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2. Teoreticky avod

2.1. Nuklearni medicinal!

Nukledrni medicina je lékaisky obor zabyvajici se uzitim radiace a radioaktivity pro
diagndzu a 1é¢bu chorob. Zahrnuje fadu riznych metod a vyuziva také radiofarmaka — 1é¢iva
znafena radionuklidy. Seznam radionuklidi béZzné¢ uzivanych v diagnostice je uveden
v Tab.1. Ve vice nez 90 % provedenych procedur je vSak vyuzivano metastabilniho
technecia *™Tc nebo nékterého z radioizotopti jodu. Radiofarmaka jsou nejéastéji vyuzivana
pfi specifickém zobrazovani organt, kosti a tkdni. Typickd davka zafeni, které jsou
vystavovani dospéli pacienti, je 1-30 mCi.

Nuklidy uzivané v diagnostickych metodach by mély emitovat fotony s energii mezi 100
az 200 keV, mit kratkou rozpadovou fadu (pro omezeni poSkozeni organizmu ozéaienim)
a jejich polocas rozpadu by mél byt zhruba roven 1,5 nasobku délky procedury. Zaroven by

mély byt cenové dobie dostupné a snadno pfipravitelné.

2.1.1. Diagnostické metody™?

Planarni scintigrafie

Tato metoda je v soucasné dobé nejcastéji uzivanou scintigrafickou metodou. Zobrazuje
projekci distribuce radioindikatoru prostiednictvim y zafeni do zobrazované roviny. Typicky
se snimaji srdce nebo jatra. Pomoci zaznamenavani né€kolika snimku kratce za sebou je

mozno sledovat i dynamiku vylucovani radiofarmak z organt.

Tomograficka scintigrafie

Tomograficka scintigrafie umozZiiuje prostorové zobrazeni vySetfované casti téla.
Nejcastéji pouzivanymi metodami tomografické scintigratie jsou SPECT a PET.

SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography - jednofotonova emisni
pocitacova tomografie) je metoda zalozend na snimani série rovinnych obrazli vySetfovaného
mista z riiznych 0hli pomoci detektoru, ktery rotuje kolem pacientova téla. Pocitacovou
rekonstrukci je ze snimkd poté konstruovan trojrozmérny obraz distribuce radioindikatoru
v téle. SPECT je vétSinou pouZivana k zobrazovani mozku a srdce a ma rozliSovaci schopnost

5-7 mm. Nejvice uzivanymi y-emitory ve SPECT jsou *™Tc, 20171, 8’Ga, 11tIn a 12,



PET (Pozitronova Emisni Tomografie) vyuziva pozitronového B* radioindikatoru, ktery

SO

v misté své distribuce pfi rozpadu emituje pozitrony e, jez vzapéti anihiluji s elektrony ve
svém okoli za vzniku dvou y-fotonii o energii 511 keV, Sificich se z mista srdzky se
vzajemnym uhlem 180° po koincidenc¢ni piimce. Tyto dvojice jsou poté soucasn¢ detekovany
a pocitacovou rekonstrukci velkého souboru téchto koincidencnich paprskii je vytvaien
tomograficky obraz. Nejéastéji vyuzivanym radionuklidem v této metodé je 8F. Kromé né;
jsou uzivany i 1C, BN a 0. V soucasné dobé se zaméfuje pozornost také na radionuklidy
piechodnych kovii, jako jsou 62Cu, %4Cu, 5Ga, 58Ga, 86Y .1

PET je uzivana piedevsim v onkologii K posouzeni biologické povahy vySetiovaného
loziska. Ve své dynamické podobé¢ pak slouzi téz ke sniméni funkci mozku, srdce a plic. Tato

metoda prochazi v souCasné dobé& snastupem silnych vypocetnich systéma rychlym

rozvojem.

Tabulka 1: Radionuklidy béZné uzivané v diagnostice

Nuklid Pouziti Nuklid Pouziti
1c vySetfeni mozku PET Se  studie proteind
14C znacené slouceniny obrazovani jater a slinivky
BN vySetieni PET 8ImKr  zobrazovani plic
50 \lg}gt_:tfeni cévniho zasobeni mozku pomoci ®Rb  lokalizacni agents myokardu
18 vySetfeni PET 8Sr  méfeni metabolizmu kosti
p diagnostika chorob kosti ®¥™TC  zobrazovani srdce, plic, §titné 7lazy,
3p znadené sloudeniny Zluéniku, kiize, lymfatickych uzlin,
g diagnostika nemoci srdce kosti, jater, sleziny a ledvin
znaéeni nukleovych kyselin 19Cd  detekce rakoviny
4Ca  bunééné funkce a tvorba kosti pediatricka vySetient
%S¢ studie krevniho ob&hu diagnostika nemoci srdce
4Sc  diagnostika rakoviny Mn  detekce odmitnuti srdeénich transplantatii
S1Cr  studium &ervenych krvinek zobrazeni bfi$nich infekci
vnitini krvaceni zobrazeni metastazujicich melanoma

123|

IMn  lokalizaéni agens myokardu poruchy §titné zlazy

Mn  vySetfeni PET 125) detekce osteopordzy
®Fe  vysetfeni kostni dfeng znadeni 1é&iv

l3l|

studium metabolismu Zeleza poruchy stitné zlazy

Co  zobrazovani riiznych organii patobiochemie mozku

%Co  indikator zhoubné anémie 127Xe  zobrazovani plic

84Cu  vysSetfeni PET zobrazovani neuralnich poruch mozku
67Cu  diagnostika rakoviny 183Xe  studium plicni ventilace

87Ga  zobrazovani nadorovych a zanétlivych 1ézi ~ °Yb  diagnostika GIT

191m|r

8Ga  studie trombozy a aterosklerozy, PET kardiovaskularni angiografie

2Se  zobrazovani mozku 195mpt  farmakokinetické studie protinadorovych 1é¢iv




2.1.2. Radioterapiel*?

Radioterapie je fyzikalné-medicinsky obor vyuzivajici biologické uc€inky ionizujiciho
zéteni pro lécebné ucely. Ve vétsSin€ piipadi se jednd piedevSim o terapii nadorovych
onemocnéni, mén¢ Casto pak o 1écbu degenerativnich a zanétlivych onemocnéni. Radioterapie
vyuzivéa a¢inkll ionizujiciho zéfeni na bunky tkani, které jsou v ptipad¢ dostateéné vysoké
davky usmrcovany, nebo je alespon poskozenim jejich DNA zamezeno jejich dalSimu
mnozeni. Cilem radioterapie je likvidace nadorového loziska s co nejmensim poSkozenim
okolnich zdravych tkani. Radiacni likvidace bunc¢k muze byt soucésti kurativni terapie
vedouci k Gplnému vyléeni, ¢i v ptipade tézSich a pokrocilejSich stadii paliativni terapie,
ktera vede pouze ke zmirnéni a zpomaleni pribéhu onemocnéni. RozliSujeme tfi terapeutické
zpusoby podle cesty, jakou se zafeni dostava do cilového mista. Teleterapie vyuziva
ozafovani z vné&jsiho ozafovace, brachyterapie vyuziva aplikaci uzavienych zafi¢u do cilové
tkané nebo jeji blizkosti a radioizotopova terapie spoCiva v aplikaci otevienych zaficu ve
vhodné chemické formé ptimo do organizmu. Jako uzavieny zafi¢ je oznacovan radioizotop
uzavieny do chemicky inertniho pouzdra, ktery s okolni tkani nijak chemicky neinteraguje.
Otevieny zafi€ je oproti tomu forma radionuklidu (napiiklad jeho chemicka slou¢enina), ktera
neni ni¢im izolovana a mize byt t€lem metabolizovdna nebo vyloucena.

V ptipadé radioizotopové terapie radiofarmakum vstoupi do metabolizmu zpisobem, jenz
je dan jeho chemickou strukturou a farmakokinetikou. LéCivo byva navrzeno tak, aby bylo
selektivné vychytdvano a akumulovano v nadorové tkani, diky ¢emuz je nddor likvidovan
s velkou efektivitou a nizkymi vedlej$imi G€inky. Pro tyto Gcely je vhodné volit radionuklidy
produkujici zéteni s kratkym dosahem, jako je a a B~. Nadmérnéd produkce zafeni je v tomto
piipad€ narozdil od radiodiagnostiky nezadouci, nebot” pak dochédzi k nechténému ozatreni
zcela zdravé okolni tkdn€. SmiSenych beta-gama zafich vSak miize byt s vyhodou vyuzito
k monitorovani priibéhu terapie. Vhodnymi radionuklidy pro radioterapii jsou %Y, 12|, 131,
18Re a 188Re. Z izotopti médi se vyhledové jevi vhodnym %4Cu jako smiseny zati¢ a ®’Cu jako
Cisty B~ zafi¢ s nizkoenergetickymi y-fotony vyzafovanymi pii deexcitaci metastabilnich

izomert jader zinku vzniklych pfi rozpadu.



2.2. Méd

Méd’, stejn€ jako ostatni kovy IB skupiny, patfi mezi jedny z prvnich kovi, které lidstvo
poznalo. Nazory archeologl na jeji prvni pouziti se rozchazi. Nékteti predpokladaji, ze méd’
byla znama jiz kolem 9000 pt. n. 1. Za prokazanou dobu prvniho pouziti médi lze povazovat
az rok 5000 pf. n. 1., kdy byla jeji vyroba rozsifena po celé oblasti Stiredniho vychodu. Kolem
roku 3000 pf. n. 1. pak dochazi k objevu schopnosti médi tvofit pevné bronzy. Toto je
pokladano za pocatek doby bronzové.!!

Piivod jejiho nazvu je nejisty. Nejvice pravdépodobna je ovSem spojitost s ndzvem
starovéké Médie, na jejimz Uzemi se nachazela nejvyznamnéjsi starovékd nalezisté meédi
v Zakavkazi. Podobnym zptisobem je odvozen i latinsky nazev médi cuprum od ostrova
Kypru.[!

Ryzi méd’ se v prirod¢ vyskytuje vzacné. Jeji nejcastéjsi podoba je ve formé sulfidi
(chalkopyrit, chalkosin, covellin), oxidu médnatého (cuprit) ¢i zasaditych uhlic¢itant
a hydroxid (malachit, azurit). Méd’ byva vyrabéna prevedenim sulfidii na oxidy pomoci
prazeni a naslednou redukci koksem za vysoké teploty. Pfesny postup vyroby vSak zavisi na
slozeni konkrétni rudy. Ziskana surovd méd’ byva cisténa elektrolyticky v okyseleném
roztoku CuSOg pii napéti 0,2-0,4 V a proudu 20 kA. Kaly vznikajici pfi tomto procesu jsou
vydatnym zdrojem vzacnych kovii a zvysuji tak ekonomickou vyhodnost této metody.[®!

Meéd je mekky a kujny kov nacervenalé barvy s mimoiadnou schopnosti tvofit slitiny

s vétSinou kovil. Jeji elektronova konfigurace je (Ar)3d'%s!. Méd’ je na suchém vzduchu stala

o

a odolava 1 roztokim silnych neoxidujicich kyselin (E/ ..

=+0,521). Je pouzivana

pfedevsim na vyrobu elektrickych vodica. Dale pak v mincovnictvi, strojirenstvi, elektronice,
stavebnictvi a ve formé slitin 1 ve zbrojatstvi, k vyrobé hudebnich nastrojh ¢i jako katalyzator.
Slouceniny médi jsou vysoce toxické pro mikroorganismy, a proto je na jejich bazi zalozeno

mnoho fungicidnich, algicidnich a baktericidnich prosttedki. ["*8]
2.2.1. Komplexni slou¢eniny médi*®!

S vyjimkou jednoduchych fluorokomplexii Cu'Y nabyva méd’ ve svych slouceninach pouze
oxidacnich c¢isel III, II a 1. Stabilni slouceniny médi s nulovym nebo zapornym oxida¢nim
¢islem nejsou znamy.

Oxidaéni &islo 1T (d®) je pro méd’ méné b&zné, nebot’ slouceniny podléhaji velmi snadno

redukci. V komplexech proto vyzaduje stabilizaci silnymi elektronegativnimi ligandy. Vétsina



s vyjimkou svétle zeleného Ks[CuFs] je dle odekavani nizkospinova

komplexii Cu
a diamagneticka s ¢tvercovou geometrii koordinacni sféry. Piikladem je fada namodralych
slouéenin o slozeni M[CuO2] (M = alk. kov). lon Cu'" se ugastni dilezitych biochemickych
pochodd, a proto je v posledni dobé objektem zvySené pozornosti.

Oxidaéni ¢&islo 1T (d®) byva u sloudenin mé&di zastoupeno nejbézngji. S vyjimkou CN™ a I~
tvoticich nerozpustné kovalentni slouceniny lze odvodit jednoduch¢ médnaté soli témét
od vSech aniontt. VétS§ina méd’natych soli se rozpousti ve vod¢ za vzniku modie zbarveného
kationtu [Cu(H20)s]?*. Nejcast&jsimi koordinaénimi &isly, se kterymi se lze setkat, jsou
4,5 a 6, jimz odpovidaji vétSinou vlivem Jahnova-Tellerova efektu nepravidelnd geometricka
uspoiadani. Pro Cu' je charakteristicka §iroka $kala sloucenin s N-donorovymi ligandy jako
NHs, en, bipy, ftalocyanin a cyklam. Pomérné¢ hojné zastoupené jsou i O-donorové
chelatotvorné ligandy. Kromé B-diketont, B-ketoesteri a karboxylatli jsou to naptiklad
derivaty katecholu nebo salicylové kyseliny. Z O,N-donorovych ligandt pak tvoii velmi
vyznamnou skupinu latek aminokyseliny, peptidy a Schiffovy baze.

Oxidacni ¢&islo 1 (d*0) je u vétSiny jednoduchych sloucenin nestalé, nebot’ méd’né ionty jevi
z diivodu vysoké hydratacni energie Cu'' snahu disproporcionovat na Cu® a Cu'. Oxida¢ni
stav Cu' je v8ak mozné stabilizovat v malo rozpustnych slou¢eninach nebo za pomoci
n-akceptorovych ¢i snadno polarizovatelnych ligandii jako jsou fosfiny, thioestery, nitrily ¢i
kyanidové a jodidové ionty. Méd'né komplexy jsou z divodu zaplnéného d orbitalu bezbarvé
nebo nazloutlé a diamagnetické. Z divodu mizivé LFSE jsou koordina¢ni ¢islo a geometrie
komplexti urceny predevsim sterickymi a konformacnimi divody. Pro oxidacni Cislo I je
typicka existence tetraedrickych komplext, jako jsou [Cu(CN)s*, [Cu(py)s]® nebo
[Cu(bipy)2]". Bézny je také vyskyt koordinacnich &isel 2 a 3 (polymerni [Cu(CN)2]", ¢&i
planarni [Cu(CN)3]%).

Komplexné& vazana méd’ je kofaktorem nékterych dilleZitych metaloenzymu. [l

2.2.2. I1zotopy médi a jejich vyznam v mediciné

Me&d’ je v pifrodé zastoupena dvéma stabilnimi izotopy ®3Cu (69,17 %) a %°Cu (30,83 %).
Pro pouziti v nukledrni medicin€ je vhodna diky existenci velkého poctu svych izotopii
s vhodnymi polocasy rozpadu a druhy a energiemi uvoliiovanych elementarnich ¢astic. Uméle
byly ptipraveny radionuklidy °’Cu az "®Cu. Nékteré z nich existuji téz v metastabilni formg.

Jejich pologasy rozpadu se pohybuji od ty,("°Cu) = 188 ms po t.(6’Cu) = 61,83 h.['% Pro

pouziti v nuklearni mediciné musi mit dany radionuklid také vhodné fyzikalni vlastnosti



a cenové rentabilni zpusob vyroby. Z izotopu pfipadajicich v avahu (Tab. 2) se v soucasné

dobé jevi jako nejvice perspektivni #*Cu a ¢’Cu.[Y]

Tabulka 2: Vlastnosti vybranych radioizotopii médi [**!

Druh Ep Enp Rnp
rozpadu (%) (keV) (keV) (mm)

Radionuklid ty (h) Zdroje radionuklidu

cu 0,38 B*(93) 511 873 4,4 cyklotron
EZ (7) 1332
®iCcu 33 BT(62) 511 527 2,6 cyklotron
EZ (38) 283
2Cuy 0,16 B (98) 511 1315 6,60  generator/cyklotron
EZ (2)
®4Cu 12,7 B*(19) 511 278 1,40  reaktor/cyklotron
EZ (41) 1343
B~ (40) 190 0,95
Cu 0,09 B (100) 1109 5,60  reaktor/cyklotron
’Cu 61,8 B (100) 93 121 0,61  reaktor/cyklotron

Ep — energie penetrujiciho zatfeni vzniklého rozpadem (y)
Enp — stfedni energie nejvice zastoupeného nepenetrujiciho zafeni (B*/p")

Rnp — stfedni polomér nepenetrujiciho zafeni v tkani

2.2.2.1. Radionuklid ®4Cu

Nuklid %Cu je diky velkému mnozstvi moznych zplsobi rozpadu jeden
Z nejuniverzalngjSich radioizotopli médi. Pti jaderném rozpadu miiZze dojit k elektronovému
zachytu (41 %), vyzareni B~ (40 %) nebo B* (19 %). Nasledkem EZ miZze byt téz emise
Augerovych elektront. Polocas rozpadu (12,7 h) je dostatecny k ptipravé slou€enin a zaroven
vhodné odpovida in vivo kinetice mnoha riznych molekularnich nosi¢d. Diky témto
vlastnostem je tento radionuklid vhodny pro pouZziti v zobrazovacich 1 terapeutickych
metodach. Dals$i vyhodou je také pomérné univerzalni zpisob pfipravy v reaktoru c¢i
cyklotronu. Podle pozadované aktivity se voli bud’ pfima aktivace %Cu(n,y)®*Cu, nebo
nepfima na zinkovém teréi %4Zn(n,p)®*Cu. Nejvyssi aktivity (az 11,5 GBg/ug) jsou
dosahovany v cyklotronu ozafovanim niklového terée obohaceného o ®Ni pfi reakci
%4Ni(p,n)®Cu. Radioizotop ®*Cu ma oproti ®’Cu ponékud vyssi terapeuticky index z déivodu

krat$iho pologasu rozpadu. Vlastnosti obou izotopt jsou ale srovnatelné, (1]

-10 -



2.2.2.2. Radionuklid ¢Cu

Nuklid Cu ma ze vsech izotopti médi nejdelsi polodas rozpadu (61,83 h)[%. Rozpada se
B~ rozpadem piimo na ®'Zn v zakladnim stavu za vyzaieni elektronu o Emax 0,577 MeV &
na nektery z jeho tii metastabilnich izomert. Tyto izomery nasledn¢ pfechazeji do zakladniho
stavu vyzafenim y-fotonu o odpovidajici energii (91, 93 nebo 185 keV), diky ¢emuz je mozno
sledovat radionuklid pomoci SPECT. V soucasné dobé jsou hledany vhodné metody
k vylepSeni doposud ekonomicky naro¢né vyroby tohoto radionuklidu. Beznosi¢ova piiprava
$7Cu v reaktoru reakci 87Zn(n,p)¥’Cu vyzaduje velmi vysoky neutronovy tok.[*? Alternativni
metoda vhodna pro produkci v malém mnozstvi by mohla byt reakce %Ni(o,p)®’Cu, jez vsak

dosud k vyrobé nebyla pouzita. [11:1%l

2.2.2.3. Cisténi radionuklidd

Radioizotopy médi vyrobené ozafovanim kovového tere neutrony V jaderném reaktoru
obsahuji velkd mnozstvi niklu ¢i zinku. Pfi ozafovani niklu protony ¢i deuterony
Vv urychlovacich vznikaji mimo to i stopovd mnozstvi kobaltu. Behem samotné ptipravy také
vznika velké mnozstvi dcefiného produktu rozpadu pfipravovaného radionuklidu.

Pro uziti v mediciné je ale nezbytné nutné, aby mély vyrobené izotopy médi co nejvyssi
specifickou aktivitu a obsahovaly co nejmens$i mnozstvi jinych nuklidi. Tyto necistoty je
proto nutné oddélit od radioizotopii médi pomoci nékteré z metod vyuzivajici riznych druht

kationtovych a aniontovych iontomé&ni¢ii nebo chelatujicich pryskyftic.[tH
2.2.2.4. Ptiprava komplexu s radionuklidy!!!

Vycisténé izotopy médi byvaji pouzivany k dal§im reakcim nejcastéji ve formée chloridu
méd’natého a jeho hydratl. Pozadované radiofarmaceutické komplexy s Cu'' tak byvaji
pifipravovany prostym piidanim odpovidajiciho mnozstvi radionuklidu k roztoku ligandu
za laboratorni teploty a patfiéného pH. Pro komplexy obsahujici Cu' je bud’ nutno pouzit

redukéniho Cinidla, nebo vhodného ligandu, ktery toto oxidacni Cislo stabilizuje.

2.2.3. Selektivni chelatanty dvojmocné médil*>4l

Selektivni ligandy mély vzdy svilj vyznam predevsim v medicin€. Z pocatku byly uzivany

pii intoxikaci Cu'" &i pti 1é¢bé Wilsonovy choroby projevujici se patologickym ukladanim
médi v organismu.l*®1 V sou¢asné dobé& probihé intenzivni preklinicky vyzkum pro uziti tdchto

ligandf v radiomedicing pro diagnostické a terapeutické ucely.[*®]
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Komplexy pouzivané v mediciné musi spliiovat vysoké naroky na kinetickou stabilitu
invivo. T&lesné tekutiny totiz obsahuji velké mnozstvi iontd (Na!, K! Mg", Ca', zn'",
Fe'"" ‘atd.) achelatujicich sloudenin, a je proto tieba uvazovat piipadné konkurené¢ni
komplexotvorné rovnovahy.[37]

Pivodné byla povazovana za rozhodujici faktor pii vybéru vhodného ligandu
termodynamicka stabilita jeho komplexu. Pro pouziti radiofarmak se vSak ukazala zadsadné;si
stabilita kineticka, nebot’ je nutné, aby béhem celé doby setrvani radiofarmaka in vivo byly
ztraty radionuklidu disociaci co nejmensi.

Pro pevné piipojeni iontu radionuklidu k biologicky aktivni molekule je tieba vyuzit
bifunkénich ligandi, které pevné vazou kov na strané jedné a zarovei jsou spojeny kovalentni
vazbou s biologicky aktivni molekulou na stran¢ druhé. Pro ucely selektivniho vazani médi
bylo zkoumdno velké mnozstvi bifunkénich ligandid, které jsou vétSinou odvozeny od
zékladnich skeletl probranych nize.

Idedlni bifunkéni ligand by mél kvantitativné koordinovat méd’ v fadu minut
I v nanomolarnich koncentracich v roztocich s pH 4-9 a teploté 20-37 °C, mél by preferovat
Cu'" pted jinymi ionty a vytvatet s nim dobie definované komplexy. Vznikly komplex by mél
€O nejméng interagovat s ionty kovll a proteiny pfirozené v organismu piitomnymi a byt tedy

kineticky inertni.[8]
2.2.3.1. Acyklické polyaminokarboxylaty!*!!

Jako prvni byly pro pouziti v klinické mediciné zkoumany acyklické polyamino-
karboxylaty, jako jsou kyseliny ethylendiamintetraoctova (Hsedta) (1) a diethylentriamin-
pentaoctova (Hsdtpa) (2) (Obr. 1). Navzdory pomérné vysoké rovnovazné konstanté
méd'natych komplexti (pro komplex s Hsedta je logK = 18,8)*% se jejich komplexy ukazaly in
Vivo jako nevhodné z diivodu nizké kinetické stability vuci transchelataci s lidskym sérovym

albuminem.

HOOC
HOOC—, ,— ,—COOH NI W

JN N\_ )
HOOC COOH HOOC HOOC COOH

H,edta Hsdtpa
(1) (2

Obrazek 1: Priklad acyklickych polyaminokarboxylath
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2.2.3.2. Polyazamakrocykly

Makrocyklické polyaminy

Tetraazamakrocykly patii diky své vysoké kinetické stabilité mezi nejbéznéji uzivané
chelatanty Cu''.[?°21 Uyed'me napt. makrocyklicky ligand cyklam (5) (Obr. 2), ktery tvofi
v pfitomnosti Cu' komplex vynikajici svou kinetickou stabilitou i Vv biologickych
podminkach. Rentgenova strukturni analyza jeho monokrystalu prokazala, ze méd’naty kation
je vtomto ¢tvercové planarnim komplexu vazan ¢tyfmi ekvivalentnimi vazbami k atomtm
dusiku v ligandu.?? Tento skelet je v sou¢asné dobé objektem zvyseného védeckého zajmu za
ucelem piipravy a prozkoumani biologickych vlastnosti jeho derivati s riznymi funkénimi
skupinami na pendantnich ramenech. Piikladem takové skupiny mize byt methylfosfonova

kyselina zvysujici komplexaéni rychlost a selektivitu cyklu vigi Cu'".[?%l

Makrocyklické polyaminokarboxylaty

Pritomnost karboxylovych skupin na pendantnich ramenech pfind$i mnoho vyhod, jako
jsou jednoducha syntéza, kinetickd a termodynamicka stabilita, rozpustnost ve vodé a
odolnost viigi iontové vyméné in vivo.[?*l Mezi nejvice pouzivané polyaminokarboxylaty patii
Hasdota (8) (Obr. 2), ktera je v komplexu s médi dvojmocné koordinovana dvéma atomy
dusiku v ekvatorialni rovin¢ a dvéma karboxylovymi atomy kysliku v poloze cis. Zbylé dva
atomy dusiku jsou v axidlnich polohach nad a pod ekvatoridlni rovinou oktaedru. Tvar
komplexu napovida, Ze samotny cyklus je pfili§ maly pro plandrni koordinaci vSemi Ctyimi
atomy dusiku.!*® Vyzkum se proto zpocatku zaméfil na jeji vétsi analog Hateta (10) (Obr. 2),
jenz tvoii v porovnani s Hadota (8) termodynamicky stabilngjsi komplexy.[*8! Bass et al. viak
pozdéjsi dobé prokézali, ze komplex 5Cu-teta-oktreotid (oktapeptid) i pies svou vysokou
stabilitu in vitro velmi snadno podléha in vivo transchelataci se superoxid dismutazou, a hsteta

je proto v podobg svych bifunkénich derivati nevhodna pro pouziti v klinické praxi.[?®]
Makrocyklické polyaminofosfonaty

Jedna se o skupinu polyazamakrocyklii vyznacujicich se svou koordinacni selektivitou
a vysokou termodynamickou stabilitou.[?®! Tyto komplexy jsou velmi stabilni viigi kyselé
hydrolyze, a proto se jevi jako velmi slibné pro ucely aplikaci v nukledrni mediciné.

Polyaminofosfonaty obecné nejspiSe z divodu afinity methylfosfonové skupiny
k hydroxyapatitu jevi tendenci se ve zvySené mife akumulovat v kostni tkani, ¢ehoz by mohlo

byt vyuzito pii zobrazovani kosti.[27 28]
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Makrocyklické polyaminy

NH HN

S ) EN” " C J T“H By

NH HN NH HN

triazacyklononan cyklen cyklam 1,4-et-cyklam 2,9-dioxocyklam

@) (4) ®) (6) ()
Makrocyklické polyaminokarboxylaty

HoOC COOH HooC K\ COOH
HOOC—\N/—\N/—COOH EN/_\N/j_ [\ N Ni_

[N Nj NN NN
Hooc—" \/ \__coon HooC v \—COOH HooC v COOH
H,dota H,trita Hgteta
(®) (9) (10)

[N Nj [N HNj K /\ ,—COOH
N N
NH N NH N < >
\—/ \—cooH \/ \_coon N
Hsdo3a 1,7-H,do2a HOOC  Hgnota
(11) (12) 11)

Makrocyklickeé polyaminofosfonaty

(HO),0P— ,/—\ ,/—PO(OH), (HO)zOPﬂN/—\N —PO(OH), (HO)zOF’ﬂNK\N —PO(CH),
N N [ j [ j
[ j N N N N

N N
(0n0P— N/ \poopy,  HOOP— (S roem: - wonop—L I oo,

Hgdotp Hagtritp Hgtetp
(12) (13) (14)
(HO)zOP—\ /— \ ,—PO(CH), (HO),0P—_ /\ (HO),0P— m
[N Nj N HNj N HN
NH N [NH N [NH Nj
\—/ \—po(oH), \—/ \—po(oH), v\_PO(OH)Z
Hedo3p 1,7-H,do2p 1,8-H,te2p
(14) (15) (16)

Obrazek 2: Zakladni makrocyklické slouceniny zminéné v textu
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2.2.3.3. Bis(thiosemikarbazony)14]

Bis(thiosemikarbazony) (BTS) (17-29) (Obr. 3) tvoti s Cu' termodynamicky
(logK = 17-18) a kineticky relativné stalé ctvercové planarni komplexy. Jejich stabilita je
vSak v porovnani s komplexy makrocyklickych ligandi mnohem niz§i. DalSim jejich
nedostatkem je fakt, ze pfi in vivo pouziti dochazi k vyrazné nespecifické vazbé koordinované
médi na okolni proteiny. | pfes vSechna tato omezeni je mozné BTS Uspé$né pouzit naptiklad
ke znaceni lidského sérového albuminu pii sledovani krevniho ob&hu, nebot’ v tomto piipadé
nehraje roli stabilita komplexu, nybrz schopnost rychlého a snadného oznaceni. Vyhodou této
skupiny ligandu je také to, ze jejich vlastnosti jako je redukéni potencial ¢i lipofilita mohou
byt velmi snadno ladény pomoci alkylace skeletu a terminalnich amint, diky ¢emuz je mozné
vytvofit radiofarmaka s vysokou selektivitou pro riizné druhy tkani.[2%30]

Samotné BTS jako skupina slou€enin byly zkoumdany jiz v roce 1960, nebot vykazuji

protinadorovu aktivitu, kterdA mize byt znatelnd zvySena koordinaci na Cu' za vzniku

komplexu.!

R* R*

R! R? RS R*
a7 GTS H H H H
(18) GTSM H H CHjs H
(19) PTS CHs H H H
(20) PTSM CHs H CH3s H
(21) PTSM;, CHjs H CHjs CHjs
(22) PTSE CHs H CaHs H
(23)  PTSP CHs H CHs  H
(24) ATS CHjs CHjs H H
(25) ATSM CHs CH3s CH3s H
(26) CTS CzHs CHjs H H
(27) CTSM CoHs CH3s CH3s H
(28) DTS CoHs CoHs H H
(29) DTSM CHs  CiHs  CHs H

Obrazek 3: Struktury a zkratky komplexi Cu-BTS.EY
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2.2.4. Porfyriny(tl

Porfyriny (30) (Obr. 4) mohou byt povazovany za potencialné¢ vhodné nosi¢e radiomédi
do vybranych tkani. Méd’naté komplexy porfyrinti jsou totiz neobycejné stalé vici rozpadu
ajejich skelet mize byt snadno derivatizovan. Pro tyto vlastnosti se jevi jako vhodné
bifunk¢éni chelatanty v makromolekulach pro dlouhodobé znaceni. Porfyriny samy o sobé
maji z doposud ne zcela objasnéného divodu tendenci se kumulovat v zanétlivych a
lymfatickych tkanich, ¢ehoz miize byt s vyhodou vyuzito v zobrazovacich metodéch.

Obecnou nevyhodou porfyrinti je jejich pomala kinetika komplexace. Tato prekazka vsak
muze byt pfekondna pouzitim vhodné navrzeného derivatu s vyssi komplexacni rychlosti, jak

je tomu napfiklad u derivatu 31 (Obr. 4).

COOCH

R R

R
(30)

Obrazek 4: Porfyriny
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3. Teoretické pozadi a cil prace

3.1. Zpisoby selektivniho chranéni cyklamového skeletut®

Substituci atomt vodiku na ctyfech dusikovych atomech cyklamového skeletu za
koordinujici skupiny (acetaty, acetamidy, derivaty kyselin fosforu atd.) obdrzime v soucasné
dob¢ intenzivné zkoumanou skupinu ligandl. Pendantni ramena v polydentatnich derivatech
cyklamu dodavaji témto ligandim vyrazné¢ vyssi selektivitu viéi zvolenym kationtim.
Piikladem téchto slou¢enin mohou byt velmi Casto pouzivané Hasteta (10) nebo Hstetp (14)
(Obr. 2). Vétsina kovovych iontli viak v komplexech upiednostiiuje oktaedrické koordinaéni
okoli. Vyse uvedené oktadentatni derivaty obsahuji tedy vice koordinujicich atomt, nez je
nezbytné nutné pro jejich spravnou funkci. To ma za disledek snizeni kinetické inertnosti
jejich komplexi.

Pozadavek hexadentatnosti je pro cyklamovy skelet splnén u jeho disubstituovanych
derivati. Bylo pfipraveno a prozkoumano vétsi mnozstvi ligandl z této skupiny. Ve vétSing
pfipadi se jednd o 1,8-disubstituované (,trans®) regioizomery vzhledem k vyrazné
snadn&jSimu zptsobu piipravy. O 1,4 a 1,11 (,,cis*) regioizomerech je obecné mnohem méné

udajli, nebot’ dosud €asto neexistuje vhodny zptlisob jejich syntézy.
3.1.1. Chranéni v poloze 1,43

Chréanéni v poloze 1,4 patii mezi méné b&€zné. V soucasné dobé je znamo pouze nckolik
derivati cyklamu s touto konfiguraci. Prikladem muize byt ptiprava 1,4-dibenzylcyklamu (32)
(Obr. 5), pfi niz se vyuziva templatova syntéza s Ni?* za pouziti $patné dostupného
vychoziho 5,8-dibenzy|-1,5,8,12-tetraazadodekanu.[33] Dalsi moznosti je syntéza
2,3-dioxocyklamu (7) (Obr. 5) za pouziti velkého zfedéni a jeho nasledna redukce.
Nevyhodou této metody jsou jeji nizké vytézky a obvykle problematicka redukce
makrocyklickych amidi. Vice Gsp&né je pouziti oxalylového chranéni.? Jeho nevyhodou
jsou ale velmi tvrdé podminky pro odchranéni (var v koncentrovaném NaOH). Ctvrtou
moznosti pro 1,4 chranéni muze byt pouziti dichloridu kyseliny fenylthiofosfonové jako

chréaniciho ¢inidla za vzniku slouéeniny 34 (Obr. 5).5%
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[N HNj Oj:NH HNj [NH[N>
L

O N

(32) (33) (34)

Obrazek 5: Priklady 1,4 chranéni cyklamu

3.1.2. Chranéni v poloze 1,8

Pro pfipravu 1,8-regioizomera bylo vyvinuto nékolik rozdilnych zplisobii chranéni. Prvni
Zznich spocivd viizené tosylaci, ktera za vhodné zvolenych podminek vede
k 1,8-regioselektivnimu produktu.®®! Nevyhodou této metody je nutnost velmi tvrdych
podminek pii nasledném odchranéni.

Dalsi cesta k 1,8-difunkcionalizovanym derivatim vede pies 2,9-dioxocyklam (7) (Obr. 2).
Amidoskupiny totiZ nejsou za béznych podminek substituovatelné. Elektrofilni reagenty proto
selektivné reaguji s atomy dusiku aminoskupin. Tento pfistup zvolili Tomalia et al., ktefi
cyklizaci methylakrylatu s ethylendiaminem pfipravili 2,9-dioxocyklam (7), ktery lze po
substituci v polohach 1,8 redukovat s pomoci jemnych redukénich ¢inidel (BH3 ' THF), diky
demuz je mozné zavadét i citlivéjsi funkéni skupiny.[®’]

Velmi zajimavym zptsobem chranéni je vyuziti bis(aminalu) se dvéma methylenovymi
mustky (35) (Obr. 6), ktery lze ptipravit reakci cyklamu (5) v dichlormethanu za refluxu
s NaOH B8 nebo reakei cyklamu s vodnym roztokem formaldehydu za laboratorni teploty.[l

Obdobou tohoto zpusobu je pouziti cis-bis(aminalu) s glyoxalovym mustkem (36)
(Obr. 6), jenz vznika reakci cyklamu (5) s glyoxalem v acetonitrilu. 9 (,cis* uréuje
vzajemnou polohu vodikovych atoml glyoxalaminalového mustku). Alkylace vyuzivajici
tohoto mustku je velmi regioselektivni. Bis-kvarternizace je totiZ moZzna ze sterickych a
nabojovych divodli pouze do poloh trans. Odstépeni mistku je provadéno pii laboratorni

teploté michanim s 10% vodnym roztokem NaOH po nékolik hodin.

C7) )
Y

(35) (36)

Obrazek 6: Priklady 1,8 chranéni cyklamu
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3.1.3. Chranéni v poloze 1,11

Chranéni cyklamu v poloze 1,11 je ze vSech tii moznych izomerl nejproblematictéjsi.
Dosud bylo publikovano jen velmi malo praci, které tohoto chranéni vyuzivaji. Dvé
nejdualezitéjsi jsou shrnuty ve Schématu 1. Jako prvni moznost chranéni Ize uvést zavedeni
methylenového mastku pomoci dichlormethanu a (N,N-diethylamino)tributylstannanu (37).[44

Druhou moznosti, uzitou vtéto bakalarské praci, je pouziti dimethylacetalu
(N,N-dimethyl)formamidu, ktery reaguje s cyklamem za vzniku formamidiniové soli (1).[4%
Dalsim krokem syntéz vyuzivajicich tato chranéni byva typicky substituce volnych
aminovych dusiki benzylovymi skupinami nebo skupinou t-butyloxykarbonylovou (Boc)

a nasledné odbourani ptivodniho malo stabilniho mustku.[*24%]

-, ;

NH HN CH,Cl, NH HN

(o 2onee (]

pd
I
I
2
2
2

) (37)

; -,

NH HN NH HN

[ j DMFDMA H j )
)

N

(®) O]

Schéma 1: Mozné zpusoby 1,11 chranéni cyklamu

-19 -



3.2. Cil bakalarské prace

Cilem této bakalarskeé prace je:

e Optimalizovat postup piipravy latky Il tak, aby mohla byt pouzita v definované
formé pro dalsi syntézy

e Nalézt zptsob ptipravy latky VI

() G
Ofics o

v (HO),0P—" v N\—PO(OH),

an V1)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Seznam pouZzitych chemikalii”

benzylbromid, 96%0 .........cccvveieiece e Aldrich

CYKIAM, CTSTY .o pfipraveno star$imi kolegy

podle literatury!3
dimethylformamid dimethylacetal (DMFDMA), 95% ............... Acros Organics
hydrogenuhlicitan sodny
hydroxid sodny, cisty

hydrid VAPeNnaty, Cisty.......ccuviiiiiiiiiiiieii e Fluka
kyselina bromovodikova, 48% vodny roztok .............cc.cccccuuenne. Penta
kyselina chlorovodikova, 36% vodny roztok................c..cc....... Penta
KYSEIINA OCTOVA ...t Penta

ninhydrin, 0,5% ethanolicky roztok

PU/C, L0%0...c.eeuieeecieiieieie ettt sne s Aldrich
paraformaldehyd, odfiltrovany ze starych roztoki formalinu
triethylfosfit, 95%0......ccccveiiiiece e Fluka

uhli¢itan draselny
uhlic¢itan vapenaty

VOAIK, 3.0 i Linde

Pouzitd rozpoustédla:

ACELONITIT ... Penta
amoniak, 25% vodny roztok ... Penta
IEthYIEthEr ..o Penta
ethanol denaturovany .........cccccooveiiiiienii s lihovar Kolin
ChIOFOTOIM .. Penta

voda, dCIONIZOVANA........ccuvviieeciiiee et e e et PiF UK

* Neni-li uvedeno jinak, chemikalie jsou od firmy Lachema (Lach Ner) v Cistoté p.a.
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Pouzitd deuterovand rozpousteédla:
D20, 99,95 90 .oooee it Chemotrade
CDCI3, 99,8 %0....eeueiiiieiieee et Aldrich

4.2. Metody charakterizace

4.2.1. Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Méteni spekter 'H, 3C a 3P bylo provedeno na pfistrojich Varian’N'™ INOVA 400
(PTF UK) a VNMRS300 (PiF UK). Rezonan¢ni frekvence a standardy pro referenci jsou
uvedeny v Tabulce 3. VSechny uvadéné hodnoty chemickych posund & jsou v jednotkach
ppm, interakéni konstanty J v Hz. Hodnoty chemickych posunti jsou uvadény u *H na dvé

desetinna mista, posuny signali *C a 3P na jedno desetinné misto.

Meéfené | Rezonanéni frekvence (MHz)
jadro Standardy
) INOVA 400  NMRS300
H 399,95 209,94 TMS (& = 0,00)
B3¢ 100.6 75.4 TMS (6 = 0,00); CDClz (6 = 77,0)
31p 161,9 121,4 HsPO4 85% ag. (5 = 0,00)

Tabulka 3: Mé&fena jadra, jejich rezonan¢ni frekvence a pouzité standardy NMR

Spektra byla méfena Mgr. Zuzanou Kotkovou, RNDr. Vojtéchem Kubickem, Ph.D.,
RNDr. Janem Plutnarem, Ph.D., Bc. Jakubem Sime&kem nebo Mgr. Tomasem Vithou. Udaje

pro konkrétni méteni jsou uvedeny u prisluSnych latek v syntetické ¢asti.
4.2.2. Hmotnostni spektroskopie (MS)

Hmotnostni spektra byla méfena RNDr. Vojtéchem Kubickem, Ph.D. nebo Mgr. Tomasem
Vithou na pfistroji Bruker ESQUIRE 3000 umoziiujicim ionizaci elektrosprejem
a vybavenym iontovou pasti. Pfi méfeni byla ziskdna spektra kladnych i zapornych iontd.

Uvedeny jsou signaly molekulového iontu, které se podatilo interpretovat.
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4.2.3. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

K tenkovrstvé chromatografii byly pouzity desti¢ky typu Silufol® (Kavalier) se sorbentem
Silpearl (Sirokoporézni silikagel) nanesenym na hlinikové folii se Skrobem jako pojivem.
Ptislusné mobilni faze jsou uvedeny u jednotlivych latek individualné. Detekce byla

provadéna 0,5% ethanolickym roztokem ninhydrinu.

4.2.4. Elementarni analyza

Obsah uhliku, vodiku, dusiku a chloru byl stanovovan Mgr. Romanou Svitdkovou
v Ustavu makromolekularni chemie AVCR v Praze na automatickém analyzatoru Perkin

Elmer 2400. VSechny uvedené hodnoty jsou v hmotnostnich procentech.
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4.3. Syntéza vychozich latek a ligandi

Slouceniny, které byly cilem této bakalarské prace, jsou uvedeny ve Schématu 2
a znaceny v celém textu fimskymi Cislicemi.

'\m ’\m 2 ekv. BnBrQ? N/j_®

[ j DMFDMA [ j
w\] CHC's )\ K,CO3, MeCN N N

(5) (l) (1

=)

P

ag.

@?ﬂ?@ P(OEt)3 + (CH,0), @ m @

CHCI3

N N NH HN
(Et0),0P—" v —PO(OEt), v

(V) (i

AT J NaOH

Z
Z

AT \ HCl
aq.
@m@ Pd/C, H, NH HN
[N j H,0 + AcOH (1:1) [ j
N
(HO),0P—" L “—PO(OH), (HO),0P—" v N\—PO(OH),
(V) vn

Schéma 2: Schéma syntézy ligandu VI

V nize uvedeném textu se pod pojmem ,,odpafeni rozumi odpatfeni na rota¢ni vakuové
odparce (RVO). Teplota lazné se lisila v zavislosti na odpafovaném rozpoustédle. Orientacni

teploty lazné jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tabulka 4: Orientac¢ni teplota lazné¢ RVO pro rizné druhy rozpoustédel

Rozpoustédlo teplota lazné (°C)
Et.O 40

CHCl3 45
Reakéni smés obsahujici H.O 60
Ostatni pouzita rozpoustédla 50-55

Pojmem ,,amoniak (NH3)“ je v nasledujicim textu pouzit jako oznafeni pro jeho 25%
vodny roztok. Pojmem ,.teplota® je myslena teplota olejové 1lazné, ve které byla banka reakéni

smés ponofena.

4.3.1. Priprava latky I

;

NH HN NH HN

(o e (1)
~ U

(5) m

Cyklam (5) (2,0 g, 10,0 mmol) byl pfeveden do 50 ml banky a poté k nému byl pfidan
CHCI3 (5 ml, bezvody) a DMFDMA (95%, 1,30 g, 1,0 ekv.). Na barnku byl nasazen zpétny
chladi¢ se susici trubickou s CaClz. Reakéni smés byla postupné zahiivana za stalého michani
na olejové lazni. Pti teploté 80 °C doslo k rozpusténi doposud pevného cyklamu (5) na Zlutou
kapalinu. Teplota byla poté zvySena na 85 °C a smés nechdna za mirného varu reagovat pies
noc.

Druhy den byl pfidan dalsi DMFDMA (0,25 g, 0,2 ekv.) a smés byla ponechana do dalsiho
dne pfi teploté¢ 80 °C doreagovat. Nasledujicitho dne byla aparatura se smési ochlazena na
50 °C a za stalého michani opatrné pfipojena pies chladi¢ zdbrusem na vakuovou pumpu.
(Odpatovani je tfeba provadét v digestofi, s nasazenym ochrannym Stitem, nebot’ hrozi
zvySené riziko imploze!) Po odpafeni nadbytecnych rozpoustédel se reakéni smés v podobé
zlutohnédé viskozni kapaliny pfeménila na hnédooranZzovou pevnou hmotu. Odpatfovani bylo
ukonceno v okamziku, kdy ve smési zatuhlo magnetické michadlo. Po vychladnuti byl pfidan
MeCN (15 ml, bezvody) a v ném byla smés 1 h refluxovana pod zpétnym chladicem a poté

nechéna pies noc odstat. Z roztoku byl poté odfiltrovan vysrazeny nezreagovany cyklam (5)

-25-



(0,05 g). Filtrat byl odpaten na RVO do sucha. Bylo ziskano 1,95 g produktu (92 % t.v.) ve
form¢ hygroskopického medové hnédého viskdézniho oleje, ktery byl ihned pouzit jako

vychozi latka pro dalsi reakci.

Charakterizace:

MS: 211,1 ([M]*)

4.3.2. Piiprava latky 11

[NH HN] 2 ekv. BnBr [N H Nj
)\ K2003 MeCN N)I\N
(I) (1

Klatce 1 (1,959, 9,2 mmol) v 50 ml bance byl ptidan MeCN (15 ml) a benzylbromid
(3,47 g, 2,2 ekv.). Po rozpusténi byl pfisypan ve velkém nadbytku K>COs (12,8 g, 10 ekv.).
Smés byla 2 dny michdna za laboratorni teploty. Stupen konverze byl pribézné kontrolovan
pomoci MS. Po uplném doreagovani byla reakéni smés rozpusténa v EtOH a filtraci pies
jemnou fritu zbavena zbytkll uhli¢itanu. Naslednym odpatfenim byly odstranény zbytky
vétSiny pfitomnych rozpoustédel. Produkt byl izolovan jako oranZovohnédy viskézni olej

0 hmotnosti 2,93 g (81 % t.v.).

Charakterizace:

MS: 391,3 ([M]")
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4.3.3. Priprava latky 111
CricO | 0=
L _A

NaOHag. v

(1 (1)

N-5 N

K latce 11 ve 250ml bance byl za laboratorni teploty piidan EtOH (25 ml) a po rozpusténi
za intenzivniho michani a chlazeni postupné i vodny roztok NaOH (25 ml, 10Mm). Po nékolika
minutdch bylo k reak¢éni smési pfilito presné tolik H2O, aby se spojila vznikla organicka
avodna faze. Reakéni smés byla intenzivné michdna za laboratorni teploty pies vikend
k zajisténi kompletni hydrolyzy zbytkli benzylbromidu.

Po dvou dnech michani byla smés postavena na olejovou lazeii a pod zpétnym chladiCem
za stalého michani intenzivné zahtivana pres noc (16 h). Nasledujici den byla reakéni smés
po ochlazeni vytfepdna CHCIl3 (3x30 ml) a odpafena do sucha. (Prvni frakce je kvuli
pritomnému EtOH leh¢i, nez roztok hydroxidu.) Odparek byl znovu rozpustén v CHCIs (30
ml) a poté vytfepan vodnym roztokem NaOH (50 ml, 5%) za ucelem odstranéni zbytki soli.
Opétovnym odpafenim byl ziskdn hnédozlaty viskozni olej, ktery byl piecistén pomoci
chromatografie na koloné SiO2 (3x20 cm). Jako mobilni faze byla pouzita smé€s NH3:EtOH s
gradientem (1:20-1:5). (Produkt byl eluovan z kolony pti poméru 1:10)

Izolovany produkt 111 byl pfeveden do 250 ml banky, rozpustén ve vodné HCI (15%) a
odpaten do sucha. Poté byl opét rozpustén v minimalnim mnozstvi H2O a postupné vysrazen
pfidavanim acetonu jako hydrochlorid ve formé bilé, mikrokrystalické sraZeniny. SraZenina
hydrochloridu 11l byla odsata na jemné frit¢ avysuSena v exsikatoru evakuovaném

membranovou pumpou nad P2Os. Bylo ziskano 1,52 g (36,7 % t.v.) hydrochloridu latky I11.
Charakterizace:

MS: 381,3 ([M+H]")

TLC: mobilni faze: NH3:EtOH (1:10), Rf = 0,48

Elementarni analyza: nalezeno (vypocteno) pro 111-4 HCI-1,5 H20, C24H43CI4sN4O1 5
C 52,82 (52,08), H 7,71 (7,83), N 10,27 (10,12), Cl 25,71 (25,62)
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4.3.4. Priprava latky IV

@m@ @m@

P(OEt); + (CH,0),
—_—
NH HN CHCI,

N N
(Et0),0P—" v \—PO(OE),

(1) (V)

Latka 111 (1,3 g, 3,4 mmol) v 50 ml baice byla rozpusténa v CHCIz (2 ml) a po pfidani
triethylfosfitu (5,7 g, 10 ekv.) byl ke smési pfidan pevny paraformaldehyd (0,3 g, 3 ekv.).
Smés byla michana 3 dny pii 60 °C. Poté byla na 2 dny teplota zvySena na 65 °C.

Po ochlazeni byla reakéni smés ziedéna 5 ml EtOH a ptefiltrovana pies fritu S3. Pevné
zbytky formaldehydu zachycené na frit¢ byly promyty malym mnoZstvim EtOH. Filtrat byl
nanesen na kolonu se silnym kationtovym iontoméni¢em (Dowex 50) v H*-cyklu. Kolona
byla vyplachnuta velkym mnozstvim (cca 500 ml) smési H,O:EtOH (1:1). Produkt byl
z kolony vymyt roztokem NHsz:EtOH (1:5). Po odpateni roztoku obsahujiciho smés produktt
na RVO byla provedena sloupcova chromatografie na kolon¢ SiO2 (3%20 c¢cm). Jako mobilni
faze byla pouzita smés NH3:EtOH s gradientem (1:25-1:8). Produkt 1V byl eluovan z kolony
pii poméru 1:15 a byl izolovan ve formé zlatohnédého oleje o hmotnosti 0,65 g (28 % t.v.),

ktery byl ihned pouzit pro nasledujici reakci.
Charakterizace:

MS: 381,3 ([M+H]")
LC: mobilni faze: NH3:EtOH (1:10), Rf = 0,75 \6 9 10

. . . . - 5
' ' \ 7 8
IH-NMR (CDCls): 1,1-1,2 (H14, t, 12H, 3Jun = 6,8); @m@ H
' 4
1,5-1,7 (H1, H6, m, 4H); 2,39 (H2, t, 4H); 2,50 (H5, ; j3
3 N N9
t, 4H, 3Juu = 6,0); 2,7-2,8 (H3, H4, H12, m, 12H); (Eto)zop_/wxmp OCH,CH,
3,46 (H7, s, 4H,); 3,98 (H13, pseudo p., 8H, 3Jun = BO 1w
3Jnp = 7,2); 7,1-7,3 (H9, H10, H11, m, 10H) (Iv)

13C-NMR: 16,4 (C14, d, 4C, 3Jcp = 5,7); 23,5 (C6, s, 1C); 24,0 (C1, s, 1C); 50,0 (C12, d,
2C, Lep = 109,4); 50,3 (C4, s, 2C); 50,9 (C5, s, 2C); 51,5 (C2, d, 2C, 3Jcp = 6,8); 52,5 (C3,
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d, 2C, 3Jcp = 7,6); 59,0 (C7, s, 2C); 61,7 (C13, d, 4C, 2Jcp = 6,8); 126,7 (C11, s, 2C); 128,0
(C9, s, 4C); 128,9 (C10, s, 4C); 139,4 (C8, s, 2C);

3IP_.NMR: (CDCl3): 26,61 (s)

$1IP-NMR{'H }: (CDCls): 26,61 (m, 2Jup = 8,4)

4.3.5. Piiprava latky V

AT
_—
HCl aq.
(Et0),0P—" v N\—PO(OE) (HO),0P—" v N\—PO(OH)
2 2 2 2
(1v) V)

Reaktant IV byl rozpustén ve 100 ml vodné 15% HCI a kvantitativné pteveden do 250ml
banky. Smés byla 2 dny refluxovéana pod zpétnym chladi€em. Poté byla odpafena do sucha,
opé€t rozpusSténa ve 100 ml vodné 15% HCI a ponechdna ptes noc refluxovat pod zpétnym
chladi¢em.

Reakéni smés byla odpafena na RVO a zbytek byl nanesen na kolonu s kationtovym
iontoméni¢em v H*-cyklu (Dowex 50). Kolona byla promyta roztokem H,O:EtOH (1:1).
Zachyceny produkt byl z kolony vymyt roztokem NH3z:EtOH:H.0 (2:5:5), odpaien na RVO a
1zolovan ve formé naZloutlého oleje.

K produktu V byla pfidana vodna HCI (4 ml, konc.) a EtOH (35 ml). Smés byla michana 5
dni za laboratorni teploty. Vzniklé bilé mikrokrystalky hydrochloridu slou¢eniny V byly na
jemné frit¢ odfiltrovany z roztoku a poté ponechdny vyschnout v exsikdtoru nad P20s.

Hmotnost hydrochloridu produktu V po vysuseni ¢inila 0,31 g.

Charakterizace:

MS: 567,3 ([M-H])

s 10 11
'H-NMR: (D0, ref. = t-BuOH = 1,25): 2,05 (H1, t, 2H, @ mS/EQQ
N « N
)

3Jun = 6,4); 2,23 (H6, t, 2H, 3Jun = 6,8); 3,14 (H7, d, 4H,

2Jwp = 12,0); 3,1-3,4 (H2, H5, m, 8H); 3,4-3,7 (H3, H4, N N3
il ) ( ) ( (HO),0P—~ v “-—PO(OH),

2
V1

V)
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m, 8H); 4,41 (H8, s, 2H); 7,4-7,7 (H10, H11, H12, m, 10H)
3IP-NMR: 14,57 (bs)
3IP-NMR{'H }: 14,57 (bs)

4.3.6. Priprava latky VI

[ j H,0 + AcOH (1:1) [ j

N N N N
(HO),0P—" (L \—PO(OH), (HO),0P— L \—PO(OH),

M (V1)

Hydrochlorid ligandu V (0,31 g) byl pifeveden do hruskové barnky a rozpustén v 8 ml smési
ACOH:H20 (1:1). Ke smési bylo ptidano palladium na aktivnim uhli (12,5 mg, 10%). Po
pfidani michadla byl vzduch z baniky odstranén vyplachnutim argonem a na jeji hrdlo byl
ptipojen balonek naplnény H>. Reakéni smés byla 2 dny intenzivné michana ve vodikové
atmosféie a poté bylo aktivniho uhli odstranéno prefiltrovanim smési ptes jemnou fritu.

Po odpateni smési na RVO byl produkt rozpustén v HO a nanesen na silny kationtovy
iontoméni¢ v H*-cyklu (Dowex 50) a poté promyt vét§im mnozstvim H20. Zachyceny
produkt byl z kolony vymyt smési NH3:H2O (1:5). Produkt VI byl piecistén chromatografii
na kolonég slabého kationtového iontoménice v H™-cyklu (Amberlit 50) (3x25 c¢m) eluci H.0
a nasledn¢ izolovan ve formé zlutého oleje o hmotnosti 0,10 g (49 % t.v.).

Produkt VI jako volnou kyselinu v krystalické podobé¢ se pripravit pres veskerou snahu
nepodafilo. Lze jej vSak pomémé snadno izolovat jako hydrochlorid nebo hydrobromid
v podobé jemnych dendritickych krystali vysrazenim jeho smési svodnou Kkyselinou

chlorovodikovou, resp. bromovodikovou ptidavkem nadbytku lihu.

Charakterizace:

MS: 389,1 ([M+HT") '
TLC: mobilni faze: i-PrOH:NHa:H.0 (7:3:3), Rs = 0,30 NHQHNS
1H-NMR: (D0, ref. = t-BuOH = 1,25): 1,95 (H1, p, 2H, [ § j“

31— R Q) 31— a0 NN ®
Jun = 6,0); 2,04 (H6, p, 2H, *Jun = 6,0); 2,96 (H7, p, 4H, (Ho)zop—/w%PO(OH)z
23p = 11,4); 3,0-3,3 (H2, H3, H4, H5, m, 16H) 12

(V)

-30 -



$1IP_NMR: (D20): 16,27 (s)
SIP-NMR{H }: (D20): 16,27 (5)

5. Diskuze

Slouceniny, které byly piipraveny béhem tohoto bakalatrského studia, jsou vcetné

naznaceného zplisobu pfipravy uvedeny v orientacnim Schématu 2.

[ j DMFDMA j 2 ekv. BnBr
CHC|3 )\

NH HN KZCO3 MeCN N N

S U

(5) M (1)

2

ag.

@ (\ /_Q P(OEt)3+ (CH,0), @?mﬁ@

CHCI3

N N NH HN
(Et0),0P—" v \—PO(OE), v

(1v) (1)
ag.

[ j H,O + AcOH (1:1) [ j
N N N N

(Ho),0P—" (L \—PO(OH), (HO),0P—" (L N\—PO(OH),

V) (V1)

AT J NaOH

Schéma 2: Schéma syntézy ligandu VI
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Latky I, 11 a I1l byly pfipravovany podle modifikovaného postupu popsané¢ho v dizertacni
praci P. J. Daviese.[*Yl Jejich identifikace pomoci MS proto byla spise orientaéni a slouzila pro

kontrolu spravného pribéhu jiz diive popsaného zpisobu jejich ptipravy.
5.1.1. Priprava latky I

Pro ptipravu této latky se ukazalo jako zcela klicové pouziti kvalitné¢ vysusenych
rozpoustédel. Pfedchozi pokusy za pouziti béznych rozpoustédel nevedly k pozadovanému
produktu. CHCI3 pouzity v této reakci byl susen podle navodul® pomoci P20s a nasledné
oddestilovan do zabrusové bailkky. MeCN byl dle ndvodu susen pomoci CaHz a poté
oddestilovan do zabrusové baiiky. %]

Nestandardni postup odpafovani nadbytecného rozpoustédla byl zvolen na zdkladé
ptedchozich zkuSenosti s velmi problematickym odpafovanim této viskézni smesi na RVO.
Jeho rizikovost je vyrovnana eleganci této metody, nizS§imi ztratami produktu a zrychlenim
celé piipravy.

Nésledné rozpousténi smési v bezvodém MeCN je provadéno z diivodu nerozpustnosti
vychoziho cyklamu (5) v tomto rozpoustédle. Jednoduchou filtraci je tedy mozno produkt od
nezreagovaného cyklamu (5) snadno oddélit. Vytézek latky | je odhadnut na zékladé
hmotnosti nepfecisténé¢ho produktu, a je proto nadhodnocen. Dle literatury probihd reakce

v mirném nadbytku DMFDMA s vytézkem 75 %.144

5.1.2. Priprava latky I1

Podobné¢ jako v ptedchozi reakei je 1 zde klicové dobré vysuSeni pouzit¢tho MeCN. Zbytky
cyklamu (5) by vtomto kroku vedly k 1,4,8,11-tetrabenzylcyklamu (111b) jako vedlejsimu
produktu. Je tedy nutné jeho zbytky v pfedchozim kroku dikladné odstranit. Benzylbromid je
vhodné pouzit v mirném nadbytku.

Pribéh reakce se da velmi pohodiné sledovat pomoci MS. Po dvou dnech michani jiz
nebyly patrné Zadné jiné signdly, mimo signél vzniklého produktu.

Cisténi a presné zjisténi vytézku reakce je z diivodu chemickych vlastnosti produktu
problematické, a proto nebylo provedeno. Vytézek je stanoven na zékladé¢ hmotnosti Cerstvé

odpatreného produktu I1.
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5.1.3. Priprava latky III

Odbouravani mustku pomoci varu s 10M vodnym NaOH bylo zvoleno na zakladé¢
pfedchozi zkuSenosti s inertnosti mustku vi¢i pisobeni 6M HCIL. Tento zplsob je
komplikovan velmi $patnou rozpustnosti latky 11 ve vodnych roztocich. Je tedy nutno pouzit
smesi EtOH a H20. Presto jevi reakce tendenci probihat pii vysSich teplotach heterogenné ve
dvou fazich.

Z neznamych pficin také za téchto podminek dochazi ke vzniku tri- a tetrabenzylcyklamu.
Tetrabenzylcyklam (111b) byl izolovan ve formé Zlutych krystalk v prvni chromatogafické
frakci po odpateni rozpoustédla a prokazan pomoci TLC, MS a NMR; TLC: mobilni faze:
NH3:EtOH (1:10), R = 1; MS: 561,4 ([M+H]") 'H-NMR: (CDCls): 1,68 (H1, p, 4H, 3Jun =
6,0); 2,4-25 (H2, H3, m, 16H); 3,38 (H4, s, 8H); 7,1-7,2 (H6, H7, H8, m, 20H)
1BC-NMR: (CDCls): 23,7 (C1, s, 2C); 50,4 (C3, s, 4C); 51,4 (C2, s, 4C); 59,4 (C4, s, 4C);
126,6 (C8, s, 8C); 128,0 (C6, s, 8C); 128,9 (C7, s, 8C); 140,0 (C5, s, 4C).

Pro vylouceni vlivu zbytkového benzylbromidu z pfedchozi reakce, byl roztok michan
nejprve dva dny pii laboratorni teplot¢ za ucelem hydrolyzy BnBr a teprve poté tii dny
za intenzivniho varu refluxovan. Pomoci TLC a naslednou izolaci pii chromatografii byl
zjistén také vznik vétSitho mnozstvi vedlejSiho produktu s ne zcela objasnénou strukturou
s predpokladanym strukturnim vzorcem latky Illc. (MS:409,3 ([M+H]"), TLC: mobilni faze:
NH3:EtOH (1:10), Rf = 0,85).

(111b) (111c)
Obrazek 7: Vedlejsi produkty vznikajici pti syntéze latky III

Z dtivodu téchto vedlejsich produktl, ztratdm pii vytiepavani reakéni smési do CHCls,
dvojnasobné chromatografii a nasledné krystalizaci je odhadovany vytézek pouze piiblizné
37 %. Tento krok syntézy se jevi jako problematicky, a proto by bylo vhodné se pokusit

V budoucnu najit vhodnéjsi zplisob odstranéni formamidiniového mustku.
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5.1.4. Priprava latky IV

Pti ptipravé latky IV je pouzita typickd Mannichova reakce v bezvodém prostiedi, ktera
ma za vySSich teplot sklon v pfitomnosti redukujicich ¢inidel probihat jako reduktivni
methylace na atomu dusiku piislugného aminu.[*®! Je proto nutné drZet zpocatku teplotu na
60 °C, pfi které jest¢ neni pfeména na tento vedlejsi produkt preferovana a reakce pfi ni jiz
probiha dostate¢nou rychlosti. Pomoci NMR bylo zji§téno, ze reakce probiha do prvniho
stupné pomérn¢ rychle. Pfi navazani druhé methylfosfonové skupiny vSak dochazi
k vyraznému zpomaleni.

Byla také zjisténa zavislost prubéhu reakce na druhu pouzitého paraformaldehydu. Jako

vhodny se ukézal paraformaldehyd odfiltrovany ze starych roztokt formalinu.

5.1.5. Priprava latky V

Hydrolyza ethylesterti derivatu IV na volnou kyselinu probiha za varu v prostfedi vodné
HCI (15%) pomérné rychle. Z diivodu posunuti reakéni rovnovahy ve prospéch produktu byla
reakéni smés zbavena EtOH uvolnéného v pribéhu hydrolyzy odpafenim na RVO a
opétovnym rozpusténim v nové HCl. Samotna izolace hydrochloridu latky V je relativné

pomala a nejspiSe neprobihd zcela kvantitativné.

5.1.6. Priprava latky VI

Pro debenzylaci byla zvolena vSeobecné pouzivana pfiméa hydrogenace za atmosférického
tlaku. Debenzylace je provadéna v hruskovité baice s velkou plochou hladiny z divodu
zvySeni rychlosti prestupu Hz do roztoku. Ze stejného divodu je do roztoku pridavana
I kyselina octova. Pribéh reakce 1ze snadno sledovat pomoci TLC nebo NMR.

Oproti vyraznym komplikacim pfi debenzylaci 1,4 regioizomerul® probiha debenzylace
latky V pomérné snadno s relativné vysokym vytézkem. K menSim ztrdtdm dochazi az pfi
findlnim C¢iSténi produktu VI pomoci silného a slabého kationtového iontoménice a pii

nasledné izolaci ve formé& hydrochloridu.
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0. Zavér

V ramci této bakalaiské prace:
e Bylo piipraveno 6 latek, z toho 3 zcela nové
e Byla optimalizovéna pfiprava a izolace latky 111 v podob¢ vhodné pro dalsi reakce
e Byla nalezena synteticka cesta k latce VI, poslednimu doposud nepiipravenému

regioizomeru latky Hate2p

0 Gl
Oics

v (HO),0P—" v \—PO(OH),

an V1)
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7. Seznam zkratek

DIPY .o 2,2"-bipyridin

ACOH ... kyselina octova

7] = benzylbromid

BOC oo terc-butyloxykarbonyl

BTS. e bis(thiosemikarbazony)

BU3SNNEL3......ccoiieiiieie, (N,N-diethylamino)tributylstannan

DMFDMA ..., dimethylacetal (N,N-dimethyl)formamidu

BN e ethylendiamin

EtOH...i ethanol

EZ elektronovy zachyt

GIT o, gastrointestinalni trakt

I-PTOH L propan-2-ol

KEV i kiloelektronvolt (1 eV = 1,602 176 53-107"% J)

LFSE ..o ligand field stabilisation energy
(stabilizacni energie ligandového pole)

MCi e milicurie (1 mCi = 3,7-10" ,,rozpadi* s )

MeCN ..o acetonitril

MS hmotnostni spektrometrie

NMR ..o, nukledrni magnetické rezonance

PET oo positron emission tomography

(pozitronova emisni tomografie)

Rfreee i retardacni faktor
RVO .o, rotacni vakuova odparka
SPECT ..o, single photon emission computed tomography

(jednofotonova emisni pocitacova tomografie)

e polocas rozpadu
t-BUOH ..., 2-methylpropan-2-ol
TLC o, thin layer chromatography

(chromatografie na tenké vrstve)

LV teoreticky vytézek
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Dé&kuji vSem, kteti byli ochotni si tuto praci piecist a opravit mnoZzstvi chyb v ni pfitomnych.
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