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Abstrakt

Komplexy i6nov kovov s derivatmi 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu
(cyklénu) su vyuzivané v roznych aplikaciach, napriklad ako kontrastné latky pre
magneticku rezonan¢na tomografiu (MRI). Termodynamické, kinetické a relaxacné
vlastnosti komplexov ovplyvinuje Struktura ich ligandov. Z hladiska tychto vlastnosti
je zaujimavym ligandom nesymetricky substituovany monoamid DO3AP. Na
syntézu nesymetricky substituovanych derivatov cyklénu je potrebné vyuzit’
ortogonalne chranenie cyklénu. So zamerom syntetizovat’ monoamid DO3AP bol v
rdmci tejto prace pripraveny monochraneny cyklén, dva typy ortogondlneho
chranenia cyklénu, a chraneny cyklén bol substituovany acetatovymi pendantnymi

ramenami.
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Abstract

Complexes of metal ions with derivatives of 1,4,7,10-tetraazacyclododecane
(cyclen) are used in various applications, such as contrast agents for magnetic
resonance imaging (MRI). The structure of ligands affects the thermodynamic,
kinetic, and relaxation properties of the complexes. The unsymmetrically substituted
monoamide DO3AP is particularly interesting from this perspective. Synthesis of
non-symmetrically substituted cyclen derivatives requires the use of orthogonal
protection of cyclen. With intention to synthesize monoamide DO3AP, this thesis
presents the preparation of a monoprotected cyclen, two types of orthogonal
protection of cyclen, and a substitution of the protected cyclen with acetate pendant

arms.
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1 Teoreticky uvod

1.1 Magneticka rezonan¢na tomografia

Od uvedenia v 80. rokoch minulého storoia sa magnetickd rezonan¢na
tomografia (MRI, z angl. magnetic resonance imaging) stala kazdodennou stucastou
diagnostiky ochoreni rozneho druhu. Coraz viac dopliiia star§ie zobrazovacie metody
ako pocitaCova tomografiu (CT, zangl. computational tomography), rontgenové
Ziarenie, jednofotonovua emisni vypoctova tomografiu (SPECT,
z angl. single-photon emission computed tomography) alebo pozitronovi emisni
tomografiu (PET, z angl. positron emission tomography), ktoré prekondva najmi
absenciou Skodlivého ionizujuceho ziarenia, rychlostou zobrazovania a vysSou
kvalitou skenov.(1)

MRI je zobrazovacia metdoda zalozena na nukledrnej magnetickej rezonancii
(NMR, z angl. nuclear magnetic resonance). Pri tvorbe skenu je na skimané tkanivo
aplikované velké magnetické pole (v sucasnosti 0,5 — 3 Tesla), ktoré¢ indukuje
usporiadanie magnetickych momentov jadier atémov vodika viazanych vo vode
nachadzajicej sa v pozorovanom tkanive. Po oziareni tkaniva dochadza k relaxacii
magnetickych momentov jadier, pri ktorej st uvolnené radiofrekvenéné impulzy
zaznamenavané snima¢om.(2) Vznik snimky je zalozeny na sledovani rozdielnej
distribicie a vlastnosti vody v zobrazovanom tkanive a zobrazuje kontrast medzi
sledovanymi vlastnostami jadier vodika v zdravom a patologicky poskodenom
tkanive. VSetky ostatné¢ diagnostick¢ zobrazovacie metody tvoria obraz iba na
zaklade jednej vrodenej vlastnosti tkaniva, ako napriklad hustota alebo zvukova

impedancia tkaniva.

1.1.1 Kontrastné zvyraznenie

Desiatky milionov skenov MRI ro¢ne prebiehaji s kontrastnym zvyraznenim.
Kontrastné latky sluzia na zlepSenie citlivosti a Specificity diagnostickych obrazov
zmenou obvyklych vlastnosti tkaniv, ktoré ovplyviiuji zakladné mechanizmy vzniku
kontrastu. Zvy¢ajne obsahuju trojmocny i6n gadolinia, ktorého pritomnost’ efektivne
znizuje relaxacny cas jadier vodika vo vode atym nepriamo zlepSuje kvalitu
obrazu.(3) Vhodnost gadolinit¢tho kationu vychadza zjeho jedinecnych

magnetickych vlastnosti, a to vel'kého spinového momentu vytvoreného najvacsim
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moznym poctom nepdrovych f elektronov — sedem, a symetrického elektronového
stavu — zakladny stav je 8S7,.(4) Roéne sa tak do tiel pacientov s utelom zvysit
prinos (rozliSenie skenov) MRI uvedie takmer 50 ton gadolinia.(3)

Volné iony gadolinia(Ill) v 'udskom tele interferuju s vapnikovymi iénovymi
kanalmi, ¢o znaci ich velka toxicitu prejavovant inhibiciou neurotransmiterov,
stahovanim svalov a dysfunkciou mitochondrii.(2) Na pouzitie in vivo je preto
potrebné¢ 1i6ny gadolinia(Ill) komplexovat’ s vhodnym cheldtorom (organickym
ligandom). I6n kovu sa tak stava nedostupnym pre interakciu s tkanivami, je
zrychlend jeho eliminécia a znizena jeho biotransformécia a akumulacia.

Komeréne dostupné kontrastné latky pozostavaju z gadolinitého kationu
s koordinaénym c¢islom 9 chelatovaného organickym ligandom pomocou tvrdych
O-donorovych a stredne tvrdych N-donorovych vézieb a s koordinovanou molekulou
vody. Vymienanim tejto koordinovanej molekuly vody je magnetickd informacia
prenasand na pril'ahld vodu, ¢o tvori zaklad mechanizmu zvySovania kontrastu.
Charakter organického ligandu urcuje kl'icové vlastnosti rozhodujice o vyzname
a bezpeénosti pouZivania danych kontrastnych latok. Struktira chelatora je
rozhodujicou pri efektivnom naviazani sa na cielova Struktiru, ovplyviuje
relaxacny c¢as jadier vodika vo vode, rychlost’ vymienania koordinovanej molekuly
vody a ¢as uvol'nenia toxického i6nu.(3)

Medzi schvalenymi kontrastnymi latkami st latky s linedrnym cheldtorom
(priklad je na Obr. 1) a latky s makrocyklickym chelatorom (priklad je na Obr. 2).
Prvou schvalenou kontrastnou latkou pre MRI bola vroku 1988 molekula
[Gd(H20)(dtpa)]*” pod nazvom Magnevist® (Obr. 1). V pripade tejto aj ostatnych
kontrastnych latok s linearnym ligandom sa dlhy a flexibilny ligand ,,zavinie* okolo
gadolinitého kationu a vytvori osem koordina¢nych vézieb. Deviatu koordinacn

vizbu kation vytvori s vymenitelnou molekulou vody.(3)

Obr. 1: Molekula latky [Gd(H,O)(dtpa)]>~ (Magnevist®) zobrazen4 aj s koordinovanou vymenitel'nou
molekulou vody



Obr. 2: Zlava latky Dotarem®, ProHance® a Gadovist® zobrazené aj s koordinovanou vymenitel'nou
molekulou vody

1.2 Kontrastné latky s makrocyklickym ligandom

Napriek tomu, ze je dostupnych viacero rdznych Kkontrastnych latok
s linedrnym ligandom, v medicinskej praxi st pouzivané uz len vynimocne
a vhodnejs$imi ligandmi pre pouzitie ako chelatory gadolinitého katiénu sa ukézali
byt makrocyklické ligandy. Dévodom ich vhodnosti je zniZenie toxicity oproti
komplexom s linedrnym ligandom sposobend ich vysokou termodynamickou
a predovsetkym kinetickou stabilitou zapri¢inenou chelatovym a makrocyklickym
efektom, ked’ze gadolinity kation je ,,vlozeny* v ,,dutine* ligandu.(5)

Ligand je definovany ako makrocyklicky, ak je v jeho cykle viac nez osem
atomov a aspon tri z nich su heteroatomy s volnym elektronovym parom. Komerc¢ne
dostupné kontrastné latky s makrocyklickym ligandom su zalozené na baze
1,4,7,10-tetraazacyklododekanu  (cyklénu) (Obr. 3). Tento dvanastclenny
makrocyklicky ligand obsahuje Styri donorové dvakrat substituované atdémy dusika

vyuZzivané na koordina¢né viazby i6nu kovu.
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Obr. 3: 1,4,7,10-tetraazacyklododekan (cyklén)

Gadolinity kation méa obvykle koordinaéné ¢islo devit, takze samotny cyklén
nie je postacujucim chelatorom. Derivaty cyklénu su tvorené substiticiou atomu

vodika na aminové skupiny vhodnymi pendantnymi ramenami, ktoré obsahuju



donorové heteroatdomy urcujice koordinaciu i6nu kovu v dutine makrocyklu, zvysSuji
celkovt stabilitu a znizuju toxicitu.

Medzi komer¢ne pouzivané kontrastné latky patria komplexy troch derivatov
cyklénu (Obr.2). NajstarSou z nich je Dotarem®, ktorého organickym ligandom je
DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina), teda derivat
cyklénu so Styrmi acetatovymi pendantnymi ramenami. Kazdé acetatové rameno
poskytuje jeden atdom kysliku, s ktorym gadolinity 16n vytvara koordina¢nu vizbu.
Modifikaciou $truktiry tohto ligandu vznikli d’alsie kontrastné latky — ProHance®
a Gadovist®. Ich tri acetatové pendantné ramena a jedno modifikované pendantné

rameno taktiez poskytuji po jednom atome kyslika na tvorbu koordinacnej vézby.(3)

1.3 Komplexy makrocyklickych ligandov

1.3.1 Komplexy s ligandom DOTA

Zakladom pre skimanie mechanizmu koordindcie i6nov lantanoidov
s makrocyklickymi ligandmi je derivat cyklénu so Styrmi acetdtovymi pendantnymi
ramenami (DOTA). Tento ligand oktadentatne koordinuje i6n v dvoch planarnych,
navzdjom paralelnych rovindch. Prva je tvorend Styrmi atomami dusika
v Struktare makrocyklu. Druhu rovinu tvoria Styri atomy kyslika patriace acetatovym
pendantnym ramendm anad touto rovinou je umiestneny atom kyslika patriaci
vymenitel'nej molekule vody, ktory tvori zaroven deviatu koordina¢nt vézbu.

Styri etyléndiaminové skupiny v makrocykle ligandu DOTA tvoria s i6nom
lantanoidu chelatové pat’clenné kruhy, ktoré existuji bud’ v A, alebo 6 konformacii.
Celkova konformacia makrocyklu potom je, v snahe minimalizovat’ vnitorné pnutie,
vzdy ,Stvorec s konformaciami kruhov AAAA alebo 8600. Acetitové pendantné
ramend moZzu mat vzhladom na chelatové kruhy makrocyklu poziciu A alebo A.
Stihrnne tak vd’aka kruhovej interkonvencii (6 = L) arotacii acetdtovych ramien
(A 5 A) existuyju vroztoku komplexu jeho Styri moZné izoméry — dve

diastereoizomérne dvojice enantiomérov Addd00/AMMAA a AMAA/ Ad560 (Obr. 4).(5)
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Obr. 4: Existujuce izoméry komplexu DOTA s iénom lantanoidu a prechody medzi nimi
(obrazok prevzaty z literatry(5))

Oba diastereoizoméry sa odliSuju uhlom ®, ktory spolu zvierajii roviny
obsahujuce atomy kyslika a atomy dusika. Izoméry AAAAL/AS03S vykazuji uhol ®
priblizne 40°, ¢o odpoved4 priestorovému usporiadaniu Stvorcovej antiprizmy
(SA, z angl. square-antiprismatic). Enantioméry Ad660/AAAA maji uhol ® priblizne
24°, ¢o odpoveda priestorovému usporiadaniu skrutenej Stvorcovej antiprizmy
(TSA, z angl. twisted square-antiprismatic).

Vroztoku sa komplex gadolinia(Ill) sligandom DOTA, teda i6n
[Gd(dota)(H20)]", vyskytuje  castejSie v priestorovom  usporiadani  SA.
Diastereoizoméry SA a TSA maji rézne vlastnosti, vyrazne odliSna je napriklad
rychlost’ vymieiniania koordinovanej molekuly vody. Pre priestorové usporiadanie
TSA je charakteristickd niekol’kondsobne rychlejSia vymena tejto molekuly vody.
Pomer zastupenia izomérov (SA/TSA) v roztoku zavisi na velkosti i6nu lantanoidu
atvaru dutiny ligandu. Tvar a velkost’ dutiny komplexov tvorenych ligandmi
odvodenymi od DOTA st prevazne ovplyviiované pendantnymi ramenami. R6zne
typy pendantnych ramien vedd k réznym vzdialenostiam medzi rovinami atdémov

dusika a atomov kyslika.(5)

1.3.2 Komplexy s ligandom DOTP

Dal§im zdkladnym ligandom pre S$tudium koordinacie i6nov lantanoidov

v komplexoch s makrocyklickymi ligandmi je DOTP



(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrakis(metylfosfébnovd) kyselina), teda

derivat cyklénu so Styrmi metylfosfonadtovymi pendantnymi ramenami (Obr. 5).
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Obr. 5: DOTP

Komplexy tohto ligandu v pevnom skupenstve nadobudaji naprie¢ celou
lantanoidovou sériou iba priestorové usporiadanie TSA. Priestorové usporiadanie
TSA s koordinovanou molekulou vody bolo najdené iba u komplexov velkych ionov
La** a Ce*". Komplexy ostatnych, mensich iénov, nemali koordinovani molekulu
vody.(6) Nepritomnost’ koordinovanej molekuly vody je pravdepodobne sposobena
velkymi metylfosfonatovymi pendantnymi ramenami a tetraedrickym usporiadanim

vizieb atomov fosforu.(5)

1.3.3 Komplexy sligandmi s kombinaciou acetatovych a metylfosfonatovych

pendantnych ramien

Uvedené zistenia boli motivaciou pre d’alSie skimanie mechanizmu tvorby
komplexov i6nov lantanoidov s derivatmi cyklénu srdéznymi kombinaciami
acetatovych a metylfosfonatovych pendantnych ramien. Primarnou snahou bolo
vytvorit’ komplex, ktory ma vysoku rychlost’ vymeny koordinovanej molekuly vody
charakteristicki pre priestorové usporiadanie TSA, ktoré je preferované pri
pritomnosti jedného alebo viacerych velkych fosfonitovych pendantnych ramien.
Ale zéaroven je v tomto komplexe dost’ priestoru na to, aby koordinovanu molekulu
vody obsahoval.

S tymto zdmerom boli skimané komplexy s tromi acetatovymi a jednym
metylfosfonatovym pendantnym ramenom — DO3AP, s dvomi acetatovymi a dvomi
fosfondtovymi pendantnymi ramenami v polohe cis aj trans — cis-DO2A2P
a trans-DO2A2P as jednym acetdtovym a tromi metylfosfondtovymi pendantnymi

ramenami — DOA3P (Obr. 6).
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Obr. 6: Derivaty cyklénu s kombinaciou acetatovych a metylfosfonatovych pendantnych ramien

Pre ligand DO3AP boli $tudované jeho komplexy s Ln*", ktoré sa vyskytuji
prevazne v priestorovej orientdcii TSA vdaka pritomnosti jedného velkého
metylfosfonatového pendantného ramena. V jeho komplexoch s 16nmi gadolinia(IIl)
vytvara pritomnost’ troch mensich acetatovych pendantnych ramien dost’ priestoru na
koordinaciu molekuly vody.(7) Komplexy ligandu trans-DO2A2P sa vyskytuju
prevazne v priestorovom usporiadani TSA. Komplex s gadolinitym kationom nema
koordinovani molekulu vody.(8) Komplexy ligandu cis-DO2A2P s trojmocnymi
16nmi lantanoidov st taktiez vac¢Sinou v priestorovej orientacii TSA. V skimanych
vlastnostiach, ako je konStanta stability, st zrovnateIné skomplexmi ligandu
trans-DO2A2P a patria do rozmedzia medzi DOTA a DOTP.(9) Pre ligand DOA3P
boli skimané jeho mednaté komplexy, pri ktorych bola namerana vysoka rychlost’
ich komplexacie, ¢o vSak vedie aj k jednoduchej dekomplexacii. Med’naté komplexy
tohto ligandu preto nie su kvdli vysokej toxicite vhodnymi kandidatmi na medicinske
vyuzitie.(10) Komplexy DOA3P siénmi lantanoidov neboli detailne skumané.

Z tychto zisteni vyplyva, Ze uZz pritomnost’ jedného metylfosfonatového ramena



priaznivo ovplyviiuje pomer zastupenia izomérov aprevldda priestorové
usporiadanie TSA.

Na zaklade stadia kinetickych vlastnosti symetricky substituovanych
komplexov s fosfinatovymi pendantnymi ramenami bola vyslovena hypotéza,
ze pritomnost’ aminoskupiny by mohla pozitivne ovplyvnit' rychlost komplexacie
sionmi  Ln*".(11) Stouto motivaciou boli skimané vlastnosti komplexu
s makrocyklickym ligandom obsahujicim amino-bis(fosfinatové) pendantné ramena
(Obr. 7). Tento komplex vsak pri meraniach vykazoval pomalSiu komplexaciu aj

dekomplexéciu nez komplex rovnakého ionu s ligandom DOTA.(12)

Obr. 7: Priklad skimaného nesymetricky substituovaného makrocyklického komplexu

Bol pripraveny aj derivat DOTA s dvomi amidovymi skupinami v trans
polohe ({DOTAM) (Obr. 8) abol skimany jeho komplex siénom céru(Ill).(13)
Z nameranych dat bolo zistené, Ze tvorba tohto komplexu prebieha rychlejsie ako
komplexu i6nu céru(Ill) s ligandom odvodenym od DOTA so Styrmi amidovymi
ramenami — [Ce(dotam)(H20)]**, ale pomaliie ako komplexu toho istého iénu
s ligandom DOTA - [Ce(dota)(H20)].(5) Doévodom je klesajuca stabilita
,out-of-cage* komplexov v poradi DOTA > DOTAM > DOTAM. V rovnakom
trende klesd aj schopnost’ protonacie tychto komplexov, pricom pri DOTAM nebola
zaznamenana uZz ziadna protonacia a ligand priamo reaguje s i6nom kovu bez tvorby

,out-of-cage® komplexu.(13)

Obr. 8: tDOTAM
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1.4 Nesymetricky substituované makrocykly

V snahe optimalizovat’ rozne vlastnosti komplexov zacinaju byt skumané
aj uplne nesymetricky substituované makrocyklické ligandy, ktoré okrem
acetatovych a metylfosfondtovych pendantnych ramien obsahuju aj pendantné
ramend s inymi funkénymi skupinami, ako su napriklad amidova, alkoholova alebo
fenolova.(5)

Uplné informacie o vlastnostiach komplexov s nesymetricky substituovanymi
makrocyklickymi ligandmi a ich potencidlnom vyuziti v medicinskych aplikédciach
zatial' chybaju. Naviazanim na popisané poznatky o vplyvoch pritomnosti ré6znych
skupin by bolo zaujimavé preskimat komplexy ligandu s jednym
metylfosfonatovym, jednym amidovym a dvomi acetdtovymi pendantnymi ramenami
(Obr. 9). Pri monoamide DO3AP nechéva pritomnost’ dvoch acetidtovych ramien
dost’ priestoru na priamu koordinaciu molekuly vody na centralny i6n, pritomnost’
metylfosfonatového ramena pozitivne ovplyviiuje celkové priestorové usporiadanie
komplexu v prospech TSA izoméru a stbeznd pritomnost amidového
a metylfosfonatového ramena by mohla pozitivne ovplyvnit’ kinetické vlastnosti, ¢o

bolo hlavnou motivéciou pre dizajn tohto ligandu.

(o]
OH
\( o
/ \ /\P§o

[N Nj (l)H
O)V\_/

HO
o

Obr. 9: Monoamid DO3AP

1.5 Syntéza substituovanych makrocyklov

1.5.1 Priama syntéza

Syntéza zékladnych derivatov cyklénu je moznad priamou cestou. Ligand
DOTA bol pripraveny reakciou cyklénu sréznymi halogénderivatmi kyseliny
octovej v zésaditom prostredi. Prvou pouzitou bola reakcia s kyselinou chléroctovou

(Schéma 1).(14) Rovnako vjednom kroku bol pripraveny aj ligand DOTP
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ato  Mannichovou reakciou cyklénu s paraformaldehydom a kyselinou

fosfornou.(15)

OH
/ \ O

NH  HN N N/\(

kys. chléroctova OH

zasadité qu né HO
NH HN prostredie )\/N N

(0]
HO
O
Schéma 1

Ligand DO3AP bol pripraveny v troch krokoch. Medziproduktom po prvych
dvoch krokov bol makrocyklus stromi acetditovymi ramenami (DO3A), vznikol
reakciou cyklénu s z-butylbromoacetitom a diizopropyl-etylaminom v prostredi
chloroformu a néslednou reakciou s trifluéroctovou kyselinou.(16) V tretom kroku
vznikol  findlny  produkt DO3AP  reakciou  DO3A s dietylfosfitom
a paraformaldehydom v prostredi koncentrovaného vodného roztoku kyseliny
chlorovodikovej za zvysenej teploty spojenou so sucasnou hydrolyzou esterovych
skupin (Schéma 2).(17) Modifikaciou treticho kroku st z DO3A pripravované
aj d’alSie derivaty DOTA s tromi acetatovymi pendantnymi ramenami, pricom ako

Stvrté rameno st vyuzivané rdzne pendantné ramena, napriklad amidové.
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NH HN 2 ekv. t-butylbromoacetat N N/\(
5 ekv. diizopropyl-etylamin o
chloroform

NH  HN N N

\__/ e \_//l

kys.
trifluéroctova

° (¢]
OH oH
° O
N N/\<)H 4 ekv. dietylfosfit N N/\(
16 ekv. paraformaldehyd OH
HO vodny roztok HCI
o= N N 85 °C >N .
P~/ .
HO
HO HO
° (0]
Schéma 2

1.5.2  Jednoduché chranenie cyklénu

Alternativnou moznostou pri postupe pripravy derivatov cyklénu je najprv
chranit’ jednu alebo viac aminovych skupin makrocyklu. Cyklén obsahuje Styri
ekvivalentné sekunddrne aminy, Co vyrazne komplikuje syntézu zlozitejSich
derivatov. Pri priprave ostatnych ligandov z vysSie uvedenej série (obe formy
DO2A2P aDOA3P) bola preto pouzita syntézna cesta zahfflajica chranenie
aminovych skupin. Pri chraneni cyklénu st niektoré z ekvivalentnych sekundarnych
aminov makrocyklu substituované chraniacimi skupinami, napriklad formylovou,
benzylovou (Bn), benzyloxykarbonylovou (Cbz) alebo #-butyloxykarbonylovou
(Boc). Po naslednej substiticii nechranenych sekundarnych aminov je dalSim
krokom odstranenie chraniacich skupin anasledné substituovanie volnych
sekundarnych aminov.

Ligandy DO3AP a frans-DO2A2P boli syntetizované s vyuzitim chranenia
sekunddrnych aminov v makrocykle skupinou Boc.(18,19) Pri syntéze ligandu
DO3AP je mozné chranit’ jednu aminova skupinu makrocyklu reakciou elektrofilnej
formy prisluSnej chraniacej skupiny snadmernym mnozstvom cyklénu.(20)
Vo vseobecnosti jednoduchsi postup pre syntézu DO3AP je chranenie troch aminov
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makrocyklu, ked’Ze menej reaktivne chraniace skupiny reaguju s poslednym aminom
Casto vel'mi pomaly alebo vébec, ¢oho vysledkom su vécsie vytazky reakcii.(21)
Nepreferovana substiticia Stvrtej aminove] skupiny je spdsobena jej vysokou
disocia¢nou konStantou a priestorovym usporiadanim uz naviazanych pendantnych
ramien. Pri syntéze trans-DO2A2P bolo vyuzité chranenie dvoch aminov v polohe
trans, ktoré je l'ahko dosiahnutel'né priamou reakciou v kyslom vodnom roztoku,
ked’ze pri hodnote pH 3-5 st efektivne protonované prave dve najvzdialenejSie
aminové skupiny.(22) Ligand cis-DO2A2P bol syntetizovany vyuzitim zlozitejSiecho
chranenia.(23) Pouzité chranenie dvoch aminovych skupin makrocyklu v polohe cis
benzylovymi skupinami je nutné zaviest tromi syntéznymi krokmi.
V experimentalnej Casti tejto prace toto chrdnenie nebolo vyuZité, a preto nie su

uvedené detaily tejto syntézy, ktoré sa vSak daju dohl'adat’ v literattre.(23,24)

1.5.3 Ortogonalne chranenie cyklénu

Syntéza plne nesymetricky substituovanych ligandov prindSa d’alSie vyzvy.
Ked'Ze tieto ligandy obsahuji viac ako dva rozne substituenty, aminové skupiny
v makrocykle je v priebehu syntézy nevyhnutné chranit viacerymi roznymi
chréniacimi skupinami — ortogondlne. Princip ortogonalneho chrénenia je v moZznosti
odstranit’ jednotlivé chraniace skupiny postupne rdéznymi spdsobmi, ateda aj
postupne substituovat’ jednotlivé aminy.

Ako uz bolo spominané, nesymetricky substituované makrocykly nie su
zatial' dostato¢ne preskimané, ¢o plati aj o ortogonalnom chraneni cyklénu. Typov
ortogonalneho chranenia cyklénu je viacero. Medzi doposial’ syntetizované patri
trisubstituovany cyklén sdvomi rovnakymi substituentmi v cis polohe

a disubstituovany cyklén sdvomi rdznymi substituentmi v trans polohe

(Obr. 10).(21)
/ / \/H

E ) C )

\ N N\B

Obr. 10: Priklady ortogonalneho chranenia cyklénu (A, B reprezentuju rdézne chraniace skupiny)

I\/ \/>

Trisubstituovany cyklén s dvomi rovnakymi substituentmi v cis polohe bol

syntetizovany s vyuzitim disubstiticie skupinou Bn a monosubstitiicie formylovou
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skupinou (Schéma 3).(25) Tato syntéza prebieha vo viacerych krokoch a samotna

zahfna Vyuiitie chrénenia a nésledne odstranenia chraniacej skupiny.

N
[ j C(OEt), [ Y j 1M vod. NaOH [ \c/
EtOH /,\\ N/ AN

/)
‘HClI BnBr
toluén
B
N
N N
/
[ // j
C+
N’//\\N
Br-
Red-Al
toluén
Bn / \ Bn
N\ / Bn\/ \ /Bn Bn\ / \
N N N N N N
0,5M vod. NaOH BnBr /
/+CH toluén fe
NH N NI N\
/Ny N \__/
Schéma 3

V roku 2019 Travagin a kol. pripravili prvy disubstituovany cyklén s dvomi
roznymi chraniacimi skupinami v trans polohe.(21) V tejto polohe substituovali
sekundarne aminy cyklénu viacerymi roznymi dvojicami chraniacich skupin, medzi
nimi aj skupinou Cbz a formylovou, a skupinou Cbz a Boc (Obr. 11). Cyklén

chraneny dvojicou skupin Cbz a formylovou pripravili s najvic$im vytazkom.

Cbz. /— \ H /T \
z\ . Cbz\ /H
EN Nj [N N j
N N N N
il S S
o} o}
Obr. 11: Priklady 1,7-disubstituovaného cyklénu
Ako vychodiskova latka pri  syntéze disubstituovaného cyklénu
s ortogonalnym chranenim bol doteraz vacSinou pouzivany

1-formyl-1,4,7,10-tetraazadodekan (formyl-cyklén). Vyhodou formyl-cyklénu je jeho

jednoduchéd syntéza, velky popisany vytazok oproti syntézam inych
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monosubstituovanych derivatov cyklénu a jeho stabilita vo vodnom roztoku pri pH 3,
¢o je potrebné pri substitucii d’alSou chraniacou skupinou.(21) Formyl-cyklén bol
pripraveny v dvoch krokoch; reakciou cyklénu s DMFDMA (N,N-dimetylformamid
dimetylacetal) a ndslednou jemnou hydrolyzou (Schéma 4).(26)

NH HN N N
1ekv. DMFDMA EtOH/H,0 (1:1, v/v
toluén, N,, 70 °C RT, 24 h

NH HN NH N

Schéma 4

Selektivna substitiicia druhej chraniacej skupiny do #rans polohy je mozna pri
pH 3, vdoésledku protonicie najvzdialenejSich aminovych skupin makrocyklu
spOsobenej elektrostatickou repulziou. Chraniacu skupinu Cbz je mozné zaviest’ do
polohy trans reakciou formyl-cyklénu s elektrofilnym derivitom danej chréniacej

skupiny pri pH 3 v prostredi vody a tetrahydrofuranu (THF) (Schéma 5).(21)

H H

/ \ o}
NH N 1.) 3 ekv. Cbz-Cl, pH 3
THF/H,0 (3:2, v/v), RT, 20 h
2.) extr. hexan
NH HN

Schéma 5

Formylova chraniaca skupina sa da jednoducho odstranit’ pri bazickych aj
kyslych podmienkach. Na cykléne disubstituovanom skupinou Cbz a formylovou sa
takto da dalSimi syntetickymi krokmi odstranit’ formylovy substituent
ado trans polohy substituovat’ inll chraniacu skupinu podla potrieb konkrétnej
syntézy, prikladom je vymena formylovej skupiny za chraniacu skupinu Boc
(Schéma 6).(27)

Cb. H Cb: H
Z\N/ \ N O\ v Z\N/ \/
1™ vod HCI Boczo
50 °C, 20 h ZO/THF (1:2, viv)
N N N

. / pH5,10h /N
i\ / 7// \ / 7/ u N\ / )/o
) : <
Schéma 6

(o)
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2 Ciele prace

V teoretickom uvode prace bol popisany princip MRI s kontrastnym
zvyraznenim a uvedené komplexy idnov gadolinia s makrocyklickymi ligandmi
odvodenymi od cyklénu, ktoré si komercne schvalenymi kontrastnymi latkami.
Uvedeny prehlad aktualne dostupnych informacii o vplyve pendantnych ramien
cyklénu na termodynamické a kinetické vlastnosti ich komplexov s i6nmi
lantanoidov bol zakladom pre navrh nového ligandu — monoamidu DO3AP
(Obr. 12). Tento ligand ma metylfosfonatové pendantné rameno, ktoré spdsobuje
preferenciu priestorového usporiadania TSA a zvySenie rychlosti vymeny vody.
Pritomnost” amidového pendantného ramena naopak sposobuje spomalenie rychlosti
vymeny vody, ale ajrychlosti komplexacie a dekomplexacie. Dve acetatové
pendantné ramena nechdvaju dostatocny priestor na koordindciu vymienatelnej
molekuly vody. Komplexy i6nov lantanoidov s tymto ligandom maji potencial mat’
optimalizované fyzikélno-chemické vlastnosti, ako je relaxivita, rychlost

komplexacie a disocidcie tak, aby boli vhodné pre medicinske vyuzitie.

?// \ /\ P*o

\_/

Obr. 12: Monoamid DO3AP

Pri syntéze uplne nesymetricky substituovaného cyklénu je potrebné pouzit
ortogonalne chranenie jeho aminovych skupin. Ako vhodna vychodiskova latka pre
tato syntézu bol urceny cyklén chraneny skupinou Cbz a formylovou v #rans polohe,
ktoré¢ho syntéza je popisanda v literatire.(21,28,29) V syntéze ligandu nasleduje
substitucia volnych aminovych skupin acetitovymi pendantnymi ramenami
anaslednym postupnym odstraiovanim chraniacich skupin a substitaciou

metylfosfonadtovym a amidovym pendantnym ramenom.
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3 Experimentalna cast’

3.1 VSeobecné postupy a pouzité chemikalie

Pouzité chemikélie si z komeréne dostupnych zdrojov (napr. Fluorochem,
Sigma-Aldrich, Thermo Fisher Scientific, Fluka). Rozptstadla neboli pred pouzitim

suSen¢ ani Cistené.
3.2 Metody delenia a charakterizacie

3.2.1 Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Priebeh reakcii adelenia bol sledovany pomocou tenkovrstvovej
chromatografie na chromatografickych dostickach Silica gel 60 F254 (VWR,
Merck). Skvrny dusikatych makrocyklov —boli  vizualizované pomocou
Draggendorfovho ¢inidla (roztok Bi(NOs3)3 a KI v zmesi vody a kyseliny octovej
(4:1)); Skrvny latok obsahujucich aminoskupiny boli detekované 0,5% roztokom
ninhydrinu v etanole; Skvrny latok dobre komplexujucich mednaty katién boli
detekované 5% vodnym roztokom CuSOs - 5H>O; Skvrny latok s aromatickym

kruhom boli vizualizované pomocou UV detekcie (vinova dizka 254 nm).

3.2.2 Hmotnostnd spektrometria (MS) a vysokouc¢inné kvapalinova chromatografia

(HPLC)

Produkty reakcii boli charakterizované pomocou hmotnostnych spektier
v pozitivnom mdde nameranych na spektrometre Waters ACQUITY QDa
s quadrupolovym analyzatorom. HPLC bolo merané na rovnakom pristroji
s pouzitim kolony sreverznou fazou Cortecs C18 (2,7 pm, 4,6x50 mm).
Pri vSetkych meraniach bol pouzity rovnaky prietok (1,200 ml/min) a gradient dvoch
mobilnych fazi (deionizovana voda s 0,1 % TFA a acetonitril s 0,1 % TFA), ktory je

uvedeny v Tab. 1.
Tab. 1: Elu¢ny gradient na meranie HPLC (A: H,O + 0,1 % TFA, B: ACN + 0,1 % TFA)

 (min) A (%) B (%)
0 95 5
3,5 0 100
5 95 5
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3.2.3 Chromatografia

Produkty reakcie boli cCistené pomocou chromatografického delenia na
preparativnom ,,flash® chromatografe so systtmom ECOM TOY18DADS00
zlozeného z kolektoru frakcii ECF2096, dvoch pimp ECP2200 a UV detektoru
TOY18DADSOOL.

3.2.4 Nuklearna magneticka rezonancia (NMR)

Produkty reakcii boli charakterizované pomocou spektier nuklearnej
magnetickej rezonancie s jadrami 'H a '*C. Na meranie boli pouzité spektrometre
Bruker 400 MHz a Avance NEO 400 MHz. Spektra boli referencované na
tetrametylsilan (TMS, ou = 0,00; d¢c = 0,00 ppm v CDCIl3) a spracované v programe
MestReNova.

3.3 Synteticka cast’

3.3.1 Syntéza latky 2 podl'a publikovaného postupu

NH HN NH N
1 ekv. DMFDMA EtOH/H,0 (1:1, v/v)
toluén, N, 70 °C RT, 24 h
NH HN NH HN
1 2

Schéma 7

Formyl-cyklén 2 bol pripravovany podla publikovaného postupu
(Schéma 7).(30) Cyklén (1,00 g, 5,8 mmol) 1 bol za staleho mieSania magnetickym
mieSadlom rozpusteny v 250ml dvojhrdlej banke v toluéne (30 ml). Bol pridany
DMFDMA (N,N-dimetylformamid dimetylacetal, 1 ekv., 0,8 ml, 6,2 mmol).
Do jedného hrdla banky bol vlozeny Deanov-Starkov ndstavec a na druhé hrdlo bol
napojeny privod dusika. Celd aparatira bola zabezpecna svorkami a bol cez fiu
spusteny maly prud dusika. Dvojhrdla banka bola zahrievana na 70 °C v olejovej
lazni. Azeotrop metanolu a toluénu bol destilovany do Uplného oddestilovania
toluénu. Toluén bol zbierany do skumaviek cez vyvod na opacnej strane
Deanového-Starkového néstavca. Po oddestilovani toluénu zostal v gulovej banke
zIty olej, ktory bol nasledne presunuty na hodinové sklicko, prikryty a susSeny
v piecke pri 70 °C po dobu 20 h.
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Vysuseny produkt bol presunuty do 100ml gulovej banky a ochladeny
na 0 °C v l'adovej lazni. Za staleho chladenia a mieSania magnetickym mieSadlom
bola do banky prikvapkana zmes metanolu a destilovanej vody (1:1, v/v, 25 ml).
Obsah banky bol mieSany po dobu 24 h za postupného oteplenia na laboratérnu
teplotu. Rozpustadla boli nasledne odparené na rotacnej vakuovej odparke (RVO).
Odparok bol zbavovany zvysnej vody rozpustenim v acetonitrile (8 ml) a naslednym
odparenim na RVO. Postup suSenia s acetonitrilom bol zopakovany esSte dvakrat,
¢oho vysledkom bola Zltkasta pevna latka (0,78 g).

Pomocou hmotnostného spektrometra bolo zistené, ze ziskanou pevnou
latkou je zmes nezreagovaného reaktantu (cyklén) 1, zelaného produktu
(formyl-cyklén) 2 a vedl'ajSicho produktu s disubstituovanou formylovou skupinou
pravdepodobne v trans polohe (trans-bis(formyl)-cyklén) v nezndmom pomere.
Tieto latky nie je mozné efektivne oddelit, takze bolo v d’alSom kroku planovanej

syntézy pokracované s touto zmesou.

3.3.2 Syntéza latky 3

/ \ %o / \ %O
NH N 1.) 3 ekv. CbzCl, pH 3 NH N
THF/H,0 (3:2, v/v), RT, 20 h
2.) extr. hexan

NH  HN N HN

\_/ Cbz/

2 3

Schéma 8

Dalsim krokom planovanej syntézy bola substitiicia sekundarneho aminu
v polohe trans skupinou Cbz podla publikovaného postupu za vzniku
1-benzyloxykarbonyl-7-formyl-1,4,7,10-tetraazacyklododekdnu 3 (Schéma 8).(21)
Namiesto reaktantu bola tito reakcia uskutocnena so zmesou cyklénu 1, formyl-
cyklénu 2 a bis(formyl)-cyklénu v nezndmom pomere ziskanou v predchadzajicom
kroku. Do 250ml gul'ovej banky bolo umiestnenych 0,50 g tejto zmesi. Pevna latka
bola rozpustena v zmesi tetrahydrofuranu a destilovanej vody
(5,0 ml, THF/H>0O, 3:2, v/v). Roztok bol za stileho mieSania magnetickym
mieSadlom okyseleny na pH 3 pomalym prikvapkévanim koncentrovaného vodného
roztoku kyseliny chlorovodikovej. Priebezna kontrola hodnoty pH bola prevadzana

pomoco pH papierikov. Vo vialke bol pripraveny roztok benzyl-chlorformiatu
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(CbzCl, 2,00 ml, 14,1 mmol) v THF (5,0 ml). Tento roztok bol postupne
prikvapkavany do gul'ovej banky pomocou injekénej striekacky v priebehu 30 minaut.
Pocas prikvapkavania bola hodnota pH opit’ kontrolovand pomocou pH papierikov
a udrziavanad na hodnote 3 pridavanim 1M vodného roztoku NaHCO3. Roztok bol
potom ponechany miesat’ sa po dobu 24 hodin pri laboratérnej teplote.

Roztok bol premiestneny do deliaceho lievika a bol pridany hexan (5,0 ml).
Zmes bola extrahovana, faza s hexanom bola odpustend cez lievik a extrakcia bola
zopakovand eSte dvakrat. Do vodnej fazy boli nésledne priddvané kvapky
IM vodného roztoku NaHCO3, kym pH nemalo hodnotu priblizne 8. Do deliaceho
lievika bola znovu presunuta vodné faza a bol pridany dichlérmetan (DCM, 5,0 ml).
Roztok bol extrahovany, fdza s DCM bola odpustend cez lievik a extrakcia s DCM
bola zopakovand eSte dvakrat. Organickd faza bola suSena pridanim malého
mnozstva NaxSO4 (1 g) aprefiltrovand. Rozpustadla boli nasledne odparené
na RVO, ¢oho vysledkom bol zIty olej (1,21 g). Zmes bola delend pomocou
»flash® chromatografu na koldéne plnenej Silica gelom (120 g, 0,035 — 0,070 mm,
60 A, Acros Organics) pri pouZiti zmesi etanolu a hydroxidu amoénneho
(EtOH/NH4OH, 9:2, v/v) ako mobilnej fazy. Produkt bol jednoducho viditeIny
pomocou UV detektora chromatografu pri vlnovej dizke 254 nm a na zaklade toho
eluovany do skuimaviek. Spojenim roztokov s €istym produktom zo skumaviek
a odparenim rozpustadiel na RVO bolo ziskanych 0,22 g latky 3 vo forme
priehl'adného oleja, co zodpovedd 18 % sthrnného vytazku za oba kroky syntézy
(vzhl'adom na cyklén 1). Pomocou HPLC/MS bolo zistené, ze zvySok zmesi tvori

cyklén 1, bis(Cbz)-cyklén a bis(formyl)-cyklén, ktoré vSak neboli d’alej izolované.

Charakterizacia latky 3:

TLC: Rr= 0,42 (EtOH/NH40H, 9:2, v/v)

MS (+): 335,1 ([M+H]+; teor. 335,2)

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 8,3 (s, 1H), 7,4 (m, 5H), 5,2 (s, 2H), 3,9 (m, 2H),
3,7 (s, 2H), 3,6 (m, 4H), 3,2 (m, 8H) ppm

I3C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 174 (CH), 168 (C), 141 (C), 130 (3 CH),
69 (CHz), 50 (2 CH>), 49 (CH>), 46 (CH>), 44 (CH), 43 (CH>), 42 (CH2), 37 (CH>)
ppm
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3.3.3 Syntéza latky 2 alternativnou cestou

—
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Schéma 9

3.3.3.1 Syntéza latky 4

Cb
/o N\ N/ N\
NH HN N HN
2,2 ekv. CbzCl
> -2HCl
CHCl3, RT, 24 h
NH HN NH N\
\_/ Cbz
1 4-2HCI

Schéma 10

Prvym krokom navrhnutej alternativnej syntézy formyl-cyklénu 2 je
substitiicia cyklénu dvomi chrdniacimi skupinami Cbz do polohy frans
publikovanym  postupom za  vzniku 1,7-bis(benzyloxykarbonyl)-1.,4,7,10-
tetraazacyklododekdnu 4 (Schéma 10).(22) Cyklén (1,00 g, 5,8 mmol) 1 bol
umiestneny do 250ml gul'ovej banky a rozpusteny v chloroforme (30 ml) za staleho
mieSania magnetickym mieSadlom achladenia na 0 °C vladovej lazni. Bol
prikvapkany benzyl-chlorformiat (CbzCl, 2,2 ekv., 1,9 ml, 13,2 mmol). Roztok bol
ponechany miesat’ sa 24 hodin pri laboratornej teplote. Rozptstadla boli odparené na
RVO, ¢im bol izolovany dihydrochlorid latky 4 (2,73 g) vo forme bielej pevnej latky.
Hmotnost” produktu zodpoveda 92 % teoretického vytazku.

Charakterizacia latky 4:

MS (+): 441,3 ([M+H]+; teor. 441,2)

'TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7,5 (m, 10H), 5,4 (s, 4H), 3,6 (m, 8H), 2,6 (m, 8H)
ppm
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3.3.3.2 Syntéza latky §

Cb: / \ / \
z\ Cbz\ )\H
N HN N N
1.) extr. CHCI3/NaOH
-2HCI >
2.) 2 ekv. chloralhydrat
NH N\ EtOH, 60 °C, 24 h NH N
Cbz \_/ \Cbz
4-2HCI 5
Schéma 11

Vol'né baza latky 4 bola ziskana extrakciou jej dihydrochloridu (Schéma 11).
Dihydrochlorid latky 4 (2,73 g) bol v 250ml gul'ovej banke rozpusteny v 1M vodnom
roztoku hydroxidu sodného (15 ml). Roztok bol presunuty do deliaceho lievika a bol
k nemu pridany chloroform (15 ml). Po extrakcii bola organické faza odliata a vodna
faza bola eSte dvakrat extrahovana chloroformom. Organické fazy zo vSetkych troch
extrakcii boli spojené do 250ml gul'ovej banky a rozpustadla boli odparené na RVO.
Vzniknuty priehl'adny olej bol rozpusteny v chloroforme (20 ml) a suSeny pridanim
NaxSO04 (2 g). Po odfiltrovani suSidla cez vatu boli rozpustadla znovu odparené na
RVO. Takto bola ziskana latka 4 (2,33 g) vo forme priehl'adného oleja.

Daldim krokom syntézy je substiticia latky 4 formylovou chraniacou
skupinou za vzniku 1,7-bis(benzyloxykarbonyl)-4-formyl-1,4,7,10-
tetraazacyklododekdnu 5 (Schéma 11). Latka 4 vo forme volnej bazy
(1,00 g, 2,2 mmol) bola vloZzenda do 100ml gulovej banky a rozpustena
vetanole (15 ml). Za staleho mieSania magnetickym mieSadlom bol pridany
chloralhydrat (2 ekv., 0,38 g, 2,3 mmol). Gulova banka bola zahrievana na 60 °C
v olejovej lazni a zmes bola ponechand miesat’ sa 24 h pri tejto teplote. Nasledne boli
rozpustadla odparené na RVO, ¢im vznikla latka 5 (0,98 g) vo forme priehl'adného
oleja. Hmotnost’ produktu predstavuje 92 % teoretického vytazku tohto kroku.

Charakterizacia latky S:

MS (+): 4693 ([M+H]+; teor. 469,2)

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 9,7 (m, 1H), 7,2 (m, 10H), 5,2 (s, 4H),
3,4 (m, 10H), 2,6 (m, 1H), 2,1 (d, 3H) ppm
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3.3.3.3 Syntéza latky 2

N
N N NH N
Hp, PdC
EtOH, RT, 24 h

Schéma 12

Poslednym krokom alternativnej pripravy formyl-cyklénu 2 je odstranenie
chraniacich skupin Cbz (Schéma 12). Latka 5 (0,50 g, 1,1 mmol) bola vlozena
do 100ml dvojhrdlej banky a mieSanim pomocou magnetického mieSadla rozpustena
v etanole (15 ml). Do banky bolo pridané paladium na aktivhom uhli (Pd/C, 0,10 g,
10 hmot. %). Hlavné hrdlo banky bolo zavret¢ Spuntom. Na druhé hrdlo bol
pripojeny privod plynného vodika z baléniku. Zmes bola ponechand mieSat sa
s jemnym vychylenim banky pri laboratérnej teplote po dobu 48 h. Po 24 h bola
odobrata vzorka na sledovanie priebehu reakcie pomocou HPLC/MS. Po 48 h bola
reakénd zmes prefiltrovand cez filtraény papier a rozpustadla boli odparené na RVO.
Vzniknuty olej bol ¢isteny pomocou ,,flash* chromatografu na kolone plnenej Silica
gelom (120 g, 0,035 — 0,070 mm, 60 A, Acros Organics) s pouzitim zmesi etanolu
a hydroxidu amoénneho ako mobilnej fazy (EtOH/NH4OH, 5:1, v/v). Reaktant bol
dobre viditel'ny pomocou UV detektora pri 254 nm. Skiimavky obsahujlce Cisty
produkt boli spojené do 100ml gulovej banky a rozptstadla boli odparené na RVO.
Takto bola ziskana latka 2 (0,19 g) vo forme priehl'adného oleja, ¢o je 89 %
teoretického vytazku tohto kroku. Hmotnost’ produktu zodpoveda 74 % stihrnného
teoretického vytazku vSetkych krokov alternativnej syntézy, teda vzhladom na

cyklén 1.

Charakterizacia latky 2:

TLC: Rs= 0,52 (EtOH/NH4OH, 5:1, v/v)

MS (+): 201,2 ([M+H]+; teor. 201,3)

"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,0 (s, 1 H), 3,5 (m, 8 H), 2,9 (m, 8 H) ppm

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 161 (CH), 51 (CHz), 43 (CH>), 42 (CH>),
41 (CHz) ppm
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3.3.4 Syntéza latky 3

NH N 1.) 3 ekv. CbzCl, pH 3 NH N
THF/H,0 (3:2, viv), RT, 20 h
2.) extr. hexan o

NH  HN N HN

Schéma 13

Substiticia sekundarneho aminu v polohe trans skupinou Cbz (Schéma 13)
bola uskutocnend podla literatury(21) totoznym postupom ako v povodnej ceste
syntézy (Kapitola 3.3.2). Ako reaktant bola v tomto pripade pouzita izolovana latka 2
(0,50 g). Reakciou vznikla latka 3 (0,78 g) vo forme priechl'adného oleja. Hmotnost’
produktu zodpoveda 93 % teoretického vytazku tohto kroku a 69 % teoretického
vytazku celej syntézy latky 3 (vzhladom na cyklén 1).

Charakterizacia latky 3:

MS (+): 335,1 ([M+H]+; teor. 335,2)

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 8,2 (s, 1H), 7,4 (m, 5H), 5,0 (s, 2H), 3,9 (m, 2H),
3,8 (s, 2H), 3,7 (m, 4H), 2,9 (m, 8H) ppm

13C {'TH} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 172 (CH), 165 (C), 140 (C), 130 (CH),
128 (CH), 127 (CH), 65 (CH), 50 (CH2), 49 (CH>), 42 (CH>), 38 (CH2) ppm

3.3.5 Syntéza latky 6

/ N\ Lo ?//_\

1.) BrCH,COO1Bu
DIPEA, MeCN, RT 24 h
2.) NH,OH - HCI
N HN EtOH, 48 h
Cbz/ ___/ / \_/l
3 6
Schéma 14
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Alkylécia latky 3 za vzniku di-z-butylesteru 4-benzyloxykarbonyl-1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,7-bis(octovej) kyseliny 6 bola uskutocnend podla
publikovaného postupu (Schéma 14).(28) Latka 3 (0,15 g, 0,45 mmol) bola vlozena
do 100ml gul'ovej banky spolu s magnetickym mieSadlom a za stdleho miesania bola
rozpustena v acetonitrile (5 ml). Bol pridany DIPEA (N,N-diizopropyletylamin,
2,0 ml). Do mieSajiceho sa roztoku bol pomaly prikvapkédvany roztok
t-butylbromoacetatu (0,21 g, 1,1 mmol, 2,4 ekv.) v acetonitrile (5 ml). Reakéna zmes
bola ponechana miesat’ sa pocas 24 h pri laboratdrnej teplote. Rozpustadla boli
nasledne odparené na RVO. Vzniknuty olej bol rozpusteny v chloroforme (10 ml)
aroztok bol extrahovany s destilovanou vodou (10 ml). Organickd faza bola
oddelend a extrakcia chloroformom bola zopakovana eSte dvakrat. Organické fazy
zo vsetkych troch extrakcii boli spojené a vysusené pridanim Na>SO4 (0,5 g). SuSidlo
bolo odfiltrované cez vatu a rozpustadla boli odparené na RVO.

Vzniknuty olej bol rozpusteny vetanole (5 ml) abol pridany chlorid
hydroxylaménny (0,10 g, 1,4 mmol). Reakénd zmes bola mieSana pri teplote 50 °C
po dobu 48 hodin. Nésledne boli rozpustadla odparené na RVO. Vysledny olej bol
rozpusteny v DCM (10 ml) a roztok bol presunuty do deliaceho lievika. Organicka
faza bola trikrat extrahovand s destilovanou vodou (10 ml) a trikrat
s koncentrovanym roztokom NaCl (10 ml). Organicka faza bola vysuSend pridanim
NaxS04 (0,5 g). Susidlo bolo odfiltrované cez vatu a rozpustadla boli odparené
na RVO. Vzniknuty bezfarebny olej bol Cisteny pomocou ,,flash* chromatografu
na kolone plnenej Silica gelom (60 g, 0,035 — 0,070 mm, 60 A, Acros Organics)
s pouzitim zmesi chloroformu a metanolu ako mobilnej fazy (CHCl3/MeOH, 9:1,
v/v). Obsah skumaviek bol charakterizovany pomocou MS. Obsahy skumaviek
s Cistym produktom boli spojené do 100ml gulovej banky a rozpustadla boli
odparen¢ na RVO. Odparok bol rozpusteny v destilovanej vode (30 ml)
a IM vodnom roztoku NaOH (5 ml). Produkt vo forme volnej bazy bol z roztoku
izolovany trojnasobnou extrakciou s chloroformom (10 ml). Organické fazy
zo vsetkych troch extrakcii boli spojené a vysusené pridanim Na>SO4 (0,5 g). Susidlo
bolo odfiltrované cez vatu a rozpastadla boli odparené na RVO. Latka 6 (0,17 g)
bola ziskand vo forme bezfarebného oleja. Hmotnost' produktu zodpoveda 72 %

teoretického vytazku.
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Charakterizacia latky 6:

TLC: Rr= 0,38 (CHCI3/MeOH, 9:1, v/v)

MS (+): 535,1 (100 %, [M+H]"; teor. 535,3)

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7,4 (m, 5H), 5,3 (s, 2H), 3,8 (m, 4H), 3,5 (s, 5H),
3,0 (m, 8H), 2,9 (m, 4H), 1,5 (s, 18H) ppm
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Navrh syntézy monoamidu DO3AP

So zamerom pripravit’ ligand monoamid DO3AP bola navrhnuta cesta syntézy
(Schéma 15). Cielovy ligand je nesymetricky substituovany, z coho vyplyva nutnost’
niektoré aminové skupiny makrocyklu v priebehu syntézy chranit’. Vzhl'adom na to,
ze je cyklén substituovany tromi r6znymi pendatnymi ramenami, je potrebné chranit’
aminové skupiny ortogonalne, teda dvomi rdéznymi chraniacimi skupinami,
¢o vytvara moznost’ substituovat’ kazdy typ pendantného ramena postupne na vol'né
aminové skupiny. Z uz popisanych typov ortogondlneho chrénenia bolo vybrané ako
vhodné ortogonalne chranenie dvomi roéznymi skupinami v trans polohe
(1-Cbz-7-formyl-cyklén). V publikaciach je takto chraneny cyklén pripraveny
priamo, substituovanim najprv formylovej skupiny a potom selektivnou substiticiou
skupiny Cbz do frans polohy vd’aka protonovaniu makrocyklu vo vodnom roztoku
s pH 3.(21,29) Takto ortogonalne chrdneny cyklén ma volné dve aminové skupiny
v polohe trans, ktoré je mozné jednoducho alkylovat t-butylbromoacetatom.
Po naslednom odstraneni formylovej skupiny je pristupnd jedna aminova skupina na
zavedenie metylfosfonatového ramena reakciou s trietylfosfitom.(28)
Metylfosfonatové rameno je zavadzané v esterovej forme z dovodu chranenia tejto
skupiny pri d’alSej substitucii. Toto chranenie je v poslednom kroku navrhu syntézy
odstranené deesterifikdciou.  Chraniaca skupina Cbz na makrocykle je Tl'ahko
odstranitel'na hydrogenaciou za pritomnosti palddia na aktivnom uhli. Na finalne

zavedenie amidového ramena bola navrhnuta alkylacia s 2-chléracetamidom.
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Schéma 15

4.2 Syntéza ortogonalne chraneného cyklénu

Ortogonalne chraneny cyklén s dvomi ré6znymi chraniacimi skupinami v trans
polohe pripravili v roku 2019 Travagin a kol. s viacerymi kombinaciami chréniacich
skupin.(21) Pre ucely tejto syntézy bola vybrana kombinacia chraniacich skupin Cbz
a formylova, kedZze bola pripravend najjednoduchSou syntézou a s najvy$Sim
vytazkom. Ich vlastnému syntéznemu kroku predchddzalo zavedenie formylovej
chréniacej skupiny na jednu z aminovych skupin makrocyklu podl'a prace Ferrand
a kol. vroku 2007.(29) Potom selektivne substituovali chraniacu skupinu Cbz do
polohy trans vyuzitim protonacie makrocyklu okyselenim jeho vodného roztoku na

pH 3.(21,28)
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4.2.1 Syntéza formyl-cyklénu 2 publikovanou cestou

NH HN NH N
’Iekv DMFDMA EtOH/HZO (1:1, viv)
toluén, Ny, 70 C RT 24 h
NH HN NH HN
1 2
Schéma 16

Formyl-cyklén bol pripraveny Deanovou-Starkovou destilaciou zmesi
cyklénu a N,N-dimetylformamid dimetylacetalu andslednou jemnou hydrolyzou
podl'a publikovaného postupu.(29) Teoreticky vytazok produktu uvedeny
v publikacii je 95 %. Pri reprodukcii publikovaného postupu vznikla zmes cyklénu,
formyl-cyklénu acyklénu disubstituovan¢ho formylovou skupinou s malym
teoretickym vytazkom ziadaného produktu. Tato zmes nie je jednoducho delitel'na.
Produkt preto nebol Cisteny a celd zmes bola pouzitd v dalSom kroku syntézy, ked’ze
po zavedeni hydrofobnej skupiny Cbz bude zmes lepSie delitelnd. Dé6vodom vzniku
tejto zmesi pravdepodobne bolo nedostato¢né odstranenie N,N-dimetylformamid
dimetylacetalu po prvom kroku, ¢im na makrocykle pribudol druhy substituent. Maly
vytazok produktu oproti publikacii bol pravdepodobne spdsobeny nepresnou
replikdciou Deanovej-Starkovej destilacie, ked’ze publikacia neobsahuje detailné
informécie o podmienkach priebehu reakcie, ako je napriklad teplota a cas. Reak¢na
zmes bola Cistena po zavedeni chraniacej skupiny Cbz v d’alSom kroku, sthrnny

vytazok zelan¢ho produktu vztiahnuty na cyklén 1 bol v§ak maly (Kapitola 4.2.3.).

4.2.2 Syntéza formyl-cyklénu 2 alternativnou cestou

\/—\%
[ ]%[ ]—’[ ]%[ ]

Schéma 17

Kedze syntéza formyl-cyklénu replikdciou publikovaného postupu(29)
poskytovala maly vytazok a tazko delitelnu zmes, bola navrhnutd alternativna cesta
syntézy. Téato syntéza zahfiia pripravu nového typu ortogondlneho chranenia cyklénu

s disubstituovanou chraniacou skupinou v polohe trans a monosubstituovanou inou
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chréniacou skupinou. V prvom kroku st publikovanym postupom reakciou cyklénu
s benzyl-chlorformidtom  substituované  dve  chrdniace  skupiny  Cbz
do polohy trans.(22) Produkt prvého kroku je izolovany vo forme hydrochloridu.
Extrakciou do chloroformu je ziskand jeho volnd baza, na ktoru sa reakciou
s chloralhydratom zavedie formylova skupina. Formyl-cyklén vznikol odstranenim
skupin Cbz hydrogenaciou v pritomnosti paladia na aktivnom uhli.

Vsetky reak¢né kroky prebehli bez vac¢sich problémov s velkymi vytazkami
produktov aj v gramovej Skale. Suhrnny vytazok vsSetkych krokov (vzhladom

na cyklén) bol 74 %.

4.2.3 Substiticia skupiny Cbz do trans polohy za vzniku latky 3

H H

/ \ %o / \ %O
[NH Nj 1.) 3 ekv. CbzCl, pH 3 NH N
NH HN
__/

THF/H,0 (3:2, v/v), RT, 20 h ‘ [
2.) extr. hexan
N HN
Cbz/

2 3
Schéma 18

Zavedenie skupiny Cbz do trans polohy prebehlo bez problémov
aj vgramovej Skale. V publikacii(21) je uvedeny 93% teoreticky vytazok,
replikdciou postupu bol najvacsi ziskany vytazok po optimalizacii 93 %.
Travagin akol. publikovali tato syntézu prvykrat vroku 2019 (21) aopit
v roku 2020 (28) s inymi reakénymi podmienkami. Otestované boli obe moZnosti.
V prvej mozZnosti bol formyl-cyklén rozpusteny v zmesi destilovanej vody
a tetrahydrofuranu (H>O/THF, 2:3, v/v) anasledne bol roztok okyseleny
koncentrovanym vodnym roztokom HCI na pH 3. Do roztoku bol pridany
benzyl-chlorformiat rozpusteny v THF apH bolo udrziavané na hodnote 3
priddvanim vodného roztoku NaHCOs.(21) V druhej moznosti bol formyl-cyklén
rozpusteny v destilovanej vode a okyseleny koncentrovanym vodnym roztokom HCI.
Nasledne bolo do vodného roztoku pridané vacsie mnozstvo 1,4-dioxanu
a benzyl-chlérformidtu rozpusteného v mensom mnozstve 1,4-dioxdnu. Hodnota pH
bola udrziavand na hodnote 3 priddvanim koncentrovaného vodného roztoku
NaOH.(28) Prvd moznost sa ukdzala ako bezproblémova abola pouzitd
pri opakovanych syntézach. Pri druhej moZnosti bola hodnota pH menej stabilna,

¢o viedlo k potrebe pridavat’ v priebehu reakcie viac koncentrovaného vodného
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roztoku HCI alebo neskoér NaOH, ¢o viedlo aj k menej selektivnej substitucii

a znizeniu vytazku hlavného produktu.

4.2.4 Porovnanie dvoch ciest syntézy ortogonéalne chranen¢ho cyklénu 3

Pri priprave formyl-cyklénu replikéciou publikovaného postupu(29) sa produkt
nepodarilo izolovat. Po zavedeni skupiny Cbz do polohy trans bol sihrnny vytazok
na cyklén 18 %. Priprava formyl-cyklénu navrhnutou alternativnou cestou obsahuje
viac krokov, takze je Casovo narocnejsia. VSetky syntézne kroky boli reprodukované
aj vgramovej Skdle aich pouzitim bol efektivne izolovany formyl-cyklén
s celkovym vytazkom 74 %. Po zavedeni skupiny Cbz do polohy trans bol stthrnny
vytazok ortogonalne chraneného cyklénu 69 % (na cyklén).

Alternativna cesty ponuka flexibilitu pri vybere typu zavadzanej skupiny.
Publikovana cesta syntézy je Specifickd pre formylovu skupinu. V alternativnej
syntéze sa formylova chraniaca skupina zavddza na dichrdneny cyklén, ¢o umoziiuje

pohodlne zaviest’ aj inl1 chraniacu skupinu nez formylov.

4.3 Alkylacia

/ \ %O / \
NH N 1.) BrCH,COOBu N HN
DIPEA, MeCN,RT 24h
2.) NH,OH - HCI o
N HN EtOH, 48 h N N
Cbz cbz” \__/
o
7L °
3 6
Schéma 19

Produkt sa podarilo pripravit’ reprodukovanim publikovaného postupu(28)
bez vicSich problémov. V publikédcii je uvedeny teoreticky vytazok 88 %,
pri replikécii uvedeného postupu v malej Skale bol dosiahnuty vytazok 72 %. Tato

reakcia nebola otestovana vo vicsej skale.
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4.4 Alternativna syntéza monoamidu DO3AP

Navrhnutd alternativna cesta syntézy formyl-cyklénu umoznuje skratit
a zjednodusit’ povodne navrhovanu syntézu cielového ligandu — monoamidu DO3AP
(Schéma 20). Zmena spociva vo vynechani izolacie formyl-cyklénu a v pouziti
priamo pripravené¢ho ortogonalne chraneného cyklénu
(1,7-bis(benzyloxykarbonyl)-4-formyl-cyklén). Tato syntézna cesta ponuka uz
spominanu flexibilitu alternativnej cesty pripravy formyl-cyklénu, teda je mozné

pouzit’ podl'a potreby aj iné chraniace skupiny.
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5 Zaver

V ramci tejto bakalarskej prace bol pripraveny novy typ ortogondlneho
chranenia  cyklénu —  1,7-bis(Cbz)-4-formyl-cyklén  reakciou  cyklénu
s benzyl-chlérformidtom a naslednou reakciou medziproduktu s chloralhydratom pri
zvysenej teplote. Odstranenim chraniacej skupiny Cbz hydrogenaciou za pritomnosti
paladia na aktivnom uhli bol novym sposobom pripraveny formyl-cyklén. Reakcia je
dobre reprodukovatelnd aj v gramovej Skdle aposkytuje produkt s vysokym
vytazkom. Publikovany postup pripravy formyl-cyklénu bol reprodukovany s malym
vytazkom a produkt sa nepodarilo izolovat.

Reprodukovanim publikovanej cesty bol =z formyl-cyklénu pripraveny
ortogonalne chraneny 1-Cbz-7-formyl-cyklén. Reakcia prebiehala s velkym
vytazkom aj v gramovej skale. Naslednou alkylaciou vol'nych sekundarnych aminov
makrocyklu #-butylbromoacetditom a odstrdnenim formylovej chraniacej skupiny
chloridom hydroxyaménnym bol pripraveny chraneny cyklén so substituovanymi
dvomi acetatovymi ramenami — 1,7-acetat-4-Cbz-cyklén. Reakcia viedla k velkému
vytazku produktu. S vyuzitim ziskanych poznatkov bola navrhnuta syntéza pre novy

nesymetricky substituovany makrocyklicky ligand monoamid DO3AP.
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6 Zoznam pouzitych skratiek

Ac

Angl.

Bn

Boc

Cbz

DCM

DMF
DMFDMA
cis-DO2A2P

trans-DO2A2P

DO3AP

DOA3P

DOTA
DTPA

Et

Extr.

HPLC

MRI

MS

NMR

Obr.

RT

—acetyl

— anglicky

— benzylovéa chraniaca skupina

— t-butyloxykarbonylova chraniaca skupina

— benzyloxykarbonylova chraniaca skupina

— dichlérmetan

— N,N-dimetylformamid

— N,N-dimetylformamid dimetylacetal
—1,4,7,10-tetraazacyklododekan-7,10-bis(karboxymetyl)-1,4-
bis(metylfosfonova) kyselina
—1,4,7,10-tetraazacyklododekén-4,10-bis(karboxymetyl)-1,7-
bis(metylfosfonova) kyselina
—1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-tris(karboxymetyl)-1-
(metylfosfonova) kyselina
—1,4,7,10-tetraazacyklododekéan-10-(karboxymetyl)-1,4,7-
tris(metylfosfonova) kyselina
—1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
—1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
tetrakis(metylfosfonova) kyselina

—etyl

— extrakcia

— vysokoucinna kvapalinova chromatografia
(high-performance liquid chromatography)

— metyl

— magneticka rezonan¢nd tomografia (magnetic resonance
imaging)

— hmotnostna spektrometria (mass spectrometry)

— nuklearna magnetickd rezonancia

— obrazok

— reten¢ny faktor

— laboratorna teplota (room temperature)
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RVO — rota¢na vakuova odparka

SA — §tvorcova antiprizma (square-antiprism)

THF — tetrahydrofuran

TFA — trifludroctova kyselina

TLC — tenkovrstvova chromatografia (thin-layer chromatography)
T™S — tetrametylsilan

TSA — skratena Stvorcova antiprizma (twisted square-antiprism)
Vod. — vodny
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