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1. UVOD A CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Bioanorganicka chémia ako samostatne existujuci odbor sa datuje priblizne od roku
1960, a to predovSetkym vd’aka komplexom technécia a platiny. V tejto dobe bolo objavené
vyuzitie zIu¢enin technécia ako kontrastnych latok v zobrazovacej diagnostike, a to konkrétne
vroku 1964, kedy bolo pouzité *®MTc ako radioindikator Chicagskou univerzitou.!
Najznamejsou latkou na baze platiny S protinadorovymi u¢inkami, takzvanym ,,penicilinom
rakoviny“, sa bez pochyb stala zlicenina cis-diammin-dichloroplatnaty komplex,
cis-[Pt(NH3)2Cl2], s trivialnym nazvom cisplatina. Od schvalenia FDA v roku 1978 je rozhodne
dodnes jednym z najpouzivanejsich kancerostatik.’* V dnesnej dobe st &¢im d’alej tym viac
pouzivané prave derivaty tejto zli¢eniny. Medzi najznamejsie lieCiva v klinickej praxi patria
oxaliplatina ((1R,2R)-cyklohexan-1,2-diammin-oxalatoplatnaty komplex) a Kkarboplatina

(diammin-[1,1’-cyklobutandikarboxylato(2-)]-O,0 -platnaty komplex).>

Okrem pozitivneho ucinku vsak vSetky tieto kancerostatikd maju na organizmus aj
negativny dopad. Kazdé z nich je G¢inné len na vybrané typy nadorov a vedl'ajsie ucinky st
Castokrat vel'mi rozsiahle. Medzi najcastejsie patria hematologické poruchy (anémia, tromboza,
neutropénia ¢i trombocytopénia), gastrointestinilne poruchy (nauzea, zvracanie, traviace
tazkosti, zmeny chuti jedla), neurologické poruchy, bolesti hlavy, depresie, tizkosti, poruchy

spanku a ostatné nie menej podstatné poruchy ako alopécia ¢i strata plodnosti pacientov.

Dlhodobou snahou bioanorganickej chémie je vyvoj koordinaénych zltcenin réznych
prechodnych kovov, ktoré¢ by vykazovali vyrazni biologicku aktivitu, avSak ich negativne
vedl'ajSie u€inky by boli niZSie. Ddlezitou vlastnostou biologicky aktivnych komplexov je
potom moznost’ ich derivatizavie bioaktivnymi substituentmi, ¢im vznikaju tzv. multi-cielové
(z angl. multi-targeted) komplexy. Tento inovativny pristup vyvoja novych lie¢iv je vyuzity
tiez v predloZenej préci, ktora mé za ciel’ modifikaciu biologicky aktivnych polosendvi¢ovych
komplexov vybranych prechodnych kovov (prednostne ruténia a iridia) vybranym vysoko
protinadorovo  aktivnym  NAMPT  inhibitorom APO866 (FK866; Daporinad;
(E)-N-[4-(1-benzoylpiperidin-4-yl)butyl]-3-(pyridin-3-yl)akrylamid). Vo v§eobecnosti mozno
povedat, Ze mechanizmus u¢inku NAMPT inhibitorov je zalozeny na inhibicii nikotinamid
fosforibozyltransferdzy, enzymu, ktory je nadmerne exprimovany v niektorych typoch
rakovinovych buniek, a je teda odlisny od samotnych vychodzich komplexov, ktoré su zname

ako modulatory redoxného Statatu cielovych nadorovych buniek.



Ciel'om teoretickej Casti predlozenej diplomovej prace bolo vypracovat’ literarnu reser$
na tému protinddorovo aktivnych komplexov prechodnych kovov so zameranim na platinové
kovy Pt, Ru, Rh, Os a Ir. Dalej je teoretick4 ¢ast’ zamerana na prehl’ad inhibitorov nikotinamid
fosforibozyltransferazy (NAMPT) ajej doteraz pripravenych komplexov vybranych
prechodnych kovov. S ohl'adom na tému diplomovej prace je literarna reser§ zamerana aj na
iné typy multi-cielovych komplexov, predovsetkym odvodenych od zmienenych prechodnych
prvkov.

V experimentalnej Casti bolo cielom pripravit NAMPT inhibitor APO866
((E)-N-[4-(1-benzoylpiperidin-4-yl)butyl]-3-(pyridin-3-yl)akrylamid) a jeho polosendvi¢ové
komplexy s vybranymi prechodnymi kovmi. Cielom tiez bolo tieto zluceniny v spolupraci
s veducim prace a zamestnancami RCPTM a katedry anorganické chemie PiF UP v Olomouci

fyzikalne-chemicky charakterizovat’ vhodnymi analytickymi metédami.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Protinadorovo aktivne komplexy platiny

Platina je vzacny kov S protonovym cislom 78, ktoré ho radi do triady tazkych
platinovych kovov. Patri do VIIIL. vedl'ajsej skupiny (10. podl'a IUPAC) periodickej sustavy
prvkov a nachadza sa v Siestej peridde. Stabilné oxida¢né stavy, v ktorych sa vyskytuje vo
svojich zluceninach su Il a IV.

Ako uz bolo spominané, prvou a najznamejsou platnatou protinadorovou zluc¢eninou sa
stala prave cisplatina. Jej antiproliferativne ucinky boli prvy krat popisané Barnettom
Rosenbergom v roku 1965. Po vyse desiatich rokoch bola tato latka schvalena FDA a zacala sa
pouzivat’ na lie¢bu rakoviny semennikov, U ktorej lie¢ba zdvihla mieru prezitia z 10 % na 90 %.
Okrem iného sa pouZiva na liecbu rakoviny mocového mechura, vaje¢nikov, karcindmov hlavy
a krku, nemalobunkového nemetastazového karcindmu plic, maligneho mezoteliomu ¢i
pokrocilej rakoviny krc¢ka maternice. Princip mechanizmu tc¢inku cisplatiny spociva v tom, ze
sa viaze na bunkovu DNA
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S pouzivanim cisplatiny, rovnako ako d’al§ich Pt(II) komplexov, vSak sivisia aj mnohé
nevyhody. NajvyraznejSou je vyvoj rezistencie voci tejto lieCbe, ktora moze byt’ vrodena alebo
aj ziskana v priebehu lie¢by. Vrodena je vysledkom spontannych mutacii vyskytujacich sa pri
deleni buniek v dosledku genetickej nestability. Ziskand rezistencia vznikd ako ddsledok

expozicie chemoterapeutickému ¢inidlu. DalSou, nie menej podstatnou nevyhodou, su vedl'ajsie



ucinky liecby tymto lieCivom. Najcastej$imi st hematologické poruchy, gastrointestinalne
poruchy, neurologické poruchy, bolesti hlavy, depresie, tzkosti, poruchy spanku a iné poruchy
ako alopécia ¢i strata plodnosti pacientov. Prave preto bola vyvinuta druhé a tretia generacia
platnatych komplexov s kancerostatickym u¢inkom, pricom druhd generacia ma zmenenu
odstupujicu skupinu a tretia generacia typ aminu.*13

Medzi Pt(II) komplexy, ktoré sa dostali do klinickej praxe okrem cisplatiny patria
karboplatina  aoxaliplatina,  ktoré  boli uz spominané Vv  prechadzajicej
kapitole, rovnako ako nedaplatina  (diammin-glykolatoplatnaty ~ komplex), heptaplatina
((4R,5R)-4,5-bis(aminometyl)-2-izopropyl-1,3-dixolan-malonatoplatnaty komplex)
a lobaplatina (1,2-bis(aminometyl)cyklobutan-laktatoplatnaty komplex) (obr. 2). Posledné tri
spominané sa mozu pouzivat len v Azii. Karboplatina ma rovnaké spektrum vyuzitia ako
cisplatina, avSak vykazuje menej neziaducich u¢inkov. Oxaliplatina vSak naopak reaguje na
odlisné typy nadorov v porovnani s cisplatinou, napriklad najvécsie vyuzitie nachadza v liecbe
rakoviny hrubého ¢reva a kone¢niku. Nedaplatina sa pouziva pri lie¢be rakoviny pltic, pazeraku

a nadorov hlavy a krku. V porovnani s cisplatinou ma vyrazne niz$iu nefrotoxicitu.54-%

cisplatina karboplatina oxaliplatina
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Obrdzok 2: Strukturne vzorce cisplatiny, karboplatiny, oxaliplatiny, nedaplatiny, heptaplatiny

a lobaplatiny.

Bol pripraveny aj nekonven¢ny Pt(Il) komplex. Konkrétne sa jedna o pyriplatinu
(chlorid cis-diammin(pyridin)chloroplatnaty; obr. 3), ktora sa radi medzi nekonvenéné, pretoze

je monofunkénym komplexom, ¢o znamend, ze sa mdéze na DNA viazat’ len cez jedno
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koordina¢né miesto. Po absorpcii bunkou cez +

organické katidnové transportéry, ¢im vytvori AN

monofunkény adukt azastavi tak RNA H
polymerazu II. Adukty mézu byt opravené /N\Pt/ " ’
mechanizmom nukleotidovej excisnej opravy CI/ \NH3

podobne ako ucisplatiny, ale menej

efektivne. Dalsim pripravenym y

monofunkénym komplexom bola Obrazok 3: Strukturny vzorec pyriplatiny.

fenantriplatina, ktora vykazovala pocas
testovania lepsie vysledky ICso ako cisplatina ¢i oxaliplatina.8-2:

Vedlajsie ¢inky konvenénych lieciv zacali vedci riesit’ aj strategicky inou cestou ako
vyvojom d’al$ich Pt(I) liec¢iv. Skusili cestu Pt(IV) prolieciv, ktoré s derivatom uc¢inného Pt(11)
lieCiva. Su v tele metabolizované, respektive aktivované, a uvolnuja tak aktivne Pt(I1) liecivo.
Vyhoda Pt(IV) komplexov spociva v tom, Ze vstupuju do bunky v tomto oxidaénom stave,
ktory sposobuje, Ze su kineticky inertnejSie a tym st menej nachylné podlahnit’ reakciam na
ceste k nadoru. Pred uskuto¢nenim akejkol'vek substitu¢nej reakcie je nutna redukcia na Pt(II).
Pritomnost’ d’alSich dvoch ligandov v porovnani s Pt(Il) lie¢ivami umoziiuje modifikaciu
dolezitych chemickych vlastnosti lieciva ako st napriklad lipofilita, rozpustnost’ ¢i redukény
potencidl. MdZe to tieZ posiliiovat’ Gcinky lieCby, pretoZe ligandy umiestnené v axidlnych
polohach mé6zu byt sami o sebe biologicky aktivne a po redukcii komplexu sa uvolnia v bunke.
Doteraz sa do fazy klinického testovania dostali Styri takéto komplexy,
a to iproplatina (cis,trans,cis-dichloro-dihydroxo-bis(izopropylamin)plati¢ity komplex),
tetraplatina (tetrachloro-(1,2-diaminocyklohexan)-platicity komplex),
LA-12 (trans,cis,cis-bis(acetato)-1-adamatylamin-ammin-dichloroplati¢ity =~ komplex) a
satraplatina  (trans,cis,cis-bis(acetato-ammin-dichlorocyklohexylaminplati¢ity ~ komplex)
(obr. 4). Od prvych dvoch bolo upustené, pretoze bud’ vykazovali niZ§iu cytotoxicitu ako
cisplatina alebo naopak, v pripade tetraplatiny, vykazovali vysoku toxicitu. Tieto typy lie€iv sa
musia chemicky aktivovat, ¢o moze byt napriklad fotoaktivaciou prolieciva v ramci

fotodynamickej terapie.*%%%
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Obrdzok 4: Struktarne vzorce Pt(1V) komplexov: satraplatina, iproplatina, LA—12 a tetraplatina.

2.1.1. Multi-ciePové komplexy na baze platiny

V klinickej terapii boli dlho vyuzivané lieciva zacielené na jedini bunkovu Struktaru.
U niektorych ochoreni vSak tento pristup nestaci, najmé u vybranych typov rakoviny. Preto boli
vyvinuté lieciva, ktoré sa sucasne zameriavajii na viacero Struktir v bunke a zlepSuji tak
ucinnost’ lie€by. Schopnost’ zamerat’ sa na viac cielov mdze zniZzovat’ aj pravdepodobnost’
ziskanej rezistencie. Na ucinnejSiu lieCbu rakoviny sa pouZziva ,koktejlova“ terapia, ktora
spoc¢iva v kombinacii liekov — viac liekov s viacerymi ¢inidlami a viaczlozkovych liekov —
jedno lie€ivo s viacerymi latkami. Takato terapia preto vykazuje niekol’ko vyhod. Lie¢iva mozu
pOsobit’ na dva alebo viac ciel'ov, ¢im sa m6Zu prejavovat’ viacnasobne zosilnené terapeutické
ucinky. Tiez blokovanim dvoch alebo viacerych signalnych ¢i metabolickych ciest sa moze
znizit moznost’ vrodenej alebo ziskanej rezistencie. Téato terapeutickd stratégia by tak mohla
viest’ ku efektu 1+1>2, ¢o vyrazne zlepSuje prognézu pacientov. Vyhodu tejto liecby vSak
znizuje zl4 poddajnost’ u pacientov, nepredvidatelne vysoké ndklady, vedlajSie ucinky

a premenliva miera metabolizovania lie¢iv u pacientov.?’

Alternativne je mozZné cielent terapiu dosiahnut’ pouZitim jednej chemickej entity,
ktora posobi na viac ciel'ov sucasne (obr. 5). V principe je tato stratégia zalozena na aplikacii
stabilného prolieciva, ktoré se po akumuldcii do cielovej bunky a néslednej aktivéacii vhodnym

vonkajsim podnetom (napr. oziarenie alebo enzymatické Stiepenie) cielene rozklada na aspon

12



dve bioaktivne Castice (napr. komplexna Castica a uvolneny ligand). Tato multi-ciel'ova (z angl.
multi-targeted) stratégia ma v porovnani s ,koktejlovou® terapiou odlisny profil vyuzitia
arizik. Ma rozhodne zjednoduseny metabolizmus a menej liekovych interakcii, ¢o ul'ahcuje
jeho podanie. Multi-ciel'ové lie¢iva sa tieZ vyznacuju lepSou rozpustnost'ou a I'ah§im prenosom
cez membranu. V pripade vyuzitia komplexov, ktoré sa kovalentne viazu na DNA moéze byt

Vv pripade pouzitia bioaktivneho ligandu ovplyvneny aj sposob ich vizby na DNA.

Bola  pripravena séria  Pt(IV)
multi-cielovych  komplexov, ktoré okrem cl o
poskodenia DNA dosahuji sucasne rozne
synergické ucinky. Dichloracetatovy ligand Vv
komplexe cis,trans,cis-[Pt(NHz)2(02CHCI,).Cl;]

(mitaplatina) posobi ako inhibitor

pyruvatdehydrogenazy kinazy (obr. 5). Asplatina
(cis,cis,trans-[PtCl2(NHz)2(OH)(aspirin)])

obsahujuca aspirinovy ligand vykazuje d’alSiu

protizapalovi  aktivitu.  Plati¢ity = komplex
konjugovany s analégom vitaminu E mozZe

sposobovat’ poskodenie mitochondrii. Obrdzok 5: Struktirny vzorec

Chalcoplatina vyznamne indukuje aktivaciu mitaplatiny s farebnjch rozlitenfm

proteinu p53. Derivat oxaliplatiny konjugovany dvoch funkcionalit.
s kyselinou valproovou je zamerany na enzym
histondeacetyldzu. U¢innym spdsobom dizajnovania multi-cielovych kancerostatickych
komplexov je naviazanie jedné¢ho alebo viacerych organickych ligandov so Specifickou
biologickou aktivitou na kovové centrum. Multi-cielové komplexy posobia na rast nadoru,
metastazovanie, zvySuji ucinnost’ lieCby a znizuju rezistentnost’ vo¢i kovovému komplexu.
Okrem toho moZu bioaktivne ligandy zosililovat’ molekularne ciele kovového komplexu ako
takého. Spdsob aktivacie jednotlivych multi-cielovych komplexov sa vSak moze odliSovat.
Bioaktivny ligand sa rovnako ako zvy$na cytotoxicka ¢ast’ obsahujica kov uvolni z multi-
cielového komplexu vo forme prolieciva, alebo naopak, sa moze bioaktivny ligand uvoliiovat’

z neaktivneho komplexu kovu. 232

V pripade vyuzitia biologicky aktivnych ligandov v axialnich polohéch je diskutované
0 ,,dudlnych lie¢ivach“. Dualny mechanizmus lieCiva je popisovany V pripade, Ze lieCivo

obsahuje dva rozne typy ligandov, jeden tzv. nevinny, ako napriklad hydroxid ¢i acetat, a druhy
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typ, ktory je bioaktivny, ako napriklad ibuprofen. Okrem lieciv s cielenym dvojitym tGc¢inkom
st zname aj lieCiva s trojitym u¢inkom, ktoré obsahuju dva rozne bioaktivne ligandy. Medzi
Pt(IV) zluceniny s dvojitym G¢inkom patria napiklad etakraplatina (obr. 6), ktora ma zaklad
cisplatiny, no obe axialne polohy tejto zli¢eniny s obsadené kyselinou etakrynovou. Tato latka
bola nadizajnovand ako pokus raciondlne prekonat’ rezistenciu na cisplatinu. Jednym
z mechanizmov rezistencie vo¢i nej je jej intracelularna inaktivacia glutationom (GSH), ktory
je pritomny v bunkach v mM koncentraciach. Tento tripeptid sa kovalentne viaze na cisplatinu,

¢im brani jej vizbe na DNA

o L HoC CHs
aulahCuje jej vylacenie z bunky.
Viazba GSH na cisplatinu je Q o
z platinu j \; / 5
katalyzovana glutation-S- o cl cl
HsN cl

transferdzou (GST). Inhibicia GST ’ \,L/

. H3N/ ‘ et
by preto bola vhodnym rieSenim o o 5
problému rezistencie voci cisplatine. o\ . /—\<O

Etakrynové kyselina je inhibitorom

GST enzymu a preto je etakraplatina, M CH,
ktora uvolnuje jej dva ekvivalenty
Vv bunke, sl'ubne navrhnutym y )
Obrdzok 6: Struktirny vzorec etakraplatiny.
prolie¢ivom s dvojitym u¢inkom.

Avsak aj napriek znizovaniu bunkovej aktivity a preukazanej lepsej Gcinnosti v porovnani
s cisplatinou, vykazuje po 72 hodinach iba mierny cytotoxicky ucinok. Bolo pripravenych aj
mnoho dalSich Pt(IV) derivatov cisplatiny a oxaliplatiny s ibuprofenom, indometacinom,

valproatom &i fenylbutyratom v axidlnych polohach.33-3¢

Metabolicka draha glukézy v nadorovych bunkiach je atraktivnym cielom
chemoterapie, ktorej vhodnym rieSenim je dichloracetat (DCA), ktory je ti€¢innym inhibitorom
glykolyzy. DCA stimuluje oxida¢nu fosforylaciu inhibiciou pyruvatdehydrogendzovej kinazy
(PDK), ¢o vedie k zvySsenému vychytavaniu pyruvatu v mitochondriach a ulahcuje oxidaciu
glukozy, ktora méze zvratit’ potlatenti mitochondridlnu apoptdézu pozorovanu u rakovinovych
buniek, ¢im dochadza k inhibicii rastu nadoru. Z cisplatiny a DCA ako prekurzorov bol
pripraveny komplex Pt(IV) cis,cis,trans-[Pt(NH3).Clz(dca)2] s nazvom mitaplatina (obr. 7),
ktory usmrcuje rakovinové bunnky zacielenim na DNA a mitochondrie zaroven. Ked’ prejde
komplex plazmatickou membranou dochaza ku redukcii a uvol'neniu aktivnych lie€iv cisplatiny

aDCA. Dichloracetat inhibuje mitochondridlnu  PDK, <¢o vedie k aktivacii
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pyruvatdehydrogenazového komplexu (PDH) a zvyseniu oxidacie glukozy. Znizi tiez potencial
mitochondridlnej membrany, ¢o vedie ku otvoreniu jej poérov. Cisplatina, ktord vznikla po

redukcii interaguje s jej kIaiGovym ciel'om, jadrovou DNA. Takyto mechanizmus spdsobuje

37-40

vysoku cytotoxicitu mitaplatiny, ktora je porovnatel'na s cisplatinou.

°

o G
cl
cl NHy

Pt
CI” | NH,

cl

N
Mitaplatin g  Ci

Y o) 8\ “ o) Intracellular
::.1 { : é; P Reduction

Glucose ‘J’
y 2o TE
Lactate nynv‘t. 2DCA é

Nucleus
Mitochondria

Obrdzok 7: Struktirny vzorec a mechanizmus posobenia mitaplatiny.®

O zluceninach s trojitym ucinkom existuje zatial' ve'mi malo informécii. Bola vSak
popisana syntéza a cytotoxické vlastnosti aspoii pre par zlucenin tohto typu. Su to zluceniny
Pt(IV) derivatov cisplatiny S dvoma r6znymi bioaktivnymi axidlnymi ligandmi. Tie su v tychto
pripadoch inhibitormi cyklooxygendzy (COXi), histondeacetyldzy (HDACi) alebo
pyruvatdehydrogenazykinazy (PDKi), pretoze ich Pt(IV) proliecivéa dvojitého ti¢inku posobia
synergicky s cisplatinou. Tieto zltceniny cis,trans,cis-[Pt(NHz)2(COXi)(PDKIi)Clz],
cis,trans,cis-[Pt(NHz)2(COXi)(HDACI)CI] a cis,trans,cis-[Pt(NH3)2(HDACI)(PDKIi)Cl:], kde
COXi je aspirin alebo ibuprofén, PDKi je dichloracetat a HDAC: je valproat alebo fenylbutyrat,
boli vyrazne ucinnejsie ako cisplatina proti rade lI'udskych rakovinovych buniek. Priemerné
hodnoty ICso tychto zltc¢enin sa pre Sest’ roznych rakovinovych bunkovych linii pohybovali od
0,37 do 1,46 uM v porovnani s 12,5 uM pre cisplatinu. Boli vel'mi G¢inné najma proti bunkam
rakoviny pankreasu a §titnej zl'azy. 3%
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2.2. Protinadorovo aktivne komplexy d’alSich platinovych kovov

2.2.1. Protinadorovo aktivne komplexy ruténia

Rezistencia voci klinicky vyuzivanym zlu¢eninam platiny je obrovskym problémom,
pretoze tieto zluCeniny tvoria priblizne polovicu chemoterapeutickych lie¢iv. Preto je uz od
objavu antineoplastickych ucinkov cisplatiny ajej Pt(Il) analégov znacny zaujem o vyvoj
novych lie¢iv s pouzitim inych kovov, ktoré by si vSak zachovali cytotoxicitu, bunkova
selektivitu a zaroven vykazovali jedine¢né mechanizmy ucinku. Kvoéli chemickej podobnosti
s platinovymi lie¢ivami je zaujem najma o platinové kovy (Pd, Rh, Ir, Ru a Os).#?43

Pri dizajnovani novych lie€iv sa ako vyborna alternativa ukazali zli€eniny ruténia,
pretoze maji porovnatelni kinetiku vymeny ligandov a viac pristupnych koordina¢nych
geometrii. Chémia komplexov Ru(Il) a Ru(Ill) je vel'mi rozSirena v materidlovej oblasti aj
v medicinskej chémii, preto bolo ich skiimanie ako potencidlnych protinadorovych lie¢iv vel'mi
intenzivne. Nakolko majii nadorové bunky vel'mi redukcné prostredie, v pripade Ru(IIl)
komplexov sa uvazuje o mechanizme aktivacie redukciou, kedy dochadza k redukcii na
aktivnejsiu formu, ktorou je Ru(Il) zlu¢enina, pomocou bunkovych redukénych ¢inidiel akym
je napriklad askorbét.*440

Komplexy ruténia sa svojim mechanizmom u¢inku v bunke lisia od platinovych lie¢iv
a maju Siroku $kalu intracelularnych ciel'ov. Po in vitro a in vivo testoch sa do fazy klinického
testovania dostali tri komplexy ruténia, konkrétne NAMI-A (obr. 8), NKP1339 (IT-139)
(obr. 8) a TLD1433. Prvé dva komplexy su testované ako chemoterapeutické latky, TLD1433,

ktory je oktaédrickym komplexom Ru(Il), vykazuje potencidl ako fotosenzibilizator pre

fotodynamicku terapiu (PDT).*">! i
NAMI-A (imidazolium-dimetylsulfoxid- \\CH3 —‘
tetrachlororutenity komplex) je komplex Ru(lll) O§SLCH3
v oktaédrickom usporiadani, ktorého ligandova Cl,,,, ‘ el
sféra je tvorend Styrmi chloro ligandmi, CI/ Tu‘\..CI
imidazolom a dimetylsulfoxidom. Je vybornym
prikladom pouzitia Ru(Ill) komplexov ako /N
prekurzorov lie€iv, pretoze su menej reaktivne NJ
H

ako po redukcii vznikajice Ru(Il) aktivne formy.
Tymto sposobom je mozné presné zacielenie

nadoru, ktory ma hypoxické prostredie, ¢im Obrazok 8: Struktirny vzorec NAMI-A.
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podporuje redukciu kovového centra a vytvara tak antiproliferativnu selektivitu pre nddorové
bunky v porovnani so zdravymi.

Zmena oxidacného stavu tiez vedie ku kinetickej labilite, ¢im dochadza rychlejsie ku
hydrolyze chloridovych ligandov. Dochadza tak ku I'ahSej interakcii komplexu s DNA. Pocas
klinického testovania bolo toto lieCivo testované na nemalobunkovom karcindéme pltc
v kombinacii s gemcitabinom, ktory sa pouziva aj s cisplatinou. LieCba vSak vykazovala
vedlajSie ucinky ako gastrointestindlne poruchy, neutropéniu ¢i zvysené peCeniové enzymy.
Tento problém je ale riesitelnym. 2% Ma viak vybornti schopnost’ zabranit nie len bunkove;j
invazii, ale aj neoangiogenéze, co z NAMI-A robi komplex selektivny skor pre metastazy ako
plne formované nadory. Na rozdiel od platiny je vacSina jeho ciel'ov skor extracelularna ako
zalozena na interakcii DNA. Najpredpokladanej$im sposobom, akym NAMI-A uplatiiuje svoje
angiogénne UCinky je zachytavanie oxidu dusnatého. Draha syntazy oxidu dusnatého stimuluje
angiogenézu a migraciu endotelialnych buniek. Zahiia tiez enzymy aktivované takzvanym
VEGF (vaskularny endotelidlny rastovy faktor), ktoré katalyzuju tvorbu NO ako signalnej
molekuly zapojenej do tychto procesov. Kovové centrum NAMI-A, rovnako ako jeho
albuminové adukty, sa viazu na NO vel'mi silne prostrednictvom vytesnenia DMSO ligandu.
Reakcia je in vivo nezvratna, nakol'’ko uvol'nenie NO je nepriaznivé aj v pritomnosti redukénych
¢inidiel akym je napriklad glutation.®>*®®1 NAMI-A tiez inhibuje endotelovli bunkovi
proliferaciu, nakolko je NO signalnou molekulou v MAPK (mitogénom aktivovanej
proteinkindzovej drdhe). MAPK obsahuje kaskadu kindz koordinujucich biologické procesy
ako bunkova proliferacia, migracia ¢i prezitie. Po aplikovani NAMI-A bola bunkova
proliferacia inhibovana najmenej na 48 hodin, zrejme vd’aka roli oxidu dusnatého v MAPK.
Angiogenéza spdsobuje progresiu nadoru nakol’ko na udrZanie maligneho rastu sa spotrebuva
kyslik a ziviny. Inhibiciou angiogenézy sa preto potla¢a metastaticky vyvoj ochorenia.
NAMI-A taktiez zniZzuje migraciu nadorovych buniek zavisli na VEGF, ktorého inhibicia mdze
zabranit’ neoangiogenéze a tvorbe metastaz. LieCivo tiez pdsobi na bunky prostrednictvom
selektivnej inhibicie draslikového iénového kanalu aktivovaného Ca?" kationmi Kca3.1. Tento
kanal je kddovany Specifickym génom KCNN4, ktory je v mnohych nadorovych bunkéach
exprimovany nadmerne. Biologicky riadené procesy tymto kanalom sa liSia v zavislosti na type
bunky. Prvym typom je proliferacia v leukemickych a lymfémovych bunkach. Druhym typom
je migracia v epitelovych a gliovych rakovinovych bunkach. Tato zavislost’ ionového kanalu
na type buniek moZno vysvetluje, preCo je aktivita NAMI-A Specificky obmedzena
Vv primarnych nadoroch. Jeho G¢innost’ proti leukémii a metastdzam je zachovana aj napriek

tomu. U leukémie je inhibiciou Kca3.1 kanalu pomocou NAMI-A indukované zastavenie G2/M
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fizy bunkového cyklu, ¢o vedie K apoptdze.®®®%® Antimetastatické vlastnosti NAMI-A
vyplyvaju aj zo schopnosti ovplyviiovat’ adhéziu a migraciu buniek. Inhibovat’ méze tieto
procesy okrem vysSie vysvetleného aj prostrednictvom proteinovej interferencie,
napriklad prostrednictvom integrinu a5B1. Je to transmembranovo viazany protein viazuci sa
na d’alSie bunkové komponenty, ktory sluzi na ul'ahcenie adhézie a migracie buniek. Podla
vyskumu blokuje NAMI-A nielen a5B1, ale vyznamne znizuje pocet integrinovych receptorov
moduléaciou expresie génov kodujucich integrinové podjednotky. Po aplikacii NAMI-A na
rakovinové bunky hrubého creva bolo preukazané vyznamné znizenie adhézie tychto buniek
k fibronektinu a kolagénu I. Adhézia buniek nepriamo korelovala s koncentraciou NAMI-A, ¢o

podporilo hypotézu, Ze nizsie davky lie¢iva maju vyssiu ucinnost’.%

NKP1339 (trans-bis(1H-indazol)tetrachlororutenitan

sodny; obr. 9) je d’alsim Gspechom vo vyvoji Ru(IIl) zla¢enin, T -
ktory dosiahol klinické testovanie. Jeho pdévodna forma

KP1019 s protonizovanym indazolom namiesto sodného N NH
kationu bola modifikovand na sodnu sol’ aby sa zvysila jej o, T .
rozpustnost vo vode. Tento komplex ma urcitd Struktarnu CI":/.RU;"CI
podobnost’” s NAMI-A kvoli svojej oktaédrickej geometrii |

a chloridovym ligandom. Bol pripraveny v 90. rokoch vo HN/N\

Viedni B. K. Kepplerom a jeho kolektivom.” Je to prekurzor

lie¢iva a v porovnani s NAMI-A relativne inertny, pretoze ku

vymene ¢&i strate ligandu nedochadza tak lahko.%*°**" Oba tieto NKP1339
komplexy sa viazu nekovalentne s proteinmi v Krvi

pravdepodobne vd’aka hydrofébnym interakciam. NKP1339 sa

rychlo viaze na albumin, ¢o treba brat’ do ivahy v pripade Obrizok 9: Struktirny

intravendzneho podania. Komplex kov-protein preukdzal len vzorec NKP1339.

malo vedl'aj$ich Gi€inkov pocas I. fazy klinického testovania. Je

to sposobené tym, ze komplex je stale vo svojej proliecivovej forme, az kym nedojde ku jeho
aktivacii redukciou a uvolneniu z albuminu. NKP1339 indukuje zastavenie bunkového cyklu
na principe mechanizmov, ktoré odpovedaji jeho redoxnej aktivite v nadorovych bunkach.
V neoplastickych bunkéch je koncentrécia intracelularnych ROS (reaktivnych druhov kysliku),
ako st napriklad superoxid ¢i hydroxylovy radikal, v porovnani so zdravymi bunkami zvysena.
Bolo zistené, ze NKP1339 zvySuje intracelularnu koncentraciu ROS a zvySuje regulaciu

proapoptotickej p38 MAPK. Tato kaskada, ktora je zapojena do progresie bunkového cyklu, sa
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normalne aktivuje ako reakcia na bunkovy stres, napriklad poskodeniami DNA, ROS ¢i
cytokinmi. Aktivéaciou tejto drahy dochadza ku regulécii génovej expresie, vratane tych, ktoré
koduja cytokiny, transkripéné faktory a bunkové receptory. Reguluje tiez kontrolné body G1/S
aG2/M faz vramci bunkového cyklu.Generovanim ROS azmenou bunkovej redoxnej
rovnovahy NKP1339 inhibuje syntézu DNA a indukuje zastavenie G2/M fazy bunkového
cyklu. Vnutorna aj vonkajsia apoptoza je tak indukovana zvycajne 20 az 30 hodin od podania
lie¢iva. Toto lie¢ivo neinteraguje s oxidom dusnatym v takej silnej miere ako NAMI-A, ¢o
podporuje tedriu, ze je ucinnejsi skor voc¢i pevnym nadorom ako metastazam. 1. faza klinického
testovania bola z hladiska farmakodynamického aj farmakokinetického povazovana za
uspesni. NKP1339 sa ukazal ako obzvlast’ ucinny proti neuroendokrinnym nadorom a zaroven
vykazoval len mierne neziaduce uéinky u uéastnikov stadie 5257178

TLD1433 sa zaradil medzi jeden ztroch tuspesnych klinicky testovanych Ru
komplexov. Podl'a svojej Struktury sa radi do skupiny polypyridylovych komplexov, ktoré maja
obrovsky vyznam vo fotodynamickej terapii (PDT). PDT je relativne nova technika sliziaca na
lie¢bu niektorych typov rakoviny, bakterialnych, plesiiovych a virusovych infekcii ¢i koznych

chorob.

biclogical
substrate /*0;

ROS/0;
- cell death

Obrazok 10: Mechanizmus posobenia Ru(II) polypyridylovych komplexov v PDT."®

Komplex  ([Ru(4,4’-dmb)2(IP-3T)]Cl2, kde 4,4"-dmb = 4,4’-dimetyl-2,2"-bipyridin;
IP-3T-=2-(2',2":5",2"-tertiofén)-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin))  je  zaroven  prvym
fotosenzibilizdtorom ruténia Vv klinickom testovani. Je skimany na fotodynamicka liecbu
invazivneho karcindmu mocového mechura. Vyznacuje sa jedinecnym fotosenzibilizacnym
mechanizmom, pretoze vyuziva Ru(Il) kovové centrum na podporu rychleho a efektivneho tzv.
inter-system crossingu‘, ktorym vznika reaktivny tripletovy stav, ¢o sposobuje prenos energie

alebo elektronov, ¢im dochédza ku vzniku d’alSich ROS. Okrem kovového centra posiliuje
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tento efekt aj tienylovy ligand, ktory spdsobuje ILCT (intraligand charge transfer), ¢im sa
predlzuje excitovany stav zluceniny. TLD1433 sa selektivne hromadi v rakovinovych bunkach
a jeho rovnomerné rozmiestnenie je vzdy monitorované in situ v relanom case pred oziarenim
svetlom s krat$ou vlnovou dizkou (520 nm).7-

Cyklometalované komplexy ponukaju Siroku skalu vyuzitia vd’aka silnej o-donorovej
schopnosti cyklometalaénych ligandov. Nachadzaju vyuzitie v solarnych c¢lankoch, ako
katalyzatory pri niektorych organickych reakciach, najmé redukcii keténov a iminov, ¢i vo
fotochémii. Z biomedicinskeho hladiska st vhodnymi latkami na fotodynamicka terapiu
anajmi fotochemoterapiu (PCT). Boli pripravené¢ komplexy ruténia v oxidacnom stave II
0 zlozeni [Ru(bpy)2(C~N)] (obr. 11), kde C*N = cyklometalovany bidentatny ligand, nesuci
analogy 2,2-bipyridinu - (N, C)
bidentatne  ligandy, ako je 2-
fenylpyridin (Phpy) a jeho derivaty,
4-(2-pyridyl)benzaldehyd (Hpba) alebo
2-fenylchinolin (PhQn). Zaujimavostou

je, Ze cytotoxicita tychto zlucenin e
nezodpoveda ich lipofilite. Vo

vSeobecnosti  plati  pravidlo, Ze

cytotoxicita sa znizuje s lipofilitou.

V tomto pripade je to v kontraste so

vSeobecne znamou predstavou, Ze Obrdzok 11: Struktarny vzorec
zvySend  hydrofobnost’  vedie  ku cyklometalovaného Ru(Il) komplexu.

zvySenému vychytavaniu buniek, co
prirodzene zvysuje cytotoxicitu.
Pozorovany efekt zniZenej cytotoxicity pri zvysenej lipofilite sivisi s rozsiahlymi nt-systémami,
ktoré moZu agregovat’ na extracelularnom povrchu a zniZovat’ tak absorpciu buniek alebo so
schopnostou absorpcie jadra pri fotoaktivnom prijme.81-83-8

Vyznamnou skupinou komplexov ruténia st prave arénové komplexy, ktorych traja
predstavitelia sa preukazuju svojimi vyraznymi kancerostatickymi ucinkami. Pojednava sa
0 RAPTA skupine komplexov, ktoré sa radia medzi takzvané ,,piano stool*“ komplexy so
vSeobecnym vzorcom [Ru(arén)CIoPTA], kde PTA je 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan. Tieto
komplexy sa v mnohych ohl'adoch lisia od vyssie zmienenych NAMI-A ¢i NKP1339. Okrem

rozdielneho oxida¢ného stavu, ktory je v tychto zli¢eninach 11, sa lisia aj mechanizmom svojho

ucinku. Prvym sktimanym derivitom je RAPTA-C obsahujuci p-cymén, ktory inhubuje
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cytozolicku tioredoxin reduktazu a katepsin B ex vivo, ¢o su dva enzymy podiel'ajiice sa na
progresii rakoviny tym, ze ovplyviuju oxidativne stresové reakcie a proteolyzu. Zvysuje
regulaciu ROS v nadorovych bunkach blokddou mitochondridlnych a p53-Janus kindzovych
drah (JNK). RAPTA-C sa viaze na elektronegativne nabiti oblast’ na povrchu histonovych
proteinov v nukleozémoch tvoriacich chromatin, ¢o je v kontraste so zli¢eninami na baze
platiny. Bunkova absorpcia tohto komplexu je riadena Specifickou vazbou na l'udsky sérovy
albumin a transferin na rozdiel od cisplatiny, ktora je absorbovana pasivnou difuziou,
vid’ obr. 12.

CTR1 - Copper fransporter 1
JNK ~ Janus kinase

PKC - Protein kinase C

ROS - Reactive oxygen species

c1-Re, » TF - Transcription factor
7 ¢ Ny
of My
W
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Obrazok 12: Porovnanie vstupu do bunky a mechanizmu téinku vyznamnych Pt- a Ru-

potencialnych kancerostatik.%

Zavislost absorpcie RAPTA-C na receptoroch zvySuje distribiciu a rozsiruje
akumulaciu v nadorovych bunkach s upregulovanou receptorovou expresiou, vd’aka comu su
zdravé bunky menej ovplyvnené. Na in vivo modeloch nepreukazal tento komplex cytotoxicitu
vo¢i zdravym bunkam a taktieZ neboli pozorované vedlajSie ucinky liecby. ViacSina
metalofarméak ma Sirsi rozsah biomolekularnych cielov, RAPTA zluceniny su kvdli svojej 3D

Struktare viac vyprofilované a niektoré z ich cielov dominuji. RAPTA-T komplex obsahujuci
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toluénovy kruh vykazuje skor antimetastatické ucinky, pretoze ovplyviiuje rozSirovanie
rakovinovych buniek modulaciou ich adhezivnych vlastnosti. Indukuje tiez alosterické viazanie
d’alSich lieCiv do aktivneho centra, ¢im sprostredkiva synergiu liec¢ivo-lieCivo. Inym typom
RAPTA zluceniny je RAPTA-EA, ktord obsahuje 1,2-etyléndiamin a kyselinu etakrynovu,
ktora je inhibitorom glutation S-transferdzy (GST) zodpovedajicej za rezistenciu na lie¢ivo. Na
rozdiel od predchadzajicich dvoch predstavitelov tejto skupiny komplexov sa prednostne
RAPTA-EA viaze na DNA, ¢m je pribuzna liedivdm na béaze platiny.*®2 V pripade
inkorporacie bioaktivnych ligandov do komplexov Ru(III) ¢i Ru(Il) poskytuju tieto zluceniny
multi-cielovu terapiu. V multi-cielovych komplexoch ruténia sa najCastejSie pouzivaju
biokativne ligandy, ktoré st inhibitormi EGFR-TK, tirozinkindzy epidermélneho rastového
faktoru, ktora je ¢asto nadmerne exprimovana v roznych rakovinovych bunkach a zodpoveda
za bunkovu signalizaciu fosforylacie tyrozinu, ktord sa zacastiiuje na deleni a raste buniek.
Tieto inhibitory sa tieZ nazyvaju tyrfostiny a zarad’uje sa medzi ne napriklad farmakofor 4-
anilinochinazolin, ktorého koordinaciou na komplex Ru(IIl) s DMSO bola pripravena multi-
cielova protinadorova zliCenina. Cielom jej pripravy bolo okrem inhibi¢nej aktivity voci
EGFR aj zvySenie selektivity a u¢innosti. Boli tieZ pripravené arénové Ru(Il) komplexy
s tyrfostinovymi farmakoformi (obr. 13a), ktoré boli na komplexy pripojené prostrednictvom
flexibilnych linkerov. Aj tento typ komplexov vykazoval vysoka antiproliferativnu a EGFR
inhibiénu aktivitu, najmi vy$$iu v porovnani s vol'nymi tyrfostinmi. Bolo v8ak pri nich
pozorované, ako vel'mi je kvoli sterickému braneniu potrebna spravna velkost arénu a dizka
linkeru medzi dvoma farmakoformi. U niektorych komplexov z tejto skupiny boli dokézané
antiproliferativne ucinky najma v doésledku interferencie so signalizaciu mTOR (mammalian
target of rapamycin), regulaénym proteinom, ktory reguluje rast a proliferaciu buniek, namiesto
so signalizaciou EGFR. Bol pripraveny komplex Ru(II) s p-cyménom a demetoxykurkuminom
(obr. 13b), ktory vykazoval vysoku in vitro protinadorovu aktivitu proti ndidorovym bunkovym
linidm rakoviny hrubého ¢reva, prsnika a vaje¢nikov. Kurkumin je prirodnd latka, ktord ma
sama o sebe vela priaznivych U¢inkov na l'udsky organizmus. Je antioxidantom, posobi
protizapalovo, ale najmid ma angiogézne a antiproliferativne ucinky. V neposlednom rade bol
konjugovany komplex letrozolu, ktory je inhibitorom aromatdzy a pouziva sa pri adjuvantnej
chemoterapii rakoviny prsnika, s arénovym monokoordinovanym ruténatym komplexom.
Aromatazy patria do skupiny cytochromov P450 a prevadzaju testosteron na estradiol, ktory
zodpoveda za proliferaciu buniek rakoviny prsnika. Pre pripraveny komplex bol preukézany
potencidl sucasnej indukcie smrti nadorovych buniek a zaroven inhibicie rastu prezivajicich

nadorovych buniek.%+%°
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Obrdzok 13: Struktarne vzorce arénovych Ru(Il) komplexov a &) 4-anilinochinazolinom,

b) demetoxykurkuminom.

Na Univerzite Palackého bol pripraveny polosendvicovy Ru(Il) komplex s
biokativnym ligandom DCA, [Ru(n’-pcym)(bphen)(dca)]PFs, ktory vykazoval lepsie
cytotoxické uc€inky voci bunkdm rakoviny vajecnikov ako cisplatina. Tato latka bola zaroven
prvym polosendvicovym komplexom ruténia s dichldracetatom sodnym, ktory okrem svojho

vyuzitia na lie¢bu laktatovej acidézy vykazuje cytoxicku aktivitu.1%

2.2.2. Protinadorovo aktivne komplexy rodia

Biologicky aktivne komplexy rodia su v porovnani skomplexmi ostatnych
uvadzanych prvkov (Ru, Os, Ir) znaéne menej preskimanou skupinou. Napriek tomu v§ak maja
vhodné predpoklady na biologické vyuZzitie. Komplexy tohto kovu sa bezne vyskytuji
v oxidaénych stavoch 0, +1, +I1 a +111 a st veI'mi stabilné vo vodnom prostredi. Z bioaplikacii
st pojednavané zlu€eniny rodia v oxidacnom stave II, pri ktorych chémia vymeny ligandov hra
kla¢ovi rolu vich biologickej funkcii, alll, vktorom hra centralny atom Struktarnu

l:lthu.lOl’loz

Rh(IT) komplexy st dimetalické komplexy s vel'mi 'ahkou kinetikou vymeny ligandov
a vdaka Struktare ligandov je mozné vyladenie energie ich viazania. Tieto zluceniny maju
typicku Strukturu takzvaného lopatkového kolesa (,,paddlewheel structure*; obr. 14) a obvykle
obsahuju v axialnych polohach slabé aqua ¢i iné ligandy. Ich protinadorova aktivita je v zasade
zavisla od dostupnosti axialnych vizobnych miest a procesov vymeny ligandov, ktoré su tymito
miestami umoznené. Komplexy s blokovanymi axidlnymi polohami st net¢inné. Dlhoro¢né
Stidie preukédzali, Ze sa tieto zliCeniny viaZzu priamo na Lewisove bazy na DNA

prostrednictvom pociato¢nej axidlnej koordinacie a pripadného vytesnenia ekvatoridlnych
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ligandov, ako napriklad acetatu, za vzniku 2+

mostikujucich  komplexov DNA. Ligandy ’

s predizenou m-konjugaciou, ako napriklad N/ o 9@
derivaty 1,10-fenantrolinu, vykazuji vSeobecne ||qh -~ Il?h“\\
zvySenu afinitu  k DNA  a proapoptoticku L/Il_ L/I!.
aktivitu. Na protinadorova aktivitu znacne

L = CH4CN

vplyva fotoradiacia. V niektorych pripadoch
zodpovedda za  fotoaktivovanii  apoptozu

L , o L Obrdézok 14: Struktirny vzorec Rh(II)
produkcia singletového kysliku “O2 rodiom.

Fotoradiacia tiez vSak ul'ah¢uje procesy vymeny dimetalickeho komplexu.
ligandov, ktoré vedu k vizbe na DNA. Komplexy

premostené napriklad oxypyridinom maju kratke ¢asy excitovaného stavu (<1 ns), ¢o zabratiuje
tvorbe singletového kysliku a prekazuje cielené zabijanie buniek nezavislych na kysliku,
pravdepodobne prostrednictvom fotoindukovanej vymeny ligandov, ¢o je dolezitym faktorom

pri zacieleni hypoxickych nadorov.*%3107

Druht skupinu tvoria stabilné Rh(III) arénové komplexy podiel’ajuce sa na prenose
elektronov. Ich aplikdcia v 'udskom organizme sa zameriava na jednoduchu nekovalentnu
vézbu na proteiny. Oktaéderickd Struktura tychto komplexov im poskytuje pristup ku zvéacsa
nepristupnym malym molekulam. Rh(IIT) komplexy obsahujice derivaty 1,10-fenantrolinu
podobné staurosporinu po naviazani inhibuji Src tyrozinkindzu vd’aka tomu, ze ich Struktara
zapada do Src modelu takzvaného ,binding pocket“. Na rozdiel od Rh(Il) komplexov
diskutovanych vyssie, komplexy Ru(lll) podobné staurosporinu nie st s urcitostou stabilné
Vv pritomnosti biologicky relevantnych koncentracii tiolu. Podobny Struktirny pristup bol
uspesne pouzity aj na vyvoj inhibitorov NEDDS aktivujiiceho enzymu. Bola preukazana in vivo
aktivita proti zapalu na modeli mySi. Termodynamickd a kineticka stabilita tychto
oktaedrickych zlicenin je tiez velkou vyhodou pri tvorbach metalovanych proteinov a
peptidov. In situ su vytvarané stabilné Rh(III) komplexy s priamym prepojenim medzi
kovovym centrom a individudlnym aromatickym bocnym retazcom. Prikladom takejto
zltgeniny je komplex [Cp*Rh"'(H20)3](OTf)2, kde Cp* = n°-CsMes, ktory sa in situ pretvara
na n°-arénovy komplex s fenolovym boénym retazcom tyrozinovych rezidui (obr. 15). Tento
typ chémie bol demonstrovany aj s pomerne velkymi komplexnymi peptidmi. MoZno povedat’,
Ze stabilita tohoto organokovového sendvicového komplexu je v biologickom prostredi

pozoruhodna. Kompetitivne védzbové experimenty peptidu na somatostatinovy receptor
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vV bunkdch AR42J potvrdili zachovanie si vézbovej schopnosti po koordinécii na jadro rodia.
Stabilita tohto typu komplexov vo vodnom prostredi je vysokd a systém trojzlozkového
kopula¢ného pristupu s jednoduchou RhCIs rédiovou sol'ou umoznila, aby sa touto reakciou
prichytavalo Siroké spektrum funkcénych skupin. Napriklad metalacia tyrozinu sa pouzila na
zaClenenie fluorescencnych znaciek na polypeptid. Pri tomto biokonjugaénom pristupe su vsak
rédium-tyrozinové spojenia rovnako ako velké proteiny nachylné na Stiepenie redoxnymi
mediatormi, akym je napriklad ditiotreitol (DTT) ¢i peroxid vodika. Tato skutocnost’ dava
tymto komplexom potencidl na cCasovo-priestorové uvolnenie naviazanej funkcnej

108-113

skupiny.

B(OH),

E @CONHz
>
F&hCV_‘ (&
‘—< >—0H
"CpRh" - H § I
- JWNJ\..T Rh=—nNH

ey \_ A\Vg

DTT or H,0,

IC5q [Tyr3]-octreotide: 13.8 nM
[Tyr3]-octreotide-Rh: 15.8 nM

Obrazok 15: Koordinacia Cp*Rh na peptid obsahujtci tyrozin (vl'avo) a biokonjugovany

trojzlozkovy Rh(lI1)-arénovy komplex (vpravo).**

Boli skiimané aj rodiové komplexy s bioaktivnymi ligandmi, pricom bolo zistené, Ze
sl'ubné cytotoxické ucinky preukazuje komplex Rh(l) s N-heterocyklickym karbénom a
kofeinom. Téato zlucenina je inhibitorom
tioredoxinreduktazy u cicavcov a okrem
cytotoxickych t¢inkov mé antimetastatické
a antiangiogénne vlastnosti. Bol tiez
pripraveny komplex Rh(IIT)
s pentametylcyklopentadienylom a
kurkuminom  (obr. 16), ktory je

bioaktivnym ligandom s cytotoxickymi

uc¢inkami  vedicimi  ku  apoptoze

nadorovych buniek. Tento komplex ma

Obrdzok 16: Struktarny vzorec komplexu
[Rh(n°-Cp*)Cl(cun)].
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antiproliferativne G¢inky vo¢i bunkam I'udského karcinomu pl'ac.32115:116

2.2.3. Protinadorovo aktivne komplexy osmia

Komplexy osmia v oxida¢nom stave II vykazuju vyrazne pomalSie kinetické vlastnosti
a substitu¢nu inertnost v porovnani s komplexmi ruténia. Maju schopnost komplexnejsej

interakcie s DNA. Boli pripravené viaceré typy biologicky aktivnych Os komplexov.8"t

Prvym typom st polypyridylové komplexy osmia v oxidacnom stave II, ktoré boli
pripravené uz v roku 1952. Dal$im skiimanim tychto latok boli zistené ich protinadorové
ucinky. Nedostatok 'ahko odstupujucich ligandov v tychto zlu€eninach naznacuje, ze sa viazu
s intracelularnymi ciel'mi prostrednictvom nekovalentnych interakcii. Aj ked’ sa tieto komplexy
mozu potencialne viazat' na DNA pomocou interkalacie, ich aplikacia spociva v ich schopnosti

interagovat’ s proteinmi potencidlnych cielov.1!8:119

Tamoxifén je organické nesteroidné antiestrogénne lieCivo pouzivané na liecbu
rakoviny prsnika a vajecnikov. Druhou generaciou analdégu tohto lieciva je organokovové
lie¢ivo ferrocifén, v ktorom je jedna z fenylovych skupin tamoxifénu nahradena vysoko
stabilnym jadrom biscyklopentadienylu na Fe(Il) kovovom centralnom atoéme. Ferrocifén
vykazuje oproti tamoxifénu niekol’ko vyhod ako napriklad udrziavanie antiestrogénovych
vlastnosti atiez tvorbu ROS redoxnym cyklovanim Fe(II) kovového centra. Kvoli tymto
vysledkom boli pripravené zodpovedajlice analdgy ruténia a osmia. Najucinnejs$i komplex
z triedy osmocifénov vykazoval signifikantnii in vitro cytotoxickt aktivitu proti bunkam
rakoviny prsnika zavislych aj nezavislych od hormoénov. Rakovina prsnika zavisla na
hormoéonoch je zavislda v pokraCovani svojej proliferacie od pritomnosti estrogénov
a progesteronov. Naproti tomu rakovina prsnika nezavisld na hormoénoch rastie a metastazuje
aj bez pritomnosti hormoénov. Tomoxifén, komeréne pouzivany v liecbe rakoviny prsnika je
antiestrogénnym liekom pouZivanym vylu¢ne proti hormondalne zavislej rakovine prsnika.
Schopnost’ komplexov osmocifénu indukovat bunkoviu smrt v hormondlne nezavislych
nadorovych bunkach prsnika naznacuje, Ze kovové centrum Os meni mechanizmus pdsobenia

tamoxifénu a rozsiruje tak jeho terapeutické vyuzitie na tento typ agresivnej rakoviny.20-12%

Medzi najvyznamnejSie komplexy osmia sa radia arénové komplexy s centralnym
atobmom v oxidacnom stave II. NajdolezitejSimi z tejto skupiny su ,,piano stool* komplexy so

v§eobecnym vzorcom [(arén)Os(N~N)X]", kde N~N je bidentatny N-donorovy ligand a X je
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halogén alebo pseudohalogén. Zluc¢eniny boli povodne navrhnuté na obraz ruténiovych
analdogov, ktoré vykazovali silnu protinadorova aktivitu. Oboje sa kovalentne viazu na
polymérnu DNA, kde niektoré sa koordinuju na guanin a iné podliehaji kvantitativnej reakcii
s DNA. Reaktivita tychto komplexov sa vo vodnom prostredi nemeni, pretoze komplexy osmia

vykazujii znaénu inertnost’ vo¢i hydrolyze.2687.126.127

Azopyridinové komplexy tohoto typu su relativne nereaktivne. Profesor Sadler a
kolektiv vSak pripravili FY026 komplex s azopyridinovym a para-cyménovym ligandom,

[Os(u-p-cym)(azpy-NMe2)I]PFs (obr. 17), ktory mieri do klinickej fazy testovania. Vykazuje

protinadorova  aktivitu in  vivo voéi " +
HsC
rakovine vaje¢nikov a hrubého c¢reva a in >_C>,CH3 CH,
vitro vo&i rakovine vaje¢nikov, prsnika, M€ N\CH
3
plac,  hrubého  ¢reva  aleukémii. /©/ -
. . . . _OS—N PFe
Mechanizmus jeho ucinku velmi uzko [ } I
N N
stvisi s jeho schopnostou vytvarat ROS | o
=

V bunkach a s ucinkom L-butionin-
sulfoximinu (L-BSO), ktory je $pecifickym 5
o . . Obrazok 17: Struktirny vzorec FY026.
inhibitorom  g-flutamyl-cysteinsyntetazy,
ktord znizuje hladinu intracelularneho
ti0|U.128’129

Dal$ou zaujimavou skupinou komplexov osmia si jeho indazolové komplexy. Jej
najvyznamnej$im predstavitelom je analég komplexu ruténia KP1019, ktory sa dostal do

klinickych testov. Na zaklade jeho odliSnej redoxnej schopnosti a pomalsej kinetiky substitucie

ligandov sa ocakavalo, Ze bude - -
vykazovat odliSné a pripadne aj
doplnkové protinadorové ucinky ako \
o N—NH

KP1019. Tento komplex je mimoriadne X NH

CI\‘ _cl N
zaujimavy vdaka tomu, Ze vytvéara _—0s__ cl l cl

cl ‘ cl 4
rozne izoméry, ktoré sa lisia na zaklade NHN C|/| S~—N=—
tautomérneho stavu koordinovaného \\ Cl HI\’I
indazolového ligandu. trans-lzomér
obsahuje 2H-indazol, zatial ¢o cis-
izomér  1H-indazol  (obr.  18). Obrazok 18: Struktirne vzorce cis- a trans-
Schopnost’ 1H-indazolu tautomerizovat’ indazolovych Os komplexov.



na 2H-indazol moze byt dolezitou vlastnostou vzhl'adom na fyzioldgiu a biologické ucinky
tychto komplexov. V porovnani s KP1019 boli tieto komplexy inertné voci substitu¢nym
reakciam ligandov s aminokyselinami a nukleovymi bazami. Protinadorova aktivita u nich bola

dokézana, ale v porovnani s Ru analégom bola vyrazne nizsia. 130133

Skupinou komplexov, ktoré stoja za zmienku, st Os(VI) nitrido komplexy, ktoré st
vel'mi dobrym prikladom stability komplexov osmia vo vysSich oxida¢nych stavoch. Nitrido
komplexy nestce pyrazolové alebo chinolinolatové (obr.19) ligandy mali dokazané

cytotoxické tucinky voci viacerym

bunkovym liniam. Pdsobia 0 \\C\E{—-N/ \
mechanizmom indukovania apoptozy
a zastavujii bunkovy cyklus v S faze 13+ NO,

02N —
136

Obrdzok 19: Struktarny vzorec Os(IV) nitrido
Do skupiny multi-cielovych Komplexu,
komplexov Os(l1) sa zaradilo par vel'mi
s'ubnych komplexov. Komplex [Os(n®-pcym)(dpa)(vp)]PFs obsahuje O-donorovy valproatovy
ligand (vp), ktory patri medzi inhibitory histondeacetylaz (HDAC). Pocas génovej expresie sa
DNA navija a rozvija okolo histonov. Histonové acetylazy acetyluji lyzinové zvysky v jadrach
histonov a histonové deacetylazy odstranuju acetylové skupiny z lyzinovych zvyskov.
Inhibitory histondeacetylazy brania deacetylacii, ¢im ovplyviiuji génovl expresiu a maju za
nasledok apoptézu nadorovych buniek. Inhibitory HDAC sa pouzivaju napriklad na liecbu
kozného T-bunkového lymfomu. Bolo dokazané, Ze komplex €iastocne uvoliiuje bioaktivny
ligand, ktory je stabilnym pre d’alSie in vitro cytotoxické stiidie. Na Univerzite Palackého bol
pripraveny analog komplexu
[Ru(m®-pcym)(bphen)(dca)]PFe,
[Os(m®-pcym)(bphen)(dca)]PFs
(obr.20). Tento Os(ll) komplex
vykazuje priblizne 100-n4dsobne vyssiu
cytotoxicitu (ICs0 = 0,50 uM)

V trojndsobne negativnych bunkéch

rakoviny prsniku Vv porovnani S

cisplatinou (ICso= 56,0 uM). Jeho  Oprdzok 20: Struktirny vzorec kationu komplexu
vySSia ucinnost’ je zrejme zapri¢inend [Os(n®-pcym)(bphen)(dca)]PFe.

jeho vysSou hydrolytickou stabilitou,
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pretoze vd’aka tomu je uspesSne zachytavany dichléracetat do oSetrovanych buniek. Os(II)
komplex v porovnani so svojim Ru(Il) analéogom tiez odzrkadl'uje vyraznejSie vlastnosti
Vv oblasti jeho uc¢inku, nakol’ko ovplyviiuje rozne mechanické procesy ako napriklad reverziu
Warburgovho efektu (v rakovinovych bunkéch prebieha aerdbna fermenticia namiesto
oxidativnej fosforylacie, takze posledny produkt glykolyzy, pyruvat, je premieiiany na laktat)

&i inhibicie migréacie buniek.32100.137

2.2.4. Protinadorovo aktivne komplexy iridia

Komplexy iridia, rovnako ako komplexy ostatnych platinovych kovov, vykazuji
potencial na biomedicinske pouzitie. Okrem protinadorovych uc¢inkov sa javia sl'ubne aj ako
zobrazovacie diagnostikd a biosenzibilizatory vdaka svojim luminiscenénym vlastnostiam.

Bolo pripravenych viacero typov komplexov iridia.1313°

Jednym z typov st cyklometalované komplexy, ktoré maju oktaédricky charakter.
Niektoré znich sa preukdzali ako uZitoéné v zobrazovacej diagnostike ¢i svojimi
protinadorovymi vlastnostami. Funguju réznymi mechanizmami ako napriklad zacielenim
DNA alebo inhibiciou S$pecifickych proteinov. Prikladom cyklometalovaného iridiového
komplexu je latka uvedena na obrdzku 21.

+
Jedna sa o Ir(111) komplex s 1,1"-dimetyl-2,2"- /\
& —

bisimidazolovym pomocnym ligandom a bud’ N N

’y AN
’, W
/ ‘ ‘~‘\\

,,,,, N Nch,
dvoma 2-fenylpyridinovymi ligandmi alebo ~r
Ylpy Yy g N/‘ \N%\N,——CHQ,

dvoma 2-tienylpyridinmi ako bidentat 1 \___/
ylpyridinmi ako bidentatnymi K/C _

ligandmi s protinadorovou aktivitou. Tieto

komplexy boli navrhnuté so zretelom na Obrdzok 21: Strukturny vzorec
bunkové procesy pocas mitofagie, o je typ cyklometalovaného Ir(I11) komplexu.
autofagie, ktory  selektivne  degraduje

mitochondrie. Komplexy boli akumulované v mitochondriach nadorovych buniek pluc z linie
A549, v ktorych indukovali mitofadgiu. Ovplyviiuju tiez expresiu proteinu, ktory je regulatorom

migréacie nadorovych buniek.40-145

Dalsim typom iridiovych komplexov sii N-heterocyklické karbénové komplexy, ktoré
vykazuju lepsie protinddorové tcinky vo¢i A549 bunkovej linii ako samotnd cisplatina. Tieto
zliCeniny vyvolali zvySenie intracelularnych hladin ROS a depolarizaciu potencialu

mitochondrialnej membrany, ¢o v konecnom dosledku viedlo ku apoptdze. Iny typ zluceniny
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z tejto podskupiny, ktory je Struktirne odlisny, pretoze sa jedna o Ir(l) komplex, vykazuje

vysoku protinadorovu aktivitu proti bunkam rakoviny hrubého &reva a prsnika. 46147

Typom iridiovych komplexov, ktoré rozhodne stoja za zmienku, st organoiridiové
polosendvicové komplexy. Zluceniny, ktoré obsahovali N, N-chelata¢né ligandy nevykazovali
dostato¢nu aktivitu na rozdiel od zlG¢enin s C, N-chelataénymi ligandmi (obr. 22). Spomenuta

zmena bidentatneho ligandu viedla k zvySenej hydrofobnosti, takze dochadzalo Tahsie ku

akumuldcii a lepSiemu naviazaniu na DNA CHs
v bunkach. V akumuldcii tychto komplexov HaC CH,
zohréavaju najvicsiu ulohu pasivna difuzia

CHg

a energeticky zavisly transport. Tieto e
zliceniny st ucinné v liecbe karcindmu O i
vajecnikov, ale aj karcindému prsnika. Oba O
typy karcindmov nepreukazovali citlivost’

na lie¢bu cisplatinou. 48150

Obrdzok 22: Strukturny vzorec
Bol pripraveny polosendvicovy

Ir(111) komplex [Ir(n®-CpP")(pb)(phen)]PFs
(obr. 23), ktory sa vd’aka

polosendvic¢ového organoiridiového

komplexu.

nakoordinovanému fenylbutyratu radi k
multi-cielovym zlaéeninam. 4-fenylbutyrat
sa radi medzi skimané kancerostatika a
jeho mechanizmus Uc¢inku je inhibicia
histonovych deacetylaz (HDAC). Tento

Ir(IIT) komplex vykazoval kancerostatické

ucinky proti bunkdm rakoviny vaje¢nikov a

jeho pouzitie na tieto bunky malo za

Obrazok 23: Struktarny vzorec [Ir(n®-

nasledok produkciou ROS a vyznamni

depolarizaciu membran mitochondrii,}*11%3 Cp™")(pb)(phen)]PFs komplexu.

2.3. NAMPT inhibitory

Rakovinové bunky maji v porovnani s normalnymi rozdielne metabolické potreby,
vratane  zrychleného cyklovania  nikotinamidadenindinukleotidu ~(NADY). Mnohé

Z rakovinovych buniek, v ktorych dochadza ku metabolickym zmenam, vykazuju zavislost’



tychto zmien od uréitych enzymov produkujucich NAD*. Existuje niekol’ko drah produkcie
NAD* (obr. 24),154156

Kyselina
chinolinova

draha nikotinova
G -

NAMPT

inhibitor

Obrdzok 24: Schéma produkcie NAD' roznymi drédhami s ich klPucovymi enzymami

De novo draha | | Tryptoféin | — — —»

.Zachranna*
draha

Nikotinamid

a zobrezenim miesta u¢inku NAMPT inhibitorov.

V de novo drahe je tryptofan najskor prevedeny na kyselinu chinolinova (QA)
viacerymi krokmi. T4 je nasledne premienana na mononukleotid kyseliny nikotinovej (NAMN)
prostrednictvom chinolat-fosforibozyltransferazy (QPRT) a potom sa konvertuje na NAD*
pomocou nikotinamidnukleotidovej adenyltransferazy (NMNAT) a NAD syntetazy (NADS).
V zdravych bunkéach je expresia QPRT S$pecifickd podla typu tkaniva a podl'a najnovsich
vyskumov bolo zistené, Ze je zmenenad aj v niektorych rakovinovych bunkach. Preiss-
Handlerova drdha premiena kyselinu nikotinovi (NA) na NAMN prostrednictvom
nikotinfosforibozyltransferazy (NAPRT), enzymu, ktory je vel'mi exprimovany v normalnych
tkanivach, ale v rakovinovych bunkach len variabilne. NAMN je nésledne prevadzany na
NAD" pomocou enzymov NMNAT a NADS, rovnako ako v de novo dréhe. ,,Zachranna“ draha
prevadza nikotinamid (NAM) na nikotinamid mononukleotid (NMN) pomocou enzymu
nikotinamidfosforibozyltransferazy (NAMPT), ktory obmedzuje rychlost’ tejto premeny. NMN
je nasledne konvertovany na NAD" vd’aka enzgymu NMNAT. Tato draha je rovnako dolezita

pre rakovinové bunky, ktoré recykluji NAM, produkt NAD"-spotrebovavajicich enzymov,
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spat’ na NAD". Bolo dokazané, ze mnoho typov rakovinovych buniek vysoko exprimuje
NAMPT, ¢o odraza potencidlne zvySenu zavislost’ na tejto drahe v dosledku velkého vyuzitia
NAD™ a v niektorych pripadoch aj straty expresie d’alsich kI'ai¢ovych biosyntetickych enzymov
NAD". NMN méze viak byt tiez produkovany z nikotinamid ribozidu (NR) pomocou enzymu

nikotinamidribozid kindzy (NRK).**7-163

Medzi typy rakoviny, ktoré maju vysoku expresiu NAMPT, patria kolorektalny
karcindbm, rakovina prsnika, osteosarkom, chondrosarkom, pankreaticky duktalny
adenokarcinom, oradlny skvamocelularny karcindm, rakovina prostaty, rabdomyosarkom,
leiomyosarkém, karcindm gastroezofageédlnej junkcie, karcinom Zzaladka, lymféom, rakovina
vajecnikov a niektoré typy rakoviny obli¢iek. V mnohych z tychto typov korelovala vyssia
expresia NAMPT s horS§imi vysledkami liecby. Z tychto drah je vsak klinickym cielom
NAMPT ako jediny zenzymov produkujicich NAD®, ktory ma obrovsky vyznam
Vv energetickom metabolizme rakovinovych buniek ako kofaktor mnohych metabolickych
enzymov. NAMPT inhibitory teda nariSaji energeticky metabolizmus prave narasanim
Specifickych metabolickych drah zniZzenou produkciou ATP azvySenym energetickym
stresom. V rakovinovych bunkach ovplyviiuja glykolyzu, oxida¢nt fosforylaciu, biosyntézu
serinu, pentdzafosfatovu drahu, metabolizmus aminokyselin, purinov a pyrimidinov, syntézu
mastnych kyselin a lipidov. Typy rakoviny nestice mutacie v metabolickych drahach, v ktorych
je zapojeny enzym izocitratdehydrogendza (IDH), su velmi citlivé na stratu aktivity

NAM PT.164_172

Okrem role v energetickom metabolizme hra NAD"' Zivotne dolezitG ulohu aj
v mnohych dalSich bunkovych funkcidch, na ktoré sa moézu tiez zameriavat NAMPT
inhibitory. Chapanie nemetabolickych dosledkov inhibicie NAMPT moéze odhalovat’ dalSie

cielové miesta, ¢o by umoziovalo cielent liecbu rakoviny.
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2.3.1. Biologicky u¢inok NAMPT inhibitorov

Sirtuiny (SIRT, silent information regulators) su enzymy zo skupiny deacetylaz,

zavislych na NAD®, a ADP-ribozyltransferaz, ktoré st zodpovedné za vyznamnua spotrebu
NAD* v bunkach (obr. 25).
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Obrdzok 25: Fyziologické drahy intracelularnych iNAMPT a extracelularnych eNAMPT.16!

Cim d’alej tym viac je zdoraziiovana ich dbleZitost’ pri rakovine a zacieleni ich funkcie
pri niektorych druhoch rakoviny. Ddlezity je preto fakt, z2 NAMPT sa zcastnuje expresie
sirtuinov. V modeloch kolorektdlneho karcinomu (CRC) bolo zistené, Ze regulacia aktivity
sirtuinu SIRT1 je sprostredkovana prave pomocou NAMPT. T4 je priamym transkrpénym
cielom c-Myc, ktory je regulacnym génom a proto-onkogénom kodujicim transkripéné faktory.
Dochadza tak ku vzniku spétovazobnej slu¢ky medzi c-Myc, NAMPT a SIRT]1, ktora vedie ku
proliferéacii a progresii nddoru. PouZitie NAMPT inhibitorov by preto malo za nésledok stratu

expresie SIRT1, derepresiu TP53 (gén kodujuci protein p53) a znizenu proliferaciu nddorovych

33



buniek v modeloch CRC. Podobny ucinok bol pozorovany v modeloch rakoviny prostaty
a zaltidka.l*1"® Regulacia sirtuinov pomocou NAMPT bola pozorovana aj u inych typov
rakoviny. V melanémovych bunkach bolo dokazané, Ze regulacia E2F2 (jeden z aktiva¢nych
génov kodujucich transkripéné faktory eukaryot, ktoré su dolezité v regulacii bunkového cyklu
a syntézy DNA u cicavcov) pomocou NAMPT ovplyviiuje transkripciu a translaciu SIRT1
a strata aktivity NAMPT vedie k aktivacii TP53 a teda naslednej apoptdze bunky. U tych typov
rakoviny, u ktorych nebolo eSte objasnené priame regulaéné spojenie medzi NAMPT
a sirtuinmi, bolo dokazané, ze experimentalna indukcia NAMPT ucinne vplyva na aktivitu
SIRT, spdsobuje znizenie aktivity SIRT1, SIRT2 a SIRT3. Zaujimavostou je, ze funkény
vyznam NAMPT na sirtuiny je prevdepodobne Specificky pre rakovinové bunky, pretoze
zmeny V expresii SIRT1 inihibovanim NAMPT neboli pozorované vo vsetkych bunkdch
citlivych na NAMPT inihbitory. Tieto rozdiely mézu byt doélezitymi pre klinické vyuZitie,
nakol’ko moézu uréovat, ktoré typy onkologickych ochoreni su citlivejSie na NAMPT
inhibitory.177-17®

Poly-(ADP-ribozové)polymerazy (PARP) predstavuju d’alSiu skupinu proteinov
zavislych na NAD", pretoZe spotrebuvaju velka ¢ast’ bunkového NAD*. PARP zohravaju
klucova ulohu pri detekcii a oprave poskodenia DNA. Ocakavanym doésledkom vycerpania
NAD" je teda oslabenie opravy poskodenia DNA. ZniZena aktivita PARP po pouziti NAMPT
inhibitorov bola spozorovana pri Ewingovom sarkome a trojndsobne negativnej rakovine
prsnika, ¢o sa stalo zakladom preklinickych testov inhibitorov NAMPT aj inhibitorov PARP.
V oboch pripadoch rakoviny bola dokazana synergia medzi jednotlivymi inhibitormi. Pri
Studiach rakoviny prsnika bol zaznamenany najvacsi uc¢inok v modeloch s deficitom BRCA
(BReast CAncer supresorové gény, ktorych produkty sa zcastiuju kontroly bunkového cyklu
a oprav poskodenej DNA), ¢o naznaCuje, Ze defekty v homolognej rekombindcii mozu
zvySovat’ u¢innost’ inhibicie NAMPT. Tieto zistenia naznacuju, Ze inhibicia NAMPT zhorSuje
nehomologické spajanie koncov a zvySuje bunkovi zavislost’ na homolognej rekombinacii.
Ewingov sarkom je tiezZ charakterizovany homolognou rekombinéciou aj napriek nepritomnosti
BRCA, ¢o d’alej podporuje myslienku, Ze rakovinové bunky s chybnymi mechanizmami opravy
DNA maju zvysenu nachylnost’ na inhibiciu NAMPT. Iné typy rakoviny s defektmi opravy
DNA boli charakterizované ako selektivne citlivé na NAMPT inhibitory.!8-18 U rakoviny
vajecnikov korelovala expresia NAPRT, klicového enzymu v Preiss-Handlerovej drahe,
s expresiou BRCA a bunky nesuce tieto vlastnosti boli vyrazne citlivejSie vo¢i NAMPT

inhibitorom. Stidie nasledkov inhibicie NAMPT na opravu poskodenia DNA popisuju rozne
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ucinky vratane znizenej PARylécie (posttranslatnd modifikacia proteinov pomocou PARP),
znizenej expresie RADS1 (eukaryoticky gén kodujlici enzym zGcastiiujuci sa na oprave
dvojvlaknovych zlomov DNA) a naruSenia opravy dvojvlaknovych zlomov homolégnou
rekombinaciou. Na zaklade tychto poznatkov sa niekol’ko d’alsich stadii snazilo urcit’ ucinnost’
inhibitorov v kombinécii s latkami poskodzujiicimi DNA. ZvySena protinddorova aktivita bola
zaznamenana pri viacerych malignitach ak boli NAMPT inhibitory kombinované s ozarovanim,
DNA alkyla¢nimi ¢inidlami, inhibitormi topoizomerazy ¢i inymi chemoterapeutikami, o
ktorych je zname, Ze zosiliuju ucinky nartsania opravy DNA. U niektorych druhov rakoviny
bolo zvySenie ucinnosti obmedzené len na kombindcie s uréitymi chemoterapeutikami. Pre
model rakoviny pankreasu bolo dokézané, Ze antiproliferativny ¢inok NAMPT inhibitorov
zvySuje prave kombinécia s gemcitabinom, nie v§ak 5-fludéruracilom ¢i oxaliplatinou. V inych
Stadiach  boli  kombinatorické G¢inky NAMPT inhibitorov sliekmi z inych
chemoterapeutickych tried podobné. Mechanizmy vSak nie su zatial zname. Stadia
charakterizujuica Gcinky rezistencie na inhibitory NAMPT v bunkovych linidch CRC dokézala
zmeny Vv expresii génov zapojenych do opravy DNA a zvySenu citlivost na cinidla
poskodzujiice DNA, ¢o opit’ naznacuje Uzke spojenie medzi NAMPT a opravou poskodenia
DNA. Tieto poznatky maju preto velky klinicky vyznam, nakolko naznacujt, ze nadory
s uréitymi defektmi v opravnych mechanizmoch DNA mo6zu byt selektivne citlivé na inhibitory
NAMPT a Ze kombinacie s chemoterapeutikami mozu zvysit’ t€innost’ tejto triedy latok, najma

pre niektoré typy rakoviny. 18418

Udrziavanie intracelularnej redoxnej homeostazy je naro¢nym bunkovym procesom,
ktory si vyzaduje rovnovahu medzi tvorbou a eliminaciou reaktivnych foriem kysliku (ROS),
nakol’ko nadmerné hladiny ROS mézu spdsobovat’ bunkovi smrt. NAD* je ddlezitym
regulatorom bunkovych hladin ROS, ktoré sa po jeho vy€erpani mézu akumulovat’. Plati to
najmd pre rakovinové bunky, ktoré maji vSeobecne zvySenu produkciu ROS a vyZzaduju si
prisnu kontrolu ich rovnovahy. Dal§im dosledkom inhibicie NAMPT je tak narusenie
homeostazy ROS. V bunkovej linii CRC sposobovali NAMPT zvySenie zasob NADH
(redukovanej formy NAD"), ¢im boli bunky chranené pred oxidaénym stresom. V bunkovych
liniach rakoviny prsnika zvysili NAMPT hladinu NAD", ktory sa mohol pentézafosfatovou
drahou premienat’ na NADPH a udrziavat’ tak glutation v redukovanom stave. To bolo obzvlast
dolezité v bunkach s glukdzovou deprivaciou, u ktorych vysoké hladiny NAMPT zniZovali
hladiny mitochondridlnych ROS. Okrem toho v niekol’kych §tadiach inhibacia NAMPT zvysila

citlivost rakovinovych buniek na oxida¢ny stres znizenim ich antioxidac¢nej kapacity
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prostrednictvom redukcie antioxida¢nych proteinov.'*1% Bolo dok4zané, Ze inhibicia NAMPT
ovplyvituje ROS v bunkach nemalobunkového karcindému plac, leukémie, rakoviny prostaty,
prsnika, gliobastomu, kolorektalneho karcinomu a d’alSich. Vo vsetkych pripadoch to malo za
nasledok stratu zivotaschopnosti tychto buniek. Okrem toho bol tiez zaznamenany rozdielny
ucinok medzi indukciou ROS V rakovinovych bunkéach v porovnani s normalnymi zdravymi
bunkami oSetrenymi NAMPT inhibitormi, ¢o naznacuje existenciu terapeutického okna
V indukcii tymito latkami. Zaujimavé je, ze vSetky rakovinové bunky vykazuju zvysenie ROS
po inhibicii NAMPT, u niektorych typov, ako napriklad u Ewingovho sarkomu ¢i
nemalobunkovom karcindme pI'ic boli tieto bunky schopné udrzat’ ROS v rovnovahe napriek
pritomnosti NAMPT inhibitorov. U¢inok inhibitorov je teda zavisly od typu buniek, ¢o moze
byt pri ur¢itych typoch dosledkom drah produkujicich NAD*, ako je napriklad

Preiss-Handlerova dréha,180:193.194

U niektorych typov rakoviny bolo pozorované prepojenie medzi NAMPT
a onkogénnymi signalnymi drdhami. Z klinického hl'adiska je vybornou stratégiou spolocné
zacielenie NAMPT s tymito drahami. V niektorych pripadoch reguluju onkogénne faktory
expresiu a aktivitu NAMPT, ako napriklad v Ewingovom sarkome, kde bolo dokazané, ze
onkogénny transkripény faktor EWS-FL11 reguluje expresiu NAMPT, a pri rakovine prsnika
tumorovy supresor FOXO1 negativne reguluje expresiu NAMPT, zatial’ ¢o ATK (proteinkinaza
B, serin/treonin-Specificka proteinkindza, ktord hra klI'aicova tlohu v metabolizme glukozy,
apoptoze, bunkovej proliferacii, transkripcii a bunkovej migréacii) ju reguluje pozitivne.
V inych pripadoch NAMPT reguluje aktivitu onkgénnych signalnych drah. Nadmerna expresia
NAMPT v bunkéach rakoviny prsnika a uvolfiovanie eNAMPT melanémovou bunkou boli
spojené s fosforylaciou AKT. Bolo tiez zistené, Ze exogénnou eNAMPT indukciou fosforylacie
AKT a ERK1 a ERK2 (extracelularne signalom-redukované kindzy patriace do skupiny MAP
kindz, reguluji bunkovy cyklus aich drdha sa aktivuje rastovymi faktormi, cytokinnmi,
virusovymi infekciami ¢i karcinogénmi) zvySuje proliferaciu buniek rakoviny prsnika
a pouzitie inhibitorov AKT a ERK1 a 2 tieto u€inky mdZe vyrusit. Vo viacerych nadorovych
modeloch bol inhibovanim NAMPT pozorovany pokles fosfo-ERK1 a 2 akombinaciou
inhibitorov.  NAMPT s blokovanim ERKI a 2 sa zvysila bunkova smrt.}%2%° mTOR
v niektorych malignitach tiez interaguje s NAMPT, s ktorej inhibiciou je preto spojend strata
aktivacie mTOR. V tomto pripade bolo tiez pozorované zvySenie aktivaicie AMPK
(AMP-aktivované proteinkinazy). Pri rakovine pankreasu bol antiproliferativny ucinok

inhibicie NAMPT zosilneny sucasnym poddvanim inhibitorov mTOR podobne ako u modelov
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viacnasobného myeolému. Naopak zmeny v AMPK a mTOR neboli pozorovnaé u normalnich
buniek osetrenych NAMPT inhibitormi. Po¢as skimania zmien v expresiit NAMPT, ku ktorym
dochadza pocas vyvoja rezistencie na lieky v cielenej terapii, boli zistené vysSie hladiny
intracelularnych aj extracelularnych NAMPT v bunkach melandmu rezistetnym voci inhibitoru
BRAF (gén kodujuci B-Raf protein, ktory je znamym proto-onkogénom). Rezistencia na
inhibitory BRAF by tak mohla byt prekonand prave pouzitim NAMPT inhibitorov. Naviac
indukovna expresia NAMPT zvySovala rezistentnost’ buniek na BRAF inhibitory, zatial’ ¢o

inhibicia BRAF v tychto bunkach viedla ku zniZeniu transkripcie NAMPT 201206

NAMPT je popisand ako mediator kmenovych rakovinovych buniek. Klinické stidie
kolorektalneho karcindmu odhalili, ze vysoka expresia NAMPT bola spojena s pritomnost'ou
vysokého podielu buniek iniciujicich rakovinu. Bolo to spdsobené vplyvom NAMPT na
transkripéntl regulaciu signalnych drah kmenovych buniek sprostredkovanti pomocou SIRT1
a PARP. V glioblastdmovych bunkach bola rovnako ako u kmenovych buniek pozorovana
vysokd expresia NAMPT. Inhibicia NAMPT znizovala schopnost kmeiiovych buniek
glioblastbmu samoobnovovat’ sa a tvorit' nadory in vivo. Inhibicia NAMPT tiez zvracia
schopnost’ diferencidcie nadorovych buniek. Ovplyviiuje aj epitelovo-mezenchymalny prechod
(EMT) v rakovinovych bunkach, ktory predstavuje proces premeny epitelovej bunky na bunku
s mezenchymalnym fenotypom.?2’?1% U hepatocelularnich rakovinovych buniek viedla
inhibicia NAMPT ku zmendm markerovych proteinov EMT, ¢o vedie ku jeho zvrateniu a
naslednému znizeniu bunkovej kapacity na invaziu a tvorbu metastaz prostrednictvom zniZenia
SIRT1. Podobné vysledky boli pozorované v bunkovych linidch rakoviny prsnika a
osteosarkému. U rakoviny pl'ic vS§ak naopak inhibicia NAMPT aktivovala EMT a zvysila tak
bunkovll invazivitu prostrednictvom zniZenia SIRT1 a v modeloch rakoviny prsnika zvysila
metastazovanie nadoru. Uéinok inhibicie NAMPT na EMT je preto zjavne $pecificky pre uréité
bunkové typy. Zaujimavé je, Zze expresia NAPRT, ktord sa liS§i medzi liniami rakovinovych
buniek, koreluje so stavom EMT a moze stvisiet’ s rozdielnymi Gi€¢inkmi inhibicie NAMPT na

EMT.le_ZlS

Okrem ucinku inhibicie NAMPT na primarne naddorové bunky bola popisana aj jej
imunosupresivna schopnost’ v prostredi nadoru. V- modeloch rakoviny u mysi bolo preukazané,
ze faktor stimulujici kolonizovanie makrofagov zvysuje expresiu NAMPT v myeloidnych
bunkach, Co negativne reguluje expresiu CXCR4 (gén kodujici chemokinovy receptor)

v krvotvornych bunkéch kostnej drene. Nasledna nizka uroven CXCR4 vedie ku mobilizacii
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nezrelych supresorovych buniek odvodenych od myeloidov (MDSC), ktoré prispievaju ku
imunosupresii nadoru. Je dolezitym poznatkom, Zze farmakologickd inhibicia NAMPT viedla
Kk znizeniu mobilizacie MDSC, k imunosupresii a resenzibilizacii nadorovych buniek na
imunoterapeutikd v predklinickych testoch. Bolo tiez dokazané, ze NAMPT je upregulovana
Vv neutrofiloch asociovanych s nadormi (TAN) u pacientov s melanomom ¢i rakovinou hlavy a
krku. Inhibicia NAMPT v ex vivo TAN znizila nadorovi angiogenézu a proliferaciu
prostrednictvom supresie SIRT1 a vyslednej transkripcnej blokady proangiogénnych génov.
Tieto vysledky naznacuju, Ze by mohli mat’ inhibitory NAMPT vplyv na zlepSenie klinickej

imunoterapie.?16-219

2.3.2. Struktirne typy NAMPT inhibitorov

Do klinického testovania sa dostali tri NAMPT inhibitory, a to GMX1778, tiez znamy
ako CHS-828, jeho vo vodnom prostredi rozpustnejsie prolie¢ivo GMX1777 a APO666, tiez
zname ako FK866 ¢i WK175 (obr. 26). GMX1778 aj APO866 boli povodne identifikované ako
silne antiproliferativne latky vykazujice silnii protinadorova aktivitu in vitro aj in vivo

v r6znych nadorovych liniach,?20-222
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Obrizok 26: Struktiarne vzorce NAMPT inhibitorov v klinickej fize testovania.
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NAMPT funguje ako symetricky homodimér s dvoma aktivnymi miestami
vytvorenymi na opa¢nych koncoch dimérového rozhrania. NAMPT zvysky kritické pre vizbu
inhibitorov sa oznacuji primarnym a neprimarnym zapisom, napriklad Tyr18' a Phel93, aby

bol rozliseny monomérny ret'azec, v ktorom sa dany zvySok nachadza (obr. 27).

Obrazok 27: Krystalova struktira NAMPT s FK866. Su vyzna¢ené FK866 (atdomy uvedené
oranzovou) a dva zvysky proteinu. Viazana poloha FK866 je zndzornena zelenou a oranzovou.
V hornej Casti obrazku z l'ava st uvedené: n-vrstviace interakcie s NAMPT a hlavnou skupinou
FK866, vodikova vizba medzi NAMPT a strednou skupinou FK866 a hydrofébna vizba medzi
NAMPT a chvostovou skupinou FK866.2%

Pyridinové kruhy pritomné ako v GMX1778, tak v APO866, sa podielaju na
vyvazenom m-vrstviacom usporiadani s boénymi ret'azcami zvySkov NAMPT Tyr18' a Phel93.
Pyridinovy kruh nikotinamidu (NAM) zaujima toto vdzobné miesto v NAMPT, ¢o naznacuje,
ze inhibitory GMX1778 a APO866 pravdepodobne funguji ako mimetika substratu.
Inhhibitory tvoria vodikové vdzby s postrannym retazcom Asp219, pricom GMX1778 ich
vytvara priamo, zatial co APO866 pouziva na premostenie interakcie stredni molekulu vody.

Obe latky tiez tvoria priame vodikové vizby k bocnému Ser275 retazcu NAMPT. S tymto
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zvySkom interaguje podobne vela inych NAMPT inhibitorov, ale v niektorych pripadoch to
zahffia aj premostujucu molekulu vody. Centrdlne komponenty inhibitorov vyc¢nievajlice
Z oblasti vazobného miesta NAMPT sa skladaju predovsetkym z hydrofobnych zvyskov. Kvoli
svojej dizke a uzkemu tvaru sa tato vizobna Gast NAMPT oznacuje ako tzv. ,,tunelova oblast™.
Zostavajuce cCasti inhibitorov siahaju do vysoko solventu exponovanej oblasti NAMPT
viazobného miesta, kde prijimaju viaceré odlisSné konformacie aby optimalizovali svoje
interakcie s proteinom. Tato Cast’ vidzobného miesta NAMPT je velmi tolerantna voci
Struktarnym modifikdciam ¢i diverzite. Silné inhibitory NAMPT sa typicky viazu na protein s
heterocyklickymi ¢ast’ami ich Struktar, ktoré obsadzuji viazbové miesto enzymu NAM. Tieto
pozorovania naznacuju, ze inhibitory mézu fungovat ako mimetiké NAM a podliehaju
fosforibozyldcii prostrednictvom kondenzacie katalyzovanej NAMPT s prirodzene sa
vyskytujiicim ko-substratom, enzymom fosforibozylpyrofosfatom (PRPP). Inhibitory NAMPT,
ktoré vykazuju najucinnejsSie bunkové antiproliferativne u¢inky, tvoria adukty PRPP, ktoré sa

pevne viazu na enzym.?23-2%

Pozorované interakcie medzi APO866 a NAMPT definuji farmakofor inhibitoru
NAMPT, ktory pozostava zo Styroch komponentov. Prvym je mimetikum NAM, typicky
heterocyklus obsahujuci slabo bazicky atém dusiku, druhym je skupina, ktora vytvara priestor,
schopna tvorit’ priame alebo vodou sprostredkované vodikové viazby s postrannymi ret'azcami
NAMPT zvyskov Aspl9 a Ser275. Dalsie dva komponenty su relativne tzka a hydrofobna
skupina schopnéd prechadzat’ cez ,tunelovi oblast* NAMPT a uzatvaracia skupina, ktora

vyénieva do solventu exponovanej oblasti aktivneho miesta NAMPT .2

Od APO866 a GMX1778 boli odvodené im $truktiirne pribuzné inhibitory NAMPT.
Silné antiproliferativne u€inky proti kultivovanym nadorovym bunkam vykazovali zli¢eniny
obsahujice kyanoguanidin. Zlicenina obsahujuca okrem kyanoguaninu diarylsulfénova
skupinu (obr. 28a), ktora reprezentuje skupinu schopnu prechadzat’ cez ,,tunelovi oblast™, bola
farmakologicky aktivna v nadoroch in vitro aj in vivo. Bola pripravena aj zli¢enina obsahujica
pyridin a inkorporovany cykloproprylizoster (obr. 28b) namiesto trans-olefinu pritomného
v APO866. Struktiirne pribuzné molekuly vykazuju dobru protinddorovi aktivitu v bunkovej
linii fibrosarkomu. Boli zverejnené série pyridinov s trans-olefinmi, z ktorych par latok
vykazovalo silnt inhibi¢nt aktivitu NAMPT. Jednym z prikladov tohto typu zlucenin je

AU-315 (obr. 28), ¢i jeho optimalizovany analog AU-771,22%231
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Obrdzok 28: Struktirne vzorce NAMPT inhibitorov s a) diarylaulfénovou skupinou,
b) cyklopropylizosterom a AU-315.

Boli pripravené NAMPT inhibitory obsahujice vo svojich tunelovych vizobnych
oblastiach sulfénové skupiny. Prikladom takychto zlucenin su GNE-617 ajeho Struktirny
izomér GNE-643 (obr. 29). GNE-617 vykazoval vysokt G¢innost’ v bunkovej linii rakoviny
vajecnikov. Jeho Strukturny izomér bol vSak v porovnani s GNE-617 omnoho menej Ui€inny, az
180-krat slabsi. Ich rozdielna u¢innost’ vSak nevyplyva z bunkovej priepustnosti, pretoze ti
maju takmer rovnaku. Na zaklade krystalickych Struktir oboch izomérov v komplexoch
s NAMPT bolo zistené, Ze GNE-643 vstupuje hlbsie do vdzbovej oblasti NAM Vv porovnani
s GNE-617. Elektrostaticky potencial vo vnutri aktivneho miesta NAMPT by tiez mohol
ovplyviiovat’ rozdiely v G€innosti inhibicie, pretoze ma vplyv na orientaciu bicyklického kruhu,
nakol’ko GNE-643 a GNE-617 maju v tejto ¢asti opacnu polaritu. Okrem zlicenin obsahujucich
sulfonovl skupinu boli pripravené aj inhibitory, ktoré okrem nej obsahuji aj azaindazolovu
skupinu. Zlu¢enina GNE-618 je U¢innd v modeloch bunkovych linii rakoviny vaje¢nikov.
Utinnost viak bola vyssia v bunkovych liniach odvodenych od Pudskych a opigich nez u mysi.
Tento typ inhibitorov je pozoruhodny, pretoZe vo svojej chemickej Strukture typickej pre NAM
mimetiké neobsahuje slabo bazicky atém dusiku. Iny typ inhibitorov obsahujucich sulfénova
skupinu tiez obsahuje mocovinovu skupinu odvodenu od
2,3-dihydro-1H-pyrolo-[3,4-c]pyridinu (obr. 29a). Ticto zla¢eniny demonstruji, Ze Ciastocne

nasytené mimetikum NAM moze byt tolerované vo vizobnom mieste NAMPT,224:226.232,233
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Obrdzok 29: Struktarne vzorce NAMPT inhibitorov GNE-617, GNE-643 a s a) mocovinovou
skupinou odvodenou od 2,3-dihydro-1H-pyrolo [3,4-c]pyridinu.

Publikovanych bolo niekol’ko NAMPT inhibitorov obsahujucich mocovinova skupinu
odvodenych od anilinu, uktorych bola preukdzana silnd& NAMPT inhibicnd schopnost.
Niektor¢ z tejto podskupiny obsahuji pyridinové prolie¢ivo (obr. 30) a svoje antiproliferativne
vlastnosti preukazali najmid na modeli bunkovej linie fibrosarkému. Krystalické Struktury
tychto latok dokazuju, ze maji vizobné pomery podobné zlicenine APO866, pretoze zahfnaji

vodou sprostredkovant vodikovi vizbu s Asp19.23423

o
®
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Obrizok 30: Struktarny vzorec NAMPT inhibitoru s mo&ovinovou skupinou a pyridinovym

o]

proliecivom.

Je zndmych aj mnoho d’alSich odliSnych podtried novsie identifikovanych NAMPT
inhibitorov. Napriklad pyrido-tiadiazinova zlucenina preukazovala inhibicnu aktivitu voci
NAMPT, ale nepreukazala zmyslupny potencial v bunkovom prostredi, pravdepodobne kvoli
svojej polarite. Krystalicka Struktara zli¢eniny v komplexe s NAMPT odhalila priame a vodou
sprostredkované interakcie medzi tiadiazinovym zvySkom a dvoma doéleZitymi proteinovymi

zvySkami, Asp219 a Ser275. Tejto zlaéenine podobna, ale obsahujtca pyridinamid (obr. 31a),
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vykazovala podobné NAMPT inhibi¢né vlastnosti, avSak so zlepSenou t¢innostou v bunkach.
Tato zlucenina, tiez zndma ako STF-31, bola predtym opisand ako inhibitor glukézového
transportéru GLUT1. Najnovsie informécie o intraceluldrnom mechanizme ucCinku tejto
zluCeniny naznacuji, ze antiproliferativne UCinky pozorované pri tejto molekule su
pravdepodobne sposobené inhibiciou NAMPT. Bolo pripravenych aj niekolko d’alSich
inhibitorov obsahujucich vo svojej Struktire amid. Jednou z nich je zlucenina AS1604495
obsahujtca imidazol (obr. 31b) ako mimetikum NAM abolo preukazané, Ze je aktivnym
inhibitorom NAMPT aj v bunkovom prostredi. Tieto zluCeniny st ilustranymi prikladmi
niekol’kych chemickych entit, ktoré mézu Gspesne prechadzat’ ,,tunelovou oblastou* NAMPT

a drzat’ skupiny naviazané vo viizbovej solventu exponovanej oblasti,22°231:237-240
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Obrazok 31: Struktarne vzorce NAMPT inhibitorov a) STF-31 a b) AS1604495.

2.3.3. Multi-ciePové komplexy s NAMPT inhibitormi

Najnovsie vyskumy ukazuju, zZe jednym zo strategickych rieSeni problému selektivity
pri lie¢be nadorovych ochoreni by mohla byt tzv. fotoaktivovana chemoterapia PACT
(PhotoActivated ChemoTherapy). Princip tohto typu lieCby spociva v ukryti toxicity lieku do
tzv. klietkového €inidla, ktoré sa po oziareni svetlom uvol'ni, rovnako ako voI'né lie¢ivo. Vel'mi
vhodnymi a sI'ubnymi skupinami na ,,fotoklietkovanie* st polypyridylové komplexy ruténia,
pretoze sa daju odstranit’ pomocou viditeIného svetla, zatial ¢o vécSina organickych
Klietkovych® skupin vyzaduje na aktivaciu UV svetlo. Na rozdiel od klinicky schvélenej
fotodynamickej terapie PDT, ktora sa opiera o fotokatalyticka aktivaciu 30, na O
fotosenzibilizatorom, je PACT nezavisly od kysliku, ¢o z neho robi sl'ubnu terapeuticka
stratégiu na lie¢bu hypoxickych nadorov. Cervené svetlo je ako aktivator PACT zlt&enin lepsie
nez modré ¢i zelené svetlo kvoli jeho hlbsej penetracii v tkanivach (0,5-1,0 cm) a moze sa
pouzit aj vo vyssich davkach bez vyznamnej cytotoxicity indukovanej svetlom.?424 Boli

pripravené komplexy ruténia, kde boli ako stericky branené¢ ruténiové klietky zvolené
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[Ru(tpy)(dmbpy)(L)]?*, kde tpy = 2,2"; 6'-2”-terpyridin) a dmbpy = 6,6'-dimetyl-2,2'-bipyridin)
a[Ru(tpy)(big)(L)]?*, kde big = 2,2'-bichinolin. Oba typy komplexov maju absorpény pas, ktory
sa rozsiruje v cervenej oblasti spektra a fotodisociuje ich ligand, ked’ je monodentitom
tioéterova  alebo  pyridinovd skupina. Tieto skafoldy boli  konjugované s
4-[({[4-(2-metyl-2-propanyl)fenyl]sulfonyl}amino)metyl]-N-(3-pyridinyl)benzamidom, inak
znamym ako STF-31 (obr. 32), ktory je cytotoxickou organickou zli¢eninou obsahujucou
pyridinovua skupinu, ktora sa moze koordinovat’ na ruténium. STF-31 inhibuje aktivitu NAMPT
enzymu a taktiez GLUT1. Bolo dokdzané, ze tieto komplexy uvolniuju STF-31 po pouziti
cerveného svetla, ¢o vedie k ucinnej PACT pri normoxii (21% O2) a hypoxii (1% O).
Pripravené komplexy vykazovali cytotoxické uc€inky voci bunkovym linidm TI'udského

adenokarcinému pl'ic, rakoviny prsniku a epidermoidného karcinomu.?44-248
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Obrdzok 32: Struktirne vzorce Ru  komplexov a) [Ru(tpy)(dmbpy)(L)]?* a
b) [Ru(tpy)(big)(L)]** s NAMPT inihibitorom STF-31.

Okrem komplexov ruténia s STF-31 NAMPT inhibitorom boli pripravené aj komplexy
S (N-(6-(4-chlorfenoxy)hexyl)-N'-kyano-N"-4-pyridyl)guanidinom, znamejsim ako GMX1778
¢1 CHS-828 NAMPT inhibitor, ktory sa dostal do klinického testovania. Pocas toho sa vSak
zistilo, ze lie€ivo vyvolava okrem vel'kych zmien vo farmakokinetike aj mnozZstvo vedlajSich
ucinkov, ktoré obmedzujii davku, ako je napriklad trombdza ¢i gastrointestindlna toxicita.
Zaclenenie tohto inhibitoru do fotolabilnych komplexov je preto moznou cestou, ako zlepsit
tieto obmedzenia. Pri syntéze komplexov (obr. 33) sa vychadzalo =z prekurzorov
[Ru(tpy)(bpy)(L)]?*, kde bpy = 2,2-bipyridin a [Ru(tpy)(biq)(L)]>**. Samotny GMX1778 je
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nerozpustny vo vode a polarnych organickych rozpustadlach, ¢o spoésobovalo jeho nizku in
vivo biologicku dostupnost’. Pripravené komplexy su dobre rozpustné vo vode aj organickych
rozpustadlach a Vv roztokoch vykazuju vysoku stabilitu. Naproti tomu ozarovanie vodnych
roztokov oboch komplexov modrym svetlom (465 nm) viedlo k zretelnému zniZzeniu
povodnych absorpénych pasiem, subezne s vytvorenim novych o nizsej energii. Uvolfiovanie
GMX1778 z komplexu [Ru(tpy)(biq)(GMX-1778)]** sa mdze dosiahnut tiez pri vys§ich
vlnovych diZkach oZiarenia, a to 520 a 590 nm. Uvoltiovanie ligandu fotoindukovanim je sice
za tychto podmienok pomalsie, ale umoziuje zvysenie rozsahu liecby tymto komplexom hlbsie
v tkanivach. U oboch komplexov sa vSak uvoliiuje vyznamna koncentracia GSX-1778 uz pri
relativne nizkych davkach svetla aj napriek pomalej rychlosti fotoindukovanej vymeny
ligandov. Bolo dokazané, ze bipyridinovy komplex menej uvolnuje ligand v porovnani s jeho
bichinolinovym analégom. Oba komplexy vSak vykazovali dobré kancerostatické u€inky voci

bunkovym linidm l'udského adenokarcinému a rakoviny prsniku,161:245:249-252

R Cly O
~

Y
N> N = N._ =
N\
! N NI N7
~n | |
= o
AN b

Obrdzok 33: Struktirne vzorce Ru komplexov a) [Ru(tpy)(bpy)(L)]?>* a b) [Ru(tpy)(big)(L)]?*
S NAMPT inihibitorom GMX-1778 (L).
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1. Pouzité chemikalie a pristroje

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

komeréne dostupné a upravované len v pripade THF (pouzité molekulové sito na vysusenie).

Tabulka I1: Zoznam pouzitych chemikalii a definicie skratiek ich nazvov.

Nazov chemikalie Vyrobca/dodavatel

1,2,3,4,5-pentametylcyklopentadién 95% (Cp*) Sigma-Aldrich
2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridin p. a. (pyep) Sigma-Aldrich
1,10-fenantrolin (phen) Sigma-Aldrich
4-hydroxybenzaldehyd Sigma-Aldrich
4-pyrrolidinpyridin Sigma-Aldrich
2,2:6, 2" -terpyridin 98% Sigma-Aldrich
2,3,4,5-tetrametyl-2-cyklopentanén Sigma-Aldrich
a-terpinén 95% Sigma-Aldrich

batofenantrolin 98% (bphen) Alfa Aesar
benzoylchlorid Sigma-Aldrich

dichléormetan p.a. Penta

dimetylsulfoxid-ds Sigma-Aldrich

dusi¢nan strieborny 99,995% Alfa Aesar
fenylmagnéziumbromid — 3M roztok v dietyléteri Sigma-Aldrich

hexafluorofosfat draselny 99% p. a.

hexafluorofosfat amonny 99% p. a.

Acros Organics
Acros Organics

n-hexan 99% p.a. Penta

hydridohlinitan litny Sigma-Aldrich
hydrochlorid 4-piperidinbutanovej kyseliny Sigma-Aldrich
hydroxid draselny 85% Sigma-Aldrich
hydroxid sodny 98% Sigma-Aldrich

chlorid amonny p.a. Chemapol
chlorid iridity — hydrat 99% Sigma-Aldrich
chlorid osmity — hydrat 99% Sigma-Aldrich
chlorid rédity — hydrat 99% Sigma-Aldrich
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chlorid rutity — hydrat 99% Sigma-Aldrich
chlorid sodny Sigma-Aldrich
chloroform-d Sigma-Aldrich

pyridin p.a. (py) Lach-Ner

tetrahydrofuran p. a. Lach-Ner
tetrametyl-(n-propyl)-cyklopentadién 97% Sigma-Aldrich
trans-3-(3-pyridyl)akrylova kyselina 99% (pyaa) Sigma-Aldrich
trifluorometanosulfonat strieborny (AgOTf) 99% Sigma-Aldrich

'H NMR a H-!H gs-COSY 2D NMR experimenty boli prevddzané na pristroji
400 MHz NMR spektrometri (Varian) a 600 MHz JNM-ECA 600 Il NMR spektrometri
(JEOL). Vzorky na NMR experimenty boli rozpustené¢ v CDCls, MeOD-ds lebo DMSO-ds a
analyzované pri teplote 298 K. Ziskané 'H NMR spektra boli referencované voéi rezidualnym
signalom daného rozpustadla s hodnotami & rovnymi 7,26 ppm pre CDClIs, 3,31 ppm pre
MeOD-ds a 2,50 ppm pre DMSO-ds. Stiepenie signalu v 'H NMR spektrach je definované ako
s = singlet, d = dublet, t = triplet, dd = dublet dubletu, sep = septet, m = multiplet.

Infracervené spektra boli zmerané na pristroji FT/IR-4700 (Jasco) Vv rozsahu vinoctov

400-4000 cm™ za pouzitia techniky ATR.

Hmotnostné spektra boli namerané pristrojom LCQ Fleet (Thermo Scientific) pre

hmotnostnu spektrometriu MS s ionizéciou elektrosprejom ESI.

Na vybrané syntézy bol pouzity mikrovinny reakény systém Monowave 50 (Anton Paar
Czech Republic s.r.0., Praha, Ceska republika).

3.2. Syntéza
3.2.1. Syntéza NAMPT inhibitoru

APOB866: Priprava NAMPT inhibitoru APO866 (FK866) bola prevadzana na zaklade postupov

z literatliry a optimalizaciou tychto postupov.2®3 2%

a) 1.0,80 g 1 (hydrochlorid kyseliny 4-piperidinbutanovej) bolo rozsuspenzovanych v 15

ml THF pod atmosférou dusiku za stdleho mieSania v l'adovom kupeli. Ku suspenzii
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bolo postupne pridavanych 0,37 g LiAlH4. Vysledna suspenzia bola miesana po dobu 1
hodiny pod atmosférou dusiku pri teplote 0 °C. Suspenzia bola nasledne doplnena
0 20 ml THF, bola odstavena dusikové atmosféra a zmes bola ponechéana refluxovat pri
40 °C pocas noci. Nasledne bolo pridanych 10 ml 20% vodného roztoku NaOH a zmes
bola mieSané po dobu 1 hodiny za laboratdrnej teploty. Zmes bola prefiltrovand a filtrat
bol nasledne odsaty na rota¢nej vakuovej odparke RVO (obr. 34).
2. K suspenzii 1,81 g 1 v 30 ml THF bolo ve'mi pomaly postupne pridanych 1,70 g
LiAlHz za staleho mieSania. Reak¢na zmes bola mieSana za laboratornej teploty 10
minat anasledne bola refluxovand po dobu 4 hodin. Z dévodu nedostato¢ného
zregovania (TLC kontrola) bola zmes ponechana na refluxe d’alsich 24 hodin. Nasledne
bolo pridanych 15 ml 30% vodného roztoku KOH do vychladenej reakénej zmesi.
Suspenzia bola mieSand 1 hodinu za laboratornej teploty a nasledne bol filtrat odpareny
na RVO (obr. 34).

'H NMR (MeOD-d4, ppm): 6 3,51 (t, 2H), 2,97 (d, 2H), 2,51 (t, 2H), 1.66 (d, 2H), 1,49

(m, 2H), 1,36 (m, 3H), 1,24 (m, 2H), 1,08 (m, 2H).

OH OH
® da
o N o HN
cl

1 2
Obrdzok 34: Schéma 1. kroku pripravy NAMPT inhibitoru APO866.

b) V atmosfére dusiku bolo k vychladenej zmesi 2 s 20 ml CHCl; pridanych 1,49 ¢
trietylaminu a 1,03 g benzoylchloridu. Po 1 hodine bol roztok zriedeny nasytenym
roztokom NH4Cl a extrahovany vychladenym CH2Cl.. Organicky extrakt boli nasledne
premyty 2M roztokom NaOH a solankou (nasytenym roztokom NaCl). Bolo pridané
primerané mnozstvo Na2SQOs. Bol odfiltrovany roztok, z ktorého bolo nasledne na RVO
odparené rozpustadlo (obr. 35).

'H NMR (CDCls, ppm): 8,03 (m, 1H), 7,57-7,33 (m, 4H), 4,68 (br, 1H), 4,32 (m, 1H),
3,70 (br, 1H), 3,62 (t, 1H), 2,96 (br, 1H), 2,74 (br, 1H), 2,16 (br, 1H), 1,76 (m, 2H), 1,54 (m,
3H), 1,45-1,10 ppm (m, 6-H)
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Obrdzok 35: Schéma 2. kroku pripravy NAMPT inhibitoru APO866.

3.2.2. Syntéza komplexnych zli¢enin

Dimér [Ruz2(n-Cl)2(n®-pcym)2Cl2]: Priprava diméru bola prevadzana na zaklade postupov
uvedenych v literatire.?>® 0,50 g RuCls3(H20)n (2,40 mmol) s 0,94 ml a-terpinénu (7,00 mmol)
bolo v5 ml metanolu vlozenych v hrubostennej vialke do mikrovinného syntetizatoru.
Podmienky syntézy boli nastavené na 140 °C po dobu 3 minut. Po reakcii bol roztok komplexu
oddekantovany do vialky a po par hodinach bolo pridanych par ml Et2O. Vysledna hneda
zrazenina komplexu Rud bola odsata, na frite premyta Et2O a vysuSena. Vytaznost Rud

komplexu bola 68%.

CH, HsC
cl CH,
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RuCl3(H,0), + 3 = RU\ S Ru
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3 Cl
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Obrdazok 36: Schéma pripravy Rud komplexu.

Dimér [Rh2(n-Cl)2(n°-Cp*)2Cl2]: Priprava diméru bola prevadzand na zaklade postupov
uvedenych v literattre.? 0,50 g RhCl3(H20)n (1,92 mmol) bolo rozpustenych v 5 ml MeOH
V hrubostennej vialke a do suspenzie bolo pridanych 0,45 ml 1,2,3,4,5-
pentametylcyklopentadiénu (2,85 mmol). Vialka bola umiestnena do mikrovinného pristroja a
podmienky reakcie boli nastavené na 140 °C po dobu 3 minat rovnako ako u Rud. Po

vychladnuti na laboratérnu teplotu bolo k zdekantovanému roztoku komplexu Rhd pridanych
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par ml Et20. Vysledna hnedéa zrazenina komplexu Rhd bola odsata, na frite premyta Et2O a
vysuSena. Vytaznost Rhd komplexu bola 71%.

CHj
CHs H;C
HsC CH GKCHa o &
RNClgH,0)y + 15 B :\;‘:oi - HsC CH, Th:c|> Fleh H3C CH;
Cl H3C®
H5;C CHg

Obrdzok 37: Schéma pripravy Rhd komplexu.

Dimér [Os2(n-Cl)2(n8-pcym)2Cl2]: Priprava diméru bola prevadzana na zéklade postupov
uvedenych v literatare.”® Tento komplex bol pripraveny rovnakym postupom ako jeho Ru
analogu. Na syntézu bolo pouzitych 0,50 g OsCl3(H20)» (1,69 mmol) s 0,67 ml a-terpinénu
(5,00 mmol) v 5 ml metanolu. Vysledna zrazenina komplexu Osd bola odsata, na frite premyta

Et20 a vysuSena. Vytaznost’ Osd komplexu bola 65%.
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0sCly(H,0), + 3 - 08 o OF
MeOH H.C | ClI

3 Cl

HsC CHj CHs H,C

Obrdazok 38: Schéma pripravy Osd komplexu.

Dimér [Ir2(u-Cl)2(n°-Cp*)2Cl2]: Priprava diméru bola prevadzana na zdklade postupov
uvedenych v literatare.?®® Tento komplex bol pripraveny rovnakym postupom ako jeho Rh
analogu. Na syntézu bolo pouzitych 0,50 g IrCl3(H20)n (1,38 mmol) bolo rozpustenych v 5 ml
MeOH v hrubostennej vialke a do suspenzie bolo pridanych 0,67 ml (4,27 mmol) 1,2,3,4,5-

pentametylcyklopentadiénu. Vytaznost’ tmavooranzovej zrazeniny komplexu Ird bola 76%.
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Obrazok 39: Schéma pripravy Ird komplexu.

Dimér [Ir2(u-Cl)2(n®-CsMesPr)2Cl2]: Priprava diméru bola prevadzana na zaklade postupov
uvedenych v literature.?® Tento komplex bol pripraveny rovnakym postupom ako jeho Ird
analog. Na syntézu bolo pouzitych 0,50 g IrCl3(H20)n (1,38 mmol) bolo rozpustenych v 5 ml
MeOH v hrubostennej vialke a do suspenzie bolo pridanych 0,43 ml (2,13 mmol) tetrametyl-

(n-propyl)-cyklopentadiénu. Vytaznost’ oranzovej zrazeniny komplexu Ird2 bola 64%.

HaC
CH,
CHa
CH3 cl
CL(H-0) s HsC CHs  Mw 140°C, 3min |r/CI\||r HsC
3tV + 1 »- H5C N~ )\/CH
CH; | (of] 3
MeOH s & HSC®
HsC
HaC
CHs

CH,

Obrazok 40: Schéma pripravy Ird2 komplexu.

Komplex [Ru(n®-pcym)(bphen)CI]PFs

Priprava komplexu bola prevadzana na zaklade postupov uvedenych v literatare.'®
61,24 mg (0,10 mmol) diméru Rud bolo rozpustenych v 5 ml MeOH a nasledne bolo k zmesi
pridanych 49,86 mg (0,15 mmol) batofenantrolinu. Reakéna zmes bola v hrubostennej vialke
vloZena do mikrovinného syntetizatoru. Podmienky boli nastavené na 140 °C na 3 minuty. Ku
zmesi bolo po vychladnuti pridanych 0,49 g (3,0 mmol) NH4PFe. Po 15 minttach miesania bol
vysledny komplex odsaty, premyty MeOH a vysuSeny na frite. Vytaznost’ komplexu Ru-ClI
bola 84%.

H NMR (DMSO-ds, ppm): § 10,01 (d, 2H, bphen), 8,14 (m, 4H, bphen), 7,71 (m, 10H,
bphen), 6,40 (d, 2H, pcym), 6,19 (d, 2H, pcym), 2,72 (sep, 1H, pcym), 2,19 (s, 3H, pcym), 1,02
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(d, 6H, pcym). ESI+ MS (metanol, m/z): 603,2 (vyp. 603,1; 100%; [Ru(pcym)(bphen)CI]"),
568,3 (vyp. 568,1; 50%; {[Ru(pcym)(bphen)]-H}"). IR (ATR, cm1): 3092, 2669, 2926, 1622,
1599, 1559, 1518, 1495, 1470, 1445, 1417, 1402, 1230, 1161, 1030, 1000, 926, 879, 864, 832,
770, 736, 700, 671, 636, 556, 490.

Obrazok 41: Struktarny vzorec komplexu [Ru(n®-pcym)(bphen)CI]PFe.

Komplex [Ir(n°-Cp*)(bphen)CI]PFs

39,84 mg (0,05 mmol) diméru Ird bolo rozpustenych v 5 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 49,86 mg (0,15 mmol) batofenantrolinu. Reak¢éna zmes bola v hrubostennej
vialke vlozend do mikrovinného pristroja. Podmienky boli nastavené na 140 °C na 3 mintty.
Ku zmesi bolo po vychladnuti pridanych 40,75 mg (0,25 mmol) NH4PFs. Po 20 hodinach
mieSania bol vysledny komplex odsaty, premyty Et,O a MeOH a vysusSeny na frite. Vytaznost
komplexu Ir-Cl bola 89%.

!H NMR (DMSO-dg, ppm): 6 9,47 (d, 2H, bphen), 8,20 (s, 2H, bphen), 8,17 (d, 2H,
bphen), 7,72 (m, 10H, bphen), 1,79 (s, 15H, Cp*). ESI+ MS (metanol, m/z): 695,3 (vyp. 695,2;
100%; [Ir(Cp*)(bphen)CIT"), 659,5 (vyp. 659,2; 5%; {[Ir(Cp*)(bphen)]-H}"). IR (ATR, cm™2):
3726, 3627, 3599, 3082, 2963, 2924, 1625, 1601, 1559, 1517, 1482, 1448, 1425, 1403, 1378,
1299, 1227, 1161, 1078, 1029, 926, 862, 833, 763, 734, 700, 671, 636, 556, 488, 456.
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Obrdzok 42: Struktarny vzorec komplexu [Ir(n°>-Cp*)(bphen)CI]PFs.

Komplex [Ru(n®-pcym)(bphen)(py)](PFes)2

Priprava komplexu bola prevadzana na zéklade postupov uvedenych v literature.%
K 37,40 mg (0,05 mmol) komplexu Ru-Cl rozpusteného v par ml MeOH bolo pridanych 12,84
mg (0,05 mmol) AgOTTf. Reak¢éna zmes bol miesana po dobu 1 hodiny. Zmes bola prefiltrovana
a k filtratu bolo pridanych 19,78 mg (0,25 mmol) pyridinu za staleho miesania. Ku zmesi bolo
pridanych 46,00 mg (0,25 mmol) KPFe. Po 20 hodinach miesania bolo ku roztoku komplexu
pridanych par ml Et20. Vysledny oranzovy komplex bol odsaty, premyty CH2Cl2 a vysuSeny

na frite. Vytaznost komplexu Ru-py bola 69%.

Obrdzok 43: Struktarny vzorec komplexu [Ru(n®-pcym)(bphen)(py)](PFs)2.
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'H NMR (DMSO-ds, ppm): ¢ 10,36 (d, 2H, bphen), 8,61 (d, 2H, py), 8,37 (d, 2H,
bphen), 8,12 (s, 2H, bphen), 7,95 (t, 1H, py), 7,69 (m, 10H, bphen), 7,48 (t, 2H, py), 6,76 (d,
2H, pcym), 6,41 (d, 2H, pcym), 2,45 (sep, 1H, pcym), 1,78 (s, 3H, pcym), 0,78 (d, 6H, pcym).
ESI+ MS (metanol, m/z): 603,2 (vyp. 603,1; 100%; [Ru(pcym)(bphen)CI]"), 568,2 (vyp. 568,1;
40%; {[Ru(pcym)(bphen)}-H}").

Komplex [Ir(n°-Cp*)(bphen)(py)](PFs):

21,00 mg (0,025 mmol) Ir-Cl komplexu bolo rozpustenych v par ml MeOH a k roztoku
bolo pridanych 4,25 mg (0,05 mmol) AgNOz. Zmes bola po dobu 1 hodiny miesana v alobale.
Vysledna zmes bola prefiltrovana a K filtratu bolo pridanych 98,80 mg (1,25 mmol) pyridinu.
Roztok bol mieSany 48 hodin pri laboratornej telpote a nasledne bol odsaty, premyty Et2O
a vysuseny. Vytaznost komplexu Ir-py bola 72%.

ESI+ MS (methanol, m/z): 659,5 (vyp. 659,2; 10%; {[Ir(Cp*)(bphen)]-H}").

2+
CH,
H_-_.,C\;J?,CH3

Obrazok 44: Struktarny vzorec komplexu [Ir(n®-Cp*)(bphen)(py)](PFe)2.

Komplex [Ru(n®-pcym)(bphen)(pyaa)](PFs)2

37,40 mg (0,05 mmol) Ru-Cl komplexu bolo rozpustenych v par ml MeOH a k roztoku
bolo pridanych 8,49 mg (0,10 mmol) AgNOz. Zmes bola po dobu 1 hodiny mieSana v alobale.
Vysledna zmes bola prefiltrovana aKk filtratu bolo pridanych 0,19 g (1,25 mmol)
trans-3-(3-pyridyl)akrylovej kyseliny. Roztok bol miesany 20 hodin pri laboratornej telpote
a nasledne bol odsaty, premyty Et2O a vysuSeny. Vytaznost' vysledného ZItého komplexu
Ru-pyaa bola 68%.
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ESI+ MS (methanol, m/z): 716,1 (vyp. 716,2; 100%; {[Ru(pcym)(bphen)(pyaa)]+PFs—
H}™), 567,3 (vyp. 567,1; 80%; {[Ru(pcym)(bphen)]-H}").

Obrdzok 45: Struktarny vzorec komplexu [Ru(n®-pcym)(bphen)(pyaa)](PFs).

Komplex [Ir(n°-Cp*)(bphen)(pyaa)](PFs)2

42,02 mg (0,05 mmol) Ir-Cl komplexu bolo rozpustenych v par ml MeOH a k roztoku
bolo pridanych 8,49 mg (0,10 mmol) AgNOz. Zmes bola po dobu 1 hodiny miesana v alobale.
Vysledna zmes bola prefiltrovana ak filtratu bolo pridanych 0,19 g (1,25 mmol)
trans-3-(3-pyridyl)akrylovej kyseliny. Roztok bol miesany 20 hodin pri laboratornej telpote
a nasledne bol odsaty, premyty Et2O a vysuSeny. Vytaznost' vysledného bledoZlt¢ho komplexu

e

Ir-pyaa bola 74%.

HO

Obrdzok 46: Strukturny vzorec komplexu [Ir(n>-Cp*)(bphen)(pyaa)](PFs)2.
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ESI+ MS (metanol, m/z): 808,2 (vyp. 808,2; 70%; {[Ir(Cp*)(bphen)(pyaa)]+PFs-H}"),
659,5 (vyp. 659,2; 100%; {[Ir(Cp*)(bphen)]-H}").

Komplex [Ru(n®-pcym)(pyep)CI]PFs

61,24 mg (0,10 mmol) diméru Rud bolo rozpustenych v 3 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 116,53 mg (0,40 mmol) 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridinu. Reakéna zmes
bola v hrubostennej vialke vloZena do mikrovinného syntetizatoru. Podmienky boli nastavené
na 100 °C na 3 minaty. Ku zmesi bolo po vychladnuti pridanych 92,03 mg (0,5 mmol) KPFe.
Po 15 minutach miesania bol vysledny komplex odsaty, premyty Et.O a vysuseny na frite.
Vytaznost’ vysledného oranzového komplexu Ru-pyep bola 70%.

!H NMR (DMSO-dg, ppm): 6 9,35 (d, 1H, pyep™), 8,01 (t, 1H, pyep™), 7,74 (t, 2H,
pyepP"), 7,68 (d, 1H, pyep™), 7,62 (bs, 3H, pyepP"), 7,44 (t, 1H, pyep™), 7,40 (bs, 1H, pyep®",
7,33 (m, 4H, pyep"), 5,82 (d, 1H, pcym), 5,71 (d, 1H, pcym), 5,67 (d, 1H, pcym), 5,49 (d, 2H,
pcym), 3,78 (dd, 1H, pyep®), 3,30 (m, 1H, pyep®), 3,07 (dd, 1H, pyep®), 2,44 (sep, 1H, pcym),
1,91 (bs, 1H, pyep®), 1,88 (s, 3H, pcym), 1,10 (d, 3H, pcym), 0,92 (d, 3H, pcym). ESI+ MS
(metanol, m/z): 562,1 (vyp. 562,1; 100%; [Ru(pcym)(pyep)CI]*), 526,2 (vyp. 526,1; 10%;
{[Ru(pcym)(pyep)]-H}"), 426,1 (vyp. 426,1; 40%; {[Ru(pyep)CI]*+[Ru(pyep)(OCH3)]*} (ca
1:1), 390,1 (vyp. 390,0; 50%; {[Ru(pyep)]-3H}"). IR (ATR, cm™*): 3725, 3701, 3629, 3598,
3120, 3077, 3057, 2977, 2919, 2888, 1605, 1569, 1541, 1482, 1435, 1392, 1313, 1269, 1194,
1165, 1097, 1052, 1027, 998, 927, 876, 831, 777, 752, 697, 675, 556, 528, 512, 487, 473, 421.

+
o
CH

Cl PFg

3

Obrazok 47: Struktarny vzorec komplexu [Ru(n®-pcym)(pyep)CI]PFe.
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Komplex [Rh(n®-Cp*)(pyep)CI]PFs

61,80 mg (0,10 mmol) diméru Rhd bolo rozpustenych v 3 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 116,53 mg (0,40 mmol) 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridinu. Reak¢éna zmes
bola v hrubostennej vialke vloZzena do mikrovinného pristroja. Podmienky boli nastavené na
100 °C na 3 minuty. Ku zmesi bolo po vychladnuti pridanych 92,03 mg (0,5 mmol) KPFe. Po
15 minutach miesania bol vysledny komplex odsaty, premyty Et:O a vysuSeny na frite.
Vytaznost’ vysledného oranzového komplexu Rh-pyep bola 73%.

ESI+ MS (metanol, m/z): 564,1 (vyp. 564,1; 70%; [Rh(Cp*)(pyep)CI]™), 528,2 (vyp.
528,1; 70%; {[Rh(Cp*)(pyep)]-H}"). IR (ATR, cm™1): 3724, 3644, 3064, 3004, 2988, 2910,
2859, 1588, 1568, 1476, 1435, 1376, 1311, 1177, 1119, 1104, 1070, 1018, 997, 931, 831, 791,
770, 741, 716, 692, 631, 598, 556, 514, 478, 426.
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Obrazok 48: Struktarny vzorec komplexu [Rh(n®-Cp*)(pyep)CI]PFs.

Komplex [Os(m®-pcym)(pyep)CI]PFs

47,30 mg (0,06 mmol) diméru Osd bolo rozpustenych v 3 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 69,92 mg (0,24 mmol) 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridinu. Reakéna zmes
bola v hrubostennej vialke vlozena do mikrovinného syntetizatoru. Podmienky boli nastavené
na 100 °C na 3 mintty. Ku zmesi bolo po vychladnuti pridanych 48,90 mg (0,3 mmol) NH4PFe.
Po 15 minttach miesania bolo k vyslednému roztoku komplexu pridanych par kvapiek CH2Cl»
a hexdnu. Vysledny komplex bol odsaty, premyty Et2O avysuSeny na frite. Vytaznost
vysledného komplexu Os-pyep bola 76%.
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'H NMR (DMSO-ds, ppm): ¢ 9,22 (d, 1H, pyep™), 7,98 (t, 1H, pyep”), 7,71 (d, 1H,
pyep™), 7,60 (m, 4H, pyep”), 7,54 (bs, 1H, pyep™", 7,49 (t, 2H, pyep™), 7,41 (m, 4H,
pyep™+pyepP"), 5,97 (d, 1H, pcym), 5,78 (d, 1H, pcym), 5,74 (d, 1H, pcym), 5,48 (d, 2H,
pcym), 3,86 (dd, 1H, pyep®), 3,18 (m, 1H, pyep®), 3,08 (dd, 1H, pyep®), 2,41 (sep, 1H, pcym),
1,95 (s, 3H, pcym), 1,91 (m, 1H, pyep®), 1,12 (d, 3H, pcym), 0,92 (d, 3H, pcym). ESI+ MS
(metanol, m/z): 652,3 (vyp. 652,2; 100%; [Os(pcym)(pyep)CI]"), 616,3 (vyp. 616,2; 5%);
{[Os(pcym)(pyep)]-H}"), 514,1 (vyp. 514,1; 5%; {[Os(pyep)CI]"+[Os(pyep)(OCHs)]"} (ca
1:1), 480,2 (vyp. 480,1; 3%; {[Os(pyep)]-3H}"). IR (ATR, cm™?): 3700, 3077, 2977, 1608,
1529, 1483, 1436, 1314, 1163, 1097, 1051, 1027, 879, 832, 778, 752, 699, 676, 557, 531, 514,
489, 474, 424.

5

Obrdzok 49: Struktarny vzorec komplexu [Os(n8-pcym)(pyep)CI]PFs.

Komplex [Ir(n°>-Cp*)(pyep)CI]PFs

34,53 mg (0,04 mmol) diméru Ird bolo rozpustenych v 3 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 50,50 mg (0,17 mmol) 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridinu. Reakéna zmes
bola v hrubostennej vialke vlozena do mikrovinného pristroja. Podmienky boli nastavené na
100 °C na 3 minuty. Ku zmesi bolo po vychladnuti pridanych 35,05 mg (0,2 mmol) NH4PFe.
Po 15 minttach mieSania bolo k vyslednému roztoku komplexu pridanych par kvapiek CH2Cl»
a hexanu. Vysledny komplex bol odsaty, premyty CH2Cl> a vysuseny na frite. Vytaznost
vysledného komplexu Ir-pyep bola 73%.

ESI+ MS (metanol, m/z): 945,1 (vyp. 945,3; 30%; [Ir(Cp*)(pyep)CI]"), 654,3 (vyp.
654,2; 100%; [Ir(Cp*)(pyep)CI]"), 618,4 (vyp. 618,2; 5%; {[Ir(Cp*)(pyep)]-H}"). IR (ATR,
cm™1): 3723, 3642, 3054, 2972, 2929, 1595, 1570, 1471, 1435, 1377, 1316, 1223, 1200, 1157,
1099, 1019, 998, 935, 836, 746, 725, 696, 631, 594, 556, 538, 523, 506, 485, 453.
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Obrdzok 50: Strukturny vzorec komplexu [Ir(n>-Cp*)(pyep)CI]PFe.

Komplex [Ru(n®-pcym)(pyep)(py)l(PFs)2
35,35 mg (0,05 mmol) Ru-pyep komplexu bolo rozpustenych v par ml MeOH

a k roztoku bolo pridanych 4,25 mg (0,05 mmol) AgNOsz. Zmes bola po dobu 1 hodiny mieSana
v alobale. Vysledna zmes bola prefiltrovana a K filtratu bolo pridanych 98,80 mg (1,25 mmol)
pyridinu. Roztok bol miesany 48 hodin pri laboratdrnej telpote a nasledne bol odsaty, premyty
Et>O a vysuSeny. Vytaznost’ komplexu Ru-pyeppy bola 65%.

ESI+ MS (methanol, m/z): 526,2 (vyp. 526,1; 10%; {[Ru(pcym)(pyep)]-H}"), 426,1
(vyp. 426,1; 45%; {[Ru(pyep)CI]*+[Ru(pyep)(OCH3)]*} (ca 1:1), 390,1 (vyp. 390,0; 50%;

{[Ru(pyep)]-3H}").
2+
CHs

2.
N / \ (PFg)o

Obrdzok 51: Struktarny vzorec komplexu [Ru(n®-pcym)(pyep)(py)](PFe)a.
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Komplex [Ir(n°-Cp*)(phen)CI]PFs

39,84 mg (0,05 mmol) diméru Ird bolo rozpustenych v 5 ml MeOH a nasledne bolo
k zmesi pridanych 27,03 mg (0,15 mmol) 1,10-fenantrolinu a 40,75 mg (0,25 mmol) NH4PFe.
Reakéna zmes bola v hrubostennej vialke vlozena do mikrovinného pristroja. Podmienky boli
nastavené na 110 °C na 5 mintt. Vysledny komplex odsaty, premyty Et2O a vysuSeny na frite.
Vytaznost komplexu Ir-phenCl bola 83%.

'H NMR (DMSO-ds, ppm): 6 9,40 (d, 2H, phen), 8,98 (d, 2H, phen), 8,37 (s, 2H, phen),
8,22 (m, 2H, phen), 1,73 (s, 15H, Cp*). ESI+ MS (metanol, m/z): 543,2 (vyp. 543,1; 100%;
[Ir(Cp*)(phen)CI]"), 507,4 (vyp. 507,1; 60%; {[Ir(Cp*)(phen)]-H}").

+
CH3

Obrdzok 52: Strukturny vzorec komplexu [Ir(n>-Cp*)(phen)CI]PFe.

Komplex [Ir(n>-Cp*)(phen)(py)](PFs)2

K 30,00 mg (0,05 mmol) komplexu Ir-phenCl rozpusteného v par ml MeOH bolo
pridanych 12,84 mg (0,05 mmol) AgOTf. Reakéna zmes bol miesand po dobu 2 hodin pod
alobalom. Zmes bola prefiltrovana a K filtratu bolo pridanych 98,80 mg (1,25 mmol) pyridinu
za staleho mieSania. Po 48 hodindch miesania bolo ku roztoku komplexu pridanych 40,75 mg
(0,25 mmol) NH4PFg rozpustenych v malom mnozstve MeOH. Zmes bola mieSana po dobu 15
minut a vysledny komplex bol odsaty, premyty Et,O a vysuseny na frite. Vytaznost' komplexu
Ir-phenpy bola 63%.

ESI+ MS (metanol, m/z): 543,3 (vyp. 543,1; 100%; [Ir(Cp*)(phen)CI]"), 507,3 (vyp.
507,1; 40%; {[Ir(Cp*)(phen)]-H}").
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Obrdzok 53: Struktiirny vzorec komplexu [Ir(>-Cp*)(phen)(py)](PFs)2.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Trendom vo vyvoji bioanorganickych zlucCenin sa stala priprava multi-cielovych
komplexov, ktorych dolezitou vlastnostou je moznost' ich derivatizcie bioaktivnymi
substituentmi. Prave tento inovativny pristup bol inSpiraciou a motivaciou o snahu pripravit’
tento typ zlicenin. Cielom prace bola modifikacia biologicky aktivnych polosendvicovych
komplexov vybranych prechodnych kovov (Ru, Rh, Os a Ir) ako naviazanie na skolitel'om na
pracovisku skumané multi-cielové polosendvicové komplexy. Dizajnovanie komplexov
skimanych v tejto praci je zalozené na znamej stabilite vizby kov-pyridin, na zaklade ktorej je
mozné indukovat’ uvolnenie pyridinu & jeho derivatov oZiarenim o vhodnej vinovej dizke.?’
Prave preto boli zmoznych bioaktivnych ligandov vybrané NAMPT inhibitory (APO866),
ktorych Struktira je Casto odvodena od pyridinu. Polosendvi¢ové komplexy obsahujice vo
svojej Strukture vhodny NAMPT inhibitor koordinovany cez pyridinovy kruh su dizajnované
ako prolieCiva, ktoré s stabilné vo fyziologickom prostredi kym nie su oZiarené
elektromagnetickym Ziarenim vhodnej vlnovej dizky. Po oZiareni dochadza k rozitiepeniu
vézby kov-inhibitor, ¢im vznikaju dve bioaktivne ¢asti — komplex a inhibitor, ktoré¢ hypoteticky
posobia na cielova bunku synergickym sposobom dvoma rdéznymi mechanizmami ucinku.
Kvoli vzdjomnému porovnavaniu a detailnejSiemu zozndmeniu sa so syntézou a chémiou

fotoaktivovatel'nych polosedvi¢ovych komplexov s NAMPT inhibitormi na baze pyridinu boli

pripravované modelové zlu€eniny obsahujuce samotny pyridin.

Vzhl'adom k dlhodobo netspesnej priprave NAMPT inhibitoru APO866, boli
rozSiren€ ciele prace o d’alSie dva smery — syntézu vhodnych prekurzorov pre budicu pripravu
inych typov multi-cielovych polosendvicovych komplexov a syntézu biologicky
perspektivnych polosendvi¢ovych komplexov Ru, Rh, Os, aIr s vhodnym N,P-ligandom.
Jednym ciel'om tak bolo pripravit komplexy s vhodnym ligandom obsahujicim terminalnu
alifaticki -COOH skupinu na naslednt funkcionaliziciu bioaktivnymi organickymi lie¢ivami
obsahujicimi hydroxy (tvorba esterov) alebo amino (tvorba amidov) skupinu. Ako predstavitel’
tejto skupiny bola na syntézu vybrana kyselina trans-3-(3-pyridyl)akrylova. Druhym cielom
bolo, v stlade so sti¢asnym vyskumnym zameranim $kolitel’'a na polosendvi¢ové komplexy Ru,
Rh, Osa Ir s N,P-ligandmi (napr. 3-(difenylfosfino)-1-propylamin), ktoré v mnohych pripadoch
vykazali vyrazni cytotoxicitu (nepublikované vysledky), zaclenit do prace pripravu
komplexov s 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridinom. V pripade, ze by boli chloro komplexy

predlozenej prace dostatocne cytotoxické, by bolo mozné aj na tieto komplexy nahliadat’ ako
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na prekurzory pre nasledni funkcionalizdciu bioaktivnymi ligandmi v rdmci pripravy

multi-cielovych zltcenin.

4.1. Syntéza

Postupmi popisanymi v experimentdlnej Casti bol pripravovany inhibitor APO866
podla uvedenych zdrojov.*®?°* Napriek priprave podla instrukcii vSak syntéza tejto
bioaktivnej zluceniny nebola dokoncend. Jednotlivé kroky syntéz, ktoré boli uvadzané
v literatire museli byt optimalizované — zmena teploty, dizky syntézy, mnozZstvé reaktantov aj
rozpustadla. V prvom kroku reakcie, kedy bola vychodzia 4-piperidin butanova kyselina
redukovana na alkohol (4-piperidin butanol; 2) pomocou LiAlH4, bola nutna zmena reakénych
podmienok, nakol'ko v pripade, ze bola reak¢na zmes po pridani LiAIH4 mieSana po dobu 24
hodin pri izbovej teplote, bola Cistota a vytaznost’ (23%, V literatire uvadzanych 40%)
kone¢ného produktu 2 tejto reakcie nedostato¢na. Dostato¢na Cistota a lepSia vytaznost’ (38%)
produktu 2 bola dosiahnuta v pripade, Ze po pridani LiAlHs bola zmes hodinu miesana pri 0 °C
a nasledne 22 hodin refluxovana (optimalizacia 1. postupu). V pripade 2. postupu uvadzaného
pri syntéze 2 bola rovnako nutna optimalizacia postupu, nakol’ko podl'a TLC kontroly nebolo
zreagované dostatoéné mnozstvo zmesi po 8 hodinach refluxu po pridani LiAlH4 do zmesi,
ktoré boli uvaddzané v literature. Reakciu bolo nutné refluxovat’ po dobu 4 hodin a nasledne 24

hodin miesat’ pri izbovej teplote.

Dalsim krokom syntézy bola reakcia 2 s benzoylchloridom, ktorej produktom bol N-
benzoyl-4-piperidinbutanol. Aj napriek mnohym opakovanym pokusom vSak nebola mozna
nasledna syntéza kvoli nedostatocnému mnozstvu produktu 3 (57%, Vv literatire uvadzanych
90%) ajeho Ccistote, V pripade ktorého nebolo dokoncené optimalizovanie podmienok jeho
syntézy z dovodu kratSicho Casu stravené¢ho v laboratoriu tak, aby produkt vykazoval

dostato¢nu vytaznost’ a Cistotu na d’alsie kroky syntézy APO866 inhibitoru.

Bolo pripravenych 18 komplexnych zluc¢enin, pricom 5 dimérnych komplexov sluzilo
ako prekurzory pre d’alsiu syntézu. Pri syntéze polosendvi¢ovych komplexov boli zvolené ako
N,N-ligandy batofenantrolin, resp. fenantrolin a ako N,P-ligand
2-(2-difenylfosfino)etyl)pyridin. Prvym krokom pripravy boli vzdy chloro komplexy, ktoré boli
nasledné pouzité na dalSiu syntézu. Chloro komplexy vyizolované¢ vo forme

hexafluorofosfatove;j soli ([Ru(m®-pcym)(bphen)CI]PFs, [Tr(n>-Cp*)(bphen)CI]PFe,
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[Ru(m®-pcym)(pyep)CI]PFs a [Ir(n°>-Cp*)(phen)CI]PFs) a boli pouzité na nasledné reakcie,
v ktorych  boli ich chlorido ligandy nahradzané pyridinom (pre komplexy
[Ru(n®-pcym)(bphen)(py)](PFe)2, [Ir(n°-Cp*)(bphen)(py)1(PFs)2,
[Ru(n®-pcym)(pyep)(py)](PFe)2 a [Ir(n®-Cp*)(phen)(py)](PFe)2) resp.
trans-3-(3-pyridyl)akrylovou Kkyselinou v pripade [Ru(n®-pcym)(bphen)(pyaa)](PFs). a
[TIr(m>-Cp*)(bphen)(pyaa)](PFs)2. Pripravené komplexy boli charakterizované pomocou
vhodnych analytickych technik, ktorych vysledky st uvedené pri prislusSnych komplexoch

V Experimentdalnej casti.

4.2. NMR spektrometria

Na primarnu charakterizaciu pripravenych zli¢enin (organickych aj komplexnych) bola
pouzitd 'H NMR spektrometria. Vznik 4-piperidinbutanolu (2) sa v dosledku redukcie
vychodzej kyseliny 4-piperidinbutanovej prejavil v *H NMR spektre, kde v dosledku redukcie
vzrastol pocet signalov v porovnani s vychodzou latkou (obr. 54). V spektre neboli pozorované

signaly -OH a -NH skupin v désledku pouzitia dané¢ho rozpustadla.
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Obrazok 54: 'H NMR spektra vychodzej kyseliny 4-piperidinbutanovej (dole) a vzniknutého

produktu 4-piperidinbutanolu (hore); merané¢ v MeOD-da.
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Nasledny krok pripravy N-benzoyl-4-piperidinbutanolu (3) bol limitovany tspésnou
pripravou zlu¢eniny 2. Az posledna prevedena syntéza viedla k priprave surového produktu

Vv dostatenom mnozstve na nasledné syntetické kroky (obr. 55).
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Obrazok 55: *H NMR spektrum N-benzoyl-4-piperidinbutanolu (3); merané v CDCls.

Pri porovnani spektier vychodzieho [Ru(n®-pcym)(bphen)CI]PFs komplexu s
[Ru(n®-pcym)(bphen)(py)]1(PFs)2 (0br. 56) je mozné pozorovat, Ze v pripade chloro komplexu
st detekované charakteristické signaly arénového ligandu (pcym) v aromatickej aj v alifatickej
Casti spektra, a signaly bphen ligandu (napr. 6 = 10,01 ppm). V pripade vysledného komplexu
s naviazanym pyridinom vsak vyssie zmienené 'H NMR signély boli detekované pri odlisnych
chemickych posunoch (napr. 6 = 10,36 ppm pre vyssie uvedeny bphen signal) a okrem toho
boli detekované tri nové signaly koordinovaného pyridinu (6 = 8,61, 7,95 a 7,48 ppm). Signaly
bphen a py boli priradené pomocou *H-'H COSY experimentu (obr. 56 dole).
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Obrazok 56: Porovnanie *H NMR spektier komplexov [Ru(n®-pcym)(bphen)CI]PFs (hore) a
[Ru(n®-pcym)(bphen)(py)1(PFe)2  (uprostred), alH-'H COSY spektrum komplexu
[Ru(n®-pcym)(bphen)(py)]1(PFs)2 (dole) s oznagenim krospikov koordinovaného pyridinu.

Porovnanim spektier vol'ného 2-(2-(defenylfosfino)etyl)pyridinu (pyep) a komplexu
[Ru(n®-pcym)(pyep)Cl]PFs mozno preukéazat pritomnost’ tohto ligandu v komplexe, aj napriek
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tomu, Ze sa spektrum volného ligandu a komplexu vyrazne lisia (obr. 57). Pre komplex
[Ru(m®-pcym)(pyep)CI]PFs je mozné signaly pyridinu pyep ligandu pozorovat’ pri & = 9,35,
8,01, 7,68 a 7,44 ppm. V alifatickej oblasti st pévodné dva —CH> signaly voI'ného pyep ligandu
(8 =2,50 a 2,75 ppm) v spektre komplexu rozitiepené na $tyri signaly (tzv. AB systémy®>?).
Podobne ako je diskutované vyssie pri komplexe s pyridinom, aj pre komplexy s pyep ligandom
plati, ze v dosledku koordindcie na dany centrdlny atom dochddza ku zmene chemickym

posunov (napr. z 8,47 na 9,35 ppm).
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Obrazok 57: Porovnanie H NMR spektier volného ligandu (pyep; hore) a komplexu
[Ru(m®-pcym)(pyep)CI]PFs (uprostred) a *H-'H COSY spektrum komplexu (dole).
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4.3. Hmotnostna spektrometria

Dalsou technikou pouZitou na charakterizaciu pripravenych komplexov bola
hmotnostné spektrometria S ionizéciou elektrosprejom (s ohl'adom na zloZenie boli analyzované
len spektra ziskané v pozitivnom ionizacnom mode).

V ESI+ hmotnostnom spektre komplexu [Ir(n°>-Cp*)(bphen)CI]PFs neboli detekované
molekulové piky, ale len piky odpovedajiice &astici [Ir(n>-Cp*)(bphen)CI]* a jeho

dechlorovanému fragmentu (obr. 58).
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Obrdzok 58: ESI+ hmotnostné spektrum komplexu [Ir(n®-Cp*)(bphen)CI]PFs (hore) a detail
experimentalneho (biele) a teoretického (Sedé) izotopového rozlozenia signalu castice

[TIr(m>-Cp*)(bphen)CI]* (dole); ESI+ ionizacia elektrosprejom v pozitivnom mode.

V ESI+ hmotnostnom spektre komplexu [Ru(m®-pcym)(pyep)CI]PFs neboli detekované
molekulové piky, ale len piky odpovedajuce ¢astici [Ru(pcym)(pyep)Cl]* a jeho

dechlorovanému fragmentu. Okrem typickych signalov boli tieZ detekované signaly, ktoré
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podl'a hodnoty m/z aizotopového rozloZenia mozno priradit’ Gasticiam [Ru(pyep)CI]*,
[Ru(pyep)(OCHz3)]* (vz4jomne se prekryvaji) a {[Ru(pyep)]-3H}" (obr. 59). Obdobné

vysledky boli ziskané pre analogicky Os komplex.
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Obrazok 59: ESI+ hmotnostné spektrum komplexu [Ru(n®-pcym)(pyep)CI]PFs (hore) a detail
experimentalneho (biele) a teoretického (8edé) izotopového rozlozenia signalu castice

[Ru(pcym)(pyep)CI]* (dole); ESI+ ionizacia elektrosprejom v pozitivnom mode.

V hmotnostnych spektrach komplexov a koordinovanym pyridinom neboli
detekované Ziadne signaly, ktoré by potvrdili ich vznik prevedenymi syntézami, ¢o je zrejme
dané ich +2 nabojom. V ich spektrach boli len signdly vychodzich chloro komplexov (vid’
vyssie). Naopak, komplexy s trans-3-(3-pyridyl)akrylovou kyselinou, ktora obsahuje
karboxylovl skupinu, vytvaraji v ionovom zdroji vd’aka deprotonizacii karboxylovej skupiny
Castice s nabojom +1, ktoré boli jednoznacne detekované v ESI+ hmotnostnych spektrach

Studovanych Ru a Ir komplexov (obr. 60).
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Obrazok 60: ESI+ hmotnostné spektrum komplexu [Ir(n®-Cp*)(bphen)(pyaa)](PFs)2 (hore)
a detail experimentalneho (biele) a teoretického (Sedé) izotopového rozlozenia signalu castice

{[Ir(Cp*)(bphen)(pyaa)]-H}" (dole); ESI+ ionizacia elektrosprejom v pozitivnom mode.

4.4. Infradervena spektrometria

Zlaceniny boli charakterizované aj pomocou infracervenej (IR) spektrometrie (hodnoty
vilnoc¢tov vibra¢nych pikov st uvedené v Experimentalnej casti). V IR spektrach komplexov
boli detekované piky charakteristickych vibracii pouzitych arénovych ligandov Cp* a pcym.
Boli v nich tiez pritomné signaly, ktoré mozno priradit’ vibraciam pouzitého PFe anionu (napr.
intenzivny signal pri priblizne 830 cm™). Bola preukdzand pritomnost pouzitého

N,P-donorového ligandu (pyep) V Struktire Ru, Rh, Os alr komplexov, nakolko
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charakteristické piky vol'ného ligandu boli detekované tiez v spektrach komplexov (obr. 61).
Podobne  bol  detekovany aj ligand pyaa vIR  spektraich  komplexov
[Ru(n®-pcym)(bphen)(pyaa)](PFe)2 a [Ir(n®-Cp*)(bphen)(pyaa)](PFe)2 (obr. 61).
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Obrdzok 61: Infracervené spektra komplexu [Os(n®-pcym)(pyep)CI]PFs (vIavo) a komplexu
[Ru(n®-pcym)(bphen)(pyaa)](PFs)2 (vpravo), nakreslené spolu so spektrami pouzitych volnych
ligandov pyep a pyaa.

Percentualne zastupenie prvkov C, H, N elementarnou analyzou nebolo namerané,
nakolko si vSetky komplexy izolované ako PFg soli, ktoré nie su vhodné na stanovenie
percentualneho obsahu uhliku, vodiku a dusiku na pristroji Flash 2000 (Thermo Scientific).
V pripade pouzitia védc¢Sieho aniéonu bez fluéru (napr. BPhs) by bola ovplyvnend ako

rozpustnost,, tak aj vysledna biologicka aktivita komplexov.>®
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5. ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto prace bola zamerana na reSers o biologicky aktivnych komplexoch
platiny a d’alsich platinovych kovov. Najrozsiahlej$iu Cast’ literarnej reSerSe tvoria NAMPT
inhibitory, ich biologicka ucinnost’, Struktarne typy a biologicky perspektivne multi-ciel'ové

komplexy s tymito inhibitormi.

Prakticka cast' sa zaobera syntézou organického ligandu APO866, ktora nebola
z ¢asovych dovodov a optimalizovania podmienok syntézy dokonéena. Dalej je v nej popisana
syntéza dimérnych komplexov vSeobecného zlozenia [M(u-Cl)2(n-ar).Cl] (M/ar = Ru-pcym,
Os/pcym, Rh/Cp* alebo Ir/Cp*), ktoré boli pouzité na naslednt pripravu polosendvi¢ovych
chloro komplexov, resp. polosendvi¢ovych komplexov obsahujucich vo svojej koordinacnej
sfére pyridin (py) alebo kyselinu trans-3-(3-(pyridyl)akrylovi (pyaa), nakol’ko na baze pyridinu
je aj véacsina Struktr NAMPT inhibitorov. Pouzity ligand pyaa je vhodny na dalSiu
funkcionalizaciu vV ramci vyvoja potencialnych multi-cielovych komplexov. Ako N,N-ligandy
boli zvolené batofenantrolin (bphen), resp. 1,10-fenantrolin (phen) a ako predstavitel
N,P-ligandu bol zvoleny 2-(2-(difenylfosfino)etyl)pyridin (pyep). Pripravené zluceniny boli
charakterizované pomocou NMR a IR spektroskopie, a ESI+ hmotnostnej spektrometrie.
Vd’aka tymto analytickym technikam bola dokéazana koordinacia ligandov (py, pyep a pyaa) v
Struktare pripravenych polosendvicovych komplexov aich dostacujtica Cistota pre pripadné
d’alSie syntézy potencidlne biologicky aktivnych multi-cielovych polosendvi¢ovych
komplexov. Stadium latok tohto typu by malo do budicna pokradovat prave ich

funkcionalizaciou a naslednym testovanim biologickej aktivity (in vitro cytotoxicka aktivita).
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