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I. BEVEZETES ES CELKITUZES

A ritkafoldfém(III)-aminopolikarboxilat komplexeket az 1980-as évektdl
elterjedten alkalmazzak az orvosi diagnosztika és terapia kiilonbozo teriiletein.
Az eredményes akalmazasukhoz a komplexek fizikai-kémiai tulajdonsagainak
ismerete szilkséges. A biologiai és klinikai alkalmazasok a lantanoida(lll) ionok
(Ln®*) kiilonleges magneses és optikai tulajdonsagain alapulnak, de néhany
radioizotopjukat is hasznositjak. A Magneses Rezonancias Képalkotasban (MRI)
a paramagneses tulajdonsdgokkal rendelkezd Gd®* iont alkalmazzak
kontrasztanyagként a kép élességének fokozasara. Egyes lantanoida(lll) ionok
(pl. Eu®, Sm®*, Tb%, Nd®*, Er® és Yb®*) lumineszcencias tulajdonsigaiknak
koszonhetéen az optikai képalkotisban keriilnek felhasznalasra. Az Y 7Ly,
csontattétek esetén fajdalomcesillapitasra alkalmazzak.

A Ln* ionok toxikusak és fiziologias pH-n hidrolizalnak, ezért in vivo
alkalmazasuk csak stabilis komplexek formédjaban lehetséges. A Ln3* ionok
elsésorban aminopolikarboxilat ligandumokkal képeznek stabilis komplexeket,
amelyek kozott alapvegyiiletek a 8 donoratomot tartalmazo nyiltlanca DTPA és
a makrociklusos DOTA ligandumok. Az 1990-es évekt6l a DTPA-nak és DOTA-
nak is tobb szarmazékat eléallitottak, amelyek Ln(l11)-komplexeit a klinikai
gyakorlatban elterjedten hasznaljak (1. abra).

Napjainkban a lantanoidakon kiviil tobb mas 3+ toltésti fémion radioizotopjat
kezdték alkalmazni a Nuklearis Medicindban (pl. a Sc**, Y3*, amelyek szintén
ritkafoldfémek, illetve a Ga®* és In®*). Ezeket a fémionokat is tobbnyire
aminopolikarboxilat komplexeik formajaban hasznaljak, de az adott fémion
szamara optimalis ligandumok fejlesztése jelenleg is intenziven kutatott teriilet.
A kiilonboz6 fémkomplexek egyensulyi és kinetikai sajatossagainak felderitése
az utdbbi évek soran kilonosen fontossa valt a Gd(III)-komplexek in vivo
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felszabadulo Gd**-ionok toxikus hatasaval hoztak sszefiiggésbe. gy jelenleg is
intenziv kutatdsok folynak a felszabadulé Gd®*- ionok mennyiségének és
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in vitro, de fiziologias feltételekhez kozeli egyenstlyi és kinetikai viselkedésének
felderitésére.
Munkam ezekhez a teriiletekhez kapcsolddik, amellyel kapcsolatban a kovetkezé
altalanosan megfogalmazhat6 célokat tiiztiik Ki:
A hét funkciés csoporttal rendelkezé6 CyAAZTA ligandum egyensulyi és
Gd(CyAAZTA), mint potencialis MRI kontrasztanyag kinetikai, relaxacios
és szerkezeti sajatossagainak vizsgalata.

A Ga(CyAAZTA) komplex, mint lehetséges PET radiofarmakon egyenstlyi
sajatsagainak jellemzése, kinetikai inertségének meghatarozasa és szerkezeti
tulajdonsagainak felderitése.

A szabad Ca?* és Mg?*-ionok hatdsinak tanulminyozdsa a Klinikai
gyakorlatban alkalmazott Gd3*-alapi nyiltlinca MRI kontrasztanyagok
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A nyiltlancd Gd(DTPA-BMA) (Omniscan) és a makrociklusos Gd(HP-
DO3A) (ProHance) komplexek csontszovetekkel kialakitott
kolcsonhatasainak vizsgalata.
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1. abra A tézisben szerepld ligandumok szerkezeti képlete



II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Jelen munkénk soran tanulmanyoztuk a merevitett szerkezeti CyAAZTA
ligandum egyensulyi sajatsagait, a Gd(CyAAZTA) és Ga(CyAAZTA) komplex
Kinetikai és szerkezeti, valamint a Gd(CyAAZTA) relaxaciés tulajdonsagait.
Munkank részét képezte a Ca?*- és Mg?*-ionok hatésainak vizsgilata néhiny
klinikai ~gyakorlatban hasznalt Gd®*-alapi kontrasztanyag fémioncsere
reakcioinak a sebességére. Ezek mellett felderitettik a nyiltlancd Gd(DTPA-
BMA) (Omniscan), a makrociklusos Gd(HP-DO3A) (ProHance) komplexek és
a csontszovetek kozott kialakulo kodlcsonhatasokat.

A vizsgalat targyat képezo 1j CyAAZTA ligandumot olaszorszagi egyiittmiikodo
partnereink allitottak el6. Az egyenstlyi vizsgalatokat pH-potenciometrias, UV-
lathat6 spektrofotometrias €s multinuklearis NMR spektroszkdopias modszerekkel

rrrrr

rrrrr

szamitottuk. Néhdny esetben egyenstlyi eredményeinket UV-lathato (Cu®*), *H-
és 'Ga-NMR spektroszképias (Ga®*) és 'H-NMR relaxometrids (Gd®)
vizsgalatokkal tamasztottuk ald. A Gd(CyAAZTA) ¢és Ga(CyAAZTA)
komplexek kinetikai inertségét a Cu?*-ionnal és human transzferrinnel (sTf)
lejatszodd cserereakcidik sebességével jellemeztiik, amelyeket UV-lathato
spektrofotometrids modszerrel hatiroztuk meg. A Gd(CyAAZTA) komplex
relaxicios paramétereit H-NMR relaxometrids és ?O-NMR spektroszképids
vizsgalatok eredményeibdl szamitottuk. A két belsd szféras vizmolekulat
tartalmazo [Gd(CyYAAZTA)(H:0).]° komplex és kis molekuldju endogén
ligandumok (pl. citrat, foszfat, karbonat, laktat), valamint human szérum albumin
kozott kialakuld kolesdnhatast 'H-NMR relaxometrids modszerrel vizsgaltuk. A
Cu(CyAAZTA) és Ga(CyAAZTA) komplexek oldat fazisti szerkezetére UV-
lathaté spektrofotometrias és multinuklearis NMR spektroszkopias vizsgalatok
eredményei alapjan kovetkeztettiink. A Ca®* és Mg?*-ionok a Gd**-alapt
kontrasztanyagok Cu?* ionnal lejatsz6déd cserereakcidik sebességére gyakorolt
hatasat UV-lathato spektrofotmetrids, ‘H- és *C-NMR spektroszkopids és H-
NMR relaxometrias moédszerrel tanulmanyoztuk. A Gd(DTPA-BMA) és Gd(HP-
DO3A) komplexek csont feliiletével kialakitott kolcsonhatasait FT-IR



spektroszkopiaval kovettiik az ujjlenyomat tartomany rezgési savjai valtozasanak
vizsgalataval.

pH-potenciometrias titralasok soran Metrohm 785 DMP Titrino titralo
berendezést és Metrohm-6.0233.100 kombinalt tivegelektrodot hasznaltunk. A
titralasokat 6 cm3-es oldattérfogatban, allando kevertetés és termosztalas (25+0,2
°C), valamint 0,1 vagy 1,0 M (KCI, KNO3) ionerésségek mellett 0,2 M KOH-
titralasaval hataroztuk meg. A mérések eldtt és alatt a karbonatosodas elkeriilése
érdekében N»- vagy Ar-gazt buborékoltattunk at a rendszeren. A pH-mérd
kétpontos kalibracidjara 0,0500 M KH-ftalat puffer (pH =4,005), valamint 0,0100
M boérax puffer szén-dioxidtol elzart, Nr-atmoszféra alatt tartott (pH=9,180)
munkatarsai altal kidolgozott mddszerrel allapitottuk meg. A stabilitasi és a
protonalodasi allandokat a titralasok Vige-pH adatparjaibol a PSEQUAD program
segitségével szamitottuk.

UV-lathaté spektrofotometrias vizsgalatokat Cary 1E spektrofotométerrel,
1,000 és 0,874 cm-es kiivettaban, 25 és 37°C-on termosztalt kiivettatard
alkalmazasaval a 400-800 és a 220-330 nm-es hullamhossz tartomanyban
végeztiik.

Az 'H-, 8C- és "'Ga-NMR spektroszkopias vizsgalatokat Bruker DRX 400
spektrométerrel (9,4 T) végeztiink 400, 100 és 122 MHz-en 5 mm-es BB inverz
z gradiens fej hasznalataval. A  hémérsékletet Bruker VT-1000
hémérsékletszabalyozd egységgel tartottuk allandd értéken. A O-NMR
spektrumokat 5 mm fejjel és standard hdmérsékletszabalyozd egységgel ellatott
Bruker Avance 111 spektrométerrel vettiik fel (11,74 T) 67,8 MHz-en.

A longitudinalis relaxacios idoket (T:) Bruker MQ-20-as tipust NMR
spektrométerrel, 20 MHz protonrezonancia frekvencian, 0,4 cm® oldattérfogatban
magnesezettség inverzié modszerrel (inversion recovery impulzus szekvenciaval
180°-790°) hataroztuk meg. A T értékek térerd fliggését Stelar SmarTracer
relaxométerrel (Proton Larmor Frekvencia=0,01-10 MHz) és Bruker WP80 NMR
elektromagnessel ~ kombinalt  Stelar Relaxométerrel  (Proton  Larmor
Frekvencia=15-80 MHz) hataroztuk meg. A hémérsékletet Stelar VTC-91



termosztattal temperalt levegd befuvatasaval tarottuk allando értéken és mértiik
kalibralt réz termoelemmel (£0,1 °C).

Az FT-IR mikrospektroszkopias vizsgalatokat Hyperion 3000 FPA (focal plane
array) detektorral felszerelt Tensor 27 FT-IR spektrofotométerrel végeztiik. A
szilard anyagok spektrumat KBr-dal elddrzsdlve difftiz reflexids infravords
spektroszkopids modszerrel vettiik fel egy IFS 66v/S FT-IR spektrométerrel. A
folyadékmintakat pedig szaritds utan, gyengitett teljes reflexios modszerrel egy
VERTEX 80 tipusu FT-IR spektrométerrel vizsgaltuk.

111. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.1, A Ln(CyAAZTA) komplexek stabilitaisa az analég Ln(AAZTA)
komplexekéhez képest a ciklohexil csoport jelenléte miatt csokken,
ugyanakkor lényegesen né a szerkezeti merevsége és igy kinetikai inertsége,
de a GA(CyAAZTA) kedvezé relaxacios sajatsagai nem valtoznak.

A kordbban mar tanulmanyozott [GA(AAZTA)(H:0).]  eldnyds relaxacios
sajatsdgainak megtartdsa mellett a termodinamikai stabilitdsdnak és kinetikai
inertségének novelése érdekében, eldallitottuk és tanulmanyoztuk a ciklohexil-
AAZTA (CyAAZTA) ligandum egyensulyi, a Gd(CyAAZTA) kinetikali,
relaxacios és szerkezeti sajatossagait. Egyensulyi vizsgalataink ramutattak, hogy
a ciklohexil gylrinek koszonhetden lényegesen lecsokken a diazepin gyUlrii
flexibilitasa, korlatozva ezzel a 3 amino-N és 4 karboxilat-O donoratomok térbeli
elhelyezkedését. Az igy kialakuldé merev koordinacids iireg mérete a lantanida sor
kozepén talalhatd fémionok (Eu®* és Gd®) szamara kedvezdé. A Ln(CyAAZTA)
komplexek szerkezeti merevségét a paramagneses Eu®'- és Yb(CyAAZTA)
komplexek H-NMR spektrumai is alatimasztjak.

A Gd(CyAAZTA)  komplex fémion-cserereakcionak sebességmeghatarozo
négyszer lassabb, mint a makrociklusos Gd(DO3A) hasonldé reakciodja.
Fiziologias pH-n, 25°C-on a disszociacid felezési ideje alapjan (t12=91,3 év) a
Gd(CyAAZTA)  rendkiviil inert. Tudomasunk szerint a Gd(CyAAZTA)
kinetikai inertsége a legnagyobb az ismert két belsdszférds vizmolekulat
tartalmazé nem makrociklusos ligandumok altal képzett Gd(l11)-komplexek
kozott.



Relaxacios tulajdonsagainak  vizsgalata soran kimutattuk, hogy a
[GA(CYAAZTA)(H.0),]7 komplexben talalhatdo két belsészféras vizmolekula
gyors cserefolyamatokban vesz részt az oldoszer vizmolekulakkal és azok nem
helyettesithetéek endogén ligandumokkal (laktat, citrat és foszfat), mivel nem
szomszédos poziciokat foglalnak el. A [Gd(CYAAZTA)(H20).] komplex
Seronorm™-ban mért relaxivitasa nem valtozik az 1d0 elteltével, ami
egyértelmiien bizonyitja a GA(IIT)-komplex nagy stabilitasat fizioldgidshoz kozeli
feltételek mellet.

A felsorolt elényos tulajdonsagoknak koszonhetéen a GAd(CyAAZTA)™ komplex
alkalmas NMR-tomografias kontrasztanyagként valo felhasznalasra.

111.2. Megallapitottuk, hogy bar a Ga(CyAAZTA) lényegesen gyorsabban
képzédik, mint a PET vizsgalatokban mar hasznalt makrociklusos
Ga(NOTA) és Ga(DOTA) komplexek, de azoknal sokkal kisebb stabilitassal
és kinetikai inertséggel rendelkezik.

Részletesen tanulmanyoztuk a Ga(CyAAZTA)” komplex egyensulyi sajatsagait,
Cu?*-ionokkal és transzferrinnel lejatszodé fémion- és ligandumcsere reakcidit,
valamint szerkezeti tulajdonsagait. Kimutattuk a stabilis vegyes-hidroxo
[Ga(CyAAZTA)OH] komplex képzddését, amely pH>6,0 esetén jelenik meg a
rendszerben. A [Ga(CyAAZTA)OH] részecskében a hidroxidion kozvetleniil a
fémionhoz kapcsolodik egy karboxilat-O donoratomot helyettesitve. A
Ga(CyAAZTA) Ga-NMR jele nagyon széles szobahdmérsékleten, a Ga®* ion
asszimetrikus kornyezetének koszonhetéen, amely a CyAAZTA ligandum
merevségére, illetve a komplex torzult geometridjara utal.

A Ga(CyAAZTA) komplex Cu?*-ionnal citrat jelenlétében lejatszodod
fémioncsere reakcioit és STf-nel végbemend ligandumcsere reakcioit jellemz6 kg
sebességi  allandok  gyakorlatilag megegyeznek, amely alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy sem a Cu?*, sem a sTf nem vesz részt a Ga(CyAAZTA)
reakciojanak  sebességmeghatarozé ~ Iépésében. A Ga(CyAAZTA)
cserereakcidinak sebességmeghatarozé 1épése a [Ga(CYyAAZTA)OH] komplex
CyAAZTA ligandum transzferrinnel, illetve Cu?*-ionnal végbemend gyors
reakcioi kovetnek. A Ga(CyAAZTA) fizikai-kémiai sajatossagainak vizsgalata
alapjan a Ga"'-komplex lényegesen gyorsabban képzddik, de sokkal Kisebb a



stabilitasa és kinetikai inertsége, mint a Ga(NOTA) és Gd(DOTA)" komplexeké.
Azonban a Ga(CyAAZTA) komplex fiziologias feltételek mellett lejatszodd
izotop bomlasa (t12=67,71 perc), melynek alapjan a %Ga(CyAAZTA)
igéretesnek tiinik in vivo PET vizsgalatokban torténd felhasznalasra, illetve
tovabbi #Ga®*-alapt radiodiagnosztikumok fejlesztésére.

111.3 A Ca? és Mg? ionok jelentésen névelik a toltéssel rendelkezé
GA(DTPA)>, Gd(BOPTA)> é  Gd(EOB-DTPA)*  komplexek
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Az utobbi években az NSF megbetegedések felismerése és a gadolinium €16
szervezeten beliili felhalmozoddsa tette sziikségessé a Gd3* alapi MRI
kontrasztanyagok in vivo egyensulyi és kinetikai sajatossagainak részletes
vizsgalatit. Korabbi vizsgalatok alapjan a Cu?*- és Zn?*-ionok nem befolyasoljak
fémionok szabad formaban nem fordulnak el fiziologias feltételek mellett.
Azonban a szabad Ca?*- és Mg?*-ionok in vivo koncentriciéja jelentds
([Ca**]=1,25 mM, [Mg?*]=0,5 mM), amelyek hatasit a Gd(III)-alapi MRI
kontrasztanyag kinetikai inertségére korabban még nem vizsgaltak. Ennek
megfelelden tanulmanyoztuk a négy nyiltlanct Gd(IIT)-komplex Cu?* ionokkal
lejatszodd fémioncsere reakcidi sebességét citrat, Ca?*- és Mg?*-ionok
jelenlétében (0,15 M NacCl, 25 és 37°C).

Kinetikai vizsgéalataink alapjan megallapithatd, hogy a toltéssel rendelkezd
Gd(DTPA)%, a Gd(BOPTA)? és a Gd(EOB-DTPA)? komplexek és Cu?*-ionok
kozott citrat jelenlétében lejatszodé cserereakciok sebessége né a Ca?*- és Mg?*-
ionok koncentraciojaval, mig a Ca?*- és Mg?*-ionok nincsenek hatdssal a
semleges Gd(DTPA-BMA) fémioncsere reakcidoi sebességére. Mivel
fiziologiashoz  kozeli  feltételek mellett a  fémioncsere  reakciok
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Gd(L)M komplexek a Ca®*- és Mg?*-ionok és a DTPA szarmazékok Gd**- ionhoz



koordinalodott karboxilat csoportja kozotti kolesonhatassal képzédnek, ami
hatassal van a DTPA szarmazékok és a Gd**-ion kozotti kolcsonhatasra. A
Gd(DTPA)?* komplex Ca?*- és Mg?*-ionokkal kialakitott kdlcsonhatasat tH- és
13C-NMR spektroszkopias vizsgalatokkal is igazoltuk. A Gd(DTPA) szarmazék
ligandumok Ca?*-ionok jelenlétében mért relaxivitas értékei alatidmasztottik a
kétmagvii Gd(L)M komplexek képzddését a Gd(DTPA)* és Gd(BOPTA)*
esetében. A kétmagvii Gd(L)M komplexben a DTPA szarmazékok és a Gd** ion
kozotti kolesonhatas gyengébb, mint a GAL komplexben, aminek kdszonheten a
Gd(L)M komplex bels6é atrendezédése lényegesen gyorsabb és disszociacioja
valosziniibb. A kinetikai vizsgalatok soran kapott eredményekkel kapcsolatban
fontos megemliteni, hogy a Gd(DTPA)? és Gd(BOPTA)> komplexek Ca®*- és
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I11.4. A nyiltlinca Gd(DTPA-BMA) és a makrociklusos Gd(HP-DO3A)
komplexek és csont kozott kialakulé kolcsonhatasok FT-IR vizsgalatai
alapjan megallapitottuk, hogy a Gd(DTPA-BMA) jelenléte irreverzibilis
valtozasokat okozhat a csont szerkezetében, mig a makrociklusos Gd(HP-
DO3A) csak gyenge reverzibilis kolesonhatast alakit ki a csontok feliiletével.
Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan a nyiltlanci Gd(IIT)-komplexek in vivo

valé Gd*-ion hozzajarulhat az NSF kialakuldsdhoz. A fizioldgiashoz kozeli
feltételek mellett végzett egyensulyi szamitasok alatamasztottak, hogy a szabadda
valt Gd**-ion PO4*-ionokkal rosszul oldédé GdPO, csapadékot képezhet, amely
a Cas(P0O4)30H-al mutatott nagymértékii hasonlosaga miatt felhalmozdodhat a
csontokban. Az infravorés mikroszkopiaval végzett vizsgalataink soran egér
csontokat tanulmanyoztunk nyiltainci Gd(DTPA-BMA) ¢és makrociklusos
Gd(HP-DO3A) jelenlétében, amelyek eltéré viselkedést mutattak a csontokkal
kialakitott kolcsonhatasaik soran. Gd(DTPA-BMA) jelenlétében a csont
asvanyianyagban gazdag részének szerkezetében alapvetd, irreveribilis
szabadda valé Gd**-ionnal képzédé GdPOs a csont feliiletébe torténd
beépiilésével értelmezheté. A Gd(HP-DO3A) esetében a Gd(I11)-komplex
felhalmozodasa a csontok szervesanyagban gazdag részén torténik reverzibilisen.



A Gd(DTPA-BMA) és a Gd(HP-DO3A) komplexek eltéré viselkedése a
kiilonb6z6 kinetikai inertségiikkel értelmezhetd. A GA(DTPA-BMA) Iényegesen
gyorsabb disszociaciés folyamatai (t12=9,3 6ra) miatt a felszabaduld Gd3*-ionok
mennyisége Iényegesen nagyobb, igy a képz6d6 GdPOs megkdtddhet a csontok
felilletén. Ezzel szemben a Gd(HP-DO3A) Iényegesen nagyobb kinetikai
intakt komplex forméajaban tud kialakitani kdlcsonhatast valoszintileg a hidroxi-
propil oldallancon keresztiil.

IV. AZ EREDMENYEK LEHETSEGES ALKALMAZASAI

Vizsgalataink foként a ligandumok és fémkomplexeik koordindcios kémiai
viselkedésének felderitésére iranyultak alapkutatasi jelleggel, de esetleges orvosi
vagy biologiai alkalmazasuk esetében, féleg az MRI és PET kontrasztanyagok
fejlesztése soran gyakorlati szempontjabdl is fontosak lehetnek.

Az GACyAAZTA) komplex egyensulyi, kinetikai, relaxacids és szerkezeti
vizsgalatai alapjan megallapithat6, hogy termodinamikai stabilitisa, de f6ként
kinetikai inertsége elegendGen nagy a bioldgiai, valamint az orvosi in vivo MRI
vizsgalatokban biztonsagos ¢és eredményes kontrasztanyagként torténd
felhasznalasahoz. A Ga(CyAAZTA) komplex egyensulyi és kinetikai vizsgalatai
ramutattak, hogy a ciklohexil csoport jelenléte lecsokkenti a vegyes-hidroxo
Ga(L)OH komplex stabilitasat és kinetikai inertségét. Azonban a Ga(CyAAZTA)
komplex kinetikai inertsége jelentésen né a Ga(AAZTA) -hoz képest a hét tag
gyliri merevebb szerkezete miatt, ami igéretes lehet in vivo PET vizsgalatokban
alkalmazhat6 %8Ga® -alapu radiodiagnosztikumok fejlesztésében.

A Ca?* és Mg?*-ionok nyiltlanca Gd(I1T)-komplexek disszociacids folyamataiban
jatszott szerepének felderitése nagyon figyelemre méltd, mivel kordbban a Ca?*-
és Mg?*-ionok kinetikai hatasat elhanyagoltik. Eredményeink alapjan a
endogén citrat és foszfat ligamdumokat meghaladé moédon hozzajarulhat a Gd®*-
ionok in vivo felszabadulasdhoz. A Ca?*- és Mg?*-ionok a kereskedelmi
forgalomban 1évé MRI kontrasztanyagok kinetikai viselkedésére gyakorolt
hatasainak, illetve a  kontrasztanyagok csontszovetekkel kialakitott
k6lcsonhatasainak ismerete jelentds elérelépést hozhat a Gd(IIT)-komplexek in
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felderitésében.
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