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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva piipravou novych ligandl pro selektivni komplexaci gallia, které by
mohly slouZit jako potencidlni zéklad radiofarmak pro ®®Ga-PET vysetfeni kostni tkang.
V této praci byly pripraveny 2 nové ligandy kombinujici skelet 1,4,7-triazacyklononan-1,4-
dioctové kyseliny s bis(fosfonatovym) pendantnim ramenem navazanym K volnému atomu
dusiku na makrocyklu. Makrocyklicky skelet je zodpovédny za vysokou kinetickou i
termodynamickou stabilitu komplexu s Ga>*, zatimco bis(fosfonatové) pendantni rameno je
zodpovédné za cilenou dopravu komplexu na kostni tkan. Oba nové ligandy byly plné
charakterizovany pomoci NMR a hmotnostni spektroskopie. Byla studovana komplexacni
reakce obou ligandii s Ga®* pomoci *P a "Ga NMR spektroskopie, dale byly studovany
adsorp¢ni vlastnosti komplexti na hydroxoapatit, ktery byl pouzit jako model pro kostni tkan.
Ve spolupraci s Johannes-Gutenberg Universitit Mainz Vv Némecku byly provedeny
radiochemické experimenty, zahrnujici studium kinetiky komplexace %%Ga a dale byly
provedeny zakladni in-vivo zvifeci experimenty zahrnujici sledovani biodistribuce komplexu
a PET vySetfeni. Ziskan4 data byla porovnana se zndmymi analogickymi sloufeninami se

stejnym pendantnim ramenem navazanym na odliSny makrocyklicky skelet.
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ABSTRACT

This thesis is focused on preparing new ligands for selective complexation of gallium,
which might serve as potential radiopharmaceuticals for ®*Ga-PET bone imaging. Two new
ligands were prepared, combining 1,4,7-triazacyclonone-1,4-diacetic acid macrocyclic
skeleton and bis(phosphonate) pendant arm, bound to the remaining free nitrogen atom on the
macrocycle. Macrocyclic skeleton is responsible for high kinetic and thermodynamic stability
of the Ga®* complex and the bis(phosphonate) pendant arm insures selective delivery of the
complex to the bone tissue. Both new ligands were fully characterized by NMR and mass
spectroscopy. Complexation of Ga®* was studied by 3P and "“Ga NMR spectroscopy. Binding
to bone tissue was simulated by adsorption of the complexes to hydroxoapatite.
Radiochemical experiments including study of ®®Ga complexation kinetics and basic in-vivo
experiments including biodistribution studies and PET examination were done in cooperation
with Johannes-Gutenberg Universitit Mainz in Germany. Data obtained from these
experiments were compared with known analogic compounds with the same pendant arm

bound on different macrocyclic skeleton.
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2. UVOD
2.1 Uvod do studia struktury tkani

Prvni pokusy o studium vnitini struktury tkan¢ bez vzniku viditelného poskozeni byly
uskuteCnény na konci 19. stoleti. Wilhelm Rontgen tehdy objevil, ze dopadem elektroni,
urychlenych vysokym napétim, na vhodny kovovy teréik, vznik4 zafeni schopné prochézet i
materidly, které bézné svétlo nepropusti. Exponovanim riznych casti téla tomuto zatreni proti
fotografické desce byly ziskany prvni snimky kosterni struktury (obr. 1), nebot’ kostni tkan
absorbuje Rontgenovo zafeni vice nez okolni tkané. Za objev byla W. Rontgenovi udélena
v roce 1901 Nobelova cena za fyziku a tato metoda se bez vétSich modifikaci pouziva pro

zobrazovani napft. kosti nebo zubti dodnes (skiagrafie).

Obrazek 1: jeden z prvnich snimki
porizenych W. Rontgenem v roce 1895

Cilem moderni mediciny bylo zlepSeni rozliSovaci schopnosti vysetfeni a zaroven
sniZeni radiacni zaté€Ze vyvojem novych metod. Vyznamny pokrok v tomto odvétvi byl u¢inén
s rozvojem vypocetni techniky, kvantové fyziky a jaderné chemie béhem 70. let minulého
stoleti. VV roce 1971 byl do komeréniho provozu uveden prvni pfistroj vyuzivajici metodu
vypocetni tomografie (Computed Tomography, CT). Pacient je umistén v pfistroji, kde jej po
kruhové ose obiha zafizeni slozené zrentgenky a detektort. Pacient je tak prozafen
z nejriznjSich Ghli a podle rozdilu intenzity emitovaného a detekovaného zafeni jsou
nasledn¢ pomoci pocitace rekonstruovany plosné fezy, ptipadné prostorovy model zkoumané

tkané. Za vynalez této metody byla G. Hounsfieldovi a A. Cormackovi v roce 1979 udélena



Nobelova cena za medicinu. Vyhodou této metody je dobra rozliSovaci schopnost, nevyhodou
je velka radiacni zatéz pacienta.

Tabulka 1: Srovnani radiacni zatéze behem vysetreni

Vysetteni Typicka efektivni davka (mSv)
Pramérna roéni davka z pozadi 2,41
Rentgen koncetiny 0,001
Rentgen hrudi 0,02 4
CT hlavy 1,5
CT bficha 53"
CT hrudi 5,8
Srde¢ni CT angiogram 6,7—-13,0 4]

Dalsi béZznou zobrazovaci metodou, uvedenou do komer¢niho provozu v roce 1977, je
magnetickd rezonance (Magnetic Resonance Imaging, MRI), kterd je fyzikalnim principem
velmi podobna nukledrni magnetické rezonanci (NMR), pouzivané pro studium chemickych
sloucenin. Nejpocetnéji zastoupeny prvek v organismu je vodik, jehoz jaderné spinové ¢islo
muze nabyvat stavli +2 a -2. Za béznych podminek je energeticky rozdil mezi t€mito stavy
zanedbatelny a oba jsou pfiblizn¢ stejn€ obsazeny. Pfi umisténi takového jadra do statického
magnetického pole By, dochdzi k energetickému oddéleni uvedenych stavii a nasmérovani
spinového vektoru podle tohoto pole, pficemz energeticky rozdil 4E mezi stavy je ptimo
umérny velikosti piisobiciho pole By. Pokud je pfidano druhé, kolmo ptisobici proménné
magnetické pole Bj, jehoz frekvence v odpovida podle vztahu 4E = h. v energetickému
rozdilu hladin vyvolanému pusobicim polem By dojde K resonanci jadernych spinii mezi
obéma stavy. Naptiklad pro atom vodiku je pfi poli Bp = 1 T resonan¢ni frekvence v = 42,58
MHz. Tato frekvence zaleZi na druhu jadra a mirné také na jeho chemickém okoli. Cim vyssi
je pole By a tim i rezonan¢ni frekvence v, tim vy$$i je rozliSovaci schopnost pfistroje.
Spravnou volbou parametrti poli By a B; 1ze velmi ptesné urcit, ktera jadra budou v rezonanci.
Se zménou orientace jaderného spinu dochazi i ke zméné jeho magnetického momentu.
Ptiblizenim civky do blizkosti méniciho se magnetického momentu se v ni indukuje napéti,
které je nasledné méteno. Zjednodusené feceno je tedy velikost indukovaného napéti zavisla
na poloze a typu tkdné. Pomoci vypocetni techniky je nésledné rekonstruovan prostorovy

model zkoumané tkan€. Vyhodou této metody je dobra rozliSovaci schopnost a télo béhem



vysetieni neni vystaveno Skodlivému ionizujicimu zatreni, diky ¢emuz bylo mozné poprvé
neinvazivn¢ zobrazit mozek nebo nervové tkané. Podanim kontrastni latky, ktera se selektivné
vaze na zkoumanou tkan lze rozliSeni déale vylepsit na uroven dalece ptesahujici moznosti
rentgenu nebo CT. Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci a provozni néklady, ¢asové naroky

vysetieni a obtize pfi vySetieni pacientli s kardiostimulatory a jinymi kovovymi implantaty.

Obrazek 2: MRI snimek kolenniho k?oubu

Dalsi neinvazivni zobrazovaci metodou je sonografie. Pfi této metodé se vyuziva
ultrazvukové vinéni o frekvencich pfiblizné 2 az 18 MHz, které je v mikrosekundovych
pulzech vysilano do téla pacienta. S rostouci frekvenci roste piesnost vySetieni, ale klesa
hloubka priniku. Povrchové c¢asti téla jako napt. svaly se skenuji pii vyssich frekvencich,
hlubsi struktury jako naptiklad ledviny nebo jatra se zobrazuji pii nizSich frekvencich.
Vyuziva se faktu, ze akusticka impedance, a tedy 1 rychlost $ifeni ultrazvuku neni ve vSech
tkanich stejnd. Na rozhrani dvou tkani s odliSnou akustickou impedanci pak dochézi
Kk ¢aste¢nému odrazu vInéni, pfi¢emz se registruje intenzita odrazeného signalu, i doba za
jakou se vysilani vrati do senzoru. Vypocetni technika pak rekonstruuje obraz zkoumaného
organu. Vyhodou metody je velmi dobré zobrazeni svali a jinych mékkych tkani, zadné
znamé vedlejsi efekty vySetfeni a cenova dostupnost. Nevyhodou je omezend moznost
ultrazvuku penetrovat pies kosti a diky velké akustické impedanci plynii neni mozno provadét
skenovani, pokud se mezi sondou a cilenym organem nachdzi vrstva plynu. Z tohoto diivodu
také nelze skenovat napf. plice nebo zaZivaci Ustroji. Limitované moZnosti penetrace také
zpusobuji problémy pii zobrazovani hloubéji uloZenych organtli, zvlasté pak u obéznich
pacientd.

Mezi radiochemické metody patii pfedevSim pozitronova emisni tomografie (Positron



Emission Tomography, PET) — viz niZe a jednofotonova emisni vypocetni tomografie (Single
Photon Emission Computed Tomography, SPECT). Metoda SPECT vyuziva y-zafice
s kratkym polocasem rozpadu. Do krevniho obéhu pacienta je vpraven y-zafi¢ navazany ha
vhodné radiofarmakum, které ho dopravi na cilené misto v organizmu. Okolo pacienta rotuje
v-kamera, kterd nasnima dvourozmérné projekce pacienta ze vSech thli a vypocetni technika
z nich nasledné sestavi tomografickou rekonstrukci distribuce radionuklidu v dané tkani. Na

pFiblizng 80% viech vysetieni se pouziva nuklid *™Tc.

Tabulka 2: Prehled y-zaricii pouzivanych pro SPECT

Nuklid Polocas rozpadu [hodiny] Vysetteni

¥ MTc 6,01 Kosti, srde¢ni sval, mozek
= 13,22 Stitna 71aza
n 67,31 Bilé krvinky

Vyhodou metody je pouziti levnéjSich a snaze pfipravitelnych radioisotopl, nez v piipadé
PET, nevyhodou je niz§i rozliSeni a dlouhy ¢as vySetfeni (15-20 minut) béhem kterych se

pacient nesmi pohybovat.

2.2 Pozitronova emisni tomografie

Pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography, PET) je druh lékatského
vySetieni, zaloZzeny na metodach zobrazeni prostorového modelu tkdné¢ pomoci jaderné
mediciny. Do krevniho obéhu pacienta je vpraven PB* zafi¢ navazany na vhodné
radiofarmakum, které ma za ukol jeho dopravu na cilené misto v organismu (targeting). Pti
radioaktivnim rozpadu B* zéfi¢e dojde k emisi pozitronu, ktery v téle urazi v zavislosti na své
energii jen velmi kratkou vzdalenost (fadové desetiny mm), nez se srazi s elektronem z okoli.
Vzajemna anihilace téchto ¢astic resultuje pfedevsim ve dva y-fotony o energii 511 keV, které
opoustéji misto anihilace v pfimém uhlu 180°. Tyto pary fotonil jsou detekovany scintilaénim
zafizenim ve tvaru tunelu, ve kterém je pacient umistén a které dokéze urcit souradnice mista,
kde doslo k anihilaci. Pro zajisténi pfesnosti jsou ignorovany fotony, které nedorazi v parech,
tedy v Casech liSicich se o vice nez cca. 10 nanosekund. Z fadové stovek tisic takovych
udalosti jiz za pomoci vypocetni techniky lze slozit ploSné fezy nebo prostorové modely

zkoumané tkan€. Vyvoj této metody pocal jiz koncem padesatych let 20. stoleti,




v sedmdesatych letech byla navrzena metoda syntézy BE_FDG, dnes nejpouzivanéjSiho

radiofarmaka, a prvni dobrovolnici byli touto metodou vySetfeni v roce 1976. Pro rozsifeni

moznosti molekularniho zobrazovani se casto vySe uvedené metody kombinuji v ramci

jednoho vysetieni pomoci pfistroje schopného obsluhovat alesponn dvé metody soucasné,

nejcastéji PET + CT a PET + MRL

Vhodnost nuklidéi prvki podléhajicich B* rozpadu z hlediska pouziti pro PET se posuzuje

podle nékolika kritérii:

1)

2)

3)

4)

Polocas rozpadu

Dolni hranice je limitovdna ¢asem potiebnym pro izolaci nuklidu, pfipravu daného
radiofarmaka, podani pfipravku pacientovi a c¢asem nutnym pro distribuci
radiofarmaka v organismu dfive, nez veskera aktivita vymizi. Naopak pfili§ dlouhy
polocas rozpadu znamend nutnost prodlouzené hospitalizace a tim i1 vyssi finan¢ni
naklady vySetfeni, dokud veskera aktivita za kontrolovanych podminek neopusti télo
pacienta. Idealni polo¢as rozpadu daného nuklidu by se tedy mél pohybovat v fadech
desitek minut az jednotek hodin.

Energie emitovaného pozitronu

Cim vy3§i je energie emitovaného pozitronu, tim del§i urazi vzdalenost, nez dojde
k anihilaci a tim také klesa rozliSovaci schopnost vysetieni. Zadouci tedy je, aby
Naroky na pripravu a manipulaci s danym nuklidem

Nuklidy nejéast&ji pouzivané pro PET (*!C, N, 0 a '®F) se pfipravuji pomoci
cyklotronu, coz je zatizeni velmi naro¢né na provoz, obsluhu i finance. Alternativou je
moznost pripravy neékterych nuklidd tézsich prvkid, pomoci tzv. generatoru (viz sekce
2.3), ktery tyto nevyhody potlacuje.

Moznosti cilené dopravy nuklidu na dané misto v organismu

Nejcastéji pouzivanymi nuklidy, viz vySe, lze znacit latky béZné€ pouZivané
v organismu, tedy cukry, rizné peptidy, vodu, nebo amoniak, aniz by doslo k jejich
chemické zméng. Napiiklad nuklid ®F se pouziva ve formé 2-deoxy-2-(**F)fluoro-D-
glukozy (FDGQG), kterd se jako analog bézné glukdézy selektivné hromadi v tkanich
S vysokou spotiebou cukru, predev§im v mozku, ledvinidch a rakovinnych butikach.
FDG vstoupi do glykolyzového cyklu a pomoci hexokindsy je fosforylovana na FGD-

6-fosfat, avsak nemuze byt dale metabolizovana, nebot’ ji chybi potiebny atom kysliku
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Vv pozici 2. Az po radioaktivnim rozpadu BF na 80" a zachyceni protonu z okoli se
z molekuly FDG stane bézna glukoéza, ktera je dale spotiebovéana v glykolyzovém

cyklu.
OH y
S

HO o
HO
18F

OH

Obrdzek 3: Obrazek 4:

2-deoxy-2-(“®F)fluoro-D-glukéza (FDG) Metomidat (MTO)

Nuklid ™C se pouziva napi. ve form& (*C)Metomidatu (MTO) pro skenovani
adrenokortikalnich nadord. Metomidat je velmi G¢inny inhibitor 11B-hydroxylasy, coz je
kli¢ovy enzym v biosyntéze kortizolu a aldosterolu v adrenalnim kortexu.™
Nuklidy tézsich, vétSinou kovovych prvkl jsou sice snadnéji pfipravitelné pomoci
generator, ale doprava téchto prvkll na cilené misto je v porovnani s lehkymi
Kov je proto potieba pomoci vhodného ligandu zakomplexovat, tak aby kineticka a
termodynamicka stabilita komplexu vylucovala nasledné uvolnéni kovu v téle. Doprava

na cilené misto vorganismu se pak zajisti navazanim komplexu na vhodnou

biomolekulu.

Tabulka 3: Bézné * zdrice pripravitelné pomoci cyklotronu

) Polocas rozpadu Maximalni energie
Nuklid ) ) .
[minuty] pozitronu [keV] ™
e 20,38 970
BN 9,97 1190
o 2.04 1720
18 109,77 635
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Tabulka 4: Bézné * zdrice pripravitelné pomoci generdtoru

Nuklid Polocas rozpadu Maximalni energie Generdtor:
[minuty] pozitronu [keV]
%2Cu 9,74 2926 [ %27n(p)*Cu, 9.3 h
*Ga 67,71 1899 I° *Ge(p)*®Ga, 271 d
%Rb 1,27 3378 I°l %2Sr(B)*Rb, 25.6 d
omn 69,15 2300 11 10Sn(p)In, 4.11 d
128Cs 3,64 2885 ¥l 28Ba(p)*®Cs, 2.43 d
PLa 6,45 2688 ! Ce(p)™'La, 3.0d
190py 3,39 2300 I ONd(B)*Pr, 3.3d

Velmi slibné vlastnosti z hlediska pouziti pro PET ma nuklid ®Ga.

2.3 Priprava nuklidu ®Ga

Gallium-68 je nuklid pfipravitelny pomoci tzv. generatoru - zatizeni ve kterém se **Ge
pfeménuje zachytem elektronu (>99%) s polo¢asem 271 dni na %Ga, které je mozZno diky
rozdilnym chemickym vlastnostem obou prvkl ze zafizeni selektivné extrahovat. Prvni
zatizeni tohoto typu bylo vyrobené v 70. letech 20. stoleti a diky rozvoji PET béhem posledni
dekady byla zkoumana §iroka fada systémil, liSicich se zptisobem navazani germania, extrakci

gallia 1 jeho naslednym ¢isténim.

Pro ptipravu %Ge je nejastéji vyuzito reakce %Ga(p,2n)*®Ge. Toto mize byt nasledné
adsorbovano na ruzné materialy (Al,03, TiO2, SNO,, Zn0O,, ZrO,, Sh,0s, organické matrice a
dal§i[lo’11‘12]). Extrakce gallia bylo zprvu docileno pfimym promyvanim roztokem ligandu,
ktery pak bylo moZzno po upravé pH a zakoncentrovani rovnou pouzit pro néktera PET
vySetieni. Zkoumany byly i systémy, ze kterych bylo gallium ziskavano eluci NaOH ve formé
[Ga(OH)4]".*¥ Vyrazné vylepseni radiochemické &istoty a rozsifeni moznosti komplexace
bylo docileno vyvojem systému, ze kterych se gallium extrahuje pomoci HCI ve formé Ga**.
Obsah necistot (pfedevsim Ge, Zn, Fe a kovy pochazeji zadsorbéni matrice) je
minimalizovan nejcastéji frakcionaci eluatu podle aktivity a jeho prichodem pies Kationtové

nebo aniontové iontomeénice.

Pied prichodem pies aniontovy iontoméni¢ je eluat smicham s HCl o koncentraci
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vys§i nez 5,5 M, ¢imz dojde k vytvofeni komplexniho iontu [Ga(Cl)4] , ktery je zachycen.
Ostatni kovy, které lze v eludtu pfedpokladat, netvoii za téchto podminek stabilni zaporné
nabité chlorokomplexy a na aniontovém iontoménici se nezachyti. Pfi nasledném promyti

vodou se chlorokomplex rozpada a dojde k eluci iontu Ga**.

Cisténi eluatu prichodem pies kationtovy iontoméni¢ spodiva v rizné silné interakci
mezi jednotlivymi ionty a iontoméni¢em. Necistoty se eluuji promytim smési acetonu a HCI o
koncentraci ¥adové 0,1 M. Pro nasledné uvolnéni Ga®' je potieba koncentraci HCI zvysit na

vice nez 4 M (podle typu iontoménice).*!

Vzhledem k polodasu rozpadu *®Ga (67,71 min, 89% B*, 11% EC) je jiz 8 hodin po
piedchozi extrakei ustavena rovnovaha (>99 %) mezi formaci nového ®Ga a jeho rozpadem
na ®Zn a ze zafizeni lze extrahovat novou davku. Generétor je diky dlouhému polocasu

rozpadu mateného izotopu ®*Ge mozno vyuzivat po dobu nékolika mésica.

Aktivita %8Ga [90]

Graf ¢.1: Teoreticky vypodtend aktivita $8Ga v ¢ase od Graf &.2: Teoreticky vypodtena aktivita $8Ge v ¢ase od
piedchozi eluce [ vyroby generétoru [l
100
/4 90 N
yd S 80 N\
/ PR N
y 4 o 60 N
y 4 < 50 N
/ s 0 S
/ : ~—
[/ < 20 e
10 T ——
T T T T T T T T T T T | 0 T T T T T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Cas [hodiny] Cas [mésice]

obrdzek 5: Generdtor °8Ge | %®Ga

i pti zanedbani rozpadové konstanty A, OProti Ag,, nebot’ polocas rozpadu T, e » Ty, ga

" p¥i zanedbani ubytku aktivity ®*Ge prinikem do eluce spoleéné s ®Ga; obsah 10 — 102 % / eluce

13




2.4 Gallium a jeho koordinaéni vlastnosti

Gallium je prvek 4. tady a IlIlLA skupiny periodické tabulky, s elektronovou
konfiguraci [Ar]3d*°4s?4p, z ¢ehoz vyplyva nejb&zngjsi oxidacni &islo +3. Volny ion Ga®* je
stabilni pouze v kyselém prostfedi. Pfi pH v rozmezi piiblizné 3 — 9,5 se srazi jako velmi
nerozpustny Ga(OH)s (Ks = 7,28 x 10%). P¥i pH vyssim nez 9,5 se hydroxid opét rozpousti
ve formé [Ga(OH)4] .

Koordinagni chemie Ga** je velmi podobna Fe**, predevsim diky téméf stejnému
iontovému poloméru (62 pm pro Ga>* a 65 pm pro Fe*" )™l Lze proto ocekavat, ze Ga>* by
mohl nahrazovat Fe** v biologicky aktivnich centrech v organizmu. Toto bylo prokazano
napt. u transferrinu, coz je protein zodpovédny za transport Zeleza v krevni plasmé.
Transferrin obsahuje dvé vazebna mista, velmi selektivni pro Fe®* (pK = 23), pfi¢emZ za
fyziologickych podminek je Fe** nahrazovan Ga®*, taktéz svelmi vysokou afinitou
(pK =~ 20)8!.

Ga*' je klasifikovan jako tvrda kyselina a tvofi proto stabilni komplexy pfedevs§im s
ligandy obsahujicimi kyslik, dusik, pfipadné siru jako donorové atomy, pfiCemz je
preferovano koordina¢ni ¢islo 6 s oktaedrickym uspotadanim komplexu. Pro radiologické
znaeni nejen *®Ga byla vyzkouSena fada univerzélnich acyklickych bifunkénich ligandd,
pfedevsim derivatl ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), diethylentriaminpentaoctové
kyseliny (DTPA), N,N’-bis(2-hydroxybenzyl)ethylendiamin-N,N’-dioctové kyseliny (HBED)
a desferrioxoaminu-B (DFO). Vétsina téchto aniontovych komplext vSak vykazovala nizkou
stabilitu in-vitro, coz bylo dano pfedevsim tendenci ke kysele nebo kationtové podpofené

disociaci v téchto podminkéach.*”

Dale byly zkoumany vlastnosti makrocyklickych ligandd, zalozenych na 9, 12, nebo
14-Cetnych kruzich se 3 nebo 4 heteroatomy a jejich derivatd. Velikost centralni kavity
makrocyklu ovliviiuje jak termodynamickou, tak kinetickou stalost komplext. Jeji rozméry
1ze optimalizovat tak, aby dany kovovy kation uvniti byl v idedlni prostorové konformaci s co
v poklesu stability komplexu. Makrocyklické ligandy lze proto pouZivat k selektivni

komplexaci dané¢ho kovu.
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Obrazek 6: Vybrané acyklické ligandy

Hoocﬂ /—\ /““COOH HOOCj /—\ /—COOH Hoocjm /—-—-CO0H

S .

COOH HOOC—/ \_/ LCDDH HOOC—/ v LCOC)H

NOTA DOTA TETA

Obrazek 1: Vybrané makrocyklické ligandy

Doprava komplexu na cilené misto Vv organismu se zajisti nej€astéji kovalentnim
navazanim na vhodny biologicky vektor. Naptiklad konjugat 1,4,7,10-tetraazacyklodekan-
1,4,7,10-tetraoctové kyseliny s [Tyr3]-octreotidem (DOTA-TOC) se selektivné vaze na
nekteré nadorové tkan¢ a je kromé %8Ga znagen fadou jinych trojmocnych kovovych kationtt,

%0y L)y 5 177 [18]

napf. Lu pro diagnostické 1 terapeutické ucely.

15



HOOC

Obrazek 8: Struktura konjugdatu DOTA-TOC

V piipadée Ga** odpovida jeho iontovy polomér nejlépe rozmérim kavity 9-etného
makrocyklu zalozeného na struktuie 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctové kyseliny (NOTA).
Kromé rychlosti komplexace a kinetické stalosti komplexu proti disociaci v in-vivo
podminkach patii mezi dalsi faktory ovliviiujici vhodnost jednotlivych ligandt také redoxni
vlastnosti, ndboj a lipofilicita. Neutralni komplexy jsou méné nachylné ke kyselé, nebo
kationtové podpofené disociaci. Naptiklad u neutralniho komplex Ga-NOTA dochazi ke
kyselé disociaci aZ pfi velmi nizkém pH, které je mimo rozsah in-vivo podminek™”.
Komplexy Ga>* s riznymi derivaty NOTA proto ukazuji velmi slibné vlastnosti jako zaklad

potencidlnich radiofarmak pro PET.

Tabulka 5: Stabilita komplexii Gg®r 1ol

Ligand log [ML]/[L][M] Ligand log [ML]/[L][M]
Transferrin 20,3 DFO 27,6
EDTA 21,0 NOTA 30,1
DTPA 24,3 DOTA 21,3
HBED 38,5 TETA 19,7
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2.5 Fosfor, geminalni bisfosfonaty

Fosfor je nekovovy prvek, hojné se vyskytujici se piedeviim jako aniont PO4>
v zemské kuare. V lidském téle se nachazi ve formé ATP, dale v DNA a jako mineral
hydroxoapatit; Cas(PO4)3(OH), ktery tvoii az 50% hmotnosti kosti. Chemie slou¢enin fosforu

je diky Siroké skale organofosforovych slouc¢enin velmi rozmanita.

R\ /R RO\ /R RO\ /OR RO\P/OR

P P P
R R R OR
fosfan fosfinit fosfonit fosfit

fosfinoxid fosfinat fosfonat fosfat

Obrazek 9: Prehled vybranych organofosforovych sloucenin

Bis(fosfonaty) jsou skupinou latek obsahujici alespon 2 fosfonatové skupiny. Pokud se
tyto dvé skupiny nachézeji na stejném atomu uhliku a tvofi tak vazbu P—C-P, jedna se o

geminalni bis(fosfonaty), dale pro zjednoduseni jen bisfosfonaty, analoga pyrofosfatu, ktery

obsahuje vazbu P-O-P.

o © o <]

0 o) O R O
o:l—o—l:o o:F|>—(|:—F|>:o
Lo )L
© © © ©
Pyrofosfat Gemindlni bisfosfonat

Vazba P-C-P je chemicky i tepelné¢ velmi odolna a kompletné rezistentni vuci
enzymatické hydrolyze. Bisfosfondty maji silnou afinitu ke kovovym iontim, se kterymi
Casto tvofi v zavislosti na pH nerozpustné komplexy. Déle se ochotné vazi na hydroxoapatit a

inhibuji tak vznik, rist, agregaci i rozpousténi jeho krystalti. Afinita pro tento mineral, ktery je
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hlavni soucasti kostni tkén¢, je zakladem pouziti bisfosfonati pro 1éCbu nejriznéjsich

kostnich onemocnéni.

CHs

S S e
0 o} 0
I A
N
e © e

OH 8 [ OH
Alendronat Clodronat Etidronat
Cl
CHy NN
N L
e | e e e <) ©
O (CH.)» O O CH, O C|> |S Cl)
O:FL—(|3—F|’=O O=l|3—(|3—IL=0 OZT_T_T:O
Lobod bobod Lol
e e e e e ©
Ibandronat Risedronat Tiludronat

Obrdazek 10: Komercni nazvy vybranych blsfosfonatu[21]

Dvé volné pozice na centralnim atomu uhliku dovoluji Siroké moZnosti derivatizace.
Piipojenim bisfosfonatové skupiny k vhodnému ligandu lze docilit selektivni dopravu
radioaktivniho izotopu dané¢ho kovu na kostni tkan. Pro radiodiagnostické i terapeutické
pouziti jiz byly popsany slou€eniny obsahujici bisfosfonatové pendantni rameno pfipojené na
skelet DOTA.?

HOOC—\/_\/—COOH HOOCj/—\/—COOH HOOCj/—\/—COOH

S (] EJ

wooe—" \__/ j: wooe—" \_/ o wooe—” \__/ \

HO—P=—0

H,04P PO3H,; H,0;P PO;H,

HaO4P PO3H,
BPAMD BPAPD BPPED

Obrazek 11: Znamé ligandy pro cilenou dopravu kovu na kostni tkan
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2.6 Cil prace

Cilem této prace je optimalizace syntézy a charakterizace novych ligandl pro
selektivni komplexaci Ga®*, spojujicich vyhody in-vivo stability a inertnosti komplext typu
Ga-NOTA s bisfosfonadtovym pendantnim ramenem, které by mélo byt zodpovédné za
selektivni navazani takového komplexu na kostni tkan. Distribuce aktivity sledovand pomoci

%8Ga-PET by pak méla slouZit jako spolehlivé voditko pii diagnostice kostnich onemocnéni.

/ \ COOH HOOC / \ COOH
HOOC_\N N/_ jN N/_

e/ </NC>

0 HO—P—70
HN
H203P P03H2 H203P P03H2
BPAMN BPPEN

Obrazek 12: Navrhované ligandy
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Pouzité chemikalie:
Vsechny vychozi chemikélie a rozpoustédla byly pouzity z béznych komer¢nich

zdrojt.

3.2 Metody charakterizace

Spektroskopie NMR

Spektra H, B¢, ¥pa "Ga byla méfena na pfistrojich Varian VNMRS 300 a Varian
VNMRS 400 na PfF UK ve standardnich 5mm NMR kyvetach. Méfeno bylo pii pokojové

teploté, pokud neni uvedeno jinak. Hodnoty chemickych posunt jsou uvadény v ppm
s pfesnosti na dvé desetinna mista pro *H a na jedno desetinné misto pro B¢, 3paGa.

Standardy:  t-BuOH, dy = 1,25 ppm pro méteni v D,O; den, = 30,2 ppm
TMS, oy = 0,00 ppm pro méfeni v CDCl3; 5CDC|3 =77,3 ppm
H3PQOy, dp = 0,0 ppm
Ga(NOs)s, dga = 0,0 ppm; [Ga(OH)4] , dca = 222,0 ppm

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla ziskdna pomoci spektrometru Bruker Esquire 3000 se
zdrojem iontli pomoci metody ESI (Elektrospray lonization) a detektorem IT (lon Trap).

Budou uvedeny intenzivni signaly, které se podatilo jednoznacné ptifadit jednotlivym iontim.

Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé byly provadény na hlinikovych foliich s vrstvou
silikagelu o tlouStce 0,2 mm znacky Merck 1.05554.0001 Fpss. Jako mobilni faze byly
pouzity rizné smési rozpoustédel, uvedené u konkrétnich navodl v experimentalni Casti.
Nejbéznéjsi smés ethanol + 25% NH;OH je oznaCena zkratkou EN(Cislo), které udava
objemovy nadbytek ethanolu. Detekovano bylo pomoci 0,5 % roztoku ninhydrinu v EtOH,
pomoci I, nebo pod UV pii vinovych délkach 254 a 366 nm.

Elementdarni analyza

Elementarni analyza byla provadéna servisnim pracoviitém Ustavu makromolekularni
chemie Akademie véd CR. Vysledky jsou uvadény v hmotnostnich procentech jako

aritmeticky pramér vSech méteni ve formatu nalezeno (vypocteno).
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3.3 Vlastni syntéza

3.3.1 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononant®*?¥

Schéma 1:
H,0 NH

/ \ / \ \ Br
NH HN Dioxan N N THF N N 2 HN
—— —_— —_—
H Me,NCH(OMe), <j/\> BnBr Y KOH
N N N N
| \/:

@ 2 3 @)

2,00 g (1) bylo rozmichano ve smési 20 ml 1,4-dioxanu a 2,21 g (1,2 ekv.)
Me;NCH(OMe),. Smés byla refluxovana pod zpétnym chladicem po dobu 3 hodin. Po
vychladnuti na laboratorni teplotu byla odpatfena do oleje (2) a bylo pfidano 15 ml THF.
Velmi pomalu bylo za silného michani ptidavano 3,44 g (1,2 ekv.) BnBr rozpusténého v 15 ml
THEF, ptfi¢emz bylo pozorovano srazeni svétle Zlutého prasku (3). Po ptidani veSkerého BnBr
bylo pfidano jest¢ 10 ml THF a smés byla michana ptes noc. Meziprodukt (3) byl poté
odfiltrovan, promyt malym mnozstvim THF, rozpustén ve smési 10 ml H,O, 20 ml EtOH a 5
g KOH a smés byla pfivedena k varu pod zpétnym chladicem po dobu 3 dni. Prib¢h
hydrolyzy byl sledovan pomoci TLC. Smé&s byla poté odpafena na RVO, rozpusténa v H,O a
produkt (4) byl extrahovan do CHCI3. Spojené frakce obsahujici produkt byly odpafeny na
RVO, rozpustény v HCIl : H,O 1:1 a znovu odpafeny. Produkt byl rozpu$tén v malém
mnozstvi vody a po pfidavku EtOH krystalovan v lednici. Takto bylo ziskdno 0,58 g (4).
Opakovanou krystalizaci s pouzitim ACN bylo ziskdno dalSich 1,98 g (4). Celkovy vytézek
reakce byl 2,48 g produktu (4), coz ¢ini 52 % teoretického mnozstvi. Reakce byla opakovana
v mnozstvi 3,00 g vstupni latky (1), rekrystalizace byla pfitom provedena pomoci Et,O
pfidaného do smési HoO + EtOH. Vysledkem bylo 4,6 g produktu (4), coz ¢ini 64 %
teoretického mnozstvi. Vytézky pfepocteny na slozeni produkt.2HCI.H,O, uréeném pomoci

elementdrni analyzy.

Charakterizace produktu (4):
NMR (D;0): 'H§ 2,92 (CH2—N(Bn), 4H, t, %Jun =54 Hz); 3,10 (CH,—CH2—N(Bn), 4H, t,
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3Jun = 6,0 Hz); 3,50 (NH—CH;—CH>—NH, 4H, s); 3,80 (N—CH,—C, 2H, s); 7,33 (arom, 5H,
m); *C{*H} § 44,8 (CH,—CH2—N(Bn), 2C, s); 46,1 (NH—CH,—CH,—NH, 2C, s); 50,2
(CH2—N(Bn), 2C, s); 61,6 (N—CH,—C, 1C, s); 130,9 (C—CH—CH—CH, 1C, s); 1314
(C—CH—CH—CH, 2C, s); 132,8 (C—CH—CH—CH, 2C, s); 137,8 (C—CH—CH—CH, 1C, s)
MS: (+) 219,9 (M+H")

Elementarni analyza: C13H,:N3.2HCI.H,0; C: 51,1 (50,3); H: 8,4 (8,1); N: 13,4 (13,5)

3.3.2 1-benzyl-4,7-bis(tBu-acetyl)-1,4,7-triazacyklononan

Schéma 2:

tBu-ooch/ \N/—COO-tBu

-

[\

NH HN

ACN, K,CO4
B
BrAcOtBu
| :

50 mg (4) bylo rozmichano ve smési 5 ml suchého ACN a 122 mg (4,0 ekv.) K,COs.
Pomalu bylo piikapano 79 mg (2,0 ekv.) t-butylbromacetatu rozpusténého v 10 ml suchého
ACN. Smés byla michana za laboratorni teploty po 3 dny, priibéh reakce byl sledovan pomoci
TLC. Poté byl pevny podil odfiltrovan a filtrdt odpatfen do oleje. Produkt byl vycistén
chromatografii na sloupci silikagelu, eluce smési EN20. Vysledkem bylo 84 mg produktu (5)
ve formé bezbarvého oleje, coz ¢ini 87 % teoretického mnozstvi. Reakce byla opakovana
v mnozstvich shrnutych v tabulce 6.

Tabulka 6: Pokusy pripravy produktu (5)

Pokus | Vstupni latka | BrAcOtBu K2CO3 ACN Produkt Vytézek
¢. [mg] [mg] [mg] [mi] [mg] [%]
1 50 122 122 5+10 84 87
2 500 788 1115 50 + 100 870 90
3 2250 3550 5030 100 + 150 2620 60

Charakterizace produktu (5):

NMR (CDCl3): *H & 1,40 (C—(CHs)s, 18H, s); 2,84 (N(Bn)—CH,—CH,—N(ac), 8H, s); 2,92
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(N(ac)—CH,—CH>—N(ac), 4H, s); 3,30 (N—CH,—COO, 4H, s); 3,72 (N—CH,—C, 2H, s);
7,30 (H arom, 5H, m); *C{*H} & 30,3 (C—(CHa)s, 6C, s); 51,9 + 53,7 + 55,1 (C cykl, 2C +
2C + 2C, s); 60,3 (N—CH2—COO, 2C, s); 61,6 (N—CH2—C, 1C, s); 83,9 (C—(CHa)s, 2C, 9);
131,3 - 133,0 (C arom, 5C, m); 172,8 (COO, 2C, s)

MS: (+) 448,1 (M+H"); 392,0 (M-1tBu+2H"); 335,9 (M-2tBu+3H")

3.3.3 1,4-bis(tBu-acetyl)-1,4,7-triazacyklononan (tBu-NO2A)

Schéma 3:

tBu-O0C / \ COO-tBu tBu-OOC / \ COO-tB
jN N/— u ﬂ N/— u

EtOH N
—_—
H,, Pd/C
N N

S (6

30 mg (5) bylo rozpusténo ve smési 3 ml vysuseného EtOH a 3 mg Pd/C katalyzatoru.
Smés byla michana za laboratorni teploty pod vodikovou atmosférou po dobu 24 hodin. Podle
TLC reakce probihala velmi pomalu, smés byla proto zahtata na 50 °C a michéna dalSich 8
hodin. Pevny podil byl odfiltrovan, filtrat odpafen do oleje. Vysledkem bylo 20 mg, 83 %
produktu (6). Reakce byla nékolikrat opakovana pii teplot¢ 50 °C po dobu 8 hodin

Vv mnozstvich, kterd shrnuje tabulka 7.

Tabulka 7. Pokusy pripravy tBu-NO2A:

Pokus | Vstupni latka EtOH Pd/C Produkt Vytézek
¢. [mg] [mi] [mg] [mg] [%]
1 30 3 3 20 83
2 32 3 15 22 86
3 570 60 100 380 83
4 660 60 100 470 89
5 1320 120 300 923 87
6 870 80 150 660 95
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Byla prozkoumana téZ moznost pfimé syntézy podle schématu 4.

Schéma 4: alternativni moznost pripravy tBu-NO2A

/ \ tBu-OOCj / \ /—COO-tBu
NH  HN ACN, KHCO, N N
e Yl
\> BrAcOtBu
H
N N

20 mg (1) bylo rozpusténo ve smési 2 ml ACN a 150 mg KHCOs3. Za stalého michani
bylo pfidano 61 mg (2,1 ekv.) t-butylbromacetatu. Smés byla michana za pokojové teploty
ptes noc. Vysledkem byla smés 1, 2 a 3x substituované¢ho derivatu TACN. Separacni a €istici

[25]

postup uvedeny v literatuie*™ se nepodafilo uspokojivé reprodukovat. Bylo vyzkouseno jesté

nékolik dalSich moznosti pfimé syntézy:

1) Rizné poméry reaktantii, od 1,0 ekv. az po 2,0 ekv. t-butylbromacetatu
2) Pouziti K,CO3 misto KHCO3
3) Alternativni rozpoustédla:

a) CHCI3 + H,0 za pritomnosti KHCO3

b) NEt;

Z4dny téchto postupt nevedl k cilenému produktu v uspokojivém vytézku a &istoté.

Charakterizace produktu (6):

NMR (CDCls): *H & 1,41 (C—(CHs)s, 18H, s); 2,81 (N(ac)—CH,—CH,—N(ac), 4H, s); 3,08
(N(ac)—CH,—CH,—NH, 4H, s); 3,23 (N(ac)—CH,—CH,—NH, 4H, s); 3,40 (N—CH2—COO,
4H, s); BC{*H} & 20,1 (C—(CHa)s, 6C, s); 44,5 (N(ac)—CH,—CH,—NH, 2C, s); 49,0
(N(ac)—CH,—CH,—NH, 2C, s); 51,7 (N(ac)—CH,—CH,—N(ac), 2C, s) 56,7 (N—CH2—COO,
2C, s); 81,9 (C—(CHa)s, 2C, s); 170,7 (COO, 2C, s)

MS: (+) 358,0 (M+H"); 301,9 (M-1tBu+2H"); 245,8 (M-2tBu+3H")
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3.3.4 tBu-BPAMN
Schéma 5

tBu-OOCﬁ\N/ \N/—COO»iBu ACN

Ca) ¥

tBu-OOC—\N/ \N/—COO-IBU

-

50 mg (6) bylo rozpusténo ve smési 2,5 ml vysuSeného ACN a 100 mg Cerstveé
vyzihaného K,COj3. Za stalého michani byla pfikapana smés 93 mg (1,75 ekv.) amidového
prekurzoru ve 2,5 ml ACN. Reakéni smés byla michana za pokojové teploty, pti¢emz i po 5
dnech byla podle TLC v reakéni smési piitomna vstupni latka (6). Po zahtati na 50 °C
odreagovala veskera vstupni latka béhem 24 hodin. Pevny podil byl odfiltrovan, filtrat
odpafen do oleje. Nadbytek nezreagovaného amidu a ostatni necistoty byly oddéleny
chromatografii na sloupci silikagelu eluci ¢istym EtOH. Produkt byl poté eluovan smési
EN10. Spojené frakce obsahujici produkt byly odpafeny na RVO a produkt (7) byl izolovan
ve form¢ nazloutlého oleje v mnozstvi 70 mg, coz ¢ini 79% teoretického mnozstvi. Reakce
byla nekolikrat opakovana pii teplot¢ 50 °C a reakénim casu 24 hodin v mnozstvich, ktera
shrnuje tabulka 8.

Tabulka 8: Pokusy pripravy tBu-BPAMN

Pokus | tBu-NO2A Amid K2CO3 ACN Produkt Vytézek
C. [mg] [mg] [mg] [mi] [mg] [%]
1 50 93 100 25+25 70 79
2 196 365 400 10+ 10 220 57
3 470 774 1000 30 + 30 550 60
4 498 705 1000 30 +30 730 75

Charakterizace produktu 7:

NMR (CDCls): *H & 1,28 (P—O—CH,—CHs, 12H, t, 3Jun = 7,2 Hz); 1,39 (C—(CHs)s, 18H, s);
s); 3,08 (N(ac)—CH,—CH>—N,

2,71

(N(ac)—CH,—CH>—N(ac),

4H,
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(N—CH;—CO, 2H, s); 3,35 (N—CH;—COO, 4H, s); 4,14 (P—O—CH,—CHs, 8H, m); 5,06
(NH—CH—P, td, 2Jpy = 23,1 Hz *Juy = 7,5 Hz); *C{*H} & 16,3 (P—O—CH,—CHs, 4C, 3);
28,1 (C—(CH3)s, 6C, s); 43,6 (NH—CH—P, 1C, t, 'Jpc = 148 Hz); 553
(N(ac)—CHz—CH2>—N(ac), 2C, s); 56,3 (N(ac)—CHz—CHo—N, 4C, s); 59,2 (N—CH;—COO,
2C, s); 60,9 (N—CH,—CO, 1C, s); 63,2 (P—O—CH,—CHs, 4C, d, 2Jpc = 10,0 Hz); 80,7
(C—(CHa)s, 2C, s); 171,7 (COO, 2C, s); 172,2 (CO, 1C, s); **P{*H} § 17,2 (s)

MS: (+) 701,4 (M+H"); 645,3 (M-1tBu+2H"); 589,2 (M-2tBu+3H")

3.35 BPAMN
Schéma 6:

R / \ - HOOC / \ COOH
tBu OOCﬂN N/—COO tBu jN N/—

Lo D

- C

HN HN

Et,0,P PO,EL, H,04P PO,;H,

@ ©

70 mg (7) bylo rozpusténo v 15 ml smési 33% bezvodého HBr v AcOH a smés byla
michéna za pokojové teploty 24 hodin. Poté byla odpafena na RVO az na neodpafitelny
zbytek (cca 1 ml), ze kterého bylo po pridavku 5 ml THF pozorovano srazeni produktu. Tento
zbytek byl dale 3x odpafen na RVO s THF a po poslednim ptidavku THF byl pevny podil
odfiltrovan. Produkt byl ¢istén pomoci silného katexu (eluce necistot H,O, eluce produktu 5
% NHg), dale pomoci silného anexu (eluce necistot H,O, ACOH : H,O 1 : 1; eluce produktu
HCI : H,O 1 : 1). Bylo ziskano velmi malé mnozstvi produktu (9) detekovatelné pomoci
hmotnostni a NMR spektroskopie. Postup byl opakovan s 220 mg vstupni latky (7). Po
prichodu pies iontoméni¢e byl produkt odpafen dosucha, rozpustén v minimu H,0,
prevrstven MeOH a ponechan krystalovat v mraznicce. Bylo ziskdano 32 mg produktu (9), coz
&ini 24 % teoretického mnozstvi. Podle *P{*H} NMR byla &istota vzorku odhadnuta na 85 %.
Vzhledem k nizkému vytézku ptedchozi reakce a obtiznému ¢isténi produktu byl navrzen

alternativni postup deesterifikace podle schématu 7.
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Schéma 7. Alternativni postup deesterifikace

- / \ COO-tB HOOC / \ COOH HOOC / \ COCH

N

N
\> CHC|3 </ \> - </ \>
. ——
N CF3;COOH N BrSiMes N

o{

Et,04P POE, Et,O3P PO4EL, H,0,P PO,H,

@

500 mg (7) bylo rozpusténo ve smési 25 ml vysuSeného CHCl3 a 25 ml CF3COOH a
ponechdno michat za tmy po dobu 8 hodin. Smés byla poté nékolikrat odparena do oleje
s CHClI,. Priibéh reakce byl potvrzen absenci charakteristického signalu t-butylu v *H NMR
spektru. Meziprodukt (8) byl jednou odpaien s ACN a rozpustén v 25 ml vysuSeného ACN.
Poté bylo pod proudem argonu pfidano 2,32 ml (20 ekv.) SiBrMe; a smés byla ponechana
michat za tmy po dobu dalSich 8 hodin. Smés byla odpafena na pfedem vysusené RVO, poté
jesté s ACN a dale se smési MeOH : H,O 1 : 1. Produkt (9) byl rozpustén v minimu vody a
krystalovan prevrstvenim MeOH v mrazni¢ce. "H NMR spektrum potvrdilo kompletni
deesterifikaci, avSak podle $'p NMR bylo stale ptitomno cca 10 % dalSich necistot. Produkt
byl proto pfe¢istén pomoci silného anexu (eluce necistot H;O a AcOH : H,O 1 : 1, eluce
produktu HCI : H,O 1 : 1) Po nasledné lyofilizaci bylo ziskano 182 mg produktu ve formé
bilého prasku, coz ¢ini 54 % teoretického mnozstvi vzhledem ke vstupni latce (7). Postup byl

opakovan se 770 mg vstupni latky (7), ¢imz bylo ziskano dalsich 403 mg (77%) produktu (9).

Charakterizace meziproduktu (8):

NMR (CDsCN): *H & 1,32 (P—O—CH,—CHs, 12H, td, *Juy = 7,2 Hz, “Jpny = 2,4 Hz); 3,05
(N—CH2—CH2—N, 12H, s); 3,75 (N—CH2—CO, 6H, s); 4,19 (P—O—CH,—CHj, 8H, m); 5,02
(NH—CH—P, td, 2Jpys = 22,5 Hz, *Jun = 10,2 Hz), 7,50 (NH—CH—P, d, %3, = 9,6 Hz)

Charakterizace produktu (9):
NMR (D,0): H § 3,56 (N—CH2—CH2—N, 12H, s); 4,09 (N—CH2—CO, 6H, s); 4,63
(NH—CH—P, t, 2Jpry = 21,0 Hz); BC{*H} § 47,8 (NH—CH—P, 1C, t, *Jpc = 125,6 Hz); 51,6

' P¥i mé&feni 'H NMR meziproduktu (8) v MeOD poskytuje CH pouze triplet s °Jpy; = 23,1 Hz a NH neni vidét.
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(N—CH,—CH,—N, 6C, s); 57,6 (N—CH,—COO, 2C, s); 58,8 (N—CH,—CO, 1C, s); 168,6
(CO, 1C, s); 172,0 (COO, 2C, s); *P{*H} 8 15,4 (s); *'P & 15,4 (CH—P, d, 2Jpp = 20,2 Hz)
MS: (—) 474,8 (M —H")

Elementarni analyza: C13H26N4011P2.3HCL.H,0; C: 25,6 (25,9); H: 4,6 (5,1); N: 9,4 (9,3)

3.3.6 tBu-BPPEN
Schema 8:

tBu-O0C COO-tB
tBu-OOC—\/ \ _—Co0-8y u N/ \ u
N N Toluen, (CH,0), N N

EtO—P—0

Et,0,P PO,EL,

Et,04P POSEL,

© iy

50 mg (6) bylo rozpusténo ve 3 ml vysuseného toluenu. Poté bylo pfidano 106 mg
(2,0 ekv.) fosfinatového prekurzoru a 8,5 mg (2,0 ekv.) paraformaldehydu. Reakéni smés byla
michana 8 hodin pfi teplot¢ 100 °C. Produkt (10) se nepodatilo izolovat v méfitelném
mnozstvi. Podle intenzity skvrn na TLC desti¢ce bylo odhadnuto, ze reakce za téchto
podminek poskytla pfedev§sim nechtény vedlejs$i produkt Mannichovy reakce, N-methyl

derivat tBuNO2A (10), ktery byl v reakéni smési identifikovan a pozdéji charakterizovan.

EBU_OOCjN/ \N/—COO—tBu

-

CH,

Obrazek 13: Vedlejsi produkt Manichovy reakce

Ve snaze optimalizovat pritb¢h reakce ve prospech cileného produktu (10) byla teplota
sniZzena na 50 °C a reakce byla opakovana ve stejném mnozstvi. Pomoci TLC byla potvrzena

pfitomnost produktu (11) ve vyrazné vétSim mnozstvi, nez vedlejSiho produktu (10). Reakéni
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smés byla poté odpafena dosucha a rozpusténa v EtOH. Necistoty byly oddéleny
chromatografii na sloupci silikagelu eluci ¢istym EtOH. Produkt byl poté eluovan smési
ENS50. Spojené frakce obsahujici produkt byly odpateny na RVO a produkt (10) byl izolovan
ve formé naZloutlého oleje v mnozstvi 40 mg, coz ¢ini 37% teoretického mnozstvi. Reakce

byla n€kolikrat opakovana za podminek shrnutych v tabulce 9.

Tabulka 9: Pokusy pripravy tBu-BPPEN

Pokus | tBu-NO2A | Fosfinat (CH0), Produkt Vytézek

5 Rozpoustédlo | Podminky

C. [mg] [mg] [mg] [mg] [%]

1 50 106 8,5 TOL,3ml | 100°C,8h - -

2 50 106 8,5 TOL, 3 ml 50°C,8h 40 37

3 140 309 23 TOL,10ml | 50°C,8h 100 33

4 425 704 53 ACN, 20 ml | 40°C, 48 h 535 58

5 680 900 68 ACN, 30 ml | 30°C,48h 760 53

U pokusu ¢. 5 byl béhem ¢isténi produktu na sloupci silikagelu eluci smési EN10 izolovan i
vedlejsi produkt (10). Spojené frakce obsahujici tento produkt byly odpafeny na RVO a bylo
ziskano 270 mg (38%) produktu (10) ve formé nazloutlého oleje.

Charakterizace produktu (11):'

NMR (CDCls): *H & diky piekryvu riznych signalti §t&penych fosforem bylo mozné jen
orientaéni piitazeni; **C{*H} & 20,5 (P—O—CH,—CHs, 5C, s); 26,2 (P—CH,—CH—P, 1C, d,
LJpc = 82,9 Hz); 32,3 (C—(CHs)s, 6C, s); 34,1 (P—CH,—CH—P, 1C, td, YJpc = 132,1 Hz, *Jpc
= 26,9 Hz); 58,8 — 60,6 (N—CH,—CH,—N + N—CH,—CO, 8C, m); 64,1 (N—CH,—P, 1C, d,
Ypc = 95,1 Hz); 67,0 (P—O—CH;—CHs, 5C, s); 85,1 (C—(CHa)s, 2C, s); 174,9 (COO, 2C, s)
S1pfiHY § 22,7 (P—CH,—CH—P, 2P, d, 3Jpp = 21,7 Hz); 49,2 (P—CH,—CH—P, 1P, t, 3Jpp =
20,8 Hz)

MS: (+) 764,4 (M+H"); 708,4 (M-1tBu+2H")

Charakterizace vedlejsiho produktu (10):
NMR (CDCly): 'Hs142 (C—(CH3)3, 18H, s); 2,69 (N(ac)—CH,—CH;—N(ac), 4H, s); 2,85

' Dostate¢na &istota produktu (11) byla urdena piedeviim pomoci TLC, *C{*H} a *P{"H} NMR
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(N—CHs, 3H, s); 3,03 (N(ac)—CH,—CH,—N—CHs, 4H, m); 3,33 (N—CH,—COO, 4H, s); 3,61
(N(ac)—CH;—CH,—N—CHj, 4H, m)
MS: (+) 372,0 (M+H")

3.3.7 BPPEN
Schema 9:

tBu-OOC4\ / \ ﬁCOO—tBu HOOCﬂ / \ /—COOH
N N Reflux N N
—_—
HCI
EtO—P==0 HO—p=—=0

Et,05P PO;Et, Hz03P PO3H;

an 13)

40 mg (11) bylo rozpusténo ve smési HCI1 : H,O 1 : 1. a refluxovano po dobu 8 hodin.
Reakéni smés byla poté nékolikrat odpafena s vodou na RVO. Bylo ziskdno velmi malé
mnozstvi produktu (13) detekovatelné pomoci NMR spektroskopie, kterd ukazala
nekompletni prib&h deesterifikaéni reakce. Na "H NMR spektru byly stale patrné signaly
ethylu a t-butylu. **P{*H} NMR potvrdilo, Ze ve smési je pfitomno vice latek.

Obdobné, jako pfi deesterifikaci tBu-BPAMN, byl i zde vyzkouSen alternativni postup
deesterifikace podle schématu 10. 100 mg (11) bylo rozpusténo ve smési 5 ml vysusené¢ho
CHCI3 a 5 ml CFsCOOH. Smés byla michana za tmy po dobu 8 hodin a poté nékolikrat
odpaiena do oleje s CHCI,. Pribéh reakce byl potvrzen absenci charakteristického signalu t-
butylu v *H NMR spektru. Meziprodukt (12) byl jednou odpafen s ACN a rozpustén v 5 ml
vysuseného ACN. Poté bylo pod proudem argonu ptidano 0,506 ml (25 ekv.) SiBrMes a smés
byla ponechdna michat za tmy po dobu dalSich 8 hodin. Smés byla odpafena na pfedem
vysusené¢ RVO, poté jesté s ACN a dale se smeési MeOH : H,O 1 : 1. Produkt byl rozpustén
vV minimu vody a krystalizovan pfevrstvenim MeOH v mraznicce. 'H NMR spektrum
potvrdilo kompletni deesterifikaci produktu. Podle Spriyy byla Cistota produktu odhadnuta
na 80 %. Produkt byl dale ¢istén na sloupci silného katexu. Necistoty byly eluovany vodou,
produkt 5% NHs;. Produkt byl odpafen na RVO a lyofilizovan z H,0O. Bylo ziskano 31 mg
(47%) produktu (13) ve formé bilého prasku. Reakce byla opakovana v mnozstvich, ktera
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shrnuje tabulka 10. Pti dalSich pokusech probihalo finalni ¢isténi produktu chromatografii na
sloupci silného katexu, s pouzitim ¢ist¢ H,O jako mobilni faze. Spojené frakce obsahujici

produkt byly poté odpafeny na RVO a lyofilizovany z H,O.

Schéma 10: Alternativni postup deesterifikace

tBu- OOCj / \ /—COO -tBu HOOCj / \ /—COOH Hoocj / \ /—COOH
CHCI3
</ \> CF3COOH </ J BrSIMea Q \)
N
EtO—P_O EtO*P:O HO—P=—70
Et,03P POsEt, Et,05P PO;Et, H;04P PO3H;
Tabulka 10: Pokusy deesterifikace tBu-BPPEN
Pokus | tBu-BPPEN | CF3COOH + | SiBrMe; + Produkt Vytézek

¢. [mg] CHCI3; [ml] | ACN[ml] [mg] [%0]
1 100 5+5 0,506 + 5 31 47
2 500 25+ 25 2,50 + 25 134 40
3 810 30 + 30 4,84 + 25 295 54

Charakterizace produktu (13):

NMR (D,0): *H & 2,17 (P—CH,—CH—P, 2H, m); 2,31 (P—CH,—CH—P, 1H, m); 3,25
(N—CHo—P, d, 2Jpy; = 5,7 Hz); 3,30 (CHo—N(ac)—CH,, 8H, s); 3,34 (CH—N(P)—CHa, 4H, s);
3,70 (N—CH,—COO, 4H, s); *C{*H} & 28,8 (P—CH,—CH—P,, 1C, d, 'Jpc = 91,8 Hz); 34,7
(P—CH,—CH—P;, 1C, t, 'Jpc = 118,3 Hz); 51,3 + 52,2 + 52,9 (C cykl, 2C + 2C + 2C, s); 57,0
(N—CH;—P, 1C, d, "Jpc = 91,8 Hz); 58,9 (N—CH,—COO, 2C, s); 174,0 (COO, 2C, s);
S'pf'H} § 18,6 (P—CH,—CH—P, 2P, d, 3Jpp = 24,6 Hz); 33,3 (P—CH,—CH—P, 1P, t, 3Jpp =
24,1 Hz)

MS: (=) 509,8 (M — H")

Elementarni analyza: C13H23N301,P3.4NH,4CI; C: 22,0 (21,5); H: 6,2 (6,1); N: 13,7 (13,5)
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3.4  Sorpce Fe komplexii na hydroxoapatit

a) komplex Fe-BPAMN

Piiprava 10 mM zasobniho roztoku komplexu: 47,6 mg (100 pmol) BPAMN bylo

rozpu§téno v 0,9 ml 0,1 M roztoku Fe** (90 umol). Hodnota pH byla upravena na 7 pomoci

0,5 M NaOH a roztok byl doplnén vodou do 10 ml a zahfivan 1 hodinu na teplotu 80 °C. Bylo

ptipraveno 18 vzorkii o konstantnim objemu 3 ml obsahujicich hydroxoapatit (Fluka,

specificky povrch 63 mz.g'l), 1M Tris-HCI pufr a zasobni roztok komplexu podle nasledujici

tabulky:
Tabulka 11: Slozeni vzorkit komplexu Fe-BPAMN
Vzorek ¢. HA [mg] Tris-HCI [ml] komplex [ml] voda [ml]
1 50 0,30 0,06 2,64
2 50 0,30 0,12 2,58
3 50 0,30 0,18 2,52
4 50 0,30 0,24 2,46
5 50 0,30 0,30 2,40
6 50 0,30 0,36 2,34
7 50 0,30 0,42 2,28
8 50 0,30 0,48 2,22
9 50 0,30 0,60 2,10
10 10 0,30 0,30 2,40
11 20 0,30 0,30 2,40
12 30 0,30 0,30 2,40
13 50 0,30 0,30 2,40
14 70 0,30 0,30 2,40
15 100 0,30 0,30 2,40
16 150 0,30 0,30 2,40
17 200 0,30 0,30 2,40
18 250 0,30 0,30 2,40
reference 0 0,30 0,60 2,10
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Vzorky byly michany otacenim celych vialek po dobu 3 dni, pevny podil byl poté odfiltrovan

a po desetindsobném ziedéni bylo prométeno UV-VIS spektrum a odectena absorbance pii

250, 275 a 300 nm. Fit experimentalnich dat a vypocet parametrt kiivky byl proveden pomoci

software Scientist.

b) komplex Fe-BPPEN

Piiprava 10 mM zasobniho roztoku komplexu: 25,6 mg (50 pumol) BPPEN bylo

rozpus$téno v 0,4 ml 0,1 M roztoku Fe* (40 umol). Hodnota pH byla upravena na 7 pomoci

0,5 M NaOH a roztok byl doplnén vodou do 10 ml a zahtivan 1 hodinu na teplotu 80 °C. Bylo

piipraveno 12 vzorkid o konstantnim objemu 3 ml obsahujicich hydroxoapatit (HA), 1M Tris-

HCI pufr a zésobni roztok komplexu podle néasledujici tabulky:

Tabulka 12: Slozeni vzorkit komplexu Fe-BPPEN

Vzorek €. HA [mg] Tris-HCI [ml] komplex [mi] voda [ml]
1 50 0,30 0,05 2,65
2 50 0,30 0,10 2,60
3 50 0,30 0,15 2,55
4 50 0,30 0,20 2,50
5 50 0,30 0,25 2,45
6 50 0,30 0,30 2,40
7 50 0,30 0,35 2,35
8 50 0,30 0,40 2,30
9 50 0,30 0,45 2,25
10 50 0,30 0,50 2,20
11 50 0,30 0,55 2,15
12 50 0,30 0,60 2,10

reference 0 0,30 0,60 2,10

Vyhodnoceni vysledkli probéhlo shodné jako v pfipadé komplexu Fe-BPAMN
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¢) komplexy Fe-BPAMD a Fe-BPPED

Slozeni vzorkli a vyhodnoceni vysledki bylo shodné jako v ptipadé komplexu Fe-
BPPEN. Zasobni roztoky komplext (10 mM, 5 ml) byly pfipraveny rovnéz stejnym

zpusobem.
35  Komplexace ®*Ga

Komplexace ®Ga byla provadéna na Johannes-Guttenberg Universitit Mainz
v Némecku. Pro ziskani *®Ga byl pouzit generator vyrobce Eckert & Ziegler. Cisténi eluatu
bylo provadéno pomoci kationtového iontoménice. Finalni objem jedné eluce obsahujici **Ga
byl 1,0 ml a aktivita eluadtu se pohybovala v rozmezi cca. 100 — 300 MBq, podle ¢asu
uplynulého od piedchozi eluce (viz. str.13, graf ¢.1). Zasobni roztoky obou ligandi byly
ptipraveny rozpusténim 1,0 mg ligandu v 1,0 ml vody. Byla zkoumana zavislost

radiochemického vytézku na pH.

Tabulka 13: Slozeni vzorkii pro studium radiochemického vytézku

pH Slozeni vzorku

1,3 | 400 pl 0,05 M NH4Ac pufru + 400 pl eluatu ®*Ga + 40 pl 4M HCI

3,1 | 400 pl HEPES pufru + 400 pl eluatu ®Ga + 5 ul 4M HCI

4,2 400 pl HEPES pufru + 400 pl eluatu *Ga

6,9 | 400 ul HEPES pufru + 400 pl eluatu **Ga + 20 pl NH,OH

SloZeni HEPES pufru: 277 mg HEPES + 8,0 ml 0,1 M HCI

N

Obrazek 14: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)
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Ke kazdému vzorku bylo pfidano 14,3 pl zasobniho roztoku BPAMN, nebo 15,3 pl
zasobniho roztoku BPPEN (30 nmol ligandu). Molarni nadbytek ligandu vii¢i kovu se za
téchto podminek pohyboval vfadech 10%. Vzorky byly poté umistény do lazng
termostatované na 95 °C a béhem reakce byly v danych ¢asovych intervalech odebirany
standardy pro vyhodnoceni pomoci TLC. Mobilni faze pro TLC byla slozena za 2 roztokd,
smichanych tésné pied pouzitim v poméru 2:1

roztok 1: 9 ml H,O + 0,6 ml 37 % HCI + 88 ml acetonu

roztok 2: acetylaceton
Byly pouzity silikové TLC desti¢ky znacky Merck. Rozlozeni aktivity na TLC desticce bylo
nasledné vyhodnoceno pomoci ptistroje Packard Bell Imager.

Dale byla studovana zavislost radiochemického vytézku na teploté. Byly pfipraveny
vzorky o slozeni odpovidajicimu pH 4,2 a sledovana kinetika reakce pfi teplotach 40, 60 a
95°C.

Biodistribu¢ni studie byly provadény s laboratornimi potkany. 1 hodinu po injekci
aktivity byla zvifata usmrcena a po extrakci organt byla zmétena jejich aktivita. Vysledna

hodnota je aritmetickym primérem ze 3 experiment.
3.6  Komplexace Ga** sledovana pomoci *Ga a *P NMR

30 mg kazdého ligandu bylo rozpusténo v 0,4 ml 0,5 M roztoku octanu sodné¢ho. Bylo
ptidano 0,5 ekv. Ga*" ve formé& 1M roztoku Ga(NO3)s a pH bylo upraveno na 4,5 pomoci 2M
NaOH. Vzorky byly pfemistény do NMR kyvety a umistény do lazné termostatované na
80 °C. V danych casovych intervalech byla komplexacni reakce zpomalena kratkym
umisténim NMR kyvety do 14zné s ledem a poté byla zm&fena spektra "*Ga, *'P a 3P{*H}

NMR. Méfeni "‘Ga bylo referencovano a kvantifikovano vuéi insertu Ga(NO3)s (dga = O

ppm), ptipadné [Ga(OH)4] (dca = 222 ppm).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

41  Chemicka syntéza

Pokusy o pfipravu monosubstituovaného derivatu TACN jiz byly diive provedeny
mimo ramec této diplomové prace podle schématu 11281 Ukézalo se, ze tento postup je
neefektivni, zejména diky obtizim pii poslednim kroku syntézy, detosylaci 1-benzyl-4,7-
ditosyl-1,4,7-triazacyklononanu  (TACNBnNTS;). Detosylace byla provadéna pomoci
koncentrované H,SO, a reakci se podafilo optimalizovat na vytézek 49 % cilené latky
TACNBnN. Bylo zjisténo, ze dochazi k sulfonaci aromatického cyklu v riznych polohéach a

separace cilového produktu a sulfonovanych vedlejsich produktd byla velmi obtizna. Ostatni
[27]

obecné pouzivané zpusoby detosylace, napt. pomoci sméesi 30% HBr v AcOH*"!| nebo smési
HBr a derveného fosforul®®, se nepodarilo reprodukovat.
Schéma 11: Drivejsi postup pripravy TACNBN
[\
NH HN

Pro tuto diplomovou praci byl proto zvolen ¢asové Uspornéjsi postup podle schématu
12, ktery poskytuje vytézek produktu (4) az 64 %. Nevyhodou tohoto postupu je pouze
vysoké cena vstupni latky, ¢istého TACN.

U naésledné reakce TACNBN s t-butylbromoacetatem byl dodrzovan pomér reaktantt
nejvyse 2,0 : 1 kvili obavam o moznou kvarternizaci dusikovych atomt, pokud by byl t-
butylbromoacetat ve vétsim nadbytku. Skalovani reakce z mnozstvi 50 mg na 500 mg vstupni
latky neovlivnilo vysoky vytézek produktu (5), ktery €inil 87, resp. 90 %. Po dal$im rozsiteni
reakce na 2250 mg vstupni latky vytézek poklesl na 60 %.
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Schéma 12: Kompletni postup syntézy
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Pii nésledné debenzylaci pomoci hydrogenaéni reakce s Pd/C katalyzatorem se
ukazalo, ze za obvyklych podminek (RT, hmotnostni pomér katalyzator : vstupni latka = 1 :
10) probih4 reakce velmi pomalu a vstupni latka byla v reakéni smési detekovatelnd i po
nckolika dnech. Pfi zvySeni teploty na 50 °C a hmotnostniho poméru katalyzatoru na hodnoty
okolo 1 : 5 odreagovala veskera vstupni latka do 8 hodin. Tato reakce byla uspésné Skalovana
z mnozstvi 30 mg az po 1320 mg vstupni latky s vytézky produktu (6) v rozmezi 83 — 95 %.

Byly téZ vyzkouSeny moznosti pfimé syntézy disubstituovaného produktu (6) z ¢istého
TACN. Zadny z téchto pokust ale nevedl k cilenému produktu v uspokojivém vytézku a
Cistoté a vzhledem k jiz optimalizovanému postupu piipravy produktu (6) pies chranéné
meziprodukty (4) a (5) popsanému vyse bylo od piimé syntézy dale ustoupeno.

Navazani bisfosfonatového pendantniho ramene s amidovym linkerem na volny atom
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dusiku jiz bylo popsano v literatuie!® pro tBu-DO3A, 3x substituovany derivat DOTA.
Reakce vsak za uvedenych podminek (24 hodin, RT) nebyla dokoncena, a i po 5 dnech
obsahovala reakéni smés ve veétSim mnozstvi vstupni latku. Po zahtati na 50 °C veskera
vstupni latka odreagovala béhem 24 hodin. Molarni pomér acetamid : makrocyklus bylo pii
dalSich pokusech mozno snizit z ptivodnich 1,75 : 1 na 1,50 : 1 pfi soucasném zvyseni
vytézku produktu (7) az na 75 %. Deesterifikac¢ni reakce za podminek uvedenych v literatute
pro analogicky derivat tBu-DO3A (33% bezvody HBr v AcOH) vedle k cilovému produktu
s vytézkem pouze 24 %. Byla proto navrzena dvoukrokova deprotekce pomoci trifluorooctové
kyseliny a trimethylsilylbromidu. V prvnim kroku je reakci s TFA eliminovan t-butyl. Reakce
byla potvrzena kompletni absenci charakteristického signalu t-butylu v'H NMR spektru.
V druhém kroku dojde reakci se SiBr(Me); k substituci ethyl esteru za silyl ester a nasledna
hydrolyza po odpateni reakéni smési a pfidani vody poskytla cilovy produkt (9) s vytézkem
az 77 %.

tBu-OOCj /_\ /— COO-tBu

N N tBu-00C /—COO-tBu
[ j NN
N HN

</H\>
tBu-OOC—/ \_/ N

tBu-DO3A tBu-NO2A

Obrazek 15: Derivaty makrocyklii s jednou volnou pozici na atomu dusiku

Pokus o navazani bisfosfonatového pendantniho ramene s fosfindtovym linkerem byl
rovnéz nejprve proveden podle analogické reakce tBu-DO3A uvedené v literature.™! Za
danych podminek (toluen, 8 hodin, 100 °C) se cilovy produkt nepodafilo izolovat a reakce
poskytla pouze vedlejsi produkt Mannichovy reakce, N-methyl derivat tBu-NO2A. SniZeni
teploty na 50 °C jiz vedlo k cilenému produktu (11) s vytézkem 37 %. Dalsi snizeni teploty na
40°C, pouziti acetonitrilu misto toluenu a snizeni molarnich nadbytkd paraformaldehydu a
fosfinatového prekurzoru vuéi makrocyklu z 2,0 : 1 na 1,5 : 1 vedlo k vytézku az 58 %.
Deesterifikace produktu (11) byla rovnéz nejprve vyzkouSena podle publikovaného postupu
pro analogicky derivat tBu-DO3A, ktery nebyl Gspésny, nebot’ i po 8 hodinach refluxu ve
smési HCI : H,O 1 : 1 byly na "H NMR spektru stale patrné vyrazné signaly ethylu a t-butylu.
Byla proto rovnéz vyzkousena dvoukrokovd deprotekce pomoci TFA a SiBr(Me)s,

poskytujici vytézek cilové latky (13) az 54 %.
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4.2  Vysledky sorp¢nich studii

Termodynamické parametry sorpci jsou nejcastéji popsany pomoci Langmuirovy,
piipadné¢ Langmuirovy-Freundlichovy adsorp¢ni isotermy (rovnice 1), kde X je specifické
adsorbované mnoZzstvi (mol.m'z), Xm je maximalni sorp¢ni kapacita (mol.m’z), K je afinitni
konstanta (dm*®mol™), ¢ je koncentrace volného komplexu v roztoku (mol.dm®) a n je

koeficient popisujici vzajemné interakce mezi adsorbovanymi molekulami.

X _ _o"

Xm  14+(Ko)™ 1)

Langmuirv model (n = 1) povazuje povrch sorbentu jako homogenni a zanedbava vzajemné
interakce mezi molekulami. Langmuirtv-Freundlichiv model (0 < n < 1) uvazuje, ze
adsorpéni energie maji diky nehomogenit¢ povrchu nebo vzdjemné interakci mezi
sorbovanymi ¢asticemi (napiiklad coulombické odpuzovéani) exponencialni distribuci.
Veli¢iny K a X jsou pro dany systém konstantni a jejich vzajemnou zavislost 1ze upravit do

podoby rovnice 2.
X

n _—
K" = (X —X)

)
Vynesenim zavislosti specifického adsorbovaného mnozstvi komplexu X na
koncentraci volného komplexu ¢ lze ziskat k¥ivku, jejiz hodnoty X se pro velké hodnoty
koncentrace blizi Xy, a sklon kiivky pro nizké koncentrace, spolu s Xp, urcuji afinitni konstantu
K. Koncentrace volného komplexu c se ur¢i porovnanim absorbance standardu o zndmé
koncentraci proti absorbanci vzorku a hodnota X se ur¢i podle vztahu (3), kde Nt je celkové
latkové mnozstvi komplexu v sytému (mol), ny je latkové mnozstvi volného komplexu

v roztoku (mol) a my, je hmotnost hydroxoapatitu ve vzorku (g).

X = Ntot— Nyol
mpya

@)

Ke studiu sorpce na hydroxoapatit byly zvoleny komplexy Zeleza, diky moZnosti
sledovat reakci pomoci UV-VIS spektroskopie. Z chemického hlediska l1ze ocekavat velmi
podobné chovani jako u komplext gallia, u kterych vSak sorpce touto metodou diky absenci

CT pasu v UV-VIS oblasti sledovat nelze.
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Absorbance

Graf ¢.3: UV-VIS spektrum komplexi - derivaty NOTA
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Graf ¢.4: UV-VIS spektrum komplexi - derivaty DOTA
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Ze spekter je patrny CT pas Fe<L se stiedem okolo 275 nm. U komplext

s analogickym fosfinatovym linkerem lze pozorovat mirny posun pasu smérem k delSim

vlnovym délkdm oproti komplextim s amidovym linkerem.

40



Graf ¢.5: Langmuirova adsorpéni isoterma, komplex Fe- BPAMN
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Graf ¢.6: Langmuirova adsorpéni isoterma, komplex Fe- BPPEN
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Graf ¢.7: Langmuirova adsorpéni isoterma, komplex Fe- BPAMD
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Graf ¢.8: Langmuirova adsorpéni isoterma, komplex Fe- BPPED
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Tabulka 14: Afinitni konstanty a maximalni sorpcni kapacity

Komplex Fe-BPAMN Fe-BPPEN Fe-BPAMD Fe-BPPED

K /10° (dm®.mol™) 31,3+6,1 20,0+3,2 43,7+12,2 207,6 + 45,3

X/ 10° (mol.m?) | 1,007£0,035 | 1271%0,052 | 0,768 +0,019 | 1,015%0,017

Data ziskand ze sorpénich experimentl shrnuje tabulka 14. Je patrné, Zze komplexy
derivati NOTA vykazuji vyssi hodnoty maximalni sorp¢ni kapacity, nez analogické derivaty
DOTA. Toto je vsouladu s o¢ekavanim, nebot’ hodnota X, zavisi pfedevS§im na rozméru
molekuly. Lze téz pozorovat, ze ligandy s fosfinatovym linkerem poskytuji vyssi hodnoty X,
nez analogické ligandy s amidovym linkerem. Hodnoty afinitni konstanty jsou u derivatt
NOTA nizsi, coz ukazuje, ze pro vysyceni povrchu HA je tfeba vyssi koncentrace komplexu.
Ziskana data odpovidaji publikovanym hodnotdm pro analogické latky. 24 pro porovnani jsou

uvedeny i hodnoty pro jednoduchy volny bisfosfonat HEDP (zaklad Etidronatu).

Tabulka 15: Publikovana data pro analogické komplexy

Komplex Th-BPAMD Th-BPAPD Th-BPPED HEDP

K /10% (dm®.mol™) 196 + 11 14,1+0,2 249 + 44 53+9

Xn/ 10° (mol.m?) | 0.621£0,006 | 0,722£0,010 | 0.652+0,018 | 158+ 0,05

HsC OH

H,0,P PO;H,

Obrazek 16: HEDP

4.3 Vysledky radiochemického znaceni

Jeden z dilezitych kinetickych parametri komplexacni reakce je pomér
zakomplexovaného kovu vic¢i volnému kovovému iontu (a pfipadnym meziproduktim
komplexace) pii danych podminkdch. Metodou radiochemického znaceni lze hodnotu
radiochemického vytézku zjistit jako pomér aktivit téchto forem po jejich separaci, napiiklad
pomoci TLC.

Kinetika radiochemického vytézku komplexace %Ga byla sledovéna v zavislosti na

teploté a na pH (grafy 10 — 13). Bylo odhadnuto, ze tvorba vnitiniho (in-cage) komplexu, ve
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kterém je gallium umisténo uvnité kavity makrocyklu probiha pravdépodobné pres
intermediat, ve kterém je gallium mimo centralni kavitu komplexovano atomy kysliku

z bisfosfonatovych pendantnich ramen (vné&jsi komplex, out-of-cage).

BPAMN BPPEN 1="%Ga*
1<d ® . 2 = pravdépodobny vnéjsi komplex
1 $ ! jako meziprodukt komplexace

3 = vnitini komplex
R = reference %8Ga*"

T1=2min

— ree *en T, =5 min

RV T3 =10 min

R T, T T

Obrazek 17 Priklad rozlozeni aktivity na TLC destickach; 95° C, pH = 3,2

Vznikajici intermediat byl detekovan i pomoci NMR (viz sekce 4.4). Zjisténi piesné
struktury intermedidtl a cilovych komplexii pomoci rentgenové difrakce bohuzel nebylo

uspesné, nebot’ se nepodarilo vypestovat monokrystaly potiebné kvality.
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Obrazek 18: Navrh struktury vnéjsiho a vnitiniho komplexu Ga—BPAMN
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a) Grafy zavislosti radiochemického vytézku na teploté

Graf ¢.10: BPAMN; pH =42
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Graf ¢.11: BPPEN; pH = 4,2
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b) Grafy zavislosti radiochemického vytézku na pH

Radiochemicky vytézek [%0]
ul
o

Graf ¢.12: BPAMN; 95 °C
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Graf ¢.13: BPPEN; 95 °C
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Ze ziskanych dat je patrné, Zze zatimco pro dosaZzeni radiochemického vytézku alespon
80 % pfii vzniku vnitiniho komplexu Ga-BPAMN je tieba smés zahtivat na 95 °C po dobu
10 minut, v piipadé BPPEN je stejny vytézek dosazen jiz po 2 minutach. Pfi snizeni teploty
na 60°C bylo v pfipadé¢ BPAMN po 10 minutach dosazeno vytézku pouhych 21 %, zatimco
u BPPEN byl vytézek 93 %. I po zméné pH lze pozorovat, ze ligand BPPEN komplexuje
Ga® vyrazné rychleji nez BPAMN.

Dale byla studovana biodistribuce komplexu in-vivo. Pro ptipadné pouziti komplexu
jako ®®Ga-PET radiofarmaka pro diagnostiku kosti je Zadouci, aby se co nejvice injektované
aktivity hromadilo prave na kostech na tkor ostatnich organti. Obsah aktivity v jednotlivych

organech se uvadi v % injektované aktivity (Injected Dose, ID) na gram dané tkan¢.

Graf ¢.14: Biodistribuce komplexi in-vivo
0,016
0,014
0,012
0,01
o))
~
a
_o 0,008 = BPAMN
>
0,006 H BPAMD
0,004
0,002
Jatra Ledvina Ledvina  Svaly Stehenni Krev Srdce
prava leva kost

Z vysledki Ize pozorovat, ze komplex **Ga-BPAMN se hromadi v kostech vyrazng
vice nez komplex ®Ga-BPAMD. Komplex s derivatem DOTA je pravdépodobn& diky nizsi
stabilit¢ v in-vitro podminkach nachylngjsi k transchelataci Ga do transferinu, coz by
vysvétlovalo jeho vysokou aktivitu v krvi. Biodistribu¢ni data pro komplexy *®Ga-BPPEN a
®®Ga-BPPED, stejné tak jako vysledky studia transchelata¢ni reakce komplexi s transferinem
nebyly do doby uzavérky této diplomové prace k dispozici.
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S komplexem ®®Ga-BPPEN bylo provedeno PET vySetieni. Ze ziskanych snimki lze

zietelné rozeznat kosterni strukturu zvitete.

Obrdzek 19: PET snimek potkana; 60 minut po injekci, komplex ®®Ga-BPPEN
4.4  Kinetika komplexace Ga** sledovana pomoci NMR

Byla provedena orientaéni studie kinetiky komplexace Ga>* ob&ma ligandy sledovana
pomoci "Ga, ¥P a ¥P{*H} NMR. Bylo vyuzito skutetnosti, Ze signal "‘Ga lze v NMR
spektru pozorovat pouze pokud ma Ga zcela symetrické koordina¢ni okoli, tedy pokud tvoii
symetricky vnitini komplex. Korelaci se spektry 3P Ize urdit, které signaly fosforu nalezi
volnému ligandu, vnitinimu komplexu a pfipadnym meziproduktim. V grafech 15 a 16 je
uveden Gasovy vyvoj pomémé intenzity signdlu ‘Ga vici vlozenému standardu. Tato
orienta¢ni stupnice byla zvolena, protoze pfesny pomér riiznych forem Ga ve vzorku nebylo
mozno zejména diky moZnym nepfesnostem pii praci s velmi malymi mnozstvimi velmi
koncentrovanych roztokl spolehlivé urcit. Z grafii je vSak patrné, ze rychlost vzniku vnitiniho
komplexu gallia s ligandem s fosfinaitovym linkerem je ve shodé s radiochemickymi
experimenty vyrazné rychlejsi nez v ptipadé ligandu samidovym linkerem. Pro
radiochemické experimenty byl molarni nadbytek ligandu vici kovu fadové 10*. Pro NMR
experimenty byly ob¢ slozky v fadove ekvivalentnich mnoZstvich a poloc¢as vzniku vnitiniho

komplexu se v piipadé Ga-BPAMN prodlouzil z fadu minut na fad hodin.
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Pomér intenzity "'Ga signalu komplexu viéi
standardu [%0]

Graf ¢.15: Vznik vnitiniho komplexu Ga-BPAMN; 80°C, pH =45
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Korelaci spekter "“Ga se spektry **P{"H} byla p#i vzniku vnitiniho komplexu Ga-

BPAMN potvrzena piitomnost meziproduktu, pravdépodobného vnéjsiho komplexu. Ze

spekter je patrné, ze meziprodukt vznika rychle, nebot’ od 20. minuty je intenzita piku

volného ligandu konstantni. Pfechod na vnitini komplex je dokoncen aZ po 320 minutéch.
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Obrdzek 20: Vyvoj **P{*H} NMR spektra smési Ga-BPAMN V case
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Graf ¢.16: Vznik vnitiniho komplexu Ga-BPPEN; 80°C, pH =4,5
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Kinetika reakce Ga-BPPEN byla za danych podminek velmi rychla a ihned po
smichani jiz bylo moZno v "Ga NMR spektru pozorovat vznik vnitiniho komplexu. Od
druhého méfeni v Case 2 minuty se slozeni smési téméf neménilo. Ptipadny meziprodukt

nebylo mozno pomoci 3'p NMR spolehlivé identifikovat.

Obrdzek 21: **P{*H} NMR spektrum smési Ga-BPPEN po 20 minutdch

50



Kromé signalt volného ligandu (dublet 18,7 ppm + triplet 37,0 ppm) vsak bylo mozno
identifikovat dalsi dva dublety (18,5 ppm a 17,9 ppm) a intenzitn¢ odpovidajici multiplet
tvofeny pravdépodobn¢ dvéma piekrytymi triplety s posunem 41,9 ppm. Pravdépodobné
vysvétleni spociva ve vzniku chirdlniho centra na atomu fosforu ve fosfinatové skupiné pii
vzniku vnitintho komplexu. Dva rtzné sety signalit by pak odpovidaly dvéma riznym
stereoizomertim. Mén¢ symetrickému okoli by odpovidala i vétsi Sitka signalu ve spektru
"'Ga v porovnani s vnitinim komplexem Ga-BPAMN. Obdobn4 izomerie jiZ byla popséna u

fosfinatovych derivati DOTA.BY

/] A\ /‘ \ 7\ / i
e N R e N
200 150 100 50 [} 200 150 100 50 0

Ga-BPAMN; dga = 170,1 ppm Ga-BPPEN; dga = 158,6 ppm
Obrazek 22: Spektra ™*Ga na konci reakce

45  Uvahy pro budouci pokratovani prace

Pfedmétem budouciho studia ziistava ur€eni struktury vnittnich 1 vnéjSich komplext
pomoci rentgenové difrakce, pokud se podaii vypéstovat monokrystaly potiebné kvality. Déle
bude tfeba dokoncit PET a biodistribu¢ni studie a provést transchelata¢ni kompeti¢ni studie
komplexi Ga vuci transferinu. Poté bude mozno 1épe posoudit vhodnost obou ligandt pro
pfipadné medicinské nasazeni.

Dalsi pokraovani prace by mohlo spocivat V piipraveé analogickych ligandi BPAMN
a BPPEN, kde by karboxylové skupiny byly nahrazeny tak, jak je uvedeno na obrazku 23.
V literatufe jiz byly popsany symetricky substituované derivaty TACN se tfemi identickymi
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pendantnimi rameny R; a R,, které pii komplexaci Ga® vykazovaly velmi dobré kinetické i

termodynamické parametry.©?

1 .
H,03P PO;H,

Obrazek 23: Navrhované ligandy
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5. ZAVER

Byly ptipraveny dva ligandy kombinujici skelet NOTA s bisfosfonatovou pendantni
skupinou. S témito ligandy byly provedeny zakladni experimenty posuzujici vhodnost pro
pouziti jako %®Ga-PET radiofarmaka pro diagnostické zobrazeni kosti. Byla studovéna
kinetika komplexa¢ni reakce obou ligand s Ga>* pomoci "*Ga a *!P NMR spektroskopie.
Dale byly provedeny studie simulujici pomoci hydroxoapatitu sorpci komplexti na kosti. Ve
spolupraci s Johannes-Gutenberg  Universitit Mainz v Némecku byla studovana
radiochemicka kinetika komplexace %Ga a byly provedeny prvni in-vivo zvifeci testy
biodistribuce jednoho z komplext. Ziskana data zatim naznacuji, Ze oba ligandy jsou velmi

slibnymi kandidaty pro piipadné vyuziti v ®*Ga-PET.

HOOC—— /[ \ ,——COOH HOOC——  / \ ,—COOH
N N N N

o </NC>

o HO—P=—0
HN
H,03P PO3H, H,05P PO3H;
BPAMN BPPEN

Obrazek 24: Studované ligandy
Ligand BPPEN prokazal lepsi vlastnosti v pribéhu komplexacni reakce s Ga**. Plné

srovnani v§ak bude mozné po provedeni zbyvajicich in-vivo experimentt.
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