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Abstrakt

Cilem této prace bylo syntetizovat tfi ligandy odvozené od makrocyklu TACN,
které byly v nasi laboratorni skupin€ jiz diive zkoumany, a néasledné pfipravit fadu
gallitych a hlinitych komplexii s témito ligandy pro studium jejich koordinacnich
vlastnosti. Komplexy byly charakterizovany pomoci NMR, HPLC-MS a EA.
U komplext, které se podartilo pfipravit byla namétena data vypovidajici o schopnosti
vazat fluoridové anionty (tj. tvorby ternarnich makrocyklickych komplexti) pomoci
fluoridové iontové-selektivni elektrody. U komplexu [Ga(L1)] s procentualné nejvice
navazanymi fluoridovymi anionty (~95 %) byly rovnéz studovéany disociacni rovnovahy

pti pH = 8-10.

Kli¢ova slova

makrocyklické komplexy, fluoridové anionty, tvrdé ionty kovi, stabilita komplexi,
kinetika komplexace



Abstract

The aim of this thesis was to synthesize three ligands derived from mackrocycle
TACN, which were previously investigated in our laboratory group, and subsequently
prepare gallium and aluminum complexes with these ligands for the study of coordination
properties. The complexes were characterized by NMR, HPLC-MS and EA. For the
complexes that were prepared, data on the ability to bind fluoride anions (i.e. the
formation of ternary macrocyclic complexes) were measured using fluoride ion-selective
electrode. Dissociation equilibria at pH = 8-10 were also studied for the complex

[Ga(LL1)] that had the highest percentage of bound fluorine anions (~ 95%).
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macrocyclic complexes, fluoride anions, hard metal ions, complex stability, complexation
kinetics
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1 Uvod

Latky obsahujici ve své struktufe radioizotop '*F se v radiodiagnostice, konkrétné
syntetizovano a studovano celé spektrum latek obsahujici vazbu atomu fluoru na fadu
nekovovych atomi napf. boru v BODIPY ¢&i uhliku ve "*F-FDG.["? Tyto latky poskytuji
s '8F pomé&rmé pevné vazby a proto mohou byt vyuzivany in vivo. Syntéza téchto latek je
vSak mnohdy naroc¢na a v téle je jejich kumulace pomérné malo selektivni. V dnesni dob¢
se proto studuji nové struktury latek, aby bylo mozné radiodiagnostické metody dale

rozvijet a plnohodnotné vyuzivat pro studium tkani v lidském téle.

1.1  Pozitronova emisni tomografie

Mezi nejvice vyuzivané radiodiagnostické metody soucasné doby fadime
pozitronovou emisni tomografii poskytujici zobrazeni fyziologickych déji v tkanich
zivého organismu. Pro lepsi Citelnost vysledki a ziskani uplného anatomického obrazu
se vyuziva metoda spole¢né s pocitacovou tomografii (CT) ¢i magnetickou rezonanci

(MRI).B4

Samotna metoda PET je zaloZena na aplikaci vhodného radiofarmaka obsahujiciho
patfiény B* zaii¢ do téla pacienta, a to nejastéji intravenézné.l’! Radiofarmakum je
dopraveno na dané misto v organismu (specifikované strukturou a vlastnostmi samotného
radiofarmaka), kde nasledné dochazi k B* rozpadu, pii kterém se emituje pozitron. Ten se
v kratkém cCase srazi s elektronem z okoli a dochézi tak k anihilaci a uvolnéni dvou
od sebe leticich y-fotonli oenergii 511 keV. Tyto pary fotonl jsou detekovany

scintila¢nimi detektory, které jsou umistény po obvodu studovaného objektu.

Vyslednym obrazem je distribuce radiofarmaka v dané ¢asti lidského organismu.
Na nésledujicim Obrazku 1 je zndzornén snimek mozku ziskany pomoci CT, MRI (leva
cast) a PET (prava ¢ast). Snimky uprostied jsou ziskany kombinaci technik PET/CT a
PET/MRIL! Z obrazku je patrné, Ze kombinaci metod je moZné ziskat samotny obraz
tkan€ mozku prekryvajici se spolené s misty, kde se radiofarmakum kumulovalo nejvice,
coZ je umoznéno prave diky navazanému PET zéfi¢i v radiofarmaku. Tyto metody ndm
tak ve vysledku umoznuji diagnostikovat abnormality (nejcastéji nadory) v Zivém

organismu.
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PET/MRI

Obrazek 1. Porovnani metod PET/CT a PET/MRI. V levé ¢asti jsou zobrazené
vysledky CT a MRI, napravo vysledky PET a uprostied je piekryv vysledka téchto

metod.[®]

Pro PET se vyuzivaji rizné typy B'-zafi¢h. Vyuzivaji se radioizotopy jak kovové,
tak nekovové a prehled nékterych z nich znazoriiuje Tabulka 1. Jednotlivé radionuklidy
se lisi polocasem rozpadu, energii emitovan¢ho pozitronu a dal$imi aspekty, jako jsou
naroky na jejich pfipravu. Z tabulky lze vy¢ist tyto zna¢né rozdily, které mohou byt
specifickou vyhodou pro uréité typy méfeni. Konkrétng radioizotop '8F emituje svym
rozpadem pozitron o nejnizsi energii ze vSech uvedenych nuklidl a tim urazi nejkratsi
vzdalenost nez dojde k samotné anihilaci. '8F proto poskytuje lepsi rozliSeni snimkd,
nez v ptipadé nuklidd emitujici pozitron svys§i energii. Nejvice vyuzivané
radiofarmakum zna¢ené pomoci radioizotopu '°F je Fluorodeoxyglukosa (FDG), ktera
umoziuje zobrazit tkdné spotiebovavajici velké mnoZstvi glukosy, jako je srdce ¢i mozek

a zaroveii se po vySetieni snadno metabolizuje jako analog glukosy.[*!



Tabulka 1. Priklady B* zafi¢a studovanych pro PET!10-11:12]

Nuklid Polocas rozpadu [min] Energie pozitronu [MeV]
2Cu 9,7 2,93
8Ga 67,7 1,90
134 a 6,5 2,69
1nc 20,4 0,96
150 2,0 1,73
18 109,8 0,64

Aby se mohla radiofarmaka obsahujici radionuklid bezpe¢né vyuzivat
pro vySetieni pacientl, je nutné tyto prvky, které jsou bézné€ pro organismus toxické,
navézat. U zéfi¢e '*F miize po disociaci dochazet k jeho vyméhovani za hydroxo skupinu

[13

v hydroxyapatitu a kumulovat se timto zpisobem v kostech.['*! Fluor tvoii jako nejvice

elektronegativni prvek tabulky s tfadou prvkl silné vazby, a proto mize byt stabilné
umistén a aplikovan jako v jiz zminéné FDG, kde je navazan na atom uhliku glukosy a

nahrazuje tak v jedné poloze hydroxy skupinu (Obrazek 2).!'4

OH

O
HO

HO
18F

OH

Obrézek 2. "®F-Fluorodeoxyglukosa

U kovovych radioizotopli miiZze po jejich uvolnovani dochazet k nespecifickému
kumulovani ¢i naruseni biochemickych drah, které jsou v téle katalyzovany pfisluSnymi
kovy. Tomu lze zabranit vyuzZitim vhodnych linedrnich, Castéji vS8ak makrocyklickych
ligandti, které umoznuji vhodnou volbou donorovych atomil a velikosti kruhu vytvofit
stabilni komplex 1 za fyziologickych podminek. Téchto komplexti, avSak
s neradioaktivnimi ionty kovl, se vyuzivd zdrovei pro navazani (,,radiolabeling*‘)

radioizotopu '*F v PET.[!]



1.2 Znadeni latek pomoci '*F

Radioizotop '8F se nejéastéji ziskava ostielovanim H>'*0 protony (‘H). Timto
zpusobem se ziskavaji fluoridové anionty '*F~ v roztoku. Dalsi moznosti je molekulu
180, osttelovat protony a ziskat tak '8F, v plynné formé. Méné vyuzivanym zpiisobem je
ostielovani 2°Ne deuterony (*H), kdy je ziskan opét °F a emitovana a &astice. Takto

ziskané radioizotopy '*F mohou byt dile vyuZity pro znageni latek v PET.[!617]

Jak jiz bylo zminéno, fluoridy '"8F musi byt pevné navazany na strukturu
radiofarmaka, aby se volné fluoridy nekumulovaly v kostech a nasledné¢ se mohly
spravné metabolizovat a vyloucCit z organismu. Uhlikaté latky se nejCastéji znaci
nukleofilni fluoraci vyuzivajici roztok fluoridovych aniontt. Z tohoto roztoku se fluoridy
BF- ziskavaji s vyuzitim iontoméni¢d. Reakce poté probiha nukleofilni substituci jako
na néasledujicim schématu pro '*F-FDG (Obrazek 3).'8! Dal§i moznosti znadeni je
elektrofilni fluorace, kterd mnohdy poskytuje smés produktl, a proto se pouziva spise
ziidka.'”) Podobnymi mechanismy je mozné znadit i slouceniny s borem &i kiemikem.
Ty v8ak nemaji uplatnény v PET pro své nevhodné chemické vlastnosti (stabilita vazeb

s 18F", toxicita, ...).

OAc OAc
O o (0}
AcO .18 CH;CN, 85 C‘ AcO
AGO + [(crypt-222)K]" "°F AcO
OTf 18F
OAc (\O/\ OAc
L)
/\
l—l
o O O N HCI
o/
crypt-222
OH
0
HO
HO
18F

OH

Obrazek 3. Syntéza '"*F-FDG nukleofilni substituci (Ac = CH3;CO, Tf = CF3SO»)!""]
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Tyto zplsoby znaceni jsou vyuzitelné pro umisténi radioizotopti na nekovové
prvky. Pokud chceme znagit radiofarmaka navazanim izotopu '®F na kovové ionty, jako
jsou hlinik, gallium a mnohé¢ dalsi, zavadéji se radionuklidy do struktury radiofarmaka ve
zcela jiné form¢ nez v predchozim ptipadé. Aby se kovové ionty volné nepohybovaly
v organismu a nezpusobily tak toxickou odezvu a naruSeni enzymatickych drah (které
mnohdy obsahuji fadu pfechodnych kovl), vyuzivaji se ve formé koordinac¢nich
sloucenin. Pro dany kov je mozné vyuzit riznych strategii, jak ziskat stabilni znacené

komplexy pro in vitro/in vivo vyuZiti.

U hlinitych komplexi je ve velké mife vyuzivano strategie, kdy se nejdiive
pfipravi fluorido-hlinity kation [Al-'®F]** smich4nim hlinité soli a roztoku '®F.[2
Nésledné se na tento kation koordinuje ligand a vznika vysledny komplex, jak naznacuje

nasledujici schéma:

Ligand (R = biomolekula) Komplex [AllsF(Ligand)]

Obrazek 4. Znadeni hlinitych makrocyklicky komplexi prosttednictvim [Al-'8F]**

U gallitych komplexii se vyuzivad pfevazné jiného zpusobu, kdy se znaceni
radioizotopem '®F nejéast&ji provadi vyménou ligandovych skupin.?!! Nejdiive se
pfipravi halogenidovy komplex (nejbéznéji chloridovy) ve formé [GaX(ligand)],
ke kterému se nasledné piidaji fluoridy 'F~ v H»'*O. Aby mohlo dochazet k rychlé
vymeéné, reakce musi byt zahfivana alespoii na 80 °C. Tyto podminky nejsou vSak vhodné
pro fadu bioaktivnich latek, které mohou byt na skelet makrocyklu navazany
pro specifictéjsi kumulaci v organismu. Alternativou k tomuto pfistupu je vymeéna
dusi¢nanového aniontu, ktery je 1épe odstupujici skupinou nez chlorid. Této metody bylo
vyuZzito napi. u komplexii gallitych iontl s thiosemikarbazony jak znazornuje schéma

nize (Obrazek 5).[2?!

11



H3CH,C, CH,CHs H3CH,C CH,CHs

/ \ - / N\

N K,COj3, Kryptofix 222 \N

N/
/4 \ DMSO /4 \
PhHN / | \ NHPh PhHN NHPh

Obrazek 5. Znaceni gallitych komplexii prosttednictvim vymény skupin

(konkrétng NO; )12

Kazdy kovovy ion preferuje tvorbu komplexu (véetné znaceni '8F) jinym
zpisobem, protoze je definovany odliSnymi chemickymi vlastnostmi. Tyto vlastnosti
rovnéz ovliviuji vybér makrocyklickych ligandu, které pro dany ion mohou byt vhodné,
aby mohly tvofit stabilni a inertni komplexy. Pro studium téchto vlastnosti byla

pfipravena celd fada ligandu a jim naleZejicich komplext, které budou nyni zminény.
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1.3 Ligandy pro PET

Pro konkrétni kovové nuklidy Ize ptipravit ligandy o specifické struktute, ktera je
dand poctem a typem donorovych atomt v fetézci. Tomu odpovidaji ptiklady ligandt
zobrazenych na Obrazku 6, které jsou linearni a obsahuji Sest (EDTA), osm (DTPA) a
vice koordina¢nich mist. Vzhledem k donorovym atomim (kyslik, dusik) jsou tyto
ligandy vhodné podle HSAB spise pro tvrdé kovové ionty (Ga®*, AI**, Co**, Fe*" a dalsi).
S témito kationty tvoifi nize uvedené ligandy pomérné termodynamicky stabilni
komplexy, avSak kineticka inertnost neni dostate¢na na to, aby se tyto latky mohly plosn¢
vyuzivat v radiomedicin€. Sva vyuziti 1 presto maji a napt. deferoxamin se vyuziva pii

pfesyceni oganismu Zelezem.

O @]
0 HJ\OH HO)H o) \E
N
HOJ\/N\/\N/\/N NT NS ;\
l\'(OH \”)
H,DTPA H,EDTA

@)
) O Cl)H H @)
)L AN N~ N NN
N N N NH,
OH H O O OH
Hjdeferoxamin

Obrazek 6. Linearni ligandy pro komplexaci kovovych iontii (DTPA — kyselina

diethylentriaminpentaoctova, EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova)

Naopak u makrocyklickych ligandi (Obréazek 7) a jejich derivat se ukazalo, ze
s kovovymi ionty o vhodném poloméru mohou tvofit jak termodynamicky stabilni, tak

(291 Rigiditu komplexu zajist'uji pendantni ramena navézana

kineticky inertni komplexy.
na skeletu makrocyklu. Pendantnimi rameny nejcastéji rozumime fetézce obsahujici
ve své struktufe dal§i donorové atomy schopné koordinace. V tomto piipad¢ je diky nim
omezen vliv chemického prostfedi v Zivych organismech na dany komplex a nedochazi

tak k dekomplexaci ¢i transchelataci jinou molekulou.

13



|/\|
[\ H NH HN

N NH HN NH HN
TACN Cyklen Cyklam

Obrazek 7. Zékladni makrocyklické ligandy (TACN — 1,4,7-triazacyklononan,
Cyklen — 1,4,7,10-tetraazacyklododekan, Cyklam — 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan)

Jinou funkci pendantnich ramen miize byt navazani dalSich fetézcl plnicich rizné
funkce pfi moznych aplikacich. Mohou slouzit jak ke zvySeni stability komplexu, tak
k navazani bioaktivnich molekul slouzicich ke specifickému nakumulovani radiofarmaka
v organismu. Timto zplsobem se vyuzivaji napt. RGD peptidy (Obrazek 8), které
umoznuji lokalizovat integriny (membrdnové receptory), jejichZz zvySend exprese se
potvrdila u n&kterych typi nadorovych buné&k.?** Jinou bioaktivni latkou, vdzanou na
derivaitu TACN, byl analog somatostatinu — oktreotid (Obrazek §), umoziujici
zobrazovat nadory exprimujici pravé somatostatinové receptory.l>*1 I tato molekula byla
navazana pies polyethylenglykolové mustky na skelet makrocyklu TACN tvofici

komplex s hlinitym kationtem. ¢!

: N
H,N _NH :
0
Y Y MJ\( :
N O Qj/j\NH S
0 OH |
H N OH
N H
\)J\N/¢O H i\ /C
H o

’;\HN

RGD oktreotid

HoN
o)

Obrazek 8. Priklady bioaktivnich molekul studovanych pro PET
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Z téchto prikladui je ziejmé, ze komplexim obsahujicim ve své struktufe hlinity
ion byl vénovan zvlastni ztetel. Divodi je nékolik. Pfedevs§im se jednalo o to, Ze samotny
hlinity ion vytvéii s fluoridem nejsilngjsi vazbu v porovnani s kovy ve III.A skuping.l?!27!
Zaroven se predpokladalo, Ze velikost hlinit¢tho iontu by mohla byt vhodna
pro makrocyklus TACN. Proto byla nasledné pfipravena celd ftada ligandl
preorganizovanych pro hlinity ion. Ddle byly s nékterymi pfipravenymi komplexy
studovany moznosti navazani fluoridovych anionti na dany komplex (tj. tvorba
ternarniho makrocyklického komplexu). K podobnym studiim doslo i u gallitého iontu,

ktery tvofi s fluoridem rovnéz pomérné silné vazby. O téchto studiich bude zminéno

v kapitole 1.4.

1.4 Makrocyklické ligandy pro hlinik a gallium

Jak jiZ bylo feceno, pro dany makrocyklus, o urcité velikosti kavity, je vhodny
kovovy kation, ktery svou velikosti odpovida kavité daného makrocyklu. Pro derivaty
TACN je nejvice vhodny gallity ion, jehoz iontovy polomér ¢ini 62 pm.!*”) Hlinity ion je
o néco mensi (53 pm), a proto I1ze odhadovat, ze komplexy s timto iontem budou o néco
méné termodynamicky ¢i kineticky stabilni, nez u komplext s Ga**. Stabilita komplexti

je vsak dale ovlivnéna pendantnimi rameny umisténymi na makrocyklu.

Gallity 1 hlinity ion patii mezi tvrdé Lewisovké kyseliny, a proto uptednostiiuji
podle HSAB tvrdé Lewisovské baze. Donorovymi atomy byvaji nejcastéji dusik (napf.
v aminech) nebo kyslik (napt. v karboxylovych kyselinach ¢i alkoholech). Koordina¢ni
okoli uptfednostiiuji oba tyto ionty oktaedrické. Pro znaceni v PET se vSak nechava jedno

koordina¢ni misto volné pravé pro anion '*F".

Pro samotnou komplexaci je velmi dilezitym faktorem pH. Pfi pfili§ nizkém pH
(<3) dochazi k protonizaci bazickych donorovych atomu ligandu, ktera neumoznuje
jejich koordinaci na hlinity iont. Pokud je pH pfili$ bazické (>5), tak dochazi k vylu¢ovani
hlinitych iontl ve formé hydroxidu a koordinace je opét znemoznéna. Pro komplexaci se
proto nejcastéji vyuziva pH kolem 4. I ptesto hlinity ion ve vodném prostfedi velmi
pomalu vyméinuje navazané molekuly vody za jiné donorové skupiny, a proto
komplexace probihaji velice pomalu. Gallity ion je méné kineticky inertni, a proto
komplexace probihaji zna¢né rychleji. Pro koordinaci jsou proto velmi dilezité

podminky, pfi kterych k ni dochédzi (vodné/nevodné za zvysSené/laboratorni teploty).
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Makrocyklické ligandy pro AP*
Pro prvotni vyzkum a porovnani vlastnosti daného kovového iontu (AI**, Ga’",
In**, Zr*") byla navrZena fada polydentitnich ligand@i, obsahujicich ve struktuie

(20 7 t&chto experimentii vychazel pro

predevsim dusikaté a kyslikaté donorové atomy.
AI** nejlépe ligand NOTA (Obrazek 9), se kterym byl schopny vytvafet stabilni komplex
1 ve vodném prostiedi. Tento ligand vSak neumoznuje koordinaci fluoridového aniontu
pro PET, jelikoz uz sam ve své struktufe obsahuje Sest donorovych atomt schopnych
koordinace. Dale se proto zkoumaly derivaty vychazejici z ligandu NOTA, kter¢ jsou bud’
pentadentatni nebo hexadentatni a ve své struktufe obsahuji jeden slabé koordinujici

donorovy atom.

Jednou z téchto moznosti je ligand NO2A, obsahujici ve své struktuie pouze dvé
acetatova ramena, a od n¢j odvozené derivaty (Obrazek 9), u kterych byl mimo jiné
zkouméan vliv tfetiho slabé koordinujictho ramena na stabilitu komplexu s [Al-'*F ]**.
Tteti rameno se nejcasteji v radiomediciné vyuziva pro navazani bioaktivni molekuly
jako tzv. ,linker”, ktery umoZnuje propojit vlastnosti B-zafice, ukotveného

v makrocyklu, se selektivni kumulaci v organismu diky biomolekule (tj. targetujici
23,24,25]

e Ve G
HO <;/N\;> OH QI;AE;/N\;>

skuping).

OH
H;NOTA H;NO2A
O
09
0 / \/ﬂ\v/A\H/OHO [\ OH
Y\N N Y\N N p
o y) o ol )0
OH OH
A (@) B (@)

Obrazek 9. Ligandy odvozené od derivatu H3NOTA

(n = pocet methylenovych jednotek)
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V této souvislosti byla syntetizovana fada ligandi s rizné dlouhym tfetim
pendantnim ramenem, u kterych bylo sledovéano, kdy je schopna se donorova skupina
jesté koordinovat a kdy jiz nikoliv.*” V p¥ipadé komplexu s ligandem A je mozné hlinity
ion koordinovat v men$i mife 1 timto tfetim ramenem. Pokud mé vSak ion v fetézci
pendantniho ramene vice nez tfi methylenové skupiny (n = 3), tak jiz nikoliv (viz B).
Vysledek studie je v tomto piipadé velmi dilezity, protoze pokud bude tfeti pendantni
rameno konkurovat navazanému fluoridovému aniontu, mtze dochazet k jeho disociaci

vV organismu.

Poté, co se ukézalo, Zze pro hlinité ionty budou vhodné pentadentatni derivaty
ligandu NOTA, byla vyvinuta fada pentadentatnich i hexadentatnich bifunk¢nich ligandt
(Obrazek 10), které byly studovany v souvislosti s [!®F]-AIF. Zatimco pentadentatni
ligandy umoznily ponechat jedno volné misto fluoridovému aniontu, tak ty hexadentatni
naopak dokézaly pomoci pendantnich ramen pevné uchytit hlinity ion ve struktuie
komplexu. Zaroven vSechny tyto derivaty umoznily tvorbu vazby s targetujici skupinou

(TS) pro selektivnéjsi kumulaci v organismu.

O (o]
%N/_\N% %N/_\N%
OH HO OH
ne U
NH HO
N ey
0 0 NH
NH
S Ts

Obrazek 10. Priklady bifunkéniho pentadentatniho a hexadentatniho ligandu
studovaného s ['*F]-AIF (TS = targetujici skupina)

Jinym studovanym typem ligandu, ktery byl rovnéZ odvozen od makrocyklu
TACN, je RMex-TACN (Obrazek 11), ktery tvofi s hlinitymi, ale 1 gallitymi ionty
pomérné stabilni trihalogenidové komplexy v sirokém spektru pH.*!l V tomto piipadé
muZze probihat zna¢eni vyménou skupin (konkrétné halogenidi) na kovovém iontu, jak
bylo zminéno vySe, avSak samotné komplexy stimto typem ligandu nemély
v radiochemii velka vyuziti, jelikoz kovovy ion neni v této struktufe natolik ukotven jako

je tomu v piechozich piipadech. Proto se zejména pro Al** studovaly ligandy piedeslého
typu.
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Obrazek 11. Strukturni typ RMe>-TACN (R = Me, Bn)P®!!

Makrocyklické ligandy pro Ga’*

U gallitych iontd se kromé jiz popsanych ligandii pro AI*" (RMex-TACN)
studovaly derivaity NOTA majici na jednom zramen navazanou amidickou skupinu
CONH-R (Obrazek 12). U komplexti téchto ligandii byla zjisténa stabilita a
rigidita za fyziologického pH 1 pfi teplotach do 85 °C. U ligandii vSak dochézi pfi urcitém
pH (~5) k deprotonizaci a koordinaci amidického dusiku, coz miize znemoznit naslednou
tvorbu vazby s fluoridovym aniontem. Tento strukturni typ by se ipfesto mohl

potencialné vyuzivat pro tvorbu komplext s B*-zafi¢em %®*Ga v radiodiagnostice.

Kromé toho byl v souvislosti s gallitymi ionty (rovnéz hlinitymi) studovan
ligand C (Obrazek 12).*") Komplexy s timto ligandem byly pomé&mé stabilni pii mirné
kyselém pH (okolo 4) a jejich znaceni vyménou skupin bylo provddéno v pomérné
vysokych vytézcich za kratky ¢asovy interval (cca 70 % za 30 minut). Za fyziologického
pH (fosfatovy pufr) vSak dochazi k postupnému rozkladu komplexu, a proto jej nelze

vyuzivat v dal§im vyzkumu.
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e Wt @
. HO(N\ . HO(N

Obrazek 12. Derivaty odvozené od NOTA obsahujici ve struktute benzyl (C) nebo

monoamid (D, E)

Kromé ligandi odvozenych od makrocyklu TACN se pro gallium, konkrétné
radioizotop %*Ga**, studuji a vyuZzivaji ligandy odvozené od cyklenu (Obrazek 7)
Nejcastéji se jedna o rizné derivaty ligandu DOTA (Obrazek 13), ktery vsak poskytuje
osm donorovych skupin, i kdyz jich Ga*" vyzaduje pouze Sest. Zbyvajici koordinaéni
mista mohou byt vyuzita pro navdzani jedné ¢i dvou bioaktivnich molekul (tzv. bifunkéni
ligandy). Nejznamé;jsi a nejvice vyuzivané radiofarmakum odvozené od ligandu DOTA
je Ga-DOTA-TOC vhodné nejen jako zobrazovaci ¢inidlo, ale v kombinaci s jinymi
radionuklidy také pro teranostiku piedev§im neuroendokrinnich nadort.*!! V tomto
pfipadé gallium plIni funkci pozitronového zafi¢e namisto '°F jako v predeslych
ptipadech. Jedna se tedy o strategii, kdy komplex nemusi byt jen nosi¢em pozitronového
zafice, ale mize tuto funkci plnit sim o sob&. Tato moZnost se vyuziva také u dalSich

radioizotopii, jakymi jsou napt. !''In ¢&i *°Y.

0] (@)
HO I: N N :| OH
HO N N OH
U
@) @)
Obrézek 13. Ligand DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrayl)tetraoctova
kyselina)
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2 Cil prace

Jak bylo jiz dfive zminéno, v dneSni dobé se ve vétsi mife studuji ternarni
makrocyklické komplexy obsahujici ve své struktuie fluoridovy anion '®F, ktery plni
funkci pozitronového zarice v radiodiagnostickych metodach PET. V mnoha ptipadech
byva v té&chto komplexech radioizotop '8F navdzdn mnohem dfive neZ pfed samotnou
aplikaci, coz je z hlediska polocasu rozpadu radionuklidu nevyhodné. V této praci se
proto vénuji studiu tvorby ternarnich makrocyklickych komplexti, kde se fluoridovy
anion vaze az v poslednim kroku. Tento d¢j je sledovén kinetickymi a termodynamickymi
meéfenimi pomoci fluoridové iontové-selektivni elektrody. Pro tato méteni bylo cilem
pfipravit hlinité a gallit¢ komplexy obsahujici ve struktufe ligandy L1, L2 a L3
(Obrazek 14), které se lisi koordinacni schopnosti tfetiho pendantniho ramene (benzyl,
ethyl-acetamid, diethyl-acetamid). Charakterizace pfipravenych komplexi byla
provedena pomoci NMR, HPLC-MS a EA.

O O

/X

N OH

TGy

H

L1
0 0 0 0
HO N N OH HO N N OH

N &Ngif
I A
L2 L3

Obrazek 14. Struktury studovanych ligandi odvozenych od makrocyklu TACN
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
Chemikalie vyuzité pti syntéze byly ziskany z komer¢nich zdroji (Aldrich, Fluka,

Lach-ner).

3.2 Metody charakterizace

3.2.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Spektra (H, '3C) byla méfena ve standardnich 5 mm NMR kyvetach na pfistroji
Varian VNMRS 300 (rezonanéni frekvence: 'H 299,4 MHz a '3C 75,4 MHz), Bruker
Ascend 400 (rezonanéni frekvence: 'H 400,1 MHz a 1*C 100,6 MHz) nebo Bruker Avance
600 s kryosondou (rezonanéni frekvence: 'H 600,2 MHz a '*C 150,9 MHz). Pro méfeni
byla vyuzita deuterovand rozpoustédla: D>O (standard tBuOH, on = 1,25 ppm, dc = 32,0
ppm), CD3Cl (0u = 7,24 ppm, dc = 77,2 ppm), DMSO—ds (u = 2,50 ppm, oc = 39,5 ppm).
Mg¢teni byla provadéna pti 25 °C.

3.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)
Hmotnostni spektra byla méfend na spektrometru Waters ACQUITY QDa

s ionizaci elektrosprejem (ESI).

3.2.3 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
K chromatografii byly pouzité tenkovrstevné hlinikové folie (VWR, 20%20 cm,
200 pm, Fasq4) pokryté vrstvou silikagelu nebo aluminy. Pro detekci bylo vyuZzito

Dragendorffovo ¢inidlo:
Roztok A: 1,7 g Bi(NO3)3-:3H20 ve 100 ml smési H>O:AcOH (80:20)
Roztok B: 40,0 g KI ve 100 ml H>O

Bylo smiseno 5 ml roztoku A, 5 ml roztoku B, dale pfiddno 20 ml koncentrované AcOH

a 70 ml H»O.

3.2.4 Elementarni analyza (EA)
Elementarni analyza byla provedena na Ustavu organické chemie a biochemie

v Praze. Data byla ziskana na automatickém analyzatoru PERKIN ELMER 2400 II.
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3.2.5 Fluoridova iontové selektivni elektroda (F-ISE)

Koordinace fluoridovych aniontl byla studovdna méfenim koncentrace volnych
fluoridovych iontli v roztoku pomoci fluoridové iontove selektivni elektrody. Jako
referentni elektroda byla vyuzita argentchloridova elektroda naplnéna 3M KCl
s mustkovym 1M elektrolytem NH4NOs3. Byla pouzita titracni soustava Titrando 808 a
data byla méfena a zpracovavana pomoci programu Tiamo (Metrohm). Pufry byly
michany podle Tabulky 2 a roztoky temperovany na pozadovanou teplotu termostatem.
Roztok 0,IM a 0,01M NaF byl pfipravovan znavazky NaF, kterd byla ziskana
rekrystalizaci vychozi chemikalie ve smési vody a acetonu a jejim naslednym susenim ve

vakuové picce pii 110 °C.

Tabulka 2. Pufry vyuzivané pro méieni na ISE

pH Pufr
3,54,5 1,4-dimethylpiperazin
5,0-6,0 Piperazin
6,5-7,5 Imidazol
7,0-8,0 MOPS
9,5-11,0 CAPS

Zavislost potencidlu elektrody na koncentraci volnych fluoridovych aniontl 1ze

popsat nasledujici rovnici
U=U,—Slogcg-, (1)

kde S je smérnici ptimky, kterd odpovida Nernstové koeficientu R7/zF (59,16 mV), U je
méteny potencidl, U, je parametr elektrody a cg- je koncentrace volnych fluoridovych

aniontll v roztoku. Parametry S a U, byly ureny kalibraci pted kazdym métenim.
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3.2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografickd analyza byla provadéna na pfistroji Waters Arc HPLC System
s UV/VIS detektorem a jejich zpracovani bylo provedeno v programu Empower 3. Pro
méfeni dat na HPLC byla vyuzita kolona C18 CORTECS (2,7 pm, 4,650 mm)

s pritokem 1,2 ml/min. Mobilni faze a jejich sloZeni popisuje nésledujici tabulka:

Tabulka 3. SloZeni mobilnich fazi pro méteni dat na HPLC metodou M1

Mobilni faze SloZeni
A H>O + 0,1 % TFA
B MeCN + 0,1 % TFA

Pro veskera méfeni byl vyuzivan gradient popsany nasledujicim grafem:
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Graf 1. Gradient metody M1 pro méteni na HPLC

Zpracovani dat

Veskera data byla zpracovana v programech Excel 365 a Origin 2022.
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3.3 Syntéza
3.3.1 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononan (4)

-~

\ JO\ - r
o 008 DaA ) e (VHD)
</ \7 14d|oxan </ \) </ \) EtOH, H,O </H\>

1 2 3 4

Syntéza probihala podle vyse uvedené¢ho schématu. Do 100ml banky bylo
odvazeno 2,00 g (15,5 mmol) 1,4,7-triazacyklononanu (1). Nasledn¢ bylo piidano
20,0 ml dioxanu a 2,7 ml (20 mmol, 1,3 ekv.) 97%
N,N-dimethylacetaldimethylformamidu a tato smés byla zahfivana k varu po dobu tfi
hodin. Poté byl vznikly roztok obsahujici (2) odpaten na RVO (50 °C) za vzniku zlutého
oleje, ktery byl nésledné rozpustén ve 20,0 ml THF. K roztoku bylo ptikapano 2,40 ml
benzylbromidu (20,2 mmol, 1,3 ekv.) ve 20,0 ml THF. Smés byla michana ptes noc.
Druhy den byla na frit¢ S4 odfiltrovana kvartérni amoniova sil (3) ve formé svétlé zluté
srazeniny. Ta byla nasledn€ promyta THF a vysuSena proudem vzduchu. Srazenina byla
pfevedena do 100ml banky a rozpusSténa v 10 ml destilované vody a 20 ml ethanolu.
Do smési bylo pfidano 5,40 g KOH a smés byla zahfivana k varu tfi dny. Poté byla
rozpoustédla odpafena na RVO (50 °C) a k odparku bylo ptidano 40 ml destilované vody.
Produkt byl extrahovan do chloroformu (3x80 ml). Organické faze byly spojeny a suSeny
pomoci NazSOs. Po odfiltrovani susidla byl chloroform odpafen na RVO a vysledny
produkt (4) byl ziskdn ve formé svétle zlutého oleje (3,11 g, 92 %). Ten byl nasledné
okyselen 50 ml 6M HCI a odpaten pro zisk stalejSiho hydrochloridu (4):2HCI-H20
ve formé bilych krystala.

Charakterizace
TH NMR (300 MHz, D20): 6 = 2,92 (m, cyklus, 4H), 3,09 (m, cyklus, 4H) 3,47 (s, cyklus,

4H), 3,78 (s, CH2Ph, 2H), 7,29 (m, Ph, 5H) ppm

13C NMR (75 MHz, D;0): 6 = 42,0 + 43,2 + 47,7 (cyklus, s), 59,0 (CH2Ph, s) , 128,4 +
128,8 +130,3 + 134,8 (Ph, s) ppm

TLC (EtOH:NH3 konc. aqua = 5:1): Ry= 0,41 (UV)
EA: C 50,7 (50,4),H 7,8 (8,1), N 13,3 (13,5), C120,9 (21,3)
MS: (+) 220,3 ([M+H'T)
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3.3.2 Kyselina 2,2'-(7-benzyl-1.,4,7-triazacyklonan-1,4-diyl)dioctova
(L1)

0] 0]
0]
Y Cl\)kOH HO%N/_\N/_QH
T - i/

LiOH-H,0
60 °C

4 L1

Do 100ml banky bylo ptevedeno 2,05 g (6,6 mmol) (4) - 2HCI - H20 a 4,38 g
(46,4 mmol, 7 ekv.) kyseliny chloroctové. Tato smés byla rozpusSténa v 50 ml destilované
vody a nasledné bylo pfidano 3,32 g LiOH-H»O (79,2 mmol, 12 ekv.). Smés byla
zahfivana na 60 °C za stalého michani do druhého dne. Vznikly produkt byl nanesen
na aniontovy iontoméni¢ DOWEX 1 v OH™ cyklu a po promyti destilovanou vodou byl
eluovan produkt 50% vodnym roztokem kyseliny octové. Frakce obsahujici kyselinu
octovou byly odpafeny na RVO. Odparek byl nékolikrat rozpustén v destilované vod¢ a
odparen do sucha, aby byla odpafena veskera pfitomna kyselina octova. Nasledn¢ byl
odparek rozpustén v destilované vod¢ a nanesen na kationtovy iontoméni¢ DOWEX 50
v H" cyklu. Produkt byl eluovan 10% roztokem pyridinu, ktery byl nasledné odpaien
na RVO. Po nékolikandsobném odpareni s destilovanou vodou byl ziskdn produkt

L1-H20 ve formé bilého prasku (1,92 g, 82 %).
Charakterizace
TH NMR (400 MHz, D20): 6 = 2,69-3,61 (m, cyklus + 2 CH2COO, 16H), 4,35 (s, CH2Ph

2H), 7,35-7,55 (m, Ph, SH) ppm

13C NMR (101 MHz, D>0): 6 = 50,0 + 50,1 + 50,2, (cyklus, s), 58,7 (CH2CO, s), 60,7
(CHaPh, 5), 129.4 + 129,6 + 130,1 + 131,2 (Ph, 5), 175,3 (CO, s) ppm

EA: C 57,0 (57,3), H7,7 (7,7), N 11,5 (11,8)
MS: (+) 336,3 ((M+H'T")

25



3.3.3 Di-tbutyl 2,2'-(7-benzyl-1,4,7-triazacyklonan-1,4-diyl)diacetat
6)

. T e
</N\> MeCN, K2CO3 /*\ </ \> /}\

4 5

Do 500ml banky bylo ptevedeno 2,06 g (4):2HCI-H20 (6,7 mmol) a 100,0 ml
bezvodého MeCN. Dale bylo ptidano 3,7 g KoCO3 (26,7 mmol, 4 ekv.). Do smési bylo
postupné ptidano 2,61 g (13,4 mmol, 2 ekv.) tbutylbromoacetatu ve 150,0 ml bezvodého
MeCN. Smés byla za laboratorni teploty michana po dobu tii dni. Nasledné byl pevny
podil odfiltrovan a filtrat odpafen na RVO. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
(silikagel, EtOH:NH3; 20:1). Frakce obsahujici produkt (5) byly spojeny a odpatfeny
na RVO do formy bezbarvého oleje (2,61 g, 87 %).

Charakterizace

TH NMR (300 MHz, CDsCl): 6 = 1,4 (s, C(CH3)3, 18H), 2,73 (s, cyklus, 8H), 2,78 (s,
cyklus, 4H), 3,24 (s, CH2COO, 4H), 3,62 (s, CH2Ph, 2H), 7,08-7,48 (m, Ph, 5H) ppm

13C NMR (75 MHz, CDsCl): § = 28,3 (CH3)3, s), 54,9 + 55,8 + 56,5 (cyklus, s), 60,0
(CH2COO, s), 62,1 (CH2Ph, s), 80,2 (C(CH3)3, s), 127,0 +127,8 + 128,5 + 129,0 (Ph, s),
171,2 (COQ, s) ppm

MS: (+) 448,1 ((M+H'T"), 392.,2 ((M-Bu+2H'], 335,9 ([M-2/Bu+3H']

TLC: (silika, EtOH:NH3, 20:1) Rr= 0,6
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3.3.4 Di-tbutyl 2,2'-(1,4,7-triazacyklonan-1,4-diyl)diacetat (6)

%ﬁ% It

EtOH

PR U

5 6

Do 50ml banky bylo rozpusténo 1,03 g produktu (5) (2,30 mmol) v suchém EtOH
a dale bylo ptidano 0,11 g Pd/C katalyzatoru. Smés byla michdna a zahtivana na 50 °C
po dobu dvou dni pod vodikovou atmosférou (balonek s Hz). Poté byl pevny podil
odfiltrovan a filtrat odpafen na RVO do bezbarvého oleje. (0,61 g, 74 %).

Charakterizace

TH NMR (300 MHz, CD;3Cl): § = 1,29 (s, C(CHz)3, 18H), 2,61 (m, cyklus, 12H), 3,16 (s,
CH:2C00, 4H) ppm

13C NMR (75 MHz, CD3Cl): 6 = 28,1 (C(CHzs)s, s), 46,2 + 51,9 + 52,4 (cyklus, s), 57,6
(CH2COQ, s), 80,7 (C(CHa)3, s) 171,3 (COO, s) ppm

MS: (+) 358,0 ((M+H'T"), 302,2 ((M-Bu+2H'], 246,9 ([M-2/Bu+3H']
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3.3.5 2-chloro-N-ethylacetamid (7)

CI/\H/CI b SN, €05 /\n/ ~

)

7

Do 250ml baiiky bylo pfevedeno 3,2 ml (40 mmol) chloracetylchloridu ve 150 ml
bezvodého MeCN. Dale bylo ptisypano 7,10 g (50 mmol) K>CO3 a smés byla chlazena
ledem s ethanolem na teplotu 0—5 °C. Do ochlazené smési bylo po ¢astech pridano 1,34
g ethylamin hydrochloridu (30 mmol, 98%). Reak¢ni smés byla michana pti pokojové
teploté¢ do druhého dne. Nasledné byla smés zfiltrovana a vysledny filtrat odpafen na
RVO. Odparek byl rozpustén v 60 ml nasyceného roztoku NaHCOs3 a byla provedena
extrakce do CH2Cl2 (3x60 ml). Organické faze byly spojeny a suseny pomoci NaxSOq.
Po odfiltrovani susidla byl produkt (7) odpaten na RVO do formy nazloutlé¢ho oleje (1,95
g, 97 %).

Charakterizace

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 1,04 (t, 3Jurr = 7,3 Hz, CHs, 3H), 3,20 (m, NH-CH_,
2H), 3,89 (s, CI-CHz, 2H), 6,89 (s, CO-NH, 1H)

13C NMR (75 MHz, CDCl): § = 14,4 (CHs3, s), 34,7 (NH-CHa, s), 42,6 (CI-CHa, s)
166,0 (s, CO) ppm
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3.3.6 Di-tbutyl 2,2'-(7-(2-(ethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7-
triazacyklonan-1,4-diyl)diacetat (8)

O%N/_\N/—/(Z HV K,CO4 Z%N/_\N/—/(:
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Do baiiky bylo rozpusténo 2,01 g latky (6) (5,6 mmol) v 60,0 ml MeCN a déle
bylo ptisypano 0,70 g K2COs (5,07 mmol). Do smési bylo ptikapano 0,75 g alkyla¢niho
¢inidla (7) (6,2 mmol, 1,1 ekv.) v60 ml MeCN. Smés byla michana dva dny
pfi laboratorni teploté a nasledné zfiltrovana ptes fritu S4 a filtrdt odpafen do zlutého
oleje. Ten byla dale rozpustén v malém mnoZzstvi CH2Cl, a délen sloupcovou
chromatografii (Al2O3;, CH2Cl2:MeOH v poméru 50:1). Frakce s produktem (8) byla
odparena na RVO do formy nazloutlého oleje (2,12 g, 85,6 %).

Charakterizace

'"H NMR (300 MHz, DMSO): ¢ = 1,02 (t, *Jun = 7,2 Hz, NHCH.CH3, 3H), 1,41 (s,
C(CHs)s, 18H), 2,61 (m, cyklus, 4H), 2,77 (m, cyklus, 8H), 3,14 (m, NHCH2CHj3, 2H),
3,29 (s, CH2COO0, 4H), 3,34 (s, CH2CONH, 2H), 8,66 (s, CONH, 1H) ppm

13C NMR (75 MHz, DMSO): ¢ = 15,2 (NHCH2CHs, s), 28,3 (C(CHs)s, s), 33,9 (NHCHo,
s), 54,9+ 55,9 + 56,0 (cyklus, s), 59,1 (CH2COO, s), 61,2 (CH2CONH, s), 80,4 (C(CHz3)3,
s), 171,2 (COO, s), 171,5 (CONH, s) ppm

MS: (+) 443,1 ((M+H'T"), 388,1 ((M-Bu+2H'], 330,3 ((M-2/Bu+3H']

TLC: (Al,03, CH2Cl2:MeOH, 50:1) Rs= 0,6
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3.3.7 Kyselina 2,2'-(7-(2-(ethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7-
triazacyklonan-1,4-diyl)dioctova (L2)
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2,12 g (4,79 mmol) latky (8) bylo rozpusténo ve 100,0 ml CHCI;/TFA (1:1) a
smés byla michédna ptes noc pti LT. Poté byla reakéni smés odpaiena do zlutého oleje a
nasledn¢ ne¢kolikrat odpatfena s destilovanou vodou pro odstranéni veSkeré TFA.
Nésledné byl produkt rozpuStén v destilované vodé a nanesen na silny kationtovy
iontomé&ni¢ Dowex 50 v H' cyklu. Po promyti sloupce destilovanou vodou byl produkt
eluovan 10% pyridinem. Poté byl pyridin odpaien na RVO a odparek byl jesté nékolikrat
odpafen s destilovanou vodou, aby byl odstranén veskery pyridin. Néasledn¢ byl produkt
rozpustén v destilované vodé€ a zahfivan s aktivnim uhlim. Po filtraci byl produkt L2

odpaten do formy bilého prasku (1,23 g, 77,7 %).
Charakterizace

'H NMR (400 MHz, D;0): 6 = 1,01 (t, *Junr = 7,3 Hz, NHCH,CH3, 3H), 2,82
(t, *Jun = 5,7 Hz, cyklus, 4H), 3,12 (m, NHCH2CHj3 + cyklus, 6H), 3,22 (s, cyklus, 4H),
3,42 (s, CH2CONH, 2H), 3,71 (s, CH2COO, 4H) ppm

13C NMR (101 MHz, D;0): § = 13,5 (NHCH2CHj, s), 34,5 (NHCH,, s), 48,5 + 49,3 +
50,9 (cyklus, s), 56,9 (CH2CONH, s), 59,3 (CH2COO, s), 172,7 (COO, s), 172,9 (CONH,
s) ppm

EA: C 50,0 (49,7), H7,7 (7,4),N 16,5 (16,7)

MS: (+) 331,2 ((M+H'T)
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3.3.8 2-chloro-N,N-diethylacetamid (9)
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Do 500ml banky bylo pfevedeno 3,2 ml (40 mmol) chloracetylchloridu
ve 150,0 ml bezvodého MeCN. Dale bylo piisypano 7,10 g (50 mmol) K»>COs3 a
vznikld smés byla chlazena ledem a ethanolem na teplotu 0-5 °C. Do smési bylo
nasledné prikapano 3,1 ml (30 mmol) diethylaminu ve 150 ml bezvodého MeCN. Tato
smés byla michana ptes noc pii LT. Nésledné byla zfiltrovana a odpafena na RVO.
Odparek byl rozpustén ve 100,0 ml nasycené¢ho roztoku NaHCOs3 a byla provedena
extrakce do CH2Cl> (3x100 ml). Organické faze byly spojeny a suseny NaSOs.
Po odfiltrovani susidla byl roztok odpaten do lehce nazloutlého oleje (3,98 g, 88,7 %).

Charakterizace

IH NMR (300 MHz, CDCL): 6 = 0,93 (t, *Juy = 7,2 Hz, CHs, 3H), 1,05
(t,3Jum = 7,2 Hz, CHs, 3H), 3,15 (q, J = 7,2 Hz, CH2CHs, 4H), 3,86 (s, CHzCl, 2H)
ppm

13C NMR (75 MHz, CDClz): 6 = 12,5 (CHs, s), 14,2 (CHs, s), 40,4 (NCH,CHs, s),
41,3 (NCH,CHs, s), 42,3 (CHaCL, s), 165,4 (CO, s) ppm
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3.3.9 Di-tbutyl 2,2'-(7-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-1.,4,7-
triazacyklonan-1,4-diyl)diacetat (10)
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Do bartiky bylo rozpusténo 2,5 g latky (6) (7,00 mmol) v 80,0 ml MeCN a dale
bylo pfisypano 0,82 g KoCOs (5,93 mmol). Do smési bylo prikapano 1,15 g alkylaéniho
¢inidla (9) (7,69 mmol, 1,1 ekv.) v 80,0 ml MeCN. Smés byla michana dva dny pfi LT a
nasledné zfiltrovana ptes fritu S4 a filtrat odpafen do zlutého oleje. Ten byla dale
rozpustén v malém mnozstvi CH>Cl, a délen sloupcovou chromatografii (Al2Os3,
CH2Cl:MeOH v poméru 50:1). Frakce s produktem (10) byla odpafena na RVO do
formy zlutého oleje (3,03 g, 91,9 %).

Charakterizace

TH NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1,03 (t, *Juz = 7,1 Hz, NCH>CH3, 3H), 1,11 (t,
3Jur = 7,1 Hz, NCH,CH3, 3H), 1,34 (s, C(CH3)3, 18H), 2,79 (s, cyklus, 12H), 3,22 (s,
CH2C00, 4H), 3,29 (m, CH2CON + NCH2CH3, 6H) ppm

I3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 12,9 (NCH>CHj3, s), 14,1 (NCH2CH3, s), 28,1 (C(CH3)s,
s), 39,8 (NCH2CHzs, s), 41,2 (NCH2CH3, s), 55,3 (s, CH2COOtBu), 59,6 (CH2CON, s),
80,7 (CCH3, s), 170,2 (CON, s), 171,4 (COOtBu, s) ppm

MS: (+) 471,3 ((M+H'T"), 415.,2 ((M-Bu+2H'], 359,3 ([M-2/Bu+3H']

TLC: (ALOs, CH,Cl::MeOH, 50:1) Rt = 0,6
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3.3.10 Kyselina 2,2'-(7-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7-
triazacyklonan-1,4-diyl)dioctova (L3)
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3,03 g (6,44 mmol) latky (10) bylo rozpusténo ve 140,0 ml CHCIz/TFA (1:1) a

smés byla michana ptes noc pii LT. Poté byla reakéni smés odpatena do zlutého oleje a

nasledné nékolikrat odpatena s destilovanou vodou, aby bylo odstranéno veskeré TFA.

Nésledné byl produkt rozpuStén v destilované vodé a nanesen na silny kationtovy

iontomé&ni¢ Dowex 50 v H" cyklu. Produkt byl po promyti destilovanou vodou eluovan

10% pyridinem a odpafen na RVO. Odparek byl né€kolikrat odpafen s destilovanou

vodou, aby byl odstranén veskery pyridin. Poté byl produkt rozpustén v destilované vodée

a zahfivan s aktivnim uhlim. Po filtraci uhli byla destilovand voda odpaiena na RVO a

produkt L3-0,5H20 byl ziskan ve form¢ bilého prasku (2,09 g, 90,5 %).

Charakterizace

'H NMR (400 MHz, D;0): 6 = 1,03 (t, *Jun = 7,2 Hz, NCH.CH3, 3H), 1,11 (t,
3Ju = 7,2 Hz, NCH2CH3, 3H), 3,29 (m, NCH2CH; + cyklus, 4H + 8H), 3,55 (s, cyklus,

4H), 3,79 (s, CH2C00, 4H), 3,84 (s, CH2CON, 2H) ppm

13C NMR (101 MHz, D;0O): 6 = 11,9 (NCH.CH3, s), 12,8 (NCH,CH;3, s), 41,5
(NCH2CHs, s), 41,9 (NCH2CH3, s), 50,1 + 50,3 + 51,9 (cyklus, s), 55,8 (CH2CON;s),

58,8 (CH.COO, s), 171,0 (CO, s), 171,4 (COO, s) ppm
EA: C 52,6 (52,3), H 8,4 (8,5), N 15,1 (15,2)

MS: (+) 359,3 ([M+H'T"
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3.4 Priprava komplexi

Gallité komplexy

Do 50ml banky bylo pfevedeno 200 mg daného ligandu, ktery byl nasledné
rozpustén v 15,0 ml destilované vody. Dale byl ptidin Ga(NO3)3-xH>O (2 ekv.) a pH
bylo upraveno 0,01M LiOH na hodnotu 3,0. Banka s reaktanty byla zahiivana na 80 °C
po dobu 30 minut. Nasledn¢ bylo pH upraveno na hodnotu 8, aby doslo k vysrazeni
prebyteéného Ga®* ve formé hydroxidu. Roztok byl nasledné zfiltrovan pres fritu S4 a
jeho pH bylo snizeno vodnym roztokem HCI na hodnotu 6. Poté byl roztok odpatien a
odparek byl dale rozpustén v 0,5M LiClO4. Po pozvolném pirevrstveni isopropanolem

doslo k vylouceni bilych krystala.
Charakterizace
1. [Ga(L1)(ClOy4)]-5H,0O

IH NMR (600,2 MHz, D:0): & = 3,27 (m, makrocyklus + CH2C00, 16H), 3,96 (d,
CH'Ph, 1H), 4,31 (d, CH?Ph, 1H), 7,43 (s, Ph, 5H) ppm (viz pfilohy A)

13C NMR (150,9 MHz, D20): 6 =45,7 + 51,2 + 51,8 + 52,2 + 52,3 + 53,6 (makrocyklus,
s), 60,6 (CHzPh, s), 62,3 (CH2COO, s), 128,7 + 129,2 + 131,4 + 132,1 (Ph, s), 176,0 +
176,1 (COO, s) ppm

EA: C 38,2 (38,6), H 6,3 (6,2), N 8,6 (8,3), C1 6,0 (6,3), Ga 13,1 (13,2)
MS (+): 402,3 (IM*(L1)]), 655,0 (adukt [M*(L1)]+ 2TFA™ + Na"), 823,4 ((M(L1)].0)

HPLC (M1, ptiloha B1): fr = 1,2 min.
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2. [Ga(L2)(ClOy); 5]-SH,0

TH NMR (400 MHz, D,0): 1,14 (t, *Jun = 7,4 Hz, NCH2CH3, 3H), 3,12 (m, NCH2CHj
+ 2CH> cyklus, 6H), 3,43 (m, cyklus, 8H), 3,80 (s, CH2COO, 4H), 4,11 (s, CH2CON,
2H) ppm

13C NMR (101 MHz, D,0): 6 = 12,4 (NCH,CHs, s), 29,6 (NCH,CHs, s), 37,1 + 53,3 +
53,2 (cyklus, s), 59,9 (CH.CON, s), 61,9 (CH.COO, s), 171,8 (CON, s), 174,6 (COO, s)
ppm

EA: C 30,9 (31,1), H4,4 (4,6), N 11,0 (10,8), C1 9,4 (9,7), Ga 12,6 (12,9)
MS (+): 397,3 (IM(L2)]"), 795.4 (2[M(L2)]")

HPLC (M1, piiloha B2): #r = 0,6 min.

3. [Ga(L3)(Cl0,)] -5H,0

TH NMR (400 MHz, D>0): 1,09 (t, *Jur = 7,1 Hz, NCH.CH3, 3H), 1,15 (t, *Jun = 7,1
Hz, NCH>CH3, 3H), 3,05-3,35 (m, NCH2CHj3 + 2CH> cyklus, 8H), 3,44 (m, cyklus, 8H)
3,74 (s, CH2COO0, 4H), 4,29 (s, CH2CON, 2H) ppm

IBCNMR (101 MHz, D,0): 11,3 (NCH,CHj3, s), 12,2 (NCH2CH3, ), 29,5 (CH2CON, s),
43,6 (NCH2CHs, s), 44,2 (NCH2CH3, s), 53,2 + 53,5 + 59,2 (cyklus, s), 61,9 (CH2COO,
s), 170,5 (CON, s), 174,5 (COO, s) ppm

EA: C 35,0 (34,8), H 7,0 (7,0), N 10,5 (10,2), C1 6,7 (6,5), Ga 13,7 (13,6)
MS (+): 425,3 (IM(L3)]"), 965,5 (adukt 2[M(L3)]" + TFA")

HPLC (M1, ptiloha B3): fr = 0,8 min.
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Hlinité komplexy
Pro tvorbu hlinitych komplexa byly vyuzité dva zplisoby pfipravy:

1) Do vialky bylo navazeno 50 mg daného ligandu. Navazka byla rozpusténa ve 2 ml
destilované vody a nasledn¢ byl prisypan AI(NO3)3-9H,O (5 ekv.). Smés byla
michana a zahfivana 2 hodiny. Pribézn¢ bylo méfeno pH a upravovano na hodnotu
4. Poté bylo zvyseno pH na hodnotu 8, aby doslo k vysrazeni piebyte¢ného Al**
z roztoku ve formé hydroxidu. Pti méteni HPLC-MS bylo potvrzeno, ze se zménou
rovnovahy iontl v roztoku komplex rozklada zpét na volny ligand.

2) Do 25ml banky bylo navazeno 50 mg daného ligandu spolecné s [Al(acac)s] (1,5
ekv.). Pod argonovou atmosférou bylo pfidano 10 ml suchého MeOH a tento roztok

byl nasledné refluxovan do druhého dne pod zpétnym chladi¢em. Podle HPLC-MS

bylo potvrzeno, Ze dochazi k minimdlni tvorbé komplexu.
HPLC (metoda M1): fr = 1,2 min (komplex [AI(L1)], fr = 1,5 min (ligand L1)

MS (+): 360, 24 ([(AL(L1)+H'T"), 336,19 ([L1+H'T")

36



4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza ligandi
Syntéza ligandu (L1) byla provedena podle nasledujiciho Schématu 1 a byla

reprodukovéna z diplomové prace pojednavajici o makrocyklickych komplexech
s neuzavienou koordina¢ni sférou.®?! Protonizované stavy jsou pro tuto praci

zanedbatelné, a proto v zapisu nejsou uvedeny.
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Schéma 1. Syntéza ligandu (L1)

EtOH, H,0

Nejdiive ~ byl  syntetizovan  chranény  makrocyklus  (2)  reakci
s N,N-dimethylformamid-dimethylacetalem v dioxanu, ktery umoZiuje selektivni
alkylaci benzylbromidem pouze do jedné polohy. Hydrolyza kvarterni amoniové soli byla
provedena refluxem ve smési rozpoustédel HoO/EtOH (1:2) spole¢né s KOH. Produkt (4)
byl po ptidani 6M HCl a opakovaném odpateni na RVO rekrystalizovan z EtOH ve formé
stalejSiho hydrochloridu.

Chranény makrocyklus (4) byl rozpustén v destilované vodé a do roztoku byla
pfidana kyselina chloroctova s LIOH. Po odstranéni pfebytecnych iontli na anexu a zbylé
kyseliny octové na katexu byl ziskan po odpateni z roztoku produkt (LL1) ve formé bilého

prasku.

Monoamidy derivatu TACN (L2) a (L3) byly syntetizovany podle niZze uvedené¢ho
Schéma 2 a postup ptipravy byl diive publikovan v bakalarské a diplomové praci kolegy
z laboratote.**3* V obou piipadech byl vyuZit chranény makrocyklus (4), ktery byl
rozpus$tén v MeCN spolecné s uhli¢itanem draselnym ve funkci slabé baze. Néasledné bylo
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postupné pfidano alkylaéni ¢inidlo /Bu-bromoacetit v MeCN, aby doslo k navazani
do pfislusnych poloh makrocyklu (5). Smés byla cisténa sloupcovou chromatografii
na silikagelu. Po katalytické redukei benzylového chranéni pomoci 10% Pd/C byl ziskan
Bu-NO2A (6), ktery byl vyuzit pro dalsi alkylaci.

Produkt (6) byl rozpustén v MeCN a do roztoku byla nasledné pfidana slaba baze
K>COs. Poté bylo postupné piidano piislusné alkylac¢ni Cinidlo (s monoethyl- nebo
diethyl-acetamidem) v MeCN. Po zpracovani reakci a vycisténi s vyuzitim sloupcové
chromatografie na oxidu hlinitém byly ziskany meziprodukty (8) a (10), u kterych byly
dale odstranény tbutyly rozpusténim ve smési TFA:CHCl; v poméru 1:1. Nésledné byl
produkt nanesen na katex vH' cyklu pro odstranéni piebytecné TFA a jinych
nemakrocyklickych necistot. Po odpateni pyridinové frakce byl ziskan lehce naZloutly
olej. Po kratkém zahtati s aktivnim uhlim a filtraci byly ziskany produkty (L2) a (L3) ve
formé bilého prasku. Rozpusténim ve vodé a pomalym piidavanim acetonu byl produkt

v menSim mnozstvi rekrystalizovan.
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Schéma 2. Syntéza ligandu (L.2) a (L3)
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4.2 Priprava komplexi

Ptiprava komplexi vSech ti liganda s gallitymi ionty probihala totozné. Navazka
ligandu byla rozpusténa v destilované vod¢ a do roztoku byl ptidan Ga(NO3); v nadbytku.
Sm¢és byla zahtivana po dobu jedné hodiny na 80 °C. Po ochlazeni na LT bylo zvySenim
pH na hodnotu 8 vysrazeno piebytecné gallium ve form¢ hydroxidu Ga(OH)3. Ten byl
nasledné zfiltrovan a pH roztoku bylo déle snizeno zfedénou HCI na hodnotu okolo 6.
Rozpoustédla byla odpatena a odparek byl poté rozpustén v 0,5M LiClO4. Pievrstvenim
isopropanolem byly vylouceny krystaly komplexu jejichZ charakterizace byla provedena

pomoci HPLC, NMR a EA.

Hlinit¢ komplexy bylo mozné pftipravit a jejich pfitomnost potvrdit pouze
v roztoku. Pfi jednom ze zplsobu piiprav byl vyuzit dany ligand spolecné s navazkou
AI(NO:3)3, které byly nasledné rozpustény ve vod¢ a zahtfivany jako v piedeslé ptiprave
s gallitymi ionty. Pfitomnost komplexu byla potvrzena metodou HPLC-MS, ale v Zadném
z experiment (rtizna pH a ekv. AI*") nedoslo k iplné konverzi komplexu a nebylo mozné
jej rozumnym zpusobem izolovat. Divodem bude patrné ustdleni rovnovahy mezi
komplexem a hydratovanymi hlinitymi ionty v roztoku. Na nasledujicich
chromatogramech (Obrazek 15) jsou znédzornény vysledky analyzy komplexi na HPLC
metodou M1, kde po mrtvém case (0,5 min.) vytéka komplex a za nim volny ligand.
Méteni byla provadéna i v mobilnich fazich bez TFA, aby byla jistota, Ze kyselost

rozpoustédel v tomto piipadé neovliviiuje tvorbu komplexu.
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Obrézek 15. HPLC chromatogramy (UV) ziskané metodou M1 pro komplex [Al(L1)] a
pH =4,0 (A), 5,0 (B), 6,0 (C), 7,0 (D), 8,0 (E), 10,0 (F). Smé&s obsahovala L1:AI**

v pom¢éru 1:5.

Druhou moznosti pfipravy komplexu se nabizel zplisob s vyuzitim
acetylacetonatu hlinitého za bezvodych podminek (bezv. MeOH). Smés reaktantti byla
refluxovana pii 75 °C pfes noc. Ani timto zpisobem se nepodatilo komplexy pfipravit
v takovém mnozstvi, aby je bylo mozné nasledné izolovat. Divodem muiize byt
nedostatecny pocet siln€ koordinujicich pendantnich ramen, ktera by byla schopna udrzet
hlinity ion v makrocyklu a to zejména u ligandu, obsahujiciho ve své struktute zcela
nekoordinujici benzyl. Tento ptedpoklad byl potvrzen rovnéz tim, Ze se stejnym
zpusobem se podaftilo pfipravit a izolovat malé mnozstvi komplexu s ligandem NOTA,

ktery ma ve své struktufe Sest pevnéji koordinujicich donorovych skupin.
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4.3 Studium koordinacnich vlastnosti

4.3.1 Termodynamika tvorby ternarniho komplexu

Pro radiodiagnostické vyuziti radiofarmak obsahujici ve své struktuie radionuklid
je velmi dualezitd termodynamickéd a kinetickd stabilita komplexu v prostfedi zivého
organismu. V nasledujicich méfenich byla pro tyto ucely pouzita fluoridova iontové
selektivni elektroda (dale jen F-ISE), ktera je schopna méfit zavislost méniciho se
potencialu na ¢ase. Tyto hodnoty potencialu je mozné nésledn¢ prepocitat na koncentraci
volnych nebo vazanych fluoridovych aniontl na komplex vii¢i ménicim se podminkam

jako je pH, slozeni roztoku, popf. teplota.

Studie, tykajici se celkového mnozstvi navdzanych F~ na komplex, byly
provadény pii riznych pH roztoku a ustdlenim rovnovdhy byly zjistény jejich
procentudlni mnozstvi, coZ znazorfiuje nasledujici Graf 2. Zde mizeme vidét vysledky
meéfeni, kterd byla provadéna pro komplex [Ga(L1)] v rozmezi pH = 4-10. RovnéZ byla
méfeni provadéna pro riznd slozeni roztoku, coz je v grafu rozliSeno barvami. Konkrétné
se vyuzivalo riznych pomért EtOH vuci pufru (1:1 a 3:1). Nadbytek komplexu (2,0 mM)
oproti mnozstvi fluoridovych aniontt (0,2 mM) je bézn¢ vyuZzivan i v radiomedicing, a

proto byla tato mnozstvi vyuzita i pro nasledujici méteni.

100 Pufr (100 %)
EtOH:pufr (1:1)

EtOH:pufr (3:1)

50

Koordinované F~ (%)

pH

Graf 2. Koordinované frakce fluoridovych aniontli na komplex [Ga(LL1)] po ustaleni
rovnovahy v roztoku v zavislosti na pH (35 °C, cg- = 0,2 mM, cgg3+ = 2,0 mM). Cerné

linie odpovidaji proloZeni dle vztahu 2.
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Z vynosu dat je ziejmé, Ze ke koordinaci F~ dochazelo mnohem vice v kyselejsi
oblasti pH a to nejvice pii pH = 4,0 bez ohledu na slozeni roztoku. Pti pH = 10,0 ke
koordinaci dochazelo jiz minimalné. Divodem je zvySovani koncentrace aniontit OH™
v roztoku s rostoucim pH, které nasledn¢ konkuruji koordinaci F~ na komplex. Tento d¢&j
ovliviiuje prave slozeni roztoku a s ptibyvajici koncentraci EtOH dochézi ke zvySovani

procentudlniho mnozstvi navazanych fluoridovych aniontd (Graf 2).
Rovnovahu v roztoku lze popsat nasledujici rovnici
[Ga(L1)OH] + F~ & [Ga(L1)(F)] + OH™, (1)
ze které Ize vyjadrit termodynamickou konstantu jako

_ [Ga(LD)(F)][OH"]
~ [Ga(LL)OH)][F-]

)

Ziskané termodynamické konstanty a jejich logaritmy jsou zaznamenany v Tabulce 4.
Zaporné hodnoty logaritmli termodynamickych konstant znaci, Ze ma dany komplex
v roztoku mensi afinitu k fluoridovym aniontim nez k hydroxidovym. I pfesto si lze
vS§imnout trendu zvySujicich se konstant s rostoucim mnozstvim EtOH v méfici cele. To
potvrzuje fakt, ze pritomnost EtOH zvySuje mnozstvi koordinovanych fluoridovych
aniontl a snizuje tak vliv hydroxidovych aniontl pfi méfeni. Rovnéz je potieba zminit,
ze srostoucim mnozstvi organického rozpoustédla pifi méfeni se zvySuje chyba

vysledného fitu.

Tabulka 4. Termodynamické konstanty ziskané pro rovnovahu popsanou rovnici (1)
prolozenim kiivek vztahem vychdzejicim zrovnice 2. Pro uplnost jsou hodnoty

pfevedeny na logaritmus této konstanty.

K R? logk
100% pufr 3,80-10°° 0,994 -5,42
EtOH:pufr (1:1) 2,16:10°* 0,985 -3,67
EtOH:pufr (3:1) 1,39-1073 0,867 2,86

Pro porovnéani vlivu EtOH na tvorbu komplexu [Ga(L1)F] v roztoku je zde
uvedena Tabulka 5, ve které jsou zaznamendny veSkerd procentudlni mnoZstvi

navazanych fluoridovych aniontti pro pH = 4,0-10,0 pfti 35 °C.
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Tabulka 5. Porovnani procentudlniho mnozstvi koordinovanych fluoridovych aniontt na
komplex [Ga(L1)] ve 100% pufru, smési EtOH:pufr 1:1 a 3:1 v rozmezi pH = 4,0-7,0
(35 °C, cg- =0,2 mM, cg3+ =2,0 mM)

Koordinované 100 % pufr 50 % pufr +50 % | 25 % pufr +75 %
F- (%) / pH EtOH EtOH

4,0 95 99 99

5,0 83 98 99

6,0 46 97 98

7,0 5 80 94

8,0 3 29 65

9,0 0 15 38

10,0 0 8 17
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4.3.2 Kinetické studie vazani F~

Komplex [Ga(L1)F]

Kinetiku popisujici koordinaci fluoridovych aniontii na komplex [Ga(L1)] lze
vyjadfit nasledujici rovnici
[Ga(L1)(OH)] + F~ —» [Ga(L1)(F)] + OH, 3)

pro kterou lze diky nadbytku komplexu vyuzit rovnici vyjadiujici kinetiku

pseudo-prvniho fadu

[F7] = [F51(1 — ™), 4

kde [F~] je koncentrace navazanych fluoridovych aniontd, [Fg ] je po¢ate¢ni koncentrace
fluoridovych aniontd, & je rychlostni konstanta a ¢ cas. Méfeni byla provadéna v rozmezi
pH = 4,0-7,0 pfi 35 °C a vysledky, které byly ziskany ptepocitanim naméfeného

potencidlu na procentualni mnozstvi navazanych fluoridovych aniontli zndzoriiuje Graf 3.
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Graf 3. Vysledky kinetického méteni pro koordinaci fluoridovych aniont na komplex
[Ga(L1)] (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM). Cerné linie znazortiuji prolozeni dat

rovnici 4
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Z grafu lze usoudit, Ze koordinace fluoridovych iontd probiha nejrychleji
pfipH =4. Pravé pfi tomto pH je zaznamenan nejmens$i vliv hydroxidovych iontt
v roztoku, které konkuruji s narustem pH fluoridovym aniontlim v roztoku. Rovnéz lze
z dat fici, Ze tvorba vazby Ga—F probihd pomérné pomalu, jelikoz pii zddném z pH nebylo
dosazeno rovnovahy po uplynuti dvou hodin. Proto byla kinetickd méfeni vyznamné
ovlivnéna pridanim organického rozpoustédla (EtOH), jehoz ptitomnost podstatné
usnadiiuje koordinaci fluoridovym anionttim v roztoku. Tento fakt potvrzuji i provedena

méieni, jejichz vysledky pro komplex [Ga(L1)] jsou zobrazeny v Grafu 4.
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Graf 4. Vysledky kinetického méfeni koordinace fluoridovych aniontii na komplex
[Ga(L1)] (35 °C, EtOH: pufr 1:1, cg- = 0,2 mM, cg,3+ = 2,0 mM). Cerné linie

znazoriuji prolozeni dat rovnici 4
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ProloZenim vynesenych dat rovnici vyjadiujici vySe zminénou kinetiku pseudo-
prvniho fadu byly ziskany rychlostni konstanty a z nich byly dale vypocitany polocasy
reakci, které jsou znazornény v Grafu 5. Pfidanim daného mnozstvi EtOH do roztoku
pufru byly polocasy reakci vyrazné zkraceny a s rostoucim pH se postupné zvySovaly
(¢ervené body). Tento trend nésledoval i pfi mefenich v samotném pufru (Cerné body).
Vyjimkou bylo méfeni pii pH = 7, kdy se koordinaci pouhych 5ti procent fluoridovych
aniontll ustalila rovnovaha velmi rychle a tim se vyrazné zkratil i polocas dané reakce.
Vysledky kinetik piepocitané na procentualni mnozstvi koordinovanych fluoridovych
aniontl jsou srovnany v Grafu 6. Odpovidajici rychlostni konstanty i s polo¢asy reakci

jsou zaznamenané v Tabulce 6.
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Graf 5. Polocasy tvorby komplexu [Ga(L1)F] (35 °C, EtOH: pufr 1:1, cg- = 0,2 mM,
Cga3t = 2,0 mM
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Graf 6. Porovnéni vysledki méfeni kinetik komplexace fluoridi pro komplex
[Ga(LL1)] a rtizna slozeni roztoku (35 °C, 100% pufr, EtOH: pufr 1:1, cg- = 0,2 mM,
Cga3t+t = 2,0 mM)

Tabulka 6. Porovnani rychlostnich konstant a polocasi reakci pro koordinaci
fluoridovych aniontd na komplex [Ga(LL1)] ve 100% pufru a ve smési pufr:EtOH (1:1)
v rozmezi pH = 4,0-7,0 (35 °C, cg- = 0,2 mM, cgy3+ = 2,0 mM)

100 % pufr 50 % pufr + 50 % EtOH

pH k(s R? t1/2 (min) k(s R? t1/2 (min)
4,0 2,70-10% | 0,9999 42,8 5611074 0,9992 20,6
5,0 9,36-10° | 0,9999 1234 3,97-104 0,9978 29,1
6,0 8,57-10° | 0,9967 134,8 2,67-107 0,9978 433
7,0 1,38-10° | 0,9355 8,4 2,32:107* 0,9822 498
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Komplex [Ga(L2)F]

Stejné¢ jako pro komplex obsahujici ve své struktufe benzyl byly naméteny
kinetiky pro koordinaci fluoridovych anionti na komplexy obsahujici ve své struktuie
jedno acetamidové pendantni rameno. Duvodem proc¢ tyto komplexy zkoumat byl
zejména mozny vliv dusikového atomu amidové vazby jako potencidlni donorové
skupiny pro koordinaci na kovovy ion. Timto zptisobem by mohlo dochazet ke znaénému
zpomaleni kinetiky nebo Uplnému zamezeni tvorby vazby Ga—F. Zarovei se amidicka
vazba v mnohych piipadech vyuziva jak mustek (linker) pro navazani targetujicich

skupin, coz byl dalsi diivod proc tyto komplexy studovat.

Komplex [Ga(L2)] obsahuje ve struktuie monoethyl-acetamidové pendantni
rameno, jehoZz amidicky dusikovy atom ma moznost koordinovat gallity kation a branit
tak mozné vazb¢ fluoridovému aniontu. Data byla méfena opét v rozmezi pH = 4,0-7,0
pti teploté 35 °C. Procentudlni mnozstvi navazanych fluoridovych aniontl pti daném pH

je znazornéno v Grafu 7.
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Graf 7. Vysledky kinetického méfeni koordinace fluoridovych aniontti na komplex
[Ga(L2)] (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM). Cerné linie znazortiuji prolozeni dat

rovnici 4
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Z Grafu 7 lze vidét, ze mnozstvi navazanych fluoridovych atomt je velmi nizké.
K maximalni konverzi doSlo opét jako u ptrechoziho komplexu pii pH = 4,0 a Cinila
doslo k mirnému zvyseni. Tyto vysledky mohou byt dany vlivem pKa donorovych
skupin, a to zejména dusikového atomu amidické vazby. Tyto hodnoty vSak neposkytuji
dobr¢ vysledky pro jakékoliv moznd prakticka vyuziti. I pfesto byla pro porovnani opét
nameétena data, kdy se do pufru piidalo definované mnozstvi EtOH, konkrétné pufr:EtOH

1:1 (Graf 8).
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Graf 8. Vysledky kinetického méfeni koordinace fluoridovych aniontti na komplex
[Ga(L2)] (35 °C, EtOH:pufr 1:1 cg- = 0,2 mM, cg,3+ = 2,0 mM). Cerné linie znazoriiuji

prolozeni dat rovnici 4

Stejné¢ jako u komplexu sbenzylovym chranénym doSlo ke zvySeni
procentudlniho mnozstvi navdzanych fluoridovych aniontl, nejvice vSak pii pH = 7,0
(16 %). Naopak pti pH = 4,0 prakticky k zadné velké zmeéné nedoslo. Kromé toho, ze
EtOH vyrazné ovlivituje samotnou kinetiku v roztoku, tak je velmi pravdépodobné, ze
dochézi 1 k ovlivnéni pKa donorovych skupin, které mohou pozménit samotny vysledek

méieni. Naslednym porovnanim se mohou zdat vysledky méteni bez/v ptitomnosti EtOH
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jako pomérné neptredvidatelné (Graf 9). Veskera procentudlni mnozstvi a polo¢asy reakci

pro tvorbu komplexu [Ga(L2)F] jsou zaznamenany v Tabulce 7. Ziskané rychlostnim

konstanty prolozenim dat a z nich vychézejici poloCasy jsou zaznamenany v Tabulce 8.
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Graf 9. Porovnani vysledkii méfeni kinetik komplexace fluoridi na komplex [Ga(L2)]

pro ruzna slozeni roztokt (35 °C, 100% pufr, EtOH: pufr 1:1, cg- = 0,2 mM, cg 3+ =

2,0 mM).

Tabulka 7. Porovnani procentualniho mnoZstvi koordinovanych fluoridovych aniontt

v rovnovaze na komplex [Ga(L2)] ve 100% pufru a ve smési pufr:EtOH (1:1) v rozmezi

pH =4,0-7,0 (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM)

100 % pufr 50 % pufr + 50 % EtOH
pH Koordinované F~- t2 (S) Koordinované F- t2 (s)
(o) (%)
4,0 5 10,7 3 21,5
5,0 ~1 15,3 9 11,8
6,0 1 21,8 12 8,8
7,0 3 21,1 16 91,4
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Tabulka 8. Porovnani poloc€asti a rychlostnich konstant pro koordinaci fluoridovych
aniontll na komplex [Ga(L2)] ve 100% pufru a ve smési pufr:EtOH (1:1) v rozmezi pH =
4,0-7,0 (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM)

100 % pufr 50 % pufr + 50 % EtOH
pH k(s R? k(s R?
4,0 0,0648 0,9751 0,0322 0,9926
5,0 0,0454 0,9866 0,0586 0,9607
6,0 0,0318 0,9740 0,0790 0,9810
7,0 0,0328 0,9980 0,00758 0,9888
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Komplex [Ga(L3)F]

Ve tietim piipad¢ byla zméfena data pro komplex, jehoz strukturni soucasti je
pendantni rameno s dvakrat substituovanym amidickym dusikovym atomem. To
znamena, ze se donorova schopnost této skupiny snizila a tudiz by neméla ovliviiovat
kinetiku tvorby komplexu [Ga(L3)F] tolik jako v pfechozim piipadé pro komplex
[Ga(LL2)F]. Tento fakt potvrzuje i nasledujici Graf 10, kde pti pH = 4,0 doslo po ustaleni
rovnovahy ke konverzi 17 %. Zaroveil s rostoucim pH dochazi k vyraznému snizeni

procentualnich mnozstvi navazanych fluoridovych aniontd.
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Graf 10. Vysledky kinetického méteni koordinace fluoridovych anionti na komplex
[Ga(L3)] (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM). Cerné linie znazortiuji prolozeni dat

rovnici 4

Po pfidani EtOH do méfici cely s pufrem v poméru 1:1 byl opét zaznamenéan
znacny narust zastoupeni komplexu [Ga(L3)F] a to zejména v rozmezi pH = 5,0-7,0
(Graf 11). Data bez/s vyuzitim EtOH pfi méteni jsou zobrazena a srovnana v Grafu 12.
Vysledné konverze a ziskané polocasy reakci jsou zaznamenany v Tabulce 9. Z téchto
vysledku je zfejmé, Ze s rostouci donorovou schopnosti tfetiho pendantniho ramena
vyrazné¢ klesd mnoZstvi navdzanych fluoridovych aniontii. Rychlostni konstanty a

polocasy kinetickych méteni jsou porovnany v Tabulce 10.
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Graf 11. Vysledky kinetického méteni koordinace fluoridovych anionti na komplex
[Ga(L3)] (35 °C, EtOH:pufr 1:1 cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM). Cerné linie znézoriuji

prolozeni dat rovnici 4
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Graf 12. Porovnani vysledki méteni kinetik komplexace fluoridti na [Ga(L3)] pro riizna

sloZeni roztoki (35 °C, 100% pufr, EtOH: pufr 1:1, cg- = 0,2 mM, cg3+ = 2,0 mM).

Tabulka 9. Porovnani polocasti a procentudlnich mnozstvi koordinovanych fluoridovych

aniontll na komplex [Ga(L3)] (v rovnovaze) ve 100% pufru a ve smeési pufr:EtOH (1:1)
v rozmezi pH = 4,0-7,0 (35 °C, cg- = 0,2 mM, cgy3+ = 2,0 mM)

100 % pufr 50 % pufr + 50 % EtOH
pH Koordinované F~- t2 (S) Koordinované F- t2 (s)
(o) (%)
4,0 17 84,9 19 232,6
5,0 3 72,7 18 40,0
6,0 3 61,6 17 20,4
7,0 ~2 59,4 14 11,0
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Tabulka 10. Porovnani rychlostnich konstant pro koordinaci fluoridovych anionti na
komplex [Ga(L3)] ve 100% pufru a ve smési pufr:EtOH (1:1) v rozmezi pH = 4,0-7,0
(35 °C, cg- =0,2 mM, cg3+ =2,0 mM)

100 % pufr 50 % pufr + 50 % EtOH
pH k(s R? k(s R?
4,0 0,00816 0,9554 0,00298 0,9661
5,0 0,00954 0,9877 0,0173 0,9795
6,0 0,0113 0,9791 0,0339 0,9716
7,0 0,0117 0,9669 0,0163 0,9965
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4.3.3 Disocia¢ni rovnovahy

Pro komplex [Ga(L1)F] byly méfeny rovnéz disociacni experimenty v prostiedi
vyssich pH, pro které je mozné stanovit polocasy, za které fluoridovy anion disociuje
z komplexu zpét do roztoku. Tyto poznatky jsou dulezité, pokud by se mél komplex
ve form¢ radiofarmaka aplikovat pacientim. Za fyziologickych podminek je pH
znacn¢ vyssi (~7,4) nez pH, pii kterém dochazi ke kvantitativni koordinaci F~ (jak
naznacuji predeslé experimenty). Tento poznatek mulze znacné ovlivnit stabilitu

komplexu a podpotfit tak jeho postupny rozklad.

Diikkazem tohoto tvrzeni je Graf 13, na kterém jsou znazornény vysledky
disociacnich méteni. Pro tato méteni byly vyuzity tii roztoky o riznych pH v bazické
oblasti (8,0-10,0) a sledovala se zména mnozstvi koordinovanych fluoridovych
aniontll na Case od doby, kdy byl roztok s komplexem [Ga(L1)F] pfidan do méfici
cely. Na prvni pohled je zfejmé, Ze s rostoucim pH probihd disociace zna¢né rychleji.

Kineticky d&j je popsan rovnici:
[Ga(L1)(F)] + OH™ —» [Ga(L1)(OH)] + F~ (5)

Rychlostni konstanty a z nich ziskané polocasy jsou zaznamenéany v Tabulce 11.
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Graf 13. Disocia¢ni rovnovahy pro komplex [Ga(L1)F] pro rozmezi pH = 8,0-10,0
(35 °C, cg- = 0,2 mM, cg 3+ = 2,0 mM). Cerné linie znazoriuji prolozeni dat rovnici

urcujici pseudo-prvni fad.
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Tabulka 11. Rychlostni konstanty a polocasy disocia¢nich méteni v rozsahu pH = §8,0—

10,0 (35 °C, cg- = 0,2 mM, cg,o+ = 2,0 mM)

pH k(-1073 s R? 12 (S)
8,0 2,21 0,9994 313,6
9,0 3,27 0,9987 212,0
10,0 8,97 0,9974 77,3

Z téchto méfeni a vysledkll je mozné usoudit, Ze k uplné disociaci fluoridového

aniontu v bazickém prostfedi dochazi v fadu nékolika minut. Tento poznatek znaci, ze

za fyziologickych podminek by dochazelo k pomérné rychlému uvoliiovani fluoridového

aniontu z komplexu [Ga(LL1)F] do organismu a pro aplikace v PET neni vhodny.
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5 Zavér

V této diplomové praci byly syntetizovany tfi derivaty makrocyklu TACN obsahujici
ve své struktufe dvé acetatova ramena a benzyl (L1), monoethyl-acetamid (L2) nebo
diethyl-acetamid (L3). Nasledn¢ byly piipraveny gallit¢ komplexy téchto ligandi,
u kterych byla provedena fada méfeni sledujici tvorbu vazby Ga-F pfi riznych pH
prostiednictvim fluoridové iontové-selektivni elektrody. Hlinit¢ komplexy se piipravit

nepodafilo.

V této praci pfinesl nejslibngjsi vysledek komplex [Ga(LL1)], na ktery bylo mozné
vazat fluoridovy anion pti pH = 4,0 téméi kvantitativné do 2 hodin. Po piidani EtOH do
metici cely se tento déj jest€¢ znacné€ urychlil. Piidisociaénich métenich byl vSak
pozorovan rychly rozpad vazby Ga—F po zvySeni pH na hodnoty 8,0-10,0. Z téchto udajt
je zfejmé, ze by pti piimé aplikaci tohoto komplexu dochazelo za fyziologickych
podminek k rychlému rozkladu terndrniho makrocyklického komplexu. Divodem je

vyss§i afinita gallitého kationtu k hydroxidovému aniontu nez k fluoridovému.

V ptipadé komplext [Ga(L2)] a [Ga(L3)] méfeni ukazala, ze tvorbé vazby Ga—F
patrné¢ konkuruje interakce s amidickym pendantnim ramenem, coz dokazuji nizké
vytézky tvorby ternarnich makrocyklickych komplexti. V obou ptipadech proto nebyly

komplexy dale studovany.
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7 Seznam zkratek

AMPSO

BODIPY
CAPS
COSY
CT
DOTA
DTPA
EA
EDTA
EtOH
FDG
F-ISE
HMBC
HPLC
HSAB
HSQC
NOTA
MeCN
MOPS
MRI
PET
TACN

kyselina N-(1,1-dimethyl-2-hydroxyethyl)-3-amino-2-
hydroxypropansulfonova

4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen
kyselina N-cyklohexyl-3-aminopropansulfonova

"H-'H korelaéni spektroskopie

pocitacova tomografie

kyselina (1,4,7,10-tetraazacyklododekan)-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina diethylentriaminpentaoctova

elementarni analyza

kyselina ethylendiamintetraoctova

ethanol

fluorodeoxyglukosa

fluoridova iontové-selektivni elektroda

heteronuklearni vicenasobna korela¢ni spektroskopie
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

teorie tvrdych a mékky kyselin a zdsad

heteronuklearni jednokvantova korela¢ni spektroskopie
kyselina (1,4,7-triazacyklononan)-1,4,7-trioctova

acetonitril

kyselina 4-morfolinopropansulfonova

magnetickd rezonance

pozitronova emisni tomografie

1,4,7-triazacyklononan
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8 Prilohy
A.NMR spektra
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Obrazek A2. 3C{'H} HMBC spektrum [Ga(L1)] (D20)
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Obrazek A3. 3C{'H} HSQC spektrum [Ga(L1)] (D20)
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B. HPLC-MS data

Peak#1 - 1.253 -QDa 1: MS Scan
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Obrazek B1. Chromatogram (UV) ziskany metodou M1 pro komplex [Ga(L1)]
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Obrazek B2. Chromatogram (UV) ziskany metodou M1 pro komplex [Ga(L2)]
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Obrazek B3. Chromatogram (UV) ziskany metodou M1 pro komplex [Ga(L3)]
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