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Abstrakt

Béhem prace byla studovana pH zévislost koordina¢nich médua lanthanoidovych komplext
s makrocyklickymi ligandy zalozenymi na skeletu 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu se tremi
acetaitovymi a jednou aminoethylovou skupinou s N-alkyl-N-methylfosfonatovym
substituentem, DO3AN(R)P, kde R je alkylovy substituent na atomu dusiku
aminoethylového pendantniho ramene (R = methyl, benzyl).

Komplexy lanthanoidd dfive studovaného prototypového ligandu DO3ANP se sekundarni
aminoskupinou (R = H) vykdzaly diky riznym koordinacnim moznostem zajimavé
vlastnosti z hlediska *'P NMR zobrazovani, umoziujici in situ méfeni pH. Dané komplexy
jsou pouzitelné i1 z hlediska sledovani kinetiky chemické vymény protonu aminové skupiny
v 'H NMR zobrazovani pomoci penosu saturace pfi chemické vyméné (chemical exchange
saturation transfer, CEST NMR). V ramci této prace byly pro lepsi porozuméni zmény
koordina¢nich modi této tiidy ligandd pfipraveny nové derivaity DO3ANMeP a
DO3ANBnP a bylo studovéno jejich koordina¢ni chovani vii¢i vybranym iontim
lanthanoid® (Eu®*, Gd**, Dy** Yb*").

Na zakladé NMR a luminiscencnich experimentl bylo zjisténo, ze v kyselém prostiedi
dochazi u komplexti s DO3ANP ke koordinaci molekuly vody, ktera je v bazickém prostiedi
vytlaena zménou koordinace pendantniho ramena, kterd je ve *'P NMR spektru
doprovazena vyznamnou zménou chemického posunu. Pro derivaty s terciarnim aminem na
pendantnim rameni nebyl tento jev pozorovan nikde na skéale pH mezi 2 a 10.

Druhotnym ukolem této prace byla optimalizace obecné syntézy ligandi DO3AN(R)P
zavedenim vhodné substituované aminoethylové skupiny do skeletu 1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové kyseliny (DO3A). Zvlastni pozornost byla vénovana
derivatu nesoucimu 2,2,2-trifluorethylovou skupinu, ktery by byl potencialné pouZitelny 1
pro zobrazovani pomoci '’F NMR. Byly testovany riizné metody zavadéni trifluorethylové
skupiny. Zvoleny synteticky prekurzor byl ptipraven redukci pfislusného trifluoroacetamidu
— byly testovany rizné podminky redukce pomoci LiAlHs a BHj3 (vcetné rtiznych typl

generovani BH3 in situ).

Klicova slova:
tomografie magnetické rezonance, makrocyklické ligandy, lanthanoidy, 'H MRI, *!P MRI,
F MRI



Abstract

In this thesis the pH dependency of the coordination modes of lanthanide complexes with
macrocyclic ligands based on 1,4,7,10-tetraazacyclododecane skeleton was studied. The
cyclen-based ligand structures in this work contained three acetate and one aminoethyl group
with a N-alkyl-N-methylphosphonate substituent, DO3AN(R)P, where R is an alkyle
substituent on the nitrogen atom of the pendant arm (R = methyl, benzyl).

Lanthanide complexes of a previously studied prototype ligand DO3ANP with secondary
amino group (R = H) have shown interesting properties in the field of *'P NMR imaging
because of their various coordination properties, which allow in situ pH measurement. These
complexes can also be used for monitoring the kinetics of the chemical exchange of the
amino group proton in 'H NMR imaging using the chemical exchange saturation transfer
(CEST NMR). In this thesis, two new derivatives DO3ANMeP and DO3ANBnP were
prepared in order to better understand the coordination modes changes in this ligand series.
Also, their coordination behaviour with selected lanthanide ions was studied (Eu**, Gd*",
Dy*, Yb*).

Based on a series of NMR and luminescence measurements, it was found out, that in acidic
conditions the complexes containing DO3ANP motif bind a water molecule in their
coordination sphere. However, in basic conditions, the water molecule coordination site is
occupied by the coordinated pendant arm instead. This causes a significant change in the 3'P
NMR chemical shift. For the derivatives containing tertiary amine on the pendant arm this
effect was not observed anywhere on the pH scale between 2 and 10.

The second aim of this thesis was optimalization of the general synthetic pathway leading to
DO3AN(R)P ligands. In general, these ligands were obtained by introducing a properly
substituted aminoethyl group to the 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid
(DO3A) skeleton. A special attention was paid to the derivative caring a 2,2,2-trifluoroethyl
group, which could potentially be used also for 'F NMR imaging. Various methods for
introducing the trifluoroethyl group were tested. The chosen synthetic precursor was
prepared by a reduction of the corresponding trifluoroacetamide by several different routes
using LiAlH4 and BH3 as reducing agents (including various reactions using in situ generated

BH3).
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Uvod

Lidské zdravi bylo odpradavna vyznamnou oblasti zajmu lidského snazeni. K medicin¢
neodmysliteln¢ patii i chemie, kterd poskytuje feSeni mnoha problému. Prvni véc, ktera
¢loveéka napadne pfti spojeni ,,chemie a medicina®, je zajisté produkce 1€k, které se pouzivaji
pii terapii. Dalsi nedilnou soucasti mediciny je vSak diagnostika, objeveni problému, ktery
je nutné tesit. Pristup Iékaie k diagnostice muze byt rtizny. Jednou moZznosti je pouzit
informace viditelné pouhym okem na zevnéjsku pacienta. Pokud se vsak néjaky problém
vyskytuje uvnitt téla pacienta, pfichdzi na tadu napiiklad operace, nebo vyuziti
neinvazivnich zobrazovacich metod.

Zobrazovacich metod existuje celd fada a jsou zalozené na raznych fyzikalné-chemickych

principech.

Zakladni principy zobrazovacich metod

Z pohledu chemie se jevi jako nejzajimavéjsi metody zalozené na ionizujicim zafeni, mezi
které patii naptiklad CT (Computed Tomography, pocitacova tomografie), SPECT (Single
Photon Emission Computed Tomography, gama-jednofotonova emisni tomografie) a PET
(Positron Emisson Tomopgraphy, pozitronova emisni tomografie), a metody zalozené na
principu NMR (Nucluar Magnetic Resonance, jaderna magneticka resonance), mezi néz
patii rizné modifikace MRI (Magnetic Resonance Imaging, zobrazovani magnetickou
resonanci). Dal$imi moZnostmi jsou napftiklad OI (Optical Imaging) nebo ultrazvukova
detekce, které vSak maji obvykle pouze specifickd vyuZiti a neumoznuji celotélové
zobrazovani.

Pfi transmisni metodé¢ CT se ziskavd pomoci Rontgenova zéteni (RTG) 3D obraz, ktery
poskytuje dobrou piedstavu o stavu skeletu, jelikozZ RTG zateni je velice dobie pohlcovano
kostmi. Pro zobrazovani mékkych tkani vSak neni vhodnou volbou, nebot’ RTG zéfeni je
natolik energetické, ze mékkou tkéani projde bez vyznamné absorpce. Vysledny kontrast je
proto velice slaby.

Metoda SPECT je zaloZena na prostorové detekci vyzarenych y fotoni ze zdroje, ktery je
distribuovéan v pacientovi. Tento zdroj byva &asto radiofarmakum zalozené na **™Tc.[1]
Dal§imi vyznamnymi pouZivanymi radioizotopy jsou napf. ®*Cu, ®’Ga a **Rb.[2][3]
Vysledny 3D obraz a lokalizace radiofarmaka jsou ziskdny pomoci vypocetni techniky.

Vstupnimi daty jsou poloha a uhel pfislusnych detektorti y fotonti. Vzhledem k tomu, Ze



v idealnim ptipad¢ je ziskavan pouze signal z mista cilené distribuce radioaktivni kontrastni
latky, byva ¢asto metoda SPECT kombinovana s CT, aby byl 1épe lokalizovéan zdroj zareni
v kontextu anatomie celého organizmu.

V piipadé metody PET dochazi k detekci dvou kolinearnich fotonti o energii 511 keV, které
vznikly anihilaci emitovaného pozitronu s elektronem tkané. Detekce dvou fotond, jejichz
trajektorie je na stejné pfimce a ¢as dopadu na detektor je shodny, umoziuje presnéjsi
zjisténi polohy zdroje zéafeni v prostoru. Zna¢nou nevyhodou této metody jsou radiofarmaka,
ktera musi byt emitory pozitronti, a dané nuklidy se Casto pfipravuji pomoci netrivialné
dostupného cyklotronu. V dnesni dobé je k 90 % vysetieni pouzivana 2-deoxy-2('*F)fluor-
D-glukéza (FDQG), viz Obrazek 1. FDG je distribuovana v téle stejné jako glukodza a je
prednostné vychytdvana buiikami s vysokou spotfebou glukézy, jako jsou napftiklad
nadorové buniky. Molekula FDG vS§ak nelze metabolizovat, a proto se v dané tkani hromadi.
Syntéza této latky je pomérné jednoducha, aviak polo¢as rozpadu radionuklidu'®F je pouze
cca 110 minut.[4] Kvuli kratkému poloCasu rozpadu je nutné zajistit produkci PET
radiofarmaka v relativni blizkosti od zdravotnického centra provozujicitho PET zobrazovani.

V ramci CR zajistuje 90 % dodavek FDG Ustav jaderného vyzkumu Rez.[5]
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Obrazek 1 Strukturni vzorec 2-deoxy-2('8F)fluor-p-glukézy (FDG).

FDG je v ramci PET zobrazovani velice popularni a levna kontrastni latka, avSak jedna se o
znacné nespecifickou latku (kromé nadorovych buné€k je vychytavdna ve vSech metabolicky
aktivnich bunkéch). V souCasné dobé proto probiha ve vyspélych zemich v fadé
vyzkumnych tymu intenzivni vyzkum se zaméfenim na biologickou specifitu. Jako jeden
vybrany piiklad z posledni doby lze pro ilustraci uvést naptiklad velmi uspésny ligand
PSMA-617" (Obrdzek 2), ktery je pouzivan pro komplexaci radioizotopti ®*Ga a '""Lu.
V ptipadé gallittho komplexu byla pozorovana vysoka specifita k rakovinové tkani

prostaty.[6]

! Prostate-specific membrane antigen
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Obrazek 2 Strukturni vzorec latky PSMA-617[6]

V ramci vyzkumu v oblasti PET/SPECT kontrastnich latek je v soucasné dob& trendem
vyuzivani komplexace kovi, které jsou zdrojem zafeni, podobné jako je vySe zminéno pro
pouziti gallittho komplexu latky PSMA-617. Velkou vyhodou koordina¢ni chemie je
umoznéni navazani radioaktivniho nuklidu az v poslednim kroku syntézy, tj. t€sné pred
aplikaci. Komplexaéni reakce jsou totiz pomérné obecné a probihaji relativné rychle. Oproti
tomu syntéza vétsiny organickych molekul a kovalentni zabudovavani nekovovych nuklid
nekovovych PET/SPECT zafich snizuje potencidlni radiochemicky vytéZzek.

Zobrazovani pomoci magnetické resonance MRI vychazi z principu nuklearni magnetické
resonance (NMR), jez je hojn€ pouzivana jako analytickd metoda pro studium latek
obsahujici NMR aktivni jadra. Piehled vybranych izotopti méfitelnych pomoci NMR
spektroskopie je uveden v Tabulka 1.[7] BohuZzel, b&zné nuklidy uhliku a kysliku (12C a '°0)
vyskytujici se v organickych slouceninach maji nulovy jaderny spin a nejsou tudiz méftitelné
pomoci NMR spektroskopie. V piipadé uhliku lze pouzit nuklid *C, ktery je v pfirodnim

uhliku zastoupen z cca 1 %, v ptipadé kysliku lze méfit spektra nuklidu '7O.
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Tabulka 1Pfehled NMR aktivnich jader [7]

41,066

—76,753

67,283 —125,725

0,37 —27,126 +50,684

~100 251,815 —470,470

N

Mezi nejbéznéji méfena jadra patii 'H, 13C, '°F a 3!P. Vsechna tato jadra maji jaderny spin

%. Pokud se NMR aktivni jadra nenachazi ve vnéjSim magnetickém poli, jejich rtizné
jaderné-spinové stavy jsou degenerovany (tj. maji stejnou energii). Pokud vSak vlozime
NMR aktivni vzorek do vnéjsiho magnetického pole, dochazi k Zeemanovu rozstépeni
energetickych hladin. V ptipadé jader se spinem Y2 ziskavame dvé riizné energetické hladiny.
Jedna hladina odpovid4d paralelnimu sméfovani spinu a magnetického pole, druha,
energeticky vyssi hladina, odpovida antiparalelnimu uspofadani.

Pti ozareni vzorku radiofrekvenénim pulsem o vhodné vinové délce dochazi ke splnéni
resonan¢ni podminky a excitaci jaderného spinu do vyssi energetické hladiny. Tato vinova
délka/frekvence je oznaCovana za Larmorovu frekvenci. Excitované jaderné spiny vytvari
makroskopickou magnetizaci, jejiz vyvoj v €ase jsme schopni sledovat pomoci kvadraturni
detekce. Vektor magnetizace prochéazejici skrze civky indukuje elektricky proud a tim je
ziskéna zavislost indukovaného proudu na case, tzv. FID (Free Induction Decay). Tento
zédznam je nasledné matematicky zpracovan a preveden z ¢asové domény do frekvencni
Skaly, kde kazda frekvence odpovida (chemicky) jinému jadru daného nuklidu. Vysledna

hodnota frekvence odpovida elektronovému stinéni daného jadra, které je dano jeho
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chemickym okolim. Pro lep$i praci s témito udaji je frekvence piepocCitdvana na tzv.
chemicky posun 0 (uddvany obvykle v jednotkach ppm):
5= 2109, (1)

Vo

kde vy je Larmorova frekvence konkrétniho jadra v Hz, vo je Larmorova frekvence standardu
(napt. pro 'H tetramethylsilan, pro 3'P H3;POj atd.), ktera se taktéZ udava v Hz. Larmorova
frekvence je zavisld na sile magnetického pole B a gyromagnetickém poméru y podle
rovnice:

AE = y—-B, @)
V piipadé MRI se pouzivaji gradienty magnetického pole, které zapticini, Ze sledovana latka
(jadro) ma v riznych mistech v prostoru (voxelech, voxel = 3D pixel) rtiznou frekvenci, coz
umoznuje naslednou rekonstrukci obrazu a uréeni pozice signalu v prostoru. U protonového
MRI je nejéastéji sledovan 'H NMR signal vody, ktery je diky vysoké koncentraci vody
v lidském téle (zhruba 70 %) dominantni a zna¢n¢ intenzivni.
Pii zobrazovani vody v lidském téle je primarné zjiStovana rozdilnd koncentrace vody
v mekkych tkdnich. K zobrazovani lze vyuzit i riiznych relaxacnich rychlosti (tj. rychlosti,
se kterymi se excitovand jadra relaxuji do zakladniho stavu). Tyto rychlosti jsou
charakterizovany tzv. relaxaénimi Casy 71 a T». V piipad¢ Casu 77 se jednd o relaxaci
magnetizace ve sméru vnéjsiho magnetického pole, u 7> je to pak relaxace v roviné kolmé
na magnetické pole. Rozdilna koncentrace a rozdilné relaxacni Casy poskytuji kontrast, ktery
napf. umoziuje znazornit rozdil mezi zdravou a patologickou ¢asti tkan¢ stejného typu.
Pro lepsi kontrast se miiZze vyuzit kombinace kontrastnich latek a/nebo specialnich pulsnich
sekvenci. Jednou z Casto pouzivanych metod je Fat-Supression MRI, kterd zapada do
skupiny pulsnich sekvenci typu ,,chemical shift selective saturation (CHESS).[8] Tato
metoda je kombinovana s klasickym zobrazovanim signdlu vody. Na zédkladé selektivniho
ozafovani signdlu CHz skupin mastnych kyselin tuki dochazi k potlaceni signdlu tukoveé
tkané, tzv. presaturaci. Tento selektivni puls je pouzit t€sné pied zac¢atkem pulsni sekvence
pro samotné MRI.
Pro zvySeni kontrastu byvé €asto podavana do tcla pacienta tzv. kontrastni latka. VétSina
'H kontrastnich latek ma za tikol zrychlit relaxa¢ni ¢asy proton@i vody v okolnich tkanich.
Kontrastni latky zkracuji oba relaxacni Casy 71 i1 7». PakliZze kontrastni latka zkracuje
vyznamnéji T relaxacéni Cas, tak dochdzi pii volbé vhodné pulsni sekvence k pozitivnimu
kontrastu (tkan s kontrastni latkou je svétlejsi, nebot’ dochdzi k nas¢itani signalu pti rychlych

opakovanich excita¢nich pulsi pouze v mistech, kde méfeny signal stihd dostate¢né
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relaxovat). Oproti tomu, v piipad¢ zkraceni 7> (a s pouzitim vhodné pulsni sekvence) je
kontrast negativni (patficna tkan je v MRI obraze tmavsi).

Jiz vroce 1948 skupina Felixe Blocha publikovala pozorovéni, Zze piitomnost
paramagnetického Fe(NO3)s; ve vzorku vyznamné zvySuje relaxivitu vody (relaxivita je
prevracena hodnota 77 roztoku kontrastni latky o koncentraci 1 mMm).[9] Zhruba o 30 let
pozd¢€ji byla pouzita manganatd stl pro prvni rozliSeni tkdn¢ na zaklad¢ rozdilnych T
relaxacnich ¢asti.[10] V soucasné dobé se ke zvyseni 'H relaxivity vody v klinické praxi
pouzivaji takika vyhradné latky zaloZené na komplexech paramagnetického iontu Gd*",
které¢ maji ve své koordinacni sféfe jednu molekulu vody. Diky chemické vyméné této
koordinované molekuly vody s molekulami vody v okoli je dosazeno rychlejsi relaxace
signalu '"H a umoznéno rychlej§i opakovéni pulsi, vedouci k pozitivnimu kontrastu.

V ptipadé¢ 7> kontrastnich latek jsou pouZivany latky typu Super Paramagnetic Iron Oxides
(SPIO). Tyto nanocastice oxidu Zeleza o velikosti 30-200 nm byly diive produkovany pod
komerénimi nazvy Feridex, Endorem, Resovist atd. Tyto latky byly vyvinuty napf. pro
zobrazovani jater. SPIO latky vSak dnes nejsou vyvijeny a vyrdbény a jsou povoleny
k pouziti pouze ve specialnich ptipadech u dospélych pacientt.[11]

Dal3i metodou pro ziskani negativniho kontrastu je metoda vyuzivajici Chemical Exchange
Saturation Transfer (CEST), poptipadé ParaCEST (pokud je Skala chemickych posunt
roz$itena diky piitomnosti paramagnetického iontu). CEST efekt (neboli pienos saturace
chemickou vyménou) je metoda, pomoci které miZze byt potlaen signal vody (negativni
kontrast). Pokud selektivnim pulsem ozafujeme funkéni skupinu kontrastni latky, kterd je
v chemické vyméné s vodou (rozpoustédlem), dochazi kjeji presaturaci (potlaceni
signalu).[12] Tento efekt je mozné uplatnit pouze za ptredpokladu, ze signal této funkcéni
skupiny je dostate¢né daleko od frekvence vody, a zéaroven jsou protony z molekuly
kontrastni latky vymeénovany s optimalni rychlosti (pomaleji, neZ odpovida rozdilu
Larmorovych frekvenci danych signdlii a signdlu vody, a zaroven rychleji, nez dochazi
k relaxaci jejich signali). Typickou funkéni skupinou jsou napiiklad amidové, hydroxylové
nebo aminové skupiny. V ptipadé¢ ParaCEST dochazi k posunu ozafovaného signalu
zpiisobenému pfitomnosti paramagnetického iontu a k lepsi separaci od signalu vody.
V ptipad¢ komplexii s ionty lanthanoidi mizZe byt signal vyménovaného protonu posunut
tadové o desitky ppm [13] (obvykla $kala chemickych posunti je v 'H NMR spektrech cca
10 ppm).

13



Porovnani zobrazovacich metod

U rznych typa zobrazovacich metod mizeme porovnavat mnoho faktord a jednim z téchto
faktort je naptiklad potfizovaci cena méficich zafizeni.

I pres pfichod dalSich firem na pole producentii MRI scannerii je pofizovaci cena MRI
scanneru cca o 100 az 200 % vyssi, nez je tomu v ptipadé PET/CT scanneru, a v ptipad¢
samotného CT je rozdil 1 300 az 400 %. Tyto rozdily se tykaji téch nejlevnéjsich variant a u
vykonnégjSich zafizeni se tento rozdil jesté¢ zvétSuje, coz predstavuje pro MRI scannery
znacnou nevyhodu. Mnozstvi pracovist vyuzivajici MRI vSak celosvétoveé roste a ceny
téchto zafizeni mirné klesaji.[14]

Pokud se podivame na soucasné statistiky, tak je MRI jiz vcelku rozsitena metoda a pocet
scannert MRI je jiz témét poloviéni ve srovnani s pfistroji CT. MnoZstvi zafizeni pro
zobrazovani mize byt jednim z faktori vyspélosti a kvality Zivota v jednotlivych statech.
Spi¢kou v tomto ohledu je Japonsko, kde je hustota MRI scanneri zhruba 52 na 1 mil
obyvatel (u CT pak 107 na 1 mil obyvatel. V porovnani s Japonskem je na tom CR cirka
6,5krat hute, jelikoZ na Gzemi CR je pouze 8,3 MRI, respektive 16 CT, scannert na 1 mil
obyvatel.[15]

Dalsim faktorem, ktery je nutné porovnat, je rozliSeni dané¢ metody. V ptipadé CT neni
rozliSeni mekkych tkani nikterak vysoké, jelikoz RTG zateni neni mékkymi tkanémi
prakticky pohlcovano. V piipadé zobrazovani pomoci SPECT je rozli$eni mezi 0,5-1,5 cm?,
u metody PET se rozlideni dostdva na trovet 1-5 mm?. Rozliseni MRI zaleZi na mnoha
faktorech, jako je napfiklad sila magnetického pole nebo typ pouzitého experimentu. Pro
ilustraci — MRI tomograf pracujici pii intenzité¢ magnetického pole 3 T poskytuje v bézném
experimentu pii zobrazeni krkavice vysledné rozligeni 0,1-0,25 mm?>.[16]

Velice vyznamnym bodem pii vybéru zobrazovaci metody je také zatéZ pro pacienta. U
metod SPECT a PET se pouzivaji tak nizké koncentrace kontrastnich latek, Ze se chemicka
toxicita prakticky nefesi, avSak velice sledovana je hodnota radiace, kterd je do pacienta
vpravena. V tomto ohledu je obecné nejvétsi a nejcastéji zminovanou vyhodou MRI fakt, Ze
se nejednd o zobrazovaci metodu zaloZenou na ionizujicim zafeni. V ptipadé¢ MRI lze
provést vySetfeni 1 bez pouziti kontrastni latky (tzv. nativni MRI). V ptipadé nativniho MRI
je radia¢ni 1 chemicka toxicita principialné nulova, avSak v dneSni dob& procento vysetieni
s kontrastni latkou vyznamné stoupa. Zdroje se znacné rozchazi v absolutni hodnot¢€, avSak
v soucasné dobé se provadi az 40 az 70 % vySetfeni s kontrastni latkou a je odhadovano, ze
uz celosvétove probehlo pres 400 mil. vysetieni s MRI kontrastni latkou. Vzhledem k nizké

citlivosti NMR/MRI jsou ale koncentrace kontrastnich latek pro MRI fadové vyssi, nez je
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tomu v pfipadé metod zaloZenych na ionizujicim zafeni, coZ s sebou piinasi problém
ptipadné chemické toxicity, kterd musi byt peclivé studovana.

V roce 2017 vydal Statni Gstav pro kontrolu Ié¢iv informaci o omezeni pouzivani n¢kterych
'H kontrastnich latek obsahujicich gadolinium. Tato zprava vychéazi z pfezkumu Evropské
1ékové agentury (EMA) a omezuje, nebo dokonce zakazuje, pouzivani a registraci nékterych
komplexnich latek s linedrnimi polydentatnimi ligandy, jako jsou kuptikladu Multihance,
Magnevist nebo Omniscan (Obrazek 3). V ptipadé Multihance se jedné o vyjimky, kdy tato
kontrastni latka mize byt nadale pouzivana pouze na zobrazovani jater. Tato zprava
ponechava bez omezeni kontrastni latky odvozené od makrocykll, jako je napiiklad
Dotarem ¢i Gadovist (Obrazek 4). Obé tyto latky jsou odvozené od makrocyklu 1,4,7,10-

tetraazacyklododekanu, zvaného cyklen.[17]

Magnevist Omniscan
Multihance
Obrazek 3 Gd** komplexy s linearnimi polydentatnimi ligandy
H0 H,O
00T N/‘_}NC—C o 00N/ ‘_\N/\ coor
[ ]
'oo’é:/\N\l N oo IS e
COO
HO\)\{ / —
/
Dotarem HO Gadovist

Obrazek 4 Gd*" komplexy s makrocyklickymi ligandy
Makrocyklicky efekt zvySuje kinetickou inertnost komplextli, proto jsou makrocyklické

ligandy vhodnéjsi pro komplexaci vysoce toxickych iontti kovil, mezi které patii pouzivany

ion Gd** (a ionty Ln** obecné).
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Latky pro heteronuklearni MRI

V rdamci MRI Ize vyuzit i jinA NMR aktivni jadra, nez je jenom 'H. I pfes niZsi citlivost jsou
velice zajimava jadra F a 3'P. U obou téchto prvkd je zasadni vyhodou jejich
monoizotopi¢nost. V piipadé °F MRI se vyuziva oznaceni ,,Hot Spot Imaging a nebo
»Second Colour Imaging®, jelikoz '"F se v lidském organizmu v mékkych tkanich
nevyskytuje, a pfipadny zmeéfeny signal tak pochédzi vyhradné z molekuly kontrastni
latky.[18] 'F MRI je vhodnou metodou napf. pro bun&éné znaceni (tzv. ,,Cell Tracking®),
kdy 1ze dlouhodob¢ sledovat napiiklad migraci transplantovanych bunék po téle. Prikladem
oblasti, kde mé Cell Tracking zna¢né potencialni vyuziti, je transplantace Langerhansovych
ostrivkd, které mohou byt transplantovany i v ramci jednoho pacienta ze slinivky biisni,
ktera se nasledné odstrani, do dobfe vyzivovanych ¢asti téla — typicky do jaterniho fecisté,
kde 1 nadale produkuji inzulin.[19]

Pro ucely Cell Trackingu byly také studovany latky zalozené na paramagnetickych iontech
kovl. Bylo prokazano, ze i paramagnetické ionty d-kovii mohou vyrazné¢ snizit relaxacni
¢asy atomii '°F. Jednou z publikovanych latek je komplex Ni** s trifluorethylovanym
makrocyklickym ligandem — Hate2p-tfe, (Obrdzek 5 vlevo).[20] Ovlivnéni relaxacnich Casit
F pomoci paramagnetickych latek bylo pozorovano dfive i u latek zaloZenych na
lanthanoidech.[21] Vliv paramagnetika na relaxaci fluorového signalu zavisi na vzdalenosti
fluorovych atomil od centrdlniho atomu kovu, proto byla ptipravena i latka TfeP2CAM
(Obrazek 5 vpravo), jenz ma trifluorethylovou skupinu dale od paramagnetického iontu
kovu. Iv ptipadé tohoto ligandu vykazovaly komplexy s Cu?* a Ni** vyrazné sniZeni
relaxacnich Casli na troven jednotek ms (oproti volnému ligandu a béZnym diamagnetickym

molekuldm obsahujicim atomy fluoru tak doSlo ke snizeni 771 o 2-3 tady).[22]

Obrazek 5 Makrocyklické komplexy d kovil pro 'F MRI [20][22]
Pf#i zobrazovani pomoci '°F MRI je ov§em nezbytné méfeni i 'H pozadi a nasledny piekryv

obou obrazii, aby byl naméfeny signal '°F anatomicky lokalizovan. Diky blizké hodnoté

gyromagnetického poméru (Tabulka 1) je mozné pieladit pristroje méiici signal 'H i na
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frekvenci nuklidu '°F, a vétsina komerénich 'H MRI tomografii diky tomu umoZiiuje po
nékolika drobnych tpravach i méfeni '°F jader. Piekryv '"H/!°F tomogrami tak necini zadny

zasadni technicky problém. Ptiklad takového prekryvu je zobrazen na Obrazek 6.[23]

Obréazek 6 Prekryv 'H/'F tomogramti

Dalsi MRI metodou bez aplikace kontrastni latky je vedle nativniho 'H MRI také
zobrazovani chemického posunu jader *'P (Magnetic Resonance Spectroscopy Imaging,
MRSI) které se fadi mezi tzv. CSI metody (Chemical Shift Imaging). Obdobné& jako u vody
v ptipadé '"H MRI Ize selektivnim pulsem zobrazit konkrétni latka. Pomoci MRSI lze
zobrazit rozlozeni a koncentraci riznych metaboliti v lidském téle, jako je napiiklad
citrat.[24] V piipadé 'P MRSI Ize zobrazit rizné latky obsahujici *'P, typicky
adenosintrifosfat (ATP), anorganicky (volny) fosfat (Pi), nebo fosfokreatin (PCr), viz
Obrazek 7.

H,oN
N =N
ot L2 e L
OH OH OH OH NH
HO OH
ATP PCr

Obrézek 7 Ptiklady latek zobrazovanych pomoci 3'P MRSI

Metoda *'P MRSI je vyuzivana pfi vyzkumu metabolickych drah, kdy vedle koncentrace Pi,
ATP a PCr je nepfimo sledovano i pH.[25] Jednim z vyzkumi, pfi kterém bylo pouzito
3P MRSI, bylo napiiklad mapovani mitochondridlni kapacity v lidském svalu b&hem

fyzické zatéze.[26] *'P MRSI je také hojné vyuzivano v onkologii, jelikoz nadorové tkan
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muze byt detekovana na zéklad¢ koncentraci vyse zminénych latek, nebo na zakladé hodnoty
pH. Zde byva pouzivan chemicky posun Pi k neinvazivnimu uréeni intracelularniho pH.
U rakovinovych bunék totiz byva diky zvySené metabolické aktivit¢ vedouci v nékterych
pfipadech k anaerobnimu metabolismu hodnota intracelularniho pH vyssi, nez je tomu
v ptipad¢ extracelularniho pH.[27]

Z hlediska kontrastnich latek je nejzajimavéjsi znacny rozdil chemického posunu
v zavislosti na pH a potencidlni vyuziti t&chto latek v3'P CSI Pro studium
intra/extracelularniho pH cervenych krvinek byl pouzit methylfosfonat (MeP) jako
kontrastni latka. MeP ma pro tuto studii idealni vlastnosti, jelikoz rozdil chemickych posunt
u protonizované a deprotonizované formy je 4 ppm s pKa= 7,4.[28]

Soucasnym trendem na poli kontrastnich latek je ptfiprava tzv. ,,Smart Contrast Agents®,
chytrych kontrastnich latek, které méni své vlastnosti podle okolnich podminek (pH,
koncentrace iontl kovil nebo rtiznych metabolitii, teploty atd.) a maji potencial byt vyuzity
ve vice zobrazovacich technikéch najednou. V duchu Smart Contrast Agents byl navrzen i
ligand DO3ANP pro komplexaci Ln*" ionti (Obrdzek 8). Tato latka byla piipravena pro
studium efektu PARACEST a také jako *'P CSI pH responsivni kontrastni latka.[29]

HOOC/\N/ \N/\COOH

.

N N
HOOC—/ \__ / N 0
NN/ on

DO3ANP  nd

Obrazek 8 Ligand DO3ANP

U komplexu EuDO3ANP byl pozorovan efekt, kdy dochazi k ptelévani integralni intenzity
mezi dvéma *'P NMR signaly v zavislosti na pH (a tedy na protoniza¢nim stavu). Oba
signdly jsou od sebe zna¢né separovany. Plné deprotonizovany komplex (vétSinove
zastoupeny pii pH > 8) mé chemicky posun ca +70 ppm, zatimco jednou protonizovany

komplex objevujici se pti niz§im pH ma chemicky posun —118 ppm (Obrdzek 9).
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Obrazek 9 Znazornéni zavislosti 3'P chemického posunu na pH pro latku EuDO3ANP [29]

Toto chovani bylo vysvétleno odlisSnym typem koordinace v zavislosti na pH. V kyselé¢
oblasti je na Eu** patrné koordinovana jedna molekula vody ve vnitini sféfe a aminoskupina
neni kvili své protonizaci koordinovana. Z celé pendantni skupiny je tak koordinovan pouze
kyslikovy atom fosfonatu, jak lze odvodit z extrémni hodnoty chemického posunu ve
3'P NMR  spektru. V bazickém prostiedi dochazi k deprotonizaci aminoskupiny, k jeji
koordinaci a tudiz k zaplnéni koordina¢ni sféry, kde pti koordina¢nim cisle 9 obsazeném
ligandem DO3ANP nezbyva misto na koordinaci molekuly vody. Zaroven dochazi
k vyznamné zmén€ polohy atomu fosforu vramci tenzoru magnetické anizotropie
centralniho iontu europia, coz ma za nasledek extrémni zménu chemického posunu ve skale

3P NMR.

Fyzikalni metody pouZzivané pro studium a charakterizaci kontrastnich latek
pro MRI

Vramci studia strukturnich a koordina¢nich vlastnosti je velice uziteCnou metodou
charakterizace RTG difrakce na monokrystalu. RTG difrakce vSak neni schopna podat
informaci o latce v roztoku a ziskani monokrystalu v ptipad¢ latky, jejiz symetrie je nizka,
muze byt znacné komplikované. Pro studium struktur kontrastnich latek (komplext
lanthanoidd) v roztoku je proto nutné pouzit nékolik metod, které samy o sob& neposkytuji
100% dtkaz potvrzujici, jak se komplex v roztoku chova, avSak pii kombinaci téchto
nepiimych metod lze ziskat soubor poznatkil, na jejichz zéklad¢ 1ze urcit strukturu molekul

kontrastnich latek (koordinacni mody atd.).

Jednodimenzionalni NMR spektroskopie

Oproti standardnimu pouziti k charakterizaci organickych molekul mé vSak v tomto ptipadé
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sva specifika. Diky pfitomnosti paramagnetického iontu v molekule kontrastni latky jsou
chemické posuny jader pfislusejicich koordinovanému ligandu obvykle znacné posunuty.
Relaxacni ¢asy 71 a 7> byvaji typicky kratsi, coz v ptipadé 7> relaxaéniho Casu predstavuje

vyznamné rozsifeni signalu, a mize vést az k nemoznosti dany signal naméfit.

NMR pH titrace

V protickych rozpoustédlech, jako je napt. voda, se mohou nékteré funkcni skupiny
(de)protonizovat v zavislosti na pH roztoku. Jelikoz v piipad¢ protonizace funk¢nich skupin
dochazi ke zméné elektronové hustoty v dané casti molekuly, jsou chemické posuny
blizkych NMR aktivnich jader protonizaci siln¢ ovlivnény. Ze zavislosti chemického posunu
na pH mtzeme urcit atomy, na kterych dochazi k protonizaci, a pKa dané funkéni skupiny.
[30][31]

Krome¢ titrace sledujici zménu chemického posunu vybraného signdlu 1ze sledovat i zménu
jeho relaxacni rychlosti. Relaxivitni pH NMR titrace pak nabizi dal§i informace o
moznostech koordinace v daném komplexu. Napt. zména poctu koordinovanych molekul
vody miiZze byt zavisla na protoniza¢nim stavu komplexni ¢astice, a projevi se jako zména
relaxacni rychlosti (relaxivity) v zévislosti na pH. Podobné jako v pfedchozim ptipadé je

vysledkem tohoto méfeni zjisténi pKa protonizovatelné funkéni skupiny.

Evansova metoda stanoveni koncentrace — Bulk Magnetic Susceptibility[32]

Pomoci tzv. metody BMS lze urcit koncentraci komplexi paramagnetickych iontl
lanthanoidt. Jednim ze zptisobd provedeni meéfeni BMS je porovnani chemickych posunti
inertni  molekuly, kterd s molekulami kontrastni latky neinteraguje (nejCastéji
tetramethylsilan, nebo #-butanol), v pfitomnosti komplexu daného paramagnetického iontu
lanthanoidu a v roztoku ¢istého rozpoustédla bez paramagnetické slozky.

V praxi je tento experiment proveden pomoci NMR kyvety s paramagnetickym vzorkem, do
niz je vloZena koaxidlni kyveta s menSim primérem (tzv. insert), ve které je umistén
,.diamagneticky* referenéni vzorek (¢-butanol). Po zméfeni jednodimenzionélniho 'H NMR
spektra je na zakladé rozdild chemickych posunii #-butanolu zjiSténa koncentrace
lanthanoidu ve vzorku. K vypoctu koncentrace paramagnetickych iontl ¢ se vyuziva

nasledujici aproximativni rovnice:

_ 47CS (Herr)? 3
Ax= T (2,84) x 107, )
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kde T je termodynamicka teplota, 4x je rozdil chemickych posunii #-butanolu, S je konstanta
zavisla na tvaru vzorku, kterd v pfipad¢ vyse popsan¢ho experimentu nabyva hodnoty 1/3, a
Uerr je efektivni magneticky moment pfislusného lanthanoidu. Diky miniméalnimu vlivu
ligandového pole na chovani vnitinich f elektronti jsou hodnoty uefr pro dany ion lanthanoidu
prakticky nezavislé na koordina¢nim okoli, velmi dobfe odpovidaji teoretické predpovedi
pomoci hodnoty gj-faktoru a v prvnim ptiblizeni se tedy daji povazovat za konstantni.
Hodnoty uerr v Bohrovych magnetonech pro jednotlivé ionty lanthanoidii jsou uvedeny

v Tabulka 2.

Tabulka 2 Piehled teoretickych a experimentéalnich hodnot efektivnich magnetickych momentti La* a Ln* [33][34]

M3* La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd
Uer(teor.)/BM 0 2,54 3,58 3,68 2,83 0,85 0 7,94
Uen(prakt.)/ BM 0 2,3-2,5 3,4-3,6 3,5-3,6 2,7 1,5-1,6 3,4-3,6 7,8-8,0

M3 Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu
Uer(teor.)/BM 9,72 10,63 10,60 9,59 7,57 4,53 0
Len(prakt)/BM | 9.4-9.6 | 10,4-10,5 | 10,3-10,5 | 9496 | 7,1-7,4 | 4,449 0

Dysprosiem indukovany chemicky posun (DIS)
Pomoci metody DIS (Dysprosium Induced Shift) [35] lze ziskat informace o poctu
koordinovanych vod ¢ v komplexech Dy*". Tato komparativni metoda vyZzaduje méfeni
70 NMR spekter za Gcelem zjisténi chemickych posunii 7O signdlu vody. Diky rychlé
chemické vymeéné koordinované molekuly vody s molekulami v okoli je 70O NMR signal
zprumérovany, a diky velkému kontaktnimu ptispévku k chemickému posunu je silné
zavisly na poctu koordinovanych molekul vody. Jak je uvedeno v Tabulka 1, piirodni
zastoupeni 'O je pouhych 0,04 %, coz vyzaduje vysoky pocet naméfenych scanii nebo
ptidavek izotopové obohaceného rozpoustédla. Pro vypocet poctu koordinovanych vod g je
nutné znat smérnici k zavislosti DIS na koncentraci Dy**:

DIS = 5DyL 170 — 5Aq 170 — OBMs 1H (4)
Vysledny pocet koordinovanych vod se nasledné ziska ze vztahu:

_ qdpyAq kpyL
oyL. = —p_ — ®))
DyAq

kde hodnoty k jsou smérnice zavislosti DIS na koncentraci a gpyaq je pocet vod v aqua
komplexu Dy**. Literatura se neshoduje v poétu hydratovych vod v aqua komplexu, proto

se vypocty provadi pro hodnoty gpyaq = 8 a 9.[36][37]
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Relaxaéni disperse ("H NMRD) Gd3* komplexii

P¥i méfeni zdznamu 'H NMRD (Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion) je zjistovana
zavislost relaxivity signalu 'H molekul vody (1, coZ je pfevracena hodnota relaxaéniho asu
T1 v roztoku kontrastni latky o koncentraci 1 mM) na hodnot¢ intenzity magnetického pole.
Relaxac¢ni Casy 71 se ziskavaji pomoci standardni pulsni sekvence Inversion Recovery, ve
které je ménéna prodleva mezi 180° pulsem a naslednym 90° pulsem, po kterém nasleduje
akvizice (Obrazek 10). Pro tato méfeni se pouzivaji specialni relaxometry, které maji
laditelnou hodnotu magnetického pole. Takzvané NMRD profily mohou pfi fitovani pomoci
setu rovnic ze Solomonovy-Blombergenovy-Morganovy teorie poskytnout fadu fyzikalné-
chemickych charakteristik (parametr). Mezi nejvyznamngjsi veli¢iny patii napt. pocet
koordinovanych vod ¢, rychlost jejich vymény s okolnimi molekulami kex (resp. prumérny
rezidencni ¢as molekuly vody v koordinacni sféfe, wv), rychlost rotace molekuly (rotacni
korelacni ¢as, tr), elektronova relaxace centralniho iontu Gd** a tada dalsich.[38]

[39][37][40]

T, Relaxation Time Measurement
[ig)=1_(1-2exp(-v'T\}

| — -
PE—— | I o
—

Obrazek 10 Schéma pulsni sekvence Inversion Recovery[41]

Longitudinalni relaxace NMR signalid Ln* komplexi

Ptitomnost Ln*" v komplexu neovliviiuje pouze chemicky posun signald NMR aktivnich
jader, ale ovliviiyje také jejich relaxacni Casy. Na zéklad¢ relaxacnich €asti miZzeme diky
experimentalnim rovnicim dopocitat vzdalenost mezi centrdlnim atomem a atomem
v ligandu. Pro tato méfeni je pouzivany napiiklad neodym, nebo gadolinium.[42][43]
V ptipad€ ligandu obsahujiciho pendantni rameno s fosfonatovou skupinou je vyhodné

sledovat relaxa¢ni ¢as signalu *'P, jelikoZ oproti '"H NMR byvé fosforovych signdld ve
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spektru zpravidla podstatné méné a piipadné jsou Iépe rozliSené (maji vyznamné jiny

chemicky posun).

Luminiscenéni spektroskopie Ln* komplexii

Témeét vsechny ionty Ln*" vykazuji luminiscenci. Z praktického hlediska se nejéast&ji
studuje luminiscence komplexit Eu** a Tb** — jednak oba tyto ionty vykazuji silnou
luminiscenci ve viditelné oblasti, a navic se jednd o nejblizsi sousedy gadolinia. Zjisténé
vlastnosti tak 1ze aproximovat i pro ion Gd**, ktery je z hlediska MRI kontrastnich latek
zcela zasadni.

Samotné studium tvaru luminiscencnich spekter (excita¢nich i emisnich) pfina$i moznost
odhadu symetrie koordina¢niho okoli a ptipadnych zmén koordina¢ni geometrie v zavislosti
na vn&jsich vlivech. K tomuto tGi¢elu se nejlépe hodi studium spekter Eu*" komplexd, a to
hlavn¢ diky dobte rozliSenym hypersenzitivnim piechodiim. Energetické Sté€peni riznych
spin-orbitalnich stavii iontu Eu* je uvedeno na Obrdzek 11.

4954 5 Sp,

1

J
418 6
- H } 103 ¢!
34
3~
- 102 cm™
0

- CONFIGU- TERMS LEVELS SUBLEVELS
RATION

Obrazek 11 Schématické znazornéni §té€peni elektronovych stavii iontu Eu’* diky mezielektronové repulzi, spin-orbitélni
interakei a ligandovému poli.[37]

Nejvyznamngj$imi luminiscenénimi prechody v piipadé Eu®* komplexti jsou piechody
SDo—"F1 a °Do—"F,. Pfechod *Do—"F je povoleny diky interakci magnetického dipdlového
momentu a ve spektru odpovida emisnim piklim v oblasti 580-600 nm. Z rozstépeni téchto
pikdl Ize pfimo odegist nékteré parametry sily ligandového pole. Piechod °Do—'F: je
povoleny diky interakci elektrického dipdlu a je oznacovan jako hypersenzitivni.
Odpovidajici signaly lezi zpravidla v rozmezi 610—-620 nm. Pokud se méni mod koordinace

a s nim také geometrie molekuly, mizeme pozorovat vyznamné spektralni zmény, a to jak
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ve Stépeni past, tak 1 v jejich intenzit€¢ — méné symetrické ligandové okoli obecné vede
k naristu intenzity hypersenzitivniho piechodu, zatimco intenzita ptechodu °Do—'F;
zustava konstantni. Kromé zminénych pfechodii jsou v emisnich spektrech ve viditelné
oblasti patrné téz piechody *Do—"Fo (580 nm), Do—"F3 (650—660 nm) a *Do—"F4 (680 —
710 nm). Piechod °Do—"Fo je velice malo intenzivni, nebot je zakdzany Juddovym-
Ofeltovym pravidlem,[45] avSak na luminiscencnich spektrometrech s vysokym rozliSenim
muze byt diagnostickym prechodem, jelikoz diky nemoznosti degenerace je energie tohoto
prechodu, potazmo vinova délka emitovaného svétla, specifickd pro kazdou europium-
obsahujici komponentu ve studovaném systému. Této vlastnosti se vSak vyuziva hlavné pfi
méfeni vysokorozlisenych absorpénich spekter. Piechod °Do—’F3 je taktéZ zakéazany,
zatimco emise “Do—>'Fs4 je velmi intenzivni (a hypersenzitivni). P¥i zméné spekter
v zavislosti na pH lze pak napf. zpoméru intenzit riznych pifechodli urcit pomoci
sigmoidalniho prolozeni hodnoty pKa.[44] Z hlediska kontrastnich latek pro MRI je
klicovym parametrem téz pocet (pfitomnost) koordinovanych molekul vody k centralnimu
iontu Gd**. S vyuzitim europitych a terbitych komplexti lze tento parametr odhadnout na
zakladé méteni dob Zivota excitovanych stavli luminoforu. Koordinovana H>O je efektivni
zhase¢ (quencher), ktery snizuje dobu zivota (lifetime) excitovaného stavu diky pfenosu
energie excitované¢ho stavu kovu do vibraci O—H vazeb. Naopak D;0O je zna¢n¢ méné ucinny
zhase€. Na zdkladé rozdila dob Zivota (resp. rychlostnich konstant popisujicich rychlost
vyhasinani) lze pomoci empirickych rovnic ur€it pocet koordinovanych vod. Nejcastéji
vyuzivanou rovnici odvozenou pro kontrastni latky a ptibuzné koordina¢ni slouceniny je:

q = [(ku,0 — kp,0) — 0,26] - 1,2 (ref. [46]), (6)
kde ¢q je pocet molekul koordinované vody (hydrataéni ¢islo), k£ je pfevracena hodnota doby
Zivota v ms, a ostatni hodnoty jsou experimentalni konstanty, které jsou specifické pro ion
Eu®" a makrocyklické komplexy. Z provedené pH titrace lze uréit ¢ pii jednotlivych
hodnotach pH.

Vibrace N-H vazby, kterd je srovnatelné efektivni zhaSe¢ jako H»0,[47] ptedstavuje
znacnou komplikaci pfi urovani poc¢tu koordinovanych molekul vody v pfipadé€, ze se

v molekule nachazi sekundarni, nebo primarni amin.
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Cile prace

Ptedchozi studium komplexu EuDO3ANP [29] ukazalo velky potencial této latky jako
,,smart agent* pro zobrazovani mapy pH pomoci *'P MRI a pomoci CEST experimentu.
Nékteré klicové otazky o struktuie riizné protonizovanych komplexnich ¢éstic v roztoku
vsak zustaly nezodpovézeny. Jednou z podstatnych informaci je pfitomnost/absence
molekuly vody v koordinaéni sféte v zavislosti na pH. Ukolem této prace je tedy na zakladé
luminiscen¢nich, NMRD a dalSich NMR méfeni urcit piipadnou ptitomnost molekuly
koordinované vody u komplexti LnDO3ANP. Dalsim cilem téchto méteni bylo zjisténi,
jakym zptsobem a s jakou geometrii se koordinuje pendantni rameno s amino-fosfonatovou
skupinou DO3ANP.

Pro lepsi porozuméni principti koordinace u LnDO3ANP je zapotiebi piipravit i modelové
derivaty obsahujici terciarni aminovou skupinu, DO3ANRP.

V neposledni fadé si tato prace dava za kol ptipravu vychozich ligandi a jejich komplex,
popt. optimalizaci syntetickych postupt vedoucich k ptipravé studovanych ligandl ze série

DO3ANRP, kde R = H, methyl (Me), benzyl (Bn) a trifluoroethyl (Tfe), viz Obrazek 12.

DO3ANP DO3ANMeP
COOH COOH
/\ /T=COOH 4 / \ /T~COOH

) o)

HOOC—/ \__/ N\ OH  HOOC—/"\__/ N\ OH

”/\ I_OH NN/ _on
/1 / /1
¢} ¢}
COOH COOH
/ \ /T=COOH 4 /' \ /T~COOH

[N Nj [N Nj
N N N N
HOOC—/ \__/ N OH  HOOC—/\__ /N~ o
N"\/_oH NN\ /_oH

I ot

(0]

DO3ANBNP DO3ANTfeP

Obrazek 12 Cilové ligandy fady DO3AN(R)P
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Experimentalni ¢ast

Vramci syntetické c¢asti byly pouzity dva makrocyklické ligandy DO3ANP[29] a
DO3ANNTJ48], které byly jiz diive pfipraveny publikovanymi syntetickymi procedurami.
Tyto makrocyklické prekurzory byly pouzity pro ptipravu DO3ANMeP.

Dalsim makrocyklickym prekurzorem je /BusDO3A-HBr, ktery vzhledem k cené neni
komer¢ni, ale ktery je v nasi skupiné pravidelné piipravovan optimalizovanym postupem,
gistota produktu je ovéfovana pomoci 'H NMR.

Ligandy DO3ANBnP a DO3ANP byly piipraveny drobnou modifikaci postupu popsaného
v literatute [29] a v této praci byly u€inény pokusy o optimalizaci jejich syntézy.

Déle byly pouzivany komer¢ni chemikalie bézn¢ dostupné od spolecnosti Fluka, Sigma
Aldrich, Acros Organics, Lach:ner a TCI. Pokud je uvedeno, ze reakce byla provedena
v bezvodém rozpoustédle, tak bylo vyuzito komeréné dodavanych rozpoustédel
uchovavanych pod septem v lahvich obsahujicich molekulovd sita. V ptipadé
dichlormethanu byl pouzit komeréni DCM, ktery byl dosusen pfidavkem molekulovych sit.
Reakéni smési byly kontrolovany pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na
chromatografickych destickach TLC Silica gel 60 F2s54 od spolecnosti Merck. Pro kontrolu
syntetickych postupll a Cistoty pfipravovanych latek byl pouzivan NMR spektrometr Varian
300 MHz s moznosti méfeni jader 'H, *C, '°F a 3'P.

Zavadéni alkylovych substituentii na jednoduché aminy

Priprava N-benzylaminoethanolu

|
HO _
HOnh, —> T —_— HO\/\N/\©

Do 100ml banky bylo navazeno 3,25 g (53 mmol) aminu, ktery byl rozpuStén v 20 ml
MeOH. K rozpusténému aminoethanolu byl pfilit roztok 5,67 g (53 mmol) benzaldehydu
v 30 ml MeOH. Smés aminu a aldehydu byla chlazena smési voda/led/NaCl. Po 15 minutach
temperace nasledovala redukce enaminu pomoci NaBH4. Béhem 40 minut bylo po malych
¢astech ptidano celkem 1,02 g (27 mmol) NaBH4. Reakce byla ndsledné vyjmuta z chladici
lazn€ a michana po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté. K reakéni smési bylo nasledné
pfilito 10 ml vody a smés byla zbavena MeOH pomoci RVO. K izolaci produktu byla
pouzita extrakce mezi vodou a DCM. Organickd faze byla nasledné vysuSena pomoci
NaxSOq, zfiltrovéna na frit€¢ S1 a odpafena pomoci RVO. Byl ziskdn produkt v podobé
bezbarvého oleje o hmotnosti 7,6 g, coz predstavuje 95% vytézek.

NMR spektra jsou ve shod¢ s daty z databaze scifinder.cas.org pro latku CAS 104-63-2.
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Priprava N-benzyl-N-methylaminoethanolu

1.2h RT
MeOH
2. NaBH4,0 °C
+ o
NS OH OH
o HN/\/ N/\/

I I

Do 100ml banky opatfené michadlem bylo navazeno 3,02 g (40 mmol) N-methyl-
aminoethanolu, ktery byl nasledné rozpustén ve 40 ml MeOH. K rozpusténému N-
methylaminoethanolu bylo pfidano 4,66 g (43 mmol) benzaldehydu. Reakce byla michana
pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin, poté byla reakéni smés vychlazena ledovou lazni a
nasledné bylo do reak¢éni smési piidano po malych ¢astech 0,84 g (22 mmol) NaBH4. NaBH4
byl pfidavan 30 minut, aby nedochézelo k ptiliSnému kypéni smési a ptipadnému piehiivani.
Po ptidavku NaBH4 byla reakéni smés jest¢ hodinu michdna pii laboratorni teploté.
Ukonceni reakce bylo provedeno ptidavkem 10 ml vody a odpafenim MeOH pomoci RVO
pii 65 °C. Vysledny vodny roztok zbaveny metanolu byl 3x extrahovan v systému 6M
HCI/DCM. U vodné faze bylo pomoci 5% NaOH zvyseno pH na hodnotu okolo 9. Tato
bazicka vodna faze byla opét 3x extrahovana pomoci DCM. Organicka faze byla vysuSena
pomoci NaxSOs, zfiltrovana na frit¢ S3 a odpatfena na RVO. Vysledkem reakce bylo 5,2 g
bezbarvého oleje, coz piedstavuje 78% vytézek.

NMR spektra jsou ve shod¢ s daty z databaze scifinder.cas.org pro latku CAS 101-98-4.

Piiprava N-trifluoracetylaminoethanolu

0 CHCl4

HO
HO\/\NH2 . JJ\ " NH

A

F,¢” Yo

Do 100ml bariky bylo navazeno 5,08 g (83 mmol) aminoethanolu, ktery byl rozpustén ve
20 ml CHCIs. Roztok byl ochlazen v ledové lazni. Nasledné bylo ptidano 13,3 g (94 mmol)
ethyl trifluoracetatu. Reakce byla michana ptfes noc. Reakéni smés byla odpafena pomoci
RVO a odparek byl piefiltrovan pies silikagel eluci EtOAc.[49] Organické faze byla suSena
na NaxSOq, susidlo bylo odfiltrovana na frit€¢ S2 a EtOAc byl odpaten pii 60 °C pomoci
RVO. Byl ziskan ¢iry olej, ktery nasledné ztuhl na bilou pevnou latku. Bylo ziskano 10,3 g
¢istého produktu, coz predstavuje 79% vytézek.

NMR spektra jsou ve shod¢ s publikovanou charakterizaci.[49]
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Priprava N-(2,2,2-trifluorethyl)aminoethanolu
Metoda A: Redukce N-trifluoracetylaminoethanolu pomoci BH3- THF

BH3/THF
cooling

HOL -~ reflux 1h HOL -~
F3C/g0 F3C) [50]

Reakce byla provadéna v trojhrdlé bafice opatfené magnetickym michadlem, pfivodem
argonu, chladi¢em, bublackou s nujolem a chlazenou bublackou se smési 5% NaOH a 10%
H>0:. Do vysekurované aparatury bylo skrze septum injektovano 15 ml (15 mmol) 1M BH3
v THF. Aparatura byla chlazena ve vodni lazni s ledem. Za chlazeni byl pomoci injekéni
stiikacky pfidan roztok 0,23 g (1,5 mmol) amidu v 5 ml THF. Reakce byla zahtivana k varu
pod zpétnym chladi¢em po dobu 18 hodin. Reakce byla ukoncena ptidavkem vodné 6M HCl
(objem). Ptidavek HCI byl zprvu velice pozvolny. Po prvnich kapkach reakéni smés silné
pénila. Reak¢ni smés byla odpaiena za vzniku bilého odparku. Podle NMR v DO reakce
probéhla za vzniku trifluorethylamino derivatu.

"H NMR (300 MHz, D,0) § 3.85 (q, J = 9.0 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.19 (t, J =
5.1 Hz, 2H). 'F NMR (282 MHz, D,0) § —68.40 (t, J = 8.9 Hz)

'H i 'F spektra vykazovala 100% ¢istou. Bily odparek byl nasledné extrahovan mezi 5%
vodny NaOH a DCM pro odstranéni piebyte¢né kyseliny borité. Organickd faze byla
vysuSena pomoci bezvodého Na,SOs, ktery byl odfiltrovan, roztok produktu v DCM byl
odparen pii1 40 °C pomoci RVO. Odparek obsahujici produkt byl nasledné pouzit pro dalsi
reakci Mannichova typu.

Reakce probéehla a latka byla charakterizovana, avSak vytézek reakce nebyl zjistén.

Metoda B: Redukce N-trifluoracetylaminoethanolu pomoci BH3 generovaného in situ

NaBH, + I,
THF
cooling

HO_ -~ 70°C HOL -~

F3C/g0 ™ [51]
Reakce byla provadéna v trojhrdlé bance opatfené magnetickym michadlem, pfivodem
argonu, chladi¢em, bublackou s nujolem a chlazenou bublackou se smési 5% NaOH a
10% H20,. Do trojhrdlé baiiky bylo pied sekuraci navdzeno 1,1 g (7,0 mmol) vychoziho
amidu a 0,8g (21 mmol) NaBHa4. Po sekuraci bylo injekéni stiikackou pfidano 70 ml suchého

THF a amid byl rozpustén. Do ptikapavaci nalevky bylo skrze septum injektovéano 1,8 g (7,1
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mmol) > rozpusténého ve 20 ml THF. Nasledné piikapavani I v THF bylo nastaveno tak,
aby se roztok jodu stihal odbarvovat. Reakce velice siln€¢ Ssuméla. Prikapavani trvalo 3 h,
nasledné byla reakce zahtivana k varu pod zpétnym chladicem pies noc. Reakce byla
ukoncena velice pomalym ptidavkem 6M HCI. Reak¢i smés byla prevedena do jednohrdlé
bariky a odpatena pomoci RVO. Odparek byl rozpustén v 50 ml 5% NaOH a extrahovan 3x
s DCM. Organické faze byla susena pomoci bezvodého Na>SOs. Susidlo bylo zfiltrovano a
DCM féze odpatena pomoci RVO pfi 40 °C. Z naméfeného '°F NMR spektra bylo zjisténo,
7e reakce probéhla za vzniku trifluorethylové derivatu, aviak '"H NMR spektrum vykazovalo
velké mnozstvi necCistot. Generovani BH3z v THF z NaBH4 a > bylo uspésné. Latka nebyla

dale Cisténa a nebyl stanoven vytézek reakce.

Metoda C: Redukce N-trifluoracetylaminoethanolu pomoci LiAlH4

LiAIH,/THF
cooling

HO o~ R overight HOL A~
F3C/g0 F3C)

Do barnky s 5,2 g (33 mmol) amidu bylo vlozeno michadlo a olej byl rozpustén v suchém
THEF. Pti laboratorni teploté bylo pfidano 7 ml TMSCI. Smés byla michdna 5 minut a poté
byla vychlazena ve vodni l4zni s ledem. Za chlazeni bylo postupné ptidano 1,0 g LiAlHa.
Ptidavek byl fizen pénénim smési. Po ptidavku vSeho hydridu byla ledova lazeii odstranéna
a reakce doreagovala pii laboratorni teploté. Reakce byla ukoncena ptidavkem malého
mnozstvi vody. Reakce poskytla v '°F NMR spektru charakteristicky triplet (—68 az—71 ppm

v zé&vislosti na rozpoustédle), aviak jako u metody B reakce neprobiha ¢isté ("H NMR) a

také neposkytuje vysokou konverzi (max. 25 %).

Metoda D: Reduktivni aminace trifluoracetaldehydu
Vedle redukce trifluoracetamidu byla vyzkouSena 1 reakce monohydratu

trifluoracetaledehydu (Fluoralu).

MeOH, RT
j\“ Na,SO, o P x NaBH, HO
HO —_— DN N —_— N CF
~NH, + Fic” oH N” TCF, N 3

Do 25 ml banky bylo navazeno 0,25 g (4,1 mmol) aminoethanolu, ktery byl nasledné
rozpu$tén v 10 ml MeOH. Do baiiky bylo pfidano 1,5 g bezvodého Na>SO4 v roli susidla.
Reakéni smés byla vychlazena v ledové lazni. Nasledné bylo pfidano 1,0 g (8,6 mmol)

Fluoralu, reakéni smés byla uzaviena zatkou a ponechana pii pokojové teploté¢ 20 minut.
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K reakéni smési bylo po ¢astech pridano 0,35 g (9,2 mmol) NaBHa. Podle 'F NMR reakce

neprobehla. S nejvétsi pravdépodobnosti nedoslo ani k formaci Shiffovy baze.

Priprava N-trifluoracetylbenzylaminu

CHCl,
OEt * o °C - RT
1,1 ekv

Ve 100ml barce bylo smichano 3,71 g (34 mmol) benzylaminu v 15 ml CHCI3 a za chlazeni
bylo ptidano 4,5 ml (38 mmol) ethyl trifluoracetatu. Chlazeni bylo odstaveno a reakce byla
ponechana pfi laboratorni teploté. Po dvou dnech byla reakce odpafena na RVO pii 65 °C
za vzniku bilého prasku. Bylo ziskano 6,94 g produktu (100%).

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.44-7.30 (m, 3H), 7.34-7.22 (m, 2H), 6.61 (s, 1H),
4.52 (d,J=5.7 Hz, 2H).

F NMR (282 MHz, Chloroform-d) § —75,83 (s)

Piiprava N-(2,2,2-trifluorethyl)benzylaminu

Metoda A:
FsC
FsG LiAlH, AN
HN THF
0 _ >

Do 50ml baiiky bylo navazeno 1,98 g (9,7 mmol) vychoziho amidu, ktery byl nésledné
rozpustén v 15 ml suchého THF. K roztoku amidu bylo za stdlého michani a chlazeni vodni
lazni piidano 0,18 mg (4,7 mmol) LiAlH4. Podle '°F NMR reakce neprobéhla. Zadna reakce
nebyla pozorovana ani po pozdé¢jSim pfidavku TMSCI, a ani po kratkém zahrati k varu

v kyveté.

Metoda B:

Do 50ml banky bylo navazeno 2,00 g (9,8 mmol) vychoziho amidu, ktery byl nasledné
rozpustén v 15 ml suchého THF. K tomuto roztoku bylo ptidano 1,9 ml (15 mmol) TMSCI.
Reakéni smés se bile zakalila. Po nékolika minutach bylo za stdlého michani a chlazeni

ledem ptidano 0,18 g (4,7 mmol) LiAlH4. Podle '°F NMR reakce neprobéhla.
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Zavadéni fosforovych skupin na aminoethanolové derivaty
Priprava diethyl N-(2-hydroxy)ethyl-/V-methyl-aminomethylfosfonatu
Metoda A:

40°C
CH,0 OEt
1den EtO_|

H ( P\\o
P(OEt); + NNy ——— !
< "on

Do 100ml banky bylo navazeno 5,0 g (67 mmol) N-methylaminoethanolu, ktery byl nasledné
rozpustén ve 33 g (198 mmol) triethyl fosfitu (TEP). Déle bylo ptidano 3,0 g (100 mmol)
paraformaldehydu a reak¢ni smés byla uzaviena plastovou zatkou a michana jeden den pfi
40 °C. Cela reak¢éni smés byla bez predchoziho odparovani nalita na 150 g sloupec silného
kationového iontoméni¢e Dowex 50 v H" cyklu v EtOH:H>O 1:1. Cely sloupec byl promyt
2,4 litry smési EtOH:H>O 1:1, béhem ¢ehoz byl vSechen piebytecny TEP pfeménén na
diethyl fosfit (DEP), ktery byl vymyt ze sloupce iontoménice. Produkt byl posléze eluovan
smési NH3:EtOH 1:5. Eluat byl odpafen pii 60 °C. Zbytkova voda byla odpafena
azeotropickym odparovanim s toluenem pomoci RVO. Bylo ziskano 14,0 g svétle Zlutého
oleje, coz by predstavovalo 93% vytézek, aviak podle *'P NMR obsahuje produkt nezndmou
fosforovou necistotu.

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 4.33-3.63 (m, 4H), 3.52 (dfd, J = 5.6, 4.9 Hz, 2H),
3.31 (s, 2H), 2.78 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 2.59 (ddd, J = 5.9, 4.8, 0.8 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H),
1.25 (t, J=17.1 Hz, 6H).

3P NMR (121 MHz, Chloroform-d) § 25.67 (p, J= 9.3 Hz).

Metoda B:
MeCN
60 °C OFt
CH0  EO_]
Holl . H 2 dny ( \\O
Et0” “OEt ~"on N
~N"SoH

Do 100ml banky bylo navdzeno 5,0 g (67 mmol) N-methylaminoethanolu, ktery byl
rozpus$tén ve 30 ml suchého MeCN. Dale bylo pfidano 2,4 g (80 mmol) paraformaldehydu
a 11,1 g (80 mmol) DEP a reakce byla uzaviena plastovou zitkou a michéna dva dny pfi
60 °C. Reak¢ni smés byla odpafena pomoci RVO pii 60 °C. Odparek byl rozpustén v malém
mnozstvi vody a nalit na silny kationovy iontoméni¢ Dowex 50 v H' cyklu. VétSina neéistot
byla vymyta vodou. Produkt byl eluovan smési NH3:EtOH 1:5. Eluat byl odpaten pii 60 °C.

Zbytkova voda byla odpatena azeotropickym odparovanim s toluenem pomoci RVO. Bylo
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ziskano 14,2 g svétle Zlutého oleje, coz by predstavovalo cca 95% vytézek, avSak i takto

pfipraveny produkt obsahuje neznamou fosforovou necistotu.

Metoda C:
Pyridin OEt
40 °C B0 ]
O ~
H Il . ¥ CH,0 ( ~o
e P\ ~ \/\OH E— N
EtO” “OEt N~on

Do 100ml banky bylo navdzeno 5,10 g (68 mmol) N-methylaminoethanolu, ktery byl
rozpus$tén ve 30 ml pyridinu. Do reakéni smési bylo ptidano 11,4 ml (82 mmol) DEP a2,6 g
(86 mmol) paraformaldehydu. Reakce probihala 18 h pfi teplot¢ 40 °C za konstantniho
michéni. Reakéni smés byla odpatena a dalsi Cisténi produktu bylo provedeno na silném
kationovém iontoméni¢i Dowex 50, ktery byl pfeveden do H' cyklu. Necistoty byly
eluovany vodou. Produkt byl vymyt pomoci elu¢ni soustavy NH3:EtOH 5:1. Eluat byl
odparen na RVO pfti 60 °C. Odparek byl jesté 3x odpafen s malym mnozstvim toluenu pro

odpateni zbytkové vody. Bylo ziskdno 14,0 g svétle Zluté olejovité latky s vytézkem 92 %.

Piiprava diethyl V-(2-hydroxy)ethyl-NV-benzyl-aminomethylfosfonatu

Pyridin

OFEt
40°C EtO_|
HIl H CH0 ( o
P + ~ N —
EtO” “OEt OH N
\/\OH

Do 250ml banky bylo navazeno 7 g (46 mmol) N-benzylaminoethanolu, ktery byl rozpustén
ve 40 ml pyridinu. Do reakéni smési bylo ptidano 7,2 ml (52 mmol) DEP a 2,0 g (67 mmol)
paraformaldehydu. Reakce probihala 2 dny pfi teplot¢ 40 °C za konstantniho michéni.
Pyridin z reakéni smési byl odpafen pomoci RVO pfi teploté 65 °C a odparek byl nalit na
silny kationovy iontoméni¢ Dowex 50 v H" cyklu. Zbytky diethyl fosfitu a vznikly
monoethyl fosfit byly vymyty z iontoménice vodou. Jako eluc¢ni ¢inidlo pro chtény produkt
byla zvolena smé&s EtOH:NH3 5:1. Eluat byl odpaten za zisku svétloZlutého oleje, ktery byl
jeste jednou odparen s toluenem pro odpatreni zbytkové vody. Bylo ziskéno 12,7 g oleje, coz
¢ini 92 % vytézek.

NMR spektra jsou ve shod¢ s publikovanou charakterizaci. [29]
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Priprava acylovymi skupinami chranénych aminoethanola

Piiprava N-ethoxykarbonyt-/N-methylaminoethanolu

HO/\/H\ " Cl)J\O/\ —>HO/\/N\
Do 250ml banky NZ 29 bylo navéazeno 6,25 (83 mmol) N-methylaminoethanolu, ktery byl
nasledné rozpustén v 70 ml DCM. Do reak¢ni smési bylo pridano 11,5 ml (89 mmol) TEA
a reak¢ni smes byla vychlazena na ledovovou lazni. Nasledn¢ bylo za chlazeni piikapano 8
ml (84 mmol) ethylchlorformiatu. Po ptidani ethylchlorformiatu byla reakce michéna pii RT
dalsi hodinu. Do reak¢éni smési byla ptidana 3% kyselina chlorovodikové o objemu 50 ml,
aby bylo docileno nizkého pH a celd reakéni smés. Reakéni smés byla nakonec 3x
extrahovdna mezi 3% HCI a DCM, a poté jesté¢ mezi 3x Mezi DCM. Organické faze byla
suSena pomoci bezvodého Na;SOs. SuSidlo bylo zfiltrovano a DCM roztok produktu byl
odparen na RVO pfti 45 °C. za vzniku bezbarvého oleje o hmotnosti 9 g, coz predstavuje
73% vytézek. Namétena 1H NMR spektra jsou ve shodé s publikovanou charakterizaci u

patentu. [52]

Piiprava N-benzyloxykarbonyl-/N-methylaminoethanolu

Qa0 L D

Do 500ml banky bylo navaZeno 10,0 g (133 mmol) N-methylaminoethanolu, ktery byl
rozpu$tén ve 100 ml THF a 100 ml vody s 30 g K»>COs. Na banku byla pfipevnéna
ptikapavaci nalevka s 19,6 g (115 mmol) benzyloxykarbonylchloridu (ZCl), ktery byl
rozpustén ve 20 ml THF. ZCl byl ptikapavan po dobu 30 minut. Pfidavek byl provadén za
neustalého chlazeni ledovou lazni. Po ptidani vSeho ZCl bylo skrze ptikapavaci nalevku
pfidano dalSich 10 ml THF a poté byla ptikapavaci nalevka nahrazena za plastovou zatku.
Po 12 h michani byla reak¢éni smés extrahovana 2x 200 ml EtOAc v 1000ml délici nalevce.
Organické faze byla néasledné extrahovana pomoci nasyceného roztoku Na,CO; a suSena
ptidavkem K>COs. Susidlo bylo odsato na frit¢ S3 a roztok produktu v EtOAc byl zbaven
rozpoustédla pomoci RVO pii teploté 50 °C. Bylo ziskdno 20,8 g bezbarvého oleje, coz
predstavuje 90% vytézek.

NMR spektra jsou ve shod¢ s publikovanou charakterizaci.[53]
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Piiprava N-tbutyloxykarbonyl-/V-methylaminoethanolu

Boc,0  + HO\/\H/ ﬂ): O~
Reakce byla provadéna v 100ml baiice. Do bainky bylo navdzeno 4,67 g (62 mmol)
N-methylaminoethanolu, ktery byl rozpustén v 70 ml 5% vodného NaOH. Roztok aminu byl
chlazen ledem. Do reakcni nadoby bylo nasypano 15,0 g (69 mmol) Boc2O. Po pfidani
Boc,0 prestala byt reakéni smés chlazena a pii laboratorni teploté se michala 2 dny. Reakéni
smés byla extrahovana EtOAc. Ziskana organicka faze byla suSena pomoci NaxSOs a
nasledn¢ odpaiena pomoci RVO pii 60 °C. Bylo ziskano 8,6 g bezbarvého oleje, coz
odpovida 80% vytézku. Kvalita produktu byla zkontrolovdna metodou NMR a namétena

data se shoduji s publikovanou charakterizaci[54]

Priprava alkyla¢nich ¢inidel ze substituovanych aminoethanoli

Piiprava N-tbutyloxykarbonyl-N-methylaminoethyl mesylatu

HO\/\N/ MSO\/\N/

Boc Boc

Do 50ml banky bylo navaZzeno 2,3 g (13 mmol) N-Boc-N-methylaminoethanolu, ktery byl
nafedén 10 ml DCM. Nasledné bylo piidano 10 ml (78 mmol) TEA a smés byla ponechana
pfi RT a michani po dobu 30 minut. Reakéni smés byla vychlazena v lazni s ledem a
nasledné za neustalého chlazeni bylo pomoci ptikapavacky ptikapano 1,3 ml (17 mmol)
mesylchloridu (MsCl) v 10 ml DCM. JiZ pfi prvni kapce byl pozorovan vznik bilé sraZzeniny
TEA-HCIl v DCM. Reakéni smés byla témét po celou dobu pfidavani bila, avSak nakonec
pfi prebytku MsCl reakéni smés zoranzovéla. Po dokonceni pfidavani MsCl (2,5 hodiny)
bylo pfidano 20 ml nasyceného roztoku NaHCOs. Byla provedena extrakce 2x s NaHCOs a
2x s vodou. Organickd faze byla vysusena pomoci Na;SOs4 a odpafena pomoci RVO. Bylo

ziskano 3,2 g oranzového oleje, ktery byl ihned pouzit pro dalsi syntézu.

Piiprava diethyl N-(2-methylsulfonyloxy)ethyl-N-methyl-aminomethylfosfonatu

TEA
OEt OEt
EtO_ | DCM EtO\ll3
~ 0°C; RT ~
mMscl+ [~ O —— > [ 7O°
O\\S//O
/N\/\OH /N\/\O/ ~

Do 250ml bainky bylo navazeno 2,0 g (8,8 mmol) vychoziho substituovaného
aminoethanolu, ktery byl pro jistotu odpafen s toluenem pro odstranéni vlhkosti. Olejovity

odparek byl rozpustén v 50 ml DCM (suSeny pouze sity). Za prudkého michani bylo ptidano
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2,0ml (15,5 mmol) TEA. K baiice byla ptipevnéna piikapavaci nalevka se smési 50 ml DCM
a 0,75 ml (9,7 mmol) MsCl. Mesyl chlorid byl pfikapavan do prudce michané reakéni smési
po dobu 4 hodin. Reakéni smés beéhem ptidavani MsCIl neménila barvu. Ke zméné barvy
doslo az béhem michani pii RT. Po 16 hodinach byla reak¢ni smés extrahovana dvakrat 25
ml vody. Organicka faze byla vysusena Na;SO4 a odpatena pomoci RVO za vzniku 2,0 g
zlutého oleje, coz predstavuje 75% vytézek. Tento olej byl neprodlené pouzit pro dalsi
reakeci.

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.84 (s, 0H), 4.21 — 3.93 (m, 1H), 3.48 (td, J = 6.8,
0.7 Hz, OH), 2.89 — 2.65 (m, 1H), 2.40 (d, /= 0.9 Hz, OH), 1.24 (td, J=7.1, 0.7 Hz, 1H).
3P NMR (121 MHz, Chloroform-d) § 24.29 (p, J = 9.0 Hz).

Piiprava diethyl V-(2-p-toluensulfonyloxy)ethyl-/V-methyl-aminomethylfosfonatu

O
EtO_ g/OEt F)SEOt
CH,Cl, o —R=
< . . (0] N
RT 2h pomalé prikapavani N \/\ OEt
kN/ AN %o \
-
O:?:O K
Cl
HO

K3,2 g (~ 14 mmol) oleje obsahujiciho smés dvou fosforovych komponent (vstupni
diethylester a neznamé necistota pii 17 ppm) bylo pfiddno 15 ml DCM a 9,5 ml TEA.
K reakci byl nasledné po dobu dvou hodin ptikapéavan tosylchloridu (TsCl) v DCM (3,4 g
(17,9 mmol) / 40 ml). Reakéni smés se zabarvila do ¢ervena. Reakce byla sledovana pomoci
3P NMR. Bylo pozorovano, Ze fosforovd komponenta s chemickym posunem cca kolem
17 ppm s TsCl nereaguje. Bylo pozorovéano pielévani intenzity ze signalu vychozi latky na
tosylat, jehoz signal mél chemicky posun cca o 2 ppm niz8i. Reakce byla ponechéana ptes
noc pii RT. Nasledné bylo k reakéni smési pfilito 30 ml nasyceného roztoku NaHCO3 a
reak¢ni smés byla prudce michéna po dobu 10 minut. Smés byla pielita do délici nalevky a
extrahovédna 2x s NaHCOs a 2x vodou. Organicka faze byla odpafena na RVO pii 40 °C za
vzniku ¢erveného oleje. Tento olej byl chromatografovan na sloupci silikagelu. Mobilni fazi
byl ¢isty MeOH. Najimané frakce byly odpateny. Podle *'P NMR byla latka &isté, a signal
u 17 ppm vymizel. Odparek byl rozpustén v CHCl; a jesté jednou byl extrahovan vodou.
Organicka faze byla suSena pomoci Na>SO4. Susidlo bylo odstranéno filtraci. Organicka faze
byla odpafena za vzniku oleje.

Latka nebyla pln€ charakterizovéna.
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Priprava N-ethyloxykarbonyl-/N-methylaminoethyl mesylatu

TEA

( MsCl (
DCM

o) 0 o°C o o}

Y — 7

Ho >N\ Mso” NN

Do 100 ml baniky bylo navazeno 2,7 g (18,4 mmol) vychoziho alkoholu, ktery byl rozpustén
ve 20 ml DCM. Bylo piidano 7,5 ml (55 mmol) TEA a reak¢ni smés byla vychlazena
v ledové lazni. K bance byla piipevnéna prikapavaci nalevka s 3,2 g (28 mmol) MsCl v 10
ml DCM. MsCl byl ptikapavan za stalého michédni a chlazeni. Po pfidani MsCl byla reakce
michana pfi pokojové teploté 1 hodinu. Reakce byla ukoncena piiddnim 20 ml nasyceného
roztoku NaHCO3. Po 5 minutach michani byla reak¢ni smés extrahovana 2x s NaHCOs3 a 2x
s vodou. Organicka faze byla suSena bezvodym Na>SO4. Susidlo bylo odfiltrovano a roztok
produktu v DCM byl odparen na RVO pii 40 °C. Bylo ziskano 3,2 g oleje, ktery byl bez
dalsiho c¢isténi pouzit pro dalsi syntézu.

Latka nebyla plné charakterizovana.

PPh,
CBry
THF
o O RT1h o o
Y—»
Ho >SN B >N

Piiprava 2-|N-(Ethyloxykarbonyl)-N-methylamino]bromethanu

Do 250 ml baiiky bylo navazeno 5,08 g (34,3 mmol) vychoziho alkoholu a 17,0 g (51,3
mmol) CBrs4. Obé reagencie byly rozpusStény 40 ml suchého THF. Za pokojové teploty byla
k reakéni smési pfipevnéna pirikapavaci nalevka s 13,4 g (51,0 mmol) PPh3 v 80 ml THF.
Ptikapavani trvalo 1 h a béhem né&j reakéni smés nékolikrat zménila barvu (zelena, cervend).
Po ptikapani vSecho PPh; byla reakce michdna dal$i hodinu. Nasledné byla reakce
zfiltrovdna a polovina roztoku byla odpafena a ciSténa na SiO,. Necistoty byly eluovany
pomoci DCM, produkt byl nasledné eluovan mobilni fazi aceton:DCM 1:9. Byla ziskany 3 g
produktu, ktery dle NMR obsahoval stopy trifenylfosfinoxidu, avSak latka obsazend ve
vzorku odpovidala publikované charakterizaci [48]. Rozhodujici pti ur€eni pfitomnosti latky
bylo ®C spektrum s charakteristickym signalem u 29,5 ppm. 'H spektra vychozi latky a

produktu si jsou velice podobna.
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Priprava makrocyklickych ligandi

Piiprava DO3ANN
O
O\(
COOt-Bu K,CO4 COOt-Bu N
( 4 - MeCN ( /\/
0. _0 HZN
T C ] — C 7
N
MsO” >\
t-BuOOC—_" \ / t-BuOOC—/ \ /
t-BuOOC t-BuOOC

Do banky bylo navazeno 1,75 g (2,9 mmol) tBusDO3A-HBr a 4,00 g (29 mmol) K>COs.
Smés makrocyklu a baze byla suspendovéana v 30 ml suchého MeCN. K barice se suspenzi
byla pfipevnéna piikapavacka s roztokem 3,2 g (14 mmol) mesylatu v 30 ml suchého MeCN.
Mesylat byl ptikapavan po dobu 3 hodin. Reakéni smés byla michéna jeden den pii RT.
Reakce byla zkontrolovana pomoci TLC . Reakce probihala, ale v reakéni smési byla stale
pfitomna /BusDO3A. Reakéni smés byla zahfatd na 50 °C a michana 4 dny. Reakce

neposkytla dostate¢nou konverzi, aby bylo mozné snadno izolovat produkt.

Piiprava DO3ANMeP
Metoda A: Alkylace pomoci mesylatu pendantniho ramene
OEt
EtO_1
o
! 0.0
AN o, COOt-Bu \ COOH \
1. TFA:CHCI; 1:1 70 °C
MeCN 4/_\/\/ j// 2. 12M HCI 90 °C 4/_\/\/ v
* _ soc o TOEt » o’ Pon
COOt-Bu [ j [ j
N N
s tBuooc— N\ N HOOC—/ \__/
2
[ j tBuOOC HOOC
N
+BUOOC—/ \__/
+BuOOC

Do 100ml banky bylo navazeno 1,9 g (3,2 mmol) tBusDO3A a 0,96 g (7 mmol) K,COs a
smés byla suspendovana v suchém MeCN. Na baiiku byla pfidana ptikapavaci nalevka, do
které byla pfevedena smés 40 ml MeCN a 2,0 g pfislusného mesylatu. Reak¢éni smés byla
prudce michéana pfi pokojové teploté. Rychlost ptikapavani byla nastavena na 1-2 kapky za
5 sekund. Reakce byla michdna 2 dny. Reakce byla zfiltrovana ptes fritu S4. Filtrat byl
odparen za vzniku Zlutého oleje. Odparek byl extrahovan mezi CHCl; a vodu. Organicka
faze byla odpatena za vzniku oleje. Tento olej byl rozpustén v 50 ml smési CHCI3 a TFA

1:1. Ve 100ml baiice byla smés michana a zahfivana k varu pod zpétnym chladi¢em 1 den.
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Zméiené *'P NMR spektrum ukézalo dva fosforové signaly, kdy se nejspise jednalo o
ptebytek alkylac¢niho ¢inidla a alkylovany produkt (rozdil mezi signaly je pouhych 0,4 ppm
/ 16,1 a 15,7 ppm). Reakce byla odpaiena 3x s vodou pii 60 °C za vzniku zlutého oleje.
V dalsim kroku byl odparek rozpustén ve 12M HCI a zahiivan na 90 °C. Po 1 dni byl ziskan
pln¢ deestirifikovany produkt, ktery byl nésledné c¢iStén pomoci chromatografie na
silikagelu. VSechny necistoty byly eluovany mobilnimi fazemi EtOH:NH3; 10:1. Chtény
produkt byl eluovan mobilni fazi EtOH:H>O:NH3 1:2:1.

Bylo ziskdno par desitek miligramt produktu v podob¢ bilého prasku. Je nutné podotknout,
ze znacnou c¢ast tohoto bilé praSku mohl tvofit také siran amonny. Vytézek této syntetické

cesty je pod 10 %.

Metoda B: Alkylace pomoci tosylatu pendantniho ramene

o)
. ) OEt
P~0Et
P/OEOt COOt-Bu K,CO; COOt-Bu N
= ~
0 R /TN Br MecN L
N0 N OEt N *H,N 60-70 °C N N/\/
N \ +
O L J )
N N N N
t-BuOOC—_" \___/ +BuOOC—/ \ _ /
t-BuOOC t-BuOOC

Do 100 ml baniky bylo navazeno 1,3 g (2,2 mmol) tBusDO3A-HBr a 1,0 g vyzihaného
K>COs. Smés byla suspendovana v suchém MeCN. Suspenze byla michdna pii RT na
magnetické michacce. Do baiiky bylo ptfikapano 2,0 g olejnatého tosylatu, ktery byl
rozpu$tén v 50 ml MeCN. Reakéni smés byla ponechana jeden den pii RT, ale podle
3P NMR reakce neprobihala. Nésledng byla reakéni smés jeden den zahiivana na 50 °C,
aviak 3'P NMR spektrum nevykazalo zddnou zménu. Reakce neprobéhla ani pii zahiivani

na 70 °C.

Metoda C: Methylace DO3ANP
Vzhledem k pfedchozi dostupnosti DO3ANP[29] byl ligand DO3ANMeP piipraven téz

methylaéni reakci.

COOH COOH
40 eq. CH,O 4
/" \ /~COOH  25% aq. HCOOH ¢\ cooH
[N Nj 95 °C, 2 dny [ j
_—
N N N N
HOOC—/ \ / HOOC—_/ \ /
—4 NN
N / /
N"NoH ! IP/OH
/
HO HO
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Reakce byla provedena dle Eschweilera-Clarka.[55] Do 25ml baiiky bylo navazeno 230 mg
(0,4 mmol) vychoziho DO3ANP, ktery byl rozpustén v 20 ml 25% vodné kyseliné mravenci.
K roztoku aminu bylo ptidano 0,50 g (17 mmol) paraformaldehydu a reakce byla michana
pii 95 °C po dobu dvou dnii. Reakéni smés byla odpatfena na RVO pii 70 °C. Piebytecny
paraformaldehyd a zbytky kyseliny mravenci byly odpaieny opakovanym odpafovanim
z vody. Produkt byl ziskén jako transparentni sklovité latka, ktera po naskrabani ptechdzi do

podoby bilé¢ho prasku.

Metoda D: Mannichova reakce s DO3ANNMe
Vzhledem k piedchozi dostupnosti DO3ANNMe [48] byl ligand DO3ANMeP piipraven téz

reakci Mannichova typu.

COOH COOH COOH

/~\ /—cooH  2°d4DEP L/ L/ ~coon
NN 10 eq CH,0 N\ COOH  qama NN
[ j py, 40 °C 2 dny [ j 95 °C, 2 dny [ j
NN NN NN
HOOC—/ \__/ Z Hooc—_ N\ HOOC—_/ \__/
o) o
N N"\//_OEt N/\F/’//OH
/ IT o
EtO HO

Do 25ml baiky se zabrusem a michadlem bylo navazeno 183 mg (0,45 mmol)
makrocyklického prekurzoru a 120 mg (4 mmol) paraformaldehydu. Tato smés byla
rozpusténa 15 ml pyridinu (nedestilovan, nesuSen). Ke smési bylo ptikapano 128 mg
(0,93 mmol) DEP. Reakce byla uzaviena plastovou zatkou a zahtivana na 40 °C na olejové
lazni po dobu dvou dni. Reak¢ni smés byla odpafena na RVO pii 60 °C a poté jesté 2x
s vodou. Odparek byl rozpustén v malém mnozstvi vody a nalit na sloupec silné¢ho
kationtového iontoméni¢e (Dowexu 50, H™ cyklus, 1x5 cm). Pfebyteny DEP a
hydrolyzovany monoethyl fosfit byly vymyty vodou. Produkt byl eluovan nejprve 10%
vodnym pyridinem a nasledné smési EtOH:NH3 5:1. Produkt byl eluovan v obou elu¢nich
fazich. Eluat byl odpafen na RVO pii teploté 60 °C. Cisténi pomoci silného kationtového
iontoménice bylo ovéfeno pomoci *'P NMR. Bez dalsiho ¢&isténi byla nazloutld pevna latka
pouzita k dalsi reakci.

"H NMR (300 MHz, D20) & 3.99 (dq, J = 8.2, 7.1 Hz, 4H), 3.43 (s, 6H), 3.36 — 2.98 (m,
18H), 2.95 (t,J= 6.2 Hz, 2H), 2.83 (d, /= 11.1 Hz, 2H), 2.79 — 2.70 (m, 2H), 2.31 (s, 3H),
1.18 (t, J=7.1 Hz, 6H).

3P NMR (121 MHz, D20) § 23.65.
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Cista komponenta (podle 3'P NMR) byla zalita 20 ml 12M HCI a smés byla zazatkovana a
ponechana za michani pii 95 °C po dobu 2 dnt. Kyselina chlorovodikova byla odpatena na
RVO pii 60 °C. Byla ziskana nazloutla pevna latka, jejiz >'P NMR spektrum obsahuje pouze
jediny signal.

"H NMR (300 MHz, D,0) & 3.91 —3.73 (m, 4H), 3.60 — 3.14 (m, 15H), 2.96 (m, 11H).

3P NMR (121 MHz, D>0) & 6.85 (t, J = 12.4 Hz).

Priprava DO3ANP
COOH COOH
/" \ /~cooH H2cat PdC L /\ ~coom
NN 20% aq. CHzCOOH NN
[ j RT, 2 dny [ j
NN NN
HOOC—/ \__ / HOOC—/ \__/
N/\/(/j /\/o
NN/
F/OH N IP/OH
HO HO

Do 100ml hruskovité banky byl nalit roztok vychoziho DO3ANBNP v 30 ml 20% kyseliny
octové. Do batiky bylo navazeno 230 mg Pd/C a nasledn¢ byla batika uzaviena zdbrusovym
kohoutem. Barika byla vysekurovana a poté k ni byl pfipevnén gumovy balonek naplnény
vodikem. Michani v aparatufe bylo nastaveno tak, aby vznikaly vysoké viny a dochazelo tak
k efektivnimu kontaktu vodikové atmosféry s roztokem. Reakce probihala 2 dny pii
pokojové teploté. Katalyzator byl zfiltrovan pies papir a roztok byl nékolikrat odpaten
s vodou za zisku lehce naZloutlého prasku. Reakce byla kvantitativni.

NMR spektra se shoduji s publikovanou charakterizaci [29]

Priprava komplexi

Komplexy DO3ANRP byly piipravovany ligandovych navazek v fadech desitek miligramd.
K ligandu rozpusténému ve vodé bylo pfidano podstechiometrické mnozstvi (0,9 ekv.)
prislusné Ln*" soli. Sole byly piididvany v podob& roztoku, u nichZ byla koncentrace
stanovena titra¢né s piesnosti 10°M. Pro komplexace byly pouZity vodné roztoky 0,05796 M
GdCls, 0,05112 M DyCls a 0,05742 M EuCls.

Po smichani ligandu a pfislusné sole bylo upraveno pH reakéni smési na hodnoty 7-8
pomoci vodného roztoku NaOH. Pii postupném ptidavani NaOH po okamzitém zvySeni pH

nasledovalo postupné snizovani hodnoty pH diky pomalé komplexaci. Pro kvantitativni
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zakomplexovani Ln*" iontu do kavity DO3ANRP byly komplexy zahiivany za stalého
michani na olejové 1azni ptes noc pii 60 °C.

Komplex YbDO3ANP byl pfipraven z Cerstvé ptipraven¢ho roztoku YbCls-6H20O. Tento
roztok nebyl titrovan. Diky hygroskopi¢nosti Ln** soli byla zfejmé vysledna koncentrace
Yb** vroztoku nizsi, avsak pro standardni paramagneticki NMR méfeni je pouzivan
nadbytek ligandu. Roztok komplexu byl stejné jako v piedchozich piipadech zahtivan pfi

60 °C v bazickém prostiedi pies noc.
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Seznam pouzitych pristroja

Ptistroje dostupné na pracovisti chemické sekce PiF UK.

VNMRS300 — Varian NMR spektrometr s protonovou frekvenci 300 MHz byl pouzit pro
kontrolu syntetickych krok®, méfeni 'H, 13C, 3'P a '°F spekter, BMS a pH 'H a *'P NMR
titrace

BrukerAscend400 — Bruker NMR spektrometr s protonovou frekvenci 400 MHz byl pouzit

pro méfeni teplotnich zavislosti relaxaci 7O a DIS.

Ptistroje dostupné na pracovisti Universita del Piemonte Orientale — Dipartimento di Scienze
e Innovazione Tecnologica, Alessandria, Italie.

BrukerAvance III1 500 — Bruker NMR spektrometr s protonovou frekvenci 500 MHz byl
pouzit pro méfeni BMS a T1 relaxace vody u studovanych komplexti GADO3ANP pii
ruznych teplotach.

Fast fieldcycling Stelar Smar Tracer — relaxometr s proménnym magnetickym polem od
0,00024 do 0,25 T (0,01-10 MHz protonové Larmorovy frekvence) byl pouzit pro
GdDO3ANP NMRD

StelarRelaxometerwith Bruker WP 80 NMR electromagnet — relaxometr pro vysoka pole
od 15 do 70 MHz protonové Larmorovy frekvence byl pouzit pro GADO3ANP NMRD

Piistroje dostupné na pracovisti Department of Chemistry — Durham University, Durham,
Velka Britanie

Varian Mercury 200 — Varian NMR spektrometr s protonovou frekvenci 200 MHz

Varian Mercury 400 — Varian NMR spektrometr s protonovou frekvenci 400 MHz
VNMRS500 — Varian NMR spektrometr s protonovou frekvenci 500 MHz

PerkinElmer LS 55 Fluorescence spectrometer — méieni dob zivota EUDO3ANXP

ISA Jobin-Yvon SpexFluorolog-3 — méteni luminiscencnich spekter latek EuDO3ANXP

s pfimou excitaci pti 398 nm
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Méreni NMR experimenti

Relaxivitni mé&feni "H NMRD

U komplexu GdDO3ANP byly naméfeny '"H NMRD profily pfi teplotach 10, 25 a 37 °C a
pii dvou riznych pH (AC =5,7; BA 11,4). Pfi méteni byly pouzity relaxometry s laditelnym
magnetickym polem. Méfeni byla provedena na pracovisti v Alessandrii v Italii. Ve
frekvencni oblasti od 0,01 MHz do 10 MHz byl pouzit takzvany low field relaxometer, u
kterého je zména magnetického pole pln¢ automatizovana. U frekvenci mezi 21 a 61 MHz
bylo nutné pro kazdy bod (rozdil byl vzdy 10 MHz) upravit kabelaz a ptistroj — high field
relaxometer naladit na spravnou frekvenci pomoci ladicich knoflikl tunning and matching.
Teplota byla kontrolovana pfed kazdym méfenim pomoci odporového teploméru. Namétené
hodnoty relaxaéniho zvyseni R; byly nasledné vydéleny koncentraci komplexu za zisku
hodnot 1. Koncentrace byly ur€eny pomoci metody BMS. Méteni BMS v italské
Alessandrii bylo provadéno odlisSnym zptisobem nez je standardni zptisob zminény v uvodu.
Site NMR sondy na tamnim Bruker Avance III 500 umoziiuje méfeni pouze v tuzkych
kyvetach, do kterych neni mozné vlozit externi referenci. Méteni paramagnetického vzorku

a diamagnetické reference tedy probihalo separatné, coz mize byt zdrojem chyby.

170 NMR DIS

Byl proveden DIS experiment pro kyselou a bazickou podobu komplexu odvozeného od
ligandu DO3ANP, pro zjisténi rozdilného g pro jednotlivé pH zavislé koordina¢ni mody.
Ptipraveny komplex DyDO3ANP byl rozdélen do deseti NMR kyvet tak, aby po nafedéni a
upravé pH pomoci vodného roztoku NaOH a HCI bylo pfiblizné¢ dosazeno chténych
koncentraci. Hodnoty pH byly upraveny tak, aby v kazdé kyveté kysel¢ série byla hodnota
pH mezi 5,5 a 6,0, v pfipad€ bazické oblasti byla hodnota pH mezi 9,5 a 10,0. Hodnoty pH
byly voleny na zéklad€ pKa pro sekundarni amin ligandu DO3ANP, které bylo stanoveno
potenciometricky a publikovano.[29]

Pro ptipravu komplexu i kontrolni série byl pouZit ofaktorovany roztok DyCls. Koncentrace
métenych dysprositych latek byly voleny tak, aby vysledné rozdily byly pokud mozZno
ekvidistantni. U vSech 16 kyvet (10 s komplexem a 6 kontrolni série aqua komplexu) bylo
zméteno 'H BMS NMR spektrum a pomoci Evansovy metody byly dopo&itany jednotlivé
koncentrace.

U vsech vzork@i byla provedena méfeni pomoci 7O NMR, kde byla sledovana zména
chemického posunu H>!’O. Pro nizké piirozené zastoupeni ’O kysliku bylo nutné méfit

2048 scanti na 400MHz spektrometru ('H frekvence).
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Nastaveni méfeni 'O spekter bylo nt = 2048, at = 0,0500 s, d1 = 0,100 s, pw = 32,0000 p,
T=298,1 K, SF 70 = 54,24 MHz.

Pro vypodet DIS byl zméfen i chemicky posun O ve vzorku &isté vody s piirodnim
zastoupenim H»'’0O. Na zikladé 'O chemickych posunti a dat zBMS, potazmo

z koncentrace Dy*", byly vypoéteny hodnoty DIS.

Dalsi 1’0 experimenty

Spektra 'O NMR byla méfena na piistroji Bruker Ascend s nastavenim nt = 2048,
at=0,0500s,d1 =0,100 s, SF 70O = 54,24 MHz. Puls byl kalibrovan pro kazdy bod méfeni.
Hodnoty pw byly mezi 17,5 a 20,1 ps. Teplota byla upravovéana vzdy po 10 °C od 5 do
95 °C. Redlna teplota byla zjistovana z chemického posunu ethylenglykolu. Temperovani
vzorku trvalo vzdy 10 minut. Z jednodimenzionélnich spekter H2!’O byly ziskany polosiiky

signald, tj. Sitka signalu/Hz v polovin¢ vysky piku. Hodnoty pH byly 5,7, 10,0 a 11,5.

T1 70 NMR experimenty

70 Ty relaxaéni ¢asy H»'’0O byly ziskdny pomoci experimentu Inversion Recovery.
Nastaveni méfeni 7O spekter bylo nt = 256, at = 0,0500 s, d1 = 0,0500 s, SF 170 = 54,24
MHz. Teplota byla upravovana vzdy po 10 °C od 5 do 95 °C. Redlna teplota byla zjistovana
z chemického posunu ethylenglykolu. Temperovani vzorku trvalo vzdy 10 minut. Puls byl
kalibrovan pro kazdy bod méteni. Hodnoty pw byly mezi 17,5 a 20,1 ps. Hodnoty 71 byly
ziskany zpracovanim experimentl Inversion Recovery pomoci softwaru Topspin. Hodnoty

pH byly 5,7, 10,0 a 11,5.

'H relaxivitni pH NMR titrace

Pro relaxivitni titraci bylo nutné pro kazdy bod zméfit spektrum BMS, které udava
koncentraci ligandu v roztoku. Hodnoty pH vzorku byly upravovany pomoci roztoki HCl a
NaOH. Pro kontrolu byla hodnota pH méfena pied i po NMR experimentu. pH meter s uzkou
elektrodou, kterd se vejde do NMR kyvet, mél pomé&rné pomalou odezvu. Pro zji§téni hodnot
r1 byl zmé&fen experiment Inversion Recovery pro zjisténi 7 relaxa¢niho ¢asu 'H signalu
H>0. Pro kazdy bod bylo nutné kalibrovat puls. Vyhodnoceni Inversion Recovery
experimentl bylo provedeno pomoci softwaru VNMRJ.
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NMR pH titrace

NMR titrace byly provadény na stroji s rezonanéni frekvenci 300 MHz pro 'H a 121 MHz
pro *!P. Ligandy DO3ANBnP a DO3ANMeP byly rozpustény v DO a pievedeny do NMR
kyvet. U vzorkil bylo zmétfeno pocatecni pD. pD pro DO3ANBnP c¢inilo 0,52, v ptipade
DO3ANMeP bylo pD rovno —0,71. Jako titracni ¢inidlo byl pouzit roztok 1M NaOD v D,0.
Titra¢ni ¢inidlo bylo pfidavano pomoci automatické pipety tak, aby bylo docileno rozdilu
pH mezi jednotlivymi body rovnému cca 0,5 jednotky pH/pD. V prib¢hu titrace byla méfena
jednodimenzionalni 'H spektra bez pfitomnosti insertu. 'H spektra byla referencovana na
signal vody (4,7 ppm). Déale byla méfena *'P NMR spektra si bez decouplingu 'H. 3'P
spektra byla referencovana na vlozeny standard v externi kyveté. Tento standard obsahoval
H3PO4, jejiz chemicky posun byl pouzit jako reference a byl upraven na hodnotu 0,00 ppm).
Vsechna méfeni byla provddéna s lockem na D>O a shimem. Spektra byla zpracovana
v programu MestRenova.

Zavislosti chemickych posunil fosfonatovych a benzylové/methylové skupiny na pH byly
pouzity pro zjisténi hodnot pKa. Hodnoty pKa byly ziskany fitovanim v programu
Opium.[56] Pro fitovani byly pouzity pouze hodnoty chemickych posuni mezi pD 2 az 10.

Luminiscen¢ni méreni

Pied kazdym luminiscenénim méfenim v D20 je zapotiebi zajistit co nejvétsi podil D2O ve
vzorku, proto je pfed méfenim v D2O nutné vzorek nékolikrat odpafit s téZkou vodou.
V laboratotfi v Durhamu byl vyuzit lyofilizator pro lepsi vysuSeni. Pfed méfenim v D20 byl
vzorek 3x vysuSen z D>O. Hodnoty pD byly upravovany pomoci roztokti NaOD v D>O a
DCI v D20O. Vzorek byl po méfeni v DO vysuSen od DO a rozpustén v H>O. Takto
ptipraveny vzorek byl pouzit pro méfeni v H>O. Hodnoty pH byly upravovany pomoci
roztokit NaOH a HCL.

Luminiscen¢ni méfeni byla provadéna u roztoki komplexti v D-O i H2O, kdy koncentrace
komplexti byvala v fadu jednotek mg/ml. Jelikoz ligandy neobsahuji funkéni skupiny, které
by mohly vykazovat ,,anténa efekt” [57] bylo europium v komplexech excitovano ptimo.
Pro méfeni luminiscencnich spekter byla zvolena excitacni vinova délka 398 nm.

V ptipadé méfeni dob Zivota byl komplex excitovan taktéZ 398 nm. Doba Zivota byla métena
pro vinovou délku odpovidajici hypersenzitivnimu ptechodu Do—>'F, coz piedstavovalo

616 nm. Méteni dob Zivota bylo provadéno vzdy 3 x, aby méfeni bylo co nejptesnéjsi. pH/pD
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bylo méteno vzdy pred a po méfeni. Parametry méteni dob zivota jsou uvedeny v Tabulka

3.

Tabulka 3 Parametry méteni dob Zivota EUDO3AN(R)P na stroji LS55

Parametry méfeni dob Zivota excitovanych stavii europitych komplexa
Sample EuDO3ANP | EuDO3ANMeP | EuDO3ANBnP
Solvent D>O | H O | DO | H,O | DO | H2O

Excitation wavelength 398 nm

Emission wavelength 616 nm

Excitation slit 10 10 10 15 15 15
Emission slit 5 5 5 15 15 15
Gate time 0.1 ms
Delay time 0.1 -5.0 ms

Na zaklad¢ nasledujicich rovnic (7) a (8) (ref. [46]) byly z hodnot dob Zivota na titra¢nich
»platech® vypocteny pocty molekul koordinovanych vod pro jednotlivé mody koordinace

vSech EUDO3ANRP komplexi. Pouzité rovnice:

T= o (7

q = (|kn,0 — kp,o| — 0.25) - 1,2 (8)
Stejn¢ jako meéteni doby zivota byly méfeni emisnich spekter provadény v kiemennych
kyvetach. Méteni byla provadéna v rozsahu 550—720 nm. Kviili pfimé excitaci europia bylo
nutné odstranit z pfistroje filtr pro vlnové délky vyssi nez 390 nm. RozliSeni bylo nastaveno

na 0,25 nm a integracni ¢as byl 1,00 s.
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Vysledky a diskuse

K cilovému ligandu DO3ANMeP byly navrzeny 3 hlavni cesty (Obrdzek 13). Dvé tyto cesty

vychézi z makrocyklickych prekurzorti, které byly pfipraveny v rdmci nasi laboratofe jiz

diive a syntetickd cesta k nim jiz byla dfive publikovana. Jedna se 0 a DO3ANN (Cesta B)

a DO3ANP (Cesta C). Dalsi synteticka strategie je zalozena na syntetické cesté, kterd je

analogicka k syntéze DO3ANP,

avSak vychazi zjiného komer¢niho prekurzoru —

z N-methylaminoethanolu (Cesta A).
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Obrazek 13 Schéma syntetickych strategii (A,B a C) pro piipravu DO3ANMeP
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Synteticka cesta A:

V ramci syntetické cesty A se jedna o nasledujici kroky: A1 je reakce Mannichova typu na
N-methylaminoethanolu, u niz byly vyzkouseny 3 modifikace. Reakce A1! byla provadéna
v pyridinu, ktery zde vystupuje jako rozpoustédlo, s DEP. Reakce A1? byla provadéna
v TEP, ktery byl pouzit v trojndsobném nadbytku a vystupoval tak i jako rozpoustédlo. A13
byla reakce DEP v MeCN. Vsechny reakce probihaly srovnatelné dobte. Hlavnim Cisticim
krokem je promyti skrze silny kationovy iontoméni¢. V prabéhu tohoto procesu dochazi
k degradaci produktu. S nejvétsi pravdépodobnosti dochazi k odstépeni jedné z ethylovych
esterovych skupin fosfonatu a uzavirani 6ticlenného laktonového cyklu, avSak tento bocni
produkt nebyl izolovan.

Reakéni krok A2 predstavuje vymeénu hydroxylové skupiny za 1épe odstupujici skupinu,
takova latka poté vystupuje v reakci A3 jakozto alkylacni €inidlo. V rdmci kroku A2 byly
pfipraveny Ms a Ts derivaty. V piipad¢ mesylath doslo k obrovské ztraté Casu, jelikoz se
ukézalo, ze pouzivany MsCl nejspis$ uz neni dostatecné kvality. Tento MsCl byl vyménén za
jiny zdroj a byl pfipraven mesylovany produkt. V ptipad¢ Ts byl vyuzit TsCl, avSak tosyl
derivaty nebyly v dal§im reakénim kroku viibec aktivni (24dna zména ve *'P NMR spektrech
ani na TLC). Ts derivat byl nereaktivni i po piidavku Ip, ktery mél podléhat in situ
Finkelsteinové reakci. Bez reakce byl také pridavek MeONa, jakozto silnéj$i baze
v porovnani se standardnimi podminkami K>CO3/MeCN 60°C. Ani zvyseni teploty nevedlo
k reakci.

Mesylat reagoval, avSak krok A3 —alkylace na fBusDO3A-HBr, byl nejspi§ znacné ztratovy
1 pfes nadbytek alkylac¢niho Cinidla, které ma teoreticky potencial podléhat beta eliminaci.
Vzhledem k nadbytku alkyla¢niho ¢inidla jsou "H NMR spektra a TLC velice $patné Citelna
a proto bylo pokracovano déle s olejovitou smési produktu a nadbytku mesylatu bez
detailnéjsi charakterizace. Odstrafiovani esterti (A4) probihalo standardnimi metodami.
Zahtivanim latky ve smési CHCl; a TFA dochazi k odbourani rbutylesterii a nasledné
zahfivani v 12M HCI odbourava ethylestery na atomu fosforu. Reakce odbouravani estert
jsou vcelku bezproblémové a lze je provadét v jedné barice, aby dochdzelo k minimalnim

ztratam. Kvili problematickému kroku A3 jsou vytézky velmi nizké.
Metody B a C byly studovany na zékladé€ toho, Ze jejich téméf finalni prekurzory byly

k dispozici a byly na nich provedeny reakce, které téméf kvantitativné poskytovaly chtény

produkt DO3ANMeP.
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V ramci cesty B byl nejprve proveden krok BS, kdy dochézi k reakci Mannichova typu na
sekunddrnim aminu pendantniho ramena DO3ANN. Tato reakce byla provadéna za
podminek, které v ramci nas$i skupiny studuje Mgr. Peter Urbanovsky, tj. reakce aminu,
paraformaldehydu a DEP v pyridinu. Tato reakce byla prakticky kvantitativni. Nasledna
deesterifikace probihé uz za diive diskutovanych podminek pii zvysSené teploté v 12M HCI.
V ramci usnadnéni syntézy bylo piipraveno nékolik podskupin cesty B. Byly pfipraveny
R-oxykarbonyl-N-methylaminoethanoly (R= ¢Bu, Bn, Et). Pfipravy téchto latek
nepfedstavovaly zadny zasadni problém, az na silny zapach reagencii (Z-chlorid, ethyl—
chlorformiat).

Jako problém se ukazala kombinace krokti B2 a B3 a s tim spojend pfiprava alkyla¢niho
¢inidla, které by bylo dostate¢né reaktivni pti alkylaci. Pokusy o ptipravu chloridd pomoci
SOCl; byly Uspés$né, avSak reaktivita pfislusnych chloridli je nedostacujici. Pokusy o
na CiSténi. Po sérii nezdarq, ktera zahrnovala také reakci s PBr3 nebo SOBr» (zna¢né nevalné
kvality), byla provedena publikovana reakce, kdy hydroxylova skupina u ethoxykarbonyl-
N-methylaminoethanolu (krok B2, kde x = Br a R=Et) byla vyménéna za brom za vyuziti
Appelovy reakce, kde bromaéni €inidlo vznika in situ reakci PPhs s CBrs. Tato reakce je
také podporovana znacnou oxofilicitou trifenylfosfinu. Béhem c¢isténi produktu se
trifenylfosfinoxid rozmyva po celém objemu kolony, avSak jednd se o vcelku inertni
necistotu. Vysledny bromderivat byl Gspésné€ pouzit v kroku B3 jako alkylaéni ¢inidlo. Krok
B4 — deesterifikace tbutylesterti a hydrolyza ethoxykarbonylové skupiny — probihal bez
vétSich problémi. Ke ztrat¢ produktu z kroku B4 vSak doslo pfi findlnim CiSténi na

aniontovém iontoméni¢i Dowex 1.

Synteticka cesta C byla pouzita pfi piipravé komplext pro luminiscenéni méteni v Durhamu
v Anglii, jelikoz ligandy DO3ANBnP a DO3ANP jsou pii této syntetické strategii
meziprodukty. Jako vychozi komponenta této syntézy je aminoethanol, ktery reakci
s benzaldehydem vytvaii Schiffovu bazi, ktera je nasledné redukovana pomoci NaBH4. Krok
C1 tedy poskytuje velice dobré vytézky a reakci je mozné provadét v gramovych skalach.
Se vzniknuv§im benzylaminoethanolem v kroku C2 probihd reakce Mannichova typu, ktera
opét dava prakticky kvantitativni vytézky. U zpracovani reakce C2 byl taktéz pozorovan
problém s degradaci produktu, stejné jako v ptipadé¢ Al. Reakce C3 byla provadéna pouze
s MsCl. Mesylat z kroku C3 byl pouZit pro zavedeni pendantniho ramena na cyklus
BusDO3A. Béhem kroku C5 byly odstranény fbutylestery z karboxylath a ethylestery
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z fosfonatové skupiny pendantniho ramena. Byl ziskan ligand DO3ANBnP. Hydrogenaci
DO3ANBnP byl vkroce C6 ziskan ligand DO3ANP. Reakci C7 — Eschweilerovou—
Clarkovou methylaci v kyselin€ mravenci byl ziskan finalni ligand DO3ANMeP.

Pfi studiu stability fosforovych produkti kroki Al a C2 byl proveden pokus, kdy
N-methylovy derivat byl promyt skrze iontoméni¢ co mozna nejrychleji, a naopak N-
benzylovy derivat byl ponechdn absorbovany na iontoménici ptes noc. Vysledkem byla
minimalni fosforova ,,necistota v ptipadé N-Me derivatu, avSak u N-Bn derivatu doslo k cca
50% konverzi produktu Mannichovy reakce na ,necistotu”. V prostiedi kyseliny
trifluoroctové piechazi oba *'P NMR signaly v jeden, ktery svym chemickym posunem

odpovida pln¢ deesterifikovanému derivatu.

Na kvalitativni Grovni bylo otestovdno n¢kolik syntetickych strategii, které by v budoucnu
mély vést k derivatu DO3ANT(feP. Kritickou se ¢asti je bezesporu redukce trifluoracetamido
prekurzoru na trifluorethyl derivat pro piipravu pendantnich ramen. Redukce byla
pozorovéana pii pouziti LiAlH4 s TMSCI a také pii pouziti 1M BH3 v THF. Déle byla
studovana moznost ptipravy BH3 in situ z NaBH4. Jako levna a funkéni metodoa se ukazala

byt reakce NaBHj s Io.

Komplexace ptipravenych ligandii byly bezproblémové. Jelikoz vSak probihaji pomalu, bylo
nutné neutralizovat smés ligandu a soli lanthanoidu pfidavky baze po malych davkéch, aby
nedochézelo k vylu€ovani nerozpustného hydroxidu. Nakonec byla reakéni smés zahiivana
pii pH 7-8 pies noc pii 60 °C. Timto zplisobem byly ziskany komplexy Ln**DO3ANP
(Ln=Eu, Gd, Dy, Yb), EuDO3ANBnP a EuDOANMeP, na kterych byla nasledné

provadéna meteni diskutovana dale.
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NMR studium

Relaxivita GADO3ANP

Byly naméfeny 'H NMRD profily latky GADO3ANP pfi riznych hodnotiach pH (11,4
(Obrazek 14), 10,1 (Obrazek 15) a 5,7 (Obrazek 16)) pro 3 razné teploty (10, 25, 37 °C). U
vSech zminénych NMRD profili je patrné, Ze nejvyssSich hodnot relaxivity se dosahuje pfi
nizsich teplotach, v tomto ptipad¢ pti 10 °C. Porovnani NMRD profili pfi teploté 10 °C pro

3 odlisna pH je zobrazeno na Obrazek 17.
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Obréazek 14 'TH NMRD profil pro GADO3ANP pii teplotach 10,25 a 37 °C a pi pH 11,4
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Obréazek 15 "H NMRD profil pro GADO3ANP pii teplotach 10, 25 a 37 °C a pii pH 10,1
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Obrazek 17 Porovnani 'H NMRD profild pii teploté 10 °C pro hodnoty pH 5,7, 10,1 a 11,4

Z vyse uvedenych NMRD profilil vypliva, Ze u komplexu GADO3ANP dochézi ke zméné
poc¢tu molekul koordinované vody. VysSi relaxivita pozorovand v kyselém prostiedi
jednoznacné svéd¢i o ¢ = 1, zatimco pokles relaxivity pozorovany v bazickém prostiedi
odpovidd g = 0, a relaxivita v bazickém prostiedi je fizena pouze piispévkem vnégjsi
hydratace.[40] Namétené hodnoty pro pH =10,1 daly prostor pro otazku, zdali je zastoupeni
,bazické &astice pii pH = 10,1 100%. Odpovéd na tuto otazku poskytly méfeni DIS a 1’0
teplotné zavislé experimenty, které potvrdily, Ze pfi pH = 10 je g stejné, jako pii pH = 11,4.
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Uskalim méfeni NMRD profili v italské Alessandrii, je jiz zmifiovana odligna metoda BMS
méfeni. Chyba v uréeni koncentrace pomoci BMS, se bezpodmine¢né musi projevit na
vysledcich NMRD profili, jelikoz veli¢ina 71 je koncentracné nezavisla.

Pro lepsi uréeni zavislosti ¢ na pH byla provedena pH 'H relaxivitni titrace GIDO3ANP na
stroji o frekvenci 300 MHz (Varian300).(Obrdzek 18)
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Obrazek 18 'H Relaxivitni titrace GADO3ANP provadéna na Varian 300 MHz pii 25°C

Celkovou relaxivitu ovliviiuji 1 molekuly vody v tzv. second sphere.[40] Inflexni bod titra¢ni
kiivky pfisluS$i hodnoté pH, kterd je témeéf totozna s hodnotami pKa pro komplex
EuDO3ANP.[29]

170 DIS DyDO3ANP

Na Obrazek 19 je zobrazena vynesena zavislost DIS (rovnice 4) na koncentraci komplexu,
potazmo aqua komplexu Dy**, u kterého se literatura rozchazi v tom, jestli se jedna o
Dy**(H20)s [37] nebo Dy*"(H20)0.[36] Cervené je znazornéna zavislost pro referenéni aqua
komplex, modfe je pak komplex DyDO3ANP v bazickém prostfedi a ¢erné je zndzornén
tentyZ komplex v kyselém prosttedi. Ze smérnic vzniknuvSich pfimek byly dle rovnice (5)

dopocitany hodnoty ¢ pro ob& hodnoty pH. Hodnoty ¢ jsou uvedeny v Tabulka 4.
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Obrazek 19 Graf zavislosti DIS 7O na koncentraci — DyDO3ANP (modré trojahelniky pH = 9,5-10,0; Cervené puntiky pH
=5,5-6,0) a Dy-aquakomplexu

Na zakladé experimentd DIS u latky DyDO3ANP byly vypocteny hodnoty g pro kyselou 1
bazickou ¢astici (Tabulka 4).

Tabulka 4 Vypoctené hodnoty g z DIS experimentu pro DyDO3ANP.

pH g pro referenci Dy(H20)s*" | ¢ pro referenci Dy(H20)o>"
9,5-10,0 0,19 0,21
5,5-6,0 1,65 1,85

Hodnoty g pro DyDO3ANP v bazickém prostiedi odpovidaji tomu, Ze molekula neobsahuje
zadnou inner-sphere vodu. Vypoctena hodnota ¢ je nenulova kvili vlivu druhé hydrata¢ni
sféry v okoli fosfonatu. V kyselém prostiedi bylo pozorovano ¢ = 1 a vyssi vliv vod druhé
sféry. Pro komplex DyDO3ANP byla pomoci metody DIS prokazana zména poctu molekul

vody koordinované na centralni atom v zavislosti na pH.

Teplotni zavislost 7O NMR GdDO3ANP

Z grafu na Obrdzek 20 je patrné, ze T relaxaéni Gasy H2!’O jsou na pH nezavislé. Pii
teplotach nad 75 °C/ 348 K se kyveta uvnitf znacné rosila, coz v konecném disledku
ovlivitovalo koncentraci komplexu v roztoku, proto jsou posledni 3 body znacné

nepravidelné odchyleny od pfedchoziho trendu.
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Obrazek 20 Teplotni zavislost 71 70 — GADO3ANP

Oproti tomu, polositka 'O NMR signalu, ktera je vyznamng ovlivnéna relaxaénim ¢asem
T (nepfimo umérn¢), vykazuje vyznamnou pH zavislost (viz Obrdzek 21). T relaxace je
velmi ovliviiovana kontaktem molekul vody s centralnim iontem Gd**. V kyselém prostiedi
je zjevné v komplexu GADO3ANP koordinovana molekula vody, ktera se rychle vyménuje
s okolnimi molekulami. V bazickém prostiedi pak bud’ vyména s okolnimi molekulami
zcela ustane (coz je velmi nepravdépodobné), nebo nedochazi ke koordinaci, coZ je

v souladu se spekulativnim ptedpokladem ([29]) 1 s vysledky méteni DIS (Obrdzek 19).
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Obrazek 21 Teplotni zavislost polosiiky signali 70 H2'70 — GADO3ANP

pH NMR titrace ligandii DO3ANBnP a DO3ANMeP

Pro udely studia protonizace molekuly byly provedeny pH NMR titrace jader 'H a 3'P.
U jadra 'H byly studovany zmény chemického posunu u atomti, které se nachézi nejblize
dusiku tercidrniho aminu pendantniho ramena (Me/CH:Bn). Fitovanim byly ziskany
priblizné hodnoty pKa pro systém v té¢zké vode. Hodnoty v H,O by nabyvaly jinych hodnot.
Piepodtu pD na pH se vénuje spousta studii. Casto pouzivany vztah je pak pD = pH* + 0,41,
kde pH* je hodnota odectena z pH metru pfi méfeni v D20O. Zavislosti chemickych posunti
"H a P NMR na pH* je vynesend na Obrdzek 22 (DO3ANBnP) a na Obrdzek 23
(DO3ANMEeP).
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Obrazek 22 pH NMR titrace ligandu DO3ANBnP
Pro latku DO3ANBNP byly ziskany hodnoty logf1 = 8,83(2) a logf2 = 13,7(1). Vysledna
pKa pak jsou 8,8 a 4,9 pro systém v tézké vode¢.

DO3ANMeP NMR pH titrace
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Obrazek 23pH NMR titrace ligandu DO3ANMeP

Pro latku DO3ANMeP byly ziskdny hodnoty logf1 = 9,1(2) a logh2 = 14,4(2). Vysledna
pKA pak jsou 9,1 a 5,3 pro systém v t¢zké vod¢. Chemicky posun methylové skupiny
terciarniho aminu pendantniho ramena je téméf konstantni, proto nebyla provedena simulace

prolozeni a chemické posuny nebyly pouzity pro vypocet protonizacnich konstant.
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Na zakladé¢ pH NMR titraci byly urceny hodnoty pKa fosfonatové a aminové funkéni
skupiny pedantniho ramene pro oba ligandy. Hodnoty pKa byly ziskany na zdkladé zmény
chemického posunu v zavislosti na pH pomoci fitovani v programu Opium. Pro
DO3ANMeP jsou hodnoty pKa 9,1 pro aminoskupinu a 5,3 pro fosfonat. V piipadé
DO3ANBnNP jsou hodnoty pKa 8,8 pro aminoskupinu a 4,9 pro fosfonat. Pii porovnani
s hodnotami pKa zjisténych pomoci NMR titrace u DO3ANP [29], kde pKa aminoskupiny
¢ini 9,4 a fosfonatu 6,0 je zjevné, Ze terciarni aminy jsou v souladu s o¢ekavanim mén¢e
bazické, avSak fosfonaty u derivati DO3ANBnP a DO3ANMeP jsou znatelné kyselejsi.
Vysledné odlisné hodnoty mohou byt z ¢asti zptisobeny pouzitim odliSného titra¢niho
¢inidla, kdy v ptipadé¢ DO3ANMeP a DO3ANBnNP byly titrovany NaOD, coz miize vést ke
slabé koordinaci Na* vyvolavajici snizeni pKa fosfonatu, na rozdil od publikované titrace

DO3ANP, ktera byla provadéna pomoci NMe4OH.

3P NMR YbDO3ANP

V ramci fady lanthanoidli hraje vyznamnou roli i velikost centralniho atomu. V ptipade
komplexu YbDO3ANP nebyla pozorovana zména chemického posunu 3'P jako v ptipadé
EuDO3ANP, coz miize byt diisledkem ptednostniho koordina¢niho &isla 9 pro Eu’’,
anaopak 8 pro Yb*". Méfeni *'P NMR bylo provadéno pii pH 4,0, 5,3 a 10,0 a chemicky
posun se pohyboval od —62 do —72 ppm. Relaxaéni ¢asy 71 pro YbDO3ANP byly cca
¢tvrtinové v porovnani s EUDO3ANP — 0,025 s resp. 0,1 s pfi magnetickém poli 11,7 T.
Hodnota chemického posunu, stejné jako hodnota relaxacniho €asu, svédci o koordinaci
fosfonatové skupiny, avSak se zménou pH nenastdva v ptipadé malého ytterbitého iontu

74dna zasadni zména koordinacni geometrie.

3P NMR T1 relaxace EuDO3ANP

Na zaklad& porovnani relaxa¢nich ¢asti *'P NMR signalu EuDO3ANP bylo zjisténo, Ze
fosfonatova funkéni skupina je koordinovana v obou modech. Relaxaéni Casy 71 (potazmo
relaxivity) jsou pro obé Castice pii zapocitani experimentalni chyby stejné. Zavislost R1 na

magnetickém poli pro ob¢ Castice je uvedena na Obrazek 24.
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Obrazek 24 Zavislost 3'P Ri na magnetickém poli pro EuDO3ANP. Cerny ¢étvereéek zastupuje pH = 5,7 a ervené kolecko
pH=10.

Luminiscen¢ni méreni EuDO3AN(R)P

V ramci luminiscenénich studii na univerzit¢ v Durhamu byly méfeny doby Zivota
excitovanych stavl (Life-time) a emisni spektra u komplextt EUDO3ANP, EuDO3ANMeP
a EuDO3ANBNP. Na Obrdzek 25 je znazornéna zavislost dob Zivota na pH pro vSechny tfi
EuDO3AN(R)P komplexy v D20 1 v H20. Tyto hodnoty byly pouZity pro vypocet g u
jednotlivych komplexti (Tabulka 5).
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Obrazek 25 Vyneseni zavislosti dob Zivota na pH pro komplexy EuDO3AN(R)P

Tabulka 5 Vypoctené hodnoty g z dob zivota pro komplexy EuDO3AN(R)P

Komplex q (kysela oblast) g (bazicka oblast)
EuDO3ANP 0.95 1.22
EuDO3ANMeP 1.57 0.98
EuDO3ANBnP 1.96 1.66

V ptipadé EuDO3ANP je hodnota ¢ = 1,22 pro bazickou oblast zavad¢jici, jelikoz dochazi

ke zmén€ modu koordinace (coz je patrné z emisnich spekter na Obrazek 26) a chybéjici

molekulu koordinované vody nahrazuje ve zhaSeni koordinace sekundarniho aminu. N-H

vibrace je také efektivnim zhaseCem. [47]

Pro lepsi piehlednost v pfipadné zméné spekter je zobrazeno jenom nékolik bodi z titrace

kazdého komplexu EuDO3A(R)P. Kompletni soubor spekter jednotlivych titraci je uveden
v Apendixu (Apendix I pro EuDO3ANBNP, Apendix 2 EuDO3ANMeP, Apendix 3 pro

EuDO3ANP).
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Obrazek 26 Vybrana luminiscen¢ni spektra z pH titrace EuDO3ANP v D20
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Obrazek 27 Vybrana luminiscenéni spektra z pH titrace EuDO3ANMeP v D20
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Obrazek 28 Vybrana luminiscen¢ni spektra z pH titrace EuDO3ANBnP v D20

U provedenych luminiscencnich méteni byla zjisténa zména koordinace se zménou pH
v ptipadé DO3ANP. Tato zména je dobfe pozorovatelna u prechodu *Do—7F;. Z polohy
pikii pfechodu *Do—’F; byla spoctena i zména energie ligandového pole. V piipadé
pD =528 je B> = -358 ecm!, B> = —71 em!, pro pD = 10,2 je B> = —190 cm! a
B»?> =— 143,15 cm ™. Rovnice a hodnoty konstant potfebné pro vypodet hodnot Bo® a B2? jsou

uvedeny v supplementary information citované¢ho ¢lanku[58].
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Zavér

Pomoci NMR, relaxivitnich a luminiscenénich méfeni provadénych na komplexech Eu’”,
Gd*>" a Dy*" sligandem DO3ANP byla potvrzena hypotéza o pH zavislych modech
koordinace. Pomoci DIS a NMRD bylo zjisténo, ze v kyselé oblasti se v komplexech
DyDO3ANP a GdDO3ANP vyskytuje jedna koordinovand molekula vody, v bazickém
prostiedi nikoliv. U obou metod byl pozorovan vliv tzv. ,,second sphere* molekul vody, tj.

molekul vody vyskytujicich se v blizkosti komplexni Castice.

Déle byly ptfipraveny a dale studovany ligandy DO3ANMeP a DO3ANBnP (ktery je
prekurzorem DO3ANP). Od t&chto ligand byly pfipraveny komplexy s Eu®*, na kterych byl
pozorovan vliv terciarniho aminu na pH zévislost koordinace v porovnani s ptivodnim
sekundarnim aminem.

U viech Eu** komplexti byly zjistény poéty koordinovanych vod pomoci pH lifetime titraci.
U EuDO3ANP byla zjisténa jedna molekula koordinované vody v kyselém prostiedi, naopak
v bazickém prostiedi byla nepiimo zjisténa koordinace sekundarniho aminu (N-H quencher)
a absence koordinované vody v ,,inner sphere®. V Piipadé¢ EuDO3 ANMeP ziejmé nedochazi
ke koordinaci terciarniho aminu pendantniho ramena, a proto bylo pozorovéno ¢ = 1 pro
oblast mezi pH 4 a 10. U EuDO3ANBnP zjevné nedochéazi ke koordinaci, vzhledem

k objemnosti benzylové skupiny, a poc¢et molekul koordinovanych v komplexu je 2.

Na zékladé *'P Ti relaxaénich ¢asti, zméné médu v emisnich spektrech a ztraté vody
v bazické oblasti, bylo zjisté€no, Ze u komplexu EuDO3ANP dochazi pfi zméné koordinace
v bazické oblasti k pfesunu fosfonatové skupiny do axialni polohy, kde vytlaci molekulu
koordinované vody. Misto fosfonatu v ekvatoridlni poloze pak zaujimé sekundarni amin.
Toto pozorovani potvrzuje hypotézu zaloZenou na interpretaci dvoudimenziondlnich NMR

spekter. [29]

Pfi pfipravé DO3ANMeP byla vyzkouSena syntetickd drdha, ktera vychazela
z N-methylovaného aminoethanolu. Tato syntetickéd cesta ma né€kolik tskali, ktera by vSak
mohla byt vbudoucnu optimalizaci eliminovana. Ligand DO3ANMeP byl nakonec
pfipraven dvéma cestami z makrocyklickych prekurzorl, a to zavedenim fosfonatové

skupiny na DO3ANN pomoci Mannichovy reakce, a methylaci sekundarni skupiny

63



v DO3ANP pomoci Eschweilerovy—Clarkeovy reakce. Obé cesty poskytly cilovy ligand
DO3ANMeP ve velmi vysokém vytézku.
V ramci této prace byly vyzkouSeny rizné typy zavadéni CF3CHa— skupiny, které budou

v budoucnu vyuzity pro pfipravu ligandu DO3ANTfeP.
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Pouzité zkratky

BMS
Bn
CSI

PET
pwW
RT
SPECT
TEA
TEP
TFA
Tfe
TLC
Ts
TMS
sf
urv
ZCl

Bulk Magnetic Susceptibility
Benzyl

Chemical Shift Imaging
Computed Tomography
Diethylfosfit

Dysprosium Induced Shift
Dichlormethan
2-deoxy-2('*F)-D-glukoza
Acetonitril

Magnetic Resonance Imaging
Magnetic Resonance Spectroscopy Imaging
Methyl

Mesyl — methansulfonyl

Nuclear Magnetic Resonance
number of transients — pocet scanti
Positron Emission Tomography
Puls width — §ife pulsu

Room Temperature

Single Photon Emission Computed Tomography
Triethylamin

Triethylfosfit

Kyselina trifluoroctova
Trifluorethyl

Thin Layer Chromatography
Tosyl — p-toluensulfonyl
Trimethylsilyl

standard frequency

Ustav jaderného vyzkumu

Benzyloxykarbonylchlorid
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