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Seznam zkratek

MDR — multidrug resistence

MRP — multidrug-resistance associated protein
P-gp — P-glykoprotein

ABC — ATP-binding cassette

TMD - transmembrane domain

NBD - nucleotide-binding domain

PMEA - 9-(2-fosfonylmethoxyethyl)adenin
AZTMP — azidothymidin monofosfat
6MP — 6-merkaptopurin

TG — thioguanin

E217BG — estradiol 17-(B-D-glukuronid)
HEK — human embryonic kidney

CHO — chinese hamster ovary

LTC4 — leukotrien-Cs4

DNP-SG - S-(2,4-dinitrofenyl)glutathion
MSD — membrane spanning domain

EST — expressed sequence tag

DHEAS — dehydroepiandrosteron 3-sulfat
BCRP — breast cancer resistence protein
AZT — zidovudin

3TC — lamivudin

NSAID — nesteroidni protizanétlivé 1é¢ivo
Hnal — kyselina nalidixova

Hprob — probenecid

Hgem — gemfibrozil

DMSO - dimethylsulfoxid

DACH - diaminocyklohexan

phen — 1,10-fenanthrolin

bpy — 2,2¢- bipyridin



1. Uvod

wewvr

onemocnéni je chemoterapie stale jednou z nejaéinnéjSich metod. Jeji princip spociva v podani
cytotoxické latky, ktera ovlivituje biologické pochody v buiikach, za ucelem zni¢it nebo
zneskodnit zejména nadorové buiky. Chemoterapeutiky mohou byt latky jak organického, tak
i anorganického pivodu a mechanismy jejich u¢inku mohou byt naprosto odlisné. Je tieba
zminit, ze chemoterapie nemusi byt zalozena pouze na pouziti jednoho cytostatika, ale ¢asto
zahrnuje kombinaci skupiny riznorodych latek, které spole¢né ni¢i nador. Pravé kombinace
vhodnych 1é¢iv miize mit za nésledek vyrazné zvyseni efektivity. Jednim z problému pii 1€cbé
rakoviny jsou takzvané MDR (z angl. multidrug resistance — rezistence proti Siroké skale 1é¢iv)
proteiny, resp. jejich ucinek na transport a metabolismus protinadorovych 1é¢iv v burice. Jejich
funkei je transport latek mezi intracelularnim a mezibunécnym prostorem, pfi€emz se vétSinou
jedna o organické anionty jako aniont glutathionu nebo jeho konjugaty. Zminky o téchto
proteinech se zacaly objevovat v druhé poloviné 20. stoleti a jiz z po¢atku bylo zjisténo, Ze jsou
schopny aktivné vylucovat protinadorova 1é¢iva ven z buiiky [1]. Tato schopnost bun¢k branit
se cytotoxickym latkam ve vysledku zplisobuje snizenou efektivitu cytostatik a prave jednim
Z ptistupd, jak zdokonalit chemoterapii, je inhibice téchto MDR proteinii vhodnymi latkami,

podanymi v ramci kombinované 1éCby.

Jednim z prikladi, kdy se v praxi povedlo potla¢it vliv MDR proteinti na efektivitu
protinadorového pusobeni chemoterapeutika 6-merkaptopurinu, bylo jeho soucasné podani
spolu se znamym antibiotikem ze skupiny chinolont, kyselinou nalidixovou, buikam
embryonalni bunééné linie HEK293 transfekovanych DNA konstruktem, vedouci k overexpresi

MRP4 proteinu [2].

Téma prace i jeji vystupy uzce navazuji na vyzkumné zaméteni Oddéleni biologicky
aktivnich komplexit RCPTM a Katedry anorganické chemie, orientovaného na design, piipravu
a studium biologicky aktivnich koordina¢nich slouc¢enin s vyznamnou mirou uplatnitelnosti
jako potencialnich lé¢iv vaznych lidskych nemoci, zejména pak nadorovych a metabolickych
onemocnéni. V souvislosti s vazbou na uvedené vyzkumné aktivity si dovoluje autor prace
podekovat za finan¢ni podporu svych experimentt z prostiedki projektd NPU | LO1305, IGA
PiF 2016 007, IGA PiF 2017 018 a IGA PiF 2018 O11.



2. Cile prace

Stiredobodem této bakalaiské prace je téma moznosti vyuziti koordina¢nich slouc¢enin
jako inhibitord MDR proteint se zaméfenim piedev§im na protinadorovou terapii. Tomu byla
také pfizpisobena literarni reSerSe tvorici hlavni soucast teoretické Casti prace. ReSerSe byla
dale orientovana na vyznam MDR proteini pro farmakoterapii, zejména néadorovych
onemocnéni, a inhibitory MDR proteintl a jejich moznosti vyuziti jako ligandii v koordina¢nich

slouceninach

ro~

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo pouzit vybrané inhibitory MDR proteint jako
ligandy pro pfipravu série koordinac¢nich sloucenin s centralnim atomem meédi nesoucich
biologicky zajimavy fragment (2,2°-bipyridinu nebo 1,10-fenanthrolinu). Piipravené
slouceniny pak byly charakterizovany jako chemicka individua za pomoci sady dostupnych

fyzikéalné-chemickych metod.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Historie studia MDR proteint

Resistence bun¢k proti Siroké skale 1é¢iv byla zpozorovana jiz v roce 1973 danskym
doktorem Daneem, ktery zjistil ze buniky Ehrlichova ascitu jsou schopny pomoci molekularnich
pump snizovat koncentraci intracelularniho daunorubicinu aktivni extruzi [1]. Dalsi vyzkum
[3] z roku 1976 ukazal, ze v membranach téchto bunek se nachazi velky glykoprotein, dnes také
znamy jako P-glykoprotein (dale jen P-gp) nebo MDR1 P-gp (nezaménovat s MRP1), ktery je
schopny Cerpat l1é¢iva ven z buriky proti koncentraénimu gradientu za hydrolyzy ATP [4,5].

Dalsi pumpa v MDR (z angl. multidrug resistance — odolnost vici Siroké skale 1€¢iv)
bunkach byla nalezena Colem a kolektivem roku 1992, ktera byla pojmenovana MRP. Pozd¢ji
dalsi védecké skupiny [6,7] objevili, ze lidska DNA obsahuje mnoho dalSich gend spojenych
S MRPs a v pribéhu casu zacali védci objevovat nové Cleny rozristajici se skupiny téchto
proteint [8,9]

V roce 2011 publikoval A. K. Tiwari ptehledovy ¢lanek [10], ve kterém je zminéno jiz
celkem 14 MDR proteint ze skupiny ABC (z angl. ATP-binding cassette) transportért, z nichz

je 8 oznaceno pravé jako MRP.

3.2. Obecna charakterizace MRPs

Jelikoz se MRPs tadi mezi ABC proteiny, jsou také né¢kdy oznacovany zkratkami ve
formatu ABCCx, kde x je Cislo a C znaci, ze spadaji do C-skupiny ABC proteinti. Toto
pojmenovani pochazi z roku 1996 od Allikmetse a kol [8]. Casto pouZivané znadeni je také
MOAT (z angl. multispecific organic anion transporter), jelikoz se jedna o transportéry

organickych aniontl. Dalsi zavedené nazvy jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Zna¢eni MRPs [11,12].

Clen DalSi pouZivané nazvy

MRP1 ABCC1, MRP

MRP2 ABCC2, cMOAT, cMRP
MRP3 ABCC3, MOAT-D, cMOAT-2
MRP4 ABCC4, MOAT-B

MRP5 ABCC5, MOAT-C, pABC11
MRP6 ABCC6, MOAT-E, MLP-1
MRP7 ABCC10

MRP8 ABCCl11

MRP9 ABCC12
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MRPs mizeme dale délit na zakladé slozeni, resp. zdali obsahuji N-koncovou doménu
TMDg (Transmembrane domain, nékdy oznacovana Membrane spanning domain), nebo ne
[11]. Napi. MRP1 az MRP3 tuto doménu obsahuji, ale MRP5 a P-gp nikoliv, jak je nazna¢eno
na Obrazku 1 [13,14].

NBD1 NBD2

Obrazek 1: Znazornéni topologie domén transmembranového proteinu MRP1 a MRP5; MRP5
neobsahuje TMDo doménu, NBD znaci nukleotid vazajici doménu (z angl. nucleotide-binding

domain). Pievzato od Borsta a kolektivu [11].

3.3. Charakterizace jednotlivych MRPs

3.3.1. MRP1

MRP1 je v téle vSudyptitomny a je jednim z hlavnich transportert leukotrienu C4 [15—
18]. Vyzkum ukazal, ze obecné transportuje organické anionty [19-21], napi. konjugaty 1é¢iv
zejména S glutathionem, glukuronaty nebo sulfaty. Tento protein je schopny extrudovat 1é¢iva
ven z buiiky jako jsou methotrexat nebo arsenitan, ktery konkrétné tvoii komplex se tfemi
molekulami glutathionu [11].

Spolu s MRP2 je také schopny transportovat alkaloidy z Vinca Minor a anthracykliny a
je zaroven dulezité zminit, ze ke vzniku resistence musi byt ptitomen glutathion. To bylo
prokazano védeckymi skupinami G. J. Zamana [22] a C. H. Versantvoorta [23], které
pozorovaly vymizeni MRP1 zpiisobené rezistence pii vy€erpani vnitrobunééného glutathionu.

U MRP2 byl tento fakt prokazan na ledvinovych bunkach transfekovanych MRP2 konstruktem,
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kdy dochazelo ke zvySenému transportu vinblastinu, ktery byl umérny s exportem glutathionu
[11].

Dalsi vyzkum ukazal, ze k transportu dochazi pouze v pfitomnosti redukované formy
glutathionu a vzhledem k tomu, Ze se alkaloidy Vinca Minor a anthracykliny v lidském téle
nekonjuguji s kyselymi latkami (jako glutathion), je jednim z moznych mechanismt

kotransport, resp. symport s glutathionem [24-27].

3.3.2. MRP2

MRP2 se nachazi ve tkanich, jako jsou stfeva, jatra a ledviny a jeho biologickou funkci
je transport glukuronidti bilirubinu a dal$ich organickych anionti z jater do zluce [11].
Hooijberg a kol. zjistili [28], Ze zvySena exprese MRP2 v bunkach vaje¢ného karcinomu
transfekovanych MRP2 genem vedla k odolnosti vic¢i methotrexatu. V dal§im vyzkumu [29]
bylo potvrzeno, ze je také zodpovédny za rezistenci nadorovych bunék proti cisplatiné (na
rozdil od MRP1 [11]), etoposidu, doxorubicinu a epirubicinu.

Jak jiz bylo vySe zminéno (viz. MRP1), jedna se také o transportér Vinca alkaloidl a

anthracyklini.

3.3.3. MRP3

Tento protein je exprimovany piedevs§im V jatrech, nadledvinach, pankreatu, ledvinach
a stievech [11]. Jedna se o transportér organickych aniontil, konkrétné preferuje glukuronatové
konjugaty oproti glutathionovym. K transportu télu pfirozenych produktl neni nutna
piitomnost glutathionu. HelLa buiiky s malym mnoZstvim MRP3 vykazovaly odolnost vuci
etoposidu a teniposidu a také kratkodobym expozicim methotrexatu [30,31].

Jeho pravdépodobné funkce je ochrana hepatocytii tim, Ze poskytuje alternativni cestu
pro vylucovani zlu¢ovych kyselin a glukuronidnich konjugatt (napt. pfi cholestazi) [32]. Tato
hypotéza byla podpoiena zjisténim nékolika védeckych skupin [33-35], Zze exprese tohoto

proteinu souvisi s mechanismy, které ¥idi homeostazi spojenou s produkci zlu€ovych kyselin.

3.3.4. MRP4

MRP4 mizeme najit mimo jiné v prostaté, vajecnicich, plicich a pankreatu [11]. Jeho
transportni profil zahrnuje folaty, monoaniontové Zlu¢ové kyseliny, glutathionové a
glukuronatové konjugaty a prostaglandiny [36—40].

Védecka skupina J. D. Schuetze objevila [41] schopnost tohoto proteinu transportovat

nukleotidové analogy, pouzivané pii 1écbé HIV. Konkrétn¢ testovali inhibitory reverzni
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transkiptasy, jako jsou 9-(2-fosfonylmethoxyethyl)adenin (PMEA) a azidothymidin
monofosfat (AZTMP), na T-lymfoidni bunééné linii CEM-rl exprimujici MRP4 a CEMss (linie
citliva na PMEA). Bylo zjisténo, ze se hodnoty ICso a EDso nékterych uvedenych 1é¢iv u
jednotlivych linii 1isi vice nez stonasobné.

Dale byla skupina cytostatik transportovanych MRP4 rozsitena Z. S. Chenem a kol. [38]
0 6-merkaptopurin (6MP) a 6-thioguanin (TG), které jsou pouzivany pii 1écbé akutni
lymfoblastické leukemie. Jejich vyzkum také ukazal, Ze dalSimi substraty MRP4 jsou cyklické
nukleotidy cGMP a cAMP a konjugat glukuronidu estradiol 17-(B-D-glukuronid) (E217BG).

Védecka skupina P. R. Wielinga dale zkoumala [42] transport metabolitt téchto 1é¢iv,
za Gcelem lepsiho pochopeni mechanismu resistence. Bylo zjisténo, ze oba proteiny MRP4 a
MRP5 vylucuji metabolity 6MP - thioinosinmonofosfat, ale thioxanthosinmonofosfat byl
vylu¢ovan pouze MRP5 proteinem. Pii testovani TG dochazelo k transportu
thioguanosinmonofosfatu obéma proteiny. Na Obrazku 2 je zndzornéno schéma bunécného

metabolismus thiopurinovych nuklebazi a nukleosidi.

./I\ i
MRP4 ! MRP5

Bunéina
smrt

De novo purinova

syntéza = MetIMP <« tIMP > tXMP »> tGMP — DNA/RNA »>

Thiopurinova nukleobaze / nukleosid

Obrazek 2: Znazornéni transportu metabolitll thiopurinovych 1é¢iv; MetIMP inhibuje de novo

purinovou syntézu. Pievzato od Wielinga a kolektivu [42].

3.3.5. MRP5

MRP5 je v téle vSudypfitomny a jedna se opét o transportér organickych aniontt, resp.
glutathionovych konjugati [43]. Jak jiz bylo vySe zminéno (viz. MRP4), je c&astecné
zodpovédny za resistenci vici nukleotidovym analogiim [42], avSak nezpisobuje odolnost vuci

dal$im protirakovinnym 1é¢iviim, jako jsou methotrexat, anthracykliny nebo alkaloidy Vinca
Minor [43,44].
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Vlivem MRP5 na resistenci vici cytostatikiim se také zabyvali McAleer a kolektiv [44]
a zjistili, ze HEK293 (z angl. human embryonic kidney) bunky transfekovany MRP5
konstruktem vykazuji odolnost vuci té¢Zkym kovim, jako jsou napiiklad chlorid kademnaty
nebo vinan draselno-antimonity.

Védecka skupina Gabriele Jedlitschky ukazala [45], ze MRPS5 slouzi jako transportér
cyklickych nukleotidd, napt. cCGMP a s mensi u¢innosti pak cAMP.

3.3.6. MRP6

Tento protein byl zafazen zprvu do MRP rodiny na zaklad¢ primarni struktury [46,47].
Bylo ale zjisténo, ze mutace Vv jeho genu je pii¢inou dédi¢né choroby Pseudoxanthoma
elasticum, ktera ovlivituje ukladani elastinovych vlaken pfedev§im v kuzi, ocich a
kardiovaskularnim systému [48]. Dale také obsahuje N-koncovou doménu TMDg [49].

Vliv na resistenci proti [é¢iviim byl dobfe prozkouman védeckou skupinou Belinského
[50], ktera testovala na CHO (z angl. Chinese hamster ovary) burikach prototypické konjugaty
glutathionu a glukuronatu, jako jsou leukotrien-Cs (LTC4), S-(2,4-dinitrofenyl)glutathion
(DNP-SG) a 17p-estradiol 17-(B-D-glukuronid) (E217BG). Zvyseny transport byl zpozorovan
U LTC4 a DNP-SG, avsak glukuronatovy konjugat estradiolu E217BG nebyl timto proteinem
nijak ovlivnén. Toto zjisténi indikuje, ze preferuje glutathionové konjugaty jako substrat. Dale
MRP6 vykazoval vliv na odolnost vii¢i cytostatikiim, jako jsou etoposid, daunorubicin a

cisplatina, ale ne proti methotrexatu nebo Vinca alkaloidim.

3.3.7. MRP7

MRP7 byl poprvé charakterizovan védeckou skupinou E. Hopperové [51], ktera zjistila,
ze obsahuje TMDg doménu (v ¢lanku oznacovano jako MSD-0), avsak jako jediny z této
skupiny neobsahuje N-glykosyla¢ni misto na svém N-konci. Nejvétsi exprese tohoto proteinu
je v pankreatu [52].

T. Chen a kolektiv dale zjistili, ze u transfekovanych HEK293 bunék je MRP7 schopny
efektivné transportovat pouze glukuronat estradiolu E217BG, nikoliv v§ak konjugat glutathionu
s 2,4-dinitrofenylem (DNP-SG). U LTC4 byly vysledky nekonzistentni a byl pozorovan jen
mirny transport [53].

Dalsi testovani [54] u jiz konkrétnich 1é¢iv ukazalo, ze je MRP7 zodpovédny za
resistenci nadorovych buné¢k hlavné vici docetaxelu, paclitaxelu, Vinca alkaloidiim a v mensi

mife vii¢i napf. doxorubicinu a etoposidu.
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V roce 2009 byla doplnéna skupina cytostatik transportovanych MRP7 0 nékteré
nukleosidové a nukleobazové analogy a epothilon B. Zaroven bylo zjisténo, ze na rozdil od

MRP1 a MRP2 nepotiecbuje MRP7 piitomnost glutathionu [55].

3.3.8. MRP8

Tento protein byl poprvé identifikovan T. Berou a kolektivem za pouziti EST (z angl.
expressed sequence tag) databaze a bylo zjisténo, Ze je velice podobny MRP5 a vysoce
exprimovan v buiikach rakoviny prsu [56].

Védecka skupina M. Bortfelda déale prokazala, ze hraje roli pfi uvolilovani steroidnich
sulfatt, jako je dehydroepiandrosteron 3-sulfat (DHEAS) [57].

Co se transportniho profilu tyce, MRPS8 je podobny spise MRP4 proteinu. Je schopny
transportovat monoaniontové zlucové kyseliny, avSak na rozdil od MRP4 bez nutnosti
ptitomnosti glutathionu [58], dale téz cyklické nukleotidy cAMP a cGMP. Léciva extrudovana
timto proteinem zahrnuji nukleotidové analogy fluoropyrimidiny a PMEA [59] a methotrexat
[58].

3.3.9. MRP9
Jedna se o posledniho ¢lena MRP rodiny, ktery zatim nebyl naklonovan. Vime pouze,
Ze je exprimovan v prsu a varlatech [60]; zadny vyzkum ohledné jeho substratové specificity ¢i

protilécivové rezistence nebyl doposud publikovan [61].

3.4. Dalsi MDR proteiny ze skupiny ABC — transportéria

Vedle MRPs, tvoricich nejvétsi podskupinu MDR proteintt ze skupiny ABC —
transportéru, je v literatufe uvedeno nekolik dalSich znamych MDR proteint z této skupiny.

Jejich zauzivané nazvy jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Znaceni dalsich MDR proteind [10].

Clen DalSi pouZivana oznaceni
ABCA2 ABC2, STGD

ABCB1 MDR1, P-gp, PGY1
ABCB4 PGY2, MDR3

ABCB5 MDR5

ABCB11 BSEP, SPGP

ABCG2 BCRP, MXR, ABCP
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3.4.1. ABCB1

ABCBL, neboli P-gp, byl prvni objeveny protein zodpovédny za extruzi 1é¢iv. Nejvyssi
odolnost zpusobuje vici 1éCivam, jako jsou taxany, epipodofylotoxiny, anthracykliny a Vinca
alkaloidy [62,63]. Dale bylo zjisténo, Ze transportuje i methotrexat, i kdyz je tento jev
pozorovatelny pouze pii jeho pomalém vstupu do bunky [64].

Mezi jeho fyziologické funkce v organismu patii transport cytokind, piedevsim
interleukinu 2 a 4 a gama interferonu [65,66], migrace dendritickych bunék a T-lymfocytt [67]
a inhibice apoptozy [68].

3.4.2. ABCG2

Tento protein byva také Casto znacen jako BCRP z angl. breast cancer resistance protein.
Ma vysokou afinitu k organickym aniontim, jako jsou estron-3-sulfat, DHEAS [69] a v mensi
mife také ke glutathionovym a glukuronidovym konjugatim [70].

Honjo a kol. [69] ukazali schopnost tohoto proteinu (resp. jeho mutantii R482G a R482T
[71]) efektivné transportovat anthracykliny. Na druhou stranu pouze pavodni ,,wild-type*
ABCG?2 byl schopen extrudovat methotrexat [70,72].

Dalsi studie [73] také objevil resistenci ABCG2 vici topoisomerasovym inhibitorim
(topotekan), mitoxanthronu a nékterym kamptothecinim, jako je 9-amino-kamptothecin.
Nezpisoboval vsak vyznamnou rezistenci proti cisplating, doxorubicinu, samotnému
camptothecinu, paclitaxelu, 5-fluorouracilu a Vinca alkaloidm [74].

Védecka skupina X. Wanga [75] dale zjistila vliv ABCG2 na odolnost vici
nukleosidovym analogiim zidovudinu (AZT) a lamivudinu (3TC).

3.4.3. ABCA2
Vliv tohoto proteinu na MDR nebyl zatim dopodrobna prozkouman. Doposud bylo
pouze objeven vliv ABCA2 na resistenci vuéi estramustinu [76] a mitoxantronu [77].
V organismu hraje roli jako reguldtor cholesterolové homeostdze a LDLR (z

angl. low-density lipoprotein receptor) metabolismu [78].

3.4.4. ABCB4

Tento protein byva ¢asto znaceny MDR3 a je vysoce selektivni na fosfatidylcholin na
rozdil od MDRI1 P-gp, ktery ma Sirokou Skdlu substrati. Tato vysoka selektivita pouze
k jednomu substratu naznacuje, ze by nemél byt zodpoveédny za rezistenci vici Siroké skale

1€¢iv [79] a pfesto je inhibovan verapamilem, coz je inhibitor a substrat MDR1 [79,80].

17



A. J. Smith a kol. objevili schopnost tohoto proteinu transportovat cytostatika -

paklitaxel, daunorubicin a vinblastin, i kdyz vétsinou v mensi miie, nez MDR1 P-gp [81].

3.4.5. ABCB5
ABCBS byva vysoce exprimovany v melanomovych buiikach a je zodpovédny za jejich
odolnost vuéi 5-fluorouracilu, kamptothecinu a jeho analogim [82]. Dale je také

pravdépodobné, Ze transportuje doxorubicin [83].

3.4.6. ABCB11
ABCBI11, n¢kdy znaceny SPGP (,,sestersky* gen P-gp), je pumpou soli zlucovych
kyselin a neni moc znamo o jeho ucasti na MDR [84]. Bylo pouze zjisténo, Ze je zodpovédny

za nizkou odolnost bunék vuéi taxanim [85].

3.5. Kratka sumarizace vyznamu MDR proteini v protinadorové 1é¢bé

Z uvedeného piehledu je mozné odvodit, Ze uc¢innost mnoha pouzivanych cytostatik je
velmi nepfiznivé ovlivnéna pti 1€¢bé rakovinnych onemocnéni pravé MDR proteiny. Bohuzel
si nddorové buiky Casto v pribchu 1é€by vyvinou tuto odolnost zvySenou expresi MDR

proteint [74]. Jednim z moznych feSeni je proto pravé jejich inhibice.
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3.6. Inhibitory MDR proteini

Vyzkum pti hledani vhodnych inhibitorii je zaméfen zejména na MRP1 a MRP2
proteiny [11]. Pro dal$i zminéné proteiny nebyly inhibitory nebo modulatory do tak znacné
hloubky studovany.

V ptipadé MDR1 P-gp jiz byly nalezeny efektivni inhibitory. Do prvni generace
ABCBI inhibitort fadime naptiklad cyklosporin A (CSA), verapamil a chinin [86-90],
v klinickych testech vSak selhaly [10]. V druhé generaci se podafilo nadesignovat [91] a
pripravit valspodar, analog CSA a biricodar. Tyto inhibitory jiz nebyly tak toxické a m¢li
mnohem lepsi biodostupnost [92]. Inhibitory tieti generace jako tariquidar dokonce inhibuji i

dalsi ABC transportéry [86,93].
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Obrazek 3: VVzorec tariquidaru, zastupce tfeti generace MDR inhibitorti.

Pro kompetitivni inhibici MRP1 a MRP2 je moZné pouZit napiiklad leuktorien C4
a S-decylglutathion, coz jsou substraty s vysokou afinitou k témto proteintim a lé¢ivo MK571,
coz je antagonista leukotrienu D4 [24,94]. Dalsimi blokatory MRP1 jsou organické kyseliny,
které¢ byly plvodné vyvinuty k inhibici transportu kyseliny mocové, jako sulfinpyrazon,
benzbromaron a probenecid [11,95].
(NSAIDs) a vliv urovné prostaglandint [39]. Zjistili, Ze MRP4 je siln¢ inhibovan vSemi
testovanymi prostaglandiny, na rozdil od MRP3 a MRP1, které¢ inhibovany nebyly. Transport
u MRP2 byl dokonce stimulovan. Déle ukazali, ze NSAIDs jako indomethacin, indoprofen,
ketoprofen a flurbiprofen inhibuji MRP4 a MRP1, oproti tomu diklofenak, celekoxib a
rofekoxib inhibovaly slabé.

Novéjsi vyzkumy uvadi také jako vhodné inhibitory MRP1 derivaty pyrrolopyrimidinu
[96] nebo tricyklické isoxazoly s cyklohexylovymi mistky [97].
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V neposledni fadé stoji za zminku i pfirodni modulatory jako jsou polyfenoly,
ginsenosidy, flavonoidy, kurkumin a extrakty z aronie nebo moruse, které zvysuji
chemosensitivitu kK ABCB1, ABCC1 a ABCG2 [98-101]. G. G. Rocha [102] uvadi také jako
vhodny inhibitor MRP1 triterpen izolovany z cekropie, 3B-acetyl tormentovou kyselinu

(BATA), ktera v mensi mife moduluje i aktivitu MRP2 az MRP4.

3.7. Posouzeni vhodnosti znamych inhibitori MDR proteini jako ligandu

Pfi vybéru vhodnych inhibitord, jako ligandu jsme se s vedoucim prace zaméfil na ty,
jez obsahuji -COOH skupinu. Pfitomnost dalSich atomii schopnych koordinace na centralni

atom byla pti vybéru také jednim z faktori (viz ptiklad kyseliny nalidixové).

3.7.1. Kyselina nalidixova

Jako prvni ligand pro pfipravu nasich jsme vybrali kyselinu nalidixovou. Tato latka se
fadi mezi chinolony, které se jiz v minulosti osvéd¢ily svymi antibakterialnimi vlastnostmi
[103], nekteré i protinadorovymi [104]. V roce 2014 bylo také nové objeveno védeckou
skupinou L. Cheungové [2], Ze se jedna o inhibitor MRP4. To bylo prokazano na bunéc¢né linii
HEK?293 s nadexpresi MRP4, kde ptidani kyseliny nalidixové zptsobilo zvyseni citlivosti
téchto bun¢k vuci 1é¢iviim 6-merkaptopurinu a SN-38.

S kyselinou nalidixovou jiz byly pfipraveno nékolik biologicky zajimavych
komplexnich sloucenin s protinadorovou aktivitou, napit. Ru(ll) komplex kyseliny nalidixové 0
slozeni  [Ru([9]aneSs)(dmso-«S)(nal-k?0,0)](PFs)-3H20, kde [9]aneSs je 1,4,7-
trithiacyklononan, dmso je dimethylsulfoxid a Hnal je kyselina nalidixova [105]. Jako dalsi
slouceniny s protinadorovou aktivitou byly pfipraveny ternarni platnaté [106] a médnaté [107]
komplexy s diaminocyklohexanem (DACH), konkrétné u [Cu(nal)2(DACH).] komplexu bylo
ukazano prutokovou cytometrii, Ze zastavuje bunéény cyklus v S-fazi. Pravé ze strukturniho
motivu [Cu(nal)(N-N)] bylo dale vychazeno pii piipravé dalSich sloucenin v ramci

experimentalni ¢asti prace.
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Obrazek 4: Vzorec kyseliny nalidixové; vhodnymi donorovymi atomy jsou O-atomy

karboxylové a oxo-skupiny.

Byly pfipraveny i komplexy kyseliny nalidixové s nékterymi pfechodnymi kovy bez
dalsiho organického koligandu, z nichz napi. komplex [Au(nal)Cl2] vykazoval dobrou

protinadorovou u¢innost vuci HepG-2 linii [108].

3.7.2. Probenecid

Dal$im zéastupcem ve skupiné inhibitort MDR proteind, jenz obsahuje vhodné donorové
atomy pro vznik komplexti s Cu (l1) je probenecid. Jeho inhibi¢ni schopnosti byly prokazany
mimo jiné R. Mallantsem [109], kdy byl vyrazné snizen export metaboliti tenofoviru DF u
potkani, kterym byl podan probenecid a MRP2-deficitnich potkand.

Komplexy samotného probenecidu s nékterymi prechodnymi kovy jako napf.
[Fe(OH)(prob)2]-H20 byly jiz pfipraveny a testovany na in vivo modelu transplantovaného
sarkomu S-180 [110].

/\ OH

Obrazek 5: VVzorec probenecidu.

3.7.3. Gemfibrozil

Tato latka se fadi mezi fibraty, coZ je skupina léciv pouzivanych pro regulaci
metabolismu tukt [111]. Studie z roku 2005 prokazala [112], Ze je schopen inhibovat transport
glukuronidového konjugatu estradiolu E2178G v HEK bunkach transfekovanych OATP1B1
genem, jenz koduje transportér organickych aniontd, jakymi jsou napfi. estron-3-sulfat [113],

nebo 1é¢ivo pravastatin [114].
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Jeho inhibi¢ni G¢inek MDR proteint byla prokézana védeckou skupinou Jean-Michel
Michota [115], ktera testovala sérii inhibitorQ a jejich ucinky na mysich J774 makrofazich.
Gemfibrozil vykazoval pii 200 uM koncentraci vice nez trojnasobné zvySenou akumulaci

ciprofloxacinu.

OH (0]

Obrazek 6: Vzorec gemfibrozilu.

3.8. Vybér vhodnych koligandi

Jak jiz bylo zminéno V cilech prace, experimentalni ¢ast bude zamétena na piipravu
komplexnich slouenin s biologicky perspektivnim fragmentem (viz kap. 3.8.1.), kde budou

vystupovat vybrané inhibitory MDR proteint jako ko-ligandy.

3.8.1. Casiopeinas

Jednou z nejperspektivnéjSich skupin méd’natych komplext, co se klinického pouziti
tyce, jsou latky s oznagenim Casiopeinas®. Jednd se o méd’naté komplexy nesouci strukturni
motiv [Cu(N"N)(O"O)]NO3, popi. [Cu(N"N)(N"O)]NOs, kde jako bidentatni N°N ligandy
vystupuji derivaty 2,2°-bipyridinu (bpy) nebo 1,10-fenanthrolinu (phen) a jako O"O a N"O
ligandy vystupuji nejcastéji biogenni L-a-aminokyseliny nebo deprotonovany acetylaceton
nebo salicylaldehyd [116-118].

Jednim z nejvyznamnéj$ich mechanismil G€inku této skupiny komplexti je interkala¢ni
i neinterkala¢ni vazba na DNA [116,119]. Dale pak tyto komplexy vykazuji mitochondrialni
toxicitu, napt. Casiopeina II-gly interferuje s mitochondrialnimi procesy, tim Ze inhibuje
enzymy 2-oxoglutarat, sukcinat a pyruvat dehydrogenasy [120,121], a v kone¢ném dusledku
jejich pasobeni dojde k vyslani apoptického signalu, ktery aktivuje kaspasu 9 a apoptotickou
proteasu-aktivujici faktor-1 (apaf-1) [122]. Dale pak bylo zjisténo, Ze tento komplex zpiisobuje

I nadmérnou tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), coZ opét vede k buné¢né smrti.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité metody pro charakterizaci pripravenych sloucenin

Vsechny produkty byly charakterizovany kombinaci vybranych fyzikaln¢-chemickych
technik pro urceni, resp. potvrzeni ocekavaného slozeni, konkrétn¢ pak metodami prvkové
analyzy, infracervené spektroskopie Ve stiedni a daleké oblasti a pomoci hmotnostni
spektrometrie sionizaci elektrosprejem (ESI+MS). Vybrané latky byly podrobeny také
termogravimetrickému stanoveni/diferencni termické analyze pro potvrzeni poctu
koordinovanych a krystalicky vazanych molekul solventu. K témto ucelim byly vyuzity
nasledujici pfistroje:

e Thermo Scientific Flash 2000 Analyzator — C, H, N, S chemicka analyza prvkového
slozeni.

e FT-IR spektrometr ThermoNicolet Nexus 670 (ATR technika).

e Hmotnostni spektrometr s 3D iontovou pasti Thermo LCQ Fleet s ionizaci za
atmosférického tlaku (ESI).

e TG/DSC termicky analyzator STA449 F1 (Netzsch) s nizkoteplotni (-150 az 1000 °C)

a vysokoteplotni (laboratorni teplota az 1600 °C) peci a autosamplerem.

4.2. Seznam pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie Cistota Vyrobce
Dusi¢nan méd’naty, trihydrat (CuNO3-3H,0) > 99% Sigma-Aldrich
Octan méd’naty, monohydrat (Cu(CH3COQ),-H,0) 98% Sigma-Aldrich
Kyselina nalidixova (Hnal) > 98% Sigma-Aldrich
Probenecid (Hprob) > 98% Sigma-Aldrich
Gemfibrozil (Hgem) > 98% Sigma-Aldrich
1,10-fenanthrolin (phen) >99% Sigma-Aldrich
2,2¢-bipyridin (bpy) > 99% Sigma-Aldrich
Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3) p.a. Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny (NaOH) p.a. Penta
Dimethylformamid (DMF) p.a. Lachema
Methanol (MeOH) p.a. Lachema
Ethanol (EtOH) p.a. Lachema
Acetonitril (MeCN) p.a. Lachema
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4.3. Piiprava referencnich Cu(ll) koordinaé¢nich sloucenin s vybranymi N°N ligandy

4.3.1. Piiprava dihydratu dusi¢nanu (1,10-fenanthrolin)méd’natého komplexu (PH1)

V prvni kadince byl rozpustén 1 mmol 1,10-fenanthrolinu v 10 ml ethanolu a v druhé
kadince byl rozpustén 1 mmol CuNO3-3H20 v 20 ml vody. Roztoky byly smichany ve varné
bafice a zahfivany za stalého michani pfi 60 °C po dobu 2 hodin. Po ukonc¢eni zahtivani byl
vysledny tmavé modry roztok zahu$tén na vodni 1azni ke krystalizaci a poté ochlazen, pficemz
doslo k vylouceni tmavé modrého produktu. Ten byl odsan na frit¢ a dale rekrystalizovan ze
smési acetonitril:voda (3:1, v/v), vyloucené krystaly byly oddéleny filtraci, promyty 5 ml
ethanolu a vysuseny Vv exsikatoru nad KOH. Vysledny produkt mél tmavé modrou barvu a
pragkovou konzistenci. Pfipraveny produkt byl charakterizovan elementarni analyzou, IC

spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

NI X
N
X 7+ CuNO,),3H,0 ——— PH1
| i

Schéma pfipravy komplexu PHI1.

Analyza pro [Cu(phen)](NOs)2-2H20; C12H12N4OsCu, M=403.79: C, 35.7, H, 3.0, N, 13.9.
Nalezeno: C, 34.9, H, 2.2, N, 13.8; FTIR (ATR, cm™) 246w, 310w, 332w, 433w, 492w, 508w,
545w, 564w, 588w, 719m, 847m, 1011m, 1225m, 1272s, 1286s, 1301s, 1426s, 1455s, 1480s,
1500s, 3074w, 3117w; ESI+MS (m/z, odpovidajici &astice): 180.29 [phen+H]*, 243.14
[Cu(phen)]*, 305.11 [Cu(phen)(NO3)]*, 671.77 [Cuz(phen)2(NO3)s]*.

4.3.2. Piiprava trihydratu dusi¢nanu (2,2‘-bipyridin)méd’natého komplexu (PH2)

V prvni kadince byl rozpustén 1 mmol 2,2°-bipyridinu v 10 ml ethanolu a v druhé
kadince byl rozpustén 1 mmol CuNO3-3H20 v 20 ml vody. Roztoky byly smichany ve varné
baiice a zahtivany za stdlého michéani pfi 60 °C po dobu 2 hodin. Po ukonéeni zahiivani byl
vysledny tmaveé modry roztok zahu$tén na vodni 14zni ke krystalizaci a poté ochlazen, pfi¢emz
doslo k vylouceni tmavé modrého produktu. Ten byl odsan na frit¢ a dale rekrystalizovan ze
smési acetonitril:voda (3:1, v/v), vyloucené krystaly byly odd€leny filtraci, promyty 5 ml

ethanolu a vysuSeny v exsikatoru nad KOH. Vysledny produkt mél tmavé modrou barvu a
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praskovou konzistenci. Pfipraveny produkt byl charakterizovan elementarni analyzou, IC

spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

NI X
AN Z  + Cu(NOp),3H,0 —— = PH2
vojar?lgfgl-{&;g), ?//V
=

Schéma piipravy komplexu PH2.

Analyza pro [Cu(bpy)](NO3)2:3H20; C10H1aN4O9Cu, M=397.79: C, 30.2, H, 3.6, N, 14.1.
Nalezeno: C, 30.2, H, 2.4, N, 14.4; FTIR (ATR, cm™) 258w, 301w, 305w, 331w, 376w, 415w,
648w, 668w, 728m, 748m, 776m, 1000s, 1036w, 1110w, 1159m, 1263vs, 1321w, 1447s,
1472vs, 1482vs, 1572w, 1603w, 3041w, 3068w, 3092w, 3118w; ESI+MS (m/z, odpovidajici
Castice): 156.22 [bpy+H]*, 281.12 [Cu(bpy)(NO3)]*, 623.80 [Cuz(bpy)2(NOs)s]*.

4.3.3. Piiprava hemihydrdtu octanu (1,10-fenanthrolin)méd’natého komplexu (PH5)

V prvni kadince bylo za tepla rozpusténo 20 mmol Cu(CH3COO)2-H20 Vv co nejmensim
objemu smési voda:ethanol(2:1) a v druhé kadince bylo za tepla rozpusténo 20 mmol 1,10-
fenanthrolinu v co nejmensim objemu ethanolu. Roztoky byly smichany ve varné barce a
reakéni smés byla za michani zahtivana pti 60 °C po dobu 1 hodiny. Po ukonc¢eni zahtivani byl
zelenomodry roztok ponechan volné krystalizovat za pokojové teploty. VylouCeny
zelenomodry produkt byl odsan na frit€, promyt 5 ml ethanolu a vysusen v exsikatoru nad KOH
bez dalSi rekrystalizace. Pfipraveny produkt praSkové konzistence byl charakterizovan

elementarni analyzou, IC spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

Nl\

N
X 2 4+ Cu(CH,CO0),H0 ——>  PH5
=

1 hodina, 60 °C

Schéma piipravy komplexu PHS.
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Analyza pro [Cu(phen)](CH3COO),-0,5H20; C16H15N2045Cu, M=370.85: C, 51.8, H, 4.1, N,
7.6. Nalezeno: C, 51.4, H, 4.0, N, 7.3; FTIR (ATR, cm™) 226w, 293w, 312w, 328w, 430w,
483w, 516w; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice): 243.14 [Cu(phen)]”, 302.11
[Cu(phen)(CH3COO0)]*, 634.97 [Cuz(phen)2(CH3COO),(CH30)]".

4.4. Priprava ternarnich méd’natych komplexi s vybranymi inhibitory MDR proteini

4.4.1. Piiprava monohydratu dusi¢nanu (1,10-fenanthrolin)(1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-
4-0x0-1,8-naftyridin-3-karboxyldato)méd’natého komplexu (PH3)

Syntéza byla provedena s malymi Upravami dle ¢lanku od védecké skupiny G.
Mendoza-Diaze.[123]. V prvni kadince byl do 70 ml vody pifidan 1 ml roztoku NaOH o
koncentraci 1 mol/l a nasledné 1 mmol kyseliny nalidixové, ¢imz byl pfipraven roztok jeji soli.
pH bylo upraveno na 7 slabym roztokem HNOs. V druhé kadince byl rozpustén 1 mmol
CuNO3-3H20 v 10 ml destilované vody a V tfeti kadince byl rozpustén 1 mmol 1,10-
fenanthrolinu v 5 ml ethanolu. Roztoky z druhé¢ a tfeti kadinky byly smichany ve varné baince
a ke smési byl ihned pfilit pfipraveny roztok nalidixatu sodného. Smés modré barvy byla
michéna pii 60 °C po dobu 2 hodin. Po ukonceni zahtivani byla ponechéna volné krystalizovat
za pokojové teploty. Nasledné¢ byl produkt odsan na frit¢ a promyt 5 ml ethanolu. Po
rekrystalizaci z vody a odsati na frit¢ byl vysledny modry produkt praskové konzistence
vysusen v exsikatoru nad KOH. Dale byl charakterizovan elementarni analyzou, IC

spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.
|/CH3
N| N N Neg e
N
N 7 + o. | | S + CU(NOS)Z.?’HZO 2 hodiny, 60 °C PH3
voda:ElOH)EELG:l), VIV
=
O O
Schéma ptipravy komplexu PH3.

Analyza pro [Cu(phen)(nal)](NO3)-H20; C24H21N507Cu, M;=555.01: C, 51.9, H, 3.8, N, 12.6.
Nalezeno: C, 51.4, H, 3.7, N, 12.3; FTIR (ATR, cm™) 257w, 301w, 315w, 366w, 431w, 451w,
469w, 491w, 501w, 521w, 544w, 565w, 720w, 776w, 806w, 850w, 1039w, 1107w, 1129w,
1225m, 1255m, 1289vs, 1309vs, 1341s, 1383s, 1446s, 1493s, 1517s, 1558s, 1584s, 1602vs,
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2941w, 2992w, 3065w, 3087w, 3387w, 3522w; ESI+MS (m/z, odpovidajici Castice): 474.27
[Cu(phen)(nal)]*, 831.56 [Cuz(phen)(nal)2(NO3)]*, 1011.68 [Cuz(phen)z(nal)2(NOs)]".

4.4.2. Priprava pentahydrdatu dusi¢nanu (2,2°-bipyridin)(1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-4-
0x0-1,8-naftyridin-3-karboxyldto)méd’natého komplexu (PH4)

Syntéza byla provedena s malymi upravami dle c¢lanku od védecké skupiny G.
Mendoza-Diaze [123]. V prvni kadince byl do 70 ml vody piidan 1 ml roztoku NaOH o
koncentraci 1 mol/l a nasledné 1 mmol kyseliny nalidixové, ¢imz byl pfipraven roztok jeji soli.
pH bylo upraveno na 7 slabym roztokem HNOs. V druhé kadince byl rozpustén 1 mmol
CuNO3:3H20 v 10 ml destilované vody a V teti kadince byl rozpustén 1 mmol 2,2°-bipyridinu
v 5 ml ethanolu. Roztoky z druhé a tfeti kadinky byly smichany ve varné barice a ke smési byl
thned pfilit pfipraveny roztok nalidixatu sodného. Smés modré barvy byla michéna pti 60 °C
po dobu 2 hodin. Po ukonceni zahtivani byla ponechina volné krystalizovat za pokojové
teploty. Nasledné byl produkt odsan na frit€¢ a promyt 5 ml ethanolu. Po rekrystalizaci z vody a
odsati na frité byl vysledny modry produkt praskové konzistence vysusen v exsikatoru nad
KOH. Dale byl charakterizovan elementarni analyzou, IC spektroskopii a hmotnostni

spektrometrii.

I/CH3
N| N N N~ e
N

\ / + O- | | / + CU(N03)23H20 2 hodiny, 60 °C PH4

voda:EtOHy(,le:l), VIV
=
o (@)

Schéma piipravy komplexu PH4.

Analyza pro [Cu(bpy)(nal)](NO3)-5H20; C22H29N5011Cu, My=603.04: C, 43.8, H, 4.9, N, 11.6.
Nalezeno: C, 43.9, H, 4.5, N, 11.3; FTIR (ATR, cm™) 286w, 312w, 360w, 371w, 420w, 443w,
449w, 473w, 482w, 499w, 521w, 546w, 563w, 732w, 774w, 788w, 810w, 1032w, 1053w,
1104w, 1127w, 1153w, 1227m, 1257m, 1292m, 1319m, 1346s, 1444m, 1497m, 1517m,
1558m, 1602vs, 1624vs, 3076w, 3109w, 3011w; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice): 450.25
[Cu(bpy)(nal)]*, 805.62 [Cuz(bpy)(nal)2(NOs)]".
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4.4.3. Piiprava dihydrdatu dusi¢nanu (1,10-fenanthrolin)bis(4-((dipropylamino)sulfonyl)-
benzoato)méd’natého komplexu (PH?7)

Syntéza byla provedena s malymi Upravami dle ¢lanku od védecké skupiny G.
Mendoza-Diaze [123]. Do prvni kadinky se 70 ml vody byl pfidan 1 mmol NaHCOz a 1 mmol
probenecidu, ¢imz byl pfipraven roztok jeho soli. pH bylo upraveno na 7 slabym roztokem
HNOs3. V druhé kadince byl rozpustén 1 mmol CuNO3-3H20 v 10 ml destilované vody a Vv tieti
kadince byl rozpustén 1 mmol 1,10-fenanthrolinu v 5 ml ethanolu. Roztoky z druhé a tieti
kadinky byly smichany ve varné barice a ke smési ihned pfilit roztok sodné soli probenecidu.
Po nékolika minutach zahtivani pii 60 °C se zakalil roztok do hnéda, kdy doslo pravdépodobné
k redukci Cu(Il) na oxid méd’ny nebo elementarni med’.

Pro ptipravu byl zvolen jiny postup. Pouzita voda a ethanol byly probubldny argonem a
reakéni baika byla sycena argonem z naplnéného balénku. 1 mmol probenecidu byl rozpustén
V 35 ml ethanolu, za ucelem rychlejs$iho rozpusténi a zneutralizovan 35 ml vodného roztoku 1
mmol NaHCOs. Roztok sodné soli probenecidu byl pfilit do varné banky ke smési dusi¢nanu
méd'natého a 1,10-fenanthrolinu, jejiz pfiprava byla stejna jako pii prvnim netspéSném
postupu. Smés modré barvy byla michana den za laboratorni teploty a ponechana volné
krystalizovat. Vylouc¢eny produkt byl odsan na frit€ a rekrystalizovan ze smési acetonitril:voda
(3:1, viv). Vysledny modrozeleny praskovy produkt byl opét odsan na frité, promyt 5 ml
ethanolu a vysusen v exsikatoru nad KOH. Nasledné byl charakterizovan elementarni analyzou,

IC spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

EI? /Ej/\k + CU(N03)2 3H O 24 hodin PH7
N voda:EtOH(9:8), VIV
H3C/\/ S

NS
0

Schéma ptipravy komplexu PH7.

Analyza pro [Cu(phen)(prob).]-2H20; C34H4sN4O10CuS2, M;=848,48: C, 53.8, H, 5.7, N, 6.6,
S, 7.6. Nalezeno: C, 53.9, H, 5.5, N, 6.9, S, 6.9; FTIR (ATR, cm™) 230w, 428w, 445w, 475w,
534w, 564w, 581w, 607w, 689w, 722m, 736m, 773w, 849w, 872w, 1086m, 1132m, 1161s,
1188w, 1295m, 1336vs, 1382vs, 1402s, 1427m, 1467w, 1520w, 1552s, 1593vs, 1607m, 2874m,
2933m, 3065w, 3344w; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice): 527.30 [Cu(phen)(prob)]*, 707.11
[Cu(phen)2(prob)]*, 1087.28 [Cuz(phen)2(prob)2(H20)]".
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4.4.4. Piiprava monohydrdtu dusi¢nanu (2,2°-bipyridin)bis(4-((dipropylamino)sulfonyl)-
benzodto)méd’natého komplexu (PHG6)

Pouzita voda a ethanol byly probublany argonem a reak¢ni baiika byla sycena argonem
z naplnéného balonku. V prvni kadince byl rozpustén 1 mmol probenecidu v 35 ml ethanolu a
zneutralizovan 35 ml vodného roztoku 1 mmol NaHCOz3. V druhé kadince byl rozpustén 1
mmol CuNO3-3H20 v 10 ml destilované vody a V tfeti kadince byl rozpustén 1 mmol 2,2¢-
bipyridinu v 5 ml ethanolu. Roztoky z druhé a tieti kadinky byly smichany ve varné baice a ke
smési ihned pfilit roztok sodné soli probenecidu. Smés modré barvy byla michdana den za
laboratorni teploty a ponechana volné krystalizovat. Vylouceny produkt byl odsan na frit¢ a
rekrystalizovan ze smési acetonitril:voda (3:1, v/v). Vysledny modrozeleny praskovy produkt
byl opét odséan na frité, promyt 5 ml ethanolu a vysuSen v exsikatoru nad KOH. Nasledn¢ byl

charakterizovan elementarni analyzou, IC spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

N7
W
/
N + + Cu(NO,),"3H,0 —,——> PH6
| _ 3C/\/N voda:EtOH(9:8), VIV

Schéma ptipravy komplexu PH6.

Analyza pro [Cu(bpy)(prob)2]-H20; CasHasN4O9CuS2, M=806.45: C, 53.6, H, 5.8, N, 7.0, S,
8.0. Nalezeno: C, 53.4, H, 6.0, N, 6.6, S, 7.7; FTIR (ATR, cm™) 270w, 414w, 472w, 481w,
561w, 608w, 698w, 731w, 762w, 876w, 983w, 1086w, 1134m, 1157m, 1338s, 1367s, 1444w,
1469w, 1561m, 1607vs, 2872w, 2933w, 2965w, 3108w; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice):
503.30 [Cu(bpy)(prob)]*, 1039.19 [Cu2(bpy)2(prob).(H20)]".

4.4.5. Priprava trihydratu  dusi¢nanu  (1,10-fenanthrolin)(5-(2,5-dimethylfenoxy)-2,2-
dimethyl-pentanodto)méd’natého komplexu (PHS)

Pouzitd voda a ethanol byly probublany argonem a reak¢ni batika byla sycena argonem
z naplnéného balonku. V prvni kadince byl 1 mmol gemfibrozilu rozpustén v 35 ml ethanolu a
zneutralizovan 35 ml vodného roztoku 1 mmol NaHCOa. V druhé kadince byl rozpustén 1
mmol CuNO3-3H20 v 10 ml destilované vody a Vv tieti kadince byl rozpustén 1 mmol 1,10-

fenanthrolinu v 10 ml ethanolu. Roztoky z druhé a treti kadinky byly smichany ve varné bance
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a ke smési byl prilit roztok sodné soli gemfibrozilu. Smés byla michana den za laboratorni
teploty a ponechana voln¢ krystalizovat. Béhem krystalizace se vytvofil na hladiné mate¢ného
roztoku lepivy modrozeleny povlak, ktery byl odstranén sklenénou tyCinkou. Produkt byl odsan
na frité a rekrystalizovan ze smési DMF:voda(5:2). Modrozeleny praskovity produkt byl opét
odsan na frit¢ a promyt 5 ml ethanolu. Po vysuSeni v exsikatoru nad KOH byla latka

charakterizovana elementarni analyzou, IC spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

EIS:I /@ /\/>(lk + Cu(NO,),"3H,0 24 hodin PH8
voda:EtOH(1:1), VIV

Schéma piipravy komplexu PHS.

Analyza pro [Cu(phen)(gem)]NOs-3H20; C27H3sN309Cu, Mr=609.13: C, 53.2, H, 5.8, N, 6.9.
Nalezeno: C, 53.6, H, 5.1, N, 6.6; FTIR (ATR, cm™) 308w, 321w, 432w, 449w, 464w, 500w,
588w, 722w, 777w, 815w, 849w, 933w, 1040w, 1107w, 1130w, 1146w, 1225w, 1262m,
1310m, 1376m, 1413s, 1478w, 1509m, 1539vs, 1583w, 1610w, 2890m, 2980m, 3064m,
3305m, 3434m, 3483m; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice): 492.26 [Cu(phen)(gem)]*, 828.19
[Cuz(phen)(gem)2+Na]*, 1015.38 [Cu(phen)s(gem)s+Na]*.

4.4.6. Piiprava monohydrdtu bis(5-(2,5-dimethylfenoxy)-2,2-dimethyl-
pentanodto)méd’natého komplexu (PH9) a monohydrdtu dusi¢nanu (2,2 *-bipyridin)(5-(2,5-
dimethylfenoxy)-2,2-dimethyl-pentanodto)méd’natého komplexu (PH9°)

V prvni kadince byl 1 mmol gemfibrozilu rozpustén v 35 ml ethanolu a zneutralizovan
35 ml vodného roztoku 1 mmol NaHCO3. V druhé kadince byl rozpustén 1 mmol CuNO3-3H20
byl rozpustén v 10 ml destilované vody a v tieti kadince byl rozpustén 1 mmol 2,2°-bipyridinu
v 10 ml ethanolu. Roztoky z druhé¢ a tieti kadinky byly smichany ve varné bance a ke smési byl
pfilit roztok sodné soli gemfibrozilu. Smés byla michdna den za laboratorni teploty a ponechana
volné krystalizovat. Béhem krystalizace se vytvofil na hladin¢ mate¢ného roztoku lepivy
povlak a Zadna krystalicka latka se z roztoku nevyloucila.

Jako alternativni postup bylo vychazeno z nasycenych roztoku. Stl gemfibrozilu byla

pfipravena smichanim nasyceného roztokii 1 mmol gemfibrozilu v methanolu a 1 mmol
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NaHCOs3 v 5 ml vody. Nasyceny methanolicky roztok 1 mmol 2,2¢-bipyridinu byl smichan ve
varné bance s nasycenym methanolickym roztokem 1 mmol CuNO3-3H20. K této smési byl
thned pfilit roztok sodné soli gemfibrozilu. Téméei okamzité se vysrazela tyrkysova latka.
Reakéni smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Srazenina byla ihned poté fritou
odsata, promyta 5 ml ethanolu a vysusena v exsikatoru nad KOH (PH9). Mate¢ny roztok byl
ponechan volné krystalizovat. Z toho nasledné¢ vypadly tmavsi modrozelené krystaly jako
druhy podil. Ty byly opét odsaty na frit¢, promyty 5 ml ethanolu a vysuSeny v exsikatoru nad
KOH (PH9). Oba podily byly charakterizovany elementarni analyzou, IC spektroskopii a

hmotnostni spektrometrii.

N7 CHg
N | 7
~ 7 + + CU(NO3)2'3HZO 2 hodiny, MeOH PH9 a PHY
| H;C (0] o
Z H,C
CH,

Schéma piipravy komplexu PH9 a PH9".

Analyza pro [Cu(gem)2]-H20 (PH9); C30H4407Cu, M=580.22: C, 62.1, H, 7.6, N, 0. Nalezeno:
C, 61.9, H, 7.6, N, 0.7; FTIR (ATR, cm™) 246w, 320w, 445w, 494w, 586w, 628w, 803w,
1036w, 1128m, 1155m, 1252mm, 1282m, 1308w, 1375m, 1413m, 1474m, 1507m, 1578vs,
2861w, 2925w, 2952w, 3401w; ESI+MS (m/z, odpovidajici ¢astice): 468.27 [Cu(bpy)(gem)]”,
811.19 [Cuz(gem)s+2H*]*, 1030.92 [Cu(bpy)(gem)s]*.

Analyza pro [Cu(bpy)(gem)]NO3-H20 (PH9"); C25H31N307Cu, M=549.08: C, 54.7, H, 5.7, N,
7.7. Nalezeno: C, 55.1, H, 5.9, N, 7.6; FTIR (ATR, cm™) 283w, 297w, 419w, 443w, 584w,
729w, 770w, 1033w, 1127m, 1157m, 1252m, 1305m, 1411m, 1446m, 1473m, 1508w, 1565m,
1595vs, 2868w, 2919w, 2959w, 3062w; ESI+MS (m/z, odpovidajici castice): 468.25
[Cu(bpy)(gem)]*, 780.09 [Cuz(bpy)(gem)2]*, 1000.11 [Cuz(bpy)2(gem)2(NO3)]".
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Spektralni charakterizace p¥ipravenych latek

Vsechny produkty byly charakterizovany kombinaci vybranych fyzikaln¢-chemickych
technik pro urceni, resp. potvrzeni oc¢ekavaného slozeni, konkrétné pak metodami prvkové
analyzy, infracervené spektroskopie ve stfedni a daleké oblasti a pomoci hmotnostni
spektrometrie sionizaci elektrosprejem (ESI+MS). Vybrané latky byly podrobeny také
termogravimetrickému stanoveni/diferencni skenovaci kalorimetrii pro potvrzeni poctu

koordinovanych a krystalicky vazanych molekul solventu.

5.1.1. Infracervend spektroskopie
Spektralni charakteristika v infracervené oblasti byla vykonana jak v daleké spektralni
oblasti vrozmezi 210-600 cm™ (Far), tak vestiedni spektrdlni oblasti v rozmezi

400-4000 cm™. Podrobna analyza potizenych spekter pro jednotlivé latky je uvedena nize:

[Cu(phen)](NOs)2-2H20 (PH1)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PHI1 ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci v(C—Ha) v oblasti 3117 cm™, ddle pak ostry pik v(O-H) pti 3074 cm™
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odpovidajici vzniku silné vodikové vazby, dale pak skupinu valen¢nich vibraci v(C=N) pfi
1613 cm™ a v(C=C) v oblasti 1426-1500 cm™ aromatického systému koordinovaného 1,10-
fenanthrolinu a v oblasti 1225-1301 cm™ skupinu signali odpovidajicich deformaénim
vibracim 8(C—H) a skeletalnim vibracim C-C-N, C-C-C a C-C-H systému [124].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH1 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-N (valenéni vibrace Cu—N pfi 310 cm™) a Cu—O koordinaci molekul vody (valenéni
vibrace Cu—O pii 433 cm™) [124,125].
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH2 ve stfedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci v(C—Ha) Vv oblasti 3118 cm™, dile pak ostry pik v(O-H) pti 3092 cm™
odpovidajici vzniku silné vodikové vazby, dale pak skupinu valenénich vibraci v(C=N) pfi
1603 cm™? v(C=C) v oblasti 1447-1482 cm™ aromatického systému koordinovaného 2,2¢-
bipyridinu a v oblasti 1263-1159 cm™ skupinu signalti odpovidajicich deformaénim vibracim
d(C-H) a skeletalnim vibracim C-C-N, C-C-C a C-C-H systému [124,126].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH2 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-N (valenéni vibrace Cu—N pii 305 a 301 cm™) a Cu-O koordinaci molekul vody
(valenéni vibrace Cu—O pii 415 cm™) [124,125].
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[Cu(phen)](CH3CO0)2-0,5H20 (PH5)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PHS ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci alifatickych skupin octanu v(C—C) v oblasti 2921 cm™, valenénich vibraci
karboxylatu pii 1560 a 1381 cm™, dale pak ostry pik v(O—H) pii 3070 cm™ odpovidajici vzniku
silné vodikové vazby, dile pak skupinu valenénich vibraci v(C=N) pti 1601 cm™ aromatického

systému koordinovaného 1,10-fenanthrolinu a deformacnich vibraci octanu 6(CHs) pii 1428
cm [124].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH5 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu—N (valenéni vibrace Cu—N pii 293 cm™) a Cu—O koordinaci molekuly octanu nebo
vody (valenéni vibrace Cu—O pii 430 cm™) [124].

[Cu(phen)(nal)](NO3)-H20 (PH3)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH3 ve stfedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valen¢nich vibraci karbonylové skupiny v aromatickém skeletu v(C=0) v oblasti 1602 cm™,
valené¢nich vibraci karboxylatu pii 1610sh (asymetrické) a 1493 cm™ (symetrické). Z posunu
vlnoétii karbonylovych skupin aromatického skeletu (z 1617 cm™ ve volném ligandu) a
karboxylatu (z 1712 cm™ ve volném ligandu) Ize usoudit, Ze se obé& zapojuji do koordinace — to
naznacuje, ze se kyselina nalidixova chové jako chelatovy ligand. Dale pik pii 1446 cm™
odpovida valen¢nim vibracim aromatického kruhu kyseliny nalidixové, piky pfi 1518 a 1383
cmt odpovidaji valenénim vibracim v(C=N) aromatického systému kyseliny nalidixové a 1,10-
fenanthrolinu. Valen¢nim v(C-H) vibracim alifatickych skupin nalezi oblast pti 2992 a 2941
cm [127].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH3 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-N (valenéni vibrace Cu-N pfi 301 cm™) a Cu-O koordinaci molekul nalidixatu

(valenéni vibrace Cu—O pii 366 cm™) nebo vody (valenéni vibrace Cu—O pfi 431 cm™)
[124,125].

[Cu(bpy)(na)](NO3)-5H20 (PH4)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH4 ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valené¢nich vibraci karbonylové skupiny v aromatickém skeletu v(C=0) v oblasti 1602 cm™,
valen¢nich vibraci karboxylatu pii 1624 (asymetrické) a 1497 cm™ (symetrické). Z posunu

vlnoétia karbonylovych skupin aromatického skeletu (z 1617 cm™

ve volném ligandu) a
karboxylatu (z 1712 cm™ ve volném ligandu) Ize usoudit, Ze se obé zapojuji do koordinace — to
naznacuje, 7e se kyselina nalidixovd chové jako chelatovy ligand. Dale pik pii 1444 cm™
odpovida valen¢nim vibracim aromatického kruhu jak kyseliny nalidixové, tak 2,2-bipyridinu,
pik pii 1517 cm™ a neoznadeny pik v oblasti mezi 1346 a 1444 cm™ odpovidaji valenénim
vibracim v(C=:N) aromatického systému kyseliny nalidixové. Valen¢nim v(C-H) vibracim

alifatickych skupin nalezi skupina neoznacenych pikt pred 3076 cm™. Pik p#i 3109 cm™ patii
v(C-H) valen¢ni vibraci aromatického kruhu 2,2°-bipyridinu [126,127].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH4 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni

vazby Cu-N (valenéni vibrace Cu—N pii 312 a 286 cm™) a Cu—O koordinaci molekul nalidixatu

(valenéni vibrace Cu—O pii 360 cm™) nebo vody (valenéni vibrace Cu—O pii 420 cm™)

[124,125].
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[Cu(phen)(prob)2]-2H20 (PH7)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH7 ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost

valenénich vibraci karboxylatu pii 1593 (asymetrické) a 1552 cm™ (symetrické). Z tak malého

rozdilu jejich vIno¢td se da usoudit, Ze se jedna o chelatovy typ [124]. Dale pik pii 1295 cm™

odpovida asymetrickym valenénim vibracim v(SO2), skupina pikii 2963, 2933 a 2874 cm™ pak

nalezi valen¢nim v(CH) vibracim alifatickych skupin. v(CH) vibracim aromatického kruhu je

mozné pritadit 3065 cm™. Typickym vibracim aromatického kruhu 1,10-fenanthrolinu nalezi

piky pfi 1520 a 1382 cm™. Pik pii 1161 cm™ nalezi deformaénim vibracim §(CH) a 6(OH) a

vibrace pti 3344 cm™ patii v(OH) vibraci molekuly vody [128].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH7 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-N (skupina neoznacenych pikti kolem 300 cm™) a Cu-O koordinaci molekul vody
(valenéni vibrace Cu—O pii 428 cm™) [124,125].

[Cu(bpy)(prob)2]-H20 (PH6)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH6 ve stfedni oblasti spektra potvrdily ptitomnost
valenénich vibraci karboxylatu pti 1607 (asymetrické) a 1561 cm™ (symetrické). Rozdil jejich

vlno¢tl naznacuje, 7e se jedna o chelatovy typ [124].Dale pik pii 1295 cm™

odpovida
asymetrickym valenénim vibracim v(SO2), skupina pika 2965, 2933 a 2872 cm™ pak nélezi
valen¢nim v(CH) vibracim alifatickych skupin. v(CH) vibracim aromatického kruhu je mozné
prifadit 3108 cm™. Pik pii 1157 cm™ néleZi deformaénim vibracim 8(CH) a §(OH) a vibrace pfi
3344 cm! patii v(OH) vibraci molekuly vody. Ve spektru je mozné spatfit vibrace pti 1444 a

3108 cmL, které nalezi valenénim vibracim aromatického kruhu 2,2¢-bipyridinu [126,128].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH6 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni

vazby Cu-N (valenéni vibrace pii 270 cm™) a Cu-O koordinaci molekul vody (valenéni vibrace

Cu-O pii 414 cm™) [124,125].
[Cu(phen)(gem)]NO3:3H20 (PH8)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PHS8 ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci karboxylatu pti 1539 (asymetrické) a 1413 cm™ (symetrické). Rozdil jejich
vlnoéti naznaduje, Ze se jedna o acetatovy typ [124]. Déle skupina piki 2960 a 2890 cm™ pak
nalezi valen¢nim v(CH) vibracim alifatickych skupin. v(CH) vibracim aromatického kruhu je
mozné piifadit 3064 cm™. Typické vibraci aromatického kruhu 1,10-fenanthrolinu naleZi pik
pfi 1376 cm™. Deformaénim §(CH) vibracim ndlezi piky pii 1107, 1225, 1146, 1130 a 1040
cm™ [129].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH8 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-N (valenéni vibrace pii 308 cm™) a Cu—O koordinaci molekul vody (valenéni vibrace
Cu-O pii 432 cm™). [124,125].
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[Cu(gem)z]-H20 (PH9)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH9 ve stiedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci karboxylatu pfi 1578 (asymetrické) a 1474 cm™ (symetrické). Z rozdilu
jejich vinoétu se da usoudit, Ze se jedna o acetatovy typ [124]. Dale skupina pik 2951, 2925 a
2861 cm™ nélezi valen¢nim v(CH) vibracim alifatickych skupin. v(OH) vibracim molekul vody
je mozné ptitadit 3401 cm™. Deforma¢nim §(CH) vibracim nalezi piky pii 1155, 1128 a 1036
cm™. Chybgjici vibrace aromatického kruhu 2,2‘-bipyridinu v okoli 1440 a 3100 cm™

naznacuje, ze v latce chybi nebo se v ni nachazi ve velmi malém mnozstvi [126,129].
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Vysledky FT-IR spektroskopie komplexu PH9 ve Far oblasti naznacuji na tvorbu koordina¢ni
vazby Cu-O koordinaci molekuly vody (valenéni vibrace Cu—O v oblasti 445 cm™) [124,125].

[Cu(bpy)(gem)]NO3-H20 (PHY¢)
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Vysledky IR spektroskopie komplexu PH9 ve stfedni oblasti spektra potvrdily pfitomnost
valenénich vibraci karboxylatu pfi 1595 (asymetrické) a 1473 cm™? (symetrické). Z rozdild
jejich vinoétu se da usoudit, Ze se jedna o acetatovy typ [124]. Dale skupina piki 2959, 2919 a
2868 cm! nalezi valenénim v(CH) vibracim alifatickych skupin. v(CH) vibracim aromatu 2,2¢-
bipyridinu je mozné piifadit 3062 a 1446 cm™. Deformacnim §(CH) vibracim gemfibrozilu

nélezi piky pii 1157, 1127 a 1033 cm™ [126,129].
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vazby Cu-N (valenéni vibrace pii 283 a 297 cm™) a Cu—O koordinaci molekul vody (valenéni
vibrace Cu-O pii 419 cm™) [124,125].

5.1.2. Hmotnostni spektrometrie

[Cu(phen)](NOs3)2:2H20 (PH1)

PH1+#10 RT: 0.14 AV:1 NL: 1.64E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH1 (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim médu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signala
odpovidajicich jak molekule phen ligandu (pfi m/z 180.29 odpovidajici protonizované molekule
1,10-fenanthrolinu), tak ¢astic potvrzujicich vznik koordinaéni slou¢eniny, napf. pii m/z 243.14
odpovidajici ¢astici [Cu(phen)]*, pti m/z 305.11 odpovidajici ¢astici [Cu(phen)(NO3)]" nebo pii
m/z 671.77 odpovidajici ¢astici [Cuz(phen)2(NO3z)s]*.

[Cu(bpy)](NOs)2:3H20 (PH2)

PH2+ #3-10 RT: 0.05-0.16 AV: 8 NL: 1.65E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH2 (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim médu (ESI+MS) odhalila ptitomnost signalti
odpovidajicich jak molekule bpy ligandu (pfi m/z 156.22 odpovidajici protonizované molekule
2,2°-bipyridinu), tak ¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slouceniny, napf. pii m/z 281.12
odpovidajici ¢astici  [Cu(bpy)(NO3)]" nebo pifi m/z 623.80 odpovidajici &astici
[Cuz(bpy)2(NOs3)3]".
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[Cu(phen)](CH3CO0)2-0,5H20 (PH5)

PH5+ #4-21 RT: 0.06-0.28 AV: 18 NL: 3.03E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH5 (ca. Img/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ionizacnim médu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalti

odpovidajicich c¢astic potvrzujicich vznik koordinaéni slouceniny, napi. pii m/z 243.14
odpovidajici ¢astici [Cu(phen)]*, pii m/z 302.11 odpovidajici ¢astici [Cu(phen)(CH3COO)],
nebo pii m/z 634.97 odpovidajici ¢astici [Cuz(phen)2(CH3COO),(CH30)]".

[Cu(phen)(nal)](NOs)-H20 (PH3)

PH3+ #3-8 RT: 0.05-0.13 AV: 6 NL: 5.97E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH3 (ca. Img/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim modu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalt
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odpovidajicich castic potvrzujicich vznik koordinacni slouceniny, napf. pii m/z 474.27
odpovidajici ~ Gastici  [Cu(phen)(nal)]®, pii m/z 831.56 odpovidajici  &astici
[Cuz(phen)(nal)2(NOs)]*, nebo pii m/z 1011.68 odpovidajici ¢astici [Cuz(phen)z(nal)2(NO3)]".

[Cu(bpy)(nal)](NOs3)-5H20 (PH4)

PH4+ #4-19 RT: 0.07-0.26 AV: 16 NL: 5.52E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
100 450.25
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Analyza methanolického roztoku PH4 (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ionizacnim méddu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalti
odpovidajicich ¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slouceniny, napi. pii m/z 450.25
odpovidajici  ¢astici  [Cu(bpy)(nal)]* nebo pfi m/z 805.62 odpovidajici &astici
[Cuz(bpy)(nal)2(NOs)]".
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[Cu(phen)(prob)2]-2H20 (PH7)

PH7+ #4-19 RT: 0.06-0.25 AV: 16 NL: 4.50E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH7 (ca.
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Img/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ionizacnim médu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalti

odpovidajicich c¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slouceniny, napt. pii m/z 527.30

odpovidajici ¢astici [Cu(phen)(prob)]*, pii m/z

707.11 odpovidajici ¢astici [Cu(phen)z(prob)]*

a pti m/z 1087.28 odpovidaci ¢astici [Cuz(phen)z(prob)2(H20)]".

[Cu(bpy)(prob)2]-H20 (PH6)

PH6+ #4-20 RT: 0.05-0.25 AV: 17 NL: 5.42E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim modu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalt
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odpovidajicich ¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slou¢eniny, napt. pii m/z 503.30
odpovidajici  &astici  [Cu(bpy)(prob)]" nebo pfi m/z 1039.19 odpovidaci &astici
[Cua(bpy)2(prob)2(H20)]".

[Cu(phen)(gem)]NO3s-:3H20 (PH8)

PH8+ #4-20 RT: 0.06-0.26 AV: 17 NL: 3.36E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]

100 1015.38
= +
00 ] [Cuz(phen)(gem)2+Na]* [Cu(phen)s(gem)s+Na]
80 [Cu(phen)(gem)]*
70
60
50; 828.19
1 492.26 830.21
40
30
= 879.14
20 1235.24
= 797.09
105 2138 oo 617.13 1048.08 1360.12
o 181.24” - L. ok | l Cobd L 181577 1796.23 1939.79
I L L L L L e L L L L L L L L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Analyza methanolického roztoku PH8 (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ionizacnim méddu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalti
odpovidajicich ¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slouceniny, napf. pti m/z 492.26
odpovidajici ~ ¢astici  [Cu(phen)(gem)]”, pfi m/z  828.19 odpovidaci  &astici
[Cuz(phen)(gem)2+Na]* nebo pii m/z 1015.38 odpovidajici ¢astici [Cu(phen)s(gem)s+Na]*.
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[Cu(gem)z]-H20 (PH9)

PH9+ #4-19 RT: 0.06-0.25 AV: 16 NL: 7.56E4

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
468.27

1005 [Cu(bpy)(gem)]* 1187.13
90
] [Cu(gem)s+2H]+
80
= 1030.92
707 811.19
60 .
] [Cu2(bpy)(gem)s]
50i 470.27
40~ 1000.18
e 998.22
20 875.23
3 740.25 1211.12
7 492.25
10- 219.18 655.12 w hlsos.lo;43 4 reeie 174899
o asraal [3t90 ) LD L b R e fames
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Analyza methanolického roztoku PH9 (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ionizacnim médu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signalti

odpovidajicich ¢astic potvrzujicich vznik koordinaéni slouceniny, napi. pii m/z 468.27

odpovidajici ¢astici [Cu(bpy)(gem)]*, pti m/z 811.19 odpovidaci ¢astici [Cuz(gem)s+2H]" nebo

pfi m/z 1030.92 odpovidajici ¢astici [Cu(bpy)(gem)s]*. Pfitomnost 2,2¢-bipyridinu v MS

spektru naznaCuje, ze latka obsahuje vice komplexnich ¢astic, neZ pouze navrzeny

[Cu(gem)2]-H20.

[Cu(bpy)(gem)]NO3-H20 (PHY¢)

PH9+ #4-20 RT: 0.06-0.26 AV: 17 NL: 1.86E5

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-2000.00]
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Analyza methanolického roztoku PH9* (ca. 1mg/ml) pomoci hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim médu (ESI+MS) odhalila pfitomnost signala
odpovidajicich ¢astic potvrzujicich vznik koordina¢ni slouceniny, napf. pii m/z 468.25
odpovidajici &astici [Cu(bpy)(gem)]*, pti m/z 780.09 odpovidaci &astici [Cuz(bpy)(gem)z]*
nebo pii m/z 1000.11 odpovidajici ¢astici [Cuz(bpy)2(gem)2(NO3)]".

5.2. TGA/DSC analyza vybranych latek

Vybrané produkty, kazdy reprezentujici jinou skupinu novych ternarnich meédnatych
komplexii, obsahujicich ve své struktufe néktery ze znamych inhibitort MDR proteind byly
charakterizovany také pomoci TGA/DSC analyzy v rozsahu teplot 20-800°C. Tyto analyzy
nam poslouzily k popisu d&ji spojenych s termickym rozkladem pfipravenych latek, zejména
pak odhadnout kolik molekul vody je vazéano v ptislusném komplexu a jaka je pravdépodobné

povaha této vazby.

[Cu(phen)(prob)2]-2H20 (PH7)

TG /% DSC /(mW/mg)
100 -+~ Mass Change: -4.90 % (- 2 H,0, theor. diff. = 4.30%) L OXoL 4
-2
80 1 -0
-2
Mass Change: -86.18 %
60 § L4
/ : ‘»“ - -6
40 1 Peak: 239.2 °C, 0.8242 mW/mg ‘\ s

}
Peak: 243.2 °C, -1.386 mW/mg o

Residual Mass: 8.82 % (799.9 °c) [ =10
Peak: 455.5 °C,-8.341 mW/mg L

20 v
3 +-12
— 1 )
Peak: 471.1 °C, -14.59 mW/ (theor. residue for CuO = 9.30%) } -14
0 R — (theor. residue for Cu,0 = 8.40%)
100 200 300 400 500 600 700

Temperature /°C

Vyhodnocenim TGA/DSC ziznamu termického rozkladu komplexu PH7 bylo moZno
identifikovat proces dehydratace dvou molekul vody probihajici pii 115 °C, tj. jedna se
pravdépodobné o solvatové molekuly vazané v ramci krystalové miizky. Dale pak byl

pozorovan exotermicky proces rozkladu organickych ligandl v rozmezi teplot 239 °C—471 °C
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za vzniku termicky stabilniho produktu, jez je pravdépodobné smési oxidi médnatého a
médného.
[Cu(bpy)(gem)]NO3-H20 (PH9¢)

TG /%

DSC /(mW/mg)
Mass Change: -3.22 % ( - H,0, theor. diff. = 3.10 %) 1 exa
Mass Change: -71.56 %
90 g o
¢ F2
80 A Peak: 383.6 °C, -1.275 mW/mg
70 Peak: 93.3}40.1107 mW/mg " Peak: 3783 C,1.241 mWE
60 1 \ Y Peak: 372.7 °C, -1.20)/mW/mg -0
Peak: 56.2 °C, 0.1842 mW/mg i
50 | / / ’ 1
Peak: 179.2 °C, :0.1688 m/v(//mg Peak: 443.6 °C, -3.585 mW/mg Mass Change: -12.67 %
40 - // y 2 7
Peak: 231.2 °C, -0.533 mW/mg p )
30 N //, / e
/ / W
Peak: 258.7 °C, -1.131 mW/mg |~ Residual Mass: 13.84 % (799.9°C) [ _5
20 / \ e )
/ Peak: 333.8 °C, -1.404 i —={l
10 Peak: 296.5 °C, -0.7367 mW/mg (theor. residue for CuQ = 13.71%) 4

400 500 600 700
Temperature /°C

100 200 300
Vyhodnocenim TGA/DSC zaznamu termického rozkladu komplexu PH9 bylo mozno
identifikovat proces postupné dehydratace, probihajici od 56 °C az do 179 °C, ktera s ohledem
na kombinaci dvou endo-efektii a jednoho exo-efektu neprobiha jednoduchym mechanizmem,
hmotnostni rozdil ale odpovida teoretické ztrate€ jedné molekuly vody. Se zvySujici se teplotou
pak dale probiha slozity exotermicky proces rozkladu organickych ligandii v rozmezi teplot

231 °C—443 °C za vzniku termicky stabilniho produktu, jimz je pravdépodobné oxid méd’naty.
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6. Zavér

Predlozena bakalaiska prace se zabyvd vobecné roviné MDR proteiny
zprostiedkujicimi rezistenci vuéi Siroké Skale 1é¢iv, tzv. multi-drug rezistenci, historii jejich
objevu a vyvoje jejich klasifikace a v neposledni fad¢ i latkami, které jsou inhibitory téchto
transportnich proteind. Specidlnim zamétenim prace bylo vyuziti inhibitorit MDR proteinti jako
synergicky pusobicich latek, které v kombinaci s cytotoxicky uéinnym 1é¢ivem zvysi jeho
efektivitu i v ptipad¢ pfitomnosti 1ékové rezistence. Tento hlavni princip byl pak aplikovan
V experimentalni ¢asti na skupinu sedmi médnatych ternarnich komplext, inspirovanych
zakladni strukturou Casiopeind, u nichz dopliikovymi labilné¢ vazanymi ko-ligandy byly
vybrané inhibitory MDR proteinti — kyselina nalidixova, probenecid a gemfibrozil. Tyto
ligandy reprezentuji skupinu aryl- a alkyl-karboxylovych kyselin, jez se koordinuji na centralni
atom Cu(II) jako chelatové ligandy nebo mustkové ve formé acetdtového typu koordinace, coz
vyplyva z vyrazného posunu asymetrick¢é vibrace karboxylové skupiny ve srovnani
s nekoordinovanym ligandem. Analyzou hmotnostnich spekter v methanolickych roztocich
komplexti bylo potvrzeno, ze solvolyzou dochdzi ke vzniku bohaté skaly intermediatl, jakoz
pravdépodobné 1 uvolnéni karboxylatovych ligandl. Vzhledem k tomu, Ze ze zminénych sedmi
ternarnich méd’natych komplext je pét komplext v literatufe dosud nepopsanych a vzhledem
k tomu, ze mohou fungovat jako vhodné transportni systémy pro dopravu labiln¢ vazanych
inhibitord MDR proteint a zaroven i latky s cytotoxickym potencidlem ptlisobici na citlivé
nadorové buriky, bylo by jisté velkou vyzvou nejen dokonéit kompletni fyzikalné-chemickou
charakterizaci téchto latek, ale také otestovat jejich protinadorové pusobeni v in vitro pokusu.
Pevné vétim, Ze mi v piipad¢ uspéSného zavrSeni mého bakalaiského studia bude umoZnéno

pracovat v této vyzkumné tématice i v ramci navazujiciho studia.
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