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Abstrakt: Cilem této bakaldfské price byla pfiprava novych makrobicyklickych ligandi
odvozenych od ethylenem pfemosténého cyklamu, potencidlné vhodnych pro komplexaci
Mn?. U téchto komplexti se predpoklddd jejich pouziti jako kontrastni ldtky v tomografii
magnetickou rezonanci. Bylo nasyntetizovdny celkem 3 ligandy. U syntetizovanych ligandt
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elektrochemické vlastnosti komplext Mn?* sbéznymi chelatujicimi ligandy a jednim

nasyntetizovanym ligandem.
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1 Seznam pouzitych zkratek

AcOH kyselina octova

Bn benzyl

BnBr benzylbromid

CA kontrastni litka (Contrast Agent)

CDTA cyklohexandiamintetraoctovd kyselina (chelaton 4)

CT poéitacovd tomografie (Computed Tomography)

CvV cyklickd voltametrie (Cyclic Voltammetry)

DMF dimethylformamid

DOTA tetraazadodekantetrakarboxylovd kyselina

DTPA diethylentriaminpentaoctovd kyselina

EBC 1,8-ethylenem pfemostény cyklam (cross-bridged cyclam)
EDTA ethylendiamintetraoctovd kyselina (chelaton 2)

ESI ionizace elektrosprejem

Et ethyl

EtOH ethylalkohol

Et,O diethylether

fMRI funkéni MRI (Functional MRI)

IDA iminodioctova kyselina

Me methyl

MeCN acetonitril

MeOH methanol

MEMRI Manganese-Enhanced Magnetic Resonance Imaging
MPIO Micrometer-sized Paramagnetic Iron Oxide

MRI magnetickd rezonan¢ni tomografie (Magnetic Resonance Imaging)
MS hmotnostni spektroskopie (Mass Spectroscopy)

NMR nukledrni magneticka resonance (Nuclear Magnetic Resonance)
NOTA triazacyklononantrikarboxylova kyselina



NTA
PET
RVO
SBM
SHE
SPECT

SPIO
+-BuOH
TLC
USPIO

nitriltrioctovd kyselina (chelaton 1)

pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)

rota¢ni vakuovd odparka

Solomonova-Bloembergenova-Morganova teorie

standardni vodikovd elektroda

jednofotonovd emisni pocita¢ovd tomografie (Single-Photon Emission
Computed Tomography)

SuperParamagnetic Iron Oxide

terc-butanol

tenkovrstvd chromatografie (Thin Layer Chromatography)

Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide



2 Obecny uvod

Nukledrni magnetickd rezonance je v dnes$ni dobé velmi rozsifend technika. Tato metoda je
zalozena na skutecnosti, ze jidra nékterych atomi, napf. vodiku, vlozend do vnéjsiho
magnetického pole jsou schopna absorbovat elektromagnetické zafeni o energii odpovidajici
ridiovym vlndm. To je ddno interakei spinu jader svnéj$im magnetickym polem. Tuto
vlastnost objevili v roce 1946 Felix Bloch a Edward Purcell, ktefi ndsledné za tento objev
dostali v roce 1952 Nobelovu cenu za fyziku. Diky zapojeni poéitact a vyvoji pulznich technik
je dnes mozné pouzivat NMR nejen ke studiu struktury ldtek v roztocich, a to i tak sloZitych
struktur jakymi jsou proteiny, ale i struktur makromolekul v pevném stavu."

Tohoto efektu se také od pocdtku devadesitych let dvacdtého stoleti zacalo vyuzivat
v klinické praxi. Neinvazivni diagnostickd metoda zalozend na principu magnetickd rezonance
— magnetické rezonancni tomograﬁe (MR, Magnetic Resonance Imaging) vyuzivd rezonance
vodikovych atomi obsazenych v molekule vody a ukazuje rozlozeni vody ve tkdnich.

Pole vyuziti MRI se ddle roz$ifuje pouzitim kontrastnich litek (CA, Contrast Agent) béhem
experimentu. Tyto latky, ve véwsiné pfipadi komplexy trojmocného gadolinia, zpusobuji
zvy$eni intenzity signdlu na uréitém misté v organizmu, diky ¢emuz lze zkoumat krevni fecisté,
¢i detekovat nddory. Diky velkému rozliSeni a rychlosti analyzy lze provadét také pozorovdni
v redlném case, v tzv. funkéni MRI (Functional Magnetic Resonance Imaging, fMRI). Takto
se napiiklad d4 sledovat tlukot srdce nebo studovat funkce mozku.

V dne$ni dobé je absolutni vétSina kontrastnich litek na bdzi komplexd trojmocného
gadolinia. Jeho nevyhodou je vsak vysokd cena a také toxicita gadolinitych iontd. Jako
vyhodnd ndhrada gadolinia v kontrastnich ldtkdch se proto zd4 byt mangan, resp. jeho
dvojmocny kation. Manganaty ion m4 sice jen 5 nespdrovanych elektront (na rozdil od
gadolinitého iontu, ktery md nespdrovanych elektrontt 7), ale je méné jedovaty a také jeho
cena 0 mnoho niz$i. Chlorid manganaty byl také jednou z prvnich pouzitych kontrastnich
litek vibec. Volny manganaty ion se pouzivd v tzv. MEMRI experimentech (Manganese-

Enhanced Magnetic Resonance Imaging), pro zji$tovdni funkce mozku u zvifat.> V dnesni
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dobé se komer¢né vyrdbi pouze jedna kontrastni litka na bdzi manganatych komplexdy,
piipravek TESLASCAN®.*

V ptirod¢ je mangan vyuzivin ke katalyze v mnoha klicovych biologickych reakcich,
obzvldsté takovych, kdy dochdzi k pfenosu a uchovévini vétsiho mnozstvi elektrontt. Enzymy
obsahujici ve svém aktivnim centru mangan zaji$tuji v organizmu naptiklad odbourdvdni
peroxidu vodiku na molekulovy kyslik nebo zneskodnovéni superoxidovych radikéla.’

Od zac¢dtku 80. let 20. stoleti bylo provedeno mnoho studii koordinace dvojmocného
manganu s velkym mnozstvim riznych syntetickych makrocyklickych ligandi. Velky diraz
byl kladen na makrocykly s dusikovymi atomy. Tyto ligandy by mély tvofit velmi stabilni

komplexy s manganatym iontem.’
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3 Teoreticka c¢ast

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) 6.7

Charakeeristickou vlastnosti atomovych jader je kromé ostatnich kvantovych cisel také
spinové kvantové ¢islo 1. Z kvantové teorie vyplyvd, ze / nemtize nabyvat libovolné hodnoty,
muize nabyvat pouze nuly nebo kladnych ndsobkt jedné poloviny. Z hlediska nukledrni
magnetické rezonance muzeme rozdélit atomovd jidra jednotlivych izotopli pravé podle
spinového kvantového ¢isla 7 na 3 skupiny:

a) Jddra, kterd maji nulové /, tedy jddra se sudym podtem protont a neutront (**C, °O,
32§, ...). Tato jiddra maji nulovy celkovy spinovy moment £ a nejsou tedy v NMR
spektroskopii pozorovatelnd.

b) Jadras /=" ("H, ®C, PN, “F, ?'P, ...). Tato jddra maji nenulovy magneticky moment
M a jsou snadno méfitelnd.

c) Jédra se spinovym kvantovym ¢islem / > Y. Tato jidra maji nenulovy magneticky
moment 4 ale kromé néj maji i spinovy kvadrupélovy moment, a proto byvaji $patné
méfitelnd.

Z kvantovaci podminky jaderného magnetického momentu vyplyvd, ze existuje 27 + 1
raznych stavi. Pro jddra se spinovym kvantovym ¢islem rovnym Y2 existuji tedy dva spinové
stavy, pro / = 1 existuji 3 spinové stavy atd. Jednotlivé spinové stavy popisuje hodnota 7. Dile
budeme uvazovat pouze pfipad, kdy / = V2 (71 nabyvd hodnot +V2).

Jiz zminénou vlastnosti jader je jejich magneticky moment, pro jehoz z-ovou slozku plati (1):

L= ymh (1)

kde je:

Yy gyromagneticky pomér, konstanta charakteristickd pro dané jadro

mi moment hybnosti, ktery nabyvd hodnot mi =1, I-1, ..., -/

h redukovand Planckova konstanta 1= h/ 271

Pokud je vzorek v zdkladnim stavu, jsou jaderné spinové momenty v prostoru orientoviny
nihodné, a proto mezi nimi neexistuji energetické rozdily. Pasobenim vnéjsiho magnetického

pole By v ose z na jidro dojde k uspofdddni jednotlivych jader. Spiny jsou v magnetickém poli
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uspofdddny bud paralelné s vektorem magnetického pole By, nebo antiparalelné. Interakei
vnéjsiho magnetického pole By s magnetickym momentem jidra vznikaji dvé energetické
hladiny, jejichZ energii popisuje vztah (2):
Emj =-u, B,=-yhB,m, 2)
Kde B, je intenzita magnetického pole v ose z.
Protoze 7 nabyvd hodnot ¥2 nebo -V, energeticky rozdil mezi témito dvéma hladinami je:
AE = yB, h €))
Ve vnéjsim magnetickém poli vykondvd jaderny magneticky moment tzv. precesni pohyb.

Rychlost tohoto pohybu musi odpovidat tzv. Larmorové frekvenci Vi

_VB,

v
Lo

(4)

Ze vztahu (4) je zfejmé, Ze frekvence tohoto pohybu je pfimo umérnid intenzité
magnetického pole a energetické hladiny se se zvySujicim magnetickym polem oddaluji.
Vzhledem k faktu, Ze se populace jednotlivych hladin fidi Boltzmanovym rozdélenim, roste se
zvy$ujici se intenzitou magnetického pole také rozdil populaci a tim se také zvysSuje citlivost
ptistroje. V. NMR spektroskopii byva zvykem oznacovat silu magnetického pole pfistroje jako
Larmorovu frekvenci protonu v jednotkich MHz.

vvvvvv

ldtkdch

Jadro Spin Pfirozené y NMR frekvence Citlivost
zastoupeni (%) (10’radT"'s")  piti 11,74 T (MHz) (%)
'H 1/2 99,99 26,75 500,0 100
‘H 1 0,01 4,11 76,8 0,0001
‘H 1/2 - 28,54 533,3 0
BC 1/2 1,07 6,73 125,7 0,02
"N 1 99,63 1,93 36,1 0,1
BN 1/2 0,37 -2,71 50,7 0,0004
YF 1/2 100 25,18 470,4 83
3p 1/2 100 10,84 202,4 6,6

Z rovnice (4) je také vidét, ze Larmorova frekvence, tedy frekvence, pfi které bude dané jadro
rezonovat, zdvisi na jeho gyromagnetickém poméru. Jak je zfejmé z tabulky 1.1, z béznych
jader md nejvétsi gyromagneticky pomér izotop vodiku 'H. Intenzita signdlu daného jddra ale

také zdvisi na relativnim zastoupeni daného izotopu. Spolu svelkym gyromagnetickym
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pomérem déld 99,99% relativni zastoupeni lehkého vodiku v béinych litkich vodik
nejcitlivéj$im jddrem pro NMR méfeni. Opakem je jiddro C, které nejenze md pouze
¢evrtinovy gyromagneticky pomér, ale jeho pfirozeny vyskyt je jen asi 1 %. Jeho citlivost tedy

dosahuje pouhé 0,02 % citlivosti protonu.

6
Relaxace

Pti popisu redlného vzorku je nepraktické uvazovat spiny od kazdého atomu. Zavadi se tedy
pojem magnetizace M, coz je makroskopickd veli¢ina definovand jako vektorovy soudet vsech
spintl v systému. Pfi méfeni nukledrni magnetické rezonance dochdzi vlivem magnetického
pulzu o intenzit¢ B, ke skldpéni vektoru magnetizace o libovolny dhel a nédsledné se sleduje
ndvrat vektoru magnetizace zpét do rovnovdzné polohy, rovnobéiné s vektorem intenzity
magnetického pole. Proces navraceni vektoru magnetizace se nazyva relaxace.

Rozlisujeme dva rtizné jeji mechanizmy:

i) Spinové-mfizkovd relaxace (podélnd, longitudindlni) odpovidd ndrastu z-tové slozky
vektoru magnetizace (M,). Spinové-miizkovy relaxa¢ni cas se oznacuje 71, ¢im je krats$i, tim
rychleji jadro ,relaxuje®, jeho vektor magnetizace se navraci rychleji do rovnovainé polohy.
Hodnota relaxa¢niho ¢asu 77 byvd fddové nékolik sekund.

ii) Relaxace spin-spinovd (pfi¢nd, transverzdlni) naopak odpovidd poklesu vektoru
magnetizace v roviné xy (My). Spin-spinovy relaxaéni ¢as se oznacuje jako 7, ¢im je kratsi,
tim rychleji relaxuje vektor magnetizace do rovnovdzného stavu. Relaxa¢ni ¢as 75 byva obvykle
mens$i nebo roven relaxatnimu ¢asu 7;. Obecné plat, ze velké molekuly (proteiny,
makromolekuly) maji kratsi relaxa¢ni ¢asy 75, oproti tomu malé rychle se pohybujici molekuly
rozpoustédla maji spinové-spinovy relaxaéni ¢as delsi. Délka relaxa¢niho ¢asu 73 se podili na

kvalité spektra, ¢im kratsi relaxacni ¢as 75, tim jsou signdly $irsi.

Relaxace v p Fitomnosti paramagnetik °

Pokud se v blizkosti méfené ldtky nachdzi néjaké paramagnetické centrum, projevi se
zkrdcenim spin-mfizkového a spin-spinového relaxa¢niho ¢asu (77 a 73). Pozorované hodnoty
zkrdcenych relaxa¢nich ¢astt (7hobs, Z20bs) jsou ddny souctem piispévku relaxa¢nich cast

méfené ldtky bez vlivu paramagnetické litky (diamagneticky piispévek, 714 a 724) a piispévku
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paramagnetické ldtky (paramagneticky pfispévek, 71, a 73;). Pro ziedéné litky plati
Solomonova-Bloembergenova-Morganova teorie (SBM), kterd popisuje relaxaci jader

rozpoustédla v pfitomnosti paramagnetické ldtky [rovnice (5) a (6)].

=—+ 5)
7—1,0bs 7_'1,13 7-vl,d
1 _ 1 + 1 ©)
T2,0bs T2,p TZ,d

Tato teorie také zavddi veli¢inu relaxaéni rychlost R, jako reciprokou hodnotu relaxa¢niho
¢asu 7. Pomoci tohoto mtzou byt rovnice (5) a (6) pfepsdny do tvaru:

R

1,0b:

s = Rl,p + Rl,d (7)

R,, =R, +R,, (8)

2,0bs
SMB teorie predpoklddd, Ze paramagneticky clen je pfimo Umérny koncentraci
paramagnetika [M], Ize tedy rovnice (7) a (8) zapsat také jako:
R

1,0bs

RZ,obs = 7‘2 [M] + RZ,d (]-O)

=7 [M]+R, )

Konstanty umérnosti 71 a 7, se nazyvaji relaxivity a charakterizuji schopnost paramagnetické
litky ménit relaxa¢ni rychlost molekul ve svém okoli. Tyto veli¢iny se uvddi v jednotkédch
mM's. VMRI jde pfedevéim o relaxaci molekul vody, proto se 7 a 7 oznaluji jako
protonové relaxivity.

Relaxace protont v blizkosti paramagnetického centra probihd interakei dvou dipdla mezi
jadernimi spiny méfené litky a fluktuujicim lokdlnim magnetickym polem nespdrovanych
elektronovych spinti  paramagnetického centra. Kolem paramagnetického centra ale
magnetické pole velmi rychle klesa se vzdalenosti, je proto nutné, aby se molekuly vody dostaly
do k paramagnetickému centru co nejblize.

Jsou zndmy 3 typy specifickych chemickych interakci mezi paramagnetickym centrem a
okolnimi molekulami. Celkovd hodnota relaxivity je pak ddna souctem pfispévku vnitfni
koordina¢ni sféry (IS, inner-sphere), vnéjsi koordina¢ni sféry (OS, outer-sphere) a druhé

koordina¢ni stéry (SS, second-sphere), viz rovnice (11) a (12).
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n=rC+r"+r> (11)
r,=r'+r,%+r,% (12)

Vnitini koordina¢ni sférou jsou mysleny molekuly pfimo koordinované na centrdlni atom,
do vnéjsi koordinacni sféry spadaji molekuly, které sice nejsou pfimo navdzdny na centralni
atom, ale jsou v jeho dostate¢né blizkosti. Ve druhé sféfe jsou atomy, které jsou v blizkosti
paramagnetického centra navdzané jinym typem interakce, napf. vodikovou vazbou. Tyto

molekuly setrvavaji v blizkosti paramagnetického centra déle, nez by bylo zptsobeno prostou

difuzi.

Magneticka rezonan éni tomografie '

Magnetickd rezonan¢ni tomografie (MRI) je jednou z nejvice uzite¢nych aplikaci efektu
magnetické rezonance. Na rozdil od jinych, v dne$ni dobé ¢asto vyuzivanych metod pro
diagnostiku v klinické praxi, jako jsou pocitatovd tomografie (X-ray Computed Tomography,
CT), jednofotonovd emisni pocitacovd tomografie (Single-Photon Emission Computed
Tomography, SPECT) ¢i pozitronovd emisni tomografie (Positron Emission Tomography,
PET), odpadd nutnost pouziti ionizujictho zéfeni ¢i pfimo aplikace radioaktivnich nuklidi.
Pritom rozliseni této metody je velice dobré, v dnesni dobé¢ se dosahuje rozliseni az 1 mm?®.

Pokud je do NMR spektrometru vloZen vzorek obsahujici vodikové atomy a bude méfena
rezonance téchto atomt v homogennim magnetickém poli (pfedpoklddime, ze to jsou
vodikové atomy stejnych molekul, napt. vody, rezonuji tedy ve stejném magnetickém poli pfi
stejné Larmorové frekvenci), v ziskaném spektru bude jen jediny signdl, odpovidajici témto
vodikim. Pokud je pouzito magnetické pole nehomogenni, pak na vodiky nachdzejici se
v riznych mistech vzorku bude pusobit jinak intenzivni magnetické pole a budou rezonovat
pfi riznych frekvencich.

V praxi se nevyuzivd jednoho skenu, ale pulzni techniky zvané spinové echo, kdy se
selektivné excituji pouze jédra v oblasti o ur¢ité intenzité magnetického pole. Ze série
takovychto skent pak lze pomoci vypoéetni techniky rekonstruovat intenzitu signdlu v uréitém
misté (fezu zkoumanym vzorkem). Ze série fezll vzorkem pak lze zkonstruovat trojrozmérny

obraz.
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Intenzita signdlu na vysledném snimku je zdvisld na koncentraci ldtky v daném misté.
V lidském organizmu neni ve vSech tkdnich stejné zastoupeni vody, pti MRI se objevi jasné
ohrani¢ené ruzné tkdné a orgdny.

Na razné intenzité signdll se také podili rizné relaxa¢ni ¢asy 71 a 73 vody v tkdnich. Diky
tomu, Ze je relaxa¢ni ¢as vody v urcitém misté kratsi, béhem urcitého ¢asového tseku zrelaxuje
vice jader a detektor tedy zaznamend vét$i intenzitu signdlu. Zmeéna délky relaxaénich casu je
ddna tim, Ze na molekuly vody pusobi ldtky v ni rozpusténé.

Dile také mtzeme rozliSovat 77 a 75 vézené snimky (71., 734), v prvnim piipadé pozorujeme
zkrdceni spinové-miizkového relaxaéniho ¢asu, v druhém piipadé zkrdceni spinové-spinového
relaxa¢niho ¢asu. Také tyto snimky ukazuji rizné rozloZeni vody a rozpu$ténych ldtek

v organizmu.

Kontrastni latky %!

Pomér signdlu a Sumu pfi MRI experimentu bohuzel neni vidy idedlni, navic byvd vhodné
zvyraznit na snimku uréité strukeury v lidském téle. Pro tyto Ucely byly vyvinuty kontrastni
latky, slouceniny, které pfi MRI experimentu zvy$uji kontrast, pfipadné mohou byt rizné
upravené tak, aby indikovaly urcitou strukturu v organizmu (krevni felisté), piipadné se
koncentrovaly v organizmu v patologické tkdni, napf. v mist¢ nddoru. Podle tidaju Americké
radiologické spole¢nosti je nacelém svété provedeno ro¢né pres sto miliond vysetfeni
magnetickou rezonanci, pficemz ve vice nez 35 % piipadi jsou vyuzity kontrastni ldtky.

Z hlediska toho, jak kontrastni ldtky (CA, contrast agent) funguji, je mazeme rozdélit na dvé

skupiny: 71 kontrastni ldtky a 75 kontrastni ldtky.

T1 kontrastni latky
T kontrastni ldtky se nazyvaji také paramagnetické. Jsou zodpovédné za pozitivni kontrast:
Zpusobuji lokdlni zvyseni '"H NMR signalu, diky ¢emuz se na snimku objevi svétld skvrna. Jde
o komplexy organickych chelatujicich ligandt sionty obsahujicimi velké mnozstvi
nesparovanych elektront (napt. Gd*, Mn?*, Fe**). Vlastni proces relaxace na paramagnetickém
centru probihd tak, Ze se molekula vody nakoordinuje na paramagneticky ion, ktery
pusobenim dip6lového momentu paramagnetického jddra zrelaxuje vodikové atomy. Molekula

vody se ndsledné odstépi, vyméni se za molekulu jinou a proces se mize opakovat.
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Z teorie relaxace vyplyvd, ze jako paramagnetické centrum pro kontrastni ldtku nelze pouzit
jakykoli paramagneticky atom, je potieba, aby mél dlouhy elektronovy relaxa¢ni cas. Této
podmince vyhovuji atomy s orbitaly symetricky zaplnénymi elektrony, jako jsou Gd*, Mn**
nebo Fe**. Na tcinnost kontrastni ldtky ma také vliv rychlost vymény vody a rotaéni korelacni
¢as celé molekuly. Pokud bude rychlost vymény vody pfili§ mald, zrelaxované molekuly vody
koordinované k paramagnetickému centru se budou vyménovat pomalu. Naopak, pokud bude
rychlost vymény vody pfili§ velkd, nesta¢i molekula vody koordinovand k paramagnetickému
centru pred svym opétovnym odstépenim zrelaxovat. Rotaéni korela¢ni ¢as reprezentuje, jak
moc se molekula kontrastni litky pohybuje, otd¢i v prostoru. Omezeni tohoto pohybu, tj.
dosahnuti vyssich rota¢nich kolera¢nich ¢ast, se dd docilit napt. zakotvenim komplexu ligandu

s paramagnetickym iontem na molekulu polymeru, dendrimeru, ¢i jinou makromolekulu.
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Obrézek 2.1 7 kontrastni ldtky na bazi gadolinia
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V praxi je pouzivino nékolik komplexti Gd** (obrdzek 2.1) a jeden komplex Mn?**. Jedind
klinicky pouzivand 77 kontrastni ldtka zalozend na komplexech manganu je komplex Mn**
s DPDP  (V,N -dipyridoxylethylendiamin-/V,/V'diacetdt-5,5'-bis(fosfdt), obrdzek 2.2). Jeho
hlavni pouziti je pii diagnostice lézi v jétrech, protoze je internalizovdn zdravymi hepatocyty,
ve kterych je rychle metabolizovdn a transmetalovdn zinkem®. Protoze napf. nddorové buiiky
metastdzi nemohou kontrastni ldtku internalizovat, projevi se jejich piitomnost na snimku
tmavymi skvrnami na svétlém pozadi zdravych ¢&dsti jater. Hlavnimi pfednostmi 73
kontrastnich ldtek na bdzi manganu pfed kontrastnimi litkami na bédzi gadolinia jsou kromé
niz$i ceny a mensi toxicity Mn** iontu hlavné rychld vymeéna koordinované vody a dlouhy

elektronovy relaxa¢ni ¢as.

Mn-(DPDP)
Teslascan ®

Obrézek 2.2 Struktura jediné klinicky pouzivané kontrastni ldtky zalozené na manganu

Metoda Manganese-Enhanced MRI >21

Jednou z 77 kontrastnich ldtek se specidlnim vyuzitim je chlorid manganaty. Experimenty
MRI, pii kterych se MnCl, pouzivd jako kontrastni ldtka, se nazyvaji Manganese-Enhanced
Magnetic Resonance Imaging (MEMRI).

Pti provadéni MEMRI experimentt se vyuzivd toho, ze manganaty ion je svou velikosti a
tvrdosti (podle teorie tvrdych a mékkych kyselin a zdsad) podobny iontu vépenatému.
Manganaty ion miiZe tedy vyuzivat vipnikové kandly a vstupovat do excitovatelnych bunék.
Manganaté ionty se tedy hromadi v aktivnich oblastech mozku a srdce. Pomoci tohoto efektu
Ize u zvifat pozorovat aktivitu mozku pfi riznych ¢innostech. Lze také vpravit roztok pfimo do

uréité ¢asti mozku a pozorovat neurondlni dréhy.
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Prakticky se tyto experimenty provadi tak, Ze se do zkoumaného organizmu vpravi 100mMm
roztok chloridu manganatého v bicinovém pufru o fyziologickém pH a osmolarita tohoto
roztoku se upravi tak, aby byla blizk4 osmolarité fyziologické.

Pro velkou toxicitu manganatych sloudenin, které pfi chronické expozici vedou
k neurologickym potiZzim tsticim v Parkinsonovu chorobu, a pfi akutnim pfeddvkovdni hrozi
selhdni ledvin a srde¢ni problémy, se tyto pokusy provddéji pouze na zvifatech. V posledni
dobé se intenzivné pracuje na tom, aby byla tato metoda pouzitelnd v klinické praxi. Jde
pfedev$im o vyvoj lepsich pulznich technik, které by umoziiovaly pouziti mensich mnozstvi

kontrastni ldtky, aby se potlacila jeji toxicita.

T, kontrastni latky **

T; kontrastni ldtky se nazyvaji superparamagnetické. Jejich piitomnost se na snimku projevi
tmavym mistem: Jsou odpovédné za negativni kontrast. Tyto ldtky jsou vyvojové mladsi, ale
v dnesni dobé se v klinické praxi pouzivaji jen okrajové. Vétsinou se jednd o nanoédstice oxidi
zeleza s magnetickymi vlastnostmi (magnetit Fe;O4, maghemit y-Fe,Os), které jsou pro lepsi
biokompatibilitu pokryté vrstvou dextranu, polyethylenglykolu, apod. Tyto ldtky lze rozdélit
do tif skupin:

i) MPIO (Micrometer-sized Paramagnetic Iron Oxide) — velikost ¢&dstic je vrddu

mikrometri;

ii) SPIO (SuperParamagnetic Iron Oxide) — ¢astice slozené z nékolika magnetickych jader o

velikosti 4-5 nm. Velikost celé ¢4stice je ve stovkdch nanometrt;

iii) USPIO (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide) — déstice o velikosti do 50 nm

obsahujici jediné magnetické jadro o velikosti 4-5 nm.

Vétsi obliba 77 kontrastnich ldtek oproti 75 kontrastnim ldtkdm je ddna lep$im kontrastem

na snimku.
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4 Motivace a cile prace

Cilem této bakaldfské price bylo pfipravit fadu makrobicyklickych ligandat vhodnych pro
komplexaci iontt pfechodnych kovii. Byla navrzena struktura ligandt odvozenych od cyklamu
pfemosténého ethylenovym mustkem v polohdch 1 a 8 (cross-bridged cyclam). Od tohoto

zékladniho skeletu byly navrzeny derivty obsahujici dvé koordinujici pendantni skupiny (viz

schéma 3.1).
) PR
No NZ >CooH N N/\FI’—OH
C1U) e [ LI+
HOOC N N HO— N N

Schéma 3.1 Navrzené struktury makrobicyklickych liganda pro komplexaci Mn* iontu

Tyto ldtky by mély byt téZ vhodné pro komplexaci dvojmocného manganu. Vsechny ligandy
jsou navrzeny tak, aby mély 6 donorovych atomu a byly tedy schopny se hexadentdtné vézat
k centrdlnimu atomu. Vzhledem k tomu, Ze manganaty ion preferuje koordinaéni ¢islo 6-7,
muize zbyvat na centrdlnim atomu je$té jedno volné misto pro koordinaci vody. Tyto
komplexy jsou tedy potencidlnimi kontrastnimi ldtkami pro MRI. Byly proto studoviny
komplexa¢ni schopnosti syntetizovanych liganda ve vodném a nevodném prostfedi. Vysledky
komplexaci byly zjistoviny pomoci hmotnostni spektroskopie.

Zkoumdny byly také elektrochemické vlastnosti syntetizovanych komplext a pro porovndni
také elektrochemické vlastnosti komplext dvojmocného manganu sjinymi chelatujicimi

ligandy. Tyto komplexy byly studovdny pomoci cyklické voltametrie.
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5 Experimentalni ¢ast

Pouzite chemikalie

Vsechny pouzité chemikdlie a rozpoustédla byly v komeréné dostupné kvalité bez dalsi
upravy. Rozpoustédla oznadend jako suchd byla vysusena postupy popsanymi v literatufe.
Pouzity cyklam byl produktem praktik z anorganické chemie na PrF UK. Jeho distota byla

kontrolovdna pomoci NMR.

Metody charakterizace

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Méteni hmotnostnich spekter byla provddéna na piistroji Bruker ESQUIRE 3000
ES-iontrap s elektrosprejovou ionizaci (ESI) v pozitivnim i negativnim médu (PiF UK).
Vzorky byly rozpustény v MeOH nebo H,O, nafedény mobilni fizi (MeOH nebo MeCN) a
naddvkoviny 25UL stfikackou Hamilton. Dédvkovani probihalo rychlosti 250 pl min™'.
Uvedeny jsou jen signaly, které se podafilo interpretovat.

Pfi analyze reak¢nich smési pfi komplexacich ligandd s manganatymi ionty nebyla jind
moznost kontroly konverze nez analyza hmotnostnich spekter. Mira konverze byla uréovina
z intenzit signdla reaktantd a produktd. Toto bylo providdéno s védomim, ze tyto ldtky jsou

rozdilné povahy a pfi méfeni se budou ionizovat rizné snadno.

NMR spektroskopie

Méteni spekter bylo provddéno na pfistrojich VNMRS300, Varian""™INOVA 400 a
Bruker Avance (III) 600. Hodnoty chemickych posuntt O jsou uvddény v jednotkdch ppm a
jsou uvddény na dvé desetinnd mista. Interakéni konstanty / jsou uvddény v jednotkdch Hz a
jsou zaokrouhleny na jedno desetinné misto. Rezonan¢ni frekvence a typ rozpoustédla je vzdy
uveden u kazdé litky. Chemické posuny byly referencoviny na interni standardy — #~BuOH
vDO (& = 1,25; & = 30,29 a 70,36), TMS v CDCl; (A = 0,00, & = 0,00) nebo piky
rozpoustédla — CHCL; (o = 7,27, & = 77,00). K referencovdni *'P NMR spekter byl pouzit
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extern{ standard 85% H;POs v D,O (& = 0,00). VSechna C spektra a nékeerd *'P spektra
byla méfena s ,,decouplingem® vodikovych jader. Méfeni byla providéna pfi 25 °C.

Zkratky pouzivané pro popis spekter: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), quin
(kvintet), m (multiplet), bs (broad singlet, Siroky singlet), AB (AB systém), tm (triplet
multipletu), dm (dublet multipletu).

Deuterovand rozpoustédla pouzitd pfi méfeni: D>O (Armar chemicals), CDCl; (Aldrich).

Tenkovrstva chromatografie (TLC)
Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouzity desticky TLC aluminium sheets silica gel 60
Fiss (Merck) s nanesenou vrstvou $irokoporézniho silikagelu. Ptislusné mobilni fize a detekce

jsou uvedeny vidy u jednotlivych latek.

Rontgenostrukturni analyza

Struktury monokrystalt byly méfeny na difraktometru NONIUS KAPA CCD se zdrojem
zéfeni Mo-Ko. Zpracovdni dat bylo provedeno v obsluzném programovém baliku BRUKER
APEX2. Resen{ struktury bylo provedeno v programu baliku BRUKER SAINT. Vyptestiovani
struktury bylo provedeno programem SHELXL97'® a vizualizace struktury v programu

PLATON"Y.

Cyklicka voltametrie (CV)

Cyklickd voltametrie byla méfena na potenciostatu AUTOLAB PGSTAT101. Méfeni bylo
provddéno pod atmosférou argonu v tifelektrodovém zapojeni s platinovou pomocnou
elektrodou, argentchloridovou referentni elektrodou (+207 mV viadi standardni vodikové
elektrodé, SHE) a glassy carbon diskovou pracovni elektrodou. Pomocnym elektrolytem byl
0,1 M roztok KClI v destilované vodé.

Nameéfend data byla zpracovdvdna v programu NOVA 1.7 doddvaném s pfistrojem.

Stanoveni teploty tani

Teploty tdni byly méfeny na bodotdvku Biichi B-540.
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Synteticka ¢ast
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Perhydro-3a,5a,8a,10a-tetraazapyren (2)

O:/=O
MeCN 60 C
N

7))
NH HN N N
NH HN N
N

1 2

Syntéza provedena podle upraveného nédvodu uvedeného v literatute.'®"

Do 500ml zibrusové varné banky s magnetickym michadlem bylo navézeno 5,0 g (25 mmol)
latky 1. Nasledné bylo pfilito asi 250 ml acetonitrilu. Barnika byla umisténa do olejové ldzné
vyhtaté na 60 °C a vznikld suspenze byla intenzivné michdna.

V 150ml kddince opatfené magnetickym michadlem bylo suspendovino 2,3 g (11 mmol, coz
odpovidd 33 mmol, 1,3 ekv. monomeru) trimeru glyoxalhydritu v 50 ml destilované vody.
Suspenze byla zahfivina na magnetické michacce, dokud nedoslo k rozpusténi glyoxalu.
Nisledné byl tento roztok pomoci Pasteurovy pipety pomalu prfiddn ksuspenzi litky 1
v acetonitrilu. Po pfiddni veskerého glyoxalu byla smés ponechdna michat jesté 2 hodiny pfi
60 °C. Po této dobé byla smés ponechdna vychladnout na laboratorni teplotu a nésledné
odpafena na RVO dosucha.

K odparku bylo pfiddno asi 30 ml suchého toluenu a smés byla opét odpafena dosucha na

RVO. Odparek byl nédsledné ¢tyfikrdt extrahovdn asi 50 ml hexanu, pfi¢emz posledni extrakce

byla provedena za varu rozpoustédla. Extrakt byl prefiltrovdn pres filtra¢ni papir a odpafen

dosucha na RVO. Produktem byla bezbarva krystalickd latka.
Vytéiek: 4,2 g, tj. 76 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D;O) & 1,35 (d, 2H, */un = 13,1); 1,98-2,33 (m, 6H); 2,39-2,43 (d,
2H, *Jun = 11,4); 2,71-2,75 (d, 2H, *Juu = 11,8); 2,88-2,95 (m, 6H); 3,10 (s, 2H); 3,31—
3,39 (¢, 2H, *Jun = 11,8)

25



BC{'H} NMR (75 MHz, D,O) @& 20,14; 45,06; 52,61; 54,33; 77,01
MS (ESI) (+): 22,8 (M+H)", vypocteno 223,2
T.=77,9 — 82,2 °C (literatura 82,5 — 85 °C)

Perhydro-3a,8a-dimethyl-3a,5a,8a,10a-tetraazapyreni um-jodid (3)

Mel
—»
MeCN, RT

Z =z
N (I T )
pd pd
pd
Z

Syntéza provedena podle upraveného ndvodu uvedeného v literatufe."

Do 250ml kulaté varné banky opatfené magnetickym michadlem bylo navdzeno 2,0 g
(9,0 mmol) litky 2 a navdzka byla rozpusténa vasi 70 ml acetonitrilu. Za intenzivniho
michdni pfi pokojové teploté bylo k roztoku pfilito 7,7 g (54 mmol, 6 ekv.) methyljodidu.
Barnka byla uzavfena zdtkou a ponechdna michat 72 hodin. Obsah barky byl poté na RVO
zahus$tén na asi poloviéni objem. Bild vyloucend srazenina byla odsdta, na frit¢ promyta asi
30 ml acetonitrilu a ponechdna susit prosivinim vzduchem. Rekrystalizace byla provedena

rozpus$ténim surového produktu v asi 10 ml methanolu za horka a ponechdnim vychladnout.

Vytezek: 2,01 g, 6. 42 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D,O) & 1,87-2,00 (d, 2H, */uu = 15,2); 2,29-2,52 (m, 2H); 2,74—
2,88 (tm, 2H, *fis = 12,4); 3,12-3,27 (m, 6H); 3,28-3,37 (dm, 2H, *fix: = 13,1); 3,40 (s,
6 H); 3,75-3,81 (m, 2H); 4,41-4,56 (m, 2H); 4,71 (s, 2H)

BC{'H} NMR (75,4 MHz, D,O) & 18,49; 46,25; 49,8; 51,10; 65,13; 76,64

MS (ESD) (+): 236,8 (M-Me)", vypocteno 237,2

T: = ~220 °C dec. (literatura® ~220 °C dec.)
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4,11-dimethyl-1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexade kan (4)

() )
N N N i
NaBH,
—>
. EtOH
N N N N
(VLS
3 4

Preparace provedena podle upraveného ndvodu uvedeného v literature.”

V 100ml kulaté varné bance opatiené magnetickym michadlem bylo rozpusténo 1,6 g
(3,1 mmol) litky 3 v 60 ml ethanolu. Za intenzivniho michdni bylo k roztoku pfidino po
astech celkem 1,3 g (34 mmol, 10 ekv.) NaBH4 a smés byla ponechdna michat pfi laboratorni
teploté 72 hodin. Reakce byla ukondena pomalym opatrnym pfiddnim 20 ml 10% kyseliny
chlorovodikové. Reaké¢ni smés byla odpafena na RVO dosucha, odparek byl rozpustén v asi
30 ml 5% NaOH. Roztok byl nisledné extrahovan 4x20 ml chloroformu. Organické extrakty
byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na,SOj a odpafeny na RVO dosucha. Surovym produktem
byl slabé Zluty viskdzni olej, ktery stdnim pres noc v evakuovaném exsikitoru nad NaOH
zkrystalizoval. Surovy produkt byl susen destilaci na kugelrohru z lehce nadrcenych pecicek
KOH. Produktem byl bezbarvy viskdzni ole;.

Vytések: 350 mg, tj. 45 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, CDCl) & 1,31-1,57 (m, 4H); 2,18 (s, 6H); 2,27-2,50 (m, 12H);
2,57-2,68 (m, 4H); 2,90-3,08 (m, 4H); 3,16 (m, 2H); 3,78-3,91 (m, 2H)

BC{'H} NMR (75 MHz, CDCl) & 26,73; 43,22; 52,365 54,75; 55,94; 56,665 58,75

MS (ESD) (+): 254,9 (M+H)", vypocteno 255,3
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Perhydro-3a,8a-bis(benzyl)-3a,5a,8a,10a-tetraazapyr enium-bromid (5)

QoL NS
O va

Reakce byla provedena podle névodu uvedeného v literatute.'?

Ve 250ml varné bance byly rozpustény 4,0 g (18 mmol) litky 2 v50 ml suchého

acetonitrilu. K roztoku bylo za intenzivniho michdni pfikapdno 7,7 g (45 mmol; 2,5 ekv.)

benzylbromidu. Poté, co se vyrdzela bild srazenina, bylo do banky pfiddno dalsich asi 100 ml

suchého acetonitrilu. Banka byla zaviena zitkou a byla ponechdna michat 3 tydny pii

pokojové teploté. Po této dobé byla bild srazenina odsdta na frit¢, promyta diethyletherem a

v 7 . 7
dosusena ve vakuovém exsikitoru.

Vytéiek: 7,5 g, tj. 74 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D;O) & 1,91 (d, 2H, */uu = 14,8); 2,27 (q, 2H, */un = 13,3); 2,88 (t,
2H’ 3_]H-H = 12’6); 3)23 (da 4H; 3_]H—H = 13’1); 3)38_3’66 (m’ 6H); 3)77 (t’ 2H’ 3_]H-H = 12;9);

4,41 (t, 2H, °Jun = 13,1); 4,79 a 5,31 (AB, 2H); 5,15 (s, 2 H); 7,53-7,68 (m, 10H)

BC{'"H} NMR (75 MHz, D,0O) & 17,94; 45,98; 46,72; 51,16; 60,43; 62,33; 76,76; 124,64;

129,42; 131,36; 133,17

MS (ESI) (+): 483,0 a 485,0 (M—Br)*, vypocéteno 483,2 a 485,2 (izotopové zastoupeni Br);

312,9 (M—Bn)*, vypocteno 312,2
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4,11-dibenzyl-1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexade kan (6)

2
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L

Reakce provedena podle postupu uvedeného v literatute.'*?!

V 250ml varné bance opatfené magnetickym michadlem bylo rozpusténo 5,0 g (9,0 mmol)
litky 5 ve smési 100 ml lihu a 25 ml destilované vody. Za intenzivniho michdni byly po
malych dévkdch opatrné pfisypdny 2,0 ¢ NaBHs (53 mmol, 6 ekv.). Smés byla ponechdna
michat pfi pokojové teploté pfes noc. Nésledné byla reakce zastavena opatrnym piikapdnim
30 ml 10% HCI. Reakéni smés byla odpatena dosucha na RVO, odparek byl rozpustén v asi
50 ml destilované vody a pfidavkem pevného KOH bylo pH upraveno na 13 (univerzdlni
indikdtorovy papirek). Po tplném rozpusténi byl roztok extrahovin 3x50 ml chloroformu.
Chloroformové extrakty byly spojeny a vysuseny pfidinim lzi¢ky bezvodého Na,SOs. Susidlo
bylo odsdto pfes fritu a filtrdt byl odpaten na RVO dosucha. Surovy produkt byl rozpustén
v horkém acetonu, roztok byl za horka prefiltrovdn a ponechin vykrystalizovat. Produktem byl

bily krystalicky prések.
Vytézek: 3,34 g, tj. 92,7 %

Charakterizace:

'"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 1,68-1,79 (m, 4H); 2,67-2,73 (m, 2H); 2,79-2,85 (m,
2H); 2,90-3,02 (m, 6H); 3,15-3,28 (m, 8H); 3,66-3,74 (m, 2H); 3,76 (s, 4H); 7,22-7,38
(m, 8H); 10,73 (bs, 1H, proton v kavité)

BC{'H} NMR (150 MHz, CDCls) & 24,12; 50,22; 52,005 53,29; 54,27; 57,70; 57,80;
127,755 128,49; 135,53

TLC Merck, ECOH/NH; (aq) 1:1, detekee ninhydrin, Re = 0,8

MS (ESI) (+): 407,1 (M+H)", vypocteno 407,3
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1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (7)

Postup 1

Upravend preparace podle literatury.*!

Do 100ml kulaté banky opatfené velkym magnetickym michadlem byly navdzeny 2,0 g
(5,0 mmol) latky 6 a 0,40 g katalyzdtoru 10% Pd/C. Nisledné bylo ke smési pfilito 75 ml
ledové kyseliny octové. Smés byla asi pual hodiny michina na magnetické michadce za
probubldvdni argonem injekéni jehlou. Nisledné byla reakéni smés vybubldna plynnym
vodikem a na barnku nasazen balének splynnym H,. Smés byla ponechdna reagovat za
intenzivntho michdni 24 hodin pfi pokojové teploté. Konverze byla kontrolovdna pomoci
TLC. Reakce byla ukonéena po vymizeni vychozi ldtky. Reak¢ni smés byla prefiltrovdna pres
sklddany papirovy filtr. Odfiltrovany katalyzdtor byl ndsledné promyt jesté asi 50 ml ledové
kyseliny octové. Filtrit byl odpafen na RVO za vzniku zlutohnédého viskézniho oleje.
Odparek byl rozpustén v asi 50 ml 10% KOH a ndsledné extrahovdn 4x50 ml chloroformu.
Organické fize byly spojeny, vysuseny bezvodym Na,SOs a odpafeny dosucha. Produktem byl

slabé nazloutly olej, ktery po nékolikadennim stdni prokrystaloval.
Vytézek: asi 1,0 g, tj. - 90 %
Charakterizace:
'H NMR (400 MHz, CDCly) & 1,69-1,75 (m, 2H); 2,26-2,40 (m, 2H); 2,48-2,60 (m,

2H); 2,65-2,72 (m, 2H); 2,70-2,96 (m, 2H); 3,04-3,30 (m, 8H); 3,44—3,60 (m, 4H)
BC{'H} NMR (100 MHz, CDCLs) & 22,87; 43,71; 49,18; 50,96; 57,30; 59,64
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TLC Merck, EtOH/NHj; (aq) 1:1, detekce ninhydrin, R = 0,2
MS (ESI) (+): 226,9 (M+H)", vypocteno 227,2

M M
Ao

.

Do 250ml kulaté varné banky opatiené magnetickym michadlem bylo navdzeno 5,0 g

zZ

(12 mmol) litky 6. Navdzka byla rozpusténa ve 150 ml bezvodého lihu. K roztoku bylo
pfiddno 1,0 g katalyzdtoru 10% Pd/C. Smés byla za intenzivniho michdni na magnetické
michadce asi pl hodiny probubldvdna argonem, aby byla zbavena rozpusténého kysliku.
Nisledné byl na barku nasazen balének s plynnym vodikem a smés se nechala za intenzivniho
michdni reagovat 24 hodin pod vodikovou atmosférou. Konverze byla kontrolovdna pomoci
TLC. Jakmile zmizela skvrna vychozi ldtky, byla reakéni smés prefiltrovina pres sklddany
papirovy filtr, filtrdt byl odpafen na RVO. Vznikly nazloutly viskézni olej byl rozpustén
ve 100 ml 10% KOH a ndsledné extrahovdn 4x50 ml chloroformu. Organické féze byly
spojeny, vysuseny bezvodym Na,SOy a odpateny dosucha na RVO. Vznikly nazloutly olej byl
rozpu$tén v asi 10 ml Et;O a roztok byl ponofen do chladici l4zné se smési suchy led/EtOH.
Po chvilce doslo k vysrdzeni svétle zluté srazeniny, kterd byla odsita a ponechdna susit

v evakuovaném exsikatoru nad NaOH.

Vyteiek: 2,3 g, 1. 83 %

Charakterizace:

Stejnd jako v pfipadé postupu 1.
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Postup 3
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V 250ml kulaté varné barice opatfené magnetickym michadlem bylo suspendovéno 2,5 g
(8 mmol) ldtky 8 ve 100 ml 20 % NaOH. Smés byla za stdlého michdni zahfivina 48 hodin
pod zpétnym chladi¢em v olejové ldzni nastavené na 80 °C. Ndsledné byl roztok zahus$tén na
RVO na polovi¢ni objem a extrahovdn 4x50 ml CHCL. Vsechny organické fize byly spojeny,
vysu$eny bezvodym Na,SOjs a odpateny dosucha na RVO. Produktem byl nazloutly viskézni

olej, ktery po nékolikadennim stdn{ prokrystalizoval.
Vytéziek: 1,64 g, tj. 90 %
Charakterizace:

Stejnd jako v pfipadé postupu 1.
4,11-bis(acetyl)-1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hex adekan (8)
M
T
© 8

Pfi pouziti kyseliny octové pii syntéze litky 7 podle postupu 1 obéas dochdzelo
k naacetylovani slouceniny 7 a vytvofeni ldtky 8. Tato reakce byla nejspise zptisobena zbytky
acetanhydridu v kyseliné¢ octové pouzité jako rozpoustédlo pfi reakci. Timto byla ldtka

znehodnocena pro dalsi reakce a bylo nutno ji zregenerovat podle ndvodu na syntézu litky 7,

postup 3.
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Del$im stdnim reakéni smési pfi ptipravé litky 7 podle postupu 1 na vzduchu, dochdzelo
k oxidaci palladia z aktivniho katalyzdtoru vzdusnym kyslikem. Po zpracovdni reakéni smési
doslo k vytvofeni tmavé Cervenych krystald, jejichz analyzou pomoci Rontgenové difrakce bylo

zji$téno, ze se jednd o (H8),[PdBr4][4H,O.

Latka 8 nebyla zdmérné syntetizovédna, byla ziskdna pouze jako vedlejsi produkt pfi syntéze
litky 7 podle prvniho postupu.
Monokrystal pro Réntgenostrukturni analyzu byl pfipraven difuzi hexanu do roztoku litky 8

v chloroformu.

Charakterizace:

MS (ESI) (+): 310,9 (M+H)", vypocteno 311,2

4,11-bis(karboxymethyl)-1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.  6.2]hexadekan (9)

1. BrCH,COOEH, “NCooH
Na2CO3 MeCN
oo
HOOC
7 9

Ldtka byla pfipravena podle upraveného ndvodu uvedeného v literatufe®.

Do 100ml kulaté varné banky opatiené magnetickym michadlem bylo navdzeno 1,0 g
(4,4 mmol) litky 7 a 1,0 g (9,4 mmol, 2 ekv.) éerstvé vyzihaného Na,COs. Ke smési bylo
ptilito asi 30 ml acetonitrilu a pfiddno 1,5 g (90 mmol, 2 ekv.) ethylbromacetdtu. Suspenze
byla nechdna michat pod zpétnym chladi¢em v olejové ldzni nastavené na 50 °C pfes noc.
Nisledn¢ byla smés prefiltrovina, pevny podil byl promyt asi 20 ml acetonitrilu a filtréc
odpafen na RVO. Produkt medovitého vzhledu a konzistence byl rozpustén v asi 30 ml HCI
(1:1) a ponechdn michat pod zpétnym chladicem v olejové lazni o teploté 75 °C 72 hodin.
Reakéni smés byla nésledné odpafena na RVO do sucha. Vznikly olej byl rozpustén v asi
10 ml destilované vody a pfeveden na aniontovy iontoméni¢ (Dowex 1) v OH -cyklu (asi

50 ml). Produkt byl z kolony vymyt 10% kyselinou octovou, odpafen na RVO dosucha.
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Stidnim pies noc se vyloudil slabé nazloutly krystalicky prasek. Dalsi frakce produktu byla

ziskdana srazenim mate¢ného louhu acetonem.

Vytézek: 1,2 g, tj. 68 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D;O) & 1,74 (d, 2H, /un = 16,5); 2,21-2,46 (m, 2H); 2,59 (d, 2H,
3un = 13,7); 2,83-3,54 (m, 18 H); 3,58-3,81 (m, 2H); 4,14 (d, 2H, */u.u = 15,6)

BC{'H} NMR (75 MHz, D,O) & 19,74; 48,34; 48,82; 51,98; 56,84; 58,09; 58,36; 170,78
MS (ESD) (+): 343,0 (M+H)", vypocteno 343,2; 365,0 (M+Na)", vypoiteno 365,2; 381,0
(M+K)*, vypocteno 381,2; 685,5 (2M+H)", vypocteno 685,5; 707,5 (2M+Na)*, vypoiteno
707,4; 723,5 (2M+K)", vypocteno 723,4

4,11-bis(hydroxyfosfinoylmethyl)-1,4,8,11-tetraazab  icyklo[6.6.2]hexadekan

(10)
PN
N N/\P —OH
[ \I\ j H3zPO,, (CH,0), [ \I\ j |
H
oy (1:1) U
7 10

Ldtka byla pfipravena podle upraveného nivodu uvedeného v literatufe.”

V 50ml hruskovité varné bance opatiené magnetickym michadlem bylo rozpusténo 1,0 g
(4,4 mmol) litky 7 v 10 ml HCI (1:1), pfiddno 5,85 g (44 mmol, 10 ekv.) 50% roztoku
kyseliny fosforné a 0,40 g (13 mmol, 3 ekv.) pevného paraformaldehydu. Reakéni smés byla
ponechdna michat pfi laboratorni teplot¢ 72 hodin. Konverze reakce byla sledovdna pomoci
3P NMR. Nisledné byla smés odpafena na RVO pii teploté ldzné nastavené na 45 °C.
Odparek byl rozpustén v malém mnozstvi destilované vody a nalit na silny kationtovy
iontoméni¢ (Dowex 50) v H-cyklu (asi 50 ml). Nezreagovand kyselina fosfornd a dalsi vedlejsi
produkty nekationtového charakteru byly vymyty vodou, produkt byl vymyt 5% vodnym

roztokem amoniaku. Roztok byl odpafen na RVO, vznikly olej rozpustén v malém mnozstvi
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destilované vody a nalit na silny aniontovy iontoméni¢ (Dowex 1) v OH™-cyklu (asi 20 ml).
Kolona byla promyta vodou a produkt byl ndsledné vymyt 5% roztokem kyseliny octové.

Roztok produktu byl odpafen na RVO za vzniku medovitého oleje.
Vytézek: 1,3 g, tj. - 77 %

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D,O) @ 1,81 (bd, 2H, */uu = 16,72); 2,31-2,50 (m, 2H); 2,61 (d,
2H, 3 Jun = 13,7); 2,74-2,87 (m, 2H) 2,94 (d, 2H, */un = 12,0); 3,10-3,24 (m, 6H); 3,38—
3,53 (m, 4H); 3,61-3,94 (m, 8H); 6,39 a 8,23 (d, 2H, '/v.u = 551,7)

BC{'"H} NMR (75 MHz, D,O) & 19,49; 47,91; 50,98; 52,62; 53,64; 57,57; 58,45

3P NMR (121 MHz, D,O) & 11,70 (d, 'Jo.u = 550,7)

MS (ESI) (+): 383,0 (M+H)", vypoéteno 383,2; 405,0 (M+Na)*, vypocteno 405,2; 421,0
(M+K)", vypocteno 421,2; 427,0 (M+2Na—H)", vypotteno 427,2

MS (ESI) (): 380,8 (M—H)", vypocteno 381,2; 402,8 (M—2H+Na)-, vypocteno 403,2

4,11-bis(diethoxyfosfonoylmethyl)-1,4,8,11-tetraaza  bicyklo[6.6.2]hexadekan

) ()3

N HN P OEt
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7

V 25ml hrugkovité bance opatfené magnetickym michadlem bylo smichdno 0,40 g
(1,8 mmol) litky 7 s 0,16 g (5,3 mmol, 3 ekv) paraformaldehydu a 3,0 g (18 mmol, 10 ekv.)
triethylfosfitu. Smés byla za stdlého michdni zahfivina 5 dni v olejové ldzni nastavené na
50 °C. Konverze byla kontrolovdna pomoci *'P NMR. Nisledné byla reakéni smés nanesena
na silny kationtovy iontoméni¢ (Dowex 50) v H*-cyklu (asi 30 ml) propléchnuty ethanolem.
Reak¢ni smés nanesend v iontoméni¢i byla ponechdna pfes noc a poté proplichnuta

ethanolem, smési ethanolu a vody vpoméru 1:1 a ndsledné cistou vodou. Produkt byl

35



z iontoménice vyplachnut kyselinou chlorovodikovou (1:1). Eludty byly spojeny a odpafeny na

RVO dosucha. Produktem byl Zluty viskézni olej, ktery byl ihned pouzit pro dalsi reakei.

Charakterizace:

'"H NMR (300 MHz, D;O) & 1,38 (t, 6H, */uu = 7,1); 1,81-1,98 (m, 2H); 2,31-2,52 (m,
2H); 2,90 (s, 1H); 3,07 (s, 1H); 3,16—4,00 (m, 14H); 4,26 (quin, 4H, */u.u = 7,40)

BC{'H} NMR (75 MHz, D,O) & 15,37; 15,45; 18,91; 46,17; 46,91; 48,07; 52,93; 55,98;
60,82; 63,68; 63,77; 63,87

P NMR (121 MHz, D,O) & 24,03 (s)

MS (ESI) (+): 527,2 (M+H)", vypocteno 527,3

MS (ESI) (): 497,0 (M=Ex)-, vypocteno 487,3

4,11-bis(dihydroxyfosfonoylmethyl)-1,4,8,11-tetraaz  abicyklo[6.6.2]
hexadekan (12)
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Syntéza byla provedena podle ndvodu v literatufe.?

Veskerd latka 11 ziskand podle pfedchoziho postupu umisténd v 100ml kulaté varné bance
byla rozpusténa v asi 50 ml HCI (1:1). Reakéni smés byla umisténa do olejové ldzné vyhideé na
75 °C a byla ponechdna michat pod zpétnym chladi¢em 48 hodin. Nisledné byla reakéni smés
odpafena dosucha a nanesena na silny aniontovy iontoméni¢ (Dowex 1) v OH -cyklu (asi

20 ml). Nedistoty byly vymyty destilovanou vodou a produkt byl eluovin kyselinou
chlorovodikovou (1:1). Produkt byl identifikovin pomoci MS.

Charakterizace:

MS (ESI) (+)415,0 (M+H)*, vypocteno 415,2
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Chlorid bis(pyridin)manganaty (13)

Syntéza byla provedena podle postupu uvedeného v literatute.”

Byl pfipraven koncentrovany roztok tetrahydritu chloridu manganatého rozpusténim 5,0 g
(25 mmol) soli v25 ml EtOH. K tomuto roztoku byly pfility 4,0 g (50 mmol, 2 ekv.)
pyridinu. Po chvilce doslo k vysrdzeni slabé razové srazeniny, kterd byla ponechdna 30 minut
dokrystalizovat a ndsledné byla odsdta na frité, promyta asi 10 ml EtOH a 5 ml E,O. Produkt

byl ponechdn dosusit v evakuovaném exsikdtoru nad NaOH.

Vytéiek: 5,4 g, 4. 75 %
Komplexace ligand

Komplexace ligand @ ve vodném prost fedi

Syntetizované litky 4, 6, 7, 9, a 10 byly zkoumdny jako ligandy vhodné pro komplexaci
Mn? iontu. Vechny préce byly providény tak, aby bylo co mozn4 nejlépe zamezeno pfistupu
vzdusného kysliku k reak¢ni smési. Ligandy byly vysuseny v evakuovaném exsikdtoru nad
NaOH. Voda a ethanol byly zbaveny rozpusténého kysliku vyvatfenim pod atmosférou argonu.

Do 5ml ampuli byla vlozena mald magnetickd michadélka a krystalek fenolftaleinu, ndsledné
do nich byly navdzeny ligandy podle tabulky 4.1. Ampule byly propléchnuty injekéni jehlou
argonem, uzavieny septem a za stilého zavddéni argonu byly pfiddny injekéni stitkackou 3 ml
deoxygenované vody (v ptipadé ligandu 6 3 ml deoxygenovaného ethanolu). Poté byla ampule
umisténa na magnetickou michacku a za michdni bylo Hamiltonovou stiikackou pfiddno
potfebné mnozstvi deoxygenovaného 1M roztoku MnCL4H,O (podle tabulky 4.1). Nésledné
bylo pH reakéni smési upraveno pomalym piidavkem deoxygenovaného 10% roztoku KOH
pomoci injekeni stifkacky, dokud reakéni smés nezfialovéla. Takto pfipravend reakéni smés
byla zatavena za stdlého zavddéni argonu. Pfipravené ampule byly umistény na magnetickou
michacku do olejové ldzné vyhtaté na teplotu podle tabulky 4.1. Po 72 hodindch byly ampule

otevieny a reakéni smés byla charakterizovdna pomoci hmotnostni spektrometrie.
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Tabulka 4.1. SloZeni roztoku pii komplexaci ve vodném prostfedi

Ligand Navézka (mg) Objem Mn** (ul) Rozpoustédlo Teplota (°C)
6 20,1 49 EtOH 50
7 24,9 88 H,O 80
9 22,5 58 H,O 80
10 21,3 52 H,O 50
Ligand 6

Vyhodnocenim hmotnostnich spekter bylo zjisténo, ze litka 6 nevytvofila s manganem zddny
komplex, ve spektru byl identifikovin pouze jediny pik odpovidajici [6+H]* (m/z = 407,1;
vypocteno ml/z = 407,3).

Ligand 7
Analyzou hmotnostniho spektra bylo zjisténo, Ze litka 7 ve vodném prostiedi mangan
nekomplexuje, reak¢ni smés obsahuje prakticky jen nezreagovany ligand. Byla pozorovina

castice [7+H]* (m/z = 226,9; vypoéteno m/z = 227,2).

Ligand 9
Vyhodnocenim hmotnostnich spekter bylo zjisténo, ze doslo ke komplexaci témét veskerého
ligandu. Ve spektru byly pozoroviny mdlo intenzivni piky &dstic [9+H]* (m/z = 343,0;
vypolteno mlz = 343,2) a [9-HI~ (m/z = 340,8; vypocteno ml/z = 341,2), naopak byly
pozorovany velice intenzivni piky castic [9-2H+Mn+Na]* (m/z = 417,9; vypoéteno

mlz = 418,1) a [9+Mn+Cl-2H]" (m/z = 429,8; vypocteno m/z = 430,1).

Ligand 10

Analyzovinim hmotnostnich  spekter bylo  zjisténo, Ze véwdina ligandu byla
nezakomplexovand. Podafily se identifikovat pouze piky odpovidajici ¢dstici [10+K]*

(mlz = 421,05 vypoclteno mlz = 421,2) a [10-H]~ (m/z = 380,8; vypocteno m/z = 381,2).
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Komplexace ligand @ v nevodném prost fedi

Syntetizované litky 4, 6 a 7 byly zkoumadny jako ligandy vhodné pro komplexaci Mn?* iontu
v bezvodém prostiedi. Pouzity acetonitril byl destilovdn z P,Os a ndsledné probublédvin asi
30 minut proudem argonu. Dimethylformamid byl pouzit komer¢ni, bezvody.

Pouzité ligandy byly suseny ve vakuovém exsikdtoru nad NaOH, stejné tak Mn(py).Cl,. Do
5ml ampuli opatfenych magnetickym michadélkem byly navézeny ligandy a Mn(py).Cl, podle
tabulky 4.2. Ampule byly ndsledné opatrné proplichnuty argonem z injekéni jehly a uzavieny
septem. Do ampuli byly nésledné priddny injekeni stitkackou 3 ml bezvodého bezkyslikatého
rozpoustédla podle tabulky 4.2. Nisledné byly ampule zataveny. Ampule byly umistény do
olejové ldzné na magnetické michacce o teplot¢ 80 °C a ponechdny michat 24 hodin. Po

vychladnuti byly ampule otevieny a byl odebrdn vzorek na hmotnostni spektrometrii.

Tabulka 4.2. SloZeni reakéni smési pii komplexaci v bezvodém prostiedi

Ligand  Navdzka ligandu Navazka Rozpoustedlo

(mg) Mn(py).Clz (mg)
4 20,0 23,8 MeCN
6 22,0 14,2 MeCN
6 20,6 14,8 DMF
7 20,3 25,6 MeCN
7 20,0 24,8 DMF
Ligand 4

Vyfesenim hmotnostnich spekter bylo zjisténo, Ze oproti Gdajim uvedenym v literatufe®
nedochdzi ke vzniku komplexu prili§ ochotné. Nejintenzivnéjsi pik (m/z = 255,05 vypocteno
mlz = 255,3) odpovidd castici [4+H]". Pik odpovidajici ¢dstici [4+Mn+Cl]* (m/z = 343,9;

vypocteno m/z = 344,2) md pouze asi desetinovou intenzitu.

Ligand 6
Analyzou hmotnostnich spekter bylo zjisténo, ze ligand 6 nemd piili§ velkou tendenci

komplexovat manganaty ion, ve spektru byl identifikovin pouze pik odpovidajici ¢astici
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[6+H]* (m/z = 407,1; vypolteno mlz = 407,3). Déle byl ve spektru identifikovdn pik
o intenzit¢ odpovidajici asi 5 % piku protonovaného ligandu, ktery odpovidd dstici

[6+Mn+Cl]* (m/z = 496,1; vypocteno mlz = 496,2).

Ligand 7
Z hmotnostnich spekter vyplyvd, Ze komplex ligandu s manganem se tvofi velice ochotné.
Dva dominantni piky na hmotnostnim spektru reakéni smési v DMF odpovidaji ¢édstici
[7+Mn+Cl]* (m/z = 315,8; vypocteno ml/z = 316,1) a ¢&stici [2 7+2Mn+3Cl]* (m/z = 667,2;

vypocteno mlz = 667,2).

Méreni cyklické voltametrie

Do 4ml sklenénych vialek byly navdzeny jednotlivé ligandy podle tabulky 4.3. Ndsledné byly
navizky rozpustény v3 ml 0,IM roztoku KCl. Kroztoku ligandu bylo pfidino injekéni
stifkackou typu Hamilton 50 pl 1M roztoku tetrahydrdtu chloridu manganatého. Poté bylo
pH reak¢ni smési upraveno pridavkem 10% roztoku KOH na pH mezi 6 a 7. Roztoky byly
ponechdny doreagovat 12 hodin pfi pokojové teploté. Nisledné byly prelity do elektrolytické
cely a doplnény na objem asi 20 ml. Do takto pfipraveného roztoku byly ponofeny méfici
elektrody a bylo provedeno méfeni cyklické voltametrie. Z voltamogramt byly odecteny

hodnoty redoxnich potencidlai pro jednotlivé elektrochemické reakce.

Tabulka 4.3 SloZeni roztokt pro CV ve vodném prostfedi

ligand navézka ligandu (mg) objem 1M Mn** (pl) pH
IDA 40,8 50 8,1
NTA 38,9 50 9,7
EDTA 19,3 50 6,6
CDTA 20,3 50 6,4
DTPA 20,8 50 6,8
NOTA 16,4 50 6,7
DOTA 23,9 50 6,7
9 25,7 50 6,5
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6 Vysledky a diskuze

Syntéza 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekanu (  7)

Zdkladni skelet molekuly pro ndsledné navdzani pendantnich skupin, ldtka 7, byl pfipraven

sledem reakeci podle ndvoda uvedenych v literatufe.'”?*?!

(NH HN] O=~=g [:I:j :I: _ NeBH. [\L j\© H, PdIC (@j
MeCN, 60 T MeCN @\/ 28Br EtOH @\/ “Eon NPRNY
Y >

Vychozi litkou pro tuto syntézu byl cyklam (litka 1), ldtka syntetizovand podle
odzkouseného ndvodu v rimci pokrocilych praktik z anorganické chemie na PfF UK. Syntéza
litky 2 probéhla podle ndvodu popsaného v literatute'®, u kterého byly upraveny navidzky a
nasledné byla pfiddna extrakce horkym hexanem. Ukédzalo se také, ze je dulezité udrzovat
reakéni teplotu stanovou v literatufe, pii jejim nedodrzenim dochdzelo k rapidnimu snizovndni
vytézku. Rozdil v teploté tdni o proti literatute byl odtivodnén bazickou povahou této latky,
kterd stanim na vzduchu pravdépodobné zreagovala se vzdusnym CO,, za tvorby uhli¢itanu.
Dosazeny vytézek ¢inil 76 %.

Pti syntéze latky 5 se vyuzivd toho, ze benzylovd skupina je objemnd a pfi reakei vznikd
pouze derivét s benzylovymi skupinami navdzanymi vuci sobé v ,trans“ (3a, 8a) polohdch.
Ukdzalo, Ze je dualezité nechat reakéni smés reagovat celé 3 tydny. Kvali $patné rozpustnosti
meziproduktu, kterym je jednou benzylovany makrocyklus, reakce probihd pomalu a pfi
difvéjsim odstaveni reakéni smési dochdzelo ke snizovani vytézku a vysledny produke byl
znediStén jiz zminénym meziproduktem. Vytézek ¢inil 74 %.

Nislednd redukce pyreniové soli NaBHy probihd prakticky kvantitativné s vytézky okolo
93 %. Po extrakei chloroformem ze silné bazického roztoku byla ziskdna témér ¢istd ldtka 6,

pouze vyjimeéné ji bylo nutné predistit rekrystalizaci z horkého acetonu.
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Obrizek 6.1 Struktura ldtky 8

Krystalografickd data: 8, CiH3;NiO,, jednoklonnd, M, = 310,44, a = 16,4700(11) A,
b =11,4397(7) A, ¢ = 8,8213(6) A, a = 90,00°, B = 97,280(2)°, y = 90,00°, U = 1648,64(19) A?,
Z = 4, prostorovd grupa C2/c, Ry = 0,0415, R, = 0,908

Pii syntéze litky 7 zlitky 6 podle pavodniho postupu, tj. hydrogenaci na palladiovém
katalyzdtoru v bezvodé kyseliné octové, dochdzelo pravdépodobné vlivem nekvalitni kyseliny
octové obsahujici stopy acetanhydridu k tvorbé litky 8 (viz obrizek 6.1). Tomuto bylo
zabrdnéno pouzitim bezvodého ethanolu jako rozpoustédla pro hydrogenaci ldtky 6.
Produktem téchto hydrogenaci byl Zlutohnédy viskdzni olej, ktery po nékolika dnech stdni na
vzduchu prokrystalizoval, bohuzel se ale nepodafilo ziskat krystal pro réntgenostrukturni
analyzu. Litka 7 v pevné formé byla ziskdna az vymrazenim roztoku litky 7 v diethyletheru ve
smési suchého ledu a lihu. Néslednou filtraci byl oddélen produkt od mate¢ného louhu ve
formé hygroskopického présku. Tato ldtka byla ndsledné pouzita pro dal$i reakce. Vytézek se
pohyboval kolem 90 % v piipadé hydrogenace v kyseliné octové. Pti hydrogenaci v bezvodém
lihu byl vytézek o néco mensi, ale stile prijatelnych 83 %.

Pti del$im stdni reak¢ni smési po hydrogenaci v kyseliné octové na vzduchu dochézelo také
k rozkladu katalyzdtoru. Rozklad byl natolik intenzivni, Ze z reakéni smési vykrystalizovaly
nezndmé Cervené krystaly. Jejich Rontgenostrukturni analyzou bylo ndsledné zjisténo, ze se
jednd o (H8),[PdBrs][4H,O (viz obrazek 6.2). Tvorbé této slouceniny bylo zabranéno rychlym
zpracovanim reakéni smési. Litka 8 byla ndsledné prevedena na litku 7 vafenim v roztoku

hydroxidu sodného.
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Komplexa¢ni reakce s Mn** ukdzaly, ze litka 7 ve vodném prostiedi nemd tendenci

manganaty ion komplexovat, v nevodném prostiedi (suchy DMF) ke komplexaci dochdzi.

“ P
. ‘, Br2
g S
¢
.
o’ [N
4 *

Obrizek 6.2 Struktura (H8),[PdBr[4H,O

Krystalografickd data: (H8),[PdBrs4H,O, CsH7BrsNsOsPd, jednoklonnd, M, = 1120,98,
a = 8,6605(7) A, b = 24,5724(18) A, ¢ = 9,7316(6) A, a = 90,00°, B = 104,954(4)°, y = 90,00°,
U =2000,8(3) A% Z = 2, prostorova grupa P2,/n, R, = 0,0969, R, = 0,2596

Syntéza ligand G odvozenych od 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]

hexadekanu a jejich komplexace s Mn 2" jonty

4,11-dimethyl-1,4,8,11-tetraaza[6.6.2]hexadekan (4)

Ldtka 4, resp. jeji manganaty komplex, byla syntetizovdna kvuli méfeni cyklické voltametrie
v bezvodém prostfedi (MeCN), kde komplexy syntetizovanych latek s Mn?* vznikaji ochotnéji.
Méla byt pouzita pro kontrolu spravnosti méfeni a pro porovndni s ostatnimi ligandy. Syntéza
komplexu s Mn** i provedeni CV je popsdno v literatute.***?¢ Vzhledem k tomu, Ze tato
molekula nemd pendantni skupiny schopné se koordinovat na centrdlni atom, nedd se pfilis
uvazovat o pouziti komplexu tohoto ligandu jako kontrastni litky pro MRI. Absence dalsich
dvou koordinace schopnych skupin zapficinuje, Ze komplex neni ve vodném prostredi
termodynamicky stdly. Nicméné u tohoto komplexu je studovdno jeho pouziti jako

katalyzdtoru pro rtizné oxida¢ni reakce, napt. epoxidace.”’
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Ldtka 4 byla syntetizovdna podobnym sledem reakci jako ldtka 6. Syntéza opét vychdzela
z cyklamu, ktery byl pfeveden na litku 2 stejnym zpasobem jako v pfedchozim textu.

Syntéza litky 3 probihala pfidinim methyljodidu kldtce 2 rozpusténé v acetonitrilu.
Nisledné byla smés ponechdna reagovat za stdlého michdni pfi pokojové teploté¢ 72 hodin.
Opét je dalezité dodrzet tuto dobu, produke byl jinak znecistén malym mnozstvim jednou
methylovaného produktu. Z duvodu velké tékavosti methyljodidu byla reakce providdéna
v dobfe uzaviené varné barnce svelkym nadbytkem methyljodidu. Produktem byla bild
mikrokrystalickd latka, kterd se béhem reakce z roztoku vysrézela. Po jejim odfiltrovini a
promyti diethyletherem ndsledovalo jes$t¢ jeji rekrystalizovani zhorkého methanolu.
Rekrystalizaci byl produkt zbaven zbytkd jednou methylovaného derivdtu. Vytézek této reakee
dosahoval 42 % z davodu price s malym mnozstvim chemikdlii. Nezanedbatelné mnozstvi
latky 3 také ztstalo rozpusténo v mate¢ném louhu pfi rekrystalizaci z methanolu.

Nislednd redukce ldtky 3 byla provedena pomoci NaBHj; v ethanolu byla provedena podle

” Reakce byla po 72 hodinich zastavena rozloZenim

nivodu uvedeného v literatufe.
nezreagovaného NaBHjy pfiddnim 10 % kyseliny chlorovodikové. Po odpafeni reakéni smési
na RVO byl produkt rozpustén v roztoku NaOH a extrahovdn chloroformem. Spojené
chloroformové extrakty po vysuseni a odpateni poskytly surovou litku 4 ve formé svétle
zlutého medu, ktery po nékolikadennim stdni v exsikdtoru prokrystalizoval. Nésledné byla
litka 4 precisténa destilaci z peci¢ek pevného KOH na kugelrohru. Timto byla ziskdna cistd
litka 4 v deprotonovaném stavu ve formé bezbarvého viskézniho oleje. Z diuvodu préce
s malymi mnozZstvimi ¢inil vytézek 45 %.

Komplexace litky 4 s Mn** byla provddéna podle upraveného ndvodu literatufe.?* Analyza

reakéni smési pomoci hmotnostni spektrometrie ukdzala, Zze zakomplexovina je pouze ¢dst

ligandu. Toto muze byt zplsobeno nedodrzenim dokonale bezvodého prostfedi pfi reakei
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(nedokonale vysuseny MeCN) a také zoxidovani ¢dsti Mn(py).Cl, pouzitého jako zdroje Mn?**

iontu, které se projevilo vysrdzenim hnédého zdkalu.

4,11-bis(karboxymethyl)-1,4,8,11-tetraazal6.6.2]lhex adekan (9)

PN

1. BrCH,COOEt, N NZ “COOH
Na,COg, MeCN_
BN (1:1)
Hooch
7 9

Litka 9 byla syntetizovdna podle dfive publikovaného nivodu uvedeného v literatute®, tento
ndvod byl jen nepatrné pozménén.

Syntéza byla provedena ve dvou krocich, v prvnim kroku byly naalkyloviny iminoskupiny
litky 7 ethylbromacetdtem, v druhém kroku byl vznikly meziproduke deesterifikovin
zahfivdnim se zfedénou kyselinou chlorovodikovou.

Reakce litky 7 s ethylbromacetitem byla provddéna v acetonitrilu, do reakéni smési byl
pfiddn Cerstvé vyzihany uhlic¢itan sodny jako baze na zneutralizovani kyseliny bromovodikové,
kterd se pfi reakci uvoliiuje a mohla by pfi substituci konkurovat ethylbromacetdtu. Po
odpafeni reakéni smési byl ziskin meziprodukt, dvojnisobny ethylester litky 9, ve formé
zlutého viskdzniho oleje. Tato ldtka nebyla nijak ¢iSténa ani charakterizovdna a byla rovnou
pouzita na ndsledujici reakei.

Veskery vznikly meziproduke, byl rozpustén ve ziedéné kyseliné chlorovodikové a zahtivin
pod zpétnym chladicem. Po odpafeni reakéni smési byl produke separovin pomoci silného
aniontového iontoménice. Produkt byl ziskdn ve formé slabé nazloutlého krystalického prasku,
vytézek Cinil 68 %.

Navod na syntézu této ldtky byl také publikovin v literatufe.” Tento ndvod se od pouzitého
postupu lisil v navdzkach, reakénich podminkdch a zptsobu ¢isténi produktu. Syntézu podle
tohoto ndvodu ale se nepodafilo reprodukovat, produktem byla tmavé hnédd, asfaltu podobnd

ldtka, ze které se nepodafilo chténou ldtku vyseparovat.
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Komplexace s manganatym iontem ve vodé¢ ukdzaly, Ze litka9 md velkou afinitu
k manganatému iontu, v hmotnostnich spektrech byly identifikovdny pouze piky odpovidajici

komplexu ldtky 9 s manganem.

4,11-bis(hydroxyfosfinoylmethyl)-1,4,8,11-tetraaza] 6.6.2]hexadekan (10)
Litka 10 byla syntetizovdna upravenou Mannichovou reakei, kde misto ldtky obsahujici

aktivni C-H vazbu byla pouiita kyselina fosfornd.

PN
N N/\II:! OH
[ \|\ j H3P02, (CH0)p [ \|\ j |
H
|
HCI (1:1) U
7 10

Syntéza byla provedena podle modifikovaného ndvodu dostupného v literatufe.”’ Nevyhodou
Mannichovy reakce v tomto provedeni je skute¢nost, ze pfi nizké teploté probihd reakce jen
pomalu, pfi zvysené teploté ale dochdzi kromé zaviddéni hydroxyfosfinoylmethylové skupiny na
skelet makrocyklu také k tvorbé vedlejsich produktd jako je hydroxymethylfosfinovd kyselina.
Navic pfi zvysené teploté jsou vedlejsi produkty preferovanéjsi nez vznik litky 10. Proto byla
reakce provddéna pfi pokojové teploté, pficemz smés byla ponechdna michat po dobu asi 4 az
5 dna. Konverze reakce byla *'P NMR, porovndvdnim integrdla intenzit pika piislusejicich
vychozi ldtce, ldtce 10 a vedlejsich produket. Separace produktu od vedlejsich produkti byla
provedena po odpafeni na RVO chromatografii. Nejdiive byla reakéni smés zbavena nadbytku
kyseliny fosforné na kationtovém iontoméni¢i, ndsledné byl produke vycistén od ldtek
nekationtového charakteru na aniontovém iontoménici. Litka 10 byla ziskdna ve formé svétle
hnédého medu, ktery vzdoroval veskerym pokusim o jeho zkrystalovdni, at uz zbaveni
piebyte¢né vody vysuSenim v exsikdtoru, tak i krystalizaci difuzi acetonovych par do
ethanolického roztoku. Proto je vytézek 77 % pouze orientacni.

Komplexace ldtky 10 s manganatymi ionty ve vod¢ pfinesla zjisténi, Ze tato litka mangan
nekomplexuje. Pro vytvofeni komplexu by bylo potieba ligand vycistit krystalizaci a zbavit ho
protonu nakoordinovaného do kavity a ndsledné komplexaci providét v striktné bezvodém

prostiedi.
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4,11-bis(dihydroxyfosfonoylmethyl)-1,4,8,11-tetraaz = a[6.6.2]hexadekan (12)
Litka 12 byla pfipravena dvoukrokovou syntézou. Prvnim krokem byla modifikovand
Kabachnikova—Fieldsova reakce, jejimz produktem byla ldtka 11, ndsledujicim krokem byla

hydrol}?za tohoto esteru na latku 12.
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Syntéza litky 11 byla provddéna Vmodlﬁkaa, kdy jako rozpoustédlo slouzﬂa jedna
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komponenta reakéni smési — triethylfosfit. Do banky byla navézena litka 7 a potiebné
mnozstvi paraformaldehydu, tyto reagencie byly ndsledné rozpustény v triethylfosfitu, smés
byla uzaviena v barice a ponechdna zahfivat na vodni ldzni pfi 50 °C po dobu 5 dni. Konverze
byla sledovina pomoci *'P NMR, reakce byla ukonéena v okamziku, kdy nedochdzelo
v reakéni smési k viditelné zméné. Reak¢ni smés byla ndsledné zpracovdna nanesenim na silny
kationtovy iontoméni¢ v ethanolu a ponechdnim pres noc. Béhem této doby doslo k pfevedeni
nezreagovaného triethylfosfitu na diethylfosfit, ktery byly z kolony vymyt. Produkt (ldtka 11)
byl nésledné z iontoménice vymyt kyselinou chlorovodikovou. Po odpafeni na RVO byla
ziskdna ldtka 11 jako nazloutly viskézni olej.

V ndsledujicim kroku syntézy byla litka 11 hydrolyzovdna varem v zfedéné kyseliné
chlorovodikové. Reakéni smés byla po jednom dnu analyzovdna pomoci hmotnostni
spektroskopie, kdy byl identifikovin pik litky 12 spolu s piky odpovidajicimi ldtce 12
sriznym poctem (1-3) navdzanych ethylovych skupin. Tato reakce nebyla z divodu
nedostatku ¢asu dokoncena, predpoklddd se ale, ze delsim varem dojde ke kvantitativnimu
ptevedeni ldtky 11 na ldtku 12.

Z tohoto diavodu také nebyly zkoumdny komplexace tohoto ligandu s Mn** jontem.
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Cyklicka voltametrie manganatych komplex G

Pomoci cyklické voltametrie byly studovdny elektrochemické vlastnosti komplext
dvojmocného manganu s chelatujicimi ligandy CDTA, DOTA, DTPA, EDTA, IDA, NOTA,
NTA a dile s nasyntetizovanou ldtkou 9. Voltametrie byly provddény ve vodném prostiedi,
elektrolytem byl 0,1M roztok KCl ve vodé.

Roztoky komplextt k méfeni cyklické voltametrie byly pfipraveny rozpusténim navdzek
ligandti v 0,1M roztoku KClI, ke kterému byl nédsledné pfiddn roztok chloridu manganatého.
Pomoci hydroxidu draselného bylo pH upraveno na hodnotu mezi 6-7, aby doslo
k deprotonovéni ligandu a podpofila se komplexace manganatého iontu. Pfi vypoétu navizek
ligandii bylo pocitdno sasi 10% nadbytkem ligandu vidi manganatému iontu. Pouze
v ptipadé¢ komplexu Mn** sNTA a IDA bylo vzhledem knizké afinité ligandu
k manganatému iontu navézeno dvojndsobné (NTA) a trojndsobné (IDA) mnozstvi ligandu
viéi kovu. Také pH bylo u téchto vzorka zvyseno az na 9,7 (NTA) resp. 8,1 (IDA). Za téchto
podminek byl podle vypoctenych distribu¢nich diagramii manganaty ion plné zakomplexovdn.

Cyklické voltametrie byly méfeny pfi riznych rychlostech zmény potencidlu (20, 50, 100,
200, 500 mV s™'). Z naméfenych voltamogramii byly odecteny hodnoty oxida¢nich pika E; a
redukénich pika £. (viz tabulka 6.1). Z téchto hodnot byly ndsledné vypoéteny separace pika
AE a redukéni potencidly £. Hodnoty E, a E: byly odecitiny z voltamogram® méfenych pii
nejniz$i rychlosti zmény potencidlu, pokud byly piky mélo vyrazné, byly pouzity
voltamogramy naméfené pii vys$$i rychlosti. Naméfené voltamogramy jsou k nahlédnuti
v pfiloze.

Naméfend data byla v souhlasu s hodnotami nalezenymi v literatute®® (EDTA E = 0,81 V,
naméfeno £ = 0,835 V; NOTA E = 0,74 V, naméteno E = 0,793 V).

Bylo zjisténo, ze komplexy manganatého iontu se zkoumanymi ligandy mivaji dva piky, které
pravdépodobné odpovidaji pfechodtim Mn?*3* a Mn?*/4+.

Prechod mezi dvojmocnym a trojmocnym manganem pro tyto ligandy byvd reverzibilni,

s malou separaci. Potencidl tohoto prechodu je ovliviiovin koordina¢nim okolim
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manganatého iontu. Korelace mezi poétem koordinovanych atomi dusiku a kysliku na
velikosti potencidlu této redoxni zmény ale nalezena nebyla.

V ptipadé¢ pfechodu mezi trojmocnym a ¢tyfmocnym manganem byly pozoroviny dva
ptipady. V prvnim piipadé je kvazireverzibilni pfechod okolo 0,9 V s velkou separaci
oxida¢niho a redukéniho piku (okolo 240 mV). Vzhledem k faktu, Ze tento pfechod nastdvd
vzdy pii téméf stejném potencidlu, je toto chovdni pfisuzovdno oxidaci trojmocného manganu
na burel, kdy ion manganu neni koordinovdn pivodnim ligandem a nezasahuje tedy do
redoxniho potencidlu. Toto chovani bylo pozorovdno u vsech ligandi kromé ligandu NOTA.

Druhy pfipad byl pozorovin u komplexu manganu s ligandem NOTA. V tomto pfipadé je
separace oxida¢niho a redukéniho piku mald, jde o dokonale reverzibilni proces. Predpoklddad
se, ze tento ligand je natolik silny, Ze dokdze udriet i mangan v oxida¢nim ¢isle 4. Podobné
chovdni by mélo byt pozorovatelné podle literatury* i u komplexu manganu s ligandem 4 pfi

méfeni v bezvodém prostiedi.

Tabulka 6.1 Naméfené potencidly komplexu (vs. SHE)

komplex ptechod E, (V) E. (V) EV) AE (mV)
CDTA 2+/3+ 0,85657 0,77096 0,814 86
3+/4+ 1,3752 1,03784 1,207 337
DOTA 2+/3+ 1,01633 1,00595 1,011 10
DTPA 2+/3+ 0,83475 0,74655 0,791 88
3+/4+ 1,255 1,01114 1,133 244
EDTA 2+/3+ 0,89181 0,77768 0,835 114
3+/4+ 1,2757 1,03189 1,154 244
IDA 2+/3+ 0,47891 0,20197 0,340 277
3+/4+ 1,2242 0,98749 1,106 237
NOTA 2+/3+ 0,84512 0,74136 0,793 104
3+/4+ 1,2602 1,18753 1,224 73
NTA 2+/3+ 0,95727 0,92706 0,942 30
3+/4+ 1,2544 1,11337 1,184 141
9 2+/3+ 0,53934 0,47891 0,509 60
3+/4+ 1,0524 0,84091 0,947 211
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7 Zaveér

V rimci této bakaldfské price byly syntetizoviny 4 derivity ethylenem pfemosténého
cyklamu, které jsou potencidlné vhodné pro komplexaci manganatého iontu. Vzniklé
komplexy by ndsledné mély byt pouzitelné jako kontrastni ldtky pro MRI. U téchto komplextt
byla pomoci hmotnostni spektrometrie studovana schopnost komplexovat Mn*".

U jednoho pfipraveného komplexu (litka 9) byly studovdny elektrochemické vlastnosti jeho
manganatého  komplexu pomoci cyklické voltametrie, které byly porovndviny
s elektrochemickymi vlastnostmi manganatych komplexa béinych chelatujicich ligandu (IDA,
NTA, EDTA, CDTA, DTPA, NOTA, DOTA).

Ptipravené litky budou dédle studovany. Je potfeba optimalizovat nékteré kroky syntézy a
prostudovat jejich termodynamické a kinetické vlastnosti, tj. stanovit konstanty stability

komplextl s manganatym iontem a s jinymi vybranymi ionty kovu.
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9 Prilohy

Graf 9.1 Cyklovoltamogram komplexu MnCDTA 2,5 mM pfi rychlosti 20 mV s
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Graf 9.2 Cyklovoltamogram komplexu MnDOTA 2,5 mM pfi rychlosti 20 mV s
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Graf 9.3 Cyklovoltamogram komplexu MnDTPA 2,5 mM pfi rychlosti 50 mV s™
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Graf 9.4 Cyklovoltamogram komplexu MnEDTA 2,5 mM pfi rychlosti 20 mV s
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Graf 9.5 Cyklovoltamogram komplexu Mn(IDA), 2,5 mM pfi rychlosti 20 mV s
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Graf 9.6 Cyklovoltamogram komplexu MnNOTA 2,5 mM pfi rychlosti 200 mV s
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Graf 9.7 Cyklovoltamogram komplexu Mn(NTA), 2,5 mM pfi rychlosti 500 mV s™
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Graf 9.8 Cyklovoltamogram komplexu MnH_,9 2,5 mM pfi rychlosti 50 mV s™
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