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I. Bevezetés és célkitiizések

Az utébbi 25-30 év soran a lantanoida(lll)komplexek biologiai
vizsgalatokban, orvosi diagnosztikdban ¢és terdpidban torténd alkalmazasa
elterjedt, aminek koszonhetéen az elsésorban hasznalt Ln(III)-poliamino-
polikarboxilat €s -polifoszfonat ligandumokkal képzett komplexek kutatasa
iranti érdeklddés is jelentdsen nott.

A radiofarmakonok kutatas-fejlesztése teriiletén, foként a daganatos
betegségek gyogyitasaban egyre inkabb eldtérbe keriilnek a Ln(IIT)-komplexek.
A radioaktiv sugdrzas kozvetleniil a daganatos sejtekre fejtheti ki roncsolo
hatasat, ha megfelelden kivalasztott monoklonaris antitesthez vagy annak

fragmenséhez kotott °Y vagy '

1. 90

Lu izotdpok poliaza-polikarboxilat komplexét

(pl. *’Y(DOTA)) alkalmazzék a rakos daganatok gyogyitasaban. A *Sm- és

"*Ho-polifoszfonat komplexeit mar hosszabb ideje klinikailag alkalmazzak

csontattétek kezelésére, elsGsorban tartds fajdalom csillapitasra.

A komplexképzd ligandumok ¢és fémkomplexeik terdpias célu
felhasznalasanak masik jelent6sen kutatott teriilete a szervezetbe keriilt toxikus
fémek (pl. Pb>", Cd™") vagy hosszu felezési idejli radioaktiv izotopok (pl. *°Sr,
'*4Ce) kiiiriilésének gyorsitasa, amelyre jelenleg a kis fémion szelektivitassal
rendelkezd féleg nyiltlanct HLEDTA és HsDTPA ligandumokat, illetve Ca(Il)-
komplexeiket alkalmazzak.

A Ln(IIT)-komplexek diagnosztikai céli felhasznalasanak igen intenziven
fejlédd teriilete a fluoreszeencias immunanalizis, amelyben leggyakrabban Eu’”,
Tb*" és Sm’(ritkabban Dy’~ és Nd**) komplexekkel fluoreszcencias
tulajdonsagaikat kihasznalva rendkiviil nagy szelektivitdssal és érzékenységgel
tudnak antigéneket, diagnosztikai és kornyezetvédelmi szempontbol érdekes
molekuldkat kimutatni és meghatarozni.

A magneses rezonancids képalkotas (Magnetic Resonance Imaging)

korunk egyik leghatékonyabb orvos-diagnosztikai képalkotd mddszere,
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amelyben a vizprotonok relaxacidsebességét noveld reagensként foként Gd(III)-
poliamino-polikaprboxilat komplexeket alkalmaznak a kép élességét fokozo un.
paramagneses Ln(IIl)-komplexek képezik, amelyek kiilonféle labilis
protonokkal (féként -NH ¢és -OH) rendelkeznek €s a vizprotonokkal lefolyo
kémiai cseréjiikon keresztiil megndvelik azok relaxaciosebességét. Ezek a
PARACEST (Paramagnetic Chemical Exchange Saturation Transfer) MRI
kontrasztanyagok. A nyiltlanca DTPA, a makrociklusos DOTA ligandumok és
szarmazékaik Gd(III)-komplexeit a gyakorlatban igen elterjedten alkalmazzak
klasszikus MRI kontrasztanyagként. Az ilyen tipusi komplexek klinikai
alkalmazhatosaganak  fontos paramétere a Gd’-ionhoz kozvetleniil
koordindlodé  vizmolekula(k) cseresebessége a  kornyezetében  1évo
vizmolekulakkal, ami a jelenleg alkalmazott MRI kontrasztanyagok esetében
alatta marad az optimalisnak. A kozelmultban szamos, még az emlitett
komplexekétdl is kisebb vizcsere sebességgel rendelkezd paramagneses
Ln(DOTA-tetraamid) komplexet kozoltek az irodalomban, amelyek belsd
szférds vizmolekulai protoncsere folyamatokban vehetnek részt az oldoszer
vizmolekulakkal, igy azok potencialis PARACEST kontrasztanyagok.

A Debreceni Egyetem Szervetlen ¢és Analitikai Kémia Tanszékén mar
évtizedek ota folynak kutatasok Ln’ -ionok nyiltlanct és makrociklusos poliaza-
polikarboxilat ¢és -polifoszfonat ligandumokkal képzett komplexeinek
egyensulyi, kinetikai és szerkezeti tulajdonsagainak felderitésére. Az elmult par
¢vben a kutatdsok korét kiterjesztették olyan makrociklusos ligandumokra,
amelyekben a karboxildtcsoportokat amidcsoportokkal helyettesitették. Ezek a
vizsgalatok elsésorban a Ln(IlI)-komplexek MRI kontrasztanyagkénti
alkalmazhatosdganak koordinaciés kémiai hétterére terjedtek ki, azonban a
ligandumok vizsgalatai a gyakorlati alkalmazason tal értékes, ) informaciokat
nyQjthatnak a fémkomplexek koordinacidés kémiai tulajdonsagaira vonatkozdan

1s. Munkdm ehhez a teriilethez kapcsolodik, amin beliil az acetil-glicinat
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funkcids csoportot tartalmazo triaza-, tetraaza- és diaza-tetraoxa makrociklusos
ligandumok részletes vizsgalatat tiiztiik ki célul:

Megvizsgaltuk az ismert NOTA, DOTA ¢és ODDA ligandumok acetat
csoportjai acetil-glicindt funkcios csoporttal vald kicserélésének hatasat a
képz6d6é komplexek Osszetételére, kotésviszonyaira ¢€s oldategyensulyi
viselkedésére. Tanulmanyoztuk makrociklus szerkezetének €s donoratomjainak
az acetil-glicinat csoport koordindcinaciés kémiai viselkedésében jatszott
szerepét Cu(Il)-komplexeik képzddésekor. Megvizsgaltuk a klinikai bevezetés
alatt all6 Gd(DOTA-Gly) komplex relaxaciosebesség noveld hatasat, amibdl a
belsd szféras vizprotonok cseréjébdl szarmazod relaxivitisanak az teljes
relaxivitds €rtékében jatszott szerepére kovetkeztettiink. Kivancsiak voltunk
arra, hogy az acetil-glicinat, valamint az egyszeri amid funkciods csoportok
jelenléte, hogyan moddositjia a Ln(DOTA) tipusu komplexek képzddési
reakcidinak kinetikajat és mechanizmusat, tovabba a komplexek kinetikai
inertségét, ami fontos paramétere MRI kontrasztanyagként torténd
alkalmazhatosaguknak. Ezek mellett nem utolsé sorban megvizsgaltuk az acetil-
glicinat funkcids csoportoknak a diaza-tetraoxa makrociklusos ligandum fémion

szelektivitdsara gyakorolt hatdsat.

I1. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A pH-potenciometrias titraldsok soran Radiometer PHM 93 Reference
pH-mér6t, PHG 211 tiveg és K401 telitett kalomel elektrodokat, Radiometer
ABU 80 automata birettat alkalmaztunk. A titralasokat 15 cm’-es
oldattérfogatban, alland6 kevertetés és termosztalas (25+£0,2 °C), valamint 0,1
vagy 1,0 M (KCl, KNOs) ionerdsségek mellett 0,2 M KOH-oldattal végeztiik,
melynek koncentraciojat ismert koncentracioja  KH-ftalat pufferoldat

titralasaval hataroztuk meg. A mérések elott €s alatt a karbonatosodas elkeriilése

érdekében N,- vagy Ar-gazt buborékoltattunk &t a rendszeren. A pH-mérd
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kétpontos kalibracidjara KH-ftalat puffer 0,05 M (pH =4,005), valamint bdrax
puffer szén-dioxidtol elzart, N,-atmoszféra alatt tartott 0,01 M (pH=9,180)
oldatat hasznaltuk. A mért pH értékbdl a H™ ionok koncentracidjat az Irving és
munkatarsai altal kidolgozott mddszerrel allapitottuk meg. A stabilitasi és a
protonalodasi 4allandokat a titralasok V,.-pH adatparjaibol a PSEQUAD
program segitségével szamitottuk.

Az amid-NH-csoport deprotonalodasat, a képz6dé Cu(Il)-komplexek
kotésmodjat, valamint a Ce’-DOTA-Gly és Ce’-DOTAM rendszerben a
fémionok koordinacids viszonyait UV-lathaté spektrofotometrias médszerrel
Cary 1E spektrofotométerrel, 1 cm-es kiivettdban, 25 °C-on termosztalt
kiivettatard alkalmazéasaval a 400-800 ¢és a 220-330 nm-es hullamhossz
tartomanyban  felvett  spektrumok  segitségével tanulmanyoztuk. A
Ce(DOTAM)’*, Eu(DOTAM)*, Ce(DOTA-Gly) ¢és Eu(DOTA-Gly)
kozvetleniil (320 és 250 nm-en), mig a Gd’*-, Er’- és Yb(DOTAM)’
komplexek képzddését kozvetve, bromkrezolzold indikéator jelenlétében (616
nm-en) a komplex kialakulasdval parhuzamosan a ligandumrél felszabadulo
protonok okozta pH csokkenést gyengén pufferolt kozegben kdvetve vizsgaltuk.

A Gd(DOTA-Gly) komplex relaxacidos hatdsat a vizprotonok
longitudinalis relaxacios idejének mérésével tanulmanyoztuk. A relaxacids
idoket MS-4 tipusu NMR spektrométerrel (Jozef Stephan Institut, Ljubljana)
9MHz protonrezonancia frekvencian, 0,2 cm’® oldattérfogatban, magnesezettség
inverzi6 modszerrel (inversion recovery inpulzus szekvenciaval 180°-t-90°)
hataroztuk meg.

A NOTA-Gly, DOTA-Gly és ODDA-Gly ligandumok, ¢és fémkomplexeik
"H-NMR spektroszképias vizsgalatat Bruker Avance 360 spektrométerrel,
Bruker VT-1000 hOmérsékletszabalyoz6 egység felhasznalasaval 298 K-en
végeztiik. A spektrumokat a Bruker Winnmr® szoftvercsomag segitségével

ertékeltiik ki.
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A szilard fazisi Cu(HNOTA-Gly) komplex szerkezetét egykristalyanak
rontgendiffrakcios vizsgalataval hatiroztuk meg. Uvegkapillaris tetejére epoxi
gyantaval rogzitett Cu(I)HNOTA-Glyx4H,O kristadly monokromatikus Mo K«
sugarzéssal (A=0,71073 A) adott reflexioit 293 (1) K-en »-20 mozgatissal
Euraf Nonius MACH3 diffraktométerrel gytijtottiik. A kristalyszerkezetet SIR-
92 program segitségével hataroztuk meg ¢és a legkisebb négyzetek modszerével

SHELX-97 programmal finomitottuk.

III. A vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete és elnevezése
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R= -CH,-COOH :H,DOTA  R=-CH,-COOH :H,ODDA
R= CH -CO-NH-CH,-COOH :H DOTA Gly R=-CH- (CH -COOH), :H,ODDM
R= -CH -CO-NH, DOTAM R=-CH,-CO-NH-CH,COOH :H,0DDA-Gly
R,/ \ _R
AN yd
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R=-CH,-COOH ‘H,NOTA

R= -CH,-CO-NH-CH,COOH :H;NOTA-Gly

H;NOTA: 1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triecetsav, H3;NOTA-Gly: 1,4,7-
triazaciklononan-1,4,7-trisz(acetil-glicin), H,DOTA: 1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraccetsav H;DOTA-Gly: 1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetrakisz(acetil-glicin), = DOTAM: 1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraacetamid, H,ODDA: 1,4,10,13-tetraoxa-
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7,16-diazaciklooktadekan-7,16-diecetsav, H4ODDM: 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-
diazaciklooktadekan-7,16-bisz(malonsav), H,ODDA-Gly: 1,4,10,13-tetraoxa-
7,16-diazaciklooktadekan-7,16-bisz(acetil-glicin)

A NOTA-Gly, DOTA-Gly ¢é¢s ODDA-Gly ligandumok szintézisére a
tanszéken Dr. Lazar Istvan és Dr. Ivanyi Timea dolgozott ki modszert. A
DOTAM ligandumot Dr. Téth Eva, a Lausanne-i Szovetségi Miiszaki Egyetem

(EPFL) Szervetlen Kémia Intézetébdl bocsatotta rendelkezésiinkre.

IV. Uj tudomanyos eredmények

A  NOTA-Gly alkélifoldfém-, atmenetifém- ¢és lantanoida(Ill)-
komplexeinek stabilitasa kozelitdleg 3-4 nagysdgrenddel kisebb, mint az acetat
analog NOTA komplexeké. A komplexek kisebb stabilitasat a koordinacidoban
résztvevo toltés nélkiili donoratomok (3 gyliri amin-N ¢és 3 karbonil-O) és az
amin-N-ek kisebb bazicitdsa eredményezi. A NOTA-Gly egyensulyi vizsgalata
megmutatta, hogy a ligandum az N-acetilglicinat-csoportok jelenléte miatt a
dipeptidekkel mutat rokonsagot ¢és a makrociklus gytrti flexibilitasdnak
koszoénhetéen Cu*'-ionok jelenlétében a gyiiri amin-N-ek ,horgony csoport”
szerepet tolthetnek be, ami lehetévé teszi az egyik amid-NH-csoport
deprotonalodasat és az amid-N" koordinacidjat a Cu**-ionhoz. Deprotonalddasi
folyamatot észleltink a Zn*- és a Cd*-NOTA-Gly rendszerek pH-
potenciometrids vizsgalatai soran is, amelyek feltételezhetéen vegyes ligandumu
hidoroxo-komplexek képzédéséhez rendelhetdk. A tobb donoratomot tartalmazo
acetil-glicinat funkcids csoport a NOTA-Gly ligandum esetében kétmagva
komplexek képzOédésére is lehetdséget nyujt, melyek stabilitdsa a
varakozasokkal ellentétben nem tal nagy. A Cu(HNOTA-Gly) komplex
egykristdlydnak rontgendiffrakcios szerkezetvizsgdlata ramutatott, hogy a

fémionok koordinacidjaban foként a 3 gyliri amin-N ¢és a 3 karbonil-O vesz
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részt torzult oktaéderes elrendezésben, mig a karboxilatok az emlitett
koordindcidos  iiregtél  viszonylag tavol  elhelyezkedve,  fiiggetleniil
protonaldédhatnak.

A DOTA-Gly komplexek stabilitdsi allanddja tobb nagysagrenddel
kisebb, mint az acetat analég DOTA komplexeké, amit a NOTA-Gly
ligandumhoz hasonldan a koordindcioban résztvevo toltés nélkiili donoratomok
eredményeznek. A Ln(DOTA-Gly) komplexek stabilitasi allanddinak
lantanoida sorozaton beliil mutatatott menete inkdbb a Ln(DOTAM)’
komplexekhez hasonlit. A Ln(DOTAM-Gly) komplexekben a 4 gyliri amin-N
¢s a 4 karbonil-O vesz részt a fémionok koordinacidjaban a Ln(DOTA)
komplexekéhez hasonld szerkezetet kialakitva. A Ln’-ionok kilencedik
koordinacids helyét egy vizmolekula tolti be axidlis pozicidban koordinalddva.
Mivel a karboxilatok viszonylag tdvol helyezkednek el az emlitett donor atomok
altal hatéarolt koordinacios kalitkatol, igy nem vesznek részt kozvetleniil a
fémionok koordinécidjdban, aminek koszonhetden fiiggetleniil protonalddhatnak
¢s koordindlodhatnak maés fémionokhoz viszonylag kis stabilitdsu kétmagvua
komplexekeket képezve.

A  Gd(DOTA-Gly) komplex relaxivitasa lassu vizcseréje miatt
szobahOmeérsekleten fOként kiilsé szférds folyamatok hozzajarulasaibodl tevodik
Ossze, amit a reaxivitds homérsékelt fliggés vizsgalata is alatamasztott. A
Gd(DOTA-Gly) relaxivitasdnak pH-fliggésébdl megallapithaté, hogy a
protondlt karboxilat csoportok protonjai savas tartomanyban, mig a belsd szféras
vizmolekula protonok savas és ligos tartomdnyban sav illetve bazis katalizalt
protoncserében vesznek részt az olddszer vizmolekuldkkal, amelyek szintén
hozzajarulnak a komplex Gsszrelaxivitasahoz.

A Ce(DOTA-Gly) ¢és a Eu(DOTA-Gly) komplexek képzddési reakciodi
kinetikdjat tanulményoztuk a pH=4,7-5,8 tartomanyban, amelyek a Ln(DOTA)
komplexekéhez hasonléan, de szamottevéen lassabban mennek végbe. A

reakciok soran egyszer és kétszer protondlt koztitermék képzddését tudtuk
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kimutatni, amelyek protonalddasi egyenstlyban vannak egymassal. A reakcio
sebességmeghatarozd 1épése az egyszer protonalt koztitermék deprotondlodasa
¢és a termékké valo atrendezodése, amiben foként a OH™ -ionok miikodnek kozre
katalizatorként.

A Ln(DOTA-Gly) komplexeknek nem csak a képzddése, hanem

M  HCIOs-ban lejatszodd  spontan  disszocidcidja  gyorsabban, mig
megfeleld reakcioi. Feltételezhetden az ilyen koriilmények kozott egyenstlyban
képz6dé Eu(HsDOTA-Gly)" komplexben a protonok gyorsabb athelyezddése a
karboxilat csoportokrél a gytirti amin-N-re eredményezi az Eu(HsDOTA-Gly)*"

A DOTAM ¢és DOTA-Gly ligandumok hasonlé komplexképzd
tulajdonsagaik és a koordinalodé azonos donor atomjaik ellenére a
Ln(DOTAM)" komplexek képz6dési reakcidja eltérd modon, koztitermék
kialakuldsa nélkiil, a fémion és a teljesen deprotonalt ligandum kozvetlen
talalkozasaval, masodrendii folyamatban jatszodik le, aminek sebességét a
fémion dehidratacios folyamatai mellett a kelat gytiriik zarodéasa €s a fémionok a
koordinacios liregbe torténd bekeriilésének sebessége hataroz meg.

Az ODDA-Gly komplexek stabilitasi alland6i a NOTA-Gly és a DOTA-
Gly komplexekéhez hasonléan tobb nagysagrenddel kisebbek, mint az acetat
analog ODDA komplexeké és a Sr*'-ion esetében a Ca’'-ionnal szemben vart
szelektivitds elmarad. A fémionok koordindcidjaban a gylrii amin-N-ek és a
karbonil-O-ek vesznek részt, mig a karboxilatok kozvetlen koordinacidja
viszonylag tavoli elhelyezkedésiik miatt meglehetdsen nehéz. Nagyobb méretii
fémionok, igy a Ln’'-ionok esetében valdsziniileg a gytiri-O-ek is
kozremiikodnek a fémionok koordinaciojaban, ami a ligandum Ln’*-ionokkal
szemben mutatott méretszelektivitasat eredményezi. A Ln(ODDA-Gly)"

komplexek stabilitasi allandoi a Nd**-ig kozel allandoak, azutan hatdrozottan
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csokkennek a rendszam novekedésével (az Ln’ -ionok mértcsokkenésével). Az
ODDA-Gly ligandum funkciés csoportjanak dipeptid szerli viselkedésére utal,
hogy a NOTA-Gly ligandumhoz hasonléan Cu*"-ionok jelenlétében
bekdvetkezik az amid-NH csoport deprotonaldédasa és az amid-N" koordinacioja,
amit a gylri rugalmasabb szerkezetének koszonhetden a ,horgony csoport”
szerepet betoltd gyliri amin-N-ek tesznek lehetévé. Az 1:1 fém-ligandum
aranyu rendszerben a CuLL komplexbdl a pH novekedésével Cu,LH 3 6sszetételd,
vegyes ligandumu, OH -hidas, kétmagvu komplex spontan képzdédik a ligandum
fele mennyiségének szabadda valdsaval, ami nagyon figyelemre mélto
eredmény, mivel kordbban hasonld jelenséget nem tapasztaltak. A Cu,LH;
osszetételi ketmagvu komplexben feltételezhetéen egy-egy gylrli amin-N,
amid-N", karboxilat-O™ és egy hid helyzetii OH-ion vesz részt egy-egy Cu’'-ion
koordinaciéjaban. A Cu,LH.; dsszetételti komplexben a két Cu*™-ion viszonylag
kozel keriil egymashoz és kozottik antiferromagneses csatolds jon létre (a
Cu,LH ;5 komplexben egy Cu(I)-ion magneses momentuma
Ue/Cu = 1,16 BM.), ami a komplex 'H-NMR spektrumaban a viszonylag
keskeny metilén proton jelekben, illetve azok jelentékeny eltolodasdban

nyilvanul meg.
V. Az eredmények varhato gyakorlati alkalmazasa

Vizsgélataink féként a ligandumok koordindcios kémiai viselkedésének
felderitésére iranyultak alapkutatasi jelleggel, de esetleges orvosi vagy biologiai
alkalmazasuk esetében, foleg az MRI kontrasztanyagok fejlesztése soran
gyakorlati szempontjabdl is fontosak lehetnek.

Az Ln(DOTA-Gly) komplexek egyensulyi és kinetikai vizsgalatai alapjan
megallapithatd, hogy a komplexek termodinamikai stabilitdsa de foként
kinetikai inertsége elegendden nagy a biologiai, valamint az orvosi in vivo

vizsgalatokhoz, @ igy = PARACEST  kontrasztanyagként  biztonsaggal
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alkalmazhatok. A Ln(DOTAM)’* komplexek kinetikai vizsgalatai ramutattak,
hogy a ligandum oldallanca jelent6sen befolyasolhatja a komplexek képzddési
sebességét ¢és mechanizmusat. Ez a tapasztalat fontos lehet a rakos daganatok
modositott DOTA tipusu ligandumokkal rendkiviil hig oldatokban lejatsz6do
reakciol kellden rovid 1d6 alatt torténd lefolyasanak ismeretéhez. A vegyes
ligandumu, OH" hidas, kétmagvu [Cu,(ODDA-Gly)(1~OH")] komplex spontan
képzédése nagyon figyelemre méltd, mivel kordbban hasonld jelenséget nem
tapasztaltak. Ez a szokatlan viselkedés lehetdséget nyujthat rendkiviil nagy
stabilitasu kétmagvu Cu(Il)-komplexek tervezésére, ami hasznos lehet az ismert

r 4 2+ . 4 . 4 r
kétmagvu Cu” -ion tartalmu enzimek modellezésére.
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