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Komplexy makrocyklickych ligandi odvozenych od cyklenu majici fosfinatovou
pendantni skupinu

Predlozena disertacni prace se zabyva studiem pfipravy novych makrocyklickych ligandl na bazi cyklenu
a jejich komplexd slanthanoidy. Cilem je ovéfit mozny vliv protonace pendantnich
aminoalkylfosfinatovych skupin na spektroskopické vlastnosti komplexl, které by mohly slouzit jako
kontrastni latky pro MRI schopné mapovat pH in vivo. Pfiprava takovychto latek je celosvétové intenzivné
studovanou oblasti. Velky vyznam kontrolované syntézy Gd(lll) komplex( s vysokou termodynamickou
stabilitou, kinetickou inertnosti a relaxivitou vyplyvd ze zajmu o zvySovani kvality medicinalnich
zobrazovacich systému. Téma predlozené disertace tedy velmi dobfe zapada do v§eobecné snahy
vyvinout vysoce funkéni, spolehlivé a bezpe€né kontrastni latky pro molekularni zobrazovani v Iékarské
diagnostice.

Disertacni prace je napsana v anglictiné na 106 stranach hlavniho textu a dalSich 100 stranach pfiloh
obsahujicich autorovy publikace a souhrny nepublikovanych vysledk(. Prace je netradi¢né roz¢lenéna
pouze na dvé hlavni &asti. Uvod podava piehled metod syntézy aminoalkylfosfonovych a fosfinovych
kyselin, stru¢nou teorii molekulovych zobrazovacich technik (MRI, MRA, MRS) a shrnuje strukturu a
vlastnosti kontrastnich latek s ddrazem na latky ze skupiny DOTA a pfibuznych derivatd. Z teoretické
Casti vyplyvaji cile prace shrnuté na dvou stranach. Dale nasleduje obsahla vysledkova €ast s diskuzi a
zavéry. Experimentalni ¢ast v oblasti syntézy je Casteéné pokryta v diskuzi, nejsou ale zdokumentovany
charakterizaCni metody, pfistroje a pouzité parametry méfeni a vysvétleny postupy analyzy dat. Pro
detailni navody a popis pouzitych instrumentalnich metod a charakterizaéni data produktl je tfeba jit do
publikaci a jejich pfiloh. Struény popis principt specialngjSich relaxometrickych a spektroskopickych
metod a simulacnich program by urcité nebyl na Skodu.

Teoreticky uvod dava prehled o chemickych a fyzikalnich vlastnostech pfirodnich a syntetickych
aminoalkylfosfonovych a fosfinovych kyselinach, jejich aplikacich a o principech chemickych metod
pripravy P-C a C-P-C vazeb ve fosfonovych a fosfinovych kyselinach. Zvlastni kapitola popisuje detailné
principy a techniky molekularniho zobrazovani (MRI, MRA, MRS), kontrastni latky zaloZzené na
komplexech Gd(lll) s ligandy typu DOTA, responsivni MRI kontrastni latky a kontrastni latky citlivé na pH.
Znacny pocet citaci (143) v seznamu pouzité literatury a jejich struktura z hlediska asového ukazuje na
dobry pfehled a orientaci autora ve studované problematice.
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Kapitola Cile prace vytyCuje tfi oblasti vyzkumu: syntézu novych ligandu s fosfinatovymi rameny, studium
vlastnosti aminomethylfosfinatovych skupin v zavislosti na pH a vliv protonace na nekovalentni interakce
s HSA.

Poznamky k teoretické ¢asti:

Drobné preklepy a chyby byly oznaceny pfimo v pdf kopii disertaéni prace (mnozné &islo, €leny, Spatna
volba nebo pofadi slov the best (most) known, chybéjici nebo nevhodné predlozky, zavorky navic, indexy,
interpunkce (systematicky chybgjici Carka za i.e., e.g.). Zkratku et al. nepouzivat v seznamu literatury,
vypisovat véechny autory. Jednotky objemu jsou cm?, ne ml, jednotka mM = mmol I-'. Rovnovazné reakce
musi byt znaceny dvojitou Sipkou 2.

Str. 24 a dale: Nazev tabulky musi byt nahofe, ne dole. Table 1 — T1e ma jednotky s, to by méla byt
relaxacni rychlost.

Str. 25: Jaka je LD50 pro Gd-komplexy, 10 mmol/kg?

Str. 49: Odkaz na Fig. 48, ktery neexistuje, posledni je Fig. 47.

Table 4: Relaxivita je oznacena ?°r1p, neni vysvétleno, Ze je to pro 20 MHz? AZ v Tab. 6 je pouzito jiné
znaceni relaxivity (**®r1p?°) s vysvétlenim pro 298 K a 20 MHz.

Kapitola Vysledky a diskuze podava optimalizovany navod na pfipravu amino-H-fosfinovych kyselin
z H3PO2, aldehydl a nukleofilnich sekundarnich amint (pKa > 8) v kyseliné octové a jejich pfipojeni na
cyklenovy kruh Kabachnik-Fieldsovou reakci v suchém pyridinu s katalyzou HBr za tvorby novych ligandu
DO3APPEAM g DO3APBPAM g yysokymi vytéZzky. Byly pFipraveny jejich komplexy s Ln(Ill) a stanoveny pKa
jejich pendantnich ramen. Gd(lll) komplexy koordinuji jednu molekulu vody s nejkratSim residenénim
¢asem (pod 15 ns) pro cyklenové komplexy. Komplexy se vazou k HSA, preferenéné k vazebnému mistu
I, 1épe, kdyZ je pendantni amin deprotonovany. Dle o€ekavani se relaxivita zvySila zpomalenim rotace
celého systému.

Str. 68: Jak byly ziskany udaje pro zastoupeni TSA isomer(l v protonovanych a deprotonovanych
komplexech Gd—DO3APPEAM g Gd—-DO3AP®BPAM? Pro¢ nejsou tyto Gdaje v grafu na str. 69 Fig. 637?

Str. 70 Tab. 6: Pro€ je zkratka ligandu psana dota malymi pismeny a v textu velkymi?

Str. 71, Fig. 64: Pro¢ je narust vazaného Gd—DO3APPEAM komplexu k HSA nemonoténni vzhledem k pH?

Dale byly studovany komplexy Ln(lll) pomoci rtg strukturni analyzy (17 struktur) a sledovany zavislosti
strukturnich parametri (QO4-Ln, QN4-Ln, twist, opening angle, vazebna délka Ln-OH2) na velikosti
Ln(Ill).

Novy ligand DO3APAM byl pfipraven jako nejjednodussi ligand typu DO3APR s protonovatelnou pendantni
aminovou skupinou. Acetylovany ligand DO3APAAM byl pfipraven jako neprotonovatelny analog pro
srovnani vlastnosti. Ukazalo se ale, ze efektivni hydrataéni Cislo q je nizSi nez 1 a relaxometrické
parametry nezavisi na pH. Residenc¢ni ¢asy molekul vody jsou ale delSi (40 a 34 ns), patrné z divodu
niz&iho obsahu TSA isomeru. DO3APAM komplexy Pr a Yb se ukazaly jako vhodné pro 3'P MRS pies ne
uplné vhodné pKa pro in vivo experimenty.

Str. 81, Fig. 71: Jaké je chyba méfeni, doplnit esd usecky do grafu. Pro€ nejsou v grafu udaje pro Gd?

V poslednim projektu byl studovan novy ditopicky ligand DO3A-P-DO3A s mustkovou fosfinatovou
skupinou a jeho homo- a heteronuklearni mono- a bimetalické komplexy Ln(lll), které mohou vykazovat
az 32 isomeru. Rtg. strukturni analyzou byly stanoveny struktury 6 komplexu, které vykazuji dvé ze tfi
moznych orientaci makrocyklickych kavit. Residen¢ni ¢as vody v GdGd komplexu je velmi kratky (7 ns)
a relaxivita se zdvojnasobila oproti monometalickému Gd(Ill) komplexu. Naproti tomu elektronické
relaxaéni parametry nebyly vyznamné& pozménény blizkosti druhého Gd(lll) iontu (6.6 A). Pro sérii
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bimetalickych komplext GdSc, GdY, GdLa, GdEu a GdBi se ukazalo, Ze pro jejich relaxivitu neexistuje
jednoducha zavislost na molekulové hmotnosti.

Str. 88: Pro¢ nebylo stanoveno pKa skupiny P-OH?

Str. 89: Jakou metodou bylo zji$§téno, ze monometalické komplexy nevyméniuji v roztoku kationty kovu
mezi kavitami?

Str. 90: Existuje meso forma homonuklearnich dimetalickych komplext?

Pfilohy
V ¢lanku Inorg. Chem. 2019, 58, 5196-5210 na strané 5204, levy sloupec dole, je chybny odkaz na
Figure S5, ma byt S6.

K vysledkim této disertacni prace mam nasledujici dotazy:
e Jak byly provadény simulace relaxivity z "H NMRD profilti a z VT 7O NMR spekter podle SBM
teorie?
e Proc¢ byla vzdalenost Gd-OH: zafixovana na 3.1 A v komplexu Gd—-DO3APAM, kdyz se ukazalo,
Ze je asi delSi?
e Str. 60 a Fig. 55: Pocitani oxida¢niho stavu P Ill a V, tautomerie — zména ox. stavu?
e Proc se v praci nékde pouziva logKa protonaéni reakce a jinde pKa?
o Vysvétlete stru¢né princip metodik pro zjisténi poctu koordinovanych molekul vody q
o z Dy(lll)-induced shift (DIS) v 7O NMR spektrech
0 zluminiscence Eu(lll) komplexu
0 ze spekter HR UV-Vis Eu(lll) komplex
o z 'H NMRD (nuclear magnetic relaxation dispersion) méfeni
o Vysvétlete zplsob pfifazeni signald SA/TSA isomer pomoci lanthanide-induced shift axialnich
protonud cyklenového kruhu v 'H a pfifazeni signali SA/TSA isomer( v 3'P NMR spektrech. Jak
byl stanoven pomér SA/TSA v komplexech Gd(lIl)?

Shrnuti a celkové hodnoceni

PredloZzena disertacni prace se zabyva velice aktudlni a duleZitou oblasti designu, syntézy a
charakterizace novych kontrastnich latek pro MRI. Prace pfinasi velké mnozstvi novych a uzite€nych
poznatkd. Uvadi optimalizované pfipravy asi 40 aminofosfinovych kyselin a jejich derivatl. Byly nalezeny
nové syntetické cesty k polyazamakrocyklim s pendantnimi rameny s amino skupinami. Byl pfipraven a
strukturné charakterizovan nejvétsi soubor komplexd Ln(lll) s ligandy typu DOTA (18). Komplexy Gd(lll)
se nekovalentné vazou k HSA (1) v zavislosti na protonacéni stavu a se zvySenim relaxivity. Komplexy P-
aminomethylové skupiny vykazuji je malé zmény relaxometrickych parametrd v zavislosti na protonaci,
ale chemické posuny a relaxacni ¢asy v *'P NMR jsou vyznamné ovlivnény, coz maze byt vyuZito v 3'P
MRS. Komplexy nového ditopického ligandu vykazuji komplikovanou isomerii (32 isomeru) a relaxivita
GdGd komplexu se dvojnasobila. SlozZitost studovanych systémU vyZzadovala pouziti celé fady
dostupnych fyzikalné-chemickych technik. Autor tyto metody pouzil u€elné a spravné interpretoval
vysledky svych méfeni. Néktera méfeni provadél v ramci dvou kratSich stazi v Italii a UK. Prokazal, Ze je
schopen zpracovat dané téma do uceleného souboru originalnich vysledku. PfedloZzena prace vyustila
do 3 zvefejnénych prvoautorskych publikaci v impaktovanych ¢&asopisech. Dale je doktorand
spoluautorem publikace na jiné téma a 14 konferencnich prispévkld formou posterll a pfednasek na
domacich i zahrani¢nich konferencich. Prace je psana srozumitelnym jazykem a po formalni strance
obsahuje jen maly pocet drobnych chyb a preklepl, které jsem oznacil pfimo v textu. Z hlediska
grafického zpracovani je prace vypracovana pékné. Barevné obrazky, grafy, spektra, tabulky a schémata
ucinné pfedavaji informaci ¢tenafi.



Na zavér konstatuji, ze doktorand vykonal velké mnozstvi experimentalni prace a predved! své védecké
a tvlréi schopnosti na pozadované urovni. PfedloZzena prace splfiuje vSechny pozadavky kladené na
kvalitu a rozsah disertacni prace, a proto ji doporuéuji k obhajobé.
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