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Abstrakt

Makrocyklické ligandy jsou zndmy pro svou schopnost vazat paramagnetické ionty
kovl lanthanoidl za vzniku kineticky inertnich a termodynamicky stabilnich komplex,
které 1ze vyuzit jako kontrastni latky pro MRI

Tato prace se zabyva studiem novych ligandii odvozenych od znamého ligandu
HsDOTP — 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu se ¢tyimi pendantnimi methylenfosfonatovymu
skupinami. Ptipravené nové derivaty obsahuji dvé rizné dvojice pendantnich skupin, vzdy
vzajemne¢ v protéjSich polohdch makrocyklu. Jednou zdvojic jsou skupiny
methylenfosfonatové, druhou dvojici jsou skupiny methylenfosfinatové s riznymi
substituenty na atomu fosforu. Konkrétné¢ se jedna o latku s P-H fosfinatovou skupinou
(HeDO2P2PY), fenylovou skupinou (He¢DO2P2P™) a trifluorethylovou skupinou
(HsDO2P2P'™®). V prici je popsana syntéza cilovych latek, piiprava jejich komplext
s paramagnetickymi ionty Eu®" a Yb** a jejich daldi studium pomoci NMR spektroskopie
(pH NMR titrace a relaxometricka NMR méfeni).

Klic¢ova slova:
H4sDOTA, HsDOTP, MRI, kontrastni latka, lanthanoidy, makrocyklické ligandy,

paramagnetické komplexy



Abstract

Macrocyclic ligands are known for their ability to bind paramagnetic lanthanide metal
ions to form kinetically inert and thermodynamically stable complexes that can be used as
contrast agents for MRI.

This thesis deals with the study of new ligands derived from the known parent ligand
HsDOTP — 1,4,7,10-tetraazacyclododecane with four pendant methylenephosphonate
groups. The prepared new derivatives contain two different pairs of pendant groups, always
in opposite positions of the macrocycle. One of the pairs are methylenephosphonate groups,
the other pair are methylenephosphinate groups with different substituents on the phosphorus
atom. Specifically, it is a compound with a P-H phosphinate group (HsDO2P2P"), a phenyl
group (HeDO2P2P™) and a trifluoroethyl group (H¢DO2P2P'®). The thesis describes the
synthesis of the target ligands, the preparation of their complexes with paramagnetic ions
Eu®" and Yb’" and their further study using NMR spectroscopy (pH NMR titration and

relaxometric NMR measurements).

Keywords:
H4sDOTA, HsDOTP, MRI, contrast agent, lanthanides, macrocyclic ligands, paramagnetic

complexes
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Seznam zkratek a symboli

ADP
ATP

CAs

CT

Ekv.
Et,O
EtOH
BFDG
H3:NOTA
H4sDOTA
H4TETA
HsDTPA
HsDOTP

IPAV
Ln
MRI
MRSI
NMR
PET
RTG
RVO
SA
SPECT
TACN
TFA
TFEPA
TLC
TMS
TSA

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

kontrastni latky

pocitacova tomografie

ekvivalent

diethylether

ethanol

2-deoxy-2-('®F)fluor-D-glukdza
1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova kyselina
diethylentriaminpentaoctova kyselina
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrakis(methylenfosfonova
kyselina)

sm¢és izopropanol, konc. aq. amoniak, voda v objemovém pomeéru 7:3:3
lanthanoidy

zobrazovani magnetickou rezonanci

zobrazovani magnetickou rezonanéni spektroskopii
nuklearni magnetickd rezonance

pozitronova emisni tomografie

rentgenové snimkovani

rotaéni vakuova odparka

¢tvercové antiprisma (square antiprism)

jednofotonova emisni pocitaCova tomografie
1,4,7-triazacyklononan

trifluoroctova kyselina

2,2, 2-trifluorethylfosfinova kyselina

tenkovrstva chromatografie

tetramethylsilan

zktizené Ctvercové antiprisma (twisted square antiprism)
singlet

dublet



bs

triplet
kvartet

Siroky signal (broad signal)



1. Uvod

1.1 Diagnostické zobrazovaci metody

Mezi diagnostické zobrazovaci metody fadime pocitacovou tomografii (CT, computed
tomography), jednofotonovou emisni pocitacovou tomografii (SPECT, single photon
emission computed tomography) nebo pozitronovou emisni tomografii (PET, positron
emission tomography), coz jsou metody zalozené na ionizujicim zateni. Dalsi bézné uzivana
metoda zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI, magnetic resonance imaging) je zalozena
na principu NMR (nuclear magnetic resonance).

Transmisni metoda CT vyuziva rentgenového zafeni (RTG) k prozafeni objektu
z nejrazngjSich Ghli v jedné roviné. Matematickou rekonstrukci ziskanych rentgenovych
snimkid je nasledné vytvofen trojrozmérny obraz. Zatfeni RTG je nejvice absorbovéano
kostmi, tuto metodu lze vSak také pouzit pro vysetfeni mekkych tkani.

Metody SPECT a PET ziskavaji prostorové informace diky lokalizaci rozdilného
mnozstvi radioaktivity v zobrazovanych tkanich. Sledované ionizujici zafeni pochazi
z aplikované radioaktivni latky, kterd je v téle pacienta selektivné distribuovana. Témito
metodami je mozné sledovat metabolickou aktivitu organt.

Jednofotonova emisni pocitatovd tomografie detekuje 7y zéfeni emitované
radioizotopem. Nejéastéji uzivanym izotopem je *™Tc [1].

Pozitronovd emisni tomografie naopak detekuje dva kolinearni fotony vznikajici
anihilaci emitovaného pozitronu radioizotopem s elektronem tkané€. Detekce dvou fotonti ve
stejny okamzik umoziuje piesnéjsi zjisténi polohy zdroje zafeni ve sledovaném objektu.
Kromé& vynikajictho prostorového rozliSeni se metoda PET vyznacuje také vysokou
citlivosti — je schopna detekovat jiz pikomolarni koncentrace radioizotopu. Mezi tradicné
pouzivané izotopy vhodné pro PET patii '*F, °0, *N a !!C z nichZ nej¢astéji uzivanym je
izotop '*F [2]. Dominantnim radiofarmakem pro PET zobrazovéni je 2-deoxy-2-(*3F)fluor-
D-glukéza ("*FDG) [3].

Zobrazovani magnetickou rezonanci je v Iékafstvi hojné¢ vyuzivanou diagnostickou
metodou, kterd oproti pfedchozim metodam (CT, SPECT, PET) nevyuzZiva ionizujiciho
zafeni, ale vyuzivad elektromagnetického zafeni v oblasti radiofrekvenénich vin. Metoda

MRI je zalozena na principu NMR.
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1.1.1 Princip nuklearni magnetické rezonance (NMR)
rutinnich metod v chemické analyze. Své uplatnéni ovSem nachazi i v mediciné c¢i
technologiich.

Tato metoda je zaloZena na interakci atomovych jader s magnetickym polem. Jadra
atomli maji tzv. spin (jaderny spinovy moment hybnosti) charakterizovany spinovym
kvantovym ¢islem /7, které miize nabyvat hodnost 0, 1/2, 1, 3/2, 2, 5/2, atd. Jadra se sudym
poctem protont i neutronit maji nulové kvantové Cislo 7, nemaji tedy jaderny magneticky
moment a nejsou v NMR aktivni ani nijak neovliviiuji spektra jinych izotopt. Jedna se
napiiklad o jadra '2C a '%0. Ostatni jadra jaderny magneticky moment maji a specialné jadra
se spinem 1/2 jsou pomoci NMR snadno méfitelna. P¥ikladem je proton 'H, ktery ma vysoké
ptirodni zastoupeni a je nejcastéji méfenym izotopem. DalSimi ¢asto méfenymi jadry jsou
BC, F a 3!P. Jadra se spinovym kvantovym &islem vétsim nez 1/2 maji kromé jaderného
magnetického momentu také elektricky kvadrupdlovy moment a jsou jen obtizné métitelna
(napt. 170) [4].

Soucet vSech spinovych momentl vztazenych na jednotku objemu popisuje vektorova
veli¢ina celkova jaderna magnetizace. V ptipadé, ze se NMR aktivni jadra nenachazeji ve
vnéj$im magnetickém poli, jsou jaderné spiny v prostoru orientovany nahodile. Pokud vSak
vzorek umistime mezi poly silného magnetu, dochazi k Zeemanovu rozStépeni
energetickych hladin a spiny jader se nato¢i jen v ur¢itych smérech. Jadra se spinem 1/2
poskytuji dveé rizné energetické hladiny — spiny jader se orientuji ve sméru (paralelné) nebo
proti sméru (antiparaleln¢€) vné&jSiho magnetického pole. Tyto dvé mozné orientace spinu
nemaji stejnou energii a nejsou proto stejné zastoupeny [5]. Energeticky rozdil AE mezi

spinovymi hladinami je zavisly na sile vnéjSiho magnetického pole a je dan vztahem (1):

h
AE =y—B 1
v 2 ° )
kde y je gyromagneticky pomér (konstanta charakteristickd pro dany nuklid), # Planckova
konstanta a Bo magnetickd indukce vnéjSiho magnetického pole. Ozafime-li takto
orientovand jadra elektromagnetickym zéatfenim o vhodné frekvenci, dochazi ke splnéni
rezonanéni podminky, absorpci zafeni a pieklopeni spinu. Tato frekvence se nazyva

Larmorova frekvence v a je definovana vztahem (2):
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B,
V=Yoo (2)
Protoze se Larmorova frekvence pohybuje v oblasti desitek az stovek MHz, NMR
spektroskopie vyuziva elektromagnetického zareni v oblasti radiofrekvencnich vin, tedy
s vlnovou délkou fadove v decimetrech az metrech. S rostouci silou magnetického pole je
energeticky rozdil mezi spinovymi hladinami vétsi a k pteklopeni spinu je potieba zateni
o vyssi energii (vyssi frekvenci).

Rezonancni frekvence také zavisi na chemickém okoli daného méfeného jadra, nebot’
kazdé jadro je obklopeno elektrony, které jej odstifiuji proti vloZzenému magnetickému poli.
Rikame, Ze jadra jsou stinéna. Kazdy typ jader v molekule (rfizné funkéni skupiny ve kterych
se vyskytuje) ma odlisné elektronové okoli, a proto jsou odpovidajici jadra stinéna rozdilné,
coz se projevuje zménou rezonancni frekvence. V NMR spektru pak pozorujeme rtzné
signaly pro rizné typy jader. Jsou-li jadra ekvivalentni, vykazuji stejné stinéni a poskytuji
jeden signal.

Rezonanéni frekvence jsou zjistovany NMR spektrometrem a jsou prepocitavany na
tzv. chemicky posun J, ktery je uvadén nejcastéji v jednotkach ppm. Tato veli€ina se zavadi,
aby bylo mozné porovnavat NMR spektra naméfend pii riznych experimentalnich
podminkach a na riznych pfistrojich, nebot je nezavisla na pracovni frekvenci spektrometru.

Jedna se o relativni rezonanc¢ni frekvenci, které je definovana rovnici (3):

§=——=-10° (3)

kde v je hodnota rezonan¢ni frekvence skupiny ekvivalentnich jader a vs je rezonancni
frekvence standardu. NMR spektra pak vyjadiuji intenzitu signalu pro rizné chemické
posuny. Pro '"H NMR se jako standard vétSinou pouziva tetramethylsilan (TMS) v jehoZ
struktufe je zcela identicky vazano dvanact vodikovych atom.

Jak jiz bylo zminéno, jadra s / = 1/2 nabyvaji dvou spinovych stavii. V rovhovdzném
stavu — v nepfitomnosti magnetického pole — maji jaderné magnetické momenty nahodou
orientaci. V prostfedi magnetického pole maji jaderné magnetické momenty také ndhodnou
orientaci, ale postupné zacinaji ptevazovat jadra, jejichz spiny jsou orientovany souhlasné

se smérem magnetického pole. Tato jadra maji kladny primét jaderného magnetického
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momentu do osy magnetického pole (osa z). V magnetickém poli vSechny jaderné
magnetické momenty vykonavaji precesni pohyb (vektor jaderného magnetického momentu
méni svou orientaci po plasti hypotetického kuzele) kolem osy z. Prebytek jader na
energeticky nizsi hlading tak zpiisobi, Ze celkova magnetizace ma smeér osy z.

Aplikaci radiofrekven¢niho pulzu dochézi ke stdCeni magnetizace ze sméru osy z
a jaderny spinovy systém se tak vychyluje z rovnovahy. Spinova relaxace pak popisuje d¢;j,
kdy se spinovy systém postupné navraci zpét do rovnovazného stavu. Rychlost relaxace je
velmi dilezita pro NMR experimenty a jeji studium poskytuje fadu dilezitych informaci.
RozliSujeme dva mechanismy spinové relaxace — podélna relaxace a pfi¢na relaxace.

Podélna (spin-miizkova, longitudinalni) relaxace je charakterizovana spin-mfizkovym
relaxanim ¢asem 71, ktery popisuje, za jak dlouho se obnovi rovnovazna magnetizace v ose
z. Cim krat$i je ¢as T, tim rychleji je dosaZeno rovnovazného stavu. V disledku této
relaxace dochazi ke snizovani vysky signalu.

Pti¢na (spin-spinova, transverzalni) relaxace je popisovana spin-spinovym relaxacnim
casem T7>. Bc¢hem této relaxace dochdzi k ubytku magnetizace v roviné xy. Diky
molekulovym pohyblim dochéazi k fluktuacim lokdlnich magnetickych poli, coz vede
k rozfazovani precesniho pohybu jadernych magnetickych momentid a vektor magnetizace
se tak zmenSuje. Nasledkem této relaxace je snizovani intenzity signalu a kratké relaxacni
Casy T zpusobuji jeho rozsifeni. Relaxacni Cas 77 je vzdy kratsi nebo stejny jako ¢as 71 [4].

Na principu nukledrni magnetické rezonance (NMR) je zaloZena metoda zobrazovani

magnetickou rezonanci (MRI).

1.1.2 Princip zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)

Zobrazovani magnetickou rezonanci je neinvazivni diagnostickou metodou
pouzivanou piedevsim v Iékafstvi. Zobrazuje molekuly a molekulové procesy aZ na bunééné
urovni, ¢imZ poskytuje informace o stavu organizmu nebo tkanég. Jak jiz bylo zminéno, jedna
se o neinvazivni metodu, kterd nevyuziva Skodlivé ionizujici zafeni, ale vyuziva zafeni
v oblasti radiofrekven¢nich vIln. V pfipadé metody MRI se vyuzivaji gradienty
magnetického pole, diky ¢emuz maji sledovana jadra v riznych bodech v prostoru rtiznou
rezonan¢ni frekvenci. To umoznuje naslednou rekonstrukci 3D obrazu a ur€eni pozice
signalu v prostoru. Aby bylo mozno ziskat 3D obraz sledované latky (tkan¢), je potfeba
pouzivat gradienty magnetického pole podél tii os. Klasickd magneticka rezonance je
zalozena na principu 'H NMR a sleduje tak chovani jader 'H v molekule vody, ktera se hojné

vyskytuje ve vSech mekkych tkanich. Namétfeny signal je tak velmi intenzivni. V dasledku
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rozdilné koncentrace vody v tkdnich vzniké kontrast, jenzZ umoziuje zobrazit rozdily mezi
jednotlivymi typy tkang.

Pro umocnéni dané¢ho kontrastu Ize pouzit kontrastnich latek (CAs, contrast agents),
které¢ ovliviiuji intenzitu sledovaného signalu. Kontrastni latky jsou magneticky aktivni
slouceniny, jez se pfed vySetfenim intraveno6zné aplikuji do téla pacienta a zkracuji relaxacni
¢asy okolnich jader 'H molekuly vody — pfi volbé vhodnych experimentalnich podminek tak
zvysuji kontrast. Kontrastni latky zkracuji oba relaxacni ¢asy — 71 1 7>. V ptipadé, ze CAs
vyznamnéji zkracuji relaxacni ¢as 71, vznikd pii volbé vhodné pulzni sekvence pozitivni
kontrast — tkan obsahujici kontrastni latku vykazuje vyssi signal a jevi se svétlejsi. Mezi
takovéto kontrastni latky patiti komplexy paramagnetickych iontd kovl, znichz
nejvyznamnéjsim je ion Gd**. Tento ion se jevi jako idedlni pro vyuziti v MRI vzhledem ke
svym vlastnostem (v disledku zpola obsazené elektronové konfiguraci f ma dlouhy
elektronovy relaxacéni Cas a velky magneticky moment). Je-li kontrastni latkou vyznamné;ji
zkracovan relaxacni ¢as 7>, pfi pouziti vhodné pulzni sekvence dochazi k negativnimu
kontrastu a tkan vykazujici nizsi signal se jevi tmavsi. Zde se jedné o superparamagnetické
nanocastice oxidd Zeleza (Superparamagnetic Iron Oxide, SPIO).

V ramci MRI lze kromé jadra 'H vyuzit dalsich NMR aktivnich jader, jako napiiklad
jadra 'F a 3'P, jejichz hlavni vyhodou je monoizotopi¢nost danych prvki. ’F MRI vyuziva
faktu, ze se fluor v lidském téle vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi v zubech a kostech,
kdezto v mékkych tkanich se nenachézi viibec. Namétfeny signal tak pochdzi vyhradné od
atomii fluoru obsazenych v kontrastni latce [6]. "’F MRI proto nachazi vyuziti naptiklad pro
tzv. ,,hot spot imaging®, tedy pro selektivni zobrazeni oznacené tkané€ nebo organu [7],
a dale pro bunécné znaceni, tzv. ,,cell tracking®, kdy Ize sledovat migraci transplantovanych
bun&k oznagenych kontrastni latkou obsahujici jadra '°F [8]. Aby byl naméfeny signal '°F
anatomicky a prostorové lokalizovén, je potieba také naméfit 'H pozadi a oba obrazy prekryt
do vysledného tomografu. To vzhledem k blizké hodnoté gyromagnetického poméru jadra
YF (y=251,8-10°rad-s!-T ") ajadra '"H (y=267,5-10%rad s '-T!) [9] neni z4sadni problém
a pro jejich méfeni tak 1ze pouzit standardni MRI pfistroje [10].

Nevyhodou jadra '°F je jeho pomald relaxace. Zkraceni relaxaéniho ¢asu 71 méfeného
jadra lze vSak dosahnout jeho umisténim do blizkosti paramagnetického iontu kovu.

Jadra 3P maji  také  pomémé  vysoky  gyromagneticky = pomér
(y=108.4-10%rad-s -T ') [9] a diky spinu 1/2 jsou jejich spektra relativné snadno
interpretovatelnd. Fosfor se vlidském téle nachazi jako mineral hydroxoapatit

Cas(PO4)3(OH), ktery tvoii az 50 % hmotnosti kosti, a dale jako slozka nejriznéjSich
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metaboliti — ATP, ADP, kreatinfosfat nebo jako anorganicky (volny) fosfat [11]. Metody
zalozené na NMR déavaji moznosti studovat metabolismus a morfologii az na bunécné
urovni. Kombinaci NMR a MRI je metoda MRSI (magnetic resonance spectroscopic
imaging), ktera studuje prostorovou distribuci nékterych metaboliti v buitkach a bunécnych
agregatech/tkanich [12]. Sledovani koncentrace riznych metaboliti dava dilezity piehled
o stavu tkané, a proto je in vivo 3'P NMR spektroskopie a *'P MRI tak dleZitou aplikaci
tohoto jadra. Vedle vyzkumu metabolickych drah, kdy se sleduje koncentrace metaboliti
obsahujicich atomy fosforu, 1ze také neptimo sledovat i pH. Jiz pied vice jak 90 lety popsal
Warburg [13,14] proces transformace zdravych bunék v bunky nadorové, kdy dochazi
k vyznamnym zméndm v jejich metabolismu — je zvySend syntéza DNA, vyuziti
aminokyselin a glukézy. Pfedpokladalo se, Ze rakovinové bunky diky zvySenému
metabolismu a nedostatecnému ptisunu kysliku produkuji velké mnozstvi kyseliny mlé¢né
a maji tak hodnoty intracelularniho pH v kyselé oblasti. S p¥ichodem *'P MRS se ukézalo,
ze intracelularni pH nadorovych bunék je vyssi, nez je tomu v piipadé extracelularniho pH
[15]. Nadorové extracelularni mikroprostiedi je vSak Casto mirné kyselejsi nez zdrava tkan
v disledku zvySené anaerobni glykolyzy a souvisejici akumulace kyseliny mlé¢né, snizené
pasivni pufra¢ni kapacity a Spatné perfuze tkani [16]. Naptiklad extracelularni pH v pevnych
nadorech se typicky pohybuje v rozmezi 6,5 az 7,2 [17].

Vzhledem k tomu, jaky vyznam mé& pH ve vztahu k rakovinovym buiikdm, byla
vyvinuta snaha pfipravit vhodné pH responzivni kontrastni latky pro jeho urceni in vivo.
V ptipadé, Ze tyto komplexy nesou vhodné funkéni skupiny, jejichz hodnoty pKa spadaji do
oblasti zajmu, ziskavame latky pouzitelné jako NMR pH indikatory. U komplexu Eu-
HsDO3ANP (Obrazek 1) bylo pozorovano vzajemné pielévani integralni intenzity mezi
dvéma *'P NMR signély v zavislosti na protonizaénim stavu. Signaly byly separovany
o zhruba 190 ppm a toto chovani bylo vysvétleno rozdilnou koordinaci pfi rizném pH [18].
Byla také pozorovéna zavislost chemického posunu *'P rezonanci u komplexti Ln-HsDOTP

(Obrazek 1) se zménou pH [19,20].

o) o
HO_ /7 )\ OH
Hooc—\ / \ /~COOH PN,/ \ /Pl

N N HO/ N N OH
N N H 0 \ N N /]

HOOC—/'\_/ \-N_ 1 on R~/ N/ \RTOH
N\—PC HO™ '\ OH
OH OH

Obrazek 1 Struktura ligandit HsDO3ANP a HsDOTP
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Jak jiz bylo zminéno, fosfor se v lidském téle vyskytuje v hojném mnozstvi
v nejriznéjSich slouceninach. Aby bylo mozné rozlisit mezi signaly endogenniho ptivodu
a signaly CA, pouzivaji se v komplexech kontrastnich latek paramagnetické ionty kovi,
jejichz ptitomnost zptasobuje posun signaltt CA po Skale chemického posunu mimo oblast,
kde se nachazeji signdly biogennich slouCenin. Pfitomnost paramagnetika také zkracuje

relaxa¢ni ¢asy signalu 3'P NMR, coz zrychluje méfeni.

1.2 Design ligandi pro pouZiti in vivo

Paramagnetické ionty vnitin€ piechodnych kovii jsou velmi toxické. Pro jejich vyuziti
v MRI je tieba tuto toxicitu snizit pfevedenim na komplexni slou¢eninu. Vznikly komplex
by mél byt termodynamicky stabilni a kineticky inertni, aby v téle pacienta nedochéazelo
k disociaci na volny ligand a centralni ion kovu.

Stabilitu komplexu lze zvysit tzv. chelataci, kdy vznika chelatovy komplex. Tento
komplex obsahuje vicevazny (polydentatni) ligand, ktery se vaze alesponi dvéma
donorovymi atomy k jednomu centralnimu iontu kovu. Vzniklé chelaty jsou stabilnéj$i nez
komplexy centralniho atomu kovu s pfislusnym poctem jednovaznych liganda.

Dalsi skupinou vicevaznych ligandii jsou makrocykly. Makrocyklické ligandy lze
definovat jako cyklické latky sloZzené z minimaln¢ deviti atoma (heteroatomil), které
obsahuji alesponi tfi donorové atomy [21]. Jako donorové atomy mohou slouzit napiiklad
atomy kysliku, dusiku ¢i siry a jejich vzdjemné kombinace. Komplexy makrocyklickych
ligandli jsou stabilnéjsi nez odpovidajici komplexy s necyklickymi ligandy. Tento nértst
stability se oznacuje jako makrocyklicky efekt [22].

Makrocyklické ligandy jsou schopné vytvaiet komplexni slouceniny se Sirokou Skalou
iont kovi. Selektivitu ligandil 1ze ovlivnit po¢tem atomt v cyklu — tedy velikosti vzniklé
kavity — a druhem donorovych atomi. V ptipadé€, Ze se ion co nejlépe vejde do kavity, je
centrdlni atom dokonale obalen makrocyklickym ligandem a dochazi tak ke vzniku velmi
pevného komplexu. Pokud je ion kovu pfili§ velky a do kavity se nevejde, mize dojit ke
vzniku komplexu, kdy bude kation umistén vyrazné nad rovinou makrocyklického ligandu.
Stabilitu takového komplexu lze zvysit pfitomnosti vhodnych pendantnich skupin (viz déle).

Mezi nejbéznéj§i makrocyklické ligandy patii crown-ethery, kryptandy
a polyazamakrocyklické ligandy — piiklady zastupcii jednotlivych skupin viz Obrazek 2.
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18-crown-6 (2.2.2)-kryptand porfin
Obrézek 2 Priklady makrocyklickych ligandii;, crown-ethery (18-crown-6), kryptandy ((2.2.2)-kryptand) a
polyazamakrocyklické ligandy (porfin)

Polyazamakrocyklické ligandy jsou nejvyznamnéjsi skupinou makrocyklickych
ligandd. Jejich molekuly mohou obsahovat rizny pocet dusikatych donorovych atomii.
Nejznaméjsi a nejcastéji studovani zastupci jsou triamin TACN (1,4,7-triazacyklononan)
a tetraaminy cyklen (1,4,7,10-tetraazacyklododekan) a  cyklam (1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekan) (Obréazek 3).

HN NH HN NH HN
L i [ ] [ ]
NH/, NH HN NH HN

Obrazek 3 Nejvyznamnéjsi polyazamakrocyklicke ligandy, zleva TACN, cyklen a cyklam

Uvedené ligandy lze modifikovat zavedenim funkénich skupin (tzv. pendantnich
ramen) na atomy dusiku a tim ovlivnit selektivitu a komplexaéni vlastnosti ligandu.
Nejcastéji pouzivanymi pendantnimi skupinami jsou karboxylové kyseliny (octova,
propionova), oxokyseliny fosforu a jejich derivaty. Nahradime-li vSechny aminové atomy
vodikti makrocykli TACN, cyklenu a cyklamu karboxymethylovymi pendantnimi rameny,
vznikaji makrocyklické ligandy oznacované jako H3NOTA (1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-
trioctova  kyselina), H4DOTA  (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina) a H4TETA (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova kyselina),
viz Obrazek 4.

COOH
HOOC—\. /—\ /~~COOH
< N N Hooc” >N NZ COOH
N
[ N N HOOC N N COOH
N_J  cooH HOOC—_/ \_/ \_-COOH ~ ~
Hooc—/

Obrazek 4 Makrocyklické ligandy; zleva HsNOTA, HiDOTA a H/TETA
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Tyto tfi ligandy (a jejich derivaty) obsahuji kavitu odliSnych rozméri a vykazuji tak
riznou selektivitu k riznym iontim kovt. Ligand TACN a od néj odvozené slouceniny
nejlépe komplexuji mensi ionty jako trojmocny hlinik ¢i gallium. Cyklam (respektive TETA
apod.) je vhodny pro komplexaci dvojmocnych ionti médi, niklu nebo zinku. Oproti tomu
slouceniny obsahujici cyklenovy skelet se osvéd¢ily jako vhodné ligandy pro komplexaci
trojmocnych iontii kovii skupiny lanthanoidu a jsou tak vyuzivany v kontrastnich latkach pro

MRI. Pravé ligandim odvozenym od cyklenu je v této praci vénovana pozornost.

1.2.1 H4DOTA a jeji analoga

H4DOTA je nejznaméjSim derivatem cyklenu. Acetitové skupiny jsou schopné
odstépovat proton a vznikaji tak ctyfi nova mista schopna koordinace. Spolu se ¢tyfmi atomy
dusiku v zdkladnim skeletu cyklenu je k dispozici celkem osm koordinacnich mist —
H4DOTA je oktadentatnim ligandem. Je tak vhodnym ligandem pro ionty lanthanoidu, které
preferuji nejcastéji koordinacni ¢islo osm a devét. Tyto ionty se diky oxida¢nimu stavu +3
chovaji jako tvrdé lewisovské kyseliny (diky velké povrchové hustoté naboje) a tak jsou
koordinovany tvrdymi atomy kysliku a stifedn¢ tvrdymi atomy dusiku velmi dobfe.
Koordinac¢ni ¢islo 8 je preferovano mensimi ionty v druhé poloviné lanthanoidové série.
Naopak koordina¢ni ¢islo 9 uptfednostiiuji veétsi ionty ze zacatku série s tim, ze posledni
devaté misto je nejcastéji obsazovano molekulou vody.

Postupem casu byly pfipravovany rtizné strukturni modifikace ligandu HsDOTA, kdy
dochézelo k nahrazeni jednoho nebo vice acetatovych pendantnich ramen jinymi funkénimi
skupinami (napf. aminy, alkoholy ¢i fosfinaty a fosfonaty). V ptipadé ligandt s pendantnimi
rameny obsahujicimi fosfor byla pozorovéna vyssi komplexacni selektivita pfi zachovani
dostatecné termodynamické stability [23]. Tato zjiSténi vedla k syntéze ligandl s riznym
pomérem acetatovych a fosfonatovych pendantnich ramen, tzv. DOTA-like sloucenin

(Obrazek 5) [24,25].
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Obrazek 5 Série ligandii odvozenych od ligandu HiDOTA nahrazenim acetatovych ramen fosfonatovymi

Za zminku stoji také vyuziti ligandu H4DOTA jako chelatoru ionti kovd pro
zobrazovani pomoci PET. Konkrétnim piikladem mtize byt komplex *Ga-DOTA, ktery je
navéazany na somatostatinovy analog octreotid (SomaKit TOC®). Tato latka byla v roce 2016

schvalena v Evrop¢ pro zobrazovani pomoci metody PET. V budoucnu by tak mohla byt

pendantnimi rameny v riizném pomeru

potencidlné vyuZita pro terapii neuroendokrinnich nadort [26,27].

Jiz pfed vice nez tficeti lety zapocaly vyznamné studie tetrafosforovych analogl
ligandu H4sDOTA za tcelem piipravy novych sloucenin s potencialné lepSimi vlastnostmi
oproti matetské molekule. Zakladnim fosforovym skeletem je ligand HsDOTP, ktery vznika
nahrazenim vSech ¢ty acetatovych pendantnich ramen za methylfosfonové skupiny. Od néj
byla odvozena fada monoesterovych derivati. Dale byla syntetizovana fada ligandl s rizné

substituovanymi fosfinovymi kyselinami, tj. liSicich se substituentem na atomu fosforu

(Obrazek 6).
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Obrazek 6 Ligandy odvozené od molekuly HsDOTP [19,28-39]

V komplexech s ligandy typu H4DOTA lezi centralni ion kovl lanthanoidové série
mezi dvéma koplandrnimi rovinami tvofenymi atomy dusiku (N4) cyklenového kruhu
a atomy kysliku (O4) pendantnich ramen. Tyto komplexy se v roztoku vyskytuji v riznych
izomernich formach. Prvnim typem izomerie je rGzna orientace koordinujicich skupin
pendantnich ramen, respektive vzajemné natoceni dusikovych a kyslikovych rovin vici
(pseudo)ctyicetné ose komplexu (oznacovano jako A nebo A) — ze sterickych divodi jsou
vzdy vSechna Ctyfi ramena zatoCena stejnym smérem. Druhym typem izomerie je
konformace ethylenovych mistkti makrocyklu (& nebo A). Aby bylo dosazeno minimalniho
vnitiniho pnuti makrocyklu, maji vS§echny ethylenové miistky stejnou konformaci, tj. 3660
nebo AMAA. Vznikaji tak celkem Ctyfi izomery — dva enantiomerni pary diastereoizomert,
které jsou v roztoku v dynamické rovnovéaze. Jednotlivé enantiomery neni mozné pomoci
NMR spektroskopie rozlisit, a proto jsou z téchto ¢tyf izomerd pozorovany pouze dve sady
signalti reprezentujici po jednom enantiomernim paru. Dilezitym rozliSovacim parametrem
téchto izomeru je torzni thel (w) mezi rovinami N4 a Oy, tj. zatoCeni pendantnich skupin
vuci axidlni ose. Enantiomerni par A(33060)/A(MAL) je oznafovany jako izomer TSA
(twisted square antiprism, zkfiZené ctvercové antiprisma), nebot’ hodnota torzniho uhlu se
blizi teoretické hodnoté 22,5° pro zktizené antiprisma, a par enantiomert A(AAAL)/A(8300)
je oznacovan jako izomer SA (square antiprism, ¢tvercové antiprisma), ve kterém je hodnota

uhlu w blizka teoretické hodnoté 45° (viz Obrazek 7 a Obrazek 8).
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SA TSA

Obrazek 7 Strukturni model izomerit SA a TSA komplexii Ln-DOTA. Obrazek prevzat a upraven z [40].

V ptipad¢ komplexti H4DOTA s ionty lanthanoidii byva na devatém koordinacnim
mist¢ nad rovinou Os koordinovdna molekula vody. Vyjimkou jsou TSA izomery
nejmensich iontd Yb** a Lu®*, které nemaji molekulu vody v prvni koordinaéni sféte.
Naopak komplexy iontli Ln** s ligandem HsDOTP piimo koordinovanou molekulu vody
neobsahuji, az na komplexy nejvétsich iontii (Ce**, Pr**, Nd**) [32]. Pokud neni molekula
vody na centralni atom koordinovdna, oznacuje se tato skute¢nost apostrofem -
oktakoordinované izomerni ¢éstice se tedy oznacuji jako SA' a TSA', nonakoordinované
izomerni ¢astice jako SA a TSA [41].

Izomery TSA a SA se li§i mj. velikosti kavity, kterd je dana vzdalenosti (d) rovin N4
a O4 (Obrazek 8). To se projevuje piedevsim zménou zastoupeni obou izomerd v roztocich
komplexti v zavislosti na iontovém poloméru lanthanoidového iontu Ln*". U vétsich iontti
na zacatku lanthanoidové fady pfevazuje izomer TSA, ktery nabizi prostornéjsi kavitu.
Naopak izomer SA pfevazuje na konci fady, tedy u iontll s mensim iontovym polomé&rem.
U komplext iontdi Ln*" s ligandem HsDOTA se tak setkdvame s rliznym pomérem izomerti
TSA/SA, zatimco komplexy ionti Ln** s ligandy obsahujicimi fosfonatova (HsDOTP) nebo
fosfinatova (H4DOTPR) pendantni ramena se vyskytuji vyhradné v uspoiadani TSA. To je
zpusobeno piitomnosti objemného atomu fosforu v pendantnim ramenu [23,32,42,43].
Zvyseny vyskyt izomeru TSA v porovnani s komplexy H4sDOTA se objevuje jiz v ptipade
pfitomnosti jednoho pendantniho ramene obsahujiciho atom fosforu (ptiklad ligandu
HsDO3AP).

Dalsim dilezitym parametrem izomeriit TSA a SA je také tzv. ,,opening angle* (y) —
uhel, ktery mezi sebou svira atom kovu a dva protilehlé¢ koordinované atomy kysliku

pendantnich ramen (Obrazek 8Obrazek 8). Jeho velikost udavd mozZnost koordinace
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molekuly vody v prvni koordinacni sféfe. Pfitomnost vody vazané piimo na centralni ion
kovu je diilezita pfedevsim pro kontrastni latky pouzivané v '"H MRI, které jsou zaloZené na
iontu Gd**.-Molekula vody je koordinovana v ptipadg, Ze velikost toho tthlu neklesne pod
zhruba 135° [23,40]. Bylo zjisténo, ze komplex Gd-DO3AP koordinovanou molekulu vody
obsahuje, stejn¢ jako komplex matetského ligandu H4DOTA. Obsahuje-li vSak ligand dva a
vice pendantnich ramen s atomy fosforu (H¢DO2A2P, HsDOTP), pak ke koordinaci
molekuly vody v Gd*" komplexu nedochazi. V izomeru TSA je tento prostor tésné&jsi, coz
ma za nasledek destabilizaci vazby koordinované molekuly vody. Takovéto komplexy pak
vykazuji mnohem vyss$i rychlost vymény vody, coz je dilezity parametr ovliviiujici ucinnost

T1 '"H MRI kontrastnich latek.

W =148° W = 144°
Q
—
N
&
_ "/ o I"
a = 37.6°
SA TSA

Obrazek 8 Koordinacni mnohostény SA ([Pr(DOTA)(H20)] ") a TSA ([Ce(DOTA)(H:0)]"). Koordinované
molekuly vody jsou pro prehlednost vynechany. Obrazek prevzaty z literatury [40].

Jiz v minulosti zapocaly vyznamné studie fosforovych analogli ligandu H4DOTA.
Zakladnim fosforovym analogem je ligand HsDOTP, ktery vznik4 nahrazenim vSech ctyf
acetatovych pendantnich ramen za methylfosfonové skupiny. Déle byla syntetizovéana fada
ligandl s riznym pomérem acetatovych a fosfonatovych pendantnich ramen (viz Obrazek
5). Poté byla ptipravena fosfindtova analoga. NejvyznamnéjSimi a také nejvice studovanymi
ligandy byla tetrafosfinatova analoga molekuly HsDOTP (HsDOTPR®) (véetng HsDOTP
samotné). V disledku snahy o zdokonaleni kontrastnich latek bylo vynaloZeno zna¢né usili
na piipravu ligandfi, které by v komplexech s iontem Gd*>" preferovaly izomer TSA. Jako
takové se ukazaly byt tetrasubstituované derivaty cyklenu s jednou fosfinovou ¢i fosfonovou

pendantni skupinou, tedy slouc¢enina HsDO3AP a jeji analoga (Obréazek 9).
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Obrazek 9 Ligandy odvozené od molekuly HsDO3AP [44—48]

Molekuly HsDO2A2P a H7DOA3P piilis studovany nebyly, nebot’ se ukazaly jako
nevhodnymi ligandy pro 71 kontrastni latky z diivodu absence koordinované molekuly vody.
Slouc¢eniny HsDOTPR® jsou sice nevhodné pro pouziti jako '"H MRI kontrastni latky, ale byly
studovany napt. jako nosi¢e radionuklidii a nebo pro vyuziti v 3'P MRI. Velkou vyhodou
této skupiny latek je relativné snadna syntéza.

Vzhledem k ptitomnosti ctyi pendantnich ramen obsahujicich atom fosforu dostavame
pro komplexy téchto ligandii Sest diastereoizomert (RRRR, RRRS, RSRS, RRSS, RSSS,
SSSS), jez poskytuji velice komplikovanda NMR spektra. Izomerie R/S byla u nekterych
téchto tetrafosforovych analogii H4{DOTA jiz diive detailné€ studovana [33,49].

Kupiikladu 3P NMR spektra komplexti [Eu(DOTPY)]", [Eu(DOTPCEYH],
[Eu(DOTP®BY)]™ a [Ln(DOTP™)]" poskytuji celou sadu moznych izomert (Sestnact !P
NMR signalti pro Sest izomerdi R/S) [28,32,49]. Naopak 3'P NMR spektra komplexii
[Eu(DOTP"™)]", [Eu(DOTP )] a [Ln(DOTPB")]~ obsahuji jeden majoritni signal. Napiiklad
u komplexti [Eu(DOTP™)]™ a [Eu(DOTP)]™ je integralni intenzita majoritniho signalu
cca 70 %. Majoritni signal 1ze ptifadit totaln€ symetrickému izomeru RRRR (nebo SSSS),
minoritni signaly pak izomeru RRRS (nebo SSSR) [32,50].

1.3 NMR spektroskopie komplexii paramagnetickych ionti kovi
Jsou-li vSechny elektrony v orbitalech centralniho iontu kovu komplexu sparovany,
jedna se o diamagneticky ion. Naopak, obsahuji-li orbitaly jeden nebo vice neparovych

elektronti, mluvime o iontu paramagnetickém [51]. Jak jiz bylo zminéno, mezi MRI
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kontrastni latky zkracujici primarné 71 relaxacni Cas patii komplexy paramagnetickych iontt
— témi mohou byt ionty pfechodnych kovl nebo ionty lanthanoidd, jejichz magneticky
projev se od sebe lisi.

V piipadé prechodnych kovi hraje vyznamnou roli ligand, ktery ma vliv na rozstépeni
d-hladin a ovliviiuje tak jejich obsazovani. Teorie krystalového pole (CFT, Crystal Field
Theory) je elektrostaticky model, ktery popisuje, jakym zplsobem se rozstépi energie
puvodné degenerovanych d-orbitalti iontu piechodného kovu v komplexu, ptisobi-li na n¢
zaporny naboj lokalizovany na ligandech, které obsazuji definované pozice v prostoru (dle
symetrie koordina¢niho okoli). Sila krystalového pole (a velikost St€peni) zavisi na druhu
centralniho iontu a jeho oxida¢nim stavu, a také na druhu ligandu, respektive na donorovém
atomu [51]. U urcitych elektronovych konfiguraci iontii (d*, d°, d® a d’ v oktaedrickych
komplexech) jsou moznd dvé uspotadani elektroni — nizkospinové (LS, Low-Spin)
a vysokospinové (HS, High-Spin), pficemz vznika to, které ma nizsi energii. To zavisi na
velikosti stabiliza¢ni energie krystalového pole a parovaci energie.

V piipadé lanthanoidi v podstaté zalezi pouze na poctu f-elektroni. Elektronova
konfigurace iontl Ln*" je [Xe]4f", kde n = 0-14. lonty kovi La** a Lu*" nemaji Zzadné
neparové elektrony a jsou proto diamagnetické. Naproti tomu ostatni prvky lanthanoidové
série v oxida¢nim stavu 3+ maji 1 az 7 neparovych 4f elektronti a jsou tak paramagnetické.
Orbitaly 4f jsou umistény pomérné hluboko smérem k jadru a nejsou tak schopné kovalentni
interakce s ligandy. Interakce jsou pievdzné elektrostatické a geometrie jejich komplext je
uréena predevsim velikosti iontu Ln** a spiSe sterickymi nez elektrostatickymi dfivody.
Stépeni energie f-orbitaltl v krystalovém poli je malé a stabilizace krystalového pole ma jen
maly vliv — druh pfistupujiciho ligandu ma tak zanedbatelny vliv na Stépeni [51,52].
V disledku stinéni 4f elektronti si jsou lanthanoidové ionty chemicky velmi podobné, piesto
vSak mé kazdy znich charakteristické uc¢inky na NMR posuny jader v jejich blizkosti.
Koordinaci paramagnetickych ionti Ln** totiz dochdzi k rozsahlym posunim NMR
frekvenci jader v jejich blizkosti. Tyto posuny jsou citlivé na strukturni zmény a je tak mozné
napiiklad ucit pocet koordinovanych molekul vody, molekulovou konformaci nebo rozlisit

jednotlivé diastereoizomery.
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2. Cil prace

Cilem této prace je syntéza makrocyklickych ligandi odvozenych od ligandu HsDOTP
a dale piiprava jejich komplextl s vybranymi paramagnetickymi ionty lanthanoidé (Eu’”,
Yb*") s potencialem velké zmény chemického posunu v 3'P NMR spektrech v zavislosti na

pH. Soucasti prace jsou také naméiené relaxacni Casy 71 piipravenych ligandl a jejich

komplex.
O\\P//ROH
{ <
/ N\ /\P/\
N N })HOH H HgDO2P2PH
[ ] R= CgHg HgDO2P2PPh
HOH\O\ N N CH,CF3 HgDO2P2P!fe
O//P\/ _/ 7
_P
HOZ™\\
R” Yo

Vyhodou ligandu HeDO2P2P' je pak moZnost prostorového mapovani i s vyuZitim
F MRI. Jak bylo uvedeno vySe, MRI vyuziva k prostorové lokalizaci gradient
magnetického pole, ktery ovliviiuje rezonan¢ni frekvenci. Protoze zména chemického
posunu je téz spjata se zménou rezonancni frekvence, mize byt presna lokalizace mista,
odkud pochazi méfeny signél, obtizna. Pouziti signdlu 'F NMR k nezavislému uréeni

polohy by tak mohlo byt vyhodou.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

Pro syntézu byly pouzity komeréné dostupné chemikalie od prodejcti (Lach-Ner,
Fluka, Sigma-Aldrich). Tyto chemikalie o bézné Cistoté nebyly dale nijak doc¢istovany ani
suSeny. Kyselina 2,2,2-trifluorethylfosfinova (TFEPA) ve formé amonné soli byla
syntetizovana Mgr. F. Kouckym.

Je-li uvedeno mnozstvi SiO2, jednd se o mnozstvi suchého silikagelu. V ptipade

kationtového iontoménice (Dowex 50) se jedna o objem volné sesednuté suspenze.

3.2 Metody charakterizace pripravenych latek
3.2.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pribéh reakci a CiSténi reakénich smési byly kontrolovany pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC; Thin Layer Chromatography) na chromatografickych destickach
Silica gel (tloustka vrstvy 200 pm, velikost portt 60 A) od firmy VWR International.

Vizualizace skvrn na desti¢ce byla provadéna pomoci roztoku KMnOs (1 g KMnOg4 a
2 g NaxCOs3 ve 100 ml H20) a Draggendorfova ¢inidla (vodny roztok Bi(NOs;)s; a KI
v CH3;CO2H).

3.2.2 Hmotnostni spektrometrie MS

Hmotnosti spektra byla naméfena na hmotnostnim spektrometru Waters ACQUITY
QDa s ionizaci dudlnim ortogonalnim elektrosprejem interface (Z-sprej) pro API (ionizace
za atmosférického tlaku), s kvadrupdlovym analyzatorem (full scan v rozsahu 30 az
1250 m/z), s integrovanou turbomolekularni vakuovou pumpou a externi rotacni vakuovou

pumpou.

3.2.3 NMR

Priibéh reakce, Cistota a charakterizace pfipravovanych latek byly urCovany métenim
NMR spekter na spektrometru Varian NMR System 300 s rezonan¢ni frekvenci 300 MHz
pro jadro 'H, 282 MHz pro jadro °F, 121 MHz pro jadro *'P a 75 MHz pro jadro *C{'H},
déle na spektrometru Varian Inova 400 s rezonanéni frekvenci 400 MHz pro jadro 'H, 376
MHZz pro jadro 'F, 162 MHz pro jadro *'P a 101 MHz pro jadro *C{'H}, a na spektrometru
Bruker Avance III 600 s rezonanéni frekvenci 600 MHz pro jadro 'H, 565 MHz pro jadro
19F, 243 MHz pro jadro *'P a 151 MHz pro jadro *C {'H}.
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Rozpoustédlem pro méfeni NMR spekter byla D,O. 'H NMR spektra byla
referencovana na signal HDO (du = 4,70 ppm) nebo na vnitini standard ferc-butanol (z-
BuOH) (du = 1,24 ppm (CH3)). *C{'H} NMR spektra byla referencovana na vnitini
standard terc-butanol (5c = 30,29 ppm (CH3)) [53]. Pro méieni *'P NMR spekter byl jako
vnéjsi standard pouzit vodny roztok kyseliny H3PO4 (dp = 1,00 ppm, referencovany na 85%
H3PO4 s 6p = 0,00 ppm). Pii méfeni *'P NMR spekter nebyl pouzit ,,decoupling® jader 'H.
F NMR spektra byla referencovana na vnéjsi standard kyseliny trifluoroctové (6 = —75,0
ppm).

Naméfend spektra byla vyhodnocovana v programu MestReNova. Chemické posuny
0 jsou uvedeny v ppm, interakéni konstanty J jsou uvedeny v Hz. Multiplicita signalu je
vyjadiena nasledovné: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), m (multiplet). Pro Siroky
signal je pouzita zkratka bs (broad signal).

3.2.4 RTG strukturni analyza

Monokrystal latky HsDO2P2P!-3,5H,0 se podafilo pfipravit pozvolnym odpatenim
vodného roztoku ligandu HeDO2P2PY. Monokrystaly latky (H;DO2P2P™)(CsHsPOsH)
‘CF;COH-4H,0 byly pfipraveny pii pokusu o krystalizaci odpaiené reakéni smési
z ptipravy ligandu z horké vody. Rekrystalizaci tohoto materidlu byly pfipraveny krystaly
o slozeni H¢DO2P2P™-7,5H,0. Krystalové struktury byly naméfeny RNDr. Ivanou
Cisatovou, CSc., na difraktometru Bruker D8 VENTURE Kappa Duo PHOTONI00 se
zétenim Mo-Ko o vinové délce 4 = 0.71073 A. Upiesnéni krystalovych struktur bylo
provedeno Skolitelem (Tabulka 1).

Tabulka 1 Zakladni krystalograficka data krystalovych struktur stanovenych v této praci

H¢DO2P2P"  (H7DO2P2P™)(CsHsPOsH) H¢DO2P2P™"

slouenina 3,5H,0 ‘CF3CO:H 4H,0 7,5H20
vzorec C12H39N4013,5P4 C32Hs56F3N4019Ps C24H55N4O17.5P4
M; 5794 1012,65 803.60
krystalova soustava triklinicka monoklinicka monoklinicka
prostorova grupa P-1 P2y/c P2i/c
al A 10,0086(5) 16,4153(4) 25.6646(9)
b/ A 18,6280(9) 13,7050(3) 13.6249(5)
cl/A 27,2248(12) 20,8878(5) 21.0046(7)
al® 99,451(2) 90 90
p/e° 90,462(2) 111,438(1) 100.928(1)
y/° 95,921(2) 90 90
VA3 4978,6(4) 4374,0(2) 7211.6(4)
Z 4 4 8
R; R’ 0,0458; 0,0521 0,0547; 0,0608 0,0438; 0,0454
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3.3 Synteticka cast
3.3.1 Priprava 1,7-bis(benzyloxykarbonyl)cyklenu (2)

0
0
T L. Ot
NH HN @o cl N HN]
NH HN NH N
CHCl, . />7/O\/©
o)

1 2:2HCI

Cyklen (1) (5,02 g; 29 mmol) byl rozpustén ve 100 ml CHCl3 v 500ml baiice, ktera
byla umisténa do ledové lazn€. K baiice byla pfipevnéna ptikapavacka s 100 ml CHCl;
a 13,4 g benzyl-chloroformidtu (79 mmol; 2,7 ekv.). Smés byla ptikapavana po dobu jedné
hodiny. Reakéni smés byla michdna pfes noc za vzniku bilé suspenze. Rozpoustédlo bylo
odpareno na rotacni vakuové odparce a pevna €ast byla triturovana pomoci Et>O. Suspenze
byla odfiltrovana na frit¢ (S4), pevny podil byl nékolikrat promyt matecnym louhem,
na zavér Cistym diethyletherem a suSen na vzduchu za vzniku bilého prasku 2-2HCI (12,0 g;
80 %).

Prevedeni latky do formy volné baze bylo provedeno extrakci. Do délicky byl nalit
roztok NaHCO3 (20 g; 238 mmol; 20 ekv.) ve vodé. Dale bylo ptisypano 12,0 g latky 2-2HCI
(23 mmol) a poté byl pfidan chloroform. Extrakce byla provedena nékolikrat s ¢istym
pfidavkem CHCIs. Organické faze byla sbirana do zdbrusové Erlenmeyerovy baiky a poté
bylo ptidano susidlo Na;SO4. Suspenze byla piefiltrovana a rozpoustédlo bylo odpafeno na
RVO za vzniku produktu v podob¢ hustého Zlutého oleje (11,0 g; 86 %).

Nameétena NMR spektra odpovidaji publikovanym datiim [54].

3.3.2 Priprava 1,7-bis{[(diethoxy)fosforyl|methyl}-4,10-
bis(benzyloxykarbonyl)cyklenu (3)

(@] (o]
Qo
®/\O/Z<N/ H\N P(OEt)s @/\O/Z( /—\ P\/
[ j (CH,0), [ ¥
40 °C

Do 100ml banky bylo navazeno 11,0 g latky 2 ve formé volné baze (25 mmol) a zhruba
2,26 g paraformaldehydu (75 mmol; 3 ekv.). Dalo bylo pfidano 40 ml P(OEt);. Smés byla
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michéna pti 40 °C po dobu 14 dnil. Béhem této doby byla reakéni smés kontrolovana pomoci
3IP NMR spekter a byly postupné pridany dalsi 3 ekv. paraformaldehydu. Reakéni smés byla
po zchladnuti nafedéna toluenem, nezreagovany paraformaldehyd byl odfiltrovan na frité
(S4) a filtrat byl jiman do 250ml banky. Poté byl triethylfosfit odpatfen na rotacni vakuové
odparce, ktera byla napojena na dvé pumpy (kvili vysoké teplote varu triethylfosfitu). Vodni
lazenn byla pfitom vyhiivana na 75 °C. Pro snadné&jSi odpafovani P(OEt); byla smés
nekolikrat nafedéna toluenem a odpatena. Bylo ziskano 23,9 g produktu 3 ve form¢ hustého
oleje.

3P NMR (121 MHz, 25 °C, D,0): 22,87 ppm (s)

MS-ESI: (+) 741,7 [M+H]"

3.3.3 Priprava HiDO2P (4)

° WOONHN
Ve B
HO oK

Do 250ml banky obsahujici latku 3 (23,9 g) bylo ptidano 50 ml 36% HCI. Pod zpétnym

] HCI . o[ jO
I

chladi¢em byla reak¢ni smés zahtivana pfti teploté lazn¢ 110 °C. Po dvou dnech byla banka
vytazena z olejové 1a4zné€ a nechdna chladnout. Poté byla reak¢ni smés extrahovéna 5 x 25 ml
diethyletheru [55]. Vodné faze byla odpafena na RVO za vzniku lehce oranzového oleje.
Odparek byl rozpuStén v malém mnozstvi destilované vody a nanesen na silny kationtovy
iontoméni¢ Dowex 50 v H" cyklu. Kolona byla promyvana destilovanou vodou, dokud
nebylo pH eluatu neutralni (kontrolovano univerzalnimi indikatorovymi papirky). Tato
frakce byla odpaiena a byla naméfena kontrolni 'H a *'P NMR spektra, kterd potvrdila
odstranéni vedlejSich kyselych produkt. Produkt H4DO2P (4) byl eluovan 800 ml 6m HCI.
Eluat byl odpaten za vzniku lepivé hmoty, ktera byla déle triturovana v acetonu, ¢imz bylo

ziskano 9,0 g (79 %) sypkého lehce nazloutlého prasku H4DO2P-2,3HCI-2,8H,0.
"H NMR (600 MHz, 25 °C, D20): 3,17 ppm a 3,08 ppm (bs; N-CH>), 2,78 ppm (d; N-CH>-
P)

3P NMR (243 MHz, 25 °C, D20): 22,11 ppm (s; N-CH»-P)

29



Elem. anal.: nalezeno (vypocteno pro HsDO2P-2,3HCI-2,8H>0): C 24,3 (24,3); H 6,1 (6,9);
N 11,0 (11,3); C116,7 (16,5)

3.3.4 Piiprava HsDO2P2PH (5)

N~
HO H—P~ HO
— OH OH
\ \
/\P/ H3P02 s/
NN 0! 4N‘ v R
[ ] o) 20)n [ ] 0
?E)\/N HN 40°C QSN N
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OH HO

OH _p—H
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4 5

Latka H4DO2P-2,3HCI-2,8H,0 (4) (2,00 g; 4,0 mmol) byla rozpusténa v malém
mnozstvi vody v 50ml batice. Déale byla pfidana 50% vodna kyselina fosforna (5 ml; 46
mmol; 11 ekv.) a zhruba 40 ml vody. Reak¢ni smés byla michana a zahtivana na 40 °C.
Béhem jedné hodiny byl po malych davkach pfidavan paraformaldehyd (0,42 g; 14 mmol;
3,5 ekv.) [32,38]. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci *'P NMR spekter a hmotnostni
spektrometrie; byly dodany dal§i 2 ekv. paraformaldehydu. Reakce byla po 14 dnech
ukoncena. Reak¢ni smés byla zahusténa na RVO. Odparek byl rozpu$tén v malém mnoZstvi
vody a nanesen na silny kationtovy iontoméni¢ Dowex 50 v H' cyklu. Kolona byla
promyvana vodou do zkumavek — kyselina fosforné a dalsi kyselé necistoty byly eluovany
jako prvni, nasledované produktem H¢DO2P2P! (5). Jednotlivé frakce byly kontrolovany
pomoci TLC a detekovany Draggendorfovym ¢inidlem. Frakce, které na ¢inidlo reagovaly,
byly kontrolovany pomoci *'P NMR — produkt vytékal spole¢né s kyselinou fosfornou
a nebyla objevena zadna frakce obsahujici €isty ligand 5.

Opakovanou chromatografii na silném kationtovém iontoméni¢i Dowex 50 v H cyklu
s eluci vodou byly postupné vybirdny obohacené frakce, které se dale chromatograficky
¢istily a obohacovaly aZ do koneéné &istoty cca 90 % (podle *'P NMR).

Vytézek 50 mg (cca 2,4 %), latka ziistava mirné kontaminovana kyselinou fosfornou,
obsah necistot nelze piesné urdit, nebot’ signaly produktu v *'P NMR spektrech jsou velmi

Siroké a nelze je presné integrovat.
3P NMR (121 MHz, 25 °C, D0, pH 10): 23,21 ppm (dt; 'Jpu = 502 Hz, 2Jpn = 8,07 Hz; N-
CH»-P-H), 16,81 ppm (t; N-CH»>-P-OH)

MS-ESI: (+) 517,3 [M+H]*; 539,3 [M+Na]; () 515,1 [M-H]"
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3.3.5 Piiprava HeDO2P2P" (6)
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Do 25ml baniky byl odvazen 1,01 g HiDO2P (4) (2,3 mmol), ktery byl rozpustén v 20
ml vodné TFA (TFA/H;O 1:1). Déle byla do banky pifiddna komeréné¢ dostupna
fenylfosfinova kyselina (0,97 g; 6,8 mmol; 3 ekv.) a paraformaldehyd (0,17 g; 5,8 mmol;
2,5 ekv.). Smés byla michana pti 40 °C. Reak¢ni smés byla v prubéhu reakce kontrolovana
pomoci 3'P NMR spekter — reakce probihala velice pomalu, a proto byla postupné zvySovana
teplota aZ na 80 °C. Reak¢ni smés byla ponechdna reagovat celkem 13 dni a bylo pfidano
celkem 8 ekv. ekvivalenti paraformaldehydu.

Reakéni smés byla nékolikrat odpafena s vodou na RVO za vzniku olejovitého
produktu (2,18 g). Poté byla smés ponechana krystalizovat z vody ptfi pokojové teploté
Pevna latka byla odfiltrovana, promyta ledovou vodou a susena prosavanim vzduchu (0,46
g). Ve vyloucené pevné fazi byly nalezeny i krystaly vhodné kvality pro rentgenostrukturni
analyzu. Z té byla zjiSténa pfitomnost jak produktu, tak i trifluoroctové kyseliny a také
fenylfosfonové kyseliny, vzniklé oxidaci vychozi fenylfosfinové kyseliny. Produkt byl proto
dale precistén rekrystalizaci z vody a trituraci v acetonitrilu, jemny prasek byl odfiltrovan

na frité¢ (S4) (0,24 g; cca 16 %), podle NMR se jednalo o Cistou latku.

"H NMR (600 MHz, 25 °C, D>0): 7,68 ppm (t, 4H; P-CH-CH), 7,44 ppm (s; 6H; Ph), 3,71
ppm (d; 4H; N-CH>-P), 3,43 ppm (bs; N-CH>), 3,07 — 3,03 ppm (bs; N-CH>), 3,00 ppm (d;
4H; N-CH»-P)

BC NMR (151 MHz, 25 °C, D>0): 137 ppm (d; Jcp = 119 Hz), 130 ppm (dd; Jcp = 308 Hz,
Jep = 9,6 Hz), 131 ppm (dd; Jcp = 137 Hz, Jcp = 9,4 Hz), 129 ppm (dd; Jcp = 84,5 Hz, Jcp =
11,6 Hz) (uhlikové atomy fenylové skupiny), 61,4 ppm (d; Jep = 121 Hz; N-CH,-P), 54,8
ppm (d; 'Jep = 90,6 Hz; N-CH>-P) 51,9 ppm (bs), 51,9 ppm (d), 50,0 ppm (bs) (uhlikové
atomy makrocyklu)

3P NMR (243 MHz, 25 °C, D20): 27,89 ppm (s; N-CH,-P-Ph), 5,65 ppm (s; N-CH,-P-OH)
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MS-ESI: (+) 669,5 [M+H]"

3.3.6 Priprava HeDO2P2P' (7)
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Kyselina TFEPA ve formé¢ amonné soli (1,75 g) byla nanesena na silny kationtovy
iontoméni¢ Dowex 50 v H' cyklu (140 ml). Kolona byla promyvéana vodou, dokud nevytekla
veskera kyselina (pH eluatu neutralni). Cista TFEPA ve formé volné kyseliny byla zahu$téna
na rota¢ni vakuové odparce.

V 25ml baiice byla rozpusténa latka (4) (1,00 g; 2,3 mmol) vziedéné TFA
(TFA/H20 1:1; 20 ml). Do bariky bylo pfidano 0,84 g kyseliny TFEPA (5,7 mmol; 2,4 ekv.)
a déle byl pfisypan paraformaldehyd (0,17 g; 5,8 mmol; 2,5 ekv.). Reakéni smés byla
michana pii 70 °C. Reakce probihala 8 dni, béhem kterych bylo pribézné po davkach
pridano celkem dalsich 5 ekv. paraformaldehydu.

Reak¢ni smés byla nékolikrat odpatrena s vodou na RVO za vzniku produktu ve formeé
oleje. Do baiky byla poté ptidana smés EtOH/NH3 v poméru 25:1, smés byla zahtata
anechana krystalizovat pti laboratorni teploté. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty
zchlazenym roztokem EtOH/NH;3 (25:1), doSlo vSak k jejich rozpuSténi. Smés byla poté

odpafena a triturovana v EtOH za vzniku bilého prasku (0,47 g; cca 30 %).

"H NMR (600 MHz, 25 °C, D,0): 3,57 ppm (bs; 8H; N-CH>), 3,22 ppm (d; 4H; N-CH>-P),
3,13 ppm (bs; 8H; N-CH>), 2,95 ppm (d; 4H; N-CH>-P), 2,58 ppm (p; 4H; P-CH>-CF3)

BC NMR (151 MHz, 25 °C, D>0): 125,9 ppm (q; 'Jcr 276 Hz CH2-CF3), 54,6 ppm (d; Jcp
302 Hz, N-CH>-P),) 51,9 ppm (bs; N-CH>), 52,2 a 51,3 ppm (d; N-CH>-P), 50,5 ppm (bs; N-
CH>), 36,6 ppm (dq; CH2>-CF3)

F NMR (565 MHz, 25 °C, D,0): —57,1 ppm (td; 6F; P-CH>-CF3)

3P NMR (243 MHz, 25 °C, D20): 27,62 ppm (s; P-CH2-CF3), 6,79 ppm (t; P-CH»-OH)
MS-ESI: (+) 681,3 [M+H]"; (-) 679,2 [M-H]
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3.4 Priprava komplexi

Byly pfipraveny komplexy Eu®* a Yb’" ligandu He¢DO2P2P™ (6) a ligandu
He¢DO2P2P'® (7). Z ligandi byly p¥ipraveny vodné roztoky o koncentraci cca 0,035 M.
K ligandiim bylo pfidano ur¢ité mnozstvi pfislusné Ln*" soli ve formé roztoku, jejichz
koncentrace byla stanovena titraéné s piesnosti 10> M. Pro komplexace byly pouzity vodné
roztoky 0,05742 M EuClz a 0,04817 M YbCls.

Komplexy ligandu HsDO2P2P™ byly pfipraveny s pouzitim nadbytku p¥islusné Ln3*
soli. Pfebytek kovu byl vysrazen pomoci NaOH ve form¢ hydroxidu (pH bylo upraveno na
hodnotu cca 10). Komplexy byly zahfivany za stdlého michéani pfes noc pti 60 °C.

V piipadé ligandu HsDO2P2P' bylo pouzito podstechiometrické mnozstvi (0,9 ekv.)
ptislusné soli a pH reakéni smési bylo upraveno na hodnoty 7 az 8 pomoci vodného roztoku
NaOH. Béhem postupného ptidavani NaOH po okamzitém zvySeni pH dochazelo k jeho
postupnému snizovani vlivem pomalé komplexace. Pro kvantitativni zakomplexovani Ln**

iontu do kavity ligandu byl komplex michén tfi dny.

3.5 NMR pH titrace

NMR titrace byla provedena na spektrometru Varian Inova 300 s rezonanéni frekvenci
300 MHz pro jadro 'H, 282 MHz pro jadro '°F a 121 MHz pro jadro *'P. Vzorek ligand@
HsDO2P2P™ a HiDO2P2P™ byl rozpustén v D>0. Jako titraéni &inidlo byla pouZita ziedéna
10% a 5% HCI a dale 10M, 5M a 2M roztok NaOH. Titra¢ni ¢inidla byla ptfidavana pomoci
automatické pipety tak, aby bylo docileno rozdilu pH mezi jednotlivymi body méteni zhruba
0,3 jednotky pH. Titrace byla provedena v rozsahu pH zhruba 1 aZ 13. Vzorky komplext
(Eu*" a Yb>") obou ligandi byly pfipraveny rozpusténim do D,O. Titrace byla provedena

v rozsahu pH 3 az 10 po 0,5 jednotce pH. Spektra byla zpracovana v programu MestRenova.
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4. Vysledky a diskuze
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Obrazek 10 Souhrnné schéma pripravy ligandii
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Syntéza cilovych ligandii (Obrazek 10) vychédzi z makrocyklického prekurzoru 4, ke
kterému byly zpocatku navrzeny dvé obdobné reakéni cesty liSici se formou latky 2 — ve
form¢ hydrochloridu a ve formé¢ volné baze. Ligand 5 byl piipraven za tfech rtznych
reak¢énich podminek. Veskeré syntetické a Cistici kroky jsou diskutovany v nasledujicich

kapitolach.

4.1 Priprava H4DO2P (4)

Ptiprava trans-dichranéného cyklenu probihala podle diive publikovaného postupu
[54]. Cyklen byl ponechan reagovat s benzyl-chloroformiatem v chloroformu za vzniku
latky 2. Po precisténi reakéni smési byl ziskan produkt 2 ve form¢ hydrochloridu. Vytézek
reakce je 80 %. Volna baze byla piipravena extrakci roztoku 2-HCI ve vodném NaHCOs3
chloroformem. Takto byl ziskdn produkt 2 ve formé velmi hustého oleje. Nasledujici
Mannichovy reakce byly provadény jak s trams-dichranénym cyklenem ve formé
hydrochloridu, tak ve form¢ volné baze.

Latka 3 byla pfipravena reakci latky 2 (ve formé¢ hydrochloridu a také ve formé volné
baze) s paraformaldehydem v nadbytku triethylfosfitu jako rozpoustédla. Smés reagovala po
dobu 10 dni pfi teploté 40 °C. Priib&h reakce byl kontrolovan pomoci *'P NMR spekter,
znichz bylo zfejmé, ze meziprodukt 2 ve form¢ volné baze reaguje ponékud rychleji.
Vzhledem k vysoké teploté varu P(OEt); bylo k jeho odpateni potieba pomérné vysoké
vakuum, jehoZ bylo dosazeno za pomoci dvou pump. Pro jeho snadnéjsi odpateni byla smés
také n€kolikrat nafedéna toluenem a opakované odpatrovana. Presto se nepodafilo zbyvajici
triethylfosfit z reakéni smési odpaftit Uplné, coz ale vzhledem k nasledujici reakci nebyl
ptilisny problém.

Odparek surové latky 3 byl zahiivan pod zpétnym chladicem v 36% kyseliné
chlorovodikové. Reakéni smés byla po odpafeni extrahovéana diethyletherem k odstranéni
nepoléarnich bo¢nich produktt a odparek byl nanesen na silny kationtovy iontoméni¢ Dowex
50 v H" cyklu. Produkt 4 byl eluovan ve formé& hydrochloridu (9,0 g; 79 %).

Ob¢ reakéni cesty (z hydrochloridu 2 a zvolné bdze 2) vedly k cilovému
meziproduktu 4 s podobnymi vytézky (z hydrochloridu 77 %; z volné baze 86 %), avSak pii
pfipravé intermediatu 3 reagovala forma volna baze 2 o néco rychleji. Pfi opakovani
reakénich krokl v rdmci optimalizace syntézy byla tedy pouzivéana jiz vyhradné forma volné

baze 2.
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4.2 Piiprava HiDO2P2P! (5)

Ligand 5 byl piipraven reakci Mannichova typu — reakci H4DO2P (4)
s paraformaldehydem a kyselinou fosfornou. Pfitom byly testovany rtzné reakéni
podminky. Nejprve byla latka 4 ponechana reagovat s paraformaldehydem v silném
nadbytku 50% kyseliny fosforné [32,56]. Reakéni smés byla poté nckolikrat Cisténa na
silném kationtovém iontoméni¢i Dowex 50 v H' cyklu, ¢imz se postupné obohacovala.
Produkt se vSak nepodatilo zcela odd¢lit od nadbytku kyseliny fosforné — konecna cCistota
produktu byla cca 90 %. S touto Sarzi byly provedeny orientaéni NMR méteni (viz kapitoly
4.5 Ptiprava komplexi a 4.7.1 HsDO2P2P™). Dale byla reakéni smés nékolikrat triturovana
pomoci THF, ¢isténi bylo relativné G¢inné, ale ani v tomto ptipade nebyl ziskéan zcela Cisty
produkt. V neposledni fadé byla reakéni smés €isténa chromatografii na SiO2. Mobilni fazi
EtOH/NH; (25:1) byly eluovany vedlejsi produkty vcéetné kyseliny fosforné
a hydroxymethylfosforné. Ligand 5 byl eluovan mobilni fazi IPAV (izopropanol, amoniak,
voda) (7:3:3). Frakce obsahujici produkt byly spojeny a odpafeny za vzniku
mikrokrystalického latky, aviak *'P NMR spektra prokézala pfitomnost negistoty, ktera byla
produktu chemicky velmi podobna. Tato necistota se nepodafila s jistotou identifikovat
(patrné se jednalo o derivat s casteén¢ nahydroxomethylovanymi P—H vazbami na
pendantnich skupinach).

Jako dalsi reakéni podminky byl testovan lehky nadbytek kyseliny fosforné. Latka 4
byla ponechédna reagovat s paraformaldehydem a s 4 ekv. kyseliny fosforné v prostfedi
6M HCI jako rozpoustédla a dale v prostiedi vodné TFA (1:1). V obou ptipadech reakce
probihala obdobnou rychlosti a po ukonceni reakce reakéni smés stale obsahovala velké
mnozstvi kyseliny fosforné. Smési byly ¢istény opakovanou trituraci v THF, ¢imz se
podatilo odstranit kyselinu fosfornou i kyselinu hydroxymethylfosfornou. *'P NMR spektra
vS§ak neprokazala ptfitomnost zcela Cist¢ho produktu. Pravdépodobné se opét jednalo
o hydroxymethylovanou formu latky 4. Dle *'P NMR spektra je procentualni zastoupeni
chténého produktu HsDO2P2P! cca 46 %.

4.3 Piiprava HiDO2P2P™ (6)

Ligand 6 byl pfipravovan reakci latky 4 skomercné dostupnou fenylfosfinovou
kyselinou a paraformaldehydem v prostfedi zfedéné TFA (TFA/H20 1:1). Reakéni smés
byla ponechdna reagovat, dokud 3'P NMR smési neprokdzalo vymizeni signalu

fenylfosfinové kyseliny. Reakéni smés byla poté nekolikrat odpatena s vodou. Produkt byl
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ponechan krystalizovat z vody za laboratorni teploty. Rentgenostrukturni analyza
monokrystalu vSak prokdzala pfitomnost nejen produktu, ale také kyseliny trifluoroctové
a dale kyseliny hydroxymethyl(fenyl)fosfinové. Krystalky byly proto precistény pomoci
acetonitrilu za vzniku jemné suspenze a produkt byl odfiltrovan (vytézek cca 16 %). Produkt

1ze rekrystalizovat z horké vody.

4.4 Priprava HiDO2P2P' (7)

Ligand 7 byl pfipravovan reakci latky H4DO2P (4) s paraformaldehydem a 2,2,2-
trifluorethylfosfinovou kyselinou v prostfedi ziedéné¢ TFA (TFA/H20 1:1). Reakce byla
kontrolovana pomoci >'P NMR spektroskopie a byla ukonéena po vymizeni signalu kyseliny
TFEPA. Odparek reakéni smési byl triturovan v EtOH za vzniku produktu ve formé bilého
prasku (0,47 g; cca 30 %).

Béhem optimalizace ¢isténi byly vyzkouSeny také dalsi Cistici metody. Reakéni smés
byla ¢iSténa chromatografii na silném kationtovém iontoméni¢i v H" cyklu. Pomoci
chromatografie se vSak nepodatilo oddélit produkt od zbylych kyselych necistot. Dale byla
testovana triturace do velkého objemu THF, ktera se ukéazala jako nedostacujici. Vzhledem
k tomu, ze po prikapani reakéni smési (rozpusténé v malém objemu vody) do velkého
objemu tetrahydrofuranu nedochazelo ke vzniku srazeniny, bylo prakticky nemozné od sebe
jednotlivé slozky oddélit. Dochézelo také k pfechodu chténého produktu do slozky THF.
Timto zptsobem se podafilo vycistit pouze 87 mg ligandu 7. DalSim zpisobem ciSténi
reak¢éni smési byla chromatografie na SiO2 za pouZiti mobilni faze EtOH/NH3 (25:1) a IPAV
(izopropanol, amoniak, voda) (7:3:3). Ani v tomto ptipad¢ se vSak nepodaftilo zcela oddé€lit

produkt od hydroxymethyl(2,2,2-trifluorethyl)fosfinové kyseliny.

4.5 Priprava komplexu

Byly piipraveny komplexy Eu** a Yb*" ligandii HsDO2P2P™ (6) a HsDO2P2P'™ (7).
Komplexace probihaly bezproblémove, avSak roztoky reakénich smési komplexii ligandu 6
Slo jen téZko odpafit z diivodu velkého mnoZstvi vznikajici pény. Proto byla z komplexti
nadbytecna voda odstranéna pomoci lyofilizace.

S komplexy Eu-H¢DO2P2P™,  Yb-H¢DO2P2P™, Eu-H¢DO2P2P' a Yb-
HeDO2P2P'® byla nasledné provedena NMR titrace; vysledky titrace jsou diskutovany déle.

V ptipadé ligandu HeDO2P2P! (5) byl zkusebné piipraven Yb** komplex. 3*'P NMR

vSak prokazalo velice komplikované spektrum, a to i1 ptes relativné vysokou Cistotu daného
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vzorku ligandu (cca 90 %). Lze proto usuzovat na velké mnozstvi izomert tohoto komplexu.
Vzhledem k znacné slozitému spektru bylo od tohoto ligandu upusténo a dalsi komplexace

a méteni provedeny nebyly.

4.6 Krystalové struktury ligandu
Molekulova struktura ligandu H¢DO2P2PH (Obrazek 11) potvrdila pfedpokladanou

strukturu produktu.

Obrdzek 11 Molekulova struktura ligandu HsDO2P2P" z krystalové struktury HsDO2P2P"-3,5H,0. Atomy
vodiku vdazané na atomech uhliku jsou pro prehlednost vynechany. Intramolekularni vodikova vazba mezi pendantnimi

fosfonatovymi skupinami je zobrazena tyrkysovou barvou.

V piipadé piipravy ligandu HeDO2P2P™" byl u¢inén pokus o piimou krystalizaci
produktu z reakéni smési. Ve vylou¢eném produktu byly nalezeny krystaly vhodné pro
rentgenostrukturni analyzu. Ta odhalila, ze se jedna o adukty s kyselinou fenylfosfonovou
(vzniklou oxidaci vychozi fenylfosfinové kyseliny) a s kyselinou trifluorooctovou, ktera
byla pfi reakci pouzita jako rozpoustédlo. Slozeni krystald bylo wurCeno jako
(H7DO2P2PP™)(C6HsPOsH)-CF3CO2H-4H>0, nicméné vznik cilového ligandu H{DO2P2PP"
byl potvrzen. Rekrystalizaci vyc¢isténého ligandu z horké vody pak byly pfipraveny krystaly
o slozeni H{DO2P2P™-7,5H,0. V obou krystalovych strukturdch maji molekuly ligandu
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HeDO2P2P™ velmi podobna prostorova uspoiadani, proto je na Obrazek 12 uvedena jen

molekulova struktura nalezena v krystalové struktufe H{DO2P2PP-7,5H,0.

Obrdazek 12 Molekulova struktura ligandu HsDO2P2P" z krystalové struktury HsDO2P2P™-7,5H,0. Atomy
vodiku vdazané na atomech uhliku jsou pro prehlednost vynechany. Intramolekularni vodikova vazba mezi pendantnimi

fosfinatovymi skupinami je zobrazena tyrkysovou barvou.

4.7 pH NMR titrace ligandu a jejich komplexii

Protonizace ligand@ a komplexii byla studovana pomoci pH NMR titrace jader 'H, 3'P
a I%F. Jednotlivé signaly jader 'H se od sebe nepodaftilo zcela rozlisit u zadné ze studovanych
sloudenin a proto nebyla ziskana data dale zpracovana. Titrace jader *'P poskytla vhodna
data, jejichZ fitovanim byly ziskdny hodnoty pKa. Vysledky jednotlivych méfeni jsou

diskutovany dale.

4.7.1 HsDO2P2PH

Titrace ligandu HeDO2P2P! nebyla provedena z divodu jeho nedostate¢né &istoty.
Dalsim divodem byl fakt, Ze tento ligand ma v kyselé oblasti pH velice $iroké *'P NMR
signaly, jejichZ pozici nebylo mozné piesné urcit (pfi nekterych pH je dokonce neni mozné

ani pozorovat).
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4.7.2 HsDO2P2P""

pH NMR titrace jadra *'P pro dany ligand ukazala $iroké, od sebe nerozliitelné signaly
v kysel¢é oblasti pH. Dal$im problémem pak byla nizka rozpustnost ligandu a jeho opétovna
krystalizace v NMR kyveté. Namétena data proto nebylo mozné déle zpracovat a vyuzit pro
vypocet protoniza¢nich konstant daného systému.

Spektra *'P NMR komplexti Eu-H¢DO2P2P™ a Yb—H¢DO2P2P™ poskytuji v bazické
piipadech doslo pfi pH pod 6 k vytvoieni bilé srazeniny, kterd znemoznila dal$i méfeni.
Zavislost chemickych posunti *'P (Yb-H¢DO2P2P™) na pH je vynesend na Obrazek 13.

Ziskana data vSak nelze dale vyuzit pro vypocet protoniza¢nich konstant.

40 1 3P NMR pH titrace Yb-DO2P2P*h
20 -
g o0
& ]
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g ]
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Obrdzek 13 pH NMR titrace komplexu Yb-DO2P2P""

Na zékladé€ ziskanych dat nelze s jistotou pfifadit jednotlivé piky fosfondtovému nebo
fosfinatovému pendantnimu ramenu dané slou¢eniny. Z dostupné literatury [28] se vSak l1ze
domnivat, Ze pik s posunem cca —88 az —98 ppm (Obrazek 13, pik 2) by mohl patfit
fenylfosfinatovému pendantnimu ramenu.

Na Obrazek 14 lze vidét zménu §iiky a posunu signalii *'P v zavislosti na pH pro
komplex Yb-DO2P2P™. Ve spektru lze pozorovat nékolik sad signal. Dva majoritni piky
patii symetrickému izomeru RR (nebo SS, pifi jedné dané konformaci cheladtovych kruht
A(8838) nebo A(AMA), spravna kombinace deskriptorti viak nelze ur¢it). Ctyfi minoritni
piky (v integralnim poméru 1:1:1:1) lze pfifadit izomeru RS a dal$i dva minoritni piky pak

patii izomeru SS (nebo RR)

40



YbDQO2P2PPh - pH titrace

——pH 12.46
—pH9.55
] pH 6.04

Intenzita / -

I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1 1 I 1 1
40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90-100-110120
3P NMR chemicky posun / ppm
Obrazek 14 3'P NMR titrace komplexu Yb-DO2P2P™", vybrand spektra pri hodnotach pH 12,46, 9,55 a 6,04,
referencni pik 1 ppm
Pfitomnost dal§ich izomerti 1ze pozorovat i v3'P NMR spektrech komplexu Eu—

He¢DO2P2P™. Vzhledem ke $patné rozpustnosti dané latky se nepodaiilo ziskat dobie

rozliSena spektra.

4.7.3 HsDO2P2P'

Pro studium ligandu HeDO2P2P'® a jeho komplexi s Eu*" a Yb** ionty byla provedena
pH NMR titrace jadra *'P a 'F. Chemicky posun trifluorethylfosfinového pendantniho
ramene pro '°F NMR je dle o¢ekavani tém&f konstantni, a proto nebyla tato data vyuZita pro
vypolet protoniza¢nich konstant. V 3'P NMR spektrech lze opét pozorovat rozsifovani
signalt v kyselé oblasti pH, avSak zde neni problém s rozpustnosti latky.

Zavislost chemickych posunti 3'P NMR na pH pro komplexy Eu-HsDO2P2P'™ a Yb—
HeDO2P2P'® jsou zobrazeny na Obrazek 15 a Obrazek 16.
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100 - 3P NMR pH titrace Eu-DO2P2P!
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Obrazek 15 pH NMR titrace komplexu Eu-DO2P2P%

Na z4kladé naméfenych dat (Obrazek 15) [32,57] pro komplex Eu-DO2P2P' by se
dalo usuzovat, ze protonizovatelné fosfonatové pendantni rameno odpovida piku 1, nebot’
v tomto pfipad¢ dochazi k velké zméné chemického posunu s pH. Dostupnd literatura
[20,28,32] vSak ukazuje, ze chemické posuny piku 1 jsou v oblasti chemickych posuni
typickych pro fosfinatovd pendantni ramena; fosfondtovému ramenu by tak zfejmé
odpovidaly chemické posuny piku 2, které jsou viceméné konstantni. Pfifazeni piku

konkrétnimu pendantnimu ramenu je proto nejednoznacné.

3IP NMR pH titrace Yb-DO2P2Ptfe
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Obrdzek 16 pH NMR titrace komplexu Yb-DO2P2P%

V piipadé komplexu Yb-H¢DO2P2P"™ byla pozorovana vyrazni zména chemického

posunu u obou piki, respektive pendantnich ramen, a jeji velikost je v obou ptipadech
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zhruba stejna (Obrazek 16). To je velice prekvapivé zjisténi vzhledem k silné kyselému
charakteru trifluorethylfosfinového pendantniho ramene, které se v dané oblasti pH nijak
neprotonizuje. Lze proto spekulovat naptiklad nad vznikem intramolekularni vodikové
vazby po protonizaci fosfonatové skupiny. Tim by doslo ke geometrické zméné (zméne
pozice atomu fosforu vzhledem k paramagnetickému iontu), coz by nasledné mohlo vyrazné
ovlivnit i chemicky posun kyselého —CH>P(O)OH(CH>CF3) pendantniho ramene. Porovnani
dat s literaturou [32,57] vSak nepfinasi jednoznacné vysvétleni a nebylo proto mozné piifadit
piky jednotlivym pendantnim ramentm.

Z namétfenych dat zavislosti chemickych posuntt na pH byly vypocitany hodnoty
protoniza¢nich konstant komplexii Eu-HsDO2P2P'® a Yb-HsDO2P2P'. Z divodu malého
poctu dat byla vypoctena primérna hodnota pKa obou pendantnich fosfonatovych skupin.
Data byla fitovana a hodnoty pKa byly vypocteny pomoci programu Opium.

Obrazek 17 ukazuje fitovani namétenych dat, které poskytuje velice dobrou shodu
s experimentalnimi body. Pro komplex Eu-HsDO2P2P'™ byla vypoétena priimérna hodnota
pKa 5,4. Na Obrazek 18 je pak vidét zavislost rozdilu chemickych posunt obou majoritnich
signalti na pH. Nejvétsi zména vSak bohuzel vzhledem k nizké hodnoté pKa lezi v pfilis

kyselé oblasti vzhledem k béznym fyziologickym podminkam.

100 - EuDO2P2Pte
90 -
| pik 1
807 pik 2
g fit shiftl
£707 fit shift2
= | —1logK1
S 60 -
‘-O -
50 -
40 1
30 T T T T T T T T T T T T T 1
3 4 5 6 7 8 9 10

Obrazek 17 Fitovani naméienych dat pro komplex Eu—HsDO2P2P"
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3P NMR titrace komplexu Yb-HsDO2P2P"™ poskytla data, jejichz fitovanim
(Obrazek 19) byla vypoétena priiméra hodnota pKa 5,3. To je v souladu s tim, Ze ion Yb**
je mensi, nez ion Eu®*, a vice polarizuje koordinovany atom kysliku (a potazmo celou
fosfonatovou skupinu). Ackoliv zména rozdilu chemickych posuni je vyraznéj$i nez

v pfedchozim piipad€ (Obrazek 20), leZi bohuZel tyto zmény mimo oblast fyziologickych

hodnot pH.
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-100

EuDO2P2P!

6 7 8 9 10

YbDO2P2Pte

Obrazek 18 Zavislost rozdilu chemickych posunit signalii komplexu Eu—HsDO2P2PY na pH
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Obrazek 19 Fitovani naméienych dat pro komplex Yb—HsDO2P2P"°
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Obrdzek 20 Zavislost rozdilu chemickych posunii signalii komplexu Yb—HsDO2P2P" na pH

Komplexy Eu-H¢DO2P2P™ (Obrazek 21) a Yb—HsDO2P2P'® (Obrazek 22) obsahuji
ve svych spektrech pouze jeden majoritni signal, ktery odpovida symetrickému izomeru RR
(nebo SS, pii jedné dané konformaci cheladtovych kruhtt A(6866) nebo A(AAAA), kombinaci
deskriptorti vSak nelze urcit), coz dana spektra znacné zjednodusuje a umoziuje tak jejich

snadnéjsi interpretaci. Piipraveny systém je tak slibnym odrazovym miistkem pro ptipravu

dalsich derivatt vykazujicich vyssi (fyziologicky relevantnéjs$i) hodnoty pKa.

——pH 10.02
——pH 8.05
EuDO2P2Ptfe - pH titrace |—— pH 7.05
——pH 6.03
pH 4.02

Intenzita / -
—

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
3P NMR chemicky posun / ppm

Obrazek 21 3'P NMR titrace komplexu Eu—HsDO2P2P%, NMR spektra pii vybranych hodnotich pH
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Obrdzek 22 3'P NMR titrace komplexu Yb—HsDO2P2PY%, NMR spektra pri vybranych hodnotach pH; referencni
pik 1 ppm

4.8 Mgfeni T a T>" relaxacnich ¢asi ligandi a jejich komplexi

Relaxaéni Gasy T signal *'P volnych ligandd HeDO2P2P™, HsDO2P2P'™® a jejich
komplexti byly naméteny pii teplote¢ 25 °C (Tabulka 2). Relaxacni casy komplexu Eu—
HeDO2P2P™ se naméfit nepodatilo. V piipadé ligandu HsDO2P2P'™® a jeho komplexi byly
také méfeny relaxacni Sasy 7' signalti 'F pii 282, 376 a 565 MHz, a to pfi teploté 25 a 37 °C
(Tabulka 3, Obrazek 23). Relaxacni ¢asy byly naméteny pomoci pulzni sekvence ,,Inversion
Recovery“. Pro ligand HsDO2P2P'™ byl dale naméfen relaxa¢ni ¢as T» metodou CPMG.
Relaxaéni ¢as T»" komplexit Eu-H¢DO2P2P' a Yb—H¢DO2P2P'® pro riizna pole a rizné

teploty byl ziskan z polositky signalu. Vysledné relaxa¢ni ¢asy jsou shrnuty v Tabulka 3.
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Tabulka 2 Relaxacni casy T signalii *'P pro ligandy HsDO2P2PP", HsDO2P2P" a jejich komplexy

3P Ty/ms (25 °C, 121 MHz)

o B
Yb-H¢DO2P2P™ gig gg?
oo Pl
Eu-HgDO2P2P'* 5311:12 };3
Yb-HDO2P2P! gig gz;

Tabulka 3 Relaxacni éasy jadra '°F pro ligand HsDO2P2P% a jeho komplexy p¥i riiznych frekvencich a teplotdch
25a 37 °C.

relaxacni Casy jadra °F /ms
DO2P2P"*  EuDO2P2P'*  YbDO2P2P'®

(25 °C, 282 MHz) 1370 441 112
(25 °C, 376 MHz) 1090 301 87,6
T (25 °C, 565 MHz) 691 200 68.5
(37 °C, 282 MHz) 1750 571 137
(37 °C, 376 MHz) 1430 377 114
(37 °C, 565 MHz) 892 207 76,9
(25 °C, 376 MHz) 866 - -
" (25 °C, 565 MHz) 511 - -
(37 °C, 376 MHz) 1188 — —
(37 °C, 565 MHz) 681 - -
(25 °C, 282 MHz) - 9,95 11,2
(25 °C, 376 MHz) - 9,83 13,3
o (25 °C, 565 MHz) - 9,00 8,17
: (37 °C, 282 MHz) - 10,3 11,8
(37 °C, 376 MHz) - 9,34 11,6
(37 °C, 565 MHz) - 8,32 11,6
T, (25 °C, 282 MHz) — 0,023 0,100
(25 °C, 376 MHz) 0,794 0,033 0,152
resp (25 °C, 565 MHz) 0,740 0,045 0,119
' (37 °C, 282 MHz) - 0,018 0,086
. (37 °C, 376 MHz) 0,831 0,025 0,102
(37 °C, 565 MHz) 0,763 0,040 0,151
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1800 T, jader F ligandu H,DO2P2P!* a jeho komplexti
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Obrdzek 23 Zavislost T ligandu HsDO2P2P% a jeho komplexii na pracovni firekvenci spektrometru a teploté

Nameétend data potvrzuji, ze paramagnetické ionty kovil vyznamné zkracuji relaxaéni
¢asy. T relaxaéni ¢asy (jader *'P a °F) komplext byly fadové kratsi v porovnani s volnymi
ligandy, nejvétsi zkraceni bylo pozorovano pro komplex Yb-HsDO2P2P™ (az o dva fady).
Obecné lze fici, ze komplexy Yb** maji ve vSech piipadech kratsi T v porovnani s komplexy
Eu’.

V piipadé relaxacnich ¢ast signalu F miizeme pozorovat zkraceni relaxa¢nich ¢asti
v zavislosti na rostouci frekvenci spektrometru. Se zvySujici se teplotou vSak dochézi
k prodlouzeni ¢asti 7. Relaxaéni ¢asy T» pro ligand HsDO2P2P' jsou dle oéekavani kratsi

oproti 7.
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5. Zavér

V ramci této diplomové prace byly syntetizovany ligandy HsDO2P2P", HiDO2P2P™"
a HsDO2P2P'™ a jejich komplexy s vybranymi paramagnetickymi ionty lanthanoidi — Eu®",
Yb**. Pipravené molekuly byly studovany pomoci NMR spektroskopie.

Byla provedena pH NMR titrace jader 'H, *'P a '°F. Spektra *'P prokazala o¢ekavanou
pH zavislost chemickych posunil pendantnich ramen obsahujicich atom fosforu. Pro vypocet
protonizaénich konstant byla vyuzita naméfena data titrace jadra *'P, ze kterych bylo mozné
vypocitat pouze priméernou hodnotu protonizacni konstanty; hodnota pKa pro komplex Eu—
HsDO2P2P'™® je 5.4, pro komplex Yb—HsDO2P2P'™ pak 5,3. Tyto hodnoty jsou bohuzel
mimo fyziologickou oblast pH a piipravené komplexy tak nejsou vhodné pro vyuziti v *'P
MRI, nicméné pozorované pH zavislosti pfinesly vyznamny proof-of-principle, a ziskané
poznatky jsou dobrym odrazovym mustkem pro design a studium ptibuznych systémd.

Dle *'P NMR spekter vykazuji komplexy strukturu izomeru TSA’. Komplex Yb—
HsDO2P2P™ ve svém spektru obsahuje tii sady signalii pro izomery RR (nebo SS pro dany
izomer A(6850) nebo A(AMAL)), RS a SS (nebo RR). Ptitomnost dalSich izomeri 1ze najit
i pro komplex EuDO2P2P™". Naopak komplexy Eu-H¢DO2P2P™ a Yb-HsDO2P2P'® ve
svych *'P NMR spektrech obsahuji pouze jeden majoritni signal izomeru RR (nebo SS pro
dany izomer A(8388) nebo A(MAL)). Jednotlivé *'P piky ligandti a jejich komplexi se v§ak
nepodafilo pfifadit k pfisluSnym pendantnim ramentm.

Dale byla provedena relaxometricka charakterizace ligandi a jejich komplex, a to pro
jadra 3'P a '"F. Pro kazdy komplex byla ziskdna hodnota relaxaénich ¢ast 71 a T»*. Bylo
potvrzeno, ze piitomnost paramagnetického iontu kovu vyrazné zkracuje relaxacni Casy
oproti volnému ligandu. Z toho hlediska je moZzné povaZovat pfipravené komplexy Yb—
He¢DO2P2P™, Eu-H¢DO2P2P™ a Yb-HsDO2P2P' jako vhodné prototypy kontrastnich
latek pro *'P, respektive '°F MRI.
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