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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této prace bylaiprava makrocyklického ligandu zaloZzeného na
1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanovém skeletu,gehpdny pro komplexaci dvojmocnych
kationti medi. Cyklamovy makrocyklus byl navrZen tak, aby nggino slak koordinujici
se aminobenzylfosfinatové pendantni rameno (&ainal ). V prabéhu syntézy byl skelet

nesymetricky ochram v polohach 1,4 a 8.

Zavedeni fosfinatového pendantniho ramene bylo eygkno Mannichovou reakci
s odpovidajicimi ethyti bis(trimethylsilyl) estery 4-nitrobenzylfosfinovésseliny a
alkylaci za pouziti mesyl esteru odvozeného od bydmethylderivatu 4-nitrobenzyl-
fosfinové kyseliny (benzyd-methylsulfonylhydroxymethyl(nitrobenzyl)fosfinatu)

V rdmci této prace byla nalezena cesta k syntélemého produktu. Row byla
zreprodukovana syntéza cyklamu a jeho nesymetiackéargni ve tech polohéch.

Déle byla studovana kinetika odchegu cyklamového skeletu s naslednou

bazickou a kyselou hydrolyzou esteru pendantniinoerze.
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ABSTRACT

The main aim of this thesis was preparation of noakclic ligand based on
1,4,8,11-tetraazacyklotetradecane skeleton, wiicuitable for selective complexation of
divalent copper. Cyclam macrocycle bears one weaétyrdinating
aminobenzylphospinate pendant arm (compolupduring the synthesis was the skeleton

asymmetrically protected in positions 1,4 and 8.

Attachment of phospinate pendant arm was tried Withcorresponding Mannich
reaction of ethyl or bis(trimethylsilyl) esters 4ttobenzylphosphinic acid and alkylation
using mesyl ester derived from hydroxomethyl(4-olitenzyl)phosphinic acid (benz@-
methylsulfonylhydroxymethyl(4-nitrobenzyl)phosphiepa

In the frame of this work the synthesis of the tatred product was developed.
Reproducibility was also verified for synthesisafclam and its asymmetrical protection

in three positions.

Furthermore, a study of the kinetics of de-protewstof cyclam skeleton and
pendant arm using basic and acid hydrolysis wasdon

KEYWORDS
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Schéma 1: Oznaceni pripravovanych latek pouzivané v nasledujicim textu
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1. TEORETICKY UVOD

Studium radioaktivnich nuklidmedi (predevsinf*Cu a®'Cu) je v posledni dab
stale vice spojovano s jejich moznym vyuzitim v reéeni medici. Diky svym
vlastnostem jsou vhodné pro pouZiti jak v zobrazieh, tak i v terapeutickych metodach.

1.1 NUKLEARNI MEDICINA A JEJi VYUZITI

Nuklearni medicina je specialni interdisciplinal&iarsky obor vyznaujici se
vyuzitim radioaktivity za Gelem diagnostiky a terapie chor8bUmoiuje vySeteni
v riznych oblastech mediciny. Své upkatinnachazi ve vnihim lékastvi, pediatrii, ale
také napiklad v oboru psychiatrie.

Pri terapii je metod nuklearni mediciny uzivano kbé vSech druli rakoviny,
k mirnéni bolesti u rakoviny kosti nebo kdbs onemocini krve

Zobrazovani pomoci tomografické scintigrafieippatezi negasgji uplatiované
metody nuklearni mediciny pro diagnostiku choraddida se fedevsim o jednofotonovou
emisni p@itatovou tomografii SPECTSingle Photon Emission Computed Tomogr3hy

pozitronovou emisni tomografii PEP@sitron Emission Tomograph’

1.1.1 RADIOTERAPEUTIKA

Ve v¢tSing pripadi se jedna fedevsim o terapii nadorovych onemeni ktera je
zaloZena nadincich ionizujiciho z&eni na buky tkani. Ty jsou vlivem zéeni
usmrcovany nebo inaktivovany poskozenim jejich DNIAdané zrny maze byt
dosaZeno hdito v pIném rozsahu, kdy dojde nasledkem terapi@lkému vyl€eni
pacienta (kurativni terapie) nebo pouze pozastadh onemoctini (paliativni terapie).
Dal$iho vyuZiti pak nachazi vdbe degenerativnich a zatlivych onemocini!

Cilem radioterapie je tedy selektivni likvidace wéolvého loZiska s ohledem na co
nejmensi poskozeni okolnich zdravych tkéni. Pro tgely je vhodné uzit radionuklidy
produkujici zéeni s kratkym dosahena. @ 7). Nadnerna produkce Z#&ni by v tomto
piipadt byla na rozdil od radiodiagnostiky kra@mezadouci, nelidoy dochazelo
k nechénému ozéeni okolni zdravé tk&nVyjimku tvoti smiSenéf{” ay) z&ice, které
mohou byt vyuzity k monitorovani gbéhu terapie. Mezi radionuklidy vhodné pro vyuziti
v radioterapii paf nap. °°v, 1#1, 3, 1¥Re a'*Re.

8



Z&stupci smienych #é&a z fad izotogi m&di mohou byt izotopy*Cu (/™ ay)
nebo®’Cu jako kombinovany™ z&i¢ s nizkoenergetickymij-fotony. Ty jsou emitovany
pii deexcitaci metastabilnich izomigjader zinku vzniklych jako produkt rozpadu
vychoziho radioizotopu #ui.'¥! Nejpouzivarjsim radioizotopem je metastabilti™c,
ktery je uzivan ve vice nez 90 % provedenych procéd

Radioterapeutika se metodickyltna ti oblasti podle zfisobu aplikace
radioaktivity do cilového mista. Rasem teleterapie, brachyterapie a radioisotopova
terapie.

Teleterapigoznauje se téz jako EBRT External Beam RadioTherapyyuziva
ozaovani svazky zé&ni z vrgjSiho oza@ovate. Do této oblasti spadé unikatni
radiochirurgicky pistroj znamy jako Leksellv gama iz (Leksell gamma knife). Pouziva
se (¥ odstraiovani nitrolebnich lézi a nadow mozku. Diky fokusaci mnoha svaik
paprski ptimo do oblasti naddoru nedochazi k poSkozeni okiais. Radi&ni zatizeni se
tak vyhne citlivym oblastem jako je opticky nerrd ¢ocka ¢i mozkovy kmen. Zdrojem
vysokoenergetickéhpzaeni je®°Co (y, 1,17+1,33 MeV).

Brachyterapiespativa v aplikaci (punkci nebo implantaci) uzanych
radionuklidovych zé&ca piimo do cilové tkaa ¢i do jeji tésné blizkosti. Jako uzéeny
Z&i¢ je ozn&ovan radioizotop zapoutehny do chemicky inertniho obalu, ktery s okolni
tkani nijak chemicky neinteraguje.

Radioisotopova terapig zaloZzena na aplikaci otganych z&ic¢i, ve vhodné
chemické fornd, piimo do organizmu. Vlastriinidlo je nasleda distribuovano krevnim
feciStém do cilového mista. Otégny z&i¢ neni, oproti uzakené forng radionuklidu,

ni¢im izolovan a niZe byt nasleditslem metabolizovan nebo vyloant34°!

1.1.2 RADIODIAGNOSTIKA

Do oblasti radiodiagnostického stanoveni spadajoeheplanarni a tomografické
scintigrafie. Zobrazeni sgiva na vigjSi detekci fotoh emitovanéha-zaeni pomoci
scintilatnich kamer. Jednotlivé radionuklidy pouzivané vgtiastice jsou uvedeny
v Tab. 1. Tok fotoii je prevadn na elektrické impulsy, z nichZ se vyti&cintigraficky
obraz distribuce radiofarmaka. Vznikj&zaeni je emitovano vSemi sfry, a proto se p
snimani scintigrafického obrazu zavadi tzv. kolémigorojekce. Zéeni je vystaveno
kolimétoru (olo¥n& deska s drobnymi rovn&lnymi otvory), diky kterému projdou pouze

fotony rovnol&Zné s otvory kolimatoru.



NejstarSi a nejjednodussi vyEmtaci metodou je RTG. UZiva vysokoenergetické
Roentgenovo z&ni o kratké vinové délce iprichodu zéeni tkani dojde k jeho
zeslabeni, které je i¥mé tloug'ce a hustat prozaované hmoty. K vyhodnoceni a
zviditelréni proslého zgeni se pouziva fotograficky papir nebo fotografickeska
obsahujici halogenidyi$bra. Vznikly obraz pedstavuje negativni zobrazeni hustoty
tk&re. V poslednich letech se gy vyuzivat moderni skenery. Kombinaci klasického
Roentgenova vySgni doprovazeného pidacovym systémem nazyvame gtacovou
tomografii (CT -Computed TomographyOhke metody vSak neposkytuji vysoké
rozligeni’

Planarni scintigrafige zakladni a n€pstji uzivana zobrazovaci metoda. Jejim
vysledkem je dvojrozrrné zobrazeni trojrozénné distribuce radiofarmaka v celéid,
jehocasti nebo ve vySébvaném organu.iPporizeni WtSiho mnozstvi sninmkve velmi
kratkémcéasovém useku fizeme ziskat dynamickou distribuci radiofarmaka gamizmu.
Tato zobrazovaci metoda ovSeéasto neposkytuje dostatee rozlisenf®

Mezi nejvyznamgjSi metody tomografické scintigrafie gaSPECT a PET.

SPECT- Jednofotonova emisni pibacova tomografigSingle Photon Emmision
Computed TomographyTato metoda je zalozena na detekci fat@nenergii giblizné
100—200 keV emitovanychz&ici. Nejéastji vyuZivanym radioizotopem je izotop™Tc.
Pti vySeteni rotuje detedni scintilatni kamera po kruhoveé draze kole#ta pacienta,
snima scintigrafické obrazy #znych uhii (0-360°). Tim dokaze snimat zobrazovany
objekt ze vSech stran.dBem jedné rotace sejme 32—64 oliraze kterych se pfitatovou
rekonstrukei ziska trojrozénné zobrazeni distribuce radiofarma®a.

PET- Pozitronova emisni tomograf{(®ositron Emission Tomography
V sowasné dob je ozn&@ovana za nejmodeési diagnosticky postup v nuklearni
medicire. Je zaloZzena na distribuci pozitronovehai&d, ktery je umisin mezi dva
dostatén¢ malé protilehlé detektory zapojené do tzv. koireithiho obvodu. Vzniklé
pozitrony anihiluji s okolnimi elektrony.fPanihilaci vznikaji ve stejny okamzik dva
fotonyy-zé&eni o energii 511 keV. Z mista svého vzniku vykefrotilehlych sngrech
(pod uhlem 180°). Jejich séasna detekce umadje ukit puvod vzniku fotori s velkou
piresnosti. Koincidetnim obvodem tedy projdou do dalSi elektronické apany jen
impulzy odpovidajici sotasné detekci fotanv obou protilehlych detektorech. Ze soubor

ziskanych koincidefnich paprs se zrekonstruuji trojrozénné tomografické obrazy.
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e

NejduleZit¢jSi oblasti vyuziti PET je zji®vani lokalizace a povahy nador
Zobrazuje metabolicky aktivni nadorovou tk@na rozdil od bugk inaktivovanych), proto
je tedy mozné monitorovat odezvu nadorové tkéaa radioterapif®

V PET se pouzivaji radionuklidy emitujici &nip*, vhodné vlastnosti maji
nagiklad *'C, °N, 0, *®F, "Br, 1#4. Bshem organické syntézy se stavaji &asti
molekuly I&iva. V poslednich letech se z&imje pozornost také na kationtygchodnych
kovi, a to redevsim n&°Ga,%Ga, %y, %%y, *°Ti, 8%u, **Cu, ®*cu a%cul” S izotopy

®5Ga a’®Br byly provedeny radiochemické a preklinické sl

Tabulka 1: Radionuklidy a jejich pouZiti v diagnostice!®!

Nuklid Pouziti Nuklid Pouziti
e vySeteni mozku PET *Ga zobrazovani nadorovych a 2éivych
lézi
“c znaené slodeniny *®Ga studie trombozy a ateroskler6zy, PET
N\ vySeteni PET ”Se zobrazovani mozku
0 vySeteni cévniho zasobeni mozku  "*Se studie proteii
pomoci PET zobrazovani jater a slinivky
18F vySeteni PET 8I"Kr  zobrazovani plic
¥p diagnostika chorob kosti *Rb lokalizani agens myokardu
p zna@ené slodeniny gy méteni metabolismu kosti
¥3 diagnostika nemoci srdce ¥™rc  zobrazovani srdce, plic, $titné Zlazy,
znateni nukleovych kyselin Zluéniku, kize, lymfatickych uzlin,
kosti, jater, sleziny a ledvin
“°sc studie krevniho aiu 1%Ccd  detekce rakoviny
pediatricka vySeeni

diagnostika nemoci srdce
detekce odmitnuti srdaich
transplantét
zobrazeni BiSnich infekci
zobrazeni metastazujicich
melanoni
“'Ca  buréné funkce a tvorba kosti poruchy §titné zlazy
Icr studiumcervenych krvinek detekce osteopordzy

vnittni krvaceni zn&eni |&iv
>Mn  lokalizasni agens myokardu 13y poruchy §titné Zlazy

patobiochemie mozku

'S¢ diagnostika rakoviny R

123|
125|

*Mn  vySeteni PET 12’xe  zobrazovani plic
zobrazovani neuralnich poruch mozku
>Co  zobrazovanitiznych organ 1¥%e  studium plicni ventilace
%Co  indikétor zhoubné anémie 0%y diagnostika GIT
Fe  vySeteni kostni dens ¥Mr  kardiovaskularni angiografie
studium metabolismu Zeleza
sacy vySeteni PET 195 farmakokinetické studie

protinddorovych |&v
®Cu  diagnostika rakoviny
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1.1.3 RADIOFARMAKA

Rada metod nuklearni mediciny vyuzivéiié znasena radioaktivnimi izotopy,
tzv. radiofarmaka. Timto ziskava cenné informa@natomii, metabolizmu a organovych
funkcich. Vyznamného uplatni nachazi v kardiologii, neurologii a onkologii.
Radioaktivni latky se do organizmu aplikuji perowéhebo intravenézn!’

Radiofarmakum vstupuje do metabolizmuigpbem, jenZ je dan jeho chemickou
strukturou a farmakokinetikou. Znamena to tedykady typ radiofarmaka ma ¢le
odliSny metabolizmus a distribuci. Jednotliva fakaae voli podle typu vysitni. Mezi
asto uzivané izotopy pat?P (diagnostika chorob kost?™Tc (zobrazovani jater, ledvin,
plic a dalsich orgai) a3 (vySeteni poruch §titné z1azyj°

Pri terapii rakoviny byva l&ivo navrzeno tak, aby bylo selektigwychytavano a
akumulovano v cilové tkani, dik§emuz je nador likvidovan s velkou efektivitou a
nizkymi vedlejSimi dinky. Velice dileZzitym parametrem je potas rozpadu, ktery musi
byt v tadech hodin az df:®!
o-jodhipuran sodny't!), jodid sodny (N&*4), chlorid thalny ¢°*TICI), citronan
gallito-sodny {'Ga) a***sSm-EDTMPM!

V zobrazovaci metadPET se nejastji pouZiva radioaktivni®F s poladasem

rozpadur = 110 min. Nejpouzivaysi radiofarmakem jé®F-fluordeoxyglukéza — FDE?

1.2 MED

Prvni zminky o vyuZiti mdi jsou historicky datovany okolo roku 5006.p.1.
Vyzkumy ovSem poukazuji na to, Ze byla&dhznama jiz kolem roku 9000im.|. Paatek
doby bronzové (3000im.l) nastal spolu s objevenim schopnosgdirtvorit pevné
bronzy!*®!

Pavod jejiho nazvu je nejisty, nejpravpodobrEjSi je spojitost s nazvem staréke
Médie, na jejimZ Gzemi se nachazela vyznamné réttezicdi v Zakavkazi*¥ Latinsky
nazev je jiz prokazatetrspjat s mistem vyskytu &ai. Pojmenovani cuprum je spojeno
s ostrovem Kyprdes cyprium kypersky kov), kde byla &’ objevena jiz starymi

Rimany!*3®!
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Me&d se nachézi v prvni vedlejSi (1.B) skupiperiodické tabulky spotaé se
sttibrem a zlatem. Ryzi &’ je v zemské kie pritomna pondrné vzacré. V prirodé se
vyskytuje ve dvou stabilnich izotope€fCu (69,17%) &°Cu (30,83%). Md je mekky a
kujny kov, vyzn&ujici se charakteristickyrdervenym zbarvenim a minié@dnou
schopnosti tviit slitiny s vétSinou kovi. Nejcastji je rozSirena v podob sulfida
(chalkopyrit), oxidu nréd’natého (cuprit), fipadré uhli¢itana a hydroxidi (malachit,
azurit). Pouziva seipdevsim na vyrobu elektrickych vadi dale pak v mincovnictvi,
strojirenstvi, elektronice jako katalyzatof3161]

Med’ je dalezitym biogennim prvkem, komplexwvézana vystupuje jako kofaktor
dulezitych metaloenzyiin(ceruloplasmin, metalothionein, aj.). Jsou znamy geneticky
podmiréné choroby (Wilsonova choroba a Menkeho syndrorteré&souvisi
s metabolizmem #&di. Méd’ je po Zelezu a zinkurétim nejroz&ensjSim prechodnym
kovem v lidskémdle. Méd’naté kationty jsou vysoce toxické pro mikroorganizra proto
je na jejich bazi zaloZena cetada algicidnich, baktericidnich a fungicidnich

prostediq.t31!

1.2.1 KOORDINACNi SLOUCENINY MEDIL':1218:19]

Méd nabyva ve svych slaeninach oxidanichg¢isel I, 11 a lll. Vyjimecné
(v nékterych jednoduchych fluorokomplexechige nabyvat oxidénihocisla IV. Stabilni
sloweniny nedi s nulovym nebo zapornym oxidaim ¢islem nejsou znamy.
Oxidaéni &islo 11l — elektronova konfigurace®d- slowgeniny podléhaji velmi snadno
redukci a proto neni tento oxidai stupe ptilis bézny. Z tohoto dvodu vyZaduje
v komplexech stabilizaci silnymi elektronegativnilgiandy. V&tSina komplex trojmocné
medi je nizkospinovéa a diamagnetickd&eercovou geometrii koordigai sféry. Vyjimku
tvoii swtle zeleny vysokospinovy komplexsfCuFg].
Oxidaéni &islo Il — konfigurace 8— vyskytuje se néptriji a je nejstalejsi. Je mozné
odvodit jednoduché sa'naté soli témit od vSech anioi Prevazna ¥tSina néd’natych soli
je rozpustna ve vay pricemz vznika motk zabarveny kation [Cu@®)s_q**. Nejcastji se
vyskytuji koordin&ni ¢isla 4, 5 a 6. Revazi vlivem Jahnova-Tellerova efektu odpovidaji
témto koordin&nim ¢islim nepravidelna geometricka ugpdani. Pro rad’naty kation je
charakteristické velké mnozstvi sk®nin sN-donorovymi ligandy jako jsou néijklad

ethylendiamin, amoniak, 2,2 -bipyridin nebo cyklam.
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Hojn¢ zastoupené jsou také-donorové chelatotvorné ligandy.@N-donorovych ligand
tvori vyznamné skupiny latek aminokyseliny, peptidyehBfovy baze. NejbzngjSi
zastupce rtdnatych soli je siran znamy jako modré skalice.

Oxidaéni &islo | — konfigurace & — méd’ny ion ma snahu disproporcionovat na’GuCd'
vzhledem k vysoké hydratai energii Cl. Jedna se tedy o nestalé oxidacislo, které je
ovSem moZzné stabilizovat v mélo rozpustnych gemindch nebo za pomoci
n-akceptorovyclti snadno polarizovatelnych ligaidRadime mezi & fosfiny, thioestery,
nitrily, piipadré kyanidové a jodidové ionty. Pro oxidii ¢islo | je typicka existence
tetraedrickych komplekjako jsou [Cu(CN)*", [Cu(py)]” a [Cu(pheny]*. B&Zny je
vyskyt koording&nich¢isel 2 a 3.

1.2.2 1ZOTOPY MEDI A JEJICH POUZITI v MEDICINEL'6:20:21,22]

Umeéle byla gipravenarada izotofi (29) v rozmezi nukleonovyctisel 52 az 80,
s polasasem rozpadudkolik stovek nanosekund¥"Cu, 360 ns) aZ #kolik desitek hodin
(°’Cu, 61,8 h). Nkteré z nich existuji téZ v metastabilnich formabted’ ma v medici
své misto vzhledem k hojnému vyskytu jejich izaigpvhodnymi poldasy rozpadu a
energii emitovaného ¥éni.

Priprava radioizotop médi probih& v jaderném reaktoru nebo cyklotronu.
Pripravuji se z izotop prvkia sousedicich v periodickém systému, diky tomu jsastymi
piimésemi Zn nebo Ni.

Nejpouzivasjsimi radioizotopy v radioterapeutice a radiodiagtice jsou’*Cu a
®’Cu. 1zotop®’Cu ma oprotf*Cu nizsi terapeuticky index Zitodu del$iho poleasu
rozpadu. Vlastnosti oboédhto radionuklid jsou vSak srovnatelné.

NejdulezitéjSi izotopy nedi potencial@ pouzitelné v medici®jsou uvedeny
v Tab. 2.
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Tabulka 2: Vybrané izotopy médil"-2"!

Izotop Pologas rozpadu Aeména
~Cu 23,7 min B* (92,6 %), EZ (7,4 %)
®Icu 3,3h B* (61,4 %), EZ (38,6 %)
®2Cu 9,7 min B* (98 %), EZ (2 %)
*%Cu stabilni
*Cu 12,7 h B* (18 %), EZ (44 %)B™ (38 %),y (0,5 %)
®*Cu stabilni
Cu 5,1 min B~ (100 %)
*'cu 61,8 h B~ (100 %)

RADIONUKLID **Cu

Izotop®“Cu je diky svym vlastnostem jednim z nejuniverz@fch radioizotop
medi, pouzitelny jak v radioterapii, tak v radiodiagstice. Poléas rozpadu (12,7 h) je
vhodny vzhledem kn vivo kinetice pouZivanych molekularnich ndsi je rovréz
dostatény k piiprav slowenin. Remgna mize probihat rozpadefi (18 %) o energii
Emax655 keV,B™ (38 %, 573 keV), pipadré EZ (44 %, 511 keV), podi} tvoii asi 0,5 %.
EZ byvé doprovazen vylaenim Augerovych elektran DalSi vyhodou je mozZnétfprava
v reaktoru gimou €*Cu(ny)®“Cu ) nebo nefimou aktivaci {*Zn(n,pf*Cu) na zinkovém
terci.

Z medicinského hlediska se pouziva tiklad ke stanoveni retenceddi v jatrech a

v mozku u pacierit s Wilsonovou chorobou (defekt transportniho enzymigli).?*242%!

RADIONUKLID ¢’Cu

Izotop®’Cu ma nejdelsi poltas rozpadu (61,8 h) ze vSech radioaktivnich izatop
medi. Sveé vyuziti nachazi v radioterapii a v diagnostrakoviny. Peména probiha
rozpadenf™ (0 energiiEmax 577 keV) na®’Zn, piipadré na rsktery ze & metastabilnich
nuklida ®’™zn. Prechod metastabilnich izontezinku do z&kladniho stavu je doprovazen
vyz&enimy-fotoni o energii 91, 93 a 185 keV. Diky tomu je pouzitglpro sledovani
distribuce radionuklidu pomoci SPEC?°! Jeho piprava v reaktoru je paskud finarsng
narana, nebe reakce®’Ni(n,p)°’Cu vyZaduje velky neutronovy tok. V dnesni date

hledaji vhodgj&i alternativy vyroby*®
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1.3 LIGANDY VHODNE PRO KOMPLEXACI MEDI

Radioizotopy kow, a tedy i n&di, jsou ve volné form velmi toxicke, a proto se
vpravuji do tla pacienta v podabstabilniho niéd’natého komplexu s vhodnym
ligandeml” Tyto komplexy musf vykazovat vysokou kinetickoalsilitu in vivo
(co nejmensi ztraty radionuklidu é#pobenych disociaci po dobu setrvanéle) a co
nej\etsi selektivitu komplexace pro dany radionuklidl@sné tekutiny totiz obsahuji
mnoho ionfi (Na", K*, C&*, zn**, Mg**, F&*, Fe**, apod.) a chelatujicich sloenin, které
mohou mit za nasledek konkuger komplexotvorné rovnovahs’!

Bifunkéni ligandy maji uZadu let své uplatni v mediciré. V poslednich letech
probihaji intenzivni preklinické vyzkumy pro jejiatyuZziti v radioterapeutice a
radiodiagnostic&€” Drive byly diky svym vlastnostem nasazovartygledovani 1éby
Wilsonovy choroby, kdy dochazi k patologickému ukdéi médi do organizmu?®

Pro spravnou funkci jeféba zvolit bifunkni ligand, ktery pevéivaze kov a
zarovei umo#iuje vznik kovalentni vazby mezi nim a biologickytaki molekulou!>®
Soutasrt je nutna rychla komplexace gadu minut) vzhledem k relativrkratkym
polocasim rozpadu izotofp meédi. Radiofarmakum by tak #ho vykazovat co nejvyssi
mozZnou intenzitu z&ni.

Mezi zastupce chelatanvhodnych pro komplexovani dvojmocn&di pafi
polyaminy, polyaminokarboxylaty, polyaminofosfonabys(thiosemikarbazony) a
porfyriny [232>*°IRychlost komplexace jednotlivych ligafdze zobecnit nasledujicim
zpisobem. Nejpomaleji se komplexuji volné makrocylRy.chlost komplexace se zvysSi
navazanim acetatovehajpadre fosfonatového pendantu (rychlost je pro oba stibstity
témet srovnatelna). Nejrychleji ze vSech zmirych ligandi se komplexu;ji ligandy

linearni. BlizSi charakteristik&thto latek je uvedena v nasledujicich oddilech.

1.3.1 POLYAZAMAKROCYKLY (POLYAMINY)

Polyazamakrocykly p&tmezi negastji uzivané chelatanty dvojmocnédahi
predevsim diky vysoké kinetické stabiljejich komplexi.?*3? Mezi faktory ovliviiuiji
kinetickou a termodynamickou stabilituadinatych komplek pati velikost makrocyklu,
pocet dusikatych atoiha jejich bazicita, druh a pet navazanych pedantnich skupin.

Syntézadchto komplex a studium koordinénich vlastnosti probihaji jiiadu let.
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Typickymi z&stupci jsou 1,4,7-triazacyklononan (TN} 1,4,7,10-tetraazacyklododekan
(cyklen) a 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (cyRla@br. 1.

Cyklam jako ligand je pro komplexaci#di nejvhodrjsi, protoZe jeho dutina
vyhovuje iontovému pologtu (efektivni iontovy polonsr Cu?* pro koordin&ni &islo 6 je
73 pm)!*® Rentgenostrukturni analyza prokazala, Ze fe’'maty kation vazan v komplexu
&tyimi ekvivalentnimi vazbami k atoéim dusiku ligandd®!

Vysokou kinetickou inertnosti a termodynamickoudslitou se roviez vyznauji
komplexy derival tzv. premoséného cyklamu (cross-bridged cyklam a side-bridged
cyklam, Obr. 1).

Makrocykly bez postrannich skupin se vyZoa pomalou komplexaci.iRomnost
substituent (tzv. pendantnich ramen) na volnych dusicich cyldaého skeletu vyznansn
urychluje komplexaci s gdi. Postranni pendantni ramena jsouréra napiklad

acetatovymi, fosfonatovymi a fosfinatovymi derivaty?>!

Obrazek 1: Zakladni polyazamakrocyklické ligandy uvedené v textu

/ N\ m m m
W O s3I0 ]
NIV S S R G I

N N~ H
triazacyklononan cyklen cyklam cross-bridged side-bridged
cyklam cyklam

Z
pd

z
=z

1.3.2 POLYAMINOKARBOXYLATY

V popredi zajmu vyzkumu byly krohmakrocyklickych polyaminokarboxylét
také acyklické polyaminokarboxylaty jako rnaplsedta a Hdtpa (Obr. 2). Jejich
komplexace je velmi rychlg, ale vznikly komplexpedstatd mére kineticky inertni €z
v pripad® makrocyklickych skelét Z tohoto divodu se preferuji spiSe derivaty

makrocyklické!?”34

17



Obrazek 2: Struktury vybranych acyklickych polyaminokarboxylatu

HOZC“

N
N
HO,C

H,edta Hsdtpa

Mezi vyznamné makrocyklické polyaminokarboxylatytipdd,dota, Hteta a
1,7-H,do2a (Obr. 3). Md’naté ionty v komplexech sjdota maji oktaedrické koorditai
okoli. Cyklenovy skelet jeifilis maly pro planarni koordinaci vSerdiyfmi atomy dusiku,
proto se v ekvatoriélni rovinkoordinuji dva atomy dusiku a dva karboxylové ajom
kysliku a zbylé dva atomy dusiku obsazuiji axialoighy 2

Ligandy odvozené od cyklamu niapsteta — maji ¥tsi kavitu a tvdi s medi
termodynamicky stabik)Si komplexyin vitro. Jejich nevyhodou je pomalejSi komplexace
ve srovnani s acyklickymi polyaminokarboxylaty ak&ticka labilita komplexu [Cu(teta)]
in vivo zpisobena snadnou redukci na kineticky labilnf Ramplex. Proto Hteta ve fornd
svych bifunknich derival neni optimalni pro klinické vyuziti.#sto se velméasto
pouziva, nebbspojuje nejvice vhodnych vlastnosti (levndgpava skeletu, rychla a

pomsrng selektivni komplexace, apod®§!

Obrazek 3: Struktury vybranych makrocyklickych polyaminokarboxylatt

PN N
Ho,c” N N coum HOZC/\[ A HOL [N NS COM
j j N N
HO,C. - N N\/COZH NH N\/COZH HO,C_~ K) - CO.H
Hdota 1,7-H,do2a Hteta

1.3.3 MAKROCYKLICKE POLYAMINOFOSFONATY

Tato skupina polyazamakrocykhese fosfonovou skupinu methylfosfonové
kyseliny jako pendantni substituenty na atomechldud.igandy se vyznéuji koordinani
selektivitou a jejich komplexy vysokou termodynaima stabilitou®® Komplexy jsou

stabilni vici kyselé hydrolyze a jsou tak slibnymi adepty prnguiti v radiomedici.
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Dale se vzhledem k afiritmethylfosfonové skupiny k hydroxyapatitu ve zvygen
mite akumuluji v kostni tkani. To by mohlo umoznit dreostické zobrazovani kosti,
pripadré napomoci k 1ébg kostnich metast&?..

Mezi vyznamné makrocyklické polyaminofosfonatyipatapiklad Hgdotp,
1,8-Hite2p a Htetp (Obr. 4).

Obrazek 4: Struktury vybranych makrocyklickych polyaminofosfonatd

m H,0.P7 m < POH,

N
P/\ N/ \N/\PO3H2 H,O,P [N H|\|j [N N
NH

N\ POH, HOP - U\/PO3H2

H,0

273

H,0:P_~ N\ N/ ~_-POsH,

Hgdotp 1,8-Hjte2p Hgtetp

1.3.4 BIS(THIOSEMIKARBAZONY) 238!

Bis(thiosemikarbazony) (BTS, Obr. 5) jsou séeminy tetradentatnvazici Cl za
vzniku uzavenychétvercow planarnich komplek se temi piticlennymi chelatovymi
kruhy. Vzniklé komplexy jsou termodynamicky (logK#118) a kineticky relativa stélé,
piesto v porovnani s komplexy makrocyklickych ligdrjé jejich stabilita mnohem mensi.
Ta ovSem v praxi nehraje velkou roli. Biodistribu@aiofarmaka zavisi hlaema
molekularnich vlastnostech komplexu. Z vlastnasthto komplex: je podstatna lipofilita,
nizka molekulova hmotnost, vysok& membranova propmst a nizky redoxni potencial.
Mohou byt upravovany alkylaci skeletu a terminanamini.?*% Komplexy sein vivo
neselektive vazi na proteiny (zrigeni albuminu v krevnim sérujehoz se vyuziva

v radiodiagnostice (sledovani krevnihosah).

Obrazek 5: Priklady rGiznych struktur bis(thiosemikarbazon()i !

R1 R2 zkratka R1 R2 R3 R4
N:/ \:N GTS H H H H
NN / N
)|\ Cu J\ PTSM CH H CH; H
R3 / N\ _R3
\|\|1 S S ITI PTSE CH H GCHs H
R4 R4

BTs ATS CH; CH; H H
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1.3.5 PORFYRINY!?!

Mezi nejznansjSi zastupce porfyriinpati hemy a cytochromy nachazejici se
v lidském ¢€le.

Mnohé derivaty porfyrifi sefadi mezi molekuly schopné komplexovat izotopy
riznych kovi a proto spadaji mezi potencialni kompleérécinidla s vyuzitim v nukleérni
mediciré. Mohou byt povaZzovany za vhodné niesradionuklidi médi do cilovych tkani.
Porfyrinové komplexy s &di jsou stalé proti dekomplexaci a snadno se ot pigravu;ji
derivaty navazanim substituénpiedevsim na aromatické jadro. Tyto derivaty jsou
schopné navazat se na bilkoviny lidského krevniéra.sZng&ené porfyriny maji tendenci
vazat se na nadorové tiky, piipadré se kumulovat v tkanich. Tato tendence ¢g#tbyla
zcela objaséna.

Samotné porfyriny se uzivaji v protinadorové fotaiai. Jejich nevyhodaip
pouziti v radiomedici&ispaiva v kinetice komplexace, ktera je velmi pomal&nio
nedostatek se @ixe eliminovat pipravou derivail s vyssi komplexéni rychlosti.
Prikladem miize byt karboxylovy derivat na Obr. 6.

Obrazek 6: Karboxylovy derivat porfyrinu

COOH
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1.4 TEORETICKE POZADI A CiL PRACE!Z>4]

V piedchozichradcich teoretického Uvodu bylo nastio mozné vyuziti
radioizotof medi v nuklearni medici& Z velké Skaly radionuklidl médi pada volba
predevsim na izotop$’Cu a®’Cu vzhledem k vhodnym délkam jejich péksu rozpadu.
Své vyuziti nachazi ve vy§eni pomoci PET aippdiagnostice a terapii rakoviny.

Pro aplikace radionuklilmeédi v medicirg je velmi dilezité, aby tyto izotopy
obsahovaly co nejmémetistot a gipravend léiva tim ziskala co nejvyssi specifickou
aktivitu. Jejich vyroba spfiva v oz&ovani zinkovych tefti neutrony v jaderném reaktoru
(nag-. ®’Zn(n,pf’Cu), pripadré odstelovanim niklu protony v cyklotronech
(nag-. **Ni(p,n)®*Cu). Neistoty, které vzdy doprovazi vysledek znifé vyroby, se mohou
odctlit od Zadanych izotofp médi pomoci sepakamich metod. Velmi efektivni metoda
vyuziva chelatujicich pryskic obsahujicich makrocyklické ligandy. Tyto ligantiori
s radioizotopy midi nestalé komplexy a tim je zachycuji. Nasleéde vytsni velice
snadno nadbytkem silné kyseliny.

Vycisténé izotopy médi byvaji pouzivany népstji ve formeé chloridu med’natého a
jeho hydrat. Chiné radiofarmaceutické komplexy obsahujicfFTwvaji pripravovany
pouhym gidanim odpovidajiciho mnoZstvi radionuklidu k raaidigandu vysoce
selektivnimu pro komplexaci &ali.

Reakce se provadi za pi@hého pH a fi laboratorni teplat. Komplexace Ni* do
makrocyklickych ligand probihé obvykle velice pomalu. Rychlost komplex@cé* uz? je
oviem srovnatelna s €l proto se uZiva pH v rozmezi 3—4i Béto hodnot pH je CU*
zcela zakomplexovand, ale Zrkomplexy se jedt(vzhledem k jejich nizsi stabiti)
netvai. K tomuto dochazi zivodu postaveni gdi v Irwingoveé-Williamsow fadk kova
(meéd’ se chova jako silna Lewisova kyselina a vyfvdejstabiljSi komplexy ze vSech
kovi prvni prechodné&ady).

Vzhledem k vySe uvedenému ma tato baksta prace za cil nalezeni postupu
piipravy potencionakvhodného makrocyklického ligandu zaloZzeného
na 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanovém skeletuy k& vhodny pro komplexaci
dvojmocnych kationt médi. Rozn®r centralni kavity makrocykluigsré odpovida
polomru iontu CU* a piipraveny ligand by tedy mohl tvi s témito ionty velmi stabilni
komplexy. Pouzitim makrocyklického skeletu segpoklada ¥tsi kineticka inertnost diky

puasobeni makrocyklického efektu.
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LigandL (Obr. 7) byl navrzen s jednim, slabke koordinujicim, pendantnim
ramenem, které by #fo zagic¢init urychleni komplexace. Jako pendantni ramenia by
zvolena 4-nitrobenzylfosfinova kyselirfd), ktera tak byla pouzita jako prekurzor
k syntéze ligandlL. Design tohoto ligandu byl navrZzen vzhledemikgpokladu, Ze slab
koordinujici se skupiny pendantnich ramen urychfojnplexaci, kterd u makrocyklickych
ligandi probih& ve srovnéani s acyklickymi ligandy pomal&jiptipac, Ze by komplexy
s timto typem ligandu vykazovaly vhodné kinetickteemodynamické vlastnosti, mohly

by nalézt své vyuziti v radiodiagnostice.

Jako hlavni cile této prace byly definovany:
Syntéza ligandu a prekurzoru:
= 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (cykldin,
= 4-nitrobenzylfosfinova kyselina (NBPINL)

NH HN

[ j 0 N—<: :>ﬁ H
NH HN ° P/
o) OH

cyklam (1) nitrobenzylfosfinova kyselina (1)

= Nalezeni zjpsobu gipravy latkyL (viz Schéma 2 v Experimentaldasti)
tak, aby mohl byt do budoucnu vyuZit pro syntéziotiatky ve wtSim
mnozstvi a bylo tak umozno podrobné zkoumani jejich vlastnosti.

= Stanoveni kinetiky odchr&ni cyklamového skeletu

= Porovnani bazické a kyselé hydrolyzy esterifikovam@endantu

Obrazek 7: Cilova latka L
m ﬁ NH,
NN F|’

[ j OH

NH HN

N

(L)
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALI

2.1.1 CHEMIKALIE

=0 (0] TR TG PP PP Linde
bis(3-aminopropyl)-1,2-ethylendiamin (3,2,3-amMinN)..........cccccecvvvvvrrnennnn. Aldrich
benzyl O-methylsulfonyl)hydroxymethyl(nitrobenzyl)fosfinat.................. Fpraven
kolegou Janem Blahutem

bromtrimethylSilan98%0...........cvviiiiii i Aldrich
fosfornan amonnyrékrystalizovany z horké vody)...........ccooceeeeeeeenniiinnenn. Aldrich
glyoXaltrimer,NYArAL..........oooiiiiiiiie e Aldrich
chlorid nikelnatyhexahydrat.............cccovvrriiiiiiicc e, Lachema
hexamethyldisilazan.................cccoiiiiiiiiiee e, Fluka
hydroxid draselnYgiSty........ccoeeiiiiiiiiiiiee e a e Penta
NydroxXid SOUNYEISTY ...cevieieeee e Penta
QY= L1 T0 o L= TST=1 Y2 Lachema
kyselina chlorovodikova&36% vodny roztokK............ccceeeeeeeieeeeeeeeeveeeenninnnns Penta
01181 1Y L o PR Lachema
N-ethyldiiSOPropYIAMIN .....eeeeiiiee e Merck
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid.................ouiiiiiiiiii Fluka
N,N -dimethyl-4-amiNOPYridin ............uuuu v eeeeeeeeee e e Fluka
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid ................oom oo Alilch
palladium na aktivnim UNIi ... Aldrich
paraformaldenyd .............ccooiiiiiii i —— Fluka
pentahydrat siranu &’natého 5% vodny roztok............cccceeeevieeieeeeeeneennene, Lachema
P-NitrobenzylbromMIidO7%0.........ooooiiii s Aldrich
RaNi (Raney NICKel) .....oooriiiiiii e Lachema
SIran SOANYDEZVOAY........ccooiiieieeeee e Penta
THEtNYIAMIN oo e e ————— Fluka
trimethylsilylbromid ... Penta
uhlicitan draselnybezvody, ZiNany..........cccccceeeeeiiiiiiiciie e Lachema
17010 11 70 TP TTPPTPP Linde
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2.1.2 POUZITA ROZPOUSTEDLA

o Tot =1 (0] 0111 ] PSPPI Penta
acetonitril,suchy (destilace SHDs) ........ccuuveeeeeeiiiiiiiiieee e Penta
amoniak,25% vVOdNY rOZtOK.............coiiiiiiiiiiiiiiieieee e e e e Penta
dichlormethansuchy (destilace Sds) ..........ccccoviiiiiiiiiiic i, Lachema
diMethyISUIFOXIA ....ooeeeeee e Lachema
ethanol,96%, denaturoVany.............ccceeeeiiiieeeeeee e Lihovar Kolin
EtNANOLSUCNY.....cic e e e e e e e e e e e e e e e e biar Kolin
ethyl tHflUOrACETAL.........eeeeeee e Fluka
ChIOTOTOIM L. e Lachema
QYA T= [T F= W o L1 (0 1V S Penta
METNANOL... .. oo s Lachema
tetrahydrofuransuchy (destilace S Na).........ccuuveeeeeiiiiiiiiiieeeiieeee e Fluka

L0 01T o PP Penta
toluen,suchy (destilace SDs) .....uevviiiiiiiiiiieei e Penta
voda,deionizovand (ziskana reversni osmo6zou, ROWAPURQOQ......... RF UK

2.1.3 POUZITA DEUTEROVANA ROZPOUSTEDLA

CDCl3,99,890. .. i e ettt e e e e e e e e e ee et e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaanan Allch

D20, 99,050 .. et éhotrade
DM Q7 ettt Chemotrade
DMSO—h, 99,590.....uuutuiiiiiiiiiiiiiiie e Chemotrade
NaOD, v, (pripraven pidanim sodiku do BD) .........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiceeeeenn. Chenzate

2.2 METODY CHARAKTERIZACE

2.2.1 NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE (NMR)

Mé&teni spektefH, *°C a®'P bylo realizovano na spektrometrech VNMRS300
(rezonaini frekvenceH 299,9 MHz,*C 75,4 MHz a®'P 121,4 MHz) a Variail"™"
INOVA400 (rezonaéni frekvence’H 399,9 MHz,**C 100,6 MHz &'P 161,9 MHz). Tyto
pristroje jsou dostupné naPUK.
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Uvedené hodnoty chemickych posufjsou v jednotkach ppm a interéki
konstantyd v jednotkach Hz.

Chemické posuny jsou uvéay s glesnosti na dvdesetinna mista pre¢d a na jedno
desetinné misto proC, °F a*'P. Interakni konstanty jsou zaokrouhleny rniaplatné
cifry.

Pro meteni byly pouzity NMR kyvety o tlouke 5 mm. Druh rozpou&tla je
uveden u jednotlivych lateRH NMR spektra byla nsiena véistych deuterovanych
rozpoustdlech (CDCE, DMF, DMSO, D,O, NaOD).Cast*’P NMR spekter byla @iena
v surové reakni smesi. Nektera®'P NMR spektra a vechrtaC NMR spektra byla
nameérena s ,decouplingem* vodikovych jader. Teplotaieni byla 25 °C, neni-li uvedeno
jinak.

Chemické posuny WH a**C NMR spektru byly referencovany na interni
standardy: TMS fi méreni v CDC} (on = 0,00,6¢ = 0,00),t-BuOH @i méieni v DO (0n
= 1,256¢ = 29,13). Bi m&ieni®'P spekter byl jako externi standard pouZit 85% ozt
HsPOyv DO (0p = 0,00).

Zkratky pro multiplicitu signal v NMR spektru jsou: s (singlet), d (dublet),

t (triplet), q (kvartet), p (pentet), sp (septat),(multiplet).

2.2.2 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE (MS)

Hmotnostni spektra byla natifena na hmotnostnim spektrometru Bruker
ESQUIRE 3000. Hstroj je vybaven iontovou pasti a umaie ionizaci elektrosprejem
(MS-ESI). Vzorky byly rozpuginy v prislusSném rozpouétile a naedény mobilni fazi
(MeCN, MeOH). Spektra byla étena gevazr v pozitivnim, ale také v negativhim modu.

U charakterizaci jednotlivych latek jsou uvedenype signaly, které se poiil®
interpretovat.

2.2.3 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE (TLC)
Pri tenkovrstvé chromatografii byly pouZity desk typu Silufol®

s Sirokoporéznim silikagelem nanesenym na hlinikidlié(Kavalier) se Skrobem jako

pojivem. Rislusné mobilni faze jsou uvéay u jednotlivych latek.
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Detekce byla provedena 0,5% roztokem ninhydrinahaaolu nebo CuS£5H,0
(5% vodny roztok) a naslednym zZatim. HodnotyR: jsou uva@ny na jedno desetinné

misto.

2.2.4 RENTGENOVA STRUKTURNI ANALYZA

Difrakce byla namtena na pistroji NONIUS KAPPA CCD. Jako zdroj ¥ani byla
pouzita molybdenova lamp&{ = 0,71073 nm). Vzorky byly @eny i teplot 150 K.
Krystalové struktury byly vieSeny RNDr. lvanou Cigavou, CSc. a uigsreény Skolitelem
doc. RNDr. Janem Kotkem, PhD.
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2.3 SYNTEZA

Schéma 2: Navrzeny postup pripravy latky L

NO,

- P AK\A

[N: ::j CF, [ j CF, CF, [ j gl(::H o
ey U Uy

(n (m (my
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V textu uvedeném niZe se pod pojmem ,otfpd na RVO" rozumi odgani na
rotatni vakuové odparce. Teplota lazse liSila v zavislosti na odpavaném rozpoustile
(viz nésleduijici pehled). Déale pod pojmem ,amoniak (N}4je minén jeho 25% vodny

roztok a pod pojmem ,kyselina chlorovodikova (HCl'mirgn jeji 36% vodny roztok.

Orienta¢ni teplota 1&zné RVO pro r tizné druhy rozpousgdel:

ELOH. . 45 °C
Smesi obsahujici vodu..............oeevviiiiiiceeeee . 60 °C
Ostatni pouZitd rozpou&tla ..........ccccoeevvieeeeennnnne. 50-55 °C

Pod pojmem ,teplota“ je miina teplota olejové lazn ve které byly ponieny

baiky s reakni snesi.

2.3.1 PRIPRAVA FOSFOROVYCH PREKURZORU

SYNTEZA LATKY 1 (4-NITROBENZYLFOSFINOVA KYSELINA, NBPIN)[#Z!

H,C /CH3 1.02N—< >ﬁ
g /o—SiMes Br

CH,CI,

3 argon
NH,H,PO, + H—P — "> H—P
_CH, 50-100C \ 2. EtOH
/S'\ O—siMe,
HC cH, (BTSP)
2\ Vi 7\
Z
o ‘o o~ oH 0" “om
(1, NBPIN) (2, NB,PIN) (3, NBPON)

Do 500m. trojhrdlé baky bylo navazeno 10,0 g (120 mmol) rekrystalizoviané
fosfornanu amonného. Bka byla opatena zavééci trubickou s kohoutem (spojena
s privodem argonu), chladem, na ktery byla nasazena dalSi teikiai s kohoutem
(napojena na membranovou WA slouzici jako zdroj vakua) a zatkou, kteréa pgrfiinkci
ventilu pri sekuraci. Dale bylo fidano magnetické michadlo. Aparatura byiarét

evakuovana a nasleéinaplréna argonem.
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Po provedené sekuraci byla za¥éattrubicka na chladii vyménéna za bubléku
s nujolem a zatka za gumové septum. Tyto Ukony lpybyvedeny v silném protiproudu
argonu. Reakce musi probihat v inertni atmizsféebd jak bis(trimethylsilyloxy)fosfin
(BTSP), tak silylestery fosfinovych kyselin jsouliee citlivé na vihkost a oxidaci.

Pres septum bylo pomoci injéRi stikacky s jehlou gidano 50,0 m (237 mmol)
hexamethyldisilazanu (HMDS). Proud argonu byl nastatak, aby bubk&kou prochazela
cca 1 bublinka za 2 s. Re&ki smés byla za stalého michani zéana ges noc v olejové
lazni o teplo¢ 105-110 °C.

Po ukorgeni reakce byl zesilen proud argonu a celé apaadiyia vyjmuta
z olejoveé lazg a ponechéna vychladnout na laboratorni teplotasRBeptum bylo injeii
stiikackou pridano k reakni smesi 100 m. vysuSeného DCM. Obsahiliky byl vychlazen
v lazni ze snisi ethanolu a suchého ledu na —40 °C. Za stalélazeni byl ges septum
pridan roztok 11,8 g (55 mmol) 4-nitrobenzylbromidd&B) v 200 m. suchého DCM.
Bylo nutné dbat, aby v injeii stikacce, jiz byl roztok pidavan, nebyla Zadné vzduchova
bublina. Po pidani veSkerého roztoku byla chladici ldzzvolna oltata na laboratorni
teplotu. Reaéni snes byla michana dalSich 12 hodin pod mirnym proudsgonu.

BTSP je mozné alkylovat do dvou stitip takZze mimo Zadaného produkty4-
nitrobenzylfosfinova kyselina, NBPIN) vznik& vidéhu reakce také bis(4-nitrobenzyl)-
fosfinova kyselinaZ, NB,PIN). Jeji vznik byl omezen pouzitim dvojnasobnétaabytku
BTSP oproti 4-nitrobenzylbromidu (NBB). Vifitomnosti oxid&nichcinidel (kysliku)
muze dochézet k oxidaci fosfinové skupiny za vznikaitrobenzylfosfonové kyseliny
(3, NBPON).

DalSi den byl proud argonu z&ia zesilen a reaini smes byla frevedena pomoci
kanyly do kadinky obsahujici 250uethanolu. Zbytek roztoku byl zipodni reakni
baiky vymyt dalSimi cca 50 mEtOH. Ol etanolové frakce byly spojeny a vznikla
suspenze byla odpena dosucha na RVO wgdem zvazené 500inkulaté bace. Zluty
odparek byl rozpugh ve 400 m vrouci vody (50-100 mvody na 5,0 g produktu).
VétSina produktu se rozpustila, malé mnoZststalo nerozpughé, jednalo se hlawn
o disubstituovanou sl@eninu2. Roztok byl za horka zfiltrovan naredettaté fritt S2 do
1L kulaté baiky. Po ochlazeni filtratu bylad@kavané krystalizace 4-nitrobenzylfosfinove
kyseliny(1). K té ovSem nedoslo. Filtrat bykpveden do d délici nalevky a bylo pidano
20 mL koncentrované HCI a 200incthloroformu. Po dkladném pratepani byla odélena
vodna a organicka faze. Organicka faze byla odmasa uchovana v Erlenmeyegov

baice. Vodna faze byla dosucha odpaa na RVO.
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K odparku bylo pidano 100 m 10% HCIl a 100 m chloroformu a snés byla dikladng
zamichana. Takto byla ponechana stasprikend.

Vykrystalizovana 4-nitrobenzylfosfinova kyseli(B) byla odfiltrovana na fri¢ S2,
promyta malym mnozstvim studené vody a gdlddném proséti vzduchem dosuSena ve
vakuovém exsikatoru nath®s.

V organické fazi se po dvou dnech vyiila bila srazenina. PodféP NMR spektra
se jednalo o térf ¢isty produktl (90%cistota). SraZzenina bylagfiltrovana na fri¢ S3 a
rekrystalizovana z horké vody.

Vytézek(4-nitrobenzylfosfinova kyselina) = 3,9 gdistote 98 %, ne€istota: NBPON (2 %);
1,2 g ocistott 90 %, neistoty: NBPON (4 %), fosforita kyselina (3 %) a flosecna
kyselina (2 %)

Charakterizace:

'H-NMR (NaOD): 6 2,9-3,1 (m, vice signalu k¥i casténé vymeng za D);
6,97 (d, PHJp = 523); 7,42 (d, 2HJ = 8,4); 8,18 (d, 2H, arontJuy = 8.4)
13C{*H}-NMR (DMSO) : 6 40,0 (d,"Jpc= 107); 123,6 (2C, arom); 130,2
(d, 2C, arom3Jpc= 7,4)

3p{1H}-NMR (NaOD) : § 24,8 (s)

3P_NMR (NaOD): 6 24,7 (d;*Jp1= 523)

PRIPRAVA ETHYLESTERU KYSELINY NITROBENZYLFOSFINOVE

DCC
DMAP
p EtOH dry o)
7\ 7\
D o7 “on @ 0”7 “ocH,cH,

Ziskana NBPIN(1) byla naslednou reakcig@vedena na sy ethyl ester(4). Do
baiky o objemu 250 m bylo navazeno 3,7 g NBPIN (15 mmol), spolu s 3,0GC (1,2
ekvivalentu, 18 mmol) a 30 mg (0,05 ekvivalentlg @gmol) DMAP ve 100 m suchého
EtOH. Reakni snes byla michanaigs noc.

V bance vznikla suspenze Zlutého kapaliny s bilou srai@n Ta byla zfiltrovana
na frit¢ S3,¢ast byla odebrana do vialky a rozptrsa v CHCS.

30



Tato vialka byla ponechana v digestaokud se neodd veSkery CHCH.
Néasled® byl vzorek rozpudin v CDCk a byl pripraven vzorek naH a*'P NMR. Tato
latka byla posléze identifikovana jako vedlejSi gt N,N"-dicyklohexylma@ovina
(DCU).

Prefiltrovany roztok byl odpgen na RVO do sucha, odparekspozpustén v EtOH
a nasleda jest jednou pefiltrovan na frig S3. Do kyvety byl odebran vzorek AP
NMR. Poté byl obsah by znovu odp&n na RVO. Produkt byl ve forénpevné, sutle
Zluté, latky.

Charakterizace:

Cistota(ethyl ester 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny) d# NMR = 91 %, neistoty:
NBPIN (7 %) a stopy NBPIN (2 %)

31p{1H}-NMR (EtOH) : 6 35,1 (5)

3P_NMR (EtOH): 6 35,1 (d splJpn= 559;%Jpn ~ 3Jpr ~ 9,4)

2.3.2 PRIPRAVA CYKLAMU##4]

N  NH N N
2 NiCl 6H.,0 N _// \\_// N —
2 N 2c 2Cl
7N 5C —rt =
N  NH, U U
+2 +2
N, NH HN .
[ j o RN [ N”j Yo [ j KINI(CN),]
| ——-»
2 KCl
20 NaOH N N NH HN

( 1)
Do kadinky o objemu 2 bylo pridano 20,0 g (110 mmol) bis(3-aminopropyl)-1,2-
ethylendiaminu (3,2,3-amin), ktery byl naslédozpusén v 500 m. destilované vody. Za
stalého michani bylofmlano 27,3 g NiGJ- 6H,0 (110 mmol). Kadinka s intenziwfialové

zabarvenym roztokem byla pofema do ledové&iSte a chlazena na teplotu nizsi nez 5 °C.
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Dale bylo smichano 12,0 g trimeru glyoxalhydrat& ¢emol) se 120 m
destilované vody. Vznikl4 suspenze byla #igna na 65 °C a michana do Uplného
rozpuséni.

K chlazenému roztoku nikelnatého komplexu bkikapavan (Pasteurovou pipetou)
pripraveny horky roztok monomerniho glyoxalu. Tatosmyla nasledmichana pes
noc @i laboratorni teplat.

Nasledujici den bylo k reg&ki snesi pridano 500 m vodného roztoku NaOH (2).
K takto pgipravenému roztoku bylo za stalého intenzivnihomaiti gidano pocastech
25,0 g Raneyova niklu (RaNi)figemz byl pozorovan vyvoj vodiku. Vznikla suspenze
byla michana fes noc pi laboratorni teplat.

Nasledovala zdlouhava filtracégs vihkou papirovou kasi fjpravena
rozmichanim kougkfiltra¢niho papiru v destilované vépna frit¢ S3. K filtratu,
ziskanému v fedchozim kroku, byloiiddano 50,0 g KCN (770 mmol). Roztok byl
preveden do 2 baiky s kulatym dnem a refluxovan po dobu 3 hodin gmitnym
chladicem. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl vznigyklam extrahovan
chloroformem (1L). Extrakt byl vysuSen bezvodym B&O,, prefiltrovan na fri¢ S3 a
zahu&n na RVO na takovy objem, aby prédochézelo ke krystalizaci produktu.
Zahusény produkt byl gelit velkym nadbytkem MeCN (trojnasobek objemu seispe).
Vznikly produkt byl odsat na fri¢ S3, promyt MeCN a suSen proudem vzduchu po dobu
1 hodiny. Bily prasek byl fes noc dosuSen v evakuovaném exsikatoru nad KOH.

DalSic¢éast produktu byla ziskana afgamim maténich louhi a naslednou
rekrystalizaci z vrouciho MeCN.

Vytézek(cyklam) =5,9 g, 25 %

Charakterizace:

TLC: fialova skvrnajRs = 0 ve vSech amoniakalnich mobilnich fazi&h= 0,5 v sousta®
EtOH:CHsCOOH:HO (6:1:8)

MS (+): 200,8 ([M+HT', teor. 201,2)

'H-NMR (CDCl 3): 6 1,71 (p,*Jun = 5,1; 4H, CH—CH—CHy);

2,69 (t,°Jyn = 5,1; 8H, N—GH,—CH,—CH.); 2,71 (s, 8H, N—Gl,—CH»—N)

13C{'H}-NMR (CDCl 3): 6 32,2 (2C, CH-CH,—CHy); 48,3 (4C, N-CH,—CH,—CH,): 48,6
(4C, N-CHx-CH>—N)
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2.3.3 OCHRANENI CYKLAMOVEHO SKELETU]

Y era Aﬁ Cpkﬁ%

T T
v CFYK)\H/CF \H/K)W

(1) () (1)
Do injekéni stikacky bylo nabrano 2,4 m(20 mmol, 4 ekvivalenty) ETFA, ktera

byla v pribéhu 5 minut gidana po kapkach do michajici se&inl,0 g cyklamu (5 mmol)
a 0,7 m EtN (1 ekvivalent, 5 mmol) ve 4,0 mMeOH ve 25 m baice. Ri této procedie
posta@&ovalo pouze chlazeni ve vodni lazni, reakce nemazsg exotermicka. Sis byla
michana pes noc (dle literatu”’ k reakci postai p&t hodin).

Nasledr byla snes odpdena na RVO do sucha attriednd sirupovita latka byla
rozpuséna v minimu ethylacetatu. Ste byla gecisténa sloupcovou chromatografifgs
sloupec Si@. Po naneseni latky byl sloupec proplachovan ettgti@em fiblizné do
poloviny objemu 100 m baiky. Poté byl roztok odp@n na RVO a kolona byla jest
jednou proplachnuta obdobnychigobem do stejné kily. Cast byla odebrana jako
vzorek pro MS a obsah hky byl opét odpaen na RVO do sucha.
vytézek™: cca 90%

Charakterizace:

MS (+): 511,0 ([M+Na[, teor. 511,1)

'H-NMR (CDCI 3)™": (300 MHz):6 3,85-3,25 (m, 12H); 2,90-2,80 (m, 2H);
2,74-2,50 (m, 2H); 2,30-1,90 (m, 2H); 1,85-1,63 @#); 1,25-0,60 (m, 1H)
¥F-.NMR (DMF-d ;)!": (282,4 MHz, 120 °C)5 7,5 (s); 6,9 (S); 6,6 (S)
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2.3.4 POKUSY O NAVAZANi FOSFOROVEHO PENDANTU

MANNICHOVA REAKCE S ETHYLESTEREM NBPIN

0 o)

NO
CFs)km CFg)km/\z\/@ 2
3Y WC& o7 \OCH?’CH3 CF, CF,
(0] ‘:i (0] @ 0 ‘?ﬁ T

Latkall z predchozi reakce byla rozpgsta v 30 m toluenu. Ethyl ester NBPIN
(4) pripraveny v gedchozich krocich (2.3.1) byl odfea na RVO do sucha a smichan
s chrarnym cyklamem v toluenu. Zatélem minimalizace obsahu vody v toluenu byla
smes pielita do Dean-Starkovy pasti (Dean-Stark Trap) afzeana na 135 °C. Tento
postup ovSem nebyl vhodny, smboulivé vypénila jesSe pied dosazenim poZzadované
teploty.

Obsah pasti byl feveden do 100mbaiky a snes byla zaliivana na 90 °C.

V prabé¢hu hodiny bylo za stalého micharigéno 0,6 g paraformaldehydu
(1,3 ekvivalentu, 20 mmol). Poté byla regk snts michana fes vikend a nadéle
zaltivana na 90 °C.

V barce se po reakci roztlly dv¢ faze. Ve spodnéasti baiky se vyskytoval syt
oranzovy olej nerozpustny v CHEA nad nim Zluty toluenovy roztok. Navic ve spodni
olejové fazi vykrystalizovaly bilé jehlice, které/ly rozpustné v DMSOC4st byla
odebrana na stanoveni pomoci MS. Jednalodgrikrat substituovany cyklar!*) .
Smes byla jest jednou zabkata, k homogenizaci nedoS$lo. Toluenova faze bylgaseha na
RVO do sucha a olejova faze byla rozpirt v EtOH. Byl odebran vzorek idP NMR a
MS.

Smes byla rozdlena natetiny, které byly vyuZity k naslednym reakcim (viz

kapitola ,Postupné od&peni chranicich skupin a syntéza cilové latky L").
Charakterizace:

MS (+): 752,3 ([M+Na[, teor. 752,2)
MS (+) pro étyfikrat trifluoracetylem substituovany cyklam: 607[®1+Na]", teor. 607,1)
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3P_NMR (EtOH): ¢ 47,2-49,3 (sikolik piki, patrre rizné konformery v ésledku rigidity
acylovaného makrocyklu, souhrnna intenzita ~30 @Ko dalsi latky byly identifikovany
ethyl hydroxomethyl(nitrobenzyl)fosfinat (s, 4045 %), nitrobenzylfosfinova kyselina (d,
23,9,%Jp1 = 532, 15 %), nitrobenzylfosfonova kyselina (t,1FJpn = 21, 10 %).

MANNICHOVA REAKCE S TRIMETHYLSILYLESTEREM NBPIN GENEROVANYM POMOCI BSA

H,C
\ _CH,
H3C/SI\
o)
H,c—
N
H,C
~ |
OZNO—\ /H no s o /O_SIM83
P - P
2\ N .
o o “oH 0 —SiMe,

CF3 N HN CH,0

(1)

SiMe,
Q /<|3 NO, 0 NO,
CFS/lkN N/\p\/©/ NH N/\lFl,\/©/
j o 1. MeOH [ j |
SiMe, 2. NH,OH NH HN OH

AN
CF, N N CF,
U y
(V)

Do trojhrdlé baiky bylo navazeno 3,0 g (3 ekvivalenty, 12 mmol) NBR(1).
Baika byla opatena zavagci trubickou s kohoutem (spojena gipodem argonu),
chladicem, na ktery byla nasazena dalsi ttildai s kohoutem (napojena na membranovou
vyvévu slouzici jako zdroj vakua) a zatkou, ktera prfiinkci ventilu @i sekuraci. Dale
bylo prfidano magnetické michadlo. Aparatura byi&irat evakuovana a nasleginaplréna
argonem. Po provedené sekuraci byla z&eattubicka na chladii vyménéna za bubléku
s nujolem a zatka za gumoveé septum.

Poté bylo pidano 10,8 m BSA (3 ekvivalenty, 44 mmol) pomoci injéki
stiikacky. Tyto ukony byly provedeny v silném protiproudsgonu.
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Latkall byla rozpu&tna v suchém THF. Pomoci injekce bylgepedena do by
s reakni smesi NBPIN a BSA. Dale bylo fidano v protiproudu argonu 1,8 g
paraformaldehydu (4 ekvivalenty, 60 mmol). R&aksmes byla michana dva dny.

Pri této syntéze byla testovana oxéué a hydrolyticka stabilita sesi. Vzorek byl
odebran do NMR kyvety napné argonem, ktera byla ponechana éeev fes noc.
Zmeny ve snési byly sledovan pomocfP NMR spekter.

Po 2 dnech bylo do s#si pridano 10 m MeOH, pomalu, za intenzivniho michani a
se zvySenym proudem argonu. &byla odpéena na polovini objem a naslednbyl
odebran vzorek ndP NMR a MS.

Charakterizace:

V MS spektru se vyskytoval signal chr&reého cyklamu bez navazaného fosforového
pendantu. SignaS(+): 200,8 ([M+HTJ', teor. 201,2). Pik odpovidajici chimému
cyklamu s jednim fosforovym pendantem (729,2) sspektru nevyskytoval.

V NMR spektru po hydrolyze MeOH zmizel pik v oblasti 1ppm. CoZz znéi, Ze doslo
k hydrolyze nebo sis zreagovala s paraformaldehydem. Ve spektru skytgsaly

signaly mnoha latek, ve stei prevaZzoval NBPON jako produkt oxidace.

Spektra k testu stability

31p{1H}-NMR (MeOH) : § 152,5 (s); po smichani NBPIN s BSA

3P_.NMR (MeOH): 5 151,2 (t;2Jpn= 14,3)

3p{1H}-NMR (MeOH) : § 148,9 (s); po #kolikahodinovém stani na vzduchu v kyvet
3P_.NMR (MeOH): 5 148,9 (t;2Jpn= 14,3)

31p{IH}-NMR (MeOH) : § 148,9 (s); po fidani makrocyklu

3P_.NMR (MeOH): 5 148,9 (t;?Jpn= 14,8)
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MANNICHOVA REAKCE S TRIMETHYLSILYLESTEREM NBPIN GENEROVANYM POMOCI HMDS

Hac\s./
/ch,
" cu
G~
He” I\CH
. .
OZNO—\ M s ()2,\|4<;>j _o—Sive,
P THF 60C P
2N\ N .
o o “oH 0 —SiMe,
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Do trojhrdlé baiky bylo navazeno 0,5 g latky (2 mmol). Baika byla opatena
zavadci trubickou s kohoutem (spojena gipodem argonu), chladem, na ktery byla
nasazena dalSi trulida s kohoutem (napojena na membranovouvinslouzici jako zdroj
vakua) a zatkou, ktera plnila funkci ventildi gekuraci. Dale bylo fiddno magnetické
michadlo. Aparatura byl&ikrat evakuovana a naslegéinaplréna argonem. Po provedené
sekuraci byla zavaati trubicka na chladii vyménéna za bubléku s nujolem a zatka za
gumové septum. Poté byldgigano injekni stikackou 5 m. suchého THF. Déle bylijan
1ML HMDS (2 ekvivalenty, 5 mmol). Sgs byla zaliivana na 60 °C a michanégs
vikend.

Zvyseny proud argonu zbavil stmveskerého rozpoustlia a v bace Zistala pouze
hnéda srazenina. Bylo tedyidano dalSich 10 msuchého THF. Sis byla ovSem stale
heterogenni. Porfdavku 2 m HMDS (4 ekvivalenty, 10 mmol) se sraZenina rozjdast

bylo odebrano 0,5 mvzorku na*’P NMR.
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Charakterizace:
V NMR spektru se nachazelo mnoho signdiznych latek. Nad nimi markangn

pievazoval signdl fosfonatu. Vzhledem k tomu jiz nelbyealkeni smesi pridavan cyklus.

ALKYLACE S MESYL ESTEREM HYDROXOMETHYLDERIVATU NBPIN

CF; N  HN [ K,CO,

O—S —cCH
+ ON 3
[ j 2 Sl MeCN 60 C
Y (@)

(V)

Do 100 m. baiky bylo pridano 0,2 g latkyl (0,5 mmol) v 5 m suchého MeCN.
Dale bylo gilito dalSich 15 m suchého MeCN. Do této sfsi bylo vsypano 0,6 g latky
(1,25 ekvivalentu, 1,5 mmol).

Poté byl odebran vzorek i# NMR, ktery slouZil jako standard pro vyvoj reakce
K roztoku bylo gidano 1,0 g vyZihaného bezvodéehg3Q; a nasleda byla suspenze
michana a zaiivana na 60 °C do druhého dnei Pahtivani sngsi byl na bace nasazen
nezapojeny chladise zatkou.

Nésledujici den byl odebran vzorek #1& NMR. Po nansteni spektra bylo patrné,

Ze stale nedoslo k reakci, protoze spektrum bylodsie s poéatenim spektrem.

Nasledr bylo piidano asi 10 m diisopropylethylaminu a suspenze byla michana a
zalrivdna na 60 °Cies vikend.

Smes byla poté odp@na na RVO, v bigce zbyly hrudky potaSe. Ty byly celkem
tiikrat extrahovany ethylacetatem. Ethylacetatovyatbyl odpéen na RVO do sucha.
Odparek byl rozpush v CHCk. Cést snsi byla odebrana do vialky, ktera byla ponechana
vyschnout. Naslednbyl vzorek rozpugn v CDCka bylo nandieno’H a>'P spektrum.
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Charakterizace:

srovnavaci spektrunmied reakci (latké)

31p{1H}-NMR (EtOH) : 6 43,2 (s, 100 %)

spektrum po zativani reakni smesi s K;CO; jako bazi

3P{’H}-NMR (EtOH) : 9 43,1 (s, 100 %)

spektrum po zativani reakni snesi s diisopropylethylaminem jako bazi
31p{1H}-NMR (EtOH) : 6 22,9 (s, 92 %); —8.8 (S, 8 %)

Vzorek v CDC: v 3'P NMR spektru se nevyskytoval signal fosforu, atHVNMR
spektru nebyly fitomny signaly pisluSejici aromatickym vodikn. Fosfor byl hledan
v hrudkéch potase. Ty byly rozpesly v H,O a byl odebran vzorek maP NMR.
31p{IH}-NMR (H ,0): 6 29,6 (s); spektrum z hrudek potae rozpngth v HO, posunem

neodpovidéa esteru bis(alkyl)fosfinove kyseliny.

2.3.5 POSTUPNE ODSTEPENI CHRANICICH SKUPIN A SYNTEZA CiLOVE LATKY L

ODCHRANEN{ CYKLAMOVEHO SKELETU A NASLEDNA HYDROLYZA ETHYLESTERU

O 0 NO
/[k m /\” 2 m (|)| NO,
NN T NH,OH/EtOH v NP
Cy ol m=— )

OCH,CH,

CFaY U\WCFS NH HN
O o K)

(1) (V)

OCH,CH,

Surova latkdll byla rozpustna ve 30 m EtOH a posléze byloiflano 20 m
NHs. Snmes byla michanais vikend.

Poté byla odpgena na RVO do sucha a odparek byl rozpndt EtOH. Byl odebran
vzorek do kyvety nd'P NMR a na MS.

NMR spektrum poukazalo na vyskyt mnoh&iséot. Snés byla nanesena na silny
kationtovy iontongni¢ (Dowex 50, 50-100 mesh, 'Hyklus). Po naneseni vzorku byla
kolona proplachnuta 400 MEtOH:H,O a nasled& 400 m. H,O do Erlenmeyerovy higky.
Poté byly jimanyii frakce 3% HCI do 250m barek. Obsah bagk byl odpaen na RVO.
Pouze v prvni frakci byl fitomen odparek. Ten byl rozpégtv destilované vod TLC
v IPOV (6:1:8) neprokazalofftomnost makrocyklu. Vzhledem k tomu byl vodolihovy
proplach katexu odgan a byla opt provedena TLC. Ani zde se cyklus nevyskytovél p
detekci ngdi a ninhydrinem.
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Kolona byla tedy prolita roztokem HCI4® (1:1) do 250m baiky. Po odp&eni
byl odparek rozpush v destilované vo#la byla provedena kontrola pomoci TLC. Zde byl
jiz patrna fialova skvrna znazwjici ptitomnost cyklu. Po fiblizné 24 hodinach v roztoku
vykrystalizovala pevna latk& ast krystalk byla odebrana do vialky a ta byla ponechéana
v digestdi, aby se odpaly stopy lehkych rozpoustiel. Nasledd byly krystalky
rozpudtny v D,O na’H a*'P NMR. RovréZ byl odebran vzorek na stanoveni jejich
rentgenove struktury.

Nasledr byl pripraven sloupec Sig) které byl promyt EtOH. Poté byl nanesen
vzorek a kolona byla promyta roztokem BtHtOH (1:5). Jednotlivé frakce byly
odpaovany a byly pipravovany standardy pro TLC. V prvnich frakcichldy
identifikovana pitomnost cyklu. Déale byla kolona vyznaghproplachnutad EtOH a posléze
roztokem AcOH:EtOH (1:5). Jednotlivé frakce bylyamdpaovany a byly pipravovany
standardy pro TLC. Cyklus nebyfipomen ani v jedné z nich.

Proto byla kolona proplachnuta gsi EtOH:AcOH:HO (6:1:2). V jednotlivych frakcich
se roviez cyklus nevyskytoval. Proto byly slity pouze frakdteré byly eluovany
roztokem NH;:EtOH (1:5). Byl odebran vzorek maP NMR a na MS.

V rdmci této reakce byla studovana kinetika odckrarcyklamového skeletu
pomoci*’P NMR spekter. Poiidani NH; do reakini smisi byla mstena spektra viiznych

¢asovych intervalech a byly sledovany &my jednotlivych signal.

Charakterizace:

Tato reakce byla provedena za stejnych podmiriblikrat a s fiznymi
vysledkem.

V nekterych gipadech doslo k odchréni cyklamového skeletu, ale esterova
funkce na fosforovém pendantu nebyla égéna. SignaMs (+): 441,2 ([M+HT, teor.
442,0). Olas vykazovalo hmotnostni spektrum vznik sleminy s molarni hmotnosti
~454. Patra vznikl methylenovy nistek mezi déma dusikovymi heteroatomy N4 a N8
(viz Obr. 7). SignaMSs (+): 454,1 ([M+HT, teor. 454,0).
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Obrazek 7: Latka IV s jednim methylenovym mustkem

PN
NH N O Tv©/
[ /\j OCH,CH,

N N

Nekdy byl pozorovan pik fislusejici volnému cyklamu, tj.fpreakci se od&pilo
celé pendantni rameno. Sigdb (+): (200,8 ([M+HJ', teor. 201,2).

Dle *H a>'P NMR byly krystalky identifikovany jako hydroxomteglderivat
4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (NB(HM)PIN). Idené latky byla potvrzena i RTG
difrakci na monokrystalu, struktura NB(HM)PIN je edena v oddile 3.5 (Obr. 8).

31p{IH}-NMR (EtOH) : pti reakci doslo k vyznamnému ziZeni sighéloblasti 45-50

ppm. Ostatni signaly a jejich relativni intenzitystaly nezngnény.

Charakterizace NB(HM)PIN

'H-NMR (D 20): 6 3,07 (d, 2H); 3,45 (d, 2H); 7,34 (dd, 2B, = 9,0; Jpw = 2,1); 8,1 (d,
2H, 34 =8,7)

¥P{'"H}-NMR (D ;0): 6 35,8 (s)

RTG paramentry: CgHgNOsP, kos@tvere&na soustavaR2:2,2;, a = 7.7904(3),
b=7.9818(2)c = 15.6353(4) A@= = y=90.00°,U = 972.23(5) R, Z= 4, R, = 0.0298,
WR, = 0.0759.
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DEESTERIFIKACE POMOCI ME3SIBR A NASLEDNE ODCHRANEN{ CYKLAMOVEHO SKELETU

o @) NO, O (o) NO
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N N or 23 MeCN N N OSiMe,
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(V)

Priblizn¢ 0,3 g latkylll bylo rozpus¢no v EtOH a odp#eno na RVO. Odparek byl

NH HN

rozpusén v toluenu a znovu odpan na RVO. Dale byl odparek rozpastv suchém
MeCN a bylo gidano magnetické michadlo.

K roztoku bylo gikapano injekni stikackou 2 n. MesSiBr (15 mmol). Baka
byla zazatkovana septem a réaksmnes byla michanaigs noc.

Poté byly do reaéni smési pomalu pikapany 2 m MeOH a obsah hiy byl
odpdaen na RVO do sucha. Odparek byl rozgmst EtOH. Pfibéh deesterifikace byl
sledovan pomoci TLC v IPAV (7:3:3). Chromatografieukazovala na to, ze
deesterifikace prawgodobr prokehla.

Ke smesi bylo piidano za stalého michantiiplizné 10 m. NH,OH. Vyvoj
odchrarni skeletu byl sledovan pomoci TLC v ethylacet&yocatku chragni
setrvavalo na cyklu, roztok bykejmé malo bazicky, proto byloiflito dalSich 10 m
NH,OH.

Nasledujici den byla z#éma v reakni smesi sledovana pomoci TLC s mobilni fazi
NH3:EtOH (1:20). Vysledek nazgaval jistou zngénu v reakni snesi, ktera by mohla
odpovidat odchrami cyklamového skeletu.

Nasledr byla snes precisSténa sloupcovou chromatografii na iontémici. Byl
zvolen silny kationtovy iontosmi¢ (Dowex 50, 50—100 mesh, Hyklus). Po naneseni
vzorku byla kolona proplachnuta 400.r&tOH:H,O (1:1, odstraéni cyklus-neobsahujici
netistoty, tj. fosfonové/fosfinové kyseliny a jejictstery) a poté 400 mH,O do
Erlenmeyerovy biéky. Dale byla kolona proplachnuta roztokem HGI(H(1:1) do 250m
baiky a jeji obsah byl odgan na RVO do such&istota byla sledovana pomoci TLC.

42



To i nadale poukazovalo n&ipmnost mnoha latek. Proto byla &sijest jednou
preciSténa. Tentokrat byl zvolen silny aniontovy ionténi¢ (Dowex 1, 100-200 mesh, OH
~cyklusna zaklad chovani podobnych latek bylaggdpokladano, Ze sléeniny obsahujici
skupinu PO jsou havazany na povrch iontémic¢e a uvolni se az HCI). Po naneseni
vzorku byla kolona proplachnuta Idestilované vody. Ckihé latka byla oft eluovana
roztokem HCI:HO (1:1) do 250m baiky. Obsah baky byl odpaen na RVO do sucha.

Charakterizace:
TLC neobsahovala Zadnou latku, ktera by byla detelamatninhydrinenti modrou

skalici. Tato skuténost poukazovala na ndfpmnost makrocyklu ve sési.

REDUKCE NITROSKUPINY NA AMINOSKUPINU A ODSTEPENI ZBYLYCH CHRANICICH SKUPIN

PPN o P
CF3 NN D P\/©/ CFs/lkN NSO P\/©/
| vodik / Pd |
OCH,CH, o OCH,CH,

CFS\H/ UYCFB CF, UWCFs
O O e}

() ° (v

Priblizné 0,3 g latkylll ve forme surové smisi (v EtOH) bylo grevedeno do 50m
baiky s rovnym dnem. Poté bylaidaano 0,1 g palladia na uhli. Ke $si byl pridan
priblizné stejny objem EtOH. Do hiky bylo vioZeno magnetické michadlo a zabrus byl
namazan silikovym tukem. K liae byl gipojen balonek napu&ty vodikem. Vodik byl
pomoci kohoutu vpush do baiky se snési, parkrat bylo spojeniipruSeno a hadka byla
z baiky vytazena, aby se vyrovnal tlak plynu. Poté bybpzajiS€n svorkou a srés byla
michana pes vikend.

Poté byl roztok pefiltrovan od katalyzatoruies dvojity skladana filtréni papir do
100m. baiky. Nasledg bylo pomoci TLC v IPAV (7:1:1) potvrzeno, Ze hydyenace
s nej\wtSi prav@podobnosti prokhla. Ninhydrinem se skvrna zbarvila fialoa odliSovala

se svym odstinem od vychozi latky reakce. Nasidu odebran vzorek ndP NMR.

Charakterizace:

31p{I1H}-NMR (EtOH) : 6 47,8-50,7 (&kolik piki, patrré raizné konformery v dsledku
rigidity acylovaného makrocyklu, souhrnna intenz@8 %), jako dalsi latky byly
identifikovany ethyl hydroxomethyl(aminobenzyl)fasdt (40,5; 20 %),
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aminobenzylfosfonova kyselina (20,0; 33 %). Ve dpekyly jeSt dalSi nepiraditelné

signaly o nizkeé intenzit

Surovy produkt redukce byl podroben nasledné hyagm®podle schématu:

I~ 3 o™ ~ 4 o™
CF; N N/\P\/©/ NH N/\P\/©/
| NH,OH |
OCH,CH, OCH,CH,
NH HN

CFS\g/ UTCFa K)

(vr) (Vi)

m (|3| NH, m (ﬁ NH,

/\P\/©/ /\P\/©/

NH N | HCI:H,0(1:1) 100 T NH N |
OCH,CH, OH

(Vi) (L)

C

Do baiky s latkouVI rozpusénou v EtOH byl gidan koncentrovany Nk
v takovém mnoZzstvi, aby byla siisilré bazicka. Obsah li&y byl michan @l hodiny a
poté byla smis odpd@ena na RVO. Odparek byl rozpeggtv destilované vo&l Rozpousini
ovSem neprobihalo uspokofivByla provedena TLC v roztoku EtOH:NHZ20:1), @i které
nebyla spatna zadna fialova skvrna, ktery by byla detekovaetedi. Pravépodobré
chraréni skeletu neopadalo a proto byl@mpiidan NH; a sn&s byla michanaigs noc.

Nasledujici den se sfa viditelré vycetila. Pred odp#enim na RVO byla obsah
baiky prefiltrovan gres fritu S3 do 250mbaiky. Po odp&eni byl odparek rozpu&t
v H,O. TLC s touto snasi jiz vykazovalo pitomnost odchramého makrocyklu (fialova
barva po detekci ninhydrinem, intenzivmodra barva po detekci roztokem modré
skalice) Nasledr byla snés precisSténa sloupcovou chromatografii na ionténici. Byl
zvolen silny kationtovy iontormi¢ (Dowex 50, 50—100 mesh, Hyklus). Po naneseni
vzorku byla kolona proplachnuta 400.r&tOH:H,O a nasled&400 m. H,O do
Erlenmeyerovy bigky. Poté byla china latka eluovana roztokem HCLE (1:1) do 250m
baiky a nasled# odpaena na RVO. TLC (IPAV, 7:1:1) neprokézaltifpmnost
nesubstituovaného cyklu (fialova skvrn&s= 0). Na destice byla ovSem patrna skvrna

sR:=0,3. Ta mohla odpovidat jednou substituovanéyklamu.
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Nasledr byla snes precisténa pres silny aniontovy iontogni¢ (Dowex 1, 100—-200
mesh, OH cyklus). Po naneseni vzorku byla kolona proplada00 m. EtOH:H,O a
nasleds 400 m. H,O do Erlenmeyerovy hiky.

Poté byla china latka vyplachnuta roztokem HCLE (1:1) do 250m baiky a
odpdaena na RVO. Odparek byl rozpestve vod, ¢ast byla pevedena do 25mbaiky,
odpdena a rozpusha v D,O na'H a*'P NMR.

Podle NMR spekter byla kyselina na cyklu stale gil@vana, proto byla sis
ponechana hydrolyzovat za stalého michani asimi660ztoku HCI:HO (1:1). Reakni
smes byla zaliivana na 100 °C s nasazenym nezapojenym ctegatires noc.

Poté byla srés odpd@ena do sucha. Dle TLC bylo ¢pnutné gecistit latku pres
sloupcovou chromatografii na iont@mci. Latka byla nanesena na silny kationtovy
iontomeni¢ (Dowex 50, 50—100 mesh, Hyklus). Nasled# byl sloupec proplachnutil
H,O. Chena latka byla eluovana sfsi HCI:H,O (1:1) do 250 baiky a nasleda
odpdaena na RVO. Odparek byl rozpastve v HO, ¢ast byla pevedena do 25mbaiky,
odpdena a rozpusha v DO na'H a*'P NMR.

Dle NMR spekter deesterifikace préfla. Ty ovSem spolu s TLC stale
poukazovaly na vyskyt jinych latek jako &istot. Proto byl vzorek off precistén pres
sloupcovou chromatografii na iont@mici. Tentokrate na silném aniontovém iontémici
(Dowex 1, 100— 200 MESH, OFcyklus). Nasled#& byl sloupec proplachnut 1 H,0.
Chtna latka byla eluovana sisi HCI:H,O (1:1) do 250m baiky a nasled&é odpdaena na
RVO. Odparek byl rozpuéh v H,O, ¢ast byla pevedena do 25mbaiky, odpdena a
rozpustna v £7ké vods na'H a 3P NMR.

Vzorek byl kvantitativé preveden do fedem zvazené 25nbaiky a odpden. Jeho
hmotnostinila 260 mg. Nasledhbyl rozpusén v minimu destilované vody a byla
provedena TLC v soustalPAV (7:3:3). V této soustayse jednotlive latky separovaly
dolre, ale vzhledem k tomu, Ze je isopropaniko odpditelny, byla hledana jina
soustava pro naslednégpisténi na sloupci Si@ Nakonec byla nalezena vhodna
alternativa, a to sis NH;:EtOH:H,O (1:1:1). Nasled&byl pripraven sloupec Siga byl
proplachnut EtOH:NHKI(5:1). Poté byla provedena gradientova elucésm
EtOH:NHz:H20 (5:1:2), kdy byla jimana frakce do 10Qrkulaté baiky. Ch&ny produkt
byl na za¥r vyplachnut NH:EtOH:H,O (1:1:1) rovréZz do 100m kulaté baiky. Frakce
byla odpdena, rozpugha v destilované vagda pomoci TLC bylo zjig&no, Ze se jednotlivé

latky rozseparovaly. Frakce byla kvantitatéyorevedena do 25mzvazené biaky.
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Poté byl obsah biky odpden, byl zvazen v@Zek a nasledhbyl odparek
rozpusén v D,O a byla znétena'H, *°C a*'P NMR spektra. Row¥ byl odebran vzorek
na MS.

Vytézek (L) =50 mg

Charakterizace:

TLC: fialova skvrnajRs = 0,3 v sousta®¥ NH3:EtOH:H,O (1:1:1)

MS (+): 406,2 ([M+Na[, teor. 406,5)

'H-NMR (D ;0): 6 1,95 (m, 2H); 2,19 (m, H); 2,76 (t, 2H); 2,97 (12H); 3,24 (m, 2H);
3,26 (t, 2H); 3,27 (d, H); 3,31 (t, 2H); 3,36 (tH); 3,54 & 3,57 (m, 2 x 2H); 7,53 (dd,
arom, 2H); 8,24 (d, arom, 2H),

13C-NMR (D,0): 6 38,6 (d); 54,2 (d); 44,9; 43,6; 45,7; 22,04; 4148,9; 44,5; 23,13; 55,8
(d); 124,59 (d, arom); 131,24 (d, arom); 142,874rhm); 148,96 (d, arom)

31p{1H}-NMR (D ,0): 6 37,8 (s)

3P_NMR (D,0): 6 35,2 (t;%Jpr = 16,5)

Celkoveé pitazeni signdl a NMR spektra jsou uvedena vilpze.
VedlejSi produkt:

Vytézek = 680 mg
TLC: fialova skvrnajRs = 0,6 v sousta®¥ NH3:EtOH:H,O (1:1:1)
MS (+): 428,0
31p{1H}-NMR (D ,0): 6 36,1 (s)
3P_.NMR (D20): 6 36,1 (s)
Tato slogenina nebyla zatim identifikovana.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 SYNTEZA NBPIN A JEJICH ESTERU

Syntéza fosforového prekurzoru narazila na Gskal$yem finalnim kroku a to
krystalizaci NBPIN(1). Dle navodif¥ m&lo po ochlazeni filtratu dojit ke krystalizaci
produktu, k t& ovSem samova@lnedoslo. Proto byl filtrat extrahovan 20L.rkiCl ve
200 m. CHCl3, Organickéa faze byla odpusta a uchovana a vodna faze byla dosucha
odpdaena na RVO. K odparku byloffgidno 100 m 10 % HCI a 100 o chloroformu a
smes byla dikladre zamichana. Zaifblizn¢ 72 hodin cileny produkt vykrystalizoval.

V organické fazi se po dvou dnech vytola bila srazenina, jednalo o téntisty
produktl (Cistota 90 %) pipraveny k rekrystalizaci z horké vody.

Reakce vychozich latek musi probihat v inertni atfé@ (argon), nebjak
bis(trimethylsilyloxy)fosfin (BTSP), tak silylestgifosfinovych kyselin jsou velice citlivé
na vlhkost a oxidaci.

BTSP je moZné alkylovat do dvou stiip takZze mimo Zadaného produkiy4-
nitrobenzylfosfinova kyselina, NBPIN) vznika vig¢hu reakce také bis(4-
nitrobenzyl)fosfinova kyselina2( NB,PIN). Jeji vznik byl omezen pouzitim
dvojnasobného nadbytku BTSP oproti NBB. ¥tpmnosti oxidé&nichc¢inidel (kysliku)
muZe dochézet k oxidaci fosfinové skupiny za vznikaitrobenzylfosfonové kyseliny3(
NBPON).

Esterifikaci 4-nitrobenzylfosfinoveé kyseliny (reakdBPIN, suchého EtOH, DCC a
DMAP) doprovazelo vyloteni DCU, které neprobihalo kvantitatizrObsah baky byl po
reakci odp#&en na RVO do sucha a odparek byl rozgast 96% EtOH. Roztok byl
nasleds zfiltrovan na fri€ a opst odpaen na RVO. Tento postup byl zopakovan nejihén
tiikrat, aby byla veSkera DCU vyl@ena. | fes tento opakovany postup DClstala jako
necistota v @gipraveném ethylesteru a vyldila se i z reakni snesi po nasledné

Mannichow reakci.
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3.2 SYNTEZA CYKLAMU

Postup syntézy cyklamu byl zreprodukovan dle literg!*>*® vytezek reakce byl
velmi nizky, dosahoval 25 % (literatita*® uvadi az 60% vyzek).

Moznym vys¥tlenim malého vytZku by mohla byt ztratova extrakce
chloroformem. Produkt je velice dédrozpustny ve vatla jeho gechod do chloroformu

neprobih&a ochotn Pro vysSi vigZek nela byt extrakce #ejmé provedena vicekrat.

3.3 OCHRANENi CYKLAMOVEHO SKELETU

Postup pipravy tikrat chrariného cyklamového skeletu byl publikovan
v literature *! Vytezek reakce je uvéth 92%!°!

Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zji#, Ze spolu stikrat substituovanym
cyklem vznika roviZ dvakrat atyiikrat substituovany. Dvakrat substituovany cyklam
se odstrani sloupcovou chromatografii na sloup@,Ziatimco tikrat (1) a étyrikrat (11*)
substituovany cyklam se na koknezadrzuje a projde spolu s mobilni fazi
(ethylacetatem). Tyto dMatky jdou tedy nasledhspolu do reakce. Rozsahlejsi vznik
styrikrat substituovaného cyklamu je omezeidanim EgN .1

Ctytikrat substituovany cyklarfll*) se stopo¥ vylou¢il v pevné fazi spolu s DCU
v olejové fazi po Mannichoyreakci. Tyto smisné krystalky nebyly rozpustné »8,
EtOH ani v NH;. Cast&né se rozpoudly v CHCls. Nakonec bylo nejlepsi rozpustnosti
dosazeno v DMSO. Hmotnostni spektrum potvrditdgmnost latkyll* . SignalMS (+):
607,2 ([M+Na], teor. 607,1). Ta byla v3ak zastoupena pouze \atregm, stopovém,
mnoZzstvi v porovnani s vyl@enou DCU.

V navodd* je uvedeno, Ze jereba snis pi pridavani ETFA chladit v ledové

lazni. Bylo ovSem zji&no, Ze reakce neni vyrazexotermicka a postavodni laze.

3.4 ZAVEDENI FOSFINATOVEHO PENDANTNIHO RAMENE

Pri pripraw latky Il byla pouzita typicka Mannichova reakce v pieslti toluenu.
Za &elem snizeni obsahu vody v toluenu bylo zamysleywviti Dean-Starkovy pasti.
Tato metoda se ovSem neukazala jako vhodnd,theboaru smis bouflivé pénila. Proto

byl obsah baky zahivan pouze na 90 °C a paraformaldehyd bftiavan postups
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Ziskani latkylV bylo feSeno mnoha Zgoby. Zadna z nich bohuzel nevedla ke
chttnému produktu.

Reakce se silyknimi ¢inidly probihaly v inertni argonové atmo$é& V prvnim
piipadt bylo pouZzit BSA a ve druhém HMDS. Navazani fostoéého pendantu bylo ép
docileno Mannichovou reakci. &ena®'P NMR spektra rila posunutou $kalu do oblasti
kolem 150 ppm, kde byl@kavan vyskyt silylovaného meziproduktu.

V ramci syntézy s BSA byla zkoumana oxéaé a hydrolyticka stabilita ve sési
pied hydrolyzou silyli. Vzorek snési byl odebran do NMR kyvety napiné argonem a ta
byla nechané otéena fres noc. DIE’P NMR spekter se v fibchu 24 hodin sloZeni sisi
neznenilo. Stale se vyskytoval ostry pik v oblastil51,2 a nebyl pozorovan vznik jinych
signali. Meziprodukt se tedy jevi jako oxida¢ staly. OvSem po hydrolyze silyldoSlo
k souwrasnému odstipnuti celého pendantu. Vésirae poté vyskytoval cyklus pouze
ve formg volného cyklamu. SignduS(+): 200,8 ([M+HT, teor. 201,2).

Pti reakce s HMDS byla potvrzenailgZitost pouziti kvalitg vysuSenych
rozpoustdel. Pouzity THF obsahovalejme stopy vody a tak se reakce ubrala n€éaolyth
smerem, kdy se ve sisi vyskytoval grevazre zoxidovany fosfonat. Z tohotoigdodu uz
nebyla k reakni smesi pridavana latkal .

Reakce s mesyl esterem hydroxomethyl derivatu NBpoN¥idani vychozich latek
a zaltati na 60 °C neprathla. *'P NMR spektra latkyp a reakini smisi po 24 hodinovém
zahivani byla téngt totozna. Nasledhbyl pridan diisopropylethylamin a suspenze byla
michana a zaiivana na 60 °C f&s vikend. Po odpani na RVO a extrakci hrudek potase
ethylacetatem bylo nagtenoH a *'P spektrum. Ve fosforovém spektru se nevyskytoval
signal fosforu. Fosfor byl hledan v pevné faziteoé KCO;. Ta byla rozpugna v HO a
byl odebran vzorek n#P NMR. Signél fosforu se zde vyskytoval, reakceosgem

nezdadila.

3.5 HYDROLYZA CYKLAMOVEHO CHRANENI A ESTERU

V rdmci této prace byla zkouSena bazicka hydrolggldamového chrami a
bazicka a kyseléa hydrolyza esteru NBPIN. Byl@@pokladano, Ze kdyZ bude latka
podrobena bazické hydrolyze, tak se spolu s atwéin odS¢pi i ester fosfinatoveho

pendantu a bude ziskana latka
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V nasi pracovni skupthbylo drive pozorovano, Ze dr&j$i bazicka hydrolyza

zpasobuje nectiné odstpeni nitrobenzylfosfinatového pendantu (ve férethylesteru).

Z tohoto divodu nebyla vyzkouSena bazicka hydrolyza za poadkidlického

hydroxidu (NaOH, KOH). Proto byloiphydrolyze uzito jemajSich podminek (NHOH).
Takovato bazicka hydrolyza cyklamového chnidinvS8ak nezpisobi odgti esterové funkce
a tudiz gechod z latkylll na latkuV pouhou hydrolyzou pomoci Nd-heni mozny.

Pomoc'P NMR a pomoci TLC byla sledovana kinetika odctidincyklamového
skeletu. B méieni NMR byla pozornost séhovana pedevsim do oblasti kolem 50 ppm,
kde byl predpokladan vyskyt chinhé latky. Postuperiasu pondrné Siroka oblast pik
meénila swij charakter a jednotlivé intenzity sigrigde z&aly ménit. Zmeény i po 270
minutach ovSem nebyly nijak vyznamné, proto bylassiponechana v kyvet byla znovu
zmeiena nasledujici den. Po o&8éni chrasni se z vyvoje pedchozich reakcicekavalo
zosteni pika ve sledované oblasti,demuz také doSlo. Je tedygqupokladano, Ze reaki
smeés po gidani NH; by méla byt michana aspo24 hodin. Toto stanoveni je ovSem pouze
orientani, v NMR kyvet neni dosazeno stejnych podminek jako iid& Redevsim
z pohledu michani reéki smesi.

Deesterifikace pomoci M8iBr pasobila jako vhodna cesta Kipraw latky IV .
Produkt byl vSak ztracenfpchromatografii na silném anexu, kdy bylegme ze sloupce
vyplachnut vodou jestpred zamysSlenou eluci sisi HCI:H,O (1:1). Z¢ehoz vyvstava
podeZeni, Ze se cliha latka ve sr#si nevyskytovala, protoze ta by se na sloupci $imé
aniontového iontornice zachytila a neprosla by spolu s vodnym proplachem

Jako nahradni varianta byla zvolena kysela hyd@Wprostedi HCI @i teplote
110 °C. Vzhledem k MS & NMR spektfim se Ize domnivat, Ze tento postup vede
k hydrolyze esteru za vzniku Zadaného produktuPii prvnim pokusu o izolaci byl tento

postup bohuzel ze zatim neznamydivolda neusgsny.
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Obrazek 8: Rentgenova struktura NB(HM)PIN
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Po jisté dok vykrystalizovaly v reakni smesi po hydrolyze pkhledné krystalky.
Dle NMR byly identifikovany jako hydroxomethylderd@ 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny
(NB(HM)PIN). Od této latky byla nagtena i struktura pomoci rentgenové difrakce (viz
Obr. 8)

3.6 USPEENA PRIPRAVA CILOVE LATKY L

Pritomnost nitrobenzylu na fosfinatovém pendantnimeai zpisobuje odtahovani
elektroni z N-C-P vazby a tim zjsobuje ¥tSi labilitu pendantu na cyklu. Z tohotdidodu
smefovala syntéza k redukci nitrobenzylu na aminobenkigry naopak N-C-P vazbu

stabilizuje a pendant se tak stal odgfim wici hydrolyze.
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Priprava cilové latky. vychazi z Mannichovy reakce chi&reho cyklamu(ll)
spolu s esterem NBPIN. Ziskana latkia byla podrobena hydrogenaci (redukce
nitrobenzylu na aminobenzyl) a nasledné bazickelfodéireni cyklamového skeletu) a
kyselé hydrolyze (od8peni esterové funkce fosforového pendantniho ranene

Hydrogenace nitrobenzylu byla uskéibéna pomoci vodiku a palladia na aktivnim
uhli. Reakni snes spolu s katalyzatorem (Pd) byla michana do ddokud se vyskytoval
pietlak plynu v balonku. Oias doslo k usazeni katalyzatoru na tanky, proto byloieba
s reakni baikou pohnout, aby se katalyzator&pozptylil v michajici se sisi.

Nasledr bylo pomoci TLC v IPAV (7:1:1) potvrzeno, Ze hydyenace s nejtSi
pravdpodobnosti prothla. V ninhydrinu se skvrna zbarvila fial®a odliSovala se svym
odstinem od vychozi latky reakce. Tato reakce selad nepilis citliva na reakni
podminky.

Hydrogenace latkyll tedy vedla k pipraw latky VI. Nasledné odchré&ni
cyklamu neprobihaloifii§ ochotrg, po pil hodiné michani v koncentrovaném amoniaku
nebyl odparek rozpustny vJ@. Fitom cyklus s jednim pendantem se y®rozpousti
ochotré. Na TLC nebyl ninhydrinem ani sdi detekovan cyklus. To bylarejme
zpasobeno stadlym obsazenim vSety¥ atomi dusiku. Proto bylo idano dalSi mnozstvi

NH;3 a reakce byla michanags 24 hodin.
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Po této dob bylo pozorovano v§ereni reakni smesi. TLC vykazovala fitomnost
fialové skvrny zbarvené #di. Po sloupcové chromatografitgs silny katex byla ofi
provedena TLC v IPAV (7:1:1) a na deste byla patrna namodrala skvrn&s= 1,2. Ten
s velkou pravdpodobnosti odpovidal jednou substituovanému cykladasledovala
sloupcova chromatografiggs silny aniontovy iontogmni¢. Podle NMR byla kyselina na
cyklu stale esterifikovana, proto byla seyponechéana hydrolyzovat v roztoku HCL®
(1:1). Dle NMR spekter deesterifikace pedtha. Ty ovSem spolu s TLC stale poukazovaly
na vyskyt jinych latek jako nastot. Soustava NEEtOH:H,O (1:1:1) se zdala byt po sérii
zkouSeni jako nejvhodiBi pro separaci latek ve stsi na sloupci SiQ Byly ziskany dw
frakce. Prvni frakce #a v soustay NH3:EtOH:H,O (1:1:1)R; = 1,9 a byla eluovana
smesi EtOH:NH;:H20 (5:1:2). Cilovy produkt, druha frakce ¢hv sousta¥
NH3:EtOH:H,O (1:1:1)R: = 1,2 a byl ze sloupce Si&luovan smisi NHz:EtOH:H,O
(1:1:1). Tato druhy frakce byla identifikovana jakiovy produktL, sloweninu
obsazenou v prvni frakci se bohuzel nepddadentifikovat.
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4. ZAVER

V ramci této bakalgské prace byla reprodukovatana syntéza cykl&itla
fosfinatového prekurzord®” K ochrareni skeletu bylo zvoleno nesymetrické ch¥éhdo
tiech poloh pomoci ETFA?® Fosfinatové pendantni rameno bylo navazano naeskel
Mannichovou reakci. Nasledovala hydrogenace nitipsky na aminoskupinu a
odchrarini skeletu hydrolyzou v Nk Esterova funkce byla na z&vodstragna kyselou

hydrolyzou v prosedi HCI. Po pecisténi pres sloupec Sigbyla ziskan&ista latkal .

5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcOH kyselina octova

NBB 4-nitrobenzylbromid

BSA N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid

BTS bis(thiosemikarbazony)

BTSP bis(trimethylsilyloxy)fosfin

DCC N,N"-dicyklohexylkarbodiimid

DCM dichlormethan

DCU N,N -dicyklohexylma@ovina

DMAP N,N-dimethyl-4-aminopyridin

DMSO dimethylsulfoxid

EDTMP kyselina ethylendiamintetramethylenfosfeao

ETFA ethyl ester kyseliny trifluoroctové
(trifluoracetic acid ethylester)

EtOH ethanol

EC elektronovy zachyt (Electron Capture)

HMDS hexamethyldisilazan

J interaléni konstanta [Hz]

IPAV i-propanol/konc. aq. amoniak/voda
(i-PrOH/konc. aq. NBH,0)

IPOV i-propanol/kyselina octova/voda
(i-PrOH/CH,COOH/H,0)

keV kiloelektronvolt (1 eV = 1,602 176- 1 J)
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MeCN
MeOH
MS
MS-ESI

NB(HM)PIN
NBPIN
NB,PIN
NBPON
NMR

PET

Ry
RTG

RVO
SPECT

t-BUOH
THF
TLC

T™MS

acetonitril

methanol

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
hmotnostni spektrometrie-ionizace elekprejem
(Mass Spectrometry-Electron Spray lonization)
hydroxomethyl 4-nitrobenzylfosfinovéykeliny
4-nitrobenzylfosfinova kyselina
bis(4-nitrobenzyl)fosfinova kyselina
4-nitrobenzylfosfonova kyselina

nuklearni magnetické rezonance

(Nuclear Magnetic Resonance)

pozitronova emisni tomografie

(Positron Emission Tomography)

reteréni faktor

rentgen

rotatni vakuova odparka

jednofotonova emisni gtacova tomografie
(Single Photon Emission Computed Tomography)
polocas rozpadu

terc-butanol (2-methylpropan-2-ol)
tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstv

(Thin Layer Chromatography)

tetramethylsilan

chemicky posun
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8. PRILOHY

Priloha 1: Charakterizace cilové latky L ('H a 3C NMR)

7 1|12
6 2OH

> 1

1
14
8(\10 11(|)| 4\|
13
v N PR N

NH HN
S Js
4
(L)
1H 13C
1 2,97 (m; 2H) 54,2 (d; 6,2)
2 3,24 (m; 2H) 44,9
3 3,31 (t; 6,05; 2H) / 43.6: 45.7
3,36 (t; 6,05, 2H)
4 2,19 (m) 22,04
. 3,31 (t; 6,05; 2H) / 43.6: 45,7
3,36 (t; 6,05; 2H)
6 3,54; 3,57 (m; 2 x 2H) 41,6; 43,9
7 3,54; 3,57 (m; 2 x 2H) 41,6; 43,9
8 3,26 (t; 5,74; 2H) 44,5
9 1,95 (m) 23,13
10 2,76 (t; 5,83; 2H) 55,8 (d; 7,1)
11 2,76 (t; 5,83; 2H) 55,8 (d; 7,1)
12 3,27 (d; 17,4) 38,6 (d; 81,7)
3 | 142,87 (d; 7,8)
14 7,53 (dd; 2,18 & 8,87; 2H) 131,24 (d; 4,8)
15 8,24 (d; 8,31; 2H) 124,59 (d; 2,2)
6 e 148,96 (d; 3,3)
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Pfiloha 2: "H NMR spektrum cilové latky L
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Pfiloha 3: "3C NMR spektrum cilové latky L
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Pfiloha 4: *'"P NMR spektrum cilové latky L

—38.38

_wﬂm 8.0 475 Av0 865 380 35S 350 M8 34p 335 BBh 328

40 435 430 425 420 M5 410 405 400 385 30
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