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Abstrakt

Tato bakalafskd prace je zaméfena na pfipravu a studium novych
makrocyklickych ligandd obsahujici atomy *°F pro komplexaci trojmocnych iontd
z fady lanthanoidi, s potencialnim pouzitim jako kontrastnich latek pro *°F tomografii
magnetické rezonance.

Pripravené ligandy jsou navrzeny jakozto analoga dnes klinicky pouZzivanych
liganddi pro chelataci Gd** odvozenych od cyklenu. Byly pfipraveny oba navrZené
ligandy DO3AP™ a DOTP™. Dale byly piipraveny komplexy [Ln"'(dotp™)] ", které byly
charakterizovany a NMR studiemi a luminiscen¢ni spektroskopii byla stanovena jejich
pravdépodobna struktura ve vodném roztoku.

e o

Pomoci NMR byly naméfeny T; relaxaéni ¢asy volného ligandu DOTP
komplexi [Ln""(dotp™)] .



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to synthesize and study new kind of
macrocyclic ligands for Ln** ions containing nuclei *°F for using as possible contrast
agents in *°F magnetic resonance imaging.

Prepared ligands were designed as analogues of already known ligands for Ln®*
ions, which are used in clinical practice. Both designed ligads were successfully
prepared.

Complexes [Ln"'(dotp'™)]~ were prepared and their structure in aqueous solution
was predicted by NMR studies and luminiscence spectroscopy. T; relaxation times of

nuclei *°F in complexes [Ln"'(dotp™)]™ and ligand DOTP'™ were determined.
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1. Teoreticka Cast

1.1 Koordinac¢ni chemie a medicina

Dnes$ni medicina vyuziva velké mnozstvi koordinacnich slou¢enin. Jednou
z nejznaméjsich takovych slouenin je cis-diammin-dichloridoplatnaty komplex, znamy
jako cis-platina*. Tato sloucenina se pouziva pii 1écbé nékterych druhti rakoviny.
Jeji uCinky byly objeveny zcela nahodné v roce 1960 B. Rossenbergem a L. van
Campem na univerzité¢ v Michiganu pii zkoumani vlivu elektrického pole na kolonii
bakterii E. coli za pouziti platinovych elektrod. Cis-platina pusobi podobné jako
alkylacni cytostatika; v intracelularnim prostoru se z komplexu odstépi ionty chloru a
zbytek komplexu se vaze na purinové baze v fetézci DNA, jejiz metabolismus tim
naruSuje a pfedné zamezuje replikaci DNA a tim moznému déleni buriky. Dnes je vSak
nahrazovana platnatymi komplexy druhé ¢i tfeti generace, napf. karboplatinout (cis-
diammin-cyklobutan-1,1"-dikarboxylatoplatnaty komplex) ¢i oxaliplatinoui (1R,2R-
diammincyklohexan-oxalatoplatnaty komplex).[1]

Dalsi vyuziti koordina¢ni chemie v medicin€ nachazime pfi 1é¢eni otrav t€zkymi
kovy, kdy se pacientu poda chelatacni latka, kterd je schopnd v téle tvofit s ionty
tézkych kovi stabilni komplexni slouceniny. Ve formé téchto komplexi je télo schopné
se iontd zbavit. Pfikladem chelata¢niho ¢inidla je EDTA ¢i thioalkoholy, napt. 2,3-
dimerkaptopropanol, znamy pod nazvem dimerkaprol ¢i British anti-Lewisit (BAL).[2]
BAL byl ptivodné pfipraven béhem 2. svétové valky jako 1€k proti otraveé Lewisitem (2-
chlorethenyldichlorarsen), coz je organicka sloucenina arsenu, ktera byla béhem valky
pouzivana jako chemicka zbran.[3] Dnes se dimerkaprol pouziva pii 1é¢bé otrav ionty
Hg*, As®* a Pb*. Obdobna chelatacni 1é¢ba se uziva i pii 16&b& nékterych poruchach
metabolismu, napf. Wilsonovy choroby, ktera je poruchou metabolizmu médi, ¢i
hemochromatozy, ktera je charakterizovdna nadmérnym vstiebavanim Zeleza
ze zazivaciho traktu a jeho naslednym ukladanim ve tkanich.[1][4]

V neposledni fad¢ se s koordinacnimi slouc¢eninami v Iékafstvi setkdvame jako
S kontrastnimi latkami pro nékteré zobrazovaci metody, napiiklad pro tomografii

magnetické rezonance (Magnetic Resonance Imaging, MRI), kde slouzi ke zlepSeni

" Obchodni nazev Cisplatin®.
T Obchodni nazev Paraplatin®.

+ , , . ®
¥ Obchodni nazev Eloxatin®.



kontrastu a rozliSeni vysledného obrazu. VétSina dnes vyuzivanych kontrastnich latek
jsou komplexy iontu Gd**. Dal3i neméné vyznamnou aplikaci koordinagnich sloucenin
je oblast nuklearni mediciny, kde jsou centralnimi atomy komplexd radionuklidy
piechodnych 1 neptfechodnych kovii vhodné k radiodiagnostickym a radioterapeutickym
ucelim. PonévadZz se ionty takto vyuzivanych kovi obvykle vyznacuji vysokou
toxicitou, je nutné, aby byly pouzité komplexy velmi stalé (tj. kineticky inertni)

za podminek in vivo.[5][6]

1.2 Zobrazovaci metody v mediciné

Molekularni a bunééné zobrazovani mize byt definovano jako neinvazivni,
opakované zobrazovani znacenych molekul a biologickych procesi v zivych
organizmech.[7] Optimalni molekularni a bunéné zobrazovaci techniky poskytuji
informace o stavu a vyvoji biologickych, biochemickych, diagnostickych a
terapeutickych aplikaci v Case s presnou lokalizaci piivodu signalu. Za timto ucelem
jsou Casto vyuzivany techniky jednofotonové emisni pocitacové tomografie (Single
Photon Emission Computed Tomography, SPECT) a pozitronové emisni tomografie
(Positron Emission Tomography, PET), kterymi je mozné detekovat jiz subnanomolarni
koncentrace radioaktivnich kontrastnich latek s rozliSenim fadové mezi 0,5-5 mm.[8]
Pro pifesnou lokalizaci mista piivodu signalu v rdmeci organizmu je vSak vétSinou nutné
tyto techniky kombinovat s pocitatovou tomografii (Computed Tomography, CT) nebo
magnetickou rezonanci. Magnetické rezonance je jedind zminéné zobrazovaci technika,
kterd poskytuje obrazy vnitinich organti a tkdni bez pouziti ionizujiciho zéfeni. Touto
technikou lze navic dosahnout rozliseni az v fadech 50 um. U 35 % vySetieni pomoci
magnetické rezonance jsou pro zvySeni kontrastu vyuZzivany kontrastni latky, jejichz

davky se pohybuji v milimolarnich koncentracich.[9]

Jednofotonova emisni pocitacova tomografie (SPECT)

Metoda jednofotonové emisni pocitacové tomografie (SPECT) je zaloZena
vys$i energii, nez je toto rozmezi, vede ke snizeni kvality vysledného obrazu.[10]
Pti vlastnim vySetfeni obiha scintilacni kamera kolem téla pacienta a postupné snima
planarni fezy kolmé na osu rotace kamery. Z téch se nasledné pocitac¢ovou rekonstrukci
slozi trojrozmérny obraz rozlozeni radiofarmaka v téle pacienta.[11]
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Nejpouzivangj$im radionuklidem pro metodu SPECT je ¥mTe (polocas rozpadu
T, = 6,02 h), mezi dal$i pouZivané radionuklidy patii **!'In a ®’Ga. Rozliseni metody
SPECT je kolem 1 cm®, coZ je velmi nizké rozliSeni oproti metodé PET, na druhou

stranu je metoda SPECT mén¢ financné narocna.

Pozitronova emisni tomografie (PET)

Metoda pozitronové emisni tomografie (PET) je zalozena na koinciden¢ni
detekci dvojice fotontl y zafeni, ktera vznika anihilaci elektronu tkané s pozitronem B,
jenz je emitovan radionuklidem. Vzniklé fotony vylétavaji z mista vzniku v presné
opacnych smérech, maji shodnou energii (511 kV) a dopadaji na detektor ve stejném
okamziku. Tim je ureno misto vzniku a tvofen obraz. RozliSeni této metody je velmi
vysoké, v klinickém usporadani mensi nez 1 mm?>.[5][11]

Nejcastéji uzivany radionuklid je 8F (polocas rozpadu 71, = 110 min) ve formé
2-deoxy-2(*®F)fluoro-p-glukézy (FDG). FDG ma stejné jako glukdza vysokou afinitu
k nadorovym tkanim, kde je poté fosforylovana. Protoze FDG nemuze byt
metabolizovadna, dochézi k jeji akumulaci v bunikach, coz se projevi zvySenim aktivity
V nadoru. FDG je vychytavéana i bunikami nerakovinymi, které maji zvySenou spotiebu
glukézy, jako jsou napf. zanétliva loziska. Protoze emitované pozitrony B urazi
pomérné velkou vzdalenost pred anihilaci, dochazi ke snizeni diagnostické specifity
vysetteni.[12] Dalsimi pouzivanymi radionuklidy pro metodu PET jsou “'C, BN, 0,

z kovii napriklad ®*Cu, ®Ga ¢i %Y.

1.3 Tomografie magnetické rezonance (MRI)

Tomografie magnetické rezonance (MRI) se fadi mezi nejpouzivanéjsi
zobrazovaci techniky v klinické mediciné. V porovnani s ostatnimi zobrazovacimi
technikami mé& magneticka rezonance n€kolik nespornych vyhod. Tou nejpodstatnéjsi je
schopnost zobrazeni vnitinich organti a tkani bez pouziti ionizujiciho zéfeni, na rozdil
od jiz popsanych metod PET a SPECT.

Fyzikalni princip této metody je zaloZen na principech nukledrni magnetické
rezonance (Nuclear Magnetic Resonance, NMR). Nejéast&ji m&fenym jadrem je ‘H
v molekule vody, jejiz zastoupeni v meékkych tkdnich je znacné. MRI sleduje zmény
chovani vodiki v molekule vody ve vnéjSim magnetickém poli. Toto chovani je

ovlivnéno mnoha faktory — koncentraci vody ve tkani, pH, teplotou, pfip. pfitomnosti
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jinych latek a jejich koncentraci. Z téchto latek je tieba uvést hlavné paramagnetické
latky, jejichz pfitomnost zasadné ovliviiuje longitudinalni (podélny, spin-mfizkovy) a
transverzalni (pfi¢ny, spin-spinovy) relaxacni ¢as T1 a Ty, tj. rychlost relaxace jader
vodiku v molekulach vody se zvysuje.

RozliSeni obrazu nejvice zalezi na rozdilu longitudinalniho T; a transverzalniho
T, relaxa¢niho casu zdravé a patologické tkané. Zobrazovaci limity jsou stale
posouvany dale vyvojem novych kontrastnich latek, které zlepSuji rozliSeni obrazu
zménou relaxacniho cCasu tkan€, ve které je kontrastni latka distribuovana.
O kontrastnich latkach pouzivanych k vysetfeni tomografii magnetické rezonance bude

pojednano v dalSich kapitolach.

1.3.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Fyzikalni princip[13] této hojné vyuzivané analytické metody je zalozen
na chovani atomovych jader s nenulovym jadernym spinem l. Jaderny spin | je veli¢ina
charakteristicka pro konkrétni nuklid. Jadra se sudych poétem protond a sudym poétem
neutront maji jaderny spin roven nule (I = 0), napf. 12C a 1°0. Jadra s lichym poctem
protont a lichym poétem neutronil maji jaderny spin celoéiselny, napf. H nebo *N,
poloéiselny spin maji jadra s lichym nukleonovym &slem, napf. *H, *C. Jak jiz bylo
uvedeno vySe, NMR aktivni jsou pouze jadra s nenulovym jadernym spinem, tedy | # 0.
OvSem jadra, kterd maji jaderny spin vétsi nez 1/2, tedy plati | > 1/2, maji kromé
jaderného magnetického momentu 1 kvadrupolovy moment a jsou velmi obtizné
méfitelna. Proto jsou nejcastéji méfena jadra, pro ktera plati | = 1/2, tedy napf. H, Bc,
15\ 5 31p.

Dal$i vyznamnou vlastnosti jadra je magneticky moment x, ktery je definovan

jako:

yhJIT + 1)

H= 21 (1)

kde v je gyromagneticky pomér jadra, | spinové kvantové ¢islo a h Planckova konstanta.
Gyromagneticky pomér jadra je dalSi veli¢ina, kterd charakterizuje dany nuklid.

Hodnoty gyromagnetickych pomért vybranych jader jsou uvedeny v Tabulce 1.1.

11



Bez pfitomnosti vnéjSiho magnetického pole nejsou jaderné spiny jadra
Vv prostoru nijak uspotadany a jejich energie jsou stejné. Jakmile je ovSem jadro vlozeno
do vnéjsiho magnetického pole By, jaderné spiny jsou prostorové kvantovany v 21+1
polohdch. V piipad¢ jadra s | = 1/2 tedy dostdvame dvé energetické hladiny,

oznacované jako a a f:

_ _O,SyhBO
* 21 (2)
E, = 0,5yhB,
B 2 3
Energeticky rozdil je roven:
_ _ YhBy
A= B =y @

Vzhledem k malému rozdilu mezi energetickymi hladinami je rozlozeni jader na obou
hladinach témé&F stejné, nadbytek na niz§i hlading je okolo 107 v zavislosti na intenzité
magnetického pole By a gyromagnetickém poméru jadra y, coz odpovida poméru jader
fadové 100001/100000. Piesny pomér jader na hladiné a a na hladin€ S lze spoditat

pomoci Boltzmannova distribu¢niho zékona:

AE
& — gkgT

Ng (5)

kde kg je Boltzmannova konstanta (= 1,3805-10 %2 JK™) a T teplota. Plati, ze &im vatsi
je magnetickd indukce By, tim vétSi je energeticky rozdil mezi jednotlivymi
energetickymi stavy a a f, coz vede k vétSimu rozdilu v populacich spinovych stavi.
Citlivost NMR méfeni je tim vyssi, ¢cim vétsi je rozdil mezi populacemi spinovych
stavil.

V Tabulce 1.1 jsou vypsany magnetické vlastnosti vybranych jader — jejich spin,
pfirozené zastoupeni, gyromagneticky pomér, NMR frekvence a citlivost. Velikost
magnetické indukce By urcitého pfistroje je obvykle udavana jako frekvence, pii niz
rezonuji jadra 'H. Posledni sloupec tabulky udava citlivost méfeni pro dané jadro;
nejcitlivéjSim jadrem je 'H. Ostatni jadra nejsou tak citliva, ponévadz maji nizsi
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gyromagneticky pomer y, ktery zptisobuje nizsi energeticky rozdil mezi stavy a a £, coz
vede k mensimu ptebytku jader ve stavu a. Na citlivost méfeni ma samoziejmé vliv i
zastoupeni daného izotopu v p¥irodg, napt. izotop **C ma v uhliku p¥irodniho pivodu
zastoupeni kolem 1 %; to znamena, ze pouhé 1 % vSech jader C piispiva k NMR

signalu, zbylych 99 % jsou jadra 12¢C, ktera jsou NMR neaktivni.

Tabulka 1.1 Magnetické vlastnosti vybranych jader pro NMR méfeni

Jadro  Spin Fhirozeny y [107 radT s ™ NMR frekvence Citlivost
viskyt (11,74 T)

"H 12 99,99 % 26,75 500,0 MHz 100 %
H o 12 - 28,54 533,3 MHz 0%
Bc o 1,07 % 6,73 125,7 MHz 0,02 %
BN 12 0,37 % -2,71 50,7 MHz 0,0004 %
BEo1p 100 % 25,18 470,4 MHz 84 %
o ap 100 % 10,84 202,4 MHz 6,6 %

1.3.1.1 Chemicky posun ¢

Z vyse napsanych odstavet vyplyva, ze vSechna jadra jednoho nuklidu by
pfi vlozeni do vnéjSiho magnetického pole rezonovala pii stejné frekvenci, coz by vedlo
k detekci jednoho signalu v NMR spektru. Moznost métit NMR spektrum je umoznéna
elektrony v blizkosti jadra, které vnéj$i magnetické pole stini. Tyto elektrony svym
pohybem samy vytvafti vlastni magnetické pole, které vSak ma opac¢ny smér nezli pole
vnéjsi. Jadra jednoho nuklidu, kterd ale nejsou chemicky ekvivalentni (nemaji stejné
chemické okoli), se 1i§i svym elektronovym okolim. Tyto drobné odliSnosti
v elektronovych pomérech vedou k rozdilim mezi stinénim, coz znamena, ze na dvé
neekvivalentni jadra pisobi rozdilné efektivni magnetické pole Ber, takZe rezonuji
pfi lehce rozdilnych frekvencich. Intenzita stinéni je charakterizovana stinici konstantou

o a velikosti efektivniho magnetického pole Bet vyjadiuje vztah:

Bef = By — 0By = Bo(1—0) (6)
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Ze vztahu (6) je vidét, ze intenzita stinéni je pfimo umérna indukci vnéjsiho
magnetického pole By. Tyto rizné rezonan¢ni frekvence se nazyvaji téz "chemicky
posun” a jsou nejcastéji udavany na stupnici ¢ v jednotkach ppm (parts per milion)
odpovidajicich miliontin¢ intenzity wvnéj$iho pole. Chemicky posun je definovan

vztahem (7):

Uy = Vref
8 = ——5 108
* Vref (7)

kde oy je chemicky posun jadra X, v je rezonané¢ni frekvence jadra X @ vyef rezonanéni
frekvence referencni slouGeniny. Referenéni sloudeniou byva u 'H NMR spekter
nejéastéji tetramethylsilan (TMS) ¢i tercialni butylalkohol (tBuOH).

Vyhodou takto definovaného chemického posunu je nezavislost veli¢iny
na hodnot¢ intenzity vnéjSiho magnetického pole; tj. chemicky posun jednoho signalu
bude stejny pii pouziti riznych NMR pfistroji s odliSnymi hodnotami intenzit vnéjsiho

magnetického pole.

1.3.1.2 Interakéni konstanta J

V NMR spektrech se projevuji dva typy magnetickych interakci mezi jadry
atomi v molekule. Pftimé dipodl-dipdlova interakce je diisledek vzidjemného plsobeni
magnetickych momentd jader v prostoru. Tyto interakce jsou v izotropnim prostiedi
(kapalina, roztok) primérovany k nule rychlymi reorientacemi molekul v duasledku
Brownova pohybu. Nepifima spin-spinova interakce je zprostiedkovana vazebnymi
elektrony, které téz maji spin. To zplsobuje multiplicitu (Sté€peni) signald v NMR
spektrech, které jsou méteny v izotropnim prostiedi.

V molekule *CHCI3; magneticky moment vodiku zpiisobuje slabou magnetickou
polarizaci vazebnych elektroni — opacna orientace spinu jadra a elektronu je
energeticky vyhodnéjsi. Spiny valen¢nich elektronti se fidi Hundovym pravidlem, které
hovoii o energetické vyhodnosti maximalni multiplicity, a Pauliho vylucovacim
principem, ktery fikd, Ze dva fermiony (mezi které se fadi i elektrony) se nesmi nachazet
ve stejném kvantovém stavu v jedné molekule. Dva elektrony v jednom orbitalu tedy

musi mit opacny spin.
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Energeticky diagram 3¢ ukazuje dvé mozné energetické hladiny a a f. V NMR
spektru tedy pozorujeme chemicky posun odpovidajici frekvenci pfechodu a—p. Diky
spin-spinové interakce dojde ke §tépeni obou hladin na dvé hladiny; v energetickém
diagramu zahrnujici spin-spinovou interakci ma tedy izotop C celkem 4 moZné
hladiny v zévislosti na orientaci spini. V tomto diagramu Ize pozorovat 4 rtizné
prechody jadra *C; z nichZ dva a zbylé dva maji jinou odpovidajici frekvenci spliujici
rezonan¢ni podminku, tj. v NMR spektru je pozorovan dublet. Primérna hodnota téchto
dvou frekvenci odpovida frekvenci pfechodu a—f v diagramu, ktery spin-spinovou
interakci nezahrnuje. Intenzity obou signalll jsou stejné. Stépeni v disledku spin-
spinové interakce mizeme pozorovat jak ve spektru jadra 'H, tak i *C.

Velikost této interakce udava tzv. "interakcni konstanta”, J (jednotka Herz, Hz).
Index n vlevo nahofe oznaCuje pocet vazeb mezi interagujicimi jadry. Interakéni
konstanty oznacujeme jako piimé ), gemindlni (2.]) a vicinalni (3J), piip. interakce

navelkou vzdalenost (*J, °

J, ..). Velikost interak¢ni konstanty J lze odecist
ze vzdalenosti Stépenych signali v NMR spektru. Interakéni konstanta je nezavisla
na velikosti vnéjStho magnetického pole a nelze ji pozorovat mezi chemicky
ekvivalentnimi jadry.

Me¢fené jadro mlze ovSem interagovat s vice nez jednim magnetickym jadrem.
Kazda linie signalu, ktera vznikd interakci s pravé jednim jadrem je dale Stépena
na dalsi linie interakci s dalSim jadrem. Signal takového jadra se sklada z n€kolika linif
a hovotime o "multiplicité signalu". Jadro interagujici se dvéma dal§imi jadry, které
maji stejné interakéni konstanty, vytvofi triplet o poméru intenzit 1:2:1. Pokud bude
Stipano dvéma chemicky neekvivalentnimi jadry, tedy jejich interakéni konstanty budou
rizné, na NMR spektru se zobrazi 4 linie a hovotime o dubletu dubletil, kde vSechny 4

linie budou mit shodnou intenzitu. Jedna interakéni konstanta odpovida vzdalenosti

mezi 1. a 2. linii, druha mezi 1. a 3. linii.

1.3.1.3 Sirokopasmovy dekaplink

Stépeni signalii spin-spinovou interakci sice pomaha pii stanoveni struktury
métené slouceniny, ovSem zaroven ztéZuje méteni, kdy vlivem sniZzené intenzity signalu
dasledkem Stépeni je horSi pomér signal/Sum, a interpretaci nékterych spekter, ponévadz
signaly se mohou piekryvat. Heteronuklearni interakci lze odstranit pomoci

tzv. "Sirokopasmového dekaplinku"; béhem doby meéfeni jednoho jadra jsou jadra
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interagujiciho atomu ozafovana dalSim elektromagnetickym polem s frekvenci
odpovidajici jejich rezonanéni frekvenci. To zpisobi rychlé piechody mezi hladinami a

a f a vyruSeni spin-spinové interakce.

1.3.1.4 T, a T, relaxacni ¢asy

Vektor magnetizace vzorku v rovnovazném stavu sméfuje ve sméru osy Z.
Elektromagnetickymi pulzy miizeme tento vektor stacet ze sméru 0sy z a tim jaderny
spinovy systém vyvést z rovnovahy. Proces, béhem kterého se systém vraci zpét
do ptivodniho rovnovazného stavu, ozna¢ujeme jako "relaxace". V NMR spektroskopii
se rozliSuji dva typy relaxacnich d¢€ja, a to "podélna relaxace" a "mrizkova relaxace".

Podélna relaxace (oznacovand také jako spin-miizkova ¢i longitudalni) je
obnova magnetizace ve sméru osy z. Napf. pii pouziti 90°-pulzu se vektor magnetizace
sklopi do roviny Xy; v tomto okamziku je magnetizace ve smeru osy Z nulova a postupné

narusta diky podéIné relaxaci dle vztahu:

e = Mo 1 -7 ®

kde M; je velikost magnetizace ve sméru osy z, Mg je rovnovazna magnetizace, t
je ¢as uplynuly od 90°-pulzu a T; je spin-mtizkovy relaxacni ¢as. Ze vztahu (8) je vidét,
ze ¢im kratsi je Ty relaxacni €as, tim diive je rovnovazného stavu opét dosazeno.

Pti¢nd relaxace (oznaCovand také jako spin-spinova ¢i1 transverzalni) je

zpiisobuje ubytek magnetizace v rovin€ Xy. Tento Ubytek probiha dle vztahu:

t
My, = Mge T 9)

xy

kde M,, je magnetizace v roviné Xy, t ¢as po 90° pulzu a T, je spin-spinovy
relaxaéni Cas. Plati, ze ¢im kratsi je relaxacni ¢as T, tim rychleji ubyva magnetizace
V roving Xy a také intenzita snimaného signalu. Kratky relaxacni ¢as T, také zplisobuje

v rw

rozSiteni NMR signalu ve spektru.
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13.2 '"H MRI
Nejast&ji méfenym jadrem je jadro ‘H v molekule vody, jejiz obsah je
v mekkych tkanich vysoky. Diky tomu je mozné sledovat nejriznéjsi zmény fyziologie
a detekovat patologické nalezy ve tkanich. V zavislosti na usporadani MRI experimentu

lze ziskat obraz odpovidajici distribuci vody ve zkoumanych tkanich nebo také obraz

odpovidajici hodnotam Ty a T relaxacnich ¢ast.

1.3.2.1 Kontrastni latky pro 'H MRI

Kontrastni latky pro 'H MRI lze rozdglit na dvé velké skupiny — T; kontrastni
latky a T, kontrastni latky.[14] Zatimco T; kontrastni latka indukuje pii volbé vhodné
pulzni sekvence pozitivni obraz, tedy zesiluje NMR signal atomu vodiku, ¢imz se tkan
v kone¢ném obraze jevi svétlejsi, T, kontrastni latka naopak zpisobi zeslabeni tohoto
signalu a ztmavnutim tkang.[15]

T, kontrastni latky jsou zaloZeny na superparamagnetickych nanocasticich oxidi
zeleza (magnetit Fe3O4, maghemit y-Fe;03) o velikosti do nékolika desitek nanometri.
Pro in vivo aplikace byvaji pokryté vrstvou napfi.dextranu, silikagelu nebo
polyethylenglykolu, coz ¢astice zvEtsi az na velikost nékolika stovek nanometr.

T1 kontrastni latky jsou komplexy paramagnetickych ionti kovli s vhodnymi
chelatujicimi ligandy. Nejcastéji se jedna o ionty Gd* . Prvnim schvalenym komplexem
Gd** pro klinickou praxi byl gadolinity komplex kyseliny diethylentriaminpentaoctové
(zkracené Gd-DTPA, struktura ligandu je zobrazena na Obr. 1.1), ktery byl schvalen
roku 1988.%[5]

COOH

r

N
HOOC” N7 " >"N"cooH

HOOC COOH
Obr. 1.1: Struktura ligandu DTPA

Volné ionty Gd*', resp. [Gd(H,0)s]*", jsou pro t&lo vysoce toxické. Aby v téle
nedochazelo k transmetalaci (vyména iontd v komplexu), transchelataci (vymeéna
ligandu na daném kovu) ¢i dekomplexaci vlivem pH, musi veskeré komplexy vykazovat

vysokou termodynamickou a kinetickou stabilitu.[6]

¥ Obchodni nazev Magnevist™
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Druhym strukturnim motivem, pouzivany pro kontrastni latky pro kontrastni
latky pro jeho vysokou stabilitu komplexti s Ln®" ionty, je 1,4,7,10-tetraazacyklodo-
dekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DOTA) (Obr. 1.2).

COOH
Obr. 1.2: Struktura ligandu DOTA

Oba dva zminéné ligandy maji osSm donorovych atomt, devaté koordinac¢ni
misto obsazuje molekula vody pfitomna v tkani, kde je kontrastni latka distribuovana.
Rychld vyména vody na komplexu zajist'uje pienos magnetické informace z iontu Gd*
na molekuly vody a tim je ovlivnéna relaxace jader vodiku v molekuldch vody

ve tkanich.[5]

1.3.3 ®F MR

V né&kterych piipadech viak pii vysetfeni 'H MRI neni dosaZeno potiebného
kontrastu ani pii pouziti kontrastni latky kvili ruSeni ¢i snizeni kontrastu zpiisobeném
vlastnimi 'H atomy, které zt&zuji interpretaci vyslednych MRI obrazii. Protoze 'H jadro
neni jediné jadro, které NMR aktivni, zamé&fil se vyzkum béhem poslednich n¢kolik let i
k "non-proton” MRI.[16]

Jednim z nejvice slibnych jader je %F. Tato jadra nemaji v lidském téle zadné
pfirozené pozadi, ponévadz veskeré atomy p jsou v lidském téle koncentrovany
v tvrdych tkanich — v kostech a zubech, coz rapidné zkracuje jejich transverzalni
relaxaéni ¢as T,. Toto zkraceni T, relaxacniho ¢asu ma za nasledek nedetekovatelnost
signalu atomt *°F pomoci MRI; kontrastni l4tka je tedy jedinym zdrojem signalu.[17]
Dalsi vyhodou tohoto jadra je 100% piirozené zastoupeni a 84% citlivost v porovnani
s nuklidem 'H, coz umozituje vyuziti stavajicich 'H MRI piistrojii pouze s drobnymi
softwarovymi a hardwarovymi Gpravami.

Ze snimkd °F MRI ovSem nedostavame Zadnou anatomickou informaci, pouze
lokaci, kde je dand kontrastni latka distribuovana. Proto je tuto metodu nutné

kombinovat napt. s "H MRI ¢&i CT a teprve piekryvem snimki z F MRI a napi. 'H

18



MRI dostavame piesnou distribuci kontrastni latky v téle. Na Obr. 1.3 jsou zobrazena
bazalni ganglia zZivé mysi oznacena F kontrastni latkou, 'H MRI bez pouziti kontrastni

latky a prekryv téchto snimkd. Snimky jsou pievzaty z lit.[18].

Obr. 1.3: Bazalni ganglia mysi zobrazené pomoci *°F kontrastni latky (a), *H MRI
bez pouziti kontrastu (b) a ptekryv snimku (c); pfevzato z lit.[18]

1.3.3.1 Kontrastni latky pro YF MRI

Prvni F fantomy byly naméfeny jiz v roce 1977, kdy Holland popsal
fantomové snimky roztoku NaF a perfluorotributylaminu, coz bylo zhruba 4 roky
po sestrojeni prvnich *H MRI piistrojii. Prvni snimky in vivo byly publikovany r. 1985,
kdy McFarland se svymi spolupracovniky pofidil snimky bfi$ni dutiny mysi. Do roku
2005 se objevilo n¢kolik stovek publikaci zabyvajicich se timto tématem, povétSinou
byly pouzity fluorované organické molekuly.[16] Tyto prace jsou shrnuty v review
publiko-vaném Jian-xinem Yuem v Current Medicinal Chemistry roku 2005.[19]
Z dtivodu dlouhého relaxac¢niho ¢asu T; atomi fluoru se vSak zacala pozornost védct
obracet ke hledani vhodnych motivii a struktur fluorovanych kontrastnich latek. Jednim
Z hlavnich kritérii je pfedné moZnost zavedeni fluorované skupiny do blizkosti para-
magnetického iontu. Hlavni ideou tedy je, aby kontrastni latka obsahovala paramag-
netické centrum (ionty pfechodnych kovi ¢i kovu z fady lanthanoidd) a atomy fluoru
v takové vzdalenosti, aby dochdzelo k dostatecnému ovlivnéni T; relaxa¢niho cCasu.
Paramagnetické centrum ovSem ovliviluje zaroveil T, relaxacni Cas, jehoz pfilisné

snizeni zpusobuje zna¢né rozSifeni MRI signalu, az jeho vymizeni. Proto je nutné
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strukturu CA presné ladit, aby vzdalenost mezi paramagnetickym centrem a atomy
fluoru dostate¢né ovliviiovala T; relaxacni cCas, ale zaroven pfili§ neovliviiovala
relaxacni ¢as T».

Jednim ze strukturnich typt kontrastni latky pro fluorovou magnetickou
rezonanci jsou micely. Micely jsou kulovité utvary amfifilnich molekul; ve vodnych
roztocich se uspotradavaji tak, ze hydrofobni ¢asti molekul se asociuji uvnitt micely,
zatimco hydrofilni ¢ast tvofi povrch micely. Témto druhtim kontrastnich latek byla
vénovana pozornost v poslednich 20 letech.[16] Pomaly rota¢ni korela¢ni ¢as u tohoto
typu molekul se ukazal byt klicovy ve snizeni T; a T, relaxa¢nich ¢asi. Mimoto
moznosti navéseni dalSich funkénich skupin na lipofilni ¢i hydrofilni ¢ast molekuly
dava moznosti pripravy targetujicich kontrastnich latek, navic je zde moznost pfidruzeni
dalsich funkci, napft.sondy pro optické zobrazovani a tim vytvofit kontrastni latku
pouzitelnou pro vice metod.[16] V roce 2009 Peng a jeho skupina publikovali sérii
blokovych kopolymeri, kde hydrofilni ¢ast byla tvofena polyakrylovou kyselinou a
hydrofobni n-butylakrylatem kopolymerizovanym s ¢aste¢né¢ fluorovanym akrylatem ¢i
methakryldtem. Tyto kopolymery se ukdzaly jako stabilni, majici vysoké zastoupeni
fluoru v hydrofobni ¢asti micely. Velikost té€chto micel byla pfiblizné¢ 20—-45 nm.
Pfi méfeni °F NMR spekter byl pozorovan pouze jeden signél, coZ je velmi Zadouci,
poné¢vadz by v praxi nebylo nutné pouziti Sirokospektralniho pulsu pfi ziskdvani
fantomovych snimki.[20]

Dal§im zkoumanym strukturnim typem pro pouZiti jako kontrastni latky
pro fluorovou magnetickou rezonanci jsou dendrimerni struktury.[21] Dendrimery jsou
skupina makromolekul o velikosti fadové nanometrd, které jsou dobie definované,
s opakovanymi motivy vychazejici z jednoho centra. I u dendrimerti je moznost urcité
selektivity a tyto strukturni motivy oteviraji dal$i moznosti vyzkumu, napf. konjugaci
S targetujici skupinou na periferii dendrimeru je moZzné pfipravit velice specifickou
targetujici kontrastni latku pro znaceni riznych typt tkani.

Kontrastni latky, které mohou byt pfepnuty do polohy "zapnuto"/"vypnuto"
dle prostiedi, ve kterém se nachazeji, nazyvame jako "smart contrast agents".[16] Toto
pfepnuti miZe probihat mnoha zplsoby, napf. zménou pH, ptfitomnosti specifického
enzymu, koncentraci iontu kovu ¢i koncentraci kysliku. Tato kontrastni latka neni
ucinna a detekovatelna, dokud se nesetka s konkrétnim spoustécem, proto zde existuje

potencial, ze by kontrastni latky tohoto druhu mohly byt extrémné specifické.
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Archetyp takové latky je komplex gadolinia s 1-(2-f-galaktopyranosylethoxy)-
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctovou  kyselinou.[22] Tento derivat Gd-
DOTA nese "Cepicku" galactopyranosy, ktera brani koordinaci vody. Ta je odStépena,
jakmile se tento komplex setka s f-galaktosidasou. Odstépenim galactopyranosy
enzymem dojde k odstranéni sterickych zabran a molekula vody se mize koordinovat
na Gd**, &imz je umoznén pienos magnetické informace z iontu kovu na molekuly
vody. Molekula je v tuto chvili v poloze "zapnuto".

Jiz bylo zminéno, ze atom fluoru ma dlouhy relaxacni ¢as Ti, ktery znacné
limituje pouziti pro tomografii magnetické rezonance, protoze vyrazné prodluzuje dobu
méteni. Tento relaxacni Cas se da zkratit pomoci paramagnetického iontu, ktery bude
komplexovan ligandem obsahujicim *°F, pfiem design ligandu musi byt navrzen tak,
aby atom fluoru byl v dostate¢né blizkosti k paramagnetickému kovu. Tim dojde
ke snizeni T; relaxa¢niho Casu jader fluoru, ke zkraceni doby méteni a lep§imu poméru
signal/Sum. Problém je, ze pfitomnost paramagnetika snizuje také T relaxacni cas, coz
vede Kk rozsifeni méfen¢ho signalu, coz mize mit za nasledek naprosté vymizeni
méfeného signalu. Proto je struktura komplexu velmi dulezitd. Atomy fluoru musi byt
dostate¢né blizko, aby doslo k Zadoucimu zkraceni T; relaxacniho casu, ale zaroven
dostate¢né daleko, aby nedoslo k naopak nezadoucimu zkraceni T, relaxa¢niho Casu.

V roce 2008 publikoval Mizukami ¢lanek zabyvajici se kontrastni latkou, ktera
je aktivovatelna pomoci kaspazy 3. Kaspaza 3 je enzym ze skupiny proteaz, ktera fidi
apoptozu, coz je jeden z hlavnich typa fizené bunééné smrti. Kaspaza 3 je enzym
rozpoznavajici sekvenci Asp-X-X-Asp, kde Asp je kyselina asparagova, X volitelna
aminokyselina.[17] Vyzkum ukazal, jak cilena apoptoza uréitych bun€k spoleéné
s cilenym mnoZenim bun€k vytvaii embryonalni tkan€ Zivocichii. V pribchu této
embryogeneze se z ur€itych Casti embrya vylucuje signalni molekula Shh ("Sonic
hedgehog™). Burky, na jejichZ receptor se tato signalni molekula navaze, pokracuji
V ristu a mnozeni. Naopak na receptory bunck, na néz se zddné¢ Shh nenavézalo, se
misto toho navaze kaspaza 3 a vyvola ve vysledku cely proces apoptdzy, kvili némuz
tato bunka zahyne. Dojde ke smr$téni a fragmentaci buiky, coz umoznuje fagocytosu a
tim je mozné stavebni material z mrtvé buniky znovu pouzit.[23]

V prvotni publikaci byl Mizukamim prezentovan komplex Gd-DOTA-DEVD-
Tfb, kde DEVD je sekvence Asp-Glu-Val-Asp a Tfb je perfluormethoxybenzyl. Tento

komplex nevykazuje tém&f 7adny signal na *°F NMR spektru, pokud je oviem k roztoku
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pfidana kaspaza 3, je vidét nartst signalu. To je zpuisobeno odStépenim perfluor-
methoxyaminobenzenu z komplexu a tim prodlouzenim T, relaxa¢niho ¢asu.[16] [17]

O rok pozdgji publikoval Mizukami podobnou latku, ovSem namisto perfluor-
methoxybenzylu byl na konci sekvence navazan 4-trifluormethylkumarin (AFC). Tato
latka prezentuje novy typ bifunkénich Kkontrastnich latek, ponévadz 4-trifluor-
metyhlkumarin zaroven slouzi jako fluorescenéni znacka. Myslenka pouziti latky je
zcela analogickd. V bézném roztoku tato latka vykazuje téméf nulovou fluorescenci a
davé nulovy signal pfi méteni F MRI z divodu prilisného snizeni T, relaxa¢niho Casu
atomd fluoru. Jakmile se molekula setka s kaspazou 3, je 4-trifluormethylkumarin
odstépen a roztok zacne vykazovat jak fluorescenci, tak silny MRI signal.[24][25]

Dale bylo v poslednich letech publikovano nékolik praci zabyvajicich se
paramagnetickymi komplexy lanthanoidi znacenych fluorem, které mohou byt
povazovany také za "smart contrast agents” kvuli jejich odezvé na zménu pH. Takové
latky maji potencial hlavné¢ v onkologii, ponévadz tuhé nadory se projevuji nizkym
extracellularnim pH.[26]

Roku 2007 Senanayake referoval o sérii latek, které obsahuji paramagneticky
ion lanthanoidu a trifluormethylovou skupinu a které reaguji na zménu pH. Tyto
komplexy byly pfipraveny se zamérem snizeni relaxa¢niho ¢asu T; Kk docileni rychlej-
Stho méfeni. Jeden z publikovanych ligandt odhalil koordinaci dusiku sulfoamidové
skupiny jakozto odpovédi na zménu pH.[27]

Na tyto prace navazaly dalsi Parkerovy studie, jedna z nich se zabyvala

obdobnymi komplexy lanthanoidu, které taktéz maji odezvu na zménu pH.[28][29]
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2. Motivace a cile prace

Tomografie magnetické rezonance je jednou z nejrozsiienéjSi zobrazovacich
metod dnes pouzivanych v medicin€. Klinicka vysetfeni nejcasteji k zobrazeni vnitinich
organii a tkani vyuzivaji atomy "H. Za uelem zvySeni kontrastu mezi riznymi tkdndmi
nebo mezi zdravou a patologickou tkani jsou vyuzivany kontrastni latky, které ovliviiuji
intenzitu signalu atomé *H v molekule vody. V nékterych piipadech vsak ani tyto
kontrastni latky nepfinasi pozadované zvyseni kontrastu zobrazeni. Tuto komplikaci je
mozné obejit pouzitim kontrastnich latek s obsahem atomt '°F, které poskytuji
jedinecny signal a neomylné tak lokalizuji pozici kontrastni latky ve zkoumaném
subjektu, jelikoz atomy L vyskytujici se v lidském téle jsou prakticky vSechny pevné
vazany ve formé fluoroapatitu a nelze metodou magnetické rezonance zobrazit. Jedinou
nevyhodou je pon&kud dlouhy relaxaéni &as jader atomii °F, ktery viak muize byt
zkréacen vlivem paramagnetickych ionti kovil.

Proto si piedlozena bakalaiska prace klade za cil piipravu a studium dvou
makrocyklickych ligandi s fosforovym pendantnim ramenem obsahujici atomy °F a
ptfipravu jejich komplexti s trojmocnymi kovy z fady lanthanoidd s potencidlnim
vyuzitim jakoZto kontrastnich latek pro ¥E MRI.

Byly navrzeny dva ligandy, zobrazeny na Obr. 2.1, odvozené od struktury
1,4,7,10-tetrakis(karboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanu.

F3Cj //O
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N N OH cFy N N\/FI, FFs
RS ( Y5
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Obr. 2.1: Nové ligandy s potencialnim vyuZitim pro *°F MRI navrZené pro tuto praci
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Komer¢né dostupné chemikalie a rozpoustédla byly produkty firem Fluka, Lach-
Ner, Chematech, Sigma Aldrich, Strem Chemicals, Agros Organics a Penta. S vyjimkou

diethyletheru a THF nebyly chemikalie dale ¢iStény ani suseny.

Chemikalie

1,1, 1-trifluor-2-JOdoethan .........ccooeiieieiee s Sigma Aldrich
(0377 L= USSP Chematech
fOSTOrNAN SOANY ... .eeiiiiiiiiei e Sigma Aldrich
hexamethyldiSHAzZaN............cccooiiii e Agros Organics
hydroXid SOANY ...c.vviiiiieiiic s Penta
chlorid cerity heXahydrat ........ccooeiiiiiiiiiiee e Sigma Aldrich
chlorid dysprosity hexahydrat..........ccoceveiiiiiiiniinieeeee e Strem Chemicals
chlorid erbity hexahydrat ...........ccccoviiiiiiiiiii e Strem Chemicals
chlorid europity hexahydrat..........ccocooviiiiiiiiiei e Strem Chemicals
chlorid gadolinity heXxahydrat ..........ccoceiiiiiiiiiniinieeee e Strem Chemicals
chlorid holmity heXxahydrat.........cccocoveiiiiiiiiiiciee Strem Chemicals
chlorid lanthanity hexahydrat ...........cccoooiiiiiiii e, Strem Chemicals
chlorid lutecity hexahydrat ..........ccooveiiiiiiiii e Strem Chemicals
chlorid neodymity hexahydrat ............cccoooiiiiiiiiiiiccc Strem Chemicals
chlorid praseodymity hexahydrat...........c.cooeiiiiiiiiiiiii Strem Chemicals
chlorid samarity hexahydrat............ccoooviiiiiiiiiii e Strem Chemicals
chlorid terbity hexahydrat..........ccccoviiiiiiiiiiiic e Strem Chemicals
chlorid thulity hexahydrat...........cccccooiiiiiiiii Strem Chemicals
chlorid ytterbity hexahydrat...........cccooiiiiiiiiii Strem Chemicals
JOA ettt n e e LACHEMA
Kyselina fOSTOINA........civiiiiiiii s Aldrich
kyselina chlorovodikova, 36% vodny roztok ...............ccccooiviiiniiiiicniiici, Lach-Ner
kyselina trifluoroCtOVA ..........coviiiiiiiiici Sigma Aldrich
N,N-ethyl-diiSOPropYIamIn ..........c.cooiiiiii e Fluka
paraformaldehyd (odfiltrovan ze starych roztoki formaldehydu)...........ccoveneneee. PiF UK
tBUSDOSA HBI ..o ptipraveno dle lit.[30]



trimMeEthyISHYICRIONI. ......ccveeece e Fluka

Rozpoustedla

AMONIAK, 25% VOANY FOZLOK .......cveieeiiiiiiiiiieeese e Lach-Ner
IEtNYIETNET, SUCAY ..o e Lach-Ner
DCM (dichlormethan).........coooeioiie e Lach-Ner
B O H L lihovar Kolin
(O O PR RTT PP PRSI Lach-Ner
IPTOH Lttt bbb Lach-Ner
IMIEBOH ettt et e e e st e et e be e enre e Lach-Ner
THF (tetrahydrofuran), SUCKY .........cooieieieeie e Lach-Ner
A0 10 b W2 L2 10 )71 7403 V7 17 AT PiF UK

Deuterovanda rozpoustédla pro méreni NMR spekter

D20, 99,8 % D

lontomenice a sorbenty
silikagel, Silicagel 60—230 mesh
silny aniontovy iontoméni¢, Dowex 1, 100—200 mesh

silny kationtovy iontoméni¢, Dowex 50, 50—100 mesh

Detekcni cinidla pro TLC
Ninhydrin, 0,5% ethanolicky roztok
CuSO04, 10% vodny roztok

3.2 Metody charakterizace
3.2.1 NMR spektroskopie

Veskera méfeni NMR *H, *C, °F a *!P spekter byla provedena na spektrometru
VNMRS300 a spektrometru Bruker Avance (III) 600. Veskeré hodnoty chemickych
posunil ¢ jsou uvedeny v jednotkach ppm a jsou zaokrouhleny na dvé desetinnd mista.
Interak¢ni konstanty J jsou uvedeny v jednotkach Hz a jsou zaokrouhleny na tii platné
cifry. Multiplicita signala byla oznacena nasledujicimi zkratkami: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), g (kvartet), p (pentet), m (multiplet), br (Siroky). Néktera 3p spektra a
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viechna **C spektra byla méfena s dekaplinkem vodikovych jader. NMR spektra byla
méfena pii teplotd 25 °C. Chemické posuny v 'H a *C spektrech byly referencovany
na interni standard tBuOH pii méfeni v D,O (0 = 1,25; dc = 29,13). Pii méfeni *'P
spekter byl jako externi standard pouzit 85% roztok H3PO, v D,O (dp =0,00),
pii méteni B spekter byl pouzit externi standard roztok CF;COOH v D,0
(0r = —76,55).

Ke stanoveni koncentrace komplext [Ln"'(dotp™)]” byla pouzita Evansova

metoda BMS.[31]

3.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru Bruker
ESQUIRE 3000 ES-iontrap s detekci v pozitivnim 1 negativnim modu. Vzorky byly
rozpustény v MeOH a fedény mobilni fazi (MeCN nebo MeOH).

U charakterizaci jednotlivych latek jsou uvedeny pouze signaly, které se

podafilo interpretovat.

3.2.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstvd chromatografie byla provadéna na destickdch TLC aluminium
sheets silica gel 60 F,s4 (Merck). Prislusné mobilni faze a metody detekce jsou uvedeny

vzdy u jednotlivych latek. Hodnoty Rf jsou uvedeny na dvé desetinnd mista.

3.2.4 Elementarni analyza

Elementarni analyza byla provedena na Ustavu makromolekularni chemie AV
CR v Praze na analyzatoru Perkin Elmer 2400. Hmotnostni procenta jsou uvadéna

na dve desetinna mista.

3.2.5 Luminiscenéni spektroskopie

Luminiscenéni spektroskopie byla provadéna na piistroji AMINCO Bowman®

Series 2.
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3.3 Synteticka cast

3.3.1 Syntéza 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny

(IDI i E i 9
P e N _— F.C P
0 \\H TMSO HOTMS NG S 0oH
H H
1 2 3

Schéma 3.1: Syntéza 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny: reakéni podminky viz Tabulka 3.1

Tabulka 3.1: Reakéni podminky syntézy 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny

Metoda i ii
A HMDS/120 °C CF,CH,I/DCM, —40 °C
B DIPEA,(CH3)3SiCl/DCM, —40 °C CF,CH,I/DCM, —40 °C
Metoda A

Do 250mL trojhrdlé baiky s kulatym dnem bylo navazeno 10,02 g (120,4 mmol)
NH4(H2PO,), aparatura byla sekurovana a skrze septum bylo jehlou za stalého michani
pfidino 50 mL HMDS. Suspenze byla michdna pfes noc pod zpétnym chladi¢em
ptiteplot¢ 100 °C. Byl pozorovan vznik bile zakaleného viskdézniho roztoku
bis(trimethylsilyl)fosfinu (2), ktery byl ochlazen na laboratorni teplotu. Skrze septum
bylo k reakéni smési piidano 70 mL suchého DCM a smés byla pomoci lazné ethanol-
suchy led vychlazena na —40 °C. Nasledné bylo do reakéni smési piidano celkem
27,81 g (132,5 mmol, 1,1 ekv.) CF3CHaI rozpusténého v 70 mL suchého DCM. Smés
byla ponechéna v proudu argonu po 2 dny. K reakéni smési bylo pfiddno 50 mL MeOH.
Suspenze byla odpafena do sucha na RVO. Bild hmota byla rozpusténa v 50 mL MeOH
a znovu odpafena do sucha na RVO. Odparek byl tentokrat rozpustén v minimalnim
mnozstvi destilované vody a pieciStén na silném aniontovém iontoménici (Dowex 1,
100-200 mesh, OH cyklus, 5x25 cm). Cast nelistot byla odstranéna promyvanim
vodou. Produkt byl eluovan 3% aq. HCI. Eluat byl odpaten do sucha na RVO. Vznikly
nazloutly olej byl docistén sloupcovou chromatografii na SiO, (80 g SiO,, IPAV 5:1:1,
Ri«(2) = 0,80). Frakce obsahujici pouze produkt 2 byly spojeny a odpafeny do sucha
na RVO. Odparek byl rozpustén v minimalnim mnoZzstvi destilované vody a pfevrstven

malym mnoZstvim suchého diethyletheru. Druhy den byla vznikld sraZenina NHul
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odfiltrovana na frit¢ S3 a eluat odpafen dosucha na RVO. Produkt byl docistén
aniontovou chromatografii (Dowex 1, 100—200 mesh, 5x25 cm). Produkt ve forme ¢isté
kyseliny byl eluovan 3% aqg. HCI. Eluat byl odpafen do sucha na RVO. Bylo ziskano
3,95 g zlutohnédého oleje (coz priblizné odpovida 22 % teoretického vytézku).

Metoda B

Do 250mL trojhrdlé barice s kulatym dnem bylo navazeno 4,01 g (60,75 mmol)
H3sPO,, aparatura byla sekurovdna a skrze septum bylo jehlou za stdlého michani a
chlazeni v lazni voda-led piidano 100 mL suchého DCM, 31,34 g (242,5 mmol, 4 ekv.)
DIPEA a 26,31 g (242,1 mmol, 4 ekv.) trimethylsilylchloridu. Suspenze byla michana
zhruba 2 hodiny. Byl pozorovan vznik bile zakaleného viskézniho roztoku
bis(trimethylsilyl)fosfinu (2). Smés byla pomoci lazné ethanol-suchy led vychlazena
na —40 °C. Nasledn¢ bylo do reakéni smési pridano celkem 13,82 (65,7 mmol, 1,1 ekv.)
CF3CHG:I rozpusténého v 50 mL suchého DCM. Smés byla ponechana v proudu argonu
po 2 dny. K reakéni smési bylo pfidano 50 mL MeOH. Suspenze byla odpatfena
do sucha na RVO. Bila hmota byla rozpusténa v 50 mL MeOH a znovu odpaiena
do sucha na RVO. Odparek byl tentokrat rozpustén v minimalnim mnozstvi destilované
vody a precCistén na silném aniontovém iontoméni¢i (Dowex 1, 100—200 mesh, OH
cyklus, 5x25 cm). Cast negistot byla odstranéna promyvanim vodou. Produkt byl
eluovan 3% aq. HCI. Eluét byl odpaten do sucha na RVO. Vznikly naZloutly olej byl
doc¢istén sloupcovou chromatografii na SiO, (80 g SiO,, IPAV 5:1:1, R«(2) = 0,80).
Frakce obsahujici pouze produkt 2 byly spojeny a odpateny do sucha na RVO. Odparek
byl rozpus§tén v minimalnim mnozstvi destilované vody a pfevrstven malym mnoZstvim
diethyletheru. Druhy den byla vznikla sraZenina NH4l odfiltrovdna na frit¢ S3 a eluat
odpafen dosucha na RVO. Produkt byl docistén aniontovou chromatografii (Dowex 1,
100—200 mesh, 5x25 cm), produkt ve formé Cisté kyseliny byl eluovan 3% aq. HCL.
Eluat byl odpaten do sucha na RVO. Bylo ziskano 2,10 g zlutohnédého oleje (coz
pfiblizn€ odpovida 24 % teoretického vytézku).

Charakterizace:

TLC: IPAV 5:1:1, R¢ = 0,80, detekce ninhydrinem.

'H NMR (299,941 MHz, D20): 6 2.80 (2H, m); 7,21 (1H, d, }Jp = 566 Hz)
1P NMR (121,422 MHz, D,0): 14,76 (1P, dm, Jpy = 566 Hz)
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F NMR (282,187 MHz, D,0): 58,67 (3F, q, *Jrn = 2Jpp = 12,1 H2)

3.3.2 Syntéza 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové-10-
methyl(trifluorethyl)fosfinové kyseliny (DO3A™)

tBuOOC HOOC. HOOC,
) — —~
uooc” N i /2NN i /2NN
tBu [ ] HOOC [ j HOOC [ j
OH
ANAN NN NooND
{ H \_/H /RS
COO{Bu COOH COOH o
4 5 L1

Schéma 3.2: Syntéza DO3AP™: i TFA/CHCIa, 75 °C; ii 3, (CH,0),/ HCI (1:1), 60 °C

Do 50mL banky bylo navazeno 2,05 g (3,45 mmol) tBus;DO3A-HBr (4).
Navazka byla rozpusténa v 10 mL destilované vody a do roztoku bylo pfidano 10,0 mL
TFA a 10,0 mL CHCIs. Smés byla pies noc zahiivana na 75 °C pod zpétnym chladicem
opatfenym susSici rourkou. Druhy den byl obsah banky odpafen do sucha na RVO,
odparek rozpustén v 10 mL smési HCl:voda 1:1 a roztok znovu odpafen do sucha.
Odparek byl opét rozpustén v 10 mL smési HCl:voda 1:1 a do roztoku bylo pfidano
1,02 g (6,89 mmol, 2 ekv.) 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny (3) a 0,29 g (9,9 mmol,
2,8 ekv.) (CH,0),. Reak¢éni smés byla okyselena konc. HCl na pH 1. Barka byla
uzaviena plastovou zatkou a reakéni smés byla michana pii teploté¢ 60 °C 3 dny.
Reakéni smés byla odpatena do sucha a rozpusténa v minimalnim mnozZstvi vody. Smés
byla pfe¢isténa na kationtovém iontoménié¢i (Dowex 50, 50—100 mesh, H* cyklus,
3x40 cm). Necistoty byly eluovany vodou, produkt byl eluovan 5% roztokem NHj(aq).
Eluat byl odpafen do sucha a rozpuStén v minimalnim mnozstvi vody. Roztok byl
precistén na silném aniontovém iontoménic¢i (Dowex 1, 100—200 mesh, OH cyklus,
5x25 cm). Produkt byl eluovan 3% aq. HCI. Eludt byl odpafen do sucha na RVO.
Odparek byl suspendovan v suchém THF a ponechan dva dny michat. Tmavé zluta
pevna latka byla odsata na frit€¢ S3 a rozpusténa v malém mnozstvi vody. K roztoku
bylo pfidano aktivni uhli a smés byla zahtivana na 80 °C zhruba hodinu. Roztok byl
zfiltrovan pred filtra¢ni papir a filtrat odpafen do sucha. Odparek byl suspendovan
v suchém THF a ponechan michat 2 dny. Bild sraZenina byla odsata na frit¢ S3 a
vysuSena in vacuo. Celkem bylo ziskano 1,14 g produktu L1, coz odpovida 50 %
teoretického vytézku.

29



Charakterizace:

TLC: IPAV 7:3:3, Rf = 0,72, detekce CuSOg, 10% vodny roztok

'H NMR (299,941 MHz, D,0): d 2,64 (2H, p, 2Jup = 3Jur = 15Hz, PCH,CFs3); 2,9-3,5
(18H, NCH,P a NCH,CH:N); 3,61 (2H, s, NCH,COOH); 3,68 (4H, s, NCH,COOH)
Bc{"H} NMR (150,928 MHz, D,0O): ¢ 36,10 (1C, d, *Jcp = 60,37 Hz, PCH,CF5);
47,1-52,6 (8C, br, NCH,CH;N); 53,6 (1C, d, YJcp = 96,6 Hz, NCH,P); 53,6 (2C, s,
NCH,COOH); 54,7 (1C, s, NCH,COOH); 125,0 (1C, q, “Jcr = 276 Hz, CH,CF3); 173,3
(3C, s, CH,COOH)

$1p NMR (121,422 MHz, D,0): 6 20,8 (1P, br)

F NMR (282,187 MHz, D,0): 6 —56,9 (3F, 5)

MS-ESI: (+): 528,6 ((M+Na]*, 529,2); 544,6 ([M+K]", 545,1)

MS-ESI: (-): 504,4 ((M—H] ", 505,2); 526,4 ((M—2H+Na] ", 527,2); 542,4 (M—2H+K],
543,2);

Elementarni analyza: nalezeno (vypoéteno pro Ci7HzoFsN4OgP-3,5HCI, M, = 633,80):
C: 32,53 (32,21), H: 5,46 (5,33), N: 8,67 (8,84)

3.3.3 Syntéza 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
tetrakis[methyl(trifluorethyl)fosfinové kyseliny] (DOTP™)

F4;C
ke,
G

HO—R
N —_—
— Fe” 0 ON PP
NH HN i OH[ j
—_— OH
[: j} N ;_Jp&
NH HN ( \—J'\"ﬁb
S _P—0OH
o~
7 CF,

L2
Schéma 3.3: Syntéza DOTP™: i 3, (CH,0),/ HCI (1:1), 60 °C

Do 50mL banky bylo navazeno 0,40 g (2,32 mmol) cyklenu (7). Navazka byla
rozpusténa v 20 mL deionizované vody a do roztoku bylo pfidano 2,75 g (18,58 mmol,
8 ekv.) 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny (3) a 0,7 g (23,31 mmol, 10 ekv.) (CH,0),.
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Reakéni smés byla okyselena konc. HCl na pH 1. Barka byla uzaviena plastovou
zatkou a reakéni smés byla michana pfi teplot¢ 60 °C 3 dny. Reakéni smés byla
odpafena do sucha a rozpusténa v minimdlnim mnoZzstvi vody. Smés byla precisténa
na kationtovém iontoméniéi (Dowex 50, 50—100 mesh, H" cyklus, 3x40 cm). Produkt
byl eluovan vodou, byly jimany frakce po 50 mL. Frakce obsahujici produkt byly
spojeny a odpafeny do sucha na RVO. Odparek byl suspendovan v suchém THF a
ponechan dva dny michat. Bila srazenina produktu L2 byla odsita na frit¢ S3 a
vysuSena in vacuo. Celkem bylo ziskano 1,32 g produktu, coz odpovida 64 %

teoretického vytézku.

Charakterizace:

TLC: IPAV 7:3:3, Rf = 0,95, detekce CuSO4, 10% vodny roztok

'H NMR(299,941 MHz, D,0): 6 2,74 (8H, p, “Jup = Jue = 12 Hz, PCH,CF3); 3,33 (8H,
s, PCH,N ); 3,45 (16H, s, NCH,CH;N)

BC{"H} NMR (150,928 MHz, D,0): d 35,27 (4C, d, *Jcp = 58,86 Hz, PCH,CF3); 51,14
(8C, s, NCH,CH;N); 52,58 (2C, d, *Jcp = 101 Hz, NCH.P); 125,2 (4C, q, "Jcr = 274,70
Hz CH,CF5)

1P NMR (121,422 MHz, D,0): 6 21,8 (4P, br)

F NMR (282,187 MHz, D,0): 6 —58,06 (12F, m)

MS-ESI: (-): 832,6 ((IM—2H+Na] , 833,1); 848,6 ((M—2H+K] ", 849,5)

Elementarni analyza: nalezeno (vypocteno pro CyoHssF12N4OgP4-2HCI, M, = 885,05):
C: 27,20 (27,14), H: 4,22 (4,33), N: 6,25 (6,33)

3.3.4 Piiprava [Ln'"'(DOTP™)]

Do 4mL sklenéné vialky bylo navazeno 50 mg (0,06 mmol) L2 a 1,5 ekv.
(0,09 mmol) hexahydratu chloridu Ln"". Navazky byly rozpu§tény v 2 mL deionizované
vody a do roztoku pfidany dvé kapky roztoku bromkrezolové zelené. Po rozpusténi
navazek bylo upraveno pH pomoci 5% roztoku NaOH na zménu barvy (odpovida pH
okolo 5,5). Za stalého michani byl roztok zahiivan po dobu 3 dnt, po celou dobu bylo
udrzovani pH nad 5,5. Roztok byl néasledné odpatfen do sucha na RVO a rozpustén
V minimalnim mnozstvi vody. Komplex byl pfeciStén na kationtovém iontoménici
(Dowex 50, 50—100 mesh, H* cyklus, 1x3 cm), produkty byl eluovan vodou. Eluat byl

odpafen do sucha na RVO a rozpustén v 4 mL vody.
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Koncentrace komplexti [Ln"'(dotp™)]” byla stanovena Evansovou metodou
BMS.[31]

Charakterizace:
Pro vétsi pirehlednosti jsou charakterizace komplexii uvedeny v Tabulkdch 3.2

(charakterizace MS-ESI) a 3.3—4 (charakterizace NMR)

Tabulka 3.2: Charakterizace komplexi [Ln"'(dotp™)]” pomoci MS-ESI

komplex MS-ESI(-)

[La"'(dotp™)]”  946,6 ((M—H], 947,0)
[Ce"(dotp™)]  947,6 (M—H] ", 948,0)
[Eu"(dotp™)]”  960,6 ((M—H] ", 961,0)
[Dy"(dotp™)]”  971,6(IM-H]", 972,0)
[Tm"'(dotp™)]”  976,7 (IM—H] ", 977,0)

[Yb"(dotp™)]~ 981,7 ((M—H] ", 982,0)
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Tabulka 3.3: Charakterizace komplext [Ln" (dotp

m )] pomoci 'H NMR pii 25 °C; pokud neni uvedeno

jinak, signal odpovida intenzit¢ jednoho atomu vodiku

komplex

o 'H MRI (299,941 MHz, D,0)

[La"!(dotp"™)]"
[Ce"(dotp™)]”
[Pr'(dotp™)]”
[Nd"(dotp™)]"
[Sm"!(dotp"™)]"

[Eu”l(dotptfe)]—
[Gd | II(dOtpth)]*

[Tb"(dotp™)]"
[Dy"(dotp™)]”
[Ho"'(dotp™)]"
[Er"(dotp™)]
[Tm"(dotp™)]”
[Yb"'(dotp™)]"

[LU | Il(dotptfe)]—

2,34 (1H, d, J = 11 Hz); 2,50 (1H, d, J = 11 Hz); 2,77 (2H, m);
3,15 (1H, g, J = 12 Hz); 3,47 (2H, br); 3,57 (1H, m)

—10,99 (s); 0,04 (s); 1,11 (s); 3,69 (s); 4,03 (s); 6,22 (s); 7,50 (3);
7,84 (s)

—28,78 (s); —1,64 (s); 0,80 (s); 7,69 (s); 9,48 (s); 12,06 (s); 13,49
(s); 24,63 ()

—12,33 (s); 3,64 (s); 4,05 (s); 6,28 (S); 7,74 (S); 9,09 (s); 9,64 (3);
13,70 (s)

1,15 (s); 1,19 (s); 1,47 (s); 2,18 (5); 2,97 (s); 3,87 (s); 4,01 (s);
7,01 (s)

—10,61 (s); —9,10 (s); —5,69 (s); —3,41 (s); —1,82 (s); 0,33 (5); 3,16
(s); 24,51 (s)

_a

~105,39 (s); 97,39 (s); —8,53 (5); 10,65 (s); 61,28 (s); 123,02 (3);
177,44 (s); 352,38 (s)

—411,67 (s); —186,76 (s); —83,45 (s); —79,20 (s); —6,12 (s); 53,27
(s); 113,53 (s); 162,56 (s)

—193,21 (s); —40,14 (s); —37,39 (s); —1,71 (s); 25,69 (s); 53,88
(s); 82,20 (s); 150,11 (s)

—172,87 (s); —89,07 (s); —75,55 (s); —17,69 (s); 9,04 (s); 18,12 (S);
26,20 (s); 42,53 (s)

—190,91 (s); —155,51 (s); —38,16 (S); 0,04 (s); 35,05 (s); 69,18 (S);
88,56 (s); 201,85 (s)

—58,46 (s); —30,83 (s); —24,27 (s); 3,11 (s); 8,30 (s); 13,57 (5);
17,93 (s); 91,77 (s)

2,54 (1H, d, J = 9 Hz); 2,72 (1H, d, J = 9 Hz): 2,82 (1H, d,
J =15 Hz); 3,06 (2H, m); 3,47 (2H, br); 3,62 (1H, m)

2 — u komplexu [Gd"'(dotp

"] nebyly pozorovany 7adné piitaditelné signaly
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Tabulka 3.4: Charakterizace komplexi [Ln"'(dotp™)]” pomoci P NMR a **F NMR pri 25 °C

5P NMR 9 *FNMR
komplex

(121,422 MHz, D,0) (282,187 MHz, D;0)
[La"(dotp™)]” 30,52 (4P, s) —54,768 (12F, m)
[Ce"\(dotp™)]” 22,34 (4P, s) —56,454 (12F, m)
[Pr'(dotp™)]” 19,33 (4P, s) —54,975 (12F, m)
[Nd"'(dotp™)]”  -* ~56,077 (12F, m)
[Sm"(dotp™)]~ 41,30 (4P, 5) ~57,448 (12F, m)
[Eu"(dotp™)]” 67,10 (4P, s) —58,881 (12F, m)
[Gd"(dotp™)]” 24,25 (4P, s) —55,588 (12F, m)
[Th"(dotp™)] -2 —39,410 (12F, m)
[Dy"'(dotp™)]™ 407,31 (4P, 5) —40,995 (12F, m)
[Ho"'(dotp™)]~ 205,54 (4P, s) —49,536 (12F, m)
[Er''(dotp™)]”  —132,01 (4P, s) —61,027 (12F, m)
[Tm"(dotp™)]”  —317,41 (4P, s) —65,929 (12F, m)
[Yb"(dotp™)]”  —37,50 (4P, s) 58,795 (12F, m)
[Lu"(dotp™)]” 34,21 (4P, s) —57,750 (12F, m)

2 - u t&chto komplexi nebyl v *P NMR spektru naméfen 7adny signal
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny

(PI i E i 9
R —_— EN R F.C P
0 VH TMSO |_|C)TMS 3~ S 0oH
H H
1 2 3

Schéma 4.1: Piiprava kyseliny trifluorethylfosfinové

2,2,2-trifluoroethylfosfinova kyselina (3) byla pfipravena dvojstupnovou
syntézou. V prvnim kroku byl in situ pfipraven reaktivni bis(trimethylsilyl)fosfin (2).
Druhym krokem je jeho alkylace 2,2,2-trifluoroethyl-1-jodidem a nasledna hydrolyza
esterovych skupin methanolem. Bis(trimethylsilyl)fosfin (2) je mozné pfipravit dvéma
zpisoby — prvnim z nich je reakce fosfornanu amonného a hexamethyldisilazanu, druha
moznost je reakce kyseliny fosforné s trimethylsilylchloridem v prostiedi ethyldiiso-
prolylaminu. Vyhoda druhého postupu je jeho mensi ¢asova naro¢nost, kdy se nemusi
reakce nechavat reagovat pies noc, ale je mozné ptejit k dalsSimu kroku syntézy jiz po 2
hodinach. Dalsi kroky ptipravy latky 3 jsou jiz totozné.

Bis(trimethylsilyl)fosfin lze alkylovat do dvou stupnt; reakéni smés obsahuje
kromé latky 3 také bis(2,2,2-trifluoroethyl)fosfinovou kyselinu (37), viz Obr. 4.1.

0] O 0]

FsC _R._ _CF P._ _CF P
S~ SNl 20
o HO™ %1, TMSO” Y OTMS

3 3 2
Obr. 4.1: Vedlejsi produkty syntézy 2,2,2-trifluorethylfosfinové kyseliny

Naméfend NMR spektra vSak ukézala velmi zanedbatelné mnozZstvi tohoto
vedlejSiho produktu (v fadech max. jednotek procent). Také bylo pozorovano, Ze jisty
podil latky 2 nereaguje ani pfi pouziti vétSiho nadbytku alkyla¢niho ¢inidla, coz nékdy
vede k pfitomnosti kyseliny fosforné v reakéni smési. Byly vyzkouSeny reakce s 1,0;
1,1; 1,5 a 2,0 ekv. alkyla¢niho ¢inidla, pfi¢emz nebyl pozorovana zadna korelace mezi
mnozstvim pouzitého alkyla¢niho ¢inidla a obsahu kyseliny fosforné ¢i fosforité ve

vysledné smési. dle NMR spekter byl podil kyselin fosforné a fosforité v fadu jednotek
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procent. Proménlivost obsahu kyseliny fosforné a fosforit¢é ve vysledné smési se
nejspise odviji od suchosti pouzitych chemikalii.

V pfitomnosti oxidac¢nich cinidel (napf. vzdusny kyslik) mtze dochézet
koxidaci  2,2,2-trifluorethylfosfinové  kyseliny (3) za  vzniku  2,2,2-
trifluorethylfosfonové kyseliny (377). Bis(trimethylsilyl)fosfin (2) muze byt také
oxidovan na bis(trimethylsilyl)fosfinoxid (27). Oba kroky syntézy tedy musi probihat
Vv inertni atmosféfe, nebot’ jak bis(trimethylsilyl)fosfin, tak silylestery fosfinovych
kyselin jsou velice citlivé na oxidaci (bis(trimethylsilyl)fosfin je samozépalny) a
na vlhkost (dochazi k hydrolyze trimethylsilylesterové skupiny).

Kyselinu fosforitou a latky 3° a 3" lze snadno odstranit sloupcovou
chromatografii na SiO,. V ptipad¢, kdy byl produkt kontaminovan kyselinou fosfornou,
se vSak kyselinu fosfornou odd¢lit nepodafilo; protoze pro dal§i postup bylo tieba
odstranit vedlejs$i produkty této reakce obsahujici P—H vazbu, byla jako metoda
odstranéni kyseliny fosforné zvolena mirna oxidace jodem na kyselinu fosforitou. Bylo
zjisténo, ze jod prednostné oxiduje kyseliny fosfornou, zatimco latka 3 zlstava
nezménéna. Vznikld kyselina fosforitd je jiz snadno odstranitelnd  sloupcovou
chromatografii.

Ze smesi je ovSem nutné odstranit kromé vedlejSich produkti obsahujici P—H
vazbu také jodidové anionty, které se v reakéni smési generuji jednak z alkylacniho
¢inidla (byl pouzit 1,1,1-trifluor-2-jodethan) a také piidavkem elementarniho jodu
pouzivaného k oxidaci kyseliny fosforné na kyselinu fosforitou. Jodidové ionty je nutné
odstranit, ponévadz pti pouziti produktu 3 k dalSim reakcim se pfi zahiivani reakcni
smési oxiduji jodidové anionty zpét na elementarni jod, ktery nasledné oxiduje latku 3
za vzniku 2,2,2-trifluorethylfosfonové kyseliny (3°7). Odstranéni jodidovych aniontl
bylo provadéno prevrstvenim dosucha odpafené amonné soli 3 suchym diethyletherem.

Izolovany vytézek reakce se pohybuje kolem 20—24 % (za predpokladu, ze
izolovany olej je pouze produkt, ktery obsahuje pouze malé mnozstvi necistot
nedetekovatelnych pomoci NMR), nezavisle na zvoleni zpisoby generovani reaktivniho
bis(trimethylsilyl)fosfinu (2). Samotny bis(trimethylsilyl)fosfin nebyl izolovan, nebot’ je
na vzduchu samozapalny, byl proto generovan pouze in situ.

2,2,2-trifluorethylfosfinova kyselina (3) byla ziskana pouze ve formé Zzlutého

vazkého oleje. Pti skladovani ve form& amonné soli je 1 v koncentrovaném vodném
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roztoku na vzduchu zcela stala. Ve formé cisté kyseliny podléhd latka oxidaci P—H

vazby za vzniku 2,2,2-trifluorethylfosfonové kyseliny (37").

4.2 Syntéza DO3AP'™

tBuOOC, HoOC. HOOC,

/) — )
/SN N ; N N ii SN N
{BuOOC [ j HOOC [ ] HOOC [ j
OH
N N N N N N FL CF;
N i (%
COOtBu COOH COOH
4 5 L1

Schéma 4.2: Syntéza DO3AP™

V prvnim kroku syntézy dochazi ke kyselému odstépeni tBu skupin, pii¢emz
meziprodukt neni nijak ¢istén a izolovan. V druhém kroku je vyuzito Mannichovy
reakce v prostiedi 1:1 ag. HCL[32] Potfebné kyselé prostiedi zajistila kyselina
chlorovodikova a nadbytek latky 3.

Byl vyzkousen pouze jeden postup, ktery vedl k uspokojivému 50% vytézku.

4.3 Syntéza DOTP'™ a p¥iprava [Ln""(dotp'™)]

FiC
0
HO—R/
[5Y
— Fe” TN N>
. 3 I
NH HN i OHE j
— OH
[ j N F,)_/(:F3
NH  HN — \/\\O
_/ _P—OH
0%
7 CF;

L2
Schéma 4.3: Syntéza DOTP'™

Pti ptipravé tohoto ligandu bylo taktéz vyuZzito Mannichovy reakce v 1:1 aq.
HCI,[32] kdy byl reaktant 3 ptidan v nadbytku. Pomoci NMR spekter byla zjisténa
pritomnost mén¢ substituovanych cykli. Kromé tetrasubstituovaného produktu byl
nejvice zastoupen trisubstituovany makrocyklus; vSechny vedlejsi produkty jsou snadno

oddélitelné od ligandu L2 sloupcovou chromatografii na silném kationtovém

37



iontoménici. Syntéza probihd s 60—65% vytézky. V Tabulce 4.1 je uvedena orientacni
NMR titrace volného ligandu DOTP™, tedy zavislost chemickych posunti Signald
na pH. Ze zmény chemickych posunt ve spektrech *H a *'P NMR je patrna postupna

deprotonizace aminoskupiny makrocyklu s rostoucim pH roztoku.

Tabulka 4.1: Orientaéni NMR titrace volného ligandu DOTP'™

Ligand DOTP"®

5 3P NMR 5 °F NMR

pH 6 'H NMR (299,941 MHz)
(121,422 MHz) (282,187 MHz)

~58,2
2,85 (8H, dk, 2Jup = 23,7 Hz, 25,05
0,96 *Jue = 12 Hz, PCH,CF3); 3,41 (8H, 5, (12F, t,
PCH,N ); 3,48 (16H, s, NCH,CH,N) (4P, br) 3jFH = 71%4'4)2,
FP = z
~58,2
315 275 (8H, m, PCH,CF;); 3,38 (8H, s, 21,81 (12F, td,
"> PCH,N ); 3,46 (16H, s, NCH,CH;N) (4P, br) ey = 12 Hz,
3Jep = 8 Hz)
-58,1
c73 274 (8H, m, PCH,CF;); 3,32 (8H, s, 22,10 (12F, td,
""" PCH,N ); 3,45 (16H, s, NCH,CH;N) (4P, br) 33ey = 11 Hz,
%Jep = 8,5 Hz)
—57,9
ggs 268 (8H, m, PCH,CFs); 3,14 (8H, s, 25,22 (12F, td,
™ PCH,N ); 3,19 (16H, s, NCH,CH;N) (4P, br) ey = 11.3 Hz,
%Jep = 8,5 Hz)
—57.8
2,65 (8H, m, PCH,CFs); 2,86 (8H,s, g 12
12,06 PCH,N ); 2,92 (16H, d, ‘i = 5,8 Hz, (12F, t,
NCH,CH;N) (4P, br) 3jFH_: ééét l:)z,
FP — ]

Priprava komplext [Ln"'(dotp™)]” probihala v mirng& kyselém prostiedi po dobu
3 dni. Byl pouzit prebytek soli Ln", nadbytek iontii kovi byl poté odstranén

chromatografii na silném kationtovém iontoméni¢i. Tento zplsob Cisténi poukazuje
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na fakt, ze komplexy [Ln"'(dotp™)] jsou stalé i pii velmi nizkém pH (pH ~ 1) a
nedochdzi k dekomplexaci ionta.

Tuto domnénku potvrdily orientatni NMR titrace (méfena byla jadra 'H, ®F a
31p) komplext [Eu"'(dotp™)]™ a [Yb"'(dotp™)]", kdy pii pH 1 byly pozorovany pouze
signaly komplexu, nikoliv smési komplexu a volného ligandu; dalsi spektra byla
naméiena pii pH 3; 5; 6-8; 9 a 12; i v téchto spektrech byly pozorovany pouze signaly
komplexu, nikoliv volného ligandu. Charakterizace spekter jsou uvedeny v Tabulkach
4.2-3.

Tabulka 4.2: Orientaéni NMR titrace komplexu [Eu'"'(dotp™)]”

Komplex [Eu"'(dotp™)]

pH  &*'HNMR s¥PNMR  J¥FNMR
o ORGSO ey o
o UGB SO wmuey O
502 (). 1 20/(9; 094 (9 377 () 25,18 (9 S0P (_528:5)
G et A SC R
95 (180 (9 085 (5 367 (0. 2611 (9 007 @719 (_528:5)
1208 s 268 (o 2510 (5 OBOTP. 9 (_fst’,ls)
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Tabulka 4.3: Orienta¢ni NMR titrace komplexu [Yb”l(dotptfe)T

Komplex [Yb"(dotp'™)]”

pH J'HNMR 5 3P NMR 5 F NMR

-57,81 (S); -30,38 (S); -23,73 (S); —2,63 -36,77 -58,1
1,05 (s); 9,04 (s); 14,06 (s); 18,42 (s); 92,34

(s) (4P, s) (12F, s)

-57,59 (s); —30,02 (s); —23,44 (s); —2,69 36,61 581
2,98  (S); 9,33(s); 14,37 (s); 18,73 (5); 92,54

(s) (4P, s) (12F, s)

-57,55 (S); —29,96 (S); -23,40 (S); —2,27 —36,56 -58,1
505 (s); 9,38 (s); 14,41 (s); 18,77 (s); 92,57

(s) (4P, s) (12F, s)

—57,56 (s); —29,98 (s); —23,40 (s); —2,27 —36,55 581
595 (s); 9,38 (s); 14,41 (s); 18,77 (s); 92,59

(s) (4P, s) (12F, s)

-57,58 (S); -29,99 (S); —23,42 (S); —2,28 —36,59 -58,1
8,95 (s); 9,37 (s); 14,40 (s); 18,76 (s); 92,60

(s) (4P, s) (12F, s)

—57,65 (s); —30,07 (s); 23,47 (s); =2,32  _36.59 581
11,95 (s); 9,34 (s); 14,36 (s); 18,72 (s); 92,51 ’ ’

(s) (4P, s) (12F, s)

ligandu DOTP™ (charakterizace spekter uvedeny v Tabulce 4.1) je patrné, Ze v bazické
oblasti dochazi k deprotonizaci ligandu, coz se ovsem u komplexti nedéje. Ve spektrech
komplexii nebyly ani

pendantniho ramene v kyselém prostiedi ¢i ptipadné zmény izomeru.

vody, kterd by mohla byt koordinovana pfimo na ion lanthanoidu; kdyby se tomu délo,
byly by opét patrné zmény v chemickych posunech, které ov§em pozorovany nebyly.
Tento fakt naznaduje, e v komplexu [Eu"'(dotp'™)]™ neni piimo koordinovana molekula

vody. K potvrzeni ¢i vyvraceni této domnénky byly zvoleny luminiscen¢ni studie a

vypodet hydrataéniho &isla q u komplexu [Eu"'(dotp™)]".
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Pfi porovnani NMR titraci komplext [Eu"'(dotp™)] a [Yb"'(dotp™)] a volného

patrné zmény chemickych posuni vlivem protonizace

Ze spekter komplexu [Eu"'(dotp™)]” neni ani patrnd pripadna deprotonizace



4.3.1 Stanoveni hydratacniho ¢isla g

Hydratac¢ni ¢islo g oznacuje pocet molekul vody, které jsou pfimo koordinovany
na ion lanthanoidu v tzv. "vnitrni koordinacni sfére".
K ur€eni hydratacniho ¢isla q bylo pouzito méfeni stanoveni doby Zivota

excitovaného stavu iontu Eu"' v komplexu [Eu"'(dotp™)]” v H,O a D,O a nésledny

vypocet vztahem (10)[33]:

q = A(ku,0 — kp,o0) (20)

kde A je konstanta urCujici sensitivitu iontu k tlumeni vibraci OH oscilatoru (pro Eu
rovno 0,525 ms'l) a k je prevracena hodnota doby excitovaného zivota iontu v H,O a
v D,0.

Pfi stanoveni doby Zivota excitovaného stavu komplexu [Eu"(dotp™)] v H,O a
D,O byla pouzita vinovd délka 395 nm pro excitaci a vlnova délka 595 nm pro

v komplexu [Eu"'(dotp™)]

sledovani emise. Doba zivota excitované¢ho stavu Eu
v H,0 byla stanovena na 1,080 ms, v D0 na 2,360 ms. Za pouziti vztahu (10) bylo tedy
hydratacni ¢islo q stanoveno na 0,5. Z toho lze usuzovat, ze ke koordinaci vody bud’
nedochéazi a vliv OH oscilatoru na dobu Zivota excitovaného stavu je zprostfedkovan
na vétsi vzdalenost, podobné jako bylo prokazano pro Eu''-komplexy série ligandi typu

DOTPR [34] nebo v roztoku existuje rovnovaha hydratovaného komplexu

[Eu"(dotp'™)(H,0)]” a nehydratovaného komplexu [Eu"'(dotp™)]".

4.3.2 Struktura komplexi [Ln'"(dotp™)]” ve vodném roztoku

"(dota)]” obsahuji dv& chiralni centra, tak se

PonévadZz komplexy typu [Ln
vyskytuji ve dvou diastereoizomernich formach. Jedno ze zdroji chirality je péti¢lenny
chelatovy cyklus Ln""-N—CH,—CH,—N, ktery miize byt v konformaci & nebo A, druhym
zdrojem chirality jsou pendantni ramena, které se pii koordinaci mohou "zatocit" dvéma
zpusoby — A a A. Existuji tedy 4 izomerni formy komplexii tohoto druhu, které tvofi
dva enantiomerni pary diastereoizomertt — A3303/AAMAL & AMAA/ASSSS. Tyto pary
diastereoizomert se li§i vzajemnou rotaci rovin obsahujici Ng a O4, coz vede ke dvéma
uspofadanim - SA (z angl. "square-antiprismatic", torzni thel vétsi nez 35°, tvotfeno

izomery AAMANASS35) a TSA (z angl. "twisted-square-antiprismatic", torzni thel
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mensi nez 30°, tvofen izomery A8838/AAMA). U komplexi typu [Ln'"(dotp)]® a
[Ln"(dotp™)]” byly pozorovany vyhradn& izomery s TSA usporadanim. [6][35-37]
Dal§im zdrojem izomerie je u komplexi [Ln"'(dotp®)]” s fosfindtovym

pendantnim ramenem atom fosforu, ktery je prochiralni a koordinaci k Ln" vznika

moznost usporadani R a S. Pro TSA uspotadani je teoreticky mozno 6 izomert: RRRR,
RRRS, RRSS, RSRS, RSSS a SSSS.[34-36]

U SA i TSA uspotadani "tr¢i" jeden typ vodikovych atomi makrocyklu pod ion
lanthanoidu, coz zasadné ovlivituje jeho chemicky posun v NMR spektru; tento tzv.
"axidlni vodik" ma svij specificky chemicky posun v zavislosti na pouzitém
lanthanoidu, ale také na uspofadani, zda se jedna o SA nebo TSA, napt. pro komplexy
Eu" miva tento axialni vodik obvykle posun cca 15-25 ppm pro TSA uspoiadani,
25—35 ppm pro uspofadani SA. V zavislosti na posunu tohoto axidlniho vodiku se da
také urcit, zda komplex zaujima SA ¢i TSA uspotadani.[37]

K charakterizaci a rozboru struktury komplexd [Ln"'(dotp™)]” ve vodném
prostiedi byla naméfena 'H, *°F a *'P NMR spektra pii 25 °C a 37 °C. Charakterizace
komplext pii 25 °C je uvedena v Tabulce 3.3 v kap. 3.3.4, signaly "axialniho vodiku"
jsou zvyraznény tucné. Na zdklad¢ poctu signdlu je jasné, ze v roztoku je pfitomen
pouze jedno izomerni uspotfadani, pficemz z porovnani chemickych posund signalt
axidlnich vodiki s chemickymi posuny publikovanymi v literatufe je ziejmé, Ze se jedna
o TSA uspoiadani.[34][37]

V ¥p NMR spektrech je u vSech komplexi patrny pouze jeden signdl,
s vyjimkou komplext [Nd"'(dotp™)] a [Tb"'(dotp™)]”, kde v namé&feném spektru
nebyl patrny signél Zadny. V r NMR spektrech byl pozorovéan vzdy jeden dominantni
signdl s intenzitou vétsi nez 90 %, mnoZstvi minoritnich signald bylo proménlivé
od jednoho po &tyfi, coz dokazuje, ze v roztoku je jeden dominantni diastereoizomerni
par, ktery ma stejné uspofadéani na viech atomech fosforu, tj. komplexy [Ln"'(dotp™)]
zaujimaji v roztoku pouze jedno usporadani odpovidajici jednomu z diastereo-
izomernich pard enantiomerd — RRRR-A-AAAA (+SSSS-A-6668) nebo RRRR-A-6666
(+SSSS-A-AAL); to koresponduje i se spektry *H NMR, kde u viech komplexi bylo

nalezeno pravé 8 signalti odpovidajici jednomu izomernimu paru.
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4.3.3 Relaxaéni ¢asy T; komplexii [Ln'""'(dotp™)]”

Byly naméfeny relaxacni casy T; volného ligandu DOTP™ a komplext

[Ln""(dotp'™)]". Nam&Fené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 4.4.

Tabulka 4.4: Relaxacni Sasy Ty ligandu DOTP™ a komplexi [Ln"'(dotp™)]™ (282,187 MHz, D,0)

Latka T, relaxaéni Gas °F pfi 25 °C [s] T relaxaéni Gas °F pii 37 °C [s]

DOTP™ 1,30+0,03 1,66+0,02
[La"'(dotp™)] 0,97+0,04 1,20+0,05
[Ce"(dotp™)]” 0,39+0,010 0,39+0,02
[Pr'"'(dotp™)]” 0,192+0,006 0,217+0,010
[Nd"'(dotp'™)] 0,176+0,006 0,196+0,005
[Sm"!(dotp'™)]” 0,68+0,03 0,88+0,03
[Eu"(dotp™)]” 0,4620,02 0,56+0,02
[Gd"(dotp'™)] 0,0360+0,0010 0,0384+0,0010
[Th"(dotp™™)]” 0,00794+0,00010 0,010520,0002
[Dy"(dotp'™)]” 0,0056:+0,0002 0,0072+0,0002
[Ho"(dotp™)] 0,00713+0,00010 0,0089+:0,0002
[Er''(dotp™)] 0,00811+0,00010 0,0098+0,0002
[Tm"'(dotp'™)] 0,0078+0,0002 0,0088+0,0002
[Yb"(dotp'™)] 0,1010,003 0,107+0,004
[Lu"(dotp™)] 1,03+0,04 1,27+0,03

Z Tabulky 4.4 je patrné, Ze nejvétsi zkraceni relaxacniho ¢asu Ty jader °F doslo
u komplext Tb", Dy'", Ho" Er'' a Tm", kdy zkraceni relaxa¢niho ¢asu bylo az o 3
fady, cozZ je zcela v souladu s velikosti magnetickych momentl téchto iontt, které jsou
uvedeny v Tabulce 4.5. Snizeni T; relaxacniho ¢asu u komplext s diamagnetickymi

ionty La" a Lu" oproti volnému ligandu lze vysvétlit tim, Ze relaxace atomt fluoru
probihda vice mechanismy, z nichz nékteré se uplatiuji 1 v diamagnetickych

soustavach.[29][30][38]
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Tabulka 4.5: Magnetické momenty lanthanoidt

Lanthaniod Magneticky moment x Lanthaniod Magneticky moment s

[B.M] [B.M.]
La 0 Tb 07
Ce 2,56 Dy 10,6
Pr 3,62 Ho 10,6
Nd 3,68 Er 96
Sm 1,55-1,65 m 76
Eu 3,40-3,51 Yb 45
Gd 7,94 Lu 0
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5. Zavér

V ramci této bakalarské prace se podatilo pripravit latku 3, zcharakterizovat ji
dostupnymi metodami a optimalizovat syntézu. Déle byly pfipraveny dva nové ligandy
L1 a L2 (Obr. 5.1) s obsahem atomt ‘°F ur&ené pro komplexaci trojmocnych ionti
ze skupiny lanthanoidt a zcharakterizovat je dostupnymi metodami.

Byly také pripraveny komplexy [Ln"'(dotp™)]”, které byly charakterizovany.
Pomoci luminiscen¢ni spektroskopie bylo zjisténi hydratacni c¢islo q komplexu
[Eu"(dotp™)]; NMR studiemi byla stanovena pravdépodobna struktura komplex
[Ln"(dotp™)]” ve vodném roztoku. Relaxa¢ni &asy Ti komplexi [Ln"'(dotp™)] a
volného ligandu DOTP'™ potvrdily vyrazné sniZzeni relaxaéniho dasu Ty atomi fluoru
vlivem paramagnetického iontu. Piipravené latky tedy maji velky potencial pro pouziti

v F MRI a budou v tomto sméru dale studovany.

FiC
3 ﬁ//()

HO—R,
HOOC N >
/\P/\ / \
/S \V FC” 1 N N
/N N OH
HOOC [ j
OH
N N i FFa N /N\/FI’ o
R ( %
0 _P—OH
COOH 0~
CF,
L1 L2

Obr. 5.1: Nové ligandy pfipravené v ramci této bakalarské prace
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7. Seznam pouzitych zkratek

CA

CT
cyklen
DCM
DIPEA

DO3A

DO3AP!e

DOTA

DOTP'e

DTPA

EDTA
EtOH
HMDS
IPAV
MeCN
MeOH
MRI
NMR
PET

R

contrast agent (kontrastni latka)

computed tomography (pocitacova tomografie)
1,4,7,10-tetraazacyklododekan

dichlormethan

ethyldiisopropylamin
1,4,7-tris(karboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan
(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova kyselina)

1,4,7,10-tetraazacyklododeka-1,4,7-trioctova-10-
methyl(trifluorethyl)fosfinova kyselina

1,4,7,10-tetrakis(karboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan
(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina)

1,4,7,10-tetraazacyklododeka-1,4,7,10-
tetrakis[methyl(trifluorethyl)fosfinova kyselina]

3,6,9-tris(karboxymethyl)-3,6,9-triazaundekandiova kyselina
(1,1,4,7,7-diethylentriaminpentaoctova kyselina)
ethylendiamintetraoctova kyselina

ethanol

hexamethyldisilazan (bis(trimethylsilyl)amin)

ipropanol/konc. ag. amoniak/voda (iPrOH/konc. aq. NH3/H,0)
acetonitril

methanol

magnetic resonance imaging (tomografie magnetické rezonance)
nuclear magnetic resonance (nuklearni magneticka rezonance)
positron emission tomography (pozitronova emisni tomografie)

reten¢ni faktor
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SPECT single-photon emission tomography (jednofotonova emisni tomografic)

tBu tercialni butyl

TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TMS tetramethylsilan

TLC thin layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)
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