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1. Uvod

Lanthanoidy (Ln) jsou kovové prvky s vyznaénymi optickymi a magnetickymi
vlastnostmi. Své praktické vyuZziti nasly ve formé slitin, nanoc€astic i ruznych
slou€enin. Luminiscence komplexnich slou€enin lanthanoidl s organickymi ligandy
se vyuziva ve zobrazovacich technikach, zejména v luminiscenéni mikroskopii, kde je
mozné sledovat zivé bunky a pribéh bunélnych déju v realném Case. Nejvétsi
uplatnéni nalézaji komplexni slouc¢eniny lanthanoidl jako kontrastni Cinidla pfi
magnetické rezonanci. Jako centralni atom se zde nejCastéji vyuziva gadolinium
v oxidaénim stavu lll, které ma 7 neparovych elektron. Chemickou zménou na
organickém ligandu lze dosahnout pozadované specificity lanthanoidové sondy pro
vybrané tkané, ktera je casto limitujicim faktorem pfi jejich zavadéni do praxe.?!
Jelikoz jsou volné ionty lanthanoidd toxické (Gd", Eu", Sm'")23 anebo jejich ucinek
na zivé systémy neni pIlné popsan, je pozornost také zaméfena na stabilitu takovych
sond, které ve fyziologickém prostfedi, plném konkurujicich iontd, mohou toxické
lanthanoidy uvolfiovat.

Diagndza a IéCba rakoviny je jedna z nejvétSich vyzev sou¢asné mediciny a zejména
v této oblasti je vyzkum sloucenin lanthanoidl intenzivni. Vysoka diagnosticka
ucinnost magnetické rezonance pfi zobrazovani nadort a dalSich abnormalnich tkani
je jiz v mediciné silné zakotvena. | kdyZ se jedna o neinvazivni techniku, existuji
dukazy o zdravotnim riziku pfi pouziti kontrastnich latek.4 Komplexni slouc¢eniny
lanthanoidu, které vykazuji cytotoxické a inhibi¢ni Gc€inky, jsou vhodné také pro
samotnou lé¢bu rakoviny. Mechanismus jejich u€inki &asto spociva v interakci
s DNA® anebo inhibici transportu vapniku v mitochondriich.® Kromé& komplexnich
slou€enin vykazuji cytotoxickou aktivitu, vici nékolika liniim lidskych rakovinnych
bunék, také nanocastice oxidu cericitého, které zvysuji oxidativni stres uvnitf bunék.’
Mezi dalSi terapeutické postupy v Iécbé rakoviny, kde Ize vyuzit komplexni
slouceniny lanthanoidl, patfi fotodynamicka terapie. Tato technika vyuziva pfenosu
energie z komplexu (po jeho ozafeni) na molekularni kyslik za tvorby kysliku
singletového, ktery jako silné oxidacni ¢inidlo ni¢i okolni maligni buriky.® Konec¢né lze

lanthanoidy vyuzit také v radioterapii, napt. pomoci protilatek oznac¢enymi 177Lu.°



2. Teoreticka cast

2.1 Komplexni slouc¢eniny lanthanoidt

Lanthanoidy jsou kovové prvky s protonovym Cdislem 57-71 nachézejici se
v periodické soustavé prvk( v 6. periodé. Typicky oxidacni stav pro vSechny
lanthanoidy je I (4f%-4f4), avSak u nékterych z nich, jsou stabilni i oxida¢ni stavy Il a
IV, pfi kterych Casto nabyvaiji ionty stabilni elektronové konfigurace: 4f° (Ce'V), 4f’
(Eu" aTh"V) nebo 4f* (Yb"). Lanthanoidy fadime mezi neuslechtilé kovy. Vazby
ve slou¢eninach Ln"' byvaji prevazné iontové povahy a podobaji se v tomto ohledu
prvkim 2. skupiny. V porovnani s d-prvky jsou lanthanoidy reaktivnéjSi a sousedici
prvky vykazuji také vétSi chemickou podobnost, coz v minulosti ¢inilo znacné obtize
pfi jejich objevu a izolaci. Ve vodnych roztocich se ionty Ln'"' chovaji jako tvrdé
Lewisovy kyseliny a preferuji vazby s aniontovymi ligandy obsahujici vysoce

elektronegativni donorové atomy (napt. O, F).1°

Zejména kvuali svym velkym iontovym polomériim maji lanthanoidy, spolec¢né
s ostatnimi prvky vzacnych zemin (Sc, Y), v komplexnich slou¢eninach €asto vysoka
koordinaéni &isla (KC). Jelikoz je také prispévek 4f-elektron( ke stabilizaci
ligandového pole maly, mGze dochazet v roztocich ke strukturnim transformacim
koordina¢niho polyedru (napf. oktaedr — trigonaini prisma). Stabilitu Ln'"' komplexu
je mozno zvysit pouzitim chelatujiciho ligandu. U&inna komplexace lanthanoidovych
iontd byla prokazana predevsim u polyaminopolykarboxylatovych chelatd, které diky
své kinetické inertnosti jiz dlouhou dobu slouzi v praxi jako kontrastni latky pro

magnetickou rezonanci.

Typickd KC prechodnych prvkii a prvk(l hlavnich podskupin jsou 2-6, kdezto
nejéast&jsi KC pro prvky vzacnych zemin jsou > 6, pro lanthanoidy poté zejména
8 a 9. Vzniklé koordinaéni polyedry slou€enin Ln jsou dany zejména prostorovymi
pozadavky ligandG. Zahrnuji trigonalni prisma (KC = 6) a struktury odvozené
postupnym pfidavanim vrcholG nad jeho stény (KC 7-9). Pro KC = 8 poté jesté
muzZzeme odvodit &tvercové antiprisma a dodekaedr pro KC = 12 (Obrazek 1), znamé
je také KC = 16 nebo 10.11



Vyjimec¢né spektralni vlastnosti Ln'"' jsou dusledkem elektronové konfigurace [Xe]4f"
(n = 1-14), které davaji vzniku Siroké Ffadé elektronovych hladin, jejichz pocet je dan
vztahem [14!/n!(14 — n)!]. Pro Eu" a Tb'"" tedy vyplyva z tohoto vypoétu 3003 raznych
hladin. Energie téchto hladin jsou jasné definovany diky chranéni 4f orbitald
podslupkami 5s2 a 5p®. Stépeni energetickych hladin v disledku krystalového pole je
malé a vtomto sméru pfevlada vliv spin-orbitalni interakce, z toho plyne, Ze jsou
ionty Ln"" malo ovliviiovany chemickym okolim, coz méa za nésledek ostré a snadno
rozpoznatelné 4f-4f pfechody ve viditelné a blizké IC oblasti (Tabulka 2). Formalné
jsou tyto prechody zakazany Laportovym pravidlem, avSak tento fakt je vyhodny
z hlediska dlouhé doby existence excitovanych stavd, ktera dovoluje uplatnit Casové

rozliSenou detekci, hojné vyuzivanou napf. v luminiscen¢ni mikroskopii.
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Obrazek 1: Strukturni vzorce vybranych komplexnich &astic s koordinaénimi Cisly 6, 7, 8, 9
a 12 lanthanoidt.}?



2.2 Kyselina pikolinova

Kyselina pikolinova je derivat pyridinu s karboxylovou skupinou na 2. pozici
aromatického jadra (Obrazek 2), je isomerni s biologicky podstatné prozkoumanéjsi
kyselinou nikotinovou (vitaminem Bs). Kyselina pikolinova se v lidském organismu
nachazi v krevnim séru, mozkomiSnim moku, matefském mléku, pankreatickych
Stavach a dalSich biologickych médiich. Vznikda jako endogenni metabolit

L-tryptofanu.t®

| pfes relativné maly objem biologickych dat o kyseliné pikolinové byla zaznamenana
fada jejich neuroprotektivnich, imunologickych a antiproliferénich Gcinkl, které se
vSak projevuji az v milimolarnich koncentracich, kdezto fyziologicka koncentrace
byva v priméru az milionkrat niz$i.'* Pfi vysoké koncentraci kyseliny pikolinové
(1-4 mM) in vitro byla prokazéana schopnost selektivni inhibice rdstu bunék
infikovanych viry HIV nebo Herpes simplex 2.1 Kyselina pikolinova je také schopna
posilovat antimikrobialni Gcinek vybranych |éCiv (clarithromycin, rifampin,
fluorochinilony) proti nékterym bakteriim rodu Mycobacterium.'* Pfesné mechanismy
téchto ucinkd nejsou znamy, nejpravdépodobnéji vSak souvisi se schopnosti kyseliny

pikolinové chelatovat biologicky dulezité ionty jako je Fe'.

Prvni zminka o chelatech Cu' a Fe'' s aniontem kyseliny pikolinové pochazi jiz z roku
1879 od rakouského chemika H. Weidela.'® Dnes se pikolinaty zine¢naté a chromité
(Obrazek 2) vyuzivaji jako dopliky stravy. U pikolinatu chromitého byl prokazan vliv
na hladinu glukosy v krvi a metabolismus lipidQ, zda se tedy byt vhodnym doplfikem
stravy hlavné pro lidi trpici diabetem typu 2. Chelatace Cr'"' pomaha pfi jeho absorpci

do organismu, ktera je jinak u volného iontu velmi pomala.®
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Obrazek 2: Strukturni vzorce kyseliny pikolinové (vlevo), pikolinatu chromitého [Cr(pic)s)]
a kyseliny nikotinové (vpravo).
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2.3 Optické emisni sondy

Ziskavani hlubSich poznatkl o strukturnich a funk&nich vlastnostech zivych systémi
je jedna zhlavnich vyzev souCasné mediciny a biologie. Diagnéza a I|éCba
rakovinnych onemocnéni Casto vyzaduje individualni pfistup, pro ktery je potfebna
lepSi a rychlejSi patologicka analyza, stejné jako vysoce rozliSené zobrazovani
vrealném Case. Neinvazivni techniky jsou dulezité, aby nedochazelo
k nadmérnému naruSovani funkce zkoumanych systémul. Optické emisni sondy
(OES) jsou vhodnym kandidatem pro toto pouziti. Podstata luminiscencnich
zobrazovacich technik spocCiva v emisi zafeni pomoci luminiscencni sondy zavedené
do daného systému po jeji excitaci fotony o vhodné energii. Emitované zafeni pfi
pouziti in vivo by mélo mit vinovou délku > 600 nm, kde absorpce zafeni tkanémi je

malé a da se tedy Iépe zachytit detekénim zafizenim.’

Bioluminiscencni sondy jako luciferasa a fluorescentni proteiny, které podavaji
informace o genové expresi, jsou uz dlouhou dobu pouzivany v praxi ke sledovani
biologické aktivity. Moznost sledovat bunky emitujici svétlo u malych laboratornich
zvirat in vivo pfina$i celou fadl vyhod ve farmaceutickém a toxikologickém vyzkumu,
mezi které patfi sledovani infek&nich chorob, virovych onemocnéni, rastu tumort
a metastazi, transgenni exprese a toxicity latek. Bioluminiscenéni techniky by také
mély snizit pocCet potiebnych laboratornich zvifat a zrychlit proces objevu novych
[éCiv. V porovnani s tradi€nimi zpusoby strukturniho zobrazovani jako magneticka
rezonance (MRI) a pocitacova tomografie (CT) dovoluji luminiscenéni zobrazovaci
systémy sledovat vice zvifat najednou, jsou rovnéz méné finanéné narocné

a vyrazné zkracuji délku vySetfeni (< 5 min).t’

2.4 Lanthanoidy jako OES ve fluorescenéni mikroskopii

Fluorescencni mikroskopie je velmi pouzivana a rychle se vwvyvijejici technika
k analyze biologickych vzorkd. Zatimco elektronova mikroskopie neni vhodna na
zobrazovani Zivych bunék, nabizi pokrok v hardwaru a softwaru fluorescencni
mikroskopie také lepSi rozliSeni (20-100 nm) oproti ostatnim mikroskopickym
technikam, které jsou Casto omezovany Abbeho difrakénim limitem (rozliSeni 200-

250 nm). Tento pokrok ve fluorescenéni mikroskopii byl ocenén Nobelovou cenou za
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chemii v roce 2014. Luminiscentni sondy, které jsou komeréné& dostupné, zahrnuji
zejména organické molekuly, fluorescentni proteiny a v posledni dobé také
biokompatibilni kvantové tecky. Mezi kliCové parametry pro popis luminiscence
molekuly patfi absorpCni a emisni vinove délky (Aabs & Aem), jejichz rozdil je znam jako
Stokesuv posun. Dale pak kvantovy vytéZzek &, (pomér emitovanych a
absorbovanych fotond) a pozorovana doba Iuminiscence (r). NejCastéji ma
emitovany foton menSi energii nez ten absorbovany (Aabs < Aem). Komplexni
slouceniny na bazi Ln" pfinasi nékolik vyhod vzhledem k ostatnim typdm
luminiscentnich latek, mezi které patfi zejména dlouh& doba luminiscence 7> 1 ms
a velké Stokesovy posuny.® Jelikoz jsou 4f-4f prechody, které se uplatiiuji pfi
luminiscenci Ln"', formalné zakazany, vyuziva se tzv. anténového efektu (Obrazek 3).
Vhodnou volbou ligandu je tedy mozno docilit pfenosu absorbované energie

z chromoforu ligandu na centralni atom, ktery je poté schopen emitovat zareni.*®

Ahﬁﬂrpce Emise

\ Prenos energie /
—

Vibracni hladiny

E ligand / antenna Ln(ll)
1 s,
LMK
X
-.,_I_Pienus energie
T,
--‘ - a -
} Absorpéni hiadiny
L Emisni hladina
Absorpce fluor. phos.
Emise
iy
sS e——— = Yy Koneéné hladiny
E ;
4]
ligand / antenna Ln(l)

Obréazek 3: Nahofe: zjednodu$ené schéma mechanismu senzitizace lanthanoidové
luminiscence. Dole: bézny energeticky diagram tohoto procesu (fluor. = fluorescence;
phos. = fosforescence; MK = mezisystémova konverze).18

Vlastnosti Ln'"" a organického chromoforu se vhodné doplriuji po vytvoreni komplexu.

Tak napfiklad vySe zminéné velké Stokesovy posuny, které jsou dullezité pro lepsi
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rozliSeni spekter, se u pfimé excitace Ln'"' nevyskytuji. Naopak Ln"" jsou Gc¢inné pfi
zhaseni tripletového stavu organického ligandu, ktery ¢asto maze vést k preskupeni
vazeb a zniceni fluorofora (tzv. photobleaching). Vedle 4f-4f pfechodu podléhaji ionty
lanthanoidl jesté pfechodum 4f-5d a LMCT (ligand-to-metal charge-transfer), ty vSak
nemaji pro biologické aplikace vyznam, jelikoZ je jejich energie ¢asto pfili$§ vysoka.2°

Tabulka 1: Zakladni informace o elektronovych prechodech pfi Ln" luminiscenci (fosf. =
fosforescence, fluor. = fluorescence).!®

Ln" Zakladni stav Emitujici stav Region Aem Typ emise
Pr 3H, 1D,, %Py VIS a NIR fosf. a fluor.
Nd *or2 “Fap NIR fluor.
Sm ®Hs)2 ‘Gspo VIS fosf.
Eu Fo Do VIS fosf.
Gd 8S12 P12 uv fosf.
Tb Fg 5Dy VIS fosf.
Dy 5H1s2 “Far2 VIS fosf.
Ho S1g 5S,, 5Fs VIS a NIR fluor.
Er 4|15/2 4|13/2 NIR fluor.
Tm 3He 1Dy, Gy, °H4 VIS fosf.
Lu 2F7/; 2Fs), NIR fluor.

Mezi nejvice pouzivand a studovana luminiscentni &inidla patfi komplexy Ln'"
s derivaty cyclenu s pedantnimi rameny, mezi které patfi napf. DOTA
(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-octova kyselina) (Obrazek 4).

OH

o9 Obrazek 4: Nahore: struktura makrocykll
>/\N/ \ cyclen (vlevo) a DOTA (vpravo).

H_/ \ H
N N
(0]
[ j [ o obsahujicim pyridinovy chromenon (vlievo)
N N, N N\% a jeho pouziti pfi fluorescenéni mikroskopii
WYY W pro zvyraznéni chromatinu pfi déleni buriky
o (5 min intervaly).?!

j Dole: komplex Tb" s derivatem cyclenu

HO
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2.4 Pikolinato komplexy lanthanoidu

Jak jiz bylo zminé&no v Uvodu, jsou komplexni slou¢eniny a nanog&astice lanthanoidu
dnes intenzivné studovany pro své potencionalni vyuziti. Co se ovSem tycCe pikolinato
komplexti Ln", je vyzkum zamérfen na jejich aplikaci v luminiscenénich technikach
a jako MRI kontrastni latky. Pokud jde o vyuzivané slouceniny Ln'"" v biologickych
zobrazovacich technikach, jednd se zpravidla o komplexy s linearnimi nebo
makrocyklickymi cheléty, které jsou bohaté na dusik a karboxylatové skupiny.
Ligandy pikolinato komplext poté obsahuji tzv. pikolinatova ramena navazana na
dusikové atomy vychoziho ligandu. Kyselina pikolinova mimo své chelata¢ni
schopnosti nabizi zejména v poloze 4 pyridinového jadra (Obrazek 5) také moznost
funkcionalizace (navazani molekul, makromolekul nebo nanoc&astic), ktera by mohly
vést ke vzniku specifické sondy (pro MRI i luminiscenci) na vybrané tkané, organy

nebo dokonce biochemické procesy na molekularni trovni.

makrocyklus N AN OH

Obrézek 5: Schéma makrocyklického ligandu s pikolinatovym ramenem.

Navrhovany komplex, jako luminiscenéni sonda, by mél splfiovat nékolik zakladnich
kritérii, mezi které patfi 1) rozpustnost ve vodé (fyziologickém prostredi),
2) pfitomnost chromoford, schopnych pfenosu energie na centralni atom (anténovy
efekt, (Obrazek 3), 3) vysokd termodynamicka a kineticka stabilita komplexu,
4) ochrana Ln" od chemického okoli z divodu minimalizace zhasecich vliva
na luminiscenci, 5) dlouha doba existence excitovanych stavu pro ¢asoveé rozliSené

zobrazovani a 6) pfitomnost vhodnych skupin k funkcionalizaci.

Pfipraveno bylo jiz mnoho pikolinato komplext, znichz vétSina obsahuje
makrocyklické ligandy. Mezi pfipravené ligandy odvozené od cyclenu patfi H_-DODPA
a methylovany derivat H2Me-DODPA, oba obsahujici 2 pikolindtovaA ramena
(Obradzek 6). Pomoci rentgenové strukturni analyzy [Yb(DODPA)](PFe)-H20 bylo
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uréeno, ze je ligand navdzany na centraini kov 8 donorovymi atomy za vzniku
¢tvercové-antiprizmatického komplexu. Studované komplexy DODPA? s Th'" a Eu'
obsahovaly 1 molekulu vody ve vnitini koordinacni sféfe, na rozdil od komplexu

s ligandem H2Me-DODPA, které vodu neobsahovaly.??
v Q

Obrazek 6: Strukturni vzorce ligandi H,DODPA (vlevo) a H.Me-DODPA (vpravo).??

it

Pfipraven byl také potencialné oktadentatni ligand Hsbpatcn (Obrazek 7) odvozeny
od 1,4,7-triazacyklononanu sestavajici z jednoho acetatového a dvou pikolinatovych
ramen navazanych na atomy dusiku. Potenciometrické studie ukazaly na zvySenou
stabilitu Gd"' komplexu s Hsbpatcn (logKed. = 15.8(2)) oproti strukturné analogickému
Gd" komplexu s kyselinou 1,4,7-triazacyklononan-N,N‘,N“-trioctovou (Hznota)
(logKed. = 13.7). Kromé zvySené stability vykazoval komplex s Hsbpatcn také
zlepseni selektivity pro Gd'"" oproti Ca'. Ligand Hsbpatcn je také schopen tvorby
komplexu s Tb"' obsahujici molekulu vody ve vnitfni koordinac¢ni sféfe. Tento
komplex vykazuje silnou a dlouhotrvajici luminiscenci (@ = 43 %). VySe zminéné
ligandy se koordinuji v deprotonované formé jako bpatcn® a nota® za vzniku
neutralnich komplext. Ligand bpatcn® se na ion Ln'"' vaZze pomoci vSech péti atomu
dusiku a jednoho atomu kysliku z kazdé karboxylatové skupiny, celkem tedy osmi

atomy.?3

O OH
ﬁ D
N NA‘(
N HO k ) OH
(N ¢ ~
)j\/N N SN OH HO
HO e N TH
O Q
Obrazek 7: Strukturni vzorce ligand( Hsbpatcn (vlevo) a Hsnota (vpravo).?3
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Mezi dalSi doposud pfipravené pikolinato komplexy patfi i tento pyclenovy derivéat
s pracovnim nazvem L5° u kterého autofi ukazali i jeho praktické vyuZiti pfi
luminiscen¢ni mikroskopii (Obrazek 9). Z dlvodu pfitomnosti oligoethylenovych

fragmentd nebylo mozné ziskat vhodné krystaly pro rentgenovou difrakci.?*

OR =

[SmL®?] '

Obrazek 9: Struktura komplexu [EuL®®] (vlevo) a zabéry luminiscenéni mikroskopie T24
bunék za pouZiti [EuL®] a [SmL5?] (vpravo).?*

2.5 Diagnosticka metoda: magneticka rezonance

VySetfeni magnetickou rezonanci (MRl — magnetic resonance imaging) ma velkou
vypovédni hodnotu, je neinvazivni a daji se zobrazit vSechny anatomické celky
vCetné cév, mozku, srdce a dalSich organu Casto ve spojitosti s lokalizaci nadoru
nebo cévnich malformaci (Obrazek 10). PFi vySetfeni magnetickou rezonanci se
pacientovi podava kontrastni latka, a to bud’ Ustné, nebo €astéji intravendzné, jejim
Ukolem je usnadriovat relaxaci excitovanych jader 'H za vyzarovani fotonl, pomoci
kterych je poté pocCitaCem sestaven diagnosticky obraz. Jelikoz jsou hlavnim zdrojem
H jader v Zivych organismech voda a lipidy, dostavame v podstaté informaci o jejich
koncentraci ve studované tkani. V oblastech, jako moderni neurochirurgie, je
magneticka rezonance prakticky nenahraditelna. Obrazek 11 ukazuje operacni sal
v Ustfedni vojenské nemocnici v Praze, ktery je ptimo spojen MRI vySetfovnou, kde
se provadi intraopera¢ni MRI pro zhodnoceni dalSiho postupu v pribéhu operace.
Kromé klasické magnetické rezonance existuji i dalSi druhy této techniky napf.
funkéni magneticka rezonance, ktera dokaze zobrazit aktivitu neurond pomoci

pfirozeného kontrastniho ¢inidla- deoxyhemoglobinu.?®
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Obrazek 10: Diagnosticky obraz zdravého mozku ziskany pomoci magnetické rezonance
(2 rizné fezy). 28

Obrézek 11: Operalni sélb spojen s vyéeFovnou pr ntraoperac':nl' MRI pomoci specialnich
koleji. Neurochirurgické oddé&leni v Ustfedni vojenské nemocnici v Praze, Stfesovicich. 27

Magneticka rezonance (MRI) spole¢né s pocitaCovou tomografii (CT) jsou dvé
nejucinnéjSi zobrazovaci techniky, které se ve zdravotnickych zafizenich rutinné
pouzivaji. Obé tyto metody dokazou poskytnout obraz s kvalitnim detailem.
Porovnani nékolika zobrazovacich metod shrnuje Tabulka 2. Zjevnymi nedostatky

MRI jsou zejména jeji Casova a financni naro¢nost.

Tabulka 2: Porovnani riznych zobrazovacich technik.8

Technika Rozligeni Hl?vublfa Casova K’ontrastnl' Hlavni cil o
meéreni naroénost latka zobrazovani

MRI 50- 100 ym Bez limitu min- h Gd, Dy, Fe,Onm  Univerzalni

CT 50 um Bez limitu min Jod Plice a kosti

Ultrazvuk 50 ym cm min Mikrobubliny Cévy a pfi zakrocich

PET 1-2mm Bez limitu min 18 11C, 150 Univerzalni

SPECT 1-2mm Bez limitu min 9OmTc n Znacené protilatky

Flyorescepcnl nm mm S Fluorofory Prace s bunkami

mikroskopie
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2.6 MRI konstantni latky na bazi gadolinia

Kontrastni latky na bazi gadolinia (GdKL) zkracuji tzv. T1 relaxacni Cas, tedy navrat
excitovaného jaderného spinu *H do energeticky niz§iho stavu. Ug&innost konstantni
latky je dana jeji relaxivitou, ktera je mirou rychlosti relaxace protonl vztazena na
milimolarni koncentraci kovového iontu. Relaxaci protonU usnadriuje pfitomnost
proménlivého magnetického pole. lont Gd"' se svymi 7 neparovymi elektrony, a tedy
celkovym spinem S = 7/2, je vhodnym zdrojem takového pole, z tohoto divodu jsou
pouzivany jako kontrastni latky také slouceniny jinych kovu jako Mn nebo Fe.
Relaxaci rovnéz urychluje koordinace vody na Gd", proto je Zzadané, aby kontrastni
latka méla alespori jedno volné misto ve vnitfni koordinacni sféfe a vzdalenost Gd-H
byla co nejmenSi (Obrazek 12). Mezi dalsi dulezité parametry ucinnosti kontrastniho
¢inidla patfi rotacni korelaéni ¢as Tr (oto€eni molekuly v roztoku o jeden radian za
sekundu) a reziden¢ni ¢as molekuly vody ve vnitini koordinaéni sféfe centralniho

atomu Twm.

Aminokarboxylatové nebo polyaminokarboxylatové chelaty Gd" jsou nejpouzivanéjsi
kontrastni latky pfi zobrazovani pomoci magnetické rezonance (Obrazek 13).
Kontrastni ¢inidlo na bazi Gd"' musi pro aplikaci v humanni mediciné splrovat také
bezpeCnostni  pozadavky. Pouzity komplex musi vykazovat vysokou
termodynamickou a hlavné kinetickou stabilitu ve fyziologickém prostredi, aby
nedochazelo k uvolfovani toxického Gd". Z tohoto divodu by mél také vybrany
ligand selektivné chelatovat Gd"' vic¢i endogennim kovovym iontim jako jsou Ca',
Zn" nebo Cu". Makrocyklické chelaty jsou zpravidla stabilngjSi, nez ty linearni,

a uvolnovani toxického Gd'"" je u nich pomalejsi (viz 2.7).

Vnéjsi koordinaéni sféra

Obrézek 12: Znazornéni dulezitych parametrd GdKL. Tw = rezidencni ¢as molekuly vody
koordinované na Gd"; Tgr = rotacni korelaéni ¢as GdKL; Gd-H: vzdalenost vodiku
koordinované vody a Gd".
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2.7 Nebezpeci spojené s pouzivanim GdKL

Ackoliv jsou kontrastni latky na bazi gadolinia (v doporu¢enych davkach) jiz dlouho
povazovany za bezpectné, objevila se v poslednich letech fada studii, které popisuji
jejich negativni vliv, ¢asto v souvislosti s ukladanim gadolinia v riznych tkanich.
onemocnéni, nefrogenni systémova fibroza (NFS), které zplsobuje zjizveni
a nahradu funkCnich tkani pojivem. PostiZzena byva pfedevSim kuze, pohybovy
aparat a nékdy také vnitfni organy. NFS postihuje zejména pacienty s poskozenou
funkci ledvin a mize vyustit az v smrt. Za puvod NSF je povazovano uvoliiovani Gd'"
z kontrastnich latek.?® Tabulka 3 shrnuje Udaje o vyskytu NSF po pouziti komerénich
GdKL v EU,? na Obrazku 13 je znazornéna jejich struktura a naboj komplexni
Castice. Z uvedenych udaju vyplyva, ze GdKL, které obsahuji makrocyklicky ligand

maji mnohem vétsi kinetickou stabilitu, nez ostatni GdKL.

MeO./TNH
~ MultiHance (-2) OptiMARK (0)
o, %0
Yq'a ;9 z’/
K /i ‘\ /_ N “ ‘ A / _(
I N D ~ ’ -OH
U\EN N O\ -—-'/‘N.'./ ‘h
)~/ N
° o Ny EI)/-&u
Dotarem (-1) ProHance (0)

Obréazek 13: Strukturni vzorce diskutovanych GdKL s jejich nabojem v zavorce.'®

Podle Evropské Iékové agentury (EMA — European Medicines Agency) se daji tyto
vybrané GdKL rozdélit do 3 kategorii podle rizika vyskytu NSF: 2°
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1) Vysokée riziko:

a) Linearni nenabité chelaty: OptiMARK, Omniscan

b) Linearni iontové chelaty: Magnevist

2) Stredni riziko:

Lineérni iontové chelaty: Vasovist, Primovist, MultiHance

3) Nizké riziko:
Makrocyklické chelaty: Dotarem, ProHance

Tabulka 3: Diskutované GdKL a jejich souvislost s vyskytem NSF.?°

i Pfipady Pocet davek Pogcet pfipada NSF Stabilita Poloc¢as
Kontrastni latka NSF (miliony) na miIi%npdévek (log K)3° disociace
Omniscan 438 47 9,3 16,8 30s
OptiMARK 7 0,8 8,8 16,8
Magnevist 135 95 1,4 22,2 10 min
MultiHance 0 6 0 22,6
Primovist 0 0,15 0
Vasovist 0 0,05 0
Gadovist 1 2,6 0,4
ProHance 1 12,3 0,1 23,8 3h
Dotrarem 1 22,4 0 25,6 338 h

NSF neni jediné onemocnéni, které GdKL mohou zpUsobovat. Tabulka 4 obsahuje

vybrané studie, ve kterych byly zaznamenany dalSi negativni dopady toxicity

gadolinia, které se netykaji jen ledvin, ale i nervové soustavy, slinivky bfiSni a jater.

Tabulka 4: Zaznamenané nasledky toxicity vyvolané GdKL kromé NSF.

Nasledky toxicity Typ studie Predmét studie
Nekroza a apopt6za3? In vitro Renalni tubuly
Nefrotoxicita (zpomaleni glomeluralni filtrace)3? In vivo Prasata
Nefrotoxicita (akutni nekréza renalnich tubul)32 Pfipadova studie  Clovék
Hematotoxicita (snizeni poctu bilych krvinek)
a hepatotoxicita (vakuolarni degradeace, In vivo Mysi
dezorganizace architektury jater)3*

Pankreatitida3® Pfipadova studie  Clovék
Neurotoxicita (ataxie, tremor, poskozeni kal6zniho )

« . 136 In vivo Krysy
télesa a krvaceni)

Neurotoxicita (encefalopatie)3’ Pfipadova studie  Clovék

Mozny negativni vliv GdKL na zdravi pacienta hrozi zejména pfi podstoupeni

opakovanych MRI vySetfeni a pfi vySetfenich, ktera pouzivaji vyssi davky GdKL jako

jsou MRI srdce a vétSina kontrastnich angiografii. 3 Pravidelna vySetfeni byvaji
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provadéna zejména u pozorovani mozkovych nadoru, kdy se operativni zakrok jevi

pfili§ rizikovy a nador nezplsobuje pacientovi zavazné problémy.

Akumulace gadolinia v riznych tkanich je, i pfes normalni funkci ledvin subjektd,
dokumentovana jak u laboratornich zvifat, tak i ulidi. Krysy vystavované
opakovanym davkam linearnich GdKL vykazovaly hromadéni gadolinia v mozecku ve
vétsi mife, nez krysy, kterym byly podavany makrocyklické GdKL.3° Nekropsie
mozkovych tkanich lidi, ktefi byli vystaveni GdKL bez diagndzy poskozeni ledvinové
funkce, ukazala na akumulaci gadolinia v mozku, a to zejména v mozec€ku (nucleus
dentatus) a bazalnich gangliich (globus pallidus).® Gadolinium je ve zminénych
studiich detekovano pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS - inductively coupled plasma mass spectrometry). Akumulace
v téchto tkanich je také patrna pfi nekontrastni MRI, kdy tyto ¢asti mozku vykazuji

zvy$enou intenzitu signalu.4!

Mezi navrhované mechanismy toxicity gadolinia patfi indukce apoptozy a oxidacniho
stresu,*? dale napf. transmetalace,*® a hlavné kompetice Gd"' s Ca" v bunécnych
procesech. 4 Vznik fibrotickych projevi je spojovan se stimulaci exprese
a nasledného uvolfovani cytokini (nebo chemokint), které jsou za vyvoj fibrézy tkani
zodpovédné.*>46 Negativnich vlivl, které jsou spojovany s uvoliovanim Gd" z jeho
chelatu, existuje mnoho a i v tomto odvétvi by tedy mohly pomoci nové a stabilng;jsi

komplexni slouceniny.
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3. Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe tykajici se komplext lanthanoidd s vybranymi ligandy
s pikolinatovymi rameny a jejich vyuziti v mediciné (MRI zobrazovaci technice)

a biologickych védach.

2. Priprava navrzeného makrocyklického ligandu a pfipadna pfiprava komplexu
s Gd (lIl) a Dy (11).

3. Charakterizovat pfipraveny ligand pomoci vhodnych analytickych metod ve
spolupraci s vedoucim prace a dalSimi pracovniky Katedry anorganické chemie Pif

UP v Olomouci.
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4. Prakticka cast

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

PFi syntézach byly pouzity chemikalie z komerénich zdroju (Tabulka 5) a taktéz
prekurzory (dimethylester kyseliny pyridin-2,6-dikarboxylové; methylester kyseliny
6-hydroxymethylpyridin-2-karboxylové; methylester kyseliny 6-chloromethylpyridin-
2-karboxylové a 15-pyNsOz2), pfipraveny pomoci modifikovanych postupu z literatury.
Makrocyklicky ligand (15-pyNsO2) nebyl v rdmci prace pfipravovan. Byl ziskan od
RNDr. Bohuslava Draho$e, Ph.D., resp. Mgr. Petera Antala, Ph.D. Cistota prekurzor(
byla ovéfena pomoci elementarni analyzy a 'H NMR spektroskopie. Diskutované

latky jsou v textu popisovany pomoci pfifazenych oznaceni v Obrazcich 14 a 15.

Tabulka 5: Seznam pouzitych komer&nich chemikalii.

Nazev slouceniny CAS ¢islo Cistota (%)  Vyrobce
kyselina pyridin-2,6-dikarboxylovd ~ 499-83-2 99 Fischer Scientific
Na:SO4 775-7-82-6 p.a. Lach-Ner
NaBH. 16940-66-2 94,8 AGRECYCLING
NaHCO3 144-55-8 p.a. Fluka

Na.CO3 497-19-8 p.a. Lach-Ner
MgSO, 7487-88-9 p.a. Lach-Ner
H2S04 (W = 96%) 7664-93-9 p.a. Lach-Ner

HCI (w = 37%) 7647-01-0 p.a. VWR

SOCl, 7719-09-7 99,7 Acros Organics
Aceton 67-64-1 p.a. VWR
Ethylacetat 141-78-6 p.a. Lach-Ner
Acetonitril 75-05-8 p.a. Lach-Ner
Toluen 108-88-3 p.a. Sigma-Aldrich
Dichloromethan 75-09-2 p.a. Sigma-Aldrich
Chloroform 67-66-3 p.a. Lach-Ner
N,N,-diisopropylethylamin 7087-68-5 p.a. Sigma-Aldrich
Kl 7681-11-0 p.a. Penta

4.2 Priprava pikolinatového ramena

Pfiprava prekurzoru pikolindtového ramena (methylester Kkyseliny 6-chloro-
methylpyridin-2-karboxylove) byla tfikrokova syntéza. V prvnim kroku byl pfipraven
esterifikaci kyseliny dipikolinové jeji dimethylester, ktery byl nasledné v dalSim kroku

CasteCné redukovan za vzniku asymetrického methylesteru kyseliny 6-hydroxy-
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methylpyridin-2-karboxylové. V poslednim kroku byl pomoci chloridu thionylu

pfipraven methylester kyseliny 6-chloromethylpyridin-2-karboxylové (Obrazek 14).

MeOH / H,SO, Ci (0]
reflux
—_— = H4C N CH
)\())k Y
2

1

NaBH, / MeOH

0 0
I
HO | X OH
/
0°C
o SOCl, / DCM Ol
HaC N 0°C,Nyatm. H.C N
>0 | & G ot PNy | g2 OH
P P
3 2

Obrazek 14: Reak&ni schéma pfipravy pikolinatového ramena.

4.2.1 Dimethylester kyseliny pyridin-2,6-dikarboxylové (1).

50,57 g (0,3 mol) kyseliny pyridin-2,6-dikarboxylové bylo rozpusténo ve smési 250 ml
methanolu a 10 ml 96% kyseliny sirové. Reakcni smés byla refluxovana po dobu
24 hodin. Po ochlazeni naledové lazni se produkt vyloucil v podobé bezbarvé
krystalické latky, kter4 byla odfiltrovana a promyta ledovym methanolem. Bylo
ziskano 52,31 g (88,6 %) bilé krystalické latky 1.

CoHoNO4: vypocitané elementarni zastoupeni: C: 55,39 %, H: 4,65 %, N: 7,18 %.
Nalezené: C: 55,34 %, H: 4,62 %, N: 7,00 %.

'H NMR (CDClI3): 6 8,34 (d, 2H, 2Jun = 7,83 Hz); 8,09 (t, 1H, 3Jun= 7,83 Hz); 4,04 (s,
6H).

4.2.2 Methylester kyseliny 6-hydroxymethylpyridin-2-karboxyloveé (2).
Roztok 6,15 g (32 mmol) 1 ve 150 ml methanolu byl vychlazen na ledové lazni.

Za stalého michani a chlazeni bylo do roztoku postupné pfidano 2,07 g (55 mmol)
NaBH4 (v pribéhu 1 hodiny). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté
20 hodin a poté zahusténa na RVO na pfiblizny objem 30 ml. Nasledné bylo pfidano
100 ml nasyceného roztoku NaHCOs3 a tato smés byla extrahovana 5 x 50 ml CHCls.
Organickad faze byla suSena pomoci Na2SOa, filtrovana a odpafena do sucha
na RVO. Surovy produkt sestaval ze smési 1 a 2, ktera byla dale separovana
sloupcovou chromatografii (silikagel, DCM/aceton 10:1). Po eluci 1 byla mobilni faze
vyménéna za methanol a poté byla sbirana frakce s 2. Bylo ziskano 2,39 g (45,4 %)
bilé krystalicke latky 2 (Rf = 0,5; silikagel-TLC destiCka/ethylacetat).

24



CsHoNO3: vypocitané elementarni zastoupeni: C: 57,48 %, H: 5,43 %, N: 8,38 %.
Nalezené: C: 57,11 %, H: 5,40 %, N: 8,23 %.
'H NMR (CDCls): ¢ 8,03 (d, 1H, 2JnH = 8,29 Hz); 7,85 (t, 1H, 3Jun = 7,78 Hz); 7,55 (d,
1H, 2Jun = 8,15 Hz); 4,87 (s, 2H); 3,99 (s, 3H).

4.2.3 Methylester kyseliny 6-chloromethylpyridin-2-karboxyloveé (3).
Roztok 3,98 g (21 mmol) 2 v 60 ml DCM byl vychlazen na ledové lazni a do reakéni

nadoby byl zavadén plynny dusik. Za stalého chlazeni a pod atmosférou N2 bylo
pfidano 12 ml (164 mmol) SOCl2.. Reakéni smés byla michana po dobu 1 hodiny
na ledoveé lazni. Zavadénym dusikem bylo urychleno odpafeni DCM pfi laboratorni
teploté. Vznikla nazloutla kasovita hmota poté byla rozsuspendovana v 50 ml toluenu
a po pfidavku 50 ml nasyceného roztoku NaHCOs byla extrahovana 3 x 50 ml
toluenu. Organicka faze byla susena pomoci Naz2SOg, filtrovana a odpafena do sucha
na RVO. Produkt byl Seda tuhé& latka o hmotnosti 4,27 g (96,62 %).

CsHsNO:2CI: vypocitané elementarni zastoupeni: C: 51,77 %, H: 4,34 %, N: 7,55 %.
Nalezené: C: 52,00 %, H: 4,30 %, N: 7,16 %.

I1H NMR (CDCls): 6 8,10 (d, 1H, 2Jun = 7,90 Hz); 7,91 (t, 1H, 3Jun = 7,75 Hz); 7,75 (d,
1H, 2Jun = 7,56 Hz); 4,79 (s, 2H); 4,02 (s, 3H).

4.3 Syntéza 15-pyNsOz(pic)2

Priprava ligandu 15-pyNs3O2(pic)2 je dvoukrokova syntéza (Obrazek 15). V prvnim
kroku dochazi k N-alkylaci  15-pyN3Oz pomoci  methylesteru  kyseliny
6-chloromethylpyridin-2-karboxylové (3) a ve druhém kroku nasleduje hydrolyza

esterovych skupin produktu 4 za vzniku 15-pyNsOz(pic)a.

L2 #

i T MeCN / baze i N7

NH HN +2 ¢ N\ O/ \O /N N N
E j L o AT L 3 [

(o] [0}

N / 3 0 0
15-pyN,0O, BM HCI 4

o ﬂ 0 4

HON\E\NJ/EN NT@(‘LOH
(o] [0}
S

15-pyN302(pic)z

=

o]
|N\ o~
Il

Obrazek 15: Reak&ni schéma syntézy 15-pyNsO2(pic).
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V pribéhu pokusu o pfipravu ligandu byly studovany riizné reakéni systémy, které se
navzajem odliSovaly pouzitou bazi (K2COs, Na2COs, diisopropylethylamin),
pfitomnosti jodidu draselného jako katalyzatoru nebo reakénimi podminkami (teplota,

koncentrace reaktant(). Nasledujici postup syntézy ligandu byl nejucinnéjsi.

240,3 mg (0,956 mmol) 15-pyNsO2 bylo rozpusténo v 20 ml acetonitrilu a po pfidavku
0,52 g (4,91 mmol) Na2COs byla reakéni smés ponechana michat pfi laboratorni
teploté 30 minut. Poté byl za stalého michani, v pribéhu 20 minut, do reakéni smési
po kapkach pfidan roztok 356 mg (1,92 mmol) 3 v 10 ml acetonitrilu. Tato reakéni
smeés byla michana pfi teploté 50 °C po dobu 48 hodin. Reakéni smés byla poté
odfiltrovana a filtrat odpafen do sucha na RVO za vzniku Zlutého oleje. Produkt byl
rozpustén ve 30 ml DCM a bylo pfidano 20 ml H20. Vodni faze byla extrahovana 3x
50 ml DCM. Spojené organické extrakty byly vysuSeny nad MgSOa, odfiltrovany
a filtrat byl opét odparen do sucha na RVO.

Surovy produkt byl nasledné hydrolyzovan pomoci 6M roztoku HCI (24 h, 50 °C).
Roztok kyseliny byl poté odpafen za vzniku viskdzniho Zlutého oleje o hmotnosti
0,5430 g 15-pyNs3O2(pic)2 odpovidajici vytézku 95,5 % (za pfedpokladu zisku ligandu
ve formé dihydrochloridu).

4.4 Pouzité analytické metody

Slozeni a Cdistota pfipravenych prekurzorl a ziskanych produktl byla stanovena

pomoci elementarni analyzy, hmotnostni spektrometrie a NMR spektroskopie.

Elementarni analyza byla vykonana na pfistroji Flash 2000 CHNO-S Analyzer
(Thermo Scientific, Waltham, USA).

Hmotnostni spektra vzorkd byla ziskana pomoci hmotnostniho spektrometru LCQ
Fleet lon Mass Trap s ionizaci elektrosprejem a trojrozmérnou iontovou pasti
(Thermo Fisher, Waltham, USA).

NMR spektra vzorkd byla méfena na spektrometrech JNM-ECA 600 Il NMR (JEOL,
Tokyo, Japonsko) s rezonanéni frekvenci 600 MHz pro 'H (150,86 MHz pro jadra
13C) a Varian 400 MHz (Varian, Palo Alto, USA) s rezonanéni frekvenci 399,95 MHz
pro *H (100,60 MHz pro jadra *3C). Spektra byla méfena pfi teploté 25 °C s pouzitim
deuterovaného chloroformu (CDCIs-d), ktery obsahoval pfidavek tetramethylsilanu
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(TMS; VIV = 0,05, 6 = 0,00 ppm) s rezidualnim signalem & = 7,26 ppm (*H spektra).
Pfi méfeni byla pouzita, jako rozpoustédlo, také téZzka voda (D20, rezidualni signal,
0 = 4,75 ppm). Ziskana spektra byla zpracovana v programu ACD 1D Processor
(verze 12.01).%7

Prubéh chemickych reakci byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie na TLC
destickach Macherey-Nagel SIL G/UV2s4 s UV detekci.

Na procisténi surovych produkti syntéz byla pouzita sloupcova chromatografie za
pouZiti silikagelu Acros Organics Silica gel (mesh 60-200 um, velikost pérti 60 A). Pri
iontové vyménné chromatografii byl pouzit kationtové vyménny iontoméni¢ Amberlyst

15 (H-forma) a aniontové vyménny iontoméni¢ DOWEX 1X8 (OH-forma).
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5. Vysledky a diskuze

Predlozena bakalarska prace byla vénovana vypracovani reSerSe na téma pikolinato
komplexu lanthanoidl a studiu pfipravy 15-Clenného makrocyklického pyridinového
ligandu se dvéma pikolinatovymi rameny (15-pyNsOz(pic)2). Soucasti prace byla
syntéza prekurzoru (methylester kyseliny 6-chloromethylpyridin-2-karboxylové) na
pfipravu ligandu. Jednalo se o ftfikrokovou syntézu, jejimz prvnim krokem byla
esterifikace kyseliny pyridin-2,6-dikarboxylové za vzniku jejiho dimethylesteru.
Castednou redukci tohoto esteru ve druhém kroku vznikl methylester kyseliny
6-hydroxymethylpyridin-2-karboxylové, jehoz chlorace byla poslednim krokem

pfipravy prekurzoru.

Kritickym krokem se ukazala byt pfiprava methylesteru kyseliny 6-hydroxymethyl-
pyridin-2-karboxylové. Napfi€¢ tomu, Zze se jedna o latku, jejiz syntéza jiz byla
publikovana, postup uvedeny v literatufe nebylo mozné uspokojivé reprodukovat.
Produktem byla smés obsahujici zadany methylester kyseliny 6-hydroxymethyl-
pyridin-2-karboxylové, 2,6-dihydroxymethylpyridin a vychozi dimethylester kyseliny
dipikolinové v riznych pomérech. Byla proto vykonana série pokusu o jeho pfipravu,
pfi kterych byly ménény reakéni podminky a vzajemné latkové poméry reaktantd.
Nejvyssi vytéZznost kyzeného produktu byla dosazena pfi vzajemném poméru
latkovych mnozstvi reaktanti: dimethylester kyseliny pyridin-2,6-dikarboxylové
a NaBHs4 = 3 ku 5 a michanim po poslednim pfidavku NaBH4 minimalné po dobu
20 h. Pro jednodussi separaci produktd bylo dualezité, aby v ziskané smési nebyl
pritomny 2,6-dihydroxymethylpyridin, ktery vznika redukci obou esterovych skupin.
Produkt obsahujici smés methylesteru kyseliny 6-hydroxymethylpyridin-2-
karboxylové a dimethylesteru kyseliny dipikolinové je poté mozno snadno oddélit

pomoci sloupcové chromatografie.

Pfiprava samotného makrocyklického ligandu 15-pyNsO2(pic)2 probéhla ve dvou
krocich. Prvnim znich byla N-alkylace zakladniho 15-lenného pyridinového
makrocyklického ligandu 15-pyNsO2 pomoci methylesteru kyseliny 6-chloro-
methylpyridin-2-karboxylové za pfitomnosti baze (diisopropylethylamin, K2COs nebo
Na2C0O3). Druhym krokem syntézy bylo pfevedeni pfipraveného ligandu na volnou
kyselinu, ¢ehoz bylo dosazeno pomoci kyselé hydrolyzy roztokem HCI.
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Pfi pokusech o pfipravu ligandu byly studovany viceré reak¢ni systémy, které se
navzajem liSily vzajemnym pomérem latkovych mnozstvi reaktantl, reakEnimi
podminkami, pouzitou bazi nebo pfidavkem jodidu draselného jako katalyzatoru.
Nékteré z produktd po N-alkylaci makrocyklu byly c¢istény pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel), nicméné neuspésné. Déleny produkt zUstaval na zacatku
kolony i navzdory pouziti zasadité mobilni faze methanol : konc. NHs (20 : 1), uspéch
nepfinesla ani obména mobilni faze za méné polarnéjsi DCM : aceton (10 : 1).
Po hydrolyze dimethylesteru ligandu byla také pouZita iontové vyménna
chromatografie, nicméné ani ta nezvysila Cistotu pfipraveného ligandu. Pozornost
byla teda obracena na optimalizaci reakénich podminek, které by mély za nasledek

vznik Cistého ligandu 15-pyNsOz(pic)a.

Pfi pfipravé navrhovaného ligandu za pouziti diisopropylethlyaminu jako baze byl
produktem kromé ligandu ve formé dimethylesteru také ligand obsahujici ffi
pikolindtova ramena (15-pyNsOz(pic)s). Vytéznost reakce 122,7 % napovida o silném
znecisténi produktu, ktery nejspi$ po extrakci obsahoval navic jesté zbytek pouzité
baze. V hmotnostnim spektru produktu syntézy (Obrazek 16) byly pozorovany piky
pfi m/z = 550,32 (lret = 59 %), 572,31 (lrer = 100 %) a 699,23 (let = 87 %), které
odpovidaji protonizované formé ligandu, tedy aduktu se slozenim [HaoL+H]*, dale
aduktu se sodikem [HzL+Na]* a kvartérni amoniové soli se tfemi pikolinatovymi

rameny [HzL+pic]*.
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Obrazek 16: Hmotnostni spektrum produktu N-alkylace 15-pyNsO. s pouzitim
diisopropylethylamin jako baze (a) s detailem majoritnich pikG odpovidajicich aduktim
HoL+H]*, [HoL+Na]*™ a kvartérni amoniové soli [HaoL+pic]* (b).
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V hmotnostnim spektru produktu N-alkylace s pouzitim uhli¢itanu draselného
(K2CO3) jako baze, je pfFitomny majoritni pik pfi m/z = 588,49 (lrer = 100 %)
odpovidajici aduktu [HzL+K]*. Minoritni pik pfi m/z = 723,44 (lret = 17 %) odpovida
kvartérni amoniové soli ligandu se tfemi pikolinatovymi rameny, pficemz na kazdém
z nich je na karboxylové skupiné navazany sodny kationt. V hmotnostnim spektru
jsou jesté pritomny piky pfi m/z = 572,51; 858,45 a 1147,21. Pik pfi m/z = 572,51 (lrel
= 7,4 %) odpovida aduktu [HzL+Na]*.
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Obrazek: 17 Hmotnostni spektrum produktu N-alkylace 15-pyNsO; s pouzitim K;COs; (a)
s detailem majoritniho piku odpovidajicimu aduktu [H.L+K]* (b).

Pfi pokusech o pfipravu ligandu, kdy byl pouzit uhli¢itan sodny (Na2CO3) jako baze,
byly ziskany produkty obsahujici Cisty ligand ve formé dimethylesteru.
V hmotnostnim spektru dimethylesteru ligandu (Obrazek 18) byly pozorovany piky pfi
m/z = 550,33 (Irel = 58 %), a 572,31 (Il = 100 %), které odpovidaji protonizované

formé ligandu [HzL+H]* a aduktu se sodikem [HzL+Na]*.
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Obrazek 18: Hmotnostni spektrum produktu N-alkylace 15-pyNsO. s pouzitim Na,COs (a)
s detailem majoritnich pikd odpovidajicich aduktim [H.L+H]" a [H2L+Na]* (b).

Z uvedenych pokust vyplynulo, Ze produkt v nejvétSim vytézku (90-95 %)
methylester kyseliny 6-hydroxymethylpyridin-2-karboxylové = 1 ku 2 s pouzitim
Na2COs jako baze.

Produkty N-alkylace byly hydrolyzovany pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové.
Ziskané produkty byly ¢istény pomoci iontové vyménné chromatografie. Nejprve byla
pouzita kationtové vyménna chromatografie na odstranéni prebytecnych chloridovych
aniontd. Nasledovala aniontové vyménna chromatografie, pfi které byly ze smési
odstranény draselné, pfipadné sodné kationy. Nakonec byla znovu pouzita

kationtové vyménna chromatografie a byl ziskan ligand v neutralni podobé.

Ziskané produkty vSak nebyly Cisté a stale obsahovaly nedcistoty. V hmotnostnim
spektru vysledného produktu syntézy s pouzitim uhliCitanu sodného jako baze lze
pozorovat nékolik pikd (Obr. 19). Majoritni piky pfi m/z = 522,23 (Irel = 88 %) a 544,49
(Iret = 100 %), odpovidaji protonizované formeé ligandu [HzL+H]* a aduktu se sodikem
[HoL+Na]*. Minoritni piky odpovidaji aduktim ligandu s jednim ramenem (15-
pyN3O2(pic)) a také dvojnasobné velkému ligandu (30-py2NsQa(pic)s4). V IH NMR
spektru lze rovnéz pozorovat signaly, které je mozno pfiradit ligandu a signaly

nedistot.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum produktu syntézy 15-pyNsO;(pic)2 s pouzitim NaCOs.
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Obrazek 20: *H NMR spektrum produktu syntézy 15-pyNsOz(pic)2 s pouzitim Na,COs.

Syntézni postup ligandu 15-pyNsOz(pic)2 se z ¢asovych divodd nepodafilo upiné

zoptimalizovat, proto nebyl pfipraven v dostatecné Cistoté.
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6. Zaver

PfedloZzena bakalaiska prace byla vénovana pikolinato komplextiim lanthanoidd.
V teoretické Casti prace je prehled pikolinato komplextd lanthanoidl, které jsou
studovany z hlediska jejich potencionalniho vyuziti v mediciné resp. biovédach.
Jednd se o komplexy, které muazou byt vyuzity jako kontrastni latky nebo
luminiscen¢ni sondy pfi diagnostice nemoci. Vypracovana literarni reSerSe je
zaméfena na opodstatnéni vyzkumu a pfipravy novych stabilnich pikolinato

komplexu lanthanoid(, vyuzitelnych ve zobrazovacich technikach.

Prakticka Cast prace byla vénovana studiu pfipravy 15-Clenného pyridinového
makrocyklického ligandu se dvéma pikolinatovymi rameny (15-pyNsOz(pic)z). V ramci
prace byla zoptimalizovana syntéza prekurzoru pro pfipravu ligandu (methylesteru
kyseliny 6-chloromethylpyridin-2-karboxyloveé), ktery byl pfipraven v gramovych

mnozstvich.

Syntézu ligandu 15-pyNs3Oz(pic)2 se z €asovych duvodu nepodafilo upiné
zoptimalizovat. Byl sice ziskan produkt, v kterém uvedeny ligand tvofil majoritni

slozku, ale nepodafilo se ho pfipravit v Cisté formé.

To dava podnét pro dalSi experimentalni praci za ucelem optimalizace postupu
pfipravy ligandu, ale i prekurzoru na jeho pfipravu. PfedevS§im nalezeni vhodné
mobilni faze pro sloupcovou chromatografii, pfi Cisténi ligandu ve formé
dimethylesteru, by mohlo tento postup vice zefektivnit. Vyména silikagelu za oxid
hlinity jako stacionarni fazi by také mohla vést k vysSi Cistoté pfipravovaného ligandu.
Taktéz na hydrolyzu dimethylesteru ligandu by mohla byt pouzita namisto kyselé,

taktéz zasadita hydrolyza.

Nejméné ucinnym krokem pfi pfipravé prekurzoru pro ligand je selektivni redukce
dimethylesteru kyseliny dipikolinové za vzniku methylesteru kyseliny 6-hydroxy-
methylpyridin-2-karboxylové. Nalezeni vhodnéjSich reakénich podminek (napf.

zvoleni jiného redukéniho Cinidla) by i zde mohlo vést ke zlepSeni vytéznosti.

Pfipraveny ligand by mél slouzit pfedevS§im k pfipravé stabilnich komplexud

s lanthanoidy, které by mohli mit potencionalni vyuziti napfiklad jako luminiscenéni
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sondy nebo najit uplatnéni jako MRI kontrastni latky. Uvedené komplexy by vSak

mohly byt zajimavé i z hlediska jejich magnetickych vlastnosti.
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7. Seznam zkratek, znacek a oznacen

15-pyNs0O:2 6,9-dioxa-3,12,18-triazabicyklo[12.3.1]oktadeka-1,14,16-trien

CDCls
CT
cyclen

0
DCM
DNA

DOTA
@
Gd-H
GdKL
KC
Aabs
Aem
LMCT
Ln
MeCN
MeOH
MK
MRI

NSF
NIR

OES

Ry
RVO

S
SPECT
T

TLC
Twm
Tr
uv

VIS

deuterovany chloroform
Computed Tomography — vypoc&etni tomografie
1,4,7,14-tetrazacyklododekan

chemicky posun v NMR spektrech

dichloromethan

Deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina
kyselina 1,4,7,14-tetraazacyklododekan-1,4,7,14-tetraoctova
kvantovy vytézek

vzdalenost gadolinia a vodiku koordinované vody

kontrastni latka na bézi gadolinia

koordinacni Cislo

vinova délka absorbovaného zareni

vinova délka absorbovaného zareni

Ligand-to-Metal Charge Transfer — pfenos naboje z ligandu na kov
lanthanoid

acetonitril

methanol

mezisystémova konverze

Magnetic Resonance Imaging — magneticka rezonance

nefrogenni systémova fibréza
Near-infrared — blizka infracervena oblast

opticka emisni sonda

retencni faktor

rotaéni vakuova odparka

celkovy spin

Single Photon Emission CT — jednofotonova emisni vypocetni tomografie
pozorovana doba luminiscence

Thin Layer Chromatography — chromatografie na tenké vrstvé
reziden¢ni ¢as molekuly vody ve vnitfni koordinaéni sféfe
rotacni korelacni ¢as

Ultraviolet — ultrafialova oblast

visible — viditelna oblast

Slozité systematické nazvy diskutovanych organickych ligandld jsou v celé préci
nahrazeny zkratkami nebo oznacenimi, ktera vzdy koresponduji se strukturami
vyznacCenych na referovanych obrazcich, resp. v jejich popisku.
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