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Abstrakt

Nadorova onemocnéni pravidelné obsazuji ptfedni pticky pficin umrti celosvétoveé, proto
se velkd ¢ast vyzkumu zabyva jejich 1éEbou. Od 60. let minulého stoleti se pfedmétem zajmu
staly organokovové slouceniny platiny. Ty ale trpi vysokou organovou toxicitou, Sirokym
spektrem vedlejSich u¢inki a nizkou specifitou. Proto se vyzkum béhem let zaméfil
na slouceniny jinych kovi, zvlasté pak ruthenia, osmia, iridia a jinych, které vykazuji slibné

protinadorové ucinky.

V této bakalaiské praci se budu zabyvat pravé chemoterapeutiky na bazi koordina¢nich
sloucenin ptrechodnych kovi, zvlasté pak ruthenia a osmia a jejich roli pti 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. V praktické casti se pak budu vénovat sendviCovym komplextiim
Ruthenia a Osmia [Ru(n 6 -pcym)(bphen)(dca)]PFsa [Os(n 6-pcym)(bphen)(dca)]PFs jako
potencidlnim ndhraddm farmak na bazi platiny pti 1écbé specifickych nadorovych onemocnéni.
Cilem praktické ¢asti je optimalizace ptipravy téchto komplext tak, aby mohly dan¢ komplexy
byt pfipraveny s pouzitim radioaktivné znac¢ené kyseliny dichloroctové. Toto znaceni nasledné
umozni pozorovat chovani danych latek naptiklad v Zivych bunéénych kulturdch. Ziskané

poznatky lze poté pouzit ke studiu mechanismu uc¢inku téchto latek.

Klicova slova: ruthenium, osmium, dichloroacetat, sendvicové komplexy, cytotoxicita



Abstract

Cancer regularly ranks among the leading causes of death worldwide, which is why a large
portion of research focuses on its treatment. Since the 1960s, organometallic platinum
compounds have been of particular interest. However, they suffer from high organ toxicity,
a wide range of side effects, and low specificity. Therefore, over the years, research has shifted
toward compounds of other metals—especially ruthenium, osmium, iridium, and others—that

exhibit promising anticancer properties.

In this bachelor's thesis, I will focus specifically on chemotherapy agents based on coordination
compounds of transition metals, particularly ruthenium and osmium, and their role in the
treatment of cancer. In the practical section, I will concentrate on the half-sandwich complexes
of ruthenium and osmium [Ru(n®-p-cym)(bphen)(dca)]PFs and

[Os(n*-p-cym)(bphen)(dca)]PFs as potential alternatives to platinum-based drugs
in the treatment of specific types of cancer. The aim of the practical part is to optimize
the preparation of these complexes so that they can be synthesized using radioactively labelled
dichloroacetic acid. This labelling will then allow the observation of the behaviour of these
compounds, for example, in living cell cultures. The acquired findings can subsequently

be used to study the mechanism of action of these substances.

Keywords: ruthenium, osmium, half-sandwich complexes, dichloroacetate, cytotoxicity
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1.Uvod

Nadorova onemocnéni se pravidelné umistuji na druhé piicce nejcastéjSich pricin umrti, hned
za kardiovaskuldrnimi onemocnénimi, a to jak v ramci Ceské republiky, tak celosvétove
Dle WHO jsou nadorova onemocnéni zodpoveédna rocné za témet 10 miliontt amrti (dle dat

v

a prostaty.

V CR byla v roce 2022 incidence zhoubnych novotvarti 65 676, coZ predstavuje piiblizné 650
ptipadd na 100 000 obyvatel. Nejcastéjsim nove diagnostikovanym nadorovym onemocnénim
u mizu bylo nadorové onemocnéni prostaty s incidenci 7 956 ptipadi, coz je ptiblizné 23 %

ze vSech diagnostikovanych nddorovych onemocnéni u muzi.

V piipad€ Zen byl pak nejcastéjSi vyskyt nddorovych onemocnéni prsu s incidenci 7 732,

coz u nich pfedstavuje pies 25 % vSech diagnostikovanych nadorovych onemocnéni.

Z hlediska imrtnosti na nadorova onemocnéni byl v CR nejéastéjsim dtivodem zhoubny nador
dychaciho ustroji s pfiblizn¢ 5 000 tmrtimi a nddorova onemocnéni tlustého stfeva a kone¢niku
s piiblizné¢ 3 500 umrtimi. Tyto dva druhy nadorovych onemocnéni tvofili spolecné
s onemocnénimi slinivky, prsu a prostaty ptiblizné€ 50 % ze vSech ptipadi timrti, zptisobenych

nadorovymi onemocnénimi.

Celkem bylo vroce 2022 zaznamendno 28 071 umrti spojenych vyskytem nadorovych

onemocnéni. V pfepoétu na 100 000 obyvatel se pak nachazi CR na 44. mist& celosvétove.!?

Vzhledem k vysoké zavaznosti onemocnéni je tak velka poptavka po lécebnych strategiich,

které by napomohly utlumu ¢i vyléceni nddorovych onemocnéni.

Vyznamnym nastrojem pii 1é€b&é nadorovych onemocnéni je chemoterapie, tj. 1é¢ba pomoci
cytostatickych latek podanych do organismu. Jednou =z nejdilezitéjSich skupin
chemoterapeutickych latek jsou slouceniny na bazi platiny, jako cisplatina, karboplatina a jiné.
Vzhledem k tomu, Ze se vSak nejedna o léky dokonalé, které¢ s sebou mohou pii 1€€bé nést
vedlejsi ucinky, ¢i neplsobit dostatecné proti onemocnéni, je ve svété poptavka po vyzkumu
novych alternativ. V poslednich letech se dostavaji do poptedi latky, které misto platiny

vyuzivaji jiné kovy, zvlasté pak slouCeniny ruthenia, osmia, iridia a dalSich pfechodnych kov.
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2. Historie

Nadorova onemocnéni, nékdy nazyvéana téz rakovina jsou Sirokou skupinou onemocnéni,
pro kter¢ je typické nekontrolované bunécné déleni populaci, u kterych je ¢asta porucha oproti
zdravé bunce. Tyto odchylky zahrnuji poruchy cytoskeletu, abnormalni pocty chromozomd,

¢i schopnosti syntetizovat zcela nové proteiny pro danou bunéénou populaci neobvyklé.

Prvni historicky zaznamenany ptipad 1écby onemocnéni, u kterého se predpoklada, ze by mohlo
jit o nador, byl popsan feckym historikem Herodotem z Helikarnassu. Popisuje udalost, ktera

se odehrala v 6. stoleti pf. n. 1. ve starovéké Persii.’

3.Nadorové bunky a bunécny cyklus

Bunéény cyklus se sklada z nékolika fazi: G1, S, G2 a M. Béhem t&chto Ctyt fazi dojde postupné
k ristu matetské buiiky, syntéze DNA a rozdéleni na dcefiné bunky. Jednotlivé faze tohoto
cyklu jsou podminény sprdvnou odezvou na chemické signaly. Podstata vzniku nadorovych
bunék tak lezi v nespravné odezve prave na tyto signaly. Divodi, pro€ k této odezve nedochazi

miZe byt mnoho.

Mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu se nachézi takzvané kontrolni body. V téch dochazi
k tomu, ze dé€lici se bunka nemulze zahdjit dalSi fazi, dokud nedojde ke splnéni urcitych
podminek. Napfiiklad neni-li plné€ syntetizovana DNA. Probéhl-li pfedchazejici krok v poradku,
muize bunka vcyklu pokracovat. Velmi vyznamné jsou v piipadé téchto kontrolnich

mechanismi dva typy proteinti. Cykliny a Cyklin dependentni kinazy (CDK).

Hlavni roli CDK je aktivace ostatnich proteinli zodpovédnych za bunéény cyklus pomoci
fosforylace. Jejich schopnost fosforylace je vSak podminéna vznikem komplexu s cylkiny.
Bez ptitomnosti cyklinll tak neni moZné, aby komplex vznikl, a tak ztraceji CDK schopnost

regulovat aktivitu ostatnich proteint.

Diilezitou roli v bunéném cyklu hraje tzv. START kontrolni bod. Tento bod se nachazi

na konci G1 faze a hraje esencidlni roli pii pfechodu bunky do S faze. Je zde hlidano,



zda je DNA plné syntetizovana a piipadné chybné useky byly opraveny. Vyznamnou roli

zde hraji cykliny D a E s tim, Ze dochézi ke vzniku komplext cyklin D/CDK4 a cylkin E/CDK2.

V ptipadé nadorovych bun¢k dochazi k deregulaci kontrolnich bodi. Ta mé v ptipadé START
kontrolniho bodu za nasledek stfidavé zvySovani a snizovani koncentrace komplexu cyklin

D/CDK 4. Deregulace mize byt zptisobena i jinymi genetickymi mutacemi ¢i vnéj§imi vlivy.

Projde-li poskozena buiika START kontrolnim bodem, je velkd pravdépodobnost, ze se stane
buitkou nadorovou. Dochazi ke vstupu do S faze, a to i piesto, Ze v buiice se nachazi poskozena,
¢i nedokoncena DNA. U takto poskozenych bungk, které proSly START kontrolnim bodem
pak béhem neckolika generaci dochdzi ke kumulaci mutaci, které mohou vést k vétsi deregulaci

bunééného cyklu.*

3.1 Nadorové burky a genetika — onkogeny

V prubéhu let bylo dokdzano, ze za vznikem nddorovych onemocnéni stoji krom vnéjsich vlivi
i genetické predispozice daného jedince. Nekteré geny a jejich produkty maji schopnost

indukovat vznik nddort. Tuto skupinu genil nazyvame onkogeny.

Diilezitou roli pii studovani onkogent sehrali retroviry — viry, které maji schopnost v burice
hostitele pouzit svoji RNA k syntéze komplementarni DNA. Tato DNA je nasledné v¢lenéna
do chromozomi hostitelskych bun¢k. Tato syntéza je umoZnéna virovou

reverzni transkriptadzou.

Poprvé byl virus zptsobujici nddorové onemocnéni popsan v ¢lanku z roku 1911 Peytonem
Rousem. Ten popisuje vznik sarkomu (nddoru v pojivovych tkanich) u kufat.’ Postupem ¢asu
bylo objeveno mnoho virti zodpovédnych za specifickd nddorova onemocnéni a postupné byly
u téchto vird popsany i odpovidajici onkogeny. V piipadé Rousova sarkomu se jedna

o gen v-src.*

V pripade bunécnych homologii se jedna o protoonkogeny. Obecné se oznacuji jako c-onc
(cell oncogen). Pro onkogen v-src, tak existuje bunécny homolog c-src. Produkty genii c-onc
Jjsou diilezité pro regulaci rady bunécnych pochodii. Jejich mutace tak miize zpusobit naruseni
fungovani celého systéemu buiiky a tim zapricinit vznik nadorové bunky. Zajimavym faktem
je, ze virové onkogeny v-onc indukuji vznik nadorovych onemocnéni, zatimco jejich zdravé

bunécné homology c-onc nikoliv. Nejpravdeépodobnéjsim vysvétlenim se zda byt, Ze soucasti
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virovéeho genomu jsou geny, které pri transkripci genii v-onc dokazou zvysit produkci cilovych
proteinii oproti jejich bunécnym protéjskum. Takto zvySena aktivita je také jednim z mnoha

duvodii vzniku nadorovych onemocnéni. (Snustad, D. P.; Simmons, M. J., (2017), Genetika)

Dulezité je zminit, Ze ze vSech piipadi nadorovych onemocnéni je pouze asi jedno procento

zpusobeno dédi¢nymi mutacemi gend.

3.2 Karcinogeny

Priciny vzniku nadorovych onemocnéni jsou velmi rGznorodé. Krom pficin geneticky
podminénych mizou za vznik nadorovych onemocnéni i pficiny vnéjsi. Vlivy zplisobujici, nebo
podporujici naddorové bujeni nazyvame karcinogeny. Dle jejich piivodu a povahy je mozné

rozlisit karcinogeny do nasledujicich kategorii:

- Fyzikdlni, jako napftiklad ionizujici zafeni. To miize mit za nasledek nékolik efektd,
které budou rozebrany v nasledujicich kapitolach, jako je mutace genu RAS, ¢i poranéni
zptisobend volnymi radikaly.

- Chemické, jako alkohol, tabakové karcinogeny ¢i azbest

- Biologické, mezi které fadime infekce, bakterie, viry ¢i jiné druhy patogent.

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny IARC (International Agency for Research
on Cancer) vede databazi karcinogeni na zaklad¢ rozdéleni do 5 skupin. Je tfeba zminit,
ze se nejednd pouze o chemické latky, ale taktéZ o zplsob Zivota, zaméstnani, ¢i podminky,

kterym je jedinec v okoli vystavovan.®

Jedinou latkou zatazenou do kategorie 4 byl kaprolaktam, ktery se primyslové pouziva
k vyrobé Nylonu 6. Tato latka byla vSak v roce 2019 pfesunuta do kategorie 3, jelikoz doslo
ke zméné& definice posuzovani karcinogenti a kategorie 4 byla zrudena.”® Zaroven je vsak
potieba zminit, Ze tento seznam je Cisté orientacni a je troufalé tvrdit, Zze naptiklad pokud bude

clovek malovat pokoje, onemocni zdkonit€¢ nddorovym onemocnénim.
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3.3 Lécba

Pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni se uplatiiuje Sirokd Skala 1é¢ebnych postupti, které se voli
dle typu nadoru, kterym pacient trpi, stadia, ve kterém se naddor nachazi, a celkovém zdravotnim
stavu pacienta. Na zdklad¢ téchto tfi kritérii lze rozd¢lit 1écbu nadorovych onemocnéni

do ti kategorii:

a) Kurativni 1écba — Cilem kurativni 1é¢by je uplné vyléceni pacienta a celkova eliminace
nadorového onemocnéni.

b) Potencidln¢ kurativni 1é€ba — Klade si za cil vylééeni nemoci, ale neni jasné, zda bude
uspeésna.

c) Paliativni — Cilem paliativni 1é€by je zmirnéni symptomt, popiipadé zpomaleni

postupu, prodlouzeni a zlepSeni kvality zivota pacienta.

Zakladni metody 1écby uplatiiované v 1€¢bé nddorovych onemocnéni jsou chirurgicka 1écba,
radioterapie a systémova lécba. Do systémové lécby se tfadi chemoterapie, hormonalni

lé¢ba, imunoterapie a obdobné 1é€ebné sméry.

Vzhledem k povaze prace se budu dale zabyvat pouze chemoterapii, tj. metodou 1écby
zaloZzenou na podavani cytostatik — chemickych sloucenin, které vykazuji vyznamné
protinadorové ucinky. DileZité je zminit, Zze chemoterapie je neselektivni, a proto vykazuje
velké mnozstvi nezddoucich vedlejSich t€inkid. Mechanismus t¢inku cytostatik je proto zaloZzen
na zasahu do obecnych bunéénych pochodi typickych pro nddorova onemocnéni, jako jsou

zmény metabolickych drah (naptiklad Warburgliv efekt) ¢i zvysena proliferace.

Typicky je pro mnoho cytostatik zasah do bunééného cyklu nadorovych bunék. Takové
nazyvame cytostatika cyklus specifickd, mohou byt téz fazové specifickd, tj. jejich
mechanismus ucinku je typicky pro specifickou fazi bunéného cyklu. Na zaklad¢ fungovani
cytostatik z hlediska bunééného cyklu miiZzeme pozorovat nckolik skupin s odliSnym

mechanismem u¢inku.

Inhibice syntézy nukleovych kyselin je jeden zklicovych jevi, které maji za nasledek
cytostaticky u€¢inek. Vzhledem k tomu, ze dochdzi k naruSeni syntézy nukleovych kyselin, jsou
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cytostatika z této skupiny nejaktivnéjsi béhem S-faze bunécného cyklu, tj. ve fazi, kdy dochazi
k syntéze DNA a duplikaci chromozomu. Samotna inhibice mtize probihat bud’ blokaci syntézy
purinovych a pyrimidinovych stavebnich kament, nebo inhibici jejich spojovani do fetézct
nukleovych kyselin. Typickym zastupcem prvni skupiny je mehotrexat (MTX), jehoz
mechanismus ucinku spofiva v inhibici dihydrofolatreduktazu, enzym nezbytny pro syntézu

thymidyladtu (dTMP) a prekurzoru pro purinové baze®'°.

Inhibici DNA polymerazy, hlavniho enzymu nezbytného pro vznik dvouSroubovice DNA
1ze dosahnout druhého zminéného uc¢inku. Tuto schopnost vykazuje cytarabinn (ARA-C), ktery
po aktivaci konvertuje cytidin na deoxycytidin. Ten po zapojeni do enzymu inhibuje

jeho fungovani.’

Dalsim kliCovym mechanismem je poSkozeni struktury a funkce nukleovych kyselin.
je preneseni alkylové skupiny na substrat, v tomto piipadé nukleovou kyselinu, nebo bilkovinu
s tim, ze nejCastéji dojde k pfeneseni na N7 u guaninu. Dle stavby mohou byt latky
monofunk¢éni — maji jednu funkéni skupinu a zptsobuji substituci, kterd vede napiiklad
k chybnému parovani, nebo bifunkéni — maji vice funk¢nich skupin a mohou vytvofit
kovalentni vazbu mezi dvéma a vice guaniny. Tato vazba pak miize branit spravné replikaci,
transkripci i translaci. To zplisobuje zvySenou aktivitu reparacnich systémii buiiky.”!® Pravé
do skupiny cytostatik s alkylacnimi U¢inky nej€astéji patii chemoterapeutika na bazi kovi,
o kterych bude feC v nasledujicich kapitolach. Krom sloucenin ptfechodnych kovii patti do této

skupiny napiiklad karmustin (BCNU)'! ¢&i cyklofosfamid (CFA)'?

4. Chemoterapeutika na bazi kovu

Chemické latky obsahujici atomy kovii byly pouzivany k 1écbé Sirokého spektra nemoci
Jiz od obdobi kolem 16. stoleti pied nasim letopoctem, kdy se v Ebersové papyru zmifuje
pouziti Zeleza k 16¢b& anémie a médi k 16¢bé zanétd.!* Dalsim vyznamnym zdrojem je lékopis
De Materia Medica (O LéCivech), z 1. stoleti naseho letopoCtu, jehoz autorem
je Pedanius Dioscorides. V minulosti se jednalo pfevazné o toxicke soli, jejichz 1é¢ebné ti€inky
byly moderni medicinou vyvraceny, nebo pfinejmensim zpochybnény. Jednim z nejznamé;jsich

piipadu je zajisté oxid arsenity, znamy t€Z jako utrejch. Zatimco v kriminalnich kruzich travic¢t
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napfi¢ kontinenty byl bézné pouzivan k odstranovani nepohodinych osob, ve zbytku

spole¢nosti platil za viestranné tonikum a pouzival se k 1é¢bé syfilitidy.'*

Pfesto, ze samotny arsen je velmi toxicky a jeho slouceniny vykazuji ¢asto znamky teratogenity,
mutagenity a celkové toxicity, byl to pravé Salvarsan, latka na bazi arsenu, ktery byl v roce
1907 syntetizovan ve Frankfurtu nad Mohanem, jako prvni ucinny 1¢k na 1écbu syfilitidy.

Do praxe byl uveden v roce 1910.'%13

Co se tyce uziti sloucenin kovi pii 1é¢bé naddorovych onemocnéni, saha historie vyzkumu
az do roku 1845, kdy italsky chemik Michele Peyrone syntetizoval latku, ktera byla nazyvana
Peyronova stl. Teprve v roce 1965 piiSel americky chemik Barnett Rosenberg na to, Ze tato
latka vyznamné zpomaluje bunécné déleni a byla pojmenovana podle své struktury jako
cisplatina. V roce 1969 vysel v ¢asopise Nature ¢lanek ,,Platinum Compounds: a New Class
of Potent Antitumor Agents* (Slouceniny platiny: Nova skupina G¢innych protinadorovych
¢inidel) ve kterém byla zvefejnéna data, prokazujici protinddorové ucinky -cisplatiny

a podobnych sloucenin, které mély platinu jako centralni atom'®.

Tento objev vedl k rozvoji vyzkumu v oblasti kovovych sloucenin. Co se sloucenin platiny tyce,
v USA jsou schvéleny U¥adem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) latky cisplatina (CDDP),
oxalplatina (OXP) a karboplatina (CBDCA), jako 1éCiva, kterd smi byt pouZzita pro 1écbu
zhoubnych novotvart.

Ve svété jsou dale pouZivany i jiné slouceniny. Naptiklad v Jizni Koreji je schvélena jako 1é¢ivo

jesté Heptaplatina, v Ciné lobaplatina a v Japonsku nedaplatina'”'%.

Vzhledem k vysoké toxicite latek na bazi platiny vii¢i zdravym buitkam se v poslednich letech
pfesunul vyzkum kovovych latek pro 1écbu nadorovych onemocnéni smérem ke kovim,
u kterych se predpoklada vyssi ucinnost, nebo niz8i mira toxicity. Jako nejslibnéjsi se jevi

slouc¢eniny médi, zlata, zinku, ruthenia, osmia, zeleza a dalSich ptfechodnych kovti.
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Obrazek 1 Prehled schvalenych cytostatik na bazi platiny pouzivanych v riznych
castech sveta. (Jin et al., 2021)

4.1 Biochemie sloucenin platiny

Slouceniny platiny zpravidla obsahuji dva druhy ligandd. Jeden jsou ligandy nesouci
aminoskupiny naptiklad 1,2 — diamincyklohexan v ptipad¢ oxalplatiny. Druhou skupinou jsou
snadno odstupujici ligandy naptiklad chlor, nebo karboxylaty. Jakmile se dostane latka
do buiiky, dojde ke klicovému kroku tzv. aquataci, kdy dojde k vyméné koordinacné
navazanych molekul, které snadno odstupuji, za molekuly vody. V ptipadé chloru u cisplatiny
je tato vymeéna podpotena nizkou koncentraci chloridovych iontd uvnitf buniky oproti vnéjSimu
prostiedi. Tyto nové vzniklé slouc¢eniny maji vysokou afinitu vii¢i nukleofilnim tisekiim DNA,
dochazi zpravidla ke vzniku vazby mezi platinou a jednim ¢i dvéma guaniny, coz
ma za nasledek poSkozeni DNA. Vazba mulZe probihat jak mezi bdzemi v ramci jednoho

fetézce, tak mezi bazemi na obou fetézcich dvousroubovice DNA. Nejcastéjsi jsou pak vazby

mezi fetézci.
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Tyto vazby maji za nasledek lokalni denaturaci DNA, ktera mtze vést k pieruseni fetézce, které
je zavinéno opravnymi mechanismy bun¢k. Piesto, ze je velka Cast takto narusenych useki
zajisténa pomoci base excision repair (BER), ziistavaji n¢které poskozené useky neopravené.
Takto poskozené useky pak zplisobi béhem pifechodu do S faze bunécného déleni problém

ve START kontrolnim bod¢ a je zahdjena bunécna apoptdza.

V piipadé¢ cisplatiny je dulezité pfi podani zabranit hydrolyze pted podanim, proto je cisplatina
podavana ve fyziologickém roztoku, jelikoz pti nizké koncentraci Cl~ by doslo k pfeméné
na hydratovanou formu pted vstupem do buriky, takto pozménéna latka by pak nebyla schopna
projit po koncentraénim spadu do nadorové bunky, kde je koncentrace chloridovych iontti nizsi
nez v krevnim ob&hu. Ddle je dllezité branit latku pred podanim pied svétlem, jelikoz v piilis
vodném prostfedi, nebo za piistupu svétla miize dojit k pfeméné na nelGinny a zaroven

mutagenni trans izomer.’

Velkym problémem téchto sloucenin je vysokd orgdnova toxicita, hlavné pak nefrotoxicita
u cisplatiny, hematotoxicita u karboplatiny a neurotoxicita u oxalplatiny’. Ta je zptisobena
poskozenim mitochondrialni DNA. Stejné jako v piipadé nadorovych bunék dochazi ke vzniku

Pt-DNA aduktii. Pfitomnost chybnych tsekit DNA pak spousti bunéénou apoptdzu.'’

H_‘N\PI/CI
P4
H;N \CI
() [CI'] = 104 mM (blood) plasma membrane
f" [CI'] = 4—10 mM (cytoplasm) \
v
(11) cisplatin himlx at N7 NH,
A4
\I'"H
HBN\ /OI—I 2 ﬁ (111) (iv)
/Pl ( N---H—N (, —)-
HN” oH,
""H’ \u
C-G DNA base pair 1,2-d(GpG) intrastrand adduct

(major product)

Obrazek 2 Mechanismus pusobeni cisplatiny v burice (Johnstone et al. 2015)
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4.2 Biochemie slou¢enin médi

Vzhledem k toxicité sloucenin platiny se postupné vyzkum posunul smérem ke slouc¢eninam
kovii méné toxickych. Méd’ je latka té€lu vlastni, jez ve vyskytuje ve velkém mnozstvi
vyznamnych latek, které se nachdzeji v zivych organismech. V ptipadé lidského organismu
je asi nejvyznamnéjSi, jako soucast ceruloplasminu, proteinu krevni plazmy, ktery
je zodpovédny za oxidaci Fe?* na Fe3*t, ¢imz zabranuje Fentonové reakci, pfi které vznikaji

pro télo vysoce nebezpecné hydroxylové radikdly a jiné vysoce reaktivni formy kysliku

(ROS).

V okoli nadorovych novotvari dochazi ke zvySené angiogenezi, tj. zvySené tvorbé krevnich
kapiléar, které jsou zodpoveédné za vyZzivovani tkani. Tento proces je vyuZzivan pii vyvoji plodu
v téle matky, nebo naptiklad pti poSkozeni a nasledném hojeni tkdn€. Za regulaci tohoto procesu
je zodpovédnad celd fada rtznych skupin proteini. Mezi nejvyznamnéjsi proteiny, které
za angiogenezi zodpovidaji vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF)

a fibroblastové rustové faktory (FGF).

Role obou skupin spociva ve stimulaci endotelovych bunék, které dale proliferuji a pomahaji

tvofit nové krevni kapilary.

V piipadé¢ VEGF je aktivita zvySend pii hypoxii a za jeho regulaci zodpovidda Hypoxii
indukovany faktor (HIF). Né¢které komplexy médi maji schopnost vazat se na receptory
specifické pro VEGF jako jsou VEGFR-1 a VEGFR-2, nebo zptisobit poruchy funkce HIF

a jeho signaliza¢nich drah, coZ ma za nasledek pravé snizenou produkci VEGF.?*?!

Schopnost regulace FGF médi neni pfimo plné¢ popsan, ale n€které studie piedpokladaji,
ze m&d je schopnd se vazat piimo na receptory FGFR, se kterymi tvofi FGF komplexy
¢1 cystein, se kterymi dokdze mé&d’ vytvofit koordinacni vazby. Ty zplisobuji konformaéni

zmény umoziujici pfimé interakce mezi FGF a FGFR.*

Meéd je téz esencidlni pro tyto signalizani dréhy, existuji proto dv€ cesty, jak s jejich
fungovanim interferovat. Krom jizZ zminéného zasahu do signalizacnich drah pomoci vhodného

komplexu, se jevi jako u¢inna metoda vychytavani prebytecné médi.

Studie ukazuji, ze v nddorovych buiikdch dochazi ke kumulaci médi, coz byva spojovéano

se zvySenym ristem a metastazi. Proto se jevi jako rozumna strategie misto pfimého zasahu
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do signaliza¢nich drah sniZeni koncentrace médi v nadorovych buiikdch pomoci vhodnych

chelata¢nich ¢inidel jako je naptiklad tetrathiomolybdenan amonny (NH,),MoS,.>>*

Dalsi vlastnosti médi je schopnost indukovat vznik ROS v bunkach. Vyse bylo napsano, zZe jako
soucast ceruloplasminu se podili oxidaci Zeleza a tim oxidativnimu stresu zabraiiuje. Sama
ma4 v$ak v buikdch schopnost prechdzet mezi oxidativnimi stavy Cul* a Cu?*&imz mtize ROS
naopak zpusobit. Diky reakci s bunécnymi antioxidantim jako glutathion, ¢i askorbat muze
dojit k redukci méd’natého iontu na médny. Ten nésledné miize reagovat s kyslikatymi

slouc¢eninami jako jsou peroxid vodiku, ¢i molekula kysliku za vzniku toxickych kyslikatych

radikalt:?>2°

Cu*t + e~ - Cu't
Cut*+ 0, > Cu** + 0, —
Cul* + H,0, » Cu®* + OH™ + OH -

)

Mezi slouceniny, které vykazuji slibnou protinddorovou aktivitu s vySe popsanymi u¢inky
tj. schopnosti vyvolat zvySeny oxidativni stres €1 zamezit angiogenezi patii hlavné komplexy
s fenantrolinem?®.  Slouceniny s thiosemikarabazony, zvlasté¢ pak Cu?* — ATSM
a Cu?* — GTSM vykazuji slibné vysledky u hypoxickych tumorovych bun&k hlavné diky

schopnosti zvyseni ROS%.

4.3 Biochemie slouc¢enin ruthenia

Jiz od objeveni ucink cisplatiny se zaméfovalo mnoho studii na bioaktivitu komplext ruthenia.
Jeho velkou vyhodou je krom niZsi toxicity oproti plating 1 Sirokd Skala moznych oxidacnich
stavii. Muze se vyskytovat v oxidacnich stavech +II, +III a +IV. To vSe za biologickych
podminek s tim, Ze pfechod mezi t€émito oxida¢nimi stupni je pomémé snadno dostupny, coz
umoziuje zménu oxida¢niho stavu v zivych buitkach. Nekteré studie téz ukazuji, Ze Ruthenium
se preferencné¢ akumuluje v novotvarech zplsobenych abnormalnim ristem tkané, coz

je typické pravé pro zhoubné novotvary nadorového typu. Tento jev muize byt zpiisobeny
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schopnosti Ruthenia vazat se na transferin, se kterym vytvoii komplex Ruthenium-transferin,

ktery je néasledné dopraven do mista nadmérného bujeni, kde je kov uvolnén.

Obecné se da fict, ze komplexy Ruthenia disponuji tfemi vlastnostmi, které z nich délaji idealni
kandidaty pro 1écbu nadorovych onemocnéni. Jedna se o stabilitu komplext, Sirokou Skalu
moznych oxida¢nich stavi a schopnost napodobovat chovani zeleza a jeho vazbu na specifické

bunééné receptory a molekuly.?’

., Napodobovani chovani Zeleza spociva ve schopnosti vazby na sérové proteiny albumin
a transferin. Tyto proteiny krevni plazmy jsou esencidalni pro transport Zeleza. Vzhledem
k narocnosti nadorovych bunék na Zelezo a ziviny obecné, dochdzi na povrchu ndadorovych
bunék k navyseni poctu transferinovych receptorii oproti zdravym bunkam. Studie in vivo
ukazuji zZe koncentrace ruthenia v nadorovych bunkach miize byt oproti zdravym 2krat az 1 2krat

vy$si. (Sava G, Bergamo A (2000) Ruthenium-based compounds and tumour growth)“

Kinetika vymény ligandl se v pfipadé komplexii ruthenia pohybuje pro malé ligandy jako
naptiklad voda, pohybuje v fadu hodin. Tento ¢asovy interval odpovida casovému intervalu
bunééného déleni mnoha druht bunck a zaroven je podobny pro komplexy Ru(Il) i Pt(II).
Nekteré studie navic ukazuji 1 na preferenci vazby komplext Ru(Il) na S-donorové ligandy,
jako jsou napiiklad aminokyselina methionin ¢i antioxidant glutathion, ktery hraje esencialni

roli pfi obrané bungk pied oxidaénim stresem.?®*’

Tato schopnost je obzvlaste zajimava v kontextu pestré Skaly oxida¢nich stavi, které ruthenium
nabizi. Kromé fungovani glutathionu dokaZe ruthenium interferovat 1 senzymem
superoxid dismutazou (SOD), ktery je zodpovédny za pifeménu superoxidového radikalu
na peroxid vodiku. Samotné ruthenium je pak schopné indukovat oxidacni stres prechodem
mezi oxidacnimi stavy a tim napomoci vzniku ROS. Pfi inhibici hlavnich antioxidativnich latek

v bunice tak dochézi k poSkozeni jak na irovni DNA, tak na urovni celé buniky.

Ru3* + e~ —» Ru?*
Ru**+ 0, » Ru** + 0, —
Ru?* + H,0, > Ru**+ OH™ + OH -

2)
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Mezi vyznamné zastupce sloucenin ruthenia s protinadorovymi u€inky patii NAMI-A, KP1019

a TLD-1433 jez jsou blize popsany v nasledujicich podkapitolach.

4.3.1 KP1019

Asi nejslibnéjsi zastupce alternativ za bézné pouzivana platinova cytostatika. Mechanismus
spoCiva ve vazb¢€ na sérovy albumin (HSA) a nasledné dopravé skrz transferinové receptory
do buiiky. Dilezitym krokem je uvolnéni latky z proteinu. Casteéné jsou za to zodpovédné
atomy Fe*", které se kompetitivné vaZou na protein. Studie in vitro ukazuji, Ze vlivem sniZeni
pH napftiklad ptidanim kyseliny citronové mtze dojit k téméf uplnému uvolnéni z proteinu.
Podobny vliv ukazuje i pfitomnost ATP. Ob¢ tyto latky se mohou fyziologicky nachézet
v buiikach. V hypoxickém prostiedi nadorovych bunck by pak mélo dochézet ke dvéma
procestim. Prvnim je substituce chloru z Ru-Cl vazby a vazba komplexu zpisobujici vazbu
na bunééné proteiny a jiné biomolekuly. Dal§im procesem je redukce Ru(Ill) na Ru(II). Tento
jev, kdy je kov redukovan v hypoxickém prostfedi typickém pro nadorové builkky pomaha
k cilenému u¢inku®. Co se ty&e tvorby vazeb mezi molekulami DNA jako v ptipadé cisplatiny,
neni vliv tak vyznamny, a pfesto Ze ke vzniku DNA aduktii dochézi, je poSkozeni DNA
studii na 8 pacientech nebyly prokazany vyznamné vedlejsi ucinky. Ze vSech osmi pacientli
u dvou nebyly vysledky prokazatelné a u péti ze Sesti zbyvajicich doslo k pozitivnimu ovlivnéni

stabilizace onemocnéni po dobu az 10 tydnii.>!
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Obrazek 3 Strukturni vzorec komplexu KP1019

4.3.2 NAMI-A

NAMI-A se vyznaCuje tim, ze nemiii pfimo na generaci oxidativnich forem kysliku.

V porovnani s cisplatinou je NAMI-A prakticky netoxicky vi¢i nadorovym buiikam.*

Jeho hlavnim efektem je inhibice metastazy nadord. To znamend, Ze naddor se nemuze §ifit

do jinych tkani a organti v téle. Obzvlasté G¢inny je proti nadortim plic.*> Mechanismus uéinku

tohoto komplexu neni zcela zndm, piesto se mluvi o dvou hlavnich zptsobech:

a) Inhibice bunétné migrace a adheze nadorovych bunék

b) NarusSeni angiogeneze nddorovych bunck

Obrazek 4 Strukturni vzorec komplexu NAMI-A

CH3
Ox s, _SH

CI ! .cl
/Ru\
CclI” t “al

)
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4.3.3 TLD-1433

TLD-1433 je koordina¢ni komplex ruthenia jehoz hlavni vyhodou je moznost vyuziti
pii fotodynamickeé terapii (PDT). Tento zpiisob 1€¢by nadorovych onemocnéni spo¢iva v pouziti
zéfeni o urcité vinové délce. To umozni aktivaci naakumulované latky a jeji nasledné ptisobeni

v cilové oblasti v naSem ptipadé v oblasti, kde dochdzi ke zvySenému nadorovému bujeni.

Komplex TLD-1433 ma schopnost vazat se mimo jiné na sérovy transferin. Navazan
na transferin se pak skrz transferinové receptory dostane do nadorovych bunék. Po doruceni
na misto urceni dojde k ozéfeni cilového mista. To vede k excitaci atomu ruthenia do vys$siho
elektronového singletového stavu. V tom dojde k takzvanému mezisystémovému piechodu
(ICS). To je izoenergeticky pfechod mezi dvéma elektronovymi stavy o odliSné spinové
multiplicité bez emitovani zafeni.’> V ptipadé ruthenia jde o pfechod mezi singletovym
a tripletovym stavem. Excitované TLD-1433 v tripletovém stavu nasledné¢ reaguje
s molekulami kysliku v nadorové bunce, kterym piedd svoji prebyteCnou energii a vrati
se do zdkladniho stavu za vzniku singletového kysliku. Ten je jednou ze zdkladnich reaktivnich

forem kysliku, které nadéle pomahaji zvySovat oxidaéni stres v buiice.>*

TLD-1433 (S,) % TLD-1433(S) —= TLD-1433(T,)
TLD-1433 (T,) + O, —= TLD-1433 (S, + 0,

3)
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2+

Obrazek 5 Strukturni vzorec komplexu TLD-1433

4.4 Biochemie slouc¢enin osmia

Na rozdil od ostatnich prvku 8. skupiny, kterymi jsou Zelezo a ruthenium je studium slou¢enin
osmia vramci vyzkumu lécby nddorovych onemocnéni pomérné€ neobvyklé a mnoZstvi
dostupnych studii malé. Presto existuji studie poukazujicich na cytotoxicky tc¢inek sloucenin
osmia proti nddorovym buiikdm in vitro.>> Vzhledem k pomalejsi kinetice vymény ligandii
oproti Rutheniu se pfedpokladda, Ze by mohly byt slouceniny osmia vhodnéjsi pro pouziti
za fyziologickych podminek. Jednou z pfi¢in vyssi stability slouCenin je fakt, ze 5d orbital
u osmia ma vysSi energii nez 4d orbital ruthenia. Proto je m-vazba daného komplexu silngjsi
a komplex stabilné;jsi. Osmiové analogy sloucenin Ruthenia vykazuji vyssi potenci, kterd mize
byt zplisobena pravé tim, e komplexy Ruthenia rychleji podléhaji hydrolyze.’® Tento jev
je vSak dvousecnou zbrani. Na jednu stranu poméha naptiklad udrzeni reaktivnich liganda jako

jsou halogeny, nebo v ptfipadé komplexu Os-dca kyseliny dichloroctové, na druhou stranu miize
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snizovat protinadorovou aktivitu, jelikoz mohou byt komplexy UpIn¢ odolné vi¢i hydrolyze
a nemuze pak dochazet k aktivaci aquataci. Pfikladem tohoto jevu jsou analogy NAMI-A, kde

byly atomy chloru substituovany za DMSO.

Tento jev lze vyuzit pfi studiu bio distribuce Rutheniovych komplexti a nasledném studiu jejich

plsobent, jelikoz mnoho komplexi Ruthenia podléha hydrolyze.?’

Krom jiného je ale mozné pouzit tuto stabilitu k dopravé ligandt, které neni mozné dopravovat
prave kvuli riziku hydrolyzy. Pfikladem mohou byt komplexy M-NO. Oxid dusnaty je zajimavy
svym fyziologickym t¢inkem. V niz8ich koncentracich ptisobi uvoliiovani hladkého svalstva
tzv. vazodilataci, naopak ve vysSich koncentracich je v téle cytotoxicky, ptisobi poSkozeni DNA
a podporuje apoptdzu. V piipad€ nddorovych bun€k tomu neni jinak. Nizké koncentrace NO
pusobi pozitivné na angiogenezi v oblasti nadorového bujeni, naopak koncentrace vyssi
inhibuji proliferaci a podporuji apoptézu. V buinikach dochézi k nitrosylaci metalloproteint,
DNA a ostatnich molekul. Zatimco v niz§ich koncentracich je tento proces vratny, pii vyssich
je tato schopnost omezena. Vysledkem téchto zmén je nevratné poSkozeni a zanik bun¢k. Cilené
uvolnéni NO by proto mohlo byt také jednou z moznych strategii boje proti nadorovym
onemocnénim.*® Pravé u komplexti Ru-NO se viak ukazuje niz§i odolnost vii¢i hydrolyze oproti

jejich analogfim, které maji Osmium jako centralni atom.*’

Stejné jako u ostatnich ptechodnych kovi, i u osmia se predpoklada schopnost vazby na DNA,
ktera zptisobuje konformacni zmény a ovliviiuje bunéény cyklus. Dale se i u Osmia objevuje

pestra Skala oxidac¢nich stavii a schopnost vyvolavat oxidativni stres.

4.5 Uvod k praktické ¢asti

Jak bylo jiz diive zminéno, slouceniny platiny jsou velmi U¢innym ndstrojem pii 1écbé
nadorovych onemocnéni. Jelikoz je ale jejich uziti spojeno s velkou mirou toxicity, bylo potieba

v pribéhu let pfijit s alternativnimi slou¢eninami, aby doslo k limitaci nezadoucich ucinka.

Mezi nejintenzivnéji zkoumané slouceniny patii slou¢eniny Ruthenia a Osmia. Tyto slou€eniny
pusobi jinym zplisobem neZ slouceniny platiny, ptesto vykazuji slibné cytotoxické ucinky viici
nadorovym bunkam. Z velkého mnoZstvi pfipravenych komplexii se ukdzaly jako slibné
tzv. Half-sandwich complexes neboli sendvicové komplexy. Tyto komplexy na sobé nesou

aromaticky ligand navézany pomoci n — vazby mezi centralnim atomem a ligandem.
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Diivodem volby kyseliny dichloroctové jako aktivniho ligandu v ptipravé komplext M-dca
je jeji predpokladany vliv na potlaceni Warburgova efektu, ktery je pro bunky nadorovych
onemocnéni typicky. Predpokladany ucinek kyseliny dichloroctové spociva v inhibici enzymu
pyruvat dehydrogenaza kinazy (PDK). Tento enzym hraje esencialni roli pii inhibici
enzymového komplexu pyruvat dehydrogenazy (PDC). Samotnd pyruvat dehydrogenaza
je esencialni pro pfeménu pyruvatu z glykolyzy na Acetylkoenzym A. Ten se nasledné
v mitochondriich zpracovava v ramci dychaciho fetézce na ATP. Pii disfunkci pyruvat
dehydrogenazy tak nedochazi k pfeméné pyruvatu na Acetylkoenzym A, ale je metabolizovan
anaerobn¢ na laktat. Warburgliv efekt je typicky ukaz u bun¢k zhoubnych novotvart. Jedna
se o ukaz, kdy builka misto klasické metabolické pfemény pyruvatu na Acetylkoenzym A
a naslednému metabolismu v dychacim fetézci voli drahu, kdy je pyruvat pfeménén méné
efektivni cestou na laktat.***° Dochazi tak k tomu, Ze pacienti upadaji do laktatové acidozy,
kterd je sama o sob€ Zivot ohrozujici. Tento stav je vSak doplnén jesté o nddorovou kachexii,

tj. celkové vycerpani organismu v disledku onemocnéni.

Moznych divodil, pro¢ u nadorovych bunék existuje Warbugliv efekt je mnoho. Jako hlavni
se uvadi naptiklad adaptace na nedostatek kysliku v nddorovych bunikach. Dal§im vyznamnym
diivodem muze byt fakt, Ze mitochondrie jsou zdrojem velkého mnozstvi protizanétlivych
signalizacnich molekul, které mohou spoustét apoptdzu, jako jsou naptiklad cytochrom c,
¢i proteiny zrodiny Bcl-2. Omezenim funkce mitochondrii tak nadorové builkky mohou

limitovat riziko sebedestrukce v diisledku spusténi apoptickych procesti.

V ptipadé¢ dichloroctanu sodného byl prokazan vliv na 1é€bu laktatoveé acidozy. Nasledné 1 dalsi
studie prokézali, Ze dichloroctova kyselina je zodpovédna za inhibici PDK. Tato inhibice vede
k indukci psobeni PDC a sniZeni hladiny laktatu v bunikach. V pfipadé nadorovych bunék
se jedna o jakési ,nastartovani® mitochondrii, kdy dojde k tomu, Ze mitochondrie za¢nou
piijimat vys$i mnozstvi pyruvatu. Postupné dochazi ke zvySené¢ oxidaci glukézy, zvySeni
oxidativniho stresu a zpomaleni proliferace nadorovych bunck. ZvySend oxidace vede
ke zvySenému oxidativnimu stresu, ten ma za nasledek poskozeni mitochondrii, které spousti

apoptické drahy nadorovych bunék.*!

Z tohoto dlivodu je kyselina dichloroctova ideédlni ligand pro komplex s potencialnim
protinadorovym uc¢inkem. Tyto komplexy tak maji dvoji mechanismus G¢inku: Mechanismus
samotného kovu v centru komplexu a mechanismus ligandu, ktery sdm o sobé€ vykazuje slibné

protinadorové ucinky
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5. Prakticka ¢ast

5.1 Metody a Chemikalie

Ke zméfeni absorbance vychozi latky a produktu a zjisténi optimalni vinové délky pro méieni
pomoci HPLC, byl pouzit UV/VIS Spektrofotometr Unicam Helios . Béhem méfeni pomoci
HPLC byly pouzity dva pfistroje, Piistroj Waters Alliance €2695 s pfipojenymi moduly pro
méfeni absorpéniho spektra, a hmotnostnim spektrometrem. V tomto pfistroji byla pouzita
kolona ZORBAX Extend-C18 Column, 2.1 x 150 mm, 5 pm p/n 773700-902. Druhy pouzity
pfistroj byl Shimadzu CTO-20A/AC Prominence HPLC Column Oven, s pfipojenymi
moduly LC-20AB Prominence Liquid Chromatograph

a SPD-20A Prominence UV/VIS Detector. V tomto pfistroji byla pifi méteni pouzita kolona
XBridge BEH C18 Column, 1304, 3.5 pm, 3 mm x 150 mm, 1/pk p/n 186003028. K vazZeni

byla pouzita vdha Sartorius supermicro S4 Micro Balance.

K ptipravé komplexi M-dca byly pouzity prekurzory M-Cl ([M(n 6 -pcym)(bphen)(dca)]PFs,
M = Ru, Os) piipravené na Univerzit€¢ Palackého v Olomouci. Rozpoustédla pro reakci
a analyzu kterymi byl methanol a chloroform pochazela od firmy Lachner s.r.o., dusi¢nan

stfibrny pochazel ze skladu Izotopové laboratote UEB, stejné tak i kyselina dichloroctova.

5.2 Priprava komplexi Os-Cl a Ru-Cl

0,5 g 0sCl; - nH,0 bylo rozpusténo spolecné s 1 ml a-terpinenu v 5 ml methanolu. Vznikly
roztok byl ponechan k reakci v mikrovinném reaktoru pfti teploté¢ 80 °C po dobu 8 minut.

Vznikly dimer byl nasledné n€kolikrat promyt diethyletherem.

Vychozimi latkami reakce byly dimery
[M(n® — pcym)Cl], (0,10 mmol; M = Ru, Os ; 1 ekv.), které byly reagovany s nadbytkem
(0,15 mmol; 1.5 ekv.) batofenantrolinu (bphen) v 5 ml methanolu v mikrovinném reaktoru pfi

teplote 100 °C po dobu 1 minuty. Vzniklé roztoky byly ponechany k vychladnuti. Ke vzniklému
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roztoku byl ptfidan nadbytek NH,PF¢ (3,0 mmol; 30 ekv.) a roztok byl ponechan k odparovani
za stalého michani na topné michacce, dokud nedoslo k vysrazeni komplexi. Vzniklé komplexy

[0s(m® — pcym) (bphen)CI|PF, a [Ru(n® — pcym)(bphen)CI|PF, byly kvantitativng
pieneseny do Eppendorfovych 1,5 ml zkumavek a centrifugovany. Po centrifugaci byl obsah
dekantovan tak, aby vzniklé komplexy zlstaly ve zkumavce. Nasledn¢ byly komplexy promyty
methanolem, diethyletherem (1x 0,5 ml methanolu, 3x 0,5 ml diethyletheru) a vysuseny.
Na vzniklych komplexech byla provedena analyza pomoci HPLC-MS, aby bylo potvrzeno,
ze predpokladané komplexy byly piipraveny.

EM (Ru-Cl): 602, MS-ESI+ (Ru-Cl): 600.3, 601.3, 602.2, 603.1, 605.1, 606.1, 608,0.
EM (Os-Cl): 693, MS-ESI+ (Os-Cl): 688.6, 689.6, 690.6, 691.4, 693.2, 694.1, 696.1, 697.13.

5.3 Navrh experimentu

Reakce ptipravy komplexi Ru-dca a Os-dca je jednokrokovou reakci, kdy dochdzi k substituci
jednoho chloridového ligandu za dichloroctovou kyselinu. Tato substituovana kyselina
je znagena pomoci radioaktivniho uhliku '* C. JelikoZ se jedn4 o radioaktivni latku, je optimalni
minimalizovat kontakt s chemikaliemi a zdroven zajistit, aby doSlo k maximalni konverzi
M-CI komplexi na M-dca. Jelikoz ale neni konverze Uplnd, je tfeba posunout rovnovahu
smérem k produktu. Toho bude dosazeno pfidanim nadbytku vychozich komplexit M-CI,

aby doslo k tplné spotiebé kyseliny dichloroctové.

M —Cl+ Ag(dca) » M —dca + AgCl

“4)

K separaci a analyze bude pouzito nékolik instrumentalnich metod, zvlast€¢ pak TLC

tenkovrstva chromatografie, UV-VIS spektrofotometrie a HPLC pritokovéa chromatografie.
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5.4 Priibéh experimentu

Na katedfe anorganické chemie Univerzity Palackého v Olomouci byly pfipraveny vychozi
latky Os-Cl a Ru-Cl, které byly dovezeny do Prahy. Zaroven byly dodatecné zaslany i vysledné

produkty Os-dca a Ru-dca, aby bylo mozno provést analytickd méteni.

Nejdiive byly vSechny vzorky zméfeny na UV-VIS spektrometru, aby byla uicena absorp¢ni
maxima pro nasledné analytické méteni na HPLC. Jako optimdlni byla pro detekci stanovena

vlnova délka 292 nm.

Vzhledem k malému mnozstvi komplexu Os-Cl byla v§echna experimentalni métfeni provadéna
na komplexu Ru-Cl. Vzhledem k podobnym vlastnostem latek se predpoklada, ze pti pouziti

stejného postupu bude dosazeno podobnych vysledkd.

Pro prvni reakci bylo do 100 ml slzovité banky ptidano Ag(dca)

(5.6 mg; 0.023 mmol, M =236.81; 1 mol ekv.), Ru-Cl (19.0 mg; 0.030 mmol; M = 747.04;
1.25 mol. ekv.) a takové mnozstvi methanolu, aby doslo k uplnému rozpusténi vychozich latek.
Tato smés byla ponechéna k michani ptes noc pod hlinénou folii, jelikoz stfibrné soli jsou citlivé
na svétlo. Druhy den bylo michani zastaveno a smés byla ponechana, aby doSlo k usazeni
vzniklych sraZenin na dné banky. Poté byl pomoci TLC pozorovan pribéh reakce a bylo
prokazéano, Ze v reakéni smési je pfitomna krom vychozi latky 1 jind latka. JelikoZ nedoslo
na TLC desticce ke vzniku tmavé skvrny zpusobené redukci stiibrnych iontd na stiibro,
da se predpokladat, ze veSkera Ag(dca) byla spotiebovan a a zbylé stiibro se vysrdzelo
ve formé AgCl na dné banky, ¢emuZ odpovidal i1 Sedivy povlak vzniknuvsi na dné reakcni

banky.
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5.4.1 Analyza pomoci TLC

Vzhledem k problémtim s HPLC pfistrojem bylo potifeba piistoupit k analogovym metodam,
jako optimalni moznost byla zvolena tenkovrstva chromatografie TLC. Vzhledem k povaze
pripravovanych latek bylo potfeba zvolit fazi kterd odpovidd vlastnostem piipravovanych

komplexi, jelikozZ se jedna o kationty hexafluorofosfore¢nych soli.

Postupné byl upravovan pomér mezi methanolem (MeOH) a chloroformem (CHCl3) aby bylo
dosazeno idedlni pohyblivosti na TLC (Obr. 6). Postupné byly testovany roztoky MeOH/CHCl3
v poméru 50/50, 10/90, 7,5/92,5 a 5/95. Jako idedlni mobilni faze byl stanoven roztok
MeOH/CHCIl; v poméru 5/95. Do vyvijeci komory bylo pfidano 0,25 ml MeOH, ktery byl
doplnén do 5 ml pomoci CHCls.

Nasledné byla pfipravena reakéni smés ponechdna k vyvijeni na TLC spole¢né s vychozim
komplexem a pfedem pfipravenym produktem pro kontrolu. Piestoze se podafilo dosahnout
separace jednotlivych slozek reakéni smési, nebyly touto metodou dokazany zadné dulezité
informace. Tato cesta se proto ukdzala jako slepa. Zvlasté pak proto, ze predpokladany produkt

zustal na startu a jeho pohyblivost na TLC byla zanedbatelna.

Obrazek 6 Vysledky TLC dle riiznych mobilnich fazi na silikagelovych destickach. Byla
testovana pohyblivost vychozi latky (Cl), Produktu (DCA ¢i D) a reakcni smési (RS ¢i R).
Testovan byl pomér methanolu a chloroformu 10/90 (A), 5/95 (B), 7,5/92,5 (C). Nasledne byla
otestovina reakcni smés v systému methanol/chloroform 5/95 (D). Cerné tecky na startu jsou

zpiisobeny s nejvetsi pravdépodobnosti tim, Ze dichloroctova kyslélina narusila strukturu
silikagelu.
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5.5 Vysledky

Vzhledem k tomu, Ze byl pouzit nadbytek vychozi latky, tj. komplexu Ru-dca, nebylo mozné
pouzit k separaci krystalizaci pomoci pfidani nadbytku NH,PF jelikoz by doslo k vysrazeni
jak produktu, tak vychozi latky. Proto bylo potteba zvolit separaci reakéni smési pomoci HPLC.
Vzhledem k povaze obou latek a metod¢ piipravy byla zvolena experimentalné mobilni faze
H,0/MeOH v poméru 10/90. Pro porovnani byl krom reakéni smési proméien i produkt

a vychozi latka, aby bylo mozno ztotoznit piipadné piky:

<Chromatogram:

CriLabSolutions\Data'\Project 1\RuCl-MeOH RS53.1cd
mi

Det. A Ch1
B00

500+

400+

200+

200

100

min

Obrazek 7 Vysledek HPLC-UV reakcni smési na pristroji Shimadzu p7i pouziti mobilni faze
H>O/MeOH v poméru 10/90. Je zde videt, Ze nedoslo k prilis dobré separaci jednotlivych latek.
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Vzhledem k tomu, Ze pii pouziti takto zvolené mobilni faze nedoslo k uspokojivé separaci, byl
pfi dal§im méfeni navySen podil vody, takze byla vysledna mobilni faze H,O/MeOH v poméru
30/70. 1 ptes neuspéch dalo vSak toto méteni kvalitativni informaci, Zze se v reakéni smési
nachazi alesponl dvé latky, coz v porovnani s méfenimi vychozi latky, kdy je k vidéni pouze
jeden vyrazny pik, naznacuje ptitomnost jin¢ latky, o niz predpokladam, Ze by se mohlo jednat
o produkt. Méfeni pii pouziti nové mobilni faze s vétSim podilem vody vedlo k mnohem

presvédcCive)si separaci latek:

<Chromatogram:

CrLabSoluticns\Data'\Project1'\RuCl-MeOHZ led
my

Det.ACh1
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500+

[=]
-
b=
b

3
=]
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T
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Obrazek 8 Vysledek HPLC-UV reakcni smési na pristroji Shimadzu pri pouziti mobilni faze
H>O/MeOH v poméru 30/70. Je zde vidét, mnohem lepsi separace jednotlivych latek a tri
vyznamné piky, které nalezi Ru-dca, Ru-Cl a vedlejsiho produktu, ktery neobsahuje ani jeden
ze dvou pro tuto praci vyznamnych ligandii.
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Tabulka 1 Retencni casy jednotlivych slozek reakcni smési RT v minutach, maximalni intenzity
a plochy pikii a z nich vypoctené procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v reakcni smési.

Max RT (min) Plocha rel. Podil v %
Ru-dca (ptepokl.) 726513 3,5 13224000 60,1
Ru-ClI (ptedpokl.) 241856 7,6 7112000 32,3
Komplex bez ligandu (ptedpokl.) 35365 13,7 1484900 6,75
Ostatni - - 170359 0,775
Celkem - - 21991259 100

Naméfend data naznacuje ptitomnost tfi vyznamnych latek v reakéni smési a pomérné dobrou
separaci jednotlivych slozek. Predpokladam proto, ze tyto piky by méli patiit vychozi latce,
tj. nezreagovanému komplexu Ru-Cl, ktery byl pfidan v nadbytku, produktu Ru-dca
a organickému zbytku komplexu, ktery neobsahuje ani chloridovy, ani dichloroctovy ligand.
Vzhledem k velkému zpozdéni ¢asu na kolon¢ predpokladam ze prave treti pik patii tomuto
vedlej$imu produktu, jelikoz oproti zbylym dvéma slou¢enindm je tato latka méné polarni,

a proto by méla kolonou projit jako posledni.

Pro ovéteni, zda se jedna skutecné o vysledny produkt, ptipadné vychozi latku bylo provedeno
jesté jedno méfeni vychozi latky, produktu, reakéni smési a blanku, kterym byl v nasem ptipadé
MeOH pouzity pii piipravé reakéni smési, oproti predchozim méfenim vSak byl pouzit jiny
chromatograf 1 kolona, proto je separace jednotlivych slozek rozdilna oproti ptedchozimu

meéteni a jedna se o kvalitativni informaci o jednotlivych slozkach reakéni smési.
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Obrazek 9. Vysledek HPLC-UYV z pristroje Waters pri pouziti mobilni faze H>O/MeOH v poméru
30/70. Modre je vyznacen zdaznam méreni reakcni smési, zelené zaznam méreni vychozi latky
(Ru-Cl) a sedou barvu ma zaznam méreni produktu (Ru-dca). Z porovnani je zretelna shoda pikii.
Rozdilné intenzity jednotlivych vzorkii jsou zpuisobeny rozdilnou koncentraci latek v jednotlivych
vzorcich. Jind mira separace oproti predchozim je pak zpiisobena pouZitim odlisné kolony. AU

znaci absolute units.
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Z namétenych dat lze ztotoznit piky jednotlivych slozek smési s méfenymi standardy.
Vzhledem k vysledkiim lze fict, Ze byl pfipraven komplex Ru-dca, ktery Ize odd¢lit pomoci
vhodného systému HPLC od vychoziho komplexu Ru-CI

Tabulka 2 Retencni casy jednotlivych pikii reakcni smési a k nim prirazené odpovidajici piky
cistych latek pri separaci na pristroji Waters.

RT (min.)
1. 2. 3.
Reakeni smés 1,01 1,35 1,84
Ru-Cl - 1,32 -
Ru-dca 1,01 - -

5.6 Metodika pro pripravu radioaktivné znacenych komplext

Vzhledem k tomu, Ze pfi praci s radioaktivnim materiadlem plati zvySena bezpecnostni opatieni,
je Zaddouci, aby cela reakce probéhla v jedné rekéni nadobé, jelikoZ jakékoliv manipulace navic
zvySuje riziko Uniku radiace. V ptipad¢ ptipravy téchto komplext je tak potieba, aby veskeré
reakéni kroky probéhly v reakéni nadobé, ve které byla pfipravena sil Ag(dca), ktera

je pro reakci stéZejni a jejiz aniont je radioaktivné znaceny na uhliku '*C.

Problém pii postupu nastal v momenté, kdy piiprava soli byla provadéna ve vodé, diky
rozpustnosti jednotlivych latek pouzitych pii jeji ptfiprave, zatimco samotnd reakce probiha
v methanolu. Pokud by se v reakéni smési nachdzelo pfiliS mnoho vody, hrozilo by riziko
hydrolyzy komplexu. Vzhledem k tomu, Ze je sl pevna latka, pfipadnou filtraci naptiklad
na frit€ by opét hrozilo riziko kontaminace. Jako idealni se proto jevi dvé metody: centrifugace
a lyofilizace. V naSem piipad¢ byla pouzita lyofilizace, jelikoz se jednd o metodu Setrné&jsi

a precizng&j$i.

Do 3 ml reakéni baiiky bylo pfiddno NaOH (0.422 mg; 0.0106 mmol; M = 39.997; 1.00 mol.

ekv.) rozpusténého v minimalnim objemu destilované vody. Nasledné byla za stdlého michani
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piidana kyselina dichloroctova (1.56 mg; 0.0121 mmol; M = 128.94; 1.14 mol ekv.). Za stalé¢ho
michéni byl k reakéni smési ptidan AgNO3 (1.82 mg; 0.0107 mmol; M = 169.87; 1.01 mol.
ekv). Doslo ke vzniku jemnych cCastic srazeniny Ag(dca). Reak¢ni baiikka byla pienesena
a v lyofiliza¢ni aparatufe zbavena vody. Po odstranéni vody byl k smési pfidan komplex Ru-Cl
(9.52 mg; 0.0127 mmol; M = 747.04; 1.19 mol. ekv.). Smés byla rozpusténa ve 2,5 ml MeOH
a ponechédna k michani po dobu 24 hodin zakrytd hlinikovou folii, aby byla chranéna pted
svétlem. Po uplynuti 24 hodin bylo michani vypnuto a smés byla ponechana pies vikend.
Po vikendu byl zaznamenan vznik sraZzeniny na dné reakcni baiiky. Pies filtr byla ¢ast reak¢ni

smesi prenesena do vialky, kde byl doplnén MeOH a bylo provedeno meétfeni pomoci

HPLC-UV.

5.7 Vysledky

Oproti méfeni reakéni smési ve veétsim objemu byla v tomto piipad€ zvolena gradientova eluce
namisto isokratické, aby doSlo k lepsi separaci latek. Vychozi pomér mobilni faze byl
50/50 MeOH/H20. Tento pomér byl postupné ménén az za 95/5 MeOH/H»0. Krom rozdilné
metody eluce bylo t¢Z méfeno spektrum pii dvou vinovych délkach tj 254 nm a 294 nm.
Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o jiné nastaveni, byl nasledn¢ zméten i roztok vychozi latky,

tj. Ru-Cl, aby bylo mozné ztotoZnit piky.

V tomto piipadé doslo ke vzniku pouze dvou vyznamnych pikd a to v rozmezi od 12 do 16
minuty, kdy se podil MeOH v mobilni fazi pohyboval mezi 70 az 90 procenty.
Bylo vyhodnoceno, ze tfeti pik, ktery se nachazel v pfedchozi reakéni smési byl zpiisoben tim,
ze reakeéni smés kvuli technickym problémtm s HPLC stala dlouhou dobu a mohlo tak dojit
k degradaci produktu. V tomto piipad¢, kdy byla méfend smés Cerstvé pfipravena, vSak tento

pik naprosto chybi.
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Obrazek 10 Vysledek HPLC-UV vychozi latky Ru-Cl na pristroji Shimadzu za vyuZiti
gradientové eluce.
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Obrazek 11 Vysledek HPLC-UV reakcni smési na pristroji Shimadzu za vyuZiti
gradientové eluce.
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Tabulka 3 Vysledné hodnoty retencnich casii a pocatecnich casui jednotlivych piki HPLC-UV
pro reakcni smés a jejich porovnani s casy cisteho Ru-Cl. Soucasti jsou téz relativni plochy piki
u reakcni smési.

RT
(min)  IT (min) FT (min)  Plocha rel.
Ru-Cl (vz.) 13.557  13.217  14.117 -

Ru-Cl (RS) 13.526 13310  13.892 11294771
Ru-dca (RS) 14910 14.692  15.292 22208731

6. Diskuse

Z vysledkit méfeni vyplyva, ze vreakéni smési se nachazeji dvé vyznamné latky. Bylo
predpokladéno, Ze se jednd o Ru-Cl a Ru-dca. JelikoZ nebylo zfejmé, ktery pik patii, které latce,
byla prométena Cista vychozi latka Ru-Cl. Vzhledem ke shod¢ reten¢nich ¢astt Ru-Cl a prvniho
piku reak¢ni smési I1ze s velkou pravdépodobnosti fict, Ze se jedna o vychozi latku Ru-Cl, ktera
byla do reakéni smési pridana v nadbytku. Druhy pik tak ndlezi cilovému komplexu Ru-dca
tj. naSemu cilovému produktu, jeZ jsme se snaZili pfipravit. Z vyslednych relativnich ploch
je zfejmé, Ze mnozstvi produktu v reakéni smési je téméet 2x vyssi neZ mnoZstvi vychozi latky.
Vzhledem k tomu, Ze nebyla v reak¢éni smési zjiSténa pfitomnost dichloroctové kyseliny ani
zbytkoveého stiibra, lze ptredpoklddat, ze veskera kyselina zreagovala a stifibrné ionty
se za vzniku sraZeniny AgCl sedimentovaly na dné reakéni nddoby. Vzhledem k malému
mnozstvi pfipraveného komplexu Os-Cl nebylo mozné provést analogickou reakci, jelikoz

mnozstvi komplexu by nestacilo k provedeni reakce.
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Pfestoze nebyla reakce provedena na komplexech obou kovl, jsou vysledky ziskané
s komplexem Ru-dca velmi presvédcivé, Ize proto fict, Ze tato metoda piipravy, ktera probiha
celou dobu v jedné reakéni nadobé je dobte proveditelna a poskytuje dobrou miru konverze.
Béhem reakce bohuzel nebylo mozné s jistotou stanovit vytézek, jelikoz i pfes znalost mnozstvi
vstupnich latek se produkt nachézi stale v rozpoustédle. Oproti ¢lanktim, které tyto komplexy
popisuji tak nebylo mozné tuto metriku stanovit. Tyto ¢lanky se totiz zabyvaji spiSe samotnou
piipravou a vysrazenim vyslednych produktd. Pro tyto ucely je vhodn&jsi méfeni pomoci MS.3
V tomto piipad¢ bylo cilem optimalizovat reakci tak, aby doslo k tiplnému zreagovani kyseliny

dichloroctové. Proto bylo pouziti metody HPLC-UV vhodnéjsi.

.

Obrazek 12 Reakcni smeés komplexu Ruthenia. Na dné reakcni nadoby
je zirejma srazenina AgCI.
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7.Z.aveér

V teoretické Casti byl shrnut obecny pohled na vznik nadorovych onemocnéni z hlediska
bunécného cyklu, role karcinogenti ve vzniku téchto onemocnéni a piehled moznych ptistupt
k 1écb¢ pacientti. Dale byly v této Casti shrnuty poznatky ohledné¢ sloucenin ruthenia, osmia
a potencidlni vyuziti sloucenin médi. Byla shrnuta jejich role, jakoZto potencidlnich nahradnika
za slouceniny platiny, jelikoz vykazuji vyssi specifitu a nizsi toxicitu. Zaroven byl diskutovan
jejich mechanismus u¢inku, mozna vyuziti a vysledky klinickych studii, které se napiiklad
v ptipad¢ latky KP1019 jevi jako slibné. Byl shrnut mechanismus ucinku platinovych
komplexti, jejich schopnost zmény konformace DNA diky své vazbé na dusikaté baze
v molekule DNA. U sloucenin osmia a ruthenia byla naopak diskutovana jejich pestra skala
oxidacnich stavii a s tim souvisejici schopnost tvorby ROS. Byla téZ zminéna zvySena kumulace
ruthenia v naddorovych bunkach jako vyznamna vlastnost, ktera se pti vyvoji potencidlnich 1é€iv

da uplatnit.

V praktické ¢asti jsem optimalizoval ptipravu komplexti Ru-dca a Os-dca tak, aby bylo mozné
tyto komplexy pfipravit s radioaktivné znacenou kyselinou dichloroctovou, diky ¢emuz lze
v budoucnu pozorovat pohyb kyseliny dichloroctové a komplexu v rdmci bunky, coz muize
napomoci piesnéjsimu stanoveni mechanismus Gc¢inku téchto komplext. V tivodu byla shrnuta
role dichloroctové kyseliny pfi inhibici PDK a potlaceni Warburgova jevu. Béhem pfiipravy
komplexu Ru-dca bylo dosaZenou uspokojivé konverze z vychoziho komplexu Ru-Cl a Ag(dca)
a to jak ve veétsim meéftitku, tak v mensim mnozstvi, kde bylo dosaZeno syntézy, kterd zahrnovala
minimalni manipulaci se vzorkem a pouze jednu reak¢éni nddobu jak pro ptipravu stiibrné soli,
tak pro samotnou reakci s komplexem Ru-Cl. Zajimavym prvkem v této syntéze bylo pouZziti
lyofilizace k odstranéni neZddouci vody z reakéni nadoby, aniz by doSlo k naruseni reakce.
Tento krok se wukézal byt velmi wuzitecnym, a to diky vysoké UCinnosti

a Setrnosti.

Prabéh obou reakci byl méfen pomoci HPLC s UV detektorem a na zakladé shody retencnich
¢asti jednotlivych piki v reakénich smésich s ¢istymi vzorky bylo stanoveno, ze se skutecné
pozadované komplexy ruthenia podatilo ptipravit. Bohuzel, jak uz bylo n€kolikrat zminéno,
pro piipravu komplexu Os-dca nebylo k dispozici dostatecné mnozstvi Os-Cl jakoZto

prekurzoru.
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Celkov¢ si tato prace kladla za cil pochopeni vyznamu komplexii ruthenia a osmia jakoZzto
potencialnich alternativ sloucenin platiny v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Provedené syntézy
popsané v této reakci mohou pomoci pii studiu biologické aktivity danych komplext, zvlasté
pak pfi pouziti radioaktivniho znaceni, které napomuze lepSimu pozorovani danych sloucenin

v bunééném prostiedi.
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