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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na struény popis diagnostické metody tomografie
magnetické rezonance (MRI) a na zplUsob funkce kontrastnich latek uzivanych
v klinické praxi. Rovnéz je zaméfena na popis funkce superoxid dismutas a jejich
mimik.  Dale se prace zabyva syntézou derivatd 15¢lenného pyridinového
makrocyklického ligandu L1  (4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-
1(18),14,16-trien) obsahujici dlouhy alifaticky fetézec, L10ct (4-(oktadecyl)- 4,12,18-
triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien), L10ct2 (4,12-
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3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien) a jeho derivatu L20ct (16-
oktadekanoxy-6,9-dioxa-3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien).

Pfipravené ligandy byly dale charakterizovany pomoci vybranych experimentalnich
metod. Dale byly studovany roztoky manganatych komplext s ligandy L10ct a L2. U
prvniho z nich byla potvrzena tvorba micelarnich struktur, u obou komplext byla
prokazana SOD aktivita a bylo provedeno méreni relaxacnich ¢asl T+, které potvrdilo

jejich chovani jako kontrastnich latek pro MRI.
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UVOD

Tomografie magnetické rezonace (MRI, z angl. Magnetic Resonance Imaging)
je diagnostickou metodou slouzici k zobrazovani struktur a funkce téla. Metoda
vyuziva porovnavani rozdill relaxacnich ¢asU, vysledkem ¢ehoz je rozdilny kontrast
riznych tkani. Kontrast je Casto nedostacujici a je tfeba ho zvySovat uméle za vyuziti
kontrastnich latek (CA, z angl. Contrast agents). Zkouma se uziti kontrastnich latek
s vy83i molekulovou hmotnosti, které maiji rozdilnou biodistribuci, déle setrvavaji
v krevnim FeCisti a maji nizS§i hodnoty relaxa¢nich €asl, ¢imz se zvySi ucinnost
kontrastni latky. Pfikladem mohou byt slouCeniny tvofici micelarni struktury diky
pfitomnosti napf. alifatického ramena, které poskytuji dobry kontrast, obzvlasté
v nadorovych tkanich. Alternativou k doposud pouzivanym kontrastnim latkam
zaloZzenych na gadolinitych komplexech se jevi manganaté komplexni slouc€eniny,

které momentalné nejsou uzivany v klinické praxi.

Tyto slou€eniny mohou rovnéz napodobovat funkci enzymu podilejicich se na
ochrané buriky pfed oxidaénim stresem — superoxid dismutas (SOD). Zavadénim
alifatického fetézce do slouCeniny muize byt vyhodné pro zvySeni uc€innosti
napodobovani funkce enzymu, kdy inkorporace do membran pomoci alifatickych

fetézcl mize zvysit t€innost mimika SOD aktivity in vivo.

V ramci pokrocilejSich vyzkum zUstava otazkou, jestli by bylo mozné propojit
obé vySe zminéné aplikace, tj. jestli by bylo mozné vyuzit MRI k monitorovani SOD

aktivity.



CILE PRACE

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se diagnostickou
metodou tomografie magnetické rezonance (MRI) a principem fungovani
kontrastnich latek vyuzivanych v MRI, dale superoxid dismutazovou (SOD) aktivitou

a komplexnimi slou¢eninami manganu, které se uzivaji jako mimika SOD aktivity.

Cilem bylo pfipravit alespon jeden novy derivat 15¢lenného pyridinového
makrocyklického ligandu L1  (4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-
1(18),14,16-trien), ktery bude obsahovat dlouhy alifaticky fetézec umoznujici tvorbu
micel L10ct  (4-(oktadecyl)-4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-
1(18),14,16-trien) a L10ct2 (4,12-bis(oktadecyl)-4,12,18-triaza-6,9-
dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien) a charakterizovat tyto ligandy pomoci

vybranych experimentalnich metod.

Snahou bylo rovnéz i pfipravit ligand L2 (16-chloro-6,9-dioxa-3,12,18-
triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien) a jeho derivat s dlouhym alifatickym
fetézcem navazanym na aromatické jadro L20Oct (16-oktadekanoxy-6,9-dioxa-
3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien) a charakterizovat je pomoci

vybranych experimentalnich metod.
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Obr. 1: Strukturni vzorce ligandu L1 a jeho derivatli L10ct a L10ct2 a ligandu L2 a
jeho derivatu L20ct



Dalsim cilem bylo studium vodnych roztoki manganatého komplexu
s pfipravenym ligandem L10Oct - stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC),
stanoveni SOD aktivity a potvrdit potencialni moznost jeho uziti jako kontrastni latky
pro MRI pomoci NMR méreni relaxacniho ¢asu Tq v rlizném prostfedi, porovnat
vysledky s manganatym komplexem ligandu L2, na ktery neni pfipojeno alifatické
rameno a nasledné vysledky diskutovat s literaturou.
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TEORETICKA CAST

1. Tomografie magnetické rezonance — MRI (Magnetic

Resonance Imaging)

Tomografie magnetické rezonance je hojné vyuzivanou technikou v klinické
diagnostice a biomedicinskych vyzkumech. Tato technika slouzi pfedevSim
k vizualizaci struktury a funkci téla, a v porovnani s technikami jako je CT (z angl.
Computed tomography) nema zadnou radiaéni zatéz. Rovnéz kontrast mezi
rozdilnymi druhy mékkych tkani €ini tuto techniku vyuzivanou pfedevsim v oblastech
mediciny jako je neurologie, onkologie a pfi zobrazovani muskuloskeletalnim a

kardiovaskularnim.”

MRI je zaloZzena na principu Nuklearni Magnetické Rezonance (NMR), ktera je
vyuzivana v chemii k urovani molekulové struktury latek.? Subjekt (méfeny vzorek)
je vlozen do silného externiho statického magnetického pole, kterého je dosazeno
pomoci supravodivych magneti. Méfeni je zalozeno na chovani atomovych jader
v magnetickém poli, ktera maji lichy pocet protonl, neutronl nebo obou a jejichz
soucCet magnetickych momentut vSech &astic jadra (spinové kvantové Cislo /) je vétsi
nez nula. V pfipadé MRI se jedna predevdim o méfeni jader vodiku 'H (I = %,
nejvyssi citlivost z bézné studovanych jader), ktera jsou soucasti molekul vody, a
tudiz se hojné& vyskytuji v biologickych tkanich a nékterych tucich. Jadro 'H Ize
ptipodobnit k rotujici nabité sféfe s magnetickym momentem.?> Pfed vioZenim do
magnetického pole jsou magnetické momenty orientovany nahodné, po viozeni do
magnetického pole Bj, magneticky moment vykonava precesni pohyb s tzv.
Larmorovou frekvenci wy (1) a dojde k uspofadani magnetickych momentl a jejich
orientaci ve sméru (paralelné) Ci proti sméru (antiparalelné) vnéjSiho magnetického
pole. Tyto dvé uspofadani maji riznou energii, z tohoto divodu vznika energeticky

rozdil (AE) mezi obéma hladinami.

wy, = ¥ By (1]

(wo = Larmorova frekvence — frekvence precesniho pohybu kolem By [rad-s™]; y =
gyromagneticky (magnetogyricky) pomér; By = vnéjSi magnetické pole [T])
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Podle Boltzmanova zakona (2) je populovanost jadra 'H v nizsi energetické
hladiné vysSi, mag. moment v nizSi energetické hladiné je paralelni k vnéjSimu
magnetickému poli Bg, tudiz i celkovda magnetizace (soucCet jednotlivych

magnetickych momentul jader) M, bude k vnéjSimu magnetickému poli paralelni.

e %) = exp (i—?) (2)

(n = populace spinového stavu; AE = energeticky rozdil mezi stavy [J-mol™; k =

Boltzmannova konstanta [J-K']; T = termodynamicka teplota [K])

Po aplikaci radiofrekvenéniho pulzu (energeticky rozdil rozStépeni hladin, AE,
odpovida radiovému zafeni vfadu MHz) tj. magnetického pole B; dojde, diky
prebytku jader v niz8i energetické hladiné, k pfevaze absorpce zafeni nad emisi, a
tedy k rezonanci. Po skonc€eni pulsu dochazi k navratu systému do rovnovahy —
relaxaci, ktera se Fidi kinetikou prvniho fadu. NejbéznéjSimi typy relaxace je relaxace
spin-mfizkova (longitudinalni/podélna) a relaxace spin-spinova (transverzalni/pficna).

Oba typy Ize charakterizovat pomoci relaxacnich ¢asu.

1.1 Relaxacni ¢asy

Longitudinalni relaxa¢ni Cas T; charakterizuje relaxaci spin-mfizkovou
(rychlostni konstanta déje je 1/T4), ktera odpovida navratu z-ové slozky vektoru
magnetizace do plvodniho rovnovazného stavu. Systém béhem tohoto procesu
ztraci energii ve formé tepla, které je pfedavano okoli pfedevSim pomoci dipolarnich
interakci s okolnimi jadry.

Hodnota relaxaCniho €asu T4 je méfitelna pomoci experimentu ,Inversion
Recovery“, kdy je na systém aplikovana jednoducha pulzni sekvence, ktera obsahuje
po sobé nasledujici 180° a 90°pulz. Interval (1) mezi témito pulzy se méni. Aplikaci
pulzu 180° dochazi k reorientaci vektoru magnetizace do sméru -z, po skonceni
pulzu spiny relaxuji po dobu r a vektor magnetizace se za¢ne vracet do puvodni
rovnovazné polohy. Nasleduje 90° pulz, ktery pfevrati vektor magnetizace do roviny

xy. Zmérfenim spekter se zvySujicim se 7 Ize pozorovat zménu zapornych signall na
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kladné. Intenzita signalu odpovida kinetice prvniho fadu (3). Vynesenim zavislosti

In(lp — 1) na 1, Ize ziskat pfimku se smérnici -1/T;.

[=I,(1-2exp(—2)) (3)
(I = intenzita signall; Iy = rovnovazna intenzita signalu; 7 = interval mezi pulzy [s]; T4

= relaxacni Cas [s])

Transverzalni relaxaéni ¢as T, charakterizuje relaxaci spin-spinovou, béhem
které dochazi k navratu vektoru magnetizace v roviné xy do puvodniho stavu (do
nuly) diky tzv. ,rozfazovani“ nebo ,rozsynchronizovani precese®, coz je zpusobeno
spin-spinovymi interakcemi, a pfipadnou nehomogenitou magnetického pole.®

Hodnota relaxacniho ¢asu T, je méfitelna pomoci experimentu vyuZzivajici tzv.
spinové echo. Na systém je aplikovan puls 90°. Nasleduje interval 1, kdy dochazi
k rozfazovani magnetickych momenta. Poté je aplikovan pulz 180° a po uplynuti
intervalu 1 dojde k opétovné fokusaci a pficna slozka magnetizace dosahne maxima,
jehoz velikost je sniZzena spin-spinovou relaxaci. Experiment, ktery se bézné pouZziva
pro méfeni T, relaxacnich ¢asl se nazyva CPMG, podle objeviteld Carr — Purcell —
Meiboom— Gill, kde je vyuzivdno mnohonasobné spinové echo s konstantnim 1 a
proménnym pocétem cykll experimentu.*

Méreni relaxacnich C¢asl a nasledné porovnavani jejich rozdill je zakladem
MRI. Plati To< T4. Oba relaxaéni ¢asy zavisi na slozeni tkani. Hodnoty mohou byt
ovlivnény biochemickymi podminkami (koncentrace vody ve tkani, hodnoty pH
apod.), tudiz jednotlivé druhy tkani budou mit rizny kontrast.

Casto uzivanym parametrem v MR je relaxaéni &as T,*, ktery v sob& zahrnuje
T, a pfispévek v8ech nehomogenit magnetického pole. Je proto spojen se

specifickymi vlastnostmi tkang.?

1.2 Kontrast obrazu v MRI

Samotny obraz je ziskan rozdilnym kontrastem mezi riznymi biologickymi
tkanémi. Kontrast obrazu muze byt dale ovliviiovan riznymi fyzikalnimi parametry,
jako jsou relaxacni Casy T4,T2,To* a protonovou hustotou. Intenzita signalu v MRI
snimku je vyjadfena ve stupnich Sedi, kdy signal vysoké intenzity se projevuje jako

bily, a naopak signal slabé intenzity se jevi jako Cerny &i v stupnich Sedi.
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1.3 Kontrastni latky

V pfipadé nedostateCného kontrastu je uzivano kontrastnich latek (CA, z angl.
Contrast Agent), které ho dokazi uméle zvySit. Kontrastni latky interaguji s protony
molekul vody a dokazi tak pfimo zkracovat relaxaéni dasy 'H proton(i vody. Veli¢ina
popisujici u€innost kontrastni latky je nazyvana relaxivita ry nebo r; (4), a vyjadfuje,
jak se zméni hodnota relaxacnich ¢asu T4 nebo T, v pfitomnosti kontrastni latky.

Relaxivita rovnéz zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech molekul
kontrastnich latek i na fadé vnéjSich podminek, jako jsou intenzita magnetického pole
pouzivaného v daném tomografu a vlastnostech studovaného vzorku.

1

1
—=mtnlcdl =12 (4

(= = pozorovana rychlost relaxace [s™'; % = diamagneticky pfispévek k rychlosti

relaxace [s"]; r; = relaxivita [nM's™]; [CA] = koncentrace kontrastni latky [mM)])

1.3.1 T; kontrastni latky

Do této skupiny patfi pfedevSim slou€eniny obsahujici paramagneticky ion
kovu (napf. Gd**, Mn?*, Fe®), ktery ma neparové elektrony. Tyto latky zvysuiji
intenzitu MRI signalu "H vody sniZenim longitudinainiho relaxaéniho &asu Ty. Diky
magnetickému momentu elektronu, ktery je 658x siln€jSi nez magneticky moment
protonu, dochazi k urychleni rychlosti relaxace "H protonti vody.

V klinické praxi jsou nejCastéji vyuzivany komplexni slou€eniny s
paramagnetickym vysokospinovym ionem Gd*, ktery ma nejvySSi mozny pocet
neparovych elektrond, a je tedy schopen svymi magnetickymi schopnostmi ovlivnit
okoli maximalnim moznym zptisobem.® ' ® Tyto slougeniny musi byt ale znadné
termodynamicky stabilni (fj. mit vysokou hodnotu konstanty stability) a kineticky
inertni (fj. mit velkou aktivaéni bariéru vedouci k disociaci), hlavné kvuli vysoké
toxicité volnych Gd**iontt. Ke komplexaci jsou vyuZivany predevdim oktadentatni
ligandy, pficemz posledni vazebné misto musi byt obsazeno molekulou vody.
Koordinovana molekula vody je podstatna pro funkci komplexu jako kontrastni latky,
chemicky se vyménuje s molekulami vody v okoli komplexu a tim zprostfedkovava
prenos magnetické informace z Gd** do okoli.®

Zménou struktury ligandl Ize ovlivnit fadu fyzikalné-chemickych vlastnosti

komplexu a zlepSit uginnost kontrastni latky. Mezi tyto parametry patfi pfedevsSim
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podet molekul vody koordinovanych k centralnimu Gd** iontu (g), rychlost jejich
vymeény s molekulami vody vroztoku (Kkex, kterd je obvykle vyjadfena svou
pfevracenou hodnotou — rezidencnim €asem koordinované molekuly vody, my) a
rychlost rotacniho pohybu celé molekuly kontrastni latky (charakterizovana rotaénim

korelaénim C¢asem, 1r) (Obr. 2).

L= f(B: Q7 Ty TR -..)

Obr. 2: Mikroskopické parametry ovliviiujici relaxivitu Gd** komplexnich

slou¢enin.?

Mezi pouzivané kontrastni latky patfi komplexni slou€eniny s ligandem
odvozenym od cyklenu jako je Gd-DOTA (kyselina gadoterova, Dotarem®; DOTA =
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina, Obr. 3). DalSimi
uzivanymi latkami s ligandem odvozenym od cyklenu, jsou Gd-BT-DO3A (gadobutrol,
Gadovist®; DO3A = 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova kyselina, Obr. 3) a
Gd-HP-DO3A (gadoteridol, Prohance® HP-DO3A
tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova kyselina, Obr. 3).

2-(hydroxypropyl)-1,4,7,10-

Mimo jiné jsou vyuzivany i komplexni slouéeniny Gd** s ligandem odvozenym
od ethylentriaminpentaoctové kyseliny (DTPA = 2272722 -(ethan-1,2-
dinitrilo)pentaoctova kyselina, Obr. 4). Pfikladem mize byt Gd-DTPA (gadopentetova
kyselina, Magnevist®), Gd-DTPA-BMA (gadodiamid, Omniscan®), Gd-BOPTA
(kyselina  gadobenova, MultiHance®), Gd-DTPA-BMEA  (gadoversetamid,
OptiMARK®) a rovnéZ také Gd-EOB-DTPA (kyselina gadoxetova, Primovist®,
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Eovist®).” U latek s necyklickym ligandem se vyskytly problémy s uvolfiovanim Gd**,
jeho hromadénim se v tkanich a spojitosti s nezadoucimi ucinky jako jsou kozni plaky
nebo nefrogenni systémova fibréza (vznik fibréznich tkani v kizi, kloubech, svalech a
s necyklickym ligandem je Gd-EOB-DTPA, uzivana pro zobrazovani jatek v nizkych
davkach a Gd-DTPA.

HOOCﬂN/_\N/—COOH HOOCﬂN/_\N/—COOH HOOC—_ ,—\ ,—COOH
N N
L) ] o () on
N N N N N N
HOOC—" \ “~—COOH HooCc—" \__/ HooOC—" \_/ N
"""" OH
OH

Obr. 3: Strukturni vzorce ligandd odvozenych od cyklenu: DOTA (vlevo),
derivat DO3A (vpravo) a HP-DO3A (uprostred)

rCOOH COOH

g

N~~~ N_COoH

HOOCJ

Obr. 4: Strukturni vzorec ligandu DTPA

HOOC___

Vhodnou alternativou ke kontrastnim latkam, ve kterych je centralnim atomem
Gd**, mohou byt kontrastni latky, ve kterych je centralnim atomem Mn?*, predevsim
diky pfitomnosti péti neparovych elektroni ve vysokospinovém usporadani,
dlouhému elektronickému relaxadnimu &asu a rychlé vyméné koordinované vody.®
Tyto slou€eniny musi byt rovnéz termodynamicky stabilni a kineticky inertni.
V klinické praxi byla uzivana komplexni slou€enina [Mn(dpdp)]"" (Mangafodipir,
Teslascan®; dpdp® = N,N’-dipyridoxylethylendiamin-N,N’-diacetat-5,5 "-bis(fosfat))."*
"V roce 2012 byla tato latka staZena z evropského trhu a neni jiz dale komeréné

dostupna.
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1.3.1.1 Makromolekulirni kontrastni latky

Navazanim (konjugaci) Gd*>* komplexti na makromolekuldrni nosie Ize
zformovat makromolekularni kontrastni latky (mCAs, zangl. Macromolecular
Contrast Agents). Uzitim makromolekularni struktury vznika moznost pfipojeni
vétsiho podtu molekul Gd** komplexni sloudeniny, a tim i zvySeni
&innosti. "V porovnani s mengimi molekulami kontrastnich latek vykazuji Fadu
vyhod, jako jsou vySSi hodnoty relaxivity a zvySeny retenCni Cas v krevnim
Fedisti. ¥V praxi byla zkoumana cela fada makromolekularnich a polymernich
struktur pfirodniho i syntetického puvodu jako jsou proteinové struktury,

nanod&astice, dendrimery, liposomy, cyklodextriny a dale i micelarni struktury. 314

15

Micely jsou sférické samovolné se formuijici struktury, kde je hydrofilni ¢ast
orientovana do vodného prostiedi a ¢ast hydrofébni je orientovana dovnitf. Nad tzv.
kritickou micelarni koncentraci (CMC, z angl. Critical Micelle Concentration) dochazi
ke shlukovani polymernich fetézcl za ucelem minimalizace kontaktu hydrofébni
asti s vodnym prostfedim a formaci ,core-shell“ micelarni struktury.'® Zkouma se
predevSim vyuziti téchto struktur v oblasti drug-delivery, vzhledem k mozZnosti
modifikace povrchu, stabilité, odliSné farmakokinetice a biodistribuci |éCiva.
Kontrastni latky tvofici micelarni struktury jsou rovnéz pfedmétem zajmu diky
diagnostickym/zobrazovacim téeltim a moznosti kontroly distribuce légiva."” Oproti
ostatnim vySe zminénym makromolekularnim kontrastnim latkam vykazuji rozdilnou
farmakokinetiku a biodistribuci, rovnéz maji vySSi retencni €asy v krevnim fecisti a

vice se akumuluji v nadorech (Obr. 5)."

Vy&si intenzita

]

i

i

I

MRI signalu i

I

. Disociace micelarni E

Micely se struktury i

neakumuluji Akumulace micel !

....................... '

' : e '

: ' =3 |

.. - -.'\._ s -k — ‘—!-.. - w - * -__:;_ * - 3 !

] &l "= ] w{ i

PRETETE || =3 . 1 i 4% H

Krevni reciste " A ' p
i A

R T T S g e oy . S

[ S S —— | ]

zdrava tkan nadorova tkan

Obr. 5: Zobrazeni konceptu polymerni micelarni MRI kontrastni latky pro

zobrazovani nadorové tkané."®
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V zavislosti na pozadované aplikaci Ize modifikovat strukturu a velikost
micelarni kontrastni latky. Pro vyuziti v oblasti MRI byly zkoumany koordinacni
sloueniny Gd**, Mn?*, Dy*" a nanodastic s oxidy Zeleza formujici micelarni
struktury."”” Byly pfipraveny vysoce U&inné miceldrni kontrastni latky s pH-
s PEG-p(l-His)
(methoxypoly(ethylen-glykol)-b-poly(l-histidin)) a PEG-p(I-LA)-DTPA-Gd (komplex
gadolinium dianhydrid methoxypoly(ethylen-glykol)-b-poly(I-laktamova kyselina)-

responsivnimi vlastnostmi jako napr. slouceniny

diethylentriaminopentaoctova kyselina), které zvysSuji MRI kontrast zkracenim T4
relaxaéniho asu v kyselém prostredi nadoru.'®'® Ve fyziologickém prostiedi (pH =
7,4) tvofi tyto latky stabilni micelarni struktury, avSak v kyselém prostfedi nadoru
(pH = 6,5) dochazi k jejich rozpadu na ve vodé rozpustné polymery se zvySenou
kopolymery.?

Jak jiz bylo zminéno vySe relaxivita zavisi na nékolika parametrech, které
popisuji strukturu a chovani slou€eniny v roztoku. Jednou z moznosti, jak ziskat
informace o téchto parametrech je méfenim 'H relaxivity jako funkce magnetického

pole (NMRD profil), poskytujici hlavné informaci o rotacnim korelacnim cCase

slou&eniny.?’
70
601 Thiv 10ns 500 ns
ey 50 10ns — S
- ] 1 s o
k" oans -
E 40-
< 30+
T 20 F—-——
0 LA R L) ] T T rrrmm LLI | LIS R RLLL | LI R L)
0,01 0,1 1 10 100 1000

Larmorova frekvence (MHz)

Obr. 6: Ukazka "H NMRD profilti (zavislost relaxivity na hodnotach intenzity
pouzitého magnetického pole) vypogitanych pro rizné hodnoty ry/rr.°
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1.3.2 T, Kontrastni latky

T, kontrastni latky jsou zalozeny pfedevSim na super paramagnetickych
nanogasticich oxid(l Zeleza (Fe;O4ly-Fe,03),% které jsou pokryty makromolekularnimi
latkami jako je dextran, karboxydextran, chitosan, heparin, albumin a polystyren. Tyto
Castice se chovaji jako malé pohyblivé magnety. Vytvareji silnou nehomogenitu
magnetického pole a tim znacné snizuji T, relaxacni Cas 'H proton vody v okoli.?
Castice se rozdéluji podle velikosti do tfid: SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxides,
primér >50 nm az knékolika mikronim) nebo USPIO (Ultra-Small Super

Paramagnetic Iron Oxides, pramér <50 nm).2

2. Superoxid dismutasy

Jedna se o enzymy, které jsou v Zivych organismech vSudypfitomné,?® a jejichz
funkci je katalyticky pfevadét reaktivni formy kysliku, jako je superoxidovy radikal, na
kyslik i peroxid vodiku. Superoxidovy radikal mGze byt vytvoren pfijetim elektronu
po redoxnich procesech probihajicich v bunce jako je oxidativni fosforylace. Tento
radikal neni silny reduktant ¢i oxidant, tudiz s aminokyselinami reaguje jen velmi
malo. Velmi reaktivni je s komplexnimi slou¢eninami obsahujicimi kov, pfedevsim
méd, Zelezo a mangan, a jejich hydratovanymi ionty.?* V zavislosti na kovu, ktery je
pfitomen v aktivnim centru enzymu, lze superoxid dismutasy rozdélit do nékolika
skupin: FeSOD, CuZnSOD, MnSOD, NiSOD. VSechny vySe zminéné lze najit
v prokaryontnich organismech. U organismi eukaryotnich Ize FeSOD nalézt
v chloroplastech, MnSOD v mitochondriich a také v peroxisomech. CuZnSOD Ize
nalézt v chloroplastech, cytosolu, extracelularnim prostoru savCich bunék a
periplastech gram-negativnich bakterii. Samotny mangan muze slouZit, nezavisle na
jeho roli jakozto kofaktoru MnSOD, jako dulezita antioxidacni zaloha pro CuzZnSOD.®
Vysoké intracelularni hladiny manganu mohou rovnéz napomoct obrané proti
oxidaénimu stresu. 22?7

Nadprodukce superoxidu muze vést k neschopnosti enzymu katalyticky odbourat
superoxidovy aniont. Reaktivni formy kysliku poté mohou byt mediatorem chorob
jako je infarkt, mrtvice nebo zanétlivé procesy, zahrnujici choroby jako jsou artritida,

a rovnéz hraji roli i v iniciaci neurologickych poruch.?®

19



Mechanismus funkce téchto enzymlO je nazyvan jako ,Ping-pongovy*
mechanismus. Kov v aktivnim centru se podili soubézné na jedno-elektronové

oxidaci a jedno-elektronové redukci dvou molekul superoxiového aniontu (5,6).%°

[M(n+1) _ SOD] + 02_ - [M(n+) — SOD] + 02 (5)
[M® —s0D] + 05 — [M®*V —S0D]| + H,0, (6)

Tyto enzymy nevyzaduji zadny externi pfisun redoxnich ekvivalentl, funguji jako
nezavislé antioxidanty, coz jim umozniuje fungovat jak v extracelularnim, tak

intracelularnim prostredi.

2.1 MnSOD

Tato podskupina superoxid dismutas obsahuje ve svém aktivnim centru
mangan. Je zde vysoka sekvencni podobnost a homologie skladani proteinu
s FeSOD. Enzymy mohou mit dimerni nebo tetramerni strukturu, kdy se vyskytuje
jeden mangan na podjednotku. Dimerni formy se typicky vyskytuji u bakterii, formy
tetramerni se vyskytuji pfedevSim u eukaryot (Obr. 7). Aktivni misto je invariantni,
mangan je vazan na tfi histidiny a zbytek kyseliny aspartové, paté misto je
obsazenou molekulou rozpoustédla, obvykle OH™ nebo vodou. Geometrie aktivniho

mista odpovida deformované trigonalni bipyramidé.
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Obr. 7: Porovnani proteinové struktury a struktury aktivniho mista pro lidskou
MnSOD (A, vlevo) a MnSOD E.Coli (B, vpravo).?*

Diky podobnosti s FeSOD, mize dojit k zabudovani Zzeleza namisto manganu,
napf.: u E.Coli doslo k zabudovani Zeleza in vivo v anaerobnich podminkach a/nebo
pfi vysokych extracelularnich koncentracich Zeleza, ale enzym se stal neaktivnim.?*

U bakterii se MnSOD vyskytuje v cytosolu. U eukaryotnich organisml se
MnSOD vyskytuje pfedev&im v matrix mitochondrii. Eukaryotni formy zfejmé dokazi i
zpomalit okamzité uvolnéni tokl peroxidu vodiku, coz lze pokladat jako regulaci
mechanismu kontrolujiciho koncentraci peroxidu vodiku v burice. PfedevSim pro
lidské bunky lze toto pokladat za dulezité, jelikoz i malé zmény v koncentraci se

mohou podilet na proliferaci & apoptéze.***' U prokaryot i eukaryot dokaze H,0.
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indukovat syntézu novych proteint, které dokazi ochranit bunku prfed nasledky
oxidativniho stresu.

Mechanismus dismutace zahrnuje prechody mezi oxidovanou formou Mn®*" a
formou redukovanou Mn?*. Dochazi ke koordinaci O," na centralni atom a zméné
tvaru koordina¢niho polyedru z trigonalni bipyramidy na tetragonalni bipyramidu.
Nasledné dochazi k oxidaci superoxidu na kyslik. Kyslik je uvolnén za soucasné
protonizace koordinovaného OH’, rovnéZz dochazi k redukci centralniho atomu a
pfechodu koordinacniho polyedru zpét na tvar trigonalni bipyramidy. Naslednou
koordinaci druhé molekuly O,", dochazi opétovné ke zméné geometrie a pfenosu
protonu na superoxid z protonovaného O;H . Poté dojde k pfenosu elektronu
z centralniho atomu a zméné stavu zMn®* na Mn®*". Naslednou protonizaci

odstupujiciho substratu dojde ke vzniku H,O, (Obr. 8).
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Obr. 8: Mechanismus dismutace superoxidového aniont radikalu na aktivnim misté
MnSOD.*

2.5 SOD mimika

SOD mimika jsou nizkomolekularni latky napodobujici pfirozenou katalytickou
funkci enzymu. Tyto latky mohou mit potencialni vyuziti pfi 1éCbé nebo prevenci
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chorob, které jsou zplsobeny nadprodukci superoxidového aniont radikalu &i jinych
reaktivnich kyslikovych forem. Oproti pfirozenym enzymdm mohou mit rovnéz fadu
vyhod, jako jsou schopnost vstupu do intracelularniho prostoru, mala imunitni

odpoveéd a delSi polo¢as rozpadu.

2.5.1 Komplexni slou¢eniny manganu

Tyto slou€eniny jsou pfedmétem zajmu hlavné diky nizké toxicité manganu
v porovnani s Zzelezem nebo médi.?® Lze je rozdélit na tfi hlavni t¥idy: Mn(lll)
komplexni slou€eniny s ligandy na bazi porfyrinu, Mn(lll) komplexni slouceniny
s ligandy na bazi salenu a Schiffovymi bazemi a Mn(ll) komplexni slouceniny

s pentaazamakrocyklickymi ligandy.>

2.5.1.1 Komplexni slouceniny s ligandy na bazi porfyrinu

Jednou z prvnich komplexnich slou€enin s pozorovanou SOD aktivitou byl
komplex Mn(lll) s tetrakis(4-N-methylpyridin)porfyrinem.** Diky své struktufe v sobé
mohou Mn(lll) komplexni slou€eniny s porfyrinem kombinovat vlastnosti vhodné pro
napodobeni schopnosti a mista nativniho enzymu MnSOD. Mezi tyto vlastnosti patfi
pfitomnost redoxné aktivhiho manganu, nékolikanasobny kladny naboj a moznosti
modifikace porfyrinového kruhu, nap¥. navazanim alkylovych fetézcu, €imz se zvySi
lipofilicita molekuly.*® Cim del$i je alkylovy Fetézec, tim snadnéj$i je akumulace
v mitochondriich. Diky svému redukénimu potencialu a schopnosti dosahnout az ¢tyr
riznych oxidacnich stavu in vivo (+2, +3, +4, +5) se mohou u&astnit v nesCetném

mnoZstvi redoxnich cest,*® coZ naznaduje moznost vedlej$ich Gginkd.

Obr. 9: Obecny strukturni vzorec komplexnich slou€¢enin manganu s porfyrinem
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2.5.1.2 Komplexni slouceniny s ligandy na bazi salenu a Schiffovych bazi

Bylo prokazano, Ze tyto komplexni slouceniny vykazuji SOD, katalasovou
aktivitu a mozné protektivni Gginky proti oxidativnimu stresu.>” U mysi byly testovany
slou¢eniny EUK-8 a EUK-134 (Obr. 10) v souvislosti s chorobami zpusobenymi

oxidativnim stresem (napf. neurologicka onemocnéni), kdy se jevily jako u€inné.

—N_  N= —N_  N=

Mn L
o 0 o 0o
CH, H,C

Obr. 10: Strukturni vzorce EUK-8 (vlievo) a EUK-134 (vpravo)

2.5.1.3 Komplexni slouc¢eniny s pentaazamakrocyklickymi ligandy

Jednou z prvnich latek studovanych pro SOD aktivitu z této skupiny latek byl
komplex Mn([15]aneNs5)Cl; ([15]aneNs = 1, 4, 7, 10, 13 —pentaazacyklopentadekan).
Mn([15]aneNs)Cl, vykazoval vybornou katalytickou aktivitu dismutace superoxidu (pH
= 7,4; kot = 410" M's™), byl termodynamicky stabilni pfi fyziologickém pH (log K =
10,7) a kineticky inertni i v pfitomnosti EDTA v ramci nékolika dn(1.?® Tento komplex
byl dale modifikovan za ucelem zvySeni chemické stability a SOD aktivity pro dalSi
moznost vyuziti v klinické praxi.

Byly rovnéz pfipraveny komplexni slouCeniny jako Mn([15]PyaneNs)Cl,, ktery
byl dale modifikovan. Vysledkem modifikaci byly napf. komplexni slouc¢eniny M40404
a M40403, kdy komplex M40403 vykazoval katalytickou aktivitu (kkat = 3,55-10° M™'s”
"), zatimco M40404 byl inaktivni.*®

Cl | N ¢
(" 7 A
NH ) H

N" , 7
1+ /HN NH + /HN "li

(o ) iy D < 5 “{'n@
NéIN NCIN

Obr. 11: Strukturni vzorce pro Mn([15]aneNs)Clx(v/evo),
Mn([15]PyaneNs)Cly(uprostfed) a M40403 (vpravo)
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Studovany a pfipraveny byly slou¢eniny modifikovaného Mn([15]PyaneNs)Cl,
obsahujici dlouhé alifatické fetézce navazané na aromatické jadro, tvofici micelarni
struktury o prdméru 400nm. Tyto slou€eniny vykazovaly ve fosfatovém pufru nizsi
SOD aktivitu nez nesubstituovany Mn([15]PyaneNs)Cl,, zatimco pfi testovani na
bunélnych kulturach bylo pozorovano ucinné odbouravani hladiny superoxidu v
cytosolu i mitochondriich.*®

Pro tyto sloucCeniny, ve kterych ma mangan(ll) koordinacni Cislo 7, byl
studovan a popsan katalyticky cyklus odbouravani superoxidu. Katalyticky cyklus je
slozen z reakénich cest, z nichz jedna je nezavisla na pH (mechanismus vnitfni sféry)
a druha je na pH zavisla (mechanismus vngjSi sféry) a prvnim krokem cyklu je ztrata
koordinované vody a vznik intermediatu s koordinacnim Cislem 6, ktery se nasledné
udastni katalytického procesu (Obr. 12).%°

Reakéni cesta nezavisla na pH zahrnuje vazbu superoxidu (mechanismus
vnitfni sféry) na vakantni koordinacni misto kovového centra. Koordinace superoxidu
je rychlost urCujicim krokem této reakce. Rychlost procesu zavislého na pH urCuje

s protonem-sprazeny elektronovy prenos (Obr. 12). 4041

Ma"(L)H0)*
[ ]
H,0 = [“ H,0 0y H*
: N
Mn"(L)H;0)F* Ma" (L){H,0)(0; )1 H,0
0,
HOQ' \\ 02
ho (8  migyooH
. "
\ H0, .
H .02'
0., H‘/ \ j
MM L)YOH)* Ma" (L0 «— |

H;0;

OS = mechanismus vnéjsi sféry (z angl. outer-sphere); IS =
mechanismus vnitfni sféry (z angl. inner sphere)

Obr. 12: Katalyticky cyklus SOD mimik manganu(ll) s koordinagnim &islem 7. 394041
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EXPERIMENTALNI CAST

Seznam pouzitych chemikalii

Pro syntézu byly pouzity komerc¢né dostupné chemikalie a rozpoustédla (jejich
seznam je uveden v Tabulce 1) a byly pouzity bez dalSich uprav a Ccisténi. 4-
chloropyridin-2,6-dikarbonyl dichlorid byl pfipraven podle postupu uvedeného

v literatufe.*

Tabulka 1: Seznam pouzitych chemikalii

CHEMIKALIE VYROBCE
pyridin-2,6-dikarbaldehyd Sigma-Aldrich
chlorid manganaty, tetrahydrat Sigma-Aldrich
(MnCl,-4H,0)
2,2"-(ethylendioxy)bis(ethylamin) Sigma-Aldrich
tetrahydridoboritan sodny (NaBH,) Sigma-Aldrich
hydroxid sodny (NaOH) Penta
siran sodny, bezvody (Na;SOy) Penta
1-bromoktadekan Sigma-Aldrich
uhli¢itan draselny (K2CO3) Penta
oxid selenicity (SeO5) Sigma-Aldrich
siran hofecCnaty, bezvody (MgSQOy,) Penta
silikagel Acros
oktandekan-1-ol Sigma-Aldrich
Chelaton IlI. Lachema
eriochromCerd T Lachema
hydroxylamin hydrochlorid Lachema
chlorid amonny (NH4CI) Penta
superoxid draselny (KO5) Sigma-Aldrich
2,3,5-trifenyltetraazolium chlorid (TTC) Lachema
dihydrogenfosforecnan sodny, dihydrat Lachema
(NaH,PO4-2H,0)
hydrogenfosfore¢nan sodny, Lachema
dodekahydrat (Na;HPO4-12H,0)
jod Penta




dusic¢nan olovnaty (Pb(NOs),) Penta

xylenova oranz Lachema
methanol (MeOH) Penta
chloroform (CHCI3) Penta
amoniak, 25%aq. (NHs) Penta
acetonitril (MeCN) Penta
tetrahydrofuran (THF) Penta
kyselina chlorovodikova, 36%aq. (HCI) Penta
1,4-dioxan Penta
ethylester kyseliny octové (ethylacetat) Penta
dimethylsulfoxid (DMSO) Penta
n-heptan Penta
deuterovany chloroform (CDCl3) Sigma-Aldrich
deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-d®) Sigma-Aldrich

27



Metody charakterizace

Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
Ziskana 'H a ">C NMR spektra byla zméfena na 400 MHz spektrometru od

firmy Varian. Naméfena spektra byla referencovana na signaly TMS (CDCls;: TMS &
'H 0,00 ppm) a rezidualniho nedeuterovaného rozpoustédla (CDCls: *C 77,00 ppm;
DMSO-d6: & 'H 2,50 ppm; "*C 39,51 ppm). Multiplicita signalt byla nasledné
oznacena symboly: s — singlet, d — dublet, t — triplet, qr — kvatet, q — kvintet, bs- broad
singlet, m — multiplet. Spektra byla méfena pfi laboratorni teploté. Pfifazeni signall
atomdm vodika ¢i uhlikd pro ligandy L10ct a L2 bylo provedeno na zakladé zméreni
2D NMR spekter 'H-"*C gs-HMQC a '"H-"3C gs-HMBC (gs — gradient selected:;
HMQC — heteronuclear multiple quantum coherence; HMBC — heteronuclear multiple
bond correlation). T4 relaxacni €asy byly naméfeny pomoci experimentu ,Inversion
Recovery".
Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla zméfena na pfistroji LCQ Fleet lon Mass Trap MS od
firmy ThermoScientific s 3D iontovou pasti a ionizaci elektrosprejem v kladném a

zaporném modu.
Elementarni analyza

Elementarni analyza C, N a H, byla provedena na elementarnim analyzatoru
ThermoScentific Flash 2000.
UV-VIS spektroskopie

UV-Vis spektra byla méfena na dvoupaprskovém UV-Vis spektrometru Cintra
3030 s rozsahem vinovych délek 190-900 nm od firmy GBC Scientific Intstruments a
na UV-Vis spektrometru Perkin-Elmer Lambda 35.
Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna na hlinikovych destickach
potaZzenych vrstvou silikagelu impregnovaného fluorescenénim barvivem
(ALUGRAM® SIL G/UVys4). Pro detekci bylo pouzito zhaseni fluorescence pod UV

lampou (A = 254 nm, 4 W) a zviditelnéni parami jodu.
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3. Syntéza liganda L1, L10ct alL.10ct2
4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien (L1)

N AN
- MnCl,-4H,0 »
MO NH  HN
NaBH, <\ J
@] @]
__/

Ligand L1 byl pfipraven podle postupu uvedeného v literatuie.*?

3,00 g pyridin-2,6-dikarbaldehydu (22,20 mmol), 4,30 g MnCl,-4H,O (22,20
mmol) bylo rozpusténo v 300 ml MeOH. Za stalého michani a zahfivani bylo
pfikapano 3,32 g 2,2’-(ethylendioxy)bis(ethylaminu) rozpusténého v 50 ml MeOH.
Smés byla refluxovana po dobu 1,5 hodiny. Smés byla dale ochlazena a bylo
postupné po malych Castech pfidano 11,22 g pevného NaBH,4 (296,59 mmol) za
stalého michani a chlazeni. Smés byla ponechana michat pfes noc pfi pokojové
teploté. Nasledné bylo pfidano 100 ml vody a smés byla ponechana michat po dobu
1 hodiny. Ze smési byl dale na rotacni vakuové odparce (RVO) odpafen MeOH,
nasledné bylo pfidano 60 ml 0,5 M vodného roztoku NaOH a smés byla extrahovana
3x90 ml CHCI;. Spojené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na,SO, a
odpareny na RVO. Produkt byl precistén chromatograficky na sloupci silikagelu, kdy
byla pouzita mobilni faze MeOH-25%aqg. NH3 (10:1, R = 0,21). Bylo ziskano 3,32 g

produktu ve formé& hnédoZluté olejovité latky (59 %).
Charakterizace:
| N 2 'H NMR (400 Hz, CDCl3): 5 2,79 (m, 4H, H4); 3,59 (s, 4H, H6);
N 3 3,64 (m, 4H, H5); 3,83 (s, 4H, H3); 6,96 (d, 2H, H2, %y = 7,8

NH  HN Hz); 7,47 (t, 1H, H1, U = 7,8 Hz)

L MS m/z (+): 274,15 [L1+Na]"; 252,18 [L1+H]"
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4-(oktadecyl)- 4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien
(L10Oct)

N S
N L
MeCN A _(CHy)47CH3
NH HN  + Br(CH,){7CH5

—_— NH N
& /7 reflux, 80 °C <\ /7
O O O 0]
__/

1,70 g Ligandu L1(7,00 mmol) bylo rozpusténo v 80 ml acetonitrilu. Nasledné
byl po dobu 45 minut pfi teplot¢ 70°C pomalu pfikapavan roztok 0,78 g 1-
bromoktadekanu (2,39 mmol) v 70 ml acetonitrilu. Smés byla nasledné ponechana
refluxovat pfi teploté 80 °C po dobu 12 hodin, nasledovalo odpafeni na RVO. Bylo
ziskano 2,2 g produktu, ktery byl dale chromatograficky pfecistén na sloupci
silikagelu, kdy byla pouzita mobilni faze CHCI3-MeOH-25%aq. NH3 (9:0,5:0,5, R=
0,33). Po precisténi bylo ziskano 0,53 g produktu L10ct (14 %).

Charakterizace:
1\ "H NMR (400 Hz, CDCls): & 0,88 (t, 3H,
3 2
o _La 3Jun = 6,7 Hz, H18); 1,29 (m, 32H, Hait
7 N 6 14 15 Alif. 16 17 18 . .
i J~CHaCHy(CH,)15CH,CH,CH;  H16, H17); 1,54 (m, 2H, H15); 2,56 (m,
9& JS 2H, H14); 2,78 (t, 2H, %Juy = 7,0 Hz,
w0 O~ ®. H8); 2,82 (m, 2H, H9); 3,55 (m, 2H, Jun
B = 5,1 Hz, 3Jun = 2,7, H13); 3,62 (m, 2H,

30hn = 5,1 Hz, 3Jun = 2,7, H12); 3,65 (m, 2H, H11); 3,73 (t, 2H, 3Jun = 7,0 Hz, H10);
3,80 (s, 2H, H6); 3,88 (s, 2H, H7); 7,05 (d, 1H, 3Jun = 7,6 Hz, H3); 7,09 (d, 1H, 3Jnn =
7,6 Hz, H2); 7,56 (t, 1H, Jun = 7,6 Hz, H1)

3C NMR (400 Hz, CDCl3): & 14,12 (C18); 22,68 (C17); 27,48 (C15); 29,69 (Cair);
31,90 (C16); 48,71 (C9); 52,79 (C8); 54,44 (C7); 56,24 (C14); 59,29 (C6); 69,11
(C10); 69,95 (C11); 70,12 (C12); 70,76 (C13); 120,58 (C3); 121,96 (C2); 136,30 (C1);
158,28 (C4, C5)

MS m/z (+): 504,53 [L10ct + H]*; 526,47 [L10ct + Na]*
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4,12-bis(oktadecyl)- 4,12,18-triaza-6,9-dioxabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-
trien(L10ct2)

N AN
B B
" MeCN i cH.C CH.);-CH
NH HN +  Br(CH,);;CH; — H3CHC)7-N N-(CH2)17CH3
<\ /7 reflux, 80 °C <\ /7
O O O O
__/ \__/

0,80 g ligandu L1 (3,19 mmol) bylo rozpusténo v 60 ml acetonitrilu. K reakéni
smési bylo pfidano 5g K,CO3; (36,18 mmol) Nasledné byla smés zahfata na 50°C a
ke smési byl béhem 40 minut pfikapan roztok 2,34 g (7,02 mmol) 1-bromoktadekanu
v 100 ml acetonitrilu. Smés byla refluxovana po dobu 12 hodin pfi teploté 80°C.
Smés byla nasledné Zfiltrovana pfes fritu (S4) a promyta acetonitrilem. Nasledovalo
odpareni na RVO. Produkt byl precistén chromatograficky na sloupci silikagelu, kdy
byla pouzita mobilni faze CHCI; a nasledné CHCI3-MeOH (10:1, R= 0,86). Po

precisténi bylo ziskano 0,96 g produktu ve formé oranzové olejovité latky (45 %).

Charakterizace:

MS m/z (+): 756,96 [L10ct2 + H]"; 778,81 [L10ct2 + Na]”

Elementarni analyza pro Cs9HgsN3O,; Mr = 755,28; nalezeno/(vypocteno): C 74,79
(77,82); N 5,35 (5,56); H 12,05 (12,39)

Elementarni analyza pro CagHg3N30,-0,3 CHCIs. nalezeno/(vypocteno): C 74,79
(74,75); N 5,35 (5,30); H 12,05 (11,87)

4. Syntéza ligandu L2 a L.20ct

4.1 Priprava prekurzori

Dimethylester 4- chlorpyridin-2,6- dikarboxylové kyseliny (A)

Cl Cl
e MeOH =
@] 7 O — O Z O
N 2 hod., reflux N
Cl Cl OCH; OCH3
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Dimethylester 4-chlorpyridin-2,6-dikarboxylové kyseliny byl pfipraven podle
modifikovaného postupu uvedeného v literature. **

2,38 g (9,98 mmol) 4-chloropyridinu-2,6- dikarbonyl dichloridu** bylo
rozpusténo v 45 ml methanolu. Smés byla ponechana refluxovat po dobu 2 hodin.
Nasledné byla smés odpafena a ziskana pevna latka byla precCisténa pomoci

rekrystalizace z methanolu. Bylo ziskano 1,90 g pevné bilé latky (82 %).
Charakterizace:
'H NMR (400 Hz, CDCls): & 4,04 (s, 6H, -O-CHs), 8,30 (d, 2H, CHarom)

MS m/z (+) : 248,08 [A — 2CH; + 2Na]”

2,6- bis(hydroxymethyl)-4-chlorpyridin (B)

Cl Cl
1. NaBH,, THF
A 2 MeOH | N
O — (o) - HO = OH
N 1.2 h., reflux N

OCH3 OCH3 2. 12 h., reflux

2,6-bis(hydroxymethy)-4-chlorpyridin byl pfipraven podle modifikovaného
postupu uvedeného v literature. *°

1,90 g dimethylesteru 4-chlorpyridin-2,6-dikarboxylové kyseliny (8,25 mmol)
bylo rozpusténo v 40 ml THF. Nasledné bylo ke smési za stalého michani pomalu
pfidano 1,70 g pevného NaBH, (44,94 mmol). Smés byla ponechana refluxovat po
dobu 2 hodin. Poté bylo pomalu pfikapano 35 ml MeOH a smés byla ponechana
refluxovat po dobu 12 hodin. Roztok byl odpafen do sucha na RVO, nasledné bylo
k odparku pfidano50 ml vody a roztok byl nejprve okyselen pfidavkem 36% vodného
roztoku HCI (pH = 1-2) a poté bylo pfidano takové mnozstvi NaOH (ve formé pevné
latky), aby bylo vysledné pH > 12. Nasledovala kontinualni extrakce CHCI; po dobu
dvou dnu. Po extrakci bylo odpafenim organické faze ziskano 0,90 g produktu, ktery

byl nasledné rekrystalizovan z toluenu. Bylo ziskano 0,67 g pevné bilé latky (48 %).
Charakterizace:
'H NMR (400 Hz, DMSO-d®): & 4,49 (d, 4H, CH,-OH, 3Juy = 5,9 Hz); 5,52 (t, 2H, CH,-

OH, Jun = 5,9 Hz); 7,33 (s, 2H, CHarom)
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4-chlorpyridin-2,6-dikarbaldehyd (C)

Cl Cl
SeO
- 2 N
HO N/ OH reflux, 3 h. Ox N/ -0

4-chlorpyridin-2,6-dikarbaldehyd byl pfipraven podle modifikovaného postupu
uvedeného v literature.*®

0,50 g 2,6-bis(hydroxymethyl)-4-chlorpyridinu (2,88 mmol) bylo rozpusténo
v 90 ml 1,4-dioxanu. Nasledné bylo pfidano 0,42 g SeO; (3,79 mmol) a smés byla
ponechana refluxovat po dobu 3 hodin. Po ukoné&eni refluxu byla smés ochlazena a
Zfiltrovana pres fritu S4. Filtrat byl odpafen na RVO a odparek byl nasledné precistén
chromatograficky na kratkém sloupci silikagelu za pouziti ethylacetatu jako mobilni
faze. Bylo ziskano 0,38 g produktu (77 %).

Charakterizace:

'H NMR (400 Hz, CDCl3): 5 8,14 (s, 2H, CHarom); 10,14 (s, 2H, CHO)
MS m/z (+): 224,02 [C+CH30H + Na]*

4.2 Priprava ligandu L2 a L2Oct

16-chloro-6,9-dioxa-3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-trien (L2)

Cl Cl
N AN
» MnCl, 4H,0 |
l l ’ MeOH NH  HN
NaBH, <\ J
@) 0)
__/

Ligand L2 byl pfipraven podle mirné modifikovaného postupu uvedeného
v literature. *?

0,38 g 4-chlorpyridin-2,6-dikarbaldehydu (2,24 mmol), 0,44 g MnCl,-4H,0
(2,22 mmol) bylo rozpusténo v 50 ml methanolu. Pomoci linearni pumpy bylo za
stalého michani prikapano 0,38 g 2,2"-(ethylendioxy)bis(ethylaminu) (2,56 mmol)
rozpusténého v 10 ml MeOH (0,5 ml/1 minuta). Smés byla refluxovana po dobu 3

hodin pfi teploté 75 °C. Po ukonceni refluxu byla smés ochlazena a bylo postupné
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pfidano 1,5 g pevného NaBH4 (39,7 mmol) za stalého michani a chlazeni. Smés byla
ponechana michat pres noc pfi pokojové teploté. Nasledné bylo pfidano 25 ml vody a
po dobu 1 hodiny byla smés ponechana michat. Ze smési byl dale na RVO odparen
MeOH, nasledné bylo pfidano 70 ml vody a poté bylo pfidano takové mnozstvi NaOH
(ve formé pevné latky), aby vysledné pH >12, smés byla extrahovana 4x60 ml CHCls.
Spojené organické faze byly vysuSeny bezvodym MgSQy, Zfiltrovany a odpafeny na
RVO. Odparek byl prec€istén chromatograficky na sloupci silikagelu za pouziti mobilni
faze MeOH-25%aq. NH3 (10:1, Rr = 0,27). Bylo ziskano 0,2 g produktu ve formé
hnédoZluté olejovité latky (29 %).

Charakterizace:
5 "H NMR (400 Hz, CDCls): 52,82 (m, 4H, H5); 3,65 (s, 4H, H7);
| =@ 3,69 (m, 4H, H6); 3,89 (s, 4H, H4); 7,04 (s, 2H, H2)
N7 2 4 3C NMR (400 Hz, CDCl5):d 49,05 (C4); 53,52 (C5); 70,10 (C7);
NH  HN 70,20 (CB); 120,29 (C2); 144,1 (C1); 159,74 (C3)
<\ 5 0)65 MS m/z (+): 286,2 [L2 + H]*; 308,2 [L2 + Na]*
—

16-oktadekanoxy-6,9-dioxa-3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1(18),14,16-
trien (L20ct)

cl O(CH2)17CH;
AN AN
L~ P
N NaOH N
NH  HN 4+ CHg(CHy);OH ——> NH  HN

j DMSO J
0 0 reflux, 24 h. 0 0

Ligand L20ct byl pfipraven podle modifikovaného postupu uvedeného
v literature.*®

0,10 g oktadekan-1-olu (0,35 mmol) a 0,10 g NaOH (1,75 mmol) bylo
rozpusténo v DMSO. Smés byla za stalého michani zahfivana 1 hodinu pfi teploté
80°C do rozpusténi NaOH. Nasledné bylo pfikapano za stalého michani béhem 15

minut 0,10 g L2 (0,35 mmol) rozpusténého v 5 ml DMSO. Smés byla refluxovana po
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dobu 24 hodin. Bylo pfidano 50 ml vody a takové mnozstvi NaOH (ve formé pevné
latky), aby vysledné pH>12. Smés byla dale extrahovana pomoci ethylacetatu-n-
heptanu (1:1). Organické faze byly vysuSeny bezvodym MgSQO,, Zfiltrovany a
nasledné odpaieny na RVO. Bylo ziskano 0,15 g pevné latky (83 %).

Charakterizace:

MS m/z (+): 542,46 [L20ct + Na]”

Elementarni analyza pro C31Hs7N503: M, = 518,8; nalezeno/(vypocteno): C 73,30
(71,63); N 0,38 (8,08); H 13,10 (11,05); S 0,00 (1,99)

5. Priprava vodnych roztoki komplext

Vodné roztoky byly pfipraveny smichanim vodnych roztokd ligandd (L10Oct a
L2) a vodného roztoku MnCl,-4H,0.

Pro standardizaci vodného roztoku 100 ml 3 mM MnCl,-4H,0 byla vyuzita
titrace 55 mM vodnym roztokem Chelatonu Ill (ten byl standardizovan titraci na
xylenovou oranz pomoci 0,050 mM Pb(NOs),) na eriochromc€ern T.

Do titracni barnky bylo napipetovano 20 ml MnCl,-4H,0O, 1 ml 10% vodného
roztoku hydroxylaminu hydrochloridu, 5 ml amonného pufru a 0,4 ml indikatoru.
Smés byla nasledné titrovana vodnym roztokem Chelatonu Ill. Pfi dosazeni bodu
ekvivalence doslo k barevnému prechodu z fialové na svétle modrou. Titrace byla
opakovana ctyrikrat. Vysledné objemy spotifeby Chelatonu lll. byly zprimérovany a
uzity k vypoctu stanoveni koncentrace MnCl,-4H,0, ktera €inila 3,16 mM.

Vznik komplext byl nasledné potvrzen proméfenim MS, kdy byly komplexy
MnL10Oct a MnL2 pfemé&feny ve vodném roztoku i v prostfedi MeOH.

Charakterizace:
MS m/z (+): 593,47 [MnL1Oct+CI]" (vodny roztok)
MS m/z (+): 593,48 [MnL10ct+CI]" ; 279,41 [MnL10Oct]** (MeOH)
MS m/z (+): 375,11 [MnL2+CI]" (vodny roztok)
MS m/z (+): 375,11 [MnL2+CI]" (MeOH)
SloZeni vznikajicich komplext odpovida obecnému vzorci [MnLCl;], kdy ve
vodném roztoku dochazi k substituci halogenidovych ligandd molekulami vody a

vznika komplexni ¢astice obecného vzorce [MnL(H20)2]2+.
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6. Stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC) komplexu

MnL1Oct

Pro stanoveni CMC vodného roztoku komplexu MnL10Oct byla zvolena metoda
vyuzivajici méfeni UV-VIS spekter.

Byly proméfeny absorpcni spektra v rozsahu 230-600 nm pro vodné roztoky
komplexu MnL10ct vrozsahu koncentraci 0,05-2,00 mM. Do kyvety bylo
napipetovano 1000 ul vzorku o dané koncentraci, ktery byl nasledné proméfren. Po
proméreni byly odecitany hodnoty maxima absorpénich spekter pfi vinové délce 263
nm. Pomoci téchto naméfenych hodnot byla vynesena zavislost absorbance pfi 263

nm na koncentraci MnL10Oct, ze které bylo mozné stanovit CMC.
7. Méreni SOD aktivity pro komplexy MnL1Oct a MnL2

Pro stanoveni SOD aktivity bylo zvoleno méfeni nepfimou metodou, ktera je
zalozena na konkurencni reakci organického barviva a testované latky s nasycenym
roztokem KO, v DMSO. Mirou aktivity je hodnota ICsg, ktera vyjadfuje koncentraci, pfi
niz dojde k 50% ubytku barevného produktu reakce zvoleného barviva s roztokem
KOs.

Byly pfipraveny 5mM zasobni roztoky komplexd MnL10Oct a MnL2 v DMSO.
Nasledné& byly pfipraveny roztoky latek obou komplexi v DMSO, aby vysledna
koncentrace byla 1:10*M, 5:-10°M, 2,5:10° M, 1-10° M a 5-10° M. Jako barvivo byl
pouzit 3,75 mM roztok 2,3,5-trifenyltetraazolium chloridu v DMSO.

Reakce byla zahajena pfidavkem 0,1 ml roztoku barviva k 0,1 ml vzorku v 1,2
ml 10 mM fosfatovém pufru (pH = 7,4) a nasledné bylo pfidano 0,1 ml nasyceného
roztoku KO, v DMSO, ktery byl tésné pfed pfidavkem Zfiltrovan pfes stfikackovy filtr
(0,45 pl). Vzorky byly protfepany a inkubovany 25 minut pfi laboratorni teploté.

Nasledné byla proméfena UV-VIS spektra (200-700 nm). Jako blank byl uzit
roztok o stejné koncentraci jako vzorek promérovany s barvivem, ale bez pfitomnosti
KO,. Jako kontrolni vzorek byl uzit roztok 1,3 ml pufru, 0,1 ml barviva a 0,1 ml

roztoku KO,. Hodnota absorbance byla odecitana pfi 528 nm.
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8. Méreni T, relaxa¢niho ¢asu

Pro méfeni T4 relaxacniho ¢asu byl zvolen experiment ,Inversion Recovery*.

Do skelnénych kyvet byly pfipraveny vzorky: 10 mM fosfatového pufru (pH =
7,4), 2 mM roztoku MnL10Oct ve fosfatovém pufru, 2 mM roztoku MnL10ct v DMSO a
fosfatovém pufru, 2 mM roztoku MnL10ct v DMSO a fosfatovém pufru v pfitomnosti
nasyceného roztoku KO, v DMSO a vzorky o stejném slozeni pro MnL2. Dale bylo
provedeno méfeni pro vzorky: 10 mM HEPES pufru, 2 mM roztoku MnL10ct v
HEPES, 2 mM roztoku MnL1Oct vDMSO a HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-
piperazinethan sulfonova kyselina), 2 mM roztoku MnL10ct v DMSO a HEPES
v pfitomnosti nasyceného roztoku KO, v DMSO a vzorky o stejném slozeni pro

MnL2. Méfeni probihalo pfi hodnoté pole 400 Hz a laboratorni teploté.
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DISKUZE
9. Syntéza ligandu L10Oct a L10ct2

x
| |
a '

A N 3
| P | » | 7
(CH2)17CH; H3C(HyC)17~N N—(CH2)17CH3

NH N7 NH HN

 J 5 O o G L
O O O O ¢ O O
-/ _/ % ¥
L10Oct L1 L10ct2

Obr. 13: Reakeni schéma syntézy ligandu L1, ligandu L10ct a ligandu L10Ct2: (a) 1.
MnCl2-4H,0, MeOH 2. NaBHj4, 3. H,0/O5; (b) Br(CH)17CH3, MeCN, reflux; (c)
BF(CH2)17CH3, KQCO3, MGCN, reflux

Jako vychozi latka pro syntézu ligandd L10ct a L10ct2 byl pouzit
makrocyklicky ligand L1, ktery byl pfipraven cykliza¢ni reakci s 2,2"-(ethylendioxy)-
bis(ethylaminem) a MnClz-4H20, kdy Mn(ll) slouzil jako templatujici ion. Pouzitim
NaBH,4 dochazelo k redukci dvojnych vazeb Schiffovy baze a vzniku ligandu L1
v podobé jeho manganatého komplexu. Pfidanim vody do reakéni smési a reakci se
vzdusnym Kkyslikem do$lo k uvolnéni Mn(ll) ve formé MnO,. Po zpracovani smési
bylo provedeno chromatograficke Cisténi. Vytézek (59 %) byl v porovnani s uvedenou
literaturou niz&i."" Ke ztratam mohlo vést diky nedostateCné optimalizaci reakce napfr.
rychlost pfikapavani aminu a nasledny vznik vedlejSich produktl jako je napf. dvakrat

vétsi 30¢lenny cyklus, a pfi chromatografickém cisténi.

Precistény ligand L1 byl dale vyuzit pro pfipravu ligandu L1Oct. Nejprve byla
vyzkouSena syntéza v poméru reaktantl 1:1 v prostfedi acetonitrilu, ktera nebyla
uspésna. Nasledné byl zvolen pomér 3:1, kdy byl ligand L1 pouzit v nadbytku jako
baze. Tato reakce byla provadéna ve dvou prostfedich - v MeCN a v CHCIls. Po
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vyhodnoceni TLC a MS spekter, byl jako reakéni prostfedi zvolen MeCN (menSi
mnozstvi neCistot) a reakce byla nasledné provedena pro vétSi navazky. Bylo
ziskano 2,2 g pevné latky obsahujici produkt, kterou bylo potfeba dale pfecistit na
sloupci silikagelu. Jako mobilni faze byla zvolena soustava CHCIl3-MeOH-25%aq.
NH; (9:0,5:0,5). Nejprve z kolony vytékala frakce obsahujici disubstituovany cyklus
L10ct2 a nedistoty (R = 0,56), nasledné frakce obsahujici monosubstituovany
produkt L10ct (R = 0,33), dale smésna frakce obsahuijici L1Oct a vychozi ligand L1
a jako posledni vytekla frakce obsahujici vychozi ligand L1 (Rr = 0,18). Nizky vytézek
(14 %) mohl byt zapfi€inén ztratami béhem chromatografického Ccisténi a
nedostateCnou optimalizaci reakce (napf. teplotou, rychlosti pfikapavani). Produkt byl
charakterizovan pomoci 'H-NMR, "°C-NMR a MS. Byla provedena i fada 2D-NMR
experimentl (Obr. 14), na zakladé kterych bylo mozné pfifadit jednotlivé signaly v 1D

spektrech pfislusnym atomovym skupinam.
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Obr. 14: Ukéazka 2D NMR spektra "H-">C gs-HMQC s pfifazenim signal(.
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Ligand L1 byl dale vyuzit pro pfipravu disubstituovaného cyklu obsahujiciho
dvé alifaticka ramena navazana na atomy dusiku v L10ct2. Reakce probihala
v MeCN a v pfitomnosti K,CO3; jako baze. Hruby produkt musel byt precistén
chromatograficky na sloupci silikagelu. Jako prvni mobilni faze byl zvolen CHCIs,
disubstituovany cyklus L10ct2 se nevymyval, ale doSlo k vymyti alkylacniho €inidla
(1-bromoktadekanu). JelikoZ 1-bromoktadekan nezplsobuje zhaSeni fluorescence
pod UV lampou, bylo pro zviditelnéni na TLC desti¢ce uzito par jédu. Nasledné byla
zménéna mobilni faze na CHCI;-MeOH (10:1). Doslo k vymyti frakce obsahujici
disubstituovany ligand L10ct2 (R = 0,86) a nasledné frakce obsahujici
disubstituovany ligand L10ct2 a dalSi neCistoty. Vytézek reakce (45 %) mohl byt
ovlivnén ztratami béhem chromatografie. Produkt byl dale charakterizovan pomoci
MS, 'H-NMR a elementarni analyzy. Ta potvrdila pFl'tomnost disubstituovaného

vrvs

a pfitomnosti zbytkového rozpoustédla CHCls.

10. Syntéza 1.2 a L20ct

10.1 Priprava prekurzori

Pfiprava prekurzoru vhodného pro cyklizaci a vzniku ligandu L2 probihala
v nékolika krocich.

e b B,

OCH;  OCH;,
(A)

Obr. 15: Reakéni schéma pfipravy prekurzoru: (a) MeOH, reflux; (b) 1. NaBH,4, THF;
2. reflux, MeOH; (c) Se0O,,1,4- dioxan, reflux

Pro pfipravu 2,6-bis(hydroxymethyl)-4-chlorpyridinu (B) byl jako vychozi latka
nejprve pouzit 4-chlorpyridin-2,6-dikarbonyl dichlorid a NaBH4 v THF s naslednym
pfidavkem MeOH. Reakce ale probihala s velmi malymi vytézky (11 %). DalSim
alternativnim postupem, vyuZzivajici 4-chlorpyridin-2,6-dikarbonyl dichlorid jako

vychozi latku, je reakce s NaBH, v prostfedi suchého bis(2-methoxyethyl)etheru pod
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dusikovou atmosférou pfi teploté¢ 0 °C uvedeny v literatuie.*’ Tento postup byl
chlorpyridin-2,6-dikarbonyl dichlorid jednoduchou reakci pfeveden na dimethylester
4-chlorpyridin-2,6-dikarboxylové kyseliny (A). Tato reakce probéhla v porovnani

s literaturou ** ve vyssich vytézcich (82 %).

Nasledné byl redukci dimethylesteru 4-chlorpyridin-2,6-dikarboxylové kyseliny
(A) za vyuziti NaBH,4 pfipraven 2,6-bis(hydroxymethy)-4-chlorpyridin (B). Reakce
probihala v prostfedi THF a reakéni smés bylo nutné pred pfidanim NaBH4zahfat na
teplotu 50°C, aby doslo k uplnému rozpusténi latky a po rozpusténi nechat smés
ochladit na pokojovou teplotu. Za stalého michani byl pfidavan NaBH,, ktery byl
k vychozi latce v nadbytku (5 ekvivalent(l), béhem pfidavani bylo tfeba postupovat
opatrné, reakéni smés silné pénila a ménila barvu ze svétle Zluté na syté oranZovou.
Nasledoval reflux po dobu 1,5 hodiny. Pomoci pfikapavaci nalevky s boc¢ni trubickou
na vyrovnani tlaku bylo pomalu pfikapano 25 ml MeOH (1ml/1minuta). Béhem
pfikapavani dochazelo k pomalému odbarvovani reakéni smési. Smés byla
refluxovana pfes noc do uUplného odbarveni, nasledné zpracovana a kontinualné
extrahovana CHCI3; po dobu 2 dnd. Po odpareni organické faze pomoci RVO bylo
ziskano 0,9 g produktu ve formé pevné laky, ktery bylo potfeba diky pfitomnosti

necistot rekrystalizovat z toluenu.

Oxidaci 2,6-bis(hydroxymethy)-4-chlorpyridinu (B) pomoci SeO, byl pfipraven
4-chlorpyridin-2,6-dikarbaldehyd (C). BEhem reakce se na sténach bariky usazoval
postupné Sedy selen, ktery byl po ukonCeni reakce Zfiltrovan pres fritu (S4).Na
zakladé Sirokych signald v NMR spektru byl produkt precistén na kratkém sloupci
silikagelu za pouziti ethylacetatu jako mobilni faze. Zbytky selenu a necistot
(monooxidovany produkt) zustaly na sloupci silikagelu. V porovnani s vytézkem
uvedeném v literatute (93 %)* byl dosazeny vytézek nizsi (77 %). Ke ztratam mohlo

dojit béhem chromatografického cisténi.
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10.2 Priprava ligandu L2 a L.2Oct

cl Cl O(CH,){7CH3
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Obr. 16: Reak¢ni schéma pfipravy ligandu L2 a L20Oct: (a) 1.Mncly-4H,0, MeOH, 2.
NaBH4; (b) CH3(CH2)17OH, NaOH, DMSO, reflux

Pfiprava ligandu L2 probéhla stejnou cyklizaCni reakci vyuzivajici templatove
syntézy (viz. kap. 9). V porovnani s vytéZzkem u pfipraveného ligandu L1 (59%) byl
vytéZek reakce pro pfipravu L2 o polovinu nizsi (29 %). Nizky vytéZek mohl byt
zpusoben ztratami béhem chromatografického c¢isténi, kdy ligand L2 s chlorem
navazanym na aromatickém jadfe ma jinou pohyblivost na sloupci silikagelu a hudfe
se déli od necistot.

Precistény ligand byl dale pouzit pro pfipravu ligandu L2Oct, kdy byla snaha
navazat alifaticky fetézec prfes kyslik na aromatické jadro. Na rozdil od postupu
uvedeného v literatufe,*® byla nejprve provedena cyklizaéni rekce a nasledné
zavadeén fetézec. Po ukonceni reakce byla pfidana voda a pevny NaOH a smés byla
extrahovana pomoci EtAc-n-heptan (1:1). Faze se od sebe velmi Spatné délily, bylo
potieba velmi dlouho Cekat a dale bylo zapotiebi vétSiho mnozstvi bezvodého
MgSOyq4, aby byly spojené organickeé faze dobfe vysuseny.

Byly proméfeny MS spektra, kdy byly viditelné pouze piky odpovidajici
produktu. Po proméfeni NMR spekter nebyly viditelné signaly odpovidajici
aromatickému kruhu ani makrocyklu, ve spektru byly viditelné pouze signaly
odpovidajici alifatickému fetézci. Z méfeni elementarni analyzy bylo zjiSténo, ze
reakce probéhla jen ve velmi malém rozsahu, byly pfitomné i zbytky rozpoustédla a
produktem reakce byla predevSim vychozi latka oktandeka-1-ol. Z €asovych duvodu
a malého mnozstvi pfipraveného vychoziho ligandu L2 nebylo mozné reakéni
podminky dale optimalizovat napf. zmé&nou reakéniho prostifedi, poméru reaktantd,

zménou teploty atd. a proto nebyl produkt L2Oct pfipraven.
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11. Stanoveni Kritické micelarni koncentrace (CMC) komplexu

MnL1Oct

Pro stanoveni CMC bylo vyuzito méfeni UV-VIS spekter (Obr. 17) a nasledné
byla odec¢tena hodnota maxima pfi vinové délce 263 nm (Graf. 1).
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Obr. 17: Ukazka UV-VIS spektra MnL10Oct pro koncentraci 0,286 mM

Hodnoty byly vyneseny jako zavislost absorbance na molarni koncentraci
komplexu, kdy pozorovany zlom v ziskané zavislosti ur€uje koncentraci nutnou pro
tvorbu micel (CMC).

Tabulka 2: Absorbance pfi 263 nm pro jednotlivé koncentrace vzorka MnL10Oct

Koncentrace [mM] Absorbance (263 nm)
0,054 0,126
0,071 0,202
0,107 0,321
0,142 0,418
0,214 0,620
0,286 0,890
0,357 1,150
0,428 1,430
0,500 1,800
0,750 2,572

1,00 2,790
1,50 3,040
2,00 3,190
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Graf 1: Zavislost absorbance pfi 263 nm pro zvySujici se koncentraci komplexu
MnL10ct

Namérené hodnoty byly prolozeny pfimkami, tak aby vysledny koeficient
spolehlivosti byl co nejvyssi. Prinik obou pfimek uréuje hodnotu CMC. Po vyneseni
zavislosti bylo zjisténo, Zze hodnota CMC je 0,78 mM.

Podle dal$ich postupt uvedenych v literature®® Ize stanovit CMC proméfenim
absorbance v pfitomnosti organické sondy PAN (1-(2-pyridylazo)-2-naftol), ktera je
omezené rozpustna ve vodé. V pfitomnosti micel vSak dochazi k enkapsulaci
organické sondy a vzrusta jeji rozpustnost a hodnota absorbance, ktera je odecitana
ve viditelné oblasti pfi 410 nm. Vzhledem k pfitomnosti aromatického jadra, které
samo absorbuje svétlo v UV oblasti, nebyl tento postup zvolen.

12. Stanoveni SOD aktivity pro komplexy MnL10Oct a MnL2

SOD aktivita byla méfena pomoci nepfimé metody vyuzivajici rekci barviva
2,3,5-trifenyl-2H-tetraazolium chloridu (TTC) se superoxidem za vzniku barevného
1,3,5-trifenylformazanu (TPF).

Nasyceny roztok KO, bylo nutné nechat neustale michat a pfed kazdym
pipetovanim bylo nutné roztok nejprve Zfiltrovat pres stfikaCkovy filtr, aby se do
roztoku nedostaly zvifené pevné CasteCky KO, které by mohly ovlivnit méfeni, a poté

roztok napipetovat ihned k roztoku vzorku, aby poskytl barevnou reakci. Zfiltrovany
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roztok KO, delSim stanim jizZ neposkytoval barevnou reakci, proto bylo nutné tento
postup pokazdé opakovat.

Z naméfené hodnoty absorbance pfi 528 nm pro oba komplexy bylo
vypocteno procento inhibice %INH pro kazdou koncentraci (7).

%INH = 100 — 100 x _ABSvz (7)
ABSkontr

(%INH = procento inhibice; ABS,; = hodnota absorbance vzorku; ABSkon- = hodnota
absorbance kontroly)

Po vyneseni zavislost %INH na zaporném dekadickém logaritmu koncentrace
(—log c) testovanych latek byla ziskana rovnice pfimky linearni regrese, ze které byla
nasledné vypoctena hodnota I1Cso (koncentrace testované latky, pfi niz se vyskytne

50% ubytek barevného produktu reakce barviva se superoxidem).

Tabulka 3: Hodnoty absorbance pfi 528 nm a spocCitané %INH pro MnL10ct

Koncentrace [molxdm™] Absorbance %INH
1x10™ 0,403 58,79
5x107° 0,637 34,87

2,5x107° 0,695 28,94
1x107° 0,863 11,76
5x10° 0,911 6,85

Kontrola 0,978 -

75,00%
y =-0,383x + 2,062
60,00% { R*=0.941
45,00% |
I
P4
{
30,00% -
15,00% |
0’00% 1 1 1 )
3,5 3,75 4 4,25 4.5 4,75 5 5,25 55

-log c

Graf 2: Zavislost %INH na — log ¢ pro komplex MnL10OCt
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Tabulka 4: Hodnoty absorbance pfi 528 nm a spocCitané %INH pro MnL2

Koncentrace [molxdm™] Absorbance %INH
1x10* 0,288 70,55
5x107° 0,357 63,50

2,5%x107° 0,477 51,23
1x107° 0,583 40,39
5x10° 0,632 35,38

Kontrola 0,978 -

90,00% r
75,00% y =-0,286x + 1,851
R2=0,980
60,00% -
I
4
3
45,00%
30,00% -
15,00% ! ! !

3,5 3,75 4 4,25 4,5 4,75 5 5,25 55
-logc

Graf 3: Zavislost %INH na — log ¢ pro komplex MnL2

Z rovnic pfimek byly vypocteny hodnoty ICso pro komplex MnL10Oct (83,5 uM)
a pro komplex MnL2 (18,9 uM).

Hodnoty ICsp nejsou pfimo porovnatelné mezi sebou, jelikoZ hodnota zavisi na
mnozstvi zvoleného indikatoru a proto se nehodi k porovnani ucinnosti jednotlivych
SOD mimik, pokud je ale znama rychlostni konstanta reakce superoxidu se zvolenym
barvivem (kinq), |ze dopocitat rychlostni konstantu dismutace s mimikem (kka), ktera
je nezavisla na mnoZstvi pouZitého barviva (8).*°

king - [ind]

Kpqr = ——=————= 8
kat ICSO ( )

(kat = rychlostni konstanta reakce superoxidu s mimikem [M"'s™]; ki = rychlostni
konstanta reakce superoxidu s barvivem [M'1s'1]; [Ind] = koncentrace

barviva/barevného indikatoru [M]; /ICsp = procento inhibice)
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Vzhledem ke strukturni podobnosti 2,3,5-trifenyltetraazolium chloridu (TTC)
s dalSim barvivem pouzivanym ke stanoveni aktivity — sodné soli XTT, jejiz rychlostni
konstanta reakce se superoxidem je znama (king = 8,6-10*M's™")** a Ize predpokladat

obdobnou hodnotu kj,q, byly dale vypocteny pfiblizné hodnoty kya:.

Dl OpeD
O

TTC TPF
OCH,

O,N 0
N
= N N

0;S . NEN

Na
0, s@ocm

O,N
XTT

Obr. 18: Strukturni vzorce TTC, jeho barevného produktu TPF a barviva XTT,sodné

soli

Tabulka 5: Srovnani aktivity nékterych SOD mimik s komplexy MnL10ct a MnL2

Komplex ICs0 [UM] kyat [M7's™] Metoda
Mn([15]aneNs)Cl,""’ 4,13-10" SF
Mn([15]PyaneNs)Cl,>? 4,10-107 SF
M40403°° 4,91-107 SF
EUK-8% 1,40 6,0-10° cyt C
EUK-134% 1,42 6,0-10° cyt C
MnL10ct 83,5 3,8 -10° TTC
MnL2 18,9 1,71-107 TTC

(SF = stopped-flow metoda, cyt C = cytochrom C assay)

Z vysledkd méfeni Ize vyCist, Ze oba komplexy MnL10Oct i MnL2 maji nizsi
SOD aktivitu nez zkoumana SOD mimika obsahujici makrocyklické ligandy [15]aneNs
a [15]PyaneNs, pfesto MnL2 se jim svou SOD aktivitou blizi. Kvdli nizkym
koncentracim, pro které byla SOD aktivita méfena, nedochazelo u komplexu
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MnL10ct ke tvorbé micel, které by mohly aktivitu ovlivnit. Vzhledem k pouzitému
barvivu, které se vyuziva pro monitorovani redoxnich procesl napf. dehydrogenas, a
nikoli ke stanoveni SOD aktivity, bylo nutné hodnoty stanovit pouze pfiblizné. Pro
pfesné stanoveni a potvrzeni katalytické aktivity by bylo vhodnéjsi uziti metody

stopped-flow.

13. Méreni T, relaxa¢niho ¢asu

Pro vypocCet relaxivity bylo nejprve nutné zméfit pomoci experimentu
.inversion Recovery“ relaxacni ¢asy T1 pro 10 mM pufr (pH = 7,4), aby byl zjistén
diamagneticky pfispévek prostfedi k relaxaci.

Dale byly pomoci stejného experimentu zméfeny T relaxacni ¢asy pro 2mM
roztok MnL10Oct ve fosfatovém pufru a 2mM roztok MnL10ct v DMSO a fosfatovém
pufru, aby bylo mozné porovnat, zda ma pfitomnost DMSO vliv na relaxacni ¢as T4 a
vyslednou relaxivitu ry.

Nakonec byl zméfen 2mM roztoku MnL10Oct v DMSO a fosfatovém pufru
v pfitomnosti nasyceného roztoku KO, v DMSO, tak aby byly reakéni podminky co
nejvice podobné tém, pro které se méfila SOD aktivita.

Tento experiment byl proveden i pro manganaty komplex ligandu L2.

Analogickym zplsobem byla rovnéz provedena méfeni v HEPES pufru (pH =
7,4) (viz. Tabulka 6), aby bylo mozné zjistit, zda ma méfeni ve fosfatovém pufru vliv
na vysledné hodnoty relaxivit.

Vzorky bylo nutno pfipravovat v Cistém laboratornim skle nékolikrat promytém
vodou v Cistoté uzivané pro HPLC a vysuSeném, aby se zabranilo kontaminaci
vzorkl a naslednému zkresleni vysledkl méfeni. Pfi méfeni T4 relaxacniho Casu
vzorkda v kyvetach c¢isténych chromsirovou smési byly naméfeny extrémné nizké
hodnoty relaxacnich ¢asu diky pfitomnosti zbytkového mnozZstvi paramagnetického
Cr**, proto byly pouZity nové kyvety, kdy po proméfeni byly ziskany hodnoty

v oéekavaném/bézném rozmezi.
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Tabulka 6: Namérené hodnoty relaxacnich ¢asu a vypoctené hodnoty relaxivit

fosfatovy pufr (PBS) HEPES pufr
Tims] r[mM's"] Ty ms] r[mM's™]
10 mM pufr 2840 + 43 0.35 2624 + 46 0.38
Vzorek 1 MnL10ct
2 mM MnL1O0ct/pufr 235+ 2 1.95 82.80.3 5.85
2 mM MnL10ct/pufr/DMSO 73248 0.51 50.69+0.05 9.67
2 mM MnL10ct/pufr/DMSO/KO, 887+4 0.39 60.2+0.3 8.11
Vzorek 2 MnL2
2 mM MnL2/pufr 10542 4,57 107.3+0.9 4.47
2 mM MnL2/pufr/DMSO 90.94+0.5 5.32 68.0+0.2 7.17
2 mM MnL2/pufr/DMSO/KO; 100.9+0.5 478 71.8+0.4 6.77

Porovnanim naméfenych hodnot bylo zjisténo, Zze komplex MnL2 ve
fosfatovém pufru vykazuje nizS$i hodnoty relaxacnich €asu T4 a vyS$Si hodnoty
relaxivity nez komplex L10Oct. Nizké hodnoty relaxivity MnL10Oct mohou byt
v prostiedi fosfatového pufru. V prostfedi HEPES pufru k tomuto jevu nedochazi a
komplex MnL10Oct vykazoval vySSi hodnoty relaxivity nez MnL2, coz mohlo byt
zpusobeno pritomnosti alifatického fetézce a naslednou tvorbou micel (pfekroCeni
CMC), coz vedlo ke zkraceni T;.

V prostfedi fosfatového pufru i pufru HEPES, doS$lo pfidavkem DMSO do obou
vzorkl ke vzrlstu relaxivity. Pfidavek KO, naopak zapficinil snizeni hodnot relaxivit,
coz mohlo byt zpUsobeno Ffadou moznych pfi€in - vznikajici H,O> mohl ovlivnit
rychlost vymény koordinované vody, mohlo dojit ke tvorbé& hydroxo-komplexu a také
k Castecné oxidaci Mn(Il) na Mn(lll).

Naméfené hodnoty relaxivity pro MnL2 jsou velmi podobné s hodnotou
komplexu MnL1 (4.48 mM's™)**, hodnoty relaxivity pro MnL1Oct byly vyrazné vyssi,
coz bylo pravdépodobné zpusobeno tvorbou micel. VySe uvedené hodnoty navic
dobfe koresponduji s pfitomnosti dvou koordinovanych molekul vody ve vSech

studovanych manganatych komplexech.
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ZAVER

V ramci prace byly pfipraveny a charakterizovany strukturné nové ligandy
L10ct, L10ct2 a L2, které byly charakterizovany vybranymi experimentalnimi
metodami. Vytézky reakci L10ct, L10ct2 a L2 byly malé, ale optimalizace reakci
jejich pfiprav by mohla vést k vytézkum vysSim.

Derivat ligandu L2, ligand L20Oct, se nepodafilo pfipravit a charakterizaci bylo
prokazano, ze zvolena reakéni cesta neni pro jeho pfipravu vhodna a je tfeba zvolit
jiné reak¢ni podminky, aby byla reakce uspésna.

Dale byly zkoumany vodné roztoky komplexnich slou¢enin MnL1Oct a MnL2 a
byla stanovena jejich SOD aktivita pfi pH = 7,4. Ukazalo se, ze dlouhy alifaticky
fetézec a tvorba micelarnich struktur ligandu L10ct, nema na SOD aktivitu
v podminkach in vitro v porovnani s komplexem MnL2, zasadni vliv vzhledem
k nizkym koncentracim, pfi kterych bylo méfeni provadéno - nedochazi k prekroCeni
CMC a tvorba micel je minimalni. Méfenim byla stanovena hodnota ICso a ta byla
dale pfepoctena na pfibliznou hodnotu kgs. Porovnanim se znamymi hodnotami
zkoumanych SOD mimik bylo zjisténo, ze hodnoty pro MnL2 se blizi hodnotam pro
zkoumané makrocyklické SOD mimika jako jsou Mn([15]aneNs)Cl, a
Mn([15]PyaneNs)Cl,. Je tfeba ale vzit v potaz, Ze ziskané hodnoty jsou pouze
pfiblizné a jejich pfesné stanoveni by vyZadovalo volbu jiné metody napf. stopped-
flow metodou, ze které by bylo mozno ziskat pfesnéjsi hodnotu Kiat.

Promérenim relaxacnich ¢ast T4 byly stanoveny hodnoty relaxivity r;. Ukazalo
se, ze volba prostfedi ma vliv na vysledky méfeni pro komplex MnL10ct, kdy byly
naméfené hodnoty relaxivity nizké vlivem srazeni Mn(ll). Proto bylo provedeno
méfeni v HEPES pufru. Ze ziskanych hodnot relaxivity pro komplexy MnL1Oct a
MnL2 Ize usoudit, Ze pfitomnost alifatického fetézce a tvorba micel zvySuje hodnoty
relaxivity ry. Pfitomnosti KO, sice zpUsobila méfitelny pokles v hodnotach relaxivity,
ale jelikoz samotny proces odbouravani superoxidu probiha velmi rychle (vici asové
Skale NMR mérfeni), monitorovani SOD aktivity pomoci MRI se proto jevi jako velice

obtizné a vyzadovalo by ddkladné&jsi navrh experimentalniho usporadani.

50



SEZNAM POUZITE LITERATURY

' J. Folkman, N. Engl. J. Med., 1971, 1182-1186

2 A. Merbach, E.Téth,L. Helm, The chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic
Resonance Imaging, Wiley, 2013, p.1-23

*J. Vomagka, J. Nekula, J. Kozak, Zobrazovaci metody pro radiologické asistenty,
Univerzita Palackého v Olomouci, 2012, p. 48—49

* M.H. Levitt, Spin dynamics: basics of nuclear magnetic resonance, Wiley, 2008

® F. Hampl, S. Radl, J. Paleek, Farmakochemie, VSCHT Praha, 2015, 562566

®J. Kotek, |. Luke$, Chem. Listy, 2010, 1163—-1174

" P. Hermann, J. Kotek, V. Kubigek, . Luke$, Dalton Trans., 2008, 3027—-3047

8 J. Rodriguez, S. Lai, B. D. Ehst, D. M. Fine, D. A. Bluemke, Radiology, 2009, 371—
377

° B. Drahos, |. Lukes, E. Téth, Eur. J. Inorg. Chem., 2012, 1975-1986

3. M. Rocklage, W. P. Cacheris, S. C. Quay, F. E. Hahn, K. N. Raymond, /norg.
Chem., 1989, 477-485

" B. Drahos, J. Kotek, I. Cisafova, P. Hermann, L. Helm, I. Luke$, E. Téth, Inorg.
Chem., 2011, 12785-12801

'2 A. Bumb, M. W. Brechbiel, P. Choyke, Acta Radiol., 2010, 751-767

3 J. Tang, Y. Sheng, H. Hu, Y. Shen, Progr. Polymer Sci., 2013, 462-502

"“T. Barret, H. Kobayashi, M. Brechbiel, P. L. Choyke, Eur. J. Radiol., 2006, 353—
366

5. P. André, E. Téth, H. Fischer, A. Seeling, H. R. Macke, A. E. Merbach, Chem.
Eur. J., 1999, 2977-2983

'® 'S, Movassaghian, O. M. Merkel, V. P. Torchilin, WIREs Nanomed.
Nanobiotechnol., Wiley, 2015, 691-707

'V, P. Torchilin, Curr. Pharm. Biotechnol, 2000, 183-215

'® E. Nakamura, K. Makino, T. Okano, T. Yamamoto, M. Yokoyama, J. Control.
Release, 2006, 325-333

¥ G. Goncalves, G. Tobias, Nanooncology: Engeneering nanomaterials for cancer
therapy and diagnostic, Springer, 2018, p. 211-238

20 K. S. Kim, W. Park, J. Hu, Y. H. Bae, K. Na, Biomaterials, 2014, 337-343

51



21 A. Babi¢, V. Vorobiev, C. Xayaphoummine, G. Lapicorey, A. Chauvin, L. Helm, E.
Allémann, Chem. Eur. J., 2018, 1348-1357

22\\. Krause, Contrast Agents I. Magnetic Resonance Imaging, Springer, 2002, p. 1—
24

28 R. E. Blankenship, Plant Physiol., 2010, 434-438

2 A Abreau, D. E. Cabelli, Biochim. Biophys. Acta, 2010, 263-274

%5 A. R. Reddi, L. T. Jensen, A. Naranuntarat, L. Rosenfeld, E. Leung, R. Shah, V. C.
Culotta, Free Rad. Biol. Med., 2009, 154—-162

%6 M. J. Daly et al.,Science, 2004, 1025-1028

7TE. S, Archibald, |. Fridovich, J. Bacteriol., 1981, 442—451

% D. P. Riley, Chem. Rev., 1999, 2573-2587

29\/. Cizewski, V. Culotta, M. Yang, T. V. O’Halloran, Biochim. Biophys. Acta, 2006,
747-758

% L. Policastro, B. Molinari, F. Larcher, P. Blanco, O. L. Podhajcer, C. S.
Costa,P.Rojas, H. Duran, Mol.Carcinog., 2004, 103-113

31 G. R. Buettner, C. F. Ng, M. Wang, V. G. J. Rodgers, F. Q. Schafer, Free Rad.
Biol. Med., 2006, 1338—-1350

32 ). A. McCleverty, J. T. Meyer, Comprehensive Coordination Chemistry II, Vol. 8,
Elsevier Pergamon, 2003, p. 495

33 F.C. Friedel, D. Lieb, I. lvanovié-Burmazovi¢, J. Inorg. Biochem., 2012, 26—32

3 R. J. Sanchez, C. Srinvasan, W. H. Munroe, M. A. Wallce, J. Martins, T. Y. Kao, K.
Le, E. B. Gralla, J. S. Valentine, J.Biol. Inorg. Chem., 2005, 913-923

%5 3. Miriyala, |. Spasojevic, A. Tovmasyan, D. Salvemini, Z. Vujaskovic, D. St. Clair,
|. Batinic-Haberle, Biochim. Biophys. Acta, 2012, 794—-814

% |. Batinié-Haberle, J. S. Reboucas, |. Spasojevi¢, Antioxid. Redox. Signal, 2010,
877-918

3 M. Baudry, S. Etienne, A. Bruce, M. Palucki, E. Jacobsen, B. Malfroy, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1993, 964—-968

8 D. Lieb, I. Kenkell, J. Miljkovi¢, D. Moldenhauer, N. Weber, M. Filipovi¢, F. Grohn,
l. Ivanovi¢-Burmazovié, Inorg. Chem., 2014, 1009-1020

% A. Dees, A. Zahl, R. Puchta, N. J. R. van Eikema Hommes, F. W. Heinemann, .

Ivanovi¢-Burmazovié¢, Inorg. Chem, 2007, 2459-2470

52



“D. P. Riley, P. J. Lennon, W. L. Neumann, R. H. Weiss, J. Am. Chem. Soc., 1997,
6522—6528

“I'D. P. Riley, S.L.Henke, P.J.Lennon, K. Aston, Inorg. Chem., 1999, 1908-1917
42). Kupai et al., ARIKVOC, 2016, 130—151

B, Draho$, J. Kotek, P. Hermann, |. LukeS$, E. Téth, Inorg. Chem., 2010, 3224—
3238

* V. V. Zhdankin, J. Org. Chem., 2005, 6484—-6491

% U. Luning, R. Baumstark, K. Peters, H. G. von Schnering, Liebigs Ann. Chem.,
1990, 129-143

“® A. R. Katritzky, R. J. Murugan, J. Chem. Soc., 1987, 1867—1869

47 B. S. Chhikara, N. Kumar, V. Tandon, A. K. Mishra, Biorg. Med. Chem., 2005,
4713-4720

“8 K. G. Furton, A. Norelus, J. Chem. Ed., 1993, p. 254

9°0. Iranzo, Bioorg. Chem., 2011, 73-87

% M. W. Sutherland, B. A. Learmonth, Free Radical Res., 1997, 283—289

*'D. P. Riley, R. H. Weiss, J. Am. Soc., 1994, 387-388

2D. P. Riley, O. F. Schall, Adv. Inorg. Chem., 2007, 233—263

53



