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1. Uvod a cile prace

Bioanorganicka chemie je odvétvi chemie zabyvajici se chovanim a funkci kovovych ionti
v organismu. Velky rozvoj bioanorganické chemie nastal v druhé poloving 20. stoleti, kdy
dochazelo i k velkému rozvoji analytickych metod, které umoznily 1épe studovat a pochopit
funkci nékterych kovu v lidském organismu (napf. se podafilo ur¢it strukturu a funkci
hemoglobinu). V soucasné dobé je pro farmaceuticky pramysl perspektivni studium
komplexnich sloucenin vykazujicich biologickou aktivitu. Zinek je esencialni biogenni prvek
a v lidském téle jsou zinku pfiblizn¢ 2 g. Biologickéa dostupnost zinku umoziuje jeho vyuziti,
jako centralniho atomu v komplexnich slouc¢eninach a v kombinaci s organickym ligandem
vykazujicim také biologickou aktivitu, mohou vznikat potencidlné¢ biologicky aktivni
komplexy. Cilem ptipravy komplext je tedy zvySeni biologické aktivity, oproti samotnému
ligandu, napt. pfipravené Zn(ll) komplexy s olomoucinem (inhibitor cyklin-dependentni
kinazy) vykazuji vyrazn¢ vyssi cytotoxickou aktivitu, nez samotny olomoucin. Komplexy
nemusi vykazovat pouze protinadorovou aktivitu, ale i napf. aktivitu antibakteridlni,
protizanétlivou atd. Cilem této prace bylo vypracovani literarni reSerSe na zadané téma, a
v praktické casti bylo cilem pfipravit a charakterizovat Zn(ll) komplexy s derivaty 6-
merkaptopurinu (6-MP).
V prvni Casti své bakalaiské prace se vénuji charakterizaci zinku, pfedev§im s akcentem na
jeho biologickou funkci, jako je, napf. jeho role v enzymech, pti rakoving prostaty a celkova
dulezitost zinku pro imunitu lidského organismu.
V druhé ¢asti se vénuji purinovym derivatim. Je zde popsan metabolismus 6-MP, ktery se
vyuziva predevsim pii 1é¢bé leukémie a jako imunosupresivum, a jeho derivaty jsou pouZzity
v praktické casti jako ligandy. Dale jsou zde popsany dal§i purinové derivaty vykazujici
biologickou aktivitu (kinetin, olomoucin) a jejich piipravené Zn(l11) komplexy.
Prakticka cast je rozdélena na tii podkapitoly. Prvni podkapitola se vénuje popisu pouzitych
analytickych metod, pfistrojii a pfipadnych podminek méfeni. V experimentalni ¢asti jsou
popsany syntézy vybranych latek a vysledky méteni. V diskuzi je uvedeno okomentovani
vysledki analyz a navrh pravépodobné struktury latky.
Cile bakalaiské prace tedy jsou:

1. Vypracovani literarni reSerSe tykajici se problematiky zinku v biologickych

systémech, Zn(II) komplexi s N-donorovymi ligandy odvozenymi od purinového

skeletu a jejich biologické aktivity.



2. Zvolit vhodny synteticky postup pro pfipravu potencialné biologicky aktivnich Zn(II)

komplext s vybranym derivatem purinu (konkrétné s derivaty 6-merkaptopurinuy).



2. Zinek

2.1 Vlastnosti

Zinek patii spolecné s kadmiem (Cd) a rtuti (Hg) do 12. skupiny periodické tabulky prvka a je
Vv zemské ktife zastoupen v pomérné velkém mnozstvi 76 mg/kg. Pii tuhnuti zemské kiry se
povétrnostnich podminek dochazelo pozdéji k vyluhovani zinku a jeho srazeni ve formé
uhli¢itanu, kfemicitanu nebo fosforecnanu. Elektronova konfigurace zinku je [Ar] 300452,
Vzhledem ke stabilité¢ zaplnénych d orbitald (které se tedy neucastni vazby s ligandy
v komplexnich slouéeninach) maji tyto prvky jen malo z charakteristickych vlastnosti
prechodnych kovu a podle Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii IUPAC je tedy mezi
pfechodné prvky nefadime. Pro zinek je typické oxidagni &islo +I1I. Jelikoz konfigurace d*°
neumoziiuje zadnou stabilizaci krystalovym polem, zavisi stereochemie jednotlivych
sloudenin na velikosti a polarizaéni schopnosti kationtu M" a stereochemickych pozadavcich
ligandd. Zn(I1) upfednostiuje tetraedrické komplexy s koordina¢nim ¢islem 4, ale mtize tvofit
i komplexy s koordina¢nimi ¢isly 5 a 6. Zinek ma tendenci k tvorbé kovalentnich slou¢enin a
tvoti stabilni komplexy nejen s ligandy, ve kterych je donorovy atom kyslik (O), ale i dusik
(N) a sira (S). Stabilni komplexy vznikaji také s kyanidy a halogenidy. Koordinace ligandd na
prechodné prvky je popsana Pearsonovou teorii, nebo-li hard-soft principem. Pearsonova
teorie rozdéluje Lewisovy kyseliny a zasady na mé&kké a tvrdé. Zasady jsou donorem
elektronového paru, zatimco kyseliny jsou akceptorem elektronového paru. Vlastnosti a
zastupci jednotlivych skupin jsou uvedeni v Tabulce 1. Komplexni ¢astice se vytvori interakci
mékké kyseliny a mékké baze nebo tvrdé kyseliny a tvrdé baze. Podle hard-soft teorie je zinek

hrani¢ni Lewisova kyselina, ktera se vaze na donorové atomy jako N, O a S.[1, 2, 3]

Vlastnosti Zastupci
Me¢kka zasada Nizka elektronegativita H, 5032', CN’
donorového atomu, lehko
oxidovatelny a polarizovatelny,
ma energeticky nizko leZici
obsazen¢ orbitaly
Tvrda zasada Vysoka elektronegativita NH3, NoH4, OH
donorového atomu, malo
polarizovatelny a oxidovatelny,
ma energeticky vysoko lezici
neobsazené orbitaly
Mekka kyselina Maly kladny naboj Pt**, Au®, karbeny
akceptorového atomu, velky
iontovy polomér, lehce




polarizovatelné valen¢ni
elektrony

Tvrda kyselina Velky kladny naboj H*, Li*, Co®
akceptorového atomu, maly
iontovy polomér, ma lehce
polarizovatelné elektrony
Hrani¢ni kyselina Fe”*, Co**, Ni*"
Hrani¢ni zasada NO,, SO5%, N,
Tabulka 1: Uvedeny piehled déleni latek podle hard-soft teorie

2.2 Biologicka funkce
Zinek patii mezi esencialni prvky a v lidském organismu se vyskytuje v oxida¢nim stavu +II.
Je dulezity pro funkci vice nez 300 enzymu (napt. superoxid dismutaza (SOD) viz. dale),
stabilizaci a syntézu DNA, genovou expresi, pro prenos nervovych signall, rust,
imunologické funkce atd. V roce 1961 byla vyslovena hypotéza, Ze nedostatek zinku hraje
hlavni roli vtzv. trpasli¢im syndromu (extrémni poruchy rlstu). Tato hypotéza se
Vv pozdgjsich letech ukéazala viceméné jako pravdiva. Nedostatek zinku hraje dalezitou roli, ale
ke vzniku nemoci je zapotiebi i dalSich faktord, jako napt. umoznéni mutace chromozomu.
Deficit zinku se mize projevit také pomalym hojenim ran, oénimi chorobami, ztratou nebo
oslabenim sluchu, zraku (Spatné vidéni za Sera) a také zhorSenim pamétia
nechténym ubytkem na vdze. Zavazny nedostatek zplisobuje zpomaleni a poruchy bunééného
déleni a celkové bunécného ristu. Lidské telo obsahuje v priméru 2-3 g zinku (doporucena
denni davka zinku je 12 mg pro zeny, 15 mg pro muze a 7 mg pro dit€). Lidské t€lo dokaze
zinek ziskat jedin€ z potravy, pficemz Vyznamnymi zdroji zinku jsou plody mofe (zejména
ustfice), hovézi, vepfové 1 driibezi maso, jatra, vejce, mléko a mlécné vyrobky. Z rostlinnych
zdroju je zinek nejvice obsazen v celozrnnych
obilovinach, lusténinach, ofesich a seminkach.
Jeho nejvétsi koncentrace v lidském téle je
v prostaté, mozku, ledvinach, plicich a
kostech. VétSina zinku se nachdzi uvniti bunék
— 30-40 % vjadre, 50 % v organelach a
cytoplasme a zbytek v bunécné membrang.[4]

Zinek funguje u enzymu casto jako kofaktor,

tzn. nebilkovinna ¢ast enzymi, a je soucasti

oxidoreduktaz, hydroldz, ligaz, lyaz a

transferaz. Obecné piiblizné jedna tietina ze  Obrazek 1: Priklad metaloenzymu, struktura SOD s
vyzna¢enymi atomy Zn a Cu [4]



vSech enzymu jsou metaloenzymy, V kterych hraji kovové ionty katalytické nebo strukturni
role. Dilezité pro studium role kovli v organismu jsou také zpusoby, kterymi se kovové ionty
dostanou do bunék (napi. zinkovy transportér ZIP1 popsany dale v kapitole 2.2.2 nebo
sodikové pumpy) a nasledné do téchto metaloenzymu (v pfipadé zinku je za to zodpovédny
predevsim protein metalothionein) a celkova metaloregulace, ktera popisuje, jaky vliv ma
koncentrace kovového iontu na aktivaci nebo deaktivaci genti. [4]

Rada farmaceutickych postupti a piipravkil vyuziva kovovych ionttl. Nejznaméjsim piikladem
je vyuziti cis-platiny pii chemoterapii rakovinnych nadort, ktera je velmi vyuzivana pii 1é€bé
pokroc€ilych nadort s 80-90 % tuspésnosti. Cytostatika maji, obecné za ukol zniéit rychle se
mnozici builkky, mezi néz naddorové bunky patii. Na rozdil od jinych kovi jako vanad a
platina, jejichz slou¢eniny byly testovany pro jejich protinadorové vlastnosti, zinek nepodléha
ve fyziologickych podminkach oxidaci nebo redukci. Vzhledem

k zjisténym cytotoxickym vlastnostem zinku (napft. pfi rakoviné Cl N /N Hg
prostaty viz. kap 2.2.2) se nyni prozkoumava pouzitelnost jeho Pt

sloucenin k chemoterapii rakoviny vajecniku a prostaty, pro Cl 7’ \N H3
jejichz 1écbu jsou vsoucasné dobé omezené moOZnosti. gprazek 2: Struktura cisplatiny
Slouceniny zinku maji jiny mechanismus G¢inku nez nejéastéji pouzivana cytostatika jako
cisplatina, doxorubicin nebo paclitaxel, takze mize byt pouzit jako primarni 1é¢ivo nebo jako
druha linie obrany proti chemoresistentnim nadortim.[5]

Zinek se pouziva také v dal$im odvétvi farmaceutického primyslu, které se zabyva posilenim
imunity organismu. Zinek je pro tuto roli vhodny, protoze je Vv téle pfitomny v relativné
vysokych koncentracich a vaze se na nékteré donorové atomy piitomné v proteinech. Pri
nedostatku zinku mize dochazet az k virovym, bakteridlnim a plisnovym infekcim. Velké
mnozstvi bunéénych slozek imunitni odpovédi organismu je zalozeno na zinku a ten je
dulezity ptedevsim pro zrani, aktivitu a funkci T-bunek (druh lymfocytt), protoze ptsobi jako
kofaktor hormonu Thymulinu. Proto je nedostatek zinku spojovan se snizenim syntézy T-
bun€k, po mitogenni stimulaci (mitogen je chemicka latka (nejCastéji protein), kterd
povzbuzuje bunky k bunéénému déleni). Aktivita T-bunék je regulovana koncentraci zinku
v séru, nizkd hladina zinku zvy$i abnormélni funkce, zatimco vysoké mnozstvi zinku
potlacuje funkci T-bunék. Idedlni koncentrace fyziologického zinku pro optimalni funkci T-
bunék je 12-16 uM. Tym pod vedenim doktora Rinka zhodnotil efekt zinku na imunitni
systém studiem in vitro a in vivo a vyuzil jevu chemotaxe. Chemotaxe je jev, pii kterém
somatické bunky, bakterie a dalsi jednobunééné nebo vicebunééné organismy fidi svij pohyb

Vv zavislosti na koncentraci latek v jejich prostfedi. Tento jev je velmi dilezity pro bakterie,



které se pii hledani potravy pohybuji na misto s nejvyssi koncentraci latky (napf. glukéza), a
nebo naopak, pii vyskytu toxické latky (napf. fenol) se snazi toto misto opustit. U
vicebunéénych organismi je chemotaxe diilezitd napt. u pohybu spermii k vajicku nebo
k pohybu pravé vySe popsanych T-bun¢k. Pfi testovani se podafilo prokazat, ze koncentrace
zinku je velmi dualezita pro aktivitu a pohyb T-bun¢k, protoze pii snizené hladin€ zinku doslo
ke snizeni chemotaxe bilych krvinek.[6]

U zinku jsou prokazany také antioxidacni u¢inky. Jako antioxidanty oznacujeme latky, které
omezuji Skodlivy efekt volnych radikali. Volné radikaly jsou takové latky, které maji jeden
nebo vice neparovych elektront. Klasickym ptikladem antioxidantu je napf. vitamin E. Nikdy
nebylo prokazano, ze zinek interaguje piimo s oxidativnimi latkami, ale plsobi spise
nepifimym zplisobem a to tak, ze stabilizuje strukturu bunééné membrany, je soucasti SOD,
udrzuje tkanovou koncentraci metalothioneinu (dale bude pouzivana zkratka MT) a ma
ochranny efekt proti Ubytku vitaminu E. Cu, Zn-SOD je dllezity antioxidant a patii do
skupiny enzymi oxidoreduktaz. Zinek ma v SOD strukturni funkci, zatimco méd’ ma funkci
disproporciona¢ni. Hlavni funkci SOD je katalyzovat disproporcionaci Superoxidového
radikalu na H,O, a O, podle rovnic:

1.CU"" +0; - Cu' + 0,

2.Cu*+ 0y +2H" — Cu*" + H,0;

3.20; +2H" — H,0;, + O,

Lidské t€lo si superoxid syntetizuje v mitochondriich, protoze je vyuzivan piedev§im
imunitnim systémem k eliminaci cizorodych latek. Pisobeni superoxidu je pro bunky velmi
nebezpecné, protoze dochazi k predavani elektronu dal§im molekuldm, coZ ma v konecném
dusledku za nasledek poskozeni buiiky. Proto je nadbyte¢ny superoxid dale metabolizovan na
peroxid vodiku. Peroxid vodiku je pro bunky také toxicky, proto je dale disproporciovan
pomoci enzymu katalazy na kyslik a vodu podle rovnice: 2 H,O; — 2 H,O + O,. Zajimavosti
je, ze mnoho druhti bakterii katalazu nema, a proto je proti nim peroxid vodiku velmi G¢inny
(jeho zvysSenad koncentrace vede k ni¢eni bunck). SOD ve své struktufe mize obsahovat
krom¢& médi a zinku i nikl, Zelezo a mangan. Tyto jednotlivé druhy SOD se od sebe lisi
strukturou i umisténim. Nejvice SOD je vcytosolu (Zn-Cu SOD), ale je piitomna i
vV mitochondriich (Mn-SOD) a v mezibunééném prostoru.[7, 8]

Zinkovy MT je protein, ktery ma ve své struktufe ionty Zn(ll) a ma v organismu mnoho
funkci, jako je ochrana proti oxidativnimu stresu, detoxikace tézkych kovt, ma velky vliv na
metabolismus zinku a jeho zaclenéni do struktury metaloenzymu atd. Savci maji 4 formy MT

(-1, -2, -3 a -4). V lidském téle je MT syntetizovan v ledvinach a jatrech. Nedavné vyzkumy



prokazaly, ze ochranny efekt zinkového MT je v porovnani s MT s jinymi antioxidanty, jako
jsou albumin a glutation, vyrazné¢ vétsi. Porovnaval se i uc¢inek MT vazaného na jiné kovy
(méd’ a kadmium), ale MT vazany na zinek mél vyrazné vyssi ucinek.[9]

Mezi velkou skupinu zine¢natych proteint patii tzv. zinkové prsty (pielozeno z anglického
originalu Zinc fingers). Tyto proteiny maji mnoho roli pfi regulaci apoptdzy, vazani lipidi,
syntézy proteini a pusobi pfedevsim jako transkripéni faktory (jejich Gcelem je rozpoznavat
specifické sekvence DNA). Mezi velmi Casty zinkovy prst u eukaryot patii Cys;His; bohaty
na sekvence cysteinu a histidinu.[10]

Vysoka koncentrace zinku vzhledem k ostatnim organim je v mozku, kde hraje dtlezitou roli
pro kapacitu mozku, ukladani a vybavovani informaci. Jeho dulezita role v mozku je spojena
s jeho pfitomnosti V synaptickych vaécich (ty jsou piitomny v axonech) vedouci
k naslednému pfenosu informaci (zprostfedkovava interakci receptoru a neurotransmiteru). Je
velmi dulezity piedevS§im pro GABA receptory (GABA-kyselina gama aminomaselnad).
GABA slouzi, jako dilezity neurotransmiter tzn., ze prenasi chemicky signal mezi dvéma
neurony. Takto vazany zinek tvoii jen 8 % obsahu zinku v mozku. Zbytek zinku v mozku je

vazan piedev§im v enzymech, v kterych vystupuje jako kofaktor.[11, 12]

2.2.1 Uloha zinku v Alzheimerové chorobé
V soucasné dobé¢ probihaji vyzkumy, které prokazuji vztah mezi koncentraci zinku v mozku a
Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou. Alzheimerova choroba je nejcastéjsi ze vSech
demenci. Pfedstavuje asi 50-60 % vSech demenci, a dalSich asi 10 % demenci je smiSené
etiologie, kde se krom¢ alzheimerovskych zmén etiologicky podileji i1 ischemicko-vaskularni
zmény (mozkové infarkty). Alzheimerova choroba je progredientni neurodegenerativni
onemocnéni, projevujici se syndromem demence, které je pomérné dobie definovano
patologickymi nélezy, spoleCnymi pro vSechny postizené. Na druhou stranu vSak existuje
interindividudlni variabilita, pokud se ty¢e doby vzniku, rychlosti progrese i nékterych dalSich
klinickych odchylek. Zna¢n¢€ se mohou lisit genetické predispozice jednotlivych pacientt, i
mnozstvi a druh nejriznéjsich faktort, ovliviiujicich rozvoj a priabéh choroby. Hypotézy jsou
zalozeny na myslence, ze v piipadé Alzheimerovy choroby dojde na zacatku nemoci
ke zvyseni koncentrace intracelularniho chelatového zinku, ktery se poté uvolni, zacne
shlukovat B-A-proteiny (napt. B-amyloid je vyznamny degenerativni protein), ¢imz bude
ovliviiovat neuronalni zivotaschopnost. Jak abnormalné vysoka, tak nizka koncentrace
intracelularniho chelatového zinku mize vést k porucham az degradaci neuronalni sité.[13,

14]



2.2.2 Role zinku pFi prevenci a 1é¢bé rakoviny prostaty

U muzi byva tietim nejCastéjSim Umrtnim rakovinovym nadorem nador prostaty.
Charakteristickym znakem pii rakoviné prostaty je pokles koncentrace zinku a citratu
v malignich buiikach (0 70-80 %). Zatim neni znamy zadny piipad, kdyby si maligni buika
zachovala vysokou hladinu zinku nebo citratu. Tento vztah je presvéd¢ivym diikazem toho, Ze
maligni bunky ztraci schopnost akumulovat zinek a to je dulezity faktor v rozvoji a ristu
malignich nadort. Pravé tato spojitost vedla k myslence, ze zvySeni koncentrace zinku
v malignich buiikach, by mohla vést k 1é¢bé a prevenci rakoviny prostaty.

Prostata se sklada ze 3 zékladnich casti, a to periferni ¢ast (zhruba 70 %), centralni ¢ast (25
%) a ptrechodova cast (5 %). Koncentrace zinku Vv centralni Zlaze je mnohem mensi nez
Vv periferni ¢asti. Proto je z hlediska vyzkumu dulezita pfedevsim periferni ¢ast a to z toho
divodu, Ze jsou v ni bunky akumulujici zinek (v periferni ¢asti je 10x vétsi koncentrace zinku
nez v ostatnich mékkych tkanich). Sav¢i bunky maji obecné mechanismy, které by mély
nadmérnému ukladéani zinku zamezit (a to z toho diivodu, ze zinek je ve vétsi koncentraci
toxicky). U vylucCovacich epitelovych bunck periferni zony vSak k omezeni ukladéani
nedochazi, a to pfedevs§im proto, Ze zinek je potiebny k inhibici enzymu m-akonitazy (enzym
katalyzujici dehydrogenaci citratu na a-ketoglutarat). V disledku dojde k potlaceni oxidace
citratu, jeho hromadéni a sekreci. Ziskany citrat je dulezity pro metabolismus spermii. Hlavni
funkci bun€k periferni zony zlazového epitelu je tedy produkce a sekrece abnormalné
vysokého mnozstvi citratu. Inhibice m-akonitazy vede k mensimu zisku ATP, produkovaného
oxidaci citratu v Krebsové cyklu (u malignich bun€k dochazi k uvoliiovani zinku inhibujiciho
m-akonitazu, a tudiz k vyrazné vétsi oxidaci citratu). Za téchto podminek se ziska oxidaci
glukézy pouze 14 ATP/glukdzu, zatimco za uplné oxidace se ziska 38 ATP/glukézu. Tim
padem se maligni buniky stavaji vice energeticky efektivnimi neZ béZné periferni bunky. VéEtsi
mnozstvi ziskané energie u malignich bun¢k je vyuzito pro jejich rust a aktivitu. Tento proces
nazyvame metabolicky efekt. Pokles koncentrace zinku ma za nasledek zvySeny ristovy efekt
bunék, ktery v kombinaci s metabolickym ucinkem ma za nasledek proliferaci (mnoZeni)
nadorovych bun¢k. Koncentrace zinku v buiice ma totiz také vliv na jeji apoptézu. Ve vétsine
savCich bun€k zinek zabranuje apoptdze, ale v piipadé bunck akumulujicich zinek dojde pfi
kontaktu s médiem bohatym na zinek k inhibici bunétného rustu, ktery vede az ke smrti
bunky. Tento efekt byl pozorovéan u fady lidskych normalnich prostatickych buné¢k a u krysich
centralnich prostatickych epitelovych bun€k (jednalo se o buiky, které byly schopny

akumulace zinku), které pfiSly do kontaktu s médiem bohatym na zinek. Naproti tomu, u



bunécnych linii napf. spinoceluldrniho karcinomu (jedna se o druh rakoviny kuze), které
nejsou zinek akumulujici buniky, pfi 1é€bé zinkem k apoptéze nedoslo. Proto se usuzuje, Ze
apopticky ucinek zinku je specificky pro buiky akumulujici zinek. Tento efekt vyplyva
Z ptimého plsobeni zinku na mitochondrie, coz vede k uvolnéni cytochromu c a ten je
prekurzorem udalosti, vedoucich az k apoptdze. Tato spojitost vysvétluje, pro¢ pii rakoviné
prostaty nemiizeme najit Zzadné maligni, zinek akumulujici buiiky. Mozné ztrata schopnosti
malignich bun€k ukladat zinek souvisi s utlumem exprese genu ovlivitujicim ZIP1 (zinkovy
transportér, ktery slouzi k ptenosu zinku pfes bunéénou membranu dovniti do buiky) a to
vede k menSimu zasobovani buiky zinkem a ke snizeni koncentrace zinku uvniti bunky.

Opakem ZIP1 je zinkovy transportér

ZnT1 slouzici k pfenosu zinku z buiiky.
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Obrazek 3: Vstup a plsobeni zinku v prostatické burice na dvou hlavnich principech. Prvni
[151 princip se snazi zvysit mnozstvi zinku v
plasmé (pfedevSim ve formé vhodné k prenosu do buniky pres bunéénou membranu). Druhy
princip je tzv. hormonalni. Hormonalni zptisob je zaloZen na principu zlepSeni piipadné
obnoveni piijmovych transportnich procesti buiiky a vyuzit by se mohly pfedev§im hormony
testosteron a prolaktin, které ovliviiuji expresi vySe zminéného ZIP1 a celkové zlepSuji pfijem
zinku bunkou. Kombinace obou metod zatim vypada velmi slibné. MySim byla pod kuzi
implantovana davka roztoku ZnCl,. Lécba se projevila vyraznym zvySenim koncentrace zinku
V plasmé&. O par tydn pozdéji se u zvifat 1é€enych zinkem projevilo 50 % snizeni ristu
nadoru. Soucasné doslo k vyraznému nartistu mnozstvi zinku a citratu v nddorovych buiikéach
tzn., Ze se rakovinné buiilky zacaly ménit na normalni citrat produkujici buniky. Také doslo ke
zvySeni apoptozy Vv nadorech, ¢imz se ukazalo, ze apoptogenicky efekt je lepsi pfi testovani in

Vivo nez in vitro. Pokusy byly zatim provedeny pouze na zvifatech.[15, 16, 17]



3. Purinové derivaty

Purin je heterocyklickd molekula, ktera ma ve své strukture 4 atomy dusiku. Purin je bazicka
latka a jeho derivaty hraji v biologickych procesech velmi vyznamnou roli. Mezi
které jsou soucasti nukleovych kyselin. Na tyto baze se pres dusik N9 navaze pomoci N-
glykosidové vazby riboza (pies uhlik C1) a vytvofi se tzv. nukleosidy, které se tedy skladaji
Z purinové baze a sacharidu (v pfipadé RNA se jednd o D-ribézu a u DNA o 2-deoxy-D-
rib6zu). D-rib6éza ma na rozdil od 2-deoxy-D-ribézy na uhliku C2 vazanou OH skupinu. U
RNA tedy vznikne ribonukleosid a u DNA 2-deoxy-ribonukleosid. U pyrimidinovych bazi
(cytosin, thymin a uracil) dojde k navazani ribozy ptes atom dusiku N1. Volné OH skupiny
téchto ribonukleosidii mohou byt fosforylovany za vzniku fosforylovanych nukleosidu, které
nazyvame nukleotidy. Nukleotidy jsou tedy tvofeny z purinové nebo pyrimidinové baze,
obecné¢ D-ribézy a fosfatové skupiny. Nukleotidy jsou klicové ve struktuie
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), kde se pomoci vodikovych mistkli paruji purinové
nukleotidy s pyrimidinovymi nukleotidy (adenin-thymin a guanin-cytosin). V piipadé
ribonukleové kyseliny (RNA) je cytosin nahrazen uracilem. Nukleotidy maji v organismu
vice roli:

1. Jsou soucasti DNA a RNA a jejich pofadi koduje genetickou informaci.

2. Plni roli koenzymi v energetickém metabolismu — koenzymy jsou transportni
metabolity a jejich ukolem je pfenaset jednotlivé elektrony, vodiky nebo chemické
skupiny mezi jednotlivymi enzymatickymi drédhami tzn. Ze, se G€astni napt. oxidace
nebo redukce latek v organismu. Mezi takové koenzymy patii napt. nikotinamid
adenin dinukleotid NAD" (po redukci NADH), jehoz ukolem je prendseni elektronti
do dychaciho fetézce, kde se také regeneruje zpatky na NAD".

3. Vystupuji jako tzv. druhy posel v signalnich drahach — hlavni funkci druhych posli je
allosterickd inhibice nebo aktivace enzymi. Pfikladem muze byt cyklicky
adenosinmonofosfait cAMP, ktery se uvolni po interakci hormonu (prvni posel)

s receptorem a aktivuje enzym proteinkinazu.

Purinové derivaty mohou tedy byt vyrazné biologicky aktivni latky a v soucasné dob¢ je jich
znamo velké mnozstvi. Purinové derivaty se mohou napt. zaclenit do struktury DNA na misto
pfirozené pouZzivanych nukleotidii a zpisobit tim cytotoxicky efekt. Ptikladem takového

derivatu je napt. 6-merkaptopurin, ktery se metabolizuje na 6-thioguaninové nukleotidy a ty
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se zaleni do struktury DNA (viz. kapitola 3.1 Merkaptopurin a azathioprin). Purinové
derivaty mohou dale vystupovat napf. jako inhibitory kinaz, inhibitory nukleosidového
transportu do buiiky, inhibitory ristu mikrotubulll atd. Jen v ¢lanku vénujicimu se souhrnu
dulezitych purinovych derivata je jich k roku 2005 uvedeno 127.[18]
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Obrazek 4: Struktury purinovych a pyrimidinovych bazi - adenin, guanin, cytosin, thymin a uracil

3.1 Merkaptopurin a azathioprin

3.1.1 Obecné vlastnosti
Mezi vyznamnou skupinu purinovych derivati patii merkaptopuriny. Mezi ptedstavitele této
skupiny patii 6-merkaptopurin (6-MP) a jeho derivaty jako 6-[(1-methyl-4-nitro-1H-imidazol-
5-yl)sulfanyl]-7H-purin, ktery je znamy pod trivialnim nazvem azathioprin (AZA). 6-MP byl
poprvé syntetizovan v roce 1950 a od té doby naSel vyuziti predevSim jako imunosupresivni
lé¢ivo, dale se pouziva predevsim k 1écbe leukémie, zanétlivych onemocnéni stfev, napf.
Crohnovy nemoci, a pfi transplantaci organi. Zpusob uc¢inku AZA spociva v ovliviiovani vice
faktort, jako je konverze na 6-MP (ktery plsobi jako antimetabolit purinu), mozna blokace
thiolovych skupin alkylaci, inhibice nékterych dualezitych mezikrokd pii biosyntéze
nukleovych kyselin a poSkozeni DNA prostfednictvim zaclenéni thiopurinovych analogi.
Dale AZA a 6-MP ovliviiyji funkci lymfocytd (inhibuji mnozeni T a B-lymfocytil) a snizuji
pocet bunék v laminu propriu (vrstva sliznice tvofena vazivem). Nejcitlivéjsi jsou bunky

intenzivné se mnozici, proto je G€inek zaméten na né a ne na ostatni bunky.

3.1.2 Metabolismus a u¢inky azathioprinu a 6-merkaptopurinu

Zkratka Nazev latky

6-MeMP 6-methylmerkaptopurin
6-metTIDT | 6-methylthionosin difosfat
6-metTIMP | 6-methylthionosin monofosfat

6-metTITT | 6-methylthionosin trifosfat
6-methylmerkaptopurin
6-MMPN nukleotidy

6-MP 6-merkaptopurin
6-TGDP 6-thioguanin difosfat
6-TGMP 6-thioguanin monofosfat
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6-TGN 6-thioguaninové nukleotidy
6-TGTP 6-thioguanin trifosfat
6-TIMP 6-thioinosin monofosfat
6-TXMP 6-thioxantin monofosfat
AZA Azathioprin
GMPS Guanosin monofosfat syntetazy
GST Glutation-S-transferaza
Hypoxantin guanin
HGPRT fosforibosyltransferaza
Inosin monofosfat
IMPDH dehydrogenazy
SAM S-adenosylmethionin
TPMT Thiopurin-S-methyltransferaza
TUA Thiomocova kyselina
X0 Xantin oxiddza

Tabulka 2: Tabulka popisujici pouZité zkratky latek

Absorpce AZA je u zdravych lidi 15-50 % a snizuje se u lidi se stfevnim zanétlivym
onemocnénim. To je zplsobeno pfedevSim tim, Ze AZA prochdzi stfevy rychleji pfi
exacerbaci (zhorSeni zdravotniho stavu, pfipadné névrat nemoci). AZA vystupuje jako
prekurzor, ktery je rychle §t€pen v jatrech pomoci enzymu glutation-S-transferazou (GST) na
6-MP, ktery je poté metabolizovan v jatrech a stfevech jednim ze tfi enzyma*:

1. Thiopurin-S-methyltransferaza (TPMT) — enzym katalyzujici methylaci 6-MP na 6-
methylmerkaptopurin (6-MeMP). Tato reakce vyzaduje ke svému pribéhu vhodny
donor methylové skupiny a to je S-adenosylmethionin (SAM)

2. Xantin oxidaza (XO) — katalyzuje pfeménu 6-MP na thiomocovou kyselinu (TUA-
pteloZeno z anglického origindlu thiouric acid)

3. Hypoxantin guanin fosforibosyltransferaza (HGPRT) — katalyzuje pfeménu 6-MP na
6-thioinosin monofosfat (6-TIMP), ktery je dale metabolizovan na 6-thioxantin
monofosfat (6-TXMP) pomoci enzymu inosin monofosfat dehydrogenazy (IMPDH) a
dale pomoci guanosin monofosfat syntetazy (GMPS) na 6-thioguanin monofosfat (6-
TGMP). 6-TGMP muze byt dale fosforylovan pomoci enzymu kinazy na 6-thioguanin
di nebo trifosfat (6-TGDP nebo 6-TGTP). Soubor téchto tii moznych fosfatl

thioguaninu oznacujeme jako 6-thioguaninové nukleotidy (6-TGN)

* Je nutné zminit, Ze pfesny mechanismus metabolismu a t¢inku 6-MP neni dosud presné
znam. Proto nékteré ¢lanky uvadi, ze k odstranéni imidazolového kruhu z AZA dochazi
neenzymatickym zptsobem pomoci glutathionu. Dal§i metabolické kroky jsou jiz popsany

stejné.[19]
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Obrazek 5: Schéma metabolismu azathioprinu (zkratky latek jsou uvedeny v Tabulce 2)
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Obrazek 6: Stru¢né funkéni schéma metabolismu Azathioprinu [19]

To znamend, Ze ve stfevech probihd metabolizace 6-MP tfemi moZznymi zpusoby, které si
mezi sebou vzajemné konkuruji. Po zahajeni terapie se 6-TGN (vznikajici v metabolické
pfeméné 3) pomalu ukladaji v tkanich a to je pravdépodobné pfic¢inou jejich pozitivniho
efektu pii 1é¢bé nemoci. Tato intracelularni akumulace 6-TGN je ¢asteéné zodpovédna za
cytotoxické ucinky 6-MP a to z toho diivodu, ze 6-TGN se zacleni do struktury DNA na misto
purinovych bazi a to zplsobi zastaveni bunééného cyklu a vede k apoptoéze. 6-TIMP, ktery
slouzi také jako substrat pro enzym TPMT, se muze dale také methylovat na 6-
methylthionosin monofosfat (6-metTIMP). Ten mize byt dale fosforylovan na di a tri fosfat

(6-metTIDT a 6-metTITT). Tento soubor tifi moznych latek opét oznacujeme jako 6-
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methylmerkaptopurin nukleotidy (6-MMPN). Methylace 6-MP negativné ovlivni expresi geni
a inhibuje syntézu purinu a to ma za nasledek také cytotoxicky efekt. Nicméné syntéza 6-
MMPN probihé v daleko mensim méfitku nez syntéza 6-TGN, proto je primarni cytotoxicky
efekt zpusoben 6-TGN. Koncentrace 6-TGN je nepifimo umérnd rychlosti metabolismu
v TPMT draze (tzn., ze ¢im vice bude vnikat produktu v metabolické pfemené 1, tim mén¢
vznikne produktu v metabolické pfeméné 2) a souvisi s odpoveédi organismu napf. v ptipadé
détské leukémie (primarni cytotoxicky efekt bude opét zpusoben 6-TGN). Podobny vztah
existuje také v piipadé zanétlivych onemocnéni. Nicméné, zvySena produkce 6-TGN, ktera je
spojena s tlumem TPMT drahy, vede k toxické hladiné v krevnich bunkach, coz ma za
nasledek pancytopenii (ibytek vSech druhti krvinek) a izolovanou leukopenii (snizeni poctu
leukocytti v krvi). Snizeni vysledkd aktivity TPMT v metabolismu AZA a 6-MP pomoci
jinych enzymatickych cest (2,3) vede tedy ke zvySeni koncentrace 6-TGN a thiomocové
kyseliny. U akumulace thiomocové kyseliny nejsou pozorovany zadné vedlejsi ucinky,
zatimco akumulace 6-TGN nukleotidi v myeloidnich bunkach ptedstavuje riskantni faktor
pro thiopurinova 1é¢iva — vyvolava myelosupresi (jedna se o pokles tvorby krevnich bungk).
Rozhodujici je tedy najit idedlni intraceluldrni koncentraci 6-TGN. Koncentrace, ktera je ptili§
vysoka, vede k myelosupresi, zatimco nizké koncentrace vedou k nedostate¢nému ucinku.[20]

[21]
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3.1.3 Leukémie

Leukemie je nddorové onemocnéni krvetvorby. Ackoliv je nékolik typl krvinek (bilé, Cervené
a krevni desticky), vSechny vznikaji v kostni dieni z jednoho typu bunék, které se nazyvaji
kmenové bunky. Ty tvofi jen malou ¢ast bunck dfené. U leukemie dochdzi k poruse
krvetvorby a kmenové bunky za¢nou tvofit velké mnozstvi jednoho typu krvinek, ktery
nedostatecné vyzrava. Nezralé krvinky nejsou schopny plnit tkol, ktery v téle maji, za€inaji

postupné vypliiovat kostni dfen a jsou vyplavovany do krve. Leukemické bunky se mohou
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shromazd’ovat v raznych télnich organech. Kostni dfeni neni nadale schopna tvofit dostatecné
mnozstvi normalnich krvinek a rovnovéha krvetvorby je poruSena. Leukemii mizeme rozdélit
podle druhu mnozenych bun¢k do 4 zakladnich skupin a to — akutni myeolidni leukemie
(AML), chronicka myelodni leukemie (CML), akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) a
chronicka lymfoblasticka leukemie (CLL). Akutni druhy leukemii maji rychly pribéh a
pacient béhem pomérné kratké doby umira. U lymfoblastickych druhti leukemie jsou vyrazné
zmnozeny jedny z nejcasnéjSich bun¢k vyvojové tady tzv. blasty. Pravé pii tomto druhu
leukemie (ALL) se vyuzivda 6-MP. Oproti tomu chronické formy leukémie se projevuji
pomaleji a pacient s touto formou leukemie mize zit i nékolik let. U chronické leukemie
dochazi ke zmnozeni zralejSich bunék, které v§ak nemaji normalni funkci. Co je vSak pficinou
vzniku nemoci? Je velmi pravdépodobné, ze vznik vétSiny leukemii je vysledkem ptisobeni
fady faktord, které vedou k poruSe normalniho vyzravani bunék kostni diené, z néhoz se pak
stdva nekontrolovany proces. Jako rizikové faktory pro vznik leukemie jsou udévany napf.
koufeni, styk s nékterymi chemikaliemi (napf. benzen), radioaktivni zafeni, zaméstnani v
energetice. Nékdy se leukemie objevi u pacienta, ktery byl jiz v minulosti 1é¢en pro jiné
nadorové onemocnéni. K 1é¢bé leukémie se velmi Casto vyuziva chemoterapie. Cytostatika ale
pusobi nejen na nadorové bunky, ale i na jiné rychle se mnozici buniky lidského téla, a proto je
nutné najit jejich idedlni davku (jak jiz bylo vySe zminéno, nizka davka by znamenala maly
ucinek, zatim co vysok4 dévka by zabila 1 velké mnozstvi zdravych bunék). VétSinou se
uzivaji kombinace riznych cytostatik, z nichz kazdé plsobi v rlznych fazich Zivota
leukemické bunky. Tim se zabrani vzniku rezistence nadoru. Po podéani cytostatik je ale
vyrazn€ docasné utlumena normalni krvetvorba a proto dochdzi po podani chemoterapie k
poklesu poctu vesSkerych krvinek. Pokles bilych krvinek zapficiuje vyrazny pokles
obranyschopnosti organismu proti infekci. Dalsi zptisoby jak leukémii 1é¢it je terapie steroidy,

radioterapie a v nyngjsi dob¢ ¢asto vyuZzivana transplantace kostni dfené.[22]

3.2 Zn(l1) komplexy s derivaty purinu

Jak jiz bylo zminéno v uvodu bakaldiské prace, cilem syntézy potencidln€ biologicky
aktivnich komplext, je navySeni jejich biologické aktivity oproti samotnému organickému
biologicky aktivnimu ligandu. Kromé komplexti vykazujicich cytotoxickou aktivitu, byly
ptipraveny i Zn(ll) komplexy vykazujici antifungalni a antibakterialni aktivitu o slozeni
[Zn(XCH2CO0),(Kof),] -2H,0 (Kof=kofein, X=H, CI, Br, 1).[23] Dobré vysledky byly i u

testovani antivirové aktivity, konkrétné u Zn(ll) komplext s acyclovirem (acyclovir je
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antivirotikum pouzivané proti virim Herpes simplex a Herpes varicella-zoster) o slozeni
napft. [Zn(Acv),Cly(H,0)]. Tyto komplexy vykazovaly aktivitu i proti virim, které byly proti
samotnému acycloviru rezistentni.[24, 25] U mnoha pfipravenych komplexd je skutecné
znatelny pozitivni rozdil, mezi pifipravenym komplexem a samotnym ligandem. Znamych
Zn(1l) komplexu s purinovymi derivaty vykazujicich biologickou aktivitu je v roce 2014
podle védecké databaze SciFinder 57. Dale se tedy v teoretické Casti vénuji pfipravenym
Zn(1l) komplextim s purinovymi derivaty, které¢ vykazuji biologickou aktivitu, jako Kinetin,
Olomoucin, Bohemin. Tyto komplexy byly pfipraveny na Univerzit¢ Palackého v Olomouci.
Pravé syntéze a charakterizaci Zn(ll) komplext s derivaty 6-merkaptopurinu se vénuji

v praktické ¢asti své bakalaiské prace.
3.2.1 Kinetin

3.2.1.1 Objev a vlastnosti kinetinu

Mezi purinové derivaty, s kterymi byly piipraveny komplexy zinku, patii i kinetin. Kinetin
nebo-li 6-furfurylaminopurin byl izolovan jiz v roce 1955 z autoklavované DNA spermatu
moftského sledé jako prvni cytokinin. Cytokininy pfedstavuji skupinu rostlinnych rastovych
hormont, které ovliviiuji diferenciaci buné¢k, transkripci DNA, stimuluji bunééné délent,
podili se na regeneracnich procesech, a tak na zpomaleni starnuti, a jinych fyziologickych
procesech rostlin. Pravé diky témto vlastnostem se kinetin, stejné jako ostatni cytokininy, stal
atraktivni pro vyzkum stimulace rostlinného rtistu, zpomaleni starnuti listd a ovlivnéni reakci
rostlin na stresové stimuly z okolniho prostiedi.[26]

’ V soucasné dobé bylo pfipraveno velké mnozstvi rizné
substituovanych derivati kinetinu. U nékterych z nich jako
napt. 6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu byla
zjisténa vyrazné vyssi aktivita proti starnuti fibroblasti

— @0 y . o . . o
o (bunky, které syntetizuji kolagen) nez u samotného kinetinu.
&c

) eH

Obrizek 8: Struktura kinetinu.[26] ~ 1¢€to  Vlastnosti se vyuziva piedev§im v kosmetickém

prumyslu, kde se tato latka vyuziva proti vraskam.

3.2.2 Zn(11) komplexy s kinetinem

V soucasné dobé¢ bylo pfipraveno dvanact Zn(ll) komplexnich slou¢enin s derivaty Kinetinu.

Komplexy mély dva zakladni typy slozeni:
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1. Prvni typ je [Zn(HLM.Cl,]-xSolv (HL"= molekula Kinetinu nebo jeho derivatu).
Pomoci monokrystalové rentgenové strukturni analyzy se podaftilo urcit krystalovou
strukturu komplexu [Zn(HLY),Cl,]-CH30H (HL'= kinetin). Tento komplex obsahuje
komplexni ¢astici a jednu molekulu metanolu mimo koordinac¢ni sféru.

2. Druhy typ je [Zn(H,L")Cls]-nHLn (H,L"= protonizovana molekula kinetinu nebo jeho
derivatu). Stejnym zpusobem jako v piedeslém piipad¢ se podatilo ur€it strukturu

[Zn(H,LYCl3]-HLy

Barva Zn(ll) komplext ptipravenych s derivaty kinetinu byla od bilé po béZovou a vSechny
tyto komplexy byly malo rozpustné v methanolu, ethanolu a butanolu za laboratorni teploty.
Naopak velmi dobie rozpustné byly v dimethylsulfoxidu (DMSO) a N, N-dimethylformamidu
(DMF). Geometrie pripravenych komplexnich sloucenin nejvice odpovida tvaru
deformovaného tetraedru. V piipadé typu 1 jsou na centralni atom Zn(ll) koordinovany dveé
molekuly kinetinu ptes atom N7 a dva chlorido ligandy v chromoforu ZnN,Cl,. U typu 2 je na
centralni atom Zn(ll) vazana jedna molekula protonizovaného kinetinu opét pres N7 a tii

chloridové anionty (chromofor ZnNCls).

¢ N1A

Obrazek 9: Molekulové struktury komplexi [Zn(HL"),Cl,]-CH;0H a [Zn(H,L"Cl;]-HL, [27]

3.2.3 Biologicka aktivita
produkovanych prozéanétlivych cytokinit TNF-a a IL-1p u lipopolysacharidem aktivovanych
makrofaghi bunécné linie THP-1 (lidské monocyty leukemie). Vzniklé cytokiny byly
detekovany ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) metodou. ELISA test je typem

imunologické metody se sendvicovym uspofddanim protilatek. Cim méné se pii testovani

-----
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typu zvySovaly produkci cytokinu TNF-a pouze mirné, zatimco komplexy druhého typu
uvoliovaly cytokinu TNF-a vyrazné vice. Tato zvySend prozanctliva aktivita komplext
druhého typu by mohla byt zplisobena piitomnosti molekuly krystalové vazaného ligandu.
Pozitivni bylo testovani obou druhi komplexti na cytokinech IL-1B, kde se podafilo snizit
Rozdilné ovlivitovani uvolnovani cytokini TNF-a a IL-1B pomoci testovanych komplext, je
nejspiSe zpusobeno rozdilnymi mechanismy post-translacni regulace produkce. Dalsi
(MMP), coz jsou Zn-dependentni proteinazy, které degraduji extracelularni matrix a tim jsou
odpovédné za remodelaci pojivové tkan¢. Podileji se na ontogenetickém vyvoji, morfogenezi
(vyvoj tvaru), angiogenezi (vyvoj a rast novych krevnich cév), ristu a hojeni ran. Jejich
koncentrace se tedy zvySuje pfi zéanétlivych, degenerativnich a malignich procesech.
Provedené experimenty prokézaly, Ze ptipravené komplexy neovliviiuji aktivitu MMP.

Jak jiz bylo zminéno vySe (kapitola 2.2.2) zinek hraje velkou roli pii 1écbé a prevenci
rakoviny prostaty. Pfipravené komplexy Zn(ll) s kinetinem vykazovaly pozitivni cytotoxicky
efekt na lidské rakovinné prostatické linie PC-3 a 22Rv1 a to diky inhibici ristu rakovinnych
bun¢k. Proti rakoviné prostaty jsou nejCastéji vyuzivand kancerostatika cisplatina a
karboplatina malo u¢inné. Proti ostatnim nadorovym liniim nevykazovaly tyto komplexy

vyznamngéjsi cytotoxické vlastnosti.[27]

3.3 Olomoucin

3.3.1 Objev a vlastnosti
2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin znamy pod nazvem Olomoucin byl
objeven na Univerzité Palackého v Olomouci v roce 1993 a podle mésta Olomouc byl také
pojmenovan. Olomoucin patii stejné jako kinetin mezi cytokininy. Vystupuje jako inhibitor
cyklin-dependentni  kinazy (CDKI). Mezi cyklin-dependetni kinazy (CDK) patii
Serin/Threonin dependentni protein kinazy. Cykliny jsou proteiny, které se tvoii v bunikach a
reguluji jejich bunééné déleni. Bunééné déleni probihéd v opakujicich se cyklech, odtud nazev
cykliny. Kindzy jsou skupina enzym, které ptenasi fosfatovou skupinu z vysokoenergetické
molekuly (typicky piiklad ATP) na substrat. Cykliny ptisobi na CDK jako aktivator a vytvori
s nimi komplex. Az vytvorenim komplexu cyklin-kinaza dojde k odkryti katalyticky aktivniho
mista enzymu a enzym zacne byt biologicky aktivni. S takto aktivnim komplexem zacne
interagovat ATP a pomoci CDK-aktiva¢ni kinazy (CAK) dojde k fosforylaci. Enzym je nyni

pln¢ aktivni a mize fosforylovat dalsi proteiny, které se podili na bunééném déleni. CDK
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zacCinaji byt tedy biologicky aktivni az po navazani cyklinu, a proto jsou na cyklinech zavislé
(dependentni). Interakce cyklini s kindzami je stéZejni pro bunécné dé¢leni, a proto je
potlaceni aktivity CDK pomoci vhodnych inhibitor velmi efektivni proti nadorovym
bunkam. Pfi inhibici CDK dochézi k fizené apoptdze buiiky. Inhibitory se vazou na CDK
v misté, kde se vaze ATP a tim zabrani fosforylaci proteinu.[28, 29]

Strukturné je Olomoucin derivat N6-benzyladeninu. Dale byly pfipraveny i dalsi derivaty i-
propyl-Olomoucin a Bohemin. Aktivita téchto latek je zalozena na stejném principu a to je
inhibice aktivity CDK.

@ T <
5y
i

OH OH
HO

Olomoucin i-propyl-Olomoucin Bohemin

Obrazek 10: Struktury Olomoucinu, i-propyl-Olomoucinu a Boheminu.[30]

3.3.2 Pripravené Zn(Il) komplexy
Byly pfipraveny ¢&tyti Zn(ll) komplexy reakei 1 mmol ZnCl,-1,5H,0 s1 mmol CDKI
v roztoku ethanolu nebo 0,1 M HCI.
1. [Zn(Olo)Cly]
[Zn(iprOlo)Cl,]
[Zn(iproOloH"Cl3] -H,0O
[Zn(BohH*)Cl3] -H,0

LN

Vysledné krystaly pro rentgenovou strukturni analyzu byly ziskdny pomalym odpafovanim
rozpoustédla pii pokojové teploté. Komplexy byly déle analyzovany pomoci prvkové analyzy,
IC spektrometrie, konduktometrie, hmotnostni spektrometric, NMR a termogravimetrickou
analyzou. Komplexy 1 a 2 tvotily 1D-polymerni fetézce. Komplexy 3, 4 mély monomerni

strukturu a chromofor ZnCl3;N. Vazba Zn-N byla pies atom N7 purinového skeletu.

3.3.3 Biologicka aktivita
Cytotoxicita pfipravenych komplext byla testovana na lidskych rakovinnych bunéénych
liniich G-361 (lidsky maligni melanom), MCF7 (lidsky prsni adenokarcinom), HOS (lidsky

osteosarkom) a K-652 (lidské chronické myeloidni leukemické bunécné linie). Z provedenych
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pokusti byly ziskany hodnoty ICsy (koncentrace 1éCiva, pifi které zahyne 50% nédorovych
bun¢k, nebo je inhibovano 50% kinazy). Inhibice CDK byla testovana na CDKj/cyklin
kinaze. U komplexu 1, 2, 3 byla prokazana vyssi schopnost inhibice CDKjy/cyklin kinazy nez
u volnych CDKI. Zn(1l) komplex s Boheminem vykazuje ptiblizné stejnou inhibici jako volny
Bohemin, a proto je tedy malo efektivni. U komplexu 1 se sice vyrazné zvysi schopnost
inhibovat CDKy/cyklin kindzu nez u samotného Olomoucinu, ale ve srovnani s ostatnimi
komplexy je jeho hodnota ICsy vyssi. Vyrazné vyssi aktivita monomernich komplext 3 a 4
oproti komplexu 1 je pravdépodobné zptsobena odlisnou strukturou (v pfipad¢ 1 se jedna o
1D-polymerni fetézec). Nicméné se nepodafilo objasnit, pro¢ je tak odlisna inhibice komplexy
1 a 2. Vyrazngjsi rozdily nebyly také pozorovany mezi komplexy ptipravenymi S i-propyl-
Olomoucinem a Boheminem (3 a 4). Celkov¢ se tedy podafilo prokazat, ze Zn(Il) komplexy

(kromé¢ 4) byly vyrazné¢ efektivnéjsi nez samotné CDKI a mély tedy vyssi cytotoxicitu.[30]

Hodnoty 1Cs, (uM) komplex/volny ligand
Sloucenina G-361 HOS K-562 MCF7 | CDK2
1. [Zn(Olo)Cl,] 107/150 | 45/145 74/167 57/130 | 2,8/5,0
2. [Zn(iprOlo)Cl;] 86/167 89/167 | 100/167 | 75/167 | 0,4/2,8
3. [Zn(iproOloH")Cl3] -H,0 65/167 67/167 | 100/167 | 54/167 | 0,5/2,8
4. [Zn(BohH")Cl3] -H,0 64/46 95/58 88/93 27/28 0,4/0,6

Tabulka 3: Tabulka hodnot I1Cs, pro syntetizované komplexy a volné ligandy.[30]
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4. Prakticka cast

Cilem praktické Casti mé bakalaiské prace je syntéza potencialné biologicky aktivnich Zn(ll)
komplext s ligandy odvozenymi od skeletu 6-MP a jejich nasledna charakterizace pomoci
dostupnych analytickych metod (EA, NMR, IC, konduktometrie, MS atd.), které jsou popsany
dale. Celkem bylo provedeno velké mnozstvi syntéz, ale bohuzel nékdy neslo vyslednou latku
separovat nebo se z vysledkt prvkové analyzy nepodafilo urcit sloZeni latky. Podrobnéji zde
uvedu pouze ty latky, které maji vysledky odpovidajici teoretickym ptedpokladim. Syntéze

Zn(11) komplext s derivaty 6-MP se jesté nikdo nevénoval.

4.1 Prehled pouzitych analytickych metod

4.1.1 Elementarni analyza
Elementarni analyza nebo-li prvkova analyza je metoda, pomoci které uréime procentudlni
obsah C, H, N ve vzorku. N¢které piistroje dokazi stanovit i dalsi prvky jako napt. S. Vzorek
se umisti do cinové kapsle, kterd je spalena v atmosféfe bohaté na kyslik pfi teploté cca
1800°C a vzniklé plynné produkty jsou vedeny nosnym plynem (He) do trubice. Trubice se
sklada z oxidac¢ni (WQOs3) a redukéni casti (Cu), kde se vzniklé oxidy prevadi na jeden druh
(tento proces je nutny, protoze z jednoho prvku miize vzniknout vice oxidl jako napt. u N).
Vznikaji tedy CO,;, H;O, Ny a ptipadné také SO,. Plyny poté postupuji dale do
chromatografické Casti, kde dojde k jejich oddélovani. Jako detektor slouzi detektor tepelné

vodivosti. Méteni byla provedena na analyzéru Flash 2000 (ThermoScientific).[31]

4.1.2 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd slouzi ke stanoveni poméru
hmotnosti/naboje (m/z). Hmotnostni spektrometr se zjednodusené sklada ze zavadéciho
zafizeni, iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Zavadéci zafizeni jsou
zasobniky pro plynné a tékavé vzorky nebo sondy pro ptimy vstup do iontového zdroje (pro
méné tékavé a pevné vzorky). lontové zdroje pievadi neutrdlni molekuly vzorku na ionty.
Zname zékladni dva druhy ionizace — elektronova ionizace (EI) a chemicka ionizace (CI). U
elektronové ionizace dochdzi k interakci proudu elektronii s molekulami vzorku, ze kterych
vyrazi valen¢ni elektrony a tim vznikaji kladné nabité molekulové ionty. Nevyhoda EI je, Ze
se molekula rozpadne na fragmenty, takze ve vysledném spektru ¢asto chybi molekulovy ion.

Pti CI dochézi k interakcei proudu elektronti s reakénim plynem, jehoz molekuly ionizuje. Tyto
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molekuly ionizovaného plynu reaguji se vzorkem a ionizuji ho. U tohoto zptisobu tedy vidime
ve vysledném spektru molekulovy ion. Jako iontovy zdroj se ¢asto pouziva elektrospej (ES).
Pouzitim elektrospreje dochazi k malé fragmentaci a v kladném moédu vznikaji molekulové
ionty [M + H]" a adukty [M + Na]*, [M + K]". V zaporném moédu dochazi k deprotonizaci
molekuly. Jako hmotnostni analyzator se pouziva kvadrupdl nebo iontova past a jako detektor
fotonasobi¢. Pomoci MS tedy dostaneme informace o molekulové hmotnosti a slozeni
molekuly. Vysledné spektrum je tedy zavislost intenzity signalu na m/z. Mé&feni byla

provedena na piistroji LCQ Fleet ion trap (ThermoScientific).[32]

4.1.3 NMR

Nuklearni magneticka rezonance je analytickd metoda vyuzivajici vlastnosti jader atomu
(magneticky moment). Podminka aktivity jadra v NMR je, aby neutrony a protony v jadie
nebyly sparovany a jadro tedy vykazovalo nenulovy magneticky moment. Velky vyznam maji
atomy vodiku. Pokud nejsou jadra vodiku *H umisténa v magnetickém poli, tak maji stejnou
energii. Jakmile se na tato jadra zac¢ne pusobit vnéj§im magnetickym polem, tak dojde
k rozstépeni energetické hladiny na 2 rtizné hladiny (vyssi — % a nizsi + %4). K ptechodu mezi
témito hladinami dojde absorpci nebo emisi vhodné energie. Tyto procesy probihaji paralelné.
Pocet jader v jednotlivych energetickych stavech neni stejny (nepatrné vice jader je v niZSim
energetickém stavu, a proto bude ptevladat absorpce). Energii vhodnou pro absorpci dodame
pomoci piisobeni radiofrekvencniho zafeni, kolmo na smér vné&j§itho magnetického pole. Pti
méfeni ménime tedy bud intenzitu vné&jStho magnetického pole, nebo frekvenci
radiofrekvencniho pole. Vysledné spektrum je tedy zavislost intenzity elektromagnetického
zateni (EMG) na frekvenci magnetického pole nebo radiokfrekvenéniho pole. VSechna jadra
ve vzorku nejsou samoziejmé rovnocenna a kladné nabitd jadra atomd jsou v molekule
obklopena elektrony a interaguji s nimi. Rozlozeni elektronti zavisi na okoli atomu tzn. na
vazebnych partnerech. Stinéni elektronti ma za dusledek rizny chemicky posun ve spektru
napi. pro molekulu benzenu jsou jadra atomt vodika rovnocennd a ve spektru uvidime pouze
jeden peak. U nitrobenzenu jsou vlivem skupiny NO, tii neekvivaletni jadra atomi vodiku a
ve spektru budou tedy 3 peaky. Dal§im parametrem je tzv. spin-spinové interakce, kdy
dochazi k vzajemnému ovliviiovani magnetickych momenta sledovanych jader, takze néktera
jadra nebudou resonovat pii jedné frekvenci, ale pfi vice (vznikaji dublety, triplety atd.).
Vysledna spektra NMR jsou diilezitd napf. pro urceni struktury sloucenin a pro studium

reakéni kinetiky. Méfeni byla provedena na pfistroji NMR spektrometru Varian-400MR.
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Mg¢fteni probihalo v deuterovaném N, N -dimethylformamidu (DMF) pii teploté 25°C. Jako
standard byl pro méfeni 1H a 13C pouzit tetramethylsilan.[33]

4.1.4 Infracervena spektrometrie

Infradervena spektrometrie (IC) je analyticka metoda zaloZen na absorpci infraerveného
zafeni molekulami a souvisi s vibracemi a rotacemi molekul. Infra¢ervena oblast spektra se
rozdéluje do t¥{ zakladnich skupin — blizk4 infradervena oblast (near- IR) 13000-3300 cm™,
stedni infradervena oblast (mid-IR) 3300-400 cm™ a vzdalena infraServend oblast (far-IR)
400-10 cm™. Zname dva zakladni druhy vibraci. Pti valenc¢nich vibracich dochédzi ke zméné
vazebnych délek mezi atomy. U deformacnich vibraci dochazi ke zméné vazebnych thli mezi
atomy. Aby byla molekula aktivni v IC, tak musi pii vibraci dochazet ke zméné jejiho
dipolového momentu. Vysledné IC spektrum je tedy zavislost intenzity signalu na vlnoétu a
muzeme jej opét rozdélit do dvou skupin. Prvni je oblast skupinovych vibraci
(charakteristickych vibraci), kde v rozmezi 4000-1500 cm™ nachézime absorpéni pasy vibraci
raznych funkénich skupin a tuto oblast tedy vyuzijeme pro identifikaci funkénich skupin
v molekule. U vIno&td 1500-670 cm™ pozorujeme tzv. oblast otisku palce. Zde pozorujeme
deformacni vibrace skupin, které jsou ovlivnény strukturou molekuly. Tato oblast slouzi tedy
k identifikaci latek. Pro komplexniho chemika ma IC dulezity vyznam, protoze podle
vyslednych spekter mizeme mimo jiné urcit, zdali je v molekule pfitomna vazba mezi
centralnim atomem a ligandem. Méfeni byla provedena v rozsahu 150-4000 cm™ na piistroji
Nexus 670 FT-IR (ThermoNicolet).[34]

4.1.5 Konduktometrie

Konduktometrie je analytickd metoda zaloZena na méfeni vodivosti roztokd. Vodivost je
schopnost elektrolytu vést elektricky proud a je zpiisobena nabitymi ionty. Jednotkou
vodivosti je Siemens (S). Latky muzeme podle vodivosti rozdélit do tii zakladnich skupin —
silné elektrolyty, slabé elektrolyty a neelektrolyty. Silné elektrolyty vedou elektricky proud
velmi dobie a tyto latky jsou v roztocich zcela disociovany. Stiedni elektrolyty jsou v roztoku
ptitomny ve své disociované, ale i nedisociavané formé. Neelektrolyty jsou latky, které
nevedou elektricky proud a v roztoku disociuji pouze minimalné. Méfenim vodivosti se da
zjistit napt. stupenn disociace latek nebo v pfipadé komplexti ndm dd meéfeni vodivosti

informaci o tom, jestli jsou ionty mimo koordina¢ni sféru centralniho atomu (komplex by vedl
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elektricky proud a byl by elektrolyt) nebo jestli jsou uvnité koordina¢ni sféry (komplex by
nevedl proud a jednalo by se o neelektrolyt). Méteni molarni vodivosti byla provedena pii
koncentraci latky 10 mol/l a jako rozpoustddlo byl pouzit DMF nebo acetonitril. Pracovalo

se pii T=25°C a méfeni byla provedena na piistroji Conductivity meter OK-102/1.[32]

4.1.6 Termicka analyza
Jako termickd analyza se oznacuje soubor metod, které¢ analyzuji zmény sloZeni a vlastnosti
latek a jejich smési pusobenim definovanych teplotnich zmén, a jejichz dusledky jsou
zaznamenany spole¢né s teplotou. Mezi metody termické analyzy patii termogravimetrie
(TG), ktera je zalozena na méfeni zmény hmotnosti vzorku v zavislosti na teploté. Vzorek je
umistén na termovahy, kde dochédzi k navySovani teploty a k sledovani zavislosti zmény
hmotnosti vzorku na teploté. Vysledkem TG je termogravimetricka kiivka, ktera graficky tuto
zavislost zndzornuje. Pokud nebude dochédzet ke zméné slozeni vzorku, bude zavislost
vodorovna piimka (tzv. plata). Pfi ubytku hmotnosti se na kifivce objevi sestupny schod.
Derivaéni termogravimetrie (DTG) ndm dopliuje informace o TG kfivce a to tim zplisobem,
ze zjistime prvni derivaci TG kiivky zavislosti zmény hmotnosti na teploté. Diferencni
termickd analyza (DTA) studuje rozdil teplot mezi studovanym a inertnim materidlem. Ve
vysledné DTA kiivce vidime exotermické (napf. oxidace a krystalizace) a endotermické
efekty (desolvatace, tani, termicky rozklad atd.). Termick4 analyza se vyuZivd pro urceni
obsahu solvatomolekul, procentovy obsah anorganickych ¢asti studovanych molekul a
nepiimé urceni molekulové hmotnosti vzorku. Méfeni byla provedena do 850°C pii teplotnim

gradientu 2,5 °C-min™ na termickém analyzatoru Exstar (Seiko Instruments).[35]

~ r

4.2 Experimentalni ¢ast

4.2.1 Syntéza ligandi
Jako vychozi latka pfi ptiprave liganda byl pouzit 6-MP, ktery je bézn€ komeréné dostupny a
jeho syntéza podléha patentové ochran€.[36] VSechny pouzité latky byly nakoupeny u firem
jako Sigma-Aldrich, Fisher Scientific a Lachema. Reaktanty byly pouzity bez jakékoliv
purifikace. Ptiprava liganda probihala podle postupt publikovanych ve védeckych ¢asopisech
Journal of the American Chemical Society a Journal of Medicinal Chemistry.[37, 38]
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Obrazek 11: Schéma syntézy derivati 6-MP.

Postup syntézy: 1 g (0,006 mol) monohydratu 6-merkaptopurinu byl rozpusStén
Vv piipraveném roztoku NaOH (0,5 g NaOH v 38 ml MeOH/H,0, 1:1). Po rozpusténi 6-MP
bylo do roztoku b&hem dvou hodin pfikapavano zhruba 800 pul substituovaného
benzylbromidu nebo benzylchloridu (objem pfidavané latky se mirné lisil v zavislosti na
substituentu). Smés poté byla ve varné baiice a pod zpétnym chladicem po dobu 5 hodin
michana a zahfivana na teplotu 50°C. Roztok byl ptefiltrovan a filtrat byl okyselen 2M HCI
na pH 5. Pfi okyseleni filtratu dochéazelo k vysrazeni svétle zlutého produktu, ktery byl
odfiltrovan a vysuSen pod infralampou. Postup nebylo nutné upravovat a syntéza probihala
bez problémii. Cistota vysledného ligandu byla ovéfena pomoci elementarni analyzy (EA),
hmotnostni spektrometrie (MS) a NMR. Nebyla nutna rekrystalizace. Samotny 6-MP byl
dostupny a nebylo nutné jej syntetizovat. Celkové bylo ptipraveno 5 druht liganda (oznaceni
Lig 1 - Lig 5). Lig 1 = 6-benzylmerkaptopurin, Lig 2 = 6-(p-methoxybenzylmerkapto)purin,
Lig 3 = 6-(p-methylmerkapto)purin, Lig 4 = 6-(p-fluorobenzylmerkapto)purin, Lig 5= 6-(o-
fluoro benzylmerkapto)purin.

~0 CHj

F
= x| S = P
=

o = o

N/&/E’B i N N)a\ N N)‘w\x i N/K N

Obrazek 12: Ptehled ptipravenych liganda (Lig 1 — Lig 5).

EA - cistota pfipravenych ligandii odpovidala teoretickym ptedpokladiim a nebylo nutné

provadet rykrystalizaci. Vysledky elementarni analyzy jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Ligand C% N % H %

59,48 23,12 4,16 Teoretické

hodnoty

59,24 22,86 3,86 Nameéfené

Lig1 hodnoty
Teoretické

57,34 | 2057 | 444 hodnoty

Nameérené

Lig 2 (CH30) | 56,91 | 20,16 | 4,12 hodnoty
Teoretické

60,91 | 21,86 | 4,72 hodnoty
Naméfené

Lig 3 (CH3) 60,67 21,37 4,46 hodnoty
Teoretické

55,27 | 21,52 | 3,49 hodnoty
Namérené

Lig 4 (p-F) 54,82 | 21,39 3,29 hodnoty
Teoretické

55,27 21,52 3,49 hodnoty
Nameérené

Lig5(0-F) | 54,98 | 20,07 | 3,26 hodnoty

Tabulka 4: Tabulka teoretickych hodnot a vysledkt EA. Teoretické hodnoty ocekavaného vysledku byly

spocitany pomoci programu ChemSketch

MS - pfipravené ligandy Lig 1, Lig 2 (OCH3) a Lig 4 (p-F) byly analyzovany pomoci MS. Ve

vysledném spektru byly tyto latky charakterizovany velmi intenzivnim peakem. ESI- MS: m/z

241,14 [Lig 1], 271,21 [Lig 2]", 259,9 [Lig 4]
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Obrazek 13: Vysledné spektrum zavislosti intenzity signalu na m/z pro Lig 1.
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NMR - byly analyzovany vsechny pfipravené ligandy Lig 1, Lig 2 (OCHj3), Lig 3 (CHs3), Lig
4 (p-F), Lig 5 (o-F).

Lig 1 - 'H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.55 (bs, 1H, N9H); 8.77 (s, 1H, C2H); 8.55 (s, 1H,
C8H); 7.55 (d, 7.5 Hz, 2H, C12H, C16H); 7.35 (m, 2H, C13H, C15H); 7. 28 (m, 1H, C14H);
4.74 (s, 2H, C10H).

B3C NMR (dmf-d;, TMS, ppm): &158.43 (C6); 151.90 (C2); 150.93 (C4); 143.57 (C8);
138.65 (C11); 129.98 (C5); 129.46 (C12,16); 128.84 (C13,15); 127.52 (C14); 32.26 (C10).
Lig 2 (OCH3) — 'H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.55 (bs, 1H, N9H); 8.77 (s, 1H, C2H);
8.53 (s, 1H, C8H); 7.47 (m, 2H, C12H, C16H); 6.92 (m, 2H, C13H, C15H); 4.68 (s, 2H,
C10H); 3.79 (s, 3H, CH3).

Lig 3 (CHs) - *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.55 (bs, 1H, N9H); 8.76 (s, 1H, C2H); 8.54
(s, 1H, C8H); 7.42 (m, 2H, C12H, C16H); 7.16 (m, 2H, C13H, C15H); 4.59 (s, 2H, C10H);
2.29 (s, 3H, CH3).

Lig 4 (p-F) — *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.35 (bs, 1H, N9H); 8.77 (s, 1H, C2H); 8.55
(s, 1H, C8H); 7.61 (m, 2H, C12H, C16H); 7.17 (m, 2H, C13H, C15H); 4.74 (s, 2H, C10H).
B3C NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 163.34 (C14); 160.91 (C6); 151.94 (C2); 150.96 (C4);
143.62 (C8); 134.98 (C11); 131.43 (C12,16); 130.06 (C5); 115.42 (C13,15); 31.37 (C10).

Lig 5 (0-F) - *H NMR (dmf-d7, TMS, ppm): & 13.63 (bs, 1H, N9H); 8.78 (s, 1H, C2H); 8.55
(s, 1H, C8H); 7.67 (m, 1H, C16H); 7.37 (m, 1H, C14H); 7.21 (m, 2H, C13H, C15H); 4.77 (s,
2H, C10H).
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Obrazek 14: NMR spektrum pro Lig 2.
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Obrazek 15: Cislovani v derivatu 6-MP.

4.2.2 Komplex 1

Postup syntézy: 1,4 mmol ZnCl,-2H,0 bylo rozpusténo ve smési 15 ml triethylorthoformiatu
a 35 ml methanolu. Roztok byl zahfivan na teplotu 60°C a michan 2 hodiny. Potom bylo
pfidano 2,5 mmol Lig 1 a roztok se nechal refluxovat 2 dny. Poté byl komplex separovan,
promyt vodou, methanolem, diethyletherem a vysuSen pod infralampou. Komplex byl svétle
zluty prasek, ktery byl rozpustny v DMF, DMSO a nadbytku acetonitrilu.[39]

EA - oc¢ekavané hodnoty: C, 38.07; N, 14.8; H, 2.66. Naméieno: C, 37.63; N, 14.46; H, 2.31.
Konduktometrie - jako rozpustédlo byl pouzit acetonitril (A= 0,5 S-cm?®). Nam&fen4 hodnota
Am=2,5 S-cm?>mol ™.

MS - ESI- MS: m/z 375 [ZnCly(Lig 1)], 241 [Lig 1]

NMR — *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.63 (bs, 1H, N9H); 9.29 (s, 1H, C8H); 8.63 (s,
1H, C2H); 7.45 (m, 2H, C12H, C16H); 7.27 (m, 2H, C13H, C15H); 7. 23 (m, 1H, C14H);
4.70 (s, 2H, C10H).

3C NMR (dmf-d;, TMS, ppm): &161.68 (C6); 153.32 (C2); 151.67 (C4); 149.67 (C8);
138.30 (C11); 133.83 (C5); 129.33 (C12,16); 128.73 (C13,15); 127.40 (C14); 32.92 (C10).

Komplex | *H NMR BC NMR

N9H C8H C2H C2 C4 CS5 C6 C8 C10

1 0,08 0,74 -0,14 | 1,42 0,74 3,85 3,25 6,02 0,66

Tabulka 5: Vybrané koordinacni posuny (Ad = Jkomplex — Oiigand) Pro komplex 1 vypocitané z 'H and ®C NMR
spekter.

IC — 313 cm™ v(Zn-Cl) a v(Zn-N), 461 cm™ v(Zn-S), 1565 cm™ v(C=N) a v(C-C)arom, 3104-
3018 cm™ v(C-H) arom.
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Obrazek 16: Infracervené spektrum komplexu 1 ve FAR oblasti.
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Obrazek 17: Infradervené spektrum pro komplex 1 v MID oblasti.

4.2.3 Komplex 2
Postup syntézy: 0,7 mmol Zn(CH;COQO), bylo rozpusténo ve smési 15 ml

triethylorthoformiatu a 35 ml methanolu. Roztok byl zahtivan na teplotu 60°C a michéan 2
hodiny. Potom bylo pfidano 1,25 mmol Lig 1 a roztok se nechal refluxovat 2 dny. Poté byl
komplex separovan, promyt vodou, methanolem, diethyletherem a vysuSen pod infralampou.

Komplex byl svétle zluty prasek, ktery byl rozpustny v DMF a DMSO.
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EA - ofekavané hodnoty: C, 45.13; N, 13.16; H, 3.79. Naméteno: C, 45.09; N, 12.66; H, 3.44.
Konduktometrie - jako rozpuitédlo byl pouzit DMF (A= 1,7 S-cm?). Naméfena hodnota
Am= 8 S-cm?mol™.

MS — ESI+ MS: m/z 447 [Zn(Lig1)(CH3COO), + Na]*, 265 [Lig 1 + Na]*

NMR — *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.57 (bs, 1H, N9H); 9.31 (bs, 1H, C8H): 8.83 (bs,
1H, C2H); 7.49 (m, 2H, C12H, C16H); 7.31 (m, 2H, C13H, C15H); 7.24 (m, 1H, C14H); 4.72
(s, 2H, C10H); 2.01 (bs, 6H, CH3-Ac).

3C NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 174.54 (COO-Ac); 163.12 (C6); 153.27 (C2); n.d. (C4);
149.95 (C8); 138.47 (C11); 133.18 (C5); 129.40 (C12,16); 128.79 (C13,15); 127.46 (C14),
32.66 (C10); 21.27 (CH3-Ac).

Komplex | *H NMR BC NMR
N9H C8H C2H C2 C4 C5 C6 C8 C10
2 0,02 0,76 0,06 1,37 - 3,20 4,69 6,38 0,40

Tabulka 6: Vybrané koordinac¢ni posuny (Ad = Jxomplex — Oligand) Pro komplex 2 vypocitané z 'H and **C NMR
spekter.

IC — 250 cm™ v(Zn-0), 303 cm™ v(Zn-N), 461 cm™ v(Zn-S), 1586-1565 cm™ v(C=N) a v(C-
C)arom, 3085-3010 cm™ v(C-H)arom, 2962 cm™ V(C-H) aiit.
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Obrazek 18: Infracervené spektrum ve FAR oblasti pro komplex 2.

TA — Termicky rozklad: 200-600°C, exo-efekty: 261°C, 512°C, 568°C.
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Obrazek 19: Graficky znazornény pribéh termické analyzy. Modra kiivka — TG, Cervena kiivka — DTG, zelena
kiivka — DTA.

4.2.4 Komplex 3
Postup syntézy: 0,7 mmol Zn(NO3),6H,O bylo rozpusténo ve smési 15 ml
triethylorthoformiatu a 35 ml methanolu. Roztok byl zahfivan na teplotu 60°C a michéan 2
hodiny. Potom bylo pfidano 1,25 mmol Lig 1 a roztok se nechal refluxovat 2 dny. Poté byl
komplex separovan, promyt vodou, methanolem, diethyletherem a vysuSen pod infralampou.
Komplex byl svétle zluty prasek, ktery byl rozpustny v DMF a DMSO.
EA - oc¢ekavané hodnoty: C, 42.77; N, 20.78; H, 2.99. Name¢teno: C, 4.43; N, 20.62; H, 2.74.
Konduktometrie - jako rozpustédlo byl pouzit DMF (A= 1,7 S-cm?). Namé&fend hodnota
An=2,7 S-cm*mol™.
MS — ESI+ MS: m/z 711 [Zn(Lig1)2(NO3), + K]*, 265 [Lig 1 + Na]".
NMR — *H NMR (dmf-d,, TMS, ppm): & 13.63 (bs, 1H, N9H); 9.31 (bs, 1H, C8H); 8.75 (bs,
1H, C2H); 7.51 (m, 2H, C12H, C16H); 7.32 (m, 2H, C13H, C15H); 7.26 (m, 1H, C14H); 4.73
(s, 2H, C10H).
3¢ NMR (dmf-d;, TMS, ppm): 8161.51 (C6); 153.26 (C2); 151.93 (C4); 149.71 (C8);
138.61 (C11); 134.19 (C5); 129.43 (C12,16); 128.81 (C13,15); 127.48 (C14); 33.31 (C10).

Komplex | 'H NMR “C NMR
NOH |C8H |[C2H |C2 C4 C5 C6 C8 C10
3 0,08 0,76 0,02 | 1,36 1.00 421 3,08 6,14 1.05

Tabulka 7: Vybrané koordinac¢ni posuny (Ad = Jompliex — Jligand) Pro komplex 3 vypocitané z 'H and °C NMR
spekter.
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IC - 237 cm™ v(Zn-0), 307 cm™ v(Zn-N), 461 cm™ v(Zn-S), 1586-1565 cm™ v(C=N) a v(C-
C)arom, 3060-3028 cm™ v(C-H)arom.
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Obrazek 20: Infradervené spektrum ve FAR oblasti pro komplex 3.

4.2.5 Komplex 4
Postup syntézy: 0,35 mmol Zn(SO4)-7H,O bylo rozpusténo ve smési 15 ml

triethylorthoformiatu a 35 ml methanolu. Roztok byl zahfivan na teplotu 60°C a michéan 2
hodiny. Potom bylo pfidano 0,65 mmol Lig 1 a roztok se nechal refluxovat 2 dny. Poté byl
komplex separovan, promyt vodou, methanolem, diethyletherem a vysuSen pod infralampou.
Komplex byl svétle zluté prasek, ktery byl rozpustny v DMF a DMSO.

EA - o¢ekavané hodnoty: C, 44.62; N, 17.34; H, 3.22. Naméteno: C, 43.86; N, 17.14; H, 3.11.
Konduktometrie - jako rozpustédlo byl pouzit DMF (A= 1,7 S-cm?). Namé&fend hodnota
An=2,7 S-cm*mol™.

MS - ESI- MS: m/z 739 [Zn(Lig1),(SO4),]’, 241 [Lig 1] .

NMR — *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.62 (bs, 1H, N9H); 9.30 (bs, 1H, C8H): 8.76 (bs,
1H, C2H); 7.52 (m, 2H, C12H, C16H); 7.32 (m, 2H, C13H, C15H); 7.26 (m, 1H, C14H); 4.73
(s, 2H, C10H).

B3C NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 161.54 (C6); 153.28 (C2); 151.68 (C4); 149.60 (C8);
138.61 (C11); 134.16 (C5); 129.43 (C12,16); 128.81 (C13,15); 127.47 (C14); 32.68 (C10).

Komplex | 'H NMR BCNMR
NOH |C8H |C2H |C2 c4 C5 C6 C8 C10
4 0,07 0,75 0,01 [1,38 0.78 4.18 3,11 6.03 0.42

Tabulka 8: Vybrané koordinacni posuny (Ad = Jkomplex — Oiigand) Pro komplex 4 vypocitané z 'H and ®C NMR
spekter.
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IC - 303 cm™ v(Zn-N), 461 cm™ v(Zn-S), 1586-1565 cm™ v(C=N) a v(C-C)arom, 3085-2962

Cm-1 V(C-H)AROM .
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Obrazek 21: Infracervené spektrum ve FAR oblasti pro komplex 4.

TA — Termicky rozklad: 200-600°C, exo-efekty: 344°C, 494°C, 581°C.
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Obrazek 22: Graficky znazornény prabéh termické analyzy. Modra kiivka — TG, ¢ervend kiivka — DTG, zelena
kiivka — DTA.

4.2.6 Komplex 5

Postup syntézy: 0,7 mmol ZnCl,-2H,0 bylo rozpusténo ve smési 15 ml triethylorthoformiatu
a 35 ml methanolu. Roztok byl zahiivan na teplotu 60°C a michén 2 hodiny. Potom bylo
pridano 1,25 mmol Lig 4 (p-F) a roztok se nechal refluxovat 2 dny. Poté byl komplex
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separovan, promyt vodou, methanolem, diethyletherem a vysusen pod infralampou. Komplex
byl svétle zluty prasek, ktery byl rozpustny v DMF a DMSO.

EA - oc¢ekavané hodnoty: C, 42.71; N, 16.6; H, 2.99. Naméieno: C, 42.3; N, 16.08; H, 2.81.
Konduktometrie - jako rozpustédlo byl pouzit DMF (A= 1,7 S-cm?). Namé&fend hodnota
Am=38 S-cm*mol™.

MS - ESI- MS: m/z 653 [Zn(Lig),Cl,]", 259 [Lig 4]".

NMR — *H NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 13.58 (bs, 1H, N9H); 8.78 (bs, 1H, C2H); 8.69 (bs,
1H, C8H); 7.56 (m, 2H, C12H, C16H); 7.13 (m, 2H, C13H, C15H); 4.70 (s, 2H, C10H).

3¢ NMR (dmf-d;, TMS, ppm): & 163.15 (C14); 157.72 (C6); 152.64 (C2); 151.69 (C4);
148.02 (C8); 134.69 (C11); 132.50 (C5); 131.32 (C12,16); 115.31 (C13,15); 31.53 (C10).

Komplex | *H NMR BC NMR

N9H C8H C2H C2 C4 C5 C6 C8 C10

5 0,03 0,14 0,01 0,70 0.73 2.44 -3,19 4.40 0.16

Tabulka 9:Vybrané koordinacni posuny (Ad = Jxemplex — Oligand) Pro komplex 5 vypodcitané z 'H and ®C NMR
spekter.

IC —300 cm™ v(Zn-N) a v(Zn-Cl), 454 cm™ v(Zn-S), 1567-1675 cm™ v(C=N) a v(C-C)arom,
3085-3024 cm™ v(C-H) arom, 2974 cm™ v(C-H)ajir.
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Obrazek 23: Infradervené spektrum ve FAR oblasti pro komplex 5.

TA — Termicky rozklad: 200-600°C, exo-efekty: 353°C, 482°C, 596°C.

4.2.7 Ostatni provedené syntézy
Celkem bylo provedeno velké mnozsvi syntéz S 5 riznymi druhy ligandi odvozenymi od 6-
MP (vSechny ligandy jsou popsany V kapitole 4.2.1). Jako vychozi latky byly pouzity
ZnCly-2H,0, Zn(S04)-7H20, Zn(Cl04),:6H,0, Zn(NO3),-6H,0, Zn(CH3COO),. Pii postupu

syntéz podle vySe uvedeného navodu, byl ve filtratu vétSinou ptitomen ligand, a proto se
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upravoval pomér latkovych mnozstvi (1:1, 1:2, 1,4:2,5, 1:4).[39] Nicméné idealni pomér
latkovych mnozstvi byl zna¢n¢ individudlni pro kazdou vychozi latku. VétSina ptipravenych
latek byly prasky, ale byly ptipraveny i latky konzistence lepidla. Ani rekrystalizaci a difuzni
krystalizaci se u zadné ptipravené latky nepodaftilo ziskat monokrystal pro rentgenostrukturni
analyzu, pokud ke krystalizaci doslo, tak se jednalo o krystalky ligandu. Typické zbarveni
ptipravenych sloucenin bylo svétle zluté, ale bylo pfipraveno nékolik sloucenin liSicich se
Zbarvenim (svétle hnéda, tmave zlutd). Dale byla provedena reakce s cilem zjistit, zdali se da
piipravit Zn(ll) komplex sLig 1 v okyseleném prostiedi. Lig 1 byl rozpustén v 40 ml
methanolu. Roztok byl okyselen na pH pomoci 0,1 M HCI a zahtivan pod refluxem pfi
t=60°C. Do roztoku byl pfidan 1 mmol ZnCl,-1,5 H,0, roztok byl udrzovan pii t=60°C a
michan po 2 dny. Tato syntéza neméla uspéch a pravdépodobné vlivem rozkladu roztoku
vznikla zapachajici hnéda lepkava latka, kterou se nepodafilo separovat. Vytézky vsech

provedenych syntéz byly rizné.

4.3 Diskuze a vysledky

4.3.1 Komplex 1
EA - Vysledky poskytly prvni odhadnuti slozeni komplexu na [Zn(Lig1)Cl;]. Odchylka od
o¢ekavanych hodnot byla < 0,5%.
Konduktometrie - Podle vysledku mé&feni Ay=2,5 S-cm?mol™ Ize usoudit, 7e komplex je
neelektrolyt tzn., Ze nema ionty mimo koordina¢ni sféru.
MS - Ve vysledném hmotnostnim spektru byla pfi 375 m/z potvrzena piitomnost
predikovaného komplexu [Zn(Ligl)Cl,]. Samotny Lig 1 byl pozorovan velmi intenzivnim
peakem pti 241 m/z.
NMR — V piipadé H a 3C NMR spekter komplexu 1 byly identifikovany viechny signaly
organické molekuly Lig 1. Vlivem koordinace mély ale nékteré signaly jiny chemicky posun.
Tyto zmény vyjadiené koordinacnim posunem Ad = Jkomplex — OJligand (Tabulka ¢.5) byly
Vv pfipadé protonovych spekter nejvyraznéjsi pro signal C8H (0,74 ppm). Nejvice posunuty
byly v C spektrech signaly uhliki C8 (6,02 ppm) a C5 (3,85 ppm), coz nasvédCuje tomu, ze
se organicky ligand na zinek koordinuje ptes dusikovy atom N7 purinového skeletu. Navic ale
doslo k vyraznym posunum i v piipadé uhlika C6 (3,25 ppm) a C10 (0,66 ppm), které jsou
VvV pifimé blizkosti atomu siry. Na zdklad¢ téchto vysledkli miiZeme navrhnout bidentétni

koordinaci Lig 1 pfes atomy siry a dusiku N7.
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IC — Infradervena spektra byla méfena ve FAR i MID oblasti pro samotny Lig 1 a piipraveny
Zn(Il) komplex. Ve FAR oblasti byl pozorovan velmi Siroky intenzivni vibracni pas pti 313
cm™. Tento vibragni pas miZeme prifadit vibracim v(Zn-Cl) a v(Zn-N), jejichz vibrace jsou si
velmi blizké (vibrace vazby Zn-N muizeme podle literatury pozorovat pii 286-297 cm? a
vibrace vazby Zn-Cl pfi 302-330 cm™). Vyrazny intenzivni vibraéni pas pii 461 cm™ je
typicky pro vSechny pfipravené komplexy a Vv samotném ligandu se nenachazi. S velkou
pravdépodobnosti se tedy jedna o vibraci v(Zn-S). Bohuzel v dostupné literatuie a odbornych
publikacich, se nepodafilo vyhledat oblast vibraci v(Zn-S), kromé jediného zdroje, ktery uvadi
oblast vibrace této vazby pii 370 cm™, ale v podstatné odlisném chemickém systému.[40]
V MID oblasti byl pozorovan intenzivni vibraéni pas pfi 1565 cm™ vibraci v(C=N) a v(C-
C)arom. Slabé vibracni pasy v oblasti 3104-3018 cm? jsou zpusobeny vibraci v(C-H)arowm. IC
spektra jednoznaéné potvrdila piitomnost Lig 1 v komplexu. Ze ziskanych vysledku
naméfenych spekter Ize usoudit, ze ligand se na centralni atom koordinuje bidentatné (pies
atomy N a S).[41]

Zavér — Podle vysledktu provedenych analyz mtZzeme navrhnout pravdépodobnou strukturu
komplexu 1 [Zn(Ligl)Cl,]. StéZejni byly vysledky NMR, podle kterych mtizeme usoudit, ze
Lig 1 se na Zn(Il) koordinuje bidentatné pies atomy N7 a S. Tento navrh bidentatni
koordinace Lig 1 potvrdily také vysledky IC, kde se podafilo s velkou pravdépodobnosti uréit
vibraci vazby v(Zn-S). Ligand 1 se tedy na Zn(ll) koordinuje bidentatné, a to pies atomy N7 a
S. Centralni atom mé koordina¢ni ¢islo 4, komplex neobsahuje Zadné solvatomolekuly ani
vodivé ionty mimo koordina¢ni sféru a chromofor ptipraveného komplexu je ZnSNCl,.
Nicméné se nepodatilo ziskat monokrystal komplexu pro rentgenostrukturni analyzu, ktera by
pravdépodobnou strukturu komplexu jednozna¢né potvrdila. Ptipraveny komplex mél zluté

zbarveni a byl dobfe rozpustny v DMF a DMSO.
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Obrazek 24: Pravdépodobna struktura komplexu 1.
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4.3.2 Komplex 2
EA - Vysledky EA poskytly prvni odhadnuti slozeni komplexu na [Zn(Ligl)(CH3COO),].
Odchylka od o€ekavanych hodnot byla < 0,5%.
Konduktometrie — Podle vysledku mé&feni Ay= 8 S-cm*mol™ Ize usoudit, Ze komplex je
neelektrolyt tzn., Ze nema ionty mimo koordinac¢ni sféru.
MS - Ve vysledném hmotnostnim spektru byla pii 447 m/z potvrzena piitomnost
predikovaného komplexu [Zn(Ligl)(CH3COO),]. Samotny Lig 1 byl pozorovan pii 265 m/z.
NMR — V ptipadé 'H a *C NMR spekter komplexu 2 byly pozorovany viechny signaly
organické molekuly Lig 1 krom¢ uhliku C4, ktery nebyl detekovan (n.d.). Koordinacni
posuny Ad = JSkomplex — Oligand byly velmi podobné t&ém vypocitanym pro komplex 1, tedy byly
nejvyznamngj$i pro signal C8H (0,76 ppm); nejvice posunuty byly v BC spektrech signaly
uhlika C8 (6,38 ppm), C6 (4,69 ppm) a C5 (3,20 ppm), coz nasvédcuje tomu, ze se organicky
ligand na Zn(I1) koordinuje pies dusikovy atom N7 purinového skeletu a atom siry.
IC — Infradervena spektra byla méfena ve FAR i MID oblasti pro samotny Lig 1 a pfipraveny
Zn(I1) komplex. Ve FAR oblasti se analyzou podafilo uréit pti 303 em™ vibraci v(Zn-N). Opét
byl pozorovan vyrazny peak pii 461 cm’, ktery mizeme pfifadit vibraci v(Zn-S). V MID
oblasti byly pozorovény silné vibraéni pasy v(C=N) a v(C-C)arom pii 1586-1565 cm™, slabé
vibra¢ni pasy v(C-H)arom V 0blasti 3085-2962 cm a stiedné intenzivni vibraéni pas pii 2962
cm™ v(C-H)air. IC spektra jednoznatné potvrdila piitomnost Lig 1 v komplexu. Z vysledki
infracerveného spektra Ize usoudit, ze Lig 1 se vaze na Zn(II) bidentatné (pies atomy S a N).
TA — Termicky rozklad zacal kolem 200°C a skon¢il pii 600°C. Celkovy ubytek hmotnosti
¢inil 80,6 %. Finalni produkt termického rozkladu byl vypocten jako ZnO. Rozdil namé&fené a
vypocitané hodnoty 19,4 % / 19,1 %. Odchylka od ideélni hodnoty je tedy 0,3 %. Z prubéhu
TG kiivky mizeme usoudit, Ze v komplexu nejsou Zadné solvatomolekuly a vypocitané
slozeni komplexu je [Zn(Ligl)(CH3COO),].
Zavér — Z vysledka provedenych analyz lze usoudit, Ze pravdépodobna struktura komplexu 2
je [Zn(Ligl)(CH3COO),]. Stézejni byly opét vysledky NMR a IC, kdy se podafilo ze
ziskanych vysledkt navrhnout koordinaci Lig 1 pfes atomy N7 a S. Ligand 1 se na Zn(ll) tedy
koordinuje bidentatné pies atomy N7 a S. Acetit se na centralni atom koordinuje
pravdépodobné monodentatné.[42] Zn(II) ma tedy koordina¢ni ¢islo 4 a chromofor je
ZnSNO,. Nepodafilo se ziskat monokrystal pro rentgenostrukturni analyzu, ktera by

jednoznac¢né urcila strukturu komplexu.
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Obrazek 25: Obrazek ukazuje strukturu ukazkového Zn(Il) komplexu.[42]

4.3.3 Komplex 3
EA — Vysledky EA poskytly prvni odhadnuti slozeni komplexu na [Zn(Ligl),(NOs3),].
Odchylka od o¢ekavanych hodnot byla < 0,5%.
Konduktometrie — Podle vysledku m&feni Ay=2,7 S-cm?>mol™ Ize usoudit, Ze komplex je
neelektrolyt tzn., Ze nema ionty mimo koordinacni sféru.
MS — Ve vysledném hmotnostnim spektru byla pii 711 m/z potvrzena piitomnost
predikovaného komplexu [Zn(Ligl),(NOs3)2]. Samotny Lig 1 byl pozorovan pii 265 m/z.
NMR -V NMR spektrech komplexu 3 byly detekovany vSechny signaly organické molekuly
Lig 1. Zavéry plynouci z provedené NMR studie jsou analogické k pfedchozim komplexiim,
tedy nejvyznamnéjsi koordinaéni posuny vykazovaly signadly C8H (0,76 ppm) v protonovém
spektru a C8 (6,14 ppm), C5 (4,12 ppm), C6 (3,08 ppm) a také C10 (1,05 ppm), coz opét
nasvédCuje tomu, Ze se organicky ligand na Zn(ll) koordinuje ptes dusikovy atom N7
purinového skeletu a atom siry.
IC - Infratervend spektra byla méfena ve FAR i MID oblasti pro samotny Lig 1 a piipraveny
Zn(IT) komplex. Ve FAR oblasti se analyzou podafilo uréit pii 307 cm™ vibraci v(Zn-N). Opét
byl pozorovan vyrazny peak pfi 461 cm™, ktery mizeme piifadit vibraci v(Zn-S). Stfedng
vyrazny vibraéni pas v(Zn-O) v oblasti 237 cm™. V MID oblasti byly pozorovany silné
vibra¢ni pasy v(C=N) a v(C-C)arom pii 1586-1565 cm™? a slabé vibra¢ni pasy v(C-H)arom
v oblasti 3060-3028 cm™. IC spektra jednoznaéné potvrdila piitomnost Lig 1 v komplexu.
Z infracerveného spektra mizeme usoudit, ze Lig 1 se vaze na Zn(II) bidentatné (pfes atomy
SaN).
Zavér — Podle vysledkti provedenych analyz lze usoudit, ze pfipraveny komplex ma
pravdépodobné strukturu [Zn(Ligl),(NOs),]. Stejné jako v piipadé predeslych komplexi byly
velmi dtlezité vysledky predeviim NMR a IC, zkterych se podafilo uréit bidentatni
koordinaci Lig 1 na Zn(Il) pfes atomy N7 a S. Zn(I[) mé koordina¢ni ¢islo 6, komplex
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neobsahuje zadné solvatomolekuly ani ionty mimo koordina¢ni sféru centralniho atomu, je
dobte rozpustny v DMF i DMSO a chromofor komplexu je ZnN,S,0,. Nepodatilo se ziskat
monokrystal komplexu pro rentgenostrukturni analyzu, ktera by jednoznacné potvrdila

navrhovanou strukturu.

4.3.4 Komplex 4
EA — Vysledky EA poskytly prvni odhadnuti slozeni komplexu na [Zn(Ligl1)2(SOa)].
Odchylka od o¢ekavanych hodnot byla < 0,5%.
Konduktometrie — Podle vysledku méfeni Ay=2,7 S-cm>mol™ Ize usoudit, Ze komplex je
neelektrolyt tzn., Ze nema ionty mimo koordinac¢ni sféru.
MS - Ve vysledném hmotnostnim spektru byla pii 739 m/z potvrzena piitomnost
predikovaného komplexu [Zn(Ligl),(SO4)]. Samotny Lig 1 byl pozorovan pti 241 m/z.
NMR -V NMR spektrech komplexu 4 byly pozorovany v§echny signaly organické molekuly
Lig 1. Stejné jako u diive diskutovanych komplexid, vysledky NMR studie souhlasi
Snavrzenou bidentatni koordinaci Lig 1 na atom zinku pfes atomy S a N7, protoze
nejvyznamngj$i koordina¢ni posuny vykazovaly signaly C8H (0,75 ppm) v protonovém
spektru a C8 (6,03 ppm), C5 (4,18 ppm), C6 (3,11 ppm) v *C spektru.
IC — Infradervena spektra byla méfena ve FAR i MID oblasti pro samotny Lig 1 a piipraveny
Zn(II) komplex. Ve FAR oblasti se analyzou podatilo uréit pfi 303 cm™ vibraci v(Zn-N). Opét
byl pozorovan vyrazny peak pii 461 cm™, ktery mizeme prifadit vibraci v(Zn-S). V MID
oblasti byly pozorovény silné vibraéni pasy v(C=N) a v(C-C)arom pii 1586-1565 cm™ a slabé
vibra¢ni pasy v(C-H)arom V 0Oblasti 3085-2962 cm™?. Z infracerveného spektra muzeme
usoudit, ze Lig 1 se vaze na Zn(ll) bidentatné (ptes atomy S a N).
TA — Termicky rozklad zacal kolem 180°C a skon¢il pii 620°C. Celkovy ubytek hmotnosti
¢inil 86 %. Findlni produkt termického rozkladu byl vypocten jako ZnO. Rozdil naméfené a
vypocitané hodnoty 14 % / 12,59 %. Odchylka od idealni hodnoty je tedyl,41 %. Z prub&hu
TG kiivky mizeme usoudit, Ze v komplexu nejsou zadné solvatomolekuly a vypocitané
slozeni komplexu je [Zn(Ligl),(SO4)].
Zavér - Podle vysledki provedenych analyz Ize usoudit, Ze pfipraveny komplex ma slozeni
[Zn(Lig1)2(SO4)]. Podle vysledki NMR a IC se da usoudit, ze Ligand 1 se na zZn(ll)
koordinuje bidentatné pies atomy N7 a S. Rozdil oproti jinym komplextim je, ze SO42 se na
Zn(I) mize koordinovat tfemi zdkladnimi zplsoby. Prvni zplsob je monodentatni
koordinace.[43] Zn(Il) by m¢l vtomto piipadé koordina¢ni ¢islo 5. Druha moznost je

bidentatni koordinace ptes dva atomy kysliku.[44] Zn(IT) by tedy mél koordina¢ni ¢islo 6, coz
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je velmi pravdépodobné. Posledni moznosti je, ze S04* vystupuje jako mistek mezi dvéma
centralnimi atomy.[45] Bohuzel se nepodafilo ziskat monokrystal komplexu pro
rentgenostrukturni analyzu, kterd by jednoznacné potvrdila strukturu komplexu. Komplex
neobsahuje zadné solvatomolekuly ani ionty mimo koordina¢ni sféru centralniho atomu a je

dobie rozpustny v DMF i DMSO.
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Obrazek 26: Piiklad monodentatni koordinace SO,* na Zn(11).[43]

Obrizek 28: Piiklad Zn(IT) komplexu, kde vystupuje SO,* jako miistek mezi dvéma centralnimi atomy.[45]

4.3.5 Komplex 5
EA — Vysledky EA poskytly prvni odhadnuti slozeni komplexu na [Zn(Lig4),Cl,]-H,O.
Odchylka od o¢ekavanych hodnot byla < 0,5%.
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Konduktometrie — Tento komplex mé&l vyraznd vys§i Am=38 S-cm®mol™ neZ ostatni
komplexy, ale i pfesto se jedna o neelektrolyt.

MS — Ve vysledném hmotnostnim spektru byla pii 653 m/z potvrzena piitomnost
predikovaného komplexu [Zn(Lig4),Cl,]. Samotny Lig 4 byl pozorovan pii 259 m/z.

NMR — V piipadé *H a *C NMR spekter komplexu 5 byly pozorovéany vSechny signély
organické molekuly Lig 4 (p-F). V tomto pfipad¢ byly hodnoty koordina¢nich posuni odlisné
od ptedchozich diskutovanych komplexii, coz pravdépodobné souvisi s pfitomnosti atomu
fluoru v para-poloze na benzenovém jadru organického ligandu. Nicméné opét byly Ad
Vv ptipad¢ protonovych spekter nejvyraznéjsi pro signal C8H (0,14 ppm). Nejvétsi zmeény
chemického posunu byly v **C spektrech pozorovany pro signaly uhlika C8 (4,40 ppm), C6 (-
3,18 ppm) a C5 (2,44 ppm), coz opét nasvédCuje tomu, ze se organicky ligand na zinek
koordinuje ptes dusikovy atom N7 purinového skeletu a atom siry.

IC — Na rozdil od ostatnich charakterizovanych komplexi, byl u tohoto komplexu pouzit jiny
ligand Lig 4 (p-F). Infracervené spektrum bylo jako u ostatnich komplexti zméfeno ve FAR i
MID oblasti pro samotny Lig 4 a Zn(Il) komplex. Tento komplex nevykazoval tak vyrazny
vibra¢ni pas v(Zn-S), jako ostatni komplexy, ale v oblasti 454 cm™ miZeme pozorovat
vibracni pas mensi intenzity. Drobnd odchylka od ostatnich komplexl je nejspiSe zplisobena
jinym ligandem (p-F). Velmi $iroky vibra¢ni pas v oblasti kolem 300 cm™ je zptisoben velmi
blizkymi vibracemi v(Zn-N) a v(Zn-Cl). V MID oblasti byly jednotlivé vibracni pasy ligandu
takika totozné s vibraénimi pasy komplexu. Byly pozorovany silné vibra¢ni pasy v(C=N) a
v(C-C)arom pii 1567-1675 cm™, slabé vibracni pasy v(C-H)arowm V oOblasti 3085-3024 cm™ a
slaby vibracni pas pti 2974 cm™ v(C-H)aiit. IC spektra jednoznaéné potvrdila ptitomnost Lig 4
v komplexu. Z infraferveného spektra mizeme usoudit, ze Lig 4 se vaze na Zn(Il) také
bidentatné (pfes atomy S a N).

TA — Termicky rozklad komplexu zac¢al kolem 170°C a skon¢il pti 630°C. Celkovy ubytek
hmotnosti ¢inil 90,5 %. Finalni produkt termického rozkladu byl vypocten jako ZnO. Rozdil
naméfené a vypocitané hodnoty 9,5 % / 12,4 %. Odchylka od idealni hodnoty 2,9 %.
Z prubéhu TG kiivky muzeme usoudit, ze komplex obsahuje jednu molekulu vody mimo
koordinac¢ni sféru centralniho atomu a navrhovana struktura komplexu je [Zn(Lig4).Cl;]-H,0O
(Lig=p-F).

Zavér — Z vysledka provedenych analyz Ize usoudit, ze pravdépodobna struktura komplexu je
[Zn(Lig4).Cl,]-H20. Na rozdil od ostatnich charakterizovanych komplext byl pouzit jiny
Ligand 4 (p-F) a komplex obsahuje navazanou jednu molekulu vody mimo koordina¢ni sféru

centralniho atomu. St&Zejni opét byly vysledky NMR a IC, z kterych mizeme usoudit na
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bidentatni koordinaci Lig 4 na Zn(II) pies atomy N7 a S. Zn(II) mé& koordinac¢ni ¢islo 6 a
chromofor je ZnS;N,Cl,. Komplex je dobie rozpustny v DMF a DMSO. Nicmén¢ stejné jako
Vv pfipadé ostatnich charakterizovanych komplexl, se nepodafilo ziskat monokrystal pro

rentgenovou strukturni analyzu, kterd by jednoznac¢né urcila strukturu komplexu.
r 4
5. Zavér

V teoretické Casti bakalaiské prace byla provedena literarni reSerSe o obecnych vlastnostech
zinku a jeho funkce v lidském organismu. Dale zde byla popsana funkce a metabolismus 6-
merkaptopurinu a piipravené Zn(II) komplexy s ligandy odvozenymi od purinového skeletu
vykazujici biologickou aktivitu (derivaty kinetinu a olomoucinu).

Prakticka ¢ast se vénovala syntéze Zn(II) komplext s derivaty 6-MP (konkrétné bylo pouzito
5 riznych derivati) a jejich néasledné analyze pomoci dostupnych analytickych metod.
Celkem se podafilo charakterizovat 5 pfipravenych komplexii. Stézejni byly vysledky NMR a
IC. Z vysledkt NMR mizeme usoudit (podle vypogitanych koordina¢nich posuntl), Ze pouzité
ligandy se na Zn(Il) koordinuji bidentatné pies atomy N7 a S. Tato predikce byla dale
potvrzena vysledky IC. Spoleénym znakem charakterizovanych komplexti, byl hlavné velmi
intenzivni vibraéni pas v oblasti kolem 461 cm™. Tato vibrace se nenachézela v samotném
ligandu, ale pouze v ptipravenych komplexech. Z toho lze usoudit, Zze se jedna o v literatuie
malo popsanou vibraci vazby v(Zn-S). Lig 1 (6-benzylmerkaptopurin) a Lig 4 {6-(p-
fluorobenzylmerkapto)purin} se na Zn(II) nekoordinuji tedy jen ptes atom N7, ale i pfes atom
S. Zn(I) mél v ptipravenych komplexech koordina¢ni Cislo 4 a 6. V ptipadé komplexu 4, kde
byl jako vychozi latka pouzit Zn(SO4)-7H,0, neni struktura komplexu zcela jasna, protoze
SO,* ma vice moznosti jak se na Zn(Il) koordinovat. Dalsi spole¢nou charakteristikou
pfipravenych komplexti bylo, Ze se ani opakovanou rekrystalizaci nepodafilo ziskat
monokrystaly, které by pomoci rentgenové strukturni analyzy potvrdily navrhované struktury.
Komplexy mély Zluté zbarveni, nemély Zadné ionty mimo koordinacni sféru centralniho
atomu (jednalo se tedy o neelektrolyty) a byly dobfe rozpustné v DMF a DMSO. Nicméné
jejich $patna rozpustnost v klasickych rozpoustédlech snizuje jejich potencionalni biologickou
dostupnost.

Nakonec bych rad podé€koval predevSim mé Skolitelce Mgr. Radce Kiikavové, Ph.D. za

odborné rady a konzultace béhem feSeni bakalaiské prace.
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