DTPA-amid szarmazék ligandumok lantanida(I1I)-, réz(II)-
és cink(II)-ionokkal képzett komplexeinek egyensulyi,
szerkezeti és kinetikai sajatsagai

Doktori (PhD) értekezés tézisei

Jaszberényi Zoltan

Témavezeto: Dr. Bricher Erno

Debreceni Egyetem
Debrecen, 2005.






Doktori (PhD) értekezés tézisei

1. Bevezetés és célkituzések

Napjainkban, a ritkafoldfémek koordindcios kémidjanak kutatdsa sordn az egyik
legfontosabb teriilet a lantanidak kelatképzo ligandumokkal alkotott komplexeinek in vivo
alkalmazasa. Ennek eredményeképpen a lantanida(Ill)-poliaza-polikarboxilat ¢és
-polifoszfonat komplexek alkalmazasa bioldgiai vizsgalatokban, az orvosi diagnosztikaban
¢s terapidban jelentdsen megndtt. Az egyik leghatékonyabb orvos-diagnosztikai képalkoto
eljarasban, a magneses rezonancias képalkotdsban (Magnetic Resonance Imaging, MRI),
Gd** -poliaza-polikarboxilat komplexeket alkalmaznak a kép élességét novelé un.
kontrasztanyagként. Tovabba kutatasok folynak olyan lantanida(IIl)-komplexek
eloallitasara, melyek segitségével in vivo koriilmények kozott enzimaktivitast, az oxigén
parcialis nyomasat, hdmérsékletet és pH-t tudnak mérni magneses rezonancia tomografias
modszerekkel, valamint a szervspecifikus kontrasztanyagok kifejlesztése is egy igen
fontos kutatasi irany.

A lantanida(IlT)-komplexeknek egy madsik jelentds diagnosztikai alkalmazéisa a
fluoreszcencids immunanalizis, mely modszerrel igen nagy érzékenységgel ¢s
szelektivitdssal hataroznak meg antigéneket, biologiai és szintetikus vegyiileteket, a
fémkomplexek fluoreszcencias tulajdonsagait felhasznalva.

A diagnosztikai alkalmazdsok mellett vizsgaljak a lantanida komplexek terapids

alkalmazasainak lehet8ségeit is. A poliaza-polikarboxilatok **Y-nel vagy '’

Lu-tel képzett
komplexeit monoklonalis antitestekhez vagy fehérjékhez koétve, azok eljuttathatok
meghatarozott szervekbe, ahol [-sugarzasuk roncsold hatast fejt ki a rosszindulatu
daganatos sejtekre.

Legtjabban igéretes kisérletek torténnek a magneses rezonancias képalkotas (MRI),
mint diagnosztika ¢és a gadolinlum neutronbefogasos radkterapia (Gd-NCT)
osszekapcsolasara. Ennek soran a tumorhoz eljuttatott '>'Gd’’-komplexet lassu

neutronokkal sugarozzak be. A lejatszodd magreakcid hatasdra a tumoros szovetek

elpusztulnak, és a terapia hatasossagat MRI vizsgalatokkal lehet nyomon kovetni.
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A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén mar régota
folynak kutatasok nyiltlancu poliamino-polikarboxiladt ligandumok ritkafoldfém(III)-
ionokkal képzett komplexei szerkezeti, egyensulyi ¢és kinetikai sajatsagainak
tanulmanyozéasara. Az utdbbi években a vizsgalt ligandumok kore kiterjedt a karboxilat
helyett amidcsoportot tartalmaz6 szdrmazékokra is, melyek kozil néhanyat mar
rutinszeriien alkalmaznak a klinikai gyakorlatban. Ezek a vizsgalatok elsdsorban a Gd’*-
komplexek MRI kontrasztanyagként vald alkalmazhatésaganak koordinacios kémiai
problémaira vonatkoznak, de az esetleges gyakorlati alkalmazasi Ilehetéségektol
fiiggetlentil is érdekesek, mivel a fémkomplexek koordinaciés kémiai viselkedésére
vonatkozdan 1j informécidkat kapunk. A munkdm is ezen teriilethez kapcsolodik, melyen
beliil a DTPA-amid szarmazék komplexek tulajdonsagainak részletes vizsgalatat tliztiik ki
célul:

Tanulmanyoztuk a GdDTPA-bisz- ¢és -trisz(amid) szarmazék komplexek
termodinamikai és kinetikai stabilitasat, mivel ezek hatarozzak meg elsddlegesen az in
vivo toxicitast. Kivancsiak voltunk, hogy hogyan befolyasolja az amidcsoport
szubsztitualtsagi foka, az amidcsoporton taldlhato stabilis nitroxid szabadgyokok é€s a
DTPA-trisz(amid) ligandumban 1év6 harmadik amidcsoport a termodinamikai ¢és kinetikai
stabilitaison tul a komplexek relaxaciosebesség noveld hatasdt, ami az MRI
kontrasztanyagok ,hatékonysagat” jellemzi. Valaszt kivantunk kapni olyan koordinécios
kémiai kérdésekre is, mint hogy hogyan valtozik meg a Gd’'-komplexek
vizcseresebessége az amidcsoport szubsztitudltsdgi fokanak illetve a komplex toltésének
fliggvényében, valamint oldatban milyen izomerjei léteznek a legegyszeriibb GdDTPA-

bisz(amid) komplexnek.

I1. Alkalmazott vizsgalati modszerek

Oldatszerkezeti vizsgalataink soran egydimenzios 'H, "C-NMR és kétdimenzios
NMR spektroszkopiat alkalmaztunk. Az NMR spektrumok felvétele Bruker Avance 360
spektrométen tortént. A spektrumok kiértékelését a Bruker Winnmr® szoftvercsomaggal
veégeztiik.
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Az egyensulyi vizsgalatok soran pH-potenciometrias titralasokat végeztiink,
Radiometer PHM 93 Reference pH-mérd, PHG 211 iiveg- és K401 telitett kalomel
elektréd, Radiometer ABU 80 autamata biiretta alkalmazasaval. A titralasokat inert
atmoszféra alatt, allandé kevertetés és termosztalas (25+0,2 °C) mellett végeztiik. A H'—
modon allapitottuk meg. A protonalddasi €s a stabilitasi allandokat a PSEQUAD program
segitségével szamitottuk.

GdDTPA-bisz és —trisz(amid) komplexek relaxivitasa vizsgalatakor, a vizprotonok
longitudinalis relaxacios idejét (T;) MS-4 tipusi NMR spektrométerrel (Josef Stephan
Institut, Ljubljana) 9 MHz protonrezonancia frekvencian, magnesezettség inverzid
modszerrel (inversion recovery) hataroztuk meg.

A vizeseresebesség meghatarozasok soran a kiilonboz hémérsékleten végzett ''O-
NMR mérések Bruker AM-400 (9,4 T, 54,2 MHz) spektrométeren torténtek. A
longitudinalis relaxéacidés idOket (T;) magnesezettség inverzido modszerrel, mig a
transzverzalis relaxacidos iddket (T,) Carr-Purcell-Meiboom-Gill-féle  spin-echo
technikdval mértiik. A valtoz6 nyomast méréseket (1-200 MPa) Bruker ARX-400
spektrométerrel végeztilk, ahol a nagynyomasu mérésre alkalmas mérdfejet folyadék
termosztaldssal tartottuk allando hémérsékleten. Az ESR spektrumokat Bruker ESP 300E
spektrométeren (9,425 GHz, 0,34 T) wvettik fel az X-savon. Az ESR jelek
félértékszéleségét MATLAB programmal hataroztuk meg. Az '"O-NMR ¢és ESR adatok
illesztését a Scientist® program 2,0 verziojaval végeztik.

A G&*"-DTPA-bisz- és -trisz(amid) szarmazék komplexek fémesere kinetikajanak
vizsgalatakor az Eu’* vagy Cu®-ionokkal lejatszodo cserereakcidkat spektrofotometriasan
kovettiik 250 vagy 300 nm-en Cary 1E spektrofotométerrel. A Lu’'- és Zn*'-ionokkal
végmend reakciokat longitudinalis relaxacidsebesség (1/T;) mérésével vizsgaltuk, 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 j6l mérhetd kiillonbség van.
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II1. A vizsgalt ligandumok

A DTPA-bbBA ¢és a DTPA-tra ligandumokat kordbban még nem allitottak eld, mig
a DTPA-bA ¢és DTPA-bBA eldallitasa az irodalom alapjan tortént. A harom vizsgalt,
stabilis nitroxid szabadgyokoket tartalmaz6 ligandumot (DTPA-bNOPA, DTPA-
bNOPMA, DTPA-bbNOPMA) Dr. Hideg Kalman professzor, a Pécsi Egyetem Szerves ¢s

Gyogyszerkémiai Intézetébdl bocsatotta rendelkezéstlinkre.
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[H;DTPA-bA: DTPA-N,N’’-bisz(amid), H;DTPA-bBA: DTPA-N,N’’-bisz(n-butilamid),
H;DTPA-bbBA: DTPA-N,N’’-bisz[bisz(n-butilamid)], @ H,DTPA-tra: DTPA-N,N"’-
bisz[bisz(n-butilamid)]-N’-metilamid, = H3;DTPA-bNOPA: DTPA-N,N’’-bisz(1-oxil-
2,2,6,6-tetrametil-4-pirolidin)amid, H;DTPA-bNOPMA: DTPA-N,N’’-bisz(1-oxil-
2,2,5,5-tetra-metil-3-pirolin-3-metilén)amid, H;DTPA-bbNOPMA: DTPA-N,N"’-
bisz(bisz(1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-3-pirolin-3-metilén)amid]
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IV. Uj tudoményos eredmények

A munkam soran DTPA-amid szarmazék ligandumok lantanida(Ill), réz(Il) és
cink(Il)-ionokkal képzett komplexeinek egyensulyi, szerkezeti és kinetikai tulajdonsagait

vizsgaltam. Az elért ij tudoményos eredmények a kovetkezok:

Az Y(DTPA-bA) komplex NMR spektroszképias szerkezetvizsgdlata sordn, a
komplex oldataban 323 K-en 4 diasztereomer part lehet megkiilonbdztetni (anti, cisz,
transz €s szin), melyek kozelitéleg azonos mennyiségben vannak jelen.

A DTPA-bisz(amid) ligandumoknal az amidcsoport szubsztituensei szamanak no-
velésével (DTPA-bA, DTPA-bBA, DTPA-bbBA) jelentésen n6 a Gd®'-komplexek stabi-
litasi allandoja, hasonld a helyzet a szabadgyokoket tartalmazd ligandumok esetében is
(DTPA-bNOPA, DTPA-bNOPMA ¢s DTPA-bbNOPMA), mivel a diszubsztitualt

ligandumok 06sszbazicitasa (D logK'') nagyobb, mint a nem- vagy monoszubsztitualt

ligandumokeé.

Hasonlé tendencia figyelheté meg a Cu®’ és Zn*'-komplexek esetében, amikor az
amid szubsztituensek szdmanak novekedésével szintén né a komplexek stabilitasi allan-
doja. A Cu*"- és Zn*"-komplexek egyenstlyi vizsgalata sordn meghataroztuk a korabban
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 ké-
pest, a DTPA-tra Gd*"-mal, Cu*"-vel és Zu*"-vel képzett komplexei kisebb stabilitasi al-
landokkal rendelkeznek.

A DTPA-bBA ¢és DTPA-bbBA ligandumok szelektivitasa fizioldgias koriilmények
koz6tt Gd* -ra nézve, Cu®* és Zn* -ionokkal szemben nagyobb, ill. a DTPA-tra ligandumra
1ényegesen nagyobb, mint a DTPA esetén. Azaz a Gd>*-komplexeik az egyensulyi adatok
alapjan biztonsaggal alkalmazhatok lennének in vivo korilmények kozott, hasonldan a
GdDTPA-bisz(metilamid), (Gd(DTPA-BMA)) komplexhez, mely mar a gyakorlatban is
hasznalt MRI kontrasztanyag.

A Gd(DTPA-bNOPA), Gd(DTPA-bNOPMA) ¢és Gd(DTPA-bbNOPMA)

komplexek relaxivitdsa valamivel nagyobb mint a Gd(DTPA-BMA)-¢, amit a nitroxid
5
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szabadgyokok GdDTPA-bisz(amid) komplexekhez torténd hozzakapcsolodasa eredmé-
nyez. Ez a novekedés csekély mértékii, mert a szabadgyokdok és a Gd*'-ion parositatlan
elektronjai kozott a kolcsonhatas elhanyagolhatod, mivel a szabadgydkok nem koordind-
16dnak a Gd**-ion belsé koordinacios szférajahoz.

A vizsgélt komplexek relaxivitdsanak hémérséklet fiiggése alapjan a Gd(DTPA-
bA), Gd(DTPA-bBA), GdA(DTPA-bbBA) és Gd(DTPA-tra)” komplexek vizcseresebessége
némileg nagyobb, mint a nitroxid szabadgyokoket tartalmaz6 komplexek vizeseréje.

A DTPA-bisz- és —trisz(amid) szarmazékok Gd*"-komplexei esetén a relaxivitas ér-
tekek pH-fliggésébdl megallapithatd, hogy a komplexek ¢és az oldoszer viz k6zott megva-
16suld protoncserében elsddleges szerepet a komplexek belsé koordinacids szférajaban
talalhato vizmolekula protonjai jatszanak.

A GdDTPA-bisz(amid) szarmazékok esetén az amidcsoporton a hidroféb
szubsztituensek (n-butil) szdmanak novelésével valamelyest nd a relaxivitds human szé-
rum albuminban (HSA), ami a plazmafehérjékkel kialakul6 gyenge kdlcsonhatasra utal.

A [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)] és a [GA(DTPA-tra)(H,O)]" vizcseresebességét jel-
lemz§ allandok kisebbek, mint a [GA(DTPA)(H,0)]* komplex esetében. Ennek okat a
kotott viz helyén bekovetkezd negativ toltés és a sztérikus zsufoltsag csokkenésével ma-
gyarazhatjuk. A [Gd(DTPA-tra)(H,O)]" komplex esetén a harmadik amidcsoport bevitele
tovabb csokkenti a vizcseresebességet. A vizcserét jellemzd aktivalasi térfogat értékek
tisztan disszociativ vizcsere mechanizmusra utalnak a [Gd(DTPA-bbBA)(H,0)], és
disszociativ interchange mechanizmusra a [Gd(DTPA-tra)(H,O)]" esetén.

A fémcsere reakciok kinetikai vizsgalatdnak eredményei alapjan megallapithatjuk,
hogy mivel az amidcsoportok nem protonaldédnak, tovabba csak gyenge kolcsonhatasba
1épnek a tamadd fémionokkal (Ln’*, Cu®" vagy Zn®"), ezért a komplex reaktivitasat 1énye-
gesen csokkentik, azaz az amidcsoportok szamanak novelése a kinetikai stabilitast noveli,
melyhez azonban a harmadik amidcsoport bevitele mar Iényegesen nem jarul hozza. Az
amidcsoportok kinetikai stabilitdsnoveld hatisat tovabb lehet jelentdsen fokozni az
amidhidrogének nagy térkitoltésii csoportra torténd cseréjével, melyek sztérikusan gatoljak

a fémcsere reakciok gyors lejatszodasat (fiziologias koriilmények kozott is).
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V. Az eredmények varhato gyakorlati alkalmazasa

Vizsgalataink eredményei elsésorban a fémkomplexek koordinacios kémiai viselke-
désére vonatkoznak és alapkutatas jellegliek, de az MRI kontrasztanyagok fejlesztése, in
nosak.

A kinetikai vizsgélatok eredményei alapjan azt allapithattuk meg, hogy kiilondsen a
diszubsztitualt amidcsoportot tartalmazdé Gd*'-DTPA-bisz- és -trisz(amid) komplexek
fémcsere reakcioi lassabban folynak le, mint a hasonlé donoratomokat tartalmazo és a kli-
nikai gyakorlatban mar rutinszerfien alkalmazott, Gd**-komplexek reakciéi. Tovabba a
stabilitasi allandok értékeibol kovetkezo, a Gd’*-ionra vonatkozé nagy szelektivitasok is
azt mutatjdk, hogy kiilondsen a Gd(DTPA-bbBA), Gd(DTPA-tra)” és a Gd(DTPA-
bbNOPMA) komplexek koordinacios kémiai tulajdonsagaik alapjan alkalmasak lehetnek
MRI kontrasztanyagként torténd felhasznélasra vagy elényos tulajdonsagaikat kihasznalva
mas orvosi vagy bioldgiai in vivo alkalmazasok molekulainak épitékoveiként hasznalha-
tok. (Publikalt és konferencidkon bemutatott eredményeinket figyelembe véve az egyik
amerikai fejleszté cég az orvosi terapidban hasznalt *°Y komplexbe vitelére alkalmas

DTPA-bbBA tipusu ligandumok el6allitasat mar meg is kezdte.)
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