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Abstrakt

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

V ramci této prace jsem se zabyval syntézou a studiem vlastnosti predevsim makrocyklickych ligand(
a jejich komplex(i s nékolika typy spojek s potencidlnim uZitim v biomediciné a diagnostickém
zobrazovani.

Prvni ze studovanych ligand( 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 prokazéna G¢inna a rychla komplexace iontil Ga**, a to i v pfitomnosti potencialné konkurujicich
dalsich kovovych iontd," a vysokd stabilita vysledného gallitého komplexu. K navazani na tzv.
targeting (,cilici“) peptidy bylo pouzZito amidické vazby pres jedinou karboxylovou skupinu na
pendantnim rameni makrocyklu. Hydroxymethylové funkéni skupiny na zbyvajicich dvou ramenech
usnadnuji komplexaci a zvysuji hydrofilicitu. V pradbéhu 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 zamy3lenému Gcelu a v priibéhu komplexace Ga*" se samovolné
hydrolyzoval.> Potencial pro pouziti v PET diagnostice byl Uspé$né ovéfen na Zivych zvitecich
modelech s tumory™? (Obr. 3).
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Obr. 3. PET snimky (MIP, 75 min p.i) nahych mysi s implantovanymi nadory. Vlevo: Ga-NOPO-RGDfK (M21 lidsky
melanom); vpravo: %Ga-NOPO-NOC (AR42) krysi pankreaticky karcinom). Akumulace aktivity v mocovém méchyfi diky
renalni exkreci je oznacena ¢ernou Sipkou. Pfevzato z lit."

Daldim feSenym projektem byla p¥iprava potencialni MRI kontrastni latky na bazi komplexdt Gd**
snové navrienym ligandem (Obr.4) zalozenym na 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu (cyklenu),
s jednim pendantnim ramenem umoZiujicim pfipojeni peptidu pfes karboxylovou funkéni skupinu a
dal$im s fosfinovou kyselinou. Ta zvy$uje rychlost vymény vody koordinované na centralni ion Gd** a
tim i icinnost vysledné kontrastni latky.
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Obr. 4. Vlevo: nové pripravena MRI kontrastni latka na bazi komplexu Gd*; vpravo: konjugat Gd** komplexu
s fluorescencénim rhodaminem.

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

peptidem ovéfena na zvifecim modelu.*

Déle byly p¥ipraveny tfi komplexy Gd** na bazi cyklenu (Obr. 5) se tfemi rliznymi typy spojek na
pendantnim rameni tvofeném kyselinou fosfinovou: jedna hydrolyzovatelna pti nizkém pH



(hydrazid—hydrazonova), dalsi redukéné Stépitelna (s disulfidickou vazbou) a posledni stabilni —
nestépitelnd, slouZici jako kontrola.
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Obr. 5. Komplexy Gd** pouzité k modifikaci povrchu nanodiamantd; vlevo: s pH senzitivni hydrazid—hydrazonovou
spojkou; uprostied: s redukcné stépitelnou disulfidickou spojkou; vpravo: s nestépitelnou spojkou jako kontrola.

Tyto komplexy byly pomoci médnymi ionty katalyzované alkyn-azidové cykloadice navdzany na
povrch polymerem pokrytych nanodiamantl (ND) s poruchami v krystalické mfizce dusik—vakance
(NV) zpUsobujicimi fluorescenci. Magneticky moment blizkych Gd** zp@sobil zkraceni relaxaéniho
¢asu Ty NV center, coZ lze pfi vhodném experimentalnim uspofadani odecist jako zménu intenzity
fluorescence. Pokud se vlivem prostiedi (jeho nizkym pH respektive redukénim potencidlem)
v blizkosti nanodiamantt funkéni spojky rozstépily a komplexy Gd** od jeho povrchu oddifundovaly,
vedlo to ke zvySeni intenzity fluorescence. Jejim méfenim tak bylo moiné uréit zménu pH di
redukéniho potencidlu v bezprostfednim okoli nanodiamantu. Byly tak ptipraveny nanosondy
responzivni na chemické parametry okoli se submikrometrovym rozliSenim. Tim byla potvrzena
funkénost konceptu, jenz by mohl byt v budoucnu pouzit naptiklad ke zjistovani parametr( prostredi
uvniti bunéénych organel.’

V posledni &asti byl pfipraven ligand se strukturou navrzenou pro komplexaci PET nuklidu ®Ga*,
ktery nesl pnuty cykloalkyn (Obr.6) umozniujici rychlou bioortogonalni konjugaci napfiklad
s azidovou ¢i nitronovou funkéni skupinou. Vtomto pripadé se jedna o nemakrocyklicky ligand,
nicméné s rigidizovanym zakladnim skeletem, ktery by mél zajistit dostatecnou stabilitu komplexu
pro poufZiti in vivo. Tato latka by mohla potencialné slouzit pro in vivo PET znaceni, jeji pouZitelnost
vsak zatim ¢eka na ovéfeni.
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Obr. 6. Bifunkéni ligand urceny k vazbé ®Gaa bioortogonalni konjugaci pres pnuty cykloalkyn.






Abstract

Macrocyclic compounds are widely used in a number of biological and medical applications due to
their effective and strong chelating abilities. If aptly designed, they bind metal ions without risk of
releasing these ions into organism. Thus, they can be used to bind metal radionuclides ions for
endoradiotherapy or clinical imaging methods, namely positron emission tomography (PET) and
single photon emission computed tomography (SPECT). Gd** complexes may be utilized in magnetic
resonance imaging (MRI). Simultaneously, these ligands can provide way to attach a linker to
another structure or moiety designed, for example, for binding onto target protein present on the
cell surface, as a fluorescent marker, or for binding different complex for complementary imaging
method. Both the ligand and the linker must be properly designed to serve their purposes, i.e. the
ligand mainly according to metal ion to be bound, and the linker according to conjugated substrate,
conditions of conjugation and final application.

This thesis deals with synthesis and study of properties of mainly macrocyclic ligands and their
complexes with several types of linkers. These compounds are potentially applicable in diagnostic
imaging and biomedicine.

First of the studied ligands was 1,4,7-triazacyclononane (TACN) derivative with three phosphinic acid
pendant arms (NOPO) designed primary for complexation of PET nuclide ®®Ga (Figure 1).
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Figure 1. NOPO Ligand and NOPO complex with Ga*'.

Fast complexation of Ga®* ions was proved even in the presence of other potentially concurrent
metal ions.! The formed gallium complex also boasted a high stability. The binding of targeting
peptides through amide bond was achieved with the only carboxylic acid present on pendant arms
of macrocycle. The hydroxomethylenes on the other two arms facilitate complexation and render
the complex more hydrophilic. Activation of carboxylic acid during peptide conjugation was
accompanied with formation of phosphilactone (Figure 2).
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Figure 2. NOPO ligand conjugation with peptide accompanied with phosphilactone formation.



As the lactone was spontaneously cleaved during Ga*" complexation, the intended application was
not impeded.” Potential for PET diagnostic was demonstrated on living animal models with

implanted tumours™? (Figure 3).

Figure 3. PET images (MIP, 75 min p.i.) of nude mouse tumour xenografts. Left: 68Ga-NOPO-RGDfK (M21 human
melanoma); right: 68Ga-NOPO-NOC (AR42J rat pancreas carcinoma). Accumulation of activity is observed in the urinary
bladder (indicated by outline arrows) due to renal excretion. From ref.!

Next project dealt with synthesis of potential MRI contrast agent based on Gd*" complex with newly
designed ligand (Figure 4). It consisted of 1,4,7,10-tetraazacyclododecane (cyclen) with one pendant
arm allowing for peptide conjugation via carboxylic functional group and another with phosphinic
acid. This moiety speeds up exchange of water molecules coordinated to the central Gd** ion and

thus enhances effectiveness of the contrast agent.
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Figure 4. Left: newly synthetized Gd** based MRI contrast agent; right: Gd** complex conjugated with fluorescent dye
(rhodamine).

Fluorescent dye (rhodamine) was also attached to aminobenzyl functional group on phosphinic
pendant arm via thiourea linker. Resulting complex could be used as dual MRI/fluorescent contrast
agent. Complex was also conjugated to targeting peptide and MRI contrast agent capability was

demonstrated on an animal model.”

In the next project three Gd** complexes based on cyclen (Figure 5) were prepared. On their
phosphinic pendant arm one of them bears low pH sensitive (hydrazide—hydrazone) hydrolysable



linker, another one reductively cleavable (disulphidic) linker and the last one stable linker, serving as

reference.
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Figure 5. Gd* complexes used for decoration of nanodiamonds surfaces; left: with pH sensitive hydrazide—hydrazone
linker; middle: with reductively cleavable disulphidic linker; right: with stable linker for reference.

These complexes were bound with Cu® catalysed alkyne-azide cycloaddition to polymer coating on
nanodiamonds (ND) fluorescent thanks to presence of nitrogen—vacancy (NV) defect in their crystal
lattice. Magnetic moment of Gd** in proximity of ND caused decrease of relaxation time T, of NV
centres. This can be measured with special technique as change in fluorescence intensity. If the ND
environment (low pH or reductive potential, respectively) causes cleavage of the linkers and Gd**
complexes to diffuse from its surface the fluorescence intensity rises. Measuring the fluorescence
allows for assessment of change in pH or in reduction potential, respectively, in ND vicinity.
Nanosensor responsive to chemical properties of environment with submicrometre resolution were
thus constructed. This serves as proof of concept that can be in the future used, for example, in
measurements of chemical parameters inside cellular organelles.”

In the last project, ligand with structure designed for complexation of PET nuclide *Ga was
synthetized. This ligand has strained cycloalkyne attached (Figure 6), allowing for fast and
bioorthogonal conjugation with azide or nitrone functional group. This ligand is not based on
macrocycle, but the rigidized structure should provide sufficient complex stability for in vivo
application. This compound has potential to be used as in vivo PET marker, but its real applicability
has not been tested yet.
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Figure 6. Bifunctional ligand designed for ®Ga complexation and bioorthogonal conjugation with strained cycloalkyne.
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1 Seznam pouZzitych zkratek

ACN
ATP
BARAC
BCN
Ccp

cT

CuAAC

DA
DBCO
DEX
DIFO
DO2A
DO3A
DOTA
DTPA
EDC
EDG
EMA
EWG
FDA
FDG
FITC
GFP
GSH

HATU

HBTU

HOMO
HPLC

acetonitril

adenosin trifosfat
biarylazacyklooktynon
bicyclo[6.1.0]non-4-yn
cyklopropen
pocitacova tomografie

médnymi ionty katalyzovana [2,3] cykloadice mezi alkynem a azidem (Copper(l)-
Catalysed Alkyne-Azide Cycloaddition)

Dielsova-Alderova reakce

dibenzocyklooktyn

dexamethason

difluorovany cyklooktyn

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,7-dioctova kyselina
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova kyselina
1,4,7,11-tetraazacyklododekan-1,4,7,11-tetraoctovd kyselina
diethylentriamin pentaoctova kyselina
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid

elektron-donujici skupina (Electron-Donating Group)

evropska agentura pro Iécivé pripravky (European Medicines Agency)
elektron-odtahujici skupina (Electron-Withdrawing Group)

Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv USA (Food and Drug Administration)
2-deoxy-2-[**F]fluorglukosa

fluoresceinisothiokyanat

zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein)

glutathion

1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium-3-oxid
hexafluorofosfat (Hexafluorophosphate Azabenzotriazole Tetramethyl Uronium)

2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofosfat
(Hexafluorophosphate Benzotriazole Tetramethyl Uronium)

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (Highest Occupied Molecular Orbital)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)



IEDDA

LUMO
MRI
MS
NADH
ND
NHS
NV
ODMR
PET
RITC
RTG
PIDAZTA
PSMA

SPAAC

SPANC

SPECT

sTCO
TACN
t-BusDO3A
TBTU

TCO
TEM
TFA
TMTH

Dielsova-Alderova reakce s obracenymi elektronovymi naroky (Inverse Electron
Demand Diels-Alder)

imunoglobulin G

zobrazovani (nuklearni) magnetickou rezonanci (Magnetic Resonance Imaging)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

nikotinamid dinukleotid

nanodiamanty

N-hydroxysukcinimid

par dusik—vakance (Nitrogen—Vacancy pair)

opticky detekovana magneticka rezonance

pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)
rhodaminisothiokyanat

rentgen
4-amino-4-methylperhydro-pyrido[1,2-a][1,4]diazepin-N,N’,N’-trioctova kyselina
prostaté specificky membranovy antigen (Prostate Specific Membrane Antigen)

pnutim pohanéna [2,3] cykloadice mezi alkynem a azidem (Strain-Promoted Azide-
Alkyne Cycloaddition)

pnutim pohanéna [2,3] cykloadice mezi alkynem a nitronem (Strain-Promoted Azide-
Nitrone Cycloaddition)

jednofotonova emisni pocitaCova tomografie (Single Photon Emission Computed
Tomography)

pnuty trans-cyklookten (strained trans-cyclooctene)
1,4,7-triaazacyklononan
tris(terc-butylester) kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové

(2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborat
(Tetrafluoroborate Benzotriazole Tetramethyl Uronium)

trans-cyklookten (trans-cyclooctene)
transmisni elektronovy mikroskop
trifluoroctova kyselina

3,3,6,6-tetramethylthiacykloheptyn



2 Uvod

2.1 Zobrazovaci metody

2.1.1 Fluorescencni metody

Neinvazivni zobrazeni tkanovych pfipadné bunécénych struktur in vivo optickymi metodami je do
hloubky zna¢né omezeno absorpci a rozptylem zareni v okolni tkani. | pouziti optimalnich vinovych
délek viditelné a blizké infracervené oblasti (600-1300 nm podle typu tkdné) umoZiuje zobrazeni jen
do hloubky nékolika milimetrd & maximalné jednotek centimetrd.®” Kvali nizkému kontrastu mezi
jednotlivymi typy tkani je zpravidla nutné pouzit k odliSeni vhodnd barviva. Vyhodou jsou
fluorescencni barviva, kterd pfi vhodné volbé emisni vinové délky, pripadné doplnéni detektoru
optickym filtrem, poskytuji velmi dobry kontrast proti nefluorescenénimu pozadi. Této skutecnosti
vyuziva také fada mikroskopickych fluorescenénich technik,®™ které umoziiuji detailni nahled do
struktur a déjd uvnitf bunék i nékterych drobnych a dostate¢né prihlednych mnohobunécénych
organizmd, jako je naptiklad Caenorhabditis elegans™ & embrya Drosophila melanogaster.*> Rozvoj
téchto metod je spojeny s vyvojem celé palety fluorescencnich barviv na bazi malych organickych
molekul, komplext lanthanoidd i riznych typd nanoéastic.”>** Kromé ptipadil, kdy jsou zobrazovany
bunééné struktury a molekuly vykazujici vlastni fluorescenci, jako naptiklad chlorofyly, NADH,"
flaviny & rekombinantni proteiny s GFP a jeho derivaty,” je pouZiti téchto fluorescenénich barviv
nutné.

2.1.2 PET

Pozitronova emisni tomografie vyuzivd nuklidd (Tab. 1), které pfi svém radioaktivnim rozpadu
produkuji pozitrony (zafeni 7).

Tab. 1. Vybrané nuklidy s B+ rozpadem poutZitelné pro PET.'®"

Nuklid #Rb | *0 | N e *Ga BF “cu | ®Ge | ¥zr |

Polocas 2 10 204 68 110 12.7 | 395 | 78 | 100
75s . . . . .

rozpadu min min min min min h h h h

Pozitron v tkani velmi rychle ztraci kinetickou energii a nasledné anihiluje s elektronem za vzniku
dvou foton( y zareni o energii 511 keV smérfujicich témér presné 180° od sebe. Pfi PET vysetreni je
do pacienta takovyto zafi¢ vpraven, a pokud detektory umisténé v prstenci kolem téla zaregistruji
v jeden okamiZik oba fotony, je takovyto signal zaznamendn a nasledné pouzit k rekonstrukci
prostorové distribuce zafice v téle. Zobrazeni PET ze svého principu poskytuje dobrou informaci
pouze o cilové struktute, ve které je zafi¢ koncentrovan.’® Vhodnym vybérem molekuly nesouci B*
nuklid je tak mozné odlisit tkané nejen na zakladé pritomnosti struktur na povrchu jejich bunék, ale i
jejich aktivity (naptiklad u funkéniho PET zobrazeni mozku pomoci '*F zna¢eného analogu glukdzy —
FDG)." Na druhou stranu PET snimky postradaji anatomické detaily. Na snimku pak napfiklad maze
byt nékolik dobfe patrnych nador(, ale je obtizné zjistit jejich presnou polohu proti jinym organtim.
Proto se PET s vyhodou kombinuje s dalSimi metodami schopnymi tyto informace dodat, predevsim



s CT, pfipadné MRI.*® Nezanedbatelnou nevyhodou je také radioaktivni zaté# organizmu, proto by
aktivita aplikované davky méla byt co nejmensi. Komplikaci dale predstavuje kratky poloc¢as rozpadu
nékterych pouzivanych nuklidd, ktery na jednu stranu sniZuje celkovou davku zareni organizmem
absorbovanou (aktivita je vysoka hlavné kratce po podani béhem snimani obrazu), na druhou stranu
vSsak omezuje ¢asové moznosti logistiky a chemickych Uprav véetné Cisténi preparat(. V soucasné
dobé je klinicky nejpouzivanéj$im PET nuklidem '®F a nejbéinéjsi PET radiodiagnostikem FDG.
Produkce tohoto nuklidu je vSak zavisla na cyklotronu, coz zna¢né omezuje jeho dostupnost. Proto se
stdle castéji vyuzivaji i dalsi, pfedevsim kovové, nuklidy které je moiné ziskavat z jednoduseji
dostupnych generator(. Pro aplikace ve spojeni s protilatkami (1gG), které potiebuji i diky vyssi
molekuldrni hmotnosti (150 kDa) delsi ¢as (kolem 3 dnll) na dostatecné oznaceni cilovych struktur, je
potieba pouzit nuklidy s odpovidajicim polo¢asem rozpadu (napt. ¥zr).?" Dal$i atraktivni moznosti
nékterych kovovych PET nuklid( je vyufZiti jiného nuklidu stejného prvku pro radioterapeutické ucely,
naptiklad pary /%%y, 0616284c /%687y apod.?

2.1.3 SPECT

Jednofotonova emisni pocitacova tomografie vyuZiva fotonl y-zéreni doprovazejicich radioaktivni
rozpady nékterych nuklidl nebo vznikaji pfi deexcitaci metastabilnich jader. Na rozdil od PET se
vyuzivaji spise prvky s vyssi atomovou hmotnosti a Y-fotony kazdého radionuklidu maji jinou energii
a nejsou produkovany v paru. Tab.2 uvadi nékteré vyuzivané SPECT nuklidy, pficemz *"Tc je
diagnosticky nejcastéji aplikovanym nuklidem vibec a to jednak diky vhodnym vlastnostem pro
samotné méreni (Ty/, = 6 h, 289 % pfeména emisi y zafeni s energii 140 keV), tak také kvili snadné
dostupnosti z **™Tc/®Mo generatoru.” Z podobnych diivodi jako u PET nuklid( se viak také u SPECT
stale castéji vyuZivaji i dalsi zpravidla kovové nuklidy, napiiklad ™'In diky del$imu T, ve spojeni

s protilatkami k detekci ovarialniho a kolorektalniho karcinomu.”>**

Tab. 2. Vybrané castéji pouzivané nuklidy pro SPECT.?*

Nuklld 9‘3m-|—C 123| lllln 201-|—| G7Ga 155Tb 131|
Polot

olocas 6,0Lh | 13,27h 2,805 d 3,038 d 3,261d 53d | 80d
rozpadu
E,, [keV] 1405 1500 | 171,3;2454 | 167,4 | 9373:1846 | 87,105 | 3645

Oproti PET jsou SPECT y-kamery uZivané pro snimani obrazu podstatné levnéjsi a dostupnéjsi, ale
jejich citlivost je vyrazné nizsi kvali nutnosti uZiti kolimatoru, ktery propusti jen velmi malou ¢ast y-

fotona.”’

Kvili pouZiti kolimatoru je u SPECT rovnéz o néco nizsi rozliSeni — v fadu nékolika mm a pro
’ s s s . . s V7. Vv P svev 2 s ’

ziskani srovnatelné kvality obrazu je nutné pouzit vy$si aktivitu zafice.”® Také SPECT zobrazeni se
muze svyhodou kombinovat s CT, pficemZz prvni metoda poskytuje informaci funkéni a druha

anatomickou.




2.1.4 MRI

Zobrazeni pomoci nuklearni magnetické rezonance je zaloZeno na skutecnosti, Ze atomy
s nenulovym jadernym spinem a tim i nenulovym magnetickym momentem vytvofi po vloZeni do
magnetického pole dvé energetické hladiny, podle souhlasné ¢i opacné orientace magnetického
momentu jadra oproti tomuto magnetickému poli. Rozdil téchto hladin je dmérny sile magnetického
pole a pro jednotlivé nuklidy se lisi. Plsobenim zareni, jehoz energie se rovna rozdilu téchto hladin,
na populaci takovychto jader muiZeme vychylit systém zrovnovahy. Jeho navrat zpét (spinova
relaxace) je provazen emisi zafeni, jejiz rychlost vyhasinani, intenzita a frekvence je ovlivnéna okolim
jadra. Naptiklad se bude lisit u jader vodiku vtukové a svalové tkani. Pouzitim prostorového
gradientu v magnetickém poli a vhodnou volbou ozarovdni a zdznamu signdlu je mozné ziskat
informace z prostorové rliznych ¢asti méreného objektu (napfiklad téla), a nasledné z nich vytvofit
obraz. V lékarské diagnostické praxi se vyuziva méreni signdlu vodiku, ktery je v téle dostate¢né
zastoupen (cca 70 % téla tvori voda) a zaroven poskytuje druhy nejsilnéjsi signal ze vsech prvk( pfi
stejném magnetickém poli (o nékolik procent silnéjsi poskytuje jen radioaktivni tricium). | pfes to je
nutné pro dostate¢ny odstup signalu od $umu pouZit pomérné silnd magneticka pole®® — béiné
nemocniéni pfistroje maji 1,5 T & 3 T, ale pouZivaji se i 7 T a ve vyzkumu dokonce i pfes 10 T.*°* MRI
zobrazeni nepredstavuje pro pacienta Zzadnou radioaktivni zatéz pfi dobrém vykresleni anatomickych
struktur. Problém muze predstavovat maly rozdil v intenzité signal(, které poskytuji podobné typy
tkané, naptiklad nervova tkan mozku a nador z ni pochazejici. Proto se pfi asi tfretiné MRI vySetreni
aplikuji MRI kontrastni latky, které jsou schopné, ovlivnénim magnetického pole ve své velmi tésné
blizkosti, zménit odezvu tkané v okoli. Ktomuto uUcelu jsou vyuZivany kvlli sedmi nesparovanym
elektrontim a svému vysokému magnetickému momentu predevsim komplexy Gd**, i kdy? dfive byly
pouzivany také koloidni roztoky paramagnetickych ¢astic oxidl Zeleza.

2.2 Design ligandii
2.2.1 Obecné naroky

Pfi aplikaci MRI kontrastnich latek nebo radiodiagnostik na bazi kovovych iontll se zpravidla
nepodavaji ionty ve formé disociovatelnych soli, ale jako komplexy. Na ligandy vyuZitelné jako
kontrastni latky nebo nosice radionuklid( je kladena rfada narokd. Predevsim musi tvofit dostatecné
stabilni komplexy i v in vivo podminkach, tedy v prostfedi dalSich potencialné konkurencnich iont( a
ligand(l. A to jednak proto, aby doslo k zviditelnéni téch struktur, na které je latka cilena, ale také
proto, aby nedochazelo k toxickému pUsobeni uvolnéni kovovych iontd. Takovouto pevnou vazbu
zajistuji naptiklad chelatory na bazi makrocykld (Obr. 7) nebo diethylentriaminu s koordinujicimi se
pendantnimi rameny, napf. acetatovymi (Obr. 8).
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\ NH NH NH NH
NH NH [ [ ]
NH NH NH NH NH
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1,4,7-triazacyklononan 1,4,7,10-tetraazacyklododekan
(TACN) (cycklen) 1,4,8,11-tetraazacyklotetradecane

(cyklam)

Obr. 7. Makrocyklické slouceniny, které jsou zakladem nékterych dale zminovanych ligandu.



Pro komplexaci radionuklidd s kratkym poloCasem rozpadu je také duleZité, aby komplexace
probihala dostatecné rychle a vznikly komplex bylo snadné rychle vycistit a pfipravit pro aplikaci. Tim
se snizi ztraty nuklidu zplGsobené nezadrzitelnym radioaktivnim rozpadem.

HOOC—\ / \ /—COOH HOOC HOOC
PRI N N w
HOOC™ °N N7 “COOH HOOC. N
N NS N_COOCH
N N
_/
I\COOH HOOC/ \COOH kCOOH
1,4,7-triazacyklonan-1,4,7- 1,4,7,10-tetraazacyklododekan  diethylentriamin pentaoctova kyselina
trioctova kyselina -1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DTPA)
(NOTA) (DOTA)

Obr. 8. Ligandy zminéné v textu pouZivané mj. pro komplexaci nuklidti pro radioaplikace a Gd* pro MRI kontrastni latky.

Pro ligand je také klicové, aby umoznoval zviditelnéni cilovych struktur, a to bud pfimo svoji
strukturou (napriklad pfitomnosti lipofilni Casti, kterd se vaze v albuminu pro angiografii), nebo
moznosti pripojit jinou cilici molekulu (naptiklad néktery ze Siroké palety selektivné se vazajicich
peptidd nebo protilatek). Pfipojenim molekuly detekovatelné jinou zobrazovaci metodou je mozné
také pripravit tzv. multimodalni zobrazovaci latky, napfiklad pro PET/MRI ¢i MRI/fluorescence.

2.2.2 Ligandy pro radiodiagnostiku a radioterapii

11 15 18 123,124 s
C, "0, °F, 1) ma

Kromé nékolika malo nekovovych prvkl vyuzivanych jako PET a SPECT zafice (
vétsina nuklidl pouzivanych nebo potencialné pouzitelnych kovovy charakter. Az na nékolik vyjimek
(®Rb, *°'T1)’**? je potieba takové kovové nuklidy pred aplikaci do pacienta vazat do vhodné cilici
molekuly nejcastéji pravé komplexaci, ktera je pfi vhodné zvoleném ligandu rychld a pomérné
obecna. Stejny ligand proto muiZe byt pouzit pro vazani iontl nékolika rGznych prvka (napftiklad
rtznych lanthanoidi) podle zamyslené aplikace (Obr. 9).

Znaénou vyhodou fady kovovych radionuklidd (**Ga, *™Tc, **Sc) je moznost ziskavat je z generatord,
ve kterych vznikaji radioaktivnim rozpadem prvku s delSim polo¢asem rozpadu. Tyto generatory jsou
malé, dostupné a mohou byt snadno umistény a obsluhovany pfimo na klinickém pracovisti, coz
znacné zvysuje dostupnost prislusného nuklidu oproti tém ziskdvanym pomoci cyklotronu.*

Né&které prvky, jako napiiklad terbium, maji nuklidy vyuZitelné jak pro SPECT — *Tb (Ty/, = 5.32 d),
tak i pro PET — "*Tb (Ty/, = 17.5 h) zobrazovani. Dal$i nuklid ***Tb (T, = 6.89 d) je navic pouzitelny
pro vnitini radioterapii B~/Augerovymi elektrony.>* Chemicky se viak jednd o stale stejné Th*" ionty,
které je moziné stejné komplexovat a chovani vysledného komplexu v organizmu bude stejné, at
bude poufZit pro diagnostiku nebo terapii, pfipadné oboji soucasné.

MozZnost ménit nuklid komplexovany v radioterapeutiku, aniz by se tim ménila jeho farmakokinetika,
otevira prostor pro tzv. teranostika, tedy latky pouzitelné zaroven jako TERApeutika a diagNOSTIKA.
Zpravidla se jednd o latky, slouZici pro endoradioterapii a zobrazeni pomoci PET & SPECT.*

Jednim z prikladd slibného uplatnéni teranostického pristupu je latka PSMA-617 (Obr. 9) vyvinuta
pro terapii rakoviny prostaty. Jedna ¢ast jeji molekuly je tvorena sekvenci Glu-urea-Lys, vykazujici
vysokou afinitu k proteinu PSMA, ktery je nadmérné (o nékolik radl cetnéji nez na jinych typech
tkdné) exprimovan na povrchu bunék rakoviny prostaty u pfiblizné 95 % ze vSech nador( tohoto
plvodu. Druha c¢ast molekuly je tvofena makrocyklickym cheldtorem — derivatem DOTA. V bfeznu



tohoto roku (2022) schvdlila FDA tuto latku se zakomplexovanym *’Lu pod nazvem Pluvicto
(Novartis) pro terapii rakoviny prostaty, v pfipadech kdy selhala predchozi chemoterapie inhibitory
signalni drahy androgenového receptoru i terapie na bazi taxanu.>®

ini

N~~\

Obr. 9. PSMA-617 s M = "Lu pouzivana pod nazvem Pluvicto (Novartis) k 1écbé rakoviny prostaty, s M = ®Ga je pak
poutzitelna jako PET radiodiagnostikum pro tento nador.

7Lu produkované B~ zafeni, které je schopné likvidovat buriky nddoru, ma ve tkani dosah do 2 mm a

nezplsobuje tak skody mimo cilovou oblast.?’ Zaroven je také moziné do PSMA-617 zakomplexovat
%%Ga pro poutiti k PET diagnostice.®®*® Nuklid *’Lu je zéroveri i zdrojem y zéfeni, které je mozné
pouzit pro diagnostiku pomoci SPECT zvlaité v ptipadé, Ze neni k dispozici ®*Ga-PSMA PET nebo je
potteba sledovat postup é¢by bez dal$i radiologické zatéze.*

2.2.3 MRI kontrastni latky

MRI kontrastni latky pracuji na principu zvySeni nehomogenity v magnetickém poli na atomarni
Urovni a tim predevsim snizuji relaxacni ¢asy T, a T, proton molekul vody ve svém okoli (schopnost
ovlivnit relaxaéni ¢as vztazena na latkové mnoiZstvi kontrastni latky se oznacuje jako relaxivita).
K tomuto ucelu se pouZzivaly bud' koloidni roztoky paramagnetickych ¢astic na bazi oxidl Zeleza, nebo
z nizkomolekularnich latek nejéastéji komplexy iontl Gd** (Obr. 10), které budou popsany detailngji.

Experimentalné se viak vyuZiva i daldich paramagnetickych iontd (Mn®*, Ni*).*%*
Y g y

Magnetické
pusobeni iontu Gd*" na protony vody rychle klesa se zvétiujici se vzdalenosti. Nejvice jsou ovlivnény
molekuly vody p¥imo koordinované na centrdlni atom Gd*, aviak pokud se zwy$i poclet
koordinovanych molekul vody nad jednu, vyznamné se snizi stabilita komplexu. Vhodnou volbou
dalsich funkénich skupin ligandu je vSak moZné dosahnout urychleni vymény molekuly vody
koordinované na centralni ion s molekulami z okoli. Pro tento ucel se u ligand( na bazi cyklenu
naptiklad osvédila fosfinatova a fosfonatova pendantni ramena.*® Dalsi cestou jak zvysit relaxivitu je
optimalizace rychlosti, se kterou se ion Gd** pohybuje ve vztahu k okolni vodé (rotaéni korelaéni &as).
Tato rychlost je u vétSiny nizkomolekularnich komplext pro klinicky pouzivana magneticka pole pfilis
vysokd a je mozné ji snizit napfiklad vazbou komplexu k makromolekule, nejlépe pfes dostatecné
44,45

rigidni spojku.
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Obr. 10. Klinicky vyuZivané MRI kontrastni latky na bazi makrocyklickych komplexd Gd*.

Dalim aspektem, ktery je nutné brat v Gvahu, je znaéna toxicita volnych Gd*" iontt (LDs, GACl; je pro
krysu pfiblizné 0,5 mmol/kg).”® ProtoZe jsou MRI kontrastni latky pfi vyetfenich podavény
v gramovych mno#Zstvich, je dileZité, aby se z komplexu v organizmu neuvolrioval centralni ion Gd*" a
molekuly kontrastni latky byly dostate¢né rychle z téla eliminovany. V praxi tyto podminky splfuji
komplexy Gd** s makrocyklickymi ligandy odvozenymi od DOTA nebo linedrni derivaty DTPA. Po uZiti
linedrnich ligand@ viak byly prokazény dlouhodobé zvysené koncentrace Gd** nervovém systému a
kontrastni latky na jejich bazi byly napfiklad v roce 2018 stazeny EMA z klinického intravenézniho

pouzivani v Evropé.*”*®



2.3 MoZnosti vazby ligandii k biologicky aktivnim molekulam

Jak bylo zminéno vyse, pro nékteré z medicindlnich aplikaci koordinaénich sloucenin je dllezité, aby
bylo mozné pripojit dany komplex k biologicky aktivni molekule (napftiklad k peptidu ¢i protilatce),
ktera zajisti specifickou distribuci v organizmu (napfiklad vazbu na nadorovou tkan). Pro pfipojeni
dvou casti predevsim v kontextu biomolekul (DNA, peptidy) se ddle také pouziva termin (chemicka)
ligace.” V dal¥i ¢asti teoretického Uvodu jsou popsany nékteré reakce, které je mozné pro takovéto
pfipojeni kontrastnich latek a ligandd pro kovové radionuklidy pouZit. Cilem bylo zminit ty, které se
pouZivaji nejcastéji, maji v této aplikaci vétsi potencial nebo jsou relevantni ve vztahu k projektim

popsanym v Diskuzi, nikoliv vytvofit kompletni prehled.*®>*

Vroce 2001 definoval B. Sharpless ve svém prikopnickém ¢&lanku®® vlastnosti nékolika malo
robustnich reakci, jejichZz pouZiti by mélo slouzit k rychlému vyvoji novych molekul s poZzadovanymi
vlastnostmi:

,Reakce musi byt moduldrni, Siroce uplatnitelnd, s velmi vysokymi vytézky, musi poskytovat neskodné
vedlejsi produkty, které je moZné odstranit bez chromatografickych metod a musi byt
stereospecificka (ale nikoliv nutné enantioselektivni). PoZadované vlastnosti procesu zahrnuji
jednoduché reakcni podminky (idedlné necitlivé na vodu a kyslik), snadno dostupné vychozi latky a
Cinidla, pouZiti Zadnych, neskodnych (jako je voda) nebo snadno odstranitelnych rozpoustédel a
snadnd izolace produkta.“

Dalsimi poZzadovanymi vlastnostmi v ramci tohoto konceptu nazyvaného jako ,,click chemistry” jsou
stabilita produktu za fyziologickych podminek a vysoka (> 84 kJ/mol) termodynamicka hnaci energie
reakce (spring-loaded), ktera zaruéi vysokou selektivitu pro jeden produkt.*

Jednou z oblasti, kterd mlze z potencialu click chemistry mimoradné tézit, je radiochemie a pfiprava
radiofarmak. Kratké polocasy rozpadu pouzivanych nuklidd nuti k co nejvétSimu zkraceni procesu
pfipravy radiofarmaka. Velkou vyhodou jsou tedy vysoké reakcni rychlosti a minimum vedlejsich
produkt(l, které pak vede k jednoduchému cisténi a tim dalSi Uspore casu. Vysoka reakéni rychlost
zaroven umoZiuje provadét reakce i ve velmi velkém ziedéni, které je pro radiochemii také typické.
s navazanymi radioaktivnimi nuklidy v roli radiofarmak. V ptipadé kovovych nuklid( je potteba pouZzit
vhodnych ligandd, které dokazi dostatecné rychle, pevné a nejlépe i selektivné zvolené kovové ionty
navdzat — komplexovat. Zaroven musi tyto ligandy umoznit efektivni spojeni s peptidem i
protilatkou, kterd zajisti zacileni v organizmu. Pokud bude toto spojeni realizovano dostatecné
selektivni reakci probihajici za mirnych podminek, neni potieba chranit funkéni skupiny peptidu
zvlastnimi chranicimi skupinami a ndsledné tyto chranici skupiny zase odstrafnovat, coZ je vyhodné
jak z pohledu usetfeného casu, tak i celkového vytézku. S ohledem na sekundarni a tercidlni
strukturu a moZnou denaturaci pouZité biomolekuly je kromé podminek spojovaci reakce
(rozpoustédlo, teplota, pH) také potreba volit ligand a samotnou spojku, zejména jeji sterickou
narocnost a hydrofobicitu.

2.3.1 [3+2] dipolarni cykloadice azid-alkyn

Médnymi ionty katalyzovanad 1,3-dipolarni cyklizacni reakce organického azidu s terminalnim
alkynem (oznadovana casto jako CuAAC a nékdy prosté jako , click reakce®), jejimZ produktem je 1,4-
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substituovany 1,2,3-triazol (Obr. 11), byla publikovdna nezavisle na sobé dvéma vyzkumnymi
skupinami B. Sharplesse®® a M. Meldala>* v roce 2002.
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Obr. 11. Médnymi ionty katalyzovana cykloadice alkynu s azidem (CuAAC).

Zatimco druha jmenovana skupina publikovala novou variantu Huisgenovy reakce v kontextu syntézy
peptidd jako analogii tvorby peptidické vazby, prvni jmenovani autofi ji pojali jako Siroce vyuZitelny
zpUsob pro spojovani raznych funkénich prvk(, vyborné zapadajici do koncepce ,click chemistry”, tak
jak ji definoval o rok dfive pravé B. Sharpless a kol.>* Tato skupina si také vyuziti CuAAC reakce
nechala patentovat.>

Pfestoze silné exotermicka, ma do té doby zndma (nekatalyzovana) Huisgenova reakce mezi alkynem
a termindlnim azidem pomérné vysokou aktivacni energii (cca 105 kJ/moI)56 a vyZaduje
nékolikahodinové zahfivani na teploty kolem 100 °C (napfiklad reflux vtoluenu) a neni
regioselektivni — vznikaji pfi ni jak 1,4-, tak i 1,5- regioizomery (Obr. 12).
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Obr. 12. Puvodni nekatalyzovana varianta Huisgenovy reakce poskytuje smés obou moznych regioizomerd.

Pro své mirné podminky, snadnost zavedeni prfedevsim azidové skupiny a moznost provadét reakci i
ve vodnych roztocich je CuAAC velmi vhodnou volbou pro navazani makrocyklickych derivat(
napriklad na peptidy. Jistou komplikaci je nutnost katalyzy médnymi ionty, které mohou byt
v pfipadé volného makrocyklického ligandu ucinné vazany (pfipadné po oxidaci na médnaté
kationty) do komplexu. To ma za nasledek jednak nutnost pouZit nadstechiometrické mnozstvi
médnych iontl pro katalyzu proti mnozstvi pouzitého ligandu a také nutnost nasledné vznikly
komplex rozlozit, aby byl makrocyklicky ligand volny pro komplexaci findlniho iontu, napfiklad
radioaktivniho izotopu.

CuAAC zaZila od své prvni publikace prfed dvéma dekadami obrovsky rozmach a bylo publikovdno
mnozstvi praci s rGznymi obménami reakénich podminek véetné vyuziti katalyzy elementarni médi,
nejriznéj$imi médnymi komplexy,”’ stiibrnymi ionty & ruthenatymi komplexy, pfi¢emz posledné
jmenované poskytuji prevainé 1,5-substituované 1,2,3-triazoly.”®

Nahrada nékterych peptidickych vazeb v cilicich proteinech kontrastnich Iatek za triazolovou spojku

vytvorenou pres CUAAC zvysuje odolnost téchto peptidl proti Stépeni protedzami, pficemz afinita

k cilovym receptordim se nemusi vyznamné snizit.>*°

2.3.2 Staudingerova ligace

Staudingerova reakce, tedy reakce fosfinl s organickymi azidy poskytujici iminofosforan (Obr. 13),
ma za sebou jiZ vice ne? stoletou historii.”*
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Obr. 13. Staudingerova reakce (reakce azidu s trifenylfosfinem na iminofosforan za eliminace molekuly dusiku).

Jeji vyuziti pro tvorbu amidické vazby z azidové a karboxylové funkéni skupiny bylo ale popsano az
v roce 1955.°> Nejednalo se viak je$té o ligaci ani o bioortogonalni reakci a také 30% vytéiky u
popsané varianty nebyly uspokojivé. Az v 80. letech minulého stoleti tfi skupiny v kratké dobé
nezavisle na sob&® popsaly praktické pouziti pro syntézu peptid@ a laktam.**"* Podminky téchto
reakci, tedy zahfivani v nepolarnich aprotickych rozpoustédlech, jsou vynuceny skutecnosti, Ze
iminofosforan reaguje diky své nukleofilni povaze s fadou funkénich skupin a napfiklad také s vodou,

¢eho? se vyuziva pri syntéze amind z azidd jako tzv. Staudingerovy redukce.

Pro fadu aplikaci ve spojeni s biomolekulami jsou vSak takové podminky nepouzitelné. Vhodnym
umisténim fosfinu ,na dosah” karboxylové funkéni skupiné v jedné molekule je vS8ak mozné zajistit,
Ze vznikly iminofosforan bude reagovat prednostné na amid a to i ve vodném prostiedi (Obr. 14).
Vroce 2000 byl takovyto typ fosfinu pfipraven skupinou C. Bertozzi a poprvé pouZit
k fluorescenénimu znaceni povrchu nadorovych bunék, které mély ve své cytoplasmatické
membrané zabudovany modifikované sacharidy s azidovou funkéni skupinou.®’

ph Ph
Ph—P, 0=P—Ph
Rv_N3 + H3CO +H20 (@)
R — > R
-N,, CH;OH
o) 220 R'—NH

Obr. 14. Klasicka varianta Staudingerovy ligace, pfi které fosforova komponenta zlUstava zabudovana v produktu.

Dlavodem pro toto usporadani, tedy azidova komponenta je nejprve metabolicky zabudovana do
bunécné struktury béhem kultivace a fosfinova nasledné pfidana do kultury bunék azZ pfi ligaci, je
dan stabilitou a mensi velikosti azidové funkcni skupiny. Diky tomu neni vyznamné pozménéno
chovani molekuly, na kterou byla azidova skupina ptipojena. Dalsi vyhodou azidové skupiny je jeji
odolnost v organizmu vUci vodé, oxidaci a obecné biochemickym preméndm v Zivych organizmech.
Na rozdil od arylazidu ¢i olefinickych azid(, které jsou znamé svou fotodegradaci, jsou alkylazidy na
svétle obecné stabilni.®®®® Naopak u fosfinu byla pozorovana pomald oxidace a pravdépodobné i

metabolizace cytochromem P450 v bunééné kultuie.”

| kdyZz je tato reakce bioortogonalni, nemusi byt dostatecné rychld pro pouZiti ve vétsSich
organizmech spojeném s nizsi koncentraci reakénich komponent. Neuspésné tak napfiklad dopadly
pokusy navazat radioaktivné znacené fosfiny na azidovou skupinou opatfené protilatky zachycené in
vivo v mysich.”

Jina varianta Staudingerovy ligace publikovana v roce 2000 také Kalifornskou skupinou C. Bertozzi?2
se oznacuje jako bezestopa (traceless), protoze finalni produkt ligace, amid, neobsahuje fosforovou
komponentu.
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Obr. 15. Bezestopa (traceless) Staudingerova ligace.

Pro znaceni in vivo je azidova funkcni skupina vhodnou volbou z nékolika dlvoda. Predevsim se
pfirozené v Zivych organizmech téméF nevyskytuje.®® Jedinou dosud popsanou vyjimkou je
6-azidotetrazolo[5,1-a]ftalazin (Obr. 16) izolovany z kultur obrnénky Gymnodinium breve”
(zptsobuijici toxicky tzv. rudy ptiliv v na Floridé™).

N, N
NTNT N

Obr. 16. Jedina dosud popsana sloucenina pfirodniho pivodu nesouci azidovou funkéni skupinu.

Dobra tolerance azidové skupiny v Zivych organizmech umozniuje také kultivaci bunék v prostredi
s nékterou z neptirozenych aminokyselin s touto funkéni skupinou, ktera vede k jejimu zabudovani

pfimo do exprimovanych protein(, co? otevira dal$i moznosti aplikaci.””””’

Ze syntetického pohledu je vyhodou, Ze azidovou funkéni skupinu je také mozné pomérné snadno
zavést do molekuly napfiklad vyménou za halogenid, aryl-, methyl- ¢i trifluoromethyl-sulfonovou
skupinu nebo za aromaticky amin.

2.3.3 Pnutim pohanéna [2,3] cykloadice mezi alkynem a azidem

Nizsi reakéni rychlost Staudingerovy ligace a toxicita iontd médi nutnych pro CuAAC, které byly
omezujici pro in vivo aplikace, vedla k hleddni dalSich moZnosti bioortogondlniho znaceni. Jako
vhodna alternativa se ukazala reakce pnutych osmiclennych a v nékterych pfipadech i sedmiclennych
cykloalkyn( s jiz dfive osvédcenymi azidy (Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition, SPAAC, viz
Obr. 17).7

. N, N o
— F ~N" °N N“ "N-R

Obr. 17. Cykloadicni reakce azidu s pnutym cykloalkynem.

Nasledné bylo zjisténo, Ze rychlost reakce téchto plvodné jednoduchych cykloalkyn(, srovnatelnou
se Staudingerovou ligaci, lze zvysit substituci elektron-odtahujicimi skupinami, nebo zvySovanim
pnuti v cyklu (Obr. 18).” ZvySujici se reaktivita ma viak za nasledek snizenou stabilitu a pro aplikace
in vivo se napftiklad ze zobrazenych cykloalkyn(i pouziva BCN ¢i DBCO, pficemz reaktivnéjsi TMTH a
BARAC jsou pro takové aplikace pfili§ nestabilni.*
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Obr. 18. Srovnani rychlostnich konstant pro riizné substituované pnuté cykloalkyny (reakce druhého fadu
s benzylazidem k[m* s']). PFevzato z lit.*°

Urc¢itou nevyhodu muiZe u reaktivnéjsich pnutych cykloakyni typu DBCO predstavovat vyssi
hydrofobicita aromatickych jader, byly vSak ptipraveny i derivaty s methoxylovymi a sulfonovymi
funkénimi skupinami.®® Dal$i nevyhodou pfi vyuZiti SPAAC reakce pro syntézu mlZe byt také
nedostatec¢na regioselektivita (Obr. 17) nebot pti ni vznikaji oba mozné izomery. Pro znaceni in vivo
to vSak zpravidla nevadi.

2.3.4 Pnutim pohanéna [2,3] cykloadice mezi alkynem a nitronem

Nitrony predstavuji méné béznou alternativu aziddm pro dipolarofilni adici pnutych alkyn( (pro
SPAAC). | tato reakce je pohdanénda uvolnénim energie z pnutého cyklu (Strain-Promoted Alkyne-
Nitrone Cycloaddition, SPANC). Oproti SPAAC bylo u této reakce dosazeno vyssich reakénich rychlosti
(k;az60m s

Linedrni nitrony vykazuji oproti endocyklickym vyrazné nizsi stabilitu a zpravidla se ptipravuji in

situ.®
FsC (0] (0] CF
i e
(0] (0]
EH o
. N
Y/ 7
( MeOH/H,0 R'//
RI

Obr. 19. Syntéza nitronu z oximu a jeho nasledna reakce s pnutym cykloalkynem.81

2.3.5 Reakce isothiokyanatii

Isothiokynaty pfipravené reakci thiofosgenu s primarnim aromatickym aminem se vyuZivaji pro
pfipojeni na peptidy v mirné bazickém prostfedi, nebo na jiné molekuly obsahujici primarni aminy,
pres thiomocovinovou spojku (Obr. 20). Isothiokyanaty se obvykle vyznacuji dostatecnou stabilitou,
aby mohly byt uchovavany v mirnych bezvodych podminkach a fluorescenéni barviva s touto funkéni
skupinou (napf. fluoresceinisothiokyanat, FITC, ¢i rhodaminisothiokyanat, RITC) se bézné pouZivaji

pfi nespecifickém znaéeni proteint pes lysinové a N-terminalni aminy.?*#

Pomoci této reakce bylo napfiklad pripojeno nékolik rliznych ligand( na bazi makrocykld a DTPA
s isothiokyanatovou funkéni skupinou na monoklonalni protilatky pres lysinové primarni aminy. Tyto
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konjugaty byly nasledné pouzity pro komplexaci ®*Cu a PET zobrazeni. Pro nékteré aplikace je
nevyhodou, Ze takové znaceni neni specifické a ligandl na jednu protilatku bylo vidy navazano
nékolik.®* Nicméné tato metoda konjugace byla ve spojeni s protilatkami pouZita i u jinych zaFicd

(napt. ¥F & ®™Tc) s odlignym zptsobem jejich vazby.®>%

SCCl,
Ar—NH, —— Ar—N=C=8S
R'—NH, I
Ar—N=C=8 —Ar .C_ _R
N N
H H

Obr. 20. Priprava isothiokyanatu reakci aromatického aminu s thiofosgenem a jeho nasledna reakce s primarnim
aminem za vzniku thiomocoviny.

Velice podobnym zplsobem se chovaji i isokyanaty, které vsak maji podstatné vyssi reaktivitu a s ni
spojenou malou selektivitu. Kromé aminl reaguji isokyanaty svodou, hydroxyly, thioly i
karboxylovymi kyselinami. Vyznacuji se také nizkou stabilitou, takZe jsou zpravidla pfipravovany in
situ.¥

2.3.6 Adice thiolu na maleimid

Michaelova adice thiolu na dvojnou vazbu maleimidu (Obr. 21) je reakci ¢asto vyuZivanou pro
znaceni peptidl a bilkovin nesoucich thiolovou skupinu na postrannim fetézci cysteinu. Zvlasté
zajimavé je vyuziti této reakce ke spojeni monoklondlnich protildtek s malymi cytotoxickymi
molekulami. Na této bazi bylo vyvinuto a schvaleno jiz nékolika 1é¢iv.2* Reakce probiha specificky
s thiolem pti pH v rozmezi 6,5-7,5. Pfi vyssich hodnotach pH muizZe dochazet k reakci s aminovou
skupinou v postrannim Fetézci lysinu a imidazolem histidinu.”® Vyhodou je pomérné vzacné
zastoupeni cysteinu v proteinech oproti jinym aminokyselinam (1-2 %),’* které, alespori v kontextu
nemodifikovanych peptidd, poskytuje urcitou selektivitu. Podobné je mozné vyuzit i analogické
reakce maleinimidu se selenocysteinem.’?

O

0
| N-R + HS-R —— )iléN—R
T
Rl

(@)

Obr. 21. Michaelova adice thiolu na maleimid.

Jistym omezenim této reakce je, Ze v komplexnim prostfedi organizmu muZe dochazet i k retro-
Michaelovské reakci zpét na maleimid, ktery mizZe dale reagovat s pfitomnymi thioly, napfiklad se
sérovym albuminem ¢i glutathionem béiné pfitomnym v plazmé jako fyziologické redukéni €inidlo.”
Dasledkem je pak migrace efektivni ¢asti molekuly (napf. radioaktivniho nuklidu) na jinou
biomolekulu a tim zména zacileni (payload migration).
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2.3.7 Vznik amidové vazby

Tvorba amidické vazby pfimo zaminovych a karboxylovych skupin nemize byt, kvlli jejich
vSudypritomnosti v organizmech, bioortogondlni a pfimo nezapadd ani do koncepce click chemistry.
Je vsak velmi béiné pouZivanym zplsobem spojeni ligandu kontrastni latky nebo radiofarmaka
s dalSimi molekulami, predevsim se syntetickymi peptidy. U téch je Casto mozné vyuzit chranéni
potencialné reagujicich funkcnich skupin z pfedchozich krokd syntézy peptidu a finalni odchranéni
realizovat az s vyslednym konjugatem. Obvykle se zde vyuziva navdzani na N-konec peptidového
fetézce, na postranni fetézec lysinu nebo dalsi pomocné skupiny nesouci amin. U nativnich peptidd a
bilkovin je selektivni pfipojeni komplikovanéjsi, podobné jako u isothiokyanat(.**

Amidova vazba je v organismu pomérné stabilni, enzymatické Stépeni peptiddzami musi byt pro
zachovani funkce vlastnich protein organismu dostatecné specifické. Ale napfiklad blizka
pfitomnost iontu kovu muzZe vést k hydrolyze amidové vazby. Pokud je ke konjugaci pouZito
acetatové pendantni rameno vazané na makrocyklickém kruhu, mdze byt hydrolyza urychlena
koordinaci kysliku ¢i dusiku amidové vazby na centralni atom pouZitého komplexu. Takovato
koordinace zpuUsobi pokles elektronové hustoty na amidovém uhliku karbonylu a usnadni nukleofilni
atak hydroxylovych iontd vody, viz pfiklad na Obr. 22,”> podobné jako je katalyzovdna hydrolyza
peptidické vazby metaloenzymy.

HO.__O 00 0.0
N 00 0.0
/ \ VN \ /
N Ny, ,N
Do

0]

N < //é/a3+ H,0

OH
& \ 3+ H,O4P
N . /,’~N . </ \a‘) . 2U3 \(
Oﬁ) O/%H ///—N PO3H,
Ox
HN._ _POsH, HN\rPo3H2
PO3H, PO3H,

Obr. 22. Hydrolyza amidické spojky derivatu NOTA usnadnénda komplexaci Ga*'. Podle lit.”

2.3.7.1 Aktivaéni ¢inidla

Pro tvorbu amidické vazby za pomérné mirnych podminek je k dispozici cela fada aktivacnich cinidel
na bazi karbodiimidd, fosfoniovych, aminiovych, iminiovych/uroniovych a fluoroformamidiniovych
soli, triazind nebo organofosfonovych kyselin,”*° které byly vyvinuty z velké &asti pro ucely syntézy
peptid( (Obr. 23).
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HBTU COMU PyBOP BOP

HBTU a COMU; karbodiimidy: DCC, EDC a DIC; fosfoniové sole: PyBOP a BOP.”

Vyvoj sméroval napfiklad k potlaceni racemizace pripojovanych aminokyselin a stabilité cinidla v
roztoku (HBTU, HATU) nebo toleranci vodniho prostfedi a tvorbé vedlejsich produktl rozpustnych ve
vodé (EDC).'® Priklad mechanizmu s vyuZitim &inidla HATU je ukdzan na Obr. 24.

R \N/ + 3’ B ’N\ /O_
A m 5 W ok o J’ v
N
N fo\—/ . - \NA\G\)LR | . Y- AN
NE N* ‘N’OU / N” “N-© f — o)
=/ HATU — — H

Obr. 24. Priklad aktivace karboxylové funkéni skupiny pomoci HATU, kdy vznika aktivovany ester s 1-hydroxy-7-
azabenzotriazolem, ktery nasledné reaguje s aminem za vzniku amidu.’®

2.3.7.2 Aktivované estery

Pro vytvoreni amidické vazby je mozné pouzit také reaktivni estery karboxylovych kyselin s dobrymi
odchazejicimi skupinami. Jednou ztakovych nejéastéji vyuzivanych odstupujicich skupin je N-
hydroxysukcinimid (NHS), jehoz estery jsou dostatecné stabilni, aby mohly byt skladovany, a nékteré
konjugdty s nimi jsou dostupné i komercné. Za fyziologickych podminek maji NHS estery polocas
hydrolyzy nékolik hodin, a je moZné je, nebo jejich rozpustnéjsi sulfonované derivaty (sulfo-NHS),

pouzit i ke konjugaci ve vodném prostiedi.'®

Pomérné casto se NHS esterl pouziva pro konstrukci ortogonalnich bifunkcénich spojek, kde
aktivovany ester slouZi pro pfipojeni spojky na amin (napfiklad lysinu na protilatce ¢i peptidu), a
druhd cast spojky mlzZe nést pnuty cykloalkyn nebo trans-cyklookten pro nasledné oznaceni in

vivo.'%3
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Obr. 25. Reakce NHS esteru s aminem za vzniku amidu.

Fluorofenyl estery karboxylovych skupin pfedstavuji alternativu pro tvorbu amidické vazby (Obr. 26)
k NHS estertim, ktera se vyznaluje vy$$i stabilitou proti hydrolyze i v mirné bazickém prostiedi.'®

102

Pro snizeni hydrofobicity je mozné také vyuzit sulfonovany derivat.”™ Tyto estery se ¢asto pouZivaji

v molekularni biologii pro aktivaci fluorofor(.

F FO R F
\
C—-R £
X 0 + H)N-R' — X OH + R-C
HN—-R'
X = H, F, SO3Na F F F F

Obr. 26. Reakce aktivovaného fluorofenyl esteru s aminem.

2.3.8 Dielsova-Alderova reakce s inverznimi elektronovymi naroky (IEDDA)

Snaha nalézt dostatec¢né rychlou ligacni reakci, kterd by nevyzadovala katalyzu kovovymi ionty a
umoznovala skutec¢né bioortogonadlni znaceni, vedla k vyvoji reakci oznacovanych jako Dielsovy-
Alderovy reakce s inverznimi elektronovymi naroky (IEDDA). Zatimco klasickd Dielsova-Alderova
reakce (DA) je usnadnéna posunutim HOMO dienu elektron-donujicimi skupinami blize k LUMO
dienofilu, u IEDDA interaguje naopak LUMO dienu (obvykle tetrazinu) s HOMO dienofilu (Obr. 27).**

Dielsova-Alderova

Dielsova-Alderova reakce s elektronové
reakce inverznimi naroky
LUMO LUMO  LUMO --L-L A r—d-- LUMO
K —— LUMO  LUMO —— /
\ II
b e ae] W
AE HOMO S e P HOMO
N I
R HOMO HOMO ----- -
HOMO HOMO
EDG EWG
F EWG )\
( || r Yy
N | |
N N\/N

Obr. 27. Rozdil v energetickych a elektronovych stavech neutralniho dienu a dienofilu (vlevo), reaktantt Dielsovy-

Alderovy reakce (uprostfed) a reaktantt Dielsovy-Alderovy reakce s inverznimi elektronovymi naroky (vpravo). Podle
lit.'®

Klasickd Dielsova-Alderova reakce mize ¢asto probihat i zpétné (retro-DA). V prlibéhu IEDDA reakce
s tetraziny vSak dochazi k nevratné eliminaci molekuly dusiku (Obr. 28), ¢imZ je zajisténa jeji

jednosmérnost.*®
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Obr. 28. Reakéni mechanismus IEDDA. Podle lit."’

U tohoto typu reakci bylo také pozorovano vyrazné zvyseni (i o nékolik fadd) reakéni rychlosti ve
vodném prostiedi, co? se vysvétluje stabilizaci aktivovaného komplexu (Obr. 28 AK).'%®

2.3.8.1 trans-cyKklookteny

Reakce tetrazind s pnutymi trans-cyklookteny (sTCO) predstavuje jednu z nejrychlejsich

bioortogonalné vyuzitelnych reakci (reakce druhého fadu a7 k, = 10° M~ s7%)."® Ur¢itou prekazkou
v jejich vyuZziti je vétsi narocnost jejich pfipravy a mensi stabilita, v organismu u nich také mize

dochézet k Michaelovské adici cysteinovych thiold nebo jimi katalyzované izomerizaci z trans na cis.™

, NHN
C_ l
+ AN
N Nl ’}l 'Nz
R/ N\7N

Obr. 29. Reakce tetrazinu s trans-cyklooktenem.

2.3.8.2 Norborneny a cyklopropeny

Norborneny se vyznacuji dobrou stabilitou a dostatecnou reaktivitou, zaroven jsou pomérné dobre
synteticky dostupné. Pfi jejich reakci s tetraziny nebyla pozorovdna témér Zadnda regioselektivita
(Obr. 30).*

Vyhodou cyklopropen(i (Obr.31 CP) je jejich mald velikost, diky které méné, oproti vétSim a
lipofilngj§im TCO a norbornentim, ovliviiuji metabolismus molekuly, do které jsou zavedeny.*

R R
R'
(0
NN Ne N7 R
I | |
N._N HN_

Obr. 30. Reakce norbornenu s tetrazinem.
2.3.8.3 Tetraziny

Reaktivitu a stabilitu tetrazin( je mozné pomérné dobre ladit charakterem substituent(, predevsim
jejich elektron-donorovou charakteristikou. Zvysena reaktivita vaci dienofilu jde ruku vruce se

snizenou celkovou stabilitou (Obr. 31).'*
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Obr. 31. Srovnani reaktivity a stability reaktantti IEDDA — pnutych alkend (nahofe) a tetrazin( (dole). Pfevzato z lit.>°

2.3.9 Iminonitrily

Aromaticky substituované tetrazoly podléhaji plsobenim UV zafeni o vinové délce kolem 300 nm
fotolyze za uvolnéni molekuly dusiku a vzniku dipolarniho iminonitrilu. Tento intermediat muize
reagovat 1,3-dipoldrni cykloadici s dipolarofilnim akrylonitrilem na pfislusny pyrazolin'® nebo
s alkynem s elektron-odtahujicimi skupinami na pyrazoly (Obr. 32). V druhém pfipadé vsak vznika
smés obou regioizomer(. Vychozi tetrazoly jsou pomérné snadno synteticky dostupné pres reakci
aryldiazoniové sole stosylhydrazony & reakci arylnitrild s azidem sodnym.'® Rychlost reakce
iminonitrilu s dipolarofilem je vysoka (k, = 11,0 M s pro reakci druhého fadu s akrylamidem).'®
PfestoZze maji tyto formy ligace rfadu omezeni (nizsi vytézky, nelplnad ortogonalita, omezeni
v substituentech substratQ) a nedosahly SirSiho uplatnéni, nabizi se u nich zajimavd moZnost
selektivni aktivace zafenim jen v urcitém omezeném prostoru.

R4
—_—
R R
hv \©\

=\ — N+

N NTPh T \N\N_

“N Ph| R—=
—_—

Obr. 32. Fotolyzou aromatickych tetrazoli vznika reaktivni iminonitril, ktery miZe reagovat s akrylamidem na
pyrazolin109 (nahote) nebo s alkynem na pyrazol110 (dole).
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3 Cile prace

V prvnim projektu této prace byla cilem pfiprava a studium vlastnosti bifunkéniho ligandu pro *®Ga,

se strukturou odvozenou od jiz d¥ive osvédéeného motivu TRAP-Pr (Obr. 33 vpravo).'!

Ligand je
zalozeny na deviticlenném makrocyklu TACN opatfeném tiemi fosfindtovymi rameny. Nové
navrhovany ligand NOPO by mél nést pouze jednu karboxylovou skupinu pro pfipojeni ciliciho
peptidu pres amidovou vazbu. Pro zbyld dvé pendantni ramena byla zvolena hydrofilni
hydroxymethylova funkcni skupina (Obr. 33 vlevo). V ramci syntézy bylo cilem vyvinout optimalni
metodu pfipravy a separace zejména sohledem na potlaceni reduktivni methylace v procesu
pfipojovani fosfindtového pendantniho ramene a odstranéni jejiho vedlejsiho produktu. V ramci
dalsi spoluprace mély byt ovéreny vlastnosti dlleZité pro potencialni pouZziti ligandu jako nosice
nuklidu ®®Ga pro PET zobrazeni, tedy uréeni konstanty stability komplexu s Ga®*, rychlosti
komplexace za rGiznych teplot a pfi rlizném pH a selektivity komplexace Ga*" iontil v pfitomnosti
dalsich interferujicich kovovych iontl. Pro tuto spolupraci bylo cilem pfipravit konjugaty ligandu
s cilicimi peptidy a tyto konjugéty nasledné otestovat po komplexaci ®*Ga jako radiodiagnostika.

HO —/ OH HO, . — OH
N \\/\N N/\P/ P/\N N/\P/\/\COZH
g Oy © HOzC/\/\(\)& o
OH N OH N
kP/O P//O
NOPO  n~ “COH TRAP-Pr HO > “COH

Obr. 33. Vlevo: nové navrzeny ligand; vpravo: dfive pfipraveny ligand s tfremi karboxylovymi skupinami.

V dalim projektu bylo cilem ptipravit ligand a jeho komplex s Gd*" (Obr. 34) s potencidlnim pouZitim
jako bifunkéni ¢i multimodalni MRI kontrastni latka a ovéfit tyto moznosti vyuziti. Pro ligand byl
vybran zakladni skelet zcyklenu se tfremi karboxylovymi a jednim fosfinatovym pendantnim
ramenem. To bylo zvoleno proto, Ze podle predchozich studii zvySuje rychlost vymény vody na
centralnim iontu Gd** a tim i relaxivitu.”* Déle bylo cilem pfipravit konjugat tohoto Gd*" komplexu
s cilicim peptidem a fluorescenénim barvivem. V navazujici spolupraci mély byt zméreny hodnoty
relaxivity komplext pro rlzné intenzity magnetického pole a ovéreni moznosti pouZiti konjugatu
komplexu s peptidem jako cilené MRI kontrastni latky na zivém modelu.

Gd-DO2AGAPABN o/)

Obr. 34. Gd** komplex navrzeného ligandu jako potencialni bifunkéni MRI kontrastni latka.

Ve tretim projektu bylo cilem ovéfit koncept konstrukce nanosond na bazi fluorescencnich
nanodiamantl pro snimani chemickych kvalit okolniho prostfedi se submikrometrovym rozlisenim.
ProtoZe je fluorescence nanodiamantl ovlivnéna magnetickym polem, byly navrieny komplexy
paramagnetickych iontl se Stépitelnymi spojkami (Obr. 35), které by v zavislosti na sledovanych
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kvalitdich okoli (pH a redoxni potencial) uvolfiovaly pvodné vazané Gd** komplexy z povrchu
nanodiamant(, coZ by se nasledné dalo odedist jako zména fluorescence. Konec vSech navrzenych
spojek by mél nést azidovou funkéni skupinu a umoZnovat pfipojeni na povrch nanodiamantu
pomoci CUAAC reakce s terminalnim alkynem. Pro sledovani pH byla navrzena hydrazid-hydrazonova
spojka labilni v kyselém prostfedi a pro sledovani redoxniho potencidlu byla vybrana disulfidicka
spojka, kterd se Stépi glutathionem (GSH). Na dalSich spolupracujicich pracovistich pak mély byt
pfipravené bifunkéni komplexy konjugovany k polymeru pokryvajicim povrch nanodiamantl a cely
koncept nanosond mél byt experimentalné ovéren.

GdDO3APHH-N3
/@AGdDOSAP
GdDO3AP

GdDO3AP ’?f{ - GADO3AP

N- - ~
N =P~ /— _

8 GJDO3AP OuN - N0
_ [,{G’d?’*J

s’s O"">N 1 °N

AN

N3 N3 (@]

Na GdDO3APP'AN3 GdDO3APSSN®  GdDO3APE™N3

Obr. 35. Komplexy GdDO3AP™"™ a GdDO3AP"™™ (prvni a druhy zleva) s hydrazid—hydrazonovou spojkou §tépitelnou
v kyselém prostiedi; komplex GdDO3AP* ™ (tFeti zleva) se disulfidickou spojkou stépitelnou v redukénim prostredi a
komplex GdDO3AP®™™® (¢tvrty zleva) s nestépitelnou spojkou slouzici jako kontrola.

V poslednim projektu byla cilem ptiprava bifunkéniho ligandu pro komplexaci PET radionuklidu
®®Ga®". zZakladni stavba navrieného ligandu byla odvozena od ligandu PIDAZTA a méla nést motiv
pnutého cykloalkynu pro bioortogonalni konjugaci pfes SPAAC (Obr. 36). Navrzeny ligand obsahuje
dvé chiralni centra, ktera tvori dva diastereoizomery. Podle studie vzorového ligandu PIDAZTA se
dalo predpokladat, 7e jeden z diastereoizomer( bude mit vyrazné vys$i konstantu stability''* a tak

bylo cilem tento diastereoizomer oddélit a cilovy bifunkéni ligand pripravit pouze z né;j.

COOH
HOOC\ Ve

HOOC HOOC COOH
N ~ /7 HOOC—, ~COOH
HOOC— N N/
N \jk HOOC—
P1 &/ P2

// (4R*,10aR*)-PIDAZTA (4R*,10aS*)-PIDAZTA
N

O
O PIDAZTA-A-DBCO

Obr. 36. Vlevo: navrzeny ligand s pnutym cykloalkynem; uprostied: P1 diastereoizomer ligandu PIDAZTA s vyssi
konstantou stability pro Ga* komplex, vpravo: P2 diastereoizomer s cca tisickrat nizsi konstantou stability.112
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4 Diskuze ziskanych vysledkii

4.1 Derivaty triazacyklononanu pro komplexaci %8Ga

Prvni projekt této prace, jehoz vysledky jsou soucasti publikaci uvedenych v Apendixech A-C, se
zabyval pfipravou a studiem ligandu (NOPO) uréeného primarné pro vazani PET nuklidu *Ga.

Navazoval na predchozi studie zabyvajici se derivaty TACN se tfemi stejnymi pendantnimi rameny
(TRAP, Obr. 37) tvofenymi fosfinovymi/fosfonovymi kyselinami.*®

R=H TRAP-H
HO / OH HO /) OH
RN N R:P\\/\N N/\,F:R R=CH,0H TRAP-OH
S L .
OH OH L0 R=OH NOTP
(-0 /
p? N R=CH,CH,COOH TRAP-Pr
NOPO I y R
OH  COH HO R=OMe TRAP-OMe

Obr. 37. Vlevo: nové pfipraveny ligand s jednou karboxylovou skupinou; vpravo: série TRAP ligandi se tfemi stejnymi
fosfinatovymi/fosfonatovymi pendantnimi rameny.113

Ty prokazaly rychlou a stabilni komplexaci Ga** s vysokymi konstantami stability, napf. [Ga(TRAP-
Pr)]*” (logk = 26,24).** Tato hodnota je sice ponékud niz$i neZ pro ligand NOTA (Obr. 8), co? je béiné
pouzivany derivat TACN se tfemi karboxylatovymi pendantnimi rameny (logk = 29,6),'** ale stale
vyborné poutzitelné pro in vivo aplikace.

Bifunkéni TRAP-Pr s karboxylovymi skupinami poslouZil dale pro pfipravu konjugatd vidy se tremi
stejnymi peptidy vazanymi na jednu molekulu ligandu. Vzniklé konjugaty byly pouzity jako cilena PET
sonda."""*"

Tato trimerizace mUZe vyrazné zvySovat vazani na nékteré typy bunécénych receptor(, jako jsou
nékteré integriny, ale u jinych nemusi byt zadouci."***"” Proto byl navrien ligand rovnéz se tiemi
pendantnimi fosfinatovymi rameny, ale jen sjednou karboxylovou funkéni skupinou uréenou

k navazani peptidu.

Syntéza tohoto ligandu vychazi z TACN s jednim atomem dusiku chranénym benzylovou funkéni
skupinou. Ten je nejprve variantou Moedritzerovy-Iraniho reakce alkylovan methylenfosfinovou
kyselinou, kterd je nasledné nadbytkem formaldehydu pfevedena na  skupinu
methylen(hydroxomethyl)fosfinovou (Obr. 38). V pribéhu této reakce dochazi také ke konkurencni
reduktivni aminaci formaldehydu, kde fosfinovd slou¢enina s P-H vazbou funguje jako redukéni
Cinidlo. Reakci je proto potfeba optimalizovat s ohledem na to, Ze vysoké teploty favorizuji
reduktivni aminaci, ale pfi nizkych teplotach neprobiha vznik zddoucich N—-C—P vazeb dostatecné
rychle.

H‘N/_\N’H 1.(CHZ0),, 50% HyPO, HO_ ~ ™\ ~__OH HO\P/\ ™\ _CHs

_ >~ N N_ P v N N
@NJ 2.(CH,0),, 6M HCI O(H OQ'}‘J © EH + O(H O&EJ
n

!
Bn reflux Bn

Obr. 38. Zavedeni hydroxymethylfosfinatovych pendantnich ramen za konkurenéniho vzniku N-methylovaného
vedlejSiho produktu.
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Nasledné byl produkt se dvéma fosfinatovymi rameny chromatograficky separovan a debenzylovan.
Na uvolnény sekundarni amin byla pfipojena methylen(2-karboxyethyl)fosfinovd kyselina opét
pomoci Moedritzerovy-Iraniho reakce (Obr. 39). Methylovany vedlejsi produkt byl tentokrat oddélen
na sloupci s kationtovym iontoméni¢em, kde se findlni produkt NOPO diky tfem silné kyselym
fosfinatovym funkcénim skupindm nezachycuje.

0
H_lg HO\P/\N N/\ /OH
\ "
H2 ( P OH N OH
</N\>O </ \7 (CH20), k -0
OH 10% Pd/C OH ——— = NoPO P
6M HCI COxH
75°C

Obr. 39. Odchranéni a pripojeni 2-karboxyethylfosfinatového pendantniho ramene.

VSechny reakéni kroky, kromé posledniho, vykazuji vysoké vytézky (pres 90 %). V poslednim kroku
viak kyselina 2-karboxyethylfosfinova reaguje s aminem obtiZznéji nez kyselina fosfornd v prvnim
kroku a vznika znacné mnoiZstvi na cyklu methylovaného vedlejsiho produktu. Proto byla zkousena
alternativni varianta posledniho kroku syntézy, kdy byla 2-karboxyethylfosfinova kyselina nejprve
silylovana (Obr. 40).

I . .
H—P—\_ Me;Si MesSIO\P/\)J\OSiM%

I
CO,H o
OH 2 Ar 130 °C Me;SiO
Obr. 40. Trimethylsilylace 2-karboxyethylfosfinové kyseliny.

S takto vzniklym trimethylsilyl-esterem pak byl uskutec¢nén posledni krok syntézy NOPO (Obr. 41). Po
hydrolyze a separaci na kationtovém iontoménici byl vSak ligand NOPO ziskan v témér stejném
vytézku jako plvodni cestou — pfriblizné 50%, pricemZz cesta pres silyl-ester fosfinové kyseliny
vyzaduje praci vinertni atmosférfe a vyssi teploty a proto nebyla ddle vyuzivdna. Mohla by vsak
predstavovat vhodnou volbu pro slouceniny citlivé na kyselé prostredi.

(@]
Me3SiO HO — OH
HO. OH ,P/\)J\OSiMes RN NP
P/\ [ NpC T Messio o N\> 3
CNH Ar, 130 °° NOPO NN
Me3S r, 130 °C OH CO,H

Obr. 41. Pripojeni 2-karboxyethylfosfinového pendantniho ramene alternativni cestou.

U nové pfipraveného ligandu NOPO a jeho komplexu s Ga*" byly provedeny potenciometrické a
*'P NMR titrace a byla stanovena konstanta stability [Ga(NOPO)]*~ (logk = 25,01) a protonizaéni
konstanty jednotlivych stupnid. Na zékladé vysledk( téchto titraci a DFT vypoctl byly navrieny dvé
formy komplexu (Obr. 42) Ga-NOPO pro rdiznd pH. Pfi nizkych a neutrdlnich pH jsou na ion Ga**
koordinovany atomy dusiku makrocyklu a atomy kysliku fosfinatovych skupin. P¥i pH nad 8 dochazi
ke koordinaci hydroxylového aniontu z prostredi a dusikové atomy koordinovany nejsou.
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Obr. 42. Pfredpokladané formy komplexu Ga-NOPO, navrZzené na zakladé *p NMR a potenciometricky dat a DFT
kalkulaci; vlevo: ,,in cage” komplex stabilni pfi nizSim pH; vpravo: ,,out of cage” komplex prevazujici v bazickém
prostredi. Pfevzato z lit.

Byly provedeny experimenty se znaéenim NOPO ligandu pomoci ®Ga obsaieném v eluétu
2 ®Ga/%®Ge generatoru a to i za pfitomnosti iontl Fe** a Zn®*. lonty Fe** se v eludtu mohou vyskytnout
z matrice generatoru nebo z pfisluienstvi pouzitém k jeho obsluze, ®*Zn** se v eluatu nevyhnutelné
vyskytuje jako rozpadovy produkt ®®Ga. Bylo zji§téno, 7e i p¥i 10 nasobném stechiometrickém
nadbytku Zn** nebo 3,3 nasobném nadbytku Fe** oproti ligandu NOPO dochazi k téméF kvantitativni
komplexaci ®Ga.

PouZitelnost ligandu NOPO v praxi byla demonstrovdna konjugaci s cilicimi peptidy, komplexaci
s ®Ga a PET zobrazenim po aplikaci do pokusného zvitete (Obr. 43) s nadory exprimujicimi receptory
pro cilici proteiny. Specificnost znaceni vazbou cilictho peptidu byla ovéfena vysycenim vazebnych
mist na nadoru stejnou kontrastni latkou, jen s pfirodnim (neradioaktivnim) Ga>* pred podanim
radioaktivni varianty, coZ vedlo ke kompletnimu vymizeni signdlu z oblasti s nadorem (Obr. 44).

ID g

kidneys

OQ

Obr. 43. PET snimky (MIP, 75 min p.i) nahych mysi s implantovanymi nadory; leva ¢ast: Ga-NOPO-RGDfK (M21 lidsky
melanom); prava cast: ¢Ga-NOPO-NOC (AR42J krysi pankreaticky karcinom). Akumulace aktivity v mo¢ovém méchyf¥i
diky renalni exkreci je oznacena cernou Sipkou. Pfevzato z Iit.!
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Obr. 44. PET snimky (MIP, 75 min p.i) nahych mysi s implantovanymi nadory AR42J (krysi pankreaticky karcinom) (vlevo
— dorzalné, vpravo - sagitalné); nahore: ®8Ga-NOPO-NOC; Dole: **Ga-NOPO-NOC + blokujici davka "*Ga-NOPO-NOC
5 mg/kg Zivé vahy (Bld. oznaduje mocovy méchyr). Pfevzato z lit.?

V procesu konjugace NOPO s aminy pomoci béZzné pouzivanych aktivacnich cinidel jako je HATU,
TBTU ¢i EDC byl pozorovan vznik intramolekularniho esteru fosfinové kyseliny (Obr. 45 vlevo). Ten
byl provazen tvorbou nového chirdlniho centra na atomu fosforu pendantniho ramene
karboxyethylfosfinové kyseliny. V pfipadé pouziti jednoho enanthiomeru chirdlniho aminu
(L-aminokyseliny) vznikaly dva diastereoizomery ve stejném zastoupeni. Teoreticky je mozny vznik

dvou regioizomer( interniho esteru (Obr. 45). Na zakladé !

P NMR méreni vsak byl vznik esteru mezi
hydroxomethylfosfinovymi rameny (Obr.45 vpravo) pozorovan jen v pfitomnosti méné nez

stechiometricky ekvivalentniho mnoZstvi aminu.

HO\ HO
P\\Oj ‘*\P//O
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HO ‘\ P
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Obr. 45. Vlevo: fosfilakton vznikajici pfi standardnich podminkach znaceni; vpravo: druhy mozny izomer fosfilaktonu,
ktery vznika pouze pfi pouZiti substechiometrického mnozstvi aminu.

Nicméné konjugét peptidu s laktonem NOPO je moiné ke znaceni ®Ga pouZit, protoze v priibéhu
komplexace Ga*" dochazi zéroveri ke §tépeni laktonu. Pokud by viak pfitomnost laktonu byla na
prekazku, napriklad kvali presné definici sloZzeni farmaceutického preparatu, je mozné jej snadno
hydrolyzovat naptiklad vodnym roztokem TFA pti 25 °C, tedy zpUsobem casto pouZivanym i pro
findlni odchranéni syntetizovanych peptid(. Pfipadné se lIze jeho vzniku vyhnout pouZitim komplexu
Zn-NOPO misto volného ligandu. V tomto ptipadé pfi konjugaci lakton nevznika a ion Zn** je mozné
p¥i nasledném znaceni snadno nahradit ®*Ga**.
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4.2 Bifunk¢ni ligandy pro bimodalni MRI a optické zobrazovani

V dalSim projektu této prace byly navrieny a ptipraveny makrocyklické bifunkéni ligandy pro
komplexaci Gd* s potencialnim vyuZitim jako MRI kontrastni latky a mozZnosti vézat cilici peptidy a
dalsi funkéni molekuly. Vysledky tohoto projektu byly soucasti publikace uvedené v Apendixu D.

Syntéza ligandu vychazela z cyklenu, ktery byl nejprve regioselektivné ochranén a nasledné alkylovan
18119 7avedeni tretiho pendantniho ramene (Obr. 46)
neprobihalo i pres peclivou kontrolu podminek zcela selektivné a vznikalo mensiho mnoZstvi
tetraalkylovaného cyklenu, ktery musel byt odstranén.

v trans polohach podle popsanych postup.
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o, P BnO. _O 0 BnO—°
EN% o) BnO n
1) f /\ i /\
o) /\ dibenzyl-
NH HN tBuO N N 20% TFA NH N 2 promogiutarat ~NH N
[ ] CHCl, ( j . ] [ ] OBn
—_—
N CHCl, N HN™ CHaCOONa = ™y oy
NH HN Z)Br/\[(OB” \\/N\fo o —/ ACN N o)
e} oBn OtfBu OBn OBn
K,COs3, ACN 0 o) o
BnO o

Obr. 46. Regioselektivni zavedeni chranicich skupin a karboxylovych pendantnich ramen.

Nasledné byly karboxylové skupiny ligandu odchranény reduktivni debenzylaci a na produkt bylo
zavedeno fosfinatové pendantni rameno za podminek Moedritzerovy-lraniho (Obr. 47) reakce. Po

separaci na iontoménicich by ziskan prvni ze dvou cilovych ligand(, DO2AGAP"®".
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Obr. 47. Odchranéni a pfipojeni fosfinatového pendantniho ramene.

Ten byl z &asti pfimo pouzit ke komplexaci Gd** iontd a nasledné konjugaci s hexapeptidem E3
(Obr. 49), ktery se selektivné vaze na fosfatidylserin, vyskytujici se na vnéjsi strané bunécné
membrany pfi apoptdze.

Z &asti byl pripraven komplex s ionty Tb>*, od kterého bylo zméreno *'P NMR spektrum. To poskytlo
dva signaly v poméru intenzit 4:6, které odpovidaji zastoupeni konformace ¢tvercového antiprizmatu
(SAP) ku zkrizenému ctvercovému antiprismatu (TSAP). Vétsi zastoupeni TSAP izomeru je v dobré
shodé s namérenou vyssi relaxivitou.*
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Cast ligandu DO2AGAP"®" byla nejprve redukovana na arylamin DO2AGAP™®" a po komplexaci Gd**

byl komplex Gd-DO2AGAP*®" (Obr. 48) reagovéan s rhodamin isothiokyanatem za vzniku bimodalni
fluorescencéni/MRI kontrastni latky (Obr. 49).
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Obr. 48. Redukce nitro- skupiny na amino- skupinu a komplexace Gd*, komplex Gd-DO2AGAP*®" bylo mozné dale
konjugovat reakci s rhodaminisothiokyanatem.
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Obr. 49. Finalni komplexy konjugované s peptidem E3 (vlevo) a rhodaminem (vpravo).

U Gd* komplext byly zméFeny hodnoty relaxivity v zavislosti na intenzité magnetického pole
(vyjadrené jako Larmorova resonanéni frekvence protonu), které jsou ve vsech pfipadech vyssi nez
standard Gd-DOTA (Obr. 50).
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Obr. 50. Srovnani relaxivity Gd* komplext derivatt a konjugatt pFipraveného ligandu a DOTA v zavislosti na resonanéni
frekvenci protoni (pfimo umérné intenzité magnetického pole); klinické MRI pFistroje vyuZivaji frekvence desitek aZ
stovek MHz. Pfevzato z lit.!



Komplex Gd-DO2AGAP"® byl konjugovan s hexapeptidem E3 a tento konjugat pak byl pouZit jako
MRI kontrastni latka, ktera selektivné zvyraznila na MRI snimku klru brzliku pokusné mysi, ve které
byla indukovana apoptéza podanim dexamethasonu (DEX). Zvyraznéni nebylo pozorovédno u
nekonjugovaného Gd-DO2AGAP"®" ani u kontrol bez indukované apoptdzy (Obr. 51).

A B
dexamethason + Gd-DO2AGAP"*"-E3-peptid kontrola + Gd-DO2AGAP"®"-E3-peptid
=46 min po injekci - 46 min po injekci
C D
dexamethason + Gd-DO2AGAP"™" kontrola + Gd-DO2AGAP"™"
—46 min po injekci — 46 min po injekci

Obr. 51. MRI zobrazeni s oznaéenim brzliku (modry obdélnik) 46 minut po injekci (200 umol Gd/kg): A) Gd-DO2AGAP"®"-

E3pep v mysi, u které byl podan DEX; B) Gd-DOZAGAPNB"-ESpep v kontrolni mysi; C) Gd-DO2AGAP"®" v mysi u které byl
podan DEX; D) Gd-DO2AGAP"®" v kontrolni mysi; pouze u A) je patrné zvyraznéni kary brzliku. Upraveno z Iit.?
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4.3 Kontrastni latky reagujici na zménu vnéjSich podminek (,,smart“)

Daldim vyuZitim Gd>* makrocyklickych komplext byla konstrukce nanosond na bazi povrchové
modifikovanych fluorescencnich nanodiamantl (ND). Vysledky tohoto projektu byly soucasti
publikace uvedené v Apendixu E.

Fluorescence nanodiamantl je danad pritomnosti parl atom dusiku—-vakance (NV) jako poruch
v krystalové mfizce s jednim nesparovanym elektronem a je ovlivnitelnd magnetickym polem,120
napfiklad i pfitomnosti paramagnetickych iontd v blizkém okoli. Pravé toho bylo vyuZito pro
konstrukci nanosond schopnych reagovat na pH a redukéni potencidl. Na povrch ND byly pres
specificky $tépitelné spojky navazany komplexy Gd**, které diky sedmi nesparovanym 4f elektrontim
vykazuji silny magneticky moment. Ten zpUsobuje zkraceni T, relaxacniho stavu NV center ND
(Obr. 52a), ktery je mozné jako snizeni intenzity fluorescence odecist pfi pouZiti vhodné sekvence
excitace laserem a plsobeni radiofrekvenéniho pulsu. Pokud dojde k rozitépeni spojky ke Gd**
komplexu a jeho difusi od ND, projevi se to zvySenim intenzity namérené fluorescence. Méreni bylo
provadéno v mikrofluidnim kanalu (Obr. 52b), ve kterém byly ND fixovany a omyvdany proudicim
médiem, co? usnadriovalo odplaveni od$tépenych Gd*" komplexd.

ocal environmsntal"'{\- f T ::
change “wdy | e, .

Polymerwith @ Gd complex
“{‘ controliable ;
chemical switch / NV centre

Obr. 52. a) Mechanismus snimani zmény v prostfedi pomoci ND-ponmer-Gd'g'+ hybridnich nanosenzor: Gd* komplexy
jsou uvolnény zménou prostredi diky Stépeni spojek k ND, ubytek Gd* je detekovan zménou relaxacniho ¢asu T, NV
center; b) Schéma experimentalni sestavy: polydimethylsiloxanovy (PDMS) mikrofluidni kanal (riZové), pFivodni a
odvodni trubicky pro méreni v redlném case (modfe), mikrovinna anténa (zlaté), opticka excitace ND (zelené) a detekce
fluorescence (Cervené); c) TEM snimek ND castice s polymernim obalem vyznacenym Sipkami, méfitko: 20 nm.’

KvUli vyssi stabilité v koloidnim roztoku a omezeni nespecifickych vazeb s bunéénymi proteiny byly
ND pokryty (Obr.52c) polymerni vrstvou poly[(2-hydroxypropyl)methakrylamid]u dekorovanou
terminalnimi alkyny'?' kv@li moZnosti kovalentniho pfipojeni molekul komplexu Gd** ptes triazolovou
spojku pomoci CUAAC. Toto spojeni je stabilni, neinterferuje se Stépitelnou ¢asti spojky a rychlost a
robustnost reakce umoznuje obsazeni povrchu ND dostateénym mnoZstvim komplexu.

Celkem byly pfipraveny a na ND navéazany Gd** komplexy na bazi DO3A se tfemi typy spojek
(Obr. 53a). Nestépitelna spojka slouzila jako kontrola, zda ke zménam fluorescence nedochazi i jinym
mechanismem nez diky Stépeni funkcnich spojek. Hydrolyza hydrazid—hydrazonové spojky je
urychlovana nizkym pH a disulfidicka spojka je Stépena redukci na thioly. V experimentu toho bylo
dosazeno pritomnosti glutathionu (GSH), ktery je v burikach pfirozené zastoupen a slouZi v nich jako
redukéni ¢inidlo a ochrana pred oxidativnim stresem.

30



\WH Non-cleavable ||
e} o

. i.}w H,H//;N-N % i

¥ H pH sensing GSsG Redox
i") o o o potenllal
" A
& = sensin
on ‘\N(;‘N ‘(’\);r N N’:N N 2GsH g
‘ \‘WH Redox potential sensing ‘
Im n S, *
e 0 NN, :
‘ —) \\(/\N-‘\/S\sf\,"‘ %
OH Sl e

disulfidické spojky v redukcnlm prostiedi. Pfevzato z lit.

Syntéza komplext vychazi z postupt poprvé popsanych v autorové diplomové praci,*? které bylo
nutné optimalizovat. Jejich plvodnim uréenim byly stavebni prvky pro syntézu MRI kontrastnich
latek, proto obsahuji ktera urychluje vymeénu

pendantni rameno s fosfinovou kyselinou,

koordinované vody a tim zvy$uje relaxivitu.”® Stejny ucel, zvy$eni relaxivity, sledovala i volba kratkych
a rigidnich pendantnich ramen, které umoZiuji spojeni triazolovou spojkou, kterd je sama kratka a
rigidni a po pfipojeni na cilovou molekulu se zvysuje rotacni korelacni ¢as molekuly kontrastni
latky.” Zatimco kratka vzdalenost zvy$uje magnetické piisobeni mezi Gd*" ionem v komplexu a NV

centrem, rychlost vymény vody se v této aplikaci nijak neuplatiiuje.

DO3A

s 4-aminobenzyfosfinovou kyselinou v pendantnim rameni. Tento aromaticky amin byl v pfedchozich
124

Ligand s nedtépitelnou spojkou byl pripraven zdfive syntetizovaného'®® derivatu

pracich pouzit napfiklad pro ptipojeni na cyklodextrin pres thiomocovinovou spojku.” V tomto
projektu byl preveden ptes diazoniovou stl na arylazid (Obr. 54, DO3AP®™"?
jeho komplext byl kvali pfitomnému arylazidu pozorovan rozklad pfi dlouhodobéjsim plsobenim

). U tohoto ligandu a

svétla.
.
NH; N3
O,
P 1. HCI, NaNO, P\
OY\N[/\N//% 2. NaN; 0 //\o
HO E Nj OH 0°C-LT HO ( j

& O
OH

0 DO3APBn-N3

Obr. 54. Syntéza ligandu s nestépitelnou spojkou pf¥es diazoniovou stil.

Z tohoto ligandu (DO3AP®"™) byl vytvoien Gd*" komplex nasledné poufity pro nestépitelné pfipojeni
k nanodiamant&m pomoci CUAAC. Diky kinetické stabilité Gd** komplexu nebyla pozorovéna 7adna
transmetalace ionty médi.

Stejny komplex byl vychozim materidlem pro variantu se spojkou stépitelnou pfi nizkém pH. Nejprve
byl pro jeji syntézu pfipraven pent-4-ynhydrazid (Obr. 55) podle popsaného postupu.'?
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Obr. 55. Syntéza pent-4-ynhydrazidu pres methylester pent-4-ynové kyseliny.

Ten byl nasledné navazan na Gd*" komplex pomoci CUAAC (Obr. 56).
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Obr. 56. Pripojeni hydrazidové funkcni skupiny na komplex.

Samotna hydrazin—hydrazonova spojka byla nejprve syntetizovdana ze snadno pfipravitelného
4-azido-butan-2-onu (Obr. 57).%

NaN3
AcOH

o} 8h o
95 %

Obr. 57. Syntéza 4-azido-butan-2-onu adici azidovodiku.

V prlibéhu separace vsak vidy dochazelo krozkladu. Rozkladny produkt pak svoji molekulovou
hmotnosti odpovidal zpétné eliminaci azidovodiku, coZ je pravdépodobné usnadnéno vznikem
konjugované dvojné vazby.

Obr. 58. Pozorovany rozklad azido hydrazid-hydrazonu.

Proto byla syntetizovdna vysledna spojka z 6-azido-hexan-2-onu, ktery byl pfipraven (Obr. 59)

analogicky k postupu z lit."*’ z 6-bromo-hexan-2-onu, pfipraveného podle lit."*®
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Obr. 59. Syntéza 6-azido-hexan-2-onu, ktery byl pouzit pro finalni hydrazid—hydrazonovou spojku.

Finalni kondenzaci (Obr.60) 6-azido-hexan-2-onu s Gd*" komplexem s hydrazidovou funkéni
skupinou byl pfipraven komplex, ktery byl opét pomoci CUAAC navazan na ND uréené kindikaci
nizkého pH.

HN—NH, ~
_ - Na2804
0=P~0 0O~ 20 — o
S j © MeOH  0=P-0 O o
VN AcOH (i~ N;
G Y + reflux Ny \N
NI . 10 h [~
N ONE (Gd3+> )
Il\/ N N // N )\\\O
— 3 \/ N
o) o 0 I~
~ GdDO3APPrA-N3
0 o} 0

Obr. 60. Kondenzace hydrazidové funkcni skupiny Gd* komplexu s ketoazidem za vzniku finalni pH senzitivni spojky.

Kromé komplexu s pH senzitivni hydrazid—hydrazonovou spojkou popsaném v ¢lanku byl v ramci
tohoto projektu pfipraven je$té jeden. Jeho syntéza (Obr.61) vychazela zligandu DO3AP™™
popsaném v lit.*** Komplexaci Gd** byl pfipraven GADO3AP™™. lon Gd*" je jednak nutny pro findIni
aplikaci, zaroven vsak béhem syntézy brani esterifikaci tfi karboxylovych skupin, které jsou na néj
koordinovany. V dal3i reakci tak byla na metylester (GADO3AP"™ ™) prevedena jen karboxylova
skupina methylen(2-karboxyethyl)fosfinatového pendantniho ramene. Ester byl nasledné plisobenim
hydrazinu preveden na hydrazid a ten pak na hydrazid—hydrazon s azidovou funkéni skupinou
(GADO3AP"™™3). Oproti nakonec publikovanému komplexu je celkova syntéza GdDO3AP™*™3
jednodussi a délka spojky od atomu gadolinia k azidové funkéni skupiné, pouZité pro pripojeni
k povrchu nanodiamantu, je kratsi. To by se mélo projevit vétSim ovlivnénim délky T; casu N-V
centra, coz se predbéznym experimentem i potvrdilo. Vzhledem k Uspésnosti a pokrocilosti prace na
nanodiamantech s prvnim komplexem s hydrazid—hydrazonovou spojkou byl vSak dalsi postup na
¢asticich s GADO3APP™ ™ zastaven a syntéza nebyla publikovana.
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Obr. 61. Nepublikovana syntéza Gd** komplexu s hydrazid-hydrazonovou spojkou.

Pro syntézu komplexu se spojkou citlivou na redukéni prostiedi byl nejprve pfipraven ligand

122

s chranénym terminalnim alkynem. Pro jeho syntézu bylo nejprve ptipraveno fosfinatové

pendantni rameno (Obr. 62).

- / /OSiMe3 \/ \ _
Si HP\ Si Sj
//  BuLi y > osiMe; Z \Meococl A
Br Me38|CI O:ﬁ)—OH Et3N O=P-OMe
Br H |l|

Obr. 62. Syntéza pendantniho ramene fosfinové kyseliny s chranénym terminalnim alkynem.

Chranéni trimethylsilylovou skupinou bylo nutné, nebot prop-2-ynfosfinova kyselina s nechranénym
termindlnim alkynem m3a tendenci izomerovat na propadienfosfinovou kyselinu a v silngjsim
bazickém prostiedi az na prop-1-ynfosfinovou kyselinu, z nich# ani jedna jiZ nereaguje pfi CUAAC.'?
Zaroven je trimethylsilylovd skupina ztermindlniho alkynu snadno odstranitelnd plsobenim
fluoridovych iontl a to jak anorganickymi fluoridy ve vodném médiu, tak i napfiklad kvarternimi

amoniovymi fluoridy v organickych rozpoustédlech.

= =z
/ ,40 baze ///
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H H H

Obr. 63. Presmyk nechranéné prop-2-ynfosfinové kyseliny.

Pfipojeni tohoto alkynfosfinového pendantniho ramene na cyklenovy skelet neni moziné za
podminek Moedritzerovy-lraniho reakce, které se béiné pouzivaji, tedy zahfivani pfislusné
H-fosfinové kyseliny se sekundarnim aminem a paraformaldehydem v nékolikamolarni HCI. U
3-(trimethylsilyl)prop-2-ynfosfinové kyseliny pfi téchto podminkach totiz dochazi krychlému
odstoupeni trimethylsilylové skupiny a adici HCI na trojnou vazbu. Misto toho byla pouzita mirngjsi
varianta reakce t-Bus;DO3A s methylesterem fosfinové kyseliny v bezvodém acetonitrilu s naslednym
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odchranénim esterd (Obr. 64)."** Z tohoto ligandu pak byl vytvoren Gd*" komplex.
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Obr. 64. Pfipojeni fosfinatového pendantniho ramene na t-Bu;DO3A a nasledné odchranéni ligandu.

Pro jednoduchost pripravy byla vybrana symetricka disulfidickd spojka, kterd byla syntetizovana
podle publikovaného postupu s vysokymi vytézky."*

HO Ts N3
TsCl
HO ~ bmso Et;N NaN3
— S
2 90 % CHCl; ’ DMF
S

’ S
H 0°C - LT 80 °C
87 % 93 %
N

OH Ts 3

Obr. 65. Syntéza symetrické disulfidické spojky.

V zavérecném kroku syntézy (Obr.66) byla odstranéna trimethylsilylova chranici skupina
fluoridovymi ionty a uvolnény alkyn byl ihned reagovan CuAAC s velkym nadbytkem (8 mol. ekv.)
1,6-bis(azido)-3,4-dithiahexanu. Nadbytek disulfidu potlacil vznik dimerni molekuly se dvéma
komplexy. Ani v tomto pripadé nebyla pozorovana transmetalace ionty médi.
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Obr. 66. Odchranéni terminalniho alkynu a pfipojeni disulfidické spojky ke komplexu Gd* v jednom kroku.

Vsechny tfi typy komplexti pak byly navazany pomoci CuAAC na alkyny na povrchu polymeru
obalujicim ND. Méreni nasledné prokazalo funkénost obou typl pfipravenych nanosond a v fadu
minut aZ desitek minut bylo moZné odecist jak reakci na pH (Obr 67) tak i na pFl’tomnost
odstépeni nékolika desitek molekul komplexu Gd** z jednoho ND. Znaénou I|m|taC| pro redlné vyuZziti
v burikach je ireverzibilni princip fungovani. Jakmile se Gd** komplex vlivem zmény prostiedi jednou
odstépi a oddifunduje, nemuze jiz NV centrum ovliviiovat, ani pokud se podminky zméni zpét. Tato
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studie tak slouZila predevsim jako potvrzeni konceptu, ktery byl jako velmi atraktivni téma

rozpracovan v mnoha dalsich studiich.'*
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Obr. 67. Rychlost zmény relaxaéniho €asu T, ¢astic ND s hydrazid-hydrazonovou spojkou pfi rliznych pH. Pfevzato z Iit.
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Obr. 68. Rychlost zmény relaxacniho ¢asu T, ¢astic ND s disulfidickou spojkou pfed (prvnich 20 minut, bile) a po (od
20 minut dale, Zluté) pfidani GSH do media. Pfevzato z lit.?
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Obr. 69. Vlevo: obraz pH senzitivnich ND (inkubovanych pfi pH 2,0) z konfokalniho mikroskopu se zobrazenou stupnici
intenzity fluorescence na pravé strané; vpravo: rekonstrukce T, vaZzeného obrazu stejnych ND jako vlevo, ¢astice
(oznacené trojuhelnicky) byly po inkubaci promyty pufrem o pH 7,4 a nasledné byly pfidany cerstvé ND s dosud

neodstépenymi Gd* komplexy (oznacené Sipkami). Pfevzato z Iit.>
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4.4 Rigidizovany bioortogonalné bifunk¢ni ligand pro PET

V poslednim projektu této prace byl syntetizovan novy bifunkéni ligand (Obr. 70), uréeny primarné
pro komplexaci PET nuklidu ®®Ga. Vysledky tohoto projektu nebyly dosud publikovany a jeho
synteticka c¢ast je shrnuta v Apendixu F.

HOOC COOH
\ r

HooC— N
N 0

Obr. 70. Struktura nové syntetizovaného ligandu nesouci DBCO funkéni skupinu.

Jeho design vychazi z ligandu PIDAZTA'?

(Obr. 71), oproti kterému je vybaven funkcni skupinou
s pnutym cyklooktynem. Ta umoZnuje pfipojeni naptiklad na modifikovany peptid pomoci
bioortogonalni SPAAC ¢i SPANC reakce. Ligand by tak mohl byt napfiklad pouZit pro radionuklidové

%8Ga znaceni predem aplikovanych protilatek nesoucich azidovou funkéni skupinu in vivo.

Pavodni ligand PIDAZTA nese strukturni podobnost s pouZivanym ligandem AAZTA, oproti kterému je
vSak jeho struktura rigidizovand fuzi se Sesticlennym cyklem. Jeho pfidani vede ke vzniku dvou
diastereoizomerd, P1 a P2, pficemz komplexy P1 vykazuji asi o tfi rady vyssi konstantu stability nez
P2 (Obr. 71).**

HOOC—  ~COOH HOOC—, ~COOH HOOC— ~ —~COOH
Hooc\\N\j'\L HOOC— N HOOC— N
N p%NN% M

P1 P2 I\COOH

(4R*,10aR*)-PIDAZTA (4R*,10aS*)-PIDAZTA AAZTA

Obr. 71. Vlevo: PIDAZTA diastereoizomer s vyssi stabilitou komplexu s Gas+; Uprostied: PIDAZTA diastereoizomer
s pfiblizné o tfi Frady méné stabilnim komplexem s Gaa+; Vpravo: Ligand AAZTA.™?

Ligand PIDAZTA P1 umoziuje rychlou komplexaci Ga>* i za laboratorni teploty pii pH mezi 7 a 8, tedy
za fyziologickych podminek.'> To mGze byt velkou vyhodou pfi znaceni pomoci konjugatd s citlivymi
biomolekulami. U nového ligandu syntetizovaného vtéto praci (Obr.72) se daji predpokladat
podobné vyhodné vlastnosti.
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Obr. 72. Reakéni schéma syntézy ligandu nesouci DBCO skupinu.

Na zacatku syntézy byl nejprve pfipraven nitroftalimid (1); N-(4-brombutyl)ftalimid byl pfipraven
z ftalimidu alkylaci nadbytkem 1,4-dibromobutanu, aby byl potlacen vznik bis(ftalimidového)

32 N-(4-brombutyl)ftalimid byl kvali zvySeni reaktivity preveden na N-
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vedlejSiho produktu.
(4-jodbutyl)ftalimid Finkelsteinovou reakci, analogicky k pfipravé N-(4-jodpropyl)ftalimidu v lit.
byl pouZit pfimo bez dalsSiho Cisténi. Pro substituci jodu za nitro skupinu byla pouzita reakce s NaNOz
v DMSO. PFestoze poskytuje nizsi vytézky (1) nez popsané reakce s AgNO,,***** ma vyhodu v pouZiti
mnohem levnéjsiho a snadno dostupného cinidla.

N-(fenylmethyl)-2-piperidinmethanamin (ll) byl pfipraven reduktivni aminaci zracemického
12 Reakce () s N-(4-nitrobutyl)ftalimidem (I) a
paraformaldehydem poskytla smés dvou enantiomernich pard (ll1a) a (lllb). Tyto diastereoizomery

2-aminomethylpiperidinu  podle lit.

byly nejprve rozdéleny sloupcovou chromatografii (soustava hexan/ethyl acetat). Stereochemie
obou izomerl byla uréena rentgenovou difrakci na monokrystalu u obou izomerd (Obr.73. a
Obr. 74). Pozdéji bylo zjisténo, Ze Zadouci enantiomerni par (4R,10aR)/(4S,10aS) (lllb) (Obr. 74)
Castecné krystalizuje z roztoku obou produkt( a byl tak ziskan touto snazsi cestou.
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Obr. 73. Molekulova struktura izomeru (4R,10aS)-ll1a z krystalové struktury (4R,10aS)/(4S,10aR)-llla (latka llla krystaluje
v centrosymetrické prostorové grupé). Tento diastereoizomer nebyl pouZit v dalSich krocich syntézy.

Obr. 74. Molekulova struktura izomeru (45,10aS)-111b z krystalové struktury (4S,10aS)/(4R,10aR)-llIb (latka lllb krystaluje
v centrosymetrické prostorové grupé). Tento diastereoizomer byl pouZit v dalSich krocich syntézy.

V dalSich krocich byl pouZit jen diastereoizomerni par (4R,10aR)/(4S,10aS) (lllb), pricemz se da
predpokladat, Ze Zadna z nasledujicich reakci, které probihaji jen na substituentech jiz zformovaného
skeletu, nevede ke zméné konfigurace. Heterokatalytickou hydrogenaci bylo dosaZeno redukce
nitroskupiny na aminoskupinu a debenzylace v jednom kroku. Bylo zjisténo, Ze pfidavek zfedéné HCI
urychloval hydrogenaci a umoznoval jeji dobéhnuti do konce. Vysledny amin (IV) byl pfimo alkylovan
nadbytkem t-butyl bromoacetdatu a produkt (V) separovan chromatografii. V dalsim kroku byla reakci
s hydrazinem odstranéna ftalimidova chranici skupina a vysledny amin (VI) byl separovan pomoci
preparativni HPLC. Tento aminoderivat mGze byt pfimo nebo po odstranéni t-butylovych chranicich
skupin pfipojen na cilici nebo jinou funkéni molekulu.
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Findlnim produktem vsak mél byt ligand nesouci pnuty cykloalkyn. Nejprve byl proto amin (VI)
konjugovan s DBCO aktivnim NHS-esterem (VIIl). Vysledny chranény ligand (X) se vSak nedafilo
zbavit t-butylesterovych chranicich skupin za soucasného zachovani DBCO substituentu. Byly
vyzkouseny rizné podminky odchranéni (TFA Cista Ci zfredéna, TFA s pridavkem vychytdvac radikal(,
mravenci kyselina o rdznych koncentracich), ale spolehlivého odchranéni nebylo dosazeno. Misto
toho byl vidy pozorovan presmyk a odStépeni DBCO motivu (Obr. 75).

t-BuOOC\ ~COOtBu +BuOOC—,  ~COOH
t+BuOOC— HOOC— N

V\ - ENH

O “
0 X

Obr. 75. Pfedpokladany presmyk pfi pokusu o odstranéni t-butyl esterovych skupin odpovidajici lit.” Dle HPLC-MS bylo
v reakéni smési vidy pozorovano ¢asteéné odstranéni t-butylestert a pfitomnost latky s molekulovou hmotnosti
odpovidajici (XI) vykazujici, na rozdil od DBCO, silnou fluorescenci.

XI
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Zatimco néktefi autori’**®

uvadi Uspésné odchranéni t-butylesterové chranici skupiny za
zkousenych a vySe popsanych podminek pfi zachovani skeletu DBCO, v pfipadé této syntézy se
pozorovani shodovalo s lit.****°, kde bylo popsano oditépeni a presmyk pnutého cykloalkynu za
vzniku fluorescentniho vedlejSiho produktu o stejné molekulové hmotnosti jako ma DBCO a
strukturou (XI). Pro pfekonani této komplikace byl produkt (VI) nejprve deesterifikovan na volny
ligand (VIl), ktery nasledné reakci s aktivovanym NHS esterem DBCO kyseliny (VIIl) poskytl finalni
produkt (IX), ktery byl precistén na preparativnim HPLC a lyofilizovan. U produktu byl pozorovan
pomaly rozklad za laboratorni teploty. Je potteba jej tedy, stejné jako vychozi DBCO, skladovat pfi

dostatecné nizké teploté.
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5 Zavér

V prvnim projektu této prace byl pfipraven bifunkéni ligand se zadkladnim skeletem TACN a tfemi
fosfinatovymi pendantnimi rameny, pficemz jedno z nich neslo dale konjugovatelnou karboxylovou
skupinu. U ligandu byla potvrzena dobra selektivita pro komplexaci ionti Ga** i v pfitomnosti dalsich
iontd kovl. Byla ovéfena moznost konjugace tohoto ligandu s cilicimi peptidy pres amidickou vazbu.
Pfi této konjugaci byl pozorovdn vznik vnitfniho esteru fosfinové kyseliny, ktery se vSak hydrolyzoval
v priib&hu komplexace Ga*'. Tyto konjugaty peptidil s ligandem byly pouzity ke komplexaci PET
izotopu ®Ga a poté byla ovéfena jejich funkénost jako radiodiagnostik na zvifecich modelech
s tumory.

V dalSim projektu prace byly pfipraveny ligandy se zdkladnim skeletem cyklenu a tfemi
karboxylovymi a jednim fosfindtovym pendantnim ramenem. Komplex tohoto ligandu s Gd*" byl
konjugovan s cilicim peptidem pro vyuziti jako cilend MRI kontrastni latka. V dalsim experimentu byl
pripraven konjugat Gd** komplexu s fluorescenénim barvivem rhodaminem jako dudlniho
diagnostika pro MRI/fluorescenéni mikroskopii. Od p¥ipraveného Gd** komplexu a jeho konjugats
byly naméreny hodnoty relaxivity, které byly ve vSech pripadech vétsi nez u standardu [Gd(DOTA)].
Potencidl konjugatu Gd** komplexu s peptidem jako cilené MRI kontrastni latky byl demonstrovan na
zvitecim modelu.

Ve tietim projektu byly pfipraveny komplexy Gd** na bazi derivat(i cyklenu se tfemi acetatovymi a
jednim fosfinatovym pendantnim ramenem, které bylo modifikovdno dalsi reaktivni skupinou. Tyto
komplexy umoznily konstrukci nanosond pro snimdni redukéniho potencidlu a pH
v submikrometrovém rozliSeni. Tyto sondy byly tvofeny fluorescenénimi nanodiamanty,
modifikovanymi na povrchu polymerem, na ktery byly pfipojeny zminéné komplexy Gd*'.
Fluorescence téchto nanodiamantl byla dana pritomnosti N-V center a ovlivnéna okolnim
magnetickym polem mj. pravé Gd*" iontd na jejich povrchu. Pfipojeni komplex( k nanodiamantim
bylo realizovano pres spojky, jejichz rychlost Stépeni se zvySovala s klesajicim pH v pripadé
hydrazid-hydrazonové spojky nebo se zvysSujici se koncentraci redukéniho Cinidla (GSH) u disulfidické
spojky. Odstépovani komplex( zavislé na prostredi pak bylo mozné odecist jako zménu fluorescence.
Schopnost nanosond reagovat na pH ¢i redukéni prostfedi v ¢asovém méfitku minut aZ desitek minut
byla ovéfena v mikrofluidnim kanale mimikujicim bunééné prostredi.

V poslednim, dosud nepublikovaném, projektu byl pfipraven bifunkéni ligand pro vazbu iontll Ga*".
Tento ligand se tfemi pendantnimi karboxylovymi skupinami byl odvozen od struktury PIDAZTA se
skeletem rigidizovanym Sesti¢lennym kruhem. Ze dvou vzniklych diastereoizomer(i byl separovan ten
s predpokladanou pevnéjsi vazbou iontd Ga** a ten byl déle opatfen pnutym cykloalkynem pro
bioortogonalni konjugaci pomoci SPAAC.
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