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Cesky

Abstrakt: Teoreticka Cast této diplomové prace je zaméfena na popis vyznamu tetrazold,

indolt a tetrazolyl-indoll a jejich komplext v medicing, predev§im pak v protinadorové

terapii. Velka Cast reSerSe je také vénovana vybéru ligandil z vyse zminénych sloucenin,

spolu s modelovymi komplexy pro experimentalni ¢ast. Ta je pak vénovana piipravé

téchto ligandl a jejich komplext spolu s jejich fyzikalné-chemickou charakterizaci.



Bibliographical identification
Author’s first name and surname Petr Hala$

Title Coordination compounds of tetrazolyl-indoles and

study of their properties

Type of thesis Dissertation

Department Department of inorganic chemistry
Supervisor doc. Ing. Radovan Herchel, Ph.D.

The year of presentation 2020

Keywords tetrazole, indole, tetrazolyl-indole, complex
Number of pages 76

Number of appendices 0

Language Czech

Abstract: Theoretical part of this thesis describes the significance of tetrazoles, indoles
and tetrazolyl-indoles and their complexes in medicine, especially in antitumor therapy.
Final part of literature search is dedicated to the selection of ligands from the
aforementioned group of compounds together with model complexes for the experimental
part of this thesis. Experimental part is then aimed at synthesis of these ligands and their

complexes together with their characterization by chosen physical and chemical methods.



Obsah

SEZNAM ZKIATEK ... 8
1. L0 P TPRUTPRPTPRP 9
2. CHIE PIACE ...ttt ettt et b et b 10
3. TEOTEHCKA CASL.....uviiieiiiiee ettt sttt e e st e e nnbe e e e sneees 11
3.1 Tetrazol obsahujici slouceniny v medicing ...........cccoovviiiiiiniiiiiii e 11
3.11 ANTINYPEITENZIVA ... 11
3.1.2 ANTIDIOTTKA ... s 11
3.1.3 Antihistaminika @ dalSi.........occveiiiiiiiiiie e 12
3.2 Slouceniny tetrazoltl s protinddorovymi UCINKY ........ccccocvviiiiiiiiieiiec e 13
321 Platinové kovy v protinddoroVe tEIAPIL ... .vvvvvreiviieriiie st 13
3.2.2 Komplexni slouceniny tetrazoll s platinovymi KOVY ........ocovviiiiriiiniiiiiicicc e 14
3.2.3 Komplexni slouceniny tetrazoll s neplatinovymi KOVY ........ccocverviiiiiniiiiiiicnee e 16
3.3 Indol obsahujici slouceniny v medicing ..........ccooooevieiiiiiiiicceece e 17
331 CYLOSTALIKA ... 17
3.3.2 ANTINYPEITENSIVAL ...ttt 19
3.33 ANLIVITOtIKA @ AIST ..veieiiiiii i 19
3.4 Perspektiva indolovych derivatu v protinddorove terapii..........ocverveerieerieenieeenneenineen 20
3.5 Vybér modelovych komplexti pro experimentalni Cast............cverveeriiiniieniiee e 24
351 CASIOPEINAS ..ttt ettt ekttt ettt bbbt e s st e s e et e e b e e e e e nnbe e be e e 24
3.5.2 Komplexy trojmocného kobaltu jako ,,drug delivery systémy ..........cocevvveeiieenieeninnens 25
3.6 Vyber ligandtl pro experimentalni CASt ...........covvveriiiiiiiiiiii e 27
3.6.1 2-(tetrazol-5-YDINAOI (HLD)......cviivieeeeceeceeeeeee ettt 27
3.6.2 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamid (HL?) ........c..cccoeevevevreeieeecree e 28
3.6.3 3-(2-(tetrazol-5-yDhydrazon)indol-2,3-dion (HL3).........ccceevevvieieieeeee e 29
3.6.4 5-(@aminomethytetrazol (HL*).......c.covoiiiieece ettt 31
4. EXPerimentalng CASE ........cccviiiuiiiiiiiiiie ittt 33
4.1 Metody pouzité k charakterizaci sloucenin a seznam pouzitych chemikalii ................... 33
4.2 PHPrava HGandill ..........ceiiiiiiiiiieiiee e 34
4.2.1 Piprava 2-(tetrazol-5-yDindolu (HLY) ......ccovoviiiiiiiiciccecee e 34
4.2.2 Ptiprava 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu (HL?) ...........cccceveerrireenane, 37
4.2.3 Syntéza 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu (HL®) .........ccccceveiveieveiiccrerenen, 40
4.2.4 Ptiprava 5-(aminomethytetrazolu (HL*) ........cccoeeiviiiiiiiieeccecce e 42
4.3 Piiprava komplexnich slougenin s 5-(aminomethyl)tetrazolem............ccccoevviviiniinnnn, 45
431 Obecny postup piipravy komplextt [Cu(N-N)L4ICl......cccoiviiiiiiiiiieeccecece e, 45
432 Charakterizace komplexu PH1 (1,10-fenanthrolin) .........ccccooeviiiiniiiiiniin e 45
4.3.3 Charakterizace komplexu PH2 (4,7-dimethyl-1,10-fenanthrolin)..........c.ccccovvviiiinnnne 46
434 Charakterizace komplexu PH3 (2,9-dimethyl-1,10-fenanthrolin)..........ccccccvviviiiiinnene 47
4.35 Charakterizace komplexu PH4 (4,4‘-dimethyl-2,2-bipyridin).........cccoovviniiniiininnnnns 49
4.3.6 Zhaseni fluorescence ethidium bromidu ...........cceeiiiiiiiiiiiin i 50
4.4 Piiprava méd’natych komplexi s ligandy HLY, HLZa HL®.........ccoooovvveiiiniinccc 52

6



441 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen),L}]ClIOsH,0-2DMF (PH5)................... 52
4.4.2 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen)z(LY)2] EtOH (PHB) ....ccvvvvvevcvcicnennen 54
4.4.3 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen),L2ClOsH,0 (PH7)...cccviviveicicicnnnie 55
4.4.4 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(bpy)2L?]CIOsDMF (PH8).......ccoccovvveveernnnnnn. 56
4.45 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen)L3]CI-1,5H,0 (PHO) .....cccovvvvvivevcrcrnnnn. 57
4.5 Piiprava kobaltitych komplexii s ligandy HLY, HLZa HL®........cccoooovviveciiicccc 58
451 Obecny postup ptipravy vychozich komplexti typu [Co''(salept)]Br .......cccoveervrveeinne, 58
452 Charakterizace komplexu PH10 [Co(4-OH-salept)]IBr3HzO........coovveiiiiiiiiiiiciicniee 59
453 Charakterizace komplexu PH11 [Co(3-OH-salept)IBrHzO........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiieie 59
454 Charakterizace komplexu PH12 [Co(3-OMe-salept)|Br2Hz0........cocevveiiiiicnicnieniene 59
455 Obecny postup piipravy komplext typu [Co(salept)Li3] ....covrirviviviiiiiiiicecis 60
456 Charakterizace komplexu PH13 [Co(4-OH-salept)L1]2,5H20.......ccceevrieeriiiiiiceesinen, 60
457 Charakterizace komplexu PH14 [Co(3-OH-salept)L2H20 .......cccovvevvieeriiiiicese, 60
4538 Charakterizace komplexu PH15 [Co(3-OMe-salept)L ] 2H20 .......coooveevvveerieiiisieieninen, 61
459 Charakterizace komplexu PH16 [Co(4-OH-salept)L2]-3H20 .......ovcveveeiiiierciciieiieines 61
4510  Charakterizace komplexu PH17 [Co(3-OH-salept)L2]4H20 .....ccocvevvvieiiiiiieeeeienne 62
4511  Charakterizace komplexu PH18 [Co(3-OMe-salept)L?]2H20 ...c.ocvevrvcveriiviiieerieiennns 62
4512  Charakterizace komplexu PH19 [Co(4-OH-salept)L3]3H20 .....cooovevvveiiiiciieeieien 62
4513  Charakterizace komplexu PH20 [Co(3-OH-salept)L3]3H20 .....cooovevvviviiiiiiiice e 63
4514  Charakterizace komplexu PH21 [Co(3-OMe-salept)L3]2,5H20 .....cccovevvrviviiiieirievinnns 63
4515  Méfeni cyklické voltametrie komplextt PH12, PH15, PHI8 a PH21 ........ccocviiiiininnnen 63
4.6 Ptiprava komplexti 6d kovii s ligandem HL.............ccoovviiiiiieiiinic e 66
4.6.1 Ptiprava a charakterizace komplexu [AU(PPhs)LY] (PH22).......cccoovvivirvvieiciicceie, 66
5. ZEAVEL ..ottt 69
Seznam POUZILE [IEETALUY..........uviiiiiiiieeitie ettt sb e e e nn e nnne s 70



Seznam zkratek
29Mephen — 2,9-dimethyl-1,10-fenanthrolin

44Mebpy — 4,4°-dimethyl-2,2-bipyridin

47Mephen — 4,7-dimethyl-1,10-fenanthrolin

bpy — 2,2°-bipyridin

CDI — karbonyldiimidazol

COX — cyklooxygenaza

CV — cyklicka voltametrie

DMF — N,N-dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

EtBr — ethidium bromid

EtOH — ethanol

HDAC — histon deacetylaza

MDR — multidrug resistance

MeOH — methanol

MRP — multidrug resistance associated protein

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NADH — nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
OAc — octan

phen — 1,10-fenanthrolin

PPhs — trifenylfosfin

RVO — rota¢ni vakuova odparka

salept — 2-[({3-[(2-{[(2-hydroxyfenyl)methyliden]amino}ethyl)amino]propyl}imino)
methyl]fenolat

TrxR — thioredoxin reduktaza



1. Uvod

Tetrazol je péticlenny heterocyklus, obsahujici 4 atomy dusiku a 1 atom uhliku, ktery
muze byt modifikovan jak na atomu uhliku, tak na atomech dusiku. Jeho derivaty jsou jiz
dlouhou dobu zajmem vyzkumu a u nékterych jiz byly prokazany cytostatické [1],
antibakterialni [2] 1 antifungalni [3] G¢inky. S cytostatickou aktivitou byly pfipraveny i
komplexni slou¢eniny platiny s derivaty tetrazolu [4], coZz naznacuje jejich potencial pii
ptipravé novych komplexnich sloucenin s lepsimi protirakovinnymi ucinky a mensi

toxicitou, nez doposud pouzivana léciva.

Indol je bicyklicky heterocyklus obsahujici benzen a pyrrol. V lidském téle se
vyskytuje naptiklad ve form& aminokyseliny tryptofanu, dale také jako neurotransmiter
tryptamin nebo serotonin. Derivaty téchto neurotransmiterd jak syntetické, tak prirodni
maji u¢inek na nervovy systém. Mnoho z nich mé4 halucinogenni a psychostimulaéni
ucinky, jako naptiklad N,N-diisopropyltryptamin [5], nékteré jsou naopak vyuzivany jako
Ié¢iva proti migrénam jako sumatriptan [6]. Dale byly piipraveny i derivaty s
protirakovinnymi u¢inky jako sunitinib, jenz byl v roce 2006 schvalen v USA pro pouziti

pii 1é€bé rakoviny ledvin a gastrointestinalnich nadoru. [7]

Latky obsahujici ve struktufe zaroven tetrazol i indol jiz v minulosti prokazaly
schopnost inhibovat enzymy jako napiiklad HIV-1 integrazu [8], nebo také tryptofan 2,3-
dioxygenazu [9] za ucelem potlaceni imunorezistence nadorovych bunék. V neposledni
fadé¢ stoji za zminku i derivat BL-R743 s protizanétlivymi a analgetickymi G¢inky. [10]
Diky ptitomnosti lehce deprotonovatelného dusiku ve struktute tetrazolu by tyto derivaty
mély vykazovat tendenci vazat se jako ligandy na fadu piechodnych kovt. Tyto komplexy

s dalsimi vhodnymi koligandy by vysledné¢ mohly mit zajimavé biologické vlastnosti.



2. Cile prace

Prvnim z cilli prace je vypracovat literarni reSerSi na téma vyuziti tetrazold, indoli a
tetrazolyl-indolt, a jejich koordina¢nich sloucenin s dirazem na biologickou aktivitu.
Déale bude reSerSe zaméfena na vybér vhodnych modelovych komplext a ligandd.
V experimentalni ¢asti je pak cilem pfiprava jiz znamych ale i novych organickych
derivatu téchto sloucenin, zejména tetrazolyl-indola dle postupii uvedenych v odborné
literatufe. Dal$im krokem je syntéza novych koordinacnich sloucenin S vybranymi
organickymi ligandy a jejich charakterizace za pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych
metod.

10



3. Teoreticka cast

3.1 Tetrazol obsahujici slouc¢eniny vV mediciné

3.1.1 Antihypertenziva

Léciv schvalenych k pouziti na lidech, ktera obsahuji tetrazol je oproti jinym dusik
obsahujicim heterocyklim jen malé mnozstvi. Mezi nejzndméjsi patii antihypertensiva
jako losartan nebo valsartan. Jedna se o antagonisty jednoho z kli¢ovych proteind
systému renin-angiotenzin, angiotensin Il receptoru, jenz je =zodpovédny za

vasokonstrikci. [11]

N— l
N
N\
N ~ NH
N—N
oH

Obrazek 1: Vzorec antihypertenziva losartanu.

3.1.2 Antibiotika

Do této skupiny patii zejména polosyntetické analogy cefalosporinu jako cefazolin
nebo latamoxef. [11] Jedna se o Sirokospektra antibiotika, ktera se vazi na penicilin
vazajici proteiny na vnitini strané bunééné stény bakterii, ¢imz blokuji jeji vystavbu.

Zni¢eni bunky je nasledné dosazeno autolytickymi enzymy. [12], [13]

CH;
OH o \
N—N
o o /4 N\
o \x—N \ S \N/
R R
& NH \ 0
- o H
OH/\O le

Obrazek 2: Vzorec latamoxefu, zastupce tieti generace cefalosporinovych antibiotik.
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3.1.3 Antihistaminika a dalsi

V neposledni fadé stoji za zminku i antihistaminika jako jsou pemirolast nebo
pranlukast, vyuzivané pii 1é¢b¢ alergii nebo astmatu. [14] Konkrétné pemirolast se
prodava ve formé o¢niho pfipravku, mimo jiné pro potlaceni svédéni oci, zptuisobené
alergickou reakci na rtizné alergeny jako pyly. Tyto 1é¢iva zptisobuji inhibici zdpalovych
mediatord, jako jsou leukotrieny nebo histamin, které jsou uvolnény z tzv. zirnych bun¢k

na podnét alergend. [15], [16]

ANF |
S /N\N
! /
NH—N

Obrazek 3: Vzorec pemirolastu.

Soli tetrazol se také vyuzivaji pti histologickém znaceni. I kdyz se nejedna o latky
S vlastnim farmakologickym ucinkem, jsou tyto slouceniny Siroce vyuZivany pii uréovani
zivotnosti bunék, z nichz je bezpochyby jednou z nejznaméjsich 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid, ¢astéji oznaCovan ve zkratce jako MTT. Princip
spoc¢iva v redukci zlutého MTT na fialovy formazan v pfitomnosti redukcnich Cinidel,
jimiz jsou v buiikkach pfevazné¢ koenzymy NAD(P)H. Tyto redukovadla jsou vSak
pritomny pouze v zivych bunkach, tudiz bude fialové zbarveni timérné mnozstvi zivych
bun¢k. Tohoto se zejména vyuziva pii testovani cytotoxicity, kdy se inkrementalné
zvysuje koncentrace cytotoxické latky za ucelem zjisténi hodnoty 1Cso pro danou latku.
Tato hodnota pak odpovida koncentraci, ktera zastavi rist nebo zabije polovinu

piitomnych bun¢k a je povazovana za prvotni miru cytotoxické ucinnosti latky. [17]
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3.2 Sloudeniny tetrazolii s protinadorovymi uéinky

Samotnych derivatl tetrazoll s vlastnimi protinddorovymi uc¢inky je opét jen malé
mnozstvi. [14] Jednd se predev$im o analogy a derivaty v pfirodé se vyskytujicich

sloucenin. [18]

Jednou z nejvyznamnéjSich skupin jsou analogy cytostatika combretastatinu A-4
(CA-4), jehoz pravdépodobnym tc¢inkem je vazba na tubulin pfi mitoze, avSak jeho nizka
rozpustnost a spontanni izomerizace na neaktivni trans-izomer vedla mnoho védeckych
skupin k jeho derivatizaci. [19], [20] Ne¢kolik 1,5-disubstituovanych tetrazolovych
analogt (viz. Obrazek 4) bylo ptipraveno, avSak s u¢inky srovnatelnymi nebo hor$imi,
nez CA-4. [1], [21]

Dale stoji za zminku i derivaty biogennich kyselin a peptidd. [18] Jedna se

piedev§im o tetrazolové analogy inhibitorti enzymti jako thymidylat synthéza, nebo

histon deacetylaza (HDAC1). [22], [23]

CHs
O/
(0] — O\
CHs z CHs
N
CH CH

3\o o CHs N/ \N o
\
0 OH N

CHs
CHs
o

Obrazek 4: Vzorce combretastatinu A-4 (vlevo) a jeho nejslibnéjsiho tetrazolového
analogu (vpravo).

3.2.1 Platinové kovy v protindadorové terapii

Komplexni slouceniny platiny jsou jiz dlouhou dobu zndmy svymi cytostatickymi
ucinky. Sv€toznama cisplatina, jejiz protinadorové ucinky byly objeveny B.
Rosenbergem v 60. letech minulého stoleti, se dodnes pouziva pii 1é¢bé& mnoha
nadorovych onemocnéni. Jednou z nejvétsich nevyhod je vsak velké mnozstvi vedlejsich
efektll jako jsou neuropatie, nefrotoxicita nebo zvraceni a od jejiho objeveni byly
nasyntetizovany dal$i analogy, napt. karboplatina nebo oxaliplatina, které mnohé z nich
zmiriuji.

Zpusob ucinku téchto latek spociva v hydrolyze komplexu v prostiedi bunky, kdy

se odstépi jeden z ligandl, ¢imz vznikd aktivni komplex. Ten se nasledné vaze na
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dvousroubovici DNA - v ptipad¢ cisplatiny dochazi nejcastéji k tvorbé intravlaknového
aduktu se sousedicimi guaniny (dGpG), jenz zpusobuje dvouietézcové zlomy a nasledna

nemoznost opravit DNA vyvola apoptozu. [24]

DalSim problémem je také mozny vznik rezistence rakovinnych bun¢k vici
cisplatin€. Z tohoto diivodu se pacientim vétSinou podava kombinovana 1écba za vyuziti
dalsich cytostatik s jinym mechanismem ucinku, jako jsou interkalace DNA, inhibice

topoisomerazy Il nebo naruSeni mitotického vieténka pii delbé.

Z vyse uvedenych divoda je dodnes zajmem mnoha védeckych skupin pfipravit
méng toxické komplexni slou¢eniny S lepsi selektivitou vii¢i nddorovym bunkam a zvysit
jejich Uc¢innost na cisplatinu rezistentni nadory. Pravé s témito vlastnostmi bylo

piipraveno n¢kolik slibnych komplext platinovych kovi s tetrazoly.

3.2.2 Komplexni slouceniny tetrazolii s platinovymi kovy

Kwvli vysoké toxicité komplext platiny a mozné tvorbé rezistence se staly zajmem
mnoha védeckych skupin i dalsi platinové kovy jako ruthenium nebo iridium. Komplexy
ruthenia jako NAMI-A nebo KP1019 jiz v minulosti prokazaly své antimetastatické a

cytotoxické vlastnosti a to i vuci cisplating rezistentnim nadorum. [25]

Pravé s rutheniem se podatilo védecké skupiné V. Morena pfipravit sérii
komplext, obsahujici heterocyklické koligandy, mimo jiné i derivat tetrazolu, s vysokou
cytotoxicitou vici bunkam linie HL-60 (leukemické buiniky). VSechny tyto komplexy
s obecnym vzorcem [Ru(n®-CsHs)(PPhs):L](PFs) vykazovaly pii 24 hodinové inkubaci
vysSi cytotoxicitu nez cisplatina. Konkrétné u derivatu s 5-fenyltetrazolem byly zjiStény
hodnoty 1Cs50=0,95 uM pii 24 hodinové inkubaci a 1Cs50=0,69 uM pii 72 hodinové
inkubaci. [26]

S. Komeda a kolektiv dale ptipravili platnaté komplexy dimerniho charakteru
premosténé tetrazolovymi ligandy. Reakci [Cis-Pt(NHz)2(u-OH)]2(NO3)2 s mirnym
nadbytkem tetrazolu vznikly dva izomery ptemosténé tetrazolovymi dusiky N1,N2 a

N2,N3. Ty byly nasledné rozdéleny kapalinovou chromatografii s reverzni fazi. [27]
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Obrazek 5: Vzorce N1,N2 (vlevo) a N2,N3 izomeru (vpravo).

Oba tyto izomery vykazovaly in vitro aktivitu vi¢i bunikam linie H460 (karcinom
plic) s hodnotami ICs0=23,5 uM pro N1,N2 izomer a 1C50=9,2 uM pro N2,N3. Cisplatina
méla pro srovnani 1Cs0=23,1 uM. In vivo testy na mySich se stejnym typem nadoru
ukazaly vétsi zmenseni nadoru pro cisplatinu oproti N2,N3 izomeru, avsak toxicita tohoto
komplexu byla mnohem mensi — nedoslo k Zddnému ubytku hmotnosti mysi na rozdil od
cisplatiny, u které byl prokazan ubytek hmotnostni vyssi nez 20%. Nejzajimaveéjsi
vysledky poskytly in vivo testy N2,N3 izomeru na PANC-1 nadorech slinivky, kdy doslo
k 99% redukci objemu nadoru. Gemcitabin, jakozto bézné pouzivané cytostatikum na
tento typ nadoru, doséhl v porovnani redukce 0 54%. Dale u 2 ze 6 mysi 1é€enych N2,N3
izomerem dokonce doSlo k uplnému vymizeni nddoru bez vyznamného ubytku na

hmotnosti. [27]

Dalsi studie také poukazala na schopnost obejiti cisplatinové resistence vyse
zminénych platnatych komplext. Konkrétné N2,N3 izomer vykazoval 3,5krat vyssi
uc¢innost na cisplatinu sensitivni PC-14 linii a 45krat vyssi G¢innost na cisplatinu
rezistentni PC-14(CDDP) linii oproti cisplatiné. Schopnost obejit rezistence, sniZit
toxicitu a zvysit ucinnost poukazuji na potencial této skupiny platnatych komplexa stat

se novou generaci cytostatik na bazi platiny. [28]

Biologicky zajimavé komplexy platiny byly také pfipraveny se Schiffovymi bazemi
a hydrazony tetrazolo[1,5-a]chinolinu védeckou skupinou A. A. Bekhita. Tyto komplexy
byly nasyntetizovany jednoduchou reakci cis-[PtCl2(DMSO)2] s pifedem piipravenymi
ligandy v absolutnim ethanolu. Nasledné testovani na HL-60 linii ukazalo vyssi aktivitu
Schiffovych bazi oproti hydrazonim, znichz byly nckteré derivaty Gcinnéjsi, nez

cisplatina. [4]

V neposledni fad¢ stoji za zminku i komplexy paladia a platiny se substituovanymi

5-aminotetrazoly, pfipravené T. V. Serebryanskou a kolektivem. Z naslednych in vitro
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testli na HeLa bunécné linii bylo uk4zano, ze paladnaté komplexy s témito ligandy nejsou
aktivni v testovaném rozmezi koncentraci. Na druhou stranu nékteré cis izomery
komplexti platiny dosahly hodnot ICsp Vv jednotkach pM, avsak mnohem méné aktivni
trans izomery dosahly ICso az v desitkach uM. Cis izomer platnatého komplexu s terc-
butylovanym ligandem byl aktivnéj$i nez cisplatina na rezistentni linii A2780cisR

s hodnotou 1C50=15,2 uM, oproti cisplatiné s 1C50=37,1 uM. [29]

3.2.3 Komplexni slouceniny tetrazolii s neplatinovymi kovy

Komplexy zlata v oxida¢nim stavu 1 jiz v minulosti prokazaly nejen své
antirevmatické, ale i antiproliferativni vlastnosti, z nichz se n¢které dostaly i do klinické
praxe. [30] Neni proto piekvapenim, Ze se podafilo pfipravit fadu biologicky zajimavych
zlatnych komplext s tetrazolickymi ligandy. Naptiklad cytostaticky uc¢inné komplexy
s modifikovanymi thiotetrazoly a fosfany (viz. Obrazek 6) byly pfipraveny védeckou
skupinou T. V. Serebryanské. In vitro testy téchto slouc¢enin na MDA-MB-231 (rakovina
prsu) a HT-29 (rakovina tlustého stfeva) liniich vykazovaly hodnoty ICso v rozmezi
zhruba od 8 az po 13 uM, coz jsou hodnoty srovnatelné s cisplatinou s hodnotami 4 uM
pro MDA-MB-231 a 7 uM pro HT-29. [31], [32] Rentgenostrukturni analyza dale
potvrdila vazbu thiotetrazolti na kov pies deprotonovanou —SH skupinu a vazbu fosfani
pies atom fosforu. Za ucelem zjisténi moznych mechanismii u¢inku byla také testovana
inhibi¢ni schopnost téchto latek vic¢i enzymu thioredoxin reduktdze (TrxR), jehoz
inhibice vede ke zméné funkci mitochondrii, zvyseni tvorby reaktivnich forem kysliku a
nasledné apoptoze. Schopnost téchto komplexti inhibovat TrxR se pohybovala

v nanomolarnich koncentracich, coz potvrzuje tento mechanismus ucinku. [33]
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Obrazek 6: Vzorec jednoho ze zlatnych komplext s thiotetrazolatovymi ligandy.

Biologicky aktivni komplexni slouceniny s neplatinovymi kovy a tetrazoly se
podafilo pfipravit i na nasem pracovisti. Tyto Fe(IlI) salenové komplexy s 5-methyl a 5-
aminotetrazolem byly testovany in vitro na liniich K562 (leukemické bunky) a MCF7
(rakovina prsu) s dosazenymi hodnotami ICso pohybujicimi se v jednotkach az desitkach
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uM. Slibngjsi 5-aminotetrazolatovy komplex (viz. Obrazek 7) dosahl na obou liniich
dokonce lepsich vysledkil, nez oxaliplatina. Testy na SOD-mimikujici aktivitu a $tépeni
DNA naznacuji, ze tvorba reaktivnich forem kysliku je jednim z mechanizmi

cytotoxického ucinku. [34]

V navazujicim vyzkumu byly pfipraveny obdobné komplexy se salphenovymi
ligandy (viz. Obrazek 7) s vyraznym zlepSenim tG¢innosti. Konkrétné u 5-fenyl, 5-methyl
a 5-aminotetrazolatovych komplexti bylo dosazeno nanomolarnich koncentraci ICso na
liniich MCF7, Hela (nddor délohy), A2780 (nador vajecniku) a G-361 (bunky
melanomu). Cisplatina byla n¢kolikanasobné mén¢ ucinna na vSech vySe zminénych
liniich s hodnotami ICsp Vv jednotkach az desitkach uM. Vazba téchto komplexti na DNA
byla potvrzena fluorescen¢ni titraci, kdy bylo pozorovdno vytésnéni interkaldtoru
ethidium bromidu z DNA. Schopnost interkalovat se je pravdépodobné jednim z
dalSich moZnych mechanizmi cytotoxického ti€¢inku, coz by mohlo vysvétlit tak radikalni

zvySeni ucinnosti oproti salenovym komplextim. [35]

(|||)/N
? (|||)/N
\ é

N )
N—N H2N~<\

N/

\

[

Z==

Obrazek 7: Vzorec salenového (vlevo) a salphenového (vpravo) komplexu S
5-aminotetrazolem.

3.3 Indol obsahujici slou¢eniny v mediciné
Latek pouZzivanych v medicing€, co obsahuji indol ve struktuie, je jiz ponékud vétsi
mnozstvi oproti tetrazolim a pokryvaji Siroké spektrum pouziti jako cytostatika,

antihypertensiva, antivirotika a dalsi. [36]

3.3.1 Cytostatika

wvewr

Mezi nejvyznamnéjsi indol obsahujici cytostatika patii tzv. Vinca alkaloidy. Jedna
se o prirodni nebo polosyntetické latky ptvodné izolované z barvinku (rod Vinca).

Pouzivaji se predevsim pii 1écbé rakoviny prsu, varlat, lymfomil, neuroblastomti a dalSich
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nadorovych onemocnénich. Nejznaméjsi zéstupci jsou vinblastin, vinkristin nebo
polosynteticky vinorelbin, pouzivany také pii 1é¢bé rakoviny plic. [37] Mechanismus
ucinku této skupiny spociva v interakci 1é¢iva s mitotickym vieténkem pii délbé bunck.
Konkrétné vinorelbin interaguje s tubulinem a zastavuje bunééné déleni v G2/M fazi.
Vinorelbin je specificky modifikovan, aby dochazelo k jeho otevieni, coz vede k tvorbé
kovalentnich i reversibilnich vazeb s tubulinem. Pfitomnost neuspotadanych mikrotubult
nasledné vede k indukci nddorového supresoru p53 a aktivaci nebo deaktivaci fady
signalnich proteintt jako p21 nebo Ras proteinu. Tato kaskada zptisobi deaktivaci

apoptického inhibitoru Bcl2, aktivaci pro-apoptického genu BAX a nakonec indukci

Obrazek 8: VVzorec vinorelbinu. [39]

Vinca alkaloidy maji také zna¢né mnozstvi vedlejsich efekt, jejichZ profily se vSak
mohou vyrazné liSit mezi jednotlivymi zéstupci, piestoze je jejich mechanismus ucinku
podobny. VSechny Vinca alkaloidy maji neurotoxické Géinky piedev$im na periferni
nervovou soustavu — zpusobuji degeneraci axont interakcemi s tubulinem, coz vede ke
snizeni axonového transportu. Negativni U€inky na centrdlni nervovou soustavu nejsou
bézné diky nizké absorpci do mozku. Vyrazné€ vSak snizuji pocet neutrofilti v krvi a jedna
se o hlavni limitujici faktor pii uréeni podavané davky. Dalsi pozorované ucinky zahrnuji

gastrointestinalni problémy, akutni srde¢ni ischemii nebo hepatotoxicitu. [40]

Dale stoji za zminku i cytostatika mimo skupinu Vinca alkaloidd, a to zejména
panobinostat (viz. Obrazek 9), schvaleny v roce 2015 na pouziti pti 1é¢bé mnohocetného
myelomu. Jedna se o neselektivni inhibitor histon deacetylaz (HDAC) — ovliviiuje fadu

v

HDAC proteinti z tiidy I, I a IV, a v souc¢asné dob¢ je jejich nejucinngjsi inhibitor
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dostupny na trhu. Tyto enzymy, zodpovédné za epigenetickou modulaci genové exprese,
jsou vice exprimovany praveé v buiikdch mnohocetného myelomu. Panobinostat ma navic
synergicky ucinek pfi pouziti s bortezomibem, ktery se také jiz dlouhou dobu pouzivé na

1é¢bu mnohocetného myelomu. [41]

NH

NH

Obrazek 9: Vzorec panobinostatu.
3.3.2 Antihypertensiva

Rada indol obsahujicich slou¢enin se také pouziva jako antihypertensiva, z nichz
za zminku stoji napiiklad bopindolol, pindolol nebo reserpin. Konkrétné pindolol
ucinkuje jako neselektivni beta blokator adrenergnich receptorti, pfedevSim P1 a B
receptoru. Nasledna inhibice u€inku epinefrinu a norepinefrinu ma za nasledek snizeni
srdecniho rytmu a krevniho tlaku. Dale je také inhibovana produkce reninu, vedouci
k inhibici vasokonstrikce. [42] Mechanismus u¢inku reserpinu je odli$ny, inhibici
ATP/Mg?" pumpy je schopny vy&erpat z nervovych zakonéeni katecholaminy, které se
podili na kontrole srde¢niho rytmu. [43]

3.3.3 Antivirotika a dalsi

Do této skupiny patii zejména antivirotika delavirdin, pouzivany pfti 1écbé AIDS,
nebo arbidol, schvaleny v Rusku a Cin& pro pouziti proti chiipce. U arbidolu byly
prokazany 1 UCinky vic¢i Zzloutence typu C, coZ poukazuje na jeho Sirokospektré
antivirotické vlastnosti. Uginek spo¢iva ve schopnosti arbidolu interagovat

s membranami a inhibovat splynuti viru a hostitelské bunky. [44]

Delavirdin zptsobuje inhibici reversni transkriptazy viru HIV-1 a blokuje jeji DNA
polymerazovou aktivitu, aniz by ovliviioval lidské DNA polymerazy, ¢imz znemoziiuje

inkorporaci virové DNA do hostitelské. [45]
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Obrazek 10: VVzorec delavirdinu.

Dale stoji za zminku indometacin, jako zastupce nesteroidnich protizanétlivych
1é¢iv. Jedna se o nespecificky reversibilni inhibitor cyklooxygenaz (COX). Pravé COX-
2, exprimovana predevSim V mistech zanétu, je zodpovédnd za preménu kyseliny

arachidonové na prostaglandiny, které reguluji zanétlivou odpovéd’. [46]

V protinaddorové terapii se Casto pouzivaji také antiemetika pro potlateni nevolnosti
a zvraceni. Mezi né patfi 1 indol obsahujici tropisetron nebo dolasetron. Jedna se o vysoce
selektivni antagonisty serotoninovych 5-HT3z receptorti. Chemoterapeutika nejspise
zpusobuji degeneraci travici soustavy a vyplavovani serotoninu, ktery aktivuje receptory
vedouci do center zvraceni v medule. Z toho plyne, Ze jejich inhibici dochazi k potlaceni

téchto nezadoucich ucinku. [47]

3.4 Perspektiva indolovych derivatu v protinadorové terapii

Novych derivatt indolt vykazujici cytotoxickou aktivitu je nepfeberné mnozstvi a
vycCerpavajici piehled by byl nad ramec této prace. [48], [49] Proto se v nasledujici
kapitole zaméfim na derivaty s nejlepSimi vysledky a pokud mozno nanomolarnimi

hodnotami 1Cso.

V roce 2001 byl pfipraven novy inhibitor tubulinu s oznacenim D-24851, pozd¢ji
také indibulin, védeckou skupinou G. Bachera, vykazujici vysokou ucCinnost
na rezistentnich buiikach. Tato latka také nevykazovala znatelnou neurotoxicitu na rozdil
od jiz vySe zminénych inhibitorti tubulinu, Vinca alkaloidd. Pritokova cytometrie na
KB/HeLa bunkach prokazala, stejn¢ jako u Vinca alkaloidi, zastaveni bunééného cyklu
v G2/M fazi s hodnotou 1C50=190 nM a pfti aplikaci indibulinu na purifikovany tubulin
doslo k uplné blokaci polymerizace. Hodnoty 1Cso se pohybovaly v rozmezi 36-285 nM
pii testovani na 11 bunéCnych liniich rtiznych typl nadori, coZ jsou horsi vysledky
Vv porovnani s vinkristem s hodnotami ICso Vv rozmezi 1-27 nM. Avsak v buikach se
zvySenou expresi transportnich proteint MDR1 a MRP, zodpovédnych za rezistenci

bunék proti cytotoxickym Ié€iviim, nebyl pozorovan vyrazny ubytek na Uc€innosti
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indibulinu. Uginnost vinkristinu byla na druhou stranu nékolikanasobné sniZena,
Vv ptipad¢ transfekovanych MCF-7 bunék az 1200-krat. V in vivo testech na mysich
s nadorem jater typu Yoshida AH13 se podafilo dosdhnout uplné regrese nadoru bez
ubytku na hmotnosti nebo pfitomnosti hematologické toxicity. Vinkristin a paklitaxel
dosahly pouze stfedné silné inhibice ristu se zna¢nym ubytkem na hmotnosti. [50] V roce
2008 vesel indibulin do prvni faze klinického testovani pii 1écbé pokrocilych solidnich

nadorti v kombinaci s erlotinibem, av$ak zadny vysledek nebyl doposud zvefejnén. [51]
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Obrazek 11: Vzorec indibulinu.

Dalsi slibné latky se podatilo pfipravit védeckou skupinou S. Vogelové. Tyto
substituované 2-fenylindol-3-karbaldehyd benzoyl a pyridoylhydrazony byly testovany
na MDA-MB 231 a MCF-7 buné¢nych liniich, z nichZ nejslibnéjsi kandidat vykazoval
vysledky srovnatelné s vinkristinem, avSak obecné se u vSech pohybovala hodnota ICsp
v submikromoléarnich koncentracich. Studie také prokazala, ze tyto latky neinteraguji
S tubulinem, pfestoze zptisobuji zastaveni bunééného cyklu v G2/M. Testované latky
vykazovaly indukci aktivity kaspazy-3, ktera korelovala se zjisténymi hodnotami 1Cso,

avSak konkrétni mechanismus neni zcela znamy. [52]

Velkou studovanou skupinou na zacatku 21. stoleti byly také derivaty 2-
aroylindolu. Celkem 52 derivati 2-aroylindolu bylo nasyntetizovano a otestovano na
HeLa a SK-OV-3 (nddor vajecniku) bunécnych liniich védeckou skupinou S.
Mahboobiho. U vice nez poloviny latek se pohybovaly hodnoty I1Cso v submikromolarni
oblasti, z nichz nejslibnéjsi vykazovaly ucinnost vyss$i nez cytostatikum kolchicin.
Inhibice polymerizace tubulinu korelovala ve vétSin€ piipadi s ucinnosti latek na
testovanych liniich. Vysledky pratokové cytometrie dale prokézaly inhibici ristu v G2/M
fazi a je tedy zfejmé, ze naruSeni mitotického vieténka je jednim z hlavnich mechanizm
ucinku. Latky také vykazovaly antiangiogenetickou aktivitu, tzn. schopnost naruSovat

rast nové vaskulatury. [53] Ta ¢asto doprovazi vznik a rast solidnich nadort a je znamo,
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ze jeji naruseni vede K nekroze nadorovych bunék. [54] V navazujici studii byly rozsifeny
testy nejaktivnéjsi latek z vySe zminéné skupiny o dal$i bunétné linie s riznymi typy
rezistenci. V bunkach s MDR1 a MRP typem rezistence (viz. indibulin) nebyl pozorovan
ubytek na ucinnosti, na rozdil od vyrazného snizeni aktivity vikristinu, paklitaxelu a

kolchicinu. [55]
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Obrazek 12: VVzorec D-64131, nejslibnéjsiho kandidata ze skupiny 2-aroylindol.

Nov¢jsi zajimavou skupinou latek s cytotoxickymi ucinky jsou substituované
arylthioindoly pfipravené védeckou skupinou G. La Reginy. Jednd se opét o inhibitory
polymerizace tubulinu a maji podobny strukturni motiv jako kolchicin a combretastatin
A-4, obsahujici tfi sousedici methoxy skupiny na benzenovém jadie. Latky byly
testovany na fadé bunécnych linii, kdy byly vSechny vyjma jedné G¢inné v nanomolarnich
koncentracich na linii MCF-7. Z této skupiny pak vybrané latky vykazovaly na dalSich
liniich lepsi vysledky nez doxorubicin a u linii HT-29 a A549 1 lepsi vysledky nez
combretastatin A-4. Nejslibnéjsi derivat byl testovan i na cisplatinu citlivé a rezistentni
linii A2780, kdy byl dokonce pozorovan zhruba trojnasobny nartst aktivity na rozdil od
cisplatiny, jejiz t¢innost klesla skoro 20krat. Stejny jev byl pozorovan i u linie OVCAR-
8 a linie od ni odvozené NCI/ADR-RES se zvySenou expresi MRP, kdy byla aktivita
derivati arylthioindolu opét zhruba trojnasobné¢ vyssi a vice nez 10krat nizsi u
vinblastinu. Pritokova cytometrie také potvrdila, Ze latky zastavuji bunécny cyklus
v G2/M fazi. [56] Stejna védecka skupina pak tuto skupinu rozsifila o dalSich 71 derivata
arylthioindolu s jinymi cyklickymi substituenty v poloze 2. Nov¢ piipraveny derivat
s imidazolem (viz. Obrazek 13) byl schopny na MCF-7 linii dosahnout n€kolikanasobné
lepsich vysledku (ICso=1 nM) nez referené¢ni kolchicin a combretastatin A-4 a byl vysoce

aktivni na vSech testovanych liniich. [57]
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Obrazek 13: Vzorec imidazolového derivatu arylthioindolu, vykazujiciho nejlepsi

vysledky.

Dalsi zajimavou skupinou jsou alkaloidy izolované z plasténce Aplidium
meridianum, znamé také jako meridianiny A-E. Strukturné se jedna o bromované nebo
hydroxylované indoly s 2-aminopyrimidinovymi substituenty v poloze 3. Samotné
meridianiny vykazuji cytotoxické uc€inky vuci buinkam adenokarcinomu s nijak
vyjimeénymi hodnotami ICso Vv rozmezi 9,3 az 33,9 uM, avsak jejich objev inspiroval
nékolik védeckych skupin k derivatizaci za ucelem zvySeni aktivity. [58] Zlepseni
vlastnosti se podatilo debromaci meridianinu D a navazani substituentu na pyrimidinovy
heterocyklus, kdy kyano, karboxy a amidrazonovy analog dosahly hodnot ICsp V rozmezi
0,25 az 0,85 pug/ml na MCF-7 linii, coz v ptepo¢tu odpovida nizkym mikromolarnim

koncentracim. [59]

Tato skupina byla obohacena o n¢kolik desitek dal$ich derivati védeckou skupinou
F. Girauda. Latky byly testovany jak pro svoji inhibi¢ni aktivitu vici kindzam, jakozto
jednim z cild nékterych cytostatik, tak i pro cytotoxické ucinky na liniich, z nichZ se
nejslibnéj§imu  derivatu (viz. Obrazek 14) podafilo dosahnout submikromolarnich
koncentraci ICso na téméf viech liniich. Zadna piima korelace mezi inhibi¢ni aktivitou
kindz a antiproliferativnimi G¢inky vSak nebyla pozorovana a pficina cytotoxického
uc¢inku nejspise zahrnuje jiné biologické cile. [60]

PtrestoZe se nejednd o piimé derivaty meridianind, stoji za zminku i substituované
2-aminopyrimidiny na indolu v poloze 5, ptipravené védeckou skupinou F. Xie.

Nejslibngjsi derivaty z téchto analogii vykazovaly hodnoty ICso fadové Vv desitkach nM,

predevsim N-ethylovany derivat YHHUO895 (viz. Obrazek 14), na celkem 5 testovanych
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liniich. [61] Navazujici studie dale zjistila, ze cytotoxicky Gc¢inek je zptisoben naruSenim
mikrotubull a uc¢innost nebyla ovlivnéna zvysenou expresi MRP. [62]

0

Obrazek 14: Vzorec nejslibngj$iho derivatu meridianin (vlevo) a YHHUO89S (vpravo).
3.5 Vybér modelovych komplexii pro experimentalni ¢ast

Z ptedchoziho ptehledu vyplyva, ze slouceniny indoli a komplexy tetrazoll
vykazuji cytotoxické u€inky na Sirokém spektru bunécnych linii. Navic bylo u nékterych
derivati dosazeno piekonani rezistence vuci 1é¢iviim a snizeni toxickych ucinka, jakozto
kyzenych vlastnosti nové generace cytostatik. Pravé kombinace cytotoxickych tc¢inkta
indolt a pritomnost dobfe koordinovatelnych atomi tetrazolu by mohla vést k piipravé

novych a biologicky zajimavych komplexnich sloucenin.

3.5.1 Casiopeinas

Jednou z nejzajimavéjsich skupin biologicky aktivnich sloucenin jsou bezesporu
médnaté komplexy s ndzvem Casiopeinas. Tyto latky, opatentovany pro své cytotoxické
ucinky v 90. letech minulého stoleti, obsahuji kombinaci dvou bidentatnich ligandt a to
sice nabojové neutrdlni modifikované 1,10-fenanthroliny nebo 2,2°-bipyridiny a
deprotonované aminokyseliny, pfedevs§im pak glycin nebo alanin, popt. acetylaceton,
vystupujici jako aniont. Nejslibngjsi komplex s oznacenim Cas Ill-ia (viz. Obrazek 15)
dokonce dokonéil preklinické testy a zacal prvni fazi klinického testovani v Mexiku.
Ptesny mechanizmus neni znamy, avsak jasné je ze tyto latky zpisobuji poSkozeni DNA.
Nejpravdépodobnéji dochazi bud’ k interkalaci komplexni ¢astice do DNA nebo k vazbé

do zatezii DNA. [63]-[65]

24



B 1+
HiC OH
| N 2 CHj3
PAN O
>Cu< ) NO,
= |N o
CH,

Obrazek 15: Vzorec Cas lll-ia.
3.5.2 Komplexy trojmocného kobaltu jako ,,drug delivery“ systéemy

Princip tohoto typu komplext spociva v uvolnéni navazané cytotoxické latky z
kobaltit¢tho komplexu v redukénim prostiedi bunky. Tyto kobaltité komplexy
v konfiguraci 3d® jsou prakticky vyhradné v nizkospinovém stavu, coz jim poskytuje
kinetickou odolnost napft. viici hydrolyze. Pravé po redukcei v bunééném prostiedi by mélo
dojit k vyvazani ucinné latky na kyzeném misté¢ ucinku. Dle literatury by se mél
standardni redoxni potencidl Co®*/Co?" t&chto komplexti pohybovat v rozmezi -0,2 a7 -
0,4V, coz odpovida potencialu hypoxického prostiedi nadoru. [66], [67] Déle pfedbézné
syntézy experimentdlni prace ukazaly, ze tetrazolové ligandy maji diky velkému
mnozstvi donorovych atomu tendenci tvofit ve vodé i v organickych rozpoustédlech
nerozpustné polymery, které jsou pro jakékoliv biologické testy nepouzitelné.
Zablokovanim vétSiny koordinacnich mist centrdlniho atomu siln€é se vazajicim

polydentatnim ligandem by se tak dalo vyhnout polymerizaci.

Jednim z nejznamé&jsich piikladii jsou acetylacetonatové Co'' komplexy
s dusikatymi yperity. Tyto latky byly ptivodné vyvinuty jako chemické zbrané, avSak diky
schopnosti alkylovat DNA se historicky pouzivaly také jako prvni chemoterapeutika pfi
lé¢bé rakoviny. U nejslibngjsiho komplexu (viz. Obrazek 16) doslo na linii AA8
V hypoxickém prostiedi k vyraznému zvyseni aktivity na hodnotu 1Cs=0,42 uM z
hodnoty 893 uM pii dostatku kysliku. [68]
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Obrazek 16: Vzorec kobaltitého komplexu s N, N‘-bis(2-chloroethyl)ethylendiaminem.

Dalsi zajimavy kobaltity komplex byl pfipraven védeckou skupinou A. K.
Renfrewové s pfirodnim produktem Kkurkumy, kurkuminem. [69] Kurkumin jiz
v minulosti prokézal své cytotoxické vlastnosti na bunéénych liniich, avSak jeho omezena
rozpustnost a nizka biodostupnost nevedly ke slibnym vysledkim. [70] Vysledny
kobaltity komplex (viz. Obrazek 17) vykazoval hodnotu 1Cs50=39 uM na buné&cné linii
kolorektalniho karcinomu DRD-1, coz je sice hodnota hor$i nez u kurkuminu s 1Cs0=13
uM, avSak vyrazné¢ se zvySila rozpustnost zdroven se stabilitou kurkuminu vici

metabolizaci. [69]

Obrazek 17: Vzorec kobaltitého komplexu s kurkuminem, ptevzato a upraveno od A. K.
Renfrewové a kol. [69]
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3.6 Vybér ligandii pro experimentalni ¢ast

3.6.1 2-(tetrazol-5-yl)indol (HLY)

Z ptedchoziho ptehledu je mozné vidét, ze mnoho u¢innych derivati indolu, jako
napiiklad arylthioindoly, je modifikovano v poloze 2 a tato latka byla vybrana jako jejich
zastupce. Vysledky zadného biologického testovani této slouceniny nebyly doposud
publikovany, avsak dle databaze byly nékteré dalsi derivaty 2-(tetrazol-5-yl)indolu
schopny interagovat s riznymi biomolekulami. Bylo by tedy zajimavé zjistit, zdali ma
tento jednoduchy derivat alespon né¢jakou biologickou aktivitu. Zaroven nebyly doposud

pfipraveny Zadné komplexni slouceniny s timto ligandem.

H H
N
Y/, \N/N

Obriazek 18: VVzorec 2-(tetrazol-5-yl)indolu (HLY).

Kvili nepfitomnosti ziejmého chelatového kruhu se ligand mlize vazat vSemi
dusiky tetrazolu, i kdyz jsou znamy i pfipady koordinace uhliku indolu v poloze 3 jako

karben na téz8i kovy. [71] Takova vazba vSak bude nepravdépodobna u leh¢ich kovi a

vytesSeni krystalové struktury je tedy nezbytné pro zjisténi zpisobu vazby na kov.

Obrazek 19: Struktura platnatého komplexu s navdzanym indolem jako karben; C —Seda,
H — bila, Pt — fialova, Cl — zelena, S — zluta, O — ¢ervena, N — modra.

27



3.6.2 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamid (HL?)

Jedna se opét o latku neprozkoumanou z hlediska biologické aktivity. Nékteré jeji
derivaty vykazuji inhibici B-laktamdzy, coz je enzym zodpovédny za bakteridlni
rezistenci vu¢i nékterym antibiotikim, avSak zadné informace ohledné cytotoxické
aktivity nejsou znamy. [72] Zadné komplexni slou¢eniny, ani s jinymi derivaty, nebyly
doposud pftipraveny. Podobné derivaty samidickou skupinou v poloze 2- byly
v minulosti studovany pro své antialergické ucinky. [73] Pavodni zamér byl pfipravit
amid bez 1-methyl skupiny, avSak ptredbézné syntézy ukazaly, Ze blokace dusiku indolu
je nezbytnad pro zabranéni polymerizace pii aktivaci karboxylové skupiny CDI, popf.

SOCl..

CH,
/
N
N
/) HNT Ry
7/
N

O// NH

Obriazek 20: Vzorec 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu (HL?).

Médnaté komplexy podobného amidu s 5-aminotetrazolem jiz byly pfipraveny
veédeckou skupinou Y. B. Wanga. Z krystalové struktury je mozné vidét, ze se ligand vaze
kyslikem karboxylu a deprotonovanym dusikem tetrazolu v poloze 1. Dale je vidét, Ze se
tetrazol vaze dusikem v poloze 4 na sousedni atom médi. D4 se tedy predpokladat, ze se

HL? bude vazat stejnym zptisobem. [74]
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Obrazek 21: Cast trojrozmérné struktury médnatého komplexu samidem 5-
aminotetrazolu; C — Seda, H — bila, Cu — oranzova, O — ¢ervena, N — modra.

3.6.3 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dion (HL?)

Derivaty indol-2,3-dionu, znamého téz jako isatin, jiz v minulosti prokazaly svoji
biologickou aktivitu, at’ uz antimikrobialni nebo cytotoxickou. [75] Pravé derivatizace
slibného 5,7-dibromo derivatu (viz. Obrazek 22) vytvofenim hydrazonu byla zamérem.
Tento derivat naruSuje tvorbu mikrotubuli a byl schopen dosahnout nanomolarnich
hodnot 1Csp na liniich U937 (lymfom) a Jurkat (leukemie), avSak nepfitomnost vhodnych

koordina¢nich atomti znemoznuje jeho komplexaci. [76]
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Obrazek 22: VVzorec 5,7-dibromo-1-(1-naftylmethyl)-indol-2,3-dionu (vlevo) a SU9516
(vpravo).
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Dalsi inspiraci byl i slibny derivat s oznacenim SU9516, jenz selektivng inhibuje cdk2
a je modifikovany v poloze 3, stejn¢ jako hydrazony isatinu. [75] Nanestésti predbézné
syntézy ukazaly, Ze vysledny hydrazon s 5,7-dibromo-1-(1-naftylmethyl)-indol-2,3-
dionem je velice nestabilni a pfi jeho komplexaci dochazelo rychle k jeho rozpadu. Jiny
hydrazon byl tedy pfipraven s nemodifikovanym isatinem (HL?), ktery jiz byl stabilni.

Z4dné publikace ohledné tohoto ligandu ani jeho komplexi nebyly zvefejnény.

H
N /O

H
NH
Ny N,
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Obrazek 23: Vzorec 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu (HL?).

Védecké skupiné M. C. Rodriguez-Argiiellesové se podaftilo ptipravit nikelnaty
komplex s podobnym isatin-f-thiosemikarbazonem, obsahujici stejné velky chelatovy
kruh jako HL3. Z krystalové struktury je mozné vidét, Ze se ligand vaZe tridentatng, jak je
znazornéno na Obrazek 24, a d4 se usoudit, ze se HL® bude vazat podobnym zptisobem

na kovy s podobnym iontovym polomérem jako Ni%*. [77]

Obrazek 24: Struktura nikelnatého komplexu s isatin-B-thiosemikarbazonem; C — seda,
H — bila, Ni — zelena, O — Cervena, S — zluta, N — modra.
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3.6.4 5-(aminomethyl)tetrazol (HL*)

Tato latka byla poprvé pripravena v roce 1959 jako tetrazolovy analog aminokyseliny
glycinu McManusem a Herbstem [78] za u¢elem inhibice bakterialniho rustu, avsak tyto
zavery se pozdé&ji nepotvrdily a latka nevykazovala Zadnou, nebo jen slabou inhibici ristu
nékolika druht bakterii. [79] Dale jiz tato latka nebyla zkoumana pro jiné biologické
vlastnosti, avSak byla pouzita jako stavebni blok pro syntézu inhibitori rtznych

biologickych molekul, napt. bakterialnich methionyl-tRNA synthetaz. [80]

Obrazek 25: Struktura 5-(aminomethyl)tetrazolu (HL?*); C — $ed4, H — bila, N — modra.

Komplexni chemie tohoto ligandu je také neprozkoumana, byly pouze pfipraveny
jednoduché komplexni slou¢eniny S dvojmocnymi kovy, avSak provedena byla jen bézna
fyzikalné-chemicka charakterizace. [81] V novéjsi publikaci byla provedena také
rentgenostrukturni analyza méd’natého komplexu [Cu(L*)2]2H20 i samotného ligandu.
Z krystalové struktury vyplyva, Ze se ligand vaze chelatové dusikem tetrazolu v poloze 1
a dusikem aminoskupiny. Dusik tetrazolu v poloze 4 se pak vaze s vedlejsimi jednotkami
a koordina¢ni polyedr zaujima tvar oktaedru (viz. Obrazek 26). Pfestoze jsou tetrazoly a
jejich nékteré komplexy znamy svoji vybusnosti pti zahtati nebo narazu, je tento komplex
stabilni bez ztraty vody do teploty 514 K, pii které se rozkladd. Samotny 5-

(aminomethyltetrazol se v krystalu vyskytuje jako zwitterion. [82]
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Obrazek 26: Cast trojrozmérné struktury komplexu [Cu(L*)2]2H20; C — $eda, H — bila,
Cu — oranzova, O — Cervena, N — modra.

Béhem prace na experimentalni ¢asti mél byt 5-(aminomethyl)tetrazol pouzit na
syntézu Schiffovych bazi sisatinem a indol-3-karboxaldehydem, avSak piedbézné
syntézy ukazaly, ze k zadné tvorbé Schiffovych bazi nedochazi. McManus a Herbst [78]
ukazali, Ze se pfiblizn¢ v neutralnim pH jedna o zwitterion a Ve vodném roztoku se muze
vyskytovat s naprotonovanou aminoskupinou, coz by mohlo branit tvorbé Schiffovy
baze, avsak reakce neprobihala ani v mirn¢ bazickém prostiedi s triethylaminem. Jelikoz
se jedna o tetrazolovy analog aminokyseliny glycinu a nékteré Casiopeinas se slibnymi
vysledky ho obsahuji jako koligand, byl tento tetrazolovy analog pouzit pro syntézu
obdobnych komplext s rizné substituovanymi 1,10-fenanthroliny a 2,2°-bipyridiny za

ucelem zjisténi vlivu tetrazolického heterocyklu na biologickou aktivitu.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Metody pouzité k charakterizaci sloucenin a seznam pouzitych chemikalii

Pro fyzikéalné-chemickou charakterizaci ptipravenych latek byly pouzity nasledujici
ptistroje:
e Thermo Scientific Flash 2000 Analyzator — C, H, N, S chemicka analyza
prvkového slozeni.
e Jasco FT/IR-4700 pro méfeni infracervenych spekter ve stfedni oblasti
infracerveného zateni.
e 400 MHz NMR spektrometr firmy Varian pro métfeni spekter vysokého rozliSeni
vzorkl v roztoku.
e Potenciostat CHI600C firmy CH Instruments pro méfeni cyklické voltametrie.
e Hmotnostni spektrometr s 3D iontovou pasti Thermo LCQ Fleet s ionizaci za
atmosférického tlaku (ESI).
e Difraktometr Stoe Stadivari s Xenocs Genix3D Cu HF pro RTG monokrystalovou
analyzu vzorkt PH1-4.
e Difraktometr SuperNova s AtlasS2 CCD detektorem a Cu Ka zdrojem pro RTG
monokrystalovou analyzu ostatnich vzorkt
e Konduktometr Eutech Cond 6+ od firmy Eutech Instruments

e Fluorescenc¢ni spektrometr AvaSpec HS1024x122TE

Chemikalie byly zakoupeny z dostupnych komercnich zdroju. Jejich Cistota byla 97%+ a
byly pouzity bez dalsi purifikace.

Rozpoustédla: methanol, ethanol, 2-propanol, N,N-dimethylformamid, diethylether,

ethylacetat, chloroform, acetonitril.

Chemikalie: indol-2-karboxylova kyselina, indol-3-karboxylova kyselina, SOCl2, POClIs,
HCI (ag. 35%), NHs (ag. 25%), NaNs, NH4Cl, Na,SO4, NaOH, NaNO, kyselina octova,
pyridin, hydrazin monohydrat, triethylamin, CHzsl, karbonyldiimidazol, 5-aminotetrazol
monohydrat, 1,10-fenanthrolin monohydrat, 2,2°-bipyridin, neokuproin monohydrat, 4,7-
dimethyl-1,10-fenanthrolin, 4,4°-dimethyl-2,2-bipyridin, SnCl>2H>0, ftalimid draselny,
chloroacetonitril, isatin, CuCl>2H,0, Cu(ClO4)26H20, CoBr26H>0, Cu(OAc)2H-0, N-
(2-aminoethyl)-propan-1,3-diamin,  2,4-dihydroxybenzaldehyd, 2,3-dihydroxybenz-
aldehyd, 2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd, HAuCls+3H.0O, trifenylfosfin.
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4.2 Priprava ligandu

4.2.1 Priprava 2-(tetrazol-5-yl)indolu (HL?Y)

Priprava indol-2-karboxamidu

Do 50 ml varné banky s 25 ml chloroformu bylo ptidano 5 g (31 mmol) indol-2-
karboxylové kyseliny. Nasledné bylo ptikapano 5 ml SOCI; se tfemi kapkami DMF jako
katalyzatoru. Smés byla nasledné zahtivana pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny a ochlazena
na pokojovou teplotu. Nasledné byl tento roztok nalit do smési 20 ml vodného roztoku
amoniaku a 20 g ledu. Tato smé&s byla michana 2 hodiny pii laboratorni teploté, béhem
niZ se vysrazel zluty precipitat. Ten byl odsan, promyt vodou a vysuSen v exsikatoru.
Produkt byl pouZit v nasledujicim kroku bez dalSiho pfeciSténi a teplota tani byla velice

blizka teoretické 225-227 °C [83]. Teplota tani: 227-231 °C. Vytézek: 4,4 g (89 %).

H o 1) SOCI,, kat.DMF H o
N y 2) NH, (aq.) //
/ —_—
Y CH.CI Y
OH NH,

Schéma 1: Piprava indol-2-karboxamidu.
P#iprava indol-2-karbonitrilu

6,3 g (39 mmol) indol-2-karboxamidu bylo ptidano k 50 ml POCIs v 100 ml varné
bance. Smeés byla zahiivana pod zpétnym chladi¢em 30 minut a nasledn¢ nalita na 100 g
ledu. pH bylo nasledné upraveno na 8 pomoci vodného roztoku amoniaku, pfi¢emz se
vysrazel svétly prasSek spolu s tmavou lepivou hmotou. Tato smés byla extrahovana 3x
50 ml diethyletheru. Organicka faze byla vysuSena Na,SOa, zfiltrovana a odpafena na
rota¢ni vakuové odparce (RVO) do sucha. Nahnédly prasek byl vysusen v exikatoru a
pouzit v nasledujicim kroku bez dal§iho piedisténi. V IC spektru byl vidét pik pii 2234
cm, ktery je typicky pro valenéni vibraci ~CN skupiny. Vytézek: 4,12 g (74 %).
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Schéma 2: Ptiprava indol-2-karbonitrilu.
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Elementarni analyza pro CoHsN2: C, 76.0 %; H, 4.3 %; N, 19.7 %; Nalezeno: C, 74.7
%:; H, 4.2 %; N, 19.4 %.

FTIR (cm™): 381w, 422m, 445w, 482w, 562w, 608w, 628w, 653m, 733m, 807m, 933w,
1006w, 1118w, 1154w, 1224w, 1347w, 1409w, 1496w, 1521w, 1616w, 1649w, 2234m,
3294w.

Piiprava 2-(tetrazol-5-yl)indolu

4,12 g (29 mmol) indol-2-karbonitrilu bylo v 50 ml varné barce rozpusténo v 25 mi
DME. Nasledné bylo ptidano 3,77 g (58 mmol) NaNs a 1,55 g (29 mmol) NH4Cl. Tato
suspenze byla zahfivana 18 hodin pii 120 °C. Smés byla ochlazena na pokojovou teplotu
a nalita do 100 ml destilované vody. pH bylo upraveno na 1-2 pomoci 2M HCI a roztok
byl extrahovan 3x 50ml ethylacetatu. Organicka frakce byla promyta solankou a vysusena
bezvodym Na>SOs. Po filtraci byla odpafena do sucha na RVO. Hnédy prasek byl
nasledné rekrystalizovan z methanolu s aktivnim uhlim. P#i rekrystalizaci se podafilo
vypéstovat monokrystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu. Vysledny produkt byl
nazloutly praSek. Elementarni analyza, NMR spektroskopie 1 rentgenostrukturni analyza

potvrdily, Ze se ve struktufe nachézi methanol jako krystalosolvat. Vytézek: 2,84 g (45

%).
H
N NaN; N N
NH,CI \ﬁl
—N — =
Y DMF Y \N/N

Schéma 3: Piiprava 2-(tetrazol-5-yl)indolu.

Elementarni analyza pro HLYMeOH se sumarnim vzorcem C1oH11Ns0: C, 55.3 %:; H,

5.1 %:; N, 32.2 %:; Nalezeno: C, 54.9 %; H, 4.9 %:; N, 32.3 %.

FTIR (cm™): 438w, 525w, 709w, 742s, 801m, 892w, 923m, 1005w, 1023w, 1083m,
1118w, 1137w, 1233m, 1249w, 1277w, 1338s, 1378s, 1414w, 1455w, 1509w, 1573w,
1618s, 2640w, 2687w, 2775w, 2832w, 2894w, 2964w, 3034w, 3111w, 3223s, 3362w,
3478w.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7.01 - 7.08 (m, 1 H), 7.13 - 7.16 (m, 1 H), 7.19
(t, J=7.63 Hz, 1 H), 7.47 (d, J=8.61 Hz, 1 H), 7.64 (d, J=7.83 Hz, 1 H), 12.13 (br. s., 1
H);
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13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 104.05, 112.66, 120.55, 121.58, 122.38, 124.01,
127.88, 137.82, 150.48;
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Obrazek 27: 'H NMR spektrum 2-(tetrazol-5-yl)indolu.

Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla ur€end prostorova grupa C2/c s parametry zakladni
buriky a=22.6910(14) A, b =7.0280(3) A ac =13.5206(7) A. Krystalograficka soustava
je monoklinicka s tthly zakladni buiiky o = 90°, B = 100.504(5) a y = 90°.

Ve struktufe se nachazi molekula methanolu jako krystalosolvat, coz potvrzuje
zavery z ptredchozich méfeni. Dochazi také ktvorbé tfi typl vodikovych vazeb,
znazornénych na Obrazek 28. Jejich délky jsou d(Nlet...0) = 2.682 A, d(N3t...0) =
2.795 A a d(N4wt...Nlindot) = 2.947 A. Dale je mozné vidét m-m interakce mezi

aromatickymi jadry, kde vzdalenost mezi jejich centroidy ¢ini 3,567 A.
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¢
Obrazek 28: Struktura 2-(tetrazol-5-yl)indolu se zndzornénymi vodikovymi vazbami
(tyrkysova) a m-w stackingem (zelend); C — Seda, H — bila, O — cervena, N — modra.
4.2.2 Priprava 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu (HL?)

P#iprava 1-methylindol-3-karboxylové kyseliny

1,61 g (10 mmol) kyseliny indol-3-karboxylové bylo rozpusténo ve 20 ml DMF.
Do tohoto roztoku bylo nasledné piidano 1,6 g (40 mmol) NaOH a 5,7 g (2,49 ml; 40
mmol) CHsl. Tato smés byla michana 18 hodin pii pokojové teploté. Po nasledném
piidani 50 ml vody se vysrazel bily precipitat. Ten byl zfiltrovan, promyt trochou vody a
piidan do 50 ml 2M roztoku NaOH. Tato sm¢s byla zahiivana pod zpétnym chladi¢em,
dokud nezmizely vSechny rozsuspendované kapky roztopeného esteru. Takto vznikly Ciry
roztok byl nasledn¢ ochlazen na pokojovou teplotu a vyextrahovan 2x 20ml ethylacetatu.
Vodna faze byla nasledné okyselena koncentrovanou HCl do pH 1 aZz 2, pficemZ se
vysrazel bily produkt. Ten byl odsat, promyt vodou a vysusen v exsikatoru. Vytézek: 0,92
g (53 %).
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Schéma 4: Priprava 1-methylindol-3-karboxylové kyseliny.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.80 (s, 3 H), 7.14 - 7.23 (m, 2 H), 7.48 (d,
J=7.83 Hz, 1 H), 8.21 (d, J=7.83 Hz, 1 H), 7.98 (m, 2 H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 33.39, 106.68, 111.02, 121.13, 121.66, 122.58,
126.82, 136.47, 137.42, 166.09;

Piiprava 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu

875 mg (5 mmol) 1-methylindol-3-karboxylové kyseliny bylo rozpusténo v 10 mi
DMEF ve 20 ml vialce. Nasledné bylo pfidano 891 mg (5,5 mmol) karbonyldiimidazolu
(CDI) a reakce byla michana za pokojové teploty pod dusikem, dokud neustala tvorba
bublinek CO.. Do reakce pak bylo ptidano 638 mg (7,5 mmol) bezvodého 5-
aminotetrazolu, ktery byl pfedem vysusen v susarné pii 110 °C po dobu 2 hodin. Tato
smés byla pod dusikem zahiivana 18 hodin pii 50 °C. Nasledn¢ byla reak¢ni smés nalita
do 20 ml destilované vody a okyselena 2M HCI na pH 1-2, pfic¢emz doslo k tvorbé bilé
srazeniny. Ta byla odsata a dikladné¢ promyta destilovanou vodou a vysuSena

v exsikatoru. Vytézek: 1,1 g (91 %).
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Schéma 5: Piiprava 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu.

Elementarni analyza pro HL? se sumarnim vzorcem Ci11H10NgO: C, 54.5 %; H, 4.2 %;

N, 34.7 %; Nalezeno: C, 52.2 %; H, 4.0 %; N, 34.4 %.

FTIR (cm™): 428w, 572w, 657w, 689w, 745m, 857w, 872w, 987m, 1018m, 1098m,
1129w, 1152w, 1183w, 1238s, 1263w, 1337w, 1380m, 1407m, 1465m, 1529s, 1549m,
1593s, 1667s, 3131w, 3330m.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3.78 - 3.93 (s, 3 H), 7.18 - 7.32 (m, 2 H), 7.55
(d, J=7.83 Hz, 1 H), 8.21 (d, J=7.83 Hz, 1 H), 8.50 (s, 1 H), 11.92 (s, 1 H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 33.91, 107.13, 111.29, 121.25, 122.27, 123.21,
127.22, 135.23, 137.41, 150.88, 162.55;
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Obriazek 29: 'H NMR spektrum 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu.
4.2.3 Syntéza 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu (HL?3)

Syntéza byla provedena s modifikacemi dle V. P. Shchipanova a kolektivu. [84] Do
ledem zchlazené (0-3 °C) suspenze 4,12 g (40 mmol) 5-aminotetrazolu monohydratu ve
12 ml destilované vody a 8 ml kyseliny octové byl za michani ptikapan roztok 1,38 g (20
mmol) NaNO; ve 12 ml destilované vody tak, aby teplota neptekrocila 4 °C. Reak¢ni
smés byla vytaZena z ledu, ponechana ohiat na pokojovou teplotu a michana 2 hodiny,
kdy v roztoku vzniklo velké mnozstvi nazloutlého precipitatu. Smés byla nasledné
ochlazena v lednici a odsata. Tento vlhky meziprodukt byl nasledné vsypan do roztoku
9,04 g SnCI22H20 v 50 ml koncentrované HCI a michan 2 hodiny pfi 35 °C. Béhem
reakce bylo mozno pozorovat evoluci dusiku a reakéni smés se zakalila. Nasledné byl
roztok zfiltrovan a do filtratu byl ptidan roztok 2,94 g (20 mmol) isatinu v minimalnim
objemu horkého methanolu. Smés byla michana 1 hodinu pti pokojové teploté, pticemz
se vysrazel Zluty precipitat. Pred filtraci byla smés vychlazena v lednici a zluty produkt
byl promyt koncentrovanou HCI, vodou a methanolem. Tento necisty produkt byl

rekrystalizovan za horka ze smési DMF a methanolu. Vytézek: 0,94 g (21 %).

Ligand neni dlouhodobé skladovatelny na vzduchu kviili pravdépodobné hydrolyze

a déle skladované vzorky musely byt preciStény rozpusténim latky v methanolickém

40



roztoku NaOH, filtraci a pfidanim kyseliny octové do mirné kyselého pH. Cisty ligand

pak vykrystalizoval ze zchlazeného roztoku a byl odsat a promyt trochou methanolu.

H
HoN N_ NaNO, /}\I\N NH"\{\ sncl,
N\N AcOH N N¢ \NH N HCI (aq.)
H
H H
_NH_ N N
HoN N —O0
N //
N \
(0]
H
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N\ _NH H
N N
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Schéma 6: Piiprava 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu.

Elementarni analyza pro HL31,25H,0 se sumarnim vzorcem CoHgsN7O2.25: C, 42.9 %;

H, 3.8 %; N, 39.0 %; Nalezeno: C, 42.8 %; H, 3.6 %; N, 38.6 %.

FTIR (cm™): 466w, 492w, 583w, 687w, 784m, 784w, 976w, 1058m, 1130m, 1192m,
1274w, 1348m, 1461m, 1508m, 1593s, 1712s, 2819w, 3132w, 3375w, 3552w.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 6.87 (d, J=7.43 Hz, 1 H), 7.03 (t, J=7.63 Hz, 1
H), 7.34 (t, J=7.63 Hz, 1 H), 8.13 (d, J=7.43 Hz, 1 H), 10.76 (s, 1 H), 11.86 (br. s., 1 H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 110.84, 115.95, 122.07, 126.28, 132.60, 137.83,
143.61, 164.86;
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Obrazek 30: 'H NMR spektrum 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu.
4.2.4 P¥iprava 5-(aminomethyl)tetrazolu (HL?)

Syntéza byla provedena s modifikacemi dle J. M. McManuse a R. M. Herbsta. [78]
Priprava ftalimidoacetonitrilu

Do suspenze 6,67 g (36 mmol) ftalimidu draselného v 25 ml DMF bylo piidano
2,27 g (30 mmol) chloroacetonitrilu. Roztok byl michan za pokojové teploty 18 hodin a
nasledn¢ nalit do 100 ml destilované vody za vzniku bilé srazeniny. Ta byla odsata,

dukladné promyta vodou a vysuSena v susarné pii 80 °C. Vytézek: 4,43 g (79 %).

@) 0]
Schéma 7: Piiprava N-ftalimidoacetonitrilu.
Teplota tani: 124 °C (lit. 124-125 °C [78]).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4.71 (s, 2 H), 7.76 - 7.93 (m, 4 H);
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Piiprava 5-ftalimidomethyltetrazolu

10,42 g (56 mmol) N-ftalimidoacetonitrilu bylo rozpusténo v 50 ml DMF a do
tohoto roztoku bylo pfidano 7,28 g (112 mmol) NaN3 a 3 g (56 mmol) NH4Cl. Tato
suspenze byla zahfivana 18 hodin pii 120 °C. Po zchlazeni na pokojovou teplotu byl tento
roztok nalit do 100 ml destilované vody a okyselen na pH = 1 pomoci konc. HCI. Takto
vznikly bily precipitat byl odsat, promyt destilovanou vodou a vysusen v exsikatoru.

Vytézek: 9,82 g (77 %).

©3 \ NNHaNél OQ ‘>\NH

\/N

Schéma 8: Piiprava 5-ftalimidomethyltetrazolu.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 5.10 (s, 2 H), 7.79 - 7.98 (m, 4 H);
P#iprava 5-(aminomethyl)tetrazolu

9,82 g (43 mmol) 5-ftalimidomethyltetrazolu bylo ptisypano do 65 ml absolutniho
ethanolu a do této suspenze byl pfilit roztok 2,15 g (2,1 ml; 43 mmol) hydrazinu
monohydratu v 45 ml absolutniho ethanolu. Tato smés byla zahfivana pod zpétnym
chladi¢em 3 hodiny. Po zchlazeni v lednici byla reak¢ni smés zfiltrovana a pevny podil
byl piidan do 100 ml 2M HCI, kde byl michan pti 50 °C po dobu 15 minut. Tato suspenze
byla zfiltrovana a pevny podil byl dikladné promyt vodou. Filtrat byl odpatfen do sucha
na RVO. 5,7 g (teor. 42 mmol 5-(aminomethyl)tetrazolu hydrochloridu) meziproduktu
bylo ptidano do roztoku 90 ml absolutniho ethanolu s 3,4 ml (42 mmol) pyridinu. Tato
smés byla michdna 2 hodiny pfi pokojové teploté a vysledny precipitat byt zfiltrovan.
Takto vznikly produkt byl znecistén hydrazin hydrochloridem, diky kterému byl tento
prasek silné hygroskopicky, a rekrystalizace z minimalniho objemu horké vody byla

nezbytna. Vysledné bilé krystaly hygroskopické nejsou. Vytézek: 2,88 g (68 %).
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Schéma 9: Priprava 5-(aminomethyl)tetrazolu.

Elementarni analyza pro HL* se sumarnim vzorcem C;HsNs: C, 24.2 %; H, 5.1 %; N,

70.7 %; Nalezeno: C, 24.1 %; H, 5.0 %; N, 71.1 %.

FTIR (cm™): 464s, 580w, 688w, 732w, 921s, 1007w, 1032w, 1067w, 1108w, 1125m,
1140m, 1210w, 1349m, 1410s, 1534s, 1621m, 1661m, 2175w, 2448w, 2622m, 2727w,
2836w, 2899w.

IH NMR (400 MHz, D;0) & ppm 4.27 (s, 2 H);

13C NMR (100 MHz, D20) & ppm 34.01, 156.18;
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Obrizek 31: 'H NMR spektrum 5-(aminomethyl)tetrazolu.
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4.3 Priprava komplexnich slou¢enin s 5-(aminomethyl)tetrazolem

4.3.1 Obecny postup piipravy komplexii [Cu(N-N)L*]CI

Ve vialce bylo rozpusténo 42,6 mg (0,25 mmol) CuCl22H20 ve 2 ml methanolu a
nasledné byl pifidan roztok 0,25 mmol daného derivatu 1,10-fenanthrolinu nebo 2,2¢-
bipyridinu v 5 ml methanolu. Prakticky okamzité vznikla srazenina, ktera byla rozpusténa
zahtatim k varu a pfidanim nékolika mililitra destilované vody do uplného rozpusténi.
Jediny komplex s 4,7-dimethyl-1,10-fenanthrolinem nebyl v této smési rozpustny, avsak
po piidani nasledujiciho roztoku ligandu se vSechna sraZenina rozpustila a roztok se
vycefil. Nasledné byl piipraven roztok 24,8 mg (0,25 mmol) 5-(aminomethyl)tetrazolu
(HL* v 5 ml destilované vody, do kterého bylo ptiddno 250 ul 1M roztoku NaOH pro
deprotonaci ligandu. Ten byl nasledné pfidan k pfipravenému horkému roztoku
méd’natého komplexu. Reakéni smés byla ochlazena pies noc v lednici za vzniku
modrych krystalickych produkti. Ty byly odsaty, promyty ledovou vodou, ledovym

ethanolem a diethyletherem a vysuSeny v exsikatoru.

Ve vSech ptipadech se podatilo vypestovat monokrystaly. Krystaly komplext PH1
a PH2 byly vytvoreny volnym odpafenim vodnych roztokti danych komplexti. Komplex
PH3 neni ve vod¢ stabilni a tudiz byly monokrystaly vytvofeny napafovanim
methanolického roztoku diethyletherem. Krystaly komplexu PH4 se podafilo pfipravit
volnym odpatenim vodného roztoku, avSak predbézna méieni odhalily, Ze se jednd o
modulovanou strukturu, kterou nebylo mozno dofesit. Nové krystaly byly piipraveny
napafovanim methanolického roztoku diethyletherem za tcéelem tvorby izomorfni

struktury a nereflektuji tak slozeni solvati uvedené v elementarni analyze.

Konduktometrickd méfeni byla porovnana s literaturou [85]. Hodnoty molarnich
konduktivit se ve vSech pfipadech pohybovaly v oblasti publikovanych hodnot pro
elektrolyt 1:1.

4.3.2 Charakterizace komplexu PH1 (1,10-fenanthrolin)
Vytézek: 85 mg (86 %).

Elementarni analyza pro [Cu(phen)(H20)L*CI] se suméarnim vzorcem C14H14CICUN7O:
C, 42.5%; H, 3.6 %; N, 24.8 %; Nalezeno: C, 42.7 %; H, 3.4 %; N, 24.8 %.
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FTIR (cm™): 431w, 506w, 648w, 721s, 739w, 854s, 939w, 1002w, 1016w, 1091w,
1103w, 1123m, 1158w, 1205w, 1223w, 1347w, 1413m, 1431s, 1494w, 1517m, 1584m,
1628w, 2371w, 3041w, 3059w, 3080w, 3143m, 3217m, 3473m.

Molarni konduktivita ve vodé pii 25 °C: A = 95,4 S.cm?/mol.
Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla urCena prostorova grupa P2i/C s parametry zakladni
buriky a = 6.7742(3) A, b = 18.2860(6) A a ¢ = 12.1960(6) A. Krystalograficka soustava
je monoklinicka s uhly zakladni buniky a = 90°, B = 94.595(4) a y = 90°.

Ve struktufe je mozné vidét oktaedrickou geometrii koordinacniho polyedru. Délky
vazeb Nphen-Cu jsou 2.016 2 2.039 A a Np4-Cu jsou 2.006 a 2.039 A. Délka Cu-Cl je 2.768
A, takto dlouhd vazba i ve zbylych komplexech PH2 a PH4 je pravdépodobné
zodpovédna za disociaci chloridového aniontu ve vodném prostiedi a tvorbu elektrolytu
1:1. Vzdalenost nakoordinované molekuly vody od médi je 2.410 A. Z vétsi vzdalenosti
chloridu od atomu médi oproti zbylym pentakoordinovanym komplexiim se da usoudit,

7e dochézi k Jahn-Tellerovské distorzi.

Obrazek 32: Struktura komplexu PH1; C — Seda, H — bila, Cu — oranzova, O — ¢ervena,
Cl — zelena, N — modra.

4.3.3 Charakterizace komplexu PH2 (4,7-dimethyl-1,10-fenanthrolin)
Vytézek: 76 mg (72 %).

Elementarni analyza pro [Cu(47Mephen)L*CI[H,O se suméarnim vzorcem
C16H18CICuN-O: C, 45.4 %; H, 4.3 %; N, 23.2 %; Nalezeno: C, 45.8 %; H, 4.0 %; N,
22.8 %.
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FTIR (cm™): 527w, 554w, 647w, 689w, 727m, 827w, 864s, 932w, 950w, 998w, 1025m,
1086w, 1119m, 1155m, 1177w, 1202m, 1238m, 1272w, 1295w, 1358w, 1375w, 1413s,
1426s, 1524s, 1576s, 1606s, 1620m, 1647w, 1978w, 2019w, 2160w, 2931w, 2952w,
3034w, 3112s, 3188s, 3452w.

Molarni konduktivita ve vodé pfi 25 °C: A = 99,2 S.cm?/mol.
Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla uréena prostorova grupa C2/c s parametry zakladni
buiiky a = 15.0004(13) A, b = 11.2484(7) A a ¢ = 19.7551(16) A. Krystalograficka
soustava je monoklinicka s uhly zakladni bunky o = 90°, p = 98.125(7) ay = 90°.

Z Addisonova parametru:

B-a _ 177,5°-162,0°
60° 60°

T= = 0,26

Se da usoudit, Ze koordinac¢ni polyedr zaujima tvar blize ¢tvercové pyramidé. Délky vazeb
Nphen-CU jsou 2.027 a 2.009 A a N 4-Cu jsou 1.972 a 2.033 A. Délka Cu-Cl je 2.523 A a

ve struktufe se nachazi jedna molekula vody jako krystalosolvat.

Obrazek 33: Struktura komplexu PH2; C — $eda, H — bila, Cu — oranzova, Cl — zelena,
N — modra.

4.3.4 Charakterizace komplexu PH3 (2,9-dimethyl-1,10-fenanthrolin)
Vytézek: 89 mg (84 %).
Elementdrni analyza pro [Cu(29Mephen)L*|CI'H,0 se suméarnim vzorcem

C16H1sCICUN;O: C, 45.4 %:; H, 4.3 %; N, 23.2 %; Nalezeno: C, 45.1 %:; H, 4.3 %:; N,
23.0 %.

FTIR (cm™): 404w, 431w, 455w, 511w, 547w, 580w, 658w, 683w, 702w, 729w, 758w,
778w, 795w, 811w, 844m, 877s, 938w, 1017s, 1049w, 1124m, 1155s, 1200w, 1222w,
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1249w, 1306w, 1341w, 1367m, 1377w, 1411s, 1438m, 1505s, 1565m, 1589m, 1620w,
1634w, 2763w, 2901w, 2999m, 3021m, 3131w, 3223m, 3425s, 3475s.

Molarni konduktivita ve vodé pfi 25 °C: A = 97,1 S.cm?/mol.
Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla uréend prostorova grupa P 1 s parametry zakladni buiky
a=10.8986(10) A, b = 12.2439(16) A ac = 15.6411(14) A. Krystalograficka soustava je
triklinicka s thly zakladni buiiky a = 99.506(9)°, B = 95.759(7)° a y = 96.761(9)°.

Z Addisonova parametru:

p—a _ 170,1°-165,1°
60° 60°

T = = 0,08

se da usoudit, ze koordina¢ni polyedr obou atomii mé&di zaujimd tvar velice blizko
Ctvercové pyramidé. Z dimerni struktury je mozné usoudit, Ze 2,9-dimethyl-1,10-
fenanthrolin neni vhodnym ligandem pro tvorbu analogli Casiopeinas kviili stérickému
branéni obou methylovych skupin. To zaroven vysvétluje odchylku hydrolytické stability
oproti zbylym komplextim, které jsou ve vod¢ stabilni. Délky vazeb Nphen-Cu jsou 2.217
a 1.989 A a Nuw-Cu tetrazolického mustku jsou 1.978 a 2.012 A. Vzdilenost
nakoordinované aminoskupiny L* je pak 2.035 A. Chloridové anionty nejsou

nakoordinovany a nachazi se ve vnéj$i koordinacni sféte.

Obrazek 34: Struktura komplexniho kationtu komplexu PH3; C — Sed4, H — bil4, Cu —
oranzova, Cl — zelena, N — modra.
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4.3.5 Charakterizace komplexu PH4 (4,4‘-dimethyl-2,2¢-bipyridin)
Vytézek: 91 mg (84 %).

Elementarni analyza pro [Cu(44Mebpy)L*]CI3H,0 se sumarnim vzorcem
C14H22CICuN7Os: C, 38.6 %; H, 5.1 %; N, 22.5 %; Nalezeno: C, 38.8 %; H, 5.0 %; N,
22.6 %.

FTIR (cm™): 423w, 511w, 557w, 605w, 671w, 758w, 845m, 924w, 999m, 1022w,
1098w, 1122m, 1174w, 1200w, 1251w, 1316w, 1385w, 1429m, 1497m, 1556w, 1593w,
1614s, 1661m, 1972w, 3082w, 3231w, 3434w.

Molarni konduktivita ve vodé pti 25 °C: A = 95,4 S.cm?/mol.
Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla urena prostorova grupa P2i/C s parametry zakladni
butiky a = 6.9687(5) A, b = 11.1346(9) A a ¢ = 22.2236(18) A. Krystalograficka soustava
je monoklinicka s thly zakladni bunky o= 90°, f = 95.143(6)° a y = 90°.

Z Addisonova parametru:

B-a _ 167,6°=159,4°

=0,14
60° 60°

T =

se d& usoudit, ze koordinacni polyedr zaujima tvar velice blizko ¢tvercové pyramidé.
Délky vazeb Nppy-Cu jsou 2.011 a 2.019 A a Ni4-Cu jsou 1.982 a 2.042 A. Délka Cu-Cl

je 2.515 A a ve struktufe se nachazi jedna molekula methanolu jako krystalosolvat.

Obrazek 35: Struktura komplexu PH4; C — Seda, H — bila, Cu — oranzova, Cl — zelena,
N — modra.
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4.3.6 ZhdSeni fluorescence ethidium bromidu

Za ucelem zjisténi, zdali se komplexy PH1, PH2 a PH4 vazi na DNA, byly
provedeny testy na vytésnéni interkalatoru ethidium bromidu z DNA. Obecné se
interkaldtory vmezetuji podélné mezi baze DNA za pomoci n-n interakei a blokuji tak
interakci fady proteinit s DNA. Tohoto vyuziva napiiklad cytostatikum doxorubicin,
avsak tato interakce mtize ovlivnit i zdravé burnky a ethidium bromid je tak povazovan za

mutagen.

Ethidium bromid (EtBr) je také zaroven fluorescencni ¢inidlo, jehoz fluorescence
se zvySuje vice neZ 20nasobné po interkalaci do DNA. Tohoto se vyuzivéa naptiklad pro
detekci DNA pii gelové elektroforéze, nebo pravé pii odhalovani interkalacnich
schopnosti testovanych molekul. Po pfidani jiného interkalatoru do roztoku DNA s EtBr
by tak mélo dojit k poklesu fluorescence v disledku vytésnéni EtBr z dvousroubovice
testovanou molekulou. Fluorescen¢ni maximum je také nepatrné posunuto pro komplex
DNA-EtBr oproti volnému EtBr a mélo by tak potvrdit, Ze se jedna skute¢né o vytésnéni
a ne zhaseni jinym mechanizmem. Pro kovové ionty a potazmo jejich komplexy je vSak
nedochazi. S. J. Atherton a kol. [86] navrhli, Ze se kovové ionty, jako napt. Cu?®*,vazou
na fosfatové skupiny DNA, ¢imz se dostanou do blizkosti (zhruba 1 nm) interkalovaného
EtBr. Nasledny elektronovy transfer z excitované molekuly EtBr na kovovy iont pak

nejspise zptisobi zhaSeni.

Veskeré roztoky byly ptipraveny z TRIS/NaCl pufru o pH=7,2. 2 ml 1,95 mM
roztoku DNA byly inkubovany 30 minut s 2 ml 0,6 mM roztoku EtBr. Nasledn¢ bylo 200
ul tohoto roztoku smichano s 0, 200, 400, 800, 1200, 1600 a 2000 ul 150 uM roztoku
komplexu a doplnéno pufrem do 3 ml. Po I5minutové inkubaci byla zméifena
fluorescenéni spektra. Vysledné koncentrace odpovidaji 65 uM DNA, 20 uM EtBr a 10,
20, 40, 60, 80 a 100 uM komplexu. Komplex PH3 nebyl testovan kvuli své nestabilité ve

vodnych roztocich.

50



Fluorescencni spektrum komplexu PH1
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Obrazek 36: Zhaseni fluorescence interkalovaného EtBr v DNA komplexem PHI;

modré — ubytek fluorescence s rostouci koncentraci komplexu (0, 10, 20, 40, 60, 80 a 100
uM), oranzova — Cisty EtBr, zelend — zhaSeni fluorescence EtBr v pfitomnosti komplexu.
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Obrazek 37: ZhaSeni fluorescence interkalovaného EtBr v DNA komplexem PH2;
modra — Ubytek fluorescence s rostouci koncentraci komplexu (0, 10, 20, 40, 60, 80 a 100
uM), oranzova — Cisty EtBr, zelena — zhaSeni fluorescence EtBr v pfitomnosti komplexu.
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Fluorescencni spektrum komplexu PH4
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Obrazek 38: Zhaseni fluorescence interkalovaného EtBr v DNA komplexem PH4;
modré — ubytek fluorescence s rostouci koncentraci komplexu (0, 10, 20, 40, 60, 80 a 100
uM), oranzova — Cisty EtBr, zelend — zhaSeni fluorescence EtBr v pfitomnosti komplexu.

Zaveér méieni fluorescencni spektroskopie

Z méteni se da usoudit, ze k interkalaci nejspiSe nedochazi — piestoze dochazi
k ubytku fluorescence s rostouci koncentraci komplexu, jsou emisni maxima stale stejna
a posunuta kK vys$sim energiim oproti volnému EtBr, jak je mozné vidét ze spekter. Dale
by pfi vytésnéni nemélo dochazet k poklesu intenzity fluorescence pod aroven volného
EtBr. V ptipad¢ vytésnéni veskerého EtBr testovanou latkou by tedy spektrum mélo
odpovidat volnému EtBr. Pokles intenzity je tedy nejspiSe zpiusoben pifitomnosti
komplexnich iontd, které se pravdépodobné vazou neinterkala¢né na fosfatové skupiny
DNA. To je podpoieno i méfenim roztoku volného EtBr s komplexem v ekvimolarnich

pomérech, kdy doslo k poklesu intenzity beze zmény emisniho maxima.
4.4 Priprava méd’natych komplexi s ligandy HL!, HL? a HL3

4.4.1 P¥iprava a charakterizace komplexu [Cu(phen);L*]ClO»H,02DMF (PH5)

Ve vialce bylo rozpusténo 42,7 mg (0,115 mmol) Cu(ClO4)26H20 v 5 ml DMF
spolu s 45,6 mg (0,23 mmol) 1,10-fenanthrolinu monohydratu. Nasledné bylo do tohoto
roztoku pfisypano 25 mg (0,115 mmol) 2-(tetrazol-5-yl)indolu (HL?). Po rozpusténi
ligandu bylo do roztoku pfidano 115 pl 1M roztoku NaOH na deprotonizaci ligandu.
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Roztok byl néasledné napatovan diethyletherem za vzniku zelenych krystalii. Vhodné
krystaly byly vybrany do oleje na rentgenostrukturni analyzu a zbytek byl odsat, promyt
diethyletherem a vysusen v exsikatoru. Vytézek: 56,8 mg (56 %).

Elementarni analyza pro [Cu(phen);L!]CIO4H,O-2DMF se sumirnim vzorcem
C39H3sCICuN1107: C, 53.7 %; H, 4.4 %; N, 17.7 %; Nalezeno: C, 53.6 %; H, 4.2 %; N,
17.3 %.

FTIR (cm™): 427w, 521w, 620m, 660w, 721m, 755w, 847m, 1084s, 1145w, 1193w,
1223w, 1254w, 1308w, 1339w, 1362w, 1387w, 1424m, 1496w, 1518m, 1585w, 1604w,
1655s, 2924w, 3159w, 3380w.

Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla ur¢ena prostorova grupa P-1 s parametry zakladni bunky
a = 8.7021(3) A, b = 14.9324(4) A a ¢ = 15.1651(4) A. Krystalograficka soustava je
triklinicka s thly zékladni bunky o = 93.247(2)°, B =97.194(2) ay = 102.134(2)°.

Z Addisonova parametru:

B-a _ 171,7°-122,0°
60° 60°

T = = 0,83

se da usoudit, Ze koordinaéni polyedr zaujima tvar deformované trigonalni bipyramidy,
kde donorové atomy poskytuji dva 1,10-fenanthroliny a jeden 2-(tetrazol-5-yl)indol.
Chloristanovy aniont, molekuly vody a DMF se nachazeji ve vnéjsi koordinacni sféfe.
Vzdalenosti 4 atomi dusiku, nalezici 1,10-fenanthrolinlim, od atomu meédi jsou 2.004,
2.045,2.107 a2.091 A. Vzdalenost jediného nakoordinovaného atomu dusiku 2-(tetrazol-
5-yl)indolu od atomu médi je 2.045 A.
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Obrazek 39: Struktura komplexniho kationtd komplexu PHS; C — Seda, H — bila, Cu —
oranzova, N — modra.

4.4.2 Piiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen)z(L')2] EtOH (PH6)

Ve vialce bylo rozpusténo 46,0 mg (0,23 mmol) Cu(OAc)2H20 v 10 ml ethanolu
spolu s 91,2 mg (0,46 mmol) 1,10-fenanthrolinu monohydratu. Po uplném rozpusténi
reaktantl bylo do roztoku pfisypano 50 mg (0,23 mmol) 2-(tetrazol-5-yl)indolu (HLY).
Po rozpusténi ligandu byl roztok ponechan pomalu odpatovat za tvorby zelenych krystala
vhodnych pro rentgenostrukturni analyzu. Ty byly odsaty, promyty diethyletherem a
vysuseny V exsikatoru. Vytézek: 67 mg (35 %).

Elementarni analyza pro [Cu(phen)z(L1)2] EtOH se sumarnim vzorcem CasHzsCuN140:
C, 63.0 %; H, 4.1 %; N, 23.4 %; Nalezeno: C, 62.6 %; H, 3.8 %; N, 23.1 %.

FTIR (cm™): 419w, 446w, 520w, 582w, 662w, 723s, 750m, 808w, 840m, 863w, 930w,
1035w, 1100w, 1143w, 1222w, 1306w, 1335s, 1363w, 1409m, 1423m, 1496w, 1514w,
1590w, 1625w, 3057w, 3345m.

Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla ur¢end prostorova grupa P-1 s parametry zdkladni buniky
a =11.9157(5) A, b = 13.0812(6) A a ¢ = 13.3817(7) A. Krystalograficka soustava je
triklinicka s tthly zékladni bunky o = 68.410(5)°, B =71.957(4) a y = 89.768(4)°.
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Na rozdil od komplexu PHS5 se v tomto piipade jedna o oktaedricky komplex, kde
ve vrcholech vystupuji 4 atomy dusiku nalezici dvéma 1,10-fenanthroliniim a 2 atomy
dusiku patficim dvéma 2-(tetrazol-5-yl)indolim. Meziatomové vzdalenosti Nphen-Cu jsou
2.077, 2.057, 2.362 a 2.354 A. Ze zvétsenych vzdalenosti Nphen-CU V axidlnich polohéach
je jasné, ze dochazi k Jahn-Tellerovské distorzi. Vzdalenosti N 1-Cu jsou pak 2.015 a

2.053 A. Ve vng;jsi koordinacni sféfe se nachazi jedna molekula ethanolu.

Obrazek 40: Struktura komplexni ¢astice komplexu PH6; C — Seda, H — bila, Cu —
oranzova, N — modra.

4.4.3 Ptiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen):L?]CIOsH20 (PH7)

Ve vialce bylo rozpusténo 38,3 mg (0,103 mmol) Cu(ClO4)26H20 v 5 ml DMF
spolu s 40,9 mg (0,206 mmol) 1,10-fenanthrolinu monohydratu. Nasledné¢ bylo do
roztoku pfisypano 25 mg (0,103 mmol) 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu
(HL?). Dale bylo do roztoku pfiddno 100 pl 1M roztoku NaOH na deprotonizaci ligandu.
Tento roztok byl néasledné napafovan diethyletherem za vzniku zelenych krystald,
vhodnych pro rentgenostrukturni analyzu. Krystaly byly odsaty, promyty diethyletherem
a vysuSeny v exsikatoru. BohuZel krystalovou strukturu se kviili komplikacim nepodatilo
upln€ doftesit, avSak z ptredbézného fteSeni je mozné ve struktufe vidét Castici
[Cu(phen),L?]CIOs, kde se L2 vaze bidentatné pres N2 dusik tetrazolu a kyslik karboxylu,
obdobné jako u komplexu PHS.

Vytézek: 61 mg (76 %).
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Elementarni analyza pro  [Cu(phen);L?]CIOs+H.0O se sumarnim vzorcem
C35H27CICuN100s: C, 53.7 %; H, 3.5 %; N, 17.9 %; Nalezeno: C, 54.1 %: H, 3.1 %; N,
17.6 %.

FTIR (cm'l): 425w, 620m, 721s, 744w, 770w, 845m, 1075s, 1146w, 1227w, 1263w,
1342w, 1359w, 1376w, 1399w, 1427m, 1461w, 1496w, 1519w, 1648m, 2885w, 3056w,
3119w.

4.4.4 Ptiprava a charakterizace komplexu [Cu(bpy).L?]CIO+DMF (PH8)

Ve vialce bylo rozpusténo 38,3 mg (0,103 mmol) Cu(ClO4)26H20 v 5 ml DMF
spolu s 32,2 mg (0,206 mmol) 2,2°-bipyridinu. Nasledn¢ bylo do roztoku piisypano 25
mg (0,103 mmol) 1-methyl-N-(tetrazol-5-yl)-indol-3-karboxamidu (HL2). Dale bylo do
roztoku pfidano 100 ul 1M roztoku NaOH na deprotonizaci ligandu. Roztok byl nasledné
napafovan diethyletherem za tvorby bilo-zelené Zelatinovité sraZeniny polymerniho
charakteru, v niz bylo nalezeno né€kolik zelenych monokrystald, které byly vybrany do
oleje. BohuZzel se nepodaftilo ani v dalSich pokusech pfipravit vazitelné mnozstvi téchto
zelenych krystalti a jedinou charakterizaci je tedy rentgenostrukturni analyza. Jedna se o

stejny strukturni motiv jako v komplexu PH7.
Rentgenostrukturni analyza

Pro tento typ krystalu byla ur¢ena prostorova grupa P-1 s parametry zakladni bunky
a = 8.4893(2) A, b = 14.5868(4) A a ¢ = 15.0993(4) A. Krystalograficka soustava je
triklinicka s tthly zakladni buiiky a = 103.864(2)°, p =97.269(2) a y = 103.315(2)°.

Jedna se o oktaedricky komplex, kde dva 2,2°-bipyridiny poskytuji 4 donorové
atomy dusiku. Ligand L? se vaze chelatové dusikem N2 tetrazolu a kyslikem karboxylu.
Meziatomové vzdalenosti Nppy-Cu jsou 2.033, 2.032, 2.029 a 2.219 A. Déle pak
vzdalenosti mezi L? a Cu jsou pro dusik 2.000 A a pro kyslik 2.387 A. Z evidentniho
prodlouZeni vazeb v axialnich polohach je zjevné, ze dochazi k Jahn-Tellerovské distorzi.

Ve vnéjsi koordinacni sféfe se pak nachazi chloristanovy aniont a jedna molekula DMF.
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Obrazek 41: Struktura komplexniho kationtu komplexu PH8; C — 8eda, H — bila, Cu —
oranzova, O — Cervena, N — modra.

4.4.5 Ptiprava a charakterizace komplexu [Cu(phen)L®]CI'1,5H20 (PH9)

Ve vialce bylo rozpusténo 16,9 mg (0,1 mmol) CuCl>2H,0 v 5 ml methanolu spolu
$19,6 mg (0,1 mmol) 1,10-fenanthrolinu monohydratu. Vznikla srazenina byla
rozpusténa pridanim nékolika mililitra destilované vody. Do této smeési byl nasledné pftilit
roztok 25 mg (0,1 mmol) 3-(2-(tetrazol-5-yl)hydrazon)indol-2,3-dionu (HL®) v 5 ml
smési methanol:voda v poméru 1:1, ktery byl pfedem zneutralizovan 100 ul 1M roztoku
NaOH. Okamzité vznikla Zluta sraZenina a suspenze byla dale michana pies noc. Zluty
produkt byl odsat a promyt vodou, methanolem a diethyletherem a vysuSen v exsikatoru.

Vytézek: 28 mg (52 %).

Elementarni analyza pro [Cu(phen)L®]CI'1,5H,0 se sumdrnim vzorcem
C21H17CICUNgO25: C, 47.1 %; H, 3.4 %; N, 23.5 %; Nalezeno: C, 46.9 %; H, 3.0 %; N,
23.9 %.

FTIR (cm™): 503w, 585w, 649w, 722m, 742w, 783w, 845w, 1016w, 1115w, 1157w,
1194m, 1342m, 1427m, 1466w, 1504w, 1520w, 1561s, 1620w, 1710m, 2885w, 3093w,
3193w.
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4.5 Priprava kobaltitych komplexi s ligandy HL!, HL? a HL3

4.5.1 Obecny postup piipravy vychozich komplexii typu [Co'"(salept)]Br

Jako polydentatni ligand byla zvolena Schiffova baze, vznikla kondenzaci
asymetrického N-(2-aminoethyl)-propan-1,3-diaminu s dvéma eckvivalenty derivatu
salicylaldehydu. Tento pentadentatni ligand navazany na dvojmocny kobalt zptsobuje
Vv pritomnosti kysliku jeho okamzitou oxidaci na kobalt trojmocny. Chlorido komplexy
tohoto typu jiz byly pfipraveny L. Poganym a kol. a postup piipravy byl s modifikacemi
ptebran z jejich publikace. [87] Pro maximalizaci rozpustnosti vyslednych komplexii ve

vod¢ byly zvoleny derivaty salicylaldehydu obsahujici hydroxy a methoxy skupiny.

4 milimoly derivatu salicylaldehydu byly pfidany do roztoku 234 mg (2 mmol) N-
(2-aminoethyl)-propan-1,3-diaminu ve 20 ml methanolu. Roztok byl zahtat k varu a
michan 15 minut. Nasledné byl do n¢j pfilit roztok 653 mg (2 mmol) CoBr>6H,0 v 10
ml methanolu. Pro neutralizaci vzniklé kyseliny bylo do roztoku pfidano 275 ul (2 mmol)
triethylaminu. Tato smés byla michana za pokojové teploty pies noc. Roztok byl nasledné
zahustén, dokud v baiice nezbyla hustd suspenze. Smés se nesmi odpaftit do sucha, jelikoz
by bylo obtizné zbavit se vzniklého triethylamonium bromidu. Nésledné bylo do této
suspenze nalito 20 ml 2-propanolu. Sm¢s byla sonikovana na ultrazvuku 10 minut a
vznikla hnédofernd srazenina byla odsata, promyta propanolem, diethyletherem a

vysusena v exsikatoru.

0
7
OH
A
2 | + H2N/\/NHM\/NH2 + CoBr,6H,0
V&
R
OZ
MeOH TEA
R = 4-OH
3-OH

/|\
S

Schéma 10: Piiprava vychozich [Co'!(salept)]Br komplexd.
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4.5.2 Charakterizace komplexu PH10 [Co(4-OH-salept)]Br3H.0
Vytézek: 608 mg (55 %).
Elementarni analyza pro [Co(4-OH-salept)]Br3H.O se sumarnim vzorcem

C19H27BrCoN30O7: C, 41.6 %; H, 5.0 %; N, 7.7 %: Nalezeno: C, 41.4 %; H, 5.2 %; N, 7.6
%.

FTIR (cm™): 467w, 581w, 647w, 756w, 794w, 843w, 985w, 1056w, 1124m, 1168m,
1224s, 1323w, 1388w, 1442s, 1483w, 1538s, 1600s, 2679w, 2939w, 2975w, 3133w.

ESI+MS (m/z): 414.10 [Co(4-OH-salept)]".
4.5.3 Charakterizace komplexu PH11 [Co(3-OH-salept)]BrH20
Vytézek: 677 mg (66 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OH-salept)]BrH.O se sumarnim vzorcem
C19H23BrCoN30s: C, 44.6 %; H, 4.5 %; N, 8.2 %; Nalezeno: C, 44.3 %; H, 4.4 %; N, 8.2
%.

FTIR (cm™): 355w, 395w, 501w, 527w, 563w, 621w, 737s, 789w, 826w, 863m, 890w,
963w, 1021w, 1061m, 1085w, 1170m, 1237s, 1271w, 1301m, 1387w, 1414w, 1451s,
1480w, 1556w, 1629s, 1642s, 2866w, 2937w, 3058w, 3240m, 3384m, 3437w.

ESI+MS (m/z): 414.07 [Co(3-OH-salept)]".
4.5.4 Charakterizace komplexu PH12 [Co(3-OMe-salept)]Br2H.0
Vytszek: 854 mg (76 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OMe-salept)]Br2H,O se sumarnim vzorcem
C21H29BrCoNsOe: C, 45.2 %; H, 5.2 %; N, 7.5 %; Nalezeno: C, 45.3 %; H, 5.5%; N, 7.5
%.

FTIR (cm™): 375w, 416w, 446w, 464w, 515w, 559w, 628w, 746s, 782w, 826w, 863m,
894w, 964w, 1003w, 1018w, 1036w, 1057w, 1083w, 1102w, 1167w, 1184w, 1226s,
1240s, 1310s, 1347w, 1395m, 1429s, 1469m, 1545m, 1595m, 1622m, 1650m, 2829w,
2867w, 2907w, 2935w, 3051w, 3127w, 3362w.

ESI+MS (m/z): 442.06 [Co(3-OMe-salept)]*.
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4.5.5 Obecny postup piipravy komplexii typu [Co(salept)L3]

V kadince bylo rozpusténo 25 mg ligandu HLY® v 10 ml smési methanol:voda (1:1)
spolu s ekvimolarnim mnozstvim 1M roztoku NaOH pro vytvoteni soli ligandu. Tento
roztok byl nasledné pfilit k roztoku ekvimoldrniho mnozstvi vychoziho kobaltitého
komplexu v 20 ml smési methanol:voda (1:1). Prakticky okamzité se vytvofila srazenina.
Tato suspenze byla naddle michdna pres noc a nasledné zfiltrovana, promyta vodou a

vysu$ena v exsikatoru.

Pokusy o vytvofeni monokrystalu byly provedeny, avSak napafovani roztokt
komplextt v DMF nebo methanolu diethyletherem vzdy vedlo k praskovité srazening.
Obecné byly komplexy s 4-OH a 3-OH saleptovymi ligandy obtizné na piipravu v Cisté
podobé, pravdépodobné kvili rliznym dimerizatnim a polymerizaénim reakcim,
zpusobenymi pfitomnosti volnych —OH skupin a mirné zasaditého prostiedi roztoku
deprotonovaného ligandu. Reakce tudiz musela byt ve vétSin¢ piipadli opakovana
nekolikrat. Z tohoto diavodu byly vybrany pro meétfeni cyklické voltametrie pouze
komplexy s 3-OMe saleptovym ligandem, jenz by nemély témto nechténym reakcim

podléhat.

4.5.6 Charakterizace komplexu PH13 [Co(4-OH-salept)L']-2,5H-0

Vytézek: 22 mg (30 %).

Elementarni analyza pro [Co(4-OH-salept)L']2,5H20 se sumarnim vzorcem

C28H32C0NgOs5: C, 52.3 %; H, 5.0 %; N, 17.4 %; Nalezeno: C, 52.1 %; H, 4.6 %; N, 17.6
%.

FTIR (cm™): 446w, 584w, 608w, 657w, 748m, 790w, 844w, 985w, 1055w, 1124m,
1173m, 1225s, 1338m, 1443m, 1540s, 1605s, 2874w, 2932w, 3210w.

4.5.7 Charakterizace komplexu PH14 [Co(3-OH-salept)L']-2H,0

Vytézek: 56 mg (77 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OH-salept)L!]2H,O se suméirnim vzorcem

C28H31CoNgOgs: C, 53.0 %; H, 4.9 %; N, 17.7 %; Nalezeno: C, 53.3 %; H, 4.6 %: N, 17.6
%.

FTIR (cm™): 443w, 546w, 582w, 625w, 738m, 803w, 864w, 1027w, 1055w, 1086w,
1234s, 1308m, 1335w, 1384w, 1451s, 1555w, 1624s, 2873w, 2932w, 3058w, 3210w,
3396w.
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4.5.8 Charakterizace komplexu PH15 [Co(3-OMe-salept)L']-2H.0
Vytézek: 52 mg (68 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OMe-salept)L']2H20 se suméarnim vzorcem
C30H3sCoNgOs: C, 54.4 %; H, 5.3 %; N, 16.9 %; Nalezeno: C, 54.8 %; H, 4.9 %; N, 17.0
%.

FTIR (cm'l): 444w, 581w, 623w, 736m, 802w, 859w, 959w, 1046m, 1081m, 1168w,
1224s, 1243s, 1307m, 1338m, 1437s, 1470m, 1550w, 1600m, 1620m, 1643m

DFT vypocet optimalizace struktury

Jelikoz se nepodatilo vypéstovat monokrystal zadného z kobaltitych komplexd,
byly alespoit provedeny teoretické vypodty za icelem zjisténi zpiisobu koordinace L1
Vychozi struktura byla pouzita z krystalografickych dat Poganyho a kol. a dale
modifikovana o ligand LY. [87] Vypocty byly provedeny v softwaru ORCA 4.2.1 s
funkcionalem elektronové hustoty ®B97X-D3BJ a funkci CPCM pro simulaci polarniho
prostiedi. Vysledna energie systému s koordinaci pies N1 je o 17,6 kJ/mol niz$i nez ptes

N2 a je tedy pravdépodobné, Ze se ligand bude prave pies N1 vazat.

Obrazek 42: Optimalizované struktury komplexu PH15, vazba pies N2 vlevo a pies N1
vpravo; C — Seda, H — bila, Co — fialova, O — Cervena, N — modra.

4.5.9 Charakterizace komplexu PH16 [Co(4-OH-salept)L?]-3H,0
Vytézek: 38 mg (52 %).
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Elementarni analyza pro [Co(4-OH-salept)L?]3H,O se suméarnim vzorcem
C30H3sC0NgOs: C, 50.8 %; H, 5.1 %; N, 17.8 %; Nalezeno: C, 50.1 %; H, 4.5 %; N, 18.4
%.

FTIR (cm™): 464w, 580w, 608w, 645w, 747m, 844w, 885w, 987w, 1054w, 1098m,
1126m, 1174m, 1227s, 1334w, 1376w, 1442m, 1460m, 1537s, 1605s, 2875w, 2930w,
3056w, 3212w.

4.5.10 Charakterizace komplexu PH17 [Co(3-OH-salept)L?]-4H,0
Vytézek: 24 mg (32 %).
Elementarni analyza pro [Co(3-OH-salept)L?]4H,O se suméarnim vzorcem

C30H38CoNgOg: C, 49.5 %: H, 5.3 %; N, 17.3 %; Nalezeno: C, 48.9 %; H, 4.8 %; N, 17.3
%.

FTIR (cm™): 428w, 505w, 547w, 625w, 740m, 783w, 865w, 957w, 1056w, 1104w,
1153w, 1235s, 1261w, 1304m, 1381m, 1454s, 1533m, 1624m, 1644m, 2876w, 2935w,
3058e, 3212w, 3045w.

4511 Charakterizace komplexu PH18 [Co(3-OMe-salept)L?]-2H,0
Vytézek: 45 mg (61 %).
Elementarni analyza pro [Co(3-OMe-salept)L?]2H,O se sumarnim vzorcem

C32H33CoNgO7: C, 53.4 %: H, 5.3 %; N, 17.5 %; Nalezeno: C, 52.9 %; H, 4.9%: N, 17.8
%.

FTIR (cm™): 373w, 438w, 506w, 567w, 623w, 741m, 781w, 856w, 891w, 948w, 967w,
1024w, 1053w, 1087m, 1125w, 1154w, 1172w, 1196w, 1224s, 1242s, 1295m, 1373w,
1387w, 1439m, 1463m, 1502w, 1532w, 1550w, 1600w, 1618m, 1654m, 2829w, 2924w,
2989w, 3053w, 3101w, 3217w, 3245w.

45.12 Charakterizace komplexu PH19 [Co(4-OH-salept)L%]-3H.0
Vytezek: 35 mg (46 %).

Elementarni analyza pro [Co(4-OH-salept)L®]3H,O se suméarnim vzorcem
C2sH33CoN100s: C, 48.3 %; H, 4.8 %: N, 20.1 %; Nalezeno: C, 47.7 %; H, 4.4 %; N, 20.2
%.

FTIR (cm™): 497w, 585w, 664w, 749w, 785w, 847w, 988w, 1055w, 1123m, 1166w,
1198w, 1227m, 1337w, 1445m, 1542s, 1614s, 1698w, 2874w, 2936w, 3211w.
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45.13 Charakterizace komplexu PH20 [Co(3-OH-salept)L3]-3H.0
Vytézek: 36 mg (47 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OH-salept)L®]3H,O se suméarnim vzorcem
C2sH33C0oN100s: C, 48.3 %; H, 4.8 %; N, 20.1 %: Nalezeno: C, 47.9 %; H, 4.4 %; N, 19.2
%.

FTIR (cm™): 497w, 546w, 587w, 624w, 741m, 789w, 863w, 888w, 987w, 1087w, 1164w,
1197w, 1234m, 1303w, 1338w, 1384w, 1452s, 1553s, 1620s, 1689m, 2873w, 2937w,
3211w, 3384w.

45.14 Charakterizace komplexu PH21 [Co(3-OMe-salept)L%]-2,5H,0
Vytézek: 50 mg (64 %).

Elementarni analyza pro [Co(3-OMe-salept)L®]2,5H,0 se sumarnim vzorcem
C30H36CoN10075: C, 50.4 %; H, 5.1 %; N, 19.6 %; Nalezeno: C, 50.3 %; H, 4.8 %; N,
19.6 %.

FTIR (cm™): 440w, 494w, 547w, 584w, 623w, 741m, 786w, 853w, 887w, 984w, 1052w,
1085m, 1162m, 1197m, 1224s, 1243s, 1303m, 1390w, 1438s, 1464m, 1540s, 1600m,
1619m, 1651w, 1696m, 2827w, 2874w, 2933w, 3059w, 3195w.

4,5.15 Meéieni cyklické voltametrie komplexi PH12, PH15, PH18 a PH21

Hodnoty ptlvinovych potencialt (E12) byly upraveny podle naméfené hodnoty E1/2
pro ferocen, jehoz standardni Ei, se rovna 0,40 V. VSechna méfeni byla provedena
v 0,1M roztoku chloristanu tetrabutylamonného v acetonitrilu s rychlosti skenovani 200
mV/s. Zobrazena je ¢ast voltamogramu se zapornymi potencialy, jelikoz v kladné ¢asti

nedochazelo k viditelnym elektrochemickym déjim.
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Vychozi komplex PH12
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Obrazek 43: CV méreni komplexu PH12.
E12(Co"'/Co'") = -0,43 V.

E12(Co'"/Co") =-2,04 V.

Komplex PH15
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Obrazek 44: CV méfeni komplexu PH15.
E12(Co'"/Co") =-2,37 V.
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Komplex PH18
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Obrazek 45: CV méteni komplexu PHI18.
E12(Co'"/Co') =-2,36 V.

Komplex PH21
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Obrazek 46: CV méfeni komplexu PH21.
E12(Co'"/Co") =-2,18 V.

65

-2.1

-24

=27




Zavér méieni cyklické voltametrie

Z méteni se bohuzel neda usoudit, zdali jsou pfipravené systémy vhodné pro ,,drug
delivery* ucely. Pulvinové potencidly vyslednych komplexti nejspiSe odpovidaji redukci
Co'/Co' a redukce Co''/Co" je pravdépodobné elektrochemicky tichd. Tuto hypotézu
potvrzuje méfeni vychoziho komplexu PHI12, jehoz pilvinovy potencial redukce
Co"'/Co" odpovidal hodnot& -0,43 V a k redukci Co'/Co' dochazelo az pti -2,04 V. Je
velice nepravdépodobné, ze by nahrazeni jednoho donorového atomu vedlo k tak
vyraznému poklesu redoxniho potencialu. Ke zjisténi vhodnosti téchto systému by se dala
uplatnit UV/Vis studie komplexti S NADH. V ptipadé redukce komplexu by pak mélo
dojit k tibytku absorbance NADH a vyplyvalo by, Ze se tyto komplexy budou v buice
redukovat a jsou tedy vhodné ,,drug delivery* ¢inidla. Jelikoz byl ptlvinovy potencial
redukce Co'"/Co'" vychoziho komplexu PH12 tak blizko kyZenému rozmezi -0,2 az -0,4
V, dé usoudit, Ze je tento systém vhodny alespon jako vychozi latka pro ptipravu ,,drug

delivery* komplex.

4.6 Priprava komplexi 6d kovii s ligandem HL!

Komplexy se slibnou protinddorovou aktivitou byly pfipraveny i s tézkymi kovy
jako platina nebo zlato, jak je mozné vidét v kap. 3.2.2 a 3.2.3. Z tohoto divodu byly na
zaver experimentalni ¢asti vybrany podobné systémy pro syntézu komplext s ligandem
HL!. Pokusy o piipravu platnatych komplexti z K2[PtCls] a cis-[Pt(DMSO).Cl;] byly

bohuzel netispésné a nejsou zde uvedeny.
4.6.1 Piiprava a charakterizace komplexu [Au(PPhs)L'] (PH22)

Syntéza byla provedena s modifikacemi dle K. Nomiyi [88] a M. Bruce a kol. [89]
Piiprava [Au(PPhs3)Cl]

V 10 ml absolutniho ethanolu bylo rozpusténo 98,5 mg (0,25 mmol) HAuCls3H20
a 131 mg (0,5 mmol) trifenylfosfinu. Tato smés byla michéna 15 minut, béhem nichz se
vysrazel bily precipitat. Objem byl nasledné zredukovan na polovinu za pomoci plynného

dusiku. SraZenina byla odsdna, promyta absolutnim ethanolem a vysuSena v exsikatoru.

Vytézek: 96 mg (78 %).
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HAUCI,3H,0 + 2 PPh, ———> C|—Au—p© + PPh,O
EtOH

Schéma 11: Piiprava [Au(PPhs3)Cl].
'H NMR (400 MHz, aceton-dg) & ppm 7.45 - 7.75 (m, 15 H);
13C NMR (100 MHz, aceton-ds) § ppm 129.43, 129.56, 132.16, 132.19, 133.99, 134.12;

FTIR (cm™): 446w, 499s, 544s, 690s, 712m, 746s, 998w, 1026w, 1100s, 1178w, 1311w,
1433s, 1478m, 1585w, 2989w, 3057w.

Piiprava [Au(PPh3)L1]

V 10 ml acetonu bylo rozpusténo 99 mg (0,2 mmol) [Au(PPh3)Cl] s 43,4 mg (0,2
mmol) HL!. Nasledné bylo do roztoku pfidano 200 pl 1M roztoku NaOH a smés byla
michana ptes noc za pokojové teploty. Béhem prvni hodiny se vysrazel bily precipitat,
obsahujici vznikly NaCl i1 vysledny komplex. Nasledné¢ bylo vSechno rozpoustédlo
odpaieno za pomoci plynného dusiku. Pevné reziduum bylo rozsuspendovano v 10 ml
chloroformu a tato smés byla sonikovana 5 minut na ultrazvuku a nésledné¢ michana
hodinu pti pokojové teploté. Nerozpustny NaCl byl zfiltrovan a filtrat byl odpafen do
sucha. Takto vznikly bily prasek byl rozsuspendovan v 5 ml acetonu, sonikovan 5 minut
na ultrazvuku a michan hodinu za pokojové teploty. Nasledné byl bily produkt odsan,

promyt malym mnoZstvim acetonu a vysusen v exsikatoru. Vytézek: 90 mg (70 %).

Za celem zjisténi zptsobu vazby na kov byly vypéstovany monokrystaly z roztoku
acetonu, aviak na zméfeni krystalii jiz nezbyl ¢as. Z TH NMR spekter neni bohuzel mozné

urdit zplisob vazby kvilli prekryti signalu L! signalem PPhs.

Elementéarni analyza pro [Au(PPhs)L!] se sumarnim vzorcem C27H1AuNsP: C, 50.4 %;
H, 3.3 %; N, 10.9 %; Nalezeno: C, 50.2 %; H, 3.3 %; N, 10.8 %.

FTIR (cm™): 442w, 495m, 507m, 545s, 691s, 715m, 742s, 793m, 998w, 1075w, 1103s,
1138w, 1276w, 1318w, 1340m, 1374s, 1435s, 1481w, 1569w, 1602w, 1712w, 2984w,
3107w, 3198s.
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'H NMR (400 MHz, CDCls3) & ppm 7.10 (m, 1 H), 7.21 (m, 1 H), 7.35 - 7.74 (m, 18 H)
9.96 (br.s., 1 H);

13C NMR (100 MHz, CDCls) & ppm 101.83, 111.72, 120.21, 120.79, 123.18, 127.33,
127.96, 129.48, 129.60, 132.41, 132.44, 134.12, 134.26, 136.60;
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Obrazek 47: *H NMR spektrum komplexu [Au(PPhs)L1].

68



5. Zavér

V teoretické €asti byl shrnut vyznam derivati indold, tetrazolt a jejich komplext
pfedevSim V protinadorové terapii. Bylo ukazéno, ze tyto skupiny latek jsou velice
perspektivni nejen z hlediska protinadorové aktivity a minimalni toxicity, ale i diky jejich
schopnostem piekonat 1éCivovou rezistenci. Mnoho z téchto latek vykazovalo lepsi
ucinky, nez doposud pouzivana léciva jako cisplatina. Déle byl na zakladé literarni reSerse
odivodnén vybér ligandi a komplexnich systémil pro experimentalni ¢ast. Jako prvni
byla vybrana skupina médnatych komplexii Casiopeinas, zndma svoji schopnosti
interagovat s DNA a zpisobovat jeji poSkozeni. Jednoduchost pfipravy a nizka toxicita
jsou hlavnimi vyhodami této skupiny, nejslibnéjsi derivat se dokonce nachazi v 1. fazi
klinického testovani. Druhou skupinou jsou kobaltité komplexy, jakoZzto systémy schopné
dorucit cytotoxicky aktivni latku pfimo do rakovinné bunky svoji redukei v jejim

hypoxickém prostiedi a minimalizovat tak toxicky Uc¢inek ve zdravych bunkach.

Experimentalni cast byla vénovana piiprave a charakterizaci celkem 4 ligandti a 19
finalnich komplexti. Nejzajimavéjsi ptipravenou skupinou jsou analogy komplexi
Casiopeinas s 5-(aminomethyl)tetrazolem. Tyto ¢tyfi analogy (PH1-4) jsou na rozdil od
ostatnich ptipravenych komplexti dobfe rozpustné ve vod¢ a diky jejich strukturni
podobnosti je pravdépodobné, ze budou mit pfi testovani na buiikach podobné, ne-li lepsi
vysledky, nez samotné Casiopeinas. Planovano je biologické testovani na vybranych
nadorovych liniich a vysledky pak nasledné budou zpracovany ve formé védecké
publikace. Dalsi zajimavou skupinou jsou i analogy Casiopeinas se zbylymi ligandy.
Pfestoze se nejedna o komplexy se stejnym strukturnim motivem jako Casiopeinas, bylo
by zajimavé otestovat i tyto latky spolu s ligandy, které zatim pro svoji cytotoxickou
aktivitu testovany nebyly. Bohuzel jsou tyto latky prakticky nerozpustné ve vodé, coz
tyto testy znemoznuje. Déle pak bylo ptipraveno 9 kobaltitych komplexti. Pfestoze byly
vybrany co nejpolarnéjsi derivaty salicylaldehydu, nebyly vysledné komplexy rozpustné
ve vod¢ a ptitomnost volnych —OH skupin velice ztéZzovala jejich ptipravu v adekvatni
Cistoté. Z méteni cyklické voltametrie se bohuzel neda usoudit, zdali jsou tyto komplexy
vhodnymi ,,drug delivery* €inidly a je nutné provést vice experimenti. Na zavér byl
ptipraven zlatny komplex s 2-(tetrazol-5-yl)indolem, ktery by mohl byt v navazujici praci

opét otestovan na vybranych liniich, spolu s NMR roztokovou studii.
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