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1.UVOD

Nezvetejnéno



2. TEORETICKA CAST



2.1 Zlato

Zlato (lat. aurum) je velmi vzacny prvek v zemské kife, patii mezi takzvané mincovni
kovy spolu smeédi a stiibrem kvuli jejich hlavnimu pouziti jako platidla jiz davno pied
pfichodem zlatych minci v Egypté okolo roku 3400 pt.n.l. V piirod¢ se zlato vyskytuje
pfevazné jako elementarni v podob¢ valount. Do roku 1830 hlavni podil burzovniho zlata
pochazel z antickych a jihoamerickych civilizaci, tedy §lo o recyklaci zlata a primérnd rocni
produkce nového zlata nebyla vice nez 12 tun. Poté doslo k objevu zasob zlata na Sibifi a
vypukly ,,zlaté horecky* v Kalifornii (to byl také divod, pro¢ se americké zapadni pobiezi
viibec osidlilo), Australii, Kanadé a AljaSce. Do roku 1890 se produkce zlata zvysila na 150

tun roéné a dnes ¢ini pFiblizné 2300 tun. ©

2.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti zlata

Jedingm v piirod& se vyskytujicim izotopem je ’Au , jeho elektronegativita ma
hodnotu 2.4, tedy srovnatelnou se selenem a blizkou site a jodu. Elektronova afinita Cini
222,8 kJ/mol a duasledkem je naptiklad chovani slouc¢eniny CsAu, kterd ma vice vlastnosti
podobnych soli nez slitin€. Své jméno dostalo zlato kvuli své zlaté barve, lze jej vSak ziskat i
jako modré, Cervené nebo fialové koloidni roztoky v zavislosti na pouzitém redukcénim
¢inidle. Pozoruhodné stala je Cassiova purpura vznikla redukci AuCls pomoci SnCly, jedna se
0 elementarni zlato vyloucené na povrchu castic SnO, poskytuje charakteristické zbarveni.
Pomoci Cassiovy purpury se barvi sklo a keramika do rubinové ¢ervené barvy.

Reaktivita ve skupiné¢ Cu, Ag a Au klesa smérem dolti a zlato se svou inertnosti blizi
platinovym koviim. Na suchém vzduchu pfti pokojové teploté je zlato stalé a jako jediny kov
nereaguje piimo se sirou. VSeobecné reakce elementarniho zlata vyzaduje ptitomnost
oxida¢niho ¢inidla. Zlato se z kyselin rozpousti pouze smési HCl a HNO3 v poméru 3:1 a
koncentrované kyseliné selenové za varu. Lépe jej viak rozpustit v roztoku Cl, a MesNH*CI
Vv acetonitrilu. Primyslové se vyuziva reakce zlata s vodnym roztokem NaCN za pfistupu
kysliku. Vznika rozpustny kyanokomplex Na[Au(CN)], ktery tak lze snadno oddélit od

hluginy. Poté se zinkem vyredukuje elementarni zlato. ®



2.2 Oxidacni stavy zlata v jeho slouceninach
2.2.1 Oxidacéni stavy nizsi nez +I

Tento oxida¢ni stav se vyskytuje v koordina¢nich slou¢eninach obsahujicich vazbu
Au-Au, jako je napiiklad [(PhsP)Au{Au(PPhs)};]*" a nabyva tak zlomkovych oxidagnich

stavii mezi 0 a +1. ©®
2.2.2 Oxidaéni stav +I

Tento oxidacni stav je u zlata pomérn€¢ bézny a vyskytuje se ve velkém mnozstvi
sloucenin. Mezi n¢ patii naptiklad AuX (X=F, Cl, Br), Au,S, nebo jiz zminény Na[Au(CN),].
Siroce zkoumané jsou komplexni slouéeniny s organickymi fosfiny (obecné PR3) pro své
biologické uc¢inky. Byly syntetizovany komplexy od jednoduchych [AuCI(PEts)] az po
slozitgjsi, kdy je chloridovy ligand substituovan organickym ligandem. Mezi zlatné fosfinové

komplexy patii nékteré, které jsou pouzivany v medicin€. Jednim z nich je Auranofin (obr. 3).
®)
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Obrdzek 3: Auranofin

2.2.3 Oxidaéni stav +11

Oxidacni stav +II je u zlata nevyznamny, ve velké vétSin€ sloucenin, kdy formalné

vychazi oxidaéni stav zlata +11, se ve skute¢nosti jedna o mixed-valence slouéeniny Au'/Au™,

Piikladem mohou byt Au'Au"'(SO4), nebo Cs;[Au'Cl][Au"'Cls] obsahujici jak linearnd

koordinovany Au', tak Au"" s tetragonalni stereochemii. Komplexti majicich ve své struktuie



opravdu atom zlata v oxidacnim stupni +ll je pouze malo. Jednim znich je napfiklad

komplex, kde vystupuje jako ligand maleonitrildithiolat. (obr. 4) ®

B
s/ \S

Obrazek 4: Komplex zlata s oxidacnim stavem +11, maleonitrildithiolat zlatnaty

2.2.4 Oxidaéni stav +I111

Zlato se v nejveétsi mife vyskytuje v tomto oxida¢nim stavu a ¢asto byva srovnavano
s izoelektronovou Pt", protoze &tvercové komplexy majici konfiguraci d® by mohly byt
ekvivalenty cisplatiny. Nejbéznéjsi cesta K ptipravé slouceniny Vtomto oxida¢nim stavu
za¢ind rozpusténim kovového =zlata v lucavce kralovské a po odpafeni ziskany
H[AuCl4].3H,0 se pouzije k dalsim reakcim. Vyrobit mizeme oxid Au,Os, sulfid Au,Ss,
komplexni halogenidy[AuXs]” (X=F, Cl, Br) piipadné [AuFe]® a nepieberné mnozstvi

komplexnich sloucenin. ®

2.2.5 Oxidac¢ni stavy vyssi nez +111

Jedinou slouceninou s vys$§im oxidaénim stavem nez -+l je AuFs pfipadné
[XesFs][AuFg]. Fluorid zlaticny ziskame reakci kovového zlata v atmosféte kysliku a fluoru
pi1 370°C jako nestaly, polymerni tmavé cerveny praSek. Ma tendenci disociovat na AuFs a
pokud jej vystavime XeF; v prostiedi bezvodého fluorovodiku za teploty 0°C ziskame Zluto-

oranzové krystalky [Xe,Fs][AuFs]. ®)



2.3 Hypoxantin

Hypoxantin neboli 1H-purin-6(9H)-on (obr. 5) je pfirodné se vyskytujici latka u rostlin
i zivoc€ichil. Podle systematického nazvu je ziejmé,
ze hypoxantin je odvozen od purinu (obr. 5) jehoz

: . : : \> \
skelet je obsazen nejen v hypoxantinu, ale L
V nepieberném mnozstvi dalSich dtlezitych latek
Vv piirodé. Jednd se napiiklad o nukleové béaze Obrdazek 5: Purin (vlevo) a Hypoxantin

ptfipadné ko-faktory umoziujici pribe¢h biologickych procest jako ATP, GTP, NAD, FAD
(obr. 6) a dalsi. ©
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Obrdazek 6: Biologicky vyznamné latky obsahujici purinovy skelet
ATP (A), GTP (B), NAD (C), FAD (D)

2.3.1 Biologicky aktivni derivaty purinu

Mezi oblasti, kde se slouceniny majici ve své struktufe purinovy skelet uplatiiuji jako
1éCiva, patii napiiklad 1écba rakoviny. Komer¢né dostupnymi piipravky pro 1é¢bu rakoviny
jsou Purinethol (6-merkaptopurin) a Lanvis (6-thioguanin). Dalsi oblasti jsou virova
onemocnéni jako herpes nebo AIDS. Pouzivanymi léky jsou Acyklovir, Carbovir a Abacavir.

Azathioprin prodavany pod nazvem Imuran se pouziva u pacientl po transplantaci organt.



Snizuje odpovéd’ imunitniho systému vici transplantovanému organu, aby nedoslo k jeho

odmitnuti (Obr.7).©
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Obrazek 7: A) 6-merkaptopurin B) 6-thioguanin C)Acyklovir D) Carbovir E) Abacavir F) Azathioprine
2.3.2 Terapeutické cile derivati purini

Mezi hlavni cile purinovych derivatl patii enzymy hrajici v bufice dualezitou roli.
Prikladem miZe byt skupina enzymi cyklin-dependentnich kindz (CDK) nebo O°-
alkylguanin-DNA alkyltransferasa (AGT). Ovlivnénim funkce téchto enzymi ve vysledku

dojde k umrti buiiky, coz je zvlasté v piipadé nadorovych bunék vyhodné.
2.3.2.1 Cyklin-dependentni kindzy

Jakou funkci maji CDK? Jak jejich ndzev napovida, jsou cyklin-dependentni, tedy
zavislé na cyklinu. Cykliny jsou skupina proteint fidicich cyklus dé€leni bunky
prostfednictvim aktivace a deaktivace urcit¢é CDK. CDK jsou kinazy a jejich biologicka role

je ptrenést molekulu fosfatu z vysokoenergetické molekuly, jakou je naptiklad ATP na



molekulu substratu. Pfenosem fosfatu se substrat aktivuje pro dalsi déje v organizmu (obr. 8).
Préavé zde vstupuji do hry inhibitory CDK. Molekula ATP v sob¢ obsahuje purinovy derivat —
adenin. Inhibitory vychazejici z purinového skeletu proto s ATP soupeii o obsazeni aktivniho

mista CDK. Pokud pfipraveny derivat poskytuje pevnéjsi vazbu s aktivnim mistem nez

NH, NH,
= N R o
) o o) </ | I 0 o </ \ N Ho—l_on
ob o b oo N~ "2 R e, N |
| | I —boq +  Substrat | | —bo + 2
o o 0 o Substrat
ATP OH OH ADP CH OH

Obr.8: Schéma obecného mechanismu kinaz

molekula ATP, dochézi k inhibici. © Réiznou substituci purinového jadra lze modulovat
interakce s aminokyselinovymi jednotkami enzymu v jeho aktivnim misté a tedy upravit jeho
schopnost inhibice. %

CDK byly zkoumany jako cil nadorové terapie a vysledky provedenych studii in vitro
i in vivo potvrzuji, Ze inhibice CDK ma pozitivni piinos pfi nadorové 16¢b&. @ V rakovinnych
bunkach dochazi k naruseni mnoha dilezitych mechanisml, mezi néz patii i déleni bunky.
NaruSenim kontroly CDK nad délenim buniky dojde k neregulovanému nadorovému bujeni.
an

Mezi efektivni inhibitory CDK zfad derivatd hypoxantinu patii 2-amino-O'-
cyklohexylmetylhypoxantin  (NU2058) s hodnotou inhibice CDK2 ICsy = 17uM. Dalsi
substituci se dosahlo zlepSeni interakci v aktivnim misté a tedy snizeni hodnot ICsg azZ na 5SnM
u NU6102. (Obr. 9) Dal§im zastupcem inhibitord CDK je O*-benzylhypoxantin, ktery je

v soucasné dobé ve druhé fazi klinickych testii jako protirakovinny piipravek. ‘%

NU2058 NU6102

Obr. 9: Inhibitory CDK2



2.3.2.2  O°-alkylguanin-DNA alkyltransferdsa

Rakovinné, mutagenni a cytotoxické procesy v bunice jsou neziidka kdy zahajeny
navazanim aduktu na O° pozici guaninu v DNA fetézci. Odstranéni tohoto aduktu musi
probéhnout predtim, nez dojde k transkripci do RNA podle tohoto pozménéného fetézce
DNA. O opravny proces se stard O°-alkylguanin-DNA alkyltransferasa (AGT), ta katalyzuje
prenos navéazaného O° aduktu guaninu na cysteinovou jednotku obsaZenou ve svém aktivnim
misté, ¢imz uvede fetézec DNA do plivodniho stavu. AGT opravuje DNA jak ve zdravych,
tak v rakovinnych bunkach. Vyhodné je tedy kombinovat inhibici AGT spolu s dalSimi
latkami tvoficimi adukty s DNA a zvysit tak jejich tcinnost. Prikladem 1éCiv poskytujicim

adukty s DNA jsou komplexy odvozené od cisplatiny. (12)

2.4 Terapeutické pouziti sloucenin zlata

Uz od pradavna se zlatu ptisuzoval 1éCebny charakter. Zlaté amulety, talismany nebo
medailonky byly pouzivany k ochrané pied nemocemi a zlymi duchy. V mnoha piipadech
byly nemocnym lidem podavany lektvary obsahujici praskové zlato. 3 Moderni poziistatek
téchto 1écebnych procedur je takzvana ,,Zlata voda“ obsahujici vlocky zlata, které mohou byt
protiepanim suspendovany. Nebylo vSak prokazano, ze by méla n&jaky lécebny efekt. Naopak
slouceniny zlata v riznych oxidacnich stavech, pfedevsim +I a +III, se pti 1€cbé pouzivaji.

(14,15)

Zajem o slouceniny zlata se zvysil po

objevu in vitro protituberkuléznich vlastnosti . r‘* OH +
Na O ‘
: o)
kyanidu zlatného Robertem Kochem v roce S\ & )\
o)
1890. Protoze je kyanid zlatny pfili§ toxicky AUB(‘ Ho \Au
el it o, OH .t
pro pouziti v lidské medicing, vyzkum se P - n
zaméfil na zlatné thiolatové soli pro 1é¢bu Myocrisin Solganol

tuberkulézy. " (obr. 10) Landé si vSiml, Ze Obr. 10: Thiolatové soli Myocrisin a Solganol

u kontrolni skupiny pacienti netrpicich

tuberkulézou 1écba slouceninami zlata vedla ke znacné redukci bolesti kloubti. To vedlo
francouzského lékate Jacquese Forestiera k zahdjeni vyzkumu 1é¢by revmatoidni artritidy
(RA) pomoci sloucenin zlata a své pozitivni vysledky publikoval v roce 1935. Poté se vSak

fadu let objevovaly protichidné vysledky snazici se efektivitu sloucenin zlata k 1é€bé RA
9



vyvratit. AvSak vroce 1960 publikovala Imperialni rada pro revmatismus vysledky
rozsahlych testl za pfisn¢ kontrolovanych podminek, které potvrdily, Ze slouceniny zlata maji
pozitivni efekt pfi 1écbé RA. @7 Dalsi pokrok nastal v 80letech minulého stoleti objevem
auranofinu Suttonem a jeho spolupracovniky. Auranofin je ve vodé rozpustny a tedy jej l1ze
podavat ordln¢ ve formé pilulek. Thiolatové soli, které jsou polymerni, se podavaji injek¢né.
Utinnost 16¢by neni tak dobra jako u thiolatd zlatnych, velkym pozitivem vsak je znaéné
potlaceni nezadoucich imunologickych vedlejSich efektt. I tak se vSak 100 let od uvedeni do
praxe pouZivaji pfevazné thiolaty zlatné v 16¢b& RA. “® V poloving 80. let minulého stoleti se
objevily také prvni zpravy o cytotoxickych ucincich auranofinu in vitro. To vedlo
k identifikaci skupiny fosfind zlatnych jako kancerostatik. Pfiblizné ve stejné dobé se zacaly
zkoumat prvni slouceniny zlatité jako potencionalni protinadorova 1é¢iva. Stimulem byla idea,
7e Gtvercové zlatité komplexy s konfiguraci d°, které jsou isoelektronové s Pt mohou
imitovat cytostaticky aktivni cisplatinu. AvSak krom¢ nékolika zlatitych komplexd se

nejednalo o nijak pfevratnou skupinu komplexi. 19)

2.4.1 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida je chronické zanétlivé onemocnéni charakteristické presunem
aktivovanych fagocytl a leukocyti do synovidlni tkané, tedy tkan€ obklopujici klouby.
Projevem je destrukce chrupavky a otok kloubu. Vyzkum naznacuje, Ze slouceniny zlata maji
vice zpiisobti G&inku proti artritids. @ Jednim znich je ovlivnéni transdukce (pienos
genetické informace pomoci virovych c¢astic) makrofagl a indukce prozanétlivych cytokini.
Cytokiny jsou nizkomolekularni peptidy, proteiny nebo glykoproteiny majici funkci
mediatort v zanétlivych onemocnénich. Hlavnimi cytokiny u RA jsou tumor nekrotizujici
faktor alfa (tumor necrosis factor, TNF-a) a interleukin-1 (IL-1). Ukazalo se, ze slouceniny
zlata sehréavaji svou roli ve vice fazich imunitni odpovédi. V pocatecni fazi je slouCenina zlata
cerpana do makrofagu a inhibuje transdukci zvlasté¢ peptidovych antigeni obsahujicich
cysteinové a methioninové jednotky. ®?? Zlato se akumuluje v lysozomech synovialnich
bunék a makrofazich, kde formuje loZisko zndmé jako aurosom. Pomoci EXAFS
spektroskopie (Extended X-Ray Absorption Fine Structure) bylo zjisténo, Ze aurosomy jsou
slozeny z jednotek obsahujicich vazbu S-Au'-S. @ Studie z posledni doby se zamé&fuji na
porozuméni mechanismu inhibice cathepsinu B auranofinem a zlepSeni u¢inku zaménou

(24,25,26)

fosfinového ligandu. Cathepsiny Ka Sjsou zasadni v pfipadé zanétlivych a

10



devastujicich projevi artritidy a jak auranofin tak thiomalat zlatny je dokazou efektivné
inhibovat. Krystalovd struktura komplexu cathepsinu K s thiomalatem zlatnym prokazala
linearni vazbu S-AuU-S. Atom zlata je koordinovan na cystein v aktivnim misté za zachovani

koordinovaného thiomalatu, ¢”

2.4.1.1 Thioredoxin reduktaza

Thioredoxin reduktdza (TrxR) (Obr. 11) je homodimerni protein patfici do rodiny
enzymu piibuznych glutathion reduktdze. Jejim ukolem je katalyzovat NADPH-zavislou
redukci thioredoxin disulfidu (Trx) a mnoha dalSich
oxidovanych latek wuvnitt bunky. Trx byla
identifikovana v riznych zivocisnych druzich jako
naptiklad v parazitech  zpusobujicich  malarii
Plasmodium falciparum, Drosophila melanogaster
a také samoziejmé u Clovéka. TrxR mé Sirokou
Skalu substratt, protoze je zaclenén ve velkém
poc¢tu metabolickych drah jako naptiklad syntéza
nukleotidii nebo antioxidativni ochrana buiiky, ale
také je soucasti patofyziologickych zmén pii
nadorovych onemocnénich, infekcich, revmatoidni

artritidé a dalSich. Diky antioxida¢nim uG¢inkiim je

TrxR povaZovana za soucdst prevence proti

Obrézek 11.: Struktura lidské TrxR"®

poskozeni buiiky oxidativnim stresem, coZ je hlavni
faktor poSkozeni DNA. ZvySend funkce TrxR byla pozorovana v mnoha liniich nadorovych
bungk. ¥

Aktivni misto TrxR obsahuje selenocystein (Sec) v sekvenci Gly-Cys-Sec-Gly
nezbytnou pro Kkatalytickou funkci enzymu. ® Mechanismem interakce sloudenin zlata
s TrxR je nejspiSe kovalentni interakce mezi elektrofilnim atomem zlata a nukleofilni sirou
piipadn¢ selenem. Auranofin preferuje navazani na selenocysteinovou jednotku, coz bylo
potvrzeno diky velmi snizenym hodnotam inhibice enzymu glutathion reduktazy. Ta je s TrxR

strukturn€ zna¢né podobnd, nicméné v aktivnim misté obsahuje pouze cystein nikoliv cystein

i selenocystein. ¢
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Zajimavého zjisténi bylo dosazeno pfi testech na enzymu glutathion reduktaze. Zlatny
komplex ztrati pii navazani v aktivnim misté oba své ligandy a navaze se na dvé cysteinové
jednotky, ¢imz dojde k inhibici. Mohlo by se tedy jednat o univerzdlni mod interakce
sloucenin zlata senzymy obsahujici cystein nebo selenocystein. Dilezitost proteini
obsahujicich cystein je pro auranofin a jeho analoga dilezita i z hlediska, ze metalothioneiny
(proteiny vazajici kovy pomoci cysteinovych jednotek) jsou zodpovédné za rezistenci bunék
na slouceniny zlata. (29)

Inhibice mitochondrialni formy TrxR (znacené jako TrxR2) auranofinem je v dobré
shod¢ s prvotnimi studiemi, které naznacovaly anti-mitochondrialni efekt sloucenin zlata v in
vitro testech.

Analog auranofinu trietylfosfinchlorid zlatny [AuCI(PEt3)] obsahuje trietylfosfinovou
skupinu jako auranofin, misto thiocukerné jednotky vSak ma pouze chlor. Zptisobuje vsak
stejn¢ jako auranofin mitochondridlni otok nebo zvySenou propustnost vnitini membrany.
Testy byly provadény na izolovanych krysich jaternich mitochondriich. GL®) U gerstve
izolovanych krysich hepatocyti vystavenych [AuCI(PEts)] se také ukazalo, ze mitochondrie je
nejspise cilovou bunéénou organelou. Samotny auranofin vyvold zvySenou mitochondridlni
permeabilitu, coz je pozorovano jako otok a ztrata membranového potencialu. Tomu muize
byt kompletné zabranéno cyklosporinem A, coz je specificky inhibitor mitochondrialni

permeability. ¢

2.4.2 Rakovina

Od dob objevu a tspésného pouziti cisplatiny cis-[PtCl(NH3),] v minulém stoleti se
zaGaly intenzivné studovat koordinagni slouceniny Pt?** za ugelem objevu novych
protinddorovych 1€ka. V soucasnosti je v klinické praxi pouzivano 5 komplexti platnatych.
Cisplatina, karboplatina a oxaliplatina jsou jiz schvaleny americkym ufadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA), nedaplatina je pouzivana v Japonsku a lobaplatina v Cing. (obr. 12)
Jejich efektivita je nicméné snizovdna vznikajici rezistenci, ktera ztéZuje pouZiti v 1écbé.
Zaroven 1 pomérné vysoka toxicita k zdravym bunikam a vedlej$i u€inky limituji maximalni
davku, ktera mize byt pti 1é€bé podana. BEhem poslednich tficeti let se zintenzivnila snaha o
ptipravu novych platnatych komplext s cytotoxickou aktivitou, jejichz vysledkem bylo
objeveni taktiky pro zlepSeni akumulace v buikach, oralni biodostupnosti, stability ve
fyziologickém prostiedi a také specifity pro danou nadorovou linii. Mezitim se vSak zacal
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Obrazek 12.: Léciva na bazi komplexii platiny
A)Cisplatina B)Oxaliplatina C)Karboplatina D)Nedaplatina E)Lobaplatina

rozvijet vyzkum novych komplext s jinymi pfechodnymi kovy a ligandy, které by mély
srovnatelnou nebo i lep$i protinadorovou aktivitu. Jednou skupinou téchto novych komplexa
byly i komplexni slou¢eniny obsahujici zlato. (34) Tyto komplexy zptsobuji smrt bunky jinym
mechanismem nez integraci do DNA jako v ptipadé¢ platnatych komplext, coz je zadané kvuli
rezistenci nékterych nadorovych linii na platnaté komplexy. Hlavnim cilem pro komplexy
zlata je mitochondrie, ktera je hlavni regulator apoptdzy a regulace vnitiné bunééné redoxni
rovnovahy. U mitochondridlni thioredoxin reduktdzy (TrxR;) Bindoli se spolupracovniky
poprvé ukazal, ze jeji inhibice je spojena s permeabilitou mitochondridlni membrany a
zahdjenim apoptozy. (39)

Do nynéjsi doby pfipravené zlatné slouCeniny G€inné proti rakoving lze rozdélit do
dvou skupin na zékladé¢ koordinace. Zaprvé to jsou neutrdlni, linearn¢ koordinované
komplexy kam patii naptiklad auranofin. Druhou skupinou jsou lipofilni kationové komplexy
jako [Au(dppe)2)]” a dvoujaderné zlatné komplexy obsahujici N-heterocyklicky ligand. Pro
ob¢ skupiny je terapeutickym cilem pievazné mitochondrie, kde zplisobi apoptézu narusenim

redoxni rovnovahy thiold. @
2.4.2.1 Auranofin a jeho analoga

Linearni zlatné komplexy obsahujici fosfinovy ligand, kam spadéd i1 auranofin, jsou
schopny inhibovat nadorové bujeni in vitro. @ Cytotoxické Gginky auranofinu proti
nadorovym bunkam HeLa (rakovina délozniho ¢ipku) byly poprvé zjistény v roce 1979

(36)

Lorberem a jeho spolupracovniky a zaroven u mysi s leukemii P388 prodlouzil dobu
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zivota. Mirabelli dale upfesnil Lorberovy poznatky, Ze auranofin je proti leukemickym
bunkam P388 aktivni pouze pii podani IP, tedy injekéné do pobftiSnice. Mirabelli pokracoval
ve vyzkumu zlatnych komplexti a spolu se svym tymem provedl rozsahly vyzkum 63
linearnich zlatnych komplexi a sledoval u nich strukturni spojitost mezi cytotoxicitou in vitro
a in vivo. Vysledkem bylo zjisténi, Ze u leukemické linie P388 je optimalni, aby na zlaté byl
navazan fosfin a thiocukerna jednotka. Zmény na fosfinovém ligandu poté jen zplsobi
modulaci G&inku. "

Diky tomuto vyzkumu se poté zacaly objevovat zlatné komplexy s S-ligandy jako jsou
thionukleobaze, dithiokarbamaty, sulfanylpropeonaty a v poslednich dobé také s vitaminem
K3, azokumarinem nebo naftalimidovymi derivaty. @ piedb&zné vysledky studii mechanismu
uc¢inku naznacuji, Ze jak pro auranofin tak pro [AuCI(PEt3)] je cilem mitochondrie. ®8 Bindoli
se svym tymem upfesnil, Zze apoptéza je zpuisobena narusenim thiolové redox rovnovahy
v buiice prostiednictvim inhibice TrxR. @ Nejprve se myslelo, Ze aby zlatné komplexy mély
cytotoxickou aktivitu, je nutné, aby mély fosinovy ligand, ¥ ale v soucasné dobé& jsou jiz
znamy cytotoxické zlatné komplexy majici misto fosfinu naptiklad N-heterocyklicky karben,
cyklodifosfazan nebo fosfazol. Ligand ma vliv spiSe na to, jak bude komplex pronikat do
buiiky @

2.4.2.2 Lipofilni iontové zlatné fosfiny

Studie cytotoxicity auranofinu ukazaly na fakt, Ze a¢ je pfi in vitro testech pomérné
aktivni, za podminek in vivo se jeho aktivita snizuje. Reaktivita vi¢i thiolovym skupinam
bilkovin, ktera je pro auranofin a jeho analoga typicka, se ukaZe nevyhodou, pokud se dostane
do fyziologickych podminek obsahujici sérové bilkoviny. 4D Hledal se tedy zplsob jak snizit
reaktivitu zlatnych komplexd vici thiolim a vysledkem byl objev skupiny komplexti majicich

chelatujici, bidentatni fosfin. Ptikladem muze byt komplex [Au(dppe),]Cl vykazujici zna¢nou

cytotoxickou aktivitu proti Sirokému spektru = ~+

, , .. e s . PPh, PPh,
nadorovych linii pfi in vivo testech na /
mysich. © Z testii vztahu mezi strukturou a (H-C)n (Hzc)n or

aktivitou vyplynulo, e idealni je, aby v \ / \

komplexu  [Au(R2P(CH;):PR>),]CI (obr.13) PPh: PPh, |
byl jako R pfitomen fenyl a poset CH, skupin ~ Obrdzek 13: komplex [Au(Ph,P(CH,),PPh,),]CI

mustku n= 2-3. Pokud je fenylovy substituent fosfinu zaménén za jiny, aktivita je snizena
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nebo dokonce ztracena. Na rozdil od auranofinu, [Au(dppe),]” si ponechava svou strukturu i
V pfitomnosti thiolll ve fyziologickych podminkach. ®u dvoujadernych zlatnych komplext o
slozeni [XAu(Ph,P(CH,),PPhy)AuX] (n = 1-6, X=Cl) a [XAu(dppe)AuX] (X= CI, Br,
OAc...) se ukazalo, ze cytotoxicka aktivita je spojena se schopnosti komplexu odstépenim
ligandu X uzaviit kruh za tvorby bis-chelatu [Au(P-P);] ve fyziologickém prostiedi reakci
s thioly. “%*? Uplatnéni [Au(dppe)2]* Vv klinické praxi vsak selhalo v preklinickych testech na
kralicich a psech, kdy se ukdzala vysoka toxicita vic¢i srde¢nim, jaternim a plicnim bunkam.
V in vitro testech se ale komplex [Au(P(CH,0OH)3)4]Cl ukazal byt Géinny proti n€kolika
lidskym nadorovym liniim a in vivo u mysi. Zaroven neni toxicky pro organismus jako

[Au(dppe),]” pii studiich na psech . @
2.4.2.3 Zlatné komplexy s N-heterocyklickymi karbeny

N-heterocyklické karbeny (NHK) jsou ligandy, které se zlatem interaguji podobné jako
fosfiny. Zlatné¢ komplexy majici jako ligand NHK lze pomérné snadno pfipravit z vychozi
imidazolové soli. Substituenty na dusicich Ize lehce modulovat lipofilitu. Pravé diky modulaci
lipofility substituentl se podafilo pfipravit karbenové komplexy (obr. 14), které jsou

selektivni viici dvéma nejvice nadorotvornym liniim rakoviny prsu. @)

R B R ] R R
NL " . N/ CS—Au—CI N/ \N
KO'But
A e e T
N N
N\ N\ \ /
R R R R

Obrazek 14.: Schéma pripravy N-heterocyklickych karbenii, R=Et, n-Pr, i-Pr

2.4.3 Aktivita proti HIV a AIDS

Siroké spektrum sloucenin zlata bylo testovano in vitro proti viru lidské imunitni
nedostatecnosti neboli HIV. Zajem chrysoterapie pro 1é¢bu AIDS byl stimulovéan klinickou
zpravou, ze pacienti S AIDS, jimZ byl podavan auranofin kvuli 16€bé psoriatické artritidy, ale

74dné jiné proti-HIV u&inné latky, zaznamenali zvyseni hodnot CD4+ T bungk. “® Hodnoty
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téchto bun€k vsak klesaji u nemocnych HIV a zjisténi naznacila, ze komplexy zlata by mély
byt systematicky testovany proti HIV. Aurokyanid (JAu(CN).]) inhibuje rozvoj HIV jiz pii
koncentracich 20nM a miize mit vyuziti pii 16b& AIDS v kombinaci s dalimi 1&givy. ¥
Solganol inhibuje reversni transkriptazu (RTasa) v bezbunééném extraktu (extrakt pfipraveny
rozruSenim bunécnych stén a odstranénim jejich zbytkl). “5) Avsak Solganol samotny ani
jeho metabolity nevstupuji do buniky, coz je nezbytné pro efektivni inhibici RTasy, a je tedy
neucinny proti HIV pfi testech na bunéénych kulturach (46) Byly testovany i mnohé komplexy
[AuX(PR3)] (X = rizny ligand, R=alkyl,aryl) bohuzel byly natolik toxické, ze usmrtily bunky
MT-4 jiz pti koncentracich niz$ich nez je potieba k zahdjeni protivirové aktivity. Bunky MT-
4 se za normalnich podminek agreguji do shlukl, ale v pfitomnosti viru HIV dochazi

k rozpadu shluki, Sehoz se vyuziva k detekci HIV. "
2.4.4 Komplexy zlata jako antiparazitika

Spava nemoc, Chagasova choroba, schistosméza nebo malarie jsou v§echno nemoci
zpisobené parazity, kterymi je postizeno velké mnozstvi obyvatel v zemich tzv. tietiho svéta.
Je tedy nutné vyvinout u¢inné a hlavng cenové dostupné 1éky na tyto nemoci. “®
Terapeutickym cilem u vySe jmenovanych nemoci, ale i u n€kterych dalSich zplsobenych
parazity, jsou thiolové a selenolové proteiny. Tyto proteiny jsou souéasti systému, kterym se
patogeny parazita brani proti oxidativnimu stresu zpuisobeného imunitnim systémem
infikovaného ¢lovéka. Jejich inhibice (podobné jako inhibice TrxR) pomoci zlatych slou¢enin
by mohla byt G¢inna pii 1écbé téchto nemoci. @z nedavnych vyzkumu je ziejmé, Ze léky
obsahujici zlato maji velky potencidl pfi 1é€bé nemoci zpisobenych parazity. Auranofin, ktery
vyvolava silny oxidativni stres uvnitf buniky, by mohl byt i potenciondlnim lécivem jako

antimalarikum. Provedené studie tuto domnénku potvrdily. Auranofin, Myocrysin,

[AuCI(PEts)] a AuCyclam (Obr. 15) vykazuji G¢innou e
inhibici ristu P. falciparum in vitro coz je nejdulezitéjsi

privodce maldrie. @ Schistosmoza je tropickd nemoc, jiZ je NH\ /NH

celosvétové nakazeno kolem 200 miliént lidi. V roce 2002 [ /A”\ 2ClOo,
publikovali Alger a Williams “® | 7e u Schistosoma mansoni NH - NH “
jsou TrxR a GR (glutathion reduktaza) nahrazeny jedinym, [ _

selen obsahujicim enzymem TGR (thioredoxin glutathion Obrazek 15.: AuCyclam

reduktdza). Vysledky inhibice tohoto enzymu auranofinem, solganolem a myocrisinem
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naznacily, Ze nejlepSim je auranofin s nanomoldrnimi hodnotami. V dal$im vyzkumu se
ukazalo, ze auranofin dokaze efektivné zabijet parazity Schistosoma mansoni pii in vitro
testech a také in vivo (podet parazitii redukovan o 60%). ¥

Neékolik 1¢kti piivodné podévanych proti revmatoidni artritidé se ukdzalo ucinnych

také jako antimalarika. Naznacuje to tedy, Ze mechanismus G¢inku antiartritik a antimalarik

+

PFe
NH

\ NEt,

Au
Ph,P

Cl

Obrazek 16: Komplex [Au(PPh3)(CQ)]PFg
by mohl byt podobny. Zkoumalo se tedy, zda zlato plisobi jako zesilujici prvek u pouzivanych

antimalarik. Konkrétné byl efekt komplexace studovan u jiz vice nez 50let znamého
antimalarika chloroquinu (CQ). V piipadé komplexu [Au(PPh3)(CQ)]PFs, doslo u dvou rodu
zimnic¢ek (Plasmodium) rezistentnich viaci CQ (Plasmodium falciparum FcB1 a Plasmodium
berghei FcB2) ke 4-9 nasobnému zesileni ucinku oproti chloroquindifosfatu a komplextim
s jinymi kovy. Hodnoty ICsy pro komplex [Au(PPh3)(CQ)]PFs jsou 5,1nM (FcB1) a 23nM
(FcB2) Y

2.5 Farmakologie sloucenin zlata

2.5.1 Reakce ligandové vymény

Pti biologickych testech na lidech a laboratornich zvifatech se ukazalo, ze klinicky
pouzivané slouceniny zlata se v organismu velmi rychle metabolizuji. Z tohoto divodu lze
tedy podavané 1éky povazovat za ,,proléciva“. Prolé¢ivo je sloucenina, ktera se in vivo zméni
na aktivni formu. Pomoci radioaktivné znacenych ligandl vyslo najevo, ze zlato a ligandy
maji odliSnou distribuci v organismu a také dobu exkrece. V piipadé testt Solganolu
(*®AU*STg) a Myocrisinu (**Au®STm) na mysich a krysach se ukézalo, Ze zlato je
Vv riaznych organech zadrzovano ucinngji nez S znatené thiolatové ligandy. Rovnéz u
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trojnasobnd znateného auranofinu (Etz*P - ®Au - **SATg) je in vivo kazd4 komponenta
metabolizovana jinak. Znaéeny triethylfosfin ma polocas vylouceni jako triethylfosfinoxid
osm hodin, sira v acetylthioglukdze ma polocas Sestnact hodin. Avsak polocas vylouceni zlata
je dvacet dni. Studie s auranofinem pfidanym do plné krve (chemicky nepozménéna krev)
ukdzaly, Ze ligandova vymeéna je mnohem rychlej$i nez vylucovaci doba uvedena vyse a
potvrdily, Ze fosfin, thiocukerna jednotka a zlatny atom maji rozdilny metabolismus. Jiz
béhem dvaceti minut je zlato vazano predevSim na proteiny a triethylfosfin je distribuovan
mezi sérové proteiny, cervené krvinky a nizkomolekularni EtsP=0 v poméru 1:2:2. (52,5354)

Pii podavani Myochrysinu, coz je sodna sil thiomalatu zlatného, byly v krvi u lidi
detekovany nizké koncentrace samotného thiomalatu a také Au(CN),. Kyanid zlatny je
spoleénym metabolitem pro vSechny schvalené 1éky pouzivané pii chrysoterapii v USA, tedy

auranofin, Myochrysin a Solganol . ©*°°)

2.5.2 Auranofin a jeho analoga

Metabolické pfemény auranofinu jsou prostudovany nejvice ze vSech sloucenin zlata.
Bohuzel zlato nema vhodny izotop pro pouziti v NMR, ale i tak studie provadéné za bio-
mimickych podminek, tedy co nejvérnéjsi napodobeni podminek v zZivém organismu, pomoci
3p 'Ha®C NMR poskytly dostatek informaci o chemické transformaci chrysoterapeutik. 57)
Auranofin reaguje s cysteinovou jednotkou cys-34 sérového albuminu prostiednictvim

ligandové vymény sulfhydrylové skupiny. (obr 17). ©859606D)

Albumin-S- + Et3P-Au-S-Atg ——— Albumin-S-Au-PEt3 + Atg-SH

— -

Albumin-S-Au-PEt; + AtgSH <«———  Albumin-S-Au-S-Atg + PEt3
S— HS—
. HZ”O . 17
Et;P + Albumin @ —— Albumin + EP O
S HS

Obrazek 17: Biotransformace auranofinu (znacen EtsP—-Au—S—Atg)

Jak deacetylovany auranofin (majici misto tetracetylované thioglukdézy pouze
thiogluézu) tak [AuCI(PEt3)] poskytuji pii reakci se sérovym albuminem (Alb) stejny
produkt, a to Alb—S—Au-PEt;. Kinetickymi studiemi pii podminkach co nejblizsim in vivo se
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zjistilo, ze tvorba komplexu Alb—S—Au-PEt; z auranofinu probiha reakci prvniho fadu
s rychlostni konstantou 2,9 + 0,2 s, Z rychlostni konstanty lze usoudit, ze po vstupu
auranofinu do krevniho feCisté dojde ve velmi kratkém cCase k jeh0 navazani na sérovy
albumin, kterého je v krvi znaény prebytek (~400uM albumin a 10-25uM auranofinu).
Sadler se svymi kolegy potvrdil konformacni zmény albuminu odpovidajici navazani zlata na

cystein cys-34. 2
2.5.3 Kyanidové metabolity

K dobife znamym metabolitim pi#i chrysoterapii patii [Au(CN),]’, ktery zaroven
vykazuje aktivitu proti HIV. Prvni zminka o [Au(CN),]" jako metabolitu pochazi ze studie,
kde u pacientli kouficich tabak dochazelo ke zvySené schopnosti Cervenych krvinek
akumulovat metabolity Myocrysinu a Solganolu. %" Zyifeci ervené krvinky to viak
nedovedou. Inhalovany koui obsahuje az 1700ppm HCN, ktery je absorbovan skrz plice.
Protoze kyanid ma silnou afinitu ke zlatu v oxida¢nim stavu +I (log B2=36,6), miiZze reagovat
se zlatem za tvorby [Au(CN),]" a v této formé je usnadnén vstup do Cervenych krvinek i
jinych bungk. ®® Vyzkum interakci mezi sloudeninami zlata a imunitnim systémem vedl
k zjisténi, ze [AU(CN),] je vytvafen stimulaci polymorfonuklearnich leukocytt (typ bilych
krvinek). Substratem je SCN™ a zné& se za Ucinku myeloperoxidasy tvoii CN". Tento
mechanismus tvorby [Au(CN),]” miize byt kriticky metabolicky proces pro 1é¢bu revmatoidni
artritidy, jelikoz se piedpoklada, Zze [AU(CN),]" uvnité bunky snizuje dopad oxidativniho
stresu. %" Kyanid zlatny je pfitomny v mo¢i (5-500nM) a krvi (5-25nM) pacientii 1écenych
na RA. Rozdil koncentrace u kufakli a nekutdkid je nepatrny a jednd se tedy o spole¢ny
metabolit auranofinu, Myocrysinu a Solganolu. [Au(CN),] ktery se vytvoii v misté zanétu,
musi byt transportovan do ledvin, aby se mohl vyloucit mo¢i. V krevnim fecisti se [Au(CN),]
navaze na jedno ze ¢tyf mist na albuminu. Jedno je vysoce afinitni (K3 = 5,5 X 104) a tii mén¢
afinitni (Ky = 7 X 103). Pouze vSak prvni zminéné, vysoce afinitni misto je fyziologicky
vyznamné, protoze vznikla vazba je silnd natolik, aby minimalizovala volny [Au(CN),]

v krevnim fe&isti, @
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2.5.4 Oxidac¢ni stavy zlata in vivo

Ze zna¢ného mnozstvi studii vyplyva fakt, Ze zlato se in vivo vyskytuje pfevazné
v oxida¢nim stavu +I. Léciva obsahujici zlato po vstupu do téla podléhaji hlavné ligandové
vyméné za zachovéni oxida¢niho stavu. ©® Thioly, thioethery a proteiny obsahujici cystein

nebo methionin jsou schopny redukovat Au' na Au'. Tuto schopnost maji i disulfidy.

(70,71,72)

Zarove je viak jiz dlouho znama i in vivo oxidace Au' na Au"'. Gleichman se svymi

spolupracovniky pozoroval, Ze slougeniny zlata mohou byt in vivo metabolizovany na Au""

metabolit, ktery je odpovédny za nékteré imunologické vedlejsi ucinky pii chrysoterapii. (73)
Zjisténi jsou zaloZzena na pozorovani, kdy byly mysi tfi tydny vystaveny piisobeni

Myocrisinu. Au""

vyvolalo odezvu v testu v podkolenni mizni uzliné (popliteal lymph node
assay - PLNA), ale samotny Myocrisin nikoliv. PLNA je velmi dulezity test, protoze
rozliSuje efekt jak 1é¢iv samotnych, tak jejich metabolitt na imunitni systém a urcuje, ktery je
imunogenni, tedy alergen. Oxida¢nim ¢inidlem muaze byt naptiklad kyselina chlorna HOCI,
ktera je produkovana myeloperoxidasou v disledku oxidativniho stresu v mistech infekce.
Jako prvni se tato skutecnost prokazala in vitro u Myocrisinu, ale plati i pro ostatni slou¢eniny

zlata. Napfiklad thiolaty Au' , kam patii i Auranofin, jsou oxidovany na Au'' a zarovef i

ligandy jsou ¢aste¢né oxidovany.

1/n(AuSR),, + 4 OCI” + 2 H* - AuCl; + RSO3 + H,0
Et;P- Au-S- ATg + 5 0Cl™ + 2H* — AuCl; + ATg-S03 + Et;PO + H,0 + CI™

Jak je vidét, oxidace auranofinu na konecné oxidacni produkty zahrnuji vice

intermediatd a neni uplné jednoducha. [Au(CN),] se oxiduje na kyanid zlatity, ktery je

v rovnovaze s hydroxo a chloro komplexy Au'"'. /47576)
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Nezvetejnéno
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4.VYSLEDKY A DISKUSE

Nezvetejnéno
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5.ZAVER

Nezveiejnéno
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6.SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

A2780 Rakovina vaje¢niki

A549 Plicni adenokarcinom

AGT O®-alkylguanin-DNA alkyltransferasa

AIDS Syndrom ziskaného selhdni imunity

ATP Adenosintrifostat

CDK Cyklin-dependentni kinazy

DMEM Vyzivné médium pro buiiky (Dulbecco Modified Eagle’s Medium)
DNA Deoxyribonukleova kyselina

DTA Diferen¢ni termickd analyza

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EXAFS Extended X-ray Absorption fine structure

FAD Flavinadenindinukleotid

FDA Americky Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

GR Glutathion reduktaza

GTP Guanosintrifosfat

HelLa Rakovina d€lozniho hrdla

HIV Human imunodefency virus

HOS Human osteosarkom (rakovina kostni tkan¢)

ICs0 Koncentrace pfi které je zabito 50% bunck

IL-1B Interleukin- 1 beta (prozanétlivy cytokin)

in vitro Model testu probihajici na bunkach ve zkumavce/petriho misce
in vivo Model testu probihajici v zivém organismu (mys, ¢lovek...)
IP IntraPeritonedlni (podbfisni) injekce

IR InfraCervena spektroskopie

MCF-7 Adenokarcinom prsu

MS Hmotnostni spektrometrie

MT-4 Buiiky reagujici na pfitomnost viru HIV

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
Myocrisin Aurothiomalat sodny

NAD Nikotinamid adenin dinukleotid
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NHK
NMR
P388
PLNA
RA
Ridura
RMPI
Rtasa
Sanocrysin
Solganol
TA
TGR
THP-1
TLR-4
TNF-o
TrxR
WST-1

N-heterocyklicky karben

Nuklearni magneticka rezonance

Linie leukemickych bunék P388

Test v podkolenni mizni uzliné

Revmatoidni artritida

Obchodni ndzev auranofinu

Vyzivné médium pro bunky (Roswell Park Memorial Institute medium)
Reverzni transkriptasa

Aurothiosulfat sodny

Aurothiogluk6za

Termické analyza

Thioredoxin glutathion reduktéza

Linie leukemickych buné¢k THP-1

Peptid, ktery je soucasti imunitniho systému
Tumor nekrotizujici faktor alfa

Thioredoxin reduktéza

(4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrfenyl-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen sulfonat
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