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Nazev ptihlasky vynalezu:

Salophenové komplexy Zeleza

s heterocyklickymi N-donorovymi ligandy,
zpisob jejich pFipravy a jejich poutziti jako
lé€iv v protinadorové terapii

Anotace:

Komplexni slougeniny Zeleza v oxidagnich stupnich +11 a
+I1I se salophenem {2,2°-((1E,1"E)-(1,2-
fenylenbis(azanylyliden))bis(methanylyliden)difenolator(
2-) ligand} a doplitkovymi N-donorovymi
heterocyklickymi ligandy a jejich krystalosolvaty,
vyjadfené strukturnimi vzorci I a II, kde X,-X,
pfedstavuje libovolnou kombinaci »
methanylylidenovych skupin a (4-n) azanylylidenovych
skupin, kde n» mize nabyvat hodnot 1 a7 2, R1-R8
piedstavuje atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl,
alkenyl, aryl, substituovany aryl, hydroxy a amino
skupinu. Zpusob pripravy téchto sloutenin,
farmakologicky prostiedek pro pouziti v Iékafstvi a
pouziti farmakologického prostredku jako létiva pro
1é¢bu nadorovych onemocnéni.



_1- oo oo oo e .:"..

PV tof3-43¢

Salophenové komplexy Zeleza s heterocyklickymi N-donorovymi ligandy, zpisob jejich

pfipravy a jejich pouZiti jako légiv v protinadorové terapii

Obilast techniky

PredloZeny vynalez se tyka komplext Zeleza v oxidagnich stupnich +ll nebo +l
obecného  vzorce  [Fe(salophen)(L)], kde salophen  {2,2'-((1E,1'E)-(1,2-
- fenylenbis(azanylyliden))bis(methanylyliden)) difenolat(2-)} vystupuje jako ,nosny*
chelatovy ligand a L jsou dopliikové N-donorové heterocyklické ligandy, zpGsobu
pfipravy uvedenych komplext a jejich pouZiti v Iékarske praxi jakd lé€iv nadorovych
onemocnéni nebo soucasti farmaceutickych kompozic pro prevenci nebo Ié&bu

nadorovych onemocnéni, které tyto komplexy obsahuji jako G¢innou latku.

Dosavadni stav techniky

Nadorova onemocnéni jsou dlouhodobé ve zdravotnickych statistikach World
Health Organization (WHO) na druhém misté v morbidité i mortalits zejména v
rozvinutgjSich krajinach. Proto je silnym spoleCenskym imperativem hledani novych,

vvo,

ucinnéjSich a bezpecnéjsich slouéenin pro pouziti v terapeutické praxi téchto nemoci.

Je obecné piijimanym poznatkem, Ze regulace hladin Zeleza Vv cilovych tkanich
hraje vyznamnou roli pii metabolické regulaci ristu nadorovych tkani (Zhou, T. et al.
Dalton Trans. 41, 2012, 6371-6389; Visca, P. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 57,
2013, 2432-2433). Dale bylo zjisténo, Ze chelataéni &inidla vazajici nechelatované
Zelezo do stabilnich komplexnich slougenin pusobi antiangiogenné (Terman, A. and
Kurz, T. Antioxid. Redox. Signal. 18, 2013, 888-898), pfitemZ nékteré
nizkomolekulové latky na bazi komplex Zeleza v oxida&nich stupnich +Il nebo +liI
s ligandy odvozenymi od Schiffovych bazi pisobi jinym mechanizmem, zaloZenym na
interakci s DNA a dal$imi vyznamnymi biomolekulami a tak plsobi jako vysoce G&inné
protinadorové latky in vitro (Herchel, R. et al. Dalton Trans. 44, 2009, 9870-9880).



Nizkomolekulové komplexy Zeleza v oxida&nich stupnich +ll nebo <+l
s vhodnymi ligandy proto tvofi viabilni alternativu k jiz pouzivanym komplexnim
slouCeninam platiny, k jejichz stale jesté celosvétové nejhojngji pouzivanym
zastupcim patfi napf. cis-diamindichlorido-platnaty komplex (cisplatina) obecného
vzorce (viz Schéma A), postradaji ale nedostatky v podobé rezistence na plsobeni
derivatl cisplatiny a nékteré nezadouci ucinky spojené s terapeutickym pouzivanim

derivatu cisplatiny, napf. nevolnost, nefrotoxicita, ototoxicita a podobné.

V uplynulych letech bylo zji§téno, e aqua-, chlorido- a acetato-komplexy
s nosnymi chelatovymi ligandy typu Schiffovych bazi, zejména pak salophenu (viz
Schéma B)
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a jeho methoxy-, hydroxy-, C1-C4-alkyl-, C1-C4-alkoxy- a trihalomethyl-derivata
s centralnimi atomy Zeleza v oxidaénich stupnich +ll nebo +lli vykazuji vysokou
protinadorovou aktivitu in vitro a in vivo (WO 2008,090081 A1, EP 1194#99 A1; US
2009326061 A1; Hille, A. et al. J. Biol. Inorg. Chem. 14, 2009, 711-725; Hille, A. et al.
Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 11, 2011, 217-223; Lange, T.S. et al. Plos ONE 3, 2008,
e2303; Lange, T.S. et al. Drug Des. Dev. Ther. 3, 2009, 17-26) , ktera je az S@rét
vy$Si jako aktivita cisplatiny za srovnatelnych experimentalnich podminek (Hille, A. et
al. J. Biol. Inorg. Chem. 14, 2009, 711-725) a byly popsany mechanizmy, kterymi tyto
latky pasobi na rGizné linie lidskych nadorovych bunék i mechanizmy, kterymi tyto latky
prekonavaji rezistenci proti Ié&ivim odvozenym od cisplatiny (Kim, K.K. et al. Plos
ONE 6, 2011, e19049; Azani, M.R. et al. Russ. J. Phys. Chem. A 84, 2010, 2284—

~2289; Ansari, K.I. et al. J. Biomol. Screen. 16, 2011, 26-35; Lee, S.Y et al. Leuk. Res.
35, 2011, 387-393).



Z patentovych dokumentti (WO 2008090081 A1, EP 1}/94%99 A1, US
2009326061 A1) a védeckych praci (Ross, T.M. et al. Dalton Trans. 2003, 149-159;
Leeuwenkamp, O.R. et al. Polyhedron 6, 1987, 295-302: Nishida, Y. et al. J. Chem.
Soc., Dalfon Trans. 1987, 1157-1161; Choudhury, H.K. and Medhi, O.K. Indian J.
Chem. Sect A-Inorg. Bio-Inorg. Phys. Theor. Anal. Chem. 32A, 1993, 351-354;
Hernandez-Molina, R. et al. Inorg. Chem. 37,1998, 5102-5108; Jana, S. et al.
Polyhedron 48, 2012, 189-198: Nichols, P.J. et al. Inorg. Chem. 27, 1988, 2795-2800:
Nabei, A. et al. Inorg. Chim. Acta 361, 2008, 3489-3493; Herchel R. et al. Dalton
Trans. 40, 2011, 11896-11903), popisujicich pfipravu a biologickou aktivitu komplext
s nosnym chelatovym ligandem salophenem a jeho methoxy-, hydroxy-, C1-C4-alkyl-,
C1-C4-alkoxy- a trihalomethyl-derivaty s centralnimi atomy Zeleza v oxidaénich
stupnich +lI nebo +lIl a dopliikovymi O-, S-, N- nebo halogeno-ligandy nebo jejich
kombinaci je patrné, e i mala zména jejich struktury vede k dramatické zméné
ucinnosti, coz potvrzuje i prace Hille, A. and Gust, R. Eur. J. Med. Chem. 45, 2010,
9486-5492 popisujici vliv methoxy-substituice na nosném ligandu salophenu na
intenzitu a selektivitu protinadorového Gg&inku latek. Z vySe uvedeného je tedy ziejmé,
pro¢ jsou v soucasnosti hledany nejen vhodné moZnosti substituce zakladniho
salophenového skeletu, ale také hledany vhodné dopliikové N-donorové ligandy do
koordinaéni sféry atomu Zeleza, vedouci ke vzniku komplexnich slouéenin Zeleza, u
kterych by byla vyrazné vyssi protinadorova aktivita, nez je tomu u v soucasnosti

vyuZivanych léciv na bazi komplexi platiny.

Z literarni reSerSe je potom zfejmé, Ze mezi dosud znamymi salophenovymi
komplexnimi slouéeninami Zeleza v oxidaénich stupnich +lI nebo +Ill zcela absentuiji
komplexy se ¢tvercové-pyramidaini geometrii, obsahujici ve své koordinadni sfére
kromé salophenového derivatu také jeden dopliikovy N-donorovy heterocyklicky
ligand. Pfiprava, charakterizace a zji§téni vyraznych protinadorovych Géink(i na Grovni

in vitro, je potom predmétem predkladaného vynalezu.



Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu jsou komplexni slouceniny Zeleza v oxidacnich stupnich +lI
a *lll s jednim salophenovym ligandem {2,2'-((1E,1'E)-(1,2—fenylenbis(azanylyliden))-
bis(methanylyliden))di-fenolato(2-)} a jednim dopliikovym N-donorovym
heterocyklickym ligandem a jejich krystalosolvaty, vyjadiené strukturnimi vzorci 4l ¥ a

A1,

N N N
o, (),
kde
X1-X4 pfedstavuje  kombinaci n  methanylylidenovych skupin a (4-n)

azanylylidenovych skupin, kde n miize nabyvat hodnot 1 a2 2,
R1-R8  pfedstavuje atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, aryl a
substituovany aryl, hydroxy a amino skupinu, kde termin:
— alkyl
jako takovy nebo jako soucast jiné skupiny pfedstavuje ‘rozvétveny nebo
nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 4, predev§im pak z 1 az 2, atom(
uhliku,
— alkenyl
jako takovy nebo jako sougast jiné skupiny predstavuje rozvétveny nebo
nerozvetveny uhlovodikovy fetézec z az 4 atomtl uhliku obsahujici alespori
jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku, zejména pak vinyl a allyl,
- aryl
jako takovy nebo jako soutast jiné skupiny predstavuje skupinu obsahuijici alespori

jeden aromaticky kruh,



— substituovany alkyl a aryl
jako takové nebo jako soucasti jinych skupin predstavuiji alkyl a aryl substituovany
ve kterékoli pozici substituenty z mnozZiny alkyl, alkenyl a aryl, nebo

anelované s arylem.

Dalsi podstatou vynalezu jsou krystalosolvaty komplex(i obecného sloZeni
[Fe(salophen)(L)]-xSolv, kde x=1 az 6 a Solv pfedstavuje molekulu konkrétniho
rozpoustédla a/nebo jednu zreakénich komponent vybranou ze skupiny voda,
primarni  alkohol,  sekundarni  alkohol,  aceton, N,N’-dimethylformamid,
dimethylsulfoxid, chloroform, dichlormethan, acetonitril, nitrobenzen, nebo

diethylether, a to bud samostatné nebo v kombinaci uvedenych solvatovych molekul.

Takeé je podstatou vynalezu zplisob pfipravy slougenin strukturnich vzorc( 4l¥ a
{{} a to reakci u-oxo-bis(2,2'-((1E,1'E)-(1,2-
-fenylenbis(azanylyliden))bis(methanylyliden)) difenolétoielezitého) komplexu
[(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] bud pfimo s heterocyklickymi  slouéeninami
obsahujicimi dusik, nebo nepfimo z vychodiskové latky azido-(2,2-((1E,1'E)-(1,2-
-fenylenbis(azanylyliden))bis(methanylyliden))difenolatoZele-zitého) komplexu
[Fe(salophen)(Ns)] a vhodného adi¢ni &inidla, které vytvofi vhodny heterocyklicky

ligand in situ.

Ve vyhodném provedeni se slouéenina obecného vzorce 4I¥ piipravi tak, Ze k
jednomu  molarnimu  ekvivalentu  komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)]
rozpusténého v minimalnim mnoZstvi n-butanolu se pfida &tyficetinasobny nadbytek
prisluSného derivatu imidazolu, poté se vytvoiena smés privede k varu a z reakéni
soustavy se oddestiluji asi 2/3 plvodniho objemu rozpoustédla, nadeZ se ochlazenim
smeési na 4(il°C vylouci v n-butanolu témér nerozpustny produkt, ktery se oddéli filtraci

za snizeného tlaku.

Ve vyhodném provedeni se sloucenina obecného vzorce (ll) pfipravi tak, Ze k
jednomu  molérnimu  ekvivalentu  komplexu  [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)]
rozpusténého v minimalnim mnozstvi n-butanolu se pfida tficetinasobny nadbytek

prislusného derivatu triazolu nebo tetrazolu, poté se vytvofena smés piivede k varu a



z reakeni soustavy se oddestiluji asi 3/5 pavodniho objemu rozpoustédla, nades se
ochlazenim smési na laboratorni teplotu vylou¢i v n-butanolu témé&F nerozpustny

produkt, ktery se oddéli filtraci za snizeného tlaku.

Ve vyhodném provedeni se slouenina obecného vzorce £II¥ s dopliikovym
ligandem S-methyl-tetrazol-1-idem(1-) pfipravi tak, e jeden molarni ekvivalent
komplexu [Fe(salophen)(Ns)] se rozpusti v 3000thasobném molarnim nadbytku
acetonitrilu a refluxuje se 30 hodin, poté se ochlazenim reaké&ni smeési na laboratorni
teplotu se vylouci produkt (5-methyltetrazol-1-ido)-2,2'-((1E, 1 'E)-(1,2-

—fenylenbis(azanylyliden))bis(metha\/’:nylyliden))difenoléto(2-)2elezity komplex, ktery se

oddeéli filtraci za snizeného tlaku.

Nedilnou souasti podstaty vynalezu je také pouziti komplexd v IékaFské praxi
jako Ié€iv nadorovych onemocnéni nebo sou&asti farmaceutickych kompozic, s jednim
Ci vice pfijatelnymi nosiéi a pomocnymi latkami pro prevenci nebo lédbu nadorovych

onemocneént, které tyto komplexy obsahuji jako G&innou latku.

Prehled obrazki na pripojenych vykresech

Konkrétni pfiklady provedeni vynalezu jsou doloZeny pfipojenymi vykresy, kde

- obr. 1 je molekulova struktura komplexu [Fe'(salophen)(imz)] vyfeSena uzitim
monokrystalové rentgenové strukturni analyzy

- obr. 2 je znazornéni spektra komplexu [Fe'(salophen)(imz)] méfeného v stfedni
infralervené oblasti (4000-400 cm™) v KBr tableté, identifikujici viechny specifické
vibrace vazeb a skupin odpovidajici uréenému slozeni komplexu [Fe'(salophen)(imz)]

- obr. 3 je znazornéni méfeni teplotni zavislosti efektivniho magnetického
momentu komplexu [Fe'(salophen)(imz)] na teplotg, potvrzujici pfitomnost centralniho
iontu Zeleza v oxida&nim stupni +Il

- obr. 4 je znazornéni Méssbauerova spektra komplexu [Fe'(salophen)(imz)] pi
teploté 300 K, pficemz hodnoty izomerniho posunu & = 0,851(3) mm/s a
kvadrupdlového $tépeni Eq = 2,085(5) mm/s potvrzuji pFitomnosf centralniho iontu

Zeleza v oxida¢nim stupni +II ve spinovém stavu S=2



- obr. 5 je znazornéni Mossbauerova spektra komplexu [Fe"(salophen)(triz)] pii
teploté 300 K, pficemZ hodnoty izomerniho posunu & = 0,3905(17) mm/s a
kvadrupoélového Stépeni Eq = 1,2375(34) mm/s potvrzuiji pfitomnost centralniho iontu

Zeleza v oxida¢nim stupni +li ve spinovém stavu S=5/2

Priklady provedeni vynalezu

V nasledujici ¢asti je vynalez dolozen, nikoli v§ak limitovan, konkrétnimi pfiklady

jeho uskuteénéni. Rozsah vynalezu je pak jednoznacné uréen patentovymi naroky.

V' nize uvedenych pfikladech byly pfipravené latky charakterizovany
nasledujicimi fyzikalné-chemickymi metodami:

- elementarni analyza s procentovym zastoupenim prvk C, H a N (Thermo
Scientific Flash 2000)

- infradervena spektroskopie v oblasti 400 aZ 4000 cm" byla provedena
technikou KBr tablet (FT-IR spektrometr Perkin-Elmer Spectrum One B)

- monokrystalova rentgenova strukturni analyza (Xcalibur2, Oxford Diffraction
Ltd.)

- teplotni zavislost magnetizace (5-300 K) a efektivni magneticky moment pfi
teploté 300 K (SQUID magnetometr model XL-7 od firmy Quantum Design)

- Méssbauerova spektra byla méfena na pristroji s *’Co(Rh) zdrojem pfi teploté

300 K. Hodnoty isomerniho posunu byly kalibrovany vici hodnotam kovového o-Fe.

Viynalez vyuZiva p-oxo-bis(2,2'-((1E,1 'E)-(1,2-fenylenbis(azanylyliden))bis(metha—
nylyliden))difenolatoZelezity) komplex, [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)], nebo azido-
(2,2'-(1E,1'E)-(1 ,2-feny|enbis(azany18yliden))bis(methanylyliden))difenola’toielezity)
komplex, [Fe(salophen)(Ns)], jako vychozi latky pro pfipravu slou¢enin uvedenych
v patentovych narocich. Uvedené vychozi slou¢eniny nejsou komeréné dostupné,
nicméné Ize je pfipravit dosud publikovanymi postupy (Mitchell, P.C.H. and Parker
D.A. J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1976, 1821-1824; Jana, S. et al. Polyhedron 48,
2012, 189-198).
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Priklad 1: Syntéza [(imidazol-KN3)-(2,2'-((1E,1'E)-(1,2-fenylenbis(azanylyliden))—

bis(methanylyliden))difenolato(2-)]Zeleznatého] komplexu, dale jen Fe(salophen)(imz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] (0,1 g;
0,26 mmol) byl rozpustén v 30 ml n-butanolu a byl k nému pfidan &tyficetinasobny
molarni nadbytek imidazolu (0,54 g; 8 mmol). Viytvorena S$més se pfivedla k varu (asi
113{"0) a zreakCni soustavy se oddestilovalo 15720 ml plavodniho objemu
rozpoustédla. Ochlazenim smési na 40[C se vylou€ily krystaly v n-butanolu témér
nerozpustného produktu, ktery se oddélil od nadbytku imidazolu rozpusténého v n-
~butanolu filtraci za sniZzeného tlaku. Vytézek: 0,07 g, t.j. 66 % (poéitano na Fe).
Ziskané krystaly byly vhodné pro monokrystalovou rentgenovou strukturni analyzu.

Molekulova struktura komplexu [Fe(salophen)(imz)] je znazornéna v obrazku 1.

Procentové zastoupeni prvka C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zavorce
nalezend hodnota) pro CyHi-FeN,O,: C, 63,18 (63,13); H, 3,92 (4,1); N, 12,81
(12 84%% UV-Vis (vNujol/em™): 761, 560, 435. IR (vKBr/cm™): 3437, 3134, 3050,
2927, 2856, 1606, 1579, 1536, 1464, 1446, 1381, 1315, 1183, 1149, 1068, 922, 757,
658, 538. Zaznam FT-IR spektra je predloZen na obrazku 2. Magnetické vlastnosti:
efektivni magneticky moment pfi laboratorni teplot& je Mer/B.M. =51, coZ spoleéné
s vysledky méfeni teplotni zavislosti s na teploté (zaznam piedlozen na obrazku 3)a
Mossbauerova spektra (zaznam predloZen na obrazku 4) potvrzuji pfitomnost

centralniho iontu Zeleza v oxida¢nim stupni +ll a spinovém stavu S=2.

Priklad 2: Syntéza sesquihydratu [(1,2,4-triazol-1-ido)-(2,2"-((1E,1'E)-(1,2-
- fenylenbis(azanylyliden))-bis(methannyIiden))difenoléto(2-)]2elezitého] komplexu,
dale jen [Fe(salophen)(triz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] (0,1 g;
0,26 mmol) byl rozmichan v 30 ml n-butanolu a byl k nému pfidan &tyficetinasobny
molarni nadbytek 1,2,4-triazolu (0,55 g; 8 mmol). Vytvofena smés se pfivedla k varu
(asi 118fC) a zreakCni soustavy se oddestilovalo asi 18 ml pGvodniho objemu
rozpoustédla. Ochlazenim smési na 49‘0 se vylou€ily krystaly v n-butanolu témeér
nerozpustného produktu, ktery se oddélil od nadbytku 1,2,4-triazolu rozpusténého v n-

~butanolu filtraci za snizeného tlaku. VytéZek: 0,08 g, t.. 70 % (pocitano na Fe).



Procentové zastoupeni prvkii C, H, N ve formé: vypod&tena hodnota (v zavorce
nalezena hodnota) pro CxH:sFeNsO,: C, 60,29 (59,25); H, 3,68 (3,75); N, 1598
(15,23){%. UV-Vis (vNujol/lem™): 761, 560, 435. IR (vVKBr/cm™): 3428, 1606, 1579,
1535, 1462, 1136, 1310, 1191, 1150, 607, 751, 537. Magnetické vlastnosti: efektivni
magneticky moment pfi laboratorni teploté je pe/B.M. =567, cos spole¢né
s vysledky méfeni Mossbauerova spektra (zdaznam pFedloZen' na obrazku 5)
jednoznacné potvrzuje pfitomnost centralniho iontu Zeleza v oxidaénim stupni +lll a

spinovém stavu S=5/2.

Pfiklad 3: Syntéza sesquihydratu [(benzo[d][1,2,3]triazol-1-ido)-(2,2'-((1E,1'E)-(1,2-
-—fenylenbis(azanylyliden))-bis(methanylyliden))difenoléto(2-)]2elezitého] komplexu,
dale jen [Fe(salophen)(btriz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] (0,1 g;
0,26 mmol) byl rozmichan v 30 ml n-butanolu a byl k nému pfidan ctyficetinasobny
molarni nadbytek benzo[d][1,2,3]triazolu (0,95 g; 8 mmol). Vytvofena smés se privedla
k varu (asi 11&:{’0) a z reakéni soustavy se oddestilovalo asi 18 ml pivodniho objemu
rozpoustédla. Ochlazenim smési na 4(%‘0 se vylou€ily krystaly v n-butanolu témér
nerozpustného produktu, ktery se oddéli od nadbytku benéo[d][1 ,2,3]triazolu
rozpusténého v n-butanolu filtraci za snizeného tlaku. Vytézek: 0,08 g, tj. 63 %

(pocitano na Fe).

Procentové zastoupeni prvki C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zavorce
nalezena hodnota) pro CasHasFeNsO;s: C, 60,60 (60,29); H, 4,11 (3,68); N, 13,59
(15,671‘:%. UV-Vis (vNujol/cm™): 650, 570, 420. IR (vKBr/cm™): 3047, 1606, 1579,
1534, 1489, 1461, 1444, 1381, 1321, 1190, 1150, 1126, 921, 809, 746, 610, 537.
Magnetické vlastnosti: efektivni magneticky moment pfi laboratorni teploté je
Uer/B.M. = 4,78., coz spole¢né s vysledky méfeni Méssbauerovych spekter (zaznam
predlozen na obrazku 6) naznauje na pfitomnost centralniho iontu Zeleza

v oxidaénim stupni +lII.
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Priklad 4: Syntéza [(5-aminq§etrazol-1 -ido)-(2,2'-((1E,1'E)-(1,2-fenylenbis(azanyl-
yliden))bis(methanylyliden))difenoléto(2-)]2eIezitého] komplexu, dale jen
[Fe(salophen)(atz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] (0,1 g; 0,26
mmol) byl rozmichan v 30 ml n-butanolu a byl k nému pfidan CtyFicetinasobny molarni
nadbytek 5-am|nQ,tetrazqu (0,68 g; 8 mmol). Viytvofena smés se privedla k varu (asi
118{°C) a zreak¢ni soustavy se oddestilovalo asi 18 ml plivodniho objemu
rozpoustédla. Ochlazenim smési na 4Q¥’C se vylou€ily krystaly v n-butanolu témér
nerozpustneho produktu, ktery se oddélil od nadbytku S-amino-tetrazolu rozpusténého

v n-butanolu filtraci za sniZzeného tlaku. Vytézek: 0,08 g, tj. 68 % (pocitano na Fe).

Procentové zastoupeni prvka C, H, N ve formé: vypocétena hodnota (v zavorce
nalezena hodnota) pro CxHisFeN;O.: C, 55,53 (54,81); H, 3,55 (3,19); N, 21,58
(21,99)]% UV-Vis (vNujol/cm™): 800, 640, 460. IR (vKBricm™): 1627, 1599, 1542,
1467, 1446, 1341, 1304, 1085, 760, 616, 419. Magnetické vlastnosti: efektivni
magneticky moment pfi laboratorni teploté je pes/B.M.=5,86, coz jednoznaéné

dokazuje pfitomnost centralniho iontu Zeleza v oxida&nim stupni +lll a spinovém stavu
S=5/2.

N
Priklad 5: Syntéza [(5-feny1ttetrazol-1 -ido)-(2,2"-((1E,1'E)~(1,2-fenylenbis(azanyl-
yIiden))bis(methanylyliden))difenoléto(2-)]2elezitého] komplexu, dale jen
[Fe(salophen)(phtz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] (0,1 g; 0,26
mmol) byl rozmichan v 30 ml n-butanolu a byl k nému pfidan Ctyficetinasobny molarni
nadbytek S-fenyl-tetrazolu (1,17 g; 8 mmol). Vytvoiena smés se privedia k varu (asi
118PC) a zreakcni soustavy se oddestilovalo asi 18 ml piavodniho objemu
rozpous$tédla. Ochlazenim smési na 4q"C se vyloudily krystaly v n-butanolu témér
nerozpustného produktu, ktery se oddélil od nadbytku 5-fenyl-tetrazolu rozpusténého
v n-butanolu filtraci za sniZzeného tlaku. VytéZek: 0,09 g, t.j. 67 % (po&itano na Fe).
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Procentové zastoupeni prvka C, H, N ve formé: vypoctena hodnota (v zavorce
nalezena hodnota) pro CxHisFeN:O.: C, 62,93 (62,78); H, 3,72 (3,65); N, 16,31
(16,38)}%. UV-Vis (vNujol/em™): 670, 450. IR (vKBr/cm™): 3064, 3016, 1605, 1579,
1539, 1463, 1437, 1382, 1313, 1192, 1146, 815, 742, 698, 623, 538. Magnetické
vlastnosti: efektivni magneticky moment pfi laboratorni teploté je pe«/B.M. = 6,0, coz
jednoznacné dokazuje pfitomnost centrainiho iontu Zeleza v oxida&nim stupni +lll a

spinovém stavu S=5/2.

Pfiklad 6: Syntéza [(5—methy@etrazol-1 -ido)~(2,2'-((1E,1'E)-(1,2-fenylenbis(azanyl-
yliden))bis(methanylyliden))difenoléto(2-)]ielezitého] komplexu, dale jen
[Fe(salophen)(mtz)]

Jeden molarni ekvivalent komplexu [Fe(salophen)(Ns)] (0,5 g, 1,37 mmol) byl
rozpustén v 40 ml acetonitrilu a refluxovan 30 hodin. Ochlazenim reakéni smési na
laboratorni teplotu se vylougil produkt (5-methyltetrazol-1-ido)—2,2'-((1 E1E)-(1,2-

-fenylenbis(azanylyliden))bis(methanylyliden))difenoléto(2-)2elezity komplex, ktery byl
oddélen ze smési filtraci za sniZeného tlaku a vysugen v exsikatoru nad kusovym
KOH. Vytézek: 0,4 g, tj. 72 % (potitano na Fe).

Procentové zastoupeni prvki C, H, N ve formé: vypoctena hodnota (v zavorce
nalezena hodnota) pro CxHi;FeNsO, : C, 58,30 (57,90); H, 3,78 (3,81); N, 18,54
(18,20)?3/0. IR (vKBr/cm™): 3436, 1606, 1578, 1534, 1461, 1445, 1380, 1316, 1189,
1149, 808, 751, 608, 508. Magnetické vlastnosti: efektivni magneticky moment pfi
laboratorni  teploté je p.#/B.M.=589, coZ jednoznaéné dokazuje pfitomnost

centralniho iontu Zeleza v oxida¢nim stupni +1Il a spinovém stavu S=5/2.

Priklad 7: In vitro cytotoxicka aktivita médnatych komplexd na lidskych nadorovych

liniich

Pro stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych komplexd byl pouzit MTT test.
Metoda je zaloZena na schopnosti metabolicky aktivnich bunék redukovat Zlutou sl
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) za vzniku modrého

formazanového barviva. JelikoZ k této pfemé&né dochazi pouze v Zivych bufikach, Ize
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timto zpisobem stanovit cytotoxicitu riiznych chemickych latek. V ramci buriky jsou za
redukci zodpovédné mitochondrialni dehydrogenasy. Vznikajici formazanové barvivo
je nerozpustné a je nasledné kvantifikovano po rozpusténi v DMSO s amoniakem za

pouziti spektrofotometrie ve viditelné oblasti.

In vitro testy cytotoxické aktivity byly provedeny na sedmi lidskych nadorovych
bunécnych liniich: lidsky osteosarkom (HOS), lidsky prsni adenokarcinom (MCF-7),
lidsky epiteliaini adenokarcinom (A549), cervikalni karcinom (HeLa), lidsky ovarialni
karcinomu (A2780), lidsky ovarialni karcinom rezistentni na cisplatinu (A2780cis) a
lidsky maligni melanom (G-361). Linie byly udrovany v plastikovych lahvich v DMEM
mediu (5 g/l glukosy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 ug/ml streptomycinu,
10% fetalniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itanu sodneho) pro bunééné kultury.

Suspenze bunék (cga 1,25x10° bunék v 1 ml) byly rozpipetovany po 80 pl na 96—
jamkove plastové mikrotitraéni destiéky. Tyto byly preinkubovany pfi 37fC v atmosfére
CO: po dobu 24 hodin. Testované komplexy Zeleza a cisplatina jako terapeuticky
standard byly rozpustény v N,N’-dimetylformamidu a tyto slouzily jako zasobni
roztoky. Pro vlastni experiment byly zasobni roztoky redény 1 OOQTX v kultivaénim
médiu (max. koncentrace 1,0 MM u komplexil Zeleza a 50 uM u cisplatiny) a po odsati
kultivaéniho média byla smés pfidana k nadorovym burikam po inkuba&ni dobu 24
hodin. MTT analyza byla provadéna spektrofotometricky (TECAN, Schoeller
Instruments LLC) pfi vinové délce 540 nm. Koncentrace testovanych komplext (uM)
toxicka pro 59{% nadorovych bunék (inhibi¢ni koncentrace ICs) byla vypoétena z

koncentra¢nich kfivek a jsou uvedeny v Tabulkach 1 a 2.
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Tabulka 1: ICs koncentrace in vitro testovanych komplexti (ICs, a smérodatna

odchylka ze tfi nezavislych méfeni (S.D.), uM) toxicka pro S(f/o lidskych nadorovych

bunék (osteosarkom, HOS; prsni adenokarcinom, MCF-7; epitelialni adenokarcinom,

A549; cervikalni karcinom, Hela: ovarialni karcinom, A2780; ovaridlni karcinom

rezistentni na cisplatinu, A2780cis a maligni melanom, G-361) ve srovnani s

cisplatinou.

Inhibiéni koncentrace ICs(S.D.) [uM] ]
Komplex -

HOS | MCF-7 | A549 | HeLa | A2780 |A2780cis| G-361

[Fe(salophen)(imz)] | 1,8(6) | 0,70(8) | 0,57(25) | 0,67(13)] 0,23(7) | 0,35(3) | 0,32(2)
[Fe(salophen)(triz)] | >1 |0,35(12)| >1  [0,43(9) | 029(7) | 0,32(4) | 0,43(13)
[Fe(salophen)(btriz)] | 1,8(4) | 0,38(16) | 1,97) [1,29(27)] 0,352(5) | 0,32(2) | 0,42(10)
[Fe(salophen)(atz)] | >1 [0,64(27)| >1 [ 0,70(5) | 0,31(13) | 0,32(4) | 0,34(11)
[Fe(salophen)(phtz)] | 2,1(1) | 0,70(26) | 1,6(2) |0,74(25)| 0,33(2) | 0,35(4) | 0,40(13)
[Fe(salophen)(mtz)] | >1 |0,38(11) | 0,47(6) | 0,50(11) [ 0,058(10) | 0,30(2) | 0,33(5)
cisplatina 346) | 204) | >50 | 40(5) | 122) | 30(6) 7(2)
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PATENTOVE NAROKY

1. Komplexni slouéeniny Zeleza v oxidaénich stupnich +Il a +lIl se salophenem {2,2'-
- ((1E,1'E)-(1,2-fenylenbis(azannyIiden))bis(methanylyliden))difenoléto(2-) ligand} a
dopliikovymi heterocyklickymi N-donorovymi ligandy a jejich krystalosolvaty,

vyjadiené strukturnimi vzorci £ a {1V,

, (),
kde
Xi-Xq predstavuje  kombinaci n methanylylidenovych  skupin a (4-n)
azanylylidenovych skupin, kde n miZe nabyvat hodnot 1 az 2,
R1-R8 pfedstavuje atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, aryl a
substituovany aryl, hydroxy a amino skupinu, kde termin:
— alkyl .
jako takovy nebo jako sougast jiné skupiny predstavuje rozvétveny nebo
nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z aZ 4, pfedev$im pak z 1 aZ 2, atom(
uhliku,
— alkenyl
jako takovy nebo jako souéast jiné skupiny predstavuje rozvétveny nebo
nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 4 atoml uhliku obsahuijici alespo
jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku, zejména pak vinyl a allyl,
- aryl
jako takovy nebo jako sougast jiné skupiny pFedstavuje skupinu obsahujici

alespori jeden aromaticky kruh,
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— substituovany alkyl a aryl
jako takové nebo jako souéasti jinych skupin predstavuji alkyl a aryl
substituovany ve kterékoli pozici substituenty z mnoziny alkyl, alkenyl a

aryl, nebo anelované s arylem.

2. Krystalosolvaty komplexti podle naroku 1, kde u sloudenin obecného sloZeni
[Fe(salophen)(L)]-xSolv, kde x=1 az 6 a Solv predstavuje molekulu konkrétniho
rozpoustédla a/nebo jednu z reakénich komponent vybranou ze skupiny voda,
primarni  alkohol, sekundarni alkohol, aceton, N,N’-dimethylformamid,
dimethylsulfoxid, chloroform, dichlormethan, . acetonitril, nitrobenzen, nebo
diethylether, a to bud samostatn& nebo v kombinaci uvedenych solvatovych

molekul.

3. Zplsob pfipravy sloudenin dle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se slougenina
obecného vzorce £l pfipravi tak, Ze k jednomu molarnimu ekvivalentu komplexu
[(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] rozpusténého v minimalnim mnostvi n-butanolu
se pfida Ctyficetinasobny nadbytek pfislusného derivatu imidazolu, poté se
vytvofena smés pfivede kvarLXa zreakCni soustavy se oddestiluji asi 2/3
pGvodniho objemu rozpoustédla, nadeZ se ochlazenim smési na 4(fC vylouéi v n-

~butanolu témé&f nerozpustny produkt, ktery se oddéli filtraci za sni¥eného tlaku.

4. Zpusob pfipravy slougenin dle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se slougenina
obecného vzorce (ll) pfipravi tak, Ze k jednomu molarnimu ekvivalentu komplexu
[(salophen)Fe-O-Fe(salophen)] rozpusténého v minimainim mnozstvi n-butanolu se
pfida tficetinasobny nadbytek pfislusného derivatu triazolu nebo tetrazolu, poté se
vytvofena smés pfivede kvaru a zreakéni soustavy se oddestiluji asi 3/5
pavodniho objemu rozpoustédla, naceZ se ochlazenim smési na laboratorni teplotu

- vylou€i v n-butanolu téméF nerozpustny produkt, ktery se oddéli filtraci za

shizeného tlaku.

5. Zpasob pfipravy slouCenin dle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se slougenina
obecného vzorce (ll) s doplrikovym ligandem 5-methy£tetrazol-1-idem(1-) pfipravi
tak, ze jeden molarni ekvivalent komplexu [Fe(salophen)(Ns)] se rozpusti v 3000-
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nasobném molarnim nadbytku acetonitrilu a refluxuje se 30 hodin, poté se
ochlazenim reakéni smési na laboratorni teplotu vyloudi produkt (5-methyltetrazol-
—1-ido)-2,2'-((1E,1'E)-(1,2-fenylenbis(azanylyliden))bis(metha—

nylyliden))difenolato(2-)Zelezity komplex, [Fe(salophen)(mtz)], ktery se oddéli

filtraci za snizeného tlaku.

6. Farmakologicky prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky G&inné
mnozstvi komplext Zeleza podle naroku 1 a/nebo farmaceutickou kompozici

- v . IW v I'd r we r . ra . wes ’ . -we ” .

komplexy Zeleza s jedn#m Ci vice G&innymi latkami, pFijatelnymi nosici a pomocnymi

latkami.
7. Farmakologicky prostfedek podle naroku 6 pro pouZiti v Iékarstvi.

8. Pouziti farmakologického prostiedku podle naroku 7 jako lééiva pro lécbu

nadorovych onemocnéni.
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