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Abstrakt

Radionuklidy médi maji v nuklearni mediciné€ potencidl jako diagnostickd nebo terapeuticka
1éciva. Izotopy médi se vyuzivaji ve formé koordinacnich sloucenin, v kterych jak ligand
nejcasteji vystupuji rizné derivaty 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekdnu (cyklamu). Vlastnosti
danych komplexii se daji modifikovat pomoci pedantnich ramen zavedenych na
aminoskupiny cyklamu. Tato prace si za cil klade syntézu derivatu cyklamu, asymetricky
substituovaného v poloze 1,8- derivaty kyselin fosforu. Piesto, ze se cilovy ligand nepodafilo
pfipravit, byli prozkoumany rizné moznosti substituce na dvakrat chranéném cyklamu, a taky

nalezeny nové moznosti ortogonalniho chranéni cyklamu.

kli¢ova slova: PET, SPECT, komplexy médi, chranéni cyklamu, fosfonové kyseliny

Abstrakt

Rédionuklidy medi maj v nuklearnej medicine potencial ako diagnostické, ¢i terapeutické
lieciva. Izotopy medi sa vyuZivaji vo forme koordinaénych zlucenin, v ktorych ako ligand
najcastejsie vystupuju rozne derivaty 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanu (cyklamu). Vlastnosti
danych komplexov sa daji modifikovat’ pomocou pendantnych ramien zavedenych na
aminoskupiny cykldmu. Tato préca si za ciel kladie syntézu derivatu cyklamu, asymetricky
substituovaného v polohe 1,8- derivatmi kyselin fosforu. Napriek tomu, Ze sa ciel'ovy ligand
nepodarilo pripravit’, boli preskimané r6zne moznosti substiticie na dvakrat chranenom

cyklame, a tieZ najdené nové moznosti ortogonalneho chranenia cyklamu.

kI’a¢ové slova: PET, SPECT, komplexy medi, chranenie cyklamu, fosfonové kyseliny



Abstract

Copper radionuclides have a potential in nuclear medicine as diagnostic or therapeutic agents.
Copper isotopes are used in the form of coordination compounds with various ligands, such as
derivatives of 1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane (cyclam). Properties of such complexes can
be modified by pendant arms introduced on amino groups of cyclam. This thesis is aimed on
the synthesis of asymmetrically substituted cyclam derivative with derivatives of phosphorous
acids in 1,8- position. In spite of the fact, that the target ligand has not been successfully
synthesised, various possibilities of substitution on diprotected cyclam were investigated.

New possibilities of orthogonal protection of cyclam were found as well.

Keywords: PET, SPECT, copper complexes, cyclam protection, phosphonic acids
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1. Teoreticky uvod

1.1. Radiomedicina a tomografické metody

Radiomedicina je moderny lekarsky odbor, ktory vznikol v polovici 20. storocia.
Zameriava sa na neinvazivne zobrazovacie metddy cielené na lokalizovanie nadoru, ale aj
na radioterapiu, zamerant na samotné zni¢enie ndjdeného nadoru. Pri oboch sa pouzivaju
radiofarmaka, ktoré musia mat’ pozadované farmakologicko-toxikologické vlastnosti,
biologicku u¢innost a presne definované a konstantné zloZenie. !

Najpouzivanejsie zobrazovacie metddy su magneticka rezonancia (MRI), pri ktorej sa
vyuziva magnetické pole (v uzSom zmysle slova vSak nejde o radiometddu, hoci sa tak
Casto uvadza) a radiodiagnostické metody SPECT a PET, pri ktorych sa vyuziva
sledovanie fotonov vyziarenych aplikovanym rédionuklidom pomocou scintilaénych
detektorov. Vysledné zobrazenie sledovanych objektov uvedenymi tomografickymi
metddami je trojrozmerné.

Pri metode SPECT (,,Single-Photon Emission Computed Tomography*) sa pouziva
kontrastn4 latka zna¢en4 y-Ziari¢om. Emitovany foton, (s idealnou energiou 100-250 keV)?
je zachyteny detektorom, ktory postupne snima pacienta pod ro6znymi uhlami. Integraciou
snimok v pocitaci dostavame zobrazenie distribucie aplikovanej kontrastnej latky v tele.
Najzname;jsim nuklidom, ktory sa pouZiva pri metéde SPECT, je ™ Tc.

Princip metody PET (,,Positron Emission Tomography”) spociva vtom, Zze
v organizme sa pozitron vyZziareny nuklidom zrazi s volnym elektronom, pricom dojde
k anihilacii a vyziareniu dvoch foténov s konStantnou energiou (511 keV) zhruba pod
uhlom 180°. Vyziarenie foténov je detegované prstencovym detektorom (Obr.1.1),
uprostred ktorého je umiestneny pacient. Detektor zaznamendva miesto, kde sa
v organizme zhromaZd’uju nuklidy vyZarujlce pozitrony, a to umoziuje lokalizovat’ napr.

nador.



Obrazok 1.1: Tomograf PET?

Ide o metddu, ktord ma vysSSiu presnost’ v porovnani s metdédou SPECT, kedze
emitované pozitrony maju vd’aka svojej energii v tkanive relativne kratky dolet.! Dalsou
vyhodou je, Ze je mozné metdodu PET (aj SPECT) nasledne kombinovat’ s metédami MRI
alebo CT atym dosiahnut’ tzv. ,fused images®, CiZe obrazy, na ktorych je mozné nador
presne zobrazit' vtele pacienta vdaka spojeniu anatomickych obrazov s obrazom
distribtcie kontrastnej latky v organizme.

Pre metodu PET sa vyuzivaju nuklidy, ktoré podlichaju premene B*. Najcastejsie
pouzivanym je izotop '°F, ktory sa pouziva predovietkym vo forme radiofarmaka ['®F]-
fluordeoxyglukoézy ('*F-FDG). Jeho vyhodou pri zobrazovani je, Ze emituje pozitrén
s pomerne nizkou energiou (0,63MeV)*, a jeho kratky dolet v tkanive umoZiiuje presnejsie
mozné vyuzit' v radiomedicine, sa skimalo aj vyuzitie inych izotopov nekovovych
makrobiogénnych prvkov 1’0, 13N alebo ''C. Problémom je ale ich kratky pol¢as rozpadu
(122's — 20,3 min), ¢o neumoziuje ich vyuzitie pri sledovani niektorych biologickych
procesov (problémom je aj logistika takychto nuklidov). Pol¢asy rozpadu nuklidov by mali
byt dostatocne dlhé na to, aby ich bolo moZné pripravit do formy radiofarmaka,
distribuovat’ na miesto pouzitia, dostat’ vo vhodnej forme do organizmu a dopravit
v organizme do ciel'ového orgénu z krvného rieciska. Sti€asne by vSak mali byt dostato¢ne
kratke, aby o najmenej zat'azovali pacienta. Preto sa zacali skumat’ aj radionuklidy
roznych kovovych prvkov.

Hlavnou vyhodou radionuklidov kovovych prvkov, ktoré sa daji pouzit
v radiomedicine, je Siroké spektrum ich raddiochemickych vlastnosti, ako napr. polcasov
rozpadu (od 1,27 min pri 3°Rb az po 5,27 roku pri ®°Co), ¢o umoZiiuje mnoZstvo
potencialnych aplikacii. Jednou z tychto aplikacii je aj radioterapia, ktora je vyhradena

takmer vyluéne pre kovové nuklidy. Najpouzivanejsim z kovovych izotopov je *™Tc,



ktory sa pouziva na metédu SPECT, najmad vd’aka zautomatizovanému sposobu vyroby
(*Mo/*™Tc generator). Dalsou vyhodou kovov je ich schopnost’ vytvarat komplexné
zluceniny, ktorych vlastnosti sa daju pomerne dobre modifikovat’ a vylepSovat’.

Spomedzi kovov sa budeme zaoberat’ izotopmi medi, ktoré maji viacero vyhod, ako

sa ukazuje v nasledujucich odstavcoch.

1.2. Nuklidy medi v radiomedicine

Spomedzi d-prvkov sa skiimali aj radionuklidy medi. Ich Specifikom je Siroké
spektrum izotopov s réznymi radiochemickymi vlastnostami, ktoré by sa dali pouzit’
v roznych oblastiach rddiomediciny. Z tychto nuklidov sa pouZivaju najmi izotopy **Cu
a ®’Cu, no uvazovat sa da aj o d’al§ich izotopoch uvedenych v Tab.1.1. Cast’ z nich sa kvéli
nevhodnému pol¢asu rozpadu nepouziva vébec, alebo len v obmedzenej miere.

Tabul’ka 1.1: Prehl’ad izotopov medi, ich poléas a typ rozpadu, ktorému podliehaji. >°

Izotop Pol¢as rozpadu Typ rozpadu Zdroj
(h)
0Cu 0,4 B (93%), cyklotron
EZ (7%)
S1Cu 3,3 B* (62%), cyklotrén
EZ (38%)
2Cu 0,2 B* (98%), generator
EZ (2%)
4Cu 12,7 B* (19%), cyklotrén
EZ (41%),
P~ (40%)
%Cu 0,1 B~ (100%) reaktor / cyklotron
7Cu 62,0 B~ (100%) reaktor / cyklotron

/ fotonukl. reakcie

Z hladiska vyuzitia prvi skupinu izotopov predstavuju izotopy, ktoré podlichaji B*

ziareniu, a vd’aka tomu sa daji vyuzit’ pri zobrazovacich technikach (PET). NajbeznejSim
z nich je nuklid ®*Cu. Tento nuklid sa d4 pripravit’ viacerymi spdsobmi, ktoré mézu viest
k vy$sej alebo nizSej aktivite preparatu.’ Vyznam ®*Cu doklad4 aj fakt, Ze bol neddvno

FDA schvaleny prvy komeréne dostupny zobrazovaci komplex s ®Cu (Detectnet®).®




Vyhodou nuklidu **Cu je, Zze podlieha zaroven aj B~ premene, preto sa da pri komplexoch

s tymto izotopom vyuzit jeho tzv. teranostika (s diagnostikou sucasne prebieha aj terapia).

Druhu skupinu izotopov medi tvoria nuklidy, pri ktorych sa jadra stabilizuja
premenou neutrénu na protén. Z jadra sa pritom uvolni elektron spolu s antineutrinom,
pri¢om sa vyziari tzv. tvrdé B~ Ziarenie. Toto Ziarenie ma pomerne vel'ku energiu, takze
nuklid v komplexe je schopny pri svojej premene vyziarenou energiou ni¢it okolité
bunky.? Najznamej$im nuklidom ztejto skupiny je izotop ¢’Cu, ktory méa spomedzi
izotopov medi najdlhsi pol¢as rozpadu (112 = 62,0 h).? Poléas rozpadu je pozitivom
z hladiska jeho pripravy a distribucie, aumoznuje tiez jeho dostatocné zachytenie
cielenymi organmi. Negativom su problémy s jeho izolaciou v Cistom stave pri priprave
v cyklotrone, resp. inom urychlovaéi.? Najsl'ubnejsou metddou jeho pripravy je vyuzitie
tzv. fotonuklearnej reakcie. Tento spdsob vyroby sa stale optimalizuje.’

Aby bola zataz pacienta minimalizovana, dostdva sa nuklid do jeho tela vo forme
relativne stabilného komplexu, ktory sa naviaze na endogénnu latku, a cez fu sa selektivne
viaze na nador. S poZiadavkou na nizku zataZ pre organizmus slvisi aj stabilita
komplexov. Komplexy musia byt termodynamicky stale a kineticky inertné, aby sa
v podmienkach, ktoré¢ prevladaju v Zivych organizmoch, nerozpadli skor, ako sa stihni
dostat’ na miesto urcenia, resp. sa vylucit’ z organizmu. Na celkovu stabilitu komplexov
maju vplyv nielen vlastnosti ligandov, ale aj vlastnosti radiokovu, na ktory sa koordinuju.
Preto je dolezité pre $tadium komplexov Cu?** vhodnych pre pouZitie v rddiomedicine

uviest’ najskor zakladné ¢rty chémie medi.

1.3. Vlastnosti a chémia komplexov medi

Med’ sa v zli¢eninach najCastejSie vyskytuje v dvoch oxidaénych stavoch, ako Cu”
a Cu**. Komplexy s Cu" nie si velmi stabilné, Pahko podliehaju rychlym vymenim
ligandov. Rychlost’ substitucie je mozné ovplyviiovat’ stérickym branenim vymeny zo
strany ligandu,” napriek tomu sa komplexy Cu’ nepovazuji za dostatocne kineticky
inertné, aby mohli byt pouZité v rddiomedicine.

Castejsie sa v radiomedicine vyuzivaji komplexy Cu?'. Délezita poziadavka na
mednaty komplex — kinetickd inertnost’ — sa vd’aka nutnosti vytvorit’ dobre definované
podmienky sleduje obvykle v kyslom prostredi. V tomto prostredi dochddza k protonizacii
niektorych atémov v ligande, ¢o vedie k rozpadu komplexu. Spravanie sa komplexu

v kyslom prostredi mdze naznacit' spravanie sa komplexu v tele. V pripade rozpadu
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komplexu v organizme by doSlo k nezelanému uvolneniu kovu, pretoje z hladiska
pouzitelnosti mednatého komplexu potrebné vykonavat’ testy kinetickej inertnosti
v kyslom prostredi. Bezné komplexy s Cu®** nebyvaji kineticky inertné, a teda I'ahko
podliechaju substituénym reakciam. To moéze byt vyhodou pri komplexacii (napr.
komplexotvorné reakcie makrocyklov s Cu?" prebiehajii rychlejie, v porovnani s asi
najpopularnej$im nuklidom pouzivanym v radiomedicine, izotopom %°™Tc %), ale tiez
nevyhodou z hl'adiska potreby inertnosti daného komplexu in vivo.

Dal$ou vlastnostou komplexu je jeho termodynamicka stabilita. Komplexy s Cu®"
maju vy$Siu stabilitu, nielen v porovnani s Cu’, ale tieZ v porovnani s ostatnymi prvkami
kovov 4. periédy. Tento jav je spdsobeny jednak Jahn-Tellerovym efektom, ktory Cu?*
poskytuje, atiez vysokou hodnotou stabilizacnej energie ligandového pola. VysSiu
stabilitu Cu?" potvrdzuje aj Irving-Williamsova séria. Termodynamicka stabilita
samotného i6nu viak na automatické vyuzitie Cu®" v rddiomedicine samozrejme nestadi,
tato vlastnost’ musi byt umocnend vhodnym ligandom.

V mednatych komplexoch nadobtida centralny atom vzhl'adom na relativne maly
polomer katiénu Cu?* koordinaéné ¢&islo 4, 5 alebo 6. Pri komplexoch s koordinaénym
¢islom 4, ale nayjmé s koordinacnym c¢islom 6 sa uplatiiuje Jahn-Tellerov efekt, obvykly
tvar (oktaéder) teda byva deformovany, najéastejsie ide o axialne prediZenie.’ Vyhodnejsie
z hladiska stability si komplexy, v ktorych je centralny i6n Cu?" koordinovany Siestimi
donorovymi atomami, preto s potencidlne zaujimavymi najmad hexadentatne ligandy.
V pripade, Ze danym ligandom je dusikaty makrocyklus (ako bude uvedené nizSie),
dostavame okrem zvySenej stability (vd’aka makrocyklickému efektu) aj d’alSiu vyhodu.
Tieto ligandy mdZeme Casto modifikovat’ réznymi pendantnymi ramenami (najcastejSie ide
o zaporne nabité ramend, ktoré kompenzuju kladny naboj atomu kovu), aby sa zlepsili

vlastnosti celého komplexu.

1.4. Ligandy vhodné pre komplexaciu Cu**

Vel’kost naboja a polomer katiénu Cu®* radia tento ién do stredu medzi tvrdé a mikké
kyseliny. Na zaklade teorie tvrdych a mikkych kyselin a baz je kation Cu®* povazovany za
prechodnu kyselinu, na rozdiel od Cu®, ktory je mikkou kyselinou (a aj na rozdiel od idnov
inych kovov beZne pouzivanych na zobrazovanie ako Ga®', In*" alebo Lu**, ktoré su
naopak tvrdé). Stymto faktom suvisi aj vyber ligandov, ktoré sa budi ochotne

koordinovat’ pri vzniku komplexu.
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V prvom rade su to ligandy obsahujice dusikové donory (aminy, Schiffove bazy
a pod.). Ako idealne z hl'adiska stereochémie vychadzaju ligandy, pri ktorych je atdbm medi
koordinovany v rovine Styrmi silnymi Lewisovskymi donormi, atomami dusiku
v aminovych, resp. amidovych skupinach alebo atémami kyslika v éteroch. Z hladiska
Struktiry ligandov rozliSujeme dve zékladné skupiny: ide o tzv. ,,open-chain“ ligandy (s

acyklické, maju Strukturu retazcov) (Obr.1.2.) a makrocyklické ligandy.
ﬂ /T \ o o
H2N NH HN \)L H \)L
H,N N
) N/ﬁ( OH
H
H,N o

3,2,3 - tetraamin triglycin

Obrazok 1.2.: ,,0Open-chain® ligandy so silnymi Lewisovskymi donormi

PreferovanejSimi st makrocyklické ligandy, ktoré maji vd’aka makrocyklickému
efektu vyssiu stabilitu. Ich nevyhodou je vSak pomalSia komplexacia na i6ny kovov (takze
aj na Cu?") v porovnani s druhou skupinou ligandov. Z tohto dévodu sa vyskum zagal
zameriavat’ na derivaty makrocyklickych zlicenin, ktorych vlastnosti su vylepSené

vhodnymi pendantnymi ramenami.

1.5. Makrocyklické ligandy

NajcastejSie ide o derivaty troch polyazamakrocyklov, cykldmu (1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekan), cyklénu (1,4,7,10-tetraazacyklododekédn) atacn (1,4,7-
triazacyklononén) (Obr.1.3.).

) \ [
NH HN NH HN NH HN
NH  HN NH  HN N
(L —

cyklam cyklén tacn

Obrazok 1.3.: Zakladné makrocykly, ktorych derivaty sa ¢asto pouZzivaju pre komplexaciu

s 16nmi kovov
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Vyhodou cykldmu je, Ze pri nakoordinovani sa na Cu** sa vytvori §tyrikrat v rovine
koordinovany, in vivo stabilny, komplex, na ktorom sa d4 demonstrovat’ vyrazny prispevok
makrocyklického efektu k stabilite komplexu.’ Dalfou vyhodou cykldmu ako ligandu
v komplexe je jeho termodynamick selektivita navizovat sa na Cu?" (preferuje ju napr.
pred vizbou na Zn*', ktory byva astym kompetitorom, ¢o sa tyka roznych vizieb v
organizme). Nevyhodou je nachylnost k redukcii Cu** na Cu' za podmienok in vivo
anasledne k nezelanému vyviazaniu radionuklidu medi z komplexu.® Z tohto dévodu sa
ukazalo ako vhodné zaviest' pendantné ramena s kyslikatymi donormi, ktoré by zvysili
redox potencial ligandu, a tym aj jeho stabilitu in vivo.

Pomerne popularne su aj makrocykly, ktorych samotny tvar naznacuje vacsiu stabilitu
vysledného komplexu. Ide najmi o tzv. ,.cross-bridged” cyklam (CB-cyklam) (Obr.1.4.).
Komplexy Cu*" s CB-cyklamom boli pripravené a vykazovali vysoku stabilitu a inertnost’
v kyslom prostredi.” Komplexy maju, podobne ako komplex Cu?" scyklamom, tvar
tetragonalnej pyramidy, ktord je viak deformovana.' Nevyhodou je pomald komplexicia
derivatov CB-cyklamu na Cu?’, ¢o sa da opit’ zlepsit zavedenim silne koordinujicich

ramien, ako je napr. metylfosfonatové rameno.'!

NH; COOH

NH NH HN

EI] (L] -
Y

CB-cyklam diamsar derivat porfyrinu

COOH

Obrazok 1.4.: Zlozitejsie makrocykly pre koordinaciu s Cu?",

Dalsim ligandom, ktorého tvar preduréuje stabilitu komplexu je ligand zo skupiny tzv.
kryptandov, diamsar (Obr.1.4.). Ide o diaminoderivat sarkofaginu. Jeho komplex s Cu®" m4
geometriu trigonalnej prizmy s predizenymi vizbami N-Cu v trans polohach'2. Komplex
Cu*" upraveny karboxymetylovym ramenom'* mal geometriu blizku oktaédru. (Obr. 1.5).
Zistilo sa tiez, 7e komplex vykazoval zna¢ni stabilitu v kyslom prostredi, '* ale pomalé

vylucovanie oblickami.'?

13



NH;

NHNH N COOH

)

NHNH HN

NH;

Obrazok 1.5.: Stabilny derivat makrocyklu diamsar

Poslednu spominanu skupinu skiumanych ligandov, ktorych tvar predurcuje zvysenu
stabilitu, predstavuju derivaty porfyrinov. Tie pri sledovani vykazovali znaénu
termodynamicku stabilitu vo¢i demetalacii.’ Komplexy s porfyrinovymi ligandami by
mohli zohrdvat’ dolezitii ulohu pri zobrazovani zépalov. Komplexy porfyrinov sa totiz
v tele selektivne hromadia v zapalovych vldknach.!¢ S tymito ligandami by viak mohli byt
problémy pri potencidlnych aplikaciach. Jednym znich mdze byt vznik singletového
kyslika,!” ktory by pri vd&sich mnozstvach aplikovanej kontrastnej latky (pri spominanom
zobrazovani), ako jedna z foriem reaktivneho kyslika, bol pre organizmus nebezpecny.
Potencialne problémy ilustruje aj fakt, Ze napriek pomerne Sirokej Skale r6znych derivatov
porfyrinov a ich vhodnym chemickym vlastnostiam, nebol Ziaden zéstupca tejto skupiny
donedavna v klinickej praxi testovany.'®

Struktiry vys$ie spominanych ligandov sa daju modifikovat’ substituentmi na
aminovych skupinach, atym aj vylepSovat' vlastnosti komplexov obsahujucich tieto

derivaty.

1.6. Karboxymetylové pendantné ramena

Aby sa predislo vyviazaniu radionuklidu medi zkomplexu Cu?* zroznych
makrocyklov (kvoli redukcii Cu?" na Cu'), ukézalo sa ako vhodné zavedenie

koordinujucich pendantnych ramien, ktoré zvysia stabilitu komplexov.
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H,teta H,dota Hjnota

Obrazok 1.6.: Zakladné makrocykly obsahujice karboxymetylové pendantne ramena

Pripravené boli derivaty polyazamakrocyklov s réznym poctom karboxymetylovych
ramien.? (Obr. 1.6.) Derivat cykldmu so $tyrmi ramenami, Hateta, vdaka pridanym
ramendm vytvara s Cu®>" oktaedricky komplex.? Délezitou vlastnostou tohto ligandu je,
vzhl'adom na spdsob koordinicie na centralny atom (nekoordinuje cez vSetky ramend), ze
jedno vol'né rameno sa mdze pouzit’ na spojenie ligandu s molekulou, na ktort je nasledne
viazana cieliaca molekula.’

Velkou nevyhodou komplexov ligandov odvodenych od Hateta je ich nizka stabilita in
vivo, ktord bola demonstrovand aj pri aplikaciach na potkanich modeloch, kde dochadzalo
k vyvdzovaniu medi (vdaka vy$§ie spominanej redukcii Cu?** na Cu")
a navizovaniu Cu**/Cu* na SOD.!” To indikovalo potrebu pouzit’ kineticky inertnejsie
chelatory.

Derivat cyklénu, Hadota (Obr.1.6.) sice poskytoval sCu®>* termodynamicky
stabilnejSie komplexy v porovnani s Hasteta, avSak eSte horSiu stabilitu in vivo, €o je
sposobené tym, Ze v organizme je doleZitejsia kineticka inertnost’ daného komplexu.?

Komplex Cu®* s derivatom tacn, Hznota (Obr.1.6.), sa spomedzi vyssie spominanych
makrocyklickych polyaminokarboxylatov tvoril najrychlejsie.® Problémom vsak je jeho
nizka kineticka inertnost. To nie je prili§ vhodné z hladiska pouZzitia v medicine®, ale

ked’Ze je Hanota vyhodnejSia ako Hadota a Hateta, pouzivaju sa jej derivaty komercne.

1.7. Pendantné ramena odvodené od kyselin fosforu

Jednym zo sl'ubnych spdsobov upravy zakladnych makrocyklov moze byt nahrada
karboxymetylovych ramien derivatmi kyselin fosforu. Vyhodou je, ze takéto rameno sa da
na atome fosforu dalej modifikovat, ¢im sa vytvoria nové moznosti pre konjugaciu
s dalsou zltceninou®!, pripadne sa zavedenym substituentom mozu zdokonalovat

vlastnosti komplexu.
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Na uvod treba zadefinovat, o ktorych ramenach bude re¢, ked’Ze derivaty kyselin
fosforu maju mnoho druhov. Prvym typom takéhoto ramena je fosfonatové (Obr.1.7. —
Hyte1P) rameno, ktoré je formalne odvodené od kyseliny fosforitej. Fosfinatové rameno je
odvodené od kyseliny fosfornej (Obr.1.7. — HtelP®) a skupina bis-(fosfonatovd) je
analc’)gorn kyseliny difosfore¢nej (Obr.1.7. — telpp®).

/\" OH m/\u /\n/\u OH
C e O O b
NH HN NH HN NH HN
H,telP HtelPR thelpp
(R=alkyl, aryl) (R=OH, alkyl, aryl)

Obrazok 1.7.: Cyklam modifikovany pendantnymi ramenami odvodenymi od kyselin

fosforu

Atom kyslika vo fosforovych kyselinach zarad'uje tieto zliceniny medzi tvrdé bazy
(tedria tvrdych a mikkych kyselin a baz). Pendantné rameno obsahujice derivaty kyselin
fosforu je na rozdiel od planarnej karboxylovej skupiny karboxymetylového ramena
tetraédrické. Dolezita je vSak aj celkova bazicita ligandu. Fosfonatové rameno bazicitu
ligandu zvySuje a fosfinatové ju naopak znizuje.”?

Fosfonatové rameno je kyslejSie (pri deprotonacii do prvého stupiia) oproti
metylkarboxylovému ramenu.?? To sice umoZiuje koordinaciu na ién kovu uz pri niz§om
pH avSak naznacuje to nizSiu termodynamicku stabilitu (i6n kovu moéze byt ochotnejSie
substituovany inymi ligandami). Toto rameno ovplyviiuje aj kinetickii inertnost
vysledného komplexu. Aby sme si mohli objasnit’ spdsob akym sa to deje, treba vysvetlit’
ako prebieha proces komplexacie kovu.

Mechanizmus komplexacie kovu na makrocyklus s koordinujicim pendantnym
ramenom pozostava z dvoch Ciastkovych reakcii. Prvou je predradena rovnovazna reakcia,
v ktorej sa i6n kovu koordinuje na pendantné rameno ligandu. Tym ddjde k vytvoreniu
tzv. ,,out-of-cage’ komplexu. V druhom kroku dojde k odstraneniu protéonu zo stredu (tzv.
kavity) makrocyklu (preto je tento krok je bazicky katalyzovany) a stiCasne sa 16n kovu
presunie dovnutra makrocyklu za vzniku tzv. ,,in-cage* komplexu. Tento posledny krok

urcuje rychlost’ celej reakcie.!!
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Vyhodou fosfonatového pendantného ramena je dobrad asistencia pri odstranovani
protonu z kavity makrocyklu, ¢o vedie k rychlejSej komplexacii takto upravenych ligandov
na Cu®* aj pri niz§ich hodnotach pH.? K zvysenej rychlosti komplexacie prispieva aj fakt,
7e cyklus upraveny fosfonatovym ramenom umoziiuje predradené naviazanie iéonu Cu®* na
rameno. Ddlezité je, aby mal vytvoreny ,,out-of-cage” komplex optimalnu stabilitu vo
vztahu k stabilite vysledného komplexu Cu** s makrocyklami. Bis-(fosfinatové) rameno

1124 3 fosfonatové rameno prispieva

vykazuje optimalne silny ,,out-of-cage* komplex
k transferu proténu z kavity.!!

Vsetky spominané ramena odvodené od kyselin fosforu su tiez hydrofilnejsie
v porovnani s karboxymetylovymi, a teda by mali byt jednoduchsie vylu¢ované oblickami.
Vdaka afinite fosfonatového ramena (v pripade, Ze je v komplexe fosfonatovych ramien

viac) k hydroxyapatitu v kostiach vSak treba pocitat’ aj so zvySenym vychytavanim takto

derivovanych makrocyklov kostami.?
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1.8. Sposoby chranenia aminovych skupin cyklamu

Pri syntéze novych derivatov cyklamu modifikovanych na aminovych skupinach,
moze nastat’ problém pri zavadzani niektorych skupin, najmd ked’ ma vysledny ligand
obsahovat’ rozne substituenty, t.j. ma byt nesymetricky substituovany. Z tohto dovodu je
Casto treba Specificky ochranit’ ur¢ité aminové skupiny. Pre cyklam boli navrhnuté rdzne
sposoby chranenia réznych poloh. Pre syntézu 1,8-asymetricky disubstituovanych
derivatov cyklamu je doélezité chranit aminové skupiny v oboch zvySnych polohach,
pripadne pouzit’ ortogonalne chranenie troch aminovych skupin; t.j. ked’ je vychodiskovou
latkou dvakrat chraneny cyklam mdze sa jedna zo zvysnych poléh obsadit’ inou skupinou,
¢im vznika Siroka Skala moznosti chranenia.

V d’alSom texte je za chranenie cykldmu pokladané chranenie aminovych skupin
cykldmu. Pri uvadzani chraniacich skupin do poléh 1,8 spomeniem len skupiny, ktoré sa

daju zaviest’ priamo na nechraneny cyklam.

1.8.1. Chranenie cyklamu v polohe 1,8

o E Y C ]

A B

Obrazok 1.8.: Rozne typy chranenia cyklamu po substittcii v polohach 1,8

Bis(amindlové) chranenie s formaldehydovym mostikom

V tomto pripade nejde o chranenie v pravom zmysle slova, ked’Ze chraniaca skupina
nesluzi len na chranenie aminoskupiny, na ktorej sa nachadza. Zavedené bis(aminalové)
mostiky (Obr.1.8-A) chrania dve polohy, ked’ze smeruju vyslednu substitaciu len do dvoch

poloh. Prikladom pouzitia moze byt zavddzanie metylkarboxylovej skupiny®® na cyklam.

18



Chraniaca skupina sa na makrocyklus zavadza reakciou s formaldehydom.?® Odstranenie

mostika po reakcii s elektrofilmi prebieha bazickou hydrolyzou.?®

Chrdnenie ako cis-bis(amindl) s glyoxalovym mostikom

Reakciou cyklamu s glyoxalom v acetonitrile dostdvame chraneny cyklam (v podobe
cis-bis(amindlu) (Obr.1.8-B)). Reakcia ma z kinetickych dovodov pomerne dobry vytazok.
Nasledna bis-kvarternizacia je zo stérickych a nabojovych dévodov (rovnako ako pri
bis(aminalovom) chraneni s formaldehydovym mostikom) umoznena len do ziadanych 1,8
poloh.?” Délezity je pri tomto spdsobe chranenia fakt, ze atéomy vodikov na glyoxalovom
mostiku budt vzajomne v cis polohe.’” K odstraneniu glyoxalového mostika pri vzniku
disubstituovanych derivatov z cis-bis(amindlu) dochadza mieSanim s roztokom 10% NaOH

pri laboratérnej teplote.?’

Benzylové chranenie

Dve benzylové skupiny v polohéch 1,8- sa na cykldm zavedu reakciou cyklamu, ktory
je chraneny ako bis(aminal) s formaldehydovym, resp. cis-bis(amindl) s glyoxalovym
mostikom, s prebytkom benzylbromidu v acetonitrile.’® Samotny chraneny cyklam
(Obr.1.8-C) sa ziska pridanim roztoku bazy (napr. NaOH).?®?” Po uskuto¢neni Zelanych
reakcii na cyklame sa benzylova skupina da odstranit’ hydrogenaciou (s vyuzitim 10%
Pd/C a H»). Pokial’ by sa hydrogenécia nedala pouzit, mdze sa benzylova skupina z

makrocyklu odstranit’ reakciou s chloroformatmi.?*

1.8.2. Selektivne chranenie troch poléh cyklimu

Vyhodnym spdsobom chranenia z hladiska d’alSej syntézy moze byt chranenie

pomocou amidov karboxylovych kyselin a karbamatov.
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Obrazok 1.9.: Rozne typy trojnasobného chranenia cyklamu

Chranenie pomocou trifluoracetylovej skupiny

Cyklam reaguje s anhydridom kys. trifluoroctovej (TFAA) alebo etylesterom kys.
trifluoroctovej (EtOTFA) v pritomnosti 10 ekvivalentov trietylaminu za vzniku trikrat
chraneného cyklamu (Obr.1.9.-D). Zaujimavostou je, Ze aj pri prebytku EtOTFA prebehne
reakcia len do troch poldéh.”’ Vyhodou tejto metédy je jej jednoduchost a vysoké
vytazky.? Odstranenie tychto skupin dosiahneme béazickou hydrolyzou, napr. s vodnym

roztokom NH3 )*° alebo s roztokom NaOH v MeOH / H,0.*’

Chranenie pomocou t-butyloxykarbonylovej skupiny

Ak sa cyklam a trietylamin rozpustia vo vhodnom rozpustadle (DCM alebo
chloroform), postupne sa pomaly prida di-ferc-butyldikarbonat (tzv. Boc anhydrid) a zmes
sa ponechd reagovat, dostaneme cykldm chraneny trikrat #-butyloxykarbonylovou
skupinou (Boc) (Obr.1.9.-E).>! Skupina sa na zaver reakénej sekvencie odstrani kyslou
hydrolyzou (napr. pomocou 20% TFA v DCM?®? alternativne sa da pouzit HCI

v bezvodom acetonitrile alebo metanole).*’

Chranenie pomocou benzyloxykarbonylovej (Cbz) skupiny

Tato skupina sa na cyklam zavadza rovnakym spdsobom ako vysSie uvedena Boc
skupina. Vychodiskovou latkou je cyklam, trietylamin a dibenzyldikarbonat. Vysledkom je
) 34

opat’ trisubstituovany cykldm (Obr.1.9.-F).”* Odstranenie benzyloxykarbonylovej skupiny

prebieha hydrogenaciou na palddiovom katalyzatore v metanole.**
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Obrazok 1.10.: Rozne typy trojnasobného chranenia cyklamu

Chranenie tosyldaciou

Trojitd tosylacia (Obr.1.10-G) sa da dosiahnit’ priamo, reakciou cyklamu
s tosylchloridom a nadbytkom trietylaminu, s dobrym vytazkom (80%)* Odstranenie
chraniacej skupiny si vSak vyZzaduje velmi tvrdé podmienky (kysla hydrolyza, napr.
niekol’kodnovou reakciou s konc. HoSO4 pri 100 °C alebo 48% vodnym roztokom HBr

v AcOH za refluxu).*

Chranenie 2,2,2-trichloretoxykarbonylovou (Troc) skupinou

V pripade, ze na cyklame sa uz nachadzaju dve chraniace skupiny, je mozné ziskat
trikrat chraneny cyklus zavedenim tretej, ortogonalne reaktivnej skupiny. Takouto
skupinou méze byt napr. Troc (Obr.1.10.-H). Na cykldm sa zavedie reakciou dvakrat
chraneného cyklu (napr. dvakrat chraneny skupinou Boc) s trichloretyl chloroforméatom
(Troc-Cl).>” Odstranenie chraniacej skupiny redukciou prebieha pomocou zinku

v prostredi octovej kyseliny.?’
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2.Cliele prace

V teoretickom 1uvode bol naznaeny potencidl rdoznych izotopov medi Vv
radiomedicine. Pre radionuklidy medi sa ako najvhodnej$i ligand ukazuju derivaty
cyklamu, ktory ma voci Cu?" zvysent selektivitu. V teoretickom tivode boli popisané rozne
sposoby, akymi pendantné ramend ligandu ovplyviiuju vlastnosti celého komplexu. Medzi
vhodné pendantné ramend patria derivaty kyselin fosforu. Cielom prace bolo pripravit
asymetricky substituovany derivat cyklamu so substituentmi v polohe 1,8- (Obr.2.1.), aby
sa otestovali vyhody spojenia fosfonatovej a bis-(fosfinatovej) skupiny pri komplexacii

Cu*"

—_— P
HO OH

Obr.2.1.: Derivat cyklamu s fosfinatovym a bis-(fosfinatovym) pendantnym ramenom

Dal§im cielom bolo preskiumat’ r6zne moznosti ortogonalneho chranenia cyklamu,

ktoré by sa dali vyuzit’ pri priprave vysSie uvedeného derivatu.
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3. Experimentalna Cast’

3.1. VSeobecné postupy a pouZzité chemikalie

Vsetky pouzité chemikalie pochadzaji od komercne dostupnych dodéavatel'ov (Fluka,

Fluorochem, Lachem, Penta a Sigma-Aldrich).

3.2. Metody 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
dostickdch bola uskuto¢nend pomocou UV detekcie (detekcia latok obsahujtcich
aromaticky kruh), 0,5% roztoku ninhydrinu v etanole (detekcia latok obsahujtcich
aminoskupiny), Draggendorfovho ¢inidla (vodny roztok Bi(NOs)3 a KI v octovej kyseline,
detekcia makrocyklov) a KMnO4 (vodny roztok KMnO4 a NayCOs, detekcia organickych
latok).

3.2.2. Hmotnostna spektrometria (MS)

Hmotnostné spektrd v pozitivnom a negativnom modde boli ziskané meranim na
pristroji Waters ACQUITY QDa (duélny ortogonalny elektrosprej interface (Z-sprej) pre
API (ionizacia za atmosferického tlaku); quadrupolovy analyzator; full scan v rozsahu 30
az 1250 m/z; integrovana turbomolekuldrna vdkuova pumpa a externa rotacnd vakuova

pumpa). Spektra boli na tomto pristroji merané RNDr. Margarétou Vojtickovou Ph.D.

3.2.3. NMR spektroskopia

NMR spektra pripravenych latok boli merané na NMR spektrometri Varian VNMRS
300 MHz, pripadne NMR spektrometri Varian INOVA 400 MHz. Rezonan¢né frekvencie
jednotlivych jadier st uvedené v Tab. 3.1. Spektra boli referencované na TMS (JH = 0,00
ppm, 0C = 0,00 ppm v CDCl3) a analyzované v programe MestReNova. Vsetky merania
boli uskuto¢nené pri 25 °C. Spektrd merané na pristroji Varian INOVA 400 boli zmerané

RNDr. Margarétou Vojtickovou Ph.D.
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Tab. 3.1. Rezonan¢né frekvencie meranych jadier

Rezonan¢né frekvencie [MHz]

Merané jadro VNMRS 300 INOVA 400
H 299,94 399,95
31p 121,4 161,9

3.3. Synteticka ¢ast’

3.3.1. Priprava 1,8-dibenzylcyklamu (I1I)

( )—CO—) —C )
N U L

2Br

Reakcia A (priprava latky 1)

Cyklam (9,98 g; 49,8 mmol) bol rozpusteny v destilovanej vode (600 ml) vo varnej
banke (1000ml), zmes bola mieSand v chladiacom kupeli (I'ad + voda). Pridal sa roztok
formaldehydu (30%; 10 ml; 2,5 ekv.; 130 mmol), za mieSania sa vyzrazal vysledny
produkt. Reakénd zmes bola mieSand d’al§iu hodinu. Zrazenina bola odfiltrovana na frite

(S2), filtrat bol odpareny na RVO a pridany k retentatu. Vytazok bol 11,29 g (71%).

Reakcia B (priprava latky 1)

Do banky (250ml) s mieSadlom bola navdzenia (7,00 g; 21,8 mmol) latka Ta
rozpustend v acetonitrile (175 ml). Pasteurovou pipetou sa prikvapkal benzylbromid
(9,8 ml; 3,6 ekv.; 81,9 mmol). Pocas pridavania sa zmes najskor vycirila, potom sa
vyluc¢enym produktom opit’ zakalila do biela. Reakéna zmes bola ponechand reagovat’ 23
hodin. Produkt sa prefiltroval za znizeného tlaku na frite (S2), premyl éterom (cca 5 ml)

a presusil prudom vzduchu. Reakcia prebehla kvantitativne (vytazok bol 12,3 g).

24




Reakcia C (priprava latky I11)

Do vodného roztoku NaOH (10%, 175 ml) sa vsypala latka II (7,00 g; 12,4 mmol).
Vznikla do biela zafarbend emulzia a prilial sa CHCI3 (70 ml), do ktorého presiel vysledny
amin. Zmes sa ponechala mieSat’ 30 minut pri laboratérnej teplote. Produkt bol celkovo
extrahovany 4 x 70 ml CHCl;. Do spojenych organickych faz sa pridali 2 lyzicky
bezvodého Na;SOs na vysuSenie. Po hodine sa zmes prefiltrovala cez vatu a filtrat sa
odparil na RVO. Produkt mal podobu zltého oleja. Reakcia prebehla kvantitativne
(vytazok bol 4,7 g).

3.3.2. Pokusy o zavedenie monofosfonatového ramena na 1,8-dibenzyl cyklam

Reakcia D
HP(0)(OEt), 2,5 ekv.
m (H,C=0), 1,2 ekv. m
NH N HBre py 4 ekv. NH N
[ j X > [ j 0
N HN N N

50 °C, pyridin ~ !
L L P~okEt
OEt
v

Do slzovej banky (25 ml) s mieSadlom sa preniesla latka IIT (163 mg; 0,43 mmol).
Banka sa prefukla argonom, uzavrela septom a latka III sa rozpustila v pyridine (5 ml).
Pridal sa HBrpy (274 mg; 4 ekv.; 1,71 mmol), paraformaldehyd (15,4 mg; 1,2 ekv.;
0,51 mmol) a dietylfosfit (0,138 ml; 2,5 ekv.; 1,07 mmol). Reakénd zmes sa nechala
zahrievat pri teplote 50 °C a priebeh reakcie sa kontroloval pomocou *'P NMR. Po
siedmich diloch nebol zisteny vznik produktu, takZe sa teplota zahrievania zmesi zdvihla

na 80 °C. Pri tejto teplote sa zmes nechala reagovat’ d’al$i den, reakcia v8ak neprebehla.
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Reakcia E

HP(O)(OEt),, 2,5 ekv.

m (H2C=O)n, 1,2 ekv. m
A4 -

G [
N HN 50 °C, toluén N Nj
v K)C)ze_oEt

OEt
1 v

Latka III (161 mg; 0,42 mmol) bola presypana do slzovej banky (25 ml) s mieSadlom.
Banka bola prefuknuta pradom argénu, uzavreta septom a pomocou injek¢nej striekacky sa
do nej pridal bezvody toluén (5 ml). Pomocou mikrostriekacky Hamilton sa pridala kys.
trifludroctova (130 pl; 4 ekv.; 1,69 mmol) a dietylfosfit (136 pl; 2,5 ekv.; 1,06 mmol). Na
zaver sa prisypal paraformaldehyd ( 15,2 mg; 1,2 ekv.; 0,51 mmol) a reakéna zmes bola
ponechana mieSat’ sa pri teplote 50 °C. Vysledkom bol vznik heterogénnej zmesi.
Priebezne sa vykonavala kontrola pomocou *'P NMR. Ked’Ze aj po siedmich ditoch bola
konverzia minimalna, zdvihla sa teplota na 80 °C a zmes sa nechala reagovat’ eSte den.

Pomocou *'P NMR vsak nebola pozorovana Ziadna zmena.

Reakcia F

NH N (H,C=0),, 1,2 ekwv.

) v )
N HN 50 °C, toluén
L \-bom

OEt

Y

m HP(0)(OEt),, 1 ekv. m
[NH N
N N

1 v

Do slzovej banky (25 ml) s mieSadlom sa navazila latka III (141 mg; 0,37 mmol).
Banka sa prefukla argonom, uzavrela septom a pridal sa bezvody toluén (5 ml) a pomocou
mikrostriekacky Hamilton dietylfosfit (48 ul; 1 ekv. 0,37 mmol). Prisypal sa
paraformaldehyd (13,4 mg; 1,2 ekv.; 0,45 mmol) a reakénd zmes sa ponechala cez noc

miesat pri teplote 50 °C. Pomocou *'P NMR bolo zistené, Ze reakcia neprebehla, takze sa
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zmes nechala reagovat’ eSte dva dni. Ked'ze vysledok kontroly bol rovnaky, zdvihla sa
teplota zahrievania na 80 °C areakéna zmes sa ponechala v uvedenych podmienkach
reagovat’ eSte jeden den. Ked’ sa zistilo, ze reakcia stale neprebehla, k reakénej zmesi sa
pridalo este 143 ul (3 ekv.; 1,1 mmol) dietylfosfitu a zmes sa ponechala reagovat d’alsi

defi. Pomocou *'P NMR bolo v§ak opit zistené, Ze reakcia neprebehla.

Reakcia G

(\@ HP(O)(OEt), 4 ekv. N
NN Na 1,1 ekv.
(o) -
NN 50 °C, dmf Uﬁ
I\/l O=|I3—0Et

OEt

2Br

T v

Do slzovej banky (25 ml) s mieSadlom sa vlozil ocisteny sodik (13 mg; 1,1 ekv.;
0,57 mmol). Banka bola prefuknutd argébnom a uzavrela sa septom. Sodik sa rozpustil
pridanim dietylfosfitu (0,27 ml; 4 ekv.; 2,06 mmol). Pridal sa suchy DMF (3 ml) a zmes sa
nechala 5 min. mieSat’ pri laboratornej teplote. Na zaver sa prisypala vychodiskova latka IT
(0,29 g; 0,514 mmol). Reakénd zmes v banke sa ponechala mieSat’ a reagovat’ pri teplote
50 °C cez noc. Potom sa k zmesi pridal vodny roztok NaOH (2M, 10 ml) a DCM (10 ml).
Vodni faza sa extrahovala s 3 x 10 ml DCM. Spojené organické fazy sa odparili na RVO.
Takto spracovana reakénd zmes sa delila chromatograficky na stipci silikagélu (25 g). Ako
mobilna faza sa pouzil EtOH/ konc. vodny roztok NH3; = 10/1. Vytazok reakcie (latka I'V)
bol 61,0 mg (22%).

Latka IV (61,0 mg; vytazok 22%)

TLC: MF = EtOH/NH3 = 10:1; Rr= 0,24

TH-NMR (CDCly): § 1,19 (t, 6H, O-CH>—CH3); 1,61 (m, 2H, CH,-CH2-CH>); 1,78 (m,
2H, CH>-CH2-CHy); 2,27-2,92 (m, 18H, ring CH2 a N-CH2-P); 3,42-3,69 (m, SH, N—
CH2-Ph a NH); 3,97 (p, 4H, O—-CH2—CH3); 7,14-7,29 (m, 10H, CsHs)

MS (ESD): (+) 531,5 [M+H]", vypogcitana M; = 530,7

SIP{ 1H}-NMR: (CDCl3): 27,2 (s)

27



3.3.3. Pokusy o vytvorenie ortogonalne chraneného cyklamu

Reakcia H
m@ Boc,0 1,1 ekv. m \ m
NH N (Et)3N 1,1 ekv.

U CHCl, év \ ék) \

Do banky (100 ml) s mieSadlom sa pridala latka III (0,496 g; 1,30 mmol). Banka bola
prefuknutd argénom a uzavretd septom. K zmesi sa pridal bezvody CHCIl3 (20 ml).
Oddelene sa v slzovej banke (50 ml) s mieSadlom, ktora bola tiez prefuknuta argénom
a uzavreta septom, rozpustil BocoO (0,313 g; 1,1 ekv.; 1,43 mmol) v bezvodom CHCl;3
(20 ml). K roztoku latky III sa pridal TEA, ponechalo sa miesat’ 5 min. Roztok Boc,O sa
pomocou injekénej striekacky previedol do prikvapkavacieho lievika. Z neho sa roztok po
kvapkach pridaval klatke III. Zmes sa ponechala reagovat 24 hodin. Pridala sa
destilovana voda (20 ml) a celd zmes sa previedla do oddelovacieho lievika. Zmes sa
extrahovala pomocou CHCI3 (3 x 15 ml), do spojenych organickych faz sa pridal bezvody
MgSO4 na vysuSenie. Po prefiltrovani MgSO4 cez vatu sa filtrat odparil na RVO. Ked’ze
TLC platnicka (EtOH/ konc. vodny roztok NH; = 50/1) ukazovala vznik viacerych
produktov (pravdepodobne disubstituovany — Skvrna na Starte; trisubstituovany— Rr= 0,75;
a tetrasubstituovany cyklam— Rr = 0,89;), Cistila sa vyslednd zmes chromatografiou na
stipci silikagélu (50 g). Zachytavali sa postupne tri frakcie. Najskor sa eluovalo pomocou
EtOAc (cca 200 ml), potom cistym EtOH (cca 170 ml), na zaver sa ako mobilnd faza
pouzila EtOH/DEA = 95:5 (cca 170 ml). Jednotlivé frakcie boli odparené na RVO.

Latka V (72,2 mg; vytazok 12%)

TLC: MF = Hexan/EtOAc = 3:1; Rr= 0,35

MF = EtOH/NH3 = 50:1; R¢= 0,75
TH-NMR (CDCl): § 0,74 (s, 9H, C-CH3); 1,01-1,36 (d, 4H, CH>-CH2-CH>); 1,76-2,28
(12H, ring CH2); 2,67-2,84 (m, 4H, ring CH2); 2,93-3,14 (2xd, 4H, N-CH2— C¢Hs); 6,60—
6,87 (m, 10H, C¢Hs)
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Latka VI (300,1 g; vytazok 40%)
TLC: MF = Hexan/EtOAc = 3:1; Rr= 0,5
MF = EtOH/NH3 = 50:1; R¢r= 0,89
TH-NMR (CDCl): § 1,35 (s, 18H, C-CH3); 1,67-1,96 (m, 4H, CH>-CH2-CH>); 2,29—
2,83 (m, 8H, ring CH2), 3,13-3,39 (m, 8H, ring CH2); 3,57 (s, 4H, N-CH2— C¢Hs), 7,12—
7,39 (m, 10H, CsHs);

Reakcia 1

m Boc,0 2,5 ekv. m

NH N (Et);N 2,1 ekv.

N HN CHCI
L 3 é&)\
1]
Pri priprave latky VI sa pouzil rovnaky postup ako pri priprave zmesi latok V a VI
v reakcii H. Pouzil sa Boc,O (0,711 g; 2,5 ekv.; 3,26 mmol) a TEA (0,18 ml; 2,1 ekv.;
2,73 mmol). Reakéna zmes sa po skonleni reakcie ,,prefiltrovala® cez stipec silikagélu

(6 x4 cm) v EtOAc. Vysledny tetrasubstituovany produkt mal podobu bieleho prasku.
Vytazok reakcie bol 0,484 g (64%).

Reakcia J

@ Boc
\ m H,/ Pd-C \m\j
MeOH > [ j
NH N
év \ v \Boc

Vi

Latka VI (0,3 g; 0,52 mmol) sa navazila do banky (50 ml) s mieSadlom. Do banky sa
pridala kys. octova (l'adova, 1,5 ml) a pridal sa metanol (2,5 ml) (kym sa latka VI v zmesi

nerozpustila). Prisypalo sa Pd/C (54,5 mg) a opatrne sa aplikovanim vékua odsal vzduch
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nad zmesou. Na ustie banky sa zaviedol balon naplneny vodikom. Reakcia prebiehala 21 h.
TLC platnicka (EtOH/ konc. vodny roztok NH3; = 25/1) potvrdila Gplné zreagovanie latky
VI. Obsah banky sa prefiltroval cez skladany filter a filtrat sa odparil na RVO. K odparku
sa pridal vodny roztok NaOH (10%, 10 ml) a DCM (30 ml). Vodna vrstva sa potom
extrahovala eSte 3 x 25 ml DCM. Organické vrstvy sa spojili v Erlenmayerovej banke
(250 ml), vlozilo sa mieSadlo, prisypali sa 2 lyzicky bezvodého Na,SO4 a zmes sa nechala
mieSat’ 2 hodiny. Obsah Erlenmayerovej banky sa prefiltroval cez vatu a filtrat sa odparil
na RVO. Produktom bol bezfarebny olej, ¢istota a identita latky bola potvrdena 'H-NMR
spektrom?’. Vytazok reakcie bol 0,135 g (65%).
Latka VII (135 mg; vytazok 65%)

TH-NMR (CDCl3): 1,40 (s, 18H, C-CH3); 1,73 (m, 4H, CH>-CH2-CH>); 2,62 (t, 4H,
CH>—CH>—CH2); 2,75 (t, 4H, NH-CH2); 3,31 (t, 8H, C=O-N-CH>);

Reakcia K
Boc m CF;COO(Et) 1,1 ekv. m 0
N Et;N 10 ekw. Boc )k
N HN N - N N CF,
'V >

[ j CHCl, [ j

NH N NH NZ
K)\ v Boc

Boc

vil Vil

Latka VII (167 mg; 0,42 mmol) sa preniesla do slzovej banky (25 ml) s mieSadlom.
Banka sa prefuikla argobnom a uzavrela septom. Injekciou sa do nej pridal TEA (0,58 ml; 10
ekv.; 4,17 mmol) a banka sa vloZzila do kupela I'ad-voda. Do prikvapkévacieho lievika sa
pripravila zmes etyltrifluoracetatu (55 pl; 1,1 ekv.; 0,46 mmol) v suchom CHCl;3 (3 ml)
a za mieSania sa pomaly po dobu 30 min. prikvapkavala k zmesi v banke. Reak¢éna zmes sa
ponechala mieSat’ cez noc. KedZe pri naslednej kontrole pomocou hmotnostného
spektrometru nebol zisteny vznik produktu, nechala sa zmes zahrievat’ na 50 °C po dobu 2

dni. Ani po uplynuti tejto doby vSak nebol pozorovany vznik produktu.
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Reakcia L

Boc m (CF5C0),0 1,1 ekv. Q
AN E;NSekv.  Boc ) P

N HN e o N N CF,
Sva >
[ j CHCl, [ j
NH N\ NH NT
Boc v Boc
VI VIl

Do slzovej banky (25ml) sa odvazila latka VII (36 mg; 0,09 mmol). Banka sa prefukla
argonom, pridalo sa mieSadlo awuzavrela septom. Pridal sa suchy CHCIl; (1 ml) na
rozpustenie latky VII. Do slzovej banky sa pridal TEA (63 ul; 5 ekv.; 0,450 mmol).
Oddelene sa pripravil roztok trifluéracetanhydridu (14 ul; 1,1 ekv.; 0,10 mmol) v 1 ml
suchého CHCls. Zmes v slzovej banke sa vlozila do kupela 'ad-voda. Pomaly, po dobu 15
min. sa za mieSania z prikvapkdvacieho lievika pridaval pripraveny roztok
trifludracetanhydridu. Reakénd zmes sa ponechala miesat’ 2 dni. Ani po dvoch diioch
nebola zistend pritomnost’ produktu pomocou hmotnostného spektrometra. Zmes sa

nechala reagovat’ d’alSie 2 dni pri zahriati na 50 °C, avSak vznik produktu stale nebol

pozorovany.

Reakcia M

Boc

N :

[N HN] N O/\O)J\Cl Et;N 5 ekv. B°°\m
NN cHCl, [N Nj
L \BOC o~/ L “Boc

IX

Do slzovej banky (25ml) bola navaZena latka VII (73,1 mg; 0,18 mmol). Toto
mnozstvo sa rozpustilo v suchom CHCIl3 (1,5 ml). Pridalo sa mieSadlo, banka bola
prefuknutd argénom a uzavretd septom. Do slzovej banky sa pridal TEA (127 pul; 5 ekv.;
0,91 mmol). Oddelene sa pripravil roztok benzyl-chlorformiatu (26 pl; 1 ekv; 0,18 mmol)
v suchom CHCI; (1 ml). Zmes v banke sa ochladila na teplotu 0 °C pomocou kupel’a I'ad-
voda. Roztok benzyl-chlorformiatu sa pomocou injekénej striekacky pomaly po kvapkach
pridaval po dobu 30 min., k mieSanej zmesi v slzovej banke. Po pridani sa odstranil kapel’

a zmes sa ponechala pri laboratdrnej teplote reagovat cez noc. Pomocou hmotnostného
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spektrometru bola zistena pritomnost’ produktu. Reakéna zmes bola extrahované 3 x 10 ml
destilovanej vody a organicka faza bola odparena na RVO.

MS (ESI): (+) 535,42 [M+H]", vypocitand M; = 534,3

3.3.4. Pokusy o zavedenie monosfosfonatového ramena na 1,8-diBoc cyklam

Reakcia N

Boc\m HP(O)(OEt),, 3 ekv. Boc\m Boc\m 3

(H,C=0), 1,1 ekv.

N HN
HBr ¢ py 2 ekv. [ j Okt
5 EtO_ || EtO ||

U\ 50°C, pyridin o’ PN v SBoc o’ I~ v “Boc
Boc

Vil

Latka VII (113,9 mg; 0,29 mmol) sa preniesla do vialky, do ktorej bolo vlozené
mieSadlo. Injekénou striekackou pridali 2 ml suchého pyridinu na rozpustenie latky VII.
Pridal sa paraformaldehyd (9,4 mg; 1,1 ekv.; 0,31 mmol) a HBr-py (91 mg; 2 ekv.; 0,57
mmol). Na zaver sa injek¢nou striekackou pridal dietylfosfit (0,11 ml; 3 ekv.; 0,85 mmol).
Vialka bola prefuknuta pridom argénu a uzavreta septom. Zmes sa zahriala na teplotu
45 °C a ponechala sa reagovat’. Nasledujtci defi bola odobrana vzorka na 3'P NMR, ktoré
ukazovalo 50% konverziu. Zmes sa teda ponechala reagovat. Po 3 diioch sa opit
rovnakym postupom pomocou NMR zistilo, Ze reakcia uz d’alej neprebieha (dosiahla sa
konverzia 61%) a reakénd zmes bola odparend na RVO. Ostal dooranzova sfarbeny ole;.

Zmes bola delena chromatografiou na stipci silikagélu (3 x 8 cm). Ako mobilna faza
sa pouzil MeOH/DCM = 95/5. Odoberali sa frakcie (12 ml). Vo frakciach 5-21 bola
zachytavana latka XI. Vo frakciach 22-50 vytekala zmes latok X a XI. Tieto frakcie boli
spojené a predistované d’alsou chromatografiou na stipci silikagélu (1 x 10 cm). Ako
mobilnd faza sa pouzil MeOH/DCM = 97/3. Zachytévali sa 6 ml frakcie. Vo frakciach 3-10
vytekala latka XI, vo frakciach 11 a 12 zmes latok X a XI a vo frakciach 13-20 cista latka
X. Frakcie s rovnakymi latkami boli spojené a odparené na RVO. Latka XI mala podobu
zItého oleja avytazok bol 82 mg (41%). Latka X mala podobu bezfarebného oleja
a vytazok bol 26 mg (9%).

Latka X (26,0 mg; vytazok 9%)

TLC: MF = MeOH/DCM = 95:5; R¢=0,11
MF = MeOH/DCM = 97:3; Rf= 0,15
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MS (ESI): (+) 551,45 [M+H]", vypocitana M = 550,35

IH-NMR (CDCL): 5 1,34 (t, 6H, O—CH>—CH3); 1,47 (s, 18H, C—CH3): 1,84 (t, 2H, CHx—
CH2>—CHb»); 2,10 (t, 2H, CH>—CH2>—CH>); 2,72-3,52(m, 19H, ring CH2 a N-CH2-P ); 4,13
(p, 4H, O-CH2-CHs)

31P{ 1H}-NMR (CDCl3): 25,2 (s)

Latka XI (82,0 mg; vytazok 41%)

TLC: MF = MeOH/DCM = 95:5; R¢= 0,36

MF = MeOH/DCM = 97:3; Rr= 0,56
MS (ESD): (+) 701,55 [M+H]", vypo¢itana M; = 700,39
'H-NMR (CDCl): § 1,31 (t, 12H, O-CH>—CH3); 1,43 (s, 18H, C-CH3); 1,70-1,77 (m,
4H, CH>—CH2—CH>»); 2,88-2,96 (m, 4H, N-CH:2-P ); 3,24-3,38 (m, 8H, ring CH2 ); 2,66—
2,79 (m, 6H, ring CH2); 4,10 (p, 8H, O—CH2—CH3)
3IP{ 1H}-NMR (CDCls): 25,2 (s)

4. Diskusia

4.1. Pokusy o monosubstituciu na dvakrat chranenom cyklame

Derivaty kyselin fosforu sa na makrocykly zavadzaji pomocou tzv. fosfo-
Mannichovej reakcie. Na obrazku 4.1. je uvedeny jeden ztypov tejto reakcie, ktory sa
nazyva Kabachnik-Fieldsova reakcia. Reaguje pri nej amin s aldehydom a latkou
obsahujicou P-H vézbu. Reakciou vznika velké mnoZstvo vedlajSich produktov, najméa

vd’aka viacndsobnym alkylaciam na aminovej skupine.*®

o
R R i R\N/\P//
J— .
~v7 T * P | / \OR2
RZO/ | OR2 R R2O
H

Obrazok 4.1.: Kabachnik-Fieldsova reakcia so zavddzanim metylfosfonatu
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4.1.1. Priprava 1,8-dibenzylcyklamu (latka III)

Modifikovanim postupu®’ bol pripraveny cyklam chraneny v polohe 1,8- benzylovymi
skupinami. Charakteristické spektra vsetkych pripravenych latok (I-III) sa zhodovali

s publikovanymi datami.*’

4.1.2. Priprava latky IV

Nasou snahou bolo pripravit' dvakrat chraneny cyklam (poloha 1,8-) s naviazanym
fosfonatovym ramenom a vol'nou aminoskupinou, ktord by sa dala d’alej modifikovat’ inym
pendantnym ramenom (Obr.4.2.). Chraniace benzylové skupiny mali byt odstranené
hydrogenaciou. Produkt mal vzniknit' reakciou fosfo-Mannichovho typu, v ktorej by
reagoval formaldehyd, dietylfosfit a chraneny cykldm za kyslej katalyzy. Vysledkom mala
byt Statistickd zmes di-, tri- a tetrasubstituovaného cykldmu s preferenciou
trisubstituovaného cyklu. Tuto preferenciu sme chceli dosiahnut pouzitim jedného

ekvivalentu, resp. vel'mi mierneho prebytku formaldehydu.
@A X b

latka IV

Obrazok 4.3.: Pozadovany produkt monosubstiticie na chranenom cyklame — latka IV

Reakcia D

V reakénej zmesi vznikol biely zdkal. Na *'P NMR spektre bol nepatrny naznak piku
v oblasti, kde by sa dal o¢akavat' pik produktu. Ani zahriatie z 50 °C na 80 °C vS8ak
neviedlo k navysSeniu pozorovaného piku, a teda ani k vzniku vyznamnejSiecho mnozstva

tejto latky.
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Reakcia E

Pokusili sme sa pripravit’ latku IV podobnym spdésobom ako v pripade reakcie D.
Zmenili sme pouzité rozpustadlo anamiesto pyridinu sme pouzili toluén. Na kysla
katalyzu sa pouzila kyselina trifluéroctova. V reakcnej zmesi boli pozorované 2 fazy.
Latka IV vsak vobec nevznikala, nepomohlo ani zahrievanie reak¢nej zmesi na teplotu

80 °C.

Reakcia F

Pri d’alSej modifikacii reakcie D sa vynechala kysla katalyza a reaktivita mala byt
moderovana pouzitim jedného ekvivalentu dietylfosfitu. V 3P NMR spektre bol
pozorovany pik v ofakavanej oblasti vzniku produktu, ktory aj po niekolkych diioch

reakcie latok v danych podmienkach tvoril len priblizne 5% z celkovej plochy pikov zmesi.

Reakcia G

Pri tomto postupe sme predpokladali vznik N-C—P vézby s vyuZzitim otvorenia
bis(amindlom) chraneného derivatu cyklamu pomocou nukleofilu. Donorom fosfonatového
ramena nemal byt’ dietylfosfit, ale jeho in sifu generovana sodné sol’. Reaktivita mala byt’
moderovand mnozstvom pouzit¢ho sodika (1,1 ekvivalentu). KedZe reakcia bola
odskusavana v mensich mnoZstvach (13 mg Na) bolo nevyhnutné zabezpecit’ Co najsuchsie
prostredie. Rozpustadlom bol suchy, predestilovany, dimetylformamid a reakcia
prebiehala v argonovej atmosfére (pod balonikom) v banke uzavretej gumovym septom.
Kontrola pomocou 3P NMR ukazala vznik piku pri 25 ppm, ktorého intenzita
naznacovala, Ze reakcia prebehla z 87%. Vysledné reakénd zmes sa delila chromatografiou
na stipci silikagélu, kde sa ako mobilna faza pouzil EtOH/NH; (konc. vodny roztok) =
10/1. Ako prvy mal kolénu opust’at’ najmenej polarny, tetrasubstituovany cyklam, za nim
mal nasledovat’ pozadovany trisubstituovany cyklam. Latku IV (Obr.4.2.) sa podarilo
charakterizovat’ pomocou hmotnostného spektrometra a '"H NMR spektra. VytaZok reakcie
bol 22%. Latka IV, ako trisubstituovany derivat cyklamu, vznikala v menSom mnozstve.
Vicsinu produktu reakcie tvoril tetrasubstituovany cyklam (51%).

Reakciu sa Zial' napriek niekol'kym pokusom nepodarilo zreprodukovat’, priebezna
kontrola sa uskuto¢iiovala pomocou *'P NMR, pric¢om sa sledovala intenzita piku

s chemickym posunom okolo 25 ppm, ktord zodpovedala vznikajicej latke IV. T4 v danom
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stechiometrickom pomere k intenzite pikov nezreagovaného dietylfosfitu, ktory bol
v reakcii v nadbytku, naznacovala stupenn konverzie reakcie. Pri opakovani reakcie
nepomohlo ani zvdcSenie mnozZstva reaktantov (44,8 mg Na), dosiahla sa len 8%
konverzia. Reakcia bola odskusand aj s miernym nadbytkom sodika (1,2 ekvivalentu),
vysledok bol vSak podobny ako v ostatnych pripadoch (dosiahla sa 12% konverzia).
Vyskasana bola aj moznost’ v priebehu reakcie do reakénej zmesi dodato¢ne pridat’ sodnu
sol’ dietylfosfitu (0,3 ekv.), k zmene to vSak neviedlo.

Testovali sme aj moznost' zavedenia metylfosfondtovych ramien na obe nechranené
aminoskupiny cyklamu, pomocou prebytku vybranych reaktantov (3 ekv. Na, 12 ekv.
dietylfosfitu). Cielom bolo overit spravnost’ postupu pri reakcii G, kedZe reakcia
prebiehajica do oboch nechranenych poldh uz bola popisana.®* Reakéna zmes bola aj po
jednom dni homogénna a *'P NMR spektrum ukazalo, Ze reakcia prebehla z 94%.

Vyskusané bolo aj oddelené generovanie soli dietylfosfitu (z 9,7 mg Na) a jej pomalé
pridavanie k roztoku dibenzylcyklamu v 8 ml DMF, aby sa zabezpecilo lepSie rozpustenie
vychodiskového dibenzylcyklamu, a tym sa zlepSila homogénnost’ zmesi (vysledkom bola
12% konverzia).

Problémom pri reprodukovani reakcie bolo pravdepodobne nedostatocne suché
prostredie (neskor aj napriek pouzivanému predestilovanému rozpuStadlu). Najmé pri
pouziti malych mnoZstiev reaktantov mohlo na povrchu sodika dochadzat’ k vytvoreniu
malej, tazko pozorovatelnej vrstvy NaOH, ktord by spotrebovala ¢ast’ mnoZstva sodika
potrebného na vytvorenie soli. Vzniknutd vrstva NaOH mohla ovplyviiovat aj
homogénnost’ zmesi. Dal§im problémom mohla byt &istota sodika, ktory bol sice vzdy

cerstvo okrajany, ale mohol napriek tomu obsahovat’ nejaké necistoty.

4.1.3. Priprava latky X
Reakcia N

Pokus o pripravu latky X fosfo-Mannichovou reakciou vychadzal z dvakrat
chraneného cyklamu. Ciel'om bolo dostat’ Statistickii zmes, v ktorej by dominovala latka X
(popri latke XI a vychodiskovej latke VII) (Obr.4.3.). Reakcia bola moderované pouzitim
jedného ekvivalentu, resp. mierneho prebytku paraformaldehydu (podobne ako pri reakcii
D). Po troch dioch bola pomocou spektra zistena konverzia 61%, ktora sa dalej
nezvySovala. Napriek tomu, ze TLC platnicka naznacovala bezproblémovy priebeh

delenia, zistili sa pri naslednej chromatografii tazkosti. Ako prva z kolony tiekla latka XI.
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Po odobrati vel'kého mnozstva frakcii (17), v ktorych sa latka XI nachadzala rozriedena,
zacala z kolony vytekat’ zmes latok X a XI. Latka XI vytekala v malych mnozstvach
z kolony aj v poslednych frakcidch spolu s latkou X a vychodiskovou latkou (VII). Pri
naslednej chromatografii zmesovych frakcii sa podarilo za pouzitia polarnejSej zmesi
(MeOH/DCM 97:3) izolovat’ latku X v podobe bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol
vSak (aj kvoli problematickému Cisteniu) maly a latka X bola ziskand v menSom mnozstve

(9% : 41% latky XI).

latka X

Obrazok 4.3.: Pozadovany produkt monosubstitucie na chranenom cykldme — latka X

4.2. Priprava ortogonalneho chranenia cyklamu

Cielom bolo pripravenie trikrat chranen¢ho cyklamu, v ktorom by dve chréaniace
skupiny boli benzylové ajedna skupina by bola ferc-butyloxykarbonylova (latka V).
Vychodiskovou latkou bola latka III. Ocakavany bol vznik Statistickej zmesi, v ktorej by
prevaha trisubstituovaného cyklamu bola zabezpecena pridanim jedného ekvivalentu, resp.
mierneho prebytku (1,1 ekvivalentu) Boc,O. Reakcia prebiehala v bazickom prostredi, kde
trietylamin zabezpecCoval deprotondciu latky III, atym wurychloval reakciu. Kvoli
zabezpeceniu prevahy trisubstituovaného produktu sa pouzil jeden ekvivalent, resp. mierny
prebytok (1,1 ekv.) trietylaminu. TLC platnicka (Hexan/EtOAc = 3/1) ukazovala vznik
troch frakcii, ktoré sa ziskali chromatografiou na stipci silikagélu. Prvé frakcia sa ziskala
eluovanim s Cistym EtOAc, druhd s Cistym EtOH a tretia zmesou EtOH/DEA = (95/5).
Kolonu mala opustat’ najskor latka VI. Jej pritomnost’ v prvej frakcii bola po izolacii
potvrdend pomocou 'H NMR spektra. Prva frakcia mala podobou bezfarebného oleja, z
ktorého vsak po chvili vznikli biele krystaly. V druhej frakcii bola pomocou 'H NMR
spektra potvrdend latka V (Obr.4.3.). Frakcia mala podobu ZItého oleja. Jednotlivé frakcie

boli odvéazené aprepocet na latkové mnozstvo ukazoval preferovany vznik
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tetrasubstituovaného cyklamu (78% : 22% trisubstituovaného). Reakcia prebehla z 51%
(vo vzt'ahu k vychodiskovej latke IIT).

Pri snahe znizit' reaktivitu, a tym zvySit pomer vznikajiceho trisubstituovaného
produktu sa pouzilo subekvivalentné mnozstvo trietylaminu aj Boc2O (0,8 ekvivalentu pri
oboch zlozkach). Roztok Boc2O sa k zmesi bazy a cyklamu pridaval po kvapkéach do zmesi
chladenej kiipel'om l'ad-voda. Takto uskutocnend reakcia sice zvacsila pomer vznikajuceho
trisubstituovaného cykldmu (68% tetrasubstituované¢ho : 32%) avSak znizila celkové
mnozstvo vznikajucich produktov. To ukazovalo, Ze reakcia bola, napriek rovnakému
reakénému ¢asu ako pri prvom pokuse, uskuto¢nena len z 29%.

Ked'ze v oboch pripadoch boli ziskané mnozstva trisubstituovaného cyklamu vel'mi
malé oproti mnozstvdm reaktantov, bolo dalSou snahou pripravit vylucne
tetrasubstituovany produkt. Bola teda nastavend reakcia dibenzyl cykldmu s 2,5 ekv.
BocoO a2,1 ekv. trietylaminu. Reakcia prebiehala 24 hodin aroztok Boc;O bol
prikvapkavany za laboratérnej teploty. Kontrola pomocou TLC platnicky (hexan/EtOAc =
3/1) ukdazala pritomnost’ jednej Skvrny, ktord predstavovala tetrasubstituovany produkt.
Produkt bol na dodistenie prefiltrovany cez stipec silikagélu. Nizky vytazok (64% oproti
kvantitativnemu vytazku uvadzanému v literatire’’) bol pravdepodobne spdsobeny
stratami na stipci silikagélu.

Nasledne sme sa zamerali na kombinacie skupiny Boc s inou chréniacou skupinou.
Pre tento ucel bolo potrebné odstranit’ benzylové skupiny pomocou hydrogenacie. Oproti
uvedenému postupu®’ bolo potrebné pridat’ viac octovej kyseliny, a tieZ vi¢sie mnoZstvo
metanolu na rozpustenie vychodiskovej latky. Reakcia by mala prebiehat’ kvantitativne®’,
nami ziskany vytazok (65%) by sa pravdepodobne dal zvysit, keby hydrogenacia
prebiehala za zvySenej teploty.

Dal$ou z moznosti ortogonélneho chranenia bola teda kombinacia dvoch skupin Boc
a jednej trifluoracetylovej skupiny (latka VIII) (Obr.4.3.). Reakcia bola riadend pouzitim
1,1 ekvivalentu etylesteru kys. trifluoroctovej, ktory sa pridaval za znizenej teploty. Ako
vedl'aj§i produkt vznikal etanol, ktory ako kyselina naprotonovaval poslednii volni
aminoskupinu cyklu, ¢im branil naviazaniu sa chraniacej skupiny do uvedenej polohy na
cyklame. Pridany bol aj trietylamin, ktory plnil tlohu ,,pufru“ (konkurent aminovych
skupin cykldmu z hl'adiska viazania protonu). Reakcia neprebiehala ani po dvojdinovom
zahriati zmesi na teplotu 50 °C.

Dal$ou snahou bolo zvysit’ reaktivitu vychodiskovej latky zavadzajucej TFA skupinu

na cykldm. Miesto esteru sa pouzil reaktivnej$i anhydrid za rovnakych podmienok ako
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vysSie spominand reakcia s etylesterom kys. trifluoroctovej. Vysledky oboch reakcii boli
podobné, vzniknuty zIty roztok produkt neobsahoval. Reakcia bola odskasand aj bez
pridavku trietylaminu, vysledok bol vSak opédt rovnaky. Doévodom netspechu bolo
pravdepodobne stérické branenie pomerne objemnych Boc aj TFA skupiny.

Potencialne vhodnou skupinou na kombindciu so skupinami Boc je skupina Cbz, ktora
je menej objemnym substituentom. Vyskusalo sa teda jej zavedenie na dvakrat chraneny
cyklam (vysledkom mala byt priprava latky IX) (Obr.4.3.). Reakcia bola riadend pouzitim
jedného ekvivalentu benzyl-chlorformiatu, ktory sa pridaval za znizenej teploty. Reakcia
prebiehala aj bez pouzitia bazy. Do terminu odovzdania prace sa vSak nepodarilo latku IX

izolovat’.

@h[miok SR NSl

OBn

latka V latka VIII latka IX

Obrazok 4.3.: Skimané sposoby ortogonalneho chranenia cyklamu
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5.7Zaver

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo preskumat’ syntetické moznosti monosubstitucie
derivatov kyselin fosforu na dvakrat chranenom cyklame. Fosfo-Mannichovou reakciou
cyklamu chraneného dvoma benzylovymi skupinami sa podarilo pripravit malé mnozstvo
latky IV (Obr.5.1.) (61 mg). Rovnakym typom reakcie cyklamu chraneného Boc
skupinami v polohe 1,8- bolo pripravené malé mnozstvo derivatu cykldmu s jednym

fosfonatovym ramenom — latka X (Obr.5.1.) (26 mg).

m/\ >L J\m/\l';',/OH
O yE T
vv@ QY K

Obrazok 5.1.: Pripravené trisubstituované derivaty cyklamu

Ukézalo sa vSak, Ze v oboch pripadoch preferencne vznikd produkt, v ktorom sa
fosfonatové rameno substituovalo do dvoch poldh. Z tohto dovodu sa nasledne zist'ovali
moznosti ortogonalneho chranenia cyklamu, ktoré by zabezpecili selektivnu substiticiu do
jednej polohy na makrocykle.

Preskiimané boli tiezZ moznosti pripravy ortogonalne chranenych derivatov cyklamu.
Pripraveny bol cykldm chraneny ortogonalne kombinaciou skupin Boc a Cbz. Tento
derivat cyklamu, nebol kvoli nedostatku Casu izolovany z reak¢énej zmesi a vycisteny. Po
vycisteni bude tento ligand potencialne sluzit pre naslednt syntézu asymetricky
substituovaného cyklamu s jednym pendantnym ramenom. OdskuSané bolo aj chranenie

pomocou kombinécie skupin Boc a TFA, ktoré sa vSak ukdzala ako netispesna.
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6. Zoznam pouzitych skratiek

AcOH - octova kyselina

CT — pocitacova tomografia (Computed Tomography)

DCM - dichlérmetan

DEA — Dietylamin

DMF- dimetylformamid

ESI — elektronova sprejova ionizacia (Electrospray Ionization)
EtOAc — etyl acetat

EtOH — etanol

EZ — elektronovy zachyt

FDA — U.S. Food and Drug Administration

MeOH — metanol

MF — mobilna faza

MRI — Magnetic resonance imaging

MS — hmotnostna spektrometria (Mass Spectrometry)

NMR — nuklearna magnetické rezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)
R¢— retardacny faktor

RVO — rotacné vakuova odparka

SOD — Superoxid dismutiza

TEA — trietylamin

TFA — trifludroctova kyselina

TLC — chromatografia na tenkej vrstve (Thin—Layer Chromatography)
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