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I. Uvod

V prib&éhu poslednich desetileti se mnoho studii zaméfovalo na polyazacykloalkany s atomy
dusiku nesoucimi karboxymethylovou nebo alkylfosfonatovou (alkylfosfinatovou) skupinu. Na
rozdil od komplexi ligandii s otevienym fetézcem, uplatiiuje se u téchto tzv. makrocyklicky
efekt, ktery napomaha vyraznému zvyseni stability komplexii. Zejména kineticka stabilita je
nutnym piedpokladem pro in vivo pouziti té€chto komplexii jako kontrastnich latek pro MRI
(MRI = Magnetic Resonance Imaging) (zejména gadolinité komplexy), posuvovych C¢inidel
(SR = shift reagents), ¢inidel pro NMR termometrii a pH-metrii nebo komplext s radionuklidy
vyuzivanych v radiomedicing jako tzv. oteviené zarice.

Stéle se ovSem setkdvame s poptavkou po efektivnéjSich a selektivnéjSich komplexech pro vyse
uvedené aplikace. Je proto tfeba déale zkoumat vliv struktury komplexi (ligandii) a ostatnich
parametri na jejich klicové vlastnosti. Ke studiu téchto ligandii a komplext se vyuziva zejména
nuklearni magnetické resonanéni (NMR) spektroskopie, potenciometrie, rentgenostrukturni

analyza a podobné.



II. Teoreticky avod (Obecni cast)

II.—1. Makrocyklické ligandy

Zavedeni pojmu ligand spadé do doby, kdy A. Werner v rozmezi let 1893—-1913 polozil zaklady
koordinaéni chemie.' Ligand je Lewisovou bazi, ktera predava Lewisové kyseliné (akceptoru —
iontu kovu) ,volny elektronovy par“, pficemz atom bezprostiedné vazany k akceptoru je
oznafovan jako donorovy. Makrocyklické ligandy (MCL) jsou polydentatni ligandy obsahujici
donorové atomy bud’ zaclenéné do cyklu, nebo pfipojené ke kostie cyklu. Jak je b&zné
definovano, MCL obsahuje minimalné 3 donorové atomy, pfi¢emZ makrocyklus samotny se
sklada minimalng& z 9 atomi.” Jako donorové atomy v makrocyklu mohou slouZit napt. dusikové

atomy, jak je tomu v pfipad€ ligandi uvedenych na Obrdzku 1,
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Obrdazek 1. PFiklady makrocyklickych ligandu s dusikatymi donorovymi atomy

kyslikaté atomy v pfipad& crownethert® (Obrdzek 2),
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Obrdazek 2. PFiklady makrocyklickych ligandu s kyslikatymi donorovymi atomy



nebo ligandd s jinymi donorovymi atomy (napiiklad s atomy siry, fosforu a podobné&, Obrdzek 3).
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Obrazek 3. Priklady makrocyklickych ligandu s riuznymi donorovymi atomy

Makrocyklickych ligandu je tedy cela fada, my se vSak budeme v této praci zabyvat pouze témi
odvozenymi od cyklenu. Atomy dusiku jeho kruhu umoZiuji i navdzani tzv. pendantnich
(pendant = ptivések) skupin, které mohou byt schopny koordinace.

Nejcastéj$imi pendantnimi skupinami jsou karboxylové kyseliny (octova, propionova), jejich
derivaty (amidy, estery), oxokyseliny fosforu, jejich estery a podobné.

V soucasné dob¢ jsou velice sklofiovany ligandy DOTA a derivaty DO3A (Obrazek 4), které se

v komplexu s gadolinitymi ionty vyuZzivaji naptiklad jako kontrastni latky pro MRI (viz. niZe).
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Obrazek 4. Struktura ligandu DOTA (vlevo), DO3A (vpravo)



I1.—2. Metody studia makrocyklickych ligandi a komplexii

II.—2.1. Potenciometrické titrace4

Potenciometrickymi titracemi se rozumi titrace, pfi nichZ se spolu s objemem pfidaného
titratniho roztoku zaznamenéva napéti elektrického ¢lanku tvoreného dvojici elektrod (mémé a
srovnavaci) ponofenych do titrovaného roztoku (¢ili rozdil potenciali na elektrodach) nebo
veli¢ina od tohoto napéti odvozend, napf. hodnota pH. Grafickym vystupem potenciometrické
titrace je potenciometricka titra¢ni kfivka, kterda ma v jednoduchych piipadech charakteristicky
»esovity” prubéh. Cilem potenciometrické titrace (ostatné stejné jako jakékoliv jiné titrace) je
nalezeni bodu (pfipadné bodi) ekvivalence, ktery vtomto ptipadé odpovida bodu s nejvétsi
zménou pH. Z téchto kfivek lze po jejich pocitatovém zpracovani ziskat naptiklad hodnoty pKa
dané studované latky, ¢i v ptipadé titrace v pfitomnosti iontd kovid i hodnoty konstant stability

vyslednych komplexi.

II.—2.2.  Rentgenostrukturni analyzas

Prvotni pfistup spocival v charakteristice krystalli na zakladé jejich
vnéj$iho tvaru. Existence vnéjsich pfirozenych
krystalovych ploch vSak neni podstatnd pfi

posuzovani, zda je latka krystalicka, nebot’ tyto

plochy nemusi pfi rustu krystalu vznikat nebo

mohou byt zdmérné€ poruseny. Mnohem dilezitéjsi je uspofadani vnitini.
Mocny experimentalni néstroj — paprsky X — k potvrzeni teoretickych "!5\’
tvah o vnitinim uspofadani latek dal krystalografim W.C. Rontgen a

umoznil jim tak studium vnitini struktury krystalickych latek. Ty jsou (na rozdil od plynid a
kapalin) ve stavu, kdy je tepelny pohyb redukovéan natolik, Ze jiZ neni schopen naru$it vazbu
mezi sousednimi molekulami ani ménit naptiklad konformaci molekuly (coz je mozné v ptipadé
molekul ve fazi kapalné). Typ mfize u té€chto latek miiZze byt rentgenograficky uréen pfimym
vySetfenim tzv. difrakéniho zaznamu, a to pomoci systematického vyhasinani reflexi ur€itych

rovin.
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I.-2.3. EPRS

Skute¢né (Lauren Jonas z Diablo Balet) i fantastické (The Spinning Top od Hanse Bellmera)
makroskopické objekty mohou (le¢ nemusi) rotovat kol
vlastni osy a vnéj§im zasahem dokonce plynule ménit sviij
moment hybnosti. Vypada to tak, ze elektron kolem vlastni

osy nerotuje. Jeho nerozlu¢nou vlastnosti je v§ak ,,vnitfni“

moment hybnosti — spin. Je-li vice elektronii pohromadé,
vétSinou vytvofi pary liSici se pouze opac¢nou orientaci spinu. Valen¢ni elektrony se vsak nékdy
nesparuji. Docela &asto proto, Ze je jich lichy podet. Castice snevykompenzovanym
elektronovym spinem (a pouze takové) ,vidime“ pomoci EPR (EPR = Elektronova
Paramagnetickd Resonan¢ni) spektroskopie. Ostatnich si tato metoda nev$ima a nedé se tedy
pouzit ke zkoumani vétSiny chemickych problémi. EPR spektroskopie je prakticky sestrou
mnohem vé&hlasnéj§i nuklearni magnetické rezonance, NMR. I fyzikalni princip metody je
prakticky totozny s NMR spektroskopii s pouze jedinym rozdilem, a to, Ze v pfipadé NMR
se jedna o interakci jaderného spinu a u EPR elektronového spinu s magnetickym polem. Princip
NMR je vysvétlen nize. Pro béZnou chemickou pottebu jsou vétsinou nejdilezitejsi identifikaéni
a strukturni informace vyplyvajici z hyperjemné struktury spektra. Informace lze ale ziskat i
z linie samotné, a to z jeji polohy, intenzity a Sitky. Poloha je kvalitativni charakteristikou a
v EPR se udava pomoci g-faktoru. Intenzita je, pfi splnéni patficnych podminek, mirou
koncentrace radikalu. Sifka linie se b&2n& v EPR kvantifikuje vodorovnou vzdalenosti maxima a
minima na kf¥ivce prvni derivace absorpce (,,peak to peak®). V Sifce linie se skryva dynamika

spinového systému, ktera miZe byt ovlivnéna rychlosti chemicky zajimavych proces.
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I.-2.4. NMR spektroskopie

Vlastnosti pfipravenych komplexi jsou vétSinou déle zkoumany NMR (NMR = Nuklearni
Magnetickd Resonan¢ni) spektroskopii, jejiz princip je v kratkosti vysvétlen v nésledujici

podkapitole.

II.—2.4.1. Princip metody”

NMR spektroskopie je absorpéni (emisni) spektroskopii podobné jako spektroskopie infraéervena
nebo UV-Vis absorpéni. Detekuje absorpci radiofrekvenéniho (RF) zafeni jadry atomi
v molekule. Aktivni jsou pouze jadra s nenulovym spinovym kvantovym ¢islem. Vétsina prvki
mé4 alespoti jeden sviij NMR aktivni izotop, ale b&né& se mé&fi jen nékteré z nich, napt. 'H, °C,
70 nebo *'P. Tato jadra mohou absorbovat RF zafeni.

V zékladnim stavu nejsou jaderné spiny uspofadany a neexistuje mezi nimi Zadny energeticky
rozdil. Jsou tzv. degenerované (Obrdzek 5a). Vlivem externiho magnetického pole dojde vsak
k jejich usporadéani bud’ v souhlasném (stav o niZ§i energii, ) nebo v opaéném (stav o vyssi

energii, ) sméru (Obrdzek 5b):
VAR 4 ¢ O

=0

Sa 5b
Obrazek 5. Usporadani jadernych spinu pri absenci (vlevo) a v pFitomnosti vnéjsiho

magnetického pole (vpravo)

Vzdy existuje piebytek jader uspoiadanych souhlasné se smérem externiho magnetického pole a

rozdil v populacich se zvySuje se vzristajici intenzitou externiho magnetického pole.

AE=hy

Obrazek 6. Rozstépeni zdakladniho stavu vlivem externiho magnetického pole na dvé hladiny a. a B
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Dalsi dilezitou vlastnosti ¢astic s nabojem je tzv. magneticky moment (4). Jedna se o vektorovou
veli€inu, ma tedy velikost a smér. Z pohledu klasické mechaniky vykonava vektor magnetického
momentu precesni pohyb okolo osy z (sméru externiho magnetického pole). Frekvence tohoto
pohybu se nazyva Larmorova a znaci se ay. Bez ohledu na pivodni orientaci vektoru u tento ma
vzdy snahu orientovat se podle externiho pole By.

Precesni pohyb je tak vyslednici interakce sily, kterd se snazi pfimét vektor u k souhlasné nebo
nesouhlasné orientaci s vektorem By a sily udrZujici jej v rotaci. Frekvence precesniho pohybu je
pfimo umérna rozdilu energii dvou spinovych stavii. Vyslednice v§ech magnetickych momenti

se nazyva magnetizace a zna¢ime ji obvykle My (Obrazek 7).

%'
y B,

Obrazek 7. Znazornéni vyslednice magnetickych momentit — magnetizace My

Plsobime-li na systém jesté polem B, které je kolmé k By, jehoz frekvence je shodna s frekvenci
precesniho pohybu magnetizace, je dosazeno tzv. resonan¢ni podminky a systém absorbuje
energii. Vzajemnou interakci RF pole B; a magnetizace My dojde k jejimu pieklopeni kolem
tohoto pole B; o thel B, ktery odpovida velikosti dodané energie a dob€ jejiho piisobeni

(Obrazek 8).

[Bi=C costatt]

B, Vysfia (y)

Obrdizek 8. Preklopeni magnetizace vlivem pole B, o uhel B
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Dle velikosti absorbované energie miizeme usuzovat na chemické okoli daného métreného jadra.
V molekule totiZ nejsou méfend jadra atomi izolovana, ale jsou obklopena elektrony at’ jiz
vlastniho atomu &i atomt sousednich, které se podileji na vazb&é atomu se zbytkem molekuly.
Tyto elektrony svymi magnetickymi vlastnostmi odstifiuji jadro atomu od vnéjs$iho magnetického
pole, coZ se projevuje zménou resonanéni frekvence. Protoze stinici efekt elektroni se méni
podle toho, jakym zplsobem je atom v molekule vazan (v jakych funkénich skupinach se
vyskytuje), odpovidaji riznym vazbam (riznym funkénim skupindm) rizné resonanéni
frekvence. Resonanéni frekvence se zjistuji NMR spektrometrem a znazorfiuji se ve form&¢ NMR
spektra, kterd vyjadfuji intenzitu signalu pro rizné chemické posuny.

Chemicky posun se zavadi z diivodu, aby bylo moZno porovnavat NMR spektra latek ziskanych
za ruznych experimentalnich podminek a na riznych pfistrojich (a tak napt. identifikovat latku
porovnanim jejtho NMR spektra s tabelovanymi spektry latek znamych). Jedna se o relativni

resonancni frekvenci vztazenou k uréitému standardu a je definovan rovnici (/):

Vs )

kde v je hodnota resonan¢ni frekvence pfislusejici uréité funkéni skupiné ve vzorku latky a vs je
resonanéni frekvence standardu. Standardem pro 'H NMR byva slougenina tetramethylsilan
(TMS), v némz je 12 zcela identicky vazanych vodikovych atomi; hodnota jejich chemického
posunu byla definovéna jako nulova.

Pti absenci externiho magnetického pole B se magnetizace bude snazit ptejit zpét do ptivodniho
rovnovazného (stacionarniho) stavu. Tento proces se nazyva relaxace (Obrdzek 9) a jde o tedy

navraceni spinového systému do rovnovahy.

excitace relaxace

DR

Obrazek 9. Excitace a relaxace
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Fenomenologicky jsou zavedeny dva zakladni druhy relaxace.
1) Podélna (longitudinalni, spin—mfizkova)
relaxace  (charakterizovand longitudinalnim

relaxanim ¢asem T) se tyka slozky M, spinové

magnetizace (Obrdzek 10). Systém pii ni ztraci

energii, ktera se pfenasi na okoli (mfizku) ve

. ' Slos : /i
formé tepla. Jednd se o dipolarni interakce Obrdzek 10. Slozka M; magnetizace

s ostatnimi spiny, interakce s paramagnetickymi ¢asticemi a podobné.

2) Pfi€nd (transversalni, spin—spinovd) relaxace ‘
(charakterizovana transversalnim relaxaénim y
¢asem T3), ktera se tyka komponent magnetizace < x
M,y (Obrazek 11) lezici vroviné <xy>. Jde o Y

rozptyl energie mezi samotnymi jadry, kdy spin—
.. .., v v v+ ... Obrazek1l. SloZka My, magnetizace
spinové interakce rozfazuji Myy. Pfispiva k ni téZ xy Mg

nehomogenita magnetického pole. Zpravidla je hodnota 7> mensi nez 7.

NMR spektroskopii miizeme sledovat i déje, jako je naptiklad chemicka vyména. Ta zahrnuje
vSechny procesy, kdy sledované jadro piechazi do jiného chemického okoli — tj. chemické
reakce, konforma¢ni zmény, mezomerni pfechody, tvorbu komplexu a podobné. Chemicka
vymeéna se nefadi pfimo mezi relaxaéni mechanismy, ale velmi se jim podobd — misto samotné
magnetizace nam po systému putuje celé jadro, véetné svého spinu. Disledky i popis chemické
vymény jsou velmi podobné spinové relaxaci. Chemicka vyména mé vliv i na pfi¢nou slozku
magnetizace. Rychlost vymény zavisi na Gibbsoveé energii daného procesu. Rychlost se tedy
zvy$i pii zvySovani teploty 7. Pfi koalescenéni teploté (7.) se rychlost vymény k mezi
jednotlivymi stavy stava srovnatelna s rozdilem chemickych posunti (v Hz), n(Av)/2, pti T: tedy

plati nasledujici rovnice (2)

2 Q)
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Pro chemickou vyménu rozliujeme dva reZimy vzhledem k rozdilu chemickych posunti (v Hz)
dvou vyménujicich stavii

k << Av pomala vyména

k>> Av rychla vyména
v,
o '~
T,
it 4
.. YA
™~ Fe—
tout ~
WY

Obrazek 12. Teplotni zavislost NMR spekter pri chemické vyméné

Vyménné procesy, které jsou dle vyse uvedeného rozdéleni pomalé, vyzaduji pro analyzu jejich
dynamického chovani sofistikovanéjsich metod. V poslednich letech se ke studiu vyménnych a
dynamickych procesti u systému s vysokou energetickou bariérou vyuziva dvoudimenzionalnich
(2D) technik, jakymi je naptiklad 2D EXSY (EXchange SpectroscopY) experiment. Tato metoda
nam nyni tyto procesy dokéze popsat nejen kvalitativné, ale diky stale lep$im a lep§im softwartim

i matematicky naméfené spektrum zpracovat a dostat tak idaje kvantitativni.
I1.-2.4.2. Aplikace NMR spektroskopie na paramagnetické komplexy

II.—2.4.2.1. Elektronov4 struktura a koordina¢ni chovéani Ln3+ iontG8

Ln>* ionty maji elektronovou konfiguraci [Xe]4f”, kde n=0-14. La** a Lu®" nemaji neparové
elektrony a jsou tedy diamagnetické, kdezto ostatni ionty vlastni 1-7 neparovych 4f elektronti a
jsou paramagnetické. 4f valen¢ni elektrony jsou stinény Ss a 5p elektrony a nejsou tedy prakticky
schopné kovalentni interakce s ligandy. Interakce jsou prevazné elektrostatické a geometrie Ln*
komplexti je spiSe urlena sterickymi neZ elektronickymi faktory. Ln** ionty mohou byt
klasifikovany jako tvrdé Lewisovy kyseliny a proto afinita k donorovym mistim ligandu obvykle

roste s elektronegativitou (napt. F~ > OH™ > H,O > NO;™ > CI). Z dtivodu stinéni 4f elektronl

16



jsou si viechny Ln®" ionty velmi chemicky podobné. Kazdy Ln** ion ma vak charakteristické
efekty na NMR parametry jadra v jejich blizkosti. Nékteré zmény v chemickém chovani v fadé
Ln*" komplexd daného ligandu mohou byt pFipisovany poklesu iontového poloméru smérem od
La** (1.36) k Lu** (1.17). Koordinaéni &islo (KC) zavisi na sterickych pozadavcich ligandu. Byla
pozorovana koordinaéni &isla mezi 3-12, pficemz KC 8 a 9 je nejbézngjsi. Solvataéni &islo
volnych iontk ve vodném roztoku (tzv. hydrataéni &islo) je pfedmétem rozséhlych debat.

Neutronovou difrakei bylo zjisténo, Ze hodnota hydrataéniho &isla u série Ln®" klesa od 9 k 8.

II.—2.4.2.2. LIS (Lanthanide Induced Shift)8

Mezi metody, které lze vyuzit pro studium struktury slou¢enin v roztoku, mize byt zahrnuto i
méfeni indukovanych posunii zptisobenych p¥itomnosti Ln®* iontd ve slougening. Lanthanoidy
indukovany posun (4) sestava ze tfi piispévki: diamagnetického (4y), kontaktniho (4;) a
pseudokontaktniho (4,), rovnice (3).

A=A+ A+ 4, 3

Po ode¢teni diamagnetického ziskame Cisty paramagneticky pfispévek k LIS (4. Oba zbylé
piispévky, A: a 4,, mohou byt vyjadieny sou¢inem ¢lenu charakteristického pro kazdy dany Ln**
ion a nezavislého na ligandu (<S> — o¢ekavana hodnota spinu a CP — magnetické konstanta, pro
A, resp. 4y, hodnoty CP a <S> pro viechny lanthanoidy jsou uvedeny v Tabulce I) a &lenu
druhého, ktery charakterizuje studované jadro a je nezavisly na kationtu (F a G, pro 4, resp. 4p).

A’ tak mizZe byt vyjadfen nésledujicim zpisobem (4):

A =<S>F+ C°G €]
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Tabulka 1. Hodnoty konstant <S,> a relativnich hodnot C® charakteristickych pro Ln** kation

<S> c’
Ce -0.974 -6.3
Pr —2.956 -11.0
Nd —4.452 42
Sm 0.224 0.7
Eu 7.569 4.0
Gd 31.500 0
Tb 31.853 -86
Dy 28.565 -100
Ho 22.642 -39
Er 15.382 33
Tm 8.210 53
Yb 2.589 22

Rovnice (4) mize byt dale pievedena do dvou linearnich forem (5, 6), ¢imz ve formé& smérnice

separujeme bud’ kontaktni (6), nebo pseudokontaktni (5) piispévek.

A/<S,> = F+(C°/<8,>) G ®)
A/CP = (<S,>/C°)F + G (6)

Bylo ukazano, Ze pokud jsou viechny komplexy Ln** pro studovany ligand izostrukturni, lezi
body vynesené do grafu dle rovnic (5, 6) v piimce. Nejéastéji se timto zpiisobem vyhodnocuji
chemické posuny v '’O NMR spektrech, zejména pii studiu struktury hydrataéni sféry komplexd.
V ptipadé€ izostrukturnich komplext pak znaménko smérnice ptimky z pfedchozich vynost zavisi
na umisténi molekuly vody vzhledem k McConnelovu kuZelu vymezenému Ln** kationtem
(Obrazek 13).
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magmetické osa

Obrazek 13. Znazornéni McConnelova kuzelu; znaménko LIS zavisi na poloze molekuly vody

(nad a pod Ln** kladné, po strandch zaporné)

V ptipad€, ze NMR spektrometr neni frekvenéné zalokovan (naptiklad na jadro deuteria) a neni
ani pouzit interni standard, musime pfi zjiStovani LIS brat v avahu i pfispévek tzv. BMS
(BMS = Bulk Magnetic Susceptibility) posunu 4,. Kvantifikovat jej mtizeme pomoci rovnice (7),

\ = 47ws(lueff )2 x103
T 284 )

kde ¢ je koncentrace paramagnetického Ln** komplexu v roztoku vyjadfena v mol dm,
s vyjadiuje zavislost na tvaru vzorku a jeho pozici v magnetickém poli (napt. pro sféricky tvar
s=0, pro paralelni cylindrické s=1/3, a pro antiparalelni cylindrické s=-1/6), T je
termodynamicka teplota a s je efektivni magneticky moment pro dany Ln*" ion (Tabulka 2).

Efektu BMS se vyuziva i pfi stanoveni koncentrace Ln* komplexu ve vzorku, kdy se z rovnice
(7) vyjadii koncentrace ¢ a za 4, se dosadi absolutni hodnota rozdilu posunti +-BuOH ve vzorku a

v insertu (referen¢ni kyveta ve vzorku).
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Tabulka 2. Hodnoty efektivnich magnetickych momentu s Ln*" iontii

Heft
Ce 2.56
Pr 3.62
Nd 3.68
Sm 1.55-1.65
Eu 3.40-3.51
Gd 7.94
Tb 9.7
Dy 10.6
Ho 10.6
Er 9.6
Tm 7.6
Yb 4.5
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II.-3. Pouziti komplexti makrocyklickych ligandt

II.-3.1.  Posuvova ¢inidla,

¢inidla pro NMR termometrii a pH-metrii in vivo

I komplex samotny jakoZto anion miZe indukovat posun resonance uré&itého kationtu (°Li*, "Li*,
BNa*, 13Cs"), se kterym interaguje. Tyto komplexy se nazyvaji tzv. posuvova <¢inidla
(SR = Shift Reagents) a vyuZzivaji se zejména v oboru biologickych aplikaci.

Membranovy gradient Na™ #idi fadu dileZitych bunéénych procesti jako naptiklad regulaci
bunééného objemu, transport ostatnich iont a metaboliti pfes bunéCnou membranu proti
koncentraénimu gradientu, nebo pfenos nervovych impuls.’ k pochopeni role Na* gradientu
v riznych patofyziologickych stavech je vsak tieba rozlisit intra- a extracelularni sodné ionty. To
nam pravé umoziiuje NMR spektroskopie ve spojeni s pouZzitim posuvovych €inidel.

SR jsou jednoduché paramagnetické komplexy, které jsou schopny vézat napiiklad prave
zmifiované Na® ionty a zpGsobit tak zm&nu jejich resonance ve spektru.'® ProtoZe aniontové
komplexy jsou membranami neprostupné (z diivodu jejich vysokého negativniho naboje nejsou
rozpustné v lipofilni membrané a jsou odpuzovany negativné nabitymi skupinami fosfolipidi),
zdrzuje se SR béhem NMR experimentu pouze v extracelularnim prostoru a zptisobuje posun
resonance pouze extracelularniho Na' ve spektru.

Vysledny posun je u nékterych komplexu zavisly i na pH. Tyto latky mohou pak byt vyuzity pro
NMR pH-metrii in vivo. Piesné méfeni pH reprezentuje vyznamnou kapitolu od té doby, kdy
bylo zjisténo, Ze patologie, jako tumor ¢&i ischemicka choroba mohou byt doprovazeny prave
zménami v tomto parametru.'' Paramagnetické komplexy mohou ptedstavovat excelentni NMR
pH indikatory v piipadé, Zze nesou funkéni skupiny, jejichz pKa hodnoty spadaji do oblasti, o
kterou se zajimame.

Krom pH jsou 'H a *'P posuny n&kterych komplex siln& zavislé na teploté, coz miize byt vyuZito

v NMR termomerii in vivo.

2]



II.-3.2.  Kontrastni latky pro MRI

Efektu zvySeni relaxaCnich rychlosti protoni vody zplsobené
ptitomnosti komplexu paramagnetického iontu v roztoku vyuZzivaji
zejména kontrastni latky (CA =Contrast Agent) pro MRI
(MRI = Magnetic Resonance Imaging).12

Principem MRI tomografie je méfeni
mikromagnetickych vlastnosti NMR aktivnich jader analogicky jako u
klasické NMR spektroskopie'’. Vzhledem ktomu, ze lidské télo

obsahuje v zavislosti na pohlavi a staii 55-65 % vody, ukazalo se jako

nejvyhodnéjsi méfit jadra vodiku ('H) molekul vody obsaZené v tkani.
Velky vyznam MRI jako velice dilezité klinické metody podnécuje vyvoj latek zlepSujicich
rozliSeni tkani, oznaovanych jako latky kontrastni (CA = Contrast Agents). Pfirozeny kontrast
v MR obrazu je vysledkem komplexni souhry fady faktord, jako je longitudinalni (podéiny, T;) a
transversalni (pti¢ny, 7>) relaxaéni ¢as, protonova hustota v zobrazované oblasti a instrumentalni
parametry. CA, zejména komplexy gadolinité (Gd*>") a manganaté (Mn*"), oviem maji schopnost
uméle zkracovat relaxacni ¢asy (77 a 7) protond vody. Na rozdil od CA naptiklad pro
rentgenové snimky, nejsou samy piimo zobrazovany, ale jejich efekt na kontrast je vysledkem
pravé jejich schopnosti redukovat relaxaéni ¢asy protonti vody v tkanich. Mapovani 71 a T
relaxacnich ¢asi protont molekul vody je pak zakladem pro vznik tzv. 71 a 7> vaZzenych snimkd.
Vznik 77 a T, snimkd umoZiiuje nejen odli$nost té€chto parametrd pro rtzné typy tkéani (napf.
podle koncentrace biogennich ionti nebo nepoléarnich sloZek), ale i rozdilnost relaxacnich Casi
zdravé a nemocné tkané€ v ramci jednoho organu, coZ umoZiuje napfiklad diagnostikovani
nadord.

V soucasnosti pouZivané CA tvofi paramagnetické substance, které 1ze rozdélit do dvou hlavnich
skupin.” Prvni tvofi suspenze malych &astic oxidi Zeleza, které ovliviiuji predeviim T relaxaéni
Casy.

Druhou skupinou kontrastnich latek, ovliviiujici pfedev§im 7 relaxaéni Cas, tvoii komplexy
paramagnetickych kovovych iontl. Do té spadaji pfevazn¢ nizkomolekularni chelaty Gd**;
konkrétné se jedna o latky Gd—-DTPA (Magnevist), Gd—DOTA (Dotarem), Gd(DTPA-BMA)
(Omniscan) a Gd—(HP-DO3A) (Prohance) (Obrdzek 14). Pravé o téchto 7 kontrastnich bude

pojednéavat tato kapitola.
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Obrazek 14. Struktury pouZivanych kontrastnich latek pro MRI

Schopnost kontrastnich latek urychlovat relaxaci protond se numericky vyjadfuje veli¢inou

zvanou relaxivita. Je definovana vztahem (8) a znaci se r.

L=L+r1[Gd3+]

T;obs Tld (8)

Tiops Vyjadiuje celkovou méfitelnou rychlost relaxace protont, 714 je diamagneticky pfispévek

k relaxaci a [Gd>*] pFedstavuje koncentraci gadolinitych ionti v roztoku.
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V roztoku gadolinitého komplexu lze rozlisit tfi typy molekul vody, které jsou ovliviiovany
piitomnosti paramagnetické latky a pFispivaji tak k zvyseni relaxivity.'* Jsou to molekuly vnitini
sféry (IS), ktera je tvofena g molekulami vody pfimo koordinovanymi ke Gd** iontu, vn&jsi sféry
(OS), ktera zahrnuje viechny molekuly rozpoustédla difundované do blizkosti komplexu, a druhé

sféry (SS), kterou tvofi molekuly vody vazané vodikovymi mistky k ligandu (Obrdzek 15).
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Obrazek 15. Zndzornéni tFi typu molekul vody vyskytujici se v okoli paramagnetického
komplexu,; (1S —vnitini sféra, OS — vnéjsi sféra, SS druha sféra), rotacniho korelacniho éasu

(1) a residencéniho casu molekuly vody ve vnitrni sféfe (tw)

Celkova relaxivita je pak definovana rovnici (9),

obs __ _IS os SS
h —rlp +r]p +rlp +r1w

&)

kde 7,°® je méfena relaxivita a ry,, je relaxivita &istého rozpoustédla (tj. v nepfitomnosti

paramagnetického komplexu).
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Vhnitini sféra

ubiraji prav€ smérem k optimalizaci tohoto parametru.

Obecné mechanismy magnetické relaxace ve vodnych roztocich paramagnetickych latek popisuje
Bloembergenova—Solomonova—Morganova (BSM) teorie. Je to soubor principd a rovnic, které
pracuji se sadou fyzikalné-chemickych parametrl charakterizujici jednak danou paramagnetickou
latku, a zaroven fyzikalni podminky v roztoku. Pro vnitini sféru plati nasledujici rovnice (10),
(Il)ya(12),

oo Mg 1
* 556 T +1y (10)

2 eSS+ E 3r 1,
Ty 15 ny 1+oitl, 1+oltl, (11)

i TR T L (12)

kde M je koncentrace CA, g je pocet ptimo koordinovanych molekul vody, T1m je longitudinalni
relaxacni Cas protonii vazané vody, s je spinové kvantové &islo (7/2 pro Gd*), m protonovy
gyromagneticky pomér, S Bohrliiv magneton, g Landého faktor pro volny elektron, » vzdalenost
mezi iontem kovu a protony vazané vody, wy a ws protonova resp. elektronovd Larmorova
frekvence a 7c; (i=1,2) celkové korelatni Casy. Tyto celkové korela¢ni casy zahrnuji
3 ptispévky, a to rota¢ni korela¢ni ¢as molekuly g, residen¢ni ¢as koordinované molekuly vody

v a elektronovy relaxa¢ni ¢as Te.
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Vnéjsi sféra
Tento piispévek &ini asi okolo 40 % relaxivity Gd** komplext s jednou p#imo koordinovanou

molekulou vody a je popsan rovnicemi (13) a (14),

R = CO (L) [T (@y) +3J (@)
p aD

(13)
1+1/ 4T, + 4"
ioty+-4)
J(@)R* = R[ s -
Ip . Ty\1/2 . T4 . T4\3/2
I1+(iot, +—) ' +4/9(iwry+—) +1/9(iwry+-2) (14)
TSj TSj TSI'

j=1,2; m=d’/D

kde C°° je konstanta (5.8-107"% s> M™"); a vzdalenost souvisejici s molekulovou velikosti a

distribuci naboje komplexu; D relativni distribuéni koeficient rozpusténé latky a rozpoustédla.

Druha sféra

Zvyseni relaxivity zptsobené vnéjsi sférou mize mit v principu jesté dalsi ptispévek zpisobeny
pfitomnosti molekul vody vazanych ve druhé koordinacni sféfe paramagnetického iontu
prostfednictvim vodikovych vazeb s polarnimi skupinami ligandu. Tento ¢len (SS) mize byt
separovan od pfispévku vné&jsi sféry pouze v piipadé, je-li residenéni as vody ve druhé sféie
delsi nez difuzni korelagni ¢as 7p. V tomto piipad€ pak kvantitativni popis efektil na relaxivitu je
analogicky tomu pro vodu ve vnitini sféte.

Experimentalni svédectvi o pfitomnosti této interakce je obtizné obdrzet a v mnoha ptipadech
v tradiénim modelu. Nicméné, v mnoha ptipadech pecliva analyza relaxacnich ¢asti rozpoustédla
jako funkce sily magnetického pole, pH a teploty ukazuje, Ze zahrnuti tohoto pfispé€vku a jeho

separace od pfispévkil vnéjsi a vnitini sféry je opravnéné.
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Neékteré parametry ovlivilujicich relaxivitu, které vystupuji v rovnicich vyse uvedenych, mohou
byt rliznym zplsobem optimalizovany, aby zvySovaly u¢innost paramagnetickych CA a tak
soucasné minimalizovaly efektivni podavanou davku CA pacientovi.
k jejich optimalizaci.
Prvni dva parametry,

» r...vzdalenost mezi protonem vody a paramagnetickym iontem,

» ¢q ... pocet koordinovanych molekul vody,
se tykaji sily dipolarni interakce mezi elektronem a jadrem, pfiCemz s rostoucim g a s klesajici
hodnotou r relaxivita vyrazné stoupa.

» 1 ... rotani korela¢ni ¢as molekuly,
pfedstavuje v podstaté rychlost, kterou se komplex v roztoku ota¢i kolem své osy. Z hlediska
BSM teorie by mé&l byt tento korela¢ni ¢as co nejdelsi, tj. rotace velmi pomala. Zpomaleni rotace
Ize dosahnout zvy$enim efektivniho objemu molekuly naptiklad pfipojenim molekuly komplexu

3 Konkrétné se miZe jednat napiiklad o vytvofeni

na vhodny makromolekularni nosig.'
kovalentniho konjugatu mezi paramagnetickym komplexem a pomalu rotujicimi
makromolekularnimi substraty jakymi jsou napfiklad dendrimery, nebo tvorbou nekovalentniho
aduktu mezi vhodn€ funkcionalizovanym komplexem a endogennim (napt. HSA) nebo
exogennim (napf. poly-B-cyklodextrin) substratem.
Dal§im parametrem ovliviiujicim relaxivitu je

» T, ... elektronovy relaxa¢ni <‘:as,15
ktery Ize optimalizovat volbou paramagnetického kationtu, pfiemz Gd**, Mn*" a Fe®* se jevi byt
(co se tohoto parametru tyc¢e) idealni pro jejich dlouhy 7. a velky magneticky moment.

» v ... residenéni ¢as koordinované molekuly vody
ma vliv na celkovy korela¢ni ¢as, pfiCemz vysSi relaxivity je dosazeno u molekul s rychlou
vyménou vody, nebot’ pravé u téch je v disledku rychlé vymény vice molekul vody v roztoku
ovlivnéno pfitomnosti paramagnetického iontu. Vyména ale nesmi byt pfili§ rychla, aby doslo
k efektivnimu pfenosu magnetické informace z centralniho atomu.
Pfi porovnani obvyklych hodnot korelatnich ¢asi vyplyne, Ze pro relaxivitu je ve vySe

uvedenych vztazich urcujici pouze 7 a T1. (nebot’ 7 je u béznych ligandi o tfi fady vetsi).
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Oddéleni vlivu = a Tj. na relaxivitu vychazi ztoho, ze zatimco 7z neni nijak zavisly na
magnetické indukci, T}, tuto zavislost vykazuje. Technikou, kterd se pouziva pro rozliSeni téchto
parametrli, je méfeni relaxivity pfi proménné sile magnetického pole neboli nuklearni magneticka
relaxaéni disperze ("H NMRD = Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion).

Zatimco v oblasti slabSich poli ma nad relaxivitou ,kontrolu“ parametr 7Tj., tak v oblasti
magnetickych poli vyssich nez 0.2 T je to . Podle charakteru 'H NMRD profilu v této oblasti

|ze rotaéni korelacni ¢as odhadnout.

Kromé vysoké relaxivity musi CA spliiovat i dalsi podminky,'* jako je

> Vysoka stabilita, nebot' injekce gramového mnozZstvi gadolinia pfedstavuje problém

s potencialni toxicitou, coZ vyZaduje silnou komplexaci kovu ligandem. Toxické mohou byt
viak jak Gd*" ionty, tak volny ligand. Ion Gd®" totiz miize tvofit s fadou b&Znych biogennich
iontd jako jsou fosfore€nanové nebo uhli¢itanové anionty nerozpustné soli, zatimco ligand
miize komplexovat kationty krevni plazmy, nap¥iklad Ca®* & Mg,

» Dobra rozpustnost ve vodé€ je tfeba zdlvodu nutnosti pouZzivat relativné vysokych
koncentraci CA.

» Nizka osmolalita klinicky pouzivanych roztokd, ktera je zarukou méné bolestivych injekci,

nebot’ se zabrani osmotickému Soku v misté aplikace vlivem vysokého naboje komplexu.
(Jejiho sniZeni 1ze dosdhnout napiiklad vhodnou volbou ligandu nebo vytvotfenim stabilniho

iontového paru mezi kontrastni latkou a vhodnym komplementarnim iontem.)

Vzhledem k tomu, Ze je tieba zobrazovat rizné tkané, je nutné komplex chemicky ,,naladit* tak,
abychom dosahli pozadované biodistribuce. V tomto ohledu je duleZity nejen celkovy néboj
komplexu, ktery ovliviiuje zplsob vyluovani zorganismu, ale i pfitomnost riznych
hydrofobnich a hydrofilnich skupin. Posledni generace kontrastnich latek obsahuje navic ve své
struktufe ¢ast (napt. kratky peptidovy fetézec), ktera je schopna latku cilen¢ dopravit pouze do
jednoho typu tkan€, coz umoziiuje jednak zvysit rozliSeni snimku v klinicky dilezité oblasti a

zaroven vyznamné sniZit aplikac¢ni davku kontrastni latky pfed métenim.
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Je patrné, Ze vysledna relaxivita zavisi na velkém mnozstvi vzajemné propojenych parametri,
které je pro dosaZeni maximalni U¢innosti kontrastni latky nutno optimalizovat. Maximalni
teoreticky dosazitelnd relaxivita dosahuje hodnoty pies 100 s'mM, ptitom viechny

nizkomolekularni kontrastni latky pouzivané v praxi vykazuji hodnoty relaxivity kolem

557 mM™' (Obrdzek 16).

Obrazek 16. Simulace teoreticky dosaZitelné relaxivity v zavislosti na ny a wr. Simulace byla

provedena pri 0.5 T a 37 °C. Ctverecek oznacuje oblast klinicky pousivanych kontrastnich litek

Za hlavni pti€iny nizké relaxivity pouzivanych kontrastnich latek je povaZovana pomala vyména

molekul vody (tedy p#ili§ dlouhy residenéni €as 7y) a pFili§ kratky rotaéni korelaéni ¢as .

I1.-3.3. Radiofarmaka:6

LéCeni nadorovych onemocnéni se v soucasné dob€ opird o tfi hlavni metody: chirurgie,
chemoterapie a radioterapie, pfi¢emz tyto tfi hlavni terapeutické postupy se asto kombinuji.
Radioterapie nadorovych onemocnéni je zaloZena na uéincich ionizujiciho zafeni na Zivou tkan,
kdy dostate¢né€ vysoké davky zateni jsou schopny inaktivovat a usmrcovat buriky. Lze o¢ekavat,
Zze vbudoucnu se bude vyraznéji uplatiiovat i imunoterapie ¢i genova terapie nadord.
Strategickym cilem radioterapie je selektivni likvidace nadorového loZiska pfi co nejmensim

poskozeni okolnich zdravych tkani. Ozafeni okolnich tkéni se pfitom nikdy neda zcela vyhnout
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(coz je problémem zejména u vné&j§iho ozafovani zafenim y a X ( 13¢s, %Co). Do cilové oblasti je
tfeba zavést dostate¢né vysokou davku zafeni (pro nadorové buiky letélni) takovym zplsobem,
aby okolni zdravé tkané& nebyly enormng poskozeny. Ukolem radioterapie v klinické praxi je najit
optimalni kompromis mezi témito dvéma protichidnymi pozadavky. Alternativni metodou je tzv.
radioizotopovd terapie otevienymi zAFi¢i. Ta je zaloZena na nésledujicim principu.
Aplikujeme-li do organismu radioaktivni latku, vstoupi do metabolického procesu zplisobem,
ktery je dan chemickou formou latky — jeji farmakokinetikou. Podati-li se ndm oznacit vhodnym
radionuklidem latku, ktera se selektivné vychytava a akumuluje v nadorové tkani, miizeme dostat
velmi efektivni zplisob radia¢ni likvidace tumoru ,,zevniti“. Pro vétSinu nadorovych procesi
bohuzel takovou vhodnou latku nemame.

Pro terapii otevienymi radionuklidy je vhodné pouze zafeni s malou pronikavosti, pfedevsim
zateni B~ (Obrdzek 17) (jehoz dosah v tkani je zpravidla mensi nez 4 mm). Kratky dolet tohoto
zafeni v tkani zajiStuje, Zze Ucinek zafeni je lokalizovan na organ &i oblast tkang, v niz se
radioaktivni latka vychytala. Zafeni Yy ma u této metody jen maly terapeuticky uéinek a jeho
pfitomnost naopak zpisobuje neZadouci ozafeni i Bets™ - respad nentronu: w —> p° + ¢ + ¥

jinych organi a tkani nez cilové tkan&. U smiSenych

7M* % O

ZAFiG0 beta-gama v3ak zafeni gama miZe byt » P

Lo 3 ..
Neutre Slabé interakce Prelen

s vyhodou vyuZito pro scintigrafické zobrazeni ] ) ) o
distribuce radiofarmaka v organismu a monitorovani Obrdzek 17. Zndzornéni vzniku zdrent B
prubéhu terapie.

Stoji za povSimnuti, Ze zakladni pozadavek ,,co nejvice beta, co nejméné gama“ na radionuklidy
pro terapii je opatny neZ na radionuklidy pro diagnostiku (scintigrafii), kde hlavni slozkou musi
byt zafeni gama a zafeni beta by mélo byt zastoupeno co nejméné, nebo vibec (jak je tomu
idealn& u *™Tc).

Tato terapie je ve spojeni s transplantaci kostni dfené vhodna napiiklad pro pacienty
s mnohodetnym myelomem, neboli zhoubnym nadorovym onemocnénim krvetvorby. Jedna se
prakticky o nevylécitelnou chorobu, ale terapie jako naptiklad chemoterapie, transplantace kostni
drené&, celotélové ozafovani nebo pravé radioizotopova terapie otevienymi zafi€i poskytuje
pacientim s touto chorobou zna¢nou ulevu hlavné od silné bolesti kosti, které tuto nemoc

provazeji.
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ITI. Tetrafosforova analoga DOTA

III.-1a.

Makrocyklické ligandy

Pied né€kolika lety byly zapocaty studie tetrafosforovych analogli ligandu DOTA za tcelem

nalezeni novych ligandi s potencialné lep$imi vlastnostmi neZ ma rodi¢ovska sloucenina

se Ctyfmi acetatovymi pendantnimi skupinami. Konkrétné byly syntetizovany ligandy uvedené

v Tabulce 3.

Tabulka 3. Struktury jiz pripravenych ligandi,; R miiZe byt jedna z nize uvedenych skupin

L)

OH

-H

—CH;

—CH,CHj;

~CeHs

—CH,C¢Hs

—-OH

—OCH,CH;
—O(CH),CH3
—O(CH;);CH3
—OCH,CF;
—2-CH;0CgH4sCH,
—3-CH3;0C¢H4CH;
—4-CH;0C¢H4sCH>

Jedna se tedy o aminoalkylfosfonové a aminoalkylfosfinové kyseliny.

DOTP
DOTPM®
DOTP™
DOTP™
DOTP®"
DOTPH
DOTPOH
DOTP
DOTPO®"
DOTPF
DOTP’
DOTP”™
DOTP?

20,21
22
23-25

19

19,26

28

28

28

(Fosfonové kyseliny jsou odvozeny od kyseliny fosfore¢né nahrazenim jedné hydroxylové

skupiny organickym substituentem. Jejich obecny vzorec je R—PO3H,. Fosfinové pak nahrazenim

jedné hydroxylové skupiny organickym substituentem a druhé bud’ atomem vodiku —

monosubstituované majici vzorec R—PO,H,, nebo druhym organickym zbytkem, kdy hovofime o

disubstituovanych kyselinach o vzorci R'R*PO,H.)
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Struktura vSech ligandi byla studovana zejména NMR spektroskopii. U ligandt DOTP,*
DOTP™ (ref.?%), DOTP®" (ref.?®) se podatilo zméfit i jejich struktury krystalové.

III.—1b. Izomerie komplexi v roztocich

V piipadé, Ze si ptedstavime, jak bude vypadat sterické usporadani komplext typu uvedeného na
Obrdzku 18 (Ln®" ion lezi mezi dvéma koplanarnimi rovinami tvotenymi jednak atomy dusiku
ve spodni rovin€ a jednak atomy kyslikd v rovin€ horni) je patrné, ze se ziejm¢ budou tyto
komplexy vyskytovat vroztoku v riznych izomernich formach. Jednim typem izomerie je
konformace ethylenovych mistkti makrocyklu, ktera se oznaCuje A nebo 8, a druhym typem je
natoCeni pendantnich skupin, respektive vzajemné natoCeni rovin proloZzenych kyslikovymi a
dusikovymi atomy.I3 Tento typ izomerie se oznacuje jako A nebo A. Ve vysledku tedy vznikaji
dva enantiomerni pary diastereoizomert, které se vyskytuji v roztoku v dynamické rovnovaze.
ProtoZe jednotlivé enantiomery nejsou v ramci NMR spektroskopie rozlisitelné, jsou z téchto ¢ty
izomerti pozorovany pouze dv€ sady signalli, které vZdy reprezentuji jeden enantiomerni par.
Enantiomerni par A(3868) a A(AAAA) se souhrnné oznacuje jako izomer SA (Square Antiprism) a
par enantiomerti A(AAAL) a A(3868) je nazyvan izomerem TSA (Twisted Square Antiprism)
(Obrazek 18). 1zomery SA a TSA jsou také nékdy oznacovany pismeny M (odpovida izomeru
SA) a m (TSA), coz puvodné znalilo jejich relativni zastoupeni v komplexu Gd-DOTA
(m = minority, M = majority).

Izomery SA a TSA se lisi zejména velikosti dutiny mezi rovinami kyslikovych a dusikovych
atoml. Tato skutenost vysvétluje zménu zastoupeni obou izomerti v roztocich v zavislosti na
iontovém poloméru lanthanoidového iontu. Izomer TSA, ktery je prostornéjsi, pfevazuje
v zaCatku lanthanoidové fady, zatimco izomer SA u jejiho konce. Dalsi odlis$nosti ve struktufe
izomerti je vzajemna vzdalenost koordinovanych kyslikovych atomi pendantnich ramen.
V izomerech typu TSA je tento prostor tésnéjsi, coz destabilizuje vazbu koordinované molekuly

vody a komplexy tohoto typu vykazuji az 50x vyssi rychlost vymény vody.
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Obrazek 18. Strukturni model izomeru SA a TSA komplexii Ln—-DOTA (vpravo nahofe) a schéma

vzdjemné orientace rovin dusikovych a kyslikovych atomu (vpravo dole)

Jednim ze soucasnych pfistupti vedoucich ke zdokonaleni kontrastnich latek je syntéza takovych
ligandt, které v pfipadé komplexi siontem Gd** preferuji izomer TSA. T&mi jsou pravé
tetrasubstituované derivaty cyklenu s fosfonovovou ¢i fosfinovou pendantni skupinou.

U téchto komplexu se setkdvame ovSem i s izomerii R/S na chirdlnim atomu fosforu. V dusledku
toho, Ze u téchto Ln*" komplexd tetrafosfinati & monoesteri tetrafosfonatii je zastoupen pouze
izomer m a R a S orientace kazdé skupiny je nezavisla na konformaci ostatnich fosfonatd,
miiZeme se u nich setkat se 6 diastereomery (RRRR, RRRS, RRSS, RSRS, SSSR a SSSS),
poskytujicimi &asto velice komplikovana NMR spektra. R/S izomerie byla u né€kterych z téchto

tetrafosforovych analogii DOTA do detailii studovéana.”’*°
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III.-2. Metody studia ligandt a komplexi

III.—2.1. Potenciometrické titrace (Acidobazické vlastnosti ligandd,

stabilita komplexti)719:2021,23,25,27,31-36

Srovname-li hodnoty disocia¢nich konstant aminovych skupin tetrafosforovych ligandi s vyse
zmifiovanym DOTA se C¢tyfmi acetatovymi rameny, zjistime, Ze bazicita klesd v pofadi
aminofosfonovd > aminokarboxylovd > aminofosfinova kyselina.”’ Vy33i bazicita aminové
skupiny aminofosfonatové Kkyseliny je vysvétlovana slab§im odtahovanim elektronii a
delokalizaci zaporného naboje skupiny —PO3>". Na bazicitu aminovych skupin ve fosfinatech ma
vliv i substituent na atomu fosforu.

Hodnoty konstanty stability komplexu pak koreluji s bazicitou koordinujicich se donorovych
Tyto azacykly tvofi termodynamicky stabilni komplexy s dvojmocnymi a trojmocnymi ionty.
Zejména komplexy s Ln** ionty jsou kineticky stabilni a jejich disociace je diky jejich rigidni

struktufe velice pomala.

III.-2.2. Studium struktury ligandti a komplexti v pevné fazi

Kromé komplexii v roztoku, kde je struktura ponékud ,,volngjsi“, byla u fady z nich provedena i
rentgenostrukturni analyza. Konkrétn€¢ se podafilo naméfit krystalové struktury u komplexii

uvedenych v Tabulce 4.

Tabulka 4. Komplexy studované RTG

DOTP Bi3+31, Gd3+ 38, Mn2+ 39, Ni2+ 39

DOTPPh C e3+ 40’ L a3+ 40

DOTP®" Dy***! Eu* %, Gd** %, La** %, YO ypit

U komplexit Mn—DOTP*® (Obrdzek 19) a Ni-DOTP*

byla struktura pevné fiaze zkouména i SEM

(SEM = Scanning Electron Microscopy). Obrdzek 19. SEM snimek Mn—-DOTP
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Naméfeny byly i rentgenové struktury nékterych ligandi. Konkrétn€¢ se jednalo o ligandy

DOTP™ (ref.?%), DOTP (ref.2*) a DOTP?" (ref*).

Ill.-2.3. EPR

Komplexy Cu-DOTP* a Cu-DOTP™ (ref.?'), byly charakterizovany rovnéZ elektronovou
paramagnetickou resonanéni spektroskopii, ¢imZ byla ziskana dalsi sada informaci o jejich

struktuie.

II.—2.4. NMR (LIS)

Hlavni metodou studia komplexti téchto ligandi je ale bezpochyby nuklearni magneticka
rezonan¢ni spektroskopie. Jak jiz bylo zminé€no v kapitole tykajici se LIS, jsou roztoky komplexi
s paramagnetickymi Ln®" jonty schopné indukovat ve spektru posun resonance méfeného jadra
(nejéastéji 'O nebo *'P). Hodnoty LIS byly mékeny u fady znich, pfi¢emZ znaméfenych

zavislosti byla uréovéna hydratace komplexii v roztoku.*®>! 4>

II1.-3. Pouziti komplexti

ITI1.-3.1. Posuvova ¢inidla,

¢inidla pro NMR termometrii a pH-metrii in vivo

Komplexy byly déle studovany z pohledu jejich potencialniho vyuZiti jako posuvovych ¢inidel
zejména pro tzv. ,biologické kationty* (°Li, "Li, **Na, **Cs). Nejvhodné&jsi kombinace vlastnosti
testovanych NMR posuvovych ¢inidel byly nalezeny u komplext
Tm—DOTP*'%*7"7 3 Dy-DOTP.”"" Vyhodami téchto komplexd jsou zejména nizka toxicita,
ktera je pro jejich vyuZiti in vivo nezbytna, dale pak hydrolyticka stabilita C—P vazeb vuéi
fosfatazam, vysoka afinita ke kationtdm alkalickych kovii, vysoka stabilita v roztoku ¢i absence
srazeni v pfitomnosti vapenatych ionti. Byl zkouman i vznik iontovych parti mezi Co(en)’* a
Tm—DOTP za G&elem dosaZeni nizkoosmolalitni formy posuvového &inidla.”

Paramagnetické komplexy mohou dale piedstavovat excelentni NMR pH indikatory v p¥ipadé, ze

nesou funkéni skupiny, jejichz pKax hodnoty spadaji do oblasti, o kterou se zajimame.
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Konkrétnim piikladem tohoto komplexu je Yb—DOTP, ktery vykazuje zavislost chemického
posunu 'H resonanci v oblasti pH 5.0-7.0 pfi teploté 39 °C a miZe tak byt pouZit jako NMR
sonda pro mé&feni pH in vivo."!

Krom pH jsou 'H a *'P posuny komplexu Tm-DOTP siln& zavislé na teploté, coz mizZe byt
vyuZito vNMR termomerii in vivo.”*"’ Na rozdil od méné citlivych dfive pouzivanych
termometrickych materiald jako je voda (méfeni 'H posuntl) &i fluorouhliku (mé&feni F posuntl),
vykazuji posuny jadernych spinti blizko paramagnetického centra komplexu Tm-DOTP p¥iblizné
o dva fady vyssi citlivost vici teploté. V teplotni oblasti 25—47 °C a pii fyziologicky relevantnim
pH jsou 'H a *'P posuny dokonce linearni funkci teploty. Teplotu i pH lze s pomoci Tm—DOTP
méfit i simultanng.”®

Podobna teplotni zavislost byla pozorovana i u 'H a *'P posunti Ln®" komplexii cyklenu

tetrasubstituovaného  fenylfosfindtovymi  skupinami (DOTP™).*® Diky relativng velké
p

hydrofobicité ligandu mohou tyto komplexy vykazovat odli$nou biodistribuci v téle.

III.-3.2. Kontrastni latky pro MRI

Relaxivitni data (7, T, NMRD profily)'®?" 231387984 p,v]a také studovéna u fady prevazng Gd**
komplext s témito ligandy za ucelem jejich vyuziti jako CA pro MRI. S tim jsou spojeny i studie
zaméfené na biodistribuci téchto komplexi v téle, jez je pfedev§im zavisld na hydrofilicité
ligandu komplexu.®>® Jedni se ale ve vétsing piipadi o komplexy bez vody ve vniténi

koordina¢ni sféfe, jejiz ptitomnost je pro praktické vyuziti v této oblasti prakticky nezbytna.

vvvvvv

druhé koordinacni sféry. Zejména se jedna o komplex Gd-DOTP 3%

II1.-3.3. Radiofarmaka

V neposledni tfad¢ byly komplexy ligandli tetrasubstituovanych fosfonatovou skupinou
s nékterymi radioaktivnimi izotopy testovany jako potencialni oteviené zatice pro lé¢eni riznych
forem rakovinného bujeni. Jako radionuklid bylo testovano '®Ho, nebot’ se jedna o smieny beta
— gama zafi¢, kde zafeni beta jasné pievazuje, coZ je — jak bylo vyse uvedeno — ideélni piipad pro
tento druh terapie. Jeho beta zafeni ma také mensi pronikavost nez u dfive testovanych latek

(napt. '**Sm). Dobrym chelataénim &inidlem pro tento izotop, které s '®Ho vytvoti stabilni
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komplex a dopravi jej do mista u¢inku, je ligand DOTP (pravé z diivodu stability komplexu a
afinit¢ DOTP ke kostem).*”*

Dalsimi radioizotopy, vyuzivajicimi se ve spojeni s ligandem DOTP je alfa zafi¢ 212B; (ref3#%*7)
a %Cu (ref.*®**). M&d’ se ukézala byti viestrannym radionuklidem z diivodu potencialni aplikace
v zobrazovacich metodach i terapii a moznosti pfipravit poZadovany izotop na biomedicinském

cyklotronu.

III.—4.  Dalsi vyzkum a aplikace téchto komplexii

Komplexy uvedenych ligandi byly zkoumany z fady dalSich pohledii a maji i spoustu jinych
aplikaci, které zde nebudou pro jejich mensi vztah k diplomové praci rozebrany do podrobnosti.
Jsou jimi naptiklad studium luminiscen¢nich vlastnosti na fadé¢ komplexii zejména
tetrafosfinatovych (DOTPM® (ref.”>!%:101)  DOTPE" (ref!:437:100.101.102-104) " OTP® (ref2®),
DOTP™ (ref?®), DOTP? (ref®)), ale i tetrafosfonatovych (DOTP®) ligandii s ionty Eu**, Nd**,
Tb®* a Yb*, molekularni rozlieni R- a T-stavu lidského hemoglobinu pravé pomoci
paramagnetického Gd* komplexu105 a potaZzmo i stabilizace T-stavu,' NMR studie interakci

107

mezi y-cyklodextrinem a Tm-DOTP ™' nebo interakci mezi kationtovymi a aniontovymi

komplexy,'® spektralni rozlideni chiralnich makrocyklickych paramagnetickych komplexi NMR

technikami'® a podobng.''*'"2
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IV. Cil prace

Cilem této prace bylo syntetizovat 3 makrocyklické ligandy, jejichz struktura je uvedena na
obrazku (Obrdzek 20). Jedna se o tetrafosforova analoga znamého a hojné vyuzivaného ligandu

DOTA, které se od sebe lisi pouze jednou skupinou na atomu fosforu.

0
Il Il
R=r NV iR “H DOTP!
OH OH
[ j R= -CH,0H DOTP™
0 0
Il N N OEt
R“.’ ZANEPAN {ll)_R —_OCH,CH; DOTP
OH OH

Obrazek 20. Struktury studovanych ligandi

Déle jsme se chtéli pokusit o syntézu jejich komplext s Ln** ionty, které by byly studovany jak
vpevné fazi rentgenostrukturni analyzou, tak ve fazi kapalné, a to vprvni fad¢ NMR
spektroskopii. Pomoci NMR spektroskopie bychom se déle pokusili naméfit rovnéz set
relaxometrickych dat pro Gd>* komplexy studovanych ligandd, i kdyz se (na rozdil od DOTA)
nejedna o komplexy s molekulou vody v prvni koordinaéni sféfe. Miize byt u nich uvaZovana tzv.
druha hydrataéni sféra, jejiz molekuly vody mohou byt rovnéz ovlivnény pfitomnosti
paramagnetického komplexu. Komplexy bychom dale chtéli studovat i jinymi, spiSe
doplrikovymi, metodami, které by nam pomohly objasnit dalsi skute¢nosti dilezité zejména pro
zpracovani informaci obdrzenych z NMR studii. Jedna se o EPR spektroskopii, kterd poskytne
dulezita data pouZitelna pti zpracovani NMR relaxometrickych dat, a potenciometrické studie, ze

kterych bychom ziskali informace o bazicité ligandi a stabilité nékterych komplexd.
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V. Experimentalni ¢ast

V.—1.a. Seznam pouZitych chemikalii

» Chemikdlie a zasobni roztoky pro potenciometrické titrace

Voda pouzitd pro titrace byla ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore). Zasobni roztoky kyseliny
chlorovodikové (~0.03 M) byly pfipraveny z vodnych roztokti 35% Kkyseliny (puriss., Fluka).
Komeréni NMesCl (99%, Fluka) byl rekrystalizovan z horkého i-PrOH a pevna stil byla susena
nad P,Os ve vakuu do konstantni hmotnosti. Roztok CO,-prostého NMe,OH (~0.2 M) byl
pfipraven iontovou vyménou na kolonce naplnéné iontoméni¢em Dowex 1 (OH -forma, pod
argonem, s pouzitim CO,-prosté vody) zNMesCl. Roztok hydroxidu byl standardizovan
hydrogenftalatem draselnym a roztok HCl ~0.2M roztokem NMesOH. Zasobni roztoky
jednotlivych kovi (~0.05 M) byly pfipraveny rozpusténim hydratit MCIl, a MCl; o pottebné
Cistot€. Obsah iontu kovu vroztoku byl urlen titraci se standardnim roztokem NaH,edta.
Analytickd koncentrace roztoku ligandu (~0.014) byla uréena spole¢né s vypiesiiovanim

protoniza¢nich konstant programem OPIUM.'"*

» Chemikdlie pro syntézu ligandii a komplexii

Pro syntézu ligandi a komplexu (reagencie, rozpoustédla, roztoky na upravu pH) byly pouZity
komeréné dostupné chemikalie (Lachner, Strem, Aldrich, Fluka) o b&ézné &istoté, které nebyly
dale docistovany. Pfi syntézach pouzity paraformaldehyd byl odfiltrovéan ze starych vodnych

roztokd formaldehydu (Lachema).
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V.—1.b. Metody charakterizace pfipravenych latek

» NMR spektroskopie

Charakterizatni spektra byla méfena na NMR spektrometru Varian”"''' INOVA 400, s
rezonanéni frekvenci 400 MHz pro jadro 'H , 162 MHz pro jadro *'P a 101 MHz pro jadro B,
Spektra byla métena v rozpoustédlech D,O a CDCls. 'H a >C NMR spektra byla referencovana
na chemické posuny vnitinich standardi: SiMes (8g=0, 8¢ =0 nebo -BuOH (&y=1.25,
dc = 32.6 a 72.77) nebo viili signalu rozpoustédla HDO (8y = 4.70), CHCI3 (6 = 7.21) a CDCl;3
(8¢ = 77.00). Pro referenci v *'P NMR spektrech byl jako vn&jsi standard pouzivan 85% vodny
roztok kyseliny fosfore¢né (8p =0). P¥ méfeni vétsiny *'P a '>C NMR spekter byl pouzit
,decoupling* jader 'H. Hodnoty chemickych posunii jsou uvedeny v ppm. Hodnoty interakénich

konstant v Hz.

» Tenkovrstva chromatografie (TLC = Thin Layer Chromatography)

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na desti¢kach Silufol (Kavalier) s hlinikovou folii,

sorbentem Silpearl (Sirokoporézni silikagel podle Pitry) a $krobem jako pojidlem.

» Elementarni analijza

Elementarni analyza byla provedena na Ustavu makromolekularni chemie AV CR v Praze.
Stanoveny byly hmotnostni obsahy prvki uhliku, vodiku a dusiku. Hodnoty obsahii jednotlivych

prvki jsou uvedeny v procentech a jsou zaokrouhleny na jedno desetinné misto.
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V.—1.c. Syntéza ligandl a komplexi

Priprava ligandii
DOTPH
7 I
H\ / \ /H H_Pﬂ / \ /_P—H
NN 40°C i N N n
[ j + HyPO, + (CH0), — [ j
/N N\ R0 (") N N (|:|)
H L/ H H—P—/ \ /LP_H

|
OH OH

V 50 ml baiice byl asi ve 20 ml vody rozpustén 1 g cyklenu a pfidano 7.23 ml (12 ekvivalentii)
50% vodného roztoku H;PO,. Za michani a pii teploté¢ 40 °C bylo b&hem jedné hodiny po
malych déavkach ptidavano 0.78 g (4.5 ekvivalentu) paraformaldehydu. Smés se nechala michat
pfi téZe teploté ptes noc. Nerozpustény paraformaldehyd byl odfitrovan na frité €. 4, rozpoustédlo
odpareno na rota¢ni vakuové odparce (RVO) a provedena chromatografie smési na silném katexu
(Dowex 50, H'-forma, 300 ml, eluce vodou). Pro dostateéné oddé&leni piebytku kyseliny fosforné
a produktu byly jimany frakce po 25 ml a chromatografie byla nékolikrat opakovana. Cistota
frakci byla kontrolovdna TLC a nasledné i NMR spektroskopii. Rozpoustédlo bylo dikladné
odpafeno na RVO a ziskany produkt ve formé oleje po nékolika dnech ztuhl v pevnou latku.
Vytézek reakce byl 0.56 g (tj. 20 %).

Charakterizace:
» TLC: Silufol; isopropanol : amoniak (25%) : voda (10:2:7); detekce ninhydrin, R¢ 0.5
» NMR:
'"H NMR (D,0): 2.5 m, 24 H, “XH-P)=8.8 (CH-P, NCH,CH,N); 7.0 d, 4 H,
'J(H-P) = 504 (PH)
3P NMR (D,0): 22.5 d, 'J(P-H) = 499
3p {'H} NMR (D,0): 22.5 s
» Elementarni analyza: C;,H3,N4O5P4-0.5H,0
nalezeno: C 29.29; H 6.62; N 11.38
vypocteno: C 29.22; H 6.74; N 11.36
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Ve 20 ml azeotropické kyseliny chlorovodikové byl v 50 ml batice rozpustén 1 g ligandu DOTPY.

Za michani a za refluxu pod zpétnym chladicem bylo pfidano 2.61 g (15 ekvivalent()

paraformaldehydu. Smés byla po jednom dni zahfivani chromatografovana na silném katexu

(Dowex 50, H'-forma, 300 ml, eluce vodou). Cistota jednotlivych frakei byla kontrolovana NMR

spektroskopii. Rozpoustédlo z frakci obsahujicich produkt bylo odpaieno na RVO a produkt ve

formé& prasku byl ziskan trituraci oleje acetonem, odsat na frit¢ ¢. 4 a dosusen pod vakuem na

RVO. Ligand byl uchovéavan v exsikatoru nad P,Os z diivodu jeho pomérné velké hygroskopicity.

Vytézek reakce byl asi 0.75 g (tj. 60 %).

Charakterizace:
> NMR:

'H NMR (D;0): 2.9 m; 24 H (CH,OH, NCH,CH,N); 3.5 d, 8 H, 2J(H-P) = 5.6 (NCH,P)

3p ('H} NMR (D,0): 38.2 s
» Elementarni analyza: C;6HsoN4O12P4-1.5H,0
nalezeno: C 30.50; H 6.68; N 8.66
vypocteno: C 30.43; H 6.86; N 8.87
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V 50 ml barice byl rozpustén 1 g cyklenu v 9.8 g (10 ekvivalentti) triethylfosfitu. Bylo ptidano

0.89 g (5 ekvivalentli) paraformaldehydu a smés byla zahfivana za michani na 40 °C po dobu

3 dni. Pfebyte¢ny paraformaldehyd byl poté odsaty na frité ¢. 4 a promyt ethanolem. Produkt byl

&istén chromatografii na silném katexu (Dowex 50, H'-forma, 300 ml). Ethanolem (2x250 ml)

byly eluovany vedlejsi produkty reakce a produkt poté 2x200 ml roztoku amoniaku v ethanolu

(25% roztok NHj : ethanol; 1:3). Rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Cistota produktu byla

zkontrolovana NMR spektroskopii.

rakteri :
» NMR:

'H NMR (CDCh): 1.3 t, 24 H, >J(H-H) = 7.2 (CH3); 2.9 s, 16 H (NCH,CH:N); 3.0 d, 8 H,

2J(H-P) = 9.2 (NCH,P); 4.1 m, 16 H (OCH,)

13C NMR (CDCls): 16.5 s (CHs); 50.6 d, 'J(C-P) = 151.5 (NCH,P); 53.4 s (NCH,CH,N);

61.5 s (OCH,)
3'p {'H} NMR (CDCl3): 38.2 s
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Produkt z piedchozi reakce byl rozpustén ve 20 ml 14% vodného roztoku hydroxidu sodného a
smés se nechala michat pfi teploté¢ 50 °C po dobu 2 dni. Produkt byl ¢i$t€n chromatografii na
silném katexu (Dowex 50, 300 ml) a eluovan 2x250 ml vody. Ta byla odpafena na RVO. Produkt
ve formé prasku byl ziskan trituraci odparku acetonem, odsat na frit€ ¢. 4 a dosusen pod vakuem
na RVO. Ligand byl uchovavan v exsikatoru nad P,Os zdivodu jeho pomérné velké
hygroskopicity. Cistota produktu byla opé&t zkontrolovana NMR spektroskopii. VytéZek reakce
byl 3.19 g (4. 83 %).

Charakterizace:
> NMR:
"H NMR (D,0): 1.2 t, 12 H, *J(H-H) = 6.8 (CH3); 3.3 m, 24 H (NCH,P, NCH,CH,N); 4.0
m, 8 H (OCHy)
3p ('H} NMR (D,0): 26.7 s
» Elementarni analyza: C,0HsgN4O12P4'4H,0
nalezeno: C 32.65; H 6.94; N 7.63
vypo¢teno: C 32.79; H 7.70; N 7.65
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Priprava komplexii

|
- 0—P=0
0
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Priprava Gd3+ komplexii ke krystalizaci

0.1 g ligandu bylo rozpusténo 10 ml barice v asi S ml vody s jednim ekvivalentem hexahydratu
chloridu gadolinitého. pH bylo upraveno vodnym roztokem hydroxidu lithného na hodnotu 7-8.
Roztok byl ponechén stét asi hodinu pfi laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo poté odpafeno na
vakuové odparce, produkt byl pfemistén do malé vialky, rozpustén v malém mnozstvi vody a
bylo pfidano par kapek ethanolu. Mala vialka se umistila do vétsi s acetonem, ktery se nechal

difundovat do roztoku komplexu.

Priprava komplexii pro NMR studie

» Komplexy pro studium izomerie v roztocich

Hexahydrat chloridu lanthanoidu a ligand v 5% nadbytku byly rozpustény v D>O do jejich
celkové koncentrace 0.1 M. pD bylo upraveno roztokem KOD v D,0 na hodnotu 7 a po hodiné
byl prebyte¢ny kov odstranén promytim malou kolonkou sorbentu Chelex 20. Roztok byl
testovan na pfitomnost volného kovu pomoci xylenolové oranze v acetatovém pufru (5.7). Kapka
roztoku komplexu byla pfidana do roztoku indikatoru, oranZové zabarveni indikuje nepfitomnost

volného Ln*" iontu, &ervenofialova barva by pak indikovala jeho p¥itomnost.
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Komplexy pro ostatni NMR studie
—méfteni Ty, T», LIS, 3'P EXSY spektra, teplotni zivislost 3:P NMR spekter

Ligand byl v 10% nadbytku smichan s hexahydratem chloridu lathanoidu do celkové koncentrace
komplexu 0.1 M, smés byla rozpusténa ve vod¢ a pH upraveno roztokem hydroxidu draselného
na hodnotu 6. Po hodin¢ byla ovétena neptitomnost volného kovu roztokem xylenolové oranze
(viz. vySe). V ptipadé¢ m&teni 'O LIS, T}, T a o byla do roztoku pfidana H.'’O (0.5 %) a
t-BuOH (0.5 %).

—-1H NMRD

Roztoky pro méteni 'H NMRD profilt byly p¥ipraveny zfedénim roztokt pouzitych pro mé&keni

"0 relaxometrickych dat na koncentraci 8 mM.
V.—2. Metody studia ligandi a komplexii

V.—2.1. Potenciometrické titrace

Vsechny potenciometrické titrace byly provadény v redestilované vodeé pfi teploté 25.0+0.1 °C a
iontové sile 0.1 M NMe,Cl, v rozmezi —log[H']=1.8-12 (pokud se zalal vylugovat hydroxid
kovu jiz pfi niz8im pH, byla titrace okamZit¢ ukoncena) za pouziti pH-metru PHM 240,
MeterLab™, automatické byrety ABU 900 s vytlatnym objemem 2 ml a kombinované elektrody
GK 2401B (v$e Radiometer, Dansko). Poc¢ate¢ni objem titrovaného roztoku byl vzdy ptiblizné
5 ml, inertni atmosféra byla udrzovana stalym proudem dusiku. Tésné€ pfed vstupem do titraCni
nadobky byl dusik je$t¢ nasycen vodni parou priichodem pies 0.1 M vodny roztok chloridu
tetramethylamonného. V pribéhu kazdé titrace byla sledovana aktualni koncentrace iontd H*
&lankem sklenéna—Ag'/AgCl elektroda (viz. uvedena kombinovana elektroda GK 2401B), jehoz
napéti bylo odecéitano s ptesnosti 0.1 mV pomoci pH-metru pouzivaného jako voltmetr. Titra¢nim
roztokem byl ve vSech ptipadech odmérny roztok NMe4sOH (0.2 M) a jeho pfidany objem byl
odecitan s pfesnosti na tisiciny mililitru (automaticka byreta ABU 900) s relativni pfesnosti
0.35 % (dle udajti vyrobce). Do titra¢ni nddobky byly pomoci byret s mikrometrickym Sroubem
(o objemech okolo ~0.5 ml, ~1.25 ml a ~2.5 ml ptesné&, VSCHT Pardubice) odmétovany objemy
zasobnich roztokt (roztok ligandu (~0.014 M), kovu (~0.05 M), HCI/NMe,Cl) a vody s piesnosti
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na 10.002 ml (dle udaji vyrobce). Presné objemy byret byly pied pouzitim zjiStény kalibraci
redestilovanou vodou pfi teploté 25 °C.

Byla pouZita technika externi kalibrace: kazdé vlastni titraci pfedchazela jedna titrace kalibraéni,
kde titrovanym roztokem byl roztok pfipraveny smichanim ~2.5 ml (pfesn€) HCI/NMesCl
s ~2.5 ml (pfesné) redestilované vody. Bylo titrovano odmérnym roztokem NMe,OH za stejnych
podminek jako u vlastnich titraci vrozmezi 1.8—-12 jednotek —log[H']. Po kalibradni titraci
nasledovala titrace samotného ligandu nebo systému ligand+kov.

Pfidavani titraéniho roztoku KOH pomoci automatické byrety bylo fizeno pocitaCovym
programem (viz. Programové vybaveni). Hadi¢ka pro pfivod NMesOH byla ponotena tésné pod
hladinu titrovaného roztoku, ale v ptipadech, kdy se na ni mohl vylu¢ovat nerozpustny hydroxid
kovu, byla zavedena niZe (t.j. blize k michadlu). Pied zacatkem méfeni byla elektroda pro
urychleni odezvy stfidavé po 5—15 minutach po celkovou dobu asi dvou hodin ponofena ve dvou
pufrech: vinanovém (nasyceny vodny roztok hydrogenvinanu draselného, pH~5.6) a boraxovém
(0.1 M vodny roztok Na,B4O7-10H,O, pH~9.2). Poté byla elektroda ponechana nékolik minut
v destilované vodé (pH 7.0), kde se také dlouhodobé uchovava.

Po ptipravé méftici aparatury (dikladné odstranéni bublin z hadic byret, vymyti a vysuseni méfici
nadobky, nastaveni proudu inertniho plynu, temperovani aparatury) byly provedeny nejméné dvé
kalibracni titrace. Vysledky prvni kalibrace obvykle nebyly pouzitelné, protoze elektroda
reagovala na zmény pH pfili§ pomalu (k ustadleni potencidlu kombinované elektrody na
konstantni hodnot€ je pottebny ur€ity ¢as). Postupné byly provadény titrace jednotlivych systémi
ligand+kov, kterym vzdy pfedchazela nova titrace kalibra¢ni. Vzdy po ukonceni titrace byl obsah
titracni naddobky odsat pomoci vodni vyvévy, promyt 2x destilovanou vodou a 2x acetonem
avysuSen. Pro kazdy titrovany systém ligand/kov bylo ziskano pfiblizn¢ 12 dvojic
kalibrace+ttitrace, po ¢tyfech dvojicich kalibrace+titrace ve tfech rtiznych pomérech koncentraci
ligandu ke kovu: 1:1, 2:1 a 4:1. Z kalibra¢nich titraci byly pomoci pouZzitého pocitaového

programu uréeny parametry elektrody Ey', S, ja a j, pro kalibra¢ni funkci (/5):

E = Ey' + S(log[H™]) + jJ[H'] + ju(Kw/[H']) (5

Parametr Ey' zahrnuje kromé referentniho elektrodového potencialu sklenéné elektrody také
potencial referentni argentochloridové elektrody a konstantni pfispévek inertnich ionti (NMe4Cl,

I=0.1 M) k potencialu rozhrani. Parametr S je tzv. Nernstova smérnice, kterd je pro teplotu
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25 °C teoreticky rovna hodnoté 2,303RT/F = 0,0591. V praxi vSak hodnota parametru S kolisa
mezi 95-99 % teoretické hodnoty. Parametry j, a ji, jsou empirickou mirou vlivu iontd H" a OH™
na potencial rozhrani. Uréuji odchylku od linedrni zavislosti £ na —log[H'] v siln& kysel¢ a siln&
zasadité oblasti.

K. je konstanta autoprotolyzy vody, pK,=13,78. Hodnota K,, je zavisla na iontové sile pouZité
pfi méfeni a siln& koreluje s parametrem S, proto byla zvolena jako konstantni a hodnota S pak
byla vypoctena.

Z kalibraci ziskané parametry Ey', S, j, aj, byly pouZity k interpretaci zavislosti £ na objemu

NMe4OH u néasledné titrace.

Provedeni viastnich titraci

Nejdrive byla provedena poloautomaticka titrace, pfi které byla sledovana rychlost ustalovani
rovnovazného napéti £ na kombinované elektrod€. Z pozorovani zmén titrovaného roztoku byl
uréen pravdépodobny konec titrace (pocatek vyluCovani pevné faze — hydroxidu pfislusného
kovu). Zmény ve sloZeni titrovaného roztoku se projevovaly i kolisanim rovnovazného napéti
elektrody. Podle této titrace byl pak sestaven davkovy soubor pro fidici program, ktery obsahoval
mimo jiné ptikazy uréujici: ptidavek NMe4OH (min. 0.004 ml, b&zn¢ 0.01-0.02 ml), ¢ekaci dobu
mezi pfidavkem a odeéitdnim hodnoty E a dobu ukonceni titrace. Pfikazy pro odliné Casti
titra¢ni kfivky byly sdruzeny do cykld. Pfi titraci byly vynechdvéany ekvivalen¢ni body zvétSenim
pfidavku NMesOH za soucasného prodlouZeni ¢ekaci doby v bod€ bezprostiedn€ po ekvivalenci,
aby se dostate¢né ustdlilo rovnovazné napéti elektrody. Celkova doba titrace nepievysila

1 hodinu a maximalni ¢ekaci doba na ustaleni rovnovazného napéti €inila 80 sekund.

Programové vybaveni

Pro vypoéty rovnovaznych konstant (disociaénich konstant fosfinovych kyselin a konstant
stability jejich komplext s ionty kovl) byl pouzivan program OPIUM®.'™

Jedna se o obecné pouzitelny program ureny pro analyzu rovnovaznych stavil v roztocich,
pouzivajici zobecnéné metody nejmensich &tvercl. Pro Gcely potenciometrie byla pouzita jedna
zmnoha Kkalibraénich funkci, popisujici chovani kombinované elektrody pfi titraci,

implementovana do programu.
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V.—2.2. Rentgenostrukturni analyza

Struktura krystalt byla méfena pfi teplot¢ 150 K na &tyfkruhovém difraktometru NONIUS
KAPPA CCD se zatenim Mo—K,. Zpracovani bylo provedeno v programu Supergui”5 a

vypFesiiovani struktury v programu SHELXL 97.''® Experimentélni data jsou pro stanovené

krystalové struktury uvedena v Tabuice 5.

Tabulka 5. Experimentalni data pro RTG difrakéni analyzu studovanych sloucenin

DOTP%*“H,0

Li[Gd(DOTP®™Y)]-
0.5aceton-8H,0

Li[Gd(DOTP")]-6H,0

VZorec

CyoHsoN4O,5P,

C;1.5HssGdLiN4Oy 5Py

C12Hy GdLIN,O,4P4

M 678.52 993.83 753.56

barva krystalu bila bila bila
krystalova soustava Ctveredna &tveredna jednoklonna
prostorova grupa Pca2, P2,2,2, C2/c

alA 19.4095(2) 14.2862(1) 17.5713(3)
b/A 13.4920(2) 24.263(1) 6.93360(10)
c/A 24.5857(3) 25.054(1) 22.3551(4)
B/° 90 90 101.1767(10)
U/A’ 6438.33(14) 8684.25(12) 2671.92(8)

Z 8 8 4
| Deai / g cm 1.400 1.520 1.873

4/ mm™ 0.298 1.748 2.790

F(000) 2896 4088 1520

rozsah 8/ ° 1.84-26.01 1.64-27.48 3.24-27.48
rozsah indexii h; k; —23,23; -16,16; 30,30 -18,18; —31,31;-32,32 | —22,22; —8,8; —28,28
celkovy pocet difrakci 12202 19855 3055

pocet intenzivnich difrakci || 10094 17493 2965
[7>20(])]

data; omezeni; parametry 12200; 1; 986 19855; 0; 935 3055;0; 193
| goodness-of-fit 1.020 1.057 1.120

R\, Ry [1>20(])]

0.0703; 0.0538

0.0509; 0.0401

0.0252; 0.0241

WR,, WR, [1 > 20(1)]

0.1502; 0.1370

0.1014; 0.0951

0.0601; 0.0594

maximalni shift / e.s.d.

0.001

0.005

0.001

nejvétsi diferenéni maximum a
minimum / ¢ A~

0.584, —0.402

1.440; —1.148

1.177,-0.603

49




V.—2.3. EPR experimenty

Méteni EPR spekter bylo provedeno na Univerzité¢ v Coimbie (Portugalsko) na spektrometru
Bruker ESP-300E pracujicim pfi frekvenci 9.43 GHz (0.34 T, X-band). Studovany byly roztoky o
koncentracich 5 mM, pH =7 a teploté¢ 298 K, pfi¢emz byla odeditana hodnota polositek linii,
AH,,.

V.-2.4. NMR experimenty

Nasledujici NMR experimenty byly provedeny na NMR spektrometru Varian INOVA 300 na
Technické univerzité¢ v Delftu. Resonanéni frekvence méfenych jader byly 300 MHz pro jadro
'H, 122 MHz pro jadro *'P a 41 MHz pro jadro 0.

NMRD profily byly meéfeny na relaxometru StelarMaster FFC-2000 s proménnym polem
4.7-10°-0.35T, resp. 0.02-15MHz, a Bruker Minispec20 a Bruker Minispec mg-60
s konstantnim polem 0.47 a 1.41 T, resp. 20 a 60 MHz. Méfeni zavislosti relaxivity na pH potom
na pfistroji Minispec 20. Tato méfeni byla provedena na Univerzité v Monsu.

pH vSech méfenych roztokti (pokud neni uvedeno jinak) bylo pfed méfenim samotnym upraveno
na hodnotu 6. Teplota pfi méteni byla 25 °C (opét pokud neni uvedeno jinak).

Piesna koncentrace v§ech roztokii (pokud neni uvedeno, Ze ji neni tieba méfit) byla stanovena

pomoci BMS efektu, jehoZ princip je popséan v teoretickém tivodu (kapitola 11.-2.4.2.2.).

V.—2.4.1. Studium izomerie komplexi v roztocich
(*H a 3:P NMR spektroskopie)

Pro tato méfeni byly pouZzity roztoky, jejichZ ptiprava byla popsana vySe. Izomerie komplexi
byla zkouméana mé&fenim 'H a *'P dekaplovanych spekter. Pro ob& jadra byla pouzita zakladni

pulzni sekvence (Obrdzek 21).
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'H decoupling I ;
Obrazek 21. Zakladni NMR pulzni sekvence

Pozn. tzv. faze pulzu udava smér, odkud je aplikovano radiofrekvenéni pole. Vektor makroskopické magnetizace se okolo této osy ota¢i. Pulzy se
tedy oznaguji 90y nebo 90,, coZ znamena sklopeni vektoru magnetizace o 90° z osy y (x), viz. téZ Obrdzek 8.

V.—2.4.2. Studium termodynamickych vlastnosti komplexii
(Teplotni zivislost 3:P NMR spekter; 3:P EXSY spektra)

K méteni byly pouzity asi 0.1 M roztoky komplexti v D,0, jejichZ pfiprava je popsana vyse.
Méfena byla nejprve klasicka fosforova spektra pfi rtizné teploté. Pulzni sekvence byla shodna
stou pro méfeni klasickych *'P spekter. Spektra se méfila v teplotnim rozmezi 25-85 °C
s krokem 10 az 15 °C.

Pro doplnéni informaci o termodynamickém chovani byla zméfena i fosforova EXSY spektra. Ta
byla v ptipadé komplexu Yb-DOTP" méfena pii rizné hodnoté smé&Sovaciho &asu ty (fn =0,
0.002, 0.02, 0.04, 0.08, 0.15 s) a v pfipad® komplexti Yb-DOTP™ a Yb-DOTP°® pouze pfi

jedné hodnoté #, (tn, = 0.04). Pfesnou koncentraci neni nutné v tomto piipadé méfit.

V.—2.4.3. Studium 7O a 3P LIS

Pro tato méfeni byly pouzity roztoky, jejichz ptiprava byla rovnéz popsana vyse. Koncentrace
komplexu v roztoku byla 0.1 M a kazdy byl obohacen H,'’O (0.5 %) a -BuOH (0.5 %). Mé&fena
byla spektra jadra 'O, pfitemz byl pro jednotlivé roztoky zapisovan chemicky posun vody.

Pulzni sekvence pro méFeni je zakladni, tj. shodna jako u m&feni 'H a *'P spekter.
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V.—2.4.4. Relaxometrické studie komplexi (*H, 7O a 3'P relaxometrie)
MéFeni zavislosti Ty a Ty relaxacnich casiia 'O posunu Gd* komplexu na teploté

K méfeni byly pouzity roztoky gadolinitych komplexd ligandd o koncentraci asi 0.1 M
s ptidavkem H,'’0 (0.5 %) a +-BuOH (0.5 %). Popis pouZité pulzni sekvence pro méteni 7
(Inversion recovery = navrat po inversi) a 7, (CPMG = Carr, Purcell, Meiboom a Gill,
mnohondasobné spinové echo s konstantnim echo¢asem a proménnym poétem cykli n) je uveden

na Obrdzku 22.

180, (y) 90, 90, 180y (y) _’

d1 dz | D dl —[ techo / 2 techo / 2 D
4,

Obrazek 22. Schéma pulzni sekvence pro méreni T (vlevo) a T (vpravo) relaxacnich casii

U méfeni posunil je sekvence zakladni a tedy shodna jako naptiklad u mé&feni 'H a *'P spekter
nebo LIS a je uvedena vyse. Méfeni vSech zavislosti se provadélo v teplotnim rozsahu 10-85 °C
s krokem 5 az 10 °C.

'H NMRD profily

Pro mé&feni NMRD profilii byly pouzity gadolinité komplexy ligandi o koncentraci 8 mM.

Roztoky byly ziskany nafedénim roztokd pro méfeni relaxa¢nich €asti a posund.

Sp T | relaxacni ¢asy

Fosforové relaxa¢ni ¢asy byly méfeny pro 0.1 M roztoky komplexti neodymitych a thulitych.
Jako referentni byl pouZit vzorek roztoku komplexu yttritého. Pulzni sekvence byla shodna jako u

mé&feni 7O T, relaxagnich &as.
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V.—2.5. Vyhodnoceni dat

» Vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Microcal ™Qrigin® 6.0.

» Data ziskana ze 7O teplotnich zavislosti a 'H NMRD profilii byla zpracovana v programu
Micromath Scientist. V soustavé rovnic zaloZenych na Bloembergenové—Solomonoveé—
Morganové teorii byly zjistované parametry programem vypfesiiovany podle
experimentalnich dat metodou nejmensich ¢tvercli. Nékteré parametry ziskané nezavisle

byly dosazeny jako fixni.

» Zpracovani dat ziskanych z EXSY spekter bylo provedeno v programu Mestrec EXSY
carc.'’ Rychlosti vymény byly spoéteny pro komplex Yb-DOTP". Pouzita byla spektra
méfend pfi sméSovacim ase t, =0, 0.02 a 0.04 s. Ziskany byly hodnoty rychlostnich

konstant &; a k_;. Podrobnosti o vypoctu l1ze nalézt v programu samotném.
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VI. Vysledky a diskuze

VI.—1. Syntéza ligandi a komplexi
Syntéza ligandu

DOTPY

Ligand DOTP" byl pfipraven dle dfive publikované syntézy,'” Mannichovou kondenzaci
paraformaldehydu, kyseliny fosforné a cyklenu. Smés byla zahtivana ve vodé za michéni pfes
noc pii 40 °C. Vyssi teploty i pouZiti azeotropické kyseliny chlorovodikové jako rozpoustédla
vede k vedlej§im produktim reakce, jakymi jsou napfiklad slouceniny sriznym poctem
pendantnich ramen, kde na atom fosforu je misto vodiku navdzana hydroxomethylova skupina.
Nadbyte¢ny paraformaldehyd byl odsat na frit€ €. 4 a piebyte€na kyselina fosfornd odstranéna
chromatografii na silném katexu. Pti chromatografii je dobré jimat frakce mensiho objemu, ¢imz
se rychleji docili oddéleni H3PO, od produktu, ktery vytékd pomaleji. Opakovanou
chromatografii lze dosahnout docisténi frakci, ve kterych se naléza jesté jak produkt, tak kyselina
fosforna, a zvysit tak vytézek reakce. Ten ovSem ani tak vétSinou neptesahne 25 %. Ziejmé
z duvodu toho, Ze vznika relativné velké procento produkti vedlejsich, které se ovsem NMR
spektroskopii nepodafilo presné identifikovat. Po dodisténi bylo rozpoustédlo co nejlépe
odpaieno na RVO, pti¢emz byl ziskan produkt ve formé& oleje, ktery po n€kolika dnech ztuhl na

pevnou latku. Krystalizace z vodného roztoku nebyly v naSem piipad€ usp&sné.

DOTPM™

Ligand DOTP™ se nam prvn& podafilo pfipravit pravé pii pokusu o syntézu vyse uvedeného
ligandu. Tato reakce, tzn. reakce kyseliny fosforn€, paraformaldehydu a cyklenu za vysSich teplot
(kolem 60 °C) a v azeotropické kyseliné chlorovodikové, v§ak davala smés mnoha produkti.
LepS§im zpisobem pfipravy byla syntéza ptimo z¢&istého ligandu DOTPY, prebytku
paraformaldehydu v prostiedi refluxujici azeotropické kyseliny chlorovodikové. Po jednom dni
byla reakce zastavena a produkt opét docistén na silném katexu. Opét vzniké fada vedlejSich

produkti, kterych ovSem neni ani zdaleka tolik, jako pfi ptimé syntéze z cyklenu. Z Cistych frakci
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bylo odpafeno na RVO rozpoustédlo a produkt ve formé hustého oleje byl triturovan acetonem.
Ligand v podob& hygroskopického prasku byl odsat na frit¢ a ponechan nékolik dni v exsikatoru
nad P,0s. Poté uZ se s nim dalo na vzduchu relativné dobfe manipulovat. Vialky s produktem je i

pres to lepsi skladovat zatazené parafilmem.

DOTPC®

Ligand DOTP®® byl ptipraven dvoukrokovou syntézou. Prvnim krokem byla jednodenni reakce
cyklenu, paraformaldehydu a triethylfosfitu, kdy vznikl produkt ve form¢ diethylesteru.
Nadbyte¢ny paraformaldehyd byl odsat na frité¢ ¢.4 a smés byla dale chromatografovana na
silném katexu. Smési voda:ethanol byl eluovan vznikajici diethylfosfit a smési amoniaku s lihem
pak produkt. Rozpoustédlo bylo nasledné odpafeno a produkt rozpustén ve vodném roztoku
hydroxidu sodného, ¢imz byla zapocata selektivni bazicka hydrolyza diesteru na monoester. Po
dvou dnech michéni a zahtivani na 50 °C bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO a nadbyte¢né
sodné ionty odstranény na silném katexu. Po odpafeni rozpoustédla byl opét ziskan produkt ve
formé& hustého oleje, ktery byl triturovan acetonem. Reakce probiha reprodukovatelné s celkovym

vytézkem kolem 85 %.

Priprava komplexii

Rychlosti komplexace jsou u téchto ligandi relativné vysoké, proto stali pouze smichat
ekvivalentni mnozstvi chloridu lanthanoidu s ligandem, rozpustit smés ve vod€, pH roztoku
upravit na hodnotu kolem 7 a po pul hodin€ je veskery kov zakomplexovéan. U roztok, které se
pfipravovaly ke krystalizaci, se do roztoku nechalo difundovat rozpoustédlo, ve kterém se
komplex nerozpousti. Testovan byl aceton, tetrahydrofuran a isopropanol. V piipadé prvné
Jmenovaného rozpoustédla byly pfipraveny monokrystaly vhodné kvality pro stanoveni

krystalové struktury pomoci RTG difrakce.
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VI.-2. Metody studia ligand a jejich komplexi

VI.—2.1. Potenciometrické titrace

Polyazamakrocykly s pendantnimi rameny vykazuji specifické protonizacni a komplexacni
vlastnosti. Protonizaéni rovnovaha dusikatého cyklu a kyslikovych donorti pendantnich ramen
pokryvaji Sirokou oblast pH. U téchto sloucenin plati, Ze nejvice bazickymi jsou 2 dusikové
atomy kruhu. Jedn4 se o obecny trend, ktery nasleduji i nami studované ligandy DOTP" a
DOTP®® (Tabulka 6).

Tabulka 6. Hodnoty protonizacnich konstant a konstant stability komplexii logf1, (komplex
M:L; 1:1) s vybranymi ionty. Tucné jsou uvedeny hodnoty pro studované ligandy. Pro srovndni
Jjsou uvedeny i hodnoty publikované pro strukturné podobné ligandy a komplexy (DOTP,
DOTP™, DOTP®®, DOTA) ¢i ligandy a komplexy stejné, ale méfené dfive (DOTPY)

DOTPY | DOTP®™ | DOTP | DOTPY | DOTP® | DOTP°™ | DOTA

(ref?) | (@ref!) | (ref''®)’ (ref.®) | (ref.!?)
pKa pKa pKa pKa pKa pKa pKa
H" |[10.58+0.02 | 11.57+0.03| 126 | 10.413" 10.94 10.34 11.9
6.93+0.03 | 7.94+0.06 | 9.3 6.83 8.24 7.72 9.72
1.90+£0.03 | 1.81+0.08 | 8.0 1.97° 3.71 2.42 4.6

logfon logfonn logBon | loghon logfor logforr | logh
Cu** - 20.74£0.05| 254" | 18.03" 19.57 — 22.3
cd™ - 18.22+0.02 | 2297 | 17.34 16.65 — 21.3

La" || 14102 | 155+01 | 27.6 — - - 22.9'
Gd*|| 14.0+0.1 | 14.4+02 | 288 - 16.5 12.19 25.0
Y| 13702 | 135+0.1 - — - — 24.6

"MeéFeno v0.1 MKNO; ~ MéFeno v 1 M KNO,
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Hodnota pKj, je definovana nasledujici rovnici (16),

pKA =- lOg KA (16)

kde K, je rovnovazna konstanta charakterizujici rovnovahu uvedenou nize

H,L + H,0 H, L +H' (17)
KA = [Hn—]L][H+] (]8)
[H,L]

Rovnovazné celkové konstanta stability pro komplex HxL;M,,, (kde H znaéi proton, L piné
deprotonizovanou formu ligandu a M volny kation, a indexy A, [ a m jsou stechiometrické

koeficienty) je definovana nasledovné (naboje nejsou pro piehlednost uvedeny) (19)

[H,LM,] (19)

Definice konstanty popisujici protonizaci ligandu je analogicka (20)

_ [H,L] (20)

b= [H]"[L]

Pro ligandy odvozené od cyklenu obecné plati, ze ligandy s fosfinatovymi pendantnimi rameny
jsou méné bazické neZ s acetatovymi a ty zase méné nez ligandy s fosfonatovymi skupinami. To
je dobie patrné z Tabulky 6 pti porovnani hodnot protoniza¢nich konstant pro ,fosfinat“ DOTP,
»fosfonat“ DOTP a ,,acetat“ DOTA.

Bazicita ligandii uzce souvisi s hodnotami konstant stability vyslednych komplexii. Obecné plati,
Tabulka 6). Krom chemické povahy a bazicity koordinujicich donord #idi u téchto ligandi
schopnost navazani kovu i velikost makrocyklického kruhu. Jako ptiklad lze uvést srovnéni

konstant stability Ca”*a Mg”" ionti s ligandy DOTP a NOTP (Tabulka 7).
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Tabulka 7. Srovnéni konstant stability DOTP a NOTP s ionty Ca®* a Mg**

DOTP' NOTP'#!

logB o logBon
Ca? 10.3 6.38
Mg™* 7.3 11.01

Z tabulky je patrné, Ze konstanty stability ligandu DOTP s vétSim kationtem Ca™ jsou vysSi nez
v piipad® analogického komplexu s mensim iontem Mg®*. U ligandu s mensi kleci, NOTP, je
tomu opa¢né. Konstanty stability nemusi v8ak ovliviiovat jen velikost makrocyklického kruhu,
ale i velikost dutiny pro kation kovu tvofené pendantnimi rameny. Pravé tato skute¢nost miZe byt
jednim zdiivodd vy33i nalezené hodnoty konstanty stability komplexu La—DOTP®®' oproti
komplexu s men§im kationtem Gd—-DOTP°®', U komplexu s ligandem DOTP" je tomu podobng,
ale efekt jiz neni tak velky, nebot’ jeho fosforova pendantni ramena se lépe pfizpisobi velikosti
iontu kovu a hodnotu konstanty stability tak ovliviiuje vice vét3i afinita kationtu La®* k dusikim
kruhu. Tato zvy3ena afinita je dana m&k&im charakterem La®* kationtu oproti tvrd§imu kationtu
gadolinitému (podle Pearsonovy teorie mékkych a tvrdych kyselin a bazi'??). Tato teorie
vysvétluje i vétsi hodnotu konstanty stability komplexi s relativné mékkym dvojmocnym iontem
Cu®* ve srovnani s trojmocnymi Ln®" ionty. U komplexu ligandu DOTA, ktery méa dutinu mensi
nez jeho tetrafosforova analoga, se hodnota konstanty stability zvySuje s klesajicim iontovym
polomérem lanthanoidu a konstanta stability La—DOTA je tedy niZ§i, neZ v pfipadé komplexu
s gadolinitym iontem, coZ je rovnéz patrné z Tabulky 6.

Dal$im obecnym trendem, ktery by mél byt v souvislosti s diskutovanymi slou¢eninami uveden,
je sniZzovani konstant stability komplexi s ligandy s monoesterovou fosfonatovou skupinou se
vzrustajici délkou esterové alkylové skupiny fosfonatu. To je zfejmé& dusledek vzristajicich
prostorovych poZzadavki pendantnich ramen. Jako ptiklad tohoto jevu lze uvést srovnani konstant
stability gadolinitych komplexii ligandi DOTP®® a DOTP®®" (viz. Tabulka 6).

Z Tabulky 6 je dale patrné, ze hodnoty protoniza¢nich konstant ziskané pro ligand DOTP jsou
v relativné dobré shodé€ s hodnotami namétfenymi dfive na tomtéz ligandu. Ligand DOTP"™
titrovan zatim nebyl, ale predpoklada se, Zze bude mit hodnoty pKa také nizké a konstanty

stability s kovy tak budou srovnatelné s obéma studovanymi ligandy.
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NiZe jsou na Obrdzcich 23-25 uvedeny vybrané distribuéni diagramy DOTP®® s HY, Gd** a
Cd™".

100
804
X
= 60 -
(«§]
ay
3
% 401
[a+]
N
20 -
0

—log [H']

Obrdzek 23. Distribucni diagram ligandu DOTP®®' v zgvislosti na pH

Na distribu¢nim diagramu volného ligandu miiZzeme nalézt &tyfi formy ligandu, L+, HL>, H,L>

a HsL". V Tabulce 6 uvedené protonizaéni konstanty odpovidaji nasledujicim rovnovaham.

Ht + L% HL3- pKa=11.57
H* + HL3- H,L2~  pKa=794
H' + H,L* H,L- pKs = 1.81
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Obrazek 24. Distribucni diagram dle kovu pro systém H-DOTP?*-Gd** v poméru M:L = 1:1

Z distribuéniho diagramu systému DOTP?®'-Gd** je zfejmé, e pii hodnoté pH kolem 6 je jiz
vSechno gadolinium zakomplexovano. Tato informace je dulezitd napiiklad pro piipravu
komplexi s timto kationtem. Pokud se tedy pfi ptipravé komplext upravi pH roztoku na hodnotu
kolem sedmi a p¥ipadné se kinetice komplexace pomuze zahiatim budouciho roztoku komplexu,
nemélo bychom se jiZ v oblasti tohoto pH v roztoku s volnym kovem setkat. Gadolinium by se
nemélo uvoliiovat ani pfi mirném sniZeni pH naptiklad na hodnotu 3—4, kdy dekomplexace neni
z kinetického hlediska pfili§ pravdépodobna.

Pro ilustraci je zde uveden i distribuéni diagram dle kovu pro systém H'-DOTP®'-Cd**
v poméru M:L 1:1 (Obrazek 25).
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Obrdzek 25. Distribucni diagram dle kovu pro systém H'-DOTP®'_Cd** v poméru M:L = 1:1

Distribu¢ni diagramy pro ligand a komplexy DOTP" jsou velice podobné t&m pro ligand
DOTP®*,

VI.-2.2. Rentgenostrukturni analyza

Y ™Y

ovéfena luminiscenénimi studiemi na europitych komplexech vsech ligandi'?

) byla aste¢né
potvrzena i rentgenovymi strukturami gadolinitych komplexid, uvedenymi na obrazku nize
(Obrazek 26). U obou struktur nachazime typ struktury TSA, jiZ odpovida i absolutni konfigurace
uvedena v Tabulce 8, kterd byla u komplexti téchto ligandi pfedpokladana. Izomerie na atomech
fosforu je v ptipadé komplexu Gd—DOTP®F' RSRS, stejn& jako u dfive studovanych komplext
Ce-DOTP™ a La—DOTP™ (ref*®). U komplexu Gd-DOTP" se jedna o statistickou smés
izomerd. V pfipadé komplexu Gd—-DOTP" byl ve struktufe nalezen fetézec jednoho typu molekul

s dvojéetnou osou symetrie, které jsou spojeny pies ¢tyfi molekuly vody (u téchto molekul vody
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POE! se ve struktufe

byly nalezeny pouze kyslikové atomy) a dva lithné ionty. Komplex Gd-DOT
nachazi ve form& dvou nezavislych jednotek, jejichZ soudasti jsou rovnéz lithné kationty. V obou

ptipadech je to z divodu pravy pH roztoku (pfi komplexaci) hydroxidem lithnym.

@ C
® N
@ O

P
® Ln
@ L

Obrazek 26. Krystalové struktury komplexii G&—DOTP®® (nahore) a Gd-DOTP" (dole)

V Tabulce 8 jsou uvedeny parametry ziskané pfi rentgenostrukturni analyze. Absolutni
konfigurace komplexl jiz byla zmifiovana a odpovida ve vsech piipadech izomerim TSA.
Uvedené vzdalenosti dusikli od kationtu gadolinia se pohybuji v o€ekavanych mezich. Krom
vzdalenosti jsou v tabulce uvedeny tzv. ,,opening angles, tj. uhly, které sviraji dva protilehlé
atomy kyslikd s centrdlnim atomem, a ,twist angles“, neboli uhly pootoeni dusikaté roviny

oproti kyslikaté.

62



Tabulka 8. Parametry ziskané pri rentgenostrukturni analyze

Li[Gd(DOTP®*)}-0.5aceton-8H,0 Li[Gd(DOTP™)]-6H,O
molekula 1 molekula 2
konfigurace AL Ad Ad
vzdalenosti / A
Gd-N1 2.664(5) 2.690(5) 2.636(2)
Gd-N4 2.664(5) 2.674(5) 2.635(2)
Gd-N7 2.658(4) 2.648(5) 2.636(2)
Gd-N10 2.667(5) 2.673(5) 2.635(2)
Gd-O11 2.313(4) 2.322(4) 2.310(2)
Gd-021 2.332(4) 2.309(4) 2.318(2)
Gd-031 2.322(4) 2.313(4) 2.310(2)
Gd—041 2.309(4) 2.310(4) 2.318(2)
QN-QO 2.688 2.701 2.656
Gd-QN 1.639 1.652 1.605
Gd-QO 1.050 1.049 1.050
| ahly /°
openl 124.7(1) 127.3(1) 124.6(1)
open2 127.6(1) 124.9(1) 127.4(1)
twist] 26.7(1) 27.7(1) 29.2(1)
twist2 27.4(1) 26.1(1) 30.5(1)
twist3 27.0(1) 28.2(1) 29.2(1)
twist4 28.6(1) 26.3(1) 30.5(1)
prémérmy twist 27.4 27.1 29.9

Krystal komplexu Gd—DOTP™ vhodny k rentgenostrukturni analyze se nam bohuzel pfipravit

nepodafrilo.

Podatilo se ale nam&fit rentgenovou strukturu ligandu DOTP®®, ktera je rovnéz uvedena na

obrazku nize (Obrazek 27).

Obrazek 27. Krystalova struktura ligandu DOT

POEt
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VI.-2.3. EPR

EPR spektroskopii byly zkoumany roztoky komplexii s gadolinitymi ionty. Uéelem bylo nalézt

dal§i parametry pro zpracovani relaxometrickych dat. Naméfena data byla pak simultanné

matematicky zpracovana s 'H NMRD profily (viz niZe), se kterymi jsou ve velice dobré korelaci.

Y IV

Spektra jsou uvedena na Obrdzku 28, naméfené polositky linii v Tabulce 9.
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Obrazek 28. EPR spektra komplexi
Gd-DOTP" (@),

Gd-DOTP™ (3),

Gd-DOTP® (¢)



Tabulka 9. Polosifky linii (AHy,,) EPR spekter Gd** komplexii studovanych ligandii (tucné).
V tabulce je rovnés uvedeno srovndni s hodnotami pro strukturné podobné komplexy,

Gd-DOTP®®, Gd-DOTP (komplexy bez vody v 1S) a Gd—DOTA (komplex s jednou molekulou
vody v IS). (X-band, 25 °C, H,O, pH 7, ¢ = S mM)

GdL AH,, /Gauss
Gd-DOTP" 275+5
Gd-DOTP™™ 280+ 5
Gd-DOTP®H 425+5
Gd-DOTP“™ 360

Gd-DOTP 531'%
Gd-DOTA 91'%

Pro srovnani jsou v tabulce uvedeny i hodnoty pro strukturné podobné komplexy Gd—DOTPB,

Gd-DOTP (komplexy bez vody v IS) a Gd—DOTA (komplex s jednou molekulou vody v IS).
Pologitky pro Gd—DOTP a Gd-DOTP®®" jsou podobné a viechny pak nékolikanasobn& vy3si neZ
pro komplex Gd-DOTA. Naméfené polositky linii AH,, byly pouzity pro spocteni

transversalnich elektronickych relaxa¢nich &asti. K vypo&tu byla pouzita rovnice (21),'*

h )]

ho=——
ngLﬂApr‘/g

kde g1, je Landého faktor.
Spoc¢tené hodnoty Trecaic pro ndmi studované komplexy jsou ve velice dobré shod¢ s hodnotami

nalezenymi pfi simultannim zpracovani 'H NMRD a EPR dat, T3 fis (Tabulka 10).
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Tabulka 10. Srovndni hodnot elektronickych transversalnich relaxacnich casu Taecalc @ Taefit pro
komplexy Gd-DOTP", Gd-DOTP™ 4 Gd-DOTP®®. Pro srovndni jsou uvedeny i hodnoty
publikované pro komplexy Gd—-DOTP®®, Gd-DOTP a Gd-DOTA

1/Taecalc (10° ™) 1/Taet (107 s7)
Gd-DOTP" 4.19 4.19
Gd-DOTP™™ 4.27 4.26
Gd-DOTP°™ 6.40 6.40
Gd-DOTP"™ 5.49'% 5.49'%
Gd-DOTP 8.10" -
Gd-DOTA 1.40' -

Pfi srovnani hodnot pro nami studované komplexy (Gd—-DOTP", Gd-DOTP"™, Gd—DOTP°®),
Gd-DOTP®® a Gd-DOTP s Gd-DOTA je patrné, Ze transverzalni elektronické relaxaéni
rychlosti 1/T3¢ jsou v ptipadé komplexu Gd—DOTA vyrazné& niZsi.

Hodnoty elektronickych relaxa¢nich ¢asti jsou zejména zavislé na symetrii elektrického pole
ligandu okolo centrélniho atomu, v na§em pfipadé Ln*, a vypovidaji nam prakticky o tom, jak
dlouho je spin centralniho atomu orientovan urfitym smérem. Symetrie obou komplexi
Ln-DOTA i jeho tetrafosforovych analogi, Ln—DOTP®, je vysoké (oba typy komplexti maji C4
osu symetrie). DileZitou roli oviem miize hrat i poloha Ln®" kationtu v gradientu elektrického
pole mezi rovinou dusiki a kysliki komplexu. Tento gradient je tvofen rliznymi

elektronegativitami a potaZzmo i riznymi parcialnimi naboji t€chto atomda.

gradient el. pole

Cim bude Ln*" kation vzdalené&j$i od ,t€ziste“ tohoto elektrického pole, tim bude symetrie

elektrického pole kolem tohoto iontu mensi a elektronicky relaxa¢ni ¢as krat$i. V disledku toho,
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¥e nami studované komplexy se vyskytuji pouze ve form¢ izomeru TSA, u kterych je centralni
ion kovu Ln*" blizko roviné kyslikové, je nesymetrie pole kolem tohoto lanthanoidu velika a
elektronické relaxaéni ¢asy kratdi, ne% v pripadé komplexu Gd—-DOTA. U fosfonati je pak
gradient elektrického pole vzhledem vy33imu néboji fosfonatové skupiny (2-) jeste vetsi, coz
vede k dalimu zkraceni elektronickych relaxagnich &asti oproti nami studovanym komplexim.

Pi designu kontrastnich latek zpravidla poZadujeme, aby se elektronickd relaxace co nejvice
zpomalila a pfibliZila se tak rychlosti vymény vody, jejiZ hodnotu se také snaZime designem
kontrastnich latek zvySovat. Tim se zefektivni pfenos magnetické informace od Gd** komplexu

do roztoku. Proto ndmi pozorované zvyseni rychlosti elektronické relaxace neni pfili$ Zadouci.

V1.—2.4. NMR

VI.—2.4.1. Studium struktury komplexii v roztocich
(*H a 3:P NMR spektroskopie)

Za Gdelem ziskani vice informaci o struktufe v roztoku byla m&fena 'H a *'P NMR spektra
komplexti s vybranymi Ln’" ionty. Konkrétn& se jednalo o europité, ytterbité a neodymité
komplexy studovanych ligandd. Na rozdil od komplexti DOTA, u kterych vétSinou nalézame
smés 2 izomerii SA a TSA, vyskytuji se tyto sloudeniny pouze ve formé TSA.** Oviem z diivodu
mozné R/S izomerie na chirdlnim atomu fosforu se u nich mizeme setkat se smési az Sesti
riznych diastereoizomert (RRRR, RRRS, RRSS, RSRS, SSSR a SSSS), coz v mnoha piipadech
dava vzniknout velice komplikovanym NMR spektrim, zejména pak vodikovym. O néco lepsi
informace lze v tomto ptipad¢ ziskat ze spekter fosforovych. Pro ukazku byla vybrana spektra

europitych komplexi, ktera jsou uvedena na Obrdzcich 29-31.
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Obrazek 29. *'P NMR spektrum komplexu Eu-DOTP" (300 MHz, T = 301.25K, pH=6)
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Obrdzek 30. >'P NMR spektrum komplexu Eu—DOTP"™ (300 MHz, T = 301.25K, pH=6)
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Obrdzek 31. *'P NMR spektrum komplexu Eu-DOTP®® (300 MHz, T =301.25K, pH=6)
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Fosforova NMR spektra komplexti Eu-DOTP®® a Eu-DOTP" jsou také dosti komplikovana a
nepodafilo se u nich zatim jednotlivé piky pfifadit danym izomertim. Ztfejmé u nich pijde o plny
set viech izomerd, podobn& jako bylo pozorovano ve *'P NMR spektrech u komplexii
Ln-DOTP™ (ref.*%) a v 'F NMR spektrech komplexii Ln-DOTPF (ref.?”). Ve spektru komplexu
ligandu DOTP™ nalézame pouze signaly od dvou izomerii a to majoritni signal odpovidajici plné
symetrickému izomeru RRRR (nebo SSSS) a 4 minoritni signaly v integralnim poméru 1:1:1:1 pro

izomer RRRS (&i SSSR) (Obrdzek 32).

RRERR (L1 SS58)

RRRS (or SSSR)

) GRS

110 105 100 95 90 8 80 75

Obrazek 32. Prirazeni piki izomerum v 3P NMR spektru komplexu Eu-DOTP"™
(300 MHz, T =301.25 K, pH=6)

Vsechny komplexy lanthanoidi tohoto ligandu ptitom vykazuji prekvapivé velice podobna
spektra (coz v pfipadé komplexu dalSich dvou ligandl zcela neplati). Toto pozorovani poukazuje
na velice silnou preferenci pro jeden typ uspofadani na fosforovém atomu, tj. R nebo S. Divod
neni zcela jasny, ale mize to mit spojitost s tvorbou vodikovych vazeb mezi hydroxylovou
skupinou na jednom fosforovém rameni a kyslikovym atomem na sousedni fosfinatové skupiné

(Obrazek 33).

Obrazek 33. Znazornéni vodikovych vazeb mezi fosforovymi rameny komplexu ligandu DOTP™
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Zkoumana byla rovnéz pH zavislost 3p NMR spekter u komplexu Yb-DOTP™. Diivodem
méfeni bylo diiv&j$i nalezeni zvlastni pH zavislosti relaxivity u gadolinitého komplexu téhoz
ligandu (viz niZe). Domnivali jsme se, Ze by zména relaxivity mohla souviset s preferenci pro
tvorbu urgitych izomerid. V oblasti pH 3-10 jsme ale Zadnou zmeénu v zastoupeni izomerd

nezaznamenali.

VI.—2.4.2. Studium termodynamiky komplexti
(Teplotni zavislost 3:P NMR spekter; 31P EXSY spektra)

Za Gitelem zkoumani termodynamickych vlastnosti komplexi v roztoku byla mé&fena *'P NMR
spektra ytterbitych a europitych komplexti vSech t¥i ligandd pfi rliznych teplotich. Zatimco u
komplexii Yb-DOTP", Yb-DOTP"™ a Eu—DOTP"™ nebyla tém&F z4dn4 teplotni zavislost spekter
pozorovana, signaly ve spektrech komplexi Yb-DOTP®®, Eu-DOTP®® a Eu-DOTP" pii
teplotach okolo 95 °C téméf zkoaleskuji do jednoho neostrého signalu. (Spektra pfi vys$Sich
teplotich nemohla byt vzhledem k teplot¢ varu rozpoustédla zméfena). Nejvyssi teplotu
koalescence vykazuji komplexy ligandu DOTP™, z &eho? miizeme usuzovat na nejvyssi energii
ReS epimerizace ze studovanych komplexi a tudiz i na nejrigidnéj$i uspofadani pendantnich
ramen kolem Ln*" iontu. Nejflexibilngjsimi se zdaji byti komplexy ligandu DOTP®®'. Komplexy
ligandu DOTP" jsou v tomto ohledu n€kde mezi t€émito dvéma extrémy. Ytterbity komplex je ve
flexibilit& podobny spise rigidnim komplextim ligandu DOTP™, kdeZto europity pak komplextim
s ligandem DOTP®™. Tato velka flexibilita zejména u komplexii s DOTP°® ligandem miize byt
zpisobena absenci druhé sféry u jeho komplexi, coz bylo indikovéano i relaxometrickymi
studiemi diskutovanymi nize.

Pro ilustraci jsou zde uvedeny zavislosti chemickych posunii signalii v °'P spektrech na teploté

pro europité komplexy ligandi (Obrazky 34-36).
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Obrdzek 34. *'P chemické posuny pikit komplexu Eu—DOTP" v zdvislosti na teploté (pH = 6)
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Obrdzek 35.*'P chemické posuny pikit komplexu Eu-DOTP™ v zgvislosti na teploté (pH = 6)
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Obrazek 36. *'P chemické posuny pikii komplexu Eu-DOTP®®' v zdvislosti na teploté (pH = 6)
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Vzhledem k tomu, Ze jsou komplexy t&chto sloucenin relativné rigidni (jak je vidét z teplotnich
zavislosti >'P NMR spekter), bylo lepsi studovat vyménné procesy probihajici mezi jednotlivymi
formami mé&fenim *'P EXSY spekter, pomoci kterych je pravé mozné sledovat vyménné procesy
relativné pomalé a béZnou NMR spektroskopii neméfitelné.

Jak bylo fe¢eno v kapitole o izomerii komplext v roztocich (kapitola II1.—1.b.), jsou u komplexi
tohoto typu mozZné tfi typy vnitiniho pohybu a to pieklapéni pendantnich ramen (Ae—A), inverze
makrocyklického kruhu (L—8)'?" a zména izomerie na chirdlnim atomu fosforu (R-S). Tyto
pohyby jsou obecné povaZovany za nezavislé. Kazdy z prvnich dvou jmenovanych zvlast' vede
k pfeméné jednoto diastereomeru v jiny. Pfitomnost pouze jednoho diastereomeru (TSA) u nami
studovanych komplexti vyZaduje, aby oba tyto procesy probihaly bud’ soucasnég, nebo vibec. To
je prvni moznost vnitini pfemény. Druhou moZnosti je zména izomerie na atomu fosforu.
Teplotni zmény v 3'P NMR spektrech naznacily, Ze k této zméné skute¢né dochazi, ale energie
tohoto procesu je relativné vysoka. Tento pfedpoklad byl definitivné potvrzen pravé pomoci 3p

EXSY spekter ytterbitych komplext (Obrdzek 37).
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Obrdzek 37.3'P EXSY spektrum komplexu Yo-DOTP" mérené pri smésovacim case tm = 0.04 s
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Naméiena data z EXSY spekter byla zpracovana programem Mestrec EXSY CALC."" Tento
program je zamys$len pro NMR studium molekularnich systémi podléhajicich chemické vyméné.
Dovoluje kvantitativné analyzovat experimentalni intenzity NMR piki obdrZzenych z EXSY
experimenti ke spoéteni rychlosti vymény mezi jednotlivymi formami (napi. A a B) dané

vyménné rovnovahy, jejiZ rychlostni konstanty jsou k; a k_; (Obrazek 38).

ky

k.y

Obrazek 38. Priklad chemické vyménné rovnovahy mezi dvéma formami A a B probihajici

rychlostmi danymi rychlostnimi konstantami k) a k_,

Program umoziuje spo¢teni rychlostnich konstant u systémi s libovolnym poctem mist, na
kterych k vyménnym procesim dochazi, s libovolnymi longitudinalnimi relaxa¢nimi €asy, spiny
a populacemi. Vypocty se provadéji v souladu s Gplnou relaxa¢ni formou analyzy intenzit. Oblast
aplikaci tohoto pfistupu vyzaduje, aby signaly riznych ¢astic byly v NMR spektru separovany od
signall ¢astic ostatnich (pomaléd chemickd vyména).

Pro spocteni rychlostnich konstant program poZaduje dodéni experimentalni amplitudy urcitych
pikii obdrzenych ze dvou riznych EXSY experimentli. Jeden EXSY experiment by mél byt
méfen pii daném sméSovacim Case (¢,) a druhy pfi , nulovém nebo alespoii blizkym nule, ten je
pouzit jako tzv. referentni experiment. Ve diive jmenovaném experimentu musi byt sméSovaci
¢as dostateéné velky, aby vyménny proces prob¢hl docela. V tomto experimentu intenzity signalt
ve vyméné, A(tm), musi byt kvantifikovany pro diagonalni piky i krospily. Ve druhém
referentnim experimentu by pak nemély byt pozorovany Zadné krospiky zplisobené magnetizacni
vyménou a mély by byt naméfeny pouze amplitudy 4(0) diagonélnich pik, kterych se vyména
tyka. Je dulezité poznamenat, Ze oba experimenty musi byt provedeny za stejnych podminek
(teplota, pocet piechodli a podobné¢).

EXSY spektra byla v naSem ptipadé¢ métena pro ytterbité komplexy vSech tfi ligandii. Pouze ale
v ptipadé komplexu Yb-DOTP* bylo méteni provadéno pti riznych smésovacich &asech a mohl
tak byt pro vypocet rychlostnich konstant vymény mezi dvéma hlavnimi izomery pouzit tento

program. K vypo¢tu byla pouzita spektra métena pti sméSovacim ¢ase 0.02 a 0.04 s.
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Jako referentni vzorek bylo pouzito spektrum méfené pfi #, = 0. Krospiky v 2D EXSY spektrech
byly pozorovany pravé mezi piky odpovidajicimi izomertim, mezi kterymi dochazi k dynamickeé
chemické vymeéné (Obrdazek 37).

Z jejich intenzit potom mohly byt dle vyse uvedeného postupu spocteny rychlostni konstanty

pfemény izomerd

k
RRRR (SSSS) k‘ RRRS (SSSR)
1

u komplexu Yb—DOTP". Jejich hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11. Rychlosti vymény u Yb-DOTP" (pH = 6, T = 301.25 K)

ki /s ki/s"

2405 0.5%+0.2

VI.—2.4.3. Studium 7O a 3:P LIS

Krom jinych metod, miZe byt pro studium struktury komplext v roztoku, co se hydratace tyce,
vyuzito méfeni lanthanoidy indukovanych posuni (LIS = Lanthanide Induced Shifts).

ProtoZe vSechny studované komplexy zahrnuji ve struktufe i atom fosforu, mohly byt kromé
rutinnich 7O méfeny i *'P LIS.

Jako referentni vzorek byl ve vSech pfipadech pouZit odpovidajici komplex s diamagnetickym
Y* & La. Vynos do grafu byl proveden vprvni tadé dle rovnice (5), odpovidajici
pseudokontaktnimu (dipolarnimu; ptes prostor) ptispévku k posunu, nebot’ pravé ten ma vétsi
smysl u studovanych komplexti bez pfimo koordinované molekuly vody. Odpovidajici grafy jsou

uvedeny na Obrdzcich 39—41. Vynosy jsou sestaveny po extrapolaci Ln:H,O 1:1.
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Obrdzek 39. Pseudokontakini prispévek k'O LIS Ln-DOTP" (pH =6, T'=301.25K)
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Obrdzek 40. Pseudokontaktni prispévek k'O LIS Ln-DOTP™ (pH = 6, T = 301.25 K)
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Obrdzek 41. Pseudokontaktni pFispévek k'O LIS Ln—-DOTP°® (pH =6, T = 301.25K)
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Na nésledujicim Obrdzku 42 je pak uvedeno srovnani 'O LIS pro vSechny studované komplexy,

ze kterého lze leccos vy¢ist.
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Obrdzek 42. Srovndni V'O LIS pro Ln®* komplexy vsech studovanych ligandii

Za situace, kdy by série Ln** komplexii pro dany ligand byla izostrukturni, by byly zavislosti
vynesené dle rovnice (), tedy zavislost A’/ <S,> na c? /<87>, linearni. V ptipad¢ té€chto sloucenin
s velmi objemnymi fosforovymi pendantnimi rameny by se mélo jednat o komplexy bez
molekuly vody ptfimo koordinované, v piipadé komplexi s nejvét§simi lanthanoidy se pak muze
jednat o komplexy s jednou pfimo koordinovanou molekulou vody.

To dle grafu pfiblizn€ odpovida. V piipadé viech komplexl se jedna ziejm€ o slouCeniny bez

* wi.wvr . +
POoFts nejvetsim kationtem ce*,

vody ve vnitini hydratadni sféfe, az na komplexy DOTP" a DOT
u kterych ma tedy ziejmé jesté¢ jedna molekula vody dostatek prostoru k pfimé koordinaci
k tomuto kationtu. Podobn& tomu zfejmé je i v pfipadé komplexi La-DOTP™ a Ce-DOTP™, u
kterych byla rovnéZ nalezena molekula vody v prvni koordina¢ni sfére.*°

U komplexu Ce-DOTP™ se vsak molekula vody ve vnitini sféte dle vynosu nevyskytuje (bod

pro komplex s Ce** lezi v pfimce s ostatnimi bezvodymi komplexy a je tedy s nimi izostrukturni
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a tedy také bezvody). To miize byt zplisobeno tim, Ze se misto molekuly vody koordinuje ke

kationtu jedna hydroxomethylova skupina pendantniho ramene ligandu (Obrazek 43).

0
AN i !\>
—lo-/——:,//cfg’—'*lo— o—— Ce -—o— T
\N,\\\\ ”/,,N/ 1|>—R OH 2, M I
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O=—P—O0— O=P—0O"

Obrézek 43. Zndzornéni moznych struktur ceritych komplexii ligandi. Ln-DOTP! 4
Ln-DOTP®®, s jednou koordinovanou molekulou vody k ceritému iontu, vievo; Ln—DOTP™,

s jednim koordinovanym pendantnim ramenem, vpravo

Druhou moZnosti viak muze byt i to, Ze pendantni ramena ligandu DOTP™ v komplexech
smé&fuji smérem nahoru a stericky znemoZni koordinaci molekuly vody.

Co je dale napadné je negativni znaménko smérnice pfimky u grafu odpovidajici Ln-DOTP™.
To mize byt zplisobeno jinou orientaci hydrataéni sféry ve srovnéni s Ln* komplexy ostatnich
dvou liganddi. Viechny tfi ligandy jsou totiZ symetrické a magneticka osa jejich Ln** iontd tak
miZe prochézet pseudo-C4 osou symetrie komplexu. Znaménko ''O chemického posunu
indukovaného Ln** iontem pfitom zavisi na prostorovych soutfadnicich molekuly vody vzhledem
k tzv. McConnelovu kuZelu (vymezenému timto Ln** iontem), u kterého je magneticka osa

komplexu rotaéni osou tohoto kuzele (Obrdzek 44).
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Obrazek 44. Zndazornéni dvou moznosti pristupu molekuly vody vzhledem k McConnelovu kuzelu
vymezenému Ln** iontem. Priblizuji-li se molekuly vody spiSe prostorem vymezenym timto
kuzelem, je znaménko LIS kladné, v opaéném pFipadé je znaménko LIS zdporné. Velikost

vrchlového uhlu kuzelu je 54.7°

Prochazi-li totiz molekula vody plastém tohoto kuzele (z vnéjsku dovniti ¢i naopak), méni se
znaménko jejtho chemického posunu. V ptipadé komplexii ligandu DOTP™ se tedy zd4, Ze
molekula vody pfistupuje ke komplexu z prostoru mimo McConneldv kuZel. Tim se zfejmé 1isi
od komplext ostatnich dvou ligandl, kde molekuly vody pfistupuji ke komplexu pravé oblasti
McConnelova kuzele. Muze se tedy zdat pravdépodobné, v ptipadé komplexu Ln-DOTP"™ je
jeho odlisné chovani vtomto sméru spojeno se zamezenim piistupu molekuly vody
McConnelovym kuZelem bud’ orientaci pendantnich ramen smérem nahoru, ¢i pfimo koordinaci
jednoho ramene k Ln** kationtu.

Pro tplnost byly vyneseny i ''O LIS odpovidajici kontaktnimu pkispévku k posuvu

(Obrazky 45—47), tj. vynos dle rovnice (6). Vynosy jsou sestaveny po extrapolaci Ln:H,O 1:1.
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Obrdzek 45. Kontaktni prispévek*'’0 LIS Ln-DOTP" (pH =6, T = 301.25 K)
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Obrdzek 46. Kontaktni pFispévek k '’0O LIS Ln-DOTP™ (pH =6, T = 301.25K)
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Obrdzek 47. Kontakeni prispévek k '"0 LIS Ln-DOTP®® (pH =6, T = 301.25K)
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Kontaktni pfispévek by mé&l byt z divodu absence vody v prvni koordina¢ni nulovy. Oproti
o¢ekavani jsou ale kontaktni pfispévky k LIS rovny nule nejsou a ve vech pfipadech je miizeme
hiife &i 1épe prolozit pfimkou, jejiz smérnice téméF tietinova az polovi¢ni ve srovnani s komplexy
s pfimo koordinovanou molekulou vody. Smérnice téchto pfimek je ve viech pfipadech zaporna,
coz je v pfipadé tohoto vynosu zcela dle oekavani. Body odpovidajici komplextim Ce-DOTP" a
Ce-DOTP®* (zfejm& komplexy s jednou molekulou vody ve vnitini koordinaéni sféfe) opét
neleZi v pfimce, coz je v souladu s vynosem pro pseudokontaktni ptispévek k "o LIS.

Hodnoty smérnic pro ,,pseudokontaktni® i ,,kontaktni vynos* pro komplexy Ln-DOTP byly také
pro kontrolu zjiStovany a jsou velice blizké t€m, nalezenym pro nami studované komplexy.
Znaménko smérmice pro ,,pseudokontaktni vynos“ je pfitom kladné, tj. stejné jako v ptipadé
komplexii Ln-DOTP" a Ln-DOTP®®. U komplexi s jednou molekulou v prvni koordinaéni sfére
se hodnota smé€rnice pro pfimky odpovidajici kontaktnimu posunu vyskytuje ve velice uzkém
rozmezi a pohybuje se kolem hodnoty —70 + 11.% Kontaktni ptispévek k posunu tvofi pies 85 %
posunu celkového a smérnice pfimky pro pseudokontaktni piispévek je tak znatelné niZsi.
Nepohybuje se viak v tak uzké oblasti, jak je tomu v piipadé ptispévku kontaktniho.

Zkoumany byly rovn&z *'P lanthanoidy indukované posuny pro vSechny ligandy. Zpracovany
mohly byt ovéem jen *'P LIS pro komplexy ligandu DOTP™ a to vzhledem k tomu, Ze pouze u
téchto komplexi se nam podatilo pfifadit piky ve spektru jednotlivym izomerim a mohli jsme
tak sledovat >'P LIS pro dany urdity izomer. V naSem piipadé to byl pIln¢ symetricky izomer
RRRR (nebo SSSS). Zavislost pseudokontaktniho pisp&vku k *'P LIS na CP/<S,> je uvedena na
obrazku nize (Obrdzek 48). Vynos je opét vsouladu svy$e uvedenymi, tzn., Ze vSechny

komplexy Ln—-DOTP"™ jsou izostrukturni.
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Obrdzek 48. Pseudokontaktni pFispévek k *'P LIS Ln—-DOTP™ pro izomer RRRR/SSSS
(PH=6, T=301.25K)

VI.-2.4.4. Relaxometrické studie

1H a 70 relaxometrie

Strukturné podobné gadolinité komplexy (napfiklad Gd—DOTA) se pouzivaji jako kontrastni
latky pro MRI. Optimalizace G¢innosti zavedenych kontrastnich latek je dilezitou otazkou
poslednich nékolika let. Jednou z kritickych vlastnosti potencidlni kontrastni latky je efektivita
pienosu magnetické informace od Gd** iontu vézaného v komplexu do okolniho roztoku. Bylo
dokazano, Ze pfitomnost pfimo koordinované molekuly vody neni nezbytna v ptipadé€, kdyz je u
studovanych komplexi dostate€né vyvinutd druhd a vné€jsi koordinacni sféra. Proto je mozné
studovat vliv struktury na relaxivitu i u téchto gadolinitych komplexi bez vody ve vnitini

koordinaéni sfére.
Z tohoto divodu bylo i na studovanych komplexech Gd—DOTP*, Gd-DOTP™, Gd-DOTPH

provedeno naméfeni kompletniho setu '’0O NMR dat v zavislosti na teploté (T a T relaxadni &asy
a "0 angularni frekvence w), a také 'H NMRD profili pi teplotach 5, 25 a 37 °C.

Jako referentni vzorek byla m&fena voda i odpovidajici Y** komplex. Zavislosti redukovanych
"0 1/T}, 1/T; relaxaénich rychlosti a '’O redukovanych angularnich frekvencich a na teplot&
jsou uvedeny na obrazcich nize (Obrazky 49-51). Faktor Ppn, nezbytny pro redukci 77 a T,
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relaxaénich €asi, byl spoéten z extrapolaci poméru Ln:H,O 1:1. Zde vynesené experimentalni

body byly ziskany po ode¢teni vody jako reference.
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Obrdzek 49. Zavislost redukovanych "0 1/T, relaxacnich rychlosti na teploté pro komplexy
Gd-DOTP" Gd-DOTP™ a Gd-DOTP®®! (300 MHz, pH = 6)
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Obrdzek 50. Zavislost redukovanych 'O 1/T; relaxacnich rychlosti na teploté pro komplexy
Gd-DOTP?, Gd-DOTP™ a Gd-DOTP®® (300 MHz, pH = 6)
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Obrdzek 51. Zavislost 'O redukované angularni frekvence o na teploté pro komplexy
Gd-DOTPY, G&-DOTP"™ g Gd-DOTP®®' (300 MHz, pH = 6)

Na prvni pohled je ze zavislosti T3 a 7, zfejmé, Zze komplexy skute¢né¢ nemaji pfimo
koordinovanou molekulu vody. Hodnoty jsou totiZz asi dvakrat mensi, nez u komplexu Gd—
DOTA'?® sjednou molekulou vody ve vnitini koordinaéni sféfe. Také 'H NMRD profily,
uvedené na obrazku nize pro viechny Gd* komplexy a tfi rizné teploty, jsou polovi¢ni ve

srovnani s profily komplexu Gd-DOTA (Obrdzky 52-54).
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Obrdzek 52. "H NMRD profily komplexu Gd-DOTP" pFi 5,25 a 37 °C (pH = 6)
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Obrdzek 53. "H NMRD profily komplexu Gd-DOTP™ pris, 25a37°C pH=6)
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Obrdzek 54. "H NMRD profily komplexu Gd-DOTP®® pFi 5, 25 a 37 °C (pH = 6)
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Ze srovnani na Obrdzku 55 je vidét, Ze profily komplexi Gd-DOTP" a Gd-DOTP™ jsou si
velice podobné a lisi se zejména v oblasti nizkych poli od profilu komplexu tfetiho,
Gd-DOTP™.
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Obrazek 55. Srovndni "H NMRD profilii pro Gd** komplexy studovanych ligandii
(T=298K, pH=6)

Vzhledem k tomu, Ze molekularni velikosti komplexi ligandd jsou podobné, miZe byt tento fakt
pfipisovan ponékud vy3§i polarit¢ obou fosfinatd, kterA mulze zplsobovat vétsi hydrataci
komplexii. (Ta saméa podobnost byla pozorovana pro vynosy ''O angularnich frekvenci jako
funkci teploty.) Relaxivita pfi 20 MHz se pohybuje kolem 2.1 s™ mM™, coz je asi 50 % hodnoty
publikované pro komplex Gd-DOTA.

Dale jsme se pokusili 0 matematické zpracovani té€chto dat, a to dvojim zptisobem. Prvnim byl
pokus o simultanni zpracovani 'O a 'H NMRD dat dle klasického BSM modelu. Bohuzel ale pfi
tomto pfistupu nebylo moZzné kompletné ,,vypnout” pfispévek vnitini sféry. Nicméné, bylo
nakonec mozZné ziskat jakysi kvantitativni odhad parametrti, ale musela byt v tomto modelu
uvazovana frakce molekul vody v prvni koordinaéni sféfe, ktera simulovala ptispévek molekul ve

vnéjsi a druhé sfére.
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Vysledky jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 12, kde jsou pro srovnani uvedeny i hodnoty
zpracované dle podobného modelu pro komplex Gd-DOTA s jednou molekulou vody ve vnitini

koordina¢ni sféfe.

Tabulka 12. Vysledky simultdnniho matematického zpracovani 'H g "0 NMR dat (pH = 6)

Gd-DOTPT | Gd-DOTP™ [ Gd-DOTP®® | Gd-DOTA'”
dis 0.1 0.2 0.15 1
acan (A) 3.6 3.6 3.6 -
Raan (A) 31 31 31 -
2% m (ps) 60+3 95 + 4 65+5 0.24
AH (kJ/mol) 45+8 54+6 37+10 49.8
2Br (ps) 70 +3 52+3 160 + 18 77
Ex (kJ/mol) 16.1 16.1 16.1 16.1
2%z, (ps) 2.8+0.3 2.740.2 63+0.9 11
E, (kJ/mol) 1 1 1 1
A* (10757 0.55+0.6 0.65+0.4 0.8+0.1 0.16
A/h(10%rad s™) 3.6 —3.6 3.6
M s mM @ 2.2 2.2 2.1 3.83"
Ragdo (A) 4.00 4.00 4.00 -

“ Hodnoty relaxivity byly méreny p¥i 37 °C a 20 MHz. Podtriené hodnoty byly pFi zpracovani fixovany.

Tyto hodnoty byly nalezeny iterativnim zptisobem, kdy hlavnim kritériem bylo udrzet parametry
ve fyzikalné¢ smysluplnych mezich. Pro viechny systémy tomuto bylo vyhové€no nastavenim
hodnoty q (po€tu molekul vody v prvni koordina¢ni sféfe) do rozmezi 0.1-0.2. Tento pfistup se
miiZze zdat rozporuplny, ackoli musi byt zdlraznéno, Ze efekty pozorované u 0 dat musi byt
zplisobeny vlivem pfitomnosti druhé &i vnéj$i hydrataéni sféry, které jsou pfi zpracovani
nahrazeny ptispévkem sféry vnitini. Dal$i parametry musely byt fixovany na typické hodnoty
nalezené pro gadolinité komplexy s g = 1, jako naptiklad volna energie molekularniho pohybu
ERr, a vSechny strukturni parametry 4, Rgdo a Rgan. Chemické posuny nebyly do tohoto
zpracovani zahrnuty a tvar jejich teplotni zavislosti tento model zcela vyvraci. To mize byt

zpusobeno dislokaci molekul vody v druhé sféfe mimo pseudo-C4 osu komplexu. Znaménko a
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hodnota chemického posunu byly uréeny za specialnich soufadnic a pokud jsou molekuly vody
umistény stranou osy, nemohou se profily chemickych posuni zahrnout do modelii pro
zpracovani. Ve svétle tohoto faktu muze byt podobnost mezi profily chemickych posunt
komplexit G&—DOTP" a Gd-DOTP™ pouze shodou nahod.

Druhym pfistupem, zifejmé pon€kud korektnéj$im, je matematické zpracovani relaxometrickych
dat pomoci rovnic pro druhou sféru.

Byl tedy proveden pokus o simultanni zpracovani 'H NMRD profilé a 'O dat spoletn& s EPR
daty, ktera byla naméfena ve spolupraci s universitou v Coimbfe (viz vy3e). Pro zpracovani 'O
dat byly pouzity jiz dfive pouZzité rovnice sestavené specialné pro molekuly s pouze druhou a
vng&j3i hydrataéni sférou.'”® Bohuzel je toto simultanni matematické zpracovani pfi tomto ptistupu
nemozné (diskuze viz. niZe). Pouze po vypusténi veskerych '"O dat a zafixovani fady parametrt
byl ziskdn rozumny fit pro '"H NMRD profily a velice dobry pro hodnoty transverzalnich
elektronickych relaxagnich &asti, To.. Proménnymi byly elektronické parametry ***7, (korela¢ni
Cas modulace ZFS interakce, ZFS =Zero Field Splitting, tj. rozstép elektronickych hladin
v nulovém magnetickém poli), A*> (kvadrit stopy tenzoru ZFS) a potet molekul v druhé
hydrataéni sféte, ¢°°. Princip vypottu je podobny jako v predchozim pfipad€, jen parametry
musely byt zpracovany jeden po druhém a procedura samotna byla nékolikrat opakovana.
Vypiesnéni viech parametrti sou¢asné vedlo k jejich nesmyslnym hodnotam.

Shrnuti vysledkt je uvedeno v Tabulce 13. Pouzité rovnice a vysvétlivky k parametriim jsou

uvedeny v pfiloze.
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Tabulka 13. Vysledky simultanniho matematického zpracovani 'HNMRD a EPR dat (pH = 6)

Gd-DOTPY | G&-DOTP™ | Gd-DOTP*™ | Gd-DOTP™
(r ef.m) d

Qs 1.2 1.3 0.9 0.7

acan (A) 3.5 35 3.5 3.5

Raan (A) 3.59 3.59 3.59 3.59
tmss (pS) 56 56 56 56

AH (kJ/mol) 35.0 35.0 35.0 35.0
e (ps)® 88.9 110.6 130.7 162.0
Er (kJ/mol) 254 254 254 254
%1, (ps) 3. 3.7 6.1 4.3

E, (kJ/mol) 1000 1000 1000 1000

A2 (10° 57 1.05 1.06 1.05 1.04

SeL2 0.021 0.021 0.021 0.021
Do (10 m’/s ™) ©|[2.48 240 237 233
Epgan (kJ/mol) 182 18.2 18.2 18.2
Rado (A) 4.00 4.00 4.00 4.00
x(14n**)"? (MHz) {758 .58 7.58 .58

@ spocteno dle publikovanych vzorcii™>
b spocteno z molekuldrnich objemi zjisténych programem HyperChem a s pomoci Stokesovych-Debyeovych—Einsteinovych rovnic. t hodnoty byly
spocteny z publikovanych 1. hodnot pro G&-DO3AP"" korekci berouci v tivahu dané molekuldrni objemy modelii, jak byly spocteny v programu

HyperChem.

¢ spocteno z molekulové hmomosti pomoci d¥ive publikovanych rovnic'*

4 Experimentdini hodnoty r, pro komplex Gd-DOTP®® byly odecteny z publikovanych grafi®

V Tabulce 13 je uvedeno i srovnani s hodnotami pro komplex Gd-DOTP®®, komplex rovnéz
bez molekuly vody ve vnitini koordina¢ni sfére, pro ktery byl pouzit stejny model pro
zpracovani, jako v pfipad€ komplexd nami studovanych. Hodnoty publikované pro tento komplex
jsou v dobré shod¢ s na§imi vysledky.

Podtrzené parametry byly fixovany na uréitou hodnotu, kterd byla odhadnuta ¢i byla pouzita

hodnota nalezend u komplext s koordinovanou molekulou vody. Na prvni pohled by se mohlo
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zdat, Ze fixovanych parametri je hodné (celkem 12 z 15), ale musi byt znovu poznamenano, zZe je
toto jedna z prvnich praci, kdy byly provedeny pokusy o matematické zpracovéani parametrii
nalezenych pro komplexy bez vody ve vnitini koordina¢ni sféfe. O druhé sféte toho zatim moc
zndmo neni a analogické parametry, jaké jsou znamy pro komplexy s vodou ve vnitini sfére,
nejsou zatim u bezvodych komplexti piesné uréeny. Proto se také muize zdat, Ze pfi tak velkém
poctu fixovanych parametrti, kdy fada z nich je jen odhadnuta, miizeme dospét k fad¢é velice
odli$nych vysledkd, pravé v zavislosti na tom, jak se jednotlivé parametry navoli. Vysledky byly
oviem zpracovany ve spolupraci fady velice zkuSenych lidi, ktefi jsou schopni dostate¢né
kvalifikované odhadnout, jaké parametry lze na jaké hodnoty nastavit. S jistou chybou pfi
vypocétech oviem pocitat musime, ale ta by snad neméla byt vyrazna.

Zpracovat '’O relaxometricka data se nam bohuzZel nepodafilo.

V piipad®, e jsme zkusili spoist 'O relaxatni &asy s pomoci parametrii ziskanych z vyse
uvedené analyzy, ziskali jsme hodnoty, které byly podstatné¢ niZ§i nez ty experimentélni.
Pravdépodobné je to tim, Ze u '’O dat nebyla provedena korekce na diamagneticky prispévek, coz
u '"H NMRD profilti provedeno bylo. Pouze odecteni pfispévku Cisté vody neni v tomto piipadé
dostatujici. Odeteni pFispévku komplexu Y>* by zfejm& mohlo vést ke smyslupln&jim
vysledkim. Bohuzel jsou ale hodnoty relaxa¢nich rychlosti zfejmé pfili$ nizké, spadaji do chyby
méfeni a po odeéteni diamagnetického piispévku se zejména u nizSich teplot dostivame
s hodnotami relaxa¢nich ¢asi i pod nulu, coZ ndm neumoziiuje je prevést do logaritmické Skaly a
matematicky zpracovat.

Samostatné zpracovani "0 dat také neni mozné, nebot u nich prevazuje pseudokontaktni
pfispévek, a jeho hodnota zavisi krom jinym veli¢in i na polarnich soufadnicich molekul vody
druhé sféry a na susceptibilitnim tensoru. Tyto hodnoty viak nejsme schopni zjistit.

V ptipad€¢, Ze bychom chtéli porovnat studované komplexy z relaxometrického hlediska
s komplexy analogickymi, je zaZité srovnavat hodnoty (zejména pak v pfipad€ kontrastnich latek)
relaxivity R; méfené pfi 20 MHz a 37 °C. V tabulce niZe je tedy uvedeno srovnani téchto hodnot

pro gadolinité komplexy s rtiznymi ligandy (Tabulka 14).
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Tabulka 14. Hodnoty relaxivity Ry namérené pFi 20 MHz a 310 K pro ndmi studované komplexy

(tucné). Pro srovndni jsou uvedeny publikované hodnoty pro komplexy strukturné podobné

komplex R/mM s
(37 °C, 20 MHz, pH~6.5)

Gd-DOTP" 2.2

Gd-DOTP"™ 2.2

Gd-DOTP®H 2.1

Gd-DOTA (q=1) 3.83"
Gd-DOTP®™ 2.4"7
Gd-DOTP“™ 227
Gd-DOTP™ 1.6”
Gd-DOTPMe 1.87
Gd-DOTP™ 1.4°

Z hodnot relaxivit je patrné, Ze ndmi studované komplexy se v této hodnoté¢ pohybuji nékde
vrozmezi mezi komplexem Gd-DOTA sjednou piimo koordinovanou molekulou vody a
komplexy s DOTPM, DOTP®" a DOTP™.

U veli€in charakterizujicich elektronovou relaxaci gadolinit¢tho iontu nalezenych pfi
matematickém zpracovani '"H NMRD profili a EPR dat si miizeme v§imnout zvy3eni hodnot 4* a
snizeni >z, oproti komplexu Gd-DOTA, coZ zna&i vyrazné zrychleni elektronové relaxace
(Tabulka 15). To je v souladu s kratkymi elektronickymi relaxaénimi ¢asy 7. vypoctenymi

z EPR dat.
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Tabulka 15. Srovndni elektronickych parametrii pro komplexy Gd-DOTPY, Gd-DOTP™,
Gd-DOTP®™ s Gd-DOTP™ a Gd-DOTA

298 7, (pS) AZ (]020 S—Z)
Gd-DOTP" 3.2 1.05
Gd-DOTP™ 3.7 1.06
Gd-DOTP?™ 6.1 1.05
Gd-DOTP“™ 437 1.04'%
Gd-DOTA 1= 0.16'

U gadolinitych komplexi ligandd DOTP" a DOTP™ byl studovan rovnéz vliv pH na hodnotu
relaxivity. Relaxivita komplexu ligandu DOTP" je na pH nezavisla (mé&feno pro pH 4, 6, 7, 10), u
komplexu Gd-DOTP®"' se vzhledem k nalezené nezavislosti u analogickych komplexi'*
piedpoklada a u komplexu Gd—-DOTP™ byla nalezena pH zavislost relaxivity uvedena na

obrazku (Obrazek 56).
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Obrazek 56. Zavislost ry na pH pro komplex Gd-DOTP"™ (T = 37 °C, 20 MHz)

Oproti piivodnimu ocekavani, se méni relaxivita se zménou pH az o 50 %.

Vzrist relaxivity v mirné kyselé a mirn¢ bazické oblasti miize byt zplisoben bud’ jistym druhem
bazicky a kysele katalyzované prototropni vymény, podobné jako napiiklad u amidi ligandu
DOTA,"*"** ale i zmé&nou struktury druhé sféry s pH.

V oblasti velmi kyselého pH (< 2) se z komplexu zacina pomalu uvolfiovat volny kov, coz mé za

nasledek dalsi zvétSovani relaxivity.
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31 .
P relaxometrie

Vzhledem k tomu, Ze hodnoty relaxacnich ¢asi méfeného jadra jsou zavislé na vzdalenosti
lanthanoid—mérené jadro, lze naptiklad zhodnot fosforovych relaxanich casti spocitat
vzdalenost kationtu Ln’" a fosforu pendantniho ramene ligandu, r.

Pro komplexy s Ln*" ionty riiznymi od gadolinitych by mé&lo byt mozné pouZit pouze velmi

zjednodusenou rovnici (59),8

2
L _4( ) Y uaB
ar

n, 3 o (59)

P

kde T, je ndmi naméfeny relaxacni Cas, 14 magneticka permeabilita vakua, y gyromagneticky
pomér, s efektivni magneticky moment Ln’" jontu a BBohriv magneton. Tato rovnice
zohlediiuje pouze dipolarni prispévek k relaxaci sledovaného jadra, v nasem piipadé *'P. Navic,
vzhledem k rychlé elektronické relaxaci (nizka hodnota elektronického relaxa¢niho ¢asu, Tic)
Ln*" iontu, by mé&l byt pravé tento korelaéni ¢as dominantni a rychlost uréujici. Potiebné hodnoty

konstant a parametrti jsou uvedeny v tabulce nize® (Tabulka 16 a 17).

Tabulka 16. Hodnoty konstant potrebnych Tabulka 17. Hodnoty efektivnich magnetickych

k vypoctum vzdalenosti Ln—P. momentu e a elektronickych relaxacnich casi

T\ pro Nd** a Tm** kationty.
BATY 9.274x10°> Nd™ Tm™*
¥ (s T 1.083x 10° Tie (1073 5) 1.15 3.69
o (Hm™) 1.257x10°° et (B.M) 3.68 7.6
Hy (T) 7
ks (J K 1.38x10°%2

Hodnota pro jédro *'P.
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Nameétené fosforové relaxaéni ¢asy jsou uvedeny v Tabulce 18.

Tabulka 18. Hodnoty *'P relaxacnich c¢asii vs' pro Nd&®* a Tm** komplexy ligandii DOTPY,
DOTP"™, DOTP™

DOTP! DOTP"™ DOTP™ DOTPYH
(RRRR nebo SSSS) | (RRRS nebo SSSR)

Nd** 0.0585-0.0671 0.06052 0.0596-0.0613 0.0547-0.0559
Tm>  |[0.00315-0.00426 0.00306 0.00289-0.00309 |-

Z toho diivodu, Ze v pripadé komplexi ligandi DOTP" a DOTP®" byla pro kazdy pik nalezena
jina hodnota *'P T3, byla pro spocteni vzdalenosti Ln—P pouzita nejvétsi a nejmensi namérena
hodnota fosforového relaxac¢niho ¢asu a ziskali jsme tak jisté rozmezi, ve kterém by se méla
vzdalenost lanthanoid fosfor pohybovat. Jako referentni byly pouzity hodnoty pro yttrité
komplexy. Spektra nebyla pro méfeny a referentni vzorek shodna a nemohly tak byt od sebe
odecteny hodnoty fosforovych relaxacnich ¢asti pro odpovidajici piky, byla pro korekci pouzita
primérna hodnota relaxa¢niho Casu yttrittho komplexu pfislusného ligandu. Relaxaéni casy
komplexu Tm-DOTP®" se bohuzel ztejmé& z divodu nizké koncentrace vzorku nepodafilo
naméfit. V ptipadé ligandu DOTP"™ se viak podafilo piky ve spektru pFifadit a mohly tak byt
spocteny vzdalenosti lanthanoid fosfor pro jednotlivé izomery. V ptipad¢ izomeru RRRS (nebo
SSSR), kterému ve spektru odpovidaji ¢tyti piky, byla opét pro vypocet pouzita nejmenSi a
nejvétsi hodnota *'P 7). Yttrity komplex ligandu DOTP™ ma ve fosforovém spektru pouze jeden
pik, jemuz odpovidajici hodnota relaxa¢niho ¢asu byla pouzita jako referentni a odectena od 3p

T vzorku. Hodnoty spoctenych vzdalenosti jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19. Hodnoty vzddlenosti Ln—-P (Ln = Nd**, Tm>") v A spoctené dle rovnice 59 pro

studované komplexy.
DOTP" DOTP™ DOTP"™ DOTP™™
(RRRR nebo SSSS) |(RRRS nebo SSSR)
Nd**  |[3.27-3.35 3.29 3.28-3.30 3.24-3.25
Tm™ |[3.11-3.27 3.09 3.07-3.10 -

93




Vzdalenosti Ln—P pro komplexy s Nd** jsou viak vyrazn& mensi nez bylo o¢ekavano. Proto byly
hodnoty prepoéitany s pouZitim nize uvedené rovnice,'*> ktera zahrnuje i Curieho ptispévek

k relaxaci, tj. ¢len s rotaénim korelaé¢nim ¢asem molekuly (60),
2 2 2772 4 4
1 4( Mo ) 2,2 p2 6( | 7 Hyptr B 1
T, [3 (4er 7HaP TS 4 ) Ty [ (60)

kde Hp je sila magnetického pole, kg Boltzmannova konstanta a iz rota¢ni korelaini ¢as
molekuly. Hodnoty rota¢nich korelaénich ¢asii (pouZité rovnéZ pro zpracovani relaxometrickych
dat pro Gd** komplexy) spolu s hodnotami konstant potfebnych pfi vypoctu jsou uvedeny
v Tabulkach 16, 17 a 20.

Tabulka 20. Hodnoty rotacnich korelacnich ¢asi pro komplexy studovanych ligandi

Gd-DOTP"” | Gd-DOTP™ | Gd-DOTP°™

T (ps) 88.9 110.6 130.7

Vysledky tohoto vypoctu jsou uvedeny v Tabulce 21.

Tabulka 21. Hodnoty vzddlenosti Ln-P (Ln=Nd**, Tm**) vA spoctené dle rovnice 60 pro
studované komplexy. Pro srovndni jsou wuvedeny i hodnoty vzdalenosti Gd-P obdriené

z rentgenostrukturni analyzy

DOTP" DOTP™ DOTP™ DOTPY
(RRRR nebo SSSS) [ (RRRS nebo SSSR)
Nd**  |[3.40-3.48 3.44 3.44-3.45 3.41-3.42
Tm™* |[3.27-3.43 3.28 3.25-3.29 -
Gd*  |[3.401 - - 3.409 [3.433
3.412 3419 |3.418
3418  |3.431
3434  |3.405

94



Z Tabulky 21 je tedy patrné, Ze se hodnoty vzdalenosti vyrazné piiblizily k predpokladanym a
druhy ¢len uvedenych rovnic tak nelze v naSem piipadé zfejmé zanedbat. V p¥ipad€ komplexi
s thuliem jsou hodnoty vzdalenosti mensi neZ v ptipadé komplexi s Nd**, coz je v souladu s tim,
Ze ion thulity ma mensi iontovy polomé&r nez Nd**. Hodnoty ziskané z rentgenovych struktur pro
Gd** komplexy jsou mensi ¢i srovnatelné s hodnotami pro Nd>* komplexy, coZ je opét piblizné
v souladu s velikosti iontovych poloméri.

Pro srovnani jsou v tabulce niZze uvedeny hodnoty vzdalenosti ziskané z rentgenografickych
analyz pro komplexy Ln-DOTP®", Gd-DOTP, La—-DOTP™ a Ce-DOTP®™. U této séric miizeme

rovnéz pozorovat pokles vzdalenosti Ln—P se klesajicim polomérem Ln*" (Tabulka 22).

Tabulka 22. Hodnoty vzddlenosti Ln-P v A pro komplexy Ln-DOTP®", Gd-DOTP, La-DOTP™

a Ce-DOTP™ ziskané z rentgenostrukturnich analyz.

La—DOTP™ [ La-DOTP™ | Ce-DOTP™ | Eu-DOTP™ | G&-DOTP | Dy-DOTP™ | Yb-DOTP™

(ref.?®) (ref."%) (ref."%) (ref. ) (ref®) (ref.*h) (ref.®)

3.554 [3.567]3.570[3.540 | 3.544 3.440  [3.467]3.466 3.406 3.355]3.396
3.547 |3.637 3.634|3.622 3.614 3.446 3.423 3.397  3.417
3.560  |3.5813.5723.552 | 3.548 3.435 3.415 3.361 3.407
3.509 [3.617 ) 3.584 | 3.591 | 3.569 3.425 3.421 3.383 | 3.408

Pro vzdalenosti spoétené dle relaxaénich ¢asi jsou hodnoty v nékterych ptipadech v dosti velkém
rozmezi, coZ je dano relativné velkymi rozdily v relaxa¢nich ¢asech pro jednotlivé fosforové

atomy daného komplexu.
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VII. Zaver

V této diplomové praci byly studovany tetrafosforové ligandy a jejich komplexy, zejména pak
s Ln*" kationty, které by nemély vazat molekulu vody v prvni koordinaéni sfére. Tyto slouceniny
byly déle charakterizovany fadou metod za uéelem ziskani vice informaci o jejich vlastnostech.
Jiz dfive byla na europitych komplexech téchto ligandli luminiscenéni spektroskopii potvrzena
absence pfimo koordinované vody. Tento fakt byl rovnéz potvrzen i u rentgenovych struktur
komplexiit Gd-DOTP" a Gd-DOTP®®. Koordinovana molekula vody byla nalezena pouze
v ptipadé komplexii Ce~DOTP" a Ce-DOTP®®, a to méfenim 'O lanthanoidy indukovanych
posunii. M&feni *'P NMR spekter odhalilo pozoruhodnou odli$nost mezi komplexy Ln-DOTP" a
Ln-DOTP®® oproti Ln-DOTP™ a to v poctu jejich izomerti v roztoku. Zatimco u dfive
jmenovanych byla nalezena sm&s mnoha izomerd, v pfipadé komplexi Ln—-DOTP™ se v roztoku
setkdvame pouze s izomery dvéma, u kterych jesté vyrazné pievazuje zcela symetricky izomer
RRRR (SSSS). Z relaxometrického hlediska vykazuji pak vSechny studované systémy velice
podobné vlastnosti. Za Ucelem ziskani vice informaci ztohoto sméru byla provedena uUplna
relaxometricka studie na gadolinitych komplexech studovanych ligandi. Nanestésti se vSak
ukazala byti '’O data (T, T> a ) pon&kud nezajimava, pravé z divodu absence molekuly vody
ve vnitini koordina¢ni sféfe. Byl proveden i pokus o jejich simultdnni matematické zpracovani
s '"H NMRD profily dle klasického BSM modelu. Smyslupln&jsi se ale nakonec jevilo simultanni
zpracovéani pouze 'H NMRD profila spolu s EPR daty, pro které byla pouzita sada rovnic
vytvofenych specialné pro molekuly, u nichz se uvazuje pouze vliv druhé a vnéj$i hydratacni
sféry. Z nich byly ziskany jednak elektronické parametry, A a 1, a dale také podet molekul
v druhé koordinatni sféfe, ¢>°. Z *'P relaxometrickych dat byly rovn&z spoéteny vzdalenosti
Ln-P v komplexech lanthanoidi, které jsou ve velice dobré shod€ s daty ziskanymi z rentgenové
strukturni analyzy.

Stru¢né feceno, navzdory tomu, Ze tyto systémy vykazuji tak podobné relaxometrické vlastnosti,
li§i se rozhodné ve struktufe komplexu v roztoku. To miize byt dano pravé riznym vlivem
vodikovych vazeb, vyskytujicich se v téchto ligandech a komplexech. Podle vieho je ale ziejmé,

Ze bude v piipadé téchto sloucenin nutné jesté jejich dalsi zkoumani a to v mnoha smérech.
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IX Seznam pouzitych zkratek

BMS
BSM
CA
CPMG
EPR
EXSY
IS

LIS
MCL
MRI
NMR
NMRD
OS
RF
RVO
SA
SEM
SR
SS
TMS
TSA
ZFS

Bulk Magnetic Susceptibility (shift)
Bloembergenova—Solomonova—Morganova (teorie)
Contrast Agents

Carrova, Purcellova, Meiboomova, Gillova (pulzni sekvence)
Elektronova Paramagneticka Resonance
EXchange SpectroscopY

Inner Sphere

Koordina¢ni Cislo

Lanthanide Induced Shift
MakroCyklické Ligandy

Magnetic Resonance Imaging

Nuklearni Magneticka Resonance
Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion
Outer Sphere

RadioFrekvenéni (zareni)

Rota¢ni Vakuova Odparka

Square Antiprism

Scanning Electron Microscopy

Shift Reagents

Second Sphere

TetraMethylSilan

Twisted Square Antiprism

Zero Field Splitting
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X. Priloha

Fitovani relaxometrickych dat mérenygch pro gadolinité komplexy:

PlIny set rovnic uvaZujicich pouze prispévek druhé a vnéjsi hydratacni sféry

»  hodnota Doy byla spottena pomoci publikovanych rovnic'”’

> F byla fixovana na hodnotu 18.2 kJ/mol
Dgy

»  pokud neni uvedeno jinak, jsou jednotky konstant a parametri vZdy zakladni

Nezavislé proménné

T, w

Zavislé proménné

OS SS
T'1r0, T2r0, Toeesrs R, Ri, Ry

Parametry >, acan, Roan, AH,** 1, E,, A, dg1, *** Do, Raao, ¥ y1+ i/sz , %, Ee, PP,
Hodnoty konstant Hodnoty parametrt
B o %x0.023488 AH 35000
R 8.31441 28k 1.78 x 10
kg 1.38066 x 107 E. 25400
h 6.626176 x 107 298 1 5.1851 x107"
h 1.0546 x 107> E, 1000
S 3.5 298, 24 <107
¥ -3.626 x 10’ A 0.34 x 10%°
M 2.675 x10° dgr 0.021
B 9.274 x10°** 2 Don 2x107
o 1.0x 10~ Rgao 4 x107°
oL 2 Rah 3.59 x107"°
7eGd3* Zﬂgu .ﬂ AdAGH 3.5 x 10_10
h 6
py /1 +3\/77—2 7.58 x10
Ep. 18200
GH qSS 4




Pouzité vztahy

D¢ = Yegen B (22)
E 1 1 (23)
D :298 D ex Dgu ( _~J
oH P "R 20815 T
24
(et o (1) @
298.15 R \298.15 T
25
7, =" 1. exp ﬂ(l— ! J ) @)
R\T 298.5
2
£ = ¢ exp E, [l_ 1 ) (26)
R\T 298.15
a (27)
Ton =dgy —0
GH
_dg (28)
ST 9Tc
. . 29
I =N, 5262 ., 7.18 o, (29)
1403270z, 1+1.240,1,
30
T, =24A't, 12 ~+ 42 =+T, (30)
l+w,7,” 1+4w,r,
7"2665]’ = 7"23 X 108 (31)
A, =15,T,, (32)
C, =[0.1lo 7y, (33
o RE 1+0.25,/C, + 4, 9
, =
1+./C, + A4, +§(C2 +A2)+é,/(C2 +4,)°
4, =741, 39)
w, =yyB (36)
C, =[0.1]o7, (37
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14+0.25,/C, + 4,

J,=RE

1+,/Cl + 4, +g(cl +A])+%,/(c1 +4)°

(38)

-19 39
R1°S=5'79571xm GJ. +1J,) (39
Ay Doy
= 1 40)
k+T,
_ 1 (41)
s2 k+T2°
1 42)
Tq =
k+T,+—
1 43)
Ty =—
k+T, +—
TC
1 (44)
TlmH = —43
5.1696x10 3z, Tty
re, 1+w,'7,’ l+a)ezz'dz2
s 1.8x107°4% (45)
R, ==
T .. +—
1mH k
R, =R +R* (46)
w,=y,B (47)
hy 2 (48)
iV g M
Cy = S(S+1)1\~/[’R+°J
6r 147 (49)
Tld :Cdd gl 7t 2dz 2
l+w, 1, l+w, 7,
B, 3 (50)

TZd=Cdd 2_ 2
I+, 7, 1+o, 7y

>+ 4z,
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2 &)
T, =0.9474s( ZW ) L 02 08

1+a)222'c 1+4we21_c2
2 52)
T, =4.0.007895684( A ) L5 6
l+a)2 7'-c 1+4a)e Tc
;6,2 7 B39744955p° G
1c —ZHo
5 r,
(3k5T)* Rogo l+0.272
+w, T,
1 y;:B*3974.4955 3" GF
TZc =ZHy
> 2 pé 37,
(3kBT) RGdO 4Tc +ﬁ
1+, 7,
T'lmo = I‘lq + 71|d + T;C (55)
T2m0 = T2q + T2d + T2c (56)
(37)
SS
T2r0 =In lq 1
+ —
T2mO k
(58)
SS
q
To=In T
TlmO k
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Vyznam jednotlivych parametr

nezavisle proménné

T teplota v Kelvinech

magnetické pole v Tesla

zavisle proménné

Tiro = In(1/Ty)

logaritmus redukovanych 'O longitudinalnich relaxa&nich rychlosti (druha sféra)

T2,o=ln(l/T2,)

logaritmus redukovanych ''O transversélnich relaxagnich rychlosti (druh4 sféra)

Toeesr =1/Te

transversélni elektronické relaxa&ni rychlosti zméfené EPR spektroskopii délené 10°

R

protonova relaxivita vztazena na 1 mM koncentraci

matematicky zpracovavané parametry

AH aktivacni enthalpie

2% konstanta rychlosti vymény vody

E, aktivaéni energie rotace

28, rotacni korelacni ¢as pfi teplot€ 298 K

e korela¢ni ¢as pro ZFS (ZFS = Zero Field Splitting) modulaci,
E, je jeho aktiva¢ni energie

A sttedni kvadraticka energie ZFS

> konstanta vnéjsi sféry

dg. odchylka od hodnoty g;, volného elektronu

8 Dan difuzni koeficient pi teplot& 298 K,
E, , Jje jeho aktivacni energie

Rado vzdalenost Gd—O

1+ ¢len zahrnujici kvadrupolovou $tépici konstantou a asymetricky parametr
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konstanty

R univerzalni plynova konstanta

kg Boltzmanova konstanta

h Planckova konstanta

h h/2n

S elektronovy spin pro Gd

% jaderny gyromagneticky pomér

M protonovy gyromagneticky pomér

Véj Bohrliv magneton

Lo permeabilita vakua

gLi isotropicky Landého g-faktor

%Gas+ | gyromagneticky pomér elektronového spinu Gd**

Rou  |efektivni vzdalenost mezi elektronovym spinem
Gd a protony vody

agu | vzdalenost nejbliz§iho pfiblizeni protoni vody
druhé sféry k Gd centru

dalsi poznamky

23

elektronova rezonanéni frekvence

TGH

korela¢ni ¢as pro difuzi protoni vody

Tsr = (I/Tie)sr

ptispévek spinového rota¢niho mechanismu k elektronické relaxaci

an protonova Larmorova frekvence

R prispévek vné&jsi sféry k protonové relaxivité

R\® prispévek vnitini sféry k protonové relaxivité

Ti2m "0 relaxaéni &as vazané vody

T4, Tiq dip6l—-dipolarni a kvadrupolérni ptispévek k T relaxaci
O rozdil chemickych posunti mezi védzanou a volnou vodou

Tve, T2e, Trmu, Tom, Timy T1g, Tha

odpovidajici relaxaéni ¢asy pro rychlosti 1/T e, 1/T2, atd

Tlr, T2r

odpovidajici relaxacni ¢asy pro pfirozené logaritmy relaxacnich rychlosti
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Je to i shodou okolnosti, Ze ted pisi posledni slova této diplomové prace...

Proto dékuji nejen lidem, ktefi mé pfivedli na tuto cestu, ale i tém, ktefi mé svym méné
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