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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této préace byla ptiprava a studium vlastnosti makrocyklickych liganda
zaloZenych na 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanovém skeletu, jeZ je vhodny pro komplexaci
dvojmocnych kationtd medi. Design téchto ligandi je navrZzen s ohledem najgich potencidni
uziti v nukledrni medicing.

Cyklamovy makrocyklus byl navrzen tak, aby ned jedno koordinujici se
aminobenzylfosfindtové pendantni rameno (sloucenina L;) a nebo monofosfindtové-
bis(fosfonatové) pendantni rameno (sloucenina L 7). V pribéhu syntézy byl skelet ochranén
v polohach 1, 4 a 8.

V rdmci této prace byla nalezena cesta k syntéze obou cilenych produkti. Dae byly
studovany termodynamické, kinetické a koordinacni vlastnosti ligandu L, pomoci UV/VIS
spektrofotometrie a potenciometrickych titraci. Rovnéz byla ovérena modelova biokonjugace

ligandu L ; s primérnim aminem.
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ABSTRACT

The main aim of this thesis was preparation of macrocyclic ligands based on 1,4,8,11-
tetraazacyclotetradecane skeleton, which is suitable for selective complexation of divalent
copper, and study of their properties. These ligands are suggested for potential utilization in
nuclear medicine.

Cyclam macrocycle was modified to bear one coordinating aminobenzylphospinate
pendant arm (compound L 1) or monophosphinate-bis(phosphonate) pendant arm (compound
L,). During the synthesis, the skeleton was protected in positions 1, 4 and 8.

In the frame of this work the synthesis of both targeted products was devel oped.
Furthermore, a study of the thermodynamic, kinetic and coordination properties of ligand L »
was investigated by UV/VIS spectrophotometry and potentiometric titrations. A model

bioconjugation of ligand L ; with primary amine was also studied.
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Oznaceni jednotlivych makrocyklickych slouc¢enin zminovanych v textu je uvedeno ve

Schématu 1. Kédové oznaceni vSech fosforovych prekurzori pro syntézu liganda je

vyobrazeno ve Schématu 2.



Schéma 1: Kédové oznateni makrocyklickych slou¢enin uvedenych v textu
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Schéma 2: Kédové oznageni fosforovych prekurzori uvedenych v textu
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1. TEORETICKY UVOD

Nuklearni medicina nachazi vyznamné uplatnéni piredevsim v diagnostice chorob, ve
studiu jegjich vzniku a priabéhu a céstecné i v jejich prevenci aterapii. Radionuklidy i ionizujici
zareni se zacaly vyuZivat ve zdravotnictvi prakticky jiz od poc¢étku objeveni jegjich Géinka na
lidsky organizmus, nejdiive k 1écebnym, pozdgji i diagnostickym Gcelum.

Studium radioaktivnich izotopi m&di (predev&im ®‘Cu a ®’Cu) je stdle vice spojovano
sjgich vyuzitim v nukledrni medicing. Jednim z hlavnich davodu je jgjich aplikovatelnost jak

v zobrazovacich, tak i v terapeutickych metodach.

1.1 Nuklearni medicina a jeji vyuziti

Nuklearni medicina je definovana jako specidni interdisciplinarni Iékarsky obor, jez
uZiva vlastnosti radioaktivniho zéreni za Gcelem diagnostiky a terapie chorob.l¥ Prevaznou
Cést jgi soucasné naplné tvoii zobrazovaci diagnostika, v mensi miie laboratorni diagnostika a
l&sbal® Pii terapii je metod nukledrni mediciny uZivano k Iébg vdech druht rakoviny,
k mirnéni bolesti u rakoviny kosti nebo k 1&sbe onemocneni krve!® Své uplatneni nachézi
rovnéz ve vnitinim |ékaistvi, pediatrii, ale také napriklad v oboru psychiatrie.

Metody nuklearni mediciny jsou zaloZeny na tzv. indikatorovém nebo stopovacim
principu (Tracer Principle), ktery objevil mad’arsky chemik Gyorgy Hevesy v roce 1913. Jeho
podstatou je shodné chemickeé chovani izotopt. Radioaktivni izotopy reaguji chemicky stejné
jako stabilni izotopy téhoZ prvku.

Mezi zobrazovaci metody v nukledrni medicing patii scintigrafie a gamagrafie!®
Zobrazovéni pomoci tomografické scintigrafie patii mezi nejcastéji uplatiované metody
nukledrni mediciny pro diagnostiku chorob. Jedna se piedevSim o jednofotonovou emisni
pocitatovou tomografii SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) a
pozitronovou emisni tomografii PET (Positron Emission Tomography).”” U obou metod se
prostorova informace ziskava diky lokalizaci rozdilného mnozstvi radioaktivity v raznych
tkéanich."®

Pocatkem 80. let byla mezi klinické radiologické metody zafazena i tomografie
nuklearni magnetickou rezonanci, kterd je dnes znama pod zkratkou MRI (Magnetic
Resonance Imaging).[” Tento nézev ziskala pozdsji — diky nediveie veigjnosti ke slovu

,nukledrni“ bylo toto z ndzvu vypudténo.'” Tato metoda je ¢asto stavéna do pomysiné



opozice vuéi metodam tomografické scintigrafie. Na rozdil od téchto metod nezatéZuje
pacientav organizmus vpravenim radioaktivity. Dle usporédani experimentu |ze vytvorit obraz
odpovidajici hodnotédm T, a T, relaxagnich ¢asii (Obr.1) nebo distribuci vody ve zkoumané
tkani '™ Kontrast plynouci z rozdilnych relaxasnich ¢asi T; a T, se d& svyhodou menit
aplikaci tzv. kontrastni 1atky CA (Contrast Agent).[*”

Obr.1: Sagitélni tez autorciny hlavy — T, vaZeny snimek

 MARTINA

1.1.1 Radioterapeutika

Radioterapie je definovana jako fyzikdné-medicinsky obor vyuZivagici Gcinka
ionizujiciho zareni na Zivou tkéi.[Y! Zadané zmeény mize byt dosazeno bud'to v plném rozsahu,
kdy dojde néasledkem terapie k Gplnému vyléceni pacienta (tzv. kurativni terapie, z lat. cura =
[&eni), nebo se pouze pozastavi prabéh onemocnéni. V tomto pripadé se jedna o tzv.
paliativni terapii (lat. pallium = plag).l”

Ve vétsing pripadi se jedna predevSim o terapii nadorovych onemocnéni. Nédorové
bunky jsou vlivem zéreni usmrcovany nebo inaktivovany poskozenim jejich DNA, coZ vede
k zamezeni jgich dalSiho mnoZeni. Radioterapie naléza vyuZiti také v 1&cb¢ degenerativnich a
zénétlivych onemocneni.[Y

Hlavnim cilem radioterapie je tedy selektivni likvidace nédorového loZiska
Terapeutické aplikace radionuklidt piedpokladaji vysokou absorpci v cilové tkani pri

minimalnim radiacnim zatiZzeni okolni zdravé tkan¢. Nadmerné produkce zéteni je tedy krajné
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nezédouci.l® Terapeuticky pouZivané radionuklidy emituji zateni B, perspektivni jsou i

L W

nékteré zérice afa ¢i emitory Augerovych elektroni. Obecné se jedna o hmotné ¢éstice
skratkym dosahem. NgniZsi dosah v tkéni maji Augerovy elektrony (pod 25 nm). Naopak
do nejvéts vzddenosti doputuji elektrony produkované °Y (okolo 4 mm), co? odpovida
priblizné vzdalenosti 200 bungk.[*3

Vyjimku tvori smiSené (B/y) zétice, které mohou byt vyuZity k monitorovani prabehu
terapie Zastupci smigenych zafici z fady izotopi madi mohou byt izotopy ®*Cu (B*/p~ ay)
nebo ®Cu (B7/y). Nizkoenergetické fotony gama °‘Cu jsou emitovany pii deexcitaci
metastabilnich izomerii jader zinku (dcefiného nuklidu).l”? Vybrané radionuklidy vhodné pro
vyuZziti v radioterapii jsou uvedeny v Tab.1.

j(4

Tab.1: Radionuklidy pouZivané v radioterapi

Izotop Typrozpadu Poloéasrozpadu | Izotop Typrozpadu Polocasrozpadu
p B~ 14,3d >Sm B~ 46,0 h
%Ga  Augerovy €'y 3,3d %%Ho B 27,0h
¥Cu By 61,8h YLy B 6,7d
By iy 57,0h %Re iy 37d
gy iy 50,5d %Re iy 17,0h
Py B~ 64,0h At o 7.2h
MAg iy 75d 2B o 10,0d
13 i 8,0d “Ac o 1,1h

Podle zptisobu aplikace radioaktivity do cilového mista se radioterapeutika metodicky
déli natti oblasti. Témi jsou tel eterapie, brachyterapie a radioizotopova terapie.

Teleterapie (EBRT — External Beam RadioTherapy) vyuZiva ozarovani svazky zéreni
zvnéjSiho ozarovace. Diky fokusaci mnoha svazka paprskt piimo do oblasti nédoru
nedochézi k poskozeni okolni tkané. Radiacni zatiZzeni se tak vyhne citlivym oblastem jako je
opticky nerv, o¢ni dotka & mozkovy kmen. Zdrojem vysokoenergetického y-zéreni je ®Co
s hodnotami energii 1,17 a 1,33 MeV.!"! Do oblasti teleterapie spada unikatni radiochirurgicky
pristroj zndmy jako Lekselliv gama ni? (Leksell Gamma Knife).l” Pouziva se pii
odstraiiovani nitrolebnich 1ézi, cévnich malformaci a nédorii v mozku.!™® Nové se da timto
pristrojem |&it epilepsie ¢i Parkinsonova chorobal*® Lekselliv gama niZ byl instalovan
v prazské nemocnici Na Homolce™™ V soucasnosti se zde provede vice ne? 800 zakroki

rosng, co? je trikrét vice nez mezinarodni pramar.!*”
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Brachyterapie spociva v aplikaci uzavienych radionuklidovych z&ti¢a punkci nebo
implantaci piimo do cilové tkang ¢i do jeji tesné blizkosti.l”? Pri brachyterapii se vyuziva *Co,
137Cs, 1%)r &j ?*Rav podobg jehel nebo zrn.™

Radioizotopova terapie je zaloZena na aplikaci otevienych zari¢a, ve vhodné chemickeé
forme, pifimo do organizmu.l” Vlastni ¢inidlo je nasledng distribuovano krevnim resigem
do cilového mista. Je nutné, aby polocas rozpadu pouzitého radioizotopu byl dostatecné

dlouhy s ohledem na dobu jeho migrace z krevniho obshu do patol ogické tkans.™!

1.1.2 Radiodiagnostika

Do oblasti radiodiagnostického stanoveni spadaji metody planarni (2D) a tomografickeé
(3D) scintigrafie. Anatomické zobrazeni radiodiagnostickymi metodami umoziuje vizudné
hodnotit napt. zlomeninu kosti, zGzeni cévy, velikost cysty nebo rozsah nédoru. Funkéni
scintigrafické zobrazeni naproti tomu umoziuje zobrazit napi. hypoxii, zanét, perfuzi,
koncentraci receptort, prestavbu kosti, intenzitu glykolyzy, vazbu protilatky santigenem,
apod.[” Lapidarng 1ze scintigrafii vymezit konstatovanim, Ze je jedinou metodou, ktera
zobrazuje pouze Zivou tkan. Nezivou tkan scintigraficky zobrazit nelze. Velikost lokani
akumulace radiofarmaka zdlezi na intenzit¢ mistnich metabolickych a funkénich dgja.
Pripadné poruchy funkce lze nejen lokalizovat, ade i ¢asto kvantifikovat. Poruchy funkce
v mnoha piipadech predchazeji poruchédm struktury. Proto lze patologické dgje odhalit
metodami nukleérni mediciny zpravidla diive nez jingmi zobrazovacimi postupy. Tyto metody
se vyznaiuji také tim, Ze vyvolavaji minimani interakci zateni s tkani.[*®

NegjstarSi a nejjednodussi vySetirovaci metodou je RTG. UZiva Roentgenovo zéreni o
krétké vinove délce. Pri pruchodu zareni tkani dojde k jeho zes abeni, které je umérné tloust’ce
a hustoté prozarované hmoty. K vyhodnoceni a zviditelnéni prosého zéreni se pouZziva napr.
fotograficky papir nebo fotograficka deska obsahujici halogenidy stribra. Vznikly obraz
predstavuje negativni zobrazeni hustoty tkané. Kombinaci klasického Roentgenova vySetieni
doprovazeného pocitacovym systémem nazyvame pocitacovou tomografii (CT — Computed
Tomography). Obecn¢ je Roentgenovo zareni absorbovano mekkymi tkanémi jen velmi slabé,
z tohoto duvodu je obtizné rozlisit zdravou mékkou tkan od tkané patologické, proto tyto
metody neposkytujf vysoké rozligeni.l®

Mezi nejvyznamngéjsi metody tomograficke scintigrafie patii SPECT aPET.
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SPECT - Jednofotonova emisni pocitacova tomografie (Sngle Photon Emmision
Computed Tomography). Metoda je zaloZzena na detekci fotoni o energii priblizné
100—200 keV emitovanych y-zarici. Pri vySetieni rotuje detekéni scintilacni kamera okolo téla
pacienta a snima scintigrafické obrazy zraznych dhlu (0-360°). Tok fotond je prevadén
na elektrické impulsy, z nichz se vytvari scintigraficky obraz distribuce radiofarmaka. Vzniklé
y-zéteni je emitovano vSemi sméry, a proto se pii snimani scintigrafického obrazu zavadi tzv.
kolimacni projekce. Zéteni je vystaveno kolimatoru (olovéna deska s drobnymi rovnobéznymi
otvory), diky kterému projdou pouze fotony rovnobézné sotvory kolimétoru. Z nich se
pocitacovou rekonstrukci ziska trojrozmeérne zobrazeni distribuce radiofarmaka. V pripadg, ze
by byly otvory kolimatoru piiliS velké, lokalizace vzniku y-zareni by byla stanovena nepiesné.
Svazek y-fotoni by zdiavodu nepiiméirené velké plochy kolimacnich otvora dopad
na detektor nerovnobézne. Naopak, prilis malé otvory v kolimatoru zpusobi absorpci y-zareni
v téle kolimatoru. V tomto piipadé by musel byt pacient zatizen velmi vysokou davkou, aby
byl signa na detektoru dostatecny. Proto je relativni velikost otvora v kolimatoru proti
nedéravé plose volena citlive, a je nastavena tak, aby prostorové rozliSeni této metody bylo
tadove jednotky cm?.["

PET — Pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography). V souc¢asné
dobg je tato metoda oznasovana za nejmoderngjsi diagnosticky postup v nuklearni medicing.!®
Je zaloZena na distribuci pozitronového zérice, ktery je umistén mezi protilehlé detektory
zapojené do tzv. koinciden¢niho obvodu. Vzniklé pozitrony anihiluji s okolnimi elektrony. Pri
anihilaci vznikaji ve stejny okamzik dva fotony y-zéreni o energii 511 keV, které z mista
svého vzniku vyleti v protilehlych smérech (pod dhlem 180°). Jejich soucasna detekce
umoziuje urcit pavod vzniku fotona svelkou piesnosti. ProtoZe pozitrony maji ve tkanich
dolet v rozmezi 0,2-3,5 mm nez dojde k jgich anihilaci selektrony, je prostorové rozliseni
lepSi nez u metody SPECT. Nevyhodou metody PET je vSak vysoka potizovaci cena skeneru.
Mimo to vysoka energie anihilacnich fotoni je mimo rozsah optimalni detek¢ni G¢innosti
standardnich scintila¢nich krystali Nal(Tl). Proto se pro jejich detekci pouZivaji scintilatory
svySSi hustotou a vySSim atomovym ¢islem jako je napt. BisGesO12 (BGO), fluorid barnaty,
aj_[7]

Nejdilezitéjsi oblasti vyuziti PET je lokalizace a zjistovani povahy nadori. Zobrazuje
metabolicky aktivni nddorovou tkan (narozdil od bunek inaktivovanych), proto je tedy mozné

monitorovat odezvu nadorové tkans na radioterapii ¢
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V PET se pouzivaji radionuklidy emitujici zareni p*, vhodné vlastnosti maji napiiklad

e, BN, 0, 8F, g. V poslednich letech se zamgtuje pozornost také na kationty prechodnych

kovi, ato predev&im na *°Ga, %Ga, Y, ®Y, *Ti, ®°Cu, *'Cu, *Cu a*cu™ Sizotopy ®*Gaa

"®Br byly provedeny radiochemické a preklinické studie.’™” Prehled radionuklidi pouzivanych

v diagnostice je uveden v Tab.2.

Tab.2: Radionuklidy ajejich pouZiti v diagnostice™®

Poloéas

Poloéas

Nuklid Pouziti Nuklid Pouziti
rozpadu rozpadu
1 . vySetieni mozku 75 studium prqtg nu
C 20,4 min PET Se 119,8d zobrazovani jater
PET
13 . vySetieni 81m zobrazovéni plic
N 10,0 min PET Kr 13,1s SPECT
15 cévni zasobeni mozku 82 . lokalizagni agens myokardu
O 1222s PET Rb  1,3min PET
18 . onkologie 85 meéteni metabolizmu kosti
F 109,8 min PET Sr 64,8d PET
. . . zobrazovéni srdce, plic,
% 143g  WeOOTKANOODKOST | enre  gon  kiize, ko, jater, ledvin
SPECT
diagnostika nemoci srdce detekce rakoviny
¥s 87,5d znaceni NK %Ccd  461,4d pediatricka vySetieni
SPECT PET
bunééné funkce detekce odmitnuti srde¢nich
“'Ca 162,6 d tvorba kosti o ) 2,8d transplantéati
SPECT PET
51 studium ¢ervenych krvinek 123 poruchy &titné zlazy
Cr 27,7d SPECT I 13,2h PET
N detekce osteoporézy
Mn  46,2min |okalizacni IaagEe1r_15 rmyokardu 129) 59,4d znaceni 1&iv
PET
58 indikator zhoubné anémie 131 poruchy &titné Zlazy
Co 70,9d PET I 8,0d SPECT
vySatfeni kosini drent sobrazouin neurdinich
“Fe 445d  studium metabolizmu Zeleza| *'Xe  36,4d h K
SPECT poruch v mozku
PET
64 onkologie 133 studium plicni ventilace
Cu 12,7h PET Xe 52d SPECT
zobrazovéani nadorovych a kardiovaskularni
Ga 3,3d zénatlivych |ézi 19y 49s angiografie
PET SPECT
studie trombdzy a farmakokinetické studie
®Ga  67,7min aterosklerézy %mpt 40d protinadorovych 1&iv
PET SPECT
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Prvni PET skener v Ceské republice funguje v prazské nemocnici Na Homolce od roku
1999. TamtéZ byl instalovén v roce 2003 prvni hybrid PET/CT. V Ceské republice v roce
2006 pripadlo 1,25 PET vy3etreni na 1000 obyvatel .Y

1.1.3 Radiofarmaka

Cela fada metod nuklearni mediciny vyuziva |&iva znacena radioaktivnimi izotopy,
tzv. radiofarmaka. Molekula radiofarmaka se sklada ze dvou slozek. Prvni sloZkou je vlastni
indikétor vySetrované funkce pro zacileni na struktury, jgichz funkci chceme zobrazit
(tzv. targeting) a druhou sloZku predstavuje signani c¢ast slouzici pro indikaci polohy
molekuly indikétoru (tzv. signalling).’”? Timto je mozné ziskat cenné informace o anatomii,
metabolizmu a organovych funkcich. Radiofarmaka nachézi vyznamné uplatnéni
v kardiologii, neurologii a onkologii.[*®

Radiofarmaka jsou radionuklidy oznacené jednoduché anorganické latky, razné
organické molekuly, peptidy, proteiny (imunoglobuliny, protilatky), krevni elementy, bunky,
apod. Radionuklid je zde v iontové formé, pripadné vazan kovaentné ve form¢ komplexu
(chel&tu).” Radiofarmakum vstupuje do metabolizmu zptaisobem, jen? je dén jeho chemickou
strukturou a farmakokinetikou. Znamena to tedy, Ze kazdy typ radiofarmaka mav téle odlisny
metabolizmus a distribuci.’”? Znagené latky se zpracovévaji do riznych Iékovych forem
k aplikaci jako injekce, plyny, aerodisperze, roztoky atobolky.

K pripravé radiofarmaka pro |ékaiské Ucely se pouZivaji pouze umélé radionuklidy.
Mezi nejcastejsi pripravy radiofarmak patii izotopove vymenné reakce, kdy je ve sloucening
stabilni izotop nahrazen radioizotopem téhoZ prvku (napi. znaceni o-jodhippurové kyseliny).
Dale chemickou syntézou, kdy Ize cilenym postupem dosédhnout umisténi radioaktivnich atoma
v molekule v poZadované poloze a ziskat selektivné znacené slouceniny s poZadovanymi
vlastnostmi. Pripadné biochemickymi a enzymatickymi syntézami (kyanokobalamin znaceny
*'Co nebo selenomethionin znaseny °Se).[*!

Neguzivangjsi Iésiva (emitory y-zéreni) ve SPECT v Ceské republice jsou:
ojodhipuran sodny (**Y1), jodid sodny (**), chlorid thany (**TI), citronan
gallito-sodny (¥’Ga) a ***sm-EDTMP.*® Mezi komeréni Klinicky uZivana radiofarmaka pati
napriklad DaTSCAN (diagnostika Parkinsonovy nemoci a demence sLewyho télisky),
MYOVIEW (kardiologie, onkologie), CERETEC (neurologie, znaceni leukocytd),
METASTRON (paliativni terapie kostnich metastaz).[*®
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V zobrazovaci metods PET se nejcastsji pouziva radioaktivni *®F s pologasem rozpadu
7 = 110 min. Nejpouzivangj&im radiofarmakem je *®F-fluordeoxyglukéza — FDG.[*") Po dlouha
léta slouZilo vyzkumu mozku a myokardu. Jeho potencid pro zobrazeni nadord pak

v 90. letech podnitil rozvoj celotslovych PET skenert anasledny vstup do klinické rutiny.!®!

1.2 Meéd

» Pry&til pak ze Zhavych Zl do dutin zeme¢ hromadici se pramen stribra a zlata, médi a

olova.“ %

Pivod jegiiho nadzvu je ngjisty, nejpravdépodobnéjSi je spojitost sndzvem staroveké
Médie, najejimz Gzemi se nachazela vyznamna nalezi&s madi v Zakavkazi.l*¥ Latinsky nazev
je jiz prokazatelné spjat s mistem vyskytu médi. Pojmenovéani cuprum je spojeno s ostrovem
Kypr (aes cyprium — kypersky kov), kde byla m&d objevena jiz starymi Rimany.®Y Prvni
zminky o vyuZiti medi jsou historicky datovany okolo roku 5000 pi.n..*? Pocatek doby
bronzové (3000 pt.n.l) nastal spolu s objevenim schopnosti madi tvorit pevné bronzy.*® Medi
jeji vlastnosti urcily civilizasni vyznam.®¥ Prikladem unikétniho, v soucasnosti tsZeného,
loZiska medi je Olympic Dam na jihu Austrdlie. Zésoby Cu (v doprovodu Au a U) jsou
odhadovany na 7,7 Gt stim, Ze metalogenetickou provincii predstavuje pas o délce vice nez
500 km.!*® v Ceské republice se rovnéZ nachézi relativné bohata nalezi&te medi (Obr.2).5

Obr.2: Vzorek recentni medi z autoréiny
soukromé shirky, lokalita: Jeseniky, Zlaté Hory.
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1.2.1 Vlastnosti a pouziti médi

Med se nachézi v prvni vedlgsi (1.B) skupiné periodické tabulky spolecné se stribrem
a zlatem. V piirods se vyskytuje ve dvou stabilnich izotopech ®*Cu (69,17 %) a ®Cu
(30,83 %).°Y Elektronova konfigurace medi je d'°s'. Ve svych slougenindch nabyva
oxida¢nich ¢isel I, 1l a lll. Vyjimetné (v nekterych jednoduchych fluorokomplexech) mize
nabyvat oxidacniho ¢isla 1V. Stabilni slou¢eniny médi s nulovym nebo zgpornym oxidacnim
&islem nejsou znamy.* 7 tradicniho zatazeni madi do vedlej&i podskupiny akalickych kovi
bychom mohli ocekévat jisté podobnosti. Tykai se predevSim formalni stechiometrie
sloucenin s atomem medi v oxidacnim stavu |.

Naopak se vSak od alkalickych kovii 1isi méné acinnym stinénim valen¢niho elektronu
s od jadra zaplnénymi orbitaly d ve srovnani sorbitaly p. Ma vysSi hodnoty ionizacnich
energii anaopak mensf iontové polomery. Proto ma vets teploty tani, hustotu a tvrdost.®”

Pouziva se predevSim na vyrobu elektrickych vodi¢na, bronzu a mosazi, jako barvivo
(svinibrodska zelen, Scheelova zelen), dadle pak v mincovnictvi, strojirenstvi, elektronice,
&i jako katalyzétor.*? zvla&tnim druhem medené slitiny je tzv. fosforova bronz obsahuijici
90 dila Cu, 9 dilt Sn a 1 dil fosforu. Je tvrdSi, velmi tazna, kujna, pruzna. Své vyuziti nalézala
pii vyrobg zvoni a dgl.*¥

Med je daleZitym biogennim prvkem, po Zelezu a zinku je tietim nejrozSirenejSim
piechodnym kovem v lidském téle. Komplexné vazana vystupuje jako kofaktor duleZitych
metaloenzymi (ceruloplasmin, metalothionein, galaktosooxidasa, &.).*¥ Jsou zndmy dvé
geneticky podminéné choroby (Wilsonova choroba a Menkeho syndrom), které souvisi
s metabolizmem médi. Méd’naté kationty jsou vysoce toxicke pro mikroorganizmy, a proto je

najejich bézi zalozena celatada algicidnich, baktericidnich afungicidnich piipravka.™

1.2.2 Izotopy médi a jejich aplikace v mediciné

Umg¢le byla pripravena fada izotopt (29) v rozmezi nukleonovych ¢isel 52 az 80,
spolocasem rozpadu nekolik stovek nanosekund (*"Cu, 360 ns) aZ nekolik desitek hodin
(®’Cu, 61,8 h). Priprava radioizotopti médi probiha v jaderném reaktoru nebo cyklotronu.
Pripravuji se zizotopt prvkia sousedicich v periodickém systému, diky tomu jsou jejich

Sastymi piimésemi Zn nebo Ni.*!
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Diky hojnému vyskytu izotopt svhodnymi polocasy rozpadu, energii emitovaného
zareni atypu rozpadu ma méd’ své misto na poli nuklearni mediciny. Smérodatné jsou rovnéz
jejich chemické vlastnosti (koordinasni aspekty).[*!

Nejpouzivangj&imi radioizotopy v radioterapeutice a radiodiagnostice jsou **Cu a ®’Cu.
Vlastnosti obou radionuklidi jsou srovnatelné, prestoze ma izotop ®’Cu oproti *Cu nizs
terapeuticky index (pomér davky léciva, ktery vyvola Iéebny Gcinek, k davce zpasobujici

[42]

toxicky Gcinek) zduvodu delSiho polocasu rozpadu. Nejdulezitejsi izotopy medi

potencidn¢é pouzitelné v radiomedicing jsou uvedeny v Tab.3.

43

Tab.3: Vybrané izotopy mdit

Izotop Poloc¢asrozpadu Preména Zdroj

®Cu 23,7 min B* (92,6 %), EZ (7,4 %) cyklotron
®ICu 33h B* (61,4 %), EZ (38,6 %) cyklotron
®2Cu 9,7 min B* (98 %), EZ (2 %) generétor/cyklotron
%Cu stabilni - -
& B* (18 %), EZ (44 %),

Cu 12,7h B~ (38%), v (0,5 %) reaktor/cyklotron
®Cu stabilni - -
®Cu 5,1 min B~ (100 %) reaktor/cyklotron
*Cu 61,8 h B~ (100 %) reaktor/cyklotron

Radionuklid *Cu

Radioizotop ®*Cu je diky svym vlastnostem jednim z nejuniverzalngjsich radioizotopi
medi, pouzitelny jak v radioterapii, tak v radiodiagnostice. Polocas rozpadu (12,7 h) je vhodny
vzhledem k in vivo kinetice pouzivanych makromolekularnich nosi¢t a navic je poplatny dob¢
pripravy radiofarmaka!*! Piremena probiha rozpadem B* (18 %) o energii Emx 655 keV,
B~ (38 %, 573 keV), pripadné EZ (44 %, 511 keV, doprovéazeno emisi Augerovych e ektroni),
podil y tvoif asi 0,5 %.14”

Dal& vyhodou je moZna pifprava v reaktoru pifmou (**Cu(n,y)**Cu) nebo nepiimou
aktivaci (**zn(n,p)®*Cu) na zinkovém terci, kdy je dosahovano vy&i merné aktivity.[™
NevysSi aktivity jsou dosahovany v cyklotronech ozarovanim obohacenych niklovych
®Ni (p,n)®*Cu nebo zinkovych terca %zn(d,2p)®cu.*®

Z medicinského hlediska se pouziva napiiklad ke stanoveni retence meédi v jétrech a

v mozku u pacient s Wilsonovou chorobou (defekt transportniho enzymu mgdi).[”
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Radionuklid ®’Cu
Izotop ®'Cu méa nejdel& polocas rozpadu (61,8 h) ze vsech radioaktivnich izotopi

medi.[*®¥ Své vyuziti nachézi v radioterapii a v diagnostice rakoviny. Preména probiha
rozpadem B~ (0 energii Ema 577 keV) na °’Zn, piipadng na nektery z jeho tii jadernych
izomert. Prechod metastabilnich izomert zinku do zékladniho stavu je doprovazen vyzarenim
y-fotond o energii 91, 93 respektive 185 keV.!*! Diky tomu je pouZitelny pro sledovani
distribuce radionuklidu pomoci SPECT.*! Jeho priprava v reaktoru je pongkud financng
narocnd, nebot’ reakce °’Ni(n,p)®’Cu vyZaduje velky neutronovy tok. V dnedni dob¢ se hledaji

vhodngj& aternativy vyroby.!*!

1.3 Fosfor

Fosfor je jedenactym nejrozsitensj&im prvkem v zemské kiite (1120 ppm, 1,12 g/kg)!*d
a Sestym nejzastoupengj&m v lidském tsle (3,3.10* ppm, 33 g/kg).®® Celych sto let
po objeveni byla jeho jedingm zdrojem mo&.*™™ Do roku 1970 bylo pripraveno a studovano
okolo 100 000 slouc¢enin obsahujicich fosfor, mnoho z nich se dnes bézn¢ pouziva v chemii,
medicing, pramyslu, zemedélstvi av dalSich odvetvich.®d

Fosfor ziskal nézev podle schopnosti svych par svétélkovat ve tme, latinsky nazev
phosphorus znamend ,,nesouci svétlo® (phos = svétlo, phoros = nesouci). | kdyZ bylo popsano
kolem 200 krystalickych fosfatovych minerdlt, ngveétsi mnozstvi fosforu se vyskytuje pouze
v jediné minerdni skuping, ato v apatitech, které jsou jako jediné primyslové vyznamné.*?

Fosfor mé& pouze jeden stabilni izotop *'P. Je zndmo 22 radioaktivnich izotopi
v rozmezi nukleonovych &isel 24 a2 46, z nich? nejdileZitjsi je 2P. Je &istym zéricem beta
s polotasem rozpadu 14,26 dni. Stabilni izotop *'P ma kvantové &islo ', ¢ehoZ se vyuziva
v NMR-spektroskopii. Stereochemie i vazebné pomery fosforu jsou velmi rozmanité. Mezi
vyznamné slouceniny trojmocného fosforu patii fosfiny, které se pouZzivaji jako ligandy

v koordinazni chemii.*!
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1.3.1 Medicinské aplikace a vyznam pro lidsky organizmus

Fosfor hraje nezastupitelnou roli v biochemickych dgjich vSech Zivych organizmi.
Ugastni se prenosu genetické informace (sou¢ést nukleovych kyselin DNA a RNA), prenosu
energie negjen ve formé¢ ATP (pii fotosyntéze, metabolizmu, nervové a svalové cinnosti) a
ristu zubii a kosti.*® Fosfor je také sougasti mozkové hmoty ve formé lecithing.

Vyznamnou roli pii regulaci vapenatych ionta v téle hraje pyrofosfét. Velké uplatnéni
nachézi fosforecnan vapenaty ve struktuie kosti a zubu. Zubni sklovina je prakticky cisty
hydroxyapatit a jeho odolnost viaéi zubnimu kazu se zvy3uje ndhradou OH™ za F (fluoridace),
pii které vznika pevngjsi, méng rozpustny, fluoropatit."

Medicinské aplikace zahrnuji také antibiotikum fosfomycin a strukturné podobné
slougeniny, antivirotika na bazi fosfonoacetétu a fosfonoformiatu.> Rada slougenin fosforu je

pouzivanak 1&sbe osteoporézy, poruch metabolizmu vapniku®! a Pagetovy nemoci !>

Obr.3: Ligand MAG3-HBP komplexujici **Re

oT N/H_gN Ay A PO

lj  HO" POsH,

Velky vyznam maji komplexy bis(fosfonéti) sradionuklidy zejména pro kostni
diagnézy pomoci SPECT (™ c), terapii nebo paliativni 1&sbu (***Re) kostnich metastéz.>
Piikladem ligandu schopného vézat ***Re je MAG3-HBP® na Obr.3. Bis(fosfonaty) totiZ
vytvér specifickou vazbu do mist ristu a patologickych zmen kosti.®¥ Kromg toho fada
nemoci (napi. infarkt myokardu®®, cirhéza jater!™, rakovina prsu®”, mozkova mrtvice®)
zpusobuje abnormalni kalcifikace v mékkych tkanich, ty pak mohou byt zobrazovany diky
zmingné specifické adsorpci komplexi bis(fosfonéti) s radionuklidy.[®?

Soblibou se vyuziva tzv. stavebnich kamena (building-blocks), tedy jednoduchych
bis(fosfonatu), které |ze snadno konjugovat s biomolekulami (napt. peptidy), atim jinak ¢asto
nespecifické |atky selektivn dopravovat avézat na kostni tkéi.*?
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1.3.2 Bis(fosfonaty)

Bis(fosfonaty) (Obr.4) jsou po aplikaci a prachodu krevnim tecistém adsorbovany
zefména na hydroxyapatit v kostech. Podle mechanizmu pasobeni na kostni bunky se déli
do dvou hlavnich skupin. Do jedné skupiny patii bis(fosfonéty), které obsahuji v postrannim
fetézci dusikovy atom, a do druhé ty, které jgf neobsahuji. Pouze bis(fosfonaty) obsahujici
dusikovy atom zptsobuji poruchy v pusobeni kostnich bun¢k a posléze jgich cilenou smrt
(apoptozu), ¢imz se efektivné zabréni resorpci kostniho povrchu. Bis(fosfonéty) neobsahujici
dusikovy atom jsou obvykle v kostnich bunkach metabolizovany na methylenbis(fosfonatova)
analoga ATP. Diky nehydrolyzovatelnosti P-C—P vazeb se pak ukladaji v bunkach a také
zptisobuji apoptdzu bunek (vykazuji tedy cytotoxicitu).'*

Uginnost bis(fosfonéti)) na snizeni resorpce kostni hmoty je velmi specificka pro
kazdou slouceninu. Podani velké davky mao ucinného bis(fosfonétu) sice relativné dobie
snizi resorpci kosti, na druhou stranu viak miaze vyrazné narusSit mineralizaci kosti. Proto
existuje snaha o vytvoreni slou¢eniny svysokou antiresorpcéni schopnosti, ale zaroven bez
vyrazného vlivu na mineralizaci kosti.® Obecn¢ se piedpokladd, Ze velka afinita
bis(fosfonétt)) ke kostem je zpusobena jejich inkorporaci do hydroxyapatitu chemisorpci

probihajici na povrchu kosti.[®”

Obr.4: Obecny vzorec bis(fosfonatu)

o, Ri 0
HO-P—C—P-OH
HO" (& OH

2

1.3.3 Fosfinové kyseliny

Oxokyseliny fosforu jsou mnohem c¢etnéjSi nez u kteréhokoliv jiného prvku a pocet
oxoaniontii a oxosol{ je vy&S snad jen u Si.*¥ Kyseliny fosfinové vznikaji nahrazenim vodiku
kyseliny fosforné (H-PO,H,) organickym zbytkem, coz vede k obecnému vzorci R—PO,H,.1*!
Skupina fosfinovych kyselin neustdle pritahuje znacny zgem jako alternativa skupiny
karboxylovych kyselin, které jsou potencianimi reguldatory, mediaory nebo inhibitory
metabolickych procesi.

Mnoho typu fosfinovych kyselin patti mezi inhibitory metabolickych enzyma, napt.
inhibitory kreatin kinasy, ornitin dekarboxylasy, aminoacyl-t-RNA synthetasy, apod. Tato

skupina zahrnuje celou fadu herbicidi (fosfinotricin).!*®
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Nekteré fosfinové kyseliny puasobi jako U¢inni agonisté ¢i antagonisté v receptorech
karboxylovych kyselin (cholecystokinovy receptor, B-adrenergni receptor). Jgich analogy
ovliviwyji receptory pro inhibi¢ni neurotransmiter kyselinu y-aminomaselnou (GABA) a

excitacni neurotransmiter glutaméat.!®

1.4 Ligandy vhodné pro komplexaci médi

Radioizotopy medi (a ostatnich kovi) jsou ve volné formé velmi toxické, navic maji
tendenci ukladat se v riznych organech a tkanich. Proto se vpravuji do téla pacienta v podobé
stabilnfho m&dnatého komplexu svhodnym ligandem.™ Tyto komplexy musi vykazovat
vysokou Kinetickou stabilitu in vivo a co ngjvétsi selektivitu komplexace pro dany radionuklid.
T&lesné tekutiny totiZ obsahuji mnoho ionta (Na*, K*, Ca**, Zn*, Mg?*, Fe**, Fe**, apod.) a
konkurenc¢nich ligandta (aminokyseliny, bilkoviny), které mohou mit za nasledek konkurencni
komplexotvorné rovnovéhy.®® Vv poslednich letech probihaji intenzivni preklinické vyzkumy
pro vyuZiti bifunkénich chelatanti v radioterapeutice a radiodiagnostice.®” Drive byly tyto
bifunkeni chelatanty aplikovany pri sledovani 1&sby Wilsonovy choroby.[®!

Pro spravnou funkci je tieba zvolit bifunkéni ligand, ktery pevné véaze kov a zaroven
umoziiuje vznik kovalentni vazby mezi nim abiologicky aktivni molekulou.!®® Vzhledem
k relativng kratkym polo¢asim rozpadu izotopa meédi je nutnd rychla komplexace.
Radiofarmakum by tak meélo vykazovat co nevySSi moznou intenzitu zareni. Zavislost
rychlosti komplexace na struktuie jednotlivych ligandi |ze zobecnit nasledujicim zpasobem.
Nejrychlgji se komplexuji ligandy linedrni, negjpomalegji naopak volné makrocykly. Rychlost
komplexace makrocyklu se zvySi navazénim pendantu (karboxylatového, fosfonatového,
piipadn¢ fosfinatového).

Mezi zastupce chelatanti vhodnych pro komplexaci dvojmocné medi patii polyaminy,

polyaminokarboxylaty, polyaminofosfonaty, bis(thiosemikarbazony) a porfyriny.!*4

1.4.1 Polyazamakrocykly
Polyazamakrocykly (polyaminy) patii mezi nej¢astéji uZivané chelatanty dvojmocné
medi predevaim diky vysoké kinetické stabilité jejich komplexa."” Typickymi zastupci jsou

1,4,7-triazacyklononan (TACN), 1,4,7,10-tetraazacyklododekan (cyclen) a 1,4,8,11-

tetraazacyklotetradekan (cyclam), Obr.5. Vysokou kinetickou inertnosti a termodynamickou
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stabilitou se rovnéz vyznacuji komplexy derivata tzv. premosténého cyklamu (cross-bridged

cyclam aside-bridged cyclam, Obr.5).*?

Obr.5: Struktury polyazamakrocyklickych liganda

_ - B )

NH HN NH HN NH _N N_ HN

IS S GRS R S SRR
&HJ NH HN NH HN N~ HN N HN
— (L
triazacyklononan cyklen cyklam cross-bridged side-bridged
cyklam cyklam

1.4.2 Polyaminokarboxylaty

Krom& makrocyklickych polyaminokarboxyldtt maji vyznam rovnéz linearni
polyaminokarboxylaty, mezi nejznam¢jsi zastupce patii Hiedta a Hsdtpa (Obr.6). Jgich
komplexace je velmi rychla. Velkou nevyhodou je ale mnohem nizSi kinetick4 inertnost
vzniklého komplexu nez v piipadé makrocyklickych skeletd.!™

Mezi vyznamné makrocyklické polyaminokarboxylaty patii Hsdota a Hyteta (Obr.7).
Ligand odvozeny od cyklamu, Hjteta, ma vétSi kavitu a tvoii smedi termodynamicky
stabilngjSi komplexy in vitro. Nevyhodou je pomalegjSi komplexace ve srovnani s linearnimi
polyaminokarboxyléaty a kineticka labilita komplexu [Cu(teta)]* in vivo. Presto se velmi &asto

pouziva z diivodu levné piipravy skeletu arychlé apomerng selektivni komplexaci.[™?

Obr.6: Struktury linearnich polyaminokarboxylatt

HO,C CO,H
N N
HOL™ CO,H HOC N \—CO,H
N /
Ho,c— NG
CO,H COxH
H,edta Hsdtpa

Obr.7: Struktury makrocyklickych polyaminokarboxylati
P N N PN N N N PN

. L

HO,C.N N _COH  HO,C. N N _CO.H

HO,C CO,H HO,C CO,H

H,dota Hteta
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1.4.3 Makrocyklické polyaminofosfonaty a polyaminofosfinaty

Tato  skupina  polyazamakrocykla  nese  fosfonovou/fosfinovou  skupinu
methylfosfonové/methylfosfinové kyseliny jako pendantni substituenty na atomech dusiku.!™
Vzhledem k afinit¢ methylfosfonové skupiny Kk hydroxyapatitu se derivaty svice
fosfondtovymi skupinami ve zvySené mitre akumuluji v kostni tkani.

Mezi vyznamné makrocyklické polyaminofosfonaty patii Hgdotp, Hotelp, 1,8-Hate2p a
Hstetp (Obr.8). Ligandy Hsgdotp a Hgtetp patii mezi dlibné adepty pro diagnostické
zobrazovani kosti, piipadng k 1ébe kostnich metastaz.!™

Obr.8: Struktury makrocyklickych polyaminofosfonétt

m/\P%Hz H,0sP~ >N HN H,0sP” >N N PO3H,
[r\wj [NH N1P03H2 H203P\EN N1P03H2
H.telp 1,8-Hjte2p Hgtetp
H203P/\N/_\N/\PO3H2
H203P\EN\_/N1PO3H2
Hgdotp

1.4.4 Bis(thiosemikarbazony) a porfyriny

Bis(thiosemikarbazony) (Obr.9) jsou slougeniny tetradentatns vazici Cu''. Komplexy
se in vivo neselektivné vazi na proteiny (zna¢eni albuminu v krevnim séru), ¢ehoz se vyuziva
v radiodiagnostice (sledovani krevniho obehu).[” Biodistribuce radiofarmaka zavisi hlavng
na molekularnich vlastnostech komplexu. Z vlastnosti téchto komplexa je podstatna lipofilita,
nizka molekulovd hmotnost, vysoka membranova propustnost a nizky redoxni potencidl.
Bis(thiosemikarbazony) mohou byt upravovény alkylaci skeletu aterminalnich amini.["

Mezi ngznamgjsi zéstupce porfyrina patti hemy a cytochromy nachazegici se
v lidském télel”) Mnohé derivaty porfyrini jsou schopné komplexovat izotopy riznych kovi.
Znacené porfyriny maji tendenci vazat se na nadorové bunky, piipadné se kumulovat
v tkanich. Snadno se od nich pripravuji derivaty navazanim substituentd, predevsim
na aromatické jadro. Samotné porfyriny se uZivaji v protinadorové fototerapii. Obecna

struktura porfyrinu je uvedena na Obr .10.144
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Obr.9: Obecnd struktura med’natého komplexu
bi s(thi osemikarbazonu)

R1 R
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Obr.10: Obecna struktura porfyrinu
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1.5 Biokonjugace

Jednim z hlavnich cilt farmakologie je priprava diagnosticke létky ¢i 1€civa, které by
cilen¢ putovalo do Z&dané oblasti a neinteragovalo sZadnymi jinymi télnimi strukturami.
Tento typ I&Civ je znam pod nazvem magicka kulka (magic bullet). Snaha o priblizeni se
tomuto idedlinimu modelu se nevyhnula ani |dkédm zaloZzenym na bifunkénich ligandech.
V tomto konkrétnim piipadé je Zadouci, aby byl ligand (komplex) spojen stzv. aktivnim
vektorem, ktery reprezentuji napi. monoklondni protilatky, oligosacharidy ¢i menSi peptidy
hormonalni povahy. Nej¢astéji vyuzivanymi peptidy jsou hormony somatostatin a bombesin
spolu sjgich odolngjSimi analogy. Spojeni mezi komplexem a vektorem zagtituje vhodna
spojka (linker). Ta je duleZita k zabranéni ovlivnéni biologickych vlastnosti systému pri
piimém spojeni aktivniho vektoru a komplexu. Casto pouzivanym linkerem je
polyethylenglykol (PEG). Hlavnimi poZadavky jsou stabilita spojeni ligandu svektorem a
rovnsz selektivni a rychly zpasob vzniku.l” ZzjednoduSené usporadani magické kulky je
uvedené na Obr.11.

Obr.11: Magicka kulka, systém komplex-linker-vektor

N

N, N
eo—C

N N

L

Jednou z moznosti je spojeni komplexu a aktivniho vektoru pomoci (thio)mocoviny
reakci aminu s (thio)fosgenem a naslednym spojenim iso(thio)kyanatové skupiny saminem
jak to ukazuji rovnice (1) a (2).l™

NH, 020 Ry 2 Ri—N
R 2 —— > R—N=C=0 — 1 W_NH
—2 HCI ') \R2 (1)
NH, 028 Ry R—N
R 2 —— > R—N=C=S —— 1 W_NH
—2 HCI S \RQ ©)
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1.6 Teoretické pozadi a cil prace

V predchozich tadcich teoretického Gvodu bylo nastinéno potencidni  vyuziti
bifunkénich chelatanti dvojmocné médi v nuklearni medicing. Cyklam jako ligand je pro
komplexaci médi nejvhodnéjsi, protoze jeho dutina vyhovuje iontovému poloméru meédi
(efektivni iontovy polomér Cu®* pro koordinasni &islo 6 je 73 pm).*? Rentgenostrukturni
anayza prokazala, Ze médnaty kation je vazan v komplexu ¢tyimi ekvivalentnimi vazbami
k atomam dusiku ligandu.®® Z velké skaly radionuklidi medi pada volba predev&m
na izotopy ®Cu a ®'Cu, které nachazi uplatndni ve vySetieni pomoci PET a pii diagnostice a
terapii rakoviny.

Makrocykly bez postrannich skupin se vyznatuji pomalou komplexaci. Pritomnost
substituentt (tzv. pendantnich ramen) na volnych dusicich cyklamového skeletu vyznamng
urychluje komplexaci smeédi. Postranni pendantni ramena jsou tvoiena kupiikladu
acetatovymi, fosfonatovymi a fosfindtovymi derivéty.®™ Mezi faktory ovliviiuji kinetickou a
termodynamickou stabilitu méd’natych komplexia kromé poctu a druhu pendantnich ramen
patii také velikost makrocyklu, pocet dusikatych atomi ajegjich bazicita.

V zhledem k vySe uvedenému matato diplomova préce za cil design, syntézu a studium
vlastnosti potencionalné vhodnych makrocyklickych ligandt zalozenych na 1,4,8,11-
tetraazacykl otetradekanovém skeletu. Ligand L1 (Obr.12) byl navrZen s jednim koordinujicim
se aminobenzylfosfindtovym pendantnim ramenem. Design tohoto ligandu byl zvolen
vzhledem k predpokladu, Ze koordinujici se skupiny pendantnich ramen urychluji komplexaci,
kterd u makrocyklickych ligandi probihd ve srovnani sacyklickymi ligandy mnohem
pomalgji. DalSi charakteristikou tohoto ligandu je pritomnost amino funkce, ktera umoziuje
studovat modelovou biokonjugaci k primarnimu aminu. Ligand L, (Obr.13) nese jedno
monofosfinét-bis(fosfondtové) pendantni rameno. Design této |atky byl navrZzen tak, aby se
selektivné vazal na povrch kosti. U tohoto ligandu byly rovnéZz zkoumany termodynamicke,

kineticke a koordinacni vlastnosti jeho komplexi s raznymi ionty piechodnych kowv.
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Jako hlavni cile této préce byly definovany:
Syntéza ligandu a fosforovych prekurzorii:
§ 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (cyklam, 1)
§ 4-nitrobenzylfosfinova kyselina (NBPIN, 1)
§ monofosfinét-bis(fosfonat) (V)

NH HN N02 O\\ /OEt
P<
(o) o LT 2 (o
NH HN H_l% H-P P\/OEt
L OH OEt O" OFt
1) 0 V)
cyklam (1) 4-nitrobenzylfosfinova kyselina ()  monofosfinat-bis(fosfonat) (V)

§ Dadle nalezeni dternativniho zptisobu piipravy latky L; vzhledem k postupu
uvedenému v bakaléiské praci autorky (viz Schéma 3 v oddile 2.3) a postupu
syntézy nového ligandu L, (viz Schéma 4 v oddile 2.3)

§ Modelova biokonjugace ligandu L ; s primérnim aminem (oddil 3.2)

§ Stanoveni termodynamickych, kinetickych a koordina¢nich vlastnosti ligandu
L, ajeho komplexu s kovy (oddil 3.3, 3.4 a3.5)

Obr.12: Cilovy ligand L ; Obr.13: Cilovy ligand L ,

m o NH2 //\ 0 PO3H2
/\|| /\”/_<
NH NZ P NH NP

| | PO3H2
[ j OH OH

NH HN NH HN

L1 L2

27



2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Seznam pouzitych chemikalii

2.1.1 Reagencie

AIGON, 5.6 .. e e e e enee e Linde
benzyl chloroformidt, 8590 ........cc.eeiee i Aldrich
bis(3-aminopropyl)-1,2-ethylendiamin (3,2,3-amin), 98%..........cccccceevvereenen. Aldrich
diethylamin, 99,5%0........oci e Aldrich
ethyl chloroformiat, 98%0.........c.cccveieeveeiiececree e Aldrich
ethyl trifluOraCetl, 9990 .....cve e Aldrich
fOSFOrNaN @MONNY ......cc.eeieee s Aldrich
(prreci&ten rekrystalizaci z horké vody)
fosfornan SOANY, 99%0.........cccuieiieie e Aldrich
glyoxatrimer, NYArat, 97%0........ccoveieeiiiirieesee e e Aldrich
chlorid drasalNy, 99%0........ccceeieeieeie et Lachema
chlorid nikelnaty, hexahydrat, 98%............ccevieiieieesieie e Lachema
chlorid méd’naty, dihydrat, 98%............ccccueieeieeiie e Lachema
hexamethyldisilazan, 98%0...........ceceiiiiiiiie e s Fluka
hydroxXid draselNy, CIStY.....ccouicieiiiiee e Penta
NYdroXid SOONY, CISLY ....iiieiiiiicieie et s ere s Penta
Kyanid draselnNy, 96%0 .......ccoeueeieriiiieie ettt Lachema
KySEliNa ChIOrOCLOVA.........ccviiieciieie e Lachema
(precistena rekrystalizaci za horka z nasyceného vodného roztoku)
kyselina chlorovodikovd, 36% vodny roZtoK...........ccceeveieeeesiesiesieseseesie e Penta
Kyselina fOSfOratng, 85%0.......ccuiuirerierieierireses e Penta
KYSEIINA OCLOVA, 99%0......ueiiiciiceiee ettt s sre s Penta
NINNYAIIN, 9820 ... e e enns Lachema
IMEES, 9900, ....ee ittt ettt bttt a e bbb e e Aldrich
methylamin, 10% VOANY FOZLOK ..........cccceeeeiiesieeiese e et e e Lachema
N-ethyldiisopropylamin, 98%0........cc.cie i Merck
N,N"-dicyklohexylkarbodiimid, 99%0 .........cccecveiieieiieieieceere e Fluka
N,N"-dimethyl-4-aminopyridin, 99%0 .........cccecvveveriiieieses e Fluka
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid, 95%..........cccecuririirerereieeieee e Aldrich
palladium na aktivnim Uhli, 10%0........cccovieiie et Aldrich
paraformMaldenyd, 95%0.........covreeririre e Fluka
pentahydrat siranu METNGLENO .........cooviiriiiiiee e Lachema
PYFIAIN, 99,5%0 ...t e s eans Aldrich
P-NitrobenzylBromid, O7%0.......c.veiiieee e Aldrich
p-toluensulfonovéa kyselina, monohydrat, 98%0..........ccccceveeeeveniniesescee e Aldrich
RaNi (RANEY NICKEL) .o neptivodni baleni
siran sodny, bezvody, 99%0.........cccveie e s Penta
Lo o018 B Y TR L Aldrich
[tetraethyl]methylen-biS(fOSFONEL)..........ooceevirireee e diive pripraveny
v laboratori
tetrahydridoboritan SOANY, 96%0 .........coereriiiiniese s Aldrich
tetrachlOrmEthan, 98Y0.......cciiceviii it sr e s sabee e Aldrich



thiOfOSOEN, 90Y0.... e et n e Fluka

trEthylamin, O8Y0 .......ccveie e e Fluka
trimethylsilyl(ethyl)ether, 98%0........ccvcoieiiecese e Penta
trimethylSHYIDrOMIA 9790.....cc.eeiee e e Penta
LV 0 11O J O Linde

2.1.2 Rozpoustédla

o (0] 1 11 1 1 T Penta
amoniak, 25% VOANY FOZEOK.........c.eccueeiueeiiesecsteeieesteestee e s e s e Penta
AichlOrMELNAN ........oce e e Fluka
AimEthylSUITOXIA. ..o e e Lachema
ethanol, 96%, deNatUrOVaNY .............cccveeeeieereesee s e sree e see e s e Lihovar Kolin
EthanOl, SUCHY ..o e s Lihovar Kolin
EBHNYL GCEIAL...... oo s Fluka
(o011 (0] 1] o 1 RS TR Lachema

(1S o] o1 0] o oL | O STR Aldrich
0TS0 To | O STR Lachema
tEtranNYdrofUraN .......oceece s Fuka

10 LU= o 1R Penta

voda, deionizovana (ziskana reversni osmézou, ROWAPUR 200/100) ........... PrF UK

Bezvoda rozpoustédla byla ziskana destilaci s P,Os (MeCN, Penta; DCM, Lachema) nebo se
sodikem (THF, Fluka).

2.1.3 Deuterovana rozpoustédla

(OB O T Lo T Aldrich

(B @ e L I T Chemotrade
DM SO-Ag, 99,5%0....ccuveiiiiereiie ittt cese e sertee s st e st e s sbte e s s sbree s s sabee s s sbeee s sbbee s Chemotrade
NaOD, 1m, (pripraven pridanim sodiku do D20) ......cccvevereeieneneenesieeiein Chemotrade

2.1.4 lontoménice a sorbenty

silikagel, chromatograficky (60—230 MESh) .......ccccovvieiiininee e Fluka
silny aniontovy iontoméni¢ (Dowex 1, 100-200 MESh)......cccverererrieseereereenes Fluka
silny kationtovy iontoméni¢ (Dowex 50, 50—100 MeSh)......ccevererriereerieereenne Aldrich
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2.2 Metody charakterizace

2.2.1 Nuklearni magnetické rezonance (NMR)

Meteni spekter *H, C{*H}, °F, *'P{*H} a *'P bylo realizovéno na spektrometrech
VNMRS300 (rezonanini frekvence jader: *H 299,9 MHz, **C 75,4 MHz a *'P 121,4 MHz),
Varian™'™ INOVA 400 (rezonanini frekvence jader: *H 399,9 MHz, **C 100,6 MHz a
%P 161,9 MHz) a Bruker Avance (I11) 600 (rezonanni frekvence jader: 'H 600,17 MHz,
3¢ 150,9 MHz a*'P 242,9 MHz). VVechny vedené pristroje jsou dostupné na PiF UK v Praze.

Hodnoty chemickych posuni ¢ jsou uvadény vjednotkach ppm a interakéni
(-coupling) konstanty J v jednotkach Hz. Hodnoty chemickych posuna ¢ jsou uvédény
spresnosti na dvé desetinnd mista pro *H a na jedno desetinné misto pro 2°C, °F a 3'P.
Interakéni konstanty jsou zaokrouhleny na tii platné cifry. Udaje pro konkrétni meteni jsou
uvedeny u pridudnych latek v oddile vlastni syntézy.

Pro m&ieni byly pouzity NMR kyvety o priméru 5 mm. *H NMR spektra byla m&iena
v &istych deuterovanych rozpoudtédiech (CDCls, D,O, D,O+NaOD). Cast *'P NMR spekter
byla m&fena v surové reakéni smési. Vechna *C NMR spektra a nekterd *'P NMR spektra
byla naméiena s, decouplingem® vodikovych jader. Teplota méreni byla 25 °C, neni-li
uvedeno jinak.

Chemické posuny v *H a **C NMR spektrech byly referencovany na interni standardy:
TMS pii méteni v CDCl3 (o4 = 0,00, oc = 0,00), t-BUOH pii méieni v DO (o = 1,25;
dc = 29,13). Pii mateni 3'P spekter byl jako externi standard pouZit 1% roztok HsPO, v DO
(65 = 0,00).

Zkratky pro multiplicitu signdt v NMR spektru jsou: s (singlet), d (dublet), t (triplet),
g (kvartet), p (pentet), sp (septet), bs (Siroky singlet, broad singlet), m (multiplet).

2.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla namétena na hmotnostnim spektrometru Bruker ESQUIRE
3000. Pristroj je vybaven elektrosprejem (,, Electrospray lonization* — ESI), ktery pisobi jako
zdroj iontd, a iontovou pasti (,lon Trap“) umoznujici detekci piislusnych ionta. Vzorky byly
rozpustény v prislusném rozpoustédle a naredény (MeCN, MeOH). Spektra byla méfena

prevazné v pozitivnim, ale také v negativnim modu.
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U charakterizaci jednotlivych latek jsou uvedeny pouze signdy, které se podatilo
interpretovat a které byly dostatecné intenzivni. Udaje pro konkrétni méteni jsou uvedeny

u piislusnych latek v oddile vlastni syntézy.

2.2.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pri tenkovrstvé chromatografii byly pouZity desticky typu Slufol® s &rokoporéznim
silikagelem (Slpearl) nanesenym na hlinikové fdlii (Kavalier) se skrobem jako pojivem a
hlinikové desticky svrstvou silikagelu (Slica gel 60 Fuxss, typ E) impregnované
fluorescen¢nim barvivem alepené sédrou (Merck).

Po dikladném odpateni mobilni faze byla detekce provedena 0,5% ethanolickym
roztokem  ninhydrinu v ethanolu, fosfomolybdenovou  soluci  (Ce(SOg),-4H.0,
(NH4)6M0;024-4H,0, H,SO,), Dragendorffovym ¢inidlem (Bi(NOs)s, KI, AcOH, H,0) nebo
5% vodnym roztokem modré skalice (CuSO4-5H,0). Desticky byly nasledné vyvolany
proudem vzduchu (cca 60 °C) pomoci horkovzdudné pistole. V piipadé desti¢ek spolecnosti
Merck bylo pro detekci rovnéZz pouzito zhaSeni fluorescence pod UV lampou
MINERALIGHT® (41 = 254 nm, 1, = 366 nm).

Hodnoty retencniho (retardacniho) faktoru Ry jsou uvadény spiesnosti na jedno
desetinné misto.

U prislusnych latek v oddile viastni syntézy je vzdy uveden konkrétni pouZity typ
detekce, mobilni faze a hodnoty R:. Nejéasteji pouzivanymi mobilnimi fazemi byla smés
isopropanolu, amoniaku a vody ¢i smés isopropanolu, kyseliny octové a vody o objemovém

poméeru 7:3:3, které jsou oznacovéany zkratkou IPAV alPOV.

2.2.4 Spektrofotometrick4 méreni

Méreni  formacnich a disociaénich kinetik bylo realizovano na UV/VIS
spektrofotometru Shimadzu UV-2401PC. Teplota byla regulovana Peltierovym ¢lankem
v rozmezi od 25—-70+0,05 °C. Data byla zaznamenavana programem UV Probe 2.21. Pristroj je
dostupny na PiF UK.

Cast meieni formagnich kinetik pii vy&im pH (od 1,92 do 6,21) byla provedena
v Ustavu anorganické chemie AV CR v ReZi. Zde byl pouZit stopped-flow reakéni analyzétor
SX.18MV. Zpracovani dat ajejich fitovani bylo provedeno pomoci programu Gnuplot.[®?
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2.2.5 Potenciometrické titrace

Titrace byly provedeny v potenciometrické dvouplastové cele temperované
na 25+0,1 °C pii iontové sile [[HNO3) = 0,1 M v rozmezi pH cca 1,5-13. VSechny roztoky
pouZzivané pro titrace byly také temperovany na 25+0,1 °C. Pro zamezeni absorpce CO, ze
vzduchu byla béhem titraci udrZzovana inertni atmosféra konstantnim privodem proudu argonu
nad hladinu titrovaného roztoku. Aby nedochazelo k odparu vody z titrovaného roztoku, byl
inertni plyn pfedem nasycen vodni parou prichodem plynovou promyvackou obsahujici
vodny roztok o stejné iontove sile jako roztok titrovany. Potencid byl méien kombinovanou
sklenénou-argentchloridovou elektrodou GK240B na pH metru PHM 240. Titra¢ni roztok byl
pridavan automatickou byretou 2 mL ABU 900.

Pocétecni objem titrovaného roztoku byl ~5 mL, koncentrace ligandu ~2 mm a pomer
ligand:ion kovu 1:1 a 1:2. Jako titra¢ni roztok byl pouzit KOH o koncentraci ~0,2 M. Kazda
titrace byla opakovéna tiikrat az ctyrikrét. Pocet experimentalnich boda v jedné titraci se
pohyboval od 30 do 40. Pomoci programu OPIUM® byly znameienych dat ziskany
protonizacni konstanty ligandu a konstanty stability systému ligand:kov. Program OPIUM
pouziva k proloZzeni experimentdnich bodu kiivkou nelinearni regresi s metodou nejmensSich
¢tverci. Hodnoty parametra elektrody byly ziskény z kalibracni titrace s pouzitim kalibracni

funkce
E=E,+S- |0g [H+] + Ja - [H+] + Jg - le[H+],

kde Ep je standardni elektrodovy potencidl, S je Nernstova smérnice, a Jp a Jg
koeficienty popisujici kyselou a zasaditou chybu. Ky je iontovy soucin vody a ¢len
Kw / [H'] odpovida koncentraci OH™ iontd v roztoku. Hodnota iontového souginu vody
pKw = 13,78 pro I(KNO3) = 0,1 M pii 25 °C a konstanty stability systémi M*—OH™ byly
pievzaty z literatury.®” ProtoZe hodnoty kalibracnich parametrii elektrody se v dase meni,
bylavzdy provedena kalibracni titrace pied i po kazdé titraci.

Z titraci byly programem OPIUM urceny celkové rovnovazne konstanty stability .
Protonizacni konstanta je definovéna vztahem £, = [HnL]/4[H]™[L]} a konstanta stability
vztahem B = [MuHaLIAIM]™[H]"[L]"}. Pro piehlednost nejsou uvéadeny néboje
jednotlivych ¢éstic.

32



Vztah mezi celkovou konstantou £ a konsekutivni konstantou je pak obecné definovéan

2.2.6 Elementarni analyza

Obsah uhliku, vodiku a dusiku byl stanoven servisnim pracovidteém Ustavu
makromolekul &rni chemie AV CR v Praze. Analyza procentuédlniho zastoupeni prvkia probéhla
na automatickém analyzétoru Perkin EImer CHN/S Elemental analyser 2400 I1. Hodnoty jsou
uvedeny v hmotnostnich procentech jako aritmeticky pramér vSech stanoveni s piesnosti

na jedno desetinné misto.

2.2.7 Radiokomplexace

Radioaktivni m&d’ ®*Cu byla vyrobena z prirodniho niklu reakci (d,x) na izochronnim
cyklotronu U-120M (SUJV Dubna) na Ustavu jaderné fyziky AV CR v ReZi. Ozarovanim
folie (60 um) z ptirodniho niklu (99,9+) svazkem deuteronti o vstupni energii 10 MeV
pii hodnoté proudu 8 pA byla pripravena aktivita o hodnoté 492 MBq (EOB). Doba ozarovani
byla 120 minut. Skutecné mnoZzstvi meédi a necistot (Zn, Ni a Fe) bylo uréeno pomoci AAS
na Statnim veterinarnim Ustavu Praha

Detekce aktivity byla provedena autoradiografickym systémem CYCLONE PLUS
(PerkinElmer). Namgiena data byla zpracovavéna programem OptiQuant'™. Hodnoty jsou
uvedeny v procentech jako aritmeticky prameér vSech stanoveni s presnosti na jedno desetinné

misto.

33



2.3 Syntéza

Souhrnné vyobrazeni syntézy ligandi je uvedeno ve Schématu 3 (pro ligand L;) ave

Schématu 4 (pro ligand L ).

Schéma 3: NavrZeny postup pripravy latky L,
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Schéma 4. NavrZeny postup piipravy latky L »
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V textu uvedeném niZe se pod pojmem ,,odpaieni na RV O" rozumi odpareni na rotacni
vakuové odparce. Teplota lazné¢ se liSila v zavidosti na odparovaném rozpoustédle (viz
nasledujici prehled). Déle pod pojmem ,,amoniak (NHs)“ je minén jeho 25% vodny roztok a
pod pojmem ,, kyselina chlorovodikova (HCI)" jegi 36% vodny roztok.

Orientaéni teplota lazné RV O pro riazné druhy rozpoustéde:

ELOH, MEOH ..ottt 45°C
Smési obsahujici NH3z Nebo HCl ........ccoeoieieee e, 50°C
SMESH OBSANUJICT VOUU ......ceeeiiiiie e 55°C
Ostatni POUZItAroZPOUSIEAIA ......cccve e 50-55°C

Pod pojmem ,teplota“ je minéna teplota olgové lazné, ve které byly ponoreny baiky

sreakéni smési.
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2.3.1 Priprava fosforovych prekurzoru

Syntéza latky | (4-nitrobenzylfosfinova kyselina, NBPIN)

_SiMe; ~ argon 0O-SiMe; 1 Br

NHHPO, + H-P, —— H-F —
SiMes  509. 100 °C O-SiMe; 5 EtoH
NO, NO,
9/@ o) NOj /—@NO ('?/@/
H-P 2 4 2 HO-P
OH HO O OH
(I, NBPIN) (I*, NB,PIN) (I**, NBPON)

Do 500mL trojhrdlé banky bylo navé&Zeno 10,0 g (120 mmol) rekrystalizovaného
fosfornanu amonného. Banka byla opatiena zavédéci trubickou skohoutem (spojena
s ptivodem argonu), chladicem, na ktery byla nasazena dalSi trubic¢ka s kohoutem (napojena
na membranovou vyvévu slouZici jako zdroj vakua) a zétkou, ktera plnila funkci ventilu pri
sekuraci. Dde bylo piidano magnetické michadlo. Aparatura byla trikrat evakuovana a
nasledné naplnéna argonem.

Po provedené sekuraci byla zavadéci trubicka na chladi¢i vyménéna za bublacku
snujolem a zétka za gumové septum. Tyto Ukony byly provedeny v silném protiproudu
argonu. Pres septum bylo pomoci injekeni stiikacky sjehlou pridano 50,0 mL (237 mmol)
hexamethyldisilazanu (HMDS). Proud argonu byl nastaven tak, aby bublatkou prochéazela
cca 1 bublinka za 2 s. Reak¢éni smés byla za stdl éno michani zahiivana pres noc v olejové |azni
o teploté 105-110 °C.

Po ukonceni reakce byl zesilen proud argonu a cela aparatura byla vyjmuta z olgjové
l&zné a ponechana vychladnout na laboratorni teplotu. Pres septum bylo injekéni stiikackou
piidano k reakéni smési 100 mL vysuSeného DCM. Obsah baiky byl vychlazen v lazni
ze smési ethanolu a suchého ledu na—40 °C. Za std ého chlazeni byl pres septum pridan roztok
11,8 g (55 mmol) 4-nitrobenzylbromidu (NBB) ve 200 mL suchého DCM. Bylo nutné dbét,
aby v injekeni stiikacee, jiz byl roztok pridavan, nebyla zadnéa vzduchova bublina. Po ptidani
veskerého roztoku byla chladici 1azen zvolna ohiana na laboratorni teplotu. Reakéni smés byla
michanadalSich 12 hodin pod mirnym proudem argonu.

Dalsi den byl proud argonu znatné zesilen a reakéni smés byla pirevedena pomoci
kanyly do ké&dinky obsahujici 250 mL ethanolu. Zbytek roztoku byl z ptivodni reakéni banky
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vymyt dalSimi cca 50 mL EtOH. Ob¢ etanolove frakce byly spojeny a vznikla suspenze byla
odparena dosucha na RVO v piedem zvézené 500 mL kulaté bance. Zluty odparek byl
rozpustén ve 400 mL vrouci vody (50-100 mL vody na 5,0 g produktu). VétSina produktu se
rozpustila, malé mnozZstvi zistalo nerozpusténe, jednao se hlavné
o disubstituovanou slouceninu 1*. Roztok byl za horka zfiltrovan na piredehiété frit¢ S2 do 1L
kulaté banky. Po ochlazeni filtrdtu byla ocekavana krystalizace 4-nitrobenzylfosfinové
kyseliny (I). K té ovSem nedodlo. Filtrét byl preveden do 1L délici nalevky a bylo piidano
20 mL koncentrované HCI a 200 mL chloroformu. Po dikladném protiepani byla oddélena
vodnd a organicka faze. Organicka faze byla odpusténa a uchovana v Erlenmeyerové bance.
Vodna faze byla dosucha odpaiena na RVO. K odparku bylo pfidano 100 mL 10% HCI a
100 mL chloroformu a smés byla dikladn¢é zamichana. Takto byla ponechana stét pres vikend.

Vykrystalizovana 4-nitrobenzylfosfinova kyselina (1) byla odfiltrovana na frit¢ S2,
promyta malym mnozstvim studené vody a po diakladném prosani vzduchem dosuSena
ve vakuovem exsikatoru nad P,Os.

V organické fazi se po dvou dnech vylougila naZloutla srazenina. Podle 3P NMR
gpektra se jednalo o produkt I (90% cistota). SraZenina byla prefiltrovana na frit¢ S3 a
rekrystalizovana z horke vody.

Upozorneni: Nitrobenzylbromid je latka, ktera silné drézdi pokozku, obzvlést pokud je
ve form¢ roztoku. Proto je nutné pouZivat ochranné rukavice a sroztoky pracovat pouze
v dobre tdhnouci digestori.

Vytézek (4-nitrobenzylfosfinovakyselina, I):

3,9 g o cistote 98 %, necistota: NBPON (2 %);

1,2 g o cistoté 90 %, necistoty: NBPON (4 %), H3PO3 (3 %) a H3PO4 (2 %)

Char akterizace:

'"H-NMR (NaOD): ¢ 2,9-3,1 (m, vice signdlii kviili ¢astetné vymeéng zaD, 2H, P-CHy);

6,97 (d, 1H, P-H, 1Jpy = 523); 7,42 (d, 2H, arom, J = 8,4); 8,18 (d, 2H, arom, J.y = 8,4)
3p{!H}-NMR (NaOD): 6 24,8 (s)

3p.NMR (NaOD): 6 24,7 (d, 1P, P-H, 1Jpy = 523)
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Syntéza latky Il (ethyl ester kyseliny 4-nitrobenzylfosfinove,
NBPINOEL)
Reakce s DCC, DMAP v bezvodém EtOH

NO,  pec NO,
o LI ow o LT
H-P — H-P
OH EtOH dry OEt
) (I

Ziskana NBPIN (1) byla naslednou reakci pievedena na svij ethyl ester (11). Do banky
0 objemu 250 mL bylo nav&Zzeno 3,7 g (15 mmol) NBPIN, spolu s 3,7 g (1,2 ekvivaentu,
18 mmol) DCC a 30 mg (0,05 ekvivaentu, 0,2 mmol) DMAP ve 100 mL suchého EtOH.
Reakéni smés byla michana pres noc.

V baiice vznikla suspenze Zluté kapaliny s bilou srazeninou. Ta byla zfiltrovana na frité
S3, ¢ast byla odebrana do vialky arozpusténav CHCl.

Tato vialka byla ponechana v digestori, dokud se neodpaiil veSkery CHCl3. Nésledné
byl vzorek rozpustén v CDCl; a byl piipraven vzorek na *H a *'P NMR. Tato latka byla
posléze identifikovana jako vedl g Si produkt N,N"-dicyklohexylmoc¢ovina (DCU).

Prefiltrovany roztok byl odpafen na RVO do sucha, odparek opét rozpustén v EtOH a
nasledns jedté jednou prefiltrovan na frité S3. Do kyvety byl odebrén vzorek na *'P NMR.
Poté byl obsah baiky znovu odpaien na RV O. Byl ziskan produkt ve formeé nazloutlého ol ge.
Vytézek (ethyl ester 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny, 11):

3,84 g o cistote 91 %, nesistoty: NBPIN (7 %) astopy NB,PIN (2 %)
Char akterizace:

3p{'H}-NMR (EtOH): 6 35,1 ()

3P.NMR (EtOH): 6 35,1 (d sp, 1P, P—H, *Jpy = 559, 2Jpy ~ 2Jpr ~ 9,4)
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Reakce s ethyl chloroformiatem®™!

NO, 0 NO,
9/@ EtO-C—Cl 9/@
H-P — =  H-P

| !
OH pyridin OEt

) {0))

ZiskanaNBPIN (1) byla naslednou reakci prevedena na svij ethyl ester (11). Do 250mL
banky bylo navazeno 2,6 g (12,9 mmol) l&ky I. K ni bylo prilito 100 mL suchého DCM a
k suspenzi bylo pridano pomoci injekéni stiikacky 1,6 mL (1,3 ekvivaentu, 16,8 mmol) ethyl
chloroformiétu. Na z&brus byl nasazen chladi¢ a béhem dvaceti minut bylo prikapano 1,7 mL
(1,8 ekvivalentu, 20,8 mmol) pyridinu z injekeni stiikacky. Reakéni smés se béhem piidavani
baze zahtivala a dochazelo ke generovani plynu. Po pridani veSkeré baze dodo k vycereni
reakéni smési. Poté byl chladi¢ opatien zatkou a smés byla michana pres noc pii laboratorni
teploté.

Dde byla reak¢ni smés extrahovana 4x 80 mL nasyceného vodného roztoku NaCl,
3x 80 mL CHCI3 a 2x 80 mL 5% vodného roztoku NaHCOs. Organicka faze byla nasledné
vysuSena MgSO, a po odfiltrovani odpaiena na RVO. Poté byla |atka odparena 2x z 50 mL
toluenu a 2x z 50 mL suchého EtOH. Do kyvety byl odebran vzorek na*'P NMR. Po odpatent
byl ziskan produkt ve form¢ nazloutlého olge.

Vytézek (ethyl ester 4-nitrobenzylfosfinove kyseliny, I1):

2,42 g o cistote 91,2 %, necistota: NBPIN (8,8 %)

Charakterizace:

3p{IH}-NMR (EtOH): § 35,1 ()

3P.NMR (EtOH): 6 35,1 (d sp, 1P, P—H, *Jp; = 559; 2Jpy; ~ 3Jpn ~ 9,4)

Syntéza latky Il (benzyl ester kyseliny 4-nitrobenzylfosfinove,

NBPINOBnN)
NO, 9 NO,
H—I|3 E— H—F|>
OH pyridin OBn

) D)
Ziskana NBPIN (I) byla naslednou reakci pievedena na svij benzyl ester (111).
Do 250mL baiky bylo navézeno 2,6 g (12,9 mmol) I&ky I. Do ni bylo prilito 100 mL suchého
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DCM a ksuspenzi bylo ptidano pomoci injekeni stiikacky 2,4 mL (1,3 ekvivalentu,
18,9 mmol) benzyl chloroformiétu. Na z&brus byl nasazen chladi¢ a béhem dvaceti minut bylo
prikapano 1,9 mL (1,8 ekvivalentu, 23,2 mmol) pyridinu z injekéni stiikacky. Reakeni smés
se béhem pridavéni baze zahtivala a dochézel o ke generovani plynu.

Po pridani veskeré baze nedoslo k oéekavanému vycereni reakeni smési. Proto bylo
pridano jesté 1,2 mL (0,65 ekvivalentu, 8,4 mmol) benzyl chloroformidtu a1 mL (1 ekvivalent,
12,2 mmol) pyridinu. Poté byl chladi¢ opatien zédkou a smés byla michana pies noc
pii laboratorni teploté.

Druhy den do3lo kvycereni reakéni smési. Dale byla reakéni smés extrahovana
4x 80 mL nasyceného vodného roztoku NaCl, 3x 80 mL CHCIl3; a 2x 80 mL 5% vodného
roztoku NaHCO;. Organicka faze byla nasledné vysuSena MgSO, a po odfiltrovani odparena
na RVO. Poté byla |4tka odparena 2x z 50 mL toluenu a 2x z 50 mL suchého EtOH. Do kyvety
byl odebran vzorek na 3P NMR. Po odpateni byl ziskan produkt ve formé svétle oranZového
olge.

Vytézek (benzyl ester 4-nitrobenzylfosfinove kyseliny, 111):

3,31 g o ¢istoté 93,0 %, necistota: NBPIN (7,0 %)

Char akterizace:

3pIH}-NMR (EtOH): § 32,3 (5)

3P.NMR (EtOH): 6 32,1 (d sp, 1P, P—H, *Jpy = 556; 2Jpy ~ 3Jpy ~ 18,3)

Syntéza latky IV {[tetraethyl]vinyliden-1,1-bis(fosfonat)}®

PO;Et, SN 1. MeOH PO;Et, PTSA PO;Et,
+ CH,0 + N —— 1o -
POsEt, 2. toluen © POsEt POsEt,
(V)

Do 500mL baiky bylo navaZzeno 11,8 g (40 mmol) [tetraethyl] methylen-bis(fosfonétu)
spolu s6,3 g (7 ekvivalenta, 210 mmol) paraformaldehydu. Dae bylo piidano injekéni
stiikackou 4,3 mL (1,8 ekvivalentu, 70 mmol) diethylaminu a obsah banky byl rozpustén
ve 200 mL MeOH. Smes byla michana po dobu 12 hodin, poté byla odparena na RVO a
pro odstranéni zbytkit MeOH bylo odparovani opakovano s toluenem.

V znikly methoxy-meziprodukt byl rozpustén v toluenu (200 mL) a bylo piidano 0,3 g
(1,6 mmol) monohydréatu p-toluensulfonoveé kyseliny. Poté byl obsah barky michan po dobu
dalSich 12 hodin.
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Reakéni smés byla odparena na RV O avakuovou destilaci byl ziskéan produkt ve forme
bezbarvého olegje. Byl odebran vzorek naNMR a M S spektra.
Vytézek {[tetraethyl]vinyliden-1,1-bis(fosfonat), 1V} :
10,3 g o &istots 89 %, nesistoty: ve *P{*H}-NMR spektru se nachézi 5 dal$ich pika, které
zaujimaji priblizné 10 % z celkové intenzity ve spektru a nebyly interpretovany.
Charakterizace:
MS (+): 323,2 ([M+Na]*, teor. 323,2)
'H-NMR (CDCls): ¢ 1,29 (t, 12H, —CHs, 334y = 7,2); 4,09 (m, 8H, O-CH,); 6,92 (m, 2H,
C=CHy)
3p{!H}-NMR (CDCls): 6 13,0 ()
3P_.NMR (CDCl3): 6 13,0 (s, 2P, P-C-P)

Syntéza latky V [monofosfinat-bis(fosfonat)]®"!

POEt, o, OFt
THF dry o POsEY, 0 P\8Et
H;PO, + EtOSiMe; —— H_FI)_OEt - . H_Fl) / \/ t
H DIPEA OEt 0" gt
V)

Nejdiive byla pripravena kyselina fosforng, které je vstupni komponentou pro syntézu
l&ky V. Byl pripraven roztok fosfornanu sodného (NaH,PO,-H,O) tak, Ze bylo 15,0 g
(142 mmol) rozpusténo v 50 mL destilované vody. Nasledné byl roztok nalit na sloupec
silného kationtového iontoméni¢e v H* cyklu a bylo odpusténo tolik destilované vody, aby byl
fosfornan zcela ve styku s iontoménic¢em. Poté byl systém ponechan 20 minut v klidu.
Nésledné byl obsah kolony pozvolna eluovan destilovanou vodou. Elua byl jiman
v okamZiku, kdy zacal reagovat kysele a jimani bylo ukon¢eno pii zvySeni hodnoty pH.
Ziskany ziedény roztok kyseliny fosforné byl zahustén na RVO pii teploté nepievysujici
40 °C. Posledni zbytky vody byly odstranény odparenim stoluenem na RVO. Byl odebran
vzorek na*'P NMR.
Tavenina H3PO, (bezbarvéa krystalickalatka) byla ziskana ve vytézku 59 % (14,1 g).
Char akterizace:
3pIH}-NMR (EtOH): § = 12,8 (3)
3P.NMR (EtOH): 6 = 12,8 (t, 1P, P-H, 1Jp = 561)
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Do 250mL bariky bylo navézeno 3,2 g (48 mmol) kyseliny fosforné. Poté bylo piidano
injekeéni stiikackou 14,9 mL (2 ekvivaenty, 96 mmol) trimethylsilyl(ethyl)etheru v suchém
THF (60 mL). Reakéni smés byla michana po dobu 2 hodin a poté byl odebréan vzorek na 3'P
NMR spektrum. Konverze na ethyl ester kyseliny fosforné byla kvantitativni. Poté bylo
kreakéni smeési  pridano v jednom kroku vinjekéni stiikacce 6,0 g (20 mmol)
vinyliden(bis)fosfonatu (1V) a 6,18 g (48 mmol) N-ethyldiisopropylaminu. Nésledné¢ byla
reakeni smeés michana dalSich 12 hodin pii laboratorni teplote.

Déle byl obsah barky odparen na RVO. Ziskany olg byl rozpustén v 15 mL DCM a
extrahovan vodou (15 mL). Vodna féze byla dvakrét re-extrahovana 15 mL DCM. V&echny ftfi
organické frakce byly dlity do jedné banky a jeji obsah byl vysuSen bezvodym Na,SO,, ktery
byl nésledn¢ odfiltrovan na frit¢ S3. Po odfiltrovani pevné slozky a odpareni na RVO byl
ziskan produkt ve formé viskdzniho bezbarvého olege, ktery byl pouZit v nasledujicim kroku
bez dal&i purifikace.

Vytézek [monofosfinét-bis(fosfonét), V]:

7,9 g o cistoté 98,5 %

Char akterizace:

MS (+): 394,8 ([M+H]", teor. 394,1)

'H-NMR (CDCly): 6 1,37 (m, 15H, —CH3); 2,31 (m, 2H, P-CH,—CH); 2,84 (m, 1H, P-CH-P);
4,18 (m, 10H, O—CHy); 7,34 (d, 1H, P-H, "3y = 577)

3p{H}-NMR (CDCls): § 22,0 (d, 1P, P-CH-P, 3Jpp = 34); 22,2 (d, 1P, P-CH-P, 3Jpp = 21);
35,8 (dd, 1P, CH—P, 3Jep = 34, 3Jpp = 21)

#P.NMR (CDCl3): 6 22,1 (m, 2P, P-CH-P); 35,8 (d, 1P, P—H, *Jpy = 577)

Syntéza latky VI (t-butyl ester karboxyethyl-fosfinové kyseliny)

;
SiMe,  argon O-SiMe, 1. COooBu O
NHH,PO, +  H-P{ — H-FK _ R e H—Il3 COOtBu
SiMes  110°C O-SiMe; 5 EtoH OH
(V1)

Do 250mL trojhrdlé banky bylo navézeno 5,0 g (60 mmol) rekrystalizovaného
fosfornanu amonného. Banka byla opatiena zavédéci trubickou skohoutem (spojena
s privodem argonu), chladi¢éem, na ktery byla nasazena dalSi trubic¢ka s kohoutem (napojena

na membranovou vyvévu slouZici jako zdroj vakua) a zétkou, ktera plnila funkci ventilu pri
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sekuraci. Dde bylo piidano magnetické michadlo. Aparatura byla trikrdt evakuovana a
nasledné naplnéna argonem.

Po provedené sekuraci byla zavadéci trubicka na chladi¢i vyménéna za bublacku
snujolem a zatka za gumové septum. Tyto Ukony byly provedeny v silném protiproudu
argonu. Pres septum bylo pomoci injekéni  stiikacky sjehlou pridano 50,0 mL
(2,5 ekvivalentu, 145 mmol) hexamethyldisilazanu (HMDS). Proud argonu byl nastaven tak,
aby bublackou prochézela cca 1 bublinka za 2 s. Reakéni smés byla za stdlého michani
zahtivana pies noc v olejové lazni o teploté 105-110 °C.

Po ukonéeni reakce byl zesilen proud argonu a celé aparatura byla vyjmuta z olgjove
l&zné a ponechana vychladnout na laboratorni teplotu. Pres septum bylo injekéni stiikackou
piidano k reak¢éni smési 50 mL vysuSeného DCM. Za stdého michani byl pres septum pridan
roztok 3,5 g (27 mmol) t-butyl akryldu ve 20 mL suchého DCM. Bylo nutné dbét, aby
v injekeni stiikacee, jiz byl roztok pridavan, nebyla zadné vzduchova bublina. Reakeéni smeés
byla michana dalSich 12 hodin pod mirnym proudem argonu.

Dalsi den byl proud argonu znatné zesilen a reakéni smés byla prevedena pomoci
kanyly do ké&dinky obsahujici 250 mL ethanolu. Zbytek roztoku byl z ptivodni reakéni banky
vymyt dalSimi cca 50 mL EtOH. Ob¢ ethanoloveé frakce byly spojeny a vznikla suspenze byla
odparena dosucha na RVO v piedem zvazené 500 mL kulaté bance. Odparek byl rozpustén
ve smési 100 mL 1% HCl a 100 mL CHCls. Bile zakalena chloroformova smés byla oddélena
v délici ndlevce a vodna faze byla promyta 2x 100 ml CHCI3;. Organické faze byly spojeny,
byly k nim ptidany 3 1Zicky bezvodého siranu sodného a malé mnoZzstvi aktivniho uhli. Po
odfiltrovani pevnych slozek a odpareni na RV O byl ziskéan produkt ve formé bezbarvého olge.
Upozorneni: Akrylay jsou karcinogenni létky, které siln¢ drazdi pokozku, obzvlast pokud
jsou ve formé roztoku. Proto je nutné pouzivat ochranné rukavice a sroztoky pracovat pouze
v dobre tdhnouci digestori.

Vytézek (t-butyl ester karboxyethyl-fosfinové kyseliny, VI):

23909, 74%

Char akterizace:

'H-NMR (CDCls): 6 1,38 (s, 9H, CHag); 1,91 (m, 2H, CH,); 2,45 (m, 2H, CH,); 7,10 (d, 1H,
P—H, 1Jp = 556); 12,56 (s, 1H, P-OH)

3p{IH}-NMR (CDCls3): § 31,0 ()

3IP_.NMR (CDCl3): 6 31,8 (d, 1P, P—H, 1Jpy = 584)
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2.3.2 Syntéza latky 1 (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan,

cyklam)t®®
~ N
. o) o)
N NH, NiCl,-6H,0 _N_ NH N\ s N Ny
[ - . [ N 20 —» [ N jzcr
Vil N /, N
N  NH, N 'NH 5°C—rt N N

L
7 7 o

N N RaNi N N KCN NH HN |
[ N jzc:r — - N jzcr - j+ KoINI(CN)4]
N N7 2MNaOH >N N & 3n NH HN 2Kl

(1

Do ké&dinky o objemu 2 L bylo ptidano 20,0 g (110 mmol) bis(3-aminopropyl)-1,2-
ethylendiaminu (3,2,3-amin), ktery byl nasledn¢ rozpustén v 500 mL destilované vody.
Za stdého michani bylo pifidano 27,3 g (1 ekvivalent, 110 mmol) NiCl,-6H,0. Kéadinka
sintenzivn¢ fialové zabarvenym roztokem byla ponotena do ledové tiist¢ a chlazena
na teplotu nizsi nez 5 °C. Dade bylo smichano 12,0 g (57 mmol) trimeru glyoxalhydrétu
se 120 mL destilované vody. V znikla suspenze byla zahiivana na 65 °C a michana do Uplného
rozpusteni.

K chlazenému roztoku nikelnatého komplexu byl prikapavan (Pasteurovou pipetou)
piipraveny horky roztok monomerniho glyoxalu. Tato smés byla nasledné michana pres noc
pri laboratorni teploté.

Nasledujici den bylo k reakéni smési piidano 500 mL vodného roztoku NaOH (2m).
K takto piipravenému roztoku bylo za stalého intenzivniho michani ptidano po ¢astech 25,0 g
Raneyova niklu (RaNi) jako katalyzétoru, pricemz byl pozorovan vyvoj vodiku. Vznikla
suspenze byla michana pies noc pii laboratorni teploté.

Nésledovala zdlouhava filtrace komplexu v roztoku pies vihkou papirovou kaS
(ptipravena rozmichanim kousku filtraniho papiru v destilované vodg) na frit¢ S3. K filtrétu,
ziskanému v predchozim kroku, bylo pridano 50,0 g (57 mmol) KCN. Roztok byl preveden
do 2L baiky s kulatym dnem a zahtivan k varu po dobu 3 hodin pod zp&tnym chladi¢em.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl vznikly cyklam extrahovan chloroformem (1 L).
Extrakt byl vysuSen bezvodym Na,SO,, prefiltrovan na frit¢ S3 a zahustén na RV O na takovy

44



objem, aby pravé dochézelo ke krystalizaci produktu. Zahustény produkt byl pielit velkym
nadbytkem MeCN (trojnasobek objemu suspenze). Vznikly produkt byl odsét na frité S3,
promyt MeCN a suSen proudem vzduchu po dobu 1 hodiny. Bily préSek byl pies noc dosusen
v evakuovaném exsikatoru nad KOH.

Dalsi ¢ast produktu byla ziskana odparenim matecnich louht a naslednou rekrystalizaci
z vrouciho MeCN.
Vytézek (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 1):
599, 25%
Char akterizace:
TLC: fialova skvrna; Rr = 0,0 ve vSech amoniakénich mobilnich fazich, Ri = 0,5 v soustavé
EtOH:CH3COOH:H,0 (6:1:8)
MS (+): 200,8 ([M+H]", teor. 201,2)
'H-NMR (CDCls): 6 1,71 (p, 4H, CH—~CH,—CHo, *Jun = 5,1); 2,69 (t, 8H, N-CH—CH,—CH,
334n = 5,1); 2,71 (s, 8H, N-CH—CH>-N)
BC{*H}-NMR (CDCly): § 32,2 (s, 2C, CH,~CH»~CH,); 48,3 (s, 4C, N-CH,~CH,-CH,); 48,6
(s, 4C, N-CH—CH>—N)

2.3.3 Syntéza latky 2 (1,4,8-tris(trifluoracetyl)-1,4,8,11-

tetraazacyklotetradekan)®
0 0 0
Y ema N
NHHN_  EtN F30)Lm F3CJ\N NJ\CF3

[NH HN] MeOH F3C\”EN Nj CF3 " Fs;C [N Nj CF3
(O} S (O
(1 @) 2)

Do injekéni strikacky bylo nabréno 2,4 mL (4 ekvivaenty, 20 mmol) ETFA, ktera byla
v prabéhu 5 minut ptidana po kapkach do michgjici se smési 1,0 g cyklamu (5 mmol, 1) a
0,7 mL EtsN (1 ekvivaent, 5 mmol) ve 4,0 mL MeOH ve 25 mL bance. Pri této procedure
postacovalo pouze chlazeni ve vodni |azni, reakce neni vyrazné exotermickd Smés byla
michéna ptes noc (dle literatury'® k reakci postasi pét hodin).

Nésledné byla smés odparena na RVO do sucha a priuhledna sirupovita latka byla
rozpusténa v minimu ethyl-acetatu. Smés byla precisténa sloupcovou chromatografii pres
sloupec SIO; (80 mL). Po naneseni latky byl sloupec proplachovan ethyl-acetatem priblizné
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do poloviny objemu 100 mL barky. Poté byl roztok odparen na RVO a kolona byla jeste
jednou propléchnuta obdobnych zpasobem do stejné baiky. Cést byla odebrana jako vzorek
pro M S a obsah baiky byl opét odparen na RV O do sucha.

Vytézek (1,4,8-tris(trifluoracetyl)-1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 2):

2,49,98 %

Charakterizace:

MS(+) 2: 511,0 ((M+Na]", teor. 511,1)

'H-NMR (CDCls): ¢ 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 (m, 2H); 1,25-0,60 (m, 1H)

2.3.4 Navazani fosforového pendantu

Mannichova reakce s ethyl esterem NBPIN

0 0 NO,
O

Fsc)LN HN OQ/NOZ CH,0 FSCJ\m Aé;v@

g T e et

H_
F3C N N CF3 | toluen 90 °C F3C N N CF3
OEt
TUT TUT

@) (In 3)

Latka 2 (2,0 g; 4,1 mmol) z ptedchozi reakce byla rozpusténa v 30 mL toluenu. Ethyl
ester NBPIN (I1, 2,8 g, 3 ekvivaenty, 12,3 mmol) pripraveny v predchozich krocich byl
odpaten na RVO do sucha a smichan schranénym cyklamem v toluenu. Za Gcelem
minimalizace obsahu vody v toluenu byla smés zahiivana k varu s Dean-Starkovou pasti
(Dean-Stark Trap) pii teploté 1azné 135 °C. Tento postup ovSem nebyl vhodny, smés bouilive
vypénilajesté pred dosazenim poZadované teploty.

Roztok byl pieveden do 100mL baiiky a smés byla zahtivana na 90 °C. V prab&hu
hodiny bylo za stdlého michani pridano 0,6 g paraformaldehydu (1,3 ekvivalentu, 20 mmoal).
Poté byla reakéni smés michana pres vikend a nadale zahtivanana 90 °C.

V baiice se po reakci rozdélily dvé faze. Ve spodni ¢asti bariky se vyskytoval syté
oranzovy olg nerozpustny v CHCI3 anad nim Zluty toluenovy roztok. Navic ve spodni olgoveé
fazi vykrystalizovaly bilé jehlice, které byly rozpustné v DMSO. Cést byla odebrana
na stanoveni pomoci MS. Jednalo se o ¢tyrikrat substituovany cyklam (2). Smés byla jesté
jednou zahtana, k homogenizaci nedodlo. Toluenova faze byla odpafena na RVO do sucha a

olgjova faze bylarozpudtenav EtOH. Byl odebran vzorek na*'P NMR aMS.
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Vytézek (laka3):

5,6 g, o ¢istoté 30 %, necistoty: viz dae

Charakterizace:

MS (+): 752,3 ([M+Na]", teor. 752,2); pro ctyrikrét trifluoracetylem substituovany cyklam:
607,2 ((M+Na]", teor. 607,1)

%P.NMR (EtOH): § 47,2-49,3 (1P, P-CH.—N, ngkolik pika, patrnd rizné konformery
v disledku rigidity acylovaného makrocyklu, souhrnna intenzita ~30 %), jako dalSi |atky byly
v reakéni smés identifikovany ethyl hydroxomethyl(nitrobenzyl)fosfinat (s, 40,7; 45 %),
nitrobenzylfosfinova kyselina (d, 23,9, *Jey = 532; 15 %), nitrobenzylfosfonova kyselina
(t, 19,1, 2Jp = 21; 10 %).

Mannichova reakce s benzyl esterem NBPIN

0 o) NO,
FsC)J\ m o NO2  en0 Fsc)km/\g\/@
FaC [N N] CFy " H_isn toluen 90 °C  F4C [N Nj CC)?:
TUY TUY
@) (i) “4)

Latka 2 (2 g; 4,1 mmol) byla rozpusténa v 30 mL toluenu. Benzyl ester NBPIN (111,
3,6 g, 3 ekvivalenty, 12,3 mmol) pripraveny v predchozich krocich byl odpaien na RVO do
sucha a smichan s chranénym cyklamem v toluenu ve 100mL bance. Smés byla zahiivana
na 90 °C. V pribé¢hu hodiny bylo za stdého michani pfidano 0,6 g paraformadehydu
(1,3 ekvivaentu, 20 mmol). Poté byla reakéni smés michana pres vikend a naddle zahtivana
na 90 °C.
Nésledné byla toluenova féze odparena na RVO do sucha a olgova faze byla rozpusténa
v EtOH. Byl odebrén vzorek na*'P NMR aMS.
Vytézek (laka4):
4,1 g, o ¢istoté 27 %, necistoty: viz dde
Charakterizace:
MS (+): 814,2 ([M+Na4]", teor. 814,1)
M S (-): 790,0 ((M-H], teor. 790,1)
3P_.NMR (EtOH): ¢ 37,8 (s, 1P, P—-CH»—N) sintegralni intenzitou 25 %, jako dal&f |atky byly
ve spektru identifikovany benzyl hydroxomethyl(nitrobenzyl)fosfindt (s, 44,5; 23 %),
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nitrobenzylfosfinova kyselina (d, 25,8, *Jm = 532; 32 %), nitrobenzylfosfonova kyselina
(t, 17,9, 2oy = 21; 9 %).

Mannichova reakce s t-butyl esterem karboxyethyl-fosfinove

kyseliny
0 0
F3CJ\N o CH,O )L /\P/ ~COO'Bu
_— - =
[ j H-P COO'Bu [ ]
>N NT _CF, toluen 90 °C CFsy
bl g O U Y

) (VI (5)

Latka 2 (2 g; 4,1 mmol) byla rozputéna v 30 mL toluenu ve 100mL baice. Dale byl
k chranénému cyklamu pridan t-butyl ester karboxyethyl-fosfinové kyseliny (VI, 2,4 g,
3 ekvivalenty, 12,3 mmol). Smés byla zahtivana na 90 °C. V prab¢hu hodiny bylo za stélého
michani ptidano 0,6 g paraformaldehydu (1,3 ekvivalentu, 20 mmol). Poté byla reakéni smés
michana pies vikend a nadal e zahiivanana 90 °C.

Nésledn¢ byla toluenova féze odparena na RVO do sucha a olgova faze byla
rozpusténav EtOH. Byl odebréan vzorek na®P NMR aMS.
Char akterizace:
V MS spektru se vyskytoval signdl chranéného cyklamu bez navézaného fosforového
pendantu. Signal M S(+): 511,1 ((M+Na]", teor. 511,0). Pik odpovidajici chranénému cyklamu
s jednim fosforovym pendantem (694,5) se ve spektru nevyskytoval.
V 3P-NMR spektru se nachézel pik se stejnym chemickym posunem jako v piipadé t-butyl
ester karboxyethyl-fosfinové kyseliny. Navic nebyl ve spektru pozorovan dublet P-H vazby,
coz znati, ze doslo k naoxidovani fosfinové kyseliny. Diky tomu neprobéhlo k navazani

pendantu na makrocyklus Mannichovou reakci.

Mannichova reakce s monofosfinatem-bis(fosfonatem)

(@]
)J\ O OEt )J\ /\ PO;Et,
[ j L Proet  CH0 € [ ] POSEt,
P\, OFt
OEt o OEt toluen 90 °C  F3C
i e i y T A i
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Latka 2 (2 g; 4,1 mmol) byla rozpudténa v 30 mL toluenu ve 100mL baice. Dale byl
k chranénému cyklamu piidan monofosfinat-bis(fosfonat) (V, 4,8 g, 3 ekvivaenty,
12,3 mmol). Smés byla zahtivanana 90 °C. V pribehu hodiny bylo za stalého michani piidano
0,6 g paraformaldehydu (1,3 ekvivalentu, 20 mmol). Poté byla reakéni smés michana pies
vikend a nadél e zahiivana na 90 °C.

Nasledné¢ byla toluenova faze odpafena na RVO do sucha a olegjova faze byla
rozpusténav EtOH. Byl odebréan vzorek na®P NMR aMS.
Vytézek (latka6):
4,3 g o cistote 60 %
Charakterizace:
M S (+): 918,0 ((M+Na4]*, teor. 917,6)
M S (-): 893,7 ([M-H]", teor. 893,6)
3pIH}-NMR (EtOH): ¢ 26,1 (d, 1P, P-CH—P, 3Jpp = 23); 26,5 (d, 1P, P-CH—P, 3Jpp = 28);
54,3 (dd, 1P, CH>—P, 3Jep = 23, 3Jpp = 28)
3P.NMR (EtOH): 6 26,3 (bs, 2P, P-CH—P); 54,3 (s, 1P, P-CH>—N)

Mannichova reakce s trimethylsilylesterem NBPIN generovanym

pomoci BSA
0
NO; o, M -
9/@ BSA Me;Si—O, /Q
H-P - P
OH Me;Si—O’ \ﬂ/ K)
(1
SIMe3
o NO,
o
CH;O J\ A NTF /©/ 1. MeOH Pv©/
[ j O-sime
THF \ﬂ/ TCFB : 2. NH,OH NH HN
0 0

(1 1)

Do trojhrdlé banky byly nav&Zeny 3 ekvivalenty (12 mmol) NBPIN (1). Po provedené
sekuraci aparatury byly pridany 3 ekvivalenty (44 mmol) BSA, laka 2 (2 g, 4 mmol)
v suchém THF a 4 ekvivalenty paraformaldehydu (60 mmol). Reakéni smés byla michana dva
dny.
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P¥i této syntéze byla testovana oxidaini a hydrolyticka stabilita smési pomoci P NMR
spekter po pridani MeOH.
Charakterizace:
V MS spektru se vyskytoval signa odchranéného cyklamu bez navézaného fosforového
pendantu. Signd M S(+): 200,8 ([M+H]", teor. 201,2). Pik odpovidajici chranénému cyklamu
s jednim fosforovym pendantem (729,2) se ve spektru nevyskytoval.
V 3'P-NMR spektru po hydrolyze MeOH zmizel pik v oblasti 150 ppm. CoZ znasi, Ze dodlo
k hydrolyze nebo sm¢s zreagovaa s paraformaldehydem. Ve spektru se vyskytovaly signaly
mnoha latek, ve smési prevaZzoval NBPON jako produkt oxidace.

Mannichova reakce s trimethylsilylesterem NBPIN generovanym

pomoci HMDS

O
NO, NO,
0 HMDS _ F3C)kN HN
i Me;Si—O, +
H-P — P
0]

OH THF60°C  Me;Si—O FsC

iM
0 ~ g‘ €3 NO, o NO,
1}
[ j O-siMe, [ ] OH
THF F3CTN N\”/CF3 2.NH,OH w

(11)

Do trojhrdlé banky byly ptidany 2 mmol NBPIN (). Po provedené sekuraci byl piidan
bezvody THF, HMDS (2 ekvivalenty, 5 mmol) a smés byla zahtivana na 60 °C a michana pres
vikend. Poté byl odebran vzorek pro zmereni **P-NM R spektra
Charakterizace:

V #¥P-NMR spektru se nachdzelo mnoho signdli riznych Iatek. Nad nimi markantns
pievazoval signd fosfonatu. Vzhledem ktomu jiz nebyl kreakéni smési pridavan

makrocyklus.
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2.3.5 Priprava latky L,
Dasim krokem ptipravy Zadané laitky L1 byla redukce nitrobenzylové skupiny na

aminobenzylovou.

] T S
\H/K)\”/ Pd/C \n/v\”/

(4) (8)

)Em/\nvg NH4OH m/\”v@
TK)T [N@“

®)

)EK\A..VQ )EK\AVQ o
OEt OEt
\n/ v \n/ NaBH,4/Ni \ﬂ/ v \”/

®) ()

AAHVQ HCI:H,0 K\/\”\/Ej(
[NH HN o= : B [ j
=

NH HN

(10) |_ )

Redukce vodikem za pritomnosti Pd/C

Priblizné 0,3 g latky 3 ve formeé surové smési (v EtOH) bylo pievedeno do 50mL baiky
srovnym dnem. Poté bylo ptidano 0,1 g palladia na uhli. Ke smési byl ptidan priblizné stejny
objem EtOH. Do banky bylo vloZzeno magnetické michadlo a zébrus byl namazan silikovym
tukem. Barka byla dukladné sekurovéana a poté k ni byl ptipojen balonek napustény vodikem.
Vodik byl pomoci kohoutu vpustén do bainky se smési, parkré bylo spojeni pieruseno a
hadicka byla z baiiky vytaZzena, aby se vyrovna tlak plynu. Poté byl spoj zgjistén svorkou a

smés byla michana pres vikend pti |aboratorni teploté.
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Poté byl roztok piefiltrovan od katalyzatoru pres dvojity skladany filtracni papir
do 100mL barky. Néasledné¢ bylo pomoci TLC v IPAV (7:1:1) potvrzeno, Ze hydrogenace
snejvétsi pravdépodobnosti probéhla a tak byla ziskana latka 7. Ninhydrinem se skvrna
zbarvilafialové a odliSovala se svym odstinem od vychozi 1atky reakce. Nasledné byl odebran
vzorek na'H NMR spektrum. Byla pozorovéna zména vzdé enosti a posun aromatického A-B
systému oproti vychozimu spektru. Pivodni A-B systém se ve spektru jiZz nevyskytoval. Tato
skutecnost poukazovala na Uspesnou redukci nitroskupiny na aminoskupinu.

Pokus o redukci léatky 4 byl proveden zcela analogicky jako v pripadé latky 3. V tomto
piipadé doslo oviem k od&tépeni celé pendantni skupiny.

Redukce vodikem za pritomnosti NaBH,/Ni

Priblizné 1,5 g nazloutlého olge (3) bylo rozpusténo v minimu destilované vody a k ni
bylo pridano priblizné stejné mnozstvi EtOH. K vzniklému roztoku byl ptilit 5% roztok NaOH
(pH upraveno na hodnotu 12). Do trojhrdié 100ml banky byl navéZen hexahydrat chloridu
nikelnatého (49 mg, 0,21 mmol, 0,1 ekv.) a naddedné¢ pod zvySenym proudem argonu
rozpustén v priblizné 10 mL destilované vody. K vzniklému roztoku nikelnaté sole byl poté
prisypan tetrahydridoboritan sodny (77 mg, 2,0 mmol, 1 ekv.). V okamziku pridani doslo
okamzit¢ k aktivaci (z¢erndni obsahu) a ihned byl pridan bazicky roztok laky 3.
Po 15 minutach michéni byla piisypana dalsi ¢ast NaBH, (77 mg, 2,0 mmol, 1 ekv). Béhem
nasledujicich 2 hodin bylo postupné pridano dalSich 5 ekv. NaBH,4 a vznikla reakéni smés byla
michana pti laboratorni teploté a pod mirnym proudem argonu 24 h.

Poté byla reakéni smes filtrovana pres dvojity filtraéni papir a proplachovana smesi
destilované vody a ethanolu v poméru 1:1. Vznikly filtrat byl odpafen na RVO do sucha.
Odparek byl rozpustén v minimanim mnozstvi destilované vody a vznikly roztok byl nanesen
na silny kationtovy iontomeéni¢ v H*-cyklu ((Dowex 50, 50-100 mesh, 100 mL). Kolona byla
vyplachovana vétSim mnozstvim destilované vody (750 mL). Produkt byl nasledn¢é z kolony

eluovéan smési HCI:H,0 1:1. Létka 7 byla ziskana v podobg Zlutého oleje.

Do banky slatkou 7 rozpusténou v EtOH byl pridan koncentrovany NH3 v takovém
mnozstvi, aby byla smés siln¢ bazicka (cca pH 9). Obsah baiky byl michan pul hodiny, smés
se viditeln¢ vycerila, poté byla odparena na RVO. Odparek byl rozpustén v H,O. TLC stouto

smési jiz vykazovalo pritomnost odchranéného makrocyklu (fialova barva po detekci
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ninhydrinem, intenzivné modra barva po detekci roztokem modré skalice). Nasledné byla
smés precisténa sloupcovou chromatografii na iontomeni¢i. Byl zvolen silny kationtovy
iontomeni¢ (Dowex 50, 50-100 mesh, H* cyklus, 100 mL). Po naneseni vzorku byla kolona
proplachnuta 400 mL EtOH:H,0 a néasledné 400 mL H,O do Erlenmeyerovy barky. Poté byla
pozadovana léka eluovana roztokem HCI:H,O (1:1) do 250mL baiky a nasledné odparena
naRVO. TLC (IPAV, 7:1:1) neprokézal o pritomnost nesubstituovaného cyklu (fialova skvrna
SR = 0). Na desticce byla ovSem patrna skvrna sR; = 0,3. Ta mohla odpovidat jednou
substituovanému cyklamu.

Nésledné byla smés precisténa pies silny aniontovy iontomeéni¢ (Dowex 1,
100-200 mesh, OH™ cyklus, 100 mL). Po naneseni vzorku byla kolona propléchnuta 400 mL
EtOH:H,0 anasledn¢ 400 mL H,O do Erlenmeyerovy barky.

Poté byla poZzadovana létka vypléchnuta roztokem HCI:H,O (1:1) do 250mL banky a
odpaiena na RVO. Odparek byl rozpudtén ve vode, ¢ést byla pievedena do 25mL baiky,
odparena arozpudtsnav D,O na'H a*'P NMR.

Podle NMR spekter byla kyselina na cyklu stale esterifikovana, proto byla smés
ponechana hydrolyzovat za stdého michéni asi s 60 mL roztoku HCI:H,0 (1:1). Reak¢éni smés
byla zahtivana na 100 °C s nasazenym nezapojenym chladi¢em pres noc.

Poté byla smés odparena do sucha. Dle TLC bylo opét nutné precistit latku pres
sloupcovou chromatografii na iontomeni¢i. Laka byla nanesena na silny kationtovy
iontomeni¢ (Dowex 50, 50-100 mesh, H* cyklus, 100 mL). Nasledné byl sloupec proplachnut
1L H,0. PoZadovana latka byla eluovana smési HCI:H,0 (1:1) do 250mL baiky a nasledné
odpaiena na RVO. Odparek byl rozpusteén v H,O, ¢ast byla prevedena do 25mL baiky,
odpatena arozpudténav D0 na'H a*'P NMR.

Dle NMR spekter deesterifikace prob¢hla. Tato spektra ovSsem spolu s TLC stale
poukazovala na vyskyt jinych latek jako netistot. Proto byl vzorek opét precistén pres
sloupcovou chromatografii na iontoménici. Tentokrate na silném aniontovém iontomenici
(Dowex 1, 100—200 mesh, OH™ cyklus, 100 mL). Nasledn¢ byl sloupec proplachnut 1 L H2O.
PoZadovana latka byla eluovana sm¢si HCI:H,0 (1:1) do 250mL baiky a nasledné odparena
na RVO. Odparek byl rozpudtén v H,O, ¢ast byla prevedena do 25mL banky, odparena a
rozpudténav D-O na'H a*'P NMR.

Vzorek byl kvantitativné preveden do predem zvazené 25mL baiky a odpaien. Jeho

hmotnost ¢inila 90 mg. Nasledné byl rozpustén v minimu destilované vody a byla provedena
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TLC v soustavé IPAV (7:3:3). V této soustavé se jednotlivé latky separovaly dobre, ae
vzhledem k tomu, Ze je isopropanol téZzko odpatitelny, byla hledana jina soustava pro nasledné
piecisténi na doupci SiO,. Nakonec byla nalezenda vhodna dlternativa, a to smés
NH3:EtOH:H,0 (1:1:1). Nésledn¢ byl ptipraven sloupec SiO, a byl proplachnut EtOH:NH3
(5:1). Poté byla provedena eluce smési EtOH:NH3:H,O (5:1:2), kdy byla jimana frakce
do 100mL kulaté banky. PoZzadovany produkt byl na zavér eluovan NH3:EtOH:H,O (1:1:1)
rovnéz do 100mL kulaté barky. Frakce byla odparena.

Nasedné byla smeés precisténa pies silny aniontovy iontomeéni¢ (Dowex 1,
100—200 mesh, OH™ cyklus, 100 mL). Po naneseni vzorku byla kolona proplachnuta 400 mL
EtOH:H,0 anésledné 400 mL H,O do Erlenmeyerovy banky.

Poté byla poZzadovana létka vyplachnuta roztokem HCI:H,O (1:1) do 250mL banky a
odparena na RVO. Odparek byl rozpustén ve vode, ¢ast byla pievedena do 25mL baiky,
odpaena arozpudténav D,O na'H a'P NMR.

Vytézek (ligand L1):

150 mg o cistoté 99,7 %

Char akterizace:

TLC: fidovaskvrna; R = 0,3 v soustavé NH3:EtOH:H,0 (1:1:1)

M S (+): 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 (m, 2H); 3,24 (m, 2H); 3,26
(t, 2H); 3,27 (d, H); 3,31 (t, 2H); 3,36 (t, 2H); 3,54 & 3,57 (m, 2 x 2H); 7,53 (d, arom, 2H);
8,24 (d, arom, 2H)

BC.NMR (D20): § 22,0 (s, 1C); 23,1 (s, 1C); 38,6 (d, 1C, “Jcp = 82); 41,6 (s, 1C); 43,6 (s,
1C); 44,0 (s, 1C); 44,5 (s, 1C); 44,9 (s, 1C); 45,7 (s, 1C); 51,3 (d, 1C, (d, “Jep = 108); 54,2 (d,
1C, *Jep = 6); 55,8 (d, 1C, 2Jcp = 6); 124,59 (s, 2C, arom); 131,2 (d, 2C, %Jcp = 6, arom); 142,9
(d, 1C, *Jcp = 8, arom); 148,96 (s, 1C, arom)

3pIH}-NMR (D,0): § 37,8 ()

3P.NMR (D20): 6 35,2 (t; 2oy = 16,5)



2.3.6 Priprava latky L,
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Latka 6 (4,3 g, 4,8 mmol) ve 250 mL baice byla dikladné odparena do sucha na RV O.
Latka byla rozpusténa ve 100 mL suchého MeCN a vznikly roztok byl intenzivné michan
na magnetické michacce. Baika byla dukladné obalena z vngjsi strany alobalem pro zabranéni
pusobeni svétla na reakéni smés. Injekeni  stiikackou bylo pridano 3,2 mL
trimethylsilylbromidu (20, 9 mmol, 5 ekv.) a baika byla ihned zaviena sklenénou zatkou.
Reakéni smés byla michana 24 hodin pri laboratorni teploté.

Po uplynuti reakeni doby byla sklenéna zétka a zébrus banky dikladné otien buni¢inou
(odstranéni vygenerovaného HBr) a meziprodukt v bance byl odparen na RVO do sucha
Odparek byl poté rozpustén v 50 mL bezvodého acetonitrilu. Vznikly roztok byl rychle vylit
do piedem pripravené kadinky s 500 mL destilované vody. Poté byl obsah banky prelit do 1 L
kulaté banky a nasledné odpaien na RVO do sucha. Odparek byl znovu rozpustén v 500 mL
destilované vody a nésledné odparen na RV O (postup byl opakovan 3x). Nésledné byl odebran
vzorek na NMR a MS. Dle spekter doslo pouze k ¢astecné esterifikaci, kterd byla zptisobena
malym mnoZzstvim pridaného Me;SiBr (jsou tieba aspon 3 ekvivalenty na kazdou ethylovou
skupinu). Proto byla latka prevedena do 250ml bariky a byla rozpusténa v koncentrované
kyseling chlorovodikové (100 ml). Po dobu 24 hodin byl obsah zahiivan k varu pod zpétnym
chladicem pii teploté 55 °C. Nasledn¢ byl obsah baiiky odpaien na RVO a postup byl jeste
jednou opakovan. Poté byl produkt odpaien na RV O a byly odebrany vzorky na NMR a MS
spektra.
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Dle spekter bylo opét nutné precistit latku pires sloupcovou chromatogrefii
na iontomeénici. Latka byla nanesena na silny kationtovy iontoméni¢ (Dowex 50,
50-100 mesh, H" cyklus). Nasledng byl sloupec proplachnut 1L H,O. PoZzadovana latka byla
eluovéna smeési HCI:H,0 (1:1) do 250mL bariky a nésledn¢ odparena na RVO. Odparek byl
rozpustén v H20, &ast byla prevedena do 25mL baiiky, odpafena a rozpusténa v D,O na'H a
P NMR.

Poté byl olgovity produkt L, odpaien do sucha, naskraban a triturovan v suchém THF.
Déae byl obsah bainky preveden do centrifugacni zkumavky a zcentrifugovan pii
8000 otackéach béhem 15 minut. Supernatant byl odsadn Pasteurovou pipetou, bylo dolito
cerstvé rozpoustédlo, promichano v ultrazvukové lazni a postup byl opakovan jesté pétkrat.
Poté byl produkt vysuSen ve vakuovém exsikatoru.
Vytézek (ligand L o):
900 mg o cistote 99,9 %
Char akterizace:
Elementar ni analyza: nalezeno (vypoéteno): CizHs3P3N4Og-3,5HCI-1,5H,0: C 25,30 (25,14),
H 6,33 (6,41), N 9,00 (9,02), Cl 18,78 (18,98)
TLC: fidovaskvrna, R: = 0,0 ve vech soustavach, dokonce i ve velmi polarnich obsahujicich
amoniak nebo kyselinu octovou
MS (+): 467,8 ([M+H]", teor. 467,4)
MS (-): 465,5 ((M—H] ", teor. 465,4)
"H-NMR (D20): 6 2,19 (s, 2H, CH,—CH>—CH,); 2,29 (s, 2H, CH~CH>—CH,); 2,63 (s, 1H);
3,18 (s, 4H); 3,40 (s, 6H); 3,46 (s, 4H); 3,51 (s, 4H); 3,59 (s, 6H)
BC{H}-NMR (D,0): 6 21,63 (s, 1C, CH,—CH>—CHy); 22,24 (s, 1C, CH~CH,—CH,); 22,60
(d, 1C, P-C—C, "Jcp = 15), 27,16 (5); 41,17 (s); 42,18 (3); 43,41 (5); 43,42 (3); 43,98 (5); 44,55
(s); 53,19 (t, 1C, N-C—P, *Jcp = 98); 54,72 (s); signd terciarniho uhliku (P—-C—P) nebyl ve
spektru pozorovan
3pIH}-NMR (D-0): § 18,9 (s), 33,4 (9)
3P.NMR (D,0): 6 19,4 (d, 2P, PO3sHy, 2Jpn = 22,2); 34,7 (S, 1P, PO,H)
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2.4 Modelova biokonjugace ligandu L,

Obr.14: Syntéza prekurzoru pro isothiokyanédtovy kaplink sligandem L ;

A/\”v@ CSCI2 [mj\'v(j/

NH HN CCI4/ H,O NH HN

(

L (12)
V 50mL baice bylo rozpusténo 100 mg (0,5 mmol) ligandu L; v5 mL 0,1m HCI

(pH eektrodou byla zkontrolovana hodnota pH mensi nez 1). Roztok byl poté podvrstven
5 mL tetrachlormethanu a bylo piidano (v dobie tahnouci digestori) 120 uL (1,6 mmol, cca
3 ekv.) thiofosgenu. Za stdlého intenzivniho michéani byla dvoufazova reakéni smés pri
laboratorni teploté ponechana pres noc k doreagovani. Michani bylo tak rychlé, aby se obé
faze promichavaly. Tetrachloromethanova faze byla druhy den odséta injekeni stiikackou a
vodna faze spevnymi casticemi produktu byla odparena na RVO dosucha a byl odebran
vzorek na NMR a MS. K dalSimu pouziti byl produkt uschovan v lednici. Schéma vzniku
prekurzoru je uvedeno na Obr.14.

Upozorneni: Thiofosgen je jedovata a velmi zapachagjici latka. Proto je nutné pracovat sni
obezietng, rychle aveskeré zbytky ihned likvidovat roztokem ¢pavku v lihu (1:2).

Vytézek (latka 12):

80 mg o cistoté 99,5 %

Char akterizace:

MS (+): 426,8 ([M+H]", teor. 426,6)

MS (-): 424,6 ((M-H], teor. 424,6)

3p{IH}-NMR (D0): 6 46,4 (9)

3P.NMR (D,0): 6 46,4 (t; “Jpy = 16,5)

Modelovou molekulou pro isothiokyanatovy kaplink byl zvolen methylamin. Schéma
reakce je uvedeno na Obr.15. Do 25mL banky s 80 mg latky 12 byl pfidan vodny roztok
methylaminu. Smés byla michana po dobu 15 minut, poté byla odparena na RVO a byl
odebran vzorek naMS.
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Obr.15: Isothiokyanatovy kaplink 1&tky 12 s methylaminem

s
- e n e
NHCH
/\"\/© NH,CH, /\"\/g 3
L LN
NH HN NH HN
(12) (13)
Vytézek (latka 13):

50 mg

Charakterizace:

MS (+): 457,9 ([M+H]", teor. 457,6)
MS (-): 455,7 ((M—H] ", teor. 455,6)

2.5 Termodynamické vlastnosti komplexu

2.5.1 Potenciometrické titrace ligandu L,

Pomoci potenciometrickych titraci byly stanoveny hodnoty protoniza¢nich konstant
volného ligandu L , a déle protonizacni konstanty a konstanty stability jeho komplexi sionty
Ccu?, zn?*, Mn*" a C&®". Titrace skovy byly provedeny ve dvou pomgrech ligand:kov 1:1 a
1:2. Koncentrace ligandu byla 0,002 m. Titrace byly provedeny ve sméru z kyselého (0,003m
HNO3) do bazického prostiedi (0,217m KOH) v rozmezi pH 1,5-13. V3echna méteni byla
provadéna pri teploté 25+0,1 °C aiontové sile 0,1M KNOs.

2.6 Kinetické vlastnosti komplexu

2.6.1 Formacni kinetika ligandu L,
Méreni na UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2401PC

Pro mefeni formacnich kinetik byly pripraveny zasobni roztoky fosfore¢nanového a
chloracetétového pufru. Koncentrace obou pufri byla 0,033 M. Roztok kyseliny fosforec¢né byl
piipraven naredénim 95,1 mg 85% kyseliny fosforecné ve 25mL odmérné barce (0,033 Mm).
Ve 25mL odmerné baice byl pripraven 0,033m roztok kyseliny chloroctové (78,0 mg).

Dédle bylo pripraveno 100 mL zésobniho roztoku chloridu draselného (1,49 Q)
o koncentraci 0,20 M, jez slouZi k udrZzeni konstantni iontové sily méteného roztoku. K Gprave

pH vsech zminénych pufri bylo pouzito 5% roztoku hydroxidu draselného. Bazicky roztok
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byl ptipraven rozpusténim 5,0 g KOH ve 100 mL destilované vody. V 10mL odmérné baice
byl piipraven 50mm roztok dihydratu chloridu méd’natého (85,2 mg).

Roztok ligandu L, o koncentraci 1 mm byl piipraven rozpusténim 4,7 mg ligandu L
v destilované vod¢ a naslednym naredénim na objem 10 mL v odmérné bance.

Rychlost vzniku méd’natého komplexu ligandu L » byla sledovana spektrofotometricky
pii vinové délce 306 nm, teploté 25,0+0,1 °C, koncentraci ligandu 100 um a siontovou silou
0,1 ™ (KCI) pti raiznych hodnotéach pH.

Aby mohlo byt vyuzito kinetiky pseudoprvniho f&du vaci ligandu, bylo nejdiive
potieba proveérit linearni zavislost kqps Na koncentraci méd’natych kationi v roztoku. Tato
zavidlost byla metena pro pH 2,4. Reakéni smés obsahovala 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20
a 10 pL roztoku CuCl,, pricemz bylo dale pridano vzdy 300 uL chloracetédtovéno pufru, 100 pL
roztoku ligandu, 500 uL roztoku KCI a voda tak, aby vysledny objem byl 1,000 mL. Do 1cm
kiemenné kyvety byly nejdiive napipetovany veSkeré slozky krome chloridu méd’natého.
Kyveta byla nasledné temperovéna v karuselu spektrofotometru. Poté bylo rychle piidano
uvedené mnozstvi chloridu méd’natého, roztok byl promichan oto¢enim kyvety a méreni bylo
ihned spusténo.

Vlastni méteni postupovao analogicky. Do 1cm kiemenné kyvety byly postupné
pipetovany pozadované objemy jednotlivych zasobnich roztoki. Reakéni smés se skladala
vzdy ze 100 pL ligandu, 300 pL pufru a 500 pL roztoku KCl. Hodnota pH pufri byla zjisténa
pomoci pH elektrody a upravena 5% roztokem KOH. Néasledné byla kyveta sreakéni smési
temperovanav karuselu spektrofotometru po dobu 5 minut.

Poté bylo pridano 100 uL zésobniho roztoku CuCl, a kyveta byla promichana
oto¢enim, vracena do karuselu spektrofotometru aihned bylo spusténo kinetické méteni. Doba
meteni byla volena podle slozeni reakéni smési v rozmezi nékolika sekund az jednotek minut.

Po ukonceni kinetického experimentu byla zjis&téna kone¢nd hodnota pH roztoku
v meiici kyveté. Hodnota pH pouZita pro vypocty byla ziskadna jako aritmeticky prameér
vychozi hodnoty pH (vychozi pH vSech komponent v kyvet¢ vyjma méd’natych ionta) a
kone¢né hodnoty pH (pH po ukonceni kinetického mereni).
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Méreni na stopped-flow reakcnim analyzatoru SX.18MV

Pro meieni formacnich kinetik byly pripraveny zasobni roztoky fosforecnanového,
chloracetédtového, acetdtového a MES pufru. Koncentrace vSech pufra byla 0,02m. Roztok
kyseliny fosforecné byl pripraven naredénim 1153 mg 85% kyseliny fosforecné v 50mL
odmérné bance (0,02 m). V 50mL odmérné barce byl pripraven 0,02m roztok kyseliny
chloroctové (94,5 mg). Roztok kyseliny octové byl piipraven naredénim 60,7 mg 99%
kyseliny octové v 50mL odmérné baice (0,02 M). V 50mL odmérné baiice byl pripraven 0,02m
roztok MES (195,2 mg).

Dédle bylo pripraveno 250 mL zésobniho roztoku chloridu draselného (1,86 Q)
o koncentraci 0,10 M, jez louZi k udrZeni konstantni iontové sily méreného roztoku. K Upravé
pH vSech zminénych pufri bylo pouzito 5% roztoku hydroxidu draselného. Bazicky roztok
byl ptipraven rozpusténim 5 g KOH ve 100 mL destilované vody. Ve 100mL odmérné baice
byl ptipraven 2mm roztok chloridu méd’natého (34,1 mg).

Roztok ligandu L, o koncentraci 0,04 mm byl pfipraven rozpusténim 1,9 mg ligandu
L, v0,Am roztoku chloridu draselného spolu s prisiusnym pufrem o koncentraci 0,02 m
na objem 100 mL v odmérné barce.

Rychlost vzniku méd’natého komplexu ligandu L, byla sledovana spektrofotometricky
pii vinové délce 306 nm, teploté 25,0 °C, koncentraci ligandu 20 um a siontovou silou 0,1 m
(KCI) pti raznych hodnotéach pH.

Hodnota pH pufri byla zjisténa pomoci pH elektrody a upravena 5% roztokem KOH.
Pro zjisténi kone¢ného pH byla v malych vialkéch ptipravena anal ogické reakeni smés, ktera
byla métena po 5 minutéch (po ukonceni komplexace).

Pouzivany pristroj provadi automatické davkovani chloridu médnatého a ostatnich
komponent nezbytnych pro méteni. Pomoci pistt byly nadévkovény prislusné objemy a poté
bylo méteni automatizovano.

Hodnota pH pouZitd pro vypocty byla ziskana jako aritmeticky pramér vychozi
hodnoty pH (vychozi pH vSech komponent vyjma méd’natych iontt) a kone¢né hodnoty pH

(pH po ukonceni kinetického méfeni v piipravenych vialkach).
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2.6.2 Disociacni kinetika komplexu Cu-L,

Odmeérny roztok hydroxidu sodnénho (0,103 M) byl ofaktorovan titraci navazky
dihydratu kyseliny Stavelové. Timto roztokem byla titrovana kyselina chloristd, stanovena
koncentrace ¢inila 5,43 M.

K udrZeni konstantni iontové sily (5,0 M) roztoka byl zvolen roztok chloristanu
sodného. Ve 250mL odmérné bance bylo rozpusténo 193,13 g chloristanu sodného, vysledna
koncentrace byla 5,5 M. V Tab.5 jsou uvedeny sloZeni roztokid pro meéieni disociacnich
kinetik komplexu Cu—L».

Tab. 5: Sozeni roztokt pro mereni disociacnich kinetik Cu—L ,
c(HCIO,) [M] V(HCIO,) [pL] V(NaClO,) [pL] V(Cu-L,) [pL]

4,89 900 0 100
3,99 735 165 100
3,01 555 345 100
2,01 370 530 100
1,00 185 715 100
0,75 140 760 100
0,50 92 808 100

Meéd’naty komplex Cu—L , pro kineticka métreni byl piipraven nésledujicim postupem.

Do malé Iékovky bylo navazeno 27,5 mg ligandu L. Ligand byl nasledné rozpustén
ve 4 mL destilované vody. K tomuto roztoku bylo piidano 10,1 mg (1 ekv.) dihydrétu chloridu
méd’natého. Nasledné bylo upraveno pH vzniklého roztoku 5% roztokem NaOH na hodnotu
pH 4 a pH 10. Oproti predpokladim vznika pti rozdilnych pH pouze jeden izomer. Vznikla
reakéni smeés byla ponechana michat pii laboratorni teploté pies noc. Poté byla cistota ovérena
pomoci TLC: R = 0,0 ve vSech amoniaka nich i octanovych mobilnich fazich.

Poté byl vznikly roztok kvantitativné pieveden do 10mL odmérné bainky a doplnén
po rysku destilovanou vodou. Byl piipraven komplex o koncentraci 5,9 mm.

Nejdiive byla proméiena absorpéni kiivka komplexu (zavislost absorbance na vinovée
délce) pro urceni nejvhodnéjsi vinové délky. Do 1cm kiemenné kyvety (objem 1 mL) byla
napipetovana kyselina chloristd a roztok chloristanu sodného. Vznikla reakéni smés byla
nasledné v karuselu spektrofotometru vytemperovana na teplotu 40 °C (méteni bylo
provedeno i pri teplotach 50 °C, 60 °C a 70 °C stoleranci piblizn¢ +0,1 °C).

Poté byla kyveta vyjmuta z prostoru spektrofotometru, rychle bylo pridano 100 pL
roztoku komplexu Cu—L,. Vznikly roztok byl promichan otocenim kyvety. Kyveta bylo co

nejrychlegji vracena do karuselu spektrofotometru a kinetické metreni bylo spudténo.
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Byla méiena zavidost absorbance pti 306 nm na c¢ase. Doba experimentu byla ménéna

v zavidlosti narychlosti disociace komplexu v rozmezi desitek minut az po jednotky hodin.

2.6.3 Radiokomplexace ligandu L, s ®*Cu

Niklova fdlie, ktera byla ozarovana svazkem urychlenych deuterond, byla po ukonceni
reakce rozpusténav 1 mL asi 40% HNO; (TraceSELECT Ultra, 65%, Fluka). Poté byl roztok
odpaten do sucha na RVO. Nasedné¢ byl rozpustétn v1 mL koncentrované HCI
(TraceSELECT Ultra, 30%, Fluka). Tento krok byl zopakovan jesté dvakrét. Poté byl odparek
rozpustén v 8v HCI a nanesen na kolonu 7x50 mm naplnénou ionexem (Biorad, AG 1-X8,
100-200 mesh) kondiciovanym v 8v HCI. Kolona byla promyta 8v HCI, ptitomny nikl
protekl spolu s mobilni fazi. Radioaktivni méd’ ve formé tetrachloridoméd’natého komplexu
zastala zachycena naiontomeénici. Eluce medi byla provedena 5 mL H,O (Smart2Pure UV/UF,
vodivost 18,2 MQ/cm). Eluat byl odparen do sucha a rozpustén v 1 mL 0,05m HCI. Takto
pripraveny roztok byl nasledné pouzit k vlastnimu experimentu.

Pro experiment bez ptidaného nosi¢ovy bylo ponechano 310 pL radioaktivni medi, pro
nosi¢ovy experiment 620 uL. Déle bylo odebrano 50 pL na stanoveni AAS a 10 uL na uréeni
radiochemickeé ¢istoty.

Poté byl pripraven zasobni roztok ligandu L, v raznych pomérech. Bylo navazeno
4,55 mg ligandu L ; aten byl rozpustén v 1 mL H,O v plastové zkumavce. Byl ziskan roztok o
vychozi koncentraci ligandu 9,06-10° mol-L™. Nasledné bylo odebrano 100 pL do dal$i
zkumavky a tento objem byl naredén 900 uL H,O. Anaogicky bylo pripraveno 6 zkumavek
desitkovym fedénim aZ po koncentraci ligandu 9,06-10°° mol-L ™.

Nasledné byly pripraveny t¥i pufry o pH 4, 55 a 7,4. Pro pH 4 a 5,5 byl zvolen
1M octan sodny (8,203 g octanu sodného na 100 mL), ktery byl titrovan na poZadované pH
80% kyselinou octovou. Pro pH 7,4 byl zvolen 1M dihydrogenfosforecnanovy pufr. Bylo
navézeno 13,6 g KH,PO, a ten byl rozpustén ve 100 mL H,O. Na poZzadovanou hodnotu pH
byl roztok titrovéan 5M NaOH. Rovnéz bylo pripraveno 100 mL mobilni faze. Byla zvolena
smés POV 1:1:1 spolu s 0,2 g NaCl.

Dde byl pripraven roztok CuSO,4-5H,0. Bylo navaZzeno 1,131 g CuSO,-5H,0, toto
mnozstvi bylo kvantitativné prevedeno do 100mL odmérné banky a objem byl doplnén H,O

po rysku. Z takto pripraveného roztoku bylo odebrano 20 puL do 10mL odmérné baiky.
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Nasledn¢ bylo pridano 620 pL roztoku radiomédi v 0,05mM HCI. Odmeérna banka byla doplnéna
destilovanou vodou po rysku. Byl pripraven roztok o koncentraci medi 9,06-107> mol-L ™.

Nasledné byla piipravena série zkumavek a do nich se postupné pipetovalo 10 pL
roztoku ligandu, 10 pL pufru a na zavér 10 pL roztoku radiomedi s nosicem. V téchto 10 pL
byla aktivita priblizn¢ 100 kBg. Reakéni smés ve zkumavkéch byla ponechana po dobu
90 minut v klidu. Nésledn¢ bylo na start TLC desti¢ky postupné nanaSeno vzdy 0,5 pL roztoku
radiomédi snosicem a vedle 1 pL z pripravené reakéni smesi. Takto byla ziskana soustava
TLC experimentt, kde se zohlednova predevsim faktor pomeéru kov:ligand a vliv pH. Byl
pripraven experiment pro pomér kov: ligand 1:100, 1:10 a 1:1 (pti pH 7,4). Rovnéz byly
porovnavany podminky pH pii stejném poméru kov: ligand (1:100) pii pH 4, 5,5a7,4.

Poté nésledoval experiment bez piidaného nosi¢e. Byly pripraveny zkumavky a
do nich se postupné pipetovalo 10 uL roztoku ligandu, 10 pL pufru o pH 7,4 ana zavér 10 pL
radiomedi bez piidaného nosice. Tato reakeni smés byla ponechana po dobu 90 minut v klidu.
Nasledn¢ bylo na start TLC desticky postupné nandseno vzdy 0,5 pL roztoku radiomedi bez
pridaného nosi¢e a vedle 1 uL z pripravené reakéni smési. Takto byla ziskana soustava TLC
experimentti, kde se zohlednoval predevsim faktor nadbytku ligandu.

Takto pripravené TLC desticky byly ponoreny do cely s mobilni fézi a ponechaly se
volné vyvijet. Celo mobilni faze bylo oznateno 0,5 pL radiomeédi v pravém hornim rohu.
Desticky byly ponechany v digestoti, dokud se neodpatila mobilni faze. Poté byly pielepeny
lepici paskou a detekovany.

Autoradiograficky systém CYCLONE PLUS funguje na podobném principu jako
radiofotoluminiscencni dozimetry. Nejdiive byla desticka potazena tenkou vrstvou fosforu
BaFBr: Eu”* po dobu 2 minut vystavena intenzivnimu bilému svétlu s odfiltrovanou UV
slozkou. Poté byla desticka poloZzena na TLC desticky a uzaviena v pouzdie, které nepropousti
svétlo. Povrch detekéni desticky se vyznacuje tim, Ze mav elektronovém péasu pasti, v nichz je
zachycen elektron excitovany ionizujicim zarenim. Poté bylo ve tm¢ otevieno pouzdro a
vyvijeci desticka byla vsazena do kotouce a umistnéna do pristroje. V ném byly zachycené
elektrony uvolniovany ze svych pasti excitaci laserem. Pri deexcitaci je vyzéren foton o jiné
vinové délce a ten byl zméien. Poloha, ze které je foton vyzaren a celkovy pocet fotoni
(intenzita) vyzarenych z daného mista byla zaznamenana pristrojem. Takto zmérené zaznamy
byly na z&vér vyhodnoceny programem OptiQuant™. Desticka byla pripravena k dal&imu

meieni vZdy po vystaveni bilému svétlu, kdy doslo k obnoveni zaznamové schopnosti.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Priprava prekurzort
3.1.1 Syntéza latky |

Prvnim prekurzorem k syntéze cilového ligandu je 4-nitrobenzylfosfinova kyselina
(I, NBPIN). Jedn& se o dvoukrokovou syntézu. Reakce musi probihat v inertni atmosfére,
nebot’ jak bis(trimethylsilyloxy)fosfin (BTSP), tak silylestery fosfinovych kyselin jsou velice
citivé na vlhkost (dochézi khydrolyze trimethylsilylové skupiny) a oxidaci
(bis(trimethylsilyloxy)fosfin je samozpalny). Ztohoto duvodu nebyl také meziprodukt
bis(trimethylsilyloxy)fosfin izolovan.

BTSP je mozné akylovat do dvou stupnt, proto mimo Zédaného produktu |
(4-nitrobenzylfosfinova kyselina, NBPIN) vznik& v prabéhu reakce také bis(4-nitrobenzyl)-
fosfinova kyselina (1*, NB,PIN). Jgi vznik je moZzné omezit pouZitim dvojnasobného
nadbytku BTSP oproti 4-nitrobenzylbromidu (NBB). V pritomnosti oxidacnich ¢inidel
(kysliku) muze dochézet k oxidaci fosfinové skupiny za vzniku 4-nitrobenzylfosfonove
kyseliny (11**, NBPON).

Pri zahiivani reakéni smési v HMDS (105-110 °C) nesmi teplota presdhnout jeho bod
varu ato 120 °C. Kdyz teplota |azn¢ dosdhne cca 80 °C, zatina se uvolinovat velké mnozstvi
amoniaku, ktery zpasobi rychlg i proudeni plynu pies bublacku.

V jednom piipadé nedodo dle ocekavani ke krystalizaci produktu (NBPIN) po
ochlazeni filtrétu. Z tohoto davodu byl filtrat extrahovan 20 mL HCI ve 200 mL CHClj,
Po odpaieni vodné faze bylo k odparku piidano 100 mL 10 % HCI a 100 mL chloroformu.
Za 3 dny cileny produkt | vykrystalizoval. Organicka faze, ktera byla pouZita pii extrakci,
poskytla dalSi mnozstvi produktu. Po dvou dnech se v chloroformu vyloucila bila srazenina,
ktera byla rekrystalizovana z horké vody. Jednalo se o pro dalSi syntézu dostatecné cisty
produkt | (Cistota 90 %).

3.1.2 Syntéza latky Il
Reakce s DCC, DMAP v bezvodém EtOH

Esterifikace 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (NBPIN, 1) probiha kvantitativne, kromé
pozadavkt na reagencie (bezvody EtOH) zalezi také na délce reakce. Priblizné po dvou dnech
|ze dle *'P NMR spektra pozorovat témgt 100% konverzi NBPIN (1) naNBPINOEt (11).
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Tuto reakci vzdy doprovézi vylouceni DCU (z DCC), které neprobiha kvantitativng.
Obsah bariky po reakci je nutné nékolikanasobné odpaiit na RV O do sucha, odparek rozpustit
v EtOH avylou¢enou DCU nasledné Zfiltrovat nafrité. Pri prvni filtraci je vylouceno asi 75 %
DCU, pii druhé celkové kolem 83 %, po tieti 88 % a po ctvrté 91 %. Nasledné filtrace uz
osciluji kolem hodnoty 95 % ato pomérné nemené.

| pres tento opakovany postup DCU zustdva v malém mnoZstvi jako necistota
v pripraveném ethylesteru. V n¢kolika ptipadech bylo pozorovano jegji vylouceni z reakéni

smési po nasledné Mannichové reakci.

Reakce s ethylchloroformiatem
Esterifikace 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (NBPIN, 1) probih& kvantitativné. Tato

reakce se zda byt vyhodnéjSi nez posledni zminéna reakce. Hlavnim davodem je absence
DCU, kterav nekterych piipadech provazelai dalSi syntetické kroky.

Zbytka 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny je mozno se zbavit extrakci do 5% vodného
roztoku NaHCOj3; poZadovany produkt (ester) za danych podminek ztstava v organické fazi
(CHCI3). Fosfonaty lze nasledné odextrahovat mirné obazic¢ténym nasycenym vodnym
roztokem NaCl.

3.1.3 Syntéza latky llI

Esterifikace 4-nitrobenzylfosfinove kyseliny (NBPIN, |) vede k reakci na benzyl ester
4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (NBPINOBN, 111). Po pridani benzylchloroformidtu a baze
nedodlo k vycefeni reakéni smési. Proto byl pridan dalSi objem téchto reagencii. Po jegich
piidani se roztok vyceril. Snevétsi pravdépodobnosti je nutné v této reakci pridat jiz na
zacaku veétsi nadbytek baze (pyridin), protoZze dochézi k generovani HCI, coZz ma za nasledek
zpomaleni reakce.

Zbytka 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny je mozno se zbavit extrakci do 5% vodného
roztoku NaHCOj3; poZadovany produkt (ester) za danych podminek ztstava v organické fazi
(CHCI3). Fosfonédty lze nasledné odextrahovat mirné obaziéténym nasycenym vodnym
roztokem NaCl. Pripadny BnOH by se dal odstranit destilaci s vodni parou.
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3.1.4 Syntéza latky IV

Priprava [tetraethyl]vinyliden-1,1-bis(fosfonétu) (1V), jakozto vstupni komponenty pro
piipravu dalsiho fosforového prekurzoru (V), je dvoukrovou syntézou. V prvnim kroku je
z [tetraethyl]methylen-bis(fosfonatu), paraformaldehydu a diethylaminu generovan methoxy-
meziprodukt, ktery neni izolovan. Tento meziprodukt dde reaguje v druném kroku syntézy
s p-toluensulfonovou kyselinou za vzniku Zadaného produktu 1V.

Odparovani stoluenem pro odstranéni zbytki MeOH vreakéni smési by melo

prob¢hnout vicendsobné z diivodu postupného ustavovani rovnovahy.

3.1.5 Syntéza latky V

Monofosfinét-bis(fosfonat) je duleZitym fosforovym prekurzorem pro syntézu ligandu
L ». Jedné se o dvoukrokovou syntézu. Nejdrive byla pripravena kyselina fosforna jako vstupni
komponenta prvniho kroku syntézy. Kyselina fosfornd se pripravuje iontovou vymeénnou
reakci fosfornanu sodného na silném kationtovém iontomeénici. Reakci kyseliny fosforné a
trimethylsilyl(ethyl)etheru byl generovan ethyl ester kyseliny fosforné. Konverze byla
kvantitativni béhem dvou hodin. Druhym krokem syntézy byla reakce ethyl esteru kyseliny
fosforné a vinyliden(bis)fosfonétu (1) spolu s N-ethyldiisopropylaminem.

Produkt vykazoval syntetickou cistotu. V jednom ptipadé bylo ovsem tieba produkt
piecistit. Byla pouzita chromatografie na silikagelu (mobilni faze: EtOAc:EtOH 3:1, Rs = 0,4).
Produkt byl extrahovan do DCM. Do vody byly extrahovany necistoty obsazené ve vysledné
reakéni smesi.

3.1.6 Syntéza latky VI
Dalsim fosforovym prekurzorem je t-butyl ester karboxyethyl-fosfinove kyseliny (V1).

Jednd se o dvoukrokovou syntézu. V prvnim kroku je zfosfornanu amonného a
hexamethyldisilazanu in situ generovan reaktivni bis(trimethylsilyloxy)fosfin  (BTSP).
Druhym krokem je jeho adice na dvojnou vazbu t-butyl akrylatu a nasledna hydrolyza
silylesteri ethanolem.

Zakonitosti a specifika syntézy spolu s vlastnostmi meziprodukti jsou blize popsany
v odstavci 3.1.1.
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3.1.7 Syntéza latky 1
Syntéza hlavniho prekurzoru cyklamu (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanu) byla

uskutecnéna  nékolikakrokovou  templdovou  syntézou  z 3,2,3-aminu  (1,5,8,12-
tetraazadodekanu) na Ni?* kationtu. Za t&elem piipravy cyklického komplexu bylo reagovéano
s glyoxaem a vzniklé dvojné vazby byly redukovany vodikem v pritomnosti Raneyova niklu.
Pro dekomplexaci niklu z makrocyklu a zisk volného cyklamu byl pouzit kyanid draselny.
Pii pripravé bylo postupovano dle optimalizovaného postupu uvedeného v literatuie®®,
meziprodukty nebyly béhem ptipravy izolovény.

Velmi nizky vytézek reakce (25 %) je prisuzovan s ngjvétsi pravdépodobnosti ztratové
extrakci chloroformem. Prechod produktu do chloroformu probiha velmi neochotné z davodu
jeho dobré rozpustnosti ve vode. Proto je vhodné provadét extrakci vicenasobné za ucelem

ziskani vysSiho vytézku.

3.1.8 Syntéza latky 2

Nesymetrické ochranéni volného cyklamu ve tiech polohéch za vzniku 1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekan-1,4,8-tris(trifluoracetylu) bylo publikovéno v literature!® Vytszek
reakce byl vysoky (98 %), piivodni literatural® uvadi podobny vytszek ato 92%. Navic bylo
Zjisténo, Ze reakce pii pridavku ETFA neni vyrazné exotermicka a postaci proto pro chlazeni
pouze vodni |&zen, ne ledova.

Spolu s produktem (2) vznikaji pri reakci v malé mite také dalSi dvé latky. Jednéa se o
ctyiikrat (2°) a dvakrat substituovany cyklam. Jgich piitomnost ve smési byla potvrzena
hmotnostni spektrometrii.

Produkt (2) postupoval do dalSich reakci za pritomnosti latky 2°, kterd se narozdil od
disubstituovaného produktu nedd odstranit sloupcovou chromatografii na sloupci SiO.,
Prochazi tedy podobné jako produkt 2 spolu smobilni fazi (ethyl acetét). RozsahlgjSi vznik
styrikrét substituovaného cyklamu (2°) je omezen piidavkem EtsN.[®

Ctytikré substituovany cyklam (2°) se maZe del&im stanim vylougit v reakéni smési
ve formé bilych krystalku, ve vétsing pripadi tento jev viak nebyl pozorovén. Krystalky jsou
castecné rozpustné v chloroformu, nejlépe vsak v DMSO (naméfeno MS). Naopak se
nerozpousteji v H,O, EtOH ani v NHj. Pritomnost této latky v reakéni smési ovSem nijak

nevadi vytézku v dalSich krocich syntézy, protoZze vSechny dusikové heteroatomy jsou jiz
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obsazeny. Navic je piitomna pouze v nepatrném, stopovém, mnozstvi a tak nebyla existence

této latky nijak zohledinovana.

3.1.9 Mannichovy reakce

K zavedeni fosforového pendantni ramene na makrocyklus byla pouZita Mannichova
reakce v prostiedi toluenu. Za U¢elem snizeni obsahu vody v toluenu bylo zamySleno vyuziti
Dean-Starkovy pasti. Tato metoda se ovsem neukazala jako vhodng, nebot’ za varu smés
bouilivé pénila. Proto byl obsah barky zahiivan pouze na 90 °C a paraformaldehyd byl
piidavan postupng.

Standardni pomer fosforového prekurzoru ku makrocyklu byl 3:1. S ohledem na tuto
skutetnost se ve 3P NMR spektrech primarné hledal pik odpovidgjici tretinové intenzits
ptivodniho prekurzoru. Mannichova reakce sethyl a benzyl estery nitrobenzylfosfinove
kyseliny a také s monofosfinatem-bis(fosfinatem) (11, 111 aV) probiha spolehlivé.

Mannichova reakce s t-butyl esterem karboxyethyl-fosfinové kyseliny (V1) neprobéhla.
Zrgimée byly zvoleny nevhodné podminky pro Mannichovu reakci (toluen, 90 °C).

Reakce se silylacnimi ¢inidly probihaly vinertni argonové atmosféfe. V prvnim
pripadé bylo pouzit BSA a vedruhém HMDS. Navazani fosfindového pendantu bylo opét
docileno Mannichovou reakci. Mé&tena *'P NMR spektra méla rozsitenou $kalu do oblasti
kolem 150 ppm, kde byl ocekavan vyskyt silylovaného meziproduktu.

V ramci syntézy s BSA byla zkouméana oxidacni a hydrolyticka stabilita ve smési pred
hydrolyzou silylt. Dle 3P NMR spekter se v pribshu 24 hodin sloZeni smési nezmgnilo. Stéle
se vyskytoval ostry pik v oblasti 6 151,2 a nebyl pozorovan vznik jinych signalta. Meziprodukt
se tedy jevi jako oxidacné stdly. OvSem po hydrolyze silyli doSlo k sou¢asnému odstépeni
celého pendantu. Ve smési se poté vyskytoval cyklus pouze ve forme volného cyklamu. Signd
M S(+): 200,8 ((M+H]", teor. 201,2).

Podobnym smérem se ubirala reakce sHMDS. PouZity THF obsahoval zigimé stopy
vody atak se ve smési vyskytoval prevazné zoxidovany fosfonét. Z tohoto divodu uz nebyla

k reakeni smesi pridavana latka 2.
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3.1.10 Syntéza latky L,

Priprava cilové latky L, vychazi z Mannichovy reakce chranéného cyklamu (2) spolu
sethyl esterem NBPIN (I1). Ziskana laka 3 byla podrobena hydrogenaci (redukce
nitrobenzylu na aminobenzyl) a nésledné bazické (odchranéni cyklamového skeletu) a kyselé
hydrolyze (odstépeni esterové funkce fosforového pendantniho ramene).

Pritomnost nitrobenzylu na fosfindtovém pendantnim rameni zpusobuje odtahovani
elektroni z N-C—P vazby a tim zptisobuje vétsi labilitu pendantu na cyklu. Z tohoto davodu
smérovala syntéza k redukci nitrobenzylu na aminobenzyl, ktery naopak N-C-P vazbu
stabilizuje a pendant se tak stal odolnéjSim vaci hydrolyze.

Hydrogenace nitrobenzylu byla uskute¢néna pomoci vodiku a palladia na aktivnim uhli
a také pomoci vodiku za pritomnosti NaBH, a niklu. Pro syntézu je vhodngjSi redukce
s borohydridem sodnym, kter& nezptisobuje od&tépeni pendantniho ramene. Naopak redukce
s palladiem pasobila neSetrné. Priblizné v poloviné realizovanych redukci zptsobila odstépeni
pendantniho ramene. Je proto vhodnéjSi tuto redukci zahgit smenSim mnozstvim Pd/C,
reagovat delSi dobu a v piipadé nelipiného doreagovani doplnit vodik a malé mnozstvi
cerstvého katalyzatoru.

Pomoci TLC v IPAV (7:1:1) je mozné snadno potvrdit, Ze hydrogenace s nejvétsi
pravdépodobnosti probé¢hla. V ninhydrinu se skvrna zbarvi fidové a odliSuje se svym
odstinem od vychozi 1&tky reakce. Déle je mozné potvrdit redukce pomoci *H NMR spekter.
Pri redukci nitroskupiny na aminoskupinu dojde ke zméné¢ aromatického A-B systému ve
vodikovém spektru.

Nasledné bazické odchranéni cyklamu probiha velmi ochotné uz v pripadé ziedéného
amoniaku (5%). Hydrolyza ethyl esterové skupiny probihd v prostiedi HCI:H,O (1:1).
Po téchto reakcich nasledovala série chromatografii na iontomenic¢ich. Pozadovana latka byla
ziontomeéni¢a eluovana vzdy roztokem HCI:H,O (1:1). Na zavér byl produkt precistén pies
sloupec silikagelu v soustavé NHz:EtOH:H,O (1:1:1). Cilovy produkt (L31) mél v soustavé
NH3:EtOH:H,0 (1:1:1) Ry = 1,2 a byl ze sloupce SiO, eluovan smési NH3:EtOH:H,0 (1:1:1).

3.1.11 Syntéza latky L,

Priprava cilové latky vychézi z Mannichovy reakce chranénéno cyklamu (2) spolu
s monofosfindem-bis(fosfonatem) (V). Ziskana laka 6 byla podrobena hydrolyze ethyl
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esterovych skupin. Pri reakci byly zvoleny pouze dva ekvivalenty na kazdou ethyl esterovou
skupinu. V tomto piipadé nebyla hydrolyza Uplna a reakéni smés musela byt nésledné
zahtivana kvaru v koncentrované HCI. Optimalizaci byly urceny 3 ekvivalenty
trimethylsilylboromidu na kazdou ethyl esterovou skupiny (celkem tedy 15 ekvivaentu).
Pri reakci strimethylsilylbromidem je nutné, aby na obsah bariky nepasobilo svétlo. Tomu se
da zabranit obalenim reak¢ni banky alobalem. Déle je kladen duraz na pouZiti vysoce
bezvodého rozpoustédia (MeCN). Pri reakci se v okoli zébrusu vygenerovala kyselina
bromovodikova, kterd byla pred zpracovanim reakéni smési v baice otiena bunic¢inou.
Hydrolyza silylestert v MeOH probihala boutlive, proto je vhodné volit vétsi objem kéadinky.
Pfi odparovani smés vyznamné pénila.

Nésledné byla latka precisténa pres silny kationtovy iontoméni¢ a eluovana smési
HCI:H,0 (1:1). Olgjovity produkt L, byl odparen do sucha, naskrdban a triturovan v suchém
THF a vysuSen ve vakuoveém exsikatoru. Ligand L, na vzdusné vihkosti meéni své skupenstvi

z pevnélatky naolg. Proto musi byt produkt uchovan v uzaviené lahvicce.

3.2 Modelova biokonjugace ligandu L,

Aromaticky amin ligandu L, je idedlnim prekurzorem pro zavedeni isothiokyanatové
skupiny. Jako model byl zvolen methylamin, predevSim proto, Ze se jedn4 o dostupnou a
jednoduchou létku, produkt reakce je ve vodé rozpustny. Samotna syntéza isothiokyandtového
prekurzoru je velmi snadna a rychla jednokrokova reakce.

Ligand Li byl rozpustén vO0,Am HClI a nasedné¢ byl roztok podvrstven
tetrachlormethanem a byl piidan thiofosgen. Reskéni smés byla michana pii vysokych
otackach, aby doSlo kneustdému promichavani vodné a organické faze. Létka
s isothiokyanatovou skupinou (12) je nestabilni a proto musi byt uchovavanav lednici.

Jako vedlgSi produkt se vyskytoval spolu s Zadanou latkou analog latky 12, na némz
thiofosgen mastkoval dva atomy dusiku makrocyklu [M'S (+): 469,9 ([M+H]", teor. 469,6),
MS (-): 467,7 ((M-H], teor. 467,6)].

Isothiokyanétovy kaplink probiha prostym piidanim vodného roztoku methylaminu
k l&ce 12. Biokonjugace byla sledovana pomoci MS. Ve spektru byly pozorovany dva
intenzivni signdly. Nejintenzivngj&i signdl pattil ocekavané latce 13 [M S (+): 457,9 ((M+H]",
teor. 457,6), MS (-): 455,7 ((M—H]~, teor. 455,6)]. Dae vznikla rovnéz isothiokyandova
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skupina na doprovodné latce sthiomocovinovym mistkem na dvou atomech dusiku
makrocyklu [M S (+): 499,8 ([M+H]", teor. 499,6), M S (-): 497,6 ([M—H], teor. 497,6)].
Z tohoto jednoduchého experimentu plyne, Ze je ligand L; vhodny pro

isothiokyanatovy kaplink s primarnimi aminy.
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3.3 Potenciometrickeé titrace ligandu L,

Hodnota logp, (25,31) odpovidd simultannimu pristupu dvou protont (obou
sformanim pK, 12,66), a spolu s pK, 11,61 odpovida protonizaci dvou makrocyklickych
aminoskupin a prvni protonizaci bis(fosfonatu). Takovéto hodnoty jsou pro cyklamoveé
derivdty i pro bis(fosfondty) zcela b&zné®. K dal&im protonizacim pak dochézi
sodpovidgicimi konsekutivnimi konstantami logK = pK, 7,21 a 3,25, coZ jsou hodnoty
typické pro druhou a tieti (de)protonizaci bis(fosfonatovych) derivéta, a zjevné tedy dochazi
k dalSi protonizaci pendantni skupiny. Posledni namérené konstanta popisujici protonizaci do
Sestého stupné (odpovidajici pKa 1,89) pak prislusi patrné dalSi protonizaci makrocyklického
skeletu, nebot’ pK, jak fosfindtové skupiny, tak i bis(fosfonatové) skupiny v prvnim
disociacnim stupni, byvaji typicky o cca jednotku niZsi, zatimco protonizace cyklamovych
derivéta do tretiho stupné typicky nastava s pK ~2.18-%4

Distribu¢ni diagram je uveden na Obr .16, hodnoty protoniza¢nich konstant v Tab.6.

Konstanty stability ligandu L , ajeho komplexi s kovy jsou uvedeny v Tab.7. Srovnani
konstant stability studovaného ligandu s pribuznymi ligandy je uvedeno v Tab.8. Hodnoty
konstant stability rostou v obvyklém poradi odpovidgjicim trendu v Irvingove-Williamsove
fadg, tj. Ca®* < Mn®* < Zn*" < Cu™.

Obr.16: Distribu¢ni diagram ligandu L ; (Cig = ¢y = 2 mmoldm™, | = 0,1 mmol'dm™ KOH, 25 °C)
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Tab.6: Celkové protonizasni konstanty ligandu L, (I = 0,1 mmol-L™ KOH, 25°C)

ligand L, cyklam!™ telPo! te2P > tetd ™"
h IOgﬂh pKAh IOwh pKAh IOgBh pKAh IOwh pKAh IOgﬂh pKAh
1 - — 11,290 11,29 1249 12,49 — — 10,58 10,58
2| 2531(7) 2x12,66 21,48 10,19 2425 11,76 26,41 2641 20,75 10,17
3(3692(7) 1161 2309 161 3030 6,05 3319 6,78 2484 4,09
4)4413(7) 7,21 2600 191 32,72 242 3855 536 2819 335
5| 4738(7) 325 - - - - 3970 1,15 - -
6|4927(7) 1,89 - — 3488 216 - — — —
Tab.7: Konstanty stability komplexd ligandu L,
(1 =0,1 mmol-L™" KOH, 25°C)
logp Cu** Zn* Mn** Ca”™
MH,L - - 46,46(6) 46,30(4)
MH.L | 4811(3) 42,87(2) 41,91(5) 40,29(3)
MH,L 45,06(3) 38,06(4) - 30,46(4)
MHL 38,38(6) 30,69(4) 23,69(9) 18,45(4)
ML 26,11(6) 17,50(10) 12,18(7) -
M,H,L | 48,07(5) - - -
MoHL 43,85(8) 36,90(2) 29,67(7) -
ML 39,44(5) 28,19(4) 20,16(8) 9,47(5)
M,L(OH) | 29,45(7) 18,27(3) - -
ML (OH), | 17,41(7) - - -

Tab.8: Srovnani konstant stability komplexi ligandu L , s piibuznymi ligandy
(1 =0,2 mmol-L™* KOH, 25°C)

lon |ligandL, cyklam™ telP™ te2P® teta™
Cu® | 26,11(6) 27,20 2734 2540 21,74
Zn* | 17,50(10) 15,50 21,03 2035 16,62
Mn? | 12,18(7) - 11,81 12,35 11,50
ca™ — — 307 526 842

Na Obr.17, 18, 19 a 20 jsou uvedeny distribu¢ni diagramy systémi ligand L —M**

v pomérech 1:1a 1:2.
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Obr.17: Distribugni diagramy systéma ligand L ,~Cu v pomérech 1:1 a 1:2 (Giy = 2 mmol-L ™,
cw =2a4mmol-L™, | =0,1 mmol-L™ KOH, 25 °C)
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Prvnim studovanym systémem byl komplex Cu-L,. Z distribu¢nich diagramu je
patrné, Ze se na zacatku (pH 1) vyskytuje ¢éstice [MHsL] v priblizném zastoupeni 15 % pro
oba pomery ligand:kov. Jgji zastoupeni narasta srostoucim pH a priblizné od pH ~2 jgi
zastoupeni klesa.

U poméru 1:1 narasta prakticky od pocatecniho pH zastoupeni ¢astice [MH.L] ™, ktera
pii pH 5 dosahuije zastoupeni témat 100 %. Od tohoto pH dochézi k néristu sastice [MHL]*,
ktera dosahuje maximalniho zastoupeni v rozmezi pH 8-11. Od pH 10 miZeme pozorovat
narast zastoupeni ¢astice [ML]*". V kyselé oblasti (pH 1-3) se s nepatrnym zastoupenim tvori
gastice [MoH,L]".

U poméru 1:2 je zastoupeni ¢éstice [M2H,L]" pochopitelnd jiz mnohem vyrazngj&i nez
v poméru 1:1. Kolem pH ~3 dosahuje tato ¢astice zastoupeni 50 %. V menSi mire vznikaji
astice[MH,L] a[M,HL]". Od pH 4 dochézi k nartstu zastoupeni ¢éstice [M,L] ", ktera kolem
pH 7 dominuje a jeji zastoupeni se blizi 100 %. Pfi vySSich hodnotach pH (bazické oblast)
dochézi k vzniku hydroxidokomplexi [M,L(OH)]?" a[MaL (OH)2]*".
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Obr.18: Distribugni diagramy systémi ligand L ,~Zn v pomérech 1:1 a1:2 (g = 2 mmol -L ™,
cw =2a4mmol-L™, | =0,1 mmol-L™ KOH, 25 °C)

[MH,L]

Dasim studovanym systémem byl komplex L>—Zn. U obou poméra dochazi kolem
pH ~3 k narustu zastoupeni ¢astice [MH3L] s maximanim zastoupenim 40 % (pro pomér 1:1).

Se zvy&ujicim se pH se v systému (1:1) nachazi také céstice [M,HL] a [MH,L]™
smaximanim zastoupenim az 70 %. Priblizn¢ od pH 6 zatind narustat zastoupeni castice
[MHL]#, kter& v bazické oblasti pH zcela dominuje a dosahuje 100% zastoupeni. Nad pH 11
vznika rovnéZ malé mnoZstvi castice [MoL(OH)]*".

U poméru 1:2 se &astice [MHsL], [MH.L]™ a [MHL]* vyskytuji v nizkém
procentudnim zastoupeni. Od pH 4 vznika majoritni ¢astice [M,HL], ktera v neutrdni oblasti
pH dosahuje maximalniho zastoupeni. Déle vznika ¢astice [M2L]™ s maximanim zastoupenim
65 % (pH cca 9,5). Od pH 9 narista zastoupeni ¢éstice [MoL(OH)]*, ktera pii pH 11,5
dosahuje zastoupeni kolem 85 %.
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Obr.19: Distribu¢ni diagramy systému ligand L ,~Mn v pomérech 1:1 a 1:2 (g = 2 mmol-L ™,
cu =2a4mmol-L™, | =0,1 mmol-L™ KOH, 25 °C)
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90 4 [M;HL]
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Tretim studovanym systémem byl komplex L —Mn.

U poméru 1:1 dochazi kolem pH 2 k néristu zastoupeni ¢astice [MH4L]®, ktera
dosahuje pouze 30% zastoupeni. Dde od pH 3 nariusta zastoupeni castice [MHsL], ktera
dosahuje svého maxima pii pH 7 (90 %). Se zvy3ujicim se pH vznikaji v systému take ¢astice
[MHL], [M2oL]™, [MHL]?* se zastoupenim v rozmezi od 50 do 60 %. Od pH 10 dochézi
k néristu zastoupeni astice [ML]*".

U poméru 1:2 jsou naopak nejzastoupenéjSimi ¢asticemi [MoHL] a [M2L]™ dosahujici
témei 90% zastoupeni. Céstice [MH4L]" a [MHsL] se dle ocekavani vyskytuji v systému
v niz&m zastoupeni nez v pifpadé pomeru 1:1. Od pH 10 dochézi k néristu &astic [ML]*,
[MHL]* a[ML(OH),]*".
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Obr .20: Distribu¢ni diagramy systémi ligand L ~Cav pomérech 1:1 a 1:2 (Gjg = 2 mmol L™,
cuw =2a4mmol-L™, | =0,1 mmol-L™ KOH, 25 °C)
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Podednim studovanym systétmem byl komplex L,—Ca V piipadé komplexu
svapnikem pomér ligand:kov nehraje tak vyznamnou roli jako v piedchozich piipadech. Oba
distribu¢ni diagramy prezentuji stejné typy ¢astic pouze sjinymi pomery.

Srovnanim vSech distribu¢nich diagrami systéma ligand LM je patrny nasledyjici
trend. V piipadé L,—Cu dochézi ke vzniku komplexnich ¢astic jiz v oblasti kyselého pH,
v ptipadé L—Zn pro zménu v neutralni oblasti. Oproti tomu v piipadech systému L-Mn a
L—Ca dochézi k ngvyraznéjSi komplexaci aZz od dlabé bazické oblasti. Ze srovnani
odpovidgjicich pK,; shodnotami volného ligandu lze usoudit, Ze v protonizovanych
komplexech o stechiometrii 211 a 111 jsou méd’naty a zinecnaty kation komplexovany do
dutiny makrocyklu (¢emuz odpovida i intenzivni modrofialova barva méd’natého komplexu).
Oproti tomu jsou protony v analogickych casticich smanganatym a vépenatym iontem
lokalizovany na aminoskupinach makrocyklu, tj. tyto ionty jsou koordinovany pouze
prostiednictvim bis(fosfonatového) pendantu, a k jgich vstoupeni do dutiny makrocyklu
dochézi az ve vyznamné bazickém prostiedi, pokud vibec.
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3.4 Formaéni a disociaéni kinetiky ligandu L,

Zpracovani dat a jejich fitovani bylo provedeno pomoci programu Gnuplot®?.

Zavidlost absorbance na ¢ase pro formagni kinetiky byla fitovanadle rovnice (3):

Alt)= A, (1- e, A3)

Vypoctena konstanta pseudoprvniho fadu kqps byla vydélena analytickou koncentraci
méd’natych ionti ccy ve vzorku, tim byla zji&téna rychlostni konstanta druhého fadu "k,
(v = "Uocoucy). Ziskané Uk, pro razné hodnoty pH systému Cu-L, byly fitovany rovnici
(4), ktera zohlednuje reaktivitu jednotlivych protonizovanych forem ligandu piitomnych
v roztoku v rozsahu pH, ve kterém byla méiena kineticka data (viz té2 Obr.16). Data byla
fitovana s pouzitim véziciho schématu 1/y*. Rovnice (4) odpovida mechanismu znézorngnému
ve Schématu 5.

o Ky H kKT HTTH Y K K, KT [HTT?
21+K, [H+K, K [HTP+K, KK [HTP? (%)

Konstanty K4, Ks a Kg jsou konsekutivni protonizacni konstanty, jejichz hodnota byla
ziskana potenciometricky (viz Tab.6).
Zavidlost absorbance na case pro disociacni kinetiky byla fitovana kinetikou

pseudoprvniho fadu podle nasledyjici rovnice (5):

At) = A ™ + A, (5)

Zavisost kops Na koncentraci kyseliny byla fitovana podle rovnice (6):

wu,  _ k+Kg, [H]
kobs - ’ + !
1+Kg " [H] (6)

kde k; odpovida rychlostni konstanté a K protoniza¢ni konstanté popisujici rovnovahu, ve
které vznika ¢astice podléhgjici kysele katalyzovaneé disociaci (viz Schéma 6).

Pro analyzu zavidlosti rychlostnich konstanty k; na teploté byla pouzita Arrheniova
(7) aEyringovarovnice (8):

K(T)=Qe
(T)=Qe @
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Lo
k(T):kBTTeRe R,

€S)

kde R je univerzani plynova konstanta (8,314 Jmol™K™), Q je predexponencialni faktor

v Arrheniové rovnici, ks je Boltzmanova konstanta (1,38102° JK™) a h je Planckova

konstanta (6,63107>* J-s). Parametry AS' a AH jsou aktivaini entropie a aktivacni entalpie.
Pro popis rovnovazné konstanty K s teplotou byla pouZita rovnice (9):

Ds® DpHC

K(T)=eRe R, 9)

kde parametry AS’ a AHC jsou zm&na entropie a ental pie rovnovazné reakce.
Schéma 5: Mechanismus vzniku komplexu Cu-L
[HeLI"
Ke || -H*
i
[Hsl] —Hl o [CuH,L]
cu* +  Ks |l -1 Kaun || -H*

fk .
- [Hal]
—_—

[HaL] [CuH,LT

Ko || -H* Ko || -H*

fls o
5 Kipa ) )
[HaLl]" ———— [CuHL]

Schéma 6: Mechani smus disociace komplexu Cu—L ,

+H*
KCu

+nH* dCuy

[CuHL> [CuH,L]™2 [CuHp L™t Cu?* + (HpeqL)™®

3.4.1 Formacni kinetiky ligandu L,
Ziskané Yk, pro riazné hodnoty pH byly vyneseny do grafu na Obr.21. Data byla

proloZzena rovnici (4) odpovidajici UGcasti tfi rizn¢ protonizovanych forem ligandu na
komplexacni reakci podle mechanizmu uvedenému ve Schématu 5. Hodnoty ziskanych

rychlostnich konstant studovanych ligandu a jejich analogt jsou uvedeny v Tab.9.
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Obr. 21: Zavislost ““k, napH (teplota 25,0+0,1 °C, iontovasila0,1 M KCl). Céarkované linie uvadsji
piispévky reaktivity jednotlivych protonizovanych astic ligandu: HsL?: modr&; H,L™: zelend; Hsl:
oranzova; celkovy fit je zndzornén plnou ¢ervenou ¢arou. Body ospovidajici pH > 6 nebyly do fitovani

zahrnuty.
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Tab.9: Rychlostni konstanty "k, [mol™dm®s™] studovanych systémi aanaogi

fcukHBL fcukHSL fcukHAL fCung-L fCukH& fCukHL
Cu-L, - 23(8) 2,5(9)-10° 3,1(3)-10° - -
Cu—cyklam®™ | — - - - 0,135 1,0510°
Cu-te2p!®™ - - 0,17 1,3810° 1,97-10° -
Cu—*%e2p™ | - —~ 0,04 2,810° 2,810° -

Na Obr.21 je uveden graf zavislost 'k, na pH. Modra ¢éra predstavuje prispsvek
céstice HalL*, zelena céra odpovida ¢éstici HuL™ a oranzova zase prispévku &éstice Hsl.
Cervena ¢éra predstavuje souhrn prispévkii vech ¢éstic. Priblizné od pH ~6 dochézi ke zméng
trendu kiivky. V systému se ziggmeé od tohoto pH vznikaji hydroxidospécie, které tvori
polymerni charakter, miZe dojit ke zbrzdéni reakce z divodu velké kompaktnosti ¢astic. Byla
pozorovana velmi vysoka hodnota rychlostni konstanty 'Yk, ¢astice HsL? (srovnatelna
skonstantou vypoctenou pro anaogické céstice sdvéma protonizovanymi aminoskupinami
makrocyklu u ptibuznych derivéti). Do matematického modelu byl pokusné zahrnut rovnéz
vliv ¢astice HoL. Jgi prispévek ovsem prakticky nemeni vysledek fitovani — ¢astice HoL do

mechanismu ve studovaneé oblasti pH zietelné neptispiva
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3.4.2 Disociacni kinetiky ligandu L,

Ziskané hodnoty rychlostnich konstant ks byly vyneseny v zavislosti na koncentraci
kyseliny chloristé pro jednotliveé teploty. Tyto body byly proloZeny fitovanim dle rovnice (6) a
graf zavidosti systému Cu-L ; je uveden na Obr.22. V Tab.10 jsou uvedeny konstanty kq,s a
polocasy disociace studovanych komplexi. Porovnani sanalogy studovanych komplexu je
uvedenov Tab.11.

Obr.22: Z&vidost kyps Na koncentraci kyseliny chloristé pii raznych teplotéch;
o: 313K, A: 323K, ¢: 343K, m: 353K
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Tab.10: Polocas disociace komplexu Cu-L ,
313K 323K 333K 343K
c(HCIOy) Kobs t, Kobs t, Kabs t, Kops t,

[mol-dm™] [s7] [min] [s7] [min] [s7] [min] [s7] [min]
4,89 6,24-10% 185 1,6310° 7,1 3,7410° 31 80410° 14
3,99 6,16:10* 18,7 15510° 75 35610° 32 69710° 1,7
3,01 56310* 205 1,4610° 7,9 32710° 35 66510° 1,7
2,01 4,62:10* 250 1,1710° 99 26610° 43 51410° 22
1 2,46:10% 470 6,4010% 180 7,3310"% 157 15710% 7.4
0,5 1,36:10* 852 3,0510* 37,9 64010* 18,0 6,4010* 18,0
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Tab.11: Pologas disociace komplexu Cu—L , a model ovych makrocykla

T[°Cl 1M c(H)[M] Kens[s] ty,
Cu-L, 40 5ClO, 1 2,46:10" 47,0 min
Cu-L, 25" 5CIOs 1 7,0910° 2,7 hod
Cu-cyklam® | 25 5ClO, 1 552:10% 20,9 min
Cu—cyklen'™ | 25 5ClO, 1 2,54-10*  455min
Cu-tetal® 25 5CI 5 2,01:10°  4dny
Cu-te2p'™ 25 5ClO, 1 6,0810% 19+ 3min

# extrapolovano z dat zji&énych pii vySSich teplotéch

Hodnoty rychlostnich konstant k; a rovnovazné konstanty K jsou vyneseny v grafech
na Obr.23, Obr.24 a Obr.25 v linearizovanych formach rovnic (7), (8) a (9) proti reciproké
hodnot¢ T.

Obr.23: Teplotni zavidost rychlostni konstanty k; linearizované dle Arrheniovy rovnice

InK
4
'

'8 T T T T T T T 1
2,85 2,9 2,95 3 3,05 3,1

1000/T [K™]
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Obr.24: Teplotni zavislost rychlostni konstanty k; linearizované dle Eyringovy rovnice

-9

_14 T T T T T T T 1
2,85 2,9 2,95 3 3,05 3,1 3,15 3,2 3,25

1000/T [K

Obr.25: Linearizovana teplotni zavidost rovnovazné konstanty

'1.6 T T T T T T T 1
2.85 2.9 2.95 3 3.05 3.1 3.15 3.2 3.25

1000/T [K™]

Vysledné hodnoty disociacnich kinetickych parametrtit jsou uvedeny v Tab.12.
Vypoctené aktivacni parametry a jejich smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tab.13 a
parametry fitu K nateploté jsou uvedeny v Tab.14.
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Tab.12: Vypoétené hodnoty disociatnich kinetickych parametri pro Cu—L ,

T[K] | k; [s™dm*mol™]-10° K
313 1,02 0,37
323 2,71 0,34
333 6,24 0,33
343 14,09 0,27

Tab.13: Aktivatni parametry rychlostnich konstant k; pro komplex Cu—L , ajeho analogy

Ea[kJmol™]  AS'[JK™mol™] AH"[kJ-mol™]

Cu-L, 78 62 75
cu-M eztezP[gﬂ 60 -95 57
Cu-te2p!® 72 -71 70

Tab.14: Zmeény entropie a ental pie stanovené z protonizaéni konstanty K pro komplex Cu—L, ajeho

analogy
AS’ [J- K mol™] AH°[kJ-mol™]
Cu-L, -34,6 -83
Cu-%te2p!¥" -30 -17
Cu-te2p!™ 22,7 -83

Kysele katalyzovanou dekomplexaci (,acid-assisted decomplexation®) byly stanoveny
polocasy disociace Cu—L , Mechanizmus dekomplexace Cu-L ;, je podobny jiZ publikovanym
analogickym komplexaim (Schéma 6), coz potvrzuji i hodnoty aktivacnich parametra
rychlostni konstanty (entalpie a entropie), které jsou velmi podobné jako parametry

publikované pro komplexy pribuznych ligandi.

3.5 Radiokomplexace ligandu L, s ®icu

Koncentrace necistot v cyklotronové meédi je uvedena v Tab.15. Vzorek byl
analyzovan pomoci AAS aZ 3 dny po ptipravé. Jeho chemické sloZeni nebylo tedy v dobé
priabéhu radiochemickych experimenta zndmé. Vysoky obsah niklu muze byt snadno
vysvétlen nedostate¢nou separaci radiomedi od niklu, ktery slouzil jako ter¢ pro jgi piipravu.
Relativné velky obsah meédi, zinku a Zeleza je vSak velmi zarazejici. Ac¢koliv méd’ vznika pri
jaderné reakci, a v ramci jgiho rozpadu muze vznikat i zinek, chemické obsahy téchto kova
mateiského niklu (hmotnost terée byla 42 mg a celkova hmotnost médi v pripraveném roztoku

by podle analyzy odpovidala 5,8 ug). Navic by v takovém piipadé bylai aktivita ptipraveného
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vzorku neziizené vysoka. DalSim moznym zdrojem téchto kova v roztoku radiomedi by mohla
byt kontaminace ,, studenou” médi z pouzitych pristroju a materia, coz se vsak take jevi jako
nepravdépodobné. Navic by takto vysoka koncentrace médi v NCA roztoku (ktera shodou
okolnosti odpovida zhruba mnoZzstvi, které bylo pridavano jako nosi¢) zpasobila, Ze v piipade
komplexace vzorku snosi¢em by byla celkové koncentrace meédi dvojnasobna. Coz by ve
skutecnosti znamenalo, Ze ve studovaném planovaném poméru 1:1 by bylo ptitomno dvakrét
vice meédi neZ ligandu a tudiz by polovina médi méla zastat nezakomplexovana. K tomu vSak
nedodlo, komplexace byla témet Uplna (viz nize). Proto byla pravdépodobné elementarni
anayza chybna. Pro ucely vyhodnoceni nosi¢ového experimentu byla jako koncentrace médi
bréna koncentrace nosi¢e. Vysledky meieni radiokomplexace ligandu L, spolu s®'Cu jsou
uvedeny v Tab.16 pro nosicovy experiment av Tab.17 pro experiment bez pridaného nosice.
V tabulkach je pouzité mnozstvi meédi pro jednotlivé experimenty bréno vzdy jako 100 %.
Tato hodnota je rozdélena mezi ®*Cu v komplexu sL, & ®Cu mimo komplex. Piiklad
zdznamu aktivity na TLC desti¢ce je uveden na Obr.26. Skvrny na startu desticky patii
komplexu ligandu L, sradiomédi, zbylé dvé migrujici zase medi s pridanym nosi¢em.

Zobrazeni konkrétniho bodu ®*Cu v komplexu ligandu L, amimo néj je uvedeno na Obr.27.

Tab.15: Stanoveni primeési cyklotronové médi

Stanovovany prvek MnoZstvi [mg/L]

nikl 53,70+ 15%
m&d’ 57712 %
Zelezo 421+17%
zinek 750+ 13 %

Vlastni experiment byl zahgjen v case, kdy se A(Cu®) v1 mL 0,05M HCI rovnala
piblizng 190 MBgq. Z ni byla spoctena hmotnost radiomédi, mey.6: = k-M-A-zy, = 3,310 g.
Pokud by platila koncentrace stanovena pomoci AAS (Tab.15) je patrné, ze mnoZzstvi
radiomedi 1ze zcela zanedbat viaci hmotnosti |, studené* medi pritomné v roztoku. Ze znal osti
hmotnosti radiomeédi byla dale vypoctena maximéni teoreticka mérna aktivita Ay, kteréa
ginila 5,8-10" Bg/g. Redlnd m&rna aktivita meédi Angy po zahrnuti neradioaktivni mgdi
pitomné ve vzorku (Tab.15) by &inila Ay = 3,3-10" Bg/g. Rozdil hmotnosti by byl piiblizng
4 t&dy. | kdyz |ze mnozstvi meédi stanovené pomoci AAS patrné Uspésné zpochybnit, nebyl
pravdépodobné tento prepardt beznosicovy v pravém slova smyslu, vhodngjsi by bylo
oznaceni NCA (bez ptidaného nosice).
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Tab.16: Procentudni zastoupeni ®*Cu-L , a®*Cu pro nosi¢ovy experiment

pomér “Cu:L, pH | *Cuv komplexusL,[%] volna®Cu[%]
1:100 4,0 100 0
1:100 55 100 0
1:100 7.4 96,9 31
1:10 74 96,4 3,6
11 7,4 94,6 54

Tab.17: Procentudni zastoupeni “*Cu-L , a®"Cu pro beznosi¢ovy experiment

pomér “Cu:L, pH | *Cuv komplexusL,[%] volna®Cu[%]

1:1000 7,4 15,2 84,8
1:100 7,4 1,7 98,3
1:10 7,4 1,5 98,5

Z uvedenych dat v Tab.16 je patrné, Ze vliv pH na komplexaci médi sligandem L, je
margindni. Paradoxné byla UplngjSi komplexace pozorovana pii nizSich hodnotéch
pH (4 a5,5). Nicmén¢ ve vSech studovanych pripadech se komplexace za danych podminek
blizi 100 %. Je zjevné, Ze vliv poméru Cu:L, neni priliS vyrazny, nebot’ srovnatelné drovné
komplexace bylo dosazeno i pii 100x nizSim nadbytku ligandu. Zvolena mobilni féze je
vhodna pro tento druh experimentu, rozdil Rs je dostatecny. Netypicky vSak zakomplexovana
meéd’ ztistava na startu (vliv sorpce bis(fosfonatové) skupiny na silikagel) a nezakomplexovana
radioméd’ putuje s Rs cca 0,7 ve formé octanu.

V experimentu bez piidaného nosice (Tab.17) je interpretace vysledki velmi obtizna,
nebot’ trvaji pochybnosti o skutecné koncentraci meédi. Prevazna vétSina radiomeédi zastala ve
volném stavu a nezakomplexovala se do ligandu. To muze mit dvoji vysvétleni. Jedna
z variant poukazuje na to, Ze byla koncentrace , studené* médi vysokd, a proto byla celkova
koncentrace médi mnohem vysSi nez koncentrace ligandu. Proto nemohlo dojit k jeji Uplné
komplexaci. Za predpokladu, Ze by koncentrace zjisténa z AAS byla spravna, pievySovala by
koncentraci ligandu dokonce i v experimentu s planovanym pomérem Cu:L, spocitanym na
»cistou” radioméd” 1:1000 zhruba o ¥&d. Tomu by odpovidal strop komplexace 10-20%, coz
bylo sice pozorovano, ale tato varianta se jevi jako méné pravdépodobnd. Druhou moznosti je
vyrazné zpomaleni komplexacni reakce v disledku nekolikarddovéno sniZzeni koncentrace
medi a ligandu. Tato varianta se jevi jako pravdépodobnéjsi, nebot’ toto vysvétleni neni
VvV rozporu snosicovym experimentem. Rovnéz pH o hodnoté¢ 7,4 pro experiment bez

piidaného nosice ziggmé nebylo piiliS vhodné (ngvysSi rychlosti komplexace bylo
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v kinetickych metenich dosazeno pti pH 6, viz vyse). MozZznym problémem mohl byt i vliv
necistot na pribéh komplexace. Pii pouzitém pH jiZz dochézi ke komplexaci jak zinku, tak i
niklu. Zinku bylo ve vzorku dle AAS srovnatelné mnozstvi jako meédi (7,5 ug). Nikl byl ve
vzorku obsaZen v mnohem vétsim mnozstvi nez méd’. Nikelnaté ionty v3ak vétSinou reaguji
smakrocyklickymi  ligandy velmi pomalu. Nastaveni podminek experimentu pro
radiokomplexaci bylo uréeno pro veétsi mnozstvi ligandi, které byly stanovovany spolu
sdiskutovanym ligandem L,. Proto je toto stanoveni brano piredevSim jako orientac¢ni
experiment pro zji&&ni vhodnych podminek, které se uplatni pri dal&m experimentu s *Cu.

Jak jiz bylo zminéno, mnozstvi niklu ve vzorku bylo pomérné vysoké. Sice
pravdépodobné nebyl z hlediska selektivity komplexace problémem, piesto by bylo patrné
vhodn¢j§i pii separaci niklu od medi ionexovou chromatografii zvolit jiny typ eluce nez skok
8M HCI — H20. S nalezenim optimaniho gradientu by bylo mozné efektivnéji separovat nikl
od medi.

Obr.26: Priklad zéznamu aktivity naTLC
(pomer ®*Cu:L, 1:100, pH = 4)

T3 L4 L3 Lz X
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Obr.27: Priklad zobrazeni mnoZstvi aktivity **Cu v komplexu ligandu L, amimo ngj
(pomér ®'Cu:L, 1:100, pH = 7,4)

m R SRR
178034 E

88



4. ZAVER

V ramci této diplomové prace byl pripraven novy bifunkéni ligand (L,) sjednim
koordinujicim se bis(fosfondtovym) pendantnim ramenem a byl optimalizovan postup
pripravy ligandu L ; sjednim aminobenzylfosfinatovym pendantnim ramenem. Oba bifunkéni

ligandy jsou odvozeny od cyklamového skeletu, ktery vykazuje selektivitu k dvojmocnym

NH, PO5;H
O 312
/\|O| A/\H —
NH NZ°P NH NP
| | PO3H2
[ ] OH [ j OH
w

kationtim médi.

NH HN

L

L1 L2

Déle byly studovany termodynamické vlastnosti pomoci potenciometrickych titraci,
kinetické a koordinacni vlastnosti pomoci formacnich a disociaénich kinetik a
radiokomplexace. Z naméienych protonizacnich konstant a konstant stabilit bylo potvrzeno, Ze
je ligand L, vhodnym kandidadtem pro selektivni komplexaci dvojmocné medi. Tento ligand
tvori stabilni komplexy s Cu?* (logbw. = 26,11). Konstanty stability logbu, pro Zn** Mn?* a
Ca”* komplexy byly stanoveny na hodnotu 17,50 pro Zn?*, 12,18 pro Mn?* a <5 pro C&".
Formacni kinetiky byly méteny v rozmezi pH 1,92-5,95. Data pro ligand L, byla fitovana
pomoci modelu zahrnujiciho reakci tii rizné protonizovanych forem ligandu. Pomoci tzv.
kysele asistované dekomplexace byly stanoveny polocasy disociace komplexu Cu-L,. Dde
byly stanoveny aktivacni parametry rychlostnich konstant. Pripraveny ligand vykazuje vhodné
vlastnosti pro mozné pouziti v radiomedicing, predevSim velmi rychlou komplexaci,
kinetickou stabilitu a vysokou selektivitu pro dvojmocné kationty médi.

Pro ligand L, byla studovéna biokonjugace s primarnim aminem a bylo zjisténo, Ze je
tento ligand vhodny pro isothiokyanatovy kaplink s primarnimi aminy.

Vlastnosti obou studovanych ligandt poukazuji na znaény potencid jegjich vyuZiti
v nukledrni medicing.

Do budoucna jsou planovany dalSi experimenty predevSim z hlediska biodistribuce

in vivo.
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS

AcOH
ATP
NBB
BSA
BTS
BTSP
DCC
DCM
DCU
DMAP
DMSO
EDTMP
EOB
ETFA
EtOAC
EtOH
EC
GF-AAS

HMDS
J

IPAV
IPOV
keV
KOH
MeCN
MeOH
MES
MS-ESI

NBPIN
NB2PIN
NBPINOEt
NBPINOEt
NBPON
NCA

NMR

PEG
PET

Ry

atomova absorpéni spektrometrie

(Atomic Absor ption Spectroscopy)
kyselina octova

adenosintrifosféat

4-nitrobenzylbromid
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid

bi s(thiosemi karbazony)
bis(trimethylsilyloxy)fosfin
N,N"-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan
N,N’-dicyklohexylmoc¢ovina
N,N-dimethyl-4-aminopyridin
dimethylsulfoxid

kyselina ethyl endiamintetramethylenfosfonova
v okamziku vypnuti svazku (End of Beam)
ethyl ester kyseliny trifluoroctové

ethyl acetét

ethanol

elektronovy zachyt (Electron Capture)

atomové absorpéni spektrometrie s grafitovou pickou
(Graphite Fournace-Atomic Absor ption Spectroscopy)

hexamethyldisilazan

interakéni konstanta [HZ]

i-propanol/konc. ag. amoniak/voda
i-propanol/kyselina octové/voda
kiloelektronvolt (1 eV = 1,602 176-10° J)
hydroxid draselny

acetonitril

methanol

2-(N-morfolino)ethansulfonové kyselina
hmotnostni spektrometrie-ionizace elektrosprejem
(Mass Spoectrometry-ElectroSpray 1onization)
4-nitrobenzylfosfinova kyselina

bi s(4-nitrobenzyl)fosfinova kyselina

benzyl ester 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny
ethyl ester 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny
4-nitrobenzylfosfonova kyselina

bez piidaného nosice

(No-Carrier Added)

nukleérni magneticka rezonance

(Nuclear Magnetic Resonance)
polyethylenglykol

pozitronova emisni tomografie

(Positron Emission Tomography)

retencni faktor
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RTG
RVO
SPECT

Ty,
t-BUOH
THF
TLC

rentgen

rotacni vakuova odparka

jednofotonova emisni pocitacova tomografie
(Sngle Photon Emission Computed Tomography)
polocas rozpadu

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

chromatografie na tenkeé vrstveé

(Thin Layer Chromatography)

chemicky posun
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Kubi¢ek, Ph.D, Mgr. TomaS David, Mgr. Jiii Barta, Mgr. Miroslav Pniok, Mgr. Tereza
Krchovd, Bc. Jan Blahut a Bc. Ondigj Zemek.
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