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Slouc¢eniny na bazi cyklamu, jejich konjugaty, cilici konjugaty, koordinac¢ni slouceniny,
farmaceuticky pripravek je obsahujici, zpusob jejich pFipravy a jejich pouZziti

Oblast techniky

Pfedkladany vynélez se tyka sloucenin na bazi cyklamu, obsahujicich tetraazamakrocyklus a
bisfosforovou kyselinu, konjugatl téchto sloucenin a konjugaéni skupiny, jejich koordinaénich
sloucenin, ciliciho konjugati, zplisobu ptipravy slougenin na bazi cyklamu, meziproduktti pro
pfipravu slou€enin na bazi cyklamu, farmaceutického pfipravku je obsahujiciho a jejich pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Polyazamakrocykly s koordinujicimi postrannimi fetézci tvofi termodynamicky velmi stabilni
komplexy s Sirokou Skalou ionti kovi, jez jsou Casto také kineticky vysoce inertni. Tyto jejich
vlastnosti jsou velice Zadané pro aplikace v mediciné a molekularni biologii. Proto jsou tyto
ligandy a jejich komplexy Siroce studovany a jejich vlastnosti pfizpisobovany konkrétnimu
pouziti, napt. jako MRI kontrastni latky, nosi¢e radionuklidd kovi v diagnostickych nebo
terapeutickych metodach, cilena 1é¢iva ¢i luminiscenéni sondy.

Velmi mocné diagnostické metody moderni mediciny jsou pozitronova emisni tomografie (PET)
nebo tomograficka scintigrafie (single—photon emission tomography — SPECT), které jsou
zalozeny na aplikaci radioizotopd, tj. protony—bohatych izotopii prvki, které podléhaji B' rozpadu
(pro PET) nebo vyzatujicich gamma-zafeni (pro SPECT). Pro PET, kolize emitovaného
pozitronu s elektronem z okolni tkan¢ vede ke vzniku paru kolinedrnich y—fotoni (majicich
energii 512 keV), které umozituji pfesné zjisténi anihilaéniho mista a tim padem i distribuce
radioizotopu v téle. PET vyzaduje pouziti radioizotopl s vhodnym polo¢asem rozpadu, nizkou
energii emitovanych pozitronti a dobrou dostupnosti (napt. nekovové radioizotopy '°F, ''C, O
nebo radioizotopy kovi jako ®*Ga, *Sc, *Zr). Velky zdjem vzbudil radioizotop médi *Cu (61 %
B ) diky svému dlouhému polocasu rozpadu (t;, 12,8 h) a nizké energii pozitront (E,, 0,65
MeV), coz vede k velkému rozliseni v PET. Dalsi radioizotopy médi, pozitron emitujici “Cu (1,5,
23,7 min, 100 % B") a S1Cu (t12 3,3 h, 100 % B"), jsou v PET vyuzivany také, a B —emitujici Cu
(t1» 61.8 h, 100 % B") je vyuzivan v radionuklidové terapii. Radioizotopy *‘Cu a ®’Cu tvofi
zajimavy teranosticky pér (jeden izotop je pouZit pro diagndzu a druhy izotop pro terapii).

Radioizotopy kovii vétSinou nemohou byt aplikovany ve formé& volného iontu kvili
nespecifickému ukladani v tkanich. Aby bylo dosazeno pozadované biodistribuce, musi byt ion
kovu vazan v termodynamicky stabilnim a kineticky inertnim komplexu a tento komplex je asto
konjugovan k cilicimu vektoru. Existuji rizné chelatory pro tvorbu termodynamicky stabilnich a
kineticky inertnich komplexd kovii, pfiCemz makrocyklické ligandy jsou preferovany. Pro
komplexaci radioizotopii médi jsou vyuzivany acyklické i makrocyklické ligandy, napt. kyselina
diethylentriaminpentaoctova (Hsdtpa), 1,4,8,11—tetraazacyklotetradekan (cyklam), kyselina
1,4,8,1 1-tetraazacyklotetradekan—1,4,8,1 | -tetraoctova (Hyteta), kyselina 1,4,7,10—
tetraazacyklododekan—1,4,7,10—tetraoctova (H,dota), jejich monoamidy a jiné derivaty. Jejich
vlastnosti v3ak pro komplexaci ionti médnatych nejsou optimdlni, zejména kvili pomalé
komplexaci, nizké kinetické inertnosti a nevhodnému redox potencidlu posunutému k méd'nym
iontim, a proto byly zkoumany dal3i ligandy, napf. derivaty ptemosténého cyklamu, které tvofi
kineticky velmi inertni komplexy, jsou v3ak zatizené velmi pomalou komplexaci.

Pfiprava riiznych makrocyklickych ligandii na bazi cyklenu (1,4,7,10-tetraazacyklododekan) &i
cyklamu (1,4,8,1 1-tetraazacyklotetradekan), s pendantni skupinou obsahujici fosfor, pop. arsen,
Jje popsana napt. v US 2008/0312430 A1 nebo WO2015/038968. Dokument Fuzerova S., Kotek
J., Cisafova 1., Hermann P., Binnemans K, Lukes I., Dalton Trans., 2005, 2908 — 2915, popisuje
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syntézu, potenciometrické a NMR titrace a krystalografickou strukturu Ugandu na bazi cyklamu
s pendantni fosfonovou kyselinou a jeho komplexi s médi. Dokument Kotek J., Lubal P.,
Hermann P., Cisafova I., Lukes 1., Godula T., Svobodova I., Taborsky P., Havel J., Chem. Eur. J.,
2003, 9, No. 1, 233 — 248, popisuje analogickou slou¢eninu, ktera v§ak obsahuje dvé pendantni
fosfonové kyseliny v trans poloze. Také tato publikace se zabyva syntézou, potenciometrii a
krystalografickou studii ligandu a jeho komplexii s médi. Z obou posledné jmenovanych
dokumentd vyplyva, Ze jedna fosfonova skupina se koordinuje na Cu" a vytvaii termodynamicky
stabilni a kineticky inertni komplex. Druha fosfonova skupina pritomna ve slou¢eniné studované
v Kotek J., Lubal P., Hermann P., Cisafova I., Lukes 1., Godula T., Svobodova 1., Taborsky P.,
Havel J., Chem. Eur. J., 2003, 9, No. 1, 233 — 248 se na médnaty ion nekoordinuje a
termodynamickd stabilita méd’natych komplexii obou zminénych ligandi je srovnatelna.
Citované latky vsak nejsou bifunk&ni, nemohou tedy byt navazany na cilici vektor, diky kterému
by se pfi biodistribuci dostaly selektivné do konkrétniho mista v téle. Navic, ptestoZe citované
latky tvofi stabilni komplexy s médi, rychlost komplexace neni dostate¢na na to, aby se vysledny
komplex vytvofil rychle a pokud mozno za laboratorni teploty. Pro praktické pouziti v
radiodiagnostice ¢i radioterapii tedy tyto latky nejsou vhodné pro svou neselektivni biodistribuci
a nizkou rychlost komplexace.

Pro cilenou biodistribuci a snizeni aplikované davky se vyuziva konjugace komplexu a cilictho
vektoru. Cilicimi vektory mohou byt napf. rizné peptidy, protilatky a jejich fragmenty nebo
derivaty, biotin, kyselina folova, cyklodextriny, dendrimery, polymery, polysacharidy.

Nevyhodou soucasného stavu techniky je absence latek o vysoké specifické aktivité, coz je
veli¢ina, udavajici procentualni zastoupeni komplexu radioizotopu v celkové davce lé€iva. Tato
veli¢ina Ozce souvisi se schopnosti ligandd rychle a pokud mozno za laboratorni teploty vytvofit
termodynamicky stabilni a kineticky inertni koordinaéni slou¢eninu s radionuklidem o vhodném
polocasu rozpadu a které by zaroven obsahovaly cilici vektor, a byly by tudiz vhodné pro
aplikace pti diagnostickych (napi. PET, SPECT) a terapeutickych metodach. Existujici ligandy
efektivné komplexuji radionuklidy az pfi teplotaich kolem 80 °C a vyssich, zatimco pfi
laboratorni teploté je jejich komplexace velice pomala. S tim souvisi napfiklad ztraty komplexu
radioizotopi s rychlym polocasem rozpadu, vysoké financni naklady spojené s piipravou
radioizotopovych komplexil i zatizeni pacienta, vystaveného aplikaci vysokych davek 1é¢iva pro
dosazeni kyzeného efektu.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka sloucenin na bazi cyklamu a/nebo pfemosténého cyklamu pro terapii
a diagnostiku, obsahujiciho kyselinu bisfosforovou, které se vyznaduji vysokou specifickou
aktivitou. Tyto sloudeniny podle ptedkladaného vynalezu rychle a selektivné komplexuji ionty
kovii, zejména Cu®’, a vyznaluji se tvorbou termodynamicky stabilnich a kineticky inertnich
koordinaénich sloudenin. Sloudeniny podle piedkladaného vynalezu mohou dale vytvaret
konjugaty s konjuganimi skupinami a déle cilici konjugaty s cilicimi vektory, které zajist'uji
jejich cilenou distribuci v organismu.

Piedmétem piredkliddaného vynalezu jsou slou¢eniny na bazi cyklamu pro terapii a diagnostiku
obecného vzorce 1,
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R, R% R', R R’ jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici

H, OH, (C1 az Cé6)alkyl, ktery mtze byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az Cé)cykloalkyl, benzyl,
fenyl, (C5—C6) heterocyklus, obsahujici alespoii jeden heteroatom N, S, O,

a/nebo R' a/nebo R? a/nebo R’ je bisfosforova kyselina obecného vzorce II
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a/nebo dohromady R' a R’ tvoii (C2 az C3)alkylen, ktery mize byt substituovany jednim nebo
vice linearnimi nebo rozvétvenymi (C1 az C6)alkyly,
pficemz (C1 az Cé6)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl, fenyl, benzyl a (C5-Cé6)heterocyklus,
obsahujici alespori jeden heteroatom N, S, O, mohou byt nezéavisle substituovany jednou
nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NH,; NO,, NX,; C(O)NX,; NHX; C(O)NHX;
OH; SH; -NCS; tetrazin obecného vzorce III;

A

=

Z—2Z
z—2Z

Y
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(C7 az C8)cykloalkenyl v #rans konfiguraci, ktery mize byt popiipadé dale substituovan
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH;
norbornenyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; -N3; (C2 az C6)alkynyl, popfipadé substituovany jednou
nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; cyklooktynyl,
popfipad¢ substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,,
-NCS, -NCO, N; a SH; cykloazaoktynyl, poptipad¢ substituovany jednou nebo vice
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skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; maleinimid; fenyl;
benzyl a—P(O)(OH)Z,;
a kde R* a R* jsou nezavisle H, (C1 az C6)alkyl, ktery mize byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az
C6)cykloalkyl, benzyl;
akde R’ a R™ jsou nezavisle H, (C1 az C6)alkyl, ktery miZe byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az
Cé)cykloalkyl, benzyl, pticemz (C1 az Cé6)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl a benzyl mohou byt
nezavisle substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NH,; NO,, NX;
C(O)NX,; NHX; C(O)NHX; OH; SH; -NCS; tetrazin obecného vzorce 1II; (C7 az
C8)cykloalkenyl v trans konfiguraci, ktery mtize byt poptipadé dale substituovan jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; norbornenyl, poptipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a
SH; —N3; (C2 az Cé6)alkynyl, poptipad¢ substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH,, NO,,—NCS, -NCO, N; a SH; cyklooktynyl, poptipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; cykloazaoktynyl,
poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -
NCO, N3 a SH; maleinimid; fenyl; benzyl a -P(O)(OH)Z;
akde R®a R® je H;
a kde R’, R®, R? a R" jsou nezavisle vybrané ze skupiny zahrnujici H, (C1 az Cé6)alkyl, (C3 az
C6)cykloalkyl, benzyl, NO, a/nebo dohromady R’ a R® obsahuji (C2 a7 C3)alkylen nebo vinylen
a/nebo dohromady R’ a R'® obsahuji (C2 az C3)alkylen nebo vinylen,
pficemz (C1 az C6)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl, benzyl, (C2 az C3)alkylen a vinylen mohou
byt nezavisle substituovany skupinou nebo skupinami vybranymi z COOH; NH,; NO,; NX»;
C(O)NX,; SH; tetrazin obecného vzorce III; (C7 az C8)cykloalkenyl v frans konfiguraci,
popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH;, NO,,
—-NCS, -NCO, N3 a SH; norbornenyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami
vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; —=N3; (C2 az C6)alkynyl, poptipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO,
N; a SH; cyklooktynyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; cykloazaoktynyl, poptipadé substituovany
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH;
maleinimid; fenyl; benzyl a —P(O}OH)Z,
kde Y je H, (C1 az C6)alkyl, -CH,COOH, (C5 az Cé6)heterocyklus, obsahujici alesponi jeden
heteroatom N, S, O, nebo heteroaryl, obsahujici alespori jeden heteroatom N, S, O, s vyhodou je
Y atom vodiku, methyl nebo pyridyl; Z je H; OH; (C1 az C6)alkyl, ktery miize byt linearni nebo
rozvétveny; (C1 az Cé)hydroxyalkyl; (C1 az C6)alkoxyl; fenyl nebo benzyl, pficemz fenyl nebo
benzyl mohou byt popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, N5 a SH, s vyhodou je substituent v para poloze; a X je nezavisle H; (C1 az C6)alkyl,
ktery miiZe byt linearni nebo rozvétveny; (C3 az C6)cykloalkyl; fenyl a/nebo benzyl;
piicemz (C1 az C6)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl, fenyl a/nebo benzyl mohou byt nezavisle
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NHa; NO,, NX;; C(O)NXy;
NHX; C(O)NHX; SH; tetrazin obecného vzorce 1lI; (C7 az C8)cykloalkenyl v frans
konfiguraci, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; norbornenyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice
skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; —N3; (C2 az Cé6)alkynyl,
poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,,
-NCS, -NCO, N; a SH; cyklooktynyl, popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami
vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; cykloazaoktynyl, popfipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO,
N; a SH; maleinimid; fenyl; benzyl a —-P(O)(OH)Z;
pfidemz alespoii jedna ze skupin R, R? R', R% R®, RY, R®, R’, R™, R%, R, R’, R®, R” a R"
obsahuje alespofi jednu ze skupin —COOH; NHy; NO,, NX,, NHX; C(O)NHX; N3; SH; —NCS;
tetrazin obecného vzorce 1II; (C7 az C8)cykloalkenyl v trans konfiguraci, popfipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH;, NO,, NX;, -NCS, -NCO,
NHX; C(O)NHX; N a SH; norbornenyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami
vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX; C(O)NHX; N; a SH; -N;, (C2 az
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Cé)alkynyl; cyklooktynyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX; C(O)NHX; N3 a SH; cykloazaoktynyl, poptipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO,
NHX; C(O)NHX; N; a SH; maleinimid; fenyl, popfipad¢ substituovany jednou nebo vice
skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX, C(O)NHX, N; a SH;
benzyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,,
NX,, —-NCS, -NCO, NHX, C(O)NHX, N3 a SH; (C1 az C6) alkyl, poptipadé substituovany
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX,
C(O)NHX, N3 a SH; a —P(O)(OH)Z.

V jednom provedeni vynalezu R a R dohromady tvoii (C2 az C3)alkylen, ktery miize byt
substituovany (C1 az Cé6)alkylem, ktery mize byt linedrni nebo rozvétveny.

V jiném provedeni vynalezu jsou R, R®, R', R%, R, R*, R* R’, R™ R’ a R* nezavisle vybrany ze
skupiny zahrnujici H; (C1 az Cé6)alkyl, ktery mize byt linearni nebo rozvétveny; (C3 az
Cé6)cykloalkyl; benzyl; fenyl; (C5—-Cé)heterocyklus, obsahujici alespoii jeden heteroatom N, S,
O;

a/nebo R' a/nebo R* a/nebo R je bisfosforova kyselina obecného vzorce 11, s vyhodou je alespoit
jedna ze skupin R', R’ a R’ bisfosforova kyselina obecného vzorce II, nejvyhodngji je R’
bisfosforova kyselina obecného vzorce I1.

Ve vyhodném provedeni je R* je vybran ze skupiny zahrnujici H; (C1 az C6)alkyl, ktery miize
byt linearni nebo rozvétveny; (C3 az Cé6)cykloalkyl; benzyl; fenyl; (C5 az C6)heterocyklus,
obsahujici alespori jeden heteroatom N, S, O; a bisfosforovou kyselinu obecného vzorce II.
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Piedmétem piedkladaného vyndlezu je rovnéZ konjugat sloudeniny na bazi cyklamu podle
predkladaného vynalezu a alespofi jedné konjugacni skupiny, kterd je ke slouceniné na bazi
cyklamu kovalentng vazana a ktera je vybrana ze skupiny obsahujici OH, -COOH; NH,; NX;,
NHX; C(O)NHX; tetrazin obecného vzorce III norbornenyl, popfipadé substituovany jednou
nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX; C(O)NHX; N; a
SH; cykloazaoktynyl, popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
-NCS, -NCO, C(O)NHX, (C1 az C6)alkyl, (C6)aryl; maleinimid; a —P(O)(OH)Z; pfiCemz
konjugat miize mezi slougeninou na bazi cyklamu a konjugaéni skupinou a/nebo mezi dvéma
konjugaénimi skupinami dale obsahovat spacer, vybrany ze skupiny obsahujici (C1 az C6)n—
alkyl, popfipadé substituovany C=0O a/nebo —-NH- skupinou; fenylen; fetézce aminokyselin o
délce 1 az 5 aminokyselin; polyethylenglykoly o 1 az 10 monomernich jednotkach.

Pitedmétem piedkladaného vynédlezu jsou rovnéz koordina¢ni slou€eniny sloucenin na bazi
cyklamu obecného vzorce I nebo konjugatii podle piedkladaného vyndlezu s kationty kovi
vybranych ze skupiny sestavajici z Cu®', Bi*', kationty lanthanoidd, S¢**, Y**, Pb™, Zr", Ac™,
Mn>* a Mn*", s vyhodou kationty lanthanoidd, Bi**, Y** a Cu®", vyhodngji Lu™, Bi*", Y>" a Cu™".
Kationty kovii mohou byt s vyhodou radioizotopy kovil, zejména radioizotopy médi, lutecia,
bismutu a yttria.

Predmétem ptedkladaného vynalezu je rovnéz cilici konjugat, ktery obsahuje slouceninu na bazi
cyklamu obecného vzorce 1 a/nebo konjugat a/nebo koordina¢ni slouceninu podle predkladaného
vynalezu a cilici vektor, vybrany ze skupiny zahrnujici bis(fosfonaty), fluorescein, oligopeptidy o
1 az 15 aminokyselinach, protilatky, s vyhodou rituximab, kyselinu listovou, biotin,
cyklodextriny, PAMAM dendrimery, hydrofilni polyakrylaty a polyakrylamidy.

Pfedmétem vynélezu je rovnéZz zplsob piipravy slou¢enin na bazi cyklamu obecného vzorce I
podle pfedkladaného vynalezu, kdy se meziprodukt obecného vzorce IV,

o 0
I I

R11//P P\\RM
HO R12 R130H
1v)

kde R", R"%, R” a R™ jsou v nasledujicich kombinacich:

Meziprodu- | R [ R™ R" [R™

kt

A H |H H |OH

B H |H H | p-nitrobenzyl

C H |H H | -CH,;N(benzyl) »
D H |H H |-(CH;),COOH
E H |-(CH;);COOH H H

F OH | -(CH,)3;NH(4-dibenzylcyklooktynamidobutoxyl) | OH | OH

nebo slouenina, vybrana ze skupiny obsahujici methylen—bis(fosfinovou kyselinu), kyselinu
fosforitou, kyselinu hydroxymethylfosfinovou, podrobi reakci s derivatem cyklamu a aldehydem
ve vodném roztoku kyseliny o koncentraci v rozmezi od 10 do 40 % hmotn. s vyhodou v rozmezi
od 18 do 36 % hmotn., pfi teploté v rozmezi od 40 do 80 °C po dobu alespoit 12 hodin;
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pticemz derivatem cyklamu je 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan a jeho derivaty a 1,4,8,11-
tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan a jeho derivaty, s vyhodou je derivat cyklamu vybrany ze
skupiny zahrnujici 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 1,4,8,11—tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan,
1,4,8-trimethyl-1,4,8,1 1-tetraazacyklotetradekan, 1,8-dimethyl-1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekan, 1,8—dibenzyl-1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 1,4—dibenzyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekan, 6,13-dimethyl-6,13—dinitro—1,4,8,1 [—tetraazacyklotetradekan; aldehyd
je vybrany ze skupiny obsahujici acetaldehyd, formaldehyd a para—formaldehyd, a kyselinou je s
vyhodou HCI a/nebo CF;COOH; a pti¢emz reakci miize predchazet krok pfipravy meziproduktu.

V jednom provedeni zpilisobu pfipravy sloucenin na bazi cyklamu obecného vzorce I podle
piedkladaného vynalezu se vysledny produkt dale podrobi redukci.

V jiném provedeni zpisobu ptipravy sloucenin na bdzi cyklamu obecného vzorce I podle
piedkiadaného vynalezu se vysledny produkt dale podrobi oxidaci.

V jiném provedeni zpGsobu ptipravy sloucenin na bazi cyklamu obecného vzorce podle
piedkladaného vynalezu se vysledny produkt dale podrobi reakci s aldehydem; a popiipadé
meziproduktem obecného vzorce nebo slouceninou, vybranou ze skupiny obsahujici methylen—
bis(fosfinovou kyselinu), kyselinu fosforitou, kyselinu hydroxymethylfosfinovou; ve vodném
roztoku kyseliny, s vyhodou HCI nebo CF;COOH.

V jiném provedeni pfi zplisobu pfipravy sloucenin na bazi cyklamu obecného vzorce I podle
predkladaného vynalezu po kroku redukce nasleduje krok, kdy se produkt redukce podrobi reakci
s CSCl, nebo COCl,.

V jiném provedeni pii zpGsobu pkipravy sloucenin na bazi cyklamu obecného vzorce I podle
piedkladaného vynalezu po kroku redukce nasleduje krok, kdy se vysledny produkt redukce
podrobi reakci s NaNj;.

Ptedmétem predkladaného vynalezu je rovnéZz meziprodukt obecného vzorce IV,

O O

g

R/ Y \\RM
HOR12 R130H
(IV)

kde R", R'%, R a R" jsou v nasledujicich kombinacich:

Meziprodu- | R" R R" [RY
kt
H |H H | p-nitrobenzyl
C H |H H | -CH2N(benzyl),
H |H H | -(CH;),COOH
E H |-(CHy)sCOOH H |H
OH | -(CH,);NH(4-dibenzylcyklooktynamidobutoxyl) | OH | OH

-10 -
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Piedmétem vynélezu je také farmaceuticky piipravek, ktery obsahuje alespoti jednu slougeninu
na bazi cyklamu podle predkladaného vynalezu a/nebo alespoii jeden konjugat podle
pfedkladaného vynélezu a/nebo alespoii jednu koordinaéni slougeninu podle predkladaného
vynalezu a/nebo alespori jeden cilici konjugat podle predkladaného vynalezu, a farmaceuticky
ptijatelny nosic.

Predmétem vynalezu je rovnéz slou¢enina na bazi cyklamu podle predkladaného vynalezu a/nebo
alesponi jeden konjugat podle ptedkladaného vynalezu a/nebo alespoit jedna koordinaéni
slou¢enina podle predkladaného vynalezu a/nebo alesponn jeden cilici konjugat podle
pfedkladaného vynalezu a/nebo farmaceuticky pfipravek podle ptedkladaného vynalezu pro
pouziti jako 1éCivo, s vyhodou pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni, zanétii a/nebo aterosklerozy.
Zejména koordinacni slouceniny podle vynalezu s radioizotopy kovii, s vyhodou radioizotopy
médi, lutecia, bismutu a yttria, jsou vhodné pro pouziti jako 1é¢ivo pii radioterapii.

Pfedmétem vynalezu je sloucenina na bazi cyklamu podle kteréhokoliv z narok 1 az 5 a/nebo
alesponi jeden konjugat podle ptedkladaného vynilezu a/nebo alespoit jedna koordina¢ni
slou¢enina podle predkladaného vynalezu a/nebo alespoii jeden cilici konjugat podle
piedkladaného vynalezu a/nebo farmaceuticky pripravek podle piedkladaného vynalezu pro
pouziti jako kontrastni latky v Iékaiské diagnostice, s vyhodou pfi diagnostice nadorovych
onemocnéni, zanéth a/nebo aterosklerdzy. Pro luminiscenéni metody v lékatské diagnostice jsou
zejména vhodné koordinacni slouc¢eniny podle vynélezu s kationty troj mocnych lanthanoidd, pro
magnetickou nuklearni resonanci (NMR, MRI) jsou vhodné koordinaéni slouceniny gadolinia.

Predmétem vynalezu je pouziti slou¢enin na bazi cyklamu podle pfedkladaného vynalezu a/nebo
konjugatl podle predkladaného vynalezu a/nebo koordinaéni sloudeniny podle predkladaného
vynalezu a/nebo ciliciho konjugéati podle piedkladaného vynalezu a/nebo farmaceutického
pfipravku podle ptedkladaného vynalezu v radiochemii jako znadek nebo prekurzort znadek pti
znaCeni pomoci radioizotopli médi, lutecia, bismutu a yttria, s vyhodou pomoci radioizotopi
médi, vyhodnéji **Cu.

Pfedmétem vynalezu je pouziti slouéenin na bazi cyklamu podle piedkladaného vynalezu a/nebo
konjugati podle predkladaného vynalezu a/nebo koordina¢ni slougeniny podle piedkladaného
vynélezu a/nebo ciliciho konjugati podle predkladaného vynélezu ke komplexaci a/nebo ¢&isténi
radioizotopti médi.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Ptiklad 1: Priprava latky 1

[ jﬁ I
N
HK)N\(/P\/P\\H
HO OH
Me

Do sklenéné vialky (4 mL) byl navazen 1,4,8,11—tetraazacyklotetradekan (205 mg; 1,02 mmol;
5,0 ekviv.). Déle byly postupné ptidany methylen—bis(fosfinova kyselina) (85,6 mg; 594 pmol;
2,9 ekviv.), acetaldehyd (9,0 mg; 205 pmol; 1,0 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 2 mL). Vznikia
suspenze byla michana pfes noc pii 80 °C. Druhy den byla smé&s odpatena do sucha a poté
n€kolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—
forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpafena do sucha a
poté nekolikrat odpafena s H,O. Odparek byl rozpustén v H;O (25 mL) a vznikly roztok byl

.11 -
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lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (35,0 mg; 40%; 1 krok; vztaZzeno na
acetaldehyd).

NMR (D,0): "H 61,16 (CHs, dd, 3H, Jiup = 15 Hz, 2Juy = 7 Hz); 1,73-2,00 (P—CH,—P, CH,—
CH,—CH,, m, 5H); 2,08 (P—CH,—P, dddd, 1H, 2/ = 19 Hz, 2Jup = 16 Hz, “Jip = 12 Hz, *Jiy
= 4 Hz); 2,52—3,24 (CHZ—N, m, 16H); 3,37 (CH—CHs, dq, 1H, *Jup = 14 Hz, “Jyu = 7 Hz); 7,12
(PH, dd, 'Jiyp = 534 Hz, 2Jun = 4 Hz); “C{’ H} 56,3 (CHs, bm); 23,9 (CH,—CHy,—CH, 5); 26,2
(CH—CH,—CH,, s); 34,2 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 78 Hz, 'Jep = 73 Hz); 4.8 (cyklus, 5); 46,4
(cyklus, s); 46,5 (cyklus, s); 46,7 (cvklus, s), 49,4 (cyklus s); 49.6 (cyklus, d, *Jep = 10 Hz); 50,0
(cyklus, s); 50,6 (cyklus, s), 52,0 (N—CH—P, d, 'Jep = 109 Hz); *'P 5 19,1 (PH, dtd, IP, 'Jpy =
534 Hz, *Jon = 16 Hz, *Jop = 4 Hz); 35,5 (N—CH—P, m, 1P).

MS: (-) 368,8 [M—H'T". (+) 371,0 [M+H"]"; 392,9 [M+Na']"; 408,9 [M+K'T".

TLC (SiO,, i-PrOH-konc. NH,;OH-H,0 7:3:3): R¢=0,7.

EA (C3H3N404P>3,5H,0, M = 433,4): C 36,0 (35,6); H9,1 (8,9); N 12,9 (13,2).

Ptiklad 2: Priprava latky 2

o
[ j || II

E

Do sklenéné vialky (4mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,4,8—trimethyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekanu (65,2 mg; 168 umol; 1,0 ekviv.). Déle byly postupné pfidany methylen—
bis(fosfinova kyselina) (73,2 mg; 508 pumol; 3,0 ekviv.), acetaldehyd (8,1 mg; 184 pmol; 1,1
ekviv.) a vodna HC1 (6 M; 2 mL). Vznikla suspenze byla michana dva dny pti 60 °C. Druhy den
byla smés odpafena do sucha a poté n&kolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl CiStén
pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s
produktem byla odpatena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledné
znovu rozpudtén v H,O (50 mL). Takto vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl
ziskan jako bila latka (48,7 mg; 63%; 1 krok; vztazeno na acetaldehyd).

NMR (D;0): 'H 61,19 (CHs—C, dd, 3H, *Jip = 16 Hz, *Juy = 7 Hz); 1,68 (CH,—CH>—CH,, m,
4H); 1,81 (P—CHz—P m, 1H); 1,98 (P—CH,—P, m, 1H); 2,25 (CH;—N m, 3H) 2,27 (CH—
N, s, 6H); 2,48-3,16 (CH~—N, m, 16H); 3,41 (CH—CHs, dq, 1H, *Jip = 15 Hz, *Jun = 7 Hz);
7,13 (PH, dm, 'Jip = 533 Hz); 13C{ H} 67,1 (CH;—C, s); 21,4 (CH,—CH,—CHy, s); 22,7
(CHy—CH,—CH,, s); 35,2 (P—CH,—P, dd, Jep = 77 Hz, 'Jep = 73 Hz); 43,6 (CH;—N, s); 43,7
(CH3—N, s); 43,9 (CH;—N, s) 46,2 (cyklus, s); 48,2 (cyklus, s); 50,0 (cyklus, s); 50,8 (cyklus, d,
*Jop = 8 Hz); 51,3 (cyklus, d, *Jep = 9 Hz); 51,9 (cyklus, s); 53,5 (cyklus, s); 53,6 (cyklus, s) 56,5
(N—CHy,—P, d, "Jop = 109 Hz); 3'P §19,7 (PH, dtd, 1P, Yoy = 533 Hz, “Joy = 16 Hz, “Jpp =3
Hz); 32,1 N—CH—P, m, IP).

MS: (-) 410,9 [M=H'T". (+) 413,1 [M+H']"; 435,1 [M+Na']"; 451,0 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 4:1): Rf=0,3.

EA (C¢H3sN4O4P»2,5H,0, My = 457,4): C 42,0 (42,3); H9,5 (9,1); N 12,3 (12,2).

Ptiklad 3: Priprava latky 3

-12-
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U d \H

Do sklenéné bariky (25 mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,8—dimethyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekanu (1,56 g; 4,17 mmol; 2,5 ekviv.). Dale byly postupné pfidany methylen—
bis(fosfinova kyselina) (480 mg; 3,33 mmol; 2,0 ekviv.), paraformaldehyd (50 mg; 1,67 mmol;
1,0 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 5§ mL). Vznikla suspenze byla michana pfes noc pti 80 °C. Druhy
den byla smés odparena do sucha a poté n¢kolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén
pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s
produktem byla odparena do sucha a poté né€kolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén
sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH~konc. NH,OH 4:1; R; = 0,4). Frakce s produktem byly
spojeny a odpaieny do sucha. K odparku byla ptidana HzO (25 mL) a malé mnozstvi aktivniho
uhli a vznikla suspenze byla prefiltrovana pres stfikackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 um).
Filtrat byl znovu ¢i§tén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O — 10% vodny
pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s
H,0. Odparek byl rozpustén v H,O (25 mL) a vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt
byl ziskan jako bilé latka (215 mg; 29 %; 1 krok; vztazeno na paraformaldehyd).

NMR (D,0): 'H 61,70 (CH,—CH,—CH,, p, 2H, *Jun = 7 Hz); 1,76 (CHQ—CHz—CHz, p, 2H,
JHH =17 HZ) 2 03 (P—CHz—P ddd 2H ZJHP =18 HZ JHP =16 HZ JHH =2 HZ) 2 24 (CH3, N
3H); 2,30 (CHs, s, 3H); 2,50 (cyklus, t, 2H, “Juy = 7 Hz); 2,57 (cyklus, m, 4H); 2,66 (cyklus t,
2H, 3JHH 7 Hz); 2,69-2,82 (cvklus, N—CH,—P, m, 10H); 7,14 (PH, dt, Jyp = 531 Hz, *Jun =2
Hz), PC{'H} 23,0 (CH,—CH,—CH,, s); 23,6 (CH,—CH,—CH,, s); 35,9 (P—CH,—P, dd,
Jep =77 Hz Jep = 75 Hz); 43,5 (cyklus, s); 43,2 (CHa, s); 43,8 (CH,, s); 44,8 (cyklus, s) 51, 1
(cyklus, d, Jop = 8 Hz); 52,2 (cyklus, s); 53,1 (cyklus, s); 53,4 (cyklus, s); 53,5 (cyklus d, *Jep =
Hz); 53,7 (cyklus s); 56,1 N—CH,—P, d, 'Jcp— 109 Hz); 31P 519,8 (PH, dtd, 1P, Jpy = 531 Hz
*Jon = 18 Hz, *Jpp = 3 Hz); 32,5 (N—CH—P, m, 1P).

MS: (-) 382,6 [M-H']. (+) 384,6 [M+H']"; 406,8 [M+Na']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 4:1): R;= 0,4.

EA (C3H3N4O4P,-3,5H,0, My = 447,5): C 37,6 (37,5); H9,2 (9,0); N 12,5 (12,4).

Ptiklad 4: Priprava ldtky 4

Me\ m

C
I\/l\//\/\\

Do sklenéné vialky (4mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,4,8~trimethyl-1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekanu (37,8 mg; 99,7 umol; 1,0 ekviv.). Dale byly postupné pridany
methylen—bis(fosfinova kyselina) (55,6 mg; 386 umol; 3,9 ekviv.), paraformaldehyd (5,6 mg;
210 umol; 2,1 ekviv.) a vodnd HCI (6 M; 2 mL). Vznikla suspenze byla michana dva dny pfi
60 °C. Druhy den byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat odpaiena s H,O. Surovy
produkt byl ¢iSt€n pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O — 10% vodny pyridin).
Pyridinova frakce s produktem byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O.
Odparek byl nasledné znovu rozpustén v H,O (25 mL). Takto vznikly roztok byl lyofilizovan.
Vysledny produkt byl ziskan jako bild latka (35,4 mg; 82%; 1 krok; vztaZeno na
paraformaldehyd).
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NMR (D;0): 'H § 1,71 (CH,—CH,—CH,, m, 4H); 2,04 (P—CH,—P, ddd, 2H, *Jip = 18 Hz,
2Jup = 16 Hz, *Jun = 2 Hz); 2,24 (CHs, m, 6H); 2,27 (CH;, s, 3H); 2,47-2,64 (cyklus, m, 12H);
2,75 (cyklus, m, 2H); 2,81 N—CH,—P, d, 2H, *Jun = 9 Hz); 2,84 (cyklus, m, 2H); 7,14 (PH, dt,
e = 531 Hz, *Jyn = 2 Hz); BC{'H} 620,2 (CH,—CH,—CH,, s); 20,6 (CH—CH,—CH,, s);
35,4 (P—CH,—P, t, Jep = 77 Hz); 43,5 (CH;, s) 43,7 (CH, s); 43,8 (CH,, s); 49,0 (cyklus, s);
49,2 (cyklus, s); 49,6 (cyklus, s); 50,0 (cyklus, d, 3Jep = 8 Hz); 52,1 (cyklus, d, *Jop = 8 Hz); 52,2
(cyklus, s); 53 4 (cyklus, s); 53,5 (cyklus s); 56,7 (N—CH>,—P, d, Jep = 109 Hz); *'P §19,7 (PH,
dtd, 1P, Yoy = 531 Hz, *Jpyy = 18 Hz, Jpp—3 Hz); 32,1 (N—CH—P. m, IP).

MS: (<) 396,8 [M=H'T". (+) 399,0 [M+H']"; 421,0 [M+Na']"; 437,0 [M+K'T".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 4:1): R; = 0,2.

EA (C1sH3uN;OP,-2H,0, My = 434,5): C 41,5 (41,8); H9,3 (9,1); N 12,9 (12,9).

Piiklad 5: Priprava ldtky 5

7

[ j ll ll

ék) \/,\/ \\

Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,8—dibenzyl-1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekanu (506 mg; 959 umol; 2,0 ekviv.) a methylen-bis(fosfinova kyselina)
(136 mg; 944 pmol; 2,0 ekviv.). Déle byla postupné pfidana CF;COOH (5 mL) a vodna HCI
(12 M, 5 mL). K vzniklé suspenzi byl pfidan paraformaldehyd (20,9 mg; 474 umol; 1,0 ekviv.) a
smés byla poté zahtivana pti 80 °C dva dny. Poté byla sm&s odpafena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Surovy produkt byl &itén sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH—konc.
NH,OH 5:1; R; = 0,6). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. K odparku byla
ptidana H,O (25 mL) a malé mnozZstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze byla piefiltrovana pies
stiika¢kovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 pm). Filtrat byl ¢idtén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50;
50 mL; H'—forma; voda — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpaiena do
sucha a poté n&kolikrat odpatena s H,O. Odparek byl nasledné znovu rozpustén v H,O (100 mL)
a takto vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (146 mg;
54%; 1 krok; vztazeno na paraformaldehyd).
NMR (D,0): § 1,82 (CH—CH>—CH,, m, 4H); 2,05 (P—CH>—P, dd, 2H, *Jup = 18 Hz, *Jyp =
15 Hz); 2,46-2,61 (cyklus, m, 6H); 2,74-3,12 (cyklus, N—CH,—P, m, 10H); 3,68 (CH,—Ph, s,
2H); 3,75 (CH,—Ph, s, 2H); 7,14 (PH, d, Jap = 529 Hz); 7,22-7,35 (Ph, m, 10H); Bc ¢! H} 024,1
(CH~CH,—CHy, s); 27,2 (CH,—CH,—CHo, s); 37,1 (P—CH,—P, dd, 'Jep =79 Hz, 'Jop = 71
Hz); 41,6 (cyklus, s); 42,2 (cyklus, s) 50,1 (cyklus, d, Jep = 7 Hz); 52,2 (cyklus, s); 53,3 (cyklus,
s); 53,4 (cyklus, s); 53,8 (cyklus, d, *Jop = 9 Hz); 54,2 (cyklus, s); 56,2 (CHy—Ph, s); 58,8 (N—
CH,—P, d, YJep = 105 Hz); 59,1 (CH,—Ph, s); 124,1 (Ph, s); 126,4 (Ph, s); 128,1 (Ph, s); 128,3
(Ph, s); 128,9 (Ph, s); 130,8 (Ph, s); 138,1 (Ph, s); 139,1 (Ph, s); 3'p §26,4 (PH, dm, 1P, Jpy =
529 Hz); 34,3 (N
MS: (-) 535,1 [M—HT. (+) 537,1 [M+H']"; 559,2 [M+Na']’; 581,4 [M—H +2Na']".
TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 5:1): Ry= 0,6.
EA (CyHiN,O4P22H,0, My = 572,6): C 54,5 (54,7); H 8,1 (7,7); N 9,8 (10,0).

Ptiklad 6: Priprava ldtky 6
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Ve sklenéné baiice (50 mL) byla rozpusténa navazka latky 5-2H,O (103 mg; 180 pmol; 1,0
ekviv.) ve vodné HCI (1%; 10 mL). Nasledné byl pridan roztok HgCl, (83,1 mg; 306 umol; 1,7
ekviv.) v H,0 (10 mL) a vznikla smés byla michana pies noc pfi 60 °C. Druhy den byla vznikla
srazenina odfiltrovdna a promyta H,O. Do mate¢ného louhu pak byl zavadén plynny H,S.
Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta vodou a filtrat byl nasledné odpafen do sucha.
Odparek byl dale dosusen pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad
P,Os. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (106 mg; 84%; 1 krok; vztazeno na latku
5-2H,0).

NMR (D,0): 'H 51,76 (CHz—CHz—CHQ, p, 2H, *Juy = 4 Hz), 1,88 (CH,—CH>—CH,, m 2H);
2,03 (P—CH,—P, dd, 2H, *Jip = 18 Hz, 2Jiyp = 14 Hz); 2,44 (cyklus, m, 2H); 2,51-2,63 (cyklus,
m, 4H); 2,69-3,30 (cyklus, N—CH,—P, m, 10H); 3,72 (CH,—Ph, s, 2H); 3,74 (CH,—Ph, s, 2H);
7,16 (Ph, m, 2H); 7,25-7,34 (Ph, m, 8H); *C{'H} 824.9 (CH—CHy— CH, 5); 26,9 (CHy—
CHy,—CHy, s); 36,6 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 114 Hz, 'Jep = 70 Hz); 40,8 (cyklus, s); 42,2 (cyklus,
s) 50,3 (cyklus, d, *Jep = 7 Hz); 52,8 (cvklus, s); 53 ,5 (cyklus, s); 53 6 (cyklus, s); 53,8 (cyklus, d,
*Jep = 9 Hz); 54,8 (cyklus, s); 55,3 (CH CH,—P, d, 1Jcp—
106 Hz); 125,2 (Ph, s); 125,9 (Ph, s); 128,1 (Ph s) 128,3 (Ph, s) 1300 (Ph, s); 130,2 (Ph, s);
138,5 (Ph s); 140,3 (Ph, s); *'P{'H} 621,4 (HO—P—OH, d, 1P, 2Jyp = 9 Hz); 33,3 N—CH—
P d IP Jpp =9 HZ)

MS: (-) 551,1 [M=H'T".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH;OH 5:1): Ry=0,2.

EA (CyHyN4OsP»-3.5HCI-H,0, Mg = 698,2): C 44,7 (45,0); H 6,9 (6,7); N 8,0 (8,1).

Ptiklad 7: Priprava meziproduktu A

1
H” /P \/P\\OH
HO OH

Ve sklenéné batice byla rozpusténa navazka methylen-bis(fosfinové) kyseliny (2,50 g;
17,4 mmol; 1,0 ekviv.) v H;O (50 mL). Nasledné byl pfidan roztok HgCl, (5,90 g; 21,7 mmol;
1,2 ekviv.) v H;O (50 mL) a vznikla sm&s byla michana 3 dny pti 60 °C. Nasledné byla vznikla
srazenina odfiltrovana a promyta H,O. Do mate&ného louhu byl pak zavadén plynny H,S.
Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta vodou a filtrat byl nasledné odpafen do sucha.
Surovy produkt byl ¢iStén sloupcovou chromatografii (SiO,; iPrOH—konc. NH;OH-H,0 7:3:3; R;
= 0,2). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. K odparku byla ptidana H,O
(100 mL) a malé mnoZzstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze byla prefiltrovana pres stiikatkovy
mikrofiltr (Millipore; 0,22 pm). Filtrat byl ¢istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma;
H,0). Vodna frakce byla odpatena do sucha a odparek byl déle dosusen pomoci vakuové pumpy
a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka
(1,24 g; 42%; 1 krok; vztaZzeno na methylen—bis(fosfinovou kyselinu)).
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NMR (D,0): 'H 6 1,93 (CHq —P, tm, 2H, 2Jyp = 18 Hz); 7,10 (PH, dm, 1H, 'Jup = 526 Hz);
BC{'H} 634,6 (CH,, dd, "Jop = 114 Hz, 'Jop = 78 Hz); p 5 12,3 (HO—P—OH, td, 2py =
18 Hz, “Jp = 4 Hz); 24,9 (HO—P—H, dtd, "Joyy = 526 Hz, “Jpy; = 18 Hz, 2Jpp = 4 Hz).

MS: (-) 158,6 [M~H]". (+) 160,8 [M+H']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): R, = 0,2.

EA (CH¢OsP,-0,5H,0, Mz=169,0): C 7,1 (7,1); H 4,2 (4.,0).

Ptiklad 8: Priprava latky 7

T

N HN

év \/I \/ \\ou

Do sklenéné vialky (20mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,4-dibenzyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekanu (554 mg; 1,05 mmol; 2,0 ekviv.) a latka A-0,5H,O, (355 mg;
1,05 mmol; 2,0 ekviv.). Dale byla postupné ptidana CF;COOH (5 mL) a vodna HCI (12 M, 5
mL). K vzniklé suspenzi byl pfidan paraformaldehyd (23,1 mg; 525 pumol; 1,0 ekviv.) a smés
byla poté zahfivana pii 80 °C dva dny. Poté byla smés odpafena do sucha a poté n&kolikrat
odpatena s H,O. Surovy produkt byl &istén sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH-konc.
NH,OH 5:1; Ry = 0,3). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. K odparku byla
pridana HZO (25 mL) a malé mnozstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze byla piefiltrovdna pies
stiikackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 pm). Filtrat byl ¢istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50;
50 mL; H'—forma; voda — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpafena do
sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledn¢ znovu rozpustén v H,O (100 mL)
a takto vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (198 mg;
62%; 1 krok; vztazeno na paraformaldehyd).

NMR (D,0): 'H & 1,74-1,92 (CHy—CH,—CH2, bm, 4H); 2,09 (P—CH,—P, t, 2H, 2Jp =
16 Hz); 2,44-2.49 cyklus, bm, 3H); 2,54 (cyklus, m, 1H); 2,64-2,67 (cyklus, m, 3H); 2,82-3,16
(cyklus, N—CH,—P, bm, 11H); 3,84 (CH,—Ph, s, 2H); 3,96 (CH,—Ph, s, 2H); 7,14-7,33 (Ph,
bm, 6H); 7,37 (Ph, m, 2H); 7,44 (Ph, m, 2H); ‘3C{'H} 525,5 (CH,—CH,—CH,, s); 25,9 (CH,—
CHy—CHy,, s); 36,6 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 118 Hz, Uep = 83 Hz); 41,3 (cyklus, s), 41,4 (cyklus,
s); 48 9 (cyklus, s); 49,7 (cvklus, d, *Jep = 10 Hz); 52,4 (cyklus, s); 54,6 (cyklus s); 55,5 (cyklus,
d. *Jep = 10 Hz); 55,8 (cyklus, s); 59.8 (CH,—Ph, s); 60,1 (N—CH,—P, d, 'Jep = 109 Hz); 61,3
(CH,—Ph, s); 126,0 (Ph, s); 127,4 (Ph, s); 130,2 (Ph, s); 130,7 (Ph, s); 131,4 (Ph, s); 132,2 (Ph,
s): 134.2 (Ph, s); 137.6 (Ph, s); *'P{'H} & 19,2 (HO—P—OH, d, 1P, 2JPP = 7 Hz); 36,2 N—
CH—P, d, 1P, “Jpp = 7 Hz).

MS: (=) 535,4 [M=H'T". (+) 537,3 [M+H]; 559,5 [M+Na']"; 581,2 [M-H'+2Na']".

TLC (Si0,, EtOH—konc. NH;OH 5:1): R¢=0,3.

EA (CyH4oN4O4P»-4H,0, My = 608,6): C 50,9 (51,3); H 8,0 (8,3); N 9,4 (9,2).

Ptiklad 9: Priprava meziproduktu B
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Do sklenéné bariky (100 mL) byl k suspenzi methylen—bis(fosfinové) kyseliny (1,04 g; 7,22 mol;
1,0 ekviv.) v suchém CH,Cl,; (25 mL) pfidan N,N—diisopropylethylamin (9,90 mL; 57,8 mmol;
8,0 ekviv.) a baika byla mirné proplachnuta proudem argonu. Nasledn€ byl pfidan
trimethylsilylchlorid (5,50 mL; 43,5 mmol; 6,0 ekviv.) a vysledna smés byla michana 1 hodinu
pti laboratorni teploté. Poté byl pfidan roztok 4-nitrobenzylbromidu (1,87 g; 8,66 mmol; 1,2
ekviv.) v suchém CH,Cl, (20 mL) a vznikla smés byla michana 3 dny pfi laboratorni teploté.
Reakce byla zastavena piidavkem EtOH (25 mL). Smés byla odpafena do sucha a né€kolikrat
odpafena s EtOH. K odparku byla pfidana H,O (100 mL) a vznikla suspenze byla prefiltrovana
na frit¢ S3. Filtrat byl odpafen do sucha. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménice
(DOWEX 1; OH —forma; H,0O — 50% AcOH — 3% HCI). Frakce vymyta pomoci HCI byla
odparena do sucha a dale ¢isténa pomoci iontoménite (Amberlite CG50; H'-forma; H,0). Frakce
s Cistym produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale dosusen pomoci
vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl ziskan
jako zluta latka (1,40 g; 69%; 1 krok; vztazeno na methylen—bis(fosfinovou kyselinu)).

NMR (D,0): 'H 62,28 (P—CH,—P, m, 2H); 3,29 (CH,—C, d, 2H, *Jyp = 17 Hz); 7,16 (PH, d,
1H, "Jup = 532 Hz); 7,53 (CH—C—CH,, d, 2H, “Jy = 9 Hz); 8,21 (CH—C—N, d, 2H, “Jiy =
9 Hz); BC{'H} §35,3 (P—CH,—P, t, 'Jop = 78 Hz); 40,4 (P—CH,—C, d, 'Jep = 86 Hz); 124,3
(CH—C—N, s); 131,3 (CH—C—CH,, d, *Jop = 4 Hz); 144,0 (CH—C—CH,, d, *Jep = 8 Hz);
146,7 (CH—C—N, s); *'P 5 18,7 (PH, dt, 1P, 'Joy = 532 Hz; “Jpyy = 18 Hz); 30,5 (CH—P—CH,,
p, 1P, *Jpoy = 17 Hz).

MS: (-) 277,5 [M-H'T".

TLC (Si0,, EtOH-konc. NH4OH 5:1): R;=0,5.

EA (CsH{NOgP,, Mg =279,1): C 34,4 (34,2); H4,0(3,9); N 5,0 (4,8).

Priklad 10: Priprava latky 8

L Jg s
N

Do sklenéné bariky (100 mL) byl navazen 1,4,8,1 |—tetraazacyklotetradekan (3,38 g; 16,9 mmol,
3,6 ekviv.). Dale byly postupné ptidany latka B (1,31 g; 4,69 mmol; 1,0 ekviv.), paraformaldehyd
(169 mg; 5,63 mmol; 1,2 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 60 mL). Vznikla suspenze byla michana pies
noc pii 80 °C. Druhy den byla smés odpatena do sucha a poté nékolikrat odpatena s H,O. Surovy
produkt byl &istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H;O — 10% vodny pyridin).
Pyridinova frakce s produktem byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odparena s H,O. Surovy
produkt byl €istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 1; OH -forma; H,O — 10% vodna AcOH).
Acetatova frakce s produktem byla odpaiena do sucha a poté nékolikrat odpaiena s H,O. Odparek
byl dale dosuSen pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os.
Vysledny produkt byl ziskan jako zluta latka (1,67 g; 71%; 1 krok; vztazeno na latku B).

NMR (D;0): 'H & 1,70 (CH,—CH,—CH,, p, 2H, *Jyy = 5 Hz); 1,76 (CH,—CH,—CH,, p, 2H,
Jun = 5 Hz); 2,01 (P—CH,—P, t, 2H, “Jup = 16 Hz); 2,55-2,83 (cyklus, N—CH,—P, m, 18H);
3,32 (CHy—C—CH, d, 2H, *Jup = 17 Hz); 7,56 (CH—C—CH,, d, 2H, *Juyy = 9 Hz); 8,21 (CH—
C—N, d, 2H, “Juu = 9 Hz); "C{'H} &6 25,4 (CH,—CH,—CH,, s); 27,0 (CH—CH,—CH,, s);
33,2 (P—CH—P, t, 'Jop = 79 Hz); 40,8 (P—CH,—C, d, Jep = 86 Hz); 46,0 (cyklus, s); 46,2
(cyklus, s); 46,7 (cyklus, s); 46,8 (cyklus, s); 47,9 (cyklus, s); 48,9 (cvklus, s); 54,8 (cyklus, s);
54,5 (cyklus, s); 55,2 (P—CHy—N, d, 'Jop =110 Hz); 124,3 (CH—C—N, s); 131,3 (CH—C—
CHa, d, *Jep = 4 Hz); 144,6 (CH—C—CH,, s); 146,6 (CH—C—N, s); *'P{'H} §31,6 (CH,—P—
CH,, d. 1P, “Jop = 9 Hz); 32,9 (CH,—P—CH,, d, 1P, 2Jop = 9 Hz).

MS: (=) 489,7 [M=H']". (+) 491,9 [M+H']"; 513,9 [M+Na']"; 529,8 [M+K]".

=17 -



15

20

25

30

35

40

CZ 307488 B6

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH4OH 1:1): Ry =0,7.
EA (Ci9H3sNsO6P2-0,5H,0, Mg = 500,5): C 45,6 (45.2); H7,3 (7,6); N 14,0 (13,8).

Ptiklad 11: Priprava latky 9

NH,
PisVe;
HoNC R
HO

NH HN

N I

NS

Ve sklenéné barice (100 mL) byla rozpusténa navazka latky 8-0,5H,O (512 mg; 1,02 mmol; 1,0
ekviv.) v H,O (25 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym argonem. Déle byly postupné
piidany HCOONH, (1,98 g; 31,4 mmol; 31 ekviv.) a katalyzator (Pd@C; 10%; 54 mg). Vznikla
suspenze byla michana 3 hodiny pii 60 °C. Poté byl pfidan dals$i HCOONH, (658 mg;
10,4 mmol; 10 ekviv.) a katalyzator (Pd@C; 10%; 52 mg) a smés byla michana dalsi dva dny.
Nasledné byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Katalyzator byl
odfiltrovan a filtrat byl odpafen do sucha. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménice
(DOWEX 1; OH —forma; H,O — 10% vodna AcOH). Acetatova frakce s produktem byla
odpaifena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl ¢iSt€én pomoci
iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s
produktem byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledné
znovu rozpustén v H,O (150 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako nazloutla
latka (443 mg; 84%:; 1 krok; vztazeno na latku 8-0,5H,0).

NMR (D,0): 'H 6 1,72 (CH,—CH>—CH,, p, 2H, *Jyyy = 5 Hz); 1,79 (CH,—CH,—CH,, p, 2H,
3Jun = 5 Hz); 1,96 (P—CH,—P, t, 2H, “Jip = 15 Hz); 2,62-2,88 (cyklus, N—CH,—P, m, 18H);
3,02 (CH—C—CH, d, 2H, “Jiyp = 17 Hz); 6,82 (CH—C—CH,, d, 2H, *Jyy = 8 Hz); 7,18 (CH—
C—N, d, 2H, 2Jyn = 8 Hz); *C{'H} 25,0 (CH,—CH,—CH,, s); 26,7 (CH,—CH,—CH,, 5); 32,7
(P—CH>—P, t, "Jep = 78 Hz); 39,4 (P—CH,—C, d, Jep =91 Hz); 45,7 (cyklus, s); 46,2 (cyklus,
s); 46,7 (cyklus, s);, 46,8 (cyklus, s), 48,7 (cyklus, s); 49,4 (cyklus, s), 54,8 (cyklus, s); 54,9
(cyklus, s); 55,0 (P—CH,—N, d, 'Jep = 109 Hz); 117,3 (CH—C—N, s); 126,4 (CH—C—CH,, d,
3Jep = 8 Hz); 131,4 (CH—C—CH,, s); 144,8 (CH—C—N, s); *'P{'H} §33,7 (CH,—P—CH,, d,
1P, “Jpp = 9 Hz); 34,6 (CH—P—CH,, d, 1P, *Jpp = 9 Hz).

MS: (=) 459,8 [M—H']". (+) 461,9 [M+H']"; 483,9 [M+Na']"; 499,9 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 1:1): R¢=0,6.

EA (C9H37;N504P»-3H,0, My = 515,5): C 44,3 (44,4); H 8.4 (8,6); N 13,6 (13,6).

Priklad 12: Priprava latky 10

Ve sklenéné vialce (20 mL) byla rozpusténa navazka latky 9-3H,O (53,4 mg; 104 pmol; 1,0
ekviv.) v H,O. Poté byl roztok okyselen pomoci vodné HCI (1,12 M; 185 uL; 207 umol; 2,0
ekviv.). Nasledné byl jednorazové pfidan Cerstvé ptipraveny roztok CSCl, (16 pL; 209 umol; 2,0
ekviv.) v CCly (5 mL). Reakéni smés byla prudce michana pii laboratorni teploté pies noc.
Organicka faze byla oddélena a vodna faze byla nasledng extrahovana CCl, (2x20 mL) a Et,O
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(1x20 mL). Vodna faze byla odpaiena do sucha. Surovy produkt byl ¢istén pomoci preparativni
HPLC (C8; gradientova eluce H;0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovéna.
Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (70,9 mg; 79%; 1 krok; vztazeno na latku 9-3H,0).
NMR (D,0): 'H 62,19 (CH,—CH,—CH,, m, 4H); 2,40 (P—CH,—P, t, 2H, Jp = 16 Hz); 3,13—
3,60 (cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, m, 20H); 7,36 (CH, m, 4H); "C{'H} & 21,1 (CH—
CH,—CH,, s); 21,7 (CH,—CH,—CH,, s); 32,8 (P—CH,—P, t, 'Jp = 81 Hz); 38,8 (P—CH,—C,
d, 'Jep =91 Hz); 40,5 (cyklus, s); 41,4 (cyklus, s); 42,8 (cyklus, s); 43,1 (cyklus, s); 43,9 (cyklus,
s); 44,3 (cyklus, s); 52,9 (cyklus, s); 54,3 (P—CH,—N, d, 'Jep = 100 Hz); 54,4 (cyklus, s); 126,7
(CH—C—N, s); 130,1 (CH—C—N, s); 131,6 (CH—C—CH,, d, *Jep = 5 Hz); 132,9 (CH—C—
CH,, d, *Jep = 8 Hz); 134,8 (NCS, s); *'P{'H} §27,0 (CH,—P—CH,, bm, 1P); 39,1 (CH)—P—
CH,, d, 1P, “Jwp = 7 Hz).

MS: (-) 501,8 [M-H]". (+) 504,0 [M+H]".

EA (CyH;3sNsO4P,S-TFA-3,5H,0, Mg = 863,3): C 30,6 (30,8); H 5,0 (4,8); N 8,1 (8,0).

Ptiklad 13: Priprava ldtky 11

m

NH  HN

S ves
N AN N
HO OH

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka 9-3H,0 (40,2 mg; 78,0 umol; 1,3 ekviv.) ve
vodné HCI (243,8 mM; 962 uL; 235 umol; 4,0 ekviv.) a vznikla smés byla vychlazena v ledové
lazni na 1 °C. Poté byl postupné pfidavan (20 pL kazdé téi minuty) Cerstvé ptipraveny vodny
roztok NaNO, (290 mM; 200 pL; 58,0 umol; 1,0 ekviv.). Poté byl jednorazové piidan &erstvé
ptipraveny vodny roztok NaN; (580 mM; 200 pL; 116 umol; 2,0 ekviv.). Reakéni smés byla dale
michana pfi laboratorni teploté 3 hodiny. Surovy produkt byl &istén pomoci preparativni HPLC
(C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana.
Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (29,5 mg; 57%; 1 krok; vztazeno na latku 9-3H,0).
NMR (D,0): 'H 62,07 (CH—CH,—CH,, p, 2H, *Juy = 6 Hz); 2,13 (CH—CH,—CH,, p, 2H,
*Jun =7 Hz); 2,20 (P—CH,—P, t, 2H, 2Jp = 16 Hz); 2,80-3,57 (cyklus, N—CHy—P, P—CHy—
C, bm, 20H); 7,11 (CH—C—N, d, 2H, “Juy = 8 Hz); 7,34 (CH—C—CH,, d, 2H, *Ju = 8 Hz);
®C{'H} §22,4 (CHy—CH,—CH,, s); 22,7 (CH,—CH,—CH,, s); 32,3 (P—CH,—P, t, "Jep = 80
Hz); 39,3 (P—CH,—C, d, Jep = 91 Hz); 42,4 (cyklus, s); 43,5 (cyklus, s);, 44,3 (cyklus, s); 45,1
(cyklus, s); 45,4 (cyklus, s); 46,0 (cyklus, s); 53,7 (P—CH,—N, d, 'Jep = 105 Hz); 54,6 (cyklus,
s); 55,6 (cyklus, s); 119,9 (CH—C—N, s); 130,9 (CH—C—CH,, d, *Jop = 8 Hz); 131,8 (CH—
C—CH,, d, *Jop = 5 Hz); 139,0 (CH—C—N, s); *'P{'H} 529,6 (CH,—P—CH,, bm, 1P); 37,1
(CH;—P—CH,, d, 1P, “Jop = 9 Hz).

MS: (-) 485,8 [M-H']". (+) 488,0 [M+H']"; 509,9 [M+Na']"; 531,9 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH;,OH 2:1): R¢=0,7.

EA (CysH;35N;04P2-0,5TFA-1,5H,0, My = 662.,9): C 36,2 (36,4); H 5,9 (5,6); N 14,8 (15,0).

Priklad 14: Priprava meziproduktu C
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HO OH

Do sklenéné baiiky (100 mL) byl k suspenzi methylen—bis(fosfinové) kyseliny (2,32 g; 16,1 mol;
1,0 ekviv.) a dibenzylaminu (4,03 mL; 21,0 mmol; 1,3 ekviv.) ve smési 6 M vodna HCI-THF
(1:1; 50 mL) piidan paraformaldehyd (726 mg; 24,2 mmol; 1,5 ekviv.) a barika byla rychle
uzaviena $puntem. Smés byla nasledné ponechana reagovat pii 80 °C ptes noc. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byla smés odpatena do sucha. Odparek byl rozpustén v H,O a promyt CH,Cl,.
Vodna faze byla odpafena do sucha a Cisténa chromatograficky (C18; gradientova eluce H,O-
0,1% TFA-MeCN). Frakce s ¢istym produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl
rozpu$tén v minimalnim mnozstvi MeOH a nasledné byl pfidavan Et,O do vytvoreni zékalu.
Druhy den byl vznikly precipitat zachycen na frit¢ S3 a promyt Et,O. Vysledny produkt byl
ziskan jako bila latka (2,27 g; 37%; 1 krok; vztazeno na methylen—bis(fosfinovou kyselinu)).
NMR (D,0): 'H 62,02 (P—CH>—P, t, 2H, %Jyp = 17 Hz); 3,25 (P—CH»—N, d, 2H, *Jip =
11 Hz); 4,46 (CHy—Ph, m, 4H); 7,15 (PH, d, 1H, 'Jup = 562 Hz); 7,52 (Ph, m, 10H); “C{'H} &
35,8 (P—CH,—P, t, 'Jep = 81 Hz); 51,7 (P—CH,—N, d, 'Jep = 92 Hz); 59,4 (CH,—Ph, s); 129,8
(C—CHa, s); 129.9 (Ph, s). 130,8 (Ph, s); 132.1 (Ph, s); *'P §20,9 (P—CH,—N, m, 1P); 22,1
(PH, dm, 1P, "Joyy = 562 Hz).

MS: (-) 351,6 [M=H'T". (+) 353,7 [M+H']"; 391,7 [M+K'T".

TLC (SiO,, MeOH): R¢= 0,6.

EA (CsH; NO4P;-MeOH, Mg =385,3): C 53,0 (53,1); H 6,5 (6,2); N 3,6 (3.9).

Ptiklad 15: Priprava latky 12

NH HN

G0

\//\/\\/

Do sklenéné bariky (100 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (3,26 g; 16,3 mmol;
5,5 ekviv.). Dale byly postupné ptidany surova latka C-MeOH (1,15 g; 2,99 mmol; 1,0 ekviv.),
paraformaldehyd (160 mg; 5,33 mmol; 1,8 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 60 mL). Vznikla suspenze
byla michana pies noc pii 80 °C. Druhy den byla smés odpafena do sucha a pote nékolikrat
odpatena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,O
— 5% vodny amoniak). Amoniakéalni frakce s produktem byla odpafena do sucha a pote
nékolikrét odpatena s H,O. Surovy produkt byl znovu ¢idtén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 1
OH —forma; H,O — 10% vodna AcOH). Acetatova frakce s produktem byla odpafena do sucha a
poté nékolikrat odpatena s H,O. Odparek byl dale dosusen pomoci vakuové pumpy a nasledné v
evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (1,46 g; 74%; 1
krok; vztaZeno na latku C-MeOH).
NMR (D,0): 'H 61,67 (CH,—CH,—CH,, p, 2H, 3Jun = 5 Hz); 1,71 (CH,—CHy—CH,, p, 2H,
3Jan = 5 Hz); 2,07 (P—CH2 —P, t, 2H, “Jp = 15 Hz); 2,55-2,73 (N—CHy—P, cyklus, m, 18H);
2,76 (N—CH,—P, d, 2H, “Jip = 9 Hz); 3,79 (CH,—Ph, s, 4H); 7,32-7,49 (Ph, m, 10H); 13C{H}
525,1 (CH—CH,—CHy, s); 27,0 (CH,—CH,—CH,, s); 33,5 (P—CH,—P, t, 'Jep= 77 Hz); 45,7
(cyklus, s); 45,9 (cyklus, s); 46,3 (cyklus, s), 46,4 (cyklus, s); 53,7 (cyklus, s); 54,6 (cyklus, s);
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54,9 (P—CH,—N, d, 'Jep = 107 Hz); 55,2 (P—CH,—N, d, 'Jep = 109 Hz); 58,9 (CH,—Ph, d,
*Jep = 6 Hz); 127,8 (Ph, s); 128,9 (Ph, s); 130,3 (Ph, s); 139,0 (Ph, s); *'P{'H} §33,1 (P—CH,—
N, d, 1P, *Jpp = 12 Hz) 33,6 (P—CH,—N, d, 1P, *Jop = 12 Hz).

MS: () 563,8 [M-H']". (+) 566,0 [M+H']"; 588,0 [M+Na']"; 604,0 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH4OH 2:1): R; = 0,8.

EA (Cy;HysNsO4P>-AcOH:1,5H,0, Mg = 657,2): C 53,4 (53,4); H 8,0 (7,7); N 10,7 (10,6).

Ptiklad 16: Priprava ldtky 13

B
EHj;ﬁl

NH HN

NH N P PI NH

k) Y i i

OH

Ve sklenéné batice (250 mL) byla rozpusténa navazka latky 12-AcOH-1,5H,0 (1,55 g; 2,36
mmol) v HO (125 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym argonem. Dale byly
postupné pfidany HCOONH, (4,45 g; 70,5 mmol; 30 ekviv.) a katalyzator (10% Pd@C; 113 mg).
Vznikla suspenze byla michana 3 hodiny pii 60 °C. Poté byl pfidan dalsi HCOONH, (1,48 g;
23,5 mmol; 10 ekviv.) a katalyzator (10% Pd@C; 41 mg) a smés byla michana dal3i dva dny.
Nasledn€ byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Katalyzator byl
odfiltrovan a filtrat byl odpafen do sucha. Surovy produkt byl &i$tén pomoci iontoménite
(DOWEX 50; H'—forma; H,O — 5% vodny amoniak). Amoniakalni frakce s produktem byla
odpaiena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledn& znovu rozpuitén v
H,O (150 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako nazloutl4 latka (720 mg; 74%; 1
krok; vztazeno na latku 13-AcOH-1,5H,0).
NMR (D,0): 'H 6 1,69 (CH,—CH,—CH,, p, 2H, *Juy = 6 Hz); 1,81 (CH,—CH,—CH,, m, 2H);
2,11 (P—CH,—P, dd, 2H, *Jip = 17 Hz, Yypp =15 Hz); 2,61-3,32 (N—CH,—P, cyklus, m, 20H);
BC{'H} 29,2 (CH,—CH,—CH,, s); 30,1 (CH;—CH,—CH,, s): 36,4 (P—CH,—P, t, Jop =
78 Hz); 39,9 (cyklus, s); 42,2 (cyklus, s); 43,3 (cyklus, s); 44,3 (cyklus, s); 45,8 (cyklus, s); 51,1
(cyklus, s); 51,8 (P—CH,—N, d, 'Jep = 105 Hz); 57,8 (P—CH,—N, d, 'Jep= 102 Hz); *'P{'H} &
24,0 (P—CH,—NH,, d, 1P, °Jpp = 5 Hz); 31,3 (C—N—CH,—P, d, 1P, 2Jpp = 5 Hz).
MS: (-) 383,9 [M-H']". (+) 385,7 [M+H']"; 407,9 [M+Na']".
TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): R; = 0,6.
EA (Ci3H33N504P5:2,5H,0, Mr = 412,4): C 40,5 (40,3); H 8,6 (8,9); N 18,2 (18,4).

Ptiklad 17: Priprava meziprodukiu D
0O o}
I I

P _P
H " N"coonH
HO OH

V sekurované (argon) tiihrdlé baiice (1000 mL) byla suspendovana methylen—bis(fosfinova
kyselina) (2,50 g; 17,4 mol; 1,0 ekviv.) v hexamethyldisilazanu (150 mL; 716 mmol; 41 ekviv.) a
vznikla smés byla zahtivana pies noc pi 110 °C v mirném proudu argonu. Nésledné byla smés
ochlazena na laboratorni teplotu a do reakéni smési byl ptidan suchy CH,Cl, (100 mL). Déle byl
pridan roztok rbutyl akrylatu (5,00 mL; 34,2 mmol; 2,0 ekviv.) v suchém CH,Cl, (100 mL) a
smés byla michana pfes noc pfi laboratorni teploté. Reakce byla zastavena ptidavkem EtOH
(150 mL). Vznikla smés byla odpafena do sucha a nasledné nékolikrat odpafena s H,O. Surovy
produkt byl €istén chromatograficky (C18; gradientova eluce H0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s
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Cistym produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale ¢iSt€n na iontoménici
(Amberlite CG50; H'—forma; H,O). Vodna fize byla odpafena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s CH,Cl,. Odparek byl nasledné rozpustén ve smési CH,Cl,-TFA (1:1; 200 mL) a
vznikla smés byla michana pies noc pti laboratorni teploté za nepfistupu svétla. Reakéni smés
byla nasledné odpafena do sucha a odparek byl ¢istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'-
forma; H,0). Frakce obsahujici produkt byly spojeny a odpareny do sucha. Odparek byl dale
dosusen pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny
produkt byl ziskan jako bila latka (1,41 g; 38%; 2 kroky; vztazeno na methylen—bis(fosfinovou
kyselinu)).

NMR (D,0): 'H 6 1,97 (P—CH>—CH,, m, 2H); 2,21 (P—CH,—P, t, 2H, *Jyp = 17 Hz); 2,46
(P—CH,—CH,, m, 2H); 7,01 (PH, 1H, d, 'Jipp = 560 Hz); “C{'H} 26,2 (P—CH,—CH,, d, 'Jep
= 98 Hz); 27,1 (P—CH,—CH,, s); 33,0 (P—CH,—P. t, 'Jep = 79 Hz); 177,2 (CO, d, *Jep = 16
Hz); *'P §19,2 (PH, d, 1P, 'Juy = 544 Hz); 44,5 (P—CH,—CH,, m, 1P).

MS: (-) 196,6 [M-H;0'];214,5 [M-H']". (+) 216,7 [M+H]".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): R;= 0,6.

EA (C;H,00¢Py, Mg =216,1): C 22,2 (21,9); H 4,7 (5,0).

Piiklad 18: Priprava ldtky 14

NH HN

Q (o]
ju I

v N P P
NN co0m
HO OH

C

Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (1,19 g; 5,95 mmol;
3,8 ekviv.). Déle byly postupné pfidany latka D (340 mg; 1,57 mmol; 1,0 ekviv.),
paraformaldehyd (58 mg; 1,93 mmol; 1,2 ekviv.) a vodna HC1 (6 M; 10 mL). Vznikla suspenze
byla michana ptes noc pfi 60 °C. Druhy den byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Surovy produkt byl znovu ¢istén pomoci iontoménice (IRA 402; OH —forma;
H,O — 10% vodna AcOH). Acetatova frakce s produktem byla odpafena do sucha a poté
nékolikrat odpaiena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménide (DOWEX 50; H'-
forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odparfena do sucha a
poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledné znovu rozpustén v H,O (50 mL) a
lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (459 mg; 61%; 1 krok; vztazeno na
latku D).

NMR (D,0): 'H § 1,71 (CHy—CH,—CH,, p, 2H, *Jiyy = 5 Hz); 1,76 (CH,—CH,—CH,, p, 2H,
3Jan = 5 Hz); 1,91 (P—CH>—C, m, 2H); 2,05 (P—CH,—P, t, 2H, “Jyp = 16 Hz); 2,37 (CHy—
CO, m, 2H); 2,65 (cyklus, t, 2H, *Jun = 5 Hz); 2,69-2,79 (cyklus, N—CH,—P, m, 16H); “C{'H}
525,6 (CHz—CHz—CHQ, S); 27,2 (CHg—CHz——CHQ, S); 29,7 (P———CHz—C, d, ]JCP =96 HZ),
31,2 (CH,—CO, s); 33,5 (P—CH,—P, t, 'Jop = 77 Hz); 46,2 (cyklus, s); 46,3 (cyklus, s); 46,8
(cyklus, s); 46,9 (cyklus, s); 47,6 (cyklus, s); 48,8 (cyklus, s); 54,4 (cyklus, s); 54,8 (cyklus, s);
55,2 (N—CH>—P, d, 'Jcp = 109 Hz); 183,2 (CO, d, *Jep = 19 Hz); *'P{'H} 633,4 (P—CH,—N,
d, 1P, 2Jyp = 10 Hz); 36,6 (P—CH,—CHo, d, 1P, °Jpp = 10 Hz).

MS: (-) 402,8 [M—H;0'T7; 426,7 [M=H'] . (+) 428,9 [M+H']"; 450,8 [M+Na']"; 466,8 [M+K']".
TLC (SiO,, iPrOH—konc.NH,OH-H,O 7:1:1): Ry=0,5.

EA (C5H3N4O¢P>-4H,0, M = 500,5): C 36,0 (36,0); H 8,5 (8,8); N 11,2 (11,2).

Priklad 19: Priprava meziproduktu E
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V kadince (1000 mL) byl rozpustén NaH,PO,-H,O (28,6 g; 270 mmol; 6,0 ekviv.) ve smési
MeOH (500 mL) a nestabilizovaného dioxanu (75 mL). Dale byla postupné pfidina 5—hexynova
kyselina (5,00 mL; 45,3 mmol; 1,0 ekviv.) a roztok Et;B v hexanech (1,0 M; 45 mL; 45,0 mmol;
1,0 ekviv.) a vysledna smés byla intenzivné michana za pfistupu vzduchu 4 hodiny. Vznikly
precipitat byl odfiltrovan na frit¢ S3 a nékolikrat promyt studenym MeOH a poté vysuSen
prosavanim vzduchu. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH-konc.
NH,OH 2:1; Ry = 0,4). Frakce s produktem byly spojeny a odpaieny do sucha. K odparku byla
pfidana H,O (150 mL) a malé mnozstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze byla piefiltrovana pres
stitkackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 pm). Filtrat byl dale ¢istén pomoci iontoménice (DOWEX
50; H'—forma; H,0). Vodna frakce byla odpafena do sucha, rozpusténa v H,O a nasledné
lyofilizovdna. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (4,31 g; 32%; | krok; vztaZeno na
Et;B).

NMR (D;0): 'H 61,57 (CHy, m, 2H); 1,64 (CH, m, 2H); 1,74 (CH>, m, 2H); 1,87 (P—CH—P,
m, 1H); 2,38 (CH>—CO, t, 2H, *Jyy = 8 Hz); 7,04 (PH, dm, 2H, 'Jip = 526 Hz); *C{'H} §21,7
(P—CH—CH,—CH,, t, *Jep = 3 Hz); 25,6 (CH—CH,—CO, s); 29,4 (P—CH—CH,, t, Jep =
7 Hz); 35,2 (CHy—CO, s); 44,8 (P—CH—P, t, 'Jp = 78 Hz); 180.9 (CO, s); *'P §25,8 (dm, 'Joy
=526 Hz).

MS: (=) 242,5 [M-H']; 264,5 [M-2H+Na']; 286,5 [M-3H+2Na']. (+) 310,8 [M-
2H™+3Na']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH;OH 2:1): R=0,4.

EA (CsH406P,-3H,0, Mg =298.,2): C 24,2 (24,1); H 6,8 (6,5).

Ptiklad 20: Priprava latky 15

NH HN

o)1 g

NH N P;
U \// \\H
HO OH
COOH

Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (1,50 g; 7,50 mmol;
3,8 ekviv.). Dale byly postupné pfidany E-3H,O (1,51 g; 5,08 mmol; 2.6 ekviv.),
paraformaldehyd (59,2 mg; 1,97 mmol; 1,0 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 10 mL). Vznikla suspenze
byla michana pies noc pfi 70 °C. Druhy den byla smé&s odpafena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H™—forma; H,0O
— 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpatena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (SiO2; iPrOH—konc.
NH;OH-H,O 7:3:3; Ry = 0,5). Frakce s produktem byly spojeny a odpaieny do sucha. K odparku
byla pfidana H,O (50 mL) a malé mnoZzstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze byla piefiltrovana
pies stfikatkovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 um). Filtrat byl znovu &idtén pomoci iontoménice
(IRA 402; OH -forma; H;O — 10% vodna AcOH). Acetatova frakce s produktem byla odpatena
do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl nasledné znovu rozpuitén v H,O
(50 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (621 mg; 61%; 1 krok;
vztazeno na paraformaldehyd).

NMR (D;0): 'H § 1,39 (CH,—CH»>—CH,, m, 1H); 1,50 (CH—CH,—CH,, m, 3H); 1,57-1,77
(CH,—CH,—CH,, CHy—CH—P, P—CH-P, m, 7H); 2,12 (CH,—COOH, t, 2H, *Jiy = 7 Hz);
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2,51-2,79 (cyklus, N—CH>,—P, m, 18H); 7,05 (PH, d, 'Jip = 525 Hz); “C{'H} §23.8 (CH,—
CH,—CH—P, t, *Jop = 3 Hz); 25,6 (CH—CH,—CH,, s); 26,9 (CH—CH,— CH,, s); 27,2
(CH—CHy,—CH,, s); 30,8 (CH,—CH—P, dd, *Jop = 8 Hz, “Jep = 4 Hz); 38,3 (CH—CO, s);
45,0 (P—CH—P, dd, Jep = 79 Hz, 'Jop = 73 Hz); 45,8 (cyklus, s); 46,1 (cyklus, s); 46,4 (cyklus,
s); 46,7 (cyklus, s); 47,3 (cyklus, s); 48,2 (cyklus, s); 53,3 (N—CH,—P, d, 'Jee = 103 Hz); 54,1
(cyklus, d, *Jep = 7 Hz); 54,7 (cyklus, d, *Jep = 6 Hz); 184,6 (CO, s); *'P 25,7 (PH, dm, 1P, Vip
=525 Hz); 36,3 (P—CH,—N, m, 1P).

MS: (<) 454,7 [M=H'T". (+) 457,0 [M+H']".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH;OH-H,0 7:1:1): R;= 0,5

EA C;H:»N,OsP,-AcOH, Mg = 516,5): C 44,2 (44,1); H 8,2 (8,5); N 10,9 (10,7).

Ptiklad 21: Priprava ldatky 16

Me NO,

NH HN

G, ]

OH
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Do sklenéné bariky (25 mL) byl navazen tetrahydrochlorid 6,13—dimethyl-6,13—dinitro—
1,4,8,1 1-tetraazacyklotetradekanu (411 mg; 885 pmol; 4,7 ekviv.), methylen—bis(fosfinova
kyselina) (61,3 mg; 426 pmol; 2,3 ekviv.) a paraformaldehyd (5,6 mg; 187 umol; 1,0 ekviv.).
Déle byla pfidana vodna HCI (6 M; 10 mL) a vznikla smés byla michana dva dny pfi 60 °C. Poté
byla smé&s odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén
pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; 200 mL; H'—forma; H;O — 10% vodny pyridin). Pyridinova
frakce s produktem byla odpaiena do sucha a poté nékolikrat odparena s H,O. Odparek byl dale
dosu$en pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P205. Vysledny
produkt byl ziskan jako nazloutla latka (92,2 mg; 82%; 1 krok; vztazeno na methylen—
bis(fosfinovou kyselinu)).

NMR (D,0): 'H § 1,65 (CHs, s, 3H); 1,74 (CH, s, 3H); 2,12 (P—CH>—P, dd, 2H, 2Jup = 18 Hz,
2Jup = 16 Hz); 2,69-2.94 (cyklus, N—CH,—P m, 8H); 3,03-3,41 (cyklus, m, 10H); 7,14 (PH, d,
1H, Yip = 530 Hz); ‘3C{ H} §24,2 (CHs, s); 25,2 (CHs, s); 35,5 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 79 Hz,
]JCP =76 Hz); 48,2 (cyklus, s); 48,8 (cyklus, s); 49,2 (cyklus, s); 50,1 (cyklus, s); 52,3 (cyklus S);
52,4 (cyklus, s), 55,2 (cyklus, s);, 57,6 (N—CH,—P, d, Jep = 104 Hz) 58,2 (cyklus, d, Jop =
10 Hz); 89,9 (C—NO», s); 91,8 (C—NO,, s); *'P §16,2 (PH, dt, 1P, 'Jpy = 530 Hz, *Jpyy = 18 Hz),
36,9 N—CHy—P, m, 1P).

MS: (-) 4733 [M=H']". (+) 475,1 [M+H]"; 513,4 [M+K"]".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH4OH 1:1): Rs = 0,8.

EA (C4H3;,NgOgP»-3HCI-H,0, My = 601,8): C 27,9 (27,7); H 6,2 (6,5); N 14,0 (14,3).

Ptiklad 22: Priprava konjugdtu 17
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Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka 13-1,5H,0 (14,1 mg; 34,2 pmol; 1,0 ekviv.)
a N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny 3—(maleimido)propanové (10,0 mg; 37,6 umol; 1,1
ekviv.) ve vodném roztoku pufru H;PO,~NaOH (1,0 M pH = 8,1; 1,00 mL; 1,0 mmol; 29 ekviv.).
Vznikla smés byla michana pii laboratorni teploté pres noc. Surovy produkt byl &istén pomoci
preparativni HPLC (C8; H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana.
Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (13,4 mg; 45%, 1 krok, vztazeno na 13-1,5H,0).
NMR (D;0): 'H 61,99 (CHy—CHy,—CH,, p, 2H, *Jyyy = 7 Hz); 2,12 (CH—CH>—CH,, m, 2H);
2,18 (P—CHy—P, t, 2H, *Jyp = 16 Hz); 2,48-3,11 (CH,—CO, N—CH>—P, cyklus, m, 20H); 4,21
(CHy~N—CO, t, *Juy = 9 Hz); 6,82 (CH, s, 2H); *C{'H} §22,1 (CHy—CH,— —CH,, s); 23,4
(CH—CHy—CH,, s); 29,8 (CHy—CO, s); 34,1 (P—CH,—P, t, 'Jep = 79 Hz); 43,1 (CH—N—
CO, s); 41,9 (cyklus, s); 43,6 (cyklus, s); 43,9 (cyklus, s); 44,3 (cyklus, s); 46,8 (cyklus, s); 47,2
(cyklus, s); 53,4 (P—CH,—N, d, 'Jep = 96 Hz); 53,6 (cyklus, s); 55,1 (cyklus, s); 55,2 (P—CH,—
N, d, 'Jep = 108 Hz); 133,7 (CH, s); 169,8 (CO—N—CO, s); 174,5 (CH,—CO—N, d, *Jep = 5
Hz). *'P{'H} §32,8 (P—CH,—N, d, 1P, %Jpp = 11 Hz); 35,2 (P—CH>,—N, d, 1P, 2/ = 11 Hz).
MS: (-) 535,0 [M-H'T". (+) 537,1 [M+H']"; 559,1 [M+Na']"; 575,1 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 2:1): R; = 0,5.

EA (CyH33NsO7P,- TFA-2H,0, Mg = 869,3): C 30,4 (30,7); H 5,0 (4,7); N 9,7 (9,5).

Ptiklad 23: Priprava konjugdtu 18

HOOC

Do sklenéné vialky (4 mL) byl napipetovan roztok 11-0,5TFA-1,5H,0 (20,4 mM v D,0; 420 pL;
8,57 umol; 1,0 ekviv.) a nasledné byl pfidan Cerstvé pripraveny roztok 6—
dibenzocyklooktynamidohexanové kyseliny (3,0 mg; 9,0 umol; 1,1 ekviv.) ve smési suchy
DMSO-suchy MeCN (1:1; 500 uL). Smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Surovy
produkt byl €ist€n pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN).
Frakce s produkty byly lyofilizovany. Vysledny produkt byl ziskan ve formé dvou regioisomerii
Jako bila latka (2 x =3 mg).

NMR (D,0): 'H 6 1,18 (CH,, m, 2H); 1,32 (CH,, m, 2H); 2,04 (cyklus, p, “Juy = 6 Hz); 2,15
(cyklus, P—CHy—P, CH,, m, 6H); 2,36 (CH,, m, 1H); 2,56 (CHa, m, 1H); 2,67-3,63 (cyklus,
N—CHy—P,P—CH,—C, m, 20H); 5,07 (CH,—N—CO, d, 1H, *Jiyy = 18 Hz); 5,67 (CH~—N
CO, d, IH, *Jyn = 18 Hz); 6,89 (CH, d, 1H, *Jiy; = 8 Hz); 7.21 (CH, t, 1H, *Jus = 8 Hz); 7,29
(CH, d, 1H, “Juy= 8 Hz); 7,39 (CH, m, 1H); 7,42 (CH, m, 1H); 7,45 (CH—C—CH,—P, d, 2H,
“Jun = 8 Hz); 7,50 (CH—C—Ns, CH, m, 3H); 7,55 (CH, m, 2H); *C{'H} §23,0 (cyklus, s); 23,3
(cyklus, s); 24,3 (CH,, s); 24,6 (CH,, s); 32,4 (P—CH»—P, t, 'Jop = 80 Hz); 33,3 (CH,, s); 34,1
(CHy, s); 40,2 (P—CHy—P, d, Jep = 89 Hz); 42.9 (cyklus, s); 44,2 (cyklus, s); 44,9 (cyklus, s),
45,4 (cyklus, s); 46,0 (cyklus, s); 46,4 (cyklus, s); 53,6 (N—CH,—P, d, Jep = 106 Hz); 55,0
(cyklus, s); 55,9 (cyklus, d, *Jep = 11 Hz); 55,9 (CH,—N—CO, s); 116,1-145,2 (4 x arom., 14 x
arom.); 177,1 (CO—N, s); 178,9 (CO—O, s); *'P{'H} & 30,9 (CH—P—CH,, m, 1P); 34,5
(CHy—P—CH,,d, 1P, “Jpp = 10 Hz).

MS: (-) 818,8 [M-H'T". (+) 821,1 [M+H']"; 843,0 [M+Na']"; 859,0 [M+K']".

Ptiklad 24: Priprava ciliciho konjugdtu 19
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V NMR kyveté byla rozpusténa navazka 10-TFA-3,5H,0 (3,4 mg; 3,9 umol; 1.0 ekviv.) v D,O
(500 pL). K takto vzniklému roztoku byly postupné ptidany tripeptid HGlyGlyTyrOH (1,9 mg;
6.2 umol; 1,6 ekviv.) a vodny pufr H;BO;—LiOH (750 mM v D,O; pD = 9,3; 413 uL; 310 pmol;
80 ekviv.). Vznikla smés byla michana pfi laboratorni teploté pres noc. Surovy produkt byl ¢iStén
pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce Hy0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem
byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskén jako bila latka (=1 mg).

NMR (D,0): 'H § 2,01 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 2,06 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 2,12 (P—
CHy—P, t, 2H, *Jip = 15 Hz); 2,58-3,56 (cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, CH,, m, 22H); 3,90
(CH,, m, 2H); 4,21 (CH,, m, 2H); 4,64 (CH—N, dd, 1H, *Jiyy = 9 Hz, *Jyy = 5 Hz); 6,85 (CH—
C—OH, d, 2H, *Jiy; = 8 Hz); 7,16 (CH—CH—CHo, d, 2H, *Jyy =8 Hz); 7,32 (CH—C-—NH, d,
2H, *Jun = 8 Hz); 7,38 (CH—C—CH,, d, 2H, *Jyyy = 8 Hz); 13C{ H} 623,0 (CHY—CH,—CHa, s);
23,8 (CH—CH,—CHs, s); 32,4 (P—CH,—P, t, 'Jcp = 80 Hz); 36,5 (CH,, s); 40,1 (P—CH,—C,
d, "Jep = 89 Hz); 42,9 (CH,, s); 43,3 (cyklus, s); 44,8 (cyklus, s); 45,6 (cyklus, s); 46,0 (cyklus, s);
46,4 (cyklus, s);, 47,0 (cyklus, s), 48,2 (CH,, s); 53,5 (P—CH,—N, d, Uep = 107 Hz); 54,9
(cyklus, s);, 55,1 (CH—N, s); 55,8 (cyklus, d, *Jep = 11 Hz); 116,1 (CH—C—OH, s); 126,8
(CH—C—NH, s); 129,2 (C—CH,, s); 131,3 (CH—C—CHp,, s); 131,5 (CH—C—CH,, s); 134,3
(C—CH»—P, d, “Jep = 6 Hz); 135,8 (C—NH, s); 155,1 (C—OH, s); 171,9 (CO, s); 173,1 (CO,
s): 175,7 (CO, s); 1823 (CS, s); *'P{'H} §31,2 N—CH,—P, m, 1P); 34,2 (P—CH,—Cd, 1P,
*Jop = 8 Hz).

MS: (-) 796,8 [M—HT"]" (+) 799,0 [M+H']".

Piiklad 25: Priprava ciliciho konjugatu 20

NH HN

S VUVO X
@A ﬁr

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navézka tripeptidu HOValGlyGlyCbz (9,6 mg;
26 pmol; 3,0 ekviv.) ve smési H,O-MeCN (2:3; 1,0 mL). Dale byly postupné pfidany
trichlortriazin (1,6 mg; 8,7 umol; 1,0 ekviv.) a pyridin (21,2 pL; 0,26 mmol; 30 ekviv.).
Vysledna smés byla michana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Do smési byl poté jednorazove
ptidan roztok 9-3H,0 (17,4 mg; 33,8 umol; 3,9 ekviv.) ve smési H,O-MeCN (2:3; 1,0 mL) a
vznikla smés byla michana pfi laboratorni teploté pies noc. Surovy produkt byl €istén pomoci
preparativni HPLC (C8; gradientova eluce Hy0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla
lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (=1 mg).

NMR (DzO) 1H 51 02 (CH@, m, 6H) 2 02 (CHz-—CHz—CHz, P, 2H JHH =6 HZ) 2 07 (CHz—
CH,—CH,, p, 2H, 3Jun = 6 Hz); 2,16 (P—CH,—P, t, 2H, 2Jup = 16 Hz); 2,20 (CH;—CH—CH;,
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m, 1H); 2,34-3,52 (cyklus, N—CHy—P, P—CH,—C, bm, 20H); 3,91 (CH,, s, 2H); 4,02 (CH, s,
2H); 4,23 (CH—CO, d, 1H, *Jyy = 8 Hz); 5,15 (Ph—CH,—O, s, 2H); 7,29-7,51 (CH—C—N,
CH—C—CH,, Ph, bm, 9H); *C{'H} § 18,5 (CHs, s); 19,1 (CHs, s); 23,0 (CHy—CH,—CHy, s);
23,6 (CH—CH,—CH,, s); 31,0 (CHs—CH—CHj, s); 32,5 (P—CH,—P, t, 'Jop = 80 Hz); 40,0
(P—CH,—C, d, 'Jep = 90 Hz); 43,1 (CHa, s); 43,2 (cyklus, s); 44,5 (CH,, s); 44,6 (cyklus, s); 45,4
(cyklus, s); 45,6 (cyklus, s), 46,3 (cyklus, s); 46,6 (cyklus, s); 53,5 (P—CH,—N, d, Jep =
107 Hz); 54,8 (cyklus, s); 55,8 (cyklus, d, 3Jep = 10 Hz); 61,1 (CH—CO, s); 68,1 (Ph—CH,—O,
s); 123,3 (Ph, s); 128,5 (CH—C—NH, s); 129,2 (Ph, s); 129,6 (Ph, s); 131,2 (CH—C—CH,, d,
ep = 6 Hz); 132,5 (C—CH,—P, d, “Jep = 8 Hz); 135,4 (C—NH, s); 137,0 (Ph, s); 159,4 (CO—
0, s); 172,3 (CO, s); 173,0 (CO, s); 173,9 (CO, s); *"P{'H} § 30,1 (N—CH,—P, m, 1P); 34,4
(P—CH,—C.d, 1P, “Jyp = 9 Hz).

MS: (-) 806,9 [M=H'T". (+) 809,1 [M+H']"; 831,0 [M+Na']".

Ptiklad 26: Priprava ciliciho konjugdtu 21
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Do sklenéné vialky (4 mL) byl navazen 10-TFA-3,5H,0 (13,2 mg; 18,5 umol; 1,7 ekviv.). Dale
byly postupné pfidany peptid NH(CH,)sCONH(CH,),CONleAspHisD-PheArgTrpGlyNH,
(12,0 mg; 10,8 pmol; 1,0 ekviv.) a vodny pufr H;BO;-LiOH (750 mM v D,O; pD =9,3; 3,5 mL;
2,63 mmol; 240 ekviv.). Vznikla smés byla michana pfi laboratorni teploté pres noc. Surovy
produkt byl €istén pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN).
Frakce s produktem byla Iyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (=2 mg).
NMR (D,0): 'H 60,83 (CHs, t, 3H, *Jiyy = 7 Hz); 1,04 (CH,, bm, 2H); 1,21-1,72 (CH,, bm,
10H); 1,82-2,23 (P—CH,—P, CH,, cyklus, bm, 8H); 2,35-3,54 (cykius, CH,, P—CHy—N, P—
CHy—C, bm, 38H); 3,80 (CHy, m, 2H); 4,12 (CH, m, 1H); 4,16 (CH, m, 1H); 4,51 (CH, m, 1H);
4,55 (CH, m, 1H); 4,59 (CH, m, 1H); 4,69 (CH, m, 1H); 7,06 (CH,—C—CH—N, s, 1H); 7,10~
7,27 (arom., m, TH); 7,28-7,39 (arom., m, 5H); 7,46 (CH, d, 1H, *Jiy; = 7 Hz); 7,63 (CH, d, 1H,
“Jun = 8 Hz); 8,53 N—CH—N, s, IH); *'P{'H} §32,5 (CH,—P—CH,, m, 1P); 35,4 (CH,—P—
CHa,m, 1P).

MS: (-) 1614,5 [M-H']". (+) 1616,4 [M+H']".

Ptiklad 27: Priprava ldatky 22
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Do sklenéné vialky (4 mL) byl navazen 3-3,5H,0 (35,6 mg; 79,6 pmol; 1,0 ekviv.). Déle byly
postupné pfidany methylen-bis(fosfinovad kyselina) (27,6 mg; 192 pmol; 2.4 ekviv.),
paraformaldehyd (5,8 mg; 193 umol; 2,4 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 1 mL). Vznikla suspenze
byla michana p¥es noc pti 80 °C. Druhy den byla smés odpaiena do sucha a poté n€kolikrat
odparena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménide (DOWEX 50; H'—forma; H,0).
Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale n€kolikrat odpafen s
H,O a nasledné znovu rozpustén v H,O (50 mL). Takto vznikly roztok byl lyofilizovan.
Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (21,2 mg; 47%; 1 krok; vztaZeno na 3-3,5H,0).
NMR (D,0): 'H 61,71 (CH,—CH>—CH,, p, 4H, *Jun = 7 Hz); 2,04 (P—CH,—P, dd, 2H, 2Jup =
18 Hz, “Jup = 16 Hz); 2,23 (CH,, s, 6H); 2,51 (cyklus, t, 4H, *Jun = 7 Hz); 2,57 (cyklus, m, 4H);
2,75 (cyklus, m, 4H); 2,81 (N—CH,—P, d, 2H, *Jyp = 9 Hz); 2,86 (cyklus, m, 4H); 7,13 (PH, d,
"Jip = 531 Hz); *C{'H} 20,2 (CH,—CH,—CH,, s); 35,7 (P—CH,—P, t, 'Jep = 77 Hz); 44,0
(CHs, s); 48,7 (cyklus, s), 49,9 (cyklus, d, Jep = 7 Hz); 51,9 (cyklus, d, 3Jop = 7 Hz); 53,8 (cvklus,
s); 57,0 (N—CH,—P, d, 'Jep = 110 Hz); *'P § 19,8 (PH, dtd, 2P, 'Jp; = 531 Hz, “Jpy = 18 Hz, “Jpp
=3 Hz); 32,0 N—CH—P, m, 2P).

MS: () 539,3 [M=H']. (+) 541,4 [M+H']"; 563,4 [M+Na']"; 585,4 [M-H'+2Na']"; 607,4 [M—
2H'+3Na']".

TLC (SiO,, i~PrOH-konc. NH,OH-H,0 7:3:3): R¢= 0,7.

EA (C¢H4N4OgP4-1,5H,0, Mr = 567.,4): C 33,9 (33,8); H 7,6 (7.2); N 9,9 (9,6).

Ptiklad 28: Priprava latky 23

HOOC m
\/\\P/\ //\

H [ j I ll

l\/' \// P~ \\/\COOH

Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen tetrahydrochlorid 1,8-dimethyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekanu (295 mg; 788 umol; 1,0 ekviv.). Dale byly postupné ptidany latka D
(792 mg; 3,66 mmol; 4,6 ekviv.), paraformaldehyd (49,7 mg; 1,66 mmol; 2,1 ekviv.) a vodna
HCI (6 M; 15 mL). Vznikla suspenze byla michana 3 dny pii 80 °C. Nasledné byla smés odpafena
do sucha a poté nékolikrat odpatena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
(SiO,; EtOH-konc. NH,OH 1:1; R = 0,5). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do
sucha. K odparku byla pfiddna HZO (25 mL) a malé mnozstvi aktivniho uhli a vznikla suspenze
byla piefiltrovana pres sttikatkovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 um). Filtrat byl dale €ist€n pomoci
jontoménite (DOWEX 50; H'—forma; H,O). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do
sucha. Odparek byl nasledné znovu rozpuitén v H,O (500 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt
byl ziskan jako bila latka (392 mg; 62%:; 1 krok; vztazeno na tetrahydrochlorid 1,8-dimethyl-
1,4,8,1 1-tetraazacyklotetradekanu).

NMR (D,0): 'H 51,80 (CHz—CHz—CHz, p, 4H, *Juy = 6 Hz); 1,95 (P—CH,—C, m, 4H); 2,10
(P—CHZ—P dd, 4H, *Jup = 17 Hz, *Jip = 15 Hz); 2,25 (CH;, s, 6H); 2,35 (CH>—CO, tm, 4H,
*Jun = 8 Hz); 2,49 (cvklus, t, 4H, JHH = 7 Hz); 2,51 (cyklus, m, 2H); 2,58 (cyklus, m, 4H); 2,63~

s); 29,2 (P—CH,—C, d,
‘JCP 97 Hz) 30,8 (CHo—CO s); 31 O(P—CHQ——P dd, 'Jep =79; 'Jep = 76 Hz); 43,8 (CHs, s);
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50,2 (cyklus, d, *Jep = 6 Hz); 50,6 (cyklus 8); 52,6 (cyklus, s); 54,2 (cyklus, s); 55,5 (N—CHZ——P
d, Jep = 110 Hz); 184,1 (CO, d, JCp = 17 Hz); *'P{'H} 6 33,8 (CH—P—CH,, d, 1P, 2Jpp =
9 Hz); 34,8 (CH—P—CH,, d, 1P, 2Jpp = 9 Hz).

MS: (-) 665,2 [M-H;0']; 683,3 [M-H']". (+) 6852 [M+H']"; 707,2 [M+Na']"; 729,2 [M—
H™+2Na']’; 751,1 [M= OH43N +]+

TLC (SiO,, EtOH—konc NH;OH 1:1): Rr=0,5.

EA (CyHN4O;P4-3H,0, My = 738,6): C 35,8 (35,5); H 7,6 (8,0); N 7,6 (7.,7).

Ptiklad 29: Priprava ldtky 24
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Do sklenéné vialky (4 mL) byla navazena latka 6-3,5HCI-H,O (81,3 mg; 116 pmol; 1,0 ekviv.).
Déle byly postupné pfidany kyselina fosforita (90,2 mg; 1,10 mmol; 9,5 ekviv.),
paraformaldehyd (8,2 mg; 273 pmol; 2.4 ekviv.) a vodna HCI (12 M; 1 mL). Vznikl4 suspenze
byla michana 5 dnf pfi 40 °C. Nasledné byla sm&s odparena do sucha a poté nékolikrat odpafena
s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'—forma; H,0). Frakce s
produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale n&kolikrat odparen s H,O a
nasledn€ znovu rozpustén v H,O (50 mL). Takto vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny
produkt byl ziskan jako bila latka (40,4 mg; 51%; 1 krok; vztazeno na latku 6-3,5HCI-H,0).
NMR (D,0): 'H 6 1,78-1,94 (CH,—CH,—CH,, bm, 4H); 2,12 (P—CH,—P, dd, 2H, *Jp = 19
Hz, *Jup = 17 Hz); 2,51-2,60 (cyklus, m, 2H); 2,63-2,81 (cyklus, bm, 4H); 2,88-2,98 (cyklus,
N—CH,—P, m, 4H); 3,03-3,44 (cyklus, N—CH,—P, m, 10H); 3,94 (CH,—Ph, bm, 2H); 4,02
(CHy—Ph, bm, 2H); 6,99-7,30 (Ph, m, 8H); “C{' H} 0 22,6 (CH—CH,—CHo,, s); 27,6 (CH,—
CH,—CH,, s); 34,8 (P—CH,—P, dd, ]JC}) =117 Hz, Jop = 75 Hz); 41,5 (cyklus s); 42,4 (cyklus,
s); 50,4 (cyklus, s); 51,3 (cykius, s); 52,3 (cyklus, s); 52,9 (N—CHZ—P d, 'Jep =104 Hz); 53,3
(cyklus, s); 54,8 (cyklus s); 56,2 (CHy—Ph, s); 56,9 (cyklus, d, *Jcp = 8 Hz); 58,9 (CH;—Ph, s);
= 110 Hz); 123,3 (Ph, s); 124,5 (Ph, s);, 129,0 (Ph, s); 129,2 (Ph, s);
1303 (Ph, s); 131 4 (Ph s) 137,2 (Ph, s); 142,8 (Ph, s), 31P{ H} 6 19,2 (HO—P—OH, m, 1P);
26,9 (H =9 Hz); 34,5 (N—CH—P, bm, 1P).

MS: (-) 645,0 [M— H ] (+) 647,1 [M+H']"; 669,2 [M+Na']"; 685,2 [M+K']".

TLC (Si0,, iPrOH-konc. NH,OH-H,0 7:3:3): R;=0,8.

EA (Cy7HysN4OgP3-2H,0, My = 682,6): C 47,5 (47,6); H 7,2 (7,2); N 8,2 (8,2).

Priklad 30: Priprava ldtky 25
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Ve sklenéné barice (50 mL) byla rozpusténa navazka latky 24-2H,0O (26,3 mg; 38,5 pmol; 1.0
ekviv.) v H,O (25 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym argonem. Dale byly postupné
pfidany HCOONH, (98,2 mg; 1,56 mmol; 41 ekviv.) a katalyzator (10% Pd@C; 9,1 mg).
Vznikla suspenze byla michana pies noc pii 60 °C. Nasledné byla smés odparena do sucha a poté
nékolikrat odpafena s H,O. Katalyzator byl odfiltrovan a né&kolikrat promyt H,O. Filtrat byl
odpaten do sucha a odparek byl poté ¢istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'—forma; H,0).
Vodna frakce s produktem byla odpaiena do sucha a poté nékolikrat odparena s HyO. Odparek
byl nasledné znovu rozpustén v H,O (50 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako
bila latka (15,4 mg; 76%; 1 krok; vztazeno na latku 24-2H;0).

NMR (D,0): 'H 6 1,85-1,98 (CH,—CH,—CH,, bm, 4H); 2,11 (P—CH,—P, dd, 2H, *Jup = 18
Hz, “Jup = 15 Hz); 2,48-2.84 (cyklus, bm, 6H); 2,88 (cyklus, m, 2H); 3,01 (N—CH,—P, d, 2H,
2Jip = 12 Hz); 3,08-3,38 (cyklus, N—CH,—P, m, 10H); "C{'H} 623,1 (CH—CH,—CH,, s);
27,4 (CHy—CH,—CH,, s); 34,2 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 117 Hz, 'Jep = 76 Hz); 43,8 (cyklus, s);
42,4 (cyklus, s); 50,4 (cyklus, s); 51,3 (cyklus, s); 52,6 (cyklus, s); 52,8 (N—CH,—P, d, Jep =
107 Hz); 54,1 (cyklus, s); 55,2 (cyklus, s); 57,6 N—CH,—P, d, 'Jep = 111 Hz); 58,2 (cvklus, d,
3Jep = 8 Hz); *'P{'H} 28,3 (HO—P—OH, d, 1P, 2Jpp = 10 Hz); 32,6 (N—CH—P, d, 1P, “Jpp =
10 Hz).

MS: (-) 4652 [M-H']. (+) 467,3 [M+H']"; 489,2 [M+Na']"; 505,2 [M+K']; 511,2 [M-
H'+2Na']".

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH,OH-H,0 7:3:3): Rr=0,4.

EA (C3H;3N,04P5-3,5H,0, Mg = 529.4): C 29,5 (29,3); H 7,6 (7,9); N 10,6 (10,7).

Ptiklad 31: Priprava ldtky 26

Do sklenéné vialky (4 mL) byla navazena latka 7-4H,O (91,3 mg; 150 pumol; 1,0 ekviv.). Déle
byly postupné pfidany kyselina fosforitd (123 mg; 1,5 mmol; 10 ekviv.), paraformaldehyd
(10,8 mg; 360 umol; 2,4 ekviv.) a vodna HCI (12 M; 1 mL). Vznikla suspenze byla michana 5
dni pii 40 °C. Nasledn& byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy
produkt byl ¢istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'-forma; H,0). Frakce s produktem byly
spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale n€kolikrat odpafen s H,O a nasledné znovu
rozpu$tén v H,O (50 mL). Takto vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan
jako bila latka (59,4 mg; 58%; 1 krok; vztazeno na latku 7-4H,0).

NMR (D,0): 1,72-1,84 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 1,92 (CH,—CH,—CH,, m, 1H); 2,05-2,33
(CH,—CH,—CH,, P—CH,—P bm, 3H); 2,49-3,24 (cyklus, N—CH,—P, bm, 20H); 3,82 (CH,—
Ph, m, 2H); 4,07 (CH»—Ph, m, 2H); 6,83-6,92 (Ph, bm, 3H); 6,98-7,22 (Ph, bm, 8H); *'P{'H}
18,3 (HO—P—OH, s, 1P); 22,9 (HO—P—OH, d, 1P, 2Jep = 9 Hz); 32,4 N—CH—P, bm, 1P).
MS: (=) 645,1 [M=H']". (+) 647,4 [M+H']"; 669,5 [M+Na']"; 685,4 [M+K']".

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH;OH-H,0 7:3:3): Ry=0,8.

EA (CyHysN4OgP3-2H,0, My = 682,6): C 47,2 (47,6); H 7,3 (7,2); N 8,0 (8.2).

Piiklad 32: Priprava latky 27
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Ve sklenéné barice (50 mL) byla rozpusténa navazka latky 26-2H,O (28 mg; 41 pumol; ekviv.) v
H,O (25 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym argonem. Dale byly postupné piidany
HCOONH;, (107,8 mg; 1,71 mmol; 45 ekviv.) a katalyzator (10% Pd@C; mg). Vznikla suspenze
byla michana pfes noc pfi 60 °C. Nasledn¢ byla smés odpafena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Katalyzator byl odfiltrovan a né&kolikrat promyt H,O. Filtrat byl odpaien do
sucha a odparek byl poté Cistén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—forma; H,0). Vodna
frakce s produktem byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl
nasledné znovu rozpustén v HO (50 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila
latka (15,4 mg; 82%; 1 krok; vztaZeno na latku 26-2H,0).

NMR (D,0): NMR (D,0): 'H & 1,88 (CH—CH,—CH,, m, 1H); 1,97-2,08 (CH,—CH>,—CH,,
bm, 2H); 2,13-2,35 (P—CH,—P, CH,—CH,—CH,, bm, 3H); 2,44-3,38 (cyklus, N—CH,—P, m,
20H); ”C{ H} &22,8 (CH,—~CH,—CH,, s); 25,2 (CH,—CH,—CHo, s); 33,1 (P—CH,—P, dd,
"Jere = 114 Hz, 'Jep = 80 Hz); 42,1 (cyklus s); 45,5 (cyklus, s); 49,9 (cyklus, s);, 51,1 (cyklus, s),
51,5 (cyklus, s); 53,9 (N—CHZ——P d, 'Jep = 109 Hz); 54,6 (cyklus, s); 54,8 (cyklus s); 57,6
(cyklus, s); 59,2 N—CH,—P, d, Yop = 108 Hz); *'P{'H} 21,3 (HO—P—OH, m, 1P); 28,3
(HO—P—OH, d, 1P, *Jpp = 10 Hz); 32,2 (N—CH—P d, 1P, 2Jpp“‘ 10 Hz).

MS: (-) 4654 [M-HT'T. (+) 467,2 [M+H']"; 489,5 [M+Na'l"; 5055 [M+K']"; 511,6 [M—
H'+2Na"]".

TLC (Si0,, iPrOH—konc. NH;OH-H,O 7:3:3): R; = 0.4.

EA (C)3H33N4OgP3-5H,0, Mg = 556,4): C 28,3 (28,1); H 8,6 (8,8); N 9,8 (10,1).

Piiklad 33: Priprava ldtky 28
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Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen 1,4,8,11—tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (1,17 g;
5,16 mmol; 2,4 ekviv.). Dale byly postupné pridany methylen—bis(fosfinova kyselina) (633 mg;
4,40 mmol; 2,0 ekviv.), paraformaldehyd (65,3 mg; 2,17 mmol; 1,0 ekviv.) a vodna HCI (5 M;
20 mL). Vznikla suspenze byla michana pfes noc pii 80 °C. Druhy den byla smés odpatena do
sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménide
(Amberlite IRA 402; OH —forma; H,O — 10% vodnd AcOH). Acetatova frakce s produktem
byla odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl rozpustén ve vodné HCI
(5 M; 10 mL) a vznikly roztok byl odpafen do sucha. Odparek byl déle dosugen pomoci vakuové
pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl ziskan jako bila
latka (668 mg; 63%; 1 krok; vztaZeno na paraformaldehyd)

NMR (D,0): 'H 51,70 (CH,—CH,—CH,, dm, 1H, 'Jyy = 17 Hz); 1,76 (CH—CH,—CH,, dm,
IH, 'Jun = 17 Hz); 2,12 (P—CH,—P, m, 2H); 2,30 (CH,—CH,—CH,, m, 1H); 2,30 (CH—
CH,—CH,, m, 1H); 2,56 (cyklus, m, 2H); 2,63 (cyklus, m, 2H); 2,92 (cyklus, m, 3H); 3,05
(cyklus, m, 2H); 3,14 (cyklus, m, 2H); 3,17 (N—CHy—P, 1H); 3,22 (cyklus, m, 1H); 3,30 (cyklus,
m, 3H); 3,44 (cyklus, m, 2H); 3,62 (cyklus, m, 1H); 3,73 N—CH>—P, m, 1H); 3,78 (cyklus, m,
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2H); 7,13 (PH, d, 1H, Jip = 533 Hz); "C{'H} §18,9 (CH,—CH,—CH,, s); 20,1 (CH,—CH,—
CH,, s); 36,0 (P—CH,—P, dd, 'Jop= 84 Hz; 'Jep = 77 Hz); 42,2 (cyklus, s); 47,7 (cyklus, s); 49,5
(cyklus, s); 49,9 (cyklus, s); 51,7 (CH—N—CH,—P, d, *Jop = 6 Hz); 54,0 (N—CH,—P, d, Jep
= 91 Hz); 54.4 (cyklus, s); 56,2 (cyklus, s); 58,2 (cyklus, s);, 58,4 (cyklus, s); 59,5 (cyklus, s); p s
20,6 (PH, dtd, 1P, 'Joy = 533 Hz, *Jpyy = 17 Hz, “Jpp = 6 Hz); 25,7 (P—CH,—N, m, 1P).

MS: (-) 381,2 [M—H'T; 402,9 [M—2H'+Na']". (+) 383,3 [M+H']"; 4053 [M+Na']"; 421,2
[M+K'T".

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH;OH-H,0 7:3:3): R;=0,7.

EA (C1sH:uN,04P>-2,5HCI-H,0, My =491,5): C 34,2 (34,4); H7,5 (7,7); N 11,4 (11,0).

Priklad 34: Priprava ldtky 29

U]

Do sklenéné baiky (50 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (954 mg;
4,22 mmol; 2,0 ekviv.). Dale byly postupné ptidany latka A-0,5H,O (360 mg; 2,13 mmol;
1,0 ekviv.), paraformaldehyd (81,9 mg; 2,73 mmol; 1,3 ekviv.) a vodna HCI (5 M; 20 mL).
Vznikla suspenze byla michana pies noc pii 80 °C. Druhy den byla smés odpatena do sucha a
poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl ¢istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 1;
OH —forma; H,O — 10% vodna AcOH). Acetatova frakce s produktem byla odparena do sucha a
poté nékolikrat odpaiena s H,O. Odparek byl rozpustén v HCI (6 M; 10 mL) a vznikly roztok byl
odpafen do sucha. Odparek byl dale dosusen pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném
exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl ziskan jako nazloutld latka (571 mg; 58%; 1 krok;
vztaZeno na latku A-0,5H,0).

NMR (D0): 'H 61,66 (CH—CH>—CH,, dm, 1H, 'Jyy = 17 Hz); 1,75 (CH—CHy—CH,, dm,
1H, 'y = 17 Hz); 1,92 (P—CH>—P, m, 2H); 2,20 (CHy—CH,—CH,, m, 1H); 2,33 (CH—
CH,—CH,, m, 1H); 2,60 (cyklus, m, 2H); 2,71 (cyklus, m, 2H); 2,91 (cyklus, m, 2H); 3,01
(cyklus, m, 6H); 3,03 (N—CH,—P, 1H); 3,15 (cyklus, m, 1H); 3,29 (cyklus, m, 4H); 3,79 (cyklus,
m, 3H); 4,24 N—CH,—P, m, lH) Be'Hy 6 19,5 (CH—CH,—CH,, s); 20,6 (CH,—CH,—
CH,, s); 33,7 (P—CHy—P, dd, 'Jep = 115 Hz; 'Jep = 88 Hz); 42,3 (cyklus, s,); 48,75 (cyklus, s,);
50,0 (cyklus, s); 50 1 (cyklus, s); 52,3 (CH,—N—CH,—P, d, 3Jcp =7 Hz); 53,2 (cyklus, s); 53,4
(N—CH,—P, d, 'Jep = 87 Hz); 55,0 (cyklus, s); 58,7 (cvklus, s); 59,1 (cyklus, s); 59,4 (cyklus, s);
P{'HY 511,3 (HO—P—OH, m, 1P); 27,6 (P—CH,—N, m, 1P).

MS: (+) 399,1 [M+H'T"; 421,0 [M+Na']"; 437,2 [M+K']".

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH;OH-H,O 7:3:3): Ry = 0,2.

EA (C4H3;N4O5P,-1,5HCI-0,5H,0, My = 462,1): C 36,4 (36,2); H 7,5 (7,5); N 12,1 (12,0).

Ptiklad 35: Priprava latky 30
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Do sklenéné vialky (4 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (298 mg;
1,32 mmol; 4,5 ekviv.). Dale byly postupné ptidany methylen—bis(fosfinova kyselina) (93,5 mg;
649 umol; 2,2 ekviv.), acetaldehyd (13,0 mg; 295 pmol; 1,0 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 2 mL).
Vznikla suspenze byla michana pfes noc pii 60 °C. Druhy den byla smés odpatrena do sucha a
poté nékolikrat odpatena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50;
H'—forma; H,O — 10% vodny pyridin). Pyridinové frakce s produktem byla odparena do sucha a
poté nékolikrat odpafena s H,O. Odparek byl rozpustén v HyO (50 mL) a vznikly roztok byl
lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (62,3 mg; 51%; 1 krok; vztazeno na
acetaldehyd).

NMR (D,0): 'H 61,19 (CHs, dd, 3H, *Jyp = 15 Hz, *Jun = 6 Hz); 1,72 (CH—CH>—CH,, dm,
1H, 'JHH = 16 Hz); 1,80 (CH,—CH>—CH,, dm, 1H, Uiy = 17 Hz); 2,15 (P—CH>,—P, t, 2H, *Jipp
= 16 Hz); 2,27-2,39 (CHy—CH,—CH,, m, 2H); 2,48 (cyklus, m, 2H); 2,68 (cyklus, m, 2H);
2,95-3,04 (cyklus, m, 4H); 3,21-3,37 (cvklus, bm, 11H) 3,51 (CH—CHs, dq, 1H, */ipp = 14 Hz,
“Jun = 6 Hz); 3,62 (cyklus, m, 2H); 3,78 (cykius, m, 1H); 7.15 (PH, d, 1H, 'Jip = 533 Hz);
PC{'H} 8,9 (CH3, s); 22,1 (CH—CH,—CH,, s); 23,5 (CH,—CH,—CH,, s); 36,7 (P—CH,—
P, dd, Jep = 81 Hz; Jep = 75 Hz); 41,6 (cyklus, s); 46,2 (cyklus, s); 49,7 (cyklus, s); 50,9 (cyklus,
d, *Jep = 6 Hz); 51,2 (cyklus, s); 53,5 (N—CH,—P, d, 'Jep = 92 Hz); 54,1 (cyklus, s); 55,5
(cyklus, s); 56,8 (cyklus, s); 57,2 (cyklus, s); 59,9 (cyklus, s); P 519,8 (PH, dtm, 1P, "Joy = 533
Hz, 2Joy = 16 Hz); 29.2 (P—CH,—N, m, 1P).

MS: () 394,9 [M-H']". (+) 396,9 [M+H']"; 419,0 [M+Na']"; 441,0 [M-H'+2Na']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 2:1): R;=0,7.

EA (CsH34N4O4P;-H,0, Mr = 414,2): C 43,5 (43,8); H 8,8 (8,5); N 13,5 (13,5).

Ptiklad 36: Priprava ldatky 31
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Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (1,12 g;
4,97 umol; 1,6 ekviv.). Dale byly postupné piidany latka B (856 mg; 3,07 mmol; 1,0 ekviv.),
paraformaldehyd (92,4 mg; 3,08 mmol; 1,0 ekviv.) a vodnd HCI (6 M; 15 mL). Vznikl4 suspenze
byla michana pes noc pti 80 °C. Druhy den byla smés odpatena do sucha a poté nékolikrat
odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménic¢e (DOWEX 50; H—forma; H,O
— 10% vodny pyridin). Pyridinova frakce s produktem byla odpaiena do sucha a poté nékolikrat
odparena s H,O. Surovy produkt byl &i§tén chromatograficky (C18; gradientova eluce H,0-0,1%
TFA-MeCN). Frakce s Cistym produktem byly spojeny a odpateny do sucha. Odparek byl
nasledné znovu rozpustén v H,O (250 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako Zluta
latka (1,04 g; 55%; 1 krok; vztazeno na latku B).

NMR (D;0): 'H 51,69 (CH,—CH,—CH,, m, 1H); 1,77 (CH—CH,—CH,, m, 1H); 2,10 (P—
CHy—P, m, 2H); 2,27 (CH,—CH,—CH,, m, 1H); 2,39 (CHy—CH,—CH,, m, 1H); 2,59 (cyklus,
m, 2H); 2,64 (cyklus, m, 2H); 2,85-3,07 (cyklus, m, SH); 3,07-3,35 (cykius, P—CH»—C, N—
CHy—P, m, 9H); 3,38 (cyklus, m, 1H); 3,38 (cyklus, m, 1H); 3,68 (cyklus, m, 1H); 3,74-3,88
(cyklus, N—CH,—P, m, 3H); 7,51 (CH—C—CH,, dd, 2H, *Juyy = 9 Hz, *Jip=2 Hz); 8,19 (CH—
C—N, d, 2H, *Juy = 9 Hz); "C{'H} 6 19,0 (CH,—CH,—CH,, s); 20,2 (CH—CH,—CH,, s);
33,3 (P—CH,—P, dd, Jop = 85 Hz, Jep = 82 Hz); 41,1 (P—CH,—C, dd, "Jop = 86 Hz, *Jop =
3 Hz); 42,2 (cyklus, s); 47.9 (cyklus, s); 49,6 (cyklus, s); 49.9 (cvklus, s); 51,8 (cyvklus, d, *Jop =
7 Hz); 54,1 (cyklus, s); 55.2 (P—CH>—N, d, Uep = 90 Hz); 58,4 (cyklus, s); 58,7 (cyklus, s); 59,5
(cyklus, s); 124,4 (CH—C—N, s); 131,3 (CH—C—CH,, d, *Jep = 5 Hz); 143,9 (CH—C—CH,,
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d, >Jop = 8 Hz); 146,8 (CH—C—N, s); *'"P{'H} §23,3 (CH—P—CH,, d, 1P, °Jpp = 11 Hz); 31,1
(CH—P—CH,, d, 1P, *Jop = 11 Hz).

MS: (<) 516,2 [M-H'T".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 4:1): R; = 0,6.

EA (CH3,NsO6P>-5,5H,0, My = 616,5): C 40,9 (40,8); H 7.9 (7,6); N 11,4 (11,7).

Priklad 37: Priprava latky 32
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Do sklenéné bariky (25 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (214 mg;
945 pmol; 1,0 ekviv.). Dale byly postupné pfidany methylen—bis(fosfinova kyselina) (835 mg;
5,80 mmol; 5,5 ekviv.), paraformaldehyd (63,5 mg; 2,12 mmol; 2,0 ekviv.) a vodnad HCI (6 M;
5 mL). Vznikla suspenze byla michana dva dny pti 80 °C. Nasledné byla smés odparena do sucha
a poté nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl €istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50;
H'—forma; H,0). Frakce s produktem byly spojeny a odpateny do sucha. Odparek byl nasledné
znovu rozpustén v H,O (200 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka
(392 mg; 68%:; 1 krok; vztazeno na 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan).

NMR (D,O): 'H §1,67 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 1,82 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 1,99 (P—
CH,—P, t, 4H, °Jyp = 17 Hz); 2,78-3,19 (N—CH,, bm, 20H); 3,26 (N—CH,, bm, 2H); 3,62 (N—
CH,, bm, 2H); 7,14 (PH, d, 2H, 'Jipp = 530 Hz); “C{'H} 24,4 (CH,—CH,—CH,, s); 37,1 (P—
CH,—P, dd, Jep = 76 Hz, 'Jop = 72 Hz); 52,4 (cyklus, s); 52,8 (cyklus, s); 53,8 (CH,—N—
CH,—P, d, *Jep = 4 Hz); 53,8 (N—CH,—P, d, 'Jep = 100 Hz); 56,5 (cyklus, s); 57,1 (cyklus, s);
S'p{'H} 519,8 (PH, dt, 2P, 'Jpy = 530 Hz, “Jpy = 18 Hz); 32,5 (P—CH,—N, t, 2P, /oy = 15 Hz).
MS: (-) 536,7 [M-H'T".

TLC (SiO,, iPrOH—konc.NH,OH-H,0 7:3:3): R¢= 0,4.

EA (CsH3sN4OgP;~4H,0, My = 610,5): C 31,5 (31,3); H7,6 (7,4); N 9,2 (9,2).

Ptiklad 38: Priprava latky 33

HQ
Ho/\\,,/\P//\Nf/ﬁN
i i
© i1
NN
(NS

Do sklenéné vialky (4 mL) byla navazena latka 32-4H,O (59,8 mg; 98 pumol; 1,0 ekviv.). Dale
byl ptidan paraformaldehyd (13,6 mg; 453 pumol; 4,6 ekviv.) a vodna HCI (6 M; 10 mL). Vznikla
suspenze byla michana pfes noc pti 80 °C. Druhy den byla smés odpafena do sucha a poté
nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'-
forma; H,O). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl rozpustén v
H,O (25 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (51,3 mg; 80%; 1 krok,
vztazeno na latku 32-4H,0).

NMR (D;0): 'H § 1,82 (CH—CH,—CH,, m, 2H); 2,06 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 2,30 (P—
CHy P, t, 4H, “Jup = 16 Hz); 2,67-3,63 (cyklus, N—CH,—P, bm, 24H); 3,67 (O—CH,—P, d,
4H, Y = 5 Hz); BC{'H} 622,1 (CH,—CH,—CHy, s); 34,2 (P—CH,—P, dd, 'Jer = 84 Hz, 'Jp
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=73 Hz); 51,4 (cyklus, s); 52 8 (cyklus, s); 53,6 (CH,—N—CH,—P, d, *Jop=4 Hz) 54,9 (cyklus,
s); 55,2 (N—CH,—P, d, 'Jop = 98 Hz); 57,8 (cyklus, s); 61,3 (P—CH,—O, d, *Jop = 108 Hz)
S'P{'H} §27,6 (P—CH,—N, bm, 2P); 40,6 (P—CH,—O, m, 2P).

MS: (-) 596,8 [M=H'T".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH;OH-H,0 7:3:3): R;=0.5.

EA (CisHN,O0Py-3H,0, My = 652,5): C 33,1 (33,4); H 7.4 (7,5); N 8,6 (8,3).

Piiklad 39: Priprava latky 34

HO\\ PN //\
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Do sklenéné vialky (20 mL) byla navazena latka 32-4H,O (91,6 mg; 150 umol; 1,0 ekviv.). Dale
byl pridan roztok HgCl, (173 mg; 638 umol; 4,3 ekviv.) ve vodné HCI (2 M; 5 mL) a vznikla
smés byla michana dva dny p#i 60 °C. Druhy den byla vznikla srazenina odcentrifugovana. Do
supernatantu byl pak zavadén plynny H,S. Vznikla srazenina byla odcentrifugovana a
supernatant byl nasledné odpaten do sucha. Odparek byl rozpustén ve vodné HCI (3%; 300 uL) a
k vzniklému roztoku byl pfidan nadbytek iPrOH (25 mL). Druhy den byl mate¢ny louh
oddekantovan. Olejovity podil byl opakované odpaten s H,O. Odparek byl nasledné rozpustén v
H,O (100 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (68,4 mg; 68%; 1 krok;
vztazeno na latku 32-4H,0).

NMR (D,0): 'H 61,68 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 1,81 (CH,—CH>—CH,, bm, 2H); 1,92 (P—
CH—P,t,4H, 2JHp =18 Hz); 2,75-3,21 (N—CH,, bm, 20H); 3,27 (N—CHZ, bm, 2H); 3,66 (N—
CH,, bm, 2H); s); 35,1 (P—CH,—P, dd, Jep = 117 Hz, 'Jep =
75 Hz); 52,5 (cyklus s); 52 9 (cyklus, s); 53,3 (N—CH,—P, bm); 53,7 (CH2—N—CH2—P bm);
56,7 (cyklus, s); 57,0 (cyklus, s); *'P{'H} & 12,4 (HO—P—OH, d, 2P, “Jop = 7 Hz); 36,7 (P—
CH,—N, d, 2P, “Jpp = 7 Hz).

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH;OH-H,0 7:3:3): R;=0,1.

MS: (-) 569,2 [M-H'T". (+) 571,4 [M+H']"; 593,4 [M+Na']"; 609,4 [M+K]".

EA (Ci¢H3sN4O10P42,5HCI-H,0, My = 679,6): C 28,3 (28,4); H 6,3 (6,2); N 8,2 (8.3).

Ptiklad 40: Priprava ldatky 35
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Do sklenéné vialky (20 mL) byl navazen 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan (148 mg;
653 pmol; 1,0 ekviv.). Dale byly postupn& ptidany latka D (688 mg; 3,18 mmol; 4,9 ekviv.),
paraformaldehyd (48,6 mg; 1,62 mmol; 2,5 ekviv.) a vodna HC1 (12 M; 10 mL). Vznikla
suspenze byla michdna dva dny pii 80 °C. Nasledné byla smés odpafena do sucha a poté
nékolikrat odpafena s H;O. Surovy produkt byl &itén sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH-
konc. NH,OH 1:1; Ry = 0,4). Frakce s produktem byly spojeny a odpateny do sucha. K odparku
byla pfidana H,O (25 mL) a malé mnozstvi aktivniho uhli a vznikl4 suspenze byla pefiltrovana
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pies stiikackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 pm). Filtrat byl dale ¢iStén pomoci iontoménice
(DOWEX 50; H'—forma; H,0). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek
byl nésledné znovu rozpustén v H,O (125 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako
bila latka (272 mg; 58%; 1 krok; vztazeno na 1,4,8,11-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan).

NMR (D,0): 'H 6 1,72 (CH,—CH>—CH,, m, 2H); 1,74 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 1,94 (P—
CH,—P, P—CH,—C, m, 8H); 2,48 (CH,—CO, t, 4H, *Jiuy = 7 Hz); 2,92-3,31 (cyklus, N—CH,
bm, 22H); 3,52 (N—CH,, bm, 2H); *C{'H} §24,4 (CH,—CH,—CH,, s); 26,8 (P—CH,—C, d,
'Jep = 94 Hz); 31,0 (CH—CO, s); 34,9 (P—CH,—P, dd, 'Jo» = 76 Hz, Jop = 74 Hz); 52,4
(cyklus, s), 52,8 (cyklus, s); 54,2 (N—CH,—P, d, Yep = 102 Hz); 54.4 (cyklus, d, o A Hz);
57,1 (cyklus, s); 57,3 (cyklus, s); 182,8 (CO, d, *Jo» ™ 15 Hz); *'P{'H} §30,4 (CH,—P—CH,, d,
2P, 2Jpp = 10 Hz); 33,7 (CH—P—CH,, d, 2P, “Jpp = 10 Hz).

MS: (-) 663,3 [M-H;0']7; 681,3 [M-H']". (+) 683,2 [M+H']"; 727,2 [M-H'+2Na']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): Ry=0,3

EA (Cy;HyN4O P4 2H,0, My = 718,6): C 36,8 (36,9); H 7,0 (7,3); N 7,8 (7.5).

Priklad 41: Priprava latky 36

Do sklenéné vialky (4 mL) byla navazena latka 29-1,5HCI-0,5H,O (51,3 mg; 111 umol; 1,0
ekviv.). Dale byly postupné pfidany methylen—bis(fosfinova kyselina) (59,2 mg; 411 umol; 3,7
ekviv.), paraformaldehyd (4,9 mg; 163 pmol; 1,5 ekviv.) a vodna HCI (12 M; 1 mL). Vznikla
suspenze byla michana dva dny pii 80 °C. Druhy den byla smés odpafena do sucha a poté
n&kolikrat odpafena s H,O. Odparek byl dale &istén pomoci iontoméniée (DOWEX 50; H'-
forma; H,0). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl dale dosuSen
pomoci vakuové pumpy a nasledné v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Vysledny produkt byl
ziskan jako bila latka (35,0 mg; 55 %; 1 krok; vztazeno na 29-1,5HCI-0,5H,0).

NMR (D,0): 'H 6 1,83-2,11 (CH,—CH,—CH,, bm, 4H); 2,24 (P—CH,—P, t, 2H, *Jip = 15
Hz); 2,37 (CH,—CH,—CH,, dd, 2H, *Ji;p = 18 Hz, *Jyp = 16 Hz); 2,64-3,44 (cyklus, N—CH,—
P, bm, 24H); "C{'H} 622,2 (CH,—CH,—CH,, s); 23,7 (CH,—CH,—CH,, s); 34,2 (P—CH,—
P, dd, YJop = 122 Hz, 'Je» = 82 Hz); 36,3 (P—CH,—P, t, 'Jop = 82 Hz); 49,3—57,4 (12 x N—
CH,. bm); *'P 5 19,0 (HO—P—OH, m, 1P); 24,3 (PH, dm, 1P, 'Jey = 533 Hz); 26,7 (P—CH,—
N, bm, 1P); 27,8 (P—CH,—N, bm, 1P).

MS: (-) 553,1 [M-HT". (+) 555,2 [M+H']"; 577,2 [M+Na']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): R;=0.3.

EA (C16H3sNsOoPo 1,0, My = 572,4): C 33,6 (33,4); H 7,0 (6,7); N 9,8 (9,9).

Ptiklad 42: Priprava latky 37
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Do sklenéné vialky (4 mL) byla navazena latka 29-1,5HCI-0,5H,0 (403 mg; 872 pmol; 1,0
ekviv.). Dale byly postupné pfidany latka B (294 mg; 1,05 mmol; 1,2 ekviv.), paraformaldehyd
(39,3 mg; 1,33 mmol; 1,5 ekviv.) a vodna HCI (12 M; 5 mL). Vznikla suspenze byla michana tfi
dny pfi 80 °C. Nasledn€ byla smés odpatena do sucha a poté n&kolikrat odpatena s H,O. Surovy
produkt byl ¢iStén chromatograficky (C18; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s
produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl nasiedné znovu rozpustén v H,O
(250 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako Zluta latka (417 mg; 62%; 1 krok;
vztazeno na 29-1,5HCI-0,5H,0).

NMR (D,0): 'H 62,02 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 2,32 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 2,40 (P—
CHy—P, t, 2H, *Jyp = 16 Hz); 2,48 (P—CH>—P, dd, 2H, “Jyp = 20 Hz, 2ip = 17 Hz); 2,79-3,98
(cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, bm, 26H); 7,57 (CH, dd, 2H, *Juy = 9 Hz, “Jip = 2 Hz); 8,24
(CH, d, 2H, *Juy = 9 Hz); "C{'H} 20,5 (CH—CH,—CH, s); 21,0 (CHy—CH,—CH,, 5); 32,2
(P—CH,—P, dd, 'Jep = 124 Hz, 'Jop = 84 Hz); 33,2 (P—CH,—P, t, Jp = 82 Hz); 39,3 (P—
CH,—C, d, 'Jep = 89 Hz); 48,0-59,6 (12 x N—CH, bm); 124,5 (CH—C—N, d, *Jop = 3 Hz);
131,5 (CH—C—CHy,, d, *Jcp = 6 Hz); 141,8 (CH—C—CH,, d, “Jop = 9 Hz); 147,2 (CH—C—N,
s); 'P{'H} & 18,0 (HO—P—OH, m, 1P); 24,0 (P—CH,—N, bm, 1P); 25,6 (P—CH,—N, bm,
1P); 39,0 (P—CH,—C, m, 1P).

MS: (-) 687,8 [M-HT]; 709,7 [M-2H"+Na'] ; 725,7 [M2H+K'T". (+) 689,9 [M+H']"; 711,9
[M+Na']"; 727,8 [M+K']"; 749,8 [M—H +Na'+K']".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH,OH-H,0 7:3:3): R;=0,3.

EA (C3H43N50,04-4.5H,0, My = 77%.,6): C 28,3 (28,4); H 6,3 (6,2); N 8,2 (8,3).

Ptiklad 43: Priprava ldtky 38
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Ve sklenéné baiice (250 mL) byla rozpusténa navazka latky 37-4,5H,0 (288 mg; 374 pmol) v
H,O (100 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym argonem. Dale byl pfidan katalyzator
(10% Pd@C; 44 mg) a do vzniklé suspenze byl kontinualn& sycen plynnym H, pfi 60 °C pres
noc. Katalyzator byl poté odfiltrovan a filtrat byl odpafen do sucha. Odparek byl poté znovu
rozpustén v HyO (250 mL) a lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako naZloutla latka
(257 mg; 94%; 1 krok; vztazeno na 37-4,5H,0).

NMR (D,0): 'H §1,80 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 1,86 (CH,—CH>—CHj,, bm, 2H); 2,10 (P—
CH,—P, m, 2H); 2,21 (P—CH,—P, m, 2H); 2,65-3,77 (cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, bm,
26H); 6,97 (CH, d, 2H, *Ju = 8 Hz); 7,25 (CH, d, 2H, *Juy = 8 Hz); *C{'H} 520,1 (CH,—
CHy—CH,, s); 20,5 (CH,—CH,—CH,, s); 32,7 (P—CH,—P, m); 33,4 (P—CH,—P, m; 33,6
(P—CHy—C, d, 'Jep = 91 Hz); 46,7-57,2 (12 x N—CH,, bm); 123,0 (CH—C—N, s); 1182
(CH—C—N, m); 130,8 (CH—C—CH,, d, *Jop = 5 Hz); 140,3 (CH—C—CH,, m); Y'P{'H} &
13,5 (HO—P—OH, bm, 1P); 24,6 (P—CH,—N, bm, 1P); 23,6 (P—CH,—N, bm, 1P); 32,6 (P—
CH,—C, bm, IP).

MS: (-) 658,0 [M-H]; 6799 [M-2H+Na']. (+) 659,9 [M+H']’; 981,9 [M+Na'l’; 697,8
[M+K'T".

TLC (SiO,, iPrOH—konc. NH,OH-H,0 7:3:3): R;=0,3.

EA (Cx3HysNsOgPy-4H,0, M = 731,6): C 37,8 (37,6); H 7.3 (7,2); N 9,6 (9,5).

Ptiklad 44: Priprava latky 39
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Ve sklenéné batice (100 mL) byla navazka 38-4H,0 (48,3 mg; 66,0 umol, 1,0 ekviv.) rozpusténa
v H,O (20 mL). Nasledné byl jednorazové ptidan Cerstvé pripraveny roztok CSCl, (15 mM;
20 mL; 300 umol; 4,5 ekviv.) v CCl,. Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté pies
noc. Organicka faze byla oddélena a vodna faze byla odpafena do sucha. Surovy produkt byl
¢istén pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s
produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (35,2 mg; 67%; 1
krok; vztazeno na 38-4H,0).

NMR (D,0): 'H 62,02 (CH,—CH,—CH,, bm, 2H); 2,29 (P—CH,—P, t, 2H, *Jyp = 16 Hz); 2,32
(CH—CH>—CH,, bm, 2H); 2,37 (P—CH,—P, t, 2H, “Jip = 19 Hz); 2,86-3,92 (cyklus N—
CH,—P, P—CH,—C, bm, 26H); 7,37 (CH, d, 2H, *Jiss = 8 Hz); 7,39 (CH, m, 2H); "C{'H} 20,8
(CH,—CH,—CH,, s); 21,3 (CHZ—CHz—CHz, s); 31,7 (P—CHZ—P dd, 'Jep= 120 Hz, Jep = 83
Hz); 32,3 (P—CH,—P, t, 'Jop = 82 Hz); 38,4 (P—CH,—C, d, 'Jop = 91 Hz); 46,6-59,1 (12 x
N—CH,, bm); 126,7 (CH—C—N, s); 130,1 (CH—C—N, s); 131,8 (CH—C—CH,, s); 132,2
(CH—C—CH,, d, *Jep = 8 Hz); 134,8 (CS, s); >'P{'H} 16,3 (HO—P—OH, m, 1P); 23,4 (P—
CH,—N, bm, 1P); 23,6 (P—CH>—N, bm, 1P); 38,3 (P—CH,—C, m, 1P).

MS: (=) 699,6 [M-H'T"; 721,6 [M—2H'+Na']; 737,6 [M—2H+K']". (+) 701,8 [M+H']"; 723,8
[M+Na']’; 739,8 [M+K']".

EA (CyHisNsOgP,S-3,5H,0, My = 796,1): C 36,2 (36,2); H 6,3 (6,3); N 8,8 (8,7).

Ptiklad 45: Priprava latky 40

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 37-4H,0 (161 mg; 220 umol; 1,0
ekviv.) ve vodné HCI (243,8 mM; 1,800 uL; 440 pmol; 2,0 ekviv.) a vznikla smés byla
vychlazena v ledové lazni na 1 °C. Poté byl postupné ptidavan (100 pL kazdé tfi minuty) Cerstve
pfipraveny roztok vodny NaNO, (290 mM; 1,00 mL; 290,0 pmol; 1,3 ekviv.). Poté byl
jednorazové piidan &erstvé pripraveny vodny roztok NaN; (580 mM; 760 uL; 441 umol; 2,0
ekviv.). Reakéni smés byla dale michana pfi laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Surovy produkt
byl rozdélen na dv& &asti, které byly samostatné Cistény pomoci preparativni HPLC (C8;
gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produkty byly nasledn& spojeny a vznikly
roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (29,5 mg; 57%; 1 krok;
vztazeno na latku 37-4H,0).

NMR (D,0): 'H 62,07 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 2,18 (CH—CH,—CH,, m); 2,28-2,41 (P—
CH,—P, m, 4H); 2,70-3,82 (cyklus, N"_CHQ‘—P P—CH,—C, bm, 26H); 7,17 (CH—C—N, d,
2H, *Juy = 7 Hz); 7,31 (CH—C—CH,, dd, 2H, *Jyu = 7 Hz, “JHp—z Hz); ‘3(:{ H} 520 5 (CH—
CH,—CH,, s); 22,5 (CH,—CH,—CH,, s); 32,2 (P——CHz—P dd, Jep =121 Hz, 'Jor = 82 Hz);
32,3 (P—CH,—P, dd, 'Jep = 82 Hz); 36,6 (P—CH,—C, d Jep = 93 Hz); 47,2-60,1 (12 x N—
CH,,bm); 123,5 (CH—C—N, s); 131,7 (CH—C—CH,, d, 3Jep = 4 Hz); 132,2 (CH—C—CHy, d,
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“Jep = 7 Hz); 141,0 (CH—C—N, s); *'P{'H} § 17,5 (HO—P—OH, m, 1P); 22,2 (P—CH,—N,
bm, 1P); 24,0 (P—CH,—N, bm, 1P); 36,8 (P—CH,—C, m, 1P).

MS: (-) 666,0 [M-H;0] ; 684,1 [M-H']". (+) 688,1 [M+H"|"; 708,1 [M+Na']"; 724,0 [M+K]";
730,1 [M—H'+2Na'7".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH;OH 1:1): R;=0.2.

EA (C3H43N;,00Py-3H,0, My = 739,6): C 37,4 (37,2); H 6,7 (6,6); N 13,3 (13.3).

Ptiklad 46: Priprava ldtky 41
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Do sklenéné vialky (20 mL) byla navazena latka 31-5,5H,0 (50,9 mg; 82,6 pmol; 1,0 ekviv.).
Déle byly postupné piidany paraformaldehyd (10,1 mg; 343 umol; 4,2 ekviv.) a
hydroxymethylfosfinova kyselina (50,8 mg; 529 umol; 6,4 ekviv.) a HCI (6 M; 2 mL). Vznikla
suspenze byla michana ptes noc pti 80 °C. Druhy den byla smés odparena do sucha a poté
nékolikrat odpafena s H,O. Surovy produkt byl &istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'—
forma; H,0). Frakce s produkty byly spojeny, odpafeny do sucha a poté nékolikrat odpateny s
H,0. Surovy produkt byl ¢istén pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0.1%
TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako
nazloutlé latka (25,8 mg; 46%; 1 krok; vztazeno na latku 31-5,5H,0).

NMR (D,0): 'H § 1,84 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 2,15-2,55 (CH,—CH,—CH,, P—CH,—P,
m, 4H); 2,76 (cyklus, m, 4H); 2,98 (cyklus, m, 2H); 3,09 (cyklus, m, 2H); 3,18-3,84 (cyklus, N—
CH—P, P—CHy—C, O—CH,—P, m, 20H); 7,57 (CH—C—CH,, d, 2H, “}y = 8 Hz,); 8,25
(CH—C—N, d, 2H, *Juy = 8 Hz); "C{'H} 620,7 (CH—CH,—CH,, s); 33,5 (P—CH,—P, t,
YJep =81 Hz); 39,5 (P—CH,—C, dd, 'Jcp = 88 Hz); 49,1 (cyklus, s); 49,2 (cyklus, s); 50,2 (cyklus,
s); 51,7 (P—CH,—N, d, 'Jep = 84 Hz); 54,6 (cyklus, s); 54,9 (cyklus, s); 58,3 (cvklus, s); 58,9
(P—CH,—N, d, 'Jep = 83 Hz); 58,9 (P—CH,—O, d, 'Jep = 116 Hz); 124,6 (CH—C—N, s);
131,6 (CH—C—CH,, d, *Jep = 5 Hz); 142,3 (CH—C—CH,, d, 2Jop = 8 Hz); 147,2 (CH—C—N,
s); "'P{'H} 623,6 (P—CH,—P, bm, 1P); 29,7 (P—CH,—P, bm, 1P); 37,3 (P—CH,—O, m, 1P).
MS: (-) 623,5 [M—H'T". (+) 625,4 [M+H']"; 647,7 [M+Na']; 663,5 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 2:1): R;= 0,6.

EA (Cy3HaoN5OgP3-3H,0, Mg = 679,6): C 40,7 (40,6); H 7,1 (7,1); N 10,3 (10,5).

Ptiklad 47: Priprava ldtky 42

Do sklenéné vialky (20 mL) byla navazena latka 31-5,5H,0 (336 mg; 545 umol; 1,0 ekviv.). Dale
byly postupné pfidany paraformaldehyd (44,2 mg; 1,47 mmol; 2,7 ekviv.) a kyselina fosforita
(380 mg; 4,63 mmol; 8,5 ekviv.) a vodna HCI (12 M; 10 mL). Vznikla suspenze byla michana
Ctyfi dny pfi 40 °C. Nésledn¢ byla smé&s odpafena do sucha a poté nékolikrat odpafena s H,O.
Surovy produkt byl ¢istén pomoci iontoménice (DOWEX 50; H'—forma; H,0). Frakce obsahujici
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produkt byly spojeny a odpafeny do sucha. Surovy produkt byl ¢&iStén pomoci flash
chromatografie (C18; gradientova eluce H0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byly
spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl nasledné znovu rozpuStén v H,O (250 mL) a
lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako Zluta latka (194 mg; 54%; 1 krok; vztaZzeno na
latka 31-5,5H,0).

NMR (D,0): 'H 6 1,85 (CH—CH>—CH,, m, 2H); 2,12 (CH,—CH,—CH,, m, 1H); 2,27 (P—
CH,—P, m, 4H); 2,35 (CH—CH,—CH,, m, 1H); 2,66-2,72 (cyklus, m, 3H); 2,89 (cyklus, m,
2H); 2,98-3,12 (cyklus, m, 3H); 3,14-3,60 (cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, m, 18H); 7,42
(CH—C—CH,, d, 2H, 2/ = 8 Hz); 8,20 (CH—C—N, d, 2H, *Jyy = 8 Hz); *'P{'H} 6 21,2
(HO—P—OH, s, 1P); 23,6 (P—CH,—P, d, 1P, *Jpp = 8 Hz); 29,7 (P—CH,—P, d, 1P, 2Top =
8 Hz).

MS: (-) 609,9 [M-H'T". (+) 612,1 [M+H']"; 634,2 [M+Na']"; 650,2 [M+K]".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 2:1): R;=0.4.

EA (C»HyNsO9P3-2,5H,0, My = 656,5): C 40,3 (40,5); H 6.9 (7,0); N 10,7 (10,4).

Ptiklad 48: Priprava ldtky 43

Ve sklenéné barice (100 mL) byla rozpusténa navazka latky 42-2,5H,0 (185 mg; 0,28 mmol;
1,0 ekviv.) v H,O (10 mL) a vznikly roztok byl kratce promyt plynnym. Dale byl pfidan
katalyzator (10% Pd@C; 54 mg) a vznikla suspenze byla kontinualn¢ sycena plynnym H, pfi
60 °C pies noc. Katalyzator byl poté odfiltrovan a filtrat byl odparen do sucha. Odparek byl poté
znovu rozpustén v H,O (200 mL) a lyofilizovan. Bylo ziskano 158 mg (89%; 1 krok; vztaZzeno na
42-2,5H,0).

NMR (D,0): 'H 61,77 (CHy—CH>—CH,, m, 1H); 1,87 (CH,—CH>—CH,, m, 1H); 2,12 (CH,—
CH,—CH,, m, 1H); 2,22-2,40 (CH—CH,—CH,, P—CH,—P, bm, 5H); 2,62-2,79 (cyklus, m,
2H); 2,91-3,02 (cykius, m, 4H); 3,07-3,48 (cyklus, N—CH,—P, P—CH,—C, m, 20H); 6,89
(CH—C—N, d, 2H, 2y = 8 Hz); 7,33 (CH—C—CH,, d, 2H, *Juy = 8 Hz,); *C{'H} 5 18,9
(CHy—CH,—CH,, s); 22,3 (CH—CH,—CH,, s); 34,1 (P—CH,—P, t, 'Jep = 83 Hz); 37,5 (P—
CH,—C, d, Yep = 90 Hz); 41,2-59,5 (12 x N—CHy,bm); 120,1 (CH—C—N, s); 127,1 (CH—
C—N, m); 129,3 (CH—C—CH,, d, *Jep = 5 Hz); 134,5 (CH—C—CH,, m); *'P{'H} & 19,3
(HO—P—OH, m, 1P); 22,4 (P—CH,—P, d, 1P, "Jpp = 9 Hz); 31,5 (P—CH,—P, bm, 1P).

MS: (<) 580,2 [M=HT'T". (+) 582,8 [M+H']"; 603.2 [M+Na']"; 619.8 [M+K'T".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 2:1): R¢ = 0,3.

EA (CyHyNsO;P3-3H,0, My = 635,6): C 41,2 (41,6); H 6,8 (6,6); N 10,7 (11,0).

Ptiklad 49: Priprava ciliciho konjugdtu 44
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Do skienéné vialky (4 mL) byla navazena latka 39-3,5H,0 (5,3 mg; 6,7 umol; 1,1 ekviv.). Dale
byly postupné pfidany peptid HNleAspHisD-PheArgTrpGlyNH; (5,9 mg; 6.4 umol; 1,0 ekviv.),
vodny pufr H;BO;-LiOH (750 mM v D,O; pD = 10,1; 400 uL; 300 umol; 50 ekviv.) a H,O
(600 pL). Vznikla smés byla michana pfi laboratorni teploté ptes noc. Surovy produkt byl &istén
pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produkty
byly lyofilizovany. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (5,7 mg; 55%; 1 krok; vztazeno
na latku 39-3,5H,0).

NMR (D,0): 'H 60,86 (CH;, t, 3H, *Jiyy = 7 Hz); 1,01-1,53 (CH,, bm, 10H); 1,68-2,29 (CH,,
P—CHy—P, cyklus, bm, 8 H); 2,47-3,73 (cyklus, CH,, P—CH,—N, P—CH,—C, bm, 36H); 3,80
(CH,, m, 2H); 4,11 (CH, m, 1H); 4,45 (CH, m, 1H); 4,51 (CH, m, 1H); 4,55 (CH, m, 1H); 4,59
(CH, m, 1H); 4,69 (CH, m, 1H); 6,90 (CH,—C—CH-—N, s, 1H); 7,14 (CHt 1H, *Jun = 7 Hz);
7,14-7,27 (arom., m, 6H); 7,29-7,38 (arom., m, SH); 7,46 (CH, d, 1H, *Jun = 8 Hz); 7,66 (CH, d,
IH, *Jun = 8 Hz); 8,03 (N—CH—N, s, 1H); 31P{ H} 6 13,2 (HO—P—OH, bm, 1P); 25,3 (P—
CHy—N, bm, 1P); 27,4 (P—CH>—N, bm, 1P); 32,3 (P—CH,—C, bm, 1P).

MS: (-) 1628,2 [M-H']". (+) 1630.4 [M+H*]*.

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH;OH 1:1): B¢ = 0,2.

Ptiklad 50: Priprava konjugdtu 50

HO\\ N //\

RepIVes

\\//\/\

Ve sklen€né vialce (4 mL) byla rozpuiténa navazka latky 38-4H,0 (28,6 mg; 39,1 umol; 1,0
ekviv.) a N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny 5-norbornen—2—octové (21,1 mg 84,6 pmol; 2,2
ekviv.) ve smési vodného roztoku pufru H;PO,~NaOH (1,0 M pH = 8,1; 1,00 mL; 1,0 mmol; 26
ekviv.) a MeCN (0,5 mL). Vznikla smés byla michana pfi laboratorni teplots pies noc. Surovy
produkt by! €istén pomoci preparativni HPLC (C8; H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem
byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (26,1 mg; 71 %; 1 krok, vztazeno
na latku 38-4H,0).

NMR (D,0): 'H §1,41-1,56 (CH—CH,—CH, CH, bm, 2H); 1,62-1,75 (CH,, CH—CH,—CH,
bm, 2H); 1,94-2,32 (P—CH,—P, cyklus, bm, 6H); 2,44 (P—CH,—P, t 2H, *Jip = 17 Hz); 2,84
4,16 (cyklus, CH, N——CHz—P P—CH,—C, bm, 31H); 5,96 (CH dd, *Jun = 12 Hz, *Jun = 5 Hz);
6,32 (CH, dd, “Jun = 12 Hz, *Juu = 6 Hz); 6,98 (CH, d, 2H, *Juu = 8 Hz); 7,63 (CH, d, 2H, *Jiy; =
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8 Hz); 'P{'H} 621,1 (HO—P—OH, bm, 1P); 23,5 (P—CH,—N, bm, 1P); 24,9 (P—CH,—N,
bm, 1P); 29,3 (P—CH>—<C, bm, 1P).

MS: (-) 792,5 [M-HT".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH;OH 1:1): R =0,3.

EA (C3HssNsOoPo TFA-2H,0, My = 943,3): C 43,3 (43,4); H 6,4 (6,2); N 7,4 (7,7).

Ptiklad 51: Priprava meziproduktu F

PQ,H,

/\/ﬁ/
0. PO,
Y\)\o 3H2

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka trihydratu alendronéatu sodného (21,0 mg;
64,6 umol; 1,4 ekviv.) ve vodném roztoku NaOH (250,6 mM; 773 pL; 194 umol; 4,2 ekviv.) a
vzniklad smés byla vychlazena v ledové lazni na 5 °C. Nasledné byl do smési pomalu pfikapan
roztok N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny 4—dibenzocyklooktynamidobutanové (18,4 mg;
45,7 pmol; 1,0 ekviv.) v suchém DMSO (1,25 mL) a vznikla smés byla michana pfes noc za
nepfistupu svétla. Druhy den byla smés ¢isténa pomoci preparativni HPLC (C8; gradientni eluce
H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan
jako bila latka (16,3 mg; 66%; 1 krok; vztazeno na N-hydroxysukcinimidester kyseliny 4—
dibenzocyklooktynamidobutanové). NMR (D,O): 'H 51,42 (CHz—CHz—CHz, m, 2H); 1,77
(CH,, m, 1H); 1,85 (CHZAC —P, tm, *Jip = 13 Hz); 1,96 (CH,, t, 2H, *Jun = 7 Hz); 2,16 (CH,, m
1H); 2,88 (CH—NH, t, *Jun =9 Hz); 3,61 (CH,—N—CO, d, 1H, 2JHH =14 Hz) 5,04 (CHQ—N—
CO, d, 1H, 2JHH— 14 Hz); 7,29 (CH, d, 1H, *Juu = 7 Hz); 7.35 (CH t, 1H, *Juu = 7 Hz); 7,39
(CH, t, 1H, *Jun = 7 Hz); 7,42-7,53 (CH, m, 3H); 7.58 (CH, d, 1H, Jus = 7 Hz); 7,63 (CH, t, 1H,
*Jan =7 Hz); *'P{'H} 521,2 (m, 1P).

MS: (-) 516,9 [M=H;0]; 534,8 [M=H']". (+) 536,2 [M+H']"; 559,2 [M+Na']"; 581,1 [M—
H'+2Na']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH4OH 1:1): R¢= start.

Ptiklad 52: Priprava konjugdtu 46

HO
HOQL AN

1 "()/ll"vﬂ\Q/NrN/

e

)

NH

H203P>T’/'_J
OH

H 0P

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 40-3H,O (14,1 mg; 19,1 pmol; 1,0
ekviv.) ve vodném pufru AcCOH-NH; (500 mM; 700 pL; 350 pmol; 18 ekviv.). Ke vzniklému
roztoku byl piidan &erstvé ptipraveny roztok latky F (11,6 mg; 21,6 umol; 1,1 ekviv.) ve smési
DMSO-MeCN-H,O (1:1:1; 800 uL). Smés byla michana téi hodiny pfi laboratorni teploté.
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Surovy produkt byl ¢istén pomoci preparativni HPLC (CS8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA—
MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt (smés dvou regioisomert) byl
ziskan jako bila latka (14,1 mg; 56 %; 1 krok, vztazeno na 40-3H,0).

NMR (D;0): 'H 6§1,22-1,41 (CH,, bm, 4H); 1,83-1,99 (CHy—C—P, CH,, bm, 6H); 2,05 (CH,,
m, 2H); 2,14-2,45 (P—CH,—P, CH,, bm, 6H); 2,63-3,68 (cyklus, P—CH,—C, P—CH>—N, bm,
26H); 4,52-5,07 (CH,—N—CO, m, 1H); 5,63-5,79 (CH—N—CO, m, 1H); 6,94 (CH, d, 1H,
*Juu = 8 Hz); 7,02-7,22 (CH, m, 1H); 7,02-7,22 (CH, m, 1H); 7,30 (CH, bm, 2H); 7,34-7,61
(CH, bm, 7TH); *'P{'H} & 14,4 (HO—P—OH, bm, 1P); 18,4 (PO;H,, bm, 2P); 24,4-28,9 (P—
CH,—N, bm, 2P); 33,6-34,7 (P—CH,—C, bm, 1P).

MS: (=) 1202,5 [M-H;0'7; 1220,5 [M-H'T . (+) 1222,7 [M+H']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 1:1): R¢= start.

EA (C4HgoNoO15Ps-5,5H,0, Mg = 1321,0): C 41,8 (41,8); H 6,1 (6,0); N 9,5 (9,5).

Ptiklad 53: Priprava ciliciho konjugdtu 47

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka konjugatii fluoresceinu a 6-methyl—tetrazinu
(1,0 mg; 1,8 umol; 1,0 ekviv.) v suchém DMSO (500 pL) a k vzniklému roztoku byl poté p¥idan
Cerstveé pripraveny roztok latky 45-TFA-2H,0 (2,5 mg; 2,7 umol; 1,0 ekviv.) ve vodném pufru
AcOH-NH; (100 mM; 500 uL; 50 pmol; 28 ekviv.). Smés byla michana pies noc pii laboratorni
teplot&. Surovy produkt byl &istén pomoci preparativni HPLC (CS8; gradientova eluce H,0O—-0,1%
TFA-MeCN). Frakee s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako hnéda
latka (=2 mg).

NMR (D;0): 'H & 1,46 (CH—CH,—CH, m, 1H); 1,62 (CHy, bm, 1H); 1,88-1,96 (cyklus, CH—
CH,—CH, bm, 2H); 1,98-2,16 (P—CH>—P, cyklus, bm, 3H); 2,25 (P—CH,—P, dd, 2H, *Jip =
17 Hz, *Jup = 15 Hz); 2,32 (CHs, s, 3H); 2,63—4,03 (cyklus, CH. N—CH,—P, P—CH,—C, bm,
33H); 6,66 (CH, m, 1H); 6,82-6,84 (CH, bm, 3H); 6,97 (CH, d, 2H, *Juu = 7 Hz); 7,12-7,23
(CH, bm, 3H); 7,29 (CH, d, 2H, *Jus = 9 Hz); 7,34 (CH, d, 1H, *Juy = 7 Hz); 8,03 (d, 2H, *Jiyyy =
8 Hz), *P{'H} & 14,8 (HO—P—OH, d, 1P, %Jpp = 8 Hz); 28,9 (P—CH,—N, m, 1P); 32,1 (P—
CH,—N, m, 1P); 36,2 (P—CH,—C, d, IP, *Jyp = 10 Hz).

MS: (-) 1323,8 [M-H'T". (+) 1369,7 [M-H +2Na']".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH;OH-H,0 7:3:3): R; = 0,3.

Ptiklad 54: Priprava konjugdtu 48
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Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 43-3H,0 (28,9 mg; 45,5 pmol; 1,0
ekviv.) ve smési vodného roztoku pufru H;PO~NaOH (1,0 M, pH = 8,1; 1,00 mL) a MeCN
(0,5 mL) a roztok byl vychlazen v ledové lazni na 5 °C. Nasledné byl do smési pomalu piikapan
roztok N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny 4—dibenzocyklooktynamidobutanové (36,2 mg;
90,0 umol; 2,0 ekviv.) v suchém DMSO (1,7 mL) a vznikla smés byla michana pies noc za
neptistupu svétla. Druhy den byla smés ¢isténa pomoci preparativni HPLC (C8; gradientni eluce
H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan
jako bila latka (24,6 mg; 63%; 1 krok; vztazeno na latku 43-3H,0).

NMR (D,0): *'P{'H} 512,2 (HO—P—OH, s, 1P); 19,4 (P—CH,—P, d, 1P, *Jpp = 10 Hz); 38,2
(P—CH,—P, d, 1P,, “Jpp = 10 Hz).

MS: (=) 867,6 [M-H'T". (+) 870,2 [M+H']"; 892,1 [M+Na']"; 907,7 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 2:1): Ry = 0,4.

EA (C41HssNgOoP3-2,5H,0, My = 913,9): C 53,6 (53,9); H 6,8 (6,6); N 8,9 (9,2).

Ptiklad 55: Priprava konjugatu 49

Latka 35-2H,0 (108 mg; 150 umol; 1,0 ekviv.) a N~hydroxysukcinimid (NHS; 69 mg; 600 umol;
4,0 ekviv.) byly rozpustény ve vodném acetatovém pufru HOAc/NaOAc (pH 5,5; 0,5 M; 3 mL).
Do tohoto roztoku byl pfidan roztok EDC-HCI (186 mg; 1,20 mmol; 8 ekviv.) ve stejném pufru
(1 mL). Karboxylové funkce byly aktivovany po dobu 30 min. pH tohoto roztoku bylo opatrné
zvyseno na 9 pridavanim vodného NaOH (0,05 M). Poté byl k tomuto roztoku pfidan roztok
hydrochloridu methyltetrazinaminu (78,4 mg; 330 umol; 2,2 ekviv.) v suchém DMSO (2,0 mL),
pH bylo upraveno na 8 pomoci vodného NaOH (0,05 M) a smés byla ponechana michat 3 hodiny
pii laboratorni teploté. Poté byla reakéni smés zakoncentrovana na objem 2 mL a nasledné
&ist&na pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H;0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s
produktem byla lyofilizovéana. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (121 mg; 75%; 1 krok;
vztazeno na latku 35-2H,0).

NMR (D,0): 'H § 1,82 (CHy—CH,—CH,, m, 2H); 1,88 (CH,—CH,—CH,, m, 2H); 99 (P—
CH—C, m, 4H); 2,13 (P—CH,—P, m, 4H); 2,34 (CH;, s, 6H); 2,40 (CH,—CO, t, 4H, Vim =
7 Hz); 2,72-3,22 (cyklus bm, 20H); 3,34 (N—CH2—P m, 4H); 4,31 (CH,—NH—CO, s, 4H);
7,11 (CH, d, 2H, *Jus = 8 Hz); 8,11 (CH, d, 2H, 3Jun = 8 Hz); PC{'H} 6 19,4 (CH;, s); 22,1
(CH,—CH;—CH,, s) 28,0 (P—CH>—C, d, Jep = 93 Hz); 29,3 (CH,—CO, s); 35,5 (P—CH,—
P, dd, 'Jop = 79 Hz, Jep = 75 Hz); 44,2 (CHQ_NH_CO s); 50,1 (cyklus, s); 54,2 (cyklus, s);
55,8 (cyklus, d, *Jep = 5 Hz); 56,2 (N—CH,—P, d, 'Jep = 102 Hz); 58,2 (cyklus, s); 59,0 (cyklus,
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d, 3); 122,6 (arom., s), 127,3 (arom s), 129,6 (arom., s); 138,2 (arom., s); 161,2 (arom., s);
164,2 (arom., s); 174,2 (CO, d, *Jep = 17 Hz); *'P{'H} §27,2 (CH,—P—CH,, bm, 2P); 36,1
(CHZ—P_CHZ, d 2P Jpp =8 HZ)

MS: (-) 1048,1 [M-H']". (+) 1050,3 [M+H']"; 1072,2 [M+Na']"; 1087,6 [M+K']".

TLC (SiO,, EtOH-konc. NH,OH 2:1): R; = 0,4.

EA (CyoHgsN14010Ps-1,5H,0, My = 1076,0): C 46,6 (46,9), H 6,2 (6,0); N 17,8 (18,2).

Ptiklad 56: Priprava médnatého komplexu ldtky 14

N, N

[ Cuzj? 0
NN p. P
PR Rgna s

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 14-4H,O (61,3 mg; 122 umol; 1,0
ekviv.) a Cu(OAc),-H,O (34,2 mg; 171 pmol; 1,4 ekviv.) ve vodném pyridinu (2 %; 3 mL) a
vznikla smés byla ponechana michat 10 minut. Poté byla smés odpafena do sucha a nasledné
n€kolikrat odpafena s H,O. Surovy komplex byl &istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H™—
forma; H,0). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl znovu
rozpustén v H,O (50 mL) a vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako
tmaveé modra latka (51,4 mg; 83%; 1 krok; vztazeno na latku 14-4H,0).

MS: (-) 488,0 [M=H']; 524,0 [M+CI]". (+) 449,0 [M+H]"; 512,0 [M+Na']".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH,OH~H,0 7:3:3): R; = 0,4.

EA (C5sH3N4OsP,Cu-H,O, Mg = 508,0): C 35,5 (35,7); H 6,8 (6,6); N 11,0 (11,1).

Priklad 57: Priprava médnatého komplexu ldatky 23

HOOC\/\\ P ///\ '/\'

[ ..... ]

K) \/l/ )~ \\/\COOH

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 23-3H,0 (98,7 mg; 134 pmol; 1,0
ekviv.) a Cu(OAc)2-H,0O (41,2 mg; 206 pumol; 1,5 ekviv.) ve vodném pyridinu (5%; 2 mL) a
vznikla smés byla ponechana michat 10 minut. Poté byla smés odpafena do sucha a nasledné
n€kolikrat odpafena s H,O. Surovy komplex byl ¢istén pomoci iontoméni¢e (DOWEX 50; H'—
forma; H,O). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl znovu
rozpustén v H,O (100 mL) a vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako
tmavé modra latka (83,4 mg; 77%; 1 krok; vztaZeno na latku 23-3H,0).

MS: (-) 743,2 [M-H'T".

TLC (SiO,, iPrOH-konc. NH;OH-H,0 7:3:3): R=0,2.

EA (C»H4sN401,P4Cu-0,5HCI-2,5H,0, My = 808,3): C 29,5 (29,6); H 4,8 (4,9); N 7,8 (7.8).

Ptiklad 58: Priprava médnatého komplexu latky 37

-45 -



10

15

20

25

30

35

40

CZ 307488 B6

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 37-4,5H,O (29,7 mg; 38,5 pmol; 1,0
ekviv.) ve vodném roztoku CuCl, (63 mM; 793 pL; 50,0 umol; 1,3 ekviv.). Nasledn€ bylo pH
vzniklého roztoku pomalu upraveno na 6 pomoci vodného roztoku NaOH. Surovy produkt byl
Cidtén pomoci preparativni HPLC (C8; gradientni eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s
produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt byl ziskan jako svétle modra latka (25,8 mg;
70%; 1 krok; vztazeno na latku 37-4,5H,0).

MS: () 749,1 [M=H'T"; 785,0 [M+CF] . (+) 751,1 [M+H']’; 774,1 [M+Na']’; 790,2 [M+K']".
TLC (Si0O,, iPrOH-konc. NH,OH-H,O 7:3:3): Ry=0,2.

EA (Cp;HyNsO,P,Cu-0,5TFA-3H,0, M = 953,5): C 30,2 (30,1); H 5,0 (5,0); N 7,3 (7,4).

Ptiklad 59: Priprava bismutitého komplexu ldtky 35

0-. o
HOOC\/\\p /\'{//\ q
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Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 35-2H,0 (34,4 mg; 47,8 umol; 1,0
ekviv.) ve vodném roztoku Bi(NO3), (50,5 mM; 947 pL; 47,8 umol; 1,0 ekviv.). Nasledné bylo
pH vzniklého roztoku bylo pomalu upraveno na 5 pomoci pevného urotropinu. Reak¢ni smés
byla poté zah¥ivana 2 hodiny pti 90 °C. Poté bylo ptidano dal3i mnozstvi pevného urotropinu na
zvySeni pH na 5. Reakéni smés byla zahfivana dalSich 6 hodin pii 90 °C. Po ochlazeni byla
reakéni smés odpafena do sucha. Surovy komplex byl ¢istén pomoci iontoménite (Amberlite
CG50; H'—forma; H,0). Frakce s produktem byly spojeny a odpafeny do sucha. Odparek byl
znovu rozpustén v H,O (50 mL) a vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan
jako bild latka (34,3 mg; 75%; | krok; vztazeno na latku 35-2H,0).

MS: (-) 887,2 [M-H'T". (+) 889,2 [M+H]".

TLC (Si0,, iPrOH—konc. NH,;OH-H,0 7:3:3): Re = 0,4.

EA (C5,Hi3N,O,P4Bi-2H,0, My = 955.5): C 28,6 (28.5); H 5,1 (4.9): N 6,1 (6.3).

Priklad 60: Priprava lutecitého komplexu ldtky 35

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 35-2H,O (44,1 mg; 61,4 umol; 1,0
ekviv.) ve vodném roztoku LuCl; (50,1 mM; 1.23 mL; 61,6 pmol; 1,0 ekviv.). Nasledn€ bylo pH
vzniklého roztoku pomalu upraveno na 7 pomoci vodného roztoku NaOH. Reak¢ni smés byla
poté zahiivana pies noc pii 80 °C. Druhy den byla reakéni smés odpafena do sucha a surovy
komplex byl &istén pomoci iontoméni¢e (Amberlite CG50; H'—forma; H,O). Frakce s produktem
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byly spojeny a odpateny do sucha. Odparek byl znovu rozpustén v H,O (50 mL) a vznikly roztok
byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka (37,1 mg; 64%; 1 krok; vztaZeno na
latku 35-2H,0).

MS: (-) 853,1 [M-H'T". (+) 855,1 [M+H']"; 893,1 [M+K]".

TLC (SiO,, EtOH—konc. NH,OH 1:1): R; = 0,6.

EA (C»H4N4O1P4Lu-5H,0, My = 944,5): C 28,0 (28,0); H 5,7 (5,9); N 5,9 (5,9).

Ptiklad 61: Priprava gadolinitého komplexu ldtky 43

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka latky 43-3H,0 (62,5 mg; 66,2 umol; 1,0
ekviv.) ve vodném roztoku GdCl; (49,8 mM; 1,33 mL; 66,2 pmol; 1,0 ekviv.). Nasledn& bylo pH
vzniklého roztoku pomalu upraveno na 6 pomoci vodného roztoku NaOH. Reakéni smés byla
poté zahtivana 2 hodiny pfi 80 °C, pH bylo znovu zvy$eno na 6 pomoci vodného roztoku NaOH
a pak byla smés zahfivana ptes noc pii 80 °C. Dalsi den byla reakéni smés odparena do sucha a
surovy komplex byl €istén pomoci iontoméni¢e (Amberlite CG50; H'—forma; eluce H,O a poté
10% AcOH ve smési H;O:EtOH 1:1). Frakce s produktem byly spojeny a odpateny do sucha.
Odparek byl znovu rozpustén v H,O (50 mL), odpafen dosucha ve vakuu, znovu rozpustén ve
vodé (50 mL) a vznikly roztok byl lyofilizovan. Vysledny produkt byl ziskan jako bila latka
(37,1 mg; 75%; 1 krok; vztazeno na latku 43-3H,0).

MS: (-) 853,1 [M-H'T. (+) 855,1 [M+H']"; 893,1 [M+K]".

vr . , . v s , 64
Ptiklad 62: Srovnéavaci experiment: Znacenti ldatek pomoci Cu

Do plastové mikronadobky Eppendorf (1,5 mL) byl pfidan vodny roztok znacené latky (1,0 mM;
1,0 uL) k vodnému roztoku pufru MES-NaOH (1,0 M; pH 6,2; 10,0 pL). Vznikly roztok byl
inkubovan pfi 25,0 °C a mirném tfepani (750 kmitii/min) po dobu 10 minut. Poté byl ke smési
pfidan Zerstvé pipraveny roztok [*Cu]CuCl, (9-10 MBg; 6,0 uL) ve vodné HC1 (10 mM).
Reakéni smés byla posléze inkubovana pii 25,0 °C a mirném téepani (750 kmiti/min) po dobu 10
minut. Po 10 minutach byla reakéni smés analyzovana pomoci TLC (SiO, 60 W Fas, S: vodny
roztok EDTA-NaOH, pH 5; Povolnd méd) = 0,8-0,9; R(komplex) = start). Priklady
radiochemickych vyt€zkii (urCeno pomoci RitaStar; Raytest) vybranych ltek véetné piikladi v
soucasn¢ dob¢ pouzivanych ligandi (kurziva) jsou uvedeny nize (pro kazdy ligand alespon ze
tfech riznych eluatd [*Cu]CuCly):

Latka Radiochemicky vytézek
1 71£10%
8 76+£14%
14 83+8%
19 83+9%
32 834+3%
34 62+12%
41 66+:8%
NOTA 18€11%
DOTA 9+71%
ch-TE24 2+1%
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Radiochemicky vytézek latek, které jsou piedmétem predkladaného vynélezu, byl
nékolikanasobny ve srovnani s b&zné dostupnymi komerénimi ligandy NOTA, DOTA a cb—
TE2A.

Piiklad 63: Znaceni ldtky 34 pomoci ' Lu

Vodny roztok beznosi¢ového radioizotopu [""Lu]LuCl; v 0,01 M HCI (50 pL, aktivita cca
12 MBq) byl pfidan k vodnému roztoku NH;OAc (0,2 mL pufru; pH 5,5; 1 M) ve vialce o
objemu 1 mL. Do tohoto roztoku byl pfidan roztok slouceniny 34 v ultracist¢ H,O (40 puL, ¢ =
50 uM) a vznikly roztok byl tfepan pii 90 °C po dobu 20 min. ITLC analyza (1 M vodny NH,OAc
a MeOH; 1:1 v/v) ukazala radiochemicky &isty znaCeny komplex (komplex ma Ry ~0,9; volné
""Lu ma Ry = start).

Priklad 64: Znaceni ldtky 37 pomoci *” Bi
K beznosi¢ovému radioizotopu 2BBi** ve formé roztoku v 0,15 M KI (1,4 mL) s nominalni
aktivitou cca 150 MBq (tj. cca 107 MBg/mL) byl pfidan vodny roztok NaOAc (pH 5,5; 1 M;
1,6 mL). Do roztoku stoudeniny 37 v ultracisté vodé¢ (10 pL, ¢ = 100 pM) byl pfidan roztok
obsahujici [*’Bi]Bi’* (90 puL, cca 10 MBq) a roztok byl inkubovan pti 70 °C po dobu 10 min.
Papirova LC (0,1 M vodny Na—citrat) ukazala kvantitativni vznik komplexu (R komplexu <0,5,
*PBi-citrat se pohybuje s éelem rozpoustédla).

Ptiklad 65: Priprava ciliciho konjugatu ldtky 39 a protildatky Rituximab

Voda pro roztoky pouZité v reakci a pfi ¢isténi v tomto piikladu je deionizovana voda zbavena
moznych kovovych necistot prolitim aktivovanou chelataéni pryskyfici Chelex 100, dale bylo
pouzivano sterilni nadobi a pouZzité komeréni chemikalie mély nejvy$si dostupnou Cistotu
ohledn¢ obsahu iontii kovi.

Vodny roztok (4 mL) protilatky Rituximab (0,14 pmol) o koncentraci 5,0 mg/mL byl
zkoncentrovan ultrafiltraci v nadobce Vivaspin 6 s MWCO 30 kDa na 1 mL (vysledna
koncentrace 20 mg/mL). Zkoncentrovany roztok protilatky byl inkubovan s roztokem latky
39-3,5H,0 (1,1 mg; 1,4 pmol, molarni pomér protilatka:ligand 1:10) v bezvodém DMSO (200 pl;
rozpusténo pomoci ultrazvuku, sterilizace byla provedena filtraci pies stiikatkovy mikrofiltr;
Millipore; 0,22 pm). Ihned po piipravé reakéni smési bylo pH roztoku upraveno opatrnym
pfidavanim roztoku 0,1 M vodného NaOH tak, aby bylo 8,2 az 8,6. Reakéni smés byla tfepana
(Vortex, 450 ot/min.) po dobu 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po 1 hodiné od zacatku reakce
bylo pH znovu upraveno na 8,2 az 8,6 (0,1 M vodny NaOH). Konjugace byla ukoncena
pridavkem vodného pufru TRIS-HCI (1,0 M; pH 8,8; 50 pL). Roztok konjugatd byl dale
precistén od zbytki nezreagovaného ligandi a jinych nizkomolekularnich necistot trojnasobnou
ultrafiltraci ve Vivaspinu 6. Ultrafiltrace byla provedena nasledujicim zplsobem. Smés byla
prevedena do promyté sterilizované zkumavky Vivaspin 6 a objem roztoku byl poté doplnén
0,1 M pufrem PBS (pH 8,5) na 6 mL. Horni dil Vivaspinu byl nasledné¢ 5 minut inkubovan na
Vortexu pfi 1000 kmitech/min. Roztok byl dale centrifugovan 45 min pfi 4000 ot/min. az objem
v horni &asti Vivaspinu byl mensi nez 0,3 mL. Roztok protilatky (vrchni ¢ast) byla doplnén
0,05 M vodnym NH,OAc (pH 7,0) na objem 6 mL a byl opakovan krok tfepani a centrifugace
(provedeno 2x). Po tieti centrifugaci byl roztok obsahujici konjugat doplnén H,O na koneCny
objem 3 mL. Cistota konjugatii byla kontrolovana spektrofotometricky pfi vinové délce 280 nm a
rovnéz pomoci analyzy HPLC (UV detekce; 280 nm); test degradace nebo vyraznéjSich ztrat
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protilatky. PreCistény konjugat musi byt uchovavan v lednici pii 4 az 8 °C. Primérny podet
ligandii na molekulu protilatky byl pomoci MS—-MALDI/TOF uréen na 3.

Ptiklad 66: Znaceni ciliciho konjugdti ldtky 39 a protilatky Rituximab pomoci 64—Cu

Roztok konjugatl z piikladu 65 (0,5 mL) byl pfeveden do plastové mikronadobky Eppendorf o
objemu 1,5 mL a poptipadé doplnén 0,5 M NH,;OAc (pH 6,0) tak, aby vysledny objem roztoku
(v€etné radionuklidu) ¢inil 1 mL. Vznikly roztok byl inkubovan pii teploté 25,0 °C a mirném
tiepani (450 kmiti/min) po dobu 15 min. Ke smési byl poté pfidan radioaktivni beznosicovy
[#Cu]CuCl, v 0,01 M vodné HCI (0,12 mL; 200 MBq [*Cu]CuCl,). Nasledné bylo
zkontrolovano pH, jehoZ hodnota byla 6,0. Reakéni smés byla posléze inkubovana pii teploté
40 °C a mirném tiepani (450 kmitd/min) po dobu 20 min. Po ukondeni inkubace je p¥ipravek
sterilizovan filtraci ptes stfikackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 pum). ITLC analyza (1 M vodny
NH40AC a MeOH; 1:1 v/v) po pridani vodného roztoku DTPA (komplexace volné 64—Cu) ke
vzorku sterilniho pfipravku ukazala radiochemicky &isty znaceny konjugat (R; = start) a zadnou
volnou 64-Cu (Cu-DTPA, R;~0,9).

Piiklad 67: Syntéza ciliciho konjugatii ldatky 39 a dendrimeru PAMAM druhé generace

Komer¢ni forma dendrimeru G2-PAMAM (16 volnych aminoskupin; 20% roztok v MeOH; 0,15
mL; 10 pumol) byla rozpusténa v H,O (5 mL) a v tomto roztoku byl rozpusténa latka 39 (127 mg;
160 umol), ekvivalentni mnozstvi na aminoskupiny dendrimeru). pH roztoku bylo opatrné
upraveno na 9 pomoci vodného roztoku KOH a vznikly roztok byl michan pii teploté 40 °C po
dobu 12 hodin. Poté byla opét pfidana latka 39 (63 mg; 0,5 molarniho ekvivalentu na podet
aminoskupin dendrimeru), pH bylo pét upraveno 9 pomoci vodného roztoku KOH a roztok byl
michan pfi 40 °C po dobu 12 hodin. Poté byl roztok ochlazen, pH bylo snizeno na 7 pomoci
zfedéné vodné HCl a roztok byl prefiltrovan pres strikackovy mikrofiltr (Millipore; 0,22 um) do
ultrafiltracni cely. Ultrafiltrace (tlak 3 atm) byla provedena ttikrat z objemu 50 mL na 10 mL s
membranou 3kDa a poté probihala kontinualni ultrafiltrace (4 atm), dokud nebylo ziskano
800 mL eluatu. Zbyvajici roztok nad membranou byl lyofilizovan za vzniku bilé pevné latky
(167 mg, pfi obsahu u¢inné latky 72% je vytézek cca 83 % na vychozi dendrimer). Pocet ligandii
na dendrimer ("H NMR spektrum) byl 15,5.

NMR (D,0): 'H & 1,88-3,72 (CH,, bm, 39,44H); 7,11-7,33 (CH, bm, 4,00H); *'P{'H} & 19,0
(HO—P—OH, bm, 1P); 23,8 (P—CH,—P, bm, 1P); 28,2 (P—CH,—P, bm); 35,8 (P—CH,—P,
bm, 1P).

EA (M, Cistého konjugati dendrimeru 14482): 31.4% C, 8.0% H, 9.6%N, 2.5% S; tj. obsah
konjugati dendrimeru 72%.

Priklad 68: Znaceni ciliciho konjugatii ldtky 39 a dendrimeru PAMAM druhé generace pomoci
64-Cu

Konjugat z pfikladu 67 (5 mg, cca 0,25 pumol, cca 3,9 umol makrocyklu) byl rozpustén v
ultragisté vode (50 pL) v plastové mikronadobce Eppendorf (0,5 mL) a déle byl ptidan vodny
pufr 0,5 M HOAc/NaOAc (pH 5.8; 0,2 mL). Ke smési byl pridan beznosidovy [**Cu]CuCl, v
0,01 M vodné HCI (120 pL, 180-200 MBq [*'Cu]CuCl,). Nésledn& bylo zkontrolovano pH
roztoku, jehoz hodnota byla 5,8. Reakéni smés byla posléze inkubovana pii 50,0 °C a mirném
tiepani (450 kmitd/min) po dobu 20 minut. Byl ziskdn roztok obsahujici znafeny dendrimer.
Produkt byl analyzovan tenkovrstvou chromatografii (Instant Thin-Layer Chromatography,
ITLC) na destickach s impregnovanymi sklenénymi vlakny jako stacionarni fizi a s 10 mM
EDTA v 0,1 M vodném NH,OAc (pH 5,5) jako mobilni fazi s R; 0 a7 0,1 a radioaktivita byla
zjisténa pouze ve skvrné dendrimeru.
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Priklad 69: Priprava cilictho konjugdtii s kyselinou listovou na bdzi konjugatit 48
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Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka konjugati 48-2,5H,0 (11 mg; 12 umol;
1,0 ekviv.) ve vodném pufru NH,OAc (500 mM; pH 5,0; 0,5 mL). Ke vzniklému roztoku byl
pfidan Zerstvé pipraveny roztok 6—(1-azido—3,6—dioxaoktan—8-amidu) kyseliny listové (8,6 mg;
14,4 pmol; 1,2 ekviv.) v H,O (0,3 mL). Smés byla michana 4 hodiny pii laboratorni teploté.
Surovy produkt byl ¢istén pomoci preparativni HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA—
MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana. Vysledny produkt izolovany jako smés
regioisomertl byl ziskan jako bila latka (11,4 mg).

MS: (+) 1467,6 [M+H']", 1489,2 [M+Na']".

Priklad 70: Priprava ciliciho konjugadtu s biotinem na bazi konjugatu 49

Ve sklenéné vialce (4 mL) byla rozpusténa navazka konjugatd 49-1,5H,0 (11,8 mg; 11 pmol;
1,0 ekviv.) ve vodé (0,5 mL). Ke vzniklému roztoku byl ptidan Cerstvé pfipraveny roztok
komeréniho derivatu biotinu TCO-PEG3-biotin (7,5 mg; 13,2 umol; 1,2 ekviv.) v HO (0,4 mL).
Smés byla michana 30 min pfi laboratorni teploté. Surovy produkt byl €istén pomoci preparativni
HPLC (C8; gradientova eluce H,0-0,1% TFA-MeCN). Frakce s produktem byla lyofilizovana.
Vysledny produkt izolovany jako smés regioisomerii byl ziskan jako bila latka (15,2 mg).

MS: (+) 1590,5 [M+H']", 1612,8 [M+Na']".
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PATENTOVE NAROKY

5 1. SlouCeniny na béazi cyklamu a/nebo konjugity sloudenin na bazi cyklamu a/nebo
koordina¢ni slou¢eniny slou¢enin na bazi cyklamu a/nebo cilici konjugét, pri¢emz sloueniny na
bazi cyklamu jsou obecného vzorce I

R R®
2 1
ey
~) N,//'
0 0]
l Rsﬂ
3/N N F\’ \
R % ot
4
R 6
R9 R10 R
@

kde
R, R% R', R%, R’ jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici
H, OH, (C1 az C6)alkyl, ktery miize byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az C6)cykloalkyl, benzyl,
fenyl, (C5-C6) heterocyklus, obsahujici alespoii jeden heteroatom N, S, O,
15 a/nebo R' a/nebo R? a/nebo R je bisfosforova kyselina obecného vzorce II

0 0]
|
NI b
Rl s
(In)

a/nebo dohromady R' a R® tvoii (C2 az C3)alkylen, ktery mize byt substituovany jednim nebo
20 vice linearnimi nebo rozvétvenymi (C1 az Cé6)alkyly,
piicemz (C1 az Cé)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl, fenyl, benzyl a (C5 az C6)heterocyklus,
obsahujici alespoii jeden heteroatom N, S, O, mohou byt nezavisle substituovany jednou
nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NHy; NO,, NX,; C(O)NX,; NHX; C(O)NHX;
OH; SH; —NCS; tetrazin obecného vzorce 111
25
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(C7 az C8)cykloalkenyl v trans konfiguraci, ktery miize byt popfipadé dale substituovan
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH;
norbornenyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; —Nj; (C2 az Cé6)alkynyl, poptipadé substituovany
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,,-NCS, -NCO, N; a SH;
cyklooktynyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; cykloazaoktynyl, poptipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; maleinimid;
fenyl; benzyl a —P(O)(OH)Z;
a kde R a R* jsou nezavisle H, (C1 az C6)alkyl, ktery miZze byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az
Cé6)cykloalkyl, benzyl;
akde R’ a R™ jsou nezavisle H, (C1 az C6)alkyl, ktery miize byt linearni nebo rozvétveny, (C3 az
Cé6)cykloalkyl, benzyl, pfi¢emz (C1 az Cé6)alkyl, (C3 az Cé6)cykloalkyl a benzyl mohou byt
nezavisle substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NH,; NO,, NXy;
C(O)NX,; NHX; C(O)NHX; OH; SH; -NCS; tetrazin obecného vzorce III (C7 az
C8)cykloalkenyl v trans konfiguraci, ktery mize byt popfipadé dale substituovan jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; norbornenyl, popiipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a
SH; —Nj; (C2 az C6)alkynyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH,, NO,,—NCS, -NCO, N; a SH; cyklooktynyl, poptipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; cykloazaoktynyl,
poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NHj, NO,, -NCS, —
NCO, N3 a SH; maleinimid; fenyl; benzyl a -P(O)(OH)Z;
akde R®a R* je H;
a kde R”, R, R’ a R'® jsou nezavisle vybrané ze skupiny zahrnujici H, (C1 az C6)alkyl, (C3 az
C6)cykloalkyl, benzyl, NO, a/nebo dohromady R’ a R® obsahuji (C2 az C3)alkylen nebo vinylen
a/nebo dohromady R’ a R'® obsahuji (C2 az C3)alkylen nebo vinylen,
pri¢emz (C1 az Cé6)alkyl, (C3 az Cé6)cykloalkyl, benzyl, (C2 az C3)alkylen a vinylen
mohou byt nezdvisle substituovany skupinou nebo skupinami vybranymi z COOH; NH,;
NO;; NX,; C(O)NX,; SH; tetrazin obecného vzorce III (C7 az C8)cykloalkenyl v trans
konfiguraci, popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, —-NCO, N; a SH; norbornenyl, popfipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; —Nj; (C2 az
Cé6)alkynyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, -NCS, -NCO, N; a SH; cyklooktynyl, popfipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; cykloazaoktynyl,
popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH;, NO,, -
NCS, -NCO, N3 a SH; maleinimid; fenyl; benzyl a -P(O)(OH)Z,
kde Y je H, (C! az Cé6)alkyl, -CH,COOH, (C5 az Cé6)heterocyklus, obsahujici alespoii jeden
heteroatom N, S, O, nebo heteroaryl, obsahujici alespofi jeden heteroatom N, S, O, s vyhodou je
Y atom vodiku, methyl nebo pyridyl; Z je H; OH; (C1 az C6)alkyl, ktery miZze byt linearni nebo
rozvétveny; (C1 az C6)hydroxyalkyl; (C1 az C6)alkoxyl; fenyl nebo benzyl, pticemz fenyl nebo
benzyl mohou byt popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, N5 a SH, s vyhodou je substituent v para poloze; a X je nezavisle H; (C1 az C6)alkyl,
ktery miize byt linearni nebo rozvétveny; (C3 az C6)cykloalkyl; fenyl a/nebo benzyl;
piicemz (C1 az C6)alkyl, (C3 az C6)cykloalkyl, fenyl a/nebo benzyl mohou byt nezavisle
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH; NH;; NO,, NX;;
C(O)NX,; NHX; C(O)NHX; SH; tetrazin obecného vzorce III; (C7 az C8)cykloalkenyl v
trans konfiguraci, popiipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH,, NO,, —-NCS, -NCO, N3 a SH; norborneny!l, popfipadé substituovany jednou
IwbovkeshmhmnﬁvﬂmemizCOOH,NHbPKb,4NCS,4%CO,N3aSH;4N5(C2aZ
Cé6)alkynyl, popripadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
NH,, NO,, —-NCS, -NCO, N; a SH; cyklooktynyl, popfipadé substituovany jednou nebo
vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, -NCS, -NCO, N3 a SH; cykloazaoktynyl,
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popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, —

NCS, -NCO, N; a SH; maleinimid; fenyl; benzyl a —P(O)(OH)Z;
piicemz alespoii jedna ze skupin R, R% R', R’, R, R*, R®, R’, R R®, R%, R’, R%, R’ a R"
obsahuje alespoti jednu ze skupin —-COOH; NHy; NO,, NX,, NHX; C(O)NHX; N3; SH; -NCS;
tetrazin obecného vzorce III (C7 az C8)cykloalkenyl v trans konfiguraci, popiipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, —-NCS, —NCO,
NHX, C(O)NHX, N3 a SH; norbornenyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice skupinami
vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX; C(O)NHX; N3 a SH; —N;, (C2 az
Cé6)alkynyl; cyklooktynyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z
COOH, NH;, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX, C(O)NHX, N; a SH; cykloazaoktynyl, popiipadé
substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO,
NHX, C(O)NHX, N; a SH; maleinimid; fenyl, popfipadé substituovany jednou nebo vice
skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX;, -NCS, -NCO, NHX, C(O)NHX, N; a SH;
benzyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,,
NXj, -NCS, -NCO, NHX, C(O)NHX, N3 a SH; (C1 az C6) alkyl, poptipadé substituovany
jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX,, -NCS, -NCO, NHX,
C(O)NHX, N; a SH; a —P(O)(OH)Z;

a pficemz konjugaty slouCeniny na bazi cyklamu jsou konjugaty slougeniny na bazi cyklamu
obecného vzorce I a alespoti jedné konjuga¢ni skupiny, ktera je ke sloudeniné na bazi cyklamu
kovalentn€ vazina a ktera je vybrana ze skupiny obsahujici OH, -COOH; NH,, NX,, NHX;
C(O)NHX; tetrazin obecného vzorce III; norbornenyl, poptipadé substituovany jednou nebo vice
skupinami vybranymi z COOH, NH,, NO,, NX;, —-NCS, -NCO, NHX; C(O)NHX; N; a SH;
cykloazaoktynyl. poptipadé substituovany jednou nebo vice skupinami vybranymi z COOH,
-NCS, -NCO, C(O)NHX, (C1 az C6)alkyl, (C6)aryl; maleinimid; a —P(O)(OH)Z; piicemz
konjugat mize mezi slouceninou na bazi cyklamu a konjugaéni skupinou a/nebo mezi dvéma
konjugacnimi skupinami déle obsahovat spacer, vybrany ze skupiny obsahujici (C1 az C6)n—
alkyl, popfipadé substituovany C=O a/nebo —-NH- skupinou; fenylen; fetézce aminokyselin o
délce 1 az 5 aminokyselin; polyethylenglykoly o 1 az 10 monomernich jednotkéch;

a pfi¢emz koordina¢ni slou¢eniny jsou koordina¢ni sloudeniny slouéenin na bazi cyklamu
obecného vzorce I nebo konjugiti sloudeniny na bazi cyklamu obecného vzorce I s kationty
kovi vybranych ze skupiny sestavajici z Cu’’, Bi*’, kationty lanthanoidg, Sc*, Y**, Pb%, Zr*",
Ac™, Mn** a Mn*, s vyhodou kationty lanthanoidt, Y** a Cu®", vyhodngji Lu®, Y*" a Cu*";

a pficemz cilici konjugat obsahuje slouceninu na bazi cyklamu obecného vzorce I a/nebo
konjugdt slouCeniny na bazi cyklamu obecného vzorce I a/nebo koordinaéni slouceninu
definovanou vyse; a cilici vektor, vybrany ze skupiny zahrnujici bis(fosfonaty), fluorescein,
oligopeptidy o 1 az 15 aminokyselinach, protilatky, s vyhodou rituximab, kyselinu listovou,
biotin, cyklodextriny, PAMAM dendrimery, hydrofilni polyakrylaty a polyakrylamidy.

2. Slouceniny na bazi cyklamu podle naroku 1, kde R' a R’ dohromady tvofi (C2 az
C3)alkylen, ktery mize byt substituovany (Cl az C6)alkylem, ktery miize byt linearni nebo
rozvétveny.

3. SlouCeniny na bazi cyklamu podle naroku 1, kde R, R R', R%, R®, R*, R* R’, R* R®a R®
Jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici H; (C1 az C6)alkyl, ktery maze byt linearni nebo
rozvétveny; (C3 az Cé)cykloalkyl; benzyl; fenyl; (C5-Cé6)heterocyklus, obsahujici alespofi jeden
heteroatom N, S, O;

a/nebo R' a/nebo R a/nebo R Je bisfosforova kyselina obecného vzorce I1, s vyhodou je alespoti
jedna ze skupin R', R* a R bisfosforova kyselina obecného vzorce II, nejvyhodnégji je R
bisfosforova kyselina obecného vzorce II.

4. Slouceniny na bazi cyklamu podle naroku 1, kde R? je vybran ze skupiny zahrnujici H; (C1
az Cé)alkyl, ktery mize byt linearni nebo rozvétveny; (C3 az C6)cykloalkyl; benzyl; fenyl; (C5
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az C6)heterocyklus, obsahujici alespoti jeden heteroatom N, S, O; a bisfosforovou kyselinu
obecného vzorce 11

5. Slouceniny na bazi cyklamu podle naroku 1, kde jsou vybrané ze skupiny zahrnujici latky
obecného vzorce 1, jejichZ substituenty jsou zastoupeny v nasledujicich kombinacich:

Cisio R R R? R? R} R? RE] R” ] R® [ R7 [ R®
stouceniny
1 H H H H CH; H H| H H H H
2 H CH; CHs CH; CH; H H| H H H H
3 H CH; CHs H H H ' H H H H H
4 H CH3 CH; CH; H H H H H H H
§ OH benzyl benzyl H H H H H H H H
7 OH H benzyl benzyl H H H| H H H H
8 p-nitrobenzyl H H H H H H H H H H
9 p-aminobenzyl H H H H H H H H H H
10 p-SCN-benzyl H H H H H H H H H H
it p-azidobenzyl H H H H H H H H H H
12 -CH2N(Bz): H H H H H H| H H H H
13 -CHNH: H H H H H H H H H H
14 -(CH2).COOH H H H H H H| H H H H
15 H H H H H | «(CH)s«COOH | H H H H H
16 H H H H H H H | CH; | NO» | NO» | CH;
22 H CHs CH kyselinavzorce H .kde | H H H H H H H
R®=R,R¥azR*=H
23 -(CH1)2CO0H CHs CH;s kyselina vzorce H ,kde | H H H H H H H
R*=R,R™ a3 R®=H
24 OH benzyl benzyl -CH2P(O}OH): H H H H H H H
25 OH H H -CH2P(O)OH)2 H H H| H H H H
26 OoH <CHaP(OXOH)2 | benzyl benzyl H H H H H H H
27 OH ~CHP(O)OH)2 H H H H H| H H H H
28 H ~(CHa)z- H H H H H H H H
29 OH “«(CHa)2- H H H H H H H H
30 H -(CHa)2- H CH; H H H H H H
31 p-nitrobenzyl ~(CH2)2- H H H H H H H H
32 H -(CH,):- kyselina vzorce 11, kde H H H H H H H
R!=R, R¥azR®=H
33 -CH-OH -(CHy),- kyselina vzorce 1  kde H H H H H H H
R*=R,R®azR%=H
34 OH ~(CH2)2- kyselinavzorce It ,kde | H H H H H H H
R*=R,R*azR%*=H
35 ~{CH2):CO0H ~{CHa)2- kyselinavzorce H kde | H H H H H H H
R:=R,R¥azR®=H
36 H -(CH>)»- kyselina vzorce II _ kde H H H H H H H
R*=0H.R#azR%=H
37 pruitrobenzyl -(CH2z)2- kyselinavzorce 11 ,kde | H H H H H H H
R*=0OH,R®azR%=H
38 p-aminobenzyl ~(CHa)o- kyselina vzorce 11, kde H H H H H H H
R*=OH.R*™az R*=H
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39 p-SCN-benzyl -(CHz)- kyselinavzorce Il ,kde | H H H " H H H
R*=OH,R%azR®=H

40 p-azidobenzyl -(CHa):- kyselina vzorce II | kde H H H H H H H
R*=OH,R*azR®"=H

41 p-nitrobenzyl -(CHa)z- -CH:P(O)YOH)(CH:0H) | H H H| H H H H

42 p-nitrobenzyl ~(CHz)z- -CH:P(O)(OH): H H H! H H H H

43 p-aminobenzyl ~(CHa)o- -CHP(OXOH) H H H{ H H H H

6. Zpusob pfipravy sloucenin na bazi cyklamu obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narok
1 az 5, vyzna€eny tim, ze se meziprodukt obecného vzorce IV,

O

O
$
R”// \\RM
HO R12 R13OH

(IV)

kdeR", R'2 RPa R" jsou v nasledujicich kombinacich:

Meziprodukt | R'' | R"? R | RM™

A H |H H |OH

B H |H H | p-nitrobenzyl

C H |H H | -CH:N(benzyl)
D H |H H | -(CH2)COOH
E H | -(CH2)sCOCH H |H

F OH | ~(CH2);NH(4-dibenzylcyklooktynamidobutoxyl) | OH | OH

nebo slouCenina, vybrana ze skupiny obsahujici methylen—bis(fosfinovou kyselinu), kyselinu
fosforitou, kyselinu hydroxymethylfosfinovou, podrobi reakci s derivatem cyklamu a aldehydem
ve vodném roztoku kyseliny o koncentraci v rozmezi od 10 do 40 % (hmotn.), s vyhodou v
rozmezi od 18 do 36 % (hmotn.), pfi teploté v rozmezi od 40 do 80 °C po dobu alespoii 12 hodin;
pfi¢emz derivatem cyklamu je 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan a jeho derivaty a 1,4,8,11—
tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan a jeho derivaty, s vyhodou je derivat cyklamu vybrany ze
skupiny zahrnujici 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 1,4,8,11—tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan,
1,4,8—trimethyl-1,4,8,1 | —tetraazacyklotetradekan, 1,8—dimethyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekan, 1,8—dibenzyl-1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan, 1,4—dibenzyl-1,4,8,11—
tetraazacyklotetradekan, 6,13—dimethyl-6,13—dinitro—1,4,8,11—tetraazacyklotetradekan; aldehyd
Je vybrany ze skupiny obsahujici acetaldehyd, formaldehyd a para—formaldehyd, a kyselinou je s
vyhodou HCI a/nebo CF;COOH; a pti¢emz reakei mize predchazet krok pipravy meziproduktu.

7. Zpusob piipravy slouenin na bazi cyklamu podle naroku 6, vyznadeny tim, e se vysledny
produkt déle podrobi redukci.

8. Zpusob pfipravy slouenin na bazi cyklamu podle naroku 6, vyzna&eny tim, e se vysledny
produkt dale podrobi oxidaci.

9. Zpusob pripravy slou¢enin na bazi cyklamu podle naroku 6, vyznageny tim, Ze se vysledny
produkt déle podrobi reakci s aldehydem, a popiipadé meziproduktem obecného vzorce IV nebo
slouceninou, vybranou ze skupiny obsahujici methylen—bis(fosfinovou kyselinu), kyselinu
fosforitou, kyselinu hydroxymethylfosfinovou, ve vodném roztoku kyseliny.
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10. Zpusob ptipravy sloudenin na bazi cyklamu podle naroku 7, vyznaeny tim, Ze po kroku
redukce nasleduje krok, kdy se produkt redukce podrobi reakci s CSCl, nebo COCl,.

11. Zpisob piipravy sloucenin na bazi cyklamu podle naroku 10, vyznaceny tim, Ze po kroku
redukce nasleduje krok, kdy se vysledny produkt redukce podrobi reakci s NaNs.

12. Sloucenina obecného vzorce IV pro piipravu sloucenin na bazi cyklamu podle kteréhokoliv
z naroku 1 az 5,

kde R", R", R"”a R" jsou v nasledujicich kombinacich:

Meziprodukt | R'' | R% R | RM

H |H H | p-nitrobenzyl
C H |H H | -CH:N(benzyl):
D H |H H | -(CH2):COOH
E H | -(CH»)+COOH | H |H
F OH | -(CH2)3sNH(4-dibenzylcyklooktynamidobutoxyl) | OH | OH

13. Farmaceuticky pfipravek, vyznadeny tim, Zze obsahuje alespon jednu slouceninu na bazi
cyklamu podle kteréhokoliv z naroka 1 az 5, a farmaceuticky ptijatelny nosic.

14. Sloudenina na bazi cyklamu podle kteréhokoliv z narokd 1 az 5 a/nebo farmaceuticky
piipravek podle naroku 13 pro pouziti jako IéCivo, s vyhodou pii 1é¢b& nadorovych onemocnéni,
zanétl a/nebo aterosklerdzy.

15. Slou¢enina na bazi cyklamu podle kteréhokoliv z narokii 1 az 5 a/nebo farmaceuticky
piipravek podle naroku 13 pro pouziti jako kontrastni latky v Iékai'ské diagnostice, s vyhodou pfi
diagnostice nadorovych onemocnéni, zanétl a/nebo aterosklerdzy.

16. Pouziti sloudenin na bazi cyklamu podle kteréhokoliv z narokd 1 az 5 a/nebo
farmaceutického ptipravku podle naroku 13 v radiochemii pro ptipravu znacek nebo prekurzort
znacek pfi znaCeni pomoci radioizotopli médi, lutecia, bismutu a yttria.

17. Pouziti slou¢enin na bazi cyklamu podle kteréhokoliv z naroki 1 az 5 pro pipravu ptipravku
ke komplexaci a/nebo &isténi radioizotopis médi.

Konec dokumentu
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