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Abstrakt

Komplexni slou¢eniny ruthenia jsou Siroce studovanymi latkami nejen diky jejich
katalytickym vlastnostem, ale nasly svoje uplatnéni i jako biologicky aktivni latky. Napiiklad
komplexy Ru'" obsahujici indazol a imidazol (NAMI-A, KP1019 a NKP-1339), které
vykazuji slibné protinddorové a antimetastatické aktivity a vstoupily jiz do faze klinickych
testi. Polosandwichové komplexy ruthenia [Ru(p-cym)(XY)Z], kde XY jsou mono- nebo
bidentatni ligandy (N,N-; N,O-; O,0-) a Zje napi. chlorido- ligand, byly a jsou nadale
tématem studia pro fady veédcl, diky jejich Siroké skale biologickych vlastnosti. Zejména
se jedna o jejich antimetastatické a cytotoxické ucinky vici fadé nadorovych buné¢nych linii.
V roce 2001 byl pfipraven polosandwichovy komplex, S velmi slibnou protinddorovou
aktivitou in vivo, pod nazvem RAPTA-C. Navic byla pfipravena velkd fada sloucenin
s bidentatnimi O,0O-ligandy, u kterych byly taktéZ pozorovany rizné biologické aktivity. Mezi
slibné O,O-ligandy patii také skupina chalkonti, ptirodnich latek, které plni funkce barviv
a ochrannych latek a vyskytuji se zejména v nadzemnich castech rostlin. Dlouhodobé studie
ukazaly, ze rizné derivaty chalkond vykazuji také zajimavé biologické vlastnosti, zejména
antioxidac¢ni, cytotoxické, antimikrobidlni, antiprotozodlni, antiulcerozni, antihistaminové
zaméfena na syntézu polosandwichovych komplexnich slougenin Ru" obecného slozeni
[Ru(p-cym)(L)CI], pticemz p-cym = p-cymen a L = deprotonizovany 2'-hydroxychalkon.
Bylo nasyntetizovano celkem pét derivati 2'-hydroxychalkont, které byly pouzity jako
vychozi latky k syntézam polosandwichovych komplexnich sloudenin Ru" a byly dale
charakterizovany dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami. Potize se vznikem smési
S riznorodym sloZenim nakonec zabranily pfipravit chemické individua s kyZzenym slozenim.
Vybrany produkt, charakterizovany vhodnymi analytickymi technikami, pfitom obsahoval
cca30 % komplexu [Ru(p-cym)(L4)Cl], kde L, = deprotonizovany 2'-hydroxy-3,4,5-

trimethoxychalkon.

Kli¢ova slova: Chalkony, syntéza, polosandwichové komplexy, ruthenium, biologicka

aktivita, charakterizace



Abstract

Ruthenium complexes have been intensively studied not only for their catalystic properties,
but have been also found useful as biologically active compounds. For example, Ru"
complexes containing indazole and imidazole ligands (designated as NAMI-A, KP1019
and NKP-1339) have shown promising antitumor and antimetastatic activities and they have
entered the phase of clinical trials. Half-sandwich complexes of ruthenium with the general
formula [Ru(p-cym)(XY)Z], where XY are mono- or bidentate ligands (N,N-; N,O-; O,0-)
and Z is chlorido-ligand, are still subject of study for many scientists, because of their wide
range of biological properties. In particular, antimetastatic and cytotoxic effects against
anumber of tumor cell lines were studied. In 2001, a very promising half-sandwich
compound was prepared with significant antitumor activity in vivo — abbreviated as
RAPTA-C. Moreover, a large number of compounds with bidentate coordinated O,O-ligands
have been studied showing various biological activities. One of the promising groups
of O,0-ligands is represented by chalcones, a group of naturally occurring compounds
in aerial parts of plants as colorants and chemoprotective agents. Long-term studies have
shown that different derivatives of chalcones have interesting biological properties,
in particular:  antioxidant,  cytotoxic, antimicrobial,  antiprotozoal, antiulcerous,
anti-inflammatory and antihistaminic effects. Inspired by the above mentioned facts,
the experimental section of this work was dedicated to the synthesis of half-sandwich
Ru" complexes with the general composition [Ru(p-cym)(L)CI], where p-cym = p-cymen and
L = deprotonated 2'-hydroxychalcone derivative. During the solution of my synthetic project,
I successfully prepared 5 chalcone derivatives and characterized them by means of selected
physical and chemical methods. Faced with the difficulties connected with the formation
of the product mixtures with varying composition, | was ultimately unable to prepare the
chemical individuals with the desired composition. The selected product, characterized
by suitable analytical techniques, contained about 30% of the complex with the desired
composition  [Ru(p-cym)(Ls)CI], where L, = deprotonated 2'-hydroxy-3,4,5-

trimethoxychalcone.

Keywords: Chalcones, synthesis, half-sandwich complexes, ruthenium, biological activity,
characterization.
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1. UVOD

Objev a vyzkum protinadorové aktivity cisplatiny (cis-[Pt(NH3).Clz]) [1], [2]
podnécoval védce ke zkoumani dalSich moznych sloucenin na bazi protinadorovych latek,
zejména komplexi pfechodnych kovii S mensimi vedlej$imi Gc¢inky a SirSim rozsahem
protinadorové aktivity, nez je cisplatina. Mezi takové prechodné kovy patii napt. ruthenium,
rhodium, osmium, iridium, zlato, kobalt, zinek a méd’. [3], [4], [5], [6], [7]

Komplexni slouceniny ruthenia maji velky vyznam jako potencidlni protirakovinné
latky z dtivodu jejich slabé toxicity a slibné ucinnosti proti nadorovym bunkam. [8], [9]
Organokovové slouéeniny ruthenia, nesouci p-cymen koordinovany jako n-ligand s dalSimi
mono- ¢i bidentatnimi ligandy, jsou povazovany za nad€jné latky pro 1écbu rakoviny.
Komplexni chemie ruthenia je dobfe rozvinuta, a to zejména s aminovymi a iminovymi
ligandy. Komplexy nesouci N,N- a N,O-bidentatni ligandy [Ru(p-cym)(XY)CI]Z, kde
(XY) = ethylendiamin, piperazin, 1,2-diaminobenzen, bypiridin a Zje obvykle PFg,
vykazovaly cytotoxicitu srovnatelnou s cisplatinou v iadé bunécnych linii. Jsou znamé
i slouceniny ruthenia s O,O-bidentatnimi ligandy (napf. derivaty acetylacetonu,
1,1-cyklobutandikarboxylat, oxalat, nebo malonat). [10], [11], [12], [13]

Chalkony (1,3-diaryl-2-propen-1-ony) jsou dulezitou skupinou latek vyskytujicich
se v prirodé, které v zavislosti na substituci arylovych kruht, vykazuji urcitou biologickou
aktivitu. [14] Chalkony a jejich derivaty jsou hojné pouzivany jako ligandy pro pfipravu
komplexnich sloucenin pfechodnych kovu, zvlasté rizné 2'-hydroxychalkony, které slouzi
jako O,0O-bidentatni donorové ligandy. Studie komplexnich slou¢enin nékterych ionta
prechodnych kovi (Cu", Ni"", zn", Co", Pd", Pt") s 2"-hydroxychalkony vedly ke stabilnim
slouceninam. [15], [16], [17], [18]

Cilem této bakalaiské prace je vypracovat literarni reSerS$i zaméfenou na biologicky
zajimavé derivaty 2'-hydroxychalkonli a komplexnich sloucenin ruthenia. Dale se pokusit
syntetizovat, dle postupi uvedenych v odborné literature, modelové organokovové slouceniny
Ru" s vybranymi derivaty 2'-hydroxychalkonii obecného slozeni [Ru(p-cym)(L)CI].
Poslednim cilem je pfipravené latky charakterizovat vhodnymi dostupnymi analytickymi

metodami ve spolupraci se zaméstnanci Katedry anorganické chemie PiF UP.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Chalkony
2.1.1 Obecna charakteristika

Chalkony (1,3-diaryl-2-propen-1-ony) patii do skupiny organickych latek, které maji
otevieny fetézec skladajici se z a,p-nenasyceného karbonylového systému spolu se dvéma
aromatickymi jadry, ktera jsou spojena pomoci tii uhlikovych atomua (obrazek 1). S mnoha
jednoduchymi chalkony, které nemaji na aromatickém kruhu -OH a -OCHj; skupinu,
se v prirod¢ nesetkame. Derivaty téchto latek se vyskytuji v rostlinach, ovoci a zelening.
Jsou prekurzorem v biosyntéze flavonoidii — enzymaticka cyklizace 2'-hydroxychalkont vede
ke vzniku flavononli a nasledné k velkému mnozstvi flavonoidovych skupin véetné flavona,
flavonolu, dihydroflavonold, aurond ((22)-2-benzyliden-1-benzofuran-3(2H)-on)
a isoflavonu. [16], [19], [20], [21] Dulezité jsou chalkony také pro pigmentaci kvétin, diky
které pritahuji opylovace. Tyto latky hraji roli v obrané proti patogenim a hmyzu. Mohou
existovat v cis- nebo trans- izomerni form¢, pficemz trans- izomer je termodynamicky
stabiln€jsi. Pfirodni chalkony maji na arylovych kruzich pfipojeny zejména hydroxylové,
methoxylové a alkenylové funkéni skupiny. Kromé toho, syntetické derivaty chalkont mohou
obsahovat jeden nebo vice substituentd na arylovych kruzich, jako jsou halogeno-, nitro-,
acetamido-, amino-, nitril- skupiny, karboxylové skupiny, razné heterocykly, fenyl apod.
Zminéné funkéni skupiny ovliviiuji urcity stupeil biologické aktivity. TaktéZ a,B-nenasyceny
systém je povazovan za hlavni farmakofor, jelikoz pii tplné redukci nebo ¢astecné modifikaci
této skupiny dochazi ke ztraté bioaktivity. [15], [19], [22], [23], [24], [25] Dlouhodobé
védecké studie ukdzaly, Ze chalkony vykazuji zajimavé biologické vlastnosti, zejména
antioxidacni, cytotoxické, protirakovinné, antimikrobialni, antiprotozoalni, antiulcerozni,
antihistaminové a protizadnétlivé Uc¢inky. V dnesni dobé jsou nékteré¢ chalkony testovany
v mnoha studiich vu¢i virovym onemocnénim, kardiovaskularnim chorobam, bolestem,

gastritidé a rakoviné zaludku. [22], [26], [27]

Obrazek 1: Obecny chemicky strukturni vzorec chalkont [19].
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2.1.2 Syntéza chalkonu

Chalkony lze obecné syntetizovat pomoci Claisen—Schmidtovy kondenzace
Vv piitomnosti kyseliny, nebo baze (obrazek 2). Mezi silné baze, které se pouzivaji pii této
kondenzaci, patii zejména KOH, NaOH, Ba(OH), a LIHMDS (bis(trimethylsilyl)amid lithny).
Lze pouzit i n€kolik Lewisovych kyselin, jako jsou napt. B,O3z a AlCls. [28], [29], [30], [31]
Vytéznost reakci se obvykle pohybuje do 90 %.

o) 0
~ CHy H = IBI
@/\L . )’k@
A~ X
R, R,

Obrazek 2: Syntéza chalkoni Claisen—Schmidtovou kondenzaci acetofenonu a benzaldehydu

R4 R,

Vv ptitomnosti baze | B | [28].

Dalsi metoda, pouzivana k syntéze chalkont, je Suzuki coupling mezi
benzoylchloridem a kyselinou fenylvinylboronovou. Chalkony byly také pfipraveny v dobrém
vytézZku pomoci Makaiyamovy aldolové kondenzace, ve které necyklické ketony
a benzaldehydy reagovaly v pfitomnosti jodidu samaritého a trimethylsilylchloridu. [32]

Styryltrifluoroboritan draselny je ¢inidlo, které se uplatituje v cross—couplingovych
reakcich. Tato latka je univerzalni, netoxicka, neni citlivd na vlhkost a ma dlouhou dobu
skladovatelnosti. V tomto piipadé jde o Katalyticky systém s pouzitim paladnatého
katalyzatoru umoziujici usp&$nou cross—couplingovou reakci mezi styryltrifluoroboritanem
draselnym a benzoylchloridem za vzniku chalkon. Reakce probiha v jednom kroku

pod mikrovinnym ohfevem (obrazek 3). [33]

0
BF3K
| N Cl ‘ XX PdCl,(PPhs),
+ R
// X K,CO, / 1,4-dioxan
R, R, MW 140 °C, 30 min  R1 R,

Obrazek 3: Syntéza chalkonl pomoci cross—couplingové reakce styryltrifluoroboritanu

draselného a benzoylchloridu [33].
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Dale lze chalkony a jejich derivaty pripravit dvojitou dekarboxyla¢ni reakci
katalyzovanou pomoci stiibrné soli S a-ketokyselinou (2-oxo-2-fenyloctova kyselina)
a kyselinou skoficovou ve vodé. Jako oxida¢ni ¢inidlo bylo pouzito K;S,0g, Na,S,Og nebo
(NH,;)2S,0g. Katalyzatorem byl AgNO; a bazi K,COs;. Dulezitou soucasti reakce bylo
rozpoustédlo, kterym byla voda, ptipadné smés CH3CN/H20 v poméru 1:1. Cela smés byla
zahfivana na teplotu 50 °C (nékteré derivaty chalkonli na 100 °C) pod inertni atmosférou

po dobu 24 hodin (obrazek 4). [34]

0
~ ~ COOH
| COOH | = [Ag] / baze / oxidant
+ —_—
/ P ,\/ -co,
R Rz

Obrazek 4: Syntéza chalkonii z a-ketokyseliny a kyseliny skoticové [34].

2.1.3 Biologicka aktivita

ZkuSenosti naznacuji, ze konzumace ovoce, zeleniny, obilovin, lusténin apod.
by mohla souviset s niz§im vyskytem rakoviny a jinych chronickych nemoci. Této skutecnosti
mohou ¢asteéné pfispivat 1 latky ze skupiny aromatickych ketonti — chalkont, které jsou
vmalém mnozstvi obsazeny v téchto rostlinach. [24], [31], [35], [36] Jedny
z nejvyznamngéjSich chalkonti vyskytujicich se Vv téchto rostlinaich jsou flavokawin
(2'-hydroxy-4,4',6'-trimethoxydihydrochalkon), butein (3,4,2',4'-tetrahydroxychalkon),
xanthoangelol (2',4,4'-trihydroxy-3'-geranylchalkon), 4-hydroxyderricin (2',4-dihydroxy-4'-

methoxy-3'-prenylchalkon), kardamonin (2',4'-dihydroxy-6'-methoxychalkon) (obrazek 5)
a 2',4'-dihydroxychalkon. [35]
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c d
OH (0]
HO (|)
CHgy

Obrazek 5: Chemické strukturrni vzorce (a) flavokawinu, (b) buteinu, (c) xanthoangelolu,

(d) 4-hydroxyderricinu, (e) kardamoninu. [35]

V  zavislosti na substituci arylovych kruhti vykazuji chalkony ftadu rGznych
biologickych vlastnosti. [37] Dulezitou a velmi vyznamnou skupinou takovychto derivatl
jsou 2'-hydroxychalkony. Bylo zjisténo, ze hydroxychalkony izolované z americké kapradiny,
Pityrogramma calomelanos z ¢eledi kiidelnicovité, maji zajimavé cytotoxické ucinky.
Chalkony s mén¢ hydroxy- skupinami na kruhu A nebo B (obrazek 1), vykazovaly vétsi
aktivitu ve srovnani s chalkony, které obsahovaly vice hydroxylovych skupin na téchto
kruzich. Tento rozdil byl pfi¢itan kyselosti fenolickych hydroxylovych skupin. [38] Obecné
lze konstatovat, ze jsou 2'-hydroxychalkony Siroce distribuovany v rostlinach. Hydroxy-
skupina v pozici 2' byla identifikovana jako dulezity substituent na A kruhu pro zvyseni
2'-hydroxy- skupina nutnd i pro cyklizaci chalkonti za vzniku flavoni v pfitomnosti UV
zateni. [39]
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Jednim z ptikladd mohou byt 2'-hydroxychalkony obsahujici rizny pocet methoxy-
skupin na aromatickém kruhu B. Tyto latky byly testovany na inhibici bunééného
rastu HepG2 bunék (hepatocelularni karcinom) a bylo zjisténo, Ze vykazuji slibné vysledky.
[38] Dalsi derivaty chalkonti obsahujici 2'-hydroxy- skupinu, uvedené na obrazku 6, byly
testovany z hlediska jejich cytotoxicity vici lidskym nadorovym bunéénym liniim karcinomu
nosohltanu (KB), multi-rezistentnimu derivatu (KB-VCR) a bunéénym liniim karcinomu
plic (A549). Derivat 3'-methoxy -2'-hydroxychalkon (6a) prokazoval vyraznou aktivitu vaci
A549 (ICsp = 0,6 uM). (ICso je hodnota oznacujici koncentraci, ktera zpusobuje pokles
biologické aktivity na polovinu). Druhy derivat 4'-methoxy-2'-hydroxychalkon (6b)
vykazoval cytotoxické ucinky vuci KB (ICsp = 2,0 uM) i KB-VCR (ICsg = 2,0 uM). [40]

OH (0] OH 0

(0]
HaC” O / O /
(@]

|
CHs b

a
Obrazek 6: Chemické struktury:

(@) 3'-methoxy-2'-hydroxychalkonu, (b) 4'-methoxy-2'-hydroxychalkonu [40].

Xanthohumol ((E)-1-[2,4-dihydroxy-6-methoxy-3-(3-methylbut-2-enyl)phenyl]-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-en-1-on) (obrazek 7) je jednim =z nejznaméjsich prenylovanych
chalkont, ktery je obsazen napt. ve chmelu a v poslednich letech je hojné zkoumanou latkou.
[41], [42], [43] Byla syntetizovana fada takovychto derivati s riiznou substituci na arylovych
kruzich (hydroxy-, methoxy-, prenyl-). Bylo zjisténo, Ze tyto latky chrani jatra proti poskozeni
chemoterapeutiky. Dobré vysledky vykazovaly derivaty chalkoni majici navazany hydroxy-
skupiny. [44], [45], [46]

HAC
o0 o0
O g O
HO OH OH
Hi ™ CHs

Obrazek 7: Chemicky strukturni vzorec xanthohumolu [44].
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e w1

dihydroxychalkony, které se ukazaly jako potencialni chemické latky v oblasti mediciny. Bylo
zjisténo, ze 2',3-dihydroxychalkon, 4-chloro-2',5'-dihydroxychalkon a 2',5'-dihydroxychalkon
prokazaly inhibi¢ni efekty na otok tlapky vyvolany polymyxinem B (indukovany otok)
u testovanych mysi. [47] Derivaty chalkond obsahujici fluoro-, chloro-, bromo-, jodo-
a hydroxy- skupinu v pozici 2' na A kruhu ovlivnily pfijem glukosy v modelové bunice. Byly
testovany derivaty chalkoni se substituovanymi skupinami na A kruhu, tak i ty, které tyto
substituenty nemaji. Bylo zjisténo, Ze velky vyznam ma prave substituce na A kruhu, ktera
podporuje bunéénou spotiebu glukosy. Rada takovychto chalkond je proto déale studovana
pro svoji potencialni anti-diabetickou aktivitu. [48]

2.2 Polosandwichové komplexy

2.2.1 Historie

Polosandwichové komplexy se fadi mezi organokovové slouceniny, které obsahuji
pfimou vazbu mezi kovem a uhlikem. V roce 1951 P. Pauson a S. A. Miller nezévisle na sob¢
syntetizovali ferrocen a ptiblizné o rok pozdé¢ji G. Wilkinson podal zpravu o jeho struktufe.
[49], [50], [51] Tento metallocen obsahuje dva cyklopentadienidy(-1) koordinované jako
n-ligandy. Diky této symetrické struktufe jsou jmenované slouceniny Casto uvadény jako
sandwichové komplexy. Slouceniny s jednim aromatickym kruhem jsou znamé pod nazvem
polosandwichové metalloceny.

Strukturné 1ze komplexy s bis-cyklopentadienidy(-1) rozdélit do dvou skupin. A sice
,klasické®, které maji oba m-vazebné ligandy rovnobézné a ,,Jomené metalloceny obsahujici
mimo kruh jesté dalsi ligand vazany pfimo na kov (napf. chlor). Centralnim kovem u tohoto
typu sloucenin jsou piedevsim titan, zirkonium, vanad, niob a molybden. Klasické
metalloceny obsahuji ve své struktufe jako centralni kov napft. Zelezo a kobalt se stiidavym
uspradanim  bis-cyklopentadienidi(-1). Také mohou mit uspofadani zakrytové, které
je typické pro ruthenium (obrazek 8). VSechny jmenované komplexy nasly uplatnéni v chemii

a byla také testovana jejich biologicka aktivita. [52]
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Obrazek 8: Struktury metallocenti [52].

(a) stridavé usporadani, (b) zakrytové uspoiadani, (C) ,,Jomené* uspotadani.
2.2.2 Chemické sloZeni

Hlavni motiv polosandwichovych komplexi tvoii centralni atomy, kterymi mohou
byt rizné kovy, ana néj koordinované m-ligandy. Asi nejznaméjsi je cyklopentadienid(-1)
(Cp) (Cp = #°-CsHs). Vytvaii velmi pevnou vazbu scentralnim atomem. Byla
nasyntetizovana cela fada komplext obecného typu [MCpL,] (n = 2, 3 nebo 4; M = kov).
Druhou nejcastéjsi skupinou jsou arenové ligandy. Ty se obvykle vazou k prechodnym
nizkovalentnim kovam. Jsou reaktivnéj$i nez cyklopentadienidy(-1) a také snadnéji podléhaji
substituénim reakcim. Jsou znamy i cyklobutadienidy(-1), #’-cykloheptatrienidy(-1)
a n°-cyklooktatetraenidy(-2). [53]

Studuji se komplexni slouéeniny, které obsahuji ruthenium, rhodium a iridium, jelikoz
Vv poslednich letech byla u fady takovychto latek testovdna moZna protirakovinna aktivita
se slibnymi vysledky. Jednim z mnoha piikladi 1ze uvést polosandwichové komplexy téchto
tii kovi obsahujici picolinamidové ligandy svazbou (N,N-) (obrazek 9) nebo

chinolinamidové ligandy. [54]

Obréazek 9: Chemicky strukturni vzorec Ru'" komplexu s picolinamidovym ligandem [54].

Zajimavym kovem, ktery je vhodny jako centralni atom v téchto typech komplexnich

sloucenin v rdmci VIII. B skupiny je také osmium. Zkoumaly se napiiklad arenové slouceniny
15



0s"' s obecnym vzorcem [Os(;%-aren)(N,0)Cl] obsahujici N,O-chelatové ligandy s primarnim
aminem, nebo pyridinem jako N-donorem a karboxylovou ¢i aryloxidovou skupinu jako
O-donor. Komplex na obrazku 10 byl testovan vuéi buné¢nym liniim karcinomu plic

(ICso= 60 uM) a vajecniku (A2780) (ICso= 15,2 uM). [55]

@4

.Os
o™ \\CI

Obrazek 10: Struktura komplexu Os" s deprotonizovanym 8-hydroxyquinolinem [55].

N
~
=

Studovanou polosandwichovou latkou s pfechodnym kovem, ktera se Casto oznacuje
jako cymantren, je komplex [MnCp(CO);] a jeho derivaty. [56], [57], [58] Dale byly
pifipraveny mono- a bis-cyklopentadienidové(-1) hydrazidové slou¢eniny titanu. [59] Dalsim
kovem vystupujicim Vv polosandwichovych komplexech jako centralni atom muze byt také
niob. [60] Jsou znamy téZ polosandwichové komplexy s #'-cykloheptatrienidovymi(-1)
anionty kde pfechodné kovy IV. B a VI. B skupiny a vanad vystupuji jako centralni atomy.
[61], [62], [63], [64], [65] Od objeveni uranocenu [U(COT),] (COT = cyklooktatetraenid(-2)),
[66] se v organouranové chemii zacal vice studovat tento typ slouceniny, diky némuz bylo
nasyntetizovano mnoho polosandwichovych a smiSenych sandwichovych derivatd. Jednémi

z nich jsou nové permethylpentalenové komplexy U' a jeho derivaty (obrazek 11). [67]

ST

Obréazek 11: Permethylpentalenovy komplex U' [67].
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2.2.3 Biologicka aktivita

Komplexy ruthenia, které jsou pouzivany jako katalyzatory pro chemické reakce,
se t¢Z ukazaly jako slibné latky vykazujici protinadorovou aktivitu. Je zndmo mnoho
sloucenin ruthenia s riznou strukturou i vlastnostmi. Naptiklad koordina¢ni slouceniny, které
pfi interakci s biologickym cilem ztraceji ligand. Znamé jsou vicejaderné komplexni
slouceniny schopné interkalace do DNA. [68] Nebo také organokovové latky, jejichz
navazani na nadorovou buiiku vede k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS) a tim dochazi

k chemické modifikaci molekuly v bunce. [69], [70]
2.2.3.1 Komplexy Ru" obsahujici indazol a imidazol

V poslednich letech byla prozkoumana fada sloucenin ruthenia pro jejich schopnost
inhibovat rist nadorovych bunc¢k. Hlavni diraz byl kladen na interakci mezi aktivnimi
komplexy ruthenia s jejich moznym biologickym cilem — DNA, RNA, transferrin, aloumin
acytochrom c. Dulezity védecky prilom se odraZi v objeveni tfi nejslibngjsich Ru'
komplexi. Jedna se 0 NAMI-A, KP1019 a NKP-1339 (obrazek 12), které diky své aktivité
vstoupily do klinickych testd. Hlavni G¢inek NAMI-A je zastavit $ifeni nadorovych bunék
do dalsich casti téla, coz je proces zvany metastaza. Sloucenina byla shledana G¢inna vaci
rakovinné bunécné linii karcinomu plic. KP1019 je studovana vuéi bunécnym liniim
kolorektalniho karcinomu (kolorektalni karcinom = nadorové onemocnéni tlustého stieva

a konec¢niku). [8], [69]

Xy, NH
N /NH+ \N/ Na’
( o | _a ™S | .

N \RU/ CI\RU/

’ NH" C'/\ I Cl/l e
\“ / \7 N N
/| \ N HNT ™ HNT X

S H

NAMI-A KP1019 NKP-1339

Obréazek 12: Chemické struktury Ru'" komplexii obsahujici indazol a imidazol [8].
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2.2.3.2 Ru" polosandwichové latky

Organokovové slouceniny jsou obecné povazovany za toxické a nestabilni.
Na vzduchu a ve vod¢ podléhaji rozkladu. Je vSak nutno zminit, Ze existuje stale vétsi pocet
takovychto komplexnich sloucenin, které jsou stabilni, ve vod¢ rozpustné, Vvyuzivané
v primyslové katalyze a jsou dulezitym tématem pro studium biologicky aktivnich latek.
Arenové komplexy ruthenia a jejich protinddorové a antimetastatické vlastnosti byly
studovany Dysonem a Sadlerem et al. [9], [71], [72], [73] V roce 2001 byla pozorovana
protinadorova aktivita u komplexu ruthenia, znamém pod nazvem RAPTA-C (obrazek 13).
[74] Ackoliv RAPTA-C vykazuje pouze nizkou aktivitu in vitro, je naopak aktivni in vivo.
Hlavnim divodem, pro¢ jsou arenové komplexy ruthenia dostate¢né aktivni, je jejich amfifilni

vlastnost za ptedpokladu, ze arenovy ligand je hydrofobni a kovové centrum je naopak

hydrofilni. [8], [9], [75]

/TU\P/\

cl \\ N
o] /
LA
V4
Obrézek 13: RAPTA-C [8].

Béhem posledniho desetileti arenové komplexy ruthenia pfitahly pozornost diky
své strukturni rozmanitosti. [76], [77] Tyto arenové m-ligandy (napf. p-cymen) jsou silné
vazany na centralni atom a jsou relativn€ inertni viici substituénim reakcim. Tfi zbyvajici
koordina¢ni mista na rutheniu mohou obsadit dal$i ligandy. Organokovové slouceniny
ruthenia, které obsahuji vazany aren jako m-ligand a rtizné mono- nebo bidentatni ligandy,
jsou povazovany za slibné kandidaty pro studium jejich mozné cytotoxicity. [78] Napiiklad
komplex typu [Ru(aren)(en)CI]" (en = ethylendiamin) vykazoval vysoky uéinek protinadorové
aktivity vici riznym rakovinnym bunéénym liniim. Cytotoxicka aktivita mnoha arenovych
komplext ruthenia obecné souvisi se zvySenou afinitou k DNA. Tato afinita vSak zavisi
na konkrétnim typu ligandu obsazenym v komplexu. Razné typy ligandli jsou proto stale

vyvijeny a studovany v kombinaci s témito komplexy ruthenia pro zlepseni jejich vlastnosti
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k navazani se na DNA, taktéz aby bylo dosazeno slibné biologické aktivity a maximalizace
jejich G¢innosti jako terapeutické latky. [71], [79], [80]

Polosandwichové organokovové komplexy Ru'" s obecnym vzorcem [Ru(aren)XYZz]%*
maji riznou aktivitu vzhledem k typu ligandum, které se vazou na centralni kov. [13], [81],
[82] Pokud X, Y a Z jsou monodentatni ligandy, slouceniny vykazuji nizkou cytotoxicitu
kvuli rychlé hydrolyze a slabé afinit¢ na DNA [83] (ackoliv vyjimku tvofi jiz zminény
RAPTA-C), ktera se zvySuje s Velikosti arenti. Ztrata cytotoxicity Se objevuje i v komplexech,
kde X, Y jsou 1,10-fenanthrolin nebo 2,2'-bipyridin. V pfipadé 2,2'-bipyridinu miize byt jeho
aktivita obnovena 3,3'-hydroxylaci aromatickych kruht. [84] Pouziti jiného m-akceptorového
chelatacniho ligandu, hydroxy- nebo N,N-dimethylfenylazopyridinu (Zje jodid), vede
K hydrolyticky inertnim komplexiim, jenz dokazou inhibovat rakovinné buiky jinym
zpusoben. Tim muze byt oxidace glutathionu a produkce ROS. [85] Piikladem
polosandwichovych komplexii ruthenia s cytotoxickymi Gginky mohou byt Ru' arenové
aqua-komplexy s 2,4-diamino-6-(2-pyridyl)-1,3,5-triazinovym  ligandem.  Nejslibng&jsi
vysledky byly pozorovany u ruthenatého aqua-komplexu na obrazku 14. Studie in vitro
naznalily zajimavé cytotoxické uUCinky viacéi rakovinnym bunéénym liniim karcinomu
vajeéniku (A2780) (ICsp = 6,58 uM). Navic bylo zjisténo, ze slou¢enina byla méné toxicka
vici plicnim fibroblastim (MRC-5) nez cisplatina. [86]

@4
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Obréazek 14: Chemicka struktura Ru" arenového aqua-komplexu [86].

mE

Thiosemikarbazony (TSC) (obrazek 15) dosahly zna¢né pozornosti diky
farmakologickym uéinkam. Arenové polosandwichové komplexy ruthenia s bidentatnimi
S, N- donorovymi TSC ligandy a 9-antracenyl-TSC derivaty byly dale testovany in vitro
na jejich antiproliferacni aktivitu viéi rakovinnym bunéénym liniim karcinomu zaludku

(SGC-7901) (ICsp = 17,0 uM), karcinomu jater (BEL-7404) (ICsp = 17,1 uM)
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a embryonalnim bunkam ledvin (HEK-293T). Neékteré slouceniny mély ve srovnani

s cisplatinou srovnatelné hodnoty 1Csq. [75]

S
O N JL Ji ]
~ SNH  NH

Obrazek 15: Chemicky strukturni vzorec hydrazinkarbothioamidu [75].

2.2.3.3 Ru komplexy s chalkonovym ligandem

Studie komplexace 2'-hydroxychalkonii s nékterymi pfechodnymi kovovymi ionty
cu", pt", pPd", Co", Ni") vedly ksyntéze stabilnich sloucenin. [16], [18] Bylo také
pfipraveno a charakterizovano n¢kolik komplexii s pfechodnym kovovym iontem Ru'". Tyto
komplexy byly ziskany reakci cis-RuCl,(DMSO), (DMSO = dimethylsulfoxid) s vhodnymi
2'-hydroxychalkony s obecnym chemickym vzorcem [RuL(DMSO),] (L = deprotonizovany
2-hydroxychalkon). Déle byly pfipraveny komplexni slouceniny Ru' s chalkony
a flavonoidy, které byly poté testovany in vitro vici bunéénym liniim Daltonova lymfomu

(ICs0 =0, 319 uM) (obrazek 16). [87]

Obrazek 16: Komplex Ru" s chalkonovym ligandem [87].
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Dalsim z piikladi mohou byt komplexy Ru" sobecnym chemickym vzorcem
[RuCI(CO)(PPh3)(L)(B)], kde L je deprotonizovany 2'-hydroxychalkon a B je PPhs, pyridin,
nebo piperidin. Tyto slou¢eniny byly pouzity jako katalyzatory pro aerobni oxidaci alkoholt
a taktéz byly provedeny studie in vitro vici riznym bakteriim a plisnim. Vysledky ukazaly,
komplexy s bis-chalkony a bis-flavonoly (obrazek 17), u nichz bylo studovano fotostépeni
DNA a inhibice topoisomerazy I. Komplex s bis-chalkonovym ligandem ma vysoce
konjugovanou strukturu, coz mu umoznuje interkalaci s DNA do malého zlabku. V druhém

ptipadé komplex obsahujici bis-flavonol upfednostiiuje vazbu do velkého zlabku. [89]
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Obréazek 17: Binuklearni Ru" komplexy s bis-chalkonem a bis-flavonolem [89].
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Byly pfipraveny i oktaedrické Ru'"' komplexy typu [RuX(EPhs)(L).] (X = CI, Br;
E = P, As; L = deprotonizovany 2'-hydroxychalkon) (obrazek 18) vykazujici katalytickou
aktivitu pfi oxidaci primarnich a sekundarnich alkoholti na jejich odpovidajici aldehydy

a ketony v ptitomnosti NMO (N-methylmorfolin-N-oxid). [90]
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Obréazek 18: Chemicky strukturni vzorec Ru""' komplexu typu [RuCI(PPhs)(L),]. [90]
(L = deprotonizovany 2'-hydroxychalkon).

Dalsim z piikladii jsou polypyridylové komplexy Ru" a Ru" obsahujici
2,6-(2'-benzimidazolyl)-pyridin [91], nebo chalkon jako koligand, u kterych byla testovana
jejich cytotoxicita na osmi rakovinnych bunéénych liniich a anti-HIV aktivita. Nejslibné&jsi
protinadorovou aktivitu vykazoval komplex na obrazku 19 vici ileocekalni adenokarcinom
(HCT-8) (ICsp = 1,0 uM) (ileocekalni oblast = oblast pifechodu tenkého a tlustého stfeva)
a adenokarcinomu vaje¢niku (ICso = 4,1 pM). Anti-HIV ucinky vykazoval pouze komplex

S pyridinovym ligandem, ne vSak s chalkonovym. [92]
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Obrazek 19: Polypyridylovy komplex ruthenia [92].
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2.2.3.4 Polosandwichové komplexy Ru" s chalkonovym ligandem

Byla syntetizovana arenova sloucenina Ru" s bidentatnim N,O-chalkonovym ligandem
(obrazek 20) a dale studovana pro jeji moznou biologickou aktivitu. Vysledky studie ukazaly,
ze komplex vykazoval nizkou aktivitu vu¢i chronické myeloidni leukémii (K-562)

(|C50 =53,25 MM). [93]

Ru—__
0/ Cl

j N
Obréazek 20: Arenovy komplex Ru" s bidentatnim N,0-chalkonovym ligandem [93].

2.2.3.5 Polosandwichové komplexy Ru" s bidentatnimi O,0-ligandy

Komplexni slouceniny nesouci N,N-chelatové ligandy prokazaly cytotoxicitu
srovnatelnou s cispatinou v fadé bunéénych linii [12], [71]. Byla zkoumana i biologicka
aktivita u O,0- a S,0-ligandii koordinovanych na kovova centra Ru'. [94], [95] Derivaty
chinolont jsou reprezentovany zejména syntetickymi antibakteridlnimi latkami, které jsou

vyuzivany v klinické praxi (napf. kyselina nalidixova (1-ethyl-7-methyl-4-oxo-

[1,8]naftyridin-3-karboxylova kyselina), ofloxacin (9-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-
1-yl)-7-ox0-3,7-dihydro-2H-[1,4]oxazino[2,3,4-ij]chinolin-6-karboxylova kyselina),
cinoxacin (1-ethyl-6,7-methylenedioxy-4(1H)-oxochinolin-3-karboxylova kyselina)) (obrazek
21). [96]
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a b c
Obrazek 21: Chemické strukturni vzorce (a) kyseliny nalidixové, (b) ofloxacinu,
(c) cinoxacinu.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-3%2C7-dihydro-2H-%5B1%2C4%5Doxazino%5B2%2C3%2C4-ij%5Dquinoline-6-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204583%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-3%2C7-dihydro-2H-%5B1%2C4%5Doxazino%5B2%2C3%2C4-ij%5Dquinoline-6-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204583%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-Ethyl-6%2C7-methylenedioxy-4(1H)-oxocinnoline-3-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%202762%5BStandardizedCID%5D

Jsou vhodné jako ligandy obsahujici O,0-chelatovy motiv. Navic bylo prokazano, ze tyto
latky i jejich derivaty vykazuji inhibi¢ni vlastnosti na rakovinné bunky. Stejné tak arenové
komplexy Ru" s témito derivaty chinolonii byly pfipraveny a dale studovény in vitro vici
n¢kolika nadorovym bunéénym liniim. Slibné vysledky vykazoval komplex Ru"
s deprotonizovanym ofloxacinem vici rakovinnym bunéénym liniim karcinomu vaje¢niku
(ICs0 = 18 uM), ktery vykazoval vyssi ucinky nez samotny ligand (ICsp > 320 uM). [97]

Byly studovany arenové komplexy Ru'" s kurkuminovymi ligandy (obrazek 22).
Kurkumin ((1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)hepta-1,6-dien-3,5-dion) je
bioaktivni latka extrahovana z oddenkt kurkumy (indicky Safran), ktery vykazuje zajimavé
a antioxidantni G¢inky. OvSem kurkumin je nestaly a nerozpustny ve vod&. U syntetizovanych
ve vod¢ rozpustnych komplexti se studovala jejich antiprolifera¢ni aktivita invitro vuci
rakovinné bunééné linii karcinomu vajecniku (A2780) (ICso = 0,14 puM) a ledvinovym
bunkam (HEK293) (ICso = 2,0 uM). Tyto latky ukazaly slibnou inhibici ristu nadorovych
bun€k, dokonce jsou nékteré ucinnéjsi nez cisplatina (ICsp = 1,5 puM vaci A2780;
ICs0 = 7,3 uM vuci HEK293) a jsou méné toxické na zdravé ledvinové bunky. [98], [99]

—|+

Obrazek 22: Ptiklad arenového komplexu s kurkuminovym ligandem [98].

Dalsi polosandwichové komplexy ruthenia s bidentatnimi O,0-ligandy byly studovany
z hlediska jejich mozné protinadorové aktivity. Jednd se o arenovy komplex Ru"
s deprotonizovanym ortho-hydroxydibenzoylmethanem (HDBH) sobecnym chemickym
slozenim [Ru(p-cym)(HDB)CI] (obrazek 23). Cytotoxické ucinky vuci A2780 mély slibné
vysledky (ICso = 13,9 uM) a taktéz viici HEK293 (ICso = 9,1 uM). Mensi cytotoxické tcinky
vykazoval samotny ligand (ICso = 57,5 uM vucéi A2780; ICso = 11,6 uM vuéi HEK293)
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avys§i cytotoxické ucinky oproti komplexu Ru" byly zaznamenany u cisplatiny
(ICs0 = 1,0 uM vuci A2788; 1Cso = 7,3 uM vici HEK293). [100]

Obrézek 23: Arenovy komplex Ru" s obecnym chemickym sloZzenim [Ru(p-cym)(HDB)CI].
Ortho-hydroxydibenzoylmethan (HDBH) [100].

Oxicamy (1,2-benzothiazin-3-karboxamidy) jsou skupinou NSAID (nesteroidni

rrrrrr

2H-1,2-benzothiazin-3-carboxamid-1,1-dioxid) a piroxicam (4-hydroxy-2-methyl-N-(2-
pyridinyl)-2H-1,2-benzothiazin-3-carboxamid-1,1-dioxid) maji Siroké uplatnéni v mediciné

u fady zanétlivych a revmatickych onemocnéni (obrazek 24). [101], [102]
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Obrazek 24: Chemické strukturni vzorce (a) oxicamu, (b) meloxicamu, (c) piroxicamu [103].

Proto se zacalo uvazovat o pfipravé sloucenin nesouci bioaktivni oxicam s organokovovym
Ru“(ns-p-cymen) fragmentem znamym pro jeho protirakovinné UcCinky. Vysledkem byla
syntéza Ctyt Ru" arenovych komplexi nesoucich O,0-bidentatni ligandy a in vitro studie vuci
karcinomu tlustého stfeva (HCT116) a adenokarcinomu prsu (MDA-MB-231). Ukazalo se,
ze cytotoxicita byla zavisla na lipofilit¢ sloucenin. Nejvice lipofilni komplex je zobrazen

na obrazku 25. Jeho aktivita byla nejvysi viii buitkém HCT116 (ICsp = 80 uM). [103]
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Obréazek 25: Komplexni sloutenina Ru" s derivatem oxicamu [103].

Dale byly pfipraveny polosandwichové komplexy Ru" nesouci bioaktivni
deprotonizovany 3-hydroxyflavonovy ligand s cilem studovat jejich cytotoxické ucinky
in vitro. Protirakovinna aktivita byla stanovena u né¢kolika rakovinnych buné¢nych linii.
Komplex na obrazku 26 prokazal slibné ucinky proti karcinomu vaje¢niku (ICso = 0,86 pM).
[95]

Cl
Obrazek 26: Ru' komplex s deprotonizovanym 3-hydroxyflavonovym ligandem [95].

Melophlin C ((2S)-3-hydroxy-1,2-dimethyl-4-(5-methyldodecanoyl)-2H-pyrrol-5-on)
byl izolovan z motské houby a dale zkouman pro svoji bioaktivitu. [104] Byla pfipravena
polosandwichova komplexni slou¢enina Ru" obsahujici tento bidentatni O,0-ligand (obrazek
27) a studovana aktivita na tfech rakovinnych bunéénych liniich. Nejvétsi cytotoxické ucinky
prokazal komplex u nadorové bunécné linie karcinomu ledvin (A-498) (ICso = 1,0 uM).

Samotny melophlin C vykazoval niz§i Géinky (ICso = 3,7 uM) [105]
26



Ru
\CI
O\/ \
\N ==

\\O

3 6

Obrézek 27: Polosandwichovy komplex Ru" s melophlinem C [105].

Je znama i komplexni slougenina Ru" s deprotonizovanym lapacholem (2-hydroxy-3-
(3-methyl-2-butenyl)-1,4-naphthoquinon) (obrazek 28), ktera byla testovana na nékolika
liniich nadorovych bunék. Lapachol samotny vykazuje antibiotické a protirakovinné G¢inky
abyl zatazen do klinickych testi. [106] Proto byly pfipraveny slouceniny obsahujici
bioaktivni lapachol a organokovovou skupinu pro mozné cytotoxické u€inky. Studie ukéazaly,
ze samotny ligand (lapachol) vykazuje nizsi cytotoxickou aktivitu vii¢i nadorové bunécné linii
karcinomu tlustého stfeva (SW480) (ICso = 5,5 uM) neZz komplexni sloucenina ruthenia
stimto ligandem (ICsp = 4,1 uM). Komplexni slouc¢enina [Ru(p-cym)(L)CI]
(L = deprotonizovany lapachol) je v porovnani s cisplatinou mén¢ aktivni (ICso = 3,3 uM).
[107]
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Obréazek 28: Komplexni sloucenina Ru' s deprotonizovanym lapacholem [107].
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2.2.3.6 Vicejaderné Ru" komplexy

Studie ukazaly, Ze i supramolekularni slou¢eniny ruthenia vykazuji biologickou
aktivitu. Byly nasyntetizovany arenové supramolekularni komplexy ruthenia se zaméfenim
na potencialni protinadorovou aktivitu. Studie in vitro a in vivo vici stfevni nadorové bunééné
linii (HCT-15) (ICsop = 27 uM) a rakovinné buné¢né linii karcinomu zaludku (AGS)
(ICso = 23 uM) naznadily, ze tyto latky inhibovaly rst nadorovych buné¢nych linii, zvlasté

pak komplex na obrazku 29. [70]

Obrazek 29: Arenovy supramolekularni komplex ruthenia [70].

Dale to mohou byt dvoujaderné arenové komplexy Ru'", obsahujici deprotonizovany
bis(pyridino)alkanovy mustkujici ligand, které byly testovany viéi mnoha bunéénym liniim
(obrazek 30). Antiprolifera¢ni aktivita byla prokazana u SW480 (ICsp = 76 uM pro n = 2;
ICs0 = 0,29 uM pro n = 12 ) a u bunék A2780 (ICsp = 84 uM pro n = 2; ICs = 1,5 uM pro
n = 12). Studie naznadily, Ze s délkou alkanového fetézce (n) se zvysuji cytotoxické ucinky.
Cim delsi je fetézec, tim je komplex hydrofobné&jsi, coz piispiva ke zvyseni transportu

komplexu do bunék a tim zvySeni jeho antiprolifera¢nich vlastnosti. [108]
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Obréazek 30: Dvoujaderny Ru' arenovy komplex:
1,2-Bis{chlorido[3-(0ox0- kO)-2-methyl-4(1H)pyridinonato- kO4](p-cym)ruthenium(ll)}ethan
kde n =2 [108].

HC

Z vyse uvedeného lze konstatovat, Ze 1 kdyz nebyly prostudovany vSechny existujici
publikované ¢lanky, komplexnich sloucenin ruthenia, at uZz klasickych nebo
polosandwichovych, je v odborné literatufe zminéna spousta. Slouceniny maji rozmanitou
strukturu, vlastnosti a cytotoxické G¢inky vuéi Siroké $kale nadorovych bunéénych linii.
Z tohoto ditvodu je v této praci zahrnuto nékolik podkapitol zaméfenych na zajimavé zastupce
s podobnou chemickou strukturou. Piedevsim je literarni reSerSe zaméfena na komplexni
slouceniny ruthenia s bidentatnimi O,0-donorovymi ligandy, které byly pfevazné testovany
vuci rakovinnym bunéénym liniim karcinomu vajecniku, plic, tlustého stfeva a prsu. Jelikoz
studie komplexnich sloucenin nékterych iontd pfechodnych kovil (Cu“, Ni”, Zn”, Co”,)
s 2'-hydroxychalkony vedly ke stabilnim slou¢enindm, byla experimentalni cast prace
zaméfena na moznost synergie vlastnosti ptechodného kovu (Ru) a ligandii (chalkony),
jez patii do skupiny biologicky aktivnich latek, se snahou pfipravit komplexni slouceniny
obecného slozeni [Ru(p-cym)(L)CI], kde p-cym = p-cymen a L = deprotonizovany

2'-hydroxychalkon.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a pristroje

Materialy:

2'-hydroxyacetofenon (99,00%) (VWR Chemicals), 2'-hydroxy-4'-methoxyacetofenon
(99,00%) (VWR Chemicals), 4-methoxybenzaldehyd (98,00%) (Sigma-Aldrich Chemistry),
2-hydroxy-5-nitrobenzaldehyd (99,00%) (Sigma-Aldrich Chemistry), 4-(dimethylamino)-
benzaldehyd (100%) (Sigma-Aldrich Chemistry), 3,4,5-trimethoxybenzaldehyd (98,00%)
(Sigma-Aldrich Chemistry), hydroxid sodny (100%) (Sigma-Aldrich Chemistry), o-terpinen
(90,00%) (Sigma-Aldrich Chemistry), chlorid ruthenity hydrat (35,00-40,00%) (VWR
Chemicals), n-hexan (99,00%) (PENTA s.r.0), kyselina chlorovodikova (35,00%) (PENTA
s.r.0), ethanol (96,00%) (PENTA s.r.0), methanol (99,97%) (PENTA s.r.0), ethylacetat
(99,96%) (PENTA s.r.0), dichlormethan (99,96%) (PENTA s.r.0), chloroform (99,87%)
(PENTA s.r.0), diethylether (99,70%) (PENTA s.r.0), acetonitril (99,80%) (PENTA s.r.0),
bis(trimethylsilyl)amid sodny (95,00%) (Acros Organics), bis(trimethylsilyl)amid lithny
(97,00%) (Acros Organics).

Ptistroje:

- 400 MHz NMR spektrometr firmy Varian pro métfeni spekter vysokého rozliSeni
vzorki v roztoku

- C,H, N, S chemicka analyza prvka - Thermo Scientific Flash 2000 Analyzator

- FT-IR spektrometr ThermoNicolet Nexus 670 (transmisni, ATR, DRIFT techniky) s
FT-Ramanovym modulem Nicolet NXR 9650 s NXE Genie germaniovym detektorem

- HPLC s vicedetektorovou detekci (DAD spektralnim detektorem + hmotnostnim
spektrometrem s indukéné vazanym plazmatem ICP-MS) Agilent 1260 + Agilent ICP-
MS 7700x

- Mikrovinny reakéni systém Monowave 300 (Anton Paar) - reaktor pro mikrovinnou
syntézu se Sirokym rozsahem provoznich podminek (300 °C, 30 bar)

- Monokrystalovy difraktometr Oxford Diffraction Xcalibur2 vybaveny CCD
detektorem Sapphire2 urCeny k méteni v rozsahu teplot 300-90 K
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3.2 Syntéza 2'- hydroxychalkonii

Bylo pfipraveno pét derivatd 2'-hydroxychalkont (tabulka 1), které byly dale
pouzity jako bidentatni O,0-ligandy k syntéze polosandwichovych Ru" komplexii:
2-hydroxy-5-nitro-4'-methoxy-2'-hydroxychalkon (HL;), 4,4'-dimethoxy-2'-hydroxychalkon
(HL,), 4-(dimethylamino)-2'-hydroxychalkon (HL3), 3,4,5-trimethoxy-2'-hydroxychalkon
(HL4), 4-methoxy-2'-hydroxychalkon (HLs).

Pii syntézach téchto ligandl byl pouzit postup dle publikovanych ¢lanka [10], [109],
[110]. Tyto postupy byly podle potieby modifikovany. Zminéné derivaty 2'-hydroxychalkont
byly pfipraveny Claisen—Schmidtovou kondenzaci, v niz reagoval derivat acetofenonu
s derivatem benzaldehydu v pfitomnosti baze. Syntézy vSech péti ligandii byly takika totozné.
Navazky vychozich latek byly vypocitany pro teoreticky vytézek 3 mmol produktu. Nejprve
byl rozpustén ptislusny derivat acetofenonu (2'-hydroxyacetofenon 0,36 ml; 2'-hydroxy-4'-
methoxyacetofenon 0,50 g ) ve 20 ml ethanolu, ke kterému bylo piidano 1,6 ml 40% roztoku
NaOH. Roztok byl dikladn¢ michan deset minut. Poté byl k roztoku pomalu pfidan ptislusny
derivat benzaldehydu (2-hydroxy-5-nitrobenzaldehyd 0,50 g; 4-methoxy-benzaldehyd
0,33 ml; 4-(dimethylamino)-benzaldehyd 0,48 g; 3,4,5-trimethoxybenzaldehyd 0,60 g). Takto
pfipraveny roztok byl zahiivan pod zpétnym chladic¢em za soucasného michani na teplotu
50 °C po dobu 16 hodin. Dale byl roztok ochlazen, byla k nému ptidana studena destilovana
voda (zhruba 20 ml) a roztok byl neutralizovan 1M HCI. Vznikla sraZenina byla zfiltrovana
a nakonec dtkladn¢ promyta destilovanou vodou (5x5 ml) a byla vysusena V exsikatoru

nad vakuem. Vsechna rozpoustédla byla vyuzita v komeréni podobg.
HL;: Tmavé Zluty prasek. Vytéznost 62 %, HLy: Zluty prasek. Vytéznost 50 %, HLs:

Fialové krystalky. Vytéznost 65 %, HL,4: Svétle zluté jehlicky. Vytéznost 48 %, HLs:
Oranzovy prasek. Vytéznost 70 %.
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Tabulka 1: Obecny postup syntézy vybranych derivati 2'-hydroxychalkonid HL;-HLs
S vybranymi substitu¢nimi skupinami na arylovych kruzich [26].

OH O 0 R, OH O Ry
oHy M Rs 4& O = O Rs
R; R, 50 °C R; Ra
Rs Rs
Ligand R: R; R3 R4 Rs
HL; OCHs OH H H NO,
HL, OCHjs H H OCHjs H
HL3 H H H N(CHs), H
HL, H H OCH; OCHs OCHs
HLs H H H OCHs H

3.3 Syntéza komplexnich sloucenin ruthenia s 2'-hydroxychalkony

3.3.1 Syntéza [Ru(p-cym)Cl,].

Pii syntéze [Ru(p-cym)Cly], byl navrzen postup dle c¢lanku [111]. Nejprve
byl RuCl;-xH,0 (x = 3) (2,0 mmol; 0,50 g) dtkladné rozpustén v 5 ml methanolu ve vialce
ur¢ené do reaktoru pro mikrovinnou syntézu. Poté byl ptidan a-terpinen (5,7 mmol; 0,94 ml).
Takto ptipraveny roztok byl vloZzen do mikrovinného reakéniho systému, michan a soucasné
zahfivan na teplotu 140 °C po dobu 2 minut (obrazek 31). Dale byla provedena 5x extrakce
pomoci n-hexanu, za G¢elem odstranit ptipadné nezreagovany zbytek a-terpinenu z roztoku.
Nakonec byl ¢isty methanolicky roztok produktu zahustén ke krystalizaci. Vysledny dimer
[Ru(p-cym)Cl;],, ve formé tmavé Cervenych krystalt, byl izolovan filtraci a byl dale pouzit

jako vychozi latka k syntéze komplexd. Vytéznost reakce byla 59 %.

MW, 140 °C
MeOH Cl—Ru Cl
RuCl3(H,0), 4+ 25 —_—
Cl Ru—_Cl

Obrazek 31: Potup syntézy [Ru(p-cym)Cl,], [111].
32



3.3.2 Syntéza komplexi S piredpokladanym sloZenim [Ru(p-cym)(L)CI]

U syntéz komplexu se vychazelo z publikovanych postupt [10], [13], [112]. Puvodni
postupy nicméné¢ byly upravovany, jelikoz se dle nich nepodafilo piipravit chemické
individuum. To bylo zjisténo z vysledkii elementarni analyzy, kdy empirické slozeni
ptipravenych vzorkll neodpovidalo pfedpoklddanym hodnotdm. V piipadé pouziti postupu
Z publikovaného ¢lanku, kde se védci zabyvali syntézou a charakterizaci organokovovych

slougenin Ru"

s derivaty acetylacetonu (O,0-ligandy) obecného slozeni [Ru(p-cym)(FsC-
acac-Ar)ClI] (Ar = fenyl), [Ru(p-cym)LLCI] (LL = 1-benzoylaceton), nebylo mozno pfipravit
komplexni sloudeniny Ru" s deprotonizovanymi O,0-bidentatnimi 2'-hydroxychalkony.
Pii syntézach komplexnich slouc¢enin bylo vychazeno z pfipravené¢ho dimeru [Ru(p-cym)Cl;],

a derivatt 2'-hydroxychalkond (obrazek 32).

OH o}

Cl—Ru
05 + X 1,2 NaHMDS

X
T T
Ru——Cl / _ /\ DCM, 60 °C
R, R,

Obrazek 32: Obecny postup syntézy komplexti obecného slozeni [Ru(p-cym)(L)CI], kde
L = deprotonizovany 2'-hydroxychalkon a NaHMDS = |B| = baze.

Nejprve bylo nutno pfipravit soli ligandii za pouziti co nejvhodnéjsi baze. Aby mohly
2'-hydroxychalkony slouzit jako bidentatni O,0-ligandy, musi dojit k jejich deprotonizaci, coz
bylo feSeno vznikem soli. Jako baze pro ptipravu soli ligandii byly postupné pouzity methoxid
sodny, NaOH, triethylamin, LiHMDS (bis(trimethylsilyl)amid lithny) a NaHMDS
(bis(trimethylsilyl)amid sodny). Pro syntézu soli byl nakonec pouzit NaHMDS, jelikoz
se jedna o silnou bazi, ktera deprotonizuje pouze kysely vodik na 2'-OH.

V postupu dle literatury pro syntézu komplext byl v ptipadé rozpoustédla pouzit
methanol. Reakce neposkytovala kyzené produkty, a proto bylo nutno postupy z literatury
modifikovat a optimalizovat reakéni podminky. Diivod, pro¢ nebylo mozno pfipravit
chemické individuum, by mohl spocivat ve vzdusné vlhkosti, jelikoz pii pouziti komeréné

dostupného methanolu reakce vedla k izolaci vychoziho derivatu 2'-hydroxychalkonu,
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coz bylo ur¢eno elementarni analyzou. Byl ucinén pokus o eliminaci tohoto problému
zapouziti suchého methanolu. Dale se ukazalo, ze ani suchy methanol neni vhodné
rozpoustédlo pro syntézu téchto komplext, ponévadz po rekrystalizaci produktu z methanolu
vykrystalizoval opét ¢isty ligand, coz bylo potvrzeno elementarni analyzou, Diky tomu, Ze se
podatilo ziskat monokrystal ligandu, byla uréena i jeho struktura pomoci monokrystalové
rentgenové strukturni analyzy. Poté byla vyzkousena smés methanolu/DCM v poméru 1:1
asmés 10% methanolu v DCM. Ani za téchto podminek nedoslo ke vzniku pozadovanych
produktt, a proto byl nakonec pouzit pouze DCM, ve kterém byl vedlejsi produkt (NaCl)
nerozpustny a rovnovaha reakce se posunula smérem k pozadovanému produktu. Vysledné
produkty vykazuji nizkou polaritu, proto lze ptredpokladat, ze pti pouziti malo polarniho
prosttedi (DCM) bude snaze vznikat produkt, ktery je ve srovnani s vychozimi latkami méné
polarni. Ukézalo se, ze pfi pouziti tohoto rozpoustédla vedla syntéza ke vzniku smési
komplexu a vychoziho 2'-hydroxychalkonu.

Syntézy byly nejprve provadény za laboratorni teploty. Produkty po rekrystalizaci
vsak nebyly ¢isté, a proto bylo navrzeno roztok zahfivat pod zpétnym chladicem na 60 °C.
Reak¢ni doba byla taktéZz ménéna, pohybovala se od 3 hodin, 6 hodin, 24 hodin az po tfi dny.
Reakce probihala v inertni atmosféie pod dusikem. Dusik nebyl suchy, coz opét vedlo k tomu,
ze vysledny produkt nebyl ziskan. Proto byla syntéza provadéna pod argonovou atmosférou.

Nakonec bylo potieba izolovat produkt z roztoku. Komplex byl vysrazen z roztoku
pomoci n-hexanu, kdy byly poméry objemu roztoku a n-hexanu ménény v zavislosti na rizné
substituci na derivatech 2'-hydroxychalkont. Jestlize derivat 2'-hydroxychalkonu obsahoval
polarni skupiny, bylo pouzito mensi mnozstvi n-hexanu (1:2). V piipadé nepolarnich skupin
byl pouzit n-hexan ve vét§Sim mnozstvi (1:15). SraZenina vSak, podle elementarni analyzy,
neméla patficné slozeni. Byl tedy navrzen jiny postup, kdy byl roztok s komplexem odpaten
dosucha, na dn¢ nadoby se vytvorila souvisla vrstva, ktera byla rekrystalizovana z acetonitrilu
a izolovana filtraci.

Vzhledem k vyse uvedenym problémtim byla nakonec experimentalni ¢ast soustfedéna
pouze na piipravu komplexni slouceniny ruthenia s jedenim derivatem 2'-hydroxychalkonu
HL, (3,4,5-trimethoxy-2'-hydroxychalkon), jelikoz se podafilo ziskat monokrystal tohoto
ligandu, jehoZz struktura byla stanovena pomoci monokrystalové rentgenové strukturni

analyzy. V pfipadé, Ze by se podafilo pfipravit chemické individuum a charakterizovat
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ho dostupnymi analytickymi metodami, pokracovalo by se se syntézami ostatnich
komplexnich sloucenin ruthenia s ptislusnymi nasyntetizvanymi derivaty 2'-hydroxychalkont.

Stru¢né shrnuti piipravy komplext: Nejprve bylo tfeba pfipravit stl ligandi.
Byl rozpustén 1,0 mmol pfislusného ligandu HL; (0,32 g); HL, (0,28 g); HL3 (0,27 g); HL,4
(0,31 g); HLs (0,25 g) v 15 ml dichlormethanu (DCM). Poté byl NaHMDS (1,2 mmol;
0,23 g) pfidan k 15 ml DCM. Oba roztoky byly smichany ve dvouhrdlé bance, nezbytné
pro pozd¢jsi praci v inertni atmosféfe. Takto piipravena smés byla zahfivana na 60 °C
a soucasné michana pod zpétnym chladicem 1 hodinu. Pak byl roztok se soli ligandu odpaien
dosucha. Dale bylo navazeno potifebné mnozstvi [Ru(p-cym)Cl,]2 (0,5 mmol; 0,31 g), které
bylo rozpusténo v 15 ml DCM. Sal ligandu byla taktéz rozpusténa v 15 ml DCM. K roztoku
soli ligandu ve dvouhrdlé barce byl piidan piipraveny roztok [Ru(p-cym)Cl,],. V tomto kroku
syntézy byl do banky privadén argon. Opét byl roztok zahfivan a soucasné michan
pod zpétnym chladicem na 60 °C 3 hodiny. Tmavé Cerveny roztok byl zfiltrovan, aby
byl odstranén NaCl (cca 65 mg). Filtrat byl dan na 1 den do lednice (teplota 8 °C) za G¢elem
vzniku krystali. ProtoZze nedoSlo k vysrdZeni, byl roztok odpafen na vakuové odparce
dosucha. Srazenina byla rekrystalizovana z methanolu. Po ochlazeni byla vznikla srazenina
(jednalo se o vychozi derivat 2'-hydroxychalkonu) zfiltrovana a filtrat, ktery obsahoval
komplex, byl volné odpafen. Vznikla tmavé Cervena srazenina komplexu byla

rekrystalizovana z acetonitrilu a nakonec zfiltrovana a promyta diethyletherem.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Derivaty 2'-hydroxychalkont

U syntéz ligandt bylo postupovano dle ¢lanka [10], [109] a [110], které bylo nutno
Castené modifikovat, kdy misto michani roztoku benzaldehydu s acetofenonem
za laboratorni teploty na elektromagnetické michacce byl roztok zahfivan a soucasné michan
po dobu 16 hodin na 50 °C pod zpétnym chladi¢em.

Vsech pét piipravenych derivati 2'-hydroxychalkond (obrazek 33) bylo zkontrolovano
pomoci TLC (tenkovrstva chromatografie), zda jsou vysledné produkty Cisté a neobsahuji
nezreagované vychozi latky. Malé mnozstvi produktu bylo rozpusténo v methanolu a byla
provedena TLC spoleéné se standardem (s jiz diive piipravenou Cistou latkou), kde mobilni
fazi tvoril roztok n-hexanu s ethylacetatem v poméru 7:3. Na desticce (silufolu) byla
pozorovana jedna skvrna ve stejné vysce se standardem a se stejnym Rf, coz prokazalo Cistotu
ligandu. Pokud se tak nestalo, byla provedena rekrystalizace z ethanol/voda v poméru 1:1.
Dalsi metodou, kterd byla pouzita pro zjiSténi empirického slozeni a Cistoty vSech péti
derivati 2'-hydroxychalkonii, byla elementarni analyza. Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tabulka 2: Elementarni slozeni ligandd (vypocitané / skute¢né)

Oznaceni a slozeni

ligandu N (%) C 04) %)
HL; (C16H13NOg) 45/4,4 60,7 /60,9 42142
HL, (C17H1604) 0,0/0,0 715/71,8 59/5,7
HL; (C17H17NOy) 541/5,2 76,0/76,3 6,9/6,4
HL, (C18H150s) 0,0/0,0 68,8 /68,8 56/5,8
HLs (C16H1405) 0,0/0,0 75,41 75,6 57156
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Obrazek 33: Chemické strukturni vzorce pfipravenych derivata 2'-hydroxychalkond.

4.2 NMR spektroskopie derivatia 2'-hydroxychalkont

Byly namé&feny ‘H NMR spektra viech péti derivati 2'-hydroxychalkonii. Vzorek byl
rozpu$tén V deuterovaném chloroformu (u HL; Vv deuterovaném acetonu z divodu $patné
rozpustnosti) aten byl zméfen na 400 MHz NMR spektrometru. Tato metoda prokazala
pfitomnost nasyntetizovanych ligandi v dostatecné Cistoté. Interpretace spekter ligandt byla
provedena pomoci ¢lankt [113], [114], [115], [116] a [117].

Ve viech 'H-NMR spektrech bylo pozorovano nékolik signali. Nejvétsi chemicky
posun mél vzdy vodik na 2'-OH skupiné. Signaly v oblasti od 9,00 ppm do 5,00 ppm
odpovidaji aromatickym vodiktim. Dale byl ve spektru zaznamenan signél se 7,27 ppm, ktery
ptislusi rozpoustédlu CDCl3 a v ptipadé spektra HL; signal 2,05 ppm acetonu-d6. Nejméné
odstinéné jsou nestépené signaly vodikd methoxy skupin. Spektra jsou zobrazena
na obrazcich 34-38.
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Obrazek 34: *H-NMR spektrum HL;.
Popis spektra HL1: *H NMR (400 MHz, Aceton-d6, ppm): & 13,46 (s, 1H, 2'-OH); 8,73
(s, 1H, 2-OH); 8,25 (d, 1H, 6'-H); 8,21 (d, 2H, 4-,6-H); 8,20 (d, 1H, B-H); 8,17 (d, 1H, 3-H);
7,21 (d, 1H, a-H); 6,56 (d, 1H, 5'-H); 6,48 (s, 1H, 3'-H); 3.90 (s, 3H, 7*-H).
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Obréazek 35: *H-NMR spektrum HL..
Popis spektra HL,: *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 6 13,56 (s, 1H, 2'-OH); 7,89 (d, 1H,
B-H); 7.83 (m, 1H, 6'-H); 7,63 (d, 2H, 2-,6-H); 7,49 (d, 1H, a-H); 6,96 (d, 2H, 3-,5-H); 6,51
(m, 2H, 3-,5'-H); 3,87 (s, 6H, 7,7'-H).
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Obréazek 36: *H-NMR spektrum HLs.
Popis spektra HL3: *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & 13,24 (s, 1H, 2-OH); 7,94 (d, 1H,
B-H); 7,91 (m, 1H, 3'-H); 7,58 (m, 2H, 2-,6-H); 7,45 (m, 2H, 3-,5-H); 7,03 (d, 1H, a-H); 6,93
(t, 1H, 5-H); 6,72 (m, 2H, 4" 6'-H,); 3,06 (s, 6H, 7-,8-H).

J J N
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Obréazek 37: *H-NMR spektrum HL.
Popis spektra HL4: *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 6 12,85 (s, 1H, 2'-OH); 7,94 (d, 1H,
6'-H); 7,86 (d, 1H, B-H); 7,55 (d, 1H, a-H); 7,52 (m, 1H, 4'-H); 7,04 (d, 1H, 3'-H); 6,95 (t, 1H,
5'-H); 6,89 (s, 2H, 2-,6-H,); 3,92 (s, 3H, 8-H); 3,94 (s, 6H, 7-,9-H).
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Obréazek 38: *H-NMR spektrum HLs.
Popis spektra HLs: *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & 12,95 (s, 1H, 2-OH); 7,93 (d, 1H,
6'-H); 7,90 (d, 1H, B-H); 7,66 (d, 2H, 2-,6-H); 7,55 (d, 1H, a-H); 7,50 (m, 1H, 4'-H); 7,03 (d,
1H, 3'-H); 6,98 (d, 2H, 3-,5-H,); 6,96 (m, 1H, 5'-H); 3,88 (s, 3H, 7-H).
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4.3 Organokovové slouteniny Ru" s 2'-hydroxychalkony

Podle postupu, ktery byl zvolen (obrazek 39), se podafilo syntetizovat jednu
chemickou latku (Cervené krystalky, vytéznost 40 %). Diky vysledkiim elementarni analyzy
(tabulka 3) pro mozné slozeni komplexu Ru" (4) s 3,4,5-trimethoxy-2'-hydroxychalkonem
(HL4) bylo piedpokladano, ze by se mohlo jednat o kyzeny produkt. Rozdily mezi

vypocitanymi a skute¢nymi hodnotami byly cca 0,4 %.
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Obrazek 39 : Postup syntézy komplexu 4.

Tabulka 3: Elementarni slozeni komplexu 4 (vypocitané / skute¢né).

Slozeni komplexu 4 N(%) C(%) H(%)

4 (C28H30C|O5RU) 0,0 / 0,0 57,0 / 57,7 5,6 / 5,2

Vysledek elementarni analyzy komplexu 4 naznacuje, ze by se mohlo jednat o chemické
individuum, a proto byl vzorek podroben dalsi analyze. Byla naméfena IR spektra, NMR
spektra a MS spektra. Byla provedena studie stability komplexu 4 v roztocich obsahujicich
vodu. Diky ziskanému monokrystalu byla provedena monokrystalova rentgenova strukturni

analyza ligandu HL4 a komplexu 4.
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4.4 IR spektroskopie ligandu HL,; a komplexu 4

IR spektra byla méfena v rozsahu vino&ti 4000-400cm™, ktera jsou uvedena na obrazcich 40
adl.

Transmitance (%)

v (C-H)
" 2040 cm't /
*1 v (C=0)
501 1633 em™!
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o v (C=Char /'

| 1563 cm™!
aw00 %o a0 es0 a0 100
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Obrazek 40: IR spektrum ligandu HL,.

Popis IR spektra HLs (ATR, cm™): 616m, 760m, 817m, 979m, 1024m, 1123s (O-CHs),
1202m, 1247m, 1263s, 1297m (Ca-0), 1372m, 1417m, 1440m, 1488s, 1563s (C=C)a,
1633m (C=0), 2831w, 2940w(C-H), 2962w, 3000w.
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Obrazek 41: IR spektrum komplexu 4.
Popis spektra komplexu 4 (ATR, cm™): 615m, 766s, 832m, 978m, 1023m, 1121s (O-CHs),

1204m, 1246w, 1261m, 1295w (Ca~-O), 1417m, 1487m, 1563s (C=C)a, 1634m (C=0),
2825w, 2940wW(C-H), 3002w.
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Na obou IR spektrech Ize pozorovat vibracni vinocty pro charakteristické absorpéni
pasy funkénich skupin. V oblasti vino&ti 3000-2850 cm™ se nachazi vibrace vazeb C-H.
Oblast 1900-500 cm™ je charakteristicka pro absorpci dvojnych vazeb, proto jsou ve spektru
zietelné vazby C=C a C=0. Do casti spektra 1400-1250 cm™ spada vibrace vazby C-O.
V porovnani IR spekter ligandu a komplexu do$lo jen k minimalnim posuniim absorp¢nich
past funkénich skupin, a to o 1 a7 2 em™. Komplexace tedy neméla vliv na charakter IR

spektra. Interpretace spekter byla provedena podle ¢lanku [118].

4.5 MS spektrometrie a stabilita komplexu 4

Pro studium stability a dalSich mozZnych interakci s biomolekulami byla méfena
ESI+MS spektra v kladném modu pro smési: obrazek 42(A): L-cystein (290 uM)
a L-glutathion (6 uM) ve vod¢, obrazek 42(B): komplex 4 (10 uM) v methanolu po 1 hoding,
obrazek 42(C): komplex 4 (10uM) v methanolu po 96 hodinach, obrazek 42(D): systém
komplexu 4 s L-cysteinem a L-glutathionem v methanol:voda (1:1)

V hmotnostnim spektru (A) vzorku obsahujiciho pouze L-cystein a L-glutathion
ve vodé byly pozorovany pouze druhy odvozené od téchto sloudenin: [Cys+H]" 121.3 m/z;
[Cys+2H,0+Na]" 179.2 m/z; [GSH+Na]" 330.1 m/z.

Ve spektru (B) komplexu 4 v methanolu Ize identifikovat po jedné hodin€ nasledujici
typy iontovych druhii: [HL4+H]" 315.1 m/z; [Ru(p-cym)L,]* 548.52 m/z; [Ru(p-cym)CIL,-
CsHs+Na]" 563.2 m/z; [Ru(p-cym)L4-u-Cl-Ru(p-cym)Ls+Na]™ 1157,1 m/z; [(Ru(p-cym)Ls-u-
O-(Ru(p-cym)L4+CH3sOH+Na]* 1169.6 m/z. Dale ve spektru (C) komplexu 4 v methanolu
Ize identifikovat po 96 hodinich dalii typy iontovych druhii: [HLs+H]" 315.12 m/z; [Ru(p-
cym)CIL4-CsHg+Na]® 563.10 m/z; [(Ru(p-cym)Ls-p-(OH)s-(Ru(p-cym)L4+5CH30H+Na]*
756.00 m/z. Je ztejmé, ze komplex obsahuje labilné vazany chlorido- ligand, ktery podléha
hydrolyze v roztocich obsahujicich vodu. V porovnani s obéma spektry (B a C) je patrné,
ze intenzivngj$i pik deprotonizovného ligandu (315,1 m/z) po 96 hodindch naznacuje
nestabilitu komplexu v methanolu.

V hmotnostni spektrum (D) smési komplexu 4, L-cysteinu a L-glutathionu
v methanol:voda (1:1) lze pozorovat n¢kolik pikd, které potvrzuji schopnost komplexu
interagovat s biomolekulami obsahujici siru: [Cys+H]* 121.1 m/z; [GSH+Cys+2H,0-2H]**
221.2 m/z; [HL4+H]" 315.1 m/z; [GSH+Na]* 329.2 m/z; [Ru(p-cym)+Cys+H]" 356.1 m/z;
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[Ru(p-cym)+Cys+Na]® 378.0 m/z; [GSH+4CH;OH+Na]® 458.1 m/z; [Ru(p-
cym)L4+Cys+3H,0]" 667.1 m/z; [Ru(p-cym)ClLs+Cys+2CH30H+H,0+H]" 787.9 m/z;
[Ru(p-cym)ClL,-C3Hg+GSH+Na]" 870.8 m/z; [Ru(p-cym)H,OL4-CHy+GSH+CH30H+H]"
892.7 m/z; [Ru(p-cym)H,0L4+GSH+Cys+CH3;OH+H]" 1008.8 m/z. Tyto nové iontové druhy

s biomolekulami naznac¢uji moznou biologickou aktivitu latek.
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Obrazek 42(A): ESI+MS spektrum: L-cystein (290uM) a L-glutathion (6uM) ve vodé.

563.2 [Ru(p-cym)CIL4-C3He+Na] "
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1157.10 [Ru(p-cym)L4-p-Cl-Ru(p-cym)L4+Na] =
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Obrazek 42(B): ESI+MS spektrum: komplex 4 (10uM) v methanolu po 1 hodiné.
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Obrazek 42(C): ESI+MS spektrum: komplex 4 (10uM) v methanolu po 96 hodinach.
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Obrazek 42(D): ESI+MS spektrum: smés komplexu 4 (10uM) s L-cysteinem (290uM) a L-

glutathionem (6uM) v methanol:voda (1:1).
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4.6 NMR spektroskopie komplexu 4

Byla namé&fena 'H-NMR a *C-NMR spektra komplexu 4 (obrazek 43, 44).
V 'H-NMR spektru lze pozorovat piitomnost chemickych posuni jak ligandu HL,, tak
p-cymenu z komplexu 4. Chemicky posun, v *H-NMR spektru, 12,86 ppm odpovida vodiku
na 2'-OH skupin¢ z ligandu. Navic signaly atomi vodikt p-cymenu vykazuji malou intenzitu.
Z Cehoz plyne, Ze se jedna o smés ligandu HL4 a komplexu 4. Dle integralnich intenzit
Ize odhadovat, ze komplex 4 je ve smési oproti ligandu zastoupen z cca 30 %. Signaly
v oblasti od 4,00 ppm do 1,00 ppm odpovidaji alifatickym vodiktim. Signaly od 9,00 ppm
do 5,00 ppm nalezi aromatickym vodikim. Dale byl ve spektru zaznamenan signal 7,27 ppm,
ktery piislusi rozpoustédlu CDCls. Oproti *H-NMR spektru ligandu HLg4, byly ve spektru
komplexu 4 pozorovany chemické posuny 3,02 ppm; 2,38 ppm a 1,43 ppm odpovidajici

alifatickym vodikim a 5,63 ppm a 5,35 ppm nalezici aromatickym vodikiim na p-cymenu.

Chemicky posun (ppm)

Obréazek 43: *H-NMR spektrum komplexu 4.

Popis spektra komplexu 4: *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & 12,86 (s, 1H, 2'-OH);
7,96 (m, 1H, 6-H); 7,87 (m, 1H, B-H); 7,56 (m, 1H, a-H); 7,53 (m, 1H, 4'-H): 7,05 (d, 1H,
3'-H); 6,96 (t, 1H, 5'-H); 6,89 (s, 2H, 2-,6-H); 5,63 (m, 2H, 3"-,5"-H); 5,35 (m, 2H, 2"-6"-H);
3,98-3,92 (m, 9H, 7-,8-,9-H); 3,94 (s, 6H, 8-,9-H); 3.02 (septet, 1H, 8"-H); 2,38 (s, 3H, 7"-H);

1,43 (m, 6H, 9",10"-H).
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V *C-NMR spektru komplexu 4 byl nejvice odstinén karbonylovy uhlik s nejvétsim
chemickym posunem 193,46 ppm. Signal v oblasti 77,00 ppm odpovida rozpoustédlu CDCls,
jedna se o triplet. Ve spektru byly pozorovany signaly 61,01 ppm a 56,21 ppm, které ptislusi
uhlikiim na methoxy skupindch. Nejmensi chemické posuny 31,33 ppm; 22,71 ppm a 18,58
ppm mély alifatické uhliky na p-cymenu. Navic lze ve spektru pozorovat signaly patfici
volnému ligandu, coZ taktéZ naznaGuje, e se jedna o smés. Interpretace *H-NMR a *C-NMR

spekter komplexu 4 byla provedena podle ¢lanka [95] a [117].
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Obréazek 44: *C-NMR spektrum komplexu 4.

Popis spektra komplexu 4: **C-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 6 193,46 (s, 1C, C=0); 163,51
(s, 1C, C2); 153,44 (m, 2C, C3,C5); 145,6 (s, 1C, B-C); 140,68 (s, 1C, C4); 136,33 (s, 1C,
C4"; 130,0 (s, 1C, C1); 129,59 (s, 1C, C6"; 119,93 (s, 1C, C1Y); 119,18 (m, 1C, a-C); 118,77
(s, 1C, C5"); 118,59 (s, 1C, C3Y); 117,7 (s, 1C, C8"); 105,82 (m, 2C, C2,C6); 104,8 (s, 1C,
C1"); 95,20 (s, 1C, 4'-H); 80,65 (m, 2C, C2",C6"); 78,19 (m, 2C, C3",C5"); 61,01 (s, 1C, C8);
56,21 (s, 2C, C7,C9); 31,33 (s, 1C, C9"); 22,71 (d, 1C, C10"); 18,58 (s, 1C, C7").
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4.7 Monokrystalova rentgenova strukturni analyza

Z reak¢éni smési se podafilo ziskat kokrystal komplexu s ligandem (obrazek 45c)
pomoci rekrystalizace srazeniny z acetonitrilu za laboratorni teploty. Po rekrystalizaci tohoto
vzorku z horkého methanolu a chlazenim na 8 °C vykrystalizoval samotny cisty ligand
(obrazek 45b). Krystalografické parametry ligandu HL4 a komplexu 4 jsou uvedeny v tabulce
4. Velikosti vybranych vazebnych délek a uhla jsou v tabulkach 5 a 6. Jedna se o predbézna
nazorna data, ktera nejsou urcena k publikaci. Vazebna délka ligandu se po komplexaci mezi
C2-O1 zkratila o 0,064A a mezi C4-O2 prodlouzila o 0,017A. Vazebny uhel ligandu
01-C2-C3 se v komplexni castici zvétsil o 5,03°, a taktéz se zvétsil uhel C3-C4-02 o 4,72°.
Molekulova struktura ligandu HL4 byla porovnana s jiz znamou strukturou z ¢lanku [119]

(obrazek 45a). Struktury byly feSeny v programu SHELX-2014 a Diamond, Version 4.

Tabulka 4: Krystalografické parametry ligandu HL 4 a komplexu 4

Ligand HL,4 Komplex 4
Sumarni vzorec C1sH1505 CsH4505RuUCl
My [g-mol™] 314,33 897,39
Barva krystalu Zluta Tmavé Cervena
Teplota béhem méfeni 150 K 120 K
Vlnové délka RTG 0,71073 A 0,71073 A
Burika Monoklinicka Triklinicka
Prostorova grupa P-2; P-1
a[A] 3,9970(5) 10,3314(5)
b[A] 14,0180(16) 12,9540(7)
c[A] 13,4745(19) 15,5039(9)
a[°] 90 93,883(3)
B 98,456(4) 94,098(3)
v [°] 90 100,530(3)
V [AY] 746,77(16) 2027,86(19)
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v

Obrazek 45: (a) molekulova struktura srovnavaciho ligandu [119], (b) molekulova struktura
HL 4, (¢) molekulova struktura kokrystalizovaného HL 4 a komplexu 4.
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Tabulka 5: Vybrané vazebné délky ligandu HL4 a komplexu 4

Délka vazeb Délka vazeb zndmé
HL. &) struktury (A) Komplex 4 Délka vazeb (A)
C2-01 1,337(0) 1,350(3) C2-01 1,286(1)
C4-02 1,252(1) 1,239(3) C4-02 1,256(1)
C2-C3 1,411(2) ; C2-C3 1,434(1)
C3-C4 1,464(2) ; C3-C4 1,456(1)
C4-C5 1,468(1) - C4-C5 1,481(1)
01-H1 0,845(1) 0,832(10) - -
HI---02  1,733(2) 1,790(2) - -
Tabulka 6: Vybrané vazebné tihly ligandu HL4 a komplexu 4
U};ell_:?f)e o Uh;lrzifzfyzgme Komplex 4 Uhel vazeb (°)
C1-C2-01 117,91(7) - C1-C2-01 115,65(6)
01-C2-C3 121,80(7) . 01-C2-C3 126,83(6)
C3-C4-02 119,94(7) 119,90(3) C3-C4-02 124,66(6)
02-C4-C5 119,31(7) 120,40(3) 02-C4-C5 116,13(6)
O1-HI--02 154,83(13) 146,00(3) C2-01-Ru 128,96(6)
C4-02-Ru 130,05(6)
O1-Ru-Cl 85,95(3)
02-Ru-Cl 84,45(3)
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5. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat, na zakladé odborné literatury (databaze
Scifinder, Web of Knowledge, Reaxys a védeckych publikaci dle doporuceni Skolitele),
literarni  reSerSi zaméfenou na biologicky zajimavé derivaty 2'-hydroxychalkont
a komplexnich sloucenin ruthenia se slibnymi biologickymi aktivitami. Dle prostudovanych
publikaci byla do této prace zahrnuta obecna charakterizace a priprava chalkoni a biologicka
aktivita celkem dvanacti derivata chalkont. Dale byla literarni reSerSe zaméfena
na komplexni slouceniny ruthenia (klasické i organokovové slouceniny), které vykazuji
slibnou biologickou aktivitu vié¢i rakovinnym bunkam. V praci bylo popsano celkem dvacet
dva komplexnich slouc¢enin ruthenia. Dva vicejaderné komplexy Ru, tfi komplexni slou¢eniny
Ru"" obsahujici indazol a imidazol (NAMI-A, KP1019, NKP-1339), dva polosandwichové
komplexy Ru sN,N- a jeden s S,N-bidentatnimi ligandy, RAPTA-C, Sest komplexnich
slou¢enin Ru s chalkony a sedm polosandwichovych komplexti Ru s bidentatnimi
0O,0-ligandy. U vsSech téchto latek byla prokazéna urcita cytotoxicita vic¢i fadé bunécnych
nadorovych linii (napt. A2780, A498, HCT-15, KB) a né&které z nich jsou proto testovany
v klinické praxi. Literarni reSerSe je predev§im zaméfena na komplexni slouceniny ruthenia
s bidentatnimi O,0-donorovymi ligandy, které byly pfevazné testovany vici rakovinnym
bunéénym liniim karcinomu vaje¢niku, plic, tlustého stifeva a prsu.

Dalsim cilem této prace bylo pfipravit organokovové slouceniny ruthenia obecného
slozeni [Ru(p-cym)(L)CI], dle postupti uvedenych v odborné literatute, kde L jsou vybrané
deprotonizované derivaty 2'-hydroxychalkont (bylo jich celkem pét), které byly pouZity
spole¢né s komplexem [Ru(p-cym)Cl;], jako vychozi latky pro syntézu organokovovych
sloucenin. Jiz od pocatku se u produktli objevovaly problémy s Cistotou, kdy vysledky
elementarni analyzy neodpovidaly pozadovanému slozeni, a proto bylo nutné zavedené
postupy z literatury podrobit fadé variaci. Zejména vybérem co nejvhodné&jsi baze, upravou
reakénich podminek (teplota, reakéni doba, pouzité rozpoustédlo, systém otevieny nebo
S pouzitim inertnich plynt apod.) a metodami rekrystalizace a purifikace produkti.
Pies vSechny tyto moznosti byla v pokrocilejsi fazi pokust vyselektovana jedina latka, na
které byly intenzifikovany uvedené variace, zejména z diivodu celkové Gspory chemikalii.

Poslednim cilem bylo nasyntetizované slouceniny charakterizovat vhodnymi

analytickymi metodami. Na zéklad¢ vysledkli elementarni analyzy byl vyselektovan jeden
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z produkti, ktery mél byt s nejvétsi pravdépodobnosti chemickym individuem. Ten byl déle
charakterizovan pomoci IR spektroskopie, NMR spektroskopie, MS spektrometrie,
monokrystalové rentgenové strukturni analyzy ve spolupraci se zaméstnanci Katedry
anorganické chemie. Na zédklad¢ ziskanych vysledki lze konstatovat, ze se nejedna
0 chemické individuum patficného slozeni, ale o smés vychoziho ligandu a komplexni
slougeniny o&ekavaného sloZeni s podilem asi 30 % (na zaklad& analyzy "H-NMR spektra).

Definitivnim feSeni uvedeného problému, které by ale vyzadovalo dalSi Casové
naro¢né¢ experimenty, by mohlo spocivat v rozdéleni smeési s pouzitim vhodnych
preparativnich chromatografickych metod (napt. flash chromatografie nebo preparativni

HPLC).
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A2780
A498
A549
AGS
BEL-7404
bpy
COT

Cp

Cp*

Cys
DCM
DMSO
DNA
dppz

en
ESI+MS
GSH
HCT-8
HCT116
HCT-15
HDBH
HEK?293
HEK-293T
HepG2
ICso

IR

K-562
KB
KB-VCR
LIHMDS

6. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

Lidskéa bunécna linie karcinomu vajeéniku
Lidska bunééna linie karcinomu ledvin

Lidska bunécna linie karcinomu plic

Lidska buné¢na linie karcinomu zaludku
Lidska bunécna linie karcinomu jater
2,2"-bipyridin

Cyklooktatetraenid(-2)

Cyklopentadienid(-1) (°-CsHs)

[MesCp] (Me = methyl)

L-cystein

Dichlormethan

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Dipyridofenazin (dipyrido[3,2-a:2',3'-c]fenazin)
Ethylendiamin

Elektrosprejova ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie
L-glutathion

Lidska bunécéna linie ileocekalniho adenokarcinomu
Lidska bunécna linie karcinomu tlustého stieva
Stievni nadorova lidska bunécna linie
Ortho-hydroxydibenzoylmethan

Lidska bunécna linie karcinomu ledvin

Zdravé embryonalni buiiky ledvin

Lidska bunécna linie hepatocelularniho karcinomu

Koncentrace, zpisobujici pokles biologické aktivity na polovinu

Infracervena (spektroskopie)

Chronick4 myeloidni leukémie

Lidské bunécna linie karcinomu nosohltanu
Multi-rezistentni varianta bunééné linie KB

Bis(trimethylsilyl)amid lithny
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MDA-MB-231 Lidské buné¢nd linie adenokarcinomu prsu

MRC-5 Lidské bunécna linie plicnich fibroblasta
MS Hmotnostni spektrometrie

NaHMDS Bis(trimethylsilyl)amid sodny

NMO N-methylmorfolin-N-oxid

NMR Nuklearni magneticka rezonance

NSAID Nesteroidni protizanétlivé 1éky

p-cym para-cymen

phen 1,10-fenanthrolin

Rf Reten¢ni faktor

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reaktivni formy kysliku

SGC-7901 Lidské bunécna linie karcinomu zaludku
SwW480 Lidska bunécna linie karcinomu tlustého stfeva
TSC Thiosemikarbazon

TLC Tenkovrstva chromatografie
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