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1. Obecny uvod

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je velmi ra¥ technika, ktera je zaloZena na
interakci jaderného spinu a&aiho magnetického pole. V roce 1946 Felix BlocBdaard Mills
Purcell nezavisle na sdfzjistili (za tento objev obdrZeli v roce 1952 Nabe! cenu za fyziku), Ze
nékterqd atomova jadra mohou absorbovat energii radiorertniho elektromagnetického pole,
kdyZ jsou umistna v externim magnetickém p8li.S nastupem @dtact a pulznich technik se
stala tato metoda nepostradateln@ zkoumani chemické struktury, sledovani dynamitkyc
proces ¢i urcovani konformaci molekul. V poslednich letech siaswelmi dileZitou aplikaci
NMR efektu diagnosticka a zobrazovaci technika aveimografie magnetické rezonance (MR,
Magnetic Resonance maging. Nespornou vyhodou MRI ve srovnani s jinymi diegtickymi
metodami, jako jsou na&p pcaiitatova tomografie (CT), jednofotonova emisni ¢patova
tomografie (SPECT) nebo pozitronova emisni tomagrédPET), je, Ze nevystavuje sledovany
objekt vlivaim vysoce energetického ionizujicihotesdi. Princip této metody je zaloZen na
pomysiném rozéleni sledovaného objektu na segmenty vyuZzitim egrailimagnetického pole a
naslednym pétatovym zpracovanim natfenych NMR signdl, ¢imZ se ziskd vysledny MRI
obraz. Msfenym jadrem je n&astji 'H v molekule vody, protoZe té obsahuje lidsk® kolem
70 hm%. Pra¥ diky tomu Ize sledovat patologické fyziologické znmény v mekkych tkanich.
Podle usptadani MRI experimentu lIze ziskat obraz odpovidafistribuci vody ve zkoumané
tkani nebo také hodnotédm-a T,-relaxanich¢asi (o relaxaci a relaxaichéasech bude pojednano
v kapitole 2.1.2.). Takto lze ziskdizné snimky, ozr@vané jako tzv. vdZzené protonovou hustotou
neboT;- ¢i Tvazené. Vznikly kontrast je poté dan skuesti, ZeT;- a T,-relaxani casy se liSi
mezi iznymi tkargmi, po. mezi zdravou a patologicky ZmEnou casti téze tk&h Hodnoty
relaxanich ¢adi se néni v zavislosti na biochemickych podminkach (korne vody, teplota,
pH, koncentrace soli atd.) ve zkoumané tianimgle je Ize zninit aplikaci tzv. kontrastni latky
(CA, Contrast Agen). Po intraven6znim podani kontrastni latka putagvnim fecisttm az do
sledované tk&h Jeji nerovnorrnou distribuci pak na MRI snimku vznika kontragako
kontrastni latky se pouZivaji skmniny s paramagnetickym iontem kovu. V dne3niédsou
v humanni medictvyuzivany nejastji komplexy Gd*. Jedny z prvnich kontrastnich latek v3ak
byly sloweniny Mrf*¥! Dvojmocny mangan je vysoce paramagneticky a vgesps unikatnimi
biologickymi vlastnostmi se stava atraktivni kostrd latkou pro MRI. ProtozZe je vS8ak mangan ve
vysokych davkach neurotoxicky pro lidsky organismbsani to jeho dalSimu vyuZiti. Jedna

Z moznosti, jak snizit jeho toxicitu, je manganditokomplexovat s organickymi ligandy.



Tato bakaléskd prace se zabyva navrhem a vlastni syntézoungotél® vhodnych
makrocyklickych ligand pro komplexaci Mf, zaloZenych na 1-oxa-4,7-diazacyklononanovém

skeletu siiznymi pendantnimi rameny (Obrazek 1-1).

H,L1 R=-COOH

HL2 R=-POOH)H
R/\N' N\ /\R

</ \> HL3 R =-PO(OH)Ph

© HL4 R =-PO(OH)(OE)

H,L5 R=-PO(OH),

4

Obrazek 1-1: Ligandy, které byly navrzeny a syntetizovany prielsivni komplexaci MA*



2. Teoreticka cast

2.1. Nuklearni magneticka rezonance (NMR)
2.1.1. Fyzikalni princip

lit 4

Spinové kvantovécislo jadral je charakteristicka vlastnost jader.ak& nabyvat nuly,
polctiselnych a cekdselnych hodnot. Jadra se sudym protonovym a nokleom &islem ¢°C,
®0) maji 1 =0. Jadra slichym protonovyndislem a sudym nukleonovyngislem maji
| = cela&iselny ¢‘N, ?H). A konené jadra s lichym nukleonovyriislem majil = polasiselny ¢H,
3C, N, *P). VNMR spektroskopii jsou aktivni jen jadra sia®vym spinovym kvantovym
¢islem (I #0).
Velmi dalezitou vlastnosticastic s ndbojem je magneticky momept Pro jeho z-tovou
komponentuy, plati vztah (1):

W, =ymh 1)

kde je:
y  gyromagneticky pogr jadra
m, moment hybosti; nabyva hodnoy =1, 1-1, ..., 4

/] redukovana Planckova konstantes h/ 277

Spinové stavy jadra jsou prostoédwantovany a nabyvajil 2 1 hodnot. Jednotlivé spinové stavy
popisuje hodnotam,. V zakladnim stavu nejsou jaderné spiny v prostoijak uspdadany a
neexistuji mezi nimi Zzadné energetické rozdilyu&ie se ovSem zmi, pokud na tento spinovy
systém jisobime vij$im magnetickym polerB,. Pro jadra sI =+ dochazi k usp@adani spif
bud’ v paralelnim nebo antiparalelnim &mn s vektorenB,. Kazdé orientaci ifslusi jista energie

E., , pro tu plati vztah (2):

E, =-u.B, =-mBym; (2)

Energeticky rozdil mezi dwna energetickymi hladinami je potdE = B,. Populace
jednotlivych energetickych hladin $&li Boltzmannovou distribuci. Jaderny magnetickynmat
vykonava ve viSim magnetickém poli precesni pohyb (Obréazek 24#tgry lze popsat
Larmorovou frekvencl (3):

B

21T

®3)
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Byva proto zvykem v NMR spektroskopii vyjanvat intenzitu magnetického pole v jednotkach

Larmorovy frekvence (MHz).

@

v)

Obrézek 2-1: Ve vrgjSim magnetickém poliBy vykonava magneticky momernfi precesni pohyb
charakterizovany Larmorovou frekvenci. Precesniypgle zpmisoben interakcB, a £/, . SilaF, kterd nuti
magneticky moment k precesi, je dana vektorovyntisem F =pxB a je orientovdna ve simu y-0sy.

Protoze j&= kolmé naB, a, opisujep kruhovou dradhu kolem osy

2.1.2. Relaxaéni procesy
lit. 1!

Pro popis redlného vzorku je dobré zavést pojenb@osgpinovych stav Kazdému spinu
v tomto souboru fislusi jaderny magneticky moment. Vektorovym &em tchto jednotlivych
prispsvku pak vznika makroskopické veéina M zvana magnetizace, které je orientovana v&sm
vngjSiho magnetického polBy. Vektor magnetizace Ize sklopit o libovolny Uhelikaci mizne
dlouhého pulzu s magnetickou indulii Takto sklopeny vektor magnetizace je nucen vykahéa
precesni pohyb o Larmoré¥rekvenci dané intenzitou magnetického pBle Mechanismy, které
navraceji vektor magnetizace do rovnovazné polobs, oznauji jako relax&ni procesy.
RozliSujeme dva mozné mechanismy. Spifizkovou relaxaci, ktera souvisi s fgtem slozky
vektoru magnetizace ve sm osyz (M,), ozn&ovanou jako longitudinalni, charakterizovanou
¢asovou konstantod;, a spin-spinovou relaxaci, oZftwanou jako transverzalni. Ta souvisi

s Ubytkem slozky vektoru magnetizace z rouigyfM,,) a popisuje jcasova konstant&.

2.2. Relaxace v p fitomnosti paramagnetik
lit. &7

Pritomnost paramagnetického centra blizko molekulydyvose projevi zkracenim
longitudinalniho a transverzalniho rel&réo ¢asu [T, T,). Pozorované hodnoty relasdch ¢asi
(T1.0ps T2,0n9 rozpoustdla jsou dany sattem diamagnetickéhotispevku (T1 g a T, g relaxani cas
samotného rozpougtla bez pitomnosti paramagneticke latky) a paramagneticke#fspivku (T,

aT,p). Ve Zednych roztocich plati Solomon-Bloembergen-Morgantaarie popisujici relaxaci



jader rozpougdla v gritomnosti paramagnetické latky (4). Tato teorigétakvadi pojem relagai
rychlostR jako reciprokou hodnotu relagaiho ¢asuT. S vyuZitim tohoto vztahu ide byt rovnice
(4) prepsana do tvaru (5):

1 :i+i, i=1,2 (4)

Ros=Rg*R . 1=12 ()
ProtoZe paramagneticlkilen je gimountrny koncentraci paramagnetické latky [M], lze rani
(5) zapsat také jako:

Rows =R +r[M], =12 (6)
Konstanta urrnosti r; se nazyva relaxivita a charakterizuje schopnosamagnetické latky
vyvolat relaxaci. Uvadi se v jednotkaclvm s™. ProtoZe v MRI se jedna o relaxaci pratomdy,
ozna&uje ser; jako protonova relaxivita. Celkova hodnota relétyije dana sottem gispsvku
vnitini koordin&ni sféry (IS, inner-sphere), &8i koordin&ni sféry (OS, outer-sphere) a druhé
koordina&ni sféry (SS, second-sphere) (7):
— rils +rios_H,iss @

r.

I
Prispivek r® pochazi z relaxace molekul vody, které jseimp koordinovany na paramagneticky

ion kovu. Tyto molekuly jsou nejblize k paramagdetimu centru a maji nejvice urychlenou
relaxaci vodikovych jader. Paramagneticky ion kegeak ovliviiuje i relaxaci molekul vody, které

na r¢j nejsou pimo koordinovany, ale nachézeji se v dostadeblizkosti paramagnetického centra,

S a je srovnatelny $'° . Delsi vzdalenost

nag. vlivem difuze. Tento fispivek popisujeclen rio
molekul vody od paramagentického centra je vyvaieét&im patem gitomnych molekul vody.
Specialni pipad vrgjsi koordin&ni sféry je druhd koordiai sféra. Tuto sféru t¥o molekuly
vody vazané na paramagneticky komplex jinym typarterakce, nap vodikovou vazbou.

Molekuly vody tak setrvaji v blizkosti paramagnkého centra déle, neZz odpovida ¥#nh
zpasobené difuzi. K celkové relaxivitprispiva ¢len r°° 10-20 %. Zatimco ifspivek vrgjsi
koordin&ni sféry nelze ovlivnit volbou ligandu (j@sté zavisly na difuzi), tak fispivek vnitrni
koordin&ni sféry a druhé koordidai sféry Ize ladit volbou ligandu. Schématické avé&ni ti
typt molekul vody v blizkosti paramagnetického komplerazotiuje Obrazek 2-2.

Protonova relaxivita je ffmoun®rna pa@tu molekul koordinované vody na paramagneticky kov.

Paet koordinovanych molekul vody vyjage hydraténi ¢islo g.



Obrazek 2-2: Schématické znaza¥ni ti typi molekul vody, které se nachazeji v okoli paramtgkého
iontu kovu. V prvni koordingni sfé&e je molekula vody ifimo koordinovana na paramagneticky ion kovu.
Vnéjsi koordingni sféra je také ovliwma paramagnetickym iontem kovu. Specialfipad vrgjsi
koordinani sféry je druha koordigai sféra, ve které jsou molekuly vody vazané naampagneticky
komplex nap. vodikovou vazbou. Zdroj: obrazek byepzat z lit?

2.3. Chemicka povaha kontrastnich latek

Z fyzikalniho pohledu Ize kontrastni latky r@kt na Ti-kontrastni latky, ozr@mvané jako
paramagnetické, aT,-kontrastni latky, oznmvané jako superparamagneti¢ké.Zatimco
T,-kontrastni latky indukuji pozitivni kontrast, fiesiluji'H NMR signal ve tkani, talt,-kontrastni
latky zpisobuji lokalni snizenfH signalu, které se projevi ztmavnutim zobrazovas.”
T;-kontrastni latky jsou chemickou povahou komplegygmagnetickych iofitkovi s vhodnymi
ligandy. Negastji se jedna o komplexy Gt méré casto o komplexy Fé a Mrf*.*” Podstati
nowjSi skupinou jsour,-kontrastni latky. ¥tSinou se jedn& o nat#@stice oxid Zeleza (magnetit
Fe;0,4, maghemity-Fe0s) pokryté vrstvou nap dextranu nebo polyethylenglykolu (Obrazek 2-3).
Podle své velikosti jsou rozkkny na fi hlavni skupiny:
i) MPIO (Micrometer-sizedParamagneticlron Oxide,
fadov mikrometry),ii) SPIO Supeiparamagnetid ron
Oxide iadow stovky nanomef), a iii) USPIO

(Ultrasmall ~ Supemparamagnetic  Iron Oxide

b. bickempatibilni
obal

<50 nm)*¥ Mimo to Ize kontrastni latky roztit na

nespecifické a organ®v specifické. \&tSina proteiny protildty

gadolinitych komplei jsou nespecifické kontrastni ojddmmofdsﬂce

latky, vyjimku tvai gadolinité komplexy s vysokou Obréazek 2-3: Schématické znazosni

hepatobiliarni  exkreci. Mezi organbv specifické MRI kontrastni latky zalozené na
o L nanaasticich. Jadro nadastice je

kontrastni latky Ize zahrnout SPIO a preparaty zsié obaleno biokompatibilnim obalem, na

kterém  mohou byt navazany
bioaktivni molekuly. Zdroj: obrazek
DaleZitym parametrem potencionalnich kontrastnich byl prevzat z it

na komplexech M2

10



latek pro pouZitin vivoje jejich stabilita v roztoku. Na tu Ize nahlibek’ termodynamickym nebo
kinetickym pohledem. Vysokych konstant stabilityd@sazeno vhodnou volbou ligandu. Mnohem
dulezitejSi je vSak kineticka stabilita. Jedna se htaenkinetickou inertnost &&i transmetalaci
biogennimi prvky (hlavét C&* a Zrf*), transchelataci a kyselé dekomplexaci. Potentidna
kontrastni latky musi byt sam@mé dokre rozpustné ve v@éda je vhodné, aby &y nizkou

osmolalitu.

2.3.1. Kontrastni latky zaloZzené na komplexech Gd =~ **

V Klinické praxi se pouzivagkolik nizkomolekularnich gadolinitych komplégxnekteré z nich
uvadi Obréazek 2-4. Magnewist Omniscafi, Dotarenf a Prohance pati mezi neselektivni
extracelularniT,-kontrastni latky. MultiHanc® a Primovist kombinuji vlastnosti konvemich
neselektivnich Gt-kontrastnich latek a selektivituidi jaternim butkdm. PouZité ligandy Ize
rozc&lit do dvou strukturnich skupin odvozenych od makidického ligandu DOTA (resp.
DO3A) a acyklického ligandu DTPA. Koorditai ¢islo Gd* v komplexech je obvykle 8-9,

vzhledem k pouzitym oktadentatnim
Tabulka 2-1: Efektivni magnetické momenty

ligandim  zbyva tedy nanejvyS jedno  \yphranych lanthanitych katiomt Hodnoty jsou

koordinani misto pro dalsi ligand, regjstji I‘il'{‘.’ﬁflny v hodnotach Bohrova magnetonu (B.M.),
vodu. VSechny klinicky pouZivané
+ Hett
Gd**-kontrastni latky majf = 1. Ln? 5 'ev'
Gadolinity ion ma& sedm neparovych _
. . . o ce” 2,56
f-elektrom, které zgisobuji vysoky efektivni
ticky t 7,94 B.M@ i 362
magnetic momen =7, M
fl lz/ lanth l:;ﬁ Nd” %08
Ackoli nékteré lanthanoidy maji, jese
p Y Malider ] Sn* 1,55-1,65
vy33i (nap. Dy°" a Ho", viz. Tabulka 2-1), je
y3sf (nap. Dy’ " ) Eu** 3,40-3,51
dalSi vyhodou Gd jeho totélg symetricky
W 8’ y Y Gd* 7,94
elektronovy stav , diky kterému ma
W Sz diky Tb** 9,70
zhruba 1Bkrat del3i elektronové relasai 5
] Dy 10,6
casy Tie a Ty nez ostatni lanthanoidy.
casy e @ Tz dy Ho™ 10,6
Prag tato vlastnost ma zasadni vliv na .
Er 9,60
schopnost GY urychlovat relaxaci okolnich -
Tm 7,60
jader. a
Yb 4,50

Komplexy Gd* jsou hydrofilni, jsou proto

@ Bohriiv magneton B.M. vyjaidije piblizngé magneticky moment elektronu, je dan vztahgm = —.

2m,

V Sl jednotkach ma hodnotu, = 927,400915(23) J 113

11



z &la vylucovany v nemetabolizované foémmodi. U pacient s renalni insuficienci fize dojit

v souvislosti s pouzivanim &ekontrastnich latek k onema#mi zvanému systémova nefrogenni
fibr6za (NSF NefrogenicSystemidribrosis). Toto onemoc#ni postihuje KZi, ledviny, srdce, jatra
a plice™ Jedna se hla¥no Gd*-komplexy s acyklickymi ligandy odvozenymi od DTPFento
efekt je vys¥tlovan menSi kinetickou inertnostichto komplex vici kyselé dekomplexaci a delsi
dokz, kterou kontrastni latka stravi &l¢ v disledku Spatné funkce ledvih.

Kvili své nizké molekulové hmotnosti (kolem 500 Dajssd*-kontrastni latky rychle vyplaveny
z intravaskularniho prostoru kapilarami do inteisthiho prostoru. Jejich biodistribuce je tedy

nespecificka. DalSi nevyhodou je neschopnost pranik gles hemoencefalickou bariéru. SlouZzi

PRV Y]

(o] (o]
Magnevist® Omniscan®
Gd-(DTPA) Gd-(DTPA-BMA)

(o o [0 O
N SR
TN TN
O~-rl “O--.t .

K"-éé%?--.]_ Q-éé%‘---j

RN ---0” S, JT--OH
T T
: o ; CHs
o- o
(o] o)
Dotarem® ProHance®
Gd-(DOTA) Gd-(HP-DO3A)

° ﬁ
o\/CHs

MultiHance® Primovist® (Eovist®)
Gd-(BOPTA) Gd-(EOB-DTPA)

Obréazek 2-4: Struktury rekterych klinicky pouZivanych nizkomolekularnich kolexi Gd** jako
kontrastnich latek v MRI; koordinovana vodp= 1 pro vSechny komplexy) byla préghlednost vynechana

2.3.2. Kontrastni latky zaloZené na slou  &eninach Mn #

K dnesnimu dni je v klinické praxi vyuzivan jen gedpreparat — Teslas¢arkomplex Mif* a

DPDP (Obrazek 2-5a). Tento preparat slouZi k zmdi jater, slinivky, ledvin a srdeiho
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svalu*? Na tomto ligandu lze vil jistou strukturni a koordigai podobnost s EDTA
(Obrézek 2-5b). Hexadentéatni ligand dovoluje kawadi jedné molekuly vody. Préce, které se
zabyvaly studiem kompléxMn®" a EDTA, ukazuji, Ze ligandy odvozené od EDTA byhigdoyt
dobrym  zgdtkem pro navrh  novych ligaid pro  komplexaci  manganu.
Je znama mala toxicita NMN(EDTA)] (LDs, =7 mmol kg* pro krysu) ve srovnani s MngCl
(LDso = 0,22 mmol kg").'"*® Navic relaxivity [Mn(EDTA)HO]* a [Gd(DTPA)HO]* jsou
podobné (2,9 a 4,1w* s, msteno g 20 MHz, 35 °C)™!

7

N e} o
M2 === /\
N Q0 N N
OHHO \P/ HO OH
/ TTOH
O
o OH HO o

Teslascan” EDTA
Mn-(DPDP)

Ho— P\,
OH

N
B
(¢}
O\\/ =
N
N
(a) (b)
Obrézek 2-5: (a) Struktura jediného Mitkomplexu pouZivaného v klinické praxi jag-kontrastni latka v
MRI; koordinovana vodag(= 1) byla pro pehlednost vynechana. (b) Struktura ligandu EDTA
Ve stopovych mnoZstvich je mangan nezbytny provgdrg/voj a funkci tla. Je dlezity pro
spravnou funkci &kolika ttid enzynti. Je kofaktorfady biologicky dlezitych enzyni, zahrnujici
arginasu a mangan superoxid dismutasu v mitochichdikterd hraje wezitou roli v obrag proti

% Témst 80 % manganu se naléza v mozku v astrocytech eeifigikém

volnym radikatm.
enzymu glutaminsyntetase, ktery se&agtiuje neurotransmise. Na druhou stranu existuje mnoho
studii, které popisuji otravy lidi vystavenych vgik expozicim manganu. U exponovanych lidi a
nekterych primat je popsana forma Parkinsonovy choroby — mangargsniRatologicky
mechanismus je zaloZen na poskozeni bazalnichig8figl

Sloweniny Mrf*, nefastji MnCl, se pouzivaji jako kontrastni latky pra vivo studie
neuroarchitektury u zid@t. Technika, kter4 se k tomu vyuziva, se éaj@eMEMRI (Manganese
EnhancedMRI). Tato technika dovoluje pidit T;-vazené snimky mozku nebo jekiésti po
nitroZilni aplikaci, po aplikaci do smyslovych orgalze sledovat spojeni s mozkem, lze také
vizualizovat spojeni mezi jednotlivymi centry v nkoz pog. dlouhodok sledovat plasticitu
neuronovych spéj bshem girozeného vyvoje nebo nemoci moZkt?>?® Techto zajimavych
aplikaci je dosaZeno unikatnimi viatnostmi ¥InJe to dano skuteosti, e MA" ma podobny
efektivni iontovy polondr jako C&" (r

=90,0 pm, r_,. =100 pm) a dokaze ho v mnoha

Mn2+ Ca2+
biologickych systémech mimikov&f! DileZitou roli hraje distribuce manganu do centrénih
nervového systému (CNS). Ta je zptedkovana festupem fes hemoencefalickou bariéru.
Z dosavadnich vysledkvyplyva, Z2e se naém podili dva mechanismy —fgstup pes cerebralni

kapilary a cerebrospinalni mok, a nefichovym nervent”
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3. Motivace a cile prace

Cilem této bakak&ké prace byloifpravit modelovouadu novych potencionalnich ligaingro
selektivni komplexaci Mii. Motivaci je skut&nost, Ze nejsou znamy komplexy #s vhodnymi
ligandy s relevantnimi vlastnostmi pro pouZiti jgkmtenciondlni kontrastni latky pro MRI. Jedna
se hlavé o termodynamickou a kinetickou stabilitu. Je znarb® mangan mé velkou afinitu
k ligandim sO-donorovymi atomy, mensiK-donorovym atorim.

Kladny naboj MA" v komplexu je nutné kompenzovat mapkarboxylovou skupinou.
Z donorovych atorin, ke kterym mé& mangan afinitu, se nabizi jako megna@r¢ derivatizovany
N-atom. Proto byl jako z&kladni skelet ligénziolen 1-oxa-4,7-diazacyklononan, [9} Diky
makrocyklickému efektu by mohlyfipravené ligandy vykazovatétsi kinetickou inertnost ve
srovnani s acyklickymi ligandy s motivem EDTA. Beifi dusikového atomu Ize 2mit vhodnou
substituci. Jako pendantni ramena byly zvoleny deaylova, fosfinova (pop fenylfosfinovd) a
fosfonové skupina. U fosfinové a fenylfosfinové gy je fedpokladan zaporny indtki efekt
(-1), ktery ma vliv na sniZeni bazicity dusikovéhonatio Naopak fosfonova skupina s kladnym
indukénim efektem (H méa obvykle op&ny Vviiv.”® Preferované koordigai ¢islo Mrf*

v komplexech je 6-7.1pravené pentadentatni ligandy dovoluji tedy kooadi minimalg jedné

molekuly vody.
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4. Experimentéalni ¢&ast

4.1. Seznam pouzitych chemikalii

V8echny komeame dostupné chemikalie a rozpotdi byly od dodavatél Acros Organics,
Aldrich, Fluka, Lach-Ner a Penta. Proagvlacel nebyly dale cisttny a su3eny, kro#n
N,N-dimethylformamidu (DMF), ktery byl sugen podleldft, a MeCN, ktery byl susen refluxem
s ROy a néslednou destilacifiPsyntézach byl pouzit paraformaldehyd odfiltrovarss starych
roztoki formalinu. Pro rifeni NMR spekter byla pouZita deuterovana rozpuoilgt- D,O, 99,8 %
D (Chemotrade) a DMS@6, 99,5 % D (Chemotrade).

Deteléni ¢inidla pro TLC

Dragendorffovocinidlo: roztok A: 1,7 g Bi(N@)s:BH,O ve 100 m snesi H,O:AcOH 80:20;
roztok B: 40,0 g Kl ve 100 mH,O; smichano 5 mroztoku A, 5 m roztoku B, 20 m konc.
AcOH, 70 m. H,O

ninhydrin, 0,5% ethanolicky roztok

Cu(OAc), 5% vodny roztok

4.2. Metody charakterizace

4.2.1. NMR spektroskopie

Méteni spektetH, °C a®*P NMR bylo provadno na spektroskopu VNMRS300, spektroskopu
Varian™™ INOVA 400 a spektroskopu Brucker Avanae)(600. Pokud neni uvedeno jinak,
méreni probihalo P teplot 25°C. VSechny uvaghé hodnoty chemickych posund jsou
v jednotkach ppm a jsou zaokrouhlovany na& desetinnd mista. Inter&k konstantyJ jsou
v jednotkach Hz, zaokrouhleny na jedno desetinnétaniChemické posuny sigialbyly
referencovany na interni standatdguOH (&, = 1,25;a: = 30,29 a 70,36) nebo piky rozpaidia
CD,HSOCD; (d; = 2,50), (CR),SO (& = 39,52), HDO @, = 4,70). Pro referend’P NMR byl
pouZit externi standard 85% roztokPD, v D,O (& = 0,00). Viechn&C NMR spektra a ¢ktera
P NMR spektra byla na#tena s ,decouplingem* vodikovych jader.

4.2.2. Hmotnostni spektroskopie (MS)

Hmotnostni spektra byla n&pena na hmotnostnim spektrometru Brucker ESQUIRE) 300
ES-iontrap sionizaci elektrosprejem (ESI) v penitin i negativnim modu @ UK),
a hmotnostnim spektroskopu Thermo Scientific LC&F(Ustav organické chemie a biochemie
AV CR v Praze). HR MS spektra byla ziskana ESI instniaw. VVzorky byly rozpushy bud
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v MeOH nebo v HO, ndaedny mobilni fazi (MeOH nebo MeCN) a injektovany |25
mikrostikatkou Hamilton rychlosti 25QL min™. Uvedeny jsou jen signaly, které se pidda

interpretovat.
4.2.3. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie byla provad na dvou typech destik: Silufol’ (Kavalier)
s Sirokoporéznim silikagelem nanesenym na hlinikkdli€a TLC aluminium sheets silica gel 60
Fs4 (Merck). Rislusné mobilni faze a metody detekce jsou uvedeuny u jednotlivych latek.

HodnotyR jsou uvadny na d¢ desetinna mista.
4.2.4. Rentgenostrukturni analyza

Struktury monokrystdl byly nangéfeny nacétyikruhovém difraktometru NONIUS KAPPA
CCD se zdrojem z&ni MoKa. ReSeni struktury bylo provedeno v programu SIRH2
vypresiovani struktury v programu SHELXL8&# a vizualizace struktury v programu
PLATON

4.2.5. Elementarni analyza

Elementarni analyza byla provedena na Ustavu makedmlarni chemie AVCR v Praze na
automatickém analyzéatoru Perkin Elmer 2400. Hmdtrigwocenta jsou uvéda na d¥ desetinna

mista.
4.2.6. Stanoveni teploty tani

Teploty tani byly stanoveny na bodotavku Bichi B-54
4.3. Syntetickd €ast

TsCIl/NaOH Ts
NH
HzN/\/ 2 - = /NH\/\NH/

THF, H,O TS
1 2
Tso OTs
HO O~y  TsCI/NaOH
—_——
o)
THF, H,0
3 4
[ \ 2Br- —\
+ + Ts /TS
HN - NHp HBI/ACOH (1:1) S5NGON MeONa
- B
§/0\> reflux 48 hod </O DMF, 80 €
6- 2HBr 5

Obréazek 4-1: Schéma fipravy [9]-N,O-2HBr 6-2HBr)
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2Br-
BrCH,COOH, NaOH L\
2 _ | Hooc” HNT HNTT >cooH
80 T, 12 hod
0
H,L1. 2HBr
o) 0
H,PO,, (CH,0), W, /\N/ \N A
H,0, 45 <, 12 hod LS </ \> du H
o
H,L2
Ph
\P/O
2Br~ P
H™ \
HN" NHy oH (CH:0), \\/\/ \/\//
Ph”” \
X/OJ 1:1 aq. HCI, 60 T, 12 hod </ \> e
6 2HBr
H,L3
P(OEt),, (CH,0 [\
(0D, (CH,0), EL,0.P7 SN N7 O POSE

60C,12hod
0

7 1.Me,SiBr

LiOH | 2H0
EtOH/H,0 (1:1),  MeCN, RT, 24 hod
45T, 3d

\ o) —\ 0

\\ /\ /\ // \\P/\N N/\P//
Ho™ 1\ SOH HO™ \ / OH
EtO OEt HO OH
o)
H,L4 H,L5

Obrazek 4-2: Schéma fipravy ligand

4.3.1. N,N'"-bis(p-toluensulfonyl)ethylendiamin (2) — postup 1

NH TsCl/NaOH NH Ts
HNT2 0 ————= AL
) Et,0, H,0 X

Reakce byla provedena analogicky podI€%itDo 1L varné baky s magnetickym michadlem
bylo vneseno 10,00 g (0,17 mdl) 50 m. destilované vody a 14,50 g (0,36 mol, 2,1 ekvivaigen
NaOH. Bshem dvou hodin pak bylo zaukladného michani fjdno 68,70 g (0,36 mol,
2,1 ekvivalent) TsCl v 250 m Et,O. Beéhem exotermni reakce doSlo k vyeai tSiny EtO. Bila
krystalicka sraZenina produkt@ byla suspendovana v destilované &odasleds odsata na
Buchnero¥ nalevce a &kolikrat promyta vodou. Surovy produkt byl reknyjstzn z 1,5 horkého
EtOH. Roztok byl ponechan k volné krystalizatégp noc. Vylodené bilé krystalky produktu byly
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odsaty na frit S2. Prvni frakce bylo ziskdno 54,00 g, tj. 86 riee Mat&ny roztok byl odpgen
cca na 1/3 objemu, ponechan kvolné krystalizachdaledd byla izolovana druha frakce

s vytZzkem 1,50 g, tj. 2 % teorie.

Charakterizace:

T, = 163,0°C (EtOH) (lit** 163,0-164,0 °C).

'H NMR (399,95 MHz, DMSQd6): J 2,38 (s, 6H, -Ch), 2,71 (d, 4H, -El,NH-, %34 = 5,6 Hz),
7,37 (d, 4H, arom3),y, = 8,0 Hz), 7,59-7,62 (m, 6H, arom., -NH-).

BC{*H} NMR (100,58 MHz, DMSOd6): & 20,93 (2C, -CH), 42,10 (2C, -Cht), 126,43 (4C,
arom. -CH-), 129,63 (4C, arom. -CH-), 137,31 (2@na kvartérni), 142,70 (2C, arom. kvartérni).
MS (ESI):(+) 390,8 (M+Na)j, vyposteno 391,1.

4.3.2. N,N'-bis( p-toluensulfonyl)ethylendiamin (2) — postup 2

TsCIl/NaOH
HZN/\/NHZ —_—

THF, H,0

T
/NH\/\NH/ S

2

Ts
1

Do 1L varné baky s magnetickym michadlem bylo vneseno 30,00 §0(&qol) 1, 185 m.
destilované vody, 185mTHF a 67,50 g (1,69 mol, 3,4 ekvivaléntNaOH. Obsah hky byl
chlazen v ledové lazni o teptod °C. BEhem dvou hodin pak bylo zaikladného michaniimano
200,20 g (1,05 mol, 2,1 ekvivaléntTsCl ve 450 m THF. Reakni smés byla michanafes noc
pii laboratorni teplat Nasled® byl obsah biky pieveden do cca il 5% aq HCI. Za chvili se
z&lala tvdit bil4 sraZzenina produkt® (pozn. sraZzeninu je dobré nechat igoprokrystalovat fes
noc). Vylowena sraZzenina byla odsata na Bluchnermdtevce a 3krat promyta destilovanou vodou.
Surovy produkt byl rekrystalovan z horkého EtOHIldt¢ené bilé krystalky produktu byly odséaty
na fritt S2. Bylo ziskano 137,50 g (75 % teoretickéh@&Zku).

Charakterizace:

Latka2 byla charakterizovana stejjako pi postupu 1.
4.3.3. N,N'"-bis( p-toluensulfonyl)diethylenglykol (4)

° TsCI/NaOH TsO  OTs
/\/ \/\ _—
HO O rhE, H,0 o)

3 4

Reakce byla provedena podled#. Do 1L varné baky s magnetickym michadlem bylo
vheseno 32,00 g (0,30 md) 42,00 g (1,06 mol, 3,5 ekvivaléntNaOH, 200 m destilované vody
a 200 m THF. Za dobrého michani a chlazeni v ledové l@zteplot 0°C byl bshem 2 hodin
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ptikapan roztok 126,00 g (0,66 mol, 2,2 ekvivaignTsCl v 300 m THF. Reakni sn&s byla
michana fes noc. Néaslednbyla pevedena do 12 kadinky s 300 m 5% aq HCI. Za mirného
michani se vylotila nazloutlé krystalick& sraZzenina produltukterd byla odsata na Bichnetov
nalevce a &kolikrat promyta vodou. Surovy produkt byl rekrystzn z 750 m horkého EtOH.
Bylo ziskano 65,50 g, tj. 56,5 % teorie, bilychkatki produktud4. Matesny roztok byl odpgenin
vacuocca na 1/3 objemu, ponechén k volné krystalizacésleds byla izolovana druhéa frakce

s vyttZzkem 4,60 g, tj. 4 % teorie.

Charakterizace:

T, = 88,0-89,4 °C (EtOH) (Iit? 87,0-87,5 °C).

'H NMR (299,94 MHz, DMSQd6): 52,41 (s, 6H, -Ck), 3,51 (t, 4H, -Ch, 3y = 4,5 Hz), 4,05
(t, 4H, -CH-, ®Jun = 4,5 Hz), 7,46 (d, 4H, arontdyy = 9,3 Hz), 7,76 (d, 4H, arontly, = 8,4 Hz).
BC{*H} NMR (75,420 MHz, DMSOd6): & 21,07 (2C, -CH), 67,77 (2C, -Ch), 69,72 (2C,
-CH,-), 127,58 (4C, arom. -CH-), 130,11 (4C, arom. -;H32,33 (2C, arom. kvartérni); 144,91
(2C, arom. kvartérni).

MS (ESI):(+) 436,9 (M+Naj, vypasteno 437,1.

4.3.4. 4,7-bis( p-toluensulfonyl)-1-oxa-4,7-diazacyklononan, Ts  ,[9]-N,O (5)

2
Ts / \/Ts
N N Ts | \ Ts
H H MeONa N N
+ —»
TsO OTs DMF, 80 C
Co) °
© 5
4

Reakce byla provedena podle postupu #itktery byl modifikovan. Ve 2 dvojhrdlé bace
opatené shora mechanickym michadlem a zboklkapavakou s chlorkalciovou rourkou bylo
rozpuséno 24,66 g (67 mmol2 v 670 m. suchého DMF. Za dobrého micharti feplot 80 °C
bylo pridano 28,00 g (154 mmol, 2,3 ekvivalénB0% roztoku MeONa v MeOH. Zala se tvat
bilad sraZzenina a uvainy MeOH byl odp#en do odtahu digeste. Do této swsi bylo kthem
3 hodin za intenzivniho michantilapano 27,74 g (67 mmo#) v 340 m. suchého DMF. Reg&ki
smes byla michanaiptéto teplo¥ pies noc. Naslednbyla na rotaéni vakuové odparce zahusa
cca na 1/10 objemu. Husty naZloutly roztok byl pptéveden do 2 destilované vody. &hem
mirného michani doSlo k vyldeni bilé sraZzeniny produkth kterd byla odsata na Buchnetov
nalevce. Surovy produkt byl rekrystalovan z 1200horkého EtOH. Bylo ziskdno 14,00 g bilych
krystalki, tj. 48 % teorie.
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Charakterizace:

T, =200,0 °C (EtOH) (Iit** 199,0-201,0 °C).

'H NMR (399,95 MHz, DMSQd6): 52,40 (s, 6H, -Ch), 3,16 (t, 4H, -Ch, 33y = 4,4 Hz), 3,33
(s, 4H, -NCH-), 3,76 (t, 4H, -ChF, Iy = 4,4 Hz), 7,43 (d, 4H, aronilyy = 8,0 Hz), 7,70 (d, 4H,
arom.,®J = 8,4 Hz).

¥C{*H} NMR (100,57 MHz, DMSOd6): & 20,94 (2C, -CH), 51,05 (2C, -Ch), 51,12 (2C,
-CH,-), 71,66 (2C, -Cht), 127,05 (4C, arom. -CH-), 129,90 (4C, arom. -{;H34,83 (2C, arom.
kvartérni), 143,39 (2C, arom. kvartérni).

MS (ESI):(+) 460,9 (M+Na), vyposteno 461,1.

4.3.5. 1-oxa-4,7-diazacyklononan, [9]-N ,O (6)

/’_\ 2B
Ts_ - HBrACOH _HBUACOH (1)) | N e

2
</ \> reflux 48 hod
(0]

6-2HBr

Reakce byla provedena podle postupu publikovanéhio®¥ V 1L baice bylo ve srsi
180 m. 99% AcOH a 180 m konc. HBr suspendovano 15,0(bg Tato srés byla refluxovana
48 hodin na olejové lazni. Nasledhyl natervenaly roztok #kolikrat odpden na roténi vakuové
odparce. Surovy produk® byl precistén chromatografii na silném kationtovém iontanidi
(Dowex 50, 50-100 mesh, Hyklus, 2,5x20 cm). Kyselé distoty byly odstrasny promyvanim
H,0. Produkt byl eluovan 1:1 addCl. Eluat byl odp#en dosucha a poté 2krat z konc. HBr.
Odparek byl rozpush v minimalnim mnozZstvi sési EtOH/HBr 1:1 a vysraZentiglavkem EfO.
Vyloucéené bilé krystalky produkte2HBr byly odséaty na frit S2, promyty B a dosuSeny voén
na vzduchu. VyZzek reakce byl 7,90 g, tj. 85 %.

Charakterizace:

TLC: Merck, EtOH/agNH; 1:1, detekce Dragendorffovyémidlem, R; = 0,70

Silufol® (Kavalier), EtOH/agNH; 1:1, detekce ninhydriner® = 0,50-0,70.

'H NMR (399,95 MHz, DO): J 3,51 (t, 4H, -OCHCH,NH-, 3J4,=5,2Hz), 3,76 (s, 4H,
-NHCH-), 4,05 (t, 4H, -OCht , 33,4 = 5,2 Hz).

B3C{*H} NMR (100,57 MHz, DO): 546,60 (2C, -Cht), 48,66 (2C, -Cht), 68,42 (2C, -Cht).

MS (ESI):(+) 130,9 (M+HJ, vypasteno 131,1.

Elementarni analyzanalezeno (vyp&teno pro GHisN,O-2HBr, M, = 292,01) C: 24,52 (24,68),
H: 5,29 (5,52), Br 55,34 (54,73), N: 9,27 (9,59).
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4.3.6. 1-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-dioctova kysel ina, [9]-N ,ODA (H,L1)

2Br- 2Br-
BrCH,COOH/NaOH
H,N"  NH, i . Hooc” HN' HN' COoH
80 <, 12 hod
0 O
6-2HBr H,L1-2HBr

Ve 250m. baice bylo v 25 m destilované vody rozpugto 5,00 g (17,1 mmok-2HBr a 10%
ag roztokem NaOH bylo upraveno pH na hodnotu 9-1Gtétobyl zakiivan na olejové lazni na
80 °C a Bhem hodiny byl fidan roztok 5,94 g (42,8 mmol, 2,5 ekvivainBrCH,COOH
v 25 m. destilované vody. &hem gidavani alkylgniho ¢inidla bylo pH stale kontrolovano
pH-elektrodou a upravovano 10% .agztokem NaOH na hodnotu 9-10. R&aksnes byla
michana fi této teplo¥ pres noc.

Z reakéni snesi byl produkt izolovan chromatografii na silnéntikatovém iontoninici (Dowex
50, 50-100 mesh, rtyklus, 2,5x20 cm). Ngstoty byly odstradny promyvanim HO. Produkt
byl eluovan 5% aqNHs;. Eluat byl zahu&h na 1/10 objemu ateveden na silny aniontovy
iontorreni¢ (Dowex 1, OH-cyklus, 2,5%x10 cm, eluce 5% .acOH). Po rkolikerém odp#eni
eludtu na rot@ni vakuové odparce byl odparek je&krat odp#en z konc. HBr. Odparek byl
rozpusén ve snési EtOH:konc. HBr (1:1) a sraZzen,Bt Produkt byl odsan na fitS2 a promyt
Et,O. Bylo pipraveno 5,40 g, tj. 80 % teorie, bilého jemkrystalického praskwe formg
H,L1-2HBr-HO.

Charakterizace:

TLC: Merck,i-PrOH/aq. NH/H,O 7:3:3, detekce Dragendorffovyimidlem, R = 0,70.

'H NMR (399,95 MHz, DO): 3,42 (t, 4H, -CH-, ®J. = 5,2 Hz), 3,53 (s, 4H, -GH), 3,95 (t, 4H,
-CH,-, *Jun= 5,2 Hz), 4,06 (s, 4H, -CH).

¥C{*H} NMR (100,57 MHz, DO): 453,87 (2C, -Ch), 56,42 (2C, -Cht), 58,92 (2C, -Cht),
67,92 (2C, -CH), 173,18 (2C, -COOH).

MS (ESI): (+) 246,8 (M+H), vypasteno 247,1; (+) 268,7 (M+N§)vypasteno 269,1; (-) 244,6
(M-H)", vypccteno 245,1.

Elementarni analyza: nalezeno (vyfEno pro GoHigN.Os-2HBr-HO, M, =426,10) C: 28,64
(28,19), H: 5,18 (5,20), Br: 36,90 (37,50), N: 6(63%7).
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4.3.7. 1l-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-bis(methylenfo  sfinova kyselina),
[9]-N,OBPIN (H,L2)

\ 2Br- \
+ + ' H O \\ /\ /\ //
HoN- - N + H,PO, + (CH,0), ————
45 C, 12 hod H™ OH
o)
6 2HBr H,L2

Ve 100m baice s kulatym dnem a magnetickym michadlem byly wégpy 3,00 g
(10,3 mmol)6-2HBrv 30 L vody. Dale bylo fidano 13,60 g 50% agoztoku HPO, (103 mmol,
10 ekvivalent). Baika byla uzaiena plastovou zatkou a reéak snés byla zakivana na olejové
lazni o teplot 45°C. Behem jedné hodiny bylo k reéhi snsi pridano po malych davkach 1,23 g
(41,2 mmol, 4 ekvivalenty) paraformaldehydu. Redksnes byla michanaip této teplo¥ pies
noc.

Nasledr byla zahudna na roténi vakuové odparce (teplota vodni l&zamesmi pekrciit 45 °C)
cca na 1/5 objemu. ZahdB& reakni snes bylacisténa chromatografii na silném kationtovém
iontomenici (Dowex 50, 50-100 mesh, Hyklus, 230 cm, eluce kD). Byly jimany frakce po
50 mL. Fritomnost produktu byla sledovdna pomoci TLC (Et@/dNH; 5:1, detekce
Dragendorffovyméinidlem, Ry = 0,40). Chromatografie byla provedena 2krat. EmA zahu3tn
na rot&ni vakuové odparce riry husty olej, ktery byl rozpudh v cca 20 m vody a lyofilizovan.

ProduktH,L2 byl pripraven ve formy hydroskopické sklovité latky (1,62 g, 55 %).

Charakterizace:

TLC: Silufol® (Kavalier), EtOH/aq. NKi5:1, detekce roztokem Cu(OAcR: = 0,40

Merck, EtOH/aq. NH 5:1, detekce Dragendorffovyémidlem, R; = 0,40.

'H NMR (299,94 MHz, DO): d 3,49 (d, 4H, -€&,PO(OH)H, 2Jp = 9,9 Hz), 3.67 (t, 4H, -CH
cyklus, 33y = 7,2 Hz), 3,88 (s, 4H, -NGHcyklus), 4,07 (t, 4H, -CH cyklus,*Juy = 7,2 Hz), 7,29
(d, 2H,-PO(OHH, *Ji4p = 554,9 Hz).

$pIH} NMR (121,42 MHz, DO): 613,10 (bs, 2P), 12,71 (t, 2Bpe = 85,0 Hz).

3P NMR (121,42 MHz, DO,): 512,73 (t, 2P Jpp = 85,0 Hz), 13,11 (d, 2PJyp = 555,7 Hz).
¥C{*H} NMR (100,57 MHz, DO, T = 40 °C):552,8 (s, 2C, -Ch cyklus), 55,15 (s, 2C, -GH
cyklus), 56,4 (d, 2C, -NCH, *Jcp = 87,3 Hz), 65,7 (s, 2C, -GHcyklus).

MS (ESI): (+) 286,8 (M+HY), vypasteno 287,1; (+) 308,7 (M+N§)vypaiteno 309,1; (+) 324,7
(M+K)*, vypoiteno 325,1; (-) 284,6 (M—H)vypasteno 285,1.

Elementarni analyza: Zidodi silné hygroskopicity vzorku nebyla elementarnilgre provedena.
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4.3.8. 1l-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-bis[methylen(f enylfosfinova kyselina)],
[9]-N,OBPhPIN (H,L3)

[ \ 2Br-  ph f \
+ + \ O llaq HCl \\/\ /\//
HN- - NH; + /P\/ + (CH,0),
H
Q/OJ oH 60T, 12 hod o </ \> OH
6.2HBr H,L3

Ve 100m baice bylo ve 30 m 1:1 ag. HCI rozpusgho 3,00 g (10,3 mmol)p-2HBr a
suspendovano 7,30 g (51,5 mmol, 5 ekvivaleityseliny fenylfosfinové. Biéka byla uzaiena
plastovou zéatkou a sfa byla zakivdna v olejové lazni na 60 °C.éBem hodiny pak bylo po
¢astech fidano 1,90 g (61,8 mmol, 6 ekvivaléhiparaformaldehydu. Re&ki snés byla michana
pii této teplot pies noc. Naslednbyla reakni snés zpracovana chromatografii na silném
kationtovém iontoréni¢i (Dowex 50, 50-100 mesh, “Hyklus, 300 m). Kyselé néistoty byly
odstragny promyvanim HO. Produkt byl eluovan 5% aq. NHPo odp#eni eluatu na rotai
vakuové odparce byl naZloutly odparek rozpastv minimalnim mnozstvi EtOH. Po
nekolikadennim stani se vyléily bilé mikrokrystalické krystalky produktd,L3-NHs-2H,0, které
byly odsaty na frit S3 a vysuseny v exsikatoru nagbR. Bylo pripraveno 3,18 g, coZ odpovida
67 % teorie. Monokrystal pro RTG analyzu byippaven pomalou difuzi acetonu do vodného
roztokuH-,L3-NHs;-2H,0.

Charakterizace:

TLC: Merck, EtOH/aq. NK5:1, detekce Dragendorffovyémidlem, R; = 0,80.

'H NMR (299,94 MHz, RO): 3,00 (bm, 12H), 3,64 (bm, 4H), 7,51-7,77 (m, 10H)

$IpIH} NMR (121,42 MHz, BO): 623,91 (s, 2P).

¥p NMR (121,42 MHz, BO): 523,91 (s, 2P).

¥C{*H} NMR (150,91 MHz, DO): § 52,23 (s, 2C, -CH cyklus), 53,39 (s, 2C, -GH cyKklus),
55,30 (d, 2C, -NCHh, Jep = 104,1 Hz), 65,92 (s, 2C, -GHcyklus), 128,75 (s, 4C, -CH- arom.),
131,11 (s, 4C, -CH- arom.), 131,86 (s, 2C, aronartérni), 135,20 (d, 2C, -PO(OH)C- arom.
kvartérni,"Jep = 127,8 Hz).

MS (ESI): (+) 438,9 (M+HJ, vypaiteno 439,2; (+) 461,0 (M+N8)vypasteno 461,1; (+) 477,5
(M+K)", vypasteno 477,1; (-) 436,8 (M-H)vypasteno 437,1.

Elementarni analyza: nalezeno (wfEmo pro GoH,gN,OsP.-NH;-2H,0, M, = 491,46) C: 49,18
(48,88), H: 7,32 (7,18), N: 8,47 (8,55), P: 10,23,60).
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4.3.9. Tetraethyl 1-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-bis(methylenfosfonat)
[9]-N2O(POzEL2), (7)

P(OEY),, (CH,O [\
HN  NH (OB, (CH,0), _ Et203P/\N N/\PO3Et2
60 T, 12 hod
o o
6 7

Navazka 3,00 g (10,3 mmod} 2HBr byla rozpu&tna v 10 m aqg. roztoku NaOH o pH =12 a
extrahovana 3krat 10imCHCIs. Chloroformové extrakty byly spojeny a vysuSenyvmelym
Na,SQy. Po odp#eni rozpoustdla na roténi vakuové odparce byl ziskan nazloutly olej lagy
ktery byl pouZit dale k reakci.

Odparek latky6 byl v 50m. baice s magnetickym michadlem rozpgust 17 m. (103,0 mmol,
10 ekvivalent) P(OEty. Dale bylo pidano 0,779 (25,75mmol, 2,5 ekvivalént
paraformaldehydu. B&a byla uzaiena plastovou zatkou a zalana na olejové lazni o teptot
60°C po dobu 12 hodin. Nasletlbyl z reakni snesi odfiltrovan nezreagovany paraformaldehyd
na fritt S3 a promyt malym mnozstvim EtOH.

Reakni smeés byla ciSténa chromatografii na silném kationtovém iontomii (Dowex 50,
50-100 mesh, Hcyklus, 300 m). Pred nanesenim re&ki snesi na sloupec byla kolona néjde
promyta 500 m EtOH. Po naneseni byl sloupec promyt1[5tOH a nasledn0,5L vody. Produkt

7 byl eluovan 2,5% roztokem NH/ EtOH. Odp#enim eluatu na rotai vakuové odparce bylo
ziskano 2,49 g produktid, tj. 60 % teorie, ve forgnhnaZloutlého oleje, ktery byl dosusen pod

vakuem.

Charakterizace:

TLC: Merck, EtOH/ag. NH; 5:1, detekce Dragendorffovyémidlem, R = 0,75.

'H NMR (299,94 MHz, BO,): § 1,28 (t, 12H, -OCKCH3, *Juy = 7,2 Hz), 2,91 (s, 4H, -NGH
cyklus), 2,99 (t, 4H, -CH cyklus,®Ju, = 3,6 Hz), 3,15 (d, 4H, 48,PO(OEt), 2J4p = 9,9 Hz), 3,70
(t, 4H, -CH-cyklus,®Juy = 3,6 Hz), 4,11 (dq, 8H, -O€;CHs).

$pIHI NMR (121,42 MHz, DO): 627,72 (s, 2P).

¥p NMR (121,42 MHz, DO,): 527,72 (t, 2P3)ype = 7,7 Hz).

B¥C{™H} NMR (150,91 MHz, DO): J 15,70 (s, 4C, -OCHCHs), 51,40 (d, 2C, -NCH,

1Jep = 155,8 Hz), 54,87 (s, 2C, -GHcyklus), 55,64 (s, 2C.CH,- cyklus), 64,21 (s, 6C, -GH
cyklus a-OCH,CHy).

MS (ESI):(+) 292,8 (M-GH100:P)*, vypasteno 293,2; (+) 431,0 (M+H)vypasteno 431,2.
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Elementérni analyza: Zidodu silné hygroskopicity vzorku nebyla elementarnilgre provedena.

4.3.10. Diethyl 1-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-bis(m ethylenfosfonat),
[9]-N,O[PO(OH)OEL] , (H,L4)

Et,0;P7 ON N POEt, LioH
o EtOH/H,0 ( 1:1), 45 T, 3 d EtO t
7 H,L4

V 50nmL baice bylo rozpugno 403 mg (0,94 mmol) latky v 10 m. smesi EtOH/H,O 1:1.
K tomuto roztoku bylo fidano 118 mg (2,81 mmol, 3 ekvivalenty) LIOH Reakni snés byla
michana v uzaené bé#ce ti dny pi teplo 45 °C. Pib¢h reakce byl sledovaltP{'"H} NMR.
Nasledr® byla reakni snes odpd#ena na rotni vakuové odparce. Odparek byl rozgnst
v minimalnim mnozstvi vody a surovy produkt bykefstén na silném kationtovém iontamici
(Dowex 50, 50-100 mesh, Hyklus, 3x10 cm). Produkt byl eluovan vodou. Elbgt odpaen na
rotatni vakuové odparce. Bylo ziskdno 320 mg, tj. 91éé6rie, produktuH,L4 ve forme

hnédoZlutého oleje, ktery byl dosuSen pod vakuem.

Charakterizace:

TLC: Merck,i-PrOH/aq. NH/H,O 7:3:3, detekce roztokem Cu(OAdR = 0,60.

'HNMR (299,94 MHz, DO,): & 1,06 (t, 6H, -OCHCHs 3%Ju=6,9Hz), 3,36 (d, 4H,
-CH,PO(OH)(OEY), e = 12,9 Hz), 3,48 (bt, 4H, -GH cyklus), 3,72 (s, 4H, -NCH cyklus),
3,80-3,86 (m, 8H, -0O&,CHs; a -CH- cyklus).

$pIH} NMR (121,42 MHz, DO): 10,66 (s, 2P).

%P NMR (121,42 MHz, DO,): 510,66 (s, 2P).

B¥C{™H} NMR (75,42 MHz, DO): J 15,75 (d, 2C, -OCKCHs, 3Jep= 5,6 Hz), 51,94 (d, 2C,
-NCH,-, 3Jep = 140,8 Hz), 51,68 (d, 2C, -GHcyklus,Jcp = 5,5 Hz), 54,41 (s, 2C, -GHcyklus),
62,03 (d, 2C, -OH,CHs, 2Jcp = 6,6 Hz), 64,75 (s, 2C, -GHceyklus).

MS (ESI): (+) 375,1 (M+HJ, vypasteno 375,1; (+) 397,2 (M+N§)vypasteno 397,1; (-) 373,2
(M-H)", vypaiteno 373,1, (-) 395,2 (M—2H+Na)vypasteno 395,1. HR MS (ESI): 373,1299
(M=H)~, vypaiteno 373,1299.

Elementarni analyza: Zidodi silné hygroskopicity vzorku nebyla elementarnilgre provedena.
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4.3.11. 1-oxa-4,7-diazacyklononan-4,7-bis(methylenf  osfonovéa kyselina),
[9]-N,OBPON (H4L5)

1. Me,SiBr \\ [\ //
Et, 0,7 DN N poLEt, 2 H.O Y /\

Sz _ HO™ \ SOoH
i OH
o) MeCN, RT, 24 hod

H,L5

V 50m. baice bylo rozpu®ho 150 mg (0,349 mmoly ve 3 m suchého MeCN. iP
laboratorni teplat byly plastovym kapatkem fjgdny 2 m (13,9 mmol, 40 ekvivalef}
bromotrimethylsilanu. Bigka byla uzaiena sklegnou zatkou. Reaki sn&s byla michana ve tn
pii laboratorni teplat 24 hodin. Nasledhbyla reakce stopnutafidavkem 5 m vody. Reakni
smés byla odpgena na roténi vakuové odparce. HdoZluty olej byl rozpu&n v minimalnim
mnozZstvi vody a surovy produkt byfgdistén chromatografii na silném kationtovém iontanigi
(Dowex 50, 50-100 mesh, "Hyklus, 1,5x15 cm, eluce ;8B). Byly jimany frakce po 5 m
Pritomnost produktu byla sledovana pomoci TL&PKOH/ag. NH/H,O 7:3:3, detekce roztokem
Cu(OAc), R =0,25). Frakce s produktei L5 byly spojeny a odgeny na roténi vakuoveé
odparce. NaZloutly olej byl rozpw$t v minimalnim mnoZstvi vody a nakapan do suchét@He
(30 ). Vyloucené bilé krystalky produktti,L5 byly odsaty na frit S3 a ®kolikrat promyty
suchym EtOH. Bylo fipraveno 36 mg (32 % teorie).

Charakterizace:

TLC: Merck,i-PrOH/aq. NH/H,O 7:3:3, detekce roztokem Cu(OAdR = 0,25.

'H NMR (299,94 MHz, BO+0,1M NaOD): §2,94 (d, 4H, -®,PO(OH), 2Jyp = 10,8 Hz), 3,21 (t,
4H, -CH- cyklus, 334y = 4,2 Hz), 3,23 (s, 4H, -NCH cyklus), 3,81 (t, 4H, -CH cyklus,
3Jun = 4,2 Hz).

¥P{’H} NMR (121,42 MHz, DO+0,IM NaOD): 011,76 (s, 2P).

%P NMR (121,42 MHz, DO+0,IM NaOD,): 611,76 (t, 2P2J.e = 10,2 Hz).

¥C{*H} NMR (100,57 MHz, DO+0,I] NaOD): J 50,50 (s, 2C, -CH cyklus), 51,96 (d, 2C,
-NCH,-, }Jcp = 146,9 Hz), 52,69 (s, 2C, -GHtyklus), 65,31 (s, 2C, -GHcyklus).

MS (ESI): (+) 319,1 (M+H), vypasteno 319,1; (+)341,2 (M+N3&)vyposteno 341,1; (+) 357,1
(M+K)", vypasteno 357,0; (-) 317,1 (M-H)vypasteno 317,1, (-) 339,2 (M—2H+Na)yypaiteno
339,1. HR MS (ESI): 317,0671 (M-H)yposteno 317,0673.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Syntéza [9]-N ,O-2HBTr

Zvolena cesta ffijpravy 6-2HBr (Obrazek 5-1) vychézi Ziyodni metody fipravy crown
ethei, pog. jejich dusikatych analdégpopsané Richmanem a Atkins€rh.

NH TsCl/NaOH NH _Ts
H,NT N2 s~ ONH
THF, H,0
1 2
TsO OTs
HO O~y  TsCl/NaOH
—_——
o)
THF, H,0
3 4
2Br-
+ + Ts _Ts
HN  NH, HBI/ACOH (1:1) S5NGON MeONa
- -
X/O reflux 48 hod o DMF, 80 €
6- 2HBr 5

Obrazek 5-1: Schéma fipravy [9]-N,O-2HBr 6-2HBr)

Pri pripraw latky 2 byly vyzkouSeny dva postupy. Oba postupy poskytodabré vytzky (okolo

80 %). V postupu (1) byl pouzit £ jako rozpou&dlo. Ri zpracovani reaini smesi vSak
dochézelo ktvorb Spatré filtrovatelné srazeniny produktu. Tento problém paddilo vyieSit
modifikovanym postupem (2), kdy byl pouZzit jako pon3tdio THF.

Standardni postupyiipravy tosylovanych alkohdlv pyridinu, ktery slouZi jako rozpodso i
jako baze, selhaly pstoZe byl k reakci pouzierst presuseny pyridin. Proto byl Kipraw latky

4 pouZit postup publikovany v [it?

Pri cyklizacni reakci, kterd vede Kipraw latky 5 je nutné pouZitisté vychozi latky, dote
vysuseny DMF aerstvy methoxid sodny. Jako #tiva se ukdzala kvalita pouZitého methoxidu
sodného. B pouZiti zwtralého methoxidu sodného prapddobr nedosSlo k Uplnému
nagenerovaniifslusné disodné sofl. | kdyZ u takto malého makrocyklu se fesiedd mluvit o
templatové syntéze v pravém slova smyslu, i zdg N ionty jistou roli i vzniku ,templatu®.

Pfi cyklizacni reakci vznikaly #zné v EtOH nerozpustné polymery, které byly spaie

s vychozimi latkami snadno odstéay rekrystalizaci surového produkfuve WtSim mnozZstvi
EtOH.

Cistota gfipravenych rekrystalovanych lat@€k4 a5 byla mj. kontrolovana stanovenim teploty tani.

Tato metoda se ukazala jako velmikazna a rychla pro stanovaeiistoty kon€nych produki.
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Detosylace na cyklickych aminechize probihat hladce. Na druhou stranu, mnoho z pangéh
metod jsou relativh drastické. Oblibenou metodou pro aza crowny jadiyda v konc. HSO, po
dobu tadow nekolika minut @i teplo& 150 °C aZ #kolika dni i teplo& 100 °CP**® Tento
pfistup nelze pouZit ip odchragni oxa-aza crowl protoZze dochéazi k protona®-atomu a
nasleds ke stpeni vazbyC-O. DalSi moznosti je sés 48% HBr—konc. AcOH viftomnosti nebo
negitomnosti fenolti®*"! nebo sodikem v kapalném amonidRi? Byla vyzkousena detosylace
sodikem v kapalném amoniaku, ktera vSak také védlazbiti makrocyklu. Byl proto zvolen
postup publikovany v it Touto cestou bylo dosaZeno dobréhasiit (85 %). B rekrystalizaci

6-2HBr byl ziskdn monokrystal pro rentgenostrukturni analfObrazek 5-2).

Obréazek 5-2: Molekularni struktura kationtu 48°* ze strukturys-2HBr. Teplotni elipsoidy jsou vykresleny
s 50% pravépodobnosti

Krystalograficka data: 6-2HBr, GH1¢Br,N,O, M, = 292,03, rhombické& = 12,3828(2) Ab = 8,3185(2) A,
c=9,8806(3) A, =90,00°, B =90,00° y =90,00°,U =1017,76(4) A Z = 4, prostorova grupRca2;,
Ry(int) = 0,0635WRy(all) = 0,0463

5.2. Syntéza ligand u

Prehled pipravenych ligand v rdmci této prace uvadi Obrazek 5-3. Ligatsl1-2HBr byl
pripraven alkylaci latkye-2HBr kyselinou bromoctovou v bazickém priesti se 100% konverzi
(prabeh reakce sledovan TLC). Ke ztratdm do&bdmcgisticich operaci.
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Pri pripraw liganduH,L2 bylo vyuZito Mannichovy reakce ve vodném pfedi. Kyselé prosedi
bylo zajiséno velkym nadbytkem kyseliny fosforné (10 ekvivatgnPouzity paraformaldehyd byl
ziskan odfiltrovanim ze starych roztoformalinu. Kometn¢ dostupny paraformaldehyd byl nm&én
reaktivni. Ke zvySeni reaktivity je nutné reéaksnes zaliat. Ri vysSich teplotach vSak dochazi ke
vzniku neZéadoucich vedlejSich produkiObrazek 5-4), které byly odigny chromatografii na
silném kationtovém ionto#mi¢i. Jako kompromis byla zvolena teplota 45 Piibéh reakce byl
sledovan®P{*H} NMR a *'P NMR. Vy&Zek reakce (55 %) jefijatelny vzhledem ke ztratantip
cisteni.

2Br~

Hooc”™ HN' HN' cooH /\ /\ /\

o) o o) QJOH

H,L1-2HBr H,L2 H,L3
\\ /\ ! \ /\ // \\P/\N' N\ /\ //
HO™ \ “SOH HO™ \ / OH
EtO OEt HO OH
o)
H,L4 H,L5

Obréazek 5-3: Ligandy, které byly fipraveny v ramci této bakakké prace

H,L2-1

@) (b)

Obréazek 5-4: Mozné vedlejSi produktyipsyntézeH,L2. (a) Vedlejsi produkty, které vznikajtiprysSich
teplotach. (b) Monosubstitovany derivat vznika jgikodukt reduktivni methylace

Mannichova reakce byla pouZita i piipraw liganduH,L3. Reakce byla provedena v 1:1 ag.
HCI, ktera zajistila pgebné pH. Stefatak byl pouZzit paraformaldehyd odfiltrovany zergthn
roztoki formalinu. Rekrystalizaci Nftsoli H,L3 v EtOH byl ligand pipraven ve form
H,L3:NH;-2H,0O. Poddilo se také vypstovat monokrystal pro rentgenostrukturni analyzu
(Obrazek 5-5).
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Obréazek 5-5 Molekularni strukturadL3~ ze strukturyH,L3-NHz-2H,0. Teplotni elipsoidy jsou vykresleny
s 50% pravépodobnosti. Proighlednost byly atomy vodiku na neheteroatomechchyduey

Krystalograficka data: H,L3:NHs;-2H,0, CoH3NsO/P, M, = 491,45, triklinick&, a = 10,28520(10) A,
b=19,6411(2) A, ¢=2518603)A, a =87,6708(6)°, [ =84,8661(7)°, )y =82,4399(6)°,
U =5021,16(9) A Z = 8, prostorova grupd—1, Ry(int) = 2,16, wRy(all) = 0,1591

Meziprodukt7 byl pripraven kondenzad s paraformaldehydem a P(OEt)ednéa se o alternativu
Michaelis-Arbuzovovy reakce. Vychozi latk2HBr je nutné fevést na volnou basi Fitomnost
Br~ aniont: totiZ zpisobujecasté&nou hydrolyzu vznikajicich ethyl estef” Triethylfosfit slouZil
také jako rozpoustlo. Vznik produktu byl sledovaftP{*H} NMR a *P NMR. Rebytek P(OEY
byl odstragn iontovou chromatografii na silném kationtovémtamreniéi promyvanim velkym
mnozstvim EtOH a nasledinvodou. VSechny kondengai reakce, které vedly k latkam,L2,
H,L3 a meziproduktu7, byly provadny v baice uzavené plastovou zatkou. Jen tak bylo
zabrarno aniku plynného CkD z reakni snesi.

Ligand H,L4 byl pripraven selektivni hydrolyzou meziprodukfi pomoci LIOH ve srsi
EtOH/H,O 1:1. Obecé# pouzivanou metodouripravy monoalkyl fosfonétje selektivni hydrolyza
1M KOH (NaOH). Byla vyzkouSena hydrolyza hydroxideodsym, ktera vSak nevedla Kk cili.
Soutasre byla také vyzkouSena monodealkylace Kl v MeCN.tdauiistup ovSem také neposkytl
pozadovany produkt.

Pro syntézu ligandit,L5 byly navrzeny dva ipstupy. Prvni fistup vychézel z oxidace ligandu
H,L2. Jednou z moZnosti je pouZziti HIGako oxid&ni ¢inidlo. Pribéh reakce byl sledovan
¥P{*H} NMR a *'P NMR. Podle nastenych NMR spekter Ize usuzovat, Ze poZzadovany ptodu
nevznikal ani po delsi dél(radow dny). BEhem oxidace dochazi praygbdobrt ke S&peniC-P
vazby pendantniho ramene a k nasledné oxidaci akymalinu fosforénou. Druhy pistup

vychazel z kyselé hydrolyzy v refluxujici 1:1 ag. HCI . Ribsh reakce byl oft sledovar®P{*H}
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NMR a*P NMR. Podle nagtenych'H NMR, *'P{*H} NMR a *'P NMR spekter a MS spekter
nebyl produktH,L5 vreakni smesi pritomen. Bhem reakce prawgodobré probihala ,retro-
Mannichova reakce“, ktera vedla ktvérilsmssi t©Zko interpretovatelnych latek. Jak@inina
metoda se ukdzala az dealkylaéebromotrimethylsilanem. Tentofigtup je velmi oblibeny
z divodu cisté a kvantitativni konverze dialkyl fosfodata gislusné trimethylsilyl estery, které
jsou zhydrolyzovany vodou na fosfonové kysefftyVytszek této reakce byl viak maly (~30 %).
Podle *'P{"H} NMR spekter a TLC reakce prohla kvantitativi. VétSi ¢ast produktu viak

pravdpodobré zistala v maténém roztoku, ze kterého se produkt nepibalézolovat.
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6. Zaver

V ramci této bakal&ké prace byloifpraveno gt ligandi pro potencionalni komplexaci N
LigandyH,L1-2HBr aH4L5 jsou jiz popsany. Navpiipraveny byly ligandyH,L2, H,L3 aH,L4.
Ligandy byly charakterizovany dostupnymi metodathiiganduH,L3 byla také owfena struktura
Vv pevném stavu rentgenostrukturni analyzou. Jeiggatyntetické kroky byly optimalizovany, aby
poskytovaly pijatelné vygzky. Sada fipravenych ligand bude déale studovana. V prwdd je
treba prostudovat termodynamické a kinetické vlastnag stanovit konstanty stability

s vybranymi ionty kot a prostudovat acidobazické chovani.
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8. Seznam pouzitych zkratek

BOPTA

CA

CNS

CT

DMF
DMSO
DO3A
DOTA
DPDP
DTPA
DTPA-BMA
EDTA
EOB-DTPA

EtLO
EtOH
HP-DO3A
HR MS

MeCN
MEMRI
MeOH
MRI
MS
NMR
NSF
PET
SPECT
SPIO
THF
TLC
TsCl

10-karboxy-3,6,9-tris(karboxymethyl)-13-fery2-oxa-3,6,9-triazatridekanova

kyselina

contrast agent (kontrastni latka)

centrélni nervovy systém

computed tomography (pitacova tomografie)
N,N-dimethyformamid

dimethylsulfoxid
1,4,7-tris(karboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazdogodekan
1,4,7,10-tetrakis(karboxymethyl)-1,4,7,10-éaizacyklododekan
N,N’-dipyridoxylethylendiaminN,N'-diacetat 5,5bis(fosfat)
1,1,4,7,7-diethylenetriaminpentaoctova kyselin

bis(methylamid) 1,1,4,7,7-diethylenetriarpientaoctova kyselina
ethylendiaminN,N,N’,N'-tetraoctova kyselina
glycin,N-[2-[bis(karboxymethyl)amino]-3-(4-ethoxyfenyl) prolp N-[2-
[bis(karboxymethyl)amino]ethyl]

diethyleter

ethanol
10-(2-hydroxy-propyl)-1,4,7,10-tetraazacydkbdekan-1,4,7-trioctova kyselina
hight resolution mass spectroscopy (hmotriagiektrometrie s vysokym
rozlisenim)

acetonitril

manganese enhanced MRI

methanol

magnetic resonance imaging (tomografie magkétiezonance)
mass spectroscopy (hmotnostni spektrometrie)

nuklearni magneticka rezonance

nefrogenic systemic fibrosis (systémovéa nefnogébrosa)

posintron emission tomography (pozitronova ahtsmografie)
single photon emission computed tomography
superparamagnetic iron oxides (superparamagéeixidy Zeleza)
tetrahydrofuran

thin layer chromatography (tenkovrstva chrongaadie)

p-toluensulfonyl chlorid
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