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1. Uvod

1.1 Molekularni zobrazovani

Molekularni zobrazovani je soubor neinvazivnich zobrazovacich metod v diagnos-
tické mediciné. Mezi nejéastéjsi metody patii magneticka rezonance (MRI), poci-
tacova tomografie (CT), jednofotonova emisni tomografie (SPECT) a pozitronova
emisni tomografie (PET). Posledni dvé zminované spadaji do radiomedicinského
odvétvi. Pro kazdy typ z téchto vySetfovacich metod je potieba jiného zdroje
zareni.

SPECT vyuziva v-jaderného rozpadu nestabilnich izotopi, pti kterém dochazi
k uvolnéni energie ve formé v-zareni. Scintilacni kamery toto zafeni o pfesné
dané energii detekuji a pomoci prislusného softwaru je nasledné vytvoren 2D ¢i
3D snimek (v zavislosti na pouzitém zafizeni). Nejc¢asté&ji pouzivany radionuklid
pro tuto metodu je izotop ?™Tec. Ten vznikd reakci z matetského jadra %Mo
f~-rozpadem a sam piechazi na izotop *Tc [1]. D&j se da shrnout reakei

PMo — L 9mpe T, 997 , (1.1)
T/, =67 hod T /=6 hod

kde Ti znaci polocas rozpadu.

PET oproti SPECT vyuziva jader nestabilnich izotopt, které se pfeménuji po-
moci BT-rozpadu. Tyto izotopy, tzv. S1-zafice produkuji pozitrony. Tento rozpad
lze zapsat nésledujici obecnou reakci

X — A e v, (1.2)

kde /%X je zanikajici izotop, ZjY izotop vznikajici, e™ znac¢i pozitron a v, elek-
tronové neutrino. Samotné jaderné preména je dana reakci

}p — én—l—e++ye , (1.3)

1p je rozpadajici se proton a §n vznikly neutron.

Poté, co vyzareny pozitron ztrati ¢ast své energie srazkami s dalsimi ¢astice-
mi, anihiluje s elektronem a vznikaji dva fotony o energii 511keV. Tyto fotony
vylétavaji z mista anihilice vii¢i sobé pod thlem 180° [2]. Schéma tohoto dé&je je
znazornéno na obrazku 1.1.

Vhodné rozmisténé detektory mohou detekovat fotony letici v opacném sméru.
Nasledné jsou tyto signaly prevedeny na snimky. Za soucasné vzniklé fotony jsou
povazovany takové, které detektor zachyti v rozmezi maximélné 15ns. Mnozstvi
kinetické energie, kterou pozitron pred anihilaci ztrati, je tmérné stfedni energii
téchto castic a zodpovida za kvalitu rozliSeni snimki. Cim delsf drahu pozitron
urazi od mista svého vzniku (jadro S7-zarice), tim nepfesnéjsi je nasledné urceni
mista polohy pozorované latky |[3].

V soucasné dobé je v lékarstvi pro PET nejhojnéji pouZivan izotop fluoru 8F
s polo¢asem rozpadu necelé dvé hodiny (71, = 109,8 min) [5, 6]. Nejvétsi vyuziti
nachazi derivat glukozy 2-['*F|fluoro-2-deoxyglukoze (®F-FDG). Tento relativné
kratky polocas rozpadu piinasi jak vyhody, tak nevyhody. Vyhodou je rychly
zanik zarice v téle pacienta a snimani lze provadét kratce po podani kontrastni
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Obrazek 1.1: Schéma anihilace pozitronu s elektronem za vzniku dvou ~-paprsku
svirajicich thel 180°. Obréazek prevzat z [4].

latky. Pomoci izotopu ®F ovSem nelze pozorovat dlouhodobou distribuci latek
v organismu, napiiklad v fadu dni. Navic je tato metoda tkanové nespecificka,
tudiz nelze podle odbéru ¥ F-FDG v organismu usuzovat na konkétni typ bunék.
Alternativou této nespecifické metody mtze byt metoda immuno-PET |2, 6, 7, §].

Pro usnadnéni spravné interpretace snimkii se metoda PET ¢asto kombinuje
s po¢itacovou tomografii (CT) nebo magnetickou rezonanci (MRI). V dnesni dobé
je vice jak 90 % vsech PET scanert typu PET/CT. Zafizeni pro PET/MRI je
moznost pouzivanych elektronickych komponent. Ptesto jiz i takové stroje byly
sestrojeny |[6].

1.2 Immuno-PET

V poslednich letech patii pozornost mimo jiné také immuno-pozitronové emisni
tomografii (smmuno-PET), nové se rozvijejici diagnostické metodé zlepsujici cha-
rakterizaci nalezenych nadort. Tato metoda kombinuje vysokou citlivost a vysoké
rozliSeni PET a specifitu monoklonnich protildtek (mAb) [6].

Pii této metodd jsou snimény ST-zafice vazané na mAb, které vykazuji vyso-
kou specifitu a afinitu k tkani urcitého typu. Jejich pomoci lze znacit kontrétni
bunky a lokalizovat jejich vyskyt. Pro jejich spravnou a dostate¢nou distribuci
v organismu pacienta je potieba ¢as v fadu dni [9]. Tato doba se oznacuje za bio-
logickyj polocas a byva vétsinou 2-3 dny. Jak je vidét, izotop ®F s polocasem
rozpadu v fadu hodin je pro toto pouziti naprosto nevhodny, nebot jiz za jeden
den se rozpadne vice jako 99,98 % jeho jader. Pii volbé jiného vhodného S7-zarice
je potfeba hledat mezi jadry, jejichz polocas rozpadu je mnohem delsi. V idealnim
pripadé by se mél priblizné shodovat s biologickym poloc¢asem pouzité mAb.

Diagnostické zafizeni pro immuno-PET je totozné se zafizenim pro bézna
PET vySetieni [9]. Kontrastni latka byva slozena Casto ze tii ¢asti: ze samotné
mAb, pozitronového zarice a spojky zajistujici navazani predchozich dvou ¢asti
dohromady do stabilni slouc¢eniny. Jelikoz vétsina vhodnych zari¢u byva vétsinou
kationt kovu, je vhodnou spojkou organicky ligand, ktery bude s kationtem tvorit



stabilni komplex a ktery bude soucasné schopny vazat se na proteinové Casti
mADb [10]. Schématické znazornéni monoklonni protilatky znacené izotopem 39Zr
s ligandem desferrioxaminem B je na obrazku 1.2. K podani kontrastni latky
dochéazi nitrozilné. Sniméni byvéa provedeno 2-3 dny od tohoto okamziku.
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Obréazek 1.2: Schématické znézornéni monoklonni protilatky znacené izotopem
897r s ligandem desferrioxaminem B. Obrazek pievzat z [10).

1.2.1 Vhodné pozitronové zarice pro immuno-PET

Aby byl pozitronovy zaric vhodny pro pouziti v immuno-PET, musi spliiovat
nékolik pozadavki. Musi mit vhodné rozpadové vlastnosti, jeho produkce musi
byt snadna a levna a musi se jednodusse, G¢inné a stabilné vazat na mAb [3, 6].
Dale je potieba také uvazovat transport rozpadajiciho se pozitronového zarice
od jeho zdroje, nejcastéji malého cyklotronu, do prislusné lékarské instituce.

Doba potiebna na spravnou distribuci mAb v organismu je obvykle 2-4 dny,
poloc¢as rozpadu vhodného radionuklidu musi byt srovnatelny [2|. Pokud by byl
pouzit zari¢ s kratkym polocasem rozpadu a snimani by bylo provedeno po dobé
krat$i, nez je biologicky polocas dané mAb, snimky by mély velmi Spatny pomeér
intenzit nadorové a zdravé tkdné. Navic by ziskana data neobsahovala informaci
o distribuci mAb.

Shrnutim uvedenych pozadavkt dostavame nékolik vhodnych f7-zarictu. V ta-
bulce 1.1 jsou uvedeny piiklady moznych radioizotopi véetné jejich zakladnich
vlastnosti. Radionuklidy %Ga & '8F s kratsim polocasem rozpadu (do 2 hodin)
jsou vhodné pro pouziti pouze s mensimi fragmenty mAb [2, 6]. Ty potfebuji
na dostatecnou distribuci po organismu pouze piiblizné 2-6 hodin. Déle Zijici ra-
dionuklidy #7Zr a 241 se hodi pro pouZiti v kombinaci s nepozménénymi mAb.
Jejich dlouhy polocasu rozpadu umoznuje provést snimani po dobé dostatecné
k ziskdni maximalniho mnozstvi informace o spravné distribuci mAb. Dalsi vy-
hodou délé zijicich radionuklida je usnadnéni jejich transportu. Jejich hlavni ne-
vyhodou je vétsi davka radiace. Tento problém vsak mize byt vyreSen pomoci
citlivéjsich detektori umoznujici pouziti mensi davky kontrastni latky.

7 radioizotopt uvedenych v tabulce 1.1 je vyuzivana %*Cu, popi. %Y, pii kli-
nickych testech na hlodavcich [3, 11]. Pro jejich mensi organismus je totiz biolo-



Pozitronivy Ty, Max. energie | Dolet
Z&T1¢ Produkee [hod] | pozitronu [keV]| | [mm]
®BGa BGe/%Ga generator | 1,13 1899 2.4

B0 (p, n)*F
18 )
F 20N e ) 5T 1,83 634 0,7
%INi(d, 2n)%Cu
64 )
Cu il O | 127 653 0,7
1221
86 86 86
Y Sr(p,n)%Y 14,7 1545 1,8
As(*He2n)®Br Sg(l)
76
Br ) . 16,2 4280 5.3
Se(p,n)°Br 2041
897r Y (p,n)*Zr 78,4 897 1,0
e (p, 1) 21
1241 2Te(d, 2n)' 2T | 100,3 1535 2.3
125Te(p, 2n) 121 2138

Tabulka 1.1: Pozitronové zarice zkoumané pro vyuziti v immuno-PET a je-
jich vlastnosti. Dolet znaci vzdalenost mezi mistem vzniku pozitronu (poloha
[t-zarife) a mistem anihilace s elektronem.

gicky polo¢as mAb priblizné pul dne, proto lze tyto rychleji se rozpadajici jadra
v téchto pripadech aplikovat. Pro lidsky organismus je vSak tento poloc¢as rozpadu
prilis kratky:.

Z radioizotopti s delsim polo¢asem rozpadu jsou vhodné 39Zr a 1241 s polo¢asem
rozpadu priblizné 3 dny, resp. 4 dny. Z téchto dvou jader mé vhodnéjsi vlastnosti
897r. Maximaln{ st¥edni energie vylétavajich pozitront (897keV vs. 1535keV,
resp. 2138 keV) zapiicini jejich mensi dolet a tim lepsi kvalitu snimki [3]|. Navic
radioizotop 1?4 podléhajici elektronovému zachytu, S i v-rozpadu , vyzatfuje
fotony o riznych energiich (693keV (63 %), 1691keV (11%), 723keV (10 %)) [3,
12]. To muze vést ke zvySeni Sumu na pozadi a tento radioizotop tedy poskytuje
snimky s horsi kvalitou.

1.3 Radioizotop 3Zr

Jak jiz bylo fefeno diive, radioizotop zirkonia 8°Zr se jevi jako velmi vhodny
pro znaceni monoklonnich protilatek pouzivanych v immuno-pozitronové emisni
tomografii.

Izotop 9Zr podléha z 23 % +-rozpadu a zbylych 77 % jader podléha elektro-
novému zachytu. Obéma zpisoby piechézi na nestabilni izotop ™Y, ktery témér
okamzité vyzaii y-paprsek a prejde na stabilni izotop ®7Y. Schéma tohoto d&je
je na obrazku 1.3. Energie y-paprski 909keV je dost odlisna od detekovanych
511keV a nedochazi tedy ke zhorseni kvality snimku [3] .

Radioizotop 3Zr je moZno ziskat ostfelovinim izotopu yttria protony v niz-
koenergetickém cyklotronu. Dgj lze zapsat jadernou reakei 8Y(p,n)®Zr. Dalsi
moznou metodou je reakce %Y (d, 2n)%Zr, ktera se v praxi nepouziva [13, 14].



t1 = 78,1 hod
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Obrazek 1.3: Schéma rozpadu radioizotopu 39Zr.

P1i ostfelovani yttria protony muze dochézet i k vedlejsi nezadoucim reakcim
Y (p, 2n)7Zr ¢i 39Y(d, 3n)®Zr. Bylo ukizano [15], Ze p¥i pouZiti paprskii proto-
ni o energii vétsi nez 14 MeV jsou tyto déje minimalizovany a z uvedenych reakci
probiha témér vyhradné reakce %Y (p, n)®Zr.

Vyhodou piipravy radioizotopu 8Zr je i komeréni dostupnost a nizka cena po-
uzivanych desticek z Y. Diky 100 % izotopovému zastoupeni yttria neni potieba

Vil wivs

1.4 Koordinac¢ni slouc¢eniny zirkonia

Diky vlastnostem zminénym diive, je zirkonium velmi vhodnym kandidatem
pro znateni mAb. Pro pouziti za podminek in vivo musi byt kationt Zr*" vazan
v molekule a nesmi dochéazet k jeho uvoliiovani. Nejen, ze by doslo ke zkresleni
informace o biodistribuci pouzité protilatky, zaroven by dochéazelo k usazovani
volnych zirkonicitych kationtii v kostni tkani [3, 10]. Je tedy nutné kationt Zr*"
stabilizovat vhodnym ligandem, se kterym bude tvofit stabilni komplex a sou-
¢asné bude schopen se vazat k mAb. Abychom takovy ligand nalezli, je potfeba
poznat chemické vlastnosti zirkonia a jeho sloucenin.

Elektronova konfigurace zirkonia v zakladnim stavu je [Kr|5s%4d?, jeho nej-
stabilnéjsi oxidac¢ni stav je 4+. Kationt Zr'" je relativné velky, vysoce nabity
a preferuje koordinacni ¢islo 8. Jako ,tvrdy*“ kationt (dle rozdéleni Pearsonova
konceptu kyselin a bazi) bude upfednostiiovat kyslikové ligandy.

Ve vodném prostiedi tvori zirkoni¢ité kationty ¢astice vzorce [Zr,(OH) ™Y
v zavislosti na koncentraci a pH. Pii pH mensi nez 0 pfevazuji polynuklearni
castice, v rozmezi pH 0 az 2 dominuji spiSe ¢astice mononuklearni. Pti pH vys$im
nez 2 ovsem klesa rozpustnost a v roztoku se objevuje bila srazenina Zr(OH),.
Obecné lze Fici, Ze rozpustnost oxidi a hydroxidi zirkonia je velmi mala (mensi
nez 107® M) a zavisla na pH roztoku.

P1i hledani vhodného ligandu byly nejprve studoviany bézné pouzivané polya-
minokarboxylové kyseliny jako ethylendiamintetraoctova kyselina (H,EDTA), di-
ethylentriaminpentaoctova kyselina (H;DTPA) a 1,4,7,10-tetraazacyclododekan-
1,4,7,10-tetraoctova kyselina (H;DOTA). Struktury téchto latek jsou na obraz-
ku 1.4. Jak je patrné, prvni zminovana EDTA je pouze hexadentatni (40, 2N),
kdezto dalsi dve jsou oktadentatni (DTPA(50,3N), DOTA(40,4N)). U komplext



zirkonia s ligandem EDTA dochéazi k dosyceni koordina¢ni sféry dalsimi dvé-
ma molekulami rozpoustédla (ve vodném prostiedi molekulami vody za vzniku
¢astice |[Zr(EDTA)(H,0),]|). Tim lze vysvétlit nizsi termodynamickou stabilitu
zirkonic¢itych komplexi s EDTA nez s DTPA |3, §|.

1.4.1 Hydroxamatové ligandy

V dnesni dobé je nejvice rozsifenym ligandem pro kationty Zr*" desferrioxamin B
(DFO) (schéma viz obrazek 1.4), ktery se v klinické praxi pouzivé pro lé¢bu akutni
otravy Zelezem [16].* Tento linearni bifunkéni ligand poskytuje tii hydroxamatové
skupiny schopné koordinovat zirkonicité kationty. Obsahuje také koncovou ami-
noskupinu, jejiz modifikaci lze vazat komplex na prislusnou mAb. Ackoli struktura
DFO s kationty Zr*" v pevném stavu nebyla doposud popséna, lze ligand podle
DFT modelu povazovat za hexadentatni. K dosyceni koordina¢ni sféry kationtu
dochézi koordinaci dvou molekul rozpoustédla [15].

Komplexni slou¢eniny zirkonia s DFO vykazuji dobrou stabilitu [17, 18]. Po 24
hodinach v séru dochézelo k demetalaci pouze z 0,2 %, po 7 dnech pak ze 2%.
Tyto hodnoty ovSem piislusi pouze komplexu [Zr(DFO)(H,0),|, po jeho navazani
k mAD se chovani kationtt Zr*" za podminek in vivo lisi v zavislosti na konkrétni
mAD [3]. Dale tento komplex vykazuje pomérné rychlé a piimé vylucovani z or-
ganismu ve srovnani s komplexy s jinymi ligandy. Slouceniny Zr-oxalat, Zr-citrét
i Zr-chlorid podléhaji rozpadu snadnéji nez Zr-DFO a lze pozorovat piitomnost
zirkonic¢itych kationtd hlavné v kostni tkani, ¢imz se jejich vylucovani komplikuje
a prodluzuje.

Koncova primarni aminoskupina na DFO poskytuje moznost modifikace a né-
sledné navazani komplexu na lysinové zbytky monoklonnich protilatek. Nejpo-
uzivanéjsi metodou je tprava aminoskupiny DFO na 2,3,5,6-tetrafluorofenol- V-
sukcinyldesferrioxamin (FTP-N-Suc-DFO), viz obrazek 1.5. Schéma reakéniho
postupu pii piipravé mAb s DFO a %Zr je zobrazen na obrazku 1.6. Tento po-
stup zahrnuje celkem pét kroki, DFO je nejprve prodlouzeny o linearni fetézec
pomoci sukcinanhydridu a docasné zakomplexovan zelezitymi kationty. Poté se
aktivuje reakci s 2,3,5,6-tetrafluorfenolem a navize se na aminoskupinu lysinu
protilatky. Nasledné transchelataci s EDTA je uvolnén ligand (vazany k mAb),
ze kterého je pripraven zirkoni¢ity komplex [3].

*Desferrioxamin pro chelataci ionti Zeleza je komer¢né dostupny pod nazvem Desferal (DF).
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Obrazek 1.4: Struktury ligandi: desferrioxamin B - H;DFO, kyselina ethylendia-
mintetraoctova - HyEDTA, kyselina diethylentriaminpentaoctovéa - HDTPA a ky-
selina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina - H;DOTA.
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Obréazek 1.5: Derivaty DFO pouzivané k navazani na aminovou skupinu lysinu,
u TFP-N-Suc-DFO-Fe jsou hydroxamové skupiny chranény komplexaci s kation-
tem Fe".
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Obrazek 1.6: Schéma postupu piipravy monoklonnich protilatek znacenych kati-
onty Zr*" s desferrioxaminem B. V pribéhu reakce je potieba DFO docasné
blokovat kationtem Fe*", k jeho uvolnéni dochézi transchelataci s EDTA. TFP
znaci 2,3,5,6-tetrafluorfenol.

Pro zjednoduseni vyse uvedeného postupu byla navrzena metoda vyuzivaji-
ci p-isothiokyanatobenzyl-desferrioxamin (DFO-Bz-NCS). Ackoli lze tento chelat
navazat na aminovou skupinu lysinu v jednom kroku, nerozpustnost prekurzo-
ru ve vodé tento piistup velmi komplikuje [3|. Zpisob navéazani DFO k mAb
ovliviiuje nejen ucinost syntézy, ale také muze mit efekt na naslednou biodis-
tribuci. Limitujici je také vybér mista navazani v piripadé, kdy se lysinovy zby-
tek nachazi pobliz (popf. uvnit¥) ¢asti protilatky, ktera je zodpovédna za vazani
v cilové tkéni. Chelat muze s touto oblasti mAb interagovat, ¢imz dojde k po-
klesu imunoreaktivity. Tomuto nezadoucimu jevu lze zabranit vyuzitim thiolo-
vych zbytku z cysteinovych skupin mAb k navazani. Pfi tomto procesu se vyuzi-
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vaji bromoacetamido-desferrioxamin (DFO-Bac), jodoacetamido-desferrioxamin
(DFO-Iac) nebo maleimidocyclohexyl-desferrioxamin (DFO-Chx-Mal). Schémata
struktur téchto latek jsou na obrazku 1.7.

0 0 0
0
B I
DFOK ' DFO% DFO N \
o
\
0

DFO-Bac DFO-Iac DFO-Chx-Mal

Obrézek 1.7: Derivaty DFO pouzivané k navazani na thiolovou skupinu cysteinu.

Klinické testy ukazuji, Ze slouceniny %°Zr*" kationtt s desferrioxaminem B
mohou byt uzitec¢né v diagnostice nadort i pripadnych metastazi. V urcitych pii-
padech se tato metoda prokézala byt presnéjsi nez pouzivané metody CT ¢i MRI.
Ziskané snimky maji jak dobré rozliseni, tak i pomér intenzit signalu k Sumu.
Nejvhodnéjsi se ukizalo provadét snimkovani pacienta po ¢tyfech az péti dnech
po aplikaci radiofarmaka. Dle klinickych studii se vysledky ziskané z immuno-
PET shoduji s vysledky ziskanymi CT i MRI [3]. Ve srovnani s jinymi pouziva-
nymi radionuklidy (napiifklad *'In) je oviem potieba vétsi davky radiace, coZ
tuto metodu pomérné limituje. Resenfm by mohla byt kombinace PET s dalsi-
mi metodami, napiiklad PET/CT, které vedou k vyssi kvalité snimku i s nizsi
davkou radioaktivni latky. Dalsi moznosti je také pouziti modernéjsich stroju
pii diagnostice [10].

Pres vSechny zminéné klady neni desferrioxamin B idealnim ligandem pro po-
uziti se zirkoni¢itymi kationty za podminek n vivo. Dvé volnéa koordina¢ni mista,
které DFO na zirkoni¢itém kationu ponechavé, jsou zodpovédna za nestabilitu
tohoto komplexu za podminek in wvivo. Kvili nim nastédva navazani do kostni
tkané. Vhodny ligand pro ionty Zr*"™ by mél obsahovat tvrdé donorové atomy,
byt oktadentatni a soucasné, pro snadné vazani na mAb, i bifunkéni. Diky témto
vlastnostem by nedochézelo k rozpadu komplexu za podminek in vivo a k nésled-
nému usazovani volnych zirkonic¢itych kationtt v kostech pacienta.

Vysoka ¢etnost studii a testii zirkonic¢itym komplext s DFO vedla k hlub§imu
studiu chovani zirkonic¢itého kationu s hydroxamovymi kyselinami. Jak bylo fece-
no vyse, DFO poskytuje tfi hydroxamétové skupiny a dle DFT vypoc¢tu dochézi
k dosyceni koordina¢ni sféry kationtu koordinaci rozpoustédla.

K porozuméni chovani kationtt **Zr s hydroxomovymi kyselinami byly zkou-
méany komplexy zirkonic¢itych kationi s acetohydroxamovou a N-methyl aceto-
hydroxamovou kyselinou [19] (obrazek 1.8). Prvni zminéna latka slouzi jako mo-
del chovani volné kyseliny, druha se vice podobéa hydroxamatové skupiné vazané
v DFO. Byly ziskdny struktury komplexii obou téchto latek v pevném stavu,
které potvrzuji koordinaci ¢tyt molekul ligandu na zirkonicity kationt. Pii stu-
diu stability téchto komplexti bylo ovSem ukézano, Zze v piipadé substituované
hydroxamové kyseliny dochéazi k tvorbé komplexu pouze z 20 %, v piipadé volné
kyseliny pouze z necelych 4 % [19]. Za stejnych experimentélnich podminek vsak
DFO komplexuje kationty Zr*" kvantitativné. Lze tedy usuzovat na silny vliv
preorganizace molekuly ligandu.
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Obrazek 1.8: Struktury acetohydroxamové a N-methyl acetohydroxamové kyse-
liny.

1.4.2 Nové ligandové systémy pro kationt 39Zr*"

V priibéhu poslednich nékolika let se mnoho vyzkumnych skupin zabyvéa ptipravou
nového bifunkéniho ligandu pro komplexaci zirkonicitych kationtt, ktery by mohl
nahradit nejcastéji pouzivany desferrioxamin B [20]. V nésledujicich odstavcich
uvedeme strucny pirehled téchto ligandii.

Linearni a cyklicky tetrahydroxamatovy chelator

V navaznosti na predchozi studie [19], podle kterych tvori zirkoni¢ité kationy
stalé komplexni slouceniny se ¢tyimi hydroxamovymi kyselinami, byly navrzeny
ligandy praveé se ¢tyimi témito skupinami [20]. Bylo pfipraveno vice chelatujicich
latek a to jak linearnich, tak makrocyklickych. Jejich obecné struktury jsou na ob-
razku 1.9. Postupnym prodluzovanim alkylového fetézce mezi hydroxaméatovymi
skupinami, od péti atomu uhlikii do sedmi, vznikaji u cyklickych molekul kruhy
s ruznou velikosti pomyslného priméru . Lze tedy vysledovat jaka velikost kruhu
je nejvhodnéjsi pro zirkonicity kation.

Vznik komplext ligandt L5-L7 a C5-C7 se kationty Zr*" byl zkouman pii pH 7,
pro porovnéani byl do test zaclenén i DFO. Ten se ukazal jako nejrychleji kom-
plexujici (ke kvantitativnimu navazani dochazelo do 20 minut), ligandy C7, L6
a L7 ovSem také koordinovaly kationty z vice nez 99 % do dvou hodin. U ligan-
di s kratsimi fetézci probihala komplexace velmi pomalu i za vysokych teplot.
Koordina¢ni slouceniny s ligandy C7, L6 a L7 vysly soucasné ze studii jako nej-
stabilnéjsi z termodynamického hlediska.

Pro urceni kinetické stability téchto komplext byly roztoky komplext smiché-
ny s roztokem EDTA (pfiblizne 2000x nadbytek). Opét bylo ukézano, Ze u liganda
s kratsim fetézcem dochazi k tranchelataci rychleji nez u téch s delsi fetézcem.
Komplexy s ligandy L7 a C7 vykazuji dokonce vyssi stabilitu nez ten s DFO.
Lze tedy dojit k zavéru, ze pokud maji cyklické ligandy dostatecné velky kruh,
vhodny pro polomér zirkonic¢itého kationtu, tvoii velmi stalé a inertni slouc¢eniny.

Oktadentatni analog desferrioxaminu B

Dalsim navrzenym ligandem pro koordinaci kationtt Zr*" je oktadentétni analog
DFO. Linearni retézec DFO je mozné rozsit o fetézec nesouci dalsi hydroxama-
tovou skupinu schopnou koordinace na zbyvajici volna koordina¢ni mista zirkoni-
¢itého kationtu. Mezi takovéto latky patif DFO* a DFO"—COOH, jejichz struk-
tura je na obrazku 1.10. Vyhodou bifunkéntho ligandu DFO’—COOH je koncové
karboxylova skupina, pomoci které je mozna konjungace s volnymi aminovymi
skupinami biomolekul prostfednictvim peptidické vazby [21].
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Obrazek 1.9: Schéma struktury linearnich Ln (L5-L7) a cyklickych Cn (C5-C7)
tetrahydroxamétovych ligandi.

Podarilo se ziskat komplexy téchto ligandt se zirkoni¢itymi kationty v pomeé-
ru L:M 1:1. Dale byl ligand DFO"—COOH navazan na peptid bombesin. Ackoli
tento kratky peptidicky fetézec s biologickym polo¢asem v fadu minut az hodin
nen{ pifli§ kompatibilni s polo¢asem rozpadu %Zr (78,4 hod), lze jej pouZit jako
model pro zkoumani komplexace a transchelatace se zirkoni¢itymi kationty.! Ja-
ko kontrolni latka byl vybran ligand DFO-p-SCN, ktery byl navazan na stejny
peptidovy Tetézec. U obou téchto ligandi dochéazelo ke kvantitativni komplexaci
za piiblizné stejnou dobu (do 2 hodin).

Déle byla zkoumana kompetitivni transchelatace s DFO. Dle predpokladani
se ukazalo, ze komplex DFO"—COOH konjungatu je znatelné stabilngjsi nez kon-
trolni DFO-p-SCN konjungét. Transchelatace z DFO"—COOH na DFO nebyla
prakticky pozorovéana.

tTento peptid je v souasné dobé& zkouman pro ucely nadorového zobrazovani v piipadech
rakoviny prostaty, prsu a plic.
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Obréazek 1.10: Schéma struktury modifikovaného desferrioxamin B rozsifeného o
fetézec nesouci dalsi hydroxamétovou skupinu (DFO*) a jeho bifunkéni analog
s koncovou karboxylovou skupinou (DFO'—COOH).

Di-makrocyklické tereftalamidové ligandy

Dalsimi pfipravenymi ligandy pro kation Zr*" jsou dva regioisomery obsahuji-
cif kazdy ¢tyfti tereftalamidové jednotky propojené do di-makrocyklické molekuly
[22]. Struktura téchto ligandu je znazornéna na obrazku 1.11. Oba tyto ligandy
jsou oktadentatni a jejich bifunkcénost je zajisténa pridanym linearni bo¢nim ra-
menem nesoucim koncovou primarni aminovou skupinu. Oba isomery komplexuji
kationt Zr*" v poméru L:M 1:1.

Podle provedenych radiochemickych studii jsou tyto ligandy srovnatelné s DFO.
P1i pokojové teploté dochazi ke komplexaci do patnacti minut. Za podminek
in vitro po sedmi dnech vykazuji komplexy s tereftalamidovymi ligandy vyssi
stabilitu nez ty s DFO. V lidském séru nebyla transchelatace prakticky pozoro-
vatelna.

Testy komplextii s radionuklidem za podminek in vivo byly provede-
ny na mysich. Porovnanim vysledki ziskanych pro regioisomer 1 a 2 lze dojit
k zavéru, ze regioisomer 1 vykazuje rychlejsi vylucovani ze vSech tkani oproti
regioisomeru 2.

Porovnanim komplexu s regioisomerem 1 s komplexem s DFO se zjistilo, ze
v pripadé krve a kostni tkané je rychlost vylucovani obou latek srovnatelna.
Ovsem v pripadé ledvin a jater se komplex s tereftalamidovym ligandem zadrzuje
vice a vylu¢ovani je pomalejsi.

892r4+
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Obrazek 1.11: Schéma struktury di-makrocyklickych tereftalamidovych ligandi.

Tripodni tris(hydroxypyridonové) ligandy

Hydroxypyridonové ligandy a ligandy nesouci tii tyto skupiny jsou znamy pro svou
schopnost tvofit komplexy s kationty Fe*", AI*" a Ga*". V poslednich letech byly
tyto latky také studovany pro své potencialni uziti pti medicinské aplikaci radioi-
zotopu galia 7Ga*" /%Ga®" [23]. Vzhledem ke své podobnosti s desferrioxaminem
B, ktery tvoii stalé slou¢eniny s kationty Fe3™, Ga®" a predevsim s kationtem Zr*"
byla provedena studie tvorby stalych sloucenin tris(hydroxypyridonovych) ligan-
du také s kationty zirkonia [24]. Jako takové ligandy byly vybrany latky CP256
a YM103, jejichz struktura je zobrazena na obrazku 1.12.

Porovnénim stability téchto ligandi s DFO vyplyva, Ze prostorové preduspo-
radani ligandi CP256 a YM103 neni pfili§ vhodné pro stabilitu komplexii se zir-
konicitymi kationty. Urceni konstant stability hydroxypyridinovych ligandi s kati-
onty Zr*" nebylo dosud provedeno, stejné jako porovnani termodynamické stabi-
lity téchto ligandt s hydroxaméatovymi ligandy. Ukazuje se, ze za laboratornich
podminek dochazi k transchelataci z DFO na CP256 [24].

7 transmetalac¢nich studii s kationty Fe*" vyplyva, Ze hydxopyridonové kom-
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plexy s kationty Zr*" podléhaji vymeéné kovu. Oproti tomu komplex s DFO je
vidi tomuto déji inertni. Vzhledem k uvedenym vlastnostem neni ligand CP256
ani YM103 vhodny pro dalsi studie.

\N \
AN e \N AN
O NH 0H NN
o) OG- NH on

O
V4
O
CP256 YM103

Obrazek 1.12: Schéma struktury tripodnich hydroxy(pyridonovych) liganda
CP256 a YM103.

Hydroxypyridononovy ligand 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)

P1i hledani vhodného designu dalstho ligandu s takovymi vlastnostmi, které by
byly vhodné pro komplexaci zirkonicitych kationti, vysla skupina M. A. Deri z li-
gandit pro selekci aktinoidi, konkrétné latek uréenych pro kationty Pu®™ [25, 26].
Plutonicité kationy vykazuji velmi podobné koordinac¢ni vlastnosti jako zirkonici-
té kationty [27]. Navic jako model pro kationty Pu®" se vyuzivaji kationty Hf*"
(Zr a Hf se nachazeji ve stejné skupiné v periodické tabulce prvkia) [27]. Z fady
ligandu byl vybran ligand 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) (zkracené pouze HOPO), jehoz
struktura je znazornéna na obrazku 1.13. Kostru tohoto ligandu tvoii spermin
(linearni 3,4,3-tetraamin), ke kterému jsou pfipojeny ¢tyii hydroxypyridonové
skupiny. Tyto skupiny poskytuji (tvrdé) kyslikové donory vhodné pro koordinaci
tvrdych kationtu jako je Zr*"

7 rozséhlého vyzkumu vyplyva, ze HOPO komplexuje kationty Zr*" ve vod-
ném prostiedi pii laboratorni teploté kvantitavné do jedné hodiny [25]. Studie
stability ukazuji, ze komplexy kationtii 39Zr*" s HOPO ligandem v lidském séru
pri teploté 37 °C jsou po sedmi dnech stejné stabilni jako ty s DFO. Pti kompeti-
tivni transchelataci s nadbytkem EDTA nedochézi v pripadé komplexi s HOPO
ligandem k vymeéné kationt. Oproti tomu u slou¢enin s DFO je (za urcitych pod-
minek) transchelatace pozorovana i z vice jak 50 %.

Studie za podminek in vivo (na hlodavcich) dokazuji, ze komplexy s DFO se
vylucuji z organismu pouze renélné zatimco u komplexﬁ s HOPO je pozorovéno
né hodiné je mnozstvi vylou¢eného komplexu pro obé latky srovnatelne. Jelikoz
nedochazi k usazovani kationtt v kostni tkéni, lze predpokladat, ze se HOPO
komplex nerozpada.

HOPO komplex 1ze rozsitenim ligandu o p-benzyl-isothiokyanatové pendant-
ni rameno (ligand p-NCS-Bn-HOPO) navazat na protilatku Trastuzumab [28].
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Obrazek 1.13: Struktura ligandu 3,4,3-(LI-1,2-HOPO).

Postup pro navazani p-NCS-Bn skupiny je stejny jako v pfipadé DFO. Takto
znaCend mAb se ukazuje byt srovnatelné stabilni jako mAb s DFO. Za podmi-
nek in vivo je sice akumulace mAb s DFO v nadorové tkani lepsi, ale usazovani
kovu v kostni tkani je v pripadé HOPO ligandu mnohem mensi. Tento fakt na-
znacuje, ze oktadentatni ligand je pro zikronicité kationy vhodnéjsi nez ligand
hexadentatni.
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2. Cil prace

Jak bylo feceno, v posledni dobé je velka pozornost soustiedéna na nalezeni nové-
ho ligandu vhodného pro komplexaci kationtit Zr*". Cilem této prace je pFiprava
a urceni vlastnosti ligandit L1, L2 a L3 a jejich komplext s kationty Zr*". (Neni-li
praveé diskutovano presné slozeni ¢astic, nejsou naboje a protoniza¢ni stav ligan-
da uvadény.) Tyto ligandy obsahuji makrocyklickou kostru, tvofenou cyklickym
tetraaminem cyklenem. Na néj jsou navazana rizna pendantni ramena, schopna
koordinace zirkoni¢itého kationtu. Vsechny tyto koordinujici ramena, maltolova
skupina, HOPO skupina i hydroxamatova skupina, se ukézaly byt schopné koor-
dinace s timto kovem jiz diive, at uz v soucésti vétsi molekuly ¢i samostatné. Nové
makrocyklické ligandy L1, L2 a L3 by diky svému prostorovému preuspoiadéani
mély tvorit stalé komplexy.

Dalsim cilem prace je priprava ligandu L4 se tfemi katecholovymi skupinami.
Tento ligand je znam pro schopnost tvorit komplexni slouc¢eniny s fadou ¢tyimoc-
nych kationtt i trojmocnych kationi kovii, véetné lanthanoidi. Budou studovany
podminky piipravy koordinac¢nich slou¢enin s kationty Zr*" a pro porovnani takeé
s kationty Ga®" a Zn*".

OH
H¢L,

Obrézek 2.1: Struktura ligandu pfipravovanych a zkoumanych v ramci této dip-
lomové praci.
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3. Experimentalni cast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

K pripravé ligandi a jejich komplext byly pouzity komeréné dostupné chemikalie
a rozpoustédla, jednalo se o produkty firem Aldrich, Fluka, Lach-Ner, Lachema,
Linde. Deionizovana voda pouzita pfi syntéze ligandi a komplexi byla pfipra-
vena deionizaci vody systémem ROWAPUR 200/100 (PfF UK). Voda pouzité
pri praci s HPLC a pfi potenciometrické titrace byla pfipravena deionizaci vo-
dy na iontoméni¢ich Milli-QQ (Millipore) na katedfe analytické chemie PT¥F UK
v Praze. Pro praci s HPLC byl pouzit acetonitrii CHROMASOLV® gradient
grade, for HPLC, > 99,9 %, od firmy Aldrich. P#i Flash chromatografii byl pouZit
acetonitril kvality ROTISOLV® min. 99 %, HPLC Gradient Grade.

Bezvoda rozpoustédla byla ziskana z komeréné dostupnych dle literatury [29].

3.2 Metody detekce a charakterizace

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Charakterizace hmostnosti spektrometrii byla provedena na piistoji Bruker ESQI-
RE 3000 s iontovou pasti. Jako metoda ionizace byl pouzit elektrosprej. Byla
ziskdna spektra kladnych (+) i zapornych (—) iontt. Uvadény jsou zde pouze
intenzivni signaly, které se podafilo interpretovat.

Rentgenova strukturni analyza (RTG)

Difrakéni data byla ziskdana pii 150 K (Cryostream Cooler, Oxford Cryosystem)
na piistroji NONIUS KAPPA CCD se zafenim Mo—K,, (A = 0,71073 AA) a byla
analyzovana pomoci programu HKL DENZO. Fazovy problém byl feSen pomoci
programy SIR92, upfesnéni parametri bylo provedeno programem SHELXL97.

Potenciometricka titrace

Potenciometrické titrace byla provedena v nadobé termostatované na 254 0,1° C
pii konstantni iontové sile I(NMe,Cl) = 0,1M v rozmezi pH 2,0-12,0. V priubéhu
méreni byly méfené roztoky udrzovany v atmosfére Ar udrzované konstantnim
prutokem plynu syceného parami roztoku NMe,Cl o iontové sile 0,1 M. Pro méfe-
ni byla pouzita sklenéna elektroda GK2401C. Jako pH-metr byl pouzit piistroj
Radiometer PHM240 napojeny na pocitac. Titrac¢ni roztok byl pridavan auto-
matickou byretou ABU 900 o maximalnim objemu 2 ml. Titrace byla provedena
trikrat s poc¢tem nejméné 50 titracnich bodii.

Jako titra¢ni roztok byl pouzit NMe,OH o koncentraci 0,21859 M. Pocate¢ni
objem titrovaného roztoku se pohyboval okolo 5 ml a byl uréen s presnosti na 3 de-
setinné mista. Koncentrace ligandu v métici nddobce byla pfiblizné 0,004 M.

Protoniza¢ni konstanty ligandu byly vypocteny pomoci programu OPIUM
[30]. Program pouziva k prolozeni experimentalnich bodu kfivkovou funkei neli-
nearni regrese s metodou nejmensich ¢tverci. Hodnoty parametri elektrody byly
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ziskany z kalibra¢ni titrace pouzitim kalibra¢ni funkce

Jp K,
[H*]

E =FEy+ Slog [H"] + Ja[H] + (3.1)

kde Ej je standartni elektrodovy potencial, S je Nernstovskd smérnice, Jy a Jg
jsou koeficienty popisujici kyselou a basickou chybu elektrody a K, je iontovy
souc¢in vody. * Kalibrac¢ni titrace byla provadéna vzdy pred a po kazdé titraci.

Z namétenych dat byly programem urceny celkové rovnovazné konstanty [.
Protoniza¢ni konstanta je definovana dle vztahu

[H, L]

P = W (3.2)

Vztah mezi celkovou konstantou 8 a konsekutivni konstantou pK je pak definovan
jako
pKn = log Bn - log 5(n71)- (33)

Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR)

'H a 13C NMR spektra byla méfena na spektrometrech VNMRS300, AVANCE III
HD 400 a Bruker AVANCE III 600 vybaveném kryosondou. Rezonanéni frekvence
jednotlivych jader jsou uvedena v tabulce 3.1. Pro méteni byly pouzity 5mm
kyvety. Pokud neni uvedeno jinak, byla méfeni provadéna pii 25° C. Hodnoty
chemickych posuni jsou v ppm u 'H uvadény s presnosti na dvé desetinna mista,
u 13C na jedno desetinné misto. Pro mé¥eni byla pouZita deuterovana rozpostédla
D,0O (99,8 %,D, Chemotrade), CDCl;(99,5 %,D, Aldrich) a DMSO-dg (99,5 %,D,
Chemotrade). Referen¢ni standardy jsou uvedeny v tabulce 3.2.

Rezonané¢ni frekvence [MHz|
VNMRS 300 | AVANCE III HD 400 | AVANCE III 600
'H 299,94 399,94 600,17
k'S 75.4 1006 150,01

Meétené jadro

Tabulka 3.1: Méfena jadra a jejich rezonanéni frekvence v spektroskopii NMR.

Rozpoustédlo Chelmlcky posurig[ppm]
H C

D,0(t—BuOH") | 0y = 1,25 | d¢ = 32,0

CDCl, oy =124 6c =172

DMSO—dg oy = 2,50 | 0¢ = 39,5

Tabulka 3.2: Referen¢ni standardy 'H a '3C jader pro pouzivané rozpoustédla.
* Signaly interniho standardu ¢-BuOH.

*Iontovy soucin vody Ky, = 13,81.
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Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokotuc¢inna kapalinova chromatografie byla provedena na analytické koloné C8
ReproSil Gold (5 um, 120 A, 150 x 4,60 mm). Pro analyzu byla pouzita metoda
M1, slozeni mobilnich fazi je uvedeno v tabulce 3.3 a na obrazku 3.1 je zobrazeno
jejich zastoupeni v pribéhu separace.

mobilni smés | sloZzeni mobilni smési

950 ml H,O
A 50ml CH;CN
100zl TFA
50ml 1,0
B 950 ml CH;CN
100 il TFA

Tabulka 3.3: Metoda M1 — sloZeni mobilni¢h smési pouzitych pfi chromatografii.

T T T T
100
A P
B [

80 ;|
S
g
E 60 ;|
g
=
o
g
g 40 .
=
3
2
N

20 ;|

0
| | | |
0 2 4 6 8 10

t [min]

Obrazek 3.1: Metoda M1 — zastoupeni mobilnich smési pri pouziti chromatografie.

Flash chromatografie

Automatizovana flash chromatografie byla providéna na pristroji systému Sepa-
core Biichi s 40 g kolonou DispoPackAT ODS-25 od firmy YMC a spektromet-
rickou detekei pii vinové délce 254 nm. Pro analyzu byla pouzita metoda MI,
slozeni mobilnich fazi je uvedeno v tabulce 3.3 a na obrazku 3.1 je zobrazeno
jejich zastoupeni v prubéhu separace.
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UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektra byla mérena na jednopaprskovém spektrometru Specord 50 PLUS
(méfici rozsah 190-1100 nm). Sirka Stérbiny monochromatoru piistroje je 1,4 nm.

Pristroj byl ovladéan z externiho PC prostfednictvim program WinASPECT PLUS.
Meéreni spekter bylo provadéno v kyvetach o tloustce 10 mm.

Grafické zpracovani dat

Vsechny grafy v této préaci byly vytvofeny pomoci programu gnuplot [31].
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3.3 Pokusy o pripravu L1

Piipravy latek 2-4 byly prevzaty z [26].

3.3.1 Pr#iprava 6-karboxy-1-hydroxy-2(1H )-pyridinonu (2)

[ g
__ _OH OH
HO™ "N H,0,, Ac,0O 07 °N
0 TFA, 80°C OH O
1 2

V ledové lazni bylo v 25 ml bafice smichano 8 ml anhydridu kyseliny octové a
2ml 30 % roztoku peroxidu vodiku. Roztok byl michan po dobu 4 hodin pfi stejné
teploté.

Vznikly roztok kyseliny peroxooctové byl za stalého michdni pomalu prikapan
do roztoku 2,00 g latky (1) (14,4 mmol) ve smési 12ml kyseliny trifluorooctové
a 8 ml ledové kyseliny octové. Po ptridani veskerého roztoku kyseliny peroxooctové
byla reakéni smés pomalu ohiata na 80° C a pri této teploté byla michédna po dobu
15 hodin.

Vznikla bila srazenina byla odfiltrovana na frité, promyta studenym metha-
nolem a vysusSena prosatim vzduchem. Ziskana srazenina byla rozpusténa v 30 ml
10 % roztoku NaOH pfii teploté 80° C. Roztok byl michan pii této teploté 6 ho-
din. Produkt byl poté vysrazen pridavkem koncentrované kyseliny chlorovodikové,
odfiltrovan na frité, promyt vodou a vysuSen v exsikidtoru pod vakuem.

Bylo ziskano 1,34 g (60 %) bilého prasku.

1H NMR (CDCIB) ) (ppm) 6,64 (dd7 SJHfH = 7,0 HZ, 4JH7H = 1,71’IZ7 1H,
heteroc.); 6,72 (dd, 3Jy_u = 9,0Hz, *Jg_y = 1,7Hz, 1H, heteroc.); 7,45 (dd,
3Ju_u = 9,1 Hz, 3Jg_u = 7,0Hz, 1H, heteroc.)

3.3.2 Priprava 1-benzyloxy-6-karboxy-2(1H )-pyridinon (ky-
selina 1,2-HOPOBn) (3)

C ]
~ ‘ 0” N | o
07 NT ™Y Of  puaik,co, ©°
OH O MeOH, reflux
2
3
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K 0,76 g latkz 2(4,90 mmol) rozpusténé v 12 ml bezvodého methanolu bylo
pridano 1,36 g bezvodého uhlic¢itanu draselného (9,84 mmol) a 0,68 ml benzylchlo-
ridu (5,88 mmol). Roztok byl refluxovén pies noc.

Druhy den byl z roztoku centrifugaci odstranén uhli¢itan draselny. Ciry roztok
byl poté odpafen na rotacni vakuové odparce dosucha. Odparek byl rozpustén
v 10ml vody a pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové bylo upraveno pH
roztoku na hodnotu 2. Vznikla lehce nazloutld srazenina byla odsata na frité,
promyta vodou a vysusSena v exsikatoru.

Bylo ziskano 0,82 ¢g (68 %) produktu ve formé pevné latky.

'H NMR  (CDCL,): 6 (ppm) 5,28 (s, 2H, —O—CH,—); 6,55 (dd, 3 Jiy_y = 6,8 Hz,
4 Jy_u = 1,7THz, 1H, heterocykl.); 6,73 (dd, 3Jy_g = 9,2Hz, *Jg_u = 1,7Hz, 1H,
heterocykl.); 7,55—7,38 (m, 6H, 5x arom., 1x heterocykl.)

MS (+) 267,9 (3 + Na*)

3.3.3 Pokus o pripravu chloridu kyseliny 1,2-HOPOBn (4)

A A
O/ N OH O/ N Cl
O O O O

(COCl),, DMF
benzen, 60° C

3 4

V 5ml benzenu bylo rozmichano 0,10 g 1-benzyloxy-6-karboxy-2(1H )-pyridi-
non (3) (0,41 mmol). K této suspenzi bylo za stalého michani pfidano 67,0 ul
dichloridu kyseliny stavelové (0,79 mmol). Poté byla do reakéni smési pridano ka-
talytické mnozstvi (kapka) dimethylformamidu, z roztoku se uvolnilo malé mnoz-
stvi bublin a roztok se odbarvil a byl poté ciry. Nasledné byl roztok ohiivan
4 hodiny pfi teploté 60° C. Poté bylo rozpoustédlo odstranéno na rota¢ni vakuové
odparce. Ziskany olej byl jesté dvakrat odpafen spolu s toluenem.

Ziskédny tmavé hnédy olej byl rozpustén v 1ml tetrahydrofuranu a prefiltro-
van pres kratky sloupec silikagelu. Poté bylo rozpoustédlo odstranéno na rotac¢ni
vakuové odparce.

V ramci optimalizace této reakce bylo rozpoustédlo benzen vyménéno za to-
luen a v obou téchto rozpostédlech byla reakce provadéna v rozmezi teplot 50° C—
85° C (teploty nad 70° C pouze v piipadé toluenu). Reakéni doba byla pozménéna
a7 na 8 hodin. Zadna z téchto zmén nevedla ke zvyseni zastoupeni produktu 4.
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3.4 Pokusy o pripravu L2

Priprava latek 7-8 byla prevzata z [32].

3.4.1 Priiprava 3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-2-methyl-4-py-

ronu (7)
0
OH
] TBDMSCI
O DIPEA, DMF, 40°C, Ar
6 7

Do 100ml trojhrdlé banky bylo navazeno 2,52 g latky 6 (20,0 mmol) a 5,00 g
tert-butyldimethylsilylchloridu (33,2 mmol) . Nasledné byl na banku napojen pii-
vod argonu. Na dalsi hrdlo napojena bublacka (pro kontrolu proudu piivadéného
inertniho plynu) a tteti hrdlo bylo uzavieno septem. Skrze néj bylo do bainky
priddno 50ml bezvodého DMF. Poté, co byla veskera pevna faze rozpusténa,
bylo skrze septum piidano 7,8 ml DIPEA. Roztok byl michan pii teploté 40°C
pres noc.

Druhy den bylo do roztoku pfidano 50 ml nasyceného roztoku hydrogenuhlic¢i-
tanu sodného. reakéni smés byla 5x protfepana 30 ml hexanu. Spojené organické
frakce byly vysuSeny 2x bezvodym siranem hofecnatym, zfiltrovany a filtrat byl
odpafen na rotacni vakuové odparce dosucha.

Bylo ziskano 2,18 g (45 %) nazloutlého oleje.

'"HNMR (CDCl,): 6 (ppm) 0,26 (s, 6H, —Si—(CH,),); 0,96 (s, 9H, —C—(CH,)5);
2,31 (s, 3H, —CH,); 6,29 (d, ®Jy_u = 5,6 Hz, 1H, heteroc.); 7,57 (d, *Jy_u = 5,6 Hz,
1H, heteroc.)

MS (+) 262,8 (7 + Na™)

3.4.2 Pokus o pfipravu 3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-
-2-brommethyl-4-pyronu (8)

" | QO |
0-31% | 0-31%

‘ ‘ | NBS/AIBN ‘ ‘ |

O > O Br

CCly, 75° C, Ar
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V 50ml trojhrdlé baiice bylo rozpusténo 0,50 g latky 7 (2,08 mmol) v 10ml
bezvodého CCl,. Poté bylo do roztoku prisypano 0,37 g NBS (2,08 mmol). Na ban-
ku byl pripojen privod argonu, bublacka a zpétny chladi¢. Roztok byl prive-
den k varu. V protiproudu argonu byl pfidan roztok 0,05g AIBN (0,30 mmol)
ve 2ml bezvodého tetrachlormethanu. Roztok byl refluxovan 90 minut. Po ochla-
zeni na laboratorni teplotu byla pevna faze odfiltrovana. Roztok byl odparen
dosucha.

Pr1i optimalizaci této reakce bylo vyzkouSeno mnoho reakénich zmén:

e teplota zahtivani byla ménéna od 45° C do 75° C

doba zahfivani byla zkracovana (60 minut) i prodluzovéna az na 24 hodin.
Byl ménén nadbytek NBS

byl pridavan nadbyek NBS i AIBN (az 4x)
e rozpoustédlo MeCN bylo vyméné za DMF
e bromace byla provedena pomoci PBC

e iniciace byla provedena pomoci UV zéreni.

Zadna z téchto zmén nevedla k ziskani latky 8.
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3.5 Priprava L3

3.5.1 Priprava N-(benzyloxy)-2-chloroacetamidu (12)

H
Cl  H,N—O N
0 + CH;COONa o)

CH,Cl,, RT

10 11 12

V 500 ml baiice bylo rozpusténo 5,00 g latky 11 (31,3 mol) v 250 ml bezvodého
CH,Cl,. Do roztoku bylo piidéno 6,47 g bezvodého CH;COONa (78,9 mmol) roze-
tfeného na jemny prasek. Néasledné byl pridan roztok 3,76 ml latky 10 (47,24 mmol)
v 10ml bezvodého CH,Cl,. Suspenze byla michana 90 minut.

Pevné faze byla odfiltroviana a roztok byl odparen na rota¢ni vakuové odparce
dosucha. Odparek byl rozpustén v 200ml CH,Cl, a pak byl roztok postupné
protfepan 200ml vody a 200 ml nasyceného roztoku NaHCO;. Organicka faze
byla dvakrat vysusena bezvodym MgSO,, filtrovana a odparena do sucha.

Latka 12 byla ziskdna délenim odparku na slupci silikagelu v mobilni fazi
hexan:EtOAc v gradientu 10:1 az 1:1 a naslednym nékolikanasobnym odpafenim
s CHCly za vzniku jemného bilého prasku.

Vytézek reakce byl 4,51¢g (72%).

'"HNMR (DMSO—ds): 6 (ppm) 3,96 (s, 2H, —CH,Cl); 4,82 (s, 2H, —O—CH,—);
7,48—7.31 (m, 5H, arom.); 11,48 (s, 1H, —NH—)

3C NMR (CDCl,): 6 (ppm) 40,5 (s, CICH, ); 78,6 (s, CICH,— CH,—); 129,0
(s, —CH— arom.); 129,3

MS  (+) 221,9 (12+Na*); (-)197,6 (12-H")
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3.5.2 Priprava latky 13

o~ W/\ 0
i< 0 o
a’ >y o S\
0 [NH N _DBU, DMF_ 0 o
+ RT 7 dni 0. )K/N N 0

13

Navazka 1,40 g latky 12 (7,04 mmol) byla rozpusténa v 105 ml DMF. Za sta-
lého michéani bylo pridano 0,27 g cyklenu (1,56 mmol) a 1,40 ml DBU (9,39 mol).
Roztok byl michén pfi laboratorni teploté po dobu 7 dni.

Rozpoustédlo bylo odstranéno na rota¢ni vakuové odparce, odparek byl roz-
pustén v 100 ml acetonitrilu a znovu odparen do sucha. Ziskany zlutohnédy olej
byl prec¢istén pomoci flash chromatografie pomoci metody M1. Frakce obsahujici
produkt 13 byly spojeny a rozpoustédlo bylo odstranéno lyofilizaci.

Bylo ziskano 0,71 g (55 %) produktu.

NH HN
/
12

'H NMR (DMSO—dg): § (ppm) 2,53 (s, 16H, —CH,— makroc.); 3,01 (s, 8H,
—N-CH,—); 4,79 (s, 8H, —O—CH,—); 7,35 (m, 20H, arom.); 11,15 (s, br, 4H.
_NH-)

BC NMR (DMSO-ds): § (ppm) 53,1 (s, — CH,— makroc.); 55,4 (s, — CH,—
—C(=0)-); 77,3 (s, —O—CH,—); 126,9 (s, —CH— arom.); 128,6 (s, —CH—
arom.); 128,9 (s, —CH— arom.); 136,6 (s, —C— arom.); 167,5 (s, —C(=0)—)
MS (+) 825,3 (13+H"); (-) 823,1 (13-H")

3.5.3 Priprava ligandu L3-2,2TFA-2,1H,0
g T)/\N o /\© W/\ /W
@ 0 [ j 0 Q Pd/C, H, £ &

)K/N N 1% TFA v McOH, RT 11O _

13 L3

V 11 dvojhrdlé bance bylo smichdno v 400ml 1% TFA v methanolu 1,60 g
latky 13 (1,94 mmol) a 0,40g 10 % Pd/C (25 % hmot. ekv.). Na hlavni hrdlo bylo
nasazeno septum, na vedlejsi redukce s kohoutem. Cela aparaturu byla 3x seku-
rovana a potom byl na kohout pfipojen piivod vodiku (balének). Reakce byla
michana pii laboratorni teploté 3 hodiny.

Pevna faze byla odfiltrovana pres mikrofiltr a roztok byl na rota¢ni vakuové
odprace odpaien dosucha. Odparek byl rozpustén ve vodé a pfecistén pomoci flash
chromatografie. Frakce obsahujici ¢istou latku L3 byly spojeny a rozpoustédlo
bylo odstaranéno lyofilizaci.

Bylo ziskano 0,85 ¢ (58 %) produktu ve formé L3-2,2TFA-2,1H,0.
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'"HNMR (D,0,90°C, pD =~ 12(LiOD)): 6 (ppm) 3,25 (s, 16H, —C H,— makroc.);
3,68 (s, 8H, —CH,—C(=0)—)

BCNMR (D,0 25°C, pD = 3): 6 (ppm) 49,0-51,0 (b, — CH,— makroc.); 52,0~
53,0 (—CH,—C(=0)—); 114,5-117,5 (— C(=0)— arom.)

MS  (+) 465,2 (L3 + H"); (-) 462, (L3 — HT)

EA C:32,57%; H: 4,82 %; N: 15,12 % (L3-2,2TFA-2,1H,0 odpovida C: 32,53 %;
H: 5,14 %; N: 14,8 %)
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3.6 Priprava L4

Latka 16 a L4 byla pfipravena dle [33].

3.6.1 Priprava Schiffovy baze (16)

2 W
HQN\/\N/\/NHQ //4@ OH N\/\N/\/N\
O
i OH
14
15 oHn

16

K 1,00 g latky 15 (7,24 mmol) rozpusténé v 17 ml methanolu bylo za labora-
torni teploty pridano 361 ug latky 14 (2,41 mmol) rozpusténych v 1 ml methanolu
v pribéhu 30 minut. Poté byla suspenze hodinu michana. Zlatava srazenina by-
la odsita na frité, promyta ledovym methanolem a ponechéna pfes noc susit
pod vakuem v exsikatoru nad P,O;.

Bylo ziskano 1,09 ¢ (89 %) Schiffovy béaze.

'H NMR (DMSO—dg): § (ppm) 2,87 (t, 3Jq_n = 6,0Hz, 2H, —CH,—CH,—);
3,61 (t, 3 Ju_u = 6,0 Hz, 2H, —CH,—CH,—); 6,59 6,34 (m, 2H, arom.); 6,79 (dd,
3Ju_n = 7,0Hz, 3Jy_ g = 2,3Hz, 1H, arom.); 8,24 (s, 1H, —CH=N-)

3.6.2 Priprava tris((2,3-dihydroxybenzylamino)-ethyl)ami-
nu trihydrochlorid monohydratu (L4-3 HC1- H,0)

OH
HO N~ o~ N HO HN. -~ o~ N
H NaBH, H

—_— NH
N MeOH
OH OH
OH OH
16 L4

K 1,00 g pripravené Schiffovy baze 16 (1,98 mmol) rozpusténé v 16 ml bezvo-
dého methanolu bylo v pribéhu 2 hodin pfidano v malych davkach 0,34 g NaBH,
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(8,91 mmol) za laboratorni teploty pod argonovou atmosférou. Po pridani veske-
rého ¢inidla byl roztok michan hodinu (dokud nebyl ¢iry). Nasledné bylo prilito
200 ml smési koncentrované kyseliny chlorovodikové s methanolem (1:1). Roztok
byl ponechan pies noc pii —15° C.

Druhy den byl odfiltrovan vysrazeny NaCl. Filtrat byl odpafen na rotac¢ni
vakuové odparce dosucha. Nésledné byl odpafen jesté trikrat se suchym metha-
nolem. Ziskany bily prasek byl susen pod vakuem v exsikatoru s P,O;.

Bylo ziskano 0,80 g (63 %) produktu.

'H NMR. (D,0): § (ppm) 2,87 (t, *Ju_u = 6,8 Hz, 2H, —CH,—CH,—); 3,13 (t,
3 J_y = 6,8 Hz, 2H, —CH,—CH,—); 4,24 (s, 2H, —~NH—CH,—); 6,92- 6,81 (mm,
2H, arom.); 7,00 (dd, 3Jg_g = 7,2Hz, 3Jy_u = 2,4 Hz, 1H, arom.)

MS (-) 511,6 (L4 — HT)

3.6.3 Priprava komplext [Zr*" (L4)], [Ga®*'(L4)] a [Zn*" (L4)]

Priprava 1 M zasobniho roztoku L4-3HC1-H,O Navazka 3,19¢g L4-3HC1-H,O
(5,00 mmol) byla rozpusténa v 5,00 ml H,O.

Pi#iprava 1M zasobniho roztoku Zr*" Navazka 0,645 g ZrOCl,-SH,0O
(2,00 mmol) byla rozpusténa v 2,00 ml H,O.

Piiprava 1M zasobniho roztoku Zn?' Navéazka 0,595g Zn(NO,),-6H,0
(2,00 mmol) byla rozpusténa v 2,00 ml H,O.

Zasobni roztok kationttt Ga®"  Jako zasobni roztok kationttt Ga*" byl pouzit
0,049 M roztok Ga(NO,);-2H,O pripraveny diive v nasi laboratori. Koncentrace
gallitych iont byla uréena zpétnou chelatometrickou titraci Chelatonem 3 [34].

Piiprava komplexu [Zr*"(L4)] Ve 4ml sklenéné vialce bylo smichano 50,0 yl
zésobniho roztoku ligandu L4-3HCI-H,O a 50,0 l zasobniho roztoku Zr*". Pii-
danim vody byl doplnén objem roztoku na 2ml. Roztok byl hodinu michén. Pak
byl do roztoku pridavan 1 M roztok hydroxidu sodného dokud se nevyloucila tma-
VA srazenina.

Piiprava komplexu [Ga®'(L4)] Ve 4 ml sklenéné vialce bylo smichano 50,0 yl
zésobniho roztoku ligandu L4-3HCI-H,O a 1,11 ml zasobniho roztoku Ga®". Pi-
dénim vody byl doplnén objem roztoku na 2ml. Roztok byl hodinu michan. Po-
tom byl do roztoku pridavan 1 M roztok hydroxidu sodného dokud se nevyloucila
hnédé srazenina.

Piiprava komplexu [Zn?'(L4)] Ve 4 ml sklenéné vialce bylo smichéno 50,0 ul
zésobniho roztoku ligandu L4-3HC1-H, O a 50,0 ul zasobniho roztoku Zn*". Pfi-
danim vody byl doplnén objem roztoku na 2ml. Roztok byl hodinu michan. Po-
tom byl do roztoku pridavan 1 M roztok hydroxidu sodného dokud se nevyloucila
tmavé zlutd srazenina.
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4. Diskuze vysledki

4.1 Pokusy o pripravu HOPO ligandu

Navrzeny ligand L1 obsahuje stejné koordinujici hydroxypyridonové pendanty
jako znamy ligand 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) |25, 28|. Oproti nému by mohl L1 vyka-
zovat vyssi stabilitu komplexti z divodu prostorovému predusporadéani ligandu.

Navrzeny postup pro pripravu latky L1 je znazornén na obrazku 4.1. Priprava
latek 2, 3 a 4 byla prevzata z publikace [26].

)
| N - | N OH
OH OH
HO™ N7 H05 A0 07N BuCl, K,CO, d 0O
(0] TFA, 80°C OH O MeOH, reflux
1 2
3
a
= 8
[e] —
SR
5o
o) 0 o) o) =
SN Y N / 5
N N N N.
HO ™~ N oH BnO~ " 0Bn e |
/NS ./ \ cl
0 o 0 o 07N
N N N N
AN O/ N\ / N\ é
H
HO NN NN 0) BnO\N N - N/OBn
07 NF NN 07 NN 4
L1 5

Obrazek 4.1: Schéma pripravy ligandu L1.

V prvnim kroku dochézi k oxidaci kyseliny 1 pomoci ¢erstvé pripravené kyse-
liny peroctové s kyselinou trifluoroctovou pii 80° C. Vysrazeny produkt je zbaven
zbytki kyselin zahtivanim v roztoku hydroxidu, ¢isty produkt je ziskdn srazenim
HCIL.

Ke srézeni latky 2 nedochazi kvantitativné v jednom kroku. Opétovnym sré-
zenim lze ziskat dalsi podily produktu, ovSem s po¢tem opakovani tohoto postupu
klesé Cistota ziskané latky (dle NMR). Bylo ziskano 60 % teoretického vytézku,
coz je hodnota srovnatelna literaturou [26].

V druhém kroku syntézy dochazi k chranéni hydroxylové skupiny na atomu
dusiku kyseliny 2 pomoci benzylchloridu. Reakce je provadéna v bezvodém me-
thanolu s bazi K,CO, pii refluxu po dobu 6 hodin. Poté je heterogenni faze
odfiltroviana a rozpoustédlo odpareno na rota¢ni vakuové odparce. éisty produkt
3 je ziskan jako srazenina po okyselenim vodné roztoku na pH 2.
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Jelikoz je upravovani pH doprovazeno silnym zahtivani roztoku, je potieba jej
provadét velmi pomalu a za dostateéného michéani. Mize dochazet také k tvorbé
zluté pény, ktera se ovsem po chvili michani rozpusti. Timto zptisobem se nepo-
darilo ziskat veskery produkt, jeho ¢ast stale zistala v matecnim roztoku. Bylo
ziskdno 68 % teoretického vytézku. Vytézek je oproti tomu z literatury nizsi (68 %
vs. 91 %) z vyse uvedenych davodi.

Ve treti ¢asti pripravy L1 je chranéna kyselina 3 pfevedena na chlorid ky-
seliny 4 reakci s dichloridem kyseliny Stavelové. Reakce je provadéna v benzenu
a katalyzovana malym mnozstvim DMF'. Dle piivodni literatury je acylchlorid 4
je ziskan po filtraci ptes sloupec silikagelu.

Bohuzel, tento krok reakce se nepodatilo zreprodukovat. Dale byly vyzkou-
Seny zmény reakcnich podminek, rozpoustédlo benzen bylo vyménéno za toluen,
zména teploty z uvadénych 60° C na teploty rozsahu od 50° C do 85° C (teploty
nad 70° C pouze v pripadech s rozpoustédlem toluenem z divodu nizsi teploty va-
ru benzenu). Také bylo vyzkouseno prodlouzeni reaéni doby z uvadénych 4 hodin
az na 8 hodin. Za zadnych z uvedenych podminek nebylo mozné ziskat priméarné
produkt 4. Priibéh reakce v ¢ase byl také sledovan pomoci 'H NMR. Nebyl oviem
pozorovan priiristek cilového produktu ve vétsi mite. Z vySe uvedenych divodu
nebylo mozné izolovat latku 4 a provést jeji navazani na cyklen.

Z ¢asovych divodu byly dalsi studie pripravy latky 4 a nasledné L1 opustény.

32



4.2 Pokusy o pripravu maltolového ligandu

Komplex |ZrCl,(ethylmaltol)| je znam jiz fadu let jako katalyzator pii polyme-
rizaci ethylenu [35]. Pozdéji bylo dokézano, Ze zirkonicité kationty mohou tvofit
komplexni slou¢eninu se ¢tyfmi koordinovanymi molekulami ethylmaltolu (jeho
struktura je na obrazku 4.2) [32].

O

(0]
Obrazek 4.2: Struktura ethylmaltolu.

OH

Priprava latky L2 vychazi z maltolu 6, ktery je pfeveden na bromoderivat
8. Ten se nasledné vaze na sekundarni aminy cyklenu za vzniku ligandu L2.
Navrzeny postup pro pripravu ligandu L2 je zobrazen na obrazku 4.3. Postup
pro pripravu latek 7 a 8 byl prevzat z literatury [36].
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Obréazek 4.3: Schéma pripravy ligandu L2.

V prvnim kroku ptipravy ligandu L2 dochézi k chranéni hydroxylové skupiny
latky 6 zavedenim tert-butyldimethylsilylové skupiny. Reakce je provadéna pod
argonovou atmosférou v DMF pii 40° C za pfitomnosti baze DIPEA. Latka je
poté izolovana extrakci mezi organickou a vodni fazi.

Oproti ptavodni literatufe [36] byly podminky reakce lehce pozmény. Namisto
puvodni baze imadazolu byla pouzita baze DIPEA. Reakce byla také optima-
lizovana zménou teploty, nejvyssich vytézku bylo dosazeno pii 40° C. Pii pra-
ci s tert-butyldimethylsilylchloridem bylo potfeba postupovat relativné rychle,
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Obrazek 4.4: Struktura slouceniny 7.

protoze tato latka na vzduchu snadno a rychle hydrolyzuje. Produkt byl ziskan
ve formé nazloutlého oleje s vytézkem 45 %.

Latka 7 byla ziskdna ve formé monokrystalu, jehoz struktura byla urcena
pomoci strukturni rentgenové analyzy, viz obrazek 4.4. V tabulce 4.1 jsou uvedeny
vybrané parametry pro latku 7.

Ve druhém kroku syntézy je latka 7 prevedena na bromderivat 8. Pribéh
reakce je radikalovy s bromac¢nim ¢inidlem NBS a inicidtorem AIBN. Halogenace
je provadéna pod argonovou atmosférou v tetrachlormethanu pti 75° C.

V 'H NMR spektru rea¢ni smési bylo pozorovano kromé signali produktu 8,
také mnoho dalsich latek, které se nepodafilo identifikovat. Bylo ovSem patrné, ze
cilovy produkt byl ve smési pouze v malém podilu. Pro zvySeni zastoupeni latky
8 bylo vyzkouSeno mnoho zmén reakénich podminek, jako doba refluxu (1 hodina
az 24 hodin) ¢ teplota, pii které je reakce provadéna (od 45° C do 75° C). Reakce
byla provadéna také pri zvySeni nadbytku bromac¢ni ¢inidla i pri vyssi konce-
traci iniciatoru. Byla vyzkouSena také vymeéna rozpoustédla tetrachlormethanu
za acetonitril a za DMF. Namisto inicia¢niho ¢inidla AIBN byla pouzita iniaciace
UV zarenim. Bromacni ¢inidlo NBS bylo vyménéno za PBC. Byl také pozorovan
vliv toho, zda je reakce provadéna na svétle, ¢i v obalené aparatuie bez piistu-
pu vnéjsiho zareni. Reakce byly provadény jak za pouziti ¢erstvé destilovanych
rozpoustédel, tak i rozpoustédel komeréné dostupnych, pod inertni atmosférou
i bez ni.

Pii zadné z uvedenych optimalizaci oviem nebylo, dle 'H NMR spekter, pozo-
rovano vyssi zastoupeni bromovaného produktu 8. Lisilo se vzdy i slozeni vedlej-
sich produkti. Nejen, Zze se ménil pomér intenzit jednotlivych signala ve spektru,
v sérii spekter se ménil i jejich pocet bez zadné pozorované pravidelnosti. Spektra
se Casto nepodarilo interpretovat.

Veskeré pokusy o izolaci latky 8 a tedy o ofipravu L2 tak byly netispésné.
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vzorec
Mg
barva a tvar
rozméry [mmj

C1,H,,0451
240,37
bezbarvé prisma
0,305 x 0,746 x 0,875

soustava monoklinickd
prostorovéa grupa P12/n1
a[A] 9,4343(3)
b[A] 9,5177(3)
c[A] 15,3603(5)
a[°] 90
B[] 93,6726(10)
7 [°) 90
VA% 1376,41(8)
A 4
D¢ [gem™!] 1,160
absorpé¢ni koeficient [mm ™| 0,162
F(000) 520
celkovy pocet difrakei 3168
pocet pozorovanych difrakei (I > 20(1)) 2861
data; omezeni; parametry 3168/0/151
g.o.f. 4,921
Ry(I > 20(I)); Ry (v8echna data) 0,0388;0,0434
wRy(I > 20(1)); wRy (vSechna data) 0,0732;0,0735
maximalni zména / e.s.d. 0,332/—0,374

Tabulka 4.1: Vybrané parametry pro latku 7.
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4.3 Priprava hydroxamatového ligandu a studium
komplexu [Zr*" (L3)]

Jak bylo uvedeno, kationty Zr*" vykazuji vysokou afinitu k hydroxamétovym
skupinam. DFO, ktery je stale nejpouzivanéjsim ligandem pro komplexaci Zr*"
obsahuje pouze tri takovéto skupiny a nedochazi tedy k nasyceni koordina¢ni
sféry kovu. L3 byl navrzen tak, aby obsahoval ¢tyfi hydroxamové skupiny a byl
tedy schopny koordinovat kationty Zr*" oktadentatné. Postup jeho piipravy je
znazronéno na obrazku 4.5.
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Obréazek 4.5: Schéma pripravy ligandu L3.

V prvnim kroku reaguje nadbytek chloridu kyseliny 10 s hydroxylaminem 11
za vzniku alkyla¢niho ¢inidla 12. Reakce je provadéna v dichlormethanu, za béazi
byl zvolen octan sodny. Po 90 minutach je baze odfiltrovana a roztok odpafen
dosucha. Cisté latka 12 je ziskdna po chromatografii s vytézkem 72 %.

Odpafenim reakéni smési dosucha je odstranén prebytek chloridu 10, jehoz
teplota varu je 105°C. I po opakovaném odparovani s CH,Cl,, ztstava jeho ¢ast
v odparku. Protfepanim vodou a nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sod-
ného je toto zbylé mnozstvi zhydrolyzovano a prevedeny do vodné faze. Timto
zpusobem jsou také odstranény zbytky octanu sodného.

Reakce byla sledovana pomoci HPLC, jiz po jedné hodiné se ve smési ne-
nachazi zadny vychozi O-benzylhydroxylamin. Po zpracovani reakéni smési od-
pafenim a protfepanim je v odparku podle HPLC dominantné cilovy produkt,
obsahuje ovSem i malé mnozstvi necistot. Pfecisténi na sloupcové chromatografii
jsou vSechny necistoty odstranény. Latku 12 se podafilo ziskat z roztoku ethy-
lacetatu s hexanem (1:10) ve formé monokrystalu, jehoz struktura byla urcena
pomoci rentgenové strukturni analyzy, viz obrazek 4.6 a tabulka 4.2. Dvé mo-
lekuly jsou svézany vodikovymi mistky o délce d(N—H---0) = 2,75A a thlu
Z(N=H---0) = 169,6°.

Dalsim stupném v syntéze L3 je priprava tetrasubstituovaného cyklenu 13.
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Obrézek 4.6: Struktura slouc¢eniny 12 s vyznacenymi vodikovymi mustky (tecko-

vané).

vzorec
Mg
barva a tvar
rozméry [mm]
soustava
prostorova grupa
a[A]
b[A]
c[A]
al’]
BL]
7 [°]
VA7)
A
Do fgem™
absorpéni koeficient [mm™!]
F(000)
celkovy pocet difrakei
pocet pozorovanych difrakei (I > 20([))
data; omezeni; parametry
g.o.f.
Ry(I > 20(I)); Ry (v8echna data)
wRy(I > 20(I)); wRs (v8echna data)
maximalni zména / e.s.d.

CyH,,CINO,
199,63
bezbarvé tenké desticky
0,336 x 0,256 x 0,044
ortorombicka
Pca2;
9,5426(3)
14,0606(5)
7,0395(2)
90
90
90
944 52(5)
4
1,404
0,369
416
2161
1964
2161/1/118
1,060
0,0291;0,0350
0,0663;0,0689
0,178/-0,240

Tabulka 4.2: Vybrané parametry pro monokrystal latky 12.
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Ten vznika reakei lehkého nadbytku latky 12 (12,5 %) s cyklenem. Nejvhodnéjsi
rozpoustédlem pro tuto reakei se ukazalo byt DMF s bazi DBU.

Priabéh reakce lze velmi dobfe sledovat pomoci HLPC pomoci metody M1,
viz chromatogramy na obrazku 4.7. Z chromatagrami je patrné, jak postupné
vznikaji rizné substituované derivaty cyklenu (pfifazeni signali v chromatogra-
mu bylo provedeno pomoci MS). JiZ po nékolika hodinach vznika disubstituovany
derivat. Po tfech dnech je dominantni trisubstituovany produkt. Po péti dnech je
v roztoku pfiblizné stejné zastoupeni tri- a tetrasubstituovaného cyklenu. Chro-
matogramy nelze intepretovat pouze podle relativni intenzity jednotlivych signa-
li, protoze kazdy derivat ma odlisny excita¢ni koeficient. Lze predpokladat, ze
ten roste s rostoucim poctem benzylovych skupin v molekule. Proto napiiklad
i v pfipadé chromatogramu méreného po 5 dnech, kdy se intenzita signala pro
tri- i tetrasubstituovany derivat zdaji byt stejné, je v roztoku koncetrace trisub-
stituovaného cyklenu vyssi nez tetrasubstituovaného.

Po tydnu michéni pii laboratorni teploté neni ve smési témér zadny vychozi
chlorid 17 a nejvice zastoupeny je tetrasubstituovany produkt, s malym mnoz-
stvim trisubstituovaného. Produkt lze izolovat pouzitim flash chromatografie.
Chromatogram ziskany po izolaci latky 13 je také na obrazku 4.7. Vytézek této
reakce je 55 %.

NMR spektra produktu je potfeba méfit v silné polarnim rozpoustédle, jako
je DMSO, protoze kvili volné rotaci kolem —CH,— skupiny postranniho retéz-
ce dochazi ke vzniku vice konformertu a prislusné signaly ve spektru jsou velmi
siroké. Tuto rotaci lze urychlit zvySenim teploty, pii které je spektrum méfeno.
Ve spektru je tedy pozorovan pouze prumérny stav a dochazi ke zizeni signélu.
Ovsem i pii teploté 55° C (v CD;0D )dochézi k tomuto zuzeni pouze slabé.

Pro optimalizaci této reakce bylo zkoumano mnoho zmén reakénich podmi-
nek. Reakce byla provedena s fadou ruznych bazi jako DIPEA | bezvody uhli¢itan
draselny a cesny, DBU a DBN. Z uvedenych latek se ukazala jako nejvhodné&jsi
baze DBU. Pfi pouziti ostatnich (s vyjimkou DBN) sice také dochézelo k reakci
a pomoci HPLC byl pozorovan vznik tetrasubstituovaného produktu, ovsem ani
pri zvysovani nadbytku béze nedochéazelo k rtstu zastoupeni tohoto produktu
mezi ostatnimi méné substituovanymi derivaty. Pouziti heterogenni béze se uka-
zalo jako nevhodné, jelikoz dochéazelo ke ztratam produktu, ktery ztstaval vazany
na pevnou fazi. P¥i pouziti DBN byl sice po par dnech pozorovan pouze signal
tetrasubstituovaného produktu, ovsem intenzita tohoto signalu byla vyrazné men-
§i, nez pii pouziti DBU. Také za téchto podminek vznikaly dalsi neidentifikované
produkty a pravdépodobné dochéazelo i k rozkladu vychozi latky.

Studovana byla také zavislost rychlosti reakce na teploté. Reakce byla pro-
vadéna s bazi DBU a DNB pii laboratorni teploté a pfi zahfivani na 40°C,
60° C a 80° C. Vsechny tyto reakce byly sledovany pomoci HPLC. Ve vSech piipa-
dech byla s rostouci teplotou pozorovana vyssi rychlost reakce. S ristem teploty
ale dochéazi k pribyvani dalsich, nejspiSe rozkladnych produkti. Pokusy o izolaci
tetrasubstituovaného produktu 13 ziskaného pii vyssi teploté byly tspésné jen
¢astecné, jelikoz ani po ¢isténi pomoci flash chromatografie nebyl ziskan produkt
o takové ¢istoté, jako pii provadéni reakce za laboratorni teploty.

Pokud je reakce provadéna v gramové skale, dochézi ke krystalizaci tetrasub-
stituovaného produktu 13 z vodného roztoku surové reakéni smési po odpareni
rozpoustédla ve formé bilé pevné latky.
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vzorec C i Hz6NgOg
My 824.96
barva a tvar bezbarva prisma
rozméry [mm] 0,165 x 0,154 x 0,152
soustava triklinicka
prostorova grupa P1
a[A] 9,3510(7)
b[A] 10,8657(11)
c[A] 11,7762(8)
] 88,274(4)
B[] 83,339(2)
v ] 64,551(2)
N 1072,87(15)
Z 1
Dc [gem™!] 1,277
absorpé¢ni koeficient [mm ™| 0,728
F(000) 440
celkovy pocet difrakei 4229
pocet pozorovanych difrakei (I > 20([1)) 3660
data; omezeni; parametry 4229/0/279
gof. 1,039
Ry(I > 20(1)); Ry (vSechna data) 0,0350;0,0420
wRy(I > 20(I)); wRy (vSechna data) 0,0843:0,0887
maximalni zména / e.s.d. 0,259/-0,190

Tabulka 4.3: Vybrané parametry pro monokrystal latky 13.

Latku 13 se podarilo ziskat v roztoku methanolu s vodou ve formé mo-
nokrystalu, jehoz struktura byla uréena pomoci rentgenové strukturni analy-
zy, viz obrézek 4.8 a tabulka 4.3. Jak lze pozorovat, je molekula stabilizovana
dvéma vodikovymi miistky, které také piispivaji k rozsifeni 'H NMR spekter
(d(N=H---N) =291A, Z(N-H---N) = 162,3°).

Poslednim krokem pii piipravé L3 je hydrogenace tetrasubstituovaného pro-
duktu 13. Reakce probiha s katalyzatorem 10 % Pd/C pod balénkem naplnénym
plynnym vodikem.

Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo se ukazal byt 1% roztok TFA v methano-
lu. Za laboratorni teploty je veskera vychozi latka 13 prevedena na L3 béhem
3 hodin. Pribéh reakce je opét mozno sledovat pomoci HPLC, obdobné jako
pii piipravé latky 13. Vychozi latka 13 se ¢tyfmi benzylovymi skupinami po-
stupné prechazi na méné substituované derivaty, jak je patrné z chromatogramu
na obrazku 4.9. Derivat se dvémi benzylovymi skupinami se vyskytuje ve for-
mé cis a trans, takze v chromatogramu mu piislusi dva signély s velmi blizkym
reten¢ni casem. Po 3 hodinach je v roztoku pritomny dominantné produkt L3
a velmi malé mnozstvi monosubstituovaného derivatu.

Poslednim krokem je rozdéleni reakéni smési pomoci flash chromatografie. Pro-
dukt L3 byl ziskan po lyofilizaci ptislusnych frakci ve formé L3-2,2TFA-2,1H,0.

Reakce byla provedena také pouze v methanolu, hydrogenace ovSsem probiha
pomaleji z divodu Spatné rozpustnosti latky 13 v tomto rozpoustédle.
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Obrazek 4.7: Chromatogramy ziskané v prubéhu piipravy latky 13 po 1 (A),
5 (B) a 7 (C) dnech reakce. Cislo 1 znaci DBU, 2, 3 a 4 zna¢i di-, tri- a tetrasub-
stituovany derivat cyklenu. Cislem 5 je oznacena vychozi latka 12. Na obrazku
D je chromatogram latky 13 po precisténi pomoci flash chromatografie. VSechny
chromatogramy byly ziskany metodou M1.
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Obrazek 4.8: Struktura slouc¢eniny 13 s vyznafenymi vodikovymi mustky (tec-
kovang). Pro prehlednost nejsou znézornény atomy vodiku (s vyjimkou vodiku
vazenych na hydroxamové skupiny).

Vzhledem k vodikovym vazbam v molekule jsou signaly v 'H NMR spektru
za teploty 25° C velmi Siroké a pravdépodobné jsou slozeny z vice prekryvajicich
se signali. Pokud je ovSem spektrum méfeno pii zahfivani na 90° C, dochézi
ke zuzeni signali a také ke ztraté multiplicity. P obazi¢téni vzorku pomoci
LiOD je tento efekt jesté znatelnéjsi. Tato zminéna 'H NMR spektra lze porovnat
na obréazku 4.10.

Acidobazické vlastnosti ligandu L3

Z dat ziskanych pii potenciometrické titraci ligandu L3 bylo pomoci programu
OPIUM urceno Sest protonizac¢nich konstant, viz tabulka 4.4. Z téchto hodnot
byl sestrojen ditribu¢ni diagram na obrézku 4.11. Porovnanim s protoniza¢nimi
konstantami ligandu DOTA [37] miZeme nejvyssi protoniza¢ni konstantu priradit
protonizaci na atomu dusiku makrocyklu. Nasledujici dvé konstanty prislusi nej-
spiSe dalsi protonizaci makrocyklu a protonizaci jedné z hydroxamovych skupin,
nelze ovSem rozlisit jejich poradi. Posledni tfi konstanty nélezi protonizaci zby-
lIych hydroxamovych skupin. Jak 1ze pozorovat z tabulky 4.4, jsou hydroxamové
[37].

Pomoci 'H NMR bylo dokézano, Ze pii zahiivani na 95° C pies noc v 0,1 M HCI
dochéazi kvantitativné k hydrolyze na kyselinu DOTA.

Piiprava komplexu [Zr*" (L3)]

Pro zjisténi podminek vzniku komplexu [Zr*"(L3)| byla provedena méfeni UV-
VIS spekter s ménicim se pH. Nejprve bylo proméfeno spektrum samotného roz-
toku zirkonic¢itych kationtt (zdroj téchto kationti byl ZrOCl,-8H,0) a roztoku
samotného ligandu. Jak je patrné z obrazku 4.12, absorbuji oba tyto roztoky
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L3 DOTA
log pK, | pK.
[HL]>T | 49,91 +£0,02 5,00
[H,L]T | 4491 +£0,02 6,77 | 2,36

[H,L] [3813+£0,01 805 | 4,13
[H,L]” |30,0940,01 9,04 | 4,60
[H,L]> | 21,04 £0,01 10,00 | 9,72
[HL]*> | 11,04£0,01 11,04 | 11,90

Castice

Tabulka 4.4: Hodnoty celkovych protonizacnich konstant a odpovidajicich pK,
ligandu L3 vypocitanych programem OPIUM z dat ziskanych pii potenciomet-
rickych titracich a srovnéani s konsekutivnimi protoniza¢nimi konstantami ligandu

DOTA [37]. (I1(NMe,Cl) = 0,1M,25° C, v pFipadé DOTA I(KCI) = 1,0M, 25° C.)

relativné malo. Poté byly pripraveny slouc¢eniny v poméru M:L 1:1 o koncetra-
ci 0,026 - 1073 mM. pH bylo upraveno pomoci HCl (pro pH < 2) a NMe,OH
(pro pH > 2) tak, aby byly ziskdany vzorky o pH 0 az 13. Ziskané spektra jsou
také na obrazku 4.12. Z téchto dat lze také ziskat zavislost absorbance o danych
vlnovych délkach na pH, viz obrazek 4.13.

Jak je z obou grafu patrné, ke vzniku komplexu dochazi uz pi pH 0. Do pH
ptiblizné 2 nedochéazi v roztoku k Zadnym zménam (na obrazku 4.12 se absorpéni
spektra prislusnych vzorku kryji). Mezi pH 2 a 4, a poté v rozmezi pH 4 az 5,
dochézi k dalsim zménam absorbanci, poté se jiz spektra prilis neméni. Pro silné
bazické roztoky (pH = 12) dochézi k vyrazné zméné spektra. Lze predpokladat, ze
pii takto vysoké koncetraci hydroxylovy aniontt dochézi k (alespon ¢asteénému)
rozpadu komplexu a koordinaci OH™ na kationt Zr*".

Ze ziskanych dat je mozne uvazovat, ze ve velmi kyselém prostiedi (pH od 0
do 2) dochazi okamzité ke koordinaci ligandu k iontu kovu, ovsem pravné podobné
pouze Castecné, nejspise pouze dvéma pendantnimi rameny. Pri zvySovani pH se
déle koordinuje pravdépodobné tieti i ¢tvrta hydroxamové skupiny ligandu.

Pfi pripravé vzorka o vyssi koncetraci (¢, & 10mmol) dochazi pii poméru
M:L 1:1 uz v kyselé oblasti ke vzniku velmi hustého gelu, ktery se nerozpousti ani
pii tydennim zahfivani na 95° C. Zménou pH se roztoku vylucuji dalsi bezbarvé
polymerni ¢astice. Lze tedy predpokladat, Ze ke koordinaci hydroxamovych skupin
dochazi tak rychle, ze nedochazi ke vzniku monomernich éastic [Zr*"(L3)|, ale
ke vzniku polymernich ¢astic o proménlivém slozeni [Zri*(L?))y].

P1i okyseleni roztoku na velmi nizké pH a sniZeni koncentrace dochézi k roz-
pousténi gelu. Spravnou volbou koncetrace a pH se podafilo cilovy monomer
pripravit. Dalsi moznosti je pfidani kompetitivniho ligandu (napiiklad oxalatu),
¢imz by se komplexace méla zpomalit.

42



£ 1400 | |
S 1200 - 1 -
£ 1000 —
=800 - —
= 600 — -
2 400 - —
-~ 200 — -
3 0 | L | | | |
~
0 1 2 3 4 D 6 7 8
t [min]
B
£ 400 I
=
g 300 - —
=
= | 4 a
é 200 5
g A Lﬁl |
2 0 | 5N | | | I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
¢ [min]
C
<
-‘g 400 | | | | | | |
*GE) 300 ~ 5 —
lé 200 —
£ 100 F 2 -
< 0 | | | I__A\ | |
0 1 2 3 4 ) 6 7 8
t [min]
D
£ 1400 | |
8 1200 5 _
£ 1000 —
= 800 -
g 600 — -
2 400 N
= 200 -
e 0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5) 6 7 8
t [min]

Obrazek 4.9: Chromatogramy ziskané v pribéhu pripravy latky L3 na pocatku
hydrogenace (A) a po 2 (B) a 3 (C) hodinéch. Cislo 1 znaci vychozi tetrabenzylo-
vany derivat, 2, 3 a 4 znadi tri-, di- a monobenzylované derivaty cyklenu. Cislem
5 je oznacen produkt hydrogenace ligand L3. Na obrazku D je chromatogram
ligandu L3 po precisténi pomoci flash chromatografie. VSechny chromatogramy
byly ziskany metodou M1.
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Obrazek 4.10: 'H NMR spektra ligandu L3 =za odlisnych podminek:
(A) 25°C pD 3, (B) 90°C pD 3 a (C) 90°C pD 12. Symbol * zna¢i signal
rozpoustédla.
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Obrazek 4.11: Distribu¢ni diagram ligandu L3 (I(NMe;Cl) = 0,1 M, 25° C).
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Obrazek 4.12: Absorpéni spektra komplexu [Zr*" (L3)] o pH od 0 do 12. Pro po-
rovnani je znazornéno také spektrum roztoku volného kationu Zr*" (M) a ligandu
L3 (L).

1 T T ° 1 T T A
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Obrazek 4.13: Absorbance pii danych vlnovych délkach pro vzorky o pH od 0
do 12. Pro porovnani jsou znazornény také absorbance roztoku volného kationu
Zr** (M) a ligandu L3 (L).

45



4.4 Priprava katecholového ligandu a jeho kom-
plexii

Ligand L4, ¢asto oznacovan TrenCat, je znam jiz vice jak 15 let. [33] Puavodné
byl navrzen pro vazéani hlinitych iontt, jako alternativa pro pouzivany siderofor
DFO. Struktura L4 byla navrzena tak, aby byl podobny enterobactinu, dalsimu
z prirodnich sideroforti. Ten obsahuje t¥i katecholové skupiny, schopné koordinace.
[38] Zkouméany byly také komplexy s Schiffovou bazi 16 a jejich derivata [39].

Do dnesnich dnu jiz byly pripraveny komplexy ligandu L4 s fadou trojmoc-
nych kovu [38] veetné iontt lanthanoidi [40, 41] a také s thori¢itymi kationty [33],
které coby ¢tyfmocné kationty maji se zirkonic¢itymi ionty podobné vlastnosti.

Priprava L4, jejiz schéma je na obrazku 4.14, vychézi z aminu 14, ktery
je rozsiten o katecholové pendanty za vzniku Schiffovy baze 16. Ta je redukci
prevedena na cilovy produkt L4. Cely postup pripravy Schiffovy béze 16 a ligandu
L4 byl prevzat z ptvodni literatury [33].

HoN \/\N/\/ NH, H H
SR
O

_N NH
NH, _ HO OH, ﬂ)
MeOH OH MeOH OH
OH OH
14
16 L4

Obrazek 4.14: Schéma pii piipravé L4.

Prvnim krokem reakce je navézani tii katecholovych pendant na amin 14.
Vychozi latka 14 reaguje spolu s 2,3-dihydroxybenzaldehydem v methanolu, pro-
dukt reakce 16 se samovolné srazi z reakéni smési.

Ke vzniku zlatavé srazeniny dochézi v roztoku 2,3-dihydroxybenzaldydu oka-
mzité po pridani aminu 14. Produkt 16 je velmi Spatné rozpustny ve vétsSiné
béznych rozpoustédel, s vyjimkou dimethylsulfoxidu. Reakce probiha témér kvan-
titativné, bylo ziskdno 89 % cisté latky.

Druhym stupném pripravy je redukce latky 16 na cilovy ligand L4 pomoci
tetrahydridoboritanu sodného. V pribéhu pridavani tetrahydridoboritanu sodné-
ho se suspenze latky 16 v methanolu pomalu rozpousti za vzniku zlutého rozto-
ku, ktery se dalsim pfidavkem redukéniho ¢inidla postupné odbarvuje. Roztok je
nasledné naredén nadbytkem kyseliny chlorovodikové a po noci stani v chladu do-
chéazi ke srazeni NaCl. éisty produkt byl ziskdn odpafenim rozpoustédla ve formé
bilého prasku, vytézek reakce byl 63 %.

Oproti ptivodni literatufe byl namisto KBH, pouzit NaBH,. Volba tetrahydri-
doboritanu draselného oproti sodnému je vhodnéjsi, vzhledem k nizsimu soucinu
rozpustnosti KCl nez NaCl v methanolu [42]. Pouziti LiBH, se ukazalo jako ne-
vhodné, protoze témér nedochézelo ke srazeni LiCl.
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Piiprava komplexii [Zr*"(L4)],[Ga®" (L4)] a [Zn*" (L4)]

Byly studovany komplexy L4 s Ga*", Zr*" a Zn?" kationty. Ve viech piipadech
byly komplexy pripravovany v poméru ligandu a kovu 1:1.

Po hodiné michani pfi laboratorni teploté se jednotlivé roztoky zbarvily do od-
lisnych barev. Roztok s kationty Zr*" byl zbarven tmavéfialové, s Ga®*™ do svétle
hnéda a roztok s Zn?" pouze lehce zezloutl. Mnohem mensi intenzita zabarveni
u roztoku s kationty Zn®" oproti ostatnim lze vysvétlit predpokladanou koordi-
naci pouze dusikovymi atomy, nikoli kyslikovymi.

Pii zvySovani pH roztoku se Zn*" a Ga*" kationty dochazelo k vylucovani sra-
zeniny pii pH 4,0, resp. pfi pH 3,5. V obou ptipadech dle MS odpovida srazenina
koordinac¢ni slou¢eniné o poméru L:M 1:1. Bylo naméfeno 'H NMR spektrum
obou téchto latek. Spektra si zachovavaji stejny charakter jako spektrum volného
ligandu. Oproti puvodnimu spektru volného ligandu dochézi ke zvyseni multiplici-
ty jednotlivych signéla z divodu ztraty ekvivalence vodiki ligandu po koordinaci
ke kationtu kovu. Pro srovnani je na obrazku 4.15 zobrazeno spektrum volného
ligandu a spektrum komplexu s kationty Ga>".

L Uw

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 (ppm)

S

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5
fl (ppm)

Obrazek 4.15: 'H NMR spektra ligandu L4 (nahote) a komplexu L4 s kationty
Ga’". Symbol * znadi signaly rozpoustédel.

Pii zvySovani pH roztoku s kationty Zr*" ziistaval roztok ¢iry az do pH 8,5. Po-
té vznikla tmavé fialova srazenina. V pribéhu pridavani hydroxidu byly odebrany
vzorky roztoku pii pH 3,0 a 4,5. Ty byly odpafeny na rotacni vakuové odparce
dosucha. Latky ziskané pfi odpafeni roztoku i sraZenina odpovidaji (podle MS)
koordinac¢ni slou¢eniné v poméru M:L 1:1. Roztoky téchto sloucenin se ovSem
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ukazaly byt dlouhodobé nestalé, v jejich vodném roztoku dochazelo uz po dni
stani ke vzniku sraZzeniny.

Ligand L4 sam se ukazal v bazické oblasti jako nestaly, postupné dochaze-
lo k jeho degradaci a stanim cCernal. Od pHA9 dochazelo k vylucovani tmavé,
velmi obtiZzné rozpustné srazeniny. Ani po zpétnén okyseleni se srazenina neroz-
poustéla a roztok se neodbarvoval zpét. 'H NMR spektra ziskané jak pri pH > 7,
tak i po zpétném okyseleni jsou neinterpetovatelna. Pravdépodobné dochézelo
k oxidaci katecholovych skupin a k jejich rozkladu na slouc¢eniny chinonu.

7, divodu $patné rozpustnosti koordinacnich sloucenin L4 s kationty a nesta-
bilité samotného L4 nebyly tyto latky déle studovany.
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5. Zavér

V této praci byly zkoumény ligandové systémy pro koordinaci zirkonicitych kati-
onti. Byly navrzeny syntézy tii novych ligandi na bazi makrocyklické kostry
(cyklen) s riznymi pendantnimi rameny. Pokusy o piipravu ligandu L1 a L2 byly
neispésné z duvodu nestability meziproduktu a jejich obtiZné izolace pii synté-
ze. Byl pripraven hydroxamétovy ligand L3 a jeho syntéza byla optimalizovana.
Potenciometrickou titraci byly ziskany protoniza¢ni konstanty. Ty byly pritfaze-
ny a porovnany s karboxylovym anologem tohoto ligandu (DOTA). Déle byla
studovana tvorba komplexu [Zr*" (L3)] UV-VIS spektrofotometrii. Bylo ukazano,
ze ke koordinaci kationtu kovu dochazi jiz pti pH 0, zvySovanim pH roztoku se
koordinuji dalsi hydroxamové skupiny. V silné bazické oblasti dochéazi nejspise
k rozkladu komplexu. Pti vyssich koncentracich dochazi ke vzniku polymernich
sloucenin, jejich slozeni je zavislé na mnoha faktorech jako je pH, koncentrace
¢i teplota. Tento déj je pravdépodobné mozné omezit pouzitim dalstho kompe-
titivniho ligandu. Izolace komplexu o poméru M:L 1:1 a urceni jeho vlastnosti
bude naplni dalsiho studia. Také budou studovany podminky vzniku a vlastnosti
koordinacnich slouc¢enin tohoto ligandu s lanthanoidy.

Dale byl pripraven ligand L4 a byly ziskany komplexni slouceniny s kationty
Zn*", Ga®" a Zr'". Samotny ligand se oviem ukazal byt v roztoku nestabilni,
proto byly dalsi studie opustény.
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6. Seznam zkratek

AIBN — 2,2’-azobis(2-methylpropionitril)

CT — pocitacova tomografie

DBN - 1,5-diazabicyclo[4.3.0]non-5-en

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en

DFO — desferrioxamin B

DIPEA — N,N-diisopropylethylamin

DMF — N, N-dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DOTA - kyselina 1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctova
DTPA — kyselina diethylentriaminpentaoctova

EA — elementarni analyza

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctovéa

BF-FDG - 2-['®F|fluoro-2-deoxyglukoza

TFA — kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)

FTP - 2,3,5,6-tetrafluorfenol

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografii (high-performance liquid chro-
matography)

mAb — monoklonni protilatka (antibody)

MeCN — acetnitril

MRI — magneticka rezonance

MS — hmotnostni spektrometrie

NBS — N-bromosuccinimid

NMR - nuklearni magneticka rezonance

PBC - pyridinium bromochromat

PET - pozitronova emisni tomografie

RT — pokojova teplota

RTG - rentgenova strukturni analyza

SPECT - jednofotonova emisni tomografie (single photon emission computed to-
mography)

TBDMSCI — tert-butyldimethylsilylchlorid
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