r

VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

PERIFERNI FUNKCIONALIZACE POLYDENTATNICH
SCHIFFOVYCH LIGANDU PRO PRIPRAVU BIOLOGICKY
AKTIVNICH KOMPLEXU FE(ilI) A co(in)

PERIPHERAL FUNCTIONALIZATION OF POLYDENTATE SCHIFF LIGANDS FOR PREPARATION OF
BIOLOGICALLY ACTIVE FE(Il) AND CO(lll) COMPLEXES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Lucie Kotaskova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. lvan Nemec, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2020



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1487/2019 Akademicky rok:  2019/20
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Bc. Lucie Kotaskova

Studijni program:  Chemie pro medicinské aplikace
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: Ing. Ivan Nemec, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Periferni funkcionalizace polydentatnich Schiffovych ligandd pro pfipravu biologicky aktivnich

komplexu Fe(lll) a Co(lll)

Zadani diplomové prace:

1. Literarni reSerSe na téma bioaktivnich koordinacnich slou¢enin kobaltitych, zelezitych a jejich
hetero—bimetalickych sloucenin.

2. Priprava 3-substituovanych derivatu salicylaldehydu, kde substituujici skupinou je radikal anebo
organicka ¢ast schopna koordinace.

3. PFiprava odvozenych polydentatnich Schiffovych bazi a jejich mono— a hetero—bimetalickych

komplexu.
4. Charakterizace vSech pfipravenych latek dostupnymi analytickymi metodami.

Termin odevzdani diplomové prace: 29.5.2020:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafl na sekretariat ustavu. Toto

zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Lucie Kotaskova Ing. lvan Nemec, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2020 N
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



Abstrakt

Diplomova prace se zabyva pfipravou periferné funkcionalizovanymi polydentatnimi
Schiffovymi ligandy, vhodnymi pro koordinaci kovi, jakymi jsou Fe(IIl) nebo Co(III).
Slouceniny, vzniklé touto funkcionalizaci za pouziti organické molekuly nebo stabilniho
organického radikalu, poskytuji koordina¢ni misto pro dalsi centralni atom. Slouceniny byly
syntetizovany za uCelem jejich potencialni biologické aktivity. Byla pfipravena série
organickych ligandl, které¢ byly dale podrobeny koordinacnim reakcim s vybranymi
piechodnymi kovy. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany nuklearni magnetickou
rezonanci, hmotnostni spektrometrii, elektronovou paramagnetickou rezonanci a rentgenovou
strukturni analyzou.

Abstract

Diploma thesis deals with preparation of peripherally functionalized polydentate Schiff ligands,
suitable for metal coordination, such as Fe(lll) or Co(lll). The compounds, formed by this
functionalization using organic molecule or stable organic radical, provide coordination site for
another central atom. The compounds were synthesized for their potential biological activity.
The organic ligands series was prepared, and these ligands were submitted to coordination
reactions with selected transition metals. The prepared compounds were characterized by
nuclear magnetic resonance, mass spectrometry, electron paramagnetic resonance and X-ray
structure analysis.

Klic¢ova slova
Fe(IIl) a Co(IlI) komplexy, Schiffovy ligandy, organické radikaly, biologicka aktivita.
Keywords

Fe(l11) and Co(lll) complexes, Schiff ligands, organic radicals, biological activity.
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1 UVOD

Lécba nadorovych onemocnéni je neustale dynamicky se vyvijejici oblasti mediciny. Jednim
ze zpusoby 1é¢by je chemoterapie, ktera spoc¢iva v podavani chemické latky do organismu.
Vpravuji se tzv. cytostatika — latky ni¢ici neregulovatelné rostouci a dé€lici se bunky (nadory)
[1]. Mnoha cytostatika vSak vykazuji rizné nezadouci a vedlejsi G¢inky, s ¢asem se stavaji
rezistentnimi viici nddorovym buinkam ¢i nedokézou tumor zcela znicit, jen pouze zastavit nebo
a uc¢inngjsi terapie. S objevem ucinka cisplatiny v 2. poloving 20. stoleti [3] se pfedpokladalo,
ze komplexni slouceniny s centralnim atomem piechodného kovu se mohou stat ucinnymi
l1écivy pii 1écbé onkologickych onemocnéni. Jiz nékolik desitek let se vyvijeji a testuji
nejrizngjsi slouceniny, kromé jiz zminované cisplatiny (a jejich derivati— oxaliplatina,
karboplatina, nedaplatina) [4] to jsou slou¢eniny ruthenia NAMI-A a KP1010/1339 [5, 6],
titanu [6], zeleza [7] ¢i dal$ich platinovych kovi [8], avSak také slou¢eniny kobaltu, vykazujici
antibakterialni a antivirotické ucinky [9], zlata, z nichZz nejznaméj$im zastupcem je auranofin,
pouzivany pii 1é¢b€ revmatoidni artritidy [10] a mnohé dalsi.

Teoreticka ¢ast diplomové prace se V prvé fadé zabyva biologickymi systémy obsahujici
centralni atom zeleza nebo kobaltu, bézné¢ se vyskytujici v lidském organismu. Déle jsou
pfedmétem zajmu vybrané komplexni slouceniny zeleza a kobaltu a jejich biologické G¢inky
[7, 9]. Nékteré z téchto sloucenin nevykazuji jen protinadorové ucinky, ale také antibakterialni,
antimykotické, antivirotické, antianemické ¢i antimalarické ucinky [11]. Rovnéz jsou
diskutovany jejich heterobimetalické analogy, u kterych obecné byla prokazdna zvySena
biologickd aktivita diky kooperaci dvou odlisSnych kovli a také 1épe odolavaji bunécné
rezistenci, a to pravé diky kombinaci odliSnych mechanismi ucinkd kazdého z kova [12].
Nakonec jsou v ramci teoretické ¢asti komentovany vybrané radikalové slouceniny (stabilni
organické radikaly) a jejich biologické téinky [13, 14].

Cilem experimentalni casti je piiprava ligandi vychazejicich z chlormethylovaného
salicylaldehydového prekurzoru, ktery je periferné substituovan vybranymi aminy
(organickymi molekulami nebo radikdlovymi slouc¢eninami). Nasledné tyto prekurzory byly
prevedeny reakci s aminy na polydentatni Schiffovy baze a tyto byly pouzity ke komplexnim
reakcim s vybranymi pfechodnymi kovy. VSechny pfipravené slouceniny byly
charakterizovany dostupnymi analytickymi metodami (NMR, LC-MS, EPR, rentgeno-
strukturni analyza).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biologické systémy Vv lidském téle obsahujici Zelezo ¢i kobalt

V lidském t€le se nachazi mnoho proteinovych komplexi, jejichZ prostetické skupiny obsahuji
centralni kov. Vyznamnou roli hraji pfedevsim proteiny s centralnim atomem Zeleza, pficemz
mezi nejznaméjsi zastupce patii hem obsahujici proteiny, které diky redoxné aktivniho
kovového centra jsou schopny ptenosu elektronii, nezbytného pii kratkodobych pfeménach
energie v organismu. Dalsi velmi dulezitou funkci je vychytavani, pfenos a skladovani kysliku.
Spole¢né s vitaminem B2 (kde centralnim atomem je kobalt — viz kapitola 2.1.2) jsou
proteinové komplexy Zeleza jedny z kli¢ovych metabolitii a za jejich studium bylo ud€leno
n¢kolik Nobelovych cen:

e H. Fischer: studie hemovych systému (1930),

e J. C. Kendrew, M. F. Perutz: RTG struktura myoglobinu a hemoglobinu (1962),

e D. Crowfoot-Hodgkinova: RTG struktura vitaminu B12 a derivat (1964),

R. B. Woodward: syntéza ptirodnich produkti zahrnujicich vitamin B2 a chlorofyl
(1965),

J. Deisenhofer, R. Huber, H. Michel: RTG struktura hem a chlorofyl obsahujicich
fotosyntetickych center bakterii (1988) [15].

2.1.1 Role Zeleza v biologickych systémech lidského téla

Zelezo je dalezitym mikrobiogennim prvkem a v lidském t&le dospélého jedince se vyskytuje
v mnozstvi 3—4 g. Doporucena denni davka je asi 8-18 mg pro dospé€lého ¢loveka, u ditéte pak
0,27-11 mg. Nejvyssi zastoupeni Zeleza obsahuji potraviny jako jsou hovézi maso, vnitinosti,
luSténiny, listova zelenina, houby ¢i jahody. Pii nedostatku Zeleza dochézi k porucham
krvetvorby a tim ke vzniku anémie ¢i porucham imunitniho systému [15].

Mezi nejzndméjsi zastupce Zelezo obsahujicich systémil patii bezesporu hemoglobin,
myoglobin ¢i cytochromy, ale rovnéz zde zahrnujeme 1 proteiny neobsahujici hem, a to ferritin,
Fe/S proteiny a mnohé dal§i. Pficemz nejvySsi procentudlni zastoupeni Zeleza nachizime
v hemoglobinu, ferritinu, méné pak v myoglobinu a enzymech (cytochromy, peroxidazy apod.)
[16].

2.1.1.1 Hemové proteiny

Jak jiz bylo zminéno, nejvyznamnéjSimi zastupci jsou hemové proteiny. Hemy obsahuji
tetrapyrrolovy makrocyklus s N-donorovymi atomy, ktery je po deprotonizaci schopen vazat
kovovy ion a poskytuje tak vhodné koordina¢ni misto (nejen) pro atom zZeleza, ovSem je nutno
pfipomenout, ze atom Zeleza vystupuje nejéastéji v oxidacnich stavech +11 nebo +I11 a zaroven
se muze nachazet ve vysokospinovém (HS) ¢i nizkospinovém stavu (LS). Tyto stavy lze
pozorovat u centralnich atom s elektronovou konfiguraci d*~d’, u téchto atomi je mozné dvoji
usporadani d-elektrond. V oktaedrickém krystalovém poli se orbitaly §tépi na dveé hladiny — tzg
a eg. Zpusob usporadani elektronl v orbitalech uréuje pomér sily ligandového pole (A, energie
nutna k prekonani energetického rozdilu mezi obéma hladinami) a parovaci energie . Pokud
A > m, je stabilngjsi LS, pokud A < T, je stabiln&jsi HS. HS a LS stavy pozorujeme i u Fe(IIl) a
Fe(ll). V oktaedrickém nizkospinovém usporadani budou d-elektrony Fe(lll) uspotadany do



hladin tog® a e,° a ve vysokospinovém uspotadani tog® a e4?. Tedy pocet neparovych elektronti
pro LS je jeden, pro HS pét, z toho plyne, Ze spinova ¢isla maji hodnoty S=1/2 pro LS a
S =5/2. Pro Fe(ll) v oktaedrickém nizkospinovém uspotadani jsou d-elektrony uspotradany
do hladin ts® a ey’, zatimco ve vysokospinovém uspofadani tog* a e4%. Podet neparovych
elektrond pak pro LS je nula (S =0) a pro HS jsou ¢tyfi (S = 2) [17]. Tyto faktory ovliviuji
velikost iontového poloméru zeleza, a proto nejsou vsechny jeho formy vhodné pro koordinaci
tetrapyrrolového cyklu (viz Tabulka 1).

Tabulka 1. Velikosti iontovych polomérii kationtii Zeleza a jejich moznost zaclenéni
do tetrapyrrolového cyklu (prevzato a upraveno z [15])

Konfigurace | Iontovy polomér [pm] | Vhodnost pro koordinaci
Fe?* | vysokospinova 78 prilis velky
Fe?* | nizkospinova 61 vhodny
Fe3* | vysokospinova 65 vhodny
Fe3* | nizkospinova 55 maly

Bezesporu nejvyznamngjsim a snad také nejznaméj$im hemovym proteinem je hemoglobin
(HDb). Jedna se o transportni metaloprotein a pravé v tomto proteinu se nachazi nejvyssi podil
zeleza v téle (az 70 %). Ve své struktuie disponuje ¢tyfmi podjednotkami — 2x141 a 2x146
aminokyselin (globin), jedna se tedy o tetramer s celkovou molekulovou hmotnosti 64,5 kDa.
Dva o- a dva B-peptidové fetézce formuji kvartérni strukturu Hb, pficemz deoxyhemovy
systém neni planarni, av§ak mirn¢ prohnuty kvili interakcim S okolnim proteinem. Molekula
obsahuje prostetickou skupinu — hem (Obrazek 1) a na kazdém atomu Zeleza dvé axialni
koordina¢ni mista, pfi¢emz jedno je vzdy obsazeno proximalnim histidinem a druhé je volné
pro molekulu kysliku. Vzhledem k pfitomnosti tetrapyrrolového makrocyklu, ktery obsahuje
systém konjugovanych dvojnych vazeb, dokaze tato molekula absorbovat svétlo z viditelné
oblasti spektra. Chybgjici absorbované oblasti vinovych délek viditelného svétla odpovidaji
komplementarni barveé, v tomto pifipad€ se jednd o barvu Cervenou. Deoxyhemoglobin ma
tmav¢ ¢ervenou barvu, oxyhemoglobin svétle cervenou [15, 16, 18].

CH
272 CH,

CH
e 78

H3C CH,4

HOOC  COOH

Obrdazek 1: Struktura hemové jednotky — prosteticka skupina hemoglobinu [15]



Funkci hemoglobinu je absorpce kysliku Vv plicich a pfenos krevnim fecistém do celého
organismu. SlouCenina je tetramerem, tedy obsahuje ¢tyfi hemova centra, na ktera jsou
navazany atomy kysliku vazbou o nepfili§ vysoké vazebné energii. Efektivni pienos kysliku je
zajistén kooperativnim systémem vazby ¢tyt molekul kysliku, tedy pii navazani dal$i molekuly
kysliku vzrista afinita zatim neobsazenych hemovych skupin ke kysliku. Tyto zmény jsou
spustény koordinaci kysliku na hemové jednotky. Kazdy ze Ctyt proteinovych fetézct (spojené
k sob¢ elektrostatickymi interakcemi) vykazuje geometrickou zménu své struktury, jakmile je
kyslik koordinovan. Tato geometricka transformace se pienasi na dalsi jednotky a vede ke
konformacni zméné kvartérni struktury. Existuji dva modely: , napnuta® (tense, T, ktera
vykazuje nizkou afinitu ke kysliku) a ,,volna* (relaxed, R, vykazujici vysokou afinitu ke
kysliku) a tyto modely popisuji allosterické chovani tetramerniho proteinu. Z toho vyplyva, ze
posledni hemova jednotka ma ptiblizné 300x vyssi afinitu nez prvni. Hb vykazuje sigmoidalni
satura¢ni kiivku (Obrazek 3) a to je zpsobeno interakcemi mezi étyfmi hemovymi jednotkami.

Obrazek 2: T a R formy hemoglobin a jejich rozdily v prostorovém uspordadani [15]

Hemovy systém muze existovat ve ¢tyfech odlisnych stavech, a to deoxy nebo oxy forme a
dale pak v T nebo R formé&. T forma zejména charakterizuje sterickou interakci proximalniho
histidinu s porfyrinovym kruhem, a proto upfednostiiuje ohybani porfyrinu, coz mtzeme
pozorovat u neplandrni deoxy formy. Pocatecni navazani kysliku na vyznacné vypouklou T
formu vede k ne zcela kompletné planarni oxy T formé a zaroven dochazi ke zmenseni
vzdalenosti mezi Zelezem a dusikem porfyrinu, diive, nez za¢ne relaxace na planarni oxy R
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formu snatazenou Fe-N vazbou. Uvolnéni kysliku zoxy R formy vede Kk prohnuti
porfyrinového cyklu (deoxy R forma). Zbytky distalni aminokyseliny jsou ovlivnény témito
geometrickymi zménami, a diky t€émto zménam mohou ovlivnit interakce v Hb. Jakmile je R
forma kompletn€ nasycena kyslikem, vykazuje mnohem kompaktnéjsi kvartérni strukturu nez
T forma a vyssi stupen hydratace. Obrazek 2 naznacuje T a R formy oxy a deoxy formy
hemoglobinu a také znazornuje vazebné délky Fe—N pro jednotlivé stavy. Zmény ve vazebnych
délkach souvisi se spinovymi stavy (viz dale), vazebna délka se zkracuje pii piechodu
z vysokospinového do nizkospinového stavu. Souvisi to s obsazenim orbitalu e; dvéma
neparovymi elektrony (pro Fe'' ve vysokospinovém stavu), zatimco V nizkospinovém stavu
neni tento orbital obsazen [15, 19].

Za zminku také stoji jev, kdy sigmoidalni satura¢ni kiivku ovliviiuje pH, nazyvame ho
Bohrovym efektem. Je zalozen na faktu, Ze navazani CO2 na termindlni aminové skupiny
hemoglobinu snizuje schopnost vazat kyslik, a tak je oxyhemoglobin silngjsi Lewisova kyselina
nez deoxyhemoglobin. Proto se Hb chova jako transportni protein pro kyslik a CO> [18].

Kyslik vazany na Hb vystupuje jako m-akceptorovy ligand, tedy i ostatni ligandy tohoto typu
se mohou na Zelezo vazat. Mezi né patii oxid uhelnaty, pfiCemZz vznikd tzv.
karboxyhemoglobin, a pravé toto je principem toxicity pfi expozici tomuto plynu. Jinym
prikladem muze byt kyanidovy anion, ovSem tento ligand upfednostiiuje vyssi oxidacni stav
Zeleza, nez v jakém se Zelezo vyskytuje v deoxy formé. Proto se vaze na Fe''' v cytochromech
[18].

Hemovym proteinem fungujicim na stejném principu jako Hb, avSak strukturné odliSnym je
myoglobin (Mb). V téle ptipada asi 6 % Zeleza na molekuly Mb a na rozdil od Hb, vaze a
prenasi kyslik ve svalovych buiikach. Jedna se 0 monomer a je tedy schopen pfenaset pouze
jedinou molekulu kysliku, ale jeho afinita ke kysliku je mnohem vys$$i nez afinita Hb. Pro
transport kysliku mimo svalové bunky je vSak upfednostiiovan Hb, protoze jeho afinita ke
kysliku je nizka pfi nizkém parcidlnim tlaku kysliku a vysoké pfi vysokém parcidlnim tlaku
kysliku, coz znazornuje Obrazek 3 [20].
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Myoglobin

0.8 1

Hemoglobin

Frakéni saturace

0.6

0.4
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0 | T
0.04 0.08
Parcialni tlak O, [bar]

Obrdazek 3: Saturacni kiiivky pro hemoglobin a myoglobin (upraveno z [16])
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Dulezity je také popis oxida¢nich a spinovych stavi zeleza pted a po koordinaci kysliku.
V deoxy formé Hb i Mb se nachazi vysokospinovy Fe! se étyfmi neparovymi elektrony (S = 2),
sudy pocet neparovych elektroni podporuje nespinové inhibované navazani kysliku
V tripletovém stavu (S = 1). Oxy forma je diamagneticka (S = 0), kde kyslik je koordinovan ve
form¢ ,,end-on* a neni v linearnim uspofadani, a to kvuli volnému elektronovému paru na
koordinujicim se atomu kysliku. Pro vratné navazany kyslik je tato koordinace mnohem
vhodnéjsi (aby doslo k rychlé vyméné), nez ,,side-on“ koordinace (Obrazek 4).

O
~
O 0
| M
~
M O
Obrazek 4: Vybrané mozZnosti koordinace kysliku na kov — ,,end on* (vlevo), , side on*

(vpravo), upraveno z [15]

V myoglobinu kvili prostorovym omezenim skrze proteinové prostredi a také skrze tvorbu
vodikovych mustki s distalnim histidinem nastdva o dost piiznivejs$i rovnovazna situace pro
navazani mnohem slabsiho m-akceptoru. Oxidac¢ni stav centralniho kovu neni zcela
jednoznaény kvili povaze koordinovaného kysliku a tento oxida¢ni stav muze byt popsan
dvéma zpusoby — dle Paulinga nebo Weisse. Zatimco Paulingova teorie je zalozena na tvorbé
nizkospinového Fe'!' s koordinovanym singletovym kyslikem, pfi¢emz obé tyto entity jsou
diamagnetické a vazba bude zprostiedkovana skrze c-akceptor/z-donor (kov) a o-donor/z-
akceptor ligandu. Dle Weisse se vsak bude pienaset jeden elektron z kovu na ligand
v zékladnim stavu a bude se tedy vytvafet nizkospinovy Fe'!'' (S = 1/2) a superoxidovy anion
(S = 1/2). Pozorovany diamagnetismus bude zptisoben silnou antiferomagnetickou interakeci.
Tyto dvé teorie Ize rozlisit na zaklad€é porovnani vlnocti O-O vibraci ziskanych métenim
Ramanovy spektroskopie. Pro Weissovu teorii predpokladajici vznik vazby Fe'-O,~ ¢&inila
hodnota vlnoétu vo.o = 1107 cm™ (coz odpovida rozmezi vlnoéti 1100-1150 cm™ typickych
pro superoxid). Pro Paulingovu teorii predpokladajici vznik vazby Fe'-O2 ¢inila hodnota
vlnoétu vo.o = 1556 cm™ [21, 22]. Pomoci rentgenové absorpéni spektrometrie bylo
prokézano, Zze Weissiv model dominuje pro oxyhemoglobin ve formé roztoku, kdeZto
Paulingova teorie je charakteristi¢téjsi pro krystalicky Hb [15, 23].

Komplexy zeleza a porfyrinu jsou rovnéz zahrnuty v dal$ich biochemickych procesich jako
je elektronovy transport, jedna se naptiklad 0 dychaci fetézec nebo fotosyntézu. Zde se uplatiuji
cytochromy, které se zapojuji do vratnych redoxnich zmén diky zménam oxidacnich stavi
zeleza (Fe'' a Fe'"). Dle typu prostetické skupiny a tvaru absorpéniho spektra je délime na
cytochromy a, b, ¢ a d. V dychacim fetézci se nachazi systém komplexu I-1V, tyto komplexy
pumpuji pfes mitochondrialni membranu protony, coz vede v syntéze ATP. Komplexy Il a IV
jsou tvofeny cytochromy c, pficemz komplex III piijima od koenzymu Q dva elektrony,
cytochrom c se redukuje (zde ptisobi enzym CoQH»-cytochrom-c-oxidoreduktaza), dva protony
se pumpuji a komplex III odevzdava dva elektrony komplexu 1V. Komplex IV tyto protony
pienasi na kyslik za vzniku vody a uvoliluje se energie pro pienos Ctyi protontl, pricemz
cytochrom ¢ se oxiduje (zde pisobi enzym cytochrom-c-oxidaza). CoQHz-cytochrom-c-
oxidoreduktaza se jinak také nazyva cytochrom bci komplex, protoze se sklada z cytochromu
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bss2, cytochromu bses, cytochromu ci a Rieskeho proteinu, coz je protein obsahujici FeS
centrum. Cytochrom-c-oxidaza se sklada ze dvou hemu a (a, az) a dvou méd’natych center [24].

Dalsim zastupcem cytochromti je cytochrom P-450, pigment vykazujici v redukované
form¢ v komplexu s karbonylovou skupinou absorpéni maximum pii 450 nm, tzv. Sorettv pik.
Cytochrom P-450 je membranové vazany protein, jehoZ prostetickou skupinou je hemova
jednotka, uplatiiuje se pii redoxnich reakcich a chova se jako monooxygenaza. Vyuziva tedy
kyslik k oxidaci mnoha lipofilnich latek jako jsou steroidy ¢i xenobiotika, télo se takto
detoxifikuje a vyuziva pfitom kooperace s redukujicim ¢inidly (NADPH, flaviny nebo FeS
proteiny) a P-450 reduktazou. Obecné tuto oxidaci popisuje rovnice (2.1).

RH+ 02+ 2H*+2e — ROH + H,0 2.1)

Strukturné se hem P-450 pfili§ neli§i od hemu Hb a dalSich hemoproteint, avsak jeho
zvlastnosti je pritomnost thiolové funkcni skupiny v axialni poloze hemu (zatimco Hb obsahuje
histidin). Thiolova skupina méni elektronovou hustotu konjugovaného systému n-vazeb, ¢imz
dochazi k tvorbé centra s dostatkem elektronti pro aktivaci kysliku [25].

Dalsimi hemoproteiny jsou peroxidazy a katalazy, které obdobn¢ jako cytochromy oxiduji
substrat, av§ak pomoci peroxidu vodiku za vzniku radikalového kationtu. Peroxid vodiku mtze
byt produkovan jako nezddouci meziprodukt pii nekompletni redukci kysliku pfi dychani (jen
80 % kysliku je kompletné zredukovano), a proto peroxidazy castecn¢ funguji jako
detoxifikacni enzymy. Peroxiddzy oxiduji mnoho latek jako jsou mastné kyseliny, fenoly,
aminy, xenobiotika atd. Peroxidazy se rovnéz uplatiuji pii dalSich procesech. Jedna se
naptiklad o oxidaci jodidového aniontu na jod a néaslednou jodaci tyrosinu thyreoperoxidazou
za vzniku thyroxinu nebo oxidaci cytochromu ¢ cytochrom-c-peroxidazou.
Nejprostudovangj$im zastupcem peroxidaz je kienova peroxidaza, majici mnohem mensi
molekulovou hmotnost (asi 40 kDa) nez klasické hem obsahujici katalazy (260 kDa) [15].

Hemoproteiny se vyuZzivaji také pii katalytické transformaci castecné redukovanych
sloucenin dusiku. Konkrétné to jsou oxid dusnaty nebo dusity anion a jejich vazba na zelezo je
mozna pomoci koordinace elektronového paru a m-zpétné donace z Fe!' leZici
V nizkoenergetickych orbitalech nenasycenych ligandi. Zahrnujeme sem naptiklad dusitany,
dusi¢nany ¢&i nitroprussidovy anion [Fe(CN)s(NO)]? slouzici jako vazodilatatory a uzivajici se
proti akutnimu vysokému krevnimu tlaku a angina pectoris. Vaskularni relaxace miize byt
zpusobena akumulaci cyklického guanosin monofosfatu (CGMP) a pfedpoklada se, Ze guanylat
cyklaza je stimulovana navazanim svého hemu S oxidem dusnatym (-N=0O). Oxid dusnaty
nepusobi jen jako vazodilatatni nebo cytotoxické c¢inidlo, ale také jako neurotransmiter
v mozku. Lze jej (ale také naptiklad i oxid uhelnaty ¢i sirovodik) zaradit do skupiny latek
nazyvajici se ,,gasotransmitery. Jedna se o malé molekuly v plynném stavu, které ovliviuji
pienasece informaci (posly, mediatory), penetruji do membran a navazuji se na receptory, ¢imz
indukuji specifické odpovédi [15, 25].
2.1.1.2 Proteiny s Fe/S centry

Fe/S centra hraji dilezitou roli pii fotosyntéze, bunécném dychdni, fixaci dusiku, metabolismu
H2 nebo NO2, protoze diky nim dochazi k pfenosu elektronti (obdobné jako cytochromy) a
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rovnéZ jsou obvykle aktivnimi misty enzymi. Radime sem ferredoxiny, rubredoxiny nebo
Rieskeho proteiny. Mohou se vyskytovat bud’ samostatné jako klastry, komplexy se tfemi a
vice centralnimi atomy spojenymi vazbou kov-kov nebo mohou interagovat s dal$imi
prostetickymi skupinami jako je jiny centralni kov (Ni, Mo, V, hem-Fe) ¢i flaviny. Fe/S
proteiny se navazuji skrze atom zeleza na atom siry v cysteinu, ktery je vazan na protein,
zatimco vicejaderna Fe/S centra vazou siru v oxida¢nim stavu —Il. V klastrech jsou atomy
zeleza obklopeny ¢tyfmi atomy siry a tvoii uspofadani deformovaného tetraedru. Fe/S centra
obsahuji napiiklad fumarat reduktaza, NADH dehydrogenaza, sukcinatdehydrogenaza atd.

Jak jiz bylo zminéno, ferredoxiny miizeme strukturné klasifikovat jako klastry a do této
skupiny zahrnujeme [2Fe-2S], [4Fe-4S], [3Fe-4S] centra. Prvni zmifiovana skupina obsahuje
dvé centra s atomy Zeleza, kdy kazdé je koordinovano dvéma cysteinovymi postrannimi fetézci
proteinu a dvéma sdilenymi atomy siry v sulfidické form¢ (jedna se o muistkové uspotfadani). S
[3Fe-4S] a [4Fe-4S] centry se setkavame u bakterii a zajimavosti je, Zze nékteré [4Fe-4S] klastry
maji vy$si redoxni potencial nez jiné. Nazyvame je ferredoxiny s vysokym potencialem (z angl.
high potential iron-sulfur proteins) a ptisobi v anaerobnim elektronovém fetézci [16, 25].

Nektera [2Fe-2S] centra vykazuji neobvyklé spektroskopické vlastnosti a relativné vysoké
redoxni potencialy. Tyto systémy nazyvame Rieskeho centra a jsou soucasti komplexi
membranovych proteint mitochrondrie obsahujici cytochromy (pf. bci-komplexy). Rieskeho
centra obsahuji dvé odli$na Fe centra, protoze maji nesymetricka okoli — koordinace histidinu,
ktery je neutralni a jeho donorovym atomem je dusik. Rieskeho centra se uplatituji v kombinaci
scytochromem b pii rozdélovani toku elektronti v intramembranovém elektronovém
transportnim fetézci. Komplex III ptebira od ubichinolu (redukovany koenzym Q1o) elektrony,
tento mechanismus nazyvame Q cyklus. Obecné se jedna o pienos elektront z ubichinolu, kdy
v prvnim cyklu je elektron pfenesen na Rieskeho protein. Vysledkem je ptenos elektront v Q
cyklu na cytochrom c, ktery je dale transportuje do komplexu IV [18].

Poslednim ze skupiny Fe/S proteinti jsou rubredoxiny vyskytujici se u bakterii a stejné jako
vySe zminéni zastupci se podileji na pfenosu elektront. Strukturné se vsak 1isi v absenci
anorganické siry, tedy atom Zeleza je pfimo vazan na atomy siry cysteinti. Jsou aktivnim mistem
mnoha enzymil jako je superoxid reduktiza nebo rubredoxin-NAD* reduktaza [15].

Jinym zastupcem je ribonukleotid reduktaza (RR), jedna se o pomérné velky protein
s molekulovou hmotnosti asi 200 kDa. Tento enzym na rozdil od ostatnich ptedchozich
prikladd ve své struktufe neobsahuje porfyrinovy cyklus nebo S-donorovy ligand. RR
katalyzuje pfeménu ribonukleotidu na 2’-deoxyribonukleotid, jedna se o velmi dulezity krok
pii syntéze DNA. Pfi pfeméné se vyuziva dithiolu, ktery se oxiduje a timto zpiisobem jsou
ziskany elektrony pro katalyzu. Nejprostudovanéj$im enzymem tohoto typu je RR izolovana
z Escherichia coli [18, 26].

2.1.2 Role kobaltu v biologickych systémech lidského téla

Kobalt patii mezi esencialni stopové prvky, v lidském téle dospélého jedince se ho nachézi asi
2 mg. Doporucena denni davka je 0,002 4 mg pro dospélého ¢loveka, u ditéte 0,000 4 mg.
Kobalt je nejvice obsazen ve vnitinostech Ci listové zelenin€, jeho deficit vede ke vzniku
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perniciézni anémie, nechutenstvi ¢i zpomaleni rastu. Kobalt je soucésti vitaminu Bio,
dulezitého metabolitu zajist'ujiciho fadu biologickych funkci [27].
2.1.2.1 Vitamin By

Vitamin B12 (kobalamin) je molekula o molekulové hmotnosti asi 1 350 Da, ktera je vysoce
reaktivni pouze v kombinaci s odpovidajicim apoenzymem. Zvlastni je, ze centralnim kovem
koenzymu Bi1» je pravé kobalt, vzhledem k tomu, Ze je pomémné vzacné se vyskytujicim
piechodnym kovem z prvni fady 3d prvki v zemské ktife i motské vod¢€. Také corrinovy cyklus
je velmi specificky, je o uhlik kratsi nez porfyrinovy, a piestoze jsou i tyto kobalt obsahujici
systémy stabilni, nejsou pro napodobeni funkce koenzymu B12> vhodné.

Vitamin B2 je nezbytny pro spravnou krvetvorbu, v détském véku zajistuje vyvoj centralni
nervové soustavy, podili se na transmethylacnich procesech a aktivuje funkci jinych enzymd.
Na rozdil od mikroorganismi, které jsou schopny vitamin Bi, syntetizovat, jej clovék musi
pfijimat z potravy, predevs§im je obsaZen ve vnitinostech, rybim mase nebo Zloutku. Nedostatek
tohoto vitaminu se projevuje obdobné jako nedostatek kobaltu. Ovsem sekundarné miize tento
deficit ovliviiovat také funkci folatového cyklu, nezbytného pro spravnou syntézu dusikatych
bazi a tim i DNA a RNA [28, 29].

Jak jiz bylo zminéno, vitamin B12 (Obrazek 5) obsahuje ve své struktufe corrinovy cyklus,
ktery skrze své atomy dusikil zajist'uje ctyii koordinacni mista pro centralni atom kobaltu, paté
koordina¢ni misto je obsazeno dimethylbenzimidazolyl nukleotidem a Sesté (fungujici jako
reaktivni centrum) je obsazeno riznymi ligandy. Muze se jednat o kyanido, hydroxido,
methanido skupinu nebo o 5’-deoxyadenosin. Kyanokobalamin a hydroxykobalamin byvaji
enzymaticky aktivovany na methyl- nebo 5’-deoxyadenosylkobalamin.

Obrazek 5: Struktura vitaminu B12, kde X = —CN, —OH, —CHz3 nebo 5 ~deoxyadenosin [15]

Vitamin Bi12 funguje jako koenzym a aktivuje tak funkci nékterych enzymit, konkrétné se
jedna o izomerazy, methyltransferdzy a dehalogenédzy. Savci disponuji dvéma typy Bio-
dependentnich ~ enzym. Prvni  skupinou jsou  methylkobalamin-dependentni
methyltransferazy, kam fadime methionin syntdzu (MetH). Jak uz nazev napovida, vyuziva
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formy vitaminu B12, kde na kobalt je vazana methylova skupina, tj. methylkobalamin. MetH
katalyzuje pfeménu homocysteinu na methionin (Obrazek 6) a deficit MetH zapficini
hromadéni homocysteinu v téle.

CHj,

|
*HsN [Co"y[Co'T
>_L + 5-methyl-THFA + H* ———»
-00C s

Homocysteinovy anion

*HsN
>_L + THFA
00C S—CH,

Methionin

Obrazek 6: Schéma premeny homocysteinu na methionin pomoci methylkobalaminu.
THFA = kyselina tetrahydrofolova, (upraveno z [15])

Druhou skupinou jsou adenosylkobalamin-dependentni izomerazy, které vykazuji
vysokou alkylaéni aktivitu a jako nejvyznamnéjsiho zastupce mizeme uvést methylmalonyl-
CoA mutazu (MCM). Tato skupina vyuziva formu vitaminu Bio, kde na kobalt je navazan 5'-
deoxyadenosyl a jedna se tedy o 5'-deoxyadenosylkobalamin (koenzym B12). MCM Kkatalyzuje
pfeménu methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA a v piipad¢ nedostatku tohoto enzymu se
hromadi v téle kyselina methylmalonova, ktera je ve vétsi mife vylucovana moci. Dale se MCM
také podili na metabolismu valinu, threoninu a mastnych kyselin s lichym poctem uhlikd [15,
28].

Mezi Bio-dependentni enzymy rovnéz fadime i Bi2-dependentni reduktivni dehalogenazy,
které hraji dalezitou roli pfi odstraiiovani halogent z alifatickych nebo aromatickych sloucenin,
avsak tento typ enzymi se vyskytuje jen u bakterii [15].

2.2 Bioaktivni komplexni slou¢eniny Fe''' a Co'!!

Jeden z nejvyznamngjsich objevu v oblasti 1écby nadorovych onemocnéni byl objev ucinka
cisplatiny (cis-diamin-dichloridoplatnaty komplex) Barnettem Rosenbergem v 60. letech 20.
stoleti [3]. Pfestoze cisplatina vykazuje celou fadu nezadoucich uc¢inki a mnohé nadorové
buniky jsou vi¢i ni rezistentni, dodnes se pouziva pii chemoterapiich (kombinované
s radioterapii) a v mnoha védeckych publikacich se cisplatina stava referenénim materialem pti
biologickém testovani novych sloucenin. Cytostatické Gc¢inky komplext platinovych kovi,
zejména platiny a ruthenia [4, 30], jsou nesporné, avsak studium tohoto typu sloucenin
v minulosti ¢asteéné upozadil studium biologické aktivity komplexnich sloucenin dalsich
prechodnych kovi, jakymi jsou napiiklad Os [31], Ir [32] nebo Rh [8].

Je jiz znamo, Ze 1écba nddorovych onemocnéni neni vysadou pouze komplexti platinovych
kovii a miizeme mezi bioaktivni slouceniny zafadit mimo jiné i komplexy Zeleza a kobaltu.
Zelezo i kobalt patii mezi biologicky duleZité prvky vyskytujici se v lidském téle, jsou vyrazné
méné toxické nez jiné prechodné kovy, dobie tolerovany télnimi bunkami, a proto jejich
komplexni slouceniny jsou vhodnou alternativou k jiZ znamym lé€iviim obsahujici ve své
struktufe kov [33]. V literatufe je castéji popsana bioaktivita komplext téchto kovi
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v oxida¢nim stavu +ll, v tomto stavu se stavaji aktivni formou lé¢iva, coz souvisi s jejich
kinetickou stabilitou a rozpustnosti pii fyziologickém pH. Vzhledem K tomu, ze komplexy
kobaltu s centralnim kovem v oxida¢nim stavu +l1I jsou kineticky inertni, mohou slouzit také
jako nosice pro selektivni dopravu 1éCiv a jejich nasledna redukce vede k tvorbé aktivniho
1é¢iva, které dale ptisobi proti nadorovym bunkam (kapitola 2.2.3) [34]. Nékteré z téchto
bioaktivnich komplexi budou diskutovany v nasledujicich kapitolach (2.2.1 a 2.2.2) a rovnéz
jejich heterobimetalické komplexni slouceniny (2.2.4).

2.2.1 Soudasny stav vyzkumu bioaktivnich jednojadernych Fe''' komplexii

2.2.1.1 Ferroceniové soli

Prvotni studie komplexii Zeleza se soustiedily pfedevSim na vyzkum derivath ferrocenu.
Nesubstituovany ferrocen kviili své §patné rozpustnosti neni nijak biologicky uc¢inny, avSak po
jeho vneseni do biologického systému se oxiduje a v tomto stavu je jiz biologicky aktivni.
Zelezo v molekule ferrocenu vystupuje v oxida¢nim stavu +ll, oviem jednoelektronovou
oxidaci vytvafi stabilni ferroceniovy kation (Obrazek 7), ktery je stabilni na vzduchu a
rozpustny ve vode. V této soli Zelezo disponuje oxida¢nim stavem +I11 a tato redoxni reakce je
vratna pro vétsinu derivatd ferrocenu [35, 36]. Jiz v 80. letech minulého stoleti byly studovany
antineoplastické ucinky ferroceniovych soli, avS§ak mechanismus ucinku nebyl zcela znam.
Konkrétn¢ ferrocenium pikrat a ferrocenium trichloroacetat vykazovaly stoprocentni G¢inky
1é¢by Ehrlichova ascitického tumoru u mysi s LDsg 340 mg/kg, resp. 400 mg/kg. Tyto vysledky
byly srovnavany s doposud znadmymi cytostatiky a bylo zjisténo, ze vySe zminované
ferroceniové soli jsou Ctyfikrat u¢inngjsi nez cisplatina a téméi dvakrat u¢innéjsi nez titanocen
dichlorid [37]. Pozdgji se podatilo objasnit mechanismus G¢inku ferroceniovych soli. Potvrdilo
se, ze uinky nejsou vyvolany interkalaci soli do molekuly DNA, avSak jeji schopnosti
generovat hydroxylové radikaly, které zptisobuji oxidativni poskozeni DNA [38].

= | F=3k
| Oxidace |
Fell I:elll
@ Redukce @
Ferrocen Ferroceniova sul

Obrazek T: Reverzibilni redoxni reakce mezi ferrocenem a ferroceniovou soli (upraveno z
[35])

Je nutno dodat, Ze v teoretické Casti budou diskutovany i ferroceny, vzhledem k tomu, ze se
u jejich mechanismu ucinku miize predpokladat oxidace na Fe(Ill). Krom¢é vySe zminénych
ferroceniovych soli je biologicky aktivni rovnéz celd fada derivati ferrocenu S riznymi
postrannimi fetézci [39], heterobimetalické slouceniny ferrocenu [39—41] a také byla pozornost
zamé&fena na tzv. drug delivery systémy v konjugaci s ferrocenem. Studovano bylo také mnoho
piirodnich latek, at’ uz rostlinné, bakterialni ¢i plisnové povahy konjugované s ferrocenem [42].
U téchto strukturn€ rozmanitych a obsahlych skupin latek byla prokazana protinddorova
aktivita, rovnéz se potvrdily antimalarické a antianemické ucinky ¢i plsobeni vici HIV,
plisnovym a bakterialnim infekcim [11, 43, 44]. Také byly sledovany odlisné mechanismy
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ucinkd na rozdil od cisplatiny, ktera vytvaii kovalentni vazbu s atomy dusiku guaninu ¢i
adeninu [45], konkrétné se jedna o apoptdzu nadorovych bunék zptisobenou ochranou telomeru
pred telomerazou a/nebo snizenim aktivity telomerazy, dale alkylace DNA ¢i interkalace
cyklopentadienylovych kruht do molekuly DNA. Interkalaci je myslena inkorporace
elektronové deficientnich, planarnich aromatickych kruhi mezi baze DNA, stabilizuji se
nekovalentni interakce pomoci n-n dipol-dipol interakci, coz zplisobi rozmotani a natazeni
vlaken DNA, aby se prostorové prizpusobila interkalatnimu ¢inidlu. Interkalace je moznym
feSenim, jak obejit opravny mechanismus, ktery vede K rezistenci cisplatiny a jejich analogi
[46, 47].

Cela fada ferrocenylovych derivati byla studovana pro jejich biologické t¢inky. Ferrochin
(Obrazek 8a), ktery v roce 2015 vstoupil do 2. faze klinického testovani, vykazuje znaéné
antimalarické a také cytostatické ucinky, predevsim vaci karcinomu prostaty (ICso = 6 uM).
Klonogenni testy potvrdily Gplnou ztratu schopnosti pieziti nddorovych bunék po oSetfeni
ferrochinem a po obarveni pfezivsich kolonii bylo na prvni pohled ziejmé, Ze tento Ginek
vyrazné prevysSuje ucinky chlorochinu, se kterym byl ferrochin pfi testovani srovnavan. Pokles
mnozstvi Zivych nadorovych bun¢k byl zptisoben zastavenim proliferace nezli buné¢nou smrti,
a proto v dal§im kroku bylo studii bunécného cyklu pomoci pratokové cytometrie zjisténo, ze
ferrochin blokuje cyklus v Go/G1 fazi. Ferrochin v organismu ptisobi vice nez 20 dni, aniz by
byl ovlivnén piijimanou potravou a davka, ve které je ferrochin organismem tolerovan se
pohybuje okolo 1600 mg. Tyto poznatky ptedpovidaji, ze by mohl byt Gspésny i
Vv nadchézejicim testovani. Ferrochin se zaméfuje na mnoho biologickych cili jako jsou kinazy,
mitochondrie a mnoho dalSich, ovS§em mechanismus G¢inku nebyl zcela vysvétlen a bude
predmétem dalSich studii [48].

Rozsahlou studovanou skupinou jsou také ferrocenyly substituované tamoxifenem ¢i
hydroxytamoxifenem, tzv. ferrocifeny (Obrazek 8b). Tyto slouceniny byly studovany jiz na
konci minulého stoleti a na zakladé¢ vyzkumu byly zafazeny mezi selektivni modulatory
estrogenoveého receptoru. Tyto modulatory se navazuji na estrogenovy receptor a v zavislosti
na tkani, ve které plsobi, se chovaji jako agonisté nebo antagonisté. V prsni tkdni moduléatory
pusobi jako antagonisté a vzhledem k tomu, Ze estrogen ovliviiuje riist n€kterych nadori prsu,
jsou modulatory vyuzivany pii protinadorové 1é¢bé [49]. V zavislosti na koncentraci
ferrocifenu v biologickém médiu se 1isi jeho uéinky vici nadorovym buikam, pfi nizsich
koncentracich dochazi k interakcim se zmiflovanym estrogenovym receptorem, pii vysSich
koncentracich vyvolavaji ferrocifeny apoptoézu ¢i indukuji Fentonovu reakci [50]. V pribéhu
let bylo provedeno nékolik studii a pfipraveny riizné modifikované ferrocifeny, které¢ byly
testovany na bunikach rakoviny prsu. Nekteré z nich vykazovaly dobré cytostatické ti¢inky [51,
52], a to také vici jinym bunéénym liniim [53].

Obsahlou skupinou jsou ferrocenyly s postrannimi fetézci zvanymi chalkony (Obrazek 8c).
Z chemického hlediska se jedna o 1,3-diarylprop-2-en-1-on, pficemz arylové kruhy jsou
vesmgs substituovany riaznymi funkénimi skupinami a tyto kruhy jsou spojeny prop-2-enovym
ramenem. Eventudlné mize byt chalkon zacyklen v misté ramene a pak se jedna o flavony,
ptip. isoflavony. Chalkon poskytuje n€kolik koordinacnich mist pro kov, a proto mnohé
varianty komplexl s riznymi centralnimi atomy jiz byly syntetizovany. Nepieberné mnozstvi
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sloucenin z této skupiny latek bylo rovnéz sledovano pro jejich biologické tucinky. Mezi né
patii 1 slouCeniny, kde chalkon ¢i flavon je periferné modifikovan molekulou ferrocenu a u
nékolika z téchto latek se potvrdila cytotoxicka aktivita. Ze studii vyplyva, ze vétsi cytostatické
ucinky maji flavonové slouceniny, u kterych je arylovy kruh substituovan halogenidy, ptip.
doplnén o hydroxylovou skupinu nez jejich chalkonové analogy. Testovani probihalo na
bunécné linii rakoviny melanomu u mysi a nejlepsi vysledek vykazoval flavon substituovan
V polohach 3- a 5- atomy chloru (ICsp = 12 uM) [54, 55]. Jednim z poslednich vyzkumi bylo
testovani antibakterialni aktivity u série chalkonovych derivata ferrocenu s rizné dlouhymi
postrannimi alkylovymi fetézci (methyl az decyl). Bylo zjisténo, Ze testované slouceniny jsou
aktivnéjsi viaci grampozitivnim bakteriim, coz souvisi s délkou alkylového fetézce a rovnéz
se strukturou membran bakterii. Slouceniny sice obsahuji ve struktuie alkylovy fetézec, ktery
zvysuje lipofilitu chalkond, ty ovSem pfi testovani byly rozpustény v dimethylsulfoxidu, ktery
je amfipaticky a dovoluje tak chalkonu se dostat ptes peptidoglykanovou vrstvu. Predpoklada
se, ze alkylovy fetézec je zachycen v bunééné membrané, zatimco ferrocenyl, ktery je mnohem
mensi nez fetézec, se dostava do cytoplazmy bakterie. Membrana gramnegativnich bakterii je
dostat pfes vSechny jeho vrstvy, navic gramnegativni bakterie disponuji kaskddou procest,
které se snazi cizorodé latky vypuzovat zpét [56, 57].

OH
|
m Fe CHz (@)
- 4; ;5 Fe
Cl N
- R
(R = O(CH,),N(CHj3), ; OH)
a b C

Obrazek 8: Strukturni vzorec: a) ferrochinu [48], b) ferrocifenu [50], c) ferrocenyl chalkonu
[56]

Série ferrocenylt s akrylamidovym ramenem byla testovana na B16—-B10 a A549 buné¢énych
liniich. Ferrocenyl s akrylamidovym a fenylovym zbytkem vykazoval nejvyssi aktivitu (ICso =
0,17 uM) u B16-B10 a navic byla prokazana indukce apoptdzy u testovanych bunék. Pfi
testovani na A549 méla nejvyssi ucinky obdobna sloucenina, avsak substituovana v poloze 3-
methylovou skupinou na fenylovém kruhu (ICso = 2,1 uM) [58]. Pfedmétem zajmu jsou rovnéz
ferrocenyly substituované fenylthiomocovinovym ramenem. Komplexy byly piipraveny
Vv riznych substitucnich pozicich a biologické testovani odhalilo, ze slouceniny substituované
Vv para poloze jsou G¢inngjsi nez ty, které jsou substituované v poloze meta, pravdépodobné
diky rozsitengjsi delokalizaci elektronti a minimalnimu sterickému branéni. Komplexy se
testovaly na buné¢nych liniich MCF-7 a MCF-10A (bunky bez karcinomu). Komplexy sice
disponovaly mensi aktivitou v porovnani s cisplatinou, ale naopak byly méné toxické vici
MCF-10A [59].
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Ferrocenylové slouceniny s heterocyklickymi perifernimi substituenty jako napiiklad
tetrahydropyrazolopyrazolon disponuji zna¢nou antioxidacni aktivitou (vice nez 5x vyssi nez
bézné pouzivany antioxidant Trolox, ve vodé rozpustny analog vitaminu E) [60]. Ferrocenylové
derivaty se substituentem thiazolidin-4-on byly sledovany pro jejich antibakterialni i
antimykotické ucinky. Konkrétn¢ slouceniny, které byly rozSifeny o naftalenovy kruh a
alifaticky fetézec, vykazovaly Sirokospektralni uc¢inky napfi¢ riznym rodim bakterii a hub,
jejich aktivita bohuzel nebyla srovnatelna s latkami podavanymi v medicinské praxi [61]. Dalsi
skupinou jsou mimo jiné také ferrocenyly substituované 1,3,4-thiadiazolylpyrazolinem, kde
pyrazol byl dale modifikovan furanem nebo dichlorobenzenem. Pravé tyto dvé slouceniny
prokazovaly svou antimykotickou aktivitu vii¢i houbam rodu Pythium a Gibberella [62].

2.2.1.2 Fe"""komplexy s dithiokarbazdtovym ligandem

Derivaty odvozené od kyseliny dithiokarbazové byly jiz v minulosti studovany pro své
protinadorové [63], protiplisiové a antibakterialni vlastnosti [64]. Také u nich byly sledovany
ucinky pii 1é¢bé amébické dysentrie (infekéni onemocnéni stieva) [65]. Této skuping latek je
stdle vénovana znacna pozornost, protoze jejich vlastnosti lze upravit zavedenim rtznych
substituentl [66]. Studovan byl také komplex [Fe'''((OH)(OMe)(Hhpd-bal-sbdt),], Obrazek 9,
u né¢hoz byla sledovana aktivita absorpce glukozy a tato aktivita byla studovana i na jeho
analogu, ovSem s centralnim atomem Co(lll) — viz 2.2.2.1. Komplex ve své ligandové sfére
obsahoval ligand s ONS donorovymi atomy, 2-hydroxy-5-(fenyldiazenyl)benzaldehyd
(Hhpdbal) a S-benzyldithiokarbazat (sbdt). Komplex byl podroben protinadorovym a
cytotoxickym zkouskam na HeLa bunééné linii pouzitim testu viability a metabolické aktivity
téchto bunck (barveni trypanovou modii a MTT test). MTT test je zaloZzen na aktivité
sukcinatdehydrogendzy, ktera je schopna redukovat Zlutou tetrazoliovou stul (MTT) na fialovy
nerozpustny formazan. Pro jeho rozpusténi se pouzivd izopropanol, aby byla vytvofena
homogenni smés, vhodna pro méfeni absorbance. Plati, Ze ¢im je aktivita enzymu vyssi, tim
vice MTT je redukovano a tim je vyssi absorbance [67]. U HeLa bunék byl komplex testovan
pti odlisnych koncentracich (0,05-10 uM) a jako kontrola byly pouzity nelécené HeLa buiky.
MTT test prokazal zna¢nou antiproliferacni aktivitu komplexu, viabilita bun€k se pohybovala
okolo 30 % a 17 % pii koncentracich 5 uM a 10 uM a hodnota ICso ¢inila 4,6 uM. Test za
pomoci barveni trypanovou modii rovnéz potvrdil lepsi vysledky pro jiz vySe zminéné
koncentrace komplexu, ovsem viabilita bun€k se pohybovala okolo 49 % pro 5 uM a 25 % pro
10 uM. Obecné komplex vykazoval lepsi antiproliferacni ucinky nez cisplatina (ICso = 6,85
uM) a 5-fluorouracil (ICso = 73 uM). MTT test byl také pouzit pii testovani bezpe¢nostniho
profilu komplexu na zdravych HEK-293 bunkach, jehoz vysledky byly ponékud ptekvapujici,
protoze vice nez 80 % bunék ptezilo po osetieni komplexem (10 uM). Po provedeni vypocti
cytotoxické koncentrace (CCsp) a indexu selektivity (SI, podil CCsp a 1Csp) byly ziskany velmi
vysoké hodnoty — 412,68 uM a 89,52, coz je zasadni pro klinické testovani komplexu a tyto
hodnoty rovnéz predikuji nizkou cytotoxicitu vic¢i zdravym bunikam. Komplex byl studovan
rovnéz na absorpci glukoézy pomoci 2-NBDG (2-deoxy-2-((7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-
yl)amino)-D-glukéza) na HepG2 buiikach a jako kontrola byly pouzity nelééené HepG2 bunky
a jako standard metformin. Absorpce gluk6zy komplexem se pohybovala lehce nad 80 %, coz
bylo srovnatelné s metforminem [33].
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Obrazek 9: Strukturni vzorec studovaného komplexu [Fe'"'(OH2)(OMe)(Hhpd-bal-sbdt).] [33]

2.2.1.3 Fotosenzibilizdatory pro fotodynamickou terapii

Vedle klasické chemoterapie se pti 1€cbé nddorovych onemocnéni vyuziva také fotodynamické
terapic (PDT). Mezi jeji nejvétsi vyhody patii jeji selektivita vaci nadortm, minimum
vedlejsich ucinkd, Setrnost a v porovnani s ostatnimi metodami i neinvazivnost a rovnéz ji lze
kombinovat s jinymi formami 1é¢by. Uplatiiuje se v pocateCnich fazich onemocnéni a také
v pfipadech, kdy tumor nelze odstranit operativné. PDT zpiisobuje bunécnou smrt kombinaci
fotosenzibilizatoru (PS), viditelného svétla a molekularniho kysliku. PDT obecné funguje na
principu ucinkl svétlem aktivovaného fotosenzibilizatoru, ktery se akumuluje v nddorovych
buiikach a nasledné je vystaven viditelnému svétlu o vhodné vinové délce (vesmeés se jedna o
svétlo z Cervené oblasti spektra, protoze penetruje hloubéji do tkani, pouziva se také blizké
infraCervené zafeni [68]). PS se absorpci svétla excituje a piebytek energie je emitovan a
pfenesen na molekularni kyslik. Dochazi k tvorbé singletni formy kysliku, coz je velmi
reaktivni Castice, existuje v fadu nanosekund a ihned reaguje S molekulami ve svém okoli.
Takto dochazi k naruseni biologicky dulezitych komponent (napt. DNA, lipidova membrana
apod.), coz vede k apoptoze ¢i nekroze. Tento jev je v lidském organismu nezadouci, ovSem pfi
PDT zcela nezbytny. Nevyhodou PDT je jeji obtizné pouziti pii klinickém testovani a
nedostatek vhodnych PS [69, 70].

Prvnim testovanym PS byl porfimer sodny (prodavan pod komerénim nazvem Photofrin®),
Vv pribéhu let se vyvijely nové, selektivnéjsi a i€innéjsi PS s niz§im poctem vedlejsich ucinkd.
Takovymi PS je i série Fe(IIl) komplexi, jejichz ligandova sféra obsahuje Schiffovy ligandy
odvozeny od aminokyselin, konkrétn¢ argininu a tryptofanu (Obrazek 10). Jejich
fotocytotoxicita byla studovéana za pouziti MTT testu na jaternich nadorovych buiikach, HeLa
bunkach, MCF-7 a MCF-10, a to bez i s pouzitim svétla. Posledni jmenovana bunécna linii byla
pouzita jako kontrola ke sledovani specifity studovanych komplext. VSechny komplexy
vykazovaly zanedbatelnou cytotoxicitu bez ozafeni viditelnym svétlem, ovSem po ozafeni byl
pozorovan zna¢ny narlst aktivity, a to pfedevSim vici jaterni nadorové bunééné linii (ICso =
1 uM). Nejucinnéjs$im komplexem byl komplex s tryptofanovym zbytkem a terc-butylovymi
skupinami.
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Obrdazek 10: Strukturni vzorce Fe(lll) fotosenzibilatoru [71]

Kromé¢ cytotoxickych testi bylo u zminénych komplexti sledovano generovani reaktivnich
forem kysliku (ROS, z anglického reactive oxygen species) za pouziti 2, 7°-dichlorofluorescin
diacetatu, ktery je vpraven do buiky, zde je esterdzami deacetylovan. Po oxidaci generovanymi
ROS je vytvofen 2¢, 7‘-dichlorofluorescein emitujici zelené svétlo [72]. Testovani bylo
provadéno za pomoci prutokové cytometrie a sledovani posunu v intenzité¢ fluorescence
udavalo mnozstvi generovaného ROS. Obecné ¢im vys$s$i posun byl sledovan, tim vyssi
mnozstvi dichlorofluoresceinu bylo zoxidovano a tim generovano vice ROS. Gelovou
elektroforézou byla studovana schopnost komplext §tépit plazmidovou DNA (SC pUCI18
DNA), avsak Vv ptitomnosti tzv. ,lapac¢t hydroxylovych radikalti“ (dimethylsulfoxid, jodid
draselny a mannitol) bylo pozorovano snizeni této schopnosti, coz nasvédcuje, Ze komplexy
generuji hydroxylovy radikal (Obrazek 11).
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Obrdzek 11. Mechanismus generovani hydroxylového radikdalu Fe(lll) fotosenzibilizdatory
indukci svetlem [71]

Generovani hydroxylového radikalu bylo studovano pomoci UV-VIS spektrometrie,
pii¢emz studované komplexy hydroxylovaly benzoovou kyselinu na salicylat, coz bylo
prokazano pritomnosti pasu pii 520 nm. Zajimavé bylo pozorovani pasu az pii 550 nm u
komplexu s tryptofanovym zbytkem a terc-butylovymi skupinami. Pas, sledovany pii této
vinové délce, je charakteristicky pro katecholat, coz vede k zavéru, Ze zminénym komplexem
bylo generovano vétsi mnozstvi hydroxylového radikalu. Posledni test poukazoval na zptisob
bunécné smrti, byl proveden barvenim fluorescein izothiokyanatem a propidium jodidem. Test
se provadél na MCF-7 bunééné linii, ta byla oSetfena komplexem s tryptofanovym zbytkem a
terc-butylovymi skupinami a po dobu jedné hodiny vystavena zateni. Cast populace bundk

22



(konkrétné 42 %) se dostalo do apoptotické faze bez vyraznéjSich nekrotickych populaci, ¢imz
byla potvrzena buné¢na smrt apoptozou [71].

2.2.2 Souéasny stav vyzkumu bioaktivnich jednojadernych Co'"' komplexii

Mnoho komplexnich sloucenin s centralnim atomem kobaltu v oxida¢nim stavu +I1I bylo
studovano pro jejich antibakterialni, antivirotické ¢i protinadorové Gcinky, avSak neexistuje
mnoho sloucenin tohoto typu, které by se rozsifenéji v klinickém testovani pouzivaly [73].
Jedinou takovou komplexni slouceninou je Doxovir™., Jedna se o komplex Schiffovy baze
odvozené od acetylacetonu a ethylendiaminu, ktery ma v obou axidlnich polohéch koordinovan
2-methylimidazol. Tato slouc¢enina byla testovana jiz na konci minulého stoleti a je to jedina
slouCenina, ktera dosahla klinickych studii pii testovani vici viru Herpes simplex typu I. Na
centralni atom kobaltu je koordinovan histidinovy zbytek proteinu viru. Tato koordinace je
zasadni pro nésledné naruseni replikace viru, komplex vytvari stabilni adukty pies dusik jiz
zminovaného imidazolu, ¢imzZ je nahrazen 2-methylimidazol [74].

2.2.2.1 Co'""komplexy s dithiokarbazdtovym ligandem

Paralelné s komplexem [Co'"'(OH,)(CI)(Hhpd-bal-shdt),] byl také testovan jeho Fe'! analog,
jehoz vysledky testovani byly komentovany jiz v kapitole 2.2.1.2. Strukturné se jedna o
v podstaté identické latky, pouze ~OCHs skupina u Fe'"' komplexu byla nahrazena chloridovym
aniontem pro Co'"' komplex. Studium protinddorovych uéinki a také bezpeénostniho profilu
probihalo obdobn¢, avSak zjis§téné hodnoty se ponckud liSily. Pfi MTT testovani na HeLa
bun&né linii byly vysledky srovnatelné s Fe''' komplexem, viabilita bunék se pohybovala
okolo 30% a 15% pfi koncentracich 5 uM a 10 uM a hodnota ICso Cinila 4,7 uM.
Antiprolifera¢ni test barvenim trypanovou modii pro Co'"
lepsi Gicinky nez zminovany Fe'"' komplex, zejména viabilita bun&k pti koncentraci 5 pM, kterd
se pohybovala okolo 42 %. Stejné jako Fe'' analog, i Co"' komplex vykazoval lepsi
antiprolifera¢ni u¢inky nez cisplatina a 5-fluorouracil, které slouzily jako srovnavaci material
pii testovani. Dale byla testovana toxicita na zdravych HEK-293 buiikach, opét jako u Fe'!

komplex jiz poukazoval na o néco

komplexu, 1 zde bylo prokazano, ze vice nez 80 % bunck piezilo po oSetfeni komplexem
(10 uM). Byly zjistény hodnoty cytotoxické koncentrace CCso=473,17 uM a indexu
selektivity SI =100,67. Tyto hodnoty jsou vyssi nez pro Fe''' komplex, a tedy Co'' m4 jeste
lepsi predpoklady pro nasledné in vivo testovani a vstup do klinickych studii. Na zavér byla
sledovana absorpce glukdzy pomoci 2-NBDG na HepG2 bunkach, ktera ¢inila 90 %, coz je 0
vice nez 4 % lepsi hodnota nez pro standard, kterym byl metformin [33].
S
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Obrazek 12: Strukturni vzorec komplexu [Co"'(OH.)(CI)(Hhpd-bal-sbdt).] [33]
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2.2.2.2 Co'"" komplexy se semikarbazonovym ligandem

Znaénd pozornost se pii studiu bioaktivnich Co"' komplexii vénuje sloudenindm
s isothiosemikarbazonovou ligandovou sférou. Byly studovany komplexy, ve kterych
isothiosemikarbazon obsahoval ve své struktufe 2-hydroxybenzaldehydovy zbytek. Tyto
komplexy nevykazovaly uspokojujici vysledky pfi antibakterialnich a protiplisnovych testech,
na druhou stranu byla u nich zjisténa zna¢na antioxidacni aktivita, a to az 47-67x vys$si nez u
Troloxu [75].

Jednou z nejnovéjsich studii bioaktivnich Co'"

s isothiosemikarbazonovymi ligandy, ovSem zde Dbyl 2-hydroxybenzaldehydovy zbytek
I

komplexi je pfiprava a testovani komplexti

nahrazen 2-formylpyridinem, coz vedlo ke zvySeni antibakterialni aktivity zmifiovanych Co
komplexi. Konkrétné [Co(LA)2]JNOgz, kde LA = isothiosemikarbazon (Obrazek 13) obstal pti
antimikrobialnim testovani konkrétn¢ proti Staphylococcus aureus, pficemz byl asi 13x
u¢inngjsi nez Furacilin (také se pouziva oznaceni Nitrofural a jedna se o antibakterialni agens
pouzivané v bézné medicinské praxi). Dale pak komplex [Co(LA)2]Cl vykazoval zna¢nou
aktivitu vuci kvasinkam rodu Candida albicans, a to vice nez 10x vyssi nez bézné pouzivané
antimykotikum Nystatin. Obecné se da fici, Ze oba zmitiované Co"' komplexy jsou 2-8x
aktivnéj$i vuci gramnegativnim bakteriim (pfedev§im Escherichia coli), nez jejich analogy
s isothiosemikarbazonovym ligandem obsahujici 2-hydroxybenzaldehydovy zbytek. Testovana
byla také protinadorova aktivita a komplex [Co(LA)2]CI projevoval vyznamnou aktivitu viéi
HeLa bunééné linii (ICsop = 2,1 uM). Zaroven oba kobaltité komplexy obstaly pii testech
cytotoxického efektu na zdravych bunkach (ICsp = >100 uM) [76].
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Obrizek 13: Isothiosemikarbazonovy ligand HLA. Co" se koordinuje na dusik pyridinu, NI a
N4 [76]

Studovany byly také Co'"' komplexy se selenosemikarbazonovym ¢&i thiosemikarbazonovym
ligandem (Obrazek 14) V publikaci zaméfené na testovani tohoto typu sloucenin byl také
studovdan Co'' komplex, oviem s O-donorovym semikarbazonem (H8gaSC). Testovani
probihalo na vybranych bunéénych liniich, studovalo se 1Cso jak pro zminované komplexy, tak

v

pro jednotlivé ligandy a ze ziskanych hodnot bylo zjisténo, ze nejicinnéjsi je komplex Co',
dale Co" se selenosemikarbazonovym ligandem (H8qaSeSC) a jako posledni komplex Co'"
s thiosemikarbazonovym ligandem (H8qaTSC). Co"' komplex se selenosemikarbazonovym
ligandem mél nepatrné vys$§i ti¢inky nez zmitiovany Co' komplex pro bunééné linie MDA-MB-
361 (bunky rakoviny prsu) a K562 (chronicka myeloidni leukémie), avsak tyto ucinky byly
zhruba 2x nizsi nez pro cisplatinu [77].
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Obrazek 14: Strukturni vzorec semikarbazonu s donorovymi atomy kysliku, siry nebo selenu
[77]

2.2.2.3 Co'""komplexy s terpyridinovym ligandem

Komplexy tohoto typu s riiznymi centralnimi atomy byly v minulosti pfedmétem zajmu mnoha
publikaci [78, 79], protoze tato skupina latek ma vysokou afinitu vuci telomerazové
kvadruplexové DNA, které je uskupeno znékolik nad sebou umisténych systému Ctyf
guaninovych bazi [80]. Co'"' komplexy s terpyridinovym ligandem nejsou piili§ prozkoumanou
oblasti, avSak prvotni studie tohoto systému jiz nastinény jsou. Konkrétn¢ se jedna o komplex
s ligandem N,N-diethyl(terpyridinyl)anilinem (Obrazek 15), ktery byl testovan na celé fadé
bunéénych linii, jmenovit¢ HelLa, A549, T-24 (lidské bunky rakoviny mocového méchyte),
MGC80-3 (mucinézni zalude¢ni adenokarcinom), HepG2, SK-OV-3 (vaje¢nikovy sérovy
cystadenokarcinom) a na zdravych HL-7702 (lidské jaterni buiky). Testovana byla
protinadorova aktivita, kterd se prokazala u vSech studovanych linii s vyjimkou AS549.
Stanovené hodnoty ICsp byly prokazatelné nizS§i ve srovnani s cisplatinou. Zejména pro
buné¢nou linii T-24 (ICso = 0,52 uM), kdy aktivita komplexu byla 34,6x vyssi nez pro
cisplatinu. Dale se sledovaly cytostatické ucinky samotného ligandu bez piitomnosti
centralniho atomu. Tyto hodnoty vSak poukazovaly na velmi nizké G¢inky, ¢imz byl potvrzen
synergicky efekt Co"' a ligandu po vzniku komplexu. Z testii na zdravych buiikich bylo
zjisténo, Ze studovany komplex je selektivni na T-24 bunécnou linii, coz bylo prokdzano
Zz méteni indexu selektivity, kdy komplex mél 67,8x vyssi toxicitu viici zminiované linii nez na
zdravych bunkach. V ramci studie bylo provedeno také srovndni s komplexy odliSnych
centralnich atom@ (konkrétng Zn', Ni", Mn" a Pt") s identickym ligandem. Co'"' komplex
vykazoval nejvyssi cytotoxicitu ze vSech uvedenych komplexti viici vS§em bunéénym liniim
op¢et kromé A549.

Vzhledem k vysoké selektivité komplexu k buinkam T-24, byl na této bunééné linii studovan
mechanismus u¢inku. Klicovym faktorem pro apoptdézu je mimo jiné ubytek potencialu
mitochondridlni membrany, ktery byl sledovan pomoci fluorescencni sondy. Vysledkem bylo
pozorovani zvySené fluorescence, ¢imz se potvrdilo, ze mechanismem ucinku je pravé
apoptoza. Toto zjisténi bylo podpofeno o dalsi testovani, konkrétné se sledovalo generovani
ROS blizko DNA, coz vede k jejimu naruseni a tim i apoptdze nebo sledovanim narGstu
intracelularni Ca?', které rovnéz vede k narudeni potencialu mitochondrialni membrany.
Studoval se vliv na bunéény cyklus, ktery Co'"' komplex zastavoval v G1 fazi a na rozdil od
ostatnich komplexd s terpyridinovym ligandem (Zn' a Ni"") bylo toto zastaveni indukovano pti
nizsich koncentracich aplikovaného Co'"' komplexu, coz nazna¢uje, ze kobalt hraje v této
skuping slou¢enin kli¢ovou roli [81].
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Obrazek 15: Strukturni vzorec Co"' komplexu s terpyridinovym ligandem [81]
2.2.2.4 Co'"" komplexy se Schiffovou bdzi

Schiffovy baze vznikajici kondenzaci primarnich aminii s aldehydy pfedstavuji velmi dalezitou
skupinu latek v koordina¢ni chemii. Nov¢ vznikajici iminova vazba je velmi dulezita pro
biologickou aktivitu vysledného komplexu [82]. Schiffovy baze jsou vhodné ligandy pro Siroky
rozsah kovu, v¢etné lanthanoidu [83] a v minulosti tyto komplexy byly jiz sledovany pro své
biologické uc¢inky [84].

V posledni dobé se pfi vyzkumu Co'"' komplexti se Schiffovymi bazemi pozornost zaméfila
na ¢tvercoveé planarni systémy, v jejichz axidlnich polohéch se nachazeji dlouhé alifatické
fetézce, coz se jevi jako vhodné feSeni pro vylepSeni jejich biologickych aplikaci ¢i interakci
s biomolekulami. Jiz bylo prokazano, Ze struktury s dlouhymi fetézci maji dobré piedpoklady
pro interakci s proteiny, jedna se o skupinu tzv. metalosurfaktantt [85]. Jedna z poslednich
studii se =zabyvd vyzkumem komplexi vykazujicich kromé protinadorovych také
antiangiogenetické ucinky [86, 87].

Byla pfipravena série ¢tyi komplexti se Schiffovymi bazemi odvozenymi od ethylendiaminu
a acetylacetonu, z nichz dva obsahovaly ve svych strukturach fenylové postranni funkéni
skupiny a alifaticky fetézec (kratSi heptylamin — HA nebo delSi dodecylamin — DA), dalsi dva
komplexy byly strukturné shodné, avsak fenyly byly nahrazeny methylovymi skupinami
(Obrazek 16). U komplext byla studovana vazba na DNA a potvrdil se interkalacni zptisob
vazby mezi baze DNA pozorovanim hypochromismu pomoci UV-VIS spektrometrie.
Z rozsahu hypochromismu se urCovala sila interkala¢ni vazby komplexu a zavérem bylo
stanoveno, Ze komplexy obsahujici ve své struktute fenylové skupiny mély tuto vazbu silnéjsi
nez komplexy tuto skupinu neobsahujici (Vliv ©-7 interakci) a zaroven byla interkalace silnéjsi
u komplext s delsim alifatickym fetézcem. Tyto fetézce vykazuji hydrofobni interakce s DNA
(pfesnéji fe¢eno S nepolarnimi bazemi uvnitt dvousroubovice) a ¢im je fetézec delsi, tim je
téchto interakci vice a vazba je pevnéjsi. Kombinaci dalSich méteni bylo zjisténo, Ze komplexy
bez fenylovych skupin se interkaluji do molekuly DNA jen ¢astecné.

Z testovani vazby na BSA (z angl. bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin) vysel
nejlépe komplex [Co(Ph-acacen)(HA)2](ClOs), ktery ma kratsi alifaticky fetézec. Jeho afinita
k BSA byla nejvyssi a bylo zjisténo, Ze tyto krat$i fetézce se dokazou lépe piizpusobit
aktivnimu mistu BSA, zatimco delsi fetézec se pii kontaktu s BSA zkrouti a sto¢i, coz
znemoznuje efektivnéjsi interakci. V souvislosti s pfitomnosti fenylové skupiny byla sledovana
vys$$i afinita diky hydrofobnimu efektu. Navic fenylovd skupina je skupina elektrony
odebirajici, a tak kovové centrum muize mit kladngj$i elektronovou hustotu, a to miize

indukovat lepsi interakci se zaporné nabitou aminokyselinou BSA [87].
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Potvrzena byla také znacna cytotoxicita proti bunécné linii A549 a zdravych VERO buiikach
(epitelidlni jaterni buiiky opice) a sila cytotoxicity korespondovala s vysledky studii vazby
komplexid na DNA, tedy nejucinngjsi byl komplex [Co(Ph-acacen)(DA)2](ClOs). Po 24
hodinach od aplikace komplexu byla stanovena ¢tyfnasobn¢ vyssi aktivita nez pro cisplatinu,
ovsem po 72 hodindch uz byly Gcinky srovnatelné. Komplexy vici zdravym buiikam toxické
nebyly. V neposledni fadé¢ bylo kombinaci metod prokazano, ze komplexy indukuji
V nadorovych buiikach apoptdzu.

Cim se vSak tato série Co'

komplexu lisi od dfive publikovanych, je Vv jejich
antiangiogenetické aktivité. Angiogeneze je pojem pro rust cév z jiz existujicich a jeji potlaceni
V nadorovych buiikach brani rustu celého tumoru. Pro zjisténi angiogenetickych uc¢inkl se
pouziva tzv. CAM test (z anglického chorioallantoic membrane, chorioalantoidalni
membrana). Tato membrana (pouziva se kufeci) vytvari prirozené prostiedi pro rist cév a
pouziva se pii in vivo testovani [88]. CAM byla oSetfena komplexy a po uplynuti 6 hodin bylo
patrné, ze rust cév byl znacné potlacen a opét komplexy obsahujici fenylové funkéni skupiny
mély tento ucinek nejvétsi [87].

Téméf paralelng s vy$e zminénymi komplexy byly rovnéz studovany Co'"' komplexy, avsak
obsahujici Schiffovy baze salen (vznikla reakci salicylaldehydu a ethylendiaminu) ¢i salophen
(vznikla reakci salicylaldehydu a o-fenylendiaminu) a v axidlnich polohach majici
koordinovany dodecylamin. Latky pros§ly mnoha testy shodnymi s t€émi u vySe zminénych
komplexi a obecné se da konstatovat, ze komplex obsahujici ligand salophen vykazoval lepsi
vysledky pfi antiangiogenetickych i protinadorovych testech a také u néj byla zjisténa vyssi
vazebna afinita k DNA [86].

Obrazek 16: Strukturni vzorec Co"' komplexii se Schiffovou bazi. R* = —CHs; L = heptylamin,
R‘=-CHas; L =dodecylamin, R‘=-Cg¢Hs; L = heptylamin, R‘=—-CeHs; L = dodecylamin.
[87]

2.2.3 Co''" komplexy — systémy dopravujici 1é¢ivo

Jiz byl komentovan zptsob ptisobeni Co(Ill) komplexd reagujicich na vyménu ligandu, zde
fadime naptiklad Doxovir™, kde dochazi k substituci 2-methylbenzimidazolu za histidinovy
zbytek proteinu viru. Tato kapitola se zabyva jingym mechanismem pusobeni — bioreduktivnimi
Co(ll1) komplexy.

Pti chemoterapii casto dochéazi k nezddoucim vedlejSim G€inkiim, 1é€ivo nemusi selektivné
interagovat s zadanou bunkou, tyto ucinky mohou byt eliminovany aplikaci proléiva.
Pouzivaji se jako tzv. systémy dopravujici 1éCivo (drug delivery systems). Prolécivo je schopno
inaktivovat 1écivo a specificky jej dopravi do urcitého cile. Tento zplisob umoziuje zlepseni
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terapeutickych ucinku [89]. Prolécivo se po podani metabolizuje na farmakologicky aktivni
formu, jednou z forem metabolizace kromé napiiklad ionizujiciho zafeni nebo svétla je
redukujici prostfedi uvnitt buiiky diky nizkému redoxnimu potencidlu cytosolu (nadorové
bunky maji Casto nizky parcialni tlak kysliku nez buiiky zdravé). Vhodnymi prolécivy jsou
Co(l1) komplexy, protoze jejich redoxni potencial muze byt ladén modifikaci ligandové sféry
(0,2 V az -0,4 V) a tyto hodnoty jsou blizké hodnoté potencialu cytosolu a tudiz muze dojit
k redukci. Dalsi dulezitou vlastnosti komplexti kobaltu je rozdil v labilité mezi Co(III) a Co(II)
komplexem. Kobaltit¢ komplexy (d®) jsou inertni, zatimco kobaltnaté komplexy (d’,
vysokospinové) jsou labilni a velmi rychle podléhaji substituci ligandu. Obrazek 17: Redukci
aktivované komplexy kobaltu a jejich mechanismy piisobeni: I. uvolnéni efektoru, II. hypoxii
fizeny d¢j [34] naznaCuje dva zpisoby mechanismu pusobeni: |. uvolnéni bioaktivniho
kobaltnatého komplexu — efektoru (slouceniny, selektivné se vazici na proteinovy komplex,
ovliviwyjici jeho biologickou funkci, pfestoZze neni jeho soucésti), Il. uvolnéni malé molekuly
(1&¢iva), které bylo koordinaci na Co(III) deaktivovano, jedna se o hypoxii fizeny dé&j [34, 90].
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Obrazek 17: Redukci aktivované komplexy kobaltu a jejich mechanismy pusobeni: I. uvolnéni
efektoru, I1. hypoxii Fizeny dej [34]

Studovanym efektorem byl komplex [Co'"'(LB)2]CIO4, kde LB = 2,4-dijodo-6-((pyridin-2-
ylmethylamino)methyl)fenol. Sledovana byla jeho interakce s 26S proteazomem a byla
potvrzena inhibice tohoto proteinového komplexu. Spolu s Co(IIl) komplexem byl studovan i
vliv Co(Il) analogu a piekvapivé se ukazalo, Ze inhibice proteinu je vyrazngjsi nez komplexu
Co(II). Je to vysvétlovano intracelularni redukei Co(III) komplexu za vzniku Co(II) komplexu
a s tim spojenou disociaci ligandu a interakci s proteazomem [91].

Intenzivnéji studovanym mechanismem tcinku je redukce Co(IIl) komplexli v hypoxickém
prostfedi. Hypoxie je stav, kdy buiika nemé dostatek ptisunu kysliku (mé nizky parcidlni tlak)
a ma zvySené hladiny redukcnich Ccinidel a enzymi reduktaz. Tyto podminky jsou
charakteristické pro pevné tumory, velmi ziidka se objevuji u zdravych bunék. Pro cilenou
dopravu lé€iv jsou hypoxické buniky vhodnymi cily, protoze vlivem hypoxie se stavaji
rezistentnimi vli¢i chemoterapeutiklim nebo radioterapii. Organické 1é¢ivo navazano na Co(III)
je deaktivovano blokovanim aktivniho mista nebo koordinaci na volny elektronovy par, takto
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je ziskano inertni prolécivo. V hypoxickém prostiedi je Co(III) redukovano na Co(II) a skrze
ligandovou vymeénu je uvolnéno 1é¢ivo. Ve zdravych buiikach by tedy dochazelo k reoxidaci
na neaktivni Co(III) prolé¢ivo, avSak v hypoxickych bunkach dochazi k vratné oxidaci velmi
pomalu a uvolnéné 1é¢ivo miize v misté svého pusobeni ti¢inkovat [92, 93]. Timto 1é¢ivem je
cela fada sloucenin, naptiklad inhibitor matrixové metaloproteinazy marimastat ¢i tzv. mustard
agents.

Mustard agents (dusikaté yperity) jsou slouceniny s obecnym vzorcem (XC2H2C2H2)2NR
obsahujici ve své struktufe dvé [-haloalkylovd ramena (Casto chlorethylamin) [94], R
predstavuje vétSinou organickou molekulu, ptipadné vodik. Tyto slouceniny byly pouzity jako
cytostatika jiz ve 40. letech minulého stoleti [95]. Po redukci Co(lll) komplexu se dusikaty
yperit uvolni a vytvoti se aziridiniovy ion, ktery nasledn¢ alkyluje purinové baze DNA.
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Obrazek 18: Mechanismus ucinku dusikatych yperitii s naznacenim tvorby aziridiniového

iontu [96]

Byla popsana cela fada Co(IIT) komplexi s timto koordinovanym typem slouéenin. Casto se
jedna o Co(IlT) komplexy s acetylacetonatovym ¢i tropolonatovym (2-hydroxy-2,4,6-
cykloheptatrien-1-on) ligandem. Na tyto komplexy jsou koordinovany dusikaté yperity, bis(2-
chloroethyl)amin, N,N'-bis(2-chloroethyl)ethylendiamin, N,N-bis(2-chloroethyl)ethylendiamin
nebo N,N-bis(2-chloroethyl)diethylentriamin, ale i aziridiniovy ion ¢i jiné organické molekuly
[97-100]. Vyrazné ucinky vykazoval komplex [Co(DCE)(Meacac)2]ClO4, DCE = N,N-bis(2-
chloroethyl)ethylendiamin, ktery byl testovan na ovarialnich fibroblastovych bunikach Kiecka
¢inského a bylo zjisténo, Zze hypoxicka selektivita byla 20,3x vyssi u bunék kultivovanych
Vv hypoxickém prostiedi nez pti aerobnich podminkach [101].

Co(l1) komplexy mohou byt pouzity také pro tvorbu komplexu s marimastatem (patiici do
skupiny hydroxamovych kyselin). Marimastat je inhibitor matrixovych metaloproteinaz
(MMP). MMP §tépi bilkoviny extracelularni matrix a jsou dulezité pii regeneraci tkani, tvorbé
jizev, ale také se podileji na chorobnych stavech, jakymi jsou artritida ¢i metastdzy nadord.
MMP maji ve své katalytické doméné atom Zn(II), ktery je vazan na tfi histidinové zbytky
proteinu a dalsi dvé koordina¢ni mista jsou volna pro aktivovanou formu substratu.
V nadorovych buiikach jsou MMP nadmérné exprimovany a jejich inhibice mtize byt vyvolana
pravé marimastatem. Jedna se o 1éC¢ivo, které jiz vstoupilo do tfeti faze klinického testovani,
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avSak vysledky nebyly Vv porovnanim s jinymi inhibitory MMP pfili§ povzbudivé. Proto byl
navrzen odlisny zplisob dopraveni marimastatu do nadorovych bunék, a to pomoci Co(III)
komplexu v hypoxickém prostiedi. Byl studovan komplex [Co(mmst)(tpa)]ClO4-4H20, kde
mmst = marimastat, tpa = tris(2-methylpyridin)amin. Na zavér této studie bylo zjisténo, ze
komplex [Co(mmst)(tpa)]ClOs-4H20 vykazoval lepsi G¢inky inhibice rdstu tumoru nez
samotny marimastat. Pfestoze byly inhibi¢ni u¢inky marimastatu prokazany jiz dtive [Hidalgo],
tato studie tyto vysledky nepotvrdila. Neni rovnéz zndmo, ze by inhibi¢ni u¢inky vykazoval
Co(l)-tpa komplex ¢i tpa ligand. Autofi tyto odlisné vysledky vysvétluji na zakladé odlisného
zpusobu vyhodnocovani ziskanych dat [103].

DNA interkalatory jsou dal$i skupinou latek, které byly pouzity v systému s Co(lll)
komplexem K jejich cilené dopravé. Aktivita byla studovana pro komplexy Co(lll)-cyclen
(cyclen = 1,4,7,10-tetraazacyklododekan) s ligandem 1-(chloromethyl)-5-hydroxy-3-(5,6,7-
trimethoxyindol-2-ylkarbonyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,2-f]chinolin uvolnujicim se
Vv hypoxickém prostedi, bud’ ionizujicim zafenim nebo bunéénymi enzymy. Tento ligand byl
vybran z divodu tvorby stabiln€jSich chelati piechodnych kovil s vhodnymi pomocnymi
ligandy jako je pravé cyclen. Uvolnujici se ligand (cytotoxin) vykazoval dobré vysledky pfi
testovani na lidském adenokarcinomu plic — ICso = 0,06 nM. Také se potvrdilo, ze prolécivo je
méné toxické nez uvoliujici se cytotoxin. Prolécivo také vykazuje hypoxickou bunécnou
selektivni toxicitu nez pti aerobnich podminkach, hypoxicky cytotoxicky pomér (pomér hodnot
ICs0 Vv aerobnich a hypoxickych podminkach) ¢inil 7,5. Tato toxicita byla navySena zdménou
5,6,7-trimethoxy skupiny za dimethylaminoethanol (hypoxicky cytotoxicky pomér Cinil 41)
[93, 104].

Pro objasnéni aktiva¢niho procesu byly pouZity fluorofory, které jsou bioaktivni, schopny
mimikovat vazbu cytotoxint a jejich fluorescence je po koordinaci na Co(III) zhaSena. Po jejich
uvolnéni z Co(l11) komplexu je opét jejich fluorescence pozorovana. Byly studovany komplexy
[Co(c343)2(cyclam)]ClO4, cyclam = 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, c343H = kumarin-343 a
[Co(c343ha)(tpa)]ClOs, c¢343haH2 = kumarin-343  hydroxamova kyselina, tpa = tris(2-
methylpyridin)amin. Po piidani redukénich ¢inidel (askorbat, ptip. cystein) bylo pozorovano
Caste¢né navraceni fluorescence, coz je v souladu s predpokladem, Ze mechanismus procesu
funguje skrze ligandovou vyménu, zatimco askorbat, pfip. cystein se navazuji na komplex
kobaltu. Studium bylo provadéno v aerobnich i anaerobnich podminkach. Pfi aerobnich
podminkach by fluorescence méla byt znacné pomalejsi, protoze komplex bude ihned zpétné
oxidovan. Toto ale pfi studii pozorovano nebylo, coz znamend, Ze hladina kysliku neovliviiuje
rychlost uvoliovani ligandu z komplexu a tim je opét potvrzen mechanismus pomoci ligandové
vymény. Komplexy byly studovany na buné¢éné linii A2780, cytotoxicita komplext byla vyssi
nez pro samotny kumarin, z ¢ehoz plyne, ze Co(Ill) komplex doddnim kumarinu do buiky
zvysuje jeho schopnost buiiky zabijet [105]. Také byl sledovan vliv Co(III)-tpa komplexu na
zpiisob dopravy kurkuminu do bunék. Kurkumin vazany na komplex kobaltu byl v butice
rovnomérné distribuovan, zatimco volny kurkumin se v buiice hromadil po okrajich bunky
[106].
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2.2.4 Heterobimetalické komplexni slou¢eniny

Heterobimetalické slouceniny se v priabéhu let staly diillezitou skupinou latek se zajimavymi
vlastnostmi, protoze dokazou vyuzit kombinace vlastnosti jednotlivych kovii. Piestoze je
tyto komplexy své vyuziti pii homogenni katalyze diky kooperativnimu efektu kovi
s odlisSnymi elektronovymi a koordina¢nimi vlastnostmi, ale také na poli medicinského
vyzkumu. Heterobimetalické komplexy ptsobi diky dvéma odliSnym kovim raznymi
mechanismy a cili na odlisné slozky biologickych systémii, ¢imz se zvySuje jejich ucinnost.
Testovanim jiz pros$la cela fada komplext, jako ptiklad lze uvést opticka terapeuticka Cinidla
Re'-Au' [107], luminiscenéni sondy Au'-Ru'! [108] &i Pt'V-Ru'"" komplexy s protinadorovymi
tginky [109], jednou z nedavnych publikaci je studie zabyvajici se komplexy Ti'V-Au', u které
byla zjisténa znac¢na protinadorova aktivita viéi svétlobunéénému renalnimu karcinomu [110].

Kromé¢ katalyzy ¢i medicinskych aplikaci se nékteré heterobimetalické komplexy Zeleza ¢i
kobaltu pouzivaji jako ochranné vrstvy pro riizné materialy jako je naptiklad ocel [111], avSak
velké mnozstvi téchto komplext se také pouziva jako magnetické materialy, které nachazeji
své uplatnéni jako molekulové piepinace, pamétové jednotky ¢i optické displeje. Zejména
magnetochemie Fe'"' komplexti je velmi zajimava, a proto se tyto latky staly predmétem zajmu
mnoha védeckych skupin. Bylo syntetizovdno rozmanité mnozstvi heterobimetalickych
slouéenin tohoto typu, u kterych byly sledovany jejich magnetické vlastnosti [112, 115].
Zahrnujeme zde i latky vykazujici kfiZzeni spinovych stavii. Komplexy Fe''' tvofi podstatnou
¢ast téchto latek a mezi nimi také jejich Fe'"'-Co!"' komplexy [116].

2.2.4.1 Komplexni slouéeniny Fe'"'-Co'"!

Jednim zmala komplexii tohoto typu je komplex Fe'-Co'' se Schiffovymi ligandy a
kyanidovym aniontem jako muistkem mezi kovy, u kterého sice nebyly sledovany biologické

ucinky, avSak tato sloucenina miiZze byt pouZita jako stavebni blok pro analogy pruské modti
(PBA) [117].

PBA jsou slouc¢eniny majici rozlicné mechanické, elektrochemické a spektrochemické
vlastnosti s obecnym vzorcem M”3[MB(CN)y]c, kde kovy (jednim z nich je vzdy Fe) maji
odli$na oxidacni Cisla. Byly jiz publikovany analogy s nékterymi pfechodnymi kovy a tyto latky
nachazeji své uplatnéni mimo jiné jako biosenzory, zejména pak gluk6zové biosenzory. Obecné
se jedna o elektrodu, ktera mtze byt tvotrena z platiny, skelného uhliku, uhliku, TiO> ¢i grafitu
a na n¢j je elektrochemicky deponovan PBA ve formé& filmu. PBA je jesté chranéno vrstvou
polymeru, aby nedochazelo k solubilizaci PBA pii vyssich pH. Na elektrodu se imobilizuje
enzym, v tomto piipadé glukdza oxiddza, pfeménujici glukozu na glukolakton, pfi¢emz zaroven
dochazi k redukci kysliku na peroxid vodiku. Mnozstvi glukézy se pak stanovuje detekcei
uvolnéného peroxidu vodiku, a proto se tento typ biosenzorti pouziva pii testovani krve
diabetickych pacientt [118, 119].

Je potieba také zminit medicinské vyuziti samotné pruské (berlinské) modii Fes[Fe(CN)s]s.
Pruska modf se pouziva jako antidotum pro thalné a cesné ionty, tato 1é¢ba spociva v tzv. teorii
tvrdych a mékkych kyselin a bazi. Pruskd modi obsahuje kyanidové anionty, které jsou
mékkymi bazemi, maji tedy vysokou afinitu k mékkym kyselinam, jakymi jsou i thalné (cesné)
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ionty. Pruska modf ionty navaze, vytvoii se stabilni produkt s pevnou kovalentni vazbou,
produkt je vylucovan z organismu a takto dochazi k detoxifikaci [120].

2.2.4.2 Komplexni slouceniny Fe'" a dal§iho kovu

V této kapitole bude diskutovano pouze nékolik vybranych zastupct tohoto typu sloucenin, kde
jednim z centralnich atomii je Fe''' a druhym centralni atom ze skupiny piechodnych prvk.
Jsou vsak také zminény i Zelezité heterobimetalické komplexy s lanthanoidy. Obsahlejsi

skupinu tvoii heterobimetalické komplexni slouceniny obsahujici ve své struktuie ferrocen.

Studovany byly ferrocenyly se Schiffovymi ligandy odvozenymi od salicylaldehydu a
hydrazinu s centralnimi atomy zinku, niklu, médi a kobaltu. Kobalt byl na rozdil od ostatnich
kovi hexakoordinovany (navic byly koordinovany dvé molekuly vody), vSechny ostatni kovy
byly tetrakoordinované. Komplexy byly testovany na MCF-7 bunééné linii a zavérem bylo, ze
komplex ferrocenylu se Zn'" vykazoval biologickou aktivitu srovnatelnou s cisplatinou a
vSechny dalsi komplexy mély tuto aktivitu nizsi [39]. Pfipraven byl také komplex ferrocenylu
s trikarbonyl methylcyklopentadienylmanganem, ovsem vysledky studované antimalarické a
antibakterialni aktivity nedosahovaly takovych hodnot jako u latek pouzivanych v medicinské
praxi [121].

Studovany byly heterobimetalické komplexy Fe' splatinovymi kovy (M), piikladem
miizeme uvést komplexy s obecnymi vzorci [M"'(Trop)(dppf)](PFe) a [M"'(Hino)(dppf)](PFs) s
ligandy 1,1'-bis(difenylfosfino)ferrocen (dppf), tropolon (HTrop), hinokitiol (HHino) a kde
M = Pd, Pt. Z této série komplext vykazovaly velmi slibné Géinky vuci Trypanosoma brucei
Fe-Pd komplexy, avsak Fe-Pt komplexy byly mnohem mén¢ cytotoxické nez v medicinské
praxi pouzivany Nifurtimox [41]. Syntetizovany a testovany byly i mnohé dalsi slouceniny
obsahujici platinovy kov, napiiklad komplexy ferrocenu s isonikotinylovym ligandem a
centralnimi atomy Ir, Ru a Rh (Obrazek 19: Strukturni vzorec komplexu Fe-M, kde M = Ir, Rh;
R = pentamethylcyklopentadienyl nebo M = Ru; R = p-cymen (vlevo) [Stringer] a strukturni
vzorec Fe-Au komplexu s ligandy amido-fosfinem a 2-merkaptonikotinovou kyselinou
(vpravo) [40]), avsak testovani neptineslo uspokojivé vysledky [122].

Také testovani heterobimetalickych komplexa ferrocenylia s amido-fosfinovymi ligandy a
centralnim atomem zlata pfineslo pozitivni vysledky. Pfedev§im pak komplex s 2-
merkaptonikotinovou kyselinou (Obrazek 19: Strukturni vzorec komplexu Fe-M, kde M = Ir,
Rh; R = pentamethylcyklopentadienyl nebo M =Ru; R =p-cymen (vlevo) [Stringer] a
strukturni vzorec Fe-Au komplexu s ligandy amido-fosfinem a 2-merkaptonikotinovou
kyselinou (vpravo) [40]) vykazoval témétr 13x vyssi aktivitu nez Auranofin (testovano na
embryonalnich fibroblastech mysi) a dale 2x vyS$$i protinddorovou aktivitu na bunééné linii
A549 a HepG2 nez cisplatina [40].
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Obrazek 19: Strukturni  vzorec komplexu Fe-M, kde M=1r, Rh;
R = pentamethylcyklopentadienyl nebo M = Ru; R = p-cymen (vlevo) /Stringer] a strukturni
vzorec Fe-Au komplexu sligandy amido-fosfinem a 2-merkaptonikotinovou kyselinou
(vpravo) [40]

Komplexni slouceniny obsahujici Fe-lanthanoid slouzi jako kontrastni latky pro
magnetickou rezonanci, a to napiiklad komplex Fe''-Gd"!, konkrétné [Fe(NTA)]—[Gd-
DTPA(HTA)], kde NTA = nitrilotrioctova kyselina, DPTA = diethylentriamin-N,N,N’,N",N"-
pentaoctova kyselina, HTA = bis(3-hydroxytyramid) [123], ovSem né&které komplexy byly
studovany i pro jejich antibakterialni u¢inky. Zde lze zminit sérii komplext ferocenyli
s chalkonovymi rameny a Schiffovymi bazemi, u kterych byla sledovana vyssi antibakterialni
aktivita vaci kmenu Staphylococcus aureus nez pro tetracyklin, a to konkrétné u komplexu
ferrocenylu s Nd"'. Mimo Nd""! byly piipraveny z této série analogické slou¢eniny s Bi'"!, tento
komplex rovnéz oproti tetracyklinu vykazoval lepsi antibakteridlni uc¢inky vi¢i kmenu
Staphylococcus aureus. Také se testovala protinadorova aktivita u bunécné linie A549 a
nejlepsi vysledky vykazoval komplex ferrocenylu a Cd'", ktery byl prakticky zcela netoxicky
vici zdravym bunikam (Obrazek 20) [124].

Obrazek 20: Strukturni vzorec komplexu Fe-M, kde M = Bi"' X=0; M=cCd" Nd" X=8§
(upraveno z [124])

2.2.4.3 Komplexni slouceniny Co'" a dalSiho kovu

Komplexnich sloucenin této podskupiny heterobimetalickych komplext, které by vykazovaly
biologické ucinky, je velmi malo. AvSak milZzeme zde zafadit konjugéaty vitaminu Bi
s nékterymi kovy. Mensi podskupinu téchto konjugatl tvori radiofarmaka, konkrétné se jedna
napiiklad o kyanokobalamin tvofici heterobimetalicky komplex skrze kyanidovou skupinu
s radioaktivné znacenym metastabilnim izotopem *°™Tc, koordina¢ni sféru doplituji tfi
molekuly karbonyla a zbytek pak dva donorové atomy kyseliny pikolinové (pfipadné
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dipikolinové) [125]. Obdobnym komplexem, majici vysokou akumula¢ni schopnost
v nadorovych buiikach, je opét komplex kyanokobalamin-*"Tc, oviem zde vystupuje jako
mustkovy ligand mezi Tc a kobalaminem (4-amido-butyl)pyridin-2-yl-methyl-aminooctova
kyselina, ktera vSak je navazana na jeden z postrannich fetézct corrinového cyklu kobalaminu.
Latka byla testovana a tato studie provadéna na pacientech potvrdila jeji schopnost selektivniho
absorpci ledvinami [126]. Komplex byl také studovan pro jeho ucinky vici Escherichia coli a
Staphylococcus aureus, na které se vaze skrze specifické receptory a mize tak fungovat jako
selektivni radiofarmaceutikum pro zobrazovani infekei [127].

Ruiz-Sanchez a kol. publikovali studii zabyvajici se konjugaty kyanokobalaminu s Pt"
fungujicimi jako proléciva (B12-CN-Pt'), uréend k cilené dopravé k rychle se délicim buiikam,
kde Pt" je navazano skrze dusik kyanidové skupiny, ktera slouzi jako mistkovy ligand mezi
ob&ma systémy. Po aplikaci B1o-CN-Pt"! do organismu dochazi pomoci adenosylace k preméné
kobalaminu na adenosylkobalamin (Co'" se redukuje na Co'") a béhem toho se uvoliuje Pt'"
komplex. Tyto Pt" komplexy jsou strukturné piibuzné cisplating, aviak obsahuji ve své
struktufe kyanid. Jejich reaktivita se testovala na nukleotidech, jakoZzto modelech pro vazbu
cisplatiny (a jejich analogti) na DNA, konkrétné na 2°‘-deoxyadenosin. Potvrdil se vznik aduktu,
v nadbytku 2°-deoxyadenosinu pak bi-aduktt, coZ nasvédcuje, Ze tyto systémy (obdobné jako
cisplatina) cili na molekuly DNA. Systémy B1o-CN-Pt"" byly podrobeny dal$imu testovéni
cytotoxicity a vysledky odhalily, Ze nejsou zcela srovnatelné s témi pro cisplatinu. Je nutno ale
brat v uvahu, Ze toxicita konjugati souvisi s jejich koncentraci v intracelularnim prostoru,
jejichZ schopnost vniku do buiiky miiZze byt mnohem niZ$i nez pro cisplatinu. S tim souvisi i
mnozstvi konjugatli navazanych na transkobalamin Il (transportni protein pro kobalamin),
protoze konjugaty nenavazané na tento protein se do burnky nedostanou. Také se potvrdilo, ze
s pfidavkem transkobalaminu Il se zvysila i cytotoxicita konjugatd [128, 129].

Za zminku stoji i luminiscenéni sondy se strukturnim vzorcem [Co(bpy)2(ODHIP)Zn]**
s 2,2*-bipyridylovym (bpy) a dihydroxyimidazo-fenantrolinovym (ODHIP) ligandem. Bylo
prokdzano, 7e jednojaderny Co' komplex luminiscenéni vlastnosti nemd, avsak po jeho
koordinaci se Zn" se stava luminiscenénim &inidlem, pfi¢emZ pravé mmnozstvi Zn'' bylo
limitujicim faktorem intenzity emise, tedy s rostoucim mnozstvim Zn' intenzita vzristala

[130].
2.3 Radikalova chemie

Za zakladatele radikalové chemie se povazuje americky chemik ukrajinského ptivodu Moses
Gomberg, ktery v roce 1900 izoloval prvni radikdlovou slouceninu — trifenylmethyl radikal
[131]. Na jeho praci dale navazal némecky chemik Wilhelm Schlenk. Jeho jméno je spojovano
se Schlenkovou bankou ¢i Schlenkovou linkou pouZivanych pii zachdzenim s latkami citlivymi
na vlhkost ¢i vzduch, jakymi jsou pravé mimo jiné i radikalové slouceniny.

TUPAC (z anglického International Union of Pure and Applied Chemistry, Mezinarodni unie
pro Cistou a uzitou chemii) definuje pojem radikal jako molekularni entitu majici neparovy
elektron, ktery je znacen teckou a pokud je to mozné, ve vzorci by tato tecka méla byt umisténa
u atomu s nejvyssi spinovou hustotou [132]. Radikal se tvofi pii homolytickém Sté€peni vazby
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aradikéalové reakce mizeme rozd¢lit na radikélovou substituci a adici, pfi¢emz tyto reakce jsou,
co se ty¢e mechanismu, rozdéleny do tfech fazi — iniciace, propagace a terminace [133].

Radikaly jsou sou¢éasti mnoha procest, jejich transformace je spojend naptiklad se stabilizaci
plastti, kaucukt, prevenci oxidacni degradace potravin a 1éCiv, dale pak pti biochemickych
procesich radikaly vznikaji jako meziprodukty, konkrétné pti syntéze prostaglandinti, degradaci
lipidii peroxidem ¢i transportu elektronti. Obecné vsak jsou radikdly ziskavany pomoci
redoxnich reakci, ionizujiciho zafeni, teplem, elektrickym vybojem nebo elektrolyzou [134].

Mnoho radikalt je nestabilnich a maji velmi kratky polocas Zivostnosti, takovym piikladem
mohou byt reaktivni formy kysliku, kam zahrnujeme superoxid, peroxyl, hydroperoxyl a
hydroxylovy radikal. Tyto velmi reaktivni entity (diky neparovému elektronu) ihned reaguji
S okolnimi molekulami, jakymi jsou lipidy, aminokyseliny, proteiny, nukleotidy, koenzymy a
mnohé dalsi, ¢imz narusuji jejich struktury, a to vede ke vzniku patologickych jevi
v organismech. Reaktivni formy kysliku (ptipadné i dusiku) museji byt v téle vychytavany tzv.
antioxidanty, kterymi jsou napfiiklad vitaminy nebo karotenoidy.

Mezi stabilni radikély zatazujeme piedevsim organické radikaly a velkou skupinu tvoii N-
oxyly. Prvnim izolovanym stabilnim radikalem byl 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-I-oxyl, znamy
pod zkratkou TEMPO a izolovali jej vroce 1960 Lebedev a Kazarnovskii [135]. Dalsi
vyznamnym N-oxylem je 2,25 5-tetramethylpyrrolidin-1-oxyl (PROXYL) Tyto latky slouzi
jako markery biologickych systémt pro elektronovou paramagnetickou rezonanci nebo
reagenty pii organickych syntézach [134] a (nejen) jejich stabilita je dana tfemi zakladnimi
parametry — pritomnosti skupin poskytujicich elektrony (alkyly, hydroxyly ¢i aminy),
delokalizaci a sterickym branénim v okoli radikalu [136].

.S

Obrazek 21: Strukturni vzorec TEMPO (vievo) a PROXYL (vpravo)

o (l)
N

2.3.1 Bioaktivni radikalové slouceniny

Jednou z biologicky aktivnich sloucenin je 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
(TEMPOL). Jedna se o antioxidant, permeabilni pfes membranu, kumulujici se v cytosolu,
schopny napodobit aktivitu superoxid dismutazy. Bylo prokazano, Ze zmirfiuje nefrotoxicitu u
krys, vyvolanou pfi podavani gentamicinu (aminoglykosidové antibiotikum pouzivané na lécbu
infekci produkujici ROS). Samotna slouc¢enina neméla na nefrototoxicitu vliv, avsak po aplikaci
v kombinaci s gentamicinem se snizily hladiny mocovinného dusiku v krvi a sérového
kreatininu, jejichz zvySené hladiny nefrotoxicitu indikuji [13]. Podobna studie byla provedena
pii testovani vlivu na nefrotoxicitu zpisobenou vankomycinem (glykopeptidové antibiotikum
aktivni vi¢i grampozitivnim bakteriim), av§ak zde TEMPOL Zadnou aktivitu nevykazoval
[137]. U lidskych lymfocytt TEMPOL snizuje frekvenci vyskytu chromozomalnich aberaci a
zamén chromatidi vyvolanych cisplatinou [14]. TEMPOL v kombinaci s cisplatinou snizuje
proliferaci nadorovych bun¢k vajec¢niki a také se potvrdila zvySena indukce apoptdzy [138].
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Posledni studie naznacuji, Z¢ TEMPOL ma slibné protizanétlivé u¢inky vuci nefrotoxicité
vyvolané cisplatinou [139]. TEMPOL byl také aplikovan pii 1é¢b¢é alopecie (vypadavani vlasu),
kterd je nasledkem radioterapie. TEMPOL se jevi jako vhodny kandidat pro 1écbu alopecie,
nevstiebava se do krve a vlasy testovanych pacientli znovu zacinaly nartistat po aplikaci vrstvy
TEMPOL v podob¢ ethanolického roztoku pied kazdym ozafovanim [140].

Testovany pro své antibakterialni a antimykotické G€inky byly mono- a biradikaly odvozené
od PROXYL nebo TEMPO. Biradikaly byly propojeny amidovou skupinou, ktera byla rtizn¢
substituovana (Obrazek 22: Strukturni vzorce biologicky aktivnich monoradikala (R =H,
CH3), biradikald (R =CH3, CF3) [141], tetraradikdlu (R = TEMPO) a hexaradikalu
(R = TEMPOQ)). Lepsi vysledky byly prokazany u biradikalt odvozenych od TEMPO, které
vyrazné inhibovaly rust bakterii kmenu Staphylococcus sp. Pozorovan byl trend v nartstu
inhibice (cca 0 9 %) vuci Staphylococcus epidermidis u sloucenin, které byly na amidové
skupiné substituovany skupinami odebirajici elektrony (—CF3). Testované slouc¢eniny nebyly
aktivni vi¢i kvasinkam ani plisnim [141]. Aktivni proti Staphylococcus sp. byly i tetraradikal
a hexaradikal, opét odvozeny od TEMPO [142]. TEMPO radikaly s isothiokyanatovou ¢i
isoselenokyanatovou skupinou naopak vykazuji zna¢nou antimykotickou aktivitu [143].
Komplexni slou¢eniny Pt" s derivaty odvozenymi od TEMPO byly jiz studovany pro svou
biologickou aktivitu [144] a rovn&z byly pfipraveny komplexni slou¢eniny Co", Cu'' a Na'"!
s ligandovou sférou 4-amino-TEMPO a 1,1,1,5,5,5-hexafluoroacetylacetonatem, av$ak u
tohoto typu komplexii nebyla biologicka aktivita studovana [145].
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Obrazek 22: Strukturni vzorce biologicky aktivnich monoradikdalii (R = H, CH3), biradikadlii
(R = CHg3, CFs) [141], tetraradikdlu (R = TEMPO) a hexaradikdlu (R = TEMPO)[142]

2.3.2 Elektronova paramagneticka rezonance

Elektronova paramagnetickd rezonance (EPR) je spektroskopicka metoda zcela zésadni pro
radikélové slouceniny, protoZze se zabyva mikrovinnymi piechody mezi energetickymi stavy
neparovych elektronid se spinem a orbitdlnim momentem hybnosti. Cilem je kromé potvrzeni
pritomnosti tohoto typu latek také ziskat informace o intramolekularnich pfenosech,
termodynamice a mechanismu vymény spintl. Prvni EPR experimenty proved] v roce 1944
rusky fyzik Jevgenij Zavojskij a také se mu podaftilo ziskat prvni EPR spektra, konkrétné latek
CuCl2:2H20, CuSO4-5H20, MnSO4-H20. EPR se uplatiiuje v fadé odvétvi, mimo jiné i
Vv biologii pfi detekci antioxidantl, zjiStovani struktury proteinii a metaloproteini (pomoci
spinovych znacek) [146], ale také jako zobrazovaci metoda pfi detekci kysliku v mozkové tkani
[147].
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Energeticka hladina neparového elektronu zkoumané latky je vlivem vnéjsiho magnetického
pole o indukci B rozstépena na hladiny (Zeemaniv jev) a zaroven je vystavena
elektromagnetickému zatfeni o frekvenci hv, ktera je rovna rozdilu energetickych hladin. Pfi
piechodech mezi Zeemanovsky rozstépenymi hladinami dochazi k absorpci nebo emisi fotonu,
jehoz energie je dana rovnici (2.2). EPR je zaloZena na méfeni absorpce tohoto zateni pii
prechodech mezi hladinami, a to bud’ v zavislosti na frekvenci zafeni nebo magnetické indukci.
Tato absorpce bude efektivni jen v pfipadé, ze bude splnéna rezonan¢ni podminka (ktera v
tomto ptipadé plati pro systémy s ms = + 2):

AE = hv=msQe1sB (2.2)

Kde h je Planckova konstanta (6,626x107** J-s), ms sekundarni spinové kvantové &islo (nabyva
hodnot —s az +s jdouci po jedné, s je spinové kvantové ¢islo), ge g-faktor (2,002 32 — pro volny
elektron), z& Bohritv magneton (9,274x10724 J-T 1) [146].

Schéma instrumentace EPR spektrometru znazoriiuje Obrazek 23a. Zdrojem je klystronova
trubice, jedné se o zkumavku s vyhtivanou katodou, ze které jsou vyzatovany elektrony pies
anodu a odrazeny od katody zpét k anodé€, ¢imz je vytvareno zateni a jeho frekvence je dana
napétim umisténym na klystron. VInovod je duta mosazna trubice slouZici k pfenosu zateni ke
vzorku a detektoru, zatimco cirkulator zajiStuje, aby se zafeni nedostalo zpét ke zdroji. Mezi
dvéma magnety je umisténa dutina pro vzorek, ¢asto se pouziva dutina pro dva vzorky, pfi¢emz
jedna z nich slouzi pro referen¢ni material.

Referencni vétev I
Vinovod A 8
I | —f an p—
i . Diodovy
Zdroj zareni detektor
Vinovod
Clonka Modulaéni
Vzorek \ [ civky af
I b
Magnet Zdroj Ay
napéajeni l
a b

Obrazek 23: a) Instrumentace EPR spektrometru [148], ) EPR absorpcni kiivka (nahore) a
jeji prvni derivace (dole) [146]

Vzorek je v plynném, kapalném nebo pevném skupenstvi umistén do kiemenné kapilary.
Dutina se vzorkem je umisténa v prostoru s nejvétsi intenzitou magnetického pole, kde dochazi
k interakci. Magnety po stranach vzorku vytvaieji stabilni pole, kterého je dosahovano pomoci
napajeni a opatrnymi zménami intenzity pole se ziskava EPR spektrum. Modulaéni civky
umisténé okolo dutiny vytvafeji malé oscilujici magnetické pole, ¢imZ se zlepSuje detekce
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signalu (vysledny signal je prvni derivaci absorpéniho signalu — Obrazek 23b) a ten je
detekovan pomoci krystalového polovodi¢ového detektoru [149].

2.4 Shrnuti teoretické ¢asti vzhledem k cilim diplomové prace

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace je piiprava potencialné biologicky aktivnich
slouc¢enin se zamétenim na komplexy Fe(IIl) a Co(III). U tohoto typu sloucenin jiz byla
v minulosti prokazana znac¢na biologicka aktivita, pfedevsim pak u Fe(III) komplext [33, 48,
50, 56], v mensi mife pro Co(Ill) komplexy, coz pravdépodobné souvisi s jejich Kinetickou
stabilitou [81, 87] . Proto jsou Co(IIl) komplexy pouzivany jako tzv. systémy dopravujici
1é¢ivo, coz je zcela zasadni pro pevné tumory s hypoxickym prostiedim, rezistentnimi vici
chemoterapeutikim i radioterapii [90, 92] . Byla vSak také potvrzena biologicka aktivita pro
Co(I11) komplex s pentadentatni Schiffovou bazi odvozenou od kondenzace naftaldehydu s N-
(2-aminoethyl)-1,3-propandiaminem vici karcinomu vajec¢niku [150] a tato prace byla inspiraci
pro ptipravu novych Co(IlI) a Fe(III) komplexnich slou¢enin odvozenych od Schiffovych bazi.

V teoretické ¢asti je zminéna antimikrobidlni 1 protinadorova aktivita radikalovych slouc¢enin
odvozenych od TEMPO [141, 142] . Z tohoto diivodu byla jednim z cilti experimentalni ¢asti
ptiprava perifern¢ funkcionalizovanych sloucenin timto typem radikdlovych sloucenin,
nasledné tyto ligandy navazat na centralni atom Co(Ill) a pomoci elektronové paramagnetické
rezonance (EPR) studovat jejich interakce a Sifeni v tkanich.

Funkcionalizace byla také provadéna vybranymi organickymi substituenty, jejichz zavedeni
do molekuly muze vést k vazbé s receptory (za ucelem jejich inhibice) nebo jinak interagovat
s biomolekulami. Rovnéz tato substituce vede k vytvoreni vhodného koordina¢niho mista pro
dalsi centralni atom a lze tak pftipravit heterobimetalické komplexni slouceniny. V teoretické
¢asti je sice vzpomenuto nékolik pfipadii biologicky aktivnich heterobimetalickych slou¢enin
Fe(IIT) nebo Co(III) a dalsiho kovu [39, 41, 128], avSak tato ¢ast vyzkumu je znaéné upozadéna
V porovnani s jejich jednojadernymi analogy ¢i heterobimetalickymi komplexy ostatnich kovd,
zejména pak platinovych kovi [107, 109].

V reSersi jsou také popsany vysledky biologickych testovani nékterych komplexa Fe(III) 1
Co(III) odvozenych od Schiffovych bazi, byla potvrzena jejich protinddorova ¢i antimikrobialni
aktivita [86, 87], ale také zpisobilost jejich pouziti jako fotosenzibilizatorti pro fotodynamickou
terapii [71]. Z téchto divodi byly pfipravené periferné substituované derivaty salicylaldehydu
pouzity na pifipravu polydentatnich Schiffovych ligandii, které byly vyuzity pro piipravu
komplexnich sloucenin Fe(l1l) a Co(lll).
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3  EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pfipravit sérii ligand vzniklych periferni
substituci vychoziho prekurzoru. Témito prekurzory byly methylchlorované salicylaldehydy, u
kterych se substituoval atom chloru, a to organickou molekulou ¢i organickou radikalovou
skupinou. Je nutno dodat, ze piestoze vétSina téchto substituujicich latek byly komercni
produkty, nékteré organické reaktanty byly vramci diplomové prace pripraveny. Takto
ptipravené ligandy byly déle podrobeny reakcim s primarnimi aminy za vzniku polydentatnich
Schiffovych bazi, vhodnych pro nasledné koordina¢ni reakce s vybranymi pfechodnymi kovy,
konkrétn¢ atomy Zeleza a kobaltu v oxidacnich stavech +lll. Navic byly pfipraveny nékteré
typy Ni" komplexti, pfedeviim pak komplexni slouceniny s radikalovymi ligandy. Nikl byl
vybran pro jeho chemickou podobnost s zelezem a kobaltem, které jsou ale z hlediska oxida¢né-
redukénich reakci aktivnéj$i, coz je pro radikdlové slouceniny nezadouci. Pfipravené
slougeniny byly analyzovany pomoci dostupnych analytickych metod jako jsou *H NMR, LC-
MS, EPR, RTG analyza.

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje
3.1.1 Pouzité chemikalie

Pro chemickou syntézu byly pouzity nasledujici chemikalie: 5-methylsalicylaldehyd, 5-
chlorosalicylaldehyd, paraformaldehyd, kyselina chlorovodikova (35%), kyselina sirova
(96%),  bis(2-chloroethyl)amin  hydrochlorid,  2,2‘-(iminodiethan-1,2-diyl)bisftalimid,
N,N,N ‘N “tetraethyldiethylentriamin, benzimidazol, 5,6-dimethylbenzimidazol, 2-
fenylimidazol, pyridin-4-amin, K>COs, KIl, 2-pikolylamin, 2-pikolylkarbaldehyd, MgSQOa
(bezvody), NaBHs4, NaHCOgs, 1,10-fenanthrolin-5,6-dion, imidazol-2-karbaldehyd, kovovy
sodik, benzofenon, NaOH, bis(2-pyridyl)amin, pyrazol, 2-(pyridin-2-yl)-1H-benzimidazol, 4-
amino-TEMPO, bis(TEMPO)amin, 3-amino-PROXYL, (PROXYL-TEMPO)amin, bis(3-
aminopropyl)amin, 3,3'-diamino-N-methyldipropylamin, triethylentetramin, N-(2-
aminoethyl)-1,3-propandiamin, propan-1,3-diamin, Na:SOs (bezvody), FeClz-6H.0, FeCls,
CoCl2-6H20, Ni(CH3C0O0)2-4H20, tetrafenylboritan sodny, pyridin. Vyse uvedené slouceniny
byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich, Lachner, Acros Organics, Tokyo Chemical
Industry a Alfa Aesar. Rozpoustédla methanol (MeOH), tetrahydrofuran (THF), triethylamin
(EtsN), diizopropylethylamin (DIPEA), dichloromethan (CH2Cl), chloroform (CHCIs),
acetonitril (ACN), ethylacetat (AcOELt), hexan, diethylether (Et20), kyselina octova (99%),
NHz (koncentrovany roztok), izopropanol, dimethylformamid (DMF), dimethysulfoxid
(DMSO) byla zakoupena spolecnosti Lachner a Penta. Deuterovany chloroform (CDCIs) pro
'H NMR spektroskopii byl zakoupen od firmy Eurisotop. Pro piedistovani pfipravenych
sloucenin sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60—-200 um od spole¢nosti VWR
Chemicals a TLC desticky (Alugram Sil G/UV od spole¢nosti BDL). Pro vysuSovani
rozpoustédel byla pouzita molekulova sita Molsic 3A/1,0-1,5 mm od spole¢nosti Tek Metal
San.

39



3.1.2 Pouzité instrumentalni metody a pristroje
Elektronova paramagneticka rezonance

Princip, instrumentace i vyuziti elektronové paramagnetické rezonance, jakozto stézejni
instrumentalni metody pro analyzu radikalovych sloucenin, byl jiz komentovan v kapitole
2.3.2. Vzorky byly méfeny v pevné fazi pii laboratorni teploté na pfistroji spole¢nosti Joel Ltd.,
s elektromagnetem JM-PE-3. Spektra byla vyhodnocovana v programu EasySpin [151].

Nukledrni magneticka rezonance

Principidlné shodna metoda s EPR je nuklearni magnetickd rezonance (NMR). OdliSuji se
v tom, ze EPR vyuziva interakce magnetického pole s neparovymi elektrony, zatimco NMR
Sjadry atomii. Diky tomu Ize pomoci NMR studovat vétSinu organickych molekul a
biomolekul. Jadra atomti jsou radiofrekven¢nim pulzem excitovana a nasledné se sleduje jejich
deexcitace. Ziskavame signal, tzv. FID (z angl. free induction decay), ktery je nasledné
Fourierovou transformaci pieveden z ¢asové do frekvenéni domény. V NMR spektru sledujeme
predev§im chemické posuny signali (dany chemickym okolim méfeného jadra) a intenzitu
signala (po integraci ziskdvame podet jader). Stépeni signalu v 'H NMR spektrech je
definovano jako s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet), dd (dublet dublett), ddd (dublet
dubletu dubletd). *H NMR spektroskopie byla provedena na piistroji 500 MHz NMR
spektrometr Bruker Avance NEO. Vsechny méiené vzorky byly rozpustény v deuterovaném
chloroformu (CDCl3) a métené pii teploté 300 K. Spektra byla upravovana a vyhodnocovana
v programech TopSpin a MestreNova.

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostn: detekcs

Chromatografie je separa¢ni metoda zalozena na rozdélovani jednotlivych frakci latky mezi
mobilni a stacionarni fazi. Na rozdil od klasické sloupcové chromatografie je soucasti
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) vysokotU€¢inna pumpa, zajist'ujici kontinudlni
pritok mobilni faze (organické rozpoustédlo nebo jejich smési), jako stacionarni faze se b&ézné
pouziva silikagel. Separované slozky latky jsou déale analyzovany pomoci hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni spektrometrie je metoda zaloZena na pievedeni molekul na ionty.
Tyto ionty jsou dale rozliSovany na zaklad¢ jejich odliseného poméru hmotnosti a naboje (m/z)
[152]. Molekuly jsou pfevedeny na ionty pomoci riznych ionizaénich technik, zde pro méteni
komplexnich sloucenin bylo pouzito mekké ioniza¢ni techniky — elektrosprejové ionizace
(ESI). Vzorky byly méfeny pomoci UHPLC-MS (Dionex/Thermo Scientific) hmotnostniho
spektrometru s 3D iontovou pasti a zdroji pro ionizaci za atmosférického tlaku (ESI a APCI).
Spektra byla vyhodnocovana v programu MestreNova.

Rentgenostrukturni analyza

Rentgenostrukturni analyza spoc¢iva v dopadu monochromatického rentgenového paprsku na
monokrystal dané latky. Jakmile paprsek na monokrystal dopada, dochazi k jeho difrakci na
atomech uloZenych v rovinach krystalu. Vysledkem je difrakéni diagram, ktery je ziskan
merenim intenzity a polohy difrakci vici vzdalenosti krystalu od detektoru a otoceni krystalu
kolem troch anebo ctyfech os. Ze sesbiranych difrakei je mozné urcit symetrii krystalového
uspofadani a nejmensi opakujici se jednotku, tzv. Bravaisovu zakladni buiiku. Re$enim
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fazového problému je pak mozné ziskat mapu elektronové hustoty a z ni Ize vyiesit polohy
atoma a uhly, které sviraji vazby mezi nimi. Pro popis trojrozmérné struktury méiené latky, je
nutno sbirat soubory difrakénich diagramti ve vS§ech moznych orientacich [153]. Molekulové
struktury byly uréovany na Cétytkruhovém difraktometru Gemini R (Oxford Diffraction).
Parametry struktur byly vyhodnocovany v programu Mercury [154].

3.2 Priprava slou¢enin
3.2.1 Priprava prekurzoru

Vzhledem k zaméru pouzit na ptipravu Fe(Ill) a Co(IlI) komplext periferné substituovany
polydentatni Schiffovy baze jako ligandy, bylo nezbytné ptipravit vychozi slouceniny, diky
kterym mohla byt periferni substituce na ligand zavedena. Vzhledem k tomu, ze Schiffovy baze
vznikaji reakci mezi aldehydy a aminy, a také k predpokladané struktuie komplext, byl za
hlavni prekurzor byl zvolen 3-(chloromethyl)-5-methylsalicylaldenyd (1a), na jehoz
chloromethylovou skupinu je mozné substituéni reakci zavést vhodné periferni substituenty.
Syntéza la vychazi z 5-methylsalicylaldehydu — komer¢né dostupné latky, vhodné pro
naslednou chlormethylaci. Slouc¢enina 1a byla piipravena smichanim 5-methylsalicylaldehydu
(38 mmol; 5g), paraformaldehydu (55 mmol; 1,65g) a 35% kyseliny chlorovodikové
(0,38 mol; 24,12 ml). Dale bylo do smési piidano 6 kapek 96 % kyseliny sirové jako
katalyzatoru. Reak¢éni smés byla zahtivana 4 hodiny na olejové lazni pii 70 °C pod zpétnym
chladi¢em. Po uplynuti této doby byla smés ochlazena na laboratorni teplotu, doplnéna 100 ml
demineralizované H>O a extrahovana 3x100 ml CH.Cl,. Organicka faze byla nasledné
vysusena nad bezvodym NaSO4 a odpaiena na rota¢ni vakuové odparce (RVO), za vzniku bilé
pevné latky (m = 6,74 g; 99,9 %) [155]. Cistota vzniklé slougeniny byla potvrzena *H NMR
spektroskopii. Produkt je rozpustny v CHCI3, MeOH, THF.

IH NMR (CDCls): & ppm 2,37 (s, 3H), 4,68 (s, 2H), 7,35 (d, 1H), 7,48 (d, 1H), 9,87 (s, 1H),
11,26 (s, 1H)

Obdobn¢ jako sloucenina 1a byl ptipraven i 3-(chloromethyl)-5-chlorosalicylaldehyd (1b)
[155], a to smichanim 5-chlorosalicyladehydu (19,16 mmol; 3g), paraformaldehydu
(27,64 mmol; 0,83 g) a 35 % kyseliny chlorovodikové (0,39 mol; 12,15 ml). Jako katalyzator
byly pouzity 2 kapky 96 % kyseliny sirové. Reakéni smés se zahiivala pod zpétnym chladi¢em
po dobu 4 hodin pii teploté 70 °C na olejové lazni. Nasledné byla reak¢éni smés doplnéna 60 ml
demineralizované H:0, nasledné byla extrahovana 3x50 ml CH2Cl,. Organicka faze byla
ptresusena nad bezvodym Na,SOj4 a rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Vysledkem byla bila
pevna latka (m=2,69g; 68,5%). Cistota produktu byla ovéiena 'H NMR spektroskopii.
Produkt je rozpustny v CHClz, MeOH, THF.

IH NMR (CDCls): & ppm 6,96 (dd, 1H), 4,68 (s, 2H), 7,47 (dd, 1H), 7,54 (dd, 1H), 9,85 (s, 1H),
10,91 (s, 1H)
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Obrazek 24: Reakcni schéma pripravy sloucenin 1la (R1 = CHz) a 1b (Ry = Cl)
3.2.2 Priprava latek pro substituci prekurzoru

VétSina substituujicich molekul pouzitych pro ptipravu ligandl byly komeréné dostupné latky,
avsak byly rovnéz vyzkouseny pripravy tii latek, a to konkrétné N,N-bis(2-
pyridylmethyl)aminu (2), 2-(2-methylimidazol)imidazo[4,5-f]-[1,10]fenanthrolinu (3) a N,V *
bis(pyridin-2-ylmethyl)propan-1,3-diaminu (4) (viz Obrazek 25). Tyto slouceniny byly
vybrany z divodu pritomnosti NH skupin ve svych strukturach, které¢ po deprotonaci vytvori
nukleofilni entitu, ktera bude atakovat elektrofilni molekulu prekurzoru 1a nebo 1b (odstupuje
atom chloru).

NH
\
S

Obrazek 25: Strukturni vzorce sloucenin 2b, 3 a 4.

Sloucenina 2 byla ptipravena rozpusténim 2-pikolylaminu (50 mmol; 5,41 g) ve 100 ml
methanolu a do tohoto roztoku byl ptidan 2-pikolylkarbaldehyd (50 mmol; 5,35 g) [156].
Vznikl svétle Zluty Ciry roztok, ktery se michal dva dny. Do smési byly pfidany dvé 1Zicky
MgSOs a reakéni smés byla hodinu ponechana zahtivani pod zpétnym chladi¢em. Poté byl po
1zickach postupné za stalého michani a chlazeni (cca —5 °C) ve smési ledu a chloridu sodného
ptidavan NaBHs (100 mmol; 3,78 g), smés se nechala hodinu michat za laboratorni teploty.
Vznikla smés byla zbavena rozpoustédla na RVO, doplnéna 100 ml demineralizované vody a
neutralizovana pomoci 32 % kyseliny chlorovodikové do neutralniho pH. Nasledné byla smés
extrahovana 3x200 ml CH:Cl, organicka faze ptresusena nad bezvodym MgSOs a zbavena
rozpoustédla na RVO. Vysledkem byla oranzova olejovitd velmi viskézni kapalina (2a,
m = 8,27 g; 83,0 %). *H NMR spektroskopie potvrdila pfitomnost mnoha neéistot, proto bylo
nutno produkt precistit sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 95 % CHCIs/5 %
MeOH). Byla izolovana tmavé oranzova olejovita kapalina (2b, m = 4,62 g; 46,4 %). Analyza
'H NMR spektra potvrdila dostateéné pre¢isténi a moznosti pouzit produkt do dal3ich reakeci.
Produkt je rozpustny v CHCl3z a MeOH.

RrF = 0,35 (90 % CHCI3/10 % MeOH)
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IH NMR (CDCls): & ppm 3,93 (s, 4H), 7,09-7,11 (ddd, 2H), 7,30-7,31 (dd, 2H), 7,57-7,60
(ddd, 2H), 8,50-8,51 (ddd, 2H)

Sloucenina 3 byla pfipravena smichanim 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu (2 mmol; 0,42 g),
imidazol-2-karbaldehydu (2 mmol; 0,19 g) a octanu amonného (40 mmol; 3,08 g) v 30 m1 99 %
kyseliny octové. VSechny reakéni komponenty se zahiivaly po dobu 2 hodin pod zpétnym
chladicem. Béhem nékolika minut se barva reakéni smési zmenila ze zluté na oranzovou az do
hnédocervené barvy, po uplynuti reakéni doby byla smés syté zelena. Poté byla smés ochlazena
na laboratorni teplotu a doplnéna 60 ml demineralizované H20. Smés se dale neutralizovala po
kapkach koncentrovanym roztokem NHz na pH = 6. Vyloucena srazenina se zfiltrovala za
snizené¢ho tlaku pouzitim sklenéné frity, promyla se demineralizovanou H2O. Vysledkem byla
pevna latka zelené barvy (3a, m=0,41¢g; 67,9%). Dle analogického postupu z diive
publikovaného ¢lanku [157] bylo nutno vznikly produkt ptecistit sloupcovou chromatografii na
silikagelu (MF: 95 % CHCIs/5 % MeOH). Byla izolovana tmavé zlutd pevna latka (3b,
m = 0,37 g; 61,2 %). Analyza *H NMR spektra potvrdila piitomnost signalii charakteristickych
pouze pro reaktant 1,10-fenanthrolin-5,6-dion. Produkt je rozpustny v CHClz a MeOH.

R = 0,17 (95 % CHCla/5 % MeOH)
IH NMR (CDCls): § ppm 7,88-7,91 (dd, 2H), 9,34-9,37 (dd, 2H), 9,76-9,78 (dd, 2H)

Sloucenina 4 byla piipravena analogickym postupem, ktery byl jiz publikovan diive [158],
avSak namisto ethan-1,2-diaminu byl pouzit propan-1,3-diamin. Do 100 ml banky s kulatym
dnem byl umistén pyridin-2-karbaldehyd (31 mmol; 3,32 g) rozpustény v 30 ml methanolu, do
této smési byl ptidan propan-1,3-diamin (15,5 mmol; 1,159) za vzniku rdzového cirého
roztoku, reakéni smés byla michana po dobu 1 hodiny a chlazena smési ledu a NaCl (asi -5 °C).
Po uplynuti této doby byl do smési postupné ptidavan NaBHs (31 mmol; 1,17 g), jiz pii prvnich
piidavcich NaBHs4 ménil roztok barvu do Zluta a po pridani veSkerého podilu byla reakce
michana dalsi hodinu. Poté byla po kapkach smés neutralizovana 6M HCI (cca 15 ml) do
pH ~ 2. Smés byla poté alkalizovana pomoci NaOH na pH ~ 10, extrahovana 6x50 ml CH2Clz,
pfesuSena nad bezvodym MgSQOa, zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odstranéno na RVO.
Vysledkem byla svétle zluta kapalina (4, m = 2,44 g; 58,2 %). Latka nebyla piecistovana, byla
ihned pouzita do nasledujici reakce (viz 3.2.4.6).

3.2.3 SuSeni rozpoustédel

Pomoci internetové databaze Reaxys byl nalezen postup pfipravy analogickych sloucenin,
ptipravenych periferni substituci prekurzoru [159, 160] a tyto reakéni podminky byly
napodobeny pro ligandy (kromé série 5), jejichZ syntéza je popsana v nasledujicich kapitolach.
Specifita reakci spocivala v bezvodych podminkach, bylo tedy nutno pouZzivat rozpoustédla
zbavena vody, rovnéZ bylo nezbytné veSkeré pouzivané laboratorni sklo zbavit vlhkosti,
syntézy probihaly v inertni atmosféfe.

Jako reak¢ni prostiedi byl pouzit tetrahydrofuran (THF). Asi 300 ml THF se nalilo do banky
S kulatym dnem o objemu 500 ml a postupné se k nému piiddval na malé kousky (asi
0,5x0,5 cm) nakrajeny kovovy sodik. U tohoto kroku je vzdy nutna zvysSena opatrnost, jelikoz
sodik reaguje velmi exotermicky uz se vzdusnou vlhkosti, proto se doporucuje mit po ruce malé
mnozstvi izopropanolu, jehoZ reakce se sodikem je o poznani pomalejsi. Takto se nechal THF
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pomoci sodiku susit po dobu 24 hodin a nasledné se do smési ptidal benzofenon jako indikator.
Nasledovala destilace v inertni atmosféfe argonu, pfi¢emz destilace byla ukoncena, jakmile
prestaval byt sodik v banice pod hladinou THF. Takto predestilovany THF byl jiman do
piipravené banky s aktivovanymi molekulovymi sity.

Dalsi z pouzivanych rozpoustédel byl triethylamin (EtsN), ktery vSak slouZil k deprotonizaci
nez jako reak¢ni prostiedi. Cca 400 ml EtsN bylo umisténo do Schlenkovy barnky, napojil se na
piivod dusiku pro udrzeni inertnich podminek. Do EtsN bylo umisténo nékolik kouski
kovového sodiku nakrajeného na velikost asi 0,5x0,5 cm. Takto se EtsN ponechal dalSich
24 hodin a néasledovalo predestilovani jiz suchého EtsN, aby se amin zbavil ptipadnych
sodikovych rezidui. Pro zajisténi inertniho prostiedi po celou dobu destilace bylo nutno mit
vSechny komponenty destilacni aparatury suché, a proto se umistily do pece (100 °C) na
24 hodin. Pti skladani destilacni aparatury postupujeme od Schlenkovy bariky (do které se
umistilo nékolik 1zicek NaOH), pifes chladi¢ az k nastavci, na ktery byla umisténa banika
s prfesusenym EtsN. Po celou dobu aparaturou prochazi proud dusiku k zajiSténi inertniho
prostredi. Po sestaveni aparatury, regulaci proudu dusiku a zahajeni chlazeni proudem vody byl
zapnut ohifev (90 °C) a byla zahajena samotna destilace. Jako Vv ptipadé THF i u EtsN se
destilace ukon¢i v momenté, kdy sodik jiz neni v aminu ponofen. Na zavér se baika
s vysusenym aminem nechd asi 20 minut profukovat dusikem a nasledné se banka pecliveé
uzavie sklenénym Spuntem.

3.2.4 Priprava ligandi — periferni funkcionalizace aldehydu

Pro prvotni substitu¢ni reakce vychozich prekurzori bylo vybrano nékolik sekundarnich amina
vhodnych pro ptipadnou naslednou koordinaci kovu — bis(2-chloroethyl)amin hydrochlorid
(5a), 2,2¢-(iminodiethan-1,2-diyl)bisftalimid (5b), N,N,N*,N ‘-tetraethyldiethylentriamin (5c),
benzimidazol (5d), 5,6-dimethylbenzimidazol (5e), 2-fenylimidazol (5f) a primarni amin
pyridin-4-amin (5g). VSechny tyto aminy byly podrobeny reakci s 1a (1,09 mmol; 0,2 g)
V molarnim poméru 1:1, Sestindsobku uhli¢itanu draselného a 0,6 nasobku jodidu draselného.
Jodid draselny slouzi k substituci chloridu molekuly la, ¢imz se pak stava 1épe odstupujici
skupinou (Finkelsteinova reakce) a uhli¢itan draselny jakoZto slaba baze deprotonuje amin.
Jako rozpoustédlo byl zvolen acetonitril, reakce probihaly za konstantniho michani bez nebo
S ohfevem po dobu ¢tyt dni. Nasledné byly reakcni smési zpracovany filtraci za snizeného tlaku
za pomoci sklenéné frity, promyty malym mnoZstvi methanolu a diethyletheru. Ziskané
produkty 5a—g byly pevné latky vesmés svétle zluté barvy s vytézky >100 %. Proto byly
krystalizovany z acetonu a jejich struktura a &istota byla zkoumana *H NMR spektroskopii.
Produkty jsou vesmés rozpustné v CHCIlz a MeOH.

Vyse uvedené experimenty nevedly k Zddanym vysledkiim, a proto na zakladé jiz diive
publikovanych piiprav analogickych slouc¢enin [159, 160], byl postup upraven. Nasledujici
reakce probihaly v prostfedi inertni atmosféry dusiku nebo argonu a za pouziti bezvodych
rozpoustédel.

3.24.1 Pz-sal

Pz-sal, systematicky: 5-methyl-3-[(1H-pyrazol-1-yl)methyl]salicylaldehyd (6) byl pfipraven
rozpuSténim slouceniny la (8,2 mmol; 1,5159) v 15 ml suchého THF a tato smés byla
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umisténa do predem vysuSené kulaté baiiky, a to v prostfedi dusikové atmosféry a uzaviena
septem. Stejnym zpusobem byl do dalsi kulaté banky umistén pyrazol (8,2 mmol; 0,558 g) a
suchy EtsN (16,4 mmol; 2,29 ml) v 10 ml suchého THF. Smés pyrazolu s aminem byla pomoci
injek¢ni stiikaCky piikapavana po kapkach do smési aldehydu. Thned pii ptikapavani byla
pozorovana zména zbarveni z bezbarvé na svétle zlutou, rovnéz se vyluCovala srazenina bilé
barvy (EtsNH'CI) Po smichani veskerého objemu byla smés ponechana michani pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 24 hodin. Nasledn¢ se smeés zfiltrovala za snizeného tlaku
s pouzitim sklenéné frity, aby se separoval vznikly hydrochlorid. Izolovany filtrat Zluté barvy
byl odpaien na RVO. Vysledkem byla Zluta pevna latka (6, m = 1,58 g; 88,8 %). Analyzou 'H
NMR spekter bylo potvrzeno, ze ptipravena latka je ¢ista. Produkt je rozpustny v CHCIz a
MeOH.

IH NMR (CDCls): & ppm 2,29 (s, 3H), 5,35 (s, 2H), 6,26-6,28 (t, 1H), 7,18-7,19 (dd, 1H),
7,30-7,31 (dd, 1H), 7,53-7,54 (dd, 2H), 9,86 (s, 1H)

3.2.4.2 Benzim-sal

Benzim-sal, systematicky:  3-[(1H-benzimidazol-1-yl)methyl]-5-methylsalicylaldehyd (7)
vznikl rozpusténim slouceniny 1a (8,2 mmol; 1,515 g) v 15 ml suchého THF a tato smés byla
umisténa do pfedem vysusené kulaté banky, opét v prostiedi dusikové atmosféry a uzaviena
septem. Obdobné byl do dalsi kulaté banky umistén benzimidazol (8,2 mmol; 0,969 g) a suchy
EtsN (16,4 mmol; 2,29 ml) v 10 ml suchého THF. Zde bylo nutno pfidat 1 ml suchého
methanolu, protoze benzimidazol se zcela v THF nerozpoustél. Smés benzimidazolu a aminu
byla po kapkach ptikapavana k aldehydu. Pii pfikapavani byla ihned pozorovana zména
zbarveni ze svétle Zluté na tmavé zlutou az svétle oranZovou, rovnéZ se vylu€ovala bild pevna
latka (EtaNH'CI™). Smés se michala 24 hodin, poté se zfiltrovala za snizeného tlaku pomoci
sklenéné frity a filtrat byl odpafen na RVO. Vysledkem byla Zluty lepivy produkt (7a,
m = 2,7 g; >100 %), ktery byl pieéistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 97 %
CH:Cl2/3 % MeOH). Byla izolovana zluta pevna latka (7b, m = 10 mg; 0,5 %). Analyzou *H
NMR spekter bylo potvrzeno, Ze izolovana latka je ¢ista. Produkt je rozpustny v CHCIs a
MeOH. Pro zisk vyssiho vytézku bylo nutno latku peclivéji a za upravenych podminek znovu
piedistit sloupcovou chromatografii. Takto byl izolovan dalsi podil 7¢ (0,13 g; 7,0 %) a H
NMR spektroskopie potvrdila ¢istotu produktu.

Rr = 0,47 (95 % CH:Cla/5 % MeOH) pro 7b i 7c

IH NMR (CDCls): & ppm 2,25 (s, 3H), 5,38 (s, 2H), 7,07 (s, 1H), 7,37-7,32 (m, 3H), 7,41 (s,
1H), 8,05 (s, 1H), 9,87 (s, 1H), 11,31 (s, 1H)

3.2.4.3 Bpyma-sal

Bpyma-sal, systematicky: 3-({bis[(pyridin-2-yl)methyl]amino}methyl)-5-
methylsalicylaldehyd (8) vznikl rozpusténim slouceniny la (0,55 mmol; 0,1g) v 10 ml
suchého THF, postup je obdobny jako pfi ptiprave slouceniny 6. V dalsi batice byla rozpusténa
sloucenina 2 (0,55 mmol; 0,11 g) spolu se suchym EtsN (0,55 mmol; 0,15 ml) v 8 ml THF.
Ihned pfi ptikapavani smési aminli do roztoku aldehydu byla pozorovana zmeéna zbarveni
Z bezbarvé na svétle Zlutou, rovnéZ se vylucovala bila pevna latka (EtsNH'CI7). Smés byla
ponechana na michani dva dny. Zpracovani produktu probihalo obdobn¢ jako u slouceniny 6.
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Byla izolovana oranzovozluta viskozni kapalina (8a, m =0,33 g; >100 %). Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 95 % CHCIs/5 % MeOH). Byla
izolovana zlutd pevna latka (8b, m =60 mg; 31,8 %). Analyzou H NMR spektra byla
potvrzena jeji ¢istota. Produkt je rozpustny v CHClz a MeOH.

Rr = 0,29 (95 % CHClI3/5 % MeOH)

IH NMR (CDCls): & ppm 2,31 (s, 3H), 3,85 (s, 2H), 3,94 (s, 4H), 7,22 (t, 2H), 7,31-7,32 (dd,
2H), 7,43-7,44 (dd, 2H), 7,49 (s, 1H), 7,68-7,71 (t, 2H), 10,48 (s, 1H)

I

Obrazek 26: Strukturni vzorce sloucenin 6, 7b a 8b
3.2.4.4 Bpya-sal

Bpya-sal, systematicky: 3-([bis(pyridin-2-yl)amino]methyl)-5-methylsalicyl ~ aldehyd (9)
vznikl reakci slouc¢eniny 1a (1,1 mmol; 0,2 g) rozpusténé ve 2 ml suchého THF. Do této smési
byla ptikapavana smés bis(2-pyridyl)aminu (1,1 mmol; 0,19 g) a suchého EtsN (2,2 mmol;
0,3 ml) ve 2 ml suchého THF. Thned po prvnich pfidavcich byla pozorovana zména zbarveni
Z bezbarvé na syté Zzlutou barvu, rovnéz se vyluCovala srazenina bilé barvy (EtsNH'CI).
Reakéni smés byla doplnéna dalsimi 9 ml THF a takto michana 24 hodin, poté bylo provedeno
TLC a reakce byla ukoncena. Vznikly hydrochlorid byl separovan za snizeného tlaku pomoci
sklenéné frity, izolovany filtrat syté zluté barvy byl zbaven rozpoustédla na RVO. Byl izolovan
pevny produkt zluté barvy (m=0,5¢g; >100 %). Sloucenina byla ptecisténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu (MF: 95 % CHCIl3/5 % MeOH). Byly izolovany dvé frakce — zluty
lepivy produkt (9a, m = 0,1 g; 28,8 %) a zelenozluty lepivy produkt (9b, m = 0,26 g; 74,9 %).
Z analyz 'H NMR spekter bylo potvrzeno, ze produkt 9a neodpovidal predpokladanému sloZeni
a u produktu 9b se nepodatilo ptifadit vodiky jednoho z pyridinovych kruhd. Produkt 9b byl
proto také analyzovan pomoci MS, ktera potvrdila pfitomnost produktu 9b¢ (viz Obrazek 27).
Produkty jsou rozpustné v CHCIz a MeOH.

RF = 0,63 (50 % CHCI3/50 % MeOH) pro 9a; 0,71 (50 % CHCI3/50 % MeOH) pro 9b

'H NMR (CDCls): & ppm 2,19 (s, 3H), 5,54 (s, 2H), 6,85-6,88 (t, 1H), 7,06-7,08 (d, 1H), 7,30~
7,32 (dd, 2H), 7,75-7,78 (t, 1H), 8,31-8,32 (d, 1H), 9,83 (s, 1H), 11,22 (s, 1H) (pro 9b)
3.2.4.5 Pybzim-sal

Postup A: pybzim-sal, systematicky: 5-methyl-3-{[2-(pyridin-2-yl)-1H-benzimidazol-1-
yllmethyl}salicylaldehyd (10) vznikl reakci slouc¢eniny la (0,31 mmol; 0,06 g) rozpusténé
v 1ml suchého THF, k této smési byla po kapkach pridavana smes 2-(pyridin-2-yl)-1H-
benzimidazolu (0,31 mmol; 0,06 g) a suchého EtsN (0,6 mmol; 0,08 ml) v 1 ml suchého THF.
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Pii ptikapavani byla pozorovana zména zbarveni z bezbarvé na syté zlutou, rovnéz se
vylucovala srazenina bilé barvy (EtsNH'CI7). Reakéni smés byla michana po dobu 24 hodin,
poté byla zfiltrovana za snizeného tlaku pomoci sklenéné frity. Filtrat byl zbaven rozpoustédla
na rotacni vakuové odparce za vzniku bilého pevného produktu (m =68 mg; 61,8 %).
Vzhledem k tomu, Ze produkty téchto reakci maji zluté zbarveni, ale izolovat se podafilo bilou
pevnou latku (mozna piitomnost EtsNHCI™), produkt pravdépodobné ziskan nebyl, coz se
pozdé&ji prokazalo pomoci *H NMR spektroskopie. Ve spektru byly nalezeny signaly pro jiz
zminovany hydrochlorid, naopak intenzita signdlii vodikii methylenové skupiny byla velmi
nizkd a také intenzity vodikli aromatickych jader neodpovidaly ptedpokladanému slozeni.
Reakce proto byla stejnym zplisobem zopakovana a rovnéz byla vyzkousSena za upravenych
podminek.

Postup B: Pfiprava slouceniny 10 byla zopakovéana, avSak reakéni podminky se liSily
Vv pouziti deprotonizaéniho ¢inidla. Misto EtaN bylo pouzito KoCOs (1,81 mmol; 0,25 g) a Kl
(0,28 mmol; 0,03 g). Oba tyto reaktanty byly smichany spole¢né s 2-(pyridin-2-yl)-1H-
benzimidazolem (0,31 mmol; 0,06 g) a rozpustény v 5 ml suchého THF v inertni atmosféte,
Vv dal$i baiice za obdobnych podminek byla v 1 ml suchého THF rozpusténa sloucenina la
(0,31 mmol; 0,06 g). Vzhledem k tomu, Ze smé&s aminu a deprotonizacnich ¢inidel nebyla
homogenni smési (K2CO3 se nerozpustilo), bylo nutno do této smési pomoci injek¢ni stiikacky
ptikapavat roztok slouceniny la. Pfi pifikapavani vSak nebyla pozorovana typickd zména
zbarveni do zluta, kterd byla sledovana u vSech ostatnich reakei tohoto typu, reakéni smés
béhem ctythodinového michani pouze lehce ztmavla do svétle oranzova. Po 24 hodinach
michani reak¢éni smés ztmavla do syt¢jsi oranzové barvy a po provedeni kontrolniho TLC byla
smés ponechana na michani dal$i dva dny. Po uplynuti této doby smés zeZloutla a vzhledem
k tomu, Ze provedené TLC bylo shodné s piedchozim, byla reakce ukon¢ena a zpracovana (viz
zpracovani slouceniny 6), produkt vSak byl promyt malym mnozstvim acetonu, byl izolovan
zluty pevny produkt (10a, m =0,17 g; >100 %). Sloucenina byla pieciSténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu (MF: 60 % AcOEt/40 % hexan; AcOEt = ethylacetat). Byla
izolovana zluta pevna latka (10b, m =30 mg; 26,9 %). Analyzou 'H NMR spektra bylo
zjisténo, ze slouCenina 10b odpovidala pfedpokladanému slozeni. Produkt je rozpustny
v CHCl3 a MeOH.

Postup C: Sloucenina 10 byla pfipravena obdobné jako v pfipad¢ postupu B, avsak kromée
pozménénych navazek — 2,66 mmol; 0,49 g (1a), 2,66 mmol; 0,52 g (pybzim), 15,99 mmol;
2,21 g (K2COg), 1,63 mmol; 0,27 g (KI), reakce probihala v 10 ml THF, pfi¢emz postup byl
zcela stejny, smes Se vSak po dobu 24 hodin zahtivala pod zpétnym chladi¢em na olejové lazni
pti 80 °C a pod proudem argonu. Byla pozorovana lehka zména zbarveni ze svétle zluté do
oranzove¢ barvy, po 8 hodinach bylo provedeno kontrolni TLC, ze kterého bylo patrné, Ze je
nutno smes ponechat dal reagovat. Na noc byl vypnut ohfev, ponechan proud argonu a po
dal$ich 20 hodinach michéani bylo opét provedeno kontrolni TLC, které naznacilo, Ze reakce
muze byt jiz ukonéena. Smés byla zpracovana jako v pripadé postupu B (10c, m =0,98 g;
>100 %). Analyza 'H NMR spektra prokizala mnoho ne&istot, proto bylo nutno produkt déle
precistit sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 98 % CH.Cl./2 % MeOH). Byly
izolovany dv¢ frakce — zluta pevna latka (10d, m = 0,13 g; 14,3 %) a svétle zluta pevna latka
(10e, m = 0,43 g; 47,2 %). Obé frakce byly analyzovany *H NMR spektroskopii a bylo zjisténo,
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ze latka 10d odpovida piedpokladanému sloZeni, avsak ve spektru se nachazelo mnoho necistot,
latka 10e ptedpokladanému sloZeni neodpovidala. Ob¢ latky jsou rozpustné v CHCIs a MeOH.

Rr = 0,37 (60 % AcOEt/40 % hexan) pro 10b; 0,26 (98 % CH.Cl/2 % MeOH) pro 10d; 0,25
(98 % CH2Cl2/2 % MeOH) pro 10e

'H NMR (CDCls): & ppm 2,10 (s, 3H), 6,18 (s, 2H), 6,90 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,28-7,34 (m,
3H), 7,37-7,38 (dd, 1H), 7,86-7,87 (dd, 2H), 8,42-8,47 (dd, 1H), 8,60-8,64 (dd, 1H), 9,89 (s,
1H), 11,34 (s, 1H) (pro 10b)

IH NMR (CDCls): & ppm 2,10 (s, 3H), 6,18 (s, 2H), 6,90 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,28-7,39 (m,
5H), 7,86-7,87 (dd, 2H), 8,45-8,47 (d, 1H), 8,60-8,61 (d, 1H), 9,89 (s, 1H), 11,35 (s, 1H) (pro
10d)

3.2.4.6 Py.dap-sal>

Py.dap-salz, systematicky: N,N ‘-bis(5-methyl-3-formylsalicylaldehyd)-N,N ‘-bis-(pyridin-2-
ylmethyl)propan-1,3-diamin (11) byl pfipraven na zaklad¢ jiz diive publikovaného postupu
[Firmo]. Latka 1a (5 mmol; 0,91 g) byla spole¢né s latkou 5 (2,5 mmol; 0,63 g) rozpusténa ve
20 ml CH2Cly, poté byl po kapkach ptidan EtsN (5 mmol; 0,5g) smés byla michana pfi
laboratorni teploté 24 hodin. Po uplynuti této doby byla smés promyta 3x30 ml nasyceného
roztoku NaHCOs, organicka faze byla pfesusena nad bezvodym MgSOs, zfiltrovana a zbavena
rozpoustédla na RVO. Vysledkem byla zluta velmi viskézni kapalina (11, m = 0,97 g; 71,4 %).
Produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 95 % CH2Cl./5 % MeOH),
byly izolovany dvé frakce — ob¢ zluté viskozni latky (11a, m = 70 mg; 8,9 % a 11b, m = 0,52 g;
65,8 %). Analyzou *H NMR spekter byla potvrzena istota obou izolovanych frakci.

Rr = 0,37 (95 % CH,Cla/5 % MeOH) pro 11a; 0,40 (95 % CH2Cl2/5 % MeOH) pro 11b

IH NMR (CDCls): 5 ppm 1,80-1,83 (quintet, 2H), 2,23 (s, 6H), 2,51-2,54 (t, 4H), 3,68 (s, 4H),
3,76 (s, 4H), 7,11 (d, 2H), 7,15-7,24 (m, 4H), 7,36 (d, 2H), 7,61-7,64 (ddd, 2H), 8,50-8,52
(ddd, 2H), 8,60-8,64 (dd, 1H), 10,25 (s, 1H) (pro 11b)

= A = \ N v
| | / ) \ |
N N = \ N N / —N N | |
_

Obrazek 27: Strukturni vzorce sloucenin 9b, 9b¢, 10b a 11b
3.2.5 Priprava ligandii — substituce radikalem

Byla provedena série reakci periferné substituujici slouceninu la vybranymi organickymi
stabilnimi radikaly, konkrétn¢ reakce s 4-amino-TEMPO (12), bis(TEMPO)amin (13), 3-
amino-PROXYL (14), a (PROXYL-TEMPO)amin (15). Vsechny reakce za pouziti bezvodych
rozpoustédel a v inertni atmosféte argonu.
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3.25.1 TEMPO-sal;

Postup A: TEMPO-saly, systematicky: 4-{[3-(5-methylsalicylaldenyd) methyl]amino}-
2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (12) byl pfipraven rozpusténim 4-amino-TEMPO
(1,08 mmol; 0,186 7 g) v 0,19 ml diisopropylethylaminu (DIPEA; 1,09 mmol; 0,14 g) v barnce
S kulatym dnem a v pfitomnosti argonu. Do této smési byl po kapkach za stalého michani
pridavan roztok la (1,08 mmol; 0,2 9) v 3,6 ml THF. Po piidavani se zacala vylucovat
cervenooranzova srazenina, ktera se postupné rozpoustéla s dal§imi ptidavky aldehydu. Po
pridani veskerého podilu aldehydu vznikl Ciry ¢erveny roztok, a proto byla smés napojena na
pfedem vysuSeny a argonem profoukany chladi¢ a po dobu 2 hodin se smés zahftivala pti 60 °C.
Ani po uplynuti této doby smés nevykazovala zadné¢ zmény a byla zasldna na LC-MS analyzu,
ktera potvrdila, ze 0,5 ekvivalentu 4-amino-TEMPO nezreagovalo, a proto byla reakce
optimalizovana.

Postup B: Do reak¢ni smési piipravené postupem A byl pfidan 1 ekvivalent 1a (1,08 mmol;
0,2 g), 50 ul DIPEA (0,29 mmol; 37,1 mg) a po rysku, kde ulpéla reak¢éni smés, byl doplnén
THF. Smés po startu michani méla opét ervenou barvu a roztok byl Ciry. Reakéni smés se
michala 24 hodin v inertni atmosféie argonu, provedlo se TLC a reakce byla ukonéena. Produkt
byl extrahovan 5x10 ml AcOEt, presusen nad bezvodym Na>SOs a zbaven rozpoustédla na
RVO (12a, m =586,5 mg; >100 %). Tato Cervena olejovita latka byla ponechana dva dny
pti nizkych teplotich pro ptipadnou krystalizaci, avsak po uplynuti této doby nebyla
krystalizace pozorovana, proto byla latka opét rozpusténa v minimalnim mnozstvi AcOEt a
ponechana diftzni krystalizaci v soustavé s hexanem. Po asi 9 dnech byly v mate¢ném roztoku
pozorovany krystaly, které byly izolovany. Tyto lepivé krystaly cervené barvy byly rozdrceny
ptes filtracni papiry a vznikly prasek byl promyt 3x3 ml Et2O. Podily byly dekantovany do
puvodniho mate¢ného roztoku, ktery byl zbaven rozpoustédla na RVO (12b, m = 419,7 mg;
85,1 %). Produkt byl zaslan na LC-MS analyzu, ktera potvrdila nutnost jeho piecisténi
sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 75 % hexan/25 % AcOEt). Byla izolovana
Cervena pevna krystalicka latka (12c, m = 95,4 mg; 19,3 %), ktera je rozpustna v AcOEt a
MeOH.

Rr = 0,64 (50 % AcOEt/50 % hexan) pro 12¢
m/z = 468,26 [M+H]" (vypocitano), 468,20 [M+H]" (namé&feno)
3.25.2 TEMPOz-sal

TEMPO-saly, systematicky: 4-{[3-(5-methyl-salicylaldehyd) methyllamino}bis-(2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl) (13) byl pfipraven rozpusténim bis-TEMPO-aminu (1,09 mmol,
0,354 8 g), DIPEA (1,09 mmol; 0,14 g) ve 2 ml THF v inertnim prostiedi argonu, do této smési
byl za stdlého michani ptikapavan roztok 1a v 1 ml THF. Thned pfi prvnich ptidavcich se zacala
vylu€ovat Cervenooranzova sraZzenina a nerozpustila se ani béhem reakce, ktera trvala 4 hodiny.
Z provedené LC-MS analyzy bylo zjiSténo, Ze je nutnd separace pfitomného DIPEA
hydrochloridu, proto byla smés filtrovana, aby se separoval vznikly DIPEA hydrochlorid, smés
se odpatila na RVO a byl izolovan ¢ervenooranzovy pevny produkt. Separovany hydrochlorid
byl promyt Et2O a po kazdém ptidavku ultrazvukovan a dekantovan, dokud mate¢ny roztok
nad hydrochloridem nebyl ¢iry (cca 4x5 ml Et20), ethericky roztok byl pfidan k izolovanému
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produktu a odpafen na RVO (13a, m =358,9 mg; 69,7 %). Hydrochlorid byl dale na filtru
promyt CH2Cl, a roztok odpafen na RVO, tato frakce byla piecisténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu (MF: 66,7 % hexan/33,3 % AcOEt). 13a byl rozpustén ve 2 ml
AcOEt a ponechan na diftzni krystalizaci s hexanem, po dvou dnech krystalizace byly
izolovany Cervené krystaly (13b, m = 145 mg; 28,2 %). Latka je rozpustna v AcOEt a MeOH.

Rr = 0,59 (66,7 % hexan/33,3 % AcOEt) pro 13a
m/z = 474,33 [M+H]" (vypocitano), 474,20 [M+H]" (namé&feno)

o] o
= N /O

OH HO OH

Obrdazek 28: Strukturni vzorce sloucenin 12¢ a 13b
3.2.5.3 PROXYL-sal,

PROXYL-sal,, systematicky:  3-{[3-(5-methylsalicylaldehyd)  methyl]lamino}-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidin-1-oxyl (14) byl pfipraven rozpusténim 3-amino-PROXYL (1,27 mmol,
0,2 g), DIPEA (1,27 mmol; 0,16 g) ve 2ml THF. Ktéto smési bylo za stalého michani
v argonové atmosféte piidavan roztok la (2,55 mmol; 0,47 g) ve 2,2 ml THF za vzniku ¢irého
cerveného roztoku. Takto se smés nechala michat pfes noc a vzhledem k tomu, Ze se nezacala
vylu€ovat srazenina, byla reak¢ni smés zahtivana pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 60 °C a
v argonové atmosféfe. Po dvou dnech byla provedena TLC kontrola, reakce byla ukoncena,
smés odpaiena na RVO. Smés byla rozpusténa ve 3 ml H2O a extrahovana 3x15 ml AcOEt.
Opét byla provedena TLC kontrola, kterd naznacila nutnost zopakovani extrakce stejnym
zpiisobem. AcOEt faze byly slity, promyty nasycenym vodnym roztokem NaCl, vysuSené nad
bezvodym NaxSOs, zfiltrovany a rozpoustédlo odpaieno na RVO za vzniku syté ¢erveného
oleje (14a, m = 803,4 mg; >100 %), ktery byl nadale uchovan pii 0 °C. Vodna faze byla dale
extrahovana 3x15 ml CH2Clz, extrakt byl pfesusen nad bezvodym Na2SOs, filtrovan a odpaien
na RVO za vzniku bilych krystalt s lehce zelenym zabarvenim (14b, m = 93,2 mg; 16,2 %),
které byly nadale uchovany pii pii 0 °C. 14a a 14b byly zaslany na LC-MS analyzy, z nichz
vyplynulo, Ze 14a je smési finalniho di-substituovaného produktu, mono-substituovaného
produktu a zbytku DIPEA, 14b je smési monosubstituovaného produktu a DIPEA
hydrochloridu, coZ se potvrdilo ptidavkem H2O, které krystaly rozpustilo. Pfi laboratorni
teploté byla pozorovana zacinajici krystalizace 14a, proto se latka rozpustila v minimalnim
mnozstvi CH2Cl, a zahajila se difuzni krystalizace s hexanem, coz se ukazalo jako neuc¢inné.
Byla tedy zvolena jina varianta ptecisténi — sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 85 %
hexan/15 % AcOEt). Byla izolovana oranzovozluta olejovita kapalina a z provedené LC-MS
analyzy bylo zjisténo, Ze byla izolovana Cista latka (14c, m = 156,27 mg; 27,4 %), ktera je
rozpustna v AcOEt, CH.Cl, a MeOH.
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RF = 0,62 (50 % hexan/50 % AcOEt) pro 14c
m/z = 454,25 [M+H]" (vypocitano), 454,20 [M+H]" (namé&feno)
3.25.4 PROXYL-TEMPO-sal

PROXYL-TEMPO-sal, systematicky: {[3-(5-methylsalicylaldehyd) methylJamino}N-(1-oxid-
2,2,6,6-tetrametylpiperidin-4-yl)-N-(1-oxid-2,2,5,5-tetrametyl ~ pyrolidin-3-yl)  (15) byl
ptipraven rozpuSténim (PROXYL-TEMPO)aminu (0,38 mmol; 0,1179g), DIPEA
(0,38 mmol; 48,93 mg) ve 2 mol THF. Do této smési byl za stalého michani a v inertnim
prostfedi argonu pfisypan la (0,38 mmol; 69,9 mg) a michana 24 hodin. Vysledkem byla
zakalend Cervenooranzova smes, ktera byla zpracovana obdobné¢ jako v pfipadé slouceniny 13.
Po odpaieni rozpoustédla etherického roztoku byl izolovan produkt 15a (m = 94,8 mg; 54,5 %)
a po odpareni rozpoustédla z CH2Cl> roztoku byl izolovan produkt 15b (m = 92,7 mg; 53,3 %).
Oba izolované produkty byly piecistény sloupcovou chromatografii na silikagelu (MF: 80 %
hexan/20 % AcOEt pro 15a, 66,7 % hexan/33,3 % AcOEt pro 15b). Po piecisténi 15a byla
izolovana tmav¢ Cervena velmi viskozni kapalina (15¢, m = 75,6 mg; 43,5 %), precisténi latky
15b nebylo tspésné. Sloucenina 15C byla analyzovana pomoci LC-MS, avsak ziskana data
nepotvrdila pfitomnost produktu.

RF = 0,41 (66,7 % hexan/33,3 % AcOEt) pro 15c

O )
= N =

OH HO OH

Obrdazek 29: Strukturni vzorec 14c a predpokladany strukturni vzorec 15C
3.2.6 Priprava komplexnich sloucenin

Komplexni slou¢eniny byly pfipraveny in situ, za pouziti ,symetrickych“! nebo
»asymetrickych® primarnich amint, ¢imz po reakci s 1 vznikaly polydentatni Schiffovy baze
(v této praci znacené jako LC), vhodné pro koordinaci kovu. Schiffovy baze (iminy) vznikaji
reakci aldehydu nebo ketonu s primarnimi aminy, v prvnim kroku dochézi k nukleofilni adici,
kdy amin atakuje aldehyd (keton) za vzniku meziproduktu (hemiaminalu), nésleduje
dehydratace a vzniké imin. Dale byla také pfipravena komplexni slou¢enina koordinaci Fe'"' na
ligand 11b, a to bez piipravy Schiffovy baze.

- 0 OH 5
COH, ®_Ph
™ o Lo S _pnt2 PP PhSNS T __ _x Ph
Ph” “H HyN_ Ph” "N Ph” N ph Si” = = pn” N
Ph & N H

hemiaminal imin

Obrazek 30: Mechanismus vzniku iminu (Schiffovych bazi) [161]

! Symetrické aminy = bis(3-aminopropyl)amin  (dpt), 3,3’-diamino-N-methyldipropylamin (dptm) a

triethylentetramin (teta), asymetricky amin = N-(2-aminoethyl)-1,3-propandiamin (pet)
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Obrazek 31: Seznam in situ pripravenych Schiffovych ligandii
3.2.6.1 Komplexy Schiffovych bdzi odvozenych od symetrickych aminii

Piiprava koordina¢nich sloucenin byla provadéna reakci ligandu (0,46 mmol), ptislusného
kovu (0,23 mmol), aminu (0,23 mmol) a ptipadné baze (0,46 mmol). Pro pfipravu komplexnich
sloucenin Schiffovych bazi odvozenych od symetrickych amint byly vybrany tfi symetrické
primarni aminy — bis(3-aminopropyl)amin (dpt), 3,3'-diamino-N-methyldipropylamin (dptm) a
triethylentetramin (teta). Pro koordinaci byly pouzity FeCls-6H20, FeCls, CoCl.-6H-0,
Co(CH3C0O0)2-4H20 nebo Ni(CH3CO0),-4H.0. Pii piipravé Fe''' a Co'! (pouziti CoClz-6H20)
komplexti bylo pouzito bdze pro deprotonaci hydroxylovych skupin ligandu. Obecné
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komplexni slouCeniny byly pifipravovany rozpusténim reaktant Vv ptislusSném rozpoustédle a
po kapkach pomalu piidavany postupné v poradi aldehyd-kov-amin-(baze). Po ukonéeni reakci
byly vzniklé reak¢éni smési filtrovany do dvou uzavienych a dale perforovanych vialek, pfi¢emz
jedna byla umisténa do digestofe na volnou krystalizaci a druhd do uzaviené nadoby s Et;0 a
ponechana difuzni krystalizaci. Nasledujici reakéni schémata popisuji jednotlivé typy
provedenych koordina¢nich reakci, Tabulka 2 pak popisuje parametry provedenych reakci.

Obrazek 32 znazoriuje reakéni schéma koordinaénich reakci izolovanych liganda s Fe'",

Co"" nebo Ni" a primarnimi aminy dpt nebo dptm. P¥i piipravé Fe''"a Co"' komplexi byla
pouzita baze EtsN nebo pyridin (16i). Prvotni reakce s prekurzorem la byly provadény
v prostiedi methanolu (cca 10 ml, reakce 16a—), michany pii laboratorni teploté, ptipadné
zahtivany pod zpétnym chladi¢em pfi teploté varu reakéni smési. Objem rozpoustédla byl dale
snizen na 5-6 ml (16d, f, j-I), aby byly reak¢ni smési koncentrovangjsi a podpofila se tak jejich
nasledna krystalizace. Tyto reakce nevedly k uspokojivym vysledkiim, proto bylo zménéno
pouzivané rozpoustédlo a dale jiz byla vyuZivana smés MeOH/ACN (1:1, v:v) — reakce 16e, g—
I, 0—r. Pro pfipravu kationtovych komplext (16h, ch, 0-r) byla reak¢ni smés po ukoncéeni
reakce filtrovana do methanolického roztoku tetrafenylboritanu sodného. Vzniklé
[Fe(LC)](BPhs) komplexy vlivem objemnéjsiho aniontu Iépe krystalizuji. Ptiprava
kationtovych komplext vedla k izolaci produkti ve formé zeleného (16p), zlutého (16r) a
¢ernych (16h, 16ch, 160 a 16q) praski, které byly nasledné analyzovany pomoci MS.
Komplexy 16h a 16ch byly ziskany volnou krystalizaci a nasledné rekrystalizovany
Z acetonitrilu, zatimco komplexy 160-16r byly izolovany ihned po ukonceni reakce.

Ra
VN
K2 et /N\J/N\

solven M
Nﬁ\ + Fe”I/COIH/Ni" _ - C/f \:)

NH» baze X

16

Obrazek 32: Reakcni schéma pripravy komplexnich sloucenin Schiffovych bazi odvozenych
od aminz dpt (R2 = H) nebo dptm (R2 = CH3) s prredpokidadanym slozenim [M(LC)X], kde
M = Fe'l, Co'"" nebo Ni'', X = Cl nebo CH3COO™ pro neutrdlni komplexy nebo [M(LC)(X)]",
kde M = Fe"!, Co"', X = CH3O0H pro iontové komplexy. LC predstavuje prislusnou Schiffovu
bazi (Viz Obrazek 31). 16a: Ri=Cl, R,=H, M=Fe"", X=CI; 16b: R1=Cl, R, =H;
M = Ni'', X= CHsCOO~; 16¢c: R1=Cl, R, = CHs;, M=Ni'", X= CH3COO; 16d a 16e:
Ri=pz, Rz=CHs, M=Ni', X= CH3COO~; 16f a 16g: Ri1=pz, Rz=H, M=Ni",
X = CHzCOO7; 16h: R1=pz, R,=H, M= Fe"" X = CH3OH: 16¢ch: Ry = pz, R> = CHa,
M = Fe!'l. X = CH30H; 16i: R1 = pz, Rz = H, M = Fe'"", X = py; 16j: R1 = bpya, Rz = CHj,
M = Co'', X = ClI; 16k: R1 = bpyma, Rz = CHs, M = Co'"", X = CI; 16l: R1 = pz, R2 = CHs,
M=Co", X=CI; 16m: Ri=bpyma, R,=CHs, M=Co", X= CH3COO~; 16n:
Ri =bpyma, Rz=H, M=Co"', X= CH3COO~; 160: R1 = pybzim, Rz = CHs;, M = Fe'",
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X = CH3OH; 16p: Ri=pybzim, R =CHs, M=Co"", X=CH3OH; 16q: Ri = benzim,
Rz = CHs, M = Fe''", X = CH30H; 16r: Ry = benzim, R, = CH3, M = Co'"", X = CH30H.

Molekulové piky naméfené hmotnostni spektroskopii u latek izolovanych v mikrokrystalické
podobé (MeOH, m/z, 100 %):

16h, [Fe(pz-dpt)(CH30H)]*: vypo¢itano 612,24 M*, naméfeno 581,25 M*
16¢h, [Fe(pz-dptm)(CH30H)]*: vypogitano 627,26 M*, naméfeno 595,30 M*
160, [Fe(pybzim-dptm)]*: vypocitano 849,32 M*, naméfeno 849,45 M*

16p, [Co(pybzim-dptm)]*: vypo¢itano 852,32 M*, namé&feno 852,36 M*

16q, [Fe(benzim-dptm)]*: vypocitano 695,27 M*, naméieno 695,44 M*

16r, [Co(benzim-dptm)]*: vypocitano 698,26 M*, naméteno 698,24 M*

U reakci 16h, ch, p—r se podafilo izolovat produkt. V piipad¢ 16h, 16ch, 160 a 16q byl
produkt izolovan po volné krystalizaci v digestofi a nasledn¢ byl rekrystalizovan z acetonitrilu.
Latky 16p a 16r byly izolovany ihned po ukonceni reakce ve formé zeleného (16p) a zlutého
(16r) prasku, resp. ¢ernych prasku (16h, 16ch, 160 a 16q). Pro slou¢eniny 16h (m = 84 mg;
60 %), 16¢ch (m =71 mg; 41,2 %), 160 (m = 36 mg; 96,8 %), 16p (m =40 mg; 53,7 %), 16
(m=33mg; 71,2%) a 16r (m=10mg; 10,8 %) bylo zméfeno MS. Ostatni produkty se
nepodafilo izolovat v krystalické ¢i praSkové formé.

Obrazek 33 znazornuje reakeéni schémata ptipravy koordina¢nich sloucenin Schiffovych
bazi odvozenych od aminu teta. Byl vybran tento amin, protoze spolu S periferné
substituovanym derivatem salicylaldehydu (pfi¢emz amin a aldehyd jsou obsazeny v molarnim
poméru 1:2) vytvoifi kondenzaci hexadentatni Schiffovou bazi, kterd je schopna saturovat
koordina¢ni sféru 3d kovli a nepodléha tak substitu¢nim reakcim na Sestém koordina¢nim misté
(coz by bylo mozné v ptipadé dpt, dptm a pet derivati). Tyto substitu¢ni reakce by potencialné
mohly ohrozit stabilitu radikalového substituentu.

Ptipravy komplexi sradikdlovymi prekurzory (vSechny reaktanty byly ve shodnych
molarnich pomérech) byly nejprve provedeny za pouziti Ni'", ktery je z chemického hlediska
podobny Fe''a Co'", aviak v oxida¢nim stavu +II velmi stabilni a nepodléha snadnym redoxnim
reakcim jako Zzelezo ¢i kobalt. Pfipravy tohoto typu sloucenin nevedly k uspokojivym
vysledkiim a podminky téchto reakci bude potieba optimalizovat — snizit objem pouzivaného
rozpoustédla, pfipadné reakce zahiivat pod zpétnym chladi¢em.
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Obrazek 33: Reakcni schémata pripravy komplexnich sloucenin Schiffovych bazi odvozenych
od aminu teta s predpokladanym slozenim [M(LC)], kde M = Fe!', Ni'l. LC predstavuje
prislusnou Schiffovu bazi. 17a: Ry = bis(TEMPO)amin, M = Ni''; 17b: Ry = pz, M = Ni"'; 17c:

R: =pz, M = Fe'"". 18: Ry = 4-NH,-TEMPO.

Tabulka 2: Reakcni podminky pripravy sloucenin 16a—r, 17a—c, 18. LT = laboratorni teplota.
Zvyrazneny jsou reakce, u kterych se podarilo izolovat produkt.

. vorr o . Teplota | Cas
Sloucenina Pouzita sul Rozpoustédlo °C] [min]
16a FeCls-6H.0 10 ml MeOH LT 30
LT 15
16b FeCls-6H.0 10 ml MeOH reflux, 90 | + 30
LT 15
16¢ FeCls-6H.0 10 ml MeOH reflux, 90 | + 30
16d FeClz-6H20 5 ml MeOH reflux, 90 20
6 ml ACN/MeOH (1:1)
16e FeClz-6H,0 + 1.ml MeOH reflux, 90 35
16f FeCls-6H.0 5 ml MeOH reflux, 90 20
6 ml ACN/MeOH (1:1)
169 FeCl3-6H.0 +1ml MeOH reflux, 90 30
6 ml ACN/MeOH (1:1)
16h FeCls +1 ml MeOH reflux, 90 30
16ch FeCls 6 ml ACN/MeOH (1:1) | reflux, 90 15
16i FeCls 6 ml ACN/MeOH (1:1) | reflux, 90 30
16j CoCl»-6H20 5 ml MeOH reflux, 90 30
16k CoCl2-6H2,0 5 ml MeOH reflux, 90 20
16l CoCl,-6H,0 5 ml MeOH reflux, 90 20
16m Co(CH3C00)2-4H,0 2 ml MeOH reflux, 90 20
16n Co(CH3C00),-4H,0 2 ml MeOH reflux, 90 20
160 2 ml ACN/MeOH (1:1)
FeCls +2 ml MeOH reflux, 90 20
16p 2 ml ACN/MeOH (1:1)
CoCl2-6H20 + 2 ml MeOH reflux, 90 20
16q 2 ml ACN/MeOH (1:1)
FeCls +2 ml MeOH reflux, 90 20
16r 2 ml ACN/MeOH (1:1)
CoCl2:6H20 +2 ml MeOH reflux, 90 20
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17a Ni(CH3C0OO0)2-4H>0 10 ml MeOH LT 120
17b Ni(CH3C0O0)2-4H,0 10 ml MeOH LT 135
17c FeClz-6H20 10 ml MeOH reflux, 90 105
18 Ni(CH3C0O0)2-4H,0 10 ml MeOH LT 120

3.2.6.2 Komplexy Schiffovych bdzi odvozenych od asymetrickych aminii

Pro piipravu tohoto typu sloucenin byl jako asymetricky amin byl vybran N-(2-aminoethyl)-
1,3-propandiamin (pet). Obrazek 34 znazornuje provedené koordinacni reakce. Tabulka 3
popisuje parametry jednotlivych reakci. Vzhledem k neuspéchu syntéz 17 a 18 byly provedeny
pokusy o piipravu radikalovych komplext také s aminem pet. Reakce 19a a 19b byly
pfipravovany ve shodnych molarnich pomérech pro vSechny reaktanty, reakce probihaly ve
smési chloroformu a methanolu v minimalnim mnozstvi rozpoustédla. Tyto reakce nevedly
Kk uspokojivym vysledktim. Série reakci 20 rovnéz neptinesly uspokojivé vysledky, ptestoze
byly modifikovany reakéni Casy, pouzité rozpoustédlo i jeho mnozstvi. Reakce 21a vedla
kizolaci produktu 21a (m=11mg; 21,1 %), ve form¢ cerného prasku avsak z Casovych
duvoda se jiz tento produkt nepodaiilo pomoci MS analyzovat.
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Obrazek 34: Reakcni schemata pripravy komplexnich sloucenin Schiffovych bazi odvozenych
od pet s predpokladanym slozenim [M(LC)X], kde M = Fel', Co'". X = CI, CH3COO™ nebo
NCS pro neutralni komplexy nebo [M(LC)(X)]*, kde M = Fe!'', Co""!, X = CH3OH pro iontové
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komplexy. LC predstavuje prislusnou Schiffovu bazi (viz Obrdzek 31). 19a: M = Fe''', X = Cl;
19b: M = Co"', X = CI. 20a: R1 = pz, M = Fe"", X = CI; 20b: Ry = pz, M = Fe!"", X = CH30H;
20c: R1=pz, M =Fe'', X=CH3OH; 20d: Ri=pz, M =Fe'", X=NCS; 20e: M= Fe'",
Ri1 = pz, X = Cl; 20f: M = Co"", Ry = bpyma, X = CHsCOO~; 21a: M = Fe!'', X = Cl; 21b:
M= Co"', X =Cl.

Tabulka 3: Reakcni podminky pripravy sloucenin 19a-b, 20a—f, 21a-b. Zvyraznény jsou
reakce, u kterych se podarilo izolovat produkt.

Sloucenina Pouzita sil Rozpoustédlo T?E é(}ta [ﬁ?;]
19a FeCls-6H2.0 5ml CHCIz + 2 ml reflux, 90 10
MeOH
19b CoCl,-6H20 3 ml CHCIz + 2 ml reflux, 90 10
MeOH
20a FeCls-6H.0 10 ml MeOH reflux, 90 15
20b Fe(ClOa4), 4 ml ACN/MeOH (1:1) | reflux, 90 30
20c Fe(Cl04)2 5ml ACN reflux, 90 60
20d FeCls-6H,0 5ml ACN reflux, 90 35
20e FeCls 5ml ACN reflux, 90 20
20f Co(CH3C00)2-4H,0 2 ml MeOH reflux, 90 20
21a FeCls 2l ASNIMEOH (D) | refiux, 90 | 30
21b CoCl2-6H:0 2mil ACNMEOH (1) | refiux, 90 | 30

3.2.6.3 Dalsi komplexni slouceniny

Kromé komplexnich slouc¢enin odvozenych od Schiffovych bazi byla provedena i koordinacni
reakce, kde jako ligand byla pouzita sloucenina 11b. Byla vyzkousena jedina reakce (22) za
pouziti FeCls-6H.O a baze EtsN, reakce probihala vcca 7 ml MeOH, byla michana pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 2 hodin a nésledné byla zpracovéana stejnym zpisobem jako
komplexy odvozené od Schiffovych bédzi. Produktem byl syt¢ modry roztok, ze kterého se
nepodafilo izolovat findlni produkt v pevné formé.

—0 0= —0 0=
OH HO o] %37
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m MeOH bd
+ FeCl-6HO0 —» /\
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Obrazek 35: Reakcni schéma pripravy komplexni slouceniny 22
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni casti byla pfiprava organickych ligandl, které byly pouzity ke
koordina¢nim reakcim s vybranymi piechodnymi kovy. V prvnim kroku byl ptipraven vychozi
prekurzor, ktery byl déle periferné substituovan vybranymi aminy. Jednalo se o sekundarni
(Casto heterocyklické) organické latky nebo organické stabilni radikaly. Piiprava tohoto typu
ligandt probihala v inertni atmosféie za pouziti bezvodych rozpoustédel (THF, EtsN, DIPEA).
Vzniklé latky byly precistovany sloupcovou chromatografii na silikagelu, obecné byly
vysledkem pevné latky zluté barvy (v pfipad¢ radikala ¢ervenooranzové latky) a jejich Cistota
byla ovéfovana piedev§im pomoci *H NMR spektroskopie a hmotnostni spektrometrie.
V dalsim kroku byly tyto ligandy pouzity do koordina¢nich reakci s vybranymi alifatickymi
aminy a prechodnymi kovy. Tyto reakce byly provedeny in situ a nasledné byla vznikla
sloucenina ponechana diftizni a volné krystalizaci za uc¢elem tvorby krystalickych produkti.

Vsechny ptipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci dostupnych analytickych metod.
(6)
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Obrazek 36: Shrnuti provedenych perifernich funkcionalizaci slouceniny la za pouZiti
organickych molekul



4.1 Syntéza

V ramci organické syntézy byla pfipravena série sloucenin 1-15, vSechny tyto latky byly
pfipravovany v bezvodych rozpoustédlech a Vv inertni atmosféfe argonu nebo dusiku.
Slouceniny byly piipravovany z komer¢né dostupnych latek, vyjimkou byly piipravy sloucenin
jiz komentované v kapitole 3.2.2. Kromé slou¢enin 1a, 1b, sloucenin série 5 a latek 4 a 6 byly
vSechny ostatni latky piecistény sloupcovou chromatografii na silikagelu a jako MF byly
pouzity smési chloroformu (nebo dichloromethanu) s methanolem nebo smés hexanu a

ethylacetatu v riiznych pomeérech. Pripravy jednotlivych sloucenin popisuji reakéni schémata —
viz Obrazek 36 a Obrazek 38.

Sloucenina la byla pfipravovana na zakladé jiz publikovaného postupu [155]. Latka la
vznikla bez obtizi vySe uvedenym postupem, ktery nebyl nijak modifikovan. Byla pfipravena
ve vysokém vytézku (99,85 %) a Vv dostateéné &istotd, coz bylo potvrzeno H NMR
spektroskopii (vSechny signaly byly pfifazeny jednotlivym atomim vodiki) a nebylo tedy
nutné precisténi sloupcovou chromatografii, avSak s ¢asem jeho cistota klesala, coz bylo
pozorovano pomoci TLC. Tento problém byl odstranén prubéznou rekrystalizaci 1a z ethanolu
[158], pfipadné izopropanolu, ktery ma velmi blizkou hodnotu bodu varu jako ethanol.
Sloucenina 1b, lisici se od la substituentem v poloze 5, byla ptipravovana analogickym
postupem, aviak reakéni ¢as byl prodlouzen na 24 hodin. Po provedeni analyzy H NMR
spektra bylo potvrzeno, Ze izolovana bila pevna latka je vychozi prekurzor 5-
chlorosalicyladehyd. Toto zjisténi vede K zavéru, ze substituent vyrazné¢ ovliviyje
chlormethylaci, protoze —Cl je substituentem se zapornym indukénim efektem odebirajicim
elektrony z benzenového jadra, tedy zvySuje jeho elektrofilitu a tim je vyrazné chlormethylace
znesnadnéna, zatimco methylovéa skupina ma kladny indukéni efekt a funguje zcela opacné
[162]. Dle literatury [155] by halogenidovy anion mél chlormethylaci dokonce inhibovat, ptesto
se vSak autorim podatilo provést chlormethylaci 5-bromosalicyladehydu, byt v nizsim vytézku
(~40 %) a reakénim Case 6,5 dne. Z ¢asovych diivodu se jiz nepodatilo reakci 1b za upravenych
podminek zopakovat.

Prekurzor 1a byl ve vétsing ptipadt substituovan komeréné dostupnymi latkami. Ptipraveny
byly také slouceniny (2, 3 a 4), kterymi byl zminovany prekurzor dale substituovan. Latka 2a
byla po reakci preciSténa neutralizaci a naslednou extrakci, avSak tento zptsob nebyl zcela
efektivni, coz bylo potvrzeno *H NMR spektroskopii — ve spektru byly patrné piky, které nebylo
mozno piifadit (oblast & = 4,4-5,6), v aromatické oblasti se rovnéz objevovaly necistoty, proto
latka byla pfeciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu. Ze ziskan¢ho spektra bylo
zjisténo, ze purifikace zcela uspésna nebyla, avsak hodnoty integrovanych signala potvrzovaly
piitomnost vSech vodikd molekuly 2b. Dalsi pfipravovanou latkou pro naslednou substituci
prekurzoru byl 3b, dle literatury [157] byla latka pteciSténa sloupcovou chromatografii a po
provedeni analyzy 'H NMR spektra se potvrdilo, Ze slou¢enina 3b izolovana nebyla. Piiprava
latky 4 byla obdobna jako v jiz publikovaném clanku [158], vysledna sloucenina nebyla
piecistovana sloupcovou chromatografii ani analyzovana pomoci *H NMR spektroskopie a
byla ihned pouzita pro pfipravu slouc¢eniny pyzdap-sal. (11b).

Jak jiz bylo zminéno, substituéni reakce vychoziho prekurzoru la probihaly za inertnich
podminek a za pouziti bezvodych rozpoustédel. Avsak pied aplikaci téchto reakénich podminek
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byla provedena série reakci (5a—g) Vv synteticky méné naro¢nych podminkach za pouziti
nadbytku K>CO3, malého mnozstvi KI a jako rozpoustédlo bylo zvoleno ACN. Izolovany byly
svétle zluté pevné latky, jednalo se o nadbytky nezreagovaného uhli¢itanu, coz se potvrdilo
neutralizacni reakci s kyselinou chlorovodikovou, pii které vyvijejici se oxid uhlicity
charakteristicky sumél. Na zékladé analyz *H NMR spekter provedenych pro viechny latky se
potvrdilo, Ze ani zizolovanych filtratd a jejich naslednym zpracovanim (rekrystalizace
z acetonu, ACN ¢i CHCIl3) se nepodatrilo ziskat Zadouci produkty. Na zaklad¢ téchto poznatka

[ 24

Na zdklad¢ jiz publikovaného postupu (zde vSak prekurzor substituovan
dimethylpyrazolem) [159] se ptistoupilo se k jiné strategii substituce, a to za pouziti bezvodych
rozpoustédel a v inertni atmosféte dusiku ¢i argonu. Postup piipravy bezvodych rozpoustédel
THF a EtsN je komentovan v kapitole 3.2.3. Tyto reakéni podminky byly shodné pro piipravy
latek 6-15. Sloucenina 6 vznikala diive uvedenym postupem, vSechny signaly v *H NMR
spektru byly pfifazeny jednotlivym atomim vodikl. Produkt byl izolovén v jiZz pevné formé,
coz zcela nekoreluje s literaturou [159], kde byl izolovan olej zluté barvy, ze kterého produkt
po par dnech vykrystalizoval pti 4 °C, je ale nutno dodat, Ze produkt bylo nutno pfi této teplote
nadale uchovavat, protoze pii laboratorni teploté se zacal roztékat. Sloucenina 7b vznikala
obdobné¢ jako 6, pii promyvani produktu malym mnozstvim methanolu bylo pozorovano
Castené rozpusténi separovaného EtsNH'CI, proto bylo nutno produkt pieéistit sloupcovou
chromatografii. Pfe¢isténi bylo Gspésné jen Castecné, latka pii separaci ulpivala na silikagelu a
ani po nekolika ptidavcich MF a zvySenim jeji polarity nebylo mozné latku separovat. Pfi
dalsich ptidavcich MF (90 % CH2Cl2/10 % MeOH) se zacaly eluovat frakce, avSak na zakladée
TLC bylo zjisténo, Ze jejich separace nebyla dostatecnd a byla separovana jedina Cista frakce
(7b) s vytézkem pouhych 0,5 %. Zbytek latky byl z kolony vytla¢en, odd€lila se ¢ast frakei (dle
TLC nedistoty), latku za ucelem zisku vyssiho vytézku bylo nutno opétovné piecistit a upravit
podminky separace, predev§im zmensSit vySku sloupce silikagelu a nepouzivat polarnéjsi MF
nez 95% CH2Cl2/5% MeOH. Opakované precisténi bylo provedeno sloupcovou
chromatografii pfineslo o néco vyssi vytézek (7,0 %), kdyz sloupec silikagelu byl zkracen
z 15,6 cm na 7,9 cm, prumér kolony ztistal nezménén (6 cm) a pouzitd MF nebyla polarné;si
nez 95 % CH2Cl2/5 % MeOH. Z poznatkt ziskanych pfi prvni separaci bylo nutno opakované
promyvat sloupec silikagelu snaadsorbovanou latkou startovaci MF (97 % CH2Cl2/3 %
MeOH), a to za tGcelem pozvolngjsi eluce, a tedy ucinng&jsi separace (celkem bylo pouzito
700 ml MF). Po zvyseni polarity MF (96 % CH>Cl2/4 % MeOH) se zacaly eluovat frakce, které
byly na zékladé TLC vyhodnoceny jako zadany produkt. Z téchto diivodii byla prvni separace
netspésna — izolovany produkt (jedina frakce) byl eluovan pii MF 90 % CH2Cl2/10 % MeOH
a produkt tedy nebyl efektivné separovan. Pfi opakované separaci za upravenych podminek jiz
bylo eluovéno celkem 12 frakci, pozd&ji na zakladé *H NMR spektroskopie analyzovanych jako
produkt 7c, tento produkt slozenim odpovidal latce 7b. Dalsi izolované frakce na zakladé¢ TLC
naznacily, ze se jedna o smés produktu a nezreagovaného benzimidazolu, tyto frakce
zastupovaly nejvyssi podily z celkové hmotnosti latky nanesené na kolonu. Z tohoto divodu
byl produkt separovan v nizkém vytézku a celkové z obou precisténi (7b + 7c¢) bylo izolovano
140 mg s vytéznosti 7,5 %.

60



Sloucenina 8a byla na rozdil od slou¢enin 6 a 7a po ukonceni a zpracovani reakce izolovdna
jako oranzovozlutd viskozni kapalina, ktera byla dale piecisténa sloupcovou chromatografii a
na zakladé *H NMR spektroskopie byla potvrzena piitomnost slou¢eniny 8b, nyni jiZ izolovana
jako zluta pevna latka. Sloucenina 9b byla po piecisténi izolovana jako zelenozluta lepiva latka,
u které se vsak pfi interpretaci 'H NMR spektra nepodaiilo pfifadit vSechny signaly
k jednotlivym atomiim vodiku, aviak z TLC analyzy je patrné, Ze novy produkt byl ziskan. 1H
NMR spektrum nazna¢ovalo, ze izolovany produkt byl substituovan pouze jednim pyridinovym
cyklem. Produkt 9b byl proto jesté analyzovan pomoci MS, ktera prokazala, ze vyslednym
produktem je prekurzorem disubstituovany bipyridylamin (9b¢, sal,-bpya). Reakce vzniklého
9b¢ byla provedena pomalym piikapavanim smési bipyridylaminu a EtsN k prekurzoru
rozpuSténém v THF. Pfi pocateénim piikapavani smési aminid byl prekurzor v nadbytku a je
tedy mozné, ze z tohoto diivodu byl vysledny disubstituovany produkt 9b¢ piipraven.

o) o)
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Obrazek 37: Strukturni vzorec predpokladané slouceniny 9b a izolované slouceniny 9b*

Sloucenina 10 byla pfipravovéana tfemi odliSnymi zplsoby, z nichZ jako nejefektivnéjsi se
jevil postup B, produkt (10b) izolovany touto reakci a dale pieciStény sloupcovou
chromatografii byl analyzovdn pomoci H NMR a vsechny signily se podafilo pfifadit
jednotlivym atomim vodikl (spektrum obsahovalo také signdly pravdépodobné pro H20 a
ACOEt). Produkt 10c ziskany postupem C byl analyzovan pomoci H NMR, spektrum
obsahovalo mnoho necistot, a proto bylo nutno latku precistit, frakce 10d a 10e ziskané po
precisténi sloupcovou chromatografii byly analyzovany pomoci *H NMR spektroskopie a ze
ziskanych dat bylo zji$téno, ze frakce 10d predpokladanému slozeni odpovida, avSak latka neni
zcela Cista. Frakce 10e predpokladanému slozeni neodpovidala, pravdépodobné se jedna o smés
produktu a nezreagovaného pybzim, coz bylo podpoieno TLC analyzou béhem sloupcové
chromatografie.
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Obrazek 38: Shrnuti provedenych perifernich funkcionalizaci slouceniny la za pouziti
radikalovych sloucenin

Série radikalt 12—-15 byla pfipravena obdobnym zplisobem jako slouceniny 6-10, ovSem
zde jako baze byl pouzit N-ethyl-N,N-disopropylamin (DIPEA), ktery je mirné slabsi bazi nez
EtsN, avSak strukturn€ jsou velmi podobné. Slouc¢enina 12 byla ptfipravena vyse uvedenymi
postupy A a B. Postup A nevedl kuspokojivym vysledkim a jak jiz bylo popsano
V experimentalni ¢asti, 0,5 ekvivalentu 4-amino-TEMPO nezreagovala, coz se potvrdilo LC-
MS analyzou. Proto byl navrhnut postup B — optimalizovani ptidavkem jednoho ekvivalentu
la. LC-MS analyza potvrdila pfitomnost disubstituovaného produktu, ktery byl nasledné
precistén sloupcovou chromatografii a byl izolovan krystalicky produkt 12c dale podroben
rentgenostrukturni analyze. Sloucenina 13 byla pfipravena postupem A analogickym pro
slouceninu 12, avSak zde se vylucujici sraZenina v pribéhu reakce nerozpustila, zahiivani pod
zpétnym chladi¢em nebylo nutné provadét. Produkt 13b byl izolovan ve formé cervenych
krystalii, které byly podrobeny rentgenostrukturni analyze.

Sloucenina 14 byla provadéna analogickym zplsobem B jako v ptipadé 12, tedy ihned pii
zahajeni reakce byly pfidany dva ekvivalenty vychoziho prekurzoru, ¢imz se opét doséhlo
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piipravy disubstituovaného produktu. Néslednou sérii extrakci se podafilo ziskat dvé frakce,
Z nichz 14a pfti laboratorni teploté vykazovala znamky zacinajici krystalizace, proto byl produkt
ponechan difuzni krystalizaci v soustavé shexanem, coz vSak nevedlo K uspokojivym
vysledkiim, a proto byl produkt ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu za vzniku
Cervenozluté olejovité latky 14c¢. Druha frakce (14b) ziskana extrakci surového produktu byla
na zaklad¢ LC-MS analyzy identifikovana jako smés mono-substituovaného produktu a DIPEA
hydrochloridu, coz se potvrdilo rozpu$ténim 14b v minimalnim mnozZstvi vody, proto byla tato
frakce zlikvidovana. Poslednim izolovanym produktem ze série radikalt je sloucenina 15, kde
vzhledem Kk velmi malému objemu rozpoustédla (2 ml) nebyl prekurzor rozpustén v THF,
pouze Vpevné formé piisypan ke smési (PROXYL-TEMPO)aminu a DIPEA v THF.
Zpracovani probihalo obdobné jako u slouceniny 13a, ovSem po piecisténi byla izolovana
tmavé Cervena viskézni kapalina 15c, ktera se nepodafila difuzni krystalizaci izolovat
Vv krystalické podob¢.

Lze tedy konstatovat, ze reakce sekundarniho radikalového aminu (reakce 13) probihala
pomérné jednoduse za vzniku predpokladaného produktu, na rozdil od amind primarnich. U
téchto syntéz (12 a 14) bylo pomoci LC-MS analyzy detekovano, Ze reakce neprobihaji ve
stechiometrickém poméru kvantitativné za vzniku predpokladanych struktur. Bylo zji$téno, ze
0,5 ekvivalentu ptislusného aminu nereagovala, a proto byly reakce optimalizovany ptidavkem
jednoho ekvivalentu prekurzoru, ktery vedl k vyslednym produktim 12c a 14c. Reakce
s TEMPO derivaty byly izolovany v krystalické formé&, zatimco reakce s PROXYL derivaty
byly izolovany pouze ve formé oleje nebo viskdzni kapaliny. Na zakladé MS bylo zjisténo, ze
reakce vedouci k produktum 12c, 13b a 14c byly uspésné, zatimco sloucenina 15c byla
izolovana jako smé&s nékolika latek.
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Obrazek 39: Strukturni vzorec predpokladané a izolované slouceniny vzniklé reakci 12.

Nasledné organické ligandy 1la, 6, 7b/c, 8b, 9b, 10b, 12c a 13b byly ponechany reakci
s alifatickymi primarnimi aminy dpt, dptm, teta nebo pet a vybranymi slouceninami
piechodnych kovii Fe!'', Co", Ni'. Reaktanty nebyly nijak pro tyto syntézy modifikovany.
Reakce probihaly vySe uvedenymi zplisoby a za rizné¢ modifikovanych reak¢énich podminek.
Zpracovani vSech pfipravenych komplexnich slouc¢enin bylo obdobné, kromé slouc¢enin 160-r
a 21a, které jako jediné byly izolovany ihned po ukonceni reakce. Ostatni slouceniny byly
ponechany volné ¢i diftizni krystalizaci. Purifikace izolovanych latek 16h a 16ch probihala
formou krystalizace z acetonitrilu.
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Komplexni slouc¢eniny byly pfipravovany jednotnym postupem uvedenym V kapitolach
3.2.6.1, 3.2.6.2 a 3.2.6.3. Vesmés byly produktem reakci pouze ¢iré roztoky, jejichz vysledné
zbarveni se lisilo dle pouzitého kovu pro koordinaci — tmavé hnédofialové pro Fe" tmavé
hnédy ¢i zelenohnédy pro Co'" a zelené, zelenohnédé az zlutohnédé pro Ni'. Prestoze bylo
snahou optimalizovat reak¢ni podminky (zména rozpoustédla, reakéniho Casu, teploty) ¢i
zpuisob krystalizace (volna nebo v soustave s diethyletherem, ptipadné umisténi krystalizacni
nadoby s diethyletherem do niz8ich teplot ¢i soustava s kyselinou chlorovodikovou), nepodaftilo
se izolovat produkty krystalické povahy.

Nicméné u Fe"" komplexi 16h, 16ch, 160, 16q a Co'! komplexti 16p, 16r se podafilo
izolovat produkty ve formé¢ ¢erného (16h, 16¢ch, 160, 16q), zeleného (16p) nebo Zlutého (16r)
prasku. V ptipad¢ 16h a 16ch byly produkty krystalizovany z acetonitrilu, slou¢eniny 160-r se
podafilo izolovat ihned po ukonceni reakce. VSechny tyto latky byly zaslany na MS analyzu,
ktera potvrdila jejich pfedpokladané slozeni.

Ptestoze provedené koordinani reakce nepfinesly ocekavané vysledky, je nutno
podotknout, Ze z podminek reakci, které vedly k izolaci produkti (Fe'' komplexy 16h, 16ch,
160, 16q a Co''" komplexy 16p a 16r), bylo vypozorovano n&kolik trendi:

a) Vsechny reakce byly zahfivany pod zpétnym chladi¢em, michani reak¢énich smési pti
laboratorni teploté G¢inné nebylo.

b) Fe' komplexy byly izolovany po reakci sbezvodym FeCls, zatimco reakce
S hexahydratem této slouceniny nevedly ke kyzenym vysledkim.

c) Komplexy vznikaly 1épe ve smési rozpoustédel nez-li v jediném rozpoustédle — smés
ACN/MeOH (1:1, v:v).

d) lzolace vsech komplext probéhla u reakei, které po jejich ukonceni byly filtrovany do
methanolického roztoku tetrafenylboritanu sodného. Takto byly vytvoifeny komplexy o
predpokladané struktuie [Fe/Co(LC)(CH30H)](BPhs). Obecné tento typ struktur vlivem
pfitomnosti objemného aniontu je stabilizovan a dobfe krystalizuje. Také byl pouzit
pyridin, ktery by se mél vazat na Sesté koordinacni misto za vzniku
[Fe/Co(LC)(py)](BPhs) a muze tak vytvaret n-m interakce s benzenovymi jadry piislusné
slouceniny, ¢imzZ je opét krystalizace vice stabilizovéana.

e) Volna krystalizace pfi laboratorni teploté vedla u latek 16h a 16ch k izolaci produkta
v riznych ¢asovych intervalech (cca mésic).

4.2 Charakterizace

Vyse uvedené slou¢eniny byly charakterizovany dostupnymi analytickymi technikami. 'H
NMR spektra jsou uvedena pro latky 1a, 1b, 2, 6-10, které¢ byly dale pouzivany v reakcich nebo
se vysledny produkt podafil izolovat (s vyjimkou 1b). Radikalové slouceniny byly
charakterizovany LC-MS analyzou a EPR, z nichz slou¢eniny 12c a 13b byly také analyzovany
rentgenostrukturni analyzou. Izolované koordina¢ni slouceniny 16h, 16ch a 16o0-r byly
analyzovany pomoci MS.

4.2.1 'H NMR spektroskopie

Analyzy 'H NMR spekter byly jiz ¢aste¢né komentovany V kapitole 4.1 u jednotlivych
analyzovanych latek. U vSech sloucenin se podafilo pfifadit signaly k jednotlivym atomim
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vodiku. Chemické posuny pro jednotlivé funkéni skupiny byly obecné pozorovany pii 2,10
2,37 pro vodiky alifatickych skupin, 3,68-6,18 pro vodiky methylenové skupiny vzniklé
chlormethylaci, 6,0-8,5 pro vodiky aromatickych cykli, 8,83-9,87 pro aldehydické vodiky a
11,26-11,31 pro vodiky hydroxylovych skupin. Ze spektra slouc¢eniny 1a je patrné, Ze nejen ze
byly vSechny atomy vodiku pfirazeny, ale latka rovnéz dosahuje pomérné vysoké Cistoty.
Spektrum slouceniny 1b (kterou se pfipravit nepodafilo) je k ostatnim spektriim ptipojeno pro
porovnani se spektrem slouCeniny la. Vyiez aromatické Casti spektra 1b ukazuje znatelny
signal pro 6 = 7,46-7,48 (dd), charakteristicky pro vodik 5-chlorosalicylaldehydu v poloze 3,
ktery by mél byt chlormethylaci substituovan. U slouceniny 2b byly ve spektru pozorovany
necistoty v oblasti spektra obsahujici signaly pro vodiky aromatického kruhu, a to dokonce po
piecisténi sloupcovou chromatografii. Slouceninu 3b se izolovat nepodafilo, proto ani neni
uvedeno jeji vodikové spektrum. Latka po pfecisténi na zakladé H NMR spektroskopie
obsahovala pouze nezreagovany 1,10-fenanthrolin-5,6-dion (pfestoze TLC provedené
Vv pribéhu reakce naznacilo vznik produktu), ve spektru nebyly patrné signaly pro imidazolovou
¢ast. Sloucenina 6 obsahovala né€kolik necistot v oblasti 6 =3-4,2, dale byly pozorovany
signaly pro 6 = 1,25 (s) a 8 = 0,75 (m) — pravdépodobné nalezici mazadlu pouZivanému pro
zabrusy [163], ostatni signaly byly pfifazeny. Pro slou¢eninu 7b byly rovnéZ vSechny signaly
piifazeny, také byly pozorovany signaly pro & = 0,85 (m) a 1,25 (s) (mazadlo), & = 3,46 (S)
(MeOH), 6 = 5,30 (s) (CH2Cl). Nékteré signaly se nepodatilo zcela pfitadit, konkrétné se jedna
o piky s chemickymi posuny 6 = 1,63 (S) a 2,34 (s) (muze se jednat 0 H>O a aceton, avsak
hodnoty zcela nekoreluji s tabelovanymi hodnotami — pro H20: 6 =1,56 (s) a pro aceton:
d = 2,17 (s)). Ve spektru slouceniny 8b byl pozorovan neptifazeny pik (S, 6 = 2,22), ziejmé se
jedna o aceton (s, 6 = 2,17) [163], ktery do reakce sice nevstupoval, ale jedna se o rozpoustédlo
bézné& pouzivané pro &isténi laboratorniho skla, ostatni signaly byly pfifazeny. Provedena 'H
NMR spektroskopie pro slouceninu 9b zcela neobjasnila jeji slozeni, proto byla analyza
podpofena hmotnostni spektrometrii, ktera potvrdila pfitomnost slou€eniny 9b¢. VSechny
ostatni signaly byly pfifazeny k jednotlivym atomim vodiku kromé& pika pro 6 =1,40 (t) a
8 =3,10 (q). S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o signaly EtsNHCI, hydrochlorid vytvari
signaly pii 6 = 1,43 (t) a 6 = 3,17 (q) [164]. Ve spektru slouceniny 10b byly také ptitazeny
vSechny vodiky k jednotlivym signalim, obdobné jako pro slou¢eninu 6, i zde se vyskytovaly
nepiitazené signaly pii 6 = 1,25 (S) a 6 = 0,86 (m) — oba nalezici mazadlu. Sloucenina 11a i
11b byly béhem sloupcové chromatografie na zékladé TLC analyzy separovany a dale
analyzovany jako dvé samostatné frakce o odlisném slozeni, aviak *H NMR spektroskopie
potvrdila shodnou ¢istotu obou latek s identickymi spektry. V téchto spektrech lze mimo
signalti nalezici izolovanym produktim pozorovat i piky pii & = 5,30 (s, CH2Cl2) a d = 1,25 (s,
mazadlo).
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Obrdzek 48: *H NMR spektrum slouceniny 11b
4.2.2 Charakterizace pomoci LC-MS a MS

Radikélové slouceniny byly charakterizovany LC-MS analyzou, ktera potvrdila, Ze slouc¢eniny
12c¢ (m/z = 468,20 [M+H]"), 13b (m/z = 474,20 [M+H]") a 14c (m/z = 454,20 [M+H]") byly
ptipraveny. Pro slouceninu 15c neni vysledné spektrum uvedeno, izolovany produkt je dle
spektra smési vice latek, a to nezreagovaného prekurzoru a (PROXYL-TEMPO)aminu,
produktu a nezreagovaného prekurzoru, dale byla také ve spektru pozorovana baze (DIPEA).
Pomoci MS byla také analyzovana latka 9b, u které se na zdkladé *H NMR spektroskopie
nepodafilo zcela jednozna¢né urcit slozeni. Hmotnostni spektrometrie odhalila, Ze izolovanym
produktem je prekurzorem disubstituovany bipyridylamin (9b¢, sal>-bpya) s molekulovym
pikem pii m/z = 468,24 M*.

Komplexni slou¢eniny 16h, 16ch a 160—r byly charakterizovany pomoci MS. Ve spektru
slou¢eniny 16h byl pozorovan 100% pik pii m/z=581,25 M", ktery vSak neodpovida
predpokladané struktuie komplexu [Fe(pz-dpt)(CH3OH)]*, pro ktery by hodnota ¢inila
m/z=611,62 M®. Pravdépodobna je piitomnost [Fe(pz-dpt)]* s m/z=581,21 M®. Pro
slou¢eninu 16ch byl pozorovan 100% pik pti m/z =595,30 M*, coz opét zcela nekoreluje
s piedpokladanym slozenim [Fe(pz-dptm)(CH3OH)]", pro které by hodnota ¢inila m/z = 627,26
M*. Pravdépodobna je tedy pfitomnost [Fe(pz-dptm)]*, pro kterou ¢ini hodnota m/z = 595,23
M. Slouc¢enina 160 v MS spektru obsahovala 100% pik pii m/z = 849,45 M*, coz odpovida
slozeni [Fe(pybzim-dptm)]*, sloucenina 16p v MS spektru obsahovala 100% pik pii
m/z = 852,36 M*, ten poukazuje rovnéz jako v piipadé vySe zminénych latek na vznik
komplexu [Co(pybzim-dptm)]*. Slouéenina 16q v MS spektru obsahovala 100% pik pfi
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m/z = 695,44 M*, coz odpovida slozeni [Fe(benzim-dptm)]* a experimentalni hodnota 100%
piku slouceniny 16r ¢inila m/z = 698,24 M™, coz poukazuje na vznik komplexu obsahujici
fragment [Co(benzim-dptm)]*. Charakterizace pomoci MS tak potvrdila vznik pfipravovanych

ligandti a rovnéz jejich

schopnost koordinace vybranych kovi.
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Obrazek 49: MS spektrum slouceniny 9b‘se znazornénym vzorcem — fragment odpovidajici
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Obrazek 50: MS spektrum slouceniny 12C se zndzornénym vzorcem — fragment odpovidajici
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Obrazek 52: MS spektrum slouceniny 14C se znazornenym vzorcem — fragment odpovidajici
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Obrazek 53: MS spektrum slouceniny 16h se zndazornénym vzorcem — fragment (naboj: 1+)
odpovidajici molekulovému piku
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Obrazek 54: MS spektrum slouceniny 16¢ch se znazornénym vzorcem — fragment (naboj: 1+)
odpovidajici molekulovému piku
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Obrazek 55: MS spektrum slouceniny 160 se zndzornénym vzorcem
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Obrazek 56: MS spektrum slouceniny 16p se znazornénym vzorcem

odpovidajici molekulovému piku
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Obrazek 57: MS spektrum slouceniny 16q se zndazornénym vzorcem — fragment (ndboj: 1+)

odpovidajici molekulovému piku
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Obrdzek 58: MS spektrum slouceniny 16r se zndzornénym vzorcem — fragment (ndboj: 1+)

odpovidajici molekulovému piku

4.2.3 EPR spektroskopie

EPR méfeni probihalo pii laboratorni teploté s vyuzitim X-band spektrometru (frekvence
mikrovin: 9,462 GHz). VSechny métené vzorky vykazovaly jednoduchou rezonan¢ni linii ze
spinu S = 1/2 s g-faktorem blizkym hodnoté 1,98, coz je niz§i hodnota, nez ktera se pro radikaly
predpoklada (2,002 32 — pro volny elektron).
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Obrdzek 59: EPR spektra sloucenin 12¢, 13b, 14c a 15c.
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Linie maji nelorentzovsky tvar, coz vyplyva z mechanismii nehomogenniho rozsiteni, jako
je anizotropie g-faktoru, nevyfeSena hyperjemna struktura (z jadra dusiku) a jeji anizotropie.
Tyto efekty vzhledem k jejich relativné malému piispévku nejsou ptimo zahrnuty ve fitovaném
modelu. Misto toho byla pouzita jednoducha isotropni Gaussova konvoluce. Takto Ize
simulovat tvar EPR linii bez definovani pfesnych mechanismi roz$ifeni. Obrazek 59 ukazuje
EPR spektra pfipravenych slouc¢enin 12c, 13b, 14c a 15c.

4.2.4 Rentgenostrukturni analyza

Slouceniny 12c¢ a 13b se podafilo izolovat ve form¢ krystalickych produktt, krystaly byly
podrobeny rentgenostrukturni analyze a byly vyfeSeny obé¢ struktury. V obou ptipadech byly
meéifeny vazebné délky jednotlivych funkénich skupin molekul a dalsi parametry.

Z krystalové struktury 12c (Obrazek 60) byly uréeny vazebné délky 1,284(1) A pro N-O°
vazbu; 1,521(2)-1,534(2) A pro C-C vazby piperidinového cyklu; 1,498(2) a 1,500(2) A pro
C-N vazby piperidinového cyklu; 1,382(2)-1,408(2) A pro C-C vazby benzenovych jader;
1,215(2) A a 1,228(2) A pro C=0 vazby aldehydu; 1,472(2) A pro vazbu Cpiperidin—Namin a
1,478(2) A a1,483(2) A pro vazby Cethylen—Namin. Krystalografické soustava slou¢eniny 12¢ je
trojklonna.

Obrazek 60: Zobrazeni molekulové struktury slouceniny 12¢. Atomy vodikii nejsou pro lepsi

prehlednost zobrazeny (s vyjimkou vodiku hydroxylové skupiny). Barevné oznaceni atomii: C
(cerna), N (modra), O (cervena), H (bila).

Z krystalové struktury (Obrazek 61) bylo prokazano, Ze slouCenina 12C vytvaii
intramolekulové vodikové vazby, konkrétné O-H--O (d(O--O)=2,630(2) A) mezi
hydroxylovou skupinou a kyslikem aldehydické skupiny a interakce O-H--N
(d(O-N) = 2,714(2) A a 3,069(2) A) mezi hydroxylovymi skupinami a dusikem terciarniho
aminu. Dale také jsou pozorovany mezimolekulové interakce C=O--H-C
(d(O--C) =3,399(2) A) mezi kyslikem aldehydické skupiny a vodikem benzenového jadra
(konkrétné v poloze 4). Je pozorovana interakce benzenovych kruha salicylaldehydu, ktera jsou
vii¢i sobé paralelng posunuta (d(C---C) = 3,488(2) A). Piperidinovy cyklus je uspoiadan do
zidlickové konformace.
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Obrazek 61: Zobrazeni Ccasti krystalové struktury slouceniny 12C se zobrazenymi
intramolekulovymi vodikovymi mustky a mezimolekulovymi interakcemi. Atomy vodikii nejsou
pro lepsi prehlednost zobrazeny (s vyjimkou vodiku zapojujicich se do interakci). Barevné
oznaceni atomii: C (Cerna), N (modra), O (Cervend), H (bilad).

Z molekulové struktury 13b (Obrazek 62) byly uréeny vazebné délky 1,288(1) a 1,288(2) A
pro N-O° vazby; 1,516(2)-1,535(2) A pro C-C vazby piperidinovych cykl; 1,487(2)-
1,496(2) A pro C-N vazby piperidinovych cykl; 1,378(2)-1,411(2) A pro C-C vazby
benzenového jadra; 1,228(2) A pro C=0 vazbu aldehydu; 1,465(1) a 1,468(1) A pro vazby
Chiperidin—Namin @ 1,460(1) A pro vazbu Cmethylen—Namin. Krystalograficka soustava slouceniny
13b je monoklinicka.

Obrazek 62: Zobrazeni molekulové struktury slouceniny 13b. Atomy vodikii nejsou pro lepsi
prehlednost zobrazeny (s vyjimkou vodiku hydroxylové skupiny). Barevné oznaceni atomii: C
(cerna), N (modra), O (cervena), H (bila).

Krystalova struktura (Obrazek 63) prokazala, ze slou¢enina 13b vytvaii intramolekulové
vodikové vazby, konkrétng O—H---O (d(O---0) = 2,642(1) A) mezi hydroxylovou skupinou a
kyslikem aldehydické skupiny a také O—H---N (d(O---N) = 2,645(1) A) mezi hydroxylovou
skupinou a dusikem terciarniho aminu. Vzhledem k prostorovému uspofadani atomu nelze tyto
vodikové vazby pozorovat v jediné molekule. Molekuly rovnéz vytvareji mezimolekulové
interakce, a to mezi kyslikem N-oxylu a vodikem benzenového jadra v poloze 4
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(d(O---C) = 3,280(2) A) a dale také kyslikem N-oxylu a vodikem methylenové skupiny vzniklé
chlormethylaci (d(O---C) =3,359(2) A). | zde jsou oba piperidinové cykly uspofadany do
zidlickové konformace.

4 g
g o¥
Obrdzek 63: Zobrazeni Ccasti krystalové struktury slouceniny 13b se zobrazenymi
intramolekulovymi vodikovymi miistky a mezimolekulovymi interakcemi. Atomy vodikii nejsou

pro lepsi prehlednost zobrazeny (s vyjimkou vodiku zapojujicich se do interakci). Barevné
oznaceni atomii: C (Cerna), N (modra), O (Cervend), H (bilad).

Tabulka 4: Zakladni krystalografickd data sloucenin 12¢ a 13b.

12c 13b
Prostorova grupa P1 C2lc
a[A] 8,4081(13) | 16,8369(6)
b [A] 12,3070(17) | 16,2066(5)
¢ [A] 12,8580(18) | 39,7735(11)
a [°] 80,535(11) 90
B I°] 71,391(12) 94,984(3)
v [°] 86,047(12) 90
V [A% 1243.6(3) | 10811,9(6)

7 Cambridgeské strukturni databaze (CSD, verze 5.41) byly pro porovnani vybrany tii
slouceniny, strukturné podobné slouc¢eninam 12¢ a 13b. Konkrétné se jedna o slouceniny 4-(9-
anthrylmethylamino)-tetramethylpiperidin-N-oxyl ~ (oznafeni dle = CSD: QEHTUS),
pentakarbonyl-(3-((1-oxido-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-yl)amino)-1-methoxy-3-fenylprop-
2-en-1-yliden)-wolfram (oznaceni dle CSD: HIJWAA) a 4-((9H-Fluoren-9-yl)(9H-fluoren-9-
yliden)methyl)-N-(1-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-yl)benzamid aceton solvat (oznaéeni
dle CSD: AHIBEZ) [165]. Byly méteny délky vybranych vazeb u radikalové ¢asti molekul,
které jsou porovnavany s identickymi vazbami slouéenin 12¢ a 13b (Tabulka 5). Pro vazby N—
O rozdily v délkach nejsou vysoké, kromé slouc¢eniny HIJWAA, jejiz vazba byla o néco kratsi,
naopak hodnoty vazebnych délek C—N vazeb této slouceniny jsou téméf identické S témi pro
latky 12c a 13b, stejné jako vazebné délky slou¢eniny AHIBEZ, zatimco vazebné délky C—-N
slouceniny QEHTUS jsou kratsi. Vazebné délky C—Namin JSOU V porovnani s témi pro latky 12¢
a 13b kratsi pro AHIBEZ, delsi pro HIJWAA a podobné pro QEHTUS.
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Tabulka 5: Hodnoty vybranych vazebnych délek [A] sloucenin 12¢c a 13b a jejich srovndni
se strukturné podobnymi slouceninami. Symbol ,,* *“ oznacuje priumérnou hodnotu vypocitanou

ze dvou hodnot, symbol ,,**“ ze ¢tyi* hodnot.

12¢ 13b QEHTUS HIJWAA AHIBEZ

N-O* | 1,284(1) | 1,288(1) 1,287(1) 1,266(8) 1,287(1)
C-N | 14992 | 1,492(2) 1,485(2)" 1,501(8)" 1,491(2)"
C—Namin | 1,472(2) | 1,467(1)" 1,467(2) 1,503(9) 1,459(2)

78



5 ZAVER

Pfedmétem diplomové prace byla piiprava polydentatnich Schiffovych ligandl, které byly
periferné¢ substituovany organickou molekulou ¢i stabilnim radikalem. Periferni substituci
vychoziho prekurzoru byla syntetizovana fada aldehydd, vhodna pro naslednou kondenzaci
S primarnimi aminy za vzniku jiz zminovanych polydentatnich Schiffovych bazi. Schiffovy
ligandy izolovany nebyly, pfedevsim z diivodu jejich obtizné purifikace, byly pfipravovany in
situ pfi komplexotvornych reakcich a pro koordinaci byly pouzivany rtizné soli Fe'"' a Co'",
Vv ptipadé radikalovych ligandd i octan nikelnaty. Tento typ komplexnich slouc¢enin muize
vykazovat biologickou aktivitu, jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti. Mimo to mohou vazat
dalsi kov a vytvaret tak heterobimetalické komplexni slou¢eniny anebo periferné substituované
molekuly mohou interagovat s biomolekulami.

Teoretickd Cast se zaobird biologickymi systémy v lidském téle obsahujici Zelezo nebo
kobalt. Nejvétsi pozornost byla zaméfena na reverzibilni prenase¢ kysliku hemoglobin, ve
kterém se nachézi nejvyssi podil zeleza v téle, zminény jsou i dalsi biologické systémy, a
nakonec vitamin Bi2, jediny zminény zastupce obsahujici jako centralnim atom kobalt. Dalsi
podkapitola se zabyvé biologicky aktivnimi komplexy Fe'' a Co" je diskutovana aktualni
problematika, zabyvajici se nejnovejsimi komplexnimi slouceniny tohoto typu, a predevsim
pak jejich biologickym testovanim. Byly komentovany vybrané komplexni slouceniny
S rozmanitymi UCinky, zejména protinadorovymi, antibakteridlnimi a antimykotickymi.
Obdobnym zptisobem byly také diskutovany heterobimetalické komplexni slouceniny,
obsahujici ve svych strukturach centralni atom Fe'!' nebo Co'!'. Tento typ sloudenin mé obecné
vy$$i biologickou aktivitu nez jejich jednojaderné analogy, proto jim rovnéz byla vénovana
zna¢na pozornost. Diskutované slouceniny byly vybrany na zékladé jejich biologickych
vlastnosti nebo pouzitelnosti v riznych medicinskych aplikacich jako jsou biosenzory,
luminiscen¢ni sondy ¢i radiofarmaceutika. Zavér teoretické €asti byl zaméfen na radikdlovou
chemii, stézejni ¢asti byl popis principu a instrumentace elektronové paramagnetické
rezonance, klicové metody analyzy radikalovych sloucenin a celou teoretickou ¢ast uzavira
zminka o biologicky aktivnich radikalovych slouc¢eninéch.

Experimentalni ¢ast je rozdélena do n¢kolika sekci — ptiprava prekurzoru, jeho nasledna
substituce organickou molekulou nebo radikalem a ptiprava komplexnich sloucenin. Piipravé
produktt predchazela optimalizace reakénich podminek a zajisténi inertnich podminek vSech
provadénych reakci. Ziskané produkty byly charakterizovany vybranymi dostupnymi
analytickymi metodami. Bylo uspé&s$né pfipraveno a charakterizovano 10 organickych molekul,
konkrétn¢ slouceniny la, 6, 7b, 8b, 9b¢, 10b, 11b, 12c, 13b a 14c, z nichz 7 ptedstavuje noveé
piipravené latky (6, 7b, 9b¢, 10b, 12c, 13b a 14c). Tyto slouceniny byly pfecistovany
sloupcovou chromatografii na silikagelu. Dale byla ptipravena série Fe!"' a Co'"' komplexnich
sloucenin se Schiffovymi ligandy, a to pii ruznych reakénich podminkach. Rovnéz byl
syntetizovan komplex bez zapojeni Schiffovy baze. Podatilo se izolovat a charakterizovat Sest
komplexnich slouc¢enin — 16h, 16ch, 160-16r.

V kapitole Diskuze a vysledky jsou komentovany jednotlivé postupy piiprav sloucenin,
stejné tak jejich charakterizace za pouziti nuklearni magnetické rezonance, hmotnostni
spektrometrie, elektronové paramagnetické rezonance a rentgenostrukturni analyzy. Organické

79



ligandy byly charakterizovany 'H NMR spektroskopii, podafilo se prifadit signaly
K jednotlivym atomtm vodiku, u né€kterych slouéenin jsou patrné signaly pro rozpoustédla
vstupujicich do reakci. Radikalové slouc¢eniny byly charakterizovany EPR a LC-MS analyzou,
ktera potvrdila pfitomnost Zadanych produktti. Z EPR méteni bylo zjisténo, ze dané radikalové
slouceniny maji nizsi g-faktor (1,98), nez jaky se u tohoto typu sloucenin piedpoklada
(2,002 32). Izolované komplexy byly analyzovany pomoci MS, na zakladé méfeni bylo
zjisténo, ze slozeni slou¢enin 16h, 16¢ch, 160-16r odpovida [Fe(pz-dpt)]*, [Fe(pz-dptm)],
[Fe(pybzim-dptm)]*, [Co(pybzim-dptm)]*, [Fe(benzim-dptm)]*, resp. [Co(benzim-dptm)]*.
Ostatni provedené koordinacni reakce a produkty téchto reakci se nepodatilo zpracovat, at’ uz
do krystalické ¢i praskové formy, piestoze byly reakéni podminky i zplsoby krystalizaci
pozménovany. Je rovnéz zminéna série trendu, ktera vedla k izolacim komplexnich slouc¢enin
a mohla by byt v budoucnu pro tento typ sloucenin aplikovana. Slouceniny 12c a 13b se
podafilo piipravit ve formé krystalickych produkta, které byly analyzovany rentgenostrukturni
analyzou, pfi¢emz obé& struktury byly vyfeseny, u piperidinovych cykli byla pozorovana
typicka zidlickova konformace.

Na zavér Ize konstatovat, Ze vySe zminéné organické molekuly byly pfipraveny jednotnym
zpusobem za pouziti inertnich podminek. Tyto slou¢eniny byly pfipravovany pomérné bez
obtizi, klicova byla az purifikace vzniklych latek, ktera v n¢kterych piipadech nevedla ke zcela
Cistym produktiim. Problematickou ¢asti byla piiprava komplexnich slouenin, které v drtivé
vétsiné nevedly K izolaci finalnich produktii v pevném stavu. Pouze Komplexni reakce, pfi
kterych vznikaly kationtové komplexy, byly uspésné. Podatilo se ve formé prasku izolovat Sest
komplexnich sloucenin — ¢tyti Fe(l1l) a dva Co(lll) komplexy, jejichz sloZeni bylo potvrzeno
pomoci MS.
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7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

A549
acac
ATP
benzim
bpy
bpya
bpyma
c343H
c343haH2
CAM
CCso
cGMP
CoA
CoQ
cyclam
cyclen
DA
DCE
DIPEA
DNA
dppf
dpt
DPTA
dptm
EPR
HA
Hhpdbal
Hb
HeLa
HEK-293
HepG2

Lidské bunky rakoviny plic

Acetylaceton

Adenosintrifosfat

Benzimidazol

Bipyridyl

Bis(pyridin-2-yl)amin
Bis[(pyridin-2-yl)methyl]amin
Kumarin-343

Kumarin-343 hydroxamova kyselina
Chorioalantoidalni membrana
Koncentrace, pfi niZz zahyne 50 % testovanych bun¢k
Cyklicky guanosylmonofosfat
Koenzym A

Koenzym Q
1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan
1,4,7,10-tetraazacyklododekan
Dodecylamin
N,N-bis(2-chloroethyl)ethylendiamin
N,N-diisopropylethylamin
Deoxyribonukleova kyselina
1,1’-bis(difenylfosfino)ferrocen
bis(3-aminopropyl)amin
Diethylentriamin-N,N,N',N",N"-pentaoctova kyselina
3,3’-diamino-N-methyldipropylamin
Elektronové paramagneticka rezonance
Heptylamin
2-hydroxy-5-(fenyldiazenyl)benzaldehyd
Hemoglobin

Lidské buiiky rakoviny déloZzniho ¢ipku

Lidské embryonalni ledvinové bunky

Lidské bunky hepatocytového karcinomu rezistentni viic€i inzulinu



HHino
HTA
HTrop
ICs0
IUPAC
LC
LC-MS
L Dso
Mb
MCM
MetH
MF
MMP
MS
MTT
NADH
NADPH
NMR
NTA
ODHIP
PDT
pet
Ph-acacen
PROXYL
PS

Py
pybzim
pz

RF
RNA
ROS
RR

Hinokitiol
Bis(3-hydroxytyramid)

Tropolon

Inhibi¢ni konc., pti niz dochéazi k zamezeni rtistu 50 % organismu

Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii

Obecné oznaceni pro Schiffovy ligandy izolovanych komplext
Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Smrtelna davka zptisobujici thyn 50 % testovanych organismi
Myoglobin

Methylmalonyl-CoA mutaza

Methionin syntaza

Mobilni faze

Matrixové metaloproteinazy

Hmotnostni spektrometrie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Nuklearni magneticka rezonance

Nitrilotrioctova kyselina

Dihydroxyimidazo-fenantrolin

Fotodynamicka terapie
N-(2-aminoethyl)-1,3-propandiamin

N, N “-bis(1-fenylbutan-1,3-dion)ethylendiamin
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-1-oxyl

Fotosenzibilizator

Pyridin

2-(pyridin-2-yl)-1H-benzimidazol-1-yl

Pyrazol

Retencni faktor

Ribonukleova kyselina

Reaktivni formy kysliku

Ribonukleotid reduktaza
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RTG
RVO

sal

shdt

Sl
TEMPO
teta
THFA
TLC

tpa
UV-VIS

Rentgenové zareni

Rotac¢ni vakuova odparka
Salicylaldehyd
S-benzyldithiokarbazat

Index selektivity
2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
Triethylentetramin

Kyselina tetrahydrofolova
Tenkovrstevna chromatografie
Tris(2-methylpyridin)amin

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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