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1. UVOD

Rakovina je v dne$ni spolecnosti stadle fenoménem, na ktery se i pfes mnohé snahy
v nespoctu provedenych vyzkumi nedaii najit patficnou odpovéd’ a kazdorocné ma na
svédomi umrti velkého poctu lidskych jedincii. NejvyznamnéjSim léCivem soucasnosti,
které se prokazalo svym vyraznym protinadorovym uc¢inkem u mnoha typt rakoviny, je
bezpochyby cisplatina s mnozstvim jejich derivatd [1]. Nevyhodou téchto 1€ku je vSak
vyskyt negativnich vedlejSich ulinkti a zejména postupny nastup rezistentnich jevi,
snizujici ucinnost takto provadéné 1éCby. Zejména kvuli témto faktorim je mozné
pozorovat neustale nariistajici tendence usilujici o nalezeni dalsi ucinné latky, ktera by se
odliSovala v mechanismu ptisobeni a byla schopna doplnit nebo nahradit protinddorovou
terapii provadénou cisplatinou.

Tato bakalafskd prace se veénuje jedné ze skupin alternativ cisplatiny, a to
slouceninam, ve kterych vystupuje atom ruthenia jako centralni atom potencidlné u€innych
polosendvic¢ovych komplexti.

Teoreticka ¢ast této prace popisuje kontext historického vyvoje této tiidy sloucenin,
vedouci az k aktudlnim trendim, o které se opirda i experimentalni Cast této prace

zamé&tujici se na syntézu Ru'l komplexii s N,P-donorovymi ligandy.

Cile této bakalaiské prace:

1. Vypracovat literdrni reSer§Si zaméfenou na polosendviCové komplexy ruthenia
obsahujici P-donorové ligandy a jejich biologickou a katalytickou aktivitu.

2. Pokusit se o piipravu sloucenin obecného vzorce [Ru(n®-pcym)(L)CI]PFe,
kde pcym = p-cymen a L = pfisluSny N, P-donorovy ligand.

3. Charakterizovat vhodnymi analytickymi metodami pfipravené slouceniny, a to ve
spolupraci s vedoucim prace a dalS$imi zaméstnanci katedry anorganické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

4. Interpretovat a zpracovat ziskané vysledky - ve spolupraci s vedoucim prace - formou

bakalatrské prace o rozsahu 35-45 stran.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ruthenium

Ruthenium, objeveno roku 1844 na Kazanské univerzit¢ Karlem Ernstem
Clausem, patii do VIIL.B. skupiny periodického systému, konkrétnéji do triady lehkych
platinovych kov, a to spole¢né s prvky rhodiem a palladiem. Jedna se o uslechtily kov,
pro né¢jz je charakteristicka variabilita oxidacnich stavi, se znaCnym sklonem k tvorbé
komplexnich sloucenin, coz z chemie tohoto kovu do znaéné miry d€lad chemii
komplexni [2].

Ruthenium je kovem za normalnich podminek dosti nereaktivnim, u kterého je
ve sloucenindich mozno dosdhnout vysokého, ne zcela bé&zného, oxidacniho stavu
+VIII, ktery odpovida elektronové konfiguraci d°. U takovychto latek je typickd vysoka
redoxni stilost a z hlediska ndroc¢nosti procesu jejich ptipravy téz relativné snadna
dostupnost. Vyssi stabilitou ale oplyvaji téz slouceniny ruthenia s oxidac¢nim cCislem
+VI a +IV. U ruthenia jsou vSak popsany i dal$i oxidac¢ni stavy v rozmezi mezi +VIII
az po -II.

Ruthenium disponuje schopnosti tvorby dvou oxidl, a to oxidu ruthenicité¢ho
(Ru0O3) a oxidu ruthenicelého (RuO4). Oxid ruthenicity je modrocerna krystalicka latka
vznikajici spalovanim praskovitého ruthenia ¢i chloridu ruthenitého (RuCls) v proudu
kysliku [3]. Tento oxid je ve vodé i v kyselindch nerozpustny a pfi redukci vodikem
pfechdzi na samotny kov. Oxid rutheniCely je naopak t&€kava kapalina zluté barvy
s teplotou varu 40 °C, jejiz struktura je tvorena tetraedrickymi molekulami RuOs.
Ptiprava této slouceniny je nejsndze uskuteCnitelna oxidaci roztoku alkalického
ruthenanu nebo ruthenicité soli chlorem v prostfedi alkalického hydroxidu. Vysledna
sloucenina je charakteristicka silnymi oxida¢nimi G€inky a nachylnosti k explozivnimu
rozkladu.

U ruthenia téZ muiZeme zaznamenat vyskyt dvou, ve vys$i mife stalych
oxoaniontii, konkrétné ruthenanti (RuO4>") a ruthenistanii (RuO4’). Ruthenany, které se
vyznacuji zelenym zbarvenim, je mozno pfipravit tavbou kovového ruthenia nebo
oxidu ruthenicitého se smési hydroxidu a dusi¢nanu alkalického kovu, pfi¢emz jsou
u nich zaznamendny oxidacni ucinky. Pfi rozpu$téni ruthenant ve vod€ dochazi ke
vzniku ¢ervené zbarveného roztoku, kdy pfi okyseleni dochdzi ke vzniku ruthenistand,

coz je zpusobeno disproporcionaci ruthenant.



S pomérn¢ stdlymi sloueninami ruthenia se mizeme setkat téz u latek, ve
kterych se vyskytuje v niz§ich oxidac¢nich stavech +II a +III. U oxida¢niho ¢isla +III je
z hlediska halogenidii nejlépe prozkouman chlorid ruthenity, ktery jakozto bezvody
existuje ve dvou formach. Prvni z nich - oznacovana jako B - je tmavé hnéda latka,
kterou je mozné piipravit zahfivdnim kovového ruthenia v atmosféfe CO a Cl2 na
330 °C. Pti zahtati B-RuClz v proudu Clo na 450 °C prechazi na formu a-RuCls.
Hydratovany RuCl3-3H2O vznikd rozpousténim RuOs4 v kyseliné chlorovodikové
a naslednym odpatfenim vzniklého roztoku v proudu chlorovodiku. Tento trihydrat pak

hydrolyzuje za soucasné oxidace atomu ruthenia na Ru'Y Zpét na Ru'

jej prevadime
opétovnym odparenim v proudu chlorovodiku. Takto pfipraveny produkt se vyuziva
jako vychozi latka pro pfipravu dalSich sloucenin ruthenia a byl pouzit i v této
bakalafské praci. U oxida¢niho ¢isla +II stoji za zminku existence disulfidu RuS», ktery
je mozné ziskat z roztoku pfi srazeni sulfanem, ve form¢ ¢ernohnédé srazeniny. Tento
disulfid je také mozné ziskat ve form¢ Sedé krystalické hmoty procesem zahfivani
RuCls3 v proudu H»S. RuS; mé strukturu pyritu, disponuje polovodicovymi vlastnostmi
a je diamagneticky. Byly pfipraveny také slouceniny, kde se ruthenium vyskytuje
s oxida¢nim c¢islem 0. U takovychto sloucenin patfi mezi nejbéznéjsi monomerni
karbonyl typu [Ru(CO)s], ktery vznikd ptisobenim CO, na praskové Ru pii zvysSené
teploté a tlaku. Je vSak moZné ptipravit také polyjaderné karbonyly jako [Ru2(CO)o]
¢i [Ruz(CO)12].

Ruthenium v elementarnim stavu i ve slouceninach nachazi bohaté uplatnéni pii
pouziti v katalyze. Jako kov se uplatiuje pti hydrogenacénich reakcich napt. hydrogeniaci
alkinG a dienti. Dale pak katalyzuje Fischer-Tropschovu reakci hydrogenace oxidu
uhelnatého na methan nebo naptfiklad hydrogenaci benzenu, ¢i redukci cukri na
polyalkoholy.

U komplexnich slou¢enin ruthenia mizeme ve vétS§in€ vSech piipadd pozorovat
jeho vyskyt v oxidacnich stavech +II, +III a +IV. Ruthenium v oxida¢nim c¢isle +II
tvofi velice stabilni komplexy s m-akceptorovymi ligandy. Tyto ligandy totiZ svou
schopnosti pfijmout elektronovou hustotu z atomu ruthenia umoznuji jeho stabilitu
1vtomto nizkém oxidaénim stupni. Mezi takovéto komplexy patii naptiklad
[Ru(CN)s]* & [Ru(CO)Cly], pticemz byla uskuteénéna i izolace volné kyseliny
H4[Ru(CN)¢]. Byla také ptipravena fada komplext typu [Ru(NH3)sL], kdy L = N», CO,
RCN, SOs*. U komplext ruthenia s oxidaénim &islem +III jsou typickymi ptedstaviteli

napf. komplexy halogenidové, jako je K3[RuFs], vznikajici reakci RuCl3 a KHFo.
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Popsany jsou téz amminkomplexy ruthenité, mezi které téz patii [Ru(NHs3)e>*, vznikajici
oxidaci [Ru(NH3)6]*". Miizeme se zde setkat také s [Ru(NH3)4X2]X, ¢i [Ru(NH3)X3],
kdy X = Cl, Br. Rovnéz byla pozorovana i fada nitrosylovych komplexi, vétSinou typu
RuLs(NO), kuptikladu [Ru(H,0)s(NO)]**, [Ru(NH;3)s(NO)]**, [RuCIs(NO)e]*, ¢&i
[Ru(CN)s(NO)]*.

2.2. Bioanorganicka chemie ruthenia

2.2.1. Prvotni znamky protinadorové aktivity

Protinadorové aktivni latky na bazi komplexii ruthenia patii v dneSni dob¢é mezi
jedny z nejperspektivnéjSich a nejintenzivnéji zkoumanych neplatinovych 1€¢iv,
pfi¢emz v soucasnosti maji své zastupce v procesu aktivniho klinického testovani [1,4].
Prvni zminkou o jisté protinddorové aktivité slou€enin ruthenia zaznamenali roku 1931
Collier a Krauss, kdyz implantovali Ehrlichtv karcinom do téla bilé mysi a nasledné
analyzovali efekt jednorazového podani substance, obsahujici smés sloucenin riznych
pfechodnych kovii, na vyvoj tumoru. U slouc¢eniny ruthenia, konkrétné u Csz2[RuClg], se
prokdzala dosti vyznamna aktivita, podporujici inhibici rGstu vzniklého tumoru.
Zaveérem této studie vSak byla hypotéza, kterd poukazovala na fakt, Ze pozitivni efekt
vyzdvihuje také roli ligandd a jejich prostorového uspofadani. O dal§i posun v této
problematice se zaslouzil objev, ve kterém byl popsan aktivni rist filamenth
u Escherichia coli, jez byl zptisoben interakci s Ru'! komplexem [Ru(NH3)4C1(OH)]CI.
Tento test, tykajici se vyvolani ristu filamentl u E. coli, které bylo zptsobeno inhibici
bunééného déleni, byl dfive v této problematice hojné vyuZivan. U téchto ranné
pfipravenych sloucenin se pfedpokladalo, Ze dany pozitivni efekt je zplisoben vyhradné

interakci komplexu s molekulami DNA [5].

2.2.2. Poptavka po ucinnych komplexech ruthenia a jejich obecné vlastnosti

V roce 1978, ve kterém byla cisplatina oficialn€ klinicky schvalena jako 1é¢ivo
a byl také objasnén mechanismus jejiho protinddorového ucinku, se pravé molekula
DNA pokladala jako primérni bunécny cil cisplatiny a dalSich cytotoxickych komplexii
prechodnych kovu [1]. Ackoliv se cisplatina prokéazala v oblasti protinadorové 1écby
velmi pozitivnimi vysledky, zejména v ptipadech rakoviny plic, hlavy, vaje¢nik, krku

a jicnu, tak pro chemoterapii provadénou timto léCivem je charakteristicky néstup

10
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1éc¢iva, které vede az k neefektivité¢ dané 1écby [6]. Dale pak cisplatina a jeji derivaty
disponuji jistou bunécnou toxicitou, kterd zptisobuje nezadouci vedlejsi ucinky jako je
periferni neuropatie ¢i vypadavani vlast. Diky témto jevim se dostavaji do popiedi
stale vetsi snahy o nalezeni 1éCiva, které by nahrazovalo, ¢i pripadné dopliovalo
cisplatinu v 1é¢ebné terapii [1].

Plivodnim zdmérem syntézy ucinnych slou¢enin ruthenia sice bylo 1é¢ivo, které
by mélo mimikovat cisplatinu jak v mechanismu puasobeni, tak v ucinku, avsak
rozdilnost mechanismu plsobeni, kterou se vykazovaly pozdéji pfipravené slouceniny
ruthenia, se prokdzala velmi vyhodnou z hlediska ptedstav o synergistickém pulsobeni
1é¢iv.

Mezi obecné vyzdvihované pozitivni vlastnosti sloucenin ruthenia patii zejména
moznost hexa-koordinace centralniho atomu a tomu odpovidajici oktaedricky tvar
komplext, pfi¢emz vyznamna je také jejich vyssi tendence k redoxnim reakcim nez ta,
kterou disponuje cisplatina a jeji pfislusné derivaty. Déle pak pii studiu mechanismii
sloucenin, které byly pfipraveny v posledni dekadé, bylo pozorovano, Ze primarnim
cilem téchto komplext jsou proteiny, a ne DNA, jako je tomu u cisplatiny.

Obecné se ruthenium v potencialné ucinnych slouceninach vyskytuje ve dvou
hlavnich oxidac¢nich stavech, a to +II a +III [6]. Teoreticky moZné jsou také slouCeniny
v oxidacnim stavu +IV, av8ak vyskytuje se u nich problém s vy$§i mirou nestability.

Vétsinou plati, 7e termodynamickd a kinetickd stabilita Ru'"

komplext je nizsi
v porovnani s Ru'' komplexy a kinetika hydratace komplexi zavisi znaénou mérou na

povaze koordinovanych ligand.

2.2.3. Objev cytotoxickych vlastnosti Ru'' komplexii

Dalsi proces hledani u¢innych sloucenin vedl nejdiive k syntézdm nejriznéjsich
komplext ruthenia v oxida¢nim ¢isle +III, které vychéazely z vySe zminéného komplexu
[Ru(NH3)4+CI(OH)]CI, kdy po vzoru cisplatiny byly syntézy zaméfeny zejména na praci
s chloro a amino ligandy. Pfi studiu sloucenin fac-[RuCl3(NH3)3] a [RuCl2(DMSO)4]
byl znovu pozorovan rust filamentl E. coli zpisoben inhibici bunééného déleni. Pii
piipravé slouceniny [Ru(NH3)s(Pur)]Cls, pak byla poprvé pozorovana a popséna teorie
tzv. aktivace redukci, kdy tato hypotéza predpoklada, Ze substituéné inertni Ru'!

komplexy jsou aktivovany pravé redukci na komplexy Ru'" v prostiedi butiky. Redukce

z Ru'™ na Ru" totiz snizuje m-akceptorové vlastnosti kovu, coz vede k ¢aste¢né labilizaci

11



vazby s m-donorovymi ligandy jako jsou ligandy chloridové a vede k usnadnéni
hydrolyzy a tim i k aktivaci dané slouceniny. Komplexy piisobici timto mechanismem
navic poskytovaly jistou miru selektivity, jelikoz redukce je v hypoxickém prostredi
nadoru usnadnéna, pfiCemz dulezitymi faktory aktivace jsou také pH a koncentrace
glutathionu.

Snahy o syntézu ucinnych sloucenin nakonec vyustily v objev dvou slibnych
Ru'! skupin komplext, pfi¢emz do prvni z nich fadime naptiklad komplexy KP1019,
¢i NKP-1339 a k druhé tfidé fadime komplexy NAMI, ¢i NAMI-A. (NKP-1339 je
v soucasnosti klinicky testovano a nachazi se na pomezi prvni a druhé faze tohoto
testovani.)

Slouceniny ruthenia patfici do vySe zminéné prvni skupiny disponuji vysokym
protinadorovym potencidlem, ktery je zaloZen jak na silné vazbé k sérovym proteinim
jako je albumin ¢i transferin, tak na jiz zminéné aktivaci v reduktivnim prostiedi
tumoru [5]. Pfedpoklada se, ze redoxni aktivita téchto sloucenin ruthenia predstavuje
jednu z hlavnich vlastnosti, ktera je zodpovédna za narusSeni bunécné redoxni rovnovahy,
v disledku ¢ehoz dochéazi k zastaveni bunécného cyklu ve fazi G2/M, zablokovani

syntézy DNA a k indukci apoptdzy pres mitochondridlni drahu.

2.23.1. KP418

Prvotné zkoumanou latkou v této oblasti byl komplex obsahujici imidazol

snazvem ICR (KP418; Obr. 1), ktery prokazal aktivitu oproti urCitym typim

------

vysledky 1€€by v porovnani s tehdy pouzivanymi 1é¢ivy, zejména pak s cisplatinou.
Konkrétné u kolorektdlniho karcinomu implantovaného do krys, kde byla cisplatina
zcela neaktivni, inhiboval KP418 rlst nadoru s uspéSnosti vyssi nez 90 %. Tento

pozitivni efekt byl vSak doprovazen 26 % ztratou hmotnosti a 10 % tmrtnosti [1,5].

HN -
&)
N H*
Cl Flvlu In -Cl (_Nﬁ
" ~ \
Cl | d
N NH
™
{7
NH
Obr. 1: Strukturni vzorec KP418 (pfevzato z [5])
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2.23.2.  KP1019

Redukci vedlejsich ucinktt KP418, avSak ptfi uchovani ptislusné protinddorové
aktivity, bylo dosazeno ptipravou indazolového analogu KP418 s komerénim ndzvem
KP1019 (Obr. 2), ktery se prokazal jako velmi ucinny pii 1é¢bé modelu rakoviny
tlustého stieva u krys, kdy na zaklad¢ této slibné aktivity bylo KP1019 podrobeno
preklinickému testovani in vitro proti Cerstvé ziskanym modellim lidského karcinomu.
U KP1019 bylo na zakladé¢ testti predpoklddano, ze specificka naddorova aktivita je
zapti¢inéna vazbou na krevni proteiny a na zaklad¢ preklinické zpravy bylo poukdzano
na fakt, ze KP1019 je schopno dosédhnout klinické aktivity proti riznym typim néadort.
Pozdéji pak bylo prokdzano, ze KP1019 indukuje apoptézu prostiednictvim
mitochondridlni drahy v bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu, coz bylo
detekovano ztratou potencidlu mitochondridlni membrany [7]. V roce 2006 pak
KP1019 ptekrocilo pfedbéznou fazi I. klinického testovani a bylo tehdy povazovano za
nejslibnéjsiho predstavitele na rutheniu zalozenych protirakovinnych 1é¢iv. Tato latka
se dale ve studii s eskalaci davky v rdmeci klinického testovani prokazala velmi nadéjnymi
vysledky, kdy v této brzké fazi klinickych test byla u péti ze Sesti pacientli dosazena
stabilizace onemocnéni s nulovymi vedlejSimi efekty [8]. Tito pacienti, s riznymi typy
tumort, byli 1é€eni postupné navySovanymi davkami KP1019 od 25-600 mg dvakrat
tydné po dobu tfi tydnl, pficemz nebyla zaznamendna zadn4 toxicka limitni davka [9].
U maximalni davky vSak nemohla byt toxicita posouzena zcela objektivné, a to kvili
nedostatecné rozpustnosti, kterd limitovala mnozstvi 1€ku, jeZ bylo pro interakci
vyuzito. Dilezitym zavérem studie byla stabilizace adenokarcinomu tlustého stfeva,

karcinomu jater a jazyka.

Obr. 2: Strukturni vzorce KP1019 a NKP-1339 (ptevzato z [5])
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2.2.3.3. NKP-1339

Nejnovéjsim reprezentantem vyse zminéné prvni tiidy sloucenin je NKP-1339,
sodny analog indazoliové soli KP1019 [1,5]. Vyménou indazolového kruhu za sodik
byla 30x zvySena rozpustnost této slouceniny ve vodé, diky cemuz také tato latka
v soucasnosti podstupuje pfechod k druhé fazi klinického testovani [10]. Nedavna
studie, uskute¢nénd pomoci rentgenové absorpéni spektroskopie, poukazala na fakt, ze
NKP-1339 ziistava v oxida¢nim stavu +III i v nasledujicich 24 hodinach po injektaci do
mys$i nesouci sledovany karcinom, coz podtrhuje vhodnou redoxni stabilitu tohoto
1é¢iva [1]. V prvni fazi klinického testovani byla tato latka podavana pacientim kazdy
1., 8. a 15. den v 28-dennim cyklu, pficemz byl pozorovan vyskyt horecky nebo
zimnice pfi davkich nad 420 mg/m?, zatimco davka uréujici limitni toxicitu byla
stanovena na 625 mg/m?. Ve vétsing piipadd viak byly nezddouci G¢inky spojeny
s nevolnosti, unavou a zvracenim. VSechny popsané nezadouci ucinky byly
charakterizovany jako akceptovatelné a nebyly zaznamenany zadné potize tykajici se
hematologické toxicity, ¢i neurotoxicity. Pfi samostatné 1écbé kolorektalniho
karcinomu touto latkou a zejména pak pti 1é€b& plicnich a gastrointestindlnich
neuroendokrinnich nadortt byla pozorovéna stagnace ve vyvoji tohoto onemocnéni
[11]. Navic byl dokumentovan také synergicky efekt NKP-1339 s klinicky schvalenym
inhibitorem tyrosinkindzy, konkrétné sorafenibem, kde se tento efekt prokazal pfi

testech in vitro i in vivo. [5,12]

2.234. NAMI-A a NAMI

Diky velmi inspirativnimu vyvoji KP418 a KP1019 vznikly tendence tykajici se
pfipravy ruthenitych komplexid obsahujicich DMSO, které vyustily v syntézu
slouceniny s nazvem NAMI-A (Obr. 3) [5]. Tato latka se prokazala zejména svou
odliSnou aktivitou, ktera primarné nebyla spojena se zacilenim na primarni tumor jako
je tomu u KP1019, ¢i naptiklad u cisplatiny, diky prakticky nulové cytotoxicité viici
bunkdm takového primarniho tumoru. V ramci prvnich in vivo testd, které byly
provadény na mySich, byla pozorovadna velice nadéjna selektivni aktivita u plicnich
metastazi. Velmi vyznamnym zjiSténim pfi tomto pozorovani byla redukce pouze
metastdzi s absenci redukce ristu primarniho tumoru. Zna¢ny nedostatek cytotoxicity
oproti buntkdm pevnych nadort s velkou pravdépodobnosti souvisi s rychlou

extracelularni transformaci NAMI-A, pficemZ metabolity tohoto léCiva interaguji
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zejména s bunéénymi st€énami a jsou jen minimalné pfijimany bunikami, coz bylo
pozorovéano pii in vitro studiich. NAMI-A je prvni na rutheniu zalozena sloucenina
s protinadorovou aktivitou, u niz se studium dostalo az do faze klinického testovani na

lidskych jedincich [13].

/ NH
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Ru Na /Q\
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0=S~CHj
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Obr. 3: Strukturni vzorce NAMI a NAMI-A (ptfevzato z [5])

Roku 1999 tato latka podstoupila prvni fazi klinického testovani, které mélo za
ukol ur¢it maximalni tolerovanou davku, mozné vedlej$i ucinky a limitni toxicitu
u pacientll s lokalizovanymi nadory. Dale pak méla byt hodnocena farmakokinetika po
podani léciva a predbéznad protinddorova aktivita. Dospélym pacientim s pevnym
tumorem byla tedy poddvana NAMI-A infuzi po dobu péti dni v ramci tii tydnd.
Testovano bylo celkem 24 subjektl, pficemz v jednom piipadé bylo dosazeno velice
uspokojivého vysledku, a to stabilizace progresivni rakoviny plic po dobu 21 tydni.
Zavér studie vyhodnotil 1é¢bu jako bezpecnou ve vySe zminéném intervalu s denni
davkou 300 mg/m? [14].

Po prvni fazi nésledovalo né&kolikaleté testovani na pomezi prvni a druhé faze,
které se zamétovalo zejména na pacienty s vyskytem plicnich karcinomil, konkrétné na
kombinovanou 1écbu s gemcitabinem. Vyzkum byl opét zaméfen na maximalni
tolerovanou davku, limitni toxickou davku, farmakokinetiku a farmakodynamiku
NAMI-A pii této kombinované 1¢¢bé. Pivodné planovany 28-denni cyklus musel byt
kvali ¢astému vyskytu neutropenie ve tretim tydnu 1écby zkracen na 21 dni, zatimco
maximalni tolerovani ddvka v tomto zkraceném cyklu byla stanovena na 450 mg/m?.
Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky patiila neutropenie, anémie, zvySené hodnoty jaternich
enzymu, zvraceni, Unava a rendlni toxicita. Zavérem pak bylo deklarovano, ze
kombinovand 1écba s gemcitabinem je u pacientll s plicnim karcinomem méné aktivni,
v porovnani s prvnim cyklem 1écby gemcitabinem samotnym [15].
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Diky tomuto neuspéchu je v soucasnosti dal$i finan¢ni podpora pro opétovny
vstup do klinického testovani této latky dosti neredlnd. NAMI-A nicméné bylo prvnim
lécivem, které se dostalo az do druhé faze klinického testovani [13]. Prvni zminky
o jisté protinadorové aktivité tohoto komplexu vSak sahaji do obdobi roku 1992, kdy
probihalo studium sodného analogu NAMI-A, oznacovaného jako NAMI. Pozdé&jsi
nahrada sodné soli soli imidazolia byla provedena z diivodu snadnéjsi syntézy a lepsi

stability v pevném stavu, kterou prave tato sul poskytovala.

2.2.4. Ru'' slouéeniny jako novy fenomén

V devadesatych letech minulého stoleni zacaly vznikat snahy o pfipravu pfimo
uginnych Ru!' slougenin, které by nevyzadovaly reduktivni aktivaéni krok [1].
V pocatcich sice byla pozorovana u takovychto sloucenin jista biologicka aktivita,
avSak byl zde znacény problém se stabilitou téchto komplexli. Zlomem v této
problematice byly syntézy s N-heterocykly, které stabilizuji nizky oxidacni stav
ruthenia v téchto slouceninach a ptfiprava prvni takovéto slouceniny, konkrétné
[Ru'l(azpy).Clz], kde azpy je 2-fenylazopyridin. U a-izomeru této chirdlni slou¢eniny
byly prokdzany slibné in vitro vysledky proti prsnim nadorovym liniim, pfi¢emz tato
latka disponuje cytotoxicitou stejnou jako v pfipad¢ cisplatiny, a to v kontrastu k velice
malo cytotoxickym B a y izomerim [16]. Z tohoto jevu bylo vyvozeno, Ze zvysSena
cytotoxicita byla zavinéna pravé specifickou cis-konformaci chloro ligandf. Nizka
rozpustnost tohoto komplexu vSak nedovolovala in vivo testovani.

Dalsi vyvoj vedl k praci s ligandy poskytujici potfebnou stabilizaci oxida¢niho
stavu, konkrétné mS-arenovymi ligandy, které poskytly idedlni chemické vlastnosti
z hlediska o-, m-donor/m-akceptorovych vlastnosti [1]. Kromé& zminéného arenového
ligandu (ar) jsou na centralnim atomu pfitomny tfi dal$i volna vazebnd mista. Vysledna
tetraedrickd sloucenina je poté obecné stabilni a rozpustnd ve vodném prostiedi. Jejich
charakter poskytuje znacny prostor pro optimalizaci jak z hlediska biologické aktivity,
tak z hlediska minimalizace vedlejSich efektd [17]. Mechanismus tucinku téchto
polosendvicovych sloucenin vSak neni zalozen na ptedeslé teorii aktivace redukci, ale
na aktivaci pouhou vymeénou ligandii. Tato tfida organokovovych protirakovinnych
sloucenin patii do zatim nejpokrokovejsi generace téchto latek a jejich vyzkum a vyvoj
v soucasnosti spada do oblasti s nejvysSim potencidlem [1].

Mezi dvé nejvyznamnéjsi skupiny zastupct téchto latek patii mnoZina komplext

RAPTA, konkrétn& pak [Ru(n®-ar)(PTA)X:], kde PTA= 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan
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amnozina komplexti RAED, konkrétné [Ru(n®-ar)(en)Cl]+, kde en = ethylen-1,2-

diamin.

2.2.4.1. RAPTA komplexy

V piipadé¢ polosendvicovych sloucenin tiidy RAPTA milizeme pozorovat
charakteristickou strukturu ,,pianové stolicky*, kde jsou tfi koordina¢ni mista ruthenia
obsazeny mn°-koordinovanym arenovym ligandem, ktery slouzi ke stabilizaci Ru!
oxida¢niho stavu. Dalsi koordina¢ni misto je zabrano amfifilnim PTA ligandem,
piicemz zbyla dvé koordinacni mista jsou obsazena relativné labilni vazbou s chloro
ligandy. Monodentatné¢ vazany PTA ligand lze zde povazovat za nositele vlastnosti,
které odlisuji RAPTA komplexy od ostatnich Ru polosendvi¢ovych komplext
z hlediska protinddorové aktivity. Prvni dokumentovanou RAPTA strukturou byla
[Ru(n®-pcym)Cl2(PTA)], pozdéji oznacovana jako RAPTA-C (pcym = p-cymen) (Obr.
4). Tato sloucenina pii testovani prokazala specifickou schopnost degradovat DNA na
zéaklad¢ pH, kdy tak ¢ini jen pfi pH niz§im nez 7 a dale pak dobrou rozpustnost ve vodé
[1,18]. Pravé tato aktivace lé¢iva mirné kyselym pH se ukdzala jako potencidlné
vyhodna pro zacileni na nédorové buiky, kvuali hypoxickému prostftedi v takto
postizené tkani.

Dale byly u RAPTA-C a jejich analogii s bromo a jodo ligandy zkoumény
antibiotické a antivirdlni vlastnosti, pfi¢emz byl zaznamenan urc€ity stupeil antibiotické
aktivity [19]. Uroven aktivity viiéi konkrétnim mikrobtim se ukazala byti vzdy spojena
s typem odstupujici skupiny halogen ligandu. Poskozeni DNA, zptsobené jednotlivymi
RAPTA komplexy pfi in vitro testovani, se prokazala jako nesouvisejici s antimikrobidlni
aktivitou, coz poukazuje na mechanismus cytotoxicity, ktery neni zaloZeny na interakci
s DNA. Pii studiu inkubace RAPTA-C s E. coli bylo vypozorovano, ze dochazi
k formovani specifickych interakci mezi proteiny a atomem ruthenia, coZ potvrzuje
teorii predpokladajici, Ze aktivita téchto sloucenin je zaloZena na interakci s proteiny.
V ramci studie, ktera se zabyvala hydrolytickym profilem slou¢eniny RAPTA-C bylo
pozorovano Zze RAPTA-C podléha rychlé hydrolyze ve vodném roztoku s nizkou
koncentraci NaCl (4 mM). Pti koncentraci 100 mM, ktera odpovida koncentraci v krvi,
vSak byla hydrolyza potlacena. Podrobnéjsi studie sloucenin RAPTA-C a RAPTA-B
([Ru(n®-benzen)CI2(PTA)]), uskute¢néna za fyziologickych podminek s nizkou
koncentraci chloridu (5 mM), poukazala na nejbohatsi vyskyt ([Ru(m’-aren)CI(H.0)(PTA)]")
formy komplexu RAPTA v takovémto prostfedi. V mens$i mife pak byly pfitomny také
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formy [Ru(n®-aren)(OH)(H20)(PTA)]" a [Ru(n®-arene)Clo(PTA)]. Na zakladé t&chto
zjisténi lze predpokladat, ze slouceniny RAPTA, podobné jako cisplatina, budou
aktivovany do vice reaktivni ([Ru(n®-aren)CI(H.O)(PTA)]") formy jen v prostiedi
s nizkou koncentraci chloridl, jako je intracelularni prostor. Lze tedy vyvodit, Ze
komplex je v méné u¢inné chloridové formé prepravovan krevni plazmou a lze jej tedy
pokléadat za potencidlni prolécivo.

V in vitro testech prokazaly RAPTA slouceniny aktivitu proti bunéénym liniim
rakovinovych buné¢k mysiho adenokarcinomu TS/A, zatimco cytotoxicita vici
nerakovinné bunécéné linii lidské prsni zldzy HBL-100 nebyla pozorovéna
v koncentracich do 0,3 mM, coz poukazuje na selektivitu vii¢i nadorovym bunkam
[20]. Dv¢ slou€eniny ttidy RAPTA, konkrétné RAPTA-T a RAPTA-Im, se prokazaly
selektivnim cytotoxickym ucinkem vici TS/A bunééné linii v porovnani s linii HB-
100. Pfi pouziti Me-PTA ligandu obsahujicich RAPTA slouceniny byla prokazana
cytotoxicita vici obéma témto bunécnym liniim. V in vivo studiich sloucenin RAPTA-
C a RAPTA-B, které byly provadény na mysich nesoucich karcinom prsu, nebyla ani
jedna z téchto sloucenin aktivni proti primdrnimu nadoru, avSak obé& slouceniny byly
ucinné pii snizovani poctu a hmotnosti pevnych plicnich metastazi, pochdzejicich
z primarniho nadoru. Tyto vysledky tedy poukédzaly na znalny antimetastazovy
potencial RAPTA sloucenin. Slibné vysledky, jimiZ se prokazala slouc¢enina RAPTA-T,
tykajici se zejména vysoké selektivity vic¢i rakovinnym bunéénym liniim, nasledné
odstartovaly sérii dalSich in vitro a in vivo testovani. Tyto in vitro studie poukdzaly na
inhibici nékterych metastazickych krokt, tykajicich se zeyjména procesu oddéleni od
primarniho tumoru, migrace ¢i invaze a op&tovnad adheze k novému rlstovému
substratu [21]. Bylo dale pozorovano navySovani téchto ucinkd pii ristu bunék na
extracelularnich matricich jako je kolagen IV, ¢i fibronektin a naopak minimalizaci
ucinkl na nespecifickém substratu poly-L-lysinu. Dale byl zaznamenan vyraznéjsi
ucinek pifi pouziti vysoce invazivni rakovinné bunécné linie MDA-MD-231, vuci
neinvazivni MCF-7 nebo nerakovinové HBL-100. ZvySena aktivita pii pouziti
extracelularnich matrici pak naznacila na mechanismus souvisejici s interakcemi
s molekulami buné¢ného povrchu. Studie tedy svym zdvérem deklarovaly selektivni
stupent aktivity vac¢i invazivni rakoviné bunck a metastazickych nadorti. Na zaklad¢
vysledkil byl navrZzen mozny mechanismus fungovani RAPTA-T, poukazujici na zmény
v oblasti cytoskeletu, kdy buiika ztraci pruznost, kterd je potfeba pro proces oddéleni

a opétovného navazani [18,19]. Na zakladé¢ provedenych vyzkumi, jsou dnes
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pfedpokladany jako primérni cil RAPTA sloucenin proteiny, spiSe nez DNA jako je

tomu u cisplatiny.

2.2.4.2. RAED komplexy

Mezi druhou vyznamnou skupinu Ru'' cytotoxicky u¢innych komplexti patii
mnozina slou¢enin RAED (Obr. 4). Tyto na diaminu zalozené Ru' polosendvicové
komplexy fadime mezi novy typ organokovovych protirakovinnych latek. Strategie
zahrnujici koordinaci bidentatniho 1,2-ethylenediaminu a jedné chloridové odstupujici
skupiny ke kov-arenovému zakladu vyustily v syntézu [Ru(n®-ar)(en)CI1]PF¢ sloudenin
[1,4]. U této tfidy sloucenin byly zaznamendny pozitivni vysledky v oblasti aktivity
proti lidskym bunéénym liniim rakoviny vaje¢niku a konkrétné pak u RM175 ([Ru(n®-
bifenyl)(en)C1]PFs) byla prokazana antiproliferacni aktivita srovnatelna s karboplatinou.
U RM175 dale probéhlo in vivo testovani u lidského modelu karcinomu vaje¢niku, kde
RM175 prokazala non-cross rezistenci s cisplatinou a toleranci u vyssich davek, avSak
aktivita RM175 byla ptiblizn¢ polovi¢ni jako u cisplatiny. V testech in vivo pak RM175
vykazovala vyznamné opozdéni riistu nadoru i po jednorazové davce. In vivo testovani
RM175 na antimetastaticky uc¢inek karcinomu prsu prokdzalo jak snizeni ristu
primarniho tumoru, tak 1 celkového rustu sekundarnich néadord. Potencialni
antimetastatickou aktivitu u této slou€eniny podtrhnul proces inhibice formovani
matrixové metalloproteinasy 2. RM175 obsahuje jednu halogenidovou odstupujici
skupinu a véfi se, Ze mechanismus pisobeni je odliSny, nez je tomu u dosud
prozkoumanych sloucenin ruthenia, a spoc¢iva ve schopnosti koordinovat DNA pies N7-
guaninového zbytku. Moznost tvorby vodikové vazby mezi protony v en RM175 a O6-
guanosinem se zdd byt rozhodujicim faktorem, ktery pifi selektivité vitézi nad
pfipadnou vazbou s adenosinem ¢i thymidinem. Aktivace polosendvi¢ového komplexu
RM175 je mozna pouze hydrolyzou vazby Ru-Cl, pficemz bylo zjisténo, Ze Cl/aqua
vymeéna nastava ve vod¢, ale je zpomalovana zvySenou hladinou chloridi v roztoku,

podobné jako je tomu u slouc¢eniny RAPTA-C.
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Obr. 4: Strukturni vzorce RAED-C (A) a RAPTA-C (B) (ptfevzato z [22])

Zavérem lze poznamenat, Ze tfida polosendvi¢ovych Ru'' komplexti typu RAED
patfi mezi moderni typy cytotoxickych sloucenin, které jsou pfipravovany s riznymi
typy bidentatnich ligandd (napt. N,N-, N,O- nebo O,0-). Tato bakalarska prace se
zaméfuje na pfipravu latek tohoto typu, pficemz v ni byly pouzity jednoduché N,P-

donorové ligandy.

2.3. Komplexy s vybranymi /V,P-donorovymi ligandy

Existuje fada koordinac¢nich slou€enin s bidentatnimi N, P-donorovymi ligandy,
vcetné téch, které byly pouzity v pfedlozené praci. Tyto komplexy pak byly prokazany
jako latky vykazujici biologickou aktivitu (napt. komplexy zlata, nikoli vSak ruthenia)
nebo jako katalyzatory nejriiznéjSich reakci (plati i pro komplexy ruthenia).

Komplex [Ru(L1)2CL] (Obr. 5), kde L1 = 2-(difenylfosfino)ethylamin, byl jiz
dokumentovan s ucelem praktického vyuziti v problematice katalyzy, tykajici se
selektivni pfipravy iminli, ¢i amidi dehydrogenacni, kopulacni reakci nejriznéjSich
alkoholii a aminti [23]. Dale komplexy [Ru(n’-Cp*)(L1)CI] (Obr. 5) a [Ru(n®-pcym)(L1)CI]*
jiz také byly v literatufe popsany, pfiCemZ prvni zminény nachdzi své uplatnéni v oblasti
regioselektivni laktonizace nesymetricky substituovanych 1,4-diold [24]. Druhy
zminény komplex je pak mozno pozorovat jako soucast katalytickych reakci, které
nachézi své vyuziti v progresivni oblasti biopaliv budoucnosti (viz nize) [25,26].

U komplexti [Ru(L2)2Cl2] a [Ru(n’-Cp*)(L2)Cl], kde L2=3-(difenylfosfino)-1-
propylamin, je moZné znovu zaznamenat jiz zdokumentovanou pfipravu, pii¢emz
vyuziti je stejné jako v piipadé analogli s [Ru(L1).Clz] a [Ru(n’-Cp*)(L1)CI].
U komplexti [Ru(L3)Clz] a [Ru(n®-pcym)(L3)CI]* (Obr. 5), kde L3=2-(di-terc-

butylfosfino)ethylamin, je mozno opét pozorovat katalytické vyuziti, kdy u prvniho
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nachazime uplatnéni v oblasti achirdlni hydrogenacni katalyzy [27] a o druhém

komplexu je pojedndno dale v préci [28].

H, I Hs —Q— >_©*_

MRty Ck—‘ﬂu @ P

7(\4 ‘

Ph, Cl Ph, NH,
Obr. 5: Strukturni vzorce komplext [Ru(L1),Cl:] (vlevo) (pfevzato z [29]),
[Ru(n’-Cp*)(L1)CI] (uprostied) (pfevzato z [24]) a [Ru(m®-pcym)(L3)CI]" (vpravo) (pfevzato z [26])

V ramci syntézy, provadéné nad ramec této bakalaiské prace, byl pouzit
ethylenebis(difenylfosfin) (dppe; L4). Tento ligand byl v literatufe vyuzit v oblasti
syntézy biologicky aktivnich sloucenin s potencidlni protinddorovou aktivitou,
naptiklad u komplexu [Ru(n®-pcym)(L4)C1]" (Obr. 6), u kterého byla pozorovana silna

inhibice rustu nddorovych bun¢k [30].

Ru
: ™~
CI/_:' L

Obr. 6: Strukturni vzorec [Ru(n’-pcym)(L4)CI]" (ptevzato z [30])

2.3.1. Bioanorganicka chemie komplexii s V,P-ligandy

Jako prvni obsédhlejsi ptriklad vyuziti N, P-ligandi miZeme uvést chloro
komplexy =zlata s difenylfosfin-derivovanym porfyrinovym skeletem (Obr. 7).
Cytotoxicita téchto sloucenin byla testovana na rakovinnych buitkach HCT116 a SW480
ajejich ucinek byl nasledné studovan fluorescenénim mikroskopem [31]. Tato
cytotoxicita byla dramaticky navySena osvicenim bun€k po dobu tficeti minut bilym

svétlem (mozné vyuziti v oblasti fotodynamické terapie, PDT).
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Napfi¢ vSemi slibnymi protinadorovymi léCivy patii v posledni dekadé
Au'komplexy mezi slouCeniny s vyraznym cytotoxickym potencidlem. Mezi
a protirakovinné vlastnosti. U takovychto sloucenin zlata stoji za zminku inovativni
mechanismy puasobeni, vzhledem k mechanismim soucasnych protirakovinnych
sloucenin, coz by mohlo napomoci v prekondni nékterych rezistencnich fenomént.
Konkrétné pak u chloro komplext zlata s difenylfosfin-derivovanym porfyrinovym
skeletem je u noveé piipravenych komplexti diskutovano mozné vyuziti jak

v protinadorové terapii (viz vyse) tak i v diagnostice.

Obr. 7: Strukturni vzorec chloro komplexu zlata s difenylfosfin-derivovanym

porfyrinovym skeletem (ptfevzato z [31])

Jako dalsi ptiklad vyuziti N,P-ligandli lze uvést syntézu hetero-bimetalovych
a hetero-trimetalovych komplexi, které byly pfipraveny kombinaci riznych fragmentt,
jak luminiscenénich Re' ¢astic tak bioaktivnich Au' &4stic [32]. Spojovacim ¢lankem
mezi obéma témito kovy byl pravé ditopicky N,P-donorovy ligand (L), a to jak
2-(difenylfosfino)ethylamin, tak derivaty 2-(difenylfosfino)ethylamidepyridinu, za
pomoci kterého byly syntetizovany tfi heterobimetalické a tfi heterotrimetalcké
komplexy typu fac-[Re(bipy)(CO)s(L)AuCl)]" a [(fac-[Re(bipy)(CO)s(L)])2Au]*". Pii
syntéze pak doSlo nejdiive k formovani Au-L a L-Au-L c¢astic. Ligand se v tomto
pfipad€¢ choval jako P-donor a touto vazbou se predeSlo piipadné dalsi oxidaci
fosfinového atomu. Nasledné pak byla provedena koordinace na luminiscenéni Cast
nesouci atom ruthnenia pfes atom dusiku. Mira cytotoxicity v A549 bunécné linii byla
u heterotrimetalickych  druhtt  téméf dvakrat tak vysoka jako u druhl

heterobimetalickych (ICso = 37 vs 69 uM). Piredbézné studie dale naznacuji, ze DNA je
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jednim z hlavnich cild téchto 1é¢iv a pasivni diftize se povazuje za velmi pravdépodobnou

vstupni cestu do bunék u téchto komplexti.

2.3.2. Katalytické vyuziti komplexi s N, P-ligandy

Praktické vyuziti N, P-ligandti v komplexech ruthenia miizeme zaznamenat také
v oblasti katalyzy. Jedna se napiiklad o konverzi ethanolu na pokrocilé biopalivo
n-butanol, které vykazuje vysokou selektivitu (=90 %) a uspokojivou miru konverze
(az do 31 %) [25]. Formovani katalyzitoru této reakce ze smési [Ru(n®-pcym)Clz]2
a 2-(difenylfosfino)ethylaminu se prokazalo zlepSenou aktivitou i v pfitomnosti vyssich
koncentraci vody. Zisk kapalnych paliv z obnovitelnych zdroji v soucasnosti stale
zustava velmi diskutovanou a dulezitou problematikou v oblasti energetickych vizi
budoucnosti. Bioetanol byl dlouho pouzivdn jako udrzitelnd ndhrada konvencniho
benzinu, oplyva vSak oproti benzinu mnozstvim nedostatkll, zejména z hlediska nizsi
energetické hustoty, tvorby koroze pro aktudlni typy pouzivanych motorii a snadné
absorpce vody, coz nasledné vede k problémim se separaci s fedénim pti skladovani.
Vyssi alkoholy, jako je butanol, pak maji vlastnosti paliv 1épe pfipominajicich benzin
a lze u nich pozorovat zmirnéni vySe zminénych nezadoucich u€inkli. N-butanol je pak
prakticky nekorozivni, nemisitelny s vodou a jeho energetickd hustota (>90 %) se
v daleko vys$s$i mite podobd klasickému benzinu. Tyto slibné vlastnosti n-butanolu,
ktery nyni spada do sféry pokrocilych biopaliv, vedou k predikcim slibného potencialu
v oblasti pfipadnych alternativ klasického benzinu.

Katalyza pomoci sloucenin ruthenia s N,P-ligandy se ukdzala také jako dosti
perspektivni v oblasti dehydrogenace boranu amonné¢ho (AB) [28]. Boran amonny,
ktery disponuje dosti vysokym obsahem vodiku (19,6%), je velmi atraktivni z hlediska
efektivniho, chemického, vodikového skladovani. Zahtivanim tohoto boranu v pevné
nebo kapalné fazi dochazi k uvolnéni >1.0 ekvivalentu H> v prib&hu nékolika hodin,
piicemz komplexy ptechodnych kovii umoznily prubéh této reakce i za mirnych
podminek. Pfi dalSim zkoumdni mechanisml bylo zjisténo, Ze katalyza pomoci
komplext ruthenia, které byly ptivodné vyvinuty pro alkoholové redoxni procesy, je
schopna vyvolat uvolnéni jednoho ekvivalentu H2 z BA (az do 1.0 hm. % systému)
béhem péti minut pi1 pokojové teploté. Jako jeden z katalyzatori na bazi ruthenia byl
pouzit komplex [Ru(n®-pcym)(L3)CI]", jehoz syntéze se vénuje i tato bakalaiska prace.
Daéle bylo pozorovano rychlé uvolnéni dvou ekvivalentli H2 z vysoce koncentrovaného

(11 M) MeAB roztoku pti 22 °C, coz odpovidéa 3,0 hm. % systému. Bylo také zjisténo,
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ze pii pouziti MeAB/AB smési pii 50 °C jsme schopni dosahnout zisku 3,6 hm. %.
Tato problematika je vSak stale ve vyvoji a podstatnou piekdzkou v této oblasti ziistava
jak nedostate¢nd mira ziskanych hm. % H> z daného systému, tak proces regenerace

AB z odpadnich produktu.

2.3.3. Mikrovinna iradiace jako pomoc p¥i usnadnéni syntéz

Pti syntéze cytotoxickych 1 katalyticky aktivnich komplex ruthenia je
v posledni dobé mozné zcela b&zné pozorovat pouziti mikrovinné iradiace, bézné
piredevsim u standardnich organickych syntéz. Tato technika vSak nachazi také stale
Sir§i uplatnéni v problematice katalytickych reakci pfechodnych kovi a postupné
zalinad byt zaclenovana také do postupi, které se tykaji aplikace v organokovové
chemii [33]. Bylo zjiSténo, ze mikrovinny ohfev miize vyrazné usnadnit reakce
vychozich [Ru(n’-ar)Cl,]> komplexti spolu s pouzitymi cheldtovymi ligandy riizného
typu. Této skutecnosti bylo vyuzito také v ramci této bakalarské prace, kdy ptrislusné

syntézy byly provadény v mikrovinném reaktoru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie a pristroje

Pouzité chemikalie - hydratovany chlorid ruthenity (RuCls;-nH20; 99%), a-
terpinen (<95 %), tetrafenylboritan sodny (>99,5 %), 2-(difenylfosfino)ethylamin (L1;
>95,0 %), 3-(difenylfosfino)-1-propylamin (L2; >90 %), 2-(di-terc-butylfosfino)ethylamin
(L3; 10 hm. % v THF), ethylenebis(difenylfosfin) (L4; 97 %). hexafluorofosforecnan
amonny (=98 %), hexafluorofosfore¢nan sodny (=98 %), triflat sttibrny a rozpoustédla
methanol a diethylether - byly zakoupeny z komer¢nich zdrojt (Sigma-Aldrich, Acros
Organics, Fischer Scientific), a byly pouzity bez dalsich uprav.

Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na pftistroji Flash 2000 (Thermo
Finnigan). Hmotnostni spektrometrie roztokd studovanych latek byla provedena
pfistrojem LCQ Fleet (Thermo Scientific) technikou ionizace -elektrosprejem
v pozitivnim (ESI+) mddu. VSechna hmotnostni spektra byla interpretovana pomoci
programu QualBrowser (verze 2.0.7, Thermo Fischer Scientific). 'H, '*C NMR
spektroskopie a '"H-'H gs-COSY, 'H-*C gs-HMQC a 'H-'*C gs-HMBC 2D NMR
experimenty byly provedeny na piistroji JOEL INM-ECA 60011 pti 600,00 MHz ('H)
a 150,86 MHz ('*C); gs = gradient selected, COSY = correlation spectroscopy, HMQC
= heteronuclear multiple quantum coherence, HMBC = heteronuclear multile bond
coherence. Vzorky pro NMR experimenty byly rozpustény v DMSO-d6 a analyzovany
pti teploté 300 K. Stépeni signalu v 'H NMR spektrech je definované jako s = singlet,
d = dublet, t = triplet, br = Siroky signal, m = multiplet. Koordina¢ni posuny byly
spocitany jako Ad = dkomplex — dligand. Infracervena spektra byla zméfena na ptistroji
Nexus 670 FT-IR (Thermo Nicolet) rozsahu vIno¢tt 400—4000 cm™! za pouziti techniky
ATR.

3.2. Priprava sloucenin

3.2.1. Priprava vychozich Ru'' dimerd

[Ru(mb-peym)ClL2]2 (Obr. 8): V ramci prvniho kroku byl navazen 1 g RuCls-nH2O
(odpovidajici latkovému mnozstvi 4,82 mmol) a nasledné rozsuspendovan ve vialce pro
mikrovinny reaktor v 10 ml methanolu. Do této smési bylo déle ptfidano 1,9 ml
a-terpinenu (odpovidajici latkovému mnozstvi 11,68 mmol), pficemzZ pak byla vialka

vlozena do mikrovinného syntetizatoru, kde byla vystavena reakci po dobu 3 minut pii
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140 °C. Po vytazeni ze syntetizatoru bylo mozné pozorovat krystalickou latku cervené
barvy, ktera byla ndsledné dekantovana, odsata pomoci frity, promyta diethyletherem

a ponechéna v exsikatoru po dobu 24 hodin. VytéZnost reakce ¢ini 61 %.

Obr. 8: Strukturni vzorec [Ru(n’-pcym)Clo]2 (pfevzato z [34])

3.2.2. Piiprava Ru'' komplexi

[Ru(m®-pecym)(L1)CI|PFs (1) (Obr. 9): V ramci prvniho kroku bylo navéazeno
30,6 mg [Ru(p-cym)Clz]2 (0,05 mmol) a nasledné rozpusténo v 10 ml methanolu. Do
tohoto roztoku bylo ptfidano 34 pl (0,15 mmol) roztoku 2-(difenylfosfino)ethylaminu.
Nasledné probihala reakce v mikrovinném syntetizatoru (3 min, 100 °C). Do ziskaného
zluto-oranzového roztoku bylo ptidano 40 mg NaPF¢ (0,24 mmol) a roztok byl michan
po dobu jedné hodiny pomoci magnetické michacky. Nésledné byl roztok zahustén
a pomoci Pasteurovy pipety byl po kapkach ptenesen do vialky s 10 ml diethyletheru,
ptficemz doSlo k vytvofeni zluté zbarvené srazeniny, ktera byla odsata pomoci frity,

promyta diethyletherem a ponechéana v exsikatoru po dobu 24 hodin. Vytéznost byla 33 %.

PF
CH; 6

CHs,

Ph
~~p_—_Ru—-cl

Ph/k/|
NH,

Obr. 9: Strukturni vzorec [Ru(n’-p-cym)(L1)CI]PF¢ (1)

Anal. vypocteno pro CasH3oNPCIRuPFs: C, 48,5; H, 4,4; N, 2,0. Nalezeno:
C, 48,2; H, 4,0; N, 1,6 %. "H NMR (DMSO-ds): § 7,73 (m, 2H, L1), 7,49 (m, 8H, L1),
6,50 (d, 1H, L1), 5,88 (d, 1H, p-cym), 5,81 (d, 1H, p-cym), 5,58 (d, 1H, p-cym), 5,42
(d, 1H, p-cym), 4,37 (bs, 1H, L1), 3,10 (bs, 1H, L1), 2,83 (t, 1H, L1), 2,35 (sep, 1H, p-
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cym), 2,50 (1H, L1; ptekryty signdlem DMSO), 2,10 (m, 1H, L1), 1,77 (s, 3H, p-cym),
1,08 (d, 3H, p-cym), 0,98 (d, 3H, p-cym) ppm. ESI+ MS (MeOH, m/z): 514,0 (vyp.
514,1 pro [Ru(pcym)(L1)CI]"; 60 %), 478,1 (vyp. 478,1 pro {[Ru(pcym)(L1)]-H}"; 100
%). FTIR (ATR, cm!): 434w, 485w, 527m, 556m, 673w, 696m, 721m, 746w, 812s,
837vs, 817w, 916w, 971w, 999w, 1033w, 1103w, 1141w, 1191w, 1234w, 1277w,
1309w, 1390w, 1410w, 1436w, 1470w, 1500w, 1532w, 1586w, 1614w, 2875w, 2928w,
2966w, 3072w, 3141w, 3212m, 3273w.

[Ru(n®-pcym)(L2)C1|PFs (2) (Obr. 10): Postup probihal analogicky jako pfi
pripravé komplexu 1, s rozdilem v navazce [Ru(p-cym)Clz]2 (61,2 mg, 0,1 mmol),
objemu 3-(difenylfosfino)propylaminu (61 pl, 0,25 mmol) a pouzité soli, kterou byla
NH4PF¢ (82 mg, 0,5 mmol). Ziskany procentudlni vytézek byl 52 % a produkt mél

oranzovo-hnédou barvu.

PF
CH, 6

CHs,
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Obr. 10: Strukturni vzorec [Ru(n®-p-cym)(L2)CI]PF¢ (2)

Anal. vypocteno pro Ca9oH32NPCIRuPFs: C, 49,3; H, 4,6; N, 2,0. Nalezeno:
C,49,2; H, 4,1; N, 1,7 %. "H NMR (DMSO-ds): § 8,85 (m, 10H, L2), 6,03 (d, 1H, L2),
5,97 (d, 1H, p-cym), 5,83 (d, 1H, p-cym), 5,47 (d, 1H, p-cym), 5,40 (d, 1H, p-cym),
4,45 (t, 1H, L2), 2,86 (m, 2H, L2), 2,16 (m, 2H, L2, p-cym), 1,95 (s, 3H, p-cym), 1,87
(m, 1H, L2), 1,59 (m, 1H, L2), 1,25 (m, 1H, L2), 0,83 (d, 3H, p-cym), 0,53 (d, 3H, p-
cym) ppm. *C NMR (DMSO-dy): 137.,8, 133.8, 133.,4, 132,5, 131,2, 130,7 128,9,
128,7, 128,3 108.,4, 99,0, 92,4-92,3, 84,9, 83,8, 65,0, 37,5, 29,6, 23,8-23,4, 22,4-22,2,
21,5, 21,0, 16,9, 15,2 ppm. 6 ESI+ MS (MeOH, m/z): 514,0 (vyp. 514,1 pro
[Ru(pcym)(L2)CI]*; 60 %), 478,1 (vyp. 478,1 pro {[Ru(pcym)(L2)]-H}"; 100 %). FTIR
(ATR, cm™): 431w, 449w, 468m, 493m, 518m, 553s, 677m, 695s, 744s, 773w, 789vs,
806vs, 835vs, 907w, 988w, 1032w, 1056w, 1071w, 1099w, 1165w, 1184w, 1213w,
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1257w, 1328w, 1393m, 1435m, 1467w, 1502w, 1587w, 1610w, 2868w, 2901w, 2962w,
3048w, 3283w, 3324w.

[Ru(n®-pcym)(L3)C1|PFs (3) (Obr. 11): Postup probihal jako u komplext 1 a 2,
avsak bylo navazeno 61,2 mg [Ru(p-cym)Clz2]> (0,1 mmol) a k nému bylo ptidano 47 ul
2-(di-terc-butylfosfino)ethylaminu (0,25 mmol) a 82 mg NH4PFs (0,5 mmol). Ziskany

vytézek oranzového komplexu 3 €inil 23 %.

Obr. 11: Strukturni vzorec [Ru(n®-p-cym)(L3)CI]PF¢ (3)

Anal. vypoéteno pro C0H3sNPCIRuPFs: C, 39,7; H, 6,3; N, 2,3. Nalezeno: C,
39,3; H, 5,8; N, 1,9 %. 'H NMR (DMSO-ds): § 6,26 (d, 1H, p-cym), 6,13 (d, 1H, p-
cym), 5,80 (m, 2H, L3), 5,68 (d, 1H, p-cym), 5,34 (d, 1H, p-cym), 4,96 (bs, 1H, L3),
2,73 (m, 2H, L3, p-cym), 2,10 (m, 4H, p-cym, L2), 1,87 (bs, 1H, L3), 1,36 (m, 16H,
L3, p-cym), 1,21 (m, 8H, L3) ppm. ESI+ MS (MeOH, m/z): 460,1 (vyp. 460,2 pro
[Ru(pcym)(L3)CI]"; 25 %), 424,2 (vyp. 424,2 pro {[Ru(pcym)(L3)]-H}"; 100 %). FTIR
(ATR, cm™): 449w, 485w, 514w, 555s, 600w, 676w, 742w, 809s, 836vs, 879w, 918w,
969w, 1049w, 1102w, 1133w, 1173w, 1200w, 1236w, 1371m, 1405s, 1444m, 1583w,
2868m, 2970m, 3047s, 3140s, 3289w, 3339w.

[Ruz(p-dppe)(né-peym)2(L1)2](BPh4)s (4) (Obr. 12): V ramci prvniho kroku

bylo navdzeno 64,5 mg komplexu 1 (0,1 mmol), rozpusténo ve vialce s 10 ml
methanolu a pfiddno ekvimolarni mnozstvi triflatu stiibrného (25,7 mg). Vialka se
smesi byla nasledné obalena alobalem a ponechana michani na magnetické michacce
po dobu 3 hodin. Po uplynuti této doby byl roztok zfiltrovan a k filtratu bylo ptfidano
59,76 mg ethylenbis(difenylfosfinu) (dppe; 0,15 mmol). Roztok byl ponechan michéni
na magnetické michacce po dobu 24 hodin. V roztoku bylo po reakci mozné pozorovat
pozustatky nezreagovaného dppe, ktery byl odstranén filtraci. Filtrat byl nasledné

rozdélen na dvé rovnocenné cCasti a do jedné z nich bylo pfidano 86 mg
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tetrafenylboritanu sodného (0,25 mmol), do druhé vialky pak bylo pfiddno 41 mg
NH4PF¢ (0,25 mmol). Po 30 minut michani byl snizen objem rozpoustédla na minimum
a prenesen do 10 ml diethyletheru, pficemz doslo ke tvorb¢ zluté srazeniny, ktera byla
nasledné odsata, promyta diethyletherem a ponechana suseni v exsikatoru po dobu 24
hodin. Ziskany procentudlni vytézek zlutého komplexu 4 nabyval v tomto piipade
hodnoty pouze 9 %, komplex [Ruz(p-dppe)(n®-pcym)2(L1)2](PF¢)s se vyizolovat

nepodaiilo.

Obr. 12: Strukturni vzorec [Ruz(pu-dppe)(n®-pcym)2(L1)2](BPha)s (4)

Anal. vypocteno pro Ci7o0H164N2P4BsRuo: C, 78,4; H, 6,4; N, 1,1. Nalezeno: C,
78,7; H, 6,2; N, 1,2 %. 'H NMR (DMSO-ds): § 8,85 (m, 10H, L2), 6,03 (d, 1H, L2),
5,97 (d, 1H, p-cym), 5,83 (d, 1H, p-cym), 5,47 (d, 1H, p-cym), 5,40 (d, 1H, p-cym),
4,45 (t, 1H, L2), 2,86 (m, 2H, L2), 2,16 (m, 2H, L2, p-cym), 1,95 (s, 3H, p-cym), 1,87
(m, 1H, L2), 1,59 (m, 1H, L2), 1,25 (m, 1H, L2), 0,83 (d, 3H, p-cym), 0,53 (d, 3H, p-
cym) ppm. & ESI+ MS (MeOH, m/z): 514,0 (vyp. 514,1 pro [Ru(pcym)(L2)CI]"; 60 %),
478,1 (vyp. 478,1 pro {[Ru(pcym)(L2)]-H}*; 100 %). FTIR (ATR, cm™'): 445m, 477s,
510s, 558m, 611s, 702vs, 736vs, 845m, 916m, 959m, 998m, 1029m, 1066m, 1097m,
1121m, 1151m, 1180m, 1228m, 1264m, 1305w, 1330w, 1388m, 1431s, 1479m, 1578m,
2983m, 3000m, 3053m, 3213w, 3279w.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni cast této bakalarské prace je =zaméfena na syntézu
polosendvi¢ovych Ru'' komplexdi (1-3) se tfemi vybranymi N,P-donorovymi ligandy
(L1-L3).

Slouceniny ruthenia jsou zndmy zna¢nym potencidlem v oblasti protirakovinné
1é¢by. Tento potencidl je vSak stéle, alespont do urcité miry, nenaplnén, a proto i nadéle
probihaji snahy a pfipravu nejriizn€jSich sloucenin, které by bylo mozno efektivné
vyuzit pfi protinadorovych terapiich. Tato bakalaiska prace navazuje na soucasny trend
syntéz polosendvi¢ovych Ru'' sloudenin s monodentatné koordinovanym chloro
ligandem a bidentatné¢ koordinovanym, nejcastéji N,N-, N,O-, ¢i N,S-donorovym
ligandem. Doposud vSak pii syntézach, jez byly zaméfeny na zkoumani biologické
aktivity takovychto komplexli, nebyla pouzita pro tyto slouceniny varianta s N,P-
donorovymi ligandy, které vSak jsou béZnou soucédsti mnoha katalyticky aktivnich
komplext ruthenia.

Cilem experimentalni ¢asti této bakalaiské prace byla syntéza tfi jednojadernych
komplexnich slou€enin ruthenia s variacemi N,P-donorovych ligandi, konkrétné
[Ru(n®-pcym)(L1)C1]PFs (1), [Ru(m®-pcym)(L2)CI]PFs (2) a [Ru(n®-pcym)(L3)CI]PFs
(3). Dale pak byla provedena syntéza dvoujaderného komplexu [Ruz(p-dppe)(n®-
pcym)2(L1)2](BPhs)s (komplex 4), ve kterém byla Ru centra spojena pomoci P,P-
donorového dppe ligandu.

Charakterizace pfipravenych vzorkl byla provedena pomoci elementérni analyzy,
infrac¢ervené spektroskopie, hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické rezonance.
V ramci elementarni analyzy, byl u vSech ¢tyf vzorki rozdil teoreticky vypoctenych
a nemétenych hodnot <0,5 %, coz deklaruje pozadovanou shodu.

Dalsi technikou, pouzZitou pro charakterizaci produktl byla infracervena
spektroskopie (v oblasti 400-4000 cm™; Obr. 13).

Ve spektrech byly detekovany piky charakteristickych vibraci v(C-H)arom. pro
komplexy (komplex 1 a komplex 2) a v(C-H)aiipn. pro komplex 3, a to v oblasti 2800—
3300 cm™ a v oblasti 1300-1500 cm™!. Déle byly detekovany minima okolo 830 cm!

odpovidajici vibracim PFe iontu.
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Obr. 13: Infracervena spektra pro komplexy 1 (modie), 2 (zelené) a 3 (Cerveng)

V hmotnostnich spektrech (v pozitivnim ionizacnim modu pro komplexy
rozpusténé v methanolu; Obr. 14) byly detekovany dva hlavni signély, pfi¢emz jeden
odpovidal komplexnimu kationtu [Ru(pcym)(Ln)CI]" pfipravenych komplexd a druhy
Castici  {[Ru(pcym)(Ln)]-H}", kterd vznikla od$tépenim protonu spolu s chloro

ligandem z daného komplexu.
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Obr. 14: ESI+ hmotnostni spektrum komplexu 1 rozpusténého v methanolu (nahofe) a detail piku

¢astice [Ru(pcym)(L1)CI]" a jejiho experimentalniho a teoreticky zjisténého izotopového rozlozeni (dole).
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V hmotnostnim spektru komplexu 4 byl detekovan signal pti hodnoté 500,1 m/z,
ktery hodnotou m/z a izotopovym rozlozenim odpovida jak [Ru(pcym)(L1)CI]" tak
i ¢astici [Ru(dppe)]’. Kromé toho byl v hmotnostnim spektru komplexu 4 také
detekovan signal samotného dppe ligandu.

Dalsi technika, ktera byla pouzita k charakterizaci produktii byla 'H NMR
spektroskopie. U komplexu 2 byly také provedeny '*C NMR a 2D NMR experimenty.
V 'H NMR spektrech komplext 1-3 byly detekovany charakteristické signaly pcym
ligandu, jako jsou signaly aromatickych vodik v oblasti 6,3-5,3 ppm. Detekce dvou
part signali aromatickych uhlovodiku pcym ligandu poukazuje na pfitomnost dvou
forem studovanych komplexti. V 'H NMR spektrech komplexti 1-3 (Obr. 15) byly
identifikovany signaly liganda L1-L3.

Komplexy 1 a 2 mély bohatou aromatickou c¢ast v oblasti 7,8—7,3 ppm, coz je
zpusobeno pritomnosti phenylovych substituenti v rdmci ligandt L1 a L2. U komplexu
3 byl naopak detekovan intenzivni signal v alifatické oblasti spektra, ktery lze ptiradit
tert-butylovému substituentu (v oblasti 1,4 — 1,1 ppm).

V BC NMR spektru komplexu 2 (Obr. 16) byly detekovany vsechny
predpokladané signaly obou ligandd. Pro tento komplex byly také provedeny analyzy
'H-'H COSY (Obr. 17), 'H-13C HMQC (Obr. 18) a 'H-'3C HMBC experimenty, jejichZ
vysledky pomohly k odliSeni C—H a N-H signalti vodikli propylenaminové ¢asti
pouzitého L2 ligandu.

Triplet detekovany v 'H NMR spektru s chemickym posunem 4,45 ppm nebyl
napiiklad detekovan v 'H-'3C HMQC spektru, coZ prokazuje, Ze tento signal nalezi N—
H vodiku pouzitého ligandu.

Ve 3'P NMR spektru byl detekovan jeden signal s chemickym posunem 24,7
ppm.
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Obr. 15: "H NMR spektra komplext 1 (nahote), 2 (uprostied) a 3 (dole); mé&feno v DMSO-de)
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Obr. 16: *C NMR spektrum komplexu 2 (v DMSO-ds)
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Obr. 17: "H-"H COSY spektrum komplexu 2 (v DMSO-de)
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5. ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma
protinddorovych komplexti piechodnych kovl, s konkrétnim zaméfenim na
protinadorové aktivni komplexy ruthenia. Tyto komplexy oplyvaji znaénym
potencidlem v oblasti protirakovinné 1écby, diky cemuz se také nékteti zastupci této
tfidy sloucenin mohou py$nit dil¢imi uspéchy na poli klinickych testli. Ocekava se
vSak, ze lécebny potencial téchto komplexti je do znacné miry stdle nenaplnén.
V dasledku toho 1 nadale probihd pomérné intenzivni snaha o nalezeni pfislusného
1éCiva, které by podle ocekavani zalozeného na dosud provedenych experimentech,
mohlo fungovat jinym mechanismem nez dosud zavedena metaloterapeutika a tim by se
umoznilo doplnéni a zefektivnéni soucasnych lécebnych terapii [1,4]. Z reSerSe také
vyplynulo, ze Ru! polosendvi¢ové komplexy s N,P-donorovymi ligandy, jako jsou
slouceniny L1-L3 pouzité v pfedlozené bakalarské préci, nebyly doposud biologicky
charakterizovany.

Experimentalni ¢ast této bakalafské prace se =zabyvala pfipravou
polosendvicovych komplexti ruthenia s vybranymi N,P-donorovymi ligandy LI1-L3.
Byly ptipraveny komplexy [Ru(n®-pcym)(L1)CI]PF¢ (1), [Ru(n’-pcym)(L2)C1]PFs (2) a
[Ru(n®-pcym)(L3)CI]JPFs  (3); L1 = 2-(difenylfosfino)ethylamin, L2 =
3-(difenylfosfino)-1-propylamin a L3 = 2-(di-terc-butylfosfino)ethylamin. Komplex 1 byl
nasledn& vyuzit pro pokus o syntézu dimerniho komplexu komplex [Rux(p-dppe)(n®-
pcym)2(L1)2](BPhs4)s (4; dppe = ethylenbis(difenylfosfin), ktery byl proveden nad
ramec této bakalatské prace. U vSech produktli byla provedena charakterizace s
vyuzitim elementarni analyzy, infracervené spektroskopie, hmotnostni spektrometrie a

'H a 13C nuklearni magnetické rezonance (v&etn& 2D experimenti).
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