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A LIGANDUMOK SZERKEZETI KEPLETE ES SZOKASOS ROVIDITESUK

Az értekezésben eléfordul6 ligandumok szerkezeti képletei:
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A fontosabb ligandumok elterjedt, nem szabalyos elnevezése:
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H;DTPA-BMA:

H;DTPA-BMEA:

HsBOPTA:
HsEOB-DTPA:
H,EDTA:
H;(HEDTA):
H,EDDA:
H;NOTA:
H;NOTA-Gly:
H,PDDA:
H,ODDA:
H,ODDA-Gly:

H,ODDM:

H,DOTA:
H;HP-DO3A:

H;DO3A-B:

v

dietiléntriamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav
dietiléntriamin- N,N,N’,N’’ N’’-pentaccetsav-N,N’’-
bisz(metilamid)

dietiléntriamin- N,N,N’,N’’,N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(metoxi-etilamid)
2-(benziloximetil)-dietiléntriamin- N,N,N’,N*’,N”’-
pentaecetsav

4-([4’-etoxi]-benzil)-dietiléntriamin- N,N,N’ N’ N’’-
pentaecetsav

etiléndiamin- N,N,N’ N’-tetraecetsav
N’-(hidroxietil)-etiléndiamin-N,N,N’-triecetsav
etiléndiamin-N-N’-diecetsav
1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triecetsav
1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-trisz(acetil-glicin)
1,4,10-trioxa-7,13-diazaciklopentadekan-7,13-diecetsav
1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-7,16-
diecetsav
1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-7,16-
bisz(acetil-glicin)
1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-7,16-
bisz(malonsav)

1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraccetsav

10-(2’-hidroxipropil)-1,4,7,10- tetraazaciklododekan-1,4,7-

triecetsav
10-(2’°,3’-dihidroxi-[1’-hidroximetil Jpropil)- 1,4,7,10-

tetraazaciklododekan-1,4,7-triecetsav
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I. BEVEZETES

I. BEVEZETES

A periddusos rendszer lantant kovetd 14 elemét a lantdnhoz valo
nagymértékli hasonlésdga miatt lantanoid elemeknek nevezik. Az irodalomban
elterjedt és elfogadott lantanoida elnevezést a lantantdl a Iutéciumig terjedd
elemekre hasznaljak, az ittriummal és a szkandiummal egyiitt ritkafoldfémeknek
nevezik Oket.

A Manhattan-project keretén beliil az 1940-es évek elején kezdték el a
ritkafoldfémek részletes koordinacios kémiai vizsgalatait, melynek soran a nagy
kémiai hasonlosagot mutatd fémionok egymastdl torténd elvalasztasara dolgoztak
ki eljarast. A ma alkalmazott ipari méretekben torténé elvalasztasuk alapjaul a II.
vilaghaboru alatt és utan kidolgozott technoldgia szolgal, amely olddszer
extrakcioval torténik és esetleges tovabbi tisztitasukra ioncserés kromatografiat
alkalmaznak'.

A hetvenes évek kozepe ota a Ln’-ionok koordinacids kémiai
vizsgalatainak kozéppontjaban a bioldgiai vizsgalatokban, orvosi diagnosztikaban
és terapiaban torténd alkalmazasuk all. Ca-tartalmu fehérjék, enzimek Ca®" kotd
helyének felderitéséhez alkalmaznak Ln’*-ionokat EPR (Gd*") és lumineszcencias
(Eu™", Tb™) vizsgalatokban™*, melyekben a spektroszkopiailag ,,lathatatlan” Ca*'-
jont helyettesitik a hasonlé ionméretii és koordinacios kémiai tulajdonsagi Ln®'-
ionokkal’. A Ln’"-ionok ESR és lumineszcencias spektrumainak szerkezete
jelentdsen fiigg a Ln’"-ionok kornyezetétdl, ami alapjan kovetkeztetni lehet a
koordinal6dé donoratomokra és a molekula szerkezetre. Ezek mellett tovabbi
biologiai felhasznalast jelent a Ln’"-ionok szdmara NMR-shift és -relaxacios

e ey

reagensként  torténd  felhasznaldsuk  makromolekuldk  konformaci¢janak
meghatérozasaban®®’.

Napjainkban a  Ln’"-ionok  kelatképz6 ligandumokkal  alkotott
komplexeinek legfobb kutatasi teriiletét az orvosi vizsgalatokban torténd ,,in vivo”
alkalmazasuk képezi*®. A magneses rezonancias képalkotas (Magnetic Resonance

Imaging, MRI) az egyik leghatékonyabb orvos-diagnosztikai modszer, melyben
1
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relaxaciosebességet  noveld  reagensként  Gd(III)-poliamino-polikarboxilat
komplexeket alkalmaznak a kép élességét fokozo un. kontrasztanyagként >, A
Ln(IIT)-komplexek masik, intenziven fejlodd alkalmazasi teriilete a fluoreszcencias
immunanalizis. A vizsgalatok soran jelzként Eu’", Tb*", Sm’" (ritkdbban Dy’" és
Nd*) komplexeket kotnek a monoklonéris antitestekhez, mellyel rendkiviil nagy
szelektivitassal ¢és érzékenységgel tudnak meghatdrozni és kimutatni antigéneket és
diagnosztikai szempontbol érdekes molekulékat'’.

A Ln(Ill)-komplexek diagnosztikai alkalmazasa mellett vizsgalatok
folynak rakos daganatok terapias kezelésében torténd felhasznalasukra. A
radioaktiv sugérzas kozvetleniil a daganatos sejtekre fejtheti ki roncsold hatasat, ha
a megfelel6en kivalasztott monoklonéris antitesthez kétve *°Y vagy '""Lu (kemény
Brsugarzok és az *°Y nem bocsat ki athatold y-sugarzast ) poliamino-polikarboxilat
komplexét alkalmazzak (pl. "Y(DOTA))".

A radiofarmakonok kutatési teriiletén is egyre inkabb eldtérbe keril a
Ln(III)-komplexek vizsgalata. A ' Sm- és '®Ho-polifoszfonat komplexeit
eredményesen alkalmaztak csontattétek kezelésében a fajdalom
csokkentésére' >,

A Gd(IID)-komplexek legjabb alkalmazasi teriiletét a magneses
rezonancids képalkotdas (MRI, mint diagnosztikai eljaras) és a gadolinium
neutronbefogasos rakterapia (Gd-NCT, mint terapias eljaras) osszekapcsolasa
képezi. A kezelés soran a daganatos szovetbe juttatott Gd(III)-komplexet lassu
neutronokkal sugarozzak be és az igy lejatszodo (n, y) magreakciok hatasara a
daganatos sejtek elpusztulnak A terdpia eredményességet MRI vizsgalatokkal
tudjak nyomon kévetni'>'®!.

A Ln(Ill)-poliamino-polikarboxilat és  -polifoszfonat komplexek
tulajdonsagainak vizsgalata elengedhetetlen az ,,in vivo” orvosdiagnosztikai és
terapias alkalmazasukhoz és ezzel egyiitt alapkutatasi céllal bovithetjiikk a fém-
ligandum kolcsonhatassal és annak a Ln*"-ion és a ligandum tulajdonsagainak a

fliggvényében torténd valtozasaval kapcsolatos koordinacios kémiai ismereteinket.

2
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A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékén mar
évtizedek 6ta folynak kutatasok Ln*"-ionok nyiltlancti és makrociklusos poliamino-
polikarboxilat és -polifoszfonat ligandumokkal képzett komplexei egyenstlyi és
kinetikai tulajdonsagainak felderitésére. Az elmult par évben a kutatasok korét
kiterjesztették olyan nyiltlanci és makrociklusos ligandumokra, amelyekben a
karboxilatcsoportokat amidcsoportokkal helyettesitették. Ezek a vizsgalatok
elsdsorban a Gd(III)-komplexek MRI kontrasztanyagként valo
alkalmazhat6saganak koordindcios kémiai hatterére terjedtek ki, de a gyakorlati
alkalmazason tul igen értékes 1Uj informaciodkat nyujthatnak a fémkomplexek
koordinacios kémiai tulajdonsagaira vonatkozoan is.

A nyiltlanca DTPA, a makrociklusos DOTA ligandumok ¢€s szarmazékaik

Gd(11T)-komplexei MRI kontrasztanyagként® torténé alkalmazhatosaganak egyik
igen fontos paramétere a Gd’'-ionhoz kozvetleniil kot6dé  vizmolekula
cseresebessége a nagy tomegben jelenlévd vizmolekuldkkal, ami a jelenleg
alkalmazott MRI kontrasztanyagok esetében alatta marad az optimalisnak®'®'"®. Az
elézetes vizsgalatokbol kideriilt, hogy a Ln(DOTA-tetra-amid) szarmazék
komplexek vizcseresebessége a fentebb emlitett komplexekénél is joval
kisebb™*"?,
Ln(IlT)-komplexek, amelyekben a koordinalt vizmolekula cseresebessége
rendkiviil kicsi és esetleg kiilonféle (foként —NH és —OH) labilis protonokat
tartalmaznak. Ezek a PARA-CEST (Paramagnetic- Chemical Exchange Saturation
Transfer) MRI kontrasztanyagok. A DOTA-amid szarmazékok Ln(IlI)-komplexei
igy potencialis PARACEST MRI kontrasztanyagok, de ezeknek a komplexeknek a
termodinamikai és kinetikai sajatossagait még részletesen nem vizsgaltak™ ™.

A kelatképzo6 ligandumok és fémkomplexeik orvosdiagnosztikai alkalmazasa
mellett igen jelentds a terapids kezelésekben torténd felhasznalasuk a szervezetbe
keriilt toxikus nehézfémek (pl. Pb>", Cd*") vagy radioaktiv izotopok (*°Sr**, '*Ce’")

kiiiriilésének gyorsitasara. A Tanszéken mar tobb éve folynak toxikus fémekre
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szelektiv nyiltanci és makrociklusos poliamino-polikarboxilat és -polifoszfonat
ligandumok elGallitasara és komplexképzd sajatsagainak vizsgalatara iranyuld
kutatasok is. A hard tipust toxikus fémionok szervezetbdl torténd kiiiriilésének
gyorsitasara jelenleg legelterjedtebben az EDTA és DTPA ligandumokat hasznaljak,
amelyek a két- és harom pozitiv t6ltésti fémionokkal stabilis komplexeket képeznek,
ugyanakkor viszonylag kicsi a szelektivitasuk™. Ennek oka a ligandumok jelentékeny
flexibilitdsa, aminek kovetkeztében viszonylag konnyen koordinaldédnak a kisebb
vagy nagyobb méreti fémionokhoz is. Ilyen vegyiiletek antidotumként valod
felhasznalasakor kiilonosen fontos lenne, hogy az alkalmazott ligandum az
eltavolitand6 fémionnal nagy stabilitasu, mig az életfolyamatok szempontjabol fontos
fémionokkal (pl. Zn®>", Cu®*, Ca®" stb.) lényegesen kisebb stabilitisu komplexeket
képezzen.

A maghasadaskor keletkez0 és a szervezetbe jutva a csontokba beépiild
radioaktiv stroncium izotopok (pl. *°Sr) eltavolitisanak gyorsitisara a korabbi intenziv
kutatasok ellenére sincs megfeleld komplexképzd. Az ilyen célokra javasolt
ligandumok (pl. EDTA, DTPA) lényegesen stabilisabb komplexeket képeznek a
testfolyadékokban nagy mennyiségben talalhaté Ca®"-ionnal, mint a nagyobb méretii
Sr**-ionnal, igy nem novelik kell6 mértékben a Sr** kiiiriilését. A Tanszéken korabban
eléallitott [18]anN,O4-bisz(malonat) esetében azt tapasztaltak, hogy az eltavolitandd
toxikus fémionokkal, igy az Pb*- és a Sr’’- ionokkal lényegesen stabilisabb
komplexet képez, mint az életfolyamatokban fontos szerepet jatszo fémionokkal (pl.
Zn*", Cu®*, Ca™", stb.) Azonban a bisz-malonat-csoport dekarboxilezédése savas pH-n
viszonylag gyorsan végbemegy, amikor a ligandum elveszti a fent emlitett toxikus
fémekre vonatkozo szelektivitasat™.

Az elbzetes tapasztalatok alapjan ugy véltik, hogy a hasonlé nagyméretii
funkciés csoporttal rendelkezé6 makrociklusos ligandumok kozel azonos
szelektivitassal rendelkeznek, mint a [18]anN,O, -bisz(malonat) ligandum.

Az utobbi par évben komoly érdekldédés nyilvanult meg az olyan kétmagva

komplexek irant, melyben az egyik fémion Cu’’, mig a masik egy hasonlo
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paramagneses fémion Mn**, Gd*" vagy Cu*". Az ilyen osszetételi vegyiiletek szilard

fazisban a fémionok kozott fellépd kdlesonhatasnak koszonhetden antiferromagneses

tulajdonsaggal rendelkeznek.

A Tanszéken néhany éve elkezdddtek az ilyen tipusu kétmagvi komplexek
vizsgalatai és meghatiroztak a Cu'[Gd"(DOTA)]" illetve Cu"[Mn"(DOTA)]
komplexek stabilitasi 4llandojat’®. Ezekben a komplexekben a Cu®* kozel van a
makrociklus négy nitrogénje altal meghatarozott sikhoz, mig az oldallanc
karboxilatcsoportjai viszonylag tdvolabb helyezkednek el a kdzponti fémiontdl, ezért
alkalmasak kétmagvii komplexek kialakitasara. Az altalunk vizsgalt ligandumok
viszonylag hosszabb acetil-glicinat oldallanccal és ezzel egyiitt tobb koordinal6do
donoratommal rendelkeznek, ami elvben stabilisabb kétmagva komplexek
kialakitasara nyujt lehetdséget.

Munkam ezekhez a teriiletekhez kapcsolodik és a kovetkezo altalanosan
megfogalmazhat6 célok tlizhetok ki:

e a koradbban nem vizsgalt acetil-glicinat funkcidés csoport komplexképzd
sajatsagainak felderitése ¢és a fémionok koordinacidjaban résztvevod
donoratomjainak beazonositasa.

e a makrociklus donoratomjainak az acetil-glicinat funkciés csoport
koordinacinacios kémiai viselkedésére gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa.

e a makrociklusos NOTA , DOTA ¢és ODDA ligandumok acetil-glicinat
szarmazekainak ¢és fémkomplexeik egyensulyi és szerkezeti vizsgalata, a
karboxilat analog komplexek sajatsagaival torténd dsszehasonlitasa.

e a klinikai bevezetés eldtt allo DOTA-tetra-amid ligandumok és Ln(IID)-
komplexeik termodinamikai, kinetikai, relaxacios és szerkezeti tulajdonsagainak
részletes tanulmanyozasa €és a karboxilat analog DOTA komplex sajatsagaival

torténd 0sszehasonlitasa.
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Il. IRODALMI ATTEKINTES

11.1 A lantanoida(ll1)komplexek tulajdonsagai

A Ln*"-ionok ([Xe] 4f*'*) az atomok vegyértékhéjan 16v6 3 elektron
(5d'6s%) eltavolitasaval jonnek létre. Ezek az ionok az f-alhéjon elhelyezkedd
elektronok szamaban térnek el egymastol, amelyet az 5s*5p° kiils6 zart elektronhé;
szinte teljesen learnyékol. Ennek kovetkeztében az f-alhéj toltédésével és a
magtoltés novekedésével az ionméret a La’*-t6l (116 pm) a Lu*™-ig (98 pm)
monoton csokken®'.

A Ln*"-ionok hard természetiick és kémiai tulajdonsagaikat tekintve
hasonldéak az alkalifoldfém-ionokhoz. Koordinacids vegyiileteikben az altaluk
kialakitott kotés dontdéen ionos jellegli. Ezeknek megfeleléen komplexképzd
hajlamuk a S<N<O donoratom sorrendben a hard jelleg novekedésével egyiitt
novekszik és ezek mellett a toltéssel rendelkezd donoratomokat eldnyben
részesitik’. A kelatképzé ligandumokban leggyakrabban eléforduld funkcids
csoportokkal vizes kozegben kialakitott kémiai kotésiik erdssége alkoholos
hidroxil<amid<foszfinat<karboxilat<foszfonat sorrendben né.

A Ln*"-ionok koordinacids szama nagyon sokaig vitatott kérdés volt és az
irodalomban kozolt értékek 6 és 10 kozott valtoztak. A 30-as években elvégzett
szilard fazisa rontgendiffrakcios vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a
lantanoidak atlagos koordinacids szama nagyobb az atmeneti fémeknél altalanos 4
vagy 6-os értéknél’>. Napjainkban a LnCl; és Ln(ClO4); sok vizes oldatainak
rontgen- és neutrondiffrakcidos vizsgalatai a lantanoida sorozat kozepén
bekovetkezd koordinacios szam valtast (9-r6l 8-ra) tamasztjak ala®. A vizsgalatok
soran beazonositott geometria a 9-es koordinacids szam esetén haromszorosan
lapcentralt trigonalis prizma, a 8-as koordinaciés szam esetében négyzetes
antiprizma. EXAFS mérésekkel Yamaguchi és munkatarsai alatamasztottak ezeket

az eredményeket’.
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A lantanoida(Ill)komplexek elektronspektroszkopiai tulajdonsagait
dontéen az f-elektronok hatarozzak meg. A spin-palya kolcsonhatds miatt a
hétszeresen degeneralt f-alhéjak felhasadnak és az igy kialakult energiaszintek
kozott f-f atmenet valdsulhat meg. Ezen elektrondtmenetek tiltottak (Laport-
szabaly), igy a hozzajuk tartozd abszorpciés savok Kkis intenzitastak
(e~1 cm™M™Y*®. A ligandumok kristalytere csak kis mértékben tudja perturbalni az
energiaszintek kozotti atmeneteket az f-palyak nagy mértékii arnyékoltsaga miatt,
igy a lantanoidak f-f savjai eltéréen az atmenetifémek széles d-d abszorpcios
savjaitdl majdnem olyan keskenyek szilard és oldat fazisban, mint gazfazisban. A
Ln(Ill)-komplexek f-f atmenetekhez tartozod abszorpcidos savjaibol igy nagyon
kevés esetben tudunk értékes informacidkat levonni a komplexek képzddésére
vonatkozoan. A Nd**-ion P, termje nem hasad fel semmilyen kristalytérben, igy
a °Py < "Iy, atmenethez tartozo kis intenzitast abszorpcios sav rendkiviil érzékeny
a Nd(III)-komplexek képzddésére.

A lantanoida(Ill)komplexek képzddésére az 5d<—4f elektronatmenetek
érzékenyebbek, mivel a kiilsé palyak arnyékold hatasa kevésbé hat az 5d palyékra.
Legtbb Ln*"-ion esetében ezekhez az atmenetekhez tartozéd savok a vakuum-UV
tartomanyban jelentkeznek és csak néhany Ln’"-ionnal (Ce®', Pr'™ és Tb*)
talalhatok az UV tartomanyban. A Pr’- és a Tb’"-ionok 5d«4f atmeneteinek
megfeleld abszorpcidés sdvok 230 nm alatt észlelheték, ahol a komplexképzd
ligandumok tobbségének elnyelése van, de a Ce®™ esetében ezek a savok 210-330
nm tartomanyban talalhatok, amelyek intenzitdsa viszonylag nagy
(e~1000cm™'M™).

A Ln(Il)-komplexek képzddését az UV-tartomanyban talalhato
ligandum—fémion toltésatviteli savok segitségével is tudjuk kévetni (Eu’", Yb™).
Az Eu(Ill)-komplexek esetében ez a sav 240-270 nm kozt talalhatd, melynek
intenzitasa a komplexek képzddésével egyiitt novekszik.

A Ln*"-ionok gyakorlati felhasznalasaval kapcsolatban fontos kitérniink a

lumineszcencias tulajdonsagaikra is. Az f° és az f'* elektronszerkezetii ionok
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kivételével mindegyik Ln*"-ion rendelkezik lumineszcencias tulajdonsaggal,
amelyek koziil az Eu®* (7F0_4<—5D0_1) és a Tb>" (7F0_6<—5D4) atmenetnek megfeleld
emittalt fénykvantum rendelkezik a legnagyobb gyakorlati jelentdséggel. A
lantanoida(IIl)komplexek emisszios spektruma érzékeny a kdzponti fémion kémiai
kornyezetére, igy alkalmas a komplexek képzodésének ¢&s szerkezetének
vizsgalatara®. Az Eu(III)-komplexek *D, atmeneti allapotanak atlagos élettartama
jelentésen fiigg az Eu’-ion kornyezetében 16vé egyéb részecskéktdl, amibél a
fémionhoz kozvetleniil koordinalodé vizmolekulak szamat lehet meghatarozni®.

A lantanoidak és komplexeik sajatossagait beleértve magneses
tulajdonségaikat is jelentésen befolyasolja a kozponti fémion elektronszerkezete
és az f-alhéj (4f°'") learnyékoltsaga. A Ln*"-ionok az Y*', a La’*(f°) és a Lu*"(f'*)
kivételével paramagnesesek, magneses momentumuk a Nd**-nal és a Dy’ illetve a
Ho*"-nal maximumot mutat és nem a maximalis spinszama Gd*"-nal (f'), mivel a
spin és palyahozzajaruldsokat egyiittesen kell figyelembe venni’.

A paramagneses Ln(I1I)-komplexek NMR jelei kiszélesednek és eltolodnak
a diamagneses komplexekhez képest. A  paraméagneses Ln’ -ionok
elektronrelaxacios ideje viszonylag kicsi (1077 s), aminek kovetkeztében a proton
rezonancia jelek nem nagyon szélesek’’. A Gd*'-ion elektronrelaxacios ideje négy
nagysagrenddel nagyobb (107 s), ezért nagyobb jelszélesité hatassal rendelkezik,
ami forditottan ardnyos a Gd’-ion és a proton kozotti tavolsag hatodik
hatvanyaval’.

A Ln(III)-komplexek Ln’"-ion altal indukalt NMR jeleltolodasa (LIS)
harom részbdl tevodik Ossze: a diamagneses, a Fermi kontakt (skaldris) és a

1. A diamagneses eltolodast a Ln*"-ion

pszeudo-kontakt (dipolaris) eltolodasbo
induktiv hatasa hatarozza meg, de ez altaldban kicsi. A kontakt eltolodas a
parositatlan elektronok kovalens kotései révén, a pszeudo-kontakt eltolodas a
parositatlan elektronok téren keresztiili hatasara jellemz6. A kontakt eltolodasbol a
kapcsolodd atomokra és a kovalencia mértékére, mig a pszeudo-kontakt

eltolodasbol a komplex térbeli szerkezetére kapunk informaciokat.
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A Ln(Ill)-komplexek egyensulyi vizsgalatai soran az egyik legfontosabb
meghatérozandé paraméter a stabilitasi alland6 és azok valtozasa a Ln’ -ionok
rendszamanak, vagy ionsugaruk fiiggvényében. A Ln(III)-komplexek stabilitasi
allandéi 3 kiilonbdz6 modon valtozhatnak a sorozaton beliil a kelatképzo
ligandumtol fiiggden™:

Az els6 és legaltalanosabb esetben az ionsugar csokkenésével monoton
novekszik a stabilitasi allandé értéke. A ndvekedés mértéke a sorozat elején a Gd-
ig nagyobb, mint a sorozat végén. Az ilyen tipusi komplexek szerkezetét legjobban
az elektrosztatikus modell segitségével értelmezhetjiik, bar a tokéletes leirdshoz ez
sem elegendd. Ehhez a tipushoz sorolhatod ismertebb ligandumok: a glikolsav, a
tejsav, az imino-diecetsav, EDDA, DCTA és az EDTA.

A masodik csoportba sorolhaté ligandumokkal képzett Ln(I1l)-komplexek
stabilitasi alland6i a Sm-Eu-ig nének, majd értékiik kozel allandé marad. Ilyen
tipust ligandumok az ecetsav illetve merkapto és metoxiszarmazekai, az acetil-
aceton ¢€s kelatképzok koziil a HEDTA.

A harmadik tipusi ligandumok altal kialakitott komplexek stabilitasi
allandéoi maximum gorbe szerint valtoznak az ionsugar reciprokanak a
fiiggvényében. A gorbe maximuma a Dy-Ho koriil talalhat6. Az ismertebb
ligandumok koziil a DTPA alakit ki ilyen tulajdonsaggal rendelkezé Ln(III)-
komplexeket.

Az utobbi két tipusba sorolhatd ligandumokkal kialakitott komplexek
stabilitasi allandoi valtozasanak megértéséhez az elektrosztatikus modellen kiviil a
termodinamikai paramétereket (4G, AH, AS) és sztérikus tényezoket is figyelembe
kell venni®’.

A makrociklusos ligandumok vizsgalata soran tapasztaltak az emlitett 3
tipustol eltérd stabilitasi allandd valtozast is, amelyek megértéséhez a mar emlitett
tényezOkon kivill a fémion és a makrociklus méretviszonyat, a ligandum

" s s 41,4243
szerkezetét és merevségét is szamitasba kell venni™ "™,
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A Ln(Ill)-komplexek Kinetikai sajatsdgai jelent6sen fiiggnek a
koordinalodé ligandum tulajdonsagaitol. A Ln’*-ionok egyfunkcids egyszerli
ligandumti komplexeinek képzddése igen gyors a kialakuld kotések ionos
természetének koszonhetéen, amik csak relaxaciés modszerekkel kovethetSk™.

Ezen tipust komplexek képzédése az Eigen-Tamm mechanizmussal irhaté le*:

LN, + Lay = Ln(H,0),L =— LnL, 1.1

A komplexképzddés els6 1épése a kiils6szféras komplex képzddése, amely
diffuzié kontrollalt. A masodik 1épés a belsd szféras komplex kialakulasa. A
46

GdSO," képzédési sebessége 7x10° s, a Gdfaz) vizcseresebessége 8,3x10° 57!

A két érték nagyon kozeli, ami arra utal, hogy nem fiiggetlenek egymastol. Ezek
alapjan megallapitottak, hogy az ilyen tipust komplexek képzodési sebességét
dontden a kdzponti fémion vizeseresebessége €s a kialakuld kiilsészféras komplex
egyensulyi allandoja befolyasolja™*.

A fémionok vizcseresebessége igen nagy, igy meghatarozasuk nehéz.
Megbizhatéan csak a nagyobb rendszamii Ln’"-ionok vizcseresebessége mérhetd
""O-NMR-relaxacios modszerrel'’, mivel a vizsgilatok soran kapott kinetikai
effektus a diamagneses kornyezethez viszonyitott kémiai eltolodas négyzetével
aranyos (Ae’), ami a kisebb rendszamii Ln**-ionok esetében kicsi. A LnSO,"
képzodési sebességének  és a  nagyobb  rendszamu  Ln’"-ionok
vizcseresebességeinek (La’"-t6l a Eu’-ig nének, majd a Lu’™-ig csokkennek)
ismeretében a Ln*"-ionok vizcsere mechanizmusaval kapcsolatban megallapithato,
hogy a sorozat elején az Eu’'-ig disszociativ (lg), azt kdvetéen asszociativ (1)
jellegti*®.

Nyilt lancu, protonalt tébb funkciés ligandumok Ln(III)-komplexei joval
lassabban alakulnak ki, amit befolyasol a ligandum donorcsoportjainak

protoncsere-sebessége és merevsége is. A komplex képzddésének sebesség-
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meghatarozd 1épése a kelatgylr(i zarddasa, vagy valamilyen protontranszfer
folyamat™.

Funkcionalizalt =~ makrociklusos  ligandumok  Ln(III)-komplexeinek
képzGdési sebességét tovabb lassitja a ligandumok merevsége. Ezek a komplexek
kisebb pH-tartomanyban stabilis protonalt koztitermék kialakuldsan keresztiil
képzddnek. A sebességmeghatarozo 1€pés a fémionnak a makrociklus donoratomjai

49,50

altal hatarolt koordinacids ,kalitkaba” torténd bejutdsa™ ", amelyet befolyasol a

gylrli merevsége, a ligandum bazicitasa és protonaltsagi foka.

.....

., . e, e , + . ;e "o
savkatalizalt folyamat. A disszociacido sebessége a H -ion-koncentracid els6 és

51,52

masodik hatvanyaval is ndhet ¢és a sebességi allandok telitési gorbe szerint is

valtozhatnak®>*. A Ln(III)-komplexek disszociacio sebessége fiigg a ligandum
ligandumu komplexei esetében kialakult nézet, hogy el6szor az oldallancon 1évo
csoportok protonaldodnak, majd ezt kdveti a proton(ok) athelyezddése a gytrd
donoratomjaira, mikdzben a Ln*"-ion kiszorul a makrociklus donoratomjai altal
kialakitott koordinacios ,kalitkabol”. Toltésnélkiili makrociklusos ligandumok
Ln(IIl)-komplexei esetében lassabb disszocidciot tapasztaltak, mint hasonld, de
negativ toltésii ligandumok Ln(IIl)-komplexeinél, még abban az esetben is, ha az
utobbi komplexek nagyobb termodinamikai stabilitdssal rendelkeztek™. Ezt
feltehetSen a protonalhaté donorcsoportok kisebb szdma és a pozitiv toltésti H'-
ionok elektrosztatikus taszitasa okozhatja.

A Ln(Ill)-komplexek ligandumcsere reakcioira altalaban savkatalizalt
disszociativ 1t jellemz6. Ha a komplexben kotott kdzponti fémion belso
koordinécios szféraja nem teljesen telitett, a ligandum szubsztitiucios reakcidi a
cseréld ligandum kozvetlen tamadasaval vegyes ligandumu koztitermék
képzédésén keresztiil is lejatszodhatnak™.

A kozponti fémion cserereakcidi a ligandumcseréhez hasonloan

lejatszodhatnak savkatalizalt disszociativ mechanizmussal, de a kicseréld fémion
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kozvetlen tamadasan keresztiil is, asszociativ uton. Ebben az esetben kétmagvu
koztitermék képzodésével jatszodik le a folyamat, aminek soran a ligandum
funkcids csoportjai fokozatosan athelyez6dnek a kozponti fémionrdl a kicseréld

51,56

fémionra Ez inkabb a tobb negativ toltésti donorcsoporttal rendelkezé

ligandumokra jellemz6. A Ln(Ill)-komplexek spontan vagy savkatalizalt

.....

disszociacios 1épésbdl és egy azt kovetod, a kicseréld fémion és a keletkezett szabad

ligandum kozti gyors reakciobol tevodik ossze”’.
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11.2 A méagneses rezonancias képalkotas kontrasztanyagai

A magneses rezonancias képalkotast az 1980-as évek kozepétol
eredményesen  alkalmazzak az  egészséges ¢és a  koéros  szOvetek
megkiilonboztetésére. A modszer alkalmazhatosagat az egészséges és a beteg
szovet eltérd viztartalma (a makromolekulakhoz kotott és a szabad vizmolekuldk
szama kiilonb6z0d) és a vizprotonok eltérd relaxacids ideje (T1, To) teszi lehetové.

Az  MRI  vizsgalatok  elterjedését és  népszeriiségét  nagy
felbontoképességének koszonheti és annak, hogy segitségével kiilonbséget lehet
tenni a lagy szovetek kozott is™.

A modszer kifejlesztése Lauterbur és munkatarsai nevéhez flizdik,
melynek sordn a szovetekrdl kétdimenzios képet készitenek magneses tér gradiens
alkalmazasaval®. Ezt kovetben kimutattak, hogy paramagneses anyagok
jelenlétében a szovetek jobban megkiilonboztethetové valnak a benniik 1évo
vizprotonok eltérd relaxacios viselkedésének koszonhetéen®. A teriilet kutatasa az
1980-as évek végétdl valt intenzivvé, amit a témaban megjelent publikaciok
szamanak novekedése is alatamaszt (1987-ben kb. 40, mig 2004-ben tobb, mint
1000 kozlemény).

Az MRI vizsgalatok soran leggyakrabban alkalmazott impulzus szekvencia
a spin-echo. A kép élességét, kontrasztossagat dontéen a térfogategységben 1évo
protonspinek siiriisége (N(H)) és a spinek longitudinalis és transzverzalis relaxacios
ideje (T és T,) hatdrozza meg. A kapott jel intenzitasa (SI) a kdvetezd egyenlettel
irhat6 le*:

SI=N(H)[1—e ™™ T 2.1

ahol, TE az echo késleltetési id6 és a TR a repeticiés id6. Az egyenlet alapjan
megallapithatjuk, hogy a T; relaxacios id6 csokkentése a jel intenzitas ndvekedését,
mig a T, relaxacios id0 csokkentése a jel intenzitds csokkenését eredményezi. A

protonspin siirliség novelése jelentésen novelné a jel intenzitasat, azonban a lagy
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szovetek protonsiiriiség valtozdsa nem szamottevs. A kiilonb6zd szovetek eltérd
viztartalmabol eredden kiilonb6z6 relaxacidos idékkel rendelkeznek, de ez a
kiilonbség az egészséges és a beteg szovetek kozott elég kicsi, ezért a kép
kontrasztosabba tételéhez és a beteg és egészséges szovetek lokalizalasahoz
kontrasztanyagra van sziikség™".

A kontrasztanyagok alkalmazhatosdganak kovetelményei: a jo
vizoldhatosdg, a nagy termodinamikai stabilitds, a kinetikai inertség, a kis
ozmotikus koncentracié, a szervspecifikussag ¢és a minimalis doézis melletti
maximalis kontraszt novelés. A felsorolt tulajdonsagok mellett a relaxivitas (ry) is
igen fontos paraméter, ami a paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal
eredményezett relaxaciossebesség (1/T;) novekedés a diamagneses kornyezethez
képest®.

A klinikai gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagokat tobbféleképpen is
lehet csoportositani. Egyrészrol megkiilonboztethetiink szuperparamagneses vas-
oxidokat, nitroxid szabadgyokoket és paramagneses fémkomplexeket. Masrészrol a
kialakitott kontraszt alapjan az anyagok lehetnek T;-kontrasztanyagok, melyek
hatasa a vizprotonok longitudinalis relaxacios sebességére (1/T;) nagyobb, ami a
jelintenzitas novekedését, igy a kép vilagosodasat (pozitiv kontraszt) idézi eld,
illetve T,-kontrasztanyagok, melyek a vizprotonok transzverzalis relaxacios
sebességét novelik jelentdsen, ami a jel intenzitas csokkenését és ezzel egyiitt a kép
sOtétedését (negativ kontraszt) eredményezi.

A kontrasztanyagok harmadik és egyben legtjabb csoportjat képezik azok
az anyagok, amelyek killonféle labilis (féként —NH és —OH) protonokat
tartalmaznak, amik képesek a nagy tomegben jelen 1év6 vizmolekuldk protonjaival
kicserélddni. Ha ez a csere lassi folyamat az NMR idéskalajan, akkor 'H-NMR
jelik elkiiloniil a vizprotonok jelétdl. Nagyfrekvencids impulzust alkalmazva,
abban a tartomanyban, ahol a labilis protonok jele talalhato, telités torténik, ami a
vizprotonokkal torténd kémiai cserén keresztiil megnoveli azok relaxacios

sebességét. Ezek a CEST (Chemical Exchange Saturation Transfer) anyagok,
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amik magukba foglaljak a szervezet hasonld, labilis protonokkal rendelkezd
metabolitjait is®'.

11.2.1 T, kontrasztanyagok

A vizprotonok longitudinalis relaxacios idejét (T;) csokkentd anyagok
foként paramagneses fémionok. A legnagyobb mértékli csokkenést az S alaptermd,
viszonylag hosszu relaxacios idejii, parositatlan elektronokkal rendelkez6 fémionok
(Mn*, F&', Eu*’, Gd*") eredményezik. A legnagyobb hatast Gd**-ion okozza,
mivel 7 parositatlan elektronnal, nagy magneses momentummal és kelléen hosszi
elektron relaxacids idével (10° s ) rendelkezik. A szervetlen Gd(III)-so-oldatok
nagyon toxikusak az ¢él6 szervezet szamara, (LDsp=0,2-0,5 mmol/kg)’, igy csak
stabilis komplexeik alkalmazhatok kontrasztanyagként. Komplexképzok kozil a
nyiltlanct és makrociklusos poliamino-polikarbonsavak felhasznalésa terjedt el.

Az orvosdiagnosztikai vizsgalatokban elsoként alkalmazott kontrasztanyag
a Gd(DTPA)* (Magnevist®)62’63, ami 1988 ota klinikai alkalmazasban all. A
nyiltlanci  Gd(DTPA)* kifejlesztését kovetéen a joval nagyobb kinetikai
inertséggel rendelkez6 Gd(DOTA) (Dotarem”) keriilt bevezetésre®. A
komplexeket 0,1-0,3 mmol/testsuly kg dozisban alkamazzak, igy egy 70 kg-os
paciens teljes testvizsgalatahoz 28 cm’ 0,5 molos oldat intravénas
befecskendezésére van sziikség. Ez a toltéssel rendelkezd kontrasztanyagok
esetében az injektalas helyén jelentds ozmotikus terheléssel jar egyiitt és egyes
betegeknél fajdalmat is okozhat. Az ozmotikus terhelés csokkentése érdekében az
alkalmazasban 1évé két Gd(III)-komplex (Gd(DTPA)* és Gd(DOTA)) semleges
valtozatait fejlesztették ki, amelyekben a ligandum 1 vagy 2 acetatcsoportjat
semleges alkoholos hidroxil- vagy amidcsoportokkal helyettesitették' . Ezek a
komplexek kisebb termodinamikai stabilitdssal rendelkeznek, de a kinetikai
inertségiik nem sokkal kisebb, mint elddjiiké, ami orvosi alkalmazhatésaguk
szempontjabol fontosabb tulajdonsag. Kereskedelmi forgalomban 1évo toltés

nélkiilli kontrasztanyag a Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®™), Gd(DTPA-BMEA)
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(Optimark®™), Gd(HP-DO3A) (Prohance®) és a Gd(DO3A-B) (Gadovist®). Az
emlitett anyagok nagyon hasonlé farmakokinetikai sajatsagokkal rendelkeznek. A
befecskendezést kovetéen egyenletesen oszlanak el a szervezetben az
extracellularis térben és néhany 6ra alatt a vesén keresztiil teljesen kitiriilnek”.

A ligandumok megfeleld atalakitasaval nem csak a komplex ozmotikus
esetben 2-10 umol/testsuly kg dozis alkalmazasaval is  kielégito
kontrasztnovekedés érhetd el a célszervben. E célbol fejlesztették ki a lipofil
csoportokat  tartalmazd6 ~ DTPA- ¢és  DOTA-szarmazékokat,  amelyek
majvizsgalatokra alkalmasak. Ilyen kontrasztanyagok a Gd(EOB-DTPA)*
(Eovist™)® és a Gd(BOPTA)” (Multihance™)®™. Ezek mellett a DOTA
foszfonatszarmazékainak Gd(III)-komplexeivel is kutatasok folynak maj-, csont-
és egyéb Ca®" diis szovetspecifikus kontrasztanyag kifejlesztésére®.

A Gd*-ion NMR tomografias kontrasztanyagkénti felhasznalasa igen
széles spektrumu. Eves szinten 30 tonna gadoliniumot hasznalnak fel ilyen célbol,
igy a Gd(IlI)-komplex alapu kontrasztanyagok fejlesztése nem csak tudomanyos,

hanem gazdasagi kihivés is egyben'™®”*,

11.2.2 T, kontrasztanyagok

A vizprotonok transzverzalis relaxacidsebességét megnoveld anyagok
koziil a legjelentésebbek a  kiilonféle  szuperparamagneses  vas-oxid
mikrorészecskék, melyek kutatdsa az utdbbi években jelentdsen fejlodott és mara
jonéhany vegyliiletét eredményesen alkalmazzak MRI kontrasztanyagként

S ® ® ®,70,71,72
(Lumirem™, Abdoscan™, Endorem )™

. Ezeket az anyagokat 0Osszetételilk
alapjan a kovetkezd 6sszegképlettel lehet leirni: Fe,'"'O3M"0O, ahol M": Fe**, Mn*,
Ni**, Co*, Mg lehet. Ezeknek az anyagoknak a fizikai-kémiai tulajdonsagait nem
csak az Osszetétel befolydsolja, hanem a szemcseméret is. A nagyobb

szemcseméretli vas-oxid mikrorészecskék a vizprotonok transzverzalis (negativ
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kontraszt), mig a kisebbek a vizprotonok longitudinalis (pozitiv kontraszt)
relaxaciosebességét novelik meg jelentésebben.

Az oldatban gombszimmetrikusnak feltételezett szolvatalt szupermagneses
vas-oxid mikrorészecskéket elméleti atmérdjiik alapjan 4 csoportba lehet sorolni:
oralis vagy nagy (SPIO, 300 nm), standard (SSPIO, 50-150 nm), ultrakicsi
(USPIO, 10-40 nm) és monokristalyos nanorészecskék (MION, <10 nm). A SPIO
részecskéket nem lebomldé matrixszal bevonva ordlisan alkalmazzak
gasztroenteroldgiai vizsgalatok soran. A SSPIO-t és USPIO-t intravénasan
bejuttatva a szervezetbe maj, 1ép, porc és csontveld vizsgalatokban hasznaljak fel.
Az utodbbi részecskéket angiografias vizsgalatokban is hasznositjadk. Az utobbi
években kisérletek folynak monoklonaris antitestekhez kotott tumorspecifikus

MION részecskék kifejlesztésére’.

11.2.3 Nitroxid szabadgyokok

Az NMR tomografids kontrasztanyagok fejlesztése soran felmeriiltek a
parositatlan elektront tartalmazé szabadgyokok alkalmazasanak lehetdségei,
melyek kozil az 5- illetve a 6-tagi gylirlis nitroxidokat tanulmanyoztak

részletesen, ahol a parositatlan elektronokat a szomszédos tercier alkil csoportok

stabilizaljak.
Y
Y
mc@cHg H,C CH,
HC N CH nc N CH,
o- o-

Y=H, COOH, NHCOCH,, CH,COOH, OH, NH,

11.2.1. Nitroxid szabadgyokok
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A tobbi szabadgyokhoz hasonldéan ezeket is lehet redukalni és oxidalni.
Vizes kozegben redukcidjuk soran hidroxilamin (RRNOH), oxidacidjuk soran
oxoammoénium (RRNO") kation keletkezik’®. Bioldgiai rendszerekben mind a 3
oxidacios allapotuk eléfordulhat, amelyek koziil nitroxid/oxoammonium par
reverzibilis elektrokémiai folyamatokban redoxiparként fordulhat elé”.

A nitroxid-tipusu szabadgyokok relaxivitasat és az olddszer vizprotonok
relaxaciosebességéhez vald hozzajarulasat dontden az elektron-proton kdlcsénhatas
hatarozza meg. A nitroxid szabadgyokok MRI  kontrasztanyagkénti
alkalmazhatosaga nagymértékben fligg a ,,szabad elektron” redoxi stabilitdsatol,

ami egyben korlatot is szab jovébeli felhasznalasuknak ™.

11.2.4 CEST kontrasztanyagok

A Gd*-ion alapii kontrasztanyagok hatrinyos tulajdonsagainak
kikiiszobolésére szolgald egyik megoldast a fémmentes kontrasztanyagok
alkalmazasaval kombinalt technikak jelentik.

Balaban és munkatarsai igazoltak, hogy labilis -NH és —OH protonokkal
rendelkezd kis molekulak mobil protonjait radidfrekvencias impulzussal (RF)
besugarozva kémiai cseréjilkon keresztiil lecsokkentik az olddszer vizprotonok
jelének intenzitasat®'. A CEST effektus (Chemical Exchange Saturation Transfer)
megvaltoztatja a szovetekrol készitett NMR-tomografias kép kontrasztossagat, igy
ezek az anyagok eredményesen alkalmazhatéak kontrasztanyagként. A CEST
anyagok elényds tulajdonsagai kozé tartozik, hogy az altaluk kialakitott kontraszt
mértéke csak a kontrasztanyag koncentracidjatél ¢és mobil protonjaik
cseresebességétol fiigg, és mivel fémmentes kontrasztanyagokrdl van sz6, nem
fejtenek ki zavar6d hatdst az endogén kornyezet biologiai egyensulyara. Azonban
szamos  mas  tulajdonsaguk  is  befolyasolhatja  kontrasztanyagkénti
alkalmazhatosagukat. Ezek koziil a legjelentésebb a CEST kontrasztanyag mobil

protonjanak kémiai eltolodasa, illetve annak tavolsdga a vizprotonok jelétol
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fiziologias koriilmények kozott (pH=6,5-7,5; 37 °C). Amennyiben elegendden
tavol talalhaté a mobil proton jele a vizprotonok jelétdl, akkor lehet6ség nyilik a
gyors protoncserével rendelkezd részecskék CEST  kontrasztanyagkénti
felhasznalasara anélkiil, hogy bekdvetkezne a vizprotonok kozvetlen RF
besugarzasa. A vizsgalatok soran a vizjel relativ intenzitdsaban bekovetkezd

valtozast a kovetkezé egyenlettel lehet kifejezni’®:

MS/MOz(l'lelsAT) 11.2.2

ahol, Ms a vizjel relativ intenzitasa a mobil protonok jelének besugarzasa alatt, Mo
a vizjel relativ intenzitasa kontroll besugarzasi koriilmények kozott, k; a pszeudo
elsérendii protoncsere-sebesség, Tisat a vizprotonok longitudinalis relaxacios ideje
a mobil protonok jelének RF besugarzasa alatt. A cserereakcid pszeudo elsérendi

sebességi allandéjat a kovetkezd egyenlettel lehet leirni’’:

Ki=kca [CA][N] 11.2.3

ahol, kca az adott cserehely protoncsere-sebessége, amit szorozni kell az egy

srer

([CA]D). A vizsgalatokhoz elengedhetetlen, hogy a protonok cseresebessége (Kca)
elegendden nagy legyen a CEST effektus kovetéséhez, de értékének alatta kell
maradnia a gyors csere hatarértékének, hogy a mobil protonok és a vizprotonok
jele ne olvadjon egybe a CEST anyag 'H-NMR spektruméaban. A lassu és a

kozepes cseresebességii protonokra érvényes osszefiiggés’’:

tepdaca>>1 11.2.4

ahol, Aaca a mobil protonok ¢€és a vizprotonok jelének kémiai eltolédasbeli

kiilonbsége, 7ca @ mobil proton atlagos tartdzkodasi ideje és egyben a mobil proton
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cseresebességének reciproka (zca=1/Kca). Mivel a mobil protonok kémiai
eltolddasa jelentdsen fiigg a térerdsségtol, igy a 11.2.4 Osszefiiggés is fliggni fog az
NMR vizsgalat alatt alkalmazott térerdsségtél. A CEST anyagok protoncsere-
sebessége fligg az ionerdsségtdl, a hdmérséklettdl és sok esetben a [H']-tdl, igy a
protoncseresebesség pH fiiggése a vegyiilet alkalmazhatdsaganak igen fontos
paramétere.

Szamos, ¢€l6 szervezet szamara is fontos anyag, igy tobb metabolit
rendelkezik olyan labilis protonokkal (féként -NH és —OH protonok), amelyek
endogén protoncserében résztvehetnek. Ilyenek az amindsavak, cukrok,
nukleotidok, hetero aromas gytirls vegyliletek, amelyeket Balaban és munkatarsai
részletesen tanulmanyoztak CEST kontrasztanyagkénti felhasznalas céljabol®'.

A vizsgalt vegyiletek koziil a legigéretesebb tulajdonsagokkal a
barbitursav rendelkezik, mivel cserehelyeinek kémiai eltolodasa =5 ppm-re
talalhat6 a vizjeltél, viszonylag nagy CEST effektussal rendelkezik (Ms/My=0,85)
és alacsony a toxicitisa (LDs=5124 mg/kg)’®. A barbitursav protonok
cseresebessége novekszik a pH novekedésével (pH=6 esetén lassii a csere, mig
pH=8-nal gyors a csere). A hdmérséklet ndvekedése is hasonld valtozast idéz el6 a
cserefolyamat sebességében (T=25 °C-nal lassi a csere, mig T=37 °C-nal
kozepesen gyors)®.

A CEST kontrasztanyagok szamos elony0s tulajdonsaggal rendelkeznek a
jelenleg alkalmazott kontrasztanyagokkal szemben, igy esetilkben a kontraszt
effektus ki-be kapcsolasa igen egyszerli, negativ kontrasztot is tudnak létrehozni,
elhanyagolhat6 a T, effektusuk, képesek az €16 sejtbe bejutni €s kisebb toxicitassal
is rendelkeznek. A CEST effektust két modon is ki lehet kapcsolni, egyrészt a RF
besugarzd impulzus kikapcsoldasdval, masrészt a besugarzdé impulzus
frekvenciajanak modositasaval. Ezaltal a szovetrél a kontraszthatas jelen- és
tavollétében késziilt képek Osszehasonlithatova valnak €s ezzel kiilonbséget lehet

tenni eltérd koros szovetek kozott®'.
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A kezdeti vizsgalatok soran a vizjel relativ intenzitasat kdvették a mobil
protonoknak megfelelé kémiai eltolodasnal (Ms) és a vizjeltdl azonos tavolsagra,
de annak ellenkez6 oldalan talalhatd kémiai eltolédasnal (M,, un. kontroll
besugarzas) alkalmazott RF besugarzaskor. A képalkoté eljaras soran képkockarol
képkockara meghataroztdk vagy az Ms/My hanyadost vagy Mo-Ms kiilonbséget és
igy az adott szovetrdl készitett kép a CEST effektusnak kdszonhetden élesebbé és
kontrasztosabbd valt'.

A vizsgalatok soran a CEST anyag altal kivaltott Ms/Mg=0,9 effektus mar
minimum 35 mM-nak kell lennie®'. Az ideilis CEST kontrasztanyagoknak a
kovetkezd tulajdonsagokkal kell rendelkezniiik®':

e clég gyors protoncsere fiziologias hdmérséklet és pH viszonyok kozott
e nagy kémiai eltolodasbeli kiillonbség a mobil protonok és a viz protonjai kozott
e kis toxicitas, jo vizoldhatdsag, kis ozmolalitas
Kezdetekben CEST kontrasztanyagkénti felhasznalasra javasolt kis molekulaju
vegyiiletek hatranyos tulajdonsagainak (tal kicsi eltolodasbeli kiilonbség (Aw), a
kép kontrasztossaganak noveléséhez sziikséges tal nagy koncentracio
[CA])* 20018085 kikiiszobolésére manapsag két stratégiat alkalmaznak:
e a mobil protonok molekuldnkénti szdmanak novelése makromolekularis
rendszerek alkalmazasaval (dendrimerek, peptidek, polinukleotidok)®
e paramagneses NMR shift reagens alkalmazasaval, amely a mobil protonokat
hordozd diamagneses rendszerrel kolcsonhatva megnéveli azok kémiai
eltolodasat (Aw)™.
Mindkét otlet jelentGsen javitja a kontrasztanyagok érzékenységét és a
megfeleld kontraszthatas kialakitasahoz uM koncentracio is elegendo.

Az oldoszer vizprotonok relaxaciosebességét noveld Gd’-alapu
kontrasztanyagok alkalmazhatosaganak egyik feltétele a gyors vizcseresebesség,
ami kozel zérusra csokkenti a kotott vizprotonok kémiai eltolodasat az oldoszer
vizprotonokhoz viszonyitva. A kozelmultban szamos kis vizcseresebességgel

21



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

k21’22’27’81_83, amelyek IH_

rendelkez6 paramagneses Ln(Ill)-komplexet publikalta
NMR-spektrumaban a belsé szféraban kotott vizmolekula protonjainak jele
jelentésen eltolodott az oldoszer vizprotonok jelétdl és konnyen beazonosithatd. A
kotott vizprotonok kémiai eltolodasa fiigg a kdzponti Ln® -ion kémiai min8ségétol,
ami igen fontos késobbi felhasznalasukkal —kapcsolatban®. Ezekben a
fémkomplexekben a paramagneses Ln’*-ionok ,NMR shift-reagensként”
megnovelik a gyorsan cseréld protonok (pl.: a fémionhoz kozvetlentiil koordinal6do
vizprotonok) kémiai eltolddasat, lehetové téve RF besugarzasukat. A szokatlanul
lasstt vizcserével rendelkezd Ln(Ill)-komplexek felfedezése jelentds eldrelépést
jelentett a CEST kontrasztanyagok fejlesztésében™’. Ezeket a lassu vizcserével
rendelkezé paramagneses Ln(IIT)-komplexeket PARACEST anyagoknak nevezik®'.

A Gd**-alapu kontrasztanyagok kezdeti vizsgalatai soran azt gondoltak,
hogy a vizcsere az oldoszer és a belsdszféras vizmolekulak kozott olyan gyors,
hogy az nem befolydsolja a komplexek olddészer vizprotonokra gyakorolt
relaxacios hatasat. Késobb kimutattak, hogy ez nem igy van. Példaul két, klinikai
gyakorlatban is alkalmazott MRI kontrasztanyag a Gd(DTPA)* és Gd(DOTAY
vizcseresebessége csaknem 100-szor kisebb, mint a Gd3+aq—komplexé (mindkét
komplex esetén Q=1; 7;=243 és 208 ns)”**"*. Mindkét komplex kisebb
relaxivitasat lassabb vizcseréjiik eredményezi, ami némiképp alatta marad az
elméleti optimalis értéknek, de ez Ilényegesen nem befolyasolja klinikai
hasznalatukat.

A ligandumok funkcids csoportjainak valtoztatasa szintén hatassal van a
Ln(III)-komplexek vizcseresebességére. A Ln(DOTAY komplexek
acetatcsoportjainak amidcsoportokkal valo helyettesitése lecsokkenti a belsdszféras
vizmolekulak cseresebességét. A Ln(DOTA-tetra-amid) komplexek vizcsere
folyamata feltételezhetden disszociativ mechanizmussal jatszodik le*!, igy a kotott
vizmolekula megkozelithetdsége fontos szerepet jatszik cseréjében. Az Eu(DOTA-

tetra-amid) komplexek vizcseresebessége fligg az amidcsoporthoz kapcsolodo

oldallanc polaritasatol ( Eu[DOTA-tetra-amid] 7z, értékek: foszfonat-észter >
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karboxilat-észter >> alkilcsoport > egyszerii amid)”’. Az Eu’" belsdszféras
vizmolekulajanak cseréjét befolyasolja tovabba az oldallanc t6ltése (pl. Eu(DOTA-
Gly) =300 ps pH=7,0; tetraetil-észtere, ami neutralis Eu(DOTA-Gly-Et)*"
=382 ps pH=7,4)"' és az olddszer mindsége is. Vizes kozegben a fémionhoz
kozvetleniil kapcsolodd vizmolekula kozelitdleg fele annyi ideig tartézkodik a
fémion koordinacids szférajaban, mint vizes acetonitrilben®”*’.

A lassabb vizcserével rendelkez6 Gd(Il)-komplexek esetében felmeriil a
kérdés, hogy a relaxivitasuk szokatlan pH-fiiggését a molekuléris csere vagy a
prototrop csere eredményezi-e. Aime és munkatarsai részletesen tanulmanyoztak a
Gd(DTMA)** komplex viz- és protoncsere folyamatait. Az ilyen tipusi komplexek
relaxivitasa pH<2 és pH>9 tartomanyban megné az amid —NH protonok sav- és
baziskatalizalt prototrép cseréjének koszonhetden”. A  Gd(DOTA-4AmP)™
komplex vizcseresebességének (7,) €s relaxivitasdnak pH fliggése alatamasztotta,
hogy a pH=6 — 8,5 tartomanyban a relaxivitas csokkenést nem a vizcseresebesség
valtozéasa okozza, mivel az allandé a pH=6-9,5 tartomanyban (7,=26 ps), hanem a
belsdszféras vizmolekula protonoknak a foszfonatcsoport protonalédasan (4 db
foszfonatcsoport protonalédik a pH=6 — 8,5 tartomanyban) keresztiili prototdp
cseréje az oldoszer vizprotonokkal”’. A klinikai MRI vizsgilatokban jelenleg
alkalmazott Gd’"-alapi komplexek relaxivitasa fiiggetlen a pH-t6l, mivel a
vizeseréjiik viszonylag gyors (7,<240 ns). A Gd(DOTA-4AmP)” komplex
relaxivitasanak ~ pH-fiiggése  lehet6séget  nyujthat  “pH-érzékeny = MRI
kontrasztanyagként” a szovetek extra- és intracellularis terének ,,in vivo” pH
vizsgalataira®’.

A Ln(Ill)-komplexek vizcseresebesség vizsgalatai soran kideriilt, hogy a
kozponti fémion méretének is jelentds szerepe van a belsészféras vizmolekulak
atlagos tartdzkodasi idejének meghatarozasaban. Merbach ¢és munkatarsai
meghataroztdk a Ln(DTPA-BMA) komplexek belsé szféras vizmolekuldinak
atlagos tartozkodasi idejét, ami csokken a Nd**-tol (1,88 ps) a Ho’™-ig (0,16 ps). A
vizmolekulak tartozkodasi idejének valtozasat a cserefolyamat mechanizmusaban
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(,,Interchange” 1, — ,,Disszociativ”’ D ) bekovetkez6 valtozassal magyaraztak™. A
kozelmultban megallapitottak, hogy az FEu(DOTA-tetra-amid) komplexek
belsdszféras vizmolekuldjanak tartozkodasi ideje tobb mint 500-szorosa a hasonld
Yb(III)-komplexének?’. Zhang és munkatarsai megvizsgaltik az Eu(III)- és
Gd(DOTA-Gly-Et)’", valamint Eu(IlI)- és Gd(DOTA-4AmP-Et)’" komplexek
vizcseresebességét ¢és mindkét ligandum esetében a  Gd(III)-komplexek
vizcseresebessége feleannyi, mint az Eu(IIl)-komplexeké, pedig az Eu’™- és a Gd*'-
jonok tulajdonsagaikat tekintve kozel azonosak’™®. A Ln(DOTA-Gly-Et)**
komplexek tovabbi vizcseresebesség vizsgalatai ramutattak, hogy az Eu’’-ion
kozelében  elhelyezked6  Ln*"-ionok DOTA-Gly-Et  komplexeiben a
vizcseresebesség jelentdsen fiigg a fémion méretétél. A Ln(DOTA-Gly-Et)
komplexek belsészféras vizmolekuldinak atlagos tartozkodasi ideje a Pri*-tol (=50
us) az Eu’-ig (=800 ps) né, azt kovetden az Dy’ '-ig (=50 ps) csokken, majd a
sorozat végén kozel allandé marad®’. 'H-NMR és az Eu(Ill)- illetve Tb(III)-
komplexek rontgendiffrakcios vizsgalatai igazoltak, hogy mindegyik Ln(DOTA-
Gly-Et)’* komplex azonos szerkezeti, igy a vizcseresebesség ionradiusz fiiggését
csak a vizcsere mechanizmusaban bekdvetkezd valtozas magyarazhatja®.

A PARACEST anyagok NMR-es tulajdonsagait a két cserehelyes modell
alkalmazasaval irjak le, aminek értelmében a kémiai csere csak a paramagneses
Ln*"-ionhoz kozvetleniill koordinalodd vizmolekula protonjai és az oldoszer
vizprotonok kozott jon 1étre’’. A belsészféras vizprotonok 'H-NMR jele a
paramagneses fémionnak koszOonhetden jelentdsen eltolodik az oldoszer
vizprotonok jelétol. Nagy radiofrekvencids (RF) impulzussal elég hossza ideig
besugarozva a belsdszféras vizprotonok jelét telités érhetd el, ami a protonok
kémiai cseréjén keresztiil lecsokkenti az oldoszer vizprotonok relaxacios idejét és
ezzel egyiitt a viz jel intenzitasat.

A cseré¢lodo protonok NMR-es tulajdonsagait a Bloch-egyenletek
modositott valtozataival lehet leirni, amik magukban foglaljak a kémiai csere

hatasat mind a két tipust proton x, y és z iranyd magnesezettségére®’. A modositott
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Bloch-egyenletek matematikai megoldasa Osszetetten fiigg 7 NMR paramétertol
(Tiay Toa, Topy Top s Mob, Mo® , 7m), a két kiilonbz8 proton kémiai eltolodasanak
térer6tol (By), ahol a Tia,T2a, Mo® az A tipust (olddszer) protonok longitudinalis és
transzverzalis relaxacios idejét és magnesezettségét, mig a Ty, , Top , Mob,z'm aB
tipusu (belsGszféras) protonok longitudinalis és transzverzalis relaxacios idejét,
magnesezettségét €s tartozkodasi idejét jeloli. A kémiai csere altal okozott
maximaélis csokkenés M;*/My® értékben (olddszer protonok magnesezettsége
besugarzas esetén (M%) és annak tavollétében (Mg?)) akkor érhetd el, ha a B
protonok teljesen telitésben vannak M"=0 és a B protonokat gerjeszté RF
impulzus egyaltalan nem sugarozza be az A protonokat. A kisérleti kdriilmények
koziil nagyon fontos az elég hossza ideig tartd RF besugarzas (B;) és a kell6en
nagy kiilonbség a protonok kémiai eltolodasa kozott. Ilyen feltételek mellett,
egyensulyi allapotban a kémiai cserében résztvevd protonok magnesezettségére
,steady-state” kozelitést alkalmazva a modositott Bloch-egyenletek megoldasa a

kovetkezs®':

Mo o7 _ ! 11.2.5
M(? Ta +T1a 1+ cq Ti
55,5 7,

crcr

ahol ¢ a PARACEST anyag koncentracidjat, a q a belsdszféras vizmolekuldk
szamat, a 7, az oldoszer vizprotonok tartozkodasi idejét jeldli. Az Mz/Mg?
detektalhato csokkenése megkivanja, hogy 7, hasonld vagy kisebb legyen, mint T,
A=/ (M"IM®) egyenlet értelmében a  bels@szféras vizmolekuldk  atlagos
tartozkodasi idejének rovidnek kell lennie, hogy a PARACEST anyagot kis
koncentraciéban lehessen alkalmazni, azonban a vizcseresebesség novekedésével
kiszélesednek a belsOszféras vizprotonok jelei, ami adott esetben egybe is olvadhat

az oldoszer vizprotonok jelével és eltakarhatja az aktualis CEST effektust®’.
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A CEST effektus vizsgalatanak egyik gyakorlati mdodja a vizjel relativ
intenzitasanak kovetése a teljes frekvencia tartomanyban elég kis 1épésenkénti RF
besugarzaskor. A vizjel relativ intenzitdsit (MJ/My) éabrazolva a besugarzott
frekvencia fiiggvényében kapjuk a Z-spketrumot (CEST spektrum)®™'. A z-
spketrum 0 ppm-nél jelentkez6 csiucsa az oldoszer vizprotonok kozvetlen
besugarzasanak, mig a tobbi csucs az oldoszer vizprotonokkal kémiai cserében
résztvevd protonok kémiai eltolodasanak felel meg. A protonok kémiai cseréje
abban az esetben detektalhato ezzel a modszerrel, ha azok cseresebessége kozepes
vagy lassu (dwz>1). A klinikai gyakorlatban alkalmazott térerésség (1,5 T)
novelésével a PARACEST anyagok altal kivaltott hatds eredményesebbé valik,
mivel protonjaik kémiai eltolodasanak kiilonbsége megnovekszik.

A modositott Bloch-egyenletekkel nem csak az egyes PARACEST
anyagok belsOszféras vizprotonjainak cseresebességét lehet meghatarozni, hanem
megjosolhatjuk az adott PARACEST anyag szamos paraméterének optimalis
értékét és alkalmazhatosagat is. Zhang és munkatarsai a modositott Bloch-
egyenletek segitségével modellezték a kémiai eltolodasbeli kiillonbség CEST
effektusra gyakorolt hatasat és azt tapasztaltak, hogy a nagyobb kémiai eltolodassal
rendelkez6 belsészféras vizprotonok nem annyira érzékenyek a vizcseresebesség
valtozasara, mint a kisebb kémiai eltolodassal rendelkezok?’.

Az MRI kontrasztanyag fejlesztés két tjabb iranya a pH-érzékeny és a
metabolit érzékeny kontrasztanyagok kutatisa. Balaban és munkatarsai tobb
cserehellyel rendelkezd kis molekuldju diamagneses részecskék 'H-NMR-s
vizsgalataival igazoltak, hogy egy molekulan beliili kiilénb6z6 tipust mobil
protonok telitésatviteli hanyadosa (,,Ratiomeric Method”) alkalmas lehet a szovetek
pH-janak kozvetlen kovetésére™. Aime és munkatarsai hasonlé megfontolasbol a
PARACEST anyagokra is kiterjesztették a modszert, ahol a PARACEST anyag pl.
amid —NH és a komplexben kotott vizmolekulak protonjai (Ln*"-H,0) cserélédnek
az oldoszer vizprotonokkal és cseréjiik eltérd érzékenységii a pH valtozasara™~°,

A PARACEST anyagok amid —-NH protonjainak CEST effektusa sokkal
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érzékenyebb a pH valtozasara a pH=6-9 tartomanyban (bazis katalizalt prototrop
csere) szemben a kotott vizmolekulak protonjaival, amelyek telitésatvitele kozel
allando ilyen pH tartomanyban. A két kiilonbdzé tipusia mobil proton eltérd
frekvenciaknal kifejtett CEST effektusanak hanyadosa fiiggetlen a PARACEST
anyag koncentraciojatol, csak az alkalmazott kisérleti koriilmények befolyasoljak
értékét és ezaltal a modszer lehetdséget nyujt a szovetek ,,in vivo” pH mérésére***.
A Ln[DO3A-trisz(acetamid)] (0=2) komplexek lehetoséget nytjtanak a glikolaz
enzim ¢és a tejsav ¢€l0 szervezeten belilli detektalasara és mennyiségi
meghatarozasara®’. A laktat kétfoga ligandumként kozvetleniil koordinalodik a
Ln[DO3A-trisz(acetamid)]*" fémionjahoz megvaltoztatva az amid -NH protonok
kémiai eltolodasat. A kiilonbozo tipusu amid —NH protonok CEST effektusa
szoveten beliilli koncentraciojuk meghatarozhatova valik. A ligandumok
modositasaval elérhetd, hogy a kiilonféle metabolitokra szelektiv Ln(III)-
komplexeket allitsunk el6, amelyek CEST effektusa érzékeny a Ln(IIl)-komplex-
metabolit kolcsonhatasra ¢és telitésatviteliknek kdszonhetéen az oldoszer
vizprotonok és azok 'H-NMR jelének valtozasain keresztiil tanulmanyozhatok.

PARACEST kontrasztanyagkénti felhasznalasra Sherry és munkatarsai a
Eu(DOTA-Gly-Et)** komplexet javasoltik, ahol a belsé szféraban 1évé
vizmolekula protonjainak 'H-NMR jele ~40 ppm-re van a vizjeltdl, igy cseréjiik az
oldészer vizprotonokkal telités atvitelen keresztil nagy érzékenységgel
tanulmanyozhato.

Aime és munkatarsai hasonlé célu felhasznalasra a DOTA-tetrakisz(acetil-
glicin) paraméagneses Ln(III)-komplexeit javasoltak”®. Ezek a komplexek 4 amid és
2 belsdszféras vizprotonnal rendelkeznek, amelyek cserélodnek a jelenlevo
vizmolekulak protonjaival. Meghataroztak SZamos Ln(IIT)-komplex
protoncseresebességét mind az amid, mind a belsdszféras vizmolekula protonok

r 85 rr oz ’ r r r [ r 1z .
esetében™. A belsdszféras vizprotonok cseresebessége (Kex) és kémiai eltolodasbeli

kiilonbsége (Aw) alapjan legeredményesebben az Eu(DOTA-Gly) komplex
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alkalmazhat6 PARACEST kontrasztanyagként  ((My¢/Mo)""=0,85, pH=74,
[EuL]=0,03 M, By=7,05 T, B;=87.6 uT, 312 K)*. Kifejezetten elényds lehet pH,
hémérséklet, enzim aktivitds, metabolit koncentracié és redoxipotencial €16
szervezeten beliili meghatarozasara a kiilonb6z6 mobil protonjai cseresebesség és
ezzel egyiitt telités atvitel vizsgalata alapjan®. Ugyanakkor biologiai
alkalmazasukhoz elengedhetetlen a komplexek egyensulyi ¢és kinetikai
tulajdonsagainak az ismerete, amelyet korabban még nem tanulmanyoztak

részletesen.
11.2.5 A Gd(l11)-komplexek relaxivitasa

A vizprotonok mért relaxacidosebessége (L/Tions) Gd(IIT)-komplexek
jelenlétében a komplex diamagneses (1/Tyq) ¢€s paramagneses (1/Tqp)

hozzajarulasanak 6sszegével adhato meg:

! :L+L=L+rl[6d] 11.2.6

lobs Tld Tl p 1d

—

ahol, az 1, a Gd(III)-komplex relaxivitasa®. A paraméigneses fémkomplexek
relaxivitasat a fémion bels6 (rli;)és kiilsé (I‘IC:)S) koordinacios szférajaban levo

2nd

o ) Vizprotonjai

vizmolekulak protonjai és a masodik koordinacids szféra (I,

relaxaciosebessége Gsszegeként adjak meg™:
_yis 0s 2nd ” 2 7
lp="h,th, +1r, L.

A klinikai vizsgalatokban jelenleg alkalmazott kis molekulatomegii
Gd(IIl)-komplexek relaxaciosebességet noveld hatdsanak kozelitdleg 50%-a a

fémionhoz kdzvetleniil koordinalédd vizmolekula hozzajarulasabol szarmazik®. A
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fémion a vizmolekula protonjaival kialakitott dipolaris kdlcsonhatason keresztiil
fejti ki a relaxaciosebességre gyakorolt hatasat, igy a fémion belsé koordinacios
szférajaban 1év6 vizmolekulak szama (() meghatarozo tényezo. A vizmolekula és a
fémion kozotti kolesonhatast befolyasolja a komplex forgd mozgasat jellemzo
rotacios korrelacios idé (7r), a fémion elektron spin relaxacios ideje () és a
fémionhoz koordinalt vizmolekulak atlagos tartozkodasi ideje (7m) (1/zm=Kex,
vizcseresebesség) és a Gd-H tavolsaga (rggn).

A Swift-Connick elmélet alapjan a belsd szféra hozzajarulast a

kovetkezéképpen lehet kifejezni®’:

s ¢ ! 11.2.8

r° =
Ps555TH 47

ahol, T," a fémionhoz kézvetleniil koordinalodé vizmolekula protonjai relaxacios

ideje. T1: értéke a R, 75, 7nm €s regn Crtékétdl fiigg az alabbiak szerint, ahol a kK

kiilonboz allandokat tartalmazo konstans™:

f(ry,75,7,,) 11.2.9

A kiils6 szféra teljes relaxivitasra gyakorolt hatasat kis méretic Gd(III)-
komplexek esetében a Feed-féle elmélettel®® Iehet szamszertisiteni. Ez az elmélet
a paramagneses fémion elektron relaxacids idejét felhasznalva a vizmolekulak
paramagneses fémkomplex kozelében lezajlo szabad diffuzidojat irja le,
elhanyagolva a vizmolekuldk és a komplex karboxilat- és/vagy foszfatcsoportjai
kozott kialakulo H-kotést, ami joval hosszabb tartozkodasi id6t biztosit a
vizmolekulak szamara, mint ahogy azt a szabad transzlacios diffuziojuktol

varnank. A komplex kozvetlen kornyezetében levé vizmolekulak diffuzid

29



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

kontrollalt cseréje is hatassal van a komplex teljes relaxivitiasara, amit Aime és

, . . , , . o 2nd
munkatdrsai javaslatara ,,masodik szféras” (I’lp )

tényezoként vesznek
figyelembe. Chen és munkatarsai kimutattak, hogy egyes fémkomplexek esetében
ez akar 30%-a is lehet a komplex olddszer vizprotonok relaxaciosebességre

gyakorolt hatasanak”’.
11.2.6 A kontrasztanyag fejlesztés Uj iranyai

A klinikai vizsgalatokban manapsag alkalmazott kontrasztanyagok
(Gd(DTPA)*, GA(DOTAY, Gd(DTPA-BMA), Gd(HP-DO3A)) Gd** ionjai 8 donor
atomot tartalmazo ligandumokkal képeznek komplexet és a Gd**-ion 9-ik
koordinacios helyét egy vizmolekula foglalja el. Az emlitett komplexek
relaxivitasa r;=4-7 mM”'s”', mivel a relaxaciosebességet befolyasold tényezok
(U z=10° 5™, U zrx10" s, 1/75=10% s) nem idealisak. Az elméletileg elérheté 100
mM s relaxivitds érték elérésére intenziv kutatdsok folynak a relaxivitast
befolyasolo paraméterek optimalizalasaval®. Elfogadott megéllapitas, hogy a
vizcseresebesség €s a rotacios korrelacios idé egyiittes novelésével jelentdsen
novelhetd a komplex relaxivitasa. Elonyds lenne a komplex elektron-spin
relaxacios idejének novelése is, de jelenlegi ismereteink szerint ez nem
befolyasolhat6. Legegyszertibb a komplexek rotaciés korrelacids idejének a
novelése dimer’”, polimer és dendrimer” szerkezetii komplexek el6allitasaval és a
Gd(I1I)-komplexek makromolekulakhoz torténd kotésével™.

A gyakorlatban hasznalt MRI kontrasztanyagok nem specifikusak.
Hatékonysaguk novelése érdekében 1j, specifikus kontrasztanyagokat fejlesztenek
ki. Ezek egyik csoportjat az érrendszer vizsgéalatara kivanjak alkalmazni'®, melyek
altalaban makromolekulak, amik hosszabb 1d6n keresztil a véraramban
tartozkodnak, nem diffundalnak ki a sejtkdzi allomanyba és lassan liriilnek a vesén
keresztlil. Ilyen vegyiiletek példaul a liposzomalis kontrasztanyagok (a

paraméagneses fémkomplex a liposzoma belsejében talalhat6)”, polimer szerkezetii
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kontrasztanyagok  (nyiltlinci  vagy  makrociklusos  Gd(III)-komplexek
makromolekulakhoz torténd kapcsolasaival jonnek 1étre)”® és a plazma
proteinjéihez kot6dd lipofil Gd(III)-komplexek”’.

A tumorokrdl elvben nagy felbontasu kép készithetd tumorspecifikus
kontrasztanyagok segitségével, melyek a tumoros sejtek felilletéhez kotddnek. A
Gd(III)-komplexek  tumorspecifitasit a hozzajuk kapcsolt ~monoklonalis
antitestekkel vagy fehérje fragmenseikkel lehet elérni, amelyek specifikusan
kapcsolodnak a rakos sejtek feliiletén talalhaté receptorokhoz™. A modszer a koros
szovetekrol készitett kép élességének javitasaval a precizebb sebészeti
beavatkozast €s terapias kezelést segiti.

Napjainkban megndtt az érdeklédés az olyan kontrasztanyagok irdnt
(,smart contrast agents”)’, melyek lehetdséget nyujthatnak a szovetek
hémérsékletének’, pH-janak'®, az oxigén parcialis nyomésanak'®', a benniik 16v6
mérésére'”.

A szervezet hétérképe informaciot nyujthat a gyulladasos helyekrdl és
kozvetleniil nyomon kovethetévé valik a hipo- és hipertermias kezelés és annak
eredményessége.

A pH-érzékeny kontrasztanyagok kifejlesztése az egészséges ¢és beteg
szovetek eltéré pH-értékein alapul. Tumoros sejtekben a pH=7,2, tumoros szovetek
sejtkdzi allomanyaban a pH=6,8-6,9, mig az egészséges szdvetek sejtkozi
allomanyaban a pH=74.

Az oxigén parcidlis nyomasanak kovetése a szoveteken beliil lehetdséget
biztosit az artérias €s a vénas vér, az egészséges €és a tumoros szovetek, illetve az
€16 és az elhalt szovetek megkiilonboztetésére.

Az enzim aktivitast a szubsztrat szerepet betoltd kontrasztanyagokkal Iehet
megvizsgalni, melyeknek megnd a relaxivitasa az enzimkatalizalt reakcioban.

Az MRI képalkotas jovojét mas modszerekkel torténd kombinalasa is

jelenti. Diagnosztikai céllal az MRI-t egyiitt alkalmazzak a komputer tomografiaval

31



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

(CT) és a pozitron emisszios tomografiaval (PET), amik segitségével
haromdimenzids és mozgd kép is készitheté a vizsgalt szovetekrél. A terapias
kezelés és az orvosdiagnosztika Osszekapcsolasat jelentheti a gadolinium neutron
befogasos rakterapia (GANCT)'™'". Jelenleg kutatasok folynak ezen célbodl a
YIGd*-izotop DTPA™- és BOPTA™- komplexeinek tovabbfejlesztett
tumorspecifikus véltozataival. A terapia soran a tumorhoz kapcsolodott *’Gd(III)-
komplexeket termikus neutronokkal sugarozzak be és az igy lejatszodd
magreakciokban ("*’Gd (n,») '**Gd) keletkez6 gamma sugarzas (max. 7,8 MeV) és
Auger-elektronok (max. 41 KeV) elpusztitjdk a rakos sejteket. A "’Gd izotop
jonéhany eldnyds tulajdonsagal rendelkezik a jelenleg gyakorlati alkalmazas alatt
all6 '"B-vegyiiletekkel szemben'®.

A Ln(III)-poliaza-polikarboxilat komplexek orvosdiagnosztikai felhasznalasa
gyakorlati alkalmazasuknak egyik legintenzivebben kutatott teriilete és tovabbi
vizsgalataik egyre hatékonyabb és biztonsagosabb vegyiiletek eldallitasat teszik

lehet6vé.
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I1.3 A glicin és oligopeptidjei komplexképzo tulajdonsagai
11.3.1 A glicin és oligopeptidjeinek egyensulyi sajatsagai

A munkank soran vizsgalt ligandumokban a funkcios csoportok N-acetil-
glicinat-csoportok, melyek a koordinaciéjuk modjatol fiiggden diglicinat, vagy
acetilglicinat csoportként viselkedhetnek, ezért roviden attekintjiilk az aminosavak
és oligopeptidek komplexképzd sajatsagait.

Az aminosavak nagy tobbsége stabilis bisz- illetve triszkomplexet képez az
atmenetifémekkel, melyekben az a-amino- és karboxilatcsoport 5-taga kelatgy{irtit
kialakitva koordinalodik a kozponti fémionhoz. A dipeptidek amino- és
karboxilatcsoportjai térbelileg tavol helyezkednek el az 5S-tagu kelatgytri
kialakitasahoz, de egyidejiileg négy kiilonbdz6 donoratom (amino-N, amid-O,
amid-N, karboxilat-O) koordinalddhat a fémionhoz. Az oldallancok (R, R;, Ry)
tovabbi donoratomokat tartalmazhatnak, amelyek szintén kotést alakithatnak ki a

koézponti fémionnal.

R 0] ) o)
H |l H
: AR
H.N (o} -
3 NH3+ R2 O
a. b

I1.3.1abra Az aminosavak (a.) és a dipeptidek (b.) altalanos képlete.

A dipeptidek harom kiilonb6zé donorcsoportot tartalmaznak: terminalis
aminocsoport (-NH,), karboxilatcsoport (-COQ") és az amidcsoport (-CONH-), ami
egyben a peptidlanc ¢épitékove. A hosszabb lancti oligopeptidek azonos
donorcsoportokkal rendelkeznek, azzal a kiilonbséggel, hogy az aminosav
egységek szamanak ndvekedésével nd a tdvolsag a terminalis csoportok kozott és
no6 a lanckdté amidcsoportok szama is.

tartomanyban abban az esetben, ha az (R) oldallinc nem tartalmaz egyéb

donorcsoportokat (glicinpeptidek).
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I1.3.1 tablazat A glicin és oligopeptidjeinek protonalodasi allandéi (298K, 1=0,1M)

ligandumok pK1(NH3") pK2(COOH)
glicin'" 9,60 2,37
diglicin'*'"? 8,13 321
triglicin'*>""’ 7,96 3,27
tetraglicin'®""’ 7,96 3,24

A peptidek els6 protonalodasi allanddja az amin-NH,, mig a masodik a karboxilat
—COO" csoporthoz rendelhet6. A protonalodasi allandok alapjan megallapithato,
hogy az amino- és a karboxilatcsoportok legjobban az aminosavakban valnak el
egymastél és a peptidekben a lanc hosszanak ndvekedésével csokken az
aminocsoport bazicitasa és a karboxilatcsoport savassaga. A tri- és tetraglicin
peptidek hasonlé protonalddasi allandoi jelzik, hogy a lanc tovabbi novelése nem
lesz jelents hatassal a donorcsoportok bézicitasara''”.

Az amidcsoport egyszerre két kiilonb6z6 donoratomot tartalmaz melyek a
amid-O és amid-N, amelyek kotést alakithatnak ki a protonokkal és a fémionokkal.
A tetraéderes amino-N-nel szemben a sik szerkezeti amid-N nem rendelkezik
nemkotd elektronparral, mivel nemkotd elektronja delokalizalodik az OCN
kotéseken, igy bazicitasa is joval kisebb. A peptidek amidcsoportjai semlegesek a
teljes pH tartomanyban (O<pH<14), és csak nagyon erfsen savas és bazikus

kozegben viselkednek gyenge savként és bazisként''’.

r I+
i
B OH i 'I' )
K=107 —C=N— —C=N—
“ H<0 e e
B _ +p o pH>14 o
—G—NH;-
o

I1.3.2 4bra Az amidcsoport protonalodasi sajatsagai.
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Az N-metilacetamid vizsgalata soran kideriilt, hogy az amidcsoport képes
protonalodni (pK=-0,7)'", de ez csak néhany szazalékban kovetkezik be szemben a
karboxilatcsoporttal, ami teljesen protonalt forméban van a savas pH

tartomanyban'®""!

. Erésen lugos koriilmények kozott az amid-CONH-csoport
deprotonalodhat (pK=15,2 GlyTyr)'"?, azonban protonalodasi allanddjanak

meghatarozasa meglehetésen nehéz' .
111.3.2 A glicin és oligopeptidjeinek atmenetifém-komplexei

Az amidcsoport emlitett tulajdonsagainak koszonhetéen a peptidek
terminalis amino- és karboxilatcsoportjai a fémionok elsédleges kotdhelyei. A fém-
protein komplexek képzddésekor sztérikus okok miatt nem koordinalodhatnak a
terminalis csoportok egyszerre a kdzponti fémionhoz, ezaltal az amino- és a
karboxilatcsoportok egymastol fiiggetlen elsddleges kotéhelyei, ,horgony
csoportjai” a fémionoknak. A terminalis csoportok sok esetben elég gyenge
kotéhelynek bizonyulnak, és az igy képzddé komplexekben nem tudjak megvédeni
a fémiont a hidrolizisté] (pl. N-acetilglicin)'*'"*, de iranyito szerepiik a komplex

képzodésében nagyon fontos.

H, /NHZ H, //O
C—C C—C
/ \} / \
H,N, (@) H,N, NH
N of pH>7 o
Cu, Cu._
H,N ] H,N NH
2Ny \
Cc—C C—C
H AN H N\

2 NH 2 0
11.3.3 abra A (CuA,) és (CuA,H.,) Cﬁ(ll)-bisz(glicinamid) komplexek szerkezete.
A Cu(Il)-bisz(glicinamid) (CuA,) komplexben (I1.3.3 dbra) az amin-N és a amid-O
5-tagn kelatgy(rit alakit ki a Cu®*-ionnal, ami hasonlit az aminosavak
komplexképzéséhez kivéve az amidcsoportok deprotonalodasat és koordinaciojat a
kozponti fémionhoz. Az aminosavak stabilabb komplexet képeznek az adott

fémionnal, mint peptidjeik. A kialakulé Cu(IT)-komplexek stabilitasa (log Kcya) a
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kovetkezd sorrendben valtozik: glicin (8,07) >diglicin (5,56) >glicinamid (5,30)
>acetat (1,76)'""%.

A Cu(I)-diglicin ¢és -glicinamid komplexek stabilitasa elegendéen nagy,
hogy ne kovetkezzen be a kdzponti fémion hidrolizise enyhén lugos oldatban.
Szamos soft fémion peptidkomplexeinél megfigyelték, hogy bizonyos pH-
tartomanyban bekovetkezik az amid-NH deprotonaldédasa és koordinacidja a
kozponti fémionhoz akar a Cu(ll)-peptid komplexek esetében. A pH tartomany,
ahol végbemegy a deprotonalddas, jelentdsen fligg a kdzponti fémion mindségétol.
zardjelben feltiintetett pK értékekkel jellemzett pH tartomanyban kovetkezik be:
Pd** (2) > Cu* (4) > Ni*" (8) > Co*" (10). A lantanoida(Ill)ionok az eddigi
vizsgalatok szerint nem eredményezik az amid-NH csoport deprotonalodasat''’.

A Cu(Il)-glicinamid (CuA,H,) komplexben (I1.3.3 abra) a két terminalis
amino- és a két deprotonalédott amidcsoport teljesen betolti a  Cu**-ion
koordinacios helyeit. A két amidcsoport deprotonalodasi allandoja 7,07 és 8,33,

ami koriilbeliil hét nagysagrenddel kisebb, mint a szabad ligandum esetében'"”.

o 2
H H g )
R,—C—C—N—C—COOH
HN - 0 R, Coar |
L NHé‘(I:U“-O -
T |
OH,
[CuA]* [CuAH_]

I1.3.4 abra A (CuA)’ és a (CuAH.,) 6sszetételii Cu(Il)-dipeptid komplexek szerkezete.

A dipeptidek amidcsoportjai  hasonléan  deprotonaldodhatnak — és
koordinalodhatnak atmeneti fémkomplexekben a karboxilatcsoporttal egyiitt uj 5-
tagi kelatgyirit kialakitva (I11.3.4 abra), ami a képzddott komplex stabilitasat
jelentésen megnoveli. Az amidcsoport deprotonalodasa alacsonyabb pH-n
kovetkezik be, mint a glicinamid esetében (Cu(Il)-diglicin pK=4,23)"".

Osszefoglalva az oligopeptidek komplexképzd sajatsagat megallapithato,
hogy a terminalis aminocsoport az elsédleges kdtOhelye szamos atmenetifémnek és
36
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a szomszédos amid-O—nel egyiitt koordinalodva S-tagu kelatgytriit alakitanak ki és
képeznek viszonylag kis stabilitasi komplexet. Ezek a komplexek elég stabilisak
ahhoz, hogy meggatoljak a fémion hidrolizisét abban az esetben, ha végbemegy az
amidcsoport deprotonalodasa és egyben koordinacidja. Az amidcsoport
deprotonalodasat és koordinaciojat befolyasolhatjak az oldallancban talalhato
egyéb donorcsoportok is. A legtdbb aminosav egység hatassal van a képz6do
komplexek stabilitdsara és szamos funkcidés csoportjuk eldsegitheti illetve

gatolhatja az amidcsoport deprotonalddasat'"”.

11.3.3 Aminosavak és peptidek lantanoida(ll1)komplexei

Az utébbi 25-30 évben a nehezen detektalhaté és spektroszkopiailag
,néma” Ca*"-iont igen elterjedten helyettesitik Ln’"-ionokkal a Ca*'-tartalma
fehérjékben és enzimekben szerkezeti és funkcionalis vizsgalatok sordn. Az Ln’*-
ionok segitségével néhany esetben akar mas fémionok peptid kotdhelyei is
felderithetk, mint példaul a Fe’*-ion koordinicija a transzferrinben, illetve a
Mg*"-ion helyzete a piruvat kinizban és az alkali foszfatizban. A Ln’"-ionok
szintén értékes informaciokat nyujthatnak példaul a lisozimrol, amelyrdl sokaig azt
hitték, hogy nem alakit ki specifikus kolcsonhatast a Ca®*-mal és mas fémionokkal
fiziologias koriilmények kozott. A Ln*'-ion tartalma fehérjék a lantanoidak
tulajdonsagaitol fiiggden igen valtozatos kisérleti modszerekkel vizsgalhatok. Ilyen
az NMR-, luminesszcencia-, ESR-, Mdssbauer- és a CD-spektroszkopia, valamint a
spektrofotometria'®’. A Ca*’-tartamu fehérjék kozponti fémionjanak Ln’-ionnal
torténd helyettesitése a fehérje megvaltozott funkcionalitasan keresztiil valaszt
adhat a Ca’"-ion szerepére és kotésviszonyaira kiilondsen a Ca>" tartalma enzimek
esetében'?'. Ezek mellett a Ln’"-ionok szamara kedvezden kémiailag modositott
fehérjék és a Ln’'-ionok kozott kialakuld szokatlanul erés kolcsnhatas
tanulmanyozasa hasznos lehet a fémion-peptid kotésr6l rendelkezésiinkre allo

: 1 21120
informaciok bovitése szempontjabol .
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A Ln’"-ionok ,hard” természetébdl eredéen az aminosavak deprotonalt
karboxilatcsoportjai a fémionok elsédleges kotGhelyei. Ilyen tipust igen gyenge
kolesonhatas alakul ki a szerin hidroxilcsoportjaval és a treoninnal illetve a
tirozinnal is. Az aminosavak deprotonalt aminocsoportjai szintén koordinacios
helyei lehetnek a Ln**-ionoknak, azonban a kotés kialakulasat befolyasolja a pH az

1”2, Sinha, Katzin,

amino-N protonaltsdgan és a fémion hidrolizisén keresztii
Gulyds és munkatarsaik megallapitottak, hogy az aminosavak karboxilat- és
aminocsoportjai egyiittesen vesznek részt az Ln’*-ionok koordinaciéjaban, mivel az
Ln(Ill)-aminosav  komplexek stabilitdsa joéval nagyobb, mint a Ln(Ill)-
monokarbonsav komplexeké és az aminocsoportok protonalodasi allanddja
jelentdsen fligg a képz6dd Ln(Ill)-aminosav komplex stabilitasi allandojatol' ',
Az Ln(Ill)-aminosav komplexek sztochiometriai vizsgalatai soran 1:1, 1:2 és 1:3
Osszetételi komplexeket azonositottak, amit az egyes aminosavak esetében az
oldalldncban talalhaté egyéb donoratomok és a kozponti fémion mérete is
jelentésen befolyasolhat'?.

Szamos oligopeptid Ln(IIT)-komplexeinek egyensulyi és
szerkezetvizsgélatai is alatamasztottak, hogy a Ca*"-ionhoz hasonléan a Ln*"-ionok
elsédleges kotdhelye a peptidlanc C-terminalis karboxilatcsoportja és egyik esetben
sem megy végbe az amid-NH csoport ionizacidja és koordinacidja a Ln*" ionhoz.
Ezek a ligandumok az oldallancban talalhato egyéb donoratomoktol fiiggden egy-
és kétfogu ligandumként koordinalédhatnak a Ln’*-ionokhoz foként 1:1 és 1:2
Osszetételll viszonylag kis stabilitasu komplexeket képezve. A peptidlancban az N-
terminalis aminocsoporthoz térbelileg kozel talalhaté koordinalodé donoratomok
(féleg az oldallanc  karboxilatcsoportjai) elosegithetik az aminocsopot

deprotonalodasat és koordinaciojat a Ln* -ionokhoz'>.
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I11. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

I11.1 ANOTA-Gly, DOTAM, DOTA-Gly és ODDA-Gly komplexek egyensulyi
vizsgalata

A poliaza-plikarboxilat ligandumok egyensulyi ¢s komplexképzd

sajatsagainak vizsgalatara legeredményesebben alkalmazhaté modszer a pH-

potenciometrias titraldas, mivel a szabad ligandum kiilonb6z6 bazicitasu

donorcsoportjai illetve a fémionok €s a kiilonb6z6é mértékben protonalt ligandumok

crer

kozott kialakulo kolcsonhatds hatarozza meg az oldat H'-koncentriciojat. A

rrrrr

allandoval irhatunk le:
Hi.L + H = HiL
H.L
K" :E—'] i=1, 2... 1n.1.1
[H][H;_ L]
Az egy- és tobbmagvi, valamint a protonalt komplexek képzddését és stabilitasi

allandoit altalanosan a kdvetkezoképpen definialjuk:

pM™ + gH" + rL = MHL,
_ IMHL]
[M™P[HFLY

Lo .12

Gyakran hasznaljuk az 1:1 és 2:1 (kétmagvu) fém-ligandum aranyt komplexek

stabilitasi allandoit, melyek definicidja a kovetkezo:

M + L =ML M + ML= MLM’
. = [ML] 11.1.3 MLM,zw 111.1.4
[M][L] [M'][ML]
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A komplexek protonalodasi allandoja a kdvetkezéképpen adhatd meg:

MHLL + HY = MHL

v L =% i=1,2... 11.1.5

Nagy stabilitasu Ln(Ill)-poliaza-polikarboxilat-komplexek kialakulasa sok esetben
pH<2 tartomanyban kozel 100%-an végbemegy, ahol a pH-mérés meglehetdsen
bizonytalan az iivegelektrod kis érzékenysége miatt. Ilyen esetekben kompeticids
titralast végziink, melyben a komplex képzdodését eltoljuk a vizsgalhatébb pH-
tartomanyba (pH>2) segéd ligandum alkalmazasaval. A kompeticios titralas soran
a segéd ligandum (L’) versengésre kényszeriti a vizsgalt ligandumot a fémion

koordinécidjaért, amely H' felszabaduléssal, vagy protonalddassal jar:
LnL> + HL ==LnL + HL’ + (i-))H" 111.1.6

Kozvetlen pH-metrias titralassal csak a viszonylag gyors egyensulyi
folyamatok tanulmanyozhatok. Szamos makrociklusos fémkomplex képzddése
nagyon lassu és igy kozvetlen kovetésik meglehetdsen nehéz. Ezekben az
esetekben a tiraldsi pontoknak megfelelé Osszetételii, 1-5 cm’® térfogata
kiillonmintakat készitlink és az egyensuly bealltat kovetéen mérjiik az oldatok pH-
it.

A fémionok ¢és ligadumok UV-lathatdé spketrofotometrids és NMR
spektroszkopias  sajatsagai  sok esetben lehetové teszik a ligadumok
protonaléodasanak  és  komplexképzésiiknek — vizsgalatat. Az  UV-lathato-
spektrofotometrias méréseket leggyakrabban az abszorbancia  valtozast
eredményez6 pH>12 tartomdnyban bekdvetkezd ligandum protonalddasi-
deprotonalodasi, valamint pH<2 tartomanyban lejatszoddé komplexképzodési

folyamatok tanulmanyozasara alkalmazzuk. A jelek kémiai eltolédasanak valtozasa
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alapjan az emlitett folyamatok NMR-spektroszkopidsan is nyomonkovethetéek.
Természetesen mind a két modszer eredményei alapjan szamitott allandok
lényegesen nagyobb hibaval rendelkeznek, mint a pH-potenciometrias mérésekbol
szarmazoak, de mind az UV-lathato-spektrofotometrias, mind az NMR-
spektroszkopias adatokbol kovetkeztethetiink a protonalodasi egyensulyban illetve

a koordinacioban résztvevo csoportokra és a komplexek oldat fazisu szerkezetére.
111.2 A Ln(DOTAM)* és Ln(DOTA-Gly) komplexek kinetikai vizsgalatai

A lantanoida(Ill)komplexek képzodési sebessége a Ce’- és az Eu’'-
ionoknal kozvetleniil, fényelnyeléssel nem rendelkezé6 Ln*"-ionok esetében
kozvetve ,,indikator modszerrel” spektrofotometriasan hatarozhatdo meg. A Gd(III)-
komplexek kialakuldsa szintén kozvetleniil vizsgalhato 'H-relaxometriasan abban
az esetben, ha a Gd(IlI)-komplex vizprotonok relaxacios sebességére gyakorolt
hatisa eltéré a szabad Gd**-ion hatasatol. A szabad Gd*'-ionok és Gd(III)-
komplexeknek a vizprotonok relaxaciosebességére gyakorolt hatdasa aranyos a
koncentracioval ¢és valtozasa jol mérheté. A Ln(Ill)-komplex képzddési
sebességének meghatarozasa soran pszeudo-elsérendl feltételeket biztositva (fém
vagy ligandum fol6slegét alkalmazva, allandé pH-ra pufferelt kdzegben, allando
ionerésség mellett) a reakciot fémion felesleg jelenlétében a kovetkezd sebességi

egyenlet irja le:

K, [L], 11.2.1

“ sy

idépillantban torténd mérésével hatarozzuk meg a k-t a kovetkezd jelintenzitas
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novekedésére (I11.2.2) ¢és jelintenzitdas csokkenésére (I11.2.3) érvényes

Osszefliggések segitségével:

=1, -1, +1, 11.2.2

(=kpt)
I =17 +1, 11.2.3

Spektrofotoemtrids mérések sordn a mért |; paraméter az abszorbancia, mig
relaxometriaban a vizprotonok 1/T; relaxaciosebessége. Az I, és az |, a rekatansok
és a végtermékek abszorbanciai illetve 1/T; értékeit jeloli.

Az ,indikator moddszerrel” a pH-valtozassal jar6 komplexképzodési
folyamatot sav-bazis indikator szinvaltozasan keresztiil kovetjiik ugy, hogy a
gyengén pufferolt kozegben kb. 0,1 pH egység valtozast engediink meg, ami
gyakorlatilag nem sérti a pszeudo-els6rendii feltételeket'®.

A komplexek disszociacido sebessége vizsgalataindl a fentebb leirt
modszerek alkalmazhatdéak. A folyamatot ebben az esetben leird sebességi
egyenlet:

—%=kp[LnL]t 11.2.4
ahol a k, sebességi allando meghatdrozasa a I11.2.2, vagy a II1.2.3 egyenletek
alapjan torténik. A disszocidcios reakcié soran altaldban a fémiont kicseréld H'-t
alkalmazunk nagy feleslegben (0,1-1,0 M) pszeudo-elsérendi feltételt
megteremtve. A folyamat soran vagy a kiindulasi komplexnek, vagy a szabadda
valo fémionnak, vagy mindkettének a fényelnyelését illetve vizprotonok

relaxaciosebességére gyakorolt hatasat kovetjiik.
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111.3 ANOTA-Gly, DOTAM, DOTA-Gly és ODDA-Gly komplexek szerkezeti

vizsgalata

A komplexek oldatfazisu szerkezeti vizsgalatara - ami itt a koordinalédo
funkcios csoportokat jelenti - a II.1 fejezetben vazolt optikai és magneses
tulajdonsagok alapjan UV-lathatd spektrofotometriat és multinuklearis NMR-
spektroszkopiat'*® alkalmaztunk. A Gd(III)-komplexek relaxacids tulajdonsagaibol
néhany esetben a koordinalt donor atomok szdmara is tudtunk kovetkeztetni. A
ligandumok ¢és komplexek szilard fazisu szerkezetét, koordinacios- és

kotésviszonyait egykristalyaik rontgendiffrakcios vizsgalatabol allapitottuk meg.
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IV. EREDMENYEK

IV.1 A NOTA-Gly ligandum komplexképzé sajatsagai

Az altalunk vizsgalt acetil-glicindt funkcios csoport egyenstlyi és
komplexképzd sajatsagai nem csak NMR-tomografias kontrasztanyagkénti
felhasznalas szempontjabol érdekesek, hanem a viszonylag nagyobb donoratom
szam a kétmagvu komplexek képzodésével kapcsolatos ismereteink bovitésére is
lehetoséget nyujt. A NOTA-Gly ligandum 6sszesen 9 donoratomot tartalmaz, (3
gylrti amin-N, 3 karboxilat-O ¢és 3 amid-O vagy 3 amid-N" (az amid-NH-csoport
deprotondlodasat kovetden) amelyek részt vehetnek a fémion koordinacidjaban.
Ezt a ligandumot tekinthetjiik ugy is, hogy a 9 tagl triaza makrociklus 3 N-
atomjara 3 acetil-glicinat funkcios csoportot vittiink fel, de tigy is, hogy 3 diglicin
egységet kapcsoltunk 0Ossze makrociklussa terminalis amin-NH,-csoportjaikon
keresztiil. A ligandum koordinaciés kémiai sajatsagai dontik el, hogy melyik

szemlélet a helyes.
IV.1.1 NOTA-Gly ligandum egyensulyi vizsgélata

A NOTA-Gly ligandum egyensulyi sajatsagainak megimeréséhez
meghataroztuk szamos fémkomplex stabilitasi allandgjat. A fémkomplexek
stabilitasi allandoinak szamitasdhoz elengedhetetlen a protonalddasi allandok
ismerete, amiket kozvetlen pH-potenciometrids titralassal hataroztuk meg. A

ligandum titralasi gérbéje a IV.1.1. abran lathato.
14

12
10 -

pH

o N A OO
T R N

0 1 2 3 4 5 6 7
IV.1.1 4bra A NOTA-Gly ligandum titrali$ £8tbaje. ([L]=2x10 M; 25 °C; 0,1 M KCI)
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A titralasi adatokbol (180 Vy,-pH adatpar) szamitott protonalddasi allandokat a
IV.1.1. tablazatban tiintettiik fel:

IV.1.1 tablazat A NOTA-Gly ligandum protonalddasi allandoi.

Ligandumok NOTA!"7 NOTA-Gly
Kozeg 0,1M NaNO; 0,IM KCl
logK " 11,41 10,17 (0,05)
logK,' 5,74 4,08 (0,09)
logK.' 3,16 3,58 (0,08)
logK,' 1,71 2,58 (0,06)

A kapott protonalddasi allandokkal kapcsolatban felting, hogy a logK," és a
logK," értékek kisebbek, mig a logKs™ és a logK," nagyobbak, mint az acetat
analog NOTA esetében.

A NOTA-Gly ligandum protonalodasi  sorrendjét 'H-NMR-es
vizsgalatokkal hataroztuk meg. A gylirli-, acetat- és amid-metilén protonok kémiai

eltolodasanak valtozasat tiintettiik fel a IV.1.2. abran a pH fiiggvényében:

4,1
39-
37-

€ 35

=

3 331
31
29-

2,7 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
pH
IV.1.2 dbra A NOTA-Gly ligandum "H-NMR titralasi gorbéje.

—— Acetat CH2
—— Amid CH2

45



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

Az elsé protonalodasi  allandd  (logkKi™) a gyiiri egyik amin-N-jének

protonalédasahoz rendelheté hasonléan a NOTA-hoz'*’

. Ugyanakkor a ligandumra
belépd masodik proton a pH csokkenésével eldszor csak az acetat-metilén protonok
kémiai eltolédasaban okoz valtozast, ami arra utal, hogy a masodik proton a
NOTA-val szemben nem a gylri-N-hez kapcsolodik, hanem nagyrészt az egyik
karboxilatcsoporthoz ill. részben a gytiri-N-hez is. A harmadik proton részben egy
gyuri-N-hez és egy acetatcsoporthoz kapcsolodik, ami hasonléan az elsd
protonhoz a gyliri- és az amid-metilén protonok kémiai eltoldodasat valtoztatja
meg. A tovabbi protonalddédsi allandok a karboxilatcsoportok protonalddasi
folyamatait jellemzik. A NOTA-Gly ligandum gytirii-N-nek kisebb bazicitasat két
fiiggetlen folyamat egylittesen eredményezi. Az egyik az ,,induktiv-effektus”, ami
az amidcsoport elektron szivo hatadsdnak koszonhetd és csokkenti a gylirli N-ek
bazicitasat. Ezt valamelyest kompenzalja az 5-tagl, viszonylag gyenge H-kotés
kialakulasa, ami a toltéssel nem rendelkezé amid oxigén és a protonalt gyiiri-N
kozott johet 1étre. Az emlitett folyamatokra még hatassal van a makrociklusban
talalhaté amin-N-ek nemkdto elektornparjainak egymashoz viszonyitott helyzete is.
Az NOTA-Gly ligandum esetében az ,,induktiv effektus” a meghatarozo, mig a
NOTA ligandumnal a két folyamat egyiittesen eredményezi a gylri-N-nek

nagyobb bazicitasat'*’

. Az NOTA-Gly ligandum acetat csoportjainak nagyobb
protonalodasi allandoit a viszonylag hosszabb oldallanc és a szomszédos
elektronkiildé metilén csoport eredményezik. A logK;", logk,™ és logKs™ értékek
alapjan azt mondhatjuk, hogy a gyiirii-N atomok bazicitasa lényegesen kisebb, mig
a karboxilat csoportok bazicitasa joval nagyobb, mint az acetat analdég NOTA
hasonlé donorcsoportjaié. Ez a szokatlan viselkedés mindenféleképpen arra utal,
hogy az acetil-glicin funkcids csoportot tartalmazo6 triaza-makrociklus ligandum
rokonsagot mutat a diglicinnel. A karboxilat csoport acetil-glicinat funkcids

csoporttal vald helyettesitése a gyiirii-N-ek bazicitasat csokkenti (kb. egy logK

egységgel), mig a karboxilatok bazicitasast megnoveli.
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A NOTA-Gly ligandum néhany fémionnal képzett komlexének stabilitasi
allandoit szintén kozvetlen pH-potenciometrias titralassal hataroztuk meg.
Mindegyik esetben az 1:1 fém-ligandum aranyi komplexek képzédése a pH=2-6
tartomanyban jatszodott le és elegendGen gyorsan a kozvetlen titralashoz. A
viszonylag nagyobb acetil-glicinat oldallanc karboxilatcsoportjai fontos szerepet
toltenek be komplexképzéskor a fémion koordinaciéjaban, azonban az M™" (n=2, 3)
fémionnak a makrociklusos ,kalitkaba” vald bekeriilésével megsziinik a kozvetlen
fémion-karboxilat kotés, ami szamos protonalt komplex képzodésére ad
lehetoséget. A NOTA-Gly komplexek stabilitasi allandéit a IV.1.2. tiblazat

tartalmazza.

IV.1.2 tablazat A NOTA-Gly komplexek stabilitasi- és protonalodasi-allandoi.

NOTA!"" NOTA-Gly
0,1 M NaNO; 0,1 M KCI/KNO;

log Ky, log Ky, log Ky log KMHZL
Mg* 9,69 2,25 (0,06) — -
Ca™ 8,92 5,70 (0,04) 7,09 (0,09) | 3,53 (0,09)
Mn** 14,3 8,19 (0,01) 4,61(0,02) | 3,34(0,08)
Cu** 21,63 13,00 (0,03) | 3,39(0,03) | 3,29 (0,05)
Zn™ 18,3 12,61 (0,03) | 3,44(0,02) | 3,37(0,05)
Pb** - 11,77 (0,02) | 3,63 (0,03) | 3,36 (0,02)
cd* 16,0 11,65 (0,03) | 3,73(0,04) | 3,40 (0,02)
La** 13,5 1128 6,46 (0,04) 6,09 (0,08) | 4,05 (0,09)
Nd** 13,1 128 8,62 (0,01) 4,60 (0,01) | 3,25(0,06)
Gd** 14,3 1128 9,26 (0,04) 4,42 (0,04) | 3,35(0,09)
Er'* 15,2 11281 9,05 (0,02) 4,18 (0,02) | 3,17(0,09)
Lu* 15,6 1128 8,33 (0,01) 4,86 (0,01) | 3,37(0,03)

A NOTA-Gly atmenetifém és alkalifoldfém komplexei joval kisebb

stabilitastiak, mint a megfeleld NOTA komplexek, mivel a fémionok a 3 gyiirii-N
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és a toltéssel nem rendelkezé 3 amid oxigén altal hatarolt koordinacids kalitkaban
helyezkednek el szemben a NOTA-val, ahol a 3 gytr{i N és a 3 egyszeres negativ
toltésti karboxilat csoport vesz részt a fémion koordinaciéjaban'?’. A Cu(NOTA)
és Zn(NOTA) komplexek stabilitasa kozott 3 nagysagrendnyi eltérés van. Ezzel
szemben a Cu®™-, Zn*'-, Pb>- Cd(NOTA-Gly) komplexek stabilitasa csak kis
mértékben tér el egymastol. A Cu(NOTA) komplexben 6 donoratom (3 amin-N, 3
karboxilat-O) vesz részt a koordinaciéban, addig a Cu(NOTA-Gly) komplexben
nagy a kozeli donoratomok szdma (3 amin-N, 3 amid-N", 3 amid-O, 3 karboxilat-O.
A Zn**, Cd*" és az Pb*" ionok szamara a NOTA-Gly komplexekben a 6-os
koordinaci6 a kedvezd, de a Cu®" ionok szamara nem. A Ln(NOTA-Gly)
komplexek stabilitasi allandoi a La’*-t6l a Gd*-ig egyenletesen nének, majd azt
kovetden kis mértékben csokkennek. A képzodé NOTA-Gly komplexek stabilitasa
ardnylag kicsi és a Mn”"- és a Ln’"- ionok esetében nem tudjak meggatolni a
fémionok hidrolizisét.

fémion mindségétél. A Cu*'-, Zn**-, Pb*"- és CdA(NOTA-Gly) komplexek mindkét
protonalodasi  allanddja az acetatcsoportokhoz, addig a Ca’-, Mn*- és a
Ln(NOTA-Gly) komplexek esetében az elsd, nagyobb érték egy bazikusabb amin-
N-hez, mig a masodik egy acetatcsoport protonalédasahoz rendelhetd. A NOTA-
Gly komplexek viszonylag kisebb protonalodasi allandéi nem kiilonboznek
jelentékenyen, ami arra utal, hogy a karboxilatcsoportok protonalodnak egymastol
fiiggetleniil és ezeknek kicsi a szerepe a komplex képzésben. A Ln(NOTA-Gly)
komplexek titralasi gorbéi a IV.1.3. abran lathatok.
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IV.1.3 dbra A NOTA-Gly ligandum titralasi gorbéi Ln®" tavollétében (1.) és ekvivalens
Ln®" jelenlétében: La** (2.), Lu*" (3.), Nd&** (4.), Er’" (5.), G&** (6.)
([L]=[La* 1=[Nd* 1=[Gd* |=[Er*']=[Lu*']=2x10 M; 25 °C; 0,1 M KCI).

A NOTA-Gly, Cu(NOTA-Gly) és Zn(NOTA-Gly) komplexek titralasi
gorbéit a [V.1.4. abran tiintettiik fel:

lug ekv.
IV.1.4 abra A NOTA-Gly ligandum (1.), 1:1 Zn-L (2.) és 1:1 Cu-L (3.) &sszetételii
rendszerek titralasi gorbéi. ([L]=[Zn*'J=[Cu®"1=2x10~ M; 25 °C; 0,1 M KCI)

A titraldsi gorbék alapjan megallapithato, hogy a Cu’'-ion esetében a pH=4-6
tartomanyban, mig a Zn*'-ionnal a pH=8-10 tartomanyban egy extra ligandum
ekvivalens lug fogyas figyelhetd meg a szabad ligandumhoz képest, amihez
hasonlo folyamatot tapasztaltunk a 1:1 Cd**-NOTA-Gly rendszer titralasakor is. A
Cu(I)-peptid tipustt komplexek képzodésére jellemzd az amid-NH csoportok
deprotonalodasa és koordinacidja a pH=4-6 tartomanyban, ellentétben a Zn(Il)-

peptid komplexekkel, ahol a Zn*"-ion hidrolitikus hajlama keriil inkabb el6étérbe a
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pH=9-11 tartomanyban. Ez a viselkedés mindenképpen a NOTA-Gly ligandum
diglicinnel mutatott hasonlosagara utal. A  deprotonalodasok a 1V.1.1
folyamatokkal és egyensulyi allandokkal irhatok le és a titralasi gorbékbol

szamitott deprotonalddasi allandokat a IV.1.3 tablazat tartalmazza.

ML = MLH,; + H* ; MLH; = MLH, + H*
V.11
_[MLH ,J[H"] _[MLH ,J[H"]
MLH_, [ML] MLH_, [MLH_ ]

IV.1.3 tablazat A Cu®’-, Zn**- és Cd(NOTA-Gly) komplexek deprotonalodasi allandoi

logKwmLH-1 LogKwr-2
Cu* 5,60 (0,03) | *10,91 (0,03)
Zn* *9,02 (0,04) | *11,08 (0,05)
Cd* | *¥10,17 (0,04) | *11,55 (0,04)
*vegyes ligandumt hidroxokomplexek képzddése

A Cu(NOTA-Gly) komplex elsé deprotonalddasi allanddja az amid-NH-
csoport ionizaciojahoz, a masodik egy OH -csoport koordinacidjahoz rendelhetd. A
Zn**- ¢és CA(NOTA-Gly) komplexek mindkét deprotonalodasi allandoja OH'-
csoportok koordinaciojahoz ¢és igy vegyes hidroxokomplexek képzodéséhez
kothetoek.

UV-spektrofotometrids vizsgalataink eredményei aldtdmasztottadk, hogy a
Cu(NOTA-Gly) pH=4-6 tartomanyban bekdvetkezd lug fogyasa az amid-NH-
csoport deprotonalodasdhoz rendelhetd, mivel a Cu(NOTA-Gly) komplex d-d
elektron atmeneteihez tartozd abszorpcios savjanak maximuma eltolodik ~700 nm-
r6l 607 nm-re. Ez a ,kék”-eltolodas kb. azonos a Cu(Il)-oligopeptid komplexek
amid-NH deprotonalodasakor és koordinacidjakor tapasztalhato 30-40 nm-es
eltolodassal''*. Ugyanakkor a Cu(EDTA)> abszorpcios savjanak a maximuma 720-

730 nm koriil van, mig a Ci(EDDA) komplexé 680 nm-nél talalhatd, ami arra utal,
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hogy a karboxilatcsoport axialis pozicidba torténd koordinacidja egy gyenge
,vOros”-eltolodast eredményez, igy a Cu(NOTA-Gly) spektrumaban bekovetkezo
komplex masodik deprotonalodasi folyamatanak bekovetkeztével a d-d atmenetnek
megfelelé abszorpcidés sav maximuma valtozatlan marad csak a sav intenzitasa
novekszik meg. Amennyiben uUjabb amid-NH-csoport deprotonalodna és
koordinalodna a Cu®’ kozponti fémionhoz tovabbi ,kék’-eltolodast kellene
tapasztalnunk (II.3. fejezet), igy ez a folyamat csakis vegyes ligandumu
Cu(NOTA-Gly-hidroxo) komplex képzédéséhez rendelheté. Az 1:1 Cu**-NOTA-
Gly rendszer abszorpcids spektrumait és eloszlasi diagramjat a IV.1.5 és IV.1.6

abrakon tiintettiik fel.
0.7

0.6 T
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Abs 04T
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IV.1.5 dbra Az 1:1 Cu*-NOTA-Gly rendszer abszorpciés spektrumai kiilonb6z6 pH
értékeknél. ((1.) pH=3,03; (2.) pH=4,05; (3.) pH=5,04; (4.) pH=6,02; (5.) pH=7,10; (6.)
pH=8,04; (7.) pH=11,30; [L]=[Cu*']=5x10" M))
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IV.1.6 dbra Az 1:1 Cu*-NOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramja ([L]=[Cu*"]=5x10" M)
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Feltételezhetd, hogy a viszonylag hosszabb és tobb donoratomot tartalmazo
acetil-glicinat funkcios csoport lehetdséget biztosit stabilis kétmagva komplexek
képzddésére. Az egyensulyi vizsgalatok soran a Zn(NOTA-Gly) és a Cu(NOTA-
Gly) komplexek ,kétmagviisodasat” tanulméanyoztuk Gd**-ion jelenlétében. A
kétmagvu komplexek stabilitasi allandoit kozvetlen pH-potenciometrids titralassal
hataroztuk meg, mivel a GdA(NOTA-Gly)” komplex stabilitasi allanddja kb. harom
nagysagrenddel kisebb, mint a Cu(NOTA-Gly) és Zn(NOTA-Gly) komplexeké,
igy kompeticios reakcié kialakulasara nincs lehetdség. Az 1:1:1 aranyt Gd**-Cu*'-
NOTA-Gly és Gd**-Zn*"- NOTA-Gly rendszerek titralasi gorbéi a IV.1.7 4bran
lathatok.

pH

N W~ OO0 O N
! ! ! ! !

lug ekv.
IV.1.7 abra Az 1:1:1 aranya Cu*’-Gd**-NOTA-Gly (1.) és Zn*"-Gd**-NOTA-Gly (2.)

rendszerek titralasi gorbéi ([L]=[Zn*"]=[Cu®']=[Gd*"]=2x10 M; 25 °C; 0,1 M KCI)

A kétmagvu komplex kialakuldsanak vizsgalatara a protonalt Cu(NOTA-Gly) és
Zn(NOTA-Gly) komplexek protonjai és a Gd’*-ion kozotti kompeticios reakcio
pH-metrias kdvetése nytjtott lehetdséget, amit a kovetkezo I11.1.4 folyamattal és
egyenstlyi allandoval irhatunk le. A Gd"'[Cu"(NOTA-Gly)]*" és Gd"'[Zn"(NOTA-
Gly)]*" kétmagvu komplexek stabilitasi allandoit a IV.1.4. tablazat tartalmazza:

IV.1.4 tablazat A Gd"[Cu"(NOTA-Gly)]*" és Gd"[Zn"(NOTA-Gly)]*" kétmagva
komplexek stabilitasi allandéi (25 °C; 0,1 M KCl)
|Gd‘"[Cu"(NOTA-Gly)]2+ Gd"[Zn"(NOTA-Gly)**
logKuicq | 2,66 (0,03) | 2,68 (0,05)

52



IV.1 A NOTA-Gly ligandum komplexképzo sajatsagai

Az 1:1:1 ardanya Cu**-Gd*-NOTA-Gly és Zn*'-Gd**-NOTA-Gly rendszerek
eloszlasi diagramjai a [V.1.8 és [V.1.9 abran lathatok:

100 | CuH I

80

60
%

40

20

2 3 4 oq 5 6 7

IV.1.8 dbra Az 1:1:1 ardnyi Cu’*-Gd*-NOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramja
([L]F[Cu*=[Gd* 1=2x107 M)
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80 [
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%

40
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IV.1.9 dbra Az 1:1:1 aranya Zn*'-Gd>’-NOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramja
([L}=[Zn*"=[Gd*"1=2x107 M)

A kétmagva komplexek stabilitasi allandoi viszonylag kicsik és csak kis

szazalékban képzodnek (30-40%) a pH=4-5 tartomanyban.
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IV.1.2 A Zn(NOTA-Gly) komplex *H-NMR spektroszképias vizsgélata

A NOTA-Gly komplexek koordinacidés viszonyainak felderitésére
elvégeztik a Zn*"- NOTA-Gly rendszer '"H-NMR spektroszkopias vizsgalatat. A
Zn**-NOTA-Gly rendszer kiilonbozd pH-kon felvett 'H-NMR spektrumait a

IV.1.10 abran tuntettik fel.
pH=11,45

pH=9.95
I W pH=9,02
R pH=7,97
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| \ pH=5,71
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pH=4,09

pH=3,59
pH=3,04
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IV.1.10 dbra Az 1:1 ardnyi Zn*-NOTA-Gly rendszer '"H-NMR spektruma kiilonboz6 pH

értékeken.

A Zn(NOTA-Gly) komplex 'H-NMR spektrumaban 3,2 - 2,8 ppm tartomanyban
talalhato két viszonylag széles multiplett, amelyek helyzete és multiplicitasa kozel
valtozatlan marad a pH=2,3 — 9,0 tartomanyban. Ezek a jelek (64=3,10 ppm;

0y=2,86 ppm) a makrociklus ekvatoridlis és axialis metilén (N-CH,-CH,-N)
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protonjaihoz rendelheték. A makrociklus metilén protonjainak ekvivalencidja a
komplex képzddésével megszlinik, mivel a gyliri amin nitrogének koordinacidja
vicinalis protonokkal csatolva eredményezi a multiplett jeleket. A Zn(NOTA-Gly)
komplex 'H-NMR spektrumaban a 42 — 4,0 ppm tartomanyban a
karboxilatcsoportok (-CH,-COO’), mig a 3,9 — 3,8 ppm tartomanyban az
amidcsoportok metilén (N-CH,-CONH-) protonjainak jele talalhatdé. Az acetat
metilén (-CH,-COQO") protonok jele a pH novekedésével eltoldodik a nagyobb térerd
(kisebb ppm) iranyaban, mikézben az amid (N-CH,-CONH-) metilén protonok
kémiai eltolédasa alig valtozik savas pH (2,3-5,0) tartomanyban. A Zn(NOTA-
Gly) komplex két protonalodasi allanddja (logKzan =3,44; logKznnai=3,37)
talalhat6 ebben a pH-tartomanyban, amelyek a jelek kémiai eltolodas valtozasa
alapjan a karboxilatcsoportok protonalodasahoz rendelheték. A jelek savas
tartomanyban bekovetkez0 kémiai eltolodas valtozasa egyben indikalja, hogy a
Zn*"-ion koordinaciéjiban a amid-O-ek és a gyiirii amin-N-ek vesznek részt. A pH
tovabbi novelésével nem kovetkezik be véltozas a Zn(NOTA-Gly) 'H-NMR
spektrumaban, ami Osszhangban van a pH-metrids mérésekbdl szamitott
adatokkal, mivel a pH=5-8 tartoméanyban csak a teljesen deprotonalt Zn(NOTA-
Gly) komplex van jelen kozel 100%-ban az oldatban. A 1:1 &sszetételti Zn*'-

NOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramjp g IV.1.11 dbran lathato.
1.01

0.8 ZnLH,

0.6

Moltort

0.4

0.2

0.0

2 4 6 pH 8 10 12
IV.1.11 abra Az 1:1 aranyu Zn2+-NOTA—Gly rendszer eloszlasi diagramja
([LJ=[Zn*"=[Gd*"1=2x107 M)
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Enyhén lugos koriilmények kozott (pH=8-9) elkezdédik a Zn(NOTA-GlyH.)*
Osszetételll  részecske  képzddése, ami feltételezhetéen egy OH™-ion
koordinacidjahoz és egyben vegyes ligandumu hidroxo-komplex képzddéséhez
rendelhetd, mivel a Zn(NOTA-Gly) komplex 'H-NMR spektruma Osszetetté és
nehezen értelmezhetévé valik. A spektrumban mind a karboxilat (-CH,-COQO),
mind az amid (N-CH,-CONH-), mind a gytiri (N-CH,-CH,-N) metilén protonok
jele felhasad és a pH tovabbi novelésével ez a felhasadas tovabb fokozddik, ami
feltehetden a hidroxid koordinacié okozta szimmetria valtozassal magyarazhatd. A
Zn(NOTA-GlyH.,)"  Osszetételli  részecske  képzédése  ujabb ~ OH™-ion
koordinaciojaval van Osszefiiggésben, mivel a [OH] novekedésével elkezdddik

Zn**-ion hidrolizise és a Zn(OH), fehér csapadék jelenik meg az oldatban.
IV.1.3 A Cu(HNOTA-Gly) komplex réntgendiffrakcids szerkezetvizsgalata

A Cu(HNOTA-Gly) komplex (pH=4,0) vizes oldatabol etanol lassu
diffuziojaval Cu(HNOTA-Gly)-4H,O 0&sszetételii egykristalyt allitottunk eld,
melynek szerkezetét rontgendiffrakcios vizsgalatokkal hataroztuk meg. A

Cu(HNOTA-Gly) komplex szilard fazisa szerkezete a [V.1.12-13 abrakon lathatok.

IV.1.12 dbra A Cu(HNOTA-Gly)-4H,0 komplex szilard fazisu rontgendiffrakcios

szerkezete
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- Ody

IV.1.13 abra A Cu(HNOTA-Gly)-4H,0 komplex szilard fazisu rontgendiffrakcios
szerkezete

A kézponti Cu®*-ionhoz torzult oktaéderes elrendezésben koordinalodik a harom
makrociklusos amin N és a harom amid O atom (az N1, N4, N7, 012, 020 és az
028 donoratomok). A kdtésszogeket és tavolsagokat a [V.1.5 tablazatban tlintettiik
fel.

IV.1.5 tablazat A Cu(HNOTA-Gly)-4H,0 komplex szilard fazisu kotéstavolsag és

kotésszog értékei (szamozasd lasd IV.1.12-13 abrakon)

Kotéstavolsagok (A) Kotésszogek (°)

Cul — N1 2,042 (0,003) NI- Cul —N7 86,2 (0,01)
Cul — N4 2.210(0,003) | NI—Cul—020 | 99,1 (0,01)
Cul —N7 2,079 (0,003) | NI—Cul—012 | 79,4 (0,01)
Cul - 012 2,185 (0,002) 020 —Cul - 012 100,6 (0,01)
Cul - 020 2,059 (0,002) N1 -Cul — N4 86,0 (0,01)
Cul — 028 1,980 (0,002) | N7—Cul —N4 84,0 (0,01)
C19- 020 1,255(0,004) | OI2—Cul —N4 | 1623 (0,01)
C23 -024 1,201 (0,005) C19 -020 - Cul 113,4 (0,02)
C23-025 1,292 (0,005) C27 -N29-C30 120,2 (0,03)
C31-032 1,236 (0,004) C19 -N21-C22 123,6 (0,03)
C31-033 1,240 (0,004)

C15-016 1,236 (0,004)

C15-017 1,241 (0,004)

C19-N21 1,318 (0,004)
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A kotéstavolsag és kotésszog értékek alatdmasztottak, hogy az emlitett

donoratomok torzult oktaéderes szimetriaval kapcsolodnak a Cu*"-ionhoz és ilyen

koriilmények kozott (pH=4,0) az egyik karboxilatcsoport protonalva van, amit a

kiilonbség elektron sir{iség térkép alapjan lehetett beazonositani. A szerkezeti

illesztések soran erds szilard fazisu intra- és intermolekularis H-kotést feltételezve

kideriilt, hogy az emlitett proton az O25 donorcsoportot protonalva lokalizlalodik,

amikor a C-O kotéstavolsag (1,293 A) lényegesen nagyobb az egyébb C-O

kotéstavolsagoktdl. A szerkezetet erds intra- és intermolekularis H-kotések

kiterjedt halozata stabilizalja. A H-kotések kotéstavolsagait és kotésszogeit 1V.1.6

tablazatban foglaltuk 6ssze.

IV.1.6 tablazat A H-kotések kotéstavolsagai és kotésszogei Cu(HNOTA-Gly)-4H,O

komplexben

D-H....A D-H@A) |H..AA)| D..AA) |D-H...A(®
OIW —HI1...032" | 0,84 (0,02) |2,06(0,02) | 2,898 (0,004) 177 (6)
OIW —H21...017 | 0,836 (0,019) | 1,91 (0,02) | 2,742 (0,004) 171 (5)
O2W —HI12...024" | 0,85(0,02) |2,58(0,07)]| 2,992 (0,008) 111 (6)
O2W — H22...04W" | 0,862 (0,019) | 1,82 (0,02) | 2,677 (0,007) 174 (5)
O3W —H23...01W | 0,898 (0,018) | 1,97 (0,02) | 2,841 (0,007) 162 (4)
O3W —HI13...024" | 0,86 (0,02) |2,61(0,07)| 3,017 (0,008) 110 (6)

O3W-H13...N29 0,86 (0,02) |2,66(0,06) | 3,111 (0,007) | 113,7 (5,0)
04W —H14...033 0,81 (0,02) |2,00(0,03) | 2,734 (0,005) 151 (5)
O4W —H24...017" | 0,812 (0,019) | 1,99 (0,02) | 2,804 (0,005) 176 (5)
025 -H25...016" | 0,93 (0,05) |[1,64(0,05)]| 2,550 (0,003) 169 (4)
N13 - H13A...032"" | 0,849 (0,018) | 1,98 (0,02) | 2,790 (0,004) 159 (3)
N21 — H21A...033"" | 0,824 (0,019) |2,18 (0,03) | 2,838 (0,003) 137 (4)
N21 — H21A...032" | 0,824 (0,019) | 2,61 (0,03) | 3,341 (0,004) 149 (4)
N29 — H29A...016" | 0,73 (0,05) |[2,16(0,05)| 2,884 (0,004) 168 (4)

Szimetria transzformalas sordn ekvivalens atomokat generaltunk: i: x-1/2, -y-1/2,

z+1/2, ii: -x+1, -y, -z, iii: x-1, y, z, iv: x+1/2, -y-1/2, z+1/2, v:-x+2, -y, -z+1, vi: -

x+3/2,y-1/2, -z+1/2, vii: -x+2, -y, -z, viii: -x+2, -y, -Z.
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1IV.2 A DOTA-Gly és DOTAM ligadumok egyensulyi és Ln(l11)-komplexeik

kinetikai sajatsagai

Ismeretes, hogy bizonyos paraméagneses Ln*"-ionok (Eu*’, Dy’", Yb’") NMR
,»shift” reagensként megnovelik a kozvetlen kdrnyezetiikben talalhaté protonok kémiai
eltolodasat, igy a kiilonosen lassu vizcserével rendelkezd paramagneses Ln(DOTA-
tetraamid) komplexek amid-NH ¢és belsd szféraban talalhatdo H,O-molekula protonjainak
kémiai eltolodasat’’. A DOTA-tetraamidok Ln(IIT)-komplexei mobil protonjaiknak és
azok jelentds kémiai eltolodasanak koszonhetéen potencialis CEST kontrasztanyagok.
Aime és munkatarsai szdmos telitésatviteli kisérlet alapjan a DOTA-Gly ligandum
Eu(IIT)-komplexét, mig Sherry és munkatarsai a DOTAM-Gly tetraetil-észterének
(DOTA-Gly-Et) Eu(Ill)-komplexét javasoltak CEST kontrasztanyagként™2°.

A Ln(DOTA-Gly) komplexekben a Ln**-ion a gyiiri 4 amin-N és a 4 amid
karbonil-O altal hatarolt koordindcios kalitkdban helyezkedik el és a viszonylag
tavolabb elhelyezked6 karboxilatcsoportok nem vesznek részt a fémionok kdzvetlen
koordinaciojaban. A Ln’"-ion kilencedik, szabad koordinacids helyét egy vizmolekula
t6lti be**°. A Ln(DOTA-Gly) komplexek a Ln(DOTA) komplexekhez hasonldan
sem az egyensulyi, sem a kinetikai sajatsagait kordbban nem vizsgaltak részletesen.
Vizsgalataink soran tanulmanyoztuk a DOTA-Gly ligandum és Ln(III)-komplexeinek

egyensulyi, kinetikai (képzddési €s disszociacios) és relaxacios tulajdonsagait.

1V.2.1 A DOTA-GIy ligandum egyensulyi vizsgdlata

A DOTA-GIly ligandumot a NOTA-Gly ligandumhoz hasonloan tekinthetjiik
ugy, hogy a tetraaza-makrociklus 4 gytrti amin-N atomjara 4 acetil-glicinat funkcios
csoportot vittiink fel, de ugy is, hogy 4 diglicin egységet kapcsoltunk 0ssze
makrociklussa termindlis aminocsoportjaikon keresztiil. A ligandum komplexképz6

sajatossagai fognak valaszt adni erre a kérdésre. A DOTA-Gly ligandum 0sszesen 12
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donoratommal rendelkezik: 4 gyliri amin-N, 4 amid-O (vagy 4 amid-N ionizacidjukat
kdvetden) és 4 karboxilat-O. Mivel a karboxilatcsoportok relative tavol helyezkednek el
a 4 gylrii amin-N és a 4 amid-O altal hatarolt koordinacids tiregtél és nem vesznek részt
a fémion kozvetlen koordinacidjaban ezért a DOTA-Gly ligandum hasonldsagot mutat a
DOTAM ligandumhoz a koordinativ kotés kialakitasanak szempontjabol.

A DOTA-Gly ligandum egyenstlyi sajatsagainak felderitésére meghataroztuk
néhany fémion DOTA-Gly-nel képzett komplexének stabilitasi allanddjat, amihez
elengedhetetlen a ligandum protonalodasi allandoinak ismerete. A ligandum
protonalodési  allanddit kozvetlen pH-potenciometrids titralasok eredményeibol

szamitottuk. A DOTA-Gly ligandum titralasi gérbéje IV.2.1 abran lathato:

0 T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
ltg ekv.

IV.2.1 4bra A DOTA-Gly ligandum titralasi gérbéje. ([L]=2x10" M; 25 °C; 1,0 M KCI)

A titralasi adatokbol (194 V,-pH adatpér) szamitott protonalodasi allandokat a IV.2.1.
tablazatban tiintettiikk fel, ahol Osszehasonlitasul a DOTAM és a DOTA megfeleld
allandoi is szerepelnek.

Ismert, hogy az acetat funkcios csoportot tartalmazo nyiltlancu és makrociklusos
aminokarboxilat ligandumok karboxilatcsoportjainak amidcsoportokkal — torténd
helyettesitése lecsokkenti az amin-N-ek bazicitasat. A DOTA-Gly és DOTAM
szamottevoen kisebbek, mint a DOTA els6 két protondlodasi allandoja. A gytliri amin-

N-ek kisebb bazicitasat a NOTA-Gly ligandumhoz hasonléan (IV.1.1 fejezet) az amid
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csoport elektronvonz6 hatasa eredményezi, amit valamelyest kompenzal a amid-O-ek és

a protonalt gylrii amin-N-ek kozott kialakuld gyenge H-kotés.

1V.2.1 tablazat A DOTA-Gly, DOTAM és DOTA ligandumok protonalddasi allandoi (25 °C).

Ligandumok DOTA-Gly DOTAM DOTAN
Kozeg 1,0 M KCI 0,1 M Me,NCl | 0,1 M Me,NCl
logK," 9,19 (0,02) 9,07 (0,02) 12,6
logK}' 6,25 (0,03) 6,05 (0,03) 9,7
logK ;' 4,08 (0,04) - 4,5
logK,' 3,45 (0,04) - 4,14
logk ;! 3,20 (0,03) - 2,32
logK' 1,40 (0,05) - -

A gylirti amin-N-ek bazicitasa a DOTAM ¢és a DOTA-Gly ligandumok esetében azonos,
ami az amin-N-ek hasonlé kémiai kdrnyezetének koszonheté. A DOTA-Gly ligandum
IogK3H, IogK4H, IongH és IogKGH értékei a relative tavol elhelyezkedd
karboxilatcsoportok protonalddasi folyamataihoz rendelhetdek, amelyek kozelitleg
azonosak a DOTA megfeleld protonalddasi allandoival. Az a tény, hogy mind a 4
karboxilatcsoport protonalodasi folyamatai mérhetdek voltak pH-potenciometridsan
mindenképpen utal a karboxilatok fiiggetlen protonalddasara és a gylrii amin-N-ekhez
viszonyitott tavoli helyzetiikre.

A DOTA-Gly ligandum protonalédasi sorrendjének igazolasira 'H-NMR
méréseket végeztiink?’. A vizsgalatok soran a kiilonbozé pH-ju DOTA-Gly ligandum
D,O/H,O oldatainak 'H-NMR spektrumait Na'-ionok jelenlétében vettiik fel, ami
feltételezhetéen a [NalL] komplex képzddése miatt kis mértékben lecsokkenti a donor
atomok protonalddasi allandoit. A DOTA-Gly ligandum 'H-NMR-s titralasi gorbéjét

1V.2.2 abra tartamazza.
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IV.2.2 4bra A DOTA-Gly '"H-NMR titralasi gorbéje. (L: gyiirti CH, O és A, amid CH,

O és A, acetat CH, @ ; [NaL]: gytirt CH, # és ¢, amid CH,: m)

A DOTA-Gly ligandum '"H-NMR spektruma rendkiviil Gsszetett és nehezen
értelmezhetd. A jelek szama a pH=5 — 9 tartomanyban jelentésen megndvekszik, ahol a
részben protonalt szabad ligandum és a [NaL] komplex van jelen az oldatban. A szabad
ligandum és a [NaL] komplexek kozott lejatsz6do cserefolyamat feltételezhetden gyors,
amire a 'H-NMR spektrumban talalhato viszonylag kis szélességii jelek (kivéve a gyfirii
metilén (N-CH,-CH,-N) protonok jele) utalnak. A pH=5 — 9 tartomanyban csak a gytrii
metilén (N-CH,-CH,-N) ¢és az amid metilén (N-CH,-CONH) protonok kémiai
eltolodasa valtozik jelezve a gyliri amin-N-ek protonalodasat. Az acetdt metilén
(CONH-CH,-COQ") protonok arnyékoltsaga csak pH<S5 tartomanyban valtozik a
karboxilatcsoportok protonalodasaval. Mindenképpen meg kell emliteniink, hogy az
acetat metilén (CONH-CH,-COQO") protonok kivételével minden egyes proton jele széles
¢s felhasadt pH>5 tartomanyban, ami megnehezitette kémiai eltolodasuk
meghatarozasat. Ezek mellett a gylrli (N-CH,-CH,-N) és az amid (N-CH,-CONH)
metilén protonok jelének felhasaddsa jelzi a  monoprotonalt/deprotonalt tetraaza
makrociklus merev szerkezetét és a koztik 1évo lassu protoncsere folyamatot. A
DOTA-Gly ligandum logKs™ protonalodasi 4llandéja  sorrendben a  harmadik

karboxilatcsoporthoz rendelheté, ami joval nagyobb, mint a DOTA megfeleld
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protonalodasi allandodja, amit szintén a gylri amin-N-ek és a karboxilat csoportok
kozotti nagy tavolsaggal magyarazhatunk.

A DOTA-Gly ligandum gytiri amin-N-ek kisebb bazicitasanak kdszonhetéen a
képz6dd komplexek stabilitasa varhatoan joval kisebb, mint az acetat analog DOTA
komplexeké. A két vegyértékii fémionok DOTA-Gly komplexeinek stabilitasi allandojat
kozvetlen, mig a Ln(DOTA-Gly) komplexekét kiilonmintas pH-potenciometrids
modszerrel hataroztuk meg. A DOTA-Gly komplexek stabilitasi €s protonalddasi
allandoit a 1V.2.2 tablazatban foglaltuk 6ssze, ahol a DOTAM ¢és a DOTA komplexek

stabilitasi allandoi is szerepelnek.

1V.2.2 tblazat A DOTA-Gly, DOTAM és DOTA komplexek stabilitasi- és protonalddasi
allandéi. (25 °C, 1,0 M KClI)

DOTA-Gly DOTAM | DOTA

logK . logKpue | 109Ky, | 109K yn,e | 109Ky, | 109Ky | logKy.
Mg®* | 4,34 (0,03) - - - - - 11,92 131
Ca’ | 10,39 (0,01) | 4,23 (0,02) | 3,98 (0,04) | 3,96 (0,02) | 3,00 (0,03) - 17,23 31
Cu?" [ 13,39 (0,06) | 4,38 (0,07) | 3,35(0,07) | 3,46 (0,07) - - 22,25 131
La® | 11,84 (0,03) | 3,36 (0,02) | 3,14 (0,02) | 2,41 (0,02) | 1,8 (0,02) — 22,9 18
Ce* 13,02 (0,05) | 3,38 (0,02) | 3,09 (0,01) | 2,38 (0,02) | 1,9 (0,01) - 23,41
Nd®* | 14,55 (0,09) | 3,27 (0,02) | 3,02 (0,02) | 2,29 (0,02) | 1,7(0,02) | 10,4 %2 | 23l
Eu®* | 14,84 (0,08) | 3,45 (0,01) | 2,96 (0,01) | 2,40 (0,01) | 1,9(0,01) | 10,6 | 23508
Gd* | 14,54 (0,09) | 3,38 (0,01) | 2,87 (0,01) | 2,40 (0,01) - 10,528 | 24708
Dy** | 14,37 (0,05) | 3,30 (0,05) | 3,11 (0,03) | 1,6 (0,06) - 102232 | 2480
Yb®* | 14,25 (0,02) | 3,07 (0,05) | 3,05 (0,02) - - 9,70 1 250

Mind a rontgendiffrakcids, mind az oldat szerkezeti NMR-s vizsgalatok eredményei
igazoltak, hogy a Ln(DOTAM)’", Ln(DOTA-Gly) illetve a DOTA-Gly ligandum etil-
észterének Ln(Ill)-komplexeiben a kdzponti fémion a gylri amin-N-ek és az amid
karbonil-O-ek altal hatarolt koordinaciés kalitkdban helyezkedik el’*®. A DOTA-val
szemben a Ln(DOTAM)*" és a Ln(DOTA-Gly)” komplexekben téltéssel nem rendelkezé
gylirli amin-N-ek és a relative gyenge komplexképzé amid-O-ek'*” vesznek részt a

fémionok koordinacidjaban, ami jelentds stabilitas csokkenést eredményez a megfeleld
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Ln(DOTA) komplexekhez képest. A Ln(DOTA-Gly)" komplexek stabilitasi allandoi
eltér6 modon valtoznak a Ln(DOTA) komplexekétdl és  tendenciajuk inkabb a
Ln(DOTAM)** komplexekkel mutat hasonlésagot'™. Mivel a DOTA-Gly
karboxilatcsoportjai nem vesznek részt kozvetleniil a fémion koordinacidjaban ezért
szamos protonalt (Ln(H;DOTA-Gly), i=1,2,3,4) és kétmagvlii komplex képzodésére
adnak lehetSséget. Semleges pH-ju Ln(DOTA-Gly) és Ln’"-Ln(DOTA-Gly) 1:1
koncentracié aranyu oldatait savval titralva sikeriilt meghataroznunk a karboxilat
csoportok protonalddasi és a kétmagviu komplexek stabilitasi allandoit. A kisebb
rendszamu Ln(DOTA-Gly) komplexekben mind a négy karboxilatcsoport protonalédhat
(Eu’™-ig), a Dy(DOTA-Gly) esetében mar csak harom, mig az Yb(DOTA-Gly)
komplexben csak két protonalddasi folyamat volt kimérheto.

A karboxilatcsoportok protonalodasa jelent6s valtozast eredményez a
Ce(DOTA-Gly) abszorpciés spektrumaban. A Ce(DOTA-Gly) és a Ce(DOTAM)**
komplexek abszorpcids spektrumai 1V.2.4 dbran lathatoak.

0,4
0,35 -
0,3
0,25
Abs 0,2 -
0,15
0,1
0,05 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘
235 255 275 295 315

A (nm)
IV.2.4 dbra A Ce(DOTA-Gly) (1. pH=7,96), a Ce(HsDOTA-Gly)*" (2. pH=1,53) és a
Ce(DOTAM)*" (3. pH=6,56) komplexek abszorpcios spektruma.
([Ce*' ]=[DOTA-Gly]=[DOTAM]=5x10" M)

A Ce(DOTA-Gly) komplex megsavanyitott oldatdnak (pH=1,5) abszorpcids
spektruma nagyon hasonlé a Ce(DOTAM)** komplex abszorpcids spektrumahoz, ami
nem meglepd, mivel mind a két ligandum azonos koordinacios kdrnyezetet (4 gytrii

amin-N, 4 amid-O) biztosit a Ce’"-ion szamara. Ez a kisérleti bizonyiték és a
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Ln(DOTAM)** komplexek kisebb stabilitasi allanddja alatimasztja, hogy a
karboxilatcsoportok jelenléte és negativ toltése némiképp hatassal van komplex
kialakulasara, kicsit noveli a stabilitasi allandok értékét.

A Ln(DOTA-Gly) komplexek stabilitasa a La*"-tol a Nd’*-ig né, majd kozel
allandé6 marad kis mértékii csokkenéssel a sorozat masodik felében. A komplexek
stabilitasi allandoinak ilyen valtozasa egyértelmiien jelzi, hogy a koordinacidban
résztvevd donorcsoportok altal 1étrehozott tireg mérete a Nd*™ és az Eu’" kozotti ionok
szamara felel meg legjobban. A két vegyértékii fémionok koziil a Mg, Ca*" és a Cu*'-
ionok DOTAM-Gly komplexeinek kialakulasat vizsgaltuk részletesen. A Mg*'-, Ca*'-
és a Cu(DOTA-Gly)* komplexek titralasi gorbéit a IV.2.5. abran tiintettiik fel.

0 1 2 3 4 5 6
I0g ekv.

IV.2.5 4bra A DOTA-Gly ligandum titralasi gorbéje (1.), Mg*" (2.), Ca>* (3.) és Cu*" (4.) ionok
jelenlétében. ([L]=[Mg” ]=[Ca*']=[Cu®"]=2x10~ M; 25 °C; 1,0 M KCI)

A Mg, Ca*- és Cu(DOTA-Gly)> komplexek stabilitisa (IV.2.2 tablazat)
szamottevéen kisebb a megfelelé DOTA komplexekénél. A Mg(DOTA-Gly)* komplex
kialakulasa csak pH>5 tartomanyban kovetkezik be és pH-potenciometrias
vizsgalatoknal protonalt komplexek képzédését nem tudtuk kimutatni. A Ca®’- és a
Cu(DOTA-Gly)” komplexek protonalodasi allandéi meglepd modon némiképp
nagyobbak, mint a szabad ligandum azonos karboxilatcsoportjainak megfeleld
protonalodasi allandoi (logKs", logK,™, logKs"”, logKs™). Ez a jelenség azonban nem
egyediilallo, hiszen hasonlo viselkedést tapasztaltak a Cu®'- és Zn(DTPA)> komplexei

135

esetében is °. A DOTA-Gly komplexek karboxilatcsoportjaihoz rendelheté aranylag
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nagy ¢és hasonld protonalodasi allandok jelzik az acetatcsoportok viszonylag tavoli
elhelyezkedését és egymastol fliggetlen protonalodasi folyamatait.

A Cu(Il)-oligopeptid komplexek kialakulasakor a terminalis amino-NH,-csoport
¢és a szomszédos amid-O vesz részt a fémion koordinaciojaban, azonban a pH=4 — 6
tartomanyban az amid-O koordinacidjanak szerepét atveszi a deprotonaldodott amid-N'-
csoport. Az amid-NH csoport ionizaciojaban és koordinacidjaban jelentds szerepe van a
terminalis amino-NH,-csoportnak, mint a Cu**-ion ,,horgony csoportja” (IL.3 fejezet). A
Cu’"-NOTA-Gly rendszerben mint lattuk bekovetkezik az amid-NH ionizacidja és
koordinaciéja a Cu”’-ionhoz. A Cu**-DOTA-Gly rendszer pH-metrids titralasakor a
pH=9 — 10 tartomanyban egy ligandum ekvivalens lag fogyast tapasztaltunk. A Cu*'-
DOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramja a [V.2.6 abran lathato.

CuL CuLH,,
100
80
60
%
40
20
0 T L L |
2 4 6 oy 8 10 12

IV.2.6 4bra Az 1:1 Cu*'-DOTA-Gly rendszer eloszlasi diagramja ([L]=[Cu?']=5x10~ M)

Annak eldontésére, hogy a pH 9 - 10 tartomanyban a bekdvetkezd
deprotondlodds az amid-NH protonokhoz rendelheté-e vagy egy OH -ion
koordinaciojahoz, a Cu(NOTA-Gly)-hez hasonléan (IV.1.1 fejezet) spektrofotometrias
vizsgalatokat végeztink. A Cu*-DOTA-Gly rendszer abszorpcios spektrumait IV.2.7.
abran tintettik fel. A Cu(DOTA-Gly)* abszorpciés spektrumaban 695 nm-nél
jelentkezd abszorpcids maximum helyzete a pH 9 — 10 tartomanyban eltolodik 725 nm-
re és intenzitasa is lecsokken. Amennyiben az amid-NH protonok disszociacidjardl és

koordinacidjarol lenne szo, jelentés kék eltolodast kellene tapasztalnunk és az észlelt
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abszorpcios maximum helyzete 695 nm-rol a 560-620 nm kozotti tartomanyba

mozdulna el (IV.1.1 fejezet).
1,2

1

400 450 500 550 600 650 700 750 800 A (nm)
IV.2.6 &bra A Cu(DOTA-Gly)z' abszorpcids spektrumai kiilonb6z6 pH-kon. ((1.) pH=5,94; (2.)

pH=7,00; (3.) pH=8,04; (4.) pH=9,03; (5.) pH=10,00; (6.) pH=10,99; [L]=[Cu>"]=5x10" M))

Ezek alapjan a pH 9 — 10 tartomanyban bekovetkezé deprotonalddast nem az amid-NH-
csoport ionizacidja okozza, hanem valdsziniileg egy OH™-ion koordinacidja. A pH-
metrias és az UV-lathaté spektrofotometrias adatok alapjan megallapithatd, hogy a
DOTA-Gly ligandum gylrli amin-N atomjai nem tdltenek be ,horgony csoport”
szerepet, aminek koszonheten nem kovetkezik be Cu”*-ionok jelenlétében az amid-NH
makrociklusos gytirti merev szerkezet miatt. A Cu(DOTA-Gly)* komplexhez hasonléan
a La’"- és az Eu(DOTA-Gly) komplexek pH-potenciometrids vizsgalatai soran is
észleltink egy deprotonalodasi folyamatot a pH=9 — 10 tartomanyban. A La’*- és a
Eu(DOTA-Gly) komplexek titralasi gorbéjét 1V.2.7 abra tartalmazza. Mivel a korabbi
vizsgalatok soran egyetlen oligopeptid esetében sem kovetkezett be az amid-NH-csoport
deprotonalodasa (I1.3.4 fejezet) és koordinacidja Ln**-ionok jelenlétében, igy ez a
folyamat a Cu”"-ionokhoz hasonloan egy OH™ -ion koordinaciojaval, valosziniileg a
Ln*"-ion belsé szférajaban kotott vizmolekula deprotonalddasaval magyarazhatd. A
Cu*-, a La*"- és az Eu(DOTA-Gly) komplexek deprotonalodasat a IV.1.1 egyensulyi

folyamattal és allandoval jellemeztiik.
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IV.2.6 &bra A DOTA-Gly (1.), a La(DOTA-Gly) (2.) és az Eu(DOTA-Gly) (3.) komplexek

titralasi gorbéi. ([L]=[LaL]=[EuL]=2x10" M; 25 °C; 1,0 M KCl)

A Cu®'-, a La’- és az Eu(DOTA-Gly) komplexek deprotonalddasi allandoit a 1V.2.3

tablazat tartalmazza.

IV.2.3 tablazat A Cu(DOTA-Gly)>, La(DOTA-Gly) és Eu(DOTA-Gly) komplexek
deprotonalddasi allandoi. (25 °C, 1,0 M KCl)
| CuDOTA-Gly)* | La(DOTA-Glyy | Eu(DOTA-Glyy
logKyins | 9,18(0,02) | 984002 |  9,61(0,06)

A NOTA-Gly-hez hasonléan a DOTA-Gly ligandumnal is feltételeztiik, hogy a
viszonylag hosszabb és tobb donoratomot tartalmazo acetil-glicinat funkcids csoport
stabilis kétmagva komplexek képzdodésére nyujt lehetdséget. A vizsgalatok soran a
Ce(DOTA-Gly) és a Cu(DOTA-Gly)* kétmagva komplexeit tanulmanyoztuk Ce®'- és
Gd**-ionok jelenlétében. A kétmagvi komplexek stabilitasi allandoit kozvetlen pH-
potenciometrids titralassal hataroztuk meg, mivel a Ln(DOTA-Gly) komplex
kialakulasa és disszociacidja lassti folyamat a pH=3 — 6 tartomanyban, igy sem a
Cu(DOTA-Gly)*”, sem a Ce(DOTA-Gly) komplexek esetében kompeticios reakcid
kialakulasara nem volt lehetéség és a masodik fémion (Gd**, Ce™") koordinaciéjat csak a

ligandum szabad karboxilatcsoportjai teszik lehetévé. Az 1:1 aranyt Gd**-Cu(DOTA-
Gly)* és Ce*"-Ce(DOTA-Gly) rendszerek titralasi gorbéi a IV.2.7 abran lathatok:

68



IV.2 A DOTA-Gly és DOTAM ligadumok egyensulyi és Ln(III)-komplexeik kinetikai sajatsagai

I0g ekv.
IV.2.7 4bra Az 1:1 aranya Gd**-Cu(DOTA-Gly)* (1.) és Ce**-Ce(DOTA-Gly) (2.) rendszerek

titralasi gorbéi ([CuL]=[CeL]=[Gd*']=[Ce*"1=2x10" M; 25 °C; 1,0 M KCI)

A kétmagvi komplex kialakulasat pH-potenciometriasan az 1:1 aranyt Gd**-Cu(DOTA-
Gly)*” és Ce*-Ce(DOTA-Gly) rendszerek semleges pH-ju oldatainak savval torténd
titralasaval kovettiik, amire a protondlt Cu(H;DOTA-Gly) és Ce(HiDOTA-Gly)
komplexek protonjai és a Gd’*- illetve a Ce’"-ionok kozott kialakuldé kompeticids
reakcio nyujtott lehetéséget. A kétmagvi komplexek stabilitasi allanddit a pH-
potenciometrias titralas adataibol szamitottuk a II1.1.4 folyamatnak és egyensulyi
allandonak megfeleléen. A Gd"[Cu"(DOTA-Gly)]" és Ce"[Ce"(DOTA-Gly)]*

kétmagvi komplexek stabilitasi allandoit a IV.2.4. tdblazat tartalmazza.

IV.2.4 tablazat A Gd"[Cu"(DOTA-Gly)]" és Ce"[Ce™(DOTA-Gly)]*" kétmagvii komplexek
stabilitasi allandoi (25°C; 1,0 M KC1)
\ Gd"'[Cu"(DOTA-Gly)]" | Ce''[Ce"(DOTA-GIy)]** | Gd"'[Cu"(DOTA)]EY
logKyy | 3,2 (0,12) | 3,3 (0,09) | 3.4

A DOTA-Gly ligandum kétmagvi komplexeinek stabilitasi allandoi aranylag kicsik €s
kozel azonosak a DOTA ligandum megfeleld kétmagviu komplexének stabilitasi
allandojaval. A DOTA-Gly kétmagvi komplexek a pH=2 — 3 tartomanyban képzddnek
¢és kis stabilitasuk miatt a pH novelésének hatasara a masodik fémionhoz koordinalodéd
karboxilat csoportok nem tudjadk meggatolni a fémion hidrolizisét és pH>7

tartomanyban elkezd6dik a Ln(OH); 0sszetételli csapadék levalasa.
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1V.2.2 A DOTA-Gly ligandum és La(II)-komplexének 'H-NMR spektroszkopids

vizsgdlata

Az NMR tomografias kontrasztanyagok fejlesztése soran a klinikai gyakorlatban
masodikként bevezetett GA(DOTA) (Dotarem®™) mellett szamos Ln(DOTA)  komplex
szerkezetvizsgalatat elvégezték oldatban és szilard fazisban®. A DOTA ligandum 8
funkcids ligandumként (4 gylrii amin-N, 4 karboxilat-O) koordinalodik a Ln*'-
jonokhoz. A Ln*"-ionok kilencedik koordinacios helyét axialis pozicioban egy
vizmolekula t5lti be. Az oldat fazisi "H-NMR spektroszkopias'®® és a szilard fazisa

137-140

rontgendiffrakcios mérések soran a Ln(DOTA) komplexek négy konfiguracios

izomerjét tudtdk azonositani. A Ln(DOTA) komplexek izomerjeit 1V.2.10 abran

tiintettiik fel. o
] o
_Ln3+—
! N
_O J
o
acetat kar rotacio

M, AAMAL) == m, AQAAL)
O g=1 . PRV =1
2 enantiomerizacio =g
5 -
k &
= 2
:a F—gb
) N,

=0 =0 <
m, A(5553) =< M, A(5855)
, RV +
+ acetat kar rotacio HO
H,0 2

1V.2.10 dbra Az M, (négyzetes antiprizmas) és az m, (csavart négyzetes antiprizmas) szerkezetli
Ln(DOTA) komplexek sematikus abraja és a Ln(DOTA) komplexek izomerizacids folyamatai

oldat fazisban (q=belsé szféras vizmolekulak szama)®*?.

A gyuri metilén- (N-CH,-CH,-N) ¢és a karboxilat- (N-CH,-COQO") csoportok

helicitasatol fliggden 4 diasztereomert, 2 enantiomer part tudtak megkiilonboztetni. Az
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acetatcsoportok 4  Ottag  kelatgytrit képeznek a Ln*'-ionokkal, amelyek
ujabb 4 oOttagi  kelatgylirit eredményez, amelyek konfiguraciojat 060060 és
AAAA jeloléssel tlintetik fel. Az izomerek egymasba alakulasanak vizsgalata soran két
folyamatot lehet elkiiloniteni, egyrészt a  karboxilat oldallinc  metilén-
masrészt a tetraaza gyird metilén- (N-CH,-CH,-N) csoportjainak atbillenését, ami a
0000—-AAAA konfiguracié atalakulashoz vezet. Az enantiomerizacid a két folyamat
egylittesével jon létre. Az emlitett 4 izomer koziil oldat és szilard fazisban dominansan
csak két diasztereomer (M, és m,) fordul el6, mivel enantiomerjeikké (M,, m,) torténd
atalakulasuk termodinamikailag kedvezbtlen, amivel egyszerre bekovetkezik a

""" s A két diasztereomer szerkezete a 4 gylirli
amin-N és a 4 karboxilat-O hatarolt sikok egymashoz viszonyitott helyzetében tér el
egymastol. Az els6 izomer (M;, A(AMAA)) négyzetes antiprizmas szerkezetl és a két sik
kb. 40°-kal van elfordulva egymashoz képest, mig a masik izomer (m;, A(AAAL))
csavart négyzetes antiprizmas szerkezetli és a sikok kozotti torzids szog kb. 20°-0s*.
Aime és munkatarsai a Ln(DOTA) komplexek 'H-NMR spektroszkopias vizsgalatai
soran a diasztercomerek ardnyaban valtozast tapasztaltak a Ln'-ionok méretének
valtozasaval. A nagyobb méretii fémionok (La’*, Pr'") féleg m,-szerkezetii, mig az Eu’'-
DOTA ligandummal oldatfazisban. Az Eu’'-ionté] a fémionok koordiniciés szam
valtasa (9—8) elbsegiti az egyes diasztereomerek enantiomer parjaikka torténd
atalakulasat, ami oldat fazisban megnoveli aranyukat®. A Ln(DOTA) komplexek
szilard fazist rontgendiffrakcids szerkezetvizsgalatai is aldtamasztottak az Eu®’-iont
kovetd elemeknél bekovetkezd szerkezetvaltozast'>'4,

A Ln(DOTA-tetraamid) komplexek  rontgendiffrakcios és 'H-NMR
spektroszkopias szerkezeti vizsgalatai a Ln(DOTA) komplexekhez hasonlo
viselkedésrdl szamolnak be. Az Eu(DOTAM)’* komplex csavart négyzetes antiprizmas
(m;), mig a Dy(DOTAM)’* komplex négyzetes antiprizmas (M,) szerkezetét
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azonositottak szilard fazisban, ami egyértelmiien utal a lantanoida sorozat kdzepén
bekovetkezd szerkezetvaltozasra®'*'. Az Eu(DOTA-tetraamid) komplexek oldat fazisu
"H-NMR spektroszkopias vizsgalata soran meghataroztak az egyes komplexek izomer
aranyat (m;/M,). Az eredmények ramutattak, hogy az Eu(DOTA-tetraamid) komplexek
oldat fazisi szerkezete dontden (70-80%) négyzetes antiprizmds, azonban az amid
funkciés csoportok szubsztituensei jelentds hatassal lehetnek az egyes izomerek
eléfordulasi aranyara®'. Aime és munkatarsai hasonld eredményre jutottak a Ln(DOTA-
Gly) komplexek 'H-NMR spektroszkopias szerkezetvizsgalatai soran. A Ln(DOTA-
Gly) komplexek 'H-NMR spektrumai alapjan megallapitottak, hogy a DOTA-Gly
ligandum a kisebb rendszamu Ln’"-ionokkal (La*", Pr’") csavart négyzetes antiprizmas
(m;), mig a nagyobb rendszamuakkal (Eu*'-tol) foleg négyzetes antiprizmas (M)
szerkezetli komplexeket képez, de az egyes izomerek aranyat a sorozat kozepén
bekovetkezé koordinacidés szam valtozas enantiomerjeik stabilizacidjan keresztiil
jelentSsen befolyasolhatja'*.

A Ln(DOTA-Gly) komplexek szerkezetvizsgalata soran részletesen
tanulmanyoztdk a Ln’"-ionok koordinacidjdban résztvevé donorcsoportok térbeli
elhelyezkedését, de a viszonylag tavoli karboxilatcsoportok viselkedését nem. A
DOTA-Gly ligandum és diamagneses La(Ill)-komplexének 'H-NMR spektroszkopias
vizsgalata soran a karboxilatcsoportnak a komplexben betoltott esetleges szerepére
voltunk kivancsiak. A DOTA-Gly ligandum és a La(DOTA-Gly)  komplex kiilonb6z6
pH-ji oldatdnak 'H-NMR spektrumai a IV.2.11 abran lathatok.

A DOTA-Gly 'H-NMR spektruma (a.) nehezen értelmezheté a jelek
kiszélesedése miatt. Savas pH (pH=1,5 - 4,45) tartomanyban a gyiirii metilén (N-CH,-
CH,-N) protonok jele a tetraaza makrociklus merev szerkezetének és lassi mozgasanak
koszonhetéen kiszélesedik és beleolvad az alapvonalba. A szabad ligandum amid
metilén (N-CH,-CONH) protonok jele a 3,6 — 3,2 ppm tartomanyban talalhato, ami
hasonldéan a gyurti metilén protonok jeléhez igen széles, feltehetden az amid csoport
amid-O-je és a protonalt gyiirii amin-N kozott kialakuld H-kotés miatt. A 4,1 — 3,8 ppm
tartomanyban talalhaté szingulett a karboxilat metilén (CONH-CH,-COQO") protonok
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jele. Savas tartomanyban a pH ndvekedésével csak a karboxilat metilén protonok jele
tolodik el a nagyobb térerd iranyaba jelezve a karboxilatcsoportok deprotonalodasat,
mig az amid és a gyird metilén protonok kémiai eltolodasa és jelszélessége valtozatlan

marad.

a. b.
pH=9,81 pH=5,17
pH=8,09 pH=4,51

Ju pH=6,08 pH=4,01
AL

pH=4,45 pH=3,47
A pH=3,51 pH=3,02
A pH=1,50

42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 IS8 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
(ppm) (ppm)
IV.2.11 4bra A DOTA-Gly ligandum (a.) és a La(DOTA-Gly) komplex (b.) 'H-NMR

spektrumai kiilonb6z6 pH-kon.

A ligandum "H-NMR spektrumanak jelentdsebb véltozasat pH>5 esetében a gylirii
az amid metilén protonok jele 1:1:2 aranyban felhasad (pH=8,09), amit korabban a
DOTA szarmazékoknal nem tapasztaltak. Ezt a szokatlan viselkedést feltételezhetéen a
monoprotonalt ligandum lassu protoncseréje €s merev szerkezete okozza. A pH tovabbi
novelésének hatasara (pH>8) az utolsé gyiiri amin-N deprotonalodasaval megjelenik a
tetraaza makrociklus axialis és ekvatorialis metilén protonjainak jele, amik relative
szélesek, jelezve a gylrii merevségét, de a protonalt tetraaza makrociklustol valamivel
flexibilisebb szerkezetét. Ebben a pH tartomanyban a gyiirii amin-N deprotonalodasanak
befejez6désével az amid metilén protonok ujbol ekvivalenssé valnak, ami megsziinteti
jeliik felhasadasat, mig a karboxilat metilén protonok kémiai eltolodasa és jelszélessége

valtozatlan marad.
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A La(DOTA-Gly) komplex 'H-NMR spektrumaban (b.) 3,1 - 22 ppm
tartomanyban talalhaté széles multiplett a makrociklus ekvatorialis és axialis
protonjaihoz rendelhetd, amelyek cseréje a La’-ion és a gyiiri amin-N kozotti
koordinativ kotés kialakulasaval és ezzel egyiitt a gylirii metilén csoportjainak gatolt
rotaciojaval lelassul. A La(DOTA-Gly) komplex amid metilén protonjainak jele a 3,8 —
3,3 ppm, mig az acetat csoport metilén protonjainak jele a 4,1 — 3,8 ppm tartomanyban
talalhato. A karboxilat metilén protonok jele a pH novekedésével eltolédik a nagyobb
terek iranyaba, mig az amid metilén protonok kémiai eltolodasa kismértékben névekszik
és széles multipletjiik szinguletté alakul a pH=2,3 — 5,2 tartomé&nyban. A La(DOTA-
Gly) komplex négy protonalodasi folyamata (logK 4n=3,36; logKaq20=3,14;
logK a3 =2,41; logK s =1,8) ebben a pH-tartomanyban jatszodik le és ez a jelek
kémiai eltolodasdban bekovetkezett valtozasok alapjan a karboxilatcsoportok
protonalodasahoz rendelhetd. A La(DOTA-Gly) komplex eloszlasi diagramja a [V.2.12

abran lathato. LaL LaLH,,

100
80
60 [
" L

40 |

20

O I L L L L
2 4 6 8 10 12

pH
IV.2.12 4bra A La(DOTA-Gly) komplex eloszlasi diagramja. ([La]=[L]=2x10>M)

Meglepd médon a La(DOTA-Gly)” komplex karboxilatcsoportjainak deprotonalodasaval
nem csak az acetat metilén protonok kémiai eltolédasa valtozik meg, hanem a
jelszélességiik is, amivel egyiitt valtozast tapasztaltunk az amid metilén protonok
arnyékoltsagaban és jelalakjaban. Feltételezhetéen a deprotonalt acetatcsoport és az
amid-NH protonok kozott kialakuld H-kotés okoz valtozast az acetat- és amid-metilén

proton jelek szélességében és az amid metilén protonok kémiai eltolodasaban. A
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karboxilat- és amid-NH csoportok kozotti H-kotés feltételezett szerkezetét a IV.2.13

abran tiintettiik fel.

0 O (o]
HooC COOH HOOC 2\ _ng 2\\0
> < ) i B
NH HN \'\L_ '}‘1

< /Lasx> { /Laé\>\ ()
N\ ) T \ / +H* \ /

1V.2.13 dbra A La(DOTA-Gly) karboxilatcsoportjainak deprotonalodasaval kialakuld

feltételezett H-kotés (csak két gylirli amin-N ¢és acetil-glicinat oldallancot feltiintetve)

A H-kotés kialakulasaval a La®” - OC kotés élettartama valamelyest lecsokken, ami az
amid metiléncsoport rotacidjat megkonnyitve eldsegiti a protonok helycseréjét
multipletjiiket szinguletté alakitva. A karboxilat metilén protonok multipletje a két
hidrogén gyors helycseréjének koszonhetden szingulettként jelenik meg. Mivel a
protonalt és deprotonalt karboxilatcsoportok kdzotti protoncsere gyors, de az NH-OOC
H-kotésben résztvevo acetdt metiléncsoport protonjainak helycseréje gatolt, igy
szingulettjik a H-kotés kialakulasaval valamelyest kiszélesedik. Az amidcsoport
delokalizalt elektron rendszerének kdszonhetden a H-kotés kialakuldsa lecsokkenti az
amid metilén protonok arnyékoltsagat jeliik eltolodasat eredményezve a kisebb terek
iranyaba.

A La(DOTA-Gly) komplex 'H-NMR spektroszkopids vizsgalata alapjan
megallapithato, hogy a La*’-ion koordinaciojaban a gyiliri 4 amin-N ¢és az
amidcsoportok 4 karbonil-O donoratomjai vesznek részt és a karboxilatok nem
alakitanak ki koordinativ kotést a kdzponti fémionnal, ezért protonalodasi folyamataik a
képz6do komplextdl fliggetlentil jatszodnak le. Ugyanakkor az amid-NH- ¢s a COO'-
csoportok kozott kialakulo H-kotés mindenféleképpen hatassal lehet donorcsoportok

koordinaciojara.
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1V.2.3 A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitasanak vizsgalata

A Gd(II)-komplexek esetleges kontrasztanyagkénti felhasznalasarol a
relaxivitds mérése eredményei adnak informaciot. A vizsgalatok soran az oldoészer
vizprotonok longitudinalis relaxacios idejét hatarozzuk meg, aminek reciproka (1/T;ops)

adja a relaxaciosebességet a 11.2.6 egyenletnek megfelelden. A Gd(III)-komplexek

relaxivitas értékei a fémion belsd (I‘l';) és kiilso (I‘IC:)s ) koordinacios szférajanak illetve

2nd

0 ) koordinacios szférajanak hozzajarulasabol tevédnek 6ssze (11.2.7

un. masodik (I,

egyenlet). Aime és munkatarsai a kézelmultban kimutattak, hogy a Gd(I1I)-komplexek
relaxivitasdt nem csak az emlitett 3 koordinacios szféra hozzajarulasa hatarozza meg,
hanem a komplexben talalhaté mobil protonok (beleértve a koordinalt vizmolekula
protonjait) cserefolyamatai is*’. Kis molekulatomegti Gd(III)-komplexek féként belsé
szféras vizmolekuldjuk cseréjén keresztil fejtik ki az oldészer vizprotonok
relaxaciosebességére gyakorolt hatasukat és ha vizcsere sebességiik joval nagyobb, mint
a mobil protonok ,,prototrop” cseresebessége, akkor a protoncsere hozzajaruldsa a
relaxivitas értékekhez elhanyagolhato. A kiilsé és a masodik koordinacids szféra
hozzajarulasat a Gd(II)-komplexek kozelében 1évé vizmolekulak diffuzidsebessége
hatarozza meg. A PARACEST kontrasztanyagok alkalmazhatdsaganak szempontjabol
egyik lényeges kritérium a paramagneses fémionhoz kozvetleniil koordinalédo
vizmolekula lassu cseréje, mivel a telitésatviteliik mobil protonjaik cseréjén keresztiil
valosul meg és csak a protonok cseresebessége €s longitudinalis relaxacios ideje
befolyasolja telitésatviteliik hatékonysagat.

A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxometrias vizsgalata soran arra kerestiik a
valaszt, hogy a karboxilatcsoport acetil-glicinat funkciés csoporttal torténd
helyettesitése ~ milyen  valtozdsokat eredményez az oldészer vizprotonok
relaxaciosebességében a Gd(DOTA)-hoz viszonyitva. A Gd(DOTA-Gly)" komplex
relaxivitasa szobahomérsékleten és semleges pH-n 2,1 mM's™ (9 MHz, 25 °C), ami a
Gd**-ionhoz kozvetleniil koordindlodé vizmolekula lassi cseréjére utal. Aime és

munkatarsai szamos Gd(DOTA-tetraamid) vizcseresebességét hataroztak meg ''O-
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NMR-es mérésekkel ¢és mindegyik esetben szokatlanul lassi cserefolyamatot
tapasztaltak®'. A Gd(DOTA-tetraamid) komplexek relaxivitds és vizcseresebesség

értékeit a [V.2.5 tablazatban foglaltuk Gssze.

IV.2.5 tablazat A Gd(DOTA-tetraamid) komplexek relaxivitas értékei (r1p) és belsGszféras
vizmolekulajuk atlagos tartdzkodasi ideje (zy) (20 MHz, 298 K).

rip (M M™s?) 7 (ps)

Gd(DOTA) 1 4,7 0,208

Gd(DOTA-Gly) 2,1 g (142
Gd(DOTAM)*" 2,5 19
Gd(DTMA)* [ 2,5 17
Gd(DOTTA)* 8 3,0 7.8

A Gd(DOTA-teraamid) komplexekben a Gd(DOTA)-val szemben t6ltés nélkiili
donoratomok vesznek részt a fémion koordindcidjaban. Zhang és munkatarsai
megvizsgaltak a DOTA-mono-, di-, tri- és tetraamid ligandumok Gd(I1I)-komplexeinek
vizcseresebességét €és azt tapasztaltdk, hogy az amidcsoportok jelenléte és a
koordinacioban résztvevd toltés nélkiili donorcsoportok szamanak a ndvekedése
lecsokkenti a belsé szféras vizmolekulak cseresebességét’’. A Gd(DOTA-tetraamid)
komplexeknek a relaxivitasa nagyon hasonlé a belsészféras vizmolekulakkal nem
rendelkezé Gd(DOTP)™ és Gd(TTHA)® komplexek relaxivitasahoz, ahol az olddszer
vizprotonok relaxaciosebességére gyakorolt hatasuk a kiilsé és masodik koordinacios

114 Feltételezhetden a lassi vizcsere

szféras effektusokon keresztiil valosul meg
eredményezi a Gd(DOTA-Gly)” komplex kis relaxivitasat, ami foleg kiils6- és masodik-
koordinécios szféras hozzajarulasok egyiittesébdl eredhet. A Gd(DOTA-Gly)” komplex
4 amid- és 2 bels6szféras vizprotont tartalmaz, amelyek protrotrop cseréjiilkon keresztiil
hatassal lehetnek a komplex relaxivitdsara, ezért megvizsgaltuk a Gd(DOTA-Gly)
komplex relaxivitasdnak pH- és homérseklet fiiggését.

A Gd(DOTA-Gly) relaxivitasanak pH-t6l valo fiiggésének vizsgalata soran a

komplex mobil protonjai és az oldoszer vizmolekuldk protonjai kozott 1étrejovo
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cserefolyamatokrol kaphatunk informaciokat. A Gd(DOTA-Gly) amid- és a
belsészféras vizprotonjai cserélédhetnek az olddszer vizprotonjaival. A Gd(DOTA-Gly)

komplex relaxivitasanak pH-fiiggése a [V.2.14 abran lathato.
4,5

2,5 - ’0. .

) ®o o o 000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH

IV.2.14 4bra A Gd(DOTA-Gly) relaxivitasanak pH fiiggése (25 °C, [GAL]=1x10" M, 9 MHz)

Megfigyelhetd, hogy a Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitasa allando (2,1 mM’'s") a
pH=5 — 9 tartomanyban. Relaxivitas ndvekedést pH<5 és pH>9, csokkenést pH>11
tartomanyban tapasztaltunk. A Gd(DOTA-Gly) komplex viszonylag allando kis
relaxivitdas értékét a kiils6 szféras hozzajarulasok eredményezik, mivel a
vizcseresebessége tul kicsi és ezaltal bels6 szféras hozzajarulasa az olddszer vizprotonok
relaxaciés sebességéhez elhanyagolhatd a pH=5-9 tartomanyban. A relaxivitas
novekedést pH<S5 tartomanyban feltételezhetéen a karboxilatcsoportok protonalodasa és
protonjaik viz protonokkal torténd gyors cseréje eredményezi. A belsOszféras
vizprotonok savkatalizalt cseréje pH<3 tartomanyban valik jelentdssé tovabb novelve a
Gd(DOTA-Gly)" relaxivitasat. A belsdészféras vizprotonok cseréje nem csak
savkatalizis, hanem baziskatalizis hatasara is megyorsul, és az amid-NH protonok
szintén baziskatalizalt cseréjével egyiitt megndvelik a komplex relaxivitasat a pH>9

esetében. A OH -koncentracié tovabbi novelésével valosziniileg bekovetkezik a belsd

vegyes hidroxokomplex képzddése a pH>10 esetében. A koordinalt OH -ionok és az
olddszer vizmolekuldk cseréje nagyon lassu, ami magyarazattal szolgalhat a relaxivitas

csokkenésére. Az amid-NH protonok OH™ -katalizalt cseréjét tamasztja ala az amid-NH
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protonok 'H-NMR jelalakja, ami a pH>9 esetében jelentésen szélesedik és ezt mas
Ln(DOTA-tetraamid) komplexek esetében is kimutattak®'.

A Gd(IIl)-komplexek relaxivitasanak homérséklet fiiggés vizsgalata a
komplexek vizcsere mechanizmusarol, a kiilsd- és bels6szféras hozzajarulasok
mértékérél nyujt felvilagositast. A Gd(DOTA-Gly) komplexek relaxivitasanak
hoémérséklet fiiggését a IV.2.15 abran tiintettiik fel.

2,8
L
~2,6 1 .
5 .
Soy4
2;2,4 . P
='2,2 - . ¢
“, °*
2 T T T T T
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t[°C]

1V.2.15 dbra A Gd(DOTA-Gly) relaxivitasanak hdmérséklet fiiggése
(25°C, pH=7,0, [GAL]=1x10* M, 9 MHz)

A GAd(DOTA-Gly) relaxivitasanak hémérséklet fiiggése szokatlan a Gd(DTPA)> és
Gd(DOTA)  komplexekéhez viszonyitva, mivel az utobbiak esetében a homérséklet

novekedésével csokken az olddszer vizprotonok relaxaciosebességéhez vald belso-

0s ,.2nd
D’rlp

(I’li;) és kiilsoszféras (I, ) hozzajarulasuk, ami az teljes relaxivitas (ri,) monoton
csokkenéséhez vezet. Ezen komplexek belsészféras vizmolekuldjanak cseresebessége
viszonylag nagy, igy a homérséklet novekedésével cseréjiik tovabb gyorsul és a
komplex kornyezetében elhelyezkedd vizmolekuldk transzlacios diffuzid sebességének
novekedésével egyiitt a komplexek relaxivitisanak csokkenését eredményezik'®.

A Gd(DOTA-Gly) komplex relxivitasanak 10-25 °C kozott tapasztalt
csokkenését a komplex kozelében elhelyezkedo kiilsd szférds vizmolekulak
difftziosebességének novekedése eredményezi. A hoémérséklet tovabbi novelése

megndveli a Gd™ -ionhoz koordinalt vizmolekula cseresebességét, aminek kdszonhetden

a belsé szféra relaxivitas (rlif,) hozzajarulasanak ndvekedése meghaladja a komplex

79



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

kozelében elhelyezkedd vizmolekulak novekvo diffiizidsebességébdl eredd (I’I%S,rlzpnd)

relaxivitas csokkenést a t=25 — 35 °C tartomanyban. A Gd(DOTA-Gly) relaxivitasa a
hémérséklet tovabbi ndvelésével nd, majd varhatéan maximumot ér el, amikor a
vizmolekulanak a bels6 szféraban torténd tartdzkodasa olyan roviddé valik, hogy nem
kovetkezik be a proton(jai) relaxacidja, igy a relaxivitds a hémérséklet tovabbi
novelésével csokken. A Gd(DOTA-Gly) relaxivitasanak homérséklet fiiggése hasonlo

mas lasst vizeserével rendelkezé Gd(DOTA-tetraamidokéhoz)®' .

1V.2.4 A Ln(DOTA-Gly)" komplex képzodésének kinetikai vizsgdlata
(Ln3+ — Ce3+’ Eu3+)

A Gd(III)-komplexek orvosdiagnosztikai alkalmazasa szempontjabdl rendkiviil
is, kiilonosen a hordozémentes radioaktiv izotopok rendkiviil hig oldatokban torténd
reakcioi (pl. *"Y-DOTA-szarmazék) esetében™. A Ln(DOTA) komplexek az eddig
ismert makrociklusos komplexek koziil a leginertebbek kozé tartoznak, amit
feltételezhetoen a képz6do komplex szerkezete eredményez. A Ln(DOTA)" komplexek
masik érdekessége, hogy kialakulasuk rendkiviil lassu folyamat, pH<3 esetében akar
honapokat is igénybe vehet. Alapvetd kérdés, hogy milyen folyamatokon keresztiil
kovetkezik be a komplex képzddése és ezek koziil melyik 1épés a sebességmeghatarozo.
Szamos kinetikai vizsgalat soran spektrofotometrias*®'*’, "H-NMR-'*" és lumineszcencia
spketroszkopias™ modszerekkel szokatlanul stabilis koztitermék képzédését tudtak
kimutatni, amit mas DOTA szarmazékok Ln(Ill)-komplexének képzddésekor is
feltételeznek. A koztitermék a feltételezések szerint egy kétszer protonalt Ln(H,DOTA)"
komplex, amelyben a Ln’"-ion csak a karboxilatcsoportokhoz koordinalédik, mig a 4
gylirli amin-N-ek koziil ketté (két szemben 1év8) protondlva van. Az Eu(H,DOTA)"
koztitermék lumineszcencias élettartam™ vizsgalataibol meghataroztak Eu®'-ion belsd
koordinaciods szférajaban talalhaté vizmolekuldk szamat, ami 4 — 5 kdzottinek adodott €s
ez Osszhangban van a koztitermék feltételezett szerkezetével. A koztitermék stabilitasi

allandéjat kinetikai adatokbol®, pH-potenciometrias és spektrofotometrias®, illetve
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lumineszcencias® mérésekb6l hataroztak meg. A kinetikai vizsgalatok soran azt
tapasztaltak, hogy a Ln(DOTA) komplex képzddési sebessége linearisan né a [OH]

novekedésével a pH=3 — 6 tartomanyban®~"'*147 A

reakcio elsé 1épésében képzodo
kétszer protonalt koztitermék szerepét illetéen két uralkodd nézet talalhaté az
irodalomban: i) Wang és munkatarsai feltételezése szerint a kétszer protonalt
Ln(H,DOTA)" koztitermék szerepe elhanyagolhatd, mivel nincs a termékhez vezetd
reakciduton (Gn. ,.dead-end” komplex)'’. A Ln(DOTA) komplex kialakulasa inkabb a
Ln*"-ion és az egyszer protonalt HDOTA™ -ligandum talalkozasakor megy végbe, még
abban a pH tartomanyban is, ahol a HDOTA™ egyensulyi koncentracidja rendkiviil kicsi
(0,01%) a DOTA teljes koncentraciojahoz képest. ii) Briicher*”'*, valamint Horrocks™
és munkatarsai feltételezése szerint a kétszer protondlt Ln(H,DOTA)" komplex
deprotonalodasa és azt kovetd atrendezddése a sebességmeghatarozd. A Ln(DOTA)
komplexek képzodésének sebesség meghatarozd 1épése valoszinileg a kozti termék
karboxilat-O altal hatarolt koordinacios iiregbe. A feltételezett reakciomechanizmus
alapjan elsé Iépésben egy gyors protonalddasi egyensuly alakul ki az egyszer és a
kétszer protonalt koztitermék kozott, amit kdvet az egyszer protonalt Ln(HDOTA)
koztitermék protonvesztése és a deprotonalodott komplex atrendezddése végtermékké a
viz mint Bronsted bazis részvételével. A OH™-ion koncentracid novelésével a
Ln(DOTA) komplexek képzodési sebességének linearis fliggéstél nagyobb mértékii
novekedését az egyszer protonalt koztitermék OH ™ katalizalt protonvesztésével
magyaraztak pH>7,5 esetében'*. A tanszéken korabban kiilonbozé pufferekben végzett

kinetikai vizsgalatok soran a komplexek képzodési sebességének ndvekedését

crcr

az altalanos baziskatalizis 1étezését’ ™!,

A Ln(DOTA-Gly) komplexek képz6désének kinetikai vizsgalatai soran az
acetil-glicinat funkcids csoport jelenlétének a komplex képzddési sebességre gyakorolt

hatasat tanulmanyoztuk. A Ln(DOTA-tetraamid) komplexek képzodésének kinetikai

.....
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kinetikai vizsgalatai, de mindenféleképpen fontos a makrociklusos Ln(III)-komplexek
képzbdési és disszociacios reakcidi mechanizmusanak megismerése szempontjabol.

A Ce(DOTA) komplexek képzddésének spektrofotometrias vizsgalata soran két
0ij abszorpcids savot tapasztaltak 296 nm és 318 nm maximumokkal'*’. A 296 nm-nél
talalhatd sav a kétszer protonalt koztitermékhez rendelhetd, melynek intenzitdsa a
reakcié eldrehaladasaval csokken, mikozben a 318 nm-nél jelentkezd sav intenzitdsa
hasonl6 sebességi allandéval novekszik*'*. A Ce>-DOTAM-Gly rendszer abszorpcios
sepktrumai a IV.2.16 abran lathatok.

0,6

0.4 Ce(DOTA-Gly)

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 ) (nm)

1V.2.16 dbra A Ce(DOTA-Gly) komplex abszorpcids spektruma CeCl; és DOTA-Gly oldatok
osszekeverése utan 0,25 h, 1,25 h, 2,20 h, 3,21 h és 29,5 h-val.
([Ce*"I=[DOTA-Gly]=5x10"* M, [NaOAc]=0,01 M, pH=4,85, 25 °C)

A Ce(DOTA-Gly) komplex kialakulasa feltételezhetéen kétszer protonalt
koztitermék képzodésén keresztiil megy végbe a Ce(DOTA)-hoz hasonléan. A Ce'-
DOTA-Gly oldatok abszorpcios spektrumaban (IV.2.16 abra) a 260 — 270 nm kdzott
jelentkezé abszorpciés maximum a kétszer protonalt koztitermék azonnali képzodését
jelzi. A kétszer protonalt Ce(H,DOTA-Gly)" koztitermékben a Ce**-ion feltételezhetSen
az amidcsoportok karbonil-O-hez és a karboxilatcsoportokhoz koordinalodik, mikdzben
a tetraaza gyur{i két szemben 1évé amin-N-je protonalt formaban van. A gylr(i amin-N-
ek kisebb bazicitasanak koszonhetéen pH>4,5 esetében az egyszer protonalt HDOTA-
Gly ligandum egyensulyi koncentracioja nem elhanyagolhat6, igy az egyszer és kétszer

protonalt koztitermékek valoszinlileg egyidejileg képzédnek a Ln(DOTA-Gly)
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komplexek kialakulasakor. Mivel az egyszer €s kétszer protonalt koztitermék szerkezete
csak a gylr(i amin-N-ek protonaltsagi fokaban tér el egymastdl, igy abszorpcios
spektrumuk nagyon hasonld, mint a Ce(DOTA) esetében’. A Ce(DOTA-Gly)

abszorpcios spektrumaban (IV.2.16 éabra) a Cega' akvakomplex abszorpcids savjatol

viszonylag tavol elhelyezked6 izoszbesztikus pont szintén a koztitermék képzodésére és
atalakulasara utal. A Ln(DOTA) komplexek kinetikai vizsgalatainal pszeudo-elsérendii
feltételek biztositasara fémion felesleget alkalmaztak. A kapott pszeudo-elsérendii
kaptak, amib6l a koztitermék stabilitasi allandoja szamithatd. A sebességi allandok
telitési érteke, ami a kozti termék végtermékké torténd atrendezodésének sebességi

crcr

alland6ja, a OH  -ionok koncentracidjanak novekedésével  linearisan
novekedett' 146147,

A Ce(DOTA-Gly) és az Eu(DOTA-Gly) komplexek képzddési reakcidit a
pH=4,7 — 5,8 tartomanyban spektrofotometridas modszerrel 10-50-szeres fémion
felesleget alkalmazva tanulmanyoztuk a pszeudo-elsérendii feltételek megteremtése
érdekében. Igy a Ln(DOTA-Gly) komplexek képzddése a (I11.2.1) sebességi egyenlettel
leirhaté (41. oldal). A pszeudo-elsérendii sebességi allandokat (Kops) a fémion
koncentraciok fiiggvényében abrazolva a Ln(DOTA) komplexek képzodéséhez
hasonldan telitési gorbéket kaptunk, ami a koztitermék képzodését jelzi. A kisérleti
eredmények alapjan gyakorlatilag teljesnek feltételeztiik a koztitermék képzodését
Otszorosnél nagyobb fémion felesleg alkalmazasanal, igy a pszeudo-elsérendii sebességi
allandok a koztitermék atalakulasat jellemzik. A Ce(DOTA-Gly) és az Eu(DOTAM-
Gly) komplexek képzédésének kiilonbozé pH-kon és Ce’’- valamint Eu’*

koncentracioknal meghatarozott pszeudo-elsérendi sebbeségi allandoit (Kops) a IV.2.17

¢és a IV.2.18 abrakon tintettik fel.
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1V.2.17 abra A Ce(DOTA-Gly) komplex képzédése soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi

allandok fiiggése a OH' -ion koncentraciotol ([L]=3x10* M, [Ce*'1=3x10° M (m), 6x10° M

(@), 1x107 M () és 1,5x102 M (A); [NMP]=0,03 M, 25 °C, 1,0 M KCI)
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[OH]
1V.2.18 &bra Az Eu(DOTA-Gly) komplex képzddése soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi

allandok fiiggése a OH' -ion koncentraciotol ([L]=3x10* M, [Eu*"]=3x10> M (m), 6x10° M

(@), 1x107 M (#) és 1,5x10 M (4 );[NMP]=0,03 M, 25 °C, 1,0 M KCI)

Mind a Ce(DOTA-Gly), mind az Eu(DOTA-Gly) komplex képzdodése soran a
koncentracié novekedése a linearistdl nagyobb mértékben valtoztatja a pszeudo-
elsérendii sebességi allandok (Kqps) értékeit. A pszeudo-elsérendii allandok Ln*"- és OH
-ion koncentraci6 fliggésének magyarazatara a kovetkezd reakcidomechanizmust
feltételeztilk. Az egyszer és kétszer protonalt koztitermékek kozott nagyon gyors

protonalodasi egyensuly van a Ln(DOTA)” komplexekéhez hasonloan™:
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Ln(H,DOTA-Gly)" = Ln(HDOTA-Gly) + H* (Ln**=Ce** Eu*") IV.2.2

A 1V.2.2 egyenlet jellemezheté a KI, =[LnH,L]/[LNHL][H *]protonalodasi

allandoéval, ami egyben magéaban foglalja, hogy a reaktiv monoprotonalt koztitermék
Ln(HDOTA-Gly) egyensilyi koncentracidja forditottan aranyos a [H']-val. A
Ln(DOTA-Gly) komplexek kialakulasaban feltételezhetden a monoprotonalt
koztitermék deprotonalodasa ¢és a protonvesztést kovetd atrendezOdése a

sebességmeghatarozo, amiben a H,O-molekulak, mint Bronsted bazisok vehetnek részt:
Ln(HDOTA-Gly) + H,0 M) Ln(DOTA-Gly) + H;O0" 1V.2.3

A Ln(DOTA) komplexekhez hasonléan a Ln(DOTA-Gly) komplexek képzddésének
pszeudo-elsérendii sebességi allandoi a linearis fliggéstdl nagyobb mértékben nének a
OH™ - ion-koncentracid6 novekedésével. Ez feltehetfleg azzal magyarazhatod, hogy a
Ln(DOTA-Gly)” komplexek képzddése az emlitett ttdl eltérden is végbemehet. Mivel a
monoprotonalt kdztitermék deprotonalddasa lejatszodhat OH™ - ion altal katalizalt tton
is, igy valészinii, hogy az egyszer protonalt koztitermék OH™ -ion katalizalt proton
vesztésének és azt kovetd atrendezddésének is van hozzajaruldsa a Ln(DOTA-Gly)

komplex kialakulasahoz:
OH

k
Ln(HDOTA-Gly) + OH——=> Ln(DOTA-Gl) + H,0 IV.2.4

A két lehetséges reakcioutat figyelembe véve a komplexek képzddésének sebessége a

kovetkezoképpen adhatd meg:

d[LnL],

e K o [LNHL]+ kO [LNHL][OH ] IV.2.5

85



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

A szamitdsok soran figyelembe vettiik, hogy a pszeudo-elsérendi feltételt fémion
felesleg alkalmazasaval értiikk el, igy [Ln’"], , a Ln "-ionok teljes koncentracidja a

kovetkezo egyenlettel adhato meg:

[Ln**], =[Ln*]+[LnHL]+[LnH,L] IV.2.6

crer

crcr

(K*:[LnHzL]/[Ln3+][H2L]) kifejezve a IV.2.5 és 1IV.2.6 egyenletek

felhasznalasaval a Ln(DOTA-Gly) komplexek képzédésének sebessége a kdvetkezd

egyenlettel irhato le:
OH -
Kops = K +kL““LfHH []H*] IV.2.7
H + LnHL
1+ K [HT ]+ K *[Ln“]

Az Eu*-DOTA-Gly és Ce**-DOTA-Gly rendszerekben kapott Kops pszeudo-elsrendii
sebességi allandokat felhasznalva a IV.2.7 egyenlettel kiszamitottuk az egyenletben

szerepld egyensulyi és sebességi allandokat, melyeket a IV.2.6 tablazatban mutatunk be.

1V.2.6 tdblazat A Ln(DOTA-Gly) és Ln(DOTA) komplexek képzdésének sebességi és
egyensulyi allandoéi (25 °C, 1,0 M KCI)

Ce(DOTA-Gly) | Eu(DOTA-Gly) | Ce(DOTA) I
Ko [57'] - - 18,5
ko M 's™'] 4,6 + 1x10° 6,6 + 1,6x10° 1,9x107
H
logK | 1t 5,8+0,2 5,8+0,14 8,64
logK * 2,7+0,13 2,6+0,14 45
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A Ln(DOTA-Gly) komplexek képzddésének OH™ -ion katalizalt reakcioutjahoz tartozo
(IV.2.4 egyenlet) sebességi allandok (K F, ) kisebbek, mint a Ln(DOTA) komplexek

megfeleld sebességi allandoi. Az egyszer protonalt koztitermékek H,O részvételével

bekovetkezd deprotonaldodasahoz tartozo sebességi allandok (K, ) kicsik, hibajuk az

értekeknél nagyobbak, jelezve a reakciout (IV.2.3 egyenlet) elhanyagolhatosagat. A
DOTA-Gly ligandum gyiiri amin-N-nek kisebb bazicitdsa alapjan varhatd, hogy a
Ln(DOTA-Gly) komplexek képzddési sebessége joval nagyobb, mint a Ln(DOTA)
komplexeké. Azonban az egyszer (Ln(HDOTA-Gly)) és a kétszer protonalt
(Ln(H,DOTAM-Gly)") koztitermékekben a Ln*"-ionok a gyfirti amin-N- és a amid-O
altal hatarolt koordinéciods iiregtol viszonylag tavol elhelyezkedd
karboxilatcsoportokhoz kapcsolédnak, szemben a Ln(HDOTA) és Ln(H,DOTA)
koztitermékekkel, ahol a Ln’"-ionok kozelebb vannak a gyfirti amin-N-ekhez. A Ln**-
ionok és a koordinacids kalitka tavolsaganak a ndvekedése megneheziti a komplex
kialakulasat, ami magyarazatul szolgdl a Ln(DOTA-Gly) komplexek kisebb képzddési
sebességére. A Ln(H,DOTA-Gly)" koztitermékben a Ln**-ionok és a gytiri amin-N-ek
kozotti nagy tavolsagra utal a kétszer protonalt koztitermékek kis stabilitasa (K*) és a

szabad DOTA-Gly ligandummal kozel megegyezd protonalddasi allandoja
(logK;' =6,25,1V.2.1 tablazat) a logK [}, | =5.8 értek.

oooooo

A Ln(lll)-komplexek MRI vagy PARACEST kontrasztanyagkénti

alkalmazhatosagaval kapcsolatban elengedhetetlen a nagy kinetikai inertség, mivel a

.....

szervezet szamara. A DOTA ¢és DOTA-szarmazékok Ln(III)-komplexeinek

.....

talalhaté szabad fémionok (pl. Cu®", Zn*"), valamint ligandumok nem befolyasoljak a

folyamatot*”'*’. A Ln(DOTA-Gly) komplexek eldzetes vizsgalatai soran kideriilt, hogy
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.....

.....

részletesebb tanulmanyozasat.

A Ln(DOTA-Gly) komplexek pH<I tartoméanyban termodinamikailag labilissa

.....

HCl1O4-0s oldatban (az Eu(DOTA-Gly) toltésatviteli abszorpcios savjan, 250 nm-en).
Az alkalmazott kisérleti korilmények kozott (I=1,0 M=[HCIO4]+[NaClO4])
gyakorlatilag csak az Eu(DOTA-Gly)" komplex rendelkezik fényelnyeléssel az emlitett

hullamhossznal, igy az Eu(DOTA-Gly)" komplex abszorbancidja a disszociacionak

rrrrrr

leird reakcidegyenlet:
Eu(DOTA-Gly) + 4H" ———» Eu* + H,DOTA-Gly IvV.2.8

A disszociacio jellemezhetd a I11.2.4 sebességi egyenlettel, amelyben a k, a komplex

------

srer
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rrrrrr

koncentracidjanak fiiggvényében (25 °C, [HCIO4]+[NaClO4]=1,0 M)
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rrrrrr

allandok linedrisan valtoznak a H'-ion-koncentracié fiiggvényében. Egyensilyi
vizsgalataink eredményei alapjan [H'] > 0,1 M feltételek mellett tetraprotonalt
Eu(H,DOTA-Gly)*" komplex képzédik csaknem 100%-ban, amikor minden egyes
karboxilatcsoport protonalva van (IV.2.2 tablazat). A pszeudo-elsérendli sebességi
allandok H'-ion-koncentracié fiiggésének magyardzatara a kovetkezd reakcid

mechanizmust tételeztik fel. Az elsé lépésben a képz6dé Eu(H,DOTA-Gly)**

.....

¢
Eu(H,DOTA-Gly)* ——>Eu® + H,DOTA-Gly IV.2.9

------

srer

a reakci6 az el8bbitdl eltérd Gton is végbemehet H -ion katalizissel:

Eu(H,DOTA-Gly)** + H" = HEu(H,DOTA-Gly)** 1V.2.10
HEu(H@OTA-Gly)“*L» Eu** + HsDOTA-Gly* Iv.2.11

A két utat figyelembe véve a disszociacios reakcio sebessége a kovetkezoképpen adhato
meg:

_d[EuL]

= K,[EuH, L]+ k [EuH,L][H ] IV.2.12

Azzal a feltételezéssel, hogy a reakcié kezdetén a tetraprotonalt Eu(H;DOTA-Gly)**
komplex teljes mértékben képzddik és az Eu(DOTA-Gly) koncentracidja azonos ennek

koncentracigjaval, az Eu(DOTA-Gly)" komplex disszociacidjanak sebessége a

kovetkezd egyenlettel irhato le:
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ky=ko + ki[H'] IV.2.13

.....

sebességi allandokbol (IV.2.19 abra) a IV.2.13 egyenletre torténd illesztésével szamitott
sebességi allandokat a IV.2.7 tablazatban foglaltuk dssze.

allandoi (25 °C, [HCIO,]+[NaClO,]=1,0 M )

Eu(DOTA-Gly) | Gd(DOTA) ¥
ko [s"] 7,3 +0,5x107 5x107

k; [M7s] 8,1 +0,2x10° 2,0x107

A 1V.2.7 tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy az Eu(DOTA-Gly) komplex
jatszodik le, mint az Gd(DOTA) megfeleld disszociacios folyamatai, pedig
termodinamikai stabilitisa tobb nagysagrenddel kisebb az acetat analog komplexétol. A
joval gyorsabb spontan disszocidcio oka feltételezhetéen a H'-ionok gyorsabb
athelyezédése a karboxilatcsoportokrol a gytiri amin-N-ekre, ami lecsokkenti a gytiri
amin-N-ek és az Eu''-ion kozotti kotés atlagos élettartamat és a gyakoribb

kotésfelhasadasok a fémion koordinacios kalitkabol torténd kikeriiléséhez, majd a

------

.....

rrrrrr

.....
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1V.2.6 Az Ln(DOTAM)*" komplexek képzédésének kinetikai vizsgdlata

A harom pozitiv toltésit Ln(DOTA-tetraamid) komplexek felhasznalasa iranti
érdekl6dés az utobbi évek soran nétt. Az orvosdiagnosztikai €s terapias alkalmazasok
mellett a biokémia kiillonb6z6 teriiletein (pl. RNS molekula hasitasanak és a foszfat-
észterek hidrolizisének katalizalasa) is sor keriilt felhasznalasukra®*'*"'*, PARACEST
kontrasztanyagként torténd felhasznalhatosaguk mellett a Tb*" és az Eu(Ill)-komplexeik
lumineszcencias probaként torténd alkalmazasanak vizsgalatai is elkezdddtek® 271410,

A Ln(DOTA-tetraamid) komplexek stabilitasa (logKy.) 10-15 nagysagrenddel
kisebb, mint a megfeleld Ln(DOTA) komplexeké, de az Eu(DOTAM)*, Eu(DOTTA)*
és az Eu(DTMA)’" komplexek 2,5 M HNOs-ban lejatszodd protonkatalizalt
disszociacioja sokkal lassabb, mint az Eu(DOTA) komplexé® > . A Ln(DOTA-
tetraamid) komplexek viszonylag nagy termodinamikai stabilitasa és kinetikai inertsége
kicsit szokatlan, mivel a Ln**-ionok téltés nélkiili donoratomokkal szemben inkabb a
toltéssel rendelkezoket részesitik elonyben. A Ln(DOTA) komplexek nagy
termodinamikai stabilitisa és kinetikai inertsége a Ln’"-ion és a donoratomok altal
létrehozott koordinacios kalitka méretviszonyai mellett a pozitiv t6ltésii kozponti fémion
¢és a negativ toltésii donorcsoportok kozott 1étrejovo elektrosztatikus kolcsonhatasnak is
koszonheté. A Ln’*-ionok és a viszonylag merev szerkezetii DOTAM ligandum kozott
lejatszodd komplexképzodési reakcid kinetikai vizsgalata mindenképpen érdekesnek
tint az Ln(DOTA-tetraamid) komplexek kialakulasanak  kinetikajardl  és
mechanizmusarol rendelkezésiinkre allo informaciok gyarapitasanak tekintetében.

Mivel a Ln(DOTA-tetraamid) komplexek képzddése lassan megy végbe vizes
oldatban, ezért sok esetben ezeket a komplexeket nemvizes kozegben allitjak
elg® #1413 - Az 1 n(DOTA-Gly) komplexek képzédése a Ln(DOTA) komplexekhez
hasonlé moédon jatszodik le (lasd 1V.2.4 fejezet) . A hasonlosagot feltételezhetéen az
okozza, hogy mindkét ligandum negativ toltésti karboxilatcsoportokkal rendelkezik,
amelyek a reakcid els6 1épésében a Ln’"-ionokhoz erdsen koordinaloédnak egyszer és

kétszer protonalt koztitermékek képzodését eredményezik.
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A Ln*"-ionok (Ln’"= Ce*", Eu’", Gd**, Er’* és a Yb'") és a DOTAM ligandum
kozotti komplexképzddési reakciot részletesen tanulmanyoztuk a toltéssel rendelkezd és
a toltéssel nem rendelkezé donoratomoknak a komplex kialakulasaban jatszott szerepe
felderitése érdekében. A Ln(DOTAM)’" komplexek képzédési reakcidjat a pH=4,7-5,8
tartomanyban vizsgaltuk, ahol az egyszeresen és kétszeresen protonalt HDOTAM™ és
H,DOTAM*" részecskék vannak jelen oldatfazisban, mivel a ligandum protonalddasi
allandéi a kovetkezok: |0gK1H =9,02; IongH =6,05 (25 °C; 0,1 M MeyNCI (IV.2.1

tablazat)). A Ln(DOTAM)*" komplexek képz6dése a kovetkezd egyenlettel irhaté le:
Ln** + HL"™ &= Lnl* + nH* n=0,1,2 IvV.2.14

A kinetikai vizsgaltok soran 5-50 szeres fémion felesleg felhasznalasaval teremtettiik
meg a pszeudo-elsérendii feltételeket és igy a Ln(DOTAM)’" komplexek képzédése a
(IIL.2.1) sebességi egyenlettel irhato le (41. oldal). A Ce(DOTAM)" és az
Eu(DOTAM)* komplexek képzédésekor meghatarozott pszeudo-elsérendii sebességi
allandokat a fémion koncentracidk fiiggvényében &brazolva a 1V.2.20 ¢és IV.2.21

abrakon tiintettiik fel.

0,025

0,02 -

0 0,002 0,004 0,006 0.0038 0,01 0,012 0,014 0,016
[Ce™]

IV.2.20 4bra A Ce(DOTAM)*" komplex képzédése soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok fliiggése a Ce*'-ion koncentraciotol. ([DOTAM]=3,0 x 10 M, [NMP]=0,05 M,
pH=4,80 (), pH=5,01 (m), pH=5,16 (A), pH=5,30 (x), pH=5,53 (%), pH=5,77 (e),
25°C, 1,0 M KCI)
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014 0,016
[Eu®]

1V.2.21 &bra Az Eu(DOTAM)*" komplex képzSdése soran kapott pszeudo-els6rendii sebességi
allandok fliggése a Eu’*'-ion koncentraciotol. ((DOTAM]=3,0 x 10™* M, [NMP]=0,05 M,
pH=4,80 (), pH=5,01 (m), pH=5,16 (A), pH=5,30 (x), pH=5,53 (%), pH=5,77 (e), 25 °C,
1,0 M KCI)

A IV.2.20 és a IV.2.21 abrak alapjan megallapithatd, hogy a pszeudo-elsérendii
sebességi allandok a fémion-koncentracidé ndvekedésével linedrisan ndének, ami
jelent6sen eltér a DOTA ligandum és szarmazékai Ln(IIl)-komplexeinek képzddése
soran tapasztaltaktol, mivel esetiikben kapott pszeudo-elsérendli sebességi allandok a
fémion-koncentraci6 fliggvényében telitési gorbe szerint valtoztak, jelezve a
koztitermék kialakulasat™->"%13147.
[GA(H,DOTAM)(H,0)4](C104)s komplex egykristalyanak rontgendiffrakcios

szerkezetvizsgalatai alapjan megallapitottik, hogy a Gd’" ion koordinacidjaban csak a

Parker és munkatarsai a kozelmultban eldallitott

ligandum funkcidscsoportjainak 4 karbonil O-je es 4 H,O-molekula vesz részt, mig a
makrociklusus gyiirti két szemben 1év6 N-je protonalva van'>*. A szilard fazisu
szerkezetvizsgalatok eredményei alapjan arra kdvetkeztettek, hogy az emlitett komplex,
mint kétszer protonalt koztitermék jelenik meg a Gd(DOTAM)’" komplex képz3dése
soran ¢és  vizkatalizalt deprotonaldodasat kovetd atrendezddésével —alakal — at
végtermékké'™*. Ezzel szemben Kaspryzk és Wilkins két vegyértékii fémionok DOTA
komplexeinek képzOdése soran kimutattdk, hogy a koztitermékeknek jelentéktelen

szerepe  van M(DOTA)”> komplexek képz6désében, mivel azok nincsenek a

93



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

termékekhez vezetd reakciouton (Un. ,,dead-end” komplexek) és a reakcid egyszeril
masodrendii folyamatként jatszodik le'”. A Ce’'- és Eu(DOTA) komplexek képz3dése
soran Osszemérheté fémion- és ligandumkoncentraciok alkalmazasa mellett is mind
spektrofotometrias, mind lumineszcencias modszerekkel ki tudtak mutatni a koztitermék
kialakulasat®~’.  Ugyanakkor a Ce(DOTAM)’"  komplex képzodésének
spektrofotometrids vizsgalata soran koztitermék kialakuldsa még 100-szoros fémion
felesleg felhasznalasakor sem volt detektalhatd. A Ce**-DOTAM rendszer abszorpcios
spektruma a [V.2.22 abran lathato.

270 290 310 330 A(nm)

IV.2.22 dbra. A Ce(DOTAM)** komplex abszorpcios spektruma CeCls és DOTAM oldatok
Osszekeverése utan 4, 8, 16, 20, 24, 28 és 32 perccel ([Ce**1=0.05 M, [DOTAM] = 5x10™ M,
[NaOAc]=0.01 M, pH=4,58, 25 °C)

A kétszer protonalt Ln(H,DOTAM)’" komplexnek a Ln(DOTAM)** komplexek
képzédésében jatszott szerepének eldontése érdekében megvizsgaltuk az Eu(DOTAM)™
és Ce(DOTAM)™™ komplexek képzOdési sebességét kiilonbozd koncentraciokban
alkalmazott NMP puffer (pK,;=4,83) jelenlétében. Ezekben a vizsgalatokban a puffer
bazikus formaja, mint katalizator elOsegiti a protonalt koztitermék protonvesztését és
ezzel egyiitt meggyorsitja a komplexek képz3dését. A Ce(DOTAM)*™ és Eu(DOTAM)**
komplexek képzodésének pszeudo-elsd rendli sebességi allandoit a VI.2.23 4bran

srcr

véltozatlan. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a Ln(DOTAM)’" komplexek
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képzbédésekor nem érvényesiil az altalanos bazis katalizis, vagyis protonalt koztitermék

feltehetden nem képzodik, illetve nincs szerepe a Ln(DOTAM)*" komplexek

képzbdésében.
4,0E-03
3,0E-03
—~ L 2
- S ¢ . .
, 20E-03 1 m | - - m
o
4
1,0E-03 -
0,0E+00 : : : ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12

[NMP] (mol/dm?)
IV.2.23 dbra. A Ce(DOTAM)’* () (pH=5,32) és Eu(DOTAM)*" (m) (pH=5,2)
komplex képzddése soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi allandok fiiggése az NMP

koncentraciétol. ((DOTAM]=3,0 x 10™* M, [Ln*']=6,0 x 10~ M, 25 °C, 1,0 M KCI)

A 1V.2.20 és 1V.2.21 éabrak adatai alapjan a pszeudo-elsérendii sebességi

allandok fémion koncentracio fliggése a kovetkez6 egyenlettel irhato le:
kops=ki[LN**] IV.2.15

A TIL1.2.1 (41. oldal) és a IV.2.15 egyenleteket figyelembevételével a reakcid sebessége a
kovetkezoképpen adhaté meg:
d[LnL
ditnbl k [Ln*"][L], IV.2.16
dt
Az eredményeink alapjan a Ln(DOTAM)’* komplexek képzédése a Ln(DOTA)
komplexekétél eltéréen a Ln’*-ion és a ligandum kézvetlen talalkozasaval, koztitermék
kialakuldasa nélkiil jatszodik le masodrendi reakcidban. A DOTAM ligandum

protonalodasi allandoi alapjan a pH=4,7-5,8 tartomanyban foként az egyszer és a kétszer
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protonalt ligandum fordul el6, mig a teljesen deprotonalt ligandum koncentracioja
rendkiviil kicsi. Azonban az emlitett harom részecske koziil az utdbbi a legreaktivabb,
mivel a HDOTAM" és H,DOTAM?" ligandumok pozitiv toltésiikbél fakaddan gatoljék a
Ln*"-ionokkal t6rténé komplex kialakulasat. Ezzel szemben azt feltételezve, hogy a
Ln(DOTAM)** komplexek képzddésekor minden egyes részecske reaktiv, a reakci6

sebességi egyenlete (IV.2.16 egyenlet) a IV.2.17 egyenletnek megfelelden irhato:

d[LnL],

T K [LN ¥ J[LT+ Ky [Ln ™ JTHL T+ K, [LR*I[H, L] 1V.2.17

rrrrr

A HL' és HoL*" részecskék koncentracidjat a K' és K protonalodasi allandokkal

kifejezve, a IV.2.16 és a IV.2.17 egyenletek felhasznilasaval a Ln(DOTAM)**

komplexek képzddési sebessége a kdvetkezd egyenlettel irhato le:

ok kg KTTH Tk KTKGTHET

IvV.2.18
1+ K [H 1+ K KAH

f

A IV.2.18 egyenlet az Osszes lehetséges reakcio utat figyelembe veszi, de szdmos
kisérleti eredmény alatamasztotta, hogy a komplexképzddési reakcio kizarolag a teljesen

deprotonalt ligandum és a Ln*"-ionok kozott jatszodik le. Ennek értelemében a IV.2.18
egyenlet szamlalojaban a Kk, [Ln’*J[HL'] valamint kHzL[Ln3+][H ,L*" Jtagok

elhanyagolhatok, igy IV.2.18 egyenlet a kdvetkezoképpen modosul:

K,

= IV.2.19
1+KMH ]+ KK H T

f

A Ce(DOTAM)" és Eu(DOTAM) komplexek k; sebességi allandoit a teljesen

crer
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aminek értelmében a Ln(DOTAM) komplexek képz3dési sebessége egyenesen

crer

allandéinak (K lH ,K 2H ) ismeretében kiszamitottuk a ligandum minden egyes pH-hoz
tartozd o (o, =1+ K [H ]+ K" KJ'[H'T’) értékeit, amivel a IV.2.19 egyenlet a

kovetkez6 formaban irhato:

k,=—t IV.2.20

A logks értékeket a ligandum logey értékeinek fiiggvényben abrazolva —1-es
meredekségii egyenest kaptunk, ami szintén alatamasztja a teljesen deprotonalddott
ligandum és a fémion kozvetlen iitkozésének megfeleld reakcidéut dominanciajat'*”'>>.

A Ce*'- és az Eu(DOTAM)*" komplexek kialakulasa mellett megvizsgaltuk a
Gd*-, Er'’- és az Yb(DOTAM)" komplexek képz6dési kinetikajat kiilonboz6 pH
értékeknél két eltérd fémion-koncentracid alkalmazasa mellett. A Ln(DOTAM)*
komplexek képzdodését jellemzd pszeudo-elsérendli sebességi allandokbol a IV.2.15

egyenlet alapjan szamitott ki sebességi allandokat a IV.2.20 egyenlettel illesztve

hataroztuk meg a ki sebességi allandokat, amelyeket a IV.2.7 tablazatban tiintettiink fel.

IV.2.7 tablazat A Ln(DOTAM)*" komplexek k,_képzédési sebességi allandoi
(25 °C, 1,0 M KCI)

Ln3+ ‘ Ce3+ | Eu3+ Gd3+ ‘ Er3+ ‘ Yb3+
k; (7.7+0.3) (2.7+0.1) | (4.0+05) | (5.6+03) | (6.6+1.0)
(M?s™h) x10° x10* x10* x10° x10°

A IV.2.7 tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy a Ln(DOTAM)** komplexek
képz6dési sebességi allanddi (K.) kozel 3-4 nagysagrenddel kisebbek, mint az
egyfunkcios, valamint a nyiltlanca tébbfunkcios ligandumokkal képz6d6é Ln(III)-
komplexek megfeleld sebességi allandoi. A Ln(DOTAM)* komplexek kialakulasara
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jellemz6 pszeudo-elsérendli sebességi allandok kiilondsen kicsik, mivel a reaktiv,
teljesen deprotonélt ligandum koncentracidja nagyon alacsony (~10™ M) a vizsgalt pH
tartomanyban.

A Ln(DOTAM)** komplexek k_ sebességi allandoi a nagyobb rendszamu Ln*'-
ionok vizcsere sebességéhez hasonldé modon véltoznak'*® és a Ln**-ionok rendszaméanak
fliggvényében mutatatott maximum gorbére emlékeztetd menetilk nagyon hasonlé a
Ln*"- és a SO,*-ionok kozotti reakciot jellemzd sebességi allandok lantanoida sorozaton
beliili valtozasahoz'**. A Ln(DOTAM)’" komplexek lassu képzédésében a fémionok
vizcserefolyamatai mellett a protondlt ligandum lassi deprotonaléddsanak és
protoncsere folyamatainak is szerepe lehet. A DOTAM ligandum protoncsere
folyamatainak vizsgalatahoz "H-NMR spektroszkopias méréseket végeztiink és felvettiik
a DOTAM ligandum kiilénb6z6 pH-ju vizes oldatainak "H-NMR spektrumait széles pH
tartomanyban. A DOTAM ligandum 'H-NMR spektrumai a IV.2.24 abran lathatok.

pH=11,07
pH=10,22
pH=9.83
pH=9.55
pH=9,04
pH=8,53
pH=7,99
I\ I\ pH=7,45
J\ JL pH=7,05
pH=6,48
pH=5,94
pH=5,49
pH=5,03
pH=4,65
pH=4.04
pH=3,66
pH=3,12
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
(ppm)
1V.2.24 4bra A DOTAM ligandum 'H-NMR spektrumai kiilénbdzé pH-kon.

(25 °C, 1,0 M KCI)
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A DOTAM ligandum 'H-NMR spektruma jelentésen fiigg a ligandum
protonaltsagatél. A kétszer protonalt H,DOTAM®" spektrumaban 3 viszonylag széles
jel talalhaté a metil régioban (pH=3-4,5), amelyek a gyliri (N-CH,-CH,-N) axialis és
ekvatorialis helyzetli metilén protonjaihoz (3,35 ppm, 3,27 ppm), illetve az amid (N-
CH,-CO) metilén protonokhoz rendelhetd (3,83 ppm). A spektrumok alapjan
szembetiind, hogy a pH=5,3-6,5 tartomanyban a kétszer protonalt H,DOTAM*
ligandum deprotonalodasaval (log K)' = 6,05) mind az amid, mind a gytiri metilén
protonok jele tovabb szélesedik, mikdzben az egyszer protonalt HDOTAM' ligandum
amid- (3,47 ppm) és gylrti-metilén (2,95 ppm) protonjainak jelei kiilon jelennek meg a
spektrumban, jelezve a HDOTAM' és H,DOTAM®" ligandumok kozotti lasst
cserefolyamatot. A kétszer protonalt H,DOTAM®" ligandum spektrumaban a gyiirii
axialis és ekvatorialis helyzetii metilén protonjainak jelei elkiiloniilnek egymastol, mig a
monoprotonalt HDOTAM" ligandum spektrumaban jeliik kiatlagolodik, ami
feltételezhetden a két kiilonbozo protonaltsagn DOTAM ligandum eltéré szerkezete és

flexibilitisa eredményez. Ezzel szemben az egyszer protonalt HDOTAM" ligandum
deprotonalodasaval (log KlH =9,07) a spektrum szerkezete nem, de a jelek kémiai

eltolodasa ¢és szélessége jelentésen megvaltozik a pH novekedésével a pH=8-10
tartoméanyban, ami utal a HDOTAM" és DOTAM ligandumok hasonlé szerkezetére és
flexibilitasara. Ezeket figyelembe véve a jelek kiszélesedését pH=8-10 tartomanyban
csak a két kiilonbozd protonaltsagi részecskék kozotti lassi protoncsere folyamat
eredményezheti. A Piette és Anderson altal kidolgozott egyenlet segitségével
meghataroztuk a HDOTAM' és DOTAM ligadumok kozotti cserefolyamat sebességi
allandogjat (Kex), amihez sziikségiink volt a két kiilonboz6 részecske cserementes kémiai
eltolodasara és jelszélességére'’. Ezeket az adatokat a DOTAM ligandum pH=7-8 és
pH=10-11 tartomanyi 'H-NMR spektrumaibol hatéroztuk meg és felhaszniltuk a
HDOTAM" és DOTAM ligandumok kozdtt pH=8-10 tartomdnyban lejatszodo
cserefolyamat elsé rendii sebességi allanddinak szamitasahoz. Az igy meghatarozott

sebességi alladok a HDOTAM" ligandum protoncsere sebességét jellemzik és értékiik
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linearisan novekszik a OH-ion koncentracio novekedésével. Az elsé rendli sebességi

allandok OH-ion koncentracié fliggése a kovetkez6 egyenlettel irhato le:

Ke= Ko + ki[OH] IV.2.21

A HDOTAM" és DOTAM® ligandumok kozotti protoncsere folyamat lejatszodhat a
H,O-molekula, mint Bronsted bazis részvételével, amely a ko sebességi allandoval
jellemzhetd (ko = (1.2 + 0.3)x10° s™). Ugyanakkor a protoncsere folyamat OH “-ion
katalizalt Gton is végbemehet, igy feltételeztiik, hogy a HDOTAM™ és DOTAM’
ligandumok kozotti cserefolyamat sebbességi allanddoinak OH™-ion koncentracio
fliggését a HDOTAM™ ligandum OH “-ion katalizalt protonvesztése eredményezi, amely
a k; sebességi allandoval jellemezhet6 (k; = (5.3 +0.5) x10° M's™).

A DOTAM ligandum '"H-NMR spektruméban az amid és a gytirGi metilén
protonoknak megfeleld jelek relative szélesek a lassu cserefolyamatoknak
koszonhetéen. A HDOTAM' ligadum OH “-ion katalizalt deprotonalédasanak
helyessége alatamasztasa érdekében megvizsgaltuk a DOTAM ligandum 'H-NMR
spektrumait kiilonb6z6 tipust pufferekben, puffer-koncentracioknal és pH-on. A
DOTAM ligandum gytirii- és amid-metilén protonjainak jelszélessége pH=9.0 esetében
a Na-acetat koncentracido ndvekedésével (0,0-0,3 M) 18 és 35 Hz-el csokken, ami a
monoprotondlt HDOTAM"™ és DOTAM ligandumok kozdtti gyorsabb protoncserével
magyarazhat6. Ehhez hasonlé valtozast tapasztaltunk a H,DOTAM?" ligandum 'H-NMR
spektrumaban pH=4,1 esetében Na-formiat jelenlétében. A Na-formiat koncentracio
novekedésével (0,0-0,25 M) az axialis és ekvatorialis gylri metilén protonok jele
osszeolvad egy viszonylag széles jellé, ami feltételezhetden a H,DOTAM?" ligandum és
a H,O kozott lejatsz6dd gyorsabb protoncserével értelmezhetd. Ezek a vizsgalatok
alatamasztottak, hogy a H,DOTAM*" és HDOTAM" protonalt ligandumok protoncsere
folyamatai altalanos baziskatalizaltak, ami nem érvényes a Ln(DOTAM)’* komplexek

képzddésére. A HDOTAM" részecske OH-ion katalizalt protoncseréje a pH=4,7-5,8

srcr
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HDOTAM" ligandum protonvesztése dontéen H,O katalizalt iton mehet végbe, ami
sokkal gyorsabb, mint a Ln(DOTAM)’" komplexek képzédése, igy a protonvesztés nem
lehet a komplexképzddés sebességmeghatarozo 1épése.

A kinetikai vizsgalatok soran meghatarozott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok alapjan a Ln(DOTAM)’* komplexek képzédése koztitermék kialakulasa nélkiil
a Ln*"-ion és a teljesen deprotonalodott DOTAM' ligandum kozvetlen reakcidjaval
masodrendii  kinetikai folyamatként jatszodik le. Ezek alapjan a komplexek

képzodésének sebességi egyenlete a kdvetkezOképpen adhatd meg:

dfLnL
S V.2.22

A Ln(DOTAM)*" komplexek képzddésében a protonalt H,DOTAM*" és HDOTAM"
ligandumok is részt vehetnek, mint lehetséges reaktansok, azonban reaktivitasuk
elhanyagolhatd a teljesen deprotonalt DOTAM ligandumhoz képest. Ehhez hasonld
viselkedés a nyiltlanci amino-polikarboxilatok esetében korabban mar korabban
tapasztaltak, ahol a ligandum eltér6 protonaltsagu részecskéivel lejatszddo
komplexképzddési reakcioknak sebességi alland6i akar tobb nagysagrenddel is
eltérhetnek egymastol (k /Ky =107-1 0%)"8.

A DOTA és DOTA-szarmazékok Ln(II)komplexeinek képzédése soran a Ln*'-
ion nem tud kozvetleniil bekeriilni a gyliri-N-ek és a karboxilat-O-ek altal hatérolt
koordinaciés kalitkiba, mivel a Ln’"-ion és a protonalt gylirti-N-ek kozott
elektrosztatikus taszitdas alakul ki. Az igy képzddé protonalt koztitermékek
deprotonalodasat valosziniileg egy atrendezddés elézi meg, melynek soran a gytlirii-N-ek
protonjai athelyezédnek egy masik donor atomra (pl. karboxilat csoportra). Mivel a
Ln(DOTAM)*" komplexek képzOdése soran ez az atrendez6dés a nem protonalddo
amid-csoportoknak koszonhetéen gatolt, igy valészintileg a Ln(DOTAM)’™ komplexek
koztitermék kialakuldsa nélkiill a Ln’"-ion és a teljesen deprotondlodott DOTAM’

ligandum kozvetlen reakcidjaval képzodnek.

101



Baranyai Zsolt: PhD értekezés

A Ln(DOTAM)" komplexek képzddésének kinetikai vizsgalatai soran
meghatarozott k_ sebességi allandok (IV.2.7 tablazat) kozel 3-4 nagysagrenddel
kisebbek, mint a Ln’-murexid, -oxalat és -antranilat komplexek képzédésének
masodrendii sebességi allandoi ahol a masodik fémion-ligandum koordinativ kotés

kialakulasa a sebesség meghatarozd 1épés*®'>®!%,

A makrociklusos komplexek
képzédésekor a fémionnak a makrociklusos iiregbe torténd belépését szamos
dehidrataciés folyamat el6zi meg. Az ilyen tipusi sok 1épcsés komplexképzodési
reakcidkban elég nehéz beazonositani a sebesség meghatarozo 1€pést.

A Ln(DOTAM)*" komplexek viszonylag lasst képzédésére magyarazatul
szolgélod reakcid mechanizmus feltételezhetden hasonld a tobbfunkcids ligandumok
komplexképzddési reakcidinak mechanizmuséhoz, amelyben elsdként egy kiils6 szféras
komplexet alakit ki a hidratalt Ln(H,0),”" -ion és a DOTAM ligandum. A
Ln(DOTAM)** komplexek képzédésének feltételezett mechanizmusat a 1V.2.25. bran

tintettiik fel.

Ln(H,0),- A=A == (A ~ AILN(H,0), =" (A, = A)Ln(H,0),, =

. ke gyors Ka3 -
.= (A,)Ln(H,0), , = Ln(H,0)(DOTAM)

IV.2.25 4bra A Ln(DOTAM)*" komplexek képzédésének feltételezett reakciomechanizmusa

A 1V.2.25. abran a DOTAM ligandumot A4-¢l (a 4 amid oldallancnak megfelelden) és az
els6 1épésben képzddd kilsészféras komplexet Ln(H,0), - A - Az -ként jeloltik. A
kiils6szféras Ln(H,O), - A - Az komplexet K, stabilitasi allanddval, mig az egyes
Iépcs6knek megfeleld folyamatokat a hozzdjuk rendelheté elsérendli sebességi
allandokkal kjc jellemezhetjiik. Abban az esetben, ha a masodik fém-ligandum
koordinativ kotés kialakuldsa a sebességmeghatarozo 1épés, akkor a Ln(DOTAM)**
komplexek  képzddésének masodrendli  sebességi  allanddja a  feltételezett

reakciomechnizmusnak megfeleléen a kovetkez6 egyenlettel irhaté le'®:
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_ k23 k34 Kos

k, =
k32 + k34

1IV.2.23

A kiils6 szféras komplexben egy koordinalt H,O molekula amid-csoporttal torténd
helyettesitésének sebessége valosziniileg 6sszemérhetd a fémion vizcsere sebességével

(kas = ki, o). Az igy képz6d6 (A, — AILn(H,0), , Ssszetételli komplexbdl a DOTAM

.....

csoporttal torténd szubsztitucioja (Ks; >> Kig). Ennek értelmében a 1V.2.23. egyenlet a

kovetkezoképpen modosul:

K. =KyyoKos 24 IV.2.24

A kinetikai vizsgalatok soran meghatarozott masodrendii sebességi allandok k. értéke
10°-10*-es nagysagrendii és a Ln*"-ionok vizcsere sebességei a 10’-10% s tartomanyban

. 46,156,159
valtoznak™ "™

, igy a kiilsGszféras komplex stabilitasi allandojanak Ko, illetve a Kaq és
ks, sebességi allandok hanyadosanak is kicsinek kell lennie. A Fuoss-egyenlet alapjan a
Ln*"-ionok t5ltés nélkiili ligandumokkal képz6dé kiilsészféras komplexeinek stabilitasi
allandéi kb. 0,3 M értékiinek adodnak'*™'®'. Figyelembe véve a Ln(H,0),’" komplexek

vizcseresebességét (K o), a kiilsészféras komplex stabilitasi allanddjat (Kos) és az

altalunk meghatarozott masodrendii sebességi allandok értékét (K.) a kss és a K
sebességi allandok hanyadosanak 107°-os nagysagrendiinek kell lennie. Ezek alapjan
feltételezheté, hogy a Ln(DOTAM)*" komplexek képz6désének sebességmeghatarozd
1épése a feltételezett reakciomechanizmus alapjan valoszinileg a masodik, esetleg a
harmadik Ln*"-amid-O kétés kialakulasa, mivel egy ujabb amid-O koordinacidja mar
sokkal gyorsabban jatszodna le, amikor a megfeleld folyamatok elsérendli sebességi

allandéinak hanyadosa mar sokkal nagyobb lenne, mint a vart 10~ koriili érték.
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IV.3 ODDA-bisz(acetil-glicin) ligadum komplexképzd sajatsagai

A makrociklusos ligandumok 1960-as években tortént felfedezése ota a
koordinacios kémiai kutatasok jelentOs része a kiilonbozo fémionokra szelektiv
komplexképzdk eldallitasaval ¢és vizsgalataival foglalkozik. Az orvos- és
anyagtudomanyok néhany teriiletén (pl. a szervezetbe keriilt toxikus fémek
eltavolitasa, orvosdiagnosztikai és terapias modszerek, lantanoidak elvalasztasa)
kiiléndsen elonyds lenne bizonyos fémionokra szelektiv (kiugréan nagy stabilitast)
komplexet képzé ligandumok alkalmazasa. A korai vizsgalatok soran kideriilt,
hogy a nyiltlanct ligandumok a fémion méretének csdkkenésével egyre stabilisabb
komplexeket képeznek, de a ligandum viszonylag nagy flexibilitisa miatt
szelektivitisuk igen kicsi. A makrociklusos ligandumok megjelenésével 1j
lehetdségek nyiltak, mivel a merevebb szerkezetii gylrii ¢és a fémion
méretviszonyai, illetve a makrociklus donoratomjai alapvetéen befolyasoljak a
kialakulé komplex stabilitasat. A makrociklusra felvitt oldallancok segitségével a
ligandum fémion szelektivitasa befolyasolhatd. A viszonylag nagy mérett ,,hard”
tipusu fémionok esetében a 15-18 tagt makrociklusos és a gytriiben, valamint az
oldallancban oxigén és nitrogén esetleg kén donoratomokat tartalmazoé ligandumok
allnak a kutatasok fokuszaban.

A tanszéken mar régota folynak kutatasok kiilonb6z6 fémionokra szelektiv
ligandumok el6allitasara, egyensulyi és kinetikai sajatsagaik felderitésére. Az
elmult 10-15 év tapasztalatai azt mutatjak, hogy egy-egy karboxilat-O, illetve
amin-N donoratomot tartalmazo funkcids csoportok felvitele nagyobb stabilitast
komplex képzésére nyujt lehetdséget bizonyos fémionok esetében, mikdzben a
makrociklus méret szelektivitasa jelentésen lecsdkken®. Az utobbi évek vizsgélatai
azt tamasztottak ala, hogy a makrociklus nagyobb méretli fémionokra vonatkozo
szelektivitdsa valdszinlileg abban az esetben marad valtozatlan, ha az oldallanc

egynél tobb donoratomot tartalmaz™.
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Korabban mar vizsgaltak a 18 és 15 tagi ODDA és PDDA ligandumok és
Ln(III)-komplexeik egyensulyi sajatsagait'*>. Az ODDA és PDDA ligandumok
LnL 6sszetételii komplexeket képeznek a Ln’*-ionokkal, melyek stabilitasi allandéi
az ODDA esetében a Gd’*-ig kozel allandok, majd a sorozat masodik felében a
Lu’"-ig csokkennek, mig a PDDA esetében maximum gérbe szerint valtoznak,
aminek csucspontja az Eu*'-nal talalhato*'*. Az ODDA ligandum bisz(malonat)
analogjanak egyensulyi és komplexképzO sajatsagait a tanszéken részletesen
tanulmanyoztak® ¢és megallapitottdk, hogy a Sr’-ion 200-szor stabilisabb
komplexet képez az ODDA-bisz(malonat) ligandummal, mint a Ca**, mig a Pb*"
stabilitisa 6t nagysagrenddel nagyobb a Zn**-ionénal. Az ODDA-bisz(malonat)
ligandum rendkiviili szelektivitdsa elényds lehet a szervezetbe keriilt toxikus
fémionok, igy az Pb*" illetve az **’U-izotop maghasadasakor nagy mennyiségben
keletkezd, nagy felezési idejii *°Sr radioaktiv izotdp eltavolitisakor. A két gly-gly-
OCH,CH; funkciés csoportot tartalmazé 18anN,O, szarmazék a Na'-ionnal
szemben a Ca’"-ra bizonyult rendkiviil szelektivnek'®>. Hasonlé megfontolasokbol
mindenképpen igéretesnek tiint a viszonylag hosszabb ¢€s tobb donoratomot
tartalmazo acetil-glicinat funkcios csoporttal szubsztitualt [18]anN,O4 ligandum

eléallitasa és komplexképzo sajatsagainak vizsgalata.

1V.3.1 Az ODDA-bisz(acetil-glicin) ligandum egyensulyi vizsgalata

Az ODDA-bisz(acetil-glicinat) (ODDA-Gly) ligandum 12 donoratomot
tartalmaz: 4 gytri éter-O, 2 gylrii amin-N, 2 amid-O, 2 amid-N" (az amidcsoport
ionizacidjat kovetden) és 2 karboxilat-O-t. Az ODDA-Gly ligandumot a NOTA-
Gly és a DOTA-Gly ligandumokhoz hasonloan tekinthetjiik gy is, hogy a
184nN,0, makrociklust funkcionalizaltuk két acetil-glicinat funcids csoporttal,
illetve ugy is, hogy két diglicin egységet kapcsoltunk 0ssze makrociklussa éter

tipust hidakon keresztiil.
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Az ODDA-Gly ligandum fémion szelektivitdsanak felderitéséhez
meghataroztuk néhany alkalifoldfém, atmenetifém- és lantanoida(Ill)komplexének
stabilitasi allandgjat, amihez elengedhetetlen a ligandum protonalodasi allandoinak
ismerete. A ligandum protonalodasi allandoit kodzvetlen pH-potenciometrias
titralassal hataroztuk meg KCI és KNO; ionerésségek alkalmazasa mellett. Az

ODDA-Gly ligandum titralasi gorbéjét a IV.3.1 abran tiintettiik fel.
14
12

pH

0 ‘ : :
4
IUg ekv.
IV.3.1 abra A ODDA-Gly (2 ekv. HCI hozzaadasaval) ligandum titralasi gorbéje.
([L]=2x107 M; 25 °C; 1,0 M KCl)

A titralas soran kapott adatokbol (160 Vi,-pH adatpar) szamitottuk ki az ODDA-
Gly ligandum protonalddasi allandoit, amit a IV.3.1 tdblazatban foglaltunk 6ssze az
acetat analdg ODDA ¢és ODDM ligandumok protonalodasi allandodival egyiitt

Osszehasonlitas céljabol.

IV.3.1 tablazat A ODDA-Gly, ODDA és ODDM ligandumok protonalodasi allandoi
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(25 °C)
Ligandumok ODDA-Gly oppA“! | oppM™*!
Kozeg 1,OMKCI | 1,0 MKNO; | 0,1 MKNO; | 0,1 MKCI
logK " 6,06 (0,03) | 6,15(0,01) 8,45 7,95
logk ;' 538(0,02) | 5,49 (0,01) 7,80 7,35
logK ;! 3,63 (0,04) | 3,64(0,01) 2,90 3,03
logK,' 2,70 (0,04) | 3,11 (0,01) - -




IV.3 ODDA-bis(acetil-glicin) ligadum egyensulyi vizsgélata

A tablazat adatai alapjan szembet(inG, hogy az ODDA-Gly ligandum elsé két
protonalodasi allandoja, ami valosziniileg a gylrli amin-N-ek protonalodasi
folyamatait jellemzi, kb. két nagysagrenddel kisebb, mig a harmadik, ami az egyik
karboxilatcsoport protonalodasahoz rendelhetd, kb. ugyanennyivel nagyobb, mint
az ODDA ¢és ODDM ligandumok megfelelé protonalodasi allandoja. Az ODDA-
Gly ligandum gytlirii amin-N-ek kisebb bdazicitasat a dipeptidekhez hasonld
viselkedés is eredményezheti, mivel ismert, hogy a peptidek terminalis
aminocsoportjanak bazicitasa kisebb, mint az aminosavaké. Ugyanakkor a gytiri
amin-N-ek bdazicitasaban bekovetkez6 valtozas meghaladja a peptidszeri
viselkedésbdl varhatd csokkenést, amit feltehetden az amidcsoport elektronszivo
hatasa eredményez. Ezzel szemben a karboxilatok protonalodasanak megfeleld
logKs", logK,™ protonalodasi allandok nagyobbak, mint a acetat analog ODDA és
ODDM ligandumoké, ami az ODDA-Gly ligandum dipeptidszerti viselkedésére és
a karboxilatoknak a makrociklusos gyiritol valé viszonylag tavoli
elhelyezkedésére utalnak. Az ODDA-Gly ligandum protonalodasi sorrendjét
'H-NMR spektroszkopias vizsgalatokkal hatiroztuk meg. A ligandum nem labilis
protonjainak pH fliggvényében feltiintetett kémiai eltolodasai a IV.3.2 abran
lathatok.

45
43

41 &—06 .

3,9
3,7
3,5

)0—0—0000000—9¢ —e—acetat CH2 (e)
—3—amid CH2 (d)
—a— OCH2 (b)

Su (ppm)

3.3 —m— (OCH2)2 (a)

3,14 \A\&A —A—NCH2 (c)

29 A

27 2

25 . : T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

pH
IV.3.2 dbra A ODDA-Gly 'H-NMR titralasi gorbéje
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Az ODDA-Gly ligandum 'H-NMR spektrumaban 5 jel talalhato, amelyeket a pH
novekedésével bekdvetkezd kémiai eltolodas valtozasaik alapjan  sikertiilt
beazonositanunk. Feltételeztik, hogy a karboxilatcsoportok protonalddasa
els6sorban az oldallanc NH-CH,-COOH (e) protonok, mig a gyiiri amin-N
atomjainak protonalédasa mind az amid N-CH,-CO (d), mind a gytirii N-CH,-
CH,-O (b,c) és kis mértékben az O-CH,-CH,-O (a) metilén protonok
arnyékoltsagara van hatdssal. Savas pH tartomanyban (pH=2-4) csak a karboxilat
metilén NH-CH,-COOH (e) protonok kémiai eltolodasaban kovetkezik be
valtozas, alatamasztva az elsé két deprotonalodési folyamat karboxilatokhoz
torténd rendelését. A pH tovabbi novelésének hatdsara (pH=4,5-8) elkezdédik a
gylrti amin-N-ek deprotonalédasa, aminek hatasara megndvekszik az amid N-
CH,-CO (d), a gytriit N-CH,-CH,-O (b,c) és kis mértékben a gyiirii O-CH,-CH,-O
(a) metilén protonok arnyékoltsaga és jeliik eltolodik a nagyobb térerd iranyaba. A
pH=8-13 tartomanyban nem kovetkezik be wvaltozds a protonok kémiai
eltolodasaban, ami a deprotonalodasi folyamatok Dbefejezddésére utal.
Mindenképpen meg kell emliteniink, hogy a gylrt N-CH, (c) és O-CH; (b)
protonjainak jele triplett a kozottiik 1étrejovo spin-spin csatolas kdvetkeztében, mig
a gytrit O-CH,-CH,-O protonjainak jele szingulett a molekula C2 szimetriajanak, a
gylrii flexibilitasanak és a protonalt/deprotonalt donoratomok kozotti gyors
protoncserének kdszonhetéen. Az N-CH, (c) és az O-CH,; (b) protonok kémiai
eltolédasanak meghatarozasanal a triplettek centrumat vettiik figyelembe.

Az ODDA-Gly ligandum a gyiiri amin-N-ek kisebb bazicitasa miatt
varhatoan joval kisebb stabilitasii fémkomplexeket képez, mint az acetat analdg
ODDA ¢és ODDM ligandumok. Az ODDA-Gly komplexek képzddése elegendben
gyors volt a kozvetlen pH-potenciometrias vizsgalatokhoz, melyek adataibol
szamitottuk a komplexek stabilitasi allandoit. A kapott titralasi gorbéket a IV.3.3 és
a IV.3.4 abrakon tiintettiik fel.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
lag ekv.
1V.3.3 abra Az ODDA-Gly ligandum 1:1 ZnL (1.), 1:1 SrL (2.), 1:1 CaL (3.), 1:1 PbL (4.)
és 1:1 CdL (5.) osszetételii rendszereinek titraldsi gorbéi. ([L]=[Zn*']=[Ca’']=
[Sr*"]=[Pb*" ]=[Cd*"]=2x10~ M; 25 °C; 1,0 M KCl és 2 ekv. HCI, illetve a Pb*" és a Cd*"
esetében 1,0 M KNOs és 2 ekv. HNO; hozzaadasa mellett)

14
12 7
10 - 6
o 2 5 1.
61 2.
4 4
\3
2 | .
0 ‘ ‘ 4. ‘
0 2 4 6 8
lag ekv.

IV.3.4 abra Az ODDAA-Gly ligandum 1:1 LaL (1.), 1:1 CeL (2.), 1:1 NdL (3.), 1:1 EuL
(4.), 1:1 GdL (5.), 1:1 DyL (6.) és 1:1 YbL (7.) 0Osszetételil rendszereinek titralasi gorbéi.
([L]=[La* 1=[Ce* 1=[Nd’ |=[Euv’ " |=[Gd* |=[Dy* ]=[ Yb*']=2x10° M; 25 °C; 0,1 M KCI;
2¢kv. HCI hozzaadasa mellett)

A titralasi gorbék alakja arra utal, hogy az ML 6sszetételii komplexek képzddése
mellett egyébb protonalt komplexek is kialakulnak. A szamitasok soran a titralasi
gorbe Vig,-pH adatparjainak legjobb illeszkedését abban az esetben kaptuk, ha a
deprotonalt ML és a protonalt MHL komplexek képzodésének feltételezésével
éltiink. A kapott logKy és logKun értékeket a TV.3.2 tablazatban foglaltuk Gssze.

crcr

egyenletek adjak (39. oldal)).
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IV.3.2 tablazat Az ODDA-Gly és ODDA komplexek stabilitasi €s protonalodasi allandoi

(25°C, 1,0 M KCl illetve 1,0 M KNOs)

ODDA-Gly ODDAM!

logKmL logKmL logKmL
Ca™ | 539(0,02) | 3,26(0,03) 8,39
Sr* | 5,18(0,01) | 3,04(0,02) 8,29
Zn* | 2,64(0,02) - 8,42
Pb* | 9,76 (0,03) | 7,21(0,02) 13,55
Cd* | 7,98(0,04) | 5,47(0,02) 11,07
La™ | 8,84(0,03) | 3,19(0,02) 12,21
Ce*" | 9,18(0,04) | 3,27(0,02) 12,23
Nd** | 9,22(0,03) | 3,21(0,01) 12,21
Eu® | 8,45(0,04) | 2,99 (0,05) 12,02
Gd* | 8,06(0,03) | 2,77 (0,04) 11,93
Dy | 7,53(0,01) - 11,57
YL | 6,41 (0,05) - 10,90

Az alkalifoldfém ODDA-Gly komplexek stabilitisa kicsi és a Sr*’-ion esetében a
Ca*"-ionnal szemben vart szelektivitis elmarad az ODDM ligandumhoz képest. Az
eltéré viselkedést feltételezhetden az amidcsoport karbonil-O-jeinek a kisebb
méretli Ca®"-ionhoz torténé erdsebb koordinacidja okozza, ami lecsdkkenti a gyfirii
méretszelektivitasat. A Zn*'-, Pb**- és Cd(ODDA-Gly) komplexek stabilitasa tobb
nagysagrenddel kisebb, mint a megfeleld acetat analog ODDA komplexeké. Az
ODDA komplexekben a karboxilatcsoport részt vesz a fémion koordinaciojaban 5-
tagn  kelatgytiriit  kialakitva'®.  Azonban az ODDA-Gly ligandum
karboxilatcsoportja viszonylag tavol helyezkedik el a makrociklusos gylritdl, igy
kozvetlen koordinacidja meglehetésen nehéz, ami mindenképpen stabilitas
csokkenést eredményez. Feltételezhet6en a toltéssel nem rendelkezé gytirli amin-
N-ek és a amid-O-ek vesznek részt a fémionok koordinacidéjaban, ami nagyobb
méretli fémionok esetében kiillondsen igaz, ahol a gylri-O-ek is kis mértékben
kozremuikodhetnek a kézponti fémion koordinaciojaban. Az ODDA-Gly és ODDA
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Zn(Il)-komplexek stabilitisa kozott tapasztalt nagy killonbség a Zn*"-ion kis
méretével magyarazhato, ami miatt a Zn([18]anN,0,)*" komplex stabilitésa is kicsi
(logKz, =3)". Ugyanakkor figyelemre méltd6 a Zn’"- és az Pb(ODDA-Gly)
komplexek stabilitasi allanddinak a nagymértékii eltérése, aminek alapjan az
ODDA-Gly szelektivitasa az Pb*"-ra nagyobb, mint az ODDA ligandumé. Az
ODDA-Gly komplexek stabilitasi allandéinak szamitasakor figyelembe kellett
venniink protonalt komplexek képzédését a jobb illeszkedés érdekében. A Ca’'-,
Sr*-  és  Ln(ODDA-Gly)" komplexek  protonalodasi  allandoi  egy
karboxilatcsoporthoz, mig a viszonylag ,.soft” karakterti fémionok esetében (Pb*",
Cd*") érdekes modon egy bazikusabb, gylirii amin-N-hez rendelhetd.

Az atmenetifém-ionok kozlil meghatdroztuk még a Cu(ODDA-Gly)
komplex stabilitasi allanddjat szintén kozvetlen pH-potenciometrids titralassal. A
Cu®": ODDA-Gly 1:1 illetve 2:1 fém-ligandum aranyu titralasi gorbéit a IV.3.5.

abran tiintettiik fel.
12

lug ekw.
IV.3.5 abra A Cu’:ODDA-Gly 1:1 (1.) és 2:1 koncentracié aranyu rendszerek titralasi
g6rbéi. ([L]=[Cu®"1=0,005 M (1.); ([L]=0,005 M, [Cu*"]=0,01 M (2.); 25 °C; 1,0 M KNO)

A Cu”"-ionok kis méretiik ellenére viszonylag stabilis komplexet képeznek a nagy
makrociklusos iireggel rendelkez6 ODDA ligandummal. (logKcyoppay= 14,49)41. A
makrociklusos amin-N donoratomjai rendkiviil erésen koordinalodnak a Cu'-
ionhoz, mig az éter tipust oxigének viszonylag tavol helyezkednek el a fémion

koordinacios szférajatol, igy szerepiik valoszinileg nagyon csekély a fémion
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koordinacidojaban. A Cu(ODDA) komplex rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata
alapjan megallapitottak, hogy a gylirli amin-N-ek és a makrociklus sikja alatt és
felett transz térhelyzetben 1év6 karboxilatcsoportok siknégyzetes geometriaban
vesznek részt a Cu®-ion koordinaciojaban'®.

A Cu®": ODDA-Gly 1:1 és 2:1 koncentracié aranyu rendszerek titralasi
gorbéjében a H,L+2ekv. HCI formabdl kiindulva 5,5 és 7 ekvivalens lug fogyasa
figyelhetd meg. A titralasi gorbék elsé szakaszat (pH<4,0) CuHL ¢és CulL
Osszetételll részecskék képzodésével, majd pH>4,5 tartomanyban az egyik amid-
tudtuk értelmezni. Azonban a pH>7,0 tartomanyban bekovetkezé tovabbi
lugfogyast a masik amid-NH csoport deprotonalodasaval lehetne magyarazni, de
CuLH,, részecske képzodésével a titralasi gorbe 0,5 ekvivalensnyi ligfogyasa nem
volt leirhatd. A Cu*":ODDA-Gly 1:1 aranyt rendszer 0,5 ekvivalens lugfogyasat
Cu,LH_; 6sszetételt vegyes ligandumu hidroxokomplex képzddése és a ligandum
fele mennyiségének szabadda valdsa eredményezi, amit az 'H-NMR spektrum
felvételével bizonyitottunk. Ez igen figyelemremélté eredmény, mivel a korabban
vizsgalt 1:1 Cu®"-ligandum aranyu rendszerekben kétmagvi komplexek spontan
képzddését nem tudtadk kimutatni. Ez mindenképpen a kétmagvia komplex
kitiintetetten nagy stabilitdsara utal. A 2:1 aranyt Cu®:ODDA-Gly rendszer
titralasi gorbéjén a pH=6-10,5 tartomanyban (7 lig. ekvivalensnél) egy jelentékeny
pH ugras figyelheté meg, ami a Cu,LH; O0Osszetételii vegyes ligandumu
hidroxokomplex teljes kialakulasanak és dominancidjdnak az eredménye. Ez a
kétmagvia komplex rendkiviil stabilis, mivel Cu(OH), csapadék kivalasat nem
tapasztaltunk. A Cu”":ODDA-Gly 1:1 és 2:1 aranyu rendszerek titralasi gorbéinek
leirasahoz a kdvetkezd egyensulyi folyamatokat és allandokat vettiik figyelembe:

CuL = CuLH; + H"
_[CuLH ,J[H"]

= VI.3.1
CuLH -1 [CuL]
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CuLH,; + Cu** = Cu,LH, + H*
[Cu,LH_,][H"]

= VI1.3.2
" [CuLH_,][Cu*]
CUZLH_Z S CUQLH_g + H+
Ky; = [Cu,LH ][H ] IV.3.3

) [Cu,LH_,]

A szamitasok soran kapott protonalodasi, stabilitasi és egyensulyi allandokat a

IV. 3.3 tablazat tartalmazza.

1V.3.3 tablazat Cu>-ODDA-Gly rendszerben képz6dé komplexek stabilitasi,
protonalodasi és egyensulyi allandoéi (25 °C; 1,0 M KNOs)

ODDA-Gly

logK ¢, 7,63 (0,02)

logK ¢y 3,19 (0,04)

logK ey | 6,03 (0,02)

logKy, ., | -2,64(0,03)

logK,,_; -4.61 (0,02)

A téablazat adatai alapjan megallapithato, hogy a Cul komplex stabilitasa joval
valamivel nagyobb pH-n kovetkezik be, mint a di-, illetve a triglicin esetében'”. A
Cu,LH,, 0Osszetételi részecske képzodését nem tudtuk kimutatni. A Cu,LH;
Osszetételli komplex képzddése valosziniileg egy OH™ -ion belépéséhez és vegyes
ligandumi OH™ -hidas kétmagvi komplex kialakulasdhoz rendelhetd, amit

feltételezhetéen a makrociklus két amin-N-jének nagy tavolsdga tesz
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kedvezményezetté. A Cu’:ODDA-Gly 1:1 és 2:1 aranyu rendszerek eloszlasi
diagramjai IV.3.6 és IV.3.7 abrakon lathatoak.
100
80
60
%

40

20

IV.3.6 abra Az 1:1 Cu**-ODDA-Gly rendszer eloszlasi diagramja ([L]=[Cu*"]=5x10" M)

CU.ZJr CuZLH_g

100
80
60 |
%
40

20

0

2 4 6 8 10

pH
IV.3.7 abra Az 2:1 Cu*'-ODDA-Gly rendszer eloszlasi diagramja ([L]=5x10" M,
[Cu®']=0,01 M)

Az 1:1 fém-ligandum aranyu rendszerben a protonalt CuHL és CuL Osszetételil
részecskék képzdodése parhuzamosan megy végbe a pH=3-4,5 tartomanyban.
Feltételezhetden a ODDA ligandummal mutatott nagy mértékii hasonlosaga alapjan
a gyliri két amin-N-je és az oldallancok amid-O-jei transz helyzetben vesznek részt
a Cu”-ion koordinaciojaban'®. Az egyik oldallanc amid-NH-csoportjanak
ionizaciodja, koordinacidja és a CuLH.; Osszetételii részecske kialakulasa pH>5,5
esetében kovetkezik be. A pH tovabbi ndvelésével pH>7 esetében egy idoben

lejatszodik a masik oldallanc amid-NH-csoportjanak deprotonalddasa, a kétmagva
114



IV.3 ODDA-bis(acetil-glicin) ligadum egyensulyi vizsgélata

komplex képzédése és mindkét Cu®"-ionhoz egy idében koordinalodo hid helyzetii
OH-ion belépése. Az emlitett OH -hidas vegyes ligandumu Cu,LH_; Gsszetételii
komplex dominal a pH>9 tartomanyban. A 2:1 aranyu rendszer eloszlasi diagramja
alapjan megallapithatd, hogy az 1:1 aranyu rendszerrel azonos Osszetételii, de
Iényegesen kisebb koncentracioknal megy végbe az egyes részecskék kialakulasa
és pH>5,5 esetében mar kizarolag csak a Cu,LH_; komplex van jelen oldatfazisban.

A Cu*":NOTA-Gly és Cu’":DOTA-Gly-hez hasonléan a Cu*:0ODDA-Gly
rendszerben is spektrofotometrids vizsgalatokat végeztiink a képzodé komplexek
kotésmodjanak felderitése érdekében. Az 1:1 aranyG Cu®*-ODDA-Gly rendszer
kiilonb6zo pH értékeknél felvett abszorpcids spektrumait a IV.3.8 abran tiintettiik

fel. 07

0,6
0,5 -
0,4
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 ‘ ‘ ‘
450 550 650 750 5 (nm)

Abs

IV.3.8 abra Az 1:1 aranya Cu®"-ODDA-Gly rendszer abszorpcids spektrumai kiilonbozé
pH-on. (pH=3,29 (1.), 3,52 (2.), 5,63 (3.), 7,08 (4.), 9,30 (5.), 11,56 (6.);
[Cu®']=[L]=5%10" M 25 °C; 1,0 M KNO3)

A pH=3-5 tartomanyban a Cul 0&sszetételli részecske dominal, melyben mindkét
amin-N ¢és amid-O részt vesz a fémion koordinacidjaban. A Cu(ODDA-Gly)
komplex abszorpciés maximuma 680 nm koriil talalhaté. A Cu(ODDA-Gly)
komplex egyik amid-NH csoportjanak deprotonalodasaval a CuLH_, &sszetételii
komplex keriil tulsulyba pH>5-nél, ami a Cu(Il)-oligopeptid komplexek amid-NH
csoportjanak ionizacidjahoz €s koordinacidjahoz hasonldéan 15-20 nm-es ,kék”

eltolodast eredményez (IV.1.1 fejezet). A CuLH., Osszetételli komplexben a két
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gylrii amin-N, egy kabronil-O, egy amid-N" és valosziniileg egy karboxilatcsoport
vesz részt a Cu’™-ion koordinacidjaban. A pH tovabbi novelésének hatasara
feltételezhetéen egy ujabb Cu®’-ion belépésével bekovetkezik a masik amid-NH
csoport deprotonalodasa és azt kovetden egy OH -ion koordinicidja vegyes
ligandumu OH™ -hidas kétmagvu Cu,LH_; komplex képz6dését eredményezve, ami
30-40 nm-es ,,vOros” eltolodast okoz a Cu2+-ODDA-Gly rendszer d-d
elektronatmeneteihez tartozd abszorpcids savjanak maximumaban. A Cu,LH
Osszetételi kétmagviu komplexben egy amid-N" és karboxilat-O koordinalodik
egy-egy Cu’"-ionhoz a gyiirii amin-N-ek mellett. A Cu*"-ionokat a gytirii sikjahoz
feltételezhetSen kozel elhelyezkedd OH™ -hid kot 6ssze. A Cu® -ionok koordinacios
szférdja azonos a CuLH., és az igen kis koncentraciéban jelenlévé Cu,LH.,
Osszetételli részecskékben, aminek koszonhetéen nem észleliink jelentsebb
valtozast a Cu®’-ODDA-Gly rendszer abszorpciés spektrumaban a Cu,LH.,
részecske megjelenésével. Azonban a Cu,LH._; 6sszetételii komplexben a OH -ion
belépésével egyel tobb negativ toltésii (OH) donoratom vesz részt a Cu'-ion
koordinaciojaban a CulLH., komplexhez képest, ami mindenképpen ,,vOros”
eltolodast eredményez a Cu’-ODDA-Gly rendszer abszorpciés savjanak
maximumaban, alatimasztva a komplex feltételezett szerkezetét és a koordinalodo
donor atomok kémiai mindségét. A Cu,LH.; 0Osszetételli komplex feltételezett

szerkezete a IV.3.9 abran lathato.

1V.3.9 abra A Cu,LH_; 6sszetételli komplex feltételezett szerkezete
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A Cu’:ODDA-Gly rendszerek pH-potenciometrias ¢és spektrofotometris
vizsgalatai alatamasztottdk az amid-NH csoportok deprotonalddasat, a Cu*"-ionok
koordinaciojaban vald részvételét, a kétmagvia OH'-hidas Cu,LH; komplex
képzOdését és Kkitlintetetten nagy stabilitasat, amit feltételezhetéen a makrociklus
flexibilitdsa, a gylr(i nitrogén és a kapcsolt N-acetil-glicinat funkcids csoport
dipeptidszert viselkedése eredményez.

A Cu,LH_; 0sszetételi, kétmagva komplexben a OH™ hid kozvetitésével
kolcsonhatas alakul ki a Cu**-ionok parositatlan elektronjai kozott, ami lecsdkkenti
a komplex paramagneses jellegét A Cu>-OH-Cu”" antiferromagneses kélcsonhatas
kialakulasat és a Cu,LH.; Osszetételii kétmagva komplex oldatfazisu szerkezetét
'H-NMR  spektroszkopias modszerekkel vizsgaltuk meg. Az 1:1 aranyG
Cu*":ODDA-Gly rendszer "H-NMR spektrumait a I'V.3.10 abran tiintettiik fel.

a. 3. 1.
e.
b. j\i c.
(ppm) 3.80 3.60 3.40 3.20 3.00 2.80 2.60
2.
(ppm)S.EO 3.60 3.4 3.2 j 3.00 2.80 2.60
s ! ‘ o
———————
45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10

(ppm
IV.3.10 dbra Az 1:1 aranyi Cu*":0ODDA-Gly rendszer 'H-NMR spektruma
([Cu*']1 = [ODDAGIy] = 0,03 M, pH = 11,8 (1.); az 1. spektrum 2,6 — 3,9 ppm kozotti
szakasza kinagyitva (2.); a szabad ligandum spektruma [ODDA-Gly]=0,015 M (3.)
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Az 1:1 aranya Cu’":ODDA-Gly rendszer eloszlasi diagramja alapjan pH>8
tartomanyban a Cu,LH.; 0Osszetételii komplex képzodésével szabadda valo
ligandum mennyisége egyre jelentdsebbé valik, aminek jelei megjelennek a Cu®'-
ODDA-Gly rendszer "H-NMR spektrumaban is, utalva a Cu,LH_; 0Osszetételd
komplex és a szabad ODDA-Gly ligandumok kozotti lassu cserére. A Cu®:ODDA-
Gly rendszer 'H-NMR spektrumaban a jelek szélessége sokkal kisebb, mint a
paramagneses Cu(ll)-komplexek esetében altaldban tapasztalni lehet, ami utal a
Cu®"-OH-Cu*" kolcsonhatas antiferromagneses jellegére. A pH=11,8 esetében a
Cu’":0ODDA-Gly rendszer '"H-NMR spektruméban &6t 1:1:2:1:1 integral aranyu jel
talalhatd a szabad ligandum jelein kiviil, melyek kémiai eltoloddsa jelentdsen
megndvekedett a komplex fennmaradd paramagneses jellegének koszonhetden. A
jelek metil csoportokhoz torténd rendelése nehéz, mivel a protonok kémiai
eltolédasat nem csak a paramagneses centrumtdol mért tavolsaguk, hanem
egymashoz viszonyitott kotésszogiik és a koordinativ kotések kovalens jellege is
befolyasolja™®’. A kétmagvii komplex szerkezetének pontos ismeretéhez sziikség
lenne rontgendiffrakcioés vizsgalatokra is, de sajnos a mérésekhez alkalmas
egykristalyt nem sikeriilt el6allitanunk. Feltételeztiik, hogy a gyliri amin-N-¢ek, az
amid-N~ -ek, a karboxilat-O-ek ¢és a hid helyzeti OH  -ion kozelitéleg
siknégyzetesen, mig a gy(lrh éter-O atomjai viszonylag gyengén axialis pozicioban
koordindlodnak a Cu®*-ionokhoz. A metil protonok eltéré kémiai kérnyezetébol
(arnyékoltsag) és a szomszédos donoratomok koordinacids viszonyaibol arra
kovetkeztettiink, hogy a 41 ppm-nél talalhaté széles szingulett az oldallanc
amidcsoportjahoz kapcsoldddé N-CH,-CO (d), mig a 25 ppm-nél talalhato széles
szingulett az oldalldinc karboxilatcsoportjahoz kapcsolodd N-CH,-COO™ (e)
metilén  protonokhoz rendelhet6. A Cu’:0ODDA-Gly rendszer 'H-NMR
spektrumanak 9,5, 9, 3,5, és -0,5 ppm-nél taldlhat6 jelei a makrociklus harom
kiilonb6z6 tipusi (O-CH,-CH,-O (a), N-CH,-CH,-O (b), N-CH,-CH,-O (c))
metilén protonjaihoz tartoznak. A komplex kialakulasaval a makrociklus

szerkezete merevebbé valik és a viszonylag hosszu élettartami fém-donoratom
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kotés miatt a korabban kémiailag ekvivalens metilén protonok nem-ekvivalensekké
valnak. A szomszédos metilén protonok spin-spin csatoldsa miatt jeleik
felhasadnak, amelyek a gyengébb paramagneses hatas eredményeképp atfedésbe is
keriilhetnek megnehezitve jeleik kdzvetlen beazonositasat.

Magneses szuszceptibilitas mérések alapjan nem csak a paramagneses
komplexek magneses tulajdonsagaira lehet kovetkeztetni, hanem a kétmagvi
komplexekben a parméagneses fémionok egymashoz viszonyitott helyzetére is'®. A
Cu,LH_; dsszetételli komplexben a Cu**-ionok kozott kialakuld antiferromagneses
kolcsonhatas jelentdsen befolydsolja a komplex magneses tulajdonsagait, amit az
Evans-modszer alapjan oldatfazisban, NMR spektroszkopias vizsgalatokkal
tanulmanyoztunk'®. Az eljaras lényege, hogy a paraméagneses és diamagneses
kornyezetben 1évo referencia protonok (esetiinkben az oldatban 1évé 10 % tercier-
butanol metilén protonjai) kémiai eltolodasa kiillonbozd, a paramagneses
kornyezetben 1év6 protonok jele a nagyobb frekvencidk iranyéba tolodik el. A 'H-
NMR-s vizsgalatok soran kapillarisban 10 % tercier-butanolt tartalmazo D,O-s
oldatot helyeztiink a Cu,LH; komplex szintén 10 % tercier-butanolt tartalmazo
D,0-s oldatdba ¢és meghataroztuk a két kiilonbozé kornyezetben 1évé  tercier-
butanol metilén protonjainak kémiai eltolodasbeli kiilonbségét (Ad). A
paramagneses részecskék altal a referencia protonok kémiai eltolodasaban indukalt
valtozast négy kiilonb6zd folyamat (Ady diamagneses-, Ady kontak-, Ad,k pszeudo-
kontakt- és a Adpwvs kdzeg magneses szuszceptibilitasa altal indukalt eltolodas)
eredményezi'®.

AS = Ay + Ady + Ady + Adgums IvV.3.4

A diamagneses-eltolodast a paramagneses részecske egyes atomjainak induktiv
effektusai hatarozzak meg, de ez altalaban kicsi a paramagneses hozzajarulasok
hatasahoz képest, igy gyakorlatilag elhanyagolhatd. A referencia protonok
rezonancia frekvenciajanak kontakt- és pszeudo-kontakt-eltolddasa a paramagneses

fémion és a referencia protonok kdzvetlen (kémiai kotés) vagy téren keresztiili
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kolesonhatasakor alakul ki. A kdzeg magneses szuszceptibilitasa altal indukalt
kémiai eltolodas valtozast a paramagneses részecskék magneses tér iranyaba
torténd részleges rendezddése és az altaluk kifejtett arnyékolo hatas eredményezi.
Az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott gyakorlatilag csak a kdzeg
magneses szuszceptibilitdsa hatarozza meg a tercier-butanol metilén protonjainak
kémiai eltolodas valtozasat, amelybol a IV.3.5 és IV.3.6 egyenletek alapjan
szamithato a Cu,LH.; komplex magneses momentuma (uer)'® és az egy Cu®'-

centrumra juto atlagos parositatlan elektronok szama (N):

ll'leff ’
A =22 10°
(2,84j X IV.3.5

ty =4N(N +2) IV.3.6

crer

hémérsékletet és az s egy allandot jelol, melynek értéke fiigg a magneses tér

jellegétdl, a minta alakjatol és a magneses térhez viszonyitott helyzetétél, ami

esetiinkben s=§(kriomégnes)165. A Cu,LH; komplex 10 % tercier-butanol

jelenlétében felvett '"H-NMR spektrumat a IV.3.11 abran tiintettiik fel. A tercier-
butanol -CHj protonjainak kémiai eltolodasbeli kiilonbsége alapjan szamitottuk a
Cu,LH_; komplex effektiv magneses momentumat; teg = 2,26 B.M. (25 °C) és az
egy Cu(Il)centrumra jutd atlagos parositatlan elektronjainak szamat; N=0,51. Az
Evans-modszer alapjan végzett 'H-NMR spektroszkopias vizsgalatok eredményei
alatamasztottdk a kétmagvih Cu,LH; komplexben a Cu*"-ionok  kozotti
antiferromagneses kolcsonhatas kialakulasat, amely lecsokkenti a komplexben
kotott Cu®'-ionok magneses momentumat. Az egy Cu’-ionra jutd magneses
momentum a Cu,LH_; komplexben z4/Cu = 1,13 B.M., ami a Cu2+aq—i0n0kénél
(ter = 2,06 B.M., amit ugyancsak az Evans-modszerrel allapitottunk meg)

lényegesen kisebb. Ez valoszinileg a komplexben kotott OH'-ion, mint
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hidcsoporton keresztiil 1étrejové spin-spin csatolasnak tulajdonithaté, amelynek
koszonhetéen a Cu,LH.; komplex részben diamagnesessé valik és ESR jeleinek
intenzitasa is az egymagvu Cul komplex jeleihez képest jelentésen, annak mintegy

2-3%-ra csokken.

terc-BuOH -CHj jele
(mintaban) terc-BuOH -CHj jele
(kapillarisban)

IV.3.11 abra Az 2:1 aranyt Cu”":ODDA-Gly rendszer 'H-NMR spektruma
([Cu*"1=0,0156 M, [ODDAGly] = 7,8x10> M, 10 % tercier-butanol, 25 °C, pH = 10,0 (1);

az 1. spektrum 1,0 — 1,5 ppm kozotti szakasza kinagyitva (2.)

Szamos hasonld szerkezetli kétmagvia Cu(ll)-komplexet korabban mar
kimutattak az irodalomban magneses momentum mérések segitségével, amelyek
magneses szuszceptibilitdsa jelentésen fiiggott a Cu*-OH-Cu®" kotésszogtol'®.
Hay, Thimbeault és Hoffman elméleti szamitasok alapjan kimutattak, hogy a kozel
180° Cu*"-L-Cu®" kétésszog nagyon erds spin-spin kolcsonhatést tesz lehetévé a
Cu*"-ionok kozott, amikor a Cu®-Cu®" kozotti spin-spin kolcsonhatast jellemzé
-2J csatolasi 4allandd értéke 1000 cm™ koriili és a komplex gyakorlatilag

diamagneses. (A —2J csatolasi allandé a spin-spin kolcsonhataskor kialakulo
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szingulett és triplett allapotok kozotti energia kiilonbséget jelenti). A 90° kotésszog
esetén a vegyiilet gyengén ferromagneses jellegti, mig 100 cm™ koriili —2J érték
esetén a kotésszog értéke 97-100° koriil van'®. A —2J csatolasi allandé a Cu,LH ;
komplex kiilonb6zé hémérsékleteken meghatarozott magneses momentumainak
(terr) ismeretében a IV.3.7. egyenlet alapjan szamithato'®®. Ezek mellett a IV.3.8
egyenlettel kiszamitottuk a Cu,LH.; komplex molszuszceptibilitds (yu)'® értékeit,

amelyeket a szamitott —2J csatolasi allandokkal egyiitt a IV.3.4 tablazatban

tuntettuk fel.
69°
Hog = |7 = He IV.3.7
3+ev
78\ W7 27
X =3T(69 {3+ek } IV.3.8

Az egyenletekben szereplé g a szabad elektron g-tényezdje (9=2,00232), 1 a
vakuum permeabilitasa (1p=1,25663706x10° T’m’J"), s a Bohr-magneton
(16=9,27400899x10* JT™), Na az Avogadro-allandd (Nx=6,02212x10* mol™), k
a Boltzmann-allandé (k=1,38066x107 J-K™") és a T az abszolult hémérséklet (K).

1V.3.4 tablazat ACu,LH_; komplex kiilonb6z6 hémérsékleteken meghatarozott magneses

momentuma (i) , molszuszceptibilitasa (yy) és spin-spin csatolasi allandoi (-2J).

T (K) Lt (BM.) | ym (cm’mol™) 2] (em™)
274 2,28 2,98x107 92,8
298 2,26 2,69x107 11,1
323 2,29 2,55x107 103,7

A kétmagvii Cu,LH.5 OH -hidas komplex 'H-NMR spektroszkopias modszerekkel

meghatarozott magneses momentuma ¢és a csatolasi allandoja alapjan gyenge spin-
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spin kélcsonhatas alakul ki a komplex két Cu**-ionja kozott, ami a Cu*"-OH-Cu®"
kotés 97-100° koriili kotésszog kialakulasat teszi valoszintive'®.

A ligandum koordinacios kémiai viselkedésének megértése szempontjabol
fontos a Ln(IlI)-komplexek stabilitdsanak ismerete. A Ln(ODDA)" és Ln(ODDA-
Gly)" komplexek stabilitasi allandoi a Ln*"-ionok rendszaménak a fiiggvényében a

IV.3.11 abran lathatoak.

13
12* ] | I m
11 A
10 ~

*
[ 4 M

logK wmL

A OO N 0 ©
L L L L

La C;e l;r h;d P'm S'm éu C;d T'b E;y I-;o ér T;n Y'b Lu
IV.3.11 abra Az LnL komplexek stabilitasi dlland6i (Ln(ODDA-Gly)" (),
Ln(ODDA)" (m))

Az ODDA ligandum esetében azt feltételezték, hogy a 18 tagli makrociklusos
gyliriibe a nagyobb méretii Ln*"-ionok illeszkednek jobban, igy ezek komplexei
stabilisabbak, mint a sorozat vége fele taldlhat6 Ln*"-ionok komplexei''. Ehhez
hasonld véltozas figyelhet6 meg a Ln(ODDA-Gly)" komplexek stabilitési
allandoéinak lantanoida sorozaton beliill mutatott menetében. Mindkét ligandum
esetében a Pr''-Nd’"-ig kozel allando, ezt kovetden pedig a Lu’'-ig csokkenés
figyelhetd meg a stabilitasi allandok értékeiben. Valdszinlileg a toltéssel nem
rendelkezd amid-O-ek gyengébb koordinacidja felelés az Ln(ODDA-Gly)"
komplexek kisebb stabilitasi allandoi értékeiért és a fémionok méretének
csokkenésével bekovetkezd nagyobb mértékii csokkenéséért, ami a makrociklus
gylirti jelentésebb méretszelektivitasat eredményezi. A logKy, értékek jelentékeny
csokkenése a Nd**-ot kovetd elemek esetében azt is jelzi, hogy a komplexek

képzédésében a makrociklus donor atomjai és a Ln’"-ionok kélcsonhatasanak is
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fontos szerepe van és a Ln’"-ionok feltehetéen a makrociklusos gytiriiben

helyezkednek el.
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V. KISERLETI RESZ
V.1 A vizsgalt ligandumok eléallitasa és koncentraciéjuk meghatarozasa

A NOTA-Gly és az ODDA-Gly ligandumok eldallitasara Dr. Ivanyi Timea
és Dr. Lazar Istvan dolgozott ki modszert'®. Ugyancsak 6k allitottak el a DOTA-
Gly ligandumot a korabban leirt eljaras szerint®®. A ligandumok el6allitisa tbb
lépésben tortént. Elsdként az oldallancot szintetizaltak. Azeotrop desztillacidval
glicil-benzilészter p-toluol-szulfonsav so6t allitottak el6, amelybdl a lagos
extracioval felszabaditott glicil-benzilésztert brom-acetil-bromiddal reagaltatva az
1-Br-(benziloxi-glicin-karboxil-metil) oldallancot nyerték. Az igy eldallitott
vegyiilet Sy reakcioban HBr kilépése kozben kapcsolodott az 1,4,7-
triazaciklononan, az 1,4,7,10-tetraazaciklododekan és az 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-
diaza-ciklooktadekan  gytirikh6éz, majd a  benzilcsoport  katalitikus
hidrogénezésével torténo eltavolitasaval a kivant ligandumokat nyerték.

A DOTAM ligandumot Dr. Téth Eva, a Lausanne-i Szovetségi Miiszaki
Egyetem (EPFL) Kémiai Intézetébol bocsatotta rendelkezéstinkre.

Az anyagokat, melyek legalabb 99%-os tisztasagiiak voltak, tovabbi
tisztitdas nélkiil hasznaltuk a viszgalatokhoz. A ligandumokbol készitett
felesleg jelenlétében és tavollétében felvett titralasi gorbékbdl hataroztuk meg,
figyelembe véve a protonalodasi lépcsdknek  megfeleldé  ekvivalens
lagmennyiségeket. A Ca’-felesleg jelenlétében tortént mérések soran a fémion a
komplex képzddéssel parhuzamosan ,leszoritja” a ligandumrol az Osszes
disszociabilis protont, ami alapjaul szolgalt a ligandumhoz tartozo teljes
protonkoncentracié meghatarozasanak. Ezekben az esetekben a fémionfelesleg a
mérést nem zavarja, mivel hidrolizis szamottevé modon csak egészen nagy pH-n

kovetkezik be.
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V.2 A vizsgalatok soran felhasznalt torzsoldatok elkészitése és

koncentraciéjuk meghatarozasa

A ritkafoldfém(III)-klorid torzsoldatokat 99,9% tisztasagu (Fluka)
ritkafoldfém-oxidokbol készitettiik, 1:1 higitast (~6 M) soésavban valo oldassal. A
sosavfelesleget vizflirdon végzett Ovatos beparlassal tavolitottuk el. A
standardizalt =~ Na,H,EDTA  mérooldattal, = hexametilén-tetraamin  puffer
alkalmazasaval (pH=5,8-6), xilenolnarancs indikator mellett hatdroztunk meg.

Az alkalifoldfém- és atmenetifém-klorid és -nitrat tdrzsoldatok analitikai
tisztasagu szilard alkaliféldfém- és atmenetifém-kloridokbol és -nitratokbol
(Sigma) késziiltek kétszer desztillalt vizben wvald oldassal. A torzsoldatok
koncentracidinak meghatarozasa szintén komplexometridsan tortént Na,H,EDTA
mérdoldattal' ™.

Az ionerbsség allitasahoz és pufferként hasznalt oldatok alt. minéségii

vagy atkristalyositott vegyszerekbdl késziiltek kdzvetlen beméréssel.

V.3 A NOTA-Gly, a DOTA-Gly és az ODDA-GIly ligandumok és

fémkomplexeik pH-potenciometrias vizsgalata

A pH-potenciometrids vizsgalatok soran Radiometer PHM 93 Reference
pH-mérét, PHG 211 iiveg- és K401 telitett kalomelelektrodokat, Radiometer ABU
80 automatabiirettat alkalmaztunk. A titralasokat 15 cm’-es oldattérfogatban,
alland6 kevertetés és termosztalas (25%0,2 °C), valamint 0,1 vagy 1,0 M (KCI,
KNO;) ionerdsségek mellett 0,2 M KOH-oldattal végeztiik, amelynek
koncentracigjat ismert koncentracioju KH-ftalat pufferoldat titralasaval

hataroztunk meg. A mérések elott és alatt a karbonatosodas elkeriilése érdekében

N,- vagy Ar-gazt buborékoltattunk at a rendszeren.
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A pH-mér6 két pontos kalibracidjara KH-ftalat puffer 0,05 M oldatat (pH
=4,005), valamint boérax puffer szén-dioxidtol elzart, N,-atmoszféra alatt tartott
0,01 M oldatat (pH=9,180) hasznaltuk.

A mintak allando ionerdsségii oldata és a kalomelelektrod telitett kalium-
klorid-oldata kozott kialakuld potencialkiilonbség nem egyezik meg a pH-mérd
beallitasara hasznalt KH-ftalat, illetve borax-oldatok és a kalomelelektrod KCl-
oldata kozott kialakuld difftizids potencialkiilonbséggel. Az eltérésbdl szarmazo
hibat az lrving és munkatarsai altal kidolgozott modszerrel vettiik figyelembe'”,
amelynek megfelelden egy 0,01 M HCl-oldatot az adott ionerésség mellett
lugoldattal titralva meghataroztuk a mért és a szamitott pH kiilonbségét.
Vizsgalataink soran ezt az értéket hasznaltuk fel a H'-ion-koncentracionak a
leolvasott pH értékekbdl torténd kiszamitasara.
adataibol a PSEQUAD szamitogépes program segitségével szamitottuk' >,

A ligandumok protonalodasi allandoinak meghatirozasa soran ismert
oldatainak pH értékeit 1,7-1,8 koriilire allitottuk és allandé ionerdsség mellet

(0,1 M, 1,0 M KCI vagy KNOs) 0,2 M KOH-oldattal titraltuk pH=11,5-ig. A
IogKiH értékeket mindegyik ligandum esetében 180-220 Vy,,-pH adatpar

felhasznalasaval szamitottuk.

Az alkalifolfémekkel, atmenetifémekkel ¢és lantanoidakkal képzodo
NOTA-Gly és ODDA-Gly komplexek, valamint az alkalifoldfém- és atmenetifém-
DOTA-Gly komplexek stabilitasi és protonalddasi allandoinak meghatarozasakor
gyakorlatilag 1:1 fém-ligandum aranyt allitottunk be Ugy, hogy kb. 0,5%
ligadumfelesleget alkalmaztunk. A pH-potenciometrias titralasokat 0,002 M fém és
komplexek stabilitasi és protonalodasi allandoinak szémitasa az 1,8-7,0 pH
tartomanyban meghatarozott 40-80 V,,-pH adatparokbol torténtek. Azokban az

esetekben, ahol a pH>7 tartomanyban tovabbi deprotonalddasi folyamatok
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kovetkeztek be ((Cu(NOTA-Gly), Zn(NOTA-Gly), Cd(NOTA-Gly)", Cu(ODDA-
Gly)) az egyensulyi allandokat  (logKwin-1, 10gKuih-2) tovabbi 60-90 Vi,-pH
adatparokbol szamitottuk ki.

A kétmagva  Gd"[Cu"(NOTA-Gly)[* és Gd"[zZn"(NOTA-Gly)]*
komplex stabilitasi allandéit szintén pH-potenciometriasan hataroztuk meg a kb. 2-
6 pH tartoméanyban kapott titralasi adatokbél ([Gd*"]=[Cu*"]=[NOTA-Gly]=0,002
M; [Gd*=[Zn* ]=[NOTA-Gly]=0,002 M). A kétmagvi komplexek stabilitasi
allandoinak meghatdrozdsa sordan a szamitasokat 40-70 Vi,-pH adatparbol
végeztik az 1:1 fém-ligandum aranynal kiszamitott stabilitdsi és protonalddasi
allandok (logKwmy, logKunL, 10gKunaL) felhasznalasaval.

A Ln(DOTA-Gly) komplexek stabilitasi  alland6it a  lasst
komplexképzddés miatt kiilon mintas pH-potenciometrids modszerrel hataroztuk
meg, Nyolc-nyolc egyenként 4 ml térfogatu kiilonallé mintat készitettiink, 1:1 fém-
ligandum aranynal ([Ln]=[L]=0,002 M), a pH=2,6-3,8 tartomanyban. A mintak pH
értékeit az egyensuly bealltat kovetden (5 hét, 25 °C) mértiik. A Ln(DOTA-Gly)
komplexek stabilitasi allanddinak szamitasahoz felhasznaltuk a ligandum és a
komplexek protonalodasi allandoit. Utobbiakat a Ln(DOTA-Gly) komplexek
torténd pH-potenciometrids titraldsa soran kapott 50-60 V,,-pH adatpar alapjan
szamitottunk.

A Gd"[Cu"(DOTA-Gly)]" ¢és Ce"[Ce"(DOTA-Gly)]*" kétmagvu
kompelxek stabilitasi allandoit az 1:1 aranyt Gd**-Cu(DOTA-Gly)* és Ce’'-
Ce(DOTA-Gly) ([Gd*"]=[Cu*"]=[DOTA-Gly]=0,002 M; [Ce* ]=[Ce(DOTA-Gly)]

pH-potenciometridsan hataroztuk meg. A kétmagvl komplexek stabilitasi
allandoinak szamitdsa a titralasok 40-50 Vi,-pH adatpérjaibol tortént, amihez
felhasznaltuk a Cu(DOTA-Gly)* komplex stabilitasi és protonalodasi allandéit,
illetve a Ce(DOTA-Gly) komplex protonalodasi allandoit.
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A Cu’-ODDA-Gly és Cu’-DOTA-Gly rendszerek pH-potenciometrias
vizsgalatat 1:1 ([Cu®"]=[ODDA-Gly]=0,005 M; [Cu*"]=[DOTA-Gly]=0,002 M) és
2:1 ([Cu*"1=0,01 M, [ODDA-Gly]=0,005 M; [Cu’"]=0,004 M, [DOTA-Gly]=0,002
M) fém-ligandum aranyt oldataikban végeztiik és a stabilitasi, az egyensulyi és a

rrrrr

illesztésével szamitottuk.

V.4 A NOTA-Gly, az ODDA-Gly és DOTA-Gly ligandumok Cu**-
komplexeinek, valamint a Ce(DOTA-Gly) és a Ce(DOTAM)* komplexek UV-

lathaté spektrofotometrias vizsgalata

Az amid-NH-csoport deprotonalodasat, a képzodé Cu(ll)-komplexek,
valamint a Ce’-DOTA-Gly és Ce’-DOTAM rendszerben a fémionok
koordinacids viszonyait ¢és a spektrumok iddbeli valtozasat UV-lathato
spektrofotometrids moddszerrel Cary 1E spektrofotométerrel 25 °C-on, 1 cm-es
kvarc kiivetta alkalmazasaval tanulmanyoztuk.

Az 1:1 aranyi Cu”-NOTA-Gly, a Cu*-DOTA-Gly és a Cu*"-ODDA-Gly
rendszerekben ([Cu>]=[L]=5x10" M) a pH=2,5-11,5 tartomanyban 400-800 nm
kozott vettiink fel spektrumokat.

A Ce’*-DOTA-Gly és a Ce’-DOTAM rendszerekben a komplex képzédést
a Ce’" 5d<4f atmenetéhez tartozd abszorpcios savjain, 220-330 nm-es
tartomanyban kiilonb6zé idokozonként felvett egyedi spektrumokkal kovettiik
nyomon, ami egyben alapjaul szolgalt a komplex képzddéshez sziikséges id6 és
egyensulyi pH tartomany meghatarozasanak. A Ce*"-DOTA-Gly rendszer 1:1 fém-
ligandum aranyu ([Ce’ ]=[DOTA-Gly]= 5x10* M, [NaOAc]=0,01 M, pH=4,85),
mig a Ce’-DOTAM rendszer 100:1 fém-ligandum aranya ([Ce’'] =0.05 M,
[DOTAM] = 5x10* M, [NaOAc]=0.01 M, pH=4,58) oldatai abszorpcios
spektrumat a komplex képzodés eldrehaladtaval bizonyos id6kozonként vettiik fel.

A Ce&"  felesleg fényabszorpcidjat  kompenzaltuk. Az  UV-lathato
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spektrofotometrids vizsgalatok spektralis paramétereit a V.4.1 tablazatban tiintettiik

fel.

V4.1 tablazat A spektrofotometrias mérések paraméterei.

Paraméterek Cu™ Ce™
Hulldmhossz (nm) 400-800 220-330
Kiivettahossz (cm) 1,0 1,0

Koncentracid (mol/dm?) 0,005 5.10% 0,05
Spektralis savszélesség (nm) 2,0 2,0
Adatkoz (nm) 0.5 0,250
Atlagolasi id6 (s) 0,1 0,3
Felvételi sebesség (nm/s) 300 50

A pH-t Radelkis OP-208/1 pH-mérével és Radiometer PHC 2406
kombinalt elektroddal mértiik. A pH-mérdé kétpontos kalibracidja soran NaH,PO,
puffert (pH=6,865), valamint KH-ftalat puffert (pH=4,005) hasznaltunk. A mintak
pH értékeit cc. HCl-val és szilard KOH-dal allitottuk be.

V.5 A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitisinak mérése

A vizprotonok longitudinalis relaxaciés idejét MS-4 tipusi NMR
spektrométerrel (Jozef Stephan Institut, Ljubljana) 9 MHz protonrezonancia
frekvencian, 0,2 cm’ oldattérfogatban, magnesezettség inverzid6 modszerrel
(inversion recovery impulzus szekvenciaval 180°-t-90°) hataroztuk meg. Az egyes
mérések soran 6-8 kiilonbozo késleltetési idot (7) alkalmaztunk, amit a késziilék
automatikusan allit be, és egy adott késleltetési idonél 5-9 mérés atlagolasaval
szamitottuk az adott T, értékeket. A mérések soran a homérséklet allandosagat
ultratermosztattal temperalt levegd befuvatasaval biztositottuk. A Gd(DOTA-Gly)

crcr

allitottuk eld, melynek pH-jat cc. HCI és szilard KOH-dal allitottuk be 7,0 koriili
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értékre. A vizsgalt oldatok pH mérése és a pH-mér6 kalibralasa az V.4 részben
leirtak alapjan tortént.

A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitisa hémérsékletfiiggésének
vizsgalatakor a fentiekben leirtak alapjan elkészitett oldatok relaxivitdsat mértiik
7.0 °C — 50 °C-os tartomanyban, amit ultratermosztat segitségével allitottunk be.

A Gd(DOTA-Gly) relaxivitdsanak pH-fiiggése vizsgalatakor a komplex
0,001 M koncentracioji oldatanak pH értékeit 2,0 és 12,5 kdzott valtoztattuk cc.
HCI és szilard KOH felhasznalasaval. Az oldatok elkészitésekor puffert nem
alkalmaztunk és a pH értékek beallitasa mindig kozvetleniil a mérés el6tt tortént. A

vizsgalatokat 25 °C-on végeztiik.

V.6 A Ln(DOTA-GIly) és Ln(DOTAM)3+ komplexek képzodésének, valamint

rrrrrr

A Ce*'- és az Eu(DOTA-Gly) komplexek képz3dési kinetikai vizsgélatait
Cary 1E tipusu spektrofotméterrel 320 és 250 nm-en, 1cm-es kiivettaban és 25 °C-
on termosztalt kiivetta tartd alkalmazasaval végeztiik a kovetkezd, pszeudo-elsé
rendii  feltételeknek  megfeleld  mintakban:  [DOTA-Gly]=3x10"  M;
[Ce’ 1=[Euw’]=3x107-1,5x10° M. A Ln(DOTA-Gly) komplexek kialakulasat a
pH=4,7-5,8 tartomanyban, 1,0 M KCl-os alland6 ionerésség mellett és N-metil-
piperazinnal pufferolt ((NMP]=0,03 M) oldatokban tanulmanyoztuk.

A Ce’*- és Eu(DOTAM)’" komplexek kialakulasat kozvetleniil (320 és 250
nm-en), mig a Gd*'-, Er’"- és Yb(DOTAM)*" komplexek képzddését kozvetve,
bromkrezolzold indikator jelenlétében (2,5x10° M, 616 nm-en) a komplex
kialakulasaval parhuzamosan a ligandumrol felszabaduld protonok okozta pH
csokkenést kovetve vizsgaltuk Cary 1E tipusu spektrofotométerrel. A vizsgalatokat
25 °C-on, a pH=4,7-5,8 tartomanyban, 1,0 M KCl-os ionerésség mellett gyengén
pufferolt oldatokban végeztiik, ahol a pH valtozas 0,07-0,1 pH egység volt. A Ce*'-
és az Eu(DOTAM)*" komplexek esetében [Ln’]=3x107-1,5x107 M tartoméanyban
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4 fémion koncentracional, mig a Gd**-, Er’’- és Yb(DOTAM)®" komplexeknél
6x10° M és 1,0x10? M fémion-koncentracional hatiroztuk meg a pszeudo-
elsérendii sebességi allandokat, a ligandum koncentracio 3x10* M volt. Az
indikator moddszerrel meghatarozott pszeudo-elsdrendli sebességi allanddkat a

V.6.1 tablazatban foglaltuk dssze.

V.6.1 tablazat A Gd*'-, Er’'- és Yb(DOTAM)** komplexek képzSdésének indikator
modszerrel meghatarozott pszeudo-elsérendii sebességi allandoi (Kops, s1)

([DOTAM]=3x10"* M, 1.0 M KCl, 25°C)

10% X Kops (s™)

Ln** pH 6x10°M  1.0x10° M
5.01 0.58 1.11
5.35 1.91 2.81
Gd* 5.46 3.45 6.99
5.54 4.78 10.7
5.68 9.55 22.5
5.20 0.13 0.26
. 5.56 0.72 1.29
Er 5.71 1.77 2.63
5.90 3.85 6.54
5.19 0.15 0.25
- 5.44 0.49 0.66
5.54 1.22 1.98
5.66 2.55 3.69

rrrrrr

szintén spektrofotometriasan 250 nm-en, 25 °C-on, 1,0 M ionerésség mellett ( a
HCIO, és a NaClO, koncentracidjanak osszege 1,0 M volt), 0,001 M Eu(DOTA-
Gly) koncentraciot alkalmazva, a 0,1-1,0 M [H'] tartomanyban végeztiik el.
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Az adott OH -, fémion- és H'-koncentraciokhoz tartozé pszeudo-elsérendii
sebességi allandokat legalabb 3 mérés atlagolasaval kapott kinetikai gorbék 111.2.2,
illetve a II1.2.3 egyenletekkel (42. oldal) torténé illesztésével, a SCIENTIST®

program segitségével a legkisebb négyzetek elve alkalmazasaval szamitottuk.

V.7 A NOTA-Gly, DOTA-Gly, DOTAM és ODDA-Gly ligandumok és
fémkomplexeik "H-NMR spektroszképias vizsgalata

A NOTA-Gly, DOTA-Gly és ODDA-Gly ligandumok és fémkomplexeik
'H-NMR spektroszkopias vizsgalatai D,O-val késziilt oldataikban Bruker Avance
360 spektrométerrel torténtek. A mintak hoémérsékletét Bruker VT-1000
hémérsékletszabalyozo egységgel tartottuk allando értéken (298 K).

A ligandumok ¢s fémkomplexeik koncentraciojat 0,02-0,03 M kozott
valtoztattuk és a fémkomplexek vizsgalatakor 5%-os fémion-felesleget
alkalmaztunk a szabad ligandum zavar6 proton jeleinek elkeriilése végett.

A DOTAM ligandum protoncsere-sebesség vizsgalatai soran a méréseket
0,1 M-os H,O oldatban végeztik D,O-t tartalmazé kapillaris alkalmazasa mellett.

A D,0-o0s mintak pD értékeit cc. DCI- és 2 M NaOD-oldatokkal allitottuk
be (pD=pHnet0,4)'”. A vizes oldatok pH értékeinek beallitisa, a pH-mérd
kalibralasa és a mintak pH mérése a V.4 részben leirtak alapjan tortént.

A spektrumok kiértékelését a Bruker Winnmr® szoftvercsomaggal

végeztiik.
V.8 A Cu(HNOTA-GIly) komplex rontgendiffrakcios szerkezetvizsgilata

A Cu(HNOTA-Gly) komplex szilard fazisu szerkezetét egykristalyanak
rontgendiffrakcids  vizsgalatdval hatdroztuk meg. Uvegkapillaris tetejére
epoxigyantaval rogzitett Cu(HNOTA-Gly)x4H,0 kristaly monokromatikus Mo K«
sugarzassal (A2=0,71073 A) adott reflexiéit 293 (1) K-en »-20 mozgatissal

Euraf Nonius MACH3 diffraktométerrel gytijtottiik. Abszorpcids korrekciot ,,psi
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scan” modszerrel végeztiik. A kristalyszerkezetet SIR-92'"*

program segitségével
hataroztuk meg és a legkisebb négyzetek modszerével SHELX-97'" programmal
finomitottuk. A  H-atomok kivételével minden egyes atom helyzetét
anizotropikusan szamitottuk. A H atomokat geometriai poziciokba tettilk. Néhany
hataroztuk meg, mig a tobbi viz-hidrogénatom helyzetét a kialakuld erés H-kotés
alapjan allapitottuk meg. Végso finomitasok soran az O — H kotéstavolsagot

0,85 A kozelében tartottuk, de a hidrogénatomok koordinatait finomitottuk. A
szerkezeti dbrakat WINGX-97'" programmal készitettiik.
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A munkam soran az acetil-glicinat funkcidés csoportot tartalmazé
makrociklusos triaza, tetraaza és diaza-tetraoxa ligandumok és lantanoida(Ill)-,
alkalifoldfém- és néhany atmentifém-ionnal képzett komplexeinek egyenstlyi és
szerkezeti, valamint a lantanoida(Ill)-DOTA-tetraamid komplexek kinetikai
tulajdonsagait vizsgaltam. Ezek a vizsgalatok foként a ligandumok koordinécids
kémiai viselkedésének felderitésére iranyultak alapkutatési jelleggel, de esetleges
orvosi vagy bioldgiai alkalmazasuk esetében, foleg MRI kontrasztanyagok
fejlesztése soran gyakorlati szempontbol is érdekesek lehetnek. Vizsgalataink
elvégzését indokolta, hogy az Eu(DOTA-Gly) és a Dy(DOTA-Gly)", valamint az
Eu(DOTAM)*" komplexeket egy most fejlesztés alatt all6 MRI technikaban
kontrasztnovelé anyagként alkalmazzak. Ugyanakkor a komplexek kémiai
tulajdonsagairdl — melyek a felhasznalas vonatkozasaban fontosak — nagyon kevés

ismeret all rendelkezésre. Az elért Gj tudomanyos eredmények a kovetkezok:

A NOTA-Gly alkalifoldfém-, atmenetifém- és lantanoida(Ill)komplexeinek
stabilitasi allandoi kozelitéleg 3-4 nagysagrenddel kisebbek, mint az acetat analog
NOTA komplexeké. A komplexek stabilitasanak csokkenését a koordinacidban
résztvevo toltés nélkiili donoratomok (3 gylri amin-N ¢és 3 amid-O) eredményezik,
szemben a NOTA-val, ahol ezt a szerepet a 3 gyliri amin-N és 3 karboxilat-O" tolti
be. A NOTA-Gly ligandum egyensulyi vizsgalatai soran kideriilt, hogy a ligandum
a dipeptidekkel mutat rokonsagot és a makrociklus gyiri flexibilitasanak
koszonhetden Cu”'-ionok jelenlétében a gylrii amin-N-ek ,horgony csoport”
szerepet tOlthetnek be, ami lehetové teszi az egyik amid-NH-csoport
deprotonalodasat és koordinaciéjat a Cu®’-ionokhoz. Hasonld deprotonalodasi
folyamatot észleltiink a Zn*'- és a Cd**-NOTA-Gly rendszerek pH-potenciometrias
vizsgalatai soran pH>8 esetén, amely feltételezhetben vegyes ligandumu

hidoroxokomplexek képzodéséhez rendelhetd. A viszonylag hosszabb és tobb
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donoratomot tartalmazé acetil-glicinat funkcids csoport a NOTA-Gly ligandum
esetében kétmagvi komplexek képzodésére nyljt lehetdséget, amelyek stabilitasa a
varakozasokkal ellentétben nem tul nagy. A Cu(HNOTA-Gly) komplex
egykristalyanak (Cu(HNOTA-Gly)x4H,0) rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata
rémutatott, hogy a fémionok koordinacidjaban torzult oktaéderes elrendezddésben
a 3 gyuri amin-N és 3 amid-O vesz részt, mig a karboxilatok az emlitett
koordinacios tiregtdl viszonylag tavol elhelyezkedve fliggetleniil protonalédhatnak.

A DOTA-Gly komplexek stabilitasi allandoja tobb nagysagrenddel kisebb,
mint az acetdt analdg DOTA komplexeké, amit a NOTA-Gly ligandumhoz
hasonl6an a koordinacidban résztvevo toltés nélkiili donoratomok eredményeznek.
A Ln(DOTA-Gly) komplexek stabilitasi allandéinak a lantanoida sorozaton beliil
mutatatott menete inkabb a Ln(DOTAM)’" komplexekhez hasonlit. A Ln(DOTA-
Gly) komplexekben a 4 gylrli amin-N ¢és 4 amid-O vesz részt a fémionok
koordinaciojaban a Ln(DOTA) komplexekhez hasonlo szerkezetet kialakitva. A
Ln*"-ionok fennmaradd egy koordinaciés helyét egy vizmolekula tolti be axialis
pozicioban koordinalédva. Mivel a karboxilatok viszonylag tavol helyezkednek el
az emlitett donoratomok altal hatarolt koordinaciés kalitkatol, igy nem vesznek
részt kdzvetleniil a fémionok koordinacidjaban, aminek kdszonhetéen fiiggetleniil
protonalodhatnak vagy koordinalodhatnak mas fémionokhoz viszonylag kis
stabilitast kétmagvu komplexeket kialakitva.

A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitasa lasst vizcseréjének koszonhetéen
foként kiilsészféras folyamatok hozzajarulasaibol tevédik Ossze, amit a reaxivitas
hémérsékelt fliggésének vizsgadlata is alatdmasztott. A Gd(DOTA-Gly)
relaxivitasanak pH-fiiggésébol megallapithato, hogy a protonalt
karboxilatcsoportok protonjai savas tartomanyban, mig a belsdszféras vizmolekula
protonok savas és lugos tartomanyban katalizalt protoncserében vesznek részt az
oldoszer vizmolekuldkkal, amelyek szintén hozzajarulnak komplex teljes

relaxivitdsahoz. A homérséklet novelése a relaxivitast elobb csokkenti (10-25 °C),

136



VI. OSSZEFOGLALAS

majd ndveli (25-50 °C). Utdbbi a koordinalt viz cseresebessége ndvekedésének
kovetlézménye.

A Ce*- és a Eu(DOTA-Gly) komplexek képzddése a pH=4,7-5,8
tartomanyban a Ln(DOTA)” komplexekéhez hasonléan, de szamottevéen lassabban
megy végbe. A reakcid soran egyszer és kétszer protonalt koztitermék képzddését
tudtuk kimutatni, amelyek protonalodasi egyensulyban vannak egymassal. A
reakcid sebességmeghatarozd 1épése az egyszer protonalt koztitermék
deprotonalodasa és termékké vald atrendezddése, amiben foként a OH™ -ionok
miuikodnek kozre katalizatorként.

.....

Eu(DOTA-Gly) komplex 0,1-1,0 M HCIO4-ban lejatszodd ,,spontan”
le, mint az Eu(DOTA) megfeleld disszociacios folyamatai. Feltételezhetéen az
ilyen koriilmények kozétt képz6dd Eu(H,DOTA-Gly)*" komplexben a protonok
gyorsabb athelyezddése a karboxilatcsoportokrol a gylirli amin-N-re eredményezi

A DOTAM ¢és DOTA-Gly Iligandumok hasonlé egyenstlyi a
komplexképzé tulajdonsagaik ellenére a Ln(DOTAM)’" komplexek képzédése
eltér6 modon, koztitermék kialakulasa nélkiil, a fémion és a teljesen deprotonalt
ligandum talalkozasaval jatszodik le masodrendii reakcidban, amit a ligandum
viszonylag lassu protoncsere folyamatai nem befolyasolnak.

Az ODDA-Gly komplexek stabilitasi alland6éi a NOTA-Gly és a DOTA-
Gly komplexekéhez hasonloan tobb nagysagrenddel kisebbek, mint az acetat
analog ODDA komplexeké és a Sr*"-ionokra vonatkozé Ca®'-ionnal szemben az
ODDA-bisz(malonat) esetében tapasztalt szelektivitds elmarad. A két pozitiv
toltésti fémionok koordinacidjaban a gylrli amin-N-ek és az amid-O-ek vesznek
részt, mig a karboxilatok kozvetlen koordinacidja viszonylag tavoli
elhelyezkedésiik miatt meglehetdsen nehéz. A nagyobb méretii fémionok, igy az

Pb**- és a Ln’"-ionok esetében valésziniileg az amid-O-ek gyengébb koordinacioja
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miatt a makrociklusos  gylr(i-O-ek is  kozremiikodnek a  fémionok
koordinaci6jaban, ami a ligandum Pb**-és Ln’"-ionokkal szemben mutatott
méretszelektivitasat eredményezi. A lantanoida(Ill)komplexek stabilitasi allandoi a
La-tol a Nd-ig kicsit ndvekednek, majd a sorozatban tovabbhaladva az ion méret
csokkenésével hatarozottan csokkennek, ami éppen forditott irdny( valtozas a
nyiltldnct amino-karboxilatok esetében (pl. EDTA) tapasztaltakkal. Az ODDA-
Gly ligandum dipeptidszerti viselkedésére utal, hogy a NOTA-Gly ligandumhoz
hasonléan a Cu’"-ionok jelenlétében bekovetkezik az amid-NH-csoportok
deprotonalodasa ¢és koordinacidja, amit a gytrt flexibilisebb szerkezetének
koszonhetéen a ,horgony csoport” szerepet betolté gyliri amin-N-ek tesznek
lehetové. Az 1:1 fém-ligandum ardnyu rendszerben a pH>7 esetében bekovetkezo
Cu,LH.; 0sszetételi vegyes ligandumu OH™ hidas kétmagvu komplex spontin
képzodése és kitiintetetten nagy stabilitdsa nagyon figyelemre méltd6 eredmény,
mivel kordbban hasonld jelenséget nem tapasztaltak. A Cu,LH; 0Osszetételii
kétmagva komplexben feltételezhetéen a két gyliri amin-N, két amid-N’, két
karboxilat-O, a gytiri-O-ek és egy hid helyzetii OH™ -ion vesz részt a Cu®"-ionok
koordinaciojaban. A Cu,LH.; 0Osszetételli komplexben az Cu(ll)-ion magneses
momentuma 1,16 B.M., a kapott ESR jel intenzitdsa csak mintegy 2-3%-a az
egymagvu CulL komplex esetében tapasztaltnak, amelyek jelzik a két Cu(ll)-ion

kozotti, az OH -hid kozvetitésével kialakuld antiferromagneses kdlesonhatast.
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In this work we studied the complexation properties of the 9-membered
triaza, 12-membered tetraaza and 18-membered diaza-tetraoxa macrocyclic
ligands, containing pendant acetyl-glycinate functional groups. The equilibrium
and structural properties of complexes formed between the ligands and some
alkaline earth, transition metal and lanthanide(lll) ions were studied by pH-
potentiometry and NMR spectroscopy. The kinetics of formation and dissociation
reactions of some lanthanide(lll) complexes formed with the tetraaza-tetraamide
derivative ligands was also investigated. The results of the work may have some
interest for coordination chemistry, for basic research, but some aspects of the
work can be valuable for the possible biological use of some lanthanide(lll)
complexes.

The stability constants of the complexes of NOTA-Gly, DOTA-Gly and
ODDA-GIly formed with some alkaline earth, transition metal and lanthanide(l11)
ions are significantly lower than those of the analogous NOTA, DOTA and ODDA
complexes. The large differences in the stability constants are probably the result
of the differences in the quality of the coordinated donor atoms. In the complexes
of NOTA-Gly, DOTA-Gly and ODDA-Gly all the coordinated donor atoms — the
ring nitrogens and amide oxygens — are neutral, while in the complexes of NOTA,
DOTA and ODDA, beside the ring nitrogens, three, four and two carboxylate O~
oxygens are coordinated, respectively. The carboxylate groups of the NOTA-Gly,
DOTA-Gly and ODDA-Gly are far from the coordination sites and so they can be
protonated or can be coordinated to an other metal ion with the formation of
dinuclear complexes. In the lower stability constants of the amide derivative
complexes the lower basicities of the ring nitrogens also play an important role
which is the result of the electronwithdrawing effect of the amide groups.

The stability constants of the lanthanide complexes of NOTA-Gly and

DOTA-Gly increase from La®* to the middle of the series and slightly decrease
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with the further decrease of the ionic size. This trend indicates that the most
favourable match of the Ln** ions into the coordination cage, formed by the ring N
and amide O donor atoms, occurs for the medium size Ln®" ions. The logKw.
values of the Ln(ODDA-Gly)" comlexes are higher for the ions of larger size and
slightly increase from the La>* to Nd**, then definitely decrease with lowering ionic
size. The trend of the logKy_ values indicates that the ring oxygens also participate
in the complexation and the best “size match” of the ring and Ln*" ion is at the
Nd**. The ligand ODDA-Gly has a high size selectivity for the Pb*" over zZn*,
since the stability constant of Zn(ODDA-Gly) is very low. However, in contrast to
the ligand ODDAM, which show a selecivity for Sr** over Ca?*, the stability
constants of the Ca** and Sr** complexes of ODDA-Gly are similar.

The solid state structure of the protonated complex Cu(HNOTA-
Gly)x4H,0 is distorted octahedral, as it was found by single crystal X-ray
diffraction studies. The ligand is coordinated with three ring N and three amide O
to the Cu(ll) and one of the carboxylate groups is protonated.

The N-acetylglycinate functional groups may behave like diglycinate
groups in the Cu(ll) complexes formed with the flexible NOTA-Gly and ODDA-
Gly. In these complexes the amide NH hydrogens dissociate at higher pH values
and instead of the amide O, the amide N is coordinated to the Cu®*, when the ring
nitrogens play the role of the anchor” atom. The coordination of the amide N~ has
been detected by the changes in the visible spectra of the Cu(ll) complexes. The
behaviour of the complex Cu(ODDA-Gly) is very unique, since paralell with the
dissociation of the amide hydrogens a dinuclear complex Cu,LH_3 is spontaneously
formed with the release of a half equivalent of the ligand, in which presumably an
OH" group is in bridging position between the two Cu?*. The OH" bridge probably
has an important role in the formation of the antiferromagnetic interaction between
the two Cu® in the Cu,LH.; complex. The partial diamagnetic properies of the
complex Cu,LH_; resulted in by the spin-spin coupling between the two Cu?* ion,

which have been indicated by the relatively low magnetic susceptibility value
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(uer/Cu = 1,16 B.M.) and the *H-NMR spectrum of the complex can also be
recorded.

The relaxivity of Gd(DOTA-Gly) is very low at room temperature since it
is determined by the outer sphere relaxivity because of the slow exchange of the
coordinated water molecule. The increase of temperature between 10 °C and 25 °C
results in a decrease of the outer sphere relaxivity but above 25 °C the rise of
temperature leads to the increase of the relaxivity because of the growing exchange
rate of the inner sphere water molecule. The pH dependance of the relaxivities
indicates the contribution of the H" and OH™ catalyzed proton exchange at lower
(pH < 5) and higher pH values (pH > 9), respectively.

The *H-NMR spectra of the complex Zn(NOTA-Gly) indicate that the
protonation of the complex occurs at the carboxylate groups, which has practically
no influence on the coordination of the ring nitrogens and amide oxygens.

The pH dependence of the 'H-NMR spectra of the DOTA-Gly shows that
in the monoprotonated ligand the proton exchange is slow in the NMR time-scale.
The *H-NMR spectra of the La(DOTA-Gly) indicate the coordination of the four
amine nitrogens and amide oxygens and also the formation of H-bond between the
amide hydrogen and carboxylate oxygen atom. The protonation of the complex
occurs at the carboxylate groups.

The complex Eu(DOTA-GIly) slowly dissociates in 0.1 — 1.0 M HCI
solution. The dissociation of the predominating species Eu(H,DOTA-Gly)** occurs
via spontaneous and proton assisted pathways. The proton assisted dissociation is
slower than that of Eu(DOTA)" but the spontaneous dissociation in acidic solution
occurs faster. However, the dissociation of Eu(DOTA-Gly) under physiological
condition is extremely slow and the complex is a potential contrast agent in CEST
investigations.

The Kinetics of formation of the complex of Ln(DOTA-Gly) is very
similar to those of Ln(DOTA)". The reactions take place via the fast formation of

mono- and diprotonated intermediates, in which the carboxylate groups are
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coordinated to the Ln** ion which is outside of the coordination cage. The rate
determining step is the loss of the last proton and the rearrangement of the
intermediate. The loss of the proton occurs mainly with the assistance of OH™ ions.

The kinetics of formation of the lanthanide complexes with the ligand
DOTAM, which does not contain charged functional groups, differs considerably
from that of Ln(DOTA-GIly) or Ln(DOTA)". In these reactions the formation of
intermediates can not be detected. The formation reaction occurs with the direct
encounter of the Ln®" ion and the deprotonated ligand in a second order process.
The formation reactions are very slow in the pH range 4 — 6 because of the very
low concentration of the deprotonated ligand species. The second order rate
constants show a maximum curve in the lanthanide series, indicating that the rate

of water exchange has some role in the formation reactions.
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In questo lavoro sono state studiate le proprieta coordinanti di diversi
leganti macrociclici contenenti il gruppo acetil-glicinico nei confronti di alcuni
metalli alcalini, metalli di transizione e ioni lantanoidei. Le proprieta
termodinamiche, cinetiche e strutturali dei complessi con macrocicli a 9 (triaza), 12
(tetraaza)e 18 (diaza-tetraoxy) membri, sono state investigate attraverso misure
potenziometriche e indagini NMR.

| risultati ottenuti sono di interesse sia nella chimica di coordinazione che
nella ricerca di base, ma alcuni aspetti di questo lavoro riguardano il potenziale
utilizzo in ambito biomedico di alcuni complessi lantanoidei.

Le costanti di stabilita che i leganti NOTA-Gly, DOTA-Gly e ODDA-Gly
formano con alcuni metalli alcalini, metalli di transizioni e ioni lantanoidei, sono
sensibilmente inferiori rispetto a quelli misurate per gli analoghi leganti non
funzionalizzati NOTA, DOTA e ODDA. Tale differenza e probabilmente il
risultato della diversa capacita coordinante degli atomi donatori tra le due serie di
leganti. Nei leganti funzionalizzati tutti gli atomi donatori, azoti macrociclici e
ossigeni dei gruppi ammidici, sono neutri, mentre i leganti di riferimento NOTA,
DOTA e ODDA, oltre agli azoti macrociclici, presentano rispettivamente tre,
quattro e due ossigeni di gruppi carbossilato. Anche i leganti funzionalizzati
contengono gruppi carbossilici deprotonati a pH fisiologico, ma la loro posizione e
troppo lontana dalla gabbia di coordinazione ed il loro comportamento non é
pertanto sostanzialmente modificato dalla complessazione. Ad esempio, possono
essere protonati e possono essere liberi di coordinare altri ioni metallici formando
complessi di nucleari. La diminuita stabilita dei complessi dei leganti
funzionalizzati & anche il risultato della ridotta basicita degli azoti macrociclici
causata dall’effetto elettronattrattore dei gruppi ammidici.

Le costanti di stabilita dei complessi lantanoidei dei leganti NOTA-Gly e

DOTA-Gly aumenta dal La** verso il centro della serie e poi diminuisce
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leggermente mano a mano che le dimensioni ioniche diminuiscono. Per questo
motivo gli ioni che si coordinano piu stabilmente con questi leganti sono quelli con
dimensioni intermedie.

| valori di logKy. per i complessi Ln(ODDA-Gly) sono piu elevati per gli
ioni di dimensioni maggiori, aumentando leggermente dal La®*" al Nd*, per poi
diminuire nel resto della serie. La tendenza dei valori di logKy, indica che anche
gli ossigeni del macrociclo partecipano alla coordinazione e le dimensioni del Nd**
sono quelle che meglio si adattano alla coordinazione. Il legante ODDA-Gly
mostra un’elevata selettivita per il Pb®" rispetto allo Zn?*, poiché la costante di
stabilita di Zn(ODDA-Gly) ¢ molto bassa. Comungue, a differenza del legante
ODDAM che & selettivo per lo Sr** rispetto al Ca?*, le costanti di stabilita dei
complessi di Ca** e Sr** del legante ODDA-Gly sono simili.

La struttura allo stato solido del complesso protonato Cu(HNOTA-
Gly)x4H,0 corrisponde ad un ottaedro distorto, come ottenuto da studi di
diffrazione a raggi X su singolo cristallo. Il legante coordina il metallo impiegando
i tre azoti macrociclici ed i tre ossigeni ammidici e solo uno dei gruppi carbossilici
risulta protonato. Il gruppo funzionale N-acetil-glicinato pud comportarsi come i
gruppi diglicinato nei complessi di Cu(ll) formati con i leganti flessibili NOTA-
Gly e ODDA-Gly. In questi complessi gli idrogeni dei gruppi ammidici si
dissociano a pH elevati e, a seguito della deprotonazione, I’azoto ammidico
coordina il metallo di preferenza rispetto all’atomo di ossigeno.

La coordinazione dell’azoto ammidico deprotonato e stata rilevata
analizzando gli spettri visibili dei complessi di Cu(ll) in funzione del pH. Il
comportamento del complesso Cu(ODDA-Gly) é del tutto peculiare, poiche
simultaneamente alla  deprotonazione dell’azoto ammidico si  forma
spontaneamente in soluzione il complesso dinucleare Cu,LLH_3 con il conseguente
rilascio della meta degli equivalenti di legante presente originariamente. E’
presumibile che in questo complesso un gruppo OH possa trovarsi a ponte tra i due

centri metallici. Il ponte OH™ probabilmente gioca un ruolo rilevante nel
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promuovere I’interazione antiferromagnetica tra i due ioni Cu?* nel complesso
CuLHs. Il parziale diamagnetismo del complesso Cu,LH.;, legato
all’accoppiamento spin-spin tra i due centri metallici, € indicato dalla relativamente
bassa suscettivitd magnetica (us/Cu = 1,16 B.M.) ed & confermato dall’analisi
degli spettri "H-NMR del complesso.

La relassivita del complesso Gd(DOTA-Gly) & molto bassa a temperatura
ambiente ed & governata dal solo contributa di sfera esterna, indicando che la
velocita di scambio molecola di acqua coordinata al centro metallico € troppo lenta
per poter contribuire al rilassamento dei protoni dell’acqua della soluzione.
Aumentando la temperatura da 10 °C a 25 °C si osserva una diminuzione della
relassivita a causa della ridotta efficienza del contributo di sfera esterna, ma
continuando ad aumentare la temperatura la relassivita inizia ad aumentare a causa
della catalisi dello scambio della molecola di acqua coordinata al Gd(lll). La
dipendenza della relassivita dal pH suggerisce un contributo alla relassivita causato
dalla catalisi acida (a pH < 5) e basica (a pH > 9) dello scambio dei protoni
dell’acqua coordinata.

Lo spettro 'H-NMR del complesso Zn(NOTA-Gly) indica che la
protonazione del complesso interessa il gruppo carbossilico e non influenza la
gabbia di coordinazione del complesso.

La dipendenza dal pH degli spettri '"H-NMR del legante DOTA-Gly
suggerisce che nel legante monoprotonato lo scambio protonico é lento sulla scala
dei tempi NMR.

Gli spettri del complesso La(DOTA-GIy) indicano non solo che il metallo
e coordinato dai quattro azoti del macrociclo e dai quattro atomi di ossigeno
ammidici, ma evidenziano anche la formazione di un legame ad idrogeno tra il
protone ammidico e I’atomo di ossigeno del gruppo carbossilico. La protonazione
del complesso avviene a livello del gruppo carbossilico.

Il complesso Eu(DOTA-GIy) dissocia lentamente in soluzioni 0.1-1.0 M di

HCI. La dissociazione della specie predominante Eu(H;DOTA-Gly) avviene
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attraverso meccanismi spontanei ed assisititi dai protoni. Quest ultimo meccanismo
e piu lento rispetto a quanto osservato per Eu(DOTA), mentre la dissociazione
spontanea avviene piu velocemente.

In ogni caso, la dissociazione del complesso Eu(DOTA-Gly) in condizioni
fisiologiche & estremamente lenta ed il complesso & potenzialmente utilizzabile
come agente di contrasto CEST.

La cinetica di formazione dei complessi Ln(DOTAM-Gly) & molto simile a
quella osservata per Ln(DOTA). Le reazioni avvengono attraverso la formazione
rapida di intermedi mono- e di-protonati, nei quali i gruppi carbossilati sono
coordinati allo ione Ln3+ non ancora coordinato agli azoti del macrociclo.

Il processo che controlla la velocita di reazione € la perdita dell’ultimo
protone con il conseguente riarrangiamento dell’intermedio. La perdita del protone
avviene principalmente attraverso I’assistenza degli ioni OH".

La cinetica di formazione dei complessi di ioni lantanoidei con il legante
DOTAM, che non contiene gruppi funzionali cariche, & molto diversa da quella dei
corrisponedenti complessi con i leganti DOTA-Gly e DOTA. In questo caso, la
formazione degli intermedi non pud essere rivelata. La reazione di formazione
avviene a seguito del contatto tra lo ione metallico ed il legante deprotonato
attraverso un processo del secondo ordine. Le reazioni di formazione sono molto
lente nell’intervallo di pH 4-6 a causa della bassissima concentrazione del legante
nella sua forma deprotonata. La costante di velocita del secondo ordine mostra un
massimo lungo la serie dei lantanidi, indicando che la velocita di scambio

dell’acqua influenza la cinetica della reazione di formazione del complesso.
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