Abstrakt (cesky)

Komplexy lanthanoidi(ii) s derivaty DOTA jsou vyuZzivany pro zobrazovani
pomoci magnetické tomografie (MRI), magnetické rezonan¢ni angiografie (MRA)
nebo magnetické rezonancni spektroskopie (MRS). Tyto komplexy jsou také
pouzivany v nukledrni mediciné (PET a SPECT) a pro zobrazovani pomoci optickych
metod (luminiscence).

Je znamo, Ze relaxometrické vlastnosti komplexti Gd(1r) s derivaty DOTA
obsahujicich jednu fosfinovou skupinu jako pendantni rameno, Gd-DO3AP, mohou
byt blizké optimalnim (napf. reziden¢ni cas koordinované molekuly vody, tv, miize
dosdhnout optimalni hodnoty ~10 ns). Relaxometrické parametry lze dale ladit
pomoci substituentu na atomu fosforu. Je také zndmo, ze tyto komplexy maji
vysokou termodynamickou stabilitu a jsou kineticky inertni. Hlavnim cilem této
prace je zjistit, jak protonizace aminoskupiny pfitomné v substituentu na atomu
fosforu bude ovliviiovat vlastnosti téchto komplexti. V této praci byly pfipraveny a
charakterizovany derivaty DOTA s jednim fosfindtovym pendantnim ramenem
obsahujicim aminoskupinu a jejich komplexy. Tyto komplexy by mohly poslouzit
jako kontrastni latky pro molekularni zobrazovani pomoci MRI nebo 3P MRS.

Prvni ¢ast této prace je vénovana dvéma ,fosfa-Mannichovym®” reakcim, které
probihaji za mirnych podminek. Amino-H-fosfinové kyseliny (AHPA) byly
syntetizovany s pouzitim prebytku patficného aldehydu a ekvimolarnich mnozstvi
sekundarniho aminu a kyseliny fosforné v kyseliné octové jako rozpoustédle
(Obrazek 1). Sekundarni aminy s pKa > ~8 poskytovaly piislusné AHPA s vysokou
konverzi. Ziskané AHPA byly vétsinou cistény jen pomoci silného kationtového
iontoménice a byly izolovany ve vysokych vytézcich. Byla pfipravena mal4 knihovna
a-aminoalkyl-H-fosfinovych kyselin (~40 sloucenin). Pro méné nukleofilni aminy
(pKa < ~7) a polyaminy s ethylen-diaminovym fragmentem byla jako hlavni reakce
pozorovana reduktivni N-methylace, ktera je spojend s oxidaci kyseliny fosforné. Byl
navrzen mechanismus reakce syntézy AHPA. Jako prvni reakce byla pozorovana N-
hydroxymethylace sekundarniho aminu nasledovand esterifikaci této hydroxy
skupiny octovou kyselinou. Poté pravdépodobné dochdzi k trans-esterifikaci s HsPO:
a vznikly ester HsPO: se pfesmykuje na konecny produkt s P-C vazbou, AHPA.
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Derivaty cyklenu s fosfo(i)natovymi pendantnimi rameny byly pfipraveny
novou variantou , Kabachnik-Fields” reakce, ve které reaguje derivat cyklenu, alkyl
ester H-fosfinové kyseliny nebo H-P(O)(OEt)2, a CH20 v bezvodém pyridinu jako
rozpoustédle (Obrazek 1). Reakce musi byt katalyzovana silnou kyselinou (napt. HBr)
a pak probiha s téméf kvantitativni konverzi. Reakce umoznila pfipravu nékolika
modelovych latek. Byl navrZen jeji reakéni mechanismus, kdy nejprve vznika aminal,
>N-CH2-N<, ktery se silnou kyselinou rychle rozklada na iminiovou stil, (>N=CH2)* CI-.
Tato stl reaguje s P-H vazbou esteru fosforové kyseliny. Reaktivnim intermedidtem
je pravdépodobné tautomer s trojmocnym atomem fosforu.

Komplexy Ln(1) a makrocyklickych liganda typu DO3APR, které obsahuji
hydrofobni aminomethylovou skupinu vazanou na atom fosforu, byly zkoumany
jako kontrastni latky (CAs) pro MRA. JejichZ vlastnosti jsou ovlivnény (de)protonaci
této aminové skupiny (Obrazek 2). Na zakladé zastoupeni izomerti TSA / SA bylo
zjisténo, ze Gd (1) komplexy koordinuji jednu molekulu vody nezavisle na pH. Tyto
komplexy maji vysoké zastoupeni izomeru TSA (~50-70 %), které se méni s protonaci
pendantnich aminoskupin majicich pKa 5-7. Komplexy Gd(11) s deprotonovanou
aminoskupinou (tj. pfi pH > 7-8) maji velice kratky rezidencni ¢as vazané molekuly
vody (v aZ ~5 ns pii 25 °C), coz se da vysvétlit snadnou tvorbou okta-koordinovaného
komplexu v pfechodovém stavu. V pritomnosti lidského sérového albuminu (HSA)
se relaxivita téchto komplexti podstatné zvysuje (5-10-krat; nejvyssi pozorovana
relaxivita byla rip ~55 mMm?' st pfi 20 MHz, 37 °C a pH 7,4) diky vzniku
supramolekuldrniho aduktu komplex-HSA. Rozsah této interakce se méni s pH a
komplexy s protonovanou pendantni aminoskupinou maji o 1-2 fady nizsi afinitu
k HSA neZz komplexy deprotonované. Relaxivita protonovanych a deprotonovanych
komplexd, jsou-li teoreticky plné navazany na HSA, je prekvapivé takika identicka.
Koncept navazani / uvolfiovani molekul na/z jejich aduktti s HSA v zavislosti na

jejich protonaci je novou a zajimavou moznosti, jak ménit farmakokinetiku lékd.
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Monokrystaly komplexti Ln(1lI) s témito ligandy byly také zkoumany pomoci
rentgenové difrakce (17 struktur). Vysledky potvrdily prodluzovani vazebné
vzdalenosti Ln(I)-OH: pro mensi ionty Ln(lll) a to, Ze se soucasné zkracuje
vzdalenost Ln(I1)-QNa. Tyto struktury byly porovnany se strukturami komplexti
derivatd DOTA. ,Oteviraci thel” @w v komplexech Gd-DO3APX je mensi neZ stejny
thel v Gd-DOTA, ale pfitom stdle umoziiuje koordinaci jedné molekuly vody.
,Bezvody” okta-koordinovany pfechodovy komplex Gd(11I) objevujici se pfi vyméné
koordinované molekuly vody je tedy sndze dostupny pro komplexy Gd-DO3APR a
vymeéna vody je timto urychlena.

Komplexy Ln(11) a ligandu s primarni aminoskupinou, DO3APAM (Obrazek 3)
jsou nejjednodussi komplexy typu Ln-DO3APY, jejichZz vlastnosti mohou zaviset
na protonaci aminové skupiny. Chovani téchto komplexti bylo srovndno s chovanim
komplexi DO3APA4M  (Obrazek 3), jejichz vlastnosti nemohou byt zavislé
na protonaci aminové skupiny. Zastoupeni izomerti SA / TSA v lanthanoidové sérii a
sledovani hydratace (zména chemického posunu “O vody indukovana Dy(llI) a
luminiscence Eu(Il)) jasné ukdzalo, Ze komplex Gd(11I) je monohydratovan nezavisle
na pH. Residenc¢ni ¢as koordinované molekuly vody (tm ~40 / ~32 ns pro Gd-DO3APAM /
/ Gd-DO3APAAM; pro 25 °C, pH ~7) neni tak kratky jako u komplexti uvedenych
vySe, ale stdle je podstatné kratsi nez u Gd-DOTA. Je to pravdépodobné zptisobeno
tim, zZe voda se nekoordinuje az ddle v lanthanoidové fadé. Relaxivita Gd-DO3APAM
vroztocich o rizném pH se pfekvapivé neméni, ackoli se zméni protonace
aminoskupiny s pKa ~8,2. Relaxivita je nizs$i nez ocekdvand, coz mtZe byt zptisobeno
nizs§im ,efektivnim hydratacnim cislem get” ~0,8 (pH ~7), které bylo nalezeno pri

zpracovani naméfenych dat.
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V komplexech Ln-DO3APAM je protonovatelnd aminoskupina blizko atomu
fosforu, coz znamend, ze NMR vlastnosti jadra P budou zaviset na pH.
Koordinovany paramagneticky kation zptisobuje jak zkrdceni relaxacnich casti jadra
1P (az do oblasti ,,ms”), tak zvétSeni rozdili chemickych posunti 3P pro razné
protonované komplexy (az desitky ppm). Chemické posuny 3P jsou desitky az
stovky ppm jinde, nez chemické posuny endogennich fosforovych sloucenin.

Hodnota pKa ~8,2 pro aminoskupinu v komplexech je bohuzel vySe nez je obvyklé



tyziologické pH a navic byl nejlepsi pomér T2*/T1 pro jadro 3'P (0,4-0,7) nalezen
v komplexech s velmi kratkym relaxa¢nim ¢asem Ti (1-7 ms). Toto vede k tomu, zZe
tato data mohou byt pouze poklddana za vyzkum dokazujici, Ze protonovatelné
komplexy typu Ln-DO3APR mohou byt pokladdny za nové kontrastni latky pro 3'P
MRS pro zobrazovani zmén pH tkani in vivo. Je ale potfeba najit komplexy
s vhodnéjsi bazicitou.

Posledni ¢ast této prace se vénuje ditopickému ligandu DO3A-P-DO3A
(Obrazek 4), ktery je dostupny teprve diky nové varianté reakce ,Kabachnik-Fields”.
Struktura ligandu umoznuje pfipravu termodynamicky stabilnich a kineticky inertnich
mono- a dimetalickych komplext, které 1ze ziskat, jak homo-, tak jako heteronukledrni
(Obrazek 4). Ionty kovli v dimetalickych komplexech jsou spojeny pfes fosfinatovou
skupinu. Tato struktura byla potvrzena v pevném stavu pomoci rentgenové difrakce na
monokrystalech (6 struktur). Tyto dinuklearni komplexy se vyznacuji sloZitou izomerii,
kdy se izomerie SA / TSA makrocyklického ligandu kombinuje s chirdlnim fosforovym
atomem. V roztoku bylo pozorovdno nejméné osm rozdilnych diastereoizomerti, z nichZ
ale jen tfi aZ Ctyfi jsou vyrazné zastoupeny (v souctu > 85 %). Zpracovani relaxometrickych
dat pro dinukledrni komplex Gd(i) ukazalo neobvykle kratky rezidencni cas
koordinované molekuly vody (v ~7 ns pfi 25 °C), coz je pravdépodobné zptisobeno
blizkosti hydrata¢niho zlomu v lanthanoidové sérii hned za Gd(mr) (zjisténo pomoci
luminiscenci komplextt Eu(ir) a Tb(1)). Blizkost dvou paramagnetickych iontti kov,
které jsou v dinukledrnich komplexech spojené pfes fosfinatovy mustek, vyznamné
neméni jejich elektronové relaxacni casy. Hetero-dimetalické komplexy typu GdM-
(DO3A-P-DO3A) (Obrazek 4), kde M je trojmocny kovovy kation (napf. Sc(1i), La(Ii),
Bi(m)) byly zkoumany proto, aby se ovéfila moznd zavislost relaxivity na celkové
molekulové hmotnosti komplexu. Ukdzalo se, zZe relaxivita komplexti nezavisi

na molekulové hmotnosti, ale je spiSe fizena izomerii SA / TSA.
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