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Abstrakt

Radioizotopy ®*Cu a ®3Ga jsou pro své vlastnosti pouzivany v radiomedicing, zejména
v pozitronové emisni tomografii (PET). Iont kovu je nutné komplexovat vhodnym ligandem,
se kterym bude tvofit stabilni a kineticky inertni komplex. Cilem této bakalarske prace byla
syntéza polydentatniho ligandu na bazi makrocyklu TACN, a nasledna piiprava jeho gallitych
a m&dnatych komplexti. Komplex [Cu(L)] byl studovan pomoci UV-VIS titrace. Ze zavislosti
absorbance 4 vinové délce A byly pozorovany d-d prechody ve VIS (A =440 — 800 nm) oblasti
a CT prechody spole¢né s piechody na aromatickym cyklu v UV oblasti (A = 220 — 380 nm).
Syntetizovan byl i komplex [Ga(L)], jehoz blizsi charakterizace a studium koordinacnich

vlastnosti provedeny nebyly.

Kli¢ova slova: makrocyklické ligandy, komplexy, stabilita, radiomediicna, PET

Abstract

The radioisotopes *Cu and *®Ga are used in radiomedicine and imaging (PET) due to
their properties. The metal ion must be complexed with a suitable ligand forming a stable and
kinetically inert complex. The aim of this bachelor thesis was to synthesize polydentate ligand
based on the TACN macrocycle, followed by the preparation of its gallium (IIT) and copper (II)
complexes. Based on the dependence of absorbance 4 on the wavelength A, d-d transitions in
the VIS (A =440 — 800 nm) region and CT transitions with transitions on the aromatic cycle in
the UV region (A = 220 — 380 nm) for the [Cu(L)] were also observed. The [Cu(L)] complex
was studied by UV-VIS titration. The complex [Ga(L)] was also synthesized, but its further

characterization and study of coordination properties were not carried out.

Key words: macrocyclic ligands, complexes, stability, radiomedicine, PET
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1 Uvod do nuklearni mediciny

Nukledrni medicina je klinickym oborem a specializovanou oblasti radiologie, ktera se
zabyva 1écbou, hodnocenim a diagnostikou riznych chorob pomoci tzv. otevienych zaricu.
V ptipadé vysetieni funkce a morfologie organti in vivo pomoci otevienych zarici se vyuzivaji
radioaktivni znaCené latky navdzané na piisluSnou molekulu (nosic), které se oznacuji jako

radiofarmaka. (]

Radiofarmaka jsou 1écivé latky tvofené molekularni strukturou s navdzanym
radionuklidem, které nachazeji uplatnéni jako gama/beta zafice pro diagnostiku nebo jako
alfa/beta zafiCe pro terapii v radiomedicingé. Molekuldrni struktura determinuje fyzikalng-
chemické vlastnosti 1é¢iva a jeho schopnost véazat se na cilové struktury (enzymy, proteiny).
Radionuklid, jako nuklid prvku s pfebytkem energie schopny samovolné radioaktivni pfemény

jader, slouzi jako zdroj signélu v zobrazovacich metodach.

V poslednich nékolika desetiletich zaznamenaly zobrazovaci metody v mediciné
prudky rozvoj avsoucasné dobé maji zejména v klinické onkologii vyznamnou funkci.
Molekularni zobrazovani je Siroce rozSifené pro své neinvazivni pusobeni a podrobné
poskytovani informaci o onemocnéni pacienta na bunécné a molekularni urovni. Ve srovnani
se zobrazovacimi metodami jako jsou rentgenové snimky, pocitacova tomografie (CT)
a ultrazvuk umoznuje i vizualizaci chemickych a biologickych procest (napt. metabolismus
glukézy, spotieba kysliku) u lidi a jinych Zivych organismi.l*! ¥ Kvalitni diagnostika nemoci
poskytuje pacientovi vybér vhodnych 1é¢ebnych postupti, jako i bezpecnost a uspesnost 1écby.
Mezi nejbéZné€jsi metody fadime jednofotonovou emisni tomografii (SPECT) a pozitronovou

emisni tomografii (PET), které se budeme vénovat v nasledujicich kapitolach.

1.1 Pozitronova emisni tomografie

Pozitronova emisni tomografie je radiochemickd metoda vyuZivdna v mediciné pro
ziskani anatomické informace a méteni metabolické aktivity bunék télesnych tkani a funkci
organti. VySetieni pacienta pomoci PET vyzaduje oralni nebo intravendzni podani malého
mnozstvi vhodného radiofarmaka do téla pacienta. Radiofarmakum emituje pozitron, ktery se
srazi s elektronem za vzniku dvou fotont s vysokou energii 511 keV s drahou letu svirajici uhel
180°. Tento jev se nazyva anihilace. Fotony jsou nasledn¢ detekovany oproti sob&é umistnénymi
scintilacnimi detektory v okoli pacienta, ¢imz dok4dZeme urCit pfesné misto anihilace

a lokalizovat radiofarmakum v téle pacienta. Samotny proces anihilace je ukazan na Obrazku
1. 181
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Obrazek 1: Anihilace pozitronu s elektronem. Prevzato z [5]

1.1.1 p* radionuklidy pro PET

Jak jiz bylo zminéno, radiofarmakum urcené k aplikaci vyzaduje obsah vhodného

radioaktivniho izotopu. Jednd se o nestabilni latku, ukteré dochéazi k preméné protonu

v atomovém jadfe na pozitron a neutrinum. Tyto izotopy mohou byt zabudovany do biologicky

aktivnich molekul, aniZz by ménili jejich biologické vlastnosti. Navazani B radionuklidu

k molekule umoZziuje vizualizovat interakce na molekularni Urovni, vazebnd mista

a metabolické aktivity v Zivych organismech.[* ]

Vybér vhodného radionuklidu pro vysetfeni pacienta se odviji od nékolika faktort. Mezi

v

1.
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Polocas rozpadu: polocas rozpadu ovliviiuje mnozstvi zareni, kterému je pacient
vystaven. Cim je polo&as rozpadu niZ§i, tim je rozpad radionuklidu rychlejsi a riziko
spojené s radiaci je nizSi. Volba radionuklidu s optimalné dlouhym polocasem
rozpadu je dulezitd i pro kvalitni zobrazovani a piesné vysledky.

VytéZek pozitronové emise: vysoké hodnoty vytézku pozitronové emise B zafich
zvySuji silu signdlu a citlivost pfi zobrazovani.

Produkce a dostupnost radionuklidu: ¢asto vyuzivanym postupem pro piipravu
radionuklidu je produkce v cyklotronu. Nejbéznéjsi nekovové izotopy vyrabéné

v cyklotronu jsou uvedeny v Tabulce 1. Zpusob ptipravy v cyklotronu je vSak

z hlediska Udrzby aceny nevyhodny. Vyhodngjsi alternativou je pftiprava



v generatorech, které umoznuji klinikdm snadnou produkci a vybér vhodného

radionuklidu s kratkym polo¢asem rozpadu.

Tabulka 1: Prehled radioizotopii kovii pro PET 18111911201

Izotop i Vyuziti
[min]
e 20 metabolismus a vazba
neurotransmitert
BN 10 pritok krve myokardem
150 2 sledovéni priitoku krve
mozkem a perfuse tkani
B 110 metabolismus glukézy v
tkanich

Mezi $iroce pouzivané radionuklidy pro PET patii °F nejastéji vyuzivany ve formé 2-
deoxy-2-('8F)fluoro-D-glukosy (FDG). Jedna se o analog glukosy, ve kterém je jedna z jeho
hydroxylovych skupin substituovana pozitron emitujicim radionuklidem '*F. Struktura je
uvedena na Obrdzku 2."V FDG se vyuzivéa v onkologii k detekci specifickych typt rakoviny.
Nadorové bunky maji rychlej$i metabolismus a spotiebuji proto veétSi mnoZstvi glukosy nez
buniky zdravé. To ma za nasledek i rychlejsi akumulaci FDG. Oblasti s vys$s§i akumulaci FDG

jsou detekovény, identifikuji se metastazy a uréi se rozsah onemocnéni u pacienta. [l

V neurologii se FDG pouZiva pro identifikaci a sledovani oblasti v mozku, ve kterych
doslo ke zméné ptijmu glukosy. V piipad¢ téchto metabolickych zmén miizeme zjistit

piitomnost onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, epilepsie nebo demence. 2!

Dal§im radionuklidem vyuZzivanym v oblasti neurologie a onkologie je ''C, nejcast&ji
ve formé v !'C-methioninu (Obrdzek 3), ktery je uréen pro detekci nadorovych bun&k v mozku.
K jeho akumulaci dochézi primarn€ v mistech se zvySenou syntézou proteinil a transportem
aminokyselin. Tyto procesy indikuji riist nddorovych buné€k a tedy i1 zvySenou metabolickou
aktivitu v poskozenych buiikdch mozku. Sledovani aktivity !'C-methioninu poskytuje lékaitim

dilezité informace pro postup 1é¢by v ptipadé onemocnéni pacienta.!??!



OH

O

O

HO .S
HO H3C OH
18F NH;
OH
Obrazek 2: Molekula (**F)fluoro-D-glukosy Obrdzek 3: Molekula ' C-methioninu
BF-FDG "C-MET

Obrdzek 4: PET/CT snimek porovnavajici akumulaci "*F-FDG a "' C-MET v oblasti

kostni drené pacienta. Prevzato z [23]

Z hlediska dostupnosti a snadné ptipravy se kromé lehkych nuklidii nekovového typu
vyuzivaji nuklidy t&Zkych kovu jako je napiiklad **Cu a *Ga (Tabulka 2). lonty t&zkych kovu
ve volném stavu ptisobi pro organismus toxicky, a proto je dilezité je zakomplexovat vhodnym
ligandem. Komplexaci iontu kovu dojde k vytvofeni dostatecné termodynamicky stabilniho

a kineticky inertniho komplexu.
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Tabulka 2: Nejcastéji vyuzivané kovové radioizotopy pro PET 18111911201

Izotop tin Zpusob E Produkce
[h] rozpadu [keV]
%4Cu 12,7 B (19%) 656 Cyklotron
El. zachyt
(41%)
B~ (40%)
%8Ga 1,1 B (90%) 1880 8Ge/*Ga

El. zachyt generator
(10%)

87r 78,5 B (23%) 897 Cyklotron

El. z&chyt
(77%)

1.2 Koordinac¢ni chemie médi

M¢éd’ se z hlediska postaveni v periodické tabulce prvki nachazi v 11. skupiné a 4.
period€. V koordinacnich slou¢eninach se méd’ nejcastéji vyskytuje v oxidacnich stavech

+1 a +1I, slou¢eniny médi s nabojovym ¢islem III a IV jsou vzacné.

Geometrie komplexi médi i koordinaéni Cisla se lisi v zavislosti na konkrétnim
oxida¢nim stavu. V nejniz§im oxidaénim Ccisle +I1se méd vyskytuje v elektronové
konfiguraci d'° s diamagnetickym ptisp&vkem bez stabiliza¢ni energie ligandového pole.
Zejména tento typ komplexi je labilni z divodu nedostatecné kinetické stability, a proto
nejsou velmi vhodné pro radiofarmaceutické ucely. Med v oxidacnim Cisle +1 1ze
klasifikovat jako mékkou Lewisovou kyselinu tvotici komplexy ptfednostné s mékkymi
polarizovatelnymi ligandy, jako jsou fosfiny, thioestery, nitrily, isonitrily, kyanidy, iodidy
nebo thiolaty.

Ve vodném prostfedi se umédi vyskytuje prevazujici oxidacni stav +II
s konfiguraci d°, &m poskytuje stabilizaci krystalového pole. Pro méd v piislusné
konfigurace je charakteristickd tvorba ctvercové planarnich, trigondlné bipyramidéalnich
a deformované oktaedrickych komplexti, které preferuji jako donorové atomy amin-N,

imin-N, pyridin-N, karboxylat-O, ptipadné thiol-S. U oktaedrickych komplexii mizeme

11



pozorovat v dasledku Jahnova-Tellerova efektu tetragonalni kompresi nebo axidlni
prodlouzeni. Cu! je méné labilni vii¢i ligandové vyméné (napi. v porovnani se Cu') a pro
svij relativné maly iontovy polomér poskytuje preferenci pro tvorbu péti¢lennych

chelatovych kruhg. 5!

1.2.1 Radioizotopy médi a jejich produkce

Jiz n€kolik let jsou radionuklidy médi zajmem vyzkumu pro jejich Siroké spektrum
uplatnéni, variaci polo¢ast rozpadu o rozdilné energii a druhii zatenti, jak je patrné v Tabulce 3.
(911201 Med’ se piirozené vyskytuje ve dvou stabilnich izotopech *Cu a ®3Cu, mezi nejstabilngjsi
radioizotopy patii ¢’Cu ,*Cu a ®'Cu. V diisledku jejich polocasti rozpadu (az nékolika hodin)
je zabezpeCen dostateény Cas na zachyt radionuklidu v cilové tkédné. Radioizotopy médi
s nukleonovym &islem niz§im nez 63 se pieméiuji B pfeménou za vzniku izotopt niklu (2N,
6INi, ©°N). V piipadé nukleonovych ¢isel vyssich nez 66 dochazi k Bpreméng, kde jako
produkty vystupuji izotopy zinku (®*Zn, ’Zn). Vyznamnym nuklidem je **Cu, ktery podléha

ob&ma typtim B rozpadu.[*?

Tabulka 3: Radioizotopy médi 1711201
Radionuklid tn Druh rozpadu Zdroj vyroby

Cu 23,7 min B (93 %), EZ Cyklotron

(7 %)
ICu 3,3h B*(62 %), EZ Cyklotron

(38 %)
2Cy 9,7 min B (98 %), Generator/cyklotron

EZ (2 %)
8Cu stabilni (69,2 %) - -
4Cu 12,7h BT (19 %), Reaktor/cyklotron
EZ (41 %),
B~ (40 %)

Cu stabilni (30,8 %) - -
6Cu 5,1 min B~ (100 %) Reaktor/cyklotron
7Cu 61,8 h B~ (100 %) Reaktor/cyklotron




V piipadé¢ jaderného rozpadu muze dojit kprodukci Ba B zafeni, ale
i k elektronovému zachytu. *Cu lze ptipravit jak v cyklotronu, tak v reaktoru. O nizké mérné
aktivité je mozné ®Cu pfipravit aktivaci médénych teréli zachytem tepelnych neutronii
v reaktoru #Cu(n,y)**Cu. Lze dosahnout i mérnych aktivit vyssich, a to ozafovanim zinkovych
ter¢l rychlymi neutrony v cyklotronu ®Zn(n,p)®*Cu. Jednotlivé zplisoby piipravy radioizotopu

64Cu jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Priprava %Cu v cyklotronu "1 1]

Reakce Vytézek %*Cu Energie svazku
[MBqg/pAh] [MeV]
47n(d,2p)**Cu 31 19,5
67n(d,a)**Cu 8 14
6Zn(p,2pn)**Cu 777 70
87n(p,an)**Cu 12.2 26,5
36,4 29
28 26
67 25
4Ni(p,n)**Cu 236 12
185 15,5
%4Ni(d,2n)**Cu 385? 19

Tabulka5: Priprava %*Cu v reaktoru %1121

Reakce Vytézek *Cu Tok neutronti
[MBg/mg] materialu [cm? - 5]
(Acelkova)
- - Termalni ~ Rychlé
mt Cu(n, y)™Cu 56 (14 GBq) | 5-10 8,51012
0,7 (740 MBq)
nat. zn(n,p)**Cu 0,4 5-10'2
0,2 (925 MBq

13




1.2.2 Makrocyklické ligandy jako nosice radioizotopii

V radiomedicin€ jsou pouzivany vramci kontrastnich latek radioizotopy iontl
tézkych kovi. Pokud nejsou ionty kovii in vivo vazané v pevnych komplexech, dochazi k jejich
postupné akumulaci v organech a piisobi toxicky. Reenim je tedy vybér vhodnych ligandd,
které by plnili podminky selektivity, aby nedochazelo k vyméné iontu kovu jinym kovem
nachazejicim se v organismu. Soucasné je nezbytné zajistit pfi vybéru ligandu, aby vznikajici
komplexy byly kineticky inertni, termodynamicky stabilni a nedochézelo k jejich disociaci

v organismu.

Od druhé poloviny 20. stoleti je rozsdhlym piredmétem vyzkumu v koordinacni
chemii pfiprava astudium koordinacnich vlastnosti makrocyklickych ligandd. Jedna
se o cykly obsahujici alesponi devét atomt, véetné heteroatomd, a tfi nebo vice donorovych
mist, které se mohou vazat na centralni iont kovu. Zaklad ptislusného chelatoru je tvoren
polyaminovou slou€eninou s navdzanymi pendantnimi rameny, které obsahuji vhodné skupiny
spliujici koordinaéni vlastnosti, jako naptiklad acetatové a amidové skupiny. Mezi nejcastéjsi

[14

zastupce patii porfiriny, crown étery a polyazamakrocykly. 141 Nékolik ptikladi ligand@ pro

stabilizaci médi je uvedenych na Obrdazku 5. 2!

[\ i (o

NH HN NH HN

o5 R I G

X NH HN NH HN
" ¢
TACN Cyklam Cyklen
0 0
PN
HO [N N] OH
HO. N N~ OH
I
H4TETA

Obrazek 5: Struktury ligandii pro stabilizaci medi
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Schopnost ptislusnych ligandii vazat iont kovu do své struktury a vytvaret komplexy
s vysokou kinetickou a termodynamickou stabilitou umoziiuje makrocyklicky efekt.
Kombinace kinetické inertnosti komplexu a vysoké afinity médi v oxida¢nim c&isle +II
k atomim dusiku se vyuzivd pro tvorbu radiofarmak na béazi polyazamkrocykli
kompenzujicich néboj prostfednictvi postrannich pendatnich ramen obsahujici zejména oxo

nebo thiolatové donorové skupiny.

H4DOTA, neboli tetraxetan, je makrocyklicky polydentatni ligand uréen pro
teranostické aplikace diky své vysoké termodynamické stabilité a inertnosti komplext.
H4DOTA jako chelata¢ni ¢inidlo vykazuje vysokou afinitou k dvoj a trojmocnym kationtim
(napt. Cu?', Ca®*, Gd**, Y*"). V piipadg, Ze se na ni vaze iont kovu s malym iontovym
polomérem, vystupuje jako hexadendatni ligand, véazejici se pres Ctyfi dusiky adva
karboxylaty. Navédzani iontu kovu svelkym iontovym polomérem vede ke vzniku
oktaedrického okoli komplexu. Z hlediska dostupnosti a praktické aplikace se nejcasteji pro
komplexaci ®*Cu vyuziva ligand HsDOTA. Termodynamicka stabilita daného ligandu
(log B =22,1) je podobna stabilité komplexu Cu(TETA) (log = 22,2).33:34]

Z tady doposud syntetizovanych ligandi se Casto pouziva i tetraazamakrocyklicky
ligand cyklam (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan) patiici do skupiny aza-crown éterti.
V kombinaci s méd’natymi kationty vytvaii v in vivo komplex s vyraznou kinetickou inertnosti.
Cyklamovy skelet obsahuje ¢tyfi sekundarni aminy, které vzhledem ke stabilizaci iontu kovu
a orientaci N-H center mtizou vytvaret rizné diastereoméry. Koordinac¢ni skupiny navazané na
tato centra poskytuji rozmanitou skupinu liganda jakou jsou napiiklad polyaminokarboxylaty

na Obrdzku 6.2

HO ENIN] HO [N HN]
L

O o)

H,CB-TE2A H,TE2A

Obrazek 6: Struktury derivatii cyklamu.
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1.3 Koordinacni chemie gallia

Gallium se nachézi v periodické tabulce prvka ve 13. skupiné€ a 4. period¢€. Nejcastéji se
vyskytuje ve formé trojmocného iontu Ga**, ktery je stabilni v kyselém prostiedi a ve vodném
prostiedi tvofi aquakomplexy. V zavislosti na pH prostfedi vznikaji rizné slouceniny gallia.
V rozmezi hodnot pH 3—7 vznika nerozpustny Ga(OH)3, naopak v bazickém prostiedi vznika
[Ga(OH),] .Vysoka hodnota naboje a maly iontovy polomér umoziuje tvorbu oktaedrickych
a tetraedrickych komplext. Biologické vlastnosti a koordina¢ni chemie gallia je podobna
zelezu. Hlavnim diivodem je stejny oxidacni stav +1II, podobny iontovy polomér (r s+ = 0,62
A, o5+ = 0,65 A) a schopnost vytvaret oktaedrické okoli. Vysledkem zmin&nych podobnosti
je ,,Ga-ligandova zdména* za kationt kovu Fe*" v biomolekulach vykazujicich vysokou afinitu
vici kationtu zeleza (napf. transferrin). Ligandovou zdménu lze vyuzit v zobrazovacich

metodach (PET nebo SPECT) s pouzitim vhodnych izotopt gallia. [13-3]

1.3.1 Radioizotopy gallia a jejich produkce

Gallium v pfirodni formé tvoii dva stabilni izotopy, a to “*Ga a "'Ga. Mezi nejstabilngjsi
a komer¢n¢ dostupné patii radioizotopy “’Ga (t;,, = 3,3 dne) a **Ga (t;,, = 68 min). “’Ga je
produkovan v cyklotronu a pro svou schopnost vyzafovat gamma zéafeni po elektronovém
zachytu se vyuziva v nuklearni mediciné v procesu zvaném gallium scan. Jedna se o specialni
typ vySetfeni, pomoci kterého se ziskava obraz cileného typu specifickych tkdni a mist, ve
kterych doslo k zanétu, infekci nebo vzniku rakoviny. Jako kontrastni latky 1ze pouZit soli ¢’Ga,

napt. ®’Ga-citrat a $’Ga-nitrat. 3

%Ga je pro svij relativng kratky polocas rozpadu (t;,, = 68 min) vhodnym " zafi¢em
pouzivanym v pozitronové emisni tomografii (PET). Radioaktivni znaceni ®*Ga lze vyuzit
v PET naptiklad pro zobrazovani neuroendokrinnich naddori. Mezi dalsi vyznamné benefity
patfi vysoka frakce pozitronové emise (87 = 89 %) a pouziti nizsich efektivnich koncentraci
kontrastnich latek na bazi Ga®®, coz predstavuje niZsi radiacni zatéZ pacienta. Hlavnim zdrojem
8Ga je %®*Ge/*®Ga generdtor (Obrdzek 7) fungujici na principu vyuziti rozdilnych poloasii
pfemény mateiského radionuklidu ®*Ge (t; ;, =270 dni) a dcefiného **Ga. Generator je vybaven
stacionarni fazi (napf. s obsahem TiO,), ktera piedstavuje sorbent pro imobilizaci **Ge.
Postupnou eluci 0,1 M HCI lze ziskat *Ga ve formé ®*GaCls. Eluét se nasledn& vyuziva pro
znaceni jak makrocyklickych, tak acyklickych ligandid, kterym bude vénovana pozornost

v dalsi kapitole.
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Obrazek 7: 3Ge/**Ga generdtor. Prevzato z [5]

1.3.2 Ligandy pro stabilizaci gallia

Vybér vhodného ligandu pro komplexaci kationtu ®Ga** se odviji od n&kolika
specifickych parametri podminujicich termodynamickou stabilitu a kinetickou inertnost
komplexu. Vzhledem na oxida¢ni stav +III a maly iontovy polomér fddime Ga** mezi tvrdé
Lewisove kyseliny, coZ mu umoziiuje siln€¢ se vazat na donorové atomy naptiiklad dusiku
a kysliku za vzniku oktaedrickych komplexi. Rovnéz tak vytvari pfevazné termodynamicky
stabilni komplexy s karboxylatovymi, fosfonatovymi, hydroxamatovymi a aminovymi
skupinami. Doposud byly zjisténé i ptipady vazby na mékké donorové atomy ze skupiny

thiolatd a fenolatd. [

Pro praktické aplikace v mediciné jsou vhodnéjSi ligandy makrocyklicke, které
v porovnani s acyklickymi poskytuji vétsi kinetickou inertnost diky tzv. makrocyklickému
efektu. V disledku ptisluSného efektu se minimalizuje riziko dekomplexace in vivo. Pro
komplexaci se nejcastéji pouzivaji derivaty polyazamakrocykli jako je napt. HsNOTA a

H4DOTA. [16]

Ga®" je v ligandu HsDOTA koordinovéan prostiednictvim donoru N4O> a pendatnimi
rameny s dvéma karboxylovymi skupinami v cis konformaci, coz vede ke vzniku Ga(DOTA)

komplexu. H4DOTA je nejCastéji pouZivanym cheldtorem diky své dostupnosti.

Komplexaci Ga*" lze docilit i zavedenim boénich donorovych skupin (napt. thiol-S,
karboxylat-O a fosfonat-O) na sekundarnich aminech pfislusnych multidentatnich derivata

polyazamakrocyklti TACN a cyklen.
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Vysokou konformaéni a velikostni selektivitu vii¢i ®*Ga**vykazuji triazacyklononanové
derivaty NOTA, které vazou kationt kovu pseudooktaedricky-fac-N3Os3. Vysledkem je vznik
komlextt Ga(NOTA) s log f1 = 30,7 s neutrdlnim celkovym nébojem pii fyziologickém pH
vykazujicich termodynamickou stabilitu piiblizné¢ o devét fadt vysSi nez ukomplexu
Ga(DOTA) log B = 21,3.3%31 Konjugaci Ga(NOTA) s cilenymi vektormi lze docilit pomoci
jedné ze ti1 dostupnych funkénich karboxylovych skupin. Tim zdroveinl nemtize byt zajisténa

preferovand stabilni oktaedrickd koordinace a komplex ziskavd kladny ndboj in vivo.

CH,

Obrazek 8: ®*Ga(DOTA) komplex Obrazek 9: *Ga(NOTA) komplex
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2 Cil prace

Pro schopnost vazat iont kovu prostiednictvim vice donorovych atomu hraji polydentatni
ligandy zésadni roli pfi tvorbé stabilnich a slozitych komplext. V oblasti vyskumu
radiomediciny se jako pendatni ramena polydentatnich ligandi pouzivaji fenolatové derivaty.
Fenolat umoznuje napojeni dvou makrocyklt a tvorbu ditopickych komplexti. Cilem této prace
je syntéza a charakterizace navrzeného ligandu HsL (Obrdzek 10) pro komplexaci Cu** a Ga**
iontd. Pro vétsi termodynamickou stabilitu a kinetickou inertnost komplexu byl pouzit derivat
makrocyklu 1,4,7-triazacyklononanu s dvéma pendantnimi rameny obsahujicimi karboxylové
skupiny. Makrocykly jsou propojeny miistkem na bazi p-kresolu. Pfitomnost makrocykla
umoznuje koordinaci dvou ionti kovu, coz v piipad¢ jejich radioaktivni pfemény vede
k vétsSimu emitovani zéfeni, a tedy 1 vétSimu kontrastu, ktery poskytuje lepsi zobrazeni cilového

organu pacienta.

O 0

HoJ\ CH3 KZ(OH
" G
- N

O OH 0

HO OH

HsL

Obrazek 10: Struktura navrzeného ligandu
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
Vychozi chemikalie i rozpoustédla pouzita pro ptipravu latek byly ziskdny z komercnich

zdroji od firem Lachema a Sigma-Aldrich.

3.2 Metody charakterizace

3.2.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Mgfeni spekter 'H a '>C NMR bylo provedeno na piistrojich Varian VNMRS 300
a Varian VNMRS 400. Jednotlivé hodnoty chemickych posunil jsou uvadény v jednotkach ppm.
V ramci méfeni byly pouzité standardy -BuOH (84 = 1,25 ppm, 6, = 30,30) a tetramethylsilan
(TMS, 6y = 0,6, = 0) a jako rozpoustédla CDCI3 (99,8 %) a D20 (99,95 %).

3.2.2 Hmotnostni spektometrie
Hmotnostni spektra byly zmérena a na spektrometru Waters ACQUITY QDa s ionizaci
elektrosprejem (ESI).

3.2.3 Tenkovrstva a sloupcova chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla vykonana na aluminiovych destickach
s nanesenou vrstvou silikagelu znacky Merck TLC (silica gel 60 Fas4 plates). V €asti Syntéza
jsou uvedeny mobilni faze a retencni faktory. Detekce jednotlivych latek byla provedena UV
lampou MINERALIGHT® LAMP pii vlnovych délkach 254 a 366 nm a vybarvenim
Dragendorffovym ¢inidlem nebo 5 % roztokem modré skalice (CuSO4:5H20) a zahtatim

horkovzdus$nou pistoli.

Purifikace latek byla provedena sloupcovou chromatografii na koloné silikagelu (Silica

gel 60 Merck) s pouzitim mobilni faze EtOH : NH3 (20:1)

3.2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Separace aanalyza latek byla provedena na pfistroji Waters Arc HPLC
System s UV/VIS detektorem. Pro dé€leni byla pouzita kolona C18 CORTECS (2,7 um, 4,6x50
mm) s prutokem 50,00 ml/min, jako mobilni faze byly pouzity mobilni faze A (H2O + 0,1%
TFA) a mobilni faze B (ACN + 0,1% TFA).
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3.2.5 Iontoménicova chromatografie
Iontioménicova chromatografie byla provedena na silném katexu DOWEX 50 s pouzitim

10% pyridinu ve vodé, ktery slouzil jako elu¢ni smés.

3.2.6 UV-VIS titrace

Metoda UV-VIS titrace byla pouzita pro pfipravu meédnatého komplexu. Méi¢ni byla
provedena na spektrofotometri Analytikjena SPECOR® 50 v rozmezi vinovych délek (A =190
— 800 nm), pfi teploté (7' = 25 °C) a koncentraci ligandu ¢ (HsL) = 1,604 mM. Ziskana data

byla vynesena do grafu pro dalsi studium vlastnosti komplexu.

3.3 Syntéza
3.3.1 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononan (4) !'!1[12]

[\ B [\

NH HN Dioxan tetrahydrofuran N N H:0O NH HN

n Wc@ = =D
1 4

O

V 250ml baiice bylo vesmési 30 ml I,4-dioxanu a3,32 g (n=27,8 mmol)
N,N-dimetylformamid  dimethylacetalu ~ rozpuSténych 3,00 g (23,3 mmol) 1,4,7-
triaazacyklononanu. Smés byla nésledné refluxovana pod zpétnym chladicem pfi teploté lazné
105 °C 3 hodiny. Po ukonceni refluxu byla smés ponechana vychladnout na laboratorni teplotu
a odpafena na rotacni vakuové odparce do oleje, ke kterému bylo ptfidano 23 ml THF. Za
intenzivniho michani bylo pomalu pfidavano 3,5 g (n = 20,5 mmol) BnBr rozpusténého
v 23 ml THF. K takto pfipravené smési bylo pfidanych jest¢ 15 ml THF a smés byla michana
pies noc. Vyloucend pevna latka byla nésledné odfiltrovana, promyta 10 ml THF a rozpusténa
ve smési 15 ml H20, 30 ml EtOH a7 g KOH. Smés byla zahtivana k varu pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 dni. Pfipravend smés byla odpatena na RVO. Odparek byl rozpustén
v 10 ml H20 a produkt byl extrahovan do CH2Cl (3x50 ml). Spojené frakce obsahujici produkt
byly odpafeny na RVO, rozpustény v 8 ml 6M HCI. Rozpoustédla byla odpaiena. Ziskany
odparek byl rozpusten v5 ml H>O abylo pfidano 10 ml EtOH a smés byla ponechéna
krystalizovat v lednici. Produkt byl nésledné odfiltrovan na frit¢ S4, vytézek reakce Cinil

1,23 g (4), coz predstavuje 59 % teoretického vytéZku reakce. Ptiprava latky (4) byla
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zreprodukovana se vstupni mnozstvi 2,00 g (15,5 mmol) latky (1). Vysledkem reakce bylo
1,35 g latky 4-2HCI-2H>0, coz ¢ini 40 % teoretického mnozstvi.

Charakterizace latky (4):

TLC: mobilni faze: EtOH : NH3 (20:1), detekce: Dragendorffovo ¢inidlo
(Zlutooranzova skvrna), Ry = 0,7

MS: (+) 219.8 (M + H")

NMR (D:0): 'H § 2,94 (CH2—N(Bn), 4H, t, *Jun=5,3), & 3,12 (CH2—CH,—N(Bn),
4H, t, *Jun = 6,1 Hz) & 3,54 (NH—CH2—CH2—N(Bn), 4H, s), § 3, 82 (N—CH:—C, 2H,
s), 03,12, 6 7,36 (arom, 5H, s);

13C § 44,5 (CH,—CH>—N(Bn), 2C, s); 45,9 (NH—CH>—CH>—NH, 2C, s); 50,4
(CH>—N(Bn), 2C, s); 61,3 (N—CH>—C, 2C, s); 129,9 (C—CH—CH—CH, 1C,

s); 131,2 (arom., 2C, s); 132,7 (arom., 2C, s); 137,2 (arom., 1C, s)

3.3.2 Di-tbutyl 2,2'-(7-benzyl-1,4,7-triazacyklonan-1.,4-diyl)diacetat (5)

NH HN ACN.K,co; HO™ N OH
N N

1,0 g (4,6 mmol) latky (4) bylo rozpusSténo za intenzivniho michani ve smési 1,79 g
(12,9 mmol 4,0 ekv.) KoCO3 a80 ml acetonitrilu. Pomoci piikapavacky bylo pomalu
ptikapavéano 1,26 g (6,5 mmol 2,0 ekv.) -butylbromacetéatu rozpusténého v 120 ml acetonitrilu.
Nasledn¢ byla smés michédna za laboratorni teploty po dobu 3 dni. Pevny podil byl odfiltrovan
na frit€ a filtrat byl odpafen na RVO za vzniku oleje Zluté barvy. Produkt byl vyc€istén na sloupci
silikagelu flash chromatografii za pouziti elu¢ni smési EtOH : NH3 (30:1). Celkovy vytézek

¢inil 2,18 g v podobé bezbarvého oleje, coz predstavuje 70 % teoretického vytézku.
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Charakterizace latky (5):

TLC: mobilni faze: EtOH : NH3 (20:1), detekce: Dragendorffovo ¢inidlo

(Zlutooranzova skvrna), Ry = 0,45

MS: (+) 444,8 (M + H"), 392,3 (M-1:Bu + 2H"), 336,2 (M-2 {Bu + 3H")

NMR (CDsCl): 'H § 1,42 (C—(CH3)3, 18H, s), § 2,82 (N(Bn)—CH2—CH>—N(ac), 8H,
s), 8 2,94 (N(ac)—CH2—CH2—N(ac), 4H, s), ¢ 3,25 (N—CH2—COO0), 4H, s), 6 3,74
(N—CH>—C, 2H, s), 6 7,28 (arom, 5H, s;

13C § 30,6 (C—(CH3)s, 6C, s); 51,7 + 53,8 + 55,3 (C cyklick., 6C (2C + 2C +2C) s); 60,5
(N—CH>—COQO, 2C, s); 61,3 (N—CH>—C, 1C, s); 84,0 (C—(CHas)3, 2C, s); 132,4

(C arom, 5C, m); 172,6 (COQ, 2C, s);

3.3.3 Di-tbutyl 2,2'-(1,4,7-triazacyklonan-1,4-diyl)diacetat (6)

O 0] @] 0O
TP e ol et

A ZxT

5

1,34 g (3,0 mmol) latky (5) bylo rozpusténo ve smési 30 ml bezvodého EtOH a 0,13 g
10% Pd/C katalyzatoru. Smés byla michdna za laboratorni teploty pod vodikovou atmosférou
po dobu 2 dni. Pevna slozka smési byla odfiltrovana na frit€ a filtrat byl odpafen za vzniku

oleje. Vytézek reakce ¢inil 0,84 g, coz predstavuje 79 % teoretického mnozstvi.

Charakterizace latky:

TLC: mobilni faze: EtOH : NH3 (20:1), detekce: Dragendorffovo ¢inidlo
(Zlutooranzova skvrna), Rr = 0,52

MS: (+) 3584 (M + H"), 302,2 (M-/Bu + 2H"), 246,2 (M-2/Bu + 3H")

NMR (CDsCl): 'H § 1,42 (C—(CH3)s, 18H, s), § 2,82 (N(ac)—CH2—CH2—N(ac),
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4H, s), § 3,06 (N(ac)~CH—CH,—NH, 4H, s), § 3,25 (N(ac)—CH,—CH»—NH, 4H, s),
§ 3,42 (N—CH2—COO), 4H, s);

13C § 20,2 (C—(CHa)s, 6C, s); 44,3 (N(ac)—CH,—CH,—NH), 2C, s), 48,8
(N(ac)—CH,—CH,—NH), 2C, s), 51,9 (N(ac)—CH,—CH>—N(ac), 2C, s), 56,8

(N—CH>—CO00), 2C, s), 81,8 (C—(CHs)s, 2C, s), 170,9 (CO0), 2C, s);

3.3.4 Kyselina (2-hydroxy-5-methyl-1,3-fenylen)bis(methylen-1,4,7-triazonan-4,7-
triyl)tetrakarboxylova (HsL)

O

0

O>_\ /_/<0 e ACN, K>CO HO)H CH ‘)LOH
» N3 3

Ho N N On a N3

N N

. R N

&H\} HO (; } OH
Cl OH Cl — A

6 0 OH o)

HsL

0,86 g (2,4 mmol) latky (6) bylo rozpusténo v roztoku 60 ml acetonitrilu, 1,00 g (7,2
mmol 3,0 ekv.) KoCO; 20,22 g (1,0 mmol) 2,6-bis(chlormethyl)-4-methylfenolu. Barka
s reakéni smési byla chlazena ledovou lazni, smés byla michana pies noc. Pevny podil byl
odfiltrovan na frit¢ S4 a smés byla odpafena na RVO za vzniku olejovité kapaliny. Olej byl
rozpustén ve smési 20 ml CH2Cl; a 10 ml CF3;CO2H. Smés byla michéna pies noc pfii
laboratorni teploté. Nasledné€ byla smés odpatfena na RVO, odparek byl poté dvakrat rozpustén
dvakrat v 10 ml H20 a znovu odpaten. Odparek byl posléze rozpustén v 20 ml vodného roztoku
NaHCO; a produkt byl extrahovan do CH2Cl> (3x50 ml). Organickd faze byla vysuSena
bezvodym Na,SO4. Pevny podil byl odfiltrovan na frit¢ a smés byla odpafena na RVO. Po
odpateni bylo pfidanych 10 ml vody a 10 ml acetonitrilu a smés obsahujici produkt byla
nanesena na kolonu modifikovaného silikagelu (C18-120g) a eluovana roztokem A (H20 + 0,1%
TFA) a B (ACN + 0,1% TFA). Po odpateni smési na RVO byl ziskan produkt ve formé& oleje
riZovocerveného zbarveni. Produkt byl nasledn€ pomoci Pasteurovy pipety premistén do 25ml
slzy banky. Produkt byl nésledné lyofilizovan, vysledkem byl bélorizovy prasek, jehoz

hmotnost ¢inila 300 mg, coz piedstavuje 44 % teoretického vytézku.
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Charakterizace latky:
TLC: mobilni faze: EtOH : NH3 (20:1), detekce: Dragendorffovo ¢inidlo
(Zlutooranzova skvrna), Rr = 0,65
MS: (+) 847,9 (M + H"), 848,9 (M +2H"), 849,9 (M + 3H")

3.3.5 Priprava komplexii

Gallity komplex [Ga(L)]

50 mg (n = 0,059 mmol) ligandu bylo pfevedeno do 50ml odmérné baiky a rozpusténo
v 5,00 ml destilované vody. K vodnému roztoku ligandu byl ptfidan 30 mg (» = 0,12 mmol)
Ga(NO3)3 - xH20 (=2.0 ekv.) a pH bylo upraveno pomoci 0,01 M LiOH na hodnotu 4. Barka
byla poté zahtivana na 80 °C po dobu 20 minut, posléze byla ponechdna vychladnout na
laboratorni teplotu. Nasledné bylo pH upraveno na hodnotu 8, ¢imz doslo k vysrazeni Ga®*

iontli ve formé Ga(OH)3. Roztok byl ptefiltrovan pies mikrofiltr a jeho hodnota byla upravena
6 M HCl na hodnotu 6. Roztok byl odpaten na RVO, k odparku bylo ptidano 5 ml 0,5 M LiClOa.

Médnaty komplex [Cu(L)]

100 mg (n = 0,12 mmol) ligandu bylo ptfevedeno do 10ml odmérné banky, baiika byla poté
doplnéna destilovanou vodou po rysku. Nasledné byl pfipraven pufr o koncentraci 0,4 M (N, N-
dimethylpiperazin + 6 M HCI), z které¢ho byl odebran 1 ml apfeveden do 3 ml kyvety.
K danému mnozstvi pufru bylo ptfidano 0,7 ml destilované vody a 0,3 ml vodného roztoku
ligandu. Do kyvety bylo nésledné pomoci automatické pipety ptfiddno 10 ul standardniho
roztoku 0,005 M CuCl; (pfi studiu komplexu ve VIS oblasti) a 10 ul standardniho roztoku
0,0005 M CuCl: (pfi studiu komplexu v UV oblasti). Postup byl opakovan 50-krat, vznik
komplexu byl studovan pomoci UV-VIS titrace.

4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza ligandu
Podle Schématu 1 byla provedena syntéza ligandu (HsL). Postup pro ptipravu latek (1-5)

byl reprodukovan z bakalaiské prace J. Holuba. 24
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Schéma 1 Priprava ligandu

Prvnim krokem syntézy navrzen¢ho ligandu byla reakce makrocyklu (1)
a N,N-dimethylformamid-dimethylacetalem v dioxanu, ktery umoZznuje vznik karbamatového
mustku (2), coz umoziuje selektivni monoalkylaci pomoci BnBr. Reakce BnBr s latkou (2)
rozpusténou v tetrahydrofuranu vedla ke vzniku kvarterni amoniové soli (3). Bazickou
hydrolyzou byl odstranén karbamatovy mustek, vysledkem byl vznik latky (4). K produktu (4)
byla ptidana 6M HCI a po vicendsobném odpateni na RVO byl produkt rekrystalizovan z vody
ptidavkem EtOH za vzniku hydrochloridu 4-2HCI-2H>O ve formé bilého prasku.

Hydrochlorid makrocyklu (4) s navazanou benzylovou skupinou byl rozpustén ve smési
ACN a K>COs3 a za pomalého piikapavani byl pfidavan /Bu-bromoacetat rozpustény v ACN
pro navazani fBu-acetatovych skupin na volné atomy dusiku makrocyklu. Latka (5) byla
vyciSténa na sloupci silikagelu flash chromatografii za pouziti elu¢ni smési EtOH/NH3 (30:1).
Katalyticka redukce benzylové skupiny pod vodikovou atmosférou pomoci 10% Pd/C vedla ke

vzniku latky (6).

K pifipravené latce (6) bylo pfidano alkylaéni cinidlo 2,6-bis(chlormethyl)-4-

methylfenol rozpustény ve smési ACN a K2COs;. Reakéni smés byla chlazena ledovou 1azni.
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Ptipravena latka (7) byla odpaiena na RVO za vzniku olejovité kapaliny, ke které byla piidana
smés CH2Cl/CF3;CO2H (2:1) pro odstranéni tbutylovych skupin. Produkt (HsL) byl do¢istén na
silném katexu v H" cyklu pro odstranéni CF3CO,H a jinych necistot. Odpaienim produktu na
RVO se eliminovala pyridinova frakce, vysledkom byl vznik oleje svétlerizové barvy. Po

vychladnuti na laboratorni teplotu byl na zavér produkt lyofilizovan.

4.2 Studium [Cu(L)] komplexu

Meédnaty komplex [Cu(L)] byl pfipraven rozpuSténim navazky ligandu v destilované
vodg¢, ke které byl pridan 0,4 M N,N—dimethylpiperazinovy pufr. Do smési obsahujici ligand,
o koncentraci c¢(HsL) = 1,604 mM, byl postupné pfidavan standardni roztok 0,005 M CuCl: pti
studiu komplexu ve VIS oblasti (A =400 — 800 nm, 7=25 °C, Graf 2,3) a 0,0005 M CuCl; pti
studiu v UV oblasti (A = 235 — 340 nm, 7 = 25 °C, Graf 1,4). Komplex byl studovan pii pH =
3,25.

Graf I: Studium [Cu(L)] komplexu v UV oblasti

T=25°C

236 256 276 296 316 336

Ze ziskanych dat je patrné, Ze v oblasti vinové délky A = 285 nm dochazi k CT piechodiim

a prechodiim na aromatickém cyklu.
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Graf 2: Studium [Cu(L)] komplexu ve VIS oblasti
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Pti vinové délce A = 654 nm byly pozorovany d-d prechody ve VIS oblasti [Cu(L)] komplexu

Graf 3: Zavislost absorbance A na poméru moldrnich koncentraci kationt : ligand ve VIS

oblasti
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Poznamka: Barevné vyznacené body oznacuji oblasti komplexace médi v ligandu HsL
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Graf 4: Zavislost absorbance A na poméru molarnich koncentraci kationt : ligand v UV oblasti
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5 Zavér

V rdmci této prace byl piipraven ligand (HsL) spole¢né s Cu?" komplexem. P¥ipraveny
komplex [Cu(L)] byl studovan UV-VIS titraci pti vinovych délkach (A =235 — 340 nm) a (A =
400 — 800 nm). Vysledkem méfeni bylo pozorovani d-d ptechod ve viditelné oblasti pii vinové
délce (A = 654 nm ), coz piedstavuje navazani iontu Cu®* do kavit mikrocykld, dale byly

pozorovany piechody CT a piechody na aromatickém cyklu (A = 285 nm ).
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