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1. UvVOD

Indol je prominentni soucasti velkého mnozstvi rostlin a je produkovan také fadou
bakterii. Indol a jeho derivaty jsou soucdsti kosmetickych parfém(, farmakologicky
aktivnich indolovych alkaloidd a nékterych ZivociSnych hormon(, jako je napfiklad
serotonin nebo melatonin. N&které derivéty indolu ziskali schvéaleni FDA (Ufad pro kontrolu
potravin a |éCiv) a mezi tyto latky patfi vinkristin a vinorelbin pro jejich protinadorovou
aktivitu, nebo fyzostigmin pro léc¢bu Alzheimerovy choroby. Se zavedenim vyuziti
koordinacnich slouéenin v mediciné doslo k rozvoji komplexnich slouc¢enin indolu a jeho
derivatli, u nichz byla stejné jako u ligandl zjiSténa rozsahla biologicka aktivita. Mezi
zékladni ucinky patfi antibakteridlni, protinadorova ¢i antifungalni.t

Na tetrazol se spousta védcl zaméfila predevsim diky jeho unikatni strukture a také
kvlli jeho biologickym ucinkGim. Stejné jako i indolu doslo pozdéji ke tvorbé komplexnich
sloucenin s tetrazolem a mezi jejich biologické aktivity patfi predevsim protinddorova a
antibakteridlni, ale také slouceniny schopné stépit DNA v urcitych sekvencich. Nékteré
z pfipravenych slouéenin byli také schvéaleny FDA.?

Co se tyCe tetrazolyl-indol derivatli a jejich sloucenin, tak ty patfi spiSe do
neprobadané oblasti. Jednim z pozitivnich predpokladid téchto sloucenin je vysoky
potencial jejich biologické aktivity, stejné jako u jednotlivych casti. V poslednich
desetiletich bylo pfipraveno pouze nékolik tetrazolyl-indol derivatl, u nichZ byly zjistény
vyznamné biologické aktivity, jako napfiklad protinddorova ¢i antibakterialni.

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSersSi na téma tetrazolyl-
indol derivaty a jejich koordinacni sloué¢eniny v mediciné se zamérenim na samotny tetrazol
a indol. Dalsim cilem bylo pfipravit tetrazolyl-indolovy ligand a z néj prislusné koordinacni
slouceniny. Pro tuhle praci jsme zvolili jako centrdlni atom méd. Poslednim cilem prace bylo
charakterizovat pfipraveny ligand a jeho komplexy pomoci vhodnych metod — elementarni
analyzy, IC spektroskopie, NMR spektroskopie, magnetochemickych méfeni a v pfipadé

krystalové struktury i rentgenové strukturni analyzy.



2. TEORETICKA CAST
2.1. HISTORIE

2.1.1. Historie indolovych derivatu

Prvni zminka o indolu pochazi ze Sedesatych let devatendctého stoleti, ve kterém
Baeyer a jeho spolupracovnici studovali barvivo s nazvem indigo a snatzili se jej zpracovat
pomoci olea.®> Nazev indolu pochazi tedy ze spojeni slov indigo a oleum. Samotné indigo
mUzZe byt prevedeno na isatin a poté na oxindol, coZ jsou derivaty indolu. V roce 1866 Adolf
von Baeyer zredukoval oxindol na indol pomoci zinkového prachu 3 a v roce 1869 navrhnul
vzorec pro indol.* Zpocatku se derivaty indolu vyuZivali jako barviva, oviem po zjisténi, ze
se vyskytuje v alkaloidech jako je Tryptofan, vzrostla intenzita vyzkumu téchto derivatd.>

Indol ziskal obrovskou pozornost a popularitu v fadé farmakologickych odvétvich jako
farmakofor.6 Postupem ¢&asu se ukazalo, Ze latky obsahujici indolovou jednotku, maji

7

Sirokou 3kalu biologickych vlastnosti - antibakteridlni 7, protizanétlivé &°, antivirové 19,

11 antihistaminické 12, antidepresivni 13 a protinddorové *. Mezi prvni

kardiovaskuldrni
protinddorové lécivo patfi Vincristin, ktery byl vroce 1963 schvédlen jako soucast
chemoterapie Hodgkinovy choroby, akutni lymfoblastické leukémie, folikularni leukémie a
jinych nemoci.? V roce 1994 byl schvalen Vinorelbin na lIé¢bu nemalobunééného karcinomu
plic (NSCLC), rakoviny prsu a rabdomyosarkomu (sarkom z pfi¢né pruhované svalové
hmoty).® BohuZel tyto Iéky méli neZddouci vedlejsi ulinky, jako je vypadavani vlasu,
nevolnost, zvraceni, deprese a jiné.’> Acemetacin se fadi k protivirovym lé¢ivim a pouZiva
se pro lé¢bu osteoartritidy a revmatoidni artritidy.'® Nékolik sloué¢enin na bazi indolu se
v minulosti pouzivalo k Ié¢bé deprese a Uzkosti, napfiklad Methylaplysinopsin - inhibuje
monoaminooxidazu (MAO) a odstrariuje serotonin z jeho receptord.l’ Pro |é¢bu migrény

byl vroce 1992 schvédlen Sumatriptan (Imigran) 8, vroce 1998 Naratriptan ° a

Rizatriptan.?®

£
N
N CH HaC_
N— s N—CHz
/NH\ //
O§ o~ Hs //S
s¢ N\ JN A\ 0 A\
Yo NC
NH \=N N
—~ N N
H,C N H
H

Obr. & 1. Strukturni vzorce Sumatriptanu, ® Rizatriptanu ® a Naratriptanu ®



2.1.2. Historie tetrazolovych derivatd

Tetrazol je heterocyklicka sloucenina skladajici se z atomu uhliku a 4 atom0 dusiku
seskupenych do péti-¢lenného kruhu. Od roku 1885 do roku 1950 bylo zvefejnéno pouze
kolem 300 druht derivatt a prvni z nich pfipravil v roce 1885 Bladin.?! Od roku 1950, kdy
doslo k Sirokému rozsiteni vyuziti slouéenin tetrazolu v biochemii, zemédélstvi, mediciné,
farmakologii, pyrotechnice, se také zacal velmi rychle rozvijet vyzkum téchto latek.?%23.24.25
Na tetrazol a jeho derivaty se védci zaméfili diky jeho unikatni struktufe.?1,26:27

Derivaty tetrazolu jsou zndmé jako slouéeniny s vysokou biologickou aktivitou ?%%° a
maji dllezitou roli vlékarské chemii, prevainé diky jejich schopnosti pUsobit
bioekvivalentné vaéi skupiné karboxylovych kyselin.3° Tyto derivaty jsou zkoumany pro
rGznou biologickou aktivitu jako je protivirovd, antibakteriadlni, antifungalni, protialergicka
a protizanétliva.313233 Ur¢itd skupina sloulenin tetrazolu byla pouZivdana jako
protinddorova a antibakterialni ¢inidla.1%?42> Bylo prokazano, Ze toxicita lé¢iv mizZe byt
snizena zavedenim tetrazolového kruhu do molekuly.?* Tetrazolovd ¢ast také obecné
vykazuje vétsi odolnost vUci in vivo metabolizaci nez karboxylova skupina, coZz dodava
[é¢ivam delsi Zivostnost (biologickou dostupnost) v krvi.>>3® Pro vyrobu farmaceuticky
aktivnich 1é¢iv se pouZivaji zejména tetrazoly substituované v poloze 1 a 5.37/3839:40

Velmi dulezité pro tetrazoly je to, Ze jsou to vysoce flexibilni ligandy, které se mGzou
snadnéji vazat rlznymi vazbami pfes rizné atomy.#24344 Tahle vlastnost z nich &ini
vyznamné ligandy pro rGzné transformace a také jako prekursory jinych heterocyklickych
slouéenin obsahujicich atom dusiku.*

Mezi prosluld antihypertenziva (léky snizujici krevni tlak) patfi Losartan, Irbesartan
a Valsartan, cozZ jsou léciva patfici do tfidy nepeptidovych inhibitorl angiotensinu I, a

obsahuiji bifenyltetrazolylovou éast ve své struktuie.*®
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Obr. & 2. Strukturni vzorce Losartanu, *® Irbesartanu ¢ a Valsartanu *®
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2.1.3. Historie tetrazolyl-indol derivat(

V poslednich desetiletich byly zvefejnény slouceniny, které byli pfipraveny kombinaci
tetrazolového a indolového kruhu.*’ Stejné jako u samotného indolu a tetrazolu, i u
sloucenin vzniklych jejich kombinaci byli prokazany vyjimecné farmaceutické Gc¢inky.*

Jednim z pouziti tetrazolyl-indolovych derivat( je napodobovani 17B-estradiolu. Indol
zde vystupuje jako zakladni ¢ast struktury a tetrazolova jednotka je brana jako vedlejsi
Fetézec, ktery vznikd zavedenim substituovaného tetrazolu na vedlejsi uhlikaty retézec.*®
Uc¢elem je usnadnit pFiznivé pfijeti ligandu na receptor enzymu, co? umozni lepsi rozloZeni
naboje kolem tetrazolové skupiny pro zvysSeni ER (enzym — receptor) vazebné afinity i
aktivity a kone¢nym cilem je nalezeni novych antagonist(i, agonistl a sloucenin se slibnou
anti-implantaéni aktivitou.>%>!

Strukturni modifikaci derivatl argininu vznikla série indolkarboxamidotetrazol(i, jenz
vykazuji antialergické a inhibi¢ni Gcinky.>?> Nejvyraznéjsi inhibi¢ni Gcéinky prokazali

slouéeniny obsahujici 3-alkoxy, 5-methoxy, &i 1-fenyl substituenty na indolové jednotce.>?

R3
1 X AN /N\N
R CONH—< I
~N N—
\2 H
R

Obr. ¢&.3. Strukturni vzorec 3-Indolkarboxamidotetrazolu 2

U sloucenin, které obsahuiji jak indolovou, tak tetrazolovou jednotku byla objevena a
prokazdna rozsahla biologicka aktivita. Napriklad derivaty 1-[(tetrazol-5-yl)methyl]indolu
vykazuji silnou antibakterialni aktivitu, zejména proti Escherichia coli, Bacillus subtilis a
jinym.>3 Protinddorova aktivity byla zjisténa u derivatd (tetrazol-5-yl)methylindolu, ty se
pfipravuji z 2-fenylindolu.>* U 7-(2H-tetrazol-5-yl)-1H-indolu bylo prokazéano, Ze je silnym
inhibitorem HIV-1 vazby, bohuZel pfi testovani byla zjiSténa nizka biologicka dostupnost pfi

Ustnim podani.>>>6
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2.2. KOORDINACNI SLOUCENINY INDOLU

Koordinacni slou€eniny se jiz delSi dobu zkoumaji jakozto potencialni lé¢iva proti
rakoviné, malarii a dal$im onemocnénim.>”>%>9 Spousta komplexu tvofenych pfechodnymi
prvky jako je méd 0, kobalt ®%, Zelezo 62, vanadium ® nebo nikl, byla prohlasena za G¢inna
¢inidla pfi stépeni DNA.%*

Indol je zakladni latkou velkého mnoZstvi vyznamnych sloucenin a také je jednim
z nejbohatsich a nejdllezitéjSich heterocyklli v pfirodnich produktech a Iécivych
pfipravcich. Z toho divodu ma dulezitou roli v syntéze novych farmaceutickych produktd i
presto, Ze priprava koordinacnich sloucenin indolu se potyka s fadou potizi. Jednou z nich
je ta, Ze samotné komplexy se pfipravuji pomérné Spatné, protoZe indol se h(if vaze pomoci
atomu N1 pfimo na kov, ne? jiné dusikaté heterocykly (nap¥. pyridin).%> Vétsina reakci
probiha na uhliku C3. Cesta k pfipravé koordinacnich sloucenin indolu vede tedy pfes jeho
derivaty, které vznikaji navazanim rGznych funkénich skupin, naptiklad NH,, OH nebo SH,
pravé na jiz zminény uhlik C3.%> Komplexotvorné reakce indolovych derivatu s bio kovem
vedly ke sloucenindm, které se pouzivaji k I1é¢bé nemoci jako jsou je deprese, revmatismus,

migréna a nékterym typam rakoviny.%®
4

3
5 \2
6
N
7 Hl

Obr. ¢ 4. Cislovdni indolu

2.2.1. Komplexy s nesubstituovanym indolem
2.2.1.1. Komplexy Co(ll), Ni(ll), Cu(ll, Zn(ll) a Cd(ll) sligandem indolu a

imidazolu

Jednd se o komplexy, ve kterych jsou v koordinacni sféfe smisené ligandy. Takové
komplexy byly studovany mnoha vyzkumniky pro jejich antibakteridlni, protinddorovou 7,68
a toxikologickou aktivitu.570

Komplexy byly pfipraveny pfidanim ethanolového roztoku indolu k roztoku soli s
kovem a naslednym pfidanim imidazolu, vSe v poméru 1:1:1. Smés se nechala michat pfi
35°C a okamzité byl ziskan produkt, ktery se promyl ethanolem a rekrystalizoval

z ethanolu.”?
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Veskeré pripravené komplexy (obr.¢.5) jsou nerozpustné v béznych rozpoustédlech
jako je voda, methanol nebo aceton a jsou rozpustné v DMF nebo DMSO. VSechny

komplexy se rozkladaji pfi teploté 240°C.

\HN

\N Cl

Obr. & 5. Pfedpoklddany strukturni vzorec vznikajiciho komplexu 7*
Biologicka aktivita syntetizovanych komplex( byla porovnana s volnymi ligandy a
ovéfilo se, 7e predevsim antibakteridlni aktivita komplex( je vy$3i.”>73 Mezi testované
bakterie patfi patogenni druhy jako je E. coli nebo S. aureus. Vzniklé komplexy vykazuji

inhibi¢ni ucinky na rlst testovanych bakterii.

2.2.2. Komplexy se substituovanym indolem v poloze 3

2.2.2.1. Komplexy Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) s ligandem (indal-glygly)

Ligand (indal-glygly) byl pfipraven kombinaci indol-3-karboxaldehydu (indal) a
glycylglycinu (glygly). S timto ligandem pak byly pfipraveny komplexy médi, kobaltu a niklu,
u nichz byla testovana a prokazana biologicka aktivita. Konkrétné se jednd o antibakteridlni
acinky, antifungdlni a latky zpGsobujici $tépeni DNA.7*

Vysledny ligand (obr.c.6) je svétle Zlutd latka rozpustna v béznych organickych

rozpoustédlech.
NH

\

KO
Obr. &. 6. Strukturni vzorec ligandu (indal-glygly) ve formé draselné soli 7
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Komplex byl pfipraven rozpusténim ligandu v methanolu a pfidanim dusi¢nanu
pfislusného kovu. Vznikla smés se 2 hodiny michala, vznikla srazenina se odsdla, promyla
studenym ethanolem, etherem a vysusila bezvodym CaCl,.”*

Antibakterialni i antifungalni aktivita ligandu i komplex( byla testovana in vitro proti
druhlm bakterii jako je E. coli, S. aureus nebo P. aeruginosa a proti druhim hub A flavus,
nebo A. niger.”® Zjisténa aktivita byla srovnana se standardnimi antibiotiky jako je Amikacin,
Ofloxacin, Ciprofloxacin a Nystatin. Z jednotlivych biologickych aktivit ligandu a jeho
kovovych komplex( bylo zjiSténo, Ze komplexy vykazuji vy$si inhibici rdstu oproti
samotnému ligandu. Antibakteriadlni aktivita kovovych komplex( nar(istd se zvysSujici se
koncentraci komplext. Hlavnim ucinkem téchto komplext je to, Ze inhibuji rist mikrob(
blokovanim jejich aktivnich mist. Bioaktivita ligandu a komplex(i byla sefazena

v ndsledujicim pofadi: Cu" > Co" > Ni" > indal-glygly.”*.

2.2.2.2. Komplexy Cu(ll), Ni(ll), V(IV) s ligandem 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-(1H-

indol-3-karboxaldehyd)-3-pyrazolin-5-on

VyuZivany ligand byl pfipraven refluxem ekvimolarniho mnoistvi 1-fenyl-2,3-
dimethyl-4-amino-3-pyrazolin-5-on a 1H-indol-3-karboxaldehydu ve 20 — 30 ml ethanolu.
76 Komplexy byly pfipraveny pfimou syntézou ligandu a soli obsahuijici pfislusny kov -
napfiklad CuCl,.2H,0, NiCl,.6H,0 nebo VOS04.2H,0.7°

Ziskané komplexy (obr.€.7) jsou mikrokrystalické pevné latky, stalé na vzduchu a
maji rozdilné teploty tani. Jsou nerozpustné v organickych rozpoustédlech a rozpustné
v DMF nebo DMSO. 7

Veskeré syntetizované komplexy byly testovany na antibakteridlni aktivitu in vitro
proti gram-pozitivnim (K. pneumoniae, S. aureus) a gram-negativnim (E. coli) kmenim
pomoci techniky difuzniho postupu papiru (kvalitativni stanoveni) 77 a sériové fedéni
v metodé kapalného vyvaru (pro stanoveni MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace).”®

Vysledky testovani ukazuji, Ze samotné ligandy neméli Zddnou vyznamnou aktivitu,
zatimco kovové komplexy vykazuji proti bakteriim aktivity velmi vyrazné. Autofi prace to
vysvétlili lepsi lipofilni povahou téchto komplexd, diky ¢emuz snadnéji pronikd pres

lipidovou membranu bunék.
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Obr. & 7. Strukturni vzorce ligandu (vlevo) a jednoho z pFipravenych komplexd (vpravo) 7°
Jednim z hlavnich faktoru ovliviiujicich antibakteridlni aktivitu je struktura komplexu

a aktivnéjsi jsou komplexy s planarni strukturou. Dale muaze byt aktivita ovlivnéna
pFitomnosti aniontovych skupin mimo koordinaéni misto, napfiklad skupina SO4? vyvolala

viditelné zvy3eni u¢inku proti studovanym bakteriim. 7°

2.2.2.3. Komplex médi s ligandem na bazi thiosemikarbazonu
Komplex byl pfipraven 5-7 hodinovym refluxem ethanolové suspenze médnaté soli
s ligandem. Produkt (obr.¢.8) byl ziskan ochlazenim smési, filtraci, promytim ethanolem a

vysu$enim pod vakuem. &
NH,

/N H J\S

/N

A\

N
H
Obr. &. 8. Strukturni vzorec ligandu na bdzi thiosemikarbazonu &°
Biologicka aktivita ligandu i komplexu byla testovana in vitro proti gram-pozitivnim,
gram-negativnim bakteriim, kvasinkdm a plisni. Podobné jako u ostatnich sloucenin bylo
prokadzano, Ze volné ligandy nevykazuji biologickou aktivitu, zatimco u komplexu byl
pozorovan pozitivni efekt proti gram-pozitivnim bakteriim, jako je napfiklad S. aureus.®!

Antimikrobidlni vlastnosti komplex(i mohou byt ovlivnény substitu¢nimi reakcemi na

thiosemikarbazonové skupiné.®®
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Vztah mezi strukturou a aktivitou ukazuje, Ze komplexni slou¢eniny s médi vykazuji
vyssi antimikrobialni aktivitu proti nékterym mikroorganismim a kov tedy ma v téchto

slou¢eninach vyznamnou roli.®?

2.2.3. Komplexy s vice substituovanym indolem
2.2.3.1. Komplexy Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) a Zn(ll) s ligandem 5-substituovany-N‘-
((7-hydroxy-4-methyl-2-oxo-2H-chromen-8-yl)methylen)-3-fenyl-1H-
indol-2-karbohydrazid
Pfipraveny ligand lze povaZovat za derivat kumarinu a ty jsou povaZovany za
vyznamnou skupinu sloucenin v |ékarském a farmaceutickém odvétvi.
Komplex byl pfipraven pfidanim horkého roztoku ligandu v methanolu k horkému
roztoku soli ptislusného kovu, také v methanolu. Smés se nechala 4 hodiny pod refluxem,

zneutralizovala octanem sodnym a opét hodinu refluxovala. Po pridani smési do

destilované vody se vyloucil poZzadovany komplex (obr.¢.9), ten byl ziskam filtraci.®

R
Ph
R 0
N Ph
N NH-N NH/
H oo N
Cl
o)
74 L OH
—O0

Obr. é. 9. Struktura ligandu (vlevo) a pfipraveného komplexu (vpravo) &
Vsechny pfipravené komplexy jsou barevné, pevné latky s teplotami tani nad 300°C.
Jsou nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v DMF a DMSO.
Antibakterialni aktivita syntetizovanych sloucenin byla testovdna na bakteriich E.
coli, S.aureus, a A. niger. P¥i srovnavani aktivit bylo prokazano, ze komplexy ligandl maji

vyssi aktivitu nez ligandy volné, nebo nez chloridy kovd.
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Pfipravené komplexy byly studovany také jako potencialni Cinidla DNA Stépeni a
prokazalo se, Ze jsou schopny rozvolnit dvousroubovicovou strukturu DNA na kruhovou

DNA. Kli¢ovou sloZkou ve $tépnych reakcich jsou nejspi$ dusikové a kyslikové atomy.83

2.3. KOORDINACNI SLOUCENINY TETRAZOLU

Tetrazoly jsou zvlastni skupinou patfici mezi heterocyklické slouceniny a vykazuji jak
bazické, tak i kyselé vlastnosti.®*## Mohou existovat v neutralni, aniontové nebo kationtové
formé. Vlastnosti koordinac¢nich sloucenin jsou ovlivnény jak povahou atomu kovu, tak i
funkénimi skupinami pfipojenymi k tetrazolovému kruhu.

Slouéeniny na bazi tetrazolu maji zajimavou strukturu, velmi ¢asto vykazuji specidlni
schopnosti a funkce. Interakce tetrazolovych sloucenin spolu s kovem a DNA byly znacné
studovany diky specifickym vazebnym vlastnostem a potencidlnimu vyuZiti v protinadorové
terapii.®®

Vzhledem krozmanitosti N-mono a C, N-disubstituovanych sloucenin tetrazolu
vystupuji tyhle slouceniny jako slibné nosné ligandy pro navrh novych potencionalnich
protinadorovych |éCiv, které by byly schopny pfekonat obvyklé nevyhody pouZivanych

platinovych léc¢iv — jedna se o vysokou toxicitu, nizkou rozpustnost nebo rezistenci vici

nadoru.®’

H ) 5

N N N
N\/l : Hl\\l/l\ . |\\|7l> 5
2
V) R
N— N= N=
3 N 3 4N 3 u

Obr. €. 10. Struktury izomernich tetrazolovych kruhu

2.3.1. Cu komplex s Losartanem

Losartan ma ve své strukture funkéni skupiny schopné na sebe vazat atom médi ve
formé stabilnich komplexd.88 Biologicky efekt miZe byt spojen pravé s komplexaci
Losartanu, pficemZ dochazi i ke zméné homeostaze. &

Komplex byl pfipraven mirnym michanim roztoku acetatu médnatého s Losartanem

draselnym. Ziskany komplex (obr.¢.11) byl zfiltrovan, promyt vodou a vysu$en pfi 60°C.%8
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Obr. é. 11. Strukturni vzorec komplexu 8
Biologicka aktivita komplexU byla testovdna na dvou osteoblastickych liniich, jedna
z nich byla normdlni a druha nadorova. Zatimco samotny Losartan nevykazoval antioxidacni
aktivitu, jeho komplex s médi vykazoval mirnou aktivitu podobnou superoxid dismutaze.®
Pfi testovani obou bunéénych linii, bylo zjisténo, Zze komplex ma skodlivé ucinky na
nadorové bunky. BohuZel ma toxické ucinky i na buriky zdravé, netransformované. Samotny
komplex ovliviiuje morfologické zmény, jako je naptiklad kondenzace cytoplasmy nebo

ztrata spojeni mezi sousednimi burikami.®®

2.3.2. Cu komplex s ligandy na bazi pyridylterazolu

Jednd se o jednojaderné komplexy médi v oxidaénim stavu +ll s novymi
bidentatnimi ligandy na bazi pyridylterazolu spolu s OH skupinou nebo dimethylaminem na
dusiku tetrazolu N1 nebo N2. %° V§echny komplexy maji planarni geometrii.

Komplexy byli pfipraveny reakci ligandu rozpusténého v methanolu s médnatou soli
(CuCl2.H,0), také v methanolu. Smés byla zahtivana pod refluxem 2-3 hodiny a pfes noc

ponechdna pfi pokojové teploté. Ziskany komplex (obr.¢.12) byl zfiltrovan a vysu$en.*°

R /JR
_N
\ DY
N \N/N — |
Ne / N—GU~cl
= \Cu \ / \
/\CI Cl

Cl

Obr. & 12. Strukturni vzorce pripravenych komplexa *°
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U pripravenych komplext bylo testovano stépeni DNA a protinddorova aktivita. Ke
znacnému Stépeni DNA dochazi jak v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti H,0;. Bylo ovsem
prokdzano, ze Stépeni DNA je ucinnéjsi v pfitomnosti peroxidu jakozto oxida¢niho Cinidla —
pfi reakci komplexu s H,0; dochazi k oxidaci médi na oxidacéni stav +lll a redukci kysliku,
¢imz vznika velmi reaktivni hydroxylovy radikal OH-.°! Protinddorova aktivita byla testovéna
na bunkach MCF-7, coZ jsou bunécéné linie rakoviny prsu. VSechny komplexy snizili zna¢né
proliferaci rakovinnych bunék v zavislosti na koncentraci a bylo zjisténo, Ze pfi nizSich
koncentracich jsou komplexy G¢innéjsi.! U ligandl biologicka aktivita prokazéna nebyla a
komplexy s navdzanou OH skupinou maji vyraznéjsi inhibi¢ni efekt, nez komplexy

s dimethylaminem.®°

2.3.3. Komplexy Cu(ll), Ni(ll) a Zn(ll) na bazi tetrazolo[1,5-a]pyrimidinu

Tetrazolo-pyrimidinové slouceniny jsou vyuzivany k |é¢bé obezity, diabetu, depresi,
rakoviné stitné Zlazy, vysokého tlaku, aterosklerdzy nebo Sedého zadkalu.%? PfestoZe Ze se o
syntézu téchto sloucenin zajima mnoho vyzkumnikl, existuje pouze nékolik publikaci
zamérenych na protinddorovou aktivitu.

Komplexy byli pfipraveny reakci methanolovych roztok( ligandu a chloridu kovu za
konstantniho michani. Reakce byla ponechdna pod refluxem 2 hodiny, za horka zfiltrovana
a poté se nechala stat 7 dni pfi pokojové teploté. Ziskany produkt (obr.c.13) se promyl

studenym methanolem a vysusil pod vakuem.®?

|
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Obr. & 13. Strukturni vzorce pripravenych komplexu %2
Protinddorova aktivita byla testovana proti 3 rGznym nadorovym liniim — plicnim,

krénim a tlustého stfeva spolu se zdravymi embryonalnimi lidskymi ledvinovymi liniemi.*?
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Inhibi¢ni koncentrace se u vSech testovanych bunék lisili v zavislosti na davce komplexu.
Vsechny pfipravené komplexy byli proti nddorovym bunkam aktivni, ale samotné ligandy
zadnou aktivitu nevykazovali. Pti srovnani inhibicnich ucink( vSsech komplex( se komplexy
médi ukazali jako nejefektivnéjsi a zaroven vsechny komplexy vykazovali minimalni
cytotoxicky efekt na zdravi embryondlni ledvinové butiky.’> Nadorové burky lélené
komplexy médi prokazali apoptotické vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti patfi rdzné
morfologické zmény jako je jadernd fragmentace nebo smrsténi buriky.®> Apoptdza
eliminuje bunky, které by mohli byt pro organismus nebezpeéné — poskozena DNA nebo

virové infikované buriky.®3

2.3.4. Ag(l) a Au(l) komplex s tetrazolem a trifenylfosfinem

V soucasnosti existuje znacny zdjem o koordinacni slouceniny kovovych prvkd, jako
je zlato a st¥ibro, s biologickou aktivitou a lé¢ivymi G¢inky.%* Syntéza a strukturni stanoveni
takovych komplext stfibra a zlata, které maji vazané stejné ligandy, jsou zajimavym
pfedmétem v oblasti bioanorganické chemie, anorganické syntézy a vyvoje léCiv na bazi
kovu.

Byly pfipraveny 2 komplexy se stejnou heterogenni koordinaéni sférou, ktera
obsahuje tetrazol a trifenylfosfin (obr.c.14). Zlaty komplex byl pfipraven rozpusténim
prekurzoru [Ag(tetz)]n a PPhs v dichlormethanu, ndslednym michdnim a filtraci. Vznikly
filtrat byl poté rozpustén v diethyletheru a po 2 hodinach se zformovaly vysledné krystaly.
Zlaty komplex byl pfipraven rozpusténim [AuCI(PPh3s)] a tetrazolu v acetonu. K roztoku byl
pfidan NaOH a 4 hodiny michan. Filtraci se odstranil vznikajici NaCl a filtrat byl odparen na

RVO. Zbytek se rozpustil v benzenu, zfiltroval a filtrat byl pfidan k hexanu za tvorby

vysledného komplexu.®> F|>Ph3
Ag
Phsp” NN,
l
N=p
/XN \ _PPh;
AN Phyp ¥
— 3
<N4N

Obr. ¢ 14. Strukturni vzorce pripraveného komplexu zlata [Au(tetz)(PPhs)], (vlevo) a
komplexu stfibra [Ag(tetz)(PPhs)z]n (vpravo)®>
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Biologicka aktivita zlatého komplexu byla testovana na bakteriich, kvasinkach a
plisni a antibakteridlni aktivita nebyla prokazana. Volny tetrazolovy ligand spolu se
stfibrnym komplexem vykazovali pouze slabou aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim,
naptiklad S. aureus. Testovan byl také prekurzor [Ag(tetz)]na ten ma silnéjsi antibakteridlni
ucinky proti gram-negativnim a gram-pozitivnim bakteriim a kvasinkdm, ale ne proti plisni.
Z tohoto pozorovani byl vyvozen zavér, ze polymerni stiibrné komplexy bez stabilizujiciho
PPhs ligandu maji silnéjsi antibakterialni aktivitu nez jejich trifenylfosfinové derivaty. Je to
zpUsobeno nejspis tim, Ze sila vazby Ag-P omezuje schopnost zaménovat ligandy

komplexu.?

2.3.5. Pt(Il) a Pd(ll) chlorido-komplexy na bazi tetrazolu

Platinové komplexy obsahujici dusikové heterocykly jsou jedny z nejlepSich
potencidlnich  protinddorovych [éCiv. V neddvné dobé byly syntetizovdny a
charakterizovany trans paladnaté a platnaté chlorido-komplexy s 5-amino-2-tert-
butyltetrazolem.’® Bylo prokdzano, Ze platnaty komplex ma slibné cytotoxické ucinky proti
Hela nadorovym burikdm, coZ jsou nesmrtelné bunécné linie, které se neustale déli, a
inhibiéni koncentrace se nachazi mezi cisplatinou a karboplatinou.%®

Platnaty komplex byl pfipraven reakci K;PtCls rozpusténého v HCl a tetrazolu
rozpus$téného ve vodé a smés se michala 24 hodin pfi pokojové teploté. Zluty produkt
(obr.€.15) byl ziskan filtraci a promyt destilovanou vodou. Paladnaty komplex byl pfipraven
reakci PdCl,.2H;0 rozpusténého v HCl a tetrazolu rozpusténého v destilované vodé. Smés
se michala 2 hodiny pfi pokojové teploté a opét vznikl Zluty produkt (obr.¢.15), ktery byl

ziskan filtraci.?®
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Obr. ¢. 15. cis-[Pt(1-amt).Cl;].H20 (vlevo) a trans-[Pd(1-amt),Cl;] (vpravo), amt = 5-

aminol-methyltetrazol °®
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Biologicka aktivita byla testovana jak u komplexd, tak u samotnych ligandu. Cytotoxicita
platinovych komplext obsahujicich tetrazolovou jednotku zavisi na jejich lipofilité a
geometrii koordinaéni slouéeniny. Cis platnaté komplexy, které maji misto methylové
skupiny na tetrazolu navazany fenyl, vykazuji antiproliferac¢ni aktivitu srovnatelnou
s cisplatinou. Komplex s 5-amino-2-tert-butyltetrazolem projevil nizSi odolnost vGci
burfikdm odolnych na cisplatinu, nez samotna cisplatina.®® Biofyzikalni studie ukazali, Ze
komplexy platiny obsahujici tetrazolovou jednotku se chovaji vétSinou jako cisplatina

pokud jde o interakci s DNA.%

2.4, TETRAZOLYL-INDOL DERIVATY

V predchozich kapitolach jsme se vénovali prfedevsim koordina¢nim slouceninam
tetrazolu a indolu. Vzhledem ktomu, Ze komplexy tetrazolyl-indol ligand( patfi do
neprobadané oblasti, zaméfime se v této ¢asti pouze na ligandy a jejich biologickou aktivitu.
Dlvod syntézy téchto ligand( byl vysoky predpoklad, Ze u nich bude zjiSténa urcitd
predpokladu vedl fakt, Ze samotny tetrazol a indol maji Siroké spektrum biologickych aktivit

a jsou v mediciné a farmacii velmi vyuzivané.

2.4.1. (tetrazol-5-yl)methylindol derivaty

V poslednich desetiletich byla nalezena nova strategie 1é¢by nddorovych bunék, a
to indukci apoptdzy, coZ vedlo ke vzniku nové skupiny protinddorovych Ié¢iv.°” Samotna
apoptdza hraje pri vzniku rGiznych onemocnéni dilezitou roli, nejvice se ovsem uplatiuje
pFi rakovinném bujeni.®®

Vychozi latkou pro tvorbu derivatl byl 1-acetonitril-2-fenylindol. Jeho reakci s NaNs
v pfitomnosti NH4Cl byl pfipraven tetrazolovy derivat. Jeho reakci s ethylem chloroacetatu
byl pripraven pfislusny ethyl ester a z néj byl ptipraven hydrazinovy derivat. Poslednimi byli
halogenidové derivaty pfipraveny reakci hydrazinového derivatu s p-fluorobenzaldehydem

a p-bromobenzaldehydem (obr.&.16).%°
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Obr. é. 16. Strukturni vzorec halogenidovych tetrazolyl-indol derivdti *°

Pfipravené slouceniny byli testovany na bunécnych liniich karcinomu lidskych jater
(HepG2) ve ctyfech rliznych koncentracich. Koncentrace poZadovand pro inhibici 50%
nadorovych bunék (ICso) byla porovnana s referenénim lécivem — doxorubicinem. Vysledky
ziskané z in vitro testovani prokazaly, Ze nékteré z pfipravenych sloucenin vykazuji vysokou
inhibi¢ni aktivitu, zatimco jiné slouéeniny maji aktivity pouze mirné a méné G¢inné.*®

Bylo zjisténo, Ze slouceniny obsahujici indolovy kruhovy systém ve své zakladni
strukture jsou schopny redukovat expresi cyklooxygenazy-2 (COX-2) v HepG2 bunkach.
COX-2 katalyzuje tvorbu prostaglandind, které pfi zanétlivém onemocnéni stimuluji rozvoj,
bolest a teplotu. Rada vyzkumd naznaduje, e nadmérna exprese COX-2 mGZe byt jednim
z faktort rakoviny jater. 19° U slou&enin, které vykazovali vy$si inhibiéni aktivitu, dochézi ke
smrti HepG2 bunék apoptézou.

Protinddorova aktivita pripravenych tetrazolyl-indol sloucenin muizZe byt upravena
pomoci strukturnich modifikaci. Pfikladem muze byt substituce atomem fluoru v para
poloze na fenylovém kruhu, kterd vede k vyrazné vyssi protinadorové aktivité, nez je tomu
u slouéenin s atomem bromu na stejné pozici.!% Strukturni zmény také odhalily, Ze i
slouceniny s volnou NH skupinou na tetrazolovém kruhu maji Gcinnéjsi protinadorové

ucéinky oproti N-substituovanym derivatim, u kterych dochazi ke sniZeni aktivity.*

2.4.2. 1-[(tetrazol-5-yl)methyl]indol derivaty

Vychozi latkou pro syntézu vsech derivatl byl (3-acetyl-1H-indol-1-yl)acetonitril
(obr.€.17). Z néj byl reakci s NaN3 v DMF pfipraven tetrazolovy derivat 1-[1-(2H-tetrazol-5-
ylmethyl)-1H-indol-3-ylJethanon (obr.¢.17), jehoz struktura je zakladnim skeletem

ostatnich derivat(.101
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Obr. ¢. 17. Strukturni vzorec zdkladniho derivdtu 1-[1-(2H-tetrazol-5ylmethyl)-1H-indol-3-
yllethanonu (vlevo) a 2-{5-[3-acetyl-1H-indol-1-yl-methyl]-2H-tetrazol-2-yl}acetohydrazid
(vpravo) 1°1

Antibakterialni aktivita pfipravenych sloucenin byla testovana proti gram negativnim
bakteriim, jako je E. coli, a gram pozitivnim bakteriim, napfiklad B. subtilis nebo S. lactis ve
vyzivovém agarovém médiu. Antifungalni aktivita byla testovana proti C. albicans, A. niger
a dal$im. Vysledky testovani prokazali, Ze slouceniny vykazovaly rGzné stupné biologické
aktivity vuci testovanym mikroorganismim. Jednu z nejvys$sich antibakteridlnich aktivit
vykazoval 1-[1-(2H-tetrazol-5ylmethyl)-1H-indol-3-yl]lethanon a jeho acetohydrazidovy
derivat. Srovnanim aktivit jednotlivych slouéenin, véetné vychozi latky, bylo zjisténo, Ze
pfipojeni substituovanych tetrazolyld na indolovy kruh ma za ndsledek znacné zvyseni
inhibic¢ni aktivity. Stejné jako predchozi skupiny derivat(i i zde plati, Ze tetrazolyl s volnou

NH skupinou a N-substituované hydrazidy vykazuji vy3si biologickou aktivitu.19?

2.4.3. Tetracyklické tetrazolyl-indol derivaty

V oblasti strukturné modifikovanych selektivnich estrogenovych mimetik, které
mohou pUlsobit jako antagonisté vici rakoviné prsu ¢i délohy, doslo k velkému pokroku.
Tyhle latky mohou také podporovat Uspésné zachyceni vajicka v déloze, ¢imz jsou schopny
predchazet ¢astym post-implantacnim prihodam, tedy predéasnym potratiim. V soucasné
dobé se vyzkumnici stdle snaZi minimalizovat nezddouci vedlejsi ucinky téchto lé¢iv. 102
Jednou z prvnich Iatek na bazi estrogenu byl 2-fenylindol a nedavno bylo prokdzano, ze
nékteré tetracyklické indoly maji smiSeni agonistické / antagonistické ucinky na

estrogen.1% Tyto tetracyklické slouceniny jsou stabilnéjsi a odolné;jsi nez 2-fenylindoly a
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pfipominaji vice pfirozené estrogeny, i co se tyCe vazebné afinity k receptoru estrogenu

jsou aktivnéjsi.

R
| N
N/N\N |\|7 \N/R
“J\j \Nt
N X N X
\ \

Obr. & 18. Strukturni vzorce pFipravenych tetrazolyl-indol derivdti 193

Pro pfipravené slouceniny byla vyhodnocena relativni enzym-receptorova vazebna
afinita, kterd byla porovnana se standardem — estradiolem. Vysledky ziskané studiem
vazebné afinity ukazali, Ze oba regioizomery vykazovali k receptoru estrogenu slabou
vazebnou afinitu a N-2 regioizomery byli o néco vice aktivnéjsi, neZ N-1 regioizomery.
Vysledky odhalili také to, Ze N-1 regioizomery jsou vice agonistické vici estrogenu a
podporuji tedy jeho Ucinky, zatimco N-2 regioizomery pusobi jako antagonisté a uc¢inkim
estrogenu brani.’®* Estrogenni aktivita byla hodnocena na zdkladé narQistu hmotnosti
délohy testovanych krys. Tento narlst hmotnosti byl prokdzan u vSech testovanych
subjektl. Antiestrogenova aktivita byla naopak hodnocena na zakladé ubytku hmotnosti.

Modifikaci délky vedlejsiho Fetézce Ize antiestrogenovou aktivitu upravovat.®3
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. CHEMIKALIE A PRISTROJE

Veskeré pouzité chemikdlie byli zakoupeny z komercnich zdroji (Sigma Aldrich, Penta,

VWR, Fisher Scientific). Cistota chemikalii byla nad 99% a byli pouZity bez dalsi purifikace.

N-donorové ligandy: 1,10-fenatrolin, 2,2-bipyridin, dipyrido[3,2-a:2°,3'-c]fenazin, 3-[(1H-
tetrazol-5-yl)methyl]1H-indol

Rozpoustédla: methanol MeOH, N,N‘— dimethylformamid DMF, izopropylalkohol i-PrOH,
trichlorid fosforylu POCls.

Ostatni chemikalie: azid sodny NaNs, bromid zine¢naty ZnBr,, indol-3-acetonitril , hydroxid
sodny NaOH, kyselina chlorovodikova HCl (35%), diethylether Et,0, aktivni uhli, indol-2-
karboxylova kyselina, chlorid sulfurylu SOCl,, amoniak NHs3 vodny roztok, siran sodny

NazS04

P¥istroje:

Elementdrni analyza prvkd (C, H, N) byla provedena pomoci pfistroje Flash 2000 Analyzator
(Thermo Scientific).

Infracervend spektroskopie (FT-IR) byla provedena pomoci pfistroje FT-IR spektrometru
Nexus 670 s (ThermoNicolet). Méfend oblast vino&tl byla v rozsahu 4000 — 400 cm™
Mikrovinny reakéni systém Monowave 300 (Anton Paar) byl pouzit pro syntézu ligandu.
Mé&Feni *H spekter bylo provedeno na 600 MHz NMR spektrometru firmy Varian pro méfeni
spekter vysokého rozliseni vzorkl v roztoku.

Elektronova paramagneticka resonance (EPR) byla provedena na spektrometru od firmy
Magnettech MS-5000.

RTG strukturni analyza byla provedena na monokrystalovém difraktometru D8 QUEST
(Bruker) vybavenym PHOTON 199 CMOS detektorem pro méreni v rozsahu teplot 300 — 90
K.

Magnetochemickd méreni byla provedena pomoci pfistroje PPMS Dynacool sVSM

modulem.
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3.2. SYNTEZA LIGANDU
3.2.1. 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]-1H-indol

a) Ligand byl pfipraven modifikaci literarniho postupu.l®®> V Erlenmeyerové barice
byl smichan NaNs (0. 78 g, 0,012 mol), ZnBr; (2.25 g, 0,01 mol) a indol-3-acetonitril (1.56 g,
0,01 mol) a rozpustén ve 20 ml izopropylalkoholu. Reakéni smés byla pres noc zahfivana
pod refluxem za neustalého michani. Vznikla srazenina byla zfiltrovana, rozpusténa v 5%
roztoku NaOH (40 ml) a 15-20 minut michana pro témér Uplné rozpusténi. V zdsaditém
prostifedi byla vyloucena bild srazenina, ktera byla zfiltrovana. Ziskany filtrat byl postupné
po kapkach okyselovdan 35% HCl na kyselou oblast pH tak dlouho, dokud dochazelo
k vylu¢ovani bilého produktu. Vysledny produkt byl zfiltrovdn, promyt Et,O a vysusen.
Hmotnost ziskaného ligandu byla 0, 62 gram{i, coz Cini 31% vytéZnosti.

Z divodu nizké vytéZnosti reakce byl pro pozdéjsi syntézy pouzit jiny postup.

N H
/] N*l\v\

NaNs, ZnBr; \N/N
D ] \

i-PrOH, 90°C

N
H N
H
Schéma €. 1. Schéma a) syntézy ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indol

b) Pro dalsi pfipravu ligandu byl pouZit opét modifikovany literdrni postup.i% Ve
specidlni vialce byl smichan indol-3-acetonitril (1.35 g, 0.0087 mol), NH4Cl (0.60 g, 0.589
mol) a NaNs3 (0.72 g, 0,011 mol) v 10 ml DMF. Reakce byla provedena v mikrovinném
syntetizdtoru pfi 150°C v ¢asovém intervalu jedné hodiny. Poté byl na RVO odparen
prebyvajici DMF. Zbyla hnédad latka byla promyta ve 30 ml destilované vody za vzniku hnédé
srazeniny a celd smés byla upravena na bazické pH pomoci 5% roztoku NaOH.
Nerozpusténé ¢asti roztoku byli extrahovany do Et;0 a ziskana vodni ¢ast byla 20 minut
michana s aktivnim uhlim. Poté bylo aktivni uhli zfiltrovano pres filtracni papir a filtrat byl
ochlazen s misce s ledem. K ochlazenému filtratu byla po kapkach pridavana 35% HCl a
v kyselé oblasti pH doslo k vylouceni svétle Zlutého produktu, ktery byl zfiltrovan, promyt
Et,0 a vysusen. Hmotnost produktu byla 1,12 g, coz Cini 63% vytéznosti. Produkt byl
charakterizovany pomoci elementarni analyzy, NMR spektroskopie (obr. ¢ 19) a IC

spektroskopie (obr. ¢. 20 a 21)
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NaNs, NH4Cl \N/N
A\ DMF. MW (150°C) A\
N N
H H

Schéma €. 2. Schéma b) syntézy ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indol

Elementérni analyza ligandu se sloZzenim C1oHsNs (M = 199,21 g.mol): Anal. vypoéteno: C,
60,29%; H, 4,55%; N, 35,15; Naméreno: C, 59,89%; H, 4,49%; N, 35,320%.

FTIR (cm™): valenéni vibrace N-H: 3460sh, 3320s; valenéni vibrace C-Har: 3080w, 3038w;
valenéni vibrace C-Hair: 2975w, 2859w; valenéni vibrace C=C/C=N/N=N a vibrace
aromatického skeletu: 1654s, 1574s, 1554m, 1455m, 1432s, 1396s, 1337s, 1255s;
deformacni vibrace C-H a aromatického skeletu: 1117m, 1058s, 998m, 747s.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & ppm 4.33 (s, 2H, CH3) 6.93 (m, 1H, CHa) 7.05 (ddd, J = 8.22
Hz, 7.04 Hz, 1.17 Hz, 1H, CH4) 7.23 (d, J = 2.35 Hz, 1H, CHa4/) 7.33 (d, J = 8.22 Hz, 1H, CHa/)
7.38 (d,J =7,83 Hz, 1H, CHar) 11.01 (br. S, 1H, NH).
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Obr. & 19. 'H NMR spektrum ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indol
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3.2.2. 2-(1H-tetrazol-5-yl)-1H-indol

Jedna se o trikrokovou syntézu a cilem bylo pfipravit ligand, ktery by mél tetrazolovou
jednotku navazanou v blizkosti dusikového atomu indolu a mohl tedy vystupovat jako

chelatujici ligand.

3.2.2.1. Syntéza 1H-indol-2-karboxamidu

Vychozi latkou byla indol-2-karboxylova kyselina (2 g, 0.012 mol), kterd byla rozpusténa
ve 20 ml chloroformu a pfidana 1 kapka DMF se 2 ml chloridu sulfurylu. Celd smés byla
ponechana 2 hodiny pod refluxem. V prabéhu byla pfipravena do kadinky smés 20g
drceného ledu a 20 ml vodného roztoku amoniaku. Ochlazena reakéni smés byla prelita do
kadinky s ledem a opét 2 hodiny michdna. Vysledny Zluty produkt byl zfiltrovan na frité a
vysusen. Vytéznost reakce byla 85%.1%7 Produkt byl charakterizovany na zékladé stanoveni

teploty tani, ktera se shodovala se zjisténymi udaji.

(@) O
NHs, SOCI
N/ AR A/
N OH DMF. CHCls N NH,

H H

Schéma €. 3. Schéma syntézy 1H-indol-2-karboxamidu

3.2.2.2. Syntéza 1H-indol-2-karbonitrilu

1H-indol-2-karboxamid (2 g, 0.012 mol) byl rozpustén v 15 ml POCl; a pal hodiny
zahtivan pod refluxem. Poté byla ziskdna hnédocerna kapalina o pH = 2, ktera byla prelita
na drceny led a michana. Ke smési byl postupné pfidavan vodny roztok amoniaku pro
Upravu pH na mirné zasadité (8 — 9) a doslo ke vzniku hnédé srazeniny. Reakéni smés byla
extrahovdna do Et,0 (3 x 15 ml) a extrahovana srazenina byla zfiltrovana pres fritu. Filtrat
byl vysusen bezvodym Na;SOs a Et,0 byl odparen pomoci RVO. Vyslednym produktem byl
hnédy prasek. Vytéinost reakce byla 75%.1%% Produkt byl charakterizovany pomoci
elementarni analyzy a IC spektroskopie, kde bylo moiné spatfit pik charakteristicky pro

nitrilovou skupinu.
O

N POCI; X A\ N\

N NH o N N
H 2 pH =8-9 H

Schéma ¢. 4. Schéma syntézy 1H-indol-2-karbonitrilu
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Elementdrni analyza predpokladaného produktu se slozenim CgHsN2: Anal. vypocteno: C,
76,04%; H, 4,25%; N, 19,71; Naméreno: C, 74,60%; H, 4,33%; N, 18,99%.

FTIR (cm™): valenéni vibrace N-H: 3300s; valenéni vibrace C-H.r: 3081w, 3056w; valenéni
vibrace C=N: 2237; valencni vibrace C=C/C=N a vibrace aromatického skeletu: 1648m;
1617m, 1521s, 1497s, 1412s, 1348s,1226s; deformacni vibrace C-H a aromatického skeletu:
1120m, 811s, 734s.

3.2.2.3. Syntéza tetrazolyl-indolu
Pro syntézu konecného tetrazolyl-indolu byl pouzit stejny postup jako je uveden
v kap. 3.2.1. a). BohuZel syntéza byla nelspésna a dalsi zpUsoby pfipravy budou soucasti

pozdéjsiho zkoumani.

N\
NaN3,ZnBrz NH
A\ \ . N__ |
/
N N i-PrOH, 90°C N N~™
H H

Schéma ¢. 5. Schéma syntézy 2-(1H-tetrazol-5-yl)-1H-indolu

3.2.3. Syntéza dipyrido[3,2-a:2‘,3"-c]fenazinu (DPPZ)

Ligand byl pfipraven podle literdrniho ndvodu s drobnymi Gpravami.'%® Nejprve bylo do
kadinky odméfeno 20 ml ethanolu a 3 kapky kyseliny octové a roztok byl ponechan 15
minut pod atmosférou dusiku. Poté byl k roztoku pfidan roztok 1,10-fenantrolin-5,6-dionu
(0.25 g, 1.19 mmol) a fenyl-1,2-diaminu (0.32 g, 1,76 mmol) ve 20 ml ethanolu a celd smés
byla pres zahfivana pod refluxem. Na druhy den po ochlazeni v roztoku doslo ke vzniku
oranZzové srazeniny, ktera byla zfiltrovdna, promyta ethanolem a vysusena. Hmotnost
ziskaného produktu byla 0,3g, vytéZnost reakce je 94%. Produkt byl charakterizovan

pomoci elementarni analyzy.
NH,
NH, CH3COOH

v

EtOH

Schéma ¢. 6. Schéma syntézy DPPZ
Elementarni analyza pro predpokladané slozeni C1gH12N402 (M = 269,28): Anal. vypocteno:

C,72,72%; H, 4,26%; N, 19,28; Naméreno: C, 71,99%; H, 4,03%; N, 18,66%.
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3.3. KOMPLEXY S 3-[(1H-TETRAZOL-5-YL)METHYL]-1H-INDOLEM
3.3.1. Komplex ¢. 1

Komplex byl ptipraven reakci Cu(CH3COO),.H,O (80 mg, 0.4 mmol) s1,10-
fenantrolinem (158.6 mg, 0.8 mmol) v 10 ml methanolu. Reakéni smés byla ponechana na
magnetické michacce 5-10 minut do Uplného rozpusténi obou reaktantu. Poté byl ke smési
pridan roztok ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indolu (80 mg, 0.4 mmol) v5 ml
methanolu. Po smichani doslo ke zméné modrého zbarveni na tmavé zelenou. Reakéni
smés byla pfikryta parafilmem a uloZena v digestofi na krystalizaci. Po 3 dnech se v roztoku
objevili zelené krystalky, jejichz pfitomnost byla potvrzena pod mikroskopem. Vznikly
komplex byl zfiltrovan na frité, promyt Et,0 a vysusen. VytéZznost reakce je 68%. Produkt
byl charakterizovany pomoci elementdrni analyzy, IC spektroskopie s (obr. &. 20),

magnetochemického méreni (kap. €. 4) a RTG strukturni analyzy (kap. €. 5).

Elementdrni analyza produktu se sloZzenim [Cu:H2L:phen:MeOH, 2:4:2:3] a sumarnim
vzorcem CuzCs7HeoN2403 (M = 1 376,4 g.mol?) : Anal. vypocteno: C, 58,46%; H, 4,39%; N,
24,42; Naméreno: C, 58,40%; H, 4,112%; N, 24,35%.

FTIR (cm™): valené¢ni vibrace N-H: 3461m; valen¢ni vibrace O-H: 3169s; valenéni vibrace C-
Har: 31080w, 3059w; valencéni vibrace C-Hair: 2912w, 2824w; valenéni vibrace
C=C/C=N/N=N a vibrace aromatického skeletu: 1580m, 1518m, 1426s, 1410m, 1345m,
1223m; deformacni vibrace C-H a aromatického skeletu:1101m, 1028s, 848m, 738s, 719s.

%Transmitiance %Transmittance

%Transmittance

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Obr. ¢. 20. Srovnadni FTIR spekter ligandu, fenantrolinu a komplexu ¢. 1
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3.3.2. Komplex €. 2

Komplex byl pfipraven reakci Cu(CH3C0O0),.H.0 (80 mg, 0.4 mmol) v 5 ml methanolu
se 2 ml pyridinu. Reakéni smés byla 5-10 mnut michana pro rozpusténi a poté byl pfidan
roztok ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indolu (80 mg, 0.4 mmol) v 5 ml methanolu.
Po smiseni obou roztok(l doslo ke vzniku svétle modrého zbarveni, misto plvodniho tmavé
modrého zbarveni. Reakéni smés byla prelita do vialky s vickem a ponechana v digestofi.
Po mésici byl ziskan svétle zeleny jemny prasek. Podle elementarni analyzy se v komplexu
pyridin nevyskytuje, jednd se tedy o komplex ligandu a médi. VytéZnost reakce je 29%.

Produkt byl charakterizovany pomoci elementarni analyzy a IC spektroskopie (obr. &. 21).

Elementdrni analyza predpokladaného produktu se slozenim [Cu:H2L:ac:H,0, 1:1:1:0,25] a
sumarnim vzorcem CuiCi2H12NsO;1 (M, = 325,31 g.mol?): Anal. vypocéteno: C, 44,31%; H,
3,56%; N, 21,53; Naméreno: C, 44,23%; H, 2,61%; N, 21,03%.

FTIR (cm™): valenéni vibrace N-H/O-H: 3255br; valenéni vibrace C-Har: 3072w; valenéni
vibrace C-Hair: 2918w, 2826w; valencni vibrace C=C/C=N/N=N a vibrace aromatického
skeletu: 1625sh, 1607, 1518w, 1465m, 1447s, 1382w, 1218m; asymetrické a symetrické
vibrace COO: 1583s, 1491m; deformacni vibrace C-H a aromatického skeletu: 1153m,
1069s, 1043m, 747s.

%Transmittance

%Transmitance

%Transmittance
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Obr. ¢. 21. Srovnani FTIR spekter ligandu, Cu(CH3C0OO).H,0 a komplexu ¢. 2
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3.3.3. Komplex ¢. 3

Komplex byl pfipraven reakci Cu(CH3C00)2.H20 (80 mg, 0.4 mmol) s 2,2-bipyridinem
(62.5 mg, 0.4 mmol) v 10 ml methanolu. Reakéni smés byla ponechdana na magnetické
michacce 5-10 minut do Uplného rozpusténi obou reaktantd. Poté byl ke smési pridan
roztok ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indolu (80 mg, 0.4 mmol) v 5 ml methanolu.
Po smichani doslo ke zméné svétle modrého zbarveni na tmaveé zelenou. Reakéni smés byla
michana 30 minut a poté vznikla svétle zelend srazenina, ta byla zfiltrovana a vysusena.
Zbyly filtrat byl umistén do digestore pro krystalizaci zbylého produktu. V priibéhu 5 dna
doslo ke tvorbé tmavé zelenych polykrystald. Vznikly produkt byl zfiltrovan na frité, promyt
Et20 a vysusen. Vytéznost reakce je 24%. Produkt byl charakterizovany pomoci elementarni

analyzy a IC spektroskopie (obr. ¢. 22)

Elementdrni analyza predpoklddaného produktu se sloZzenim [Cu:H2L:bpy:ac:H,0,
2:2:2:2:2] a sumdrnim vzorcem CuCasHaaN140s (M = 990,02 g.moll): Anal. vypocteno: C,
53,38%; H, 4,28%; N, 19,81; Naméreno: C, 53,34%; H, 4,41%; N, 19,49%.

FTIR (cm™): valenéni vibrace O-H: 3486m, 3412s; valenéni vibrace N-H: 3248s, 3114m;
valenéni vibrace C-Ha: 3087m; valenéni vibrace C-Hair: 2913w; valenéni vibrace
C=C/C=N/N=N a vibrace aromatického skeletu: 1603m, 1474w, 1441m, 1407s, 1343m,
1318w, 1248w; asymetrické a symetrické vibrace COO: 1572s, 1496w; deformacni vibrace
C-H a aromatického skeletu: 1186w, 1117w, 1097m, 1062w, 760m, 742m, 727w.

3.3.4. Komplex ¢. 4

Komplex byl ptipraven reakci Cu(CH3COQ);.H,0 (80 mg, 0.4 mmol) s dipyrido[3,2-
a:2‘,3'-c]fenazinem (DPPZ) (112 mg, 0.4 mmol). Reakéni smés byla ponechdna na
magnetické michacdce do Uplného rozpusténi obou reakcnich slozek. Poté byl pridan roztok
ligandu 3-[(1H-tetrazol-5-yl)methyl]1H-indolu (80 mg, 0.4 mmol) v5 ml methanolu a
vzniknul tmavé zeleny roztok. Roztok byl prekryt parafilmem a ponecham v digestofi na
krystalizaci. BEhem 4-5 dni se na dné kadinky utvofili tmavé zelené polykrystaly, jejichz tvar
byl potvrzen pod mikroskopem. Ziskany produkt byl zfiltrovan na frité (S4) a vysusen.
Vytéinost reakce je 41%. Produkt byl charakterizovany pomoci elementarni analyzy a IC

spektroskopie (obr.¢. 22)
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Elementdrni analyza predpokladdaného produktu se sloZzenim [Cu:H2L:DPPZ:ac:H.0,
1:1:1:1:0,25] a sumarnim vzorcem Cu1CsoH22N9O3 (M, = 612,12 g.mol?): Anal. vypoéteno:
C, 58,87%; H, 3,62%; N, 20,59; Naméreno: C, 59,05%; H, 3,47%; N, 20,70%.

FTIR (cm™): valenéni vibrace N-H/O-H: 3207sh, 3185s; valenéni vibrace C-Ha: 3084w,
3055m; valendni vibrace C-Hair: 2924w, 2870w; valencni vibrace C=C/C=N/N=N a vibrace
aromatického skeletu: 1621sh, 1596m, 1551w, 1460w, 1423s, 1385s, 1355s, 1335m,
1229w; asymetrické a symetrické vibrace COO: 1581s, 1497m; deformacni vibrace C-H a

aromatického skeletu: 1185w, 1142s, 1113m, 1074s, 761s, 747s, 726s.
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Obr. & 22. Srovndni FTIR spekter komplexu ¢. 3 a komplexu ¢. 4, ve kterych je

pfitomna octanovd skupina

4. MAGNETOCHEMICKA MERENI

Magneticka data pro komplex ¢. 1 byli méreny na ptistroji PPMS Dynacool v rozmezi
teplot 1,9 — 300 K v magnetickém poli 1 T a izotermické magnetizace v poli az do 9 T pfi
teplotach 2,5 a 10 K (obr.¢. 23). Z analyzy teplotni zavislosti susceptibility na Curie-WeissQv
zakon byli vypocteny hodnoty Weissovy konstanty — 8 = - 0,69 K a hodnota g faktoru g =
2,14 (obr. €. 24).

Zapornad hodnota Weissovy konstanty poukazuje na slabou antiferomagnetickou

interakci mezi centrdlnimi atomy médi.
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Obr. ¢. 23. Teplotni zavislost efektivniho magnetického momentu na teploté (vlevo)

a polova zdvislost izotermické magnetizace pri teploté 2,5 a 10 K (vpravo)
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Obr. ¢. 24. Analyza susceptibility na Curie-Weiss(v zdkon
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5. RENTGENOVA STRUKTURNI ANALYZA

Rentgenova strukturni analyza byla provedena na komplexu €. 1, protoZe pouze ten se
nam podafrilo pfipravit ve formé vhodnych monokrystal(.

Jedna se o dimerni koordinaéni slouceninu, kde miZeme pozorovat 2 centrdlni atomy
médi, které jsou spojeny pres mustkujici tetrazolyl-indolovy ligand. Ve struktufe jsou
celkem 4 tetrazolyl-indolové ligandy, z nichz 2 vystupuji jako mustkujici a 2 jako terminalni.
Dile mlZeme vidét chelatujici fenantrolinovy ligand. Vazebné délky mezi centralnim
atomem médi a jednotlivymi atomy dusiku jsou nésledujici: Cu-Nren: 2,014 a 2,055 A, Cu-
Nitetr.term.: 1,981 A, Cu-Nietr.mastk.: 2,003 a 2,249 A

Koordinacni Cislo centralniho atomu je 5, pro které existuji 2 tvary koordinacniho
polyedru: ¢tvercova pyramida a tetragonadlni bipyramida. Podle vypocteného Addisonova
parametrut (T = % ), ktery vysel 0,388 (pro a = 174,09° a B = 150,84°) odpovida tvar
koordinaéniho polyedru deformované ctvercové pyramidé.

Pro zndzornénou strukturu byly stanoveny nasledujici mrizkové parametry: a=11.1245
(15) A, b=11.9760(15) A, c=22.777 (3) A, alfa = gama = 90°, beta = 97,303 (4)° a prostorova

grupa P 21/n.

Obr. ¢. 24. Struktura komplexu ¢. 1 [Cu(u-HL)2(HL):(phen):]-2CH30H (vlevo) a

asymetrickd jednotka (vpravo). Atomy vodiku a solventu nejsou zobrazeny.
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6. ZAVER

V ramci bakaldfské prace byla vypracovana literarni reserSe na zakladé odborné
literatury zamérenou na biologickou aktivitu koordinacnich sloucenin tetrazolu a indolu a
nastinéni biologickych aktivit tetrazolyl-indolovych ligandd. V kapitole koordinacnich
slouc¢enin indolu byly zminény komplexy se znacnou antibakteridlni ¢i antifungalni
aktivitou, jejichZ testovani prokdzalo, Ze koordinacni slouéeniny vykazuji znatelné vyssi
aktivity, nez ligandy samotné. V pfipadé koordinacnich sloucenin obsahujici tetrazolovy
ligand vykazovaly spiSe protinddorovou aktivitu ¢i schopnost danych slouc¢enin Stépit DNA
a opét bylo zjisténo, Zze tetrazolové komplexy méli vyraznéjsi biologické aktivity, nez ligandy
samotné. V posledni kapitole teoretické ¢asti jsme poukazaly na tetrazolyl-indolové
ligandy, u nichZz byla zjisténa protinadorova ¢i antibakteridlni aktivita. Dle dostupné
literatury nebyla zatim zkoumana biologicka aktivita koordinac¢nich sloucenin obsahujicich
tetrazolyl-indolové ligandy.

Dalsim cilem této bakalarské prace bylo pfipravit tetrazolyl-indolové ligandy a nasledné
koordinacni slouceniny s potencialni biologickou aktivitou. Jako ligand jsme zvolili 3-[(1H-
tetrazol-5-yl)methyl]1H-indol, ktery obé casti propojuje jednou methylovou skupinou a
jako centralni atom jsme urcili méd u vSech cilenych komplexu. Celkem se podafilo pfipravit
4 komplexy obsahujici nami pfipraveny tetrazolyl-indolovy ligand a 3 z nich obsahovaly i
chelatujici ligandy, konkrétné 1,10-fenantrolin, 2,2-bipyridin a syntetizovany dipyrido[3,2-
a:2‘,3'-c]fenazin. U komplexu ¢.1, tedy komplexu obsahujici fenatrolin, se podarilo urcit
krystalovou strukturu pomoci rentgenové strukturni analyzy. Pomoci RTG strukturni
analyzy bylo zjisténo, Ze tetrazolyl-indolovy ligand se mlZe vazat terminalné pouze pres
jeden atom dusiku, nebo mulzZe vystupovat jako mustkujici ligand, pricemz k navazani
dochazi pres atomy tetrazolové jednotky. Z magnetochemického méreni vyplynulo, Ze mezi
centralnimi atomy médi dochazi ke slabé antiferomagnetické interakci. Ostatni komplexy
byli ziskdny pouze ve formé polykrystalické a byly proto analyzovany pomoci dostupnych

nepfimych fyzikalnich metod (elementarni analyza, IC spektroskopie).
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