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Abstrakt

V soucasnosti dochazi k rozvoji pouzivani kovovych izotopt pro studium tkani
v oblasti nuklearni mediciny. Kovové izotopy se v téle kumuluji nespecificky. Z tohoto
divodu je pro diagnostiku a terapii nutné pouzit vhodné ligandy, které s danym iontem
kovu vytvori termodynamicky staly a kineticky inertni komplex. Ten je mozné navazat
na vhodnou targetujici skupinu. Izotopy gallia a médi jsou vhodné pro diagnostiku c¢i
terapii. Pro komplexaci iontti gallia, médi a nékterych dalsich kovi s malym polomérem
je vhodna kavita makrocyklu 1,4,7-triazacyklononanu. Samotny makrocyklus s nimi vSak
netvoii termodynamicky stabilni komplexy, proto musi byt jeho atomy dusiku
substituovany vhodnymi pendantnimi rameny, témi mohou byt naptiklad karboxylaty a
v poslednich letech jsou jimi Casto zbytky organickych kyselin fosforu. Tato prace se
zabyva latkami odvozenymi od 1,4,7-triazacyklononanu, obsahujici pravé fosforova

ramena, které byly studovany v poslednich letech.
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Abstract

The use of metal isotopes for the study of tissues in the field of nuclear medicine
is currently being developed. Metal isotopes are accumulated non-specifically
in the body. Therefore, it is necessary for diagnosis and therapy to use suitable ligands,
which form a thermodynamically stable and kinetically inert complex with the given
metal ion, which can be attached to a suitable targeting group. Isotopes of gallium and
copper are suitable for imaging od therapy. The cavity of the 1,4,7-triazacyclononane is
suitable for the complexation of gallium, copper and some other metals with a small
radius. However, the macrocycle itself does not form thermodynamically stable
complexes, so the nitrogen atoms must be substituted by proper pendant arms, such
as carboxylates. In recent years organic residues of phosphoric acids are also used. This
work deals with substances that are derivatives of 1,4,7-triazacyclononane and contain

phosphorus arms, which were studied in recent years.
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1 Uvod

1.1 Studium tkani

V dnesni mediciné existuje mnoho neinvazivnich technik, které¢ slouzi
k zobrazovani lidské tkané. Tyto techniky jsou zalozeny nejcastéji na pruchodu
ionizujictho zareni skrze tkan€. Moderni zobrazovaci techniky mutzeme rozdélit
na transmisni techniky, pfi kterych je ionizujici zéfeni vytvareno mimo télo pacienta napi:
Rentgenova skiaskopie a CT a dale na techniky emisni, kdy je latka vytvarejici ionizujici
zéateni uvnitt téla pacienta. Nej€astéji se jedna o radioaktivni izotop prvku. Mezi emisni
techniky patii SPECT (jednofotonové emisni vypocetni tomografie) a PET (pozitronova
emisni tomografie).

V soucasnosti je do zobrazovani mozné pro zvySeni citlivosti radiologickych
metod zapojit moderni vypocetni techniku (vypocetni tomografie — CT). Pfi béZném
vySetieni kolem téla pacienta obiha rentgenka, ktera vysila zafeni skrze pacientovo télo.
Proslé zareni dopada na detektory a je transformovédno na signdl, ktery je mozné dale
zpracovavat. K zobrazeni meékkych tkani lze vyuzit kontrastnich latek, naptiklad
pro travici ustroji je ji siran barnaty a pro angiografii slouc¢eniny jodu.

Dalsi metodou zobrazovani je sonografie, pi1 které neprochazi télem ionizujici
zéfeni, ale pacient je vystaven vysokofrekvencnim zvukovym vinam (1-18 MHz), které
maji niz§i vinovou délku nez slysitelny zvuk. Ultrazvukové viny se od prechodi mezi
télnimi tkdnémi odrézi, jsou zaznamenavany a zpracovavany na obraz. Vyuziti ultrazvuku
je omezeno malym pfenosem kostmi a vzduchem. Jeho vyuziti je hlavné v porodnictvi
ke sledovani plodu a v kardiologii.

Mezi zobrazovacimi technikami md nejlepsi rozliSeni nukledrni magneticka
rezonance (Magnetic Resonance Imagining — MRI). V této technice je béZné méfenym
jadrem vodik jakoZto v organismech nejvice zastoupeny prvek s nenulovym spinem.
Signal u MRI je zavisly pfevazné na obsahu vody v tkani, rozdil jejich koncentraci tedy
urcuje odezvu pfistroje. U MRI Ize dosahnout mnohem vyssiho rozliSeni, nez je tomu
napi. u CT.! Tato technika je neinvazivni a je vhodna k zobrazovéni vétsiny organtl,
pacient zaroven neni vystaven ionizujicimu zafeni. Nevyhodami jsou pfedevsim vysoka
pofizovaci cena pfistroje a delsi doba trvani vySetfeni, dal$i nevyhodou je magnetické
pole o vysoké intenzité, proto nelze tuto techniku vyuZzit pro pacienty s kovovymi a

elektronickymi implantaty v téle. Pro magnetickou rezonanci lze vyuzit kontrastni latky,



které méni relaxacni dobu 7' protonid a dochazi k zesileni signalu. Jako kontrastni latky
se Casto vyuzivaji komplexy gadolinia.

DalSim vyznamnym odvétvim radiologie je nuklearni medicina, ktera vyuziva
ionizujici zareni ze zaricu aplikovanych do téla pacienta, jedna se tedy o emisni techniky.
Vyhodou emisnich technik oproti transmisnim je vystaveni pacienta mens$i davce
radioaktivniho zéfeni. Zaroven je mozné aplikovany zafic po téle distribuovat specificky,
coz bude diskutovano déale v textu. Obecnym znakem téchto metod je zachyceni
ionizujiciho zatfeni vychazejiciho z téla pacienta scintilacnimi kamerami. Pro pfesnou
lokalizaci farmaka v pacientové téle je nutné tyto techniky kombinovat nejcastéji s CT,
nebo s MRI.!

Ptiprava vhodnych pozitronovych zafich a instrumentace pro PET je nakladné;jsi
nez piiprava zafici pro SPECT, proto je SPECT stéle vice rozsifenou diagnostickou
metodou, i ptesto ze PET ma4 lepsi rozliseni snimk.?

Vedle technik slouZicich k zobrazovani je soucasti nukledrni mediciny také
radioterapie, kde jsou radioizotopy vyuzivany k 1é¢bé pacienta. V radioterapii je vyuzita
ni¢iva sila nékterych druht ionizujiciho zéfeni, které je schopné zabit bunky. Tato

schopnost je vyuzita naptiklad pro 1écbu nadorovych onemocnéni.

1.2 Jednofotonova emisni vypocetni tomografie

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie je prvni emisni zobrazovaci
technikou. Ta se svym ranym vyvojem zacala jiz v 60. letech minulého stoleti. Lokalizace
zdroje zafeni u této metody je zprostiedkovana pomoci kolimatort, které jsou
mezi zdrojem zéfeni a scintilacnimi kamerami. Skrze kolimator prochazi pouze fotony,
které na n& dopadaji kolmo. SPECT vyuZiva fotony zafeni y. Optimdlni energii
vyzarené¢ho fotonu je 140 keV, jelikoz fotony s nizkou energii jsou pohlcovany tkanémi
a neprojdou tedy skrze télo pacienta k detektoru. Pokud je energie fotond naopak pfili§
vysoka narazi se na limity funk¢énosti kolimatord. Jako y zéfice pro SPECT se vyuzivaji
PmTe, 1B BT a4 2T znich? je nejpouzivangjsi  metastabilni
PmTe (tip=6h, E=141keV, 89%).> Metastabilni technecium je pfipravovano
v molybden-techneciovém generatoru (*’Mo/*™Tc). Z generitoru je technecium
eluovano ve form& *™TcO4 a radiofarmaka jsou pfipravovana v takzvanych kitech.
Mezi bézné vyuzivana radiofarmaka patii komplex *"Tc-MIBI (Obrazek 1), kde MIBI

je methoxy-isobutyl-isonitril, ktery je vyuzivan pro vysetfeni perfuse myokardu, *™Tc—



MAA (makroagregat albuminu) pro plicni perfusi, nebo *™Tc-sirny koloid

pro zobrazovani jater.?
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Obrazek 1. Komplex Tc-MIBI

1.3 Pozitronova emisni tomografie

Pozitronova emisni tomografie je moderni metodou nukledrni mediciny, jedna se
o neinvazivni techniku, ktera se vyuzivd k zobrazovani tkani organismu. V PET
se vyuzivaji zafi¢e B’, jejichz rozpadem se emituje pozitron (anti¢astice elektronu).
Pozitron po svém vzniku téméf okamzité anihiluje se svou anticastici a tim vznikaji dva
fotony o energii 511 keV, které se od sebe pohybuji v thlu 180° po ptimkové trajektorii.
Fotony jsou zachytavany scintilacnimi kamerami umisténymi v kruhu. Fotony dopadajici
na detektory s definovanou uhlovou (0,5°) a ¢asovou odchylkou (3 — 15 ns) tvoii obraz
vySetieni’. Nuklidy vykazujici B* rozpad vhodné pro PET maji pologas rozpadu v fadu
desitek minut, proto jsou pfipravovany nejcastéji cyklotronem v misté, kde probiha
vySetfeni, dal$i moZznosti, kterd zvySuje pfistupnost metody jsou generatory, které mohou
slouzit k ptipravé kovovych rafioizotopl, takovym je naptiklad germanium-galliovy
generator (*Ge(B)*®Ga, T2 = 271 dni).* Jeden z pfenosnych generatord pro pfipravu

%8Ga je na Obrazku 2.
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Obrazek 2. Germanium-galliovy generator’

Dalsi zadanou specifikaci zéati€e pro vyuziti v PET je nizkd energie zafeni,
pozitron s vysokou pocateCni energii prostupuje skrze tkané do veétSi vzdalenosti
nez pozitron s energii nizsi. Pozitron je poté anihilovan ve vétsi vzdalenosti od oblasti,
kde je navdzané radiofarmakum, ¢imz se sniZzuje presnost vysetieni. Radiofarmakum je
nejcastéji podavano intravenozné piipadné inhala¢né. NejpouzivanéjSim radiofarmakem
v PET je 2-deoxy-2('*F)fluor-D-glukéza (*FDG).® jejiz vzorec je na Obrazku 3.
Fluordeoxyglukéza je pfipravovana nahrazenim hydroxylové skupiny atomem fluoru.
Poprvé byla tato latka ptipravena na pudé Prirodovédecké Fakulty UK a roku 1968 byla
jeji syntéza popsana prof. Josefem Pacdkem. Flouordeoxyglukéza je v téle distribuovana
podobné jako glukéza a je akumulovana GLUT pfenaSe¢i v buiikdch organizmu, kde
vSak nepodléha metabolizmu v procesu glykolyzy diky navazanému atomu fluoru. FDG
se tedy hromadi v buiikach s velkou spotifebou energie tedy s vy$§im poctem GLUT

prenasecl (buitky CNS, nadorové buiiky).
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Obrazek 3. Vzorec Fluordeoxyglukdzy



Mimo tradiéné pouzivanych nekovovych radionuklidd, jako jsou jiz zminéné '°F,
nebo ''C, se s rostoucim zdjmem o zobrazovani PET do popfedi vyzkumu dostavaji
kovové B' zéafige, jako jsou napt. °°Cu, 2Cu, ¥Y, Ga (tyto a nékteré daldi zafide

obsahuje Tabulka 1). Tyto nuklidy jsou nejcastéji pfipravované v generatorech ptipadné

cyklotronem.

Tabulka 1. Vybrané kovové radionuklidy vhodné pro PET vysetieni >

Metoda
Izotop T2 (h) Rozpad Es" (keV)
pripravy
cyklotron, B" (93%)
0cu 0,4 ] 3920, 3000, 2000
*Ni(p,n)*’Cu | EZ (7%)
generator, B (98%)
2cu 0,16 2910
627n/52Cy EZ (2%)
B" (19%)
cyklotron,
640y 12,7 EZ (41%) 656
4Ni(p,n)**Cu
B (40%)
cyklotron, B" (56%)
%Ga 9,5 4150, 935
3Cu(a,ny)®Ga | EZ (44%)
enerator, B (90%)
8Ga 1,1 s 1880, 770
8Ge/*Ga EZ (10%)
cyklotron, B" (33%) | 2335,2019, 1603,
86y 14,7
%Sr(p,n)*°Y | EZ (66%) 1248, 1043

1.4 Radioterapie

Vedle diagnostickych metod studia tkani ma mnoho kovovych izotopt vyuZiti
v radioterapii. Cilem radioterapie je specificka kumulace radiofarmaka v urcité tkani a
nasledné poskozeni této tkané€. Cilovou tkani je n¢jaka té€lu neptirozena tkan, jakou mize
byt napiiklad nador. V radioterapii je dilezité, aby byl pomér davky v cilové tkani proti
zdravé tkani co nejvyssi. Je tedy vyzadovano, aby se radiofarmakum nekumulovalo
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ve zdravé tkani, jelikoz zateni by ji mohlo poskodit. Pro terapii jsou vyuzivany odlisné
zafiCe, nez je tomu pro diagnostiku. Jednd se o radioizotopy, jejichz zafeni nemusi
prochazet skrze tkané ven z téla a jejichz nejdilezitéjsi vlastnosti je poskozeni tkané.
Vyuzivané jsou nejvice o a B~ zafiCe, nebo méné Casto zafice Augerovych elektroni.
Vybér zatice zalezi na lokalizaci, velikosti a homogenité tumoru, pii vybéru zari¢e ¢asto
hraje roli, jaké davce je zdrava tkan vystavena.

Castice zafeni o maji pomérné velkou hmotnost a kladny naboj, jedna se o proud
jader helia (He?"). Z hlediska u¢inku na organismus lze a zéafeni rozdélit na vn&jsi a
vnitini, vnéjsi zareni je pohlceno buitkami epitelu, které se nemohou délit a je neSkodné.
Naproti tomu a zafeni, které interaguje s vnitinimi tkdnémi ma pro bunky devastujici
ucinky. Zateni o preda tkdnim ze vSech terapeuticky vyuZivanych zafeni nejvice energie
a v poméeru k dadvce je nejucinnéjsi v niceni bunck. Buiky jsou niceny velkou lokalni
ionizaci, jelikoZ je zna¢né omezena jejich schopnost opravit poskozeni po zasaZeni
radiaci. Nevyhodou pouziti a ¢astic je jejich velmi maly dosah, ktery je 1-3 bunécnych
prumért. Proto je jejich vyuziti vhodné pro malé tumory. Mezi nejvice studované a zarice
se fadi 2'’Bi,?!*Bi nebo **Ac.”

Zéteni B~ je proud rychle se pohybujicich elektronti s vysokou energii, toto
Casticové zafeni vznikd rozpadem neutronu v jadie atomu. Zafeni B~ mé obecné vetsi
dosah nez a zafeni, az stovky bunécnych pramért, proto vice zasahuje i do zdravé tkané
a neni tolik vhodné pro mensi tumory. Pfi ionizaci tkan¢ neptfedava takové mnozstvi
energie jako je tomu u a zaieni. Nékteré zarice s nizkou energii jsou vhodné i pro malé
tumory, coz je napiiklad zafi¢ '"'Lu, ale ¢asto jsou P~ zafice o vyssich energiich

vyuzivané jen pro vétsi tumory, mezi tyto zafice patii '°*Ho, nebo Y.’

1.5 Makrocyklické ligandy

Radioizotopy kovll vyuzivané v nukledrni mediciné jsou do téla vpravovany
ve formé iontll. Tyto ionty se vSak v téle kumuluji nespecificky a zadroveit mohou mit
na organismus fadu nezadoucich uc¢inki. Je proto nutné tyto ionty vazat do komplexu
s vhodnym ligandem. Specifickou kumulaci farmaka lze zajistit navazanim komplexu
na targetujici molekulu, kterd ma v téle specifickou afinitu k cilové tkani, nebo se
specificky vaZe na receptory bun¢k. Takovymi latkami jsou nekteré peptidy, nebo Stépy
protilatek. Spojeni mezi komplexem a peptidem je zajisténo pies linker. Diky linkeru

nedochdzi ke sterickému branéni a neni omezena aktivita targetujici molekuly.
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Ptirodni peptidy podléhaji v téle rychlému rozkladu. Jsou protedzami okamzité
Stépeny na aminokyseliny,® proto se pro znaceni vyuzivaji syntetické peptidy, které jsou
pripraveny tak, ze se dokazi diky své podobnosti s pfirodnimi peptidy specificky vazat
na receptorech umisténych v membranach bunék. Jejich ochrana proti protedzam, kterych
se vtele nachdzi vice nez 600, je zajiSténa chemickou modifikaci. Modifikace
targetujicich molekul mutze mit podobu cyklizace peptidu, vymény nékterych
aminokyselin ze sekvence za jiné syntetické aminokyseliny, nebo chranénim N-konce
peptidu.’

Pro komplexaci medicinsky vyznamnych kovli muize byt vyuzito linearnich
bifunkénich ligand jako jsou EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova,
DTPA — kyselina diethylentriaminpentaoctova (Obrazek 4). Tyto ligandy jsou schopné
kov Casto velmi rychle kov zakomplexovat. Jejich zasadni nevyhodou je vSak mala

kinetick4 inertnost a v in vivo podminkach disociuji.'”

COOH
COOH HOOC
HOOC N ( w
~ \/]\l/\COOH HOOC\/N\/\N/\/N\/CH:OO
HOOC kc:OOH
EDTA DTPA

Obrazek 4. Linearni chelatujici ligandy

Jako vhodnéjsi feSeni se ukdzalo pouziti makrocyklickych ligandi, jejichz
nevyhodou je pomalejsi komplexace, v in vivo podminkach jsou ale jejich komplexy
vyrazné kineticky stabilng&jsi.!! Nejcast&ji zkoumanymi latkami jsou obecné ligandy fady
makrocyklickych sloucenin zalozené na 9, 12 a 14-ti ¢lennych kruzich, obsahujici 3—4

heteroatomy, nejcastéji se jednéd o atomy dusiku.
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Zkoumané latky jsou derivaty NOTA (derivat TACN), DOTA (derivat cyklenu)
a TETA (derivat cyklamu) (Obréazek 5). Kazda z téchto molekul mé jinou velikost cyklu
a jsou tedy vhodné pro komplexaci jinych iontti kovii. Velikost kavity, ve které je iont
zakomplexovan lze déle optimalizovat pomoci odlisnych pendantnich ramen a vytvorit

velice selektivni ligand pro dany iont kovu.

NH HN NH HN N
NH HN
NH HN NH HN
__/ _/
Cyklam Cyklen TACN

COOH
HOOC/\m/\COOH HOOC— / \ —COOH

IRy

N
HOOC\/K)\/COOH HOOCJ \_/ N\—COOH

DOTA

NOTA
TETA

Obrazek 5. Bézn¢ pouzivané makrocykly a jejich karboxylatové derivaty

Pro malé ionty kovti jako jsou gallité, zelezité apod. jsou vhodné ligandy odvozené
od makrocyklu TACN,'? ktery jim odpovida svou velikosti. Komplexy se samotnym
makrocyklem, bez navazanych vhodnych donorovych skupin nejsou dostatecné stabilni,
proto je nutné na makrocyklus navdzat vhodné substituenty. Ty zdrovenn napoméahaji
k rychlejsi komplexaci kovu, coz je vyhodné v nukledrni medicing, kde se vyuzivaji
radioizotopy majici Casto kratky polocas rozpadu (Tabulka 1). Jejich praktické vyuziti
v medicin€ je tedy velmi limitovano rychlosti a podminkami vzniku termodynamicky
stabilniho a kineticky inertniho komplexu.

Predpokladany mechanismus tvorby komplexu probiha ve dvou krocich, prvnim
krokem je vznik tzv. out-of-cage komplexu, kdy jsou koordinované kyslikové atomy
pendantnich ramen a dusikové atomy makrocyklu jsou protonované. Tento typ komplexu
neni velmi stabilni a rychle se rozpada, ale pomaha stabilizovat kation kovu a pfibliZit ho
k donorovym atomiim makrocyklu. Tim se usnadiiuje vznik in-cage komplexu, ve kterém

jsou atomy dusiku makrocyklu koordinovany, tento typ komplexu je stabilni. Naptiklad
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pfi koordinaci gallia je diky vzniku out-of-cage komplexu navic zabrdnéno tvorbé
nerozpustného  hydroxidu  gallit¢tho, coz  usnadiiuje  celkovy  prubéh
komplexace makrocyklem.

Nejvice zkoumanymi pendantnimi rameny na ligandu TACN byla acetatova
ramena. Ligandy obsahujici tato ramena tvoii stabilni komplexy s galliem i médi (NOTA
log KGaL = 31,0; log KcuL = 21,6)'32. Pro komplexaci médi v tuto chvili existuji vhodn&;jsi
ligandy odvozené naptiklad od makrocyklti TETA a DOTA.'"*!® Vyuzitim fosforovych
pendantnich ramen namisto acetatovych mize dojit k pfipravé ligandd s vhodnymi
vlastnostmi pro komplexaci obou téchto iontti kovi.

V nedavné dob& bylo pfipraveno mnoho novych bifunkénich chelatujicich
molekul, jejichz vlastnosti jsou zkoumdany. Mezi tyto latky patii dal$i analoga makrocyklu
TACN obsahujici zbytky kyselin fosfonové a fosfinové. Tyto a dalsi derivaty mohou
nalézt své vyuziti jako nosice pravé malych iont kovii jako jsou Ga a **Cu v PET.!

Tato prace se zabyva syntézou a chemickymi vlastnostmi derivati TACN
obsahujicich fosforova ramena — jejich acidobazickymi a koordina¢nimi vlastnostmi a

také strukturami komplext téchto ligand.

1.6 Fosforova pendantni ramena ligandi

Jako pendantni ramena ligandl jsou vyuzivany organické slouceniny fosforu,
které mohou svymi vlastnostmi pozitivné ovliviiovat tvorbu komplext, nebo nékteré
skupiny obsahujici fosfor mohou mit afinitu k nékteré t€lni tkani. Mezi bézn¢ pouzivané

organofosforové slouceniny patii fosfinaty a fosfonaty (Obrazek 6).

I
R—F|>—o' O_—I|:!—O_
R R
Fosfinat Fosfonat

Obrazek 6. Vybrané organofosforové slouc¢eniny

Fosfonové kyseliny jsou formdlnimi derivaty kyseliny fosforité. Atom vodiku
kyseliny navdzany pfimo na atom fosforu je nahrazen alkylem, ¢i arylem. Maji obecny

vzorec R—PO(OH),, jednéd se tedy o dvojsytné kyseliny. OdsStépenim atomii vodiku
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na atomech kysliku vznikaji jejich soli: hydrogenfosfonaty a fosfonaty.!” Obecnou
vlastnosti fosfonatli je jejich afinita k hydroxyapatitu,'® ktery se nachazi v kostni tkani,
proto jsou vhodné pro jeji vySetfeni. Tato vlastnost je zaroven jejich nevyhodou a
omezenim ve vyuziti, jelikoz pfi vySetieni mékkych tkani je zvySené pozadi snimku
zpusobené praveé akumulaci v kostni tkani.

Molekuly obsahujici dvé fosfonatové skupiny se nazyvaji bis(fosfonaty).
Bis(fosfonaty) mizeme dale rozd¢€lit na gemindlni bis(fosfonaty), kde jsou atomy fosforu
navazany na jeden atom uhliku, a na bis(fosfonaty), kde jsou atomy fosforu navazané
na rizné¢ atomy uhliku. Geminélni bis(fosfonaty) obsahuji fragment P—C—P, ktery je
velmi chemicky stabilni a tepelné odolny, zarovenn nepodléha enzymatickému Stépeni.
Pokud atom uhliku formaln€ nahradime atomem kysliku, ziskame pyrofosfat, od n€jz jsou

odvozeny (Obrazek 7).!

ﬁ ﬁ
Ho™/ S0 \ o
HO OH

Obrazek 7. Pyrofosfat (kyselina difosforecna)

Geminalni bis(fosfonaty) jsou schopné tvofit Sesticlenné chelatové kruhy a maji
k hydroxyapatitu vyrazné vys§i afinitu, neZ jednoduché fosfonaty.?° Diky tomu jsou
vyuzivany jiz od poloviny minulého stoleti k scintigrafii kostni tkdn€. Dodnes
pouzivanym izotopem je *™Tc, ktery je nejcastéji vazany na methylen-bis(fosfonat)

(MDP), nebo oxidronat (HDP) — Obrazek 8.2!

[0 [0
P P P P
Ho” |Y | Som Ho™ | > Dow
OH | OH OH  OH
OH
HDP MDP

Obrazek 8. Geminalni bis(fosfonaty) vyuzivané ve scintigrafii
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Pro PET scintigrafii kosti mohou byt vyuzity fosfonaty jako pendantni ramena
makrocykld. Tato pendantni ramena umoziuji diky hodnoté pKa komplexaci kovi
v kyselém prostiedi a zvySuji rychlost komplexace zvySenim stability out-of-cage
komplexu. Komplexy tvorené tvorené ligandy odvozenymi od makrocyklu TACN
obsahujici jedno, ¢i dvé fosfonatova ramena nemaji vysokou afinitu k hydroxyapatitu.
Vy$3i afinitu miizeme vidét u ligand® obsahujicich 3 fosfonatové skupiny.?? Pfi méfeni
aktivity komplexti ®®Ga s ligandy obsahujici bis(fosfonatové) pendanty se ukazalo, Ze tyto
latky se adsorbuji na hydroxyapatit vyrazné ucinngji nez komplexy obsahujici fosfonaty
jednoduché.??

Z hlediska vyzkumu jsou dnes vyznamngjSimi fosfinové kyseliny, které maji
obecny vzorec R—PO>H-R’, kde R” mize byt atom vodiku, alkyl, ¢i aryl. Fosfinové
kyseliny jsou organické latky odvozené od kyseliny fosforné, v niZ jsou jeden, nebo dva
atomy vodiku nahrazeny alkylovym, ¢i arylovym zbytkem. Jedna se o jednosytné
kyseliny a nahrazenim kyselého vodiku tvoii jednu fadu soli nazyvanou fosfinaty.'”
Vyhodou oproti fosfonatiim je nizsi afinita ligand obsahujicich fosfinaty jako pendantni
ramena ke kostni tkani pfi zachovani podobnych koordina¢nich vlastnosti. Tim tyto
ligandy ziskavaji univerzalnéjSi vyuziti v rdmci nuklearni mediciny. Dalsi vyhodou
fosfinati je moznost ménit substituenty na atomu fosforu. Fosfinaty zaroven zvysuji
selektivitu ligandu pro mensi ionty kovi.?* Ligandy, které obsahuji fosfinaty jsou schopné
komplexovat kovy pii niz§im pH, neZ jejich acetatova analoga.?

V nedavnych letech byla navrzena nova pendantni ramena makrocykll, ktera by
meéla zvysit rychlost komplexace, témito latkami jsou geminalni bis(fosfinaty), mezi
néz patii naptiklad kyselina methylenbis(fosfinovd) — Obrazek 9. Bis(fosfinaty) jsou
organofosforové slouceniny obsahujici jiz zminénou vazbu P-C—P a jsou tedy obdobou

bis(fosfonati).2

o

|
\/l\H
H

OH

v—0
.

e |
(0]
Obrazek 9. Kyselina mehylenbis(fosfinova)

1.7 Ligandy zminované v této praci
Ligandy (Obrazek 10), které budou v této praci diskutovany, 1ze rozdélit do dvou
hlavnich skupin. Prvni kategorii jsou ligandy obsahujici jako pendantni ramena
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methylenfosfonové a methylenfosfinové skupiny, které se piimo ucastni komplexace
kovu. Tyto skupiny jsou na makrocyklus vazany kviili svym acidobazickym vlastnostem,
pomahaji urychlit komplexaci a zaroven zvySuji stabilitu komplexu. Tato ramena
obsahuji napftiklad trisfosforové ligandy skupiny TRAP, ligand NOTP a dale ligandy
kombinujici acetatova a fosforova ramena, jako je naptiklad NOPA.

Druhou kategorii jsou ligandy obsahujici pendanty se vzdalenou fosforovou
skupinou, tyto skupiny se jiz pfimo neti€astni koordinace na iont kovu, ale jsou na ligand
vazany z divodu jiné specifické funkce. Touto funkei je nejcastéji afinita k nekteré tkani.
Jiz bylo zminéno, Ze fosfondty, a predev§im gemindlni bis(fosfonaty) maji afinitu
k hydroxyapatitu, ktery je hlavni anorganickou soucasti kostni tkang&.?’ Z tohoto divodu
jsou zkoumadny ligandy, které obsahuji vzdalena bis(fosfonatovd) ramena. Mezi tyto

ligandy patii NOTAMP®? a NO2APPF,
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Obrazek 10. Vzorce ligandi zminénych v této praci
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2 Syntéza fosfonatovych a fosfinatovych derivatic makrocyklu

TACN

Ptiprava derivati makrocykll probiha kondenza¢nimi reakcemi, nejcastéji reakci
Mannichova typu (Obrazek 11). Pokud se reakce ucastni néjaka z kyselin fosforu pak se
jednd o Moedritzerovu-Iraniho reakci (fosfo-Mannichova reakce). V prvnim kroku
reakce dochézi k nukleofilni adici primarniho, nebo sekundarniho aminu na karbonylovy
uhlik aldehydu, za soucasné¢ho odstoupeni molekuly vody, tim vznika meziprodukt
nazyvany Schiffova baze. Tento meziprodukt je elektrofilni, obsahuje skupinu
R>C =NR’" (R'# H). V druhém kroku probiha elektrofilni adice latky obsahujici kysely
proton. V syntézach se objevuje jako sekundarni amin TACN, ktery je komercné
dostupny, nebo jeho derivaty. Karbonylovy uhlik pochazi téméf vyhradné
z paraformaldehydu a latkou s kyselym atomem vodiku je néktera z kyselin fosforu.

Pti reakci mtize dochéazet k riznym vedlejSim reakcim, ¢astou vedlejsi reakci je
reduktivni methylace jednoho z atomt dusiku. Vzniklé N-methylované derivaty je Casto
slozité z reak¢ni smési Cisténim odstranit. Vznik N-methylovanych vedlejSich produktt
lze omezit zménou reakénich podminek, napf. snizenim teploty reakce, zvySenim

koncentraci vychozich latek a nalezenim pH optima.

R\ H R\ H ﬁ
N—H + >:o — +N{ + P
R/ H R/ H HHO// o
R 0
]
R \// \OH
HO

Obrazek 11. Pribéh Mannichovy reakce

Prvnim pfikladem pfipravy ligandi pomoci Moedritzerovy-Iraniho reakce je
syntéza trisfosforovych derivati TACN. Ta probihd v jednom kroku a jsou pfipojena

vSechna tfi pendantni ramena najednou. Tento typ syntézy je typicky pro piipravu ligandii

19



skupiny TRAP, naptiklad pro TRAP-Ph, nebo TRAP-H (Schéma 1). U prvniho ligandu
je vychozi latkou kyselina fenylfosfinova, kterd vyzaduje kyselejsi podminky, tudiz
reakénim prostfedim je 6M HCI a zaroven je reakéni teplota 90 °C. Dle *'P NMR je
vytézek po dokonceni syntézy 70 %. Vytézek je vSak snizen pii CiSténi smési
chromatografii na iontoménici a dale na silikagelu. Naopak u ligandu TRAP-H je vychozi
latkou reaktivnéjsi H3PO,, ktera je zaroven pouzita pro syntézu jako jedind latka
okyselujici prostfedi. Reakce probiha pti teploté¢ 20 °C. DalSim snizovanim reak¢ni
teploty se jiz nesnizoval podil vedlejsich produktd. Reakce ma dle *'P NMR 90% vytézek
a v reakcéni smési vznikd mnohem mensi mnozstvi N-methylovanych vedlejsich produktt
(1), nez je tomu pfi pripravé TRAP-Ph. Cisténi této latky na iontoméniéi viak neni velmi
efektivni, a konecny vytézek tak dosahuje jen 33 %.?® Stejna syntetickd strategie je
pouzita i pro dalsi derivaty patiici mezi ligandy TRAP, jako je TRAP-Pr.?

Fosfindtova ramena mohou teoreticky prochazet riznymi modifikacemi. Prozatim
jedinou pouzivanou modifikaci je substituce atomu vodiku skupinou —CH>OH. Ptikladem
této modifikace je piiprava ligandu TRAP-OH, kterd vychazi z ptipravy TRAP-H.
Do necisténé reakéni smési s pripravenym ligandem TRAP-H je piidan piebytek
paraformaldehydu a po probéhlé P-hydroxymethylaci a ¢isténi od vedlejSich N-

methylovanych produktii (2) na kationtovém iontoménici lze ziskat 70% vytézek.?®

0
R = H,Ph Rp—/ \/RR R—p—_ /—\N ~hR

—\ / / N
NH HN N R (CH0)  HO </ \) OH _ HO </ OH

H—P.
R A
|
N OH k /OH 1 Me

TACN TRAP_H F~p
TRAP Ph &
P~ 0 P 9
(CH,0), HO </ \) OH HO </ \) OH
—> N ¥ 2 N
TRAP OH kP’OHOH Me
(")\/

Schéma 1. Syntéza ligandii skupiny TRAP

Syntéza ligand s rliznymi pendantnimi rameny je ztizend oproti ligandim
skupiny TRAP, kde jsou vSechny 3 substituenty totozné. V té€chto piipadech nelze
vSechna ramena ptipojit jednokrokové. Syntézu je nutné rozdé€lit na vice krokli a ramena
makrocyklu pfipojovat postupné. Pfi pokusu o navadzani jednoho, ¢i dvou ramen
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na makrocyklus probihd ve vétSin€ piipadi reakce nestechiometricky a vznikd smés
nékolika produktt. Pti téchto reakcich je z toho divodu nutné vyuzivat chranicich skupin.
Jednou z nejvice pouzivanych chranicich skupin je benzyl.

Pravé benzyl je jako chrénici skupina vyuzivan napiiklad pii syntéze ligandu
NOPO (Schéma 2), kdy je nejdfive pfipraven benzylovany derivat makrocyklu TACN 3.
Pot¢ jsou mechanizmem Mannichovy reakce pfipojena dv€é ramena
methylen(hydroxymethyl)fosfinatu, ¢imz je pfipraven meziprodukt 5 a vznikd vedlejsi
produkt 6. Smés je dale ¢isténa od N-methylovaného vedlejsSiho produktu na kationtovém
iontoménici. Poté je redukci odstranén chranici benzyl za vzniku derivatu s dvéma
methylen(hydroxymethyl)fosfinatovymi rameny 7. V poslednim kroku je pfipojeno
rameno methylen(2-karboxyethyl)fosfinatu, tim je pfipraven kone¢ny produkt NOPO.
Vysledny ligand je ¢iStén na kationtovém iontoménici a jeho vytézek vaci latce 3 je 45

%.29

0 o 0
/\ Il l \
NH HN Ho PN VTR Dow HO/\P/\ Me

N
Q J o (CH0), <‘3H OH OH
N + H—IU’/\OH — N + N

o
Ho/\'u/\ [\ P ok
LN N /—\
(CH0), OH & J OH /\ /\ OH
— N o] + OH </ \> OH
NOPO K A)k
& OH

Schéma 2. Syntéza ligandu NOPO

Dal8i moznosti syntézy fosforovych derivati makrocyklu TACN je pfipojeni
vzdalenych fosforovych skupin. Ramena s témito vzdalenymi fosforovymi skupinami lze
pfipojit dvéma riiznymi zptsoby. Pokud obsahuji fosfinatovou skupinu, tim i atom vodiku
pfimo navazany na atom fosforu, pak lze k navazani téchto pendantnich ramen vyuZit

Moedritzerovy-Iraniho reakce. Pokud vSak neobsahuji tuto skupinu, je nutné je pfipojit
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k makrocyklu jinym mechanismem, a to nejcastéji nukleofilni substituci. Timto
mechanismem lze pfipravit ligand uplné bez vyuziti fosfo-Manichovy reakce. Pfikladem
tohoto postupu je piiprava NOTAMPE?,

Viechny reakce b&hem syntézy ligandu NOTAM®? probihaji mechanismem
nukleofilni substituce na atomech dusiku, at’ uz se jedna o pfipojeni acetatovych ramen,
nebo ramena se vzdalenymi atomy fosforu. Nukleofilni substituce a Moedritzerovy-
Iraniho reakce lze pfi pripojovani pendantnich ramen v riznych krocich syntéz
kombinovat, ¢imz vznika vétsi variabilita v tvofeni novych ligandd. Piikladem
kombinace téchto dvou mechanizmii je piiprava ligandu NO2APE® kde je nejdiive
vyuzita nukleofilni substituce pro pfipojeni acetdtovych ramen a v dal§im kroku fosfo-
Manichova reakce pro pfipojeni tfetiho ramene obsahujici fosfinatovou skupinu
s bis(fosfonatovym) zbytkem.

Béhem syntézy ligandu NOTAMP? je vyuzito vice chranicich skupin (Schéma 3).
Nejdiive je pfipraven benzylem chranény derivat makrocyklu TACN 3. Dalsi krok,
na rozdil od predchozich syntéz probihd v bezvodém prostiedi a jako rozpoustédlo je
pouzit acetonitril. Na zbyvajici dva atomy dusiku pfipojeny nukleofilni substituci #-
butylestery kyseliny octové za vzniku meziproduktu 10, kde #-butyl také funguje jako
chranici skupina. V dalsim kroku je odstranén benzyl, na volny atom dusiku je pfipojena
skupina —CH>C(O)NH—CH(POsEt,)> a tim vznika ligand v esterové formé (12). Poté je
produkt oddélen chromatografii na silikagelu a po odstranéni chranicich skupin

je rekrystalizovan s vytézkem 80 %.%

NH HN Buooc” SN N7 cooBut Buooc” SN N~ coosut

Uy oomogons 0 ()
~O)

10
3 k@

Buiooc” SN N7 coosut Hooc” SN N7 coow
CICH,C(O)NH-CH(PO4E
2C(0) (PO3Etz)2 12 N - N
> POEt, NOTAMEP )\ PO3H,
o H o) H
PO3Et2 P03H2

Schéma 3. Piiprava ligandu NOTAMP?
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Pii piipravé NO2APB? (Schéma 4) probihd prvni &ast syntézy identicky
s ptipravou NOTAMP®, kdy jsou mechanismem nukleofilni substituce pfipojena
acetatova ramena chranéna ¢-butylem. V nasledujicim kroku je fosfo-Mannichovou
reakci v acetonitrilu pfipojena skupina —CH,P(O)(OEt)CH>CH(POsEt,),, za vzniku
meziproduktu s esterovymi skupinami (13), dale je ligand ¢istén chromatografii na
silikagelu. V poslednim kroku jsou odstranény chranici skupiny a produkt je poté
rekrystalizovan s vytézkem 40 %.?* Podobné syntetické strategie je vyuzito také v piipadé

syntézy NO2AP a NO2AP-Pr, kde je meziproduktem taktéz ligand 11.22°

(CH20),
Buooc” SN N7 COOBU! H,P(O)OENCH,CHPOsEL), Buooc” SN N7 “coosu!
_ >
H
N N
OEt
13 / PO3Et;
I
O  PO4Et
Hooc” SN N7 cooH
—_— N
k OH
POSH
NO2APBP p/ $2
I
O  POsH,

Schéma 4. Piiprava ligandu NO2APB?

Dalsi moznosti syntézy je pievedeni makrocyklu na aminal a opét vyuziti
nukleofilni substituce. Toto je piiklad syntézy ligandu NOPA (Schéma 5.), kdy je TACN
reakci s (MeO);CHNMe, pieveden na aminal 14, ktery je in situ monoalkylovan ¢-
BuO>CCHoBr, (t-butyl slouzi kchranéni karboxylu) a krystalizuje jako
tetraalkylamoniova stl 15. Poté je stl hydrolyzovana pomoci NaOH. Tim je pfipraven
makrocyklus s jednim acetatovym ramenem 16, na né&jZ jsou Moedritzerovou-Iraniho
reakci pfipojena fosfindtovd ramena. Dale je vznikly ligand NOPA je C¢istén
od methylovanych vedlejSich produkti a vytéZzek cinil 56 % oproti vychozimu

makrocyklu.>
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Schéma 5. Syntéza ligandu NOPA

V dal$i metod¢ ptipravy je mozné vyuZzit v prvnim kroku pfipravy ligandu -
butyloxykarbonylovou chréanici skupinu (Boc), a poté Moedritzerovou-Iraniho reakci
ptipojit fosforova pendantni ramena na zbylé atomy dusiku makrocyklu. Tohoto zplisobu
ptipravy je vyuzito pii ptipravé ligandu NE2P2A (Schéma 6), kdy je na makrocyklus
TACN piipojena pomoci nukleofilni substituce chranici skupina Boc za vzniku
monosubstituovaného makrocyklu 17, meziprodukt je poté cistén extrakci. V dalSim
kroku jsou nukleofilni substituci pfipojena 2 fosfonatova ramena v podobé¢ ethylestert a
vzniké trisubstituovany ligand 18. Dale je odstranéna skupina Boc pomoci kyseliny
trifluoroctové v dichlormethanu za vzniku meziproduktu 19. Na tuto latku je nukleofilni
substituci pfipojeno tfeti pendantni rameno makrocyklu za vzniku derivatu NE2P2A
s chranicimi skupinami 20. Tento meziprodukt je CiStén na sloupcové chromatografii.
Poslednim krokem syntézy je odstranéni chranicich skupin, ¢imz vznika vysledny ligand
NE2P2A. Vytézek reakce vici latce 19 je 35 %.! Stejnou syntetickou strategii je mozné
vyuzit pro podobné ligandy jako jsou p-NO,-PhPr-NE2P1A a p-SCN-PhPr-NE2P1A.*
Podobnym zpiisobem je také ptipravovan ligand NOA2P, kde je jako chranici skupina

vyuzit adamantylester kyseliny octové.??
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Schéma 6. Syntéza ligandu NE2P2A

3 Acidobazické a koordinaéni vlastnosti fosforovych derivati

makrocyklu TACN

Pro vyuziti komplexi v klinické praxi je nutné, aby kov byl distribuovan
specificky. Proto nesmi dochéazet k uvoliiovani kovu z komplexu. Jelikoz volné ionty se
kumuluji nespecificky, nebo se mohou kumulovat ve tkani, ktera neni pro vySetieni
cilovd, musi byt komplex dostatecné termodynamicky stabilni a kineticky inertni.
Pro zjisténi termodynamické stability komplexu musime znét acidobazické vlastnosti
ligandu. Protonizacni konstanty ligandu (jeho acidobazické vlastnosti) mizeme stanovit
pomoci mnoha metod jako jsou spektrofotometrie, potenciometrie, nebo NMR titrace.
Ke zjisténi konstant stability komplexu lze vyuzit taktéZ potenciometrické titrace.

Kineticka inertnost je vyhodnocena z faktord, které ovliviiuji disociaci komplexu.
Je zkouména kompetice iontu kovu s jinou castici, kterd mize byt na ligand navazana.
Castou moznosti je kyseld dekomplexace, kterd je zkoumana vystavenim komplexu
prostiedi o nizkém pH. Dalsi moZnosti je transmetalace, coz je nahrazeni zkoumaného
iontu, iontem kovu jiného. Tento jev lze zkoumat uvolnénim radioizotopu kovu
z komplexu pfi vystaveni nadbytku iontd, které se v téle bézn¢ vyskytuji, t€mi jsou

napiiklad Fe**, Cu*", Zn**, Ca*" a dal§i.¥® Posledni b&Znou moznosti uvolnéni kovu
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z komplexu je transchelatace. Pfi tomto jevu je radioizotop vyvazin z komplexu
pusobenim ligandu, ktery se nachdzi v krevnim séru. (transferin, metallothioneiny a
dalsi).*

Termodynamicka stabilita je vyjadiena pomoci konstanty stability komplexu. Tu
mizeme zjistit z rovnovazné rovnice v roztoku obsahujicim ionty M'* (iont kovu), H*
(proton) a Li- (ligand), kterd mize byt zapsana rovnici (1). Celkova konstanta stability

znacend Kmr je vyjadfena pomérem koncentraci ¢astic komplexu vii¢i koncentracim iontd

v roztoku.
M +jH" + LI” @ HML (1)
_ [ML]
Kuw = T @

3.1 Acidobazické vlastnosti derivati TACN

K prvni protonizaci na volném makrocyklu TACN dochazi v alkalickém
prostiedi, (logKui = 10,44), druhd protonizace se nachdzi v neutrdlnim prostiedi
(logKu2 = 6,81), tfeti konstanta nebyla stanovena z toho diivodu, ze se nachdzi v prilis

kyselém prostiédi.*

V ptipadé ligandu NOTA je prvni protonizatni konstanta
logKu1 = 13,17. Druha protoniza¢ni konstanta md hodnotu logKu» = 5,74. Obé tyto
konstanty nalezi atomim dusiku makrocyklu a tyto konstanty jsou vys$i, nez tomu
je u mateiského makrocyklu. Bazicita dusikli ligandu obsahujici acetatova ramena je
zvySena zapornym ndbojem na jeho pendantnich ramenech. Dalsi dvé zméiené

protonizaéni konstanty uz nalezi acetatovym ramentim (logKus = 3,22 a logKns =1,96).%

3.2 Protonizacni konstanty fosfonatovych a fosfinatovych analogii glycinu

Pro ilustraci acidobazickych vlastnosti latek uzivanych jako pendantni ramena lze
vyuzit jednoduché ligandy jako je glycin a jeho fosforové analogy. Protonizaéni
konstanty kyseliny aminomethylfosfonové NH>CH>PO(OH),, aminomethylfosfinové a
jejich derivati NH2CH>PO2H-R (R = H, Ph, Me) jsou uvedeny v Tabulce 2. Z porovnani
je vidét, Ze nejvyssi bazicitu maji aminofosfonové kyseliny, poté aminokarboxylové
kyseliny a nejniZsi bazicitu maji aminofosfinové kyseliny. Vyssi zasaditost dusikového
atomu aminofosfonati Ize vysvétlit ptitomnosti vysSiho zaporného néboje atomt kysliku,
ktery prevldda nad odtahovanim elektronti fosfonatovou skupinou, ¢imz dochdzi

ke zvySeni elektronové hustoty na atomu dusiku. Aminofosfinaty maji niz§i zaporny
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naboj a pfevlada u nich spise odtahovani elektront fosfinatovou skupinou, ¢imz se snizuje

elektronovéa hustota na atomu dusiku. U aminofosfinati bazicitu ovliviiuje substituent

cvwr

a bazicita dale roste v potadi —H, —Ph, -Me a —-butyl.3”-*

Tabulka 2. Hodnoty protoniza¢nich konstant analogii glycinu®®4
Konstanta | Gly GlyP | GlyP-H | Glyp-Ph | GlyP-Me | GlyP-butyl
logKHi 9,57 10,00 8,07 8,08 8,40 8,43
logK 2,36 5,38 0,5 0,4 0,89 1,20
logKus — 0,5 - - - _

3.3 Acidobazické vlastnosti TRAP-H

Fosfinatové derivaty TACN obecné maji niZsi prvni protonizacni konstantu, nez
je tomu u jejich acetatového analogu NOTA a fosfonového analogu NOTP
(logKni = 12,1).28 Protonizaéni konstanta se u rtiznych ligand@ s fosfindtovymi rameny
1181 podle substituentu na atomu fosforu a podle toho, jak substituent dokaze odCerpavat
elektrony. Nejvice odCerpavajicim substituentem v této fad¢ ligandl je atom vodiku a
Druha protoniza¢ni konstanta nalezi dalSimu atomu dusiku makrocyklu a mé hodnotu
logKn» = 3,28. K tfeti protonizaci dochazi na methylenfosfinatovém rameni a hodnota
tteti protonizacni konstanty je logKusz = 1,11. Dals$i tfi protonizacni konstanty, které
ligand mé se nachézeji v siln¢ kyselém prostiedi a neni mozné je stanovit. Tento fakt
koresponduje s tim, Ze fosfinaty jsou kyselejsi nez acetaty ligandu NOTA, u kterého Ize
naméfit 1 ¢tvrtou protonizacni konstantu. Z tohoto méfeni vyplyva, ze n¢ktera fosfinatova
ramena ligandu TRAP-H jsou volné a ptipravena ke komplexaci kovt i pii pH < 1. Ligand
je proto vhodny ke komplexaci iontd, které museji byt komplexovany v silné kyselém

prostiedi.

3.4 Koordina¢ni vlastnosti TRAP-H

Potenciometricky byly stanoveny konstanty stability ligandu TRAP-H s Ga*",
Cu**, Zn**, Mg?*, Ca®" a dal$imi ionty kovii. Jelikoz hlavnim vyuZitim tohoto ligandu by
mohla byt selektivni komplexace gallitych iontd, je nutné také stanovit konstanty stability
komplexli s kovy nachdzejicimi se v organismu a stanovit tak selektivitu komplexace
gallia oproti témto iontdm. Tvorba in-cage komplexu gallia byla natolik pomald, Ze

nebylo mozné vyuzit klasické potenciometrické titrace, proto byla vyuzita metoda out-
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of-cell titrace.® U TRAP-H je i na zacatku titrace pifi pH 1,5 gallium plné
zakomplexovano. Je tedy nutné stanovit konstanty stability v alkalickém prostiedi, kde
makrocyklicky ligand soupefi s tvorbou [Ga(OH)s]". Se zvySujicim se pH roste
koncentrace castice [Ga(L)(OH)]". K tvorbé hydroxidu dochazi v mirné alkalickém
prostiedi a od pH = 9 v roztocich je jedinou c¢astici v roztoku, to je pfi nizSim pH nez
u NOTA. Stanovenad konstanta stability TRAP-H je logKca. = 21.91 oproti ligandu
NOTA logKgaL = 29,63.

Vsechny ligandy odvozené od makrocyklu TACN jsou selektivni pro malé ionty
kovii. Tato vlastnost je jesté vice podpotena u ligandti obsahujicich fosfinatova pendatni
ramena. Rozdil konstant stability komplexu gallia a médi je pro TRAP-H
logKGar. — logKcur = 8,5, pticemz meéd’ ma za galliem druhou nejvyssi konstantu stability,
ze zkoumanych iontd. TRAP-H véze gallium oproti ostatnim studovanym iontim o 1-3
rady selektivnéji v porovnani s ligandem NOTA. Konstanty stability pro jednotlivé ionty
jsou v Tabulce 2. Potvrzeni vétsi afinity ligandu k malym iontim je vyS$i konstanta
stability u Mg?* oproti Ca®*, ktery ma vétsi primér. Stabilita komplexu s Cu?* je snizena,
protoze jeden z dusikii makrocyklu musi byt vazan v axialni poloze, a proto je hodnota

konstanty stability komplex s ionty Cu?>" a Zn>* velmi podobna.?®

Tabulka 2. Hodnoty logKmr pro TRAP-H a NOTA?®

Iont kovu TRAP-H NOTA
Ga** 21,91 29,63
Mg* 5,32 10,97
Ca? 4,29 10,32
Cu** 13,43 21,99
Zn** 13,04 21,58

*Out-of-cell titrace je metoda, pii které je pro kazdy bod titrace ptipraven do vialky roztok komplexu
pfidanim ekvimolarniho mnozstvi kovu a ligandu. Je nastavena iontova sila roztoku napiiklad pfiddnim
(MesN)CI. Poté je piidano pozadované mnozstvi baze. Déle jsou roztoky temperovany pii konstantni
teploté. Poté je kontrolovana v urcenych ¢asovych intervalech hodnota pH, dokud nedosahne konstantni
hodnoty.*¢
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3.5 Acidobazické vlastnosti NOPA

NOPA je ligand, ktery kombinuje methylen(fosfinatovd) a acetdtova ramena.
Proto je ocekavatelné, ze acidobazické vlastnosti tohoto ligandu budou
odpovidat hodnotam, které jsou vymezeny ligandy NOTA a TRAP-H. Toto o¢ekavani
bylo také potvrzeno pomoci potenciometrickych titraci.>* Prvni protoniza¢ni konstanta se
opét vyskytuje v bazickém prosttedi a odpovida protonizaci atomu dusiku makrocyklu,
na kterém je navazana acetatova skupina (log Ku1 = 12,06). Druha protoniza¢ni konstanta
odpovida protonizaci atomu dusiku, na kterém je navdzané fosfinatové pendantni rameno
a jeji hodnota je log Kuz = 3,90. Tteti protoniza¢ni konstanta ma hodnotu log Kuz = 1,95

a k protonizaci dochézi na acetdtovém rameni.

3.6 Koordina¢ni vlastnosti NOPA

Koordina¢ni vlastnosti byly taktéz studovany pomoci potenciometrickych titraci.
Komplex s Ga®* byl utvofen jiz v pH niz§im, nez 1,5 a tedy pied zacatkem titrace.
Konstanta stability byla opét zjiStovana z kompetice s hydroxidovymi anionty
v alkalickém prostiedi. Doba ustadleni rovnovahy tvorby [Ga(OH)s4]™ v zésaditém
prostiedi byla vice nez 2 tydny, a proto byla pro zkoumani vyuzita out-of-cell titrace.
Opét v roztocich s vyssim pH vznikala ¢astice [Ga(L)(OH)] ™. Dale byla sledovana ¢astice
[Ga(HNOPA)]", ktera je in-cage komplexem a k protonizaci dochazi na atomu kysliku
fosfinatového ramene. Komplex Ga**~NOPA m4 konstantu stability log KgaL = 24,4.%°
Tato hodnota odpovida predpokladu, Ze jsou jeho vlastnosti mezi hodnotami namétenymi
pro ligandy NOTA a TRAP-H.

Dalsim studovanym komplexem byl Cu?*~NOPA.*° Konstanta stability tohoto
komplexu byla stanovena metodou klasické (in-cell) titrace v rozmezi pH 1,6-12.
Ackoliv komplex vznikal v kyselém prostiedi, tak na zacatku titrace roztok obsahoval
dostate¢né mnozstvi Cu?’ iontli pro stanoveni konstanty stability. V roztoku se
s rostoucim pH tvofila ¢astice [Cu(L)(OH)]*". Konstanta stability komplexu Cu**~-NOPA
ma hodnotu logKcur = 16,66 a podobné jako u komplexu s Ga®* je tato hodnota mezi

hodnotami pro NOTA a TRAP-H.
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3.6 Acidobazické a koordinacni vlastnosti ostatnich fosforovych derivati
makrocyklu TACN

U dalsich makrocyklickych ligandi jsou acidobazické vlastnosti velmi podobné a
lisi se jen hodnoty protoniza¢nich konstant. Do jisté miry vybocuji ligandy NOTP,
NO2AP a NOAZ2P, jejichz prvni protoniza¢ni konstanty se dostavaji nad hodnotu
logKu1 = 14.1 Tyto protoniza¢ni konstanty ligandii musely byt stanovovany pomoci
NMR pH titraci namisto potenciometrickych titraci, které byly vyuzity k stanoveni
ostatnich protonizacnich konstant. V Tabulce 3 jsou pro ligandy NO2AP a NOA2P
protonizaéni konstanty uréeny pomoci 'H NMR a pro ligand NOTP pomoci *'P NMR s

H3POg4 jako vnéjSim standardem.

Tabulka 3. Protoniza¢ni konstanty ostatnich fosforovych derivati TACN!3-2-28:29

TRAP- | TRAP- | TRAP-
Konstanta | NO2AP NOA2P NOTP NOPO| OH Pr Ph

logKHi — 12.98 14.50 11,96 | 11,47 11,48 12,08
logKu» 7,16 8.19 9.11 5,22 3,85 5,44 3,24
logKn3 4.90 6.29 8.02 3,77 1,30 4,84 1,44
logKia 223 424 6.77 154 | - | 423

logKhs - 2.38 5.56 - - 3,45

logKis _ _ 3.45 _ _ 1,66

logKn7 - - 1.82 - - -

Ligandy odvozené od makrocyklu TACN s fosforovymi pendanty jsou piimo
navrzeny pro komplexaci gallia. Z toho diivodu je pro tyto ligandy komplexace s timto
kovem nejvice zkoumana. Diky tomu je nevice dat v oblasti konstant stability pravé pro
gallité ionty a je mozné diky tomu porovnavat jednotlivé ligandy. Velka ¢ast ligandii ma
velmi podobné koordinacni vlastnosti a jejich konstanty jsou zaznamenany v Tabulce 4
spolu s konstantami pro kovy, které jsou vyznamné pro urceni selektivity ligandu.
V tabulce je vidét, ze fosfinatové ligandy TRAP-OH (logKGar — logKcur. = 7) a TRAP-Pr
(logKGaL — logKcuL = 9) vazi gallité ionty velmi selektivné 1 viici m&d’natym kationtim,

které maji ze zkoumanych iontt druhou nejvyssi konstantu stability.
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Tabulka 4. Konstanty stability logKmr ostatnich fosforovych derivati

s vybranymi ionty kov{!3232%:29

lontkovu| NOA2P | NOPO | TRAP-OH | TRAP-Pr | TRAP-Ph
Ga™ | 3444+004 | 250 | 2330 26,24 _
Mg*" . - 6,59 7,84 5,38
Ca*" _ - 4,87 6,04 3,77
Cu*’ _ _ 15,53 16,85 15,18
Zn®* _ _ 16,12 16,88 _

4 Struktura komplexii s vybranymi derivaty v pevné fazi

Kazdy iont kovu preferuje néjaké koordina¢ni okoli, coz znamend, ze spravny
pocet koordinujicich skupin pro dany iont muaze stabilitu komplexu zvysit. Dale hraje roli
preorganizace ligandu, kdy u nékterych kovi je velmi duleZitd naptiklad velikost
makrocyklu vyuZitého ligandu.

Neékolik komplext gallia a Zeleza a dalSich kovl s fosforovymi ligandy bylo
piipraveno a studovano pomoci monokrystalové rentgenové difrakce. Zkoumané ligandy
byly porovnavany s odpovidajicimi komplexy ligandu NOTA. Komplex NOTA s galliem
(Obrazek 12) ma pftiblizné oktaedralni strukturu. 7rans thly N—Ga—O maji velikost
piiblizn€ 167°, kvili vnitinim thltim chelatového kruhu, ktery se koordinaci tvofi. Timto
dochazi k pootoceni roviny tvorené dusikovymi atomy proti roviné¢ tvorené atomy
kysliku. Torzni hly jsou v komplexu 47,6° narozdil od pravidelného oktaedru (60°).
Vzéijemné uhly mezi atomy kysliku jsou 95° a mezi atomy dusiku 84°. Molekula témét

dosahuje C3 symetrie.*!

@0(6)

Obrazek 12. Struktura komplexu Ga-NOTA (pievzato z ptivodni literatury)*!
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Bylo pfipraveno 8 komplext ligandu TRAP-Ph obsahujicich dvojmocné a trojmocné
kovy, které mély velmi podobnou strukturu. Zkouman byl i komplex ligandu s galliem,
ktery mél oktaedrickou strukturu a obsahoval dva diastereozomery se stejnou konfiguraci
na vsech stereoizomernich centrech. Trans thly N—-Ga—O maji primérné¢ velikost
168,3°.4* Ve struktufe komplexu s galliem je iont kovu posunut vice k roviné atomii
kysliku, a diky tomu je torzni thel 52,2°, coze je blize optimalni struktufe oktaedru, nez
je tomu u komplexu s NOTA. Komplex Ga—TRAP-Ph maCs symetrii, podobné jako
komplexy s In', Co'' a s Fe!ll.#3

0(14)7/‘?\?12}

"N e

c()
NU;\ H o(11)

C(2 \’ C(8)
N7)c(7)

Of21 J
0(22)4\/ /‘ﬁcy "(?)]: ¢38). c(38)
C(GH C(34)
ce2) Cﬂ)‘s \C(4) c(s) 01 P(E) \‘
j 7 c(ze) ci32) C9)

o2
C(ﬁi\o”\' c(25) 32)

C(24)

Obrazek 13. Struktura komplexti In-TRAP-Ph a Ga—TRAP-Ph

(pfevzato z pivodni literatury)®

Ligand TRAP-Pr tvofi komplexy s fadou kovii. Komplexy dvou kovili byly zkoumany
pomoci monokrystalové rentgenové difrakce. Odpaienim roztokl obsahujicich komplexy
[Ga(H3TRAP-Pr)] a [Fe(HsTRAP-Pr)] (Obrazek 14) byly piipraveny hexahydraty téchto
komplext. MiiZka obsahuje dva diasteroizomery komplexu Ga—TRAP-Pr. Jeho struktura
je velmi podobna jinym hexakoordinovanym komlexim gallia a trans thly N-Ga—O maji
velikost primémé 169,9°. Jednotky komplexu maji trigondln€ antiprismatickou
koordinacni sféru, kde propionatové skupiny jsou vysunuty nad kavitou komplexu.
V porovnani s dal§imi komplexy gallia jako je NOTA nebo TRAP-Ph m4 ligand TRAP-
Pr pro koordina¢ni sféru gallia nejvhodnéjsi strukturu. Komplex Fe-TRAP-Pr ma

trigonalné antiprismatickou strukturu velmi podobnou komplexu Ga-TRAP-Pr. 254
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023z

Obrazek 14. Struktura komplexti Ga—TRAP-Pr a Fe-TRAP-Pr

(pfevzato z plivodni literatury)®

Zavér

V této praci byl shrnut vyvoj fosforovych derivati 1,4,7-triazacyklononanu
v poslednich n€kolika letech. Byly popsany moznosti syntézy ligandi s Cisté fosforovymi
pendantnimi rameny 1 ligandii kombinujici rtizné skupiny na pendantech. Dale byly
shrnuty vlastnosti ligandi dilezitych pro komplexaci medicinsky vyznamnych
radionuklidd, jako jsou ©’Ga, Ga, **Cu a dalsi.

V oblasti fosforovych derivatii bylo pfipraveno mnoho ligandl s vlastnostmi
vhodnymi pro komplexaci *®Ga, které mohou byt vyuzity v nukledrni mediciné jako
konjugaty s vhodnymi targetujicimi molekulami. Bylo prokazano, ze fosforové derivaty
TACN jsou vhodné pro selektivni komplexaci gallia a ze jsou selektivnéjsi nez ligand
NOTA. V posledni casti této prace byly popsany struktury v pevné fazi ptipravenych
komplexii fosforovych derivati makrocyklu TACN, které byly srovndny mezi sebou a
taktéz byly srovnany s ligandem NOTA.

Pro vyvoj novych ligandii vyznamnych pro medicinské vyuziti je nutné zkoumat
jejich acidobazické vlastnosti. AvSak mnoho ligandli bylo syntetizovano a poté byly
vyuzity ke konjugaci s peptidy, anizZ by byly hloubé&ji zkoumény jejich acidobazické
vlastnosti.

Budouci vyzkum v této oblasti by se mohl zaméfit na nalezeni novych motivi,
které by byly pouzity jako pendantni ramena. Takovymi latkami byly v nedavné minulosti
napiiklad bis(fosfinaty). S bis(fosfinaty) jako pendantnimi rameny bylo n¢kolik ligandii
syntetizovano a zkoumano. Tato ramena byla navdzdna na nékteré ligandy odvozené
od cyklenu, ¢i cyklamu a doSlo ke zlepSeni vlastnosti téchto derivatl oproti jejich

matetskym ligandiim. Z toho diivodu by v budoucnu mohly byt vice vyuzity i pro 1,4,7-
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triazacyklononan a mohlo by tak dojit k ptipravé novych ligandi s rychlejsi komplexaci
zkoumanych kovt. Mohly by tak byt pfipraveny nové komplexy pro vyuziti v nuklearni

mediciné.
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Seznam zkratek

SPECT
PET
CT
MRI
MIBI
MAA
BFDG
GLUT
EDTA
DTPA
cyklam
cyklen
TACN
DOTA
TETA
NOTA
MDP
HDP
NO2A
BP

jednofotonova emisni vypocetni tomografie
pozitronova emisni tomografie

vypocetni tomografie

zobrazovani magnetické rezonance
methoxy-isobutyl-isonitril

makroagregat albuminu
2-deoxy-2("*F)fluor-D-glukéza

pienasec glukozy

kyselina etylendiaminotetraoctova

kyselina dietylentriaminpentaoctova
1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan
1,4,7,10-tetraazacyklododekan
1,4,7-triazacyklononan

kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan -1,4,8,11-tetraoctova
kyselina 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova
methylen-bis(fosfonat)

oxidronat

kyselina 1,4,7-triazacyklononan-1,4-dioctova
bis(fosfonat)

kyselina 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trisfosfinova
iont kovu

proton

ligand

celkova konstanta stabilitykomplexu

protonizacni konstanta

t-butyloxykarbonylova chranici skupina
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