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ABSTRAKT

Zobrazovaci metody se v dnesni mediciné staly nedilnou soucasti diagnostickych i
terapeutickych postupt. Pro zlepseni findlniho obrazu se ¢asto vyuZivaji kontrastni latky
zaloZené na komplexech kovii - v nukledrni mediciné s radioizotopy, pri MRI hlavné
sionty gadolinitymi. Tyto komplexy musi vykazovat vysokou Kkinetickou i
termodynamickou stabilitu a zaroven jejich priprava nesmi byt ¢asové narocna.

Jednim z vhodnych typt ligandl pro tvorbu stabilnich komplext je ligand H4DOTA
a od néj odvozené slouceniny. Tato prace se zaméruje na fosfonatové a fosfinatové
derivaty ligandu H4DOTA. Studované latky lze rozdélit na ligandy obsahuji pouze
methylfosfinat/fosfonat (H4DO3APH, HsDO3APOH) a ligandy sdruhym koordina¢nim
centrem (HeDO3APPA HsDO3APPIN, H4DO3APAM, HsDO3APBP a H7DOTAMEP).

Prace zkouma moznosti ovlivnéni zptisobu a rychlosti komplexace za riznych
podminek. Abychom se pribliZili podminkam piipravy radiokomplext, byla provedena
kinetickd méteni nejen v nadbytku iontl kovu, ale i v nadbytku ligandu. Cilem bylo
porovnat vysledky obou typl méreni, které se ukazaly casto velmi rozdilné. Byl navrzen
mechanismus vzniku rtizného typu meziproduktd vznikajicich v priibéhu komplexace.

Rychlost komplexace dale ovliviioval typ pendantniho ramene na makrocyklu.
Pridani kyselé skupiny jako dalsiho slabé koordinujictho mista v molekule (napf.
fosfinaty na HsDO3APPN) vedlo ke zrychleni tvorby komplexu, naopak pritomnost dalsi
amino skupiny (Hs4DO3APAM) komplexaci znatelné zpomalovala. Jako dalsi dilezita
vlastnost se ukazala stabilita out-of-cage komplexu (tj. prechodny komplex vznikajici
koordinaci iontu kovu na koordinujici skupiny pendantniho ramene). Pritomnost slabé
koordinujici skupiny komplexaci urychlovala, ale silnéji koordinujici skupina (napf.
iminodioctovd skupina v ligandu HeDO3APPA) rychlost prechodu iontu kovu do

makrocyklu (vznik in-cage komplexu) vyrazné zpomalovala.



ABSTRACT

Imaging methods have become an integral part of diagnostic and therapeutic
procedures in current medicine. Contrast agents based on metal complexes are often
used to improve the final image. Complexes contain radioisotopes in nuclear medicine
and gadolinium(IIl) ion in MRI. These complexes have to show high kinetic and
thermodynamic stability and their preparation must not be time consuming,.

H4DOTA and its derivatives are convenient type of ligand for the formation of
stable complexes. This work has focused on phosphonate and phosphinate derivatives of
the ligand H4DOTA. The studied compounds can be divided into ligands containing only
methylphosphinate/phosphonate (H4sDO3APH, HsDO3APOH) and ligands with a second
coordination center (HsDO3APPA HsDO3APPIN, H4DO3APAM, HsDO3APEP a H7DOTAMEP).

The work has examined the possibilities of influencing the way and rate of
complexation under different conditions. In order to approach the preparation
conditions of radio complexes, kinetics measurements were performed not only under
the metal ions excess, but also under the ligand excess. The aim was to compare the
results of both types of measurements, which often showed to be different. A mechanism
for the formation of various types of intermediates formed during complexation has
been proposed.

The complexation rate was further affected by the type of pendant arm on the
macrocycle. The introduction of an acidic group as another weakly coordinating site in
the molecule (e.g. phosphinates on HsDO3APPIN) led to complex formation acceleration,
on the contrary, the presence of another amino group (H4DO3APAM) significantly slowed
down the complexation. Another important feature was the stability of the out-of-cage
complex (i.e., the transition complex formed by the coordination of the metal ion to the
coordinating groups of the pendant arm). The presence of a weakly coordinating group
accelerated the complexation, but a more strongly coordinating group (e.g. the
iminodiacetic group in the ligand HeDO3APPA) significantly slowed down the rate of

transition of the metal ion into the macrocycle (formation of the in-cage complex).



Uvobp

ZOBRAZOVACI METODY V MEDICINE

MozZnosti zobrazovacich metod pouzivanych v mediciné dosahly v poslednich
desetiletich znacného rozmachu. Sviij podil na tom ma i vliv rozvoje pocitacovych
technik zpracovavajicich ziskand data na vysledny dvoj i trojrozmérny obraz. JeSté
v prvni poloviné dvacatého stoleti byl jedinou moZnosti zobrazeni vnitrku lidského téla
rentgen. Prvni CT vtehdej$i CSSR ziskalo pracovi$té v Hradci Kralové vrocel978.
Pocitace tehdy zabiraly celou mistnost a jejich klimatizace byla nejporuchovéjsi soucasti
pristroje.! Dnes je jiz k dispozici cela rada zobrazujicich technik, které davaji informace
nejen anatomické, ale i fyziologické (o probihajicich chemickych a fyzikalnich
procesech) a funk¢ni (o metabolismu, mozkové aktivité, krevnim zasobeni a dalsich).

Mezi nejpouzivanéjsi metody patii: CT (Computer Tomography), MRl (Magnetic
Resonance Imaging), SPECT (Single-Photon Emission Computed Tomography) a PET
(Positron Emission Tomography). Metody mlZeme délit také podle umisténi zdroje
zareni na externi, kdy je zdroj zareni umistén mimo sledovany objekt (rentgen, CT),
nebo interni, kdy zdroj je uvnitf zobrazovaného objektu. Interni metody mohou byt
pasivni (optické ¢i tepelné zobrazovani), nebo aktivni (zdroj energie je vpraven do
pacienta, napf. radioaktivni zaric). Metody lze také kombinovat (napt. PET/CT).

Pro zlepSenti findlniho obrazu béhem vySetieni nékterou vySe zminénou metodou

se pacientovi casto aplikuje kontrastni latka.

KONTRASTNI LATKY

Vyuziti komplexii kovii jako kontrastnich latek v diagnostice a 1é¢bé se zaklada na
jejich schopnosti koncentrovat se v urcitych organech, tkdnich nebo typech bunék. Tato
jejich afinita je podminéna specifickymi interakcemi s biomolekulami a zapojenim se do
riznych biochemickych déji vorganismu, coZz umoziiuje ziskdvat informace o
fyziologickych i patofyziologickych procesech.

Konkrétni iont kovu se vybira predevSim podle poZadovaného typu fyzikalni
interakce a zpusobu jeji indikace. Jedna se nejCastéji o méreni radioaktivity (SPECT,
PET), nebo absorpce radiofrekvencniho zateni jadry atomt (MRI). Vysledny signal po
zpracovani poskytne trojrozmérny obraz distribuce daného komplexu v Zivém

organismu. lont kovu tedy funguje jako indikator, zlepSuje prostorové rozliSeni



(kontrast) a podané latce se pak rika latka kontrastni?2 Afinita kontrastni latky
k ur¢itému druhu tkané (bunék, receptord, biochemickému procesu) souvisi nejen
siontem kovu, ale predevSim stypem ligandu, a i scelkovou strukturou komplexu.
V zacatku pouZzivani kontrastnich latek na bazi komplext kovii byly tyto dvé funkce -
bioafinita a koordina¢ni vazba iontu kovu jako indikatoru - vzdjemné Uzce spojené,
zatimco pii modernim cileném designu jsou ¢asto prostorové oddélené: ¢ast komplexu,
jejiz funkci je zabezpecovat co nejpevnéjsi vazbu s centradlnim atomem kovu (tvorba
chelatu) je navazana spojovacim clankem (linker) s ¢asti ligandu vykazujici bioafinitu

(Obr. 1).

chetél siontem

vazba na biomolekulu
kowvu

linker

Obr. 1 Schématické znazornéni cileného designu kontrastni latky

Vysokd  stabilita  komplexu (kineticka,  termodynamickd) je  pfri
metalodiagnostickych  metodach  klicovd zdvodu casté toxicity volnych
(hydratovanych) iontd kovi.? Radionuklidy, ani gadolinium se nemohou podat
pacientovi ve volné formé kviili moznym a pravdépodobnym nespecifickym interakcim
v lidském téle. Proto se musi nejprve pripravit termodynamicky stalé a kineticky inertni
komplexy, které brani uvolnéni nuklidu. V pripadé radionuklidd musi byt piiprava
takovychto komplex co nejrychlejsi, protoZe vétSina pouzivanych radionuklidi ma

kratky polocas rozpadu (v fadu minut ¢i hodin).

POLYAZAMAKROCYKLY

Jako vhodné ligandy pro kontrastni latky se osvédcily polyazamakrocykly. Byly
syntetizovany riizné cyKkly lisici se poctem atoma uhliku i dusiku a pripadné obsahujici i
dalsi heteroatomy. Cykly byly také modifikovany pendantnimi rameny prinaSejicimi

dalSi funkce slouceniny.



Jako prvni byl jiZ koncem 50. let 20. stoleti pripraven cyklen (1,4,7,10-
tetraazacyklododekan), nasledovany cyklamem (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan) a
TACN (1,4,7-triazacyklononan) (Obr. 2).
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Obr. 2 Zakladni polyazamakrocykly

VSechny tyto azacykly vykazuji vysokou bazicitu aminovych skupin, a tudiz i
schopnost vytvaret komplexy s vysokou stabilitou. Zkoumdani jejich schopnosti
komplexace iontl piechodnych kovi vedlo k formulaci makrocyklického efektu.* Pozdéji
v 80. letech zacaly byt syntetizovany AN-substituované azacykly. Nejbéznéjsi jsou
acetatové derivaty H4DOTA, H4TETA a H3sNOTA, které tvoii velmi stabilni komplexy
s celou fadou iontl kovi v Sirokém rozmezi pH.>

Uvedena stabilita komplexli, zejména lanthanoidovych komplexti s HsDOTA,
umoznila jejich vyuziti v mediciné. NejzndméjSim a také nejuZivanéjsSim jsou Gd(III)
komplexy ligandu H4DOTA a jeho derivati, které se Siroce pouZivaji jako kontrastni
latky pro zobrazovani magnetickou rezonanci. H4DOTA a jeji derivaty jsou také ligandy
prvni volby pro komplexaci radionuklidd. Mnoho lanthanoidovych komplextli je také
studovano jako luminiscen¢ni senzory.

V soucasnosti pouZivané slouceniny vSak maji k idealnim vlastnostem stale daleko.
Polyazamakrocykly vykazuji vysokou termodynamickou stabilitu komplext, avSak
rychlost komplexace byva nizka. MRI uc¢innost komplext [Gd(III)DOTA] a jejich derivatt
neni vysoka. Také priprava komplexti sradioizotopy neni idedlni. Komplexace
radioizotopu je casto pomald a dochazi k zbyte¢né ztraté radioaktivity. H4aDOTA také
neni idedlni ligand pro vSechny ionty kovi kvili jejich rozdilné velikosti a chemickym
vlastnostem. To vSe dohromady otvira moZnosti pripravy novych latek s vylepSenymi

vlastnostmi. Béhem let byly syntetizovany polyazamakrocykly stadou riiznych
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moznosti jejich vyuZiti. Dilezitou skupinou jsou pendantni ramena obsahujici
fosfonatové nebo fosfinatové skupiny.
Fosfonatové/fosfinatové skupiny na ligandu maji tri hlavni role:

1) ZvySuji rychlost komplexace - fosfonatova/fosfindtovd pendantni ramena
disociuji pii niZSim pH neZ karboxylaty a také méni basicitu atomi dusiki
aminoskupin na makrocyklu, ¢imZ méni celkové komplexacni vlastnosti ligandu.

2) Bifunk¢nost - fosfinaty dovoluji pripojeni dalSich funk¢nich skupin, které se
mohou vazat k cilové biomolekule.

3) Uprava biodistribuce a farmakokinetiky - fosfonaty i fosfinaty zvysuji hydrofilitu
komplexu a méni farmakokinetiku a biodistribuci. Bis(fosfonaty) jsou znamé
svou vysokou afinitou k hydroxoapatitu, coz vede k zvySené akumulaci komplexu
v kostech.®

Jako prvni zkoumal fosfonatové derivaty TACN, cyklenu a cyklamu Kabachnik

(Obr 3).

0

|0| |O| ﬁ u—ox-x HO—
AR ERVARVAR I VAR VAN

OH N N OH on N N OH H
</N\> [ OH
OH Ny N

)
S
a1

OH
o OH | N N |
kp//\ HO—]|3—’ N \—]|3—0H Ho_ﬁ k) ﬁ_OH
o/ OH ” Ll 0 0
H,NOTP HgDOTP HgTETP

Obr. 3 Fosfonatové analogy polyazamakrocykli

Konstanty stability kyseliny 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-tris (methylfosfonové)
(HeNOTP)? a kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrakis (methyl-
fosfonové) (HsDOTP)® s fadou iontl kovovil byly publikovany jiZ v roce 1984. Pozdéji
byla pripravena Kkyselina 1,4,7,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,11-tetrakis (methyl-
fosfonova) (HsTETP), u které byla pozorovana vysoka komplexa¢ni schopnost, zejména
vici Cu(1l).?

Kromé zminénych HeNOTP, HsDOTP a HsTETP bylo syntetizovano a zkoumano
také mnozstvi dalSich azacykll nesoucich methylfosfondtovou nebo methylfosfinatovou
skupinu. Prace se zamérovaly hlavné na jejich vyuziti v biomediciné jako kontrastni

latky nebo luminiscenc¢ni sondy.10



v

Nejbéznéjsim pripojenim fosfonatu/fosfinatu ke kruhu je pres methylenovy
mistek mezi aminovou skupinou makrocyklu a atomem fosforu. Tyto ligandy se
nazyvaji methylfosfonatové/fosfinatové nebo také a-fosfonatové/fosfinatové a
fosfonatova/fosfinatova skupina se stava dllezitou soucasti koordinacni sféry.
Fosfonatova/fosfinatova skupina, ktera je vdzana na amin makrocyklu ptes delsi retézec
nez methylenovy, tvoii distalni fosfonat/fosfinat. Takové seskupeni jiZ nemiiZe tvorit
péticlenné chelatové kruhy a fosfonatova/fosfinatova skupina ziistadva nekoordinovana
nebo pouze slabé koordinovana.

Tato prace se zaméruje na studium acidobazickych a koordinanich vlastnosti
derivatii H4DOTA modifikovanych a-fosfonatovymi/fosfinatovymi skupinami. H4aDOTA a
jeji analogy jsou oktadentatni ligandy, které jsou prvni volbou pro komplexaci ionti
lanthanoidd. Kromé toho jsou ligandy odvozené od H4sDOTA pouzivany i pro komplexaci

mnoha dal$ich iontl prechodnych kovii i radioizotopi.

RADIOFARMAKA

Radionuklidy nasly své vyuziti v mediciné jak v terapii, tak i v diagnostice. Prvni a
nejjednodussi vyuZiti kontrastni latky v radiomediciné byla aplikace malo rozpustného
siranu barnatého v rentgenografii pro  zobrazovdni  gastrointestindlniho  traktu.
Pokrocilejsi techniky nukledrni mediciny jsou zaloZené na detekci radioaktivniho zareni
(y-zareni) emitovaného centrdlnim atomem kovu (radiofarmaka).ll Zpocatku
umoznovaly jen vytvoreni dvojrozmérného obrazu (scintigrafie), az zavedeni vykonnych
pocitacovych systémii umoznilo rekonstruovat ze série méreni trojrozmérny obraz.12

Klasickd a stdle nejrozsifenéjsi varianta je technika SPECT (Single-Photon
Emission Computed Tomography, jednofotonovd emisni pocitacova tomografie).13
Technika detekce v tomografickém pristroji je urcena energii emitovaného zareni. Jako
radionuklidy se pouZivaji emitory y-zareni o urcité energii. PoloCas premény by mél byt
dostatecné dlouhy, aby mohlo dochazet k i¢innému ustaveni rovnovahy (akumulace
radiofarmaka v cilovém organu nebo tkani), ale ne prili§ dlouhy, aby se zabranilo
nadmérné radiacni zatézi pacienta. Nejrozsirenéji pouzivany radionuklid pro SPECT je
izotop ?9°mTc , dals$i vhodné radionuklidy jsou napft. 111In, 67Ga. Izotop ?°mTc kombinuje
vice priznivych vlastnosti - pomérné kratky polocas premény (6 h), vhodnou energii
emitovaného y-zareni (141 keV), vysokou specifickou aktivitu a vhodné koordinacné-

chemické vlastnosti.l# Pri radioaktivni preméné vznika malo aktivni 3-zaric ?°Tc. Jednim



z rozhodujicich faktort vSeobecného rozsiteni tohoto radionuklidu v nuklearni mediciné
je jeho dostupnost. 22mTc se ziskava pomoci generatorového systému 2°Mo/?°mTc, ktery
umoziiuje kontinudlni odbér 2°mTc vznikajiciho radioaktivni pfeménou °°Mo. Samotny
nuklid °Mo je dostupny ozaiovanim 235U neutrony v jaderném reaktoru. Molybden je
v generatorovém systému absorbovany na chromatografické koloné naplnéné oxidem
hlinitym jako Mo0O42-. BEhem odbéru je ?°mTc vymyvano fyziologickym roztokem jako
99mTcO4~. Takto ziskany roztok technecistanu je pro nékteré aplikace mozZné pouzit
piimo (napft. zobrazeni stitné zlazy a mozku), ale ve vétsiné pripadi je potieba piipravit
jeho komplex s vhodnym ligandem. Za timto tcelem je technecium nejprve redukované
redukénim Cinidlem (napft. SnClz2) za vzniku nékterého z nizsich oxidacnich stupnu a
nasledné zakomplexované. Vybér ligandu souvisi s konkrétnim typem aplikace a
pozadovanou bioafinitou. V soucasnosti jsou moznosti aplikace komplext 99mTc
v klinické diagnostice i ve vyzkumu pocetné a vyuzivaji se pri zobrazovani mnoZstvi
riznych organl a jejich funkci, napt. 9°mTc-HMPAO pro zobrazeni lokalni perfuze
mozku, 9°mTc-tetrofosmin pro diagnostiku perfuze myokardu, °°mTc-MAG3 pro
zobrazeni ledvin i celych ¢ervenych krvinek pro zobrazovani krevniho obéhu (Obr 4).
Novéjsi bifunkéni komplexy technecia umoziuji cilenou vazbu na rizné receptory, napr.
99mTc-TRODAT pro zobrazeni dopaminového transportéru.15
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Obr. 4 Komplexy pouZivané v radiomediciné

Novéjsi pouzivanou metodou je pozitronova emisni tomografie (PET, Positron
Emission Tomography ).¢ Tato diagnostickdA metoda vyuZiva radionuklidy, které
podléhaji B+-preméné. Vznikajici pozitrony anihiluji s elektrony z okolni tkané, pricemz

dochazi ke vzniku dvou fotont (kvant y-zafeni) o energii 511 keV pohybujicich se

10



opacnym smeérem (v uhlu 180° vii¢i sobé). Na zakladé této prostorové orientace
vznikajiciho zareni je poté mozné pomoci systému detektorid a pocitacového zpracovani
udaju ziskat trojrozmérny obraz distribuce daného radionuklidu v téle. Vyhodnocuji se
pak jen ty signaly, které dopadnou ve stejny ¢as na opacnou stranu detektoru, ¢imzZ se
oproti jednopaprskové metodé ziskava lepsi pomér signal:Sum. Podobné jako pfi
technice SPECT je i zde stéZejni hodnota polo¢asu premény radionuklidu - dostatecné
dlouhd pro izolaci radionuklidu, pripravu radioaktivné znacené slouceniny a jeji aplikaci
in vivo, ale zaroven dostatecné kratka, aby se sniZila radiacni zatéZ organismu.
NejpouZzivanéjsi pozitronovy zari¢ pro PET je 18F, mezi dals$i vhodné zariCe patfi napfr.
64Cu, 68Ga, 82Rb a 89Zr. Prikladem novéjSiho radiofarmaka je ¢4Cu-ATSM (Obr. 5), které je
selektivné akumulované v hypoxickych tkanich (stav casty vtumorech).l” Také
cyklamové derivaty maji vysokou selektivitu pro Cu(ll), a proto jsou studovany hlavné

jako ligandy vhodné pro komplexaci radionuklidi médi.
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Obr. 5 Struktura komplexu ¢4Cu-ATSM

K terapii nddorovych onemocnéni se pouzivaji 3~ zarice. Stret emitovanych Castic
s okolni tkani vede kjejimu zavaznému poékozeni a nasledné k bunécné smrti. Mezi
188Re. Pravé radiokomplexy s fosfonétovymi ligandy se pouZivaji pfedev§im k 1écbé
kostnich onemocnéni, zejména kostnich metastaz a k potlacovani bolesti kosti. Jako latka
selektivné se vazici na kosti byl studovan systém °°mTc- HsDOTP.18 Bylo zjisténo, Ze
ucinnost radioaktivniho znaceni je vyssi nez 97 % a stabilita v séru ukazuje, Ze 2°mTc
zlstalo navazano na DOTP po dobu az 24 hodin. 1¢¢Ho komplex s HsDOTP byl nejprve
pouzit pro radio-ablaci pred transplantaci kostni direné u psiil® a posléze i u pacientd s
mnohocetnym myelomem.20 166Ho umozZnuje jak zobrazovaci, tak i dozimetrické studie.
Komplex [1%6Ho(II[)DOTP] byl testovan pro kosterni dozimetrii?! a také byl zkouman
jako model radionuklidového kalibratoru.22 Komplex byl také pouzit v klinické studii,

kterd hodnotila cilenou kostni radioterapii metastatického karcinomu prsu.23
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ProtoZe vysoce energetické 3~ Castice 1%¢Ho zplisobuji nadmeérné potlaceni kostni
drené, byla jako alternativa k 166Ho navrZen $~ emitor 186Re, ktery vyzaruje niZsi energii.
Ale ukazalo se, Ze DOTP neni vhodny ligand pro 186Re kviili nevyhovujici velikosti iontu
kovu. Jako mnohem stabilnéjsi se ukazal komplex s HsTETP.24

HsDOTP a HsTETP byly znaceny i jinymi radionuklidy z fady lanthanoid — 111In,2>
153Sm,26 169Er,27 170Tm28 a 175Yb.29 VSechny tyto komplexy vykazovaly vyraznou
akumulaci do skeletu. Také komplex [17’Lu(III)DOTP] je slibnym prostifedkem pro
paliativni terapii bolesti zptisobené kostnimi metastazami.3?

Dal$i moZnosti vytvoreni vhodné latky s afinitou ke kostni tkani je navazani
gemindlni bis(fosfonatové) skupiny pres spojovaci mistek na makrocyklus, zejména
DOTA. Komplex [%8Ga(IIl)BPAMD] (Obr. 6) byl nejen uspésSné pouzit ve studii jako
kontrastni latka pro PET porovnatelna s pouZivanymi 18F-fluorovanymi kontrastnimi
latkami,31 ale samotny ligand BPAMD je dnes uz i komercné dostupny a je Siroce
zkoumano jeho pouZiti i s jinymi radioizotopy.3? Komplex [¢8Ga(II[)BPAMD] je vhodny
pro diagnostiku kostnich metastdz prostrednictvim PET/CT,33 kdeZto komplex
[177Lu(1I1)BPAMD] byl studovan pro lécebnou kostni endoradioterapii.3*+ ProtoZe vSak
DOTA neni dplné vhodny ligand pro iont Ga(lll), byly pripraveny i bis(fosfonatové)
derivaty NOTA vhodné pro PET diagnostiku.35 ¢8Ga NOTA-bis(fosfonat) byl vyuzit pro
vizualizaci mozkovych metastaz pri karcinomu prsu3¢ a na zvifecim modelu pro

sledovani podanych apatitovych nanocastic.37
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Obr. 6 Struktura komplexu [68Ga(II[)BPAMD|

Mensi pozornost byla vénovana derivatim HsDOTA s fosfinatovymi pendantnimi
rameny. Napriklad tris(methylfosfinat) byl znacen °°Y a konjugovan s nadorovou
protilatkou.38 Bifunk¢ni derivaty s 4-aminobenzylfosfindtovym (DO3APABr) nebo
2-karboxyethylfosfinatovym (DO3APP2) pendantnim ramenem byly testovany na

komplexaci 90Y,39 111]n,40 153Sm a 166Ho.4! Tvorba vSech uvedenych komplext byla velmi
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rychld i pri laboratorni teploté a bylo dosazeno i vysokych vytéZzkl radioaktivniho
znaceni. Komplexy vykazuji vysokou stabilitu, nizkou vazbu na plazmatické bilkoviny a
rychlou organovou clearance. Fosfinatové komplexy se, na rozdil od fosfonatovych,
selektivné nevazi a nehromadi v kalcifikovanych tkanich. Monofosfinatové derivaty byly
také studovany jako nosi¢e pro #4Sc. Znaceni je pomalejSi nez u H4DOTA, nicméné

komplexy vykazuji dostatecnou stabilitu.+2

METALODIAGNOSTIKA PRO MRI

Dalsi velmi pouZivanou zobrazovaci metodou je magneticka rezonan¢ni tomografie
(Magnetic Resonance Imaging, MRI). Tato metoda spoc¢iva v méreni rozdilné intenzity 1H
NMR signalu vody obsaZené v riznych tkanich, a proto i kontrastni latky jsou zaloZeny
na jiném principu neZ kontrastni latky pro radiomedicinu.*®* Na rozdil od metod
pouZivajicich radiofrekventni zareni ma vySetfeni pomoci MRI podstatné nizsi
nezadouci ucinky. VySetieni probiha tak, Ze pacient je umistén v silném magnetickém
poli (nejcastéji 1,5-3T, vyjimectné az 7 T) zplsobujicim orientaci jadernych
magnetickych momentt (spinti) atomi vodiki ve sméru tohoto vnéjsiho pole, které
absorbuje radiofrekven¢ni zareni. Lokalni intenzita signalu zavisi nejen na poctu
molekul vody v dané tkani, ale i na jejich relaxacnim case. Spinové relaxacni Casy
(longitudinalni a transverzalni relaxace) jsou vyrazné ovlivnény pritomnosti magneticky
aktivnich ¢astic v detekované oblasti, na ¢emZ jsou zaloZeny MRI kontrastni latky. Rizna
délka relaxacnich c¢asti vriznych tkanich napomaha zvyseni kontrastu mezi témito
tkanémi ve vysledném obrazu. Pokroky v pristrojové technice tomografie spolu
s novymi kontrastnimi latkami umoZziuji dosahovat stale vyssiho kontrastu.

Kontrastni latky mohou byt paramagnetické i feromagnetické. V soucasné dobé
v praxi dominuji paramagnetické kontrastni latky obsahujici iont gadolinity. Ale vyvijeji
se i kontrastni latky zaloZené na iontech jinych kovi (naptf. Mn(Il)), nebo
feromagnetické nanocastice (oxidy Zeleza a manganu).** Gadolinium ma obzvlast
vhodné vlastnosti pro pouziti v MRI - vysoKky pocet neparovych elektronti a z toho
vyplyvajici vysoky magneticky moment.4>

Kontrastni latka musi také vykazovat vysokou miru akumulace v dané tkani,
dostatecné dlouhy biologicky poloc¢as v organismu a vysokou stabilitu komplexu, aby se

zabranilo uvolnovani toxického iontu Gd(III) do organismu. Komplex gadolinia musi
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také obsahovat alespon jednu molekulu vody koordinovanou pfimo na centralni atom,
ktera usnadnuje spinovou interakci mezi iontem gadolinia a okolnimi molekulami vody.

Oblast vyvoje novych kontrastnich latek pro MRI je predmétem intenzivniho
vyzkumu.#¢ Jako ligandy se nejcastéji pouZivaji derivaty cyklenu. Diive se pouZivaly i
acyklické ligandy jako DTPA (kyselina diethylentriaminpentaoctova), ale kvili nizké
stabilité jejich komplext je nahradily makrocyklické ligandy. Tyto ligandy jsou
oktadentatni. Koordinac¢ni ¢islo iontu gadolinia je zpravidla 9, coZ umoZziiuje potfebnou
koordinaci jedné molekuly vody. Podobné jako v pripadé radiofarmak je moZné navazat
na ligand i dal$i skupinu se specifickou bioafinitou a dosahnout tak zobrazeni
konkrétnich fyziologickych ¢i patologickych procesi v organismu.4’” Vramci vyvoje
novych kontrastnich latek prevlada snaha o pripravu latek co nejvice zkracujicich
relaxacni ¢asy. Toho je mozno dosdhnout vicero zpiisoby - modifikaci ligandu, zvySenim
poctu molekul vody primo koordinovanych na centralni atom (aqua ligandy),*8 zvétSeni
rozmérd komplexu za pouziti objemnych ligandii nebo makromolekul. Jinym zptsobem
miiZe byt pouZiti feromagnetickych nebo superparamagnetickych nanocastic (napft.
nanocastice na bazi oxidl Zeleza s povrchové vazanymi makromolekuldrnimi latkami,
jako jsou polyethylenglykol, dextran ¢i albumin).

Kontrastni latky na bazi lanthanoidd jsou vSeobecné povazovany za bezpecné.
Pfesto v urcitych podminkach dochazi ke vzniku nezadoucich ucinkd. Ty jsou zpravidla
spojené s disociaci komplexu in vivo, kdy se uvolnény iont kovu miZe pii delSim
biologickém polocase akumulovat v riznych organech a zpisobit jejich poSkozeni (napf-.
akumulace iontli gadolinia vledvinach a mozku). Tyto komplikace jsou
pravdépodobnéjsi u pacientii se snizenou funkci ledvin, ale byly pozorovany i u
zdravych pacienti.*® Nejznaméjsi onemocnéni davané do spojitosti s pouzitim vysokych
davek kontrastnich latek s obsahem ionti gadolinitych je nefrogenni systémova fibréza
(NSF; drive znama jako nefrogenni fibrotizujici dermopatie). Toto zavazné onemocnéni
pripominajici sklerodermii se projevuje systémovym zanétem nasledovanym formovanim
pojivové tkané v kiiZi a podkoZi. U¢inna terapie zatim neni znama. PfestoZe se kontrastni
objevila az vroce 200050 a az vroce 2006°! byla dana do souvislosti s podanim
kontrastni latky. Pfevazné Slo o latky Omniscan, Magnevist a Optimark, dale byly
zaznamenany 1 ptipady po aplikaci Gadovistu a Prohance (Obr. 7). Na rozvoj NSF ma vliv

nejen termodynamickd stabilita kontrastni latky, ale i jeji kinetickd stabilita. To je patrné u
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linearnich latek jako Magnevist a Multihance, které, a¢ maji hodnoty termodynamickych
konstant stability srovnatelné s cyklickymi chelaty, jsou fazeny mezi rizikovejsi. Nicméné
prekvapivé ma z vySe zminénych latek nejvyssi hodnotu LDsp (tj. je nejméné toxicky) linearni
Omniscan.52 Novéji byla zjisténa retence gadolinia v mozku.>® Tento fenomén poprvé popsal
Kanda v roce 2014>*. V nasledujicich letech byla publikovana fada praci, které u pacientd po
aplikacich gadolinitych kontrastnich latek, obzvlast¢ pfi opakovaném podavani, popisuji
zvysenou intenzitu signalu. Gadolinium se akumuluje predevs§im v oblastech nucleus dentatus
a globus pallidus, kde je vazano na metaloprotein feritin, ktery je zde vysoce koncentrovany.
Tento piedpoklad potvrzuji i in vitro studie afinity gadolinia k feritinu.’®> Zatim vSak nebyl
prokazan zadny neurologicky symptom spojeny s akumulaci gadolinia v mozku. Ani zviteci
modely neukézaly histopatologické zmény mozkové tkané, a to 1 pii fadoveé vysSich davkach

kontrastnich latek.>®
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Obr. 7 Struktura diskutovanych kontrastnich latek

V soucasnosti se stale vice kombinuji diagnostické techniky, coZ umoZiiuje spojovat
prednosti jednotlivych metod. PET/MRI kombinuje vysokou citlivost PET s dobrym
prostorovym rozliSenim MRI. Moderni smér vyzkumu kontrastnich latek je také vyvoj
kontrastnich latek umoZznujicich propojeni diagnostiky s terapii. Bylo by pak jednoduse
mozné prostorové lokalizovat patologickou zménu v organismu, 1écCit ji a sledovat i
priabéh lécby, ¢imz by se dala individualizovat lécba u jednotlivych pacientd

(teranostika).>?
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Prvni praci o vyuziti fosfonatovych/fosfinatovych makrocyklickych ligandi
s GA(III) publikoval Geraldes.>® Prestoze tetrafosfonatové/fosfinatové komplexy piimo
nekoordinuji molekulu vody v komplexu, zvysuji relaxivitu (veli¢ina relaxivita odraZi,
jak se méni rychlost relaxace protonti vody v zavislosti na koncentraci) jinym
mechanismem.>® Fosfonatové/fosfinatové skupiny vazi pomoci vodikovych vazeb
molekulu vody, ¢imz ji privadéji do tésné blizkosti (,druha hydrata¢ni sféra“), kde
dochdazi k zrychleni relaxace molekul vody.®0 Pritomnosti druhé hydratacni sféry ma
komplex [GA(II[)DOTP] hodnotu relaxivity srovnatelnou s klinicky vyuZivanymi
kontrastnimi latkami obsahujicimi jednu pfimo koordinovanou molekulu vodu.
Relaxivita [GA(II[)DOTP] muze byt ovlivnéna interakci fosfonatovych skupin s atomy
dusiku makrocyklu.6? Komplex [GA(III)DOTP] byl testovan pro zobrazovani kostni
tkané. Nicméné in-vitro experimenty ukazaly po navazani komplexu na hydroxyapatit
vyrazné snizeni MRI kontrastu zdivodu omezeného pristupu molekul vody na
negativné nabity povrch komplexu.6? Byla také publikovana prace, kde je komplex
[GA(II)DOTP] vpraven do cervenych krvinek a toto je pouZzito jako pO:z specificka
kontrastni 1atka.®3 Komplex [Dy(II[)DOTP] byl pouZit pro zobrazovani zmény
extraceluldrniho pH pfi nadorovém onemocnéni.®# Komplex [GdA(III)DO2A2PR] s
dipikolylaminovou skupinou navazanou na fosfinat byl zkouman jako kontrastni latky
senzitivni na pritomnost iontt Zn(II).65

Ve snaze docilit kombinace vhodnych vlastnosti H4aDOTA i HsDOTP byly studovany
dalsi ligandy obsahujici zaroven acetatova i fosfonatova/fosfinatova pendantni ramena.
Komplex [GA(II[)DOZ2A2P] jeSté na sobé primo nevaze molekulu vody a zvySeni
relaxivity je dano, obdobné jako u [Gd(II[)DOTP], prispévkem druhé sféry.66
Komplex[Gd(III)DO3AP] vSak jiZz obsahuje pfimo koordinovanou molekulu vody.6”
Pritomnost jednoho fosfonatového pendantniho ramene v blizkosti koordina¢niho mista
pro molekulu vody vede k zrychleni vymény vody. Rychlost vymény vody je dale
ovlivnéna velikosti naboje pendantniho ramene — sniZuje se u mono- nebo
diesterifikovanych derivati [Gd(IIT)DO3APOCEt] a [Gd(II1) DO3APOELZ] 68

DalS8i moZnosti, jak zvySit u€innost kontrastnich latek, je zvysit jejich molekulovou
hmotnost. Byly proto studovany interakce komplexti [Ln(II[)DOTP]®® a
[Ln(II1)DO3APABn]70 g (3 /y-cyklodextrinem obsahujicim amino skupiny.

Jak jiZz bylo TrecCeno, bis(fosfonatové) derivaty maji vysokou afinitu k

hydroxoapatitu. Proto byly ligandy odvozené od HsDOTA nesouci na pendantnim rameni
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bisfosfonatovou skupinu studovany jako kontrastni latky specificky se vazici na kostni
tkan.”t Po adsorpci na hydroxyapatit se relaxivita kontrastni latky vyznamné zvysuje
diky sniZeni pohybu ukotvenim komplexu. Uspésné byly testovany derivaty obsahujici
bis(fosfonatovou) skupinu vazanou prostiednictvim karboxamidovych nebo
fosfinatovych spacerti’? i analogicky ligand obsahujici hydroxybis(fosfonat).”3

Fosfonatové skupiny vykazuji také vysokou afinitu k povrchiim riznych oxidovych
materidlil. Byly pripraveny Gd(III) komplexy na nanokrystalickém TiO2. Po adsorbovani
komplexu na povrch nanokrystalického TiO2 pres fosfonatovou skupinu doSlo
k signifikantnimu zvySeni relaxivity.”4

Hodnota disociacni konstanty kyseliny fosfonové se nachazi v neutralni oblasti, a
proto komplexy derivati DOTA s pendantim ramenem obsahujicim distalni fosfonaty
byly studovany jako ,chytré“ kontrastni latky reagujici na zménu pH tkané. Jako priklad
lze uvést ligand DOTA-4AmP (Obr. 8). Fosfonatové skupiny v jeho komplexu
[GA(IIT)DOTA-4AmP] jsou lokalizovany v blizkosti koordinované molekuly vody, a proto
jejich protonizace vede k rychlé prototropni vyméné.”> Zmény relaxivity jsou v rozmezi
pH vhodném pro méreni in vivo. Komplex byl pouZzit na zvifecich modelech na
zobrazovani ledvin a naddori.”¢ Komplex byl také konjugovan s PAMAM dendrimerem,
¢imZ se zvysila jeho dcinnost v MRI zobrazovani.’” Dale byl také pouZit jako soucast
nanocastic reagujicich na pH.”8 Ligandy DOTA-4AmP, jeho estery a analogy s
prodlouZenymi pendantnimi rameny byly také studovany jako kontrastni latky

vyuzivajici CEST efekt (Chemical Exchange Saturation Transfer).7?
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Obr. 8 Struktura ligandu DOTA-4AmP

Zména hodnoty relaxivity na pH byla popsadna také pro derivat DO3A
s 2-ethylfosfonatem a 3-propylfosfonatem. Po protonizaci je slabé koordinovany
fosfonat nahrazen molekulou vody. To vede ke zvySeni hydrata¢niho ¢isla a tim padem i

ke zvySeni relaxivity.80
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Pritomnost fosfonatii zplisobuje celkovy negativni ndboj Gd(III) komplext. V
dlsledku toho komplex interaguje s pozitivné nabitymi amidy makrocykli a vysledny
agregat vykazuje zvySenou relaxivitu.8! AvSak u bis(fosfondtového) derivatu BPPED
interakce sionty kovl vede pifimo k tvorbé koordinacnich oligomertd a nasledné ke

zvySeni relaxivity o 200-500 % prodlouZenim rota¢né-korela¢niho ¢asu.82

TERMODYNAMICKA STABILITA KOMPLEXU

Disocia¢ni konstanty H4DOTA a konstanty stability jejich komplexi byly
publikovany jiz na zacatku 90. let.83 U derivatli obsahujici atomy fosforu byla hlavni
pozornost vénovana analogim HsDOTP,84 nicméné rada termodynamickych dat byla
publikovana také pro derivaty monofosfonatii/fosfinat.8>

Stanovené hodnoty disocia¢nich konstant a konstant stability jsou silné zavislé na
pouZitém elektrolytu slouZiciho k udrZeni konstantni iontové sily. PouZiti soli sodnych
nebo draselnych v porovnani se solemi tetramethylamonnymi vede ke sniZeni bazicity
makrocyklu kvili koordinaci ionti Na+ ¢i K+ do makrocyklické kavity.

Porovnani hodnot pAx H4DOTA a jejich fosfonatovych/fosfinatovych analogi
(Tab.1) ukazuje podobny zplsob protonizace. Prvni dvé protonizacni Konstanty se
nachazeji v bazické oblasti a odrazeji protonizaci dvou protilehlych atoma dusiku
makrocyklického kruhu. Na zakladé protonizace H4DOTA -HCI,8¢ H4DOTPFh-4H:0,
(AdNH3)2(H2DOTPPP)-6H20 (kde AdNH2 = 1-adamantylamin),87 HaDOTPBr-HCI®® nebo
HsDOTP8? v pevném stavu je vSeobecné prijimano, Ze na pendantnich ramenech dochazi
k dalSim protonizacim, zatimco dal$i dva atomy dusiku makrocyklu zlstavaji
neprotonizované. Pritomnost fosfonatovych skupin vede ke zvySeni disocia¢nich
konstant makrocyklli. Naproti tomu fosfindtové derivaty snizuji bazicitu makrocykli.
[zde vSak byla nalezena vyjimka - posledni disociacni konstanta H4DOTPPh je
neocekavané vysSsi neZ analogické hodnoty pro H4DOTPH a H4DOTPEt Na zakladé
vysledkli 31P NMR byl tento jev pripisovan sterickym zabrandm a hydrofobnim

interakcim.90
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Tab. 1 Srovnani hodnot p A2 H4DOTA a jejich fosfonatovych/fosfinatovych analogt

ligand | HyDOTA | HsDOTP | H,DO3AP | H¢DO2A2P | HsDO3AP
ref: 91 92 93 94 95
pki 12,6 13,7 13,66 13,02 13,83
pk2 9,70 12,2 12,11 11,82 10,35
pAs 4,50 9,28 7,19 6,35 6,54
pKe | 4,14 8,09 6,15 6,33 4,34
pKs 2,32 6,12 5,77 3,13 3,09
pKs - 5,22 2,97 2,64 1,63
ligand | cyklen | HyDOTPP | H,DOTP* | H,DOTPE: | H,DO3APABn
ref: 96 97 98 99 100
pKi | 106 | 11,44 10,41 10,94 12,55
pK: | 96 7,27 6,84 8,24 9,60
pks | (1,5) 2,75 1,97 3,71 5,11
pKe | (0,7) 1,45 - - 4,11

Konstanty stability komplexti [Ln(II[)DOTA] jsou vysoké, vétSinou v rozmezi
logK= 20-25. V pripadé fosfonatovych/fosfinatovych derivati nasleduji konstanty
stability velmi dobte bazicitu makrocyklu a jejich hodnota je v korelaci se souctem
pKki + pK2 makrocyklu. Konstanty stability komplext Ln(IIl) tedy obvykle odpovidaji
poradi H4DOTPR <H4DOTA <HsDOTP. Protoniza¢ni konstanty i konstanty stability
komplexti odpovidaji souctu ucinkti prispévki pendantnich ramen. Proto se
protonizacni konstanty makrocyklu i stabilita komplexu zvySuje s poCtem fosfonatovych
skupin a sniZuje s poctem fosfinatovych skupin. Vybrané priklady konstant stability jsou
uvedeny v Tab. 2. Konstanty stability komplext iontd Cu(Il) a Zn(II) maji podobnou
hodnotu jako komplexy iontl Ln(IlI). V tomto pripadé je stabilizatni energie
ligandového pole kompenzovana niz§im koordina¢nim c¢islem iontli piechodnych kovt.
To je také dlivod, proc¢ nizsi pocet fosfonatovych ramen vede k vyssi stabilité komplexu
Cu(Ill) - H4DOZP (logk = 28,7), HeDO3P (logK = 26,9) a HsDOTP (logk = 25,4).101
Velikost kavity H4DOTA vyhovuje velkym iontlim kovd, a proto vétSina derivata H4«DOTA
vykazuje selektivitu pro Ca(Il) oproti Mg(Il). Fosfonatova/fosfinatova skupina je
objemné;jsi neZz karboxylatova, a proto derivaty fosfonatli/fosfinati maji jeSté vétsi
preferenci pro velké ionty kovli neZz ma H4DOTA. Ve srovnani s karboxylatovymi
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derivaty tvoii fosfonatové derivaty stabilni protonizované komplexy s protonem
umisténym na nekoordinovaném atomu Kkysliku fosfonatu. Fosfonatové derivaty mohou
také tvorit komplexy se stechiometrii L:M = 1:2.95 Zde je jeden ion kovu koordinovan v
makrocyklické Kkavité, zatimco druhy se vaze na nekoordinované atomy Kkysliki
fosfonatti a karboxylatt.

Tab. 2 Konstanty stability log Am. H4DOTA a jejich fosfonatovych/fosfinatovych analogt

HsDOTA | HgDOTP | HeDO2A2P | HsDO3AP | HiDOTPE: | HsDO3APABn
ref. 102, 103 104, 105 106 95 107 100
La(lIT) 229 27.6 23.3 25.5 - 224
GA(Il) | 247 28.8 25.7 27.5 16.50 24.04
Lu(11I) 25.4 29.6 26.4 28.6 - 24.0
cu(ll) | 2225 25.4 24.9 - 19.57 -
Zn(I) | 21.10 24.8 22.5 - 15.80 -

KINETIKA FORMACE A DISOCIACE KOMPLEXU

Komplexace iontii lanthanoidi s ligandy odvozenymi od H4DOTA je dvoustupiiovy
proces. Ligand okamZité vaZe iont kovu pomoci pendantnich ramen a tvofi out-of-cage
komplex, kde aminové skupiny makrocyklu stale zistavaji protonizované. Makrocyklus
je poté deprotonizovan a iont kovu je koordinovan do kavity ligandu, ¢imzZ se vytvori
konecny in-cage komplex. Tento krok urcuje rychlost reakce.

Inertnost komplexti odvozenych od H4DOTA je vétSinou studovana jako odolnost
vici disociaci pomoci Kyseliny. Zde je dilezitym krokem protonizace atomt dusiku v
makrocyklu, po které nasleduje disociace komplexu.

Formacni a disociacni kinetika komplexi lanthanoidi byla studovana pro riizné
fosfonatové i fosfinatové derivaty H4DOTA.198 Ve srovnani s H4DOTA komplexy
pritomnost fosfonatovych skupin snizuje rychlost komplexace. Je to kvili vyssi stabilité
out-of-cage meziproduktii. Rychlost tvorby se zvySuje v poiadi HsDOTP <H7DOA3P <
<HsDO2A2P <HsDO3AP <H4DOTA. Rychlost disociace komplext Gd(III) nebo Eu(III) se
zvySuje se zvySujicim se poctem fosfonatii diky schopnosti fosfonatovych skupin aktivné
se podilet na prenosu protonl. Koordinovana fosfondtova skupina miize byt i
protonizovana, ¢imZ pomdhd pfi prenosu protoni z roztoku na atomy dusiku
makrocyklu. Nicméné u komplexti Ce(Ill) byl zaznamenan odliSny trend. U ligandi

odvozenych od H4DOTA obsahujicich jak fosfonaty, tak i karboxylaty se zvySuje kineticka
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inertnost komplexti Ce(III) se zvySujicim se poctem fosfonatovych skupin, coZ naznacuje
odliSny mechanismus disociace komplexu.?* Ukazuje se tak, Ze velikost iontd Ln(III) ma
vliv na vlastnosti jejich komplexd.

V pripadé fosfinatl vysledky ukazuji, Ze tvorba komplexu je pomalejsi a disociace
jejich komplext rychlejsi nez u HaDOTA. Tyto zavéry vSak nemusi byt obecné platné,
protoZe neni k dispozici dostatek uddajii. Vysledky kazdopadné ukazuji dileZitou roli
dalsi koordinacni skupiny pripojené k fosfinatové skupiné na formacni kinetiku.

Kromé komplexti lanthanoidi byla urcitd pozornost vénovana také kinetickym
vlastnostem komplexti Cu(Il). Vysledky ukazuji, Ze rychlost tvorby komplext Cu(ll) je
vyssi pro fosfonatové derivaty nez pro HsaDOTA.19° Naopak rychlost tvorby komplexu s
derivaty tetrafosfinatl je o dva rady nizsi nez u [Cu(II)DOTA].110 Porovnani kinetické
stability komplext [Cu(II)DOTP] a [Cu(I)DOTA] ukazalo, ze disociace [Cu(I[)DOTP] je
rychlejSi nez [Cu(I[)DOTA]. Poloc¢as rozpadu komplexu v 5 M kyseliné je 1,15 min pro
[Cu(I)DOTP] a 28,1 hodiny pro [Cu(I[)DOTA].111 Podobné rozdily byly také zjiStény u
dalSich tetrafosfinatovych derivat.112 V pripadé ligandl obsahujicich jak fosfonaty, tak i
karboxylaty klesa kineticka inertnost se zvysujicim se po¢tem fosfonatovych skupin, ale

rozdily jsou mnohem mensi.113
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CIL PRACE

Prace se zaméruje na studium kinetickych vlastnosti ligandu H4DOTA a jeho
fosfonatovych/fosfinatovych derivati a zkouma mozZnosti ovlivnéni mechanismu a
rychlosti komplexace za rtiznych podminek.

Soubor studovanych latek je zobrazen na Obr. 9. Ligand H4DOTA, ktery ma na
makrocyklickém kruhu navazany Ctyfi stejné acetatové skupiny, tvori vysoce stabilni
komplexy, avSak rychlost komplexace je pomérné nizka. Proto byly navrzeny derivaty,
ve kterych je jedna acetatova skupina nahrazena skupinou obsahujici atom fosforu. Tyto
derivaty lze dale rozdélit na ligandy obsahuji pouze methylfosfinat/fosfonat (H4DO3APH,
HsDO3APOH) a ligandy s druhym koordinacnim centrem (He¢DO3APPA, HsDO3APPIN,
H4DO3APAM, HsDO3APBP a H7DOTAMBP). Jednim z cili prace bylo zhodnotit vliv riznych
substituentli na pendantnim rameni a zptisobu jejich navazani na makrocyklus (typ
spaceru) na ovlivnéni kinetiky komplexace

Pfi pouZiti v mediciné hraje rychlost vzniku komplexu dtlezitou roli, obzvlasté pri
pripravé radiokomplexi. V laboratornich podminkach méreni kinetik obvykle probiha
v nadbytku iontd kovu, coZ neodpovida redlnym podminkam, kdy se radiokomplexy
naopak pripravuji ve vyrazném nadbytku ligandu. Ve snaze se co nejvice priblizit
skutecnym podminkam byly provedeny experimenty nejen v nadbytku iontl kovu, ale i
v nadbytku ligandu. Cilem bylo porovnat vysledky méreni a navrhnout mechanismus

vzniku komplexu véetné typt meziproduktl vznikajicich v priibéhu komplexace.
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Obr. 9 Studované polyazamakrocykly
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VYSLEDKY A DISKUZE

Pri pouziti v mediciné hraje rychlost vzniku komplext dilezitou roli. Do urcité
miry ji Ize ovlivnit podminkami komplexace (teplota, pH), ale ne vzdy a dostatecné. Jako
mnohem U¢innéjsi cesta k urychleni tvorby komplexi se jevi pfimo vyvoj novych ligandi
s poZadovanymi vlastnostmi. V dalsi ¢asti je popsdno chovani ligandu H4DOTA a

nékolika dalSich ligandi od néj odvozenych béhem tvorby komplexd.

KINETIKA FORMACE KOMPLEXU
Komplexace iontd Ln(IIl) ligandem H4DOTA a ligandy od néj odvozenymi probiha

ve dvou krocich.

KML kML .
[Ln(L)]*¢ ——— [Ln(L)]*

Ln(III) + L

Nejprve se velmi rychle vytvori out-of-cage komplex (znacen hornim indexem OC),
ktery ve druhém kroku zvolna prechazi v in-cage komplex (znac¢en hornim indexem IC),
za deprotonizace dvou atomi dusiku makrocyklu.

Pro sledovani tvorby komplexti metodou UV-Vis spektroskopie byly pouzity ionty
Eu(Ill) a Ce(III). Oba tyto ionty maji se zkoumanymi ligandy vyrazné absorpc¢ni pasy
v blizké UV oblasti. Pri pouZziti iontu Ce(Ill), ktery je velmi citlivy na zmény své
koordina¢ni sféry, je mozno navic rozliSit absorpéni pasy spektra volného iontu,

out-of-cagei in-cage komplexu (Obr. 10).
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Obr. 10 Priklad absorpéniho spektra: volny iont Ce(1Il) (¢ernd), out-of-cage
(modra) a in-cage (Cervena) komplex Ce(III)-DO3APPIN (au = a. = 4,0-10-* M, 25 °C).
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Iont Eu(IIl) ma zase tu vyhodu, Ze poskytuje i luminiscen¢ni spektra, ze kterych lze

urcit pocet koordinovanych molekul vod v komplexu a jeho zménu v ¢ase (Obr. 11).
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Obr. 11 Priklad zavislosti poctu koordinovanych molekul vod na iontu Eu(III) v priibéhu
komplexace s H4DOTA na ¢ase (pH = 3,5, 25 °C).

Stabilita out-of-cage komplexu hraje dtleZitou roli pro rychlost vzniku in-cage
komplexu, kterd je imérna koncentraci out-of-cage komplexu. Koncentrace out-of-cage
komplexu je urcena termodynamickou rovnovdhou (naboje jsou pro piehlednost
vynechany):

Ln + Hu+2L = [Ln(HzL)]oc + nH

Pro tuto rovnovahu lze podminénou konstantu stability A°c definovat jako:

oc _ [OCIx[H]"
"~ [Ln]x[L] ’

K
kde [OC] je koncentrace out-of-cage komplexu, [Ln] koncentrace volného iontu Ln(III) a
[L] koncentrace volného ligandu.

Kinetickd méreni se za laboratornich podminek obvykle provadi ve velkém
nadbytku iontd kovu, aby se matematicky popis reakci dal zjednodusit na kinetiku
prvniho radu. Naopak v praxi se p¥i pripravé radiokomplext pouziva ohromny nadbytek
ligandu. Proto se nabizi otdzka, zda se systémy chovaji stejné v nadbytku iontl kovu i
v nadbytku ligandu. Obecné se totiZ predpoklada vznik pouze jednoho typu out-of-cage
komplexu. NaSe studie ukazala, Ze u studovanych ligandt se za rtiznych podminek muiize
tvorit nékolik typl out-of-cage komplexii srozdilnou stechiometrii v zavislosti na

pomérech Kkoncentraci ligandii a iontdi kovu a na druhu pendantniho ramene

navazaného na makrocyklus (Schéma 1).
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Schéma 1 Piredpokladany mechanismus komplexace Ln(IIl)-L systému v zavislosti na
podminkach

Proto bylo porovnano chovani systémi pri pomérech kov:ligand 1:1 (ekvimolarni
pomér), 10:1 (nadbytek kovu) a 1:10 (nadbytek ligandu). Nejmarkantnéjsi rozdil
v chovani vnadbytku iontd kovu oproti nadbytku ligandu byl pozorovan u ligandu
HsDO3APPA, Tento ligand ma dvé jasné definovana silné komplexujici koordina¢ni
centra - makrocyklus a IDA-fosfinat. Na Obr. 12 je jasné vidét zpomaleni tvorby

komplexu v nadbytku ligandu.
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Obr. 12 Graf formace komplexu Ce(I1I)-HéDO3APPA v nadbytku Ce(III) (leva ¢ast grafu,
a. = 5-10~* M) a v nadbytku ligandu (prava ¢ast grafu, cce = 5-10—4 M) pii 25 °C. pH bylo
5,9 (diamanty) 6,5 (kolecka), 70 (trojuhelniky) a 8,0 (Ctverce).

Pro nadbytek ligandu i pro nadbytek kovu vykazuji ziskané zavislosti saturac¢ni
tvar. Vzijemna odliSnost tvaru je dlsledkem piitomnosti jinych reak¢nich
meziproduktli. Jak jiz bylo zminéno vyse, IDA skupina je silné komplexujici, a proto je
¢astice [ML]oc kvantitativné vytvorena jiz v ekvimolarni smési (ve sledovaném rozmezi

pH). Saturac¢ni tvar kiivky v nadbytku kovu ukazuje na tvorbu castice [M:zL]oc. KdeZto
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v nadbytku ligandu je reakce zpomalovana na limitni hodnotu pravdépodobné tvorbou
c¢astice [MLz]°c, kde je iont kovu koordinovan dvéma IDA skupinami rtiznych ligandd, coZ
vyrazné znesnadiiuje prechod iontu kovu do makrocyklické kavity a vzniku in-cage
komplexu. Pritomnost rtznych reakcnich intermediat byla podporena rovnéz UV-Vis
spektry komplexu Ce(III)-HéDO3APPA ziskanymi ihned po smichani pri pH 4 a 8. Pri
pH 4 za konstantni koncentrace iontt Ce(IIl) je dosaZeno prvniho absorpéniho maxima
(300 nm) pri poméru kov:ligand ~2:1 (komplex [M:zL]°¢). Béhem dal$itho ptridavani
ligandu absorbance dale stoupa a absorp¢ni maximum se posouva k 314 nm a dosahuje
maxima pri poméru ~1:1, kdy je kvantitativné vytvoren komplex [ML]°c (Obr. 13). Pri
pH 8 se tvar spekter méni jeSté napadnéji. Absorbance pfi 314 nm nejprve stoupa a
dosahuje maxima pri poméru kov:ligand ~1:1 (komplex [ML]°¢). Béhem dalsiho
pas smaximem pri 291 nm (komplex [MLz]°¢). Komplex [ML]°c je tvoren smiSenou
koordinaci IDA skupiny (ma vysokou komplexacni schopnost) a karboxylati na
ostatnich pendantnich ramenech makrocyklu. V komplex [M:zL]°c je jeden iont kovu
koordinovan IDA skupinou a druhy karboxylaty makrocyklu. Naproti tomu v komplexu
[MLz]oc je pravdépodobné iont kovu koordinovan dvéma IDA skupinami dvou molekul

ligandu.
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Obr. 13 UV-Vis spectra out-of-cage komplexu Ce(11I)-DO3AP'PA (A) a odpovidajici
zavislost absorbance pti 300 nm (¢tverce) a 312 nm (trojuhelniky) na poméru
kov:ligand (B) pri pH 4(am = 2,5:10-3 M, a. = 0-5-10-3 M).

I systém Ln(II1)-H4DOTA se choval odlisné v nadbytku iontd kovu a v nadbytku
ligandu. Obr. 14 zobrazuje pribéh formacni kinetiky systému Eu(Il)-HsDOTA
v zavislosti na koncentraci a teploté. Kiivky maji podobny tvar jak v nadbytku kovu, tak
v nadbytku ligandu. Pri nizkych teplotach je rychlost komplexace srovnatelna. Se
zvysujici se teplotou vsak vzrista rozdil mezi rychlostmi komplexace - v nadbytku

ligandu se komplex tvoii znacné rychleji nez v nadbytku iontG kovu. VSechny ziskané
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krivky témér okamzité dosahuji plata. To naznacuje, Ze hodnoty termodynamickych
konstant stability out-of-cage komplext (K1 a K72) jsou vysoké (logK'1 > 6 a logK2 ~ 3)

a komplex [EuLz]°c je plné tvoren jiZ pii poméru ligand:kov 5:1.
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Obr. 14 Zavislost rychlosti tvorby komplexu Eu(II)-DOTA v nadbytku ligandu (vpravo,
ctu = 2,5-103 M) a v nadbytku kovu (vlevo, a. = 2,5-10-3 M) pti pH = 3,5 pro rizné
teploty. Pro vétsi nazornost jsou body prolozeny kiivkami.

Pro dalsi potvrzeni téchto vysledkl byla mérena UV-Vis spektra systému Ce(III)-
H4DOTA ihned po smichani komponent (Obr. 15). Fitovanim dat byly ziskdny o néco
nizs$i hodnoty konstant stability out-of-cage komplext (logk™t ~ 6 a logK2 ~ 2—3) nez
pro systém Eu(Ill)-H4DOTA. To odpovida obecnému trendu stability komplexi v
lanthanoidové radé.
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Obr. 15 UV-VIS spectra out-of-cage komplexu Ce(Il1)-H4DOTA out-of (A) a odpovidajici

zavislost absorbance pfi 297 nm na poméru kov:ligand (B) pti pH 3 (au = 2,5:10-3 M,
a. = 0-25-10-3 M).
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NavrZeny komplexa¢ni mechanismus zahrnuje vice meziproduktl. V nadbytku
ligandu pravdépodobné vznikd kromé komplexu [ML]oc jesté i castice [MLz]oc
(Schéma 2).

* *

K K
[Eu(H,0)g]3* ==———== [Eu(H,L)(H,0),]°° =—=== [Eu(H,L),(H,0),]°

N

[Eu(L)(H,0)]*

Schéma 2 Mechanismus komplexace Eu(II)-H4DOTA systému

Pro dalsi potvrzeni vzniku castice [MLz]o¢ byla vyuZita metoda Casové rozliSené
molekulové luminiscenéni spektroskopie (,life-time“ méreni). lont Eu(lll) je pro pouziti
v luminiscencni spektroskopii velmi vhodny diky svému nedegenerovanému emisnimu
stavu >Do. ZhaSeni luminiscence Eu(Ill) vysokoenergetickymi O-H vibracemi dovoluje
urcit pocet molekul vody (g) vazanych ve vnitini sfée komplexu. K vypoctu byla pouzita
rovnice:114

g=105-m1-0,44
, kde i je rychlost vyhasinani luminiscence roztoku vzorku v H20. Out-of-cage komplex
systému Eu(IlI)-H4DOTA vzniklého ihned po smichani obsahuje ~4 molekuly vody.115
Tento intermediat se zvolna preménuje na in-cage komplex a pocet molekul vody klesa
na jednu. AvSak pri pouZziti nadbytku ligandu je hydratacni Cislo out-of-cage komplexu
hned od pocatku nizsi (Obr. 16).
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Obr. 16 Zavislosti poctu koordinovanych molekul vod (g) na iontu Eu(Ill) v pribéhu
komplexace s H4DOTA na case (pH = 3,5, 25 °C), au = 2,5:103 M, a.=2,5:103 M
(Ctverce), a.= 2,5:10-2 M (kolecka), a. = 5:10-2 M (trojuhelniky).
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Proto byl podrobnéji zkouman pocet molekul vody out-of-cage komplexu v

zavislosti na poméru ligand:kov (Obr. 17).
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Obr. 17 Zavislosti poc¢tu koordinovanych molekul vod (g) na iontu Eu(lll) out-of-cage
komplexii (méreno okamzité po smichani) pro rizné poméry ligand:kov (25 °C,
ceu = 2,5:1073 M); H4aDOTA (kolecka, pH = 3,5), H’7DO3APBP (trojuhelniky, pH = 3,5),
H7DOTAMBP (¢tvereckys, pH = 4,0). Krivka odpovida nejlepsimu fitu systému Eu(III)-
H4DOTA podle rovnice g = (gew [Eu(H20)s] + gmr-[EuL]°¢ + gmi2- [EuLz2]°c) / [Eu]tot

Vysledky odpovidaji vySe navrZzenému mechanismu. V ekvimolarni smési se tvoii
komplex [ML]ocs ~4 koordinovanymi molekulami vody. Komplex [MLz]°c s hydrata¢nim
¢islem < 3 se objevuje v nadbytku ligandu. Efektivni hydratac¢ni ¢islo je vyjadireno jako:

g = (geu - [Eu(H20)s8] + gmL - [EuL]oc + gmrz - [EuLz2]°¢) / [Eu]tot
, kde geu je hydratacni ¢islo volného aquaiontu Eu(Ill), guL a gumi2 jsou hydratac¢ni cisla
komplexi [EuL]oc, resp. [EuLz]oc a [Eu]wt je celkova koncentrace iontl Eu(Ill). Kdyz
vezmeme v Uvahu termodynamickou rovnovahu castic Eu(Ill) a do predeslé rovnice
dosadime do za geu = 8 a guL = 4 (lit.115), dostaneme prolozenim experimentalnich dat
gu.z = 2,8 £ 0,1.

Zajimavé chovani ukazaly také oba bis(fosfonatové) ligandy HeDO3APBP a
H7DOTAMBP (Obr. 18). U obou ligandli byl zkouman piedevsim vliv nadbytku ligandu,
protoZze ten vice odpovidd radiochemickym podminkam pfi znaceni ligandu
radioizotopy lanthanoidli. Navic bis(fosfonaty) tvori v nadbytku iontl kovu Spatné
definované polynukledrni komplexy aZ oligomery,82 a proto by hodnoceni vysledki
experimenti bylo krajné obtiZné. Experiment v nadbytku iontd kovu (slouzici jen
k porovnani) ukazal za stejné teploty nizsi rychlost tvorby komplexii oproti nadbytku

ligandu.
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Obr. 18 Grafy formace komplexu Eu(IlI)-DO3APBP (A, pH 3,5) a Eu(1ll)-DOTAMEP (B,
pH 4) v nadbytku ligandu (prava ¢ast, czu = 2,5:10—3 M) nebo kovu (leva ¢ast,
a=2,510-3 M).

Ukazalo se, Ze na tvorbu out-of-cage komplexii ma vliv nejen koordinac¢ni skupina
na pendantnim rameni, ale i zpisob jejiho navdzani na makrocyklus. Zatimco ligand
HsDO3APBP, ve kterém je bis(fosfonatovd) skupina pripojena pres fosfinat, se choval
podobné jako H4DOTA, tvorba komplexii s ligandem H7DOTAMBP, ktery ma
bis(fosfonatovou) skupinu navazanou na amid, vykazovala jiny typ zavislosti.

Tvorba komplexu Eu(Ill) sligandem H7DOTAMBP probiha o poznani pomaleji ve
srovnani s H4DOTA i HeDO3APPBP. I pii 70 °C se komplex tvoril extrémné pomalu diky
tvorbé vysoce stabilniho intermediatu [ML]ec. V nadbytku ligandu se krivky liSi od
ostatnich - neobjevuje se plato, ale rychlost komplexace se zvySuje s nadbytkem ligandu.
To naznacuje jen slabou koordinaci druhé molekuly ligandu a tvorbu malo stabilniho
intermediatu [MLz]ec.

Co se tyce hydratacnich cisel, oba bis(fosfonaty) jsou na tom podobné (a vyrazné
se lisi proti H4DOTA). lhned po smichani ionti Eu(lll) s ligandy HsDO3APBF a
H7DOTAMBP jsou koordinovany méné neZz dvé molekuly vody a pocatecni hydratacni
Cislo ziistava témér nezménéno po celou dobu premény out-of-cage komplexu na in-
cage. Podobné i zavislost hydratacniho cisla out-of-cage komplexu na nadbytku ligandu
je témér konstantni v celém sledovaném rozmezi a g=1—2 (Obr. 17). Jemny narist
hodnot hydratac¢niho ¢isla v systému Eu(II1)-DO3APBP miize byt pricten molekulam vody
interagujicimi s bis(fosfonatovymi) skupinami pomoci vodikovych vazeb (druha sféra),

které také prispivaji ke zhaseni luminiscence.60. 116
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STABILITA OUT-OF-CAGE KOMPLEX(

Z predeSlych experimentli je patrné, Ze out-of-cage komplexy hraji béhem
komplexace vétsi roli, nez se predpokladalo. Proto byly dale podrobnéji studovany.

Aby bylo mozZné porovnat stabilitu out-of-cage komplexii vSech studovanych
ligandi, byla jako referencni vybrana hodnota pH, ktera odpovida 50% zastoupeni
out-of-cage komplexu. (Obr. 19). Méreni probihala vsilné kyselych podminkach
(pH = 0—3), protoZe pri vyssich hodnotach pH dochazelo k prili§ rychlému prechodu na
in-cage komplex. Obecné plati, Ze ¢im je vySsi pH, kdy je dosaZeno 50% zastoupeni

out-of-cage komplex, tim jsou out-of-cage komplexy méné stabilni.

H.dota .M' L i

a5 | @10:1  m1:10

' H,do3apam

OH
Hsdo3aP H.do3aP" Hsdo3aPioa

2 4
I
o
1.5 1 Hedo3aPPiN

Obr. 19 Podminéné stability out-of-cage komplexi s ionty Ce(IIl). Sloupce ukazuji pH,
kdy bylo dosaZeno formace 50% out-of-cage komplexu pti 25 °C (koncentrace v
nadbytku kovu: cce = 4,0:10—3 M, a. = 4,0-10—% M; koncentrace v nadbytku ligandu:
e =4,0:10-*M, a. = 4,0-10-3 M).

nasledoval H4DO3APAM, Stabilita komplexti HsDO3APOH, H4DO3APH a HeDO3AP!PA byla
podobna stvorbou okolo pH 2. Stabilita komplexu HeDO3APPA mirné vzrasta
vnadbytku ligandu nejspiSe kvili tvorbé komplexu sjinou stechiometrii
(pravdépodobné ML2).

VSechny fosfinatové i fosfonatové ligandy ukazaly vyssi stabilitu nezZ H4aDOTA diky
niz§imu pAa fosfinatovych ¢i fosfonatovych skupin ve srovnani s karboxylaty.
Srovnatelnou stabilitu komplexti HsDO3APOH a H4DO3APH lIze vysvétlit protonizaci
fosfonatové skupiny do prvniho stupné ve sledovaném rozmezi pH. Pozitivni naboj
protonizované amino skupiny u komplexu H4DO3APAM pravdépodobné sniZuje stabilitu
out-of-cage komplexu. U ligandu HeDO3APPA je negativni vliv protonizované amino

skupiny kompenzovan dvéma negativné nabitymi karboxylaty. Proto je stabilita jeho
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out-of-cage komplexu srovnatelnd s HsDO3APOH i H4DO3APH. Nejvyssi stabilita
out-of-cage komplexu HsDO3APPN je zpilisobena vyssi aciditou a dobrymi chelata¢nimi
vlastnostmi gemindlni bis(fosfinatové) skupiny, ktera tvori stabilni Sesticlenny

chelatacni kruh.

TVORBA /N-CAGEKOMPLEXU

Out-of-cage komplex vznika kvantitativné a témér okamzité at' uZ v nadbytku kovu,
nebo v nadbytku ligandu a jeho pfeména na in-cage komplex pak probiha podle kinetiky
prvniho fadu. Krok urcujici rychlost komplexace je deprotonizace atomil dusiku v
makrocyklu out-of<cage komplexu a presunu iontu Ln(Il) do makrocyklické kavity.
Tento krok zavisi na koncentraci hydroxidovych aniontii a rychlostni konstanta kobs je
vyjadiena rovnici:

kobs = ko + ki'[OH~] + Ak [OH~]?

, kde ko je rychlostni konstanta nezavisla na koncentraci [OH~] a konstanty k1 a k2 urcuji
zavislost rychlosti premény out-of-cage komplexu na finalni 7/n-cage komplex na [OH~].
Ne u vSech komplexti musi byt zastoupeny vsechny konstanty ko, k1 i k.

Tvorba in-cage komplexu byla detailné studovana u ligandu H4DOTA. V systému
Eu(1ll)-H4DOTA v nadbytku kovu i nadbytku ligandu byl pozorovan linedrni narist
hodnoty kobs v zavislosti na koncentraci [OH-] iontd. Za laboratorni teploty, v celé
sledované skale pH (3,5 -7,5), vznikd komplex mirné rychleji v nadbytku kovu nez
v nadbytku ligandu. Hodnota ki je pro oba systémy témér stejna. Rozdil v rychlosti
vzniku komplexu je dan odliSnou velikosti ko - v nadbytku ligandu je jeji hodnota témér
zanedbatelnd, kdeZto pro nadbytek kovu jiZ nabyvd vyznamné hodnoty. V priibéhu
reakce se proton premisti z meziproduktu na hydroxidovy aniont. Jind moZnost je, Ze
proton zachyti jina Bronstedova baze (napft. pufr), coZ vyustuje v nenulovou hodnotu k.

Systém Ce(III)-H4DOTA se choval obdobné. U vSech komplext bylo pozorovano
zvySeni rychlosti formace se vzriistajicim pH. I zde byla pozorovana mirné rychlejsi
komplexace v nadbytku ligandu. Velmi nizké hodnoty 4o ukazuji na minimalni prispévek

[OH~] nezavislého reakéniho mechanismu. Vysledky jsou shrnuty v Tab 3.
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Tab. 3 Rychlostni konstanty tvorby Eu(IIl) a Ce(III) komplext s ligandem H4DOTA.

Nadbytek kovu (10 ekv.)

Nadbytek ligandu (10 ekv.)

ko ki ko ki

[s71] [s~Imol-1dm3] [s1] [s~Imol-1dm3]
Eu-H,DOTA 2,340,3-10-2 1,97+0,03-107 749-10-4 1,90+0,03-107
Ce-H4sDOTA - 2,840,2-10¢ - 4,3+0,7-106

Pro dalsi experimenty porovnavajici rychlost vzniku in-cage komplexi ligandi

odvozenych od H4DOTA s fosfonatovym /fosfinatovym pendantnim ramenem byl vybran

iont Ce(Ill). Jeho absorp¢ni pasy umozZiuji sledovat preménu out-of-cage komplexu

vznikajiciho ihned po smiseni ligandu a iontu kovu na finalni /n-cage komplex. Hodnoty

ko byly opét zanedbatelné. Ziskané konstanty vSech ligandd shrnuje Tab. 4 a fity Obr. 20.

Kromé systému Ce(III)-H4DO3APAM, vSechny zavislosti logkobs na pH byly linearni, a
tudiZ konstanta k1 zde ma zcela dominantni prispévek. V pripadé Ce(III)-H4DO3APAM

nelinedrni pribéh ukazuje i na vyznamny prispévek konstanty Az, ktery je nejspise

spojen s protonizaci amino skupiny na pendantnim rameni. Hodnoceni systému Ce(III)-

HsDO3APPA bylo komplikovano protonizaci skupin na pendantnim rameni a vytvorenim

stabilnich out-of-cage komplexi s riiznou stechiometrii.

Tab. 4 Rychlostni konstanty tvorby in-cage Ce(IlI) komplext se studovanymi ligandy
v nadbytku iontd kovu (ce = 10-3 M, g, = 10-4 M) a v nadbytku ligandu (. = 10-3 M,
a.= 10—+ M) pri teploté 25 °C.

Nadbytek iontt kovu Nadbytek ligandu
kix105 krx1012 ki1x105 krx1012
[s~Imol-1dm3] [s~imol-2dm¢] [s~Imol-1dm3] [s~Imol-2dm¢]
H4+DOTA 2812 - 4317 -
35117
HsDO3APoH 24,140,3; - 24,540,7 -
9,56%
H4sDO3APH 3,31+0,5 - 4,29+0,04 -
HsDO3APPIN 9,240,2 - 18,8+0,1 -
H4DO3APAM 1,640,2 1642 2,1+0,6 1642
HsDO3APIDA 0,86 - 0,019¢ -
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Obr. 20 Graf vypoctené rychlostni konstanty tvorby in-cage Ce(I1l) komplext v zavislosti
na pH pri 25 °C v nadbytku kovu (cce = 10-3 M, a. = 10-* M) a v nadbytku ligandu
(ace=103M, a.=10-*M).

VétsSina studovanych ligandt ukazala podobny pH profil rychlosti komplexace jak
v nadbytku ligandu, tak i v nadbytku kovu. U H4DOTA byla pozorovana mirné rychlejsi
komplexace v nadbytku ligandu. To odpovida i predesSlym vysledkiim z méreni rychlosti
formace Eu(1ll) komplexti. Vétsi rozdil rychlosti komplexace byl pozorovan u ligandu
HsDO3APPIN, Ten miize byt vysvétlen tvorbou nékolika typl out-of-cage komplext
v zavislosti na pomérech koncentraci ligandu a kovu. Oproti tomu u ligandu HeDO3APPA
dochazi vnadbytku ligandu ke zpomaleni komplexace kvili tvorbé velmi stabilniho
out-of-cage komplexu [MLz] koordinaci iminodiacetatovych skupin pendantnich ramen
dvou riznych molekul ligandu.

Nejrychleji dochazelo k tvorbé komplexu s ligandem H4DOTA, nepatrné pomaleji s
HsDO3APOH a HsDO3APPIN, Tyto dva ligandy obsahuji snadno protonizovatelna
pendantni ramena, ktera mohou slouZzit jako akceptor protonu pii deprotonaci
aminoskupin makrocyklu v rychlost urcujicim kroku komplexace. Fosfinatové skupiny
tuto schopnost nemaji. Proto neni prenos protonu uligandu H4DO3APH podporovan a
vznik komplexu je vyrazné pomalejsi. Amino skupina na pendantnim rameni
H4DO3APAM je v kyselém prostredi protonizovana; v neutralnim nebo zasaditém pH je
pak deprotonizovana, a tudizZ se miize podilet na pfenosu protonu. Tim padem u ligandu
H4DO3APAM pti pH > 6 dochazi k vyraznému naristu rychlosti komplexace ve srovnani
s ostatnimi sledovanymi ligandy. Nejpomaleji vznikad in-cage komplex sligandem
HeDO3APIPA kviili pritomnosti silné komplexujici skupiny v pendantnim rameni. Ligand
HsDO3APPA obsahuje dvé koordinacni centra - makrocyklus a IDA skupinu pripojenou

k cyklu pres methylfosfinat. Druhé koordinac¢ni misto (IDA skupina) je schopné vazat
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iont kovu z roztoku, ¢imZ by méla byt urychlena tvorba out-of-cage komplexu. Nicméné
se ukazalo, Ze vznikly out-of-cage komplex je natolik stabilni, Ze vznik finalniho in-cage
komplexu je naopak vyrazné zpomalen. To ukazuje, Ze pouZiti prili§ silné komplexujici
skupiny na pendantnim rameni pfi vyvoji ligandi pro radiomedicinu neni vhodna
strategie.

Pirekvapivé vSak srovnani neukdzalo Zadnou zavislost rychlosti komplexace na

bazicité ligandu nebo na podminénych konstantach stability out-of-cage komplex.

KOMPLEXACE ZA RADIOCHEMICKYCH PODMINEK

Podminky vzniku znacenych komplexli pouzivanych v radiomediciné se podstatné
lisSi od syntézy komplexli s ionty stabilnich kovi. Trendy a zavislosti ziskané pfi
»Cchemickych“ podminkach byvaji Spatné pienositelné do ,radiochemickych” podminek.
Koncentrace reaktantii pri radiokomplexaci je o nékolik radii nizsi. Reakéni roztok je
tedy velmi zredény, a tudiZ obtiZnéji dochazi k interakci molekul. Dale pfri
komplexac¢nich procesech v takovychto koncentracich jiz hraji roli napriklad i necistoty
(hlavné ionty jinych kovii) z roztoku radionuklidu.

Zkoumané komplexy byly znaceny iontem 177Lu(III). Byl studovan vliv koncentrace
a pH na radiochemicky vytézek komplexti (Obr. 21). V zavislosti na koncentraci bylo
potieba nejmensiho molarniho mnozstvi ligandu pro kvantitativni znaceni (pti pH 6,6
po dobu 30 min pii 95 °C) u ligand H4DOTA, HsDOA3POH a HsDO3APPIN, Nepatrné vice
pak bylo potreba pro ligandy H4DO3APH a HsDO3APPA, Ligand H4DO3APAM vykazoval o
poznani horsi vlastnosti, kdy i pfi pouziti dvojndsobné koncentrace ve srovnani s
ostatnimi ligandy dosSlo k oznaceni méné nez z 50 %.

Vétsi rozdily mezi jednotlivymi ligandy byly pozorovany pfti sledovani zavislosti
znaCeni na pH. Podobné se chovaly ligandy H4sDOTA a HsDO3APPIN - oba ukazaly
kvantitativni znacCeni pti pH = 3. Ostatn{ ligandy potiebovaly vyrazné vyssi hodnotu pH
- H4DO3APH pH = 5,5, HsDOA3POH a HeDO3APPA pH = 6,5. Ligand H4DO3APAM, ktery
nevykazal kvantitativni znaceni ani pti pH 6,6, nebyl pro nizsi pH viibec sledovan.

Nejlepsi ,znacici vlastnosti“ mezi vSemi fosfonatovymi/fosfinatovymi derivaty pri
nizkém pH ukazal ligand HsDO3APPIN, Tyto vysledky jsou ve shodé s vysSe uvedenymi
hodnotami stabilit out-of-cage komplext. Na druhou stranu radiochemicky vytézek
nevykazal jasnou korelaci ani s bazicitou ligandu a ani srychlosti tvorby in-cage

komplexti. Tyto vysledky naznacuji, Ze stabilita out-of-cage komplexi pravdépodobné
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urcuje ucinnost inkorporace radionuklidu. Formace out-of-cage komplexu je rychlost
urcujici faktor nejspise kvili nizkym koncentracim (nanomoldrnim) a pritomnosti
konkurujicich iontd kovli béhem radiochemickych komplexaci. To naznacuje, Ze
pritomnost dalsi chelatujici skupiny na pendantnim rameni je slibna strategie ke zvyseni
rychlosti tvorby radiokomplexu. Nicméné typ chelatujici skupiny musi byt vybran
obezietné s ohledem na silu koordinace, typu spaceru mezi chelatujicimi skupinami a
druhem makrocyklu. Nevhodna skladba téchto komponent by naopak mohla celkovou
rychlost komplexace radionuklidu zpomalit. Nase vysledky naznacuji, Ze pritomnost
amino skupiny na pendantnim rameni neni Zadouci (viz ligand H4DO3APAM),
Koordinujici skupina na pendantnim rameni by se méla skladat z kyselé skupiny, jako

jsou napft-. fosfinaty na HsDO3APPIN,
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Obr. 21 Radiochemicky vytéZzek 177Lu(Ill)-komplexu v zavislosti na koncentraci ligandu
(A, 10 MBq, pH 6,6, 95 °C, 30 min) a pH (B, 10 MBq, m. = 0,1 nmol, 95 °C, 30 min).

VLASTNOSTI LIGANDU S DVEMA KOORDINACNIMI CENTRY

Pro studium toho, jak jsou ovlivnény komplexacni vlastnosti ligandu dalS$im
koordinujicim mistem v molekule, byl vybran ligand HeDO3APPA, ktery ma dvé jasné
definovana koordinac¢ni centra - makrocyklus a IDA skupinu ptipojenou k cyklu pres

methylfosfinat (Obr. 22).
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Obr. 22 Ligand HeDO3APPA
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TERMODYNAMICKA STABILITA

Pomoci potenciometrie bylo uréeno sedm protonizacnich konstant. Tri v bazické
oblasti odpovidaji protonizaci atomi dusiki (jeden IDA skupiny a dva na makrocyklu).
Dalsi Ctyri protonizacni konstanty leZici v kyselé oblasti naleZeji protonizaci atomi

kysliku karboxylatovych skupin (Tab. 4).

Tab. 4 Protonizacni konstanty ligandu HsDO3AP!PA a dalSich diskutovanych ligandt
(25°C, /= 0,1 M NMexCl).

HeDO3AP®A | H4DOTA!18 | HsDO3APPra 100

logK1 12,85 12,93 12,68

log K> 9,63 9,72 9,44

log K3 8,13 4,62 5,04

log K4 4,40 4,15 4,34

log K5 3,27 2,29 3,10

log Ks 1,98 1,34 1,93

log K7 1,58 - -

V porovnani se samotnou kyselinou iminodioctovou jsou hodnoty protonizacnich
konstant jejich fosfinatovych derivati o vice nez jeden Fad niz$i kvili zapornému
indukénimu efektu fosfinatovych skupin.l’® Hodnoty protonizace atoml dusiku na
makrocyklu ligandu jsou srovnatelné s publikovanymi konstantami pro H4DOTA nebo
monofosfindtovymi analogy (napi. HsDO3APPra) 100

ProtoZe v kyselé oblasti pH je komplexace iontli Ln(IIl) pomald, systém byl
sledovan metodou out-of-cell. Tuto metodu nelze pouZit pri vyssich pH (pH > 5) kviili
moznému sraZeni hydroxidli lanthanoidl. Ve studovanych podminkach (pH < 5) byly
nalezeny jen protonizované komplexy — [Ln(HsL)], [Ln(H2L)]- a [Ln(HL)]?~. Pro
popsani celého systému bylo tedy nutno znat hodnoty prvnich protoniza¢nich konstant
patiicich protonizaci IDA skupiny (odpovidaji formaci castice [Ln(HL)]%~). Z acido-
bazické titrace predpripraveného komplexu byla stanovena hodnota protonizacni
konstanty castice [Ln(L)]3~ a nasledné vypoctena konstanta stability komplexu
[Ln(L)]3~. ProtozZe komplexace nebyla studovana v nadbytku iontl kovi (riziko srazeni
hydroxidi kovi), byly urceny jen Konstanty stability mononuklearnich komplexd.
Stabilita téchto komplex je mirné vyssi nez u srovnatelnych komplexti H4DOTA

(Tab. 5).
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Tab. 5 Porovnani konstant stability logBo11 (Bo11 = [M(L)] / ([L] x [M])) diskutovanych
komplext (25 °C, /= 0,1 M NMe:Cl).

ligand Cu(ID) | Zn(ID) [ La(1ll) [ Nd(IIT) | Eu(Ill) | GA(IID) | Y(IID)
HeDO3AP®A | 23,75 | 21,79 | 22,09 | 24,02 | 2494 | 2527 | 2539
H4DOTA120 223 | 208 | 220 | 237 230 | 240 | 24,0
HsDO3APPra 100 | — - 23,1 - 253 | 2504 | 24,63

Dale byla studovana komplexace dvojmocnych iontd (Cu(ll) a Zn(Il)). Pri
nadbytku kovu jsou vcelé mérené oblasti pH dominantné zastoupeny dinuklearni
komplexy. V bazické oblasti rovnéz vznikaji dinuklearni hydroxidokomplexy, protoZe
jedna molekula ligandu plné nevysyti koordinac¢ni sféru obou ionti kovu. Komplexace
byla studovana standardni in-cell metodou v poméru ligand:kov 1:1 a 1:2. Oba systémy
vykazuji podobné chovani. Za ekvimolarnich podminek jsou v neutralnim a zasaditém
prostiedi dominantni ¢astice [M(L)] a [M(HL)]. Jejich hodnoty konstant stability jsou asi
o tad vyssSi nez pro srovnatelné komplexy H4DOTA, coz ukazuje, Ze ionty kovl jsou
vazany v makrocyklické Kkavité. V Kkyselé oblasti bylo nalezeno vice rizné
protonizovanych c¢astic, kde protonizované jsou nekoordinované karboxylové skupiny
nebo atom dusiku IDA skupiny. V Cu(ll) komplexu je protonizovana pouze jedna
karboxylatova skupina, coz nasvédcuje koordinaci dvou karboxylatii k centralnimu
kovu. Fosfinatové pendantni rameno tak ziistava ziejmé nekoordinované. Pirekvapivé
bylo vkyselé oblasti nalezeno velké mnozstvi dinuklearnich komplexi i v poméru
ligand:kov 1:1. Pfitomnost dinuklearnich komplexi i v ekvimolarnim poméru muze byt
vysvétlena zménou rozloZeni naboje po koordinaci prvniho iontu kovu. Pfi nizkém pH
jsou v makrocyklu protonizovany jak atomy dusiku, tak i atomy kysliku karboxylatovych
skupin. Pro koordinaci iontu kovu do makrocyklu (7in-cage ) musi disociovat nejméné
dva protony a sniZuje se tak celkovy naboj makrocyklické ¢asti molekuly.

Pritomnost dvou chelata¢nich  center  vligandu  umozZiuje  vznik
heterodinukledrnich komplexti. Ln(IlI) komplexy ligandu HsDO3APPA jsou kineticky
vysoce stabilni, a proto mohl byt Gd(III) komplex povaZovan za rigidni castici a
koordina¢ni chovani IDA-fosfinatové skupiny mohlo byt hodnoceno nezavisle. Na
predpiipraveném komplexu [Gd(DO3AP!PA)]3- byla studovana koordinace dvojmocnych

(Cu(1l), Zn(1I), Ca(1)) i trojmocnych (Eu(IIl)) iontd kovl IDA skupinou (Tab. 6).
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Tab. 6 Konstanty stability a disocia¢ni konstanty predptipraveného komplexu
[GA(DO3APIPA)]3- s jonty dalSich kovi (25 °C, /= 0,1 M NMeaCl).

Rovnovéahaa Cu(1D) Zn(1D) Ca(ID) Eu(III)

M + [Gd(L)] = [M{Gd(L)}] 10,53 8,10 5,19 8,98

[M{Gd(HL)}] = [M{Gd(L)}] + H* - - - 2,59
[M{Gd(L)}] + H20 = [M{Gd(L)}(OH)] + H* 9,06 b 11,88 b
[M{Gd(L)}(OH)] + H20 = [M{Gd(L)}(OH).] + H* 11,62 b - b

[Gd(L)] + [M{Gd(L)}] = [M{Gd(L)}:] 4,87 5,20 - 7,33

[GA(HL)] + [M{Gd(L)}] = [M{Gd(HL)H{Gd(L)}] 2,63 2,58 - 3,84

[M{Gd(HL)K{Gd(L)}] = [M{Gd(L)}2] + H+ 5,55 517 - 4,30

[M{Gd(L)}:] + H20 = [M{Gd(L)}>(OH)] + H* 10,01 10,71 - 10,3

a Kvili prehlednosti jsou vynechany naboje.

b Konstanty nemohly byt stanoveny kviili sraZeni hydroxid{ kovu v neutralni
oblasti.

Za ekvimolarnich podminek jsou prednostné tvoreny komplexy M:[Gd(L)] 1:1, pri
nadbytku [Gd(L)] pak vpoméru 1:2. Vsystému sionty Eu(Ill) jsou jejich hodnoty
srovnatelné, kdezto u iontt Cu(Il) a Zn(II) neni koordinace druhé molekuly ligandu
preferovana z divodu mensi velikosti a nizstho kladného naboje iontu kovti. Na zbyvajici
volna koordinac¢ni mista iontli kovu se v bazickém prostredi vazi hydroxidové ¢astice za
vzniku hydroxidokomplexti. Vznik hydroxidokomplexli v systémech sionty Ca(ll) lze
vysvétlit disociaci protonu molekuly vody koordinované k centralnimu iontu Gd(III),
ktera je usnadnéna blizkou pritomnosti koordinovaného iontu Ca(II). Konstanty stability
jsou obdobné nebo mirné vyssi ve srovnani s komplexy H2IDA i pres nizsi bazicitu atomu
dusiku v komplexu [Gd(DO3APPA)]3-. Ta je komplenzovana vyssi denticitou IDA-
fosfinatové skupiny, kde se fosfinat mliZe zaroven koordinovat na oba ionty kovii. Tim se
IDA-fosfinatova skupina chova jako tetradentatni ligand i presto, Ze fosfinat je jizZ vazan
na iont kovu v kavité makrocyklu.

Ziskané hodnoty protonizacnich konstant i konstant stability ukazuji, Ze se obé
koordina¢ni mista - makrocyklus i IDA-fosfindt - chovaji obdobné jako ligandy,
z kterych vychazeji - HsaDOTA a H2IDA - a vzajemneé se i pfes svou tésnou blizkost prilis

neovliviiuji.

DISOCIACNI KINETIKY
Pfi medicinalnim pouziti je odolnost komplexu vici jeho disociaci v téle rovnéz
velmi dulezitd. Komplexy odvozené od HsDOTA obecné vykazuji vysokou disocia¢ni

stabilitu, proto byly disocia¢ni kinetiky studovanych komplexii sledovany jen okrajové.
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Disociace komplexu [Ce(DO3APPA)]|3- v kyselém prostfedi byla studovdna za

pouziti 0,2—3,0 M HCIO4 (Obr. 23).
20 -

0 : 2 3
c(H*) [M]
Obr. 23 Disociace komplexu [Ce(DO3APPA)|3- (25 °C, /=3 M (Na/H)ClOa4).

Zavislost rychlostni konstanty dkbs na koncentraci [H*] se jevi témér linearni.
Nicméné pii proloZeni experimentalnich bodt linearni funkci funkce neprochazi bodem
[0;0], coZ naznacuje, Ze je pritomna dalSi jinak protonizovanana castice ovliviujici
kinetiku reakce. Potenciometrii byly urceny 3 protonizacni konstanty Ln(III) komplext
([M(HL)]?-, [M(Hz2L)]~ a [M(H3L)]). Nicméné disocia¢ni méreni probihala pri pH niZsim,
nez jaké je rozmezi v potenciometrii. Kineticky vyznamnou roli zde nejspiS hraje
rovnovaha [M(HsL)] = [M(H4L)]*, kterd je definovana disocia¢ni konstantou Aa. Méné
protonizovana Castice [M(HsL)] neprispivd kcelkové rychlosti disociace. Castice
[M(H4L)]* miZe disociovat bud’ spontanné (rychlostni konstanta 4ko), nebo v zavislosti
na koncentraci protonii (rychlostni konstanta d41). Rychlost disociace je pak definovana
rovnici:

V= dkobs [ komplex]wot = dko-[M(HaL) ]+ + dka-[M(H4L) ]+ [H*]
, kde [komplex]tot predstavuje celkovou koncentraci komplexu. PouZitim vysSe navrzené
disocia¢ni rovnovahy lze rovnici upravit do tvaru:
Yy x[H']/ K, +%, x[H']? /K,

1+[H']/K,

d _
kobs -

Hodnota konstanty 941 je srovnatelnd s hodnotami obdobnych konstant pro Ce(III)
komplexy H4DOTA a HsDO3AP (Tab. 7). Hodnota 4k byla zanedbatelnd, coZ naznacuje,
Ze Castice [M(H4L)]* samovolné disociuje jen pozvolna Toto vSe ukazuje na vysokou
kinetickou stabilitu komplexu a minimalni roli IDA-skupiny pendantniho ramene na

disociaci komplexu.
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Tab. 7 Disociacni konstanty diskutovanych Ce(IIl) komplext (25 °C).

ligand disociacea (polocas pti pH 0)
HeDO3APIDA ik =6,9x104M-1s-1 ti;z = 23 min
H4sDOTA df = 8x10-4 M-1s-1 b= 4 min

dy = 2X10-3 M-2s5-1 (ref.117)

dfy = 3,4Xx10-4 M-1s-1

dfo =1,6X10-3 M-2s5-1 (ref.121) tij2 = 6 min
HsDO3AP ik =1,22x10-3 M-1s-1 ti;z =10 min
(ref.95)

adkops = dkl'[H+] + dk?'[H+]2

V podminkach blizs§ich medicindlnimu pouziti (pH 7,4) byla pomoci NMR
spektroskopie sledovana disociace resp. transmetalace komplexu Eu-HsDO3APEBP za
laboratorni teploty v pritomnosti pétindisobného mnoZstvi iontli Zn(II). Systém se jevil
velmi inertni. Po tiech tydnech doslo k transmetalaci jen z 5 % a po dvou mésicich z 9 %.
Vsechny disociacni experimenty tak ukazuji, Ze pritomnost silné koordinujici skupiny

v pendantnim rameni nesniZuje kinetickou inertnost komplexd.
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ZAVER

Komplexy kovii nasly Siroké uplatnéni v mediciné. Nicméné ani klinicky pouZivané
latky zdaleka nedosahuji idealnich vlastnosti a je zde proto prostor pro jejich vylepSeni.

Hlavni limitaci je predevsim pomalad tvorba komplexi s radioizotopy. Studovany
ligand H4DOTA, ktery ma na makrocyklickém kruhu navazany ctyfi stejné acetatové
skupiny, tvori vysoce stabilni komplexy, avSak rychlost komplexace je ¢asto pomérné
nizka.

Tato prace se zamérila na fosfonatové a fosfinatové derivaty ligandu H4DOTA.
Studované latky lze rozdélit na ligandy obsahuji pouze methylfosfinat/fosfonat
(H4DO3APH, HsDO3APOH) a ligandy s druhym koordinacnim centrem (HsDO3APPA,
HsDO3APFIN, HsDO3APAM, HsDO3APBEP a H7DOTAMEP).

Jednou z cest ke zrychleni komplexace, a tim padem i k ziskani vétSiho vytézku, je
pridani dalsi slabé koordinujici skupiny do molekuly ligandu. Jako vhodné se ukazaly
kyselé skupiny (napf. fosfinaty na HsDO3APPN), naopak nevhodna je pritomnost amino
skupiny (H4DO3APAM),

Dilezitd je stabilita out-of-cage komplexu, kterd hraje stéZejni roli pro rychlost
vzniku in-cage komplexu. VSechny fosfindtové i fosfonatové ligandy ukazaly vyssi
stabilitu out-of-cage komplexli nez H4DOTA diky nizS§imu pA: fosfinatovych C¢i
fosfonatovych skupin ve srovnani s karboxylaty. Ukazalo se, Ze na tvorbu out-of-cage
komplexti ma vliv nejen koordina¢ni skupina na pendantnim rameni, ale i zpisob jejiho
navazani na makrocyklus. Zatimco ligand HeDO3APEBP, ve kterém je bis(fosfonatova)
skupina pripojena pres fosfinat, se choval obdobné jako H4sDOTA, tvorba komplext s
ligandem H7DOTAMBP, ktery ma bis(fosfonatovou) skupinu navazanou na amid,
vykazovala odliSny typ zavislosti. Pokud jde o vliv skupiny na pendantnim rameni,
pritomnost slabé koordinujici skupiny komplexaci urychlovala, ale jiZ silnéji koordinujici
skupina na pendantnim rameni rychlost prechodu iontu kovu do makrocyklu (vznik
in-cage komplexu) vyrazné zpomalovala (HsDO3APPA),

Kinetickd méreni se za laboratornich podminek provadi ve velkém nadbytku ionti
kovu (matematicky popis reakci se zjednodusi na kinetiku prvniho radu), ale v praxi se
pii pripravé radiokomplext pouziva ohromny nadbytek ligandu. Proto bylo zkoumano,
zda se systémy chovaji stejné v nadbytku iontl kovu i v nadbytku ligandu. Obecné se

totiZ v literature predpoklada vznik pouze jednoho typu out-of-cage komplexu. Nase
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studie ukazala, Ze u studovanych ligandi se za riznych podminek muZe tvorit nékolik
typl out-of-cage komplexli srozdilnou stechiometrii v zavislosti na pomérech
koncentraci ligand a iontd kovu a na druhu pendantniho ramene navazaného na
makrocyklus.

VétSina studovanych ligandli ukazala podobny pH profil rychlosti komplexace jak
v nadbytku ligandu, tak i v nadbytku kovu. Prekvapivé vSak srovnani neukazalo Zadnou
zavislost rychlosti komplexace na bazicité ligandu nebo na podminénych konstantach
stability out-of-cage komplexi.

Pri komplexaci za radiochemickych podminek, kdy je koncentrace reaktanti
radové nizsi, vysledky naznacuji, Ze stabilita out-of-cage komplexti i zde pravdépodobné
urcuje ucinnost inkorporace radionuklidu. NaSe vysledky ukazuji, Ze vhodna chelatujici
skupiny na pendantnim rameni je cestou ke zvySeni rychlosti tvorby radiokomplexu.
Koordinujici skupina by méla obsahovat kyselou skupinu, jako jsou napt. fosfinaty na
HsDO3APPIN, Naopak nevhodna je pritomnost amino skupiny na pendantnim rameni
(H4DO3APAM), ktera celkovou rychlost komplexace radionuklidu zpomalila.

Lze tici, Ze vliv na rychlost tvorby komplexti maji koordinujici skupiny na
pendantnim rameni, typ linkeru mezi chelatujicimi skupinami i druh makrocyklu. Je
tfeba najit vhodnou skladbu téchto komponent, aby bylo dosaZeno poZadovanych

vlastnosti.
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