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Abstrakt: V posledni dobé rostouci poptavka po cilenych radiofarmakach mo-
tivuje vyzkum bifunkénich ligandti, které by meély byt schopny koordinovat ion
radiokovu do stabilntho komplexu a také mit dostupné funkéni skupiny k na-
vazani na biologicky vektor. Zejména Siroka skala radionuklidi médi vyvolava
zajem kvuli potencidlnim aplikacim v diagnostice a terapii nadorovych onemoc-
néni. Ligandy na bézi cyklamu jsou jedny z nejvhodnéjsich pro komplexaci Cu(II).
Byl pripraven relativné maly pocet nesymetricky trans-disubstituovanych deri-
vatl z divodu slozité a netrivialni syntézy téchto latek. V této diplomové préci
je predstaveno nové orthogonalni chranéni cyklamu jako mozna cesta pripravy
téchto latek. Skrze tento meziprodukt byl pripraven ligand s methylenfosfonato-
vym a methylen(p-aminobenzyl)fosfindtovym pendantnim ramenem, byly pripra-
veny médnaté komplexy tohoto ligandu a byla studovana jejich izomerie, stabilita

a inertnost.

Klicova slova: PET, SPECT, radioterapie, méd, bifunkéni ligandy, orthogonalni

chranéni cyklamu.

Abstract: Recently, the increasing demand for targeting radiopharmaceuticals
motivates the research of bifunctional ligands which should be able to coordi-
nate radiometal ion into a stable complex and also contains avalaible functio-
nal group for binding to a biological vector. Especially the wide range of cop-
per radionuclides is sparking interest for potencial applications in diagnosis and
therapy of tumorous diseases. The ligands of the cyclam family are one of the
most suitable for Cu(Il) complexation. Relatively small number of unsymmet-
rically trans-disubstituted derivates has been prepared because of difficult and
non-trivial synthesis of these compounds. In this Diploma thesis a new ortho-
gonal protection of cyclam is presented as a possible route of preparation of
these compounds. Through this intermediate a ligand with methylenephospho-
nate and methylene(p-aminobenzyl)phosphinate pendant arms was synthesized,
copper complexes of the ligand were prepared and their isomerism and stabi-

lity /inertness were studied.

Keywords: PET, SPECT, radiotherapy, copper, bifunctional ligands, orthogonal

protection of cyclam.
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1. Teoretické pozadi prace

1.1 Uvod

Moderni doba ptinasi mnoho tzv. civiliza¢nich chorob, mezi néz se radi obe-
zita, kardiovaskularni onemocnéni, cukrovka, ale i rakovina. Cilené 1é¢it a vCasné
diagnostikovat nadorova onemocnéni a jejich pripadnd druhotna loziska (me-
tastaze) je jiz mnoho let snahou lékait a védcu. Tento spolecny cil spojuje mnoho
vyzkumnikii z riznych obort a vybizi k interdisciplindrni spolupraci.

Jednou ze zkoumanych oblasti je vyuziti komplexii makrocyklickych ligand.

Diagnosticky lze vyuzit jejich komplexy s paramagnetickymi ionty kovii jako kon-

trastni latky pro [zobrazovani pomoci magnetické rezonance (MRI)l Komplexy

radionuklidi pak nachazi uplatnéni pii zobrazovani pomoci [pozitronové emisni|

ftomografie (PET)| a [jednofotonové emisni tomografie (SPECT)| Potencidlné je

Ize také vyuzit k 16¢bé nddora radioterapii (terapie vyuzivajici radionuklidy).

1.2 Vyuziti kovli v medicinskych zobrazovacich
metodach

V medicidlni chemii a potazmo v mediciné jsou jiz delsi dobu vyuzivany za-
jimavé vlastnosti iont kovii. Miuze se jednat napr. o paramagnetické vlastnosti
vyuzivané pro ovliviiovani relaxacnich casii v nebo radioaktivni premény né-
kterych nuklidt — emise 3+ ¢astic vyuziva metoda[PET] ~ fotontt metoda[SPECT]
Radionuklidy s preménami o a 8~ jsou zase vhodnymi adepty na terapeutické

vyuziti.

1.2.1 Zakladni principy radiochem. zobrazovacich metod

PET
Pozitronova emisni tomografie vyuziva emitovanych pozitront, které vzapéti
anihiluji za vzniku dvou fotonti o energii 511 keV. Tyto fotony se od mista anihi-

lace $it1 po koincidenc¢ni primce na opacné strany, ve stejny cas jsou detekovany



pomoci kruhového detektoru a zpétnou projekcei je rekonstruovan obraz.

SPECT
Metoda je zalozena na detekci y-fotont scintila¢nim detektorem po-
hybujicim se okolo pacienta. Ze snimkt porizenych pod rtiznymi ihly 1ze nasledné

rekonstruovat trojrozmérny obraz distribuce radiofarmaka.

1.2.2 Toxicita kovi a potreba liganda

V mnohych pripadech je samotny ion kovu vhodny pro medicinské zobrazovani
vysoce toxicky anebo se jednd o radioizotop (jenz chceme cilené zavést do mista
nemoci), a proto jej nelze pouzit v podobé volného iontu. Vyhodnym resenim
muze byt komplexace iontu do stabilnitho komplexu, ktery by v téle pacienta ne-
podléhal nezadoucim preménam (disociaci, hydrolyze, transchelataci, transmeta-
laci), pokud mozno selektivné interagoval s vybranymi télnimi strukturami (napft.
nidorovou tkani) a nakonec byl efektivné vyloucen z téla bez vedlejsich tcinkd.

Jednim z nejznaméjsich prikladu je trojmocny ion gadolinia (GdCl; - 6 HoO ma
LDso cca 100-200 mg/kg),[1] jehoz komplexy jsou v dnesni dobé bézné vyuzivany
jako kontrastni latky v , napf. komplex s ligandem DOTA (Dotarem®, Obr.
).

Gd-DOTA [68Ga]-Ga-DOTA-TOC

Obréazek 1.1: Priklady komplexu vyuzivanych pro zobrazovani pomoci MRI (Gd-
DOTA) a PET ([¥Ga]-Ga-DOTA-TOC).

Dalsi pifkladem mtZze byt ®*Ga-DOTA komplex navdzany na somatostatinovy

analog octreotid (SomaKit TOC®, Obr. schvaleny v roce 2016 v Evropé



(v roce 2019 v USA) pro zobrazovani pomoci [PET] ktery by potencidlné mohl
byt v budoucnu pouzit pro terapii neuroendokrinnich nadort, které se vyznacuji

nadmérnou expresi somatostatinovych receptori.|[2] 3]

1.2.3 Radioizotopy médi

V poslednich letech stale vétsi zajem vzbuzuji stale dostupnéjsi radionuklidy
ruznych kovi. Z nich je vénovana velka pozornost napt. médi, jejiz radioizotopy
nabizi Sirokou plejadu polocasti, druhii a energii premén (Tab. a mohly by tak
byt vyuzity jak v [PET|a[SPECT] tak i v radioterapii. Ani v tomto piipadé vsak

nelze vyuzit primo médnaté ionty (prestoze méd je biogennim prvkem a jako
kofaktor nékterych enzymi je zapojena do dilezitych biochemickych procesi),
ale je nutné je pouzit vazané v komplexu a omezit tak nespecifické uklddani

radionuklidt v tkanich.[4]

Tabulka 1.1: Fyzikalni vlastnosti vybranych radionuklidia médi. [5]

radionuklid ¢;/2 (h) preména (%) zdroj

%0Cu 0,38 BT (93), EZ (7) cyklotron
61Cu 3,3 BT (62), EZ (38) cyklotron
62Cu 0,16 B1(98), EZ (2) generator, cyklotron
¢1Cu 12,7 BT (19), EZ (41), 8~ (40)  reaktor, cyklotron
%6Cu 0,09 £~ (100) reaktor, cyklotron
67Cu 62 £~ (100) reaktor, cyklotron

Produkce radionuklidit médi vétsinou vyzaduje ozarovani vhodného mater-
ského nuklidu (nejcastéji Zn nebo Ni) protony nebo deuterony v cyklotronu. Poté
je potreba separovat radionuklidy médi od velkého nadbytku materského nuklidu,
avsak vysledny roztok radioizotopu médi muze i tak stéle obsahovat malé mnoz-
stvi vychoziho nuklidu (je tfeba si uvédomit, ze latkové mnozstvi pripraveného
radionuklidu je extrémné malé, a tak i stopové zbytky materského nuklidu jsou
vyznamnou necistotou). Ligandy pro komplexaci médi by tedy mély byt velmi
selektivni pro Cu(II) oproti Ni(IT) a Zn(II), at uz z termodynamického nebo ki-
netického hlediska.

Dobte znama koordinac¢ni chemie, rychlé komplexacéni reakce, vhodné polo-

casy premén a vysoka specificka aktivita ¢ini méd velmi atraktivni pro medicin-
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ské aplikace, coz motivuje vyzkum k syntéze novych ligandt. Komplexy musi byt
termodynamicky stélé a ligandy by mély selektivné koordinovat dany ion (vici
kompetitivnim iontim pfitomnych v téle — hlavné Zn(II), Ca(II) a Mg(II) ionty).
Obecné je také prijiméno, ze nejdilezitéjsi je kinetickd inertnost, ktera je rozho-
dujici pro stabilitu in vivo.[6] Dalsim pozadavkem je rychld komplexace vzhledem

ke kratkym polocasim premeény radioizotopii.

1.3 Makrocyklické ligandy

Nejprve byly jako potencidlni chelatory zkoumany dobie znamé acyklické
(Hyedta, Hsdtpa) nebo makrocyklické ligandy jako tacn, cyklen, cyklam, Hsnota,
Hydota a Hyteta (Obr. [1.2)). AvSak médnaté komplexy téchto prvotnich ligandi
nejsou optimélni, hlavné kvuli rychlosti vzniku (prilis pomald pro vétsinu makro-
cyklickych ligandi), kinetické inertnosti (pfilis nizka pro komplexy acyklickych
ligandu a ligandi s prilis mnoha donorovymi atomy) a malé odolnosti vici re-
dukci na jednomocnou méd (médné komplexy jsou obecné labilnéjsi, hlavné kvuli

malému naboji kovového iontu a nulové stabilizaci ligandovym polem).[4]

COOH ™\ NH HN NH HN
HoOC
Y Nr NH HN j [ j
wooc— \COOH </H NH HN NH HN
- L
Hjedta tacn cyklen cyklam
COOH COOH
COOH COOH
™\ HooC—™\. /" \ /™~COOH
N ooc coo Hooc” >N NZ “COOH

N N

HOOC. N\~ o N - COOH </N\> [ j
J N N

HOOC N N COOH
~ ~
00C HOOC - \ / \.—COOH

COOH

Hsdtpa Hsnota Hidota Hjteta

Obrézek 1.2: Ligandy zminéné v textu.

V dnesni dobé jsou jako potencialni ligandy pro ionty prechodnych kovu a lan-
thanoidu intenzivné zkoumény hlavné polyazamakrocykly (makrocykly obsahu-
jici nékolik dusikovych atomu) s koordinujicimi pendatnimi rameny. Atraktivni
jsou tim, zZe tvori termodynamicky stabilni a kineticky inertni komplexy, vykazuji

vysokou selektivitu pro ionty kovii a vhodné zvolenymi pendantnimi rameny na
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makrocyklu lze ovlivnit (zvysit) rychlost komplexace. Vzhledem k relativné krat-
kym polocastim premény nékterych radioizotopt je jednim z nejvétsich problémi
makrocyklickych ligandi pomald komplexace.

Mezi takovéto ligandy patii v poslednich letech zkoumané derivaty Hznota,
jejichz komplexy se tvori rychle za mirnych podminek a jsou stabilni in vivo.[7]
Nicméné jsou to prevazné derivaty cyklamu, které poskytuji nejlepsi selektivitu
pro dvojmocnou méd oproti Zn(II) a Ni(II), tedy ionttum, které jsou béznymi
necistotami v roztocich radiomédi. Z tohoto diivodu jsou studovany derivaty cyk-
lamu s jednim nebo dvéma koordinujicimi pendatnimi rameny (v téchto ptipadech
je naplnén pozadavek — pro dvojmocnou méd optimélniho — koordinac¢niho ¢isla

5 nebo 6).[4, 8, 9]

1.3.1 Ligandy na bazi cyklamu

Ligandy na bazi cyklamu, jako napt. Hyteta, jsou vhodné pro ionty prechod-
nych kovi, protoze vétsi cyklus (oproti cyklenu nebo tacn) umoziuje planarni
koordinaci vSech dusikovych atomt.[8, [10] Jiz bylo pfipraveno mnoho derivati
cyklamu, pricemz bylo pozorovano, ze pocet a povaha pendantnich ramen ovliv-
nuje nejen selektivitu ligandu, ale také rychlost komplexace a kinetickou inertnost
vysledného komplexu.[IT], 12]

Z kinetického hlediska vykazuji nejrychlejsi komplexaci pri pH relevantnim pro
biochemické studie ligandy se slabé koordinujici postranni skupinou. Komplexace
pravdépodobné probihd pres tvorbu ,out-of-cage” komplexu, kde je ion kovu ko-
ordinovan pouze pendantnim ramenem bez zapojeni makrocyklu. Stabilita ,out-
of-cage® komplexu je krucialni pro dalsi preusporadani a tvorbu ,in-cage* kom-
plexu, tj. koordinaci makrocyklické ¢asti.[9] Inertnost vysledného komplexu zélezi
také na bazicité donorovych atomi makrocyklu, ktera spolecné s moznosti proto-
nace pendantnich ramen a tvorbou silnych intramolekularnich vodikovych vazeb
hraje dulezitou roli v mechanismu kysele katalyzované disociace.[9]

Cyklamové komplexy mnohdy tvori komplikované smési izomert kvili riznym
moznym konformacim makrocyklického kruhu a vzajemné orientaci pendantnich

ramen a vodikovych atomi N—H skupin vzhledem k roviné makrocyklu.[8, [13]



Konfigurace cyklamového skeletu v komplexech

Cyklamovy skelet je pomérné flexibilni, a proto cyklam a jeho derivaty po
koordinaci mohou zaujmout jakoukoli z péti konfiguraci znazornénych na Obr.
(konformace jsou oznacovany I az V).[14] Kazdy ze ¢ty atomu dusiku ko-
ordinovanych na kov je chirdlni a lisi se prostorovym usporadanim N—H vazby
(popt. pendanti1).[§] Centralni ion Cu(II) je v nékterych téchto izomerech pen-
takoordinovan, v jinych konformacich mize byt hexakoordinovin (oktaedricka

koordinac¢ni sféra s cis i trans geometrii).[9]

R R R\ /R R N 7
NHN N———N N -N
R¢ R RO > </N ~M=
<N \> <INUAN,

n R m
R R R
NN RINTN=N

<X oML > RK oM A

N, N_-~N
R v R v R

Obrazek 1.3: Mozné konformace makrocyklu v komplexech derivati cyklamu.[9)]

Bosnich et al.[I3] ucinil semikvantitativni odhady relativnich energii pnuti
(,strain energy®) pro izomery kobaltitého komplexu cyklamu, které naznacuji,
ze v oktaedrické koordinacni sféfe je nejstabilnéjsi konfigurace trans-1I1. Vypo-
¢ty molekularni mechanikou (Connoly et al. pro Ni(II)-cyklam)[I5] ukazaly, ze
trans-1 konfigurace se stava stabilnéjsi viaci konfiguraci trans-111 pri prechodu
od oktaedrickych komplexti ke ¢tvercové pyramidalnim a trigonalné bipyramidal-
nim komplextim. Tyto zavéry koresponduji s vysledky analyzy vSech nikelnatych

komplexu s cyklamovym skeletem (tj. vSech, jejichZ rentgenova struktura byla

v dobé vzniku této analyzy — 1999 — ulozena v [Cambridge Structural Database)|

, kterou provedli Donnelly a Zimmer a zhodnotili, ze nejc¢astéjsi konfiguraci
je nejstabilnéjsi konfigurace, kterou je trans-III (Tab. [1.2).[14] Ke stejnym zavé-
ram dosli i Bakaj et. al., kteri hodnotili dostupné struktury médnatych komplext
s cyklamovym skeletem. [16] Vétsina oktaedrickych komplexii preferuje konfiguraci
trans-111, a ¢tvercové pyramidalni a trigonalné bipyramidalni molekuly preferuji

trans-1 konfiguraci (Tab. [1.2)).



Tabulka 1.2: Zastoupeni konfiguraci 139 Ni(II) a 89 Cu(II) komplexii s cyklamo-
vym skeletem na zakladé dat z [CSD|[14], [16]

celkem (%) oktaedr. (%) ¢étv. pl. (%) étv. pyr. (%) trig. bipyr. (%)

konfigurace Ni Cu Ni Cu Ni Cu Ni Cu Ni Cu
celkem 54,7 44,6 40,0 20,7 2,67 249 07 10,9
trans-1 20,3 20,7 93 49 293 105 750 50,0 100,0 40,0
trans-T1 00 11 00 00 00 00 00 45 00 0,0
trans-1II 57,2 68,5 52,0 90,2 67,2 895 250 40,9 0,0 0,0
trans-V 15 00 00 00 35 00 00 00 00 0,0
cis-V 21,0 87 387 00 00 00 00 45 00 600

Komplexace je ovlivnéna nejenom povahou pendantu, ale také schopnosti mé-
nit konformacni usporadani makrocyklu, coz je relativné snadné v pripadé, ze
v cyklamovém skeletu jsou néjaké nesubstituované N—H skupiny.[4], [17] Tako-
vato bohatd stereoizomerie komplikuje hodnoceni dat, a tak vlastnosti jednot-
livych pendanti nemohou byt jednoduse porovnany. Avsak znalost, jak koor-
dinujici pendant ovliviiuje vlastnosti ligandu/komplexu, je dilezitd pro design
ligandti. Napriiklad je znamo, Ze Uplna substituce vsech dusikovych atomii cyk-
lamu pendantnimi skupinami vede k uprednostnovani konformace I a absence
sekundérnich aminoskupin v pentakoordinovanych Cu(II) komplexech zabranuje

preusporadani. [18§]

Cross-bridged cyklamy

Cyklamy pfemosténé ethylenovymi mustky (cross-bridged cyklamy, Obr.
jsou prirozené dalsimi derivaty, které jsou studovany, protoze rigidita cyklu a pre-
organizace ligandu je predurcuje k tvorbé kineticky inertnich komplexti. Médnaty
ion pritomny v komplexech cross-bridged cyklamu se dvéma acetaty (Hte2a7
Obr. nebo acetamidovymi pendanty je zcela ,zabaleny“ v kavité ligandu. [19]
Struktura téchto ligandu zapfi¢inuje vznik komplext v konformaci cis-V.[19]
Komplexy vykazuji vysokou stabilitu, jak in wvitro, tak in vivo, ale rychlost kom-
plexace je velmi pomald [20] anebo vznik komplexu vyzaduje velmi drsné pod-
minky nevhodné pro radiomedicinské aplikace (zde se obvykle pouzivaji ligandy
navazané na biologicky aktivni molekulu, nejéastéji peptidy, tudiz nelze pouzit

napt. zvyseni teploty apod., viz[1.3.2)). Nahrazenim acetatovych skupin za methyl-
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fosfonatové pendanty (Hzch-telalp a Hycb-te2p, Obr. se podarilo pripravit

ligandy, které komplexuji %Cu(II) rozumnou rychlosti pii laboratorni teploté.[21]

OH OH
m ZCooH ZCooH /\”/ga m/\ﬁ/\%’H
CL] EU oEU EU e (1 J¢
HOII HO ||
NH N7 HoOC. > \/ H/I\/‘\/N N
K) OH OH
cb-cyklam Hocb-te2a Hicb-telalp H,cb-te2p Hscb-te2bpin

Obrazek 1.4: Derivaty cross-bridged cyklamu zminéné v textu.

Nedévno bylo pri porovnani cross-bridged derivati Hycbh-te2p a Hycb-te2bpin
[22] s jejich cyklamovymi analogy Hyte2p a Hyte2bpin (Obr. zjisténo, zZe ter-
modynamicka stabilita komplexti cross-bridged derivatii je nizsi nez nepremos-
ténych analogt, prestoze Hjcb-te2p a Hjcb-te2bpin vykazuji vysokou bazicitu
makrocyklu. Autori se domnivaji, ze tato nizsi stabilita je zpusobena geomet-
rii kavity cross-bridged cyklamu, kterd neumoznuje ekvatorialni koordinaci vsech
¢tyt dustkovych atomt. Rovnéz rychlost komplexace je mensi nez u nepremosteé-
nych derivati, ackoli v ramci premosténych derivati cyklamu je mtizeme zaradit
mezi nejrychleji komplexujici ligandy. Komplexy vSech zminénych cross-bridged

derivata vSak vykazuji extrémni kinetickou inertnost.[22]

Ligandy s acetatovymi pendantnimi rameny

Mezi prvni a nejvice prozkoumané cyklamové ligandy patii Hyteta (Obr.
a pribuzné derivaty s nizsim poctem pendantnich skupin (Obr. , tedy cyklamy
s karboxymethylovymi (bézné oznac¢ovanymi jako ,acetdtovymi“) pendanty. Jak
uz bylo vysSe zminéno, pendantni ramena ovliviiuji vlastnosti ligandu i vysled-
ného komplexu. Ladéni téchto vlastnosti bylo studovano pravé na prototypovych
ligandech Hznota, Hydota a Hyteta a jejich analozich substituovanych rtznymi
pendantnimi rameny s odlisnymi koordinujicimi skupinami (hydroxo, amin, thio,
pyridin, fenoléto, fosfindto/fosfonato atd.).[11, 12} 23]

Médnaty ion tvori stabilnéjsi komplexy s Hyteta nez s Hydota.[24] AvsSak
Hyteta a Hydota jako oktadentatni ligandy nevyuzivaji vsechny donorové atomy
pro koordinaci centralniho kovu v jednojadernych komplexech, coz mutze vést

k labilité in vivo.[I8] Nekoordinovand pendantni ramena totiz mohou komple-
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Obréazek 1.5: Derivaty cyklamu s acetatovymi pendanty.

xovat ionty pritomné v téle za vzniku dinuklearnich komplexti a nasledné miize
dochézet k transmetalaci.

Ve snaze nalézt hexadentatni ligandy vhodné pro koordinaci iontt prvni pre-
chodné fady kovii byly pfipraveny 1,8-diacetdtové derivaty cyklamu HyMe?te2a
a Hate2a (Obr.|1.5)).[23] Ligandy tvori pfedpoklddané oktaedrické komplexy s ionty
kovii, avsak acetatovy ligand Hsote2a se sekundarnimi aminovymi skupinami neni

stabilni ve vodnych roztocich a snadno se tvori tricyklicky laktam.[25]

Ligandy s pendantnimi rameny obsahujicimi fosfor

Nahrazenim acetatovych pendant za methylenfosfonatové nebo fosfinatové
skupiny se méni komplexacni vlastnosti ligandii. Bazicita makrocyklu je ovliv-
néna pendantni skupinou a roste v fadé fosfindt < karboxylat < fosfonat.[26]
Termodynamicka stabilita Cu(II) komplext v roztoku je ovlivnéna hlavné bazi-
citou aminovych skupin a konstanty stability maji podobny trend.

Byly pripraveny ruzné methylenfosfonatové (—CHy—PO3H,) derivaty cyk-
lamu (Obr. [L.6]). Tyto ligandy, stejné jako jiné aminoalkylfosfondtové derivéty,
jsou vysoce bazické.[27] Lze tak predpokladat vysoké hodnoty konstant stability
a vysokou kinetickou inertnost vyplyvajici z koordinace vsech donorovych atomu
ligandu. Rovnéz v pripadé pouziti fosfonatovych skupin nehrozi tvorba laktamo-
vych kruhti jako u derivati s acetatovymi pendanty.

V pripadé methylenfosfindtovych (—CHy;—P(R)OyH) derivatu 1ze riznymi —R
skupinami ovlivnit selektivitu pro ionty [I7, 28] a dalsi vlastnosti makrocyklickych
sloucenin. [29]

Intenzivné byly studovany komplexy prechodnych kovu fosforovych analogu
Hydota a Hyteta. U analogi Hgdotp a Hgtetp bylo zjiSténo, ze tyto dva ligandy
obsahuji dva velmi bazické dusikové atomy, nevyznacuji se vyznamnou selekti-

vitou (snad kromé médnatych ionti) a vSechny donorové atomy na pendatnich
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Obrézek 1.6: Derivaty cyklamu s pendanty obsahujicimi fosfor.

skupindch nemohou byt koordinovany ke stejnému centralnimu kovu.[30} 31] Pred
néjakym ¢asem bylo ukazano, ze derivaty cyklamu s methylfosfonatovymi pendat-
nimi rameny Hyte2p nebo Hatelp (Obr. skutecné rychle komplexuji dvojmoc-
nou méd. [17, 18], 32] Na zakladé vSeobecné prijimaného predpokladu dvoukrokové
tvorby komplexu s makrocyklickymi ligandy s pendatnimi rameny by tato rychla
komplexace mohla byt vysvétlena interakei mezi iontem kovu a pendantni fosfo-
natovou skupinou mimo kavitu makrocyklu. Pendantni skupiny pak asistuji pri
prechodu iontu kovu z roztoku do kavity ligandu a zaroven usnadnuji uvolnéni
protonu z protonizované aminoskupiny makrocyklu prostfednictvim vodikovych
vazeb. Tyto ligandy jsou selektivni pro Cu(Il) a vzniklé komplexy jsou termody-
namicky stabilni a kineticky inertni. Nedavno Notni et al. potvrdili tuto hypotézu
pro derivaty trap (analoga Hsnota susbtituované methylfosfindtovymi rameny),
které vykazuji rychlejsi znac¢eni pomoci %Ga diky silné ,out-of-cage® interakci
mezi trojmocnym galliem a pendatnimi rameny. [33] [34]

Byl studovan vliv methyl(fenyl)fosfindtového pendantniho ramena (Hytetp™™®,
Obr. na schopnost makrocyklu komplexovat prechodné kovy.[35, 36] Ukéa-
zalo se, ze Cu(Il) komplex tohoto ligandu vykazuje vysokou termodynamickou
stabilitu, avSak kinetickou labilitu pri kysele katalyzované dekomplexaci.[36]

S cilem jesté vice vylepsit efektivitu znaceni pomoci radioizotoptt médi byly
pripraveny derivaty cyklamu s gemindlnimi fosforovymi skupinami — Hstelbpin
a Hstelpp. Tyto skupiny jsou velmi kyselé, takze se jedna o slabé koordinujici

skupiny.[4] Zaroven tato vlastnost predpoklada, ze by mély byt schopny vazat
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ion kovu i v silné kyselém prostredi, ale nemély by soupefit s mnohem lepsimi li-
gandy, jakymi jsou makrocykly. Takovéto pendatni rameno pripojené na makrocy-
klus muze zachytit velmi malé koncentrace radioizotopi kovii a nasledné urychlit
komplexaci diky optimalni stabilité ,,out-of-cage® intermediatu. Tyto derivaty vy-
kazuji vysokou bazicitu amini, vysokou stabilitu komplexti s dvojmocnymi ionty
prechodnych kovu a vysokou selektivitu pro Cu(II). Rychlou tvorbu komplexu
autori prisuzuji slabé koordinujicim pendatnim ramentm tvoricim ,out-of-cage*
komplex, ktery déle tvori ziidka pozorovany ,in-cage® intermediat s konformaci

IT cyklamového cyklu, ktery potom poskytuje findlni izomer I.[4]

1.3.2 Konjugace bifunkcnich ligandi

Pro radiomedicinské aplikace jsou nejéastéji pouzivany biokonjugéty (Obr.
. Kovovy ion je koordinovan vhodnym bifunkénim ligandem zarucujicim mi-
nimalni nezddouci ukladani radioizotopu v téle (vysledek silného vazani kovu)
a zaroven umoznujicim konjugaci komplexu s biomolekulou skrze néjakou dalsi
reaktivni skupinu. Duvodem, proc¢ je vétsinou pottreba ion kovu pripojit na bi-
ologicky aktivni vektor, je snaha o cilené zavedeni iontu kovu na urcité misto
(targeting). Biomolekula slouzi jako ,mnosi¢“ radionuklidu, resp. komplexu, ktery
specificky dopravi do mista nemoci, pokud tam je vysoka koncentrace vybra-
nych cilovych receptori. Takovym biologickym vektorem mohou byt napt. malé

peptidy, monoklonélni protilatky nebo jejich fragmenty.[37]

%gﬁ% ﬁ% Rafii@p\metal

BM Linker BFC

Obréazek 1.7: Schématicky znazornéna struktura radiofarmaka — radiokov koordi-
novany bifunkénim cheldtorem (BFC), ktery je pres linker navazan na biologickou

molekulu (BM).[3§]
Pro vylepseni farmakokinetiky a in wvivo distribuce je vyhodné navazat bi-
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funkeni ligand na biologicky vektor skrze néjaky linker. Linkerem miize byt napft.
jednoduchy uhlovodikovy Tetézec (zvyseni lipofility), peptid (zvyseni hydrofility
a zlepSeni vylucovani pomoci ledvin) nebo polyethylenglykol (zpomaleni extrakce
radiofarmaka hepatocyty).[37]

Konjugaty jsou nejéastéji pripravovany kaplinkem karboxylatovych nebo ami-
novych skupin pomoci riznych kaplovacich ¢inidel za vzniku amidovych vazeb.[39]
Casto se vyuziva téZ spojeni pomoci kaplinku isothiokyanati, pifp. isokyanati
s aminy za vzniku thiomocoviny, resp. mocoviny. Alternativni moznosti jsou
i rtizné bioorthogonalni click reakce jako Cu-katalyzovana azidova-alkynova cyklo-

adice. [40]

1.4 Moznosti derivatizace cyklamu

Byly jiz popsany rtzné pristupy k selektivni N-funkcionalizaci tetraazamakro-
cyklia. Nanestésti zadny z nich neni obecny pro pripravu nejriznéjsich derivati.
Byly studovany prima substituce makrocyklu, zavadéni funkénich skupin pred
cyklizaci nebo pouziti sekvence ochranéni-funkcionalizace-odchréanéni.[41] Do tva-
hy je potreba vzit mnoho parametri pro vybrani nejlepsi syntetické cesty, véetné
povahy vysledné slouceniny, ale i pocet reak¢nich kroki, celkovy vytézek, skalu
reakci a dostupnost a cenu reaktanti. Nékteré metody mohou byt pouzity jak
pro cyklam, tak pro cyklen nebo i jiny makrocyklus, nékteré pristupy jsou vsak
velmi specifické jen pro dany makrocyklus.
izomert. V pripadé cyklamu existuje jeden trans izomer (1,8) a dva cis izomery
(1,4 a 1,11). Selektivni syntéza téchto izomert mize byt provedena riznymi zpu-
soby. Vzhledem k povaze této prace, kterd se zabyva syntézou nesymetricky 1,8-
disubstituovanych derivati cyklamu, budou nize popsany prevazné moznosti 1,8-

derivatizace a pripravy nesymetricky substituovanych cyklamu.

1.4.1 Prima funkcionalizace

D4 se predpokladat, ze prima reakce cyklamu se dvéma ekvivalenty elektrofilu

bude poskytovat smés mono-, tri-, tetra- a riizné izomery disubstituovanych cyk-
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lam1, ze které muze byt obtizné zadanou slouceninu izolovat. Ptiméa disubstituce
se tedy miize jevit jako nevyhodna cesta pripravy disubstituovanych cyklamt.
Avsak v nékterych specifickych pripadech se miize jednat o jednoduchou a ucin-
nou metodu.

Byly popsany detailni podminky tosylace cyklamu, kdy 1,5 ekv. [TSCl v[dichlor]
methanu (DCM)|pti 5 °C v pritomnosti EtsN poskytuje 1,8-ditosylovany cyklam

ve 30% vytézku a zdrover se tvorf malé mnozstvi 1,11- derivatu (3,5 %).[42] Jind

selektivita byla pozorovana pii zavadéni[¢t-butyloxykarbonylové (Boc)|skupiny. [43]
Reakci cyklamu s 1,8 ekv. di-terc-butyl dikarbonatu byl izolovan 1,11-di(Boc|)cyk-

lam jako majoritni produkt (38,8 %), spolu s t¥ikrdt chranénym makrocyklem
(19,2 %) a trans-1,8 derivatem (25,2 %). Izomer 1,4 nebyl detekovan a cis a trans

izomery byly oddéleny sloupcovou chromatografii.

1.4.2 Cyklizace N-substituovanych prekurzort

Substituce dusikovych atomt muze byt provedena pred cyklizaci. Takovyto
pristup neni intuitivni, ale muze predstavovat vyhodnou alternativu, protoze vy-
chozi prekurzory jsou levnéjsi nez drahé makrocykly. K cyklizace nejcastéji by-
vaji vyuzivany podminky templatové syntézy cyklamu (Ni(II) templat), avsak
tato cesta nelze pouzit vzdy a vétsina systému potrebuje vyvoj novych cyklizac-
nich podminek. Barefield et al. studovali cykliza¢ni reakce rtiznych disubstituo-
vanych linearnich tetraaminu (resp. jejich Ni(II) komplexti) pomoci glyoxalu.[44]
Napt. 1,4-dimethylcyklam byl pripraven redukeci diiminového intermediatu a od-
stranénim nikelnatého iontu (Schéma . Nikelnaté komplexy 1,4-diethyl- a 1,4-
dibenzylcyklamu byly rovnéz pripraveny, ale demetalace téchto komplext na volné

baze nebyly popsany.

H3C H3C m HsC. m

N  NH, i N, NH
(o )
SN NH» N NH

e v e K) e K)

Schéma 1.1: Templatova syntéza 1,4-dimethylcyklamu: ) 1. Ni2*t 2. (CHO)s,,
3. NaBHy; i) demetalace pomoci CN™.
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1.4.3 N-substituce chranénych makrocykla

Makrocykly disubstituované chranicimi skupinami jsou uzite¢nymi intermedi-
aty, protoze jedna sloucenina miize umoznit syntézu ruznych difunkcionalizova-
nych ligandii. U cyklamu je mnohem tézsi dosdhnout primé selektivni disubsti-
tuce nez u cyklenu. Lze napt. ptipravit 1,8-ditosylcyklam zminény vyse a pouzit
ho jako startovni latku pro syntézu riznych cyklamovych derivati.[42] Odstra-
néni tosylovych skupin z takovychto sloucenin vsak neni trivialni (drastické pod-
minky), proto jsou pred sulfonamidovymi skupinami obecné preferovany karba-
maty.

Karbamaty jsou bézné pouzivany pii syntéze peptidi k ochranéni aminovych

skupin. Jednda se o stabilni latky, se kterymi se snadno pracuje a mnohé z nich

— |benzyloxykarbonyl (Cbz), [t-butyloxykarbonyl (Boc)| — lze odstranit za mir-

nych podminek.[45] Trans-di(Boc)cyklam lze pripravit jiz zminénou piimou re-
akel z cyklamu,[43] ale i jinymi (vicekrokovymi) zptisoby popsanymi nize.
Cyklamy obsahujici aminalovou skupinu byly pouzity pro syntézu castecné
substituovanych derivat. Vodny glyoxal reaguje s cyklamem za vzniku tetra-
cyklického bisaminalu v 75% vytézku a methylace s methyljodidem poskytuje
vysoce regioselektivni trans kvarternizovanou slou¢eninu.[46] Reduktivni rozsté-
peni bis(amoniové) soli poskytuje cross-bridged dimethylcyklam (Schémal[l.2)). [47]
Stejna reakce 1ze provést i pri pouziti benzylbromidu misto methyljodidu, kdy na-
slednou debenzylaci mizeme pripravit cb-cyklam (Schéma . Jind reaktivita
byla pozorovana, kdyz byl tetracyklicky bisaminal redukovan pomoci
[uminiumhydridu (DIBAL-H)| kdy vznikd side-bridged cyklam (Schéma [1.2).[48]

Reakei kvartérni soli s vodnym roztokem NaOH vznikaji trans-disubstituované
cyklamy. [49]

Formaldehydovy bisaminal cyklamu, kde aminalové uhlikové atomy nejsou
vzajemné propojeny, je vybornym prekurzorem pro syntézu trans substituovanych
cyklamii. Tato sloucenina je snadno pripravitelna reakci vodného formaldehydu
s cyklamem nebo zahifvanim cyklamu ve smési 30% aq. NaOH a [DCM] [50, 51]
Alkylaci této slouc¢eniny methyljodidem nebo benzylbromidem dostaneme oceka-
vané produkty s kvarternimi dusikovymi atomy (Schéma [1.3)).[50] V poslednim

kroku mohou byt selektivné ziskany bud trans disubstituované nebo tetrasubsti-
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Schéma 1.2: Znazornéné syntetické moznosti vyplyvajici z glyoxalového chranéni:

i) (CHO)s; ) RX; i) NaOH; iv) NaBHy; v) [DIBAL-H|

tuované cyklamy podle toho, jaky je pouzit reaktant.

Disubstituované slouceniny vznikaji po bazické hydrolyze bis(amoniové) soli
vodnym roztokem NaOH pri laboratorni teploté, zatimco redukce pomoci NaBHy
poskytuje plné substituované makrocykly (se dvéma methylovymi skupinami v po-
zicich 4 a 11). Tato metoda je u¢innd a pouzitelnd pro syntézu ruznych trans
disubstituovanych cyklami. Jiz v 90. letech bylo rovnéz zjisténo, ze pri redukci
formaldehydového bisaminalu cyklamu pomoci NaBH, nebo Raneyova niklu vzni-

ké smés 1,8- a 1,4-dimethylcyklamu v poméru témér 1:1.[52]

E::::J (X J%E J”” C J
e 1
\v) ‘iV)

ﬁ ﬁ ﬁ T

CaCy U
U Fou o

Schéma 1.3: Znazornéné syntetické moznosti vyplyvajici z bisaminalového chra-
néni pomoci formaldehydu: ¢) CHyO; 4i) RX; i) NaOH; iv) NaBHy; v) NaBHy
nebo Hy/Ra-Ni.
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1.4.4 Orthogonalni chranéni cyklamu

Orthogonalnim chranénim se obecné rozumi chranéni funkénich skupin rtz-
nymi chranicimi skupinami tak, aby bylo mozné specificky odstépit jednu chra-
nici skupinu, aniz by byly ovlivnény ostatni chranici skupiny. V pripadé snahy
o pripravu 1,8-nesymetricky substituovanych cyklamt by bylo vyhodné pripravit
trikrat chranény cyklam substituovany stejnou chranici skupinou v polohach 1
a 8 a odlisnou chrénici skupinou v poloze 4. Takto chranény cyklam by umozno-
val zavedeni pendantni skupiny na sekundarni amin (poloha 11) a nésledné po
odstranéni chranici skupiny v poloze 4 zavést jinou pendantni skupinu.

Jedni z prvnich zabyvajicich se orthogonalnim chranénim byli Lachkar et
al.,[53] ktet{ pfipravili z cyklamu ve dvou krocich 1,8-(p-tolylsulfonyl)-4-(¢-butyl-
oxykarbonyl)cyklam, a nasledné Chartres, [54] ktery ve tfech krocich prevedl 1,8-
dibenzylcyklam na 1,8-di(Bod)-4-(Trod)cyklam (Troc =[2,2,2-trichlorethyloxykar-]
Schéma . Timto publikovanym postupem lze ziskat chranény cyklam

v pomérné uspokojivém vytézku, selektivita triacylace je prikladana velkému
energetickému rozdilu cyklamu s tfemi amidovymi dusiku oproti cyklamu se
¢tyfmi amidovymi dusiky. To 1ze demonstrovat i reakci cyklamu s 10 ekv. ethyl-
trifluoracetatu v H s pridavkem triethylaminu.[55] Majoritnim produktem je

v tomto pripadé trikrat chranény cyklam s vytézkem > 92 %.

e
_Bn Boc\K\/Bn Boc\m Boc\ﬁ
NH N ) N N i N HN " N HN o
I
D e G e G I G B
N HN N NZ NH  NZ N NT
Bn/v Bn/v Boc v Boc Troc/v Boc

(0]
Troc ?a,ko/ \ﬁg:
Cl

Schéma 1.4: Ptiprava 1,8-di(Boc)-4-(Troc)cyklamu[54]: i) (Boc),O, DCM; i) Ha,
Pd/C, MeOH; i) TrocCl, Et;N, DCM.

Problémem téchto konkrétnich acylovanych cyklamt miize byt deprotekce.
Zatimco skupina lze za mirnych podminek odstranit kyselou hydrolyzou,
v pripadé skupiny, ktera je odolnd vuc¢i hydrolyze, silné kyselym, nukle-
ofilnim i mirné reduktivnim podminkam, je potfeba odstranit chranéni inzerci
zinku.[54] Za takovych podminek ale mohou néktera pendantni ramena zavedena

na cyklus podléhat nezddoucim reakcim. Jesté drsnéjsi podminky vyzaduje od-
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chranéni [tosylovych (Ts)|skupin, k némuz vétsinou dochézi napt. reakei v konc.

H,SO, pii 100 °C nebo v 48% vodném roztoku HBr v kyseliné octové zahiivanim
k varu pod zpétnym chladi¢em[41] (v publikaci Lachkara et al.[53] ani neni zadny
zpusob odchranéni tosylovych skupin uveden).

Selektivni triacylaci[54] se inspirovala prace Blahuta,[56] ktery tispésné pripra-
vil 1,8-dibenzoyl-4-trifluoracetylcyklam (Schéma . Vyhodou tohoto chranéni
je, ze trifluoracetylovou skupinu lze za mirnych podminek odstranit amonoly-
zou. Odstranéni benzoylovych chranicich skupin vsak vyzaduje tvrdsi podminky
(zahtivani k varu s 15% HCI, pfip. HBr v bezv. AcOH), vi¢i nimz nemusi byt

pendantni skupiny odolné.

2
T T N A
[NH Nj ) [N Nj i) [N HNj i [N HNj LLL'
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Schéma 1.5: Piiprava 1,8-dibenzoyl-4-trifluoracetylcyklamu[56]: 7) 1, Et3N,
CHCl;, 0 °C — RT, 1 d; 4) H,, Pd/C, [EOH/AcOH/H,0 = 5/1/4, 50 °C, 3 d;
iti) CF3COOEt, EtsN, bezv. MeOH, 55 °C, 2 d.

Blahut posléze, co na takto chranény cyklam postupné zavadél pendantni
skupiny, zjistil, ze povaha benzoylovych skupin snizuje rozpustnost derivata ve
vodném prostiedi, coz velmi komplikuje zavadéni pendantti i pripadnou izolaci

latek pomoci kationtového iontoménice. [56]
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je priprava nesymetricky trans-disubstituovanych
derivati cyklamu (vyhovujicich pozadavkim nastinénych v teoretické ¢asti) vhod-
nych pro koordinaci dvojmocné médi a néslednou biokonjugaci.

Konkrétnim cilovym ligandem je ldtka HsL' (Obr. s jednou methylenfos-
fonatovou pendatni skupinou (predpoklad urychleni tvorby komplexu) a jednou
methylen(p-aminobenzyl)fosfindtovou skupinou s bifunkénimi vlastnostmi (ami-
noskupina Ize snadno modifikovat a nasledné konjugovat napit. isothiokyanatovym
kaplinkem).[57]

Tento ligand jiz byl pripraven, avSak ve velmi malém mnozstvi 4 mg (pouze
charakterizace pomoci a [MS).[56] Ve snaze pripravit tento ligand ve vét-
sim mnozstvi bylo mnoho syntetickych pristupti zkouméano jiz v ramci predchozi
bakalarské prace,[58] avsak ani alternativni cesty ani reprodukce a snaha o opti-
malizaci popsané nékolikakrokové syntézy [56] nebyly tspésné.

Tato préace si klade za cil pfipravit ligand HzL' ve vétsim mnozstvi (stovky
miligramt), pfipravit s timto ligandem médnaté komplexy a studovat izomerii

a vlastnosti téchto komplexii.

Obrazek 2.1: Cilovy ligand.
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3. Experimentalni cast

3.1 Obecné poznamky

Vsechny pouzité chemikalie a rozpoustédla jsou komeréné dostupné (Sigma

Aldrich, Lachema, Fluka, Acros) a byly pouzity bez dalsi purifikace.

[p-nitrobenzylfosfinova (NBPin)|je v nasi skupiné pfipravovana zavedenym postu-

pem zndzornénym na Schématu [3.1}[59]

He
) _—p=0
. _SiMeg H—P
MesSi, i : i)
NHHPO,  + N—H ——  p —_—
41712 2 Y, O/ \H
MesSi I
SiMes NBPin

OsN

Schéma 3.1: Pfiprava kyseliny p-nitrobenzylfosfinové [59]: i) Ar, 110 °C, 12 hod;
i) 1. p-NO2CH4CHyBr, CHyCly, —40 °C — RT, 2. EtOH,

Spektra [nuklearni magnetické rezonance (NMR)| pfipravenych latek byla zmé-

fena na pristrojich Varian VNMRS 300 a Varian INOVA 400 vybavenych Ctyrja-

drovou automaticky prepinatelnou sondou, piip. na spektrometru Bruker Avance

[T 600 vybaveném kryosondou. Spektra byla referencovana na [tetramethylsilan|

(TMS)| (65 = 0,00 ppm, dc = 0,0 ppm v CDCl;), +{BUOH (0 = 1,24 ppm,
dc = 30,3 ppm v D20O) nebo 85% H3PO, (vnéjsi standard, dp = 0 ppm) a zpra-

covana v programu MestReNova.[60] VSechna méfeni byla provedena pii 25 °C,
pokud neni uvedeno jinak. Spektra zmérena na spetrometru Varian INOVA 400

a Bruker Avance III 600 byla zmétena Mgr. Filipem Kouckym.

[Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)| a |hmotnostni spektromet-|

rie (MS)| byly provedeny na ptistroji Waters Acquity QDA vybaveném 2998 PDA

detektorem (rozsah 210-800 nm), ionizaci elektrosprejem a kvadrupélovym detek-
torem. K HPLC eluci na analytické koloné s reverzni fazi Cortecs C18 (2,7 pm,
4,6x50 mm) byly pouzity deionizovand voda (Millipore) a acetonitril (HPLC
grade) s pridavkem kyseliny trifluoroctové (0,1 % nebo bez pridavku (pou-
zité gradienty jsou uvedeny v Tab. rychlost prutoku byla 1,2 ml/min).
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Tabulka 3.1: HPLC — pouzité elu¢ni gradienty (mobilni faze — A: H,O + 0,1 %
TFA, B: MeCN + 0,1 % TFA, C: H,O, D: MeCN)

MI MII
t (min) A (%) B (%) |t (min) C (%) D (%)
100 0 0 95 5
100 0 8,9 0 100
8 0 100 9 0 100
11 0 100 10 95 5
13 100 0

|Tenkovrstevna chromatografie (TLC)| byla provedena na chromatografickych

destickach Silica gel 60 Fas4 (VWR). Skvrny na desti¢ce byly vizualizoviny po-
moci detekce (latky obsahujici aromaticky kruh), 5% vodného roztoku modré
skalice (latky koordinujici méd) nebo Dragendorffova ¢inidla (detekce makrocyk-
lickych latek, vodny roztok Bi(NOj); a KI v kyseliné octové).

K izolaci latek pomoci sloupcové chromatografie byl jako stacionarni faze po-
uzit Silica gel (0,035-0,070 mm, 60 A, Acros).

Chromatografickda déleni pomoci automatizované preparativni flash chroma-
tografie byla provadéna na systému Sepacore Biichi sestavajiciho z kontrolni jed-
notky C-620, kolektoru frakci C-660, dvou pump C-605 a UV detektoru C-640.
Separace byly provadény na koloné s reverzni fazi C18-AQ-HG (120 g, prutok
60 ml/min). K eluci byly pouzity gradienty dvou mobilnich fazi (deionizovana
voda + 0,1 % a acetonitril + 0,1 % [TFA). Konkrétni pouzité gradienty jsou
uvedeny v Tab. 3.2

K méteni pH byl pouzit pH-meter Jenway 3505 vybaveny H-pH-1 elektrodou
(kalibra¢ni pufry o pH = 7,00 a 4,00). Hodnota pD NMR vzorkia v D,O byla
ziskana prictenim faktoru +0,41 k namérené hodnoté pH.

Elementérni analyza byla provedena na Ustavu organické chemie a biochemie
AV CR pracovniky tohoto tstavu. Zastoupeni uhliku, vodiku a dusiku ve vzorku
bylo stanovené na pristroji PE 2400 II spalovaci analyzou. Zastoupeni fosforu ve
vzorku bylo stanovené na pristroji SPECTRO iQ II rentgenovou fluorescencéni

analyzou.

23



Tabulka 3.2: Flash chromatografie — pouzité elucni gradienty (mobilni faze — A:

H,0 + 0,1% TFA a B: MeCN + 0,1 % TFA)
M1 M2 M3

t (min) A (%) B (%) |t(min) A (%) B (%) |t(min) A (%) B (%)

0 100 0 0 100 0 0 100 0
100 0 2 100 0 2 100 0
2 70 30 6 70 30 18 80 20
25 60 40 20 20 80 22 30 70
27 0 100 21 0 100 23 0 100
33 0 100 25 0 100 30 0 100

3.2 Synteticka cast

3.2.1 Priprava makrocyklickych prekurzoru

CO)—C— oUW "H »
) g @v O

1 2 3

Schéma 3.2: Pfiprava makrocyklickych prekurzoru: ¢) H,CO, H,O, 0 °C — RT,
12 hod; ) [BuBr, MeCN (bezv.), RT, 48 hod; iii) 5% NaOH (aq.).

Derivaty cyklamu 1, 2 a 3 byly pripraveny podle v nasi skupiné zavedeného

postupu (Schéma a charakterizaén{ data byla v souladu s literaturou.[50]

3.2.2 Priprava latky 5 — synteticka cesta A

Priprava latky 4

Zavedeni fosfonatové skupiny bylo provedeno rozkladem kvartérni soli 2 sod-
nou soli diethyl-fosfitu v 1,4-dioxanu s malym piidavkem vody (Schéma [3.3)).
Bylo vyzkouseno nékolik reakci v malé skale s rtizné velkymi definovanymi pii-
davky vody. Snahou bylo nalézt takové reakéni podminky, které by preferencné
poskytovaly zadany produkt 4 oproti latce 3 a idealné byl potlacen vznik 4,11-
disubstituovaného 1,8-dibenzylcyklamu 4-x.
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4-x: R = CH,P(O)(OEt),

Schéma 3.3: Syntetickd cesta A: i) (EtO)2(O)P~Na't, HyO, dioxan, RT, 10 d; )
6M HCI, reflux, 2 d.

NiZe je podrobné popsana reakce ve vétsi skale s nejlepsim vytézkem (piidavek
0,002 ekv. vody).

Do 100ml kulaté bariky obsahujici diethyl-fosfit (22,2 ml; 172,3 mmol; 35 ekv.)
a destilovanou vodu (163 pul; 9 pmol; 0,002 ekv.) byl pridén sodik (520 mg;
22,6 mmol; 5 ekv.) a po probublani argonem nésledné 50 ml 1,4-dioxanu. Poté
byla pfiddana kvartérni sil 2 (2,57 g; 4,5 mmol; 1 ekv.). Smés byla intenzivné

michéna 10 dni pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla poté odparena na

tacni vakuové odparce (RVO)|a odparek byl rozpustén v 50 ml 5% roztoku NaOH
a extrahovan 3x 50 ml CH,Cl,. Organické faze byly spojeny a odpateny na [RVO]

Odparek (2,0 g) byl délen pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (150 g
SiOg, mobilni faze: NHs(konc.)/EtOH = 1/50). Produkt byl izolovdn jako bez-
barvy viskézni olej (350 mg, vytézek 15 %).

'H NMR (600 MHz, CDCl;): 7,35-7,27 (m, 8H, arom.); 7,24-7,20 (m, 2H,
arom.); 3,99 (p, *Jun = *Jpn = 7,2 Hz, 4H, OCH,CHy); 3,60 (s, 2H, NCH,Ph);
3,59 (s, 2H, NCH,Ph); 2,85 (t, *Juu = 5,4 Hz, 2H, NCH,CH,); 2,83 (d, Jpy =
9,0 Hz, 2H, NCH,P); 2,80 (t, *Jun = 6,6 Hz, 2H, NCH,CH,): 2,71 (t, *Jun
— 54 Hz, 2H, NCH,CH,); 2,66 2,61 (m, 2H, NCH,CH,): 2,58 2,53 (m, 4H,
NCH,CH,); 2,49 (t, *Jun = 5,8 Hz, 2H, NCH,CHy); 2,46 (t, 3Jun = 6,0 Hz,
9H, NCHyCH,); 1,76 (p, ®Ju = 5,7 Hz, 2H, CHyCHoCHa); 1,69 (p, *Jun = 6,6
Hz, 2H, CHyCHoCH,); 1,24 (t, 3Jyun = 7,1 Hz, 6H, OCH,CHa).

BC{'H} NMR (151 MHz, CDCl3): 138,9 a 138,7 (C™*); 129,5 (2C), 129,2
(2C), 128,2 (2C), 128,1 (2C), 126,9 a 126,8 (viechny arom.); 61,5 (d, 2Jpc =
7,2 Hz, 2C, OCH,CHy); 59,1 a 58,3 (NCH,Ph); 53,2, 52,6 (d, 3Jpc = 9,2 Hz),
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52,5 (d, 3Jpc = 3,5 Hz), 52,4, 51,1, 49,4, 47,6 a 47,0 (vSechny NCH,CH,); 48,2 (d,
1 Jpe = 150,2 Hz, NCH,P); 25,9 a 25,2 (CH, CH,CH,); 16,5 (d, 3Jpc = 6,1 Hz,
2C, OCH,CH3).

31p{'H} NMR (121 MHz, CDCl;): 26,6 (s, 1P, NCHyP).

31p NMR (121 MHz, CDCly): 26,7 (p, 2Jp = *Jpn = 8,4 Hz, 1P, NCH, P).
MS (ESI): (+) 531,44 [M + H]*.

TLC: (SiOy/NHj(konc.):EtOH = 1:50) Ry = 0,25.

HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) t = 4,64 min.

Hydrolyza esterovych skupin

Vychozi latka 4 (340 mg; 0,6 mmol) byla rozpusténa v 15 ml 6M HCI a roztok
byl zahtivan pod zpétnym chladicem k varu 2 dny. Poté byla smés odparena na
a nasledné jesté 3x s destilovanou vodou. Podle *'P NMR reakce probéhla
kvantitativné.
'H NMR (600 MHz, D>O, pD = 5,3): 7,54-7,46 (m, 10H, arom.); 4,23 (s,
2H, NCH,Ph); 4,22 (s, 2H, NCH,Ph); 3,35-3,31 (m, 2H, NCH,CH,); 3,28 (bs,
2H, NCH,CH,); 3,24-3,19 (m, 4H, NCH,CH,); 3,18-3,13 (m, 4H, NCH,CH,);
3,03 (bs, 2H, NCH,CH,); 2,87 (bs, 2H, NCH,CH,); 2,77 (d, ?Jpg = 11,4 Hz, 2H,
NCH,P); 2,24 (p, 3Jun = 6,2 Hz, 2H, CH,CH,CH,); 2,03 (p, 3Jun = 6,0 Hz,
2H, CH,CH,CH,).
31p{1H} NMR (121 MHz, D,0, pD = 5,3): 16,2 (s, CH,P(O)(OH)s,).
MS (ESI): (+) 475,42 [M + H]*.
HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) t = 4,23 min.

Bilé krystaly o slozeni 5-3HCI-3Hs0O pro rentgenostrukturni analyzu byly
ziskany rozpusténim ~ 20 mg latky 5 ve vodé, pridanim nékolika kapek 6M HCI

a do roztoku byl pfes plynnou fazi ponechan difundovat aceton.
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3.2.3 Priprava latky 5 — synteticka cesta B

Schéma 3.4: Syntetickd cesta B: i) CbzCl, HoO/dioxan = 1/1, RT, 3 d; i)
(HyCO),,, (EtO)sP, 50 °C, 2 d; i) 6M HCI, reflux, 2 d; i) Hy, Pd/C, EtOH
(bezv.), 2 h.

Benzyloxykarbonylové chranéni 1,8-dibenzylcyklamu

Ve snaze optimalizovat selektivni zavadéni pouze jedné chranici skupiny
byla provedena série reakei (7a — 7j) v rtzné kyselém prostiedi (Schéma [3.4]
Tab. .

Obecné bylo postupovéno tak, zZe 1 ekvivalent vychoziho 1,8-BnjCAM] (kromé
reakce Ta, kdy byl vychozi formou 1,8-BnjCAM]|- 4HCI - 4H,0) byl rozpustén ve
smési voda/1,4-dioxan = 1/1. K této smési byl priddn na Spicku kopistky indi-
kator a pripadné bylo pomoci roztoku kyseliny upraveno ,pH“ na pozadovanou
hodnotu (,pH“ je hodnota odec¢tend na pH-metru). K této smési byl pomoci
prikapavaci nalevky pomalu pfikapan roztok CbzCl (1 ekv.) v 1,4-dioxanu (pfi-
blizné rychlosti 10 ml/20 min). Béhem reakce byl postupnymi piidavky roztoku
5% NaOH udrzovan stejny barevny odstin smési (reakce 7a — 7f, u reakei 7g
— 7j s niz§im ,pH* nebyla tprava potteba). Reakéni smés byla po trech dnech
odpafena (vyjimkou byla reakce 7j, ktera probihala 10 dni, béhem nichZ bylo pfi-
déno dalsich 1,7 ekv. CbzCl). Odparek byl extrahovan mezi 5% NaOH a [DCM]
organické faze byly spojeny a odpareny. Odparek byl dale délen pomoci auto-

matizované flash chromatografie na koloné s reverzni fazi C18-AQ metodou M1.
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Volny amin byl ziskdn extrakci mezi 5% roztokem NaHCO3; a CHyCls.

Tabulka 3.3: Rizné podminky reakce 1,8-BnaCAM (1 ekv.) s CbzCl (1 ekv.)

HPLC int. intenz. vytézek
kys. ,,pH““ indikator
3 7 7-x HPLC izol.
Tab - 2,8 methyloranz N/A N/A N/A = 17 %
7b  HCI 2,6 methyloranz 14 33 53 3B% 24 %
7c¢  HCI 2,6 methyloranz 68 18 14 4% 5%
7d TFA 3,6 bromfenol. modt 63 2 35 1,6 % -
Te TFA 3,1 methyloranz 42 2 56 1,9 % -

7t TFA 2,6 thymol. modr 30 21 49 20% 17 %
7g  TFA 1,6 thymol. modr 17 45 38 45 % 36 %
7Th TFA 15 - 18 45 37 45 % 36%
7i  TFA 1,3 thymol. modr 17 51 32 50 % 43 %
7i¢  TFA 0,7 krystal. violet 7 48 45 52 % 41 %

2Smés voda:1,4-dioxan = 1:1. bechozi latkou byl 3-4HCI1-4H20 (1,8-BnaCAM - 4HCI - 4H20). “Doslo
k vysrazeni hydrochloridu vych. latky 3. 4pH udrzovino pomoci elektrody. *Béhem 10 dni bylo postupné

priddno 2,7 ekv. CbzCl (vzhledem k vychozimu 1,8-Bna CAM).

V Tab. jsou popsany podminky jednotlivych reakei 7a — 7j: jaka kyselina
byla pouzita pro okyseleni smési, zméfrené ,pH* (smés voda/1,4-dioxan) pomoci
pH-metru pred pridanim roztoku benzyl-chloroformiatu, pouzity indikator a inte-
gralni intenzita HPLC piku (plocha pod kiivkou) jednotlivych slozek smési po ex-
trakci (vychozi 1,8-BnyCAM 3, zddany produkt 7 a 1,8-dibenzyl-4,11-bis(benzyl-
oxykarbonyl)cyklam 7-x). Na zakladé téchto integralnich intenzit byla odhadnuta
konverze — v tabulce oznacena ,HPLC*“. Vypocet vychazel z predpokladu, ze in-
tenzita pika pri 254 nm odpovida poctu aromatickych skupin, tj. pomér latek
3 : 7 :7-x odpovidda poméru intenzit 2 : 3 : 4. Tabulka rovnéz uvadi skutecny
izolovany vytézek reakci (v nékterych pripadech nebyla latka 7 vzhledem k nizké
konverzi izolovana).

NiZe je podrobnéji popsana reakce 7i s nejlepsim vytézkem a prislusejici cha-
rakterizacni data latky 7.

Ve 100ml kulaté barice byl ve 30 ml smési voda/1,4-dioxan (1/1) rozpustén
1,8-dibenzylcyklam 3 (1,03 g; 2,7 mmol; 1 ekv.) a bylo pfiddno na Spicku kopistky
thymolové modfe. Roztok byl okyselen pomoci 5% vodného roztoku

trifluoroctové (TFA)[na pH ~ 1,3 (odecet elektrody nekorigovan na nestandardni
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rozpoustédlo). Poté byl pridan 1,4-dioxan tak, aby byl pomér voda/1,4-dioxan
priblizné 1/1. Néasledné byl pomoci prikapavaci nélevky pomalu prikapén roztok
benzyl-chloroformiatu (CbzCl; 386 pl; 2,7 mmol; 1 ekv.) v 10 ml 1,4-dioxanu.
Poté byla smés ponechéana michat pti laboratorni teploté tii dny. Reakéni smés
(pH ~ 1,2) byla odpafena na [RVO] Odparek byl rozpustén v 50 ml 5% vod-
ného roztoku NaOH a smés byla extrahovana 3x 50 ml CH5Cl,. Organické faze
byly spojeny a odpafeny na [RVO] Odparek (1,4 g) byl nésledné délen pomoci
flash chromatografie na reverzni fazi (120 g, C18-AQ) metodou M1. Bylo ziskéno
1,00 g produktu ve formé trifluoracetatu. Volny amin byl ziskdn extrakei mezi 5%
roztokem NaHCOj3 a CH,Cly. Vytézek ¢inil 0,60 g (43 %).
'H NMR (600 MHz, CDCl3): 7,43-7,10 (m, 15H, arom.); 4,93 (bs, 2H,
OCH,Ph); 3,65 (s, 2H, NCH,Ph); 3,58 (s, 2H, NCH,Ph); 3,49-3.40 (m, 2H,
NCH,CH,); 3,37 (s, 2H, NCH,CH,); 2,82-2,76 (m, 2H, NCH,CH,); 2,68 (s, 4H,
NCH,CH,); 2,65-2,55 (m, 4H, NCH,CH,); 2,45 (s, 2H, NCHy,CHs); 1,84 (s, 2H,
CH,CH,CHs,); 1,67 (s, 2H, CH,CH,CH,).
BC{'H} NMR (151 MHz, CDCl;): 155,9 (C=0); 138,8, 138,6 a 136,9
(CP); 120,3 (2C), 129,0 (2C), 128,4 (2C), 128,3 (2C), 128,2 (2C), 127,8, 127,7
(2C), 127,3 a 127,0 (vSechny arom.); 66,7 (OCHyPh), 60,0 (NCHyPh); 59,9
(NCHyPh); 53,7, 53,5, 53,1 (bs), 51,4, 50,7 (bs), 47,4, 46,9 (bs) a 45,8 (bs, vSechny
NCH,CH,); 26,8 (bs) a 26,4 (oba CHy CH,CHy).
MS (ESI): (+) 515,40 [M + H]*.
HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) ¢ = 5,12 min.

Latka 7 (5 mg) byla rozpusténa v 0,5 ml ethanolu (abs.), dale byla pridéana
1 kapka konc. HCI a do smési byl pres plynnou fazi ponechan difundovat aceton.
Byly ziskany bilé krystaly o slozeni 7 - 3HCI - 2H;O vhodné pro rentgenostruk-

turni analyzu.

Zavedeni fosfonatové skupiny Mannichovou reakci

Do 100ml kulaté banky byla odvazena latka 7 (1,4 g; 2,7 mmol; 1 ekv.)
a bylo pridano 30 ml triethyl-fosfitu. Poté byl pfiddn paraformaldehyd (164 mg;
5,5 mmol; 2 ekv.) a smés byla probublana argonem, barka byla zazatkovana
a smés byla ponechana michat pii 50 °C 2 dny. Reakéni smés byla néasledné od-

pafena na a poté jesté 3x s toluenem. Byla ziskdna smés, kterd (podle
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HPLC/MS) obsahovala zaddany produkt 8, ale rovnéz triethyl-fosfat a diethyl-

hydroxymethylfosfonat. Extrakeif mezi 5% vodny roztok NaOH a [dichlormethan|
se podafilo oddélit diethyl-hydroxymethylfosfonat, ktery zistal ve vodné

fazi. Jelikoz se nepodarilo oddélit triethyl-fosfat, nebyl stanoven vytézek.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 7,40-7,09 (m, 15H, arom.); 4,96 (d, *>Jun
= 25,8 Hz, 2H, OCH,Ph); 4,14 (p, 3Jun = 7,0 Hz, (CH3CH,0)3P0); 4,07 (q,
3Jun = 7,2 Hz, 4H, OCH,CHj3); 3,63-3,52 (m, 4H, NCH,Ph); 3,50-3,27 (m,
4H, NCH,CHy); 2,91-2,75 (m, 4H NCH,CH, + 2H NCH,P); 2,70-2,51 (m, 6H,
NCH,CH,); 2,47-2,33 (m, 2H, NCH,CH,); 1,72 (p, *Jun = 6,4 Hz, 4H,
CH,CH,CH,); 1,36 (t, *Jug = 7,0 Hz, (CH3CH,0)3P0); 1,30 (t, 3Jun = 7,2 Hz,
6H, OCH,CH3).

31p{'H} NMR (121 MHz, CDCl3): 26,3 (s, CHyP(O)(OEt)s, Iin. = 1,0);
—0,5 (s, (EtO)3P(0), Iin. = 0,5).

MS (ESI): (+) 665,58 [M + H]*; 183,15 [(EtO)sP(O) + H] ™.

HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) t = 5,47 min (8).

Hydrolyza esterovych skupin a odstranéni chranici benzyloxykarbony-
lové skupiny

V 25ml barice bylo v 5 ml 6M HCI rozpusténo 180 mg latky 8 (minoritné
obsahujici triethyl-fosfat) a smés byla zahiivana k varu pod zpétnym chladi¢em
2 dny. Nasledné byla reakéni smés odpafena na a poté jesté 2x s vodou.
Bylo ziskdno 157 mg smési latky 5 a H3PO, (minoritné). Charakteriza¢ni data
odpovidala jiz drive ziskanym datam pro latku 5 pripravenou syntetickou cestou
A (viz odstavec [3.2.2), v #'P{'H} NMR spektru navic se signdlem H;PO, (§ =
0,5 ppm).

Odstranéni chranici skupiny Cbz za zachovani estert

V 25ml hruskovité bance bylo v 15 ml bezv. EtOH rozpusténo 350 mg smési
latky 8 a triethyl-fosfatu a nédsledné bylo ptiddno 30 mg 10% Pd/C. Banka byla
sekurovana, ptripojena na balének s vodikem a smés byla ponechana intenzivné
michat pri laboratorni teploté 2 hodiny. Smés byla prefiltrovana pres skladany
filtra¢ni papir a filtrat byl odpafen na [RVO] Odparek (260 mg) mél formu bez-
barvého viskézniho oleje. Podle NMR a HPLC/MS se jednalo o smés latky 4
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a triethyl-fosfatu. Tyto latky se vsak nepodarilo oddélit.

3.2.4 Zavedeni p-nitrobenzylfosfinatové skupiny

Hgo\ﬁ/\m/\g Hg?‘ﬁ/\m/@
35w A5 o
K) = v OH S

5 6

Schéma 3.5: Zavddéni NBPin skupiny: p-NO,CgH4PH(O)(OH), (H2CO),,, 99%
[AJOH, 65 °C, 3 d.

Do 25ml slzovité banky byla odvéizena latka 5 (360 mg; 0,76 mmol; 1 ekv.)
a priddno 15 ml 99% AcOH. Déle byla priddna kyselina p-nitrobenzylfosfinova
(190,7 mg; 0,95 mmol; 1,25 ekv.) a paraformaldehyd (46 mg; 1,5 mmol; 2 ekv.).
Smeés byla probubldna argonem, banka byla zazatkovana a smés byla ponechana
michat pri 65 °C. Druhy den byla reakéni smés kontrolovana pomoci HPLC/MS
a 'P NMR, ve smési byla stale piitomna vychozi latka 5 i nezreagovand
(charakteristicky dublet v 3P NMR). Proto byl pfiddn dalsi ekvivalent para-
formaldehydu a smés byla michana pri stejné teploté dalsi dva dny. Poté byla smés
odpafena na a nasledné jesté 2x s vodou. Odparek (0,5 g) byl délen pomoci
flash chromatografie na reverzni fazi (40 g, C18-AQ) metodou M2. Bylo ziskéno
352 mg produktu (vytézek 55 % pro predpokladané slozeni 6 -0,5 TFA - 55 H,O
uréené z rentgenostrukturni analyzy). Spatna rozpustnost produktu v béznych de-
uterovanych rozpoustédlech znemoznovala zmétreni reprezentativnich NMR spek-
ter. Latka 6 byla pfevedena na hydrochlorid — po rozpusténi latky v 6mM HCl
doslo béhem dvou dni k vysrazeni svétle zlutého prasku. Ani v této formé vsak
latka neni dobte rozpustna, byla tedy zmérena NMR spektra v D,O s pridavkem
NaOD.
'H NMR (300 MHz, D,O, pD = 13,6): 8,13 (d, J = 8,3 Hz, 2H, arom.);
7.45-7,28 (m, 12H, arom.); 3,70 (s, 2H, NCH,Ph); 3,61 (s, 2H, NCH,Ph); 3,04
(dd, 2Jpy = 16,5 Hz, J = 5,9 Hz, 2H, PCH,C); 2,94-2,41 (m, 16H NCH,CH, +
4H NCH,P); 1,68 (bs, 4H, CH,CH,CHa,).
31p{'H} NMR (121 MHz, D0, pD = 13,6): 35,8 (s, 1P, CH, P(O)(OH)CHy,);
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15,7 (s, 1P, CHP(O)(OH)s3).
31p NMR (121 MHz, D,O, pD = 13,6): 35,3 (m, 1P, CH,P(O)(OH)CH,);
15,7 (t, 2Jpn = 11,7 Hz, 1P, CHy P(O)(OH)s,).
MS (ESI): (+) 688,53 [M + H|*.
HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) ¢t = 5,07 min.
EA: pro C33Hy7N50O,P5 -3, 7HCI-3,5H,0 vypocteno C (44,75%), H (6,57 %),
N (7,91%), P (6,99 %), Cl (14,81 %); nalezeno C (44,84 %), H (6,16 %), N (7,55 %),
P (6,49%), Cl (14,17 %).

Latka 6 byla rekrystalizovana z horké vody a ziskané oranzové krystalky o slo-

zeni 6-0,5TFA - 5,5Hy0 byly podrobeny rentgenostrukturni analyze.

3.2.5 Odchranéni benzylovych skupin a redukce nitrosku-

piy
HO HO,
O—P™™N N/\© HO=P™™N HN
NH
o} [ j o NO, © [ j ﬂvﬁj >
N N H NH N __p
@ vw@ e
K) OH OH
6 HaL!

Schéma 3.6: Hydrogenace: Hy, Pd/C, 50% AcOH, 4 d.

Do 50ml hruskovité bariky s latkou 6 - 0,5 TFA - 5,5 H,O (846 mg; 1,00 mmol)
bylo pridano 25 ml 50% AcOH a smés byla michdna 30 minut (iplné rozpusténi
latky 6). Nasledné bylo pfiddno 70 mg 10% Pd/C, barnka byla sekurovana, pfipo-
jena na baldének s vodikem a smés byla ponechana michat pri [RT| po dobu 2 dni.
Reakce byla zkontrolovana pomoci HPLC, vychozi latka 6 vsak nebyla zcela zre-
agovand, proto bylo pridano dalsich 70 mg 10% Pd/C a smés byla hydrogenovana
pri dalsi dva dny. Katalyzator byl odfiltrovan ptes skladany filtra¢ni papir.
Filtrét byl poté odparen na [RVO|a jesté 3x s vodou. Odparek (600 mg) byl délen
pomoci flash chromatografie na reverzni fazi (120 g, C18-AQ) metodou M3. Do-
¢isténi ligandu od kyseliny trifluoroctové bylo provedeno nanesenim ziskané latky
(510 mg) na silny kationtovy iontoméni¢ Dowex 50x8 (50 ml) v H-cyklu. Kolona

poté byla promyvana vodou (cca 250 ml) a nasledné byl produkt eluovan smési
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NH;(kone.)/HoO = 1/4 (cca 400 ml) a eludt odpafen na [RVO] Bylo izolovdno

309 mg ligandu H3L' (vytézek 65 %).

'H NMR (600 MHz, D,O, pD = 5,9): 7,21 (d, J = 7,9 Hz, 2H, arom.);

6,95 (d, J = 7,9 Hz, 2H, arom.); 3,27-3,01 (m, 7H); 2,98 (d, 2Jpy = 16,8 Hz, 2H,

PCH,C): 2,94 (m, TH); 2,69 (bs, 3H); 2,63 (d, 2Jpy = 10,6 Hz, 2H, NC H,PO3Hy);

2,57 (bs, 1H); 2,00-1,71 (m, 4H).

BC{'H} NMR (151 MHz, D,O, pD = 5,9): 142,8 (C'"*°NH,); 131,4 (2C,

CH); 128,0 (d, 2Jpc = 7,2 Hz, CP); 118,8 (2C, CH); 58,9 (d, *Jpc = 5,0 Hz,

NCH,CH,); 58,6 (d, 3Jpc = 4,8 Hz, NCH,CH,); 54,7 (d, 3Jpc = 6,3 Hz,

NCH,CHs): 54,1 (d, ®Jpc = 8,5 Hz, NCH,CH,); 52,6 (d, "Jpe = 157,5 Hz,

NCH,PO3Hs); 522 (d, 'Jpe = 108,0 Hz, NCHoPO3Hy); 48,6 (2C, NCH,CH,);

462 a 459 (NCH,CH,); 373 (d, “Jpo = 83,5 Hz, PCH,C); 24,0 a 23,9

(NCH; CH2CH;N).

31p{1H} NMR (121 MHz, D,0, pD = 5,9): 38,5 (s, 1P, CH, P(O)(OH)CH,);

21,6 (s, 1P, CHy PO, H,).

31p NMR (121 MHz, D,0, pD = 5,9): 38,5 (t, 2Jpy = 16,6 Hz, 1P,

CH,P(O)(OH)CH,); 21,4 (t, 2Jpyy = 10,6 Hz, 1P, CH, PO5H,).

MS (ESI): (+) 478,37 [M + H]*.

HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) ¢t = 3,47 min; (Cortecs C18/MII) ¢ = 1,50 min.
Cast ligandu (5 mg) byla rozpusténa v 0,4 ml ethanolu (abs.), déle bylo pii-

kapano 0,05 ml vody a do smési byl pres plynnou fazi ponechan difundovat ethy-

lacetat. Byly tak ziskdny malé svétle zluté krystaly o sloZzeni HzL! - EtOH - H,O

vhodné pro rentgenostrukturni analyzu.

3.2.6 Priprava médnatych komplexii

Priprava pentakoordinovaného komplexu

Ligand H3L! (32,7 mg; 68,5 nmol) byl rozpustén v 1 ml vody. Do tohoto roz-
toku byl prikapan 1 ml roztoku médnaté soli (11,7 mg CuCl, - 2 H,O; 68,8 nmol).
Vznikl tmavé modry roztok (pH ~ 2,2) komplexu.
MS (ESI): (+) 539,33 [M + H|*.
HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) ¢ = 1,08 min.
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UV-Vis: A\pax = 315 nm (CT, ¢ = 4455 mol 'dm3cm™1); Apax = 590 nm (d-d,

e = 165 mol~'dm?cm™).

Priprava hexakoordinovaného komplexu

Ve 4ml vialce byly po dobu 15 dna zahiivany (60 °C) 2 ml 2mM roztoku
pentakoordinovaného komplexu. Pomald zména izomerie byla béhem této doby
pozorovana pomoci HPLC a Roztok rovnéz zménil barvu na fialovou.
MS (ESI): (+) 539,14 [M + H]*.
HPLC(UV): (Cortecs C18/MI) t = 2,85 min.
UV-Vis: A\pax = 278 nm (CT, ¢ = 6960 mol 'dm3cm™1); Apax = 557 nm (d-d,

e = 122 mol~'dm?cm™).

3.3 UV-Vis spektroskopie

spektra byla ziskdna na piistroji Specord 50 Plus (Analytic Jena AG)
v rozmezi vlnovych délek 190 az 1100 nm (v rozmezi 190-320 nm byla pouzita
deuteriova lampa a v rozmezi 320-1100 nm halogenové lampa). Teplota byla

udrzovana pri 25,0 + 0,1 °C pomoci bloku typu Peltier.

Disocia¢ni kinetika

Experimenty byly provedené pfi rizné koncentraci kyseliny chloristé (0,001
5,0 M) pri teploté 25,0 + 0,1 °C. Zésobni roztok HCIO, byl faktorizovin na
NaOH (ten byl standardizovan pomoci kyseliny $tavelové). Béhem méteni byla
udrzovéna konstantni iontova sila (/[(H,Na)ClO4] = 5 M) pomoci smési HC1O4
a NaClO4. Do kifemenné kyvety (o optické délce 1,000 cm) byla odpipetovana
voda (53 pl), vypocitany objem 5,905M roztoku HCIO,4 a vodny 5,905M roztok
NaClO, (takovy objem, aby po pfidani roztoku komplexu celkovy objem v kyveté
¢inil 1,000 ml, viz Tab. . Tento roztok byl vytemperovan na teplotu 25,0 + 0,1
°C alespon 5 minut. Poté byla reakce zahdjena pridavkem roztoku 2mm komplexu

(100 ul) a byla pozorovéana absorbance pti 307 nm po dobu alespon 5 polocast.
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Tabulka 3.4: Slozeni roztokii pro méreni disociac¢nich kinetik

cacio, (M) Vacio, (1) Vwacio, (1) Va,o (ul) Vean (nl)

5,0 847 0 53 100
4,0 678 169 53 100
3,0 508 339 53 100
2,0 339 508 53 100
1,0 169 678 53 100
0,50 84 763 53 100
0,10 17 830 53 100
0,05 9 838 53 100
0,01 2 845 53 100
0,001 847 pl roztoku* 53 100

*Roztok byl pripraven odpipetovanim 2,0 nl 5,905M roztoku HC1O4 do 10ml
odmérné banky a doplnénim po rysku 5,905M roztokem NaClOg4.

3.4 Rentgenostrukturni analyza

Difrakéni data (Tab. byla ziskdna pii 120 K (Cryostream Cooler, Oxford
Cryosystem). K méfeni byl pouzit ¢tyrkruhovy difraktometr Bruker D8 VEN-
TURE Kappa Duo s plosnym detektorem PHOTONIII CMOS. Zdrojem rtg. za-
reni byla vzduchem chlazend mikrofokusni lampa IpS (firma Incoatec) se zdrojem
50 kV a 1 mA poskytujici vinovou délku Mo-Ka (A = 0,71973 A) nebo Cu-
Ko (A = 1,54178 A). Monochromatizace byla zajistovina vrstevnatou rentgeno-
vou optikou. Difrakéni snimky byly integrovany pomoci softwaru Bruker SAINT
(narrow-frame algoritmus). Nasbirand data byla podrobena korekei na absorpci
pouzitim metody Multi-Scan (SADABS). Struktury byly vyreseny a upfesnény
pomoci softwaru Bruker SHELXTL. VsSechna rentgenostrukturni data byla zmé-
rena RNDr. Ivanou Cisarovou, CSc. a vypfesnéna prof. RNDr. Janem Kotkem,
PhD.

Tézké atomy (tedy vsechny kromé vodikovych atomu) byly vypresnény ani-
zotropné. Vodikové atomy na atomech uhliku byly dopocitany v teoretickych
polohéch. Vodikové atomy na atomech dusiku byly vypresnény izotropné a vodi-
kové atomy na atomech kysliku byly fixovany v ptivodnich pozicich elektronovych
maxim diferenéni mapy (vyjimkou je pouze struktura 6-0,5 TFA -55H,0, kde

byly vsechny vodikové atomy fixovany).
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Tabulka 3.5: Experimentalni krystalografickd data pripravenych krystalii

7 5 6 H;L!

latka

-3HCI1-2H20 -3HCI1-3H20 -0,5 TFA - 5,5 H2O -EtOH - H20
vzorec C32H42N4 02 CosH3gN4O3P  C33H47N507P2  Ci9H37N505P2

“3HCL-2H20 “3HCI-3H20 .0,5TFA -5,5 Hy0 "EtOH - H2O
M, 660,10 637,99 843,79 541,56
T (K) 120 120 120 120
soustava triklinicka triklinicka triklinicka triklinicka
prostorova grupa P1 P1 P1 P1
a (A) 7,2380(4) 11,6081(4) 15,3250(5) 8,1763(2)
b (A) 14,9461(8) 14,4252(5) 15,7200(5) 11,7360(3)
¢ (A) 17,9557(10) 20,3631(8) 19,5850(6) 14,1890(3)
a (%) 112,465(2) 72.306(2) 83,485(2) 89,375(1)
B8 (°) 94,296(2) 88,819(2) 71,691(2) 75,439(1)
v (°) 97,335(2) 79,011(2) 66,118(2) 87,141(1)
v (A3) 1764,06(17) 3186,4(2) 40953(2) 1316,16(5)
A 2 4 4 2
typ zareni Mo-Ka Cu-Ka Cu-Ka Mo-K«
velikost kryst. (mm) 0,36x0,06%x0,04 0,24x0,07x0,04 0,23x0,18x0,03 0,19x0,15x0,06
p (mm~1) 0,30 3,44 1,62 0,22
difrakce nezavislé 8092 12564 16121 6036
difrakce pozorované 6911 8395 12418 5361
GoF 1,05 1,05 1,03 1,05
R, 0,034 0,056 0,077 0,030
wRs 0,092 0,170 0,220 0,087
parametry 420 756 1050 357
Apmax/Apmin (e-A3) 0,38/—0,24 0,79/—-0,55 2,30/—0,85 0,39/—0,34
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza cilového ligandu

4.1.1 Priprava ((4,11-dibenzyl-1,4,8,11-tetraazacyklotetra-

dekan-1-yl)methyl)fosfonové kyseliny, 5

B B
o ko

2

A-1 B-x { B-2

; [N NfQL Sl N i [N Nj«©

Schéma 4.1: Priprava latky 5 — syntetické cesty A a B

Synteticka cesta A

Priprava latky 4 je popséna pouze v jediné publikaci [27] reakei 1,8-dibenzyl-
cyklamu 3 s paraformaldehydem a diethyl-fosfitem v benzenu s uspokojivym vy-
tézkem 43 %. Autori vsak sami zduraziuji, Ze uspéch této reakce zdlezi krucidlné
na kvalité pouzitého paraformaldehydu. To je pravdépodobné hlavnim divodem,
pro¢ se nepodafilo (osobni zkusenost a zkusenost starsich kolegii v nasi skupiné)
tyto vysledky reprodukovat.

Moznosti selektivniho zavadéni methylfosfonatového diesteru na 1,8-dibenzyl-
cyklam 3 za ruznych podminek byly zkouméany v ramci bakalarské préce,[5§]
tyto syntetické cesty vsak neposkytovaly dostatecnou selektivitu a vytézky se
pohybovaly pouze v jednotkach procent.

Ve snaze o pripravu latky 4 se nam dalsi inspiraci stala reakce rozkladu kvar-

térni soli X (dimethyl analog latky 2) pomoci sodné soli diethyl-fosfitu,[I8] kdy
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fosfitovy anion selektivné otevird slabou C—N vazbu kvartenizovaného aminu.
V této publikaci [I8] se autoti snazili o disubstituci v trans-polohach a konstantuji,
ze vybér rozpoustédla byl pro jejich préaci zasadni (tj. striktné bezvodé podminky
a rozpustnost vychozi latky v dimethylformamidu). Tato informace spole¢né se
znalosti, ze pusobenim NaOH na kvartérni sul 2 vznika 1,8-dibenzylcyklam 3, [50]
urc¢itou selektivitu vzniku zddané latky 4 oproti plné substituovanému cyklamu
4-x a 1,8-dibenzylcyklamu 3.

Byla provedena zkuSebni série reakei (Schéma [4.1 A-1) kvartérni soli 2 se
sodnou soli diethyl-fosfitu v 1,4-dioxanu s ruznym pridavkem vody (0,001 az
0,005 ekv. vadi 2). Prestoze prvotni reakce v malé skale naznacovaly, ze by tento
smér mohl byt tspésny, ptri opakovanych snahdch o naskalovani reakce jsme se
setkali s nékolika neprekonatelnymi problémy. Kvili heterogenité probihala re-
akce velice pomalu, nebylo mozné sledovat zadnou metodou jeji prubéh a pri
opakovani reakci za stejnych podminek nebyly ziskany reprodukovatelné vytézky.
Latka 4 byla pouze minoritnim produktem, po zpracovani reakce extrakci mezi
5% NaOH a[DCM] byl nejvice p¥itomem 1,8-dibenzylcyklam. To je rovnéz nejspise
zpusobeno heterogenni povahou reakce — reakéni smés obsahovala nezreagovanou
vychozi kvartérni siil 2, ze které po zpracovani extrakei vznikl 1,8-dibenzylcyklam
3. Po izolaci latky 4 bylo déle zjisténo, ze dochazi k degradaci v fadu dni (nutno
uchovavat v bance v atmosféfe argonu v lednici). Byl ziskdn dostatek latky 4 pro
dalsi syntetické zaméry, avsak tento reakéni krok (A-1) je Spatné reprodukova-
telny a neposkytuje latku 4 v dostatecné konverzi.

Kyseld hydrolyza (Schéma [4.1] A-2) esterovych skupin latky 4 v 6M HCI po-
skytovala kvantitativné latku 5. Krystaly o slozeni 5-3 HCl-3 H,O vhodné pro
rentgenostrukturni analyzu byly ziskany difuzi acetonu do vodného roztoku latky
5 s nekolika kapkami 6M HCI (Obr. [4.1)). Strukturné nezévisla ¢dst odpovida
dvéma vzorcovym jednotkam, tj. dvéma molekulam makrocyklu, Sesti chlorido-
vym aniontim a Sesti molekulam vody. Benzylova skupina na dusikovém atomu
N11X zaujima dvé mozné pozice (,disorder®), na Obrazku je vsak zobra-
zena pouze pozice s vyssi okupanci (80 %). Cyklamovy cyklus zaujima konformaci

(3,4,3,4)-A (konvence dle Dalea).[61] Dusikové atomy aminovych skupin makro-
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cyklu jsou protonizovany a tyto vodiky jsou soucasti vodikovych vazeb s kysli-
kovymi atomy fosfondtu (NIA—H1A---O12X a N1X—H1X.--O12A), pfip. vody.
Délky vodikovych vazeb mezi fosfindtovou skupinou a aminoskupinou sousedni
molekuly se piflis nelif (d(N1A--012X) = 2,616 A; d(N1X---O12A) = 2,569 A)

a odpovidaji silné vodikové vazbé.

é :N4A NBA &
| 02w
% _O11A
o1zx°_\‘
011X "\T\' NTA NT1A |
/ PIA )\, . )
PIX
N11X
N1X @y
4&012/\ O13A
g 013X
N8X

- - N4X

Obréazek 4.1: Cést krystalové struktury latky 5 - 3 HCI - 3 H,O. Chloridové anionty
a molekuly vody — kromé jedné — nejsou pro lepsi prehlednost zobrazeny (stejné
jako vodikové atomy vézané na atomech uhliku). Tyrkysové jsou vyznaceny vo-

dikové vazby.

Synteticka cesta B

Po netdspéchu syntetické cesty A (malé vytézky a Spatna reprodukovatel-
nost prvniho kroku A-1) jsme obratili pozornost k selektivnimu chréanéni jed-
noho sekundarniho aminu 1,8-dibenzylcyklamu. Nékteré moznosti chranéni 1,8-
dibenzylcyklamu byly jiz prozkoumany v ramci bakalaiské préace, [58] avsak za tes-
tovanych podminek nedochézelo k selektivnimu chranéni. Z vyzkousenych chra-
nicich skupin se jako vhodna jevila benzyloxykarbonylova skupina, kterou lze
i snadno za mirnych podminek odstranit.

Inspiraci pro benzyloxykarbonylové chranéni byla reakce CbzCl s cyklenem, [45]
kterou jsou za kyselych podminek (pH ~ 2-3) na cyklen selektivné zavedeny dvé
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benzyloxykarbonylové skupiny do trans poloh 1 a 7. Tato reakce vyuziva velkého
rozdilu v pK, hodnotdch — cyklen ma dvé hodnoty pK, vysoké (> 9) a dvé
hodnoty nizké (< 2), trans-diprotonizovany cyklen je tak v podstaté jedinou for-
mou pritomnou v oblasti neutrdlniho pH.[41] Protonizace sekundérniho aminu
inhibuje jeho reaktivitu vici elektrofilim a pouze dusikové atomy, které nejsou
protonizované, jsou dostupné pro dalsi funkcionalizaci. Obdobné jsme se chtéli
pomoci protonizace dusiku (de facto chranéni sekundérniho aminu protonizaci)
pokusit selektivné zavést pouze jednu chranici skupinu na 1,8-dibenzylcyklam 3.

Reakce (Schéma [1.1] B-1) podle ocekdvani poskytuje smés vychoziho 1,8-
dibenzylcyklamu 3 (ktery za kyselych podminek neodreaguje iplné), selektivné
chranéného dibenzylcyklamu 7 a dvakrat acylovaného dibenzylcyklamu 7-x. Vy-
hodou je zpétna regenerace 7-x kyselou hydrolyzou na vychozi latku 3. Ve snaze
naleznout takové podminky, za kterych by preferenéné vznikala latka 7, byla
provedena série reakci (Tab. v ruzné kyselém prostiedi.

Nejprve byla vychozi smés okyselovana pomoci vodného roztoku HCI (reakce
7b a 7c), ukazalo se ovSem, ze muze dojit k vysrazeni vychozi latky 3 ve formé
hydrochloridu (jako se tomu stalo v ptipadé reakce 7c). V kyselém prostiedi se
hydrolyzuje acyla¢ni ¢inidlo a generuje se malé mnozstvi HCl. Navic HCI vznika
i pti reakci, je tedy lepsi, kdyz je na zacatku reakce Cl™ co nejméné, aby v pri-
béhu reakce nedoslo k vysrazeni latky 3. Okyselovani pomoci vodného roztoku
[TFA] umoznilo dosdhnout libovolné nizkého ,pH®, aniz by doslo k vysrézeni.
U reakci s ,pH* nad 2 bylo prubézné upravovano ,,pH*“ pridavky 5% roztoku
NaOH na zakladé odstinu vhodné zvoleného acidobazického indikatoru. U reakei
s nizsim ,pH*“ nebyly pridavky hydroxidu potteba, hodnota ,pH®“ vychozi smési
a smési pred zpracovanim se lisila maximalné o 0,1 a lze tyto reakce provadét bez
indikatoru (viz reakce 7h).

Podle provedenych reakci mtizeme usuzovat, ze ¢im kyselejsi prostredi, tim
je pravdépodobné protonizaci vice branéna zbyvajici aminoskupina a zpomaluje
se reakce do druhého stupné. Pri velmi nizkém ,pH* (mensi nez 1) vsak reakce
probihd velmi pomalu i do prvniho stupné, acylac¢ni ¢inidlo je velmi rychle hyd-
rolyzovano a je potieba pridat nadbytek CbzCl (jako v ptripadé reakce 7j).

Pti izolaci pomoci flash chromatografie mize byt problematické oddéleni 1,4,8-
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Tabulka 4.1: Rizné podminky reakce 1,8-BnyCAM (1 ekv.) s CbzCl (1 ekv.)

HPLC int. intenz. vytézek
kys. ,,pH“? indikator
3 7 7-x  HPLC/  izol
7ab - 2,8 methyloranz N/A N/A N/A - 17 %
7b  HCI 2,6 methyloranz 14 33 53 3% 24%
7c¢  HCI 2,6 methyloranz 68 18 14 14 % 2 %
7d TFA 3,6 bromfenol. modi 63 2 35 1,6 % -
7e TFA 3,1 methyloranz 42 2 56 1,9 % =

7t  TFA 2,6 thymol. modf 30 21 49 20% 17T %
7g  TFA 1,6 thymol. modf 17 45 38 45 % 36 %
7Th TFA 1,5 —d 18 45 37 45 % 36 %
71 TFA 1,3 thymol. modr 17 o1 32 50 % 43 %
7i¢  TFA 0,7 krystal. violet 7 48 45 52% 41 %

2Smés voda:1,4-dioxan = 1:1. b\/ychozl' latkou byl 3-4HCI-4H20 (1,8-BnaCAM - 4HCI - 4H20). “Doslo
k vysrazeni hydrochloridu vych. litky 3. 9pH udrzovdno pomoci elektrody. €Béhem 10 dni bylo postupné

pfiddno 2,7 ekv. CbzCl (vzhledem k vychozimu 1,8-BnaCAM). fKonverze vypoétens na zakladé integral-

ni intenzity HPLC pika — viz|3.2.3

tribenzylcyklamu, ktery ve smési mize byt pritomen bud od zac¢atku (minoritni
necistota v 3), nebo muze vzniknout v pritbéhu reakce, pokud je v CbzCl pii-
tomno né&jaké mnozstvi BnCl (bézné v pifpadé starstho CbzCl). Litka 7 a 1,4,8-
tribenzylcyklam maji velmi podobnou afinitu ke stacionarni fazi a nemusi se po-
daftit je oddélit.

7 testovanych podminek se jako nejvhodnéjsi jevi reakce provadéné ve smési
voda/1,4-dioxan (dioxan je potifeba kvuli rozpustnosti reaktanti) pri ,pH* ~
1,3 az 1,5. V téchto pripadech se latku podarilo pripravit opakované ve vytézku
kolem 40 %, reakce probiha s rozumnou rychlosti a z reakéni smési lze regenerovat
vychozi latku 3. Byly rovnéz vyzkouseny dalsi reakéni podminky, napr. reakce
v 70% kyseliné octové nebo reakce za bazickych podminek, které ale vykazovaly
nizsi konverzi.

Latku 7 se podatilo vykrystalizovat v podobé 7 -3 HCI1 -2 HyO a krystaly byly
charakterizovany pomoci rentgenové difrakce (Obr. . Strukturné nezavisla ¢ast
odpovida jedné vzorcové jednotce, tedy jedné molekule makrocyklu, tfem chlori-
dovym aniontim a dvéma molekulam vody. Konformace cyklamového kruhu je

dle konvence podle Dalea (3,4,3,4)-A.[61] VSechny tfi aminové skupiny makro-
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cyklu jsou protonizovany a zapojuji se do intermolekularnich vodikovych vazeb

(s molekulami vody a chloridovymi anionty).

Obrazek 4.2: Molekulové struktura kationtu Hs73% z krystalové struktury latky
7-3HCI-2H50. Chloridové anionty a molekuly vody nejsou pro prehlednost zob-

razeny (stejné jako vodikové atomy vézané na atomech uhliku).

Zavedeni fosfonatového pendatniho ramena (Schéma , B-2) bylo provedeno
reakci Mannichova typu latky 7 s paraformaldehydem v triethyl-fosfitu (pouzit
v nadbytku jako rozpoustédlo). Pro rychly prubéh reakce je potieba, aby vychozi
latka 7 byla ve formé volného aminu, poté vychozi latka odreaguje béhem 2
az 3 dni. Pokud ale byla latka 7 pouzita ve formé trifluoracetdtu (obsah
diky pouzité mobilni fazi pri chromatografické separaci), reakce probihala vice
nez 14 dni. Odstranéni triethyl-fosfitu bylo provedeno odpatenim na [RVO] avsak
vzhledem k vysokému bodu varu (156 °C) je zapotfebi pomérné kvalitni vakuum
(bylo zajisténo dvéma membranovymi pumpami zapojenymi v sérii). Odparek
obsahoval latku 8, diethyl-hydroxymethylfosfonét (prechazi pii extrakei do vodné
faze) a triethyl-fosfat, jenz se nepodarilo extrakci ani chromatograficky oddélit.
Rovnéz byl uéinén pokus vysrazet makrocyklicky produkt 8 (zavadéni plynného
HCI do ethanolického roztoku) a oddélit latky timto zptsobem, avSak ani tento
piistup nebyl tspésny. Triethyl-fosfat lze snadno identifikovat v 3'P i 'H NMR
spektrech, pri riznych syntézach latky 8 byl v produktu ptitomen v rizném

mnozstvi (50 % az 150 % vudi latce 8 dle integrdlni intenzity signdli v **P NMR

42



spektrech).

Odstranéni chranici benzyloxykarbonylové skupiny a souc¢asna hydrolyza este-
rovych skupin (Schéma B-3) zahtivanim v 6M HCI pod zpétnym chladicem
poskytuje latku 5. Chranici skupina je odstranéna béhem jednoho dne, avSak
esterové skupiny jsou hydrolyzovany postupné a obé jsou odstranény az po dvou
dnech. Za téchto podminek nelze docilit toho, aby byla odstranéna pouze chranici
Cbz| skupina (tj. vznikla latka 4). Vstupni necistota v této reakci — triethyl-fosfat
— se hydrolyzuje na kyselinu trihydrogenfosfore¢nou. Jelikoz nasledné zavadeéni
fosfinatové skupiny na makrocyklus se provadi v kyselém prostredi a posléze je
nutné smeés chromatograficky cistit, nebyla v tomto kroku H3PO, od latky 5
oddélena, nebot pro dalsi reakci nevadi a jeji odstranéni v néasledném kroku je
trivialni.

Prevedenim latky 8 na latku 4 (Schéma B-x) jsme se zabyvali hlavné
z divodu moznosti potencialniho zavadéni dalsich pendatnich ramen, které by
vyzadovalo bezvodé podminky. Pouzitim HBr v bezvodé kyseliné octové docha-
zelo ke vzniku smési diesteru 4, monoesteru a latky 5, jejichz pomérné zastou-
peni ve smési neslo reprodukovatelné ovlivnit. Dalsi zkousend alternativa byla
hydrogenace v bezvodém EtOH. Za téchto podminek by nemély byt odstranény
benzylové chranici skupiny, které jsou bézné odstranovany hydrogenacné, avsak
v kyselém prostredi. Bylo pozorovano, ze benzyly skutecné nejsou ovlivnény a ne-
dochazi ani k deesterifikaci, vznikd pouze latka 4, hydrogenacni prostredi vsak
nesmi obsahovat ani stopy kyseliny. Pretrvavajicim problémem je vstupni necis-
tota triethyl-fosfat, ktery se nepodarilo tiplné chromatograficky oddélit (¢astecné
putuje sloupcem silikagelu spoleéné s latkou 4).

Pri priprave latek 4 a 5 syntetickou cestou B se jako tézko odstranitelny ukéa-
zal vedlejsi produkt triethyl-fosfat (vznikajici stopovou oxidaci triethyl-fosfitu,
ktery se pouziva jako reagencie a zaroven jako rozpoustédlo pti zavadéni fosfona-
tové skupiny reakci Mannichova typu). Lze ho ale odstranit v dalsich reakénich
kroci po preméné na kyselinu trihydrogenfosforecnou. Alternativné by fosfonatova
skupina mohla byt zavadéna napt. reakci Mannichova typu s diethyl-fosfitem, pa-
raformaldehydem a kyselinou trifluoroctovou (popft. s piidavkem béze), kde by

nedochézelo ke vzniku triethyl-fosfatu (z ¢asovych duvodu vsak nebylo vyzkou-
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seno). Vyhodou syntetické cesty B je nové orthogondlni chranéni cyklamu, které
umoznuje zavadét rizné pendantni skupiny a predstavuje tak obecny pristup, jak

syntetizovat nesymetricky trans-disubstituované derivaty cyklamu.

4.1.2 Zavedeni druhé pendantni skupiny a odchranéni

HO\ A \ HO\ m HO\
HO—P™™\ N/\© HO—P™™y N/\© HO=P >N kN

0o = o) w NO, o o NH

A9 I

N HN N NP NH N__p

| \

L NG NG

5 6

HaL!
Schéma 4.2: Zavedeni druhé pendantni skupiny a odchranéni

Zavedeni fosfinatové pendantni skupiny (Schéma bylo provedeno reakci
Mannichova typu. Reakce latky 5 s paraformaldehydem a kyselinou p-nitroben-
zylfosfinovou v prostiedi kyseliny octové poskytuje latku 6. Césteéné také dochazi
k N-methylaci na latku 6-x a vedlejsim produktem je i kyselina hydroxymethyl-
p-nitrobenzylfosfinova. Latka 6 byla izolovana pomoci flash chromatografie na
reverzni fazi. Byla ziskana latka ve formé trifluoracetatu, jez nebyla rozpustna
v zddném rozpoustédle (pouze ve smési, napr. voda/acetonitril, voda/methanol).
Latka byla rekrystalizovana z horké vody a ziskané oranzové krystalky o slozeni
6-0,5 CF3COOH - 5,5 HO byly podrobeny rentgenostrukturni analyze (Obr. 4.3]).

Strukturné nezavislou ¢ast tvori dvé vzorcové jednotky, tj. dvé molekuly makro-
cyklu, jedna molekula trifluoracetatu a jedenact molekul vody. Methylenfosfina-
tova skupina na dusikovém atomu N8O je ,disorderovana‘“ do dvou pozic, z nichz
je na Obrazku [4.3| znazornéna pouze varianta s vyssi okupanci (79 %). Molekula
trifluoracetatu rovnéz zaujimé dvé mozné pozice (tato molekula vSak — stejné jako
molekuly vody — neni na Obr. zobrazena z duvodu znacné nepiehlednosti).
Cyklamovy kruh zaujima dle Daleovy konvence konformaci (3,4,3,4)-B.[61] Du-
stkové atomy (N4A, N11A, N4O a N110) nesouci benzylové skupiny jsou proto-
nizovany a zapojuji se do intramolekularnich vodikovych vazeb. Fosfinatové sku-
piny jsou deprotonizovany. Obé fosfonatové skupiny jsou monoprotonizovany (na
kyslikovych atomech O1A a O1P) a dalsi proton (pochéazejici formalné od kyse-

liny trifluoroctové) sdili ve velmi kratké vodikové vazbé propojujici dvé molekuly
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makrocyklu (d(O1B...01P) = 2,413 A).

P
O1C< N1A o
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Obrazek 4.3: Cést krystalové struktury latky 6-0,5 TFA -5,5H,0. Pro piehled-
nost nejsou zobrazeny molekuly vody a trifluoracetéatovy anion (stejné jako vodi-
kové atomy vazané na atomech uhliku). Tyrkysové jsou vyznaceny intramoleku-

larni vodikové vazby.

Spatna rozpustnost latky 6 vsak komplikovala ziskani reprezentativnich NMR
spekter. Latku se sice podafilo prevést na hydrochlorid (bily prasek), ale rozpust-
nost se vyznamné nezlepsila. NMR spektra musela byt zmétrena v D, O se zna¢nym
pridavkem NaOD (pH = 13,6). SloZeni latky ve formé hydrochloridu bylo uréeno
elementarni analyzou. Vytézek reakce (55%) byl uréen pouze pro pripad, kdy
se vychazelo z cisté latky 5 (bez minoritniho znecisténi HsPOy, tj. pripravené
syntetickou cestou A).

Hydrogenaci v 50% AcOH byly odstranény benzylové chranici skupiny a redu-
kovana nitroskupina. Pokud je hydrogenovana latka 6 - 0,5 TFA - 5,5 H,O v surové
formé (po izolaci), je hydrogenace ptiblizné o t¥etinu delsi, nez pokud je pred re-
akei latka rekrystalizovana (patrné diky stopovym necistotam, které zpusobuji

otravu katalyzatoru). Prestoze po odstranéni katalyzatoru jsme na zakladé NMR
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spekter usuzovali, ze se jedna o ¢istou latku, pomoci HPLC/MS byla odhalena
nepatrnd necistota, kterou jsme nebyli schopni identifikovat. Ligand HsL! byl
proto precistén chromatograficky na reverzni fazi a nasledné byla pomoci sil-
ného kationtového iontoménice odstranéna kyselina trifluoroctova. Po téchto cis-
ticich krocich ¢inil izolovany vytézek 65 %. Byly rovnéz ziskany krystaly o slozeni

H3L! - EtOH - HyO vhodné pro rentgenostrukturni analyzu (Obr. .

§.N 35

Obrazek 4.4: Molekulovd struktura HszL! 2z  krystalové struktury
H3;L' - EtOH-H,O. Molekuly vody a ethanolu nejsou zobrazeny (stejné
jako vodikové atomy vazané na atomech uhliku). Tyrkysové jsou vyznaceny

vodikové vazby.

Strukturné nezavisla ¢ast odpovidd jedné vzorcové jednotce (jedna molekula
makrocyklu, jedna molekula ethanolu a jedna molekula vody). Cyklamovy kruh
zaujimé konformaci (3,4,3,4)-C dle Daleovy konvence.[61] Dusikové atomy N4
a N11 jsou protonizovany a zapojuji se do vodikovych vazeb (Tab. .
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Tabulka 4.2: Vybrané geometrie vodikovych vazeb v krystalové strukture

H3;L! - EtOH - H,O.

D—H---A d(D---A) [A] Z/DHA [°]
N4—H41---022 2,682 170
N4—H42---013 2,959 119
N11-H111---021 2,870 138
N11-H112---012 2,708 172

4.2 Meédnaté komplexy

Byly pfipraveny médnaté komplexy ligandu HsL! s anorganickymi solemi
CuCly - 2H50, Cu(ClOy4)s -6 HoO a CuSO4 -5 Hy0. Po smichani roztoku ligandu
a roztoku vybrané soli kovu se tvori modry roztok komplexu s pH ~ 2.2. Komplex
byl charakterizovan pomoci HPLC/MS a spektroskopie. Bylo ucinéno
mnoho pokusti vykrystalizovat tyto komplexy, ale zadna z téchto snah nebyla
uspésna. Na zdkladé diive pripravenych médnatych komplext s ptibuznymi li-
gandy — tj. s 1,8-bis(methylenfosfonat)cyklamem (Hyte2p) [17] a 1,8-bis[methylen-
(p-aminobenzyl)fosfinat]cyklamem (Hyte2pin®2NH2) [62] — 1ze usuzovat na izome-
rii pripraveného komplexu. U téchto typu komplexi byly strukturné charakte-
rizovany dva typy izomeru — pentakoordinovany komplex (déle bude oznacovan
jako pc) a trans-O,0 hexakoordinovany komplex (oznacovan jako hc).

V pripadé médnatého komplexu Hyte2p vznika pri laboratorni teploté modry
pc-komplex. Orientace substituent na dusikovych atomech cyklu odpovida kon-
formaci I a jedna fosfonatova skupina neni koordinovana. U tohoto komplexu byly

v oblasti pozorovany |charge-transfer (CT)| pasy pfi 270 nm a 310-325 nm,

coz odpovidé rozdilnym Cu—O a Cu—N piechodtm.[17]

Zahtivani vodného roztoku pe-[Cu(Hate2p)] vede ke vzniku fialového termody-
namického produktu trans-O,0-[Cu(Hate2p)]. Tato zména izomerie je velmi po-
mald, s rozumnou rychlosti probihd az pri teplotach vyssich nez 80 °C. Komplex
he-[Cu(Hate2p)] krystalizuje jako centrosymetrickd molekula a centrdlni atom
Cu(II) se nachazi v oktaedrickém uspofadani s axialnim prodlouzenim. Ctyf¥i du-
sikové atomy jsou ekvatoridlné koordinovany (lezi v roviné), zatimco kyslikové

atomy fosfonatovych skupin jsou vici sobé v trans pozici. Cyklam zaujima nej-
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buje pti 275 nm.[I7] V pripadé médnatého komplexu 1,8-bis(p-aminobenzylfosfi-
nat)cyklamu bylo pozorovéano velmi podobné chovéani.[62] Fosfindtovy ligand rov-
néz tvori oba izomery, pti laboratorni teploté vznikéa preferenéné pentakoordino-
vany komplex, ¢asteéné ale také vznika hc-komplex. Izomery vSak 1ze chromato-
graficky identifikovat a oddeélit.[62]

Per analogiam lze interpretovat i chovani Cu(II) komplexu ligandu H3L.
V nésledujicim textu a obrazcich bude HL! reprezentovat — pro jednoduchost —
vSechny rizné protonizované ¢astice (komplex [Cu(HL')] je neutrdlni).

Pti pokojové teploté se tvori modry pc-komplex, ktery ma Siroky absorpéni
pés s maximem piti 315 nm (Obr. a ve velmi kyselém prostredi lze dobre
pozorovat dva Siroké pasy pii 270 nm a 305-318 nm (Obr. . Ve viditelné ob-
lasti se nachézi velmi siroky pés d-d prechodu s maximem pii 590 nm (Obr. .
Zahtivanim (60 °C) vodného roztoku pe-komplexu se pomalu méni izomerie kom-
plexu na oktaedrické usporadani, coz lze pozorovat pomoci[UV-Vig| kdy postupné
narustd absorp¢ni pas hc-komplexu (278 nm, Obr. . Siroky pés odpovidajici
d-d pfechodiim mé maximum pii 557 nm (Obr. [4.6).

Zménu izomerie lze pozorovat i pomoci HPLC (Obr. ). Uplna preména
pc-komplexu na he-komplex je relativné dlouhd (az 25 dni), coz je vidét na Obr.
M.7B, kde je zndzornéna zména procentudlniho zastoupeni izomertu na zakladé
intenzity odpovidajicich HPLC piku (resp. plochy pod kiivkou téchto piki). Po-
kusy o urychleni této premény (zahtivani v bazickém prostredi, pH ~ 8) vedly
k degradaci (ligand H3L! obsahuje v tomto ohledu problematickou aromatickou

aminoskupinu).
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pc-[Cu(HLY]
—— 2d (zahfivani 60 °C)
——— 7d (zahfivani 60 °C)
—— he-[Cu(HLY)]

he[Cu(HLY]  pe-[Cu(HL")]
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Obrazek 4.5: Pozorovani izomerie komplexu pc-[Cu(HLY)] na he-[Cu(HLY)] po-
moci UV-Vis spektroskopie. Pro ilustraci jsou zobrazena UV-Vis spektra vycho-

ziho pc-komplexu, spektra po 2 a 7 dnech zahtivani na 60 °C a spektrum findlniho

he-komplexu (23 dni zahfivani).

pc-{Cu(HL")
0.20 he-[Cu(HL")]
0.15
=)
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<
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Obrazek 4.6: UV-Vis spektra pc- a he-komplexu s jejich d-d prechody.
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Obréazek 4.7: Izomerizace pc-komplexu na he-komplex. Zahtivani roztoku pc-
[Cu(HLY)] (60 °C, pH ~ 2,2): HPLC zdznam (254 nm) pribéhu izomerie kom-
plexu (A, vybrand méreni) a zména procentudlniho zastoupeni izomeru s délkou

reakce na zékladé plochy HPLC pika prislusnych izomeru (B).
4.3 Disociac¢ni kinetiky

Studium kysele katalyzované disociace bylo provedeno spektrofotometricky
pouze pro pe-komplex (u he-komplexu lze predpoklddat — stejné jako u podobnych
komplext — velmi pomalou disociaci (v fadu meésicti), proto nebyl z Casovych
diavodu zkoumén). Kinetika dekomplexace pc-komplexu byla studovéna pii 25 °C,
konstantni 5M iontové sile (H,Na)ClO, a s riznou koncentraci HC10,4. Ukazkovy
pribéh Casové zmény spekter reakén{ smési je uveden na Obr. [4.8-A B.

Byla sledovéna ¢asova zavislost absorbance pfi 307 nm (tj. maximum absorpc-
niho pasu, Obr. C,D), ktera byla nasledné fitovana obecnou exponencialni
funkef odpovidaji kinetice (pseudo) 1. fadu:

A= Age Forst 1 A (4.1)

kde A je absorbance, Ag je pocatecni absorbance, A, je konecna absorbance,
t je cas a kqps je pozorovana rychlostni konstanta.

Zavislost rychlostni konstanty, ks, na koncentraci HClIO4 byla vynesena do

grafu (Obr. a tato data byla fitovana rovnici (4.2)):

ko + ki K[H]

k:o s — 5
T 14 K[H'
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Obrazek 4.8: Ukéazka disociace pc-komplexu v kyselém prostiedi (25 °C,
I[(H,Na)ClO4] = 5 M, c¢(komplex) = 0,2 mM, ¢(HCIO,) =5 M pro A/C a 0,005 Mm
pro B/D): zména spekter v prubéhu méteni (A, B) a zavislost absorbance pfi

307 nm na ¢ase (C, D). Spektra byla odecitana v intervalech po 60 s.

kterd je v literature bézné pouzivana u podobnych disociac¢nich reakci. Tato
rovnice obsahuje tii parametry — kg je rychlostni konstanta spontanni disoci-
ace, k1 je rychlostni konstanta kyselinou indukované disociace a K je odpovidajici
protonizacni konstanta. Proménnou veli¢inou je koncentrace protonu, [H*].

Ziskané parametry jsou uvedeny v Tab. [4.3] Velikost rychlostni konstanty k;
naznacuje, ze komplex pc-[Cu(HL)] je velmi kineticky inertni. V porovnani s vyse
zmifiovanymi komplexy je podobné inertn{ jako pe-[Cu(te2pin®*N12)] a nepatrné
méné inertni nez pce-[Cu(Hate2p)]. Vzhledem k tomu, ze pe-[Cu(Hate2p)| patii
mezi komplexy s nejvétsi inertnosti, které kdy byly pripraveny, by méla byt i tato

nizsi kineticka inertnost pro aplikace v radiomediciné dostacujici.

51



0.0010 4

0.0008

0.0006 -

s'1)

£ 0.0004 -
X

0.0002

0.0000 +

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Coicros (MOlAM®)

Obrézek 4.9: Zavislost rychlostni konstanty pseudo-prvniho fadu na koncentraci.

Cervens kiivka je proloZeni bodi podle rovnice (4.2).

Tabulka 4.3: Kinetické parametry kysele katalyzované disociace pro pe-[Cu(HL)]

a porovnani s literaturou.

komplex ko (s71) ki (s71h) K (M1
pe-[Cu(HLY)] (4,14+1,3)-107° (12,6 +0,7)-10~* 0,42 40,06
pe-[Cu(Hate2p)] B7 (8,5+0,3)-10* 1,9+0,1
pe-[Cu(te2pinBrNH2)) [62] (13+£2)-107**  025+0,6*

*Hodnoty pro méteni pii 30 °C. Ostatni hodnoty ziskané pro experimenty pri 25 °C.

Jak si lze pov§imnout na Obr. [£.8C,D, systém se po urc¢ité dobé dostane do
stavu, kdy jiz vyznamné neklesa absorbance (tj. A = A.). Za predpokladu, zZe
tato konecna absorbance pro nejvyssi koncentraci kyseliny, A..(5M), odpovida
pouze absorbanci pozadi, tak hodnoty AA. (i) = Ax(i) — Ao (5M) pro jednotliva
méreni ¢ odpovidaji koncentraci nerozlozeného komplexu. Pokud tyto hodnoty
vydélime hodnotou A, (absorbance komplexu bez pfitomnosti kyseliny pfi stejné
iontové sile, tj. pouze roztok komplexu s chloristanem) a vyneseme v zavislosti na
pH, ziskdme body odpovidajici svym rozlozenim distribu¢nimu diagramu zastou-

peni komplexu (v rizné protonizovanych forméach) v kyselé oblasti (Obr. [4.10)).
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Obrazek 4.10: Distribuc¢ni diagram komplexu v kyselé oblasti pH. Pro ilustraci je
znazornéna i dopocitand distribuce Cu(Il) iontu. K¥ivky jsou rovnéz znazornény

pro ilustraci (,guide for eye®).

Zavislost znazornéna na Obr. dokresluje chovani systému v kyselém pro-
stiedi. Stejné jako u srovnavanych pifbuznych ligandi (Hyte2p a Hote2pinBrNH2)
kde byly provedeny i potenciometrické studie) se lze domnivat, ze pii pH > 3 je
ligand plné koordinovan (tedy Cu(II) je v daném systému — Cu(II):L = 1:1, kon-
centracni $kala 107* M — zcela zakomplexovéana), a tudiz lze usuzovat, ze komplex

pe-[Cu(HLY)] je termodynamicky stabilni.
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Z.aver

V ramci této diplomové prace byl alternativnim nékolikakrokovym zptisobem
piipraven ligand H3L! (poprvé ve vétsim mnozstvi). Syntentickd cesta zahrnuje
pripravu orthogondalné chranéného cyklamu, na ktery jsou nasledné postupné za-
vadény pendantni skupiny. Znacné pozornost byla vénovana optimalizaci tohoto
nového orthogonalniho chranéni, které je vhodnym zptisobem pro zavadéni riiz-
nych pendantnich skupin a predstavuje tak obecny pristup pro pripravu nesyme-
tricky trans-disubstituovanych derivati cyklamu.

Byly piipraveny oba oc¢ekdvané izomery médnatych komplexti ligandu HsL!
a byly zkoumany vlastnosti téchto komplexii a preména mezi nimi pomoci UV-Vis
spektroskopie a HPLC.

Rovnéz byla studovana kysele katalyzovana disociace pentakoordinovaného
komplexu. Prestoze je zkoumany komplex ponékud méné kineticky inertni nez
médnaty komplex piibuzného ligandu Hyte2p, 1ze komplex pe-[Cu(HL')] oznacit

za velmi kineticky inertni (srovnatelné s Cu(IT) komplexem ligandu Hate2pin®»NH2)

Obr. 4.11)).
Postacujici kineticka inertnost médnatého komplexu, vyborna rozpustnost ve
vod& a vhodnd postranni bifunkéni skupina pro konjugaci éinf z ligandu HsL1

perspektivniho kandidata pro vyuziti v diagnostice a terapii pomoci radionuklid

meédi.
HO HO OH
HO=P™™N  HN HO—P™ ZN  HN \\ PN HN
o [ NH, u [ j o 8 j o NH,
N N B NH o N B—oH FeN NH NP
| N PN
OH OH OH
H3L1 Hate2p Hgte2pinB“NH2

Obréazek 4.11: Ligand HsL! pfipraveny v této praci a srovndvané pifbuzné ligandy.
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Seznam pouzitych zkratek

Ac acetyl

Bn benzyl
Boc t-butyloxykarbonyl
Bu butyl

Bz benzoyl

CAM cyklam

cb cross-bridged

Cbz benzyloxykarbonyl

CSD Cambridge Structural Database

CT charge-transfer

DCM dichlormethan

DIBAL-H diisobutylaluminiumhydrid
Et ethyl
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

Me methyl
MRI zobrazovani pomoci magnetické rezonance

MS hmotnostni spektrometrie

NBPin kyselina p-nitrobenzylfosfinova

NMR nuklearni magneticka rezonance

PET pozitronova emisni tomografie

%)



RT room temperature, laboratorni teplota

RVO rotacni vakuova odparka

SPECT jednofotonova emisni tomografie

TFA kyselina trifluoroctova

TLC tenkovrstevna chromatografie
TMS tetramethylsilan

Troc 2,2,2-trichlorethyloxykarbonyl

Ts tosyl

UV ultrafialovy

UV-Vis ultrafialovo-viditelny
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