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Abstrakt

Tato prace se zabyva piipravou monoamidu makrocyklu NOTA, ktery byl
uspéSn¢ pfipraven a pln¢ charakterizovan. Potenciometricky byly studovany
acidobazické vlastnosti a stanoveny Ctyfi hodnoty pK,, které jsou niz§i nez hodnoty
ligandu NOTA. Déle byly studovany koordina¢ni vlastnosti s vybranymi ionty z prvni
fady ptrechodnych kovl. Byly stanoveny konstanty stability vzniklych komplexd, které

jsou také niz$i nez stejné komplexy s ligandem NOTA.

Klicova slova: makrocyklické komplexy, positronova emisni tomografie,

termodynamicka stabilita, formac¢ni kinetika, radiofarmaka

Abstract

The aim of this thesis was to prepare monoamide of macrocycle NOTA, which
was successfully prepared and fully characterized. Acid-base properties were
investigated by potentiometric titration and four protonation constants were found,
which are lower than pK, s of NOTA ligand. Coordination properties with selected ions
from the first row of transition metals were investigated. Stability constants of studied

complexes are also lower than the same complexes with NOTA ligand.

Key words: macrocyclic complexes, positron emission tomography,

thermodynamic stability, formation kinetic, radiopharmaceuticals
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1. Uvod

Rakovina je celosvétovym problémem, coz dokladaji ¢isla z American Cancer
Society, kterd ftikaji, ze vroce 2012 byla rakovina diagnostikovana 14,1 milionu
pacientl a pfitom 8,2 milionu pacienti zemfelo na nasledky rakoviny. Statisticky tedy
mize za kazdé sedmé umrti na svété, coz je vice nez HIV, tuberkul6za a malarie
dohromady.' Tato fakta nuti védecké pracovniky vyvijet sofistikovangjsi metody pro
zobrazovani nezadouciho rakovinného bujeni a jeho terapii. Pro aplikaci in vivo se
hojné vyuzivaji makrocyklické slouceniny a jejich derivaty, které maji velky potencial
pro vyuziti jako radiofarmakum. Organické ligandy poskytuji silnou koordinacné
kovalentni vazbu na centradlni atom radioizotopu. Pfi kombinaci pouziti vhodnych
radioizotopl, ligandli a detekce ionizujictho zafeni se jedna o velmi uUc¢innou

zobrazovaci techniku.

1.1 Radiologie a prehled zobrazovacich technik

Radiologie je soubor metod, které vyuzivaji ionizujici zafeni pro zobrazeni ¢i
terapii pacienti. Do radiologickych vySetfeni se zaclefiuji i techniky zaloZzené na
neionizujicich principech, které maji za tkol také nedestruktivné zobrazit vnitini

prostiedi pacienta.

Prvnim tspé€Snym pokusem o zobrazeni se proslavil Wilhelm Conrad Rontgen,
ktery ke konci 19. stoleti objevil rentgenovo zafeni, které prochazelo i materidly,
kterymi svétlo neprochazi. Vznika dopadem urychlenych elektroni za pomoci vysokého
napéti na kovovy ter€, ze kterého se uvoliiuje zafeni o vinové délce 0,1 — 10 nm. Pokud
vystavime lidské télo tomuto zaieni, které¢ detekujeme pomoci fotografické desky nebo
jiného detektoru, zjistime, ze kosti absorbuji zafeni vice nez ostatni tkdné, a proto se
tato technika pouziva pii vySetiovani tvrdych tkani. Rentgenové zobrazovani
je nejpouzivangjsi technikou v medicing. Rentgenové vysetieni mize byt modifikovano
napiiklad poddnim kontrastni latky siln€ji absorbujici zafeni néz vySetfovanad tkan.
Vyznamnou inovaci rentgenového vySetfeni je takzvana ,,pocitacova tomografie*
znaméjsi jako CT (computed tomography). Jejim zdkladem je ,.tunel”, ve kterém je
rentgenka pohybujici se po obvodu a scintilacni detektory sbirajici udaje o proSlém

zateni. Velkou vyhodou této metody je vysoka citlivost a 3D obraz, ktery je pocitatem



poskladany z jednotlivych snimki. Zastupce technik neuZzivajicich ionizujici zéfeni, je
ultrazvukové vysetieni, jehoz podstatou jsou vysokofrekvencni viny. Pouziva se pii
sledovani prenatadlniho vyvoje jedince v matciné téle. Jednou z citlivych metod pro
zobrazovani tkani je MRI (magnetic resonance imaging). Télo pacienta je vystaveno
silnému magnetickému poli, které ptsobi na ¢astice s nenulovym spinem. Nejhojngji
zastoupeny prvek s nenulovym spinem je vodik, ktery pii urcité frekvenci zméni sviij
spin na opacny. Frekvence je pfevedena pocita¢em na signdl, jehoz intenzita zavisi na
lokaci ¢astice v téle. Signal je posléze pfeveden na obraz, ktery se v pocitaci mulze
prohlizet zrliznych rovin. Pro zlepSeni kontrastu se pacientovi mulze vpravit do
krevniho ob&hu chelat gadolinia.” Velmi citlivé techniky zobrazovani, které pouzivaji

radiofarmaka jako zdroj kontrastu jsou PET a SPECT.

1.2 SPECT metoda

Jedna z metod mapujicich distribuci radiofarmaka v téle jedince je Single
Photon Emission Computed Thomography (jednofotonova emisni tomografie).
Radiofarmakum ma na sob& navédzany radionuklid, ktery emituje Y zafeni (fotony) o
specifické energii. Fotony z téchto zaficl jsou usmérnovany kolimatorem do detektoru.
Pomoci SPECT je ziskavan, po ptevedeni signald pocitatem podle urcitého algoritmu,
3D obraz vysetiovaného. Pokud je SPECT vySetfeni kombinovano s MRI nebo CT, Ize
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urcit presné mnozstvi radioaktivity v organech in vivo.

Tabulka 1: Vybrané Y zéifi¢e pouzivané ve SPECT vysetienich™°

Radionuklid Tin Zdroj Vysetieni v
67 &3 67 : .
Ga 61,9h Zn(p, 2n)’'Ga, cyklotron imunologie
gastroenterologie,
PMTe 6 h *Mo/”™Tc, generator kardiologie
127 13h B Te(p, n)'*1, cyklotorn neurologii
11 11 11 : .
In 2,8 dne Cd(p, n) " 'In,cyklotron imunologii
| 3 dny 2BT1(p, 3n)*"'Pb—-"'T1 kardiologii




1.3 PET metoda

PET je zkratka z anglického Positron Emission Tomography. Je to zobrazovaci
technika vyuzivajici jako radionuklidy atomy s pfebytkem protonil, kterd sleduje
distribuci radiofarmaka v organismu. Tyto radionuklidy podléhaji B* rozpadu. Pouzivaji
se nuklidy s kratkym polocasem rozpadu, aby radioaktivita nezatéZzovala organismus po
pfilis dlouhou dobu. Radioizotopy se pfipravuji v zdklad¢ tfemi cestami. Dostupna a
nenarocnd cesta je pomoci generatoru, kde vznikd zadany izotop samovolnym
radioaktivnim rozpadem. Druha4, relativné dostupnd, metoda ptipravy nuklidd je pomoci
cyklotronu, kde produkt vznikd ostfelovanim terCového jadra Casticemi. Nejméné

dostupnou piipravou radiologicky vyuzitelnych nuklidd je reaktor.”

Pozitron uvolnény rozpadem jadra obsazené¢ho ve farmaku po urazeni urcité
drahy, kterou definuje ziskand energie po rozpadu, anihiluje s elektronem za vzniku
navzajem antiparalelniho fotonického zareni s energii 511 keV. Driha pozitronu ve
tkani mize byt riznd a mize dosahovat az 16 mm, coz snizuje piesnost urceni
akumulovaného radiofarmaka. Tento limit byva Castecné eliminovan kombinaci s CT
vySetienim nebo pouzitim radiofarmak, které maji nizké energie pozitronii. Detektor
zachytdva pouze y-zareni, které dopadne v Case s maximalnim rozdilem 3—15 ns a
v opacném sméru (maximalni odchylka 0,5°), ¢imz eliminujeme pozitrony vychylené ze
své drahy. Detektory jsou slozené bud’ z luthecium orthosilikatu, lutecium yttrium
orthosilikat nebo gadolinium orthosilikat apod. Toto d€la z PET nejmodernéjsi nastroj

. . ’ x 7.8
v diagnostice tumorovych onemocnéni. ”

Dnes nejpouzivangj§im radiofarmakem pro PET vysetfeni je '‘FDG
(fluordeoxyglukéza), ktera se pouzivd piiblizné v 90% piipadi. VSechny bunky
pouzivaji vice ¢i méné ke svému zivotu glukézu jako zdroj energie. Tumorové tkané
vykazuji rychly rGst a jednu anomalii ve svém metabolismu. Rakovinné bunky
nevyuzivaji citratovy cyklus probihajici v mitochondriich a regenerace NADH na
NAD" probiha pfeménou pyruvatu na laktat. Zisk energie probiha pouze z glykolyzy.
Toto chovani tumorovych tkani se nazyva ,,Warbourglv efekt”. Z téchto divoda se

zatala vyuzivat glukéza znacena atomem "°F ("*FDG — 18-fluordeoxyglukéza).’

Zdrojem pozitronu v souc¢asnych kontrastnich latkach jsou také ionty kovi. Tyto

volné ionty se distribuuji vtéle prevazné pomoci difuze, tudiz radiofarmakum



neposkytuje pozadovany kontrast. Volné ionty kovll byvaji Casto toxické, takze jejich
volny pohyb po organismu by byl nezadouci. Pro zamezeni toxicity se kovy vazou do
komplexnich sloucenin s ligandy, které poskytuji vysoce termodynamicky stabilni a
kineticky inertni slouceniny. Ligandem casto byva makrocyklicka sloucenina, jejiz
vazba s kovem poskytuje Zzaddané vlastnosti. Makrocyklické ligandy mohou byt
modifikovany postrannimi fetézci. Velmi casto to byva acetat, protoze vznikla
koordina¢né kovalentni vazba utvoi péti¢lenny kruh, ktery stabilizuje vazbu centralniho
kovu a ligandu. Na acetatové pendantni rameno se pomoci amidové vazby vazou piimo
nebo pomoci linkeru aktivni biomolekuly, které specifikuji distribuci radiofarmaka

V organismu.

Aktivni biomolekulou miize byt naptiklad peptid nebo protein. Tento zpisob
cileni je vhodny pro n¢které tumorové tkané, které nadmérné produkuji urcité peptidy a
jsou jimi i regulované. Vyhodné jsou zejména kvili své modifikovatelnosti
radionuklidem na mnohych mistech peptidu. Pro stabilitu radiofarmak s peptidovym
aktivnim centrem je stézejni in vivo stabilita, protoze v organismu se vyskytuje mnoho
peptiddz a protedz, které jsou schopné rozlozit peptidovou slozku radiofarmaka.
Stabilita je zvySovana zavedenim d-aminokyseliny do fetézce nebo substituci
postranniho fetézce nékteré aminokyseliny neobvyklym substituentem. Tyto druhy

kontrastnich latek se bézné znaci 18F, %4Cu nebo ®Ga."”

Typickym ptikladem jsou analogy somatostatinu, protoze tumorové builky maji
mnoho somatostatinovych receptort. Zkoumané aktivni biomolekuly tohoto typu byly
napiiklad TOC a RGD. RGD je tripeptid argininu, glycinu a aspartatu, ktery byva
nadmérné exprimovan nékterymi tumory, které maji aktivované endotelové burky.
Tento tripeptid je soucasti a,fB3 integrind, které slouzi jako receptory pro extracelularni
proteiny s touto sekvenci. TOC je peptid obsahujici [Tyr3]-octreotid, ktery se s vysokou
afinitou vaze na somatostatinové receptory. Zkoumano bylo vyuziti na makrocyklu

H.DOTA.!"
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Positron emission and PET scanner
positron-electron annihilation

Positron-emitting
radionuclide
N o Positron
N
Electron
‘\0-\_)
511 keV 511 keV
gammataAY Anninilation e &Y L
Gamma ray
detectors
Obriazek 1: Schématicky princip PET metody'?
Tabulka 2: Vybrané B zafiée pro PET vysetieni'>'*"?
Radionuklid T1/2 [min] Zdroj
g 109,8 ISO(p, n)lSF, cyklotron
%Cu 12,7 *Ni(p, n)**Cu, cyklotron
%Ga 67,7 %Ge(p )" Ga, generator
Hompy 69,2 "9Sn(p ) "°In, generator
PLa 6,5 P4Ce(B)**La, generator

1.4 Galium

Galium (protonové c¢islo 31) je sttibroleskly kov 13. skupiny, ktery ziskal
pojmenovani podle latinského nazvu pro Francii (Gallia). Elektronova konfigurace [Ar]
3d'"%s%4p' pieduréuje tento prvek k naboji +III a méné Gast&ji +I. Svymi chemickymi
vlastnostmi se podoba hliniku. Tento kov lze nalézt v malé mife spolu se sfaleritem,

odkud se také poprvé izoloval.'®

Pro radiomedicinské aplikace se pouZivaji zejména izotopy ’Ga pro SPECT
vySetieni, ktery se piipravuje na cyklotronu ostfelovanim jadra °*Zn protony. Druhy
izotop ®*Ga se ptipravuje pomoci **Ge/**Ga generatoru pro PET vysetieni. Vyhoda
tohoto radionuklidu je zejména v tom, Ze diagnostické zatizeni se obejde bez cyklotronu
a ®®Ga poskytuje vysoké pozitronové vytézky (cca 90%)."” ®*Ge v generatoru se rozpada

elektronovym zachytem s polo¢asem 271 dni. Generator mize byt eluovan pomérné

11



Gasto, protoze maximalniho vytézku je dosazeno b&hem nékolika hodin. Vzniklé **Ga
naadsorbované na SnO; se eluuje pomoci 1M HCI. Vzhledem k relativné¢ dlouhému
polotasu rozpadu mateiského nuklidu se miize generator pouzivat skoro rok.'®

v klinické praxi.

Pii vyuziti Ga®*, jako radionuklidu produkujiciho pozitrony, in vivo, je nutno
zajistit kineticky inertni vazbu k ligandu, protoze se komplex dostane do prostiedi
v némz se vyskytuje mnoho konkurencnich ionti a latek, které maji afinitu ke galitému
iontu a snazi se ho vyvazat zradiofarmaka. Vysokou tendenci ke transchelataci

radiofarmaka s centralnim atomem galia ma zejména transferrin.'”

1.5 Ligandy pro galium

Galium pro radiofarmakologické aplikace se vaZze do komplexnich sloucenin
zajiStujici pevnou a stabilni vazbu, protoze volné ionty kovli maji vysokou toxicitu a
mohly by byt vazany biomolekulami, které by akumulovaly radioizotopy v organismu.
Ga’" je tvrda lewisovska kyselina a tvoii termodynamicky stabilni komplexy s tvrdymi
lewisovskymi bazemi koordinujici se kyslikem nebo dusikem. Tento kov se chova

podobné jako Fe’", takze preferuje okoli $esti donorovych atomi.*

Termodynamicka stabilita a kineticka inertnost je dilezitd pii charakterizaci
komplexnich sloucenin. Pro klinické pouziti, je vyhodné, aby radiofarmaka mc¢la
vysokou termodynamickou stabilitu, kvili zamezeni disociace ligandii. Dilezitad je
kineticka inertnost pfi aplikaci in vivo, kde u kineticky inertni komplexni ¢astice je jeste
snizena nebo zamezena moznost disociace komplexu naptiklad stericky nebo

vytvofenim cheldtového kruhu.

1.5.1 Ligandy acyklické

Ligandy, které maji acyklicky charakter se podobaji HYEDTA nebo HsDTPA.
Ramena ligandl pouZzivanych pro chelataci iontli v radiofarmakach mohou mit néktera
ramena modifikovdna atomy siry. Komplexy sgaliem vykazuji dobrou
termodynamickou stabilitu srovnatelnou s makrocyklickymi ligandy, ale maji vyrazné
niz8§i kinetickou inertnost, coz velmi limituje jejich plosné pouziti v klinickych
aplikacich."” S vyhodou se daji vyuzit pro komplexovéani radionuklida s kratkou dobou

zivota, ale pro klinickou aplikaci jsou spiSe nevhodné.

12
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Obrazek 2: Vybrané acyklické chelatory

1.5.2 Ligandy se zakladnim skeletem TACN

Vysoce termodynamicky stabilni a kineticky inertni se ukazaly makrocyklické
komplexy Ga’* na béazi 1,4,7-triazacyklononanu (TACN) a kyseliny 1,4,7—
triazacyklononan-1,4,7-trioctové (H3;NOTA). Stabilita je zajiStovana vhodnym
primérem kavity TACN cyklu a sterickou ochranou pendantnimi rameny, kterd brani
nukleofilnim c¢asticim v ataku komplexu, jeho naslednému rozpadu a transchelataci
jinou molekulou. Derivatizace zdkladniho makrocyklu upravuje vlastnosti vysledné
molekuly, protoze ovliviiuje biodistribuci, lipofilitu, preferenci cesty vyluCovani a
predeviim kinetickou inertnost a stabilitu komplexu.”' Syntetizovany byly bifunkéni

derivaty TACN s rtiznymi pendantnimi skupinami pro Ga>*."”

Komplexace iontu **Ga’*
molekulou H3NOTA probiha pfi laboratorni teploté, do 10 minut a s95%

radiochemickou cistotou. Komplex je stabilni v reakéni smési, fosfaitovém pufru a

A

lidské plasmé b&hem 4,5 hodinové inkubace.”

le [NI/-I_H\N [NH HN
</H\> NH HNj NH HN
__/ v

a b C

Obrazek 3: Zakladni skelety makrocyklickych ligandi (a — TACN — 1,4,7-
triazacyklononan; b — Cyklen — 1,4,7,10-tetraazacyklododekan; ¢ — Cyklam - 1,4,8,11-

tetraazacyklotetradekan)

13



Z mnoha aktivnich biomolekul byl jednim ze zkoumanych RGD. Jako
radiologicky aktivni ¢ast byl pouzit derivat skleletu H;NOTA s centrdlnim atomem
%Ga. Zkoumané byly cyklické i linearni analogy RGD jako aktivni ¢asti molekuly
radiofarmak.” Radiofarmakum °*Ga-NOTA-RGD ma potencial byt kontrastni latkou
pro aterosklerotické onemocnéni a pro rakovinu prostaty. Kladem je, Ze ptiprava **Ga-
NOTA-RGD trvé piiblizné¢ 35 minut, ale problémem pro $irsi klinickou aplikaci mize

byt nizsi kontrast a citlivost oproti masivné vyuzivané '*FDG.***

Ho y : D-Tyrosine OY\ o)

Y

A

(0]

6
oH, L
0 HN—< HN
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HN
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0

o
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G: Glycine

HN
R: Arginine >=NH

HoN
68Ga-NOTA-RGD

Obrizek 4: Struktura ®*Ga-NOTA-RGD

1.5.3 Ligandy se zakladnim skeletem cyklenu

Hojn¢ vyuzivanym makrocyklem je 1 H4sDOTA (kyselina 1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovd), kterd je postavend na kostie cyklenu a
derivatizovand Ctyfmi acetdty. Ma podobny efekt jako H3;NOTA, kdy zvysuje
termodynamickou stabilitu a kinetickou inertnost komplexti galia oproti analogiim
HsDTPA (kyselina diethylentriaminpentaoctovd). H4DOTA ma vétsi kavitu, tudiz
poskytuje stabiln&jsi komplexy s ionty kovil s vétsim atomovym polomérem.*® Popsano
je mnoho piipadd, kdy se Ga’* pouziva s derivatizovanym ligandem na skeletu
H4sDOTA. Tento makrocyklus obsahuje 8 donorovych atom, které se mohou ucastnit
koordina¢né kovalentni vazby. Galium je schopno koordinovat pouze Sest donorovych
atomd, tudiz zstanou dvé pendantni ramena makrocyklu HyDOTA volna. Tato ramena
mohou byt vyuzita pro navdzani bioaktivnich latek, které determinuji distribuci
v organismu.'” Komplexace galitého ionu ligandem H4,DOTA v porovnani s ligandem
H3;NOTA vyzaduje mnohem vyssi teplotu, coz limituje pouziti ligandl s navdzanymi
proteiny nebo protilatkami.”” Nejzndmé&j§im a nejpouzivangjsim derivatem obsahujici

%Ga je DOTA-TOC.
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Obrizek 5: Struktura ®*Ga-DOTA-TOC

1.6 Cile a motivace prace

Vyvoj novych ligandl pouzitelnych pro komplexaci iontli pro PET je intenzivné
zkoumén. Pro specifickou distribuci v organismu jsou souc¢asti nosic¢li radionuklida i
bioaktivni latky, které byvaji napojeny na makrocyklus prostfednictvim amidické
vazby. Vyzkum se primarné soustfedi na syntetickou a aplikaéni ¢ast vyvoje novych
radiofarmak, o nichZ je publikovano mnoho ¢lanki, ale publikaci poskytujicich data

popisujici chemické vlastnosti téchto latek je minimum.

Cilem prace je syntéza monoamidu makrocyklu NOTA, protoze ligandy se
zékladnim skeletem TACN poskytuji idealni velikost kavity makrocyklu pro Ga’" a
pfechodné kovy (viz. obrazek 6). Dale byly pomoci potenciometrickych titraci
studovany acidobazické a koordinacni vlastnosti s vybranymi ionty zprvni fady
pfechodnych kovi.

(0]

Nl
BREES

Obrazek 6: Struktura cilového ligandu
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie
Chemikalie vyuzité k syntéze byly ziskdny od komerc¢nich firem (Lach-ner,

Aldrich, Fluka).
2.2 Metody charakterizace

2.2.1 Nuklearni magneticka resonance (NMR)

Viechna NMR spektra byla méfena na piistrojich na P¥F UK. Spektra 'H byla
méfena na spektrometrech Varian VNMRS 300 (rezonanéni frekvence: 'H 299,9 MHz)
a Brucker Avance (III) 600 (rezonanéni frekvence: 'H 600,2 MHz). Spektra B byla
méfena na piistroji Brucker Avance (III) 600 (rezonanéni frekvence: >C 150,9 MHz).
Spektra 'Ga byla méfena na pristroji VINOVA 400 (rezonanéni frekvence:
"'Ga 129 MHz). Méfeni byla provadéna ve standardnich kyvetich s primérem 5 mm v
Cistych deuterovanych rozpoustédlech (D,O, CDCls) pii teplot¢ 25°C. Chemické

posuny jsou udavany v ppm a jsou zaokrouhleny na dvé desetinnd mista.

2.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru Bruker ESQUIRE 3000 s
iontovym zdrojem ESI (electrospray ionization) a s IT detekci (ion trap) hmotnostnich
fragmentti. Spektra charakterizovanych latek byla métena v pozitivnim (+) a negativnim

(—) mddu. Jsou uvedené pouze intenzivni signaly, které se podafilo interpretovat.

2.2.3 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Tenkovrstevna chromatografie byla provadéna na hlinikovych destickach
pokrytych vrstvou stacionarni faze (silicagel nebo alumina), kterd byla impregnovéana
fluorescen¢nim barvivem (Merck 1,0554 Fjsa).

Detekeni Cinidla:

Dragendorffovo cinidlo (roztok A: 1,7 g Bi(NOs)3;-:3H,O ve 100 ml smési
H,0:AcOH (80:20); roztok B: 40,0 g KI ve 100 ml H,O; smiseno 5 ml roztoku A, 5 ml
roztoku B, 20 ml koncentrované AcOH, 70 ml H,O)

AMC (0,5 g CG(SO4)2, 12,0 g (NH4)6M07024‘4H20, 250 ml 10% HzSO4)
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2.2.4 Elementarni analyza
Elementarni analyza byla méfena na pracoviSti Helmholz-Zentrum Dresden
Rossendorf. Vysledky jsou uvedeny v charakterizaci ve formé: ,teoretickd hodnota“

(,,stanovena hodnota“) jako hmotnostni procenta.

2.2.5 Potenciometricka titrace

Vsechny titrace byly provadény v cele, ktera byla termostatovana na konstantni
teplotu 25 + 0,1°C. Konstantni iontova sila byla zajisténa pomoci /(NMesCl) = 0,1 M.
Titrace probihaly v rozmezi pH cca 1,4 — 12 a v inertni atmosféte, které bylo dosazeno
zavedenim proudu argonu nad titrovany roztok. Pocate¢ni objem byl vzdy ~5 ml pfi
koncentraci ~0,004 M titrovaného ligandu nebo v poméru ligandu s kovem 1:1.
Titranim roztokem byl NMesOH ~0,3M piesné. Potencidl roztoku byl méfen
sklenénou kombinovanou argentchloridovou elektrodou GK 240B na pH metru
PHM 240. Roztok titra¢niho ¢inidla byl pfidavan automatickou byretou ABU 900
o objemu 2 ml. Titrace kazdého systému byla opakovana tfikrat az ¢tyfikrat. Pocet bodi
v titraCnim méteni byl mezi 40 — 60 v zavislosti na nastaveni titrace. Z namétenych
experimentalnich dat byly za pomoci programu OPIUM ziskdny protoniza¢ni konstanty
titrovaného ligandu a konstanty stability jednotlivych systémt kov:ligand. Tento
program vyuziva k prokladani experimentalnich boda kiivkou tzv. funkci nelinearni
regrese s matematicko-statistickou metodou nejmensich ¢tvercti. Parametry elektrody

byly zjistovany experimentalné pouzitim kalibra¢ni titrace za vyuziti funkce:
E=FEy+S-log[H]+Js-[H]+Js-Ky/[HT,

kde Ey je standardni elektrodovy potencial, S je Nernstova smérnice, Ja a Jg jsou
koeficienty popisujici kyselou a bazickou chybu méfici elektrody a K, je iontovy soucin
vody. JelikozZ jsou kalibra¢ni parametry v ¢ase proménné, tak kalibracni titrace byla

provadéna pred kazdou i po kazdé titraci.

Z titraci byly programem vypoctené celkové rovnovazné konstanty stability f3.
Protonizacni konstanta ligandl je dana vztahem B = [HnLi] / [H]n - [L]: @ konstanta
stability systému kov:ligand vztahem Bmn = [MmHpLi] / [M]m - [H]n - [L]: (pro nazornost
nejsou uvedena nabojova ¢isla jednotlivych participujicich ¢astic). Vztah mezi celkovou

konstantou [ a konsekutivni konstantou pK, je pak obecné definovan jako

pKy = logBn— logBu-1).
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Hodnota iontového sou¢inu vody (pKy = 13,81 pro I(NMe4sCl) = 0,1 M pfi
25°C) a hodnoty konstant stability systémiét M**—~OH ™ byly pfevzaty z literatury.*®

2.3 Syntéza

2.3.1 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononan (1) (BnTACN)*

Produkt ziskan ve formé 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononan -3 HCL

Br- H

(" N3 MeNCH(OMe), CQB Brer CQB KOH (" N3

N N N

\\ﬂN dioxan \\/N THF g \\/N EtOH, H,O F \\ﬂN

1

Za stalého michani byl rozpustén TACN (7,7 mmol; 1,0 g) v 1,4-dioxanu (11
ml) a bylo pfiddno Me,NCH(OMe), (9,8 mmol; 1,3 ml). Smés byla refluxovéna 3
hodiny. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés odpafena na RVO do oranzové
kapaliny, kterd byla rozpusténa v tetrahydrofuranu (10 ml) a pomalu byl ptikapan
benzylbromid (10 mmol; 1,2 ml) ve smési s tetrahydrofuranem (30 ml). Za intenzivniho
michani byla smés nechana pfi RT 14 hodin. Srazenina byla odfiltrovana ptes fritu S3 a
promyta tetrahydrofuranem. Zfiltrovand srazenina byla rozpusténa ve smési H,O (10
ml), ethanolu (20 ml) a KOH (51 mmol; 2,9 g) a roztok byl refluxovan pod zpétnym
chladicem 3 dny. Poté byl roztok odpaien na RVO, odparek rozpustén v H,O (40 ml) a
extrahovan chloroformem (3x40 ml). Organické frakce byly spojeny a odpafeny.
Odparek byl rozpustén v kyseliné chlorovodikové (6M; 20 ml) a smés byla odpaiena
dosucha. Odparek byl rozpustén v minimalnim mnozstvi isopropanolu a pomalu
pfevrstven diethyletherem. Stanim v chladu se vyloucila bild sraZenina, ktera byla
zfiltrovéana pres fritu S3. Dalsi podily byly ziskdny opakovanou krystalizaci. Latka (1)
byla vysuSena v exikatoru nad P,Os a ziskana ve formé bilého prasku (1)-3 HCI

(1,2 g; 47 %).
Charakterizace:

"H NMR (300 MHz, D,0, pD = 1,38) § 7,59 — 7,36 (CH-arom., m, 5H), 3,94 (N-CH,-
Ph, s, 2H), 3,64 (NH-CH,-CH,-NH, s, 4H), 3,27 — 3,21 (CH-CH,-N-Bn , m, 4H), 3,12
— 3,01 (CH,-N-Bn, m, 4H).

TLC: SiO; (THF:MeOH:NHj; 5:1:1); detekce AMC; Ry=0,5.
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2.3.2 Di-tert-butyl 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononan-4,7-diacetat (2)*

>< o

(0]

_H )
~N ~N
j BrAcOtBu 3 /%
=
N ACN, H,0 N o

Roztok BhnTACN-3 HCI (0,38 mmol; 100 mg) v NaOH (8 ml, 2M roztok) byl po
5 minutach michani extrahovan dichlormethanem (3 x 15 ml). Organickd faze byla
promyta nasycenym roztokem NaCl a suSena MgSO,. Ziskana latka byla rozpusténa ve
smési ACN/H,O (4:1; 5 ml). K reakéni smési byl pfidan tert-butylbromoacetat
(0,78 mmol; 152 mg) a K,COs (0,78 mmol; 108 mg). Reakéni smés byla zahtivana po
dobu 12 hod na 50°C. Druhy den byla reakéni smés natfedéna vodou (10 ml) a

extrahovana dichlormethanem (3 x 15 ml). Organickd faze byla suSena MgSO,,

filtrovana, zahusténa na RVO a délena sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH =
EtOH:konc. NH; 10:1 = EtOH:konc. NH; 3:2). Latka (2) byla ziskdna ve formé
zlutého oleje (120 mg; 70%).

Charakterizace:

"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7,69 — 7,57 + 7,32 (arom., m, 5H), 4,40 (N-CH,-Ph,s,
0H), 3,49 (N-CH,-CH,-N, s, 4H), 3,41 (N-CH,-CH-N, s, 4H), 3,26 (N-CH,-COOtBu,
s, 2H), 2,91 (N-CH,-CH,-N, s, 4H), 2,74 (N-CH,-CH,-N, s, 4H), 1,41 (C(CHz)s, s,
18H).

2.3.3 Di-tert-butyl 1,4,7-triazacyklononan-1,4-diacetat (NO2AtBu) (3)*

Sy % 0
e () ok
é@&& Ca L

[¢]

3
Latka (2) (0,13 mmol; 60 mg) byla rozpusténa v absolutnim EtOH (3,7 ml), bylo
ptidano 10% Pd/C (10 mg) a smés byla michana pii 50°C po dobu 24 hodin pod
vodikovou atmosférou. Katalyzator byl odfiltrovan ptes filtracni papir a roztok byl

odpaien na RVO do nazloutlého oleje. Odparek byl rozpuStén v minimalnim mnozstvi
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EtOH a cistén sloupcovou chromatografii (SiO,; EtOH = EtOH:konc. NH; 10:1 =
EtOH:konc. NHj3 3:2). Produkt (3) ziskan ve form¢ nazloutlého oleje (32 mg; 73 %).
Charakterizace :

"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 3,36 (N-CH,-COOtBu s, 4H), 3,29 (N-CH,-CH,-NH, bs,
4H), 3,04 (N-CH,-CH,-NH, bs, 4H), 2,91 — 2,81 (N-CH,-CH,-N, bs, 4H),
1,43 (C(CHs)s, s, 18H).

2.3.4 2-chloro-N,N-diethylacetamid (4)

N Cl  Et,NH N—
—
0] (0]
4

Do banky byl navdzen bezvody Na,CO; (98 mmol; 10,5 g), pfilit suchy ACN
(100 ml) a do této smési byl vsttiknut chloracetylchlorid (51,4 mmol; 4,0 ml). Smés
byla chlazena smési EtOH a suchého ledu. Ddle byl pfikapan roztok ACN (50 ml)
s Et,NH (16 mmol; 1,6 ml) a smés byla michdana pifi RT 21 hodin. Na,CO; byl
odfiltrovan filtracnim papirem. Roztok byl odpafen na RVO do nazloutlé¢ kapaliny.
Kapalina byla rozpusténa v miniméalnim mnozstvi dichlormethanu a délena sloupcovou
chromatografii (SiO,; hexan:EtOAc 3:1). Frakce obsahujici produkt byly spojeny a
odpateny do svétle zluté kapaliny (2,18 g; 92%).

Charakterizace:

"H NMR (600 MHz, CDCls) & 4,08 (Cl-CHa, s, 2H), 3,40 (N-CH,-C, m, , 4H), 1,25 (C-
CHa, t, *Jun = 7,1 Hz, 3H), 1,16 (C-CH3, t, *Juu = 7,1 Hz, 3H).

BC NMR (151 MHz, CDCls) & 165,68 (C(O)N), 42,45 (Cl-CH,), 41,26 (N-CH,-CH3),
40,58 (N-CH,-CHj3), 14,36 (N-CH,-CHj3), 12,63 (N-CH,-CH3).

TLC: SiO, (HEX:EtOAc 5:1); detekce AMC; R¢= 0,25

MS: (+) 171,8 [M+Na]"
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2.3.5 Di-tert-butyl  7-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7-triazonan-1,4-diacetat

Do banky byl navdzen NO2AtBu (3) (5,6 mmol; 2,0 g), vyzihany K,COs
(10, mmol; 0,7 g). Byl piilit suchy ACN (60 ml) a pfikapéana latka (4) (6,7 mmol; 1,0 g).
Smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 2 dnii a znovu byla ptidana latka (4)

(1,33 mmol; 0,2 g) a smé&s byla michdna 24 hodin pii laboratorni teploté. Reakéni smés

rozdélena sloupcovou chromatografii (Al,Os3. hexan:EtOAc 2:1 = CH,Cl,:MeOH 50:1

= CH)Cl;:MeOH 20:1 = CH,Cl:MeOH 10:1). Frakce obsahujici produkt byly

spojeny a odpafeny na RVO. Produkt (5) byl izolovan ve formé oranzového oleje

(2,06 g; 78 %).
Charakterizace:

"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 3,60 — 3,53 (N-CH,-COOtBu, m, 4H); 3,51 (N-CH,-
CON, s, 2H), 3,48 (N-CH,-CHs, d, *Juu = 4,8 Hz, 4H); 3,42 — 3,32 (N-CH,-CH,-N, m,
4H), 3,13 — 2,99 (N-CH,-CH;-N, m, 4H), 2,97 — 2,77 (N-CH,-CH;-N, m, 4H), 1,43
(C(CHs)3, s, 18H), 1,22 (N-CH,-CHs, t, >Jun = 7,1 Hz, 3H), 1,12 (N-CH,-CH3, t, *Juy =
7,1 Hz, 3H).

BC NMR (151 MHz, CDCl;) & 170,13 (COOtBu, s, 2C); 164,41(C(O)N, s, C); 81,69
(C(CH3)s, s, 2C); 56,35 (N-CH,-CON, s, C); 56,04 (N-CH,-COO, s, 2C); 52,73 (N-
CH,-CHx-N, s, 2C); 50,41 (N-CH,-CH,-N, s, 2C); 47,33 (N-CH,-CH,-N, s, 2C); 41,44
(N-CH,-CHj, s, C); 40,34 (N-CH,-CHj, s, C); 28,16 (C(CHs)s, s, 6C); 14,07 (C-CHs, s,
C); 12,91 (C-CHs, s, C).

TLC: Al,O3 (CH,Cl,:MeOH 20:1), detekce Dragendorff, R = 0,6

MS: (+) 471,2 [M+H]"
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2.3.6 Kyselina 7-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7-triazonan-1,4-dioctova (H;L)
o N 0 /"'\N
%NJ\/N(\ \> o/% C;[Il:élz ? /\Nk\N \\/ OH
) P 0

V baiice byla rozpusténa latka (5) (2,06 g; 4,38 mmol) v CH,Cl, (50 ml), byla
pfidana CF;COOH (50 ml) a roztok byl michan pifi RT 24 hodin. Roztok byl odpafen na

RVO a trikrat kodestilovan s vodou. Purifikace byla provadéna na sloupci silného

kationtového iontoméni¢e (Dowex 50; H' cyklus; 100 ml; 10% pyridin = 5% NH3).

Frakce obsahujici produkt byly odpafeny na RVO a opakované kodestilovany s vodou.
Syté zlutohnédy olej byl rozpustén v malém mnozstvi vody a smés s aktivnim uhlim
byla zahtata nad horkovzdusnou pistoli. Po vychladnuti bylo uhli zfiltrovano pies papir
a nasledné skrz mikrofiltr. Voda byla odpafena na RVO a zluty olej rozpustén v malém
mnozstvi MeOH a prevrstven Et;O. Stanim se vyloucil bily prasek, ktery byl zfiltrovan
na frit¢ S4 a promyt Et,O. Produkt (H;L) byl ziskdn ve form& bilého prasku
(1,38 g; 84 %).

Charakterizace:

"H NMR (600 MHz, D,0) § 3,92 (N-CH,-CON, s, 2H); 3,86 (N-CH,-COO, s, 4H);
3,63 (N-CH,-CH,-N, s, 4H); 3,45 — 3,31 (N-CH,-CH,-N, m, 8H); 3,28 (N-CH,-CHj, s,
4H), 1,20 (CH,-CHj, t, *Jun = 7,0 Hz, 3H), 1,11 (CH,-CHa, t, *Juy = 7,0 Hz, 3H).
BC NMR (151 MHz, D,0) § 171,43 (COO, s, 2C); 170,94 (C=0-N, s, C); 58,77 (N-
CH,-COO, s, 2C); 55,81 (N-CH,-CON, s, C); 51,83 (N-CH,-CH,-N, s, 2C); 50,28 (N-
CH,-CH,-N, s, 2C); 50,04 (N-CH,-CH,-N, s, 2C); 41,85 (N-CH,-CHj, s, C); 41,48 (N-
CH,-CHj3, s, C); 12,80 (C-CHs, s, C); 11,91 (C-CHs, s, C).
MS: (+) 359,3 [M+H]"

(-) 357,0 [M-H]
EA: (C1sH3N405'H,0 M, = 376,45) C 53,61 (52,75); H 8,44 (8,51); N 15,63 (15,52);
022,32 (23,17)

22



3 Diskuze

3.1 Syntéza
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Obrazek 7: Celkové schéma navrzené syntézy

Pro syntézu 1-benzyl-1,4,7-triazacyklononanu (1)* byla pouzita, tifkrokova

231 Nejprve se nechal

reakéni sekvence, pfi které byl izolovan az konecny produkt.
reagovat Cisty TACN s N,N-dimethylformamid dimethylacetalem v 1,4-dioxanu. Touto
reakci vznikl methylenovy mustek mezi makrocyklickymi atomy dusiku, ktery ma za

ukol zajistit monoalkylaci v nasledném kroku.

Alkylace chranéného makrocyklu pomoci benzyl bromidu v tetrahydrofuranu se
provadéla kvuli chranéni jednoho z dusikit TACNu pro pozdéjsi alkylaci ¢inidlem (4).

Pii reakci vznikal v roztoku nazloutly zékal, ktery pifeSel v suspenzi. Vznikly pevny

23



podil byla kvartérni amoniova sul, kterd je nerozpustna v nepolarnich organickych

rozpoustédlech, tudiz dobte oddélitelnd filtraci.

V dal$im kroku se chranény makrocyklus rozpustil ve smési vody a ethanolu s
hydroxidem draselnym. Dochéazi k bazické hydrolyze methylenového mustku v
kvartérni amoniové soli, ¢imz vznikd volny makrocyklus. Purifikace extrakci do
organického rozpoustédla, prevedeni na formu hydrochloridu a néslednou krystalizaci
z isopropanolu ptevrstveného Et;O poskytovalo cisty produkt (1) ve formé
trihydrochloridu. Vytézek 47 % byl zplsoben nejspiSe mnozstvim reakénich krokl
jdoucich pfes dva intermediaty. K moznému zvySeni vytéZzku by mohlo piispét
prodlouzeni ¢asu v alkyla¢nim kroku reakce.

V nasledujici reakei se latka (1)-3 HCI miché v roztoku hydroxidu sodného kvuli

1. f 1. 2931
ziskani volné baze.””

Po extrakci dichlormethanem dochazi k rozpusténi ve smési
acetonitril/voda v poméru 4:1 a alkylaci sekundarnich amini tert-butylbromoacetatem
za pritomnosti uhli¢itanu sodného jako baze. Smés rozpoustédel pro latku (1) se zvolila
zdlvodu nerozpustnosti latky v Cistém acetonitrilu. Po ¢iSt€ni sloupcovou

chromatografii byla latka (2) izolovana ve formé zlutého oleje s vytézkem 70 %.

Odstépeni chranici benzylové skupiny zlatky (2) probihalo v absolutnim
ethanolu mechanismem katalytické hydrogenace ve vodikové atmosfétre za pfitomnosti
10% Pd/C jako katalyzatoru. Hydrogenaci methylenu mezi fenylem a makrocyklickym
dusikem vznika toluen, ktery je odpafitelny na RVO. Produkt byl i pfesto purifikovan

sloupcovou chromatografii a byl ziskan ve vytézku 73 % (3).

Alkylaéni ¢inidlo pro derivatizaci produktu (3) bylo pfipraveno syntézou
z chloridu kyseliny chloroctové a diethylaminu reakci v acetonitrilu. Reakce probiha
mechanismem nukleofilni substituce za pfitomnosti uhli¢itanu sodného jako béaze a byla
zpocatku chlazena. Po ¢iSténi sloupcovou chromatografii byla ptipravena kapalna latka

(4) ve vysokém vytézku 92 %.

Sekundarni amin latky (3) byl alkylovan diethylamidem kyseliny
chloroctové (4) v acetonitrilu za pifitomnosti uhli¢itanu draselného. Stupeit konverze
reakce byl sledovan pomoci HPLC. Z analyzy bylo zjisténo, Ze v reakéni smési se po
dvou dnech nachdzela stale latka (3), ale zadné alkylaéni Cinidlo (4), a proto bylo

pfidano do reakéni smési malé mnozstvi této latky pro dosazeni co nejvyssi konverze.
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Pro purifikaci produktu sloupcovou chromatografii byl zvolen AlL,O; misto SiO,,
protoze alumina poskytovala uzsi zonu cilové latky. Na pocatku byla kolona eluovana
mobilni fazi o nizké elucni sile (hexan:ethylacetat) pro vymyti zbytkii nezreagovaného
alkyla¢niho  ¢inidla a  posléze mobilni fazi pro  vymyti produktu
(dichlormethan:methanol). Délenim byla izolovana zlutd latka (5) ve formé oleje o

celkovém vytézku 78 %.

Konecnou reakci bylo odStépeni tert-butylovych skupin latky (5) rozpusténé
v dichlormethanu pomoci kyseliny trifluoroctové. Pti této reakci je eliminovan isobuten,
ktery nasledné reaguje s kyselinou trifluoroctovou za vzniku tert-butyl trifluoracetatu.
Purifikaci na silném kationtovém iontoméni¢i se oddé€lili makrocyklické a
nemakrocyklické latky. Dale byl produkt ¢iStén aktivnim uhlim, protoZze bez zatazeni
tohoto kroku se nedaftilo latku pievést ze zlutého oleje na bily praSek nebo krystaly. Bily
prasek byl ziskdn po rozpusténi oleje v methanolu, pomalém ptevrstveni diethyletherem

a stanim v lednici.

3.2 Potenciometrickeé titrace
Potenciometrickou titraci byly stanoveny protoniza¢ni konstanty latky (H;L) a

konstanty stability komplexi ligandu s ionty kova Cu®, Ni**, Zn*".

3.2.1 Acidobazické vlastnosti

Byly experimentalné¢ stanovené Ctyii protonizani konstanty studovaného
ligandu (HpL) (Tabulka 3). Dvé nejvyssi hodnoty pK, odpovidaji protonizaci
makrocyklickych dusikii a dvé nejnizsi jsou hodnoty protonizace dvou acetatovych
karboxyll. Potenciometrické méteni probihalo v rozmezi pH 1,9-12,2 (Obrazek 8) a na
pocatku titrace bylo ptfitomno ~10 % plné protonizované formy ligandu a vice nez 70 %
¢astice [H3L]". Dvakrat protonizovany ligand dosahuje svého maximélniho zastoupeni
pfi pH ~4 a poté klesa ve prospéch ¢astice [HL] , ktera je zastoupena ve 100% v mezich

deprotonizovaného ligandu.

Pii porovnani protonizacnich konstant studovaného ligandu (H,L) a ligandu

H3NOTA™ Ize sledovat trend, ktery ukazuje, Ze konstanty stability ligandu (H,L) jsou o
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jeden az tii rady nizsi (Tabulka 3). Toto chovani Ize ptisuzovat derivatizaci karboxylu

amidovou skupinou, ktera vyznamné snizuje vSechny protoniza¢ni konstanty.

100 1

90 A [HLF \
80 A

70 A

ligand [%]
(@]
o

40
H.L]*

wl /[ \Hu
20 A
10 A [H ]_] [L]Z,
O h T T [ T T

1,8 3,8 5,8 7,8 9,8 11,8

pH
Obrazek 8: Distribu¢ni diagram ligandu (cig = cm = 4 mmol-dm_3,

I=0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C).
Tabulka 3: Protoniza¢ni konstanty ligandu (H,L) a ligandu H3NOTA

(I=0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C)

H,L H;NOTA™*

logP pKa logB pKa

H+L & [HL] 12,75(1) 12,75 13,17 13,17
H +[HL] < [H,L] 17,67(2) 4,92 18,91 5,74
H + [H,L] < [HsL] 20,15(2) 2,48 22,13 3,22
H + [HsL] < [H,L] 21,07(3) 0,92 24,09 1,96
H+ [H,L] & [HsL] — - 24,87 0,78

3.2.2 Koordinacni vlastnosti
Systém Cu®":H,L byl studovan v poméru 1:1 pomoci potenciometrickych titraci,
které probihaly v rozmezi pH 1,5 — 12,3 (Obrazek 9). Po vyhodnoceni potenciometrie

se ukézalo, ze ziskand data nejsou dostacujici, tudiz musela byt doplnéna o data ze

26



spektrofotometrické titrace, kterd probihala v rozmezi pH 0-2 (Obrazek 10). Data ze
spektrofotometrického méteni vysvétluji chovani studovanych castic ve velmi kyselé

oblasti méfeni, protoZe v takto kyselém prostiedi je potenciometrie nepriikazna.

Pii pH 0 je pfitomno ~30 % volné médi, kterd pti pH 2 je uz plné
zakomplexovana. Od pH 0 je v roztoku ~70 % protonizovaného komplexu [CuHL]",
jehoz maximalni zastoupeni je pfi pH ~0,6 a jeho pfitomnost lze sledovat az do pH 4.
Od pocatku titrace se tvofi v roztoku komplex [CuL], ktery se vyskytuje mezi pH 4—9

ve ~100% zastoupeni. Pozorovan byl i hydroxokomplex [CuL(OH)], ktery se tvofi nad
pH 10.

100 A
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Obrizek 9: Distribu¢ni diagram systému Cu®":H,L (cig=cm =4 mmol-dm >,

I=0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C).
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Obrazek 10a: Absorbéni spektra systému Cu’:H,L vpoméru 1:1 pii

riiznych pH. Oranzova kfivka je absorbéni spektrum Cu®" iontd.
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Obrazek 10b: Zavislost absorbance na pH v absorbénim maximu c¢astice

[CuHL]" pii vlnové délce 266 nm. Kfivka je teoretické prolozeni dle programu Opium.
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Potenciometricka mé&feni pro titrovany systém Zn>": H,L v poméru 1:1 probihala
vrozmezi pH 1,7-12,2 (Obrazek 11). Na zacatku titrace se v roztoku vyskytovalo
~85 % zakomplexovanych Zn®>" iontd a uz od pH 3,5 se v roztoku vyskytuje pouze
&astice [ZnL], kterd od pH ~10 ubyva na ukor [ZnL(OH)] . Titrace systému Ni*":H,L
v poméru 1:1 probihala od pH 1,8—12,3 (Obrazek 12) a tento systém je obdobny jako
Zn2+:H2L, akorat na pocatku titrace se nachdzelo ~85 % nezakomplexovaného kovu,
ktery pfi pH 5 vymizi ve prospéch castice [NiL], jejiz mnoZzstvi se od pH ~10 snizuje a

stejné jako u Zn*" se utvaii hydroxokomplex [NiL(OH)] .

100
90 | [ZnL]
80 1
70 A

60 A

tice [%]

50 A

¢as

v

40 A
30 1
20 A

10 A [Zn]z+

O T T T T T
1,6 3,6 5,6 7,6 9,6 11,6

pH

Obrazek 11: Distribu¢ni diagram systému Zn*":H,L (cig=cm=4 mmol-dm_3,

I=0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C).
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Obrazek 12: Distribu¢ni diagram systému Ni*":H,L (cig=cm =4 mmol-dm_3,

I=0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C).

Nalezené konstanty stability jednotlivych systéml s vybranymi ionty kovi
(Tabulka 4) spliiuji Irving—Williamsovu fadu, kterd ukazuje, ze méd’naté komplexy by
mély byt stabilnéjsi nez komplexy zine€naté a nikelnaté se stejnym ligandem. Stabilita
komplexii ligandu H,L byla v porovnani s ligandem H;NOTA vzdy nizsi, v nékterych
ptipadech i o n€kolik fadi (Tabulka 5).

Spektrofotometrické méteni prokazalo, ze m&d'naté ionty jako jediné tvofi se
zkoumanym ligandem (H,L) jednou protonizovany komplex [CuHL]". Divodem je
elektronova konfigurace Cu®' iontd, které maji elektronovou konfiguraci d’. Tato
konfigurace ve svych koordinacnich slouceninach vykazuje silnou Jahn-Tellerovskou
distorzi, kterd zapfi€inuje slabsi vazbu mezi centrdlnim atomem a ligandy v axialni
poloze. Zde probihd kompetice mezi protonem a centralnim atomem o ligand v axidlni
poloze. Kvuli slabsi vazbé je protonizace ligandu snazsi a tim dochazi pravdépodobné
k dekomplexaci pendantniho ramene. Nejsnadnéji podléhd tomuto ataku rameno
derivatizované amidickou vazbou, které vSak neni protonizovatelné, a proto tvoii H,L

pouze monoprotonizovany komplex. Toto chovani se stejn¢ uplatiiuje u ligandu
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H3NOTA. Tvorbu protonizovanych komplexti nevykazuji Zn>* ani Ni*', protoze tyto
ionty tvoii s HoL. a H3NOTA pravidelny oktaedr, ktery ma vSechna ramena vézana

stejné silné, takze atakujici proton je v tomto ptipad€ znacné€ znevyhodnén.

Tabulka 4: Konstanty stability komplexi kovu s ligandem H,L
(I=0,1 mol-dm > NMe4Cl, 25 °C).

Cu2+ Zn2+ Ni2+
logp logp logp
[ML] 22,55(2) 19,13(3) 16,70(1)
[MHL] 24,42(1) - -
[ML(OH)] 10,00(4) 6,29(4) 3,93(3)

Tabulka 5: Srovnani konstant stability a protoniza¢nich konstant komplext

ligandt H,L a HsNOTA s vybranymi ionty kovi™

Cu2+ Zn2+ Ni2+
logk logk logk
H,L. H3NOTA H,L H3;NOTA H,L H3;NOTA
M+L < [ML] 22,55 23,33 19,13 22,32 16,7 19,24
M + [HL] < [MHL] 1,87 2,65 - - - -
H + [MHL] & [MH,L] - 1,04 - - - -

H,0 + [ML] & [ML(OH)] + H 12,55 12,15 12,84 12,66 12,77 12,29

3.2.3 Stabilita ligandu

Stabilita ligandu byla studovana pomoci '"H NMR. Byla o&ekavana hydrolyza
amidické skupiny. Hydrolyza byla sledovana vznikem charakteristickych ethylovych
signaltl (kvartet CH, a triplet CHs skupin) na NMR spektru. Ligand byl ponechan
v prostiedi 1M HCl a v 1M CsOH pfi laboratorni a pii teploté 85°C a byly sledovany

zmeny.

V kyselém prostiedi pii laboratorni teploté byl ligand stabilni, ale pfi teploté
85°C byly sledovany prvni znamky rozkladu uz po 24 hodinach od po¢atku méfeni. Po
tydnu méfeni bylo rozlozeno ~10 % vychoziho mnozstvi ligandu. V bazickém prostiedi

probihala hydrolyza podstatné rychleji. Pfi laboratorni teploté téméf neprobihala, ale pfi
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85°C bylo po 24 hodindch zhydrolyzovano pfiblizn¢ 25 % a po tydnu podlehlo
hydrolyze ptiblizné 75 % ligandu.

Sledovana byla stabilita zkoumaného ligandu s Ga’* pomoci 'Ga NMR
spektroskopie zejména v bazickém pH, kvili potencidlni hydrolyze amidické skupiny.
Trojmocné galium ma maly iontovy polomér a vysokou nabojovou koncentraci. Kvili
koordinaci amidického kysliku dojde ke sniZeni elektronové hustoty na uhliku
s amidickou vazbou. Diky tomu je amidickd vazba daleko nachyln&jsi vuci
nukleofilnimu ataku ze strany hydroxidového ionu. 'Ga ma kvadrupélové jadro se
spinem 3/2. Ligand HsNOTA tvoifi symetrické koordinacni okoli a poskytuje tak
charakteristicky ostry signal pii 8g,= 170 ppm.” Pokud je vak jadro galia vézano v
nesymetrickém koordina¢nim okoli, tak dochéazi k vyraznému rozsifeni signalu, ktery se
miZze i zcela ztratit v Sumu. To je pravé piipad studovaného ligandu. V rozmezi pH 7,5—
10,2 nebyl pozorovan zadny signal v ''Ga NMR spektru. Ale znepiimych dikazd
usuzuji, ze komplex [GaL]" byl kvantitativné vytvofen. Diilkazem pro toto tvrzeni je, Ze
nezakomplexované galité ionty by se musely vysrdzet ve formé hydroxidu galitého.
Z4dna srazenina viak vroztoku pozorovana nebyla. Méfeni pti pH 10,2 po 12
hodinovém stani pii laboratorni teplot€¢ poskytlo ostry signdl odpovidajici praveé
komplexu [GaNOTA], z ¢ehoz lze usuzovat, ze po komplexaci galitych iontl je ligand
H,L hydrolyzovan v mist¢ amidické vazby 1 pfi laboratorni teploté. V mén¢ bazickém

prostiedi, konkrétné pH 7,5 a 8,5, nebyla hydrolyza pozorovana.

4 Zavér

Byl pfipraven ligand H,L (V,N-diethylamid NOTA). Byly stanoveny
protonizaéni konstanty ligandu a konstanty stability s kovy Cu®’, Ni*" a Zn*". Ligand
vykazuje nizsi bazicitu i konstanty stability v porovnani s HsNOTA. Zahtivanim v silné
bazickém prostiedi se hydrolyzuje amidicka vazba. Koordinaci Ga®" se tato vazba je§té

vice oslabuje, tudiz konstanty stability nebylo mozno stanovit.
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