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Abstrakt

Magneticka rezonance patfi mezi zobrazovaci metody, které jsou v mediciné nezbytné pro
diagnostické ucely. Tato metoda nevystavuje pacienta rentgenovému zareni a ani zadné dalsi
negativni Ucinky na lidsky organismus nejsou zatim zndmy. Dalsi zna¢nou vyhodou magnetické
rezonance je schopnost docilit velkého kontrastu i mezi strukturné velmi podobnymi tkanémi.
Tomuto zvyraznéni napomahaji i kontrastni latky, které se pfi magnetické rezonanci bézné pouzivaji.
Soucasti téchto latek je kovovy iont, v dneéni dobé je nejéastéji pouzivany iont gadolinia (Gd"). Ten
ale musi byt komplexovdn svhodnym ligandem. Tato prace se vénuje syntéze modelové rady
potencidlné vhodnych ligandd, jejichZz soucasti je sacharidova slozka. Jejim navazanim by mélo byt
dosaZzeno vétsi rozpustnosti komplexu, nebo mozZnosti navazani dalsi sacharidové jednotky, dalSiho
ligandu, ¢i detekujici skupiny. Bylo vytvofeno nékolik teoretickych reakcnich cest vedoucich
k vysledné latce. Ne vSechny se v praxi osvédcili jako pouzitelné. Vysledkem syntézy je pripraveny
makrocyklus, ktery je potencidlné vhodnym ligandem pro komplexaci s Gd" nebo i jinym iontem

kovu, tedy moZnou vhodnou soucasti nové kontrastni latky.

Abstract

Magnetic resonance imaging is one of the imaging methods that are needed in medicine for
diagnostic purposes. This method neither exposes the patient to X-rays, nor any other negative
effects on the human organism are known by then. Another significant advantage of MRl is its ability
to achieve high contrast even between structurally very similar tissues. The contrast agents
commonly used with the magnetic resonance imaging help heighten this ability. Part of these

") is the most commonly used nowadays. But it

contrast agents is a metal ion, the ion gadolinium (Gd
must be complexed by a suitable ligand. This work deals with the synthesis of a number of potentially
suitable model ligands. The saccharide component is even a part of these ligands. This component
should enable to achieve a greater solubility of the complex or the possibility of linking other
additional saccharide units, another ligand or a detecting group. Several theoretical paths leading
to the final fabric were created. Not all of them led to the target, only one was successful. The

produced macrocycle is the potentially applicable ligand for complexation with Gd" or other metal

ion, it means a good part of the new potential contrast agent.
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1. Uvod

Zobrazovaci metody jsou v dnesni dobé nepostradatelnou soucasti zdravotnictvi na celém
svété, at uz se jedna o SPEC, PET, CT, rentgen, ultrazvuk nebo MRI. V této bakalarské praci
bude zminéna podstata téchto zobrazovacich technik, predevsim se zamérenim na MRI a jeji

kontrastni latky zaloZzené na gadolinitém iontu.

Kontrastni latky obsahujici gadolinité ionty jsou dnes béiné pouZivanymi v oblasti MRI.
Gadolinium, diky svym vynikajicim vlastnostem, napomdha k vysSimu kontrastu snimki
lidského téla. Tento kov, patfici do skupiny lanthanoid(, je vSak pro organismus toxicky,
proto je nutné ho komplexovat, a to s ligandy vhodnych vlastnosti. U téchto komplex( je
velmi dualeZitd termodynamicka a kineticka stalost. Proto je zakladni vyzkum, zejména tedy
v oblasti anorganické chemie, zamérfen na vyvoj novych ligandl, které budou vytvaret
dostatecné stabilni kompexy. V dnesni dobé jsou klinicky pouZivané kontrastni latky derivaty
DOTA a DTPA (viz kapitola 2.1.8). V pfipadé, Ze by komplex stabilni nebyl, nastdvalo by riziko

rozpadu a s tim i spojena intoxikace organismu kovovymi ionty. [1]

U komplexti obsahujici Gd"' byly objeveny i negativni ¢inky na organismus, a to v podobé
nefrogenni systémové fibrozy (NSF), coZ je zavainé onemocnéni ve vysledku vedouci ke
snizeni pohyblivosti kloubU, postizeni svalQl a vnitfnich orgdn( (plice, jatra, srdce aj.). Rizika
souvisejici s NSF v disledku pouzivani kontrastnich latek s obsahem iontl gadolinia jsou
sledovana uz od ledna 2006, kdy byla tato spojitost poprvé popsana v literature [2].

S ohledem na riziko vzniku a vyvoje NSF byly kontrastni latky s obsahem iont( gadolinia
rozdéleny do tfi skupin podle rizikovosti. Do prvni nejrizikovéjsi skupiny patfi napf.
Omniscan® a Magnevist®, do druhé stfedné rizikové skupiny napf. Primovist® a Vasovist® a

do do tfeti nejméné rizikové skupiny patfi napf. Gadovist® a Dotarem®. [3]

Tato bakalarska prace se bude zabyvat navrhem a syntézou modelovych ligand(i vhodnych
pro komplexaci s gadoliniem, popf. i s jinym vhodnym iontem kovu. Soucasti ligandu bude
sacharidova slozka, ktera by méla prispét kvysSi rozpustnosti sloucCeniny, a zaroven
k potencidlnimu navdzani dalSiho ligandu, dalsi sacharidové jednotky nebo detekujici
skupiny. Navrhované ligandy vychdazeji ze struktury 1,6-anhydro-B-D-glukopyranosy

(levoglukosanu).
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obr. 1: 1,6-anhydro-B-D-glukopyranosa (levoglukosan)
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obr. 2: navrhované struktury ligand(



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Zobrazovaci metody

2.1.1 Zobrazovaci metody obecn &

Zobrazovaci metody, zndmé také pod ndzvem ,Molecular imaging”, jsou metody pouzivané
hlavné v mediciné a molekuldrni biologii. Medicinské vyuziti je na vizualizaci urcitych c¢asti
téla, tedy zejména pro diagnostické ucely. Ze zobrazovacich metod jsou nejznaméjsi a
nejpouzivanéjsi napr. magneticka rezonance (MRI), radiodiagnostické metody (SPECT, PET),
optické zobrazovaci metody (rentgen, CT) a ultrazvuk. U nékterych z téchto metod se Casto
pouzivaji tzv. kontrastni latky. Ddvodem je vétsi kontrast na ziskaném snimku, tedy lepsi

rozliSeni urcitych objekt(.

2.1.2 Pozitronova emisni tomografie (PET)

Pozitronovd emisni tomografie, zkracené oznacovana jako PET, je nukledarni metoda
pouzivana od devadesatych let v oborech jako je onkologie, neurologie nebo kardiologie.
Principem této metody je zobrazovani rozdilnych tkani na zakladé rozdilného metabolismu.
Jinak receno, pfi této metodé je zachytdvano zareni vychazejici z téla pacienta po podani
urCité davky radioaktivni latky. Tkané se poté zobrazi podle mnoZstvi nakumulované
radioaktivni latky. V PETu je touto radioaktivni latkou modifikovana molekula glukdzy, ktera
na rozdil od normalni glukézy obsazené v potravé, obsahuje radioaktivni izotop fluoru 18,
Cely chemicky nazev je tedy 2-fluor-2-deoxy-D-glukosa , ktery muZeme najit také pod
zkratkou FDG. FDG vpravovana do téla pacienta je v podstaté pozitronovy zafic. Coz
znamena, Ze po své preméné na neradioaktivni izotop vyzafi pozitron. Ten ma vsak velmi
kratkou existenci a s jeho zanikem vznikaji dva fotony, jejichz smér pohybu je pfesné opacny.
Fotony jsou zachytavany koinciden¢nim detektorem, vyskytujicim se na snimacim prstenci,
ktery se nachdzi okolo pacientova téla. Tento detektor zaznamenavé fotony dopadlé ve
stejny ¢as na protilehlych strandch prstence. Z téchto udaja a faktu, Ze pozitron zanika
priblizné za jeden milimetr své drahy, se pak da jednoduse vypocitat poloha mista zareni.

Z nasbiranych dat je poté mozné vytvofit prostorovy obraz zobrazované oblasti. [4][5]



obr. 3: PET snimek

zdroj:

http://www.healthline.com/galeimage?contentld=gend_02_00310&id=gend_02_img0093)

2.1.3 Jednofotonovéa emisni vypo €etni tomografie (SPEC)

Tato zobrazovaci metoda, znama také pod zkratkou SPEC, coZ pochazi z anglického ndzvu
,Single photon emission computed thomography“. Diky nitroZilné podané radioaktivni latce
dokdzeme touto metodou zobrazit prostorové rozlozeni této latky vtéle. Jako Ilatka
s radioaktivnimi ucinky je podavana takova latka, kterd je nasemu télu vlastni, jen stim
rozdilem, Ze je jeden jeji atom nahrazen atomem radioaktivnim. Tato latka zaroven musi
v nasem téle vykondvat urcitou funkci, jako napriklad jod. RozloZzenim izotopu jédu v téle pak
mulzeme pozorovat ¢innost Stitné Zlazy. Hromadny ndzev pro takto modifikované latky je
radiofarmakum. Radiofarmakum je nestabilni latka a s ¢asem se jeji radioaktivni atom
preméni na staly atom o mensi energii a je vyzareno zareni y. To je poté zachycovano
scintilaéni kamerou, ktera ndsledné zobrazi oblast s vysokym nebo naopak nizkym obsahem
radiofarmaka. Scintilacni kamera se okolo zobrazované oblasti pohybuje, vzniknou tedy
snimky z mnoha UhlU a z téch se poté diky pocitacové technice slozi trojrozmérny obraz. Diky
této metodé mlzeme napriklad zjistit ¢asti srdecni svaloviny, které jsou Spatné zasobeny

kyslikem, a tudiz Spatné pracuiji. [4][5]
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obr. 4: SPEC snimek

zdroj: http://happydeviant.wordpress.com/2011/03/28/the-antioxidant-network-
advantage-improve-and-protect-the-function-of-your-brain-body/)

2.1.4 Rentgen (RTG)

Rentgen byl objeven na konci 19. stoleti némeckym védcem Wilhelmem Conradem
Roentgenem, ktery za tento mimoradny objev dostal vroce 1901 Nobelovu cenu. Byla
prokazana existence nového druhu zareni, které Roentgen nazval X. Pro ucely klasifikace se
takto dnes oznacuje elektromagnetické zareni s vinovymi délkami pfiblizné v rozsahu od
10™ do 10®m (0,1 az 100A). Dodnes se pouziva nazev X-ray, Cesky pak rentgenové zafeni,
zkracené RTG zafeni. Toto zareni ma ionizujici vlastnosti. CoZ znamena, Ze ionizuje neutralni
Castice, ze kterych poté vznikaji ionty. Dalsi jeho pozitivni vlastnosti je vysoka prostupnost
materialy, kterymi svétlo neprojde. Rentgenové zareni se tedy brzy po svém objeveni zacalo
pouzivat k Iékarskym ucelidm a dalo zaklad dalsim sloZitéjSim metodam jako je pocitacova
tomografie. Rentgenovy snimek dnes patfi k zakladnim vySetfovacim metodam. Nejcastéji
slouzi ke zjistovani zlomenin, ¢i vykloubenin, ke snimani chrupu, ale také k vySetfovani
mékkych tkani, napf. prsu. Kzobrazovani pomoci RTG zareni slouZi fotograficky papir
uzavieny v zesilovaci félii nepropoustéjici svétlo. Tato félie pfeménuje RTG zareni na
svételné, ¢imz vznikd mnohem vyraznéjsi snimek nez by vzniknul pouhym plsobenim RTG
zareni. Na RTG snimku pak mlzeme pozorovat utvary vrlznych odstinech Sedi. Ty se
zobrazuji na zakladé rozdilné hustoty tkané, proto se nam na snimku budou kosti jevit svétlé
(nepropustili tolik RTG zareni) a napt. plice tmavé (propustily v porovnani s kostmi mnohem

vice RTG zareni). V dnesni dobé se jiz setkdvame i s modernimi formami rentgenu. Zde se jiz
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v kazeté neobjevuje fotograficky papir, ale Cidla, ktera prevadi dopadajici RTG zareni na
elektrické impulsy. Pomoci téch se snimek prevadi do digitalni podoby. Jako zdroj zareni se
v rentgenu pouziva tzv. rentgenka, coz je sklenéna trubice, se dvéma elektrodami, naplnénd
vakuem. Mezi elektrodami je vysoké napéti (cca 10-100 kV). Jako katoda je ¢asto pouZivan
wolframovy drat, ten se nazhavi a poté z néj zachou smérem k anodé vylétat elektrony. Na
anodé se vsak prudce zabrzdi, ¢imz se uvolni velké mnozstvi energie. Ta se projevi z velké

¢asti jako teplo a asi jen z 1% jako rentgenové zareni. [4][5]

obr. 5: rentgenovy snimek

zdroj: http://www.osetrenizubu.cz/absces/)

2.1.5 Pogéitaéova tomografie (CT)

Tato metoda je také znama pod zkratkou CT, z anglického ,,computed tomography” a patfi
mezi metody zaloZzené na rentgenu, jak jiz bylo zminéno vySe. Avsak na rozdil od rentgenu
zde sehrava velmi dlleZitou roli vypocetni technika, diky niz mizeme velmi detailné vidét
vnitfni stavbu téla. Za objevitele CT je povazovan Godfried Newbold Hounsfield a Allan
McLeod Cormack, ktefi za objev obdrZeli Nobelovu cenu vroce 1979. Pfi této vySetfovaci
metodé je okolo pacientova téla, leziciho na pohyblivé lavici, prstenec. Na ném je umisténa
rentgenka a na opacné strané detektory, snimajici RTG zareni. Cely prstenec se pohybuje
okolo téla pacienta a vysledkem je mnozstvi snimk( z rGznych uhld, které je mozno prohlizet
si zvlast nebo jako trojrozmérny obraz nebo dokonce i jako fezy v jiné roviné neZ byly

snimany. U této metody je i moZnost pouziti kontrastni latky, coz v tomto pripadé je roztok
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slouceniny izotopu jodu. VysSetieni se provadi hlavné pfi podezieni na poranéni patere (i

lebky, pfi cévni mozkové prihodé nebo pfi diagnostice nadorovych onemocnéni. [4][5]

obr. 6: CT snimky

zdroj: http://www.scientificamerican.com/blog/post.cfm?id=hospital-error-leads-to-ct-scan-
rad-2009-10-13

2.1.6 Ultrazvuk

Ultrazvuk je béZzna metoda, ktera slouzi pro zobrazeni bricha, srdce, Stitné Zlazy, prostaty,
téhotenstvi atd. Doposud nebyly prokazany Zadné negativni Ucinky, proto je mozné

ultrazvukem opakované vysetiovat i téhotné Zeny a déti.

K vySetieni se vyuZivaji zvukové viny o velmi vysoké frekvenci, které jsou pro lidské ucho
neslysitelné (20kHz-10MHz). Jejich zdrojem je piezoelektricky krystal umistény
v ultrazvukové sondé. Principem této metody je schopnost tkani odrazet ultrazvukové viny
(echogenita). Mira echogenity se u jednotlivych tkani lisi, diky jejich rozdilné hustoté.
Ultrazvukovd vina prochazejici télem narazi na rGznd tkanova rozhrani, coz je napfiklad
rozhrani mezi jatry a okolnim tukem. Na téchto rozhranich ¢ast vinéni pokracuje dal a ¢ast
vinéni se odrazi zpét. Cim vétsi je rozdil hustot jednotlivych tkani tim je odraz vétsi. Odrazené
vinéni je pak zachytavano ultrazvukovou sondou. Pro vyssi citlivost metody se v nékterych
pfipadech pouZivaji kontrastni latky, kterymi napr. jsou mikrobublinky néjakého neskodného
plynu, ktery se bez problém0 v kratké dobé z téla opét vyloudi. U ultrazvukového vysetreni

rozliSujeme nékolik typu zobrazeni:
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A-MODE (amplitude mode) je jednorozmérné zobrazeni jehoz vysledkem je krivka
zobrazujici zavislost intenzity odrazeného signdlu na case uplynulém od vyslani signdlu.
Timto zplUsobem se tedy daji méfit presné vzddlenosti, coZ je vyuZivdno zejména

v oftalmologii pro premérovani nitrooc¢nich vzdalenosti.

B-MODE (brightness mode) je jednorozmérné zobrazeni, pfi kterém se amplitudy
odrazeného zareni prevadéji do stupnl Sedi. Vysledkem je tedy usecka slozend z ¢asti o

rdzném jasu.

M-MODE (movement mode) je jednorozmérné zobrazeni, které napomahd zachytit

pohybujici se struktury, jako je napftiklad srdce.

- 2D zobrazeni je dvojrozmérny obraz sloZeny z fady Usecek jednorozmérného zobrazeni v B-
modu. Je to Siroce vyuzivand metoda pro vySetfovani vnitfnich organ(, jako napf. jater,

Zluéniku, ledvin atd.

- 3D zobrazeni je trojrozmérné zobrazeni, tedy trojrozmérny obraz sestaveny z mnoha

dvojrozmérnych snimku. Tohoto zobrazovani se nejcastéji vyuziva v porodnictvi.

[4](5]

obr. 7 obr. 8 obr.9

obr. 7 : zobrazeni M-mode
obr. 8: zobrazeni ve 2D

obr. 9: zobrazeni ve 3D
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zdroj:
http://www.skarpety.slask.pl/earty/?title=L%C3%A9ka%C5%99sk%C3%A1_ultrasonografie
http://www.babypicturesgallery.com/img-ultrasound-baby-picture-5-27.htm,

http://www.naseporodnice.cz/tehotenstvi/fotky-27-tyden-tehotenstvi-foto-38.html, )

2.1.7 Magneticka rezonance (MRI)

Magneticka rezonance je metoda, kterou nachazime také pod zkratkami MR nebo MRI
z anglického nazvu ,Magnetic resonance imaging”. Patfi mezi moderni zobrazovaci metody,
kterymi se nejCastéji zobrazuje micha, mozek a dalsi mékké tkané. Velkou vyhodou MRI je
fakt, Ze pacienta nevystavuje rentgenovému zareni a ani Zadné dalsi negativni Ucinky nejsou
zatim zndmy. Vyjimecnost MRI oproti ostatnim zobrazovacim metodam je velké kontrastni
odlisSnym principem od vSech ostatnich zobrazovacich metod. Lidské télo je ze dvou tretin
tvoreno vodou, proto molekula vody, respektive vodik je pritomen prakticky v kazdé burice
téla. A pravé na specifickych vlastnostech vodikovych atom je zaloZeno zobrazovani pomoci
MRI. Vodikovy atom obsahuje jen jeden proton, ktery neustale rotuje a tim wvytvari
magneticky moment, neboli spin, ktery sméfruje stejnym smérem jako osa otaceni protonu.
Po umisténi lidského téla do silného magnetického pole MRI se atomy vodiku zorientuji
rovnobézné se siloCarami magnetického pole, a to bud paralelné nebo antiparalelné. Poté je
do pacientova téla vyslano elektromagnetické vinéni o stejné frekvenci jako ma pohyb
vodikového atomu (frekvence je podobna jako u radiovych vin). Po interakci téchto dvou
vinéni o stejné frekvenci dochazi k rezonanci, ktera pavodni pohyb vodikovych atom( o néco
vychyli. Diky elektromagnetickému impulsu zacnou atomy vodiku vykonavat svdj pohyb
synchronizované, jejich spin je tedy vurcity ¢as vychyleny na stejnou stranu a vtom
okamzZiku vznika pricna magnetizace, ktera je kolma na magnetické pole MR a my ji mGzeme
mérit. Poté co elektromagneticky impuls prestane plsobit, zacnou se atomy vodiku vracet
do plvodnich pozic a energii co pfijaly opét uvolfiuji. Pfi této fazi, které se rika faze relaxace,
zacind méreni. Méfi se Cas, za ktery se prebytecné antiparalelni atomy vrati do paralelni
polohy, coZ jsou zmény v podélné magnetizaci, a dale ¢as, za ktery se atomy desynchronizuji

ve svém pohybu, coZ jsou zmény v pficné magnetizaci. Velikost téchto mérenych velicin
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zavisi na druhu tkané, na vzajemném pulsobeni molekul v ni. Poté jsou namérené hodnoty
prevedeny sloZitou pocitatovou cestou na digitalni obraz. Vysledkem vysetieni je série
snimk(, tedy mnoho fez(i pozorované oblasti, ze kterych se da ptipadné sestavit i
trojrozmérny obraz. U MRI je moZnost zvyraznit urcité struktury vhodnou kontrastni latkou.

[4](5]

obr. 10: MRI snimky kolene

zdroj: UV nemocnice StreSovice

2.1.8 Kontrastni latky v MRI

V dnesni dobé jsou kontrastni latky pro MRI, bézné pouzivané v praxi, zaloZzeny zejména na
gadolinitém iontu, vzacné pak na iontech manganu ¢i Zeleza. Diky své pomérné vysoké
toxicité musi byt gadolinity iont vadzan vkomplexu sligandem nejcastéji typu
polyaminokarboxylatu. Tyto komplexy musi vsak prokazovat termodynamickou a kinetickou
stdlost, tzn. mély by byt stdlé za pritomnosti konkurujicich biogennich ligand( a iontl a

rozpad komplexu by mél byt malo pravdépodobny. [1]

Kontrastni latky miZeme rozdélit na dva typy. Kontrastni latky Tq, které zvysuji signal, tim
padem vytvareji pozitivni kontrast. Kontrastni latky T, signdl snizuji a vytvareji tedy kontrast
negativni. Pritomnost kontrastni latky T, se projevi zesvétlenim MRI snimku, naopak
kontrastni latky T, ztmavnutim MRI snimku. Pfikladem kontrastni latky T, jsou komplexy
slozené z Gd" a jako ligand se pouziva 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina (DOTA; obr. 11) nebo diethylentriaminpentaoctavd kyselina (DTPA; obr. 12).
Komeréné zndamé jsou potom latky pod nazvem Dotarem” a I\/Iagnevist®. VyuZivaji se

predevsim na zobrazovani nadort, zanéta a infekci. [6][7][8]
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obr. 11: Gd-DOTA obr. 12: Gd-DTPA
zdroj: http://boards.straightdope.com/sdmb/showthread.php?t=327929

Tato préce se bude zabyvat kontrastnimi latkami T, tedy ligandem vhodnym pro Gd", jeho?
pfimou soucdsti cyklu bude sacharidova jednotka. Soucasti prace bude i syntéza této

modelové slouceniny.

2.2 Kovové komplexy se sacharidovymi substituenty

2.2.1 Kovové komplexy se sacharidovymi jednotkami a jejich transport
pfes membrany

Komplexy jejichz soucasti je urcity kov maiji Siroké vyuziti bud pro diagnostické ucely, jako
tzv. diagnostické indikatory, nebo jako Iécebné latky. DuleZitou roli hraje prostorové
usporadani ligandu. To ovliviiuje celkové vlastnosti celého komplexu, zejména pak afinitu
k urcité tkani. Hlavnim principem pro prevedeni kovového komplexu do pfirozenéjsi formy,
tedy na télu vlastnéjsi latku, je prfipojeni biomolekuly vyskytujici se v organismu. Jednou z
moznosti je na kovovy komplex navazat sacharidovou slozku, timto zplsobem se propoji
vlastnosti kovového komplexu a télu vlastnimu sacharidu. Existuji dva mozné zplsoby
pripojeni sacharidové jednotky. Budto je kovovy iont pfimo napojen na sacharidovém
skeletu (obr. 13), nebo je sacharidova jednotka pfipojena ke kovovému komplexu pres tzv.

spacer (obr. 14).
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Kovovy iont

_----1 Sacharid
Kovovy A
komplex \
Spacer
Sacharid
Obr. 13 Obr. 14

obr. 13: kovovy iont pfimo na sacharidové slozce

obr. 14: sacharid pfipojeny pres spacer

Sacharidy a jejich derivaty maji rizné schopnosti. Napriklad zatimco zakladni monosacharid
neni schopen projit bunécnou membranou sloZenou z lipofilnich podjednotek, derivat, ktery
ma na sobé navazan lipofilni substituent membranou projde. Nékteré nesubstituované
monosacharidy vsak slouzi pouze jako energeticky zdroj, popfipadé jako stavebni jednotka a
vyZaduji tedy specificky zpUsob transportu do burky. Velké komplexy, které na sobé maji
jeden ¢i vice sacharidovych zbytkl, se navazi na specificky sacharidovy receptor na povrchu
buriky, poté prostoupi membranou a dojde tak k zapouzdreni komplexu do vacku. V tomto
vacku budto zUstavaji nebo dochazi k jejich uvolnéni a tedy i k mozné interakci s enzymy,
které se v burice volné vyskytuji. Jsou zndmy dvé tfidy transportnich proteinl prendsejici
monosacharidy pres membrany. Prvni z nich znacné ulehluje prenos glukosy do vétsiny
tkani. ProteinU tohoto typu je 12 a znaci se zkratkou GLUT;.1. Druhé ttidé protein( se fika
,solute carriers”, v prekladu rozpusténé prenasece. Téchto proteinl je 6 typU a znaci se

SGLT+1.¢. [9]

2.2.2 Radioaktivni ligandy obsahujici sacharidovou slozku

S rozvojem zobrazovacich technik, jako jsou napf. SPEC, PET, CT, se pro dobrou vizualizaci
urCitych tkani a bunék zacaly pouzivat radioaktivné znacené biomolekuly. Velmi béznym

transportnim proteinem je GLUT4, jak jiz bylo zminéno vySe, prenasi sacharidy do vétsiny
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bunék a tkani. Ve vétiiné pfipadd je do téla vpravena latka 2-'®F-2-deoxy-D-glukéza (FDG),
diky niZz, a metodé PET/CT, se da velmi dobrfe pozorovat energetické zasobovani tkani.
Presné tedy vidime v jakych mistech dochdzi ke zvysené Cinnosti mozkovych bunék, nebo k
jejich rychlému nardstu. Zobrazime tak metabolismus nadoru nebo identifikujeme zanétlivou

tkdfi. U PET/CT se dale jako kov vkomplexech pouziva >>Co" a neradioaktivni Ga". U

99 186
T R

zobrazovaci metody SPECT se jako kovovy iont do komplex( pouziva predevsim ca e.

Stabilitu komplexu urcuje schopnost ligandu vyménit experimentalni za prirozené se
vyskytujici latku se znamou, vysokou afinitou k pfislusSnému kovovému iontu. Timto
zpusobem dosahne stopovy prvek mista urceni, aniz by byl zachycen konkurenénimi ligandy.

Velka stabilita byla zaznamenana u komplext s Tc' a Re'.

Magneticka rezonance, Siroce pouzivana a vyznamna diagnostickd metoda, pouziva ionty
nékterych lanthanoid(. Ty se vyznacuji svou schopnosti zvySovat relaxaéni rychlost voda-
proton a to je vhodny predpoklad pro zobrazovani MRI. Mezi velice popularni tfidu komlexd
patii komplexy s Gd". Pro ziskani vhodnych vlastnosti komplexu, jako je vysoka stabilita,
nebo moznost interakce s molekulami vody, se ve strukturdch casto objevuji hexa-, hepta-
nebo oktadentatni ligandy. Jsou Casto na zdkladé makrocyklickych struktur. Vybér nékolika

ligandd vhodnych pro MRI je zobrazen nize. [9]

CO,H

5 , S
[ B NKN(\N/E_\ Qo [N N]ﬁmz
n " K,N o9 @Mo N\_/N¥Co H
n=1,24 KcozH o>/ £

COH

o e}
- COH A\ (\N’\@
@ity [P ) ol Ly

n=12
CO,H

obr. 15: vhodné ligandy pro MRI
zdroj: GOTTSCHALDT, M., SCHUBERT, U,, S., (2009), Chem. Eur. J., 15, 1548-1557
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2.2.3 Organokovoveé slou €eniny jako |é éebné prost Fedky

Organokovové slouceniny vykazuji mnozstvi uziteCnych Iécebnych vlastnosti. Vyvoj
ucinnéjsich lécebnych latek s navazanymi sacharidovymi jednotkami je omezen skutecnosti,
Ze substituci sacharidovych slozek, vétsinou D-glukosy, dochazi ke sniZeni biologické aktivity
komplexu. Avsak glykokonjugaty nezaloZeny na kovovych komplexech jsou dnes jiz velmi
dobre prozkoumany a pouzivany jako |écebné prostfedky. Jednd se na priklad o latky acinné

proti rakoviné. [10][11][12]

Ma et al. (2005) syntetizoval fadu komplext, které obsahovaly jako kovovy iont Pt' a
navazané peracetylované sacharidové jednotky. Vysoce lipofilni derivat, ktery prenasi tert-
butylové skupiny jako zbytky na terpyridinové pfipojené peracetyl-glukose pfes fenylovy
mustek, byl identifikovan jako nejucinnéjsi latka. Ma az stokrat vyssi cytotoxicitu vici

rakovinnym burnkam nez cisplatina. [13]

Aktivace kovovych komplexd sacharidy na jejich okrajich vede k hybridnim molekulam jejichz
vlastnosti se daji ve velké mife upravovat. Hlavnim faktorem pro celkovou prostorovou
strukturu molekuly a jeji vyuZiti v biologickych systémech je pocet a typ pripojenych
sacharidovych jednotek a chemicka a biologicka stabilita jejich pfipojeni. Kovova centra musi
mit ty spravné vlastnosti a stabilitu pro pozadované ulohy v organismu. Pouziti téchto latek
pro monitorovani vazebnych procest a zkoumani proteino-sacharidovych interakci in vitro

zaznamenala v poslednich letech velky pokrok. [9]
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3. Cile préace

Cilem této bakalarské prace byla priprava modelovych ligand(, dobfe komlexujicich Gd ionty

, neboijiné ionty kovl , jejichZ potencionalnim vyuzitim by méla byt kontrastni latka v MRI.

Soucasti téchto ligandll je monosacharidova Cast, ktera byla do cyklu pfipojena z diivodu
mozné vyssi rozpustnosti slouéeniny, za coz by byla zodpovédna volnd hydroxylova skupina
na uhliku ¢islo 3 monosacharidového skeletu. Dalsim faktorem je moznost pfipojeni dalSiho
ligandu, poptipadé dalsi sacharidové jednotky, ¢i rGznych detekujicich skupin, opét pres

volnou hydroxylovou skupinu na uhliku cislo 3.

Vyhodou je moZzna kombinace zobrazovaci metody pomoci MRI, a zaroven zobrazovani

pomoci detekujicich skupin, jako je tomu napfiklad v metodach SPEC a PET.

Schémata pfipravované syntézy:
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Schéma pripravy prekurzord pouzitych v predchozich schématech:
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Obecna €ast
NMR spektra byla mé¥Fena na pfistroji Varian VNMRS 300. *H NMR spektrra (300 MHz) byla

mérfena za teploty 25°C vCDCl; nebo CD3OD. Jako vnitfni standard byl pouzit
tetramethylsilan. *>*C NMR spektra (75 MHz) byla mé¥ena za stejnych podminek, s pouZitim

protonového dekaplingu.

LC-MS spektra byla méfena na pfistroji SHIMAZDU QP 2010 s El ionizaci. ESI hmotnostni

spektra byla mérena v pozitivnim médu, a to na pristroji ESQUIRE 3000 od firmy Bruker.

K TLC byly pouzivany desky KIESELGEL 60 F254 od firmy Merck. Latky byly detekovany jak

pod UV zafenim (254 nm), tak i detekénimi roztoky pro TLC.

Cinidla pro detekci na TLC :

Anisaldehydové : 15 ml p-anizaldehydu, 4 ml AcOH, 12,5 ml konc. H,SO4, 340 ml EtOACc
Ceficité: 1g Ce(SO4)2, 150 ml 10%-ni H,SO,,

Ninhydrinové : 1 % -ni roztok ninhydrinu v ethanolu

Fosfomolybdenové : 10% -ni ethanolicky roztok H;PO,.12 MoOs. 12 H,0

Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu 60-200um od firmy Merck.

Teploty tani byly stanovované na Koflerové vyhfevném bloku a nejsou korigované.

Vsechny pouzité chemikalie byly od firem Aldrich, Fluka, Merck a Lachema.
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4.2 Synteticka ¢€ast

4.2.1 N,N’-Bis(chloracetyl)ethylendiamin (1)

(o}

///H\\\\////CI
NH, HN
o] benzen
+ 2
cl NaOH/H,0
NH, o 0°C

NH
Cl

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[14] .

Pfipraveny roztok 2-chloracetylchloridu (0,28 mol; 22,57 ml) v benzenu (50 ml) byl pomalu
prikapan do smési ethylendiaminu (9,01 ml; 0,135 mol) a hydroxidu sodného (120 ml; 5M).
Reak¢ni smés byla intenzivné michana na magnetické michacce a chlazena v ledové lazni (led
—NaCl). Vznikala bila srazenina. Po prikapani veskerého roztoku 2-chloracetylchloridu v
benzenu byla vznikla srazenina odsata na frité. Pétkrat byla promyta vodou a nechana
prosavat vzduchem do té doby, nez hmota dostala podobu sypkych krystalQ. Krystaly byly
rozpustény za tepla v takovém mnozstvi ethanolu, aby vznikl pfiblizné nasyceny roztok. Poté
byl roztok nechan dva dny krystalovat. Krystaly byly odsaty na frité a dosuseny na Petriho

misce na vzduchu za laboratorni teploty.

Tento postup byl opakovan jesté jednou, ale ve dvojnasobném mnozstvi.

Vytézek: 16,46 g (19,16 %) Uhrny vytéZek obou vérek.
Bod tani: 173-174°C (lit.[14], 175°C)
'HNMR : (CDsOD) § 3.37 s (4H, -CH,-NH), 4.05 s ( 4H, -CH»-Cl), 4.76 s ( 2H, -N-H)

=C NMR : (CDsOD) & 40.2 (2C, -CH,-Cl), 43.1 (2C, -CH,-NH), 169.8 (2C, -C=0)
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4.2.2 N,N’-Bis(chloracetyl)propylendiamin (II)

0
)K/ °
NH, NH
cl benzen
+ 2
C'/X NaOH/H,0 :

NH, o 0°C N
Cl

o

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[15] .

Pfipraveny roztok 2-chloracetylchloridu (0,28 mol; 22,57 ml) v benzenu (50 ml) byl pomalu
prikapavan do smési propylendiaminu (9,12 ml; 0,108 mol) a hydroxidu sodného (120 ml; 5
M). Reakéni smés byla intenzivné michdna na magnetické michacce a chlazena v ledové lazni
(led —NaCl). Poté byla banka s lazni obalena mikrotenovym sackem, pro lepsi zachovani
nizké teploty vsoustavé. Vznikala bilda sraZenina. Po prikapani veskeré smési 2-
chloracetylchloridu a benzenu byla vznikla srazenina odsata na frité. Pétkrat byla promyta
vodou a nechana prosdvat vzduchem do té doby, nez hmota dostala podobu sypkych
krystalQ. Surovy produkt byl rozpustén v takovém mnoiZstvi ethanolu, aby vznikl priblizné
nasyceny roztok. Po mirném zahfati, pro lepsi rozpusténi, byl nechan roztok dva dny
krystalovat za laboratorni teploty. Vzniklé krystalky byly odsaty na frité a nechany schnout na

Petriho misce na vzduchu za laboratorni teploty.

Tento postup byl proveden jesté dvakrat ve dvojnasobném mnozstvi.

Vytézek: 34,46 g (28,23 %) ze vSech tfi varek.
Bod tani: 127°C (lit.[15], 127 — 128°C)

'H NMR : ( CDsOD) & 1.73 pentet ( 2H, C-CH,-C), 3.28 q ( 4H, -CH,-N), 4.05 s ( 4H, -CH,-Cl),
4.84 s (2H, N-H)

®CNMR: (CDsOD) & 29.9 (1C, C-CH,-C), 38.0 (2C, CH,-N), 43.1 (2C, -CH,-Cl), 169.4 (2C, C=0)
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4.2.3 1,6-anhydro-4-azido-4-deoxy-2-O-p-tolylsulfonyl-B-D-
glukopyranosa (2)

0
NaN3
EtOH/H,0
NH,CI
reflux 140-150°
OTs Ghod |, OTs

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[17] .

Byla smichana dodana latka 1 (6 g; 20,13 mmol) se smési ethanol/voda (5:1; 50ml). Po
alespon ¢aste¢ném rozpusténi, kterého bylo dosahnuto zvySenim teploty na olejové azni cca
na 100°C pod zpétnym chladicem, byl do reakéni smési prisypan azid sodny (8 g; 0,123 mol) a
chlorid amonny (8 g). Reakcni smés pak byla zahtfivana 6 hodin na olejové lazni na 140-150°C.
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC. Po vymizeni vychozi latky byla reakéni smés
ochlazena a odparfena na vakuové odparce (VRO) do sucha. Odparek byl rozpustén v
chloroformu a smés byla extrahovana vodou. Poté byla oddélend organicka faze nechana
susit pres noc nad MgSQ,. Hnédé zabarveni chloroformového roztoku bylo odstranéno
filtraci pres maly sloupecek silikagelu. Zahusténim na VRO byl ziskan bezbarvy odparek

Cistého produktu 2, ktery byl vzat bez dalSiho cisténi do nasledné reakce.

Tento postup byl opakovan jesté dvakrat ve dvojndsobném mnoZstvi.

Vytézek olejovitého produktu: 33,1 g (96,4 %) ze vSech tti varek.

Surovy produkt byl kontrolovan pomoci TLC (benzen/aceton 10:1 a hexan/EtOAc 1:1) oproti

dodanému autentickému vzorku.
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4.2.4 1,6:2,3-Dianhydro-4-azido-deoxy- B-D-mannopyranosa (3)

o} o,
OH NaOCH3
-_——
\o CHCls
-18°C S
N3 OTs N3

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[17] .

Ziskany surovy azid 2 (33,1 g) byl rozpustén v chloroformu (420 ml) a smés byla ochlazena
pomoci lazné (ethanol-suchy led) na -18°C. Poté byl opatrné pfikapan methanolat sodny
(132,4 ml; 1,3 M), ktery byl pfipraven z methanolu (135 ml) a sodiku (4 g). Reakéni smés pak
byla nechana ohiat na pokojovou teplotu a stat pres noc. Nasledné byla nalita do 200 ml
vody, extrahovdna chloroformem a vysusena pomoci MgSO,. Po vysuSeni byl roztok
prefiltrovan pres fritu a na VRO odparen na sirup (15,8 g). Poté byl produkt krystalovan ze

smési dietylether/hexan (3:1).

Na TLC (benzen/diethyleter 20:1) bylo patrné znecisténi produktu, proto byl rozpustén
vtoluenu a precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi
toluen/ethylacetat (9:1). Bylo jimano 10 frakci, z toho pritomnost produktu 3 byla zjisténa
podle TLC (toluen/EtOAc 9:1) ve tfech frakcich. Tyto frakce byly odpafeny na VRO a bylo
ziskano 13,24 g olejovitého odparku. V 6. frakci byla zjisténa pritomnost produktu 3, ale i
dalsi nezadouci latky, proto byla smésna frakce opét rozpusténa v malém mnozstvi toluenu a
nasledné provedena sloupcovd chromatografie. Pfitomnost latky 3 byla zjisténa ve frakcich
7, 8 a 9, ze kterych se odparenim ziskalo 3,37 g. Celkové jsme po chromatografii ziskali

16,61 g Cistého produktu 3 ve formé hustého sirupu, ktery nebyl dale krystalovan.

Vytézek: 16,61 g (101,22 %) Vysledny produkt 3 je s nepatrnym obsahem rozpoustédel.

'HNMR : (CDClz) & 3.27 m (1H, C4H ), 3.52 m (2H), 3.78 m (2H), 4.57 m (1H, CsH ), 5.76 d
(1Hr C1H)

"CNMR: (CDCl3) 6 47.8(1C,C,), 54.0 (1C,Cs), 57.0 (1C,C4), 66.5 (1C,Ce), 72.2 (1C,Cs), 97.7
(1Cr C1)
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4.2.5 1,6-Anhydro-2,4-diazido-2,4-dideoxy- B-D-glukopyranosa (4)
@]

NaN3

o EtOH/H,0 5:1
@) reflux 140-150°

12h

N3
Reakce byla provedena podle postupu v lit.[17] .

Latka 3 (3,37 g) byla pfi cca 100°C pod zpétnym chladiCcem, rozpusténa ve smeési
ethanol/voda (5:1; 75,8 ml). Po rozpusténi vychozi latky byla teplota zvysena na 140-150°C a
k reakéni smési byl pridan azid sodny (6,3 g; 0,1 mol) a chlorid amonny (5,8 g). Reakce byla
zahfivana pfriblizné 12 hod a jeji pribéh byl sledovan pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla
reakéni smés odpafena do sucha, rozpusténa v chloroformu, promyta vodou a susena nad
susSidlem (MgS0,). Po odfiltrovani susidla byla smés zahusténa na VRO, odparek rozpustén v
ethylacetatu a postupné byl do smési pridavan hexan (tak rychle, aby nevznikala srazenina).
Poté byla smés prenesena na kolonu se silikagelem a podrobena sloupcové chromatografii,
mobilni faze EtOAc/hexan (1:1). Z TLC (EtOAc/hexan 1:1) bylo patrné, Ze frakce 1, 2 a 3

obsahuji produkt 4. Po odpareni jsme ziskali 3,93 g produktu 4 ve formé hustého sirupu.

Postup byl opakovan jesté dvakrat. V druhé vdarce se vychazelo z vychoziho mnoistvi 6,62g
latky 3 a po odpareni bylo ziskano 4,41 g. Ve treti varce bylo vychozi mnozstvi latky 3 6,62 g a
po odpareni odparek vazil 7,45 g. Celkové bylo ziskano 15,79 g Cistého produktu 4 ve formé

hustého sirupu.

Vytézek: 15,79 g (75,77 %)

"H NMR : ( CDCl5) 6 3.01 b (1H, O-H ), 3.4 d (1H, C;H ), 3.48 d (1H, C,H ), 3.78-3.86 m (2H,
CeHH, CsH ), 4.12 d (1H, C¢HH), 4.62 d (1H, CsH ), 5.51 s (1H, GH )

*CNMR: (CDCl3) 6 62.6, 62.7 (2C, C,,C4), 66.8 (1C, C¢), 70.7 (1C, C3), 74.5 (1C, Cs), 100.8
(1Cr C1)

NMR spektrum souhlasi s lit. [17].
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4.2.6 1,6-Anhydro-2,4-diamino-2,4-dideoxy- B-D-glukopyranosa (5)
(0] O,

OH Pd/C, H, OH
0 MeOH 0

N3 N3 NH, NH,
Reakce byla provedena podle postupu v lit.[17] .

Diazid 4 (2,2 g) byl rozpustén v methanolu (100 ml). Bylo pfiddno 10 %-ni paladium na uhli
(0,26 g) a banka byla uzaviena septem. Poté byla celd banka probubldvana dusikem,
abychom se zbavili prebytecného kysliku v reakéni barice. Nasledovalo syceni roztoku
vodikem. Predpokladana spotreba vodiku byla 0,44 |. Po dokonceni reakce, o kterém jsme se
presvédcili pomoci TLC (EtOAc/MeOH 1:1), byla smés prefiltrovana na frité pres filtracni
papir a kifemelinu. Poté byla smés odpafena na VRO. Byla ziskana naZloutla &asteéné
krystalickd latka vazici 1,58 g, ktera byla rozpusténa v malém mnozstvi ethanolu a nechan a
krystalovat pfi 10°C v lednici. Vzniklé krystaly byly odsaty a nechany vysusit na vzduchu za

laboratorni teploty. Suché krystaly produktu 5 mély hmotnost 0,446 g.

Postup byl opakovan jesté dvakrat, s vychozim mnozstvim 6,14 g a 7,45 g diazidu. Odparek

z druhé varky vazil 3,66 g a ze treti 4,49 g.

Druhd a treti varka diaminu 5 nezkrystalovaly, proto bylo pfidano ke spojenym varkam
aktivni uhli, roztok byl mirné zahran a prefiltrovan pres filtracni papir a malé mnozZstvi
silikagelu. Pri jimani filtratu do litrové banky doslo k nasati neznamého mnozstvi vody z vodni
vyveévy. Filtrat byl susen nad MgS0;, a byl nechan stat v lednici. Prefiltrovanim pres kiemelinu
byl roztok zbaven sraZeniny (pravdépodobné se jednalo o srazeninu soli), kterd byla poté
spolu s MgS0, promyta methanolem. Matec¢ni louh byl odparen na VRO (odparek obsahuijici
sole vazil 30 g) a rozpustén v ethanolu. Diamin byl v ethanolu rozpustny, sll vypadla
v podobé pevné latky, proto byl roztok prefiltrovan pres kiemelinu, nasledné odparen na
VRO (6,8 g) a nechan krystalovat z ethanolu. Podle TLC (EtOAc/MeOH 1:2) byla zjisténa
pritomnost diaminu jak v matecnim louhu tak i ve srazening, z které se Spatné extrahoval.
Odpareny diamin ani po precisténi nezkrystalizoval, pravdépodobné byla v produktu jesté

v nepatrném mnozstvi pfitomna voda.
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Vytézek (z prvni varky): 0,446 g (26,8 %)
Bod tani: 151-154°C (lit.[17], 152 — 155°C)

"H NMR : ( CDs0D) 8 2.67 s (1H, C;H), 2.74 s (1H, C4H), 3.48 m (1H, CcHH), 3.68 t (1H, CsH),
4.14 d (1H, CsHH), 4.38 d (1H, CsH), 4.83 bs (5H, N-H, O-H), 5.28 s (1H, C{H)

®*CNMR: (CDs0OD) & 56.2,56.5(2C, C,, C4), 67.4 (1C, Cs), 76.3 (1C, C3), 78.1 (1C, Cs), 104.6
(1Cr C1)

m/z : [ pro CsH2N,03 , M = 160,2 ] ; 161.2 [ M+H* ]+

4.2.7 1,6-Anhydro-2,4-dideoxy-2,4-dichloroacetamido-B-D-glukopyranosa
(8)

o]
© [¢]
& OH
OH 2 c cl _ \o
o triethylamin
DCM
0°C o NH NH g
NH, NH, inert (N,) i f
Cl Cl

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[19] .

Matecni louh po krystalech prvni varky diaminu 5 byl odpafen na VRO. Ziskany odparek
surové latky 5 0,93 g (0,0058 mol) byl rozpustén v dichlormethanu (50 ml) a pak pfidan
diisopropylethylamin (5,2 ml; 0,03 mol). Smés byla ochlazena v ledové lazni (led-voda). Poté
byl pomalu, po dobu 10 minut, pfikapavan roztok 2-chloracetylchloridu (1,02 ml; 0,0128
mol) v 5 ml dichlormethanu za intenzivniho michani. Reakéni smés, z pocatku bezbarva, po
pridani vétci ¢asti 2-chloracetylchloridu postupné zéernala. Po dokonceni reakce, coz bylo
v kratkém casovém intervalu po dokapani, pribéh reakce byl kontrolovan na TLC
(EtOAc/MeOH 1:2), byla reakéni smés odparena na VRO. Odparek byl rozpustén ve smési
EtOAc/EtOH (1:1) a nasledné byla provedena sloupcova chromatografie na silikagelu, kde

jako mobilni faze slouZila pravé smés EtOAc/EtOH (1:1). Odparena byla frakce 3, ktera byla
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nasledné opét podrobena sloupcové chromatografii a z ni pak byly ziskany frakce 1-4, které

pravdépodobné obsahovaly dichloramid, podle TLC (EtOAc/EtOH 2:1).

Druhy pokus byl proveden obdobnég, jen s tim rozdilem, Ze byl misto diisopropylethylaminu
pouZit triethylamin, 2-chloracetylchlorid byl prikapavan velmi pomalu, po dokapani byla
smés michana 3 dny a cela reakce probihala pod inertni atmosférou (N;). Vychozi mnozZstvi
diaminu bylo vdruhém pokusu 0,16 g. Jako v prvni varce, nasledovala sloupcova
chromatografie na silikagelu s mobilni fazi EtOAc/EtOH (2:1). Odpareny byly frakce 2 a 3,
které podle TLC (EtOAc/EtOH 2:1) pravdépodobné obsahovaly dichloramid.

Treti pokus probéhl z nezkrystalované druhé a treti varky diaminu. Do smési diamin (6,8 g),
dichlormethan (400 ml) a triethylamin (22,1 g; 31 ml) byl po dobu 10 min ptikapavan roztok
2-chloracetylchloridu (10,625 g, 7,5 ml) ve 40 ml dichlormetanu. Reakce probihala pod
inertni atmosférou (N;) a za snizené teploty. Smés byla nechana michat 3 dny, poté do ni byl
pridan vodny roztok chloridu amonného (250 ml), pro rozpusténi vzniklych soli, a byla
nékolikrat extrahovana dichlormethanem (100 ml), dokud ve vodné fazi nebyly stopy
produktu, coZ bylo sledovdano pomoci TLC (EtOAc/EtOH 2:1). Poté byla organickd faze
protfepana nasycenym roztokem chloridu sodného a nechdna susit nad K,COs. Po
prefiltrovani a zahusténi na VRO byl odparek 5,08 g podroben sloupcové chromatografii na
silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit Cisty ethylacetat. Odpareny byly frakce 16-22 (3,75 g),
24-26 (0,65 g) a smésné frakce 14, 15 a 23. Kontrola frakci probihala pomoci TLC
(EtOAC/EtOH 2:1).

Ziskané frakce z chromatografii pokust 1 — 3 byly analyzovany. Podle namérenych 'H NMR
spekter Ize usuzovat, Ze vSechny analyzované chromatografické frakce obsahuji vice latek a
ve vsech byly nalezeny signdly potvrzujici pfitomnost sacharidového skeletu. Vybrané vzorky
chromatografickych frakci pak byly nechany analyzovat pomoci LC-MS, ale ani vjednom

pfipadé nebyla potvrzena prfitomnost hledané latky 8 .

Ctvrty pokus byl proveden z &istého krystalického diaminu. Do smési diamin (0,141 g),
dichlormethan (8 ml) a triethylamin (0,46 g; 0,634 ml) byl po dobu 10 min ptikapavan chlorid
kyseliny chloroctové (0,22 g; 0,156 ml). Reakce probihala pod inertni atmosférou (N,) a za
snizené teploty, obdobné jako v predeslych pfipadech. Probéhnuti reakce bylo zfejmé z TLC

(EtOAC/EtOH 2:1). Po vysusSeni K,CO3 a odpareni, Cinil odparek 0,0994 g.
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TLC vypadala obdobné jako v predeslych pripadech. Je tedy jasné, Ze reakce nebézela tak jak
by méla, ani kdyZ se vychdazelo z Cistého krystalického diaminu. Produkt nebyl potvrzen

pomoci NMR ani pomoci LC-MS.

4.2.8 N,N'-Dibenzoyl-1,3-propandiamin (11l

o

NH2 2 ©\(O u
Cl >
< DCM B} < H
NH, triethymamin N
CH,CI
0°C

1 hod o

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[20] .

Do reakcni smési obsahujici 1,3-diaminopropan (5 ml; 59,9 mol), dichlormethan (160 ml) a
triethylamin (20,8 ml; 149,7 ml) byl za michani po dobu 10 minut pfikapdvan benzoylchlorid
(13,9 ml; 119,8 mmol) rozpustény v dichlormetanu (50 ml). Reakce probihala za snizené
teploty (led-NaCl). Po prikapani benzoylchloridu byla smés nechana ohrat na laboratorni
teplotu a dale se michala 1 hodinu. Po ukonceni reakce, sledovano pomoci TLC (EtOAc/EtOH
4:1), byl pfidan chlorid amonny (60 ml). Vznikla bild srazennina, kterd byla odsata pres
kfemelinu a vodna faze filtratu byla tfikrat extrahovana dichlormethanem (50 ml). Spojené
oddélené organické vrstvy byly promyty nasycenym vodnym roztokem NaCl (30 ml) a
organicka faze susena nad MgSQ,. Po odfiltrovani susidla byl filtrat odpafen na VRO. Po
odpareni v roztoku vznikla srazenina, ktera byla odsata na frité. Tato situace vzniku a odsati
srazeniny se opakovala jesté dvakrat. Pomoci TLC (DCM/EtOAc 9:1) bylo zjisténo, Ze prvni
srazenina(2,59 g) obsahuje jesté zbytky benzoylchoridu, druha (0,32 g) a treti (0,24 g)

srazenina jsou Cisté. Vysledek z NMR prokazal, Ze se jedna o Zadany produkt Ill. [20]

Vytézek: 3,156 g (18,67 %)

"HNMR : (CDsOD) 6 1.90 kvintet (2H, C-CH,-C), 3.48 t (4H, -CH,-N), 4.85 s (2H, N-H), 7.42-
7.54 m (6H, Ph-H), 7.84 d (4H, Ph-H)
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®C NMR : ( CDsOD) 6 30.4 (1C, C-CH,-C), 38.3 (2C, CH,-N), 128.2 (4C, Arom.), 129.5 (4C,
Arom.), 132.6 (2C, Arom.), 135.6 (2C, Arom.), 170.3 (2C, C=0)

4.2.9 N,N'-Dibenzyl-1,3-propandiamin ( 1V)

o}
H LAH H
H THF - "
N reflux 66°C N
36 hod
(6]

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[20] .

Surovy produkt dibenzoyldiamidu ( Il ) 1,78 g byl rozpustén v tetrahydrofuranu (THF)
(100 ml) a po wuvedeni do wvaru (66°C) byl za michani postupné pfidan
lithiumaluminiumhydrid (LAH) (1,4 g). Celd reakce byla nechana zahfivat 36 hodin pod
zpétnym chladi¢em a jeji prabéh byl kontrolovan pomoci TLC (EtOAc/EtOH 4:1).

Pozn.: LAH byl pomérné stary a reakce tudiz neprobihala pfili§ boutlivé. V prabéhu reakce byl
LAH pridavan. Béhem reakce, diky Spatné fungujicimu pfivodu vody, doslo k odpareni

veSkerého THF, ktery byl poté doplnén.

Po zchladnuti reakéni smési na laboratorni teplotu byla za michani do ni pfidana po kapkach
voda (10 ml), vodny roztok hydroxidu sodného(6 ml; 15 % roztok) a opét voda (15 ml), to vse
za chlazeni (led-voda). Smés byla michdna 2 hodiny a poté prefiltrovana pres kfemelinu.
Zachycena srazenina byla jesté trikrat promyta etherem (75 ml). Spojené etherické vrstvy
byly suseny nad MgSQ, . Po odfiltrovani susidla byl filtrat zahustén na VRO. Odparek cinil
1,19 g. Pomoci TLC (EtOAc/EtOH 4:1) byla identifikovana smés nékolika latek. Nasledovala
sloupcova chromatografie na silikagelu s mobilni fazi EtOAc. Odpaieny byly frakce 3 a 4,

které obsahovaly Cisty produkt ( lll ). Odparek 0,50 g.
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Vytézek: 0,50 g (31,22 %)

'HNMR : (CDCl5) & 1.68 m (2H, C-CH,-C), 2.53 t (4H, -CH2-N), 3.21 s (2H, CH,-Ph), 3.54 s
(2H, CH,-Ph), 7.19-7.35 m (10H, Ph-H)

®C NMR : ( CDCl3) 6 22.8 (1C, C-CH»-C), 52.0 (2C, CH»-N), 59.3 (2C, CH,-Ph), 126.9 (2C,
Arom.), 128.1 (4C, Arom.), 128.5 (4C, Arom.), 138.1 (2C, Arom.)

4.2.10 1,6:2,3-Dianhydro-4-benzylamino-4-deoxy-B-D-mannopyranosa
(15)

(e}
OH\ MeONa
0 MeOH 0
CHCl, Q
2 hod
NH

NH OTs

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[21] .

Do 250 ml banky byl vloZzena dodana latka 14 (3 g; 7,4 mol), chloroform (25 ml), methanol
(50 ml) a methanolat sodny (50 ml MeOH; 0,57 g Na; 21,7 mmol). Reakéni smés byla
michdna za laboratorni teploty a pfiblizné za 2 hod byly jednotlivé slozky rozpustény. Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci TLC (toluen/aceton 2:1; benzen/aceton 10:1). Po dokonceni
reakce byla reakéni smés odparena na VRO a odparek extrahovan mezi vodny roztok NH,CI
(20 ml) a CH,Cl, (30 ml). Oddélena organicka faze byla vysusena nad MgSQ,. Po odfiltrovani
susidla byl filtrat zahustén na VRO . Bylo ziskano 2,26 g surovaho produktu 15 ve formé

hustého oleje, ktery byl okamzité pouzit do dalsi reakce.

Vytézek: 2,26 g (130,92 %)
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4.2.11 1,6-Anhydro-2,4-dibenzylamino-2,4-dideoxy-B-D-glukopyranosa

(16)
(0] (0]
@\/ OH
NH, \
OO . > [e)
benzylamin
reflux 100°C
72 hod
NH inert (N,) NH NH

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[21] .

K odparku surového produktu 15 (2,26 g) byl pfidan benzylamin (3 ml). Tato smés byla byla
refluxovana na olejové lazni pfi 100°C 3 dny, pod inertni atmosférou (N;). Vznikla svétle
hnéda kasovitd hmota, ktera byla nafedéna EtOH (10 ml), pro lepsi rozpusténi. Nerozpustilo
se vse. Dvojnasobnou filtraci smési postupné vznikly dvé srazeniny, Zlutd a bild. Pomoci TLC
(toluen/aceton 1:1) bylo ovéfeno, Ze v pripadé ani jedné srazeniny se nejedna o nezadouci
produkt zavieni epiminu. Matecni louh byl pomoci stejné TLC identifikovan jako smés
nékolika latek a po jeho odparfeni na VRO byl kasSovity odparek promyt EtOAc, kvuli
rozpusténi nezreagovaného benzylaminu. Vnikla bila srazenina byla poté prefiltrovana a
suSena na Petriho misce. Matecni louh byl opét zahustén na VRO a byla provedena extrakce
mezi DCM a vodny roztok KHSO,. Roztokem KHSO, byla organicka faze jesté nékolikrat
protfepana. Spojené vodné faze byly zalkalizovany ekvivalentnim mnozstvim Na,CO; a
nékolikrat extrahovany 20 ml DCM. Pfitomnost produktu 16 ve vodné fazi byla kontrolovana
pomoci TLC (toluen/aceton 1:1). Vodna faze byla po té zahusténa na VRO a odparek znovu
naredén EtOH. Vznikla sraZzenina, ta byla odsata na frité, rozpusténa ve vodé s pridavkem
NaOH a protfepana CH,Cl,. Vodnd a DCM faze byly porovnany pomoci TLC (toluen/aceton
1:1). DCM vrstva byla odsata na frité, odpafena na VRO. Ziskany odparek (0,193 g) byl
precistén pres maly sloupec silikagelu, mobilni faze DCM/MeOH (10:1). Zahusténim
jimaného eluatu na VRO bylo ziskano 0,185 g hustého olejovitého odparku cistého produktu

16.
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Vytézek: 0,185 g (5,61 %)

"HNMR : (CDCl3) & 2.50 bs (3H, N-H a O-H), 2.67 s (1H, C;H), 2.75 s (1H, C4H), 3.71 dd (1H,
CeHH), 3.80-3.90 m (5H, CsH a 2 Ph-CH,), 4.11 d (1H, C¢HH), 4.52 d (1H, CsH), 5.49 s
(1H, GiH), 7.26-7.32 m (10H, Ph-H)

"CNMR: (CDCl) 86 51.4 (1C, CH,-Ph), 51.6 (1C, CH,-Ph), 60.4 (1C, neurceno), 60.8 (1C,
neurceno), 66.7 (1C, neurceno), 68.8 (1C, neurceno), 75.2 (1C, Cs), 102.5 (1C, Cy),
127.1 (1C, Arom.), 127.2 (1C, Arom.), 128.1 (4C, Arom.), 128.4 (2C, Arom.), 128.5
(2C, Arom.), 139.4 (1C, Arom.), 139.6 (1C, Arom.)

m/Z . [ pro C20H24N203 , M= 340,2 ] ; 341.3 [ M+H* ]+

4.2.12 3,13-Dibenzyl-19-hydroxy-3,6,10,13tetraaza-1 7,18-

dioxatricyklo[13.2.1.12 %4nonadekan-5,11-dion (11b)
0]

10) OH
OH N (o] \
O NH
0

Na,CO; N N

CH,CN
reflux 100°C
48 hod

e}
cl

Y

Reakce byla provedena podle postupu v lit.[22] .

Reakéni smés sloZzena ze slouceniny 16 (92,5 mg; 0,27 mmol), dichlordiamidu (Il) (0,055 g),
acetonitrilu (6,76 ml) a bezvodého Na,COs (0,56 g) byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em pfi
100°C po dobu 2 dnl. Poté byla provedena kontrola pomoci TLC (DCM/MeOH 10:1). Bylo
zjiSténo mnoiZstvi nezreagované vychozi latky 16, proto byl pfidan bezvody Na,COs (200 mg)
a dichlordiamid (Il) (30 mg). Priblizné pul hodiny po pridavku byla smés opét kontrolovana
pomoci TLC a reakce byla ukonfena pro nepfitomnost vychozi latky 16 . Diky Spatnému
privodu H,O do chladice se z reakéni smési odpafilo rozpoustédlo, a proto bylo pridano dalsi

mnozstvi acetonitrilu (3 ml). Vysledkem reakce byla podle TLC (DCM/MeOH 15:1) smés
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nékolika latek. Ochlazena reakéni smés byla filtrovana pres fritu ¢.4 a sraZzenina na frité byla
nékolikrat promyta MeOH. Spojené methanolové filtraty byly zahustény a odparek byl
podroben sloupcové chromatografii. Mobilni fazi byla smés DCM/MeOH (15:1). Jimano bylo
7 frakci s tim, Ze po posledni frakci byla pouzita mobilni faze DCM/MeOH (10:1). Frakce 4
byla prevedena do malé apolky a odparena (3,9 mg). Méfeni vzorku na LC-MS potvrdilo
pritomnost péti latek, z nichz jedna byla identifikovana jako nami hledana sloucenina 11b .

Vysledné spektrum potvrzujici identifikaci produktu je uvedeno v pfiloze.

m/z : [ pro Cy7H34N403, M =494,3 ] ; 495.3 [ M+H* ]+
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5. Vysledky a diskuse

Prvni tfi kroky syntézy, jedna se tedy o latky 2, 3 a 4, byly dobte proveditelné, vytézky byly
celkem vysoké, ale jsou vztazeny jen na zahusténé produkty, takZe vaha produktu je zatizena
chybou zlstatkl rozpoustédel. Vedlejsi latka izolovana pri chromatografickém cisténi latky 3
nebyla identifikovana, ale podle '"H NMR spektra bylo usouzeno na latku se sacharidovym
skeletem. Mohlo by se jednat o 4-chloro-produkt, ktery mulze vznikat pfi pfipravé
azidoderivatu 2 [23] . Namérena 'H a ®*C NMR spektra latek 3, 4 a 5 jsou odpovidajici

udajlm v citované literature [17,18].

Pfi pripravé latky 5 doSlo pfi Cistici operaci ke kontaminaci produktu vodou. A
pravdépodobné nedostatecné odstranéni vody mohlo byt jednou z pfi¢in neuspéchu pfri
nasledné pripravé latky 8 . Jako dalSi chybou by se mohlo jevit pouziti trietylaminu ci
diisopropyletylaminu jako baze pro odstranéni vznikajiciho chlorovodiku, kdy neni jasna
bazicita aminovych dusiku na sacharidovém skeletu. Vhodnéjsi by byvalo bylo pouZit silnéjsi
bazi, jako napf. pyridin nebo uhlic¢itan sodny Ci draselny, nebo zvazit pouZziti anhydritu
kyseliny 2-chloroctové jako alkyla¢ni ¢inidlo [24] . Tato reakce byla provadéna jak
z matecniho louhu prvni varky diaminu, tak z nezkrystalizované druhé a tfeti varky, tak i
z Cistého krystalického diaminu. Ani v jednom pfipadé reakce neprobéhla. Namérena 'H a ®C
NMR spektra nékterych vybranych chromatografickych frakci ukazovala na pritomnost
sacharidového skeletu, ale ne UpIné odpovidala simulovanému spektru nami hledané latky.
Analyza LC-MS pak jen potvrdila nepfitomnost nasi latky 8, jiné hodnoty hmot molekulovych
iond, ale téZ nepfitomnosti atomU chloru, charakteristicky pomér vyznacnych izotopl 3:1

v signdlech molekulovych ion(.
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Schéma popsanych krokd:
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= _— =
EOH/H,0 \o CHClg o EtOH/H,0 5:1 o
NH,CI -18°C reflux 140-150C
reflux 140-150C 12h
N3 N3

OTs 6 hod N3 OTs Ns A
1 2 3
Pd/C | MeOH
Ha
o) v
O\H o)
(@) o]
2 a ZC| OH
N N triethylamin o
0 o DCM
0T
inert(Ny)  NH2 NH;
cl cl
8 5

Vznik nepotvrzen

Schéma 5
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Po neulspésné reakci vedouci ke slouceniné 8 byla navrzena jind reakcni cesta, zobrazena na

O, O,
Q. OH\ MeONa
toluen o MeOH 0
argon CHCl
2 hod
OTs NH 15
14

schématu 6.

NH

benzylamin @
reflux 100°C NHz

inert (N,)
R 0
OH
o OH
\O Ngk/u \

< ¢}
NFT'(\G

N (0]

N - NH NH
Na,CO5
CHS3CN
reflux 100°C
(e} NH HN (@] 48 hod
v 16

Struktura overena na LC-MS

Schéma 6

Jako vychozi latka byla v nasem pripadé pouzita latka 14. Z ni nasledna reakce na latku 15
byla provedena bez vétsich problému a zaroven i s vytézkem pres 100% ( 130,9%) v dlsledku
nedostatecného odstranéni rozpoustédel z produktu . Reakce vedouci k latce 16 byla vsak
problematicka. VytéZzek byl pouhych 5,6%. Domnivame se, Ze nizky vytéZzek reakce je
zpUsoben vznikem vedlejSiho produktu, kdy by prednostné mohlo dojit k presmyku
oxiranového kruhu na aziridinovy nebo ztraty zplsobené pfi odstrafiovani benzylaminu pfi
zpracovani reakce. Pfi vysledku reakce pripravy latky 11b musime zvazit, Ze Crab-like
cyklizacni reakce obecné davaji nizké vytézky, kdyz pouzity dichlordiamid je pfipraven
z primarniho diaminu. Nahrazeni alkylem jednoho vodiku na jedné ze dvou amidickych

skupin vede jiz kvelmi rapidnimu zvyseni vytézku. V nasem pfipadé tedy nemlieme
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ocCekavat vysoky vytézek, i kdyZ tato reakce pro pripravu makrocykll nepotiebuje techniku
vysoce narfedénych roztokd, aby dosdhla vytézkd 40-50% [25,26,27]. Méreni
chromatografické frakce 4 na LC-MS potvrdilo pfitomnost péti latek, z nichz jedna byla
identifikovana jako nami hledana sloucenina 11b . Vysledné spektrum potvrzujici identifikaci

produktu je uvedeno v pfiloze.

Pfiprava latek I, Il, Il a IV probéhla s mnohem mensim vytézkem neZ je popisovano
v literature[19]. Pfipravend mnozstvi latek vSak byla dostacujici, a tak nebylo nutno provadét

optimalizaci reakci Ci provést pripravu latek jinou syntetickou cestou.

Schéma téchto reakci je znazornéno ve schématu 7.
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6. Zaver

Po neulspéchu pfipravit slouceninu 8 byla nutnd zména celé reakéni cesty. Ztéchto a
casovych divodi nedoslo k pripravé latek 10a, 10b, 12a a 12b. Po zméné reakcéniho

schématu na schéma 6 byla pfipravena latka 11b, jejiz existence byla ovérfena na LC-MS.

Navrhované dalsi zpracovani slouceniny 11b je redukce kyslikd na dusikatém cyklu,
odredukovani benzyll a nasledné navazani zbytkd kyseliny chloroctové na vSechny Ctyfi

dusiky. Cilem by mélo byt zvySeni stability gadolinitého komplexu.

<
S

-0 o

}

(

obr. 15: navrh struktury ligandu pro dalsi zpracovani slouc¢eniny 11b
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8. Seznam pouzitych zkratek

AcOH kyselina octova

CcT pocitacova tomografie (computed tomography)

DCM dichlormethan

DOTA kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovd

DTPA kyselina diethylentriaminpentaoctva

EtOACc ethyl-acetat

EtOH ethanol

FDG 2-fluor-2-deoxy-D-glukdza

LAH tetrahydridohlinitan lithny

LC-MS kapalinova chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii

MeOH methanol

MR magneticka rezonance

MRI magnetickd rezonance

NSF nefrogenni systémova fibroza

PET pozitronova emisni tomografie (positron emission tomography)

RTG rentgen, rentgenovy

SPEC jednofotonovd emisni vypocetni tomografie (single photon emission computed
thomography)

TLC chromatografie na tenké vrstvé

VRO vakuova rotacni odparka

X-ray rentgenové zareni
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