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1 UVOD

Predkladana bakalafska prace se zaméfuje na vyvoj analytické metody pro stanoveni
derivatii cyklénu, perspektivnich chelatori pro cilenou radioterapii, pomoci neptimé

spektrofotometrické detekce jejich komplexace s yttritymi a inditymi kationty.

1.1 RADIOFARMAKA

Radiofarmaka jsou radioaktivni latky pouzivané v mediciné k ziskani diagnostické
informace nebo k terapeutickym ucelim'. Latka se v organismu metabolizuje podobné
jako neradioaktivni. Diky detekénim aparaturam Ize sledovat pohyb a rozloZeni
radiofarmak v organismu.

Radiofarmaka obsahuji ucelné vclenény radionuklid, ktery je zdrojem ionizujiciho
zareni. Je charakterizovan polocasem rozpadu, druhem a energii zafeni. Obsah
radionuklidu diky radioaktivnimu rozpadu exponencialné klesa. Radiofarmaka se do
organismu aplikuji bud’ necilené, nebo cilend ve formé komplext’. Pro znadeni
organickych slougenin se nejéast&ji pouzivaji radioaktivni izotopy "'I, '2I, 'Pd, *"TC,
Py, 9Ga, ¥Cu, *’Co. Aplikace radiofarmak je neinvazivni a umoZfiuje v&asné zachyceni
onemocnéni oproti ostatnim dostupnym metodam. Diky vyuziti cilené distribuce

radionuklidl jsou omezeny jejich nezadouci ucinky.

1.1.1 Radiofarmaka obsahujici *°Y

Radiofarmaka znadena radioaktivnim izotopem °°Y jsou pouZivana prevazné pro
terapeutické ucely. Lécba zafenim je zaloZena na biologickém uc¢inku zafeni, které
poskozuje funkci a pfipadné i zivot ozafovanych bunék. Snahou je ochranit zdravou tkar a

uc¢inkim zafeni vystavit pouze nadorové buriky. Cilem terapeutické aplikace radionuklidi
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je ozarit patologickou tkan z minimalni vzdalenosti a v pfesném misté jejiho nalezu. Izotop
Y ma polocas rozpadu 64,06 hodin a vyzafuje &isté zafeni beta p. Toto zafeni na rozdil
od rentgenového gama zareni nepronikd hluboko do lidskych tkani a je mozné ho tak
vyuzit k cilené radioterapii. Takto znacena radiofarmaka se nejcastéji pouzivaji pro terapii

nadori kosti a zanétlivym postizenim kolennich kloubd.

1.1.2 Radiofarmaka obsahujici '"'In

Radiofarmaka znagena '''In jsou nejcastéji vyuzivana pro diagnostické ugely. Radionuklid
""In je nuklid pfeméfiujici se elektronovym zachytem. Ma polocas rozpadu 67,2 hodin.
Pfipravuje se na cyklotronu ozafovanim '''Cd protony. Diagnostické vyuziti radiofarmak
znatenych '"'In je velmi rozsahlé, mezi nejpouzivan&jsi patfi scintigrafie likvorovych
prostor, zobrazeni erytropoetické casti dfené, studium kinetiky leukocyti a krevnich

desticek, scintigrafie a prikaz Zilni trombozy a diagnostika nadord ledvin.

1.2 BIOFARMACEUTIKA

Biofarmaceutika jsou lé¢iva ziskana jinou, nez klasickou cestou syntetické chemie, véetné
Ié¢iv pivodné ziskanych izolaci z rostlinného (biologického) materialu®®. Mezi
biofarmaceutika patfi predevsim:

» monoklonalni protilatky;

* vakciny;

* proteiny, v¢etné peptidickych hormonti;

* enzymy;

* kombinace biofarmaceutik s jinymi latkami a technologickymi Gipravami;

* rizn4 jina biofarmaceutika nezafaditelna pfimo do pfedchazejicich skupin.

Produkce biofarmaceutik enormé vzrostla béhem poslednich 25 let dokonce tak, Ze
kazdy ctvrty farmaceuticky produkt obsahuje alespori jeden biofarmaceuticky. Pfevazna

vétSina téchto materidld je vyvijena a produkovana v buikach saveid (70 %),
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v prokaryotnich systémech (15 %) a v kvasinkach (5 %). Nékolik produkti pochazi ze
zvitecich bunécnych kultur, avSak naprostym zakladem jsou biofarmaka z lidskych genti.

Monoklonalni protilatky zaujimaji mezi biofarmaceutiky nejvyznamnéj§i misto.
V praxi je jich v soucasnosti schvaleno asi tficet. Registrované pfipravky se zacinaji
pouzivat k potlaceni aloimunitnich (transplanta¢nich) a autoimunitnich reakci a také jako
protinadorové a protivirové léky. Jejich vyhodou je, Ze jsou produkty jediného klonu B
lymfocytd, a proto jsou naprosto homogenni, ale zejména striktné specifické proti
jedinému epitopu. To z monoklonalnich protilatek tvofi mimotfadné vhodny nastroj presné
diagnostiky a i pfesné cilené 1écby.

Mechanismus u¢inku monoklonalnich protilatek se lisi podle povahy zasahu, pro
ktery jsou ur€eny. Jednim z mozZnych mechanismu G¢inku je blokada nékterého enzymu.
Na protilatku mize byt rovnéZ navazana jina uéinna latka, napf. radiofarmakum nebo
chemoterapeutikum. V tomto pfipadé monoklonalni protilatka slouzi jako nosi¢ a na
zakladé specifické vazby se dostane vlastni ucinna latka pfimo k mistu svého ucinku,
v daném piipadé do nadorové buriky.

JiZ mnoho let je studovana moZnost vyuziti monoklonalnich protilatek pro cilenou
lécbu nadorti, pfi niZ se monoklondlni protilatka uplatni jako nosi¢ pro 1éCivou latku,
kterou dopravi pfimo do nadorové tkané, jejiz buiiky nesou znak odpovidajici specifi¢nosti
protilatky™ ©. Protilatka kombinovana s konven&ni chemoterapii zlepuje jeji Gi¢innost, ani
by zvySovala jeji toxicitu. Uginnost 1é&by pomoci takto upravenych monoklonalnich
protilatek lze také posilit konjugaci monoklonalni protilatky s toxinem, cytostatikem a
predev§im s radionuklidem. Vazbou vhodného chelatoru na monoklonalni protilatku tak
vznikd nosi¢, ktery po zachyceni radionuklidu ,,donese” zafi¢ k nadorové buiice nesouci

specificky antigen (obr. 1.1). Dosahne se tak cileného ozafeni nadorovych bunék.

-

Linker

Monoklonalni
protilatka

Obr. 1.1 Schéma cileného radiofarmaceutika skladajiciho se

z bifunkéniho chelatoru a monoklonalni protilatky
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1.3 CYKLENY A JEJICH VYUZITi

Cyklény jsou makrocyklické ligandy, které obsahuji kruhovy systém skladajici se z deviti a
vice &lend (v&etné heteroatomi), obsahujici tii nebo vice donorovych atomi’. Tyto
donorové atomy jsou obvykle umisténé tak, aby pii koordinaci byly vyuzity pfi vazbé
chelatového prstence s kovovym iontem. Velikost makrocyklickych dutin urcuje pocet
atomt v makrocyklickém prstenu, hybridizace donorového atomu a dalsi faktory.

Tyto ligandy jsou hojné vyuzivany ve farmacii, kde se uplatiuji predevsim jako
chelatacni ¢inidla. Schopnosti cilené transportovat radionuklidy se vyuziva hlavné pri
diagnostice a 1écbé nadorovych onemocnéni. Radiofarmaka si musi po dobu transportu a
pusobeni udrZet svou biologickou a chemickou funkci. Z tohoto divodu musi chelataéni
¢inidla tvofit s radionuklidy pevnou vazbu a vzniklé kovové chelaty musi byt kineticky
inertni a termodynamicky stabilni. Nastal obrovsky rozvoj syntéz novych chelata¢nich
¢inidel a snaha aplikovat tyto komplexy na lékafskou praxi s vyuzitim na diagnozu a lécbu
nadorovych onemocnéni.

Zakladem téchto ligand je 1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N, N°°, N*”’-tetra-
karboxylova kyselina (DOTA), jejiz struktura je uvedena na obr. 1.2.

HOOC_ [\ COOH
-
/N N\
Hooc” \__/ "COOH

Obr. 1.2 Struktura 1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N°, N°°, N**’-tetrakarboxylové kyseliny

V této bakalarské praci jsou studovany dva derivaty cyklénu:
a) 1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N’, N’’-trikarboxylova kyselina (DO3A), jejiz
struktura je uvedena na obr. 1.3(a);
b) 4-(4-(aminobenzyl)hydroxyfosfinoylmethyl)-1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N,
N’’-trikarboxylova kyselina (ABP-DO3A), jejiz struktura je uvedena na obr. 1.3(b).
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NH,
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HOOC \_/ COOH HOOC—" \ | \_COOH

(a) (b)

Obr. 1.3 Struktura (a) 1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N°, N>’-trikarboxylové kyseliny,
(b) 4-(4-(aminobenzyl)hydroxyfosfinoylmethyl)-1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-
-N, N’, N”’-trikarboxylové kyseliny

1.4 SPEKTROFOTOMETRICKE STUDIUM KOMPLEXU KOVU VE
VIDITELNE OBLASTI

Molekulové absorpéni spektrofotometrie patii mezi optické metody analyzy. Ve viditelné
oblasti spektra je vhodna pro stanoveni jak organickych tak anorganickych latek, riznych
kovi, kationtt ¢i aniontli. Pro stanoveni kovi se pouzivaji komplexotvorné reakce, protoze
absorpce samotnych kovu je ve vétSiné pripadech velmi slaba. Kationty se prevedou na
barevné komplexy, které lze stanovit snadnéji.

Komplexy kovi poskytuji elektronova spektra s charakteristickymi absorpénimi
pasy, které se néjakym zptisobem lisi od spekter samotného kovu nebo ligandu. Ligandem
v komplexu miZe byt predevsim aniont slabych organickych kyselin nebo bazi, ale mtze
jim byt i aniont silnych ¢i slabych anorganickych kyselin.

Ze spektrofotometrickych reakci tvori nejvétsi a nejstudovanéjsi skupinu reakce
komplexotvorné®. Schopnost organickych spektrofotometrickych ¢inidel tvofit definované
a stabilni komplexy s ionty kovi zavisi pfedev§im na druhu, po¢tu a vzajemné poloze
donorovych atomi v jejich molekule a na stérickych vlastnostech molekuly. Zvlast

vyznamné jsou chelatové komplexy, které maji vysoké konstanty stability a vysoké
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hodnoty moldmich absorpénich koeficientd. Ve vétSiné pfipadech jsou tato cinidla

vicevaznymi ligandy a tvofi proto s kovy barevné péti¢lenné nebo Sesticlenné chelaty.

1.4.1 Spektrofotometrické metody pro stanoveni yttria

Yttrium je Sedy az stfibro-bily leskly kov, ktery se chemicky velmi podoba lanthanoidiim.
Vyskytuje se téméf ve vSech uslechtilych zemskych nerostech, v uranovych rudach a
ziidka se také v pfirodé vyskytuje jako volny element. V periodické soustavé patti do I1I. B
skupiny prvkd, atomové cCislo ma 36, atomova konfigurace je [Kr] 4d'5s%, atomova
hmotnost je 88,906 g mol™', teplota tani je 1526 °C a teplota varu se rovna 3336 °C.
Yttrium je pomérné stalé na vzduchu, v praskové formé vsak za vysSich teplot podléha
snaze spontanni oxidaci na vzdusném kysliku. Je odolné vii¢i ptisobeni vody, snadno se
rozpousti ve zfedénych mineralnich kyselindch (nejsnaze v kyseliné chlorovodikové).
Bé&zny oxidaéni stav yttria, ve kterém se vyskytuje ve slougeninach, je Y°*.

Literatura’ udava nékolik &inidel vhodnych pro stanoveni yttria. Arsenazo I
(3-(2-arsonofenylazo)-4,5-dihydroxy-2,7-naftalendisulfonova  kyselina) je vhodnym
¢inidlem pro fotometrické stanoveni nejen yttria, ale i dalSich lanthanoidi. Reakce je
znacné citliva a probiha v mirné alkalickém prostfedi asi pfi pH = 8 v triethanolaminu,
popf. pyridinu. Maximum absorpce piislusnych komplext je pfi 570 nm, kde ma cinidlo
samo velmi malou absorpci. Reakci je nutné kombinovat s vhodnou ptipravou vzorku,
nebot’ reakce yttria s Arsenazo I neni specificka.

Dal$im vhodnym &inidlem pro stanoveni yttria je methylthymolova modi'® ''.
S yttriem tvori komplexy modré barvy (molarni pomér slozek Y*":MTB = 1:1), které
nejlépe absorbuji pti 610 nm. Reakce nejlépe probiha v prostredi acetatového pufru o pH =

=6,4-6,5.

1.4.2 Spektrofotometrické metody pro stanoveni india

Indium je bilo-stfibrny lehce tavitelny, mékky a dobfe tazny kov. Patfi do III.A skupiny
v periodické soustavé prvki, atomové Cislo ma 49, atomova konfigurace je

[Kr] 4d'°5s%5p', atomova hmotnost je 114,818 g mol™', teplota tani je 156,60 °C a teplota
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varu se rovna 2072 °C. Indium se v pfirodé vyskytuje pouze ve formé sloucenin, bézné je
v mocenstvi In**, vyjimeéné a nestalé je In*'.

Spektrofotometricky se indium da stanovit pomoci vétSiho poctu cinidel, jako jsou
napf. oxin, dithizon, fenylfluor, xylenova oranz, aj. Velmi citlivou metodou je stanoveni
pomoci methylthymolové modri, ktera s inditymi kationty pfi pH = 3,4 tvofi kovovy

chelat, ktery nejvice absorbuje pii 600 nm.

1.4.3 Methylthymolova modr

Methylthymolova modi (obr. 1.4), sumarni vzorec C3;7H49N,O;3S, molekulova hmotnost
761,86 g mol™', CASN [1945-77-3], je dostupna ve forméach mono ¢&i disodné soli'. Je to
krystalicky prasek fialové az cerné barvy. Snadno se rozpousti ve vodé, vodny roztok ma
modrou barvu a velmi zfedéné roztoky jsou zabarveny do Zluta. Komeréné dostupné
preparaty jsou dodavany ve formé smési se semimethylthymolovou modfi (az 50 % smési)

a thymolovou modfi.

HOOC O OH _COOH

HOOC._ N N N.__COOH

HO,S

Obr. 1.4 Struktura methylthymolové modfi
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1.5 NEPRIME SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENi CYKLENU

Vzhledem ke skuteénosti, Ze kationty yttria a india a jejich komplexy s chelatory na bazi
DOTA neabsorbuji v UV/VIS oblasti, je mozné komplexaci kovli s témito chelatory
studovat pouze nepiimo, napt. sledovanim ubytku absorbance komplexu kov-barvivo. To
je mozné za predpokladu, Ze konstanta stability komplexu kov-chelator je mnohem vyssi
neZ konstanta stability komplexu kov-barvivo. V literatufe bylo navrzeno stanoveni DOTA

zaloZené na pouziti Arsenaza III (cit.").

1.6 CiL PRACE

Predkladana bakalafska prace se zabyva navrZzenim metody pro kvantitativni stanoveni
vybranych derivatd cyklénu pomoci méfeni Ubytku absorbance komplexu
kov-methylthymolovda modi (kde kov je yttrium nebo indium) pfi pH blizkém
fyziologickému pH krve (pH(krev) = 7,34-7,45).
Bakalarska prace je rozdélena do dvou ¢asti:
1) ovéfeni podminek pro spektrofotometrické stanoveni yttria a india pomoci
methylthymolové modfi pti pH blizkém fyziologickému pH krve;
2) stanoveni DO3A a ABP-DO3A pomoci nepiimého spektrofotometrického

stanoveni z ubytku absorbance komplexu kov-methylthymolova modr.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 STUDOVANE LATKY

Studované derivaty cyklénu:
e 1, 4,7, 10-tetraazocyklododekan-N, N’, N’’-trikarboxylova kyselina (DO3A),
*  4-(4-(aminobenzyl)hydroxyfosfinoylmethyl)-1, 4, 7, 10-tetraazocyklododekan-N, N’,
N’-trikarboxylova kyselina (ABP-DO3A),
byly syntetizovany RNDr. Ladislavem Drozem, Ph.D., z Pedagogické fakulty UK podle
postupu'®. TotoZnost a &istota byla ovéfena hmotnostni spektrometrii a kapalinovou

chromatografii.

2.2 POUZITE CHEMIKALIE

K ptipravé zasobnich roztoki yttritych a inditych kationtt o koncentraci 1:10~ mol dm™
bylo pouzito vhodného nafedéni certifikovanych referenénich materiali ASTASOL®
(Analytika, CR) redestilovanou vodou. Certifikovana hodnota a nejistota byla 1,000+
+0,002 g I Y203 99,999%, resp. In 99,999%.
Jako prostredi pro spektrofotometricka méfeni byly v pfislusnych pfipadech pouzity
nasledujici roztoky:
a) Acetatovy pufr I o pH = 6,7 byl pfipraven titraci jednoho litru 0,1 mol dm™ octové
kyseliny 2 mol dm * roztokem amoniaku do pozadovaného pH;
b) Acetitovy pufr I o pH = 6,7 byl piipraven titraci jednoho litru 0,1 mol dm octové
kyseliny 2 mol dm™ roztokem hydroxidu sodného do poZadovaného pH;
c) redestilovana voda o pH = 6,40 (upraveno pfidavkem 2 mol dm™ roztoku

hydroxidu sodného).
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Ostatni pouzité chemikalie byly analytické Cistoty: amoniak 25% (Lachema),
hydroxid sodny (Lachema), methylthymolova modf (Lachema) a octova kyselina 99%

(Lach-Ner).

2.3 POUZITE METODY MERENI A ZPRACOVANI DAT

2.3.1 Molekulova absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Molekulova absorpéni spektra studovanych roztokti byla méfena ve viditelné a ultrafialové
oblasti na spektrofotometru HP 8453 (Hewlett Packard) s diodovym polem a zpracovana
softwarem UV-Visible Chemstation, ver. A.09 (Hewlett Packard). Roztoky byly méfeny

v kfemennych kyvetdch o mémé tloustce 1 cm pfi laboratorni teploté 22+1 °C.

2.3.2 Metody zpracovani dat

Naméfena data byla zpracovana bé&nymi statistickymi postupy'’. Vysledky
spektrofotometrickych méfeni jsou mediany z nejméné téi méfeni (testovanych na
odlehlost).

Linearni zavislosti dvou proménnych byly zpracovany metodou linearni regrese
s vyhodnocenim prislusnych odchylek a korela¢nich koeficientl. Statisticky limit detekce

(LOD) byl vypocitan podle vztahu:

2.1)

kde sy je smérodatna odchylka linearni regrese a a je smérnice linearni regrese. Vypocty
byly realizovany pomoci softwarovych programi Microsoft Excel XP a Microsoft Excel

Vista (Microsoft Corporation, USA).
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 OVERENi PODMINEK PRO SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI
YTTRIA A INDIA POMOCi METHYLTHYMOLOVE MODRI

V kapitole 1.4 byly diskutovany literarni Udaje o podminkéach spektrofotometrického
stanoveni yttritych a inditych kationtd pomoci methylthymolové modfi. Pro kvantitativni
vyuziti tohoto stanoveni k nepfimému spektrofotometrickému studiu interakce kovi
s cyklény bylo nutno provést ovéfeni experimentalnich podminek vzniku komplexu
kov-barvivo pti pH blizkém fysiologickému pH krve (pH = 7,34-7,45). Jako vhodné pH
bylo zvoleno vzhledem k disociaénim vlastnostem methylthymolové modii pH = 6,9. Byly
sestrojeny prislusné kalibracni pfimky. Byl studovan vliv sloZeni pufru (acetat-amonny

iont, acetat-sodny iont) na regresni koeficienty kalibra¢ni pfimky.

3.1.1 Vybér vhodné vinové délky pro stanoveni

Bylo proméfeno absorpéni spektrum methylthymolové modfi a jejiho komplexu s yttritymi
kationty v prostfedi obou acetatovych pufrech o pH = 6,7 (Obr. 3.1, 3.2). Vhodna vinova
délka pro analytické stanoveni byla na zakladé maximalniho rozdilu absorbanci MTB a

komplexu Y*>*:MTB stanovena 590 nm.
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Obr. 3.1 Zavislost absorbance MTB (kfivka 2) a komplexu Y*":MTB (kfivka 1)
na vinové délce v prostiedi acetatového pufru I o pH = 6,7

pii ¢c(MTB) = 1-10™* mol dm™, ¢(Y**) = 4-10° mol dm™
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Obr. 3.2 Zavislost absorbance MTB (kfivka 2) a komplexu Y**:MTB (kfivka 1)
na vinové délce v prostredi acetatového pufru Il o pH = 6,7

pFi ¢(MTB) = 1-10 mol dm™, ¢(Y*") =4:10° mol dm™
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Bylo proméfeno absorpcni spektrum methylthymolové modfi a jeho komplexu
s inditymi kationty v prostfedi redestilované vody o pH = 6,5 (Obr. 3.3), vybrana vinova

délka pro analytické stanoveni je 560 nm.

1,2 . . . .

700

Obr. 3.3 Zavislost absorbance MTB (kfivka 2) a komplexu In**:MTB (kfivka 1)
na vinové délce v prosttedi redestilované vody o pH = 6,5

pfi c(MTB) = 1-10™* mol dm™, ¢(In**) = 4:107° mol dm™
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3.1.2 Kalibrac¢ni pfimky komplexa kov-barvivo

Kalibragni ptimka komplexu Y’":MTB byla promé&fena v prostfedi acetatového pufru I
(obr. 3.4) a acetatového pufru II (obr. 3.5) v koncentraénim rozsahu yttritych kationti
0,0-3,0:10° mol dm™ pfi konstantni koncentraci methylthymolové modfi rovné
1-10™* mol dm™, aby byl zajistén dostateény prebytek &inidla. Byly ziskany rovnice
kalibra¢ni pfimky stanoveni yttritych kationt pomoci MTB v obou pufrech:

a) acetatovy pufr I pH = 6,7 (acetat-amonny pufr):

A =14 240 ¢ (mol dm™>) + 0,01 (3.1
LOD =9,4-10" mol dm™
r=0,9996

b) acetatovy pufr II pH = 6,7 (acetat-sodny pufr):
A=14785c (mol dm™) (3.2)

LOD=1,1-10° mol dm™
r=0,9993

Z hodnot smérnic obou rovnic je patrné, Ze sloZeni pouZzitého pufru nema na kalibra¢ni

pfimku prakticky zadny vliv.
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Obr. 3.4 Zavislost absorbance komplexu Y**:MTB na koncentraci yttritych kationtii v prostedi acetatového

pufru [ (acetat-amonny pufr) o pH = 6,7 pti ¢(MTB)=1-10"* mol dm™ a vinové délce A = 590 nm
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Obr. 3.5 Zavislost absorbance komplexu Y**:MTB na koncentraci yttritych kationtii v prostiedi acetatového

pufru II (acetat-sodny pufr) o pH = 6,7 pi ¢c(MTB)=1:10" mol dm™ a vinové délce A = 590 nm
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Kalibra¢ni ptimka komplexu In**:MTB byla proméfena v prostfedi redestilované
vody o pH = 6,5 v koncentraénim rozsahu yttritych kationtd 0,0-5,0-10" mol dm™ pfi
konstantni koncentraci methylthymolové modfi rovné 110 mol dm™, aby byl zajistén
dostatecny prebytek Cinidla (obr. 3.6). Byla ziskdna rovnice kalibraéni pfimky stanoveni

inditych kationt pomoci MTB v prostredi redestilované vody o pH = 6,5:

A=14767 ¢ (mol dm™) - 0,01 (3.3)
LOD = 1,810 mol dm™
r=10,9993

08

0,6

04

0,2

0,0

0 1 2 3 4 5 6
c(In*) 10°° [mol dm3

Obr. 3.6 Zavislost absorbance komplexu In**:MTB na koncentraci yttritych kationtii v prostiedi

redestilované vody o pH = 6,5 pti ¢((MTB)=1-10"* mol dm™ a vInové délce A = 560 nm
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3.2 NEPRIME SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI
DO3A A ABP-DO3A

Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze kationty yttria a india a jejich komplexy s chelatory na bazi
DOTA neabsorbuji v UV/VIS oblasti je mozné komplexaci kovi s témito chelétory
studovat pouze nepiimo, napi. sledovanim ubytku absorbance komplexu kov-barvivo. To
je mozné za predpokladu, Ze konstanta stability komplexu kov-chelator je mnohem vyssi

nez konstanta stability komplexu kov-barvivo.

3.21 Rychlost komplexace cykléni s kovy pfi nepfimém

spektrofotometrickém stanoveni

Byla proméfena kineticka kiivka ubytku absorbance komplexu Y**:MTB v ptitomnosti
DO3A (obr. 3.7). Bylo zjiténo, e reakce mezi Y** a DO3A ma pologas pfiblizné
8,5 minuty. Pfi nepfimém spektrofotometrickém stanoveni je tedy nutné pfesné dodrzet ¢as

od smiSeni reagencii k odecteni ibytku absorbance.
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Obr. 3.7 Kineticka kfivka reakce DO3A s komplexem Y**:MTB.
Podminky méfeni: ¢c(DO3A) = 8:10~° mol dm™, ¢(MTB) = 2,5-10~° mol dm>,
c(Y*) =810 mol dm, acetatovy pufr [ o pH = 6,7, L = 590 nm.

3.2.2 Viiv teploty pri nepfimém spektrofotometrickém stanoveni

Byl studovan vliv zvySené teploty na kinetickou kfivku reakce DO3A s komplexem
Y*:MTB pii teplotich 20 a 90 °C. Bylo zjiiténo, Ze za teploty 90 °C jsou méfeni
reprodukovatelnéjsi, pravdépodobné v disledku zrychleni komplexotvorné reakce mezi
DO3AaY’.

3.2.3 Kalibracni pfimky pro nepfimé spektrofotometrické stanoveni
cyklénu

3.2.3.1 Stanoveni pomoci komplexu Y**:MTB

Byla proméfena spektra komplexu Y**:MTB v pfitomnosti zvy3ujici se koncentrace obou
studovanych cykléni DO3A a ABP-DO3A. Méfeni byla provadéna v prostiedi
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acetatového pufru I. Roztoky byly po smichani inkubovany ve vodni lazni pfi 90 °C po
dobu 9 minut, poté byl alikvotni podil umistén do kyvety a pfesné 10 minut od smichani
byla odeétena absorbance pfi 590 nm. Pro oba cyklény bylo zjisténo, Ze se vzrlstajici
koncentraci dochazi k vyvazovani yttria z komplexu s MTB, coz se projevuje poklesem
absorbance komplexu pfi vinové délce 590 nm. P¥iklad zmény spektra je pro DO3A

uveden na obr. 3.8.

"400 500 600

A, NM 700

Obr. 3.8 Spektra komplexu Y**:MTB v piitomnosti DO3A, koncentrace DO3A: (1) 0 mol dm™,
(2) 2:10° mol dm™, (3) 4-10° mol dm™, (4) 6:10° mol dm™ a (5) 8:10° mol dm™
Podminky méfeni: c(MTB) = 2,5:10™° mol dm™, ¢(Y*") = 8:10° mol dm™, acetatovy pufr [ o pH = 6,7.

Zavislost hodnoty absorbance absorpéniho maxima komplexu Y**:MTB na koncentraci
pridaného cyklénu je zachycena na obr. 3.9. Byly vypo&itiny rovnice ptislusnych
kalibraénich pfimek:

a) pro DO3A

A=-12056 ¢ (mol dm™>) + 0,16 (3.4)
LOD =1,0-10"° mol dm™
r=0,9957

b) pro ABP-DO3A
A=-8932 ¢ (mol dm™) + 0,16 (3.5)

LOD =7,6:10" mol dm™
r=0,9976
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Obr. 3.9 Zavislost absorbance absorpéniho maxima komplexu Y>*:MTB na koncentraci pfidaného chelatoru:
(®) DO3A, (O) ABP-DO3A. Podminky méfeni: c(MTB) = 2,5-10~° mol dm~>,
¢(Y**) = 8:10° mol dm, acetatovy pufr I o pH = 6,7, A = 590 nm.

3.2.3.2 Stanoveni pomoci komplexu In**:MTB

Byla proméfena spektra komplexu In’":MTB v pfitomnosti zvySujici se koncentrace obou
studovanych cykléni DO3A a ABP-DO3A. Mgéfeni byla provadéna v prostiedi
acetatového pufru 1. Roztoky byly po smichani inkubovany na vodni lazni pf#i 90 °C po
dobu 9 minut, poté byl alikvotni podil umistén do kyvety a pfesné 10 minut od smichani
byla odectena absorbance pfi 560 nm. Pro oba cyklény bylo zjisténo, Ze se vzristajici
koncentraci dochdzi k vyvazovani india z komplexu s MTB, coZ se projevuje poklesem
absorbance komplexu pfi vinové délce 560 nm.
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Zavislost hodnoty absorbance absorpéniho maxima komplexu In*":MTB na koncentraci
pfidaného cyklénu je zachycena na obr. 3.10. Byly vypocitany rovnice pfisluSnych
kalibra¢nich pfimek:

a) pro DO3A

A=-3315 ¢ (mol dm™) + 0,09 (3.6)
LOD =8,7-107 mol dm™
r=0,9958

b) pro ABP-DO3A

A=-1970 ¢ (mol dm) + 0,09 (3.7)
LOD =3,3-10" mol dm™
r=0,9994

0,10 T T T v T v T

A

0,09 | 4

0,08 -

0'07 1 " 1 i 1 i 1

0 2 4 6

¢, 10° mol dm™

Obr. 3.10 Zavislost absorbance absorp&niho maxima komplexu In**:MTB na koncentraci pfidaného
chelatoru: (®) DO3A, (O) ABP-DO3A. Podminky méfeni: ¢(MTB) = 2,5:10~° mol dm™,
c(In*") = 8-10° mol dm™, redestilovana voda o pH = 6,4, > = 560 nm.
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Zavér

Cilem této prace bylo vypracovani metody pro stanoveni vybranych derivatd cyklénu
nepfimym spektrofotometrickym méfenim na zakladé sledovani ubytku absorbance
komplexu kov-methylthymolova modf (kde kov je yttrium nebo indium).

V prvni &asti prace byly ovéfeny podminky pro spektrofotometrické stanoveni
yttritych a inditych kationti pomoci methylthymolové modfi, proméfeny pfislusné
kalibra¢ni pfimky a zjisténo, Ze sloZeni pouzitych pufri nema na kalibra¢ni pfimky zadny
vliv.

V druhé ¢asti prace byly zjistény podminky pro vyuziti komplext kov-barvivo pro
nepfimé spektrofotometrické stanoveni cykléni. Bylo zjisténo, Ze méfeni je nejlépe
reprodukovatelné pfi inkubaci vzorku s ¢inidlem pti 90 °C po dobu 10 minut. Byly
nameéfeny kalibracni pfimky pro stanoveni DO3A a ABP-DO3A s vyuzitim komplext
Y**:MTB a I’ :MTB.
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