9; 100%; {[Pt(Mal)(3Braza),;]-H} ), 493,4 (vyp.
492,9; 10%; {[Pt(Mal)(3Braza)]-H}), 195,2 (vyp. 195,0; 2%; {(3Braza)-H}), 103,1 (vyp.
103,0; 3%; {(Mal)+H}). IR (varr/cm™): 453w, 512w, 551w, 598w, 648m, 679w, 749s,
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789m, 894w, 940m, 1002s, 1103m, 1128m, 1162m, 1206m, 1274s, 1337s, 1377s, 1443s,
1487m, 1605vs, 1633vs, 1713w, 2823m, 2903m, 3104s, 3203m, 3346m, 3626w.

R 3 R3
R 4 — R 4 —
—\_NH —\_NH O
/ (o) \ / 10 12 14 16 18
NN o—<s; N o
11 13 15 17 19
N Pt/ 1 P{
RN AN
=N o . OY\/\/\/\/
0
A o
R, \—
R 3
(1) A7)

Obrazok 22 Pripravené malonato (1) - (3) a dekanoato (4) - (7) komplexy

(2): *H NMR (DMF-d-, SiMey, ppm): & 13.42 (s, N1-H), 8,70 (d, 6,2, C6-H), 7,99 (t,
2,9, C2-H), 7,49 (d, 6,2, C5-H), 6,68 (m, C3-H), 3,73 (s, C11-H,). *C NMR (DMF-dy,
SiMey, ppm): & 175,4 (C10), 148,0 (C7a), 147,2 (C6-H), 130,2 (C2-H), 128,7 (C3a), 125,4
(C4), 121,3 (C5-H), 102,9 (C3-H), 51,2 (C11-H,). ®°N NMR (DMF-d;, ppm): & 151,2 (N7),
139,3 (N1-H). '**Pt NMR (DMF-d;, ppm): & -1706,6, ESI+ MS (methanol, m/z): 715,2 (vyp.
714,9; 100%; {[Pt(Mal)(4Braza),]+Na}"), 693,2 (vyp. 692,9; 40%;
{[Pt(Mal)(4Braza),]+H}"), 197,2 (vyp. 197,0; 10%; {(4Braza)+H}"). ESI- MS (methanol,
m/z): 691,2 (vyp. 690,9; 100%; {[Pt(Mal)(4Braza),]-H}), 493,4 (vyp. 492,9; 20%;
{[Pt(Mal)(4Braza)]-H}), 195,3 (vyp. 195,0; 5%; {(4Braza)-H}). IR (vatr/cm™): 505w,
541w, 604w, 647w, 756m, 804m, 855m, 915w, 934w, 969w, 1071w, 1113w, 1172m, 1188m,
1259m, 1276m, 1340s, 1378s, 1482m, 1506m, 1587vs, 1634s, 1714w, 2737w, 2909w,
3095m, 3468w, 3520w, 3670w.

(3): *H NMR (DMF-d;, SiMes, ppm): & 13,50 (s, N1-H), 8,88 (d, 4,9, C6-H), 8,11 (d,
2,2, C2-H), 7,91 (d, 7,9, C4-H), 7,29 (dd, 7,5, 5,7, C5-H), 3,73 (s, C11-H,). *C NMR
(DMF-d7, SiMey, ppm): & 175,0 (C10), 148,2 (C7a), 147,8 (C6-H), 133,4 (C2-H), 132,6 (C4—
H), 126,3 (C3a), 118,4 (C5-H), 56,3 (C3), 50,9 (C11-H,). ***Pt NMR (DMF-d;, ppm): & -
1718,6. ESI+ MS (methanol, m/z): 808,0 (vyp. 807,9; 10%; {[Pt(Mal)(3laza),]+Na}"), 786,1
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(vyp. 785,9; 5%; {[Pt(Mal)(3laza),]+H}"), 245,1 (vyp. 245,0; 5%; {(3laza)+H}"). ESI- MS
(methanol, m/z): 784,1 (vyp. 783,9; 100%; {[Pt(Mal)(3laza),]-H}), 540,2 (vyp. 539,9; 15%;
{[Pt(Mal)(3laza)]-H}), 243,2 (vyp. 242,9; 5%:; {(3laza)-H}). IR (varr/cm™): 486w, 503w,
542w, 594m, 643m, 668m, 748s, 790m, 898w, 936m, 982m, 1000m, 1057m, 1099m, 1127m,
1161m, 1205m, 1271s, 1336s, 1372s, 1438m, 1487m, 1503m, 1593vs, 1634vs, 1729w,
2757m, 2909m, 3093s, 3584w, 3626w, 3645w.

(4): 'H NMR (DMF-dy, SiMey, ppm): & 13,59 (br, N1-H), 8,53 (d, 5,8, C6-H), 8,10
(s, C2-H), 7,99 (d, 7,4, C4-H), 7,14 (dd, 7,4, 5,8, C5-H), 2,08 (t, 7,4, C11-H,), 1,40 (qui,
C12-H,), 1,20 (m, C13-C18-H5), 0,87 (t, 7,4, C19-H3). 3C NMR (DMF-d;, SiMey, ppm): &
181,9 (C10), 148,1 (C6-H), 147,6 (C7a), 130,6 (C4-H), 128,4 (C2-H), 122,6 (C3a), 118,0
(C5-H), 89,8 (C3), 36,1 (C11-Hy), 29,6 (C13-C18-Hy,), 26,4 (C12-Hy), 14,3 (C19-Hs). Pt
NMR (DMF-d;, ppm): & -1605,6. ESI+ MS (methanol, m/z): 957,0 (vyp. 957,0; 100%;
[Pt(Dec)(3Braza)s]” +  {[Pt(Dec),(3Braza),]+Na}’), 932,8 (vyp. 933,2; 5%;
{[Pt(Dec),(3Braza),]+H}"), 761,1 (vyp. 761,0; 25%; [Pt(Dec)(3Braza),]"), 197,1 (vyp. 197,0;
5%; {(3Braza)+H}'). ESI- MS (methanol, m/z): 9551 (vyp. 955,0; 20%;
{[Pt(Dec)(3Braza)s;]-2H}, 931,2 (vyp. 931,2; 50%; {[Pt(Dec),(3Braza),]-H} ), 171,3 (vyp.
171,1; 5%; (Dec)). IR (vatr/cm™): 472w, 509m, 567w, 596m, 647m, 721w, 752m, 791m,
861w, 997m, 1108m, 1209m, 1274vs, 1340s, 1377s, 1446m, 1492m, 1588vs, 1710w, 2851vs,
2921vs, 2955s, 3009m, 3091s, 3213m.

(5): 'H NMR (DMF-d;, SiMey, ppm): & 13,53 (br, N1-H), 8,39 (d, 6,2, C6-H), 7,96
(d, 3,5, C2-H), 7,32 (d, 6,2, C5-H), 6,65 (d, 3,5, C3-H), 2,06 (t, 7,3, C11-H,), 1,39 (qui, 7,4,
C12-H,), 1,16 (m, C13-18-Hy,), 0,87 (t, 7,1, C19-Hs). *C NMR (DMF-d7, SiMey, ppm): &
181,7 (C10), 148,2 (C7a), 147,1 (C6-H), 129,9 (C2-H), 128,1 (C4-H), 124,8 (C3a), 120,8
(C5-H), 102,7 (C3), 36,9 (C11-H,), 30,3 (C13-18-Hy,), 32,6 (C14), 14,6 (C19-Hs). %Pt
NMR (DMF-d;, ppm): & -1600,6. ESI+ MS (methanol, m/z): 957,1 (vyp. 957,0; 100%;
[Pt(Dec)(4Braza)s]” +  {[Pt(Dec),(4Braza),]+Na}’), 933,1 (vyp. 933,2; 20%;
{[Pt(Dec),(4Braza),]+H}"), 761,3 (vyp. 761,0; 10%; [Pt(Dec)(4Braza),]"), 197,1 (calc. 197,0;
5%; {(4Braza)+H}"). ESI- MS (methanol, m/z): 9314 (vyp. 931,2; 100%;
{[Pt(Dec),(4Braza),]-H}), 171,3 (vyp. 171,1; 100%; (Dec)). IR (vatr/cm): 502w, 543w,
601m, 622w, 649w, 677m, 724m, 780m, 807m, 854m, 914m, 933m, 974w, 1069m, 1108m,
1188s, 1260s, 1317s, 1341s, 1376s, 1435m, 1465m, 1482m, 1506m, 1583vs, 1609s, 1708w,
2851vs, 2921vs, 2953s, 3089m, 3268m.
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(6): 'H NMR (DMF-d7, SiMey, ppm): & 13,56 (br, N1-H), 8,50 (d, 6,6, C6-H), 7,94
(d, 3,3, C2-H), 7,18 (d, 6,6, C5-H), 6,72 (d, 4,1, C3-H), 2,07 (t, 7,0, C11-H,), 1,39 (qui, 7,4,
C12-H,), 1,24 (m, C13-C18-Hyy), 0,86 (t, 7,4, C19-Hj). **C NMR (DMF-d;, SiMe,, ppm): &
181,6 (C10), 148,8 (C7a), 147,2 (C6-H), 138,3 (C4), 129,6 (C2-H), 122,2 (C3a), 117,5 (C5-
H), 100,9 (C3-H), 36,7 (C11-H,), 29,6 (C13-C18-Hy,), 26,8 (C12—H1,), 14,3 (C19-Hs). Pt
NMR (DMF-d;, ppm): & -1585,2. ESI+ MS (methanol, m/z): 865,3 (vyp. 865,3; 10%;
{[Pt(Dec),(4Claza),]+Na}"), 823,4 (vyp. 823,1; 100%; [Pt(Dec)(4Claza)s]*), 671,4 (vyp.
671,1; 10%; [Pt(Dec)(4Claza),]"), 153,1 (vyp. 153,0; 5%; {(4Claza)+H}"). ESI- MS
(methanol, m/z): 841,5 (vyp. 841,3; 100%; {[Pt(Dec),(4Claza),]-H}), 171,3 (vyp. 171,1;
60%:; (Dec)). IR (vatr/cm™): 439w, 510w, 551w, 606m, 677w, 726m, 781m, 810m, 860m,
883w, 920m, 952m, 985w, 1071m, 1108m, 1170m, 1198s, 1223m, 1261s, 1320s, 1343s,
1376s, 1437m, 1465m, 1487m, 1506m, 1586vs, 1710m, 2852vs, 2921vs, 2953s, 3092m,
3270m.

(7): 'H NMR (DMF-d7, SiMey, ppm): & 13,59 (s, N1-H), 8,50 (d, 5,3, C6-H), 8,09 (s,
C2-H), 7,82 (m, C4-H), 7,12 (dd, 7,9, 5,7, C5-H), 2,08 (t, 7,1, C11-H,), 1,40 (qui, 7,4, C12—
H.), 1,18 (m, C13-C18-Hj,), 0,86 (t, 7,1, C19-Hs). *C NMR (DMF-d;, SiMey, ppm): & 181,2
(C10), 148,2 (C7a), 147,7 (C6-H), 133,2 (C2-H), 132,4 (C4-H), 125,0 (C3a), 116,5 (C5-H),
55,6 (C3), 36,0 (C11-H,), 31,8 (C13-C18-Hyy), 26,3 (C12-Hyz), 14,1 (C19-Hs). "N NMR
(DMF-d7, ppm): & 154,6 (N7), 146,3 (N1-H). ***Pt NMR (DMF-d;, ppm): & -1600,6. ESI+
MS (methanol, m/z): 1098,0 (vyp. 1098,0; 5%; [Pt(Dec)(3laza)s]"), 1048,3 (vyp. 1048,1;
40%; {[Pt(Dec),(3laza),]+Na}"), 1025,8 (vyp. 1026,2; 20%; {[Pt(Dec),(3laza),]+H}"), 854,3
(vyp. 854,0; 100%; [Pt(Dec)(3laza),]"), 245,2 (vyp. 245,0; 5%; {(3laza)+H}"). ESI- MS
(methanol, m/z): 1024,2 (vyp. 1024,1; 100%; {[Pt(Dec).(3laza).]-H}"), 171,3 (vyp. 171,1;
20%; (Dec)). IR (vatr/cm™): 473w, 499m, 568m, 591m, 646m, 676w, 695w, 724w, 752m,
793m, 868w, 980s, 1111m, 1204m, 1225m, 1272s, 1333s, 1371s, 1440m, 1462m, 1504m,
1589vs, 1607s, 1706m, 2851s, 2920vs, 2953s, 3092m, 3252m, 3745w, 3796w.

'H, ¥C a'®pt NMR detekovala vSetky atomy H, C a Pt zapojené¢ do Struktury
komplexov (1)—(7), ¢im bolo ich zlozenie jednoznac¢ne preukazané (vid. Tabulka 3,
Tabul'ka 4). Detekcia atomov NI1-H prislusnych naza ligandov vo vodikovom spektre
indikuje, zZe naza ligandy su na platinu koordinované prostrednictvom dusika N7. Koordinaciu
cez atdm N7 jednoznacne potvrdili vyrazne odliSné >N NMR koordina&né posuny (AJ),

vypocitané ako rozdiel medzi koordinacnym posunom komplexu (Skompiex) @ koordina¢nym
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posunom ligandu  (Siigand) pre reprezentativne komplexy, ato konkrétne (2)
(AS(N1) =-3,0 ppm; AS(N7)=-118,2 ppm) a (7) (AS(N1) =-2,0 ppm; AS(N7) =-120,4 ppm).

® NI-H @ C4-H
# C6-H % C5-H

4 C2H A Cl11-H2

&
F 9 @
* o
® * |‘ # H ' *
J iL—JL J.
r T T T T T r ¥ T T ¥ T ’
14 12 10 8 6 4 920 8.5 8.0 75

é [ppm]

Obrazok 23 'H NMR spektrum komplexu (3)

Vysledky ziskané 'H a **C NMR pre malonato komplexy navzajom dobre korelujd.
Rovnako dobra suvztaznost’ vykazuji aj chemické posuny signalov pre izotopy *H a **C
dekanoato komplexov. Namerané hodnoty boli taktiez porovnané s udajmi pre dichloro
a oxalato komplexy zahritujuce 7-azaindol, ktorych Strukttra, ako uvadzaju prace [98,100],
bola jednozna¢ne uréend RTG Struktirnou analyzou. Zistila sa korelacia medzi malonato
a oxalato komplexmi obsahujucimi bidentatne O-donorové ligandy a medzi dekanoato

a dichloro komplexami

. . e ® Clo0 ® C4H ® C5H
S monodentatnymi  odstupujucimi
] ) H C7la % C22H K 3
ligandami.
A C6H & C3a A& C11-H2
Vysledky *H NMR sa medzi
13 a @)—(7) komplexmi
() e *
odlisovali, a to najmi koordina¢né < k.o |a
L]
posuny signalov pre atomy N1-H, ‘ a
C5-H aC6-H. U malonato e A A A ot
180 160 140 120 100 50 60 40

komplexov su tieto signaly posunuté

. 8 [ppm]
k slabsim poliam o 1,29-1,33 ppm
(N1-H), 0,09-0,14 ppm (C5-H)

Obrazok 24 *C NMR spektrum komplexu (1)
a 0,56-0,57 ppm (C6-H) rovnako,
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ako je tomu u Strukturne podobnych oxalato komplexov. V pripade dekanoato komplexov
boli signaly pre rovnaké atomy posunuté k slabsim poliam o 1,41-1,49 ppm (N1-H) a 0,19-
0,28 ppm (C6-H) a k silnejsim poliam 0 0,02-0,08 ppm (C5-H).

Pre ilustraciu st pridané *H NMR (vid’. Obrazok 23) a *C NMR (vid’. Obrazok 24)
spektra komplexov (3) a (1).

Tablll’ka 3 1H NMR koordlnaéné pOSU.ny (A8 = 6k0mp|ex = 8||gand [ppm])

"H NMR

NIH C2H C3H C4H C5H  C6H
1) 129 0,32 - 019 009 056
@ 132 0,30 - 017 009 057
@ 133 029 0,17 - 014 057
@ 142 0,32 - 011  -007 0,19
G) 141 0,28 - 008 -0,08 0,19
6 149 026 0,14 - 0,02 028
7 144 026 0,14 - 0,03 0,26

TabuPka 4 °C NMR koordina¢né posuny (A = Skomplex - Oligand [PPM])

13C NMR

C2 C3 C3a C4 C5 C6 C7a
L 27 23 4,0 47 2,0 33 0,4
2 24 24 37 4,0 1,6 37 -0,5
@) 27 3,1 4.8 4,0 2,5 38 -0,9
4 25 21 33 4,0 1,5 38 -0,3
G 22 1,7 25 4,1 -0,3 35 -0,5
6 22 2,6 3,0 38 1,8 37 -0,9
7 25 28 33 4,2 2,0 37 -0,8

Hmotnostné  spektrd malonato  komplexov — obsahujiit  molekularne  piky
{[Pt(naza),(Mal)] + H}", rovnako ako piky {[Pt(naza),(Mal)] + Na}" aduktu s iénom sodika
detekované v ESI+ a piky {[Pt(naza),(Mal)] — H}  castice detekované v ESI-.

Hmotnostné  spektra  dekanoato  komplexov  obsahuji  molekuldrne  piky

{[Pt(naza),(Dec);] + H}" I tu boli zistené piky {[Pt(naza),(Dec),] + Na}" aduktu s iénom
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sodika detekované v ESI+ a piky {[Pt(naza),(Dec),] - H} castice detekované v ESI-.
Vysledky priamo potvrdzuji zloZenie skiimanych latok. Okrem vysSie uvedenych pikov
vznikaji taktieZ piky {[Pt(naza)s(Dec)]}" a {[Pt(naza),(Dec)]}" &astic, a to v dosledku straty
dakanoato ligandu alebo jeho nahradenim naza ligandom v pozitivnom ionizaénom mode.
Ako vzor sa vybralo hmotnostné spektrum komplexu (1) namerané v ESI+ s vyznafenymi
pikmi protonizovaného fragmentu, protonizovaného komplexu a aduktu komplexu so
sodikovym i6nom (zlava). Vypocitany molekularny pik je zobrazeny vpravo hore

a molekularny pik zisteny experimentalne vpravo dole (vid’. Obrazok 25).

vyp. 692,9

{|Pt(3Braza),(Mal)[+Na}* i/
100
vyp. 714.9 / naj. 715,1
g 804
100 - i . § o0
{[Pt(3Braza),(Mal)|+H}* HA
vyp. 692.9 / naj. 693.2 2
. 804
\O % 4 686 688 690 692 694 696 698 700
% {(3Braza)+H}
= vyp. 197.0 / naj. 197.1
g 604 Y naj. 693,2
9 / 100 -
C
g / \ :; 80
:E: 60
2 40 | Y
© ! b i
&J / ® 2
20 . /‘ 0v686 688 690 692 694 696 698 700
T
o3 ST 111 3 T SO ¥
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Obrazok 25 Hmotnostné spektrum (ESI+) komplexu (1)

Na infracervenych spektrach malonito a dekanoato komplexov —moéZeme vidiet
charakteristické vibracie ako 7-azaindolovej cCasti, tak aj samotného karboxylatu. Dékazom
pritomnosti substituovaného 7-azaindolu su charakteristické vibracie vizieb v(C—C)y
z intervalu 1506-1487 cm™, v(C—H)a z intervalu 3104-3089 cm™ a charakteristické vibracie
vizby v(C—N)a z oblasti vino&tov 1343-1333 cm™ s d’alsim absorpénym pasom pri 1276—
1261 cm™ [106].
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T [%]

Dokazom karboxylatov su charakteristické vibracie vézieb v(C=0) a v(C-O) najdené

v rozsahu vIno¢tov 1729-1706 cm™ resp. 1276-1260 cm™.
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7 T T v T T v T J T
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Obrazok 26 Infracervené spektra

3laza a komplexov (7) a (3)
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Pre dlhé alifaticke ret'azce
dekanoatov boli detekované pasy CH; a CHs
skupin. Symetrické valencné vibracie CHp
skupiny sa pohybuju v intervale 2852-
2851 cm™, zatial o jej antisymetrické
valen¢né vibracie si charakterizované pasom
pri hodnote vilno¢tu 2921 cm™ pre vietky
dekanoato komplexy. Vdazba CHj vykazuje
antisymetrické valencné vibracie komplexu
(4) pri 2955cm™ a komplexov (5)—(7) pri
2953 cm™. Asymetrické deformacné vibracie
CH, a CHs skupin sa pohybuju v intervale
1465-1446 cm™ a kolisavé (rocking)
deformacéné vibracie CH, skupiny v rozsahu
726-721 cm™. Na obrazku 26 st zobrazené
spektra  komplexov,

ktorych  nosnym

ligandom je 3laza. Pre porovnanie je

doplnen¢ 1 spektrum samotného ligandu.

Vyssie uvedené vysledky

experimentadlnych merani nds opraviluju
predpokladat, Ze sa podarilo pripravit
komplexy pozadovanej

Obrazok 22).

struktiry  (vid.



4.2 Ethylmalonato a 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato komplexy

Komplexy (8)—(11) (vid. Obrazok 27) boli charakterizované prostrednictvom
'H NMR  spektroskopie a hmotnostnej spektrometrie s ionizaciou elektrosprejom

Vv pozitivnom (ESI+) a negativnom ioniza¢nom mode (ESI-).

O
4 — 14 16
R — NH OJ&O\/\ O
) o) 11 13 17 19
RSN\ N\ /O 1;)1 13
/Pt\ 1 OW
RS =N (0] 10 le}
| ©
R, \—
(8)—(9) (10)-(12)

Obrazok 27 Pripravené ethylmalonato (8)—(9) a 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato
(10)—(11) komplexy

(8): *H NMR (methanol-d,, SiMe,, ppm): 5 8,29 (m, C6-H), 7,68 (m, C2—H), 7,33 (m,
C5-H), 6,66 (M, C3-H), 4,02 (m, C11-H), 2,17 (m, C12-H,), 1,06 (m, C13-H;). ESI+ MS
(methanol, m/z): 720,9 (vyp. 720,9; 80%; {[Pt(EtMal)(4Braza),]+H}"), 197,0 (vyp. 197,0;
5%; {(4Braza)+H}'). ESI- MS (methanol, m/z): 719,0 (vyp. 718,9; 100%;
{[Pt(EtMal)(4Braza),;]-H} ), 521,2 (vyp. 520,9; 30%; {[Pt(EtMal)(4Braza)]-H}").

(9): 'H NMR (methanol-d,, SiMe,, ppm): & 8,82 (m, C6-H), 8,26 (m, C2—H), 7,64 (m,
C5-H), 6,63 (M, C3-H), 4,02 (m, C11-H), 2,17 (m, C12-H,), 1,07 (m, C13-Hz). ESI+ MS
(methanol, m/z): 720,9 (vyp. 720,9; 30%; {[Pt(EtMal)(5Braza),;]+H}"), 742,8 (vyp. 742,9;
20%; {[Pt(EtMal)(5Braza),]+Na}"), 197,0 (vyp. 197,0; 5%; {(5Braza)+H}"). ESI- MS
(methanol, m/z): 718,9 (vyp. 718,9; 100%; {[Pt(EtMal)(5Braza),]-H} ), 521,2 (vyp. 520,9;
25%; {[Pt(EtMal)(5Braza)]-H}).

(10): *H NMR (chloroform-d, SiMes, ppm): & 13,12 (s, N1-H), 7,84 (d, 7,6, C6-H),
7,82 (d, 6,2, C2-H), 7,63 (d, 2,1, C4-H), 6,82 (dd, 7,9, 5,8, C5-H), 4,06 (s, C11-H,), 3,65
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(m, C13-C16-Hg), 3,55 (dd, 6,2, 3,4, C17-H,), 3,37 (s, C19-H3). ESI+ MS (methanol, m/z):
966,8 (vyp. 967,0; 100%; {[Pt(MEE),(3Braza),]+Na}’), 788,9 (vyp. 789,0; 30%;
{[Pt(MEE)(3Braza),]-H+Na}"), 767,0 (vyp. 767,0; 25%; [Pt(MEE)(3Braza),]"), 197,0 (vyp.
197,0; 5%; {(3Braza)+H}"). ESI- MS (methanol, m/z): 943,1 (vyp. 943,0; 100%;
{[Pt(MEE),(3Braza),]-H} ), 177,3 (vyp. 177,1; 5%; (MEE)).

(11): 'H NMR (methanol-d,, SiMes, ppm): & 8,21 (d, 6,2, C6-H), 7,79 (d, 3,4, C2—H),
7,22 (d, 6,2, C5-H), 6,65 (d, 3,4, C3-H), 3,86 (s, C11-H,), 3,54 (M, C13-H,), 3,51 (m, C14—
H,), 3,48 (m, C16-H,), 3,42 (dd, 6,2, 3,4, C17-H,), 3,32 (s, C19-Hs). ESI+ MS (methanol,
m/z): 966,8 (vyp. 967,0; 80%; {[Pt(MEE),(4Braza),;]+Na}"), 944,7 (vyp. 945,0; 10%;
{[Pt(MEE),(4Braza),]+H}"), 788,8 (vyp. 789,0; 5%; {[Pt(MEE)(4Braza),]-H+Na}"), 767,0
(vyp. 767,0; 100%; [Pt(MEE)(4Braza),]"), 197,0 (vyp. 197,0; 5%; {(4Braza)+H}"). ESI- MS
(methanol, m/z): 943,2 (vyp. 943,0; 100%; {[Pt(MEE),(4Braza),]-H} ), 177,3 (vyp. 177,1;
5%; (MEE)").

Signaly atomov vodika substituovanych derivatov  7-azaindolu boli pre
ethylmalonatoplatnaté komplexy v 'H NMR spektrach detekovana ako multiplety pri
hodnotach chemického posunu v intervale 8,29-6,66 ppm pre (8) a 8,82-6,63 ppm pre (9).
Chemicky posun O-donorového ligandu sa pre komplex (8) pohyboval v rozmedzi 4,02—1,06
ppm a pre komplex (9) pri hodnotich 4,02-1,07 ppm. ‘H NMR spektra 2-[2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy]acetatoplatnatych komplexov obsahovali chemické posuny signalov
atomov vodika naza ligandov v rozmedzi 13,12-6,82 ppm pre (10) pri detekcii piatich
signalov a 8,21-6,65 ppm pre (11) pri detekcii Styroch signalov, z dévodu pouzitia odlisSnych
rozpustadiel pri prevadzani merania (rychla vymena N1-H vodika v prostredi methanolu
sposobi stratu signdlu vo vodikovom spektre). Chemicky posun signdlov atomov vodika MEE
ligandov bol pre komplex (10) zaznamenany pri 4,06-3,37 ppm a pre komplex (11) v
rozmedzi intervalu 3,86-3,32 ppm (vid’. Obrazok 28).

V hmotnostnych spektrach ethylmalonato a 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato
komplexov st detekované  molekulové  piky  {[Pt(EtMal)(naza),]+H}" a
{[Pt(MEE),(naza);]+H}" merané v pozitivnom ionizatnom mode a piky castic
{[Pt(EtMal)(naza),]-H} a {[Pt(MEE),(naza),]-H} detekované v negativnom ionizatnom

mode, ¢im bolo preukazané predpokladané zloZenie pripravenych latok.
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Hmotnostné spektra komplexov (9) - (11) obsahovali taktiez adukty s ibnom sodika
detekované v ESI+, a to {[Pt(EtMal)(5Braza),]+Na}" pre komplex (9) a
{[Pt(MEE),(naza),]+Na}" pre (10) a (11). Pre komplexy (10) a (11) bol v ESI+ detekovany i
pik  odpovedajuci  &astici  [Pt(MEE)(naza),]” =z  dovodu  straty  jedného
2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetato ligandu.

® N6H © C5H ® Cl1-H2 © (Cl4-H2 C17-H2
% C2H % C3-H % CI3-H2 4 Cl6-H2 C19-H3
®
° % * e %k
| I ] J.UL_
T x T ¥ T T ¥ T T 1 T o T T
8 7 6 5 4 3 38 3.6 34
o [ppm]

Obrazok 28 *H NMR spektrum komplexu (11)

vyp. 718.9
{[Pt(EtMal)(4Braza),]-H}~ § »
b vyp.718.9/naj. 7190 [
5
100 g "
75 ; Ll
i 80 0 ns 0 s
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g
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& 60 naj. 719.0
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E 40 vyp.5209/naj. 5212 %‘
=z 3
) J g
~ \ g
20— k- ‘
" »
| H ‘| 0 :‘ h - b l -
0 . J‘L . il o Il H wll | miz
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Obrazok 29 Hmotnostné spektrum komplexu (8)
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Pri priprave ethylmatonato komplexov bola pouzitd podobna synteticka stratégia, ako
v pripade komplexov s dianionom malonatu. S vyuzitim striebornej soli kyseliny
ethylmalonovej boli pripravené ethylmalonaty so 4Braza (pre (8)) a 5Braza (pre (9)), ako

N-donorovymi ligandmi.

Postup pripravy striebornej soli kyseliny 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej [104]
bol upraveny aovereny elementarnou analyzou (C;Hi130sAg: vypocditané: C, 29,50; H,
4,59 %; najdené: C, 29,23; H, 4,50 %.). Ako uvadza publikacia [104], striecborna sol’ kyseliny
2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej meni svoju Struktiru v zavislosti na skupenstve,
v ktorom sa nachadza. V pevnom skupenstve je alifaticka, s jednou védzbou atomu kyslika na
atom striebra. Avsak ked’ je v roztoku, chelatovo sa viaze Styrmi atdbmami kyslika na striebro
(vid. Obrazok 30). Preto je diskutabilné, ¢i vystupuje v komplexoch s platinou ako
monodentatny  alebo  bidentatny  ligand. = Namiesto  predpokladaného  zloZenia
cis-[Pt(naza),(MEE),] a [Pt(DACH)(MEE),] (vid’. Obrazok 31) mdzu vznikat' komplexy typu
[Pt(naza),(MEE)] a [Pt(DACH)(MEE)] (vid. Obrazok 32). Vysledky elementarnej analyzy
troch pripravenych komplexov vSak naznacujii na monodentatnu koordinaciu diskutovaného

ligandu.

e o
Nera
Ag \o/u\/o\/\o/\/o\} o £ Oj

—q o

LV

Obrazok 30 Struktiira striebornej soli kyseliny 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej

v pevnom skupenstve (vI'avo) a v roztoku (vpravo) (prevzaté z [104])

Rs
R* =
— NH (0]
! OJ\/O\/\O/\/O\ .
N/
/Pt\\ Ho OJ\/O\/\O/\/O\
( =N O\n/\o/\/o\/\o/ \Pt/
/ >NH 0 7N\
Ry \= N, O\H/\O/\/O\/\o/
R, 0

Obrazok 31 Predpokladané zloZenie 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetatoplatnatych

komplexov
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Obrazok 32 Mozné zloZenie 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetatoplatnatych komplexov

4.3 Invitro cytotoxicita

Malonato a dekanoato komlexy (1)—(7) sa porobili testom in vitro cytotoxicity na

ludskych bunkovych linidch karcindmu vaje¢nikov citlivych (A2780) a rezistentnych

(A2780R) na cisplatinu, na normalnych bunkovych linidch lI'udskych fibroblastov (MRCS),

ako aj na primarnych kultarach 'udskych hepatocytoch (Hep) (vid’. Tabul’ka 5).

Tabulka 5 Hodnoty ICsq [umol.I"] komplexov (1)—(7)

A2780 A2780R MRC5 Hep
(1) >50,0! 273+89  >50,0' 32,8
) 244+12 228420 21,9431 nt
(3) 26,6£8,9  289+67  >50,0' >250,0"
4) 14,5+0,67 14,5+3,8 >25,0! >250,0!
(5) 14,1+4,0% 19,542,1  26,2+4,8 nt
(6) >50,0! 24612 >50,0" 105,1
(7 13,0+1,12 13,6449  >250! nt
cisplatina  26,3+3,6 >50,0° >50,0" >250,0"

- 1Cs50 nedosiahlo danti koncentraciu
2- §tatisticky vyznamne odlisné hodnoty (p<0,05)
nt - netestované

Zistilo sa, ze komplexy (2) a (3) preukazali na nadorovych bunkovych liniach A2780

cytotoxicitu mierne lepSiu alebo zrovnatelnu s cisplatinou a komplexy (4), (5) a (7) dokonca

cytotoxitu vyrazne lepSiu (vid’. Graf 1). Na rozdiel od cisplatiny, vSetky testované komplexy

ukazali schopnost’ obist’ bunkov rezistenciu linie A2780R s hodnotami ICsp = 13,6-28,9 uM
(vid’. Graf 2) asrezistenénymi faktormi 0,9 (2), 1,1 (3), 1,0 (4), 15 (5) a 1,1 (7)
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definovanymi, ako podiel ICsy rezistentnej bunkovej linie k ICs citlive] bunkovej linie.
Pokial' ide o neZelanii cytotoxicitu na normalne bunkové linie l'udskych fibroblastov,
komplexy (1), (3), (4), (6) a (7) sa ukazali, v testovanom koncentratnom rozsahu, ako
neaktivne. NavySe komplexy (3) a (4) nevykazuju cytotoxicitu ani vocéi ludskym

hepatocytom, a to az do koncentracie 250 uM.

Uvedené vysledky testov in vitro cytotoxicity nas opraviiuju konstatovat’, ze komplexy
(3) a (4) prejavili vysoku selektivitu voéi nadorovym bunkam a si preto vhodné pre

nadchadzajtce hlbsie biologické Studie.
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Graf 1 In vitro cytotoxicita na nadorové bunkové linie A2780
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Graf 2 In vitro cytotoxicita na nadorové bunkové linie A2780R
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4.4  Stadium hydrolyzy a interakeii s biomolekulami

V ramci pochopenia mechanizmu u¢inku nasyntetizovanych karboxylatoplatnatych
komplexov bola snaha previest Stadium ich hydrolyzy a interakcie S vybranymi
biomolekulami (GSH a GMP) prostrednictvom 'H NMR experimentov. Zial, nizka
rozpustnost’ dekanoato komplexov v zmesi organického rozptstadla (DMF alebo methanol)
avody, potrebnej na rozpustenie ako komplexov, tak isamotnych biomolektl, nam ich
studium neumoznila. To je dovod, preco je d’alej diskutovana iba séria malonato komplexov,
konkrétne komplex (2), ktory bol vybrany ako modelovy pre $tadium hydrolyzy a interakcie
s GSH a GMP (vid’. Obrazok 33).

V ramci experimentu A vykazuje Cerstvo pripraveny roztok komplexu (2) v DMF-d;
(0 h) po pridani vody posun signalov. Prikladom je zmena hodnoty chemického posunu
protonov u N1-H z pdévodnych 13,42 ppm na 13,20 ppm a u C6-H z 8,70 ppm na 8,83 ppm.
Po 24 h statia vzorky pri 25 °C boli signaly protonov detekované pri rovnakych chemickych
posunoch. Experiment B pozostaval z pridania vodného roztoku NaCl k roztoku komplexu (2)
rozpusteného v DMF-d;. Kone¢na koncentracia NaCl bola 104 mM, ¢o odpoveda
koncentracii chloridov v extracelularnim prostoru. Opitf bola prevedena ‘H NMR
spektroskopia v ¢ase 0 h apo 24 h statia vzorky pri 25 °C. Na vodikovych spektrach sa
neobjavili zmeny ani nové signaly (3(N1-H) = 13,23 ppm; 8(C6-H) = 8,85 ppm). Oba
diskutované experimenty indikujii, ze komplex (2) nevymiena odstupujicu skupinu,
malonatovy dianidn, ani za molekuly vody a ani za chloridové aniony, ktoré by mohli byt
nasledne hydrolyzované za vzniku analogického aktivovaného diaqua komplexu. Vznik
aktivnej Castice uz v krvnej plazme, by mohol znemoznit’ jej akumulaciu v bunke a dosiahnut’

cielova DNA. TaktieZ by to mohlo viest’ k zvySeniu neZiaducich tc¢inkov.

Experiment C zastreSoval biomolekulu GSH, ktora hra velmi doleziti ulohu pri
mechanizme G¢inku komplexov platiny. Po pridani GSH ku komplexu (2) a naslednom
prevedeni *H NMR spektroskopie v &ase 0 h, boli detekované povodné signély, a to ako
komplexu (2) tak aj GSH. Chemicky posun pre C6—H komplexu (2) bol najdeny pri 6 =
8,84 ppm. U GSH boli detekované dva signaly s hodnotami & = 8,64 a 6 = 8,54 ppm. Po 24 h
statia vzorky pri 25 °C bolo zaznamenanych niekol'ko novych signalov, a to napriklad pri
hodnotach 6 = 8,73 ppm N-H v glycin/cystein oblasti GSH alebo 6 = 8,37 ppm priraditel'ny
k C6-H 4Braza komplexu (2). Integralny pomer intenzit signalov pévodného komplexu
(6(C6-H) = 8,84 ppm) ku komplexu po interakcii s GSH (3(C6—H) = 8,37 ppm) je 1:0,6.
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To ukazuje na kovalentnu interakciu GSH s komplexom (2) a vytvorenie nového komplexu
s predpokladanym  zloZzenim  cis-[Pt(4Braza),(Mal")(GSH)], kde Mal" predstavuje
monodentatne koordinovany dianionovy malonat. Volny malonato ligand nebol v 'H NMR

spektre pozorovany.

\V\L (2) + GSH + GMP, 24h
(2) + GSH+ GMP, 0 h
e
= (2) + GMP, 24
25 JE— Looadbile, o o ool
o
o
=
Ry (2) + GSH,24h
& o
a
! (2) + GSH, 0 hh
(2) + NaCl,24h
”JA_ R N
A LA W RS
® C6-H
C2-H
m @
& e ® CsH
= 2),0h
A I M “ = ® GsH
9.0 : 85 8.0 : 75 ' ® GMP

o [ppm]

Obrizok 33 Stidium hydrolyzy a interakcie komplexu (2) s biomolekulami pouzitim
'H NMR spektroskopie

V mechanizme ucinku protinddorovych lieCiv na baze cisplatiny je dolezity atak
lie¢iva na N7 guaninu jadrovej molekuly DNA. V tejto praci sa pri experimente D pouzilo

GMP, avsak nepreukazali sa ziadne interakcie Studovaného komplexu (2) s uvedenou
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biomolekulou. Dévodom je pravdepodobne niz§ia afinita GMP ku kovovému centru

Studovaného komplexu v porovnani s vyssie uvadzanym GSH.

Dokazom spominaného predpokladu mal byt experiment E, pri ktorom sa ku
komplexu (2) rozpustenému v DMF-d; pridali dva molarne ckvivalenty GSH a GMP.
Ukazalo sa, ze komplex (2) pravdepodobne interaguje iba s GSH, pretoze boli detekované
signaly s rovnakymi hodnotami chemického posunu, ako V pripade vyssSie diskutovaného
experimentu so samotnym GSH v ¢ase 24 h, doplnené o signaly samotného GMP. Jediny
rozdiel bol v dynamika interakcie. Zatial’ ¢o pri experimente (2)/GSH doslo k naviazaniu po
24 h, s pridavkom GMP sa vizba vytvorila uz v ¢ase 0 h (cca 5 minut po priprave vzorky)

a povodny signal 6(C6—H) = 8,84 ppm detekovany po 24 h takmer uplne vymizol.

45 Stadium lipofility komplexov

Lipofilita, dolezity faktor pre pochopenie farmakokinetiky a bunkovej akumulécie
novych komplexnych zlucenin [107], bola stanovena meranim rozdel'ovacich koeficientov
n-oktanol-voda vysSie popisanym postupom. Postup vSak javi nedostatky a je nutna jeho
optimalizacia, pripadne potvrdenie dosiahnutych vysledkov inou technikou (HPLC).
Podpornym faktom tohto tvrdenia je vyrazna odchylka stanovenej hodnoty lipofility CDDP
(log Pow = -1,52) od hodnoty udavanej v literature (log Pow = -2,53) [108]. Napriek zjavnej
nepresnosti merania bola snaha o vyhodnotenie vysledkov a zrovnanie korelacie medzi

lipofilitou a cytotoxicitou pripravenych komplexov (1) a (3)—(7).

U komplexov (1), (3)-(6) bola zistena signifikantne vysSia hodnota log P, ako
hodnota stanovena u cisplatiny, a to -0,68 pre (1), -0,71 pre (3), 0,30 pre (4), -0,63 pre (5)
a 0,88 pre (6). Z uvedenych hodnét vyplyva, ze medzi lipofilné latky moézeme zaradit
komplexy (3), (4) a (6). Ocakavané zvysenie lipofility u série dekanoatoplatnatych komplexov
sa nepotvrdilo, ked’ze komplex (7) ma hodnotu log Py totozni s hodnotou najdenou pre
CDDP (log Pow = -1,52). Vel'mi zaujimavé je i zhodnotenie z pohl'adu korelacie lipofility
pripravenych latok s vysledkami in vitro cytotoxicity. Z dovodu velmi uspokojivej
biologickej aktivity na I'udské nadorové bunkové linie A2780 a A2780R boli na porovnanie
zvolené komplexy (3)—(5) a (7) (vid. Graf 3). Nepotvrdilo sa prepojenie lipofility s vysSou
akumuléciou lieciva v nadorovych bunkach, ked’ze najvysSiu cytotoxicku aktivitu na obe

I'udské nadorové bunkové linie vykazuje komplex (7), ktorého hodnota rozdelovacieho
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koeficientu n-oktanol - voda radi k latkam hydrofilnym. Naopak latka, ktora hodnota log Pow

vwe

bunkovych liniach. Avsak je nutné opét’ zdoraznit’ nepresnost’ pouzitej metody stanovenia log

Pow a ziskané vysledky povazovat’ iba za orientacné.
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Graf 3 Zavislost’ in vitro cytotoxity (3)—(5), (7) na lipofilite (logP)
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5 ZAVER

Cielom tejto prace bola priprava a Studium karboxylatoplatnatych komplexov
S potencialne protinddorovym uc¢inkom, ktoré obsahovali substituované derivaty 7-azaindolu
(N-donorové ligandy) a vybrané O-donorové karboxylato ligandy koordinované na centralny
atom. Pripravili sa Styri typy komplexov (malonato, dekanoato, ethylmalonato, 2-[2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy]acetato) obecného zlozenie [Pt(naza),(Mal)] ((1)—(3)),
cis-[Pt(naza),(Dec).] ((4)—(7)), Pt(naza).(EtMal)] ((8), (9)) a cis-[Pt(naza),(MEE),] ((10),
(11)), u ktorych bola prevedena charakterizacia vhodnymi fyzikalno-chemickymi metoédami
(elementarna analyza, NMR spektroskopia, hmotnostnd spektrometria, infradervena
spektroskopia). Tieto metdédy podali dokaz 0 sloZeni a chemickej Cistote nasyntetizovanych
platnatych karboxylato komplexov.

V d’alsom kroku tejto prace sa malonato a dekanoato komlexy (1)—(7) podrobili
testom in vitro cytotoxicity na l'udskych bunkovych liniach karcindmu vajeénikov citlivych
a rezistentnych na cisplatinu, na normalnych bunkovych liniach I'udskych fibroblastov, ako aj
na primarnych kulturdch Tudskych hepatocytov. Vsetky testované komplexy dokazali
prekonat’ ziskanu rezistenciu bunkovej linie karcindmu vaje¢nikov A2780R na cisplatinové
lie¢ivo v testovanom koncentratnom rozsahu. Komplexy (4) (ICsp = 14,5+0,6 uM), (5)
(ICs0 = 14,1+4,0 uM) a (7) (ICso = 13,0 uM) prejavili v porovnani s cisplatinou signifikantne
vysSiu cytotoxicitu na bunkovu liniu A2780. Farmakologicky najzaujimavejSimi sa javia
komplexy (3) (A2780: ICso = 26,6£8,9 uM; A2780R: 28,9+6,7 uM) a (4) (A2780:
14,5+£0,6 uM; A2780R: 14,5+3,8 uM). Najdolezitejsim zistenim je, Ze ide 0 vysokoselektivne
latky, ktoré nie st v testovanom koncentra¢nom rozsahu biologicky aktivne vo¢i MRCS5 ((3)

50,0 uM; (4) 25,0 uM) a Hep ((3) a (4) 250,0 uM).

Bola tiez snaha vykonat’ §tadium hydrolyzy a interakcie s biomolekulami GSH a GMP
prostrednictvom "H NMR experimentov. U dekanoato komplexov sa viak vyskytol problém,
ktory bol spojeny s ich nizkou rozpustnostou v zmesi organické rozpustadlo / voda (1 : 1;
v /v). Ako modelova latka zo série malonato komplexov bol vybrany komplex (2). Merania
naznacuju, Ze nedochadza k vymene odstupujicej skupiny, ani za molekuly vody a ani za
chloridové anidny. Ide o pozitivne zistenie, pretoze vznik aktivovaného diaqua komplexu uz v
krvnej plazme, by mohol viest k vychytaniu komplexu skor ako dosiahne ciel. Avsak

komplex prejavil afinitu ku GSH a interakcia s molekulou GMP, ktora v experimente
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predstavovala modelovy systém pre miesto atakované platnatymi lie¢ivami na cielovej

molekule DNA, nebola zaznamenana.

Ak vezmeme do uvahy ziskané biologické tidaje, mame dovod sa domnievat’, ze sa
podarilo pripravit dve latky ([Pt(3laza),(Mal)] a cis-[Pt(3Braza).(Dec);]) zo séric malonato
a dekanoatoplatnatych komplexov, ktoré vysoka selektivita vo¢i nadorovym bunkam stavia
do pozicie kandidatov vhodnych pre nadchddzajice hlbSie biologické studie. Biologické
stadium in vitro cytotoxicity vo¢i vybranym Pudskym nadorovym bunkovym linidm bude u

d’alsich pripravenych komplexov (8)—(11) prevedené v nasledujucich tyzdnoch.
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6 SKRATKY

3Braza
3Claza
3laza

4Braza
4Claza
5Braza
A2780

A2780R

Ag,EtMal
Ag,Mal
AgDec
AgMEE
CR
DACH
Dec
DLT
DNA
DSBs
Et,O
EtMal
EtOH
H,EtMal

HzMal

Hep
HMEE
HMG
Mal
MEE
MeOH
MMR
MRC5
MT
MTD
NaDec
naza
OR
PR

3-brom-7-azaindol

3-chlor-7-azaindol

3-jod-7-azaindol

4-brom-7-azaindol

4-chlor-7-azaindol

5-brom-7-azaindol

ludské bunkové linie karcindbmu vajecnikov citlivé na
cisplatinu

I'udské bunkové linie karcindmu vajecnikov rezistentné na
cisplatinu

striebornd sol’ kyseliny ethylmalonovej

striebornd sol’ kyseliny malonovej

striebornd sol kyseliny dekanove;j

strieborna sol” kyseliny 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octovej
complete response

(1R,2R)-(—)-1,2-diaminocyklohexan

dekanoat

dose limiting toxicity

2-deoxyribonukleova kyselina

double-strand breaks

diethylether

ethylmalonat
ethanol
kyselina ethylmalonova

kyselina malonova

hepatocyty

kyselina 2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]octova
High mobility group

malonat

2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]acetat

methanol

Mismatch repair

bunkové linie 'udskych fibroblastov
metalothioneiny

maximum tolerated dose

sodna sol’ kyseliny dekanove;j

3Braza, 4Braza, 5Braza, 3Claza, 4Claza alebo 3laza
overall response

partial response

72



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

LITERATURA

Stewart BW., Wild C.P.World Cancer Report 2014; International Agency for Research on
Cancer 2014. ISBN: 978-92-832-0432-9

Lesko J., Trzil J., Starha R. Anorganicka chemie; Vysoka Skola banska — Technicka
univerzita, Ostrava, 2000. ISBN: 80-7078-692-2

Kaim W., Schwederski B., Klein A. Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the
Chemistry of Life; John Wiley & Sons, 2013. ISBN 978-0-470-97523-7

Housecroft C., Sharpe A. G. Anorganickd chemie; VSCHT Praha, 2014. ISBN: 978-80-
7080-872-6

Cotton F.A., Wilkinson G. Anorganicka chemie; Academia Praha, 1973.

Sima J., Koman M., Segla P., Tatarko M., Valigura D. Anorganicka chémia; STU
Bratislava, 2011. ISBN: 978-80-227-4068-5

Lukes |. Systematickd anorganicka chemie; Karolinum Praha, 2009. ISBN: 978-80-246-
1614-8

Gazo J., Kohout J., Serator M., Sramko T., Zigmund M. Vseobecna anorganicka chémia,
Alfa Bratislava, 1974.

Barry N.P.E., Sadler P.J. Exploration of the medical periodic table: towards new targets;
ChemComm 49 (2013) 5106-5126.

Abu-Surrah A. S., Al-Sa’Donl H. H., Abdalla M. Y. Palladium-based
chemotherapeutic agents: Routes toward complexes with good antitumor activity;
Cancer Therapy 6 (2008) 1-10.

Bertini J., Gray H. B., Lippard S. J., Valentine J. S.: Bioinorganic Chemistry; University
Science Books Sausalito California, 1994. ISBN: 0-935702-57-1

Gielen M., Tiekink E. R. T. Matallotherapeutic Drugs and Metal-based Diagnostic
Agents: The Use of Metals in Medicine; John Wiley & Sons, 2005. ISBN: 0-470-86403-
6

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cisplatin-2D.png (dostupné Nov 08, 2014).
Marques M.P.M. Platinum and Palladium Polyamine Complexes as Anticancer Agents:
The Structural Factor; ISRN Spectroscopy (2013).

Kelland L. The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy; Nature Reviews
Cancer 7 (2007) 573-584.

73


http://www.martinus.sk/knihy/autor/Catherine-Housecroft/
http://www.martinus.sk/knihy/autor/Alan-G-Sharpe/
http://www.martinus.sk/knihy/autor/Jozef-Sima/

[16] Escribano E., Font-Bardia M., Calvet T., Lorenzo J., Gamez P., Moreno V. DNA binding
studies of a series of cis-[Pt(Am)2X2] complexes (Am = inert amine, X = labile
carboxylato ligand); Inorganica Chimica Acta 394 (2013) 65-76.

[17] Wheate N.J., Walker S., Craig G.E., Oun R. The status of platinum anticancer drugs in
the clinic and in clinical trials; Dalton Trans. 39 (2010) 8113-8127.

[18] Roat-Malone R.M. Bioinorganic chemistry; John Wiley & Sons, 2007. ISBN: 978-0-
471-76113-6

[19] Kelland L.R., Farrell N.P. Platinum-Based Drugs in Cancer Therapy. Humana; Totowa,
2000. ISBN: 978-1-59259-012-4

[20] Florea A., Biisselberg D. Cisplatin as an Anti-Tumor Drug: Cellular Mechanisms of
Activity, Drug Resistance and Induced Side Effects; Cancers 3 (2011) 1351-1371.

[21] Ferriss J.S., Kim Y. Duska L., Birrer M., Levine D.A., Moskaluk C., Theodorescu D.,
Lee J.K. Multi-Gene Expression Predictors of Single Drug Responses to Adjuvant
Chemotherapy in Ovarian Carcinoma: Predicting Platinum Resistance; PLoS ONE
(2012).

[22] Muscella A., Vetrugno C. Fanizzi F., Manca C., De Pascali S., Marsigliante S. A new
platinum(I1) compound anticancer drug candidate with selective cytotoxicity for breast
cancer cells; Cell Death and Disease 4 (2013) 1-10.

[23] Lippert B. Cisplatin: Chemistry and Biochemistry of a Leading Anticancer Drug;
Helvetica Chimica Acta Zurich, 1999. ISBN: 9783906390208

[24] Boulikas T., Vougiouka M. Cisplatin and platinum drugs at the molecular level
(Review); Oncology Reports 10 (2003) 1663-1682.

[25] Palm M.E., Weise C.F., Lundin C., Wingsle G., Nygrena Y., Bjorna E., NarediP., Wolf-
Warts M., Wittung-Stafshede P. Cisplatin binds human copper chaperone Atox1 and
promotes unfolding in vitro; PNAS 108 (2011) 6951-6956.

[26] Jamieson E.R., Lippard S. J. Structure, Recognition, and Processing of Cisplatin-DNA
Adducts; Chem. Rev. 99 (1999) 2467-2498.

[27] Bruhn S.L., Toney J.H., and Lippard S.J. Biological processing of DNA modified by
platinum compounds. Progress in Inorganic Chemistry; Bioinorganic chemistry 38
(1990) 477-518.

[28] Tanida S., Mizoshita T., Ozeki K., Tsukamoto H., Kamiya T., Kataoka H., Sakamuro
D., Joh T. Mechanisms of cisplatin-Induced Apoptosis and of Cisplatin Sensitivity:
Potential of BIN1 to Act as a otent Predictor of Cisplatin Sensitivity in Gastric Cancer

Treatment; International Journal of Surgical Oncology (2012).

74



[29] Arnesano F., Natile G. Mechanistic insight into the cellular uptake and processing of
cisplatin 30 years after its approval by FDA; Coordination Chemistry Reviews 253
(2009) 2070-2081.

[30] Siede W., Kow Y.W., Doetsch P.W. DNA Damage Recognition; Taylor & Francis
Group, 2005. ISBN: 978-0-8247-5961-2

[31] Boulikas T., Pantos A., Bellis E., Christofis P. Designing platinum compounds in
cancer: structures and mechanisms; Cancer Therapy 5 (2007) 537-583.

[32] Basu A., Krishnamurthy S. Cellular Responses to Cisplatin-Induced DNA Damage;
Journal of Nucleic Acids (2010).

[33] Gallego M.P. New fluorescent platinum (11) complexes containing anthracene
derivatives as a carrier ligand: synthesis, characterization and in vitro studies; Doctoral
thesis, Leiden University, 2009.

[34] Wozniak K., Blasiak J. Recognition and repair of DNA-cisplatin adducts; Acta
Biochimica Polonica 3 (2002) 583-596.

[35] Rajeswari M.R., Jain A. High-mobility-group chromosomal proteins, HMGA1 as
potential tumour markers; Current science 82 (2002) 838-844.

[36] Sharma A., Ramanjaneyulu A., Ray R., Rajeswari M.R. Involvement of High Mobility
Group B Proteins in Cisplatin-Induced Cytotoxicity in Squamous Cell Carcinoma of
Skin; DNA and Cell Biology 7 (2009) 311-318.

[37] Alessio E. Bioinorganic Medicinal Chemistry; John Wiley & Sons, 2011. ISBN: 978-3-
527-32631-0

[38] Cepeda V., Fuertes M.A., Castilla J., Alonso C., Quevedo C., Pérez J. M. Biochemical
Mechanisms of Cisplatin Cytotoxicity; Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry 7
(2007) 3-18.

[39] Reeves R., Adair J.E. Role of high mobility group (HMG) chromatin proteins in DNA
repair; DNA Repair 4 (2005) 926-938.

[40] Himes S.R., Reeves R., Attema J., Nissen M., Li Y., Shannon M.F. The Role of High-
Mobility Group I(Y) Proteins in Expression of IL-2 and T Cell Proliferation; The Journal
of Immunology 164 (2000) 3157-3168.

[41] Massaad-Massade L., Tacine R., Dulauroy S., Reeves R, Barouki R. The functional
interaction between HMGAL and the estrogen receptor requires either the N- or the C-
terminal domain of the receptor; FEBS Letters 559 (2004) 89-95.

75



[42] Bonetti A., Leone R., Muggia F.M., Howell S.B. Platinum and Other Heavy Metal
Compounds in Cancer Chemotherapy: Molecular Mechanisms and Clinical
Applications; Humana Press, 2009. ISBN: 978-1-6032-7458-6.

[43] Travers A. Recognition of distorted DNA structures by HMG domains; Current Opinion
in Structural Biology 10 (2000) 102-109.

[44] Gomez-Ruiz S., Maksimovié-Ivani¢ D., Mijatovi¢ S., N. Kaluderovi¢ G.N. On the
Discovery, Biological Effects, and Use of Cisplatin andMetallocenes in Anticancer
Chemotherapy; Bioinorganic Chemistry and Applications 2012.

[45] Saikumar P., Dong Z., Mikhailov V., Denton M., Weinberg J.M., Venkatachalam M.A.
Apoptosis: definition, mechanisms, and relevance to disease; Am J Med. 107 (1999)
489-506.

[46] Gonzalez V.M., Fuertes M.A., Alonso C., and Perez J.M., Is cisplatin-induced cell death
always produced by apoptosis?; Mol Pharmacol. 59 (2000) 657-663.

[47] Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. Zdklady
bunécné biologie: Uvod do molekuldrni biologie buiiky; Espero Publishing Praha, 2005.
ISBN: 80-902906-2-0

[48] Lodish H., Berk A., Zipursky S.L., Matsudaira P., Baltimore D., and James Darnell J.
Molecular Cell Biology; W. H. Freeman and Company, 2003. ISBN: 978-0-7167-4366-8

[49] Meyers M., Hwang A., Wagner M.W., Boothman D.A., Role of DNA mismatch repair in
apoptotic response to therapeutic agents; Environ Mol Mutagen. 44 (2004) 249-264.

[50] Jones N.A., Turner J., Mcllwrath A.J., Brown R., and Dive, C., Cisplatin- and
Paclitaxel-Induced Apoptosis of Ovarian Carcinoma Cells and the Relationship between
Bax and Bak Up-Regulation and the Functional Status of p5;. Mol Pharmacol. 53 (1998)
819-826.

[51] Henkels K.M., Turchi J.J., Cisplatin-induced apoptosis proceeds by caspase-3-
dependent and -independent pathways in cisplatin-resistant and -sensitive human
ovarian cancer cell line; Cancer Research 59 (1999) 3077-3083.

[52] FardS.S., Thyselius M., All-Ericsson C., Hallbook F. The terminal basal mitosis of
chicken retinal Lim1 horizontal cells is not sensitive to cisplatin-induced cell cycle
arrest; Cell Cycle 13 (2014) 3698-3706.

[53] Fuertes M.A., Castilla J., Alonso C., Pérez J.M. Cisplatin Biochemical Mechanism of
Action: From Cytotoxicity to Induction of Cell Death Through Interconnections Between
Apoptotic and Necrotic; Current Medicinal Chemistry 22 (2015) 257-266.

76



[54] Germain C.S., Niknejad N., Ma L., Garbuio K., Hai T., Dimitroulakos J. Cisplatin
Induces Cytotoxicity through the Mitogen-Activated Protein Kinase Pathways ana
Activatin Transcription Factor; Neoplasia 12 (2010) 527-538.

[55] Campbell N.A., Reece J.B. Biologie; Computer Press Brno, 2006. ISBN: 80-251-1178-4

[56] Alberts B., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. Molecular biology of
the cell; 5th edition. Tailor & Francis, 2007. ISBN: 978-0-8153-4106-2

[57] Murray R. K., Granner D.K., Mayes P.A., Rodwell V.W. Harperova biochemie; H & H
Bratislava, 1998. ISBN: 80-85787-38-5

[58] Jung Y., Lippard S. J. Direct cellular response to platinum-induced DNA damage;
Chemical Reviews 107 (2007) 1387-1407.

[59] Rabik C.A., Dolan M.E. Molecular mechanisms of resistance and toxicity associated
with platinating agents; Cancer Treatment Reviews 33 (2007) 9- 23.

[60] Spreckelmeyer S., Orvig C., Casini A., Cellular Transport Mechanisms of Cytotoxic
Metallodrugs: An Overview beyond Cisplatin; Molecules 19 (2014) 15584-15610.

[61] Jing-chun H., Da-lian D., Dong-zhen Y., Hai-yan J., Shan-kai Y., Salvi R. Modulation of
copper transporters in protection against cisplatin-induced cochlear hair cell damage;
Journal of Otology 6 (2011) 51-59.

[62] Stewart D.J. Mechanisms of resistance to cisplatin and carboplatin; Critical Reviews in
Oncology/Hematology 63 (2007) 12-31.

[63] Newton, C.; Clinical resistance to platinum chemotherapy in ovarian cancer: Doctoral
thesis; University College London, 2009.

[64] Blair B.G., Larson C.A., Safaei R., Howell S.H. Copper Transporter 2 Regulates the
Cellular Accumulation and Cytotoxicity of Cisplatin and Carboplatin; Clin Cancer Res
15 (2009) 4312-4321.

[65] Galluzzi L., Vitale I., Michels J., Brenner C., Szabadkai G., Harel-Bellan A., Castedo
M., Kroemer G. Systems biology of cisplatin resistance: past, present and future; Cell
Death and Disease 5 (2014).

[66] Shen D., Pouliot L.M., Hall M.D., Gottesman M.M. Cisplatin Resistance: A Cellular
Self-Defense Mechanism Resulting from Multiple Epigenetic and Genetic Changes;
Pharmacol 64 (2012) 706-721.

[67] Klein A.V., Hambley T.W Platinum Drug Distribution in Cancer Cells and Tumors;
Chem. Rev. 109 (2009) 4911-4920.

[68] Siddik S.H. Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of resistance;
Oncogene 22 (2003) 7265-7279.

77


http://www.martinus.sk/knihy/autor/Neil-A-Campbell/
http://www.martinus.sk/knihy/autor/Jane-B-Reece/
http://www.martinus.sk/knihy/autor/Robert-K-Murray/

[69] Tapia G., Diaz-Padilla I. Molecular Mechanisms of Platinum Resistance in Ovarian
Cancer; InTech (2013).

[70] Brozovic A., Ambriovi¢-Ristov A., Osmak M. The relationship between cisplatin-
induced reactive oxygen species, glutathione, and BCL-2 and resistance to cisplatin;
Critical Reviews in Toxicology (2010).

[71] Kartalou M., Essigmann J.M. Mechanisms of resistance to cisplatin; Mutation Research
478 (2001) 23-43.

[72] Rosypal S. Uvod do molekuldrni biologie 111.; Masarykova univerzita Brno, 2002.
ISBN: 80-902562-2-8

[73] Hofmanova J. Genotoxicita a karcinogeneze; Masarykova univerzita Brno, 2013. ISBN:
9788024621098

[74] Enoiu M., Jiricnyl., Scharer O.D. Repair of cisplatin-induced DNA interstrand
crosslinks by a replication-independent pathway involving transcription-coupled repair
and translesion synthesis; Nucleic Acids Research (2012) 1-12.

[75] Butler J.S. Sadler P. J. Targeted delivery of platinum-based anticancer complexes;
Current Opinion in Chemical Biology 17 (2013) 175-188.

[76] Abu-Surrah A.S., Kettunen M. Platinum Group Antitumor Chemistry: Design and
development of New Anticancer Drugs Complementary to Cisplatin; Current Medicinal
Chemistry 13 (2006) 1337-1357.

[77] Yung, Y. Cellular responses againts DNA damaged by platinum anticancer drugs:
Doctoral thesis; Massachusetts Institute of Technology, 2005.

[78] Alil., Wani W.A., Saleem K., Haque A. Platinum Compounds: A Hope for Future
Cancer Chemotherapy; Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry 13 (2013) 296-306.

[79] Rixe O., Ortuzar W., Alvarez M., Parker R., Reed E., Paull K., Fojo T. Oxaliplatin,
Tetraplatin, Cisplatin, and Carboplatin: Spectrum of Activity in Drug-Resistant Cell
Lines and in the Cell Lines of the National Cancer Institute's Anticancer Drug Screen
Panel; Biochemical Pharmacology 52 (1996) 1855-1865.

[80] Di Pasqua A.J., Goodisman J., Dabrowiak J.C. Understanding how the platinum
anticancer drug carboplatin works: From the bottle to the cell; Inorganica Chimica Acta
389 (2012) 29-35.

[81] Crichton R.R. Biological inorganic chemistry. An introduction; Elsevier B.V., 2008.
ISBN: 978-0-444-52740-0

[82] Alian O. M., Azmi A.S., Mohammad R.M. Network insights on oxaliplatin anti-cancer
mechanisms; Clinical and Translational Medicine (2012).

78



[83] Alcindor T., Beauger N. Oxaliplatin: a review in the era of molecularly targeted
therapy; Current Oncology 1 (2011) 18-25.

[84] Daniel G. Haller, M.D. Safety of Oxaliplatin in the Treatment of Colorectal Cancer;
Review Article (2000).

[85] Shimada M., Itamochi H., Kigawa J. Nedaplatin: a cisplatin derivative in cancer
chemotherapy; Cancer Management and Research 5 (2013) 67-76.

[86] Choi C.H., Cha Y.J., AnC.S., Kim K.J., Kim K.C., Moon S.P., Lee Z.H., Min Y.D.
Molecular mechanisms of heptaplatin effective against cisplatin-resistant cancer cell
lines: less involvement of metallothionein; Cancer Cell International 4 (2004).

[87] McKeage M.J. Lobaplatin: a new antitumour platinum drug; Expert Opin Investig Drugs
10 (2001) 119-28.

[88] Kudelka A.P., Siddik Z.H., Tresukosol D., Edwards C.L., Freedman R.S., Madden T.L.,
Rastogi R., Hord M., Kim E.E., Tornos C., Mante R., Kavanagh J.J. A phase Il and
pharmacokinetic study of enloplatin in patients with platinum refractory advanced
ovarian carcinoma; Anticancer Drugs 8 (1997) 649-656.

[89] Aamdal S., Bruntsch U., Kerger J., Verweij J., ten Bokkel Huinink W., Wanders J.,
Rastogi R., Franklin H.R., Kaye S.B. Zeniplatin in advanced malignant melanoma and
renal cancer: phase Il studies with unexpected nephrotoxicity; Cancer Chemother
Pharmacol 40 (1997) 439-443.

[90] Dodion P.F., de Valeriola D., Crespeigne N., Kantrowitz J.D., Piccart M., Wery F.,
Kerger J., Egorin M.J., Forrest A., Bachur N.R. Phase | clinical and pharmacokinetic
study of zeniplatin, a new platinum complex; Ann Oncol 2 (1991) 589-596.

[91] Drees M., Dengler W.M., Hendriks H.R., Kelland L.R., Fiebig H.H. Cycloplatam: a
novel platinum compound exhibiting a different spectrum of anti-tumour activity to
cisplatin; European Journal of Cancer 31 (1995) 356-361.

[92] Lebwohl D., Canetta R. Clinical development of platinum complexes in cancer therapy:
an historical perspective and an update; Eur. J. Cancer 34 (1998) 1522-1534.

[93] Lu C., Perez-Soler R., Piperdi B., Walsh G.L., Swisher S.G., Smythe W.R., Shin H.J.,
Ro J.Y., Feng L., Truong M., Yalamanchili A., Lopez-Berestein G., Hong W.K.,
Khokhar A.R., Shin D.M. Phase Il study of a liposome-entrapped cisplatin analog (L-
NDDP) administered intrapleurally and pathologic response rates in patients with

malignant pleural mesothelioma; Journal of Clinical Oncology 20 (2005) 3495-3501.

79



[94] Ruiz J., Rodriguez V., de Haro C., Espinosa A., Pérezc J., Janiak C. New 7-azaindole
palladium and platinum complexes: crystal structures and theoretical calculations. In
vitro anticancer activity of the platinum compounds; Dalton Trans. 39 (2010) 3290-
3301.

[95] Popowycz F., Routier S., Joseph B., Mérour J. Synthesis and reactivity of 7-azaindole
(1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine); Tetrahedron 63 (2007) 1031-1064.

[96] Mérour J.Y ., Joseph B. Synthesis and Reactivity of 7-Azaindoles (1H-Pyrrolo[2,3-
b]pyridine); Current Organic Chemistry 5 (2001) 471-506.

[97] Mérour J.Y., Buron F., Pl¢ K., Pascal Bonnet P., Routier S. The Azaindole Framework
in the Design of Kinase Inhibitors; Molecules 19 (2014) 19935-19979.

[98] Starha P., Travni¢ek Z., Popa A., Popa I., Muchova T., Brabec V. How to modify 7-
azaindole to form cytotoxic Pt(I1) complexes: Highly in vitro anticancer effective
cisplatin derivatives involving halogeno-substituted 7-azaindole; Journal of Inorganic
Biochemistry 115 (2012) 57-63.

[99] New E.J., Roche C., Madawala R., Zhang J.Z., Hambley T.W. Fluorescent analogues of
quinoline reveal amine ligand loss from cis and trans platinum(Il) complexes in cancer
cells; Journal of Inorganic Biochemistry 103 (2009) 1120-1125.

[100] Starha, P., Marek, J., Travnicek, Z. Cisplatin and oxaliplatin derivatives involving 7-
azaindole: Structural characterisations; Polyhedron 33 (2012) 404-409

[101] Muchova, T., Prachatfova, J., Starha, P., Olivova, R., Vrana, O., Bene$ova, B.,
Kasparkova, J., Travnicek, Z., Brabec, V. Insight into the toxic effects of cis-
dichloridoplatinum(I1) complexes containing 7-azaindole halogeno derivatives in tumor
cells; Journal of Biological Inorganic Chemistry 18 (2013) 579-589 .

[102] Starha, P., Hosek, J., Vanco, J., Dvorak, Z., Suchy, P., Popa, I., Prazanova, G.,
Travnicek, Z. Pharmacological and molecular effects of platinum(I1) complexes
involving 7-azaindole derivatives; PLoS ONE 9 (2014) e90341.

[103] Starha, P., Travniek, Z., Popa, I., Dvotak, Z. Synthesis, characterization and in vitro
antitumor activity of platinum(ll) oxalato complexes involving 7-azaindole derivatives as
coligands; Molecules 19 (2014) 10832-10844.

[104] Steffan M., Jakob A., Claus P., Lang H. Silica supported silver nanoparticles from a
silver(I) carboxylate: Highly active catalyst for regioselective hydrogenation; Catalysis
Communications 10 (2009) 437-441.

80


http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=Z2MPJBVcBYyeujsHjYJ&page=1&doc=18
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=Z2MPJBVcBYyeujsHjYJ&page=1&doc=18

[105] Pichard-Garcia L., Gerbal-Chaloin S., Ferrini J.B., Fabre J.M., Maurel P. Use of long-
termcultures of human hepatocytes to study cytochrome P450 gene expression; Johnson
E.F., Waterman M.R. Cytochrome P450: Methods in Enzymology, vol. 357, Elsevier
Science, Amsterdam, 2002.

[106] Morzyk-Ociepa B., Dysz K., Turowska-Tyrk 1., Michalska D. X-ray crystal structure,
vibrational spectra and DFT calculations of 3-chloro-7-azaindole: A case of dual N-H_
__N hydrogen bonds in dimers; Molecular and Biomolecular Spectroscopy 136 (2015)
405-415.

[107] Varbanov H., Valiahdi S.M., Legin A.A., Jakupec M.A., Roller A., Galanski M.,
Keppler B.K. Synthesis and characterization of novel
bis(carboxylato)dichloridobis(ethylamine) platinum(IV) complexes with higher
cytotoxicity than cisplatin; European Journal of Medicinal Chemistry 46 (2011) 5456-
5464.

[108] Kratz F., Senter P., Steinhagen H. Drug Delivery in Oncology: From Basic Research to
Cancer Therapy; Wiley-VCH Verlag & Co, 2012. ISBN: 978-3-527-32823-9

81



