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Koordinacni chemie a chemie chelatii md na chemic-
kych katedrach Prirodovedecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze velkou tradici. Je tfeba vzpomenout doc. Rudolfa
Pribila z ustavu analytické chemie, ktery zahy po predsta-
veni kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) Geroldem
Schwarzenbachem rozeznal rozsahlé moznosti téchto latek
a spolu se svymi kolegy vypracoval celou Fadu analytic-
kych metod. Na katedre anorganické chemie to byl prof.
Stanislav Skramovsky, prvni, kdo u nds zavedl koordinacni
chemii jako samostatny predmét do vyuky studentii. V té
novodobéjsi historii lze pripomenout prof. Jaroslava Pod-
lahu, ktery syntetizoval radu fosfanovych analogii amino-
polykarboxylovych kyselin (tj. ligandit kombinujicich tvrdé
a meékké donorové atomy) s cilem pripravit ligandy pro
mekké Lewisovy kyseliny. Autori chtéji uvedeny clanek
venovat témto svym predchiidciim a ukdzat na rozvoj obo-
ru koordinacni chemie a s ni souvisejici chemie chelatii
v oblasti biomedicinskych aplikaci.

1. Uvod

Lékatska diagnostika a 1ékatsky vyzkum sméfuji stale
vice od Cisté anatomického zobrazovani k ziskavani infor-
maci o biochemickém stavu urcité tkan¢ az na molekularni
urovni. Moderni diagnostické zobrazovaci metody jsou

neinvazni a jsou zalozeny na rlznych {fyzikalné-
chemickych principech. Bézné pouzivanou metodou je
zobrazovani magnetickou rezonanci (MR, v zahranici
oznacované téz MRI z anglického magnetic resonance
imaging). Je zalozeno na zméné chovani jader atomt vodi-
ku 'H (ptitomnych v molekule vody), umisténych v silném
vnéj$im magnetickém poli. Absorpci radiofrekvencniho
zateni se jadra vodiku dostanou do excitovaného stavu.
Poté se diky relaxacnim procesim vraceji do puvodniho
stavu a uvoliuji pfitom absorbovanou energii ve formé
elektromagnetického zareni, které je detegovano. Dalsi
dvé metody vyuZzivaji radioaktivni zafeni — jednofotonova
emisni pocitatova tomografie (single-photon emission
computed tomography, SPECT) a pozitronova emisni to-
mografie (positron emission tomography, PET). U obou se
ziskdva prostorova informace diky lokalizaci rozdilného
mnozstvi radioaktivity v riznych tkanich. Zareni je dete-
govano pomoci detektorti umisténych okolo téla pacienta,
podobné jako u prostorového zobrazovani pomoci RTG
zéfeni, tj. pocitacové tomografie (computed tomography,
CT). Metoda SPECT snima y-zafeni pfimo emitované
radioizotopem, zatimco PET deteguje dva kolinedrni vy-
fotony vzniklé anihilaci pozitronu emitovaného radioizoto-
pem. Metoda SPECT je schopna detegovat y-zafeni riz-
nych energii emitované mnoha riiznymi izotopy; nejcastéji
se pouziva *’"Tc. Prostorové rozliseni metody je asi
0,5 cm’. V poslednich letech se vyrazng sniZily ceny tomo-
grafii typu PET a tato metoda se stava metodou prvni vol-
by v nuklearni mediciné pro detekci nadorit a poskozeni
tkani. Tato metoda ma vysokou citlivost — je schopna dete-
govat uz pikomolarni koncentrace izotopu (4. 107 mol ")
a ma také vynikajici prostorové rozliseni (v klinickém
usporadani az 1 mm?). Proto se hodi i ke zviditeln&ni veli-
ce malych metastaz. Z izotopli vhodnych pro PET je nej-
&ast&ji pouzivany *F. Tento izotop je pomérné dost drahy,
protoze musi byt pfipravovan pomoci cyklotronu a jeho
cena je v dneSni dobé hlavnim faktorem urcujicim cenu
celé metody. V klinické praxi zatim okrajové, ale o to vice
v lékarském vyzkumu a biologii, se vyuziva také optic-
kych metod (optical imaging, optical methods, OM), zalo-
zenych na luminiscenci/fluorescenci barviva, které je vpra-
veno do buné¢k a tkani. Optické metody deteguji pomérné
nizké koncentrace barviv (méné nez mikromolarni).

U vSech vySe zminénych diagnostickych metod se
pouzivaji tzv. kontrastni latky (contrast agents, CA).
U SPECT a PET jsou nezbytné, protoze v nich piitomné
radioizotopy jsou zdrojem radioaktivniho zafeni. Stejné
tak u optickych metod je zapotiebi fluoreskujici barvivo.
Metody CT a MR poskytuji obrazy i1 bez aplikace kontrast-
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nich latek; pouziti CA vSak podstatné zlepSuje kontrast
urcitych tkani nebo patologii, a tim i detegovatelnost pato-
logickych tkani. Vyhodou MR je, Ze nepouziva skodlivé
ionizujici zéfeni a poskytuje nejenom anatomickou infor-
maci, ale i data o funkénim stavu organismu. Obdobné
i radioizotopové metody umozinuji sledovat fyziologicky
stav organismu (nejznamé&jSim piikladem je pouzivani
glukosy znaGené izotopem '*F ke sledovani metabolické
aktivity tkdni pomoci PET).

Pokud jsou timto zpusobem ziskavany informace
o stavu organismu nebo tkan¢ aZ na bunécné (napf. pii-
tomnost ur¢itého typu bunék) nebo dokonce molekularni
urovni, uziva se v soucasné dob¢ pro tyto metody souhrn-
ny nazev molekularni zobrazovani (molecular imaging,
MI). Metody molekuldrniho zobrazovani se pouZzivaji
nejen v mediciné a preklinickém vyzkumu, ale i v mole-
kulérni biologii.

Dnes pouzivané kontrastni latky jsou bud’ malo Gcin-
né (MR), nebo drahé (PET), a hlavné nesleduji moderni
vyvoj, ktery sméfuje ke kombinaci pouzivanych metod.
Soucasné pouzivani rliznych zobrazovacich metod totiz
vyzaduje multimodalni kontrastni latky. Vzhledem
k vyvoji novych pfistroji pro klinickou praxi budou tyto
latky zapotiebi béhem né€kolika malo let.

V uvedenych kontrastnich latkach je nositelem efektu
ion kovu, at’ jiz se jedna o stabilni izotop Gd** pro MR
nebo o rizné radionuklidy kovii. Jedno maji spolecné —
pro pouziti in vivo musi byt tyto ionty pevné vazany
v komplexu tak, aby nedoslo k jejich uvolnéni ptisobenim
latek pfitomnych v organismu. Rozklad komplexu in vivo
miZze probihat transchelataci (vytrzenim centralniho iontu
pusobenim dal§ich ligandu, kterymi mohou byt napt. ami-
nokyseliny nebo oligopeptidy) mnebo transmetalaci
(nahrazenim centralniho iontu jinym (biogennim) iontem,
napi. Ca®*, Mg®*, Zn*" apod). Proto musi pouZivany kom-
plex vykazovat vysokou termodynamickou stabilitu (tj. mit
vysokou hodnotu konstanty stability), a zaroven byt kine-
ticky inertni (tj. mit velkou aktivacni bariéru vedouci
k disociaci, a nerozlozit se tak ani za podminek, za kterych
by z termodynamického hlediska nemél existovat). Prave
kineticka inertnost je zvlasté v ptipadé radiofarmak nejdu-
lezit&j$im parametrem — je tfeba si uvédomit, Ze vzhledem
k extrémné nizkym koncentracim pouzivanych radiofar-
mak jsou ostatni latky v organismu pfitomné v obrovském
nadbytku, coz usnadniuje moznou transchelataci i transme-
talaci. Vedle téchto zdkladnich podminek musi mit kon-
trastni latky vhodnou distribuci v organismu. U kontrast-
nich latek pro MR jsou jesté dalsi faktory, pfevazné struk-
tura komplexu, které ovliviiuji jejich Gc¢innost. Hledani
novych a efektivnéjsich kontrastnich latek je velkd vyzva
pro koordina¢ni chemiky v oblasti designu novych liganda
a studia jejich komplexda.

2. Kontrastni latky pro magnetickou rezonanci

Fyzikalni princip MR vychézi z monitorovéani rozdil-
né distribuce a vlastnosti vody ve zkoumanych tkanich
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a z prostorové variace magnetickych relaxacnich cast pro-
tontt (Casu longitudindlni — podélné relaxace 7), a Casu
transverzalni — pficné relaxace 7,). Relaxacni Casy lze
vyznamné ovlivnit (zkratit) pfitomnosti magneticky aktiv-
nich sloucenin nebo Castic. Rlizné relaxacni ¢asy pak zvy-
Suji kontrast mezi tkanémi s rGznou distribuci vody a zlep-
Suji rozliSeni vnitini struktury organt. Z fyzikalniho hle-
diska existuji dvé skupiny téchto tzv. kontrastnich latek
(CA) podle procesi, které urychluji. 7; relaxaéni ¢asy jsou
zkracovany paramagnetickymi CA a vytvaii tzv. pozitivni
kontrast, tj. pfi pouziti vhodné pulzni sekvence zvySuji
intenzitu detegovaného signalu a ,zesvétluji“ tkané,
v nichZ je pfitomna kontrastni latka. 75 relaxacni Casy jsou
zkracovany superparamagnetickymi CA a vytvaii tzv.
negativni kontrast, tj. tkdné s jejich vyskytem poskytuji
niz&i signal a jsou ,,tmavé“'. Za prvni moderni pouzivanou
CA je povaZzovan gadolinity komplex kyseliny diethylen-
triaminpentaoctové (DTPA, viz obr. 1), ktery byl schvalen
pro klinické pouziti v roce 1988. Na druhé strané, 7,-CA
byly vyvinuty pozdéji a jsou koncepcné zaloZeny na nano-
Casticich oxidi zeleza rizné velikosti od nékolika nanome-
tri do nékolika desitek nanometri%. Pro aplikace in vivo
jsou pokryty napi. dextranem nebo vrstvou silikagelu a tak
je jejich primér zvétsen az k nékolika stovkam nanometra.

Podle udaji Americké radiologické spolecnosti je
v celém svété provedeno rocné az sto miliond vySetfeni
MR a asi v 35-40 % ptipadl se pouzivaji CA. V drtivé
vetsing z nich, témét v 99 %, se pouzivaji T1-CA zalozené
na komplexech gadolinia. Struktura a vlastnosti komplexti
uréuji vlastnosti takovychto CA a tak je logické, ze se této
oblasti chemie vénuje cela fada vyzkumnych pracovist
a Ze v této oblasti byla publikovana fada monografii'**
a obecnych piehlednych &lanka® ', prehlednych &lankd
zaméfenych na fyzikalni aspekty'’, struktury v pevném
stavu!®!’, termodynamickou a kinetickou stabilitu'®2°,
prototropickou vyménu®', efekt tzv. druhé koordina¢ni
sféry®, kvantové vypoéty>, cilené CA**?’, makromoleku-
larni CA”* ™, a multimodalni CA’".

Trojmocné gadolinium méa pro uvedenou metodu
kli¢ovy vyznam. Je to ion, ktery ma nejvyS$8i mozny elek-
tronovy spin, a je tedy schopny svymi magnetickymi vlast-
nostmi ovlivnit okoli maximalnim moznym zptisobem. Ve
své hydratované podobé (pfitomné napt. ve vodnych roz-
tocich jednoduchych soli, jako je GdCL;) je ion Gd*" velice
jedovaty. Proto musi byt vazan do extrémné stalych kom-
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Obr. 1. Struktura ligandiit DTPA a DOTA
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plext. V piipadé klinicky pouzivanych latek se jedna
o polyaminopolykarboxylové kyseliny a jejich derivaty.
Dva prototypové ligandy oznacované jako DTPA a DOTA
jsou ukazany na obr. 1. Komplex musi byt stabilni natolik,
aby po nitrozilni aplikaci nedoslo v téle k jeho rozkladu
(a tedy k uvolnéni vysoce toxického Gd*"). Ve viech kli-
nicky uzivanych komplexech je kromé ligandu na centralni
ion koordinovana prave jedna molekula vody. Tato koordi-
novand molekula vody je podstatnd pro funkci komplexu
jako kontrastni latky, protoze se chemicky vyménuje
s molekulami vody v okoli komplexu a tim zprosttedkova-
va prenos magnetické informace z iontu gadolinit¢ého na
okolni vodu (kter4 je pak detegovana v MR obrazech).

Prostorova struktura komplexti [Gd(H,O)(dtpa)]
a [Gd(H,O)(dota)]” je znazornéna na obr. 2. Ligand cent-
ralni ion kovu perfektné ,,zabali“ pomoci koordinovanych
atoml dusiku a kysliku a soucasn¢ ponechdva dostatek
prostoru, aby se na ion Gd** navézala pravé jedna moleku-
la vody. Obecné lze vSak fici, Ze komplexy zaloZené na
makrocyklickém skeletu (DOTA) jsou mnohem odolngjsi
vici rozkladu nez komplexy linearnich ligandt (DTPA),
a proto jsou mnohem Setrnéj$i vii¢i pacientovi.

Utinnost kontrastnich latek je vyjadiena hodnotou
relaxivity, 7 nebo r,. Tato veliina vyjadiuje, jak se zméni
hodnota relaxacnich ¢ast 7; nebo 7, v pfitomnosti kon-
trastni latky (v praxi je — vzhledem k nejcastéji pouziva-
nym T}-CA zalozenych na gadoliniu pouZzivana pfedevsim
hodnota podélné relaxivity r, kterd je definovana jako
prevracend hodnota relaxacniho ¢asu 7; vodného roztoku
kontrastni latky o koncentraci gadolinia 1 mmol 1).
Z hlediska fyzikalni teorie relaxace je relaxivita veli€inou,
ktera zavisi na fadé¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti mole-
kul kontrastnich latek (tzv. ,,mikroskopickych® paramet-
rech), ale i na tadé wvngjSich podminek (tzv.
,makroskopickych* parametrech), jako jsou intenzita mag-
netického pole (magnetickd indukce, B) pouzivaného
v daném tomografu a vlastnosti studovaného vzorku, napf.
teplota, viskozita roztoku atd.

Bézné kontrastni latky maji relativné nizkou relaxivi-
tu (~ 4-5 mmol ' s7'), a teorie relaxace predikuje az 20x
vys$si tcinnost. ZlepSeni ucinnosti 1ze dosahnout cilenym
»ladénim* jednotlivych fyzikalné-chemickych vlastnosti
komplext. Tyto parametry lze ovlivnit zménou struktury
ligandd, a proto jsou design a syntéza novych ligandl spo-

2—

Obr. 2. Prostorova struktura komplexi [Gd(HZO)(dtpa)]z’
a [Gd(H,O)(dota)]”
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Obr. 3. Mikroskopické parametry ovliviiujici relaxivitu gado-
linitych komplexi

lu se studiem vlastnosti jejich komplexti vyznamnym pii-
spévkem chemikd v této multidisciplinarni oblasti zaklad-
niho vyzkumu. Zkoumanim chovani komplexi se uz vice
nez 20 let zabyva fada akademickych a firemnich laborato-
i a jejich usili vedlo k postupnému zvySovani relaxivity
komplext a k vyvoji novych kontrastnich latek.

Mezi zakladni ,laditelné” mikroskopické parametry
kontrastnich latek patii piedevSsim pocet molekul vody
koordinovanych k centralnimu gadolinitému iontu (g),
rychlost jejich vymény s molekulami vody v roztoku
(vyjadfovana obvykle pfevracenou hodnotou odpovidajici
rychlostni konstanty, tzv. rezidenénim ¢asem koordinova-
né molekuly vody, Tyv), celkova hydratace molekul kon-
trastni latky, a rychlost rota¢niho pohybu celé molekuly
kontrastni latky (charakterizovana tzv. rotacnim korelac-
nim Casem 7Tg), viz obr. 3. Mimo zminéné parametry je
relaxivita zasadné ovliviiovana téz relaxacnimi Casy elek-
tronové excitovanych stavi gadolinia (t.), nicméné tento
parametr neni pfistupny pfimé modulaci (v principu se
jedna o vlastnost centralniho atomu, ktera je pro jednotlivé
kontrastni latky rtizna, ale bohuzel ji nelze predikovat,
a tudiz ani cilen€ ovlivnit volbou ligandu).

Pocet koordinovanych molekul vody ¢ je parametr,
jemuz je hodnota relaxivity pfimo umeérnd. Vsechny kon-
trastni latky pouzivané v klinické praxi obsahuji jednu
molekulu vody. Koordina¢ni slou¢eniny se dvéma koordi-
novanymi molekulami vody by mély teoreticky vykazovat
(pti stejnych hodnotach ostatnich parametri) dvojnéasob-
nou relaxivitu. Jednim z nejjednodussich ligandu je analog
DOTA nesouci pouze tii pendantni acetatové skupiny, tzv.
DO3A (obr. 4). Bohuzel bylo pozorovano, Ze za podminek
in vitro/in vivo velmi €asto dochazi k nahrazeni obou mo-
lekul vody jinym — bidentatnim — ligandem, napf. uhlicita-
novym nebo fosforeCnanovym aniontem, aminokyselina-
mi, anionty polykarboxylovych kyselin (citratem) atd.’**’
Dale bylo pozorovano, ze zmenseni vaznosti ligandu
(v8echny ligandy pouZivané v klinické praxi jsou oktaden-
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Obr. 4. Ligandy tvorici s trojmocnym gadoliniem komplexy majici koordinované dvé molekuly vody

tatni) z osmi na sedm tak, aby pfibylo nové koordina¢ni
misto pro dal§i molekulu vody (typické koordinac¢ni ¢islo
gadolinia je 9), vede k velmi vyznamnému poklesu stabi-
lity téchto komplexti za podminek in vivo a ke zna¢nému
nardstu jejich toxicity. Nicméné jsou vyvijeny nové li-
gandové systémy, z nichZ nejperspektivnéjsimi se jevi
derivaty skeletd oznafovanych jako AAZTA a HOPO
(obr. 4, cit.**?%).

Rychlost vymény vody je dalsim velmi dilezitym
mikroskopickym parametrem urcujicim ucinnost kontrast-
nich latek. Vyména molekuly vody musi byt dostatecné
rychla, aby molekula kontrastni latky zrychlila magnetic-
kou relaxaci co nejvétSsiho poctu molekul vody v okoli.
Zaroven vsak nesmi byt pfili§ rychla, aby stacilo dojit
k relaxaci magnetického momentu jader vodiku koordino-
vané molekuly vody spfazenim s elektronovou relaxaci
gadolinia. Hodnota rychlosti vymény vody — casto vyjad-
fovana hodnotou tzv. ,;rezidencniho ¢asu® Ty (obr. 3), tj.
délky primérného trvani koordinacni vazby — by tedy me-
la leZet v optimalnim rozmezi. Toto optimum je zavislé na
intenzit¢ pouzivaného magnetického pole a v ptipad€ nej-
~ 10-20 ns, pro pfistroje pracujici pii vysSich polich je
hodnota optimalniho reziden¢niho ¢asu ponékud niZsi,
~ 5 ns. V praxi pouzivané latky vyménuji koordinovanou
molekulu vody zna¢né pomaleji (typicky ~ 250—-1000 ns),
nez je toto pozadované optimum. Nicméné je pozorovatel-
ny trend ve vztahu rychlost vymeény vs. struktura komplex-
ni ¢astice, ktery umoziuje provést navrh struktury co neju-
¢inngjsich kontrastnich latek. Obecné lze fici, Ze komplex-
ni Castice by mély nést zaporny naboj — mezielektronova
repulze totiz vyznamné destabilizuje koordinaci vody.

V ptipadé¢ latek zalozenych na makrocyklickych li-
gandech pak pfistupuje jeSté¢ jeden vyznamny faktor —
komplexy ligandt typu DOTA se totiz mohou vyskytovat
ve dvou diastereoizomernich forméch, které se vyznamné
lisi rychlosti vymény vody. Vznik diastereoizomeri je
umoznén dvéma nezavislymi zdroji chirality molekuly —
diky koordinaci makrocyklického skeletu se péticlenné
chelatové  kruhy Gd-N-C-C-N  mohou vyskytovat
v konformaci A nebo 8, a koordinované pendantni skupiny
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mohou byt zato¢eny téz dvéma moznymi zpusoby (tj. mo-
hou mit riznou helicitu) — A nebo A. To vede ke vzniku
Ctyt izomernich forem, které tvoii dva diastereoizomerni
pary enantiomertt ASSSS/AAAAL a AAAAA/ASSSS (obr. 5).
Diastereoizomer A3338/AAAAN vytvari koordinaéni klec
o geometrii ¢tvercového antiprizmatu (SA, square anti-
prism, s torznimi uhly N4 a O4 rovin (®) blizkymi teoretic-
ké hodnoté 45°, obr. 6), izomer AAAAA/ASSSS vytvari
zktizené antiprizmatické okoli (TSA, twisted-square anti-
prism, torzni tthly Ny a O4 rovin (o) blizké teoretické hod-
noté 22,5°, obr. 6). Koordina¢ni dutina TSA izomeru je
ponékud vyssi nez dutina SA izomeru (obr. 6). Zarovei je

TSA (AAMAL)

SA (AMAAL)
inverze inverze
cyklu cyklu

TSA (A5585)

SA (A8555)

Obr. 5. Strukturni vztahy mezi jednotlivymi izomery lantha-
noidovych komplexi s makrocyklickymi ligandy typu DOTA
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Obr. 6. Strukturni rozdily mezi SA a TSA izomery lanthanoidovych komplexii s makrocyklickym ligandem DOTA

TSA usporadani mnohem flexibiln€jsi neZ uspofadani SA,
coz vede k fadove rychlejsi vyméné koordinované moleku-
ly vody na TSA izomeru v porovnini s SA izomerem
(diky flexibilit¢ TSA uspotadani dochazi pti vibracnich
pohybech ke sterickému branéni koordina¢niho mista vody
a k jejimu vypuzeni z koordinacni sféry; po opétovném
pferovnani koordina¢ni sféry se pak koordinuje novd mo-
lekula vody).

Koordina¢ni uspotadani TSA je preferovano vétSimi
ionty ze zacatku lanthanoidové fady, ale vzajemné zastou-
peni TSA/SA izomeri 1ze pro jednotlivé lanthanoidy mo-
dulovat i zménou struktury ligandu — protahlejsi koordi-
nacni klec typu TSA je preferovdna v ligandech majici
objemné pendantni skupiny (napft. kdyz je acetatova skupi-
na pfitomnd v ligandu DOTA nahrazena vét§i methylen-
fosfonovou nebo methylenfosfinovou skupinou, ptipadné
skupinou, ktera pfi své koordinaci vytvati Sesticlenny che-
latovy kruh, napf. propionatem). Je vsak tieba zvolit tako-
vy ligand, aby byl zajistén dostate¢ny prostor pro koordi-
naci vody. Tento prostor je charakterizovan uhlem svira-
nym mezi centralnim iontem gadolinia a protéjSimi kysli-
kovymi donorovymi atomy (thel W, obr. 6). Tento thel
musi byt vétsi nez ~ 135°.

Dal$im velmi vyznamnym parametrem ovliviiujicim
hodnotu relaxivity je tzv. rotaéni korelacni Cas tg (tj. Cas
popisujici rychlost rotace vektoru Gd—Hyg,, 0br. 3). Obec-
maleji se v roztoku pohybuji (zavislost relaxivity na rotac-
nim korela¢nim ¢asu vSak neni pfimo imérna, ale ma sig-
moidalni charakter). Molekuly komercnich kontrastnich
latek jsou relativné malé, a proto se v roztoku pohybuji
pfili§ rychle (typicky rota¢ni korelacni ¢as nizkomoleku-
larnich komplexd byva ~ 100 ps, pfi¢emz teorie vyZaduje
hodnoty fadove vyssi, alespon 3—5 ns). Proto jsou obvykle
molekuly nizkomolekularnich kontrastnich latek vhodné
substituovany tak, aby bylo umoznéno jejich navazani na
makromolekularni nebo nanokrystalicky nosi¢ — napf.
kovalentni vazbou, nekovalentni (napf. hydrofobni) in-
terakci, chemickou nebo fyzikalni sorpci apod., nebo aby
se umoznilo zakotveni komplexi v micelarnich struktu-
rach. Tim dochazi k vyznamnému zbrzdéni rotace a na-
rustu relaxivity.
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Pro kovalentni navdzani molekuly kontrastni latky —
konjugaci — na vybranou makromolekulu jsou pouzivany
tzv. bifunkéni ligandy (kromé ¢asti slouzici pro komplexa-
ci gadolinia obsahuje molekula ligandu i postranni reaktiv-
ni skupinu, kterd je vyuZita ke konjugacni reakci).

Pro dosazeni nejvyssi ucinnosti je vSak nutné soucas-
né zkratit rezidencni ¢as molekuly vody a prodlouzit dobu
rotace komplexu — pouha tprava jednoho z téchto parame-
trl z hlediska relaxivity nepfind$i vyznamny zisk. Nutnost
simultanni zmény obou parametrti dokresluje teoreticky
profil relaxivity zobrazeny na obr. 7 a 8 (cit.’).

V nasi pracovni skupiné jsme se vénovali vyzkumu
polydentatnich ligandd nesoucich pfevazné fosfonatovou
nebo fosfinatovou pendantni skupinu (obr. 9, cit.””™*).
Bylo potvrzeno, ze komplexy makrocyklickych ligand
s oxofosforovou pendantni skupinou vykazuji vyssi za-
stoupeni TSA izomeru a velmi rychlou vyménu koordino-

100

Obr. 7. Zavislost relaxivity na hodnotach reziden¢niho ¢asu
koordinované molekuly vody ty a rotaénim korela¢nim ¢asu
kontrastni latky tg. Fialovy oval znaci oblast, ve které se nalé-
zaji parametry komerc¢né pouzivanych CA
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Obr. 8. Zavislost relaxivity na hodnotach intenzity pouZzitého
magnetického pole (vyjadiené rezonanéni Larmorovou frek-
venci) pii danych hodnotach rezidenéniho ¢asu koordinované
molekuly vody Ty a rotaniho korela¢niho ¢asu Kontrastni
latky tgr. Klinicky relevantni hodnoty magnetické indukce jsou
uvedeny na horni ose

vané molekuly vody®” . Nicméng i dalsi studované ligan-
dy, nesouci jednu pyridin-N-oxidovou pendantni skupinu
(DO3Apy™©, obr. 9), které tvoii exkluzivné SA izomer,
také vykazovaly velmi rychlou vyménu koordinované
vody™*. Toto netypické chovani lze pFicist na vrub flexibi-
lit¢ koordina¢niho okoli zplisobené pfitomnosti Sesticlen-
ného chelatového cyklu — tim dojde ke zvétseni vzdalenos-
ti Ny a O4 rovin na hodnoty typické spise pro TSA izo-
mer®. V nékterych ptipadech studovanych komplexi byl
naméfen rezidenni c¢as molekuly vody, ktery lezel
v rozsahu optimalnich (pozadovanych) hodnot dle teorie.
Zarovei byla pozorovana vysoka kineticka inertnost kom-
plexti novych makrocyklickych ligandii, umoznujici poten-
cialni pouziti novych komplexii in vitro/in vivo®. Nové
ligandy s linearnim skeletem bohuzel tvoii komplexy pod-
statnd mén& stalé’’. Byly navrzeny bifunkéni derivaty,
které byly kovalentné navazany na makromolekuldrni no-
siGe, jako jsou polysacharidy (derivatizovany inulin)*,
polyamidoaminové dendrimery® 2, kalixareny™ nebo
cyklodextriny™. Bylo pozorovéano, Ze v piipadé flexibil-
nich nosi¢u (inulin, dendrimery) nedochazi k tak vyznam-
nému narustu relaxivity, jak by pfisluselo nartistu molarni-
ho objemu kontrastni 14tky, a to pfedevSim diky lok4lnim
pohybiim makromolekularniho centra, které¢ efektivné
zkracuji rotacni ¢as samotného komplexu. Oproti tomu pfi
pouziti rigidnich nosi¢u — cyklodextrinii — byl pozorovan
velmi vyznamny narist relaxivity, poskytujici kontrastni
latky s nejvyssi dosazenou hodnotou relaxivity rozpocitané
na jednotku moldrni hmotnosti (tzv. hustotou relaxivity).
Této vlastnosti 1ze vyuzit napt. pro znaceni bunécnych
kultur a nasledné sledovani osudu transplantovanych bu-
ne¢k v organismu. Proto byly pfipraveny bimodalni kon-
trastni latky typu MR-OM, nesouci kromé gadolinitého
komplexu té2 fluoreskujici molekulu®. Tato fluorescenéni
znacka pak umozZnila sledovani vstupu kontrastnich latek
do bun¢k pomoci fluorescencni mikroskopie (viz nize).
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Dalsi studovanou alternativou v nasi skuping, jak
zpomalit rotaci kontrastni l1atky, je sorpce nizkomolekular-
ni kontrastni latky na nanokrystalicky oxid titanicity.
I v tomto pfipadé byl pozorovan znacny narust relaxivity,
ktery umoznil efektivni znadeni bun&énych kultur®. Vyho-
dou této metody je mozna soucasna sorpce gadolinitého
komplexu a fluorescenéni znacky™.

3. Komplexace radionuklidi v PET

V soucasné dobé¢ je pouziti PET zavislé na radionukli-
dech "*F, ''C, *N a "0, které maji kratky polo&as rozpadu
a jsou produkovany v cyklotronu, vétSinou mimo klinicka
pracovisté. Samotné zafizeni, nutnost uziti cyklotronu
a naroky na dopravu pak fadi uvedené vysetieni k finan¢né
mimofadné naroénym. V soucastné dobé se pozornost
védet soustfed’uje na izotop **Ga, ktery je piistupny
z generatoru obsahujiciho mateisky izotop **Ge (T4, =
271 d). S poloasem rozpadu 68 minut je izotop **Ga
vhodny pro vétsinu bio-cilenych aplikaci. Cela oblast vyu-
7iti ®*Ga v PET byla shrnuta v neddvné dobé v prehledném
¢lanku®’. Gallium je ve vodném roztoku stalé jako kation
Ga’" a na rozdil od vyse zminénych radioizotopti pro PET
nemuze byt na vybranou biomolekulu véazano ptimo
(kovalentné). Pro jeho aplikace musi byt vdzano vhodnym
ligandem, se kterym bude vytvaret velmi stabilni komplex
jiz v kyselé oblasti. Zde je tfeba si uv€domit, Ze pti pH
veétsim nez 4 se tvoii nerozpustny hydroxid gallity, ktery
se pfi pH vétSim neZ 8 rozpousti za vzniku hydroxidokom-
plext. Krom¢ obecnych pozadavkd — snadna a levna syn-
téza, a dlouhodoba stalost — by mél idealni ligand pro **Ga
kombinovat nasledujici vlastnosti: a) vysledny komplex by
mél byt velmi stabilni a to jak termodynamicky, tak i kine-
ticky; b) rychla komplexace v fadu minut a to pfi teploté
niz8i nez 40 °C, pH menSim nez 4 a pfi velmi nizkych
koncentracich (nano az pikomolarnich); ¢) komplexace
musi byt viigi Ga** selektivni, selektivita je dilezita vzhle-
dem k mozné transmetalaci s biogennimi ionty, jako jsou
Ca®’, Mg*" a Zn*"; d) schopnost konjugace s biologicky
aktivnimi molekulami, které zajisti specifickou distribuci
1é¢iva (tzv. bio-targeting).

Na obr. 10 jsou znazornény nékteré piiklady studova-
nych ligandi. Triazacykly (horni fadek) vice splituji poza-
davky uvedené vySe. Na rozdil od linearnich ligandi
(dolni tadek) tvoii komplexy s vyS$si termodynamickou
a také kinetickou stalosti. Na druhé strang, linearni ligandy
komplexuji ion Ga®" mnohem rychleji, ale nemaji rigidni
dutinu (kavitu) pozadované velikosti a tak nejsou selektiv-
ni*®. Ligandy s thiolovou skupinou se ukézaly jako nejmé-
n¢ vhodné vzhledem k snadné oxidaci skupiny a také
vzhledem k naro&né syntéze™*.

Nejvetsi vyznam pro komplexaci trojmocného gallia
ma DOTA®' a ligandy typu NOTA® . Nejvice vyuzivané
jsou derivaty DOTA piedevsim pro svoji komercni dostup-
nost a dostupnost vhodnych konjugati, které byly studova-
ny jako CA pro MR a radioterapeutika®. Na druhé strané
ligandy typu NOTA vykazuji lepsi stabilitu a selektivitu
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Obr. 9. Ligandy studované ve skupiné bioanorganické a koordinac¢ni chemie na katedie anorganické chemie PfF UK v Praze

vigi Ga®" vzhledem k velikosti kavity, ktera je pro tento
ion idedlni®.

Na zaklad¢ uvedenych znalosti a nasich zkuSenosti byl
na nasem pracovisSti navrZen a syntetizovan novy ligand PrP9
(obr. 9), ktery splituje vyse uvedené pozadavky®. Vysledky
ukazaly, Ze kinetika tvorby komplexu Ga-PrP9 je za béz-
nych chemickych i radiochemickych podminek mimotad-
né rychld, rychlejsi nez analogicka reakce s DOTA nebo
NOTA. Uvedena rychlost komplexace vychazi
z predpokladu, Ze se pendantni rameno chova jako linedrni
ligand a zachyti gallity ion pomoci karboxylové skupiny,
coz vede ke vzniku tzv. ,,out-of-cage” komplexu. Ion se
tak rychle dostane do blizkosti hlavniho a energeticky
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mnohem vyhodnéjsiho chelataéniho centra a piechod do
kavity je timto urychlen. Oproti jinym ligandim kom-
plexace probiha v Sirokém rozmezi pH, jiz od hodnoty
pH 1, a ani pfi hodnoté pH 5 nebyl pozorovan vznik sraZe-
niny hydroxidu gallit¢ého. Komplexace probiha mimoradné
rychle, pfi zahtati na teplotu 60 °C a pH 3,5 je reakce
ukoncena dfive nez za 1 min a pii laboratorni teploté je
za 5 min zakomplexovano vice nez 90 % beznosic¢ového
8Ga’". V ptipadech NOTA a DOTA &ini mira komplexace
za identickych podminek 75, resp. 15 %. Na modelovych
latkach bylo pozorovano, ze karboxylové skupiny ani po
konjugaci s biomolekulami neztraci schopnost zvySovat
rychlost komplexace.
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4. Dualni kontrastni latky

Kazda ze zobrazovacich metod (MR, PET a OM) ma
své vyhody a nevyhody, které se tykaji citlivosti, rozliseni
a také ceny. Pouziti jednotlivych zobrazovacich metod je
zatim pfistrojové oddé€leno a k ziskani celkového obrazu je
tedy nutno kombinovat vysledky, které byly ziskany za
rozdilnych podminek. Také kontrastni latky jsou rozdilné
a 1isi se biodistribuci a farmakokinetikou. Dal$i vyrazné
zlepSeni je mozné dosahnout sdruzenim jednotlivych pfi-
stroji do jednoho zafizeni, které vyuziva soucasné dvé
nezavislé metody a provadi prislusna méfeni. Jiz existuji
komer¢ni tomografy kombinujici PET-CT a SPECT-CT,
a jako prototypy jiz byly pfedvedeny sdruzené piistroje
PET-MR, které kombinuji vysokou citlivost PET a vybor-
né prostorové rozliSeni MR. Velmi perspektivnim se jevi
i pouziti kontrastnich latek PET-OM, napft. pro chirurgic-
kou praxi. Problematické tkan¢ — napt. malé nadory — by
mohly byt snadno detegovany pomoci PET a nasledné pfi
chirurgickém zakroku by mohly byt zvyraznény pomoci
fluorescence. Kombinace fluorescencni a MR aktivni latky
nabizi oznaceni bunéénych kultur — napt. kmenovych bu-
nek nebo bunéénych seskupeni (napt. pankreatickych ost-
ruvkl). Vstup kontrastni latky do bunék lze potvrdit fluo-
rescencni mikroskopii, a nésledné sledovani osudu bun¢k
po transplantaci do organismu je umoZnéno metodou
MR®*7_ Vedle b&znych organickych fluorescenénich latek
je mozné pouzit napf. i smes izostrukturnich komplext
lanthanida (Eu**/Gd™) (cit.”*"").

Komplex Gd-DTPA s fluorescenéni znackou byl také
pouzit pro znaeni kmenovych bungk”®”. Vzhledem
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Obr. 10. Ligandy pouZivané pro komplexaci radioaktivniho gallia
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k lepsi stabilité za podminek in vivo jsou vsak pro tyto
Gcely spiSe vyuzivany makrocyklické ligandy™. Z tohoto
divodu byly studovany derivaty Gd-DOTA komplexi
s fluorescenéni znackou®!, tzv. ,kvantové teCky* (Q-dots)
(cit.*?) nebo nanoéastice zlata® modifikované komplexem
Gd-DOTA, nebo lipidické derivaty rhodaminu® a pepti-
dy oznagené Gd-DOTA/fluoresceinem® ™. Vedle t&chto
T1-CA byly ptipraveny, studovany a testovany bimodalni
kontrastni latky, které obsahovaly T5-CA. Napt. fluorescei-
nem oznacené nanocastice oxidu Zeleza byly pouzity pro
studie pankreatickych ostrivki in vivo™.

V nasi skupiné€ jsme vysli z komplexu Gd-DO3A
(obr. 9), ktery byl zakotven na per-6-amino-cyklodextrin,
a z Gd-BPPA (obr. 9) zakotvené¢ho na nanocastice oxidu
titani¢itého. V prvnim piipad¢ byl pouzit fluorescein, ktery
byl statisticky navazan spolu komplexem na cyklodextrin
(obr. 11, cit.>*). V druhém byl pouzit rhodamin obsahujici
fosfonovou skupinu, prostfednictvim které byl na nanocés-
tice ukotven*®. Oba takto piipravené materialy vykazuji jen
velmi nizkou toxicitu a jsou velmi ochotné pfijimany bun-
kami.

PABn

5. Cileni (targeting) 1é¢iv

Oblast cileni (targetingu) 1é¢iv nebo riznych terapeu-
tickych i diagnostickych radioizotopti, kontrastnich latek
a optickych sond je v popfedi vyzkumu farmaceutickych
firem i akademickych pracovist. V nasi skupiné jsme se
zam¢efili na anorganickou targetizujici skupinu, na bisfos-
fonaty. Bisfosfonaty patii mezi organofosforové slouceni-

/\cozH

COZH

N3S TAME-Hex
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Obr. 12. Srovnani PET obrazi ziskanych pomoci a) *Ga—
BPAMD a c) fluoridem '®F u pacienta s kostnimi metastizemi
rakoviny prostaty; b) prekryv ®*Ga-BPAMD PET a CT obra-
zi. Pfevzato z cit.

ny a jsou jiz vice nez pil stoleti vyuzivany k 1écbé kost-
nich chorob. Tato 1é¢iva se pevné vazi na hydroxyapatit
[fosforecnan-hydroxid véapenaty, Ca;o(PO4)s(OH),], ktery
tvofi hlavni anorganickou slozku kostni tkané (50-70 %
hmotnosti). Po navazani na povrch kosti pak bisfosfonat
ovliviiuje funkci kostnich bunék a zpomaluje tak odboura-
véani kostni tkdné. Proto také dochazi k akumulaci bisfos-
fonath pfedevsim tam, kde je aktivita kostnich bunék nej-
vétsi — v kostnich chrupavkach, mistech ristu kosti ¢i ob-
lastech patologickych zmé&n®. Bylo pfipraveno n&kolik
makrocyklickych derivati nesoucich v postrannim fetézci

1171

Referat

tuto skupinu (napt. BPAMD a DO3AP®", obr. 9).%* Ve
spolupraci s Erasmus Medical Center v holandském Rot-
terdamu byl komplex jedné =ze studovanych latek
(BPAMD, obr. 9) s izotopem '""Lu testovan metodou
SPECT za podminek in vivo. Vysledky ukézaly velice
rychlé navazani latek na kostni tkan s pfednostni lokalizaci
v chrupavkach a mistech riistu kosti’’. V sougasné dobg
jsou komplexy t&chto latek s izotopem “*Ga testovany na
Gutenbergov€ univerzit¢ v némeckém Mainzu pro dia-
gnostiku kostnich metastaz metodou PET**. Diky vysoké
aktivit¢ bun€k dochézi k prednostni akumulaci radiodia-
gnostika v metastazach, coz umoznuje jejich detailni zob-
razeni (obr. 12). Ve srovnani s dnes pouzivanymi diagnos-
tickymi metodami, zalozenymi hlavné na aplikaci izotopu
"F ve formé fluoridovych aniontd, je mozno ziskat za
pouziti nové vyvijenych latek snimky s vyrazné vyssim
kontrastem. To nejen zpfestiuje diagnostiku kostnich meta-
staz, ale dovoluje i pouziti nizSich davek radioizotopil
a tim omezeni negativniho vlivu zafeni na zdravi pacientd.

6. Zavér

Z uvedeného piehledu je zfejmy pokrok v uvedené
problematice, ktery vede k latkam s lepSimi vlastnostmi
a s vyS§i ucinnosti. Aplikace v huménni medicin€ je vSak
vazéana na celou fadu velice drahych preklinickych a kli-
nickych testi podobné jako pfi hledani novych 1éciv.
Z tohoto divodu je prechod od chemického a fyzikalniho
vyzkumu k redlnému vyuziti pomérné€ strastiplny a to
i u latek, které vykazuji mnohem lepsi vlastnosti nezli
latky dosud pouzivané, a navic rozhoduji pochopitelné
ekonomické faktory. Nicmén¢ zakladni vyzkum, ktery je
orientovan na nové pfistroje a obecné trendy v medicing,
je nezbytny. V soucasné dobé jiz existuje v Evropé nékolik
pfistroji, které v sobé obsahuji MR a PET skener. Kombi-
nuji tak vysokou citlivost metody PET a vyborné rozliSo-
vaci schopnosti MR. Jiny pfiklad je kombinace fluo-
rescencni a PET kontrastni cilené latky. Takova latka po-
moci PET zobrazi i velmi malé nadory a pfi jejich chirur-
gickém odstranéni na né upozoriiuje svou vyraznou fluo-
rescenci. Uvedené postupy byly vétSinou prezentovany na
zvifecich modelech, ale jiz byly zvefejnény i prvni pokusy
v humanni medicin¢.

Velky vyzkumny potencial je zaméfen na cilené (tzv.
targetizujici) CA a také na CA, které méni svoji u¢innost
v zavislosti na fyzikalnich nebo chemickych zménach.
Priklad téch cilenych CA, zamétenych na kostni tkan¢, byl
ukazan vySe. Velké usili je zaméfeno na cilené nadorové
CA, které¢ casto obsahuji oligopeptidy, napf. octreotid.
Velmi zadané jsou CA, které by reagovaly na apoptické
buniky. To by umoznilo sledovat Gispésnost 1é¢by, popt. na
zakladé ziskanych vysledki 1épe davkovat chemoterapeu-
tika. Ale i CA zacilena na zanétliva loziska by pfispéla
k Gsp&sné 1é¢bé fady onemocnéni. Zadané jsou CA, které
reaguji na zmény fyzikalnich velicin, jako je napf. teplota,
nebo zmény chemické, napf. pH, koncentrace ionti atp.
Tato oblast je velmi perspektivni pro design novych ligan-
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dd a jejich komplexda.

I kdyZ na konci tohoto vyzkumu jsou nové diagnos-

tické metody pro klinickou aplikaci, které¢ dale zlepSuji
informovanost 1ékafil, na jejim zacatku je zédkladni multi-
disciplinarni vyzkum, a ten chemicky se na tom vyznamné
podili.
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J. Kotek and 1. Luke$ (Department of Inorganic
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Chelates for Biomedicinal Use

Magnetic resonance imaging (MRI) and positron
emission tomography (PET) have gained a great impor-
tance in the last thirty years in medicinal diagnostics as
imaging techniques with a superior spatial resolution and
contrast. MRI has assumed a critical role in medicinal
diagnosis and applications of contrast agents (CAs),
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mostly based on Gd(IIT) complexes. For this purpose, spe-
cific CAs have been developed, changing relaxivity after
cleavage of some bonds sensitive to the presence of spe-
cific ions or metabolites. For PET applications, a new iso-
tope ®*Ga(IlII) has been proposed. In view of utilization of
toxic ions, the crucial condition for their applications in
vivo is their complexation in stable species. In this review,
the ligand types and structures of their complexes as well
as their physicochemical parameters are discussed.



