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ABSTRAKT

V ramci této prace byl ptipraven fosfonatovy a dva fosfinatové derivaty dipicolylaminu.
Byly stanoveny protoniza¢ni konstanty pfipravenych ligandt prostfednictvim potencio-
metrickych a NMR titraci. Koordina¢ni chovani latek bylo studovdno kombinaci
potenciometrie a spektrofotometrie v UV—VIS oblasti. Jejich prostiednictvim byly
vypodteny konstanty stability s vybranymi ionty pfechodnych kovii — Cu®’, Ni*" a Zn*"
a ionty kovil alkalickych zemin — Ca*", Mg®". Byly piipraveny monokrystaly latek, coz

umoznilo studium jejich acidobazického a komplexotvorného chovani v pevné fazi.
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ABSTRACT

The Diploma Thesis deals with preparation of one phoshonate and two phospinate
derivatives of dipicolylamine. Dissociation constants of prepared ligands were
determined by potentiometric and NMR titration. Coordination properties
of the compounds were studied by combination of potentiometry and UV-VIS
spectrophotometry. Stability constants of complexes with selected transition metal ions
(Cu**, Ni*" a Zn*") and alkali-earth metals ions (Ca*", Mg*") were calculated. Acid-base
and coordination properties in the solid state were studied by X-ray diffraction

on single-crystals.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU
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ADP
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nukledrni magnetické rezonance
kyselina hyaluronova
flavinadenindinukleotid
flavinadeninmononukleotid
adenosinmonofosfat
thymidintrifosfat

Forsteriiv rezonanéni pfenos energie
tomografie magnetické rezonance
pozitronova emisni tomografie
jednofotonova emisni tomografie
peptidové nukleova kyselina
hmotnostni spektrometrie
ionizace elektrosprejem
tenkovrstva chromatografie
elementérni analyza
rentgenostrukturni analyza
vysokoucinna kapalinova chromatografie
kov

ligand

celkova konstanta stability
iontovy soucin vody

standardni elektrodovy potencial



Ja
JB

ACN
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TFA

elektrodovy potencial
kysela odchylka elektrody
zésadita odchylka elektrody
Nernstova smérnice
acetonitril
dimethylacetamid

kyselina triflouroctova



1 UVOD

1.1 LIGANDY OBSAHUJICIi DIPICOLYLAMINOVY MOTIV

Dipicolylamin (systematicky N, N-bis(2-pyridylmethyl)amin, zkracen¢ DPA) je
struktura obsahujici tfi atomy dusiku — dva zapojené v aromatickych kruzich a jeden
alifaticky, sekundarni (Obr. 1.1). Pfiprava této latky byla poprvé publikovana v 70. letech'?,
kdy byly také zkoumény jeji acidobazické vlastnosti (stanové hodnoty pK, byly pozdéji
upravovany). Diky donorovym atomtim dusiku vykazuje tato molekula koordinacni vlastnosti
tridentatniho ligandu, ktery tvofi stabilni komplexy s fadou kovil. Zpocatku byl pfedmétem
zajmu predevsim popis téchto komplext a nékterych zvlastnosti s tim spojenych.
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Obr. 1.1 Struktura 2,2 -dipicolylaminu.

Studovan byl ku piikladu komplex DPA s Co”" ionty, ktery bez piistupu kysliku
pomalu méni barvu v disledku tvorby polymernich struktur. V nich jsou ionty kovil jinak
stabilizacné vazany nez v ptivodné vzniklych dimernich j ednotkach.’ Byl pfipraven a popsan
komplex, v némz je DPA koordinovan s dvoumocnou médi dokonce dvéma strukturdlné
odlisnymi zptisoby. V ramci jedné jednotky tak vznikd jak hexakoordinovany komplex
vytvarejici pseudooktaedralni geometrii, tak pentakoordinovany komplex majici konfiguraci
tetragonalni pyramidy.* Védci se vénovali popisu komplexii tohoto charakteru zaloZzenych
na DPA ligandu a Cu”" iontech s variaci aniontovych &astic’ s tmyslem priblizit se
proteinovému prostiedi enzymu obsahujicich Cu®” ionty.*"*

Pozd¢ji, kdyz uz byla znama struktura mnohych komplexi DPA, se intenzivné zacalo
studovat jejich biomedicinské a analytické uplatnéni. Zajem o ptipravu a krystalografickou
analyzu komplexti derivati DPA a sofistikovanéj$ich koordina¢nich systémi obsahujicich
motiv DPA s riznymi ionty kovi (Cu a Zn,”'"'"'* Ru a Mo,"” Ni,'*"" Re,'® Pd a Pt'")

a studium jejich chovani a vlastnosti vSak neustéaval.



Aplikacni potencial komplext DPA

Ukézalo se, 7e komplex Cu®" iontli se dvéma typy ligandd, z nichz jeden je DPA
a druhy methylderivat 1,10-fenantrolinu, je schopen interkalovat do DNA a vykazovat
tzv. nukledzovou aktivitu, tedy selektivné Stépit DNA, prostfednictvim svych redoxnich
vlastnosti (produkci kyslikového radikalu). Tento model Ize vyuzit pro cileny design
farmaceutik.'®"

Komplexy DPA se Zn*" a Ni*" ionty nalezly uplatnéni v chelata¢ni afinitni
chromatografii vyuzivané k separaci a CiSténi proteinti. Tato metoda, dnes asi presnéji
pojmenovana jako afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech, je zalozena
na vzajemné interakci biopolymeru v roztoku s ionty vazanymi na pevné fazi (gelu).”**'**

Dipicolylamin byl také vyuzit jako chelatant Mn®" iontd v oblasti hledani
alternativnich obnovitelnych zdroji energie. Zde se setkavame s klicovou otazkou, jak
pfeménit energii slune¢niho zafeni na energii chemickou, kterou by bylo mozné skladovat.
Pti hledani teseni bylo tfeba imitovat uréité komponenty fotosystému II vyskytujiciho se
piirozené¢ v zelenych rostlindch, v némz dochazi k dimyslnému pfenosu elektronu
z manganového klastru az na molekulu kysliku. Chlorofyl byl nahrazen rutheniovym
komplexem s bipyridinovymi ligandy a studovalo se, jak nejlépe imitovat komplex
obsahujici Mn”*" ionty, odkud elektron systémem putuje. Zavedeni dipicolylaminovych
ramen, jakozto bazického substituentu schopného vytvaret silné intramolekularni vodikové
vazby a podilet se na koordinaci Mn®" iontii na vyuZzivany tyrosinovy analog, urychli
pfenos elektronu v porovnani s nesubstituovanym analogem volenym v predeslych

experimentech (Obr. 1,2)_23,24,25



COOEt

Obr. 1.2 Schématické znazornéni struktury imitujici Mn*" klastr fotosystému II.

DPA byl rovnéz testovan jako koordinujici funkéni skupina vézand na adsorbent
na bazi agarozy uréeny k prekoncentraci a separaci Cr'” a Cr’* ionttl z vody. Z vyzkumu
ovsem vyplynulo, Ze pro tyto ucely Ize vybrat vhodngjsi chelataéni struktury.”® O mnoho let
pozd¢ji vyslo najevo, Ze DPA jakozto chelatant ma v environmentalni analyze své misto, a to
ve struktute fluorescencniho senzoru uréeného k detekci a odstranovani tfi toxickych
polutanti — Cd*", Hg*" and Pb*".?’

Bezesporu nejbohatsi zdjem vzbudila schopnost DPA struktury silné¢ koordinovat
Zn*" ionty, ktera se stala pfedmétem z4jmu mnoha vyzkumnych skupin a jevila se slibnou

pro §iroké spektrum aplikaci.*®

Detekce biologicky vyznamnych skupin latek

Velmi atraktivni oblasti, kde byl design zinecnatého komplexu DPA vyuzit, byl vyvoj
umélych receptorl, u nichZ je obecné snaha o selektivni vazbu peptidové ¢i proteinové
struktury vedouci k modulaci jejich funkce. Miize se jednat napt. o peptidy majici na povrchu
a—helixu specificky lokalizované histidinové zbytky.*’

Vazbou zinecnatého komplexu na fluorofor byl ziskdn prvni umély receptor
(chemosenzor) pro fosforylované peptidy, které jsou velmi vyznamnou cilovou skupinou

mezi biologicky aktivnimi latkami na poli molekuldrniho rozpoznévani. Fosforylace hraje
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ulohu v signalizacnich drahach tady biochemickych dé&jii, nebot’ zavedeni vyrazné nabité
arelativné veliké fosfatové skupiny muze znacné ovlivnit konformaci proteinu, a tim
regulovat jeho lokalizaci, funkci a aktivitu.**!

Pro zvySeni specifity sledované fosforylace se pozd¢ji zacalo s ndvrhem tzv. hybridnich
fluorescencnich biosenzorti, v nichz se chemosenzor vaze pfimo na reaktivni misto proteinu,
o jehoz detekci se jedna a lze tak sledovat fosforylaci/defosforylaci pouze tohoto konkrétniho
proteinu v pfirozeném pozadi jinych fosforylovanych proteinti, které nebyly derivatizovany
chemosenzorem.*

V souvislosti se starnutim lidstva se stava stale atraktivnéjsi vyzkum neuro-
degenerativnich onemocnéni typu Alzheimerovy choroby. Je znamo, ze organismus trpici
touto chorobou vykazuje zvySenou fosforylaci proteini tau zodpovédnych za stabilizaci
mikrotubuli v nervové tkani. Abnormalné¢ fosforylované proteiny nejen Ze neplni svoji
funkci, ale hromadi se v nervové tkdni v podobé nerozpustnych agregati spole¢né
s koagulujicimi a polymerujicimi fragmenty B-amyloidu. Selektivni detekci téchto dvou
znamych markerii by bylo mozné vice porozumét patofyziologii takového onemocnéni.
Za timto ucelem byly vyvinuty molekuldrni sondy umoziujici jejich detekci zalozené
na fluorescenénim zobrazovani &i pozitronové emisni tomografii (PET). Zadna z nich oviem
nedokazala dostate¢né rozli§it oba markery, sonda zalozend na komplexu Zn**~DPA

s fluorescen¢ni znackou typu BODIPY vykazovala silnou a selektivni vazbu na agregované

nadmérmé fosforylované proteiny tau (Obr. 1.3).”

Obr. 1.3 Fluorescencni senzor schopny detekce hyperfosforylovaného proteinu tau

souvisejiciho s Alzheimerovou chorobou.

Nezustalo vSak jen u peptidii a v souvislosti s motivem DPA se zacaly testovat
také senzory na fosfolipidy. Pfi programované bunécné smrti bunky dochazi k tadé

morfologickych a biochemickych ptemén a jejich v€asné zachyceni mlze sehrat vyznamnou
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roli v detekci zdvaznych chorob i v protinddorové terapii. Koncept spociva v tom, ze
fosfolipidy jsou v membranové dvojvrstvé buiiky rozlozeny asymetricky a jejich lokalizace
u zivé a apoptotické buiiky je odlisnd. Jednim z vyraznych markerti apoptdzy, a to dokonce
v jejim raném stadiu, je i presun fosfatidylserinu z vnitini strany membrany na vnéjsi.
Takto translokovany fosfatidylserin je piistupny pro navazani fluorescencni znacky a posléze
kvantifikovatelny pritokovou cytometrii ¢i fluorescencni spektroskopii. Nejbéznéjsi
fluorescenc¢ni znackou pro tyto ucely je konjugét proteinu annexin V s fluoresceinem, s nimz
je spojena fada komplikaci. Hledala se proto mala latka neproteinové povahy vykazujici
obdobnou selektivitu a afinitu vici fosfatidylserinu jako annexin V, ktera by 1épe vyhovovala.
Tyto podminky splnil zinecnaty komplex DPA ve spojeni s nékterymi UV—VIS ¢i fluorescenc-
nimi indikatory.>**>?%7% N&které z navrzenych senzori jsou uzpasobeny tak, aby dokazaly
rozeznat ¢asnou a pozdni fazi bunééné apoptdzy. V pokrocilejSich fazich smrti buiiky jsou
tyto senzory schopné proniknout do bun&éného jadra a interagovat s nukleovou kyselinou.”
Koordinaéni sloudeniny na bazi DPA—Zn*" jsou jednim z nejb&ngji pouZivanych
motivll nabizejicich jedno ¢i vice vakantnich koordina¢nich mist k vazbé biologicky
vyznamnych aniontd.** Ve spojeni s antracenem lze vytvofit fluorescenéni chemosenzor
schopny selektivni detekce ATP, které jakozto univerzalni energeticky zdroj celé plejady
pochodti v organismu dokdZe mnohé vypovédét o zkoumaném biologickém systému.*'*
Pozdgji byl k detekci ATP a ADP vyuzit senzor na bazi DPA-Zn”" s naftylimidem, ktery lze
s vyhodou chemicky ,,napojit“ na karboxylovou skupinu za vzniku sukcinimidylesteru beze

ztraty fluorescenénich vlastnosti, coz je velice praktické pro in vivo aplikace (Obr. 1.4).*

Z—Xx

Obr. 1.4 Ptiklad senzoru schopného detekovat endogenni anionty vypovidajici

o fadé¢ biochemickych procest probihajicich v organismu.



Ve spojeni s kumarinovymi derivaty lze docilit fluorescenéni detekce pyrofosfatu (PP;)*
&i anorganického fosfatu (P,)* za plné& fyziologickych podminek. Zadouciho zvyseni
poskytnutého fluorescencniho signélu a selektivity vici PP; v pfitomnosti jinych fosfata jako
ATP, ADP a P; bylo dosazeno zavedenim kyseliny fenylborité umoznujici esterovou vazbu
struktury na pouzitou alizarinovou znacku. Flourescence poskytovana timto uskupenim je

viditelna pouhym okem (Obr. 1.5).%°

Obr. 1.5 Senzor umoznujici selektivni detekci pyrofosfatu.

Stejné selektivity se podafilo dosdhnout i zavedenim kyanonaftalenu®’ a n&kterych
aminokyselin*® do struktury senzoru. Spektralni metody detekce se u senzorti na pyrofosfat
relativné nedévno zadaly kombinovat s elektrochemickymi metodami.* Ukézalo se rovnéz,
ze zapojime-li vhodné do struktury atom fluoru, mizeme po vazbé nckterych biologicky
vyznamnych anionti pozorovat NMR posun signalu jader "’F. Tento efekt ma vyrazné
diskriminaéni charakter ve prospéch pyrofosfatu.”

Pomoci sondy zalozené na DPA—Zn*" je moZno selektivng detekovat flavinadenin-
dinukleotid (FAD) ve vodném roztoku na zdklad¢ fluorescencni emise isoalloxazinového
jadra, a to 1 v pfitomnosti jinych flavinovych derivati. FAD je vyznamnym koenzymem
v fad€¢ metabolickych drah a zdkladni komponentou systému pienosu elektronu
v mitochondriich a chloroplastech. Hraje téz vyznamnou ulohu v likvidaci patogennich
organismi, nebot’ se ucastni redoxniho sledu reakci vedoucich k produkci peroxidu vodiku
a superoxidi v bilych krvinkach zajistujicich imunitni odpovéd’.”' Bylo zjiiténo, Ze neurofily
(jeden z typt bilych krvinek) napadené akutni bakterialni infekci obsahuji méné FAD nez-li
stejné bunky zdravého organismu. Fluorescencni odezva poskytovand samotnym FAD je tak
slaba, ze neexistovala metoda, kterd by tento rozdil objektivné zaznamenala. Inkubaci vzorku

krve zbaveného cervenych krvinek s bis(Zn**~DPA) komplexem a naslednym métenim
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fluorescence prutokovou cytometrii 1ze toxické neurofilni granulocyty u pacientl s infekci
detekovat.>?

Flavinové koenzymy nejsou v organismu syntetizovany de novo, ale jejich zdrojem je
zpétny zachyt riboflavinu, ktery je jejich zakladni stavebni komponentou. Pomoci specifickych
enzyml dochazi nasledné k vzijemnym pieménadm flavini na mitochondridlni membrané.
Zmény v hladinach téchto enzymt jsou spojovany s poruchami rastu, zhorSenym zrakem ci
zéan&tem sliznice jazyka. Podafilo se navrhnout latku obsahujici bis(Zn’*~DPA) komplex,
kterd nejenze projevovala vlastnosti fluorescencniho chemosenzoru, ale zdroveit vykazovala
enzymatickou aktivitu a katalyzovala reakci §t€peni FAD na FMN a AMP.*

Velmi smély projekt, ktery oteviel nové moznosti v oblasti nanomediciny a cilené
terapie nadorovych onemocnéni, bylo spojeni DPA—Zn*" a kyseliny hyaluronové (HA)
navazané na nanocastice. HA obaluje farmaceutikum a jejim navazanim na nanocasticovy
systém je umoznén prostup bunénou membranou. Celé toto uskupeni vykazuje vysokou
specifitu pro tumorové buiiky. Role zine¢natého komplexu spocivd ve vazbé na cilovou

strukturu, kterou je siRNA, piesndji feceno difosfat v jeji struktuie.”

Vyuziti DPA komplexud v biomediciné

Konjugaty obsahujici rizné varianty fluoroforu a néktery z fady dipicolylaminovych
derivati koordinaéné vazany se Zn>" ionty jsou vyuzivany pfi vybéru vhodnych kandidati
na antibiotickou 1é¢bu. Jednim z hodnocenych faktord novych antibiotik je selektivni
rozpoznavani bakterialni membrany oproti sav¢i, télu vlastni. Typicky je toto rozeznavani
provadéno na zaklad¢é rozlozeni lipidii a naboje na povrchu bunééné membrany. Zatimco
plazmatickd membréana sav€ich bun€k je bohatd na zwitteriontovou formu fosfolipidi typu
sfingomyelin a fosfatidylcholin, povrch bakteridlni membrany nabyva spiSe aniontovy
charakter diky velkému mnozstvi negativné nabitych molekul napt. fosfatidylglycerolu
a je vhodny pro vazbu kladn€ nabitého komplexu. Struktury vyuZivanych komplexi jsou
navrzeny tak, aby byly schopné se nejen navazat, ale také membranou proniknout dovnitt
do buiiky.”>”® Kromé klasickych fluorescenénich znagek se pro tyto ugely dobie osvédéily
1 flourescen¢ni znacky v blizké infracervené oblasti32, ,,core-shell“ CdSe/ZnS nano&astice’’
& Au nanodastice™, popularni kvantové tecky. Relativni novinkou je vyuziti rotaxanu,

organické fluorescenéni barvy pattici do skupiny squaraint.™®
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Pozd¢ji se také zacaly vyuZzivat systémy, v nichZz dochazi k pienosu energie mezi
dvéma chromofory tzv. Forster / fluorescence resonance energy transfer (FRET). Takové
systémy jsou schopny detekovat urc¢ité komponenty bunécnych membran gramnegativnich
i grampozitivnich bakterii a odhalit tak bakterialni infekci in vivo.®! U n&kterych testovanych
derivati DPA byla dokonce pozorovana selektivni cytotoxicita pro bakteridlni buiiky oproti
bunkam savéim, a to u grampozitivniho kmene bakterii Staphylococcus aureus, ktery je jiz
rezistentni proti 1é€bé dosud uzivanymi, velmi G¢innymi antibiotiky vankomycin a oxacilin.®*%

Po dlouhych letech vyvoje vyuzili védci své znalosti o schopnostech piipravenych
senzorii rozeznavat bunky podléhajici smrti a stim souvisejici negativni naboj povrchu
membrany a podafilo se piipravit sondu zalozenou na DPA—Zn*", ktera dokazala detekovat
nadorové builkky podléhajici apoptéze v dusledku uzivani cytostatik. Jednalo se o tumor
prostaty a prsu implantovany do zvitat. To by mohlo mit do budoucna velky vyznam k urceni
prognézy protirakovinové 16¢by.%*

DPA motiv se objevil také v senzorech detekujicich sulforylované glykosaminoglykany.
Takové senzory mohou nalézt uplatnéni napt. v kontrole farmaceutickych preparati obsahujicich
heparin, u nichz by krom¢ obsahu u¢innych latek mohly byt zjistény i pfipadné pribuzné
kontaminanty, nebot rizné glykosaminy detekované pomoci tohoto senzoru poskytuji
charakteristickou odezvu.®’

Rada z vySe uvedenych senzori (ne viechny) je zaloZena na pienosu elektronové
excitacni energie mezi donorem a fluoreskujicim akceptorem tzv. Photoinduced electron transfer
v klasickém uspotadani fluorofor—spacer—receptor. Tento format nabyva dvou stavli — on/off,
které se po excitaci fluoroforu projevi naprosto odliSnym chovanim. Stav ,,off ““ zahrnuje zbaveni
se ptebytecni energie pienosem elektronu z receptoru na fluorofor. Ve stavu ,,on“ se receptor
nachézi po vazbé na analyt a je charakterizovan vyzatenim fluorescence po excitaci fluoroforu.*

Védci vyuzili také druhého luminiscen¢niho jevu — fosforescence. Byl pfipraven senzor
na thymidintrifosfat (TTP) se zdmérem monitorovani aktivity thymidylatsyntazy, ktera je velmi
aktivni v rychle rostoucich nadorovych buiikich, v némz se opét objevil motiv DPA—Zn*".
Ve struktutfe senzoru dale figuruje komplex tetraazacyklododekanového skeletu cyclenu se
Zn”" jonty, ktery vykazuje vysokou afinitu k imidovym skupinam nukleotidu. Selektivita
pouze k jednomu typu nukleotidu a vyuziti intramolekularniho energetického pienosu

usnadiiujicimu detekci jsou mozné diky vhodnym chemickym vlastnostem a stérickym

pomérim vytvofenych dal§imi sou¢astmi senzoru (Obr. 1.6).”
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Obr. 1.6 Schématické znazornéni senzoru urceného k selektivnimu rozpoznavani TPP.

V nemalém vyctu uplatnéni zinecnatého komplexu DPA je tieba zminit také tadu
aromatickych sloucenin, v jejichz struktufe tento komplex figuruje a které se ukazaly byti
selektivnimi a silnymi antagonisty CXCR4 receptoru. Ten vyuZivaji urcité typy viru HIV
ke vstupu do bunky, ale je spjaty i s dalSimi vdznymi nemocemi (revmatoidni artritida,
jisté druhy rakoviny, leukemie atd.). Stal se pfedmétem z4jmu ve snaze predchéazet takovymto
nemocem a bojovat s nimi.**-"°

V prib¢hu poslednich 20 let bylo pfipraveno nepfeberné mnozstvi senzort zalozenych
na komplexu DPA—Zn*" umozitujicich detekci biologicky aktivnich cilii. Nabizelo se vysoce

prozkoumané fluorescencni chovani téchto senzori vyuzit tak trochu ,,obracené®, k detekci

. v /4 M <] l
zineénatych iontf.”

1.2 DIPICOLYLAMIN JAKO SENZOR ZINECNATYCH IONTU

Zinek je nepostradatelnou slozkou Zivého organismu, po Zeleze dokonce druhym
nejzastoupengj$im prvkem v organismu z d-bloku periodické soustavy. VétSina zinecnatych
iontl v organismu je soucdsti metaloproteinti, jejichz katalyticka aktivita se vyznamnym
zpiisobem uplatituje v fad procesti probihajicich v lidském organismu.”” Kromé toho viak

existuje zasoba volnych disponibilnich Zn*" iontd, k jejichz sekreci dochazi napiiklad
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v epitelovych buiikach prostaty’’, v B-buiikach a buiikdch exokrinni &asti pankreatu’®,
v butikach slinnych 714z" i v nervovych buiikach’®. V n&kterych tkanich a organech dosahuje
koncentrace zine¢natych iontli az mikro— a milimolarnich koncentraci a jejich hladina
je prisné regulovana. Poruchy homeostdzy Zn®' iontdl indikuji zdvaZna onemocnéni typu
Alzheimerovy choroby, diabetu a nékterych druht rakoviny. Vcasnd detekce muze byt
uZite¢nym nastrojem k lepsi prognodze takovych onemocnéni. Jelikoz Zn®" vykazujici d'
konfiguraci nejsou spektrofotometricky stanovitelné, byly piivodni metody jejich stanoveni
omezené na invazivni histologické procedury, pfi nichz dochazi ke vzniku ireverzibilnich
precipitat zine¢natych komplext, vyuzitelné prakticky pouze po smrti pacienta.

Velky pralom pfineslo zavedeni fluorescencnich senzortt schopnych selektivné
a reverzibilng detekovat Zn>" ionty v zivych buiikach. Nabizi se fada latek, které mohou byt
inkorporovany jako fluorofor do konstrukce takového senzoru. Velice dobie se osveédCily
derivaty kumarinu a iminokumarinu’’, mohutn& pouzivany antracen’, ale také tfeba méné
obvykly fluorofor benzoresorufin.*” Ligandii, které by bylo mozné vyuzit k vazb& zine¢natého
kationtu, zdaleka tolik neni. Problémem je vétSinou nizka iontova selektivita. Siroce
pouzivanym motivem pii navrhovani takovych struktur je DPA, a to diky vysoké afinité
a selektivité va¢i Zn>" iontim oproti fyziologicky se v organismu vyskytujicim kationtiim
kovu alkalickych zemin. Prvni generaci téchto senzorii pfedstavovala Zinpyr rodina
chemosenzori zalozena na fluoresceinu (Obr. 1.7).”* Tyto latky disponovaly mnoha dal§imi
pfiznivymi vlastnostmi, jakymi jsou rozpustnost ve vodé a prostupnost bunéénou membranou,

bohuzel poskytovana fluorescence byla znacné omezend vlivem protonizace aminoskupin DPA

za fyziologického pH.
/ -
1.
7 | NN 7 |
X
N N
X=Cl, H, F
Y=H, F, Cl, Br

Obr. 1.7 Obecna struktura Zinpyr senzoru (s variaci substituenti)

vykazujicich vysokou afinitu k volnym Zn** iontim.

17



Pivodné volenou strategii, jak tomuto problému predchéazet, byla substituce DPA
methylovymi, benzylovymi, thioetherovymi a dalSimi skupinami, kterd ovSem znamenala
snizeni afinity takové molekuly k Zn*" iontim. Velmi vyhodnou moznosti, jak toto fesit, se
ukdzala byt vyména chelatacni slozky 2,2'-DPA za 2,4'-DPA, ktery sice vykazuje nizsi
afinitu k Zn®" iontd, ale zase poskytuje vys§i selektivitu v porovnani s jinymi volng se
v organismu vyskytujicimi dvoumocnymi ionty a hlavné¢ dochéazi k zadoucimu snizeni pK,
aminoskupin. Tento krok pfinesl n¢které dalsi vyhody, které by mohly otevfit cestu
k potencialng vyhodné strukturni ndhrad® u vice typu jiZ existujicich senzorii zminénych vyse.”

Metoda fluorescen¢ni mikroskopie ma bohuzel jednu obrovskou nevyhodu, a tou je
omezena hloubka a Sifka dosahu. Jeji vyuziti pro prostorové rozsahlé a ,,nepruhledné vzorky,
jakymi je zivy organismus, neni mozné. Velice efektivni zptisob obchézejici tyto nedostatky
je zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI), které vSak poskytuje o poznani nizsi rozliSeni
oproti fluorescen¢nimu zobrazovani. Spojeni téchto dvou metod by vytvofilo unikatni néstroj
pro in vivo detekci Zn** iontd. Ukolem védct bylo sestavit molekulovou platformu s dualni
funkei, ktera by v sob& zahrnovala moznost poskytnuti jak fluorescenéniho, tak MRI signalu.*

MRI je dnes jednou z nejbéznéjsich klinicky vyuzivanych zobrazovacich metod.
Je zalozena na sledovani NMR signalu protonti molekul vody. Pro zvySeni citlivosti jsou ¢asto
zavadény kontrastni latky na bazi iontl paramagnetickych kovl ovliviujici relaxaéni ¢as
NMR aktivnich protoni. Jedna se predevsim o komplexy Gd®” s linearnimi ligandy (uved'me
napft. diethylentriaminpentaoctovou kyselinu DTPA) nebo polyazamakrocykly (napt. DOTA).
Vhodnou variantou se ukazala i kombinace DPA motivu s komplexy Mn*"—porfyrin.*

Doslo k provazani predeslych znalosti o chovani DPA—Zn*" komplexii a zjistilo se, Ze
po vazbé pyrofosfatu na DPA chelatacni ramena dochézi k pozitivnimu ovlivnéni relaxivity

kontrastni latky. ZvySeni kontrastu zabudovdnim aniontu do struktury kontrastni latky lze

vysvétlit snizenim stérickych zabran v misté vazby molekuly vody (Obr. 1.8).*'

pd

|
’

Obr. 1.8 Senzor detekujici pyrofosfat a umoziujici zobrazeni magnetickou rezonanci.
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Ptili§ pomald vyména molekul vody je prave tim limitujicim faktorem zodpovédnym
za nizkou citlivost metody MRI. Na konci roku 2015 byla zvefejnéna prace, v niz byly na DPA
napojeny fosfinatové skupiny ovliviiuyjici koordina¢ni vlastnosti molekuly diky donorovym
kyslikovym atomiim a tim vazebnou schopnost kontrastni latky na makromolekuly (lidsky
sérovy albumin). To mé dalsi konsekvence ve vzristu relaxa¢niho ¢asu protonti vazanych
na kontrastni latku Gd**~DOTA a pozitivnim ovlivnéni citlivosti metody. Cely tento navrh
sm&foval k reakei na Zn®" ionty produkované p-buitkami Langerhansovych ostrivkii pankreatu
pii sekreci inzulinu za u&elem ovéfeni fyziologické funkce tohoto mechanismu.®

Syntézou senzoru, v némz jsou na naftylimid navazana DPA ramena, byla zkombi-
novana moznost tohoto uskupeni komplexovat intracelularni Zn*" (jev provazeny vzristem
intenzity fluorescence) a nasledné selektivni vazby PP; ke vzniklému komplexu (provéazeno

dramatickym uhasinanim fluorescence). Pozitivni diskriminaéni efekt poskytovany timto

uskupenim pievysuje selektivitu dosahovanou senzory uvedenymi vyse v textu.”

1.3 KOMPLEXACE RADIONUKLIDU

Bifunkéni ligandy zaloZené na DPA 1ze vyuzit k radioaktivnimu znaceni biomolekul.
Dobfe definované a radiochemicky vysoce &isté komplexy DPA vznikaji s *"™Tc a '**Re,
resp. s jejich trikarbonyly — (CO)3.** Trikarbonyly jsou vyhodné vzhledem k jejich malé
velikosti, nizkému spinu d° elektronové konfigurace a kompatibilité s vodnym prostiedim.
Komplexy s DPA ligandem vykazuji vysokou stabilitu a nalézaji tak uplatnéni v diagnostickych
a terapeutickych medicinalnich aplikacich.

Nejb&zn&jsi izotop vyuzivany k zobrazovani nadorovych tkani metodou SPECT je *™Tc,
a to diky jeho ptfiznivym vlastnostem (¢, ~ 6 hod, y ~ 143 keV) a relativné snadné izolaci
(jako Na”™TcO, z *’Mo). Podobn& "*Re (#1,~ 3,68 dni, p ~ 1 MeV, vy ~ 137 keV) je soulasti
radiofarmak pro 1écbu nadorti. Do téla se vpravuji prostfednictvim sacharidfi, na které je
navazano DPA pendantni rameno koordinujici iont kovu. Sacharidy jsou primdrnim zdrojem
energie, UCastni se vetSiny metabolickych drah a organismus disponuje velmi preciznim
transportnim systémem pro tyto latky. Toho se vyuzilo i1 v pfipad¢ radioaktivné znacenych
komplexii. Ostatng 2-deoxy-2-['*F]fluor-D-glukéza je dosud nejpouzivangj§im zobrazovacim
&inidlem pro pozitronovou emisni tomografii. Kratky pologas rozpadu '*F a vysoké naklady
spojené s jeho piipravou davaji podnét k rozvoji riiznych alternativ, jakymi jsou pravé SPECT

izotopy *™Tc a '"®Re.* U tady konjugati lisicich se sacharidovou &asti bifunkéniho ligandu
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zodpovédnou za vazbu na biomakromolekuly byly testovany farmakokinetické parametry
jako biodistribuce, zapojeni se do metabolismu, exkrece z organismu apod.*

Byl studovén také komplex **™Tc¢(CO); s N,N-bis(2-pyridylmethyl)-4-aminobutanovu
kyselinou, ktery se v in vivo experimentech jevil velice nad¢jné diky relativné snadné
piipravé a rychlému a specifickému odbouravani v jatrech.®” P¥znivé distribuéni parametry
vykazoval také komplex 2-nitroimidazol-DPA—"""Tc(CO); umoziujici detekci nadorové

hypoxie vznikajici v disledku nekontrolovatelné proliferace bunék (Obr. 1.9).%
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Obr. 1.9 Struktury obsahujici dipicolylaminovy motiv vhodné ke komplexaci radionuklidd.

Motiv dipicolylaminu, konkrétné jeho azidoderivat vhodny pro ,.click chemii, byl
navazdn na peptidovou nukleovou kyselinu (PNA). Jedna se o uméle pfipraveny analog
nukleovych kyselin, v némz je cukr—fosfatovy fetézec nahrazen N-(2-aminoethyl)glycinovymi
jednotkami spojenymi peptidovou vazbou. PNA ma spoustu pozitivnich vlastnosti (vysokou
afinitu k DNA/RNA, vysokou chemickou stabilitu, odolnost vii¢i nukleazam a protedzam),
které umoznily jeho vyuziti jakoZto komponenty radioaktivnich sond. Pfipraveny konjugat
byl znaten **™Tc a podroben in vivo testiim, ze kterych vysel jako velice nad&jny kandidat
pro imunoterapii.”

Nabizelo se vyuziti '**Re jakozto B —emitoru v paliativni 16¢b& kostnich metastaz,
ve které dosud dominovaly predevsim dva jiné radionuklidy — **Sr a '**Sm, k jejichz produkci
je vyZadovan specialni reaktor a jejichZ pfiprava je nadkladna. Vyuzilo se podoby chemického
chovani 'Re a "™Tc¢ a byl piipraven '*'®Re-hydroxyethyliden-1,1-bisfosfonat
("3/18Re_HEDP), , terapeuticky analog* **™Tc-bisfosfonatu (*’"Tc—BPs) (Obr. 1.10), ktery
je rutinné pouzivanym zobrazovacim ¢inidlem nddord kosti. Farmaceutické vlastnosti této
latky vSak nebyly ideélni, coz se pfipisovalo tomu, ze bisfosfonat hraje roli jak vazebného
ligandu pro radionuklid, tak latky urcujici cilenou distribuci v organismu (kost). Bylo Zadouci

tyto dvé funkce piidélit dvéma chemickym podstrukturdm, které budou konjugaéné spojeny
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do jedné molekuly. Pouziti bisfosfonatli s vysokou afinitou k metabolicky aktivni kostni tkani
je tradic¢ni a dobfe odzkousSenou zalezitosti. Zvolil se tedy aledronat, u¢inna latka komercné
dostupnych preparati pro lé¢bu riznych kostnich onemocnéni, a spojil se s DPA, vhodnym
chelataénim ¢inidlem vybranych radionuklidé.”® Velmi zahy pfisla dalii inovace. Védci si
uvédomili si, ze krom¢ afinity ke kostem je zndma také afinita bisfosfonatti ke kovovym
povrchim.” Uskupeni ™ Tc¢(CO);—DPA —alendronat (Obr. 1.10) bylo navazano na kontrastni
latku uzivanou pro MRI — nanocéstice paramagnetického oxidu Zeleza, vznikla vazba je velmi
silna v porovnani s jinymi bézné pouzivanymi skupinami u téchto kontrastnich latek.
Spojeni umoziiuje unikatni skloubeni vyhod radiomedicinskych metod typu PET/SPECT
(extrémni citlivost poskytujici in vivo informace na molekularni a bunécné urovni)
s vyhodami MRI, jimiz je pfedev§im excelentni prostorové rozliSeni (pouzije-li se dostate¢né

v ’ 1z , cr oy . . .92
mnozstvi kontrastni latky) podavajici anatomickou informaci.’
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Obr. 1.10 Ligandy komplexujici radioizotopy vhodné k zobrazovani

a terapii nadorovych onemocnéni kosti.

Jak jiz bylo uvedeno, uskupeni DPA—Zn*" je schopno rozeznavat bakterialni bun&¢nou
sténu v pfirozeném prostiedi bunék savcl. Toho se vyuzilo k zobrazovani mist postizenych
infekci metodou SPECT za pouziti kontrastnich latek na bazi DTPA ¢i DOTA koordinujicich
radioizotop '''In a obsahujicich DPA—Zn*" rameno(a).”

Spojenim jiz dlouho studovaného uplatnéni motivu DPA—Zn*" v senzorech rozpozna-
vajicich bunky podléhajici bunééné smrti a schopnosti DPA komplexovat radioaktivni nuklidy
bylo mozné v rdmci jedné molekuly (pouziti vice DPA ramen) zobrazeni a cilend terapie

nadortt metodami SPECT a PET.**
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1.4 CiL PRACE

Cilem prace byla syntéza zakladnich ligandu, v nichz bude dipicolylaminova struktura
napojena ptes methylenovy mustek na fosforovou komponentu (Obr. 1.11). Jelikoz toto
uskupeni poskytuje unikatni koordinacni vlastnosti a bylo dosud jen velmi malo studovano,
bylo zadouci zjistit co mozna nejvice o acidobazickém a komplexotvorném chovani takovych

latek jak v roztoku, tak v pevné fazi, a to prostfednictvim metod potenciometrické a NMR

~

\/ \\CH
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titrace, UV-VIS spektrofotometrie a rentgenostrukturni analyzy.
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Obr. 1.11 Struktury ptipravovanych fosforovych analogti obsahujicich DPA.

V ptipadé splnéni naSich predpokladi o chovéni derivatu obsahujiciho vazbu P-H
bylo druhym zdmérem projektu vyuzit syntetické moznosti napojeni ligandu HL? na makro-
cyklickou strukturu za ucelem ziskani bifunkéniho ligandu potencialné schopného komplexovat
dva nezavislé ionty kovu (Obr. 1.12). Jeden by byl napiiklad zodpovédny za vytvoieni kontrastu
v molekularnim zobrazovani magnetickou rezonanci (Gd>*) — koordinovan substituovanym
tetraazadodekanovym cyklem — a druhym by byl selektivné detekovany Zn®" iont —

koordinovan DPA a fosfindtovou —OH skupinou.
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Hooc—" \_/ \/F{(;/N

Z N
AN

H,L*

Obr.1.12 Struktura bifunkéniho ligandu H,L*.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 POUZITY MATERIAL A CHARAKTERIZACNi METODY

Rozpoustédla a komeréné dostupné chemikalie byly zakoupeny od dodavatelit Sigma
Aldrich, TCI Europe N.V., Acros Organic a Lach-Ner s.r.o.

Neni-li uvedeno jinak, byla pouzita deionizovana H,O pfipravend iontové vyménnou
chromatografii syst¢tmem ROWAPUR 200/100.

K charakterizaci latek byly vyuzity nasledujici metody:

Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Pro zjisténi pribéhu reakci byla métena 'H, *'P a *'P{'H} spektra na spektrometru
Varian VNMRs 300. Pro charakterizaci latek byla vyuzita 3p a 3'P{'H} spektra pofizena
na stejném pristroji pii frekvenci 121,4 MHz a "C{'H} a '"H spektra mé&fena na spektrometru
Bruker Avance III 600 s kryo sondou pii frekvenci 600,2 MHz pro 'H a 150,9 MHz pro "C.
Za ucelem piesn¢ho piifazeni jednotlivych signali byly provedeny 2D experimenty —
HSQC, HMBC, '"H-'H COSY. Mg¢ieni byla provadéna v 5mm kyvetéach pfi teploté 25 °C.
Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm a v ptipadé pouziti D,O (99,8 % D,
Chemotrade) referencovany vzhledem k externimu nebo internimu standardu #-BuOH
(8 =1,25 ppm pro 'H,  =30,3 ppm pro °C) a externimu standardu 85 % H;PO, (8 =0,0 ppm
pro 31p). Spektra méfend v CDCl; (99,8 % D, Armar Chemicals) byla referencovdna na signal
rozpoustédla (7,26 ppm pro 'H a 77,0 ppm pro '°C), nebo na interni standard
tetramethylsilanu (8 =0,0(0) ppm pro 'H a >C). Multiplicita signalt je vyjadfena b&zn&
uzivanymi zkratkami, vedle nich se v NMR charakterizacnich vypisech objevuji zkratky ,,bs*

a ,,.bm* vyjadiujici Siroky singlet, pfipadné multiplet.

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla zméfena na ptistroji Bruker ESQUIRE 300 (ionizace pomoci
ESI, hmotnostnim analyzatorem iontova past). Byla méfena spektra kladnych (+) 1 zapornych
(—) iontl. Uvedeny jsou pouze intenzivni signdly, které dokazuji ptfitomnost piedpokladané

struktury.
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Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych vrstvou
silikagelu MERK 60 F,s4. K vizualizaci latek bylo pouzito UV zafeni a Dragendorffovo
detekeni ¢inidlo, které bylo ptipraveno smichanim 5 ml roztoku A (1,7 g Bi(NOs); ve 100 ml
smési HyO: AcOH = 80:20), 5 ml roztoku B (40g KI ve 100 ml H,O), 20 ml AcOH a 70 ml H,O.
Cinidlo bylo nanaSeno na rozpoustédel zbaveny chromatogram rozpradenim. PouZivané

mobilni faze jsou uvedeny u jednotlivych latek.

Elementarni analyza (EA)

U pevnych latek byl presny obsah uhliku, vodiku a dusiku zji$tén elementarni analyzou
provedenou servisnim pracovistém Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR

na pristroji Perkin Elmer 2400. Vysledky jsou uvedeny v podobé hmotnostnich procent.

Vysokoucinna (vysokotlaka) kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC zaznamy byly pofizeny na kapalinovém chromatografu s dudlnim spektro-
metrickym UV-VIS detektorem Topaz (pii vinovych délkach 210, resp. 280 nm a 254 nm),
gradientovou pumpou Beta a dynamickou sméSovaci komorou Knauer. K odplynéni mobilni
faze byl zapojen degaser DG 3014 a pritokova rychlost byla nastavena na 1 ml-min™.
Analyzy byly provedeny vyhradné za pouziti deionizované H,O pfipravované na pfistroji
MILIPORE. Chromatografie byla provadéna v reverznim modu na analytické C8 silikagelové
kolon& ReproSil Gold (rozmér 150 x 4,6 mm, primér ¢astic 5 pm, zrnitost 120 A)
s gradientovou eluci. Mobilni fazi byla H,O (A) s konstantnim piidavkem 100mm
NH4OAc/AcOH pufru o pH ~5,5 (B)) ¢i 0,1% TFA (B;) a gradientem ACN (ROTISOLV®
HPLC Gradient grade) (C), pfipadné¢ pouze gradientem ACN (C) bez piidavku aditiva.
Pritbéhy eluce byly nasledujici — metoda M; — A:B;:C 85:10:5 — 0:10:90 (10 min);
M, — A:B;,:C 85:10:5 — 0:10:90 — 0:10:90 (5+5 min) a metoda M;— A:C 95:5 —
0:100 (10 min). Chemikalie pouzité na piipravu aditiv byly potfizeny v HPLC kvalité. Latka
byla injektovana rozpusténa v HO, ACN, piipadné jejich smési v poméru 1:1 v HPLC kvalité
(~20 pl; 0,5 mM). Sbér a zpracovani dat bylo provedeno v programu Clarity. Mrtvy cas

kolony (~2 min) neni zohlednény v uvedenych retencnich ¢asech.
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Rentgenostrukturni analyza (RTG)

Difrakce rentgenového zareni na vzniklych krystalech byla métena na ptistroji Bruker
APEX 1II s ploSnych CDC detektorem pii teploté¢ 150 K. Zdrojem zéafeni byla molybdenova
elektroda (emisni linie K,) s grafitovym monochromatorem o vlnové délce 0,71073 A.
Ziskana data byla feSena za pomoci programu SIR92 a k uptfesnéni parametri geometrického

usporadani struktur byl pouzit program SHELX-97 (Tab. 2.1).
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Tab. 2.1 Experimentalni data ziskanych monokrystalovych struktur.

Struktura ML']CI20  [LiHLY:]  [CuMLYCDI3HO (o (I{[ZC]?]()I({CLI;%(Cé)I] 1o {[El(ﬁg)zz(gHggé%){ﬁ(gggz(}) [Ni> (L*),(NCS),]
Vzorec C3 HyCIN;OsP CagHioLisNgOgP,  Cj3H,  CICUN;OGP C16H33C13Cu,N4OPs Ca6Hso sCILi;NgNi,O26.25P; C30H34NgNi,O,P,S,
M, 365,75 598,38 445,29 836,95 1104,99 814,13
Rozméry (mm) 0,17x0,07%0,06 0,25x%0,19%0,06 0,26x0,19%0,07 0,14x0,13x0,11 0,31x0,31x0,14 0,19x0,10x0,04
Soustava ortorombicka monoklinicka monoklinicka triklinicka monoklinicka monoklinicka
Prostorova grupa Pna2, P2,/n P2,/c P-1 P2,/c P2,/c
a(A) 8,6070(2) 9,3018(3) 8,0880(4) 8,3721(2) 9,3666(4) 12,4639(4)

b (A) 25,0089(5) 9,3173(3) 8,5326(5) 22,6005(6) 35,0692(15) 10,6323(4)
c(A) 7,6190(2) 16,7701(5) 14,6161(8) 17,3031(6) 14,1635(5) 15,2654(5)
a(?) 90,00 90,00 73,868(2) 90,00 90,00 90,00

B () 90,00 95,057(1) 74,070(2) 97,159(2) 101,461(2) 102,271(1)

7 (°) 90,00 90,00 69,458(2) 90,00 90,00 90,00
V(A% 1640,00(7) 1447,77(8) 889,62(8) 3248,46(16) 4559,6(3) 1976,75(12)
VA 4 2 2 4 4 2

D, (g-em™) 1,481 1,373 1,662 1,711 1,610 1,368

p (mm™) 3,254 1,795 1,503 1,709 1,048 1,181
F(000) 768 624 458 1704 2306 840
Pocet vSech difrakei;

pocet pozorovanych 3203; 3093 2864; 2663 4103; 3392 7476; 5598 10490; 9453 3880; 3374
(o> 20(1))

Parametry 236 194 228 416 614 225
G-o-fon F? 1,085 1,237 1,053 1,056 1,038 1,040

R; R’ (vSechna data) 0,0278; 0,0264 0,0392; 0,0363 0,0453; 0,0345 0,0809; 0,0543 0,0453; 0,0404 0,0343; 0,0278

wR; wR’ (vSechna data)

Diferen¢ni maxima
max; min (¢ A)

0,0659; 0,0651
0,174;-0,291

0,1023; 0,1009
0,308; -0,362

0,0938; 0,0889
0,520; —0,403

0,1405; 0,1271
2,129;-1.375

0,1051; 0,1017
1,040; 0,813

0,0696; 0,0673
0,647; 0,419




2.2 SYNTEZA

N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethylfosfonova kyselina H,L"
ve formé [HsL'*-CI"-2H,0

Do banky opatiené magnetickym michadlem byl navazen

paraformaldehyd (837 mg; 27,9 mmol; 1,1 ekv.), DPA (5,05 g; 7\

25,3 mmol; 1,0 ekv.) a HsPO4 (20,6 g; 251 mmol; 9.9 ckv.). N0 / | o

K navéazce byla pfidana HCI (ag.; 12M; 100 ml) a smés byla 7| 7 2 Ns\/lFliLOH
4 2 OH

michana 2 dny pfi teplot¢ 80 °C. Priib¢h reakce byl sledovan
pomoci *'P NMR spektroskopie. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotadni vakuové odparce
a ziskany odparek byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silném kationtovém iontoménici
(DOWEX 50, ~150 ml, H'—cyklus). Produkt byl eluovan vodnym roztokem pyridinu (10% v/v).
Pyridin byl poté odstranén né€kolikanasobnou destilaci s H,O na vakuové odparce. Byla ziskana
latka H,L' v podobg Zlutého oleje, ktery predstavoval produkt ve formé zwitteriontu (~6,3 g,
~85 %). Krystalizace byla provedena rozpusténim oleje ve 30 ml 3% HCI a ptfidanim
nadbytku i-PrOH (~100 ml). Po nékolikadennim stani byly vzniklé krystaly separovany
filtraci pfes sklenénou fritu S3 snaslednym promytim Et;O a dosuSenim na vzduchu.
Rentgenostrukturni analyzou bylo zjiSténo, ze produkt za téchto podminek krystaluje jako

hydrochlorid dihydrat (6,15 g; 66 %).

NMR (D,0, pD ~ 5): "H 6 = 3,14 (CH»-P, d, 2H, “Jyp= 11 Hz); 4,30 (CH,-N-CH,, s,
4H); 7,53 (Hs arom., m, 2H); 7,55 (H;y arom., d, 2H, 3Jian = 8 Hz); 8,02 (Hy arom., td, 2H,
Jun = 8 Hz, *Jun = 2 Hz); 8,47 (H; arom., d, 2H, *Juy = 5 Hz); “C{'H} § = 54,6 (CH,-P, d,
'Jep = 147 Hz); 59,9 (CH>-N-CH,, d, *Jep = 7 Hz); 125,3 (Cs arom., s); 126,2 (Cy arom., s);
142,9 (C; arom.., s); 145,3 Cy arom., s); 154,8 (Cs arom., s); *'"P{'H} &=17.2 (s).

MS: (-)291,9[M-H'] .

(+) 294,1 [M+H']";316,0 [M+Na']".

TLC (EtOH-NH,OH 3:1): R¢ ~ 0,2.

RTG: [H,L'|"HCI-2H,0

EA (C13H;¢N;05P-HCI-2H,0; My = 365,8): C 42,7 (42,9); H 5,8 (5,8); N 11,5 (11,4).

HPLC: g ~ 5,7 min (metoda M).
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[Lio(HL")]>'H,0

Navézka [H,L']"HCI-2H,0 (103 mg; 0,280 mmol; 1,0 ekv.) a LIOH-H,O (24,0 mg;
0,572 mmol; 2,0 ekv.) byla rozpusténa v deionizované vode (500 pl). Smés byla nasledné
prevrstvena i-PrOH (~15 ml). Po péti dnech stani byly vzniklé krystaly odfiltrovany na S4 frité
a promyty Et,O. DosuSenim na vzduchu bylo ziskano 77,9 mg (~88 %) pevné krystalické latky.

EA (C13H;5N;05PLi-H,0; My = 317,2): C 49,2 (49,0); H 5,4 (5,0); N 13,3 (13,3).

mer-[Cu(HL")(CI)-3H,0]

Do sklenéné vialky byl navazen [H2L1]~HC1~2H20 (99,8 mg; 0,273 mmol; 1,0 ekv.)
a CuCl, (36,5 mg; 0,271 mmol; 1,0 ekv.). Navazka byla rozpusténa v deionizované vody (500 pl).
Byl ptfidan LiOH-H,O (26,7 mg; 0,636 mmol; 2,3 ekv.). Vznikly roztok byl promichan
a krystalovan prevrstvenim i-PrOH. Po tfech dnech byly vytvotené krystaly odfiltrovany
na S4 frit¢ a promyty Et,O. Po dosuseni na vysokém vakuu bylo ziskano 74,5 mg (~64 %)
pevné krystalické latky modré barvy.

EA (C13H;5N;0sPCuCl-2H,0, My = 427,3): C 49,2 (49,0); H 5,4 (5,0); N 13,3 (13,3).

mer-[Cu(HL")(CI)][Cu(H,L")(C)]*-CI"-H,0

Do sklenéné vialky byl navazen [H,L']-HCI-2H,0O (97,3 mg; 0,266 mmol; 1,0 ekv.)
a CuCl, (37,1 mg; 0,276 mmol; 1,0 ekv.). Navazka byla rozpusténa v deionizované vody (500 pul).
Byl pfidan LiOH-H,O (23,9 mg; 0,569 mmol; 2,1 ekv.). Vznikly roztok byl promichan
a krystalovan difuzi i-PrOH ptes plynnou fazi. Po péti dnech byly vytvorfené krystaly odfiltrovany
na S4 frit¢ a promyty Et,O. Po dosuSeni na vysokém vakuu bylo ziskano 68,2 mg (~60 %)
pevné krystalické latky modré barvy.

fac-[Niy (L")2(OH)(HoO}Li(H,0)MLi(H,0),)] (CIO,) - 11,25H,0

Navazka [HZLI]-HC1-2H20 (99,3 mg; 0,271 mmol; 1,0 ekv.), NiCl, (35,2 mg;
0,271 mmol; 1,0 ekv.), LIOH-H,0 (45,7 mg; 1,09 mmol; 4,0 ekv.) a LiClO4-3H,0 (22,2 mg;
0,138 mmol; 0,5 ekv.) byla rozpusténa v deionizované vode (500 pl). Roztok byl nasledné
ptrevrstven i-PrOH (~15 ml). Po péti dnech stani byly vzniklé krystaly odfiltrovany na S4 frité
a promyty Et,O. Dosusenim na vzduchu bylo ziskano 117 mg (~39 %) krystalti modroSed¢ barvy.
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N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethylfosfinova kyselina HL?

Navazka DPA (5,07 g; 25,4 mmol; 1,0 ekv.), para-

formaldehydu (1,30 g; 43,3 mmol; 1,7 ekv.) a H;PO, (16,5 g; 7\
250 mmol; 9,8 ekv.) byla rozpusténa v HCI (ag.; 12M; 100 ml). | N N o
Il
Reakéni smés byla michdna 1 den pfi teploté 30 °C. Stupeni NG N\/P\\
OH

konverze reaktanti na produkt byl zjidtén pomoci *'P NMR
spektroskopie. Smés byla odpafena dosucha, odparek byl rozpustén v malém mnozstvi H,O
ananesen na silny kationtovy iontoméni¢ (DOWEX 50, ~100 ml, H —cyklus). Sloupec byl
promyt H,O (~500 ml), produkt byl eluovan vodnym roztokem pyridinu (10% v/v; ~300 ml).
Pyridin byl odstranén na rotacni vakuové odparce nc¢kolikanasobnou destilaci s H,O. Ziskany
odparek byl rozpustén v H,O (~150 ml) a lyofilizovan za vzniku zluté tuhé olejovité formy

latky HL? (~6,24 g, ~89 %).

NMR (D,0, pD~5): 'H § 2,96 (CH-P , d, 2H, *Jip= 9 Hz); 4,11 (CH>-N-CH,, s,
4H); 6,99 (P-H , d, 1H, L up=518 Hz); 7,46 (Hs arom., m, 2H); 7,52 (H,, arom., d, 2H, 3 Jan
=8 Hz); 7,96 (H, arom., td, 2H, *Jyuy = 8 Hz, *Juy = 2 Hz); 8,40 (H, arom., d, 2H, *Jyy = 5 Hz);
BC{'H} § 57,3 (CH,-P, d, 'Jep = 102 Hz); 60,3 (CH,-N-CH,, d, *Jep = 7 Hz); 125,2 (C
arom., s); 126,2 (C,,arom., s); 142,7 (C; arom., s); 145,3 (Cy arom., s); 155,3; (Cs arom., s);
3P §22,0 (dt, 'Jyp= 518 Hz, “Jyp=9 Hz).

MS: (-)275,9[M-H'T.

(+) 300,1 [M+Na']".
TLC (EtOH-NH,OH 50:1): Ry ~ 0,5.
HPLC: tr ~ 6,3 min (metoda M).

N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl)methylfosfinova kyselina HL®

K navazce DPA (320 mg; 1,61 mmol; 1,0 ekv.) byla
pridana kyselina methylfosfinova (~95 %; 1405 mg; ~ 16,7 mmol,; 2 >

~10,4 ekv.) a paraformaldehyd (245 mg; 8,17 mmol; 5,1 ekv.). (I/
Smés byla rozpusténa v HCI (aq.; 12M, 5 ml) a michdna 2 dny \2/ \\CH3
pfi teploté 95 °C. Ur€eni konverze reaktantli na produkt bylo

provedeno *'P NMR spektroskopii. Po vychlazeni na laboratorni teplotu byla sm&s odpaiena
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do sucha a rozpusSténa v malém mnozstvi v H,O. Nezreagovana kyselina methylfosfinova
a cast vedlejSich produktii byly odstranény za pouziti silného kationtového iontoménice
(DOWEX 50, ~75 ml, H'—cyklus), z néhoz byly vymyty H,O. Promytim sloupce pyridinem
(10% v/v aq., ~500 ml) byla ziskana frakce s produktem. Maximalniho mozného odstranéni
pyridinu bylo docileno n€kolikandsobnou destilaci s H,O na rotacni vakuové odparce.
Nasledné cisténi produktu bylo provedeno flash chromatografii na reverzni fazi C18.
Smés byla nanesena v H;O (3 ml). K eluci byl vyuzit gradient H;O:MeCN (HPLC kvalita;
bez aditiva) 95:5 — 0:100 (20 min) s pritokovou rychlosti mobilni faze 40 ml-min .
Po odpaieni byl ziskan produkt v podobé& nazloutlého oleje zwitteriontové formy ligandu HL?

(~206 mg; ~44 %).

NMR (D,0, pD~4): 'H & 1,32 (CH3, d, 3H, *Jyp= 14 Hz); 3,10 (CH»-P , d, 2H, *Jip=
7 Hz); 4,35 (CH,-N-CH,, s, 4H); 7,77 (Hs+H o arom., m, 4H); 8,28 (Hy arom., t, 2H, 3y =
8 Hz); 8,63 (H; arom., d, 2H, *Juy = 6 Hz); “C{"H} & 15,1 (CHs, d, 'Jep = 93 Hz); 56,0
(CH,-P, d, 'Jep = 102 Hz); 58,6 (CH,-N—CH,, d, *Jep = 7 Hz); 125.,4 (Cs arom., s); 126,2 (Cyo
arom., s); 143.0 (C; arom., s); 144,6 (Co arom., s); 153,6 (Cs arom., s); *"P{'H} & 43,6 (s).

MS: (-)290,1 [M-H'T.

(+) 292,3 [M+H']"; 314,3 [M+Na']".
TLC (EtOH-NH,OH 50:1): Ry ~ 0,3.
HPLC: g ~ 7,4 min (metoda M).

fac-[Ni, (L*),(NCS),]

Vodny roztok ligandu HL? (0,77 mM; 0,367 ml; 0,283 mmol; 1,0 ekv.) byl pfidan
k roztoku Ni(NCS); (49,1 mg; 0,281 mmol; 1,0 ekv.) ve vod¢ (450 pul). Smes byla dikladné
promichana a pfevrstvena i-PrOH. Po ctyfech dnech byly vzniklé krystaly odfiltrovany
na S4 frit¢ a promyty Et,O. Po dosuSeni na vysokém vakuu bylo ziskano 128 mg (~56 %)

zelenomodrych krystali.
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Bis(N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl)fosfinova kyselina (3)
Tento bocni produkt vznikl dlouhodobym

stanim (mésice) v koncentrované zwitteriontové

formé latky HL?. Byl izolovan flash chromatografii ¢

na reverzni fazi C18 s gradientovou eluci H,O:ACN (j\/ \2/ \\/

(obé slozky v HPLC kvalit€) 95:5 — 0:100 (20 min).

Priitokova rychlost mobilni faze ¢inila 40 ml'min'. Frakce s produktem byla odpafena

do sucha za zisku oranzov¢ zbarvené tuh¢ latky (3).

NMR (D,0, pD~5): 'H & 2,85 (CH»-P, d, 4H, *Jyp = 9 Hz); 3,87 (CH,~N-CH,
s, 8H); 7,31 (Hg, m, 4H); 7,34 (H,o, d, 4H, *Juyy = 8 Hz); 7,77 (Ho, td, 4H, *Juyy = 8 Hz,
*Jun = 2 Hz); 8,33 (H, dm, 4H, *Jyy = 5 Hz); PC{'H} 6 54,4 (CH,-P, d, 'Jep = 105 Hz); 61,1
(CH,-N—CHj,, d, ep =17 Hz); 124,3 (Cs, s); 125,4 (C)o, s); 140,3 (C7, s); 147,1 (Cy, s); 156,9
(Cs, s); *"P{'H} & 34,9 (s).

MS: (-)487,0 M-H'T.

(+) 489,1 [M+H']"; 511, 1 [M+Na']"; 527,1 [M+KT".
TLC (EtOH-NH4OH 7:1): R; ~ 0,6.
HPLC: tx ~ 8,5 min (metoda M).

Isopropylester kyseliny N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethylfosfinové (6)

Latka HL? (553 mg, 2,0 mmol, 1,0 ekv.) byla rozpusténa

v ACN (~100 ml) a suSena pomoci bezvodého MgSO,, ktery byl /N
=N
nasledné odfiltrovan pies S4 fritu. Filtrat byl odpafen do sucha | X o)
I
a opakovan€ s ACN, nakonec byl ziskany odparek rozpustén NZ Ny
o}

v ACN (~20 ml) a byl k nému ptidan i-PrOH (230 pl, 3,0 mmol,

1,5 ekv.). Reakce byla zahajena jednordzovym piidavkem

EDC-HCI (577 mg, 3,0 mmol, 1,5 ekv.) a ponechdna michat pii laboratorni teplot¢.
Po 30 minutach bylo dosazeno kvantitativni konverze (kontrolovano pomoci P NMR
spektroskopie) a reak¢éni smés byla odpafena do sucha za snizeného tlaku pti teplote
neptesahujici 40 °C. K odstranéni zbytkového nezreagovaného i-PrOH byla smés jesté tiikrat
odpatena s CHCIl;, Ziskany olej byl rozpustén v CHCl; (20 ml) a extrahovan s vodnym
roztokem HCI (20 ml, 10 mMm, pH = 2,0). Organickd faze byla suSena bezvodym MgSO4
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a filtrovéna ptes sklenénou fritu S3. Filtrat byl odpafen do konstantni hmotnosti za stejnych
podminek jako reakéni smés. Odparek latky (6) mél podobu nazloutlého Cirého oleje (534 mg;
~84 %).

NMR (CDCL): 'H 8 1,26 (CH3, d, 3H, *Jun = 6 Hz); 1,30 (CHs, d, 3H, *Juy = 6 Hz);
3,04 (N-CH>-P, m, 2H); 3,98 (CH,-N—CH,, m, 4H); 4,61 (CH-0, dhept, 1H, *Jip = 9 Hz,
3Jun = 6 Hz); 7,04 (P-H, dt, 1H, "Jip = 540 Hz, *Jyy = 2 Hz); 7,15 (arom., m, 2H); 7,50
(arom., m, 2H); 7,65 (arom., m, 2H); 8,50 (arom., m, 2H); “C{*H} 6 23,5 (CHs, d, *Jcp= 4 Hz);
24,4 (CHs, d, *Jep= 4 Hz); 52,7 (N-CH,-P, d, 'Jep = 115 Hz); 61,6 (CH>-N—CH,, d, *Jcp =
8 Hz); 71,6 (CH—CH3, d, 2Jep =7 Hz); 122,5 (arom., s); 123,6 (arom., s); 136,8 (arom., s);
149,1 (arom., s); 158,5 (arom., s); *'P & 32,3 (dt, 'Jyp= 540 Hz).

MS: (+)320,1 [M+H']"; 342,0 [M+Na']".

HPLC: R ~ 6,3 min (metoda M>);

tr ~ 8,0 min (metoda Ms3).

1,4,7-(tris(t-butylkarboxymethyl))-1,4,7,10-tetraazacyklododekan (7)
ve formé (7)-HBr

Reakce byla provadéna dle postupu znamého £BUOOC — COOLB
. 95 y “ —_ TN N ’
z literatury.” Do 1000ml baniky opatiené magnetickym [ j
michadlem bylo navazeno 15,0 g cyclenu (87,6 mmol; N  HN

1,0 ekv.) a 39 g NaOAc-3H,0 (287 mmol; 3,3 ekv.).

+Buooc—" \__/

Navéazka byla rozpusténa v DMAc (120 ml) a ponechana michat po dobu 30 min. Nasledn¢
byla reak¢ni smés vychlazena na 15 °C ponofenim banky do vodni lazn€ obsahujici led.
Za stalého chlazeni byl béhem 45 min piikapan z-butylbromacetat (43 ml; 291 mmol; 3,3 ekv.)
rozpustény v DMAc (45 ml). Reakce byla michana pfi laboratorni teploté, dochazelo
k vylucovani bil¢ srazeniny. Po tfech dnech byla smés ochlazena na —15 °C, byl ptidan Et,O
(60 ml) a michdno 2 hod pfi této teploté. Vyloucil se velky podil srazeniny, ktery byl
odfiltrovan na S4 frit¢ a promyt ledovym DMAc (~50 ml), ledovym Et,O (~100 ml)
a dosuSen prosavanim vzduchu. Izolovana sraZenina byla rozpuSténa v CHCl; (~300 ml)
a promyvana s H,O (3x50ml). Organické frakce byly spojeny a suSeny pomoci bezvodého
MgSO4. Po filtraci MgSO,4 pies S4 fritu byl filtrdt odpafen na rotacni vakuové odparce.

K ziskanému transparentnimu oleji byl ndsledné za michani pfilit hexan (~200 ml).
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Po nékolika minutach zacal produkt krystalizovat. Po 4 hodindch michéani byla smés
vychlazena na —15 °C a michéna jesté 2 hod. Nasledn¢ byla chlazena pies noc na —10 °C.
Druhy den byly vzniklé krystaly odfiltrovany na S3 frit€. Bylo ziskdno 30,7 g (59 %) bilého
lehkého prasku latky (7)-HBr.

NMR (CDCls): 'H 8 1,45 (CH;, s, 9H); 1,46 (CHs, s, 18H); 2,87 (CH,, bm, 4H); 2,93
(CH>, bm, 8H); 3,10 (CH,, bm, 4H); 3,30 (CH-O, s, 2H); 3,34 (CH-O, s, 4H) “C{'H} 6
28,1 (CH3, 6C); 28,2 (CHs, 3C); 47,5 (CH,, 2C); 48,7 (CH,—CO, 1C); 49,1 (CH,, 2C); 51,3
(CH,, 2C); 51,4 (CHa, 2C); 58,1 (CH,, 2C); 81,7 (C—(CHs)s, 1C; 81,9 (C~(CHs)s, 2C; 169,8
(CH,CO, 1C); 170,5 (CH,—CO, 2C).

MS: (+)5155[M+H']".

1,4,7-(tris(t-butylkarboxymethyl))-10-(N, N-bis(2-pyridylmethyl)amino-
methylfosfinat)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan (8) ve formé (8)-5TFA-H,O

t-BuOOC— /—\ ,—COOtBu _~
G Jg o
N

II

t-Buooc—" \_/ AR \\/

Z N
™

Latka HL, (334 mg; 1,20 mmol; 1,3 ekv.) byla vysuSena pod vysokym vakuem a spole¢né
s —-BuDO3A-HBr (555 mg, 932 umol; 1,0 ekv.) rozpusténa v suchém pyridinu (~8,5 ml).
Nésledné byl ptfidan BnOH (479 pl; 4,62 mmol; 5,0 ekv.), (CH,0), (284 mg; 9,47 mmol;
10,2 ekv.) a EDC-HCI (530 mg; 2,76 mmol; 3,0 ekv.). Suspenzni smés byla michdna 2 dny
pii teploté 70 °C. Reakce byla povazovana za dokon¢enou na zéklad¢ analyzy reakéni smési
3'P NMR spektroskopii. Po vychlazeni na laboratorni teplotu byly pomoci stiikatkového
mikrofiltru (0,22 um) filtrovany nerozpusténé slozky. Filtrat byl odpaten do sucha a tiikrat
s ACN (~5 ml), aby bylo odstranéno maximalni mozné mnozZstvi pyridinu. Odparek byl suSen
2 hod pod vysokym vakuem pii teploté¢ 80 °C za ucelem odstranéni nezreagovaného BnOH.
Ubytek alkoholu byl sledovan "H NMR. Ziskany tuhy olej syt& hnddé barvy byl rozpustén
v ACN (~4 ml) a nanesen na flash chromatografickou kolonu s reverzni stacionarni fazi C18.

K separaci byla vyuzita metoda s nasledujicim priabéhem eluce H,O: ACN (oboji s obsahem
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0,2 % CF;COOH) 97:3 — 97:3 (2 min), 97:3 — 0:100 (15 min), 0: 100 — 0:100 (3 min)
a pritokovou rychlosti mobilni faze 40 ml-min"'. Frakce s &istym produktem byly spojeny,
nafedény ACN na ~200 ml a lyofilizovany. Produkt byl ziskén ve formé¢ trifluoracetatové soli

a mél podobu pevné bilé latky (8) s hygroskopickymi vlastnostmi (861 mg; 66 %).

NMR (CDCly): 'H & 1,44 (CH;, s, 18H); 1,47 (CHs, s, 9H); 2,92-3.61 (cyklus +
N-CH,-P, bm, 20H); 3,63-3,95 (N-CH,-CO, bm, 6H); 4,46 (CHrarom., s, 4H); 7,70
(arom., m, 2H); 7,97 (arom., d, 2H, 3 = 8 Hz); 8,23 (arom., m, 2H); 8,77 (arom., d, 2H,
3Jan = 6 Hz); BC{'H} 6 28,1 (CHs, s); 28,2 (CHs, s); 49,1-55,5 (cyklus + N—-CH,-P +
N-CH»-CO, bm); 57,9 (CH,—arom., d, Jep =5 Hz); 84,0 (C—CHs, bs); 125,5 (arom., s);
127,4 (arom., s); 143,1 (arom., s); 1447 (arom., s); 153.9 (arom., s); 167,9 (CO, bs) *'P{'H}
8 29,8 (bs).

MS: (+)803,3 [M+H']"; (+) 825,3 [M+Na']’; (+) 840,9 [M+K']".

(-) 801,4 [M-H'T; (-) 839,4 [M—2H +K'T.
EA (C4HesN705'5TFA-H,0, Mg = 1392,1): C 43,1 (43,0); H 5,3 (5,2); N 7,0 (7,0).
HPLC: g ~ 6,4 min (metoda M>);

fr ~ 8,7 min (metoda Ms; Siroky pik).

1,4,7-(triskarboxymethyl)-10-N, N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl-
fosfinat-1,4,7,10-tetraazacyklododekan H,L* ve formé H,L*3,5TFA-H,O

HOOC—\ /\ /—COOH p
G Js

Hooc—" \_/ AR \\/

Z N
™

Latka (8):STFA-H,0 (794 mg; 570 umol; 1 ekv.) byla rozpuSténa v TFA (40 ml,
~392 mmol, 690 ekv.) a smés byla michana pii laboratorni teploté ptes noc. TFA a zbytky
isobutenu byly odstranény na rota¢ni vakuové odparce odpafenim do sucha a opakované
s H,O. Odparek byl rozpustén v HO (~150 ml) a lyofilizovan. Lyofilizdt mél podobu bilé
houbovité latky a predstavoval trifluoracetatovou sl HyL* (583 mg; 97 %).
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NMR (D,0+CsOD, pD > 13): 'H § 2,38-3,04 (cyklus + CH,~P—CH,, bm, 20H); 3,19
(CH,—CO, m, 6H); 3,87 (CH>-arom., s, 4H); 7,34 (arom., m, 2H); 7,59 (arom., d, 2H, 3 =
8 Hz); 7,84 (arom., td, 2H, *Juy = 8 Hz, *Juy = 2 Hz); 8,41 (arom., dm, 2H, *Jyy = 5 Hz);
BC{'H} 6 50,2 (cyklus, s); 50,7 (cyklus, s); 51,1 (cyklus, s); 51,4 (cyklus, s); 53,6 (CH—P, d,
'Jep = 96 Hz); 55,5 (CH,-P, d, 'Jep = 102 Hz); 58,9 (CH,—CO, s); 59,0 (CH—CO, s); 62,0
(CHy—arom., d, Jep = 7 Hz); 123,6 (arom., s); 125,2 (arom., s); 138,7 (arom., s); 148,5
(arom., s); 158,7 (arom., s); 178,9 (CO, s); 179,3 (CO, s) *'P{'H} & 36,2 (s).

MS: (+)636,1 [M+H']"; (+) 658,1 [M+Na']’; (+) 674,1 [M+K']".

(-) 634,0 [M-H'T; (-) 671,9 [M—2H+K'T".
EA (Ca5H4,N705P-3,5TFA-H,0, Mg = 1053): C 39,9 (39,8); H 4,6 (4,4); N 9,3 (9,4).
HPLC: Z4dna retence.

2.3 POTENCIOMETRICKE TITRACE

K potenciometrickym titracim byla vyuzivana deionizovana voda pfipravovana ionto-
vyménou na piistroji MILIPORE na katedie Analytické chemie Pfirodovédecké fakulty UK
(odpor 18,2 Q).

Odmeérné roztoky

Zasobni roztok ligandu H,L' (pfiblizné 0,02 M piesnd) byl piipraven kvantitativnim
pfevedenim navazky do odmérné baiky, jejiz pfesny objem byl zjiStén kalibraci H,O
pii teploté 25 °C, a naslednym rozpusténim v H,O. K piipravé zasobnich roztoki ligandéi HL?
a HL? bylo vyuzito Cerstvé piipravenych zwitteriontovych forem (oleje), které byly natedény
H,0 na pfibliznou koncentraci 0,02 M a okyseleny HCI (3%, 1 ekv.), aby nedochazelo k jejich
degradaci. Stanoveni pfesné koncentrace bylo provedeno kvantitativni NMR spektroskopii
oproti kyseliné maleinové v D,O jako kalibrovanému externimu standardu (dy = 6,42 ppm,
kalibrace proti 1,1,2,2-tetrachlorethanu (Cerstvé destilovan) a 2,3,4,5-tetramethylbenzenu
v CCls o znamé koncentraci) a titraci roztokem NMesOH o znamé koncentraci.

Ptiprava odmérného roztoku NMe,OH byla zah4jena rekrystalizaci NMe4Cl, ktery byl

nasledné nanesen na sloupec aniontového iontoménice (DOWEX 1, OH—cyklus), z n¢hoz
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byl eluovan prevafenou vodou. Ziskany roztok byl filtrovan s aktivnim uhlim. Faktor
odmérného roztoku byl stanoven na rekrystalizovany ftalat draselny.

Kyselé pH na pocatku titrace bylo vytvofeno pomoci HCl (pfiblizné 0,03 M piesné).
Iontové sila byla udrzovana pomoci NMe4Cl (0,1 M).

Komplexometrickou titraci roztokem Chelatonu III byly stanoveny koncentrace
zasobnich roztoki Ni(NOs3); a Zn(NOs3), na hodnotu pfiblizn¢ 0,5 M piesné¢ a zasobnich
roztokl CuCl,, Ca(NOs3); a Mg(NOs3); na hodnotu ptiblizné 0,6 M piesné.

Teoreticky zaklad a praktické provedeni

Aparatura vyuzivand k provedeni potenciometrickych titraci byla temperovana
na konstantni teplotu 25 £ 0,1 °C. Titrace byly provedeny pfiblizn¢ v rozmezi pH 1,5-11,5.
V ptipad€, ze na pocatku titrace nebylo v roztoku pfitomno dostatecné mnozstvi volného
kovu (~10 %), bylo pocatecni pH snizeno ptidavkem koncentrovanéjsiho roztoku HCI
(ptiblizné 0,2 M ptesn¢). Horni hranice intervalu pH, v némz bylo titrovano, byla v nékterych
pripadech vymezena vylu¢ovanim hydroxidu pfislusného kovu.

Roztoky byly do titra¢ni cely pridavany pomoci byret s mikrometrickymi Srouby
(VSCHT Pardubice, META Brno). Koncentrace ligandu na pocatku titrace byla piiblizné
0,004 M ptesné a objem roztoku Cinil ~5 ml. Inertni atmosféra nad hladinou byla udrZzovéana
nepfetrzitym piivodem argonu sycené¢ho vodni parou prichodem pires NMesCl o koncentraci
0,1 M.

Koncentrace H' iontdi v roztoku byla sledovdna kombinovanou sklenénou elektrodou
(s referen¢ni argentchloridovou elektrodou) GK 240 C a potencidl byl méfen pH metrem
PHM 240 v reZzimu voltmetr. Odmérny roztok NMe4sOH o koncentraci ~0,2 M piesn¢ byl
pridavan automatickou byretou ABU 900 o vytlaéném objemu 2 ml.

Pted zahajenim méfeni byla pracovni elektroda opakovan€ ponofena do vodného
roztoku HCI (~0,1 M) a vodného roztoku KOH (~0,1 M) za G¢elem zrychleni odezvy na zménu
koncentrace H ionti. Ke zji§téni parametri elektrody byly provadény kalibraéni titrace
(do pracovnich nadob pipetovano ~2,5 ml H,O a ~2,5 ml vodného roztoku HCI). Titrace
ligandu a systému ligand:kov v pomérech 1:1 a 2:1 byly provedeny v triplikatech (pokud se
nekteré z méteni viditelné odchylovalo, provedlo se dalsi opakovani). Mezi jednotlivé titrace

byla vzdy vlozena kalibraé¢ni titrace, jak je uvedeno vyse.
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U kazdého titracniho systému byla nejprve provedena tzv. poloautomaticka titrace
za ucelem sledovani rychlosti, s jakou se ustanovi rovnovazné napéti po piidavku odmérného
roztoku. Ziskana data slouzila k sestaveni cyklu programovych ptikazl, které fidily prabeh
automatické titrace. Titracni kifivka se v zavislosti na konkrétnim systému sestavala piiblizné
ze 40 az 60 experimentalnich bodu (E/V(NMesOH)). Oblast ekvivalence byla feSena vysSSimi
pridavky titra¢niho roztoku, nebot” hodnoty potencialu jsou zde zatizeny velkou chybou.

Data byla matematicky vyhodnocena programovym balikem OPIUM®®. Disociaéni
konstanty ligandu a konstanty stability jednotlivych koordinac¢nich systémi byly ziskany
nelinearni regresi metodou nejmensich ctverci.

Disociaci obecné vicesytné kyseliny H, L 1ze popsat rovnici (2.1). Hodnota disociacni
konstanty se nejCastéji udava jako pK, (pK, = —logK,). Na d¢j vyjadieny rovnici (2.1) lze
nahlizet také jako na protonizaci ¢astice (H, ;L) . Vhledem ke slozitosti vypoctu aktivitnich
koeficientii se pfi konstantni iontové sile v literatufe obvykle zavadéji tzv. koncentracni

protoniza¢ni konstanty dle vztahu (2.2).
H,L = H + H,_ L) (2.1)
Bu=[H.L]/ [H']-[(H,1L) ] (22)
Z protonizacnich konstant 8, 1ze konstantu pK, ziskat vypoctem (2.3).
pKa =logf,—logBu-1) (2.3)
Konstanty stability komplexti ligandii s kovy lze definovat analogicky (2.4).
B=[MH,L]/[M][H]"[L] (2.4)

Pomoci vztahu (2.5) vychazejiciho z Nernstovy rovnice byly ureny parametry elektrody E,

S, Ja, Jp ziskané kalibraci.

E=FEy+S-log[H]+Ja-[H]+Js-Ky/[H'], (2.5)
kde Ej, je standardni elektrodovy potencidl, S je Nernstova konstanta, parametry J aJg
predstavuji odchyleni od linearni zavislosti £/—log[H '] v silné kyselé a siln& zasadité oblasti
(pH < 2 nebo > 12), K, je iontovy soucin vody. Hodnota zdporného dekadického logaritmu
iontového soucinu vody pKy 13,81 pro /(NMesCl)=0,1 M pii teploté 25 °C a konstanty
stability hydroxidokomplexii pouzitych ionttl kovil byly pievzaty z literatury.””’
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2.4 SPEKTROSKOPIE V ULTRAFIALOVE
A VIDITELNE OBLASTI

Spektra komplexti v roztoku byla méfena na pfistroji Specord 50 PLUS v rozsahu
vlnovych délek 200—1000 nm s pouzitim deuteriové a wolframové lampy jako zdroje zateni
a referencovana na kyvetu naplnénou H,O. Voda pouzivand pro UV-VIS spektroskopii byla
piipravena pfistrojem MILIPORE. M¢ieni bylo provadéno v 10mm kiemennych kyvetach
pfi konstantni teploté 25 °C. Ziskana data byla zpracovana v programu WinASPECT PLUS.

Jednotlivé vzorky pro zjisténi konstanty stability systémd s Cu®” byly p¥ipraveny
smichanim roztoku ligandu (200 uL; ~0,02 M ptesn¢), CuCl, (60 pL; ~0,6 M piresn¢), HCI
(objem dle potfebného mnozstvi H' v roztoku k dosaZzeni pozadovaného pH; 1 M a 0,2 M)
a takového mnozstvi H,O, aby vysledny objem kazdého z roztoki ¢inil 1,00 ml.

Vzorky pro zméfeni spekter pii pH odpovidajicim maximu zastoupeni &astic [M(HL")]
a [ML'], kde M = Cu, Ni, byly pfipraveny ve dvou koncentracich smichanim roztoku ligandu
(100 uL nebo 10 pL; ~0,02 M ptesn¢) a CuCl, (38 pL, resp. 3,8 uL; ~0,05 M piesné) ¢i NiCl,
(33 uL, resp. 3,3 uL; ~0,06 M piesn¢) a takového mnozstvi H,O, aby vysledny objem kazdého
z roztoku Cinil 1,00 ml. Hodnota pH roztoku byla nésledné upravovana pomoci 0,2M NMesOH
a 0,2M HCI (drobna zména koncentrace zanedbana).

Odrazova spektra komplext v pevné fazi byla zmétena na pfistroji Agilent Cary 4000
v rozsahu vinovych délek 300—-900 nm. Reference byla provedena na lisovany pevny material
dodany od vyrobce. Vzorky pro tato méteni byly pfipraveny rozetienim krystali na jemny prasek

a umisténim mezi dvé kryci sklicka tak, aby v homogenni vrstvé pokryvaly plochu ~2 cm’.

2.5 NMR TITRACE

NMR spektra byla pofizena na pfistroji Bruker Avance III 400. Jednotlivé vzorky byly
pripraveny rozpusténim ligandu (~11 mg) v 0,5 ml H,O s 10% ptidavkem D,O a potiebnych
hodnot pH bylo dosazeno ptfidavkem CsOH (1% a 10%). K méteni pH byla vyuZita
kalibrovana kombinovana sklenéné elektroda Mettler Toledo s pH metrem JENWAY 3505.
Spektrometr byl v priibéhu méfeni temperovan na teplotu 25 °C, iontova sila nebyla upravovana.
Byla méfena spektra pro 'H, °C, a’'P{'H}. Namé&fena data byla nasledné zpracovéana

programem OPTUM.”®
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 SYNTETICKA CAST — ZAKLADNI LIGANDY

Ligandy H,L', HL?, HL® byly pfipraveny Kabachnik-Fields reakci DPA (1),
paraformaldehydu a odpovidajici kyseliny fosforu (2) (Obr. 3.1). Reakéni mechanismus je
obdobny jako u Mannichovy reakce (Casto nese oznaceni reakce Mannichova typu). Nejprve
dochazi k in situ generaci iminiové Castice reakci aminu s formaldehydem, na kterou se

nasledn¢ aduje nukleofil v podob¢ kyseliny fosforu.

/ \ H2L1 R=0OH

=N ) HL:R = CH3

AN . IFL (CHzo)n
| - H” R 12M HCI
N/ OH \/ \\
(1) (2)
Obr. 3.1 Reak¢ni schéma piipravy zakladnich liganda.

Kli¢ovou roli z hlediska konverze reaktantli na produkt a istoty ziskané reakéni smési
pii syntéze ligandu H,L" hral velky nadbytek fosforové vstupni komponenty H;PO3 (~10 ekv.).
Vyuziti 96% EtOH jako rozpoustédla bézné pouzivaného na tyto typy reakci nevedlo
k ptfiznivému vysledku. Velmi dobie se osvédcCilo provedeni v prostredi HCI, kterd byla
zkouSena ve dvou koncentracich (6M a 12M). Nejlepsich vysledkil bylo dosazeno pfi pouziti
koncentrované formy. Pfi hledani vhodnych reakcénich podminek byl podstatny teplotni
parametr. Optimem vedoucim k nejvy$$im reakénim vytézkim pii syntéze H,L' se ukézalo
byt 80 °C. Reakce byla studovana pii zméné stechiometrie nejreaktivnéjSi komponenty —
paraformaldehydu. Dva ekvivalenty (vzhledem k pouZitému mnoZstvi aminu) jsou hrani¢ni
hodnotou, pii které je stile jeSte¢ podporovan vznik produktu. Vétsi nadbytek nepfispiva
k vys§im vytézkim reakce, dochazi pouze ke vzniku hydroxomethylové formy vstupni
fosforové komponenty. Latka H,L' byla pfipravena ve vytézku 66% v krystalické formé
hydrochloridu, v niz 1ze skladovat dlouhodobé pii pokojové teploté beze zmény vlastnosti.

Fosfinatovy derivat HL? byl rovn&z pfipravovan se znaénym piebytkem HsPO,,
jelikoz se opét jednd o snadno dostupny fosforovy substrat. Reaktivita H;PO, je podstatné

vysSi a reakéni teplota 30 °C postacuje k optimalnimu pribéhu reakce s vytézkem ~89 %.
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V piipadé tohoto ligandu se nepodafilo pfipravit krystalickou podobu a lyofilizace vedla
pouze k zisku viskdzniho oleje s omezenou stabilitou, ktery se pii delsim skladovani rozklada.
Majoritnim degrada¢nim produktem je latka (3) (Obr. 3.2), jiz se podafilo izolovat a plné

charakterizovat z dlouho stojici koncentrované frakce ligandu HL?.

|
~ AN
o

3
Obr. 3.2 Majoritni produkt degradace ligandu HL?.

/7 N (
X 0 =z
Ej\/N l \/@
N > N

Ligand HL? byl prakticky ve stejné dobé piipraven a jeho syntéza publikovéana i jinou
vyzkumnou skupinou.® V publikaci je popsan mnohakrokovy postup, pii némz byl nejprve
z komer¢né dostupnych substratii pfipraven chranény ethyl(aminomethyl)(diethoxymethyl)-
fosfinat, ktery byl po redukci (zisku primarni aminoskupiny) ponechan reagovat
s 2-(chlormethyl)pyridinem. Po odstranéni chrdnicich skupin na fosforu lze ziskat kone¢ny

produkt, jak naznacuje reakéni schéma (Obr. 3.3), s celkovym vytézkem ~8 %.

§  Eto_oEt ! ?

H//P\H+ Y —>H//P OEt —> PhIN._P\_OFt
HO OEt OEt OEﬁ/

OEt OEt

Ol Qe
N_ _R
N ~ " z N _-P~__-OFEt OEt
N / OEt
OH OEt

Obr. 3.3 Diive publikovana piiprava ligandu HL? %%

Nami zvoleny synteticky postup se jevi jako elegantni cesta obchazejici komplikace
a ztraty pii jednotlivych reakcich dolozené nizkymi vytézky né€kterych dil¢ich krokda.

Methylfosfinatovy analog HL? byl nejprve piipravovan pouze s malym piebytkem
fosforové vstupni komponenty (kyseliny methylfosfinové) z divodu jeji horSi syntetické
dostupnosti. Mnohem vyhodnégj$i z hlediska Cistoty ziskané reakéni smési, a tedy Casové
a materidlové ndrocnosti kladené na zpracovani reakce se vSak ukézalo vyuziti jejiho

zna¢ného prebytku jako v predeslych dvou piipadech. Nejvyssiho vytézku bylo na rozdil
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od predeslych syntéz dosazeno pouzitim péti ekvivalentii paraformaldehydu. Vznikalo
pochopitelné vétsi mnozstvi vedlejsiho hydroxomethylového produktu, ktery ovsem vykazuje
znacné odlisné fyzikalné-chemické chovani, a Ize ho tedy snadno separovat na silném
kationtovém iontoménici. Reakéni teplota musela byt zvySena az na 95 °C, pfi nizsi teploté
byla pozorovana omezena reaktivita vstupni fosforové komponenty. Vyrazné se projevovala
konkurencné probihajici reakce, jiz je methylace vstupniho aminu. Substituovany amin neni
dale dostupny jako reaktant a vytézek reakce je tak snizen (~44 %). Této alkylaci se nelze
zcela vyhnout a je obecné hlavnim diivodem nekvantitativni konverze reaktantti na produkt
pii syntéze diskutovanych ligandi. U latky HL? byl pii skladovani v podob& zied&ného
roztoku v chladu a tmé pozorovan pomérné rychly rozklad, kterému lze predchazet
okyselenim roztoku pomoci HCI (~1 ekv.).

Ptipravené ligandy byly podrobeny HPLC analyze za ucelem zjisténi dals$iho
charakteriza¢niho udaje pro nové latky. U HL? se jednalo rovnéZ o nalezeni potencialng
vhodné purifikaéni metody pro nasledné reakce. Pouziti TFA jakozto aditiva do mobilni
faze (metoda M;) vedlo k protonizaci aminoskupin a v reverznim chromatografickém maodu
nebyly tyto latky na kolon¢€ zadrzovany, jak je patrné z Obr. 3.4 (mrtvy ¢as analyzy 2 min,
detekce pii 254 nm). Proto byl jako aditivum mobilni faze pouzivan acetatovy pufr o pH 5,5
(metoda M), v némz kazda z ptipravenych latek vykazuje retenci, coz umozituje jejich cisténi

pomoci kapalinové chromatografie v reverznim uspotadani (Obr. 3.4).

400 . . . . . ,
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200 -
A
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2 4 6 8 10

f, min
Obr. 3.4 HPLC zaznam analyzy H,L' provedené s TFA jako aditivem (A)

a acetatovym pufrem jako aditivem (B), detekce pii 254 nm.
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3.2 STUDIUM ACIDOBAZICKYCH VLASTNOSTI

Ke studiu acidobazického chovani ptipravenych ligandt v roztoku bylo vyuzito
potenciometrickych a NMR titraci. Fosfonatovy analog H,L' poskytuje &tyfi mista schopna
protonizace, jejichZ rovnovazné konstanty lze stanovit témito metodami. Pro ligandy HL?
a HL? pak byly potenciometrickymi titracemi v titrované oblasti pH (1,5—12,5) nalezeny tii
protoniza¢ni konstanty. Zjisténé hodnoty jsou shrnuty v tabulce (Tab. 3.1).

Potenciometricka titrace jakozto metoda je limitovana pouzitelnosti sklenéné elektrody
s dolni hranici pH kolem 1,5 az 2. P¥i t&chto hodnotach pH neni zastoupeni &astic [HsL]**
ligandu H,L", resp. [H4L]*" derivata HL? a HL? dostatetné na to, aby bylo moné stanovit

disocia¢ni konstanty vSech teoreticky protonizovatelnych skupin.

Tab. 3.1 Celkové protonizacni konstanty logf a disocia¢ni konstanty zékladnich liganda

ziskané potenciometrickou titraci (z = 25 °C, 1= 0,1 M (NMe4Cl)).

H,L' HL? HL’ DPA

logf pK. logP pK. logP pK. pK.

[HL] 8,39(1) 8,39 6,13(1) 6,13 6,38(2) 6,38 7,20

[H,L] 14,31(1) 5,92 10,27(1) 4,14 10,56(2) 4,18 2,50

[HL] 18.,43(1) 4,12 11,62(3) 0,98 11,62(3) 1,06 1,40
[H,L] 19,24(4) 0,81 - - - - -

Fosfonatovy derivat HoL' vykazuje dle o¢ekavani vyssi hodnotu prvni protonizaéni
konstanty v porovnani s fosfinatovym HL? a methylfosfinatovym HL? analogem, coZ je déno
rozdilnym nabojem fosfonatové a fosfinadtové skupiny. Podivame-li se na samotny strukturni
motiv DPA, lze pozorovat obecny trend zvySeni bazicity dusikového atomu v sousedstvi
fosfonatu (u ligandu H,L") a sniZeni v sousedstvi fosfinatu (u HL? a HL?). Zmény acidobazickych
pomért v molekule se ndsledné odrazeji ve stabilité vznikajicich komplexnich sloucenin.

Mezi hodnotami druhych protonizac¢nich konstantant fosfinatovych derivati a treti
fosfonatového jsou pouze zanedbatelné rozdily. To muze indikovat, Ze ke zménam v proto-
nizaci molekuly patrn€ dochazi na pyridinovych kruzich a nikoli v blizkosti atomt fosforu.

Ze ziskanych dat byly sestrojeny distribu¢ni diagramy jednotlivych protoniza¢nich
forem ligandi (Obr. 3.5). Ty jednak ukazuji acidobazické chovani latky, a jednak jsou
uzitenym nastrojem pii stanoveni vhodného pH pro krystaliza¢ni experimenty tak, aby byla

majoritné pfitomna pouze jedna forma latky.
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Obr. 3.5 Distribuéni diagramy jednotlivych protonizovanych forem ligandti H,L', HL? a HL?
ciig = 0,004 mol-dm™, 7= 0,1 M (NMe,Cl), ¢ = 25 °C.
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Je zteymé, ze na pocatku titrace dominuji vicekrat protonizované formy. S ubytkem
mnozstvi H' iontfl v roztoku nabyvaji na vyznamu jednou/dvakrat protonizované zwitteriontové
formy ligandi, které dosahuji maximalniho zastoupeni pfi pH ~ 5. Pii pH o jednotku vétSim
se stavaji majoritné zastoupenymi zaporn¢ nabité deprotonované formy liganda.

Pro ligand H,L' byla prostiednictvim NMR titrace rozsitena studovana skala pH
o0 oblast 0—2. Zde dochazi ke zvySeni vyskytu &astice [H4L]’" na mnozstvi potiebné
ke spolehlivéjsimu stanoveni C¢tvrté protonizacni konstanty, kterd by za pouziti pouze
potenciometrické titrace mohla byt stanovena nepfesnd. Zavislosti posunt jadra *'P a vech
jader 'H a >C v molekule na pH byly vyneseny do grafii (Obr. 3.6). Pfifazeni jednotlivych
signall bylo provedeno jiz v ramci charakterizace latek pomoci 2D experimenti — HMBC,
HSQC a '"H-"H COSY.
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H8

7,0

pH
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Obr. 3.6 Zavislosti chemickych posunti NMR aktivnich jader molekuly H,L' na pH roztoku ziskané
provedenim NMR titrace, experimentalné zjisténé body jsou prolozeny simulovanou titracni kiivkou

vypoétenou v programu OPIUM®® (ciig ~ 0,06 mol-dm”, =25 °C).

Pokles chemického posunu *'P v oblasti pH 10— 8 souvisi s protonizaci dusikového
atomu v blizkosti fosforového jadra. Tento efekt doprovazeny tvorbou intramolekuldrni
vodikové vazby na fosfonatovou skupinu je znam z literatury.”'* Nasledny vzrist v oblasti
pH 7—35 demonstruje protonizaci hydroxylové skupiny na fosforu, coz je typicky jev,
ke kterému dochéazi u amimomethylfosfonati v této oblasti pH. Zatimco na fosforovém jadie
nebyla zaznamenana 74dna vyrazna zmeéna chemického posunu v intervalu pH 2—4,
u vodikovych a uhlikovych jader zapojenych v aromatickém kruhu je zmeéna jejich
chemického okoli patrnd. Z toho lze usuzovat, ze se bude jednat o protonizaci jednoho
z aromatickych atomii dusiku doprovazenou pfesunem protonu z nejvice bazického atomu
dusiku v molekule na druhy aromaticky v disledku obecné tendence molekul separovat
co nejvice ndboj. Tato zajimava skute¢nost byla potvrzena ziskdnim struktury v pevné

fazi (Obr. 3.7).
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Obr. 3.7 Krystalova struktura [H3L']™CI-2H,0,

molekuly H,O a CI” ionty nejsou pro piehlednost zobrazeny.

Ve struktufe je ligand tfikrat protonizovan. Na prvni pohled je patrna protonizace obou
aminoskupin zapojenych v pyridinovych cyklech. Dalsi proton se nachazi na jedné
z hydroxylovych skupin na fosforu. Na kazdou monomerni jednotku ptipadaji dvé molekuly
vody. Kladny naboj struktury je kompenzovan chloridovym aniontem.

Na zékladé ziskanych dat a znalosti trendii 1ze navrhnout predpokladané protonizacni
schéma studovaného ligandu (Obr. 3.8). Bazicita sekundarniho alifatického dusiku je
pochopitelné nejvyssi. Nasledné se protonizuje jedna z fosfonatovych skupin. Pfi dal$im
snizovani pH najdeme protony vazané na oba dusikové atomy pyridinovych kruhl na ukor
deprotonace alifatického dusikového atomu, jak bylo diskutovano vyse. Pii pH <1 jsou dle
pozorované tendence zmény chemického posunu jader *'P protonizované ob& hydroxylové
skupiny. Disocia¢ni konstanty zjiSténé prostfednictvim NMR titrace (pKa1 = 8,42; pKax = 5,90;
pKaz = 4,15 a pKas = 0,83) vykazuji velmi dobrou shodu s hodnotami ziskanymi potenciometricky.
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Obr. 3.8 Predpokladané protonizaéni schéma ligandu H,L' navrzené na zakladé dat ziskanych

NMR titraci, uvedené hodnoty pK, byly stanoveny potenciometricky.
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3.3 STUDIUM KOORDINACNICH VLASTNOSTI

Koordina¢ni chovani ptipravenych ligandi bylo zkoumdno potenciometrickymi
titracemi a UV-VIS spektroskopickymi mé&fenimi s vybranymi ionty kovii — Cu®", Ni*",
Zn**, Ca®"a Mg*".

Systémy obsahujici Cu®’, Ni*" a Zn*" byly potenciometricky titrovany ve dvou
pomérech ligandu a kovu (1:1 a 2:1 — pfebytek ligandu). V zadném z vybranych modela,
které nejlépe simulovaly koordina¢ni vlastnosti latek v roztoku (doprovazeny nejmensi chybou)
se nevyskytla ¢astice obsahujici dvé molekuly ligandu na jeden iont kovu.

Ligandy jsou dobrymi koordina¢nimi ¢inidly ionti pfechodnych kovil, o cemz sveédci
fakt, Ze ke komplexaci dochazi pii nizkych hodnotach pH, kdy je systém bohaty na H ionty,
s nimiz vybrané ionty pfechodnych kovli kompetuji. To je ddno obecné nizkou bazicitou
vSech tfi dusikovych atomtt DPA.

Ke tvorb& komplexti s Cu*” ionty dochazi pii tak nizkych hodnotach pH, Ze na po&atku
titrace pii pH 1,5-2 jsou Cu®’ ionty témé&i kvantitativné zakomplexovany. Modelovani
nejpravdépodobnéjsiho systému castic a vypocet jednotlivych konstant stability je ovSem
mozny pouze za podminek pfitomnosti vyznamného procenta (~20%) volné kovové castice
v roztoku na pocatku experimentu. Proto bylo tfeba ke stanoveni konstant stability pfi-
sluSnych komplexii doplnit tyto systémy o data z oblasti pH 0—2 ziskana spektrofotometricky.
Hodnoty rovnovaznych konstant stability komplexti, vypoctené spole€nym zpracovanim
vysledki potenciometrickych titraci a UV—VIS spektroskopie programem OPIUM’, jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 3.2).
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Tab. 3.2 Rovnovazné konstanty stability log3 studovanych komplext ligandd s vybranymi ionty kovi
(t=25°C,1=0,1 M (NMe,Cl)).

Cu™ Ni** Zn** Mg* Ca*
H,L'
[M(H,L)] - - 19,22(6) 16,97(4) 16,93(4)
[M(HL)] 22,73(3) 18,82(2) 17,55(2) 11,50(5) 11,43(4)
[M(L)] 18,11(3) 13,43(2) 13,26(2) 4,18(4) 4,89(3)
[M(L)(OH)] 8,67(3) 0,80(3) 3,27(3) - -
HL?
[M(HL)] - - 10,70(6) - -
[M(L)] 14,64(3) 10,94(2) 9,16(1) <1 <1
[M(L)(OH)] 5,84(3) ~0,77(2) —0,13(2) - -
[M(L)(OH),] - - ~12,61(4) - -
HL®
[M(HL)] 14,43(2) - 11,07(9) - -
[M(L)] 13,41(3) 10,68(2) 9,61(2) <1 <1
[M(L)(OH)] 4,66(3) —1,06(3) 0,40(3) - -
[M(L)(OH),] ~7,92(3) - ~11,95(4) - -

Ve vSech systémech s ionty pfechodnych kovii jsou v neutralni oblasti pH dominantni
¢astice typu [M(L)]. Fosfonatovy derivat poskytuje v oblasti lehce kyselého pH protonizovany
komplex [M(HL)]. Dalsi protonizované ¢astice objevujici se v nékterych systémech pfi silné
kyselém pH vypovidaji o rozruSeni nékteré koordinacni vazby a vazby protonu na jednu
z pyridinovych amino- ¢i fosfo(i)natovych hydroxo- skupin.

Koordinac¢ni sféra iontu kovu neni v bazické oblasti vysycena a je pozorovan
vznik hydroxidokomplexta [M(L)(OH)]. U systému s fosfonatovym derivatem se toto déje
pii vy$sim pH nez-li u systému s fosfinatovymi analogy v dusledku dvou zaporné nabitych
deprotonovanych skupin. Pfi siln¢ bazickém pH roztoku se u systému fosfinatovych liganda
se Zn>" a Cu”" ionty se vyskytuji dihydroxidokomplexy [M(L)(OH),].

Od pH 11-12 se zacinaji vyluCovat hydroxidy kovi, pfipadnd tvorba pevné faze
zpusobi kolisani potencidlu elektrody a ztratu relevance ziskanych dat. Proto jsou na nize

zobrazovanych distribu¢nich diagramech (Obr. 3.9-3.11) rozdilné pH skaly.
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Obr. 3.9 Distribu¢ni diagramy nalezenych forem komplext H,L'
s ionty Cu**, Ni*" a Zn*" v zavislosti na pH
(Ciig = Crov = 0,004 mol-dm™, 7=0,1 M (NMe,Cl), ¢ =25 °C).
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Obr. 3.10 Distribu¢ni diagramy nalezenych forem komplexat HL?

s ionty Cu*", Ni*" a Zn*" v zavislosti na pH

(Ciig = Crov = 0,004 mol-dm>, 7=0,1 M (NMe,Cl), ¢ =25 °C).
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Obr. 3.11 Distribu¢ni diagramy nalezenych forem komplexti HL?

. 2+ npe2 2 . .
s ionty Cu®’, Ni*" a Zn”" v zavislosti na pH

(Ciig = Crov = 0,004 mol-dm™, 7=0,1 M (NMe,Cl), ¢ =25 °C).
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Zkouman¢ ligandy svym koordina¢nim chovanim nasleduji trend Irwing-Williamsovy
fady s pfevazujicim vlivem dusikovych atomt, kde plati klesajici trend hodnot konstant
stability v potadi Cu®* > Ni*" > Zn*" (Tab. 3.3). Vyjimku tvoii analog H,L', kde je stabilita
komplexti [Ni(L)] a [Zn(L)] prakticky totozna, coz je dano koordina¢nim vlivem kyslikového
atomu fosfonatové skupiny. Obecné jsou hodnoty konstant stability komplext tohoto ligandu
s ionty prechodnych kovi vyssi v porovnani s fosfinatovymi analogy diky vyssi bazicité

dusikového atomu a jinym nabojovym pomérim v molekule.

Tab. 3.3 Porovnani konstant stability logpy [M(L)] komplext jednotlivych studovanych

ligandti s vybranymi ionty kov.

logpB
Ligand [Cu(L)] [Ni(L)] [Zn(L)]
H,L' 18,1 13,4 13,3
HIL? 14,6 10,9 9,2
HL? 13,4 10,7 9,6

Diiraz byl kladen zejména na studium chovani nové pripravenych latek s ionty Zn",
nebot’ samotny strukturni motiv DPA je znamy a hojné vyuzivany diky preferenci
komplexace prave téchto iontli. V biogennim prostiedi 1ze za potencidlné nejvetsi interferenty
Zn*" iontd povaZovat ionty Mg®" a Ca®, proto i s nimi byly provedeny potenciometrické
titrace (v pomé&ru ligand:kov 1:1).

V piipadé ligandu H,L' dochazi s ionty kovi alkalickych zemin ke tvorb& komplext
s markantné niz§imi hodnotami konstant stability nez u analogickych komplexl s ionty
pfechodnych kovii (Tab. 3.2). Jesté ve slabé bazickém prostfedi jsou majoritné vzniklymi
¢asticemi protonizované komplexy [M(HL)], pficemZ hodnoty protoniza¢nich konstant
indikuji, Ze proton je lokalizovan na atomu dusiku. To poukazuje na jeho slabou koordina¢ni
schopnost a ptevladajici vliv interakce kyslikovych atoma fosfonatu v téchto systémech.
Zastoupeni Castic v titrovaném rozsahu pH je zobrazeno na distribu¢nich diagramech

(Obr. 3.12).
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Obr. 3.12 Distribuéni diagramy nalezenych forem komplextt H,L' s Ca®" a Mg”" ionty
v zavislosti na pH (cjig = cov = 0,004 mol-dm>, I=0,1 M (NMe,Cl), t =25 °C).

Komplexy ligandd HL? a HL® s Ca®" a Mg”" ionty nevznikaji, jak je ziejmé
napf. ze zobrazené titratni k¥ivky systému HL*~Ca®" (Obr. 3.13), ktera se prakticky nelisi
od titra¢ni kiivky samotného ligandu. Pfi¢inou je slabd koordinaéni schopnost fosfinatovych
skupin. Zadouci selektivita viiéi Zn®" byla potvrzena, volné Mg>™ a Ca®" nepiedstavuji

konkurenci pfi potencidlnich biomedicinskych aplikacich.
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Obr. 3.13 Titraéni kiivky ligandu H,L' (vlevo) a HL? (vpravo) v p¥itomnosti Ca*" (barevna)
a srovnani s titra¢ni kfivkou volnych ligandt (¢erna)

(Ciig = crov = 0,004 mol-dm™,7=0,1 M (NMe,Cl), t =25 °C).

Jak jiz bylo zmin&no, konstanty stability komplexii s Cu’” ionty nemohly byt
stanoveny potenciometrickou titraci, nebot’ veskeré ionty jsou jiz na pocatku titrace prakticky
kvantitativné komplexovany. Situaci nezleps$i ani sniZeni pocate¢niho pH na hodnotu ~1,5
pouzitim silngj§i kyseliny. Byla tedy provedena spektrofotometrickd méteni komplexa

v UV-VIS oblasti, jejichz pribéh zobrazuje Obr. 3.14. Oblast nizSich vlnovych délek,
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ve které se nachazeji CT prechody, byla ruSena absorpci pyridinovych kruhi obsazenych
v molekule. Byly tedy vyuzity d—d pfechody pfi zvySené koncentraci ligandu (vykazuji
pii vinové délce maxima absorbance 680, resp. 695 nm (Obr. 3.14 — vpravo) bylo nésledné

vyuzito k vypoctiim stabilitnich konstant.
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Obr. 3.14 UV-VIS spektra komplextt H,L', HL? a HL? (odshora) s ionty Cu**, vlevo — zavislost
absorbance komplexu na vinové délce pfi proménlivém pH, vpravo — zavislost absorbance komplexu
na pH pfi maximalni vinové délce, experimentalni body zméfené spektrofotometricky jsou prolozené

simulovanou kiivkou ziskanou vypoétem v programu OPIUM*® (Ciig = Cxov~ 0,004 mol-dm™, £ =25 °C).
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Byly provedeny krystalizacni experimenty a podatilo se pfipravit monokrystaly, které
reflektuji komplexotvorné vlastnosti piipravenych ligandii v pevné fazi. Ziskané krystaly byly
podrobeny rentgenostrukturni analyze, pti niz byly odhaleny dva zakladni typy koordinacnich
izomerd. DPA skupiny vykazuji v zavislosti na iontu kovu zapojeném ve struktufe facialni
¢1 meridionalni geometrii komplexu.

Komplex fosfonatového ligandu H,L' s Cu*” krystaluje jako dimer s rizn&
protonizovanymi formami monomernich jednotek v zavislosti na pouzitém postupu piipravy
monokrystalu (Obr. 3.15). Piimé donor-akceptorové vazby se v obou piipadech ucastni
vSechny tfi dusikové atomy DPA, kyslikovy atom fosfonatové skupiny a atom chloru.
Na stabilizaci struktur se podili jest¢ atom chloru koordinacné vazany ve druhé dimerni
jednotce, ktery je ovSem pfili§ vzdaleny na to, aby bylo mozné pouzit oznaceni vazba,
nicméné¢ umoznuje vznik zobrazenych krystalovych struktur. Lze tedy konstatovat, ze méd’
je pseudohexakoordinovana. U obou komplexii bylo pozorovano meridionalni uspofadani,
v némz si Cu®" iont vynucuje polohu koordinujicich atomt dusiku v ekvatorialni roving.
V obou strukturdch dochézi v disledku Jahn-Tellerova efektu k vyraznému protaZeni oktaedru
ve sméru vazeb O11-Cu-Cl1 (Tab. 3.4) podobné¢ jako v piipadé médnatého komplexu

. , , oy r w7 v: 101
bisfosfinatového derivatu DPA piipraveného v nasi laboratofi.'’
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Obr. 3.15 Krystalova struktura mer-[Cu(HL")(Cl)],-3H,O (nahote)

a mer-[Cu(HL")(CI)][Cu(H,L"(CI)]"-CI -H,O (dole), atomy vodikii navazané na atomech uhlika,

nekoordinovany CI iont a molekuly H,O nejsou pro ptehlednost zobrazeny.

Tab. 3.4 Parametry krystalové struktury mer-[Cu(HL")(Cl)],-3H,O
a mer-[Cu(HL")(C1)][Cu(H,L")(C])]"-CI -H,O.

atomy ucastnici se vzdalenost vazebny uhel [°] s atomem
koordina¢ni vazby [A] NI1I Ol11 012 N12
N12 1,992(2) — - - —
N22 1,994(2) 157,75(8) — — —
Cul N1 2,086(2) 83,06(8) 80,94(8) - -
Cl1 2,2597(6) 98,51(6) 96,49(6) 175,83(5) —
Ol11 2,269(2) 92,23(7) 101,84(7) 85,71(6)  98,07(4)
NI2A N22A NIA Ol11A
NI12A 1,991(4) — — — —
N22A 1,995(4) 159,9(2) - - -
CulA NIA 2,076(4) 83,0(2) 81,2(2) — —
Ol1A 2,218(3) 94,9(1) 97,3(1) 89,2(1) -
Cl1A 2,265(1) 97,7(1) 96,7(1) 174,0(1) 96,66(9)
N12X N22X N1X 011X
N12X 1,988(4) - - - -
N22X 1,995(4) 162,7(2) - - -
CulX NIX 2,054(4) 83,9(2) 81,4(2) — —
011X 2,245(1) 98,0(1) 95,7(1) 173,6(1) -
Cl1X 2,388(3) 89.,3(1) 98,5(1) 85,5(1)  100,67(8)
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Pro ziskéani ucelené¢ho pohledu a moznosti porovnani koordina¢niho chovani v roztoku
byla proméfena UV-VIS spektra pii pH odpovidajicimu maximalnim zastoupeni castic
[HM(LI)] a [M(L")], resp. [M(L)] u komplext, které ma vyznam takto spektrofotometricky
méfit (s Cu®" a Ni*"). Ve spektrech v systému Cu®’—H,L' je patrny znaény posun vlnové
délky (~90 nm) maxima absorbance pro ¢astice [M(L)] a [M(HL)]. Zménu absorp¢niho pasu
1ze vysvétlit odlisSnou koordinacni schopnosti monoprotonizované a plné deprotonizované
formy ligandu H,L'. Monoprotonizovany fosfonat je slabym donorem elektronového paru
a v ekvatoridlni rovin¢ nalezneme koordinované N,N,N,O atomy, jak je vidét i ve struktufe
vySe (Obr. 3.16). PIn¢ deprotonizovana fosfondtova skupina projevuje mnohem silnéjsi
donorové vlastnosti a koordina¢ni okoli v ekvatorialni roviné se zméni na N,N,O,O.
Tato skute¢nost byla ovéfovana zmeéfenim UV-VIS spektra pfipraveného komplexu
mer-[Cu(HL")(C1)],-3H,0 v pevné fazi. Je zfejmé, Ze v oblasti vinovych délek 500-650 nm
kopiruje ziskané spektrum komplexu v pevné fazi protonizovanou formu komplexu
Cu* —H,L' v roztoku. Na informaci poskytovanou detektorem u vyssich vinovych délek, kam
pasy bohuzel zasahuji, se nelze zcela spolehnout. UZite¢nym néstrojem k posouzeni platnosti
nasich tvrzeni byla také spektra komplexu [M(L?*)], v nichZ se promitd slaba koordina&ni
schopnost fosfinatové skupiny, ktera odpovida spiSe monoprotonizovanému fosfonatu

(Obr. 3.16 — vpravo).
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Obr. 3.16 UV-VIS spektra komplexti ligandi s Cu*" (vpravo) a Ni*" (vlevo) — monoprotonizovany
komplex [HM(L")] v roztoku (1), plné deprotonizovany komplex [M(L")] v roztoku (2),
deprotonizovany komplex [M(L?)] v roztoku (3) a komplexy [Cu(HL")]" resp. [Ni(L")] v pevné fazi (4)
(t =25 °C, pro roztok cjig = Cov~ 0,02 mol-drn_B).
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Oproti tomu UV-VIS spektra systému Ni*"—H,L' jsou pro komplex [M(L)] (pH 8.5)
1 [M(HL)] (pH 2,9) obdobna a u obou komplexti 1ze tedy ocekavat totozné koordinacni okoli
(Obr. 3.16 — vlevo). Pripravena struktura v pevné fazi tvoii dimery a DPA se koordinuje
facidln€ (Obr. 3.17). Koordina¢ni oktaedr je jen mirné deformovén (Tab. 3.5). Do nejblizsiho
koordina¢niho okoli se kromé¢ dusikovych atomiit DPA a kyslikovych atomt hydroxylovych
skupin vazanych na fosforu zapojuje i OH ™ anion a mustkova molekula vody. Celé usporadani
stabilizuje pfitomnost dvou Li" iontll. P4s komplexu ziskany odrazovou UV-VIS spektroskopii

dobfte odpovida spektroskopickému chovani komplexu v roztoku (Obr. 3.16 — vlevo).

Obr. 3.17 Krystalova struktura fac-[Ni,(L"),(OH)(H,0){Li(H,0)} {Li(H,0),}]"(ClO4) -11,25H,0,
atomy vodikli navazané na atomech uhliki, (C10,) aniont

a nekoordinované molekuly vody nejsou pro prehlednost znazornény.
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Tab. 3.5 Parametry vySe zobrazené krystalové struktury
Jac-[Nis(L")>(OH)(H20) {Li(H,0)} {Li(H20),}]"(C104) ™ 11,25H,0.

atomy Ucastnici se vzdalenost vazebny uhel [°] s atomem

koordina¢ni vazby [A] Oo1w OlH N22A NI12A Ol1A
o1w 2,051(2) — — - - -
OlH 2,059(2) 82,25(6) — - - -

NilA N22A 2,065(2) 95,89(7)  174,15(7) - - -
NI2A 2,089(2) 98,94(7) 95,19(7)  90,58(8) - -
NI1A 2,146(2) 177,14(7)  100,24(7)  81,77(8)  79,49(8) -
Ol1A 2,181(2) 96,94(6) 83,20(6)  91,54(7) 163,67(7) 84,79(7)

OlH N12X o1w N22X NIX

O1H 2,034(2) — — - - —
NI12X 2,070(2) 105,25(7) - - - -

NilX o1w 2,083(2) 82,07(6) 91,83(7) - - —
N22X 2,093(2) 98,81(7) 92,43(7) 175,26(7) - -
NI1X 2,113(2) 174,32(7) 80,32(7)  96,83(7)  81,84(7) —
011X 2,114(2) 87,48(6) 167,04(7)  87,42(7)  87,97(7) 86,91(7)

I komplex fosfinatového derivatu HL® s hexakooordinovanymi Ni*" jonty vykazuje

facidlni geometrické uspofaddni. Koordinac¢ni oktaedr je i zde jen mirné¢ deformovan

(Tab. 3.6). Ve vnitini koordina&ni sféfe Ni*" iontti nachazime opé&t vSechny dusikové atomy,

atomy kysliku a navéazany protiiont NCS (Obr. 3.18). UV-VIS spektrum tohoto komplexu

v roztoku vykazuje vysokou podobnost se spektry komplexii fosfonatového analogu s Ni™,

coz pravdépodobné vypovida o stejném koordinacnim okoli (Obr. 3.16).

Obr. 3.18 Krystalova struktura fac-[Ni, (L*) ,(NCS)s],

atomy vodikti navazané na atomech uhlikil nejsou pro prehlednost zobrazeny.
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Tab. 3.6 Parametry vyse zobrazené krystalové struktury fac-[Nio(L*),(NCS)s].

atomy ucastnici se vzdalenost vazebny uhel [°] s atomem

koordina¢ni vazby [A] NI1I 011 012 N12 N22
NII 2,025(2) — — — — -
Ol11 2,070(1) 99,40(6) - - - -

Nil 012° 2,075(1) 91,66(6) 91,16(5) - - -
NI12 2,079(2) 95,31(6) 165,14(6)  86,32(5) - -
N22 2,100(2) 91,94(7) 86,09(6) 175,79(6) 95,53(6) -
N1 2,142(2) 170,09(6) 87,17(5)  95,63(6) 78,52(6) 81,06(6)

$ Symetricky sdruzena poloha.

Dale se podafilo ziskat monokrystal komplexu H,L' sLi" ionty, které jsou
pentakoordinované. Tvoii vazbu s dusikovymi atomy DPA a kyslikovym atomem fosfonatu
jedné molekuly ligandu. Druhy kyslikovy atom je protonizovéan a vytvari vodikovou vazbu

se sousedni dimerni jednotkou (Obr 3.19).

Obr. 3.19 Krystalova struktura [Li,(HL"),],

atomy vodikli navazané na atomech uhlikil nejsou pro prehlednost zobrazeny.
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3.4 SYNTETICKA CAST — BIFUNKCNI LIGAND

Projekt si dale kladl za cil pfipravu bifunkéniho ligandu vazbou pfipraveného
fosfinatového derivatu HL? na dusikovy makrocyklus se zdmdrem mozné komplexace dvou
riznych iont kovi, z nichz kazdy by plnil jinou tlohu.

Prvni zvolenou syntetickou cestou bylo navazani pfipravené¢ho ligandového ramena
HL? na 1,4,7,10-tetraazacyklododekanovy skelet (4) Kabachnik-Fields reakei nasledované
substituci zbyvajicich -NH skupin makrocyklu acetatovymi skupinami, jak naznacuje Obr. 3.20.

/\ Z
NH  HN |
(CH2O)n X
o 0 N
Il NH HN 6M HCI NH N lFl’ N
~Hh ~ NS
RN T
HL? (4) 5) =z IN
A
HOOC—\ /—\ _—COOH
[ ] ] (O
l|3 CH,CICOOH
Hooc—/ \_/ \/\ aq. LIOH (pH213)
60 °C
H,L* Z N

N

Obr. 3.20 Schéma piipravy bifunkéniho ligandu ,,vodnou* syntetickou cestou.

Skupina NH- cyklového skeletu nejprve reaguje ,,mannichovsky*“ s P—H vazbou
ligandu v prostiedi HCI, hovotime tedy o tzv. ,,vodné* formé reakce Mannichova typu. Vazby
pouze jednoho pendantniho ramene je docileno vhodnou stechiometrii reakénich komponent.
Nezreagovany piebytek makrocyklu zamezujici vzniku vedlejSich produkti (struktur s vice
pendantnimi rameny) je nutné nasledné separovat zreakéni smési. Provedeni separace
na silném aniontovém iontomeénici, kde tato latka neni nijak zadrZzovéna a eluuje s H,O, je
vyhodné s ohledem na moznost jeji regenerace a dal§iho pouziti. Produkt spole¢né s riznymi
formami nevazaného fosfindtového ramene (oxidovand forma, hydroxomethylova forma),
které pii reakci v malém mnozstvi vznikaji jakozto b&zné vedlejsi produkty, je z kolony
vymyt roztokem kyseliny octové (10% v/v). K oddéleni produktu od téchto nezddoucich
slozek je tfeba smés nanést na sloupec silného kationtového iontoménice, kde zna¢na Cast
necistot eluuje jiz roztokem pyridinu (10% v/v), zatimco produkt a produktu strukturné velmi

blizk4 latka (lze se domnivat, ze se jednd o produkt substituovany methylovym zbytkem
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na dusikovém atomu, nebylo dale zkouméno) je mozné z kolony vymyt az roztokem NH,OH
(5% v/v). Tato strukturné blizka latka vykazuje produktu zna¢né podobné chovéni, coz
komplikuje separaci. Tenkovrstvou chromatografii s pouzitim neutralni aluminy jako stacionarni
faze a smési NH4OH: EtOH (1:4) jako mobilni faze bylo dosaZeno uspokojivé separace na to,
aby chromatografickou metodu bylo mozné prenést do sloupcového uspotfadani. Provedena
Cistici operace byla velmi ztratova a aditivné s predeslymi purifikacnimi kroky vedla
k dosazeni pomérné€ nizkych vytézki izolovaného meziproduktu (5) (~30 %).

Ten byl nésledné podroben substituci zbylych tii cyklovych aminoskupin. Pfi pouziti
CICH,COOH v bazickém prostfedi LiOH lze ocekavat konkuren¢ni reakci — alkylaci,
resp. acylaci dusikovych atomiit DPA zapojenych v pyridinovych kruzich. Tento proces nebyl
pozorovan a mozné vysvétleni podavé ziskana krystalova struktura ligandu H,L' s Li",
v niz se vSechny dusikové atomy dipicolylaminu podileji na koordinaci lithného kationtu,
a jsou tudiz ,,zablokovany* pro ptipadné dalsi reakce (Obr 3.19).

K alkylaci tak dochéazelo na patficnych mistech a byla ziskana reakéni smés obsahujici
findlni bifunkéni produkt H4L*. Bylo oviem nutné odstrandni pfebytedné nezreagované
kyseliny chloroctové a hydroxidu lithného, které byly pouzity v nadbytku, na silném
kationtovém iontoménici, a dale ¢isténi produktu na sloupci neutrdlni aluminy, kde opét
dochazelo k vyraznym ztratdm. Konecny vytézek piese vSechny ztratové Cistici operace obou
kroki nebyl uspokojivy (~12 %, vztazeno k HL?) a bylo tfeba hledat jiny synteticky pfistup.

Moznou alternativou navazani fosforové pendantni skupiny na makrocyklus je
,»hevodna forma* reakce mannichova typu, kterd vyZaduje nukleofilni reaktant i1 pouZzity
dusikovy makrocyklus (DO3A) ve formé esteru. Isopropylovy ester fosfindtového ligandu HL?
byl pfipraven esterifikaci Steglichova typu, pfi niz je nejprve kyselina aktivovana vazbou
na N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid. Aktivovand forma posléze reaguje
s alkoholem za vzniku esterového produktu (6) s kvantitativni konverzi reaktantu na produkt

(Obr. 3.21).

i-PrOH
—N EDC HCI
X
| ﬁ ACN \/ \\

P N R 25°C
N N
) OH

HL (6)

Obr. 3.21 Reakce vedouci k zisku esterové formy ligandu HL?.
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Esterovd forma tetraazacyklododekanu se tfemi atomy dusiku substituovanymi
alkylovanymi acetatovymi zbytky — ~-BuDO3A — byla pfipravena jako hydrobromid (7)
dle publikovaného postupu.”’> Kabachnik-Fields reakci t&chto dvou pipravenych estert
s paraformaldehydem v pyridinu jako rozpoustédle byla ziskdna esterova struktura (8)

(Obr. 3.22).

tBuOOCﬂ I\ /—COOt _Bu t-Buoocﬂ I\ /—COOt-Bu /
(CH,0), -PrOH
[ j EDC-HCI [ j
J—.
|| N HNHBr konc. py ||
70°C, 2 d NP
N \\ tBuooc—" \__/ ™ tBu ooc—/ __/ \\/

(6) \( (7) \(

Obr. 3.22 Schéma ptipravy bifunkéniho ligandu bezvodou syntetickou cestou

se vznikem esterové formy produktu.

Problém nastal pfi ¢isténi a izolaci produktu. K odstranéni minoritné zastoupenych
vedlejsich produktii reakce a nadbytku reakénich komponent byla vyuzita vysokouc¢inna
kapalinova, resp. flash chromatografie. Chovani produktu (8) a nezreagované -BuDO3A (7)
na reverzni fazi bylo obdobné a 1 pfi bézné€ provadénych zménéach podminek je bylo obtizné
separovat.

Nabizelo se vychodisko v podobé¢ volby jin¢ho alkylového zbytku na esteru fosforové
komponenty, ktery zdsadné ovlivni retenci vysledné struktury. Byly vybrany dva polaritou
se velmi liSici alkoholy — diethylenglykolmonoethylether (DGME) vedouci k latce (9)
a benzylalkohol (BnOH) vedouci k latce (10) (Obr. 3.23).

A ol

\/\H \/\H

‘\/
9) (10)

(@)
~
Me

Obr. 3.23 Navrzen¢ esterové struktury vyuzitelné k ptipravé bifunkéniho ligandu

bezvodou syntetickou cestou.
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Pribéh reakei byl sledovan pomoci HPLC s vyuzitim spektrofotometrické detekce.
V piipadé benzylalkoholu 1ze s vyhodou diky aromatickému charakteru molekuly pozorovat
i veSker¢ vedlejsi a rozkladné produkty reakce. K zajisténi vysokého vytézku reakce je totiz
tteba pouzit alkoholovou komponentu v piebytku. Nezreagovand cast byla odstraniovana
dvéma nezavislymi zplusoby — lyofilizaci a vakuovou destilaci v Kugelrohr aparatufe.
Pfi obou metodach dochéazelo k nedefinovanému rozkladu produktu a jeho izolace nebyla
za téchto podminek mozna.

Velmi schidnym fesenim se ukézalo byt ,,one pot* pojeti celé reakce, pfi niZ je ester
fosforové vstupni komponenty generovan in situ a pfimo bez izolace je ponechan reagovat
s (CH,0), a --BuDO3A-HBr v prostiedi suché¢ho pyridinu. Uvedeny postup byl zkouSen jak
s BnOH se zamérem ptipravit (17), tak s DGME se zdmérem piipravit (12) (Obr. 3.24).

t-BuOOCﬂ / \ /—COOt -Bu tBuOOCﬂN/ \ /—COOt Bu

C Ji l

tBuoocJ \_/ R \\/ tBuOOC—/ \_/ \/P\\/N
11 (12)
(11) 5 S |
<
Me

Obr. 3.24 Struktury navrzené jako produkty ,,one pot reakce.

,Bezvoda“ varianta reakce Mannichova typu vede bézné k ziskani esterové formy
produktu dle zvoleného alkoholu. Piekvapivé byl vysledkem reakci s obéma alkoholy identicky
produkt (piky vykazuji shodné reten¢ni Casy pti HPLC analyze, jak je vidét na Obr. 3.25).
Ten byl po izolaci identifikovan NMR a MS spektroskopii jako navrhovany bifunkéni ligand
s esterové chranénymi karboxyly (8). Pfi jeho separaci flash chromatografii byla rovnéz
ziskana frakce s Cistou latkou, ktera vykazovala podstatné nizsi retenci a pomohla v objasnéni

prib&hu obou reakci s neo¢ekdvanym vysledkem.
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8 . 10
{ min
Obr. 3.25 Zaznam HPLC analyzy ,,one pot* reakce s vyuzitim BnOH (nahote) a DGME (dole),

eluce produktu ~ 6,5 min, detekce pii 210 nm (Cervena) a 254 nm (modra).

Po identifikaci latky (13) bylo zfejmé, Ze in situ vzniklé fosfinové estery vykazuji

chovani alkyla¢nich ¢inidel a alkyluji pyridin pouzity jako rozpoustédlo (Obr. 3.26).

tBuOOCﬂ / \ /—COOt—Bu t-BuOOCﬁ\ / \ /—COOt -Bu Z
N N (CH,0),, BnOH
o [ j EDCHCI [ j
|| N NH konc. py ||
;70 °C,2d
\ H  ¢tBuooc—" \__/ " tBuooc—" \_/ \/

OH —
+

(7) W ® 7
X

Obr. 3.26 Schéma ptipravy bifunkéniho ligandu ,,one pot™ syntetickou cestou

—Z

vedouci k zisku ,,neesterové* formy produktu.

Poslednim krokem vedoucim k finalni bifunk¢ni struktuie bylo odstranéni chranicich
t-butylovych skupin na karboxylovych substituentech. Reakce eliminac¢niho charakteru probiha
v koncentrované TFA za vzniku H4L* a isobutenu jako vedlejsiho produktu (Obr. 3.27).
Pti reakci je dosahovano vysokych vytézkl, jednoduchym zpracovanim a izolaci nedochézi
k prakticky zadnym ztratam. Celkovy vytézek této syntetické cesty Cinil 64 % (vztazeno
k ~-BuDO3A-HBr).
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tBuOOCﬂ /_\ /—COOt Bu HOOCﬂ /_\ /—COOH
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Obr. 3.27 Reakce odstranéni chranicich skupin

vedouci k zisku kone¢né struktury bifunkéniho ligandu.
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4 ZAVER

Efektivni jednokrokovou syntetickou cestou vedouci k vysokym reakénim vytézkim
byly piipraveny struktury obsahujici dipicolylaminovy motiv v blizkosti fosfo(i)natové skupiny.
Pti studiu jejich acidobazickych vlastnosti se ukazala nizké bazicita dusikovych atomi DPA
v téchto molekulach, ktera se odrazi v koordinacnim chovani zkoumanych latek. Komplexy
studovanych ligandii s vybranymi ionty pfechodnych kovi (Cu®, Ni** a Zn®") vznikaly jiz
pti nizkém pH. Fosfonatovy analog tvofi slabé komplexy s Mg2+ a Ca®" ionty, naproti tomu
fosfinatové derivaty tyto ionty nekomplexuji viibec. To potvrzuje selektivitu DPA motivu
viiéi Zn®" jontim. Na zakladé analyzy pfipravenych monokrystalii nékterych komplext byla
zhodnocena dobra shoda koordinaéniho chovani v roztoku a v pevné fazi. DPA vytvaii dva
typy koordinagnich izomertt — fac, které byly pozorovany u systémi s Ni*" ionty a mer
pozorované u systémt s Cu”" jonty.

Nalezenim nové syntetické ,,one pot“ cesty byl pfipraven bifunkéni ligand kombinujici
tetraazamakrocyklus a DPA strukturni motiv, ktery je potencidln¢ schopen koordinaéné vazat
dva rizné nezavislé ionty kovu. Tento ligand bude v budoucnu studovan jako kontrastni latka
uréena k detekci Zn®" jontd ve vybranych tkanich a orginech metodami molekularniho

zobrazovani.
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