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Abstrakt

Magneticka rezonance je neinvazivni metoda, pouzivana v medicin€ pro zobrazovani raznych
onemocnéni. Bézné zobrazovani magnetickou rezonanci je zaloZzeno na méfeni atomt vodik,
pochazejicich z molekuly vody. Kromé klasického 'H méfeni existuji i dalsi jadra, kterda mohou
byt pouzita v méfeni MRI. Jednim z takovych jader je jadro fluoru, které diky svym vlastnostem

piedstavuje vybornou alternativu k béznému 'H MRI.

Tato bakalafska prace dava teoreticky ptehled o 'F MRI, kde jsou popsany vlastnosti a
charakteristiky pro kontrastni litky '°F MRI. 'V praktické ¢asti této bakalaiské praci byla
provedena nékolikakrokova syntéza fluorovaného ligandu, ktery je odvozeny od DO3A a
obsahuje 9 ekvivalentnich atomu fluort. Tento ligand by po komplexaci s ionty lanthanoidii

mohl piedstavovat potencialni kontrastni latku pro '°F MRI.

Klicova slova: magneticka rezonance, makrocyklické ligandy, fluor, syntéza

Abstract

Magnetic resonance imaging is a non-invasive method used in medicine for imaging various
diseases. Conventional magnetic resonance imaging is based on measurement of hydrogen
atoms coming from water molecule. In addition to the classical '"H measurement, there are other
nuclei that can be used in MRI measurements. One such nucleus is fluorine nucleus, which, due

to its properties, is an excellent alternative to conventional 'H MRI.

This Bachelor Thesis gives a theoretical overview of '°F MRI, describing properties and
characteristics of '’F MRI contrast agents. In the practical part of this Bachelor Thesis, a multi-
step synthesis of a fluorinated ligand, which is derived from DO3A and contains 9 equivalent
fluorine atoms, was performed. This ligand, upon complexation with lanthanide (III) ions, could

represent a potential contrast agent for '°F MRI.

Keywords: magnetic resonance, macrocyclic ligands, fluorine, synthesis
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Seznam zkratek

CA  contrast agents

cyklam 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan

cyklen 1,4,7,10-tetraazacyklododekan

DMA  dimethylacetamid

DMF  dimethylformamid

EDC:HC1 hydrochlorid N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidu
EPR enhanced permeability and retention effect

HPLC  high performance liquid chromatography

PFC perfluorocarbons

DOTA  kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova
ESI  electrospray ionization; elektrosprejova ionizace

EtOH ethanol

MRI  magnetic resonance Imaging

MS  mass pectrometry; hmotnostni spektrometrie

NMR  nuklearni magneticka rezonance

NOTA  kyselina 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova

PRE paramagnetic relaxation enhancement

PFCE perfluoro-1,4,7,10,13-pentaoxacyklopentadekan

PFD perfluorodekahydronaftalen

PFOB  1-bromo-1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-heptadekafluorooctan

PERFECTA  1,3-bis[2,2,2-trifluoro-1,1-bis(trifluoromethyl)ethoxy]-2,2-bis[[2,2,2-trifluoro-
1,1-bis(trifluoromethyl)ethoxy]methyl]

PTFA  poly(2,2,2-trifluorethyl-akrylat)

PTFEMA poly(2,2,2-trifluoroethyl-metakrylat).



Rf retenéni faktor

RF  radiofrekvencni pulz

RT room temperature; laboratorni teplota

RVO rotacni vakuova odparka

tacn 1,4,7-triazacyklononan

TETA kyselina 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova
TLC thin layer chromatography; tenkovrstevna chromatografie

TMS tetramethylsilan



1. Teoreticky uvod

1.1. MRI jako zobrazovaci technika

1.1.1. Kratky uvod do MRI

MRI z ang. ,,Magnetic Resonance Imaging* je metoda pouzivand v medicin€ k anatomickému
zobrazovani vnitinich organi s naslednym vySetienim lidskych onemocnéni (konkrétné
v me¢kkych tkanich). Zobrazovani magnetickou rezonanci funguje na zaklad¢ fyzikalng-
chemické techniky — nukledrni magnetické rezonance, kde je analyzovanym vzorkem télo
pacienta. V MRI hraji vyznamnou roli slouceniny nazyvajici se kontrastni latky, které, jak

napovida ndzev, zlepsSuji kontrast MRI obrazu.

1.1.2. Obecny piehled "H MRI

Jak jiz bylo zminéno vySe, zobrazovani magnetickou rezonanci je zaloZzeno na principu
techniky NMR, pomoci které 1ze méfit riznd atomova jadra nejlépe se spinem '%. Patfi sem
napt. 'H, 1*C, 3'P nebo !°F. Z dfivodu relativné malého zastoupeni v organismu nejsou viechna
zminénd jadra uzitena pro aplikaci v medicinskych vysettenich. Jadro, které v téle potkavame
nejcastji, a to ve formé vody, je jadro vodiku 'H. Pomoci MRI se proto v organismu sleduji
zmény relaxaci vodikovych jader pfitomnych v molekule vody, jejichz obsah v téle dosahuje
70 %. Méné Casto se mé&fi napi. protony skupin CHz tukovych tkani. V bézné NMR se vyuziva
meéfeni v homogennim magnetickém poli. Pro MRI je nutné, aby se magnetické pole definované
v prostoru ménilo v zavislosti na zvolené ose. Jinymi slovy, pro MRI je nezbytné kromé pouZziti
homogenniho magnetického pole také i jeho gradientu, ve kterém je zakodovana prostorova

informace pro sestrojeni vysledného obrazu 3D.

Kdyz se télo pacienta umisti do velkého magnetu, v§echny spiny vodikovych jader se vychyli
ze své rovnovazné polohy a zorientuji se ve sméru nebo proti sméru piisobeni magnetického
pole. Z Boltzamannova zékona plyne, ze vEts$i populace spinti se nachazi v nizkoenergetickém
stavu, tedy jsou orientovany ve smeéru aplikovaného magnetického pole. Naslednym
plsobenim radiofrekvencniho zareni se protonova jadra excituji a poté se zrelaxuji (tj. vrati se
do pivodniho stavu) s pfisluSnou rezonan¢ni Larmorovou frekvenci. Precesni pohyb

magnetickych momentl jader vodikl vytvaii oscilujici magnetické pole, které je pak schopno



indukovat elektricky proud v pfijimaci civce. Elektricky signal se pomoci Fourierovy

transformace pievadi na signal NMR/MRI.

1.1.3. Vytvareni MRI obrazu

K tomu, aby byl ziskdn vysledny obraz vramci 2D a 3D MRI, je dilezit¢ vedét, v jaké
konkrétné tkani se méfend jadra nachazeji. Potfebujeme tedy lokalizovat protony v molekule
vody, kterd je ovlivnéna prostfedim dané tkan¢ a popt. kontrastni latkou, a tim zvysit rozliSeni
méiené tkané. Na rozdil od NMR, které pouziva magnetické pole pouze v jednomu sméru
(obvykle dle osy za vysledkem je jeden signal), MRI k témto ucelim kromé hlavniho
homogenniho magnetického pole vyuziva také gradienty magnetického pole dle os x, y a z,
vytvofeného dal§imi civkami. V zavislosti na tom, v jakém sméru je aplikovano dodatecné
magnetické pole, jednotlivé vodikové atomy relaxuji s riiznou rezonancni frekvenci. Diky tomu
1ze ziskat vzajemné odlisné signaly, které poskytuji informaci o poloze jednotlivych jader, resp.

sloucenin, které se v téle pacienta nachazeji a tim detekovat rtizné ¢asti tkané.

Postup vzniku signalu MRI je v podstaté stejny jako u signalu NMR. V dobé, kdy se protony
zacnou vracet do své rovnovazné polohy (relaxovat), civky zaznamenavaji signal MRI v tom
sméru, ve kterém jsou umistény. V zavislosti na tom, jaka tkan se méfi a kde se konkrétné
nachazi, se ziskavaji signaly s odliSnymi frekvencemi, a tim je vysledny snimek rtzné

intenzivni.

K vytvoreni MRI snimku, tedy urceni polohy méfenych protond, slouzi soucasné tii kroky:
frekven¢ni kodovani (z ang. frequency enconding), fazové kdédovani (z ang. phase enconding)
a vybér fezu (z ang. slice selection). Pouzitim vSech tii parametrl lze ziskat prostorovy MRI

obraz.

Vybeér fezu se voli v té Casti téla, kterd 1ékare prave zajima, a to diky pouziti prvniho gradientu
magnetického pole (napf. ve sméru osy z). Vybér fezu spociva v sou¢asném plisobeni gradientu

magnetického pole a radiofrekvencniho pulzu.

Frekvence radiofrekvencniho pulzu musi leZet v rozsahu frekvenci patficim tomuto zvolenému
fezu. Obvykle plati, Ze ¢im je v daném bod¢ magnetické pole silnéjsi (tedy ve sméru vzristu
gradientu), tim se fez stava ten¢i. Naopak pfi pouziti kratkych radiofrekvencnich pulzl se
tloust’ka fezu rozsifuje. Umisténim pacienta v spravné oblasti magnetického gradientu a volbou
pozadované pulsni sekvence 1ze dosahnout vhodného fezu. Timto zpisobem vznikd snimek

MRI v prvni dimenzi.



Kombinaci gradientli ve dvou dalSich smérech s pouzitim frekven¢niho a fazového kodovani

se lokalizace signalii upfesiiuje vice a vznika tzv. voxel.

Po skonceni plisobeni RF pulzu ve sméru hlavniho magnetického pole o intenzité By (ve sméru
z) se da aplikovat (resp. aktivovat) gradient i v dalSim sméru, a to nejcastéji ve smeru osy y.
Pravé diky pouziti gradientu atomy zacnou relaxovat s riznymi frekvencemi a precesovat
v riznych fazich (v zavislosti na tom, v jakém bod¢ gradientu se nachazeji). Vzniknou tak
fazové posuny, které jsou linedrné zavislé na ose y (obvykle pouzité). Kdyz tento gradient
prestane byt aktivni (jinymi slovy ho vypneme), tak se atomy vrati z excitovaného stavu,
piestoze faze magnetickych momentl ziistanou odlisné. Tim se ziska dalSi ¢ast prostorové

informace a vznikne dvoudimenzionalni obraz MRI.

Frekvenéni kdédovani mé zcela podobny princip jako fazové kodovani s jednim rozdilem.
Gradient magnetického pole se jiz tady aplikuje jeSté v tietim sméru, obvykle ve sméru osy x.
Tim atomy zaCnou znovu precesovat s riznymi frekvencemi, které jsou zase zavislé na
gradientu. Kli¢ovym rozdilem fazového a frekvencniho kodovani je to, ze v prvni ptipadé se
»gradient y* aplikuje pfed tim, nez je signal detekovan. Frekven¢ni kodovani, resp. gradient ve

sméru osy x, se aplikuje béhem akvizice signélu.

Kombinaci vSech tfi popsanych technik Ize ziskat tfidimenzionalni obraz MRI.
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1.2. Kontrastni latky pro MRI

1.2.1. Kontrastni latky pro '"H MRI

Jak jiz bylo zminéno diive, bézné MRI je zalozeno na méfeni vodikovych jader patiicich
molekule vodé€, obsazené v téle pacienta. Diky velké koncentraci vody v organismu se casto
stava, ze hranice mezi jednotlivymi tkdnémi jsou Spatné rozliSitelné a neni mozné dostatecné
detekovat napt. nador v konkrétnim analyzovaném misté. V takovém ptipad¢ se celkovy obraz
MRI jevi trochu rozmazany a je celkové hiif interpretovatelny. Pro odstranéni tohoto déje byly
pro 'H MRI vyvinuty latky, které se aplikuji do d&la pacienta a tim pfispivaji k zvyseni kontrastu
snimku MRI mezi jednotlivymi tkAn&mi. Takové molekuly se nazyvaji kontrastni latky pro 'H

MRI (CA).

Kontrastni latky pro 'H MRI jsou schopny ménit lokalni magnetické pole vodikovych jader
molekuly vody, ¢imz zrychluji jeji relaxaci. V zévislosti na tom, jaky relaxacni Cas se
piednostni zvysuje, v NMR (resp. v MRI) existuji 71 a 7> 'H kontrastni latky. V dal§im odstavci
bude kratce vysvétlena relaxace NMR (na piikladu 'H) a jeji konkrétni vyuziti u 'H kontrastnich
latek.

Relaxace na piikladu "H NMR

V zavislosti na sméru vektoru celkové magnetizace M (soucet vSech spinovych magnetickych
momentl jednotlivych jader) se rozliSuji dva hlavni typy relaxaci — longitudalni (spin-
miizkova, podélnd) a ji doprovazejici transversdlni (spin-spinova, pficnd) relaxace.
Charakteristickym parametrem kazdé z nich je jeji relaxacni Cas (bud’ 71 nebo 72), coz je doba,
potiebna k vraceni sloZky magnetizace M ze stavu vychylené¢ho po plisobeni radiofrekven¢niho

pulzu do stavu rovnovazného.

Pokud excitujeme atomova jadra 90° radiofrekvencnim pulzem, rovnovazna slozka celkové
magnetizace M, (skladajici ze spinovych magnetickych momentd jednotlivych jader) se
pteklopi do tzv. transversalni polohy slozky Mxy v roving xy. Po skonéeni excitace timto pulzem
se spiny zacnou vracet do své zdkladni rovnovazné polohy a slozka magnetizace na ose z zacne
postupné piibyvat (osa z je rovnob&zna se smérem vnéjiiho magnetického pole). Cas potiebny
k longitudindlni relaxaci se nazyva relaxacni €as 7. Podle rovnice (1) (kde ¢ je Cas, Mo je slozka

rovnovazné magnetizace) plati, Ze se zmensujicim se relaxaénim ¢asem 7' exponencialn¢ roste
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z-ova slozka magnetizace M,. To znamend, ze pii kratSim Case 77 lze rychleji dosahnout

rovnovazného stavu.
M,= M, (1 — e t/T) (1

“T kontrastni latky* jsou tzv. pozitivni kontrastni latky a ve vysledku poskytuji svétlejsi a
jasnéjsi zobrazeni té casti tkang, kde se kontrastni latka nachdzi. Takové CA vyznamné zkracuji
relaxaéni ¢as T a patii sem paramagnetické komplexy (nejéast&ji s Gd*") nebo molekuly
obsahujici Fe** nebo Mn?*. Snimky MRI, ziskané s pouzitim 7T; kontrastnich latek, se nazyvaji

T vazené obrazy (z ang. ,,T1-weighted images ).

Jind situace nastavda, pokud excitujeme jadra pulsni sekvenci jako napi. spinové echo, tj.
pusobenim 90° a 180° pulzu surcitou prodlevou. V tomto piipad€ transversalni slozka

magnetizace My, bude postupné ubyvat a celkovy piispévek magnetizace bude vzristat na ose

z. Cas potiebny k transverzalni relaxaci se nazyva relaxacni ¢as 72 a vZdy ma mensi hodnoty

nez Cas T1. Zavislost My, na T> ukazuje rovnice (2) (kde 7 je Cas, Mo je slozka rovnovazné

magnetizace)
Mxy = M, et/ ()

Kontrastni latky pfispivajici k vyznamnému zkraceni 7> relaxacniho ¢asu jsou molekuly, které
vedou k tmavs§imu zobrazovani oblasti CA, a proto se nazyvaji negativni kontrastni latky nebo
T> kontrastni latky. Mezi takové slouceniny patii super- a ferromagnetika, napf. nanocastice
oxidl Zeleza. Snimky MRI, ziskané s pouzitim 7> kontrastnich latek, se nazyvaji 7> vazené

obrazy (z ang. ,,7>-weighted images “).

Hodnoty obou relaxa¢nich ¢asii obvykle zavisi na tom, v jakych molekulach se vodikova jadra
nachézeji, tedy jaké tkan€ se méti. Naptiklad atomy vodiku z molekul vody (,,tekuté* tkanc)
maji obecné oba ¢asy nejdelsi (71 ~4000 ms a 7>~2000 ms),' naopak atomy vodiku, v tukovych
tkanich vykazuji mnohem krat$i relaxaéni ¢asy (71 ~400 ms a 7> ~120 ms).? Jeden z
diivodu rozdilné relaxace 'H se skryva v rotaci a translaci molekul v jednotlivych tkanich. Voda
ve srovnani s tuky predstavuje velmi malou molekulu, ktera je schopna se rychle pohybovat a
rotovat. V disledku rychlé a ndhodné rotace se snizuje pravdépodobnost, Ze frekvence pohybu
molekuly bude shodna s Larmorovou frekvenci, se kterou jaderné spiny relaxuji. Je proto nutné
pouziti del§iho Casu (jak 71, tak 1 72), aby “se nasla” Larmorova frekvence a jadro zrelaxovalo.

Velké molekuly (napf. lipidy nebo proteiny) se pohybuji pomaleji, a proto lze Larmorovy
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frekvence dosahnout mnohem rychleji a vysledkem jsou krat$i relaxa¢ni Casy ve srovnani

s vodou.

Dalsimi parametry, které ovliviiuji relaxaci vodikovych jader, je napt. viskozita roztoku (je
spojena s pohyblivosti molekul obsahujici atomy vodiku), koncentrace vody (pH) a pfitomnost

jinych slou¢enin v méfenych tkénich.

1.2.2. F jako dalsi aktivni jadro v diagnostice MRI

V 'H MRI se nemé&ii samotné kontrastni latky, ale protony vody, jejichz relaxace je ovlivnéna
témito kontrastnimi latkami. Pfestoze je v konkrétni tkani diky CA kontrast zvysen, vodikové
atomy pfitomné v organismu v hojném mnoZzstvi, mohou interferovat s vodiky v métené tkani
—to vSechno vede k silnému prekryti signald a negativné ovliviiuje celkovou intepretaci snimku
MRI. Pro feSeni této nevyhody u kontrastnich latek pro 'H MRI existuje alternativa, zaloZena
na méfeni jiného NMR aktivniho jadra — '°F MRI, tj. pouziti kontrastnich latek pro '°F MRI.
Vzhledem k tomu, Ze samotné jadro '°F je v organismu malo zastoupeno, pii jeho méfeni signl
MRI pochézi pouze z téch fluorovanych sloucenin (1’F MRI CA), které se do téla aplikuji. Tim
je odstranéno pozadi, které obecné vznika pii méfeni '"H MRI. Nicméné se ¢asto pro kompletni

anatomické zobrazovani pouziva kombinace 'H a '°F MRI — tzv. z angl. ,,hot-spot “ méfeni.

Fluor je monoizotopni prvek, ktery existuje pouze ve formé& '°F. JelikoZ jeho gyromagneticky
moment je blizky gyromagnetickému momentu protonu, podobna i jeho Larmorova frekvence.
Prakticky proto miizeme vyuzit podobné podminky méfeni jako pro 'H (napf. blizkou rezonaéni
frekvenci pfi dané intenzit¢ magnetického pole). Nizkd polarizovatelnost, vysoka
elektronegativita a velky Van der Waalstiv polomér, kolem 1.47 A, ale vedou k hydrofobnosti

a lipofilicité fluorovanych kontrastnich latek.

Fluor se v organismu nachazi v malém mnoZstvi v kostnich tkanich a zubech.® Diky extrémné
kratkému Gasu 7T»,> a tim i rychlé relaxaci (resp. Sirokému signdlu) v pevné fazi (v kostech) '°F
neni vhodny pro pouziti v bézném MRI, zalozeném na méieni kapalnych vzorkd. Pfi '°F MRI
proto mizeme pozorovat pouze signal patfici méfené latce a vysledny obraz neni ovlivnén
7adnymi konkurenénimi slou¢eninami. Je to vyhoda oproti 'H MRI, ktery miize vykazovat jak

signaly méfené latky, tak 1 vody, ktera je ale obvykle sledovana.
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Dalsi nezbytnou vyhodou fluoru jako méteného jadra pro vysSetfeni MRI je Siroka Skala jeho
chemickych posunt, jehoz hodnoty mohou dosahovat az 300 ppm.* Tento rozsah nim
umoznuje provadét analyzy s vétSim poctem neekvivalentnich jader a tim 1épe separovat i

identifikovat riizné struktury obsahujici fluor.

Jadro fluoru mé dlouhy 71 (1 aZ 4 s),> a proto je u takovych experimentii nutno pouziti delsich
intervalii mezi jednotlivymi pulsnimi sekvencemi. Ve vysledku ziskdvame mensi pocet signalt,
a tedy horsi kontrast snimku MRI. Pro zkraceni ¢asu 71 Ize do struktury fluorovaného ligandu
napf. zavést paramagneticky ion, ktery pfispiva ke zméné lokdlniho magnetického pole.
Vznikne tak molekula, kterd je diky zkrdcenym relaxacnim ¢asiim schopna zvysuji intenzitu
signdlu MRI, proto se tyto latky v bézné literatufe nazyvaji paramagnetické kontrastni latky pro

YF MRI.

1.2.3. Perfluorované uhlovodiky jako nejrozsifengjsi typ °’F MRI CA

Fluorované kontrastni latky jsou atraktivnim nastrojem pro moderni zobrazovani magnetickou

rezonanci.

Jak jiz bylo zminéno vySe, fluor ma zanedbatelné zastoupeni v organismu, a proto pfi
zobrazovani specifické tkdn¢ vysledné signaly obvykle odpovidaji pouze aplikované kontrastni

latce. To eliminuje vliv pozadi a vede k lepSimu poméru signal/Sum.

V porovnéni s béznym MRI je potieba si uvédomit, Ze koncentrace protont v organismu je
podstatné vyssi nez koncentrace fluoru — 80 M oproti 10° M (v kostech a zubech).® Proto je
nutné mit co nejvyssi koncentraci magneticky ekvivalentnich fluorovych jader. Toho lze
dosahnout pouzitim tzv. perfluorovanych molekul (PFC), které predstavuji nejrozsifené;si typ
kontrastnich latek pro 'F MRI. Jsou to struktury, odvozené od uhlovodikii obsahujici velky

pocet stejnych atomt fluoru.

V medicin¢ se perfluorované molekuly nejcastéji pouzivaji na sledovani hypoxie — stavu tkané,
spojeném s nedostatkem kysliku v tkaniovych buitkach. Vzhledem ke svym paramagnetickym
vlastnostem a schopnosti se rozpoustét v perfluorovanych uhlovodicich molekulovy kyslik
zkracuje relaxacni Cas fluorovych jader a tim pfispiva k lepsi relaxaci fluorované kontrastni

latky. Tyto vlastnosti se v MRI vyuzivaji ke sledovani obsahu kysliku v jednotlivych tkéanich.

Ptiklady nejtypictéjsSich perfluorovanych uhlovodiki jsou uvedeny na Obrdzku 1.
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Obrdazek 1. Struktury perfluorovanych uhlovodik.

Perfluorované slouceniny jsou chemicky inertni, stabilni a nejedovaté (vazebna energie C-F je
kolem 485 kJ/mol,’) a diky vysokému obsahu fluorovych jader se zvysuje i pocet zrelaxovanych
jader, tim se ziskava lepsi kontrast. Jedinou velkou nevyhodou perfluorovanych kontrastnich
latek je jejich nizkéd rozpustnost ve vodé (pro bézné biomedicinské aplikace), kterd omezuje
jejich distribuci v organismu. Napiiklad PFOB ma maximalni rozpustnost kolem 10 M.
Vzhledem k této vysoké hydrofobnosti se perfluorované latky podavaji ve formé& emulgovanych

nanocastic.

Dal8imi nevyhodami PFC je pomald podélné relaxace, a tedy i pfili§ dlouhy relaxaéni cas 71.
Kwvili tomu se musi pouzit pulsni sekvence pro dlouhé relaxaéni Casy, aby se zvysila celkova
citlivost. Pokud jadra fluoru nejsou ekvivalentni a maji maly rozdil v rezonancnich

frekvencich, tak to miize vést k rozmazani a rozsifeni jednotlivych signalt ve spektru.

1.2.3. Polymerni fluorované kontrastni latky

V poslednich letech se tézZ vénuje velkd pozornost fluorovanym polymertim jako dalSimu typu
kontrastnich latek pro '°F MRI, mezi které patii napf. linedrni, hyperrozvétvéné nebo dendritské

polymery, micely, nanocastice atd.

15



Vzhledem k jejich polymernim strukturdm vSechny uvedené skupiny obsahuji obrovsky pocet
atomu fluoru, ¢imz se vyznamné zvySuje citlivost a intenzita signald MRI. VétSinou jsou to
hydrofobni slou¢eniny (napft. perfluoropolyethery), které obvykle ve spektru vykazuji jeden
ostry signal s relativné dlouhou relaxaci 7>. Kvuli delSimu ¢asu 7> se prodluzuje doba akvizice

a ziskava se lepsi pomér signal/Sum.

Vyznamnou skupinu '°F MRI CA jsou polymery odvozené od kyseliny akrylové. Vétsinou jsou
to ve vod¢ Spatn¢€ rozpustné slouceniny, jejiz hydrofilnost 1ze snadno zvysit vytvofenim
kopolymert s riznymi hydrofilnimi monomery. Diky pfitomnosti ekvivalentnich atomt fluoru

poly(akrylaty) vykazuji ve fluorovém spektru jeden ostry signal.

CHj

n n

O (L o} 0
CF,4 kCFe,

PTFEA PTFEMA

Obrazek 2. Struktury poly(akrylatl).

Pozitivni strankou polymernich '’F MRI CA oproti ostatnim fluorovanym kontrastnim latkdm
je schopnost vykazovat tzv. EPR efekt. EPR (enhanced permeability and retention effect)
efekt spoc¢iva v tom, Ze pravdépodobnost akumulace urcitych ¢astic (napf. nanocastic,
makromolekul) je vyssi v nadorovych tkanich nez v normalnich. To zplisobuje zvysSenou
koncentraci polymert (resp. fluorovych jader) v poskozenych tkanich a tim i lepsi “hot-spot

méfeni.
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1.2.4. Kontrastni latky pro "’F MRI na bazi makrocykli

Vsechny vysSe zminéné typy fluorovanych kontrastnich latek jsou charakteristické svym
dlouhymi relaxa¢nimi ¢asy 71/7> coz vyzaduje dlouhou akvizici signdlu a tim prodlouzenou
dobu snimani skenti pii diagnostice MRI. Navzdory tomu existuje alternativni skupina
kontrastnich latek, které vykazuji zrychleni relaxaci a hraji vyznamnou roli v MRI. K takovému
druhu patfi sloudeniny obsahujici paramagnetické ionty lanthanoidt (Gd**, Eu**, Gd**, Tb**,
Dy**, Ho*") nebo ptechodnych kovii (Mn?*, Cr**, Co**, Fe**, Fe**, Ni*" a Cu®"), jejichz atomy
maji nesparovany pocet elektronti. VSechny tyto ionty proto maji nezbytnou a vyjimecnou
vlastnost — a to schopnost ménit lokalni magnetické pole fluorovych jader, tzn. PRE efekt (z
ang. “Paramagnetic Resonance Enhancement®). Avsak ve volné form¢ jsou paramagnetické
ionty pro organismus zna¢n¢ toxické a nemohou byt pouzité pro biomedicinské aplikace.
Zakomplexovanim takového iontu do vhodné organické struktury se lze tomuto problému

vyhnout.

Zakladnimi stavebni jednotkami jsou nejcastéji makrocykly obsahujici heteroatom (O, S nebo
N), schopny se koordinovat na pfislusny atom kovu. V praxi se nejvic vyuzivaji polyaminové
makrocykly jako mnapf. cyklen (1,4,7,10-tetraazacyklododekan), cyklam (1,4,8,11-

tetraazacyklotetradecan) a tacn (1,4,7-triazacyklononan) — Obrdzek 3.

/\ H NH HN
NH HN < > [ j
[ ] NH HN NH HN
NH HN
cyklen tacn cyklam

Obrazek 3. Struktury polyaminovych makrocykli.

Pro zlepSeni koordinace iontu kovl se do struktury makrocyklu zavadéji dalsi skupiny, jako
napi. karboxylova, ¢imZ vznikaji derivaty — TETA (cyklam), NOTA (tacn) a DOTA (cyklam)
— Obrazek 4.
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HOOC—— K) ~—COOH

TETA

Obrazek 4. Struktury derivati polyaminovych makrocykli.

Pii vyzkumu fluorovanych makrocyklickych CA se klade diiraz na rychlost relaxace jader
fluoru. Rychlost relaxace fluorovych jader zavisi mimo jiné¢ na tom, v jaké vzdalenosti je
umistén paramagneticky ion. Pokud je fluorovana skupina (nejcastéji CF3), umisténa pfilis
daleko, je zvyseni relaxace malé, zatimco kdyz se atomy fluord nachazeji piili§ blizko, tak
dochézi ke zvySenému posunu a rozsifeni signall, coz vede ke zhorSeni kontrastu. Je tady velmi
dilezity pomér 72/71, ktery by v idedlnim piipad€ mél byt co nejbliz k jednicce a tim poskytovat
vysokou citlivost pii méteni jader fluoru. Obecné se v literatufe uvadi, Ze optimalni vzdalenost

iontu kovu od atomu fluoru leZi v rozmezi 4,5 a 7,5 A.°

Do struktury makrocykll se v takovém piipad€ zavadéji skupiny, které obsahuji atomy fluoru,
nachéazejici se vrizné vzdéalenosti od koordinovanych iontd kovi. Vzhledem k nizké
rozpustnosti fluorovanych molekul ve vodé je vhodné, aby v téchto latkach byly také pfitomny
hydrofilni skupiny. Casto se Ize v literatufe potkat s riznymi fluorovanymi derivaty kyseliny

fosfinové nebo octové, konkrétni piiklady jsou uvedeny na Obrazku 5.
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Obrazek 5. Struktury fluorovanych derivati DOTA,’

Dalsi dulezitou vlastnosti fluorovanych makrocykli je pfitomnost co nejvyssiho poctu
ekvivalentnich jader fluoru. V takovém ptipad¢ pifi zakomplexovani iontd kovu do symetrické
struktury, kde jadra fluoru budou poskytovat stejnou rezonancni frekvenci, 1ze dosdhnout jejich
nejvyssi citlivosti pfi snimani signali. Komplexy lanthanoidl s rizn€ substituovanymi derivaty
DOTA vykazujici Cs symetrii jsou tak idedlni pro pouziti v MRI. Naptiklad byl pfipraven
symetricky a ve vodé dobfe rozpustny komplex Tm'™ a Yb™ s 12 ekvivalentnimi atomu fluor,
které jsou navazany na amidova ramena — M-DOTAm-12F (Obrdzek 6).'° Diky vysokému
poctu atomu fluoru v molekule se vyznamné zvySuje citlivost a ve vysledku ziskdvame jeden

intenzivni signal.

Napt. bylo téz prokdzano, ze se komplexy lanthanoidi s trifluor-fenyl substituovanymi rameny
v roztocich maji jen jeden izomer a jsou nejvhodnéjsi pro zvyseni kontrastu.’ Pfi¢emz nejkratsi
relaxacni Casy byly pozorovany pii umisténi fluorovych fragmentti v poloze ortho benzenového

jadra.!! Piiklad takové struktury je uveden na Obrdzku 6.

—--(---\Lln/---\-l-- N N Yo
N A
N [ N PN ’,,/Ln: 3+
v N~ “CF o- N TN M=Ln
\
=5 !
NH v
HN Q NH
M-DOTAm-12F CF, CFs

FsC M = Ln3*

Obrdzek 6. Struktury symetrickych fluorovanych derivati DOTA,’,°.
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1.2.5. PoZzadavky na kontrastni latku pro ’F MRI

Aby fluorované kontrastni latky mohly byt pouzity v MRI vysSetfeni, musi spliiovat nékolik

podminek.

1. Jadra fluoru musi byt magneticky ekvivalentni. OdlisSnost chemického okoli kazdého jadra
vede k tomu, Ze spiny rezonuji s riiznou rezonan¢ni frekvenci, a proto poskytuji vétsi pocet
signalt. Takova nehomogenita frekvenci zptisobuje tzv. rozmazani snimku MRI a zhorSuje jeho

vyslednou interpretaci.

2. Fluorované kontrastni latky by mély mit co nejvyssi poéet téchto ekvivalentnich jader. Cim
vic NMR aktivnich jader kontrastni latka obsahuje, tim budou signéaly a tim MRI zobrazeni

intenzivngj$i a jasnéjsi.

3. Kontrastni latky musi byt rozpustné ve vodé. Hydrofilnost slouceniny lze zvysit pridanim

néjaké polarni skupiny, napft. fosfindtové.

4. Co nejvyssi pomér 7>/T1, blizici se 1. Pfi¢emz oba relaxacni ¢asy by mély mit hodnoty

“optimalni‘ pro pouzivany skener.

5. Kontrastni latka by mély byt snadno pfipravitelnéd a dobie aplikovatelnd do organismu. Méla

by vykazovat co nejvyssi chemickou a biologickou stabilitu a téZ byt netoxicka.
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2. Cil prace

Cilem této bakalarské prace je pfiprava ligandu, jehoz lanthanoidové komplexy by mohly
piedstavovat potencialni kontrastni latku pro '°F MRI. Tento ligand je odvozen od DOTA a je
substituovan fosfinatovym ramenem, obsahujicim 9 ekvivalentnich atomt fluoru. Vzhledem
k struktufe ligandu se ocekava, Ze se po komplexaci s paramagnetickymi ionty nebudou tvofit
micely. Navic diky optimalni vzdalenosti M—F by ionty lanthanoidi mély pfispivat k zrychlené

relaxaci fluoru.

Hozcﬂ / \ ,—CO2H

C D,

HOZCJ \ / ¥P XCFS

OH FsC
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3. Experimentalni Cast
Pouzité chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie pochéazeji od komercénich vyrobc jako Sigma Aldrich,

Fluorochem, Fluka, Lachema nebo Penta.

3.1. Pouzité analytické techniky

3.1.1. NMR spektroskopie

NMR spektra byla naméfena na ptistrojich Varian 300, Bruker Neo 400 a Bruker 400 pfi

25 °C a 80 °C. Prib¢hy reakei byly sledovany na spektrometru Varian 300.

Vzorky byly méfeny bud’ v deuterovanych rozpoustédlech, nebo piimo v reakéni smési.
Spektra byla zpracovana a vyhodnocena v programu MestReNova, kde byla referencovana (v
ptipadé¢ deuterovanych rozpousStédel) na pfislusné standardy. V pfipadé CDClz na
tetramethylsilan (TMS) (du = 0,00 ppm, 6c = 0,00 ppm) a v ptipadé¢ D>O na -BuOH (du = 1,24
ppm, dc = 70,4 ppm 6c = 30,3 ppm).

3.1.2. Hmotnostni spektrometrie MS

Hmotnostni spektra byla naméfena na pfistroji Waters ACQUITY QDa s elektrosprejovou

ionizaci za atmosférického tlaku a kvadrupdlovym detektorem v pozitivnim modu.

3.1.3. Tenkovrstva chromatografie TLC

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na destickéach silikagelu TLC Silica Gel 60 Fosq4
(Merck) a TLC Aluminium Oxide 60 Fzs4 (Merck). Na vizualizaci vzorkl byl pouzit 1%
KMnOg4 ve vode.

3.1.4. Kapalinova chromatografie

Finalni produkt byl ¢iStén pomoci preparativni “FLASH* chromatografie se systtmem ECOM
TOY18DAD800. Samotna separace byla provedena na kolon¢ s reversni fazi YMC-ODS 25
(25 mm 140 mm; 40 g), kde byl pouZit systém dvou mobilnich fazi (deionizovana voda + 0,1

% TFA a acetonitril + 0,1 % TFA). Elu¢ni gradient je uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Elu¢ni gradient G1 pouzity na FLASH chromatografii. (A:

ACN +0,1 % TFA).

H>O + 0,1 % TFA, B:

¢ [min] % A % B
1 0 95 5
2 25 40 60

Prib¢h reakci byl sledovan pomoci analytické HPLC chromatografie na pfistroji Waters

ACQUITY. Byly pouzity kolony s reverzni fazi Cortecs C18 (2,7 um, 4,6x50 mm) a Luna C18

(5 pm, 4,6x50 mm). Vzorky byly eluovany systémem dvou mobilnich fazi (deionizovana voda

+ 0,1 % TFA a acetonitril + 0,1 % TFA) s pratokem 1,200 ml/min. VZdycky byl pouzit ten

stejny elucni gradient. Eluéni gradient je uveden v Tabulce 2. Na ptistroji HPLC byly latky

detekovany pomoci detektoru UV pii 210 nm a detektoru MS.

Tabulka 2. Elu¢ni gradient G2 pouZity na analyzu HPLC. (A: H2O + 0,1 % TFA, B: ACN + 0,1

% TFA)
¢ [min] %A % B
1 0 95 5
2 3,50 0 100
3 4,00 0 100
4 5,00 95 5

Pokud nebude uvedeno jinak, tak pomoci gradientu G2 byly obecné sledovany pribehy

jednotlivych krokii syntézy. Preparativni “FLASH” chromatografie — gradient G1 byla

pouzita pouze pro €isténi finalniho ligandu.
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3.2. Synteticka cast

3.2.1. Syntéza Latky I, !2

CF3 NaOH 1 ekv. CF3
FSC+OH — 3 F;C—O Na
CF H,O, RT, 1d. CF,

|
Schéma 1. Syntéza Latky I.

V kulaté baiice (250 ml) byl ve vodé (100 ml) rozpustén NaOH (4,0 g; 0,1 mol; 1,0 ekv.). Za
soucasného chlazeni v ledové 14zni byl do roztoku ptikapavan perfluoro-z-butanol

(14,7 ml; 23,6 g; 0,1 mol; 1,0 ekv.). Sm¢es byla michana v ledové 1azni pii RT po dobu 1 d. Po
reakci byl roztok odpatren na RVO a odparek ko-evaporovan s toluenem (20 ml) a n-hexanem
(20 ml) pro odstranéni zbylého mnozstvi vody. Odparena sil byla suSena v exiskatoru (P4O10)

po dobu 2 d a izolovéana ve formé bilého prasku. Vytézek byl 18,03 g (70 %).

13C{1H} NMR (DZO), 89 ppm: 9494 (1’1’1, (CF3))7 5236 (m9 C(CF3)3)
F NMR (D;0), &, ppm: —75,8 (s)

3.2.2. Syntéza Latky II, 1

CF, CF,

allylboromid 1 ekv.
F3C+o- Na& ————— Fgcﬁ»o/j\
CF, DMF, 50 °C, 3 d. CF;

I |
Schéma 11. Syntéza Latky II.

V kulaté baiice (250 ml) byla pomoci ultrazvuku v DMF (15 ml) rozpusténa Latka I (11,6 g;
45 mmol; 1,1 ekv.). Injekéni stiikackou byl do smési pfidan allylbromid (3,5 ml; 40,5 mmol;
1,0 ekv.) a vysledny roztok byl michan v uzaviené bance pii 50 °C po dobu 72 h. Konverze
vzhledem k vychozimu reaktantu (Latka I) dle 'F NMR byla cca 50 %. Potom byla
piikapavackou do smési ptidana voda (10 ml). Dolni organicka faze byla extrahovéana 2 x 10

ml vody. Organicka faze byla pak suSena bezvodym siranem sodnym a pak destilovana pii

24



atmosférickém tlaku. V rozmezi 70 °C az 79 °C byl sbiran produkt ve form¢ bezbarvé tékavé

kapaliny. Vytézek reakce byl 5,3 g (47 %).

F NMR (CDCl3), §, ppm: —70,7 (s)

'HNMR (CDCl), 3, ppm: 5,92 (m, OCHa, 2H); 5,37 (m, CH=CH.,, 1H); 4,53 (d, *Jun= 5,4 Hz,

CH=CH>, 2H)

13C{'H} (CDCls), 5, ppm: 70,2; 79,9 (AJcr = 30 Hz); 121,9 (\Jer = 295 Hz); 118,7; 131,3.

3.2.3. Syntéza Latky III

CF3 NaH2P02 2,5 ekv. CF3 O CF3 ﬁ CF3
1M Et3B (n-hexan) 1 ekv. |1
F30+O/j\ Bl - F3c+o/xﬁ>—H + FzC*\‘OKTf\O*\‘CFs
CF3 MeOH, RT, 1d. CF3 OH CF3 OH CF3
Il mn Ilia
+
CF3 ﬁ CF3
F3C+O/xll3—/j0+CF3
CF3 O CF3
CF3
o,

b

Schéma I11. Syntéza Latky III.

V kulaté bance (100 ml) byl NaH>PO,-H>O (0,91 g; 8,58 mmol; 2,5 ekv.) rozpustén v MeOH

(30 ml) pomoci ultrazvuku. Do roztoku byl injekéni stiikackou postupné pfidan 1M roztok Et:B

v n-hexanu (0,5 ml; 0,34 g; 3,43 mmol; 1,0 ekv.) a Latka II (947,9 mg; 3,43 mmol; 1,0 ekv.).

Za piistupu vzduchu byla smés michana pti RT 24 h. Konverze byla sledovdna pomoci *'P

NMR. Po uplné konverzi Latky II byl roztok odpafen na RVO a zbytek ko-evaporovan
s MeOH (10 ml). Odparek byl rozpustén ve vodé¢ (7 ml), byla ptidana vodna HCI (20 ml; 1:1)

a vodna faze byla extrahovana CHCI; (3 x 17 ml). Organickéd faze byla suSena bezvodym

Na;SO4 a odpafena na RVO. Po extrakci bylo zméteno HPLC-MS a *'P NMR, kde byly

pozorovany nasledujici slou¢eniny:

1) Ila.*'P NMR (ds-MeOH), §, ppm: 52,5 (m). HPLC-MS: 619,0 (618,2), [M+H]";

tr=3,63 min.

2) IITb. HPLC-MS: 895,0 (894,3), [M+H]"; #: = 4,46 min.
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3) Latka IIL *'P NMR (ds-MeOH), §, ppm: 34,2 ppm (d, P-H, 'Jpy= 543 Hz). HPLC-MS:
343,0 (342,7), [M+H]"; tr = 2,58 min.
Smés obsahujici produkt byla izolovdna ve formé surové latky — viskozni bezbarvé kapaliny.
Hmotnost surového produktu byla 396 mg (ptiblizna ¢istota dle *'P NMR byla 92 %).

Podrobna charakterizace vzniklych produktl je uvedena v diskuzi.

3.2.4. Syntéza Latky IV

CH3;COONa 3,3 ekv. t-BquC—\N/ \N/—COZt-Bu

NH HN t-Bu-bromacetat 3,3 ekv.
[ j KHCO, 5,2 ekv. [ ]
DMA, RT, 24 h +
B N Hyy'N _ _
NH - HN tBuO,C— \_ 2/ Br

Schéma 1V. Syntéza Latky IV.

V kulaté baiice (250 ml) byl v DMA (60 ml) suspendovan cyklen (5,00 g; 29 mmol; 1,0 ekv.)
a bezvody CH3COONa (7,86 g; 96 mmol; 3,3 ekv.). Smés byla chlazena v lazni (=20 °C) a do
smesi byl po dobu 0,5 h piikapavan ¢-butyl bromacetat (14,1 ml; 18,7 g; 96 mmol; 3,3 ekv.)
pfedem rozpustény v DMA (20 ml). Teplota 1azn¢ béhem ptikapavani byla zachovana na

—20 °C a potom zvySena na laboratorni. Smés byla michana 24 h pii RT. Po reakci byla smés
rozpus§téna ve vode (300 ml) za vzniku cirého roztoku. Déle byl do baiiky po ¢astech pfidan
KHCO3 (15 g; 150 mmol; 5,2 ekv.) a Latka IV byla vysrdzena ve form¢ bilé soli. Stl byla
nasledné odfiltrovana a rozpusténa v CHCI3 (250 ml). Roztok byl extrahovan vodou (100 ml),
suSen pomoci bezvodého MgSOs, piefiltrovan pies vatu a zakoncentrovan na RVO na objem
20 az 30 ml. Ke smési byl pfidan ether (250 ml) a produkt byl vykrystalizovan ve formé bilé
tuhé latky. Vytézek byl 11,3 g (65 %).

TLC(AL,03), (10:1 DCM:MeOH) Re = 0,68.
BC{'H} NMR (CDCls), 8, ppm: 170,4; 169,5; 81,7; 81,5; 57,9; 51,2; 49,0; 48,7; 47,4.

'"H NMR (CDCl3), 8, ppm: 1,33 (s, 9H); 1,34 (s, 18H); 2,71 (m, 4H); 2,78 (m, 8H); 2,98 (m,
4H); 3,17 (s, 2H); 3,26 (s, 4H).

26



MS (ESI): 516,4 (515,7), [M+H]"
HPLC-MS: #= 2,29 min.

3.2.5. Syntéza Latky V

1. Latka lll 1,0 ekv.

bezv. EtOH 5,0 ekv.
tBUOzcﬂ / I »—COxt-Bu  "EpciHel 3,0 ekv. tBuOQCﬂ / \ /—Cozt Bu
2. paraformaldehyd 4.0 ekv.
HBr pyr 2,5 ekv.
>

bezv. pyridin
_ Nbr e N N _/\/O CF3
t-BuO,C \ / t-BuO,C— \ / gEt A Z<CF3

IV 1 ekv. Vv 3

Schéma V. Syntéza Latky V.

V baiice (25 ml) byla v bezv. pyridinu (8 ml) rozpusSténa surovd Latka III (201,4 mg; 0,59
mmol; 1,0 ekv.). Ke smési byla ptidana Latka IV (424,3 mg; 0,71 mmol; 1,2 ekv.), EDC:HCI
(338,7 mg; 1,77 mmol; 3,0 ekv.), bezv. ethanol (0,2 ml; 0,135 g; 2,94 mmol; 5.0 ekv.),
paraformaldehyd (55,7 mg; 1,77 mmol; 3,0 ekv.) a hydrobromid pyridinu (236,1 mg; 1,47
mmol; 2,5 ekv.). Bailka byla vyfouknuta argonem a smés byla michana v uzavifené aparatuie
pii 40 °C po dobu 7 d. Po 5 d byla konverze (dle *'P NMR) vzhledem k vychozimu reaktantu
(Latka III) cca 42 %. Pro zvySeni konverze byl do reakéni smési pfidan paraformaldehyd
(0,018 g; 0,59 mol; 1,0 ekv.) a reakeni batika byla znovu vyfouknuta argonem. Celkové po 7 d
byla pomoci *'P NMR pozorovéna cca 95% konverze vzhledem k Latce III. Nésledng byla
reakéni smés odsata na frit¢ S4, filtrat byl extrahovan CHCl; (6 ml) a dale zakoncentrovan na
RVO#*. Odparek byl ko-evaporovan s toluenem (2 x 5 ml) a CHCIl;3 (5 ml). Zbytek byl rozpustén
v CHCI3 (25 ml) a Zluty roztok byl extrahovan H>O (3 x 6 ml). Organické faze byla suSena
bezvodym Na>SO4 a pak odpafena na RVO. Odparek byl rozpustén v Et2O (25 ml) a ponechén
pii — 20 °C v mrazéku po dobu 2 d. Po 2 d byla Latka IV odsata na frit¢ S4. Po nasledném
odpareni filtratu na RVO byl ziskan surovy produkt Latka V ve form¢ Zluté viskozni kapaliny.

Vzhledem k tomu, ze necistoty, které vznikly béhem dané reakce, nemély vliv na samotnou

* Latka V vzhledem ke své struktufe je schopna tvofit micely, proto pfi odpafovani ma latka tendenci pénit. Pro
odstranéni “micel” byl k Latce V pfidavan iPrOH nebo byla na odpafovani pouzita vétsi banka.
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piipravu finalniho ligandu, bylo ¢isténi v tomto kroku vynechano. Hmotnost surového produktu
byla 449 mg. Dle *'P NMR byla &istota cca 57 %. Viz diskuse.
Pomoci 3'P NMR (CDCl;) a HPLC-MS byly identifikovany nasledujici slouceniny:

1. Latka V.3'P NMR (CDCl3), 8, ppm: 51,7 (m). HPLC-MS: 898.,4 (897,9), [M+H]*;
t:= 3,21 min.

2. Va.’'P NMR (CDCls), §, ppm: 53,5 ppm (m). HPLC-MS: 883,5 (882,8), [M+H];
t:= 3,14 min.

3. Vb.*'P NMR (CDCl;), 8, ppm: 46,8 (m). HPLC-MS: 869,5 (868,8), [M+H];
t: = 3,09 min.

4. Meziprodukt V;.>'P NMR (CDCls), 5, ppm: 36,6 (d, 'Jpn = 534 Hz). HPLC-MS: 371,0
(370,15), [M+H]"; # = 3,39 min.

5. Ve.’'P NMR (CDCl), §, ppm: 28,5 (m). HPLC-MS: 401,0 (400,2), [M+H]*;
t; = 3,06 min.

6. Vd. *'P NMR (CDCls), 8, ppm: 25,3 (m). HPLC-MS: 387,0 (386,2), [M+H]";
tr=2,91 min.

7. Latka IV. HPLC-MS: 516,4 (515,7), [M+H]".

8. Latka III. HPLC-MS: 343,0 (342,1), [M+H]"; £ = 2,90 min.

Struktury a podrobngjs$i popis zminénych vedlejsich produktd, véetné NMR spekter, jsou

uvedeny v diskuzi.

3.2.6. Syntéza Latky VI

tBquCﬂ / \ ,—COyt-Bu HOZCW / \ /_C02

CHCI3:TFA 1:1
EE—
reflux, 1 d.
|| (0] CF || 0
tBUOZC—/ \ / ¥P—/\/ X 3 HOzC_/ \ / ¥P—/\/ X

CF
OEt F,c 3 OFt F5C
V 1ekv. VI

CF3
CF3

Schéma V1. Syntéza Latky VI.

V kulaté bance (250 ml) byla surova Latka V (449 mg) rozpusténa ve smési CHCI;:TFA (16
ml, 1:1). Roztok byl zahtivan pod refluxem po dobu 1 d (teplota lazné 80 °C). Smés byla

odpatena na RVO a ko-evaporovana s toluenem (15 ml) a H2O (15 ml). Pfitomnost produktu
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byla detekovana pomoci MS 729,2 (728,6), [M+H]". Hmotnost surové Latky VI byla 431 mg.

Produkt byl pouzit bez ¢iSténi pro dalsi reakci.

3.2.7. Syntéza finalniho ligandu — Latka VII

HOLN/ /—COH HO.C— /N ./ C0H
1. Ba(OH)y-H,0 4,0 ekv.
2. H,S0, 4,4 ekv.
— =
1.H,0, 80 °C, 1d.
_ Lp CFs _N \_”_/\/O CFs
HO,C "/ 7<CF3 HO,.C—" \___/ 7<CF
OEt F3Cv OH 3
VI 1ekv. Vil

Schéma VII. Syntéza Latky VII.

V kulaté bance (250 ml) byla surova Latka VI (431,1 mg; 0,59 mmol; 1,0 ekv.) rozpusténa ve
H>0 (40 ml) a byl ptidan Ba(OH),-H>O (746,4 mg; 2,37 mmol; 4,0 ekv.). Smés byla michana
v uzaviené aparatufe pii 80 °C po dobu 24 h. Po 24 h byla reakce zastavena — byla pozorovana
zména chemického posunu na 3'P{!H} NMR na 40,7 ppm (méfeno v reakéni smési na Varian
300), coz znamenalo 100% konverzi Latky VI. Nasledné byla smés odfiltrovana na frit¢ S4 a
k vzniklému roztoku byla ptikapana 95% H>SO4 (0,15 ml; 255,4 mg; 2,60 mmol). Vznikla
suspenze byla centrifugovéana pti 3500 rpm 15 min. Po odstfedéni byl ¢iry roztok dekantovan a
odpafen na RVO. Ziskany produkt byl ¢istén na ,,FLASH* chromatografii pomoci gradientu
G1. Jednotlivé cisté frakce byly spojeny dohromady a odpatfeny na RVO. Odparek byl
rozpusStén cca v 20 ml vody a lyofilizovan. Byl ziskan findlni produkt Latka VII ve formé&

nazloutlého prasku. Hmotnost byla 148 mg (36 %, ptes kroky V-VII)

3C{TH} NMR (D:0), pD=1,1, 80 °C, 5, ppm:

171,9 (s, COO2H, 2C); 171,6 (s, COO:H, 1C); 122,4 (q, 'Jer = 293 Hz, (CF3)3, 3C); 80,4 (m,
C(CFs)s, 1C); 54,7 (NCH2CO:H, 3C); 52,7 (OCHa, 1C); 51,4 (d, NCH,P, 'Jpc = 95 Hz, 1C),
50,7-50,2 (cyklen, 8C); 26,4 (d, PCHa, 'Jpc = 94 Hz, 1C); 22,4 (PCH,CHa, 1C).

'H NMR (D20), pD=1,1, 80 °C, 3, ppm:
4,60 (m, OCH>, 2H); 4,35 (s, NCH2CO:H, 4H); 4,36 (s, NCH>CO.H, 2H); 3,91-3,77
(m, 18H), 2,35 (m, PCH>CHa, 4H).
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1F NMR (D:0), pD=1,1, 80 °C, 3, ppm: 70,6 (5).

SIP{TH} NMR (D20), pD=1,1, 80 °C, 8, ppm: 41,8 (s).

MS (ESI): 701,2 (700,5), [M+H]"
HPLC-MS: #= 2,22 min, HPLC-UV: #= 2,19 min.
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4. Diskuze

F
C|:F3 NaOH 1,0 ekv. c 3 . allylbromid 1,0 ekv. CF3 /j
Fac—f—oH > FC—~O Na® ————» F,c—1-0
H20, RT, 1.d. DMF, 50 °C, 3 d.
CF3 CF3 CF3
| ]
NaH,PO,-H,0 2,5 ekv.
1 M EtB (n-hexan) 1,0 eky, | M€OH RT. 1d.
CF; (0]
||
F3C+O/_¥P—H 1.0 ekv.
|
CF; OH
1]
CH3;COONa 3,3 ekv. t-BuO,C— / \ —CO,t-Bu
NH HN t-Bu-bromacetat 3,3 ekv. N N
[ j KHCO, 5,2 ekv. [ j v
NH HN DMA, RT, 24 h N Ho*N Br bezv. pyridin
- o
_/ FBuOC~ \__/ Br 1.0ekv. 1. bezv. EtOH 5,0 ekv. 40°C,7d.

EDC:HCI 3,0 ekv.
2. paraformaldehyd 4,0 ekv.
pyr HBr 2,5 ekv.

HOZCﬂ / \ /_COZH t—BUOzCﬂ / \ /_COQt-BU

[ j CHCI4:TFA 1:1 [N j
-
(e}

flux, 1 d.
N NCR~ o CR reflux, N C O__CF
HOLC cP)Et F3g<CF3 tBUO,C— \__/ R RS

1. Ba(OH), H,0 4,0 ekv.
80°C,1d.
2. H,S0,4 4,4.ekv.

HOQCﬂ / \ /_002H

CoJ,

HO,C— A P Tcr,
OH FsC

Vil

Schéma VIII. Souhrnné schéma syntézy findlniho ligandu.
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4.1. Syntéza Latky I

Latka I (perfluor-#-butanolat sodny) byla pfipravena modifikovanym postupem dle reference,'

reakci perfluoro-z-butanolu s hydroxidem sodnym v pfitomnosti vody. Latka I byla izolovana
ve formé bilé soli s vytézkem 70 %, istota dle '°F a '*C NMR byla 100 %. Ziskana data

odpovidala publikovanym.

4.2. Syntéza Latky 11

Latka II byla pfipravena reakci mezi Latkou I a allylbromidem v DMF. Reakce probiha
mechanismem nukleofilni substituci, v disledku c¢ehoz se odstépuje bromid sodny.

(Allyl)(perfluor-butyl)ether (Latka II) byl pfipraven dle reference,'’

v niz bylo popséno, Ze
reakce trva 72 h. V daisledku toho, Ze po 72 h (dle '°F NMR) byla pozorovana konverze cca 50
% (zbyla cast patiila vychozi soli — Latce II), byl reakéni ¢as prodlouzen o dal§ich 17 h. Po
téchto 17 h byla konverze cca 55 az 60 %. Z divodu mozné polymerizace dvojné vazby, byla

reakce po 89 h zastavena.

Co se tyde samotné destilace, tak v prvnich sbiranych frakci byly pomoci 'H a F NMR
pozorovany kromé findlniho produktu jak vychozi allylbromid, tak i perfluor-z-butanol.
Allylbromid dle reference,'* méa bod varu 70 °C a Latka I dle reference,'®> ma bod varu 82 °C.
Obecné plati, ze prostou destilaci, ktera byla vyuzita pii dané syntéze, se d¢li latky, jejiz
minimalni rozdil v teplotach vart je nejméné 20 az 25 °C. Vzhledem k tomu, ze v tomto ptipadé
byl rozdil kolem 10 °C, jednotlivé reaktanty a produkt nebyly perfektné separovany. S pouzitim
veétsiho mnozstvi surové Latky II by bylo mozné provést lepsi zpisob destilace — rektifikaci,
ale tento postup bohuZel nebyl vyzkouSen. Proto byl kviili neefektivnimu provedeni destilace

vytézek reakce pomérné nizky, vysledny produkt mél, dle '°F a "H NMR, &istotu cca 100 %.

4.3. Syntéza Latky 111

Latka III byla pfipravena reakci fosfornanu sodného s Latkou II v pfitomnosti triethylboranu
a methanolu. Syntéza esteru kyseliny fosfinové (Latka III) probihd radikdlovym
mechanismem, kde vznikly ethylovy radikal (pochézejici z Et;B) reaguje s dvojnou vazbou za
vzniku alkylového radikélu, ktery nasledné reaguje s fosfornanovym aniontem, pfi¢emz se

odstépuje proton.
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Pti syntéze popsané vySe vznikaly nékteré z vedlejSich produktd, jejichz plné charakterizace je
uvedena v experimentalni ¢asti. Fosfornan sodny, ktery obsahuje dvé P-H vazby, byl pfi dané
syntéze pridan v nadbytku (2,5 ekv.). Piesto byly oba protony substituovany allylovymi fetézci
a tim vznikl pozorovany 2x substituovany produkt II7Ta. Na HPLC-MS byla pozorovana i
sloucenina, ktery pravdépodobné vznikla napojenim dvojné vazby Latky II za vzniku esteru
II1b. D4 se predpokladat, ze tato latka byla v reakéni smési pfitomna ve velmi malé koncentraci,
protoze nebyla pozorovana pomoci *'P NMR, ale pouze na HPLC-MS. Kromé& zminénych
vedlejSich produktii byl pomoci NMR a HPLC-MS identifikovan i vysledny produkt — Latka

III. Struktury vSech slouc¢enin jsou uvedeny na Obrdzku 8.

CFs o CFs
F30+O/KFI>—/_\O+CF3
CF 0 CF3
CF4 0 CFs ﬁ_/_\ CF3 *
F3C+O/x!3|—-H F30+OKT o——CFs o
l : 3
CFs OH CFs OH CF3 o—|—cr,
Latka Il It CF,
b

Obrazek 8. Struktury vzniklych produktt pfi syntéze Latky II1.

Na Obrdzku 9, ktery predstavuje spektrum *'P NMR Ize vidét vznikly multiplet na 52,5 ppm,
pattici vedlejSimu produktu I11a. Pti 34 ppm mizeme pozorovat Latku II —dublet multipletu,
zptsobeny interakci *'P s 'H. Na spektru Ize téZ pozorovat i triplet multipletdi, ktery vznika
v dtisledku interakce *H (ktery nahrazuje proton v P-H vazbé pii pouziti ds-MeOH) s 3'P. Na
Obrazku 10, ktery predstavuje spektrum *'P{"H} NMR Ize vznik P-H vazby Latky III potvrdit
singletem pi1 34 ppm.
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Latka Il

o
Ia ||| ‘ | ||' “

J t'k,.\ﬁ_?_ mwr,fl ﬁle iuf,I I1Jf| U L\MN

f1 (ppm)

Obrdzek 9. 3'P NMR spektrum vzorku reakéni smési ze syntézy Latky II1.
Mg¢éteno v d4-MeOH na Varian 300.

Latka Il

T T
43 4 41 40 39 38 37 3B 35 34 33 32
f1 (ppm)

T
53 52 51 550 49 48 47 46 45 44

Obrdzek 10.°'P{'H} NMR spektrum vzorku reakéni smési ze syntézy Latky II1.
Me¢éteno v d4-MeOH na Neo Bruker 300.

V nésledujici reakci Mannichova typu P-H vazba reaguje s formaldehydem a aminovou
skupinou cyklenu. Ani latka II1b ani latka IIlc neobsahuji P-H vazbu, takze by pii syntéze
Latky V nemély reagovat. Z téchto diavodu byla Latka III pouzita pro dalsi reakci bez ¢iSténi

(dle *'P{'H} v &istoté cca 92 %).
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Ve findlnim navodu, ktery je popsan v této bakaldiské praci, nebylo cisténi Latky III
provedeno. Avsak béhem syntézy bylo provedeno nékolik pokust o ¢isténi Latky II1, které zde
budou kratce popsany. Tento ptipad nebyl zminén v experimentalni ¢asti z divodu, ze vysledna

Latka III nebyla pouzita v dalSich krocich syntézy.

Béhem téchto pokust o ¢isténi Latky III byly pozorovany stejné vedlejsi produkty Illa a I11b,
které pravdépodobné vznikaly zplisobem, popsanym vyse. Navic byla pomoci *'P NMR a
HPLC-MS pied cisténim identifikovéna i sloucenina Illc, kterd vznikla oxidaci P-H vazby

Latky IIL
Pti prvnim pokusu syntézy Latky III byly jako vedlejsi produkty pozorovany:

1. IHa. 3P NMR (ds-MeOH), 5, ppm: 51,5 (m). HPLC-MS: 618,2 (619,0), [M+H]".

t:= 8,50 min.
2. IIIb.*'P NMR (ds-MeOH), §, ppm: 52,4 (m). HPLC-MS: 8943 (895,2), [M+H]".
t: = 9,65 min.
3. Ilc.?'P NMR (ds-MeOH), §, ppm: 28,0 (m). HPLC-MS: 358,1 (359,0), [M+H]".
t:= 6,67 min.
CF; 0
F3C+O/xu—OH
b

lllc

Obrdazek 11. Struktura latky Illc, vzniklé oxidaci Latky III.

Na chromatografii na silikagelovém sloupci byly vyzkouSeny rizné mobilni soustavy — Cisty
EtOH, EtOAc:EtOH (v poméru 1:4 az 1:6), iPrOH:EtOH (v rizném poméru) a EtOH:hexan
v poméru 1:2. Na destickach TLC byly pozorovany pouze Illc a Latka 111, IIla a IITh byly
eluovany s ¢elem. Celkové po vSech chromatografickych pokusech se Latku III nepodatilo
zcela vycistit. Problémy byly zplsobeny «chvostovanim» latek na silikagelovém sloupci a
obecné jejich pravdépodobnou degradaci na Si0,. Vzhledem k tomu, Ze po vSech ¢isténich byla
gistota Latky III cca 5060 % dle *'P NMR a v syntetické ¢asti bylo uvedena pfiblizn4 gistota
kolem 92 %, ve finalnim pokusu byla Latka III pouzita bez ¢iSténi.
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Obrdzek 12 a 13 predstavuji vysledna >'P NMR spektra po chromatografickém vy¢isténi. Lze

tady pozorovat zminéné vedlejsi produkty, které se nepodatilo oddélit od Latky II1.

Latka Il ||

| WA IIII! “
|

Il . lhl |||| || ||

I|| |I||||||||| |

IEARATA |

T T I T T T L T T I 1 T T ] T T T I T 1 T I T T T 1 T
55 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 3B/ 34 33 32 31 30 29 28 X
f1 (ppm)

Obrazek 12. 3P NMR spektrum vzorku reakéni smési ze syntézy Latky III po chromatografii
na SiO2. Méfeno v d4-MeOH na Bruker 300.

IIIc
Latka lll

IIb
|
|

ITa
i ||

ﬁ

—— Lul U — AN R

T T T I T T T T I T
37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27

5‘3 5‘2 5‘]. 5‘0 4‘9 4‘8 4‘? 4‘6 4‘5 4‘4 4‘3 4‘2 4‘]. 4‘0 3‘9 3‘8
f1 (ppm)
Obrdzek 13.°'P{'H} NMR spektrum vzorku reakéni smési ze syntézy Latky III po

chromatografii na SiO2. Méfeno v ds-MeOH na Bruker 300.
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4.4. Syntéza Latky IV

Hydrobromid #-butyl-DO3A (Latka IV) byl pfipraven dle postupu z reference,!> reakci
cyklenu s #-butyl bromacetdtem v pfitomnosti bezvodého CH3COONa a KHCO3 v DMF.
Mechanismus spociva v postupné alkylaci tii nukleofilnich aminoskupin cyklenu
t-butyl-bromacetatem v pfitomnosti KHCO3 jako bdze. Béhem této syntézy se podafiilo
ptipravit produkt ve vytézku 65 % a s Cistotou 100 %. Na HPLC-UV pfi 210 nm byl pozorovan
jeden pik.

4.5. Syntéza Latky V

Latka V byla pfipravena reakci Latky IV s esterifikovanou Latkou III.

V prvnim kroku reakci Latky III s bezvodym ethanolem za pfitomnosti EDC:HCI vzniké ester
— Meziprodukt V;. Tento Meziprodukt Vi nebyl izolovan, reakce byla provadéna in situ a byly
do reak¢éni smési rovnou pridany i dal$i reagencie pro Mannichovu reakci. V reakci
Mannichova typu volné aminové skupiny reaguji s karbonylovym atomem uhliku aldehydové
skupiny za vzniku iminiové soli, ktera je nasledn€ atakovana nukleofilni fosfindtovou skupinou
za vzniku vysledného produktu. B€hem dané syntézy byl pouzit EDC:HCI, ktery hraje roli
dehydrata¢niho a aktivacniho ¢inidla pro vznik esteru (Meziprodukt Vi) a tim piispiva

k lep§imu nukleofilnimu ataku fosfinové skupiny na iminiovy meziprodukt.

Pribéh dané reakce byl sledovan pomoci *'P NMR a HPLC-MS, pomoci &ehoz byly
identifikovany nékteré z nasledujicich produkti, jejichz podrobna charakteristika byla uvedena

v experimentalni ¢asti. Viz Obrazek 14.

Kombinaci HPLC-MS a NMR byl pozorovan bo¢ni produkt Va. PiestoZe v reakéni smési
nebyly pouzity reaktanty, obsahujici methylovou skupinu, esterifikaci lze objasnit pfitomnosti
MeOH, ktery zbyl po syntéze Latky III. Vedlejsi produkt Va byl v poslednich dvou krocich
zcela zhydrolyzovan, takZze jeho pritomnost v surové Latce V neméla Zadny vliv na pribéh

dalSich reakci.

Dale byla pozorovana hydrolyzovand forma produktu — Vb, kterd pravdépodobné vznikla
hydrolyzou kviili dlouho trvajicimu pribéhu reakce. Nicméné ¢-butylové skupiny vedlejsiho

produktu Vb buly odstranény v kroku VI, ¢imz se ziské finalni Latka VII.
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Déle byla detekovana latka Vd a jeji esterifikovana latka Ve. Navic byly identifikovany i oba
hlavni vychozi reaktanty — Latka III a Latka IV, véetn€ i nezreagovaného Meziproduktu V7.
Estery Ve a Vd byly zcela hydrolyzovany hydroxidem barnatym v poslednim kroku.

Po 5 d byl do reakce piidan dalsi ekvivalent paraformaldehydu pro zvySeni konverze vzhledem
k Latce III. Jak bylo popsano v navodu, celkové se po 7 d konverze zvysila, ale pfesto po
celkovém zpracovani reakce byly pozorovany vSechny piivodni reaktanty. Pro 100% konverzi
by moznd pomohlo ptidani dalSsiho mnozstvi ethanolu (pro esterifikaci Latky III na
Meziprodukt Vi) a paraformaldehydu. V poslednim kroku syntézy Latky V byla provedena

krystalizace, ¢imz byl ¢astecné odstranén jeden z vychozich reaktantt — Latka IV.

Kwvili obtizné separaci slozek smési bylo ¢isténi v tomto kroku vynechéno a produkt byl pouzit

v surové formé. Dle *'P NMR byla &istota cca 57 %.

t—BquCﬂ / \ /_002t'BU t—BuOZCﬂ / \ /_C02t-BU

Co CoJ

O CF O._CF
t—BuOZC—/ __/ LP—/\/ K3 t_BquC_/ A PN ~<CFs
CFs CFy
OMe  FiC OH F3C
Va Vb
FaC |O| FaC Q
‘°’ > > ; : I
FsC OEt FaC OEt FsC OEt
Meziprodukt V, Ve vd

Obrazek 14. Struktury vzniklych produktd ze syntézy Latky V.
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Obrazek 15. 3'P NMR spektrum vzorku reakéni smési ze syntézy Latky V.
Meéteno v CDCI3 na Bruker NEO 400.

4.6. Syntéza Latky VI

Latka VI byla pfipravena reakci Latky Vs kyselinou trifluoroctovou, pomoci niz byly
odstranény #-butylové skupiny Latky V. Prubéh reakce nebyl sledovan pomoci NMR, proto byl
produkt identifikovdn pomoci MS (ESI) — byla pozorovana hmotnost molekuldrniho iontu
7292 (728,6), [M+H]" odpovidajici Latce VI. Na MS téz byly pozorovany stejné
zhydrolyzované (pomoci TFA) vedlejsi produkty Va a Vb z kroku V. Surova Latka VI byla

rovnou pouzita pro syntézu findlni Latky VII.
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4.7. Syntéza finalniho ligandu — Latka VII

V poslednim kroku syntézy probihala hydrolyza etheru fosfinové kyseliny hydroxidem

barnatym. Barnaté kationty byly nasledné odstranény pomoci kyseliny sirové.

Pomoci gradientu G2 na HPLC-MS byly po odstfedéni BaSOs4 stale pozorovany vedlejsi
produkty z ptedchozich kroki — Vd, Ve a jejich hydrolyzovand forma. Navic byla nalezena
Latka III a produkt IIlc, ktery pravdépodobné vznikl oxidaci Latky III. Vzhledem
k chromatogramu na analytickém HPLC-MS byl pro dalsi ¢isténi vybran gradient G1 pro
preparativni “FLASH* chromatografii. V tomto kroku bylo pomoci preparativni “FLASH
chromatografie provedeno ¢iSténi finalniho ligandu, kde se podatilo odstranit vedlejsi produkty,
vznikajici v ptedchozich krocich. Poté bylo zméfeno HPLC-UV (210 nm), kde byl pozorovan
jeden pik, patfici findlnimu ligandu (Obrdzku 16).

2998 PDA 210.0 nm

e

Obrdazek 16. HPLC-UV chromatogram c¢isté Latky VII.

Vysledny ligand byl pfipraven ve form& zwitteriontu a obsahuje protonizované aminové
skupiny makrocyklu. V disledku intermolekularnich vodikovych vazeb mezi NH skupinami je
zpomalena rotace jednotlivych fragment molekuly, coz miize vést k celkovému rozsiteni
signalt. Nejdiive byla spektra NMR métena v D20 pii 25 °C s pD roztoku 1,1. Po tomto méfeni
nebyl ziskan 7adny signal *'P signal NMR a signaly v '*C a 'H spektrech NMR byly velmi
Siroké. Pro naméteni fosforového signdlu by bylo mozZné zvysit celkové pD roztoku pfidanim
baze, ale tento postup by mohl vést k degradaci samotné latky, proto nebyl proveden. *'P, 13C
a 'H spektra NMR byla nasledné zméfena pii teploté zvysené na 80 °C a jsou uvedena na

Obrazku 17.1,17.3a17.4
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Obrazek 17.1. 3'P{'H} NMR spektrum (horni) a *'P NMR spektrum (dolni) ¢isté Latky VII.
Méteno v D20, pD =1,1, 80 °C na Bruker NEO 400.

F NMR spektrum na Obrdazku 17.2 piedstavuje jeden ostry signal na —70,6 ppm, patiici 9
ekvivalentnim atomiim fluoru finalniho ligandu. Na cca —75,6 ppm lze téZ pozorovat singlet
skupiny CF3 zbytkové kyseliny trifluoroctové pochézejici pravdépodobné z déleni na

,»FLASH* chromatografii.

TFA

D -67.5 -68.0 -685 -69.0 -69.5 -70.0 -70.5 -71.0 -71.5 -72.0 -72.5 -73.0 -73.5 -740 -74.5 -75.0 -75.5 -760 -76.5 -77.0 -77.5
f1 (ppm)

Obrazek 17.2. ’F NMR spektrum ¢isté Latky VII. Méfeno v D,O, pD =1,1, 25 °C na Bruker
NEO 400.
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Obrdzek 17.3. 'TH NMR spektrum &isté Latky VII. Méfeno v DO, pD =1,1, 80 °C na Bruker
NEO 400.
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Obrazek 17.4.3C{'H} NMR spektrum &isté Latky VII. Méfeno v D20, pD =1,1, 80 °C na
Bruker NEO 400.
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6. Zavér

V této bakalarské prace byla provedena nékolikakrokova syntéza fluorovaného derivatu DO3A.
V prvnich tii krocich byla pfipravena kyselina fosfinova, obsahujici 9 ekvivalentnich atomi
fluoru. Reakci Mannichova typu této kyseliny s DO3A byl syntetizovan meziprodukt, nasledné
pouzity na piipravu vysledného ligandu. Chromatografické cisténi bylo provedeno az
v poslednim kroku, ¢im byla ziskana finalni latka ve vytézku 36 % (ptes 3 kroky) a Cistotou cca

100 % dle NMR a HPLC-UV.
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