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Abstrakt

Radiofarmaka obsahujici izotopy médi jsou potencialné vyuzitelné pro diagnostiku (metody
PET, SPECT) nebo 1écbu nadort. Radionuklidy médi musi byt do téla aplikované ve formée
koordinac¢ni slouc¢eniny s vhodnym ligandem. Pro médnaty ion jsou jedny z nejvhodnéjsich
ligandti derivaty 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanu (cyklamu). Vysledny komplex musi byt
termodynamicky stabilni a kineticky inertni. Ke koordinaci iontu kovu na ligand musi dochazet
v co moznd nejkrat§im Case. V ramci této prace byl syntetizovan jeden z prvnich asymetricky
substituovanych derivatii cyklamu s vyuzitim dvou typt ortogonalniho chranéni makrocyklu.
Syntetizovany ligand obsahuje fosfonatové a methylen-bis(fosfinatové) pedantni rameno.
Ptipraveny byl taktéz médnaty komplex tohoto ligandu a byla studovana jeho disociacni

kinetika v kyselém prostfedi.

Kli¢ova slova: radioterapie, PET, SPECT, komplexy médi, derivaty cyklamu, fosfonové
kyseliny

Abstrakt

Rédiofarmaka obsahujice izotopy medi sl potencialne vyuziteI'né na diagnostiku (metédy PET,
SPECT) alebo lieCenie nadorov. Nuklidy medi musia byt do tela aplikované vo forme
koordinacnej zlu¢eniny s vhodnym ligandom. Pre mednaty i6n su jedny z najvhodnejSich
derivaty 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekdnu (cyklamu). Vysledny komplex musi byt
termodynamicky stabilny a kineticky inertny. Ku koordinacii i6nu kovu na ligand musi
dochadzat’ v ¢o mozno najkratSom Case. V ramci tejto prace bol syntetizovany jeden z prvych
asymetricky substituovanych derivatov cyklamu s vyuzitim dvoch typov ortogonalneho
chranenia cyklu. Syntetizovany ligand obsahuje fosfondtové a metylén-bis(fosfinatové)
pendantné rameno. Pripraveny bol tiez med’naty komplex tohto ligandu a Studovana bola jeho

disocia¢na kinetika v kyslom prostredi.

Krlacéové slova: radioterapia, PET, SPECT, komplexy medi, derivaty cyklamu,
fosfonové kyseliny



Abstract

Radiopharmaceuticals containing copper isotopes can be used as diagnostic tools (methods
PET, SPECT) or agents for tumour treatment. Copper radionuclides must be applied into
the organism in the form of a coordination compound with suitable ligand. Derivatives of
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane (cyclam) are some of the most suitable ligands for Cu (II). A
coordination compound must be thermodynamically stable and kinetically inert, the ligand
must coordinate the metal ion as quickly as possible. In this Diploma thesis, one of the first
unsymmetrically substituted derivatives of cyclam has been synthesized using two methods of
orthogonal protection. The synthesized ligand contains one phosphonate and one methylene
bis(phosphinate) pendant arm. Copper complex of the ligand was prepared, and its acid assisted

dissociation kinetics were studied.

Key words: radiotherapy, PET, SPECT, copper complexes, cyclam derivatives, phosphonic
acids
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1 Teoreticky avod

1.1 Radiomedicina

V 20. storo¢i doslo k vel’kému rozvoju prirodnych vied. Vznikali nové teodrie, postupy
ametddy skimania prirody. V niektorych odboroch dochadzalo k vzniku celkom novych
oblasti. Veda zacinala byt ¢o raz viac prepojena s kazdodennym zivotom a mala ¢oraz vac¢si
dopad aj na beznych l'udi. Jednym z najpozitivnejSich prikladov takéhoto prepojenia je
aplikacia poznatkov ziskanych z prirodnych vied v medicine. Jej dosledkom bol aj vznik
nového odboru, radiomediciny.

Radiomedicina je pomerne moderny odbor, ktory sa zameriava najméd na lieCenie
rakoviny, ale aj roznych porich endokrinného systému ¢i zistovanie kardiovaskularnych
ochoreni. Jej ulohou je zachytit’” chorobu v najskorSom moZnom S§tadiu, zacielit’ liecbu na
konkrétne bunky, sledovat’ a vyhodnocovat’ odpoved’ pacienta na podavant lieCbu. Lieciva
obsahujuce radioizotop pouzivané na zobrazovanie loziska sledovanej choroby (napriklad
nadoru) alebo na lieCbu choroby (odstranenie tohto loziska) sa nazyvaju radiofarmaka.
Rédionuklid pritomny v tychto lie¢ivach podlieha rozpadu za uvolnenia radioaktivneho
ziarenia. Podl'a typu vyZziarenej Castice sa pouzivaju jednotlivé farmaka na diagnostiku alebo
terapiu. Vel'kou vyhodou tychto metdd je, Ze su neinvazivne, teda pri nich nemusi dojst
k chirurgickému zakroku. Radiomedicinske zobrazovacie metédy poskytuji len
obraz distribucie kontrastnej latky, casto je teda nutné ich kombinovat s obrazmi z CT
(Computed Tomography), ktoré obsahuji anatomickt informéciu za vzniku tzv. ,fused-
images*. Ide o obrazy, pomocou ktorych je mozné lokalizovat’ nddor na konkrétnom mieste v

tele pacienta.

1.2 Diagnostické metody a terapia

Pri lokalizacii loziska choroby (diagnostika) sa vyuZzivajl tzv. y- ziarie alebo B*-Ziarice.
Latky, ktoré vyZzaruju fotdn (y-Ziarice) sa pouzivaju pri zobrazovani metodou SPECT a latky,
ktoré vyzaruji pozitron (B'-ZiariCe) sa vyuzivaju pri diagnostike pomocou metody PET. Pri
metéde SPECT (Single-Photon Emission Computed Tomography) sledujeme detektorom
vyziareny foton (s idedlnou energiou 100-250 keV)!. Detektor snima pacienta pod roznymi
uhlami a vytvara obrazy, ktoré su nakoniec zrekonsStruované do 3D podoby. Vyhodou metody
SPECT je dobrd dostupnost pouzivanych nuklidov arelativne nizka cena detektorov?
Najpouzivanej$imi izotopmi vyuzivanymi pri tejto metdde su *™Tc a 2.2

Pri metode PET (Positron Emission Tomography) nachadzaju svoje uplatnenie lie¢iva



obsahujuce B'-ziariCe. Tieto nuklidy uvolfiuju v mieste nahromadenia radiofarmaka v
organizme pozitrony, nasledne dochddza k zrazke pozitrénov s elektronmi, anihildcii
a vyziareniu dvoch fotonov s energiou 511 keV. Tomograf PET zachyti fotony, ktoré¢ dopadaju
na detektor v koincidencii a pod uhlom 180°. Na zaklade mnozstva zaznamenanych zrazok je
vytvorena mapa distribicie radiofarmaka v organoch alebo Studovanych tkanivach.
Najpouzivanej$im izotopom pri metéde PET je '°F. Aplikuje sa v mnohych lie¢ivach ako
bioizoster atomu vodika, prikladom je vobec najéastejsie pouzivané radiofarmakum ['*F]-
fluordeoxyglukoza (**F-FDG). Délezitou vyhodou metody PET je jej presnost. T4 spociva
v sposobe detekcie, ked’ze vyziarené fotony zachytava detektor v ¢o najkratSom rozostupe od
dopadu nait (v rozmedzi 10-20 ns)?, a tieZ v mensej energii emitovanych pozitrénov, a tym
aj kratkom dolete v tkanive.* VysSiu presnost’ metédy PET oproti metéde SPECT ilustruje
Obrazok 1.1.

A. SPECTICT B. PETICT

96h 24h

Obrazok 1.1. Porovnanie presnosti zobrazovacich metéd SPECT
a PET. Sledované nadory st vyznacené §ipkami.’

Inou vyhodou metddy PET, ktora vychddza z povahy d’alSieho Casto pouZzivaného
nuklidu "'C, je to Ze znatené farmaka su ¢asto z chemického hladiska nerozlisitelné od
neznadenych.? To umoziuje vyuzit fyziologickll distribliciu v tele na transport lie¢iva do
ziadaného miesta a tym aj lokalizovanie ciel’a terapeutického zasahu.

Terapia spo¢iva vo vyuZivani u¢inkov ionizujuceho Ziarenia na tkanivo, konkrétne
v schopnosti poskodzovat’ DNA, a tym spomal’ovat’ rast nadorovych buniek alebo ich priamo
likvidovat. Radiofarmakum musi byt’ $pecificky dopravené k miestu pdsobenia, aby bola na
pacienta vyvinutd ¢o mozno najniziia zataz. Dalsimi dolezitymi vlastnostami z hladiska

potencialnych vedl'ajSich u¢inkov (a poskodenia okolitych zdravych buniek) st pol€as rozpadu
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nuklidu a energia vyziarenej Castice. NajcastejSie sa pouzivaju -ziarice, prikladom takychto
nuklidov je "*'I (vyuZivany vyluéne na terapie poruch funkcie §titnej zlazy), !”’Lu alebo *°Y.
Skumané su a-ziarice, ked’ze emitované Castice su tazsie a maji vyssiu kineticku energiu, ale
kratsi dosah v tkanive a maju silnej$i a presnejsi uc¢inok na ciel terapeutického zasahu.’
Jedinym schvalenym radiofarmakom tohto typu je Xofigo® (RaClz) obsahujuci nuklid ?>’Ra,
ktory sa viak pouziva len na paliativnu terapiu kostnych metastaz.® Z tohto dovodu predstavuji
hlavnu skupinu radioterapeutik farmaké obsahujtice ~-ziarice.

Ked’ze radioterapia je vyhradena takmer vylu¢ne kovovym izotopom, zacalo sa skimat’
potencidlne vyuzitie kovovych radionuklidov s vyuzitim bohatych moznosti koordinac¢ne;j
chémie, napriklad pre i6ny rdéznych prvkov d-bloku. Hlavnym dévodom vyskumu
radioizotopov kovovych prvkov je viak ich variabilita v diZke pol¢asov rozpadu. To je
vyznamné najma z hladiska logistiky nutnej pre pripravu radiofarmak, a tiez z hl'adiska ich
pouzitia pri zobrazovani konkrétnych procesov v organizme. Dostato¢ne dlhy polcas rozpadu
je potrebny na to, aby bolo mozné radioizotop/radiofarmakum pripravit’, distribuovat’ na miesto
vySetrenia pacienta, dostat’ vo vhodnej forme do organizmu a dopravit’ ho v organizme na
cielové miesto pomocou krvného rieciska. Pri tom vSetkom je nutné brat’ do tivahy aj vedl'ajSie
Gi¢inky na zdravie pacienta, dizka pol¢asu rozpadu by mala korespondovat’ s farmakokinetikou
radiofarmaka. Radioizotopy kovovych prvkov su preto predmetom intenzivneho vyskumu
a v tejto praci sa zaoberam syntézou a meranim vlastnosti latok, ktoré by potencidlne mohli

viest’ k radiofarmakam zaloZenym na izotopoch medi.

1.3 Radioizotopy medi

Med’ méa mnoZstvo radioizotopov so Sirokym spektrom fyzikalnych vlastnosti (pol¢asov
rozpadu, typov rozpadu aj energie vyziarenych Castic). To umoziuje pouzitie izotopov medi pri
diagnostike aj terapii a konkrétnych Specifickych aplikaciach. Najvacsi vyznam maja izotopy

%4Cu a ’Cu, no uvazovat sa da aj o d’alsich izotopoch, ktoré st uvedené v tabulke 1.1.



Tabul'ka 1.1: Prehl'ad radioizotopov medi, ich polcas a typ rozpadu, ktorému
podliehajua.!’

Izotop Polcas rozpadu Typ rozpadu Zdroj
(h)
OCu 04 B (93 %), EZ (7 %) cyklotrén
81Cu 3,3 B (62 %), EZ (38 %) cyklotron
2Cu 0,2 B* (98 %), EZ (2 %) generator
4Cu 12,7 B (19 %), EZ (41 %) cyklotron
B~ (40 %)
%Cu 0,1 B~ (100 %) reaktor / cyklotron
%Cu 62,0 B~ (100 %) reaktor / cyklotron /
fotonukledrne
reakcie

NajdoélezitejSim izotopom z hl'adiska zobrazovacich technik je vd’aka pomerne dlhému
poléasu rozpadu a nizkej energii emitovanych pozitrénov izotop **Cu, ktory sa d4 pouzit' na
zobrazovanie pomocou metody PET. Tento nuklid podlicha aj B~ rozpadu, a z tohto dévodu by
radiofarmakum obsahujice *Cu mohlo byt pouZité pri tzv. teranostike (terapia prebicha
sti¢asne so zobrazovanim). Prikladom schvéleného radiofarmaka obsahujuceho izotop **Cu
pouzivaného na diagnostiku je peptidovy analdog predavany pod komerénym nazvom

Detectnet® ([**Cu]-DOTATATE) pouZivany na zobrazovanie neuroendokrinnych nadorov.®

Z hladiska potencialneho vyuZitia pri terapii je najvyznamne;jsi izotop *’Cu s najdlhsim
poléasom rozpadu spomedzi nuklidov medi (t12= 62,0 h). Pri terapii ovplyviuje dizka pol¢asu
dobu posobenia radiofarmaka na naddor v organizme, a tym aj ucinnost’ liecby. Pol¢as rozpadu
%7Cu je dostato¢ne dlhy na ni¢enie nadorovych buniek, ale kratky na to, aby dochadzalo
k nadbyto¢nému poskodeniu zdravého tkaniva.” Napriek tomu sa aktualne nepouZiva Ziadne
radiofarmakum obsahujuce ¢’Cu na terapiu. Najblizsie k schvaleniu je peptidovy analég
([¢’Cu]- SARTATE), potencialne pouzitelny na lie¢bu neuroblastomov, ktory je vo faze

klinického testovania.'”

Kovovy i6n nemdze sluzit’ samotny ako radiofarmakum, pretoze by dochadzalo k jeho
nespecifickému zabudovavaniu v tele. Kvoli minimalizacii vedl'aj§ich u¢inkov na zdravie
pacienta sa pouzivaju kovové izotopy vo forme koordina¢nych zlicenin s vhodnymi ligandami.
Aby bola zaistena stabilita komplexov v organizme a nedochadzalo k vyviazaniu kovovych

16nov vyhodnej$imi ligandami, musia byt sledované koordina¢né zlaceniny termodynamicky



stale a kineticky inertné. Vyhodou komplexov s Cu®" je ich vys§ia termodynamicka stabilita
v porovnani s analogickymi komplexami inych kovovych prvkov 4. periody. Jednym
z dovodov tejto zvySenej stability je Jahn-Tellerov efekt, ktorym sa vyznacuju koordina¢né
zltgeniny s Cu?* vedici k vysokej hodnote stabilizacnej energie ligandového pola. Vyssiu
termodynamicku stabilitu Cu®>* odzrkadluje Irwing-Williamsova séria. Komplexy Cu?*
s beznymi jednoduchymi ligandami vSak byvaju kineticky labilné, preto je nutné pre
radiofarmakéd obsahujuce mednaty i6n najst vhodné ligandy tvoriace kineticky inertné

komplexy.

Dalsou dolezitou vlastnostou je rychlost’ koordinacie ligandu na ion radiokovu, ktora
uruje potencial vyuzitia aktivity nuklidu. Termodynamickd stabilita, kinetickd inertnost

a rychlost’ komplexacie je v koordinacnych zlu¢eninach definovana vhodnymi ligandami.

1.4 Makrocyklické ligandy

Vhodnymi ligandami pre koordindciu iénu kovu st hlavne ligandy zo skupiny
makrocyklov. Dévodom ich vyuZivania je zvySend termodynamicka stabilita zapriinenad tzv.
makrocyklickym efektom. NajcastejSie ide o derivaty troch polyazamakrocyklov, cyklamu
(1,4,8,11- tetraazacyklotetradekan), cyklénu (1,4,7,10-tetraazacyklododekan) a tacn (1,4,7-
triazacyklononén) (Obrazok 1.2.).
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Obrazok 1.2. Priklady makrocyklov, ktorych derivaty st
najcastejSie pouzivané pri komplexacii i6nov radioaktivnych kovov
Med’ sa v koordinacnych zluceninach vyskytuje v oxidacnom stave I+ a II+. Vyuzitie
komplexov Cu” v radiofarmacii je zanedbatel'né, pretoze komplexy, ktoré med’ny i6n tvori, sa
nepovazuju za dostatocne kineticky inertné. Z tohto doévodu sa d’alej budeme zaoberat’
ligandami, ktoré st vhodné pre ién Cu®" .
Ligandy zaloZené na vyssie uvedenych makrocykloch st vhodné pre ion Cu?" vd’aka

jeho povahe. Kation Cu®* je na zaklade teorie tvrdych a mikkych kyselin a baz vd’aka svojej



vel'kosti naboja a polomeru zarad’ovany do strednej kategérie medzi tvrdé a makké kyseliny.
Z toho vyplyva, Ze vhodnymi ligandami pre i6n Cu?* sti ligandy obsahujuce dusikové aminové
donory. Tato praca sa zameriava konkrétne na derivaty cyklamu, ktorého kavita (tj. priestor
vnuatri makrocyklu) je presne vhodna pre koordinaciu Cu?" i6nu a obsahuje $tyri aminové
skupiny schopné koordinacie v ekvatoridlnej polohe.

Pretoze cyklam koordinuje mednaty katién do roviny medzi Styri atomy dusika
dochéadza k vzniku komplexov, ktoré su stabilné in vivo.” Nevyhodou koordinaénych zlugenin
obsahujucich ligand, ktory je derivatom cyklamu, je pomalSia komplexacia iénu kovu, o
zapri¢ifluje obtiaznejsSiu pripravu rddiofarmék (je napriklad nutné pouzivat’ vyssie teploty pri
radioznaceni).

Délezita je tiez termodynamicka preferencia derivatov cyklamu pre Cu?* ién oproti i6nu
Zn>" a Ni*" vyplyvajlca z Irwing-Williamsovej série. Okrem toho, Ze sa Zn>" i6n nachadza
beZzne v organizme a po aplikacii farmaka by mohlo dochddzat’ k uvolfiovaniu radioaktivneho
nuklidu medi, st zino¢naty a nikelnaty i6n ¢astymi necistotami pri produkcii izotopov medi.
Tie sa totiZ vyrabaji ostrelovanim teréov zo zinku alebo niklu.’

Termodynamicka stabilita, kineticka inertnost’ aj rychlost’ komplexacie i6nu kovu na
cyklam sa daju vylepSovat’ zavadzanim vhodnych pendantnych ramien na vol'né aminoskupiny

cyklu.

1.5 Typy pendantnych ramien

Pendantné ramena obsahujuce skupinu, ktoré sa koordinuje na i6n kovu, pomahaju tento
16n stabilizovat’ v kavite makrocyklu a zvySuju tym termodynamicku stabilitu takéhoto
komplexu. Pripravené boli derivaty cyklamu s r6znym poctom koordinujucich sa pendantnych
ramien, napriklad pendantov s metylkarboxylovymi (tzv. acetitovymi) skupinami
(Obrazok 1.3.). Zistilo sa, ze optimalne vlastnosti maji komplexy, v ktorych je i6n kovu
koordinovany Siestimi donorovymi atomami (tj. cykldm je modifikovany iba dvoma
koordinujucimi sa pendantnymi ramenami).!! Pripravené boli komplexy ligandu Hate2a s iénmi
Cu*", ktoré vykazovali vysoku kinetickli inertnost.'> Nevyhodou tohto ligandu moZze byt
vedl'ajSia reakcia, ktora prebieha vo vodnych roztokoch pri laboratornej teplote. Ide o vznik
tricyklického laktdmu medzi karboxylovou skupinou pendantného ramena a volnou
sekundarnou aminovou skupinou.'

V pripade, Ze ligand obsahuje viac pendantnych ramien, ma vysledna koordinacna

zlucenina nizsiu kineticka inertnost’ (dochddza k vyvédzovaniu i6nu kovu in vivo), ¢o bolo



potvrdené napr. na komplexe Hateta s Cu®".!
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Obrazok 1.3. Derivaty cyklamu obsahujice karboxymetylové
pendantné ramena

Dal§im typom pendantnych ramien, ktorymi su upravované makrocykly, si ramena
odvodené od kyselin fosforu. Tieto ramend je mozné, na rozdiel od acetatovych ramien, d’alej
modifikovat’ na atdéme fosforu (v pripade fosfonatového ramena vo forme esteru a v pripade
fosfinatového ramena vo forme P-alkylu).

Pre pochopenie d’alSieho textu je nutné vysvetlit nazvoslovie organickych kyselin
odvodenych od kyselin fosforu, a teda aké koordinujiice ramena st pouZivané pre modifikaciu
azamakrocyklov. Tieto kyseliny sa daji formalne odvodit’ nahradenim —OH skupin v kyseline
fosfore¢nej, alebo nahradenim vézby P-H v kyseline fosforitej alebo fosfornej, organickym
retazcom. Fosfonatové rameno (Obr.1.4.- HotelP) je teda formalne odvodené od kyseliny
fosforitej, fosfindtové rameno (Obr.1.4.- HtelP®) je odvodené od kyseliny fosfornej
a bis(fosfinatové) rameno (Obr.1.4.- Hote1PPR) od dvoch molekul kyseliny difosfornej spojenej

cez metylénovy mostik (tato skupinu by bolo mozné tiez povazovat za derivat kyseliny

)~ ) RPN
9P gt E IR

difosforecnej).

NH HN NH HN
H,te1P Hte1PR Hzte1PPR
(R= alkyl, aryl) (R= alkyl, aryl)

Obrazok 1.4. Derivaty cyklamu obsahujuce pendantné ramena
odvodené od kyselin fosforu

Z chemickej podstaty ramien odvodenych od kyselin fosforu vychadzaju rozne
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odliSnosti od acetatovych ramien. Na prvy pohlad je badate'na odliSna geometria. Ramena
odvodené od kyselin fosforu su tetraedrické na rozdiel od planarnych metylkarboxylovych
ramien. Fosfonatové rameno je kyslejsie (pri deprotonizicii do prvého stupia),!> bazicitu
aminovych skupin vsak skupina fosfonatova zvysuje (kvoli repulzii negativnych nabojov na
atomoch kyslika tejto skupiny, ked’ je plne deprotonizovand). Fosfinatové rameno, naopak
bazicitu aminoskupin cyklu znizuje (repulzia negativneho naboja je mensia, a preto prevlada
efekt fosfindtovej skupiny, ktora odtahuje elektrony z aminoskupiny cyklu).'® Elektrony
odtahujuci efekt fosfinatovej skupiny, sa ale da modifikovat’ pomocou d’alSieho substituentu
na atome fosforu. Bézicita aminoskupin cykldamu ovplyviluje termodynamickt stabilitu
komplexu Cu®" s derivastom makrocyklu. Tymto vplyvom je tiez mierne modifikovany
prispevok makrocyklického efektu k stabilite koordinacnej zlt¢eniny. '®

Vdaka tomu, ze fosfonitové alebo fosfindtové rameno je kyslejSie, dochadza ku
komplexacii 16nu kovu uz pri niz$ich hodnotach pH neZ pri derivatoch s acetatovymi ramenami,
¢o vSak suCasne znamena, ze pendantné rameno moze byt nachylnejSie k substitucii inymi
ligandami. Pretoze pre termodynamicku stabilitu je rozhodujuca bazicita aminovych skupin
makrocyklu, st komplexy ligandov s fosfondtovymi pendantnymi ramenami obvykle
termodynamicky stabilnejSie nez komplexy ligandov s acetdtovymi pendantami. V
pripade komplexov s makrocyklami s fosfinatovymi pendantami je bazicita ich aminovych
skupin niZSia nez v pripade makrocyklov s acetditovymi pendantnymi ramenami, a preto st
komplexy makrocyklov s fosfinatovymi ramenami menej termodynamicky stabilné nez
analogy s acetatovymi ramenami.

Na objasnenie vplyvu fosfonatového alebo fosfindtového ramena na urychlenie
rychlosti komplexacie je nutné pochopit mechanizmus koordinacie 16nu kovu
makrocyklickymi ligandami.

Prvym krokom komplexacie kovu na derivat makrocyklu s koordinujucim pendantym
ramenom je predradend rovnovazna reakcia, pri ktorej dochddza ku koordindcii 16nu kovu na
pendantné rameno/ramena (aminové skupiny makrocyklu st protonizované). Vznika tzv. ,,out-
of-cage** komplex. Tento prvy krok je nasledovany krokom urcujucim rychlost’ komplexacie.
Dochadza v niom k bazicky katalyzovanému odstraneniu proténu z kavity makrocyklu (z
priestoru medzi atdbmami dusika makrocyklu) za sti¢asného presunu iénu kovu koordinovaného
pendantnymi ramenami do uvolnenej kavity makrocyklu za vzniku kone¢ného ,,in-cage*
komplexu.

Fosfonatové rameno dokdze urychlovat' proces komplexacie, pretoze napomdha

odstrafiovaniu proténu z kavity makrocyklu. Daldi dévod urychlenia komplexacie spoéiva
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v ulah¢enom vzniku ,,out-of-cage* komplexu (predradenom naviazani i6nu kovu na
fosfonatové pendantné rameno), pretoze samotné fosfonatova skupina tvori relativne stabilné
komplexy. Podobne méze i6n kovu chelatovat’ bis(fosfinatova) skupina (hoci je malo bazicka),
a preto tvorit’ relativne stabilny ,,out-of-cage* komplex. Treba brat” do tvahy, Ze vytvoreny
»out-of-cage* komplex musi mat’ optimalnu termodynamicku stabilitu vo vztahu k stabilite
vysledného komplexu ionu kovu s derivitom makrocyklu.!! Obe tieto pendantné ramena
obsahuje ciel'ovy ligand tejto prace. Mali by teda urychl'ovat’ koordinaciu i6nu kovu na tento
derivat cyklamu. Bis(fosfindtové) rameno vytvorenim optimalne stabilného ,,out-of-cage*
komplexu a fosfonatové rameno odstranenim protonu z kavity makrocyklu.

Dal$ou vyhodou pendantnych ramien odvodenych od kyselin fosforu oproti acetatovym
je ich vécsia hydrofilnost’, ktora by mala zabezpecit’ jednoduchsie vylu¢ovanie radiofarmak
z tela pomocou obli¢iek. Vynimku mozu tvorit” derivaty makrocyklov s bis(fosfonatovymi)!
pendantnymi ramenami, ktoré maji zvySenu afinitu k hydroxyapatitu a je mozné pozorovat’ ich
vychytavanie v kostiach.!” Makrocykly s fosfinatovou alebo bis(fosfindtovou) skupinou moézu
tiez byt tzv. bifunkénymi ligandami (tj. ligandami s moznostou konjugacie na biologicky
aktivou molekulu), v ktorych je reaktivnou skupinou v uhlikovom ret'azci modifikovany atém

fosforu, pricom sa tato skupina nepodiel'a na koordinécii i6nu kovu v ,,in-cage* komplexe.

1.6 1,8-disubstituované derivaty cyklamu

V predchéadzajucej kapitole bolo uvedené, Ze optimalne je modifikovat derivat cyklamu
prave dvoma koordinujucimi pendantnymi ramenami. Pripravenych bolo mnoho takychto
derivatov, priCcom prevazuju tzv. trans derivaty cyklamu (tj. disubstituované v polohe 1,8-) nad
tzv. cis derivatmi (tj. disubstituované v polohach 1,4- alebo 1,11-). Jednym z hlavnych dévodov
preferencie frans derivatov je ich jednoduchSia syntetickda dostupnost. V predchadzajicej
kapitole bol uz spominany ligand Hote2a (Obr. 1.3.), ktory obsahoval dve acetatové ramena,
v tejto kapitole st spomenuté niektoré dalSie priklady 1,8- disubstituovanych derivatov
cyklamu, na ktorych je mozné demonstrovat’ vplyv urcitych typov ramien na vlastnosti

vyslednej koordina¢nej zluceniny, ale tiezZ rézne zakonitosti syntézy tohto typu latok.

! Derivaty metylén-bis(fosfonatovej) kyseliny (H,O3P-CH>-PO3sH>)
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Obrazok 1.5. Priklady disubstituovanych derivatov cyklamu

V predchéadzajucej kapitole bol nepriamo spominany derivat cyklamu obsahujuci dve
fosfonatové pendantné ramena (Obr.1.5.-A). Jednou z vyhod tohto derivatu oproti Hate2a, ktoré
eSte neboli spomenuté je, Ze je stabilny vo vodnom roztoku (nedochadza k jeho spontanne;j
laktamizacii). Pri priprave komplexu tohto ligandu s Cu?* iénom sa zistilo, Ze koordina¢na
zlti€enina, ktora vznikla pri niZSej teplote mala pentakoordinovany tvar (jedna fosfonatova
skupina ostava nekoordinovand). Pri vysSej teplote vznika komplex, v ktorom je med’naty 16n
hexakoordinovany vo forme oktaédra. Oba komplexy vykazovali znaénu kinetick inertnost’.'®
Pri porovnani sinymi i6nmi prechodnych kovov vykazoval tento derivat znacnl
termodynamicku selektivitu vo&i ionom Cu?*."?

Dalsou variantou derivatu cyklamu s pendantnym ramenom odvodenym od kyseliny
fosforu je cyklam obsahujuci p-aminobenzylfosfinové rameno (Obr.1.5.-B). Od tohto ligandu
bol pripraveny komplex siénom Cu?" voboch forméach spominanych v predchddzajiicom
odstavci. Pripraveny bol konjugat tohto makrocyklu na modelovy aminosacharid (glukozamin).
Tu bolo vyuzité, Ze modifikované fosfinové rameno moZze okrem koordindcie i6nu kovu sluzit
aj ako tzv. linker pre konjugiciu s biomolekulou, ktora sluzi na Specifické zavedenie
radiofarmaka na miesto pdsobenia v organizme.*°

Amidova skupina moze byt tiez vyuzitd ako koordinujice pendantné rameno.
y y
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Pripraveny bol derivat cyklamu obsahujuci dve n-propylamidové ramend (Obr.1.5.-C).?! Pri
syntéze tejto zluCeniny boli preskimané moznosti vzniku roéznych derivatov cyklamu pri
disubstitticii na nechraneny cyklus. Bolo zistené, Ze uvedeny 1,8-produkt vznikal v prebytku
oproti 1,11-substituovanému produktu. Okrem stérickych faktorov prispieval k vzniku 1,8-
disubstituovaného produktu aj fakt, ze vodikova vézba, ktora sa nachadza medzi atomom dusika
v polohe 1- avpolohe 8- bola pri vzniku monosubstituovaného intermedidtu porusena.
Nasledna reakcia teda prebiehala preferovane na atome dusika, ktory nebol viazany vodikovou
vizbou.?!

Inym karboxamidovym derivatom je cyklam obsahujici dve N, N-dimetyl-acetamidové
ramend (Obr.1.5.-D), z ktorého bol pripraveny aj komplex s Cu?*. Hlavny efekt kratSieho
pendantného ramena je, ze vo vyslednom komplexe bude pendantné rameno sucastou
pati¢lenného cheldtového kruhu s ibnom kovu, ktory je stabilnejsi oproti kruhu Sest’¢lennému.
Pripravené boli obe formy komplexu (pentakoordinovana aj hexakoordinovana). Bolo zistené,
ze hexakoordinovant formu bolo mozné vytvorit’ aj pri izbovej teplote pri zvySenom pH, takze
kl'acova pre tvorbu oktaedrického komplexu bola aj konforméacia vol'ného makrocyklu, ktora
suvisela so stuptiom protonizacie.'?

Derivat cyklamu obsahujuci (pyrid-2-yl)-metylové pendantné ramena (Obr.1.5.-E) bol
pripraveny s vyuZzitim bis-(aminalového) chranenia® cyklamu alkylaénou reakciou s 2-
(chlormetyl)pyridinom s vysokym vytazkom abez pozorovaného vzniku vedlajSich
produktov.??

Zavedenim roznych ramien na makrocyklus je mozné vzajomne skombinovat ich
vyhody. Vysledkom su tzv. nesymetricky substituované derivaty cyklamu. O obtiaznosti ich
syntézy sved¢i fakt, Ze zname su iba dva derivaty obsahujuce dve odlisné koordinujtce
pendantné ramena. Jednym je derivat cyklamu obsahujici v polohe 1,8- jedno fosfonatové
a jedno aminobenzylfosfinatové rameno (Obr.1.6-F), ktorého syntéza bola optimalizovana.?’
Z tohto derivatu boli tieZ pripravené komplexy s ionom Cu®*, ktoré boli kineticky inertné.
Druhy doposial’ pripraveny derivat obsahoval etyl-2-karboxylové a (pyrid-2-yl)-metylové
rameno v 1,4- polohe (Obr.1.6-G).?* Zname su tiez d’al$ie nesymetricky substituované derivaty

cyklamu, ktoré vSak obsahuju iba jedno koordinujiice pendantné rameno (Obr.1.6-H,I).%

2 Chranenie s vyuzitim metylénovych mostikov medzi dusikmi v polohach 1,11 alebo 4,8
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Obrazok 1.6. Nesymetricky substituované derivaty cyklamu
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2 Ciele prace

V teoretickom uvode boli spominané moznosti vyuzitia koordina¢nych zlucenin,
v ktorych ako ligandy vystupuju derivaty polyazamakrocyklov v radiomedicine. Popisané bola
moznost’ optimalizacie vlastnosti tychto komplexov pomocou zavadzania vhodnych
pendantnych ramien na aminoskupiny cyklu. Predstavené boli r6zne typy pendantnych ramien
a zdoraznené vyhody ramien na baze kyselin fosforu. Spomedzi polyazamakrocyklov ma pre
Cu®* najvyssiu afinitu cyklam.

Ciel'om prace preto je pripravit’ jeden z prvych nesymetricky substituovanych derivatov
cyklamu, ktory je substituovany v polohe 1,8- (Obr. 2.1.), a pripravit jeho komplex s Cu®".
Cielom je tiez tento komplex charakterizovat’ a preStudovat’ ako jeho vlastnosti ovplyviiuje

kombindacia fosfonatovej a bis(fosfinatovej) skupiny.

HO
PPN E
Iﬁ Iﬁ N HN
@) @) [ j @)
II_OH

Obrazok 2.1. Ciel'ovy ligand
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3 Experimentalna ast’

3.1 VSeobecné postupy a pouzité chemikalie

Vsetky pouzité chemikalie pochadzaji od komercéne dostupnych dodavatel'ov (Sigma-
Aldrich, Fluorochem, Fluka, Lachema, Penta). Diizopropyl ester kyseliny metylén-
bis(fosfinovej) bol pripraveny Mgr. Adamom Svitkom.

3.2 Metddy delenia a charakterizacie

3.2.1 Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Priebeh reakcii bol kontrolovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie na
chromatografickych dosti¢kach Silica gel 60 F254 (Merck a VWR). Vizualizacia Skvin na
dostickach bola uskuto¢nena pomocou UV detekcie (detekcia latok obsahujtcich aromaticky
kruh), Draggendorfovho ¢inidla (vodny roztok Bi(NO3)s a KI v octovej kyseline, detekcia
dusikatych makrocyklov), KMnOs (vodny roztok KMnO4 a NaxCOs, detekcia organickych
latok), 0,5 % roztoku ninhydrinu v etanole (detekcia latok obsahujucich aminoskupiny) alebo

CuSOy4 - 5H20 (5 % vodny roztok, detekcia latok dobre koordinujucich Cu(Il))

3.2.2 HPLC a hmotnostna spektrometria

Hmotnostné spektra v pozitivnom a negativnhom madde boli ziskané meranim na pristroji
Waters ACQUITY QDa (duélny ortogonalny elektrosprej interface (Z-sprej) pre API (ionizécia
za atmosférického tlaku); quadrupolovy analyzator; full scan v rozsahu 30 az 1250 m/z;
integrovana turbomolekularna vakuova pumpa a externd rotacna vakuova pumpa).

HPLC bolo merané na tom istom pristroji na kolone s reverznou fazou Cortecs C18
(2,7 pm, 4,6x50 mm). K elucii bol pouzity gradient dvoch mobilnych faz (deionizovana voda
+ 0,1 % TFA a acetonitril + 0,1 % TFA), ktory je uvedeny v Tab. 3.1. Pri monitorovani vSetkych

reakcii v tejto praci pomocou HPLC bol pouzity tento isty gradient.
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Tabul’ka 3.1. HPLC- pouzity elu¢ny gradient (mobilné fazy — A: H.O + 0,1 % TFA, B:
MeCN + 0,1 % TFA)

Ml

¢ (min) A (%) B (%)
0 100 0
2 100 0
8 0 100
11 0 100
13 100 0

3.2.3 Chromatografia

Chromatografick¢ delenia pomocou automatizované¢ho preparativneho ,,flash*
chromatografu boli uskutoctiované na systtme ECOM TOY18DAD800 pozostavajuceho z
kolektoru frakcii ECF2096, dvoch pump ECP2200 a UV detektoru TOY18DADSOOL.
Separacie boli uskuto¢iované na koldnach s reverznou fazou C18-AQ-HG (25 mm - 215 mm;
120 g), YMC-ODS 25 (25 mm - 140 mm; 40 g), Luna 5 yum C18 (21 mm - 250 mm, 100 A)
a kolone plnenej Silica gelom (0,040-0,060 mm, 60 A, Acros). V pripade kolén s reverznou
fazou boli pouzité gradienty dvoch mobilnych faz (deionizovana voda + 0,1 % TFA a acetonitril

+ 0,1 % TFA). Konkrétne gradienty st uvedené v Tab. 3.2.

Tabulka 3.2. ,,Flash* chromatografia - pouZité elu¢né gradienty (mobilné fazy — A: H.O
+ 0,1 % TFA, B: MeCN + 0,1 % TFA)

M2 M3

t (min) A (%) B (%) t (min) A (%) B (%)
0 100 0 0 100 0

1 100 0 50 80 20

2 70 30

25 60 40

27 0 100

33 0 100

3.2.4 NMR spektrometria

Spektra nukledrnej magnetickej rezonancie (NMR) pripravenych latok boli zmerané na
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spektrometroch Varian VNMRS 300 MHz, Bruker 400 MHz, prip. na spektrometri Bruker
Avance III 600 vybavenom kryosondou. Spektra boli referencované na tetrametylsilan (TMS)
(0n = 0,00 ppm, dc = 0,0 ppm v CDCl3), t~-BuOH (Jou = 1,24 ppm, dc = 30,3 ppm v D>0O)
a spracované v programe MestReNova. Vsetky merania boli vykonané pri 25 °C. Spektra

zmerané na spektrometri Bruker Avance III 600 boli zmerané Mgr. Filipom Kouckym.
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3.3 Synteticka ¢ast’

3.3.1 Schéma syntézy
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3.3.2 Syntéza 1,8-dibenzyl cyklému
A _Bn //\ _Bn
NH HN__ CH,0 2,5 ekv BnBr 3,6 ekv [ ] 5% NaOH
[ ] 0 °C, H,O [ j RT, MeCN [ ]

NH HN

) ) v )

Obrazok 3.1. Schéma pripravy latky II1

Latka III bola pripravena z cyklamu podl'a schémy na obrazku 3.1. Priprava prebichala

podla publikovaného postupu.?? Charakterizaéné data boli v sulade s literatarou.??

3.3.3 Syntéza ortogonilne chrianeného derivatu cyklaimu

Reakcia A
A _Bn Boc,0 1,1 ekv. Boc\ A _Bn Boc\ A _Bn

Co EEE- O L)
Bn/v v v “Boc

m v

Obrazok 3.2. Reakcia A

Do banky (100 ml) s mieSadlom bola pridana latka ITI (2,62 g; 6,88 mmol). Banka bola
prefuknutd pradom argénu a uzavreta septom. Latka bola rozpustend v banke v bezvodom
CHCIz (20 ml). V slzovej banke (50 ml) s mieSadlom, ktord bola tiez prefuknuta argébnom
a uzavreta septom, bol oddelene rozpusteny Boc,O (1,65 g; 1,1 ekv.; 7,57 mmol) v bezvodom
CHCIl3 (20 ml). K roztoku latky III bol pridany suchy Etz:N (1,05 ml; 1,1 ekv.; 7,57 mmol)
a zmes bola ponechand mieSat’ sa 5 min. Roztok Boc2O bol pomocou injekénej striekacky
prevedeny do prikvapkéavacieho lievika. Z neho bol roztok po kvapkach pridavany k roztoku
latky III a EtsN. Zmes bola ponechana reagovat’ 24 h. Pridana bola destilovana voda (20 ml)
a celd zmes bola prevedend do oddel'ovacieho lievika. Zmes bola extrahovana pomocou CHCl3
(3 x 15 ml), do spojenych organickych f4z bol pridany bezvody MgSO4 na vysuSenie. Po
odstraneni MgSOQy4 prefiltrovanim cez vatu bol filtrat odpareny na RVO.

Odparok bol rozpusteny v malom mnozstve EtOAc (10 ml) a ponechany stat’ cez noc.

Vylucené krystaly latky V boli odstranené filtraciou za zniZzeného tlaku cez fritu (S2) (560 mg).
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Prefiltrovana reak¢na zmes bola Cistend pomocou automatizovane;j ,,flash* chromatografie na
koléone (120 g, SiO2). Najskor bol eluovany zvySok latky V pomocou EtOAc (150 ml).
Nasledne bola pomocou zmesi EtOH/ konc. vodny roztok NH3 = 50:1 (150 ml) ziskana latka
IV. Frakcie obsahujuce ¢istu latku V boli spojené a odparené. Latka V bola ziskana v podobe
bezfarebného oleja (3,436 g; celkovy vytazok spolu s krystalmi izolovanymi pred ¢istenim bol
40 %). Frakcie obsahujuce Cista latku IV boli spojené a odparené. Latka IV bola ziskana

v podobe jemne Zlté¢ho oleja (397 mg; vytazok 12 %).

Latka IV
TLC: MF = Hexan/EtOAc = 3:1; Rr= 0,35
MF = EtOH/NH; = 50:1; Ry= 0,75

MS (ESID): (+) 481,5 [M+H]", vypocitana M; = 480,5

HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢ = 5,01 min.

TH-NMR (CDC): 6 1,28 (s, 9H, C-CH3); 1,59-1,71 (m, 2H, CH,—~CH2-CH>); 1,76~
1,86 (m, 2H, CH,—CH2—CH>); 2,39-2,47 (m, 2H, ring CH2); 2,51-2,80 (m, 10H, ring CH2);
3,26-3,39 (m, 4H, ring CH2); 3,56 (s, 2H, N-CH2—C¢H5); 3,63 (s, 2H, N-CH2—CsHs); 7,21—
7,36 (m, 10H, CsHs)

BC{IH}-NMR (CDCl3): § 26,95 a 26,45 (CH>~CH2-CH>); 28,50 (CH3-C); 45,80 ,
46,40 ,47,05, 47,48 ,50,90, 51,51, 53,13, 54,07 (ring CH2); 59,21 (N-CH2-Ph); 59,93 (N-
CH2-Ph); 79,05 (CH3-C); 136,97; 137,25; 138,28 (2C), 138,34 (2C), 138,92 (2C), 139,32
(2C), 148,65 a 148,98 (CiP*°) (vietko aromatické uhliky); 165,41 (C=0)

"H NMR spektra latky V boli v zhode s publikovanymi datami.?’

Reakcia B

(0]
Ph\O/C\O)< 1,8 ekv. //\
Boc _Bn

NH NE" EtsN 10 ekv. N N
[ ] N32C03 10 ekv. [ ]
N HN > N HN
Bn” 50 °C, chloroform Bn~

] v

Obrazok 3.3. Reakcia B

Do banky (100 ml) s mieSadlom bola pridana latka ITI (0,384 g; 1,00 mmol). Banka
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bola prefuknutéd argénom a uzavretéa septom, pridany bol bezvody CHCl3 (20 ml). Oddelene bol
rozpusteny z-butyl fenyl karbonat (0,353 g; 1,8 ekv.; 1,82 mmol) v bezvodom CHCIl3 (8 ml)
a bol pridany k rozpustenej latke III. Zmes bola ponechand reagovat’ cez noc, ale pomocou
HPLC nebol pozorovany vznik produktu. Nad banku s reakénou zmesou bol zapojeny spitny
chladi¢ a banka bola umiestnend do vodného kupel'a. Zmes bola ponechand za zahrievania na
50 °C reagovat’. Po jednom dni bol injekénou striekac¢kou pridany EtsN (1,40 ml; 10 ekv.; 10,1
mmol) a d’alsi den bol pridany bezvody Na>COs (1,055 g; 10 ekv.; 9,95 mmol). Po kazdom
pridani bola reakcia monitorovana pomocou HPLC, bez zistenia pritomnosti produktu. Postup
bol opakovany s pouzitim EtOH ako rozpustadla. Vznik produktu vSak ani v tomto pripade

nebol pozorovany.

Reakcia C

6]
2
N_ _C. )< 1,1 ekv.
//\ e A A
~Bn o Boc. _Bn Boc.. _Bn

NH N
[ j Et;N 11 ekv. [N N] [N N]
- +
N HN
Bn” v chloroform Bn/w Bn/U\BOC
\"

1l v

Obrazok 3.4. Reakcia C

Do banky (100 ml) s mieSadlom bola pridana latka III (0,078 g; 0,21 mmol). Banka
bola prefuknutd argéonom a uzavreta septom. Latka IIT bola rozpustena v bezvodom CHCl;s
(10 ml). Oddelene bol rozpusteny N-Boc sukcinimid (0,048 g; 1,1 ekv.; 0,22 mmol)
v bezvodom CHCIl3 (8 ml) a bol pridany k rozpustenej latke III. Po prvom dni bol pomocou
HPLC zisteny vznik latky IV (10 %) a latky V (10 %). Reakcia bola d’alej monitorovana. Po
piatich dnoch bol injek¢nou striekackou do reakénej zmesi pridany Et;N (0,03 ml; 1,1 ekv.;
0,22 mmol) a reakcia bola po jednom dni zmonitorovand pomocou HPLC (Tabulka 3.3.).
Reak¢na zmes nebola Cistena a produkt nebol izolovany.

Reakcia bola paralelne uskutocnend podla rovnakého postupu s 1,5 ekv. N-Boc

sukcinimidu. Vysledky monitorovania tejto varianty reakcie pomocou HPLC su v Tabulke 3.3..
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Tabulka 3.3. Vysledky monitorovania variant reakcie C pomocou HPLC

24 h 48 h 120 h 144 h (s EtsN)

C1

(1,1 ekv. Boc-OSu)

Latka IV 10 % Bez zmeny | Bezzmeny 10 %
Latka V 10 % Bez zmeny | Bez zmeny 15%

C2

(1,5 ekv. Boc-OSu)

Latka IV 7% 7% Bez zmeny 7%
Latka V 15 % 18 % Bez zmeny 23 %

Reakcia D

A .Bn Cbz . A _Bn
NH N CbzCl 1 ekv. N N
[ ] Dioxan / H,O (1:1) [ j

N HN
Bn~ Bn

] Xl

Obrazok 3.5. Reakcia D

Latka XII bola pripravena na zaklade optimalizovaného postupu.>* V banke (100 ml)
s mieSadlom bola rozpustena latka III (1,61 g; 4,23 mmol) v 30 ml zmesi 1,4-dioxan /
destilovana voda = 1:1. Pomocou TFA (cca 25 ml; 5% vodny roztok) bolo upravené pH
reak¢nej zmesi na hodnotu 1,3. Nasledne bol pridany 1,4-dioxéan (cca 25 ml), aby bol obnoveny
pomer 1,4-dioxan / destilovana voda (1:1). Pomocou prikvapkavacieho lievika bol pomaly
pridany roztok CbzCl (0,61 ml; 1 ekv.; 4,23 mmol) v 1,4-dioxdne (10 ml). Zmes bola
ponechand reagovat’ 3 dni. Reakéna zmes bola odparend, odparok rozpusteny vo vodnom
roztoku NaOH (5 %, 60 ml) a zmes bola preextrahovana 3 x 60 ml DCM. Organické fazy boli
spojen¢ a odparené. Odparok (2,17 g) bol rozpusteny v malom mnozstve acetonitrilu (5 ml)
arozdeleny pomocou automatizovanej ,,flash* chromatografie na koldéne s reverznou fazou
(120 g, C18-AQ) s pouzitim gradientu M2. Frakcie obsahujuce ¢ista latku XII boli spojené
a odparené, a latka XII bola ziskané vo forme trifluoroacetatu. Latka XII ako vol'na baza bola
ziskand extrakciou. Odparok bol rozpusteny vo vodnom roztoku NaHCO3 (5 %, 20 ml)
a preextrahovany 3 x 20 ml DCM. Po odpareni rozpustadiel bola ziskana latka XII vo forme

vol'nej bazy, ktora mala podobu bezfarebného oleja (650 mg; vytazok 30 %).

23



"H NMR spektra, HPLC(UV) boli v zhode s publikovanymi datami.??

3.3.4 Sposoby zavedenia fosfonatového ramena na cyklam

Reakcia E

HP(O)(OEt), 3 ekv. K\
Boc A _Bn Boc _Bn

(H,C=0), 4 ekv.

N N N N
HBrepy 3 ekv. _ [ ] o
N N B/OEt
Bn/N HN Bn~

50 °C, pyridin
~" “OEt

v \Y/|
Obrazok 3.6. Reakcia E

Do malej vialky bola navéazena latka IV (0,337 g; 0,70 mmol). Do vialky bol pridany
paraformaldehyd (0,084 g; 4 ekv.; 2,79 mmol), dietylfosfit (0,27 ml; 3 ekv.; 2,10 mmol) a
HBrpy (337 mg; 3 ekv.; 2,11 mol). Do vialky bolo pridané mieSadlo, banka bola prefuknuta
pradom argdnu, uzavretd septom a cez septum bol pridany suchy pyridin (3 ml), v ktorom bola
zmes rozpustend. Septum bolo oblepené teflonovou paskou a zmes bola ponechanéd mieSat’ pri
teplote 50 °C. Po 4 diioch bola pomocou *'P NMR zisten4 konverzia 64 %. Reak&nd zmes bola
odparena na RVO. Odparok bol rozpusteny v 15 ml vodného roztoku NaOH (pH ~ 12) a roztok
bol extrahovany 3 x 20 ml DCM. Ziskané organické fazy boli spojené a odparené na RVO.
Reak¢na zmes bola Cistend pomocou automatizovanej ,,flash* chromatografie na kolone (120 g,
Si03). Odoberané boli frakcie po 30 ml. Najskor boli eluované rézne necistoty pomocou
EtOAc. Latka VI bola z kolony eluovanid zmesou EtOAc:MeOH = 8:2. Frakcie obsahujlice
latku VI boli odparené na RVO. V cistom stave bola izolovanad maléd Cast’ latky VI (55 mg,
vytazok 13 %). Na dosiahnutie najlepSej moznej konverzie boli testované rézne varianty
reakcie E, ktoré sa liSili mnoZstvom ekvivalentov jednotlivych reagencii. Vysledky HPLC

monitorovania tychto reakcii stt v Tabul'ke 3.4.

Tabul’ka 3.4. HPLC vytazky testovanych variant reakcie D (s uvedenymi reakénymi
podmienkami)

Pomer ekvivalentov 3P NMR po 3 ditoch
(DEP : paraformaldehyd : HBr-py)
2:3:3 22 %
3:12:4 65 %
3:4:3 64 %
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Latka VI

TLC: MF = EtOAc/MeOH = 8:2; Rr=0,81

MS (ESI): (+) 631,7 [M+H]", vypocitana M; = 630,4

HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢ = 5,39 min.

TH-NMR (CDCl): § 1,19 (t, 6H, 2/i-u=6,6 Hz, O-CH,~CH3); 1,61 (m, 2H, CH,~CH2—-
CH>); 1,78 (m, 2H, CH,—CH2—-CH>); 2,27-2,92 (m, 18H, ring CH2 a N-CH2-P); 3,42-3,69 (m,
5H, N-—
CH2z- C¢Hs a NH); 3,97 (m, 4H, O—-CH2—CHz); 7,14-7,29 (m, 10H, C¢Hs)

SIp{ TH}-NMR (CDCl3): 26,7 (s)

Reakcia F

BOC\ //\ _Bn BOC\ //\ _Bn
[ j (HoC=0), 4 ekv. [
50 °C, trietylfosfit ” ~OFEt

\

N OEt

[\ Vi
Obrazok 3.7. Reakcia F

Do slzovej banky (10 ml) s mieSadlom bola pridana latka IV (0,265 g; 0,42 mmol),
paraformaldehyd (0,051 g; 4 ekv.; 1,68 mmol). Na rozpustenie latok bol pridany trietylfosfit
(8 ml). Banka bola prefikana prddom argénu a uzavretd septom. Zmes bola ponechana
reagovat’ 2 dni za zahrievania na teplotu 50 °C. Z reakénej zmesi bola odsavanim za zniZzeného
tlaku po ukonceni reakcie odstrdnena vicSia Cast’ trietylfosfitu. Alternativnym sposobom
odstranenia trietylfosfitu bolo odparenie na RVO pri zahrievani na 70 °C a naslednom odpareni
s 3 x 10 ml toluénu. Odparok bol rozpusteny vo vodnom roztoku NaOH (5 %, 20 ml). Reak¢na
zmes bola extrahovand 3 x 20 ml DCM. ZvysSok trietylfosfitu, ktory nebol odpareny bol
z reakénej zmesi odstraneny pomocou ,flash® chromatografie na kolone (120 g, SiO»).
Odoberané boli frakcie po 30 ml. Ako mobilnd faza bol pouzity EtOAc. Tymto spdsobom bol
zo zmesi vo frakciach 1-5 zachyteny trietylfosfit. Nasledne bola pomocou zmesi EtOAc/DIIPA
izolovany produkt (frakcie 5-7) a zmes produktu a vedl'ajsich anorganickych produktov (frakcie
8-13). Frakcie obsahujuce ¢isty produkt boli spojené a odparené. Latka VI mala podobu
bezfarebného oleja. Vytazok nebol urceny, pretoze sa podarilo ziskat’ iba malu Cast’ latky VI
v Cistom stave na charakterizaciu. VacSina bola znec€istend trietylfosfatom (vznikol oxidaciou

z trietylfosfitu), ktory sa nepodarilo zo zmesi odstranit’, no mohla byt pouzita do dalSich
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reakcii.

Reakcia G

N e[ ) en
[ ] (HoC=0), 4 ekv. [ ]
50 °C, trietylfosfit H-OFEt

X1l X1
Obrazok 3.8. Reakcia G

Do banky (100 ml) s mieSadlom bola pridana latka IV (1,30 g; 2,52 mmol)
a paraformaldehyd (0,303 g; 4 ekv.; 10 mmol). Pridané latky boli rozpustené v trietylfosfite
(20 ml). Banka bola prefuknutd pridom argénu a uzavretd septom. Zmes bola ponechana
reagovat’ 2 dni za zahrievania na teplotu 50 °C. Z reakénej zmesi bola odstranena vicSina
trietylfosfitu odparenim na RVO pri zahrievani na 70 °C a naslednom odpareni s 3 x 10 ml
toluénu. Odparok bol rozpusteny vo vodnom roztoku NaOH (5 %, 20 ml) a reakéna zmes bola
extrahovand 3 x 20 ml DCM. Organické fazy boli spojené a odparené na RVO. Odparok
(1,72 g) obsahoval latku VI a malé mnozZstvo trietylfosfatu.

"H NMR a *'P NMR spektra boli v zhode s publikovanymi datami.?’

3.4 Zavedenie metylén-bis(fosfinatového) ramena

Sposob ¢. 1

BOC\//\ Bn //\ _Bn HO H/\I/\//\ Bn

E ] el E
|| _OEt reakcna || _OEt reakcia || _OH
v NP okt v NP okt J v NP on

IX X
Vi
Obrazok 3.9. Schéma pripravy latky X spdosobom ¢.1 — i) TFA/DCM = 1:1, 40 °C, ii)

latka VIII, (H2C=0),, konc. HCI/H,O 1:1, 60 °C
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Reakcia H

/L Q o /k HCI:H,0 (1:1) Q @
PP _P_P
o > HY 70°C HO™ |y ™>"H OH

Vil

Obrazok 3.10. Reakcia H

Do banky (100 ml) s miesadlom bola navazena latka VII (2,1 g) a pridany bol vodny
roztok kys. chlorovodikovej (6 M; 50 ml). Nad banku bol zapojeny spétny chladi¢ a zmes bola
zahrievana na olejovom kupeli na teplotu 70 °C cez noc. Na druhy denl bola reakéna zmes
odparena na RVO, &istota produktu a konverzia 100 % bola potvrdena pomocou '"H NMR. Bol
ziskany produkt, latka VIII, ktory mal podobu bezfarebného oleja (1,18 g; vytazok 89 %).

'H NMR a *'P NMR spektra boli v zhode s publikovanymi datami 2°

Reakcia 1

Boc\ A _Bn

TFA:DCM (1:1) [
[ || _OEt 40 °C

N \OEt

|| _OEt
\OEt

<\_/

\'l

Obrazok 3.11. Reakcia I

Do banky (100ml) s mieSadlom bola pridana zmes latky VI a vedl'ajSich anorganickych
produktov z reakcie F (337 mg). Pridana bola zmes TFA/DCM = 1:1 (25 ml). Na banku bol
nasadeny spétny chladi¢ a reakénd zmes bola ponechana cez noc reagovat’ za zahrievania
pomocou olejového kupela na teplotu 40 °C. Reak¢éna zmes bola odparena na RVO a vysledny
produkt mal podobu ZItého oleja a bol vo forme trifluoroacetatu. Reakcia bola monitorovana

pomocou HPLC/MS a potvrdend bola konverzia 100 %.
Latka IX

MS (ESD): (+) 531,5 [M+H]", vypogitana M; = 530,3
HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) t = 4,95 min.
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Reakcia J

T
//\ HO” ﬁ\/ E\OH 1,5 ekv.
(H,C=0), 1 ekv. HO H/\l/\ (\ _Bn
II
[ H OEt HCI:H,0 (1:1), 60 °C [ j || OH
\/ \OEt v
IX X

Obrazok 3.12. Reakcia J

Do vialky s mieSadlom bola prenesena reakéna zmes z reakcie I (0,409 g), metylén-
bis(fosfinova) kyselina (latka VIII) (0,170 g; 1,5 ekv.) a paraformaldehyd (23 mg; 1 ekv.). Bol
pridany vodny roztok kys. chlorovodikovej (6 M; 2,5 ml). Vialka bola uzavretd uzdverom so
septom a umiestnena do reak¢ného bloku, kde sa ponechala zahrievat’ na teplotu 60 °C po dobu
5 dni. Reak¢nd zmes bola po kazdom dni monitorovand pomocou HPLC/MS. Po 2 ditoch bola
Mannichova reakcia s latkou VIII kompletne dokoncena a pomaly dochadzalo k hydrolyze
esterovych skupin fosfonatovej kyseliny. Po 5 dnoch boli odstranené obe esterové skupiny a
reakénd zmes bola odparend na RVO. Reakénd zmes nebola vycistend a bola pouzitd do

reakcie N.

Latka X
MS (ESD): (+) 631,5 [M+H]", vypog&itana M; = 630,6
HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢t = 6,77 min.

Sposob ¢. 2

e ") o HA.AK\ -
[ jIIOEt4>[ jnOHL» [ u0H

reakcia K \/ \OH reakcia L \/ \OH

Xl XIV X

Obrazok 3.13. Schéma pripravy latky X spésobom ¢.2 — i) konc. HCI/H,0 1:1, 100 °C,
ii) latka VIII, (H2C=0),, konc. HCI/HO 1:1, 60 °C
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Reakcia K
e[ 1o ) n
NH N
konc. HCI:H,0 (1:1) [ ] (0]
|| _OEt N N L-OH
Bn~ v ~~""0H

\/ \OEt 100 °C

X XIv

Obrazok 3.14. Reakcia K

Do banky (50 ml) s mieSadlom bola pridana latka XIII (0,615 g), ktora obsahovala malé
mnozstvo trietylfosfatu ako necistoty. Zmes bola rozpustena vo vodnom roztoku Kkys.
chlorovodikovej (6 M; 10 ml), nad banku bol zapojeny spitny chladi€¢ a zmes bola zahrievana
po dobu 2 dni na teplotu kupela 100 °C. Po tejto dobe bola potvrdena konverzia 100 %
pomocou HPLC a reakéna zmes bola odparena. Odparok (0,505 g) bol precisteny pomocou
,»flash® chromatografie na reverznej faze (40 g,YMC-ODS). Najskor bola pocas 4 minut ¢istou
mobilnou fazou voda + 0,1 % TFA vymyta kyselina fosfore¢na, potom bola z kolony pocas 6
minut mobilnou fazou acetonitril+ 0,1 % TFA vyeluovana latka XIII vo forme trifluoroacetatu.
Frakcie obsahujtiice produkt boli spojené a odparené (0,405 mg; vytazok urceny cez dva kroky,
reakciu G a reakciu K pri reakcii z latky XII = 85 %).

"H NMR a *'P NMR spektra boli v zhode s publikovanymi datami.?’

Reakcia L

0]
1]

_P__P 1,5 ekv.
HO™ | ™"H OH

(H,C=0), 1 ekv. HO H/\'/\A Bn

A,Bn
NH N
L T - [ ]
_ ) ) o || OH
Bn/U\/P\OH konc. HCI:H,0 (1:1) , 60 °C v

Obrazok 3.15. Reakcia L

Do vialky s mieSadlom bola prenesena latka IX (0,400 g; 0,84 mmol), metylén-
bis(fosfinovd) kyselina (latka VIII) (0,185 g; 1,26 mmol) a paraformaldehyd (0,025 g;
0,83 mmol). Do zmesi bol pridany vodny roztok kys. chlorovodikovej (6 M; 2,5 ml), vialka bola

uzavretd uzaverom so septom a umiestnend do reakéného bloku kde sa ponechala zahrievat’ na
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teplotu 60 °C. Ked’ze na druhy defi boli v reakénej zmesi biele krystaly (pravdepodobne iSlo
o ¢ast’ vychodiskovej latky) bola reakéna zmes prenesena do banky (100 ml) kde bola
rozpustend vo vodnom roztoku kys. chlorovodikovej (3 M; 80 ml). Reak¢nd zmes bola
ponechana reagovat’ eSte dva dni pocas ktorych bola monitorovana pomocou HPLC. Bola
dosiahnutéd konverzia 80 %, ktora sa zvySovala uz len pomaly. Ked’ze efektivnejsie bolo zmes
Cistit’ az po reakcii N, nebola reakéna zmes obsahujtca produkt (latku X), minoritné mnozstvo
vychodiskovej latky (latka IX), necistoty a vedlajSie produkty spracovana. Z tohto dovodu

nebol vytazok stanoveny.

Reakcia M
Cbz A _Bn Bn
N N NH N
] o H,, Pd/C [ j o
Il _OEt - Il_OEt
N EtOH N N _P
Bn~ " NOEt Bn~ " SOEt
X1l IX

Obrazok 3.16. Reakcia M

Do banky (50 ml) s mieSadlom bola prenesena latka XIII s malym obsahom
trietylfosfatu (0,670 g). Latka bola rozpustend v bezvodom etanole (30 ml) a prisypané bolo
10 % Pd/C (60 mg). Vzduch nad zmesou bol opatrne odsaty vakuom a na tstie banky bol
zavedeny balon obsahujuci vodik. Zmes bola ponechand reagovat’ 7 h. Reakéna zmes bola
prefiltrovana cez skladany filtraény papier. Produkt (s malou primesou anorganickych necistot)
mal podobu bezfarebného oleja (0,589 g; kedZe produkt obsahoval necistoty
z predchadzajacich reakceii nebol vytazok stanoveny a bol pouzity v reakeii J).

Charakterizacia produktu odpovedala charakterizacii latky IX pripravenej v reakeii 1.
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3.5 Syntéza cielového ligandu

Reakcia N
HO
K\ AN
HO H/\ I/\ _Bn HO\F’/\IID/\N N/Bn
(HC=0),  8ekv. I 1
g R O O o)

- : o N N H/OH
v HCI:H,0 (1:1), 80 °C B~ ~Pon

X XI

Obrazok 3.17. Reakcia N

Do vialky s mieSadlom bola prenesend reakénd zmes z reakcie J (600 mg) a
paraformaldehyd (228 mg; 8 ekv.). Pridany bol vodny roztok kys. chlorovodikovej (6 M;
2,5 ml). Vialka bola uzavretd uzaverom so septom a umiestnend do reakéného bloku, kde sa
ponechala zahrievat' na teplotu 80 °C po dobu 2 dni. Reakénd zmes bola monitorovana
pomocou HPLC/MS. Po dosiahnuti konverzie 100 % bola reakéna zmes odstavena z bloku,
prefiltrovana cez kusok vaty a odparena na RVO. Po odpareni bola reak¢na zmes vycistena
pomocou ,flash® chromatografie s vyuzitim gradientu M3 na koléne Luna C18. Frakcie
obsahujuce produkt boli spojené a odparené. Produkt bol ziskany vo forme trifluoroacetatu a
mal podobu bezfarebného oleja (100 mg; vytazok urceny cez sekvenciu reakénych krokov F,

I, J, N bol 28 %).

Latka XI

MS (ESD): (+661,5) [M+H]", vypo¢itana M; = 660,6

HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢ = 6,85 min.

'TH-NMR (D:20): 2,18-2,35 (m, 4H, CH,-CH2-CH>); 2,35-2,51 (m, 2H, P-CH2-P);
2,95 (d, 2H, 2Jp_-n=11,2 Hz, N-CH2-P); 3,04-3,12 (m, 2H, N-CH2-P); 3,21-3,72 (m, 16H, ring
CH>); 3,79 (d, 2H, %2Jp-n=>5,6 Hz, P-CH2-OH); 4,44 (s, 2H, N-CH2-C¢Hs); 4,51 (s, 2H, N-CH2—
CeHs); 7,51-7,59 (m, 10H, CeHs)

BC{IH}-NMR (D20): 19,05 a 19,55 (s, CH>-CH2-CH>); 31,83 (m, P-CH2-P); 46,17
(m, ring C); 46,80 (m, ring C); 46,88 (m, ring C); 46,99 (m, ring C); 47,05 (m, ring C); 47,12
(m, ring C); 50,11 (m, N-CH2-P); 52,16 (m, ring C); 52,77 (m, ring C); 53,29 (m, N-CH2-
POsH,); 57,45 (s, N-CH2-Ph); 57,78 (s, N-CH2-Ph); 59,69 (d, 'Jp_c=113,0 Hz, P-CH2-OH);
126,97 (2C); 127,41 (2C); 128,92 (2C); 129,02 (2C); 129,96; 130,11; (vSetko aromatické
uhliky); 130,87 (CPs°); 130,83 (Cips°)
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31p{ 1H}-NMR (D20): 16,0 (s, NCH,P), 24,1 (s, NCH,PCH,P), 37,3 (s, PCH,P)

Reakcia O
W o (\
Osp .P/\ Ha, PIC j F',/\ HN
[ ] CH4COOH 1 [ ] o
/ H,0 II:OH
k) vv OH
Xi XV=H,L"

Obrazok 3.18. Reakcia O

Vychodiskova latka XI vo forme trifluoroacetatu (0,190 g; 0,29 mmol) bola prenesena
do banky (50 ml) s mieSadlom. V nej bola latka XI rozpustena v destilovanej vode (15 ml)
a pomocou injekénej striekacky bola pridana 'adova kyselina octova (1,5 ml). Pridané bolo
10 % Pd/C (28 mg). Aplikovanim vékua bol jemne odsaty vzduch nad zmesou a cez kohut bol
na ustie banky zavedeny balén s vodikom. Po 24 h nebola pomocou HPLC/MS pozorovana
pritomnost’ vychodiskovej latky, reakénd zmes bola prefiltrovana cez skladany filtracny papier
a odparend na RVO. Reakéna zmes bola odparend eSte 2x s destilovanou vodou (10 ml) na
odstranenie kyseliny octovej. Produkt sa podarilo izolovat vo forme trifluoroacetatu ako

bezfarebny olej (0,132 mg; odhadovany vytazok 96 %).

Latka XV

MS (ESD): (+481,3) [M+H]", vypog&itana M, = 480,4

HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢ = 1,50 min.

'TH-NMR (D20): 1,93-2,06 (bs, 2H, CH>—~CH2—-CH2>); 2,10-2,24 (bs, 2H, CH>—CH2—
CHy); 2,37-2,53 (m, 2H, P-CH2-P); 2,82-3,61 (m, 20H, ring CH2, N-CH:2-P); 3,76 (d, 2H,
2Jp_-n=5,2 Hz, P-CH2—OH);

BC{IH}-NMR (D20): § 23,66 a 24,66 (s, CH>~CH2-CH>); 33,93 (m, P-CH2-P); 43,57
(m, ring C); 44,30 (m, ring C); 44,78 (m, ring C); 51,37 (m, ring C); 51,50 (m, ring C); 51,86
(dt, 'Up-c=157 Hz, *Jp_c=12,3 Hz, N-CH2-P); 52,79 (m, ring C); 55,35 (d, 'Jp-c=97,3 Hz, N—-
CH:-PO3H>); 56,15 (m, ring C); 56,22 (m, ring C); 61,85 (d, 'Jp_c=114 Hz, P-CH2-OH)

SIP{ TH}-NMR (D:20): 17,8 (bs, NCH,P), 24,9 (bs, NCH2PCH,P), 38,6 (bs, PCH2P)
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3.6 Priprava med’natého komplexu

Z odparku latky XV, ktora bola vo forme trifluoroacetatu bol pripraveny roztok ligandu
o znamej pribliznej koncentracii. Pomocou °F qNMR s vyuzitim 1,1,1-trifluoroetanolu ako
Standartu bola zistena koncentracia trifluoroctovej kyseliny v roztoku a na zaklade toho urcena
skuto¢na koncentracia ligandu v roztoku (33 mM).

Do vialky (20 ml) bol pomocou mikropipety pridany roztok ligandu (3,160 ml;
0,104 mmol) a roztok CuCla (1,868 ml; 0,094 mmol) tak, aby bol molarny pomer H4L! : Cu?*
= 1,1 : 1. Okamzite bolo pozorované intenzivne sfarbenie roztoku do tmavomodra, pH roztoku

bolo nasledne upravené na 5,5.

MS (ESI): (+542,2) [M+H]", vypog&itana M; = 541,1
HPLC(UYV): (Cortecs C18/M1) ¢ = 0,62 min.
UV-Vis: Amax = 311 nm (LMCT, € = 3920 mol'dm*cm™); Amax = 586 nm (d—d, £ =

136 mol'dm’cm™)

3.7 UV-vis spektroskopia

UV-Vis spektra boli merané na pristroji Specord 50 Plus (Analytic Jena AG) v rozpiti
vinovych dizok 190 az 1100 nm (deuteriova lampa bola pouzita v rozpiti 190-320 nm av
rozpati 320-1100 nm bola pouzita halogénova lampa). Teplota bola udrziavana pri

25,0 + 0,1 °C pomocou bloku typu Peltier.

3.8 Disociacne kinetiky

Merania boli uskutoénené pri teplote 25,0 + 0,01 °C pri roznych koncentraciach HC104
(uvedené v tabulke 3.5.). Roztoky boli pripravované z HCIOs a NaClO4 (obe o znamej
koncentracii) tak, aby bola udrziavana konStantnd idonova sila 7 (Na,H)CIO4 = 5,0 M. Do
kremennej kyvety (opticka dizka 1,000 cm) bola pomocou mikropipety pridand destilovana
voda (143 pl), vypocitany objem vodného roztoku HC1O4, vypocitany objem vodného roztoku
NaClO4 (tak, aby celkovy objem roztoku bol 1,000 ml). Takto pripraveny roztok bol
vytemperovany po dobu 1 min. na teplotu 25°C. Pridavkom 0,019M roztoku komplexu
(10,0 pl) bola iniciovana reakcia a po dobu minimélne 4 pol¢asov bola sledovana absorbancia

pri vinovej dizke 311 nm, ktora odpovedala maximu LMCT pasu.
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Tabul'ka 3.5. Zlozenie roztokov pre meranie kyslo katalyzovanych disociacnych kinetik.

Cucio, (M) Vicio, (1D VNacio, (D) Veur (1) Vh,0 (1)
5,0 847 0 10,0 143
4.5 762 85 10,0 143
4,0 677 169 10,0 143
35 593 254 10,0 143
3,0 508 339 10,0 143
2,0 339 508 10,0 143
1,0 169 677 10,0 143
0,5 85 762 10,0 143
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4 Diskusia

Vramci mojej bakalarskej prace’’ bolo zistené, Ze na syntézu nesymetricky
substituovaného derivatu cyklamu bude nutné pouzit’ ortogonalne chranenie cyklu. Pri syntéze,
ktora vychadzala z dvakrat chraneného derivatu cyklamu sa vznik Statistickej zmesi nepodarilo
docielit’, atym ani vznik nesymetricky substituovaného produktu v prijatelnom vytazku.
Pouzité boli benzylové chraniace skupiny, ked’ze bis(fosfinatové) rameno bolo planované na
cyklam zaviest' reakciou Mannichovho typu v kyslom prostredi, ¢o vyluCovalo pouzitie
karbamatovych chréniacich skupin, ktoré su v silne kyslom prostredi labilné. Ked'’Ze metylén-
bis(fosfinatova) kyselina je drahSia ako jednoduché estery fosfonovej kyseliny bolo na cyklam
ako prvé zavadzané fosfonatové pendantné rameno. Pred poslednym krokom, v ktorom budu
odstranené benzylové skupiny pomocou hydrogenacie bolo nutné modifikovat’ bis(fosfinatové)
rameno a zbavit’ sa P-H vézby.

Poznéme rozne sposoby, ktorymi sa na cyklam zavadzaju pendantné ramené odvodené
od kyselin fosforu, suhrnne ich oznacujeme ako tzv. fosfo-Mannichove reakcie. Na tomto
mieste je vhodné uviest tri najpouzivanejsie z nich. V pripade, ze aldehyd reaguje s aminom
a esterom prislusnej kyseliny fosforu s vizbou P-H, ide o tzv. Kabachnik-Fieldsovu reakciu,
ktorou sa na makrocyklus beZzne zavddza napriklad fosfondtové rameno reakciou s
dialkylfosfitmi (Obr. 4.1.). Ddélezity intermediat v tejto reakcii obsahuje ,,in situ* generovanu
C=N vizbu (napr. imin), ktora nasledne reaguje s esterom kyseliny fosforu. Reakcia moze byt
urychlena Lewisovymi, pripadne Brenstedovymi kyselinami, ktoré pomahaju generovat
a stabilizovat’ iminiovy i6n.?8

Dal3im spdsobom zavadzania pendantnych ramien je Abramovova reakcia, ktora je
podobnéd reakcii Kabachnik-Fieldsovej s plne esterifikovanou kyselinou fosforu miesto
dietylesteru, t. j. s fosfitmi s formalne troyjmocnym atémom fosforu, akym je napriklad P(OEt)s.

Tretim sposobom je Moedritzer-Iraniho reakcia, ktora by sa dala oznacit’ aj ako ,,fosfo-
Mannichova“ reakcia v kyslom vodnom prostredi. Kyslé prostredie je tradi¢ne zabezpeCované
pomocou vodného roztoku HCI a znaéne urychl'uje reakciu.?® V reakcii reaguje opét’ amin
s aldehydom alebo ketonom, ale na rozdiel od predchadzajucich sposobov je tretou zlozkou

miesto esteru kyselina fosforu vo formalnom oxida¢nom stave (V+).
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Obrazok 4.1. Typy reakcii, ktorymi sa zavadzaji pendantné ramend na baze fosforu
(ilustrované na prikladoch vzniku fosfonatov, t.j. latok odvodenych od kyseliny fosforitej)

4.1 Syntéza ortogonalne chraneného derivatu cyklu

4.1.1 Reakcia A

Ako chraniaca skupina do kombinéacie k dvom benzylovym skupindm bola zvolena
skupina z-butyloxykarbonylova. Na 1,8-disubstituovany cykldm bola zavedend nukleofilnou
acylovou substiticiou, ktord bola vyvinutd vramci bakalarskej prace.”’ Vramci tejto
diplomovej prace bola tato reakcia optimalizovana a Skalovand smerom k vi¢§im mnoZstvam.
Ziadany trisubstituovany produkt (latka IV) vznikal v reakcii vzdy minoritne, priom sa
nepodarilo zaistit' vznik latky IV ako hlavného produktu. Je to pravdepodobne tym, Ze
vychodiskovy chraneny cykldm zaujima v roztoku Specificka konformaciu, po ktorej rozruseni
(po reakcii do prvého stupna) dochéddza ochotne k reakcii do druhého stupna. Majoritne vznika
produkt tetrasubstituovany (latka V), ktory je obvyklou vychodiskovou latkou pri priprave
cyklamu chranené¢ho dvoma skupinami Boc v polohach 1,8-.

Aby bolo mozné¢ reakciu uskutocnovat’ z vac¢Sieho mnozstva vychodiskovej latky bolo
ziadané ,,predcCistit™ zmes pred nanesenim na kolénu a chromatografickou separaciou. Bol
pozorovany vznik krystalov symetrického tetrasubstituovaného produktu v odparku, v pripade,

ze bol ponechany stat’ pri laboratornej teplote. Tato kryStalizacia bola podporena rozpustenim

odparku v malom mnozstve EtOAc.
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4.1.2 Reakcia B

Aby sa podarilo ziskat’ latku IV vo via¢Som vytazku bola snaha odskusat’ zavadzanie
skupiny Boc na benzylmi chraneny makrocyklus pomocou menej reaktivne;j latky nez je Boc-
anhydrid (Obr. 4.2.). Prvou skusanou latkou bol #-butyl fenyl karbonat, reakéné podmienky boli
zalozené na uspe$nom vyuziti latky pri chraneni pentaerytritol-tetraaminu.>® Ked’ze vznik latky
IV nebol pomocou HPLC zisteny, bola snaha zvysit’ reaktivitu zvySenim teploty (na 50 °C),
bazickou katalyzou (aby sa ulahcilo odtrhnutie protonu z aminoskupiny makrocyklu do
reakénej zmesi bol pridany EtsN a neskér Na,CO3 vo velkom nadbytku). Odskusand bola aj
zmena rozpustadla na polarnejSie (na rozdiel od CHCls, ktory bol vysuSeny, aby bola
minimalizovana hydrolyza #-butyl fenyl karbonatu), a teda bol pouzity absolutny EtOH podl'a

vzoru.*® Ziadna z vyssie uvedenych reakénych podmienok viak k vzniku produktu neviedla.

4.1.3 Reakcia C

Ako reaktivnejSia latka obsahujuca skupinu Boc bol pouzity N-Boc-sukcinimid.
Odskusané bolo pouzitie 1,5 ekvivalentu (aby sa otestovalo, ¢i latka IV vznikd) — reakcia C2
a 1,1 ekvivalentu (aby bol zabezpeceny preferovany vznik latky IV oproti latke V) - reakcia
C1. Vznik produktu bol pozorovany uz po 24 h, pricom podla predpokladov vznikalo pri
pouziti mierneho nadbytku N-Boc-sukcinimidu rovnaké mnoZzstvo latky IV alatky V,
10 % : 10 %). Pri pouziti vicSieho nadbytku v reakcii C2 bol pri rovnakom ¢ase pomocou
HPLC zisteny preferovany vznik latky V oproti latke IV, 15 % : 7 %). Ked'ze po d’alSich 48 h
neboli pozorované viacsie zmeny (mierny ndrast mnozstva vzniknutej latky V v pripade reakcie
C2) a v oboch pripadoch bola celkovéa konverzia nizka, a preto bola zvySena reaktivita bazickou
katalyzou (pridanie Et;N). V oboch pripadoch sa sice konverzia zvysila, ale len vd’aka d’alSiemu

vzniku latky V.
N B
-Bn Boc A Bn Boc. ~Bn
| >N NT N N
t-butyl fenyl karbonat > [ j . [ j
N HN N N
1

N-Boc sukcinimid Bn~ v ~Boc
\)

Gy |
Bn v

Obrazok 4.2. Skiimané sposoby pripravy latky IV
4.1.4 Reakcia D

V priebehu vypracovavania tejto prace bol optimalizovany postup pripravy iného

ortogonalne chranené¢ho derivatu cyklamu obsahujici kombindciu dvoch skupin Bn a jednej
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2 Toto ortogonalne chranenie bolo pouZité pri syntéze nesymetricky

skupiny Cbz.
substituovaného derivatu cyklamu spominaného v teoretickom uvode tejto prace (Obr. 1.6. —
F). Pouzitim tohto postupu bola pripravena latka XII. Syntéza vychadzala oproti popisanému
postupu z vacsiecho mnozstva latky III. K vic¢Siemu vytazku ortogondlne chraneného cyklu
v tejto reakcii oproti nami pouzitému chraneniu so skupinou Boc prispieva protonizacia vol'nej
aminoskupiny v kyslom prostredi. V ramci optimalizicie postupu?® boli upravované
podmienky kyslého prostredia, v ktorom dochadzalo k spomal’ovaniu reakcie do druhého
stupnia a vznikal prednostne monosubstituovany produkt. Takato optimalizdcia v pripade
chranenia so skupinou Boc nebola mozna, ked’ze v kyslom prostredi by dochadzalo k hydrolyze
Boc;0.

Pri reakceii D bolo pozorované, Ze pri extrakcii reakénej zmesi v niektorych pripadoch
vznikala biela zrazenina vychodiskovej latky I1I, ktord bola malo rozpustnd vo vodnom roztoku
NaOH a bola obtiazne extrahovatelnd. Chromatografické delenie reakénej zmesi prebiehalo
s vyuzitim gradientu uvedeného v postupe’® pomerne bez problémov. Ojedinele bolo
pozorované zachytenie zmesovych frakcii vychodiskovej latky III a produktu. Produkt bol na
konci extrahovany z alkalického vodného roztoku do formy vol'ného aminu, aby mohol byt

pouzity do nasledujucej reakcie G.
A _Bn A _B
NH N CbzCl 1 ekv. "
[ ] Dioxan / H,0O (1:1) [ j

Bn/N HN

] Xl

Obrazok 4.3. Priprava latky XIT

4.2 Sposoby zavedenia fosfonatového ramena na cyklam
Boc\ //\ _Bn Boc\ //\ _Bn Boc\ A _Bn

C o) e G Jgon e ()
v v\/ OEt v

v Vi v

Obrazok 4.4. Priprava latky VI: i) dietylfosfit, paraformaldehyd, HBr-py;
ii) trietylfosfit, paraformaldehyd
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4.2.1 Reakcia E

Fosfonatové rameno nemohlo byt na ortogonalne chraneny cykldm zavadzané reakciou
Moedritzer-Iraniho typu kvoli zlej rozpustnosti vychodiskovej latky III vo vodnom roztoku
HCI. Najskor bola preto na tento ucel odskiiSana Kabaschnik-Fieldsova reakciou (sposob
s dietylfosfitom, pyridinom ako rozpustadlom a s kyslou katalyzou, ktorti zabezpecoval
bezvody HBrpy), vysledkom bola latka VI (Obr.4.4.). KedZe reakcia vychadzala
z ortogonalne chraneného cyklu, bolo mozné pouzit’ nadbytok ostatnych vychodiskovych latok.
Tato reakcia bola postupne optimalizovana, pri¢om bol sledovany vplyv zmeny pomeru
latkovych mnozstiev vychodiskovych latok na celkovu konverziu sledovani pomocou HPLC.
Pri optimalnych podmienkach sa podarilo docielit’ maximalne konverziu asi 65 %. Znamenalo
to vSak, ze pred pouzitim v d’alSich reakénych krokoch je nutné reakénu zmes vycistit'.
Extrakciou do roztoku zriedené¢ho vodného NaOH boli zo zmesi odstranené rozne anorganické
necistoty (pri extrakcii s vodou prechadzala do vodnej fazy aj Cast’ produktu). Reakénd zmes
bola vycistena pomocou ,,flash* chromatografie, prvou mobilnou fazou EtOAc sa vymyli r6zne
necistoty, latka VI bola eluovand zmesou EtOAc:MeOH = 8:2. Celkovy vytazok reakcie bol
nizky (13 %), ¢o bolo zapri¢inené nizkou konverziou, ale tiez stratami pri chromatografickom
deleni. Napriek viacndsobnej optimalizacii teda nebol dosiahnuty vysoky vytazok a d’alej bol

hl'adany sposob, ktory by zabezpecil podstatne lepSiu konverziu.

4.2.2 Reakcia F

NajvhodnejSou reakciou sa ukézala byt reakcia Abramovovho typu, teda reakcia
chranené¢ho cyklu s nadbytkom paraformaldehydu vo velkom nadbytku trietylfosfitu (bol
pouzity ako rozpustadlo). Po dvoch dioch nebola v reakénej zmesi zistend pritomnost
vychodiskovej latky. Bo¢ny produkt, dietyl-(hydroxymetyl)fosfonat je mozné zo zmesi
odstranit’ extrakciou do zriedeného vodného roztoku NaOH. Miernou nevyhodou tejto reakcie
je zdihavé odstrafiovanie trietylfosfitu (bod varu 156 °C). Vigsia ¢ast rozpustadla sa da
odstranit’ pri silnom véakuu (zapojenie dvoch membranovych pump v sérii a nasledna
koevaporacia s toluénom). Pokusali sme sa o chromatografické odstranenie zvysku
trietylfosfitu s vyuzitim ,,flash® chromatografie. Zvysky tohto rozpustadla boli pomocou
EtOAc eluované zo stipca v prvych frakciach, nasledne sa podarilo ziskat’ malt Gast latky VI
v &istom stave. Vi¢sina latky bola zo stipca eluovana s trietylfosfatom, ktory vznikal oxidaciou
z trietylfosfitu. Delenie pred d’alSimi reakénymi krokmi by vSak bolo neefektivne. V d’alsich

krokoch (Et)sP=0 nevadil, a preto nemusel byt pred d’alsSim reakénym krokom zo zmesi
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odstraneny. Z tohto dévodu nebol celkovy vytazok reakcie urceny. Odstranit’ bolo nutné len
trietylfosfit, ked’ze v d’alSom kroku, odstraniovani skupiny Boc, by v kyslom prostredi
zhydrolyzoval na kyselinu fosforitu, ktora obsahuje P-H vézbu a mohla by tak v d’alSom kroku
pri reakcii Moetdritzer-Iraniho typu konkurovat’ bis(fosfinovej) kyseline, latke VIII.

4.2.3 Reakcia G
Fosfonatové rameno sa podarilo zaviest aj na cykldm chraneny kombindciou
benzylovych skupin a skupiny Cbz. Na tento ucel bola pouzita reakcia Abramovovho typu

s rovnakymi podmienkami ako v pripade latky VL.

4.3 Zavedenie metylén-bis(fosfinatového) ramena — sposob ¢. 1

BOC\//\ Bn //\ _Bn HO H/\I/\//\ Bn

E ] E . E s
|| _OEt reakma II _OEt reakcia II _OH
v NP oEt v NP okt J v “OH

IX X
Vi
Obrazok 4.5. Schéma pripravy latky X sposobom ¢.1 — i) TFA/DCM = 1:1, 40 °C,

i) latka VIIL, (H,C=O),, konc. HCI/H,0 1:1, 60 °C

4.3.1 Reakcia H

Na zaciatok bolo nutné pripravit’ metylén-bis(fosfinovu) kyselinu, ktord mala byt na
derivat cykldmu zavadzand ako druhé pendantné rameno. Kyselina bola pripravena
z diizopropylesteru hydrolyzou vo vodnom roztoku 6M HCI pri zahrievani pod spédtnym

chladi¢om.

4.3.2 Reakcial

Sposob syntézy ligandu ¢.1 vychadza z latky VI. Najskor bolo nutné odstranit’ chraniacu
skupinu Boc. Tato skupina bola kvantitativne odstranena zahrievanim pod spiatnym chladicom
v zmesi TFA:DCM (1:1). K hydrolyze esterov za tychto podmienok nedochadzalo. Produktom
bola latka IX vo forme trifluoroacetatu a jej pouzitie v tejto forme pri d’alSich reakciach

neprekazalo.
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4.3.3 ReakciaJ

KedZe pripravend metylén-bis(fosfinovad) kyselina reaguje pri reakcii Kabachnik-
Fieldsovho, resp. Abramovovho typu zle, ale dobre reakciou Moedritzer-Iraniho typu (reakciou
vo vodnom kyslom prostredi za zvySenej teploty) bola na cyklam zavadzand tymto typom
reakcie. Tento typ reakcie moze byt pouzity, lebo hydrofilné fosfonatové rameno zvysilo
rozpustnost’ vychodiskovej latky (oproti latke IIT) vo vodnom roztoku HCI. Pouzity bol jeden
ekvivalent paraformaldehydu, aby bol potlaceny vznik mozného vedlajsieho produktu, dvoch
derivatov cyklamu prepojenych cez metylén-bis(fosfinatové) rameno. Vznik takejto latky bol
pozorovany iba v niektorych pripadoch a v minimalnom mnozstve (konverzia maximalne do
5% podla HPLC/MS). Tento bo¢ny produkt nebol izolovany. Dobra reaktivitu metylén-
bis(fosfinovej) kyseliny dokazuje aj to, ze najskér dochadzalo k samotnej fosfo-Mannichove;j
reakcii, takZe vychodiskova latka IX nebola uZ po jednom dni v zmesi pomocou HPLC/MS
pozorovand. Pozorovany vSak nebol ani vznik latky X ako dietylesteru. Po dvoch diioch bolo
pozorovanych pomocou HPLC/MS 70 % produktu a 30 % produktu vo forme monoesteru. Po
troch dioch bolo pozorovanych 80 % produktu a 20 % produktu vo forme monoesteru. Na

postupnu kvantitativnu hydrolyzu oboch esterovych skupin bolo potrebné ¢akat’ 5 dni.

4.4 Zavedenie metylén-bis(fosﬁnétového) ramena — sposob ¢. 2

A _Bn _Bn HO H/\I/\//\ Bn
[ ]llOEt—»[ quHL» [ ]IIOH
i\ G

reakcia K

X XIV X

Obrazok 4.6. Schéma pripravy latky X spésobom ¢.2 — i) konc. HCI/H,0O 1:1, 100 °C,
ii) latka VIII, (H2C=0),, konc. HCI/H20 1:1, 60 °C

V ramci tejto diplomovej prace bola odskuSand reakénd sekvencia pripravy cielového
ligandu (latka XV) s vyuzitim tohto typu ortogonalneho chranenia, aby bol zvyseny celkovy
vytazok syntézy. Hlavny rozdiel oproti sposobu €. 1 je, Ze bis(fosfinatové) rameno je zavadzané
na derivat cyklamu vo forme vol'nej kyseliny (latka XIV), zatial’ ¢o pri sposobe €.1 je zavadzané

na dietylester tohto derivatu.
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4.4.1 Reakcia K

Odstranenie Cbz chraniacej skupiny v kyslom prostredi prebehlo presne podla nivodu.?
Latka XIV bola vycistend pomocou ,,flash* chromatografie na reverznej faze. H;PO3 vytiekla
z kolony pri elacii vodou s pridavkom TFA, latka XIV nasledne pri elucii acetonitrilom

s pridavkom TFA vo forme trifluoroacetatu. V tejto forme bola pouzita do nasledujtcej reakcie.

4.4.2 Reakcia L

Pri pokuse uskutocnit’ reakciu v rovnakych podmienkach ako s latkou IX (teda po
pridani 6M vodného roztoku HCI) bol na druhy den pozorovany vznik pevnej latky v reakcnej
zmesi. Tieto biele krystaly predstavovali vychodiskova latka XIV, ani zvdcSenie objemu
pouzitého rozpustadla (80 ml 6M vodného roztoku HCI) nestailo na uplné rozpustenie
krystadlov. Reak¢énd zmes bola ponechand reagovat’ vo va¢Som objeme, pricom sa podarilo
dosiahnut’ konverziu 80 %, ktora sa d’alej zvySovala len pomaly. Vyraznym problémom pri
tejto reakcii bol vznik vedlajSieho produktu, dochadzalo totiz k N-metylacii na doposial
nezreagovanej, a teda jedinej vol'nej aminoskupine cyklu. Tento N-metylovany produkt nebol
izolovany, ale bol zisteny pomocou HPLC/MS. Tato bo¢na reakcia nebola pozorovana pri
syntéze ligandu sposobom ¢. 1 z dietylesteru fosfonovej kyseliny (latky IX). Reak¢énd zmes
bola odparend a bol prisypany vel'ky nadbytok paraformaldehydu (50 ekvivalentov), ¢im zacalo

dochadzat’ k naslednej reakeii N, P-hydroxometylacii.

4.4.3 Reakcia M

Pri testovani reakcie L. boli zistené problémy (vznik vedlajSieho produktu, problémy
s dosiahnutim konverzie 100%, dlha doba reakcie), ktoré boli zapri€¢inené tym, Ze vychodiskova
latka XTIV bola vo forme vol'nej kyseliny. Nasledne sme sa pokusili ziskat’ vychodiskovu latku
vo forme dietylesteru (latka IX). Aby vSak mohlo byt vyuzité ortogondlne chranenie cyklu
s vacSim vytazkom, bolo potrebné latku IX pripravit’ z latky XIII odstranenim chréniacej
skupiny Cbz pri zachovani benzylovych skupin (ide o prepojenie spdsobu €. 1 a spdsobu €. 2
zavedenia bis(fosfindtového) ramena). Tato reakcia bola uskuto¢nena na zdklade postupu
uvedeného v diplomovej praci®® ale z podstatne vicsiecho mnozstva. Bolo zistené, Ze reakcia
trvala dlhsie ako v povodne uvedenom postupe (sedem hodin miesto dvoch hodin). Rovnako
bolo zistené, Zze po Osmich hodindch reakcie zaCalo dochédzat k odstraneniu jednej

z benzylovych chraniacich skupin, preto bolo doleZzité reakciu v€as zastavit'.
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4.5 Syntéza ciel’ového ligandu

HO_ H/\l/\//\ Bn , HOw/\I/\//\ Bn

I)
[ ] reakmaN [ j ” OH
X XI
reakcia Ol ii)
ﬁ F',H/\A
ATer
|| _OH
v “OH
XV=H,L"

Obrazok 4.7. Schéma pripravy cielového ligandu — i) (H2C=0),, 6M HCI, 80 °C, ii) Ha,
10 % Pd-C, AcOH, H>O

Aby bolo mozné v poslednom kroku reak¢énej schémy odstranit’ benzylové chranenie
ligandu hydrogenéciou s vyuzitim palddia, bolo nutné aby sa v reakénej zmesi nenachadzala
zlucenina s P-H vézbou, aby nedoslo k otraveniu katalyzatora. Produkt reakcie latka X
obsahovala P-H vézbu, rovnako ako nadbytond metylén-bis(fosfinovd) kyselina. Z tohto
dovodu bolo nutné modifikovat’ bis(fosfinové) rameno P-hydroxometyldciou na atdme fosforu.
Bolo zistené, Ze pri rovnakej teplote v akej prebiehala fosfo-Mannichova reakcia so zavadzanim
bis(fosfinatového) ramena (60 °C), hydroxometylacia prebiehala v minimalnej miere. K tejto
reakcii doSlo az pri zvySenej teplote (80 °C) v nadbytku paraformaldehydu (pri pouziti 8
ekvivalentov).

Reak¢na zmes musela byt pred hydrogenaciou Cistend, zvolilo sa Cistenie pomocou
preparativnej ,flash chromatografie na reverznej fdze, ktorym sa odstranili necistoty
nahromadené pocas predchadzajucich reakcii. Vd’aka malému rozdielu v Struktire by bolo
vel'mi obtiazne oddelit’ latku X od latky XI, preto je treba dosledne dbat’ na to, aby pri P-
hydroxometylécii bola vzdy dosiahnutd konverzia 100 %. Na c¢istenie bol pouzity gradient
opisany ako metoda M3.

Hydrogenacné odstranenie chraniacich benzylovych skupin prebiehalo kvantitativne
v kyslom prostredi zabezpecenom kyselinou octovou. Konverzia 100 % bola potvrdend

pomocou HPLC/MS. Reakcia mohla byt odstavena uz po jednom dni. V pripade, Ze reakéna
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zmes bola ponechand reagovat’ dlhSie dochadzalo k rozkladu produktu. Ked'Zze vychodiskova
latka XI bola do hydrogenacnej reakcie pouzita po vycisteni vo forme trifluoroacetatu, mal

vysledny produkt (latka XIV=H4L") tiez formu trifluoroacetatu.

4.6 Med’naté komplexy

V ramci tejto prace bol pripraveny mednaty komplex cielového ligandu (latka HsL')
s vodnym roztokom CuCly. Koordindciu hned’ po zmieSani ligandu so sol'ou naznacovalo
intenzivne modré sfarbenie roztoku, €o tiez naznaCovalo vznik pentakoordinovaného
izoméru'®*! pc-[CuHL!]" . Komplex bol charakterizovany pomocou HPLC/MS a UV-Vis
spektroskopie (Graf 4.1. a Graf 4.2.).

pe-[Cu(HL

2,54

2,0 1

1,5 1

1,0 H

0,5

0,0 +

I ! | ' I ' I ' I ' I
200 250 300 350 400 450
A [nm]

Graf 4.1. UV-Vis spektrum pentakoordinované¢ho komplexu s absorbénym LMCT
pasom (= 240-370 nm).
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Graf 4.2. UV-Vis spektrum pentakoordinovaného komplexu s d—d prechodom.

Bola snaha vykryStalizovat' pripraveny mednaty komplex, ale tento pokus nebol
Gispesny. Struktira pripravenej koordinaénej zli¢eniny sa d4 usudzovat na zaklade podobnych
mednatych komplexov, ktoré boli pripravené a charakterizované, prikladom je 1,8-
bis(fosfonat) cyklam (Hate2p)'®, bis(fosfinat) cyklam (Hate1PP).?! Pri tychto komplexoch bol
pozorovany vznik dvoch izomérov. Pentakoordinovany komplex (pc) vzdy vznikal za
laboratornej teploty a pri vysSej teplote prechadzal na hexakoordinovany komplex trans-0O,0.

Modry komplex pc-[Cu(te2p)]*” vznikal uz pri laboratornej teplote, med’naty ion je
koordinovany Styrmi atémami dusika cykldmu a jednym kyslikom fosfonatového ramena,

druha fosfonatova skupina nie je koordinovana.'®

Vysledny komplex mal tvar medzi
trigondlnou bipyramidou a tetragonalnou pyramidou.

Analogicky sa d& usudzovat’, Ze pri podmienkach pripravy vznikal modry komplex pc-
[CuHL!'] ™ pripraveného ligandu. Zmerany bol absorbény LMCT pés s maximom pri 311 nm.
Siroky pas, ktory odpoveda d—d prechodom je zaznamenany vo viditelnej oblasti s maximom

pri 586 nm.

45



4.7 Disociacné Kkinetiky

Kyslo katalyzovana  disocidcia bola  Studovanad  spektrofotometricky na
pentakoordinovanom komplexe. Merania prebiehali pri konsStantnej ionove;j sile /7 (Na,H)CIO4
= 5,0 M pri teplote 25,0 + 0,1 °C, pricom sa menila koncentracia HCIOa4. V grafe 4.3. je uvedeny
priklad meranych absorbancii pri vinovej dizke 311 nm v &ase pre disociaciu pri koncentracii
HCl1O4 5,0 M.

Po naprotonizovani fosfonatovej skupiny sa d’alsi proton naviaze na atom dusika, na

ktorom je zavedené bis(fosfinatové) rameno a dojde k vyviazaniu i6nu medi z komplexu.

1,0 5

. , . | .
200 240 280 320 360 400
A [nm]

Graf 4.3. Disociacia komplexu v kyslom prostredi (25 °C, ¢(HCIOs4) = 5,0 M). Spektra

boli od¢itané po 60 s v intervale 1 h.
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Graf 4.4. Priklad disociacie komplexu v kyslom prostredi (25 °C, ¢(HC1O4) = 5,0 M)
v &ase pri vinovej dizke, ktora odpoveda LMCT prechodu.

Zavislosti absorbancie na &ase pri jednotlivych koncentraciach HC1O4 pri vinovej dizke
311 nm boli preloZené rovnicou odpovedajucou kinetike (pseudo) 1. poriadku (4.1.).

A=Ay, + (Ay — Ay) - e Fobst (4.1,
pricom A je absorbancia, 4. je koncova absorbancia, 4o je pociato¢na absorbancia, kops je
pozorovana rychlostnd konstanta a ¢ je Cas.

Data zmerani disociaénych kinetik pri réznych koncentracidch kyseliny boli
spracované a do grafu bola vynesena zavislost rychlostnej konStanty ko»s na koncentracii HC104

(graf 4.5.). Tieto data boli prelozené rovnicou (4.2.)'®
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Graf 4.5. Zavislost’ pozorovanych rychlostnych konstant disociacie komplexu

v kyslom prostredi (25 °C, I (Na,H)CIO4 = 5,0 M) na koncentracii HC1O4.

_ ko+ky Ky [HY]
kobs - 1+Ky[HY] (4.2.)

kde kops je pozorovana rychlostna konstanta, ko je rychlostné konStanta disociacie bez asistencie
protonu, k; je rychlostnd konStanta kyslo katalyzovanej disociacie a Ky je protonizacna

konstanta, [H'] je koncentracia protonov.

Ziskané parametre st uvedené v tabulke 4.1.

Hoﬁ

H/\m P” >N HN P |C:)
S, g oC 39 EEC™
[\ )

H,L' Hate2p H,te1PPH

Obr. 4.8. Pripraveny ciel'ovy ligand a porovnavané ligandy v rdmci disocia¢nych

kinetik
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Tabulka 4.1. Vypocitané parametre kyslo katalyzovanej disociacie pre komplex pc-

[CuHL!] a porovnanie vysledkov s literatarou'®3!
Komplexy ki [s1] Ku [M1] t1/2 [min]!
pc-[Cul']> (16,5£0,3) - 10* 1,16 + 0,01 9
pe-[Cu(te2p)]* (8,5+0,3)-10* 1,9+0,1 20
pe-[Cu(te PP (25.9+0.4) - 10 1,92+ 0.07* 5%

Upri c(HCIO4) = 5,0 M

*merania vykonané pri 60 °C

Z uvedenych hodnét 4; je zrejmé, ze komplex s ligandom syntetizovanym v ramci tejto
diplomovej prace ma mierne niz§iu kinetick® inertnost’ oproti komplexu [Cu(te2p)]*” a mierne
vys$iu inertnost’ oproti komplexu [Cu(te]PP")]". To sa odzrkadl'uje aj na hodnotach pol¢asu
rozpadu ich med’natych komplexov. Hodnoty st vSak vo vSeobecnosti porovnatelné a vSetky

komplexy je mozné pokladat’ za vysoko kineticky inertné.
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5 Zaver

Vramci tejto diplomovej prace bol pripraveny novy cielovy ligand a bola
optimalizovana synteticka cesta k tomuto ligandu. Syntéza zahtfiiala ortogonalne chranenie
cyklamu a nasledné zavadzanie pendantnych ramien.

Pripraveny bol pentakoordinovany komplex ligandu s mednatym iénom. Tento
komplex bol charakterizovany pomocou UV-Vis a HPLC. PreStudovana bola jeho disociacia
v kyslom prostredi. Komplex ligandu H4L! vykazoval porovnatelna kineticku inertnost’ ako
komplexy pribuznych ligandov Hate2p a Hote PP, a teda mohol by byt vhodny pre vyuzitie v

radiomedicine.

w o) o S )
\ IP/\ \ﬁ/\N HM HO_ l/\'/\
|| ||
[ ] p OH ° [NH N] (IF)l [ ]
k) "
H,L' Hate2p Hzte1PP"'

Obr. 5.1. Pripraveny ciel'ovy ligand a porovnavané ligandy
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6 Zoznam pouzitych skratiek

Ac — acetyl

Boc — #-butyloxykarbonyl

Bn — benzyl

Cbz — benzyloxykarbonyl

CT - charged transfer

DCM - dichlérmetan

DEP — dietylfosfit

DIIPA — diizopropylamin

Et — etyl

ESI — elektronova sprejova ionizécia (electrospray ionization)

EZ — elektronovy zachyt

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high performance liquid
chromatography)

LMCT - pas prenosu naboja z ligandu na kov (ligand-to-metal charged transfer)

Me — metyl

MF — mobilna faza

MS — hmotnostna spektrometria (mass spectrometry)

NMR - nukle4rna magnetickd rezonancia

PET - positron emission tomography

Ph — fenyl

py — pyridin

gNMR - kvantitativne NMR

Rs— retardacny faktor

RT - laboratorna teplota (room temperature)

RVO — rota¢né vakuova odparka

SPECT - single-photon emission computed tomography

Su — sukcinimid

TFA — kyselina trifludroctova

TLC — tenkovrstvova chromatografia (thin layer chromatography)

TMS — tetrametylsilan

UV — ultrafialovy

UV-Vis — ultrafialovo-viditeI'ny
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