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1. Uvod

Komplexy makrocyklickych ligandi s nékterymi ionty kovu (nejcastéji Gd™)
lze pouzit jako kontrastni latky pro tomografii magnetické rezonance (MRI,
z anglického nazvu ,,Magnetic Resonance Imaging®), nebot’ tyto komplexy zvysuji
relaxaéni rychlost atomu vodiku, coZ ma za nasledek zvySeni intenzity signalu.
Pouzivané kontrastni latky nejsou ale prili§ specifické, a proto je nutné podavat velké

davky.

Regenim uvedeného problému je pipravit bifunkéni ligand, jenz by byl
schopen navazat se na latku (peptid, monoklonalni protilatku, sacharid, ...), ktera
zajisti transport vysledné molekuly do pozadované oblasti. Takovy ligand musi mit

ale stale vhodné vlastnosti z hlediska MRI.

Vhodnou latkou spligjici zminéné pozadavky se zda byt derivat DOTA (viz
obrazek 1.1), v némz je jedna karboxylova skupina nahrazena fosfinovou skupinou
(viz obrazek 1.2). Tato skupina umoziiuje navazani dalSiho fetézce, ktery je

zakoncen vhodnou funkéni skupinou.
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Obrazek 1.2 Struktura fosforovych analogit
Obrazek 1.1 Struktura DOTA DOTA



2. Cile diplomové prace

Hlavni cile diplomové préce 1ze shrnout do nasledujicich bodi.

. Nalézt zpusob pripravy ¢isté latky 3.

. Ptipravit rizné fosforové analogy DOTA (latky 7 a 13) alkylaci.
o Nalézt podminky hydrolyzy latky 7 na latky 8 a 9.

. Piipravit latku 10 z latky 9 za pouZiti technik pouzivanych pii peptidové

syntéze.

o Nalézt podminky hydrolyzy latky 13 na latku 10.

1 O Rl O
I CO,H R COEL CO,H

3 oH 7 OEt 8 Ot
RO RO RO
N I e S
9 OH 10 OoH 13 (’)Et
f—BuozCﬂ I\ Hozcﬂ Va
-
tBuOZC—/ S/ CO,-Bu HOZC—/ \__/ COH

Obrazek 2.1 Strukturni vzorce latek 3, 7-10 a 13

Latky 8 a 9 byly navrZeny tak, aby mohly byt navazany na peptidovy fetézec
pomoci volné karboxylové skupiny za tvorby peptidové vazby. Po tomto kroku by
nasledovala hydrolyza za vzniku latky 10 navazané na dany peptidovy fetézec.
Vysledné molekuly by mohly byt pouzity pro cilenou biodistribuci. Samotna latka 10

jiz byla studovéna a byla u ni zjisténa fada vyhod'*.



3. Teoreticka cast

3.1 Makrocyklické ligandy

Jiz dlouho je znamo, Ze se komplexy makrocyklickych ligandi uc€astni déju
v mnoha zakladnich biologickych systémech. Piikladem muze byt fotosyntéza a
transport kysliku usavcid. Syntéza makrocykld se ale zacala rozvijet teprve
v Sedesatych letech 20. stoleti. Pred tim byly makrocykly pfipravovany pouze
ojedinéle. O rozvoji svéd¢i napriklad fakt, Ze v roce 1967 byly publikovéany pfipravy
33 novych cyklickych polyetherd’.

Makrocyklicky ligand je cyklicka sloucenina s deviti nebo vice atomy véetné
heteroatomii a se tfemi nebo vice donorovymi atomy®. Tyto donorové atomy jsou
obvykle umistény tak, Ze pfi koordinaci s iontem kovu vznikaji pfednostné péti nebo
Sestilenné chelatové kruhy. Velikost kavity (tj. dutiny) makrocyklu je urcena
poc¢tem atoml v makrocyklickém kruhu. Velikost kavity je také ovlivnéna rigiditou
molekuly a samoziejme€ také hybridizaci donorového atomu. Nenasycenost
makrocyklického kruhu ma na rigiditu znaény vliv. Vysledkem je totiz ztrata
flexibility, coz méa obvykle za nasledek zvySeni kinetické inertnosti vzniklého

komplexu.

V zavislosti na donorovém typu mohou byt makrocyklické ligandy rozdéleny
na crownethery (donorové atomy jsou atomy kysliku, viz obrazek 3.1),
polyazamakrocykly nebo-li azacrownethery (donorové atomy jsou pouze atomy
dusiku, viz obrdzek 3.2), makrocykly obsahujici atomy siry, fosforu, arsenu (viz
obrazek 3.3) a makrocyklické ligandy sriznymi donorovymi atomy
(polyazapolyoxamakrocykly, lariatethery, viz obrazek 3.4). Makrocykly
s pendantnimi funkénimi skupinami zahrnuji polyazamakrocykly, které maji

postranni fetézec piipojeny k atomu dusiku (viz obrazek 3.5).

Dalsi  zajimavou  skupinou  makrocyklickych  ligandli  tvofenych
makrobicyklickymi polyazapolyoxo ligandy jsou kryptandy (viz obrazek 3.6), které
mohou zcela obklopit koordinovany ion kovu. Kryptandy maji stéricky

kontrolovanou kavitu, coz zvySuje specifi¢nost a stabilitu pro dané ionty kovd.



14-crown-4 15-crown-5 18-crown-6 21-crown-7

Obrizek 3.1 P¥iklady crownetheri a komplementarnich kationti®
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Obrazek 3.2 Priklady polyazamakrocykli (azacrownethertii)
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Obrazek 3.3 Priklady makrocykli obsahujicich atomy siry, fosforu a arsenu



Obrazek 3.4 Priklady makrocyklickych liganda s riznymi donorovymi atomy
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Obrazek 3.5 Priklady makrocykli s pendantnimi funkénimi skupinami
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Obrazek 3.6 Priklady kryptandi

Zvyseni termodynamické stability makrocyklickych komplexd oproti jejich
lineArnim analoghm se stejnym poétem cheldtovych kruhi se nazyva
termodynamicky makrocyklicky efekt. Kineticky makrocyklicky efekt obvykle
zpusobuje pomalou kinetiku disociace komplexii makrocyklickych sloucenin ve

srovnani s komplexy linearnich analogt.
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3.1.1 Priprava fosforovych derivati makrocyklickych ligandi

Vyuziti fosforu v organickych slou¢eninach ma nekolik vyhod spocivajicich
v rozdilnych vlastnostech karboxylové skupiny na jedné strané a fosfonové nebo
fosfinové skupiny na strané druhé®. Karboxylova skupina je planarni a vétsinou
stfedné kysela. Naproti tomu fosfonova i fosfinova skupina je tetraedricka, stiedné az
silné¢ kyseld a umoziiuje velkou hydrataci. Fosfonova skupina mda dale velkou
tendenci tvofit vodikové vazby a fosfinové skupina zase schopnost mit na sob¢
navazany dal$i uhlovodikovy fetézec, coz mize byt vyuzito pro zavedeni specifické

skupiny do molekuly, jak je uvedeno napiiklad v této diplomové praci.

V nésledyjicich dvou kapitolach budou popsany metody piipravy fosfonovych
a fosfinovych derivatd makrocyklickych ligandd. Priprava samotnych fosforovych
reaktanti zde popsana nebude, nebot’ vychédzi z metod pouzivanych v klasické

organické chemii. Vyjimkou je adice P-H vazby na nasobnou vazbu.

3.1.1.1 Priprava fosfonovych derivati makrocyklickych ligandi

V literatufe lze nalézt nékolik zplisobu ptipravy fosforovych analogh
makrocyklickych ligandd. Nejcastéji se pouzivaji rizné varianty Mannichovy
reakce’, ktera je zaloZena na reakci slouteniny sP-H vazbou, formaldehydu a
slouceniny s N-H vazbou. Tato reakce je provadéna bud ve vodném prostredi,
nejéastdji za piitomnosti HCI*'? (zfedéna nebo koncentrovana), nebo v organickych
rozpoustédlech, jako je benzen®'*'" a tetrahydrofuran'®'®. Pokud se reakce provadi
v nevodném prostiedi, voda vznikajici v pribéhu reakce se odstratiuje azeotropickou
destilaci, nebo molekularnimi sity’*. Kromé formaldehydu lze pouzit i jiné aldehydy,
ale vytéZzky jsou niZ§i, proto se vyssi aldehydy nepouzivaji’. Vyssich vytézka nez
s komerénim  37%  roztokem = formaldehydu je  moZzné  dosihnout
s paraformaldehydem', ktery lze z roztoku ziskat postupem uvedenym v kapitole
4.1. Nevyhodou Mannichovy reakce je nejen vznik meziproduktu chlormethyl-
-methyletheru (CH,CIOCH3), jenz je velmi toxicky a mutagenni, ale hlavné problém
s €isténim reakéni smési, nebot’ pifi reakci vznikd mnoho riznych produktt, které 1ze

od sebe velmi $patn€ oddélit.

Dal3i mozZnosti zavedeni fosfonové skupiny do molekuly je alkylace, kdy se
jako odstupujici skupina pouziva chlor®, brom'” nebo triflat'®, Tyto reakce se
provadéji jak vkyselém, tak i v bazickém prostiedi, a jak ve vodg, tak 1
v organickych rozpoustédlech (MeOH, MeCN, ...). Uvedena reakce mé tu vyhodu,
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7c mezi atomem dusiku a fosforu nemusi byt jen methylenova skupina, ale i delsi
uhlovodikovy fetézec. Malo pouzivanou reakci je reakce alkylchloridu
s triethylfosfitem®, i kdyz mé stejné vyhody jako alkylace. VSechny tyto typy reakci
jsou vedeny v tabulce 3.1. Jako molekuly s aminovou skupinou byly vybrany jiz
zminéné makrocyklické ligandy, i kdyZ Ize tyto reakce provadét i na jinych typech
molekul véetné téch, které nemaji sekunddrni, ale primarni aminovou skupinu7.
Dal$im malo vyuZivanym typem reakce je Michaelova adice’, ktera byva kysele

katalyzovana.

Tabulka 3.1 Priklady priprav fosfonovych derivati makrocyklickych liganda

fosforova provede- _ O
makrocyklus komponenta ni reakee produkt (R =)  vyt€zek* Iit.
o
< 30% H;PO; a(lit."’) CH,PO;H, 84% °
NR RN s
< > CICH,PO;H, b (lit."”) CH,PO;H, <10 %
Q , 30% H,PO; c(lit) CH(CH)POsH, <10% °
R=H
(O O—>
NR RN .
< > P(OEt); d (CH,),PO;H, 74 %
Q

C

R = CH,CH,Cl

)

CH,=CHP(O)(OEt), e (CHp),P(O)OEt), 69%

o
o

Br(CH,);P(O)OEt),  f  (CH,:P(O)OEt), 58% "

Br(CH,),P(O)(OEY), f  (CHp,P(O)OEt), 45% V7

T
P

o
(@)

C

Br(CH,)sP(O)(OEt), f (CH,)sP(OXOEt), 46%

=
1
T

)

O

%
'

HP(O)(OEL), g  CH,P(O)OE), 3% °

H,PO; a CH,PO;H, 999% °
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) e fosforova provede- _ ks Lk 1
makrocyklus komponenta nf reakee produkt (R=)  vytézek* lit.
H3P03 a CH2P03Hz 65 % 10
H,PO; a CH,PO;H, 379 M
H,PO, h CH,PO;H, 80% 2
o1t
PN ¥
(EtO), R! i g 41% ®
[ S S
NR RN o) (BOpP=0
[ R' = (CH,),CH;
NR
\ ; oTf
R]
. 18
R=H (E10), R! 1 é 61 %
|
O (BtORpP==0
R'= (CH,),0CH;,3
OTf
R]
Rl
(EtO)z” i §‘< 91 % 18
© (E0pP=0
R' = 4-C,H,-NO,
R! P(OEt), j CH,P(O)(OE), 489% &
— R'= (CH;),CH;
NR N 18
P(OEt), j CH,P(O)(OEt), 76 %
R'= (CH3)10CH;3
NR
N/ P(OEt); j CH,P(O)(OEY), 589% '®
R=H R' = 4-C,H,-NO,
NR RN
[ H;PO; a CH,PO;H, 46%
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) , fosforova provede- o o , 1
makrocyklus komponenta ni reakee produkt (R =)  vytezek* it
NR RN
[ j H;PO; a CH,PO;H, 3%
NR RN
R=H
m HP(O)(OEY), k  CH,POH, 0% M
R! l_p2_
R'=R*=CH,Ph
SN RN CH;
[ HP(O)(OE), k CH,PO;H, 85% M
R'=CH;, R>=CH,Ph
NR ~ 3 2
HP(O)(OEY), k CH,PO;H, 80% "
R'=R*=CH,
H;PO;, h CH,PO;H, 5%
R=H
HP(O)(OMe), 1 CH,P(0)(OMe), 43% '
HP(O)(OEY), ] CH,P(O)OE), 43% 1°
RN NR HP(O)(OPr), I CH,P(O)OPr), 439% 16
&R 16
N HP(O)(OBu), 1 CH,P(O)(OBu), 44 %
R=H
HP(0)(OBu), m CH,P(0O)(OBu), %%
HP(0)(OBu), 1 CH,P(O)(OBu), 43% B

* vztazeno na makrocyklus
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Provedeni reakci

a)

b)

d)

2)

h)

Reakeni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v roztoku HCI : H,O (1:1) byla zahtata na 100 az 115 °C a béhem nékolika
hodin byl pri této teplot¢ pridan 37% roztok formaldehydu ve vodé. Po

ukonceni pridavani byla reakéni smés refluxovana 2,5 az 16 hodin.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé ve

vodném roztoku NaOH (pH 10 az 12) byla refluxovéana 5 dni.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v roztoku HCI : H,O (1:1) byla zahtata na 100 °C a béhem hodiny by! pii této
teploté pfidan vodny roztok acetaldehydu. Po ukonéeni ptidavani byla reakéni

smés refluxovana 4 hodiny.

1. Reak¢éni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu byla
michdna v inertni atmosféie 4 hodiny pii 155 °C.
2. Po zpracovani byla reak¢éni smés refluxovana v roztoku HCI : H,O (1:1)

2 dny.

K reakéni smési obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v MeOH bylo pfidano katalytické mnoZstvi AcOH a reakéni smés byla

refluxovana 10 dni.

Do reak¢ni smési obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé

v MeCN byl ptidan K,COj; a reakéni smés byla michana 8 hodin pfi 82 °C.

Do reakéni smési obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v benzenu byl pfidan Et;N. Reakéni smés byla zahfata k varu a béhem hodiny
byl do vrouci reakéni smési pfidan paraformaldehyd. Po ukonéeni pfidavani
byla reakéni smés refluxovana (s azeotropickym odstrafiovanim vody) pres

noc.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v roztoku HCI : H,O (1:3) byla zahfata k varu a béhem hodiny byl do vrouci
reakéni smési pfidan paraformaldehyd. Po ukonéeni priddvani byla reakéni

smés refluxovana 1 hodinu.

Do reakéni smési obsahujici roztok makrocyklu v CHCI; byl za chladu béhem
nékolik hodin pfidan roztok fosforové komponenty a reakéni smés byla

michéna pii laboratorni teploté€ 2 aZ 5 dni.
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1) Do reakéni smési obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu byl piidan

paraformaldehyd a reak&ni smés byla michana 4 dny pii laboratorni teploté.

k) 1. Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v benzenu byla zahtata k varu a béhem hodiny byl do vrouci reakéni smési
pridan paraformaldehyd. Po ukonéeni pridavani byla reakéni smés refluxovana
(s azeotropickym odstrariovanim vody) 1,5 hodiny.

2. Po zpracovani byla reakéni smés rozpusténa v roztoku HCI : H,O (1:1), byla
do ni pfiddna H3POj; a reakéni smés byla refluxovana 1 hodinu. Potom byl do
vrouci reakéni smési pfidan 37% roztok formaldehydu ve vodé a reakéni smés

byla refluxovéana 4 hodiny.

1) 1. Do reakéni smési obsahujici makrocyklus byl pfidan THF a kovovy sodik.
Reakéni smés byla refluxovana 1 az 1,5 hodiny. Po zpracovani byl do reakéni
smési pridan THF, CH,CIOCH; a DIPEA a reakéni smés byla michana
1 hodinu pri 0 °C.

2. Do zpracované reakéni smési rozpusténé v benzenu byla pfidana fosforova

komponenta a reakéni smés byla refluxovana 15 minut.

m) Reak¢ni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v benzenu byla zahfata k varu a béhem 45 minut byl do vrouci reakéni smési
pfidan paraformaldehyd. Po ukonceni pfidavani byla reakéni smés refluxovana
30 minut.

DalSi pfipravy fosfonovych derivati makrocyklickych ligandd lze najit

h20-22

Vv patentec a &lancich'>*2¢. Zpisoby piipravy jsou zaloZeny na vyse uvedenych

principech.

Kromé toho lze pfipravit fosfonové derivaty makrocyklickych ligandd i adici

P-H vazby na dvojnou vazbu v makrocyklu (C=C, C=N)27.

Zpracovani reakéni smési po Mannichové reakci se provadi riznymi zplsoby,
napfiklad odpafenim reakéni smési do sucha a rozpusténim v ethanolu. Z tohoto
roztoku se produkt vysrazi ve formé hydrochloridu. Dal§i mozZnosti je sloupcova
chromatografie nebo pouziti ionexti. Podobné zpracovani reakéni smési je i po

provedeni jiného zpisobu piipravy fosfonové skupiny (alkylace, ...).

Pokud neni produktem reakce fosfonova kyselina, ale fosfonat, je moZné

provést hydrolyzu. Nékdy se provadi ihned po samotné reakci (viz tabulka 3.1), jindy
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se napred ester izoluje a pak se teprve provede hydrolyza (viz tabulka 3.2). Produkt
bazické hydrolyzy zavisi na mnozstvi piidané baze. Lze tak naptiklad pfipravit smés
di- a monoestert. Prednostné se hydrolyzuje diester, a proto je mozné piipravit
produkt, ve kterém budou pouze monoestery’'. Hydrolyza na fosfonovou kyselinu se

nejcastéji provadi v kyselém prostfedi]g‘2 L

Tabulka 3.2 Priklady pFiprav fosfonovych kyselin z jejich esteri

provedent

makrocyklus produkt (R =) vytézek* it
reakce
R a  CH,P(O)OH), 67%
Rj /———\ )\R R'= (CH,),CH;
N N o
a CH,P(O)(OH), 85 %
R'= (CH,)10CHs
N
/ \ R a CH,P(O)(OH), 88% '
1 _
R = P(O)(OEY), R*=4-CHe-NO,
R! m a
>N N
[ CH,P(O)(OH
N l\;l b ]i ( )( )2 95 9% 14
A

R = CH,P(O)(OEY),
R' = CH,Ph

R = CH,P(O)(OEt)(OH)
c R! = CH,P(O)(OE), 2
R? = CH,P(O)(OEt),

(\NR’

NR N

Ca
NR?

R = CH,P(O)(OEt),

R! = CH,P(O)(OEY),

R = CH,P(O)(OEt)(OH)
R! = CH,P(O)(OEt)(OH) 2
R? = CH,P(O)(OE),

R = CH,P(O)(OEt)(OH)

R? = CH,P(O)(OEt), e R' = CH,P(O)(OEt)(OH) 2
R? = CH,P(O)(OEt)(OH)
f CH,PO;H, 2

* vztaZeno na makrocyklus

17



Provedeni reakci

a)

b)

Reak¢éni smés obsahujici makrocyklus rozpustény vroztoku 30 % HBr

v AcOH byla michédna 40 hodin pti laboratorni teploté.

1. Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény v EtOH byla okyselena
HCOOH a bylo pfidano 10% Pd/C. Reak¢éni smés byla michana v atmosfére H,
48 hodin pfi laboratorni teploté.

2. Po zpracovani byla reakéni smés rozpusténa v roztoku 30 % HBr v AcOH a

michana pf1 laboratorni teploté pfes noc.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény ve vodném roztoku NaOH

(1 ekv.) byla michéana pti 30 az 110 °C.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény ve vodném roztoku NaOH

(2 ekv.) byla michéna pfi 30 az 110 °C.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény ve vodném roztoku NaOH

(3 ekv.) byla michana pti 30 az 110 °C.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény v roztoku HCI: H,O (1:1)
byla michéna pti 80 az 100 °C.

Dalsi ptiklady hydrolyzy lze nalézt v patentechzo'22 a &lancich!>*%, Zpisoby

pfipravy jsou zaloZeny na stejnych principech jako vyse.

Lze samoziejmé prfipravit i rizné substituované derivaty makrocykld. Jejich

syntéza je velmi podobna, navic zahrnuje pouze chranéni aminovych skupin.
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3.1.1.2 Priprava fosfinovych derivati makrocyklickych ligandu

Stéricky nebranéné aminy reaguji s fosforovymi reaktanty, jako je fosforna
kyselina a jeji estery nebo fosfinové kyseliny a jejich estery, a s formaldehydem nebo

1306 toluen nebo

paraformaldehydem. V nevodnych rozpoustédlech, jako je benzen
THF*'"#3 je reakce obvykle provadéna sestery fosforovych reaktanti.
Formaldehyd je pridavan jako paraformaldehyd (2 az 4 ekv.). Ve vodé a jejich
roztocich je reakce provadéna s fosforovymi reaktanty rozpustnymi ve vodé a
formaldehyd je pfidavan jako 37% vodny roztok (2 az 4 ekv.). Kromé& samotné vody

132134 o4 zfedéné az po koncentrovanou.

muzZe byt také pouzit vodny roztok HC
Teplota se miZe pohybovat od 40 °C az po reflux. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole
3.1.1.1, pfi Mannichové reakci vznikd chlormethyl-methylether, a proto je potreba
pii provadéni této reakce peclivé dodrzovat bezpe€nost préce.

Pokud se jako reaktant pii Mannichové reakci pouzije dichlorethylfosfin'*?’, je
také tfeba peclivé dodrZovat bezpeCnost prace, nebot' jeho hydrolyza je velmi
boufliva jiz pfi laboratorni teploté a vznika ethylfosfin nebo jeho derivaty, které
spontanné vzplanou v kontaktu se vzduchem. Proto je tfeba provadét tuto reakci za
chladu. Samotny dichlorethylfosfin je velmi toxicky, nepfijemného zapachu a je

korozivni.

Dal$i z mozZnosti pfipravy fosfinovych derivatd makrocyklickych ligandd je
alkylace®, kdy se jako odstupujici skupiny pouZivaji halogenidy (Cl, Br, I) nebo

mesyl.
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Tabulka 3.3 Priklady priprav fosfinovych derivati makrocyklickych liganda

prove-
makrocyklus fosforova komponenta  deni produkt (R =) vytézek*  Iit.
reakce
(o o—>
NR RN
< > 50% H3PO, a  CH,PO,H, 4% °®
L/
R=H
RN NR
MeP(OEt), b &§J 30% 2
+
,/
I
R =
7\ CH,P(O)(Me)(OEt)
RN NR
< > BrCH,P(Me)(OEt)(O) ¢ CH,P(O)(Me)(OEt) 60% %
R
N
MeSO,0CH,P(Me)(O- ¢ CH,P(O)(Me)(OEt) 60% %
R=H Ef)(0)
HP(O)(Et)(OEY) d  CH,P(O)Et)(OE) 41% '
HP(O)(Et)(OEt) e  CH,P(O)(Et)(OEt) 2% ¥
HP(O)(Et)(OEY) d  CH,P(O)(Et)(OE) 41% B
CL,PEt f  CH,P(O)(Et)(OH) 499% B
MeP(OEt), g  CH,P(0O)(Me)(OEt) 84%
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prove-

makrocyklus fosforova komponenta  deni produkt (R =) vytdzek*  lit.
reakce
MeP(OEt), b CH,P(O)Me)(OEY) o
CLPEt f  CH,P(O)Et)(OH) 4%
3
A PhP(OE), b CH,P(O)(Ph)(OEt) 5%
[ PhCH,P(OEY), b  CH,P(O)CH,Ph)OEt) 75%
NR
_/ BuP(OEt), b CH,P(O)(Bu)(OEY) 5%
R=H "
MeOC¢H,CH,P(OEt), h CH,P(0)(CH,C¢H,O- 24 %
Me)(OEt)
HP(O)(Ph)(OH) i  CH,P(O)(Ph)(OH) 65%
(
R —
NR N p MeP(OEt), b CH,P(O)(Me)(OE) 2
K/R 21
N HP(O)(OH)(Et) a  CH,P(O)Et)OH)
R=H
NR RN PhP(OMe), h  CH,P(O)(Ph)(OMe) 5% 3

R=H

* vztaZeno na makrocyklus
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Provedeni reakei

a)

b)

d)

2)

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v roztoku HCI : H,O (1:1) byla zahrata k varu a béhem hodiny byl do vrouci
reak¢éni smési pridan 37% vodny roztok formaldehydu ve vodé€. Po ukon&eni

pridavani byla reakéni smés refluxovana 6 hodin.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v THF byla zahtata k varu a béhem hodiny byl do vrouci reakéni smési pridan
paraformaldehyd. Po ukonceni pfidavani byla reakéni smés refluxovana

16 hodin.

Do reak¢ni smési obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé

v DMF byl pfidéan K,COj3 a reakéni smés byla michana 6 hodin pii 60 °C.

1. Do reakéni smési obsahujici makrocyklus byl pfidan THF a kovovy Na.
Reakéni smés byla refluxovéana 1 az 1,5 hodiny. Po zpracovani byl do reakéni
smeést pfidan THF, CH,CIOCH; a DIPEA a reakéni smés byla michana
1 hodinu pii 0 °C.

2. Do zpracované reakéni smési rozpusténé v benzenu byla pfidana fosforova

komponenta a reakéni smés byla refluxovana 15 minut.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu rozpusténé
v benzenu byla zahfata k varu a b€hem 25 minut byl do vrouci reakéni smési
pfidan paraformaldehyd. Po ukonceni pfidavani byla reakéni smés refluxovana

25 minut.

Dichlorethylfosfin byl pomalu smichan sledem za vzniku ethylfosfinové
kyseliny. Po ohf4ti na laboratorni teplotu byl pfidan cyklen, reakéni smés byla
pfivedena k varu v atmosféfe dusiku a béhem 1 aZ 5 hodin byl do vrouci
reakéni smési pfidan roztok paraformaldehydu v roztoku HCI: H,O (1:1).

Potom byla reakéni smés refluxovana 1 hodinu.

Reakéni smés obsahujici makrocyklus a fosforovou komponentu (fosforova
komponenta byla pouZita jako rozpoustédlo) byla zahfata na 80 °C a bé¢hem
hodiny byl pfi této teploté pfidan paraformaldehyd. Po ukonéeni pfidavéani byla

reakéni smés refluxovana 16 hodin.

22



h) Do roztoku makrocyklu a paraformaldehydu v THF byl pridan roztok
fosforové komponenty v THF. Potom byla reakéni smés refluxovana
v Soxhletové aparatufe s 3 A nebo 4 A molekularnim sitem 18 aZ 24 hodin pod

atmosférou argonu.

1) Reakéni smés obsahujici makrocykius a fosforovou komponentu rozpusténé
v roztoku HCI : H,O (1:1) byla zahtata na 65 °C a béhem 2 hodin byl pfi této
teploté¢ ptidan paraformaldehyd. Po ukonceni ptiddvani byla reakéni smés

michana 3 hodiny pii 65 °C.

Dalsi ptiklady lze nalézt v n€kolika patentech a €lancich, zpisoby pfiprav jsou
podobné tém, které jsou uvedeny vySe. Jako makrocyklus je vétSinou pouZit
1,4,7-triazacyklononan, 1,4,7,10-tetraazacyklododekan, nebo 1,4,8,11-tetraaza-
cyklotetradekan. Ptiprava je vétSinou provadéna Mannichovou reakci (fosforna
kyselina®®, fenylfosfinova kyselina®® — provedeni reakce ,a“, diethoxymethylfos-

2536-43 5. 444
fin”2%* dimethoxyfenylfosfin*** 4445

komponenty***

, dimethoxymethylfosfin a dalsi fosforové

6 _ provedeni reakce ,,b*, dichlorethylfosfin®****’

— provedeni reakce
»[ vSechny polohové izomery diethoxy(methoxybenzyl)fosﬁnu32 — provedeni
reakce ,.h“, fenylfosfinova kyselina48, 4-nitrofenylfosfinova kyselina49, fosforna
kyselina®® — provedeni reakce ,,i) nebo alkylaci (bromderivat’, mesylderivé’[46 -

provedeni reakce ,,c*).

Dalsi méné obvyklé fosforové komponenty 1ze nalézt v patentu zabyvajicim se

derivaty DOTA®.

Kromé toho lze pfipravit fosfinové derivaty makrocyklickych ligandd téz adici

P-H vazby na dvojnou vazbu v makrocyklu (C=C, C=N)?".

Zpracovani reakéni smési se provadi riznymi zpisoby, naptiklad extrakci nebo
destilaci za sniZzeného tlaku. Cisténi se provadi pouZitim ionexd (pokud je produktem
fosfinovd kyselina) nebo sloupcovou chromatografii na silikagelu nebo aluminé

(pokud je produktem ester).

Pokud neni produktem reakce fosfinova kyselina, ale fosfinat, je mozné provést
hydrolyzu. N&kdy se provadi ihned po samotné reakci (viz tabulka 3.3), jindy se
napfed ester izoluje a pak se teprve provede hydrolyza (viz tabulka 3.4). Vyté€zky se
obvykle pohybuji od 80 do 100 %.
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Tabulka 3.4 Priklady pFiprav fosfinovych kyselin z jejich esteri

provedeni

makrocyklus reakce

NR

()

R = CH,P(0)(Me)(OEY)

a
E\J \ a CH,P(O)(Me)(OH) %
\/NR

R = CH,P(O)(Me)(OEY)

/N

NR RN

[ ij a CH,P(O)(Me)(OH) *
NR

R = CH,P(0)(Me)(OEt)

produkt (R =) lit.

CH,P(O)(Me)(OH) *

o

.

)

NR NR!
[NR RNJ b CH,P(O)(Ph)(OH)
__/

R = CH,P(O)(Ph)(OEt)
R! = CH,C(O)NMe,

Provedeni reakci

a) Reakéni smés obsahujici makrocyklus rozpustény v roztoku HCI : HO (1:1)
byla michana 18 hodin pti 125 az 140 °C.

b) Do reakéni smési obsahujici makrocyklus rozpustény v methanolu byl pfidan
10% vodny roztok KOH a reakéni smés byla michana 12 aZ 24 hodin pii 20 az
70 °C.

Dalsi ptiklady 1ze nalézt v patentech a €lancich, zptisoby pfiprav jsou podobné

tém, které jsou uvedeny vySe. Jedna se tedy hydrolyzu v kyselém prostiedi

31,4446 15.21,31,35,36,43.46 provedeni reakce ,,a“) a bazickém

prostfedi (methylester*’, e:thylester”’zs’3 5.31.39.4042.51

(methylester , ethylester

— provedeni reakce ,,b").

Lze samoziejmé pfipravit i rizné€ substituované derivaty makrocykld. Jejich

syntéza je velmi podobna, navic zahrnuje pouze chranéni aminovych skupin.
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3.2 Pouziti komplexti makrocyklickych ligandu

3.2.1 Kontrastni latky pro tomografii magnetické rezonance

Komplexy makrocyklickych ligandi s nékterymi ionty kovu (nejéast&ji Gd*")
Ize pouzit jako kontrastni latky>> pro MRI>, nebot’ tyto komplexy zvysuji relaxa&ni

rychlost atomtl vodiku, coZ méa za nésledek zvySeni intenzity signalu.

3.2.1.1 Historie MRI

Tomografie magnetické rezonance je zobrazovaci technika prevazné pouZivana
pro l1ékarské aplikace. Jejim vysledkem jsou snimky lidského téla. MRI je zaloZena
na principech nuklearni magnetické rezonance (NMR), coZ je spektroskopicka
technika umoZiujici ziskat informace o molekulach. NMR je znama jiz dlouho a jako
analyticky nastroj se zacala pouZivat v padesatych letech 20. stoleti, kdy byla také
udélena Nobelova cena za fyziku za rozvoj novych metod pro presnd méfeni
jaderného magnetismu a s tim spojené objevy (1952 — Felix Blochov a Edward Mills
Purcell). V roce 1971 Raymond Damadian zjistil, Ze se relaxacni ¢as tkani nadort
lisi*, a tak pfisel s myslenkou vyuZit tuto skute€nost ke zjidfovani nemoci. V roce
1974 si Raymond Damadian nechal patentovat aparaturu (viz obrazek 3.7) a metodu

pro detekci nadoru v tkani>.

7z
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NUCLEAR INDUCTION / H
/4
&/

Obrazek 3.7 Aparatura na méfeni MRI; prrevzato z lit.>

Vyvoj pokracoval rychlym tempem dal, o ¢emZ sv€d¢i Nobelova cena za
chemii vroce 1991 (Richard R. Ernst — za jeho pfispévek krozvoji vysoce

rozliSitelné nukledrni magnetické rezonance) a Nobelova cena za fyziologii a
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lékafstvi v roce 2003 (Paul Lauterbur a Sir Peter Mansfield — za objevy ve vztahu
k zobrazovani magnetickou resonanci). V roce 2003 uz bylo ve svété piiblizné

10 000 MRI ptistroji (viz obrazek 3.8) a stéle jich pfibyva.

Obrazek 3.8 MRI pristroj

3.2.1.2 Princip MRI

Pfi MRI experimentu se méf stejné vlastnosti NMR aktivnich jader jako
u klasického NMR experimentu®. Jako aktivni jadro se ale v tomto p¥ipadé pouzZiva
pouze jadro vodiku (‘H), protoZe je v téle zastoupeno nejvice (lidské télo obsahuje
pfiblizné€ 63 % vody a i v organickych latkach jsou atomy vodiku pfitomny).

Jak je zndmo z NMR, jadra vodiku v silném magnetickém poli o magnetické
indukci By zalnou vykonavat precesni pohyb (Larmorova precese) s frekvenci oo,

Velikost frekvence zavisi kromé intenzity magnetické indukce také na

gyromagnetickém poméru jadra y (viz rovnice 3.1).
oy = 1B, 3.1)

PH MRI vysetienich® se obvykle pouZivaji magneticka pole o velikosti 0,1 az
1,5 T (pro srovnani, magnetické pole Zemé ma velikost 10~ T). Vy33i intenzita, a&
by $la dosahnout (NMR spektrometry maji intenzitu magnetického pole az 21 T), se

nepouziva, nebot’ ma neZadouci u¢inky na ¢lovéka (nevolnost, ztrata orientace, ...).

MRI snimek je ziskan aplikaci série elektromagnetickych pulzii v kombinaci
s pouzitim pfechodnych gradienti magnetického pole, coZ umozZiluje ziskat snimky

z ruznych ¢asti t€la. Vysledkem jsou 2D nebo 3D snimky, které zobrazuji vodikova
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Jadra v riiznych €astech téla. Timto postupem je ziskan cernobily snimek, ve kterém

stupen Sedi odpovida hustoté atomt vodiku (viz obrazek 3.9A).

Dalsi typy snimk0 vyuZzivaji 7, (viz obrazek 3.9B) a T, (viz obrazek 3.9C)
procesy, ke kterym dochazi po ukonéeni radiofrekven¢niho méficiho pulzu, kdy
nastava relaxace a jadra se vraceji do puvodniho energetického stavu. 7} proces,
ktery je také oznaCovan jako spin-mfizkovéa (longitudindlni, podélnd) relaxace, je
analogii tepelného vyzafovani znamého z klasické fyziky, kdy se energie rozptyluje
do okolni tkané. T, proces, ktery je také oznaCovan jako spin-spinova (transversalni,
pricnd) relaxace, nema v klasické fyzice obdobu a zahrnuje rozptyl energie mezi
samotnymi jadry. Zji§tovanim 77 a 7, relaxacnich casii atomid vodiku lze tedy

vytvofit 77 a T, vazené snimKy.

A B C

Obrazek 3.9 MRI snimky lidského mozku; A — hustota jader vodiku; B — T; vaZeny;
C — T, vazeny; prevzato z lit.>’

ProtoZze rizné typy tkani obsahuji rozdilné koncentrace latek (iontd,
organickych molekul, ...), Ize diky 7} a 7> vaZenym snimkim lze identifikovat rizné

druhy tkani a dokonce lze rozpoznat i zdravou a nemocnou tkan stejného typu53 .
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3.2.1.3 Relaxivita

Jak jiZ bylo re€eno v ivodu, kontrastni latky zvyS$uji relaxaéni rychlost atomu

vodiku. Tato vlastnost se nazyva relaxivita®? (viz rovnice 3.2).

1

1
=—+r[Gd],kdei=1,2 (3.2)
Tl,obs Tl,d
Tiobs J€ pozorovana relaxacni rychlost, 7,4 je diamagneticky pfispévek, r; je
relaxivita a [Gd] je koncentrace gadolinia v roztoku. Pfevracend hodnota druhého
¢lenu je T, coZ je paramagneticky prispévek (viz rovnice 3.3).
1 .
—=r[Gd],kdei=1,2 (3.3)
T,
Koncentrace gadolinia se obvykle udava v mmol dm™, takZe relaxivita je
vyjadfovana vmmol™' dm’ s a u sou¢asnych pouZivanych kontrastnich latek se

pohybuje kolem 5 mmol™ dm®s™.

Matematické vyjadreni mechanisml magnetické relaxace ve vodnych roztocich

paramagnetickych latek popisuje Bloembergenova-Solomonova-Morganova teorie*®,

Jako model pro tuto teorii slouzi roztok gadolinit¢ho komplexu (viz obrazek
3.10), ve kterém jsou znazornény tfi typy molekul vody podle toho, jak jsou
ovliviiovany paramagnetickou latkou. Jedna se o molekuly vody, které jsou pfimo
koordinované na komplex gadolinia (vnitini sféra), molekuly interagujici

s komplexem (druha sféra) a molekuly vody neovlivnéné komplexem (vnéjsi sféra).

-
b

......
-----

predmoe
-
-

Obriazek 3.10 Schematické zobrazeni kontrastni latky v roztoku; IS — vnitini sféra;
SS — druha sféra; OS — vnéjsi sféra; ty - residenéni ¢as molekuly vody ve vnitini sfére;
1, — rotacni korelacni ¢as
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Celkova relaxace je pak vyjadiena jako soudet dil¢ich relaxaci (viz rovnice
3.4), ptiCemz tyto relaxace zavisi mimo jiné na residenénim ¢ase molekuly vody ve
vnitini sféfe (tm), rotatnim korela¢nim €asu (t;), koncentraci gadolinit¢ho komplexu

a na po¢tu molekul vody v prvni a druhé sfére.
r=r®+r®¥+r% kdei=1,2 (3.4)

Tyto a dal$i proménné je nutno optimalizovat, aby bylo dosaZeno vysoké
relaxivity, a tim i lepsi kvality MRI snimki. Kontrastni latky pouZivané
v soutasnosti maji relaxivitu kolem 5 mmol™ dm® s™, zatimco teoretickd hodnota,
kterou by bylo mozné dosdhnout upravou parametrt, je 20krat vyssi (viz obrazek
3.11)%.

Obrazek 3.11 Simulace teoreticky dosaZitelné relaxivity v zavislosti na t, a Ty; simulace
byla provedena pfi 0,5 T a 37 °C; kFiZzek oznacuje oblast klinicky pouZivanych
kontrastnich latek

Jak je vidét zobrazku 3.11, problémem je pfili§ dlouhy residenéni cas
molekuly vody ve vnitini sféfe (tj. pomald vyména molekul vody) a kratky rotaéni
korelaéni ¢as. Oba dva tyto parametry zaviseji na struktufe molekuly, a lze je proto
ménit. Residen¢ni ¢as molekuly vody ve vnitini sféte 1ze jednak ménit velikosti
makrocyklu a jednak, coz je u¢inngj$i, lze meénit postranni fetézce piipojené

k atomim dusiku. Cim jsou totiZ postranni fetézce objemngjsi, tim rychleji je voda
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vypuzovana. Nicméné i1 zde existuje optimum, které je tieba experimentalné nalézt,

coz se pred nékolika lety podafilo**®,

Rotaéni korelaéni €as odpovida rychlosti, kterou se komplex v roztoku otaci
kolem své osy. ZvySeni hodnoty tohoto parametru lze tedy napiiklad dosahnout
navazanim makrocyklu na makromolekulu®, napiiklad pfipojenim makrocykld na

dendrimer nebo na vhodnou biomolekulu.

3.2.1.4 Kontrastni latky pro MRI

Kontrastni latky jsou chemické substance, které jsou zavedeny do urcitého
organu nebo oblasti proto, aby zvysily rozdil mezi riznymi tkdnémi nebo mezi
normélni a abnormalni tkani. MRI kontrastni latky jsou rozdéleny podle riznych

zmén v relaxaénich €asech po jejich podani.

Pozitivni Kkontrastni latky (na snimcich zplsobuji zesvétleni dané oblasti)
zpusobuji zkraceni 7 relaxacniho ¢asu (tj. zvySeni intenzity signalu na 7} vaZenych
snimcich). Jsou to typicky komplexy molekul o malé molarni hmotnosti s iontem
gadolinitym, manganatym nebo Zelezitym. VSechny tyto prvky maji nesparované
valencni elektrony a dlouhé relaxivity. Kontrastni latky obsahujici gadolinity ion jsou
vét§inou pouZivané pro centralni nervovou soustavu a celkové vysetieni a komplexy

s manganatym iontem jsou specidlné pouZivané pro vySetfeni jater.

Negativni kontrastni latky (na snimcich zplsobuji ztmaveéni dané oblasti)
jsou malé agregity &astic cCasto nazyvané SPIO (z anglického nazvu
»superparamagnetic iron oxid“). Tyto latky pfednostn€é zplsobuji spin-spinovou
relaxaci (nehomogenity v magnetickém poli), coZ ma za nasledek zkraceni 77 a T
relaxacénich ¢asi. SPIO a USPIO (z anglického ndzvu ,,ultrasmall superparamagnetic
iron oxid“) ¢astice maji obvykle jadro zkrystalického oxidu Zelezitého, které
obsahuje tisice atomu Zeleza. Povrch je pokryt naptiklad polymerem, dextranem,
polyethylenglykolem. SPIO &astice zpuisobuji velmi vysoké T, relaxivity. USPIO
Castice mens$i neZ 300 nm zpusobuji znaény 7) relaxacni a 7> vazZeny efekt a jsou

proto pouZzivany pfednostné.

Zvlastni  skupinou negativnich  kontrastnich latek  jsou  derivaty
perfluoruhlovodiki, protoZe jejich pfitomnost vytéstiuje atomy vodiku (respektive

molekuly, v nichZ jsou pfitomny), které jsou nutné pro ziskani MRI signdlu.
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Komplexy makrocykll s ionty kovil patii do skupiny pozitivnich kontrastnich
latek, které jsou také oznaCovany jako 7)-kontrastni latky. Jejich historie sahd do
roku 1946, kdy byly pouzity Zelezité ionty k urychleni relaxace protonovych jader ve
vod&®. V soudasné dob& se ale nejpouzivan&j&imi kontrastnimi ltkami staly
gadolinit¢ komplexy. Gadolinity ion ma totiz sedm nesparovanych valen¢nich
elektrond a je tudiz velmi paramagneticky. Navic je jeho stav maximalné symetricky
(®S7p), coz dale zvysyje jeho uéinnost. Jeho nevyhodou je vysoka toxicita, podavané
mnozstvi (0,1 az 0,3 mmol kg_]) je totiz pftiblizn¢ stejné jako LDso (0,1 az
0,2mmol kg™'). Je proto nutné, aby komplex s gadolinitym iontem byl
termodynamicky i kineticky staly>>. Dale musi byt komplex velmi dobfe rozpustny
ve vodé, nebot’ se davkuje v koncentraci 0,5 mol dm™, a musi mit nizkou osmolalitu,
aby pacient neutrpél osmoticky Sok, ktery je velmi bolestivy. Toho lze dosdhnout
bud’ vhodnou volbou ligandu nebo vytvofenim stabilnitho iontového paru mezi

kontrastni latkou a vhodnym komplementarnim iontem.

Kromé téchto podminek je tfeba pfipravit komplex, ktery mé pozadovanou
biodistribuci, a tim i poZadované zobrazeni riznych tkani. To lze docilit napfiklad
celkovym nabojem komplexu (ovlivnéni vyluovani z organismu) a zavedenim
hydrofilnich nebo hydrofobnich skupin. Nejnové&jsi generace kontrastnich latek je
navrzena tak, Ze obsahuje biomolekulu (sacharid, peptid), diky niZ je cely komplex
cilené dopraven pouze do jednoho typu tkané, coZ ma za nasledek zvySeni intenzity
signalu v dané oblasti a moznost sniZit potfebnou davku kontrastniho ¢inidla, ktera se

jinak pohybuje fadoveé v gramech na jedno vySetfeni.
Podle mista Géinku se kontrastni latky déli na tfi typy:

Nizkomolekulirni a hydrofilni liatky, které po aplikaci putuji zcév do
mezibunééného prostoru a pouZivaji se nejcastéjsi v diagnostice nadort (viz obrazek

3.12A).

Latky s vétsi molekulovou hmotnosti, které pisobi intravaskularné a jsou

pouzivany hlavné v MRI angiografii (viz obrazek 3.12B).

Orginové specifické kontrastni litky, které jsou aktivné nebo pasivné

smérovany pouze k ur€itému typu tkéng®? (viz obrazek 3.12C).
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A B C

Obrazek 3.12 MRI snimKky za pouziti riznych typi kontrastnich latek; A — detekce
nadoru v prsu; B — angiograficky snimek hlavy; C — zji§tovani poskozeni jater
Ligandy vyuZivané pro vytvoieni komplexu s gadolinitym komplexem jsou

znéazornény na obrazku 3.13. Jedna se bud’ o cyklické nebo linedrni aminy.

NR RN
RzN\/\ NRz
[ E/\/
NR
__/
A B
Obrazek 3.13 Obecné struktury ligandi vhodnych pro pripravu kontrastnich latek;
A - 1,4,7,10-tetrazacyklododekanovy skelet; B — diethylentriaminovy skelet
Substituenty jsou vétSinou dal§i donorové skupiny jako jsou napiiklad
acetatové, acetamidové, fosfonatové a fosfinatové, nebot gadolinity ion ma
koordina¢ni &islo 8 nebo 9 a z diivodu jeho toxicity je potfeba mit co nejstabilnéjsi
komplex. Piiklady kontrastnich latek pouZivanych v praxi, jejichz zékladem jsou

vyS$e uvedené struktury (viz obrazek 3.13) jsou uvedeny na obrazku 3.14.
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Obriazek 3.14 Nékteré komplexy Gd*>* komeréné pouzivané v klinické praxi jako MRI
kontrastni latky

Pro ucely MRI bylo studovano mnoho komplexii obsahujicich fosfonovou
nebo fosfinovou funkéni skupinu. Tyto komplexy byly nejcastéji s gadolinitym
iontem, dale pak napiiklad sLa, Ce, Nd, Eu, Gd, Tb, Er, Yb, nebo Y iontem.
Nejcastéji byla sledovana biodistribuce a vhodnost pro pouziti jako kontrastni
latky?>432$476 Kromé t&chto praktickych méfeni byly také vypocteny geometrické

vlastnosti komplexi ab initio metodou’”.
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3.2.2 Radiofarmaka

Léceni naddorovych onemocnéni se v sou¢asné dobé opira o tfi hlavni metody:
chirurgie, chemoterapie a radioterapie, pfiCemz tyto tfi hlavni terapeutické postupy
se asto kombinuji’®. Radioterapie nadorovych onemocnéni je zaloZena na u&incich
ionizujiciho zafeni na Zivou tkarn, kdy dostate¢né vysoké davky zareni jsou schopny
usmrcovat buriky. Cilem radioterapie je selektivni likvidace nddorového loZiska pii
co nejmensim poskozeni okolnich zdravych tkani. Ozafeni okolnich tkani se pfitom
nikdy neda zcela vyhnout, coZ je problémem zejména u vnéjsiho ozatovéni. Do
cilové oblasti je tfeba zavést dostatecné vysokou davku zafeni (pro nadorové bunky
letalni) takovym zplsobem, aby okolni zdravé tkan€ nebyly enormné poSkozeny.
Ukolem radioterapie v klinické praxi je najit optimalni kompromis mezi témito

dvéma protichidnymi pozadavky.

Alternativni metodou je radioizotopova terapie otevienymi zafici, ktera spociva
v aplikaci radioaktivni latky do organismu. Tato latka vstoupi do metabolického
procesu zpuisobem, ktery je dan chemickou formou latky — jeji farmakokinetikou.
Podafi-li se oznacit vhodnym radionuklidem latku, kterd se selektivné akumuluje
v nadorové tkani, ziskd se velmi efektivni zplsob radiacni likvidace nadoru
»zevniti“. Pro vétSinu nadorovych procesi bohuzel takovd vhodnad latka neni

k dispozici.

Pro terapii otevienymi radionuklidy je vhodné zejména zafeni 3~, jehoZz dosah
v tkani je zpravidla mens$i nez 4 mm, coz zajist'uje, Ze uCinek zareni je lokalizovan na
organ ¢i oblast tkdné€, v niZ se radioaktivni latka vyskytuje. Zafeni y ma u této
metody jen maly terapeuticky u¢inek a jeho ptitomnost naopak zplsobuje neZadouci
ozéfeni i jinych organti a tkani neZ cilové tkané. U smiSenych zafi¢t vSak zafeni
gama muZe byt svyhodou vyuZito pro scintigrafické zobrazeni distribuce

radiofarmaka v organismu a monitorovani priabéhu terapie.

Jako potencidlni radiofarmaka byly studovany rizné komplexy obsahujici
fosfonovou nebo fosfinovou funkéni skupinu. Tyto komplexy obsahovaly rizné
radioaktivni izotopy, napfiklad ®’Ga (1it.”*%%), "'In (lit.%™%%), ¥sm (1it.75%"),

13Gd (1it.8), "**Ho (1it.}") a 2°Bi (1it.3?).
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3.2.3 Ostatni aplikace
Fosforové derivaty makrocyklickych ligandt Ize dale vyuzit pro

o posuvova &inidla®*, kiera indukuji posun rezonance urlitého kationtu

(Li, Na, ...), coz mize byt vyuzito pi zjistovani pH tkang”"**! nebo pfi
méfeni jeji teploty®?,

sow r_r ’ v35,51,93-9 % Vo v:
e zjiStovani koncentrace Mg2+ v krevni plasmé™ 9395 kehoz J€ vyuzito

pro diagnostické ucely a také pro zjistovani pH (viz vySe),

96,97

o zji§fovani koncentrace Cu?' v roztoku i za pfitomnosti dal$ich

. sy - o vz v vy . v e 2+
interferujicich iontd o fadové vyssi koncentraci nez je koncentrace Cu“".

Casto jsou také studovany luminiscenéni vlastnosti komplextd téchto latek

s riiznymi ionty, naptiklad Eu a Tb (lit.333%69.75:98-100) "y, (1t 100101y 3 Nd (1it.1%%),

-103,104

mezi které patfi naptiklad cirkularné polarizovana nebo fasov€ rozliSend

luminiscence’®’.

Sledovanim luminiscence lze také napiiklad méfit pH3 8.40.41,106 zjistovat

41106107 mefit  koncentraci halogenidovych a

42,108

koncentraci rozpusténého kysliku

o 4
tu38, 1

hydroxidovych anion a sestavit logicky obvod na molekulérni Grovni

3.3 Shrnuti

V poslednich letech bylo napsdno mnoho ¢lanki o pifipravé fosforovych

derivati makrocyklickych ligandi. Souhrnné informace o fosfonovych$'%11¢ 3
fosfinovych®MONLITI23 - qorivatech 1ze nalézt v ndkolika review tykajicich se
makrocyklickych ligandi.

Vzrustajici pocet €lankt zabyvajicich se studiemi komplext makrocyklickych
ligandi s ionty kovi naznaduje, Ze zmifiovana oblast ma stile co nabidnout a jeji

prozkoumani je vyzvou pro fadu lidi zabyvajicich se danou problematikou.

Nejslibngjsi pouziti fosforovych derivati makrocyklickych ligandd je pro
pfipravu kontrastnich latek, nebot' nedavno bylo zjist€no, Ze nahrazeni jedné
acetatové skupiny fosfonatovou nebo fosfinatovou funkéni skupinou ma za nésledek

vyznamné urychleni vymény vody49’124.
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3.4 Pristup k reSeni diplomové prace

Kyselina 3, kterd je meziproduktem pfi syntéze latky 10 (viz obrazek 3.16)% jiz
byla pfipravena dfive, ale pri jeji pfipravé se vyskytlo mnoho problémi, zejména

problém s izolaci Cisté latky, nebot’ se ji podafilo izolovat jen v 90% &istoté.

Rovnéz latky 8 (viz obrazek 3.15)%* a 10 (viz obrazek 3.16)%, jez jsou cilem
této diplomové préace, byly jiz pfipraveny dfive. Pfi jejich syntéze byla pouZita
Mannichova reakce, ktera sice poskytuje dobry vytéZzek (okolo 50 %), ovSem vznikla
reak¢ni smés je velmi obtizné Cistitelnd, nebot’ k separaci pozadované latky nelze

pouzit chromatografii na silikagelu, ale musi byt pouZito ¢isténi na ionexech.

Alternativni cestou pro pifipravu uvedenych latek by mohla byt alkylace
1-BusDO3A vhodnym alkylaénim cinidlem, naptiklad mesylderivatem fosfinatu.
Touto reakci by bylo mozno pfipravit latky 8 a 9 a latku 10 dokonce dvéma zpiisoby.
Jednak hydrolyzou latky 8 nebo 9, nebo kratsi syntézou. Jedna se vSak o vétSi pocet

reakénich krokd, a proto je otdzkou, zda bude vytéZek vyssi neZ u diive pouZitych

postupil.
i a CI) Et
o, TS e, COLE: HIP/\/OOz
NeOE, toluen |
OH
HCV/H,0
I I I
P/\/OOzH Ry-H, (CHO), HP/\/OOZH Si(OEt), HP/\/OOzH
Lo L =1,
celkovy vyteek 10 %

BOC— /T

N N.
R!= [
N
t—BuOZC—/ \_/ OO,-Bu

Obrézek 3.15 Schéma piipravy litky 8 podle lit.”2
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Obrazek 3.16 Schéma pripravy latek 3 a 10 podle lit.2
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Jako rozpoustédlo pro NMR byla pouzita D,O (99,95 %, CHEMOTRADE) a
CDCl;3 (99,8 %, ALDRICH).

Pokud neni uvedeno jinak, EtOH je 96% ethanol.

Bezvodd rozpoustédla (MeCN, toluen, CH,Cl,) byla ziskdna destilaci po
vysuSeni oxidem fosfore¢nym, bezvody THF byl ziskdn destilaci po vysuSeni

sodikem. Bezvody EtOH byl zakoupen.

Paraformaldehyd pouzity v niZze uvedenych reakcich byl ziskan odfiltrovanim
komer¢niho vodného roztoku formaldehydu (Lachema). Pevny paraformaldehyd byl
usuSen v exsikatoru nad P,0s, ¢imzZ byl ziskan (CH,O),, ktery je reaktivnéjsi nez

komer¢ni.

»Krystalickd“ kyselina fosforna byla ziskdna odpafenim komer¢niho 50%
roztoku kyseliny fosforné na rotacni vakuové odparce pii 30 °C. Potom byla trikrat
odpafena s bezvodym ethanolem a su$ena v exsikdtoru nad P,Os po dobu jednoho

tydne pii 4 °C.
4.2 Pouzité pristroje a metody

4.2.1 Nuklearni magneticka rezonance

Viechna NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian "N INOVA 400.
Rezonanéni frekvence méfenych jader byly 399,95 MHz pro 'H a 100,58 MHz pro
BC{'H} a 161,92 MHz pro *'P. Neni-li uvedeno jinak, probihalo m&feni p¥i 25 °C.
Vsechny uvadéné hodnoty chemickych posunt jsou v jednotkach ppm, interakéni
konstanty jsou v Hz. Chemické posuny signald 'H jsou uvadény na dvé desetinna

mista, signaly BCca®Pna jedno desetinné misto.

Pro referenci v>'P NMR spektrech byl jako vng&jsi standard pouZivan 85%
vodny roztok kyseliny fosforecné (&p = 0).
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4.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na pristroji Bruker ESQUIRE 3000
ES-ion trap RNDr. Vojtéchem Kubi¢kem a Mgr. Tomasem Vithou. VSechna spektra
byla méfena v pozitivnim modu, ionizace byla provadéna elektrosprejem. Pii popisu

spekter je zachovavano toto usporadani:

hodnota m/z (intenzita v % nejintenzivnéj$iho signélu, charakter iontu).

4.2.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na dvou typech desti¢ek: Merck
5554 a Silufol®™® (Kavalier, Ceskoslovensko) s hlinikovou folii, sorbentem Silpearl
(Sirokoporézni silikagel podle Pitry) a Skrobem jako pojidlem. PiisluSné mobilni faze

a zpusoby detekce jsou uvedeny u jednotlivych latek.
Detekce byla provadéna
e Cinidlem 1 —jéd,
e Cinidlem 2 — 0,5 g Ce(SO4); + 12 g (NH4)6M07024.4 H,O + 250 ml
10 % H,SOy4,

¢ (inidlem 3 — Dragendorffovo ¢inidlo (roztok A: 1,7 g Bi(NOs3); + 80 ml
H,0 + 20 ml AcOH; roztok B: 40 g KI + 100 ml H,O; michéni: 5 ml
roztoku A + 5 ml roztoku B + 70 ml H,O + 20 ml AcOH),

e (inidlem 4 — 0,5% ethanolicky roztok ninhydrinu.

4.2.4 Elementarni analyza

Elementarni analyza byla provedena v Ustavu makromolekularni chemie

AVCR v Praze na automatickém analyzéatoru PerkinElemer 2400.
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4.3 Pracovni postup

Slouceniny, které byly cilem této diplomové prace, véetné postupli pro jejich

pripravu, jsou uvedeny na obrazcich 4.1 a 4.2.
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Obrazek 4.1 Schéma piipravy latky 10 — 1. navrh
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Obrazek 4.2 Schéma pripravy latky 10 — 2. navrh

Reakéni smési po probéhnuti reakce byly vétSinou pouZity do dalsi reakce bez
izolace pfipravené latky. Kontrola stupné konverze byla v pribéhu reakci sledovana
pomoci 3'P.NMR tak, Ze vzorek byl odebran pfimo zreakéni smési. Procenta

uvadéjici zastoupeni urcité latky obsahujici fosfor v reakéni smési jsou molérni.

V niZe uvedeném textu se odpafenim mysli odpafeni na rotani vakuové
odparce. Teplota lazné€ se liSila v zavislosti na pfitomném rozpoustédle (viz tabulka
4.1).

Tabulka 4.1 Teplota lazné rota¢ni vakuové odparky pro ruzné roztoky

rozpoustédio/roztok teplota (°C)
reak&ni smés obsahujici vice nez 90 % CH,Cl, 40
EtOAc 40
reak¢ni smés obsahujici vice nez 15 % H,0 60
vSechna ostatni rozpoustédla/roztoky 50
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tri-ferc-Butyl-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-triacetat
hydrobromid

/\ 0L /T

NH  HN N  HN
BrCH,(0,-Bu
NH N N
N/ Buo,e—" N/ N—coyBu

K cyklenu (15 g, 87 mmol) byl ptidin MeCN (bezvody, 500 ml) a NaHCO;

(30,1 g, 358 mmol, 4,1 ekv.). Reakéni smés v barice byla ochlazena na 0 °C a
v prubéhu 4 hodin byl pfidan terc-butylbromacetat (52,7 g, 270 mmol, 3,1 ekv.).

Reakéni smés byla dale michédna 16 hodin pfi laboratorni teplotg.

Reakéni smés byla filtrovana na frit€¢ S3 (tento typ byl pouZzit i pfi dalSich
filtracich uvedenych v této diplomové praci) a filtrat byl odparen dosucha. K odparku
byl pfidan toluen (500 ml) a smés byla 16 hodin intenzivn€ michéana pti laboratorni
teploté. Pevna faze byla poté odfiltrovana a rozpusténa v dichlormethanu (400 ml).
Do tohoto roztoku byla pfiddna H,O (400 ml) a smés byla intenzivné michéna
16 hodin pfi laboratorni teploté. Potom byly obé faze odd€leny a vodna faze byla
extrahovana CH,Cl, (2 x 50 ml). Organické faze byly spojeny, vysuseny bezvodym
siranem sodnym a zahu$tény na 200 ml. K tomuto roztoku byl za michani pfidavéan
hexan, dokud nevznikl zakal. Ten byl rozpustén n€kolika kapkami dichlormethanu.
Roztok byl naockovan a ponechdn stat 4 hodiny pii laboratorni teploté. -Bu;DO3A
byl ziskan po filtraci a vysuseni ve vakuovém exsikatoru nad P,Os jako bily prasek
ve formé hydrobromidu (23,3 g, 39,2 mmol, 45 %).
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Charakterizace -Bu;DO3A.HBr:

O
10 9 /2_\1
27
N HN
0o 3[ st
4 7
O N O

O 20 O
% 10 24%_ 2%
18 25

TLC: mobilni faze: i-PrOH : MeOH : NHj; (3:2:0,3), detekce: ¢inidlo 3 nebo 4,
Rf = 0,8

'H-NMR (CDClL, ref. = TMS = 0): 1,46 (s, 9H, H-18-20); 1,47 (s, 18H,
H-12-14,24-26); 2,81-2,99 (m, 12H, H-2-7); 3,11 (m, 4H, H-1,8); 3,29 (s, 4H,
H-9,21); 3,38 (s, 2H, H-15); 10,06 (s, 1H, H-27)

13C-NMR (CDClL, ref. = CDCl; = 77,0): 28,1 (s, C-12-14,24-26); 28,1 (s,
C-18-20); 47,4 (s, C-3-6); 49,0 (s, C-1,8); 51,2 (s, C-2,7); 58,1 (s, C-9,15,21); 81,5
(s, C-11,23); 81,7 (s, C-17); 169,5 (s, C-16); 170,4 (s, C-10,22)

MS: 515,0 (100, [M+H])

Ethyl-fosfinat (1)

K H3PO, (krystalicka, 10 g, 152 mmol) byl pfilit THF (bezvody, 10 ml) a
EtOSiMe; (50 ml, 321 mmol, 2,1 ekv.). Reakéni sme€s v bafice uzaviené septem
s jehlou byla michéana pfi laboratorni teploté jednu hodinu. Analyzou 3'P_.NMR bylo
zjisténo, Ze konverze na ethyl-fosfinat (8p = 15,8 (t, 'Jpy = 571)) byla 70 %.

Vzhledem k nestabilité ethyl-fosfinatu (1) byla reak¢ni smés pouzZita do dalsiho
kroku bez jakékoliv tpravy.
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terc-Butyl-3-(ethoxyhydrofosforyl)propanoat (2)

Do reakéni smési z minulého kroku obsahujici podle *'P-NMR 70 % ethyl-
-fosfinatu (1) byl pri laboratorni teploté pfidan pres septum ferc-butylester kyseliny
prop-2-enové (15,9 g, 124 mmol, 0,82 ekv. na H3PO,) a béhem dvou hodin pfikapan
pres septum DIPEA (19,6 g, 152 mmol, 1 ekv. na H3PO,). Reakéni smés byla potom

michéana za laboratorni teploty 6 dni.

Reakéni smés byla zfedéna CH,Cl, (100 ml) a promyta H,O (200 ml), 1,5%
vodnym roztokem HC] (200 ml) a nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (200 ml).
Dichlormethanovy roztok byl vysuSen bezvodym Na,SO4. Takto zpracovana reakéni
smés, ktera obsahovala z latek obsahujici fosfor (na zakladé *'P-NMR) 87 % esteru

2, byla pouzita do dal$iho kroku.

Cisty ester 2 byl ziskan odpafenim reakéni smési po extrakci a zpracovanim
chromatografii na silikagelu (eluent: EtOAc). Sledovani chromatografie bylo
provadéno pomoci >'P-NMR a TLC (mobilni faze: EtOAc, detekce: 1,). Byla ziskana
bezbarva viskézni kapalina (celkovy vytézek 30 %). Celkovy vytéZek pies vSechny
reakéni stupné je vztaZen na kyselinu fosfornou a bude v tomto smyslu pouZivan

dale.

Charakterizace:

TLC: mobilni faze: EtOAc, detekce: ¢inidlo 1, Rs= 0,4

'H-NMR (CDCl;, ref. = TMS = 0): 1,38 (t, *Juy = 7,3; 3H, H-6); 1,46 (s, 9H,
H-8-10); 2,04 (dtd, 2Jigp = 15,3; *Jum = 7,9; *Jun = 1,8; 2H, H-3); 2,57 (m, 2H, H-2);
4,09 (m, 1H, H-5a), 4,19 (m, 1H, H-5b), 7,21 (dt, 'Jgp = 545; *Jym = 1,8; 1H, H-4)

BC.NMR (CDCl;, ref. = CDCl3 = 77,0): 16,1 (d, *Jep = 6,1; C-6); 24,0 (d,
ep=96,1; C-3); 27,0 (d, Yep = 3,1; C-2); 27,9 (s, C-8-10); 62,4 (d, %Jcp = 6,5;
C-5); 81,2 (s, C-7); 171,0 (d, *Jep = 13,0; C-1)

3P_-NMR (CDCls): 37,4 (dm, 'Jpy = 545)
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3-(Hydrohydroxyfosforyl)propanova kyselina (3)

Do odparené reakéni smési (2,5 g) zminulého kroku obsahujici podle
3'P.NMR 87 % esteru 2 byl piilit EtOH (20 ml) a HCI (koncentrovand, 20 ml).
Reakéni smés byla refluxovana za michdni 16 hodin. Vysledna reak¢ni smés, ktera
obsahovala z latek obsahujici fosfor (na zakladé 3'P.NMR) 87 % kyseliny 3 (tj.
100% konverze), byla pouzita do dalsiho kroku.

Cista kyselina 3 byla ziskana jako bezbarva visko6zni kapalina (vytézek 100 %)

z ¢istého esteru 2 stejnym postupem, po hydrolyze ale byla tfikrat odparena s vodou.

Charakterizace:

TLC: mobilni faze: MeOH, detekce: ¢inidlo 1 nebo 2, Re= 0,6

'H-NMR (D,0, ref. = +-BuOH = 1,25): 2,07 (dtd, p = 15,3; *Jun = 7,9;
3Jun = 1,8; 2H, H-3); 2,68 (dt, *Jup = 15,3; *Jun = 7,9; 2H, H-2); 7,14 (dt, "Jip = 557;
3Jun = 1,8; 1H, H-4)

BC-NMR (D0, ref. = +-BuOH = 32,7): 30,4 (d, Jep = 91,6; C-3); 32,0 (s,
C-2); 182,6 (d, *Jep = 13,0; C-1)
3'P_NMR (D,0): 38,2 (dp, 'Jpy = 557; 3 Jpy = 15,3)

MS: 138,9 (75, [M+H])

3-[Hydroxy(hydroxymethyl)fosforyl]propanova kyselina (4)

Do odpafené reakéni smeési (1,8 g) zminulého kroku obsahujici podle
3'P_.NMR 87 % kyseliny 3 byla piilita H,O (80 ml) a HCI (koncentrovana, 40 ml).
Reakéni smés byla za michani refluxovana 30 minut. Potom byl piidan
paraformaldehyd (1,1 g, 37 mmol) a reakéni smés byla michana v uzaviené aparature
16 hodin pfi teplot¢ 105°C. Potom byl do reakéni smeési pfidan dalsi
paraformaldehyd (1,1 g, 37 mmol) a reakéni smés byla michdna v uzaviené aparature

3 dny pii teploté 105 °C.
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Reak¢éni smés byla odpafena a dale odpafena trikrat svodou, aby byla
odstranéna HCI. Potom byla reakéni smés nanesena na anex (Dowex 1X8-400
lon-Exchange Resin, 200-400 mesh) v OH™ cyklu a po eluci vodou byly latky
obsahujici fosfor ziskany eluci 3% vodnym roztokem HCl. Kvili pfeméné
hydroxymethylderivatu 4 na nezndmou slouéeninu byl roztok odpafen a byla k nému
prilita HCl (koncentrovana, 10 ml) a EtOH (10 ml). Roztok byl za michéani
refluxovan 16 hodin, coz vedlo k pfevedeni nezndmé slouCeniny zpét na
hydroxymethylderivat 4. Takto upraveny roztok, ktery obsahoval z latek
obsahujicich fosfor (na zékladé * 'P-NMR) 66 % hydroxymethylderivatu 4 (4. 76%
konverze), byl pouzit do dalsiho kroku.

Cisty hydroxymethylderivat 4 byl piipraven podobnym postupem. Jako
reaktant byla ale pouzita ¢ista kyselina 3 (0,9 g, 6,5 mmol). Po zpracovani na anexu
(viz vySe) bylo zjisténo, Ze vroztoku je zlatek obsahujici fosfor (na zékladé
31P-NMR) 76 % hydroxymethylderivatu 4. Roztok byl odpafen a déale odpafen
dvakrat s vodou. Cisty hydroxymethylderivat 4 (0,41 g, 2,4 mmol, vytézek 37 %) byl
ziskdn ve formé bezbarvé viskézni kapaliny chromatografii na silikagelu (eluent:

i-PrOH : NH; (3:2)). Amoniak byl vtomto a dalSich pfipadech pouZit jako 25%

vodny roztok.
Charakterizace:
HO 3 Tl) 3
N e QooH
4 I 2
OH

TLC: mobilni faze: i-PrOH : NHj (3:2), detekce: €inidlo 2, Ry = 0,45

'H-NMR (D0, ref. = +-BuOH = 1,25): 1,85 (m, 2H, H-3); 2,44 (m, 2H, H-2);
3,63 (m, 2H, H-4); 7,22 (s, 1H, H-5)

BC.NMR (D,0, ref. = +-BuOH = 32,7): 26,7 (d, "Jep = 90,0; C-3); 32,0 (s,
C-2); 62,3 (d, "Jep = 108,7; C-4); 183,6 (d, *Jep = 16,0; C-1)

3'P_NMR (D,0): 43,0 (m)

MS: 168,8 (100, [M+H]"

46



Ethyl-3-|ethoxy(hydroxymethyl)fosforyl]propanoat (5)

Roztok z minulého kroku obsahujici podle 3'P.NMR 66 % hydroxymethyl-
derivatu 4 byl odpafen a dale odparen tfikrat s vodou a trikrat s EtOH (bezvody) za
vzniku bezbarvé viskozni kapaliny (1,41 g). K ni byl pfidan EtOH (bezvody, 25 ml)
a reakéni smés byla michana za laboratorni teploty. Postupné byl do reakéni smési
pfidan DCC (na zacéatku reakce (1,35 g, 6,5 mmol), po 16 hodinach (2,0 g, 9,7 mmol)
a po tfech dnech (2,0 g, 9,7 mmol)). Potom byla reakéni smés michana za laboratorni
teploty 4 dny. Bylo zjisténo, Ze vreakéni smési je zlatek obsahujici fosfor (na
zékladé *'P-NMR) 63 % esteru 5 (tj. 95% konverze). Potom byla do reakéni smési
prilita H,O (10 ml) a reakéni smés byla michdna 16 hodin. Pro dokonalé vylouceni
dicyklohexylmocoviny vzniklé z DCC byla reakéni smés prechovavana 6 mésict pti
4 °C. Potom byla reakéni smés filtrovana a filtrat po odpareni chromatografovan na
koloné se silikagelem (eluent: CH,Cl, : MeOH (96:4)). Byl ziskan Cisty ester 5 jako
bezbarva visk6zni kapalina (0,99 g, 4,4 mmol, celkovy vytézek 23 %).

Charakterizace:

TLC: mobilni faze: CH,Cl, : MeOH (96:4), detekce: €inidlo 2, R¢= 0,5

'H-NMR (CDCls, ref. = TMS = 0): 1,27 (t, *Jun = 7,2; 3H, H-9); 1,33 (t,
3Jan = 7,0; 3H, H-7); 2,15 (m, 2H, H-3); 2,67 (m, 2H, H-2); 3,89 (m, 2H, H-4); 4,12
(m, 2H, H-6); 4,16 (q, >Jun = 7.2; 3H, H-8); 4,64 (s, 1H, H-5)

BCNMR (CDCls, ref. = CDCl; = 77,0): 14,1 (s, C-9); 16,6 (d, *Jop = 5.3;
C-7); 21,0 (d, "Jep = 90,7; C-3); 26,5 (d, 2Jcp = 2,6; C-2); 58,7 (d, 'Jep = 106,5; C-4);
61,1 (d, 2Jep = 7,6; C-6); 61,2 (s, C-8); 172,5 (d, *Jop = 13,8; C-1)

3'P.NMR (CDCl;): 52,7 (m)

MS: 246,9 (100, [M+Na]")



Ethyl-3-{ethoxy|(mesyloxy)methyl]fosforyl}propanoat (6)

K ¢istému esteru 5 (0,99 g, 4,4 mmol) byl piidan CH,Cl, (bezvody, 15 ml) a
DIPEA (0,69 g, 5,3 mmol, 1,2 ekv.). Reakéni smés byla ochlazena na -5 °C a b€hem
1 hodiny byl pii této teploté pfidan do reakéni smési roztok MsCl (0,56 g, 4,9 mmol,
1,1 ekv.) vCH,Cl, (bezvody, 10 ml). Potom byla reakéni smés michana pfi
laboratorni teploté 16 hodin. K odpafené reakeni smési byl pfidan CH,Cl, (20 ml) a
roztok byl promyt 1,5% vodnym roztokem HCI (2 x 20 ml) a nasycenym vodnym
roztokem NaHCO; (2 x 20 ml). Vodné podily byly spojeny a extrahovany CH,Cl,
(2 x 10 ml). Dichlormethanové podily byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na,SO4 a
roztok byl odparen. Byl ziskan mesylderivat 6 jako Zlutd viskézni kapalina (1,3 g,

4,3 mmol, vytézek 97 %).
Charakterizace:

o)

|S| Q O I

5§ 3 8
l|) Nl N N
4 I 2
0\6/ 7
TLC: mobilni faze: EtOAc : MeOH (7:1), detekce: ¢inidlo 2 nebo 3, Ry= 0,75

'H-NMR (CDCls, ref. = TMS = 0): 1,28 (t, *Jim = 7,2; 3H, H-9); 1,37 (4,
3 =7,2; 3H, H-7); 2,19 (m, 2H, H-3); 2,68 (m, 2H, H-2); 3,14 (s, 3H, H-5); 4,17
(q, *Jin = 7,2; 3H, H-8); 4,18 (m, 2H, H-4); 4,44 (m, 2H, H-6)

BC.NMR (CDCl, ref. = CDCl; = 77,0): 14,1 (s, C-9); 16,6 (d, *Jcp = 6,0;
C-7); 21,7 (4, Jep = 99,6; C-3); 26,1 (d, Ycp = 4,6; C-2); 37,7 (s, C-5); 61,1 (s, C-8);
61,8 (d, Xcp = 6,5; C-6); 62,2 (d, 'Jep = 104,5; C-4); 171,8 (d, *Jep = 14,1; C-1)

3'PNMR (CDCls): 44,9 (m)

MS: 302,9 (100, [M]")
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tri-ferc-Butyl-10-({ethoxy|2-(ethoxykarbonyl)ethyl]fosforyl}methyl)-
-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-triacetat (7)

K mesylderivatu 6 (590 mg, 2,0 mmol) byl pfidan MeCN (bezvody, 50 ml),
1-BuzDO3A . HBr (580 mg, 1,0 mmol, 0,5 ekv.) a K,CO; (vyZihany, 1,62 g, 12 mmol,
5 ekv.). Reakéni smés byla za michéni refluxovéana (na chladié¢i byla nasazena susici
trubi¢ka) 4 dny. Potom byla zfiltrovana. Tato reakéni smés, ktera obsahovala z latek
obsahujici fosfor (na zékladé *'P-NMR) 50 % alkylovaného produktu 7 (tj. 50%
konverze vzhledem k mesylderivatu 6, 100% konverze vzhledem k -BusDO3A),

byla pouzita do dalsiho kroku.

3-|Ethoxy({4,7,10-tris[(zerc-butoxykarbonyl)methyl]-1,4,7,10-tetraaza-
cyklododekan-1-yl}methyl)fosforyl]propanova kyselina (8)

Do odpatené reakéni smési z minulého kroku obsahujici podle *'P-NMR 50 %
alkylovaného produktu 7 byl dan MeOH (14 ml), H,O (7 ml) a Cs,CO3 (525 mg,
1,6 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 16 hodin. Na zaklad¢
TLC (i-PrOH : MeOH : NHj (15:10:2), detekce: Dragendorffovo ¢inidlo, Rf = 0,7),
*'PNMR (posun signalu alkylovaného produktu 7 o2 ppm b&hem reakce) a MS
(715,0 (100, [M+Na]")) bylo zjisténo, Ze po této dob& zfejmé doslo k hydrolyze
ethylesteru karboxylové skupiny, zatimco ethylester na fosfinové skuping€ zlstal
zachovan. Reakéni smés byla déle zpracovana rGznymi postupy (viz niZe), a za
pouZiti stejnych detekénich technik bylo zjisténo, Ze pfi téchto postupech doslo
k hydrolyze i druhého ethylesteru. Nepodafilo se tedy pfipravit Cisty ester 8.

Zpracovani reakéni smési
Metoda A. Reakéni smés byla odpatena.

Metoda B. Baze pfitomna v reakéni smési byla neutralizovana 2% vodnym

roztokem HCI (vysledné pH bylo pfiblizné 6) a reak¢éni smés byla potom odpafena.

Metoda C. Polovina reakéni smési byla dana na kolonu se zesitovanym
aromatickym polymerem na béazi polystyrenu (AMBERLITE XAD-1180,
20-50 mesh). Nasledovala eluce roztokem H,O : MeOH (1:2), ¢imZ se vymyla baze
(detekce univerzalnim indikatorovym pH papirkem) a &ast latek obsahujicich fosfor
é 'P-NMR). Dale byla eluce provadéna MeOH, 50% vodnym roztokem EtOH a

EtOH, &mz se eluoval zbytek nanesené reakéni smési, ve které byl podle *'P-NMR
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pritomen ester 9. Nasledovala chromatografie podle postupu popsaného pii pripravé
esteru 9, ¢imz byl ziskan &isty ester 9 (93 mg, 0,14 mmol, vytézek 31 % vzhledem

k -BusDO3A).

Metoda D. Reakéni smés byla ziedéna dichlomethanem a promyta vodou.
Jednotlivé faze byly odebrany a odpafeny. Bylo zjisténo (3 'P-NMR), Ze v obou

fazich byl pfitomen ester 9.

3-|Hydroxy({4,7,10-tris[(terc-butoxykarbonyl)methyl]-1,4,7,10-
tetraaza-cyklododekan-1-yl}methyl)fosforyl]propanova kyselina (9)

Do odpafené reakéni smési vzniklé reakci 6 — 7 obsahujici podle *'P-NMR
50 % alkylovaného produktu 7 byl ddn MeOH (14 ml), H,O (7ml) a Cs;COs
(525 mg, 1,6 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 16 hodin.
Potom byla reakéni smés odpafena a chromatografovana na koloné se silikagelem
(eluent: i-PrOH : MeOH : NHj3 (15:10:2)). Byl ziskan ¢isty ester 9 jako dihydrat
sodné soli ve formé Zluté¢ viskdzni kapaliny (340 mg, 0,47 mmol, vyt€zek 49 %

vzhledem k -BusDO3A, celkovy vytézek 5,5 %).

Charakterizace:

11 12 o)

10 9 1 27 30
% /"N 2 OH
NN
o 3[ 8 OH
4 7
Q N o)
>16 15 5 21
20 o)
2 26
25

Q

18

TLC: mobilni faze: i-PrOH : MeOH : NHj3 (15:10:2), detekce: ¢inidlo 3 nebo 4,
Rf= 0,5

'H-NMR (CDCls, ref. = TMS = 0): 1,37 (s, 18H, H-12-14,24-26); 1,39 (s, 9H,
H-18-20); 1,80-4,20 (m, 28H, H-1-9,15,21,27-29)

50



3C-NMR (CDCls, ref. = CDCl; = 77,0): 25,1 (d, 'Jep = 88,1; C-28); 27,8 (s,
C-18-20); 27,9 (s, C-12-14,24-26); 29,7 (d, Jcp = 4,6; C-29); 48,8 (s, C-2,7); 51,9
(s, C-1,3-6,8); 52,9 (d, "Jep = 103,8; C-27); 55,5 (s, C-9,21); 55,6 (s, C-15); 81,5 (s,
C-17); 81,8 (s, C-11,23); 172,1 (s, C-30); 175,9 (s, C-10,16,22)

3'P_NMR (CDCls): 34,6 (m)

MS: 665,0 (100, [M]")

Elementarni analyza pro Cj;yH¢N4O],PNa (dihydrat sodné soli latky 9).
Vypocteno: 49,85 % C; 8,37 % H; 7,75 % N. Nalezeno: 49,94 % C; 8,36 % H;
7,63 % N.

10-{[Hydroxy(2-karboxyethyl)fosforyljmethyl}-1,4,7,10-tetraazacyklo-
dodekan-1,4,7-trioctova kyselina (10)

K ¢istému esteru 9 (80 mg, 0,12 mmol) byl pfidén CH,Cl, (bezvody, 4 ml) a

TFA (16 ml). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 22 hodin.

Potom byla reakéni smés odpatena a dale odpafena dvakrat s vodou. Byla ziskédna

¢ista kyselina 10 jako Zluta viskozni kapalina (60 mg, 0,12 mmol, vytéZzek 100 %).

Charakterizace:

L/
2 11 5 13 14

HO OH
TLC (Silufol®): mobilni faze: i-PrOH : NH; : H,O (10:3:3), detekce: &inidlo 4,
R¢=10,3
NMR analyza byla provedena pii 90 °C.
'H-NMR (D,0, ref. = +-BuOH = 1,25): 2,04 (dt, *Jip = 13,4; *Jun = 7,3; 2H,

H-16); 2,60 (dt, 2Jup = 13,4; >Jun = 7,3; 2H, H-17); 3,21-3,46 (m, 16H, H-1-8); 3,63
(s, 2H, H-15); 3,84 (s, 4H, H-9,13); 3,86 (s, 2H, H-11)
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BC-NMR (D0, ref. = +-BuOH = 32.7): 24,9 (d, 'Jep = 94.,6; C-16); 26,1 (s,
C-17); 49,4 (s, C-2,7); 49,6 (s, C-1,3-6,8); 50,6 (d, 'Jep = 99,3; C-15); 53,8 (s,
C-9,13); 53,9 (s, C-11); 170,3 (s, C-12); 171,0 (s, C-10,14); 175,9 (d, *Jep = 13,4;
C-18)

P.NMR (D,0): 43,1 (m)
MS: 497,1 (100, [M+HT")

Elementarni analyza pro C;gH33N4O10P. Vypocteno: 43,55 % C; 6,70 % H;
11,29 % N. Nalezeno: 36,48 % C; 5,21 % H; 6,35 % N.

terc-Butyl-3-|ethoxy(hydroxymethyl)fosforyl]propanoat (11)

Do odpafené reakéni smeési (2,5 g) vzniklé reakei 1 — 2 obsahujici podle
3'P_NMR 87 % esteru 2 byl pfidan rozetfeny paraformaldehyd (440 mg, 15 mmol),
MeCN (bezvody, 20 ml) a DIPEA (2,9 g, 22 mmol). Reakéni smés byla michéna pii
45 °C 18 hodin. Potom byla reakéni smés zfiltrovana a odpafena. Byl k ni prilit
CH,Cl; (30 ml) a roztok byl promyt 1,5% vodnym roztokem HCI (2 x 60ml) a
nasycenym vodnym roztokem NaHCOj; (2 x 60 ml). Dichlormethanovy roztok byl
vysuSen bezvodym Na,SO; a odpafen. Nasledovala chromatografie na silikagelu
(eluent: EtOAc: MeOH (96:4)). Byl ziskan ¢isty hydroxymethylderivat 11 jako
bezbarva viskozni kapalina (0,49 g, 1,9 mmol, celkovy vytézek 10 %).

Charakterizace:

TLC: mobilni faze: EtOAc : MeOH (9:1), detekce: ¢inidlo 2, Ry = 0,4

'H-NMR (CDCl3, ref. = TMS = 0): 1,33 (t, *Jun = 7,0; 3H, H-7); 1,45 (s, 9H,
H-9-11); 2,10 (m, 2H, H-3); 2,58 (m, 2H, H-2); 3,87 (m, 2H, H-4), 4,12 (m, 2H,
H-6); 4,68 (s, 1H, H-5)

BC.NMR (CDCls, ref. = CDCl; = 77,0): 16,6 (d, *Jep = 5,3; C-7); 21,0 (d,
cp =90,7; C-3); 27,5 (d, Ycp = 2,3; C-2); 27,9 (s, C-9-11); 58,6 (d, 'Jep = 106,1;
C-4); 61,1 (d, %Jcp = 6,8; C-6); 81,2 (s, C-8); 171,8 (d, *Jcp = 13,8; C-1)



JP-NMR (CDCl3): 53,1 (m)

MS: 274.9 (100, [M+Na]")

terc-Butyl-3-{[ethoxy|(mesyloxy)methyl]fosforyl}propanoat (12)

K ¢istému hydroxymethylderivatu 11 (0,49 g, 1,9 mmol) byl pfidan CH,Cl,
(bezvody, 10 ml) a DIPEA (0,30 g, 2,3 mmol, 1,2 ekv.). Reakéni smés byla
ochlazena na -5 °C a béhem 1 hodiny byl pfi této teploté pfidan do reakéni smési
roztok MsCl (0,24 g, 2,1 mmol, 1,1 ekv.) v CH,Cl, (bezvody, 8 ml). Potom byla
reakéni smés michana pfi laboratorni teploté 16 hodin. K odpatené reakéni smési byl
ptidén CH,Cl; (10 ml) a roztok byl promyt nasycenym vodnym roztokem NaHCO;
(20 ml), 1,5% vodnym roztokem HCI (20 ml) a nasycenym vodnym roztokem
NaHCO; (20 ml). Dichlormethanovy roztok byl vysuSen bezvodym Na,SO4 a
odpafen. Byl ziskan &isty mesylderivat 12 jako Zluta viskozni kapalina (0,61 g,
1,8 mmol, vytézek 95 %).

Charakterizace:

TLC: mobilni faze: EtOAc : MeOH (7:1), detekce: ¢inidlo 2, R¢= 0,8

'H-NMR (CDCls, ref. = TMS = 0): 1,37 (¢, *Jim = 7,0; 3H, H-7); 1,46 (s, 9H,
H-9-11); 2,14 (m, 2H, H-3); 2,58 (m, 2H, H-2); 3,14 (s, 3H, H-5); 4,17 (m, 2H, H-4),
4,43 (m, 2H, H-6)

BC-NMR (CDCl, ref. = CDCl3 = 77,0): 16,4 (d, *Jcp = 5,7; C-7); 21,7 (d,
Jep =99,9; C-3); 27,1 (d, 2Jep = 3,1; C-2); 27,9 (s, C-9-11); 37,6 (s, C-5); 61,7 (d,
2Jcp = 6,5; C-6); 62,3 (d, 'Jep = 97,7; C-4); 81,3 (s, C-8); 170,9 (d, *Jcp = 14,5; C-1)

3'P-NMR (CDCl3): 45,2 (m)

MS: 352,9 (100, [M+Na]")
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5. Diskuze

Slouceniny, které byly cilem této diplomové prace, véetné postupi pro jejich

pripravu, jsou uvedeny na obrazcich 5.1 a 5.2.

o
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Obrazek 5.1 Schéma pripravy latky 10 — 1. navrh
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Obrazek 5.2 Schéma pripravy latky 10 — 2. navrh

Potfebné reakéni Casy, které jsou uvedeny u pfiprav jednotlivych latek, byly
zjiStovany analyzovanim reakénich smési v prib&hu reakei pomoci 3'p_NMR. Obsah
jednotlivych latek obsahujicich fosfor je vyjadfen v molarnich procentech.

Piiprava ethyl-fosfindtu (1) byla provedena podle ¢aste¢né¢ modifikovaného

123 ktery byl nedavno publikovan. Jeho vyhodou je velmi snadné provedeni a

postupu
vedlejsi produkty lze po adici terc-butylesteru kyseliny prop-2-enové snadno oddélit

extrakci.

Po provedeni uvedené reakce byla vreakéni smeési piitomna kromé ethyl-
-fosfinatu (70 %) i dalsi latka (30 %), kterou se ale z divodu nestability nepodatilo
identifikovat. Nicméné z pfitomnosti tripletu v 3IP.NMR spektru (&p = 6,1 (t,
Uy = 558 Hz)) 1ze soudit, Ze tato latka ma dva atomy vodiku navazané na atomu
fosforu, a tudiZz se zfejmé jedna o produkt reakce H3PO, s EtOSiMes;. Daéle byl

v reakéni smési ptitomen diethylfosfit, ale v mnoZstvi men$im nez 1 %. Jak jiz bylo
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zminéno vyse, ethyl-fosfinat (1) nebyl pfipraven Cisty, protoze je na vzduchu a za
vy3Si neZ laboratorni teploty nestdly, proto byla reakéni smés pifimo pouzita do

dalsiho reakéniho kroku.

Pfi1 pfipravé esteru 2 byl misto béZn€ pouzivaného methylesteru'?® pouZzit terc-
-butylester proto, aby mohl byt vysledny ester 2 oddélen od ostatnich latek

obsahujicich P-H vazbu (kyselina fosforna a fosfinaty) extrakci.

Pomoci *'P-NMR bylo zjisténo, Ze pii reakci vznikaji 1 3 % dialkylovaného

produktu (viz obrazek 5.3).

o)
FBUOC II!/\/(I)Zt-Bu
|

OEL

Obrazek 5.3 Jeden z moznych vediejSich produkti vzniklych p¥i pFipravé esteru 2

Problematické bylo u této reakce ¢iSténi reakéni smési. Pokud totiZ neni ester 2
¢isty, snadno se za laboratorni teploty rozklada. Dale bylo zjisténo, Ze ester 2 musi
byt skladovan ve zfedéném roztoku a v chladu, aby nedochéazelo k rozkladu. Pii
hledani podminek pro chromatografii se ukézalo, Ze musi byt pouZit pouze EtOAc, i
kdyz smé&s EtOAc : NH3 vykazovala lepSi separa¢ni schopnost. Pfitomny amoniak
totiZ zptsoboval rozklad esteru 2. Do dal$iho reakéniho kroku byla pouzita reakéni

smés po promyti.

Hydrolyza esteru 2 — 3 probéhla se 100% konverzi, nebylo tfeba Zadné
optimalizace. Pokud byl jako reaktant pouzit isty ester 2, produktem byla Cista
kyselina 3.

Ptiprava hydroxymethylderivatu 4 byla nejprve zkouSena pifimo z esteru 2, ale
neuspésne.

Do odpafené reakéni smési (0,25 g) obsahujici 87 % esteru 2 byl pfidan
paraformaldehyd (80 mg, 2,7 mmol), EtOH (2 ml) a HCI (koncentrovana, 2 ml).
Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 16 hodin. Potom bylo zméfeno
3'P_.NMR spektrum a bylo zji$téno, Ze reakce neprobiha. Reakéni smeés tedy byla
michéna pii 60 °C. V pribé¢hu 20 hodin reakéni smés zménila barvu z bezbarvé na

¢ernou, coz zfejmé svédcilo o rozkladu.
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Proto byla nejprve hydrolyzou esteru 2 ptipravena kyselina 3 a zni
hydroxymethylderivait 4. Po  chromatografii  reakéni smési  obsahujici
hydroxymethylderivat 4 na anexu bylo zjisténo, Ze se €ast hydroxymethylderivatu 4
preménila na neznamou slouc¢eninu. Proto byla frakce obsahujici tuto neznamou
slouceninu povarena v roztoku HC]: EtOH (1:1), coZz vedlo k pfeméné neznamé
slouceniny zpét na hydroxymethylderivat 4. Pii izolaci hydroxymethylderivatu 4
bylo zjisténo, Ze je za laboratorni teploty a v koncentrovanych roztocich nestaly, a
proto byl skladovan ve ziedéném roztoku pii 4 °C. Do dal$iho reakéniho kroku byla

pouzita reakéni smés po chromatografii na anexu.

Syntéza esteru S byla nejprve provadéna s pridavkem baze (DMAP), ale potom
bylo zjisténo, Ze reakce bez pritomnosti této baze poskytuje dokonce vyssi vytézek
(95 %), a proto nebyla baze déle pouZivana. Pi1 ukonceni reakce pfidavkem vody
vznikla z DCC dicyklohexylmocovina, kterou nebylo mozné od esteru S odstranit ani
extrakci, ani chromatografii. Vétsina dicyklohexylmocoviny se vysraZela za 6 mésict
stani reakéni smési pfi 4 °C, pfiCemZ zreakéni smési byla nové vysrdZena
dicyklohexylmo&ovina odfiltrovana jednou za mésic. Cisty ester 5 se pak podatilo
pfipravit chromatografii reakéni smési. Nicméné z ¢asovych diivodd bylo v syntéze
pokracovano déle hned po skonceni reakce s védomim, Ze reakéni smés obsahuje

dicyklohexylmocovinu.

Piiprava mesylderivatu 6 probihala se 100% konverzi. Pfi promyvani bylo
zjiSténo, Ze latka prechazi i do vodné faze, a proto byla nakonec provedena extrakce
vodné faze, zniz byl ziskan dalS§i podil Ccist¢ho mesylderivatu 6. Roztok
mesylderivatu 6 byl skladovan pti 4 °C, ale i pfesto se zatal po nékolika mésicich
rozkladat, a proto byl pfipraveny Cisty mesylderivat 6 ihned pouzit do dalsiho
reakéniho kroku.

Rizné zpilisoby ptipravy alkylovaného produktu 7 jsou uvedeny v tabulce 5.1.
Jako reaktant byl pouzit mesylderivat 6 (0,20 mmol) a -Bu3;DO3A.HBr (0,10 mmol),

127

ktery byl pfipraven podle popsaného postupu “'. VZdy bylo pouZito 5 ml bezvodého

rozpoustédla.
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Tabulka 5.1 Podminky reakce pro pripravu latky 7; r. t. — laboratorni teplota

. rozpou- baze* zastoupeni latky 7
experi- | €as o ! .
ment & g 1(°C) §tedlo v reakéni smési (%) po
-| (dny) (5ml) | ndzev  m(mg) ekv.| skontenireakce**
] 4 reflux | MeCN | K,CO; 162 6 50
2 6 reflux | MeCN | DIPEA 127 5 6
3 8 93 DMF | DIPEA 127 5 0
4 4 93 DMF | Cs,COs 318 S 0
5 4 r. t. DMF | Cs,CO; 318 S 0

* K,CO; a CsyCO5 byly pouzity vyzihané
** Podle *’P-NMR

Nejvyhodnéj$im z provedenych experimenti byl experiment €. 1, ktery byl

proveden v desetkrat vét§im méfitku.

Analyzou reakéni smési bylo zji§téno, ze reagoval vSechen -BusDO3A, nebot’
v hmotnostnim spektru této reakéni smési byl pfitomen ion latky 7 (721,2 (100,
[M+H]")) a chybeél ion piislusejici +-BusDO3A a v 3'P_NMR spektru reakéni smési
byl alkylovany produkt 7 ptitomen z 50 %.

K pokusu o pfipravu ¢istého alkylovaného produktu 7 byla pouZita
chromatografie na koloné se silikagelem. Na zakladé¢ vysledki z TLC bylo
vyzkouSeno nékolik mobilnich fazi (EtOAc:i-PrOH :NH; (25:25:1, 25:25:2);
i-PrOH : NHj (9:1); i-PrOH : THF : NH; (15:10:3); i-PrOH : MeOH : NH;3 (30:20:3,
30:20:4)), ale za pritomnosti silikagelu dochazelo bud’ k reakci mezi slouceninami
tvoficimi mobilni fazi (EtOAc + NH; — CH3;CONH; + EtOH), nebo k hydrolyze
alkylovaného produktu 7 (vSechny pouzit¢ mobilni faze), pfipadné k rozkladu
alkylovaného produktu 7 (EtOAc:i-PrOH : NHj, i-PrOH : NH3). Tyto informace
byly zjistény pomoci TLC, *'P,'H-NMR a MS.

Pii rozkladu alkylovaného produktu 7 vznikal +-BusDO3A (podle TLC a MS) a
latka obsahujici fosfor. Hydrolyza alkylovaného produktu 7 probihala nejéastéji na
ethylesteru fosfinové skupiny za vzniku tri-ferc-butyl-10-({hydroxy[2-(ethoxy-
karbonyl)ethyl]fosforyl } methyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-triacetatu (viz
obrézek 5.4). V nékterych ptipadech byl produktem hydrolyzy i ester 9 (podle TLC,
3'P_.NMR a MS).
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Obrazek 5.4 Jeden z moznych produkti hydrolyzy latky 7 béhem chromatografie

Cisty alkylovany produkt 7 se z vy3e uvedenych diivodii nepodafilo pfipravit.
Do dalsiho reakéniho kroku byla proto rovnou pouzita odpafend reakéni smés

obsahujici alkylovany produkt 7.

Hydrolyza alkylovaného produktu 7 byla provedena podle modifikovaného
postupu'?®. Podle TLC, *'P-NMR a MS se podafilo pfipravit ester 8, ale i pfes rizné
pokusy se ho nepodafilo izolovat z reakéni smési, nebot’ pii t€chto pokusech dale
hydrolyzoval na ester 9. Proto nebyl ester 8 pfipraven Cisty a ester 9 byl pfipravovan
pfimo zreak¢ni smési obsahujici alkylovany produkt 7. Pfi hledani vhodnych
eluénich smési pro chromatografii bylo zjisténo, Zze v n€kterych pfipadech dochézi
k rozkladu esteru 9, podobné jako pfi chromatografii reakéni smési obsahujici

alkylovany produkt 7.

Ester 9 se podafilo izolovat chromatografii ve formé dihydratu sodné soli
(podle elementarni analyzy). Je ale mozné, Ze pfitomnd voda nemusi byt ve formé
hydratu, ale miZe se jednat o nedostatedné vysuSeny vzorek, nebot ester 9 se

podaftilo izolovat jako visko6zni kapalinu.
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Rlzné zplsoby pripravy kyseliny 10 jsou uvedeny v tabulce 5.2. Jako reaktant
byl pouzit ester 9 (0,03 mmol). Dichlormethan byl pouzit bezvody.

Tabulka 5.2 Podminky reakce pro pripravu latky 10; r. t. — laboratorni teplota

experi- Cas 1(°C) V (CH,Cly) Sinidlo V (¢inidlo) | ¥ (H,O) | popis reak&ni smé&si po
ment &. | (hodiny) (ml) (ml) (ml) skon&eni reakce*
smé&s neuplné
! ] reflux 3 TFA 3 0 hydrolyzovanych latek
33% HBr L
2 16 r.t 0 v AcOH S 0 uplny rozklad
¢ast latky 10, jinak
3 1,5 reflux 1 TFA 4 0,15 rozkladné produkty
4 22 reflux 2 TFA 2 0 pouze latka 10
5 22 r. t. 1 TFA 4 0 pouze latka 10
6 22 1. t. 0 TFA 5 0,15 &astecny rozklad

* Podle "' P-NMR a MS
Nejvyhodnéj$im z provedenych experimentd byl experiment €. 5, ktery byl

proveden v Ctyfikrat vétSim métitku.

Pfi hydrolyze esteru 9 bylo cilem najit takové reakéni podminky, které se
bézn& pouzivaji pfi syntéze peptida'®’. Proto byla vyzkousena TFA a 33% roztok
HBr v AcOH za riznych podminek a sriznymi rozpoustédly. Nakonec byla
nalezena metoda (viz tabulka 5.2 — experiment 4 a 5), ktera vedla k pfemén¢ esteru 9
na kyselinu 10 se 100% konverzi. Pii charakterizaci kyseliny 10 se opét vyskytl
problém jen u elementarni analyzy, nebot’ kyselina 10 byla z reakéni smési ziskana
ve formé viskozni kapaliny obsahujici stopové mnozstvi H,O a CF3COOH, a proto
neni vtomto pifipadé elementarni analyza vhodnou charakterizaéni metodou.
Nicméné udaje z NMR (*'P, 'H, *C) a MS jsou shodné s literaturou® a kyselina 10
je dle TLC dista.

Pri analyze kyseliny 10 pomoci NMR pii 25 °C byly v 3'P-NMR spektru
pritomny dva pasy (&p = 34,4 a &p = 51,4), coz sv&€déi o pfitomnosti riznych
konformaci kyseliny 10 zplsobenych cyklenovou ¢&asti. Pfi této teploté byly také
v 'H-NMR spektru signaly $ir$i, coZ zhorovalo jejich interpretaci. Z uvedenych
divodi bylo méfeni NMR provedeno pii 90 °C, kdy uz byl v 3'P_NMR piitomen
pouze jeden signal a signaly v '"H-NMR spektru byly ostré.
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Kromé vyse uvedeného postupu ptipravy kyseliny 10 byl vyzkouSen i jiny (viz
obrazek 5.2), také vychézejici z esteru 2. Ruzné zpisoby ptipravy hydroxymethyl-
derivatu 11 jsou uvedeny vtabulce 5.3. Jako reaktant byl pouZzit rozetieny
paraformaldehyd (1,5 mmol) a odpafena reakéni smés (0,25 g) obsahujici 87 %

esteru 2.

Tabulka 5.3 Podminky reakce pro pripravu latky 11

baze zastoupeni latky
experi- | €as () | TozPou- 14 11 v reakéni
ment &. | (dny) stedlo* | (ml) smési (%) po
nazev m(mg)  n(mmol) | g onxeni reakce**

1 3 20 - - DIPEA 150 1,2 8

2 0,75 45 MeCN | 0,5 DIPEA 150 1,2 34

3 1,75 45 MeCN | 0,5 DIPEA 150 1,2 27

4 3 20 MeCN | 25 DIPEA 150 1,2 14

5 1 50 MeCN | 25 DIPEA 150 1,2 32

6 3 20 MeCN | 25 DBU 170 1,1 8

7 1 82 MeCN | 25 - - 17

8 1 20 - - DBU 17 0,1 11

9 1 65 MeCN | 05 DBU 17 0,1 18
10 1 20 EtOH 2,5 EtONa 100 1,5 0
11 3 20 EtOH | 50 EtONa 100 1,5 0

12 0,75 | 65 THF 2 - - 24

13 0,75 80 toluen 2 - - 7

14 0,75 80 EtOH 2 - - 0

15 0,75 50 | CH)CL | 2 - - 3

16 0,75 50 MeCN | 2 - - 1

17 0,75 | 45 THF 2 DIPEA 290 2,2 10

18 4 62 THF 2 DIPEA 290 22 15

19 0,75 | 45 EtOH 2 DIPEA 290 2,2 6
20 4 62 EtOH 2 DIPEA 290 2,2 35
21 0,75 | 45 MeCN | 2 DIPEA 290 2,2 36
22 4 62 MeCN | 2 DIPEA 290 2,2 14
23 0,75 | 45 - - DIPEA 1460 11,3 20
24 4 62 - - DIPEA 1460 11,3 0
25 0,75 45 - - 2,6-lutidin 1210 11,3 7
26 4 62 - - 2,6-lutidin 1210 11,3 9
27 0,75 | 45 MeCN | 2 K,CO; 310 2,2 30
28 0,75 45 MeCN | 2 K,CO; 310 2,2 32

*Krome¢ experimentti 2 aZ 6 byla pouZita bezvod4 rozpoustédla.
** Podle *'P-NMR
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Nejvyhodnéj§im z provedenych experimentd byl experiment €. 21, ktery byl

proveden v desetkrat vét§im méfitku.

Dalsi krok, ). pfiprava mesylderivatu 12, probéhl bez problémi, stejné tak

1zolace a charakterizace.

Ptiprava esteru 13 a kyseliny 10 uZ nebyla provedena vzhledem k nizkému
vytézku reakce 2 — 11 a z divodu problematické piipravy a izolace latek 7 az 10.
Dalo se totiZ oekavat, Ze se i pii pripravé latek 10 a 13 vyskytnou problémy, které
nakonec povedou k niz§imu celkovému vytézku neZ pfi pouziti Mannichovy reakce
(viz obréazek 3.16)%.
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6. Zavér

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno 13 latek, z toho 9 novych. Tii latky
(3, 8 a 10), které byly znamé jiz dfive, byly pfipraveny novym zpisobem, pficemz
bylo dosazZeno piiblizné stejnych vytézki, a to 1 pres vétsi pocet reakénich kroki.
Charakterizovat se podatilo 10 latek, zbylé latky nemohly byt charakterizovany bud’

z diivodu nestability na vzduchu, nebo rozkladu béhem ¢isténi.

Bylo zjisténo, Ze alkylace ma ve srovnani s Mannichovou reakci pfiblizné
stejny celkovy vytézek, a to i pies vétsi poet reakénich krokl. Vyhodou je moznost
¢isténi reakéni smési na silikagelu, coz u reakéni smési vzniklé Mannichovou reakci

nelze. Nevyhodou je vétsi pocet reak¢énich kroka, a tim i vétsi casova narocnost.

Snaha piipravit kyselinu 10 men$im poctem reakénich krokd skoncila

neuspé$ne z diivodu malé vytéZnosti reakce 2 — 11.

Byl nalezen zptsob pro piipravu ¢isté kyseliny 3, ktera miZe byt naptiklad

pouZita pro jiZz zmifiovanou Mannichovu reakci.

Podafilo se najit postup pfipravy poZadovaného esteru 9 a postup pro
hydrolyzu této latky technikami pouzivanymi pii peptidové syntéze. Tim byla
zaroven nalezena alternativni cesta pro pfipravu kyseliny 10 alkylaci. Pfipraveny
ester 9 bude pouZit pro reakci s peptidy a vyslednd molekula bude vyuZita jako

specificka kontrastni latka.
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