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SZERKEZETI KEPLETEK

Az értekezésben el6fordulo ligandumok képletei:
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R, R, R R4 Rs Ligandum
H H COOH COOH COOH HsDTPA
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R, R, R; R4 Rs Ligandum
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SZERKEZETI KEPLETEK

A ligandumok hétkéznapi, nem hivatalos elnevezése:

HsDTPA :
HsEOB-DTPA :

H;BOPTA
H,DTPA-N-MA :
H,DTPA-N’-MA .
H;DTPA-BMA :
H3;DTPA-BMEA:

H,DTPA-bA :
H,DTPA-bBA:

H;DTPA-bbBA:

H,DTPA-tra :

H;DTPA-bNOPA :

H;DTPA-bNOPMA :

H;DTPA-bbNOPMA :

H,DOTA:
H;HPDO3A :

H3;DO3AB :

dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav
4-((4’-etoxi)-benzil)-dietilén-triamin-
N,N,N’,N*’,N’’-pentaecetsav
2-((benziloxi-metil)-dietilén-triamin- N,N,N’,N*’ N’’-pentaecetsav
dietilén-triamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav-N-mono(metilamid)
dietilén-triamin-N,N,N’,N’’ ,N’’-pentaecetsav-N’-mono(metilamid)
dietilén-triamin-N,N,N’,N’’,N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(metilamid)
dietilén-triamin-N,N,N’,N’’,N’’-pentaecetsav-N,N’’-bisz(metoxi-
etilamid)

dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav-N,N’’-bisz(amid)
dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(n-butilamid)

dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz[bisz(n-butilamid)]

dietilén-triamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav-
N,N’’-bisz[bisz(n-butilamid)]-N’-metilamid
dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav-N,N"’-
bisz(1-o0xil-2,2,6,6-tetrametil-4-pirolidin)amid
dietilén-triamin-N,N,N’,N*’,N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(1-o0xil-2,2,5,5-tetrametil-3-pirolin-3-metilén)amid
dietilén-triamin-N,N,N’, N’ N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(bisz(1-o0xil-2,2,5,5-tetrametil-3-pirolin-3-metilén)amid
1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraccetsav
10-(2’-hidroxi-propil)-1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-
triecetsav
10-(2’,3’-dihidroxi-(1’-hidroximetil)-propil)-1,4,7,10-tetraaza-
ciklododekén-1,4,7-triecetsav
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L. BEVEZETES

I. BEVEZETES

A gadolinlum a periddusos rendszer 64. eclemeként a lantanidak
(lantanszerti elemek) csoportjaba tartozik. A lantant és az azt kovetd 14 elemet az
ittriummal és a szkandiummal egyiittesen ritkafoldfémeknek nevezik.

A ritkafoldfémek koordinacios kémiajat az Otvenes években kezdték el
intenziven vizsgalni. Ekkor a kutatdsok a rendkiviil nagy kémiai hasonlosagot
mutatd fémionok egymastol valo elvalasztasara iranyultak. Az ipari méretekben is
hasznalatos elvalasztasuk foként olddszer-extrakcioval torténik, majd tovabbi
tisztitasukra ioncserélé kromatografiat dolgoztak ki.'

Az 1970-es években a koordinacids kémiai kutatdsok kozéppontjaban az
Eu’’, Pr’” és Yb*" komplexei alltak, melyek fehérjék, enzimek fémkotd helyeinek
felderitésére vagy NMR eltolodast ndveld, un. ,,shift’-reagensként alkalmazhatok a
kisebb vagy makromolekuldk szerkezetének meghatarozasaban. Ekkor valtak
fontossa a technikai alkalmazasaik is, mint pl. a Nd-1ézer, mely a négynivos lézerek
csoportjaba tartozik, vagy az Eu-tartalmu foszforok, melyek a szines TV képernydk
fontos anyagai.” A lantanidékat eredményesen alkalmazzak tovabba a keramia-,
elektronikai- valamint hiradastechnikai iparban is.’

Napjainkban azonban a kutatdsok egyik legfontosabb teriilete a
ritkafoldfémek kelatképzé ligandumokkal alkotott komplexeinek in vivo
alkalmazasa. Ennek eredményeképpen a lantanida(lll)-poliaza-polikarboxilat és
-polifoszfonat komplexek alkalmazasa biologiai vizsgalatokban, az orvosi
diagnosztikaban és terapiaban jelentdsen megnétt.> Az egyik leghatékonyabb
orvos-diagnosztikai képalkoto eljardsban, a magneses rezonancias képalkotasban
(Magnetic Resonance Imaging, MRI), Gd’"-poliaza-polikarboxilat komplexeket
alkalmaznak a kép élességét noveld un. kontrasztanyagként.>* Tovabba kutatasok
folynak olyan lantanida(Ill)-komplexek eldallitasara, melyek segitségével in vivo
koriilmények kozott enzimaktivitast, az oxigén parcialis nyomasat, hémérsékletet
és pH-t tudnak mérni magneses rezonancia tomografids modszerekkel, valamint a
szervspecifikus kontrasztanyagok kifejlesztése is egy igen fontos kutatési irany.’

A lantanida(IIl) komplexeknek egy masik jelentés diagnosztikai
alkalmazasa a fluoreszcencids immunanalizis, mely soran monoklonalis antitesthez
kotnek Eu’”, Tb®*, Sm’" ritkabban Dy’" vagy Nd** komplexeket.® Ezzel a
modszerrel igen nagy érzékenységgel ¢és szelektivitassal hataroznak meg
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antigéneket, bioldgiai és szintetikus vegylileteket, a fémkomplexek fluoreszcencias
tulajdonsagait felhasznalva.

A diagnosztikai alkalmazas mellett vizsgaljak a lantanida(IIl)-komplexek
terapias alkalmazasainak lehetéségeit is. Példaul poliaza-polikarboxilatok *°Y-nel
vagy '""Lu-tel képzett komplexeit monoklonalis antitestekhez vagy fehérjékhez
kotve, azok eljuttathatok meghatarozott szervekbe, ahol B-sugarzasuk (°Y:
Eg=2,25MeV, '"Lu: E;=497 KeV) roncsolo hatist fejt ki a rosszindulata
daganatos sejtekre.’

Nagy az érdeklédés a szintén B-sugarzé ’Sm (805 KeV) és a '“Ho
(1,86 MeV) polifoszfonatokkal képzett komplexei irant, mivel ezeknek a
komplexeknek fajdalomcsillapitd hatasuk miatt a csontattétek kezelésében van
fontos szerepiik.'®'"'?

Legajabban igéretes kisérletek torténnek a magneses rezonancias
képalkotas (MRI), mint diagnosztika és a gadolinium neutronbefogésos rakterapia
(Gd-NCT) o6sszekapcsolasara.'>'*'"> Ennek soran a tumorhoz eljuttatott Gd**-
komplexet lasst neutronokkal sugarozzak be. A lejatszodd magreakcié hatasara a
tumoros szovetek elpusztulnak, és a terapia hatasossagat MRI vizsgalatokkal lehet
nyomon kdvetni.

A ritkafoldfém(III)-poliamino-polikarboxilat komplexek tulajdonsagainak
vizsgalata tehat fontos a kiilonb6z0 orvos-diagnosztikai és terapias alkalmazasok
szempontjabol, azonban ezeknek a vizsgalatoknak van egy igen fontos alapkutatas
jellegli célja is, megismerni és megérteni a fémion-ligandum kdlcsonhatas
valtozasat a ligandum szerkezetének és a fémion méretének fliggvényében,
boviteni a lantanidakkal kapcsolatos koordinacios kémiai ismereteinket.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén mar
régdta folynak kutatdsok nyiltlanci poliamino-polikarboxilat ligandumok
ritkafoldfém(I1l)-ionokkal képzett komplexei szerkezeti, egyensulyi és kinetikai
sajatsagainak tanulmanyozasara. Az utdbbi években a vizsgalt ligandumok kore
kiterjedt a karboxilat helyett, amidcsoportot tartalmazé szarmazékokra is, melyek
koziil néhanyat mar rutinszertien alkalmaznak a klinikai gyakorlatban. Ezek a
vizsgalatok els6sorban a Gd*'-komplexek MRI kontrasztanyagként valo
alkalmazhatosaganak koordinacidés kémiai problémaira vonatkoznak, de az
esetleges gyakorlati alkalmazasi lehetdségektdl fiiggetleniil is érdekesek, mivel a
fémkomplexek koordinacids kémiai viselkedésére vonatkozoan 1) informaciokat
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L. BEVEZETES

kapunk. A munkam is ezen teriilethez kapcsolodik, melyen beliil a DTPA-
amidszarmazék komplexek tulajdonsagainak részletes vizsgalatat tiiztiik ki célul:

A DTPA-bisz(amid) szarmazékok Gd*'-komplexeit a gyakorlatban is
hasznaljdk MRI kontrasztanyagként’, de a ligandumok koordinaciés kémiai
tulajdonsagait részletesen még nem vizsgaltik. Nem ismert a Gd’"-komplexek
aranylag nagy szelektivitasanak oka €s az €s az in vivo alkalmazasok lehetoségét a
kedvezd egyensulyi tulajdonsagokkal (az egyensulyok gyors in vivo kialakuladsat
feltételezve) magyaraztak'®, a komplexek kinetikai stabilitdsanak jelentSségével
nem foglalkoztak.

A Tanszéken korabban végzett vizsgalatok szerint a Gd(DTPA), a
Gd(DTPA-N’-MA) és a Gd(DTPA-BMA) kinetikai stabilitasa kozel azonosnak
adodott'’, ezért érdekesnek latszott a DTPA-amid szarmazékok komplexképzd
tulajdonsagainak részletesebb, rendszeres vizsgalata. A felmeriilt fontosabb
kérdések, problémak a kovetkezok:

e Hogyan befolyasolja a DTPA karboxilat csoportjainak fokozatos
amidcsoportra torténd cseréje a DTPA-amid szarmazékok komplexképzd
sajatsagait? A lantanida(Ill)-ionok és az amid funkcids csoport
kolcsonhatas mértékére kevés adat ismert, igy egyensulyi és kinetikai
viselkedését is tanulmanyozzuk a DTPA-bisz- és -trisz(amid) ligandumok
esetében. (A DTPA-monoamidokat a Tanszéken korabban mar vizsgaltak.)

e Az irodalomban gyakorlatilag nincs adat arrél, hogy az amidcsoporton
bekovetkezd szubsztitlicid hogyan befolyasolja a képzédd komplexek
termodinamikai ¢és kinetikai stabilitasat. Ezért eldallitottuk a DTPA
ligandum olyan biszamid szarmazékait, melyek a terminalis nitrogéneken
egy-egy -CONH,, -CONHBu és -CONBu, csoportokat tartalmaznak és
azokat részletes egyensulyi és kinetikai vizsgalatoknak vetjiik ala.

e A kiilonboz6képpen szubsztitualt DTPA-bisz- és —trisz(amid) ligandumok
Gd*"-komplexei esetében hogyan valtozik a vizprotonokra gyakorolt
relaxacios hatas (relaxivitas), illetve hogyan moddosul a komplex bels
szférajaban koordinalt vizmolekula cseresebessége?

e A Gd*-komplexek relaxacios hatasa elvben ndvelheté, a ligandumhoz
stabilis szabadgyokok kapcsolasaval. Ilyen tipust, szabadgyokoket
tartalmaz6 DTPA-bisz(amid) szarmazék komplexek termodinamikai ¢€s
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kinetikai stabilitasat korabban még egyaltalan nem, illetve Gd*'-
komplexeik relaxacios hatasat is csak részben vizsgaltak.

e A DTPA-bisz(amid) ligandumok lantanida(Ill) komplexei NMR
spektroszkopids vizsgalata soran tobb izomer 1étezését is kimutattak, de a
'H- és "C-NMR spektrumok teljes azonositasat, illetve a jelek egyes
izomerekhez torténd rendelését, az izomerek aranyanak megallapitasat még
nem végezték el. Ezért egy aranylag egyszeriibb ligandum, a DTPA-bA
esetében az ittrium-komplex részletes NMR vizsgalatat is célul tiiztiik ki.



I1.1. A ritkafoldfém(IIT)-komplexek tulajdonsagai

II. IRODALMI ATTEKINTES
I1.1. A ritkafoldfém(I1I)-komplexek tulajdonsagai

A ritkafoldfém(III) kationok (Ln*": [Xe]4f''*) tulajdonsagaikat tekintve a
periddusos rendszer legegységesebb csoportjat képezik. A  komplexeik
tulajdonsagat nagymértékben befolyasolja, hogy a fémionok 4f palyai a betoltott
55°5p° palyak altal arnyékoltak. Ennek kovetkeztében az ionok mérete, a magtoltés
(rendszam) novekedtével, a La**-t61 (116 pm) a Lu**-ig (98 pm)’ monoton csokken
(lantanida kontrakcio).

A lantanida(Ill)-ionok, az alkalif6ldfém-ionokhoz hasonléan ,hard”
fémionok, igy az altaluk kialakitott kotések inkabb ionos jellegliek. Kotést
elsdsorban a kovetkezd donoratomokkal 1étesit: O>N>S és F>CI. A lantanidak altal
a legkedveltebb donoratom az oxigén'®, igy az Ln-N kotések altalaban hosszabbak,
mint az Ln-O kotések.

A lantanida(Ill)-akva ionok bels6 koordinacids szférajaban 1évo
vizmolekuldk szama sokaig nem volt pontosan ismert. Az irodalomban kozolt
koordinacids szam 6 és 10 kozott valtozott, a legnagyobb kozolt érték 12 volt.”” Az
altalanosan elfogadott volt, hogy a fémionok bels6é koordinaciés szférajaban nagy
szamu vizmolekula talalhaté, de azok szamat illetden a kiilonbozé mérési
modszerek eredményei miatt megoszlottak a vélemények.

Lantanida(Ill)-ionok vizes oldataiban felvett rontgen-* és neutron-
szorodasi®', valamint Raman spektrumok® alapjan a nagyobb kationokra (La**-t6l
a Nd3+—ig) a hidratacios szamot 9,0-9,3-nak talaltak, s ezek szerkezetét
haromszorosan lapcentralt trigonalis prizmanak azonositottdk. Azonban a kisebb
ionok esetében (Dy’"-Lu’") a hidratacios szam 7,5-8,0-nak adodott, s ezen akva-
ionok szerkezetét pedig egyszeresen lapcentralt négyzetes antiprizmanak talaltak.
A Sm’"-t6] a Tb’"-ig a hidratacids szam a két érték kozé esett, amit a kiilonbozo
hidrataltsagu részecskék egyenstlyaval magyaraztak. Lumineszcencias vizsgalatok
alapjan Horrocks és Sudnick®, Eu**-Tb*", H,0-D,O keverékben az Eu*"-ra 9,6-ot,
mig a Tb’"-ra 9,0-et kaptak a hidraticios szamra. Azonban Johansson és Wakita
rontgen diffrakcios™ valamint Briicher és munkatarsai altal végzett 'H és *Cl-
NMR vizsgalatok® alapjan azt mutattdk ki, hogy a La’*-tol a Lu’™-ig az els6
koordinaciods szféraban 1év6 vizmolekulak szama nem valtozik, értéke 9.
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Manapsag a klorid ¢és perklorat sok vizes oldatainak rontgen ¢és
neutrondiffrakcios vizsgélatai alapjan®® azt mondhatjuk, hogy a hidratacios szam a
Nd**-ig 9, a Sm’"-ra és az Eu’'-ra 8 vagy 9, a Gd**-t6l a Lu*"-ig 8. Ezeket az
eredményeket Yamaguchi és munkatarsai EXAFS mérésekkel is alatamasztottak.”’

A lantanida(Ill)-komplexek optikai tulajdonsagait a 4f -elektronok
hatarozzak meg. A ritkafoldfém kationok f-palydinak energiaszintjei a spin-palya
csatolas miatt felhasadnak. Ezen energia szintek kozotti atmeneteket a kation
kornyezetében 1évo anionok és polaris molekuldk csak minimalis mértékben tudjak
perturbalni a lantanida kation f-palyainak az arnyékoltsaga miatt. Az
atmenetifémek széles d-d abszorpcids savjaival ellentétben, a lantanidak f-f savjai
szilard és oldat fazisban is majdnem olyan keskenyek, mint gaz-fazisban, tovabba
az f-f atmenetekre alig van hatassal a ligandumok kristalytere. Az f-f atmenetek
tiltottak (Laport-szabaly), ezért kis intenzitasiak (¢ <10cm'M ™) de ezek
eredményezik a lantanida(IIT)-ionok szinét. Az Eu*'-ion esetén jelentkezik egy kis
intenzitasu sav az 579-581 nm tartomanyban, ami az Dy « 'F, atmenetnek felel
meg.”’ Ez a sav érzékeny az Eu’’-komplex belsé koordinacios szférajanak
valtozasaira, segitségével meg lehet hatdrozni az Eu’'-ionhoz kozvetleniil
koordinalodo vizmolekuldk szamat.

Komplexképzodés szempontjabdl jelentékenyebbek az 5d «— 4f atmenetek,
mivel az 5d héjra nem hat annyira a kiilsé palyak arnyékolo hatasa. A Ce™, Pr'”,
Tb*" esetén ezek viszonylag nagy intenzitisi abszorpcids savok mar az UV-
tartomanyban észlelheték (e < 1000 cm™'M™).

A ligandum-fém toltésatviteli savok szintén alkalmasak lehetnek a
komplexképzédés kovetésére. Példaul az Eu’™ esetében ez a sav az UV-
tartomanyban, 200-270 nm kozott jelentkezik.

A ritkafoldfém(Ill)-ionok, az Y*'-ot, La’*-t és Lu**-ot kivéve (f°, f'*),
lumineszcencias tulajdonsagokat mutatnak, gyakorlati szempontbol az Eu’"
(7F0_4 <« 5Do_l) és a Tb*" (7F0_6 “— 5D4) atmenetei a legjelentGsebbek. A fémionok
lumineszcencias sajatsagait példaul komplexképzodés kdvetésére, a fémion kémiai
kornyezetének felderitésére!, a fémionhoz kotdtt vizmolekuldk szamanak™,
proteinekben a fémkotéhelyek tavolsagainak,™ valamint lantanida komplexek
ligandumcsere sebességének meghatarozasara hasznaljak.’!
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Ha a lantanidak magneses tulajdonsagait vizsgaljuk, akkor a legfontosabb
jellemz6, amit veliik kapcsolatban kiemelhetiink, az a paramagnesesség. Csak az
Y, La®™ (f°) és a Lu** (f'*) diamagneses.

A 3d atmeneti fémeknél a sorozaton belill a magneses momentum
maximuma, a maximalis szam@ parositatlan elektront tartalmazo ionnal van (Fe™),
mivel a paramagnesességet csak a spin momentum hatarozza meg. Azonban a
lantanida sorozaton beliil 2 maximum is talalhato (Nd**, Dy’ *-Ho"), de egyik sem
a Gd’" (f')-nél, mivel a spin és palya hozzajarulasokat is figyelembe kell venni.*

A paramagneses Ln*"-komplexek NMR jelei a diamagneses komplexekhez
képest kiszélesednek és eltolodnak. A jelek kiszélesedését az okozza, hogy a
paramagneses Ln’"-ionok a kornyezetiikben 1évé magok relaxaciosebességét
megnovelik.”> A Gd*-ion jelszélesité hatdsa a legjelentdsebb, mivel az
elektronrelaxacios ideje 10” s, ami négy nagysagrenddel nagyobb a tobbi Ln**-ion
elektronrelaxacios idejénél (10" s). Az NMR jelek eltolodasa a Fermi kontakt
(skaléris) és pszeudo-kontakt (dipolaris) eltolodasbol tevédik ossze. A kontakt
eltolodas a kémiai kotésén keresztiil, mig a pszeudo-kontakt eltolodas a téren at
érvényesiilé hatasra jellemzo. A kontakt eltolodasokbol a kapcsolddd atomok, mig
a pszeudo-kontakt eltolodasokbol a komplex térbeli elrendezddésére kaphatunk
informaciot.

A komplexek termodinamikai stabilitisa a lantanida sorozaton beliil

haromféleképpen véltozhat:**

1, A rendszam ndvekedésével a stabilitasi allandd értéke monoton
novekszik, bar a sorozat masodik felében ez a novekedés kisebb
mértékli (pl. imino-diacetat és EDTA-komplexek) (H4EDTA =
etiléndiamintetraecetsav)

2, A stabilitasi allandok a Sm’"-ig nének, majd kozelitéleg allandoak
maradnak pl. (acetil-acetonat és HEDTA-komplexek) (H;HEDTA = N-
hidroxietil-etiléndiamin-N,N’,N’-triecetsav)

3, A stabilitasi allandok maximumgdrbe szerint valtoznak. A maximum
altalaban a sorozat masodik felében a Dy’" kérnyékén jelentkezik
(DTPA komplexek).

Mindharom esetben a stabilitasi allandok értékének valtozasaban az

elektrosztatikus tényezokon kiviil fontos szerepet jatszanak a szerkezeti és sztérikus
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hatdsok is, melyet részben a kozponti ion és a ligandumok méretviszonyai, részben
a kozponti ion és a ligandumok szerkezete hataroz meg.*

A makrociklusos ligandumok esetén azonban ujabb hatdsokkal is szamolni
kell*’, melyek befolyasoljak a képz6dd komplex stabilitasat. Ezek kozil a
legfontosabbak a ligandum koordinalodd atomjai altal kialakitott gytrli vagy
koordinacios kalitka mérete és a ligandum konformacidja és merevsége.

A lantanida(IIT)-ionok kinetikai sajatsagait tekintve, a Ln’"-kationok és
az egyszerl ligandumok kozotti komplexképzodés igen gyors, a kialakuld kotések
ionos természete miatt. Ezek a folyamatok csak relaxacios modszerekkel
vizsgalhatok®’ és az Eigen-Tamm mechanizmussal irhatok le:*®

Ln . +L .=Ln .L ;‘Ln(HzO)nL\ﬁLnL

(oL (IL1.1.)

(ag) * (aq) (aq)
A komplexképzodési reakcioban az 1. Iépés a leggyorsabb, ami

difftiziokoordinalt. A 2. 1épés a kiilsészféra komplex képzdodése, mig a 3. Iépés a

belsdszféra komplex 1étrejottét irja le. A Gd (3‘;) vizcseresebességét 10° s™'-nek, mig

a GdSO4" képzodési sebességét 7x10° s'-nek talaltdk™. Mivel a két érték nagyon
kozel van egymashoz megallapithatd, hogy az egyszerii ligandumok esetében a
komplexképzddés sebessége dontden a fémionra jellemzo vizcseresebességtol fligg,
mig a kelatképz6 ligandumok esetén gyakran a kelatgylriiképzodés a
sebességmeghatarozo folyamat. A vizcseresebességet, mivel az igen gyors, nehéz
mérni. Megbizhatd NMR-relaxaciés modszert eddig csak a nehezebb
lantanida(Ill)-ionokra tudtak kidolgozni Cossy ¢és munkatarsai.** Mivel
modszeriikben a kinetikai effektus a diamagneses kornyezethez viszonyitott kémiai
eltolodas négyzetével aranyos (Aw’), ami a konnyebb Ln’-ionokra kicsi, igy
azokra eddig nem tudtak megbizhatoan vizcseresebességet meghatarozni.

Megvizsgilva a LnSO," képzOdési sebesség értékeit, illetve a nehezebb
lantanidak vizcseresebességeit, melyek a La’*-t6] az Eu*'-ig nének, majd a Lu’"-ig
csokkennek, megallapitottdk, hogy a sorozat elején a vizcsere mechanizmusa
inkabb disszociativ az Eu’’-utdin pedig asszociativ. Ennek ismerete a
reakciomechanizmusok vizsgalata szempontjabol igen fontos.*

A protonalt, tobbfunkciés ligandumok komplexképzképzddési reakcioi
lényegesen lassabbak lehetnek, ha a sebességmeghatarozo 1épés a kelatgylrii
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zarodasa, vagy valamilyen protontranszfer folyamat.* A  makrociklusos
ligandumok fokozott merevsége, elorendezettsége jelent6sen lassitja a
komplexképzodés sebességét, amit a ligandum konformaciodja, a gytiri mérete, a
ligandum bazicitasa tovabb befolyasol.***

A fémioncsere reakciok, mint a szubsztiticios reakciok, asszociativ és
disszociativ mechanizmussal mehetnek végbe. A csere lejatszodhat a kicseréld
fémion kozvetlen tdmadasaval, egy kétmagvi koztitermék képzodésén keresztiil
(LnLM), minek soran a ligandum funkciés csoportjai a Ln*"-ionrél a kicserélédd
fémre tevédnek at.** A masik ut a lantanida(IlI)-komplex spontan, vagy H'-
ligandum és a kicserél$ fémion gyors reakcioja kovet.*

A ritkafoldfém(11I)-komplexek ligandumcsere reakcioi is végbemehetnek a
ligandum direkt iitkozésével®, ha a koordinalt ligandum nem foglalja el a
lantanida(III)-ion 6sszes koordinacids helyét.
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I1.2. MRI kontrasztanyagok

A magmagneses rezonancias képalkotas (MRI) széleskorben valo
elterjedéséhez nagymértékben hozzajarult a modszer nagy felbontasa valamint,
hogy segitségével kiilonbséget lehet tenni a lagy szovetek kozott is.” 1973-ban
Lauterbur?’ felfedezte, hogy a magneses tér gradienséb6l kétdimenzios kép hozhaté
létre és az igy kapott jeleket Mansfield*® elemezte matematikailag. Kés6bb, 1978-
ben Lauterbur, Mendoca-Dias ¢s Rudin® mutattak ki elséként, hogy a
paramagneses anyagok alkalmasak a kiilonb6z6 szovetek megkiilonboztetésére a
szovetekben 1év6 vizprotonok relaxacios viselkedése alapjan. 1981-ben Young és
munkatarsai®® végezték az elsé human kisérleteket, FeCls-ot adtak szajon keresztiil
az emésztérendszer vizsgalatara. 1984-ben Carr és munkatarsai’ alkalmaztak
elészor a GA(DTPA)* komplexet intravénasan agytumoros betegeknél az
agyvérzés helyeinek felderitésére. Ezek utan indult meg a teriilet intenziv kutatasa,
1987-ben még kb. 40, mig 2004-ben mar tobb mint 1000 publikacio jelent meg a
témaban. 2003-ban az orvosi Nobel-dijat Lauterbur és Mansfield kaptdk az MRI
kifejlesztéséért.

Az MRI vizsgalatok soran a relaxacios id6 meghatarozasara leggyakrabban
alkalmazott impulzus szekvencia a spin-echo. A képek élessége, kontrasztossaga
alapvetéen harom tényezotol fligg: egy adott térfogatban a protonspinek
stirtiségétol (N(H)) és ezen spinek longitudinalis és transzverzalis relaxacios ideitol
(T, T»). A kapott jel intenzitasat (SI) az aldbbi egyenlet irja le:*

SI = N(H)[1-e ™" ]e ™' (I1.2.1.)

ahol, TR a repeticios 1d6 és TE az echo késleltetési id6.

A lagy szovetekben a protonsiiriiség nem valtozik jelentékenyen, mig a
relaxacios id6k a kiillonbozd tipusi szovetekben igen eltéréek. Azonban a
relaxacios idok is csak kis mértékben kiilonboznek az egészséges és a beteg
szovetekben, ezért van szikség a vizsgalatok soran kontrasztanyagokra.” MRI
kontrasztanyagként olyan paramagneses vegyiiletek terjedtek el, melyek képesek a
vizprotonok relaxaciosebességét megnovelni.

A kontrasztanyagok I/T, relaxaciosebességet noveld hatasanak mértéke a
relaxivitas (r;), ami a paramagneses anyag | mM-os oldatara vonatkoztatott
relaxacidsebesség novekedés a diamagneses kornyezethez képest.’
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A kontrasztanyagokkal szemben fontos kovetelmény a nagy
termodinamikai stabilitas, kinetikai inertség, jO vizoldhatésag, kis ozmolitikus
koncentracid, szervspecifikussag, valamint maximalis kontrasztndvelés minimalis
dozis mellett.*

Manapsdg az MRI vizsgéalatok mintegy 35%-nal alkalmaznak
kontrasztanyagot, ami a jovoben a hatékonyabb és specifikus kontrasztanyagok
kifejlesztése révén nagy valdsziniiséggel novekedni fog.> Ezen vegyiiletek
tobbféle csoportositasa lehetséges. Egyrészrél megkiilonboztetiink Ti- és Ts-
kontrasztanyagokat, attol fiiggden, hogy az adott anyag hatidsa a longitudinalis
(1/T)) vagy a transzverzalis relaxaciosebességre (//T,) nagyobb. A longitudinalis
relaxaciosebesség novekedése a jel intenzitasdnak novekedését, a képen
vilagosodast (pozitiv kontraszt) idéz eld, mig a transzverzalis relaxaciosebesség
novekedése a jel intenzitasanak csokkenését, a képen sotétedést (negativ kontraszt)
okoz.

A kémiai tulajdonsagaikat illetéen a kontrasztanyagokat harom csoportba
soroljak: szuperparamagneses vas-oxidok, nitroxid szabadgyokdk és paramagneses
fémkomplexek.

11.2.1. Szuperparamdgneses vas-oxid részecskék

Mivel ezek a vegyiiletek igen jelentésen megndvelik a vizprotonok
relaxaciosebességét, alkalmasak arra, hogy MRI kontrasztanyagként hasznaljak
Oket. Az elmult 10 évben ez a kutatasi teriilet rendkiviil sokat fejlodott, s mara mar
néhany ilyen vegyiiletet eredményesen alkalmaznak az orvosi gyakorlatban
(Lumirem™, Abdoscan™, Endorem™).”**> A szuperparaméagneses vas-oxid
részecskéket rendkiviil sokféleképpen lehet eldallitani (Osszetétel, kiillonbozo
szemcseméret szempontjabol) és igy a fizikai-kémiai tulajdonsagaikban jelentdsen
kiilonboznek.

A kristalyszerkezetiik alapjan az Fe; O,M*"O altalanos képlet jellemz6
rajuk, ahol, M?*: Fe**, Mn**, Ni**, Co*" és Mg2+ lehet.

A nagyobb szemcseméretlicket /7T, ndveld (negativ), a kisebbeket 1/7;
noveld (pozitiv) kontrasztanyagként alkalmazzak.

A szuperparamagneses vas-oxidok négy nagy tipusat kiilonboztetjiilk meg a
hidrodinamikai atmér6jiiktél fiiggéen: (A hidrodinamikai atméré egy elméleti
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gomb atmérdje, melyet az oldatban 1évé szolvatalt részecskére hataroznak meg.)
Oralis vagy nagy (SPIO, 300 nm), standard (SSPIO, 50-150 nm), ultrakicsi
(USPIO, 10-40 nm) és monokristalyos vas-oxid nanorészecske (MION, <10 nm).
A SPIO részecskéket szajon at adva nem feloldodod, nem lebomldé matrixszal
bevonva a belek vizsgalatara hasznaljadk. Az SSPIO és USPIO részecskéket
inravénasan beadva maj, lép, porc ill. csontveld, az USPIO részecskéket, pl.
angiografias vizsgalatokra hasznaljak. A MION részecskék eljuthatnak az extra-
vascularis térbe, tovabba kisérletek folynak kiilonb6zé tumorspecifikus
kontrasztanyagok kifejlesztésére, amikor monoklonalis antitestekhez kotnék a
MION részecskéket.™

11.2.2. Nitroxid szabadgyikiok

Az MRI vizsgalatok soran olyan szabadgyokok hatasat tanulmanyoztak,
melyek 5 vagy 6 tagu gy(lriibdl allnak és a nitroxid szabadgydk csoporttal tercier
alkil csoportok szomszédosak. (I1.2.1. 4dbra)

Mas szabadgyokokhoz hasonléan a nitroxidokat is lehet oxidalni vagy
redukalni. Az elektrontranszfer és a reverzibilitas az oldészertdl fiigg. Vizes
kozegben redukcid hatasara hidroxilamin (RRNOH), oxidacié hatasara
oxoammoénium kation (RRNO™) keletkezik.”” Bioldgiai rendszerekben mind a
harom oxidacios allapotuk Iétezhet, ahol a nitroxid/oxoammoénium par egy
hatékony, elektrokémiailag reverzibilis redox parként viselkedik.”®

A nitroxid szabadgyokok relaxivitasanak értelmezésében rendkiviil fontos
hozzajarulasanak a megértése. Benett és munkatérsai® azonositani tudtak a proton-
nitroxid kolcsonhatds korrelacios idejét és bizonyitottak, hogy a belsd szféra
hozzajarulds elhanyagolhaté a gyors forgémozgast végzd, komplexbe ténylegesen
nem kotott nitroxidra. Igy a szabad nitroxidok esetén a kiilsé szféra folyamatok
hatarozzak meg a vizprotonok relaxaciosebességét.

/T, (r)) és 1/T, (r;)-ként definialt proton relaxacidosebességet a koncentracio
fliggvényében kiilonbozo tipusu nitroxid szarmazékokra (5-tagu pirolidin és 6-tagu
piperidin gytiriik) kozoltek Weinmann és munkatarsai.®
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Y
Y
H,C CH, H,C CH,
H,C T CH, H,C ’T' CH,
O- L o IL.

Y=H, COOH, NHCOCH,CH,COOH, OH, NH,
I1.2.1. abra Stabilis nitroxid szabadgy6kok

Az atlagos r; és r, értékek a I1.2.1. dbran felsorolt 6t csoport esetén, foszfat
pufferben (pH=7,4) az 1. vegyiilet csoportra rendre 0,37 és 0,33 s'mM™, mig a II.
vegyiilet csoportra 0,42 és 0,35 s'mM™ kozottinek adodtak. Ugyanezen vegyiiletek
esetén plazmaban a kovetkezd atlagértékeket kaptak: 1. csoportban r,=0,42 és
0,63 s'mM™, 1L csoport esetében r;=0,55 és r,=0,54 s'mM™. Ezek az értékek
valamivel nagyobbak, mint a pufferben kapottak, amit a plazmaban 1évo
makromolekulakkal képzett asszociatumok létrejottével lehet magyarazni.

A kontrasztanyag molekularis méretének novelésével, melynek hatasara
csokken a molekula forgd mozgasa és ndvekszik a rotacios korrelacids ideje,
tovabba a parositatlan elektronok szamanak novelésével is lehet a molekula
relaxivitasat novelni. Sosnovsky és munkatarsai®, a nitroxid szabadgyokot
szarvasmarha szérum albuminjadhoz (BSA) kotottek, igy a molekula mérete
jelentdsen ndvekedett és a vartnak megfelelden a relaxivitas értékek is ndvekedtek.
Az Sttagn nitroxidokra 40 s'mM™, mig a hattagiakra 49+1 s'mM™ adédott attol
fliggben, hogy hany etilén-amino-acetat csoport kozremiikodésével kototték a
nitroxidot a BSA-hoz.

A parositatlan elektronok szamat egy molekulaban tigy novelhetjiik, hogy
két vagy tobb nitroxid gyokot kapesolunk egy molekuldhoz, vagy a nitroxid gyokot
egy Gd*"-komplexhez kotjiik.> A legtobb, de nem minden esetben, a két
szabadgyoOkot tartalmazd molekula nagyobb  relaxivitast mutat a plazmaban
(©=1,0 s'mM" és r,=0,7 s'mM™), mint az egy szabadgyokét tartalmazok, de a
szerkezettdl fliggden jelentds eltéréseket tapasztaltak.

Igen jelentds relaxivitds novekedést tapasztaltak Sosnovsky ¢és
munkatarsai, ha a Gd**-komplexhez szabadgyokot és szarvasmarha szérum
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albumint kapcsoltak. Harom kiilonbozé esetben is 369-432 s'mM™ relaxivitas
értéket tapasztaltak '

Az allatkisérletek alapjan Janzen’’ valamint Krishna és munkatarsai’®
kimutattak, hogy megfelelé hatékonysagi MRI kontrasztanyagot akkor lehet ezen
nitroxid gyokok segitségével eldallitani, ha azok a redukald hatasnak minél inkabb
ellenallnak.

11.2.3. Paramdgneses fémkomplexek

A paramégneses fémionok (Gd**, Mn®>", Mn", F&’", Cu®*) is képesek a
protonok relaxaciosebességét novelni, igy alkalmasak MRI kontrasztanyagoknak.
Mivel a fémionok akva-komplexei er0sen toxikusak, in vivo korilmények kozott
csak stabilis kelat-komplexek formajaban lehet ket biztonsaggal alkalmazni. Az
emlitett fémionok koziil minden szempontbol a Gd** rendelkezik a legkedvezébb
tulajdonsagokkal: 7 parositatlan elektron, nagy magneses momentum és
megfeleléen hosszu elektronrelaxacios id6 (107s).” Mindezek miatt a klinikai
gyakorlatban nagy részben a Gd**-kelatkomplexei terjedtek el. Fontos azonban
megjegyezni, hogy mivel a Gd**-ion nem fordul el8 az élészervezetekben, nincs
biologiai korforgasa®, ezért kisérletek folynak a ,.kornyezetbaratabb” masik 4 ion
kontrasztanyagként valo alkalmazasara is.

Jelenleg a Gd*"-alapt kontrasztanyagokat igen elterjedten hasznaljak, az
orvosi gyakorlatban, mintegy ¢évi 30 tonna gadoliniumot hasznalnak fel
kontrasztanyagként. (Altalaban 0,1-0,3 mmol/testsuly kg dézisban alkalmazzak,
ami vizsgalatonként kb. 25 cm® 0,5 M-os kontrasztanyag intravénas bejuttatdsat
jelenti.)®

Az elsé klinikai gyakorlatban is hasznalt kontrasztanyag a Gd(DTPA)*

(Magnevist)**%

volt, ezt tobb mint 10 éve hasznaljak és mar tobb mint 20 millio
paciensnek adtak be.’ A nyiltlanca Gd(DTPA)*-hoz hasonléan ma mér piacon levé
makrociklusos kontrasztanyag a Gd(DOTA) (Dotarem).”® A komplexek negativ
toltése miatt az injektalas helyén nagy ozmozis-terhelés 1ép fel, ami egyes
betegeknél fajdalommal jarhat. Az ozmotikus koncentracio csokkentése érdekében
semleges komplexeket fejlesztettek ki, a DTPA vagy DOTA ligandumok egy vagy
két karboxil csoportjanak semleges alkoholos-hidroxil, vagy amidcsoportra torténd

cseréjével.'®7*®  Ez  midenképpen a termodinamikai stabilitisi 4alland6
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csokkenésével jar, de a komplexek kinetikai inertsége nem romlik 1ényegesen,
(amint ezt a késdbbiekben megmutatjuk), ami az alkalmazhatdsagnak fontosabb
kovetelménye. Ilyen kereskedelmi forgalomban 1év6 anyagok a Gd(DTPA-BMA)
(Omniscan), Gd(DTPA-BMEA) (Optimark), Gd(HP-DO3A) (Prohance),
Gd(DO3AB) (Gadovist). Ezek az anyagok nagyon hasonldé farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, az extracellularis térben disulnak és a vesén
keresztiil iiriilnek ki. A maj vizsgalatira az el6zoekhez hasonlo, de lipofil
kontrasztanyagokat is kifejlesztettek: Gd(EOB-DTPA)* (Eovist)”, és a
Gd(BOPTA)* (Multihance).”

I1.2.3.1. A Gd° -komplexek relaxivitisa

Gd*"-komplexek jelenlétében a mért relaxaciosebesség (1/Tions) a
diamagneses (//T};) és a paramagneses (//T;,) hozzajarulas Osszegeként adhato
meg:

1 —
T =

lobs

- L L 6a) (112.2.)

1
+ —
Tip Tid

1
Ty
ahol r; a relaxivitas.’

7 7 Y J4 . ” is I3 1 os
A paramagneses fémkomplex relaxivitasa a fémion bels6 (7,) és kiils6 (7,)

PR rorer . ) . s ey ror 2nd
koordinacios szférajanak, valamint egy masodik koordinacios szféranak (7 p" ) a

Y J . 1" r 1L "o . 71
relaxaciosebesség-noveld hatasabol tevodik dssze:

R (11.2.3)

Ry =1y i
A jelenleg hasznalt kontrasztanyagoknal a belsé szféra hozzajarulasa a
teljes relaxivitashoz kb. 50%.> A belsé szféra relaxivitashoz vald hozzajarulas a
paramagneses fémion és a hozza kozvetleniil koordinalddott vizmolekuldk
protonjai koézotti dipol-dipdl kolesonhatasbol szarmazik, igy a belsé koordinacids
szféraban 1év6é vizmolekuldk szama (q) alapvetd fontossagu. A dipdl-dipol
kolesonhatast befolyasoljak a komplex rotacios korrelacios ideje (zz), az elektron-
spin relaxacids id6 (zs) €s a belsd szféraban kotott vizmolekulak atlagos élettartama
(7)) (1/7,, = ke, vizcseresebesség), valamint a Gd-H tavolsag (rcan).
A belsd szféra hozzajarulast a Swift-Connick elmélet alapjan, az alabbi
modon lehet kifejezni: ™
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is cq 1

7o =
¥ ss 55 g (I1.2.4)

ahol, TII,Z a fémionokhoz kétott vizmolekuldk protonjainak relaxacios ideje:”

1 1
—=k— f(7;,7,,7,
= f(707,7,) (I1.2.5)

A kiilsé szféra hatasnak kis molekulatomegii Gd*"-komplexek esetében
lehet jelentds hozzajarulasa a mért relaxacidsebességhez. Ezt a Freed-féle
elmélettel’™” veszik figyelembe, ami a paraméagneses fémionok elektronrelaxacios
idejének felhasznalasdval, a paramagneses komplex kozelében a vizmolekulak

crer

poliamino-polikarboxilat, -poliamino-foszfonat komplexek esetében durva
kozelités’®”’, mivel a vizmolekuldk a ligandum karboxilat csoportjaihoz
kozelkeriilve, azokkal H-kotést tudnak kialakitani és igy a paramagneses centrum
kozelében tudnak maradni egy ideig. Ez az id6 azonban hosszabb, mint az a
korrelacios id6, melyet a szabad transzlacios diffizidbdl megbecsiilhetiink. Ezek a
vizmolekulak egy masodik koordinacios szférat alkotnak, amely hozzajarul az

Ossz-relaxivitashoz. Ezt a tagot Aime ¢és munkatarsai javaslatira vezették be,

késébb Chen és munkatarsai’® kimutattdk, hogy bizonyos esetekben a rlzpnd

hozzéjarulés a 30%-ot is elérheti.

11.2.3.2. A kontrasztanyagok fejlesztésének fobb iranyai

A klinikai gyakorlatban hasznalt kontrasztanyagok relaxivitasa (4-
7mM's™") egyelére messze elmarad az elméletileg elérhet értéktol
(100 mM's™)’, igy tovébbra is intenziv kutatisok folynak az emlitett relaxivitast
meghatarozo paraméterek optimalizaldsara.

A jelenlegi kontrasztanyagok nem specifikusak, még akkor sem, ha nem
homogén a szervezetbeli eloszlasuk. A kontrasztanyagok hatékonysaganak
novelése érdekében Ujabb és tjabb specifikus anyagokat fejlesztenek ki.

Egyik ilyen vegyiiletcsalad az erek vizsgalatara kifejlesztett komplexek.®
Ahhoz, hogy az érrendszert hatékonyan lehessen vizsgalni, a kontrasztanyagnak
hosszabb idon keresztiil a véraramban kell maradni és nem diffundalhat ki a
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sejtkozotti allomanyba. Ezek altalaban makromolekuldk, melyeknek a hosszabb
rotacios korrelacios idejiik miatt (I1.2.5. egyenlet) a relaxivitasuk is nagyobb.
Ilyenek példaul a liposzémalis kontrasztanyagok (a liposzoma belsejébe
kapszuldzzdk a paramagneses fémiont tartalmazod komplexet)””, a polimer
kontrasztanyagok (tobb Gd*'-iont tartalmazé linearis vagy makrociklusos
vegyiiletek)® ¢és a plazma proteinjeihez nem kovalensen kot6dé lipofil Gd**-
komplexek.®'

Egy masik fejlesztési irany a tumorspecifikus kontrasztanyagok
kifejlesztése, melyek a tumorsejtek feliiletén kotddnek. Ezt leggyakrabban gy érik
el, hogy a Gd**-komplexet monoklonalis antitesthez kapcsoljak, ami specifikusan
kotédik a tumorsejt feliiletén 16v6 receptorokhoz.® A tumorokrél nagy felbontast
képet kapva, segitheti a még precizebb sebészeti vagy mas terapias kezelést.

A szovetek fizikai-kémiai allapotardl is nyerhetiink informacidkat az un.
intelligens kontrasztanyagok (smart contrast agents) alkalmazasaval.” Ezeknek a
kontrasztanyagoknak a segitségével kiilsd beavatkozas nélkiil mérhetnek az adott
szovetben hémérsékletet®, pH-t*, az oxigén parcialis nyomasat®, enzimaktivitast®®

o 2 ety 8T8

A homérsékletadatok a gyulladas helyeirdl adnak informaciot, valamint a
hipo- ¢és hipertermias kezelésekkor ily modon akar kdzvetleniil a szdvetben is
ellendrizhetd a homérséklet.

A pH-érzékeny kontrasztanyagok irant az érdeklédés azért nétt meg, mert
kimutattak, hogy a tumoros sejtek sejtkdzotti allomanyaban a pH = 6,8-6,9, tehat
savasabb, mint a tumoros sejtben magaban (pH = 7,2) ill. az egészséges szovetek
sejtkdzotti allomanyaban (pH=7,4).

A szovetekben az oxigén parcidlis nyomasanak ismerete lehetéséget
biztosit, hogy kiilonbséget tegyiink vénas és artérias vér kozott, felismerjik az
elhalt szovetrészleteket, illetve a tumoros szoveteket.

Enzimaktivitds vizsgalatakor az adott kontrasztanyag szubsztratként
viselkedhet és az enzimkatalizalt reakcidban megné a kontrasztanyag relaxivitasa.

Az MRI-t mas diagnosztikai eljarassal egyiitt is alkalmazzak, példaul
komputer tomografiaval (CT) vagy pozitron emisszios tomografiaval (PET)
kombinalva haromdimenzioés képek, mozgoképek is kaphatok.

Az egyéb diagnosztikai alkalmazasokon kiviil terapias modszerekkel is
prébaljak 6sszekapcsolni az MRI-t, mint példaul a gadolinium neutronbefogésos
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rakterapiaval (GANCT).”'* A jelenleg is hasznalt MRI kontrasztanyagok
(Gd(DTPA)”, Gd(BOPTA)”) tovébbfejlesztésével tumorspecifikus anyagokat
allitanak eld, melyeket, miutan a tumorhoz kotddtek, a terapia soran termikus
neutronokkal sugaroznak be. A lejatszodd magreakcié soran (2'Gd(n,y)'**Gd) a
keletkezé gamma-sugarzas (max. 7,8 MeV) és Auger-elektronok (max. 41 KeV)
képesek a tumor-szovetet elpusztitani. A ""’Gd-nak szamos elénye van a mar
gyakorlatban is alkalmazott '°B vegyiiletekkel szemben a kovetkezOk miatt:"

o Az bsszes stabilis izotop koziil a '>’Gd-nak van a legnagyobb termikus
neutron befogési hataskeresztmetszete: 254.000 barn (‘’B: 3840 barn).

e A stabilis Gd*'-komplexeknek (MRI-kontrasztanyagok) igen nagy
irodalma van, tébb mint 15 éve mar eredményesen alkalmazzak Oket és
tovabbfejlesztésiikkel 1j, hatékony terapias modszer fejlesztheto.

e A terapia soran MRI-vel nyomon lehet kovetni a kezelés hatdsossagat,
ujabb kontrasztanyag beadasa nélkiil.

A Gd*"-poliaza-polikarboxilat komplexek tulajdonsagainak vizsgalata, az
egyre boviilo gyakorlati alkalmazdsok miatt is, egy fontos tudomanyteriilet. A
kapott eredmények felhasznalasaval a jovOben egyre hatékonyabb és
biztonsagosabb vegyiiletek fejleszthetok.
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I1.3. DTPA és DTPA-amid szarmazékok komplexei

A DTPA (dietilén-triamin-penaecetsav) egy széles korben elterjedt
komplexképzo ligandum. A gyogyaszatban eldszeretettel alkalmazzak a kiilonb6z6
radioaktiv elemekkel képzett komplexeit a nuklearis medicinaban®, illetve Gd*'-
komplexét MRI kontrasztanyagként (Magnevist).® A DTPA-amid szarmazékok
irodalma viszont csak kis részben kapcsolodik maés fémionok pl. az In®" stb.
orvosbiologiai alkalmazasahoz™, elsésorban az MRI kontrasztanyagok témakorén
beliil jelent meg igen sok publikacio. A Gd(DTPA)* MRI kontrasztanyagként vald
alkalmazasanak egyik hatranya a komplex negativ toltése (lasd 14. o.), aminek
kikiiszobolésére szamos toltés nélkiili biszamid szarmazékot szintetizaltak. A
Gd(DTPA-BMA) ¢és a Gd(DTPA-BMEA) klinikai gyakorlatban valo elterjedése
ujabb és jabb biszamid szarmazék eldallitasara sekentette a kutatokat. Azért, hogy
minél nagyobb relaxivitast, termodinamikai stabilitdsu ¢és kinetikai inertségii
komplexeket allitsanak el6 a DTPA-BMA-ban 1évé metil csoportokat kiilonb6zo
alkil vagy aril csoportokra cserélték [g°!">9%949396919899.100 = ciklikys DTPA-
szarmazékokat'?'*!' DTPA-bisz(amid)-alkil kopolimereket szintetizaltak®*,
illetve legujabban C-szubsztitualt GADTPA-bisz(amid) szarmazékokat'™ is
eléallitottak.

I1.3.1. A Ln’*-DTPA és -DTPA-amid szdrmazék komplexek szerkezete

Az Ln(DTPA)* komplexek szerkezetét illetéen, 'H és "*C-NMR-es
vizsgalatok alapjan Jenkins és Lauffer'®® megallapitottak, hogy oldatban a DTPA 8
fogt ligandumként koordinalodik a ritkafoldfém ionokhoz, az 5 karbonil-oxigénen
és a harom amin nitrogénen keresztiill. A Ln*"-ion a dietilén-triamin rész harom
nitrogénjéhez vald koordinacidja a kdz€ps6é amin nitrogén kiralitasat eredményezi,
de a két enantiomert NMR-rel nem lehet megkiilonboztetni. '"O-NMR-es
mérésekkel Geraldes ¢és munkatarsai'® mutattdk ki, hogy a fémion belso
koordinacios szférajaban még egy vizmolekula taldlhatd, melyet Eu’'-
lumineszcencias vizsgalatokkal is alatdmasztottak. A koordinalt vizmolekulak
szamat a lantanida(IIl)-ion mindségétél fiiggetlennek talaltdk, igy a Ln(DTPA)*
komplexekben a fémion teljes koordinacios szama 9.

19



Jaszberényi Zoltan: PhD értekezés

A Ln(DTPA)*-szarmazékok szilard komplexeinek rontgenkrisztallografias
vizsgalatai alapjan az oldatszerkezethez hasonlo kristalyszerkezetet azonositottak,
ahol az elemi cellakat haromszorosan lapcentralt trigonalis prizménak talaltak.”

Az LnDTPA-monoamidoknal is, ahol az amid-funkcids csoport a kdzépso
glicin egységhez kapcsolodik, feltételezhetd, mint az Ln(DTPA)> esetén, a két
izomer 1étezése. A La(DTPA-N’-MA)" és Lu(DTPA-N’-MA)" esetében 'H-NMR

107 Az acetat

vizsgalatokkal Sarka és munkatarsai bizonyitani is tudtak létezésiiket.
metilénekre két AB multiplettet talaltak, mivel az Ln-N kotés élettartama hosszu az
NMR-idéskalan, tovabba bizonyitottak, hogy az etilén hidak a koordinalt
ligandumban két kiilonb6z6 konformacidban léteznek. Azoknal a LnDTPA-
monoamid komplexeknél, ahol az amidcsoport az egyik szélsd glicin-részhez
kapcsolodik elvileg ujabb két izomert feltételezhetiink. Az Ln(DTPA-N-MA)"
esetén 'H és "C-NMR spektrumok segitségével a 4 izomer megkiilonboztethetd

oldatban.

Az LnDTPA-biszamid szdrmazék komplexek *C-NMR spektrumai alapjan
Geraldes és munkatarsai megallapitottak, hogy ezen komplexek szerkezete hasonlo
a Ln(DTPA)” komplexek szerkezetéhez.”” A ligandum 3 amin nitrogénen, harom
karboxilat csoport karbonil oxigénjén és két amidcsoport karbonil oxigénjén
keresztiil koordinalodik a Ln’"-ionokhoz. Ezekben a komplexekben is egy
vizmolekula talalhatd és a szerkezetiiket torzult, haromszorosan lapcentralt
trigonalis prizmanak azonositottak. A szilardfazist komplexek
rontgenkrisztallografias vizsgalatai is ezt a szerkezetet tdmasztottak ala.

Franklin és Raymond vizsgaltdk a Ln(18-DTPA-dien) komplexeket,
melyekben a DTPA-bisz(amid) rész egy 18-tag makrociklus tagja.'”” A La®* és
Eu’" komplexek kristalyszerkezeteinek vizsgalata soran oligomer szerkezeteket
azonositottak, melyek oldatban 0,2-0,5 M-os toménység mellett azonban nem
jelentkeztek. Ezekben a komplexekben a lantanida(Ill)-ionhoz a DTPA-egységek
ugyanugy koordindlodnak, mint a nyiltlanct biszamid ligandumok esetében. Mivel
az amidcsoportok makrociklusba vannak zarva, ezeknél a komplexeknél csak 2
enantiomer par kedvezményezett térbelileg, melyeket 'H-NMR spektrumok alapjan
azonositani is tudtak.
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I1.3.2. A Ln’*-DTPA és -DTPA-amid szdrmazék komplexek stabilitisa

A hard ritkaféldfém-ionok a poliaza-polikarboxilat ligandumokkal nagy
stabilitasti kelat-komplexeket képeznek. Az Ln(DTPA)” komplexek stabilitasi
allandéinak a Dy’" és a Ho’" korill van maximuma, melyet a csokkené fémion
méret miatt a ligandum funkcids csoportjai kozott fellépd sztérikus gatlassal lehet
magyarazni.

Ha az Ln(DTPA)> komplexben, a ligandum egy karboxil csoportjat amid
vagy észter csoportra cseréliink ki, akkor a ligandum tovabbra is nyolcfunkcids
marad, de ennek az ionos csoportnak egy nem-ionos csoportra torténd kicserélése a
Gd*"-komplex stabilitdsi allandojaban kb. harom nagysagrend csokkenést
eredményez, mivel a komplexek stabilitisaban a ligandum karjainak a toltése
valamint a donorcsoportok bazicitasa igen fontos szerepet jatszanak.

Igen nagyszamii DTPA-bisz(amid) szarmazékot allitottak eld, illetve

vizsgaltak az elmult években,’!9%%39493-96.97.98.99.100

aminek az egyik oka, hogy ezek
a ligandumok DTPA-biszanhidridbdl és a megfelelé aminbdl viszonylag konnyen
eloallithatok, illetve a komplexek stabilitdsdhoz a kiilonb6z6 nem-ionos funkcios
csoport kozilil (amid, észter, hidroxialkil) az amid karbonil oxigénnek van a
legnagyobb hozzajarulésa.

A stabilitasi allandokhoz az amidcsoport jelent6s hozzajarulasat Paul-Roth
és Raymond igazolta.”® A Gd*"-biszmetil-dietilén-triamin-triacetat (GADTTA-BM)
és a Gd(DTPA-BMA) stabilitasi allanddjanak az Osszehasonlitasaval, ahol a
Gd(DTPA-BMA) stabilitasa 3,73 logK egységgel nagyobbnak adédott. Ez az
Osszehasonlitas nem csak a két amidcsoport hozzajarulasat demonstralja, mivel a
DTTA-BM ligandumban a N-donoratomok bdazicitasa sokkal nagyobb, mint a
DTPA-BMA-ban, ahol az amidcsoportok karbonil oxigénjén 1évd parcialis negativ
t6ltés rontja az amin N-ek bazicitasat.”®

Azonban attol fiiggetleniil, hogy az amidcsoportok jelentékenyen
hozzajarulnak a komplexek stabilitdsdhoz, a GdDTPA-bisz(amid) szarmazékok
stabilitasi allandoja 4-6 nagysagrenddel kisebb, mint a Gd(DTPA)* komplexeké.
Itt kell megemliteni, hogy a GdADTPA-bisz(amid) szarmazékok ezen
stabilitascsokkenés ellenére nem toxikusabbak, mint a Gd(DTPA)*, mivel az
endogén Ca®"-mal, Zn’"-kel és Cu®-zel legalabb ugyanilyen mértékii
stabilitascsokkenés kovetkezik be.
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A ciklikus DTPA-bisz(amid) szarmazékok esetében érdekes jelenséget
figyelt meg Carvalho és Kim.'""' A gyfiriitagszam novelésével a Gd**-komplexek
stabilitasi 4llanddja nétt, mig a Zn*"-komplexeké nem valtozott. gy ezen
ligandumok esetében igen nagy szelektivitds is elérhetd a Gd*-ra a Zn*"-kel
szemben.

I1.3.3. A Ln’*-DTPA és -DTPA-amid szdrmazék komplexek kinetikai viselkedése
I1.3.3.1. Ln’*-komplexek vizcsere reakcidi

A Gd*"-poliaza-polikarboxilat komplexek belsd szférajaban koordinalt
vizmolekula és a kdrnyezo viztomeg kozotti cserereakcio 1ényegesen lassabb, mint
a [Gd(H,0)s]*" akva-komplex esetében. [Ennek a vizcsere reakcionak igen fontos
szerepe van a Gd’'-komplex relaxivitisa szempontjabol (14.0ld)]. A vizcsere
reakci6 sebességi allandoja pl. a [GA(DTPA)(H,0)]* esetében ke = 4,1x10° 57!
mig a [Gd(H,0)s]*" esetében ke = 8x10°s™'. ' A nyolcas koordinacioju akva-ion
rendkiviil gyors vizcseréje azzal magyarazhato, hogy hidratacios egyenstulyban van
a kismennyiségben jelenlevdé [Gd(H,0)o]’" akva ionokkal''®, mivel a ritkafoldfém
sorozatban a rendszam novekedtével, a majdnem szomszédos Sm* -iontél valtozik
a koordinacios szam 9-r6l 8-ra. Igy a [Gd(H,0)s]*" esetén a sebességmeghatarozo,
asszociativ 1épés aktivalasi energidja nem til nagy, s ez eredményezi a gyors
vizeserét. Ezzel szemben a 9-es koordinaciés szami Gd’ -poliaza-polikarboxilat
komplexekben a sebességmeghatarozo 1épés disszociativ, melynek aktivalasi
energidja nagy, ami lassi cseréhez vezet. A poliamino-polikarboxilat komplexek
merev belsd koordinacids szférajanak az atalakuldsa viszonylag nagy energiat
igényel, az akvaion flexibilis bels6 koordinacids szférajahoz képest, ami szintén
lassitja a vizcserét.

Abban az esetben, ha a [Gd(DTPA)(H,O0)]*-ban egy karboxilat
donorcsoportot amidcsoportra cseréliink, csokken a vizcseresebesség a [Gd(DTPA-
N-MA)(H,0)]" és [GdA(DTPA-N’-MA)(H,0)]" esetén (kex=1,3x10°s™" és
1,9x10°s™)"". Ennek okt Bligh és munkatarsai™ a Gd**-komplex koordinaciés
szférajaban bekovetkezd sztérikus zsufoltsag csokkenésével valamint André és
munkatarsai''? a ligandum negativ toltésének csokkenésével magyariznak. A
GdDTPA-bisz(amid) komplexeknél a vizcseresebességekben tovabbi csdkkenés
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tapasztalhato ~ {{GA(DTPA-BMA)(H,0)]  ko=0.45x10°s"',  [Gd(DTPA-
BMEA)(H,0)] kex=0.39x10° s7").""?

A GdDTPA-biszamid-polietilén-glikol (PEG)"'* ill. GdDTPA(DTPA-
biszamid)-alkil [—(CH,),— n=6, 10 és 12] kopolimerekg% vizeseréjét Toth és
munkatarsai vizsgaltdk. A hidrofil és hidroféb szegmensekbdl allo polimerlancok
feliiletaktiv anyagként viselkednek és az alkilcsoportok hidrofob kdlcsonhatasai
miatt micellakat képeznek. Mivel a hidrofil Gd**-komplexekben a viz koordinacios
helye az oldat fele helyezkedik el, igy az olddszerviz korlatozas nélkiil hozzaférhet,
¢és a polimerek vizcseresebessége és mechanizmusa nem valtozik a monomerekéhez
képest.

I1.3.3.2. Ln**-komplexek fémcsere reakcidi

A nyiltlanctt  poliamino-polikarboxilat (pl. EDTA; 1,2-Diamino-
ciklohexan-tetraecetsav (CDTA), Etilén-glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-
tetraecetsav, (EGTA); DTPA stb.) ligandumokkal képzett atmeneti fém(Il, III) és a
lantanida(IIT)-komplexek fém és ligandumcsere reakcioi a 4<pH<8 tartomanyban
viszonylag lassan jatszodnak le. Az ilyen tipusi reakciokat az 1970-es évek
kozepével bezaréan Margerum és munkatarsai'” foglaltak Ossze, és azt talaltak,
hogy minél nagyobb a komplexek termodinamikai stabilitdsa, annal inertebbnek
mutatkoznak a kicserélédési reakciokban. A Ln**-komplexek izotopkicserélédési
reakcioi els6sorban protonkatalizalt disszociaciéval mennek végbe, a kicseréld fém
kozvetlen tdmadasaval végbemend reakcio csak kismértékben jarul hozza a reakcio
lejatszodasahoz.''® Mivel a Ln**-ionok koordinaciés szama 8 vagy 9, a hatfogt
EDTA- vagy CDTA-komplexekben a ligandumoknak nincs szabad donorcsoportja,
igy csak kis valoszintiséggel tudnak kétmagvi komplexek kialakulni, ami a fém
kozvetlen tamadasaval lejatszodo reakcioutnak egy igen fontos feltétele.

Az Ln(DTPA)* komplexeknél mas a helyzet, mivel a kétszeres negativ
toltés eredményeképpen novekszik a fém kozvetlen tamadasaval lejatszodo
reakcidut valoszintisége. Szamos Ln(DTPA)*-komplex (Ln’": La’*", Nd**, Gd*",
Ho', Lu’") Eu’-mal torténd cseréjét tanulmanyoztik —spektrofotometrias
modszerrel az Eu®" toltésatviteli savjan*®* vagy izotopcsere reakcioban.''®

A Gd(DTPA)-amid szarmazékokkal (DTPA-N-MA, DTPA-N’-MA,
DTPA-BMA) Sarka és munkatarsai'’ végeztek részletes kinetikai vizsgalatokat az
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Eu’’, Cu*, illetve Zn*'-ionokkal torténd cserereakcidk esetében. A cserereakciok
masrészt a kicserélé fémionnak a nem-protonalt, GdL komplexen torténd kdzvetlen
tamadasaval. Ha minden lehetséges reakcidutat figyelembe vettek, a Gd(DTPA)*
és a Gd(DTPA-BMA) kinetikai stabilitasa elég hasonldonak adddott, ami meglepd,
hiszen a Gd(DTPA) -nak kb. 6 nagysagrenddel nagyobb a termodinamikai
stabilitdsa. Ezek az eredmények a ligandumban talalhaté amid funkcios csoport
fontossagat hangsulyozzak.

A ciklikus GdDTPA-bisz(amid) szarmazékok Cu*"-vel torténd
cserereakcioit Choi és munkatérsai''’ vizsgaltik a pH=4-5 tartomanyban. A

----- "

komplexek protonkatalizalt disszociacidja a gyliritagszam ndvelésével nem tul
sebessége nem valtozott. A pH>6 felett dominanssa valo, a Cu**-ion kozvetlen
tamadasaval torténd reakciout sebességi allandojat kozel megegyezonek talaltak.
Mivel a Cu**-ion részvételével lefolyd csere sebessége a Gd(DTPA-BMA)
esetében is hasonld, igy in vivo alkalmazas estén, ahol a protonkatalizalt
disszociaci6 nem jatszik jelentds szerepet, a ciklikus DTPA-bisz(amid)
szarmazékok, a kinetikai stabilitas terén nem mutatnak eldnydsebb
tulajdonsagokat, mint az aciklikus Gd**-komplexek.
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III. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK
IIL.1. Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszkopias vizsgalata

Az Y(DTPA-bA) komplex oldatban 1étezé izomereinek és azok aranyanak
felderitésére a legtdbb informaciot szolgaltatd kisérleti modszer '"H-NMR, “C-
NMR spektrumok 1D és 2D valtozatainak felvétele. Mivel a komplex 'H-NMR
spektruma a ligandumban taladlhaté metilén csoportok altal adott AB dublettek
atlapolasa miatt meglehetsen bonyolult, ezért elsésorban a C-NMR és a 2D-
NMR spektrumok elemzésére hagyatkozhatunk. Az alabbi kétdimenziés NMR
vizsgalatokat végeztiik''®:

COSY: (Correlation Spectroscopy) A legfontosabb ¢és a leggyakrabban
hasznalt kétdimenzios kisérlet. 'H-'"H korrelacids spektroszkopia, melyben a
keresztcsticsok alapjan lehet azonositani az egymassal skalaris csatolasban (‘'Jyp)
1év6 protonokat.

NOESY: (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) Azok kozott
az NMR jelek kozott ad keresztcsiicsokat, amelyek egymashoz térben kozel
helyezkednek el.

EXSY: (Exchange Spectroscopy) Azok a protonok adnak egymassal
keresztcsucsokat, amelyek kozott elegendden gyors kémiai csere jatszodik le.

HETCOR: (Heteronuclear Correlation Spectroscopy) Ezzel a modszerrel
olyan 'H-"C keresztcsticsokat detektalunk, amelyek akkor jonnek létre, ha a két
atommag kozvetleniil egymashoz kotédik a molekulaban, és igy kozottik egy
kotésen keresztiili skalaris csatolas van.

HMBC: (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) Ugyanazon az elven
alapszik, mint a HETCOR. A kiilonbség az, hogy inverz (proton) detektalast

rrrrrr

tobb kotésen keresztiili csatolasok ((Jey, “Jen) figyelheték meg.

I11.2. DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazék komplexek egyensulyi
vizsgalata

A poliaza-polikarboxilat-ligandumok fémkomplexei stabilitasi allanddinak
vizsgalatara az egyik leghatékonyabb médszer a pH-potenciometriés titralas, mivel
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a komplexek képzddése soran a fém és a kiilonb6zé mértékben protonalt ligandum
stabilitasi allandoinak szamitdsahoz ismerniink kell a ligandum protonalodasi
allandoit, melyet a kovetkez6 folyamattal és egyensulyi allandoval irhatunk le:

H.,L + H' = HL

[Hi L] (1IL.2.1.)

" 1,2..

Az 1:1 és 2:1 (kétmagvi) komplexek stabilitdsi allandoit a kdvetkezoképpen
definialhatjuk:

M + L = ML M + ML &= M,L
_ [M] k. - L]
ML [M] [L] (111.2.2.) ML [ML][M] (111.2.3.)

Gyakran hasznaljuk a komplex protonalodasi allandojat is:

MH,,L + H* MH,L
K [MH,L] (I11.2.4.)
Y [MH, L) H
i=12..

A 111.2.4. egyenlet megforditasaval a komplex deprotonalddasi folyamatat irhatjuk
le, melyet az ott feltiintetett egyensulyi allando reciproka jellemez
(deprotonalddasi allandd). A nagystabilitast lantanida(Ill)-komplexek esetében
gyakran el6fordul, hogy a komplexképzddés mar pH<2 esetében is kdzel 100%-
ban bekdvetkezik, ahol a pH-mérés bizonytalan az iivegelektréd kisebb
érzékenysége miatt. Ilyenkor kompeticios titralast alkalmazunk, azért hogy a
komplexképzddést a jobban vizsgalhaté nagyobb pH értékek iranyaba toljuk el. A
kompeticios titralas soran egy segédligandummal (L*) versengésre kényszeritjiikk a
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fém koordinaciéjaért a vizsgalandé ligandumot (L), mely folyamat protonalodassal
vagy H'-ion felszabadulassal jar:

Ll + HL = LnL + H[L + (i-j)H" (I11.2.5)

I11.3. [GA(DTPA-bbBA)(H,0)] és [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplexek
vizceseresebességének vizsgalata

A paramagneses lantanida(Ill)-komplexek belsé koordinacios szféraja és
az oldoszer viz kozotti vizesere folyamat jol tanulmanyozhaté '"O-NMR
modszerrel. A semleges koriili pH-tartomanyban a vizcsere sebessége megegyezik
a protoncsere sebességével, igy elvileg a 'H-NMR is alkalmas lenne a
vizcseresebesség meghatarozasara, azonban az oxigén, mivel kozvetleniil
koordinalodik a fém-ionhoz sokkal érzékenyebb a paramagneses hatdsra. A
kiilonb6z6 hémérsékleteken mért paramagneses ion okozta 'O jelek eltolodasaibol
(Aw) és az '"O-relaxaciosebességek (I/T;, 1/T;) véltozasaibol kiszamithato a
paramagneses komplex vizcseresebessége, rotacidos korrelacios ideje, az ESR
mérésekbdl a paramagneses komplexre jellemzo elektron relaxacios paraméterek.
Nagynyomasa ''O-NMR mérésekbél kovetkeztetni lehet a vizcseresebesség
mechanizmusara, a kiszamitott aktivalasi térfogatok (A7) alapjan.

I11.4. GA**-DTPA-bisz- és —trisz(amid) szirmazék komplexek
fémcsere kinetikajanak vizsgalata

A fémioncsere reakciokat pszeudo-elsérendli feltételeket biztositva,
altalaban a kicseréld fém nagy feleslegét alkalmazva, alland6 pH-ra pufferolt
kozegben vizsgalhatjuk. Ezen reakciok soran lehetdség szerint arra kell torekedni,
hogy vagy csak a kiindulasi komplexnek, vagy csak a kicseréld fémionnal
kialakulé komplexnek legyen fényelnyelése, ill. paramagneses relaxaciosebességet
noveld hatésa.

A Gd*-komplexek Eu’- és Cu®'-csere  vizsgalatai  soran
spektrofotometrias (mivel csak az Eu’'- és Cu*"-komplexeknek van a vizsgalt
rendszerben fényelnyelése) mig a Lu’"- és Zn*"-csere folyaman 'H-relaxometrias
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modszer hasznalhat6. Ez utobbira az ad lehetdséget, hogy a Gd*"-komplex hatésa a
vizprotonok relaxacidsebességére kisebb, mint a szabad Gd’"-ioné, a
relaxaciosebességre gyakorolt hatdsa aranyos a koncentracioval, valtozasa jol
mérhetd.

A komplexek fémioncsere reakcidit, a kicseréld fémion feleslege
jelenlétében, a kovetkezo sebességi egyenlettel irhatjuk le:

_ d[GdL], _ k. [GdL], (I11.4.1.)
dt obs
ahol a k., pszeudo-elsérendii sebességi allando. A ¢ alsdindex a komplex teljes
koncentracigjat jeloli.
A k,»s meghatarozasa, a jelintenzitds novekedése esetén, a 111.4.2. egyenlet
alapjan torténik a modszerre jellemzd paraméter kiilonb6zo ¢ iddpillanatokban
torténd mérésével.

I = (]r _ Iv)e—komf +1, (1I1.4.2.)

A mért [, paraméter a spektrofotometrias modszer alkalmazasakor az abszorbancia,
mig a relaxometriaban az //T; relaxaciosebesség a ¢ idében, az I, a reaktansok, /, a
végtermékek abszorbancia ill. 1/T; értékei.
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IV. EREDMENYEK
IV.1. Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszkdpias vizsgalata

A DTPA-bisz(amid) szarmazék ligandumok, mint nyolcfogt ligandumok,
harom amin nitrogénen, harom karboxilat csoport karbonil oxigénjén és két
amidcsoport karbonil oxigénjén keresztiil koordinalédnak a ritkaf6ldfém ionokhoz.
Ezekben a komplexekben egy vizmolekula talalhatd még a belsé koordinacios
szféraban ¢és a szerkezetiiket torzult, haromszorosan lapcentralt trigonalis
prizmanak azonositottak.”

Az LnDTPA-bisz(amid) komplexekben a dietilén-triamin vaz terminalis
nitrogénjei kiralisak, ami a centralis nitrogénnel egyiitt mar 3 kiralis nitrogén
atomot eredményez. A harom kiralitis kozpontot tartalmazo komplexnek 2° optikai
izomere létezhet és igy az enantiomerek 4 diasztereomer parjat lehet
megkiilonboztetni (transz, szin, anti és cisz attol fiiggden, hogy az amidcsoportok a
haromszorosan lapcentralt trigonalis prizmaban egymashoz képest hogyan
helyezkednek el).

La(DTPA-BMA) ¢és Lu(DTPA-BMA) komplexek esetén, Rizkalla és
munkatarsai® "H-NMR vizsgalattal legalabb két izomert azonositott, mig White'"”
ill. Aime és munkatarsai’®, a diamagneses Lu(DTPA-BMEA) és Lu(DTPA-BBA)
komplexek "C-NMR vizsgalata soran legalabb harom izomer jelenlétét tudtak
bizonyitani, melyek ,,lasst1 csere” kapcsolatban allnak egymassal. [H;DTPA-BBA=
dietilén-triamin-N,N,N’,N’* N’’-pentaecetsav-N,N’’-bisz(benzil-amid)]. ~Geraldes
és munkatarsainak’ alacsony hoémérsékleten (-30°C) sikeriilt mind a 4
diasztereomer part kimutatni, *C-NMR segitségével a Nd(DTPA-bisz-propil-amid)
B-metilén jeleinek vizsgalataval.

Az altalunk vizsgalt DTPA-bisz(amid) szarmazék ligandumok koziil a
legegyszertibb ligandum Y*"-komplexének probaltuk az oldatbeli szerkezetét
felderiteni. A Gd*"-ion helyett, annak nagy méagneses momentuma miatt, ilyen
jellegli vizsgalatokra a gyakorlatban diamagneses lantanidakat vagy az ittriumot
hasznaljak. Mi az utdbbit valasztottuk, mivel mérete kdzel azonos a Gd**-ionéval,
de att6l némileg kisebb, melynek hatasara a komplexben 1év6 fluxionalis mozgasok
némileg lassabbak és igy azok konnyebben tanulmanyozhatok 'H- és '*C-NMR
segitségével.
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A komplex egydimenziés 'H-NMR spektruma bonyolult, mivel a
kiilonb6z6 izomerek metilén protonjai altal adott AB dublettek atlapolnak, igy a
spektrum nehezen tanulmanyozhatd. Ezért az egy dimenziés 'H-NMR spektrumok
felvételén tal az Y(DTPA-bA) oldatbeli szerkezetének felderitésére, az
izomeraranyok meghatarozasara és az izomerek azonositisara *C-NMR, COSY,
NOESY, EXSY, HETCOR és HMBC vizsgalatokat végeztiink.

Az izomerek egymasba alakulasanak vizsgalata soran két folyamatot lehet
elkiiloniteni, egyrészt a dietilén-triamin vaz ko6zépsé N-jének (IV.1.1. abra
vizszintes nyilak), masrészt a terminalis N-jeinek (IV.1.1. abra fiiggdleges nyilak) a
racemizaciojat. (Ezen atalakulasok bemutatasara a IV.1.1. abra tetején lathato
jeloléseket hasznaljuk.)

A ko0z€éps6 nitrogének racemizacidja sordn a fém-N kotések valtozatlanul
maradnak, csak a karbonil-csoportok ,korbejarasa” figyelhetd meg a
haromszorosan lapcentralt trigonalis prizma szerkezetben. Ez a mozgas csak két
allapot kozott johet létre, mert a centralis nitrogén rogzitett volta csak ezt engedi
meg. Ha a trigonalis prizmara mer6leges tengely koriil egy 120°-os forgatast
végziink, akkor a transz és a szin izomerek esetén a kiindulasi allapot tiikorképi
parjait kapjuk. Ezek az enantiomer parok akiralis kozegben NMR-rel
megkiilonboztethetetlenek. Az anti és a cisz izomerek esetén a kozépsd N
racemizacidja egy diasztereomert eredményez, ami az anti izomer esetén (IV.1.1.
abra 2. sor) éppen a cisz izomer tlikorképi parja. [A cisz izomer kozépsé N-jének
racemizacioja soran pedig az anti izomer tiikkorképi parjahoz jutunk (IV.1.1. abra 4.
sor).] Az ily mdédon kapott diasztereomerek NMR-rel megkiilonboztethetoek. A
centralis nitrogén racemizacidja, mivel nem jar a fém-N koordinacids kotés
felhasadasaval gyorsabb, mint az un. terminalis N-ek racemizacidja (IV.1.1. abra
fliggbleges nyilak), ahol az Y**-N kotés is felhasad.” A molekula térszerkezetének
tanulmanyozasa azt mutatja, hogy az azonos oldali -CONH, ¢és -COO" karbonil-
oxigén donor atomok egymdassal valé helycseréje, a ligandum teljes
imino(mono)acetat-(mono)amid fragmensének (NCH,COO")(CH,CONH,)

------

diasztereomer keletkezik. Ezek természetesen NMR-rel megkiilonboztethetok.
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o -Terminalis amin N
O -Centralis amin N

@ @ @ -Terminalis karbonil O
@ ® _terminalis amid O
O -Centralis karbonil O

IV.1.1. abra Az Y(DTPA-bA) komplexek izomerjeinek atalakuldsai a trigonalis prizma
modellnek megfelelden. A jobboldali oszlopban egy 120°-o0s forgatassal az 6sszehasonlitast
tessziik lehetdvé. A betlijelek a négyzetes anti-prizmas abrazolas jelei, a kezd6betiik szerint
C cisz, T transz, A anti és S szin. A fels6 vessz6 az enantiomerek jele.
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Mivel nagyobb homérsékleten a kdzéps6é N-racemizacidja varhatdéan gyors
lesz mind a '"H- mind “C-NMR idéskalan, ezért egyszeriibb spektrumok
reményében a 'H- és *C-NMR méréseket 323 K-en végeztik (IV.1.2. 4bra).

43 4.2 4.1 4.0 39 38 37 3.6 35 34 33 32 31 30 29 2.8 2.7
(ppm)

P A A pA i & pA p A px
(ppm) (ppm)

IV.1.2. 4bra Az Y(DTPA-bA) komplex 'H és *C-NMR spektruma 323 K-en

Ha megfigyeljiikk az IV.1.1. abrat lathatjuk, hogy koordinalt DTPA-bA
ligandum egyetlen szénatomja sem ekvivalens magnesesen. Természetesen ebbol
az kovetkezik, hogy a rajtuk 1év0 protonok sem, ami a IV.1.2. abran mutatott
jelgazdag NMR spektrumokat eredményezi. A dietilén-triamin lanc CH, protonjai
2,7 és 3,3 ppm kozott jelennek meg széles atfedd jelek formajaban. Valoszint az
el6zdéekben vazolt és ezen tul még a C-C kotés ,,billegd” mozgasa miatt megjelend
dinamikai jelenségek okozzdk ezt és teszik kiértékelhetetlenné szerkezeti
szempontbol a spektrumnak ezt a részét. A CH,COO' proton jelei altalaban AB
dublett parok. Ha a cserefolyamatoktol eltekintiink, akkor egy-egy disztereomernek
5 AB dublettje van, azaz 20 ilyen tipusa multiplett alkotja a "H-NMR spektrumot,
ha mind a négy diasztereomer jelen van az oldatban. Az enantiomerek kozotti
cserefolyamat, bar két olyan részecske kozott jatszodik le, amelyek NMR
spektruma azonos, mégis egyszerlisiti a spektrumot, mert egy jellé olvad Ossze e
folyamat kovetkeztében a két-két terminalis CH,COO™ és a CH,CONH, AB
dublettje. A centralis CH;COO™ AB dublettje pedig egy szinguletté alakul, azaz a
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két hidrogén atom helyet cserél. Ez igen gyakori a DTPA-szarmazék
komplexeknél, hogy a centrélis acetat kar CH,COO™ szingulettet ad.'”” Ebbél az
kovetkezik, hogy magasabb hémérsékleten a transz és szin izomerek 'H-NMR
spektrumaban egyarant 2 AB dublett és egy szingulett varhat6. Ezek fontos
tulajdonsaga, hogy egymadasba at nem alakulhatnak, mert tobb koordinativ kotés
egyideji felhasadasa valosziniitlen, tehat kozottiik kozvetlen kémiai cserefolyamat
nem varhato. A IV.1.2. abra szerint a cisz (C) izomer a centralis nitrogén
racemizacidjaval gyors folyamatban anti (A’) izomerré alakulhat at 323 K-en. Ez
azt jelenti, hogy e két részecskének 5 AB dublettet kellene adnia a kiatlagolodott
spektrumban. Ez hasonloképpen igaz a A és C’ kozotti cserefolyamatra. Tovabba,
mivel A és A’ és C és C’ NMR spektruma azonos mert enantiomerek, arra
kovetkeztethetiink, hogy a négy részecske (A, A’,C, C’) egyetlen ,jelkészletet”
azaz 5 AB dublettet adna. Viszont, a centralis acetat metilén protonokra a gyors
csere kovetkeztében nem AB dublettet, hanem szingulettet kell hogy kapjunk,
mivel a centralis CH(a)H(b) csoportban a H-atomok helyet cserélnek (IV.4.3. dbra)
az A — C atalakulas soran. Ebbol az kovetkezik, hogy az anti és a cisz
diasztereomerek egyiittesen a négy AB dublettet €s egy szingulettet adnak.

CH, CH,
H(b) Ccoo- -00C H(a)
- >~
S
H,C Y3+ Y3+ H,C
H(a) H(b)
A C'

IV.1.3. abra A anti és cisz diasztereomer egymasba alakulasanak Newman-projekcidja a
centralis CH, szénatomjat és a centralis nitrogén atomot és véve tengelynek.

Az Y(DTPA-bA) komplexre 323 K-en a CH,COO protonok
tartomanyaban Osszesen 6 AB dublettet talalunk a COSY spektrumban (IV.1.4. (a)
abra), melyeket meg is szamoztunk. A 'H NMR spektrumok dekonvolucidja
alapjan kideriilt, hogy négy kozilik azonos intenzitasu (1-4), viszont kettd
intenzitasa kozel a duplaja (5, 6). Ha feltételezziik, hogy az anti és cisz izomerek
NMR kémiai eltolodasai nem kiilonbéznek 1ényegesen, akkor az 1-4 AB dublett a
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trasz €és a szin izomerekhez, mig 5-6 dupla intenzitastt AB dublett, pedig az anti €s
a cisz izomerekhez rendelhet6k, melyek kb. azonos mennyiségben vannak jelen
323 K-en. A hat AB dublett azonositasat a NOESY spektrum elemzésével
tamaszthatjuk ala (IV.1.4. (b) abra).

[ (ppm)

T
(ppm) 4.0 36 3.2 28 (ppm) 4.0 36 32 28

IV.1.4. dbra Az Y(DTPA-bA) komplex 'H COSY (a) és NOESY (b) spektruma . T=323 K
pH=5,9 A sziirke szinii keresztcsticsok antifazistiak, azaz un. NOE csticsok.

A IV.1.1. abra azt is mutatja, hogy a transz ¢és a szin diasztereomerek
kozott cserefolyamat nem kovetkezhet be, hiszen az egyszerre két terminalis
nitrogén de-koordinaciojat kovetelné meg. Ennek valdsziniisége kicsi. Azaz a
transz diasztereomer szin diasztereomerré alakulasa a cisz vagy az anti izomeren
keresztiil torténik nagy valosziniiséggel. Ezt tiikkrozi a IV.1.4. (b) abran a NOESY
spektrum, amely szerint a csere keresztcsucsok (fekete) éppen ezek kozott a jelek
kozott vannak, de nincsenek a transz és a szin AB dublettjei kozott. A szingulettek
kozotti keresztesucsok is igazolhatndk ezt az elgondolast, de sajnos ez a zsufolt
spektrumban nem lathatoak. Azaz a 'H-NMR spektrumok eddigi elemzése
alatamasztja azt, hogy az Y(DTPA-bA) komplex oldataban 323 K-en a négy
lehetséges diszteromer azonos koncentracioban van jelen.

A ligandumban talalhatd C-atomok magnesesen nem egyenértékiiek, ezért
a 4 diasztereomernck megfeleléen minden egyes szénatomra négy jelet varhatunk
C-NMR spektrumban, ha a 4 diasztereomer azonos aranyban van jelen, ahogyan
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IV.1. Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszkopias vizsgalata

azt feltételezziik. A felvett spektrumban (IV.1.2. dbra) 55-70 ppm tartomanyban 5
jelcsoport talalhatd, melyek mindegyike tobb jelbdl all, ami a 4 izomer jelenlétét
feltételezi. A 'H-">C HETCOR kisérletekben az 56,5 ppm és 58,5 ppm-nél 1év6 C-
jelek a 2,6-3,3 ppm kozott talalhatd 3 széles jelet add lancprotonokkal adnak
keresztcsucsot, azaz ezeket a dietilén-triamin vaz CH,-jeleiként azonosithatjuk.

Az acetat metilének szenei 3 jelcsoportot adnak, amit azzal
magyarazhatunk, hogy a 2-2 termindlis -CH,COO" és -CH,CONH, csoportok a
magas homérsékleten 1étrejovo gyors racemizacid kovetkeztében 1-1 jelet adnak,
melyek 61 és 63,5 ppm-nél jelentkeznek 323 K-en. Ezek négy csticsot mutatnak
jelcsoportonként, igen kozeli kémiai eltolodasokkal. Az inverz gated modon
(kvantitativ) felvett >°C NMR spektrum alapjan 66,5 ppm-nél 16v6 csucs a kozépsd
karboxilat metilénekhez tartozik. Az intenzitas itt 1:1:2 ami ugyancsak a négy,
azonos arany( diasztereomerek jelenlétét igazolja. Ha a “C NMR spektrum
hémérséklet-fiiggését megvizsgaljuk lathatdo, hogy a kozéps6 CH,COO
szénatomok jelei (66,5 ppm) kevéssé érzékenyek a homérséklet valtoztatasara. Az
mindenesetre latszik, hogy a jelek szélesednek ha a hdmérséklet csokken, azaz az
enantiomerek kozotti ,,gyors csere” feltétel 323 K-en fennall.

DA S

181.0 180.5 180.0 179.5 179.0 178.5 178.0 177.5 1770 67 66 65 64 63 62 61 60 50 58 57 56

b U

181.0 180.5 180.0 179.5 1790 1785 178.0 1775 1770 g7 e 5 64 65 62 o1 60 =5 58 =7 56

NM\MMM«WWW

1810 180.5 180.0 179.5 179.0 178.5 178.0 1775 1770 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56
(ppm) (ppm)
IV.1.5. abra Az Y(DTPA-bA) "C-NMR spektruma 323, 298 és 274 K-en (feliilrol lefelé
haladva)

A "C-NMR spektrum 177-182 ppm tartomanyaban jelentkeznek a
karbonil szenek jelei, 6sszesen 5 jelcsoport. Egy izomer 3 karbonil-szén jelet ad
(terminalis -CH,COO’, centralis -CH,COO™ és -CH,CONH,) a magas hdmérséklet
kovetkeztében bekdvetkezd gyors izomerizacids folyamatok miatt. Ha az egyes
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jeleket integraljuk (6sszesen 12), az is azt mutatja, hogy 323 K hémérsékleten a
négy lehetséges izomerbdl mind a négy jelen van, kb. azonos aranyban.

A 25 °C-on felvett 2D EXSY spektrumban nem talaltunk cserére utald
keresztcstcsokat a karbonil oxigén szén jelei kozott, mig a 323 K-en felvett EXSY
spektrumban igen (IV.1.6. abra).

3 (ppm )
@ &
2 @ oo |

F179.2

1 ﬁ I
@ o v =180.0

180.8

C 1 9

T T T T
(ppm ) 180.8 180.0 179. 2 178. 4

IV.1.6. abra Az Y(DTPA-bA) 2D "*C EXSY NMR spektruma. (pH = 5,9; T =323 K a
keveredési id6 1 s)

Két intenziv keresztcsiics azonosithatdo (1) a 180,0 és 181,1 ppm-nél
jelentkez6 csucsok, illetve (2) a 179,7 és 178,55 ppm-es jelek kdzott. Ez azt jelenti,
hogy ezek azonos tipusi karbonilok, vagy -COO™-k vagy -CONH,-k.
Megfigyelhetd, hogy az intenziv keresztcsucsot ado jelparok egyike mindkét
esetben két jelbol all. Ezek valdsziniileg a transz és az szin izomerek -COO" illetve
-CONH, jelei. Az is latszik, hogy ezek keretcsucsot csak a dupla intenzitast
jelekkel adnak, azaz azokkal amelyek feltevésiink szerint a cisz és anti izomerek
kozos jelei, vagy a gyakorlatilag azonos kémiai eltolodast jelei (a proton
spektrumok alapjan). Lathatdo még egy kis intenzitast keresztcstics (3) 178, 65 és a
178, 55 ppm-es jelek kozott, ami trans — anti cserére utal, azonban a kersztcsiics
joval kisebb intenzitasabol a kozvetett cserére, azaz a trans — (cisz)— anti
cserefolyamat megjelenésére kovetkeztethetiink.

A 180,6 ppm-nél 1évo jel (4) nem ad keresztcsticsot mas csucsokkal, ez a
HETCOR ¢és a HMBC spektrumok alapjan a centralis karboxilat kar karbonil
szeneként (-COQ") azonosithato.
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Az "C- és 'H- NMR spektrumok alapjan sikeriilt az YDTPA-bA komplex
esetében megallapitani azt, hogy nagy valoszinliséggel a négy lehetséges
diasztereomer azonos koncentracioban van jelen 323 K hémérsékleten. Ez a
tapasztalat kiilonbozik a H-helyett hosszabb R (alkil) csoportot tartalmazo
LnDTPA-bisz(amid) komplexek esetében feltételezett aranyoktol®, de ez a H atom
kis térkitoltése miatt nem meglepd.
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IV.2. DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazék komplexek egyensilyi
vizsgalata

Az elmult években igen nagy szamu DTPA-bisz(amid) ligandum
szarmazékot allitottak eld, mivel ezek toltés nélkiili komplexet képeznek a Gd**-
mal és MRI kontrasztanyagként, a véraramba torténd injektalasuk soran az
ozmolitikus terhelés lényegesen kisebb, mint a Gd(DTPA)* vagy Gd(DOTA)
esetében. Azonban szamos kisérleti eredmény alapjan Ugy tlinik, hogy a
ligandumokon torténd egy anionos donor csoport (karboxilat csoport) nem-ionosra
torténd cseréje a Gd’'-komplexek stabilitasi allanddjat kb. 2-3 nagysagrenddel
csokkenti. fgy pl. az irodalomban eddig kozolt GADTPA-bisz(amid) ligandumok
stabilitasi 4llandoja atlagosan kb. 4-6 nagysagrenddel kisebb, mint a Gd(DTPA)*
komplexé. Ezen jelentOs stabilitas csokkenés ellenére a Gd(DTPA-BMA) és a
Gd(DTPA-BMEA) ma is biztonsaggal hasznalt MRI kontrasztanyagok, mivel
onmagaban csak a Gd*"-komplex stabilitasi allandoja alapjan nem lehet megjosolni
egy anyag hasznalhatosagat.

Korabban mar viszonylag nagy szami DTPA-bisz(amid) szarmazék
ligandumot eldallitottak, de részletesen még nem vizsgaltdk az amidcsoportokon
1évO szubsztituensek szamanak hatasat a termodinamikai stabilitasra. A DTPA-bA,
DTPA-bBA és DTPA-bbBA ligandumok Gd**, Cu®* valamint Zn**-komplexeinek
stabilitasi allandojat e célbol hataroztuk meg. A DTPA-tra ligandum vizsgalataval
az irodalomban elsoként, a DTPA-szarmazékokban egy harmadik amidcsoport
szerepérél kivantunk meggy6z6dni, arrél, hogy a Gd*"-komplexekben bekovetkezd
stabilitas csokkenés tovabb folytatédik-e. A DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA ¢és
DTPA-bbNOPMA ligandumok Gd’*-komplexeinek stabilitasi allandojat is azért
hatdroztuk meg, hogy az amidcsoporton levé szabadgyokot tartalmazo
szubsztituensek mindségének ill. szamanak valtoztatasaval informaciot kapjunk
ezeknek a stabilitasi allandét befolyasolo szerepérol.

Az MRI kontrasztanyagok (Gd*'-komplexek) szervezetben valo
viselkedése, kiiiriilésiik, a testfolyadékokban talalhaté fémionokkal ill.
egy jelentésen kutatott teriilet manapsag. Példaul, néhany egyszertisitett plazma-
modell hasznalhatd a vérplazmiban talalhato szabad Gd’™-ionok (az MRI

srer
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jellegli szamitasokhoz ismerni kell az adott bioldgiai rendszerben jelenlevd
fémionokat ill. ligandumokat, az ezekbdl képzd6dé komplexek Osszetételét, a
lehetséges részecskék stabilitasi allandoit és a ligandumok protonalodasi allandoit.
A szervezet testfolyadékaiban, elsdsorban a vérplazmaban talalhaté fémionok
koziil a legfontosabb a Zn®*, ami relative nagy kicserélheté koncentracioban
(1x10° M), ill. a Cu*", amibé] a kicserélheté mennyiség egy nagysagrenddel kisebb
(1x10"® M) mennyiségben van jelen.'”' Ezért hataroztuk meg az altalunk vizsgalt
ligandumok Zn*" és Cu®" komplexeinek a stabilitasi allandoit.

A fémkomplexek stabilitasi allanddinak meghatarozasahoz sziikséges
meg. A ligandumok titralasi gorbéi a IV.2.1-7. abrakon (43-45. o.) lathatok.

A titralasi adatokbol (180-220 ml-pH adatpar) kiszamitott protonalddasi
allandokat a IV.2.1. tablazatban tiintettiik fel. Osszehasonlitds céljabol a DTPA,
DTPA-BMA ¢és a  DTPA-bisz(metil-metoxietil)amid  (DTPA-BMMEA)
ligandumok protonalodasi allandojat is feltiintettiik (zardjelben a szamitott standard
deviacio értékek szerepelnek).

A DTPA-bA protonalodasi allandojat korabban Geraldes és munkatarsai
mar meghataroztdk 0,1 M NaCl ioner6sség mellett. Az altalunk meghatarozott
pK " értékek elfogadhatd egyezést mutatnak az 8 eredményeikkel. (DTPA-bA:
9,2:4,5; 3,2)'* a DTPA-bBA esetében is (9,36; 4,44; 3,31; 0,1 M KNO;).”

A DTPA-bisz(amid) ligandumok protonalodéasi sorrendjét NMR-es
vizsgalatokkal hatiroztak meg.'”*'* Az els6 protonalodasi allandd (logk") a

ligandumokban  talalhat6 dietilén-triamin  vaz kO6zéps6 amin N-jének
protonalédasdhoz rendelheté, mely az altalunk vizsgalt DTPA-bisz(amid)
ligandumokra ill. a DTPA-BMA, DTPA-BMMEA ligandumokra nagyon hasonlo
érték. A DTPA-tra esetén ez némileg kisebb, aminek az oka, hogy a centralis N-hez
kapcsolodd —C-NH-Me csoport amidprotonja H-kotést tud képezni ezzel az amin
N-el, melynek igy a bazicitdsa lecsokken. A ligandumra fellépé masodik proton a
dietilén-triamin vaz egyik terminalis N-jét protonalja, mikdzben az elsé proton,
dontéen a masik terminalis N-re keriil. A harmadik proton a kdzépsé amin N-hez
kapcsolodik ill. részben, a DTPA-biszamidok esetében, a hozza kapcsolodo
karboxilathoz. A tovabbi protonok a karboxilat csoportokat protonaljak.'**'* A
masodik protondlédasi allandé (logK,') értékei a nem szubszitudlt (DTPA-bA) és
a monoszubsztitualt (DTPA-bBA) DTPA-bisz(amid) szarmazékok esetében kb. 2
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nagysagrenddel kisebbek, mint a diszubsztitualt ligandumok (DTPA-bbBA,
DTPA-tra) esetében. Hasonl6 eredményeket kaptak a DTPA-BMA és a DTPA-
BMMEA esetén is, melyet a DTPA-BMA amidprotonjai és a terminalis N-ek vagy

a karboxilat csoportok kozott 1étrejove ers H-kotésekkel magyaraztak.'*'>

IV.2.1. tablazat A vizsgalt ligandumok valamint a DTPA, DTPA-BMA ¢és DTPA-
BMMEA protonalddasi allandéi (25 °C, 0,1 M KCl)

Ligandum logK;' logK; logK; logK; logK; > logK/

9,47 4,74 3,06 1,40

DTPA-bA 0.02) (002  (0.02)  (0.03) " 18,67
9,36 4,50 3,50 0,7

DTPA-BBA — 002)  (0.03)  (0.03) (009 18,06
9,77 6,72 4,08 2,54

DTPA-DOBA 100y (0.03)  (0.03)  (0.03)  ° 23,11
8,50 6,53 2,82

DTPA-tra 0.02)  (0.02) (0.02) - - 17,85
9,13 5,40 3,87 2,90 1,56

DTPA-bNOPA (0,07)  (0,09) (0,09) (0,09)  (0,08) 22,86

DTPA- 8,99 5,07 3,81 2,57 1,26

bNOPMA (0,03)  (0,04) (0,04) (0,05)  (0,06) 21,70

DTPA- 9,46 5,82 4,21 3,01 2,04

bbNOPMA (0,05)  (0,07) (0,07) 0,07)  (0,06) 24,54

DTPA"Y 10,49 8,60 4,28 2,64 2,03 28,04

DTPA-BMA'® 937 4,38 3,31 1,43 - 18,49

g;;l’\ﬁ: Al 9,40 6,22 3,99 2,26 - 21,87

Hasonlo H-kotések johetnek l1étre a DTPA-bA és a DTPA-bBA esetén is,
de a diszubsztitualt szarmazékoknal, mivel nincs amidproton, ezek a kotések nem
johetnek létre. Ez a jelenség a szabadgyokoket tartalmazé ligandumok esetén is
megfigyelhetd, bar ott ez a masodik protonalodasi allandoban bekdvetkezd
csokkenés nem olyan szembetling, tehat a DTPA-bNOPA és DTPA-bNOPMA
ligandumokban ezeknek a H-kotéseknek a képzodése kisebb valdszinliségli, vagy
mas a ligandumok bonyolultsagabol szarmazé okokkal, valoésziniileg térbeli
gatlassal magyarazhato.
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A logK/!", logK) és logK. értékek alapjan azt mondhatjuk, hogy a
vizsgalt ligandumokban a N atomok bazicitasa lényegesen kisebb, mint a DTPA
esetén. Azt varhatjuk, hogy a DTPA-hoz képest az amin N-ek kisebb bazicitasa
miatt, a Zn’"-kel és Cu’"-zel képzett DTPA-bisz- és —trisz(amid) komplexek
stabilitdsi allandoi jobban csokkenek, mint a Gd’'-komplexeiknek a stabilitasi
allandoi (a Zn*" és Cu*"-ionok a nitrogén donor atomokat jobban kedvelik, mint a
Gd*"). Ez azt jelenti, hogy 1:1 komplexek képzddésével a Gd*"-ra a Cu®" és Zn**-
ionokkal szemben nagyobb szelektivitds lenne varhato6 a DTPA-bisz- és -
trisz(amid) ligandumokra, mint a DTPA esetén.

A vizsgalt ligandumok Gd’"-komplexeinek stabilitasi allandéit pH-
potenciometriasan hataroztuk meg. A DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-bbBA
valamint a DTPA-tra ligandunok Gd** komplexeinek stabilitasi allandoit
kompeticios titralassal allapitottuk meg, mivel a Gd**-komplexek képz6dése mar
kb. 2,5 pH-n gyakorlatilag 100%-osnak tekinthetd, igy direkt titralassal pontosan
nem hatrozhatok meg. A kompeticids ligandum DTPA vagy EDTA volt. A Gd** -
DTPA-bA - DTPA, Gd® - DTPA-bBA - DTPA, Gd*" - DTPA-bbBA - EDTA vagy a
Gd*" - DTPA-tra - DTPA rendszereket a GdL, Gd(DTPA)*, GdH(DTPA) vagy
Gd(EDTA) és GdH(EDTA) részecskékkel lehet leirni. A DTPA és az EDTA
protonalodasi  allandéit valamint a Gd’'-komplexeik protonalédasi allandéit
fiiggetlen pH-potenciometrias titralasokkal hataroztuk meg (Kisérleti rész 95. o.).
A Gd(DTPA)* és GA(EDTA) stabilitasi allandé értékeit az irodalombol vettiik.'**

A szabadgyokoket tartalmazo ligandumok esetében (DTPA-bNOPA,
DTPA-bNOPMA és DTPA-bbNOPMA) a Gd’*-komplexek stabilitasi allandoit
direkt titralassal hataroztuk meg, mivel 1,7 pH-n, ahonnan a titralasok indultak a
komplexképzédés 50-60%-os volt, és pH=3 koril fejezédtek be. Ebben a pH-
tartomanyban felvett titralasi adatokbol még elfogadhato hibaval tudtuk szamitani a
Gd*"-komplexek stabilitasi allandoit.

Protonalt Gd*"-komplexet (GdHL) titralasaink soran nem tudtunk egyik
esetben sem azonositani, valamint kétmagvi Gd**-komplex (Gd,L) sem képzsdik,
mivel a ligandumok donoratomjainak a szama gyakorlatilag megegyezik a Gd**-
ion koordinaciés szamaval. A Gd**-komplexek stabilitasi allandoit a IV.2.2.
tablazat tartalmazza.

IV.2.2. tablazat A vizsgalt ligandumok komplexeinek stabilitasi allandéi (25°C, 0,1M
KCl)

41



Jaszberényi Zoltan: PhD értekezés

Gd* Zn”™ ZnL ZnHL ZnL Cu** CuL CulL CuL
Ligandum + + + + + + + + -
L L H' H Zn** L H Ccu¥ H
146 12.68 445 232 13,72 344 339 929
DTPA-DA ) 00) (0.04) (0,03) = (0,05 (0,02) (0,01) (0.07) (0,02)
165 1345 4,08 253 1493 347 3,59 1024
DTPA-DBA ) 15) (0.01) (0.01) = (0,06 (0,03) (0.03) (0.07) (0,06)
190 1638 4.84 3.5 1785 3.87 3.65 -
DTPA-DDBA ) 53) (0.09) (0.04) = (0.06) (0,04) (0,04) (0.07)
— 17.93 1336 392 209 220 13,75 3,77 293 9094
A 0.08) (0,03) (0.03) (0,05 (0.10) (0,03) (0,02) (0.06) (0.04)
DTPA- 1851 1406 527 320 397
bNOPA (0,05) (0,03) (0.02) (0,02) (0,09 - - -
DTPA- 1780 13,63 456 2,78 357 ] _ _
bNOPMA  (0,07) (0,03) (0,01) (0,06) (0,06)
DTPA- 1987 1508 492 285 330 ] _ _
bbNOPMA (0,05 (0,02) (0,01) (0,01) (0,02)
DTPA!'* 2246 18,6 5,43 44 21,5 479 5,5 -
gg&?ﬁ}] 1638 12,04 399 - ~ 1305 336 - ]
DTPA-
BMMEA! 1768 - i i i i i i i

Korabban a Gd(DTPA-bA) stabilitasi allandéjat Geraldes és munkatarsai
0,1 M NaCl ionerésség mellett mar meghataroztak.'> Az altaluk kapott 15,9-es
alland6 gyakorlatilag egyezik az altalunk meghatarozottal, az eltérés az ionerdsség
beallitasara hasznalt elektrolitbol szarmazhat.

Megfigyelheto, hogy a DTPA-bisz(amid) ligandumoknal az amidcsoport
szubsztituensei  szamanak novelésével (Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA),
Gd(DTPA-bbBA)) jelentésen né a Gd**-komplexek stabilitasi allandoja. Hasonlé a
helyzet a mivel a

szabadgyoOkoket tartalmazd ligandumok esetében is,

diszubsztitualt ligandumok 6sszbazicitasa (ZlogK ") nagyobb, mint a nem- vagy
monoszubsztitualt ligandumoké.

Ugyanilyen tendenciak figyelheték meg a Cu®- és Zn*"-komplexek
esetében, amikor az amid szubsztituensek szamanak novekedésével szintén né a
Cu*'- és Zn*"-komplexek stabilitasi allanddja, melyeket minden esetben direkt pH-
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potenciometrias titralassal hataroztunk meg (IV.2.2. tablazat.). A titralasi gorbék a
IV.2.1-7. abrakon lathatok.

A harmadik karboxilat csoport amidcsoprtra torténd cseréje tovabb
csokkenti az amin N-ek bazicitasat, igy a DTPA-bbBA ligandum komplexeihez
képest, a DTPA-tra Gd®"-mal, Cu*"-vel és Zu*'-vel képzett komplexei kisebb
stabilitastiak.

A szabadgyokoket tartalmazé ligandumok esetében Cu®*-vel nem tudtunk
vizsgalatokat végezni, mivel a Cu*'-ion és a nitroxid szabadgyokdk kozott redoxi
folyamat is lejatszodik.

12

10 1

lag ekv.

IV.2.1. dbra DTPA-bA ligandum (L) (1.), ZnL (2) 1:1, CuL (3.) 1:1, GdL (4) 1:1 és
Gd*":DTPA-bA:DTPA (5) 1:1:1 rendszerek titralasi gorbéi [L]=[Zn*"]=[Cu*']=[Gd’"|=
=2x10°M

12

12
04 | 5
84 41

0 2 4 6 8 10 12 14

lag ekv.

IV.2.2. abra DTPA-bBA ligandum (L) (1.), ZnL (2) 1:1, CuL (3.) 1:1, GdL (4) 1:1 és
Gd*":DTPA-bBA:DTPA (5) 1:1:2 (+6 ekv. hozzaadott sav) rendszerek titralasi gorbéi
[L]=[Zn* |=[Cu*' ]=[Gd* ]=2x10°M
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lag ekv.

IV.2.3. abra DTPA-bbBA ligandum (L) (1.), ZnL (2) 1:1, CuL (3.) 1:1, GdL (4) 1:1 és
Gd*":DTPA-bbBA:EDTA (5) 1:1:1 rendszerek titralasi gorbéi [L]=[Zn*"|=[Cu*'|=[Gd*']=
=2x10°M
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i
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1 41
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0 2 4 6 8101214

5 6 .
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0 ;
0 1 2 3 4 5 6 7 8

lag ekv.

IV.2.4. abra DTPA-tra ligandum (L) (1.), ZnL (2) 1:1, CuL (3.) 1:1, GdL (4) 1:1 és
Gd*":DTPA-tra:DTPA (5) 1:1:2 (+6 ekv. hozzaadott sav) rendszerek titralasi gorbéi
[L]=[Zn*"=[Cu*' |=[Gd*"1=2x10"M

pH

IV.2.5. abra DTPA-bNOPA ligandum (L) (1.), ZnL (2.) 1:1 rendszer és a GdL (3.) 1:1
rendszer titralasi gorbéi, [L]=[Zn*']=[Gd*"=2x10°M
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IV.2.6. abra DTPA-bNOPMA ligandum (L) (1.), ZnL (2.) 1:1 rendszer és a GdL (3.) 1:1
rendszer titralasi gorbéi, [L]=[Zn*"1=[Gd* 1=2x10°M

1V.2.7. abra DTPA-bbNOPMA ligandum (L) (1.), ZnL (2.) 1:1 rendszer és a GdL (3.) 1:1
rendszer titralasi gorbéi, [L]=[Zn*"1=[Gd* 1=2x10°M

DTPA-bA, DTPA-bBA és DTPA-tra ligandumok Cu®" jelenlétében
(Cu:L=1:1) felvett titralasi gorbéken pH=7 felett tovabbi lugfogyas figyelhetdé meg.
mikoris az amid N-ek (N) koordinalédnak a Cu**-ionokhoz, s nem a karbonil
oxigén. Ugyanezt a jol ismert jelenséget mar megfigyelték glicin-amid vagy
oligopeptidek Cu”*'-komplexei esetében is, amikor az amidprotonok pH=4-7
tartomanyban disszocialnak. Ez a dissziciacié csak akkor megy végbe, ha a N
atom, mint horgony atom (oligopeptideknél a terminalis NH, csoport) erdsen
koordinalodik a Cu®*-hoz.'*
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UV-spektrofotometrias vizsgalatokkal tdmasztottuk ald, hogy a pH>7
feletti lugfogyas az amidprotonok deprotonalodasahoz rendelhetd. Ugyanis a
deprotonalodas soran a vizsgalt Cu®’-komplexek d-d abszorpciés savjanak a
maximuma kb. 680 nm-rél 670 nm-re toldodott. Ez a ,kék” eltolodas (pH~6,1)
kisebb, mint a Cu®'-oligopeptid komplexek amid N-jének koordinaciojakor
(pH~10) tapasztalhato 30-40 nm-es eltolodas. Azonban pl. a Cu(EDTA)*
abszorpcios savjanak a maximuma 720-730 nm koriil van, mig a Cu(EDDA)-¢
680 nm-nél, azaz a Cu(EDTA)*-ban a karboxilat csoportok axialis pozicioba
torténd  koordinalodasa egy gyenge ,,vOrds”  eltolodast  eredményez.
(HEDDA=etilén-diamin-N-N"-diecetsav). igy a DTPA-bA, DTPA-bBA és DTPA-
tra Cu’"-komplexei abszorpciés spektrumaban bekovetkezd valtozast az

......

allandok a IV.2.2. tablazatban talalhatok.

Cacheris és munkatarsai'® vezetették be a szelektivitasi allando fogalmat,
melynek segitségével jellemezni lehet a Gd’™-ion ligandumhoz vald kotodését
fiziologias koriilmények kozott. Ez a szelektivitasi allandé valdjdban egy
latszolagos stabilitasi alland6, mely a ligandum H'-nal, Zn*", Cu®* és Ca*"-ionokkal
végbemenod mellékreakcidit veszi figyelembe:

K
K. = o (IV.2.1.)

sel — y
“alval tal talt

Korabbi vizsgalatok soran csak azt feltételezték, hogy a DTPA-bisz(amid)
szarmazékok Cu®" ill. Zn®" jelenlétében csak ML, MHL, MH,L &sszetételii
komplexeket képeznek.'®”” Ezek alapjan Cacheris és munkatarsai'® szerint a

.....

DTPA esetében. Ezért a Gd(DTPA-BMA) biztonsagosan alkalmazhato
kontrasztanyag. Ennek azonban ellentmond a Puttagunta és munkatarsai'*® altal
kapott kisérleti eredmény, melyet a Gd(DTPA)” és Gd(DTPA-BMA) Zn*'-
cserereakcidi soran tapasztaltak. A fiziologias koriilményekhez képest, viszonylag
nagy koncentracioban alkalmaztdk a reaktansokat ([GdL] = [Zn-citrat] = 20 mM) s
azt tapasztaltik, hogy a Gd(DTPA-BMA) és Zn*"-ionok fémcsere reakcidja kb.
haromszor nagyobb konverzidval végbement, mint a Gd(DTPA)* és Zn*" kozotti

cserereakcio.
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Ez az ellentmondas abbol adddhat, hogy korabban nem vizsgaltak teljes
részletességgel a DTPA-bisz(amid) szarmazékok Gd** és az endogén fémekkel
(Cu®", Zn*") képzett komplexeinek egyensulyi tulajdonsagait. Ugyanis a DTPA-
bisz(amid) szarmazék ligandumoknak a DTPA-hoz hasonléan szintén 8
donoratomjuk van, melyek a komplexképzésben részt vehetnek, s ezek alapjan
feltételezhetd, hogy ezek a ligandumok kétmagvii komplexeket is képezhetnek.

Cu®" és Zn*" feleslegben (M:L=2:1) felvett titralasi gorbékbsl pH=2-5.5
tartomanyban az M,L kétmagvi komplexek stabilitasi allandojat meg is tudtuk
hatarozni (IV.2.2. tablazat) a protonok és a Cu®" vagy a Zn”" kozotti kompeticid
alapjan.

A vizsgalt ligandumok esetében a Gd**-komplexek (GdL), Cu*'- és Zn*'-
ionokkal képzett komplexek (ML, MHL, MH,L, M,L) stabilitasi allanddinak
segitségével, az 1V.2.2-3. egyenletek alapjan, figyelembe lehet venni a kétmagvu
komplexek Gd**-ra nézve torténd szelektivitis csokkenté hatasat is. (Fiziologias
koriilmények kozott (pH=7,4) a protonalt ligandumok koncentraciéja (igy az o)

elhanyagolhat6, valamint az a is, mivel logKca<<logKz, és

logKcar<<logKcyr.) igy értelmezhetové valnak a Puttagunta és munkatarsai'?® altal

nagyobb koncentracioknal kapott eredmények.

2

al' =K, lcu* ]+ K Ko, [Cu ] (IV.2.2.)

al =K, [zn* |+ K, K, [20* ] (IV.2.3.)

Mivel a testfolyadékokban a Zn*'- és a Cu’-ionok kicserélhetd
koncentracioi kicsik (1x10°, 1x10°M) az egyenletek 2. tagja gyakorlatilag
elhanyagolhato. A vizsgalt DTPA-bisz- és —trisz(amid) ligandumok szelektivitasa
Gd*"-ra nézve Cu’"-vel és Zn*'-vel szemben, a Gd(DTPA-bA) ligandumot kivéve
nagyobb, ill. a DTPA-tra ligandumra lényegesen nagyobb, mint a DTPA esetén
(IV.2.3. tablazat). Ez azt jelenti, hogy fiziologias koriilmények kozott a GA(DTPA-
bBA), Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)” komplexek az egyensulyi adatok
alapjan biztonsaggal alkalmazhatoak lennének, hasonléan a Gd(DTPA-BMA)-hoz
(ami szintén biszamid szarmazék), mely mar a gyakorlatban is hasznalt MRI
kontrasztanyag.

A stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmazod komplexek szelektivitasi
allandoit csak egymassal lehet Osszehasonlitani, mivel a Cu*'-komplexeik
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egyensulyi allandoit nem tudtuk meghatdrozni. A harom érték azonos
nagysagrendiinek tekinthetd.

IV.2.3. tablazat A fiziologias korilményekre a I1V.2.1-3. egyenletekkel kiszamitott
szelektivitasi allandok (pH=7,4; [Zn*']=1x10" M, [Cu*']=1x10° M)

Komplex K

sel
Gd(DTPA)* 9,0x10°
Gd(DTPA-BMA) 1,1x10°
Gd(DTPA-bA) 4,0x10°
Gd(DTPA-bBA) 2,8x10’
Gd(DTPA-bbBA) 1,1x10’
Gd(DTPA-tra)" 3,0x10°
Gd(DTPA-bNOPA) 2,8x10°

Gd(DTPA-bNOPMA) 1,5x10°
Gd(DTPA-bbNOPMA)  4,9x10°

A varakozasoknak megfeleléen a ligandumok amin N-jeinek kisebb
bézicitasa miatt, ezen ligandumok Gd**-komplexei kisebb vagy kézel azonos
mértékben vehetnek részt endogén fémekkel torténd kicserélddési reakciokban a
testfolyadékokban, mint a Gd(DTPA)*. Azaz a kisebb vagy hasonld toxicitasuk
miatt, biztonsagosan alkalmazhaté MRI kontrasztanyagokka fejleszthetok.
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IV.3. Gd**-DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazék komplexek
relaxivitasanak vizsgalata

A relaxivitas mérések a  Gd’’-komplexek, mint lehetséges
kontrasztanyagok hatékonysagara adnak informaciét. A szabadgyokoket tartalmazo
Gd**-komplexek relaxivitisanak vizsgalata soran, arra keressiik a vélaszt, hogy
esetleg van-e csatolas a Gd*" és a szabadgyokok spinjei kozott, ami relaxivitas
novekedést vagy csokkenést eredményezne.

A mért longitudindlis relaxaciés idék reciproka (//T;.5) adja a
relaxaciosebességet (7;) a 11.2.2. egyenletnek (15. oldal) megfelelden.

A relaxivitas értékek a Gd*"-komplexek esetén a fémion belsd (rlf) és

kiils6 (rl‘l)f) koordinacios szférajanak illetve egy un. masodik koordinacios szféra

(rlif’d) hozzajarulasabol tevodnek 0Ossze (I1.2.3. egyenlet). Kis moltomegi

komplexek esetén a belsd szféra hozzajarulas kb. 50%, amit a belsd koordinécios
szféraban talalhato vizmolekuldk szaman tl a komplex rotacios korrelacios ideje
(7z), az elektron-spin relaxacios id6 (zg), a vizcseresebesség (k.,) valamint a Gd-H
tavolsag () hataroz meg (I11.2.3-5 egyenletek). A kiils6 és a masodik koordinacios
szféra hozzajarulasat elsésorban a Gd’"-komplex kozelében levé vizmolekulak
difftizio sebessége hatarozza meg. (A kiilsé és masodik koordinacios szféra
hozzajarulast altalaban egyiitt kezelik, a tovabbiakban csak kiilsé szféras hatasként
hivatkozunk ra.)

A Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)"
komplexek 9 MHz-en mért (25°C) relaxivitds értékeit a IV.3.1. tablazat
tartalmazza. Ha a relaxivitds értékeket megvizsgaljuk egyértelmii novekedés
figyelhetd meg a novekvd molaris tomegekkel. Botteman €s munkatarsai a DTPA-
bisz(amid) szarmazék komplexek vizsgalata soran hasonld eredményeket kaptak.'?’
A komplex molekularis tomegének (és méretének) ndvekedése a komplex
mozgékonysagat csokkenti, ami a rotacios korrelacids idék novekedéséhez és ezen
keresztiil (I1.2.5. egyenlet) a relaxivitas ndvekedéséhez vezet.

A stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmazé ligandumok ill. Gd*'-
komplexeik 9 MHz-en (25 °C) mért relaxivitasa a IV.3.1. tablazatban talalhat6. Az
5- és 6-tagh stabilis nitroxid szabadgyokok relaxivitasa 0,26 mM's™ koriili érték
(9 MHz, 25 °C).%° Ezen értékeket sszehasonlitva lathatjuk, hogy a DTPA-bNOPA
és a DTPA-bNOPMA esetén a relaxivitas értékek egy kicsivel nagyobbak, mint a
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két nitroxid szabadgyok egység relaxivitasanak 6sszege, mig a DTPA-bbNOPMA
esetén a relaxivitas némileg kisebb, mint a 4 szabadgyok egység relaxivitasanak
Osszege. Sosnowsky és munkatarsai ESR vizsgalatok alapjan feltételezték, hogy az
EDTA-hoz ill. DTPA-hoz kapcsolt szabadgyokok esetén®®?, a szabadgyok
egységek parositatlan elektronjai kozott gyenge kdlesonhatas 1éphet fel.

1V.3.1. tablazat Relaxivitas értékek vizben (pH=5,5, 25 °C, 9 MHz)

Ligandum/Komplex r; (mM's™) Komplex r (mM's™)
DTPA-bNOPA 0,7 Gd(DTPA-bNOPA) 7,5
DTPA-bNOPMA 0,6 Gd(DTPA-bNOPMA) 6,1
DTPA-bbNOPMA 0,9 Gd(DTPA-bbNOPMA) 6,6
Gd(DTPA-bA) 4,7 Gd(DTPA-BMA)" 55
Gd(DTPA-bBA) 59

Gd(DTPA-bbBA) 6,8

Gd(DTPA-tra)" 7,1

A Gd(DTPA-bNOPA) Gd(DTPA-bNOPMA) és Gd(DTPA-bbNOPMA)
komplexek relaxivitasa egy kicsivel nagyobb, mint a GA(DTPA-BMA)-¢, ami a
nitroxid szabadgyokok GdDTPA-bisz(amid) komplexekhez torténd
hozzakapcsoldodasa eredményezhet. Ez a novekedés csekély mértékii, mivel a
szabadgyokok és a Gd’'-ion pérositatlan elektronjai kozott a kolesonhatas
elhanyagolhatd, mivel a szabadgyokok nem koordinalodnak a Gd*™-ion belsd
koordinaciods szférajahoz.

IV.3.1. G&’*-DTPA-bisz- és —trisz(amid) szdrmazék komplexek relaxivitisdnak
homeérsékletfiiggeése

A Gd*"-komplexek relaxivitasanak belsd szféras hozzajarulasat (rlllf)

jelentdsen befolydsolja a vizcseresebesség, melyrdl kvalitativ  informaciot
kaphatunk a Gd*"-komplexek relaxivitasainak hémérsékletfiiggéseibol.
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A szabad ligandumok koziil csak a szabadgyokoket tartalmazé ligandumok
vizsgalhatoak, (IV.3.1. abra) mivel a tobbi ligandum (diamagnesesek) relaxivitasa
0mM's™.

1.8
1.6 +
1.4 +
12 +

0.8 +
0.6 +
0.4 +
0.2 f f f f

r(smM™)
[N

t (°C)

IV.3.1. abra DTPA-bNOPA (#), DTPA-bNOPMA (m), DTPA-bbNOPMA (4)
relaxivitasanak hémérséklet fiiggése. (pH=5,5, [L]=1x10° M, 9 MHz)

A DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA ¢és DTPA-bbNOPMA ligandum
relaxivitdsa a homérséklet novelésével csokken. A szabadgyokok relaxivitisat a
vizmolekulak paramagneses centrum melletti transzlacios diffuzidja hatarozza meg.
A homérséklet novelése noveli a diffiziosebességet, ami a relaxivitasértékek
csokkenéséhez vezet.

A GdDTPA-bisz és —trisz(amid) komplexek relaxivitasainak homérséklet
fiiggése (IV.3.2-3. abra) hasonl6é a mas Gd(DTPA-biszamid) szdrmazékokra talalt
eredményekhez.”®'*"~'** Kozelitleg a 10-20°C tartomanyban az r; értékek
allandok vagy enyhén nodvekednek [GA(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA)]. Ez a
konstans szakasz a stabilis nitroxidokat tartalmazo6 ligandumok komplexei esetén
nagyobb (kb. 10-30°C). Ez a trend a bels6 szféras relaxivitds nem-monoton

’ s r r ’ - w1 oz oS o
valtozasaval magyarazhato, mivel a kiils6 szféras tag (7,") monoton csdkken. A

’”1? szintén csokken a hoémérséklet novekedésével, ha a vizmolekuldk atlagos
¢lettartama (7,) a bels6 koordinaciés szféraban kicsi, azaz a vizcseresebesség
gyors, mint a Gd(DTPA)(H,0)* esetén,”*'* ahol a relaxivitas értékekben
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monoton csokkenés, tapasztalhatd, mivel a kiils6 szféras és a bels6 szféras
hozzajarulas is egyarant csokken a hdmérséklet emelésével.

r, (mM?*s™)
o ~

3 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50

t °C)

IV.3.2. Abra Gd(DTPA-bA) (®), Gd(DTPA-bBA) (m), Gd(DTPA-bbBA) (A),
Gd(DTPA-tra)” (x),és Gd(DTPA)* (¥) relaxivitisanak hémérséklet fiiggése. (pH=5,5,
[GAL]=1x10" M, 9 MHz)

r, (mM?*s™)
o ~

0 10 20 30 40 50
t °C)

IV.3.3. abra Gd(DTPA-bNOPA) (#), Gd(DTPA-bNOPMA) (m) és Gd(DTPA-
bbNOPMA) (4A) relaxivitasanak hdmérséklet fiiggése. (pH=5,5, [GAL]=1x10" M, 9 MHz)

Az irodalombol ismert'?”'**!1*° hogy a GADTPA-bisz(amid) szdrmazékok
7y értékei viszonylag hosszliak, azaz a vizcseresebességiik lassabb, ami kb. 25 °C
alatt kisebb relaxivitas értékeket eredményez. A homérséklet novelésével, mivel
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novekszik a vizcseresebesség, azaz az 1, » hozzajarulas néne, nd a relaxivitas, de

ezt a ndvekedést az rlzs tag csokkenése kompenzalja, igy 1ényegében a relaxivitas

10-20 °C-ig (a szabadgyokds ligandumoknal 10-30 °C-ig) gyakorlatilag allando
értéket mutat. Magasabb hémérsékleten (25-30 °C felett) viszont annyira megné a

vizcseresebesség, a 7y, értékek annyira kicsik lesznek, hogy az VII; tagra gyakorolt

hatdsuk elhanyagolhatd ¢és a relaxivitas értékek csokkennek a homérséklet

novelésével, az rlops tag monoton csdkkenése miatt. A szabadgyokoket tartalmazo

komplexek esetében ez a csokkenés csak kb. 30-35°C felett figyelhetd meg
(IV.3.3. dbra), amib6l azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy azok
vizcseresebessége kisebb, mint a tobbi altalunk vizsgalt GdDTPA-bisz- ¢és
-trisz(amid) szarmazékok vizcseresebessége.

A Gd(DTPA-BMA) relaxivitasa, hasonldan a szabadgyokoket tartalmazo
komplexekéhez, szintén gyakorlatilag fiiggetlennek mondhatdo a homérséklettol
ebben a homérséklet tartomanyban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezen
komplexek vizcseréje a GA(DTPA-BMA) vizeseresebességével (kex = 4,3x10° 5™,
25°C)"° esik azonos nagysagrendbe. A Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)”
vizcseresebességének meghatarozasa (IV.4 fejezet) ezen kovetkeztetéseinket ald is
tamasztja.

1V.3.2. Gd’"-DTPA-bisz- és —trisz(amid) szdrmazék komplexek relaxivitisdnak
PH-fiiggése

A Gd*-komplexek és az oldészer viz kozotti protoncsere folyamatok
sebességére kaphatunk informaciot a relaxivitaisok pH fiiggvényében valod
vizsgalata soran. A vizsgalt Gd**-komplexek és az oldoszer viz kozott kétféle
protoncsere folyamat valosulhat meg, egyrészt a Gd’*-ion belsé koordinacios
szférdjaban levo vizmolekula protonjai, masrészt az amidprotonok (kivéve a
Gd(DTPA-bbBA)) Iéphetnek cserekapcsolatba az oldoszer vizmolekuldk
protonjaival.

A Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)"
komplexek relaxivitasanak pH-fiiggése a IV.3.4. abran lathato.
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IV.34. abra Gd(DTPA-bA) (), Gd(DTPA-bBA) (m), Gd(DTPA-bbBA) (A) és
Gd(DTPA-tra)" (®) relaxivitisinak pH fiiggése. (25 °C, [GAL]=1x10" M, 9 MHz)

Megfigyelhets, hogy a DTPA-bisz(amid) szarmazékok Gd’-komplexei
esetén a relaxivitas értékek pH=4-9 tartomanyban gyakorlatilag allandoak, mivel
ebben a pH tartomanyban a vizcseresebesség gyorsabb, mint a protoncsere, vagy
98,128

pedig egyenld vele. pH<4 és pH>9 tartomanyokban a relaxivitas novekszik,

mivel a protoncsere a proton- és hidroxid-katalizis kovetkeztében jelent6sen

i 131
megno.

A Gd(DTPA-tra)" esetén azonban mds a helyzet. pH<3 tartomdnyban a
relaxivitas értékek novekednek a ndvekvé H'-ion koncentraciéval, a H'-ion
katalizalta protoncsere kdvetkezményeként. Viszont pH=3-6 tartomanyban egy
lassu csokkenés majd pH= 6-9 tartomanyban egy jelentés csokkenés figyelhetd
meg a relaxivitas értékekben. pH>9 tartomanyban a relaxivitas novekszik a
ndvekvo pH-val, de ez a novekedés mar nem olyan jelent6s, mint a Gd(DTPA-
bbBA) komplex esetében, mely komplex liganduma csak egy -NHMe-csoportban
kiilonbdzik a DTPA-tra ligandumtol. A Gd(DTPA-tra)™ altal mutatott pH fiiggés
nagyon hasonld a  Gd(DOTTA)" relaxivitisanak  pH-fiiggéséhez.'”
[DOTTA = 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetrakisz(dimetil-acetamid). ]

A jelenséget a komplex pozitiv toltésével magyarazhatjuk, ugyanis igy
nagyobb valosziniséggel kovetkezik be a OH'-ionok és a belsd koordinacios
szféraban talalhaté vizmolekula szubsztitucidja (kb. pH=7-8 felett), melynek
kovetkezményeként  [Gd(DTPA-tra)(OH)]°  illetve  [Gd(DOTTA)(OH)]*
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komplexek keletkeznek. A koordinalt OH és a kornyezd vizmolekuldk kozotti
csere nagyon lassu'*? és valosziniileg a koordinalt H,O és a szabad OH", valamint a
koordinalt OH" és a szabad vizmolekulak kozotti protoncsere is sztérikusan gatolt.
Valosziniileg ezért csokkenek a relaxivitas értékek pH=6-9 tartomanyban. A
sztérikus gatlast a diszubsztitudlt amidcsoportok alkil szubsztituenseinek
jelenlétével magyarazhatjuk, melyek a komplex felszinét hidrofobba teszik.

A  Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA) ¢és Gd(DTPA-tra)” komplexek
amidprotonjainak cseréje azonban valdsziniileg nem jarul jelentésen hozza a teljes
protoncsere folyamathoz, mivel 4-es pH alatt az amidprotonok NMR jel-alakjai
[7,80 és 8,25 ppm Y(DTPA-bA) esetén (IV.3.5. abra)] nem valtoznak. 6-os pH
felett az amidprotonok jelei jelentdésen szélesednek, de a relaxivitds értékek
novekedése csak 9-es pH felett valosul meg. Tovabba annak ismeretében, hogy a
Gd(DTPA-bbBA) esetén is, amely komplex nem tartalmaz amidprotonokat, pH<4
ill. pH>9 tartomanyokban ndvekszenek a relaxivitas értékek, azt mondhatjuk, hogy
a komplex és az oldoszer viz kozott megvaldsuld protoncserében elsddleges
szerepet a komplexek belsé koordinacios szférajaban talalhaté vizmolekula
protonjai jatszanak.

PH=11.23

e 2,28
8.50

(pom)
IV.3.5. abra Y(DTPA-bA) 'H-NMR spektrumai a pH-fliggvényében
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1V.3.3. G&’*-DTPA-bisz- és -trisz(amid) szdrmazék komplexek
relaxivitasa HSA-ban

A human szérum albumin (HSA) jelenlétében torténd relaxivitas mérések a
vér fehérjéivel valo kolesonhatasokra adnak informaciot.’ Ha a vizsgalt komplex
masodlagos kolcsonhatasokkal kotédik a fehérjéhez, akkor megné a komplex
rotacios korrelacios ideje, ami a relaxivitdas novekedését eredményezi (I1.2.5.
egyenlet). A Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) ¢és Gd(DTPA-
tra)” komplexekre kapott eredmények a IV.3.6. 4bran lathatéak. A GADTPA-
bisz(amid) szarmazékok esetén az amidcsoporton a hidrofob szubsztituensek (n-
butil) szdmanak ndvelésével valamelyest n6 a relaxivitds, ami a fehérjékkel
meglévd gyenge kolcsdnhatas meglétére utal. Azonban a Gd(DTPA-tra)” esetén
gyakorlatilag nem tapasztalunk valtozast, amit csakis a komplex pozitiv toltésével,
a fehérjékkel bekovetkezé masodlagos kolcsonhatasok hianyaval magyarazhatunk.

9
N
27
=
£ 6
T 5
4 T T T T T T
0 02 04 06 08 1 12
HSA (mM)

IV.3.6. abra Gd(DTPA-bA) (), Gd(DTPA-bBA) (m), Gd(DTPA-bbBA) (A) és
Gd(DTPA-tra)” (x) relaxivitisa HSA-ban. (pH=5,5, 25 °C, [GdL]=1x10" M, 9 MHz)

Hasonléan a Gd(DTPA-tra)” komplexhez a szabadgyokoket tartalmazéd
komplexek esetén sem tapasztaltunk jelentés novekedést a relaxivitasokban
(IV.3.2. tablazat), s6t a Gd(DTPA-bNOPA) esetén kismértékli csokkenést
figyelhetiink meg. Ezek a valtozasok a mérések hibahataran beliil vannak, tehat azt
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mondhatjuk, hogy a vizsgat nitroxid szabadgyokoket tartalmaz6é komplexek az
irodalomnak megfeleléen nem lépnek kélcsonhatasba a vér fehérjékkel. '

IV.3.2. tablazat Relaxivitas értékek 1mM-os HSA-ban és HSA tavollétében (pH=S5,5,
25 °C, [GAL]=1x10° M, 9 MHz)

r; (mM's™) r (mM's™)

Komplex
[ImM HSA] [HSA nélkiil]
Gd(DTPA-bNOPA) 6,8 7,5
Gd(DTPA-bNOPMA) 6,7 6,1
Gd(DTPA-bbNOPMA) 7,3 6,6
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IV.4. [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] és [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplexek
vizeseresebességének vizsgalata

A kontrasztanyagként hasznalatos komplexekben a Gd**-ionnak 9 a
koordinacids szama, mig a ligandumok nyolcfoguak ¢és igy a fém koriili kilencedik
koordinacids helyet egy vizmolekula foglalja el. A Gd®" paraméagneses hatasa
részben (vagy jelent0s részben) ennek a vizmolekulanak a cseréjén keresztiil
tevodik at a kornyezd viztomegre. A [Gd(DTPA)(H,0)]* vizcseresebessége (kex)
kb. 200-szor kisebb a Gd*".aq-ionhoz képest. Ez éppen ellentétes azzal, amit a 3d
atmeneti fémeknél tapasztaltak, ahol a koordinalodé ligandum labilizélja a fém-viz
kotést, ezaltal gyorsitja a vizcserét. Szintén érdekes, hogy a [Gd(DTPA-N’-
MA)(H,0)] és [Gd(DTPA-BMA)(H,0)] vizcseresebességének vizsgalata soran azt
talaltak, hogy egy karboxilat csoport amidcsoportra torténd cseréjével a vizcsere a
harmadara, negyedére csokken. Ezt részben a Gd*'-ion koriil kialakulo kisebb
sztérikus zsufoltsaggal magyarazzak, mivel a Gd** amid-oxigén tavolsag némileg
hosszabb, mint a Gd**-karboxilat oxigéné.”* Ezenkiviil a DTPA negativ toltésii
karboxilat csoportjainak semleges amidcsoportokra torténd cseréje csokkenti a
cser¢ld vizmolekula kornyezetében a negativ toltést. Ez a koordinalt vizmolekula

~~~~~~

vizesere reakcioinak sebességmeghatarozo 1épése.'™

Az MRI kontrasztanyagok fejlesztése szempontjabol tehat sziikség van a
Gd’*-komplexek vizcsere reakcidinak mélyebb megismerésére és az azt
befolyédsold tényezok vizsgalatara. Hasznos annak az ismerete is, hogy milyen
szerepe van a ligandum nitrogénjein levd funkcids csoportoknak, illetve a
koordinacioban részt nem vevd funkcidés csoportoknak. Ilyen Osszehasonlito
vizsgalatok elvégzése szempontjabol két (korabban nem vizsgalt) ligandumot
talaltunk érdekesnek.

A [Gd(DTPA-bbBA)(H,O)] komplex esetén a  diszubsztitualt
amidcsoportok hatasara, mig a [Gd(DTPA-tra)(H,O)]" vizsgalata sordn arra
voltunk kivancsiak, hogy a harmadik karboxilat kar amidcsoportra torténd
cseréjével folytatodik-e a [GA(DTPA)(H,0)]* > [Gd(DTPA-N’-MA)(H,0)] >
[GdA(DTPA-BMA)(H,0O)] komplexek soran megfigyelt vizcseresebesség

csokkenés. !
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A belsé koordinacios szféraban 1év0 vizmolekuldk szdmat UV-lathato
spektrofotometrias mérésekkel vizsgaltuk. A vizcseresebességet, a komplex
forgasat, az elektronrelaxacidt valamint a proton relaxacidt leird paraméterek
meghatarozasara valtozé homérsékletii ''O-NMR és ESR méréseket, mig a
vizcseresebesség mechanizmusanak felderitésére nagy nyomasa ''O-NMR-es
vizsgalatokat végeztiink.

1V.4.1. UV-lathato spektrofotometrids vizsgdlatok

Kiilonb6zé homérsékleteken végzett spektrofotometridas mérésekkel
megbizonyosodhatunk a belsd koordindcioés szféraban kiillonbozé szamu
vizmolekulat tartalmaz6é izomer komplexek esetleges létezésérdl. Ilyen
vizsgalatokra az Eu3+-komp1exek Dy « 'F,, atmenetének megfeleld savot talaltak
alkalmasnak az 577,5-581,5 nm tartomanyban.”’ Az Eu(DTPA-bbBA) komplex
esetén egy, a homérséklettdl fiiggetlen abszorpcidos savot talaltunk ebben a
tartomanyban (IV.4.1 .abra), ami kizarja a hidratacios egyensulyt, a két kiillonb6z6
hidrataltsagi komplex jelenlétét, a vizsgalt homérséklettartomanyban (5-74 °C).
(Az abszorpcios savok a homérséklet novelésével csak gyengén eltolddnak, de nem
hasadnak fel két savra, mint a hidratacios egyensuly esetén.)

0.140 T (K)

0.130 - MWMW/\ 346.7

0.120 J 7 M 321.7

297.5

0.110 4 278.0
0.100 ; ; ; ; ; ;

576 577 578 579 580 581 582 583

A (nm)

Abs

IV4.1. abra Az Eu(DTPA-bbBA) komplex Uv-lathatdo abszorpciés spektrumai a
hémérséklet fliggvényében
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Ismerve a ligandumok szerkezetét, a koordinalddd csoportokat és a korabbi

szerkezetvizsgalatokat,”'>*

azt feltételezhetjiik a vizsgalt komplexek hasonlosaga
miatt, hogy az Eu’"-komplexek belsé koordinacids szférajaban egy vizmolekula
talalhato. A Gd**- és az Eu’"-ion méretének nagy hasonlosaga miatt ez varhatoan a

Gd*"-komplexekre is érvényes.

1V.4.2. "O-NMR és ESR mérések

"O-NMR. A paramagneses iont tartalmazé oldatokban mért '"O-NMR
relaxaciosebességekbél (1/T,, 1/T,) és a "OH, jel eltolodasabol (w), valamint a
paramagneses iont nem tartalmazo, diamagneses minta azonos paramétereibdl
(1/Tyy, 1/T>4 w4) a Swift-Connick egyenletek135 alapjan (IV.4.1.-3.) szamithatok a
redukalt relaxaciosebességek (I/T;, 1/T>) és a kémiai eltolddas (Aw,).
Diaméagneses kiilsé standardként '"O-ban dusitott, HCIO, oldatot (pH=3.4)
hasznaltunk. A redukalt relaxaciosebességek ¢és a kémiai eltolodas értékek
logaritmusat a [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] és [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" esetén
IV.4.2 abran (65. o.) mutatjuk be 1/T fiiggvényében.

1 1|1 1 1

LI - AV.4.1)

]11r Pm T'l 71A Tim + Tm
1 111 1 1 T2 +7'T, ' +Aw.
||z — T nim - (IV.4.2)
T2r f)m T2 T2A z-m (Tm + T2m) + Aa)m

A

Ao, =~ (0-o,) = SO iAo, (IV43)

P, (+z T,) +7. Ao,

A Swift-Connick egyenletekben az 1/T,, és 1/T>,, a paramagneses ion belsd
koordinacios szférajaban kotott vizmolekula relaxaciosebessége, Aw,, a kotott €s a
paramagneses ion hatdsit mar nem érzé vizmolekuldk kémiai eltolodasanak
kiilonbsége, P,, a bels6 koordinaciés szféraban levd vizmolekuldk moltortje és 7, a
bels6 koordinacids szféraban levd vizmolekulanak az atlagos élettartama. Az 1/T,;,

/Ty, ¢és Aw, a Kkilsd szféra hozzdjarulasat jellemzi a redukalt
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relaxacidsebességekhez és kémiai eltolodashoz; Micskei és munkatarsai'®
kimutattak, hogy az 1/T},s, 1/T5,s elhanyagolhato.

Kordbban mér igen sok Gd*'-komplexre kimutattik, hogy a vizsgalt
rendszer alacsonyabb homérsékleteken (altalaban 30-40 °C alatt) az NMR
idéskalan a lassu csere tartomanyban, mig magasabb homérsékleten a gyors csere
tartomanyban van. A lassi csere tartomanyban a ''O-relaxaciosebességet a
vizeseresebesség (k.,) hatarozza meg, azaz a folyamat cserekontrollalt, mig a gyors
csere tartomanyban a relaxaciosebességet a paramagneses ion belsd szférajaban
kotott vizmolekula transzverzalis relaxaciosebessége (1/7,,) hatarozza meg, azaz a
folyamat relaxacidkontrollalt. A csere- és a relaxaciokontrollalt tartomany kozotti
atmenetet az In(1/T5,)-1/T abran maximum, illetve a Aw, —1/T gorbéken (IV.4.2.
abra) inflexids pont jelez. A Aw,-et a hiperfinom vagy skalaris csatolési allando
(A/h) hatarozza meg:

_ &iupS(S+ 1)B£

A®
o 3k T h

(IV.4.4)

ahol B a magneses tér, S az elektron spin (S=7/2), a g; az izotop Landé g-faktor és
Mp a Bohr magneton.

A kiils6 szféra hozzajarulasa (4w,s) a Aw,-hez a lasst csere tartomanyban
valik meghatarozdva, ennek szamitasa a kovetkez6 egyenlet alapjan torténik (C,,
egy empirikus allando):

A®o=Cos X Aoy (IV.4.5)

A "0 longitudinalis relaxaciosebesség (1/7,) a kovetkezd egyenlettel adhaté meg:
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2.2 2 2
L: i(&j h};—lj/SS(Sﬁ-l) x 6le+14% +
7. |15\4z) 75, tasz,

m

3zt 2I+3

+ 21+n%/3 IV.4.6.
10 12(21_1)//{( 77 )TRO ( )

LI S i=1,2 (IV.4.7)

ahol 7 az elektron 7 a '"O mag giromagneses hanyadosa (ys = 1,76 x 10''rads™' T,
Y1=13,626 x 10'rads'T™") x4, a vakuum permeabilitdsa, r az effektiv tivolsag a
pérositatlan elektron toltése és a belsd koordinaciés szféraban kotott 'O mag
kozott, I a magspin (''O-re 5/2), y a kvadrupdlus csatolasi allandé és 7 egy
asszimetria paraméter. zpo a Gd-O tengely rotacids korrelacios ideje, amely
kisméretli komplexek esetében megegyezik az egész molekula rotacios korrelacios
idejével. A o rotacios korrelacids idé homérsékletfiiggésére exponencialis fliggést
feltételeziink:

E, (1 1
Teo = Toey exp{?R (? 398 15} (IV.4.8.)

ahol Ey az aktivalasi energia, 7o a rotacios korrelacios id6 298,15 K-en és R az
egyetemes gazallando.

A transzverzalis relaxaciosebességet (1/75,) a skalaris hozzajarulas (1/75.)
(kotéseken keresztiil hato kolcsonhatas) hatarozza meg:

2
L. 1.3 (SH)MJ 7, (IV.4.9.)
T2m TZSC 3 kh

ahol az 1/7;; a vizcseresebesség (a belso koordinaciods szféraban kotott vizmolekula
atlagos kotodési idejének reciproka, 1/1,=Ke) €és az elektron-spin relaxaciosebesség
Osszege 1/T,:
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1 1 1
— (IV.4.10.)

Tst Tm T

A vizcseresebességi allandé homérsékletfiiggését az Eyring egyenlettel adhatjuk
meg:

1 kT ASY  AHY| k2T AHY (1 1
=k == —exp - = exp -
T h R RT | 298.15 R \298.15 T

(IV4.11)

ahol AS” és AH” a vizcsere reakci6 aktivalasi entropiaja és entalpiaja, valamint a
k.’”, a vizcseresebesség 298,15 K hémérsékleten.

Oldatban a paramagneses fémionok (S>1/2) parositatlan elektronjainak a
relaxaciosebességét (I/T,) elsdsorban a zérus-tér felhasadas hatarozza meg
(ZFS)"®, melyeket a kovetkezd egyenletekkel vesziink figyelembe.

ZFS
(L] =iAzrV{4S(S+1)—3}[ 122+ 422j (Iv.4.12.)

Tie 25 l+wgty  1+4o§ty
ZFS
(L} _ Ar, 5.26 _— 718 W)
Te 1+037205t; 1+ 124051y

ahol A’ a zérus-tér felhasadas tenzoranak a jele, 7y a ZFS valtozasanak korrelacios
ideje, ami a komplex alland6 torzuldsabodl vagy a rotacidjabol adodhat és ws az
elektron-spin Larmor frekvencidja. 7, homérsékletfiiggését az Arrhenius
Osszefiiggéssel irhatjuk le, ahol £ a ZFS valtozas aktivalasi energiaja:

208 Ey (1 1 )
=B expl v (S IV.4.14.
vt Xp{ R \T 29815 ( )
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ESR. A [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] ¢és [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplexek
oldataikban felvett ESR spektrumokban egy sav jelentkezett, amelynek félérték-
szélességébdl (AH,,) szamitottuk az /75, elektron-relaxaciosebességet a 1V.4.15.
egyenlet alapjan.

I _ gLupm3 AH
Te h bp

(IV.4.15.)

ahol g, az izotrop Landé g-faktor (g, = 2,0 a Gd**-ionra), 13 a Bohr-magneton, 4 a
Planck allando.

A valtozé hémérsékletli '"O-NMR mérési eredményekbdl szamolt 1/T), és
1/T), és Aw, értékeket, valamint a valtozoé hémérsékleten felvett ESR jelek félérték-
szélességeibol szamitott 1/T>, elektron transzverzalis relaxaciosebességeket a fenti
IV.4.1-14. egyenletek alapjan egyidejiileg illesztettiik, a kovetkez0 paraméterek és
a kvadrupolus csatolasi allando szamitasaval: k..””*, AH", AS”, A/h, C,s, o, Eg,
0% Ey és A, Az illesztett gorbék a [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] komplex esetén
IV.4.2 A 4bran, mig a [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" esetén a IV.4.2 B abran lathatok. A
szamitott paramétereket a IV.4.1. tablazatban tiintettiik fel.

A longitudinalis 'O relaxaciosebességeket kvadrupdlus és dipolaris
relaxaxidés mechanizmusok segitségével hataroztuk meg. A kvadrupolus relaxaxios
mechanizmus egyik fontos paramétere a belsé koordinacios szféraban kotott viz
oxigénjének kvadrupolus csatolasi allandodja [y(141%/3)"*], melyet 7,58 MHz-re
rogzitettiink, mig a dipolaris relaxaciés mechanizmus, a Gd**-ion és a koordinalt
vizmolekula oxigénjének a tavolsagat hasznalja (rgq0), melyet 2,5 A-re rogzitettiink
az illesztés sordn."”’ Az igy meghatarozott rotacios korrelacios idék (zz0) a Gd**-O
vektor (a belsé koordinacids szféraban talalhatd vizmolekula oxigénje) forgasara
vonatkoznak és nem mutatnak jelentGs eltérést a korabban a kis moltomegii Gd-
poliaza-polikarboxilat komplexekre kapott eredményektdl.

Mind a két komplex vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy alacsonyabb
hémérsékleteken a '"O-transzverzélis relaxacidsebességek (1/75,) nének a novekvod
hémérséklettel (IV.4.2 abrak), ami azt jelzi, hogy mind a két rendszer a lassu csere
tartomanyban van, ahol az /75, értekeket csak a vizcseresebesség hatarozza meg.
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IV.4.2. abra Redukalt '’O transzverzalis (W) és longitudinalis () relaxaciésebességek (a),
redukalt kémiai eltolodas értékek (b) 9,4 T-an és transzverzalis elektronrelaxacio-
sebességek (c) 0,34 T-in a [GA(DTPA-bbBA)(H,0)] (A) és [GA(DTPA-tra)(H,0)]" (B)
komplexekre a hdmérséklet reciprokanak fliggvényében.

65



Jaszberényi Zoltan: PhD értekezés

IV.4.1 tablazat Az 'O NMR és ESR adatok egyiittes illesztése soran kapott paraméterek
az egyes Gd*"-komplexekre.

Ligandum DTPA-bbBA DTPA-tra DTPA-BMA®
ke 10° ™ 9,8+0,3 6,0+0,3 43
AH* | kJ mol™ 48,542,0 42,7+1,5 46,6
AS* / J mol'K! +3143 +8+5 +18,9
AV* /[ em® mol™ +11,3£1,0 +4,741,0 +7,3
A/h/10°rad s™ -3,4+0,2 -3,5+0,3 -3,6
Cos 0,080,05 0,02+0,02 0,13
Tro” "/ PS 23347 293411 167
Er /kJ mol 21,240,5 23,340,8 21,6
7%/ ps 9+1 9+1 34
E, / kJ mol 1° 2,5+1,3 9
A?/10% s 1,1£0,1 1,4+0,1 0,38
a: . Irod."”’.

b. Az érték rogzitve volt az illesztés soran.

Magasabb homérsékleteken az /7>, értékek csokkennek a hémérséklettel
(gyors csere tartomany), melyeket elsdsorban az 1/75,, a koordinalt vizmolekulak
relaxaciosebessége, befolyasol. Az 1/T,, értékeket pedig a vizmolekuldk bels6
koordinacios szféraban valo tartdozkodasi ideje (t,= l/ke), a longitudinalis
elektron relaxacios id6 (//T;.) és a hiperfinom csatolasi alland6é (4/4) hatarozza
meg. Az A/h hiperfinom vagy skaléris csatolasi allandé a Gd**-ion spinsiirliségét
mutatja az oxigén-mag koril. A IV.4.1. tablazatban feltiintetett poliaza-
polikarboxilat komplexek esetében az A/h kozel azonos értékil, ami alapjan azt
mondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt komplexek belsé koordinacids szférajaban
csak egy vizmolekula tartozkodik. Az A/h értekét a (IV.4.9.) egyenlet alapjan
szamithatjuk, mig a longitudinalis elektron relaxacidsebességet (//T;.) az ESR
mérések alapjan szamitott 7/75, értékekbdl szamithatjuk a (IV.4.12-14.) egyenletek
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alapjan. Adatainkat a Solomon-Bloembergen-Morgan elmélettel illesztettiik, ahol
az 1/T), és 1/T,, mennyiségeket a zérus-tér felhasadas (ZFS) hatarozza meg, és
(IV.4.12-14.) egyenlet alapjan szamithatjuk a zérus-tér felhasadas tenzorat (A%,
valamint a ZFS torzulasanak korrelacios idejét (7y) és annak aktivalasi energidjat
(Ey). A 1V.4.1. tablazatban szerepld, szamitdsaink soran kapott elektronikus
paraméterek (4°, 7,7 és Ey) kevéssé megbizhatoak, de nem térnek el jelentdsen a
korabban  kapott kismolekulajon  Gd*"-kelatokra  kapott  eredményektél.
Megbizhatobb adatokat kaptunk volna, ha az illesztést a nemrég kidolgozott Rast-
Borel elmélettel végezziik, melynek feltétele a tobb és nagy magneses téren valo
ESR vizsgalat."®'*°. Azonban nekiink csak egy magneses téren volt lehetdségiink
ESR vizsgalatokat végezni.

A varakozasoknak megfeleléen a vizsgalt komplexek vizcseresebességei
(IV 4.1. tablazat) kisebbek, mint a [Gd(DTPA)(H,0)]* komplex vizcseresebessége
(k2% =4,1x10° s)'%, és a [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplex esetén a harmadik
amidcsoport bevitele tovabb csokkenti a vizcseresebességet. Ennek okat ugyanugy,
mint a DTPA-N-MA, DTPA-BMA vizsgalata soran a karboxilat komplexekhez
képest, a kotott viz helyén, bekovetkezd negativ toltés és sztérikus zsufoltsag
csokkenésével magyarazhatjuk. Nemrégen Botteman és munkatéarsai'®’ részletesen
vizsgaltdk a GdDTPA-bisz(amid) szarmazék komplexek vizcseresebességét s azt
talaltak, hogy a mono-szubsztitualt amidcsoporton a szubsztituensek szénlancanak
novelésével csokken a belsé koordinacios szférdban kotott vizmolekula
tartozkodasi ideje, azaz né a vizcseresebessége ([Gd(DTPA-BA)(H,O)]:
kex=42x10°s",  [GA(DTPA-BMA)H,0)]: ke =4,5x10°s",  [GdDTPA-
bisz(propilamid)(H,0)]: ke =5,5x10°s™,  [GA(DTPA-bBA)(H,0)]: ke =
6,3x10°s™"). Azonban ez a hatas csak kismértékii, mivel a szubsztituensek a belsé
koordinacids szférajat nem valtoztatjak meg a komplexnek.

A diszubsztitudlt amidcsoportokat tartalmazé GdDTPA-bisz(amid)
szarmazék komplexekre azonban azt talaltak, hogy a szubsztituenseknek nincs
hatasa a vizcseresebességre és értékiilk a nagyobb vizcseresebességgel rendelkezd
monoszubsztitualt — komplexek  (pl.: [GADTPA-bisz(amilamid)(H,O)]: k=
7,8x10°s™")  vizcseréjéhez  hasonldo  ([GADTPA-bisz[bisz(metilamid)(H,0)]:
kex =7,2x10°s", GADTPA-bisz[bisz(propilamid)(H,0)]: ke =7,4x10°s™"). Az
altalunk [Gd(DTPA-bbBA)(H,O)] komplexre kapott vizcseresebesség érték
azonban ennél nagyobb (ke =9,8x10°s™), amit a ligandumon 1év6 4 n-butil
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csoport sztérikus hatasaval magyarazhatunk. Ehhez hasonl6 hatasok 1épnek fel, ha
a DTPA-bisz(amid) szarmazék ligandum etilén-diamin vazanak egyik metilén
protonjat benzil (Gd(S)C,Bz-DTPA-BMA) és etoxi-benzil (Gd(S)EOB-DTPA-
BMA) csoportra cseréljiik ki. Laurent és munkatérsai'® nemrég mutattak ki, hogy a
Gd(DTPA-BMA) lassu vizcseréjét ily modon lehet novelni [ke(Gd(S)C4Bz-DTPA-
BMA) = 1,3x10°s™", ke(Gd(S)EOB-DTPA-BMA) = 1,0x10°s"'] és a novekedés
okat a szerz6k konformaciods vagy sztérikus hatassal magyaraztak.

1V.4.3. Nagynyomdsii '’O-NMR

A vizeseresebességek nyomasfiiggésének vizsgalataval a vizcsere reakcio

aktivalasi térfogata (AV*) hatarozhat6 meg, melyet a kovetkezd egyenlet ir le:

1 (k. )b A IP (IV.4.16.)
= = X — 4.10.
r ex ex /0 p RT

m
T ’ r ’ r " SO
ahol (k, ), avizcsere sebessége 0 Pa nyomason és T hémérsékleten.

A lassu csere tartomanyban adott téren és hémérsékleten mind a két
vizsgalt komplex esetében az 1/T,, értékek csokkennek a nyomas novelésével
(IV.4.3. abra), mivel csokken a vizcseresebesség, ami disszociativ mechanizmusra
utal."’ Korabban kimutattik, hogy a skaldris csatolasi allandd (4/h) és a 7z
fliggetlen a nyomastol, igy a (IV.4.2., IV.4.9., IV.4.12. és IV.4.16.) egyenletek

felhasznalasaval illesztettik a AV” és (kex)g paramétereket. Az eredményeket a
IV.4.3 abra mutatja, mig a legkisebb négyzetek elvén végzett illesztések
eredményei a  kovetkezdk: AV’ =+11,3£0,5 cm’mol”,  (k,, )376’0 =
(1,740,1)x10°s" a  [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)]  komplexre és AV’ =
+4,741,0 cm’mol”, (k)3 = (1,320,1)x10°s" a  [Gd(DTPA-tra)(H,0)]"

komplexre. Ezek az aktivalasi térfogat eredmények tisztan disszociativ vizcsere
mechanizmusra utalnak a [Gd(DTPA-bbBA)(H,0O)] és disszociativ interchange
mechanizmusra a [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" esetén.
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IV.4.3. dbra Redukalt transzverzalis 'O relaxaciésebességek (s') a nyomds
fliggvényében ([Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] () és [GA(DTPA-tra)(H,0)]" (e)]

Az eddigi irodalomban kozolt értékek a GdDTPA-bisz(amid)
szarmazékokra 1ényegesen kisebbek (AV'=+5,6-7,4 cm’mol™)>'¥’, mint a
[GA(DTPA-bbBA)(H,0)] esetében. Ezek a kis aktivalasi térfogat értékek azt
mutatjak, hogy ezen komplexeknél a belépd vizmolekulanak sokkal nagyobb
szerepe van a sebességmeghatarozo 1épésben, mint a [Gd(DTPA)(H,0)]* komplex
vizesere sebessége soran (AV* =+12,5 cm’mol™)'*%.

A fent emlitett kis aktivalasi térfogatokat monoszubsztitudlt DTPA-
bisz(amid) szarmazékoknal kozolték, eddig diszubsztitualt szarmazékokat nem
vizsgaltak. A [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] vizsgalatok soran a ligandumon levd n-
butil lanc valdsziniileg sztérikusan megakadalyozza, hogy a belépd vizmolekula
jelentds szerepet jatsszon a vizcsere sebességmeghatarozo 1€pésében, ugyanakkor a
[Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplex pozitiv tdltése kompenzalni tudja ezt a sztérikus
hatast.
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IV.5. Gd**-DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazék komplexek
fémcsere kinetikajanak vizsgalata

Az NMR tomografias kontrasztanyagokkal szembeni kovetelmények
koz6tt a nagy termodinamikai stabilitas és a Gd**-ionra valé nagy szelektivitas
mellett a Gd**-komplexek nagy kinetikai inertsége is szerepel, aminek az utobbi
idében egyre nagyobb jelentéséget tulajdonitanak, mivel olyan biztonsagosan
alkalmazhat6 MRI kontrasztanyagok is forgalomba keriiltek, melyek
termodinamikai  stabilitdisa ~ kozott 6 nagysagrend  kiilonbség  van
(logKgaprea) = 22,46; logKgaprea-sma) = 16,38) o,

A kinetikai stabilitas vizsgalatara egy elterjedt modszer az adott komplex

//////

......

megy végbe, azonban fizioldgias pH-n (pH=7,4) ez a reakciout a H'-ionok kis
koncentracioja miatt elhanyagolhato. igy az MRI kontrasztanyagok kinetikai
vizsgalata céljabol elonyosebb a fémcsere reakciok vizsgalata, ahol mind a
protonkatalizalt disszociaciorol, mind a kicserélé fém kozvetlen tamadasaval
végbemeno reakcioutrol is kapunk informaciot.

A Gd(DTPA)* fémcsere reakcidit korabban mar részletesen vizsgaltak
Briicher és munkatérsai.* Kimutattdk, hogy pH=4-6 tartomanyban a nyiltlanct
poliaza-polikarboxilat Ln’"-komplexeinek ritkafoldfémekkel valo cserereakcioi
a helyettesitd Ln’"-ionok reakcidjaval mennek végbe. Nagyobb pH (pH>4,5)
értékeknél Sarka és munkatarsai® azt talaltak, hogy a reakcidsebességek ardnyosak
a Cu*" és Zn*"-ionok koncentracidival és fiiggetlenek a pH-t0l, amik azt jelzik,
hogy a cserereakciok a Cu®" és Zn’"-ionoknak a Gd(DTPA) -n torténé direkt
mértékii. A Cu** és Zn*"-ionokkal t6rténd fémcsere reakciok azért fontosak, mivel
a Cu”" és Zn*"-ionok viszonylag nagy kicserélhetd koncentracioban talalhatok a
szervezetben és ezen reakcidokon keresztiil a kontrasztanyagok szervezetben
mutatott kinetikai inertségérol is informacioét nyerhetiink. A fémcsere reakciok
azonban maximum pH=6-ig tanulmanyozhatok a kicserélé fém hidrolizise miatt,
igy a komplex kinetikai stabilitdsara vonatkoz6 informaciot csak szamitissal
végezhetiink pH=7,4-re, a reakciot jellemz6 sebességi egyenlet alapjan.
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A GdDTPA-amid szarmazékainak [Gd(DTPA-N-MA), Gd(DTPA-N’-
MA), Gd(DTPA-BMA)] fémcsere kinetikajat (Eu*, Cu™, Zn2+) elsésorban Sarka
és munkatarsai'’ vizsgaltaik. A GA(DTPA-BMA) esetén azt talaltak, hogy a Cu*'-
zel és Zn*"-kel lejatszodd cserereakciok (ahol a fém kozvetlen tamadasaval
bekovetkezd reakciont a meghatarozo) lassabban jatszodnak le, mint GA(DTPA)*
esetén, mely termodinamikailag 1ényegesen stabilabb komplex. Ezt a szerzok a
koordinalt ligandumon jelenlevé imino-diacetat (IMDA) csoport fontos szerepével
magyarazzak, ami a Cu’"-hez vagy a Zn*"-hez tud koordinalodni és igy kétmagvu
komplexek johetnek létre, mely folyamatnak sebességmeghatarozé szerepe lehet.
Azonban a Gd(DTPA)* és Gd(DTPA-N’-MA) és GA(DTPA-N-MA) esetén az
Eu*'-mal végbemené cserereakciok lassabbak, mint a Cu**-zel és Zn**-kel
lejatszodok, ugyanakkor a Zn>"-kel és Eu’"-mal képzett imino-diacetat komplexek
stabilitasi alland6ja kozel azonos, mig a Cu(IMDA) komplexeké nagyobb
(10gK z0ampa=7,24, 102K eyimpa=6,73, logKcuampa=10,57)'**. Ezt az ellentmondast
ugy értelmezik, hogy a Zn(IMDA)-ban Zn-N kotés erdésebb, mint az Eu(IMDA)-
ban az Eu-N kotés, igy a kétmagvu koztitermék képzddése soran a ligandum tébbi
funkcids csoportjanak a Zn®"-re torténd attevédése nagyobb valdsziniiséggel
jatszodik le.
kozel hasonlé értéket talaltak (12,7 M's™), mint Rothermel és munkatarsai'*' a
Gd(DTPA-BMEA)-ra (8,65M"'s"), mig a Gd(DTPA)*-¢ csak 0,58 M's™.

talaltdk, mint a Gd(DTPA)* protonalddasi allandéjat (Kgan=100). Ez azt jelenti,
hogy a protonalt GdH(DTPA-BMA)" koncentriciéja sokkal kisebb, mint a
GdH(DTPA)-¢, kovetkezésképpen a  Gd(DTPA-BMA) protonkatalizalt
Ezek alapjan lathat6, hogy a Gd(DTPA-BMA) esetén a kicseréld fém
kozvetlen tamadasaval lejatszodd reakcid lassabb, mig a protonkatalizalt
disszociacio kozel azonos, mint a GA(DTPA)™ esetén, igy arra kovetkeztethetiink,
hogy az amidcsoportoknak jelentds szerepe van a kinetikai stabilitas novelésében.

Ennek felderitése érdekében végeztiink részletes kinetikai vizsgalatokat a
Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) komplexekkel, ahol az
amidcsoport szubsztitualtsaganak hatasat vizsgalhattuk a kinetikai stabilitasra. A
Gd(DTPA-tra)” esetén a ligandumban talalhaté tovabbi (harmadik) amidcsoport
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szerepérol kivantunk meggy6z6dni, mig a szabadgyokos komplexek vizsgalata
soran a komplexekben talalhato stabilis nitroxid szabadgyokok esetleges hatasat
kivantuk vizsgalni a kinetikai stabilitasra.

A Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)"
kinetikai stabilitisanak vizsgalata soran Eu’’, Cu®" és Zn®" cserereakciokat
végeztiink. Mig a szabadgyokos komplexek esetén Lu®" és Zn®" cserereakciokat,
mivel a Cu**-vel nem tudtunk fémcsere reakcidkat sem végezni, mert a
szabadgyokokkel a Cu" redoxi reakcioba 1épett. A kicserélédési reakcidk altalanos
egyenlete:

GdL + M* —— M & Gt (IV.5.1)

ahol: L: DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-bbBA, DTPA-tra, DTPA-bNOPA, DTPA-
BNOPMA és DTPA-bbNOPMA, M: Ev’*, Lu’", Cu*™* és Zn**

Nagy kicseréld fémion felesleg alkalmazasaval pszeudo-elsérendii reakcio
koriilményeit teremtettiik meg, amikor a cserereakcio sebességi egyenletét a 111.4.1.
egyenlettel (28. oldal) irhatjuk fel. A pszeudo-elsérendii sebességi allandot (k) a
I11.4.2. egyenlet alapjan hatarozhatjuk meg adott koriilmények kozott a reaktansok,
a végtermekek és a ¢ idOpillanatban mért abszorbancia ill. relaxivitas értékek
segitségével. A Gd(DTPA-bA), GA(DTPA-bBA), Gd(DTA-bbBA) és Gd(DTPA-
tra)” fémcsere reakcidinak vizsgalata soran minden esetben csak az egyik
végterméknek van fényelnyelése (EuL ill. CuL) illetve paramagneses
relaxaciosebesség noveld hatasa (Gd®"), azonban a szabadgySkos komplexek
reakcidi soran a termék Gd’*-ionon kiviil a LuL és ZnL komplexeknek is van
paramagneses relaxaciosebesség noveld hatdsa (mivel maga a ligandum is
paramagneses), ezért a ¢ idOpillanathoz tartozo relaxivitdst a mért longitudinalis
relaxacios idokbol a 11.2.2. valamint a IV.5.2. egyenletek felhasznalasaval
szamitottuk.

LI N (IV5.2)

Tlp Tlobs TIML
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ahol 1/T;, a paramagneses relaxaciosebesség a ¢ idOpillanatban, T, a t
idépillanatban mért relaxacios id6, Ty, pedig a Lu®" és Zn*"-komplexek relaxacios
ideje, melyeket a IV.5.1. tablazatban tiintettiink fel:

IV.5.1 tablazat A Lu*'- és Zn*'-komplexek T, relaxacios ideje (25°C, pH=5,0
[ML]=0,5 mM)

LulL! Lul? Lul? ZnL! ZnL? ZnL}
rive (5) 1,70 1,76 1,22 1,47 1,57 1,24

A Zn*'- és Cu*'-cserereakciok folyaman a fémcsere reakcid nem megy
teljesen végbe, mivel a Zn*" és Cu*’-komplexek stabilitasi allanddja tSbb
nagysagrenddel kisebb, mint a Gd*"-komplexeké, ezért ilyenkor a k,j, sebességi
allandot a reakcid kezdeti szakaszabol szamitottuk, amikor az még megegyezik
azzal az allandoval, mely a teljes mértékben lejatszodd fémcsere reakciora
jellemz8. A Lu*"-mal és Eu’"-mal végzett cserereakciok esetén nem volt ilyen
probléma, mivel a Gd**-, Lu’"- és Eu’"-komplexek stabilitasi allanddja kozel
megegyezik és a nagy Lu’" ill. Eu®" felesleg biztositotta a csere gyakorlatilag teljes
lefolyasat. Adott pH és kicserélé fémion koncentracional a pszeudo-elsdrendi
sebességi allandd6 meghatarozasara egy-egy példat a IV.5.1 és IV.5.2 abran
lathatunk, ¢ id6pillanatban felvett abszorbancia ill. relaxivitas értékek a I111.4.2.
egyenletre torténd illesztésével.

Az adott koriilményekre kapott &, pszeudo-elsérendli sebességi allandokat
az egyes ligandumok esetében a I1V.5.3.-7 abrakon (77-81. o.) tiintettiik fel.
Lathato, hogy a k,»s pszeudo-elsérendii sebességi allandé minden esetben fiigg a
hidrogénion ¢és majdnem minden esetben a fémion koncentraciojatol. (A
Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA) és Gd(DTPA-bbBA) esetén nem talaltunk Eu®*
fliggést.)

Ezek az eredmények Osszhangban vannak a korabban Ln(DTPA)™ és
szarmazékai fémcsere reakcidinak vizsgalata soran kapott eredményekkel™''°, s az
ott kapott tapasztalatokat felhasznalhatjuk az eredményeink targyaldsa soran.
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IV.5.1 abra Gd(DTPA-bNOPMA) és a Lu’" kozétti cserereakcié, [GAL]=5x10" M,
[Lu**]=0,01M pH=4,1, 25 °C, (®) mért ry, (
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IV.5.2 abra Gd(DTPA-bA) és az Eu’" kozotti cserereakcié, [GdAL]=1x10"M,
[Eu’] = 0,02M pH=3,6, 25 °C, (#) mért Abs, ( ) szamitott Abs

A H'-ion részvétele a DTPA-amid szarmazék ligandumokkal képzett Gd**-
komplexek fémioncsere reakcidiban protonalt komplexek képzddésén keresztiil
torténik, mely részecskéket kis koncentracidjuk miatt, a vizsgalt pH-tartomanyban
(pH=3-5) pH-potenciometrikus titralassal nem tudtuk kimutatni, azonban ezeknek
nagyon fontos szerepiik van a fémioncsere reakciok lefolyasa soran. A proton
ugyanis egy karboxilat csoporthoz kapcsolodik, igy a Gd**-ionhoz koordinalodéd
csoportok szama eggyel csokken. Ezek utan a proton lassan atkeriilhet a
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bazikusabb termindalis N-atomra, mikdzben egy imino-monoacetat-monoamid
funkciés csoport szabadda valik, igy a protonalt komplex tovabbi kdotések
fokozatos felszakadaséaval disszocialhat:

K,
GdL + H+ —=SdHL s Gapy —KGanL o g3+ 4 g (IV.5.3)

Ezt kovetden a kicseréld fémionok és a szabad ligandumok k&zott nagyon gyors
reakcio kovetkezik be. A Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA) és Gd(DTPA-bbBA)
komplexek Eu®* és Cu®" cserereakcioi soran (IV.5.3-4 4brak), valamint a
Gd(DTPA-bNOPA) és GdA(DTPA-bNOPMA) Lu®" cseréje soran (IV.5.6. abra) K-
[H'] fiiggését masodfoku egyenlettel lehet leirni, kops = kotk’[H+k”[H].
Hasonlé négyzetes fiiggést talaltak kordbban az Ln(EDTA) és Ln(DTPA)*
komplexek cserereakcioi soran is*’) amit egy masodik protonalédasi reakcio
hatasara bekovetkezo disszociacioval lehet leirni:

H
GdHL + HY —KGa , Gg3+ H,L (IV.5.4)

Amikor megvizsgaljuk a pszeudo-elsérendii sebességi allandok értékeit a
kicserélé Cu*" vagy Zn**-ionok fiiggvényében (a Gd(DTPA-tra)" komplex Eu’*-
cseréje valamint a szabadgyokos komplexek Lu’™ cseréje soran is) novekedést
tapasztalunk, (IV.5.6-7 abrdkon) ami arra utal, hogy a fémcsere reakciok masik
fontos reakcioutja a kicserélé fém kozvetlen tamadasaval lejatszodd reakciout.
Ekkor kétmagva komplex képzddik a reakcid soran atmenetileg, majd a tobbfogu
ligandumok funkcios csoportjai a Gd**-ionrdl fokozatosan attevédnek a tamado
fémionra. Ezt a folyamatot az alabbi egyenlettel jellemezhetjiik:

K
GdL + M —=S4M s Gar g —Kean a3 4y (IV.5.5.)

rrrrrr

figyelembe kell venni a fémcsere reakciok mechanizmusanak értelmezése soran,
melyet a kovetkezo egyenlet ir le:

H
GdLM + HY —MGam a4 ompo+ mY (IV.5.6.)
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A lehetséges reakcioutak alapjan a kicserélédési reakciok sebessége a
kovetkezoképpen fejezheto ki:

d|GdL
_Q =k, [GdL]+k,,, [GAHL]+ k., [GAHL][H |+
= AV.5.7)

+k,, [GALM ]+ k!, [GALM][H']

GdLM [ GdLM

------

crer

rrrrr

stabilitasi allandoit (IV.5.10 egyenlet) figyelembe véve a kg, pszeudo-elsérendii
sebességi allando6 a IV.5.11 egyenlettel fejezheto ki:

K —M (IV.5.9.)
GdHL [GdL][H+] D.9.
K —M (Iv.5.10.)
GdLM_[GdL][M] oY
2
ko+k | H  |+k, | H | +ks[M|+k, M| HT
Kobs = - 1[ J 2[ J M)kl ][ J (IV.5.11)

1+ KGanr [H*} + Karm [M]

_ . - . _ . H . - A
ahol ko =kga; ki =keanxKean; ko= kGdHL xKgan; ks = keamxKaam — €s

_ 1. H
ks = kGdLM xKgdim.
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O L) I L] I L] I L] I L] I L] I
0 20 40 60 80 100 120

O - L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I
0 20 40 60 80 100 120 140 160

[H'] x 10° (M)

IV.5.3. abra Gd(DTPA-bA) (A), Gd(DTPA-bBA) (B), Gd(DTPA-bbBA) (C) és
Gd(DTPA-tra)” (D) komplexek Eu®'-ionnal torténd cserereakcioik soran kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allandok fiiggése a H'-ion koncentraciotol. ((GAL]=1x107 M; [Eu’']=
0,01 M (W), 0,02 M (@), 0,03 M (A) és 0,04 M (#); 25 °C, 1,0 M KCI)
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IV.5.4. GA(DTPA-bA) (A), GA(DTPA-bBA) (B), GdA(DTPA-bbBA) (C) és Gd(DTPA-tra)"
(D) komplexek Cu**-vel t6rténd cserereakcioik soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok fiiggése a H'-ion koncentraciotol. ([GAL]=2x10™* M; [Cu*']=1x10° M (m),

2x107° M (@), 4x10™° M (A) és 6x10° M (#); 25 °C, 1,0 M KCI)
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IV.5.5. Gd(DTPA-bA) (A), GA(DTPA-bBA) (B), GdA(DTPA-bbBA) (C) és Gd(DTPA-tra)"
(D) komplexek Zn*'-vel térténd cserereakcidik soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok fiiggése a H'-ion koncentraciotél. ([GAL]=5x10* M; [Zn*']=0,01 M (m),
0,015M (@), 0,02 M (A) és 0,03 M (#); 25 °C, 1,0 M KCI)
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4 -1
K,pe X 107 (s7)

[H'] x 10° (M)

IV.5.6. abra Gd(DTPA-bNOPA) (A); Gd(DTPA-bNOPMA) (B) és Gd(DTPA-
bbNOPMA) (C) komplexek Lu’’-mal torténd cserereakcioik soran kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allandok fiiggése a H'-ion koncentraciétdl ([GAL]=5x10"*M); [Lu*']=
0,01M (m), 0,02M (@) és 0,03M (A); 25 °C, 1,0 M KCl)
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v 20-

205

[H] x 10° (M)

IV.5.7. abra. Gd(DTPA-bNOPA) (A); Gd(DTPA-bNOPMA) (B) és Gd(DTPA-
bbNOPMA) (C) komplexek Zn*"-vel torténd cserereakcioik soran kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allandok fiiggése a H'-ion koncentraciotol. ([GAL]=5x10"M;
[Zn*"1=0,01M (M), 0,015M (@), 0,02M (A) és 0,03M (#); 25 °C, 1,0 M KCI)
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IV.5.2 tablazat A IV.5.11 egyenlet alapjan tortént illesztésbol kapott paraméterek
[k M's™), ko (M5, ks (M's™), ks (MPs)];

Komplex Eu®* Zn** Cu**
k;=14,9+0,5 ki=12,3+0,3 k,=15,60,7
GA(DTPA-bA) ko=(2,140,1)x10* . k=(2,1£0,1)x10*
ks=(1,5120,01)x107  k,;=1,1140,02
k4=(7,0+2,5)x10”
k1=6,7+0,1 k;=5,060,14 k;=8,01+0,17
Gd(DTPA- ko=(7,240,2)x10? ko=(7,240,2)x10°
bBA) k3=(6,87+0,34)x10°  k;=0,68+0,02
Karci=26,0%5,5
k;=0,19+0,02 k;=0,2140,07 k;=0,25+0,04
GA(DTPA- k2=(6,8+0,5)x10” . k,=(6,8+0,5)x10?
bbBA) ks=(1,57+0,15)x10"  k;=(8,30,1)x107
k4=29,4+3,5 k4=(1,6%0,3)x10"
Karca=62431
k;=0,38+0,02 k;=0,5+0,15 k;=0,40%0,09

Gd(DTPA-tra)"

ks=(1,4+0,2)x10™

k3=(8,7+0,3)x107

k2=(9,3+0,3)x10”
k3=(6,3£0,1)x10"

k,=5,0+0,7 k,=(1,1£0,1)x10?
k;=0,58 k;=0,58 k;=0,58
k»=9,7x10* k»=9,7x10* k»=9,7x10*
GA(DTPA)* ™! k=4 9x10™ k3=5,6x10 k;=0,93
Kgan=100 KGam=100 Kgan =100
Kgae=19 Kgarza=7 Kgacw=13
k, =1,6 ki=1,6 ki=1,6
k»=2,5x10" k»=2,5x10" k,=2,5x10"
GADTPA-N’- 3 4x10° ks=8,1x10° ky=0,62
May ! Kean=125 Kean=125 Kean =125
Kgae=12 Kgarca=22
Gd(DTPA- ki=12,7 ki=12,7 ki=12,7
BMA) "7 ks=7,8x107> k3=0,63
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IV.5.3 tablazat A IV.5.11 egyenlet alapjan tortént illesztésbol kapott paraméterek
[k M's™), o M5, ks (M5, kg (M5

Komplex Lu*" Zn*"
k;=6,1+0,36 k;=5,6+0,22
Gd(DTPA-  k,=(9,6%0,65)x10*
bNOPA) ks=(3,340,2)x10°  ks=(2,1+0,11)x107
Kearzn=22+3
k;=3,4+0,2 k;=3,10,1

GA(DTPA-  k,=(2,940,4)x10"

bNOPMA)  k;=(2,410,2)x10°  k3=(9,2+0,44)x10"
Kearo=3,0£1,8 Keazmn=27+3

GA(DTPA-  k=1,440,04 k;=1,240,05

bbNOPMA)  k;=(6,6+0,35)x10*  k;=(3,140,1)x107

Ak, paraméter a cserereakciokban a Gd’"-komplex spontin

rrrrrr

------

protonalodasi allandéi nagyon kicsik (pH-metrids titralassal nem lehet Oket
meghatarozni) a IV.5.11 egyenlet nevezdjében a Kganr [H'] tag elhanyagolhato. A
kiilonb6z6 fémkoncentracidknal és pH értékeknél meghatarozott k,p, értékeket a
IV.5.11 egyenlet alapjan egyidejiileg illesztettik. A k., pszeudo-elsérendil
sebességi allandok illesztése utdn az egyes esetekben kapott paramétereket a
IV.5.2-3 tablazat tartalmazza. A k, paraméterre az illesztések soran nagyon kicsi
vagy néha negativ értékeket is kaptunk, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

.....

reakciok soran.

A protonkatalizalt disszociacios folyamatra jellemz6 sebességi allandé nem
fligg a tamado fém mindségétdl, ezért a kapott paraméterek elemzése soran
megallapithatjuk, hogy a k; paraméter kiilonb6zo kicseréld fémionok esetén, adott
Gd’"-komplexre, kozel allando érték. (Pl. a Gd(DTPA-bbBA) Eu’" cserereakciora
ki=0,19+0,02 M''s", a Cu*"-zel térténd cserére k;=0,28+0,04 M''s”, tovabba a
Zn”"-ionok cserereakcioi soran k;=0,21+0,07 M's™)
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Amikor 0Osszehasonlitiuk az egyes fémcsere reakciok soran kapott
protonkatalizalt disszociaciot leirdé paramétereket (k;), lathatjuk, hogy a DTPA-
bisz(amid) szarmazék ligandumokban az amidcsoport szubsztitudltsagi fokanak
novelésével a kinetikai stabilitas két nagysagrenddel is ndhet, példaul a GA(DTPA-
bA) < Gd(DTPA-bBA) < GdA(DTPA-bbBA) valamint a Gd(DTPA-bNOPMA) <
Gd(DTPA-bbNOPMA) komplexeknél. (A k, paraméterek altal leirt reakciotit nem
csak maximum néhany %-ot tesz ki a hozzajarulasuk.) Tehat ha a DTPA-
bisz(amid) ligandumokban az amidhidrogéneket butil-csoportra vagy mas nagy
térkitoltésti csoportra (pl. nitroxid szabadgyokdk) cseréljik ki, akkor a Gd*'-
komplexek kinetikai inertsége szamottevoen javulhat. A mono- és diszubsztitualt
szabadgyokos komplexek kinetikai inertsége kozel azonos, mint a mono-butil vagy
dibutil csoportokat tartalmazé Gd**-komplexek esetén, igy azt allapithatjuk meg,
hogy a n-butil szubsztituenseket tartalmazo komplexekhez képest a stabilis nitroxid
szabadgyokoknek nincs jelentdsebb hozzajaruldsuk a kinetikai stabilitashoz. A
butil ill. a nagy térkitoltésii nitroxid szabadgyokok nagy valosziniiséggel
sztérikusan gatoljak a kinetikailag aktiv protonalt intermedierek létrejottét, illetve

Hasonlo kdvetkeztetést vonhatunk le a masik jelentds, a fém kozvetlen
tamadasaval lejatszodo reakciont vizsgalataval. Egy adott kicseréld fém esetén a k;
paraméterekben hasonlé tendenciat figyelhetiink meg, mint amit a protonkatalizalt
disszociacio elemzése soran mar emlitettiink, ugyanis nagy valosziniiséggel a butil
és a nitroxid szabadgyokds csoportok nem csak a protonalt-, hanem a kétmagva
intermedierek 1étrejottét is gatoljak sztérikusan. A vizsgalt mono- és diszubsztitualt
Gd*"-DTPA-bisz(amid) szarmazékok esetén a sztérikus gatlas feltételezett
jelentéségét tdmasztja ala az is, hogy a Gd(DTPA-BMA) kinetikai stabilitasa a kis
térkitoltésti metil szubsztituens miatt koriil-beliill a GA(DTPA-bA) és Gd(DTPA-
bBA) kozott helyezkedik el (IV.5.4 tablazat).'’

Egy adott komplex kiilénb6zo kicseréld fémekkel végmend reakcidja soran
megfigyelhetd, hogy a Zn**-ionokkal torténé cserereakciok lényegesen gyorsabban

jatszodnak le, mint a Lu’"-ionokkal végbemend cserereakciok (k" > ki*) a
szabadgyokos komplexek esetén, illetve, mint az Eu’*-ionokkal a Gd(DTPA-tra)”
komplex reakcioja soran (k7" > k). Ez azzal magyarazhat6, hogy a Zn**-ionok

lényegesen aktivabbak a kozvetlen kicserélédési reakciokban, mint a
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ritkafoldfém(Ill)-ionok, mivel a sebességmeghatarozo 1épés eldtt, a kétmagva
intermedierekben a N-Zn*" kétés erésebb, mint a N-Ln*" kotés, igy a Gd**-ionrél a
tobbi donoratomnak a Zn®'-re vald attevédése sokkal nagyobb valdsziniiséggel
jatszodik le, mint a Lu’" vagy Eu’'-ionra torténé attevédése. A Cu®'-ionokkal
torténd fémesere pedig még a Zn*'-ionokkal bekovetkez6 fémesere reakcioknal is
gyorsabb (pl. Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) valamint
Gd(DTPA-tra)” Cu*- és Zn*'-cserereakciéi), ugyanis a Gd**-komplexen
bekéovetkez6 Cu’'-ionok tamadisa sokkal hatékonyabb, mint a Zn*'-ionoké

(k" > k"), mivel a Cu*"-ionok a koordinalt ligandumok szabad glicinat

csoportjaihoz erésebben koordinalodnak, mint a Zn**-ionok. Osszességében tehat a
Gd**-DTPA-amid szarmazék komplexekre, a fém kozvetlen tamadasaval lejatszodo
reakcioik soran, Cu’>Zn’>Ln’" a reaktivitasi sorrend, a vizsgalt kicseréld
fémionokra.

A fenti reaktivitasi sorrendet tamasztjak ala a kétmagvi intermedierek
stabilitasi alland6i is (logKgarzn > logKgarry), melyeket azonos ligandum esetén
csak a GA(DTPA-bNOPMA) Lu’" és Zn*" cserereakcioi soran tudtunk elfogadhato
hibaval meghatarozni. Ha Osszevetjiik a monoszubsztitualt amid szarmazék
kétmagvu intermedier komplexeinek a stabilitasi allandoit, akkor azt lathatjuk,
hogy a Gd(DTPA-bNOPMA)Zn kétmagva komplex stabilitasi allandoja kb. tizszer
nagyobb, mint a Gd(DTPA-bNOPMA)Lu kétmagvi komplexé. Ezek az
eredmények tehat j6 Osszhangban vannak a kicseréld fém kdzvetlen tdmadasaval
lejatszodo reakcioutra kapott paraméterek értékeivel.

Az alkil csoportok bazicitasnovelé hatasarol a kétmagva GdLCu
komplexek stabilitasi allanddinak vizsgalata soran 1jbol meggydzddhetiink
(6sszhanban a pH-potenciometrias titralasokkal kapott eredményekkel), ugyanis
azok a ligandumokban talalhat6 alkil szubsztituensek szamanak és térkitdltésének
novelésével, ndének (10gKGd(DTPA-bbBA)Cu > logKGd(DTPA—bBA)Cu > logKGd(DTPA-N’—MA)Cu
> logKgapreaycu).  Ugyanakkor a sztérikus gatlds miatt a koncentracidjuk
valosziniileg csokken, eziltal a Cu®* kozvetlen tamadasaval lejatszodo reakciout
(k3) valoszinlisége is csokken.

A 1V.5.2 tablazatban taldlhatdé paraméterek vizsgalataval informaciot
kaphatunk arrél, hogyan valtozik a kinetikai stabilitds a harmadik ionos karboxilat
csoportnak, semleges amidcsoportra vald lecserélésével. A Gd(DTPA-tra)"
fémcsere reakcioi soran kapott paramétereket a hozza nagyon hasonldé Gd(DTPA-
bbBA) paramétereivel vethetjiik 0Ossze, ami alapjan lathatd, hogy a harom
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amidcsoportot tartalmazé Gd**-komplex kinetikai stabilitisa kozel azonos a két
amidcsoportot tartalmazé Gd(DTPA-bbBA) kinetikai stabilitasaval, azaz az elso és
masodik karboxilat csoport amidcsoportra torténd cseréjéhez képest itt mar
szamottevl kinetikai stabilitaisndvekedés nem figyelhetd meg. Azonban ha a
klinikai gyakorlatban mar hasznalt Gd(DTPA-BMA) kinetikai stabilitdsadhoz
viszonyitjuk, akkor ahhoz képest lényeges stabilitasndvekedés tapasztalhato, ami
nem a DTPA-tra ligandumon levé harmadik amidcsoport hatdsa, hanem az
amidcsoportok szubsztitualtsagaban levo kiilonbség hatasara alakul ki.

Mivel a fémcsere reakciok fiziologias pH-n kisérletileg nem vizsgalhatok a
kicserélé fémion hidrolizise miatt, ezért a Gd*'-komplexek pH=7.4 esetében
varhat6 kinetikai stabilitdsat szdmitassal tudjuk megbecsiilni. A szdmitas soran a
vérplazméban  talalhatd kicserélheté Cu*’-ion és Zn**-ion koncentraciojat
hasznaltuk fel, mely a Cu®"-ionra: 1x10° M ill. a Zn*"-ionra 1x10° M."*!

Fiziologids koriilmények kozott a Gd*'-komplexek protonkatalizalt
lejatszodo reakcioutakat kell figyelembe venniink, ugyanis a fémcsere reakciohoz a
tobbi reakciout hozzajarulasa elhanyagolhatoan kicsi. Ezért a szdmitasaink soran az
alabbi egyenletet hasznaltuk:

obs

kS, =k [H+}+k3C“[Cu2+}+k3Z”[Zn2+} (IV.5.12.)

ahol a kfbs a fiziologas koriilményekre kiszamitott pszeudo-elsérendii sebességi

allando. A szamitott kfbs ¢s a fémcsere reakciok felezési idejei a IV.5.4.
tablazatban lathatok.
A szabadgyokos komplexek esetén a szamitasokat a k3C “ [Cu2+] tag nélkiil

végeztik, igy az azokra kapott eredményeket kozvetleniil nem lehet
Osszehasonlitani a tobbi komplexre kapott eredményekkel.

A GdDTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazékok kinetikai stabilitasa igen
elényosnek mondhaté a Gd(DTPA)*-hoz viszonyitva, tovabba megfigyelhetd,
hogy a diszubsztitualt Gd(DTPA-bbBA), Gd(DTPA-tra)" és Gd(DTPA-
bbNOPMA) Iényegesen inertebb, mint a tobbi vizsgalt komplex.
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IV.5.4 tablazat A fiziologids korilményekre kiszamitott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok (pH=7,4; [Zn*"|=1x10" M, [Cu®"]=1x10° M)

Komplex osbs s)  ti(6ra)
Gd(DTPA)* 1,513x10° 1273
Gd(DTPA-N’MA) 1,494x10° 1289
Gd(DTPA-BMA) 1,21x10° 1587
Gd(DTPA-bA) 1,854x10°  103,9
Gd(DTPA-bBA) 1,015x10° 1897
Gd(DTPA-bbBA) 1,070x107 17984
Gd(DTPA-tra)” 1,508x107  1283,6
Gd(DTPA-bNOPA) 4,3x107 447,8

Gd(DTPA-bNOPMA)  2,12x107 9082
Gd(DTPA-bbBNOPMA)  7.9x10° 24372

Meg kell azonban emliteni, hogy a Gd(DTPA-bA) ¢és Gd(DTPA-bBA)
komplexek kinetikai stabilitasarol a miénktdl lényegesen eltéré eredményeket
kozoltek nemrég Laurent és munkatarsai.'* Ok egy egyszerti modszert dolgoztak
ki a Gd*"-poliaza-polikarboxilat komplexek kinetikai stabilitisanak vizsgalatara,

--------

s

Gd’"-komplex és 2,5 mM koncentracioju Zn*'-ion (mint kicseréld fémion)
reakciojat vizsgaltik. A reakcid elérehaladtaval a felszabaduld Gd**-ion GdPO,
csapadék formajaban levalik és igy a Gd*'-komplex relaxivitisa az id6 elteltével
csokken. Az ezzel a modszerrel kapott Zn*"-cseresebességek az altalunk is vizsgalt
Gd(DTPA-bA) és Gd(DTPA-bBA) komplexekre 100-200-szor nagyobbnak
adodtak. A nagy eltérésnek az oka a foszfat pufferben keresendd. A Zn>"-csere
reakciok soran GdLZn®" kétmagvi koztitermék képzédik, melyben a Zn**-ion a
ligandum néhany donoratomjahoz kapcsolodik. A reakcié akkor megy végbe, ha
olyan koztitermék képzédik, melyben a donoratomok kb. fele a Zn*"-ionhoz
koordinalodik."” E koztitermék képzédése elétt azonban sok olyan koztitermék is
képzddik, melyekben a Zn*"-ion a ligandumnak csak 2-3 donoratomjihoz
GdL komplexszé és Zn*"-ionna. Viszont, ha a foszfat-ionok jelen vannak, akkor
azok az osszes képz6dd kétmagvu intermedierben a Gd®*-ion szabad koordinacios
helyeihez koordindlodnak, ami gyorsitia a ligandumok Zn**-ionokhoz val6
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kapcsolddasat és a GdPO, levalasat. Ily modon tehat a nagy koncentracidban
jelenlevé foszfat-ionok ,mesterségesen” gyorsitjdk a fémcsere reakciok
végbemenetelét.

Az altalunk kapott kinetikai eredmények alapjan azt allapithatjuk meg,
hogy mivel az amidcsoportok nem protonalodnak, valamint csak gyenge
kolcsonhatasba 1épnek a tdmadd fémionokkal, igy a komplex reaktivitasat
lényegesen csokkentik. Azaz az amidcsoportok szamanak ndvelése a kinetikai
stabilitast ndveli, melyhez azonban a 3. amidcsoport mar lényegesen nem jarul
hozza, aminek oka feltehetden a ligandum negativ toltésének a csokkenése. Az
amidcsoportok kinetikai stabilitasnoveld hatasat tovabb lehet jelentésen fokozni az
amidhidrogének nagy térkitoltésii csoportra torténd cseréjével, melyek sztérikusan
gatoljak a fémcsere reakciok gyors lejatszodasat.
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V.1. A vizsgalt ligandumok eléallitasa ill. szarmazasi helye, koncentraciojuk
meghatarozasa

A harom vizsgalt DTPA-bisz(amid) szarmazék (DTPA-bA, DTPA-bBA,
DTPA-bbBA) eléallitaisa DTPA bisz-anhidrid és NH; géaz, n-butil-amin ill. n-
dibutil-amin reakcidjaval tortént (1. séma), mig a DTPA-tra eldallitasa soran a
DTPA-N’-MA'"-bol képzett biszanhidridet (DTPA-N’-MAA) és n-dibutil-amint
reagaltattunk egymassal'” (2. séma). A ligandumok azonositasat ill. tisztasag
vizsgalatat 'H és *C-NMR segitségével végeztiik.

(e}
R y\ /SR VAR /_(O HOOC— ,—\ ,/—\ /—COOH
R'/NH + 0 N J\l N 0O —— R JN N N\_ R
5 Ho0e ﬂo o _Noc o0c ) CON\R'
1 2 3
3 a b c
R H H Il—C4H9
R’ H H-C4H9 l’l-C4H9
Ligandum DTPA-bA DTPA-bBA DTPA-bbBA
1. séma
DTPA-bA:

"H-NMR (D0, pH=12) 2,72 ppm (s, 4H), 2,74 (s, 4H), 3,18 (s, 2H), 3,23 (s, 8H),
BC.NMR (DO, pH=12) 51,7 ppm [CH,], 52,4 [CH.,], 58,0 [CH.], 58,2 [CH.],
59,0 [CH,], 178,1 [C], 178,9 [C], 179.,4 [C]
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DTPA-bBA:

'H-NMR (D,0, pH=12) 0,91 ppm (t, 6H), 1,33 (m, 4H), 1,52 (m, 4H), 2,71 (s,
8H), 3,14 (s, 62H), 3,19 (s, 4H), 3,21 (t, 4H), 3,23 (s, 4H),

BC.NMR (D,0, pH=12) 13,0 ppm [CH;], 19,5 [CH.], 30,6 [CH.], 38,8 [CH,],
51,8 [CH,], 52,7 [CHa], 57,7 [CHa], 58,6 [CH.], 59,2 [CH.], 174,5 [C], 178,5 [C],
179,3 [C]

A DTPA-bisz[bisz(n-butilamid)] (DTPA-bbBA) és a DTPA-trisz(amid)
(DTPA-tra) ligandumokat korabban még nem allitottadk eld, a szintézisiik leirasa a
kovetkezo:

DTPA-bbBA:

DTPA-biszanhidridet (785 mg, 2,2mol) 60ml szdraz DMF-ben
feloldottunk és kevertetés kdzben cseppenként adtunk hozza 40 °C-on a 2 ml szaraz
DMF-ben feloldott n-dibutil-amint (516 mg, 4,0 mol). A reakcidelegyet 2 Oran at
kevertettilk ezen a homérsékleten, aztan egy éjszakat allni hagytuk, majd szirtiik,
utana beparoltuk. A kapott olajos anyagot 100 ml acetonban szuszpendaltuk
amikor egy zavaros elegyet kaptunk. Az oldatot dekantdlva a maradékot ujra
100 ml acetonban szuszpendaltuk és 2 oraig 4 °C-on allni hagytuk. A kivalt
anyagot szlrtiik és vakuum exszikkatorban P,0Os-on szaritottuk egy éjszakan at. A
reakcio végtermékeként fehér szilard anyagot kaptunk, 730 mg (59%). Op: 140-
142 °C. Elemanalizis elméleti eredménye a C;oHs;NsO ligandumra: C: 58,51,
H: 9,33, N: 11,37. A kisérletileg kapott eredmények: C: 58,31, H: 9,27, N: 11,22

"H-NMR (D,0, pH=12) 0,93 ppm (t, 12H), 1,32 (m, 8H), 1,56 (m, 8H), 2,76 (s,
8H), 3,16 (s, 4H), 3,24 (s, 6H), 3,33 (t, 4H), 3,39 (t, 4H)

BC-NMR (D0, pH=12) 13,2 ppm [CH3], 19,5 [CH,], 29,0 [CH,], 30,2 [CH,],
46,0 [CH,], 47,5 [CH,], 51,6 [CH,], 51,7 [CH,], 54,9 [CH,], 57,8 [CH,], 58,2
[CH,], 172,0 [CH,], 178,5 [C], 178,8 [C]
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DTPA-tra
HOOC —\ S\ COOH O>_\ L /_<0
— —
N N N — 0 N N N 0O —
Hooc—/ \—cooH
CONHMe 0 CONHMe [6)
DTPA-N'-MA DTPA-N-MAA
HOOC—\ /\/ \ /—COOH
—_— N N N
m-BuNoc— \—CON(n-Bu,)
CONHMe
DTPA-tra
2. séma

DTPA-N’-MA (1,68 g, 4,0 mmol) ligandumot 2,5 ml absz. piridinben
oldottunk ¢és 4,0 ml ecetsavanhidridet adtunk hozza egy 1épésben. Két 6ran at
50,0 °C-on, majd 6 6ran at szobahémérsékleten kevertettiik az oldatot, majd 30 ml
absz. étert hozzaadva olajos anyag valt ki. Ezt az olajos kivalast 20 ml absz. éterrel
dolgoztuk fel, majd az éter eltavolitasa utdn vakuum exszikkatorban szaritottuk
P,Os-on egy ¢éjszakan at. Az iivegszerli amorf anyagot (DTPA-N’-MAA, 1,30 g,
87%) 50 ml absz. DMF-ben oldottuk fel és cseppenként 40 °C-on, 1 ora alatt, 1 ml
absz DMF-ben feloldott n-dibutil-amint adtunk (1,06 g, 8,2 mmol) hozza. Az clegy
hiitése utan az oldatot sziirtiik, 50 ml étert adtunk hozza €s egy éjszakan at 4 °C-on
tartottuk. Mivel nem tapasztaltunk kivalast, az oldoszereket rotan eltavolitottuk, a
visszamaradt olajos anyagot éterrel dolgoztuk fel, majd az elegyet acetonos-
szarazjeges hutdkeverékkel —78 °C-on kifagyasztottuk. A kivalt szilard anyagot
(DTPA-tra) sziirtiik, 50 ml aceton-éter 1:9 eleggyel mostuk, majd 30 ml éterrel,
végiil egy éjszakan at vakuum exszikkatorban szaritottuk P,Os felett. Végtermékiil
1,41 g (65%) DTPA-tra amorf, higroszkopos szilard anyagot kaptunk.

'H-NMR (D0, pH=12) 0,88 ppm (t, 12H), 1,28 (m, 8H), 1,50 (m, 8H), 2,63 (s,

4H), 2,70 (s, 4H), 2,74 (s, 4H), 3,15 (s, 2H), 3,20 (s, 4H), 3,28 (t, 4H), 3,35 (t, 4H),
3,51 (s, 3H)
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BC-NMR (D,0, pH=12) 13,2 ppm [CH;], 19,4 [CH,], 19,6 [CH,], 19,8 [CH,],
25,8 [CH,], 29,1 [CH,], 30,2 [CH,], 46,0 [CH,], 47,5 [CH,], 48,2 [CH,], 51,7
[CH,], 52,6 [CH,], 55,2 [CH.], 57,6 [CH.], 58,2 [CH.], 172,0 [C], 175,0 [C], 178,8
[C]

A DTPA-bisz(amid) ligandumok szintéziséhez hasznalt DTPA-
bisz(anhidridet) valamint a megfelel6 amidokat a Sigma Chemical Co-t6l, a DTPA-
tra eldallitasa soran felhasznalt DTPA-N’-MA-t a Schering AG-t6l valamint az
oldoszereket a Merck-tdl szereztiik be.

A DTPA-bbBA  ligandum  olvadaspontjat ~ Boetius  mikro-
olvadaspontmérdvel hataroztuk meg ¢s a C, H, N, S-re torténd elemanalizist
FISONS EA 111C CHNS elemanalizatorral végeztiik.

A harom vizsgalt, stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmazo ligandumot
(DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA, DTPA-bbNOPMA) Dr. Hideg Kalman
professzor, a Pécsi Egyetem Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetébdl bocsatotta
rendelkezésiinkre.
hataroztuk meg, figyelembe véve a protonalddasi 1épcsének megfeleld ekvivalens
ligmennyiséget. Ezek a gorbék szolgaltattdk a ligandumhoz tartozd teljes
protonkoncentraciot is, amely a modellszamitashoz szintén fontos adat. Ezen kiviil
a méréseknél Ca*"-ot hasznaltunk igen nagy (10-50-szeres) feleslegben, amely az
Osszes disszociabilis protont ,leszoritja” a ligandumrél a komplexképzéssel
parhuzamosan. Ilyen esetben a fémion felesleg a mérést nem zavarja, mivel
szamottevo hidrolizisével csak egész nagy pH-n kell szamolni.

V.2. A komplexek vizsgilata soran felhasznalt torzsoldatok elkészitése

A ritkafoldfém(I1I)-kloridok 99,9%-o0s tisztasagi (Fluka) ritkafoldfém-
oxidokbol késziiltek, 1:1 higitasi sosavban vald oldassal. A sosavfelesleg
eltavolitasa vizfiirdon végzett ovatos beparlassal tortént. A ritkafoldfém(I1I)-klorid

crcr

méréoldattal hexametilén-tetraamin pufferben, xilenolnarancs indikéator mellett.'*?

A Zn*"- és Cu*"-klorid (Sigma) torzsoldat analitikai tisztasagh szilard cink-
ill. rézkloridbdl késziilt kétszer desztillalt vizben valod oldassal. A torzsoldatok
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srer

xilenolnarancs, a Cu*" esetében murexid indikator mellett Na,H,-EDTA
mérboldattal hexametilén-tetraamin puffer alkalmazaséaval.

A pufferként ill. az ionerésség allitasahoz hasznalt oldatok alt. mindségi
vagy atkristalyositott vegyszerekbdl kozvetlen beméréssel késziiltek.

A relaxivitds mérések soran hasznalt human szérum albumint (HSA) a
Sigma Chemical Co.-t6l véasaroltuk, amelynek albumin tartalma 96-99% (Fraction
V). A vegyszer liofilizalt volt és 2-8 °C-on taroltuk.

V.3. Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszkopias vizsgalata

Az NMR spektrumok felvételéhez Bruker Avance 360 spektrométert
hasznaltunk. A hémérsékletet Bruker VT-1000 homérsékletszabalyozo egységgel
tartottuk allandé hémérsékleten (274, 298, 323 K).
ban feloldva. A szabad ligandum zavard proton jeleinek elkeriilése végett 5 % Y>'-
felesleget alkalmaztunk.

A pH-t Radelkis OP-208/1 miiszerrel és Radiometer PHC 2406 kombinalt
elektroddal mértiikk. A pH-méré két pontos kalibracidja soran NaH,PO, puffert
(pH=6,865), valamint KH-ftalat puffert (pH=4,008) hasznaltunk. A pD-t cc. DCI-
val és 2M koncentracioju NaOD oldattal allitottuk be 6,24-re (pD=
PHmers) + 0,4)144, ahol a komplex 100 %-ban képzddik.

A spektrumok kiértékelését a Bruker Winnmr® szoftvercsomaggal
végeztik.

V.4. A Gd**-DTPA-bisz-és-trisz(amid) szairmazék komplexek egyensulyi
vizsgalata

A pH-potenciometrias meghatarozasok Radiometer PHM 93 Reference
pH-mérével, PHG 211 iiveg-és K401 telitett kalomel elektréddal, Radiometer
ABU 80 autamata biirettat hasznalva torténtek. A titralasokat 15,00 cm’-es
oldattérfogatban, allandé kevertetés és termosztalas (25+0,2 °C), valamint 0,1 M
KCl ionerésség mellett végeztik 0,2M KOH oldattal, amelynek a pontos

crcr
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alatt a karbonatosodas elkeriilése végett N, vagy Ar gazt buborékoltattunk at a
rendszeren.

A pH-méro két pontos kalibracioja soran borax puffert (pH=9,180), melyet
szén-dioxidtol elzarva N, atmoszféra alatt taroltunk, valamint KH-ftalat puffert
(pH=4,008) hasznaltunk.

crer

crer

(ioner8sség 0,1 M KCI) titraltunk KOH oldattal.'"* A mért és a szamitott pH
értékek kiilonbségét hasznaltuk a H'-ion koncentracidinak a titrdlds soran
leolvasott pH értékekbdl torténd kiszamitasara.

A protonalodasi és a stabilitasi allandokat a titralasoknal kapott KOH
térfogat-pH adatokbol, valamint a koncentracié adatokbol a PSEQUAD program
segitségével szamitottuk.'*®

A ligandumok protonalddasi allanddinak meghatarozasa soran 0,001 M

crcr

“ ey

allitva, 0,2 M KOH oldattal pH=11,5-ig. A logK," értékeket mindegyik ligandum
esetében 180-220 ml-pH adatpar felhasznalasaval szamitottuk ki.
A Cu*- és Zn*"-komplexek stabilitasi allandéinak (logK,,, logK,,,

logK ,, ,) valamint a szabadgyokoket tartalmazo Gd*"-komplexek (DTPA-

bNOPA, DTPA-bNOPMA, DTPA-bbNOPMA) stabilitasi allanddinak (logKg.r)
meghatarozasa sordn gyakorlatilag 1:1 fém-ligandum aranyt allitottunk be tugy,
hogy kb. 0,5 % ligandum felesleget alkalmaztunk. A pH-potenciometrias titralas
soran 0,002 M volt a fém ¢és a ligandum koncentracidja. A titralasok 1,8-11,5 pH
tartomanyban torténtek. A  komplexek stabilitdsi allanddinak valamint
pH adatpar felhasznalasaval. Cu(DTPA-bA), Cu(DTPA-bBA) és Cu(DTPA-tra)
esetétn pH=7 felett deprotonalodasi folyamatok figyelheték meg, melyek
egyensulyi allandoit (logKc, p.1) 60 ill.100 adatparbol szamitottuk ki. A CuLH,
részecskék 1étezését pH=6,2-11,5 tartomanyban, Cary 1E spektrofotométerrel 400-
800 nm kozott felvett spektrumok segitségével bizonyitottuk.

A kétmagva Cu,L és ZnmLL komplexek stabilitasi allandoit szintén pH-
potenciometrias titralasokkal hataroztuk meg a kb. 2-5 pH tartomanyban. A
titralasok soran a fémion koncentracidja 0,004 M a ligandumok koncentracidja
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0,002M volt. A kétmagvi komplexek stabilitasi allanddinak meghatarozasa soran
40-60 ml-pH adatparral végeztiik a szamitast és felhasznaltuk az 1:1 fém-ligandum
aranynal kiszamitott stabilitdsi és protonalodasi allandok (logK,,, logK,,, ,
logK ;) ertekeit is.

A DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-bbBA valamint a DTPA-tra ligandumok
Gd*"-komplexeinek stabilitisi allandoit kompeticios titraldssal hataroztuk meg,
mivel a komplexek relative nagy stabilitisa miatt a komplexképz6édés mar 2,5-es
pH koriil gyakorlatilag befejezddik. A DTPA-bA, DTPA-bBA és a DTPA-tra
esetében DTPA volt a kompeticios ligandum és a titralasok Gd**-DTPA-bA-DTPA
rendszerekben 1:1:1, valamint Gd’*-DTPA-bBA-DTPA és Gd*'-DTPA-tra-DTPA
rendszer esetében 1:1:2 fém-ligandum aranyoknal torténtek. A DTPA-bbBA
ligandum esetében a kompeticios titralas EDTA kompeticids ligandummal tortént,
amikor a Gd**-DTPA-bbBA-EDTA rendszerben a fém és a ligandumok
koncentracié aranya 1:1:1 volt. Minden titralas soran a Gd** koncentracioja
0,002M volt. A kompeticios titralasok soran pH tartomanyok (és a ml-pH
adatparok szama) a DTPA-bA ligandumra pH=2,3-4,6 (53), a DTPA-bBA-ra
pH=2,0-5,0 (88), a DTPA-bbBA ligandumra pH=2,3-6,0 (57) és a DTPA-tra
ligandumra pH=2,2-6,0 (73) volt.

A szamitasok soran felhasznaltuk a DTPA és az EDTA protonalddasi
allandoit is, melyeket szintén pH-potenciometriaval hataroztunk meg. DTPA
ligandumra a kovetkezd logK!” (i=1,2,3,4 és 5) értékeket kaptuk: 10,47 (0,01),
8,62 (0,01), 4,29 (0,01), 2,66 (0,01), 2,03(0,02), valamint az EDTA-ra:
10,27 (0,01), 6,12 (0,01), 2,71 (0,01), 2,03 (0,02), 1,2 (0,05). Ezek a pK értékek jo
egyezésben vannak az irodalmi értékekkel.'**

A Gd*"-komplexek stabilitasi dllandoinak meghatérozasahoz sziikség volt a
Gd(DTPA)* és a GA(EDTA)  stabilitasi allanddjara, amely rendre 22,50 és 17,35.
A Gd(DTPA)z' ¢s a GA(EDTA) protonalodasi allandojat (Kganmoreay=2,17 (0,05),
Kaanenray=1,7 (0,05)) pH potenciometrias titralassal hataroztuk meg, melyeket
szintén felhasznaltunk a szdmitdsokhoz. A Kganprra) meghatarozasara 1:1 fém-
ligandum aranynal ([Gd*'],=5mM) felvett titralasi gorbe adatpontjait (73)
hasznaltuk (pH-tartomany 1,7-5,1), mig a Kganepra)y meghatarozasara 1:1 fém-
ligandum aranynal ([Gd*'],=4 mM) felvett titraldsi gorbe KOH ml-pH
adatpontokat (34) hasznaltuk pH=2,3-4,7 tartomanyban.

95



Jaszberényi Zoltan: PhD értekezés

V.5. Gd**-DTPA-bisz- és -trisz(amid) szarmazék komplexek relaxivitasa

A vizprotonok relaxacios idejét MS-4 tipusi NMR spektrométerrel (Josef
Stephan Institut, Ljubljana) 9 MHz protonrezonancia frekvencian, 0,2 cm’
oldattérfogatban hataroztuk meg. A longitudinalis relaxacios id6 mérését
magnesezettség inverzid modszerrel (inversion recovery 180°-1-90°) végeztiik.
Egy-egy mérés soran 6-8 kiilonbozo késleltetési id6t (7) alkalmaztunk, amit a
késziilék automatikusan allit be, és egy adott késleltetési idoénél 5-9 mérés
atlagolasaval szamitottuk az adott 7, értékeket. A homérséklet allandosagat
ultratermosztattal temperalt levegd befuvatasaval biztositottuk. A  vizsgalt
oldatokban a pH mérése és a pH méro kalibraldsa az V.3. részben leirtak alapjan
tortént.

A stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmazé ligandumok (DTPA-
bNOPA, DTPA-bNOPMA, DTPA-bbNOPMA) relaxivitasanak meghatarozasa
soran 10,0 mM-os koncentracidban, mig a GdDTPA-bisz-és-trisz(amid)
szarmazékok komplexei esetén 1,0 mM-os oldatkoncentracioban dolgoztunk. A
komplexek elkészitése soran minden esetben 1-2% ligandumfelesleget
alkalmaztunk. A pH-t cc. HCI-val és szilard KOH-al allitottuk be 5,5 koriili értékre.

A relaxivitasok hémérsékletfiiggésének vizsgalatakor a fent leirtak
alapjan  elkészitett ligandum (DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA, DTPA-
bbNOPMA) és komplex oldatokat hasznaltuk. A homérsékletet 7,0 °C és 40,0 °C
kozott valtoztattuk ultratermosztat segitségével.

A relaxivitasok  pH-fiiggésének vizsgilatakor 1mM-os Gd**-
komplexoldatok pH-jat 2,0 és 12,0 kozott valtoztattuk cc. HCI és szilard KOH
felhasznalasaval. Puffert a vizsgalatok soran nem alkalmaztunk. Az oldatok pH-
janak beallitdsa mindig kozvetleniil a mérés eldtt tortént. A méréseket 25 °C-on
végeztiik.

A vizsgalt ligandumok Gd**-komplexei HSA-ban torténd vizsgalata soran
a mintdk Na,HPOy4-re nézve 0,05 mM-osak, mig NaNs-ra 2 mM-osak voltak.
Ezekben az oldatokban a stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmazé Gd*'-
komplexek koncentracidja és a HSA koncentracio is1-1 mM volt, mig a DTPA-bA,
DTPA-bBA, DTPA-bbBA és DTPA-tra Gd**-komplexei vizsgalata soran a Gd**-

96



V. KISERLETI RESZ

komplexek koncentracioja 0,5 mM volt és a HSA koncentracidot 0-1 mM-ig
valtoztattuk. A vizsgalatokat pH=7,6 mellett 25 °C-on végeztiik.

V.6. [GA(DTPA-bbBA)(H,0)] és [GA(DTPA-tra)(H,0)|" komplexek
vizeseresebességének vizsgalata

A méréseket a svajci Lausanne-i Szovetségi Miiszaki Egyetem (EPFL)
Szervetlen és Analitikai Kémia Intézetében végeztem.

A vizsgalatok soran Gd(ClOy); és Eu(ClO,); torzsoldatokat hasznaltunk,
melyeket szilard Gd,O3 és Eu,O; (Fluka) szamitott mennyiségii cc. HClO4-ban
torténd oldasaval készitettiink. A torzsoldatok koncentracidjat Na,H,EDTA oldattal
torténd komplexometrids titraldssal hatdroztuk meg xilenolnarancs indikator
mellett. A Gd*"-komplex oldatok (?O-NMR és ESR mérésekhez) és az Eu’'-
komplex oldatok (az UV-lathatd spektrofotometrias mérésekhez) 2-3 %
ligandumfelesleget tartalmaztak, pH-jukat pedig 0,1 M HClO4-val vagy 0,1 M
NaOH-dal allitottuk be. Az oldatokban levo ligandum feleslegekrol xilenolnarancs-
probaval gyézédtink meg. A '"O-NMR vizsgalatok soran az érzékenység
novelésére a vizsgalandd mintikat 1-2 % H,'’O-re dusitottuk (11,4 % H,'’0
[zotec).

A V.6.1. tablazat mutatja a valtozé hémérsékletii '"O-NMR (1-3), ESR (2-
3), a valtozé nyomasia ''O-NMR (4-5) és az UV-lathato spektrofotometrias (6)
vizsgalatokban hasznalt mintak koncentraciojat és pH-jat.

Az Eu(DTPA-bbBA) UV-lathato spektrofotometrias méréseit Perkin-Elmer
Lambda 19 spektrofotométeren, 10,00 cm-es fényuthossz alkalmazasaval 278,0;
297,5; 321,7 és 346,7 K hémérsékleten végeztik.

A kiilonbdz6 hémérsékleten végzett '’O-NMR méréseket Bruker AM-400
(9,4 T, 54,2 MHz) spektrométeren végeztilk. A hémérsékletet Bruker VT-1000
hémérsékletszabalyozd egységgel tartottuk allandé értéken 2-95 °C tartomanyban
és Pt-ellenallassal mértiik kozvetleniil a mérdfejben, a minta helyén. A mintak
gomb alaku {iveg mintatartoban voltak leforrasztva, melyeket 10 mm-es NMR
csObe helyeztiink. Igy a kémiai eltolodas szuszceptibilitasi korrekcidjat nem kellett
figyelembe venniink.""’ A longitudinlis relaxacids idéket (7;) magnesezettség
inverzi6é (inversion recovery) modszerrel, mig a transzverzalis relaxacios idoket
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(T>) Carr-Purcell-Meiboom-Gill-féle spin-echo technikaval mértiik. Diamagneses
kiils6 standardként 3,0-as pH-ra allitott HC1O4 oldatot hasznaltunk.

V.6.1. tablazat A [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] és [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" komplexek
vizcseresebességének meghatarozasa soran hasznalt mintak koncentracidi és pH értékei

Minta Molalitas (mol’kg) pH
1. HCIO, 3.0
2. Gd(DTPA-bbBA) 0.0484 5.2
3. Gd(DTPA-tra)" 0.0660 5.1
4. Gd(DTPA-bbBA) 0.0137 5.0
5. Gd(DTPA-tra)" 0.0149 5.1
6. Eu(DTPA-bbBA) 0.0100 5.2

A valtozd nyomasti méréseket (1-200 MPa) Bruker ARX-400
spektrométerrel végeztilk, ahol a nagynyomasi mérésre alkalmas mérbfejet
folyadék termosztalassal tartottuk alland6 hoémérsékletet. A Gd(DTPA-bbBA)
esetén 276,0 K-en, mig a Gd(DTPA-tra)" vizsgalata soran 274,5 K-en torténtek a
mérések.

Az ESR spektrumokat Bruker ESP 300E spektrométeren (9,425 GHz,
0,34 T) wvettik fel az X-savon. A spektrumok felvételei 1 mm atmérdji
kvarccsOben torténtek 283-259 K hémérséklettartomanyban. Az ESR jelek
félértékszéleségét a MATLAB programmal hataroztuk meg.

A "TO-NMR és ESR adatok illesztését a Scientist® program 2,0-s
verziojaval végeztiik.

V.7. GA**-DTPA-bisz- és -trisz(amid) szirmazék komplexek
fémcsere kinetikajanak vizsgalata

A vizsgalt komplexek kinetikai stabilitisat a Gd’*-komplex és az Eu’",
Lu*’, Cu®" vagy Zn*'-ionok kozott végbemend fémcsere reakcid sebességével
jellemezhetjiik. Az Eu’™ vagy Cu’-ionokkal lejatszodd cserereakciokat
spektrofotometridsan kovettiilk 250 vagy 300 nm-en Cary 1E spektrofotométerrel,
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ahol a fémcsere reakcio termékeként 1étrejové Eu’'- vagy Cu*"-komplexnek van,
mig a Gd**-komlexeknek nincs jelentésebb fényelnyelése. A Lu*" és Zn*"-ionokkal
végbemeno reakciokat longitudinalis relaxaciosebesség (//7;) mérésével kovettiik,
mivel sem a kiindulasi anyagoknak, sem pedig a termékeknek nincs jol mérhetd
fényelnyelése a lathato és UV-tartomanyban, viszont a kiindulasi anyag (GdL) és a
termék (Gd*".aq) relaxivitasaban jol mérhetd kiilsnbség van. (Példaul a Gd(DTPA-
tra)" relaxivitasa 25 °C-on, 9 MHz-en 7,1 mM's”, mig a Gd*".aq-¢ 16,9 mM's™.)

V.7.1 tablazat. A fémcsere reakciok vizsgalata soran alkalmazott pH és koncentracid

viszonyok.
GdL] | Kicserélé
Komplex [ | cs,ere 0 [kicserélé fém] (M) pH
M) fém
1x107 Eu 0,01; 0,02
Gd(DTPA-ba) B 1x107; 2107 4x10°;
Gd(DTPA-bBA) 2x10 Cu 6x10° 3,5-52
DTPA-bbBA
G( bbBA) 5%x10™ Zn 0,01; 0,015; 0,02; 0,03
1x107 Eu 0,01; 0,02; 0,03; 0,04
Gd .\ 4 1x107; 2x107%; 4x107;
(DTPA-tra) 2x10 Cu 3 3,5-5,2
6x10
5%x10™ Zn 0,01; 0,015; 0,02; 0,03
Gd(DTPA-bNOPA) Lu 0,01; 0,02; 0,03
- -4
catraoonon | 7| B | oonomsomiass | 4032

A relaxometrids méréseket a V.5 részben leirtak alapjan végeztiik. A
fémcsere reakciokat 25,0 °C-on, adott pH ¢€s koncentracio viszonyok beallitasaval
(V.7.1 tablazat) 1,0 M KCl ionerésség mellett vizsgaltuk. A vizsgalt oldatokban a
pH mérése €s a pH mérd kalibraldsa az V.3. részben leirtak alapjan tortént. A
pszeudo-elsdrendti  koriilmények  biztositasahoz  altalaban  10-60  szoros
fémfelesleget alkalmaztunk a kicseréld fémionbol. A reakcid lefolyasa alatt a pH
allandé érétken tartiasdhoz az Eu’'és Lu’'-cserék esetén 0,01 M-os N-metil-
piperazin (NMP) puffert, mig a Cu®" és Zn*"-cserék vizsgalatakor borsav (0,01 M)-
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mannit (0,04 M) puffert alkalmaztunk. Az adott H" és kicseréld fémion
koncentracional kapott pszeudo-elsérendii sebességi allandokat a I11.4.2. egyenlet
segitségével a SCIENTIST® program alkalmazasival a legkisebb négyzetes
modszere alapjan szamitottuk.
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A munkam sordn DTPA-amid szarmazék ligandumok lantanida(I1I), réz(I1)
és cink(Il)-ionokkal képzett komplexeinek egyensulyi, szerkezeti és kinetikai tulaj-
donsagait vizsgaltam. Ezen vizsgalatok eredményei elsdsorban a fémkomplexek
koordinacios kémiai viselkedésére vonatkoznak és alapkutatas jellegliek, de szamot
tarthatnak esetleges orvosi vagy bioldgiai alkalmazasra is, els6dlegesen az MRI
kontrasztanyagok kutatasa, fejlesztése soran. Az elért 4j tudomanyos eredmények a
kovetkezok:

Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszkopids szerkezetvizsgalata so-
ran, a komplex oldataban 323 K-en 4 diaszterecomer part lehet megkiilonboztetni
(anti, cisz, transz €s szin), melyek kozelitéleg azonos mennyiségben vannak jelen.

A DTPA-bisz(amid) ligandumoknal az amidcsoport szubsztituensei sza-
manak névelésével (DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-bbBA) jelentésen né a Gd*'-
komplexek stabilitasi allandoja, hasonld a helyzet a szabadgyokdket tartalmazo
ligandumok esetében is (DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA és DTPA-bbNOPMA),

mivel a diszubsztitualt ligandumok 0Osszbazicitasa (ZlogKiH ) nagyobb, mint a

nem- vagy monoszubsztitualt ligandumoké.

Hasonl6 tendencia figyelheté meg a DTPA-bisz(amid) ligandumok Cu®* és
Zn*"-komplexei esetében is, amikor az amid szubsztituensek szamanak novekedé-
sével szintén nd a komplexek stabilitasi allandoja. A Cu®- és Zn*"-komplexek
egyensulyi vizsgalata sordn meghatdroztuk a kordbban nem ismert kétmagva
komplexek stabilitasi allandoit is.

A DTPA harmadik karboxilat csoportjanak amidcsoportra torténd cseréje
tovabb csokkenti az amin nitrogének bazicitasat, igy a DTPA-bbBA ligandum
komplexeihez képest, a DTPA-tra Gd’"-mal, Cu*-vel és Zu’"-vel képzett
komplexei kisebb stabilitasi allandokkal rendelkeznek.

A DTPA-bBA és DTPA-bbBA ligandumok szelektivitdsa fiziologids ko-
riilmények kozott Gd**-ra nézve, Cu®" és Zn**-ionokkal szemben nagyobb, ill. a
DTPA-tra ligandumra lényegesen nagyobb, mint a DTPA esetén, azaz a Gd*'-
komplexeik az egyensulyi adatok alapjan biztonsaggal alkalmazhatok lennének in
vivo koriilmények kozott, hasonléan a Gd(DTPA-BMA) komplexhez, mely mar a
gyakorlatban is hasznalt MRI kontrasztanyag.
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A Gd(DTPA-bNOPA) Gd(DTPA-bNOPMA) és Gd(DTPA-bbNOPMA)
komplexek relaxivitasa valamivel nagyobb mint a Gd(DTPA-BMA)-¢, amit a
nitroxid szabadgyokok GdDTPA-bisz(amid) komplexekhez torténd hozzakapcso-
lodasa eredményez. Ez a novekedés csekély mértékii, mivel a szabadgyokok és a
Gd*"-ion pérositatlan elektronjai kozott a kolesonhatas elhanyagolhatd, mert a
szabadgyokok nem koordinalodnak a Gd**-ion belsé koordinacids szférajahoz.

A vizsgalt komplexek relaxivitasainak homérséklet fiiggése alapjan a
Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)” komplexek
vizcseresebessége némileg nagyobb, mint a nitroxid szabadgydkoket tartalmazo
komplexek vizcseréje.

A DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazékok Gd**-komplexei esetén a
relaxivitas értékek pH-fliggésébdl megallapithato, hogy a komplexek és az oldoszer
viz kozott megvalosuld protoncserében elsddleges szerepet a komplexek belso ko-
ordinaciods szférajaban talalhato vizmolekula protonjai jatszanak.

A GdDTPA-bisz(amid) szarmazékok esetén az amidcsoporton a hidroféb
szubsztituensek (n-butil) szamanak novelésével valamelyest n6 a relaxivitas HSA-
ban, ami a fehérjékkel kialakul6 gyenge kolcsonhatasra utal.

A [Gd(DTPA-bbBA)H,0)] és a [Gd(DTPA-tra)(H,O)]" vizcsere-
sebességét jellemz6 allandok kisebbek, mint a [Gd(DTPA)(H,0)]* komplex
esetében. Ennek okat a kotott viz helyén bekovetkezd negativ toltés és a sztérikus
zstfoltsag csokkenésével magyarazhatjuk. A [Gd(DTPA-tra)(H,O)]" komplex
esetén a harmadik amidcsoport bevitele tovabb csokkenti a vizcseresebességet. A
vizcserét jellemzoé aktivalasi térfogat értékek tisztdn disszociativ vizcsere
mechanizmusra utalnak a [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)], és disszociativ interchange
mechanizmusra a [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" esetén.

A fémcsere reakciok kinetikai vizsgalatanak eredményei alapjan megalla-
pithatjuk, hogy mivel az amidcsoportok nem protonalédnak, tovabba csak gyenge
kolcsonhatasba 1épnek a timadé fémionokkal (Ln*", Cu®" vagy Zn®™), ezért a
komplex reaktivitasat lényegesen csokkentik, azaz az amidcsoportok szamanak
novelése a kinetikai stabilitast ndveli, melyhez azonban a harmadik amidcsoport
bevitele mar lényegesen nem jarul hozza. Az amidcsoportok kinetikai stabilitasno-
velé hatasat tovabb lehet jelentdsen fokozni az amidhidrogének nagy térkitdltésii
csoportra torténd cseréjével, melyek sztérikusan gatoljak a fémcsere reakciok gyors
lejatszodasat (fiziologias koriilmények kozott is).
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In this work, equilibrium, structural and kinetic properties were studied for
lanthanide(IIl), copper(ll) and zinc(Il) complexes formed with DTPA-amide
derivative ligands. This work has a basic research character and the results
correspond to the coordination chemical properties of the examined metal
complexes, but they might be used in the development of contrast agents for
Magnetic Resonance Imaging (MRI) or for any other medical or biological
applications.

The solution structure of the Y(DTPA-bA) was studied at 323 K by NMR
spectroscopic method. Four diastereomer pairs (anti, cis, trans and syn) were
detected almost in the same concentration, using one and two dimensional
experiments.

We determined the stability constants of Gd**-complexes formed with
DTPA-bis- and -tris(amide) derivative ligands (DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-
bbBA, DTPA-tra and the stable nitroxide free radical containing ligands (DTPA-
bNOPA DTPA-bNOPMA, DTPA-bbNOPMA) by pH potentiometric titrations.
The logKgs values increase significantly with increasing number of butyl or
nitroxide substituents on the amide groups, because the overall basicity

(ZlogK ) is higher for these disubstituted amide group containing ligands than

for the mono- or the non- substituted amide group containing ones.

We also determined the stability constants for the Zn*- and Cu®'-
complexes formed with DTPA-bis and -tris(amide) derivative ligands by pH
potentiometric titrations. (With the exception of the determination of logKc, for
the stable nitroxide free radical containing ligands, where red-ox reaction was
observed.) The trend in the stability constants of CuL and ZnL is similar to that
found for the Gd*"-complexes, namely the logK,,; values are also increasing, with
increasing number of substituents on the amide groups. In the case of Cu*" and
Zn*" we determined the stability constants of dinuclear complexes also from the
equilibrium studies.

The replacement of the third carboxylate with an amide group (DTPA-tra)
decreases the stability of the Gd**-, Cu**- and Zn*"-complexes, in contrast to that of
the metal complexes of DTPA-bbBA. This diminution in the stability constants
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originates from the lower negative charge and the decreased amine basicity of the
DTPA-tra ligand.

Selectivity constants were calculated under physiological conditions to
characterize the Gd** binding properties of the ligands over the endogenous metal
jons. In the calculation, we used the exchangeable metal concentration for Zn*" and
Cu®" (pH = 7.4; [Zn*"] = 10° M; [Cu®'] = 10° M). The examined DTPA-bBA and
DTPA-bbBA complexes present higher selectivity (or much higher for DTPA-tra)
for Gd*" over Cu®" and Zn*" as the DTPA. Therefore, according to the equilibrium
data, the Gd**-complexes of these ligands could be used in vivo successfully, like
other DTPA-bis(amide) derivative complexes [Gd(DTPA-BMA), Gd(DTPA-
BMEA)] which are safe MRI contrast agents.

The relaxivity values for Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-
bbBA) and Gd(DTPA-tra)” increase with the increase of the molecular mass of the
complexes (4.72, 5.94, 6.81, 7.13 mM™'s™, respectively at 25 °C, 9 MHz). The
relaxivities of the complexes Gd(DTPA-bNOPA), Gd(DTPA-bNOPMA) and
Gd(DTPA-bbNOPMA) are 7.46, 6.11 and 6.60 mM's™", respectively. Since the
relaxivity of Gd(DTPA-BMA) is about 5.5 mM™'s™ (25 °C, 9 MHz), the attachment
of the nitroxide free radicals to the complexes Gd-DTPA-bis(amide) resulted in a
weak relaxivity increase. The interaction between the unpaired electron of the free
radicals and Gd*"-ion must be negligible because the free radicals are not
coordinated in the inner sphere of Gd**-ion and some magnetic interaction is
possible only if the free radical is in the inner sphere.

The temperature dependence of the relaxivities can be used to compare the
water-exchange rate of the water molecule in the inner coordination sphere. The £,
is slightly higher for Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-bbBA) and
Gd(DTPA-tra)” than for the Gd*"-complexes formed with spin-labelled ligands.

In the case of the examined Gd**-complexes of DTPA-bis- and (tris)amides
the protons of the coordinated water molecule and the amide protons can both take
place in the proton-exchange. From the pH dependence of the relaxivity values we
could decide that in the proton-exchange the protons of the coordinated water
molecule play a predominant role.

In the study of the effect of the human serum albumin (HSA) we could
estimate the extent of interactions between the examined Gd**-complexes and the
plasma proteins. In the case of Gd(DTPA-bA), Gd(DTPA-bBA), Gd(DTPA-
bbBA), with the increasing number of hydrophobic substituents (n-butyl group) in
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the ligand the relaxivity values are slightly increasing in HSA which show some
interaction between the Gd*'-complexes and the plasma proteins, but we did not
observe interactions between the HSA and Gd(DTPA-tra)" or the spin labelled
complexes.

A variable temperature '’O NMR study has been performed on the Gd*'-
complexes of ligands DTPA-bbBA and DTPA-tra to determine the water exchange
rate. Additionally, EPR spectra were recorded with the objective of determining
parameters that describe electronic relaxation. The water-exchange rates on the

[Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] and [Gd(DTPA-tra)(H,0)]” complexes (k"= 9.8x10° s~
' and 6.0x10°s") are smaller than that observed for Gd(DTPA)(H,0)”
(kffg =4.1x10°s™). It can be explained in terms of a decreased negative charge and

steric crowding around the water binding site in the amides in comparison to the
carboxylate complexes. The amide donor group is less strongly bound to the metal
than the carboxylate (shown by lower stability constants and longer oxygen-metal
distances for the amides than for the carboxylates), therefore the steric crowding is
decreasing which is lowering the water exchange rate. This tendency persists in the
case of the three amide group containing Gd*-complex, compared to the
GdDTPA-bis(amides). The charge of the complex is particularly important, a
higher negative charge will push stronger the coordinated water molecule to leave
(as it is coordinated to the metal by its partially negatively charged oxygen), thus
facilitates the exchange.

The pressure dependence of the transverse '’O relaxation rates gives access
to the water exchange mechanism. The activation volumes indicate a dissociative
interchange mechanism for the trisamide [Gd(DTPA-tra)(H,0)]" (AV* = (+4.7£1.0)
cm’® mol™) and a limiting dissociative mechanism for the bisamide [Gd(DTPA-
bbBA)(H,0)] (AV* = (+11.340.5) cm’mol ™).

The kinetic stability of the examined Gd**-complexes was characterized by
the rates of the metal exchange reactions taking place between the complex and
Lu**, Eu*', Cu®" or Zn*"-ions. The pseudo-first order trans-metallation reactions
were followed by 'H-relaxometry or spectrophotometry. The kinetic data were
interpreted by using similar reaction pathways as it was found earlier for the
exchange reactions of Ln(DTPA)* complexes. From the proton assisted (k; and k)

and metal assisted (k3M ) dissociation of the complexes can be assumed that the

replacement of two carboxylates of DTPA with the non-ionic amide groups leads
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to the decrease of the reactivity of the coordinated ligands, but there is a weak
additional effect of the replacement of the third carboxilate by an amide group.

The gradual substitution of the amide hydrogens with butyl or nitroxide
groups results in an additional increase in the kinetic inertness of the Gd*"
complexes. The presence of the butyl or nitroxide substituents presumably results
in a steric hindrance for the formation of the kinetically active protonated or
dinuclear intermediates.

Under physiological conditions, the kinetic stability of the studied Gd**-
DTPA-bis- and —tris(amide) derivative complexes is comparable to or larger
(Gd(DTPA-bbBA), Gd(DTPA-tra)") than that of Gd(DTPA)*. The following
physiologically relevant pseudo-first order rate constants (and half-times of

dissociation) were calculated for Gd(DTPA-bbBA), Gd(DTPA-tra)’ and
GAd(DTPAY*: k2" = 1.07x107 s (t,=1798.4 h), 1.51x107 s (1283.6 h) and

obs

1.51x10° s (127.3 h), respectively.
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