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1 Uvod

Objevenim cisplatiny, cis-[Pt(NH3)2Cl2], profesorem Rosenbergem a jeho
spolupracovniky a jejim naslednym vyuzitim pro 1écbu rakoviny v 60. letech minulého stoleti,
se odstartovala nova éra anorganické chemie. Zacalo se dostdvat znacné pozornosti
piechodnym koviim a jejich koordina¢nim slouceninam jako potencialnim 1éciviim. U spousty
takovych latek byla zjiSténa protirakovinna, antiviralni nebo antimikrobialni aktivita ¢i jiné
vlastnosti, které mohou pomoci 1é¢it §iroké spektrum nemoci.t

Za ucelem vyvoje novych latek aktivnich proti rakovinnému bujeni byly syntetizovany
a zkoumany nejprve slouceniny na bazi platiny. V dnes$ni klinické praxi jsou jiz bézné
pouzivané kromé cisplatiny také karboplatina a oxaliplatina.? Timto oviem vyzkum
protirakovinnych latek nekon¢i. LécCiva, ktera jsou v dnesni dobé pouzivana, vykazuji spoustu
nezédoucich ucinkl a rezistenci proti mnoha druhtim karcinomti. To vede ke stalému vyvoji
novych latek se snahou zvysit efektivitu 1écby a snizit nezddouci Gcinky téchto 1é¢iv na
onkologické pacienty. V dne$ni dobé se dostdva pozornosti nejen platinovym slouceninam,
ale 1 sloucenindm jinych ptechodnych kovl jako jsou napiiklad osmium, rhodium, zlato,
galium, Zelezo, titan a v neposledni fadé ruthenium.'?

Tato prace je zaméfena pravé na ruthenium a jeho slouceniny, které by mohly byt v
budoucnu vyuZitelné v mediciné. Cilem mé prace je shrnuti doposud piipravenych

zajimavych koordina¢nich sloucenin Ru a pfiprava novych potencidlné medicinsky

vyuzitelnych derivatti Ru s O-, N- a S-donorovymi Schiffovymi bazemi jako ligandy.



2 Teoreticka cast

2.1 Charakteristika ruthenia

Ruthenium je stiibroleskly pfechodny kov patiici do triddy lehkych platinovych kovi
(VIIL. B skupina, 5. perioda periodické soustavy prvkil). Jeho elektronova konfigurace je
[Kr]4d’5st. Miize se vyskytovat v oxida¢nich stavech od —II az po +VIII. Je to kov uslechtily,
vyznacuje se odolnosti ke kyselindm, obtiznou tavitelnosti a znacnou tvrdosti. Svymi
vlastnostmi se podob4 spise osmiu neZ ostatnim lehkym platinovym kovim.*

Ruthenium je nejvzacnéjsi z platinovych kovil, pokud jde o jeho vyskyt v loziskach
platinovych rud. Vyskytuje se v malych koncentracich pfiblizné stejné hojné jako platina.
Také proto bylo objeveno mnohem pozdé&ji nez ostatni platinové kovy (1844). Jeho objev
piipisujeme ruskému chemikovi K. Klausovi a po Rusku je tento prvek také pojmenovan.®

Ru samotné i jeho slouCeniny se vyuzivaji jako katalyzatory pii hydrogenacnich
reakcich. Katalyzuje naptiklad Fisher-Tropschovu reakci, hydrogenaci benzenu nebo redukci
cukril na alkoholy.® Déle se vyuziva jako piisada do slitin Pt a Pd pro zvyseni jejich tvrdosti.
Z t&chto slitin se pak vyrabi napiiklad elektrody nebo termoelektrické ¢lanky.” V poslednich

letech se stale vice za¢ina zkoumat mozné vyuziti jeho komplext jako protinadorovych 1é¢iv-!

2.2 Vyuziti kovu a jejich komplexnich sloucenin v mediciné

Medicindlni anorganickd chemie je pomérné novy obor. Zijem o tuto
interdisciplinarni védu prudce vzrostl v 60. letech minulého stoleti po objeveni vlastnosti
cisplatiny, cis-[Pt(NH3)2Cl2], ktera se dnes pouziva k1é¢bé rakoviny. Kovy a jejich
slouceniny maji ovSem mnohem S§ir$i Skalu biologického vyuZiti nez jen jako protirakovinna

léciva (Obr. 1).8
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Obr. 1: Oblasti vyuziti kovii a jejich sloucenin®

2.3 Od cisplatiny k rutheniu

Protinadorové ucinky cisplatiny, tedy cis-diammin-dichloroplatnatého komplexu cis-
[Pt(NH3)2Cl], relativné jednoduché anorganické latky, byly objeveny v 60. letech minulého
stoleti na Michiganské statni univerzité profesorem Barnettem Rosenbergem, ktery se svou
pracovni skupinou studoval zajimavy biofyzikéalni problém, a to vliv elektrického pole na rist
bakterii Escherichia coli. Ameri¢ti védci provadéli pokusy takovym zpusobem, Ze do
nadobky s bakteriemi v zivné pudé ponofili dvé platinové elektrody, mezi které¢ vlozili
elektrické napéti. Vysledkem bylo zastaveni déleni bakterialnich bunék. Zjistilo se, ze za tento
jev jsou zodpoveédné koordina¢ni slouceniny platiny (cisplatina a jeji analoga), které vznikly
pfi elektrolytickych dé&jich na platinovych elektrodach.’

Pracovni hypotézu, Ze i déleni jinych rychle se délicich buné&k, napiiklad bunék
nadorovych, by mohlo byt také zastaveno platnatymi komplexy, se podatilo prokazat i pii
klinickych studiich, které prokazaly vysokou aktivitu uéinku proti rakoviné varlat.

Nicméné cisplatina ma spoustu vedlejSich uc¢inkii, mezi které patii naptiklad
neurotoxicital!, nefrotoxicital?, ototoxicita®®, vypadavani vlasti, nausea a mnoho dalsich. Je
také vii¢i mnoha typim nddort neti€¢innd. Proto se v poslednich letech stale vice védcl zabyva

vyvojem a syntézou sloucenin, které¢ by mély mit méné vedlejSich ucinki a zaroveii by mély



vetsi protinadorovy efekt, tim padem by mohly cisplatinu nahradit. Jednim z alternativnich

piechodnych kovi, ktery ve sloudeninach nahrazuje platinu, je i ruthenium.*

2.4 Zacatek vyvoje potencidlné biologicky vyuzZitelnych Ru komplext

Ruthenium ma nékolik vlastnosti, diky kterym se stava teoreticky vhodnym kovem pro
syntézu slou¢enin vyuzitelnych v medicing. Za prvé je to vhodna kinetika vymény ligandu.
Bylo prokazéano, ze rychlost vymény stejnych ligandii vazanych na rozdilné ionty kovl se
muze liSit az o n¢kolik fadt. V tomto ohledu jsou slouceniny Ru(Il) a Ru(Ill) podobné
slou¢eninam Pt(II). K vyméné ligandi dochazi tfadové v minutach az hodinach, ne
Vv mikrosekundach az sekundach, jako je tomu u spousty jinych koordina¢nich sloucenin.
Takovato doba odpovida i Casovému méfitku mnoha procesii bunééného déleni. Dalsi
vyjimecnou vlastnosti Ru je jeho schopnost vystupovat v oxidacnich stavech +II, +III a +IV
ve fyziologickych podminkach. V téchto oxidacnich stavech je vétSinou atom Ru
hexakoordinovan v oktaedrické geometrii. Koordinované ligandy pak stabilizuji dané
oxidac¢ni stavy a urcuji redoxni vlastnosti centralniho atomu. Redoxni vlastnosti jsou dulezité
pro biologickou aktivitu a selektivitu téchto komplexti. Vyznamnou skutec¢nosti dale je, ze Ru
dokaze napodobovat Fe a vazat se na jeho transportni proteiny — transferrin a albumin. Jelikoz
rychle se délici rakovinné bunky vyzaduji zvySeny piisun Fe, dochézi k selektivni akumulaci
Ru v téchto bunkéch. Toto ovSem neni jediny zpusob transportu Ru slou¢enin do bunégk.
Existuji i na transferrinu nez4vislé mechanizmy.'®

Jednémi z prvnich komplexi Ru, které byly syntetizovany a studovany pro jejich
protirakovinné t¢inky, byly Ru(ll) a Ru(lll) komplexy s chloro a ammin ligandy.'® Z této
tfady komplexii stoji za zminku fac-[Ru"'Cl3(NHs)s], ktery byl nejicinngjsi proti mysimu
prsnimu sarkomu EMT-6, avSak pro dalSi klinické studovani byl shledan nevhodnym
vzhledem K jeho $patné rozpustnosti ve vodg.’

Mezi dalsi latky sammin ligandy, které byly zkoumany pro jejich cytotoxicitu
v rakovinnych buiikach, patfi i cytologické barvivo rutheniova &erveir — [(NHs)sRu'"'-O-
Ru'V(NH3)s-O-Ru"'(NH3)s]®* (Obr. 2). Rutheniova &erveii se vaze na mnoho Ca®*-vazajicich
proteintl, cozZ znemoziuje vapenatym iontliim dostat se do buiiky. To bylo impulzem pro jejich
mozné vyuziti jako lé¢iva. DalSim zkoumanim vSak bylo zjiSténo, Ze rutheniova cerven
obsahovala neéistoty. Mezi nimi také sloudeninu Ru360 — [(HCOO)(NHs)sRu'"'-O-
Ruv(NH3)4(HCOO)]** (Obr. 2), ktera byla z velké &asti zodpovédnid za tuto inhibici.

Antitumorovou aktivitu vsak ani Ru360 nevykazovala.'®
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Obr. 2: Rutheniova cerveri (vlevo) a Ru360 (vpravo)™®

Jeden z problému pro biologické vyuziti komplexd je jejich Spatnd rozpustnost ve
vodé. Dale se tedy zacala vénovat pozornost Ru(ll) komplexim s chloro a DMSO ligandy
(DMSO = dimethylsulfoxid). Jednim ze zajimavych zjisténi je, Ze trans-[RuClz2(DMSQ)4]
(Obr. 3) vykazuje vyssi cytotoxicitu nez cis forma na rozdil od Pt(II) komplext, u kterych je
to pravé naopak. To pravdépodobné naznacuje jiny mechanizmus uc¢inku Ru(Il) a Pt(II). Mezi
Ru-DMSO komplexy patii také NAMI-A. Soucasné s touto latkou dosSlo také k objevu

KP1019. O obou najdeme vice informaci dale v textu.®
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Obr. 3: Cis-[RuCl2(DMS0)4] (vlevo) a trans-[RuCl2(DMSO).] (vpravo)!

2.5 NAMI-A, KP1019 a NKP1339

NAMI-A - (Hzim)[trans-RuCl4(Him)(DMSO)], KP1019 - (Hzind)[trans-
RuCls(Hind)2] a NKP1339 - Na[trans-RuCls(Hind),] (Obr. 4), kde Him = imidazol a Hind =
indazol, se odlisuji od platnatych komplext geometrickym uspotadanim. Zatimco komplexy
platiny jsou Ctvercové, komplexy na bazi ruthenia jsou oktaedrické. DalSim rozdilem je
schopnost pienosu elektrondi, zatimco piechod mezi PtV* a Pt zplsobuje zménu
koordina¢niho ¢isla a zménu délek vazeb mezi atomy, u prechodu Ru'*/Ru"" k t&émto

zménam nedochazi.?°



Ackoliv jsou NAMI-A a KP1019, ¢i sodna sul tohoto komplexu NKP1339, chemicky
a strukturné podobné, maji rozdilné ucinky a chovani v tumorovych tkanich. Z preklinickych
studii vyplyva, Ze NAMI-A vykazuje inhibi¢ni efekt vic¢i rakovinnym metastazim v mnoha
ruznych zkoumanych modelovych zvifecich tumorech, avSak ma nedostate¢ny piimy
cytotoxicky efekt. KP1019 naopak vykazuje pfimou cytotoxicitu vici Siroké skale primarnich

nadort tim, e indukuje apoptézu jejich bungk.™®

- H
HiC HN NS HN, o
HyCalg 20 Y VAN Y
C"”»,L WCl - Gy, | O S, | o )
u u u Na
C|/| ¢ (/ » CI/| i m/] ~ci
N /N /N
H AN X HNT X

Obr. 4: NAMI-A (vlevo), KP1019 (uprostied) a NKP1339 (vpravo)*

2.5.1 Aktivace redukei

Pro komplexy ruthenia v oxida¢nim stavu +III byla navrzena teorie, ktera vysvétluje
mechanizmus U¢inku téchto latek. Tato teorie tik4, ze Ru(Ill) komplexy slouzi pravdépodobné
jako prekurzory, které jsou in vivo preménény (redukovany) na aktivni formu — Ru(ll)
komplex.8

Nédorové buiniky se déli mnohem rychleji nez zdravé, maji rychlej$i metabolismus,
tudiz spotfebovavaji vice kysliku. Cévni zasobovani a vznik novych cév nejsou dostatecné
rychlé vzhledem k rychlosti riistu nddoru a dochazi k hypoxii. Nadorové bunky jsou pak vice
zavislé na glykolyze a dochazi ke vzniku prebytku kyseliny mlécné, ktera zptsobuje nizsi pH.
Tyto metabolické zmény v nddorovych buikach pak zplsobuji snadngjsi redukci Ru(Ill) na
Ru(Il) ve srovnani se zdravymi bunkami. Redukci Ru(Ill) na Ru(Il) dojde k zaplnéni tog d-
orbitalti a piivodn¢ silna vazba s t-donorovymi ligandy je oslabena. Tyto ligandy pak mohou
byt snadno vyménény. 8

Schopnost redukovat Ru(lll) v buice ma spousta proteind a také glutathion (GSH).

Nékteré komplexy mohou byt redukovdny 1 pomoci transmembranového elektron

6



transportniho systému jesté, nez se viibec dostanou do bunky. Oxidace Ru(II) zpét na Ru(III)
muze nastat pomoci molekularniho kysliku, cytochrom oxidazy ¢i jinych oxidantt, ale

v hypoxickych nadorovych butikach je tento jev méalo pravdépodobny. 18

NAMI-A je vyjimeénou slouCeninou na bazi ruthenia. Ze vSech sloucenin
prechodnych kovil zkoumanych pro inhibici metastazi (slouceniny nejen Ru ale i Cu, Co, Ni,
V aj.) je pouze NAMI-A Klinicky testovana pro 1é¢bu metastazujicich tumord.? Zajimavé je,
ze proti primarnim nadortim je zcela neucinna. Jeji aktivita nesouvisi s tvorbou vazby s DNA,
jako je tomu u mnoha jinych protirakovinnych 1é¢iv. Doposud navrzené mechanizmy t¢inku
NAMI-A zahrnuji interakci této latky s aktinovymi proteiny na bunééném povrchu c¢i
interakci s kolageny v extracelularnim matrixu, coz vede ke sniZzeni pohyblivosti a $ifeni
rakovinnych bunék.’®* NAMI-A blokuje bunéény cyklus v pre-mitotické fazi. Interakci NAMI-
A s intraceluldrnimi a extracelularnimi cili, které spole¢n¢ vedou k apoptoze buiiky, je vSak
mnohem vice.?!

Ve fazi I klinickych testii byla NAMI-A podédvéana intravenozné béhem tii hodin pét
po sob¢ nasledujicich dni kazdé tfi tydny dvaceti Ctyfem pacientim s riznymi typy tumorQ
(kolorektalni karcinom, NSCLC, ovaridlni karcinom, melanom aj.). Latka byla poddvéana
celkem ve dvanacti riiznych davkach. Jako doporucena davka pro dalsi studie bylo stanoveno
300 mg/m?/den. U jednoho pacienta s progresivnim nemalobun&énym karcinomem plic
(NSCLC) doslo ke stabilizaci nemoci na 21 tydnu, coZ je slibny zacatek, ktery podnécuje
dalsi testovani a hlubsi zkoumani NAMI-A. U nékterych pacientii byly pozorovany nezddouci
ucinky. Objevovaly se mimo jiné flebitida (zanét povrchovych zil), bolestivé puchyfe na
rukou a nohou, hypersenzitivita ¢i nauzea, zvraceni a prijem. Dale byly u nékterych pacientd
pozorovany mirné ledvinové dysfunkce, které byly ale zcela vratné.??

V nasledné fazi I/II klinického testovani byla NAMI-A kombinovana s gemcitabinem
a podavdna pacientim s nemalobunéénym karcinomem plic.?® Gemcitabin, 2,2-
dideoxydifluorcytidin, je cytosinové cytostatikum pouzivané zejména pro 1éCbu
bronchogennich karcinomt, uziva se vSak i k 1é¢bé karcinomu ovaria, prsu, pankreatu a
malobuné&éného karcinomu plic.? Pacientfim byla podavana 1., 8. a 15. den davka 300 mg/m?
NAMI-A a 2., 9. a 16. den 1000 mg/m? gemcitabinu. Zde patii mezi hlavni nezadouci ¢inky
neutropenie, anémie, nauzea, zvraceni, prijem nebo zacpa, ledvinova toxicita a mnoho jinych.
Zavérem této studie je zjisténi, ze kombinace gemcitabinu a NAMI-A je u pacienti s NSCLC

méné u¢innd nez samotny gemcitabin.?®



Druhou latkou, kterd uspésné prosla prvni fazi klinického testovani a momentalné je
ve druhé fazi je KP1019. KP1019 vykazuje slibnou aktivitu proti tumordm, proti kterym je
cisplatina neuspésna. Bylo zjisténo, Ze tato latka se vaze na transferin, coZ je sérovy protein
schopny vazat dva ekvivalenty Zelezitych iontii na specifické vazebné misto a slouzit tak jako
piirozeny nosi¢, diky kterému se KP1019 dostane do buiiky. ° Experimenty prokazaly, Ze
malé mnozstvi zelezitych iontl vazanych na transferin spolu s KP1019 zptsobuji lepsi
vychytavani Ru komplexu rakovinnymi buiikami nez v pfipadé¢ samotného KP1019. Malé
mnozstvi Zelezitych iontl je tedy pravdépodobné diilezité pro optimalni transport pomoci
transferinu.!’

Ve fyziologickych podminkach (37°C, pH 7,4) dochézi k hydrolyze slouceniny.
V burice pak dochazi k selektivni aktivaci redukci. Jak jiz bylo vy$e popsano, podle této teorie
je latka aktivovana pouze v rakovinné butice, protoZe ta ma vice redukéni prostfedi nez burika
zdrava. Poté dojde k navazani na DNA nebo na jiné biomolekuly a k apoptoze.?°

Pro fazi 1 klinickych studii bylo vybrano osm pacienti, kterym byla KP1019
intraven6zné podavana v davkach v rozmezi 25 — 600 mg dvakrat tydné po dobu tfi tydni.
Jako optimalni davka pro dalsi studie bylo doporu¢eno 400 mg. Maximalni tolerovana davka
nebyla stanovena z divodu piili§ velkého objemu infuzniho roztoku. U péti ze Sesti
hodnocenych pacientii byla pozorovana stabilizace nemoci po dobu osmi az deseti tydn, a to
nezavisle na podané davce. Béhem testovani nebyly pozorovany zadné zavazné vedlejsi
iginky.?

Dalsi nadéjnou latkou pro 1écbu rakoviny je NKP-1339, kterd je analogem KP1019.
Pivodné byla pouze prekurzorem pro piipravu KP1019, ale vzhledem k jeji lepSi rozpustnosti
ve vodé a dalsim vhodnym vlastnostem byla tato latka také vybrana pro klinické studie.!’

Stejné jako KP1019 se NKP-1339 po intraven6znim podani vaze na sérové proteiny.
Rakovinné buiiky vyZaduji vice Zelezitych iontd, coZ vede ke zvySené produkci receptorti pro
transferin a jeho zvySenému vychytavani. Proto byla vazba Ru(lll) komplexii na transferin
predmétem mnoha in vitro studii. Ukazalo se, ze vazba KP1019 a NKP-1339 na transferin,
konkrétné na histidin 253 v aminokyselinovém fetézci, je rychla — prob&hne béhem nékolika
minut. Pro srovnani mizeme uvést, ze tvorba aduktu s (H2im)[trans-RuCls(Him).] (KP418,
Him = imidazol), trvala n¢kolik hodin. Dale bylo zjisténo, ze vychytavani bunkou probiha
také velmi rychle a je ukongeno béhem prvni hodiny po podani latky do téla.t’

Z nejnovejsich analytickych studii vyplyva, ze ackoliv je vazba KP1019 a NKP-1339
na transferin kineticky preferovana, termodynamicky stabilngjsi je adukt s albuminem.

Kompetitivni studie s ekvimoldrnim mnoZzstvim transferinu a albuminu ukdazaly, Ze po
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inkubaéni dob€ (10 hodin) bylo na transferin navdzdno mén€ nez 20% KP1019. Kdyz
vezmeme Vv tivahu, ze v krevnim fecisti je ptiblizné 15 krat vyssi koncentrace albuminu oproti
transferinu, tak celkové vzato je na transferin navazano méné nez 2% KP1019 v Kkrvi.
V souladu s timto zjisténim byla i analyza krevnich vzorka pacientt z klinického testovani
faze 1. Albumin se kumuluje v nadorovych tkanich a k uvolnéni komplexu dochazi po
degradaci proteinu.’

K dne$nimu dni se stile vedou diskuze o tom, ktery z proteinii je dulezitéjsi ¢i
zodpoveédny za ucinnost KP1019 a NKP-1339, a zda albumin miize slouzit jako zasobarna

komplexu pro nasledny transport pomoci transferinu.'’

2.6 Organokovové slou¢eniny

Za organokovy povazujeme slouceniny, které maji zfetelnou vazbu uhlik-kov. Obecné
jsou povazovany za nestabilni molekuly, zndmé spiSe pro svou schopnost samovolného
vzniceni nez pro terapeuticky efekt. Nekteré organokovy s rutheniem ale jevi necekanou
stabilitu a zajimavé spektrum protinadorovych aktivit.*

Mezi nejvyznamnéjSi zastupce organokovi ruthenia patii tzv. ,,polosendvicové™
komplexy. Jejich geometrie mize byt popsana jako pseudotetraedricka, v ptipadé, kdy
arenovy ligand obsadi jedno koordina¢ni misto, nebo oktaedrickd, kdy aren obsadi tfi
koordina¢ni mista. Arenovy ligand je dulezity pro stabilizaci oxida¢niho stavu ruthenia +II.

Vystupuje jako m-donor a zaroven m-akceptor. Vazba Ru-aren je obvykle stabilni vuéi

hydrolyze.!

2.6.1 RAPTA

Prvni skupinou organokovovych slou€enin, kterym byla pro jejich vlastnosti vénovana
znacna pozornost, jsou tzv. RAPTA komplexy. Jsou to latky obsahujici centrdlni atom Ru
v oxida¢nim stavu +II s monodentatnim ligandem 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantanem (pta) a #°-
aren ligandem (Obr. 6). Jejich syntéza zahrnuje dva hlavni kroky: zaprvé reakci C6-dienu
s hydratovanym RuCls za vzniku dimerniho [(#5-aren)Ru''Cl;]2, druhym krokem je pak reakce
[(#%-aren)Ru'"Cl2]2 s pta v organickém rozpoustédle v molarnim poméru 1 : 2. 2(Obr. 5)

RAPTA komplexy vykazovaly mirnou antiprolifera¢ni aktivitu v klasickych in vitro
testech. V rakovinnych bunécnych liniich byla cytotoxicita Vv rozmezi 50-500 uM a ve
zdravych bunkéach vice nez 1000 uM, coz neni nijak neobvyklé pro metaloterapeutika.
Zajimavy je vSak jejich ucinek proti metastazim zjistény pii in vivo testech. Testovani bylo

9



provedeno na linii bun€k rakoviny prsu, které metastazuji do plic. U priméarniho tumoru byla
pozorovana pouze mirna redukce, ktera poklesla po preruseni podavani latky. Zaroven bylo
ovSem pozorovano zastaveni riistu a §ifeni metastazi v plicich.?’

Biologické studie odhalily, ze RAPTA komplexy puasobi na extracelularni i
intracelularni cile. Mezi né mimo jiné patii jak DNA, tak i proteiny. Reaktivita s DNA je nizsi
ve srovnani s platinovymi komplexy, ale dokazi DNA poskodit. U RAPTA-C, RAPTA
komplexu, kde je pouzitym arenem p-cymen (Obr. 6 - sloucenina 2), bylo zjisténo, ze
poskozeni DNA je zavislé na pH bunky. Pii fyziologickém pH nebo vysSim nedoslo
k interakci s DNA, zatimco pii pH < 7 bylo pozorovano poskozeni DNA. Pfesto, Zze jsou
RAPTA komplexy schopné DNA poskodit, je toto poskozeni zfejmé opravitelné nebo na
misté, kde nema vliv na bunécny rast. Mnohem vyznamnéjsi je jejich schopnost vazat se na
proteiny. Tato vazba je upfednostiiovana pied vazbou na DNA.2

ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) byla pouzita pro zkoumani
reakci cisplatiny, transplatiny a RAPTA-C se smési proteinii — ubiquitinem, cytochromem c a
superoxid dismutazou (SOD). Ztéto studie vyplynulo, ze RAPTA-C ma mnohem vyssi
afinitu Kk proteinim nez dal$i dvé studované latky. Dale vykazuje selektivitu — vaze se ve
velké mife na ubiquitin a cytochrom c, ale ne na SOD. U cisplatiny a transplatiny tato
selektivita pozorovana nebyla. Dale byla provedena kompetitivni studie mezi cisplatinou a
RAPTA-C, kde bylo zji§téno, Ze obé latky se vaZou na stejné aminokyseliny.?®

Vysoka reaktivita s proteiny podnitila vyzkum moznych interakci RAPTA komplext s
enzymy, které jsou moznymi cili pro protinadorova lé¢iva, jako jsou napiiklad seleno-enzym
thioredoxin reduktaza a cystein proteaza katepsin B. Thioredoxin reduktaza je enzym, ktery
spolu s thioredoxinem a NADPH =zajistuje udrzeni stalého redoxniho prostfedi v burce.
Aktivni misto tohoto enzymu je schopno vazat ionty kovill, ¢imZ se stavd farmakologickym
cilem mnoha 1é¢iv na bazi kovu. Katepsin B je jeden z hlavnich lysozomalnich enzymi, které
jsou zodpoveédné za degradaci sloZek extracelularniho matrixu u nékterych nemoci, jako jsou
svalova dystrofie ¢i revmatoidni artritida a také u tumorového relapsu. ZvySena migrace a
Sifeni nékterych tumorti souvisi se zvySenou expresi a sekreci tohoto enzymu a dale bylo
zjisténo, ze pii inhibici tohoto enzymu (in vitro) dochazi ke snizeni Sifeni rakovinnych
buné&k.?®

Ptfi studiu RAPTA komplexi pro inhibici téchto dvou enzymi bylo zjiSténo
nasledujici. Inhibice thioredoxin reduktdzy byla nizs$i neZz inhibice katepsinu B. Naméfené
ICs0, tedy koncentrace potiebné k 50% inhibici aktivity enzymu, dosahovaly velmi nizké

mikromolarni hodnoty u katepsinu B, ovSem u thioredoxin reduktazy byly v rozmezi 45-200
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uM. Tento vysledek naznacuje, Ze RAPTA komplexy by mohly byt efektivnimi inhibitory
katepsinu B pfi fyziologicky dosazitelnych podminkach, zatimco inhibice thioredoxin

reduktazy je jen malo vyznamna.?®
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Obr. 5: Obecné schéma pro syntézu RAPTA komplexii, kde pta predstavuje 1,3,5-triaza-7-

fosfaadamantan 2’
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Obr. 6: Vybrané RAPTA komplexy*’

2.6.2 RM175
Dalsi skupinou zajimavych latek jsou komplexy typu [(n5-aren)Ru''(L)X], kde L znagi
N,N-, N,O- nebo O,0- donorovy chelatujici ligand a X znaci halogen. Tyto komplexni Castice

jsou bud’ elektroneutralni, nebo maji kladny néboj a jsou tudiz izolovany jako soli, nejcastéji s
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PFe. Latky tohoto typu byly intenzivné zkoumany profesorem Peterem Sadlerem a jeho
spolupracovniky.!

Jako vyznamny zastupce této skupiny latek mize byt uveden komplex RM175 (Obr.
7), coz je [(#°-bifenyl)Ru'(en)CI][PFs], kde en = ethylendiamin. Tato sloudenina vykazovala
v in vitro testech podobny ¢i vyssi cytotoxicky efekt nez karboplatina. Bylo zjisténo, ze
zastavuje bunéény cyklus v Gl a G2 fizi a zplsobuje apoptéozu buiiky. Uginky proti
primarnimu nadoru a proti metastdzim v plicich byly zkoumany na modelu mysiho MCa
prsniho karcinomu, ktery samovolné¢ metastazuje do plic. Bylo zjisténo, ze RM175 vykazuje
urcity stupen selektivity vii¢i nadorovym metastazim a tento efekt je vyraznéjsi nez redukce
primarniho  tumoru.  Zajimavé je, Ze isostrukturni sloucenina  osmia  [(5°-
bifenyl)Os''(en)CI][PFs], ktera se v in vitro testech jevila u¢inné&jsi nez Ru'' sloucenina,
nevykazovala in vitro antimetastatickou aktivitu, coz poukazuje na dualezitost centralniho
atomu.*°

Jedny z dalsich in vitro studii protirakovinné aktivity ukéazaly, ze RM175 je aktivni
proti A2780 a A2780cisR, bunétné nadorové linii vajeénikii a bunééné nadorové linii
vajecniku rezistentni vuci cisplatin€. Tato aktivita byla do zna¢né miry pozorovana i in vivo,
kdy byly A2780 a A2780cisR tumory transplantované do mysi. RM175 byla také mySmi
mnohem lépe tolerovana. Davka 25 mg/kg podavana v den 1 a 5 bez vyznamného ubytku na
véaze je srovnatelnd s davkou 10 mg/kg cisplatiny podané v jediné davce v den 1.3

Bylo provedeno mnoho studii zabyvajicich se interakcemi RM175 s moZnymi
biologickymi cili (napf.: cytochrom c, histidin, cystein, methionin, glutathion). Vysledky vSak
naznaduji, ze hlavnim cilem pro RM175 v buiice je DNA a RNA.!

RM175 se koordina¢né vaze na dusik N7 guaninu v DNA. Vazba na DNA mitize byt
doplnéna o interkala¢ni vazbu arenu a také o vodikovou vazbu chelatujiciho ligandu na C6-O
skupinu guaninu. Pfedpoklada se, Ze in vivo je v intracelularnim prostiedi hydrolyza chloro
ligandu potlac¢ena vzhledem k vysoké koncentraci chloridovych iontli. V bunécném jadre, kde
je koncentrace chloridovych ionti mnohem niz8i, dochézi ke vzniku aktivniho aqua-

komplexu.®
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Obr. 7: RM175 - /(1#°-bifenyl)Ru'"'(en)CI] [PFs]*

2.7 Fotodynamicka terapie (PDT)

Fototerapie je pojem oznacujici vyuziti viditelného svétla jako terapeutického Cinidla
Vv klinické medicingé. Muze byt rozdélena do dvou kategorii. Prvni je piima fototerapie, kdy
biomolekuly (proteiny, nukleové kyseliny ¢i mensi molekuly jako napt. glutathion) absorbuji
zéfeni a jeho vlivem dochéazi ke zméné téchto molekul. Nepiima fototerapie se vyznacuje
potfebou senzibilizatoru, ktery dobfe absorbuje zareni. Po podani takovéto latky do téla a
absorpci UV nebo viditelného zafeni dochazi u této fotoexcitované molekuly k fadé procesu.
Jsou to fotochemické reakce samotné latky, fotoreakce s dalSimi biomolekulami a pienos
energie do endogennich molekul. Jednim z nejvice zkoumanych odvétvi nepiimé fototerapie
je nadorova fototerapie, ktera se nazyva fotodynamicka terapie (PDT).*?

PDT je zaloZena na skute¢nosti, Ze podany fotosenzibilizator je selektivni a akumuluje
se Vnadorovych buikach. Jakmile je rozdil mezi koncentraci fotosenzibilizatoru
vV nadorovych buiikdch a zdravych bunikdch maximalni, naddorova tkan se ozafi pomoci
viditeIného svétla. Excitované molekuly podléhaji reakcim pienosu elektronu a pienosu
energie. Nejcastéji dochéazi ke vzniku radikalt a singletového kysliku, které pak zptlisobuji
smrt buiiky.?

Ftalocyaniny a naftalocyaniny s rutheniem (Obr. 8), nejéastéji v oxida¢nim stavu +II,
byly zkoumany pro jejich potencialni vyuZiti jako fotosenzibilizatory. Jednim z divoda jsou
jejich silné absorpéni vlastnosti ve vhodné oblasti elektromagnetického spektra. Tyto latky
maji intenzivni absorpéni Q-pas, ktery spada do oblasti 650-800 nm, coz je idedlni rozmezi

vinovych délek pro efektivni PDT.*
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Jako konkrétni piiklad mutzeme uvést Ko[PCRu(TPPMS)2] (Obr. 9), kde Pc je
ftalocyanin a TPPMS je PhoP(3-CeHsSOz3), ¢ili monosulfonovany trifenylfosfan. Tento
komplex je dobfe rozpustny ve vodé a mé maximum absorpéniho Q-pasu pii vlnové délce 652
nm. Experimenty srovnavajici jeho cytotoxicitu ve tmé a pii osvétleni viici HeLa nadorové
bunécéné linii lidskych epitelialnich bunék in vitro ukazaly, ze komplex je ve tmé netoxicky i
pfi koncentraci vy$§i nez 10° M, zatimco pii ozafeni svétlem o vlnové délce 650 nm bylo
usmrceno 50% bunék jiz pti koncentraci 10® M. PDT experimenty na mysich modelech
ukdzaly, Ze fibrosarkom (zhoubny nador z vazivové tkan€) muze byt kompletné zni¢en
pouzitim tohoto komplexu. Bylo zjisténo, Ze tento komplex pii ozareni produkuje jen velmi
malé mnozstvi singletového kysliku a jeho mechanizmus U¢inku pravdépodobné zahrnuje
elektronové prenosy souvisejici se vznikem &astic, které jests nebyly objasnény. >

Proti nadorové linii HeLa byla testovana in vitro také sada komplext Ru(II)-2,3-
naftalocyanint liSici se navzajem axialnimi ligandy (Obr. 10), které ovliviiovaly rozpustnost
sloucenin ve vod¢. Nejvyssi fototoxicitu proti HeLa vykazovaly ty komplexy, kde byly
Vv axialni poloze vazany heterocyklické aromatické ligandy - Kyselina pyridin-3-sulfonova,
kyselina nikotinova a pyrazin-2-karboxylova kyselina. Koncentrace potiebna k inhibici 50%
HeLa bunék pfi osvétleni byla v rozmezi 0,1 — 0,25 uM, pokud nedoslo k ozafeni bunécné
kultury, byla k dosazeni stejného t¢inku nutna 25 — 250 krat vyssi koncentrace. Komplexy
s alifatickymi a fosfanovymi ligandy vykazovaly aktivitu proti HeLa bunkam také, ale nizsi

nez prvné zminéné latky.34
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Obr. 10: Ru(l1)-2,3-naftalocyanin (dole) a axidalni ligandy pouzité pro in vitro testovani proti
HelLa (nahore) **
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2.8 Fotoaktivovana chemoterapie (PACT)

Fotoaktivovana chemoterapie funguje na podobném principu jako fotodynamicka
terapie. Poskytuje moznost kontroly, kdy a kde bude 1é¢ivo aktivovano, coz vede ke zvyseni
jeho specifity a ucinnosti a ke snizeni jeho nezadoucich vedlejsich ucinki. Na rozdil od PDT,
kde po ozafeni a excitaci terapeutika dochazi k pfedani energie a excitaci jinych molekul za
vzniku singletového kysliku a dalSich radikald, které jsou pak zodpovédné za zni¢eni tumoru,
je u PACT za zni¢eni nddoru zodpovédna samotna podan4 latka.®®

Komplexy potencidlné vyuzitelné v PACT by mély mit, stejné jako je tomu u PDT,
velky rozdil v cytotoxicité pti ozareni a pii absenci zafeni. Pfed ozafenim se jedna o relativné
inertni slouceniny. VInova délka zateni pro aktivaci komplexu by m¢la byt idedlné v rozmezi
620 — 850 nm. Zafeni o vlnovych délkach v tomto rozmezi dosahuje maximalni hloubky
priniku do tkéni. Hloubka priniku zaleZi ovSem nejen na vlnové délce, ale i na typu tkané.
Mechanismus ucinku zahrnuje fotodisociaci a redoxni zmény, které¢ zplsobuji bud’ piimou
reakci centralniho kovu s DNA ¢i proteiny, nebo vedou k uvolnéni aktivnich ¢astic (napt. NO,
CO). Jinym mechanizmem u¢inku mize byt pfeména energie excitovaného stavu na tepelnou
energii a nasledné zni¢eni nadoru pomoci tepla.®®

U dvoujaderného komplexu [{(#5-indan)RuCl}2(u-2,3-dpp)](PFs)2 (Obr. 11), kde 2,3-
dpp je 2,3-bis(2-pyridyl)pyrazin, dochazi po fotoaktivaci UV nebo viditelnym zafenim
k odstépeni indanu, jehoz fluorescence je pfiblizné 40 krat vyssi nez ve vazané formé. Vysoce
reaktivni slouc¢enina Ru, kterd vznikd ozédfenim a odStépenim indanu, se vaze na DNA
mnohem vice a pevnéji nez plivodni komplex. Tvoii jak jednovazné, tak i dvouvazné adukty.
Tento dvoujaderny komplex tedy nabizi spojeni fotoindukovaného cytotoxického ucinku se
soucasnou moznosti sledovani pribéhu a efektivnosti fotoaktivovaného procesu pomoci
detekce fluorescencniho zafeni uvolnéného indanu. DalSim kladem je, Ze mechanismus
ucinku této latky je nezavisly na kysliku, kterého byva v rakovinnych bunkach vétSinou

nedostatek.3®
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2 PRy’

Obr. 11: [{(n®-indan)RuCl}2(u-2,3-dpp)] (PFe)2, kde 2,3-dpp = 2,3-bis(2-pyridyl)pyrazin®

Komplexy ruthenia s polyazaaromatickymi ligandy jsou dal$i skupinou latek slibnych
pro vyuziti v PACT. Tyto slouceniny obsahuji jako centralni atom Ru(Il), na ktery jsou
navazany tii bidentdtni polyazaaromatické ligandy, jako jsou mimo jiné napiiklad 2,2'-
bipyridin, 2,2’-bipyrazin, 1,10-fenanthrolin, 1,4,5,8-tetraazafenanthren (TAP) nebo
1,4,5,8,9,12-hexaazatrifenylen (HAT) (Obr. 12). U téchto latek dochazi k fotoindukovanému
ptenosu elektronu z biomolekul, konkrétné z guaninu v piipadé DNA ¢i tryptofanu z jiné
biomolekuly, na excitovany komplex. Nasledkem tohoto procesu je $tépeni DNA a tvorba
fotoaduktli s guaninovymi jednotkami DNA ¢&i tryptofanem v polypeptidech (Obr. 13).
V téchto fotoaduktech vznik4 kovalentni vazba mezi biomolekulou a jednim z ligand, aniz
by byla poruSena koordinacni sféra komplexu. Mohou byt vyuzity k zesitovani dvou

komplementarnich oligonukleotidii, dvou peptid, ¢i oligonukleotidu a peptidu. Toto

zesitovani by mohlo byt uzite¢né naptiklad k zablokovani telomerazové aktivity. 378
X AN AN AN
N| P N| _ N| N| ‘ N\j
NZ~ N | N N N
\ | K\/N bN bN
1 2 3 4 5
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Obr. 12: Neékteré polyazaaromatické ligandy vyse rozebiranych komplexii: 1) 2,2'-bipyridin,
2) 2,2"-bipyrazin, 3) 1,10-fenanthrolin, 4) 1,4,5,8-tetraazafenanthren (TAP) 5) 1,4,5,8,9,12-
hexaazatrifenylen (HAT)3®

H,N—CH—COOH

.,

Obr. 13: Fotoadukty mezi [Ru(TAP)3]?* a guaninem (vlevo), kde R= cukr-fosfatova skupina,

a mezi [Ru(TAP)s]?* a tryptofanem (vpravo)®

2.9 Schiffovy baze

Tyto latky jsou zde, v teoretické Casti prace, zminovany ztoho divodu, ze byly
vybrany jako ligandy k pfipravé komplexti, o kterych je pojednévano dale v praktické casti
této prace.

Iminy, znamé také pod nazvem Schiffovy baze, jak se jim tikd podle jejich objevitele,
italského chemika Huga Schiffa, jsou latky s charakteristickou vazbou C=N. MuzZeme je
popsat obecnym chemickym vzorcem R3R.C=NR:, kde R» a Rz muze byt alkyl, aryl,
heteroaryl nebo vodik a Ri miize byt taktéZz alkyl, aryl, heteroaryl, vodik, ale i kov resp.
polokov ( naptiklad B, Si, Al atd.).®

2.9.1 Priprava Schiffovych bazi
Existuje mnoho postupii ptiprav Schiffovych bazi. V tomto textu budou zminény
pouze nékteré mozné piipravy N-alkyl a N-aryl imind. Asi nejbéznéjsi a velmi jednoduchy

postup ptipravy imini je reakce aldehydu resp. ketonu s primarnim aminem, kdy vznikd imin

18



a odstépuje se molekula vody. (Obr. 14) Pfi tomto postupu se necha roztok reaktantd
refluxovat po dobu nékolika hodin. Tato reakce miize byt urychlena pfidanim kyselého
katalyzatoru. Jsou znamy postupy, kdy se pouzivaji jak anorganické kyseliny (napi. HCI,
H>S0s), tak 1 organické (napt. p-toluensulfonova kyselina), ale také Lewisovy kyseliny (napf.
ZnCly, TiClg, BF3Et20).39

V ptipadé, ze pouzivame alifaticky aldehyd, dochazi ke kompetitivni reakci — aldolové
kondenzaci. Alifatické ketony reaguji s aminy pomaleji nez aldehydy, zde je potfebna vyssi
reak¢ni teplota 1 reakéni doba. Vytézek miize byt zvySen pridanim kyselého katalyzatoru a
prubéznym odstraiiovanim vody z reak¢éni smési. Aromatické ketony jsou mén¢ reaktivni nez

alifatické a pro produkci imind jsou nutné drsné podminky.

2 HO
R : S RCN
\/ZO + H,N—R E == S 5 NH — Y g
R3 R \ 4 2
R R

Obr. 14: Schéma pripravy Schiffovych bazi *

Jelikoz aldehydy a ketony jsou obvykle ziskdvany oxidaci pfislusnych alkoholt, byla
vyvinuta oxidativni metoda, kdy mizeme iminy pfipravit pfimou reakci alkoholu s aminem.
Podobné funguje 1 syntéza ze dvou aminl. Dal$i moznym postupem je reakce
organokovového cCinidla (Grignardova ¢inidla, organolithné slouceniny) s alifatickymi 1

aromatickymi kyanidy.®

2.9.2 Schiffovy baze v biochemickych procesech v lidském téle
Schiffovy baze jsou nedilnou soucasti biochemickych pochodii v téle. Jednim ze
zakladnich biochemickych procesi je transaminace, coz je reakce, kdy dochazi k pfeméné

aminokyseliny na ketokyselinu a naopak. (Obr. 15) 3°
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Obr. 15: Schéma transaminace se Schiffovou bazi jako meziproduktem °

Dalsi dulezité bio-procesy souvisi s glykaci proteini (pfedev§im albuminu) v Krvi.
Glykace (Obr. 16) zahrnuje neenzymatickou adici cukrii a jejich reaktivnich derivatl na
primarni nebo sekundarni aminoskupinu proteind, vznika prvni meziprodukt — Schiffova
baze, ktera se postupné pfeméni na stabilnéj$i meziprodukt — Amadoriho produkt. Z toho po
oxidaci, dehydrataci a cross-linku vznika AGE (Advanced Glycation End — produkt). Zna¢na
pozornost byla po n€kolik desetileti vénovana glykovanému albuminu, ktery se dnes pouziva
jako biomarker pro kontrolu glukézy v krvi.*® AGEs souvisi také s dalsimi patologickymi

zménami v t&le diabetikil, jako jsou nefropatie, retinopatie, vaskularni nemoci atd.*1#?

HC——=N—~Protein

H,C——NH-Protein

H OH H———0CH ——o0O
0 H.NProtein H.NProlcin
HO H A #—w  HO——H - H < >~ AGE
H OH [ R
HO b OH H OH H OH
H——F—O0H H———0H
D-glukdza
CH,CH CH,0OH

Schiffova baze

Amadoriho produkt

Obr. 16: Glykace proteinu glukézou >
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2.9.3 Vyuziti Schiffovych bazi

Komplexy ptechodnych kovii se Schiffovymi bazemi nachéazeji diky svym zajimavym
a riiznorodym vlastnostem vyuZiti v mnoha riznych odvétvich védy. Siroka skala komplext
ruznych kovi (Mn, V, Cu, Co, Ti, Ru, Zn...) siminy naSla vyuziti jako oxidacni,
polymerizaéni &i hydrogenaéni katalyzatory.*®

Dale mohou byt vyuzity jako elektroluminiscen¢éni materidly pro nové typy plochych
displejii, a to konkrétné slouCeniny beryllia a zinku, které vyzatuji modrou barvu. Jako
elektrochemické sensory se pouzivaji naptiklad komplexy Ru(III) se Schiffovymi bazemi, a to
pro stanoveni chloridovych iontii v séru. Tyto komplexy jsou selektivni pro Sirokou skalu
anorganickych 1 organickych latek. Derivaty odvozené od thiofen-2-aldehydu nebo
salicylaldehydu a sulfan thiadizolu jsou ucinné insekticidy a to vcetné nékterych jejich
komplexii. V neposledni fadé mohou byt vyuzity jako barviva, polymery, rostlinné ristové
regulatory ¢&i piisady do antikoroznich materiald.**

Diivodem, pro¢ jsou vsSak v této praci Schiffovy baze zminovany a pouzity k
syntézam, je jejich vyuziti v medicinalni chemii mimo jiné jako antimikrobialni, antitumorové
¢i antivirdlni latky, at’ uz jde o samotné baze nebo jejich komplexy s kovy.*

Jednémi z téchto potencidlné medicinsky vyuZzitelnych latek jsou 1 komplexy
Schiffovych bazi s rutheniem. Napiiklad [(p-cymen)Ru''LCI] a [(CeHs)RU''LCI], kde L znaéi
salicylaldehyd-2-pikolinylhydrazon (Obr. 17), vykazuji vysokou antitumorovou aktivitu a
mohly by byt v budoucnu zkoumény jako potencidlni antitumorova metaloléciva. Druhy
zminény komplex byl také aktivni in vitro proti osmi druhtim vybranych bakterii. Mohl by

tudiz najit vyuziti jako antimikrobidlni ¢inidlo pro Sirokou $kalu bakterii.*®

CH4

~ ~ CH;

B Y
g X e
N N
OH (4 CH O

Obr. 17: [(CsHg)RU''LCI] (vlevo) a [(p-cymen)Ru''LCI] (vpravo),
L = salicylaldehyd-2-pikolinylhydrazon 46
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Dal§imi latkami, které vykazuji antitumorovou aktivitu jsou [Ru"CI(AsPhs)L], kde L
jsou S-methylisothiosemikarbazony. (Obr. 18) Tyto komplexy byly testovany in vitro proti
MCF-7, coz je bunécna linie lidského karcinomu prsu. Bylo zjisténo, ze tyto latky jsou proti

MCF-7 buné&&né linii u¢innéjsi nez standardni 1é¢ivo cisplatina.*’

AsPh, AsPhy AsPhy @
EN/A,.\ g E—N/é\/N—g ; E—N/A\N—

—nN
H308 HLCS H3CS

Obr. 18: [Ru"'CI(AsPhs)L], L = S-methylisothiosemikarbazony *’
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Materialy a metody

Pouzité chemikalie byly ziskany z komer¢nich zdroju (Sigma Aldrich, Penta, VWR,
Fisher Scientific) a byly pouzity bez dalsi purifikace. Syntézy vychozi latky [Ru(u-Cl)(;°-p-
cym)Cl]z2 a komplexti 1 — 4 byly provadény v inertni dusikové atmosféte. Pouzita rozpoustédla
byla zbavena kysliku pomoci probublavani dusikem.

Elementarni analyza byla provedena na Flash 2000 analyzatoru (Thermo Scientific),
vodivost (10 M roztoky v dichlormethanu, 25°C) byla stanovena na konduktometru Cond
340i/SET (WTW). Hmotnostni spektra (roztoky v methanolu) byla zmétena na LCQ Fleet lon
Trap hmotnostnim spektrometru (Thermo Scientific). FTIR spektra byla zméfena na
spektrometru Nexus 670 FT-IR (ThermoNicolet) (v rozsahu 200 — 4000 cm™), méfeni H a
13C spekter bylo provedeno na 600 MHz NMR spektrometru JINM-ECAG0011 (JEOL).

3.2 Syntéza

3.2.1 Syntéza [Ru(u-Cl)(n®-p-cym)Cl]2

Syntéza vychoziho dimeru [Ru(u-Cl)(n®-p-cym)CI]2 byla provedena podle postupu
uvedeném v literatufe.*® RuCl3(H20)n (0,25 g; 1,03 mmol) byl rozpustén v 10 ml methanolu
Ve vialce pro syntézu v mikrovinném syntetizatoru. Po uplném rozpusténi RuClz(H20)n byl
ptidan a-terpinen (468 ul; 2,88 mmol). Vialka byla vlozena do mikrovinného syntetizatoru a
zahfivana za michani na 140°C po dobu 30 sekund. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
vytiepana s hexanem (celkem 3x). Methanolicka c¢ast byla poté zahuSténa volnym

odpafovanim, kdy doslo k vylouceni produktu cihlové barvy.

[Ru(pu-Cl)(55-p-cym)Cl]2:  Cihlové &erveny prasek. Vytézek: 49%. Elementarni sloZeni
C20H28ClsRu2 (Mr = 612,39): vypocitané: 39,23% C; 4,61% H; 0,00% N; naméfené: 39,59%
C; 4,59% H; 0,00% N. FTIR (ATR, cm™): 3050s v(C-H)ar, 2961s v(C-H)a 2869m v(CHs),
1443m v(C=C). ESI + MS (methanol, m/z): 271,00 (calc. 271,97) (50%) [Ru(;%-p-cym)CI]*;
506,92 (506,98) (35%) [Ruz(#®-p-cym).CI]*; 542,89 (542,96) (100%) {[Ruz(#’-p-
cym)2Clo]+H}*; 574,83 (574,92) (60%) [Ruz(;8-p-cym)2Cls]*.
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3.2.2 Syntéza ligandu

L1 a L2: Do 40 ml ethanolu zahtatého na 60°C byl pfidan aldehyd (5 mmol): salicylaldehyd
(0,61 g; 0,53 ml) nebo 3-methoxysalicylaldehyd (1,30 g). Poté byl do roztoku ptidan 2-
aminothiofenol (5 mmol; 0,63 g; 0,54 ml) a reak¢ni smés byla refluxovana po dobu 2-4 hodin.
Pak byl roztok ponechan stat 24 hodin. Vzniklé praskové produkty v odstinech zluté barvy
byly odsaty a promyty ethanolem (3 x 5 ml) a dietyletherem (3 x 5 ml).

Ls a L4: Do 40 ml ethanolu zahiatého na 60°C byl ptidan aldehyd (5 mmol): salicylaldehyd
(0,61 g; 0,53 ml) nebo 3-methoxysalicylaldehyd (1,30 g). Poté byl do roztoku ptidan 2-
aminofenol (5 mmol; 0,55 g) a poté byla reakéni smés michana za pokojové teploty po dobu
3-5 hodin. Roztok byl ponechan stat 24 hodin. Vzniklé praskové produkty v odstinech
oranzové barvy byly odsaty a promyty ethanolem (3 x 5 ml) a dietyletherem (3 x 5 ml).

salicyliden-2-aminothiofenol (L1): Zluty prasek. Vytdzek: 83%. Elementarni sloZeni
C13H11NOS (M, = 229,30): vypocitané: 68,09% C; 4,84% H; 6,11% N; naméfené: 68,10% C;
4,36% H; 6,02% N. FTIR (ATR, cm™): 3052w,br v(C-H)ar, 2985w,br v(C-H)ai, 1609s v(C=N),
1461s v(C=C), 1365m v(C-S), 1182m v(C-O). *H NMR (CDCls, &, ppm): 12,85 (1H, bs,
O15H); 8,70 (1H, s, C7H); 7,65 (1H, m, C13H); 7,47 (1H, d, J = 7,6 Hz, C3H); 7,43 (1H, m,
C11H); 7,25 (1H, m, C4H); 7,21 (2H, m, C5H, C10H); 7,11 (1H, d, J = 8,2 Hz, C6H); 6,98
(1H, t, J = 7,9 Hz, C12H). ¥*C NMR (CDCls, , ppm): 162,86 (C7); 161,27 (C9); 145,89
(C1); 136,99 (C2); 134,07; 132,88 (C3, C11); 131,43 (C13); 127,96 (C4); 127,87 (C10);
119,32 (C8); 118,89 (C12); 117,80 (C6); 117,49 (C5). ESI + MS (methanol, m/z): 228,08
(calc. 229,06) (32%) [Li+H]"; 456,99 (457,10) (35%) [2L1+H]*; 479,01 (479,09) (100%)
[2L1+Na]".

3-methoxysalicyliden-2-aminothiofenol (L2): Zluty prasek. Vytdzek: 76%. Elementarni
slozeni C14H13NO2S (M = 259,32): vypocitané: 64,84% C; 5,05% H; 5,40% N; naméfené:
64,89% C; 4,58% H; 5,51% N. FTIR (ATR, cm™): 3052w,br v(C-H)ar, 2968w,br v(C-H)a,
2838w V(CHs), 1611m v(C=N), 1455s v(C=C), 1391w v(C-S), 1245s v(C-0). 'H NMR
(CDCls, 5, ppm): 13,27 (1H, s, O15H — forma B); 12,85 (1H, s, O15H — forma A); 8,66 (1H,
s, C7TH — forma A); 8,01 (1H, d,J =79 Hz); 791 (1H,d, J =79 Hz); 7,68 (1H,d, J =75
Hz); 7,52 (1H, m); 7,42 (1H, m); 7,33 (1H, d, J = 7,9 Hz); 7,21 (3H, m); 7,03 (3H, m); 6,91
(2H, m) — 14 aromatickych vodika; 3,97 (6H, s, C16H — formy A a B). 3C NMR (CDCls, §,
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ppm): 169,31 (C7 — forma B); 162,64 (C7 - forma A); 151,69 (C9 — A); 151,21 (C9 - B);
148,97 (C10 — A); 148,51 (C10 — B); 148,20 (C1 — B); 145,82 (C1 — A); 132,62 (C2 — A);
131,75 (C2 - B); 127,82; 127,33; 126,84; 126,78; 126,66; 125,52; 123,96; 122,21; 121,45;
119,94 (C8 — A); 119,06; 118,73; 117,42; 116,77 (C8 — B); 115,04; 114,02; 56,20 (C16);
56,15 (C16). ESI + MS (methanol, m/z): 258,09 (calc. 259,07) (25%) [L.+H]*; 517,02
(517,13) (25%) [2Lo+H]"; 539,04 (539,11) (100%) [2L>+Na]".

salicyliden-2-aminofenol (Ls): Oranzovy prasek. Vytézek: 85%. Elementarni slozeni
C13H11NO2 (M, = 213,23): vypocitané: 73,23% C; 5,20% H; 6,57% N; namé&iené: 73,11% C;
5,24% H; 6,37% N. FTIR (ATR, cm™): 3044w.,br v(C-H)ar, 1627s, 1611s, 1589s v(C=N),
1452s v(C=C), 1240s, 1217s v(C-0). *H NMR (CDCls, &, ppm): 12,27 (1H, bs, O15H); 8,70
(1H, s, C7H); 7,43 (2H, m, C11H, C13H); 7,24 (1H, m, C4H); 7,16 (1H, d, J = 7,9 Hz, C6H);
7,05 (2H, m, C3H, C5H); 6,99 (2H, m, C10H, C12H); 5,80 (1H, bs, O14H). *C NMR
(CDClg, 8, ppm): 164,00 (C7); 160,49 (C9); 149,83 (C1); 135,77 (C2); 133,75; 132,72 (C11,
C13); 128,77 (C4); 121,04; 119,59 (C10, C12); 119,25 (C8); 118,28 (C6); 117,25; 115,83
(C3, C5). ESI + MS (methanol, m/z): 214,13 (calc. 214,09) (100%) [Ls+H]".

3-methoxysalicyliden-2-aminofenol (L4): Oranzovy prasek. Vytézek: 90%. Elementarni
slozeni C14H13NO3 (M = 243,26): vypocitané: 69,12% C; 5,39% H; 5,76% N; naméfené:
69,00% C; 5,45% H; 5,52% N. FTIR (ATR, cm™): 3040m,br v(C-H)ar, 2900m,br v(C-H)a,
2886m v(CHs), 1617m v(C=N), 1505s v(C=C), 1161s v(C-0). *H NMR (CDCls, &, ppm):
12,53 (1H, bs, O15H): 8,72 (1H, s, CTH); 7,24 (1H, m, C13H); 7,19 (1H, d, J = 7,9 Hz, C4H);
7,09 (1H, d, J = 7,9 Hz, C6H); 7,04 (2H, d, J = 8,4 Hz, C3H, C5H); 6,96 (2H, m, C11H,
C12H); 5,83 (1H, bs, O14H); 3,95 (3H, s, C16H). 3C NMR (CDCls, 5, ppm): 163,43 (C7);
150,62 (C9); 149,94 (C1); 148,37 (C10); 135,40 (C2); 128,87 (C13); 123,89 (C6); 119.27
(C8); 121,00; 119,14 (C11, C12); 118,11 (C4); 115,90; 115,10 (C3, C5); 56,19 (C16). ESI +
MS (methanol, m/z): 244,14 (calc. 244,10) (40%) [Ls+H]*; 266,06 (266,08) (100%)
[La+Na]™.

3.2.3 Syntéza komplexii

[Ru(p-Cl)(#%-p-cym)Cl]2. (61,24 mg; 0,1 mmol) a piisluiny imin (0,2 mmol):
salicyliden-2-aminothiofenol (L1) (45,86 mg), 3-methoxysalicyliden-2-aminothiofenol (Lz)
(51,86 mg), salicyliden-2-aminofenol (L3) (42,6 mg) nebo 3-methoxysalicyliden-2-

25



aminofenol (L4) (48,7 mg) byly rozpustény v minimalnim mnozstvi dichlormethanu, [Ru(pu-
Cl)(#5-p-cym)Cl]2 piiblizng v 10 ml a iminy pfiblizné ve 4 ml. Tyto roztoky byly smiseny a
michany za laboratorni teploty 1 — 1,5 hodiny. Poté bylo Vv inertni atmosféfe zredukovano

rozpoustédlo a izolovan produkt.

[Ru(n5-p-cym)(L1)Clz] (1): Hné&dogerveny prasek. Vytézek: 66%. Elementarni slozeni
C23H24CI2NORUS (Mr = 534,48): vypocitané: 51,68% C; 4,53% H; 2,62% N; naméfené:
51,93% C; 4,69% H; 2,60% N. Am (S:cm?mol™?) = 0,64. FTIR (ATR, cm™): 3051m v(C-H)ar,
2961s v(C-H)al, 2868m v(CHz), 1611s v(C=N), 1462s v(C=C), 1364w v(C-S), 1184m v(C-0),
461m, 448m v(Ru-N), 291s v(Ru-Cl). 'H NMR (CDCls, 8, ppm): 8,65 (1H, s, C7H); 7,71
(1H, d, J = 8,1 Hz); 7,44 (2H, m); 7,13 (3H, m); 6,99 (2H, m) — 8 aromatickych H; 5,47 (2H,
m, arom. H — p-cym); 5,35 (2H, m, arom. H — p-cym); 2,87 (1H, m, CH(CHs)2 — p-cym); 2,33
(3H, s, CH3 — p-cym); 1,24 (6H, d, J = 7,3 Hz, CH(CHas)2 — p-cym). ESI + MS (methanol,
m/z): 271,05 (calc. 271,99) (62%) [Ru(#®-p-cym)CI]*; 360,11 (360,97) (32%)
[Ru(L1)(OCH3)]*; 463,08 (464,06) (26%) [Ru(i5-p-cym)(L1)]*: 507,01 (506,95) (25%)
[Rua(;8-p-cym)2CI]*; 543,00 (542,97) (100%) {[Ruz(;-p-cym)2Clo]+H}*; 576,94 576,74)
(80%) [Ruz(n5-p-cym).Cls]*; 588,84 588,07) (38%) {[Ru2(;°-p-cym)2(OCHsz)s]+Na}*; 665,76
(665,91) (30%) {[Ruz(;7%-p-cym)(L1)Cl.(OCH3)]+H}".

[Ru(#®-p-cym)(L2)Cl2] (2): Hnédooranzovy prasek. Vytézek: 32%. Elementarni sloZeni
C24H26CI2NO2RUS (Mr = 564,51): vypocitané: 51,37% C; 4,59% H; 2,55% N; naméfené:
51,19% C; 4,63% H; 2,35% N. Am (S:cm>mol™?) = 0,73. FTIR (ATR, cm™): 3052m v(C-H)ar,
2960m v(C-H)al, 2868m v(CHzs), 1644w v(C=N), 1466s v(C=C), 1389m v(C-S), 1247s v(C-
0), 457w, 447m v(Ru-N), 292m v(Ru-Cl). 'H NMR (CDCls, 8, ppm): 11,14 (1H, s); 9,93
(1H, s); 8,14 (1H, bs); 7,93 (1H, d, J = 7,3 Hz); 7,55 (1H, m); 7,45 (1H, m); 7,13 (1H, m);
7,03 (1H, m); 6,99 (1H, m) — 7 aromatickych H; 5,48 (2H, d, J = 5,9 Hz, arom. H — p-cym);
5,35 (2H, d, J = 5,9 Hz, arom. H — p-cym); 3,94 (3H, s, C16H), 2,93 (1H, m, CH(CHz3). — p-
cym); 2,17 (3H, s, CHs — p-cym); 1,29 (6H, d, J = 7,3 Hz, CH(CHz3)> — p-cym). ESI + MS
(methanol, m/z): 271,08 (calc. 270,98) (6%) [Ru(n5-p-cym)CI]*; 360,12 (360,97) (14%)
[Ru(L2)]*; 492,14 (493,06) (100%) [Ru(r®-p-cym)(L2)]*; 543,00 (542,97) (8%) {[Ruz(1°-p-
cym).Clo]+H}*; 576,98 (576,93) (14%) [Rua(y5-p-cym).Cls]*; 665,82 (665,73) (34%)
{[Ruz(#®-p-cym)(L2)Cl]+H}".
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[Ru(#®-p-cym)(Ls)Clz] (3): Hnédooranzovy prasek. Vytézek: 45%. Elementarni sloZeni
C23H24CI2NO2RU (My = 518,42): vypocitané: 53,29% C; 4,67% H; 2,70% N; naméfené:
53,10% C; 5,12% H; 2,52% N. Am (S-cm?mol?) = 0,78. FTIR (ATR, cm™): 3199m v(O-H)
3047s, 3033s v(C-H)ar, 2961s v(C-H)a, 2870m v(CHs), 1640m, 1607s v(C=N), 1466s
v(C=C), 457s, 448s v(Ru-N), 292w v(Ru-Cl). *H NMR (CDCls, &, ppm): 8,38 (1H, bs, C7H);
7,38 (1H, m); 7,13 (2H, m); 7,12 (3H, m); 6,99 (1H, m); 6,85 (1H, m); — 8 aromatickych H;
5,48 (2H, d, J = 5,9 Hz, arom. H — p-cym); 5,35 (2H, d, J = 5,9 Hz, arom. H — p-cym); 2,76
(1H, m, CH(CHj3)2 — p-cym); 2,12 (3H, s, CHz — p-cym); 1,18 (6H, d, J = 7,3 Hz, CH(CHs)2 —
p-cym). ESI + MS (methanol, m/z): 214,19 (calc. 214,09) (8%) [(Ls)+H]"; 271,05 (270,08)
(8%) [Ru(n®-p-cym)CI]*; 314,09 (314,98) (2%) [Ru(Ls)]*; 448,12 (449,09) (100%) [Ru(,°-p-
cym)(Ls)]*; 507,00 (507,00) (4%) [Ruz(#®-p-cym)2CI]*; 542,97 (542,97) (20%) {[Ru2(#°-p-
cym)2Clo]+H}; 576,95 (576,95) (35%) [Ruz(#5-p-cym)2Cls]*.

[Ru(n8-p-cym)(L4)Cl2] (4): Hnédolerveny prasek. Vytézek: 39%. Elementarni slozeni
C24H26CI2NOzRuU (M = 548,44): vypocitané: 52,56% C; 4,78% H; 2,55% N; naméfené:
52,21% C; 4,67% H; 2,33% N. Am (S:cm?mol™?) = 0,60. FTIR (ATR, cm™): 3049m, 3031m
V(C-H)ar, 2958s v(C-H)a, 2868m v(CHz), 1614s v(C=N), 1458s v(C=C), 1161m v(C-O),
461m, 448w v(Ru-N), 291s v(Ru-Cl). *H NMR (CDCls, &, ppm): 8,83 (1H, s, C7H); 7,36 (1H,
m); 7,13 (2H, m); 7,09 (1H, m); 6,98 (3H, m) — 7 aromatickych H; 5,48 (2H, d, J = 5,9 Hz,
arom. H — p-cym); 5,35 (2H, d, J = 5,9 Hz, arom. H — p-cym); 3,96 (3H, s, C16H), 2,88 (1H,
m, CH(CHs)2 — p-cym); 2,33 (3H, s, CHs — p-cym); 1,24 (6H, d, J = 7,3 Hz, CH(CHz3)2 — p-
cym). ESI + MS (methanol, m/z): 244,18 (calc. 244,10) (12%) [(Ls)+H]*; 271,04 (270,98)
(6%) [Ru(y8-p-cym)CI]*; 344,14 (344,99) (2%) [Ru(L4)]*; 478,15 (479,10) (100%) [Ru(y°-p-
cym)(La)]*; 506,98 (506,00) (8%) [Rua(n°-p-cym)2CI]*; 542,96 (542,97) (22%) {[Ru2(;°-p-
cym)2Cl,]+H}*; 576,92 (576,95) (22%) [Ru2(#5-p-cym)2Cls]*.

3.3 Vysledky a diskuze

Ruthenaté organokovové polosendvicové slouceniny jsou velice slibnou skupinou
latek pro mozné vyuziti v 1écb€ rakoviny. Diive publikované prace ukazuji, Ze vhodné
strukturni uspofadani pro vysokou protinadorovou aktivitu je [Ru(aren)(L)X]"™, kde aren
predstavuje vhodny aromaticky kruh, napt. p-cymen, L je bidentatni, nejéastéji N,N-, N,O-,
nebo i O,0-donorovy ligand a X je potencialné odstépitelny ligand, napt. CI". Aniontem pro

tento typ komplexnich kationti méize byt napt. PFg.*31%0 V této praci byly vybrany jako
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ligandy pro Ru(Il) polosendvi¢ové komplexy pravé Schiffovy baze, které ptedstavuji

variabilni skupinu latek s mnoha riznymi moznostmi koordinace na centralni atom.

3.3.2 Pripravené Schiffovy baze a jejich vlastnosti

Pro tuto praci byly zvoleny jako ligandy Schiffovy baze salicyliden-2-aminothiofenol
(L1), 3-methoxysalicyliden-2-aminothiofenol (L2), salicyliden-2-aminofenol (L3), 3-
methoxysalicyliden-2-aminofenol (L4) (Obr. 19). Tyto latky byly vybrany pravé proto, ze
predstavuji polydentatni ligandy, které se v dfive publikovanych pracich koordinuji
v komplexech ruthenia jak bidentatng, napt. [Ru(CO)4L] (L = salicyliden-2-aminothiofenol),>
tak 1 tridentatné, napt. [Ru(CO)(PPhs).L] (L = salicyliden-2-aminothiofenol nebo 3-
methoxysalicyliden-2-aminothiofenol).>2

N N N N
@j\ SH [ j SH @[\ OH OH
OH OH OH OH

OCHj OCH;

Obr. 19: Ligandy zvolené pro syntézu Ru(ll) polosendvicovich komplexii

Ligandy L1 — L4 pro naslednou syntézu komplext byly ptipraveny klasickou reakci
aldehydu s primarnim aminem.*® Reakéni smés aldehydu a primarniho aminu v ethanolu byla
po dobu 2-5 hodin refluxovana (v piipadé€ ligandd L1 a L2) nebo michana za pokojové teploty
(v ptipadé ligandi Ls a La4).

Vysledky elementarni analyzy se shodovaly s teoretickymi vypocty a rozdil mezi nimi
nebyl vétsi nez 0,48%. Pomoci dalSich pouzitych analytickych technik bylo zjisténo, ze
ptipravené ligandy L1 a L2 obsahuji i zacyklenou formu s benzothiazolovym skeletem (Obr.
20 a Obr. 21). Z*H a ®C NMR spekter vyplyva, ze dominantni formou pro L1 je forma A.
Podle dalsich minoritnich signalti s integralni intenzitou cca 10% je pravdépodobna
pritomnost dalSich ¢astic souvisejicich se zacyklenim této Schiffovy baze. Z téchto signala Ize

usuzovat na formu C. Na ptitomnost formy B usuzujeme z hmotnostnich spekter (Obr. 22).
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Vysledky v kladném ioniza¢nim modu naznacuji pravé tuto strukturu, kterd ma o jeden vodik
mén¢ nez forma A a forma B. V ptipadé ligandu L2 jsou pfitomny formy A a B v poméru 1 :
1 (Obr. 21). Forma B opét vyplyva z hmotnostnich spekter, podobné jako u Li. Ligandy L3 a
L4 byly ptipraveny jako ¢ista chemicka individua (Obr. 19).

o o o

Obr. 20: Struktury pripraveného ligandu L1 forma A (vlevo), forma B (uprostied) a forma C

(vpravo)
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Obr. 21: Struktury pripraveného ligandu L. forma A (vlevo) a forma B (vpravo)
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum ligandu L1
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Obr. 23: Srovnani *H NMR spekter ligandii L2 a La

U vsech piipravenych ligandii byla méfena IR spektra (Obr. 24). Siroké pasy v oblasti
3100-2900 cm? s tézko identifikovatelnymi maximy nalezi vibracim v(C-H)ar a v(C-H)a. U
ligandu L2 a La se vyskytuje pik v oblasti 2886-2838 cm™, ktery je mozné prifadit vibraci
v(CHz) u methoxyskupiny. Dilezitou vibraci je vibrace v(C=N), ktera se nachazi v oblasti
okolo 1610 cm™ a ktera potvrzuje p¥itomnost vazby charakteristické pro Schiffovy baze. Piky
Vv rozmezi 1505-1452 cm™ nalezi vibraci v(C=C)ar. Piky u ligandii L1 a L2 v oblasti okolo
1365 cm™ mohou byt pfitazeny vibraci v(C-S). Vibraci v(C-O)ar nalezi hodnoty v rozmezi
1245-1161 cm™.%3
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Obr. 24: Infracervené spektrum ligandu L1 ve stiedni oblasti

3.3.3 Pripravené komplexy a jejich charakterizace

Hnédooranzové a hnédodervené komplexy 1 — 4 byly piipraveny reakci [Ru(p-Cl)(;°-
p-cym)Cl]2 s ptislusnymi ligandy v poméru 1 : 2 v dichlormethanu za laboratorni teploty
V inertnim prostiedi za pouziti septové techniky po dobu 60 — 90 minut. Prib¢h téchto reakci
byl sledovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (mobilni faze: 7% methanol
v dichlormethanu). Po ukonéeni reakci nebyla na chromatogramu pozorovana stopa
vychoziho dimeru ani ligandu, pfitomna byla pouze jedina nova skvrna, ktera byla pfisouzena
nov¢ vzniklému komplexu.

V ptipad¢ komplextd 1 a 2 nemohla byt reakéni doba, teplota ani hodnota pH pro
pfipadnou deprotonizaci ligandu vyrazn€ optimalizovana. Divodem byl pravdépodobny
rozklad produktu, ktery se projevil jako barevna zména reak¢ni smési, ktera se zménila
z oranzov¢é €1 nacervenalé na tmavé hnédou az Cernou, v nékterych piipadech na tmavé
fialovou. Analyzovan pomoci CHN prvkové analyzy byl i takto vznikly tmavy praskovy
produkt, ale analyza prokazala pravdépodobny rozklad ligandu a vznik Ru(II/III) komplexu
s produktem tohoto rozkladu. Procentualni obsah C,H i N byl vyrazné niz$i nez v ptipadé
koordinace celého ligandu. Ze stejného diivodu znemoZznujiciho Upravu reakénich podminek
nebylo mozné ani ponechat komplexy volné krystalizovat pomalym odpafovanim reakéniho
roztoku, protoze stanim na vzduchu za laboratorni i snizené (4°C) teploty i ve tmé& dochazelo
k vySe popsanym barevnym zménam. Proto bylo pfistoupeno ke krystalizaci produktu redukci

objemu reak¢éni smési za inertnich podminek.
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Vysledné komplexy 1 a 2 byly v prvni fazi podrobeny CHN elementarni analyze, ktera
jednozna¢né prokazala slozeni [Ru(;°-p-cym)(L1/L2)Cl2] s velmi dobrou shodou namé&fenych
a vypoctenych hodnot, které se nelisily o vice nez 0,25%. Provedeno bylo i méfeni molarni
vodivosti v dichlormethanu, které ukazalo, Ze roztoky komplexti se chovaji jako
neelektrolyty. Studie rozpustnosti komplexu v rozpoustédlech, konkrétné v nitromethanu,
methanolu, vod¢, chloroformu, acetonu, N,N-dimethylformamidu a dimethylsulfoxidu,
ukazala na jejich roztokovou nestabilitu. Opét byla pozorovdna postupnd barevnd zmeéna:
Z oranzovych roztokd na hnédocerné, u nekterych az nazelenalé. V dimethylsulfoxidu doslo
k této barevné zméné okamzité. Ve vod¢ byly pfipravené komplexy jen Caste¢né rozpustény,
k barevnym zménam vsak dochazelo stejné jako u ostatnich rozpoustédel. Hmotnostni spektra
naméfena v methanolu v kladném ionizaénim médu ukazala piitomnost fragmentti [Ru(#5-p-
cym)(Li/L2)]", ale dale pak i fragmenty analogické hmotnostnimu spektru samotného
vychoziho dimeru. Konkrétné fragmenty [Ru(y®-p-cym)CI]*, {[Ruz(;8-p-cym).Cl.]+H}" a
[Ruz(77°-p-cym)2Cls]* (Obr. 25).
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum komplexu 2

'H NMR spektra obou ptipravenych komplext ukézala obdobné vysledky. Jednak
pravdépodobnou piitomnost piislusného komplexu a soucasné byly identifikovany signdly
jedné dalsi castice obsahujici p-cymen. V piipadé¢ komplexu 1 byla tato castice dokonce

v nadbytku oproti samotnému komplexu v poméru 2 : 1, u komplexu 2 byla tato Castice
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pritomna v poméru piiblizné 1 : 5. Tento vysledek je ale v jednozna¢né neshodé s vysledky
CHN elementarni analyzy, proto lze usoudit, ze pfitomnost smési v roztoku je zpusobena
roztokovou nestabilitou komplext a jejich rozkladem.

Vliv na reakci ligandti L1 a L2 s vychozim dimernim komplexem a celkovou stabilitu
muze mit 1 fakt, ze samotné ligandy nevznikaji pii Schiffové kondenzaci jako chemicka
individua, ale dochdzi k ¢astecné cyklizaci a vzniku jednak ocekdvané Schiffovy baze, ale
také produktu obsahujiciho benzothiazolovy skelet (viz Obr. 20). V praci, kterou publikovali
vroce 1967 L. F. Lindoy a S. E. Livingstone, je popsana zpétna decyklizace jako dasledek
reakce se sloudeninou prechodného kovu.>* Tato decyklizace se ale neprokazala v piipadé
komplexu 2, ktery jednoznacné na zékladé vysledkii 'H NMR spektroskopie neobsahuje
ligand L2 ve form¢ Schiffovy baze (neptitomnost vodiku C7H na dvojné vazbé C=N). Reakce
s vychozim dimerem v tomto piipadé tedy podpotila spise cyklizaci ligandu. V piipadé
komplexu 1 je signal vodiku C7H posunut o 0,12 ppm, coz muze souviset s koordinaci pies
sousedici atom dusiku. Z hmotnostnich spekter métfenych v methanolu vyplyva, ze
v methanolickém roztoku komplex 2 obsahuje mimo Schiffovu bazi také cyklickou strukturu
ligandu.

Na zéklad€ vySe uvedenych skute¢nosti nebyly provedeny dalsi analytické roztokoveé
analyzy jako *C a 2D NMR spektroskopie, UV-Vis spektroskopie apod.

Na zékladé vysledkti charakterizace pro komplexy 1 a 2 byly jako dalsi ligandy
zvoleny latky Ls a L4, coz jsou analoga ligandti L1 a L2, ktera neobsahuji —SH skupinu, ale —
OH skupinu ve stejné poloze. Tyto latky byly zvoleny z toho diivodu, Ze s podobnymi
Schiffovymi bazemi jiz byly publikovany Ru(II) polosendviové komplexy.>® Komplexy 3 a 4
byly pfipraveny analogickym zpiisobem jako komplexy 1 a 2. Byl vyzkouSen také
publikovany postup, kdy byl pro deprotonizaci ligandu pouZzit methanolat sodny, ten ale vedl
k praskovému produktu, ktery jednoznaéné¢ nebyl chemickym individuem. Vysledky
charakterizace komplext 3 a 4 ukazaly obdobna data jako u komplext 1 a 2.

Vysledky prvkoveé analyzy se opét shodovaly S teoretickymi s rozdilem ne vétSim nez
0,45%. Studie rozpustnosti a vysledky méfeni konduktivity se shodovaly s vysledky
zjisténymi u komplextt 1 a 2. V piipadé NMR spektroskopie byla opét naméiena pouze *H
NMR spektra, protoze ukdzala na pritomnost dalSich ¢astic obsahujicich p-cymen, tedy na
pravdépodobny rozklad v roztoku chloroformu. V ptipadé komplexu 3 se jednalo az o dalsi
dv¢ castice, u komplexu 4 (Obr. 26) to byla dalsi jedna ¢astice obsahujici p-cymen v poméru

ccal: 1, coz je opét v rozporu s vysledky elementarni analyzy. Ve spektrech obou komplexii
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byl pozorovan posun signalu C7H — 0 0,32 ppm u komplexu 3 a 0 0,10 ppm u komplexu 4,

coz muze naznacovat koordinaci ptes sousedici atom dusiku.

Hmotnostni spektra opét ukazala piitomnost fragmenti [Ru(#5-p-cym)Ls/L4]* a dale

fragmenty [RulLs/L4]" a fragment samotného ligandu [Ls/Ls+H]". Dale byly stejné jako u

komplexti 1 a 2 zjistény fragmenty samotného vychoziho dimerniho komplexu, a to [Ru(#%-p-

cym)CIT*, {[Ruz(#8-p-cym)2Cl2]+H}* &i [Ruz(;8-p-cym)2Cls]* (Obr. 27).
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Obr. 26: *H NMR spektrum komplexu 4 s pouzitym cislovanim ligandu La (Cervené tecky

oznacuji signaly prislusici druhé castici obsahujici p-cymen)
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Obr. 27: Hmotnostni spektrum komplexu 3

V pevné fazi byly vSechny pfipravené komplexy studovany pomoci infracervené
spektroskopie. Na zdklad¢ srovnani spekter naméfenych pro komplexy, pro odpovidajici
volné ligandy a pro vychozi dimerni komplex lze usoudit, ze pfipravené komplexy obsahuji
jak aromaticky p-cymen, tak i ptislusné ligandy. Do stfedni (MID) oblasti spektra spadaji piky
v rozmezi 3052-3031 cm™, které nalezi vibracim v(C-H)ar, V rozmezi 2961-2958 cm™ se pak
nachazeji vibrace v(C-H)a. Piky detekované v oblasti okolo 2868 cm™ mohou byt pfitazeny
vibracim v(CH3) p-cymenu nebo methoxyskupiny v ptipadé komplexu 2 a 4. V oblasti 1644-
1607 cm™ lezi piky patiici vibraci v(C=N). Posun této vibrace (0 2-33 cm™) pf#i srovnani
spekter komplexti a volnych ligandi muze byt nepiimym dikazem koordinace ligandu na
centrdlni atom pies atom dusiku (Obr. 28). Pasy lezici v oblasti okolo 1460 cm™ nalezi
vibracim v(C=C)ar a piky v rozmezi 1247-1161 cm™ patii pravdépodobné vibracim v(C-O)ar.
U spekter komplexii 1 a 2 byly pozorovany piky v oblasti 1364 cm™ a 1389 cm™, které nejspis
budou patfit vibraci v(C-S). Ze spekter ve vzdalené oblasti (FAR) mizeme charakterizovat
koordinaéni sféru centralniho atomu. V namétenych spektrech se projevuje vibrace v(Ru-N)

v oblasti 461-447 cm™ a vibrace v(Ru-Cl) okolo 290 cm™ (Obr. 29).5356.57.58
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Obr. 29: Infracervené spektrum komplexu 1 ve vzddlené oblasti

Na zaklad¢ provedenych méfeni a analyz lze konstatovat, Ze byly pravdépodobné
piipraveny elektroneutrdlni Ru(Il) komplexy, které jsou pravdépodobné koordinovany
monodentatné pies atom dusiku (Obr. 30). Toto slozeni by bylo také v souladu s jejich
roztokovou nestabilitou, kdy vyssi stabilitu vykazuji komplexy s chelatujicimi ligandy oproti

komplextim s analogickymi ligandy, které se vazi pouze monodentatng.*
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4 Zavér

Byla vypracovana literarni reSerSe tykajici se problematiky potencidlné medicinsky
vyuzitelnych komplexti ruthenia zamétend zejména na komplexy s moznym vyuzitim v 1é¢bé
rakoviny. Byly zde zminény jednak slouceniny, které jiz uspé$né absolvovaly fazi I
Klinickych testd (NAMI-A a KP1019), tak i latky, které jsou prozatim studovany in vitro a in
vivo a diky svym vlastnostem by mohly ptfedstavovat slouc¢eniny vhodné pro hlubsi studium a
nasledné vyuziti v medicing.

Na zaklad¢ vypracované literarni reserSe byly vybrany slouceniny se zajimavym
strukturnim motivem — polosendvi¢ové komplexy a byla provedena syntéza jejich analogt.
Jako ligandy pro syntézu novych sloucenin byly vybrany Schiffovy baze. Pfipraveny byly
Styti komplexy ruthenia o obecném vzorci [Ru(;%-p-cym)(L)Clz], kde L pfedstavuje ligandy
salicyliden-2-aminothiofenol a salicyliden-2-aminofenol a jejich 3-methoxy derivaty. Tyto
latky byly charakterizovany vhodnymi analytickymi metodami. Byla provedena elementarni
analyza, méfeni konduktivity, méfeni infracervené spektroskopie, nuklearni magneticka
rezonance a hmotnostni spektrometrie.

Prvni odhad slozeni komplext byl proveden na zdkladé vysledkl elementarni analyzy.
Zmétenim vodivosti bylo zjisténo, Ze pfipravené komplexy jsou neelektrolyty. Ze studia
rozpustnosti vyplynulo, Ze pfipravené latky jsou v roztoku nestabilni a dochazi k jejich
rozkladu. To mohlo nasledné ovlivnit dalsi vysledky méfeni latek v roztoku. Infracervena
spektra spolu s informacemi ziskanymi z hmotnostnich spekter potvrzuji pfitomnost p-
cymenu 1 pfislusnych ligandt. Vysledky namétenych NMR spekter a infracervenych spekter
poukazuji na koordinaci ligandu na centralni kov ptfes atom dusiku iminové vazby. NMR a
MS spektra dale ukazala, ze v ptipadé komplexii 1 a 2 vznikly pravdépodobné smési dvou
latek, kdy u jedné byla koordinovana Schiffova baze a u druhé doslo k zacykleni Schiffovy
baze a ke vzniku benzothiazolového skeletu.

Podle provedenych méfeni a analyz 1ze usuzovat, Ze byly pfipraveny elektroneutralni
Ru(ll) komplexy s monodentatné koordinovanymi Schiffovymi bazemi. Tyto latky jsou v
roztoku nestabilni a dochazi k jejich rozkladu. VVzhledem Kk této vlastnosti byla interpretace
namétfenych dat ponékud problematickd a nebylo mozné pfipravit vhodny monokrystal pro
rentgenovou strukturni analyzu, ktera by potvrdila navrzenou strukturu komplexti. Zadnym
z provedenych syntetickych pokust a jejich optimalizovanim nebylo dosazeno piipravy

komplext, kde by byl ligand vazan bidentatné a jeho stabilita by tak mohla byt vyssi.
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Z diivodu nékolikrat zminované roztokové nestability a skutecnosti, ze ve vodé byly
komplexy Spatné¢ rozpustné lze konstatovat, ze pripravené komplexy jednoznacné nejsou
vhodnymi adepty pro medicinské vyuziti. Roztokova nestabilita také zt€zuje podminky pro

dalsi studium ptipravenych latek a tudiz jejich mozného vyuziti v jiném odvétvi chemie.
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