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SOUHRN

Byly stanoveny disocia¢ni konstanty kyseliny 1,4,7- triazacyklononan-1,4,7-
trioctové (NOTA) pomoci potenciometrickych titraci. Stanoveny byly také konstanty
stability komplext ligandu NOTA s ionty kovii: Cu®*, Zn?*, Ni**, Pb** a La**. Studie

byla zamétfena na moznost vyuziti izotoptt médi vV biomedicinskych aplikacich.
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Abstract

Dissociation constants of 1,4,7-triazacyclononane—1,4,7-triacetic acid
(NOTA) and stability constants of complexes of the ligand with metal ions: Cu?*,
Zn**, Ni**, Pb®" and La*. were determined by potenciometric titration. Study was

focused on the possibility copper utilization in biomedical applications.
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Seznam zkratek

M kov vSeobecné

L ligand

[M] rovnovazna koncentrace kovu

[L] rovnovazna koncentrace deprotonovaného ligandu
[ML] rovnovazna koncentrace komplexu

KmL konsekutivni konstanta stability

B celkova konstanta stability

E elektrodovy potencial

Eo standardni elektrodovy potencidl

S Nernstova konstanta

Ja kysela chyba elektrody

Js zésadita chyba elektrody

Kw iontovy soucin vody

MRI tomografie magnetické rezonance

PET pozitronova emisni tomografie

SPECT jednofotonova pocitatova emisni tomografie
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1 Teoreticky uvod

V chemii existuje né€kolik druhd chemickych vazeb. Jednou z nich je vazba
koordina¢né kovalentni. Jedna se o vazbu, kdy jeden partner (donor) poskytuje do
vazby elektronovy par a druhy partner (akceptor) se stava ptijemcem elektront. Tato
donor-akceptorova vazba se uplatiiuje v koordinacnich slouceninach, kdy centralni
atomy (pfevazné atomy kovil) jsou vazany k donorovym ¢asticim, tzv. ligandﬁm.(l)
To umoznuje dosahnout vyssiho poctu vazeb vychazejicich z centralniho atomu, nez
odpovida jeho oxida¢nimu stavu.?) O objev koordinacné kovalentni vazby se
zaslouzil Svycarsky chemik Alfred Werner (1886 — 1919). Za jeho védecky ptinos
mu byla v roce 1913 udélena Nobelova cena. ©

Wernerova teorie (1893) byla zalozena na piedpokladu, Ze atom kobaltu, vedle
tii hlavnich valenci danych oxidacnim c¢islem, disponuje jeste vedlejSimi valencemi,
coz mu umoziuje vazat (koordinovat) vétsi pocet molekul (ligandit). Pocet atomu
vazanych pfimo na kovovy ion se oznacuje jako koordinacni ¢islo a pro dany ion je
charakteristické. Pozdé¢ji se ukdzalo, Ze koordinacni ¢islo nemusi byt nutné
konstantni pro urcity kationt a neni zadny rozdil mezi hlavni a vedlejsi valenci.
Vroce 1916 Lewis interpretoval koordinané-kovalentni vazbu jako vazbu
zprosttedkovanou elektronovymi péry.(4)

Mezi nejbéznéjsi koordinacni ¢isla komplexnich iontd patii 4 a 6. Méné Casta
¢isla jsou 1, 2, 3, 5, 7 a 8. Dalsi, vétsi hodnoty koordinacnich ¢isel jsou méné
obvyklé, vyskytuji se vzacné¢ u lantanoidd a aktinoidd. Jednotlivym hodnotam
koordinacnich ¢isel odpovidaji idedlni tvary nejbéznéjsich koordinacnich polyedri.
Pro nékterd cisla najdeme 1 n€kolik koordina¢nich polyedr. Koordinaéni ¢islo dvé
nema velky vyskyt, molekuly zaujimaji linearni nebo lomeny tvar. Nachazeji se ve
slougeninach Cu*, Ag*, Au™ a Hg®". Jesté méné se v molekulach nachazi koordinaéni
¢islo 3, jez se vyznacuje tvarem trigonu (trojihelnik) nebo trigondlni pyramidy.
Naopak koordinacni ¢islo 4 se vyskytuje velmi ¢asto. Molekuly maji tvar tetragonu
(¢tverce) nebo tetraedru. Slouceniny s koordina¢nim cislem pét maji tvar trigonalni
bipyramidy ¢i tetragonalni pyramidy. DalSim koordina¢nim c&islem je ¢islo 6,
molekula mize byt v tvaru tetragonalni bipyramidy, trigonalniho antiprizmatu nebo
oktaedru. Toto koordinaéni &islo byva spojeno s komplexy Mn?*, Fe**, Mo*" a

dalsimi. Ke koordina¢nimu ¢islu 7 se vztahuji tvary pentagonalni bipyramida ci



deformovana trigonalni prizma a k ¢islu 8 krychle nebo tetragondlni antiprizma.
Realné koordinacni polyedry byvaji deformovéany. Byva to zplsobeno tim, zZe
vrcholy polyedrii nejsou obsazeny ekvivalentnimi donorovymi atomy, tedy atomy
téhoz prvku ve stejném oxidacnim stavu a v téze vazebné situaci. Jindy to miize byt
zptisobeno zdeformovanim komplexni ¢astice pii zabudovanim do krystalové
miizky.®

Kazdy komplex obsahuje centralni atomy, které maji klicovou ulohu. Nachazi-li
se Vkomplexni slouceniné pouze jeden centrdlni atom, je jednojaderna
(mononuklearni), je-li vice stfedovych atomt, nazyvd se Ccastice vicejadernd
(polynuklearni). Vicejaderné komplexy rozlisuji dva zptsoby vazby. V prvnim
pfipad¢ je donorovy atom poutan dvéma koordina¢né-kovalentnimi vazbami ke
dvéma centrdlnim atomim anebo dvoudonorovy ligand je kazdym atomem poutan
K jinému centralnimu atomu, vznikd mustkové uspotradani. Ligand, ktery je timto
zptisobem poutany k obéma iontim kovil, se nazyva mistkovy. Mustek mtize byt
tvofen skupinami OH_, O?", nebo CH3COOQ ™ a dal§imi. Druhy zpiisob se vyznacuje
pfimym vazebnym spojenim centralnich atomi. Pokud jsou ve funkci centralnich
atomu kovy, jde o komplexni ¢astice s vazbou kov-kov. Mistkové komplexy mohou
tvorit linearni polymery nebo tzv. klecové komplexy, z anglického cage complexes.
Existuji ptipady, kdy v centralni oblasti komplexni ¢astice je ptitomno seskupeni tii i
vice vzajemné vazanych atomu. Jedna se 0 klastry, z anglického cluster - chomac,
roj, hnizdo.

Ligandy mohou mit rizny stupeii vaznosti, rozlisuji se pfedev§im monodentatni
a polydentatni. Monodentatni obsahuji pouze jeden donorovy atom. Mezi jednovazné
ligandy se fadi vétSina jednoduchych anorganickych iontl, napiiklad halogenidy, a
nékteré neutralni molekuly, napfiklad amoniak. Polydentatni (mnohovazné) ligandy
jsou prevazné organické slouceniny, které obsahuji dva ¢i vice donorovych atomt.
Vytvafteji chelatové cykly, kdy se navazi dva ¢i vice donorovych atomi na centralni

atom.®



1.1 Stabilita komplexu

Pro komplexy je velmi dilezitd stalost. Stilost komplexu neboli stabilitu
popisuji konstanty stability, jez vypovidaji o schopnosti komplexni Castice se
v roztoku disociovat. Rada ligandi ma povahu kyselin & bazi a je tedy schopna
protonizace. Protoniza¢ni konstanty ligandu jsou dulezité pro vypocet konstant

stability komplexti zkoumaného ligandu.(”

Tvorba komplexnich sloucenin je doprovazena reakcei, kdy se na centralni atom

(ion kovu), M, vazi nékteré Castice (ligandy), L.
yM + xL < MyLy (1.1)

Dana reakce je charakterizovana rovnovaznou konstantou stability

vznikajiciho komplexu

M, L,

BMny = [M]y[L]X (1.2)

Konstanta stability nim poukazuje na pevnost vzniklého komplexu. Cim je
konstanta vétsi, tim je dany komplex pevnéjsi. Na konstantu nestability (disociacni
konstanta nestability) poukazuje jeji pfevracena hodnota, 1/Kmyix.

Muze-li centrdlni atom vézat vice ligandd, rozliSujeme tzv. postupné

(konsekutivni) konstanty stability pro kazdy krok.

M+L < ML Ki=

(1.3)

ML + L < ML, K2=[

(1.4)
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ML ]

MLyx1+L & MLy Ky :[I\/I[LX][L]
x1

(1.5)

Celkovou konstantu stability B vyjadiime sou¢inem konstant konsekutivnich ©

(1.5)

xL + M < MLy B=

U polydentatnich ligandd mohou i po koordinaci na atom kovu nékteré
skupiny zustat protonizované. Vznikaji protonizované komplexy, které jsou obvykle

ptitomny hlavné v kyselych roztocich. @)

ML + zH <> MH,L (1.6)

[MH, L]

P T L] -7

Stabilitu komplexd ovliviiuje fada faktorti. Mezi prvni faktor patii velikost
atomu a ligandﬁ.(ﬁ) DalSim faktorem je ptechod vysoko-nizko spinovych komplexﬁ.(g)
Pokud centralni atom nabyva vysSich oxidacnich &isel, potom je komplex vice
stabilni. To je dano zvySenim elektrostatické interakce. Ve &tvrté periodé stoupa
stabilita komplexi se stejnymi ligandy obvykle v fadé: Mn?* < Fe?* < Co®* < Zn** ~
Ni** < Cu?* . Dan4 fada se nazyva Irvingova-Williamsova. Stabilita komplexii
obsahujici stejné ligandy také stoupa se zvysujicim se protonovym Cislem iontu
kovu. Pro dané oxidac¢ni ¢islo plati 3d << 4d <5d, napiiklad stalost komplexi by
méla stoupat v fadé Ni (II) << Pd (IT) < Pt (II).

Stabilita je vyznamné ovlivnéna chelatovym efektem. Chelatovy efekt je
vysvétlovan na zdkladé dvou Uc¢inkd. Prvni efekt je zalozen na hydrofobnim vlivu
mustkovych — CH; — skupin, ty znesnadiuji pfistup molekul vody. Je také nazyvany
jako vliv enthalpicky. Druhy efekt vychédzi z nepohyblivého (rigidniho) uspotadani
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chelatového kruhu. Tento jev se nazyva entropicky. O vétsi stabilité komplexti
rozhoduje pocet chelatovych kruht. U makrocyklickych ligandd, naptiklad cyklen
(obr. 1. 1), mluvime o makrocyklickém efektu, jehoz vlivem je vétsi stabilita

komplex§ nez pii koordinaci dvou molekul ethylendiaminu (obr. 1. 1).©

cyklen ethylendiamin

Obr. 1. 1 Cyklen (makrocyklicky ligand) a ethylendiamin

1.2 Potenciometrické titrace

Potenciometrie je metoda spocivajici v méfeni potencialu dané slozky roztoku
a slouzici ke stanoveni jeji koncentrace. Metoda umoziuje sledovat rizné ionty, ale
nejCastéji se vyuzivd k méfeni potencidlu vodikového kationtu, k méfeni pH.
VétSina organickych latek obsahuje kyselé nebo bazické skupiny, které jsou schopné
protonizace nebo disociace. Toho vyuziva potenciometrie ke stanoveni disociac¢nich
konstant a konstant stability komplexi kovil s témito organickymi ligandy. Ke
zjisténi téchto udaju jsou nejcastéji vyuzivany potenciometrické titrace, které sleduji
zménu potenciadlu v zavislosti na objemu pfidavaného &inidla.® Obvykle se provadi
titrace okyseleného roztoku ligandu roztokem hydroxidu.® Potenciometrické titrace
se provadi pomoci dvou elektrod. Elektroda indika¢ni, méfici, reaguje na zménu
koncentrace analytu v roztoku. Druhou elektrodou je referen¢ni elektroda, ktera je
zcela neaktivni ke zméné koncentrace. Casto se vyuZivaji elektrody kombinované,
elektrody obsahujici indikacni i referencni elektrodu zaroven. P¥i méteni pH roztoku
se vyuziva kombinované argentchloridové (sklenéné) elektrody. Sklenéna elektroda
je citliva na H" ionty, slouzi k méfeni aktivity vodikovych kationtli. Vnitini obsah
sklenéné elektrody je vyplnén nasycenym roztokem KCI, do néhoZ je ponofena

argentchloridova referen¢ni elektroda.
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Pro objasnéni vysledkli a dalSimu pocitani s nimi se vyuziva vztahu mezi
potencidlem elektrody a koncentraci H' iontfl. Sklenénd elektroda vyuziva linearni

zavislosti potencialu na logaritmu aktivity H" ionti.

E=E°+Sxlog[an:] (1.8)

Vzhledem K obtiznému stanoveni aktivitnich koeficientd se dany vztah
zjednodusi a pocita se s koncentraci H' ionti. Znamena to, Ze po celou dobu titrace
musi byt zabezpecena konstantni iontova sila. Z toho diivodu jsou titrace provadény
v prostiedi vhodné soli, jejiz koncentrace fadové pievysuje koncentraci analyzované
latky. Tonty roztoku nesmi interagovat S jednotlivymi slozkami roztoku, Kationt
nesmi byt komplexovan stanovovanym ligandem a komplexy aniontu se

stanovovanym kovem nesmi byt stalé ve vodném prostredi.

E=E’+Sxlog[H'] (1.9)

Ve velmi kyselém prostiedi pH < 2 a ve velmi zasaditém prostiedi pH > 12
dochazi k odchylkam od linearni zavislosti kalibracni funkce. Nazyvaji se kysela a

zasadita chyba elektrody a vyjadiuji je koeficienty Ja a Jg.

E=E’+Sxlog[H"]+Jax[H"]+JgxKw/[H"] (1.10)

Pro spravnou interpretaci vysledkd stanovované latky je nutno provést
kalibraci. Kalibrace, ktera je casové méné narocna a jednodussi, byva dvoubodova
nebo tiibodova. Zakladem je ponoteni elektrody do dvou nebo tii roztoki pufrii. Do
grafu se vynesou naméfené hodnoty potencidlu proti znamym hodnotam pH pufrt.
Z prolozené kiivky lze odecitat pomoci potencidlu pH neznamého roztoku. Timto
zptisobem kalibrace jsou ziskany parametry standardniho chemického potencialu E°

vvvvvvvvvv

provedeni, je metoda kalibracnich titraci. Stanoveni spociva v titraci znamého
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obsahu silné kyseliny znamym roztokem hydroxidu. Z toho lze odvodit koncentraci
H" iontd v kazdém bodé titracni kiivky. Pomoci pocitade je vyhodnocena zavislost
namétenych hodnot potencidlu na koncentraci vodikovych kationtd a tim lze zjistit
parametry standardniho chemického potencialu E°, Nernstovy konstanty S, kysela
(Ja) a zasadita (Jg) chyba elektrody.

Pii potenciometrickych titracich je dulezit¢ dodrzet stalou teplotu pomoci
dvouplastové titracni nadobky, temperované vodou z termostatu. Pokud titrace
probiha v alkalickém prostiedi, je nezbytné se vyhnout absorpci oxidu uhlicitého,
ktery velmi vyznamné méni acidobazickou rovnovahu. Nad hladinou titrovaného
roztoku je proto udrzovana stala atmosféra inertniho plynu dusiku ¢i argonu. Inertni
plyn je nasycen vodni parou, aby nedochazelo k odparu vody z titrovaného roztoku.

Stanoveni disocia¢nich konstant a konstant stability je tfeba provést tak, aby
v kazdém bod¢ pred zaCatkem meéfeni bylo dosazeno termodynamické rovnovahy.
Dosazeni termodynamické rovnovahy trva vzdy jiny cas. Pfi velmi pomalém
dosazeni rovnovahy, kdy tvorba ¢i rozpad komplext trva tydny az mésice, je potieba
ptikrocit k tzv. ,,out of cell titraci. Kazdy bod titra¢ni kiivky se namiché zvlast’ (do
zvlastni banky ¢i vialky). Po dosazeni rovnovahy se batiky oteviou a kalibrovanou
elektrodou se v kazdé zméfi potencial. Presnost je mensi nez pti klasické titraci. Po
celou dobu ustavovani rovnovahy je potieba zamezit odpafovani vody nebo
kontaminaci vzorkl, nejvétSim nebezpecim je kontaminace oxidem uhlicitym.

Z toho diivodu je nezbytné alkalické roztoky zatavit do ampuli. (10

1.3 Vyuziti komplext v mediciné

Rada komplexi je vyuZivana v mnoha oblastech mediciny. Jednou z aplikaci
je 1écba intoxikace ionty tézkych kovi. Ligand vytvoti stabilni komplex s toxickym
kovem a vzniklé komplexy jsou vylouceny z téla ven.®

Specialni aplikaci koordina¢ni chemie Vv medicin€ je pouziti ligandl jako
nosi¢ll vybraného kovového iontu, ktery je potieba zavést do organismu. Tyto
komplexy slouzi jako kontrastni latky v fadé¢ zobrazovacich metod. Lékatska
diagnostika a védecky vyzkum se stile vice zdokonaluji a jsou schopny podévat

informace o biochemickém stavu urc€ité tkané az na molekularni rovni. Moderni

diagnostiky byvaji neinvazivni a jsou zaloZeny na fyzikalné-chemickych principech.
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Nejbéznéjsi pouzivanou metodou je magneticka rezonance (MR), V zahrani¢i téz
zvanou MRI (magnetic resonance imaging). Metoda sleduje zastoupeni a
magnetické vlastnosti 'H jader molekul vody v t&lnich tkanich.® Nejbezngjsi
kontrastn{ latky jsou komplexy s Gd**, Fe®" a Mn?*.1?

Dalsi dvé pouzivané metody patii do oblasti radiodiagnostiky.
Jednou z metod je SPECT (single-photon emission computed tomography,
jednofotonova emisni po¢itatova tomografie).*® Metoda deteguje fotony vzniklé pii
y-rozpadu radiofarmaka. Zpétné je tak mozno rekonstruovat distribuci izotopu v téle
a ziskat trojrozmérné nebo tomografické snimky.(14) Metoda vyuziva izotopy
emitujici gama Castice, napt. 2 T1, In a 12319

Metodou uZivajici B izotopy je metoda PET (positron emission tomography,
pozitronova emisni tomografie). V posledni dobé€ doslo ke snizeni ceny tomograft a
metoda PET se stdva nejvyuzivangj$i pii detekci nadort a poskozeni tkéani
v nuklearni medicin€. Metoda je vyhodna pro svou vysokou citlivost, dokdze méfit
v pikomolarni koncentraci izotopt (tj. 10 mol/L) a vynikajicim prostorovym
rozliSenim. Proto se pouzivd ke zviditelnéni 1 velmi malych metastaz. Nejcastéji
pouzivanym izotopem je *°F, ktery se vyrabi v cyklotronech, a z kovovych izotopti
je nejbézngjsi ®Ga. o

Pouziti radioizotopti kovii je velmi problematické, nebot’ ve volném stavu
jsou toxické a mohou se ukladat v riznych tkéanich lidského téla. Z toho ditvodu je
dulezité, aby byly navazany ve stabilnich komplexech, které zajisti, aby v téle
nedochazelo k jejich uvolnéni. Pouzitelny komplex musi byt staly a nesmi dochazet
k jeho disociaci pii vysokych koncentraci konkurenénich ligandi. Vhodny ligand by
mél mit co nejvyssi selektivitu komplexace pro zddany ion kovu (radionuklid). Dany
komplex by mél byt tzv. kineticky inertni; jednou vznikly komplex disociuje pomalu
1 za podminek, kdy ztermodynamického hlediska by mélo dojit k Gplnému
rozpadu.®

Pro komplexaci radionuklidli kovil jsou nejCastéji pouZzivané ligandy ze
skupiny polyaminokarboxylati. Lze je rozdé€lit do dvou skupin: makrocyklické
DOTA (kyselina 1,4,7,10- tetraazacyklododekan-1,4,7,10- tetraoctova), NOTA
(kyselina 1,4,7- triazacyklononan-1,4,7- trioctova) a TETA (kyselina 1,4,8,11-
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tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova); a necyklické kyseliny EDTA
(kyselina diamintetraoctova) a DTPA (diehylentriaminpentaoctové)(17) (obr. 1.2).

COOH
COOH

J /\/ // HOOC/\N/\/N\/\N/\COOH

COOH

HOOC

HOOC
HoOC COOH

EDTA
DTPA

COOH COOH

A (e ¢
. L i@ﬂm

r“ N\/COOH HOOC\/ \ /
COOHU HOOC COOH

TETA DOTA NOTA
obr. 1. 2: Vhodné ligandy pro kontrastni latky

Jako slibny prvek pro radiodiagnostiku se jevi méd’, ktera méa nckolik
vyuzitelnych izotopd. Jednd se pfedevSim o izotop %4Cu, ktery vznika v reaktoru
reakei *“Zn(n, p)®*Cu nebo v cyklotronech reakci **Ni(p, n)**Cu. Izotop je vhodny
pro svij polo¢as rozpadu (12,7 hodin), ktery umoziuje dobrou manipulaci. Izotop
%Cu je zajimavy jako PET radiofarmakum pro zobrazovani rGznych nemoci.
Nezbytnou soucasti pro zobrazeni je vhodny chelator, ktery slouzi k navazani %Cua

tim k zacileni poskozené tkang.*®
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14 Cil prace

Cilem prace bylo stanoveni disociacnich konstant kyseliny 1,4,7-
triazacyklononan-1,4,7- trioctové (obr. 1.3) a dale stanoveni konstant stability

komplext tohoto ligandu piedevsim s Cu®* ionty a pro srovnani i sionty dalsich
kovit: Zn**, Ni**, La*" a Pb*" .

COOH

7

COOH

Obr.1.3: Ligand NOTA
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Pti potenciomerickych titracich byly pouzity komeréné dostupné chemikalie.
Byl pouzit plynny argon pro zamezeni absorpce oxidu uhli¢it¢ho. Pro pfipravu
roztoku byla pouzita deionizovand voda. Ligand byl pfipraven na katedie

anorganické chemie.

Zasobni roztok ligandu byl pfipraven nasledujicim zplsobem. Na
analytickych vahach bylo navazeno 0,6778 g ligandu NOTA. Navazka byla
kvantitativné pievedena do 100mL odmérné baiiky a rozpusténa v deionizované
vodeé. Pro zlepSeni rozpustnosti bylo ptidano 7 mL odmérného roztoku NMe,OH o
koncentraci 0,205 M. Ptesna koncentrace ligandu byla ovéfena béhem vypoctu

protoniza¢nich konstant programem OPIUM. 9

2.2 Potenciometricka méreni

Pomoci potenciometrickych méfeni byly stanoveny disocia¢ni konstanty a
konstanty stability komplexti zkoumaného ligandu s vybranymi ionty kovil

Vv molarnim poméru 1:1 a 1:2 (nadbytek ligandu).

Titrace a kalibrace byly provadény pfi teploté 25, 0 + 0, 1 °C a pfi konstantni
iontové sile 0,1 mol/L NMe4Cl. Inertni atmosféra byla tvofena plynnym argonem
nasycenym vodni parou. Pocatecni objem v naddobce pfi titracich i kalibracich byl
pfiblizné presné 5 mL. Titranim roztokem byl hydroxid tetramethylamonny o
pfiblizné koncentraci 0,2 mol/L. V pribéhu kazdé titrace byla méfena aktualni
koncentrace H iontfl ¢lankem sklenéna-Ag*/AgCl elektroda, kterd méii s presnosti
na 0,1 mV pomoci pH metru pouzivaného jako voltmetr. Pfidany objem titra¢niho
¢inidla byl odecitan v tisicinach mililitru. Na pH metru PHM 240 byl méfen
potencidl kombinované sklenéné argentchloridové elektrody znacky GK 240B.

Titra¢ni roztok byl pfidavan automatickou byretou 2-ml ABU 900.

Pfed samotnym zacatkem méfeni byla elektroda stfidavé ponotfovana do
kyselého a bazického roztoku (do roztoku 1 M HCl a 1 M KOH po cca jedné minuté

po dobu 10 minut). Pfed samotnym méfenim byla provedena piiprava (odstranéni
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bublin z hadic byrety, vymyti a vysuSeni méfici nadobky, nastaveni proudu inertniho
plynu, temperovani aparatury). Pomoci byret s mikrometrickym Sroubem (o objemech 2,5
mL, 1,25 mL a 0,5 mL, jejichz pfesny objem byl zjistén hmotnostni kalibraci redestilovanou
vodou, vyrobce VSCHT Pardubice a META Brno). lontova sila kone&ného roztoku byla 0,1
M a koncentrace ligandu byla 4 mM. Celkovy objem v titraéni nadobce byl pfiblizné piesné
5 mL. Titra¢ni roztok NMe,OH byl ptfidavan automatickou byretou, usti teflonové hadicky
bylo ponofeno do titraéniho roztoku tésné v blizkosti magnetického michadla. Po

jednotlivych ptidavkach titracniho roztoku byla ode¢tena hodnota rovnovazného potencialu.

Pted titrovanim systému ligand: kov a samotného ligandu bylo nutné provést
poloautomatickou (ru¢ni) titraci. Pii této titraci byla sledovana rychlost ustanoveni
rovnovazného napéti na pH metru. Ze zmén na elektrodé byl ur€en konec titrace.
Podle ruéni titrace byl nastaven davkovy soubor pro fidici program, ktery obsahoval
piikazy urcujici pfidavek titracniho Ccinidla, c¢ekaci dobu mezi piidavkem a
odecitdnim hodnoty potencidlu a dobu ukoncenti titrace. Pfi titracich byly vynechany
oblasti lezici v okoli bodu ekvivalence, divod je velkd chyba uréeni potencialu.
Celkova doba titrace se obvykle pohybovala okolo jedné hodiny. Po ukonceni titrace

byla vzdy titra¢ni nadobka promyta 2X destilovanou vodou a 1x acetonem vysusena.

Veskera data byla zpracovana programem OPIUM.

Kalibrace

Na zacatku byly provedeny dvé kalibra¢ni titrace, kde se titroval roztok
vznikly smisenim roztoku HCI/NMe,Cl s deionizovou vodou, vse bylo titrovano

roztokem NMesOH za stejnych podminek jako u vlastnich titraci v rozmezi 1,8 —
12,1 jednotek — log[H™] pro kalibraci A (tab. 2.1) nebo 1,5 — 12,1 jednotek

—log[H] pro kalibraci B (tab. 2.2).

Tabulka 2.1: Davkovani kalibra¢nich titraci pro kalibraci A

HCIl v NMe,Cl, ¢~ 0,02 M ~ 2,5 mL piesné

Deionizovana voda ~ 2,5 mL ptesné
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Tabulka 2.2: Davkovani kalibra¢nich titraci pro kalibraci B

HCI v NMe,Cl, ¢~ 0,02 M ~ 2,5 mL piesné
HCl,c~0,2 M ~ 0,4 mL piesné
Deionizovana voda ~ 2,1 mL ptesné

Stanoveni protoniza¢nich konstant ligandu

Zasobni roztoky byly davkovany na zakladé tabulky 2.3. Pied kazdou titraci se
provedla kalibrace A. Celkové bylo provedeno pét titraci. Z naméfenych dat byly

pomoci nelinearni regrese nalezeny protonizacni konstanty ligandu NOTA.

Tabulka 2.3: Davkovani roztokt pro stanoveni protoniza¢nich konstant ligandu

HCI v NMe,Cl, ¢~ 0,02 M ~ 2,5 mL ptesné
Deionizovana voda ~ 1,5 mL ptesné
Ligand, c ~ 0,004 M ~ 1,0 mL pfesné

Stanoveni konstant stability

Pokazdé byly provedeny nejmeéng tfi titrace s poctem okolo 60 bodi na jednu
titraci a v rozmezi pH 1,8 az 12. Pfed kazdou titraci byla provedena kalibrace A.
Timto zplisobem byly titrovany systémy ligandu s ionty kovl cu®, zn*, Ni%, La*
a Pb?*. Systém ligandu s iontem kovu Pb®* byl titrovan vpoméru L:M = 1:1 a

v poméru L:M = 2:1. Davkovani bylo provedeno dle tab. 2.4.

Tabulka 2.4: Davkovani roztokt pro stanoveni konstant stability v systému ligand:kov

1:1 2:1
HCI v NMe,Cl, ¢ ~0,02 M ~ 2,5 mL pfesné ~ 2,5 mL pfesn¢
Deionizovana voda ~ 1,1 mL ptesné ~ 1,3 mL piesné
Ligand, c ~ 0,004 M ~ 1,0 mL ptesné ~ 1,0 mL ptesné
M(NOs3), nebo M(NO3)3, ¢~ 0,05 M ~ 0,4 mL ptesné ~ 0,2 mL piesné
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Stanoveni konstant stability systému ligand:Cu?* a ligand:Zn?*

Pied samotnou titraci ligandu s kovem se provedla kalibrace B. Titrace byly

provedeny podle tabulky 2.5.

Tabulka 2.5: Pipetovani roztokl pro stanoveni konstant stability

HCI v NMe,Cl, ¢~ 0,02 M ~ 2,5 mL piesné
HCl,c~0,2 M ~ 0,4 mL piesné
Deionizovana voda ~ 2,1 mL ptesné
Ligand, c ~ 0,004 M ~ 1,0 mL piesné
M(NO3),, ¢ ~ 0,05 M ~ 0,4 mL piesné

Out of cell titrace systému ligand:La>*

Dvanact roztokd odpovidajicich riznym bodim titraéni kiivky bylo
ptipraveno do zkumavek se zabrousenou horni ¢asti v rozmezi pH 3 az 4 dle tab. 2.6.
Zkumavky byly uzavieny. Po tydnu ustanoveni rovnovahy se vlozenim elektrody

zm¢fil potencial.

Tabulka 2.6: Pipetovani roztokt pro ,,out of cell* titraci systému ligand:La®"

HCI v NMe,ClI, ¢ ~0,02 M ~ 0,5 mL piesné
Deionizovana voda ~ 0,2 mL ptesné
Ligand, c ~ 0,004 M ~ 0,2 mL piesné
M(NO3), nebo M(NOs3)3, ¢ ~ 0,05 M ~ 0,1 mL pfesné

2.3 Zpracovani vysledki

Protonizac¢ni konstanta polydentatniho ligandu je definovana jako Buy.
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BHL= (2.1)
[H][L]
Rovnovézna celkova konstanta je pak definovana jako z
[MH, L]
BMHL= = s (2.2)
[H] [M]L]

Obecny vztah mezi celkovou konstantou stability B a konsekutivni konstantou

stability pKy je nasledujici.

PKmL = logBn — l10gBn-1) (2.3)

Matematické zpracovani vysledkii bylo provedeno pomoci programového
balicku OPIUM naésledujicim zptsobem. Pomoci kalibracnich titraci byly zjiStény

parametry elektrody Eo, S, Ja, Jg pro kalibra¢ni funkci.

E=E’+Sxlog[H"]+Jax[H" ]+ Jgx Kw/[H"] (2.4)

Nasledné na to byly jednotlivé titraéni kiivky prepoéitany do kaly —log[H™].
Dals$im krokem byla nelinedrni regrese a tou byly vypocteny hodnoty konstant
stability. Z vyslednych hodnot byly vypocteny teoretické titracni kiivky a distribu¢ni
diagramy castic jednotlivych systémd.

Pro zaporny dekadicky logaritmus soucinu vody byla dosazena hodnota
pKw = 13,81 (iontova sila I = 0,1M NMe,Cl, 25 °C). Pro vypocty rovnovaznych
konstant ligand-kov byly pouzity hodnoty konstant stability hydroxokomplexi

daného iontu kovu, které byly pievzaty z literatury.@
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Acidobazické vlastnosti

Potenciometrickymi titracemi byly stanoveny protonizac¢ni konstanty ligandu

NOTA. Ziskané hodnoty jsou shrnuty v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Hodnoty protoniza¢nich konstant ligandu NOTA

LogP PKa
[HL]" 13,17° —
[H.L]™ 18,35 + 0,02 5,18
[HsL] 21,52 + 0,03 3,16
[Hsl]" 23,46 £ 0,03 1,94

% prevzato z [21] stanoveno pomoci 'H NMR titrace

Pro ligand NOTA byly pomoci potenciometrickych titraci stanoveny tfi
protonizaéni konstanty pK, — pKs Konstanta pK; je mimo rozsah
potenciometrickych méfeni, proto byla pievzata z literatury [21], kde byla stanovena
pomoci NMR. Ve skale pH od 2 az do 12 vznika pét &astic; [HsL]", [HaLl], [HzL]f,
[HL]?" a [L]* (obr. 3.1). P pH 2 se v systému nachazi tfi astice, v nejvétsi mife se
tam nachdazi tfikrat protonizovany ligand [HsL], dale nachdzi ctyfikrat protonizovany
ligand [H4L]" a v mensi mife i dvakrat protonizovany ligand [HgL]f. Jeho zastoupeni
pii pH 4,5 dosahuje 90 %. Pt#i pH 3 se vtitrovaném roztoku objevuje jednou
protonizovana c¢astice [H L]?", ktera se od pH 7 do pH 11 nachézi v zastoupeni
prakticky 100 %. Od pH 10 se v systému objevuje Castice plné deprotonizovana
[

Prvni i druha konsekutivni konstanta pravdépodobné odpovida deprotonizaci
vodiku na atomech dusiku makrocyklu. U tfeti a ¢tvrté konstanty se patrné jedna o
deprotonizaci na karboxylové skuping.

Pro ovéfeni pfesnosti méfeni se provedlo proloZeni experimentalnich bodi

teoretickou titra¢ni kiivkou (obr. 3.2), ze kterého je patrna velmi dobra schoda.
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Obr. 3.1: Distribu¢ni diagram jednotlivych forem ligandu NOTA v zéavislosti na pH
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Obr. 3.2: Prolozeni experimentalnich bodu teoretickou kiivkou pro stanoveni protonizac¢nich

konstant ligandu NOTA
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3.2 Koordinaéni vlastnosti

Stanoveni konstant stability komplexu ligandu NOTA sionty: Cu®*, Zn*,
Ni?*, Pb** a La>* bylo provedeno potenciometrickymi titracemi. Na zaklade
ziskanych vysledku (tab. 3.2) byly sestrojeny distribu¢ni diagramy.

V systému NOTA:Cu?* se pfi pH 1 nachazi 50% zastoupeni volnych Cu®*
iontll. Soucasné se tvoii Castice [Cu(HL)]. Od pH 4 dochazi k jeji plné deprotonizaci
a nahrazuje ji ¢astice [CuL], ktera se az do pH 10 nachazi v 100% zastoupeni. Od
pH 10 je nahrazovana hydroxokomplexem [CuL(OH)]* (obr. 3.3).

U zinecnatych iontl se plné deprotonizovany kompex tvoii jiz od pH 1.
Castice [ZnL] je pfitomna vV maximalnim zastoupeni do pH 10. Pfi vy$§im pH se
v systému objevu hydroxokomplex [ZnL(OH)]* (obr. 3.5).

Distribu¢ni diagram sytému nikelnatych ionti s ligandem NOTA je zcela
analogicky distribuénimu diagramu téhoz ligandu se zinecnatymi ionty. PIné
deprotonizovany komplex se v 100% zastoupeni nachazi od pH 3 do pH 10 (obr.
3.7).

Olovnaté ionty tvoii s ligandem NOTA v rozmezi pH od 2 do 12 ¢tyfi Castice:
volné ionty kovu Pb®, [Pb(HL)], [PbL]™ a [PbL,]*". P¥i pH 2 se v systému nachazi
prvni tii zminéné &astice. Céstice [Pb(HL)] je od pH 4 deprotonizovana a nahrazena
castici [PbL], ktera je do pH 10 v maximalnim zastoupeni. Pii titraci olovnatych
iontd v nadbytku ligandu se od pH 10 objevuje &astice [PbL,]* (obr. 3.9).

V systému La®*:NOTA se nachéazi volné lanthanité ionty do pH 5. Od pH 3 se
tvofi deprotonizovany komplex [Lal]. Hydroxokomplex [Lal(OH)] Vv syst¢ému
pomalu nahrazuje komplex [LaL] v bazickém prostiedi.

Ve vsech systémech se provedlo prolozeni experimentalnich bodi teoretickou
kiivkou. U vSech systémt bylo dosazeno vyborné schody. Vyjimku tvofi lanthanité
ionty, které v kyselé oblasti vykazuji odchylku od teoretické kiivky (obr. 3.12). Ta je
dana nizkou rychlosti komplexace. Proto byla v kyselé oblasti provedena ,,out of

cell* titrace.
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Tabulka ¢. 3.2: Konstanty stability a disocia¢ni konstanty komplexti studovaného ligandu

S ionty kovl

[ML(OH)] |3,07(6) 10,67 |— — — —

Z tabulky 3.2 je patrné, Ze nejvétsi stabilitu vykazuje Ga>* komplex. Galité
ionty jsou malé nabité ionty, které zapadaji do dutiny ligandu NOTA. PrvKky z prvni
prechodné fady kovii: Cu?*, Zn*" a Ni** vykazuji také vysokou stabilitu komplexii.
Ta se tidi Irving-Williamsovou fadou a je ovlivnéna ligandovym polem. Vyjimku
tvoii Cu?* ionty. Mé&dnaté ionty svoji geometrii tvofi nejCastéji oktaedrické
usporddani. Vzhledem k uspofadani valencnich elektronti, méd’ nedokaze vytvofit
pravidelny oktaedr. Dochazi k protaZeni ve sméru osy z. Médnaté ionty preferuji
ligandy se ¢tyfmi dusiky v ekvatoridlni roviné, coz ligand NOTA neumoZznuje. Piesto
je konstanta stability vysoka a komplex Cu?:NOTA je vhodny pro pouziti
v biomedicinskych aplikacich.

Zinecnaté ionty a nikelnaté ionty tvofi s ligandy pravidelné oktaedry. Jsou to
ionty s relativné malymi poloméry atomu. Kavita ligandu NOTA je pro né¢ optimalni.
Konstanty stability spliiuji Irving-Williamsovu fadu.

Olovnaté ionty maji vétsi polomér atomu a svoji velikosti tak neodpovidaji
velikosti kavity ligandu. Proto vznikajici komplexy vykazuji nizsi konstantu stability.
Vzhledem k jejich velikosti byl systém studovan i v nadbytku ligandu. V bazickém
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cu® Zn** Ni®* Pb* Mn** [21]

logp pK |Logp  pK |logP pK  |logP pK |logf  pK
[ML] 21,03(4) — |22,25(4) —  |19,24(3) —  |18,18(1) — |163  —
[M(HL)] [23,73(4) 2,7 |— —  |= —  [20,94(1) 2,76 |2,87 1343
[ML(OH)] |8,88(4) 12,15|9,59(6) 12,66 [6,95(7) 12,29 |— —  |— —
[ML2] | — —  |— —  |— —  |22,61(5) 1,67 |— —

La®* Gd* [21] Ga>* [22]

logh  pK |LogB  pK [logB  pK
[ML] 13,746) — |137 — [296 = —
[M(HL)] |— — |36 111 |— —




prostfedi se na olovnaty iont koordinuji dvé molekuly ligandu. Druh4 konsekutivni
konstanta je vSak velmi nizka.

Gadolinité a lanthanité ionty ze skupiny lanthanoidi maji nejmensi konstantu
stability z vybranych kovl, coz je dano tim, Ze oba ionty maji nejvétsi atomovy

polomér a komplexy nejsou stabilizovana ligandovym polem.

100
[Cul]”
— [CuHL]
X
‘+—' 80
N:
(@]
S 60 |
Q.
=
S
(7]
"3 40
Cu?*
20 | [CuL(OH)]*”
0 IK | 1 1 1 1 1 1

Obr. 3.3: Distribuéni diagram jednotlivych forem Vv zavislosti na pH systému

NOTA:Cu?*v poméru 1:1
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Obr. 3.4: Prolozeni experimentalnich boda teoretickou kiivkou pro stanoveni konstant

stability Cu®* jontt
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Obr. 3.5: Distribu¢ni diagram jednotlivych forem v zavislosti na pH systému NOTA:Zn**

vV poméru 1:1
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Obr. 3.6: ProloZeni experimentalnich boda teoretickou kiivkou pro stanoveni konstant

stability Zn?" iontt
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Obr. 3.7: Distribu¢ni diagram jednotlivych forem v zavislosti na pH systému NOTA:Ni**

vV poméru 1:1
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Obr. 3.8: Prolozeni experimentalnich bodi teoretickou kiivkou pro stanoveni konstant

stability Ni?* ionta
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Obr. 3.9: Distribu¢ni diagram jednotlivych forem v zavislosti na pH systému NOTA:Pb?

V poméru 2:1
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Obr. 3.10: Prolozeni experimentalnich bodi teoretickou kiivkou pro stanoveni konstant

stability Pb* jonti
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Obr. 3.11: Distribu¢ni diagram jednotlivych forem v zavislosti na pH systému NOTA:La*"

vV poméru 1:1
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Obr. 3.12: Prolozeni experimentalnich bodi teoretickou kiivkou pro stanoveni konstant

stability La® iontt
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4 Zaver
Pomoci potenciometrickych titraci byly stanoveny protonizaéni konstanty
kyseliny 1,4,7- triazacyklononan-1,4,7- trioctové.

Dale byly stanoveny konstanty stability s ionty kovi: Cu®*, Zn?*, Ni**, Pb**
La®*. Konstanta stability ligandu NOTA s Cu®* ionty je logB 21,03. Komplex je

dostate¢né stabilni pro pouziti v biomedicinskych aplikacich.
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