Abstrakt

Makrocyklické slouceniny nasly jako ucinné chelatory kovl tvorici mimoradné stabilni komplexy
Siroké uplatnéni v fadé biologickych a medicinskych aplikaci. Vhodné navrzené mohou efektivné
vazat kovové ionty, aniz by hrozilo nasledné uvolnéni téchto iontd do organizmu. Lze je tak vyuZit
pro vazani iontl kovovych radionuklidd pro vnitini radioterapii nebo pro zobrazovaci metody —
pozitronovou emisni tomografii (PET) a jednofotonovou emisni pocitacovou tomografii (SPECT).
Komplexy Gd** Ize vyuZit pro zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI). Ligandy mohou zéroveri
poskytovat misto pro pripojeni dals$i molekuly nebo struktury, ktera zajisti napfriklad vazbu na cilovy
protein exprimovany na povrchu bunék vybrané tkané, fluorescencni znacku pro vizualizaci nebo
tfeba dalsi komplex vyuzitelny pro komplementarni zobrazovaci metodu. Jak ligand, tak spojka musi
byt vhodné navrieny, aby slouzily svému ucelu. U ligandu je to predevsim s ohledem na ion kovu,
ktery ma vazat, a u spojky s ohledem na konjugovany substrat, podminky konjugace a konecnou
aplikaci.

V rdmci této prace jsem se zabyval syntézou a studiem vlastnosti pfedevsim makrocyklickych ligand(
a jejich komplexd s nékolika typy spojek s potencidlnim uZitim v biomediciné a diagnostickém
zobrazovani.

Prvni ze studovanych ligandG byl derivat 1,4,7-triazacyklononanu se tfemi pendantnimi rameny
tvofenymi fosfinovymi kyselinami (NOPO) navrieny primarné pro komplexaci PET nuklidu *®Ga
(Obr. 1).
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Obr. 1. Ligand NOPO a jeho komplex s Ga*".

Byla prokazana Gcinna a rychla komplexace iontt Ga**, a to i v pfitomnosti potencialné konkurujicich
dalsich kovovych iontd," a vysoka stabilita vysledného gallitého komplexu. K navézani na tazv.
targeting (,cilici“) peptidy bylo pouZito amidické vazby pres jedinou karboxylovou skupinu na
pendantnim rameni makrocyklu. Hydroxymethylové funkéni skupiny na zbyvajicich dvou ramenech
usnadnuji komplexaci a zvysuji hydrofilicitu. V pribéhu aktivace karboxylu pro vazbu peptidu byl
pozorovan vznik fosfilaktonu (Obr. 2).
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Obr. 2. Konjugace ligandu NOPO s peptidem za vzniku fosfilaktonu.



Ten viak nebranil pouziti latky k zamyslenému Géelu a v priibéhu komplexace Ga*>* se samovolné
hydrolyzoval.> Potencial pro pouZiti v PET diagnostice byl Usp&$né ovéfen na Zivych zvitecich

modelech s tumory™? (Obr. 3).
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Obr. 3. PET snimky (MIP, 75 min p.i) nahych my&i s implantovanymi nadory. Vlevo: ®*Ga-NOPO-RGDfK (M21 lidsky
melanom); vpravo: %8Ga-NOPO-NOC (AR42J krysi pankreaticky karcinom). Akumulace aktivity v mo¢ovém méchyri diky
rendlni exkreci je oznacena cernou Sipkou. Pfevzato z lit.!

Daldim feSenym projektem byla p¥iprava potencidlni MRI kontrastni latky na bazi komplext Gd**
snové navrzenym ligandem (Obr.4) zalozenym na 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu (cyklenu),
s jednim pendantnim ramenem umoznujicim pfipojeni peptidu pres karboxylovou funkéni skupinu a
daliim s fosfinovou kyselinou. Ta zvy3uje rychlost vymény vody koordinované na centralni ion Gd** a

tim i acinnost vysledné kontrastni latky.
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Obr. 4. Vlevo: nové pripravena MRI kontrastni latka na bazi komplexu Gd*; vpravo: konjugat Gd* komplexu
s fluorescencnim rhodaminem.

Pfes aminobenzylovou skupinu na fosfinovém pendantnim rameni byla také pfipojena pomoci
thiomocovinové spojky molekula fluoroforu rhodaminu. Vysledny komplex pak mohl slouzit jako
dudlni MRI/fluorescencni kontrastni latka. Funkce MRI kontrastni latky byla po konjugaci s cilicim

peptidem ovéfena na zvifecim modelu.”

Déle byly pripraveny tfi komplexy Gd** na bazi cyklenu (Obr. 5) se tfemi rdznymi typy spojek na
pendantnim rameni tvoreném kyselinou fosfinovou: jedna hydrolyzovatelnd pfi nizkém pH



(hydrazid—hydrazonovad), dalsi redukcéné stépitelnd (s disulfidickou vazbou) a posledni stabilni —
nestépitelnad, slouzici jako kontrola.
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Obr. 5. Komplexy Gd* pouzité k modifikaci povrchu nanodiamantu; vlevo: s pH senzitivni hydrazid—hydrazonovou

spojkou; uprostred: s redukéné stépitelnou disulfidickou spojkou; vpravo: s nestépitelnou spojkou jako kontrola.

Tyto komplexy byly pomoci médnymi ionty katalyzované alkyn-azidové cykloadice navazany na
povrch polymerem pokrytych nanodiamantl (ND) s poruchami v krystalické mfizce dusik—vakance
(NV) zpGsobujicimi fluorescenci. Magneticky moment blizkych Gd** zpGsobil zkraceni relaxaéniho
¢asu T; NV center, coZ lIze pfi vhodném experimentdlnim usporaddni odecist jako zménu intenzity
fluorescence. Pokud se vlivem prostredi (jeho nizkym pH respektive redukénim potencidlem)
v blizkosti nanodiamant( funkéni spojky rozétépily a komplexy Gd*" od jeho povrchu oddifundovaly,
vedlo to ke zvySeni intenzity fluorescence. Jejim mérenim tak bylo mozné urcit zménu pH i
redukéniho potencidlu v bezprostfednim okoli nanodiamantu. Byly tak pfipraveny nanosondy
responzivni na chemické parametry okoli se submikrometrovym rozliSenim. Tim byla potvrzena
funk¢énost konceptu, jenz by mohl byt v budoucnu pouzit naptiklad ke zjistovani parametrd prostredi
uvnité bunéénych organel.”

V posledni &sti byl pripraven ligand se strukturou navrienou pro komplexaci PET nuklidu *Ga*,
ktery nesl pnuty cykloalkyn (0br. 6) umoznujici rychlou bioortogondlni konjugaci napfiklad s azidovou
¢i nitronovou funkéni skupinou. Vtomto pfipadé se jednd o nemakrocyklicky ligand, nicméné
s rigidizovanym zakladnim skeletem, ktery by mél zajistit dostate¢nou stabilitu komplexu pro pouziti
in vivo. Tato latka by mohla potencialné slouzit pro in vivo PET znaceni, jeji pouZitelnost vsak zatim
¢ekd na ovéreni.
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Obr. 6. Bifunkéni ligand uréeny k vazbé “Gaa bioortogonalni konjugaci pies pnuty cykloalkyn.
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