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1. Uvod

Med’ je slozkou zivych organismii zndmou od roku 1928, kdy bylo prokazano, Ze je
stopovym prvkem nezbytnym pro zivot.[1] Nachazi se ve vSech organech a tkanich lidského
téla v proménlivych koncentracich (v fadu ppm). Nejvétsi mnozstvi médi se v lidském téle
nachazi v jatrech, mozku, srdci, zaludku, v riznych ¢éastech stfeva a ztclnich tekutin
pfedevsim v krvi, zlu¢i, méné pak v pankreatickych $tavach, potu a zanedbatelné mnozstvi
také v moci.[2] Jelikoz si lidské télo neumi samo med’ syntetizovat, musi ji pfijimat ze stravy.
T¢lo dospélého Cloveka obsahuje asi 1,4 az 2,1 mg médi na kilogram télesné vahy. Odtud lze
odvodit, ze télo zdravého Cloveéka o hmotnosti 60 kg obsahuje piiblizné 1 g tohoto kovu.[3]

Je prokézano, Zze méd je kliCovou soucdsti enzymdi, které vykonavaji nckolik
ruznorodych funkci. Od ptfenosu kysliku a elektronl, pies katalyzu oxidac¢né-redukénich
reakci, az po ochranu bunc¢k pfed poSkozenim volnymi radikdly. Mezi nejvyznamng;jsi
enzymy, které obsahuji méd patii cytochrom c¢ oxiddza, Cu/Zn superoxiddismutaza,
tyrosindza, lysyl oxiddza, dopamin-monooxygendza, peptidylglycin o-amidating
monooxygendza a dopamin B hydroxylaza.[1]

M¢éd je biostatickd, zamezuje rastu bakterii na svém povrchu a je ucinna proti
legionarské nemoci (antimikrobidlni ucinek). Byva také soucasti zemédélskych postiiki
pusobicich proti vzniku a Sifeni Skodlivych plisni (antifungicidni efekt). Méd pomaha
v prevenci zanétl pii arthritidé a podobnych onemocnénich (protizanétlivy efekt). Ma mimo
jiné také protiviedovy ucinek, pouziva se pii lécbe kie¢i a epilepsie [3] a plsobi
protiparazitalné.[4] Vyzkumy naznacuji, ze méd’ hraje diilezitou roli v prevenci a ve zmirnéni
urcitych neurodegenerativnich chorob spojenych s polyglutaminovym onemocnénim
(Fridrichova ataxie, Huntingtonova choroba), dale také s Parkinsonovou, Wilsonovou,
Menkeovou a Alzheimerovou nemoci.[3] Z dalSich biologickych u¢inki, které jsou velmi
vyznamng, je tfeba uvést antioxidaéni, antidiabeticky [5] a protinadorovy efekt [1] nekterych
komplexnich slouc¢enin méedi.

Pozornost se v dnesni dobé uchyluje pfedevs§im na komplexni slouceniny médi, které
vykazuji protinadorovou a antioxidacni aktivitu, s ¢imz blizce souvisi také protizanétlivy a

antidiabeticky efekt. Jedna se o komplexni slouceniny s vysokym potencidlem na tspéch



v boji s civilizatnimi chorobami a s moznosti jejich praktického vyuziti v medicin€. Pouziti
1éCiv, jejichz zakladem by byly komplexni slouceniny meédi, v terapeutické praxi, je
limitovdno prozatim nedostateénymi znalostmi o principu U¢inkd téchto komplexi.
Omezujicim a velice dillezitym faktorem pro jejich vyuziti v podobé 1é€iv je také neznalost,
do jaké miry a jakym zptisobem je naruSen metabolismus médi organismu, ktery byl podroben
1é¢be farmaky zalozenymi na téchto komplexnich slou¢eninach.

I kdyz je prozatim tato oblast chemie malo prozkoumdna, ma vysoky potencidl
uspésnosti do budoucna. Nejen z tohoto diivodu bych se chtél pokusit v teoretické Casti této
bakalarské prace na zaklad€ literarni reSerSe provést pirehled vybranych komplexnich
sloucenin médi s vySe uvedenymi biologickymi uc¢inky (s podrobnéjSim zaméfenim na
protinadorovou aktivitu). Tento literarni ptehled by mohl poslouzit jako odrazovy mustek pro
praci zabyvajici se syntézou analogickych biologicky aktivnich koordina¢nich sloucenin
médi. Vzhledem k rozsahu dané problematiky jsem se omezil na koordinacni slouceniny
obsahujici centralni Cu(Il) kation a N-, pfipadné¢ S-donorové ligandy. U kazdého
prezentovaného komplexu bude uveden strukturni vzorec (vytvofeny programem
ChemSketch) respektive molekulova struktura (vytvofena pomoci krystalografické databaze a
programu Diamond) komplexu, poptipadé ligandu. Dale bude popsan postup piipravy
komplexu a také informace o biologické ucinnosti konkrétniho komplexu. Na zakladé
ziskanych informaci se pokusim o korelaci mezi strukturou zde uvedenych koordina¢nich
sloucenin a mirou jejich biologickych U¢inkl. V rdmci experimentalni ¢asti se pokusim o
pfipravu a charakterizaci potencialné biologicky aktivnich komplexnich sloucenin médi

s heterogenni koordinacni sférou obsahujici derivaty adeninu a dalsi dusikaty heterocyklus.



2. Teoreticka cast

2.1. Metabolismus médi

M¢d’ je esencialnim stopovym prvkem. Dospély ¢loveék pfijima v potraveé denné 2 az 5
mg médi, z ¢ehoz se asi 30 % resorbuje. Pfijem 1 vydej médi je regulovan. Regulace je
dalezita, protoze vysSi obsah médi muze byt pro lidsky organismus toxicky.[6] Nejvétsi
mnozstvi médi se nachazi ve svalech (40 %), v jatrech (15 %), v mozku (10 %) a zbylé
mnozstvi v télnich tekutinach.[7]

Mezi potraviny bohat¢ na méd fadime zeleninu, ustfice, ryby a vnitinosti.
Nezanedbatelné mnozstvi se nachazi také v ofesich, suseném ovoci a Cokoladé¢ (kakao). Dalsi
¢ast denniho pfijmu médi mize byt pokryta konzumaci vody protékajici médénym
vodovodnim potrubim. OvSem mnozstvi médi v bézné smiSené stravé je pro lidsky
organismus dostacujici.[8]

M¢édnaty kation se mimotaddné pevné vaze na vétSinu cheldtovych center. Proto se
témet vSechen obsah médi v organismu védze na proteiny. Médnaty ion je také soucasti
aktivnich mist nékterych enzymi. Podobné jako Zelezo, také ion médi je mistem reakce s O,.
Jeho schopnost podlehnout reverzibilni redukci mu dovoluje zGc¢astnit se mnohych oxidacné-
redukénich reakei.[6] V b&znych slougeninach je méd’ znama ve dvou oxidacnich stavech: Cu'

a Cu'. V n&kterych méd'natych komplexech tripeptidii mize byt oxidovana na Cu"

(ta také
muze byt biologicky ucinnou).[9]

50 % médi zpotravy je absorbovano v zaludku a v horni Casti tenkého stieva.
Nevyuzity zbytek kovu je vyloucen stolici. Nasledné je méd’ transportovdna pomoci proteinu
albuminu do jater, kde je pfijiména jaternimi buiikami a ¢ast exkretovana do zluce (regulaéni
mechanismus). Jatra opousti vdzana na protein ceruloplazmin, ktery je syntetizovan praveé
v jatrech.[10] Regulace hladiny médi v téle je zprostiedkovana pomoci metalothioneind, coz
je malad skupina proteinti nachazejicich se v cytoplazmé bunék, konkrétné v buiikach jater,
ledvin a stfev. Tyto proteiny maji vysoky obsah cysteinu, proto na sebe mohou snadno vazat
méd’, zinek, kadmium a rtut’ (navazani tézkych kovii je umoznéno piitomnosti SH skupiny
v molekule cysteinu). Pfi akutnim nadbytku médi v téle (zptisobenym napiiklad zvySenym

piijmem médnatych soli nebo kontaminované vody) nebo dalSich tézkych kovi dochazi ke



zvySovani mnozstvi metalothioneini ve tkanich. Proto je jejich produkce fizena pomoci
nekterych hormonti. Metalothioneiny funguji jako zasobniky netoxické formy vyse
uvedenych kovli a jsou zahrnovany do jejich celkového metabolismu. Nadbytek médi
v organismu mtize byt problematicky, protoze pti zvySené hladin€ tohoto kovu v téle dochazi
k oxidaci proteinti a lipidi vdzanych na nukleové kyseliny a tim také ke zvySené produkci
volnych radikdli. Proto je regulace téZkych kovl pro organismus velmi dilezitd, protoze
s poklesem mnozstvi t¢Zkého kovu v téle dochazi také k poklesu tvorby volnych radikalt.[10]

Méd je dilezitou soucéasti enzymi (kovovy kofaktor) ucastnicich se dychaciho
fetézce, tvorby kolagenu a elastinu, krvetvorby, tvorby melaninu, odstraiiovani superoxid,
tvorby neurotransmitert a neuropeptidid. Z nejvyznaméjSich proteini obsahujicich méd’ je
tteba uvést cytochrom c¢ oxiddzu, lysyl oxidazu, superoxid dismutdzu, albumin,
ceruloplazmin, tyrosindzu a dopamin-f-hydrolazu.[7] VétSina méd'natych proteinii reaguje
s kyslikem reverzibiln& podobné jako hemocyanin. Také nékteré aminooxidazy obsahuji Cu".
Enzymy obsahujici vice ionti médi patii mezi hydroxylazy (naptf. dopamin-B-hydroxylaza,

tyrosindza (polyfenoloxidaza)).[6]
2.2. Proteiny obsahujici méd’

Cytochrom c oxidaza (Obrazek 1)

Jedna se o enzym dychaciho fetézce, ktery se nachazi v mitochondriich bun¢k a slouzi
jako ptenaseC elektroni z cytochromu c na kyslik. Tento hemoprotein, ktery je Siroce
distribuovany do mnoha tkani obsahuje 2 centralni
atomy médi a dale jednotky hem a a hem az;. K
redukci O, na vodu je zapotiebi Ctyf elektront,
které poskytuje pravé cytochrom c. Prvni fazi je
redukce O, na O,* (dvouelektronova vymeéna).
Jeden atom kysliku se navaze na atom médi a druhy
na jednotku hem aj;. Ptisunem dalSich dvou

elektronti dojde k disociaci vazby O-O a nasledné

redukci na 2 OH'". Oxidaza miize byt velice snadno
intoxikovana oxidem uhelnatym, kyanidy nebo

sulfanem.[10] Obrazek 1. Cytochrom c oxiddza.



Lysyl oxidaza (Obrazek 2)

Lysyl oxidaza je proteinem nezbytnym pro
cross-linking (sitovani)) kolagenu - proteinu, ktery
tvoti vice néz 25 % celkové hmotnosti proteint v téle
dospé€lého ¢cloveéka. Kolagen je pfitomen v pojivovych

tkanich, jakymi jsou vaziva a Slachy.[10]

Obrazek 2. Lysyl oxidaza.
Albumin (Obrazek 3)
Albumin je hlavnim proteinem nachéazejicim se v lidské krevni plazmé (tvoii asi 60 %
z veskerych krevnich protein). 40 % albuminu je

zastoupeno v krevni  plazmé, dalSich 60 %

v mezibunécném prostoru. Lidska jatra jej denné “"3,' T"é?-‘ < 9
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vazat rizné ligandy, coz hraje dilezitou roli pii

transportu médi v lidském téle.[10] Obrazek 3. Albumin.

Ceruloplazmin (Obrézek 4)

Ceruloplazmin je modry protein, v jehoz

kazdé molekule je navazano 6 atomi médi.[10] Je g"'\ g i
-\\\ .. .»'k
hlavnim méd’'natym proteinem v krvi a vaze az 4 % - \‘;ﬁ%{: _:3;»\
celkového obsahu médi v organizmu. Je schopny 5 “’?"f:fw“ ‘;V;Q;%‘
sy 1. = X
zabezpetit oxidaci Fe*™ na Fe’™, coz je velmi < '\"}"‘:-\*lﬁ"} \",}‘2’ f:‘,.*f\
v < ol PPN TR A
dilezité, nebot’ jen Fe'" mize byt zabudovan do o _.‘" 3‘k }\j:;;,"
transferinu, proteinu pfendsejiciho zelezo. Proto se A 'f (S

ceruloplazmin nékdy nazyva jako ferooxidaza.[6]

Obrazek 4. Ceruloplazmin.



Ceruloplazmin vaze atomy meédi narozdil od albuminu velmi pevné. Albumin z tohoto
nez ceruloplazmin. Nedostatek ceruloplazminu v krevni plazmé byva zplisoben nemoci

jater.[10]

Dopamin-f-hydroxylaza

Tento enzym se Ucastni tvorby epinefrinu (adrenalinu) a norepinefrinu (noradrenalinu)
z tyrosinu. Oba tyto hormony patii do skupiny katecholaminl a tvofi se v dfeni nadledvin.
Epinefrin pasobi podobné jako sympaticky nervovy systém (vyvolava zrychleni srde¢ni
¢innosti, Stépeni glykogenu, zvySeni krevniho tlaku, atd.) Norepinefrin ma vyrazny

vazokonstrik¢éni ucinek.[10]

Tyrosinaza (Obréazek 5)

Tyrosinaza je pfitomna v melanocytech, které jsou _ 3'\1\ S '\,\‘ )
iniciatory syntézy pigmentu melaninu. Toto barvivo je « ’:.\f“*'_ﬁ"‘/‘.j? '(‘.. =
piftomné v tkanich jako je o¢ni sitnice, vlasy, kize aj. 1;-"",\\(“}3}}\ 3
Zpuasobuje jejich charakteristické zabarveni a chrani je - -."i\ i ‘;Ii. T~
pfed Skodlivymi ucinky UV-zateni.[7] ;’!f}“} O

Obrézek 5. Tyrosindza.

Superoxid dismutaza (Obrézek 6)

Celkem jsou znamy tfi formy superoxid dismutdzy. Prvni z forem, kterd obsahuje méd’
a zinek (byvé oznacovana jako SOD1 popiipadé Cu/Zn-SOD), se nachazi v buiikach majicich
jadro. Soucasti druhé formy SOD je ion manganu a ve tieti formé figuruje ion zeleza. Cu/Zn-
SOD vytvafi v cytoplazmé eukaryot dimery (M; = 31 000), pfi¢emz jedna subjednotka
obsahuje ion médi, druhd ion zinku. Méd’, ktera se vaze ptes tfi imidazolové dusikové atomy,
podléha oxidaci a redukci reakei se superoxidovym radikalem.[6]
Cu/Zn-SOD je enzymem, ktery velice u¢inné katalyzuje dismutaci superoxidu na peroxid
vodiku a kyslik podle nasledujici rovnice (vznikly peroxid vodiku je poté enzymem katalazou
rozlozen na vodu a kyslik):

. 2H'
202 — H202 + 02

-10 -



Z krystalové struktury Cu/Zn-SOD je patrné, ze imidazol zde vystupuje jako mlstkovy ligand
mezi Cu”" a Zn®" ionty. Koordina¢ni sféra centralnich atomi je doplnéna o terminalni

histidinové ligandy.[11]

CHj,

\ /N\/N\ /
/C< Zn\
N Y l N

(@]

Obrazek 6. Strukturni vzorec aktivniho mista Cu/Zn-SOD (vlevo); Cu/Zn-SOD (vpravo).

Funkci superoxid dismutazy je tedy odstraiovani superoxidového aniontu,
vznikajiciho pii biologické redukci kysliku. Bylo zjiSténo, Ze primérna délka Zivota rtiznych
druh@ savcll je piimo uméméa molarnimu poméru SOD/superoxidovy anion. Cim je tento
pomeér v buitkach vyssi, tim jsou buniky 1épe pied superoxidovym radikalem chranény a savec
se doziva vyssiho véku. Samotny superoxidovy anion nemusi osobné poSkozovat reprodukéni
aparat bun¢k, vznikaji z n€j vSak mnohem reaktivnéjsi latky, jako jsou hydroxylovy radikal,
singletovy kyslik, hydrogenperoxid apod. Bylo také dokazano, ze superoxid vznika mimo jiné
v bunikkach zhoubnych nadorti, a Ze vSechny nddorové buiikky maji sniZenou specifickou
aktivitu Mn-SOD a mnohé znich také Cu/Zn-SOD. Tim se poruSuje rovnovadha mezi

tvoricimi se radikély a jejich pfirozenymi zachytdvaci. Relativné zvySené mnozstvi volnych

vvvvv

procesy starnuti organismu, zatimco zvySend hladina superoxidového aniontu v nadorovych
bunkach vede k jejich nekontrolovanému déleni, tedy nesmrtelnosti.

V normdlnich bunikach se totiz béhem dé€leni spolu se superoxidovym aniontem
zvySuje také hladina SOD, kterd jej pfeménuje na peroxid vodiku. A pravé az peroxid vodiku
inhibuje reprodukéni aparat. Cim vice je buiika diferencovéna, tim vice peroxidu produkuje a
tim ma niz8i reprodukéni kapacitu. V nadorové bunce je hladina SOD snizend, proto v ni
zustava vice volného superoxidového aniontu, ktery tak muze stimulovat jeji déleni a
urychlovat nddorovy rist.[6]

(Obrazky proteinii z této podkapitoly pochazeji z Proteinové Databanky, www.pdb.org)
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2.3. Biologicka aktivita

2.3.1. Protinadorova aktivita

Rakovina - onemocnéni, které existuje ve vice nez 100 riznych forméch, je dnes
nejcastéj$i pricinou smrti. K jeji 1é€bé Casto vyuzivana cisplatina a dal$i farmaka na bazi
platiny patii z tohoto hlediska k nejvyznamnéjSimu vyuziti kovii v medicin€. Zasadni problém
spojeny s témito antikancerotiky obsahujicimi platinu spoc¢iva v jejich silné toxicité. Z tohoto
a dalSich divodd je nezbytné nutné se zabyvat vyvojem novych silnych a selektivnich
cytostatik.[12]

V posledni dobé dosahuji velice slibného protirakovinového potencialu komplexni
slouceniny obsahujici méd’. Bylo dokonce prokdzano, ze N,N’- donorové ligandy 1,10-
fenanthrolinu a 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu jsou spolu s Cu®" v karboxylatovém komplexu
mnohem uc¢innéjsi (in vitro) proti nékterym nadorovym buitkdm, nez cisplatina. Bylo zjisténo,
ze tyto aktivni komplexy inhibuji syntézu DNA v zavislosti na jejich koncentraci, a to
mechanismem, ktery nezahrnuje interkalaci (vmezeteni latky mezi obé vlakna DNA). Je tedy
mozné, ze mohou ucinkovat odliSnym zplisobem neZ cisplatina. Velice dilezit¢ je, ze
fenanthrolinové a fenanthrolindionové komplexy nejsou mutagenni (narozdil od cisplatiny) a
nejsou tak snadno vyhanény z bunék. Jeden z moznych mechanismii u¢inkti komplextd médi
muze byt spojen s napodobovanim chovani Cu/Zn-SOD. Bylo prokazano, Ze tyto Cu(Il)
komplexy zminéného typu vykazuji protinddorovou aktivitu a byly navrzeny do nové ttidy

potencidlnich protinadorovych latek.[12]

-12 -



Na né¢kolika nésledujicich stranach bude postupné predstaveno 53 vybranych
jednojadernych médnatych komplexti s N-donorovymi (resp. S-donorovymi) ligandy, u nichz
byla potvrzena protinadorova aktivita. Jejich G¢innost byla testovana in vitro, poptipadé¢ in
vivo proti riznym formam nadorovych bunéénych linii. Hodnoty vyjadfujici biologickou
ucinnost komplexii jsou uvedeny v tabulkdch. Pro moznost porovnani jsou v piipadé

dostupnosti uvedeny také hodnoty G¢innosti pro urcity standard (napf. cisplatina).

KOMPLEX 1 (Schéma 1):
[Cu(CH3COQO):(phen)]

Schéma 1. Strukturni vzorec komplexu 1.

Piiprava komplexu 1:

K 50 ml ethanolického roztoku 1,10-fenanthrolinu (5,6 mmol) bylo ptidédno 1,25 mmol
[Cuy(CH3CO0)4(H20),]. Vznikly modry roztok byl ponechan 1 hodinu pod zpétnym
chladi¢em pfi teploté varu rozpoustédla. Objem roztoku byl pomoci rotacni vakuové odparky
zredukovén az na 5 ml. Dale bylo ptidano 20 ml acetonu a poté byl opét v rotacni odparce
objem smési zredukovan na 10 ml. Odfiltrovany modry prasek byl promyt vodou a ethanolem

a vysusen na vzduchu.

KOMPLEX 2 (Schéma 2): —
[Cu(sal)(phen)]

\
/N
(0]
\ O\Cu

AN o/ \N\

——

Y

Schéma 2. Strukturni vzorec komplexu 2.
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Piiprava komplexu 2:

1,92 mmol [Cu(salH),(H,0),] a 2,37 mmol 1,10-fenanthrolinu bylo smichano v 50 ml
ethanolu a ponechdno 2 hodiny pod zpétnym chladicem. Vznikld zelena suspenze byla
ochlazena na pokojovou teplotu a poté zfiltrovana. Ziskany zeleny prasek byl promyt vodou a

ethanolem a vysusen na vzduchu.

KOMPLEX 3 (Obréazek 7):
[Cu(BZA),(bpy)(H:0)]

s

b

Obrazek 7. Molekulova struktura komplexu 3.

Priprava komplexu 3:

K zahtatému ethanolickému roztoku (50 ml), ktery byl pfipraven z 1,25 mmol
dvojjaderného komplexu [Cu(CH3COO)4(H,0);] a 2,5 mmol kyseliny benzoové, bylo
ptfidano 2,5 mmol 2,2"-bipyridinu. Vznikld tmavémodrd smés byla 30 minut michéna a poté
nechana zchladnout. Po 48 hodinach se vytvofily krystalky vhodné pro rentgenovou strukturni

analyzu.

Tti vySe uvedené komplexy byly uspéSné testovany in vitro na nadorovych bunéénych

liniich Hep-G2 (hepatocelularni karcinom), A-498 (adenokarcinom ledvin), A-549 (rakovina
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plic). V Tabulce 1 jsou pro tyto komplexy a pro srovnani také pro cisplatinu uvedeny hodnoty
ICso. Na zédklad¢ provedenych méieni a ziskanych hodnot ICsy vyplyva, ze komplexy 1 a 2
byly jiz pfi nizké koncentraci vysoce cytotoxické proti vSem tfem typim nadorovych bunck.
V porovnani s cisplatinou jsou témér proti vSem bunkam az desetindsobné¢ u¢innéjsi. Z tohoto

divodu lze tyto slouceniny povazovat za potencialni chemoterapeutika.[13]

Tabulka 1. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 1-3.

I1Cs9 (UM)
Sloucenina Hep-G2 | A-498 | A-549

1 [Cu(CH;3;COO),(phen)] 1,8 1,0 1,19

2 [Cu(sal)(phen)] 2,5 1,6 1,42
3 [Cu(BZA),(bpy)(H,0)] 26 16 82,99

cisplatina 15 14 11

KOMPLEX 4 : KOMPLEX 5: KOMPLEX 6:
[Cu(CH3SDT),] [Cu(CH3CH,SDT),] [Cu((CH3);CSDT),]
R= CH3 R= CH3CH2 R= (CH3)3C

Obecny strukturni vzorec komplext 4-6 je zobrazen ve Schématu 4.

O @]
R—O—C S S C—O0O—R
\ 2NN /

N==Z CU  De=N
/ \S/ \S/ \

H4C CHg

Schéma 4. Obecny strukturni vzorec komplexit 4-6([Cu(RSDT),]).

Piiprava komplext 4 — 6:

Dithiokarbamatové ligandy byly ziskany reakci RSHCI, CS, a NaOH v ekvimolarnim
poméru pii 0 °C ve vod€. Po 1 hoding klesla hodnota pH z 10-11 na 6-7. Takto ziskany roztok
byl ptidan ke 2 ml CuCl, (bezvody) v molarnim poméru 1:4 (kov:ligand) za stdlého michani a
chlazeni ledem (0 °C). VysraZenim vznikla hnéd4 pevna latka, kterd byla od roztoku oddélena

filtraci, promyta vodou a vysuSena v exsikatoru s P4Oy.
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KOMPLEX 7 (Schéma 5):

[Cu(PyDT),]
S
e e )
N==——x S /Cu /Z =N
57 g

Schéma 5. Strukturni vzorec komplexu 7.

Priprava komplexu 7:
Bezvody CuCl; byl ptidan do vodného roztoku NH4(PyNCS;) v molarnim poméru 1:2
(kov:ligand) za intenzivniho michéni. Vysrdzend hnéda pevna latka byla prefiltrovana,

promyta vodou a vysuSena v exsikatoru s P4Oy.

KOMPLEX 8 (Schéma 6):
[Cu(DMDT);]

S S CH
NP2 /> s
N===’ Cu >N
/ \S/ Ng? .

CH,

Schéma 6. Strukturni vzorec komplexu 8.

H3C

Piiprava komplexu 8 [Cu(DMDT);]:
Bezvody CuCl; byl ptfiddn do vodného roztoku Na((CH3),NCS;) v molarnim poméru
1:2 (kov:ligand) za intenzivniho michdni. Vysrazend hnédd pevnd latka byla piefiltrovana,

promyta vodou a vysuSena v exsikatoru s P4Oy.

Komplexy €. 4-8 byly uspésné testovany in vitro na nadorovych bunécnych liniich A-
431 (rakovina vaje¢nikl) a 2008 (rakovina dé€lozniho ¢&ipku). V Tabulce 2 jsou pro tyto
komplexy a cisplatinu, jako srovnavaci latku, uvedeny hodnoty ICsy. Na zaklad¢ provedenych
méfeni a ziskanych hodnot ICsy vyplyva, ze komplexy 4, 5 a 6 vykazuji ucinnost srovnatelnou

s cisplatinou. Navic, komplex 5 je dokonce nékolikanasobné ¢inngjsi.[14]
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Tabulka 2. Vysledky testovaini protinadorové aktivity pro komplexy 4-8.

ICso (M)
Sloucenina A-431 2008
4 [Cu(CH;SDT),] 0,29 0,63
5 [Cu(CH3CH,SDT),] 0,01 0,26
6 [Cu((CH3);CSDT),] 0,59 1,03
7 [Cu(PyDT),] 2,80 0,99
8 [Cu(DMDT),] 0,72 0,24
cisplatina 0,19 0,78

KOMPLEX 9 (Obrazek 8):
[Cu(nsa),]

Strukturni vzorec ligandu nsa je zobrazen ve Schématu 7.

NHSO,CHg
©/0
N
=
OH
I H

H
Schéma 7. Strukturni vzorec ligandu nsa.
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Obréazek 8. Molekulova struktura komplexu 9.

KOMPLEX 10:
[Cu(nhmb),]

Strukturni vzorec ligandu nhmb je zobrazen ve Schématu 8.

NHSO,CH,
©/O
N
=
OH
H H
O-CH,

Schéma 8. Strukturni vzorec ligandu nhmb.
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KOMPLEX 11:
[Cu(ndhb),]

Strukturni vzorec ligandu ndhb je zobrazen ve Schématu 9.

NHSO,CHj
|
N
=
OH
H OH
H

Schéma 9. Strukturni vzorec ligandu ndhb.

KOMPLEX 12:
[Cu(nhbb),]

Strukturni vzorec ligandu nhbb je uvedena ve Schématu 10.

NHSO,CH,
©/O
N
=
OH
t-Bu t-Bu

H

Schéma 10. Strukturni vzorec ligandu nhbb.
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Syntéza komplexi 9-12:

Syntéza komplexti byla provedena podle obecného postupu pro konjugaty médi, ktery
zahrnuje interakci methanolickych roztokii monohydratu octanu médnatého a ptislusnych
ligandli v moldrnim poméru 1:2 (kov:ligand). Reakéni smés byla michana 4 hodiny pfi
neutrdlnim pH. Vysrdazené komplexy 9-12 byly odd€leny od roztoku filtraci, promyty

ledovym methanolem a vysusSeny ve vakuu.

Vsechny Ctyfi ligandy byly spolu s komplexy 9-12 testovany in vitro na lidské linii
nadorovych bun¢k slinivky bfisni, konkrétné na liniich BXPC-3 a MiaPaCa-2. (Rakovina
slinivky bfisni je jednou z nejhorSich forem rakoviny, u které je moznost vyléceni témet
nulova a nejsou ani dost dobfe zndmy faktory vyvolavajici vznik tohoto nddorového bujeni.)
V Tabulce 3 jsou pro tyto komplexy a také ligandy uvedeny hodnoty ICsy. Ze ziskanych
hodnot ICsy vyplyva, ze komplex 12 vykazuje z testovanych komplexti nejvyssi Gcinnost.

Ovsem jesté nepatrné vyssi ucinnost nez komplex 12 vykazuje samotny ligand nhbb.[15]

Tabulka 3. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 9-12.

ICs0 (nM)

Sloucenina BxPC-3 | MiaPaca-2
nsa 36 43
nhmb 62 100
ndhb 13,5 42
nhbb 3,3 5,2
9 [Cu(nsa),] 8,4 8,7
10 [Cu(nhmb),] 26 14
11 [Cu(ndhb),] 11 12
12 [Cu(nhbb),] 4 7

KOMPLEX 13 (Schéma 11):
[Cu(NNS')(sac)]

Strukturni vzorec ligandu sac je zobrazen ve Schématu 14.

KOMPLEX 14 (Schéma 12):
[Cu(NNS'")(sac)]
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KOMPLEX 15 (Schéma 13):
[Cu(NNS"")(sac)]

S
A
—N CH, IL o
\ 7/ \ o I
\ 3 N/ \N X
O~ KT
S
\ \
S O

Schéma 11. Strukturni vzorce ligandu NNS' (vievo) a komplexu 13 (vpravo).

S
S)\NH
—N /lll
AN
\ / }\I\ \ N/CU\N X
Q_\ i £=° _
~ I

Schéma 12. Strukturni vzorce ligandu NNS' (vievo) a komplexu 14 (vpravo).
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Schéma 13. Strukturni vzorce ligandu NNS'" (vlevo) a komplexu 15 (vpravo).

0
\__~©
_N/s/

/

O

Schéma 14. Strukturni vzorec ligandu sac.

Piiprava komplexu 13-15:

[Cu(sac)2(H20)4]-2H,0 (0,001 mol) byl rozpustén v horké vodé (25 ml) a smichan
s odpovidajicim ethanolickym roztokem (40 ml) pfislusné Schiffovy baze (HNNS’, HNNS",
HNNS""") (0,001 mol). Vysledna smés byla zahtivana na vodni 1azni po dobu 30 minut. Smés
byla nechana zchladnout a poté byl vykrystalizovany komplex odd¢len filtraci, promyt

ethanolem a suSen 24 hodin v exsikatoru naplnénym silikagelem.

Komplexy 13-15 byly testovany in vitro na nadorovych bunéénych liniich HL-60
(myeloidni leukemické bunky), MCF-7 (karcinom prsu), Caov-3 (karcinom vajecnikli -
papilarni adenokarcinom). V Tabulce 4 jsou pro tyto komplexy a pro srovnani také pro

standardy Doxorubicin, Tamoxifen a cisplatinu uvedeny hodnoty CDsy. Z téchto hodnot
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vyplyva, ze vSechny 3 komplexy jsou proti linii bunék MCF-7 neaktivni. Pfesto v nékterych
jinych hodnotach dosahuji lepSich vysledka nez uvedené standardy.[16]

Tabulka 4. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 13-15.

CDs, (png-ml™)
Sloucenina HL-60 | MCF-7 | Caov-3
13 [Cu(NNS')(sac)] n n 0,40
14 [Cu(NNS"")(sac)] 0,25 n 40,0
15 [Cu(NNS'"")(sac)] 0,50 n 13,5
Doxorubicin 0,80 nt nt
Tamoxifen nt 1,80 nt
cisplatina nt nt 1,00

n — neaktivni

nt — netestovano
Doxorubicin - (8S,105)-10-(4-amino-5-hydroxy-6-methyl-tetrahydro-2 H-pyran-2-yloxy)-
6,8,11-trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracen-5,12-dion
Tamoxifen - (2)-2-[4-(1,2-difenylbut-1-enyl)fenoxy]-N,N-dimethyl-ethanamin

KOMPLEX 16 (Schéma 15):
) C SCH,
[Cu(NSY),] N_NH4<
H
— \ S
o Cu/ —
— (@)
! \/ \
>—NH—N
HsCS CHs

Schéma 15. Strukturni vzorec komplexu 16.
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KOMPLEX 17 (Schéma 16):

H SCHj
[Cu(NS?),] N—NH4<
NHsC
= o /
— Cu

HsCS H

Schéma 16. Strukturni vzorec komplexu 17.

Piiprava komplexu 16 a 17:

K 0,1 mol Cu(NOs),-2,5 H,O rozpusténému v absolutnim ethanolu (40 ml) byl pfidan
ligand (0,2 mol), ktery byl rovnéz rozpustén ve 40 ml absolutniho ethanolu. Smés byla béhem
michani zahtivana. Roztok byl poté zfiltrovan, ziskana srazenina promyta ledovym ethanolem

a vysusena nad silikagelem.

Komplexy 16 a 17 byly testovany in vitro na nadorovych bunéénych liniich CEM-SS
(T-lymfoblastické leukemické buiky), HT-29 (bunky rakoviny zaludku) a HELA (buiky
rakoviny d¢lozniho ¢ipku). V Tabulce 5 jsou pro tyto komplexy, jejich ligandy a také pro
standardy jako Doxorubicin a Tamoxifen uvedeny hodnoty CDs. Z téchto hodnot vyplyva, Ze
komplex 16 je vysoce u¢inny proti linii bunék CEM-SS a HELA, zatimco komplex 17 je proti

dvéma liniim neaktivni a u tfeti linie neni hodnota znama.[17]

Tabulka 5. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 16-17.

CD50 (ugml'l)

Sloucenina CEM-SS HT-29 | HELA
Ns! n n nk
N§? n n nk
16 [Cu(NS"),] 1,6 nk 1,5
17 [Cu(NS?),] n n nk
Doxorubicin 0,10 6,0 nk
Tamoxifen 36,0 36,0 nk

n — neaktivni

nk — neni k dispozici
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KOMPLEX 18 (Schéma 17):

[Cu(dienSS)Cl(2a-5mt)] WCH:N’ Wi ‘N:CH‘@
N

Schéma 17. Strukturni vzorec komplexu 18.

Piiprava komplexu 18:

2-thiofen-karboxaldehyd (10 mmol) byl smichan s 5 mmol diethylentriaminu v ledové
lazni. Vyslednd Schiffova baze byla zfedéna 20 ml ethanolu. Postupné byl po kapkach
k zakladnimu roztoku Schiffovy béaze ptidan ethanolicky roztok (10 ml) obsahujici 5 mmol
CuCl,-2H,0 a ethanolicky roztok (10 ml) s 5 mmol 2a-5mt. Po 10 minutach michani byla
vznikld modrozelend pevna latka od roztoku odfiltrovana, promyta diethyletherem a susena na

vzduchu.

KOMPLEX 19 (Schéma 18):

A\ [Ny 74
[Cu(dienSS)Br(2a-5mt)] | CH=N NH  N=CH |
S

Br/ \ \Br
ﬁ?/NHZ
HaC

Schéma 18. Strukturni vzorec komplexu 19.

Priprava komplexu 19:
Diethylentriamin (10 mmol) byl smichan s 20 mmol 2-thiofen-karboxaldehydu. Smés
byla nafedéna 20 ml methanolu. Poté byl k této smési za sou¢asného michdni ptidan roztok

methanolu (10 ml) s CuBr; (10 mmol). Barva roztoku se zménila na zelenou a po 30 minutach
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se vytvorila pevna zelena latka. Po 40 minutach michéani byl pfidan methanolicky roztok (10
ml), ve kterém bylo rozpusténo 10 mmol ligandu 2a-5mt. Barva roztoku a pevné latky se

zménila na modrozelenou. Pevna latka byla odfiltrovana, promyta diethyletherem a vysuSena

na vzduchu.
KOMPLEX 20 (Schéma 19):
[Cu(dienOO)Br;(2a-5mt)] 07 NH N=CH— |
ANV
Cu
Br/~ \Br
N\V/“”‘b
&S
H3C

Schéma 19. Strukturni vzorec komplexu 20.

Priprava komplexu 20:

Diethylentriamin (10 mmol) byl smichdn s 20 mmol 2-furaldehydu v ledové lazni.
Vysledny roztok byl nafedén 20 ml methanolu. Poté byl k tomuto roztoku za soucasné¢ho
michéni po kapkach po dobu 30 minut pfidavan roztok methanolu (10 ml), ve kterém byl
rozpustén CuBr, (10 mmol). Barva roztoku se zménila z hnédé na zelenou a vytvortila se
zelena pevna latka. Po dalSich 10 minutach michani byl pfidan roztok methanolu, ve kterém
bylo rozpusténo 10 mmol 2a-5mt. Po dalSich 30 minutach michani se vytvofila nova pevna

latka, kterd byla odfiltrovana, promyta diethyletherem a vysuSena na vzduchu.

KOMPLEX 21 (Obréazek 9):
[Cu(dienOO)Cl;]

Obrézek 9. Molekulova struktura komplexu 21.
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Piiprava komplexu 21:

Diethylentriamin (10 mmol) byl smichdn s 20 mmol 2-furaldehydu. Vysledny roztok
byl nafedén 20 ml methanolu. Poté byl za soucasného michani po kapkéach pifidan roztok
methanolu (10 ml) s CuCl,-2H,0O (10 mmol). Barva roztoku se zménila na zelenou. Pevna

latka byla odfiltrovana, promyta diethyletherem a vysusena na vzduchu.

KOMPLEX 22 (Schéma 20): /
[Cu(dienOO)Cly(2a-5mt)] O* \TH/N:CH |
(@]

Schéma 20. Strukturni vzorec komplexu 22.

Piiprava komplexu 22:

Diethylentriamin (10 mmol) byl smichan s 20 mmol 2-furaldehydu v ledové 1azni.
Vysledny roztok byl nafedén 20 ml methanolu. Poté byl za soucasného michani pfidan roztok
methanolu (10 ml) s CuCl,-:2H,O (10 mmol). Po 30 minutich byl pfidan jest€¢ roztok
methanolu (10 ml), ve kterém bylo rozpusténo 10 mmol 2a-5mt. Vznikla modrozelena pevna

latka, kterd byla odfiltrovana, promyta diethyletherem a vysusSena za pokojové teploty.

KOMPLEX 23 (Schéma 21): — —
[Cu(dienOO)(NO3),(2a-5mt)] NH  N=CcH

Schéma 21. Strukturni vzorec komplexu 23.
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Piiprava komplexu 23:

Diethylentriamin (10 mmol) byl smichdn s 20 mmol 2-furaldehydu. Vysledny roztok

byl nafedén 20 ml methanolu. Poté byl za sou¢asného michani pfidan roztok methanolu (10

ml) s Cu(NO3)-3H,0 (10 mmol). Po 10 minutach michédni byl pfidan roztok methanolu (10

ml) s 10 mmol 2a-5mt. Vznikld modrozelend pevna latka byla odfiltrovana, promyta

diethyletherem a vysuSena na vzduchu.

Komplexy 18-23 byly testovany in vitro na nadorovych bunéénych liniich MRC-5
(lidsky plicni fibroblast), HELA (buiiky rakoviny délozniho ¢ipku), MCF-7 ( karcinom prsu),
T47D (karcinom prsu), HT-29 (rakovina tlustého stfeva), OAW42 (rakovina vajecniku).

V Tabulce 6 jsou pro tyto komplexy a také ligand (2a-5mt) uvedeny hodnoty ICsy. Z téchto

hodnot vyplyvé, Ze nejvyssi G€innost vykazuje komplex 20 proti linni bunék MCF-7.

Samotny ligand (2a-5mt) je neaktivni vii¢i vS§em bunéénym liniim.[18]

Tabulka 6. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 18-23.

IC50 (}IM)
Sloucenina MRC-5 | HELA | MCF-7 T47D | HT-29 | OAW42

(2a-5mt) n n n n n n

18 [Cu(dienSS)Cl,(2a-5mt)] 45 29 41 nk 35 nk
19 [Cu(dienSS)Br,(2a-5mt)] 44 55 39 nk 25 nk
20 [Cu(dienOO)Br,(2a-5mt)]| 30 35 18 75 45 nk
21 [Cu(dienOO)Cl,] nk nk nk nk nk nk

22 [Cu(dienOO)Cl,(2a-5mt)] nk nk nk nk nk nk
23 [Cu(dienO0)(NOs),(2a-5mt)] n 125 nk nk 125 100

n — neaktivni

nk — neni k dispozici

KOMPLEX 24 (Schéma 22):

[Cu(HDpT);]

KOMPLEX 25 (Schéma 23):

[Cu(HDp4mT),]
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KOMPLEX 26 (Schéma 24):

[Cu(HDp4eT),]
KOMPLEX 27 (Schéma 25):
[Cu(HDp44mT);]
KOMPLEX 28 (Schéma 26):
[Cu(HDp4pT),]
KOMPLEX 29 (Schéma 27):
[Cu(HDp4aT),]|
| X
_~N
H
| AN N/NYNHZ
N L S
u
L
A
H,N N T
H
NZ" |
AN

Schéma 22. Strukturni vzorec komplexu 24.

-29.

| N
_~N
H
N N/NYNHMe
| _~N \C/|S
u
s|/\ N~ |
P
MeHN NTT N X
H
N |
NN

Schéma 23. Strukturni vzorec komplexu 25.



Schéma 24. Strukturni vzorec komplexu 26.

Schéma 26. Strukturni vzorec komplexu 28.

Priprava komplexi 24 - 29:

/N
H
N N/NYNMeZ
| —~N \ /|S
Cu
s|/\ NZ |
P
Me,N N
H
NZ~
“ |

Schéma 25. Strukturni vzorec komplexu 27.

X
g
H
X N/NYNH\/\
| _~N \C/|S

Schéma 27. Strukturni vzorec komplexu 29.

Vsech 6 komplexti bylo pfipraveno nasledujicim obecnym postupem. Odpovidajici

mnozstvi thiosemikarbazonu (I mmol) bylo rozpusténo v ethanolu (15 ml). K roztoku byl

pfidan Et;N (5 mmol). Ke smési bylo také piidano 5 mmol Cu(ClO4),-6H,0. Smés byla



zahtivana 30 minut, poté zchlazena a zfiltrovana za vakua. Produkt byl promyt ethanolem a

diethyletherem.

Komplexy 24-29 byly testovany in vitro na nadorové bunééné linii HL-60 (myeloidni
leukemické bunky). V Tabulce 7 jsou pro tyto komplexy a také pro volné ligandy uvedeny
hodnoty ICsy. Z téchto hodnot vyplyva, ze nejvyssi protirakovinovou ucinnost vykazuji
komplexy 27 a 28 (ICsp = 0,01 uM). OvSem stejn€ velkou ucinnost vykazuji i samostatné
ligandy. Nejen ztohoto divodu se tyto ligandy a komplexy hodi pro dalSi podrobnéjsi
studium.[19]

Tabulka 7. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 24-29.

ICsp (uM) = S.D.
Sloucenina HL-60
HDpT 2,2+0,1
HDp4mT 1,41 £ 0,06
HDp4eT 0,05+0,01
HDp44mT 0,01 0,001
HDp4pT 0,01 + 0,002
HDp4aT 0,05+ 0,02
24 [Cu(HDpT),] 2.5+0,3
25 [Cu(HDp4mT),] 0,15+ 0,01
26 [Cu(HDp4eT),] 0,03 +0,01
27 [Cu(HDp44mT),| 0,01 0,001
28 [Cu(HDp4pT),] 0,01 + 0,001
29 [Cu(HDp4aT),] 0,03+ 0,01

KOMPLEX 30 (Schéma 29):
[Cu(bpy)(maltol)(NO3)]

Strukturni vzorec ligandu maltol je zobrazen ve Schématu 28.

KOMPLEX 31 (Schéma 30):
[Cu(phen)(maltol)(H,0)]|(NO3)-H,0

KOMPLEX 32 (Schéma 31):
[Cu(phendion)(maltol)(H,O)](NO3)-H,O

231 -



KOMPLEX 33 (Schéma 32):
[Cu(dppz)(maltol)(H,0)](NO3)-2H,0

KOMPLEX 34 (Schéma 33):
[Cu(bpg)(maltol)(NO3)]-0,3H,0

7
N
o o~ Yo | N
OH pZ /O\ /N P
| | Cu
0"  "CHg NF O/ \N X
CH3 | /

Schéma 30. Strukturni vzorec komplexu 31.  Schéma 31. Strukturni vzorec komplexu 32.

Schéma 32. Strukturni vzorec komplexu 33.
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Schéma 33. Strukturni vzorec komplexu 34.

Piiprava komplexu 30:
Vodny roztok Cu(NOs),-3H,O (1 mmol) byl pfidan k roztoku 2,2’-bipyridinu (1
mmol) a maltolu (1 mmol) ve 30 ml methanolu. Smés byla ponechéna 3 hodiny pod zpétnym

chladi¢em pii teploté varu rozpoustédla.

Piiprava komplexu 31:
Komplex byl pfipraven podle podobného postupu jako komplex 30. Byl pouzit 1,10-

fenanthrolin misto 2,2 -bipyridinu.

Piiprava komplexu 32:
Komplex byl pfipraven podle podobného postupu jako komplex 30. Byl pouzit 1,10-

fenanthrolin-5,6-dion misto 2,2 -bipyridinu.

Piiprava komplexu 33:
Komplex byl pfipraven podle podobného postupu jako komplex 30. Byl pouzit
dipyrido[3,2-a:2",3"-c]fenazin misto 2,2 -bipyridinu.

Piiprava komplexu 34:
Komplex byl pfipraven podle podobného postupu jako komplex 30. Byl pouzit
4b,5,7,7a-tetrahydro-4b,7a-epiminomethanoimino-6H-imidazo[4,5-f]-[ 1,10]-fenanthrolin-6,13

-dion misto 2,2 -bipyridinu.
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Komplexy 30-34 byly testovany in vitro na nadorové bunécné linii HELA (buiky

rakoviny délozniho ¢ipku). V Tabulce 8 jsou pro tyto komplexy uvedeny hodnoty ICso. Na

zakladé provedenych méfeni a ziskanych hodnot 1Csy vyplyva, Ze nejvyssi Gcinnost proti

zivotaschopnosti bunék rakoviny délozniho ¢ipku vykazuje komplex 33.[20]

Tabulka 8. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 30-34.

ICso (nM)

Slouéenina

HELA

30 [Cu(bpy)(maltol)(NO3)]

248

31 [Cu(phen)(maltol)(H,O)](NO;)-H,O

157

32 [Cu(phendion)(maltol)(H,O)](NO;)-H,O

204

33 [Cu(dppz)(maltol)(H,O)](NO;)-2H,0

153

34 [Cu(bpg)(maltol)(NO5)]-0,3H,0

268

KOMPLEX 35 (Schéma 34):
[Cu(LH)CI)

KOMPLEX 36 (Schéma 35):
[Cu(L")(CH3CO0)]

KOMPLEX 37 (Schéma 36):
[Cu(HL")(L"](CH3COO0)
|

0
H—N\\C
.

N

\_ 7/

U~c

Schéma 34. Strukturni vzorec komplexu 35.
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Schéma 35. Strukturni vzorec komplexu 36.
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Schéma 36. Strukturni vzorec komplexu 37.

Piiprava komplexu 35:

1,1 mmol HL' byl rozpuitén v 15 ml DMSO. Po 5 minutach byl za souasného
michani pii pokojové teploté a po kapkach po dobu 45 minut ptidavan roztok CuCl,-2H,0O
(1,2 mmol) v 15 ml DMSO. K zelenému roztoku bylo pfidano 15 ml ledového ethanolu. Po
48 hodinéch se vytvorily tmav¢ zelené krystaly.

Priprava komplexu 36:

1,1 mmol HL' byl rozpustén v 15 ml DMSO. K roztoku bylo pfidano ekvimolarni
mnozstvi triethylaminu. Béhem michani pti pokojové teploté po dobu 5 minut byl pfipraven
roztok z 1,2 mmol Cu(CH3COQO),:2H,0 a 15 ml DMSO. Tento roztok byl poté ptidavan po
kapkach do roztoku s triethylaminem. Poté byla smés nechdna zreagovat po dobu 45 minut.
Vznikly zelen¢ zbarveny komplex byl =zfiltrovan, promyt ledovym methanolem a

diethyletherem.

Priprava komplexu 37:

15 ml methanolického roztoku HL' (2,1 mmol) bylo po kapkach piidavano k 15 ml
methanolického roztoku Cu(CH3;COO),-2H,0 (1,2 mmol) pii 45 °C. Po 45 minutach byla
ziskana zelend srazenina, kterd byla z roztoku odfiltrovana, promyta ledovym methanolem a

diethyletherem. Poté byla pevna latka ptekrystalizovana v dichlormethanu.
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Komplexy 35-37 a ligand byly testovany in vitro na nadorové bunécné linii Jurkat T
(leukemické bunky). V Tabulce 9 jsou pro tyto komplexy uvedeny hodnoty ICsy. Na zakladé
provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy vyplyva, Ze nejvyS$i uc€innost proti

leukemickym bunkam vykazuje komplex 35.[21]

Tabulka 9. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplexy 35-37.

ICsp (uM) £ S.D.
Slouc¢enina Jurkat T
HL' n
35 [Cu(LY)Cl] 3,82+ 0,01
36 [Cu(L")(CH;C0O0)] 4.46+0,01
37 [Cu(HL")(L")](CH;C00") 3,98+ 0,01

n — neaktivni

KOMPLEX 38:
[Cu(BZA)(EtOH)o 5]

Komplex je prekurzorem pro piipravu komplext 39-41. Strukturni vzorec ligandu BZAH je

zobrazen ve Schématu 37.

KOMPLEX 39 (Obrézek 10):
[Cu(TBZH)»(BZA)|(BZA)-0,5 TBZH-H,0

Strukturni vzorec ligandu TBZH je zobrazen ve Schématu 37.

KOMPLEX 40 (Obrazek 11):
[Cu(2-PyBZIMH)(2-PyBZIM)(BZA)] 1,66 EtOH

Strukturni vzorec ligandu PyBZIMH je zobrazen ve Schématu 37.

KOMPLEX 41 (Obrézek 12):
[Cu(BZA):(phen)(H;0)]
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Obrazek 10. Molekulova struktura komplexu 39.

Obréazek 11. Molekulova struktura komplexu 40.
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Obrézek 12. Molekulova struktura komplexu 41.

<) O«

Schéma 37. Strukturni vzorce ligandit BZAH (vlevo), TBZH (uprostied) a 2-PyBZIMH
(vpravo).

Priprava komplexu 38:

K Cerstve pripravenému roztoku Cu(OH); (10,25 mmol) v ethanolu (50 ml) byl pfidan
roztok kyseliny benzoové (20,5 mmol) smichané s ethanolem (25 ml). Suspenze byla
ponechana 3 hodiny pod zpétnym chladi¢em pii teploté¢ varu rozpoustédla. Vznikly
modrozeleny prasek byl po usazeni odfiltrovan, promyt malym mnozstvim ethanolu a vysusen

na vzduchu
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Piiprava komplexu 39:

K horkému roztoku komplexu 38 (0,8 mmol) v ethanolu popt. vodé (100 ml) byl
pfidan thiabendazol (TBZH) (3,3 mmol). Vznikly zeleny roztok byl ponechan pod zpétnym
chladicem 3 hodiny pfi teploté varu rozpoustédla. Vysledny zeleny prasek byl po usazeni

odfiltrovan, promyt malym mnozstvim ethanolu a vysuSen na vzduchu.

Piiprava komplexu 40:

K roztoku komplexu 38 (1,6 mmol) v ethanolu (75 ml) byl pfidan 2-(2-pyridyl)-
benzimidazol (2-PyBZIMH) (6,6 mmol). Vznikly zeleny roztok byl ponechan 3 hodiny pod
zpétnym chladi¢em pfi teploté varu rozpoustédla. Ziskany zeleny prasek byl po usazeni

odfiltrovan, promyt malym mnozstvim ethanolu a vysusen na vzduchu.

Priprava komplexu 41:

K roztoku [Cu(CH3COO)4(H,0);] (1,25 mmol) v ethanolu (75 ml) byl ptidan 1,10-
fenanthrolin (2,5 mmol) a kyselina benzoovd (BZAH) (2,5 mmol). Vznikly roztok byl
zahtivan a michdn 2 hodiny a nechan pies noc odstat. Ziskany modrozeleny prasek byl po

usazeni odfiltrovan, promyt malym mnozstvim ethanolu a vysuSen na vzduchu.

Komplexy 38-41 byly testovany in vitro na nadorovych bunéénych liniich Hep-G2
(hepatocelularni karcinom) a A-498 (karcinom ledvin). V Tabulce 10 jsou pro tyto komplexy
uvedeny hodnoty ICso. Na zdklad¢ provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy vyplyva, ze
nejvetsi aktivitu proti rakovinotvornym bunkdm vykazuje komplex 41, jehoz ucinnost je

srovnatelnd s G¢innosti cisplatiny.[12]

Tabulka 10. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplexy 38-41.

ICso (uM) £ S.D.
Sloucenina Hep-G2 | A-498
38 [Cu(BZA),(EtOH), 5] >200 130 + 16,7
39 [Cu(TBZH),(BZA)|(BZA)-0.5 TBZH-H,0 32+03 |2332 +18
40 [Cu(2-PyBZIMH)(2-PyBZIM)(BZA)]-1.66 EtOH | 212+77 | 132 +4,4
41 [Cu(BZA),(phen)(H,0)] 95+21 | 21,3 £6,7
cisplatina 15+2,7 14+1
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KOMPLEX 42 (Schéma 38):
[Cu(NQTS)C]
Molekulova struktura ligandu NQTS je na Obrazku 13.

Obrazek 13. Molekulova struktura ligandu NQOTS.

W,
/

o|\ /&YNHZ

Schéma 38. Strukturni vzorec komplexu 42.

Piiprava komplexu 42:

CuCl,-2H,0 (1,0 mmol) byl rozpustén ve 3 ml horké destilované vody a smichén s
NQTS (1,0 mmol) v 50 ml horkého ethanolu. Reakéni smés byla ponechéna na vodni lazni
pod zpétnym chladicem 3 — 5 hodin. Vznikly komplex byl odfiltrovan, promyt horkym

ethanolem a vysuSen ve vakuu.

Komplex 42 a ligand NQTS byly testovany in vitro na nadorovou bunéénou linii
MCF-7 (rakovina prsu). V Tabulce 11 jsou pro tento komplex a ligand uvedeny hodnoty
ICso. Na zékladé provedenych méteni a ziskanych hodnot 1Csy vyplyva, ze komplex i ligand

vykazuji silny protinadorovy tc¢inek. Volny ligand je nepatrné ucinnéjsi, neZ komplex.[22]
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Tabulka 11. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplex 42.

I1Csp (uM)
Sloucenina MCF-7
NQTS 35
42 [Cu(NQTS)Cl] 4,02

KOMPLEX 43 (Schéma 39):

[Cu(PQTSO)CI]
Molekulova struktura ligandu PQTSC je na Obrazku 14.

I

Obrazek 14. Molekulova struktura ligandu PQTSC.

O NH,
N )\
ZN NS
o /

() o

Schéma 39. Strukturni vzorec komplexu 43.

\

Cl
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Piiprava komplexu 43:
Smés CuCl,y-2H,0 (1 mmol) a PQTSC (1 mmol) v ethanolu byla ponechdna pod
zpétnym chladi¢em na vodni l4zni po dobu 2 hodin pfi teploté varu rozpoustédla. Ochlazenim

byl vysrazen kovovy komplex, ktery byl promyt ledovym ethanolem a vysuSen ve vakuu.

Komplex 43 a ligand PQTSC byly testovany in vitro na nadorovou bunécnou linii
T47D (rakovina prsu). V Tabulce 12 jsou pro tento komplex a ligand uvedeny hodnoty ICs.
Na zdkladé provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy vyplyva, Ze komplex i ligand
vykazuji silny protirakovinotvorny uc¢inek. Komplex je vyrazné UCinngjsi, nez samotny

ligand.[23]

Tabulka 12. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplex 43.

1Cs0 (UM)
Sloucenina T47D
PQTSC 1,81
43 [Cu(PQTSC)CI] 0,31
KOMPLEX 44 (Schéma 40):
[Cu(hzkta)] HsC CHs

a

N—N —N

\
N / )\
H,N / \ NH,

Schéma 40. Strukturni vzorec komplexu 44.

Priprava komplexu 44:

Ethanolicky roztok 2,3-butandionu (5 mmol) byl po kapkach ptidavan do roztoku
thiosemikarbazidu (10 mmol). Roztok byl michan 8 hodin asi pfi 70 °C. Vzniklé svétlezluté
srazeniny byly zfiltrovany a piekrystalizovany v roztoku methanol/ethanol (1:1 v/v).

Poté byla smés ligandu (5 mmol) a bezvodého octanu méd’natého (5 mmol) v ethanolu (80

ml) michéna 6 hodin asi pii 65 °C az do ziskéni pozadované¢ho komplexu.
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Komplex 44 a ligand byly testovany in vitro na nadorové bunécné linie HL-60
(myeloidni leukemické buiiky), Spea-1 (plicni adenokarcinom), Tb (rakovina dutiny ustni),
MGC (rakovina zaludku), K562 (myeloidni leukémie). V Tabulce 13 jsou pro tento komplex
a ligand uvedeny hodnoty ICso. Na zakladé provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICs
vyplyva, ze komplex vykazuje silny protirakovinotvorny ucinek proti vSem testovanym

formam bunécnych linii. Komplex je vyrazné ucinnéjsi nez samotny ligand.[24]

Tabulka 13. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplex 44.

ICs¢ (uM)
Sloucenina HL-60 Spea-1 Tb MGC K562
hzkta 37,25 >100 72,86 >100 >100
44 [Cu(hzkta)] 1,01 5,167 7,18 9,06 9,917

KOMPLEX 45 (Obrazek 15):
[Cu(dptaS)Cl,]

S

/\) A
GCI

Obrazek 15. Molekulova struktura komplexu 45.
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KOMPLEX 46 (Schéma 41):
[Cu(dptaS)Br;]

NH

Schéma 41. Strukturni vzorec komplexu 46.

Piiprava komplexu 45:

Ethanolické roztoky thiofen-2-karboxaldehydu (20 mmol) a dpta (10 mmol) byly
smichany v ledové ldzni. Vznikla smés byla nafedéna 20 ml ethanolu. Po 30 minutach byl po
kapkéch ptidan ethanolicky roztok CuCl,-2H,O (10 mmol). Ke vzniklé modré suspenzi byl
poté ptidan ethanolicky roztok 2-amino-5-methylthiazolu (10 mmol), pfi¢emz doslo ke zméné
barvy roztoku z modré na modrozelenou. Vytvofend srazenina byla odfiltrovana, promyta

diethyletherem a vysuSena ve vakuu.

Piiprava komplexu 46:
Komplex byl pfipraven z ekvimolarniho mnozstvi (10 mmol) dptaSS a CuBr,. Postup

syntézy je shodny s postupem ptipravy piedeslého komplexu.

Komplexy 45-46 byly testovany in vitro na bunééné linie MRC-5 (zdravé bunky
lidského plicniho fibroblastu), MCF-7 (lidské buniky rakoviny prsu), T47D (lidské bunky
rakoviny prsu), HELA (rakovina dé¢lozniho ¢ipku), HT29 (rakovina tlust¢ho stfeva). Na
zakladé provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy (Tabulka 14) vyplyva, Ze nejvyssi
ucinnost vykazuje komplex 46, a to proti liniim HELA a HT29. OvSem podobnou koncentraci

jsou inhibovény také zdravé bunky.[25]
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Tabulka 14. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplexy 45 a 46.

ICso (nM)
Sloucenina MRC-5 MCF-7 T47D HELA HT29

45 [Cu(dptaS)Cl,] nt 57 145 nt 103

46 [Cu(dptaS)Br,] 54 65 nt 31 46
nt — netestovano
KOMPLEX 47 (Obrazek 16):
[Cu(appe)Cl;]

/ N
—

¥
2®

Obrazek 16. Molekulova struktura komplexu 47.

KOMPLEX 48:
[Cu(atpc)Cl,y]

¢-CI

Strukturni vzorec ligandu atpc je zobrazen ve Schématu 42.

[ﬁ\( CH3
P N =~ S
N =~ "N
*@
NH,

Schéma 42. Strukturni vzorec ligandu atpc.
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Piiprava komplexu 47:

Komplex byl pfipraven smichanim ekvimolarniho mnozstvi ligandu appc (2 mmol) a
CuCly-2H,0 (2 mmol) ve 30 ml methanolu. Reakéni smés byla zahtivana 1 hodinu pod
zpétnym chladicem a poté byla jeSt¢ ponechina stat nékolik dni pii pokojové teploté.

Produktem reakce byly syté zelené krystaly.

Piiprava komplexu 48:

Komplex byl pfipraven smichanim ekvimolarniho mnozstvi ligandu atpc (2 mmol) a
CuCl;-2H,0 (2 mmol) ve 30 ml methanolu. Reakéni smés byla zahtivana 1 hodinu pod
zpétnym chladi¢em a poté byla jeSté ponechana stat nékolik dni pii pokojové teploté.

Vyslednym produktem byl zeleny prasek.
Komplexy 47-48 byly testovany in vitro na mysi bunéénou linii B16F10 (mysi
melanom). Na zaklad¢é provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy (Tabulka 15) vyplyva,

ze komplex 47 vykazuje proti bunkdm mysiho melanomu vyssi i€¢innost nez komplex 48.[26]

Tabulka 15. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplexy 47 a 48.

I1Csp (uM)
Sloucenina B16F10
47 [Cu(appc)ClL,] 6,8
48 [Cu(atpc)Cl,] >10
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KOMPLEX 49 (Obrazek 17):
[Cu(ATICAR),(H,0)]-2H,0

Obrézek 17. Molekulova struktura komplexu 49.

Piiprava komplexu 49:

Methanolicky roztok pfipraveny z Cu(NOs),'3H,O a ligandu ATICAR (molérni
pomér 1:2, kov:ligand), jehoz pH bylo ptidavkem dvoumolarniho octanu sodného upraveno
na hodnotu 7, byl ponechan 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em. Pies noc byl roztok ulozen do
chladnic¢ky. Krystalky zelen¢ zbarveného komplexu byly ziskdny rekrystalizaci v roztoku

methanol/voda v poméru 9:1 (v/v).

Komplex 49 byl testovan in vitro na bunéénou linii BI6F10 (my$i melanom). Na
zakladé provedenych méfeni a ziskanych hodnot ICsy (Tabulka 16) vyplyva, ze komplex
vykazuje proti butkdm mySiho melanomu vyssi U¢innost nez samotny ligand. Jako moZzny
princip protinddorového mechanismu je uvddéna jednoducha redukce intracelularni médi a

jeji nasledna interakce s bunécnymi thioly.[27]
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Tabulka 16. Vysledky testovani protinadorové aktivity pro komplex 49.

ICso (1M)
Sloucenina B16F10
ATICAR 50
49 [Cu(ATICAR),(H,0)]-2H,0 15

KOMPLEX 50 (Obréazek 18):
< 7

[Cu(ppmn);](C1O) |
3 4)2 / *T

=

Obrazek 18. Molekulova struktura komplexu 50.

Priprava komplexu 50:
Komplex byl pfipraven reakci 0,1 mmol ligandu s 0,1 mmol Cu(ClOy), 6H,O
v methanolu (10 ml). Po nékolika minutach byla vznikla zelena pevna latka odfiltrovéana.

Matecny roztok byl nékolik dni ponechén pomalu se odpatovat za vzniku zelenych krystal.

Komplex 50 byl testovan in vitro na protinadorovou aktivitu na bunéénych liniich HL-
60 (lidské leukemické bunky), BGC-823 (lidské bunky rakoviny zaludku), MDA-MB-435
(lidské bunky rakoviny prsu). Na zakladé namétené schopnosti inhibice bun¢k (Tabulka 17),

vyplyva, Ze tento komplex vykazuje proti vSem tfem nadorovym bunéénym liniim vysokou
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cytotoxicitu (koncentrace komplexu = 1,0-10° mol-l"). Z tohoto hlediska je vhodnym
kandidadtem pro navrZeni novych silnych 1€kt proti rakovin€. Samotny ligand je prakticky

neucinny.[28]

Tabulka 17. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplex 50.

Schopnost inhibovat buiiky (%)
Sloucenina HL-60 BGC-823 MDA-MB-435
ppmn -5,42 6,62 2,99
50 [Cu( ppmn);](C1O,), 96,2 97,24 94,88

KOMPLEX 51 (Obréazek 19):
cis-[CuClL(H,L)]Cl

7.CI

KOMPLEX 52 (Obrazek 20):

cis-[CuCly(amtpt)] \T‘

yCl
Obrazek 20. Molekulova struktura komplexu 52.
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Piiprava komplexu 51:

CuCl,-2H,0 (1,76 mmol) byl rozpustén v 5 ml roztoku piipraveném z koncentrované
HCI a vody (1:1 v/v). Poté byl k tomuto roztoku pfidan ligand HL* (1,76 mmol), také
rozpustény v 5 ml stejné smési HCl a vody. Smés byla ponechana 2 hodiny pod zpétnym
chladi¢em pti pokojové teploté. Z roztoku se vysrazel zeleny produkt, ktery byl nasledné

odfiltrovan a vysusen pii 110 °C.

Priprava komplexu 52:

CuCl,-2H,0 (0,833 mmol) byl rozpustén v 5 ml roztoku ptipraveném z koncentrované
HCl a vody (1:1 v/v). Poté byl k tomuto roztoku ptidan ligand amtpt (1,76 mmol), také
rozpuitény v 5 ml stejné smési HCI a vody. Ciry zeleny roztok byl ponechan 2 hodiny pod
zpétnym chladi¢em pii pokojové teplot€. Po tydnu byl ztohoto roztoku odfiltrovan

krystalicky produkt.

Komplexy 51-52 byly testovany in vitro na bunééné linie HT1080 (bunky
fibrosarkomu) a HF (bunky lidského fibroblastu). Na zdkladé¢ provedenych méfeni a
ziskanych hodnot ICso (Tabulka 18) vyplyva, ze komplex 51 vykazuje proti obéma bunécnym
liniim nékolikanasobné vyssi uc€innost (srovnatelna s cisplatinou) nez komplex 52. U obou
komplexti je z hlediska jejich vysoké protinddorové aktivity vhodné bliz8i studium principu

jejich ucinku.[29]

Tabulka 18. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplexy 51 a 52.

IC50 (uM)
Sloucenina HT1080 HF
51 cis-[CuClLy(H,L?)|Cl 12,61 54,15
52 cis-[CuCly(amtpt)] 60,66 114,19
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KOMPLEX 53 (Schéma 43):
[Cu(N9-ABS)(phen);]-3,6H,O

Schéma 43. Strukturni vzorec komplexu 53.

Priprava komplexu 53:

Smés piipravena z 0,25 mmol CuSO4-5H;0, 0,25 mmol o-fenanthrolinu (phen) a 10
ml methanolu byla po kapkéch ptiddvana ke 30 ml methanolického roztoku, ktery obsahoval
0,25 mmol ligandu H,N9-ABS a 1 ml jednomolarniho vodného roztoku NaOH. Vytvorena
zelena srazenina byla odfiltrovana a mate¢ny roztok byl ponechéan stat 2 mésice pti pokojové
teploté. Po této dob¢ doSlo k vytvofeni zelenych krystalti, vhodnych pro rentgenovou

strukturni analyzu.

Komplex 53 byl testovan in vitro na protinddorovou aktivitu na bunéénych liniich
Caco-2 (stfevni adenokarcinom) a Jurkat T (lidskd leukémie). Na zaklad¢ provedenych
méfeni a ziskanych hodnot ICsy (Tabulka 19) vyplyva, ze komplex vykazuje proti obéma

bunéénym liniim (zejména pak proti leukemickym bunikdm) vysokou t¢innost.[30]

Tabulka 19. Vysledky testovani protinddorové aktivity pro komplex 53.

ICso (uM) (24 hodin)

Slouéenina Caco-2 Jurkat T

53 [Cu(N9-ABS)(phen),]-3,6H,0 6,47 3,51
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2.3.2. Antioxidacni a protizanétliva aktivita

Pii nékterych metabolickych déjich dochézi v lidském téle k tvorbé vysoce reaktivnich
latek, jakymi jsou superoxid O, , hydroxylovy radikil HO® a peroxid vodiku H,O,.
Souhrnné je oznacujeme jako reaktivni kyslikaté radikaly (ROS). Tyto radikaly jsou
v organismech odpovédné za vznik patologickych procest jako je poskozeni tkané€, zanét,
starnuti, rakovina, kardiovaskularni, plicni a neurodegenerativni onemocnéni. Akumulaci
téchto aktivnich radikali jsou poskozovana vldkna DNA a lipidové membriny a také
inaktivovany nékteré enzymy.

Obranny systém organismu je zaloZzen na enzymatickych a neenzymatickych
antioxidantech, které mohou minimalizovat jiz zminény Skodlivy ucinek volnych kyslikatych
radikald. Mezi dulezité antioxidacni enzymy patii napf. superoxid dismutdza (SOD), katalaza
a peroxidaza. Ukolem Cu/Zn-SOD je ochrana buiiky pied oxidativnim pokozenim a zandty
prostfednictvim katalytické dismutace superoxidovych radikald za vzniku molekul kysliku a
peroxidu vodiku. Snizend hladina Cu/Zn-SOD uvniti bunék vede k jejich poskozeni. Lécba
takto narusenych bunck pomoci SOD dodavané zvnéjska neni moznid a to zdivodu
nepruchodnosti SOD pies bunéénou membranu.

Na principu antioxidacniho odstraiiovani reaktivnich kyslikatych radikala
odpovédnych mimo jiné za zanétlivé procesy v organismech je zaloZen terapeuticky tcinek
(NSAID), jejiz zdkladem byla méd, vedl k vyvoji velkého mnozstvi téchto médnatych
komplextit (Cu-NSAID) majicich zvySenou protizdnétlivou aktivitou a snizenou
gastrointestindlni toxicitu (ve srovnani s nekomplexnim léCivem). Tato nizkotoxicka léc¢iva
obsahujici méd’ se prozatim na trhu s 1é¢ivy nenachdzi, ale je o n€ obrovsky zédjem, protoze
ledviny, gastrointestinalni trakt a kardiovaskuldrni soustavu. OvSem jes$t€¢ neni objasnéno,
zdali Cu-NSAID neovliviiuji metabolismus médi a také je nejasny rozdil mezi G¢inkem

monomernich a dimernich méd’natych komplexti.[31]
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Klicova role médi pfi minimalizaci zanétu je piisuzovana jejim redoxnim vlastnostem
(podobn¢ jako u SOD) a tedy schopnostem odstraniovat vysoce reaktivni volné radikaly
zpisobujici zanét:

Cu(l) + O; <> CuO;,"

CuO," +H' < Cu(Il) + HO,

Cu(I) + HO; «» Cu(Il) + HOy

H'+ HO; & H,0,

Cu(I) + O, — Cu(l) + O,
Cu(l) + O," + 2H" — Cu(Il) + H,0,
20, +2H" — H,0, + O,

Skodlivé ucinky H,O, jsou minimalizovany jeho pfeménou na vodu enzymem katalazou nebo

glutathion-peroxidazou. Peroxid vodiku neni radikélem, ale je schopen na rozdil od O;"

prochéazet buné¢nou membranou a produkovat OH ° radikaly (silné oxidanty) uvnitf bunky.

Jako ptiklad Cu-NSAID komplexi s protizanétlivou aktivitou lze uvést:

[Cu(Asp),L;]

L, = Dbenzimidazol, 2-methylbenzimidazol, imidazol, 1-methylimidazol, 1,2-
dimethylimidazol, pyridin, diethylamin, nikotinamid,...

Asp = 2-acetylsalicylova kyselina (Aspirin)

[Cu(Ibu)z(pyridin),]
Ibu = (+)-a-methyl-4-(isopropylmethyl)benzoova kyselina (Ibuprofen)

[Cu(Tbu),(imidazol),] [32]

-53 -



Nasledujicich 10 vybranych komplexti patii mezi latky s antioxida¢nimi poptipadée

-----

jiz za podminek in vivo nebo také in vitro. Princip pouzitych metod bude zjednodusSené

vysvétlen.

KOMPLEX 54 (Obrézek 21):
[Cu(SALSC)CI]-2H,0

/‘;\w

Cl
Obrazek 21. Molekulova struktura komplexu 54.

Piiprava komplexu 54:

Vodny roztok CuCl,-3H,0 (0,001 mol) byl smichan s ethanolickym roztokem SALSC
(0,001 mol) a za stdlého michani byl ponechan pod zpétnym chladicem na vodni lazni 2
hodiny. Vznikly tmavé zeleny produkt byl poté rozpustén v roztoku ethanol/voda (60:40 v/v)

a nechan pomalym odpatovanim vykrystalizovat.

SOD aktivita komplexu 54 byla stanovena spektrofotometricky za pomoci barviva
NBT (tetrazoliova modr), které slouzilo jako zdroj superoxidovych radikalt. Jednotka SOD
aktivity byla definovédna jako koncentrace testované latky potfebné pro 50-procentni inhibici
téchto superoxidovych radikali. Hodnota ICsp pro tento komplex ¢inila 0,3 mM.
Pfi testovani bylo zjisténo, Ze ptidavek pyridinu k tomuto méd’natému komplexu zptsobi
vzrist SOD aktivity z 26 % na 44 %. Pfidanim N-methyl imidazolu dojde dokonce ke vzristu
aktivity az na 67 %.[33]
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KOMPLEX 55 (Obrazek 22):
[Cu(L*)(DMSO),]

Obréazek 22. Molekulova struktura komplexu 55.

KOMPLEX 56 (Obrézek 23):
[Cu(L*)2(DMSO),]

Obrazek 23. Molekulova struktura komplexu 56.
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Piiprava komplexu 55 a 56:

Cerstvé pfipraveny Cu(OH), (1 mmol) byl pfidan k roztoku, ktery byl piipraven z
ligandu HL’ (respektive HL*) (1 mmol) a 60 ml smési methanol/DMSO (1:5 v/v). Vysledna
smés byla michana asi 1 hodinu pii 40 °C. Po ochlazeni byla smés zfiltrovana z divodu
odstranéni nezreagovaného Cu(OH),. Pomalym odpatfovanim filtratu pti pokojové teploté po

nekolik dni doslo k vytvoteni krystalti.

Komplexy 55 a 56 byly testovany in vitro na SOD aktivitu. Metoda testovani byla
zalozena na pouziti systému xanthin/xanthinoxiddza jako zdroje superoxidovych radikald.
Hodnoty ICsy obou komplexii jsou piiblizné stejné, ovSem vyssi, nez je hodnota ICsy pro

nativni Cu/Zn-SOD (bliz$i srovnani je uvedeno v Tabulce 20).[31]

Tabulka 20. Vysledky antioxidacni aktivity pro komplexy 55 a 56.

Sloucenina ICsp (uM)
55 [Cu(L*),(DMSO0),] 0,193
56 [Cu(L*),(DMSO),] 0,188
Cu/Zn-SOD 0,006
KOMPLEX 57 (Schéma 44): Cl

[Cu(dienOO)(2a-2tzn)Cl,] /—\
/—HN N:CH@
/\Cu/ NH; ©
Q—CH:N \’\E</S

Cl

Schéma 44. Strukturni vzorec komplexu 57.
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KOMPLEX 58 (Schéma 45): |

[Cu(dienNN)(2a-2tzn)Cl,] /—\
\ / NH,

)
ey N
W o

Cl

Schéma 45. Strukturni vzorec komplexu 58.

Piiprava komplexu 57 a 58:

10 mmol 2-furaldehydu (respektive pyrrol-2-karboxaldehydu) bylo smichano v ledové
lazni s 5 mmol diethylentriaminu. Vznikly roztok Schiffovy baze byl zfedén 20 ml
methanolu. Poté bylo po dobu 30 minut pfiddvano 10 ml methanolického roztoku
CuCl,-2H,0 (5 mmol). Nakonec bylo pomalu ptidano 10 ml methanolického roztoku 2a-2tzn
(5 mmol). Pevny produkt byl odfiltrovan, nékolikrat promyt diethyletherem a suSen pii

pokojové teploté.

-----

do pravé tlapky soucasné vpichnuta davka testovaného komplexu (0,01 mmol na kilogram
télesné hmotnosti) a karageninu (zanétlivy cinitel). Leva tlapka slouzila jako srovnavaci. Na
zakladé¢ rozdilu hmotnosti obou tlapek byla pro kazdy komplex urc¢ena hodnota inhibice otoki
v procentech (CPE). Piesné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 21. Jako referenéni 1ék pro
latka, vyuzivana pfi 1écbé Sirokého spektra zanétlivych onemocnéni). Komplex 57 vykazoval
vynikajici protizanétlivy ucinek ve spojeni s mirnou toxicitou. Z té€chto divoda je vhodnym
kandidatem pro dalsi vyzkum.[34]

[ T4

Tabulka 21. Vysledky protizanétlivé aktivity pro komplexy 57 a 58.

Sloucenina CPE (%)
57 [Cu(dienOO)(2a-2tzn)Cl,] 55,8
58 [Cu(dienNN)(2a-2tzn)Cl,] 38,5
Indometacin 47,0
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KOMPLEX 59:
[Cu(Mesdien)(Cl0y)]

Strukturni vzorec ligandu Mesdien je zobrazen ve Schematu 46.

N N

N N
e S NN ey

|
CHs

Schéma 46. Strukturni vzorec ligandu Mesdien.

KOMPLEX 60:
[Cu(Mesdien)(2-tpca)(H,0)](C104)

Strukturni vzorec ligandu 2-tpca je zobrazen ve Schématu 47.

@\COOH

S

Schéma 47. Strukturni vzorec ligandu 2-tpca.

KOMPLEX 61 (Obrézek 24): . i

[Cu(Mesdien)(2-tpaa)(H,0)](C10y) /\
iy
LS
(¥

‘\.

Obrazek 24. Molekulova struktura komplexu 61.
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KOMPLEX 62:
[Cu(Mesdien)(2-fa)](BPhy)

Strukturni vzorec ligandu 2-fa je zobrazen ve Schématu 48.

éTi%k\COOH

O

Schéma 48. Strukturni vzorec ligandu 2-fa.

KOMPLEX 63:
[Cu(Mesdien)(pa)](ClO4)

Strukturni vzorec ligandu pa je zobrazen ve Schématu 49.

L

N COOH

Schéma 49. Strukturni vzorec ligandu pa.

Priprava komplexu 59:
Komplex byl piipraven reakci Mesdienu (5 mmol) s Cu(ClOs4),-6H,O (5 mmol)

v methanolu.

Priprava komplexu 60:

Vodny roztok NaOH (2 mmol) byl za intenzivniho michéani ptidan k roztoku, ktery byl
pfipraven rozpusténim thiofen-2-karboxylové kyseliny (5 mmol) v 10 ml methanolu. Tento
roztok sodné soli thiofen-2-karboxylové kyseliny byl pomalym pfidavanim smichan
s tmavémodrym roztokem komplexu 59 (5 mmol rozpusténych v roztoku H,O/methanol
v poméru 1:10 v/v). Poté bylo pfidano 10 ml diethyletheru a roztok byl ponechan pti nizké
teploté (5 °C). Po tydnu byly vzniklé modré krystalky odfiltrovany, promyty diethyletherem a

vysuseny pii pokojové teplote.
Piiprava komplexu 61:

Vodny roztok NaOH (2 mmol) byl za intenzivniho michani ptidan k roztoku, ktery byl

ptipraven rozpusténim thiofen-2-octové kyseliny (5 mmol) v 10 ml methanolu. Ke vzniklému
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roztoku byl po kapkach ptidavan tmavémodry roztok komplexu 59 (5 mmol rozpusténych
v roztoku H,O/methanol v poméru 1:10 v/v). Piipraveny roztok byl ponechan pfi teploté 5 °C.
Po 24 hodinach stani byly vzniklé modré krystalky odfiltrovany, promyty diethyletherem a

vysuseny pii pokojové teplote.

Piiprava komplexu 62:

Vodny roztok NaOH (2 mmol) byl za intenzivniho michani ptidan k roztoku, ktery byl
pfipraven rozpusténim furan-2-karboxylové kyseliny (5 mmol) v 10 ml methanolu. Ke
vzniklému roztoku byl pomale ptidavan roztok komplexu 59 (5 mmol rozpusténych v roztoku
H,O/methanol v poméru 1:10 v/v). K pfipravenému roztoku bylo po malych davkach pridano
5 mmol tetrafenylboratu sodného (za intenzivniho michani po dobu 1 hodiny). Vyloucené

modré krystalky byly odfiltrovany, promyty diethyletherem a vysuSeny pii pokojové teploté.

Piiprava komplexu 63:

Vodny roztok NaOH (2 mmol) byl za intenzivniho michani ptidan k roztoku, ktery byl
pfipraven rozpuSténim pyridin-2-karboxylové kyseliny (5 mmol) v 10 ml methanolu. Ke
vzniklému roztoku byl pfidan roztok komplexu 59 (5 mmol rozpusténych v roztoku
H,O/methanol v poméru 1:10 v/v). Piipraveny roztok byl ponechéan pii teploté¢ 5 °C. Po 24
hodinach stani byly vzniklé modré krystalky odfiltrovany, promyty diethyletherem a

vysuseny pii pokojové teplote.

Komplexy 59-63 byly podrobeny in vitro studii schopnosti redukovat aktivitu
stabilniho radikélu 1,1-difenyl-pikrylhydrazylu (DPPH). Tento test se pouziva pro stanoveni
antioxidacni aktivity v kratSim ¢ase, nez je tomu u jinych metod. V Tabulce 22 jsou uvedeny
hodnoty pro interakci testované latky s DPPH (RA % - jednd se o konstantni hodnoty
namétfené po 60 minutach). Pro srovnani jsou zde uvedeny také hodnoty pro standardy NDGA
(4,4'-(2,3-dimethylbutan-1,4-diyl)dibenzen-1,2-diol) a BHT (2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-
methylfenol). Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval komplex 59, jehoz aktivita je ovSem

ve srovnani s aktivitou standardt nizka.[35]
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Tabulka 22. Vysledky antioxidacni aktivity pro komplexy 59-63.

Sloucenina RA (%)

59 [Cu(Mesdien)(Cl10,),] 23

60 [Cu(Mesdien)(2-tpca)(H,0)](ClOy) 7,8
61 [Cu(Mesdien)(2-tpaa)(H,0)]|(ClOy) 10
62 [Cu(Mesdien)(2-fa)](BPhy,) 18

63 [Cu(Mesdien)(pa)](ClOy) n
NDGA 82,6

BHT 60

n — neaktivni
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2.3.3. Antidiabeticka aktivita

Diabetes mellitus je onemocnéni, pro které je charakteristickd chronicka
hyperglykémie zptisobend nedostatkem hormonu inzulinu, jehoz ukolem je regulovat hladinu
glukozy v krvi. Nedostatek tohoto hormonu vede k mnoha abnormalitdm v metabolismu
sacharidt, proteinii i1 lipidd. Pfiiny vzniku diabetu jsou riizné. Roli hraji jak genetické
dispozice, tak také environmentalni faktory. Nedostate¢nd produkce inzulinu mize byt
zpusobena snizenym poctem nebo narusenou funkci pankreatickych B-buné€k, které tento
hormon produkuji. Podle klasifikace WHO se toto onemocnéni dé€li na diabetes 1. a II. typu.
Diabetes 1. typu vznika nasledkem selektivni destrukce [B-bunék vlastnim imunitnim
systémem a obvykle vede k absolutnimu nedostatku inzulinu. Nezbytnosti tedy je dodavat
inzulin do téla zvenci, nejcastéji injekéne. VEtSina nemocnych trpi diabetem II. typu, ktery je
zpusobeny relativnim nedostatkem inzulinu. To znamena, Ze pankreas nemocnych produkuje
nadbytek inzulinu, ale t€lo je proti nému rezistentni. Tento typ nemoci postihuje v 80 %
ptipadi lidi s obezitou. Obvykle se 1é¢i perordlnim podavanim antidiabetik, kterd zvySuji
citlivost téla k inzulinu.[36]

Podle odhadu nejnovéjSich studii tvoii oba typy diabetu 5,4 % z celkového poctu
onemocnéni. V roce 2025 se celosvétovy pocet pacientl s timto onemocnénim ma zvysit
dokonce az na 300 milionil. Zna¢né komplikace piinasi onemocnéni diabetikiim I. typu. Tito
pacienti jsou zavisli na kazdodennich inzulinovych injekcich, které ptedstavuji jak fyzickou,
tak také dusevni zat€¢z. Nemluvé o zdravotnich komplikacich, které diabetes doprovazi.
Nemoc zna¢né poskozuje srdce, o¢i, ledviny, cévy, nervy, dasné, zuby, nohy a podobné.
Z tohoto divodu se vyzkumné tymy zabyvaji vyvojem léCiv, které by nahradily bolestivé
inzulinové injekce. Od roku 1980 se mnoho vyzkumii pokousi o vytvofeni alternativnich
antidiabetickych latek, jejichz soucésti jsou ionty médi, poptipadé ionty jinych ptfechodnych
kovti. Tyto slouCeniny vykazuji in vitro inzulinomimetickou aktivitu a in vivo antidiabetickou
aktivitu. Naptiklad v této praci prezentovany komplex médi a pikolinatu (pyridin-2-
karboxylatu) napodobuje in vitro pisobeni inzulinu a in vivo vykazuje vysoce nadéjny

hypoglykemicky ucinek.[37]
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Pro bliz8i ptedstaveni problematiky antidiabetické aktivity nékterych médnatych
sloucenin je vybrano nasledujicich 7 komplexi, vcetné bliz§Stho popisu metodiky jejich
testovani. Mezi vybrané komplexy je vyjimecné zatazeno také néckolik dvojjadernych
méd’natych komplext, které by pravé diky své ucinnosti mohly nalézt uplatnéni v prevenci a
1é¢b¢ diabetu. VétSina prezentovanych komplexti se vyznacuje velmi dobrou schopnosti
chranit B-bunky slinivky bfisni pfed vysoce reaktivnimi volnymi radikaly. Tyto radikaly jsou
odpovédné za destrukci pankreatickych B-bunék. To ma za nasledek naruseni tvorby inzulinu
a tedy také zvySeni hladiny glukoézy v krvi. Na zaklad¢ testi provedenych in vivo na skupiné
mysi lze usoudit, Ze se jednd o slouceniny s vysokou Sanci pro praktické vyuziti. Proto si tyto

komplexy zaslouzi podrobnéjsi védecké studium.

KOMPLEX 64 (Schéma 50):
[Cu(pa),]

Schéma 50. Strukturni vzorec komplexu 64.

Piiprava komplexu 64:

Vodny roztok siranu méd’natého (2 mmol) byl pfidan k vodnému roztoku kyseliny
pikolinové (4 mmol) obsahujici Ba(OH),-8H,O (2 mmol). Smés byla michéna 3 hodiny pfi
pokojové teploté. Vysrazeny siran barnaty byl odfiltrovan, rozpoustédlo odpaieno a ziskana

sraZenina promyta malym mnozstvim teplé vody.

Inzulinomimeticka aktivita komplexu 64 byla stanovena jednoduchym zpiisobem
zaloZenym na schopnosti latky inhibovat volné mastné kyseliny. Uinek komplexu byl
porovnavan vzhledem ke standardu, kterym vtomto piipadé byl komplex [VO(pa),]

(bis(pikolinato)-oxovanadicity komplex). Hodnota ICs pro standard ¢ini 0,42 mM, zatimco
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médnaty komplex s hodnotou 0,33 mM je jesté ucinngjsi. Tento komplex vykazujici pomérné
vysokou inzulinomimetickou aktivitu byl podroben cytotoxickému testovani, ve kterém bylo
zjisténo, ze je proti zdravym bunkdm velmi malo toxicky (hoednota LDsy se pohybovala
v rozmezi 0 azZ 0,4 mM). /n vivo hypoglykemicky Uc¢inek byl testovan na mysich s diabetem
typu [. Komplexy [VO(pa)] i [Cu(pa);] mély jiz pifi prvnim podani obdobny
hypoglykemicky ucinek. OvSem hypoglykemicky ucinek méd'natého komplexu byl vyrazné
rychlejsi a pretrvaval po delsi dobu (24 hodin).

Z téchto vSech hledisek (cytotoxicity, inzulinomimetické a hypoglykemické aktivity) lze
komplex 64 povazovat za vysoce u¢innou a potencionaln¢ vhodnou latku k vytvoreni novych

antidiabetickych 1¢é¢iv.[37]

KOMPLEX 65 (Obrazek 25):
[CUZ(Sa)z(Hzo)] . HzO

Strukturni vzorec ligandu sa je zobrazen ve Schématu 51.

NN

N
i:i\l
OH HO (@]

Schéma 51. Strukturni vzorec ligandu sa.

Obrazek 25. Molekulova struktura komplexu 65.
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KOMPLEX 66 (Obrazek 26):
[Cu(sa)(H>0)]n

Obrazek 26. Molekulova struktura komplexu 66.

Priprava komplexu 65:

Ve 100 ml horké vody bylo za sou¢asného michani rozpusténo 0,08 mol B-alaninu a
0,08 mol Cu(CH3;COO),-H,O. Poté byl opét za soucasného michani pfidan roztok
salicylaldehydu, ptipraveny rozpusténim 0,08 mol salicylaldehydu v 80 ml ethanolu. Vznikly
tmavée zeleny roztok byl po dobu 1 hodiny michan pfi teploté 60 °C. Poté byl roztok ochlazen
na pokojovou teplotu. Po jednom dni se vytvotily tmavé zelené krystaly, které byly néasledné

odfiltrovany, promyty malym mnozstvim ethanolu a vysuSeny na vzduchu.

Priprava komplexu 66:

V 50 ml horké vody bylo za sou¢asného michani rozpusténo 0,04 mol B-alaninu a 0,04
mol Cu(CH3COO),H,0. Poté byl opét za souc¢asného michéani ptidan roztok salicylaldehydu
pfipraveny rozpusténim 0,04 mol salicylaldehydu ve 20 ml ethanolu. Vznikly tmavézeleny
roztok byl po dobu 1 hodiny michan pfi teploté 80 °C. Poté byl roztok ochlazen na pokojovou

teplotu. Po jednom dni se vytvofily tmavézelené krystaly, které byly nasledné odfiltrovany.

Antidiabeticky Uc¢inek komplexti 65 a 66 byl stanoven screeningovou metodou, pfi
které byla za pouziti alloxanu vyvolana v téle mysi hyperglykémie napodobujici pozdni fazi
diabetes mellitus typu 1. Alloxan je toxickym analogem glukdzy, ktery selektivné nici
pankreatické B-buiikky produkujici inzulin. Timto zpGsobem u hlodavcl vyvolany diabetes

(nazyvany téz ,,alloxanovy diabetes*) je vysoce podobny lidskému diabetu I. typu.
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Hladina glukézy v krvi byla stanovovana u lécené skupiny mysi a u kontrolni skupiny
(nelécené mysi) béhem prvnich péti dnti po aplikaci cytotoxické davky alloxanu. Skupiné
lécenych mysi byla po davce alloxanu aplikovdna také davka antidiabetické latky, ktera
inaktivuje volné radikaly zplsobené alloxanem a udrzuje stalou hladinu glukoézy v krvi.
Lécené mysi byly rozdéleny na 3 rtzné skupiny podle typu aplikovaného léc¢iva. Jako
antidiabetické 1é¢ivo byly pouzity komplexy 65 a 66. Jako standard latka TROLOX® (ve
vodé¢ rozpustny analog vitaminu E). Vysledky in vivo testovani (Tabulka 23) ve zna¢né mite
odpovidaly vysledklim ziskanym in vitro testy, coz se shoduje s navrhovanym mechanismem
ucinku alloxanu (pfi jeho plsobeni v organismu hlodavct vznikaji volné radikaly).

U obou komplexii (65 1 66) byla prokdzana vyznamna antioxidacni a antidiabeticka
aktivita. Tyto vysledky poukazuji na moznost vytvoreni biologicky aktivnich potravinovych
doplnkt, jako prevence pied nemocemi zpiisobenymi oxidacnim stresem, kam se tadi také jiz

zminovany diabetes mellitus.[38]

Tabulka 23. Hodnoty hladiny glukozy v krvi mysi po aplikaci komplexii 65 a 66.

Hladina glukoézy v krvi (mM)
Slou¢enina 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den
65 [Cuy(sa),(H,0)]-H,0 5,50 6,10 6,80 7,40 6,50
66 [Cu(sa)(H,0)]n 8,04 6,80 8,40 8,90 8,10
TROLOX® 6,20 8,80 10,20 11,00 10,20
Kontrolni skupina mys$i 7,85 29,40 31,28 30,60 32,46

Alloxan — 1,3-diazinan-2,4,5,6-tetron (Schéma 52)
TROLOX® — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromen-2-karboxylova kyselina (Schéma 53)

o) CH4
)k HO 0
HN NH
OH
0 0 e 0~ CH;,
o) CHj

Schéma 52. Strukturni vzorec alloxanu. Schéma 53. Strukturni vzorec Troloxu.
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KOMPLEX 67 (Schéma 54):
[Cuy(p-HL?)4CL]CL-2H,0

HN
H
H3C
3 \ N \N
@]
cl < |
N\ 2
N
N\ \ | N7 NH
NH— \N—Cu|/ >:§‘ /_Q
— ’ Cu—__
/ N NH
HN N | \ \ /
\/ N N\ N O\
(/ | \> cl CHg
N N
H
NH
@]
HeC™
Schéma 54. Strukturni vzorec komplexu 67.
KOMPLEX 68:
_CHj
[Cuy(p-HL®),CL]CL-2H,0 o
Strukturni vzorec ligandu HL® je zobrazen ve Schématu 55.
NH
NZ~ | N\>
Schéma 55. Strukturni vzorec ligandu HL®. k\N

Iz
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KOMPLEX 69:
[Cuz(p-HL)(p -C1);Cly]

2T

N~

g )
\Cu Cl
Cl— CU\CI

Z

—

Nz
Wi

_~N

Schéma 56. Strukturni vzorec komplexu 69.

KOMPLEX 70:
[Cua(p-HL)z(n -C1);Cly]

Strukturni vzorec ligandu HL' je zobrazen ve Schématu 57.

CH,

|
0

o

CH;
NH

N~ | N\>
N
N N
H
Schéma 57. Strukturni vzorec ligandu HL'.
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Piiprava komplexu 67 a 68:

2 mmol 2-methoxy-6-(benzylamino)purinu (komplex 67), popiipadé¢ 4-methoxy-6-
(benzylamino)purinu (komplex 68) byly suspendovany ve 20 ml HCl o koncentraci 0,1
mol-I"". Tato suspenze byla piidana k roztoku, ktery byl piipraven rozpusténim 1 mmol
CuCl,2H,0 ve 20 ml HCI o koncentraci 0,1 mol-1"". Reakéni smés byla michdna po dobu 6
hodin pii teploté¢ 60 °C. Ziskany svétle modry praskovy produkt byl z roztoku odfiltrovan,
promyt malym mnozstvim HCI (¢ = 0,1 mol-I""), destilované vody, ethanolu a diethyletheru.

Promyty produkt byl vysusen pii 40 °C pod infralampou.

Piiprava komplexu 69 a 70:

1 mmol 2-methoxy-6-(benzylamino)purinu (komplex 69), poptipadé 2,3-dimethoxy-6-
(benzylamino)purinu (komplex 70) byl suspendovan v 10 ml ethanolu. Tato suspenze byla za
stalého michani ptidana k roztoku, ktery byl ptipraven rozpusténim 1 mmol CuCl,-2H,O v 10
ml ethanolu. Po 6 hodinach michani a zahtivani (50 °C) reak¢éni smési se vytvoftil zluto-zeleny
prasek. Ten byl odfiltrovan, promyt malym mnoZstvim ethanolu a diethyleheru a vysuSen pfi

40 °C pod infralampou.

Komplexy 67-70 byly podrobeny in vivo testovani. Princip testovaci metody je shodny
s metodou pouzitou pro testovani komplexti 65 a 66, kdy byl pouzit alloxan pro vyvolani
diabetu u mys$i. Hodnoty hladiny glukézy v krvi mysi, naméfené béhem péti dnil, jsou
uvedeny v Tabulce 24. Z provedenych testi vyplyva, ze komplexy 68 a 70 velmi dobie
chranily pankreatické bunky mysi pfed ucinky alloxanu a jeho metabolickych produkti,

ptedevsim pak pted vysoce reaktivnim hydroxylovym radikélem.[39]

Tabulka 24. Hodnoty hladiny glukozy v krvi mysi po aplikaci komplexii 67- 70.

Hladina glukdzy v krvi (mM)
Sloucenina 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den
67 [Cuy(p-HL®),CL,]Cl,-2H,0 4,7 73 16,3 17,3 17,4
68 [Cuz(u-HL6)4Clz]Clz-2H20 5,1 7,2 7,4 7,8 8,1
69 [Cuy(p-HLS),(n -C1),Cl,] 52 6,3 7.8 8,9 9.4
70 [Cuy(p-HL),(p -C1),Cl,] 4,6 7.4 6,8 7,2 7,7
Kontrolni skupina mysi 5,1 8,0 7,7 8,6 9,2
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2.3.4. Antimikrobialni aktivita

.....

silny antimikrobidlni ucinek. To znamend, Zze je schopna inhibovat rist nebezpecnych
patogenii jako jsou bakterie, plisn¢, fasy, houby a viry. Méd’ je v soucasné dobé soucasti
mnoha riiznych antimikrobidlnich produkti v zemédélstvi, ndmotnictvi, zdravotnictvi a
v domacnostech. Je aktivni slozkou ustnich vod, zubnich past a 1éki. Mechanismus, jakym
méd’ patogeny nici neni pfesné znam. Ovsem probihajici studie naznacuji, ze inaktivace virt
je zpusobena interakci médi s bilkovinnymi slozkami virového fagu, pii které dojde k jeho
oxidativnimu znic¢eni. V nékterych ptipadech mize méd’ inhibovat takovou bilkovinu viru,
kterd je pro néj zivotn¢ dilezitou. Napiiklad na HIV-1 protedzu, ktera je nezbytnd pro
replikaci viru HIV, se méd’ navaze a zpusobi tak jeji celkovou inaktivaci.

Zpusob niceni bakterii (neni také pfesn¢ znam) bude ziejmé zalozen na schopnosti
iontlh médi narusit osmotickou rovnovéahu bakteridlni buniky a také zplsobit unikani drasliku a
glutamatu skrz vnéj$i membranu bakterie.[40]

Z hlediska méd’natych komplexnich sloucenin vykazuji velmi dobrou antibakteridlni a
protiplisiovou aktivitu komplexy, jejichz soucasti jsou N-donorové heterocyklické ligandy
jako 2,2’-bipyridin, 1,10-fenanthrolin a 2,2’-dipyridylamin.[41] Jako ptiklad takovéto
slouCeniny lze uvést komplex 71, ktery v testech prokazal Sestnactkrat vétsi aktivitu proti
bakteriim Escherichia coli (E£. coli) nez bézné pouzivané antibakteridlni lé¢ivo Hpr-

norfloxacin (pfedepisovano piredevsim pii zanétech mocovych cest).
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Pro pfiblizeni problematiky tykajici se antimikrobialniho uc¢inku médnatych
komplext, jsem na ukazku vybral nasledujicich 12 sloucenin. Tyto latky byly testovany jak
na antibakteridlni aktivitu (grampozitivni i gramnegativni bakterie), tak také na protiplisiiovou

aktivitu (houby, kvasinky).

KOMPLEX 71 (Obréazek 27): o)
[Cu(pr-norf)(bpy)Cl]

Obrazek 27. Molekulova struktura komplexu 71.

Piiprava komplexu 71:

0,4 mmol Hpr-norf bylo rozpusténo v 10 ml methanolu. K tomuto roztoku bylo
pfiddno 0,4 mmol CH3;ONa a 15 ml methanolického roztoku, ktery obsahoval 0,4 mmol
CuCl,-2H,0. Poté byl ptidan jesté roztok piipraveny rozpusténim 0,4 mmol bpy v 15 ml
methanolu. Reakéni smés byla ponechana 1 hodinu pod zpétnym chladiCem pfi teploté varu
rozpoustédla. Objem modrého roztoku byl zredukovan asi na 10 ml a ponechdn pomalu se
odparovat. Ziskané modrozelené krystaly odpovidaly pozadavkiim pro rentgenovou strukturni

analyzu.

Komplex 71 byl spolu s ligandy Hpr-norf a bpy testovan na antimikrobialni aktivitu

proti Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) a Pseudomonas aeruginosa
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(P. aeruginosa). Schopnost latek inhibovat tyto mikroorganismy byla vyjadiena pomoci

minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Z Tabulky 25 lze vycist, ze komplex 71 vykazuje

podstatné lepsi antimikrobialni aktivitu nez volné ligandy Hpr-norf a bpy. Nejvice aktivni je

komplex proti bakteriim rodu E. coli.[42]

Tabulka 25. Vysledky testovani antimikrobidalni aktivity pro komplex 71.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (pg-ml™)
Sloudenina E. coli P. aeruginosa S. aureus
Hpr-norf 4.0 4.0 16,0
bpy 256,0 256,0 256,0
71 [Cu(pr-norf)(bpy)Cl] 0,25 8,0 8,0

KOMPLEX 72 (Schéma 58):

[Cu(pr-norf),(H,0)]

HaC CHs
N~> (N
<—N F F N—>

OH,
N _ 0 O— N
/ _ ~. _ \
HaC /Cu CH,
0 0

Schéma 58. Strukturni vzorec komplexu 72.
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KOMPLEX 73 (Schéma 59):

[Cu(PPA),(H0)]
H H
N~> (N
- )
N N
N% \ /%\N
OH,
N 0 O— N
H3C/_ — >Cu/ — _\CH3
0 o
o o

Schéma 59. Strukturni vzorec komplexu 73.

KOMPLEX 74 (Schéma 60):
[Cu(PPA)(phen)Cl]

Schéma 60. Strukturni vzorec komplexu 74.
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KOMPLEX 75 (Schéma 61):
[Cu(pr-norf)(phen)Cl]
HsC

%

Schéma 61. Strukturni vzorec komplexu 75.

KOMPLEX 76 (Schéma 62):

[Cu(PPA)(bpy)Cl]
H
B,
-
N
N% \
cl | N
/N \’ AN
H3C /Cu
\ X
o |
=

Schéma 62. Strukturni vzorec komplexu 76.
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KOMPLEX 77 (Schéma 63):

[Cu(PPA)(bpyam)Cl]
H
B
Q
N
N N
Cl N| y
[ —O\‘ /
HsC /Cu NH
@)
0 \N N
|
=

Schéma 63. Strukturni vzorec komplexu 77.

KOMPLEX 78 (Schéma 64):
[Cu(pr-norf)(bpyam)Cl]
HsC

i
0

N F
X
cl N|
=
N —O0
/T \i/
3 / u NH
O \
o N| N
=

Schéma 64. Strukturni vzorec komplexu 78.
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Piiprava komplexu 72:

K 15 ml methanolického roztoku, ktery obsahoval 0,4 mmol Hpr-norf, bylo ptidano
0,4 mmol CH3;ONa. Dale byl pfidan roztok pfipraveny z 10 ml methanolu a 0,2 mmol
CuCl,-2H,0. Reakéni smés byla ponechana 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em pfi teploté varu
rozpoustédla. Poté byl roztok zfiltrovan a nechan pomalu odpatovat. Po n¢kolika dnech se
z roztoku vyloucily malé svétle modré krystalky. Ty byly odfiltrovany, promyty methanolem

a vysuseny.

Priprava komplexu 73:

K 15 ml methanolického roztoku, ktery obsahoval 0,4 mmol HPPA, bylo ptfidano 0,4
mmol CH3;ONa. Dale byl pfidan roztok pfipraveny z 10 ml methanolu a 0,2 mmol
CuCl,-2H,0. Reakéni smés byla ponechana 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em pfi teploté varu
rozpoustédla. Poté byl roztok zfiltrovan a nechan pomalu odpatovat. Po né¢kolika dnech se
z roztoku vyloucily malé modrozelené krystalky. Ty byly odfiltrovany, promyty methanolem

a vysuseny.

Priprava komplexu 74:

0,4 mmol HPPA bylo rozpusténo v 15 ml methanolu. Poté bylo k tomuto roztoku
ptfidano 0,4 mmol CH3ONa. Po 30 minutach michani byl pfidan methanolicky roztok (10 ml)
s 0,4 mmol CuCl,-2H,0. Nakonec byl po kapkach ptidan methanolicky roztok (10 ml) s 0,4
mmol phen. Reakéni smés byla ponechana 1 hodinu pod zpétnym chladi¢em pfi teploté varu
rozpoustédla. Objem vzniklého modrého roztoku byl zredukovan a roztok ponechan pomalu

odparovat. Odpafenim rozpoustédla byly ziskany malé modrozelené krystalky.

Priprava komplexu 75:
Komplex byl ptfipraven stejnym zpisobem jako komplex 74, pouze misto HPPA bylo

pouzito 0,4 mmol Hpr-norf. Konecnym produktem syntézy byly malé modrozelené krystaly.
Priprava komplexu 76:

Komplex byl pfipraven stejnym zpiisobem jako komplex 74, namisto phen bylo

pouzito 0,4 mmol bpy. Kone¢nym produktem syntézy byly malé modrozelené krystaly.
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Piiprava komplexu 77:
Komplex byl ptipraven stejnym zpusobem jako komplex 74, phen byl zaménén za 0,4

mmol bpyam. Koneénym produktem syntézy byly malé¢ modré krystalky.

Priprava komplexu 78:
Komplex byl pfipraven stejnym zplsobem jako komplex 74. Pouze bylo namisto
HPPA pouzito 0,4 mmol Hpr-norf a namisto phen pouzito 0,4 mmol bpyam. Koneénym

produktem syntézy byly malé tmavé modrozelené krystalky.

Komplexy 72-78 byly spolu s pouzitymi ligandy testovany na antimikrobialni aktivitu
proti grampozitivnim (S. aureus) a proti gramnegativnim (E. coli a P. aeruginosa)
mikroorganismiim. Schopnost sloucenin inhibovat tyto mikroorganismy byla vyjadiena
pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Z Tabulky 26 lze vycist, ze komplexy,
jejichz soucasti je ligand pr-norf vykazuji ze vSech testovanych komplext nejvyssi aktivitu.
Nejvétsi inhibice mikroorganismit byla zpozorovana u komplexu 72, konkrétn¢ proti

bakteriim rodu E. coli.[43]

Tabulka 26. Vysledky testovani antimikrobidlni aktivity pro komplexy 72-78.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (ug-ml’l)
Slouc¢enina E. coli P. aeruginosa S. aureus

HPPA 64,0 64,0 16,0
Hpr-norf 4,0 4,0 16,0

phen 32,0 32,0 32,0

bpy 256,0 256,0 256,0

bpyam 1024,0 1024,0 1024,0
72 [Cu(pr-norf),(H,0)] 0,5 8,0 8,0
73 [Cu(PPA),(H,0)] 8,0 8,0 16,0
74 [Cu(PPA)(phen)Cl] 4,0 4,0 8,0
75 [Cu(pr-norf)(phen)Cl] 2,0 0,25 16,0
76 [Cu(PPA)(bpy)Cl] 8,0 16,0 8,0
77 [Cu(PPA)(bpyam)Cl] 16,0 16,0 32,0
78 [Cu(pr-norf)(bpyam)Cl] 4,0 4,0 8,0
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KOMPLEX 79 (Schéma 65):

[Cu(clof),(ron),]
O OH
CHj
0] P
LAY
o S
/ \N// CH /@/CI
—_— O
@)
HO CHj
@)

Schéma 65. Strukturni vzorec komplexu 79.

KOMPLEX 80 (Schéma 66):

[Cu(clof);(caf)]
HaG Q
o) CH
oJH T T
NP
0
N 0
CHa \
Cl CHs
CH, Cu
| // CH c
O N N 3
XN
Y | \> ¢! /©/
N 0
HsC N CHs
\ 0
5 CHa

Schéma 66. Strukturni vzorec komplexu 80.

KOMPLEX 81 (Obréazek 28):
[Cu(clof);(na),]
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Obrazek 28. Molekulova struktura komplexu 81.

Priprava komplexu 79:

Cu(clof), byl pfipraven reakci vodného roztoku klofibratu sodného (0,01 mol)
s vodnym roztokem siranu médnatého (bezvody), které byly smichany v molarnim poméru
2:1 (ligand:kov). Poté byl roztok nechidn stat pii pokojové teplot¢ az do vzniku
zelenomodrych krystall. Ty poté byly promyty studenou vodou a vysuSeny pii pokojové
teploté.

Komplex 79 byl pfipraven tak, ze k methanolickému roztoku obsahujicimu 0,01 mol
Cu(clof), byl pfidan nadbytek pyridin-3-ylmethanolu. Reakéni smés byla zahtata, poté
zfiltrovana a nechana stat pii pokojové teploté. Vznikly modry produkt byl kvilli znecisténi

ligandem ptekrystalizovan v methanolu.

Piiprava komplexu 80:

Komplex byl pfipraven pfidanim 0,01 mol kofeinu k horkému methanolickému
roztoku, ktery obsahoval 0,01 mol Cu(clof),. Smés byla michana, za horka zfiltrovana a poté
nechana vychladnout na pokojovou teplotu. Vznikly zeleny produkt byl ptekrystalizovan

v methanolu za zisku zelenych krystalk.
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Piiprava komplexu 81:

K methanolickému roztoku obsahujicimu 0,01 mol Cu(clof), byl pfidan nadbytek

nikotinamidu. Reakéni smés byla zahtata, poté zfiltrovana a nechéna stat pfi pokojové teplot¢.

Vznikly modry produkt byl kvili znec€isténi ligandem piekrystalizovan v methanolu.

Komplexy 79-81 byly spolu spouzitymi ligandy testovany na protiplisiovou

(antifungicidni) aktivitu proti vldknitym houbam (Rhizopus oryzae, Botrytis cinerea,

Alternaria alternata, Microsporum gypseum) a proti kvasinkdm (Candida parapsilosis,

Candida albicans). Schopnost sloucenin inhibovat tyto mikroorganismy byla vyjadiena

pomoci minimalni inhibiéni koncentrace (MIC). Z Tabulky 27 lze vy¢ist, ze komplex 81 je

nejucinnéjSim z testovanych komplext proti vlaknitym houbam. Proti kvasinkdm vykazovaly

nejvetsi aktivitu komplexy 80 a 81.[44]

Tabulka 27. Vysledky testovani protiplisnové aktivity pro komplexy 79-81.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (pg-ml™)

Sloucenina R, . B, A. M. C'. . C
oryzae cinerea | alternata| gypseum | parapsilosis | albicans

Hclof >10 > 10 >10 5 >5 >5

ron >10 > 10 >10 > 10 >5 >5

caf > 10 >10 > 10 <25 >5 >5

na > 10 >10 >10 >10 >5 >5
Cu(clof), > 10 >10 > 10 <25 >5 >5

79 [Cu(clof),(ron),] >10 > 10 > 10 <5 >5 >5
80 [Cu(clof)(caf)] 5 10 > 10 <25 >5 5
81 [Cu(clof),(na),] <125 > 10 > 10 <5 >5 5
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2.3.5. Protiparazitni aktivita

Onemocnéni zpusobend parazity jsou v dneSni dobé celosvétové zavaznym
problémem. Nejvice ohrozené jsou tropické a subtropické oblasti. I pfes zavaznost tohoto
problému je v soucasnosti proti témto onemocnénim, ktera jsou zpiusobena parazity,
vynakladano velice malo usili i finan¢nich prostfedki. VéEtSina dnes pouzivanych 1é¢iv byla
vyvinuta pfed nékolika desitkami let a jejich ucinek byva velice proménlivy. Tato 1é¢iva maji
zavazné nezadouci U¢inky, jsou drahd, vyzaduji dlouhodobou 1é¢bu a neni vylouceno, Ze si
parazit proti 1éCivé latce vytvoii rezistenci. Z tohoto divodu je cilem vyzkumnych tymu
vytvofit novd, U€inn4, levna a bezpecna 1éCiva, kterd by se pouzivala k 1é¢bé leishmaniozy,
trypanosomiazy a malarie.[45]

Malarie je v soucasnosti nejzavaznéjsim a nejhife 1é¢itelnym onemocnénim, které je
zpusobeno parazity. Touto nemoci je infikovano vice jak 200 miliont lidi, z nichz kazdoro¢né
3 miliony této zakeiné infekci podlehnou. Podle odhadi Svétové zdravotnické organizace je
40 % veskeré populace maldrii bezprostfedné ohrozeno. Situace je zhorSena jesté tim, ze
organismus parazita odpovédného za tuto nemoc (Plasmodium falciparum) si vytvoftil proti
vetsing bézné pouzivanych antimalarickych latek rezistenci. Z tohoto divodu je nezbytné
vytvorit novd UCinnd a selektivni antimalarika. Pfikladem takto biologicky aktivnich latek
jsou médnaté komplexy, ve kterych jako ligandy figuruji naptiklad derivaty pyridin-2-
karboxamidrazonu. Jedna se o latky se silnym antimalarickym G¢inkem.[46]

Leishmani6za (souhrnné oznaceni pro skupinu onemocnéni zptisobenych parazity rodu
Leishmania) se fadi mezi tropické choroby. Tento typ onemocnéni se hned po malarii fadi
dal§ich 350 miliond lidi z 88 rlznych zemi svéta je ji bezprosttedné ohrozeno. Nakazit se
mohou pfi kontaktu s bodavym hmyzem, ktery slouzi jako pienase¢ prvoki rodu Leishmania.
Nemoc se muze projevit ve tfech riznych formach (kozni, mukokutanni a vnitini), pticemz
dostupnd 1éciva nejsou ucinnd proti vnitini formé, kterd témét ve vétsing piipadd konci

fatalné.[47]
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Pro ukazku protiparazitn¢ aktivniho méd’natého komplexu jsem vybral slouceninu, ve
kter¢ je ligandem derivat jiz zminéného pyridin-2-karboxamidrazonu. Tento komplex
vykazuje silny antimalaricky uc¢inek a mohl by tak byt soucésti nové vyvijenych 1é€iv, proti

24

neexistuje rezistence.

KOMPLEX 82 (Obrézek 29):

[ N

[Cu(atpka)Cl]

Obrazek 29. Molekulova struktura komplexu 82.

Priprava komplexu 82:

Komplex byl pfipraven smichdnim ethanolického roztoku  pyridin-2-
karboxamidrazonu a ethanolického roztoku CuCl,-2H,0 v molarnim poméru 1:1. Smés byla
ponechana 1 hodinu pod zpétnym chladi¢em pii teploté varu rozpoustédla. Vznikly produkt
byl po ochlazeni z roztoku odfiltrovan a vysusSen ve vakuu. Rekrystalizaci z acetonitrilu byly

ziskany hnédé krystaly vhodné pro rentgenovou strukturni analyzu.

Komplex 82 byl testovan na schopnost antimalarického ¢inku, konkrétné na aktivitu
proti Plasmodium falciparum (kmen 3D7). Uginnost komplexu byla vyjadiena pomoci
efektivni davky EDso. In vitro testy naméfend hodnota efektivni davky &ini 0,13 pg-mI™. Pro
porovnani, hodnota EDsy pro chlorochin (b&Zn& pouzivané antimalarikum) je 0,01 pg-ml™.
Pouzivany chlorochin vykazuje vyss§i ucinnost, ovSem ve vétSin€ oblasti svéta je mnoho

kment Plasmodia falcipara proti této latce rezistentni.[46]
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Chlorochin — N'-(7-chlorochinolin-4-yl)-N,N-diethylpentan-1,4-diamin (Schéma 67)

CHj
CHj (
)\/\/N
HN ﬁ

CH

AN 3
=

Cl N

Schéma 67. Strukturni vzorec chlorochinu.

-83 -



3. Experimentalni ¢ast

Tato bakalafska prace je predev§im praci resSersni, a proto je jeji stézejni ¢asti st
teoretickd. Experimentalni nadstavbou byla syntéza a charakterizace komplexnich sloucenin
medi se dvéma riiznymi N-donorovymi heterocykly v koordinacni sféfe. Na zakladé vysledka
testovani biologické aktivity komplexli prezentovanych v teoretické ¢asti jsem se pokusil o
ptipravu néckolika podobnych médnatych komplexnich sloucenin obsahujicich 1,10-
fenanthrolin a rGzné derivaty N6-benzylaminopurinu, u kterych lze ocekavat biologickou
aktivitu.[48, 49] Tyto nové koordinacni sloueniny by mély rozsitit sadu Cu(Il) komplext jiz

ptipravenych na Katedfe anorganické chemie, PfF UP v Olomouci.
3.1. Pouzité chemikalie a pristroje

Pro ptipravu Cu(Il) komplext byly pouzity nasledujici latky: 1,10-fenanthrolin, 2,2’-
bipyridin (Lachema); Cu(CH3;COQ),-2H,0, Cu(ClO4),-6H,O (Aldrich); methanol, ethanol,
25 % roztok NHj (Penta). Derivaty N6-benzylaminopurinu byly pfipraveny Skolitelem dle
postupu popsanym v literatute. [50, 51]

Pripravené latky byly charakterizovany C, H, N chemickou analyzou prvka
(analyzator EA-1108, Fisons Instruments), mid/far infracervenou spektroskopii (FT-IR
spektrometr Nexus 670, ThermoScientific), UV/VIS spektroskopii (UV-VIS spektrometr
Lambda40, Perkin-Elmer) a vodivostnim méfenim (konduktometr Cond 3401/SET, WTW).

3.2. Priprava komplexu

Komplexy byly pfipravovany riznymi postupy srdznymi moldrnimi poméry
reaktantl, kdy byl roztok ptislusného derivatu N6-benzylaminopurinu (Bap) v methanolu ¢i
ethanolu smichan s roztokem médnaté soli a s 2,2'-bipyridinem ¢i 1,10-fenanthrolinem.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny syntézy nevedly k ziskani chemicky cisté latky, budou zminény
pouze komplexy, u kterych bylo pomoci fyzikalné-chemickych technik prokdzano, ze jsou
chemickymi individui. Protoze se nepodafilo pfipravit krystal pouzitelny pro rentgenovou

strukturni analyzu, byly pfipravené latky charakterizovany pouze neptimymi metodami.
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KOMPLEX A:
[Cu(H,0)2(3CI1-Bap),(phen)]-CH;0H

KOMPLEX B:
[Cu(H,0):(4Cl1-Bap),(phen)|-2CH3;0H

KOMPLEX C:
[Cu(H,0),(30CH;-Bap),(phen)]-2CH;0H

Obecny strukturni vzorec komplext A, B, C je zobrazen ve Schématu 68.

Schéma 68. Obecny strukturni vzorec komplexii A, B, C (kde R = CI, OCHj3)

Priprava komplexu A, B, C:

K 30 ml methanolického roztoku 2 mmol R-Bap piipravené¢ho pii teplot¢ 50 °C
(pomoci ultrazvukové 14zn€) bylo pfidano 0,5 ml 25 % roztoku amoniaku a k této smési byl
poté pomalu pfilévan roztok 1 mmol octanu méd’naté¢ho v 10 ml methanolu. Do vzniklého
roztoku byl pfisypan pevny 1,10-fenanthrolin (1 mmol). Reakéni smés byla michana do

vychladnuti na laboratorni teplotu a poté nechana volné krystalizovat. Ziskané tmavézelené
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mikrokrystaly byly izolovany na frité, promyty diethyletherem a vysuSeny v exsikatoru

(Schéma 69).

R
+ Cu(CH,C00),2H,0 + //
NH H,O —N N=
MeOH
N XN

L S NH,OH

N~ "N [Cu(H,0),(L),(phen)]nMeOH

Schéma 69. Obecna priprava komplexii A, B, C (kde R = CI, OCHj).

3.3. Charakterizace komplext

Chemicka analyza prvkii:
Vysledky chemické analyzy prvka (C, H, N) jsou uvedeny v Tabulce 28. Nalezené

hodnoty zastoupeni prvki jsou v pomérné dobré shodé s hodnotami vypoctenymi.

Tabulka 28. Vysledky chemické analyzy prvkii pro komplexy A, B, C.

Sloucenina C vyp./nal. | H vyp./nal. | N vyp./nal.
A [Cu(H,0),(3Cl-Bap),(phen)|-CH;0H 53,59/54,20 4,13/4,02 20,27/20,06
B[Cu(H,0),(4C1-Bap),(phen)]-2CH;OH 52,99/53,53 4,45/435 19,52/18,98
C [Cu(H;0),(30CH;-Bap),(phen)]- 2CH;0H 56,36/55,86 5,20/4,89 19,72/19,14

Infracervena spektroskopie:

Mgfeni infradervenych spekter komplexii ve stiedni oblasti (4000 — 400 cm™) bylo
provedeno KBr technikou. Vibrace vazeb organické ¢asti molekuly byly nalezeny 3440 cm™
(v(N-H)), 1640 cm™ (v(C=N)), 540, 1500 a 1450 cm™ (v(C-C)), 1255 cm™ (V(Coy-O) u
komplexu C) a 1120 cm™ (v(Cq4-C1) pro komplexy A a B).[52] Mid/IR spektrum komplexu A

znazoriuje Obrézek 30.
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Obrazek 30. Mid IR spektrum komplexu A.

Far IR spektra byla méfena Nujolovou technikou v oblasti vinoétd 600—150 cm™.
V této oblasti byly sledovany vibrace vazeb mezi centdlnim atomem médi a donorovymi
atomy ligand, které byly nalezeny pti ca 440 cm™ (v(Cu-0)), 310 cm™ (v(Cu-Ng,,)) a 280

cm’ (V(Cu-Nphen)).[53, 54] Far/IR spektrum komplexu B znazornuje Obrazek 31.

0.720

0.640
0.560 v(Cu-N) —

0.480 V(CU-O)

0.400
0.320

0.240

0.160

0.080

0.000
450 400 350 300 250

Vinoéet (cm™)

Obrézek 31. Far IR spektrum komplexu B.
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UV/VIS spektroskopie:

Elektronova (UV/VIS) spektra a vodivosti byly méfeny u 10° molarnich roztokd
komplexit v DMF. V elektronovych spektrech bylo nalezeno maximum pii vinové délce ca
560 nm, které odpovida d-d prechodim médnatych komplext.[55] Typické spektrum
znazoriiuje Obréazek 32. Z hodnot namé&fenych vodivosti (32 - 44 S-cm® mol” pfi 25 °C)

vyplyva, Ze se jedna o komplexni neelektrolyty.[56]

0.80
0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
0.50
0.45

A 0.40
0.35
0.30
0.25
0.20 d-d
0.15
0.10

0.05

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
VInova délka (nm)

Obrazek 32. Roztokové elektronové spektrum komplexu C.

Z divodu absence vhodného monokrystalu jsme neméli moznost ovéfit strukturu
komplexti pomoci rentgenové strukturni analyzy, objasnili jsme jejich slozeni pomoci
vysledki ziskanych z nepfimych metod. Na zptsob koordinace derivatu N6-
benzylaminopurinu lze usoudit na zdklad¢ struktury podobnych komplexti, které byly na
Katedie anorganické chemie, PtF UP v Olomouci jiz v minulosti pfipraveny a u nichz byla
pomoci rentgenové strukturni analyzy zjisténa koordinace ptes N9-donorovy atom purinového

skeletu.
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4. 7.aveér

V ramci literarni reSerSe bylo vybrano a popsano celkem 82 koordina¢nich sloucenin
médi s N- a S-donorovymi ligandy. Na zaklad¢ biologické aktivity byly tyto komplexy
rozdéleny do 5 raznych podkapitol, znichz nejobsahlejsi je kapitola zabyvajici se
protinadorovou aktivitou (obsahuje 53 biologicky Uc¢innych latek). Kazda z prezentovanych
sloucenin byla strukturné popsana, byl zde uveden zpisob jeji pfipravy a byla zhodnocena
mira jeji biologické aktivity. Vysledky nékterych testl jsou natolik slibné, Ze nabizeji Sanci,
aby n¢které z téchto komplexti byly vyuzity v klinické praxi.

Naptiklad komplexy 1 a 2 byly jiz pfi velmi nizké koncentraci vysoce ucinné proti
bunkam hepatocelularniho karcinomu, adenokarcinomu ledvin a rakoviné plic. V porovnani
s cisplatinou byly tyto komplexy téméf az desetindsobné ucinngjsi. Proto je lze povazovat za
kandidaty pro vyvoj novych chemoterapeutik. Rovnéz velmi vyznamnou aktivitu prokazal
komplex 12. Tato latka prokazala i¢innost proti dvéma typlim nédorovych bunék slinivky
btisni. O tomto onemocnéni lze fici, Ze je nejhorSim typem rakoviny. Je totiz velice Spatné
1éc¢itelnd a pro jeji vyléceni neexistuji vhodnad chemoterapeutika.

Pro dalsi studium se velice hodi komplexy 27 a 28, které vykazuji neobycejnou
aktivitu proti leukemickym bunkam. K 1é¢bé dnes tak casté rakoviny prsu by bylo mozné
vyuzit biologickou aktivitu komplexu 43. Pro vyvoj novych silnych protinddorovych farmak
je velice vhodny komplex 50. Tato latka totiz pii testovani dokazala z vice jak 97 % inhibovat
buiiky rakoviny zaludku. A to jiZ pfi koncentraci 10™ mol-1".

Velice nizka toxicita a vynikajici schopnost inhibovat zanéty je typickd pro komplex
57. Vynikajici vysledky pfi testech prokazaly také komplexy z podkapitoly o antidiabetické,
antimikrobidlni a protiparazitni aktivit¢. Vyhodou vétSiny zde vyjmenovanych komplext je,
ze jsou netoxické (nebo pouze mirné toxické) vici zdrave tkéni, narozdil od nékterych latek,
které se pti dnesni 1é€beé pouzivaji.

V ramci experimentalni ¢asti se podatilo pfipravit a zakladnimi nepfimymi metodami
zcharakterizovat tfi Cu(Il) komplexy, ve kterych jako ligandy vystupuji 1,10-fenanthrolin a
ruzné derivaty N6-benzylaminopurinu. Jednd se o jednojaderné oktaedrické komplexy

s chromoforem CuN402. Vzhledem k pouZitym ligandim a centralnimu atomu lze tyto
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komplexy také povazovat za potencidlné¢ biologicky aktivni. To se bohuzel prozatim

nepodafilo prokézat, protoze testovani téchto latek je stale ve fazi experimentu.
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S. Summary

Copper has been recognized to be an essential trace metal for living organisms since
the late 1930°s. This metal is present in all human organs and tissues (in liver, brain, bosom,
stomach, blood, bile and others). Copper is a cofactor for crucial enyzmes. These include
cytochrom c¢ oxidase (the terminal enzyme in electron transport and respiration), Cu/Zn
superoxide dismutase and ceruloplasmin (which deal with superoxide and other potentially
damaging radicals), as well as tyrosinase (producing melanin pigment), lysyl oxidase (which
cross-links elastin and collagen), dopamine-monooxygenase (necessary for catecholamine
production) and peptidyl glycine a-amidating monooxygenase (required for modification of
neuropeptide hormones).

Copper is also active against germs, parasites and fungi. Some of copper complexes
show an antioxidant, antidiabetic, anticancer and antiinflammatory effect. These complexes
could be suitable for use in medicine.

This bachelor work represents a summary of Cu(Il) complexes with N-, S-donor
ligands, which exhibit antitumour, antioxidant, antiinflammatory, antidiabetic, antimicrobial
and antiparasitic activity. There are described structures, preparation and results of biological
testing of 82 biologically active Cu(Il) complexes in the theoretical part. Many of these
complexes are useful in clinical practice for their low toxicity. They often have better
effectivity than commonly used medicaments. The experimental section of this work contains
preparation and characterization of Cu(Il) complexes prepared by the author. These
complexes are mononuclear and octahedral. They contain 1,10-phenanthroline and N6-

benzylaminopurine derivatives as the ligands in the coordination sphere.
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6. Seznam pouzitych zkratek

CDs

LDs
MIC

EDs

Koncentrace latky, kterd je potfebna k dosazeni 50% bunécné smrti.
Koncentrace latky, pfi které se snizi absorbance 1é¢enych bunék
vzhledem k buiikdm referen¢nim (nelécenym) o 50 %.

Letalni davka (smrtelna davka pro 50 % bun¢k).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (udava minimalni koncentraci
antimikrobialni latky, kterd viditeln¢ inhibuje riist izolovanych
mikroorganismi).

Efektivni davka, pti které je zpozorovana 50% inhibice riistu parazita.

(pozn. Vsechny zkratky jsou razeny postupné, tak jak se nachazeji v textu)

phen

sal (salH>)
bpy

BZA (BZAH)
RSHCI
SMDTC
PyDT
NH4[PyNCS;]
Na[(CHj3),NCS;]
DMDT

nsa

nhmb

ndhb

nhbb

t-Bu

sac

NNS’

NNS”
NNS’*”

1,10-fenanthrolin

salicylat (kyselina salicylovd)

2,2 -bipyridin

benzodat (kyselina benzoova)

R-sarcosinhydrochlorid (RO(O)CCH,N(CH3)H, CI")
S-methyldithiokarbazat

pyrrolidin dithiokarbamat

amonna sil pyrrolidin dithiokarbaméatu

sodna sil N, N-dimethyl dithiokarbamatu

N,N-dimethyl dithiokarbamat

Schiffova baze nimesulidu a salicylaldehydu

Schiffova baze nimesulidu a 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehydu
Schiffova baze nimesulidu a 2,3-dihydroxybenzaldehydu
Schiffova baze nimesulidu a 2-hydroxy-3,5-difert-butylbenzaldehydu
tert-butyl (1,1-dimethylethyl)

sacharindtovy anion
S-benzyl-B-N-(2-acetylpyrid-2-yl)methylendithiokarbazat
S-benzyl-B-N-(2-benzoylpyrid-2-yl)methylendithiokarbazat
S-benzyl-B-N-(6-methylpyrid-2-yl)methylendithiokarbazat
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Ns!

NS’
dienSS
dienOO
2a-5mt
HDpT
HDp4mT
HDp4eT
HDp44mT
HDp4pT
HDp4aT
Et;N
maltol
phendion
dppz
bpg

HL'
DMSO
EtOH
TBZH

2-PyBZIMH

BZAH
NQTS
PQTSC
hzkta
dptaS
dpta
appc

atpc
ATICAR
ppmn

S-methyl-B-N-(2-furylmethyl)methylendithiokarbazat
S-methyl-B-N-(5-methyl-2-furyl)methylendithiokarbazat
Schiffova baze diethylentriaminu a 2-thiofenkarboxaldehydu
Schiffova baze diethylentriaminu a 2-furaldehydu
2-amino-5-methylthiazol

dipyridylketon thiosemikarbazon

dipyridylketon 4-methylthiosemikarbazon

dipyridylketon 4-ethylthiosemikarbazon

dipyridylketon 4,4-dimethylthiosemikarbazon
dipyridylketon 4-fenylthiosemikarbazon

dipyridylketon 4-allylthiosemikarbazon

triethylamin

3-hydroxy-2-methyl-4 H-pyran-4-on
1,10-fenanthrolin-5,6-dion

dipyrido[3,2-a:2",3"-c]fenazin
4b,5,7,7a-tetrahydro-4b,7a-epiminomethanoimino-6H-
-imidazo[4,5f][1,10]-fenanthrolin-6,13-dion (bipyridylglykoluril)
2,4-diiodo-6-((pyridin-2-ylmethylamino)methyl)fenol
dimethylsulfoxid

ethanol

2-(4’-thiazol)benzimidazol (thiabendazol)
2-(2-pyridyl)benzimidazol

kyselina benzoova

1,2-naftachinon thiosemikarbazon

fenanthrenchinon thiosemikarbazon
(2E,2'E)-2,2'-(butan-2,3-diyliden)bis(hydrazinkarbothioamid)
Schiffova baze dipropylentriaminu a thiofen-2-karboxaldehydu
dipropylentriamin
N'-(2-acetylpyridin)pyridin-2-karboxamidrazon
N'-(2-acetylthiofen)pyridin-2-karboxamidrazon
5-amino-1-tolylimidazol-4-karboxylat

1-[3-(2-pyridyl)pyrazol-1-ylmethyl]naftalen
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HL’
amtpt
H,N9-ABS
SALSC
HL’

HL*
2a-2tzn
dienNN
Mesdien
2-tpca
2-tpaa
NaBPhy
2-fa

pa

sa

HL’

HL*

HL'
Hpr-norf

HPPA

bpyam
Hclof
ron
caf

na
atpka
DMF

1,4-dihydro-4-amino-3-(2-pyridyl)-5-thioxo-1,2,4-triazol
4-amino-5-methylthio-3-(2-pyridyl)-1,2,4-triazol
N-(9H-purin-6-yl)benzensulfonamid

salicylaldehyd semikarbazon
N-2-(5,6-dimethylbenzothiazol)toluensulfonamid
N-2-(6-chlorobenzothiazol)benzensulfonamid
2-amino-2-thiazolin

Schiffova baze diethylentriaminu a pyrrol-2-karboxaldehydu
N, N, N', N",N"’- pentamethyldiethylentriamin
thiofen-2-karboxylova kyselina

thiofen-2-octova kyselina

tetrafenylborat sodny

furan-2-karboxylova kyselina

pyridin-2-karboxylova kyselina (pikolinova kyselina)
N-salicyliden-B-alanin

2-methoxy-6-(benzylamino)purin
4-methoxy-6-(benzylamino)purin
2,3-dimethoxy-6-(benzylamino)purin
1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(4-propyl-1-piperazinyl)-3-
chinolinkarboxylova kyselina (Hpr-norfloxacin)
8-ethyl-5-0x0-2-piperazin-1-yl-5,8-dihydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylova kyselina

2,2’ -dipyridylamin

ethyl 2-(4-chlorofenoxy)-2-methylpropanoat (klofibrat)
pyridin-3-ylmethanol (ronicol)
1,3,7-trimethyl-1H-purin-2,6(3H,7H)-dion (kofein)
pyridin-3-karboxamid (nikotinamid)
N'-2-acetylthiofen-pyridin-2-karboxamidrazon

dimethylformamid
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