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Az értekezésben szerepld ligandumok szerkezeti képletei:
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A fontosabb ligandumok elterjedt, nem hivatalos elnevezése:
HsDTPA: dietilén-triamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav

HsEOB-DTPA: 4-((4’-etoxi)-benzil)-dietilén-triamin-N,N,N’,N** N”’-
pentaecetsav

HsBOPTA: 2-((benziloxi-metil)-dietilén-triamin- N,N,N’ N’ N”’
pentaecetsav

H3sDTPA-BMA : dietilén-triamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(metilamid)

H3sDTPA-BMEA: dietilén-triamin-N,N,N’,N*’,N’’-pentaecetsav-N,N’’-
bisz(metoxietilamid)

H4sDOTA: 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraecetsav

H3DO3A: 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-triecetsav

HsHP-DO3A: 10-(2’-hidroxi-propil)-1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-
triecetsav

HsNOTA: 1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triecetsav

HsAAZTA: 6-amino-6-metilperhidro-1,4-diazepin- N,N’, N’ N’’-
tetraecetsav

HiCyAAZTA: transz-3-amino-3-metildecahidro-1H-1,5-benzodiazepin-
N,N’,N”*,N"’-tetraecetsav

H4EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
HsCDTA: ciklohexandiamin-tetraecetsav

HePCTA: 3,6,9,15-tetraazabiciklo [9.3.1] pentadeca-1(15),11, 13-trién-
3,6,9-triecetsav
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I. Bevezetés

A ritkafoldfém-aminopolikarboxilat komplexek egyenstlyi, kinetikai és
szerkezeti sajatsagainak a vizsgalata a DE Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén mar kozel 50 éve miivelt alapkutatdsi téma. A kezdetekben
aranylag keveseket érdekld kutatdsi teriilet az 1980-as évektdl egyre
népszeriibbé valt, amikor szinte egyidejlileg kezdték kutatni, majd alkalmazni
a lantanoida(ll1) komplexeket az orvosi diagnosztika és terapia kiilonb6z6
teriiletein. A biolégiai és klinikai alkalmazasok a lantanoida(III)-ionok (Ln*")
kiilonleges magneses ¢és optikai tulajdonsagain alapultak, de néhany
radioizotopjuk sugarzasat is hasznositottak.

A paramégneses tulajdonsagokkal rendelkezé Gd**-iont a Magneses
Rezonancias Képalkotasban (MRI) alkalmazzdk kontrasztanyagként a
felvételek kontrasztossaganak novelése érdekében. Egyes lantanoida(lll)-
ionok (pl. Eu®, Sm*, Tb*, Nd*, Er** és Yb®) lumineszcencias
tulajdonsagai lehetdséget nyujtanak szovetekben vagy akér sejtekben
molekularis szinti optikai képalkotas megvalositasara (fluoreszcens probak),
valamint rendkiviil kis (10712-10* mol/dm®) koncentracioban jelenlévé
antigének kvantitativ meghatarozasara (immun-analizis). A 1""Lu, Sm és
esetén fajdalomcesillapitasra alkalmazzak.

Mivel a Ln**-ionok toxikusak és fiziologias pH-n hidrolizalnak, in vivo
alkalmazasuk csak stabilis komplexek formdjaban lehetséges. A koordinacios
kémidbol ismert eredmények alapjan a Ln3*-ionok stabilis komplexeket
képeznek elsésorban aminopolikarboxilat ligandumokkal, féként a 8
donoratomot tartalmaz6 nyiltlancak DTPA-val és az 1978-ban eldallitott
makrociklusos DOTA-val. Az 1990-es évektdl a DTPA-nak és a DOTA-nak
is tobb szarmazékat allitottdk eld, amelyek komplexeit a klinikai

gyakorlatban hasznaljak.
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A Ln®*-ionok mellett tobb mas 3 (+) toltésii fémion radioizotdpjanak
alkalmazasara is sor keriilt a Nuklearis Medicinaban, koztiik a ritkafoldfémek
csoportjdba tartozé Sc** és Y3, valamint a Ga** és In** tobb
radioizotopjanak. A Pozitron Emissziés Tomografiaban (PET) vizsgalatok
soran jelenleg leggyakrabban alkalmazott radiofarmakonok a ®F-fluoro-
dezoxi-gliikkéz (FDG), C-metionin, O-butanol és a *N-amménia. Ezeket a
radioizotopokat ciklotronban allitjak eld és a vizsgalatokban torténd
felhasznalasuk a megfeleld molekuldk jelzése utan torténik. Mivel ezeknek a
[r-sugarzd izotopoknak az eldallitdsa rendkiviil koltséges és a jelzési
folyamat lassi szerveskémiai reakciokban valdsithato meg (mikozben az
izotopok felezési ideje rovid), ezért az utobbi évek sordn komoly érdeklédés
mutatkozik az izotop-generatorokkal konnyen eléallithatd radioizotopok PET
vizsgalatokban torténd felhasznalasara. A 8Ga (t12=67,71 perc, 90% p*,
Emax=1880 keV) izotop viszonylag egyszeriien eléallithatd ®8Ge/%®Ga
generator alkalmazésaval és a jelzési folyamatok egyszerli komplexképzési
reakciokban  végbevihetok. Ezeket a  fémionokat is  tobbnyire
aminopolikarboxilat komplexeik formajaban alkalmazzak, igy a Ga®'- és
In®*-komplexek iranti érdeklddésiink a ligandumok vizsgilatan keresztiil
kezdodott.

Ugyanakkor a szervezetbe bejuttatott komplexek a testfolyadékokban levo
Cu?*-, Zn?*-, Ca®*- és Mg?*-ionokkal reakcioba léphetnek, igy ezek
aminopolikarboxilat komplexeinek a vizsgalatira is sor keriilt, hogy a
diagnosztikai célokra hasznalt komplexek €16 szervezetben bekdvetkezd
,,50rsardl” minél tobb informacidhoz jussunk.! A Gd(I11)-komplexek in vivo
stabilitasanak, illetve kinetikai inertségének ismerete az utobbi években
kiilonosen fontossa valt, mivel olyan j megbetegedéseket diagnosztizaltak,

------

,szabad” Gd*'-ion toxikus hatasaihoz kotheték. Ez a betegség a Nefrogén
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Szisztémas Fibrozis (NSF), amely Gd**-alapua MRI kontrasztanyaggal kezelt
sulyos, dializisre szoruld vesebetegek esetében alakult ki. Az NSF
kialakulasanak okai jelenleg még nem ismertek, de korabban Grobner és
felszabaduldo Gd®*-ionok toxikus hatdsaval hoztdk dsszefiiggésbe.>® Az okok
megismeréséhez elsé 1épésként ismerni kell a szabadda valo Gd**

Munkam ezekhez a teriiletekhez kapcsolodik és a kdvetkezd altalanosan

megfogalmazhat6 célok tiizhetdk ki:

e A hét funkciés csoporttal rendelkez6 CyAAZTA ¢és Gd(lI)-
komplexének vizsgalata, amely nagyobb relaxacidssebesség noveld
hatassal rendelkezhet, mint a jelenleg hasznalt nyolc funkcios csoportot

(donoratomot) tartalmazo ligandumok Gd(I11)-komplexei

e A Ga(CyAAZTA) komplex egyensulyi sajatsagainak jellemzése,
kinetikai inertségének meghatarozasa ¢s szerkezeti sajatsagainak
felderitése, valamit a %®Ga radioizotoppal torténd jelzés hatékonysaganak

tanulmanyozésa

e A szabad Ca®- és Mg?'-ionok hatasa a klinikai gyakorlatban

kinetikajara.
e A nyiltlanch Gd(DTPA-BMA) (Omniscan) és a makrociklusos

Gd(HP-DO3A) (ProHance) komplexek csontszovetekben —torténd

retencidjanak vizsgalata
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I1. Irodalmi attekintés

I1. 1. MRI kontrasztanyagok

A Magneses Rezonancias Képalkotast (MRI) az 1980-as évek kozepétol
eredményesen  alkalmazzak, amely napjainkra a leghatékonyabb
orvosdiagnosztikai képalkotd eljaras lett. A vizsgalatok soran a szervezetrdl
kétdimenzids Ti és T térképet készitenek, amelyen az egészséges €s beteg
szovetek jol megkiilonboztethetok egymadstol eltérd viztartalmuknak (a
makromolekuldkhoz kotott és a szabad vizmolekuldk szdma kiilonb6zo),
ezaltal eltéré Ti és T, relaxdcids idejiiknek koszonhetéen.* Az MRI
vizsgalatok elterjedését ¢és népszerliségét nagy felbontoképességének
koszonheti és annak, hogy segitségével kiilonbséget lehet tenni a lagy
szovetek kozott is. Ez a kiilonbség azonban elég kicsi, ezért egyes esetekben
kontrasztosabb  képre van sziikség.® A  készitett MRI  képek
kontrasztossagdnak novelése érdekében paramagneses kontrasztanyagokat
alkalmaznak, mivel paramagneses anyagok jelenlétében a szovetekben 1évo
vizprotonok relaxacios viselkedése eltér6.® A kialakitott kontraszt alapjan
megkiilonboztethetiink  Ti-kontrasztanyagokat, amelyek a vizprotonok
longitudinalis relaxacios sebességére (1/T1) gyakorolnak hatast és To-
kontrasztanyagokat, amelyek a vizprotonok transzverzalis relaxacios
sebességét novelik.

A vizprotonok longitudinalis relaxacids idejét (T1) csokkentd anyagok
foként paramagneses fémionok. A legnagyobb mértékli csokkenést az S
alaptermii, viszonylag hosszii relaxacios idejii, parositatlan elektronokkal
rendelkezd fémionok (Mn?*, Fe3*, Eu**, Gd*") eredményezik. Ezek koziil a
legnagyobb hatast Gd**-ion okozza, mivel 7 parositatlan elektronnal, nagy
magneses momentummal és kelléen hosszil elektron relaxacioés idével (107 s)

rendelkezik.’
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A vizprotonok transzverzalis relaxaciosebességét megnoveld anyagok
koziil a legjelentdsebbek a kiilonféle szuperparamagneses vas-oxid
mikrorészecskék, melyeknek mara jonéhany vegyiiletét eredményesen
alkalmazzak ~ MRI  kontrasztanyagként  (Lumirem®,  Abdoscan®,
Endorem®).81% Ezeket az anyagokat kristalyszerkezetiik alapjan a kovetkezd
osszegképlettel lehet leirni: Feo'"'OsM"O, ahol M': Fe?*, Mn?*, Ni?*, Co?*
lehet. Fizikai-kémiai tulajdonsagaikat azonban nem csak az Osszetétel
befolyasolja, hanem a szemcseméret is. A nagyobb szemcseméretli (>50 nm;
SPIO) vas-oxid mikrorészecskék a vizprotonok transzverzalis (negativ
kontraszt), mig a kisebbek (<50 nm; USPIO) a vizprotonok longitudinalis
(pozitiv kontraszt) relaxacidsebességét novelik meg jelentdsebben.

A kontrasztanyagok harmadik és egyben legijabb csoportjat képezik azok
az anyagok, amelyek kiilonféle labilis (féként —NH és —OH) protonokat
tartalmaznak, amik képesek a jelentés mennyiségben jelen 1évé vizmolekulak
protonjaival kicserélddni. Ha ez a csere lassu folyamat az NMR iddskalédjan,
akkor 'H-NMR jeliik elkiiléniil a vizprotonok jelétdl. Nagyfrekvencias
impulzust alkalmazva abban a tartomanyban, ahol a labilis protonok jele
talalhato, telités torténik, ami a vizprotonokkal torténd kémiai cserén
keresztlil megnoveli azok relaxacios sebességét. Ezek a CEST (Chemical
Exchange Saturation Transfer) anyagok, amik magukba foglaljak a szervezet

hasonlé, labilis protonokkal rendelkezé metabolitjait is.!*

11.1.1. Gd(111)-alapii MRI kontrasztanyagok

A gadolinium a lantanoida csoport eleme, elektronszerkezete
[Xe]4f'5d'6s?. A szervetlen Gd(l11)-s6-oldatok nagyon toxikusak az él6
szervezet szamara, (LD50=0,2-0,5 mmol/kg)*, mivel a Gd*" ionsugara (105
pm) hasonlé a Ca?* ionsugarahoz (114 pm), ezért a szabad Gd®*" szamos

fesziiltség-gatolt kalciumcsatorna szervetlen blokkol6ja mar nano- ¢és
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mikromolos koncentracidban is, valamint inhibitora néhany Ca?* fiiggé enzim
aktivasanak.'?

A Gd**-ion komplexalasa a megfeleld ligandumokkal jelentdsen csdkkenti
annak akut toxicitdsat. A gyakorlatban hasznalt komplexképzok koziil a
makrociklusos DOTA ¢és a nyiltlancd DTPA ligandumok, illetve ezek
szarmazékai terjedtek el leginkdbb. Napjainkban kilenc Gd**-alapu
kontrasztanyagot hasznalnak a klinikai gyakorlatban. Ezek koziil hat nem
specifikus, extracellularis Gd(IIT)-komplex (Gd(DTPA)?, Gd(DTPA-BMA),
Gd(DOTA), Gd(HP-DO3A), Gd(BT-DO3A), Gd(DTPA-BMEA)), kettd
majspecifikus kontrasztanyag (Gd(BOPTA)?* és Gd(EOB-DTPA)?) és egy
MR angiografids kontrasztanyag (MS-325). Elséként a nyiltlanca
Gd(DTPA)> (Magnevist®) lett bevezetve, melyben a Gd3*-ionhoz &t
karboxilat-O és harom amino-N koordinalodik.**° A 9. koordinacios helyet
egy vizmolekula tolti be, amely lényeges a jel novelésében a T1 stlyozott MR
kontrasztanyagok esetén.'®1® Késébb a Gd(DOTA) (DOTAREM®) keriilt
bevezetésre a klinikai gyakorlatban, amely mar joval nagyobb kinetikai
inertséggel rendelkezik .

Az MRI vizsgélatok soran a komplexeket altalaban 0,1-0,3 mmol/testsuly
kg doézisban, intravénas befecskendezéssel juttatjak a szervezetbe, ami az
injektalas helyén esetlegesen fajdalommal jarhat a jelentds ozmotikus
koncentracio-kiilonbség miatt. Az ozmotikus terhelés tovabbi csokkentésére
fejlesztették ki a GA(DTPA)? és a GA(DOTA) a toltés nélkiili valtozatait, a
Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®), Gd(DTPA-BMEA) (Optimark®), Gd(HP-
DO3A) (ProHance®) ¢és Gd(DO3A-Butrol) (Gadovist®) komplexeket,
amelyek bar 1ényegesen kisebb termodinamikai stabilitassal rendelkeznek, de
Kinetikai inertségiik csak kis mértékben csokkent. %% A semleges
molekuldkban a karboxilat csoportok szdma mar haromra csokken, mivel két

karboxilat csoportot alkoholos hidroxil- vagy amidcsoportokra cseréltek.'®
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Habar az amidkarbonil atomok is kézvetleniil a Gd**-ionhoz koordinalodnak,
a kotodésiik sokkal gyengébb, mint a karboxilatok esetén, igy ezek a
komplexek  kisebb  stabilitassal  rendelkeznek.!%1822 Az  emlitett
kontrasztanyagok a befecskendezést kdvetden egyenletesen oszlanak el az
extracellularis térben és kb. 1,5 oras felezési idovel a vesén keresztiil tiriilnek
ki.

Szervspecifikussag céljabol fejlesztették ki a lipofil csoportokat tartalmazo
Gd(EOB-DTPA)>  (EOVIST®) és  Gd(BOPTA)>  (Multihance®)
komplexeket.?® Ezek a kontrasztanyagok a majban dusulnak, igy lehetdvé
valik a befecskendezett kontrasztanyag mennyiségének csokkentése, ami a

szervezetet ért terhelés minimalizasalanak tekintetében rendkiviil fontos.

11.1.1.1. A Gd(111)-komplexek relaxivitisa

A vizprotonok Gd(III)-komplexek jelenlétében mért longitudindlis
relaxaciosebessége (1/Tions) a diamagneses (1/T1q) és paramagneses (1/T1p)

hozzajaruldsok 6sszegeként adhatd meg:

1 1
—=—+—=—+1,[Gd]
T o T 11.3.1
ahol az r1 a Gd(IH1)-komplex relaxivitasa, ami paramagneses anyag 1 mM-
os oldata altal eredményezett longitudinalis relaxaciossebesség (1/T1p)

novekedés.?* A Gd(lll)-komplexek relaxivitasa a komplexek belsd szférds

2nd )

(rj;) és kiils6 szféras (r) ), valamint a masodik koordinaciés szféras (r,,

hozzajarulasainak osszegeként adhaté meg: 2°
s 0s 2nd
L, =0+ 05+ 1 11.3.2
A klinikai vizsgalatokban jelenleg alkalmazott Gd(III)-komplexek

longitudinalis relaxacidsebesség noveld hatasdnak kozelitéleg 50%-at a

fémionhoz  kozvetleniill koordindlodé  vizmolekula  cserefolyamatai

7
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eredményezik.?® A Gd(lI1)-komplexek belsd szféras hozzajarulasat a Swift-
Connick elmélet alapjan az aldbbi egyenlettel lehet kifejezni:

A Hl 11.3.3
5555 TH +1,,

ahol q és wn a Gd*-ionhoz kotott vizmolekuldk szamat és atlagos
tartozkodasi idejét (Kex=1/tm vizcseresebesség), mig a T,7 a koordinalt
vizmolekula protonok Ti relaxacios idejét jeloli.” A 11.3.3 egyenlet alapjan a

belso szféras relaxacios sebesség noveld hatast egyértelmiien befolyasolja a

vizmolekuldk szdma (q), a vizmolekuldk atlagos tartozkodasi ideje (tm) és
belsé szféras vizprotonok relaxacios ideje (T, ). Figyelembe véve a 11.3.3
egyenlet masodik felét megallapithatd, hogy a belsd szféras hozzajarulas
mértékét hosszi élettartamit Gd* - OH, kotések esetén a vizmolekula dtlagos
tartozkodasi ideje (cserekontrolalt: Tm>>T,! ), mig rovid élettartami Gd®* -
OH; kotések soran a koordindlt vizmolekula protonok relaxacids ideje
(relaxaci6 kontrolalt: T, >>tm) hatdrozza meg. A belsd szférdban talalhato
vizmolekula protonok relaxacidja a Gd**-ionnal kialakitott dipol-dipol
kolcsonhatason keresztiil jatszodik le, amelyet befolydsol Gd** — proton
vektor reorientacios korrelacios ideje () - ami kisméretit GA(I11)-komplexek
esetében megegyezik az egész molekula rotacios korrelacios idejével - a
fémion elektron spin relaxdcios ideje (w5), a fémionhoz koordinalt

vizmolekulak atlagos tartozkodasi ideje (7m) €s a Gd-H tavolsaga (redH):

L =kif(TR,TS,Tm)

-H 6
Tin o 11.3.4
Kisméretli Gd(III)-komplexek esetében kiils6 szféras folyamatok
relaxacios sebesség noveld hatasa () akér a mért relaxivitds 50%-at is

elérheti. A kiilsé szféras hozzajarulast Freed-féle kozelitéssel?®?® lehet



Vagner Adrienn egyetemi doktori (Ph.D) értekezés

megadni, ami a paramagneses fémion elektron relaxacidés idejét és a
veszi figyelembe elhanyagolva a vizmolekuldk és a komplex karboxilat
¢s/vagy foszfonat csoportjai kozott kialakuldo H-kotést. Ezek a vizmolekulédk
egy masodik koordinacios szféraban helyezkednek el, amelyek atlagos
tartozkodasi ideje 1ényegesen hosszabb, mint amennyit a szabad transzlacios
diffazi6 alapjan becsiilhetiink. A Gd(III)-komplexek masodik koordinacids

szférdjdban  elhelyezkedé vizmolekuldk teljes relaxivitdshoz  valo

Iy L 2nd
hozzajarulasat (ry,

) Botta és munkatarsai javaslatara vezették be,*® amely
szamos Gd(III)-komplex esetében (foként amino-polifoszfonatok ¢és -
polifoszfinatok) akar 30%-a is lehet a oldészer vizprotonok

relaxaciosebességre gyakorolt hatasanak.®!

11.2.1.2 A kontrasztanyagok fejlesztésének uj iranyai

A Klinikai gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagokban a Gd**-ion 8
donoratomot tartalmazo ligandumokkal képez komplexet és a Gd**-ion 9.
koordinacids helyét egy vizmolekula foglalja el. Az emlitett komplexek
relaxivitasa (r1=4-7 mMs?) egyeldre messze elmarad az elméletileg elérhetd
100 mM*s? koériili relaxivitastol, mivel a relaxivitast befolydsold tényezok
(L/tm=10° s, 1/1r=~1010 52, 1/ 15~108 s) nem optimalisak. Intenziv kutatasok
folynak a minimalis dozis melletti maximalis relaxacids sebesség novekedés
elérésére, amelyet az ezt befolydsold tényezOk finomhangolasaval lehet

elérni®

. Az egyik lehetséges megoldds a donorcsoportok szamdnak
csokkentése, mivel a paramagneses komplexek belsd szférds relaxivitasa
(rip) egyenesen aranyos a belsé koordinacios szféraban talalhato
vizmolekuldk szamaval. A kozelmultban szamos olyan 6 és 7 donoratomot
tartalmazé nyiltlinct DTPA és makrociklusos DO3A ligandum szarmazékot

allitottak eld, amelyek Gd(IIl)-komplexei két vagy harom belsd szféras



Orvosi diagnosztikaban és terapiaban alkalmazhat6 fémkomplexek fizikai-kémiai
sajatsagainak vizsgalata

vizmolekulat tartalmaznak, de ezek termodinamikai és kinetikai sajatossagai
nem teszik lehetévé in vivo alkalmazasukat.?* Prof. Silvio Aime és
munkatarsai 2004-ben allitottak eld a 7 donoratomot tartalmazdo AAZTA
ligandumot és tanulmanyoztdk a [Gd(AAZTA)(H20)2]" relaxacios
sajatossagait és endogén ligandumokkal kialakitott kolcsonhatasait.®? A
vizsgalatok alapjan a [Gd(AAZTA)(H20)2]" komplexben talalhaté két belsd
szféras vizmolekula nem helyettesithetd bi- és tridentat ligandumokkal. A
komplex hasonlé termodinamikai stabilitassal bir, mint a kereskedelmi
forgalomban 1évé Gd(DTPA)?, viszont lényegesen jobb kinetikai inertséggel
rendekezik.*?

Az MRI vizsgalatok soran jelenleg alkalmazott kontrasztanyagok tobbsége
nem specifikus, kivéve a Gd(BOPTA) ¢és Gd(EOB-DTPA) , mint
majspecifikus kontrasztanyag és a Gadofosveset (Vasovist), mint MR
angiografias kontrasztanyag.® A szervspecifikus kontrasztanyagok jobb
felbontasu ¢€s kontrasztosabb MRI képek felvételét tennék lehetévé. Ezek
lehetnek  angiografas vagy tumorspecifikus kontrasztanyagok. Az
angiografiads kontrasztanyagok altaldban makromolekuldk, amelyek nem
diffundélnak ki a sejtk6zotti dllomanyba, ezéltal hosszabb i1don keresztiil
tartozkodnak a  véraramban. Ilyenek példdul a  liposzomalis
kontrasztanyagok®*, a polimer kontrasztanyagok® és a plazma proteinjeihez
nem kovalensen kotodé — Gd(I11)-komplexek.*® A tumorspecifikus
kontrasztanyagok a tumoros sejtek felilletén talalhatdo receptorokhoz
kotddnek, a szelektivitast a Gd(II)-komplexekhez kapcsolt fehérje
fragmensekkel vagy monoklonélis antitestekkel lehet elérni.%’

Az Un. intelligens Gd®*"-alapa MRI kontrasztanyagokkal (smart contrast
agents) megvalosithato a pH-nak®® az oxigén parcidlis nyomasanak®®*°, a
szovetek hémérsékletének*!, néhany endogén ligandum (pl. laktéit) és fémion

(pl. Ca?") koncentraciojanak*> MRI vizsgalattal torténd in  vivo
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meghatarozasa. Ezekkel a kontrasztanyagokkal feltérképezhetoek a
betegségek és elvaltozasok, a vizsgalt szervek és szovetek fizikai-kémiai
paramétereiben okozott valtozdsokon keresztiil. A szervezet homérséklet-
adataibol tobbek kozott a gyulladasos helyeket lehet beazonositani. Azok a
kontrasztanyagok, amelyek relaxivitasa pH-fiiggd, fiziologias pH
tartomanyban alkalmasak arra, hogy megkiilonboztethetévé tegyék a tumoros
(pH=5,5-7) és az egészséges szovetet (pH=7,4). Szamos betegség soran
megnovekszik az esszencidlis fémionok szdma a szervezetben, ezért az
intelligens  kontrasztanyagok egy masik csoportjat az ion-szenzitiv
komplexek adjak. Ezekben a komplexekben a Gd**-ionhoz koordinalt
ligandum szabad koordinacios helyein képesek megkotddni az endogén
fémionok, amelynek hatasara a komplex relaxivitasa megvaltozik.

Az MRI-t mas képalkoté6 mddszerrel (komputer tomografia(CT), pozitron
emisszios tomografia (PET)) kombindlva haromdienzios és mozgokép is
készithet6 a vizsgalt teriiletrol.

Kutatasok folynak teragnosztikéra (terapia és diagnosztika kombinécioja)
hasznalhat6 kontrasztanyagok fejlesztésére, ahol a jelenleg is hasznalt MRI
kontrasztanyagokat (Gd(DTPA)Z, Gd(BOPTA)?), amelyeket
tumorspecifikussa téve, a kotddést kovetéen termikus neutronokkal
sugaroznak.** A lejatszodd magreakciokban (**'Gd (n,y) %8Gd) keletkez6 -
sugarzas (max. 7,8 MeV) és Auger-elektronok (max. 41 KeV) elpusztitjak a
rakos sejteket.

A Gd*-poliamino-polikarboxildt ~ komplexek  orvosdiagnosztikai
felhasznaldasa szempontjabol tovabbi vizsgdlataikkal a jovoben egyre

hatékonyabb és biztonsagosabb vegyiiletek fejleszthetdk.
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11.1.1.3. Gd**-alapu kontrasztanyagok disszocidcidja fiziologids
koriilmények kozott

2006-ban egy korabban nem ismert betegséget diagnosztizaltak olyan
sulyos vesebetegek esetében, akiknek az MRI vizsgalatit Gd®* tartalmu
kontrasztanyaggal végezték. A betegség a Nefrogén Szisztémas Fibrozis
(NSF), amely a bér és kotdszovetek megvastagodasat okozza, sulyosabb
esetekben szamos tovabbi szervet érinthet, példaul majat, tiidot, sziv- és
vazizomzatot. A Gd®" tartalmi kontrasztanyagokkal vizsgalt sulyos
vesebetegek esetében a Gd(II)-komplexek kiiiriilése a szervezetbdl lasst
(dializis tipusatol fiiggéen akar 30-40 ora is lehet). A hosszu id6 alatt a
Gd(I)-komplexek bizonyos része disszocialhat a szervezetben kiilonb6z6
fémioncsere reakciokon keresztiil és a szabadda valdo Gd**, mint az NSF
egyik rizikéfaktora hozzajarulhat annak kialakulasdhoz.>'®% Az NSF-es
betegek  tobbségét Omniscan (Gd(DTPA-BMA)) kontrasztanyagot
alkalmazva vizsgéltdk, amelynek stabilitdsa kisebb, disszociacid sebessége
lényegesen nagyobb, mint amit a makrociklusos DOTA ¢és szarmazékai
Gd(I11)-komplexei esetében megallapitottak.*® Az NSF kialakulasanak pontos
oka eddig nem ismert és ennek megallapitasahoz meg kell hatarozni, hogy a
kiilonbozé Gd** tartalmti kontrasztanyagokbol milyen mennyiségben és
sebességgel valik szabadda a Gd**-ion, majd az milyen formaban keriil a
testfolyadékokba. A legujabb vizsgalatok eredményei alapjan tobbszori Gd*-
alapti kontrasztanyaggal végzett MRI vizsgalatot kovetdéen gadolinium
felhalmozodast észleltek olyan betegek agyaban is, akik normalis
vesefunkcioval rendelkeztek.*>®4" A Gd**-ion él6 szervezetben vald
felhalmozodasat 1ényegesen befolyasoljak a Gd(III)-komplexek egyensulyi,
kinetikai és farmakokinetikai sajatossagai.

Néhany évtizede még tigy tiint, hogy a ligandumok Gd**-ionnal és néhany

endogén ionnal alkotott komplexeinek stabilitdsi allandojanak ismerete
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elegend6, hogy jellemezziik a kontrasztanyagokat, am nem sokkal kés6bb
kideriilt, hogy a Gd(IlI)-komplexek kinetikai inertsége is legalabb annyira
fontos tényezd, mint az egyensilyi sajatsagok.*®*° Korabban a komplexek
fizikai-kémiai sajatsagait a fiziologias koriilményektdl tavol hataroztak meg
(egyensulyi tulajdonsagokat 25°C, 0,1 M KCI vagy (CH3)sNCI ionerésségek
mellett318°0 kinetikai sajatsigokat 1 M sosavas kozegben vagy nagy
foszfatkoncentracio mellett).?® A testfolyadékokban tartdzkodo Gd(III)-
komplexek az endogén fémionokkal, mint a Zn?*, Cu?®" Ca®" vagy Fe*'
kicserélédési reakciokba léphetnek, ekkor a Gd*'-ion nem iiriil ki a
szervezetbdl, kiilonb6z6  fehérjékkel kialakitott viszonylag erdsebb
kolcsonhatasanak és a GdPOs, esetleg Gd(CO3)z rosszul oldédd csapadék
levalasanak kovetkeztében. A Gd(POs) akkumuldlodhat a csontokban a
hidroxiapatittal —mutatott nagymértékli hasonléosdga miatt. Korabbi
allatkisérletek alapjan a Gd(lll)-komplexek kiiiriilése a csontszovetekbdl
lassabb, mint a szervekbdl ¢és egyéb szovetekbdl. White ¢€s tarsai a
Gd(DTPA-BMA)-val kezelt, csipdmiitéten atesett betegek csontjaiban 2,5-4-
szer tobb gadoliniumot talaltak, mint a Gd(HP-DO3A)-val kezelt betegek
csontjaiban.®® Ellenben Darrah és tarsai 4ltal vizsgalt csipécsontokban a
gadolinlum mennyisége nagyon hasonld volt a Gd(DTPA-BMA) ¢és a
Gd(HP-DO3A) kontrasztanyaggal kezelt betegek esetében, ugyanakkor az
altaluk hasznalt mérési modszerrel nem tudtak kiilonbséget tenni a szabad és
a komplexben kotott Gd®* kozott.>?

Ennek ismeretében kutatdocsoportunkban korabban tanulményoztak hét,
klinikai gyakorlatban hasznalt, Gd**-alapi MRI kontrasztanyag (Gd(DTPA-
BMA), Gd(DTPA)>, Gd(BOPTA)>*, Gd(EOB-DTPA)*, Gd(DOTA),
Gd(HP-DO3A) és Gd(BT-DO3A)) fizikai-kémiai sajatossagait fiziologiashoz
kozeli koriilmények mellett (25°C és 37°C, 0,15 M NaCl). Vizsgaltak a
ligandumok endogén fémionokkal képzett komplexeinek és a Gd(III)-
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komplexek Cu?*-, Zn?*- és Eu*-ionokkal lejatszodo cserereakciok sebességét
kis endogén ligandumok (citrat, foszfat, karbonat, laktat és hisztidin) jelen- és
tavollétében. Vizsgalataik alapjan az egyensulyi sajatsagok 25- és 37°C-on
gyakorlatilag megegyeznek.

Fiziolégiashoz kozeli feltételek mellett a Gd(DTPA) szarmazékok
disszociacids reakcioi dontden a kis endogén ligandumok (citrat, foszfat és
karbonat) altal katalizalt uton, vegyes ligandumi komplexek képzddésén
keresztiil mennek végbe.>® Ezzel szemben a Gd(DOTA) szarmazékok
jatszodnak le tobb nagysagrenddel lassabban, mint a Gd(DTPA)? esetében.
Korabbi eredményeik ramutattak, hogy stlyos veseelégtelenségben szenvedd
felezési ideje (GA(DTPA-BMA: t10=9,3 o6ra, Gd(DTPA): t10=68,7 ora)
Osszemérhetd a kitiriilésiik felezési idejével, mig a makrociklusos GA(DOTA)
szarmazékok esetén a disszociacié sebessége tobb nagysagrenddel kisebb,
mint a kitirtilés sebessége.

A fontosabb endogén fémionok és ligandumok®, valamint a Gd(Ill)-
altalunk meghatarozott, illetve az irodalomban fellelhetd® egyensulyi
allandokat felhasznalva egy egyszeriisitett plazmamodellt készitettiink (20
komponens és 350 részecske, amelyek koziil 8 rosszul oldodik (pl. GA(POa),
Gd2(CO3)3) (11.3.1.3.1 tablazat).
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11.3.1 tablazat A plazmamodellben hasznalt komponensek koncentracioi

Komponensek Koncentrz’gci() Komponensek Koncentrz'l3ci6

(mol/dm?) (mol/dm?)
Ca?* 2,5%x103 Albumin 6,8x10*
Zn?* 1,0x10° Transferrin 3,1x10°
Cu® 1,0x10® Citrat 1,1x10*
Gd®* 3,5x10™ Laktat 1,82x10°8
Alanin 3,7x10* Malat 3,56x10°
Cisztein 2,3x10° Szukcinat 4,2x10°
Glutamat 4,8x10° Karbonat 2,5x1072
Glicin 2,43x10™ Foszfat 1,0x10°°
Hisztidin 8,5x10® Kelatképzo 3,5x10*

Lizin 1,78x10*

A részecskeeloszlasra végzett szamitasok szerint fiziologias pH-n csak a
foszfation képes versenyezni az amino-polikarboxilat ligandumokkal.>® Az
egyszerisitett plazmamodell felhasznéalasaval 0,5 mM Omniscan jelenlétében
az egyensulyi részecskék eloszldsara szamitasokat végeztiink, amely alapjan

a Gd(DTPA-BMA) 17%-a disszocial GAPO4 képzddése mellett.

100 -
£ 80 Gd(DTPA-BMA)
2 —
S 60 |
w
L)
2 a0 Gd(PO4)s;
T
© 20
0 I T T T T 1
6 6,5 7 7,5 8 8,5 9

pH

([Gd(DTPA-BMA)]=0,35 mM, 0,15 M NaCl, 37°C)
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kdszonhetden Ca(DTPA-BMA) komplex formajaban van jelen. A Ca(DTPA-
BMA) képzddését kapillaris elektroforézissel korabban csoportunkban
kimutattdk.®® Figyelembe kell azonban venniink, hogy a részecske
szamolasokat egyensulyt feltételezve végezziik, amely €16 rendszer esetén
nem alakul ki a kontrasztanyagok vesén keresztiili kiliriilése miatt.

A szabad Ca®*- és Mg?*-ionok koncentracidja a testfolyadékokban igen
magas, Osszemérhetd az injektalt kontraszanyagok koncentraciojaval,

valamint a szabad Ca?*- és Mg?*-ionok kis stabilitasti kétmagvii komplexeket

képezhetnek a  Gd(IIl)-komplexekkel, amely folyamat elvben a

rrrrrr

1. 2. A gallium kémiaja

A gallium a periddusos rendszer 13. csoportjaba tartozo nem esszencialis
fémion, az elektronszerkezete [Ar]3d'%4s?4pt. Szinte kizarolag a +3 oxidacios
allapotban van jelen, de létezik +1 oxidacios allapota is, ami elemi galliumma
és Ga®*-ionn4 diszproporcionalédik. Ahogyan a 13. csoport tbbi tagja, ugy a
gallium is erésen hard sav (kis ionsugir: Ga®": 0,62 A; viszonylag nagy
toltés), tehat ionos, nem polarizalhatdé hard donoratomokat (N- és O-
donoratomok) tartalmazé ligandumokkal alakit ki erds kotéseket.
Koordinacios tulajdonsagai alapjan foként a karboxilat, foszfinat, fenolat,
hidroxamat és amin funkcids csoportokat tartalmazé ligandumokkal képez
termodinamikailag stabilis komplexeket, de a tiolok is jol koordinal6dod
csoportnak bizonyultak. A kis kationsugarnak koszonhetéen a Ga®*-ion foleg
hatos koordinaci6ju torzult oktaéderes geometriat alakit ki. A kevésbé zsufolt
Otds (négyzetes piramis vagy trigonalis bipiramisos) és négyes (tetraéderes)
koordinacioju  Ga(lll)-komplexek elektronos és sztérikus okok miatt

érzékenyebbek a nukleofil tamadasra, kiilondsen fiziologias koriilmények
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t.% A gallium altalanos koordinaciés kémiaja nagyon hasonlé a Fe®'-

kozot
ionéhoz, emiatt jelentds affinitdst mutat az ¢€l6 szervezetben jelenlévd
transzferrinhez, illetve mas vas transzporter proteinekhez. Ez azt
eredményezi, hogy kis stabilitasa Ga(lll)-komplexek a transzferrinel
lejatsz6dod kompeticios reakcioban disszocialnak in vivo koriilmények kozott.

A gallium hidrolitikus hajlama erés (Ga(OH)x x=1 logKi=-2.41, x=2

logK2=-3,51, x=3 logKs=-4.71, x=4 logKs= -6.24).>’

Ga(H,0)3* + H,0 = Ga(OH)(H,0):* + H;0 1.2.1
Ga(OH)(H,0):* + H,0 = Ga(0H),(H,0)} + H,0" 11.2.2

Ga(OH),(H,0); + H,0 = Ga(OH);,, + H;0" + 3 H,0 11.2.3
Ga(OH) g, + OH™ = Ga(OH)} 11.2.4

Vizes oldatokban a hidratalt Ga®*-ion csak savas kozegben stabil. A
megfeleld donoratomok hianyaban a pH novelésével (pH~3) megindul az
oldhatatlan gallium-trihidroxid csapadék képzédése (I1.2.1-3. egyenlet),
amely amfoter jellegli, lagos kozegben (pH>7) gallium-tetrahidroxo
kompexként —gallat- [Ga(OH)4] képzédése mellett oldodik. (11.2.4. egyenlet)

Napjainkban a Ga* kiilonbozd izotopjait elterjedten alkalmazzak az
orvosi diagnosztika €s terapia kiilonb6zd teriiletein, foként rdkos sejtek
kimutatasara és kezelésére, valamint a Ca?*-ion és a csontmetabolizmus
folyamatainak nyomkovetésére. Allatkisérletek sordn a szervezetbe juttatott
%8Ga (Ga(citrat) formajaban) a rosszindulati sejtekben halmozodott fel, amit
utdbbi rakos sejtbe torténd bejutasaval értelmeztek.”® Ezek az eredmények
vezettek a %’Ga (y, t1/2=78,3 éra) izotop SPECT vizsgalatokban torténd

felhasznalasahoz rosszindulatli daganatok rutinszerli diagnosztizalasaban.
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Jelenleg 30 kiilonboz6 gallium izotdp ismert, ezek kozil két stabil, nem
radioaktiv természetes izotopja (°Ga és a "'Ga) van. Radioaktiv izotopja a
természetben nem talalhatd, valamint ezek koziil csak a %°Ga, 8’Ga és a Ga

radionuklidokat hasznalja a nuklearis medicina.>®

11.2.1. A gallium izotopjainak eliallitasa

A %Ga ciklotronban allithato eld ®Zn (p, 2n) — %Ga reakcioval.
Besugarzasa utan a galliumot a megfelelé savval (pl. HCl) kioldjak, majd
oldészer/oldoszer extrakcidval, ioncserés kromatografiaval vagy extrakcios
kromatografiaval tisztitjdk az eluenst.® A ®'Ga izotop tiszta y-sugarzo és a
bomléasa soran elektronbefogassal stabil ®'Zn-¢ alakul. Szdmos kiilénbozd
energiaju gamma fotont emittal 93 keV (36%), 185 keV (20%), 300 keV
(16%) és 394 keV (5%) energiaval.

A %Ga izotép pozitron emisszion (89%) és elektron befogason (11%)
keresztiil bomlik 67,7 perces felezési idével. A rovidebb felezési idonek
koszonhetden a nagyobb dozis sem jar nagyobb sugarterheléssel a betegek
szdmara. A radioizotop nagy energidjanak (Eg+max=1.89 MeV) kdszonhetden
jobb felbontast biztosit, mint a leggyakrabban hasznalt PET izotép, a °F.
Felezési ideje elegendéen hosszii a komplexek gyartasahoz, tisztitasahoz és a
kép felvételéhez, tehat alkalmas radiofarmakoldgiai felhasznalasra. A 8Ga
izotopot 8Ge/*®Ga generatorban (t12=270,8 nap) allitjdAk eld ionos vagy
komplex formajaban. A generator altalaban egy kromatografids kolonnabol
és egy oldoszer rendszerboél all, igy végrehajthaté a %8Ga gyors, hatékony és
szelektiv elucidja. A legfontosabb szempontok az izotop kémiai formaja és a
koncentracidja a generatorrdl torténd eliiciot kdvetden, tovabba az, hogy az
eluens kevés %8Ge izotopot és egyéb, a generatorbdl szarmazé szennyezédést

tartalmazzon.
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Szamos kiilonbozé szervetlen és polimer alapt allofazisa *Ge/*®Ga

t.%1 A szervetlen alapu kolonnak anyagai fém-oxidok, mint

generator ismer
példaul az Al,Os, TiO2 vagy SnO-. Legelterjedtebben alkalmazott ®3Ge/*®Ga
generatorokban a ®8Ge anyaelemet 6n-oxid alapu toltet hordozza, amelyrdl a
%8Ga 70-80%-a elualhaté 1 M sosavval 10°-10%-0s %8Ge attorés mellett.®
A napjainkban alkalmazott legujabb berendezésekben az allofazis pirogallol-
formaldehid kopolimer gyanta, amirdl 5,5 M sésavval elualjdk az izotopot.
A jelenleg forgalomban 1év6 8Ge/%®Ga generatorok tovabbi fejlesztésekre
szorulnak, mivel az eluatum még mindig nem elhanyagolhaté6 mennyiségben
tartalmazza a hosszl felezési idejii %®Ge anyaelemet, amely stabil %8Zn
izotopra bomlik. A generdtor tartalmazhat "'Ge izotopot, amely
elektronbefogassal stabil "*Ga izotoppa bomlik, amelynek mennyisége még a
%87n mennyiségét is meghaladhatja. Az eluatum egyrészt Ti(IV)- és Fe(lll)-
szennyezéseket is tartalmazhat, masrészt az elicidhoz viszonylag nagy
térfogatu tomény sosav sziikséges, ami miatt nem alkalmazhato kozvetlentil
jelolésre. A fent emlitett tényezok miatt az eludtummal tovéabbi tisztitasi
Iépéseket kell végrehajtani a kiillonb6zé fémszennyezések és a

savkoncentracid csokkentése érdekében.

I1.3. Nuklearis medicina

A nuklearis medicina teriilete a radioaktiv izotopokkal végzett orvosi
diagnosztikai, terdpids ¢és kutatasi eljarasokat foglalja magédba. Az
alkalmazott radioaktiv izotoppal szembeni altalanos kovetelmény, hogy az
altala emittalt részecskék ne nyelddjenek el a szovetekben, hanem a testbol
kijutva minél nagyobb szadmban detektdlhatoak legyenek. Terapids
alkalmazas esetén ez forditott, mert a kedvezo az, ha az emittalt részecskék

lokalisan maradéktalanul elnyelddnek.
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Napjainkban szdmos fémiont alkalmaznak az orvosi képalkoto
eljarasoknal, hogy javitsak a diagnosztika hatékonysagat, jobban
feltérképezhetoek legyenek a betegségek koros molekularis folyamatai,
jellegzetes biokémiai valtozasai. A diagnosztika mellett egyre elterjedtebben
alkalmazzak a kiilonb6z6 fémkomplexeket a rakos daganatok célzott
molekularis kezelésére. A kiilonbozé fémionok orvosi alkalmazasa soran
azonban figyelembe kell venni azok toxicitasat, illetve hidrolitikus
hajlamukat, amiért nyiltlancG és makrociklusos aminopolikarboxilat
kelatkomplexek formdjdban alkalmazzak Oket. A  diagnosztikaban
alkalmazott radioizotopoknal elényt jelent, ha annak felezési ideje
megfeleléen rovid, ha tiszta gamma- illetve rontgensugarzéak, szamos
farmakon jel6lésére alkalmasak viszonylag egyszeriien, valamint nem tal
koltségesek és konnyen hozzaférhetéek.

Az Egyszeres Foton-emisszios szamitogépes tomografia (Single Photon
Emitted Tomography) SPECT vizsgalatok soran tetszdleges metszésiranyti
szeletek radioizotop-eloszlasat allitjak eld szamitogéppel, sok iranybol
késziilt vetiileti képekbdl. A jel létrejottéhez egy 70 keV-nal nagyobb
energidju fotonra van sziikség, mert ezeknek elég nagy hanyada jut ki az ¢l6
szervezetbdl ahhoz, hogy detektalni lehessen 6ket. A képalkotas, valamint a
sugarterhelés szempontjabdl a legkedvezébb a 80-200 keV energidju
fotonokat emittalo radionuklidok alkalmazasa. A %’Ga, a In, a ®™Tc és a
201T] y-sugarzd izotopok, ezért hasznalhatoak a SPECT-nél.®* Ezeknél a
vizsgélatoknal a jeloletlen farmakonok 4&ltalaban porampulla formajaban
allnak rendelkezésre €s a generatorbdl nyert izotdppal elegyitve, megfeleld
inkubacids idd utan barmikor alkalmazhato a sziikséges radiofarmakon.

A pozitron emisszios tomografia (PET) napjaink egyik legérzékenyebb
noninvaziv képalkotd eljarasa, melynek segitségével egyediilalld képet

kaphatunk az €16 szervezetben lejatsz6dd biokémiai folyamatokrol. A PET
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vizsgalatok sordn a pozitronsugirzod (B*-sugarzé) radioizotoppal jelzett
farmakon eloszlasat vizsgdljadk. A pozitron az emissziot kovetden
megsemmisiil, és két egymassal ellentétes iranyban szétszallo (kb. 180°) vy-
foton keletkezik, amelyet a gytirti alakban elhelyezett detektorsereg (in. PET-
kamera) segitségével detektalnak, majd a keresztmetszeti sikok radioizotop-
eloszlasat szamitogéppel allitjak els.®

Napjainkban a 8F, IC, 0 és N izotopokat hasznaljsdk a PET
vizsgalatok soran, koziilik is a leggyakrabban a !8F radioizotopot. A
,biolégiai” pozitron-sugarzo izotdpok, mint a C, 0 és BN tokéletesek
kiilonbozé biomolekuldk jeldlésére, mivel anélkiil kapcsolodnak a
molekulakhoz, hogy barmilyen kémiai véltozast okoznanak benne. Ezek az
izotopok rovid felezési idOvel birnak, ezért a klinikai vizsgdlatok soran a
helyszinen kell eldallitani 6ket, ami miatt a vizsgalatok rendkiviil koltségessé
valnak. Emiatt Gjabban az érdekl6dés olyan B*-sugarzé izotdpokra iranyul,
amelyek generatorban eldallithatoak eld. Ilyen radioizotép a %®Ga, 8Rb és a
2Cu, amelyeket ®Ge/®®Ga, 82Sr/f?Rb és %2Zn/%?Cu generatorokban
készitenek.%® Ezek koziil foleg a ®Ga izotopra iranyul nagy érdeklddés,
koszonhetden kedvezd tulajdonsagainak.

A radionuklid terapia az ¢él6 szervezeten belili  szelektiv
anyagmegkotddésen alapul. A terdpids hatds az elemi részecskék helyi
energiaatadasan mulik, elsGsorban elektronokrol (amik szarmazhatnak f-
(Y, 'S¢, 7Lu), vagy lagy vy-sugarzo radionuklidokbol), vagy a-
részecskékrél (?1?Bi, 22Ac) lehet szo6. A terdpias hatds a részecske
energiajatol, illetve az effektiv felezési idotél fiigg.®® Elonyiik, hogy kevés

mellékhatassal jarnak és a terapids hatés altalaban hosszu id6tartamu.
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11. 3.1. A gallium(l11)-komplexek orvosdiagnosztikai felhaszndldsa

Az orvosdiagnosztikdban alkalmazott komplexek két csoportra
oszthatéak: az egyikbe az un. gallium esszencialis radiofarmakonok
tartoznak, amelyek fémion nélkiil nem tudjak a komplexet a megfeleld
szOvetbe juttatni, a masik csoport a gallium-jeldlt radiofarmakonok, azaz a
bifunkcios komplexek, amelyeknél a molekula célba juttatasaért egy
bioldgiai vektor felel.

A gallium esszencidlis radiofarmakon a gallium szcintigrafidban
alkalmazott %’Ga-citrat, amelyet gyulladasos fertézések kimutatésara, szerzett
immunhidnyos betegségek megéllapitdsara, ismeretlen lazas betegségben
szenvedd felndttek vizsgalatara, illetve nem utolsd6 sorban limfémaban
(Hodgkin és non-Hodgkin limfomék) szenvedd betegek vizsgalatara
hasznaljak. A ®'Ga izotop dusulasanak mechanizmusa még nem ismert
pontosan, valoszinlileg a gyulladdsos részben jelenlévd makrofagok és
granulocitak altal kivalasztott laktoferrin tudja megkdtni, valamint Fe*
szerkezeti analogként a transzferrin receptorokon keresztiil akkumulalodhat.
A baktériumok altal termelt sziderofor is hozzdjarul a kotéshez. A beadast
kovetden az izotdp 70%-ban plazmafehérjékhez kotédik, 30%-ban pedig a
transzferrinhez és a haptoglobinhoz.

A bifunkciés ligandumok tartalmaznak egy fémkotd helyet (kelatképzot)
¢és egy vektort (peptidet, antitestet stb.), ami a biospecifitast biztositja és egy
horgony csoporton at kothetd a kelatképzohoz.

A radiofarmakolégiaban a ®8Ga  komplexdldsira  alkalmazott
kelatképzének tobb szempontnak is meg kell felelnie: termodinamikai
stabilitas, kinetikai inertség, szelektivitdis a Ga**-ionra, gyors és hatékony
ligandumszintézis és komplexképzédés. A Ga®* és Fe®* hasonlosagabol
kifolyolag az eldbbi is képes a transzferrinhez ko6tddni, ezért szamolni kell a

szervezetben lejatszodhatd ligandumcsere reakciora a Ga(lll)-komplex és a
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transzferrin  kozott. A transzferrin  egy 80000 Da molaris tomegi
plazmafehérje, amely két Fe®* kotd résszel rendelkezik®’, és nagy az
affinitasa a Ga(IlI)-hoz is®®7°. A vasionok karboxilat tartalmi anionokkal (pl.
COs, oxalat, malonat vagy nitriloacetat) asszocialva kotddnek®’, mint
ahogyan a galliumion is.3*830 Az atlagos vérszérum bikarbonat koncentracio
mellett a logf1= 20.3 és logf= 39.6 a Ga(lll)-ra és log f1 = 22.8 és log fo=
44.3 a Fe(l11)-ra.®8

A tobbfogu, makrociklusos poliamino-polikarboxilat ligandumok jelzése
lassu folyamat, amely alatt végbemehet a Ga(Ill) gyors hidrolizise. A
gallium-trihidroxid képzddésének kivédésére a jelzés soran gyenge
komplexképz6 ligandumokat alkalmaznak, mint példaul a citrat, acetat vagy
oxalat.”

A Dbifunkciés molekuldban horgonycsoportnak 4ltalaban  karboxilat
csoportot vagy aktivalt észter csoportot, izotiocianatokat, maleimideket
alkalmaznak.”? A konjugéltatast a hagyomanyos réz(I) katalizalt azid-alkin
Huisgen 1,3-dipolaris cikloaddicios ,.click” kémiaval ( 1,2,3-triazol gylr(i
kialakitasa) vagy az ujabb rézmentes rakciokkal, mint az azid-alkin
cikloaddicio és a Diels-Alder click reakciokkal végzik.® A legtobb
biomolekula a szervezetben a szomatosztatin receptorhoz (SSTR) kotddik.
Az SSTR jelen van az egészséges szervezetben is, de felhalmozodik a
kiilonb6z6 rakos sejtekben is foleg a neuroendokrin tumorokban példaul
emlo- és prosztatardk, rosszindulatii limfomak esetén. A legfontosabb SSTR
—peptid konjugatumokban az oktreotid vagy annak szarmazéka talalhat6.

Az utobbi években kiilonb6zo szerkezetii kelatképzoket javasoltak in vivo
hasznalatra. A %®Ga és ®’Ga izotopok komplexalasara a hard donoratomokat
tartalmazo polidentat ligandumok a legmegfelelébbek. A legkiemelkeddbbek

a nyiltlanct ligandumok ko6ziil HBED, dedpa és a desferoxamin, mig a
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makrociklusosok kozil a DOTA ¢és NOTA ligandumok, illetve ezek
szarmazgékai.

A desferoxamin a Ga**-ionnal még stabilabb komplexet képez, mint a
Fe3*-ionnal, a ligandum képes a galliumot a transzferrinbél eltavolitani.”* A
Hzdedpa idealis a ®8Ga izotophoz, a jelzés szobahémérsékelten is kevesebb,
mint 10 perc alatt lejatszodik, illetve szérumbeli stabilitasa is kivalo.” A
CP256 ¢és annak bifunkcios valtozata az YMI103 nyiltlancu tripodalis
trisz(hidroxipiridinon) ligandumok, amelyek 5 percen beliil komplexet
képeznek a %®Ga izotoppal, valamint az allatkisérletek alapjan a komplex in
vivo tulajdonsagai is kitiinéek.”®

Irodalmi adatok alapjan a makrociklusos ligandumokkal alkotott Ga(III)-
komplexek tobbnyire termodinamikailag stabilabbak ¢és kinetikailag
inertebbek’”’®, mint a nyiltlanc ligandumokkal alkotott komplexek.®® A
nyiltlanct ligandumokkal alkotott komplexek viszont sokkal gyorsabban
képzOdnek, akar szobahdOmérsékleten is (15 perc), mint a makrociklusos
komplexek, amelyek esetenként 60-95°C hémérsékleten is csak 30-90 perc
alatt alakulnak ki. Ennek féleg a hémérsékletérzékeny molekulak vagy a
rovid felezési idejii izotopok esetén van jelentdsége. A *8Ga-jelolt
szomatosztatin analoggal konjugilt DOTA szarmazékokat intenziven
tanulmanyoztak, kdszonhetden a neuroendokrin tumor képalkotasban elért jo
eredményeknek. Ellenben a NOTA ligandum tiregmérete sokkal ideélisabb a
Ga*-ion méretéhez (logKcanota=31,0)"8, mint a DOTA iiregmérete
(logKGapoTa=26,05)"7, ezért intenziv kutatasok folynak NOTA szarmazékok
szintetizalasara és komplexeik jellemzésére.t Napjainkban a %Ga izotoppal
jelzett %8Ga-DOTATOC, %Ga-DOTATATE, ®%Ga-DOTANOC bifunkcios
komplexeket mar a klinikumban alkalmazzdk a neuroendokrin tumorok
feltérképezéséhez, de NOTA alap bifunkcios ligandumokat is vizsgaltak
mar az irodalomban. A %Ga-NOTA-RGD-vel, illetve a NOTA foszfonat
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szarmazékaival ([NOPO]-RGDfK) ¢és [%Ga]-NOPO-NOC) is folynak
kutatasok.

Notni és munkatarsai néhany évvel ezel6tt i) NOTA alapu ligandumokat
fejlesztettek ki, amelyek oldallancban foszfinat csoportot tartalmaznak.885 A
triazaciklononan-trifoszfinat  (TRAP)  ligandum  szamos  elényds
tulajdonsaggal rendelkezik, ugyanis a vizsgalatok alapjan gyorsan és
szelektiven koti a ®Ga-ot, a képz6dd komplex nagy stabilitdssal bir, valamint
a ligandum konnyen konjugalhatd biomolekulaval. A TRAP-peptid
konjugatum ®Ga izotéppal torténd jelzése kivaléan reprodukélhatd és
specifikus aktivitasa 10-20-szor nagyobb, mint a NOTA- és DOTA-
peptideké.®* Napjainkra mar szamos TRAP szarmazékot allitottak eld és
vizsgaltak meg. A TRAP-Pr ligandum %Ga jelzése szobahdmérsékleten, nagy
pH tartomanyban (akar pH<I) végbemegy, ami azt jelenti, hogy a *3Ge/®Ga
generatorrdl torténd elualds utdn a tiszta eluens kozvetlen hasznéalhatod

8 A %Ga-PCTA komplex gyors képzdédésének és kivalo in vivo

jelzésre.
stabilitdsdnak koszonhetden, szintén remek lehetdséget nyujthat tovabbi
szarmazékok fejlesztéséhez.%’

Csoportunkban korabban vizsgaltak a hétfogu szemi-makrociklusos
AAZTA ligandumot, illetve annak Ga®*-ionnal alkotott komplexe
termodinamikai stabilitasat és kinetikai inertségét.88 Az AAZTA ligandumot
nem lehet besorolni sem a nyiltlancu (pl. DTPA), sem a makrociklusos (pl.
DOTA) ligandumok kozé¢, mivel rendelkezik mindkettd eldnyds
tulajdonsagaival, ugyanis egy viszonylag rugalmas, egyben rendkiviil
elészervezett koordinacios iirege van.%® A ligandum konnyen eléallithato és
megfeleléen nagy stabilitdsu komplexet képez tobb fémionnal is. A
Ga(AAZTA) komplex kinetikai inertsége kisebb, mint a Ga(NOTA) vagy
Ga(DOTA) szarmazékoké, de a felezési ideje még igy is 20-szor nagyobb

(ti2=21 h), mint a ®Ga izotop bomlasi ideje.?® E ligandumnak mér tobb
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szarmazekat eldallitottak, amelyeknél egy karboxilatcsoportot tavolitottak el
az exociklusos-N atomrol, igy kaptak a DATA vegyiiletcsaladot, amely tagjai
a %Ga izotoppal képzett komplexei szintén elényds radiofarmakologiai
tulajdnosagokkal rendelkeznek.*® Az AAZTA szarmazékok %8Ga izotoppal
alkotott komplexeinek vizsgalata viszonylag 0j teriilet, ezért a témaban még

kevés szam publikaci6 sziiletett.
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I11. Alkalmazott modszerek és kisérleti koriilmények
III.1. A CyAAZTA ligandum fémkomplexeinek egyensulyi vizsgalata

Az  amino-polikarboxilat  ligandumokkal képz6dé  fémkomplexek
egyensulyi sajatsagaink tanulmanyozasara az egyik leghatékonyabb a pH-
potenciometrias titralas, mivel a komplexek képzddése soran a fémion és a
kiilonb6zé  protonaltsdgi  fokt ligandum  kolcsonhatasa  1ényegesen
befolyasolja az oldat H'-ion koncentracidja. A fémkomplexek stabilitasi
allandoinak kiszamitasahoz ismerniink kell a ligandum protonalodasi
allandoit, amelyeket az aldbbi egyenlettel ¢és egyenstlyi dallandoval
definialunk:

Hiil + H = HiL
P L _
T IH, LA i=12... 1.3.1

definialjuk:
M+L = ML

_[ML]

MHiiL + HY = MHiL
_ [MHL]
MH,L _m i=12.... 111.3.3
A nagyobb pH értékeknél bekovetkezhet a fémionhoz kozvetleniil
koordinalt vizmolekula deprotondloddasa vagy a gyengén koordinalt
donoratom OH™-ionnal valo szubsztitucidja. A képz6dd vegyes hidroxo-

komplexek stabilitasat és protonalodasat az alabbiak szerint definialjuk:
M+ L + OH = ML(OHYy 11.3.4
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B - [ML(OH)]
T IMIILIOHT]

M(L)OH + H* — ML + H:0

Ky, = [MLEI 11.3.5
* [M(L)OH][H']

Kozvetlen pH-potenciometrias titralassal csak a viszonylag gyorsan
kialakuldo egyensulyi folyamatok tanulmanyozhatok. Azonban szédmos
fémkomplex képzddése nagyon lassu és igy kozvetlen kovetésiik nehézkes.
Ezekben az esetekben a tirdlasi pontoknak megfelelé dsszetételii, 1-3 cm?®
térfogatil kiilonmintdkat készitlink és az oldatok pH értékeit az egyensuly
bealltat kdvetden mérjiik. A nagy stabilitdsu fémkomplexek képzdodése akar
100%-ban is lejatszodhat pH<2 tartomdnyban, ahol a pH iivegelektroddal
tortén6 mérése meglehetdsen bizonytalan. Sok esetben a fémionok és
ligadumok spektralis sajatsagainak koszonhetéen lehetéség van a ligadumok
protonalodasi €s komplexképzési folyamatainak spektroszkdpids vizsgalatara.

Az UV-lathaté spektrofotometrids méréseket a pH>12 tartomanyban
bekovetkezd ligandum protonalddasi-deprotonalodasi, valamint pH<2
esetében lejatszoddo  komplexképzédési folyamatok tanulmanyozasara
alkalmazzuk. Az NMR aktiv magok kémiai eltolodas valtozasa alapjan ezek a
folyamatok NMR-spektroszkopiasan is kovethetéek. Mindkét modszer
eredményei alapjan szamitott egyensulyi allandok hibaja Iényegesen

nagyobb, mint a pH-potenciometrias mérésekbdl szarmazoké.

111.2. A Ga(CyAAZTA) és GA(CyAAZTA) komplexek fémioncsere
reakcidinak kinetikai vizsgalata

A fémkomplexek kinetikai inertsége fémioncsere reakciokon keresztiil
kozvetleniil tanulmédnyozhaté. A fémioncsere reakciokat allandé pH-ra

pufferolt oldatban, alland6 ionerdsség mellett, pszeudo-elsérendii feltételek
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megteremtése ¢érdekében a kicseréld fémion vagy a fémkomplex nagy
feleslegét alkalmazva vizsgalhatjuk. A Ga(lll)- és Gd(III)-komplexek Cu?*-
ionnal lejatsz6do fémioncsere reakcidi spektrofotometridsan
tanulmanyozhatéak a képz6dé Cu(ll)-komplexek eltérd fényelnyelésének
koszonhetéen. A Gd(III)-komplexek diamagneses fémionokkal (Zn?*- és
Ln®-ionok) torténé cserereakcidja 'H-NMR relaxometrids modszerrel
kovethetd, mivel az oldoszer vizprotonok relaxacios sebessége lényegesen
eltér szabad és komplexben kotdtt Gd3*-ionok jelenlétében.

A Ga(lll)- és Gd(IIT)-komplexek Cu?*-ionnal lejatszodo cserereakcidinak
sebessége, a kicseréld fémion nagy feleslegének alkalmazasakor az alabbi
sebességi egyenlettel adhatd meg:

d[ML],
— K,MLL  (M=Ga®* ¢s Gd*) 11.3.6

ahol kg a pszeudo-elsérendii sebességi allando, [ML]; az ML (M=Ga** vagy
Gd®") részecskék t iddpillanatbeli teljes koncentraciojat jeldli. A kg pszeudo-
elsorendii sebességi allandok szamitasa a 111.3.7 egyenlettel torténik az adott
kisérleti modszerre jellemz6 adatok (abszorbancia és 1/T1 relaxacios sebesség
mérése spektrofotometrias és H-NMR relaxometrids vizsgalatokkal)

kiilonbo6z6 t idopillanatokban torténd meghatarozasaval.
—kgqt
L=, —1)e™ +1, 3.7

ahol I, lo és Iy a t id6pillanatban, a reakcié kezdetén és egyensulyban
meghatarozott adatok értékét jeldli.

A fémkomplexek fiziologidshoz kozeli feltételek mellett végbemend
fémioncsere reakcidi soran lejatszodhat a felszabadul6 és a kicseréld fémion
hidrolizise, valamint a jelenlévé anionokkal rosszul oldoddé vegyiiletek
levalasa. A csapadék levalas elkeriilése érdekében segédligandum

alkalmazasara van sziikség, amelynek kivalasztasakor alapvetd elvaras a
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vizsgalt rendszer egyszerlisége (egyensulyban lehetbleg két részecske legyen
jelen), jol definialt Gsszetétele és egyenstlyi sajatossagai, valamint a kicserélt
¢s a kicseréld fémion segédligandummal képzdd6é komplexeinek gyors
képzddési és disszocidcios folyamatai. A felsorolt kritériumok figyelembe
vételével a Ga(Ill)- és Gd(II)-komplexek Cu?*-ionnal lejatszodo
cserereakciodi citrat, mint segédligandum alkalmazasaval tanulméanyozhatd
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett.>® A vizsgilatok soran a pszeudo-
elsérendli feltételek a Ga(Ill)- vagy Gd(lI1)-komplexek nagy feleslegének
jelenlétével teremthetéek meg. Az emlitett koriillmények mellett a kg pszeudo-
elsérendli allandot a I11.2.8 egyenlettel szamithatjuk a reakciora jellemzé
abszorbancia-idé adatparokbol.
AADbs 1

kd = X X
At sy —écucinn, ML

M=Ga®" és Gd®* 111.3.8

ahol AAbs a At id0 alatt bekdvetkezO abszorbancia valtozas, ecuL €s €cu(citH-1
a vizsgalt rendszerben képz6dé CuL és jelen 1évé Cu(Cit)H.1 részecskék

molaris abszorpcios koefficiense.

111.3. A Ga(CyAAZTA) komplex ligandumcsere reakcidinak Kinetikai
vizsgalata

A Ga’- és Fe*'-ionok nagymértékii hasonlosiga miatt a Ga(Ill)-
komplexek ligandumcsere reakcioba Iéphetnek human szérum transzferrinnel
(sTf) in vivo koriilmények kozott.®3114 A ligandumcsere reakciok a képzddétt
Ga(sTf) komplex abszorpcids savjan spektrofotometriasan HCOs', mint
,,szinergikus” ligandum jelenlétében a Ga(Ill)-komplex nagy feleslegét
alkalmazva pszeudo-elsérendi feltételek mellett kovethetjiik. A kq pszeudo-
elsérendli sebességi allanddkat az alabbi 111.2.9 egyenlettel szamithatjuk a
reakcio kezdeti szakaszara (konverzi6<30%) jellemzdé abszorbancia-idd

adatparokbol.:
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AADbs 1 1
X

x 111.3.9
At Egaitry  [Gall

kd =
ahol eca(sth) a képz6dd Ga(sTf) komplex moléris abszorpcids koefficiense.

11.4. A GA(CyAAZTA) komplex relaxacios sajatsagainak vizsgalata

A Gd(l11)-komplexek oldészer vizprotonok relaxacios sebesség noveld
hatasat befolyasolé fizikai-kémiai paramétercket leggyakrabban H-NMR
relaxometrias és 1’O-NMR spektroszkopids modszerekkel hatarozzadk meg.
Gd(lI11)-komplex jelenlétében az olddszer vizprotonok valtoztatott térerén
(Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion, NMRD) és homérsékleten (VT)
mért T értékei alapjan szamolhatok a paramagneses komplex rotacidjat és
elektron relaxaciojat jellemz6 kinetikai és aktivalasi paraméterek, valamint a
belsd- és kiils szféras folyamatok relaxivitdshoz valé hozzajarulasai. A
Gd(I11)-komplexek belsd szféras relaxacios sebességet ndveld hatdsa 1’OH
jelenlétében O-NMR  spektroszkopidsan kozvetleniil tanulmanyozhato,
mivel a Gd(lll)-komplexben a "OH, kozvetleniil koordinalédhat a
paramagneses fémionhoz, ami hatassal van a 'O mag relaxacios idejére és
kémiai eltolodasara. A Gd(l11)-komplexet tartalmazo oldatokban kiilonb6z6
hémérsékleten mért 'O longitudinalis és transzverzilis relaxacios
sebességekbdl (1/T1, 1/T2) és a 10 jelek eltolodasaibol (Aw) szamithatdak a
belsé szféraban koordinalt vizmolekula cseréjét és a Gd(IIT)-komplex

elektron relaxacidjat jellemz6 kinetikai és aktivalasi paraméterek.

111.5. A CyAAZTA fémkomplexeinek szerkezeti vizsgalata

A protonalodasi egyenstilyban és a koordinacioban résztvevé csoportokra,
valamint a komplexek oldat fazisa  szerkezetére = UV-lathatod
spektrofotometrias és multinuklearis NMR spektroszkopias vizsgalatok

eredményei alapjan kovetkeztettiink. A  Gd(ll1)-komplexek relaxacios
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sajatossagainak vizsgalata soran nyert adatokbdl a koordinalt donoratomok

szamara is tudtunk kovetkeztetni.

I11.6. A kontrasztanyagok és a csont feliilete kozott kialakulé
kolcsonhatasok vizsgalata

A Gd* -alapu MRI kontrasztanyag csontok feliiletén valo megkotédését az
yjjlenyomat tartomany rezgési savjainak valtozasa alapjan infravoros
spektroszkopiaval kovethetjiik. A Fourier transzformacios infravords (FT-IR)
mikrospektroszkopia érzékeny €s sokoldali modszer a biomedikalis szovetek
biokémiai Osszetételére vonatkoz6 informdciok meghatdrozdsdhoz in situ
jelzéstol és jeloloktd]l mentesen.”t Az FT-IR mikroszpektroszkopia a vizsgalt
szovet teljes kémiai Osszetételét értékeli, de a funkcids csoportokra és a
molekularis struktarakra vagy szimmetriakra (példaul a fehérjék o-hélix/p-
redd valtozasra®) alapul, ami korlatozhatja specificitdsat. Mindazonaltal
kémiai térképek generdlhatok a kémiai matrixban jelen 1évé molekuldk
egyediilallo  vibraciés spektralis alairasan  (ujjlenyomatokon), vagy
altalanosan a heterogén mintak altaldnos kémiai profilbeli kiilonbségein
alapulva. Az FT-IR mikrospektroszkopiat alkalmazhatjak egy betegség
felismerésére és/vagy a betegség progresszidjanak megfigyelésére, mivel a
koros anomalidk gyakran tarsulnak specifikus valtozasokkal a szovetek
biokémiai dsszetételében.®® Szamos tényezd azonban bonyolulta teszi az FT-
IR mikroszkopos vizsgalatot az orvosbiologiai kutatasokban. Az egyik
tényezd a technika vizzel szembeni érzékenysége, ezért vagy szaraz mintara
van sziikség, vagy nagyon 6vatos minta-el6készitésre (vékony szakaszok, a
viz savjainak eltolasa annak D.O-val torténd helyettesitésével, amellyel
kikiiszobolhetd a vizsdv atfedése a fehérjesavokkal) és/vagy kisérleti
beallitasra (viz vékony rétegei a transzmisszios sejtekben vagy gyengitett
teljes reflexios (ATR) modszert alkalmazva). A mintak természetéhez és a

modszerhez kozvetleniil kapcsolédd tovabbi probléma a specifikussag
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hidnya. Mikozben a vegyliletek fobb osztalyai viszonylag konnyen
megkiilonboztethetdk (pl. lipidek, fehérjék stb.), az ezekhez az osztalyokhoz
tartoz6 specifikus vegyiiletekhez (pl. konkrét fehérje az Osszes fehérjéhez
képest) kotdodo spektralis valtozasok gyakran tovabbi technikakat igényelnek.

Végiil a biomedikai mintakbol (szovetek) szarmazd spektralis adatok
Osszetettsége, valamint a biodiverzitas miatt bekdvetkezé valtozasok miatt
kihivast jelent az adatkezelés és az értékelés iS. A probléma kezelésének
altalanos megkdzelitése az, hogy vagy csak eldre meghatarozott (célzott)
kémiai valtozasokat (teljes kémiai profilalkotas nélkiil) kovetiink, vagy
tobbvaltozos modszereket hasznalunk (pl. diszkriminancia analizis technikak,
mint az Orthogonal Projections of Latent Structures - diszkriminancia
analizis, OPLS- DA% vagy gérbe-felbontasi technikak, mint a tobbvéltozos
gorbe felbontasa - valtakozo legkisebb négyzetek modszere, MCR-ALS.® A
tobbvaltozos modszerek eldnye, hogy teljes spektralis profilokat tartalmaz az
analizis, vagyis minden kémiai vegyliletet egyszerre figyelhetiink meg,
nemcsak a célzott komponenseket. Ez kizarja a minta molekularis
Osszetételére vagy a feltételezett valtozadsokra vonatkozd eldzetes ismeretek
sziikségességét, ezaltal elkeriilve az eldnyben részesitett vegyiiletek
monitorozasaban rejlo elditéletet €s informacidvesztést.

Az FT-IR mikrospektroszkopia alapvetd elényei kozé tartozik a nagy
sebesség, alacsony koltség, nagy érzékenység, konnyl testreszabds, térben
elkiilonitett (szovet vagy sejtspecifikus) kémiai informacié in situ, jelzés
vagy jelolok nélkiil. Jelen munkankban példaul olyan rendszert épitettiink,
amely utdnozza a csontszovetekkel kapcsolatban 1évo, véraramban keringd
Gd**-alapti kontrasztanyagok viselkedését. A folyamatokat "él3" modon,
folyamatosan kovethetjilk térben és id6ben. A modszerrel betekintést
kaphatunk a valtozasok természetérdl, valamint a folyamatok sebességérdl,

azaz in situ kinetikai informaciéo gytjthetiink vele. Bar az alkalmazott
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beallitasokat modellként kell tekinteni, legjobb tudomasunk szerint ez a

legfrissebb kisérleti bedllitds, amely tiikrozi a vizsgalt kontrasztanyagok

sorsat meghatarozo in vivo folyamatokat adott koriilmények kozott.
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IV. Eredmények
IV.1. A CyAAZTA ligandum komplexképzo sajatsagai

A kozelmultban eléallitott hétfogh ligandum a 6-amino-6-metilperhidro-
1,4-diazepin tetraecetsav szemi-makrociklusos ligandumnak tekinthetd,
mivel 6tvozi a nyiltlanca ligandumokra jellemz6 gyors komplexképzési
hajlamot a makorociklusos ligandumok fémkomplexeinek sajatos kinetikai
inertségével.® Az AAZTA fémkomplexeinek egyedi viselkedését a
ligamdum flexibilitasa, valamint a komplexképzéskor kialakulé koordinacios
ireg és a fémion méretviszonya szabja meg. A Ln(AAZTA) komplexekben a
Ln*-ionok a 4 karboxilat-O és 3 amino-N donoratomok altal hatarolt
koordinaciés ,kalitkdban” helyezkednek el, mig a Ln*'-ionok szabad
koordinacios helyeit egy ([SC(AAZTA)H20)] és [LU(AAZTA)(H20)])%,
illetve két vizmolekula ([GA(AAZTA)(H20)2])%* foglalja el dodekaéderes,
valamint négyzetes-antiprizmas szerkezetet kialakitva a Ln®*"-ionok
méretének és koordinicios szamanak megfelelden. A részletes H- és 1O-
NMR relaxometrias vizsgalatok szerint a [Gd(AAZTA)(H20)2]" komplexben
talalhato két belsd szféras vizmolekula gyors cserefolyamatokban vesz részt
az oldoszer vizmolekuldkkal és nem helyettesithetok bi- vagy tridentat
ligandumokkal, mivel azok nem szomszédos pozicidkat foglalnak el a Gd®*-

2. A Ln(AAZTA) komplexek egyensulyi vizsgalatai

ion kdornyezetében.
alapjan a logKin értékek monoton nének a Ln3*-ionok méretének
csokkenésével (logKin=17,53 — 21,85) és oOsszemérhetéek a megfeleld
Ln(DTPA) stabilitasi allandéival.>*%" A Gd(AAZTA) fémioncsere reakcioi a
makrociklusos Gd(DOTA) szarmazékokhoz hasonléan csak savkatalizalt
disszocidcidval jatszodnak le, bar 1ényegesen gyorsabban, mint a Gd(DOTA)

esetében a GA(AAZTA) szamottevden flexibilisebb szerkezete miatt.
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Az AAZTA ligandum stabilis komplexet képez a Ga*'-ionnal is.
Csoportunkban részletesen tanulmanyoztadk a Ga(AAZTA) komplex
egyensilyi, kinetikai és szerkezeti sajatossagait.®’” Megallapitottak, hogy a
Ga(AAZTA) képzddése sokkal gyorsabb, mint a klinikai gyakorlatban
alkalmazott %8Ga(NOTA) és ®Ga(DOTA) komplexeké.® A Ga®* - AAZTA
rendszerben  pH>3,5 esetén képzodik egy szokatlanul  stabilis
[Ga(AAZTA)OH] komplex, amelyben a 3 amino-N és 2 exociklusos
karboxilat-O, valamint egy OH™-ion koordinalédik a Ga®'-ionhoz torzul
oktaéderes geometriat kialakitva.?” A [Ga(AAZTA)OH] komplex Cu?*-
ionnal és transferrinnel lejatszodd cserereakcidinak sebességmeghatarozo
a szabadda valt Ga®*-ion és AAZTA ligandum transferrinnel, illetve Cu?*-
ionnal végbemend gyors reakcioi kovetnek. A [Ga(AAZTA)OH] komplex
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (pH=7,4, 0,15 M NaCl, 25°C)
kisebb, mint a PET vizsgalatok soran alkalmazott %8Ga(NOTA) és
8Ga(DOTA) komplexeké (Ga(NOTA): t, = néhany hét pH>13,%
Ga(DOTA): t,=6.2 6ra, pH=10)1%

Korabbi kutatasok alapjan a transz-1,2-diamino-ciklohexan csoport
beépitése 1ényegesen novelheti a ligandum vazanak merevségét, a képzddod
komplexek stabilitasi allandéjat és kinetikai inertségét.!®t Az EDTA és
DTPA esetében a ligandumok 1,2-diaminoetil vazanak ciklohexil csoportra
torténd cseréjével, a fémkomplexek termodinamikai stabilitasa és kinetikai
inertsége jelentdsen javult.®® A Ln(AAZTA) és [Ga(AAZTA)OH]
komplexek termodinamikai stabilitasanak és kinetikai inertségének novelése
érdekében, de elonyds sajatsagaik megtartasara torekedve eldallitottuk a
transz-1,2-diamino-  ciklohexil-AAZTA (CyAAZTA) ligandumot és
tanulmanyoztuk az egyensulyi, a Gd(CyAAZTA) ¢és Ga(CyAAZTA)
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kinetikai, a Gd(CyAAZTA) relaxaciés és a képz6dé fémkomplexek
szerkezeti sajatossagait. A CyAAZTA ligandum komplexképzo sajatsagainak
megismerése nem csak NMR-tomografias vagy PET kontrasztanyagkénti
felhasznalasa szempontjabol lehet érdekes, hanem a merevitett szerkezetii
ligandumok  fémionokkal kialakitott  kolcsonhatdsaival — kapcsolatos
koordinacios kémiai ismereteinket is bovitheti.

A CyAAZTA ligandum egyensulyi sajatsagainak megismeréséhez
meghataroztuk a ligandum protonalodési allandoéit, tobb fémkomplexének
stabilitasi és protonalodasi  allandojat, amelyeket kozvetlen pH-
potenciometrids titralasok eredményeibdl szamitottunk. A ligandum titralasi
gorbéje a IV.1.1. abran lathat6. A szamitott protonalddasi allandokat a
IV.1.1. téblazatban foglaltuk Ossze, amelyeket Osszehasonlitottunk az

AAZTA, CDTA ¢s az EDTA megfelel6 protonalodasi allandodival.

lag ekv.

IV.1.1 abra A CyAAZTA ligandum titralasi gorbéje. ([L]=2x102 M;
[HCI]=4x103 M, 0,1 M KClI, 25 °C)
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IV.1.1 tablazat. A CyAAZTA, AAZTA, CDTA ¢és EDTA ligandumok
protonalddasi allandoi (25 °C)

HiaCyAAZTA HsAAZTAL H4CDTAI! H4sEDTALPI
| 0,1 M KCI

logKiH 10,48 (2) 11,23 11,70 10,14
logK2" 6,43 (2) 6,52 6,12 6,02
logKsH 4,23 (2) 3,78 3,52 2,53
logKsH 2,76 (2) 2,24 2,43 1,99
logKsH 1,68 (2) 1,56 - -

ZlogKiH 25,58 25,33 23,77 20,69

a.) Ref. 87,33; b.) Ref. 55

A CyAAZTA ¢és AAZTA protonalodasi allandoinak Gsszehasonlitasa
alapjan megallapithato, hogy a CYAAZTA logK: értéke kisebb, mig a logKs
értéke kozel egy fél nagysagrenddel nagyobb, mint az AAZTA megfelel
protonalodéasi allandoi. Az AAZTA ligandum protonalddasi sorrendjét
korabban  csoportunkban  tanulmanyoztak 'H-NMR  spektroszkopias
vizsgalatokkal.®®* A két ligandum szerkezeti hasonlosaga alapjan
feltételezhetd, hogy protonalddasi sémajuk is megegyezik. Az AAZTA els6
protonalodasi folyamata az amino-N donoratom részvétel jatszodik le
(mindharom amino-N donoratom részben protonalddik). A CyAAZTA
ligandum kisebb logK értéke a ciklohexil csoport jelenlétével magyarazhato,
ami torzithatja a héttagu gytrt, ezaltal csokkentve az exociklikus- €s a gytirii
N donoratomok kozotti kooperativitast, igy a H-kotésben résztvevd
donoratomok szdamat.%” A CyAAZTA és AAZTA masodik protonalédasa a
gylrii nitrogéneken torténik, amikor az els6 proton eltolodik az exociklikus-
N donoratom iranyaba a protonok kozott fellépd elektrosztatikus taszitas
kovetkeztében. A ligandumokra belépé harmadik proton egy gytri
karboxilat-O donoratomhoz kapcsolodik. A CyAAZTA lényegesen nagyobb
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logKs értéke a ciklohexil gyliri elektronkiild6 tulajdonsaganak kdszonhetd,
ami noveli a gyiiri karboxilat-O donoratomok bazicitasat. A CDTA és EDTA
ligandumok logKs értékeinek Osszehasonlitasaval hasonld jelenséget
figyelhetiink meg, amelyet szintén a ciklohexil gyliri elektronkiildd
sajatossagaival értelmeztek.’®® A CyAAZTA ¢és AAZTA ligandumok
negyedik ¢és 6todik protondlodéasi folyamatai a nem protonalt gylri N és
karoboxilat-O donoratomokon jatszodik le. A CyAAZTA ¢és AAZTA
Osszbazicitdsa (ZlogKi™, 1. tablazat) nagyon hasonld, amely alapjan
feltételezhetd, hogy a megfelelé fémkomplexek stabilitasi allandoi is kozel
megegyeznek.

A CyAAZTA ligandum néhany fémionnal képzett komplexének stabilitasi
¢s protonalodasi allanddjat pH-potenciometrids modszerrel hatdroztuk meg
(IV.1.2  tablazat). Az CyAAZTA ligandum alkalifoldféem(ll)-,
atmenetifém(Il)- ¢és lantanoida(Ill)-ionokkal kialakuldé 1:1 fém-ligandum
aranyt komplexeinek képzddése gyors, igy lehetséges volt a folyamatok
kozvetlen kovetése pH-potenciometrias titralds alkalmazédsaval. Az
M:CyAAZTA 1:1 fém-ligandum aranyu rendszerek pH-potenciometrias
titralasi gorbéi a IV.1.2 és IV.1.3 abrakon lathatoak.
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1V.1.2 abra A CyAAZTA ligandum titralasi gorb¢je M“™ tavollétében (1) €s
ekvivalens M?* jelenlétében M?*: Mg?* (2), Ca?* (3), Sr?* (4), Zn?* (5), Cu?*
(6), Pb?* (7) és Cd?* (8). (Mg?*]=[Ca?*]=[Sr**]=[Zn*]=[Cu?"]=
[Pb**]=[Cd**]=[L]=2x10" M; [HCI]=4x10"3 M, 0,1 M KCl, 25 °C)
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IV.1.3 dbra A CyAAZTA ligandum titralasi gorbéje Ln®* tavollétében (1) és
ekvivalens Ln®* jelenlétében Ln*: La®* (2), Eu®* (3), Gd®* (4) és Lu®" (5).
([La®**]=[Eu*)=[Gd**]=[Lu*"]=[L]=2x102 M; [HCI]=4x10"° M, 0,1 M KClI,
25°C)

A Cu(CyAAZTA)?> komplex stabilitasi 4llanddja nagy, igy a komplex
képzddése pH<2,0 esetében kozel 100%-0S, ezért a logKcu pH-
potenciometrids modszerrel torténd meghatdrozdsa nem lehetséges. A

Cu(CyAAZTA)? komplex stabilitasi allandojat lathatd spektrofotometrids
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vizsgalatok eredményeibdl szamitottuk (IV.1.4 &bra). A vizsgalatok soran a

kovetkezd egyensulyi folyamatot kovettiik a pH~0,0-2,0 tartoméanyban:

Cu?* + H«CyAAZTA = CuH.CyAAZTA + (x-z)H" x=4,57=2,31V.1.1

A Cu?*-CyAAZTA rendszer abszorpciés spektrumai alapjan megallapithato,
hogy az abszorbancia értékek ndvekednek a savkoncentracié csokkenésével a
Cu?*-ion abszorbancidja kicsi A=550-800 tartomanyban (ecu2+=10.38 cm™*M-
1 A=755 nm)), igy az abszorbancia ndvekedés a Cu(HsCyAAZTA)* és a
Cu(H2CyAAZTA) komplexek képzddésével magyarazhato. A
Cu(CyAAZTA)? komplex stabilitasi allandojat a 1V.1.4. 4bran feltiintetett
abszorpcids spektrumok 11 hullamhossznal mért abszorbancia értékeibdl
szamitottuk. A szamolasok soran felhasznaltuk a Cu?*s, CU(CYAAZTA)?Z,
Cu(HCyAAZTA), Cu(H:CyAAZTA) és Cu(HsCyAAZTA)" komplexek
adott hullamhosszra vonatkozd molaris abszorbancidit, amelyeket 2, 4 és 6
mM-os CuCl; illetve Cu?>*~CyAAZTA=1:1 aranyu rendszerek pH=1,8-6,0
tartomanyban felvett spektrumaibol szamitottunk (1V.1.6. abra).

0,3
Abs

0,2 A

0,1 A

400 500 600 700 800

IV.1.4. dbra A Cu?* - CYyAAZTA ren%is(gerrngbszorpciés spektrumai (vonalak)
és szamitott abszorbancia értékei (nyitott szimbolumok) ([H*]=0,01 - 1,0 M
tartomanyban ([H*] = 1,0 M (1), 0,50 M (2), 0,30 M (3), 0,10 M (4), 0,050 M
(5), 0,025 M (6) and 0,010 M (7); [Cu®"] = [CYAAZTA] = 2,0 mM,
[H]+[K*]=0,1 M az utols6 4 mintaban, 25°C).
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A CyAAZTA ¢és az analog AAZTA komplexek stabilitasi és protonalodasi

allandoit a 1V.1.2. tablazatban tiintettiik fel.

IV.1.2. tablazat fémkomplexek stabilitdsi és protondlodasi allandoi

CyAAZTA AAZTAE
' 0,1 MKClI 0,1 MKCl
logkme  logKmue  logKmrze  logKmin1 | logKme  logKmee  1ogKmrze  logKmLk-1
Mg?* | 8,19 (1) 5,58 (6) - - 8,31 5,24 - -
Ca* |12,38(2) 4,00 (4) - - 12,76 3,34 - -
Sr* 1 9,33(2) 5,33(6) - - 9,88 4,80 - -
Zn* |17,09(2) 417(1) 2,83(1) 9,43(4) | 18,01 3,87 2,36 11,79
Cu* |20,11(2) 4,24(2) 3,08(2 9,62(2) |22.27™ 3,930 2,68 10,79
Pb?*[l 116,92 (3) 4,41(2) 2,59(3) 10,32(5) | 19,84 3,22 2,50 -
Cd?*[@ 17,08 (4) 4,07(3) 253(3) 10,53(2) | 17,94 3,25 2,05 -
La* |16,23(2) 3,67(22) 231(3) 947(3) | 17,53 1,97 - -
Eu** |18,22(3) 3,79(4) 190(2) 9,93(5) | 19,93 1,91 - -
Gd* |18,26(2) 3,79(1) 1,79(3) 10,12(2) | 20,24 1,89 - -
Lu®* |17,67(4) 3,86(4) 1,67 (3) 10,06(7) | 21,85 - - -

[@ Ref. 33; Pl Ref. 87, 90,1 M KNO; ionerésségben

A CyAAZTA kiilonbozé fémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi

allandoi rendre kisebbek, mint az analog AAZTA komplexeké. A Mg(II)-,
Ca(ll)- és Sr(II)-komplexek logKmy értékei csak alig, mig a Zn?*, Cu?*, Cd?*,
Pb?*- és Ln%*-ionokkal alkotott CyAAZTA komplexek stabilitisa 1-3
nagysagrenddel kisebb, mint a megfeleld AAZTA komplexeké. Az AAZTA

ligandum esetében a héttagh diazepin gytirli flexibiltadsa lehetévé teszi a 3

amino-N és 3 vagy 4 karboxilat-O donoratom kiilonb6z6 méretii és

koordinacios szamu (CN>7) fémionokhoz valé egyiittes koordinaciojat.>® Az

AAZTA ligandum rugalmasabb szerkezetére utal a logKinL értékek monoton

novekedése a Ln®*-ionok méretének csokkenésével. Ezzel szemben a

CyAAZTA ligandumban talalhato ciklohexil csoport 1ényegesen lecsokkenti
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a diazepin gyiri flexibiltasat, ezaltal korlatozva a 3 amino-N és 4 karboxilat-
O donoratomok térbeli elhelyezkedését és a fémionok szamara optimalis
koordinacids geometria kialakitasat, ami a fémkomplexek logKmL értékeinek
csokkenéséhez vezet. A CyAAZTA ligandum merev szerkezetére utal a
logKinL értékek lantanida sorozaton beliili valtozasa. A Ln(CyAAZTA)
stabilitasi allandoi a sorozat kozepéig nének, majd csokkennek a Ln*-ion
rendszamanak novekedésével. A logKinL értékek maximum gorbe szerinti
valtozésa alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a merev szerkezetii
CyAAZTA ligandum donoratomjai altal kialakitott koordinacios lireg mérete
a lantanida sor kdzepén talalhato fémionok (Eu®* és Gd®") szamara kedvezd.
A Ln(CyAAZTA) komplexek szerkezeti sajatossagait a paramagneses
Eu(CyAAZTA) és Yb(CyAAZTA) komplexek H-NMR spektroszkopids
vizsgalataival tanulanyoztuk. Az Eu(CyAAZTA) ¢és Yb(CyAAZTA)
komplexek *H-NMR spektrumai a Fiiggelék 1. abrajan lathatoak.

Az Eu**- és  Yb*-ionokat, valamint komplexeiket elSszeretettel
alkalmazzak, mint NMR shift reagenseket enzimek és nukleozidok
koszonhetden megnovelik a kozeliikben 1€v6 protonok kémiai eltolodasat és
relaxacids sebességét lecsokkentve az *H-NMR jelek multiplicitasat,102103.104
Az F.1. abran feltiintetett 'H-NMR spektrumokban a jelek szdma (23
rezonancia) megegyezik a Eu(CYyAAZTA) ¢és az Yb(CyAAZTA)
komplexekben talalhaté protonok szamaval (2 metin és 20 metilén proton,
valamint 1 metil csoport), amelyek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
ciklohexil csoport jelenléte megnoveli a diazepin gyiirii merevségét,
lehetdséget adva az acetdt és a diazepin, valamint a ciklohexil axidlis és
ekvatorialis helyzetli metilén és metin protonok megkiilonboztetésére. Ezzel
szemben az EU(AAZTA) és Yb(AAZTA) 'H-NMR spektrumaiban 9 jel

talalhato, ami megegyezik az AAZTA ligandum metil és metilén
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csoportjainak szamaval utalva az Ln(AAZTA) komplexek NMR iddskalajan
gyors izomerizacios folyamataira.?

Az CyAAZTA ligandum alkalifoldfém(II)-ionokkal kialakulé komplexei a
megfeleld0 AAZTA komplexekhez hasonléan kis pH értékeknél
protonalodhatnak MHL 0sszetételli protonalt komplexeket kialakitva (IV.1.2
koordinal6dd karboxilat csoport protonalodik. Az atmenetifém(Il)- ¢és
lantanoida(lll)-ionok CyAAZTA ligandummal képz6dé komplexek pH-
potenciometrids vizsgalatai soran MH2L Osszetételli protondlt komplexek
képzodését tudtuk kimutatni a pH=2 — 3 tartomanyban (IV.1.2 tidblazat). A
Zn(11)-, Cu(I)-, Cd(I1)-, Pb(11)- és Ln(I1IT)-komplexek masodik protonalodasi
folyamatai feltételezhetden egy acetdt csoporton jatszodnak le. Az
CyAAZTA ligandum Zn?*-, Cu?*-, Cd?"-, Pb?*- és Ln*'-ionok jelenlétében
kapott pH-potenciometrias titralasi gorbéi alapjan a pH=8 - 11 tartomanyban
egy extra ligandum ekvivalens lugfogyasztd folyamat jatszodik le a szabad
ligandumhoz képest, amely vagy egy gyengén koordinalt donoratom OH™-
ionnal vald szubsztitucidjaval (Zn(Il), Cu(Il), Cd(II), Pb(Il)), vagy a
fémionhoz  kozvetleniil koordinalt vizmolekula deprotondlodasaval
magyarazhaté  (Ln(Ill)). A  képz6d6 vegyes hidroxo-komplexek
protonalodasat jellemz6 egyensulyi allandokat (logKmin1) a 1V.1.2
tablazatban tiintettiik fel. A  Cu(CyAAZTA)>  komplex szerkezeti
sajatossagait ¢és a koordinacidban résztvevd donoratomokat lathato
spektrofotometrids vizsgalatokkal tanulmanyoztuk. A Cu(CyAAZTA)*
komplex pH=1,8 — 6,0 tartomanyban felvett abszorpcids spektrumait és a
Cu?* - CyAAZTA rendszer részecske eloszlasi diagramjat a IV.1.6 és IV.1.7

abrakon tintettik fel.
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IV.1.5 abra Az Cu(CyAAZTA)?* komplex abszorpcids spektrumai
kiilonbo6z6 pH értékeknél. (pH=1,41 (1); 1,92 (2), 2,46 (3), 3,00 (4), 3,48 (5),
3,95 (6), 4,57 (7), 5,02 (8), 5,34 (9) és 6,32 (10),
[CUu(CYAAZTA)]=2,0x102 M, 0,15 M NaCl, 25°C)
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IV.1.7 abra A Cu?*-CyAAZTA rendszer eloszlasi diagramja a pH
fliggvényében. ([Cu?*]=[CyAAZTA]=2,0x10° M, 0,1 M KCl, 25 °C)

A Cu(CyAAZTA)? spektrofotometris vizsgalatai alapjan megallapithato,
hogy a Cu(HsCyAAZTA)" és Cu(H,AAZTA) komplexek deprotonalodasaval
az abszorpciés spektrum maximuma eltolodik 780 nm-rél 755 nm-re, mig a
Cu(HCyAAZTA) deprotonaldédasa és a Cu(CyAAZTA)?> képzédése nem
befolyasolja az abszorpcidés maximum hullamhosszat. A [Cu(HsAAZTA)]" és
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[Cu(H2AAZTA)] részecskék deprotonalodasaval az abszorpciés maximum
775 nm-rél eltolodik 745 nm-re8” A [Cu(H.AAZTA)(H20)] komplex
egykristalyanak rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata alapjan a Cu(ll)-
ionhoz az egyik gylrii N, az exociklusos-N, az egyik exociklusos karboxilat-
O és egy vizmolekula O donoratom ekvatorialis, mig a masik gyiirii N és az
exociklusos karboxilat-O donoratomok axialis poziciokban koordinaldodnak.
A [Cu(H2AAZTA)(H20)] komplex két gytirti karboxilat csoportja protonalt
és nem vesz részt a fémion koordinaciéjaban.®” Figyelembe véve a Cu?* -
CyAAZTA rendszer részecske eloszlasat (IV.1.7 abra), valamint a
[Cu(H.CyAAZTA)(H20)] és [Cu(H2AAZTA)(H20)] részecskék szerkezeti
analogiajat, a [Cu(H2CyAAZTA)(H20)] deprotonalédasa soran az
abszorpcids maximum helyzetében mért 25 nm-es ,kék eltolodast”
feltételezhetden az ekvatoridlis helyzetli vizmolekula egyik deprotonéalodott
karboxilat csoporttal valé szubsztiticidja eredményezi. Ezt a feltételezést
tamasztja ald a Prenesti és munkatdrsai'® altal kidolgozott szemiempirikus
modellel a Cu(ll)-komplexek abszorpciés maximuma helyzetére vonatkozo
szamitasaink, amely alapjan 23 nm-es ,,kék eltolodas” tapasztalhatd egy viz-
O donoratom karboxilat-O donoratommal ekvatorialis helyzetben torténd
helyettesités soran (2 amino-N, 1 karboxilat-O és 1 viz O: Amax=645 nm; 2
amino-N, 2 karboxilat-O:  Amax=622 nm). A Cu(HCyAAZTA)
deprotondlodasa feltételezhetben a koordinacioban nem résztvevd ¢és
protonalt gylrii karboxilat csoporton jatszodik le, ami nem eredményez
valtozdst a Amax értékében. A Cu(AAZTA)  komplex lathato
spektrofotometrids vizsgalatai alatdmasztottdk, hogy a pH>9 tartomanyban
bekovetkezd deprotondlodadsi folyamatot az axidlis helyzetli karboxilat-O
donoratom OH-ionnal torténé helyettesitése és a [CU(AAZTA)OH]*
részecske képzddése eredményezi. A CU(AAZTA)? és a Cu(CyAAZTA)*

komplexek szerkezeti analdgiaja alapjan  feltételezhetd, hogy a
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Cu(CyAAZTA)? komplex pH-potenciometrias vizsgalata soran a pH>8.0
tartomanyban lejatsz6do egy ligandum ekvivalens extra lugfogyast szintén az
axialis helyzetli karboxilat-O donoratom OH™-ionnnal t6rténd szubsztitucioja,
a [Cu(CyAAZTA)OH]* részecske képzédése eredményezi.

A Ga*-ion nyiltlinca és makrociklusos amino-polikarboxilat, -
polifoszfonat és —polifoszfinat ligandumokkal képzett komplexei altalaban
nagy stabilitdsi allandoval rendelkeznek (logKgai>22) és képzddésiik
alacsony pH tartomanyban jatszodik le.!% Ilyen esetekben a stabilitasi
alland6 meghatdrozéasara segédligandumot vagy fémiont, mint kompeticids
partnert alkalmaznak a vizsgalt komplex képzddésének mérhetd pH
tartomanyban valo kovetésére.!%” Az amino-polikarboxilat, -polifoszfonat és
—polifoszfindt  ligandumokkal képzett  Ga(Ill)-komplexek stabilitasi
allandoinak meghatarozasara lehetéséget nyujt a OH™-ionokkal kialakuld
kompeticiés reakcid, amelynek eredményeként [Ga(OH)s]® komplex
képzddik pH>7,0 esetében.%1%7 A Ga(lll)-komplexek és OH™-ion kozott
lejatsz6dd kompeticios reakcid pH-potenciometrids és multinuklearis NMR
spektroszkopias modszerekkel kovethetd.

GaL®** + 40H <= Ga(OH); + L* (IV.1.2)

A Ga(CyAAZTA) komplex stabilitasi és protonalodasi/deprotonalddasi
allandoit pH-potenciometrias mddszerrel hataroztuk meg figyelembe véve a
Ga*'-ion hidrolizis allandoit (IL.1 fejezet). A Ga* - CyAAZTA 1:1 fém-

ligandum ardnyu rendszer titralasi gorbéjét a 1V.1.8 abra tiintettiik fel.
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IV.1.7. 4bra A CyAAZTA ligandum (1) és Ga*- CyAAZTA 1:1 fém-
ligandum aranyu rendszer (2) titralasi gorbéi ([Ga®*]=[L]=2x103 M;
[HCI]=4x10° M, 0,1 M KCl, 25 °C)

A pH-potenciometrias titralasi gorbe alapjan megallapithat6, hogy a
Ga(CyAAZTA) komplex képzédése mar pH<2,0 esetében lejatszodik
Ga(H:L)" és Ga(HL) részecskék kialakulasaval. A Ga(CyAAZTA) komplex
a pH=4,0 — 6,0 tartomanyban dominans, mig 6,0 feletti pH értékeknél egy
ekvivalens extra lugfogyaszté folyamat jatszodik le, ami egy OH™-ion Ga®'-
ionhoz valé koordiniaciojaval és a [Ga(CYAAZTA)(OH)]* részecske
képzddésével értelmezhetd. A Ga**- CyAAZTA 1:1 fém-ligandum aranyu
rendszer titralasi gorbéjén pH>8,0 tartomanyban wjabb extra lugfogyasztod
folyamatok figyelhetok meg, amelyek mar a fémion hidroliziséhez a
(Ga(OH)z ¢és [Ga(OH)s]" részecskék képzddéséhez rendelhetok. A
Ga(CyAAZTA) komplex pH-potenciometrias titralds eredményeibdl
szamitott stabilitasi és protonalodasi allandoikat a IV.1.3 tablazatban

tintettem fel.
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IV.1.3. tablazat A Ga(CyAAZTA) stabilitasi és protonalodasi allandoi
(0,2 M KCl, 25°C)

Ga(CyAAZTA) Ga(AAZTA)E
pH-pot. lH‘I\TR;;Ga‘ pH-pot. 1H‘|\Ie|f/7|;6a'
logkea | 21,39 (3) 21,92 (8) 22,18 22,36
logKgaHL | 4,09 (3) 3,05
logKearze | 2,32 (3) |+ logKeaLr-1 0,82 + logKeatH-1
logKGaLH-1 7,31 (3) 4,49
logBearn1 | 14,08 (3) 14,61 (8) 17,69 17,87
pGal] 22,0 22.4

il Ref. 87 B pGa=-10g[Ga* Jszabea, [Ga>Jo=1x10® M, [L}o=1x107 M, pH=7 4,

A Ga(CyAAZTA) stabilitasi allandoja kozel 1 nagysagrenddel kisebb,
mint a Ga(AAZTA) komplexé. A kisebb stabilitasi alland6 a CyAAZTA
ligandum merevebb szerkezetével értelmezhetd, ami nem teszi lehetévé a
Ga(lll)-ion szamara optimalis koordinacios geometria kialakitasat. A 1V.1.3.
tablazatban feltiintetett logKcaLn-1 értékek alapjan a [Ga(CyAAZTA)OH]*
képzddése lényegesen nagyobb pH-n jatszodik le, mint a Ga(AAZTA)
esetében. A [Ga(CyAAZTA)OH]? komplex stabilitasat jellemzd 10gfcaLn-1
érték 3,5 nagysagrenddel kisebb, mint a [Ga(AAZTA)OH]% stabilitasa, ami
egyértelmiien utal a [Ga(CyAAZTA)OH]? eltérd szerkezetére.

IV. 2. A Ga3*- CyAAZTA rendszer 'H- és "Ga-NMR spektroszkopias
vizsgalata

A Ga**-CyAAZTA egyensulyi rendszert 'H- és ‘Ga-NMR
spektroszkopias modszerrel is tanulmanyoztuk. A Ga®* és CyAAZTA
ligandum 1:1 aranyt rendszer pH=0,7-12,7 tartoményban felvett 'H- és "*Ga-
NMR spektrumai a 1V.2.1 abran lathatoak.
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IV.2.1. abra. A Ga®*- CyAAZTA rendszer tH- (A) és 'Ga-NMR (B)
spektrumai a pH fiiggvényében ([Ga®*]=[CYyAAZTA]=0,015 M, 0,1 M KCl,
1H: 400 MHz, "*Ga: 122 MHz, 25°C).
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A 'Ga-NMR adatokbol szamitottuk a [Ga(CyAAZTA)OH]? stabilitasi
allandojat (logfBcaLn-1), figyelembe véve a Ga®* hidrolizis allandoit (II.1
fejezet), a [Ga(OH)s]" komplex "*Ga NMR jelének integraljat ([Ga(OH)4]:
8ca=223 ppm, IV.2.1 B. 4bra) és molaris integral értékét ([Ga(OH)4]™:
1,56x10° M), A [Ga(CyAAZTA)OH]> komplex pH-potenciometrias
(logficaLH-1=14,08(3)) ¢és NMR spektroszkopias (logfcaLH-1=14,61(8))
modszerekkel meghatarozott l0gfScain-1 értékei (IV.1.5 tablazat) jol egyeznek.
A Ga* - CyAAZTA 1:1 aranyl rendszer pH-potentiometridss modszerrel
nyert egyensulyi adatait felhasznalva szamitott eloszlasi diagramja a 1V.2.2
dbran lathat6, amelyen feltiintettik a Ga®*, [Ga(L)OH]  és [Ga(OH)s]

részecskék 'H és Ga-NMR spektroszkopias vizsgilatokkal meghatarozott

moltdrtjeit.
+ H)al
Ga(L)OH

< 80
@

8 60
N
S

< 40
s

o 20

0

IV.2.2. abra. A Ga®" - CYyAAZTA rendszer részecske eloszlasa. A Ga**yq
(#), a [Ga(CYAAZTA)OH]? (A) és a [Ga(OH)4] (m) eloszlasa az NMR
adatok alapjan. ([Ga®*"] = [CYyAAZTA] = 15 mM, 0,1 M KClI, 25°C).

A Ga** - CyAAZTA 1:1 ardnyu rendszer eloszlasi diagramja és "*Ga-NMR
spektrumai alapjan a Ga(lll)-komplexek képzédése pH>15 esetén mar
100%-0s. A 0 ppm-nél talalhato keskeny jel a [Ga(H20)s]*" részecskéhez
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rendelheté (vi2=51 Hz, pH=0,7, IV.2.1. B abra). A pH novekedésével a
[Ga(H20)6]*" komplex Ga-NMR jelének integralja csokken a protonalt
Ga(H2CyAAZTA)" és a Ga(HCyAAZTA) részecskék képzédése miatt a
pH=0,7-1,4 tartomanyban. A Kkiilonb6z6 protonaltsagi Ga(HxCyAAZTA)
(x=0 — 2) komplexek H-NMR spektruma rendkiviil osszetett. A pH
novelésének hatdsara a H-NMR spektrumokban taldlhatd Osszes jel a
nagyobb térer6 iranyaba tolodik, amit a Ga(H2CyAAZTA)" és
Ga(HCyAAZTA) részecskék deprotonalodasa eredményez a pH=1,4 — 5,0
tartomanyban (IV.2.1.A. abra). Mivel ezek a deprotonalodasi folyamatok
nem befolyasoljak a spektrumok szerkezetét, a Ga(CyAAZTA)
protonalddasi folyamatai valdszinlileg nem vagy gyengén koordinalt
karboxilat csoportokon jatszodnak le. A Ga(AAZTA) komplexben a Ga®'-
ionhoz 3 amino-N ¢és 3 karboxilat-O donoratom koordinalodik torzult
oktaéderes geometridval (a karboxilat csoportok koziil egy nem
koordinalédik).8” A Ga(AAZTA) és Ga(CyAAZTA) komplexek analogiajat
figyelembe véve a Ga(CyAAZTA) szerkezete is hasonld, de Iényegesen
torzultabb a CyAAZTA ligandum merevsége miatt. A Ga(CyAAZTA)
szerkezeti  sajatossdgait novekvd hoémérsékleten felvett ‘Ga-NMR
spektrumok segitségével tanulmanyoztuk. A Ga(CyAAZTA) 298 — 348 K
tartomanyban felvett "*Ga-NMR spektrumai a IV.2.3 abran lathatoak. A 'Ga
mag (1=3/2) kvadrupdlusos jellegének koszonhetden a "‘Ga-NMR jelek
kémiai eltolodasa €s felérték-szélessége alapjan kovetkeztethetiink a Ga(IlII)-
komplexek szerkezetére, szimmetridjara €s a koordinicioban résztvevd
donoratomok kémiai mindségére. Parker és munkatdrsai tanulmanyoztak
kiilonbozé Ga(lll)-komplexek "*Ga-NMR spektrumait és megallapitottak,
hogy a jelek szélessége az oktaéderes koordindcids geometria kismértékil
torzulasaval is mar jelentésen megndvekszik (pl. Ga(NOTA): v, = 210 Hz;

Ga(DETA): vy, = 2000 Hz, DETA=1,5,8-triazaciklodekan-N,N’,N"-
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triecetsav).®® A Ga(CyAAZTA) komplex *Ga-NMR jele §ca=122 ppm-nél
talalhato (IV. 2.3. abra), amelynek szélessége csOkken a homérséklet
novelésével (298 K: gyakorlatilag beleolvad az alapvonalba, 308K: vy, =
4700 Hz; 318 K: vy, = 4200 Hz; 328 K: v, = 3700 Hz; 338 K: v, = 3000 Hz;
348 K: vy, = 2400 Hz). A Ga(AAZTA) komplex "*Ga-NMR jele 5c.=118
ppm-nél taldlhatd és lényegesen kisebb félérték-szélességgel jellemezhetd
(vis = 2200 Hz 298 K). A Ga(CyAAZTA) és Ga(AAZTA) "‘Ga-NMR
jeleinek hasonld kémiai eltolédasa alapjan a harom amino-N és harom
karboxilat-O donoratom azonos moddon koordinalodik hasonld szerkezetet
kialakitva, de a "*Ga-NMR jelek félérték-szélességei alapjan a
Ga(CyAAZTA) lényegesen torzultabb oktaéderes geometrigja feltehet6en a
ciklohexil gytirli jelenléte miatt, illetve jel félérték-szélességének csdkkenése
a homérsékelt novekedésével utalhat két koordinacids izomer jelenlétére. A
pH-potenciometrias titralasnal megfigyelt extra ligandum ekvivalens
lagfogyas, valamint a 'H-NMR spektrumokban megjelend 0j jelegyiittes
(IV.2.1.A 4bra) egyértelmiien bizonyitja a [Ga(CyAAZTA)OH]* részecske
képzddését pH>6,0 esetében. A [Ga(CyAAZTA)OH]*> komplexben a
hidroxidion kozvetleniil a fémionhoz kapcsolédik egy karboxilat-O
donoratomot helyettesitve. A pH tovabbi novelésének hataséra a "*Ga-NMR
spektrumokban a [Ga(OH)s]" részecske jele (IV.2.1.B abra, 6ca=223 ppm),
valamint az H-NMR spektrumokban a szabad CyAAZTA ligandum jelei
megjelennek, ami egyértelmiien utal a [Ga(CyAAZTA)OH]> ¢és a
hidroxidion kdzétti kompeticios reakcié kialakulasara. A szabadda valo Ga®*-

ion a hidroxidionnal Ga(OH)s-ot ¢és [Ga(OH)s]-ot képez. A

ligandum deprotonalodasat bizonyitja a szabad és a  Ga(lll)-komplexben

kotott ligandum metilprotonjai *H-NMR jelének elkiiloniilése (81=0,92 és
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1,12 ppm), valamint azok intenzitds ¢és eltolédas értékeinek valtozéasa a

pH=8,2 - 12,2 tartoményban.

WMWWMWWW
\ I I WMH Mﬂ A I ﬂ I 338K
FPRPPINY I R 2
l IMMVM “M ‘ 31% K

\ MMmW“WMM M IM 308NK

Viramg WA Ao AP

120 80 40 0
dca (ppm)
IV.2.3. abra. A Ga(CyAAZTA) komplex *Ga-NMR spektruma
([GaL]=0,02 M, 122 MHz, pH=5,0, D,0)
IV.3. A Gd(CyAAZTA) komplex kinetikai inertségének vizsgalata

A kiilonféle Gd(III)-komplexek MRI kontrasztanyagkénti

alkalmazhatdsagaval kapcsolatban a nagy termodinamikai stabilitds mellett

.....

felszabaduld Gd**-ionok és ligandumok rendkiviil toxikusak.?* A Gd(lll)-
komplexek disszociacios reakcioinak in vivo vizsgalata rendkiviil nehéz a
kiilonféle testfolyadékok bonyolult Osszetétele miatt. Azonban az in vitro
vizsgalatok eredményeibdl olyan informaciokhoz juthatunk, amelyek alapjan

becstilhetd a kinetikai viselkedésiik fiziologias feltételek mellett. A Gd(III)-
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.....

vagy fémioncsere reakcidik (Cu?*, Zn** és Eu®") sebességével szoktak
jellemezni 198109 A kozvetlen dsszehasonlitas érdekében a GAd(CyAAZTA)
kinetikai sajatossagait a Gd(AAZTA) fémioncsere vizsgalatai soran
alkalmazott =~ moddszerekkel és kisérleti korilmények  mellett
tanulmanyoztuk.2® A Gd(CyAAZTA) fémioncsere reakcioit Cu?*-ion
(IV.3.1 egyenlet), mint kicseréld fémion jelenlétében, a képz6édé CuL
komplex abszorpcidés sdvjan (300 nm) UV-lathaté spektrofotometrids

modszerrel vizsgaltuk a pH=2,1-4,5 tartomanyban (25°C, 0,1 M KCI).
Gd(CyAAZTA) + Cu* <= Cu(CyAAZTA)> + Gd* Iv.3.1

A Gd(CyAAZTA) - Cu®" rendszer kiilonbozé iddpontokban felvett
abszorpcios spektrumait és 300 nm-en mért abszorbancia értékeit a 1V.3.1

abran tuntettuk fel.

1.0

0.8

0.6

Abs

500 1000 1500
0.4

0.2

0o | GUCYAAZTA) - Cu

220 250 280 310 340
A (nm)

IV.3.1. dbra A Gd(CyAAZTA) - Cu?" rendszer kiilonbdzd idépontokban
mért abszorpcios spektrumai és 300 nm mért abszorbancia értékei.
([Gd(CYyAAZTA)] = 0,2 mM, [Cu?"] = 0,5 mM, [diklérecetsav] = 0,01 M,
pH=2,1,1=0,874 cm, 0,1 M KClI, 25°C)
A fémioncsere reakciok sebességét a kicserélé Cu?*-ion nagy feleslegének

jelenlétében tanulméanyoztuk ([Cu?*]w/[GdL]wt=20, 40) a pszeudo-elsérendii
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koriilmények megteremtése érdekében. Ilyen feltételek mellett a reakcid
sebessége a I11.3.6 egyenlettel adhaté meg, amelyben a Gd(CyAAZTA)
fémioncsere reakcidit jellemz6 kg pszeudo-elsérendit sebességi allandokat a
300 nm mért abszorbancia — id0 adatparokbdl szamitottuk a [11.3.7
egyenlettel. Az adott koriilményekre kapott kg pszeudo-elsérendli sebességi

allandokat a 1V.3.2 dbran tiintettiik fel a pH és [H'] fliggvényében.

ka (s

1,0E-04

9,0E-05
8,0E-05 -~ ~ 6,0E05
6,0E-05 - < 30505
4 .0E-05 - 0,0E+00 :

0 0,002 0,004 0,006 0,008
2,0E-05 -+ [H'] (mol/dm?3)
0,0E+00 . . T — .
1,9 2.4 2.9 34 3,9 4.4 49

H
I1VV.3.2. abra. A Gd(CYyAAZTA) fémiorr)lcsere reakcioit jellemz6 kg pszeudo-
els6rendii sebességi allandok a pH és [H'] fiiggvényében ([GA(CYAAZTA)]

=0,2 mM, [Cu®"]t=4 (#) és 8 mM (e); 0,1 M KClI, 25°C)

A IV.3.2. abran feltiintetett kg pszeudo-elsérendii sebességi allandok
alapjan megallapithato, hogy a Gd(CyAAZTA) fémioncsere reakcidinak
sebessége n6 a [H'] novekedésével és fiiggetlen a kicseréld Cu?'-ion
koncentraciojatol ([Cu?*]y) a pH=2,1 - 4,5 tartomanyban. Ezeket a kisérleti
tapasztalatokat figyelembe véve a reakcidsebességet meghatarozo 1épés a
Gd(CyAAZTA)  komplex disszociacidja, amelyet a szabadda valo
CyAAZTA ligandum és a Cu?*-ion kozotti pillanatszerii reakcié kdvet. A
Gd(CyAAZTA) fémioncsere reakcidi sebességének H' koncentraciotol vald
egyensulyi vizsgalatok eredményei alapjan az éaltalunk vizsgalt pH

tartomanyban a Gd(CyAAZTA) komplex GdL és monoprotonalt Gd(HL)
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részecskék formajaban vannak jelen (IV.1.2 tablazat). Ebb6l adodoan a
Gd(CyAAZTA) komplex fémioncsere reakcioi lejatszodhatnak a GdL és a
monoprotonalt Gd(HL) részecskék spontan disszociaciojaval (IV.3.2. és

IV.3.3 egyenletek), valamint a monoprotonalt Gd(HL) részecske H'

------

k
GdL ——> Gd** + HyL IV.3.2
k
Gd(HL) —=5 Gd¥ + HiL Iv.3.3
H
Gd(HL) + H* —™5 Gd® + HiL IV.3. 4

Figyelembe véve a lehetséges reakcioutakat a Gd(CyAAZTA) fémioncsere
reakciojanak sebessége a IV.3. 5 egyenlettel fejezhetd ki:
_[GdL],

=k, [GdL]+k¢,, [GAd(HL)]+ kg, [GA(HL)][H'] IV.3.5

ahol ko, KkeaHL és kMggn a Gd(CyAAZTA) és monoprotondlt
jellemzé sebességi allandok. Figyelembe véve a Gd(CyAAZTA) komplex
teljes koncentracigjat ([GdL]w=[GdL]+[Gd(HL)]) ¢és a monoprotonalt
Gd(HCYyAAZTA) képzddését jellemzd Koanr protonalddasi allandot (111.3.3
egyenlet és IV.1.2 tablazat), a Kkq pszeudo-elsérendii sebességi allando az
alabbi egyenlettel adhatéo meg:

K = k, +k[HT+k,[H'T

i 1+ KGaHL[H+] IV36

ahol ko, ki=keanLxKedHL ¢€s ke=k"edHLxKean. A kiilonbozé fémion-
koncentracioknal és pH értékeknél meghatarozott kg pszeudo-elsérendi
sebességi allandokat a 1V.3.6 egyenletre illesztettiik és szamitottuk a
Gd(CyAAZTA) komplex Cu®-ionnal lejatszodé cserereakcioit jellemzd
sebességi allandokat, amelyeket a 1V.3.1 tablazatban tiintettiik fel.

57



Orvosi diagnosztikaban és terapiaban alkalmazhat6 fémkomplexek fizikai-kémiai
sajatsagainak vizsgalata

IV.3.1. tablazat A Gd(CyAAZTA), Gd(AAZTA), Gd(DO3A) és GA(PCTA)
komplexek disszociacidjat jellemzo sebességi (K) €s protonalodasi allandok
(KgdHL), valamit a fiziologias pH-ra vonatkozo sebességi allandok (Kq) és
felezési idok (tr2=In2/kq) (25°C).

Gd(CyAAZTA) GA(AAZTA)E Gd(DO3A)EI  Gd(PCTA)L!

lonerésség 0,1 M KCI 1,0 M KCI 0,1 M KCI 1,0 M KCI
ko (s?) (7 £ 10)x10° - -2 x 109 -
ki (M*s?h) (6,0 +1,0)x10° 1,05 0,023 1,1x10°°
k2 (M%) 53+4 - - 6,3x10*
Koane (M) 6166 (pH-pot.) 233 - 1,72
1
kd(_s ) 2,4x10710 4,0x108 9,2x1010 4,4x1011
pH=74
tuz (6ra) 8.0x10° 4.3x10° 2 1x10° 4.4x10°
pH=74

[l Ref, 88; )] Ref. 110; [° Ref. 111.

Az illesztések soran a Ko sebességi allandora nagyon kicsi értéket kaptunk,
amely Osszemérhetd hibajaval, 1igy arra kovetkeztettiink, hogy
reakciok sebességét. A 1V.3.1 tablazatban feltiintetett ki sebességi allandok
Osszehasonlitdsaval megallapithatd, hogy a Gd(CyAAZTA) proton katalizalt

.....

------

Gd(I11)-komplexek savkatalizalt disszociacidjanak feltételezett
mechanizmusa alapjdn a protonalodds egy dekoordinaldédott —COO"
csoporton jatszodik le, amelyr6l a H¥-ion intramolekularis protoncsere
folyamatokban attevédhet a ligandum sokkal bazikusabb N-donoratomjara a
Gd**-iont kiszoritva a donoratomok altal alkotott koordinacios iiregbél. Az
'H-NMR  spektroszkopids vizsgalatok igazoltdk a Ln(CyAAZTA)
komplexek merev szerkezetét (IV.1.5 4bra), amely l1ényegesen megneheziti a
protonalt karboxilat csoport ¢és a ligandum vazan talalhaté amino-N

donoratomok  kozotti  protoncsere  folyamatokat, lelassitva ezzel a
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Gd(CyAAZTA)  savkatalizalt  disszociacidjat. A Gd(CyAAZTA)
fémioncsere reakcidinak kinetikai vizsgalatai soran kapott legmeglep6bb
eredmény, hogy a makrociklusos Gd(DO3A) és Gd(PCTA) komplexekhez
hasonldan a folyamatok sebességmeghatarozo 1épése a Gd(III)-komplex
lassabban jatszodik le, mint a makrociklusos Gd(DO3A) azonos folyamata. A
fiziologias pH-ra szamitott disszociacios felezési idok (ti, 1V.3.1 tablazat)
alapjan megallapithat6, hogy a Gd(CyAAZTA) rendkiviil nagy Kinetikai
inertséggel rendelkezik (t12=91 év, pH =7,4, 25°C), ami kisebb, mint a
Gd(PCTA) inertsége, de kozel négyszerte nagyobb, mint a Gd(DO3A)
komplexé. Legjobb tudomasunk szerint a Gd(CYyAAZTA) kinetikai inertsége
a legnagyobb az ismert két belsd szféras vizmolekulat tartalmazé nem

makrociklusos ligandumok altal képezett Gd(I1T)-komplexek k6zott.

IV.4. A Ga(CyAAZTA) komplex Cu?*-ionnal lejatsz6dé fémioncsere
reakcidinak kinetikai vizsgalata

Az orvosi diagnosztikdban és terapids kezelésekben alkalmazott radioaktiv
fémizotopokat tartalmazo komplexek nagy kinetikai inertsége alapvetd
elvaras, mivel in vivo akkumulacidjukkal el6idézhetik téves diagnodzis
felallitasat és az egészséges szovetek karosodasat. A Ga(lll)-komplexek
kinetikai inertségét er6sen savas ([H']>1,0 M) és bazikus (JOH]>0,1 M)
----- I 8199100
Azonban a szevezetben jelenlévé endogén fémionok (Cu?*, Zn?* és Ca?)
kiilonféle cserefolyamatokba léphetnek a ®8Ga(lIl)-komplexekkel a $3Ga®*-
ion szabadda vélasat eredményezve. Figyelembe véve az endogén fémionok
uM, [Ca**]=2,5 mM)>* a ®Ga(lll)-tartalmi radiofarmakonok atlagos

koncentraciéjat (~10% — 10° M), 2, a Ga*'-ion hidrolizis alland6it (II.2
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fejezet), a CyAAZTA ligamdum protonalodasi és a képz6d6 Ga(III)-, Cu(ll)-,
Zn(l)- és Ca(Il)-komplexek stabilitasi allandoit (IV.1.1, IV.1.2 és 1V.1.3

tablazatok) modellszamitasokat végeztiink, amelyek eredményei alapjan

Zn(11)- és Ca(II)- komplexek, valamint Ga(OH)3 és [Ga(OH)4]" képzddésével
(IV.4.1 abra).

H -
100 - Ga(OH)3 [Ga(OH)4]
S g0 -

©

(72]

W 60 -

N

(7]

S 40 -

g 20 [Ga(OH)]?*

8 [Ga(OH)2]*

0

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

IV.4.1. abra. A Ga® - Cu?* - Zn?* - Ca?* - CyAAZTA rendszer részecske
eloszlasa. ([Ga®'] = [CYAAZTA] = 1 nM, [Cu?*]=1 puM, [Zn?*]=10 uM,
[Ca?*]=2,5 mM, 0,1 M KClI, 25°C).

A kinetikai sajatossagok felderitése érdekében a fizioldgias feltételekhez
kozeledve tanulmanyoztuk a Ga(CyAAZTA)  és Cu?*-ionok kozotti
cserereakcid (IV.4.1 egyenlet) sebességét UV-lathatd spektrofotometrias
médszerrel (300 nm) pH=6,0 — 9,0 tartoméanyban a felszabaduld Ga®" és
kicseréld Cu?*-ionok hidrolizisének elkeriilése érdekében citratot, mint

segédligandumot alkalmazva.
Ga(CyAAZTA) + Cu?* = Cu(CyAAZTA)> + Ga** IV.4.1.

A vizsgalatok soran a Ga(CyAAZTA) nagy feleslegének alkalamzasaval
([GaL]wt/[Cu?*]t=5) teremtettiik meg a pszeudo-elsérendii reakcio feltételeit.

A citrat segédligandumot szintén nagy feleslegban alkalmaztuk ([Cit]=1,0 —
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4,0 mM) a vizsgalt reakcio valtozatlan korilményeinek megtermtése
érdekében. Ilyen feltételek mellett a Kicseréld Cu?*-ion Cu(Cit)H-1 részecske
forméjaban, a felszabadulo Ga**-ion pedig Ga(Cit)H-1 és Ga(Cit), komplexek
formajaban van jelen.®"°31% A Ga(CyAAZTA) -Cu?*-citrat rendszer

kiilonb6z6 idépontokban felvett abszorpcids spektrumai a 1V.4.2 abran

lathatok.
1,5
1,2 } /
" 0,9 1 0O 20 40 60 80 100
o
< 0,6
0,3 . .
Ga(CyAAZTA) + Cu(Cit)H,
0,0 T T T T T
230 250 270 290 310 330
A (nm)

IV.4.2. abra. A Cu(CyAAZTA)? és a Ga(CYyAAZTA) - Cu-Citrat
rendszer kiilonb6z6 id6pillanatokban felvett abszorpcids spektrumai
([Ga(CyAAZTA)T = 1,0 mM, [Cu(CyAAZTA)*]1=0,3 mM,
[Cu®T10t=0,3 MM, [Cit*]iot = 2,0 mM, [HEPES] = 0.01 M, pH=7,5 I=1
cm, 0,1 M KCl, 25°C).

Az altalunk alkalmazott koriilmények mellett a reakcid sebessége a 111.3.6
egyenlettel adhaté meg. A fémioncsere reakcido el6rehaladasaval a
Cu(CyAAZTA)> és  Cu(CyAAZTA)H..  koncentricidja né (a
Cu(CyAAZZTA)? deprotonalodasa 8-11 kozott pH tartomanyban megy
végbe), mig a Cu(Cit)H.1 koncentracioja csokken. A  reakcid kezdeti
szakaszara jellemz6 AAbs/At adatokbol szamitottuk a kg pszeudo-elsérendii
sebességi allandokat a II1.3.8 egyenlettel figyelembe véve a Cu(Cit)H.y,
Cu(CyAAZTA)? és [Cu(CYyAAZTA)OH]* komplexek 300 nm-re vonatkozo

moldris abszrobanciait (scucinH-1=921 Mrem™, scucyanzra=2435 Micm?,
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scucyaazTAH-1=2811 Mtem™). A kinetikai vizsgalatok sordn tanulméanyoztuk
a [Citrat]: és a pH valtozasanak hatasat a Ga(CyAAZTA) komplex és Cu?*-
ionok kozott lejatszodo cserereakcio sebességére. Az adott kiirélményekre
meghatarozott kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat 1V.4.3 abran

tiintettiik fel a pH és [OH] fliggvényében.

4,0E-04
3,0E-04

3,0E-04 {7 2,0E04

En x~ 1,0E-04

£ 2,0E-04

° 0,0E+00 T T T |
X

0,0E+00 1,0E-06 2,0E-06 3,0E-06 4,0E-06,

1,0E-04 - [OH] (mol/dm?)

50 55 60 65 70 75 80 85 90
pH

IV.4.3 abra. A Ga(CyAAZTA) és Cu?* rendszerre jellemz6 kq pszeudo-
elsérendii sebességi allandok a pH és [OH] fiiggvényében ([Ga(CYyAAZTA)
]=1,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM [Cit]=1,0 mM (), 2,0 mM (H), 3,0 mM (A),
4,0 mM (®), [MES]=[HEPES] = 0,01 M, 0,1 M KClI, 25°C).

A Kkapott kg pszeudo-elsérendli  sebességi  allandok  alapjan
megallapithato, hogy a Ga(CyAAZTA) komplex Cu?*-ionokkal lejatszodé
cserereakcidinak sebessége kozel linearisan né a [OH] novekedésével és
fiiggetlen a citrat és Cu(Cit)H.1 koncentraciojatol, amely alapjan

feltételezhetd, hogy a reakcid sebességmeghatdrozo 1épés a Ga(CyAAZTA)

1 kozotti gyors fémioncsere kovet. Az altalunk vizsgalt pH tartomanyban a kg
sebességi allandok [OHT] fiiggése értelmezhetd az egynesulyi vizsgalatokbol
mar ismert [Ga(CYAAZTA)OH]? részecske képzoédésével (Keawyon, 1V.4.2
egyenlet) és annak spontan (kown, 1V.4.3 egyenlet), valamint OH" katalizalt

rrrrrr
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[GaL] + OH" <= [Ga(L)OH]* IV.4.2
[Ga(L)OH]
KGa(L)OH ST
[GaL][OH ]
kOH
[Ga(L)OH]* ——> Ga* + HyL + OH IV.4.3
kOH2
[Ga(L)OH]* + OH" —— Ga®* + HyL + 2 OH- IV.4.4

Figyelembe véve a lehetséges reakcioutakat a Ga(CyAAZTA) fémcsere
reakcioinak sebessége a kovetkezoképpen adhatd meg:
_ d[GaL],
dt
A komplex teljes koncentracidjanak ([GaL]wt=[GaL]+[Ga(L)OH]), a
Ga(L)OH képzodését jellemz6 egyensulyi allandonak (Keawyon) figyelembe

= ko [Ga(L)OH] +k _ ,[Ga(L)OH][OH™]  IV.4.5

OH?

vételével a kg pszeudo-elsérendii sebességi allanddo a IV.4.6 egyenlettel

fejezheto ki:

Kox KGa(L)OH [OH7]+ kOHz KGa(L)OH [OH_]2

Ky = . IV.4.6
i 1+ Ky you[OH ]

ahol Kcayon a [Ga(CyAAZTA)OH]* komplex képzédését jellemzod
egyensulyi allando, mig a kon és kon? a [Ga(CyAAZTA)OH]? spontan és
OH-asszisztalt disszociacidjat jellemzo sebességi allandok. A kiilonbozé pH
értékeknél és citrat koncentracioknal meghatarozott kg értékeket a 1V.4.6
egyenletre illesztve szamitottuk a Ga(CyAAZTA) komplex Cu?*-ionokkal
lejatszodd cserereakcidit jellemzd egyensulyi és sebességi allandokat,
amelyek a IV.4.1 tablazatban lathatoak. A kinetikai vizsgéalatok soran kapott
Kca(on egyensulyi allandobol szamitottuk a [Ga(CYyAAZTA)OH]? komplex
protonalddasi  allandojat  (II1.3.5 egyenlet, IV.1.3 tablazat) az adott
koriilményre  vonatkozdé  vizionszorzatot  felhasznalva  (KgaLh-1=

1/Kw*KeawyoH, pPKw=13,87, 0,1 M KCl, 25°C).
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IV.4.1. tablazat A Ga(CyAAZTA) és Ga(AAZTA) komplexek
disszociacios reakcioira jellemz0 sebességi (K) €s egyensulyi allandok (K),

.....

(tz2=In2/ks) (0,1 M KClI, 25°C)
Ga(CyAAZTAY  Ga(AAZTA) @

Ko, (M7s™) (1,7 +0,1)x10° 3,0x10°
K, (M7s7) 68+5 10
Keawyon (3,4+0,1) x10° 1,4 x10°
logKeaLh-1 7,34 (1) 4,72
ka () _ 6
at pH:7,4 2,3)(105 9;2X10
ti2 () 85 21
pH=7,4-en
[ARef, 87

A IV.4.1 tablazatban feltiintetett sebességi allandok alapjan
megallapithato, hogy a [Ga(CyAAZTA)OH]? spontan (Kon) és OH katalizalt
(kon?) disszociacidjat jellemzé sebességi allandok 6-7szer nagyobbak, mint a
[Ga(AAZTA)OH]? megfeleld sebességi allanddi. A [Ga(CYyAAZTA)OH]*

komplexek intramolekularis atrendezédése soran a donoratomok szimultan
dekoordinacidjaval valosull meg a Ga*'-ionok szabaddd vélasat
feltehetben a  vegyes-hidroxo-Ga(lll)-komplex torzultabb  szerkezete
eredményezi, mivel a OH-ion koordinicidjaval gyengiilhet a Ga®'-ion és a
két gyiiri N donoratom kozott kolcsonhatass a CyAAZTA merevebb
szerkezete miatt. A Ga(CyAAZTA) és Ga(AAZTA) fiziologias pH-ra
szamitott felezési 1ideje 8,5 ¢és 21 Ora, amely egyértelmilen jelzi a

[Ga(CyAAZTA)OH]? részecske kisebb Kinetikai inertségét. Ezzel szemben a
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felezési ideje 234 és 64 ora, ami a Ga(CyAAZTA) részecske nagyobb
kinetikai inertségét jelzi feltételezhetéen a Ga(Ill)-komplex nagyobb
konformacios merevségének koszonhetéen (a Ga(CyAAZTA) részecske
dominans pH<6,0 esetén, IV.2.2 4bra). A [Ga(CYAAZTA)OH]?> komplex
pH-potenciometrids modszerrel meghatarozott (logKgan-1=7,31 (3)) és
kinetikai adatokbol (logKeaLH-1=7,34 (1)) szamitott protonalddasi allanddja jo

egyezést mutat.

IV.5. A Ga(CyAAZTA) komplex transzferinnel lejatszodo ligandum
cserereakcioinak kinetikai vizsgalata

Az 816 szervezetben talalhato transferrin molekuldk szerepe a Fe3*-ionok
tarolasa és transzportalasa. Biologiai szerepliket figyelmbe véve a
transzferrinek harom csoportba sorolhatok: szérum transferrin  (sTf),
ovotransferrin (OTY) és laktoferritin (LTf).!* Minden egyes csoportba tart6z6
transzferrin molekulak ~80kDa molaris tomeggel jellemezheté egylanca
glikoproteinek, amelyek alegységenként egy Fe®'-iont koordinalhatnak
(6sszesen két Fe3*-iont koordinalhatnak). A Fe**-ion transferrin komplexe
torzult okatéderes geometriaval jellemezhetd, amelyben egy tirozin-O és egy
aszparagin-O axialis poziciokban, még egy tirozin-O, egy hisztidin-N és két
karbonat-O donoratom ekvatorialis poziciokban koordinalodik a Fe**-ionhoz.
14 A COs* ion, mint szinergikus anion koordinalodik a Fe3*-ionhoz és
szerepe nélkiilozhetetlen a komplex kialakulasaban. A Fe3*- és Ga®*-ionok
nagyon hasonlo fizikai-kémiai sajatossagai miatt a human szérum transzferrin
(STf) és laktoferritin (LTf) nagyon stabil komplexet alakithatnak ki Ga®*-
ionnal  (logKcarr=18.88,  logKga21i=17.65), amelyben a COs*-ion
koordinacioja szintén megvalésul.?®8 Mivel a human sTf molekulak Fe®'-
kotéhelyei csak részben telitettek (30%), igy viszonylag jelentds kapacitassal

birnak mas fémionok (pl. Ga®") koordinaciojara.%® Figyelembe véve a human
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és Ga®'-ionnal képzett komplexeinek stabilitasat, a %8Ga(lll)-komplexek
kompeticios reakciét alakithatnak ki huméan sTf-el, ami a ®8Ga(lll)-
komplexek disszociaciojat és  %8Ga(lll)-sTf komplexek képzédését
eredményezheti. A fiziologias feltételekhez kozeledve tanulméanyoztuk a
Ga(CyAAZTA) ¢és human sTf kozotti ligandumcsere reakaciot (IV.5.1
egyenlet) UV-lathaté spektrofotometrias modszerrel a képzédé Ga(sTf)
komplexek abszorpcidés savajan (240 — 250 nm), 25 mM NaHCOs
jelenlétében pH=7,4 esetén (0,15 M NaCl, 25°C). A Ga(CyAAZTA) - sTf
rendszer kiilonb6z6 iddpillanatokban felvett abszorpcids spektrumai a 1V.5.1

abran lathatoak.

Ga(CyAAZTA) + sTf = Ga(sTf) + CyAAZTA IV.1.4.1

0,64
1.0 1 E RPTRTRL
0.8 - S 0,56
2 06 A N\ -
< 6 9 12
0,4 1 t (perc)
0,2 -
0,0 T T T
230 260 290 320

A (nm)
IV.5.1. abra. A Ga(CyAAZTA) - sTf rendszer kiilonboz6 iddpillanatokban
felvett abszorpcios spektrumai ([GaL] = 0,1 mM, [Trf] = 10 uM,
[NaHCOz]=25 mM, pH = 7,4, 0,15 M NaCl, 25°C).

A ligandumcsere reakciok sebességét nagy Ga(CyAAZTA) komplex
felesleg mellett hataroztuk meg ([Ga(CyAAZTA)]1=0,1 mM, [sTf]=10 és 15
uM) a pszeudo-elsérendii koriilmény megteremtése érdekében. Ilyen
koriilmények mellett a ligandumcsere reakcio sebessége a I11.3.6 egyenlettel

adhato meg. A kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat a 1V.5.2 abran
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feltiintett kinetikai gorbék kezdeti szakaszara jellemz6 AADbS/At adataibol
szamitottuk a I11.3.9 egyenlettel figyelembe véve a Ga(sTf) komplex molaris

abszorpcids koefficiensét (e246=13800 cm™*M™).87

0,63 0,76
neni

e 061 - 074
[ O
© w
S, 0,59 - - 0,72 §
g O™ g S
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IV.5.2 abra A Ga(CyAAZTA) - sTf rendszer kiilonb6z6 idépillanatokban
246 nm mért abszorbancia értékei ([Ga(CYyAAZTA)] = 1,0x10* M [sTf] =
1,0x10° M (@) and 1,5x10° M (m), pH = 7,4, 0,025 M NaHCOs3, 0,15 M
NaCl, 25°C).

A Ga(CyAAZTA) és sTf kozotti ligandumcesere reakcid 10 és 15 uM sTf
koncentraci6é jelenétében kapott kinetikai adataibol a I11.3.9 egyenlettel
szamitott kg pszeudo-elsérendii sebességi allandok 2,8x10° s és 3,0x10° st
(INaHCO3]=0,025 M, pH=7,4, 0,15 M NacCl, 25°C) A Ga(CyAAZTA) sTf-
nel lejatszodo ligandumcsere reakcidjat jellemzé kg sebességi allando
(ka=2,9x10° st) és a Ga(CyAAZTA) Cu?*-ionnal citrat jelenlétében
lejatsz6dd fémioncsere reakcid Kq sebességi allandoja (kg=2,3x10° s?,
pH=7,4, 0,1 M KCI, 25°C, 1V .4.1 tablazat) gyakorlatilag megegyezik, amely
alapjan arra kovetkeztethetliink, hogy a humén sTf nem vesz részt a
Ga(CyAAZTA)  ligandumcsere  reakciojanak  sebességmeghatarozo
Iépésében. A Ga(CyAAZTA) ligandumcsere reakcidja a fémioncsere

reakciohoz hasonléan a [Ga(CYyAAZTA)OH]? spontin és hidroxid katalizalt
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reakcio kovet.

A Ga(CyAAZTA) fémioncsere ¢és ligandumcsere reakcioi alapjan a
fiziologias feltételekre szamitott disszociacio felezési ideje t1/2=8,5 és 6,6 ora,
amely kozel hétszer nagyobb, mint a %8Ga radioaktiv bomlas t12=67,71 perc
értéke. A kapott eredmények alapjan a Ga(CyAAZTA) komplex igéretes

Ga®* -alapu radiodiagnosztikumok fejlesztésére.

IV.6. A Gd(CYyAAZTA) komplex relaxacios sajatossagai

A MRI vizsgalatokban jelenleg alkalmazott Gd(IIl)-komplexekben a
ligandumok 8 donoratommal koordindlédnak a Gd**-ionhoz, mig a 9.
koordinaciés helyet egy vizmolekula tolti be. A paramagneses Gd**-ion az
oldoszer vizprotonok relaxacidés sebességére gyakorolt hatdsat jelentds
részben ennek a vizmolekuldnak a cseréjén keresztiil fejti ki (belsé szféra
hozzajarulas - rip). Az klinikai gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott
[GA(DTPA)(H20)]* és [GA(DOTA)(H20)]" komplexek relaxivitasa 4 — 5
mM-1s? (20 MHz, 25°C), ami 1ényegesen elmarad az elméletileg elérhetd 120
mM-1s? értéktsl.>* A Gd(l11)-komplexek relaxivitasa jelentdsen novelhetd a
Gd* -hoz kdzvetleniil koordinalédé vizmolekulak szamanak (q) novelésével
(11.3.3 egyenlet). Az elmult két évtizedben szamos =2 Gd(l1l)-komplexet
fejlesztettek, amelyekben talalhatdo hétfogi ligandumok a jol ismert
makrociklusos DO3A és szarmazékai ([Gd(DO3A)(H20)2]: r1p=6,0 mM1s?,
[GA(PCTA)(H20)]: rp=7,0 mMist 20 MHz, 25°C).1° A
[GA(DO3A)(H20)2] komplexek és szarmazékaik in vivo alkalmazasanak
alapvetd hatranya, hogy a testfolyadékokban talalhato kis molekulatomegii
endogén ligandumok kolcsonhatisba léphetnek a Gd**-ionnal a belsé
szférdban talalhato két vizmolekula helyettesitésével vegyes ligandumu

komplexet képezve.!'® Aime és munkatdrsai a kdzelmultban eléallitottdk a
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hétfogh  szemi-makrociklusos AAZTA ligandumot ¢és  részletesen
tanulmanyoztak Gd(I)-komplexének  relaxacios és szerkezeti
sajatossagait 3?8 A vizsgilatok eredményei ramutattak, hogy a
[GA(AAZTA)(H20)2]" komplex belsé szférajaban két vizmolekula talalhato,
amelyek kozel négyszerte gyorsabb cserefolymatokban vesznek részt az
oldoszer vizmolekuldkkal, mint a [Gd(DTPA)(H20)]% és [Gd(DOTA)(H20)]
komplexek esetében ([GA(AAZTA)(H20)2] ke = 11,1x10° s7,
[GA(DTPA)(H20)]%: kex = 3,3x10° s, [GA(DOTA)(H20)]": kex = 4,1x10° s°
h 3217 A [GA(AAZTA)(H20)2] relaxéacios sajatossagainak vizsgalatai soran
meghatarozott fizikai-kémiai paramétereket felhasznalva modellszamitasokat
végeztek makromolekularis rendszerre jellemzd hossza rotacios korrelacios
id6  figyelembe  vételével (=30 ns). Meglep6 modon a
[GA(AAZTA)(H20)2]" szamitott relaxivitasa rip=100 mMs? adodott (20
MHz, 25°C), ami megkdzeliti az elméletileg elérheté maximalis relaxivitas
értéket (rip=120 mMis? 20 MHz, 25°C).32 A [GA(AAZTA)(H:0).]
elényos relaxacios sajatossagai mellett fontos megemliteni, hogy a kis méretii
endogén ligandumok (laktat- ¢&s foszfationok) nem alakitanak ki
kolcsonhatast Gd**-ionnal a belsd szféraban talalhatd vizmolekulakat
kiszoritva.®> A [GA(AAZTA)(H20)2] komplex  egykristalyanak
rontgendiffrakcios vizsgalatai {Na[Gd(AAZTA)(H20)]}2 dsszetételli dimerek
jelenlétét mutattdk ki szilard fazisban.® A {Na[Gd(AAZTA)(H.0)]}.
komplexben a Gd**-ionhoz tiz donoratom koordinalédik torzult , két sapkas”
négyzetes antiprizmas szerkezetet kialakitva (az egyik gylrt karboxilat-O
donoratom hid helyeztben van, mig az egy masik karboxilat csoport mindkét
donoratomjaval koordinalodik a Gd*-ionhoz). A dimer szerkezetii
{Na[Gd(AAZTA)(H20)]}> monomer egységeiben a ,,sapka” pozicidkat az
egyik gytrti amino-N ¢és a hid helyzetben 1év6 szomszédos gylrii karboxilat-

O donoratom foglaljak el, mig a négyzetes antiprizmas sikokat harom
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karboxilat-O és egy vizmolekula-O donoratomok, valamint két-két amino-N
¢és karboxilat-O donoratomok toltik be. Oldat fazisban valosziniileg a ,,sapka”
pozicidban 1évé hidhelyzetii karboxilat-O donoratom helyét egy vizmolekula
foglalja el, amely nem szomszédos a négyezetes antiprizma sikjaban 1évé
H20 molekulaval, igy a [GA(AAZTA)(H20),]* komplexben a belsé szféras
vizmolekulak nem helyettesithetéek két- esetleg haromfoga ligandumokkal.
A Gd(CyAAZTA) komplex relaxacios sajatossagainak vizsgalata soran
arra kerestik a valaszt, hogy a ciklohexil csoport jelenléte hogyan
befolyasolja a Gd(IIl)-komplex oldoszer vizprotonok Ti relaxacids idejére
gyakorolt hatdsat meghatarozo relaxacios paramétereket (Kex, 7r, 7s, Sth.) A

Gd(CyAAZTA) bels6 szféras vizmolekulainak cseresebességét, a komplex

crer

crer

relaxacidjat leir6 paramétereket valtoztatott hoémérsékleti H-NMR
relaxometrias és ’O-NMR spektroszkopias, valamint NMRD mérésekkel
hataroztuk meg. Tanulmanyoztuk a Gd(CyAAZTA) relaxivitasat kiilonbozo
kis endogén ligandumok jelenlétében az esetlegesen képzddd vegyes
ligandumu komplexek kimutatasa érdekében.

A Gd*-CyAAZTA rendszer relaxivitasanak pH-fiiggvényében vald
vizsgalatai soran arra kerestiik a véalaszt, hogy a komplex képzddés soran
keletkezd részecskék milyen hatdssal vannak az olddszer vizprotonok
longitudinalis relaxacios sebességére. A Gd**-CyAAZTA rendszer
relaxivitdsanak pH-fliggése és az egyenstlyi adatokbol szamitott részecske

eloszlasi diagramja a IV.6.1. dbran lathato.
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IV.6.1. abra A Gd*"- CyAAZTA rendszer részecske eloszlasa. A komplex

relaxivitasa (#) a pH fliggvényében ([Gd(CYAAZTA)]=1,0 mM, 20 MHz,

0,1 M KCl, 25°C)

A IV.6.1 abra alapjan megallapithatd, hogy a Gd(Ill)-komplex
képzddésével és a [GA(HCyAAZTA)] és a [GA(H.CYyAAZTA)]" részecskék
deprotonalodasaval a relaxivitas értékek csokkennek a pH=1-4 tartoméanyban.
A relaxivitas értékek a pH 4-10 tartomanyban allandosulnak, ami
[GA(CYAAZTA)] komplex képzédésével és dominanciajaval magyarazhato.
A relaxivitas értékek pH>10 esetében bekovetkezd csokkenése a
[GA(CYAAZTA)(OH)]*  részecske  képzOdésével magyarazhats. A
Gd(CyAAZTA) relaxivitasa rip= 8,3 mMis? (20 MHz, pH=7,4, 25°C),
kétszerese a Kklinikai gyakorlatban hasznalt kontraszanyagokénak ¢és
egyértelmiien jelzi két vizmolekula jelenlétét a Gd(ll1)-komplex belsd
szférajaban. A [GA(CYAAZTA)(H20)2]" komplex 2°r12% értéke jol egyezik
a korabban tanulmanyozott hasonlé molekulatomegii q=2 Gd(l11)-komplexek
relaxivitas értékeivel (IV.6.1 tablazat).

A g=2 Gd(lll)-komplexek relaxivitasanak belsd szféras (rip®)

hozzéjaruldsat jelentdsen befolydsolja a Gd(Il)-ionhoz kozvetleniil
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kapcsolddd vizmolekuldk cseresebessége, amelyre kvalitativ informaciot
nyerhetiink a relaxivitds homérsékletfiiggésének  vizsgalatabol. A
[GA(CYAAZTA)(H20)2]7 komplex relaxivitasanak homérsékletfiiggése a

IV.6.2 abran lathato.
16
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1V.6.2. abra A [Gd(CYAAZTA)(H20).]" komplex relaxivitasanak
hémérséklet fliggése (pH=7,0, 20 MHz)

A [Gd(CYyAAZTA)(H20)2]” relaxivitasa a gyors vizcseresebességgel
rendelekzé [GA(AAZTA)(H20)2], [Gd(DO3A)(H20).] és
[GA(PCTA)(H20)2] komplexekhez hasonloan exponencialisan csokken a
homérséklet novekedésével.21° A relaxivitss értékek hémérséklet
novekedésével bekovetkezé monoton csokkenését a belsé (rip'®) (csokken a
vizmolekuldk atlagos tartozkodasi ideje a belsé koordinacios szféraban) és
kiils6 szféras (ryp®) (né a kiilsé szféraban tartozkodd vizmolekulak
értelmezik 32115118119 Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
[GA(CYAAZTA)(H20)2]- komplexben a  Gd**-ionhoz  kdzvetleniil
koordinalédd két vizmolekula atlagos tartdzkodasi ideje (zm) a belséd
koordinécids szféraban kicsi, igy a homérséklet novekedésével a vizcsere
tovabbi gyorsuldsa csokkenti a Gd(IIl)-komplexek belsé szféras

hozzajarulasat a teljes relaxivitashoz.
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A Gd(l)-komplexek relaxivitasa belsé szféras hozzajarulasat a Gd(III)-
ionhoz koordinalt vizmolekuldk szama (Q), cseresebessége (Kex) és a belso
szféras vizprotonok relaxacios ideje (TH1m) befolyasolja (11.3.1 egyenlet). A
Gd(Ill)-komplexek vizcsere folyamatai  ’OH: jelenlétében 'O-NMR
spektroszkopias modszerrel kdzvetleniil tanulmanyozhatoak.

A [Gd(CyAAZTA)(H20)2]° komplex esetében mért redukalt
relaxaciossebességek logaritmusat és a kémiai eltolodas értékeit az 1/T
fliggvényében, valamint a 0,01 — 70 MHz tartomanyban 298 és 310 K

meghatarozott relaxivitas értékeket [V.6.3 dbran mutajuk be.
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1V.6.3. abra Redukalt 'O transzverzilis relaxacios sebességek (A), redukalt
kémiai eltolodas értékek 11,75 T térerdsségnél (B) és
[GA(CYAAZTA)(H20)2] relaxivitasanak térer6fiiggése 298 (m) és 310 K (o)
hémérsékleten. ([GAd(CYyAAZTA)(H20)2]'=20 mM, pH=7,0)
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A valtoztatott hdmérsékletii 1’O-NMR mérési eredményekbél szamolt
1/Tor és Aowr értékeket, valamint a 298 és 310 K-en valtozatott térerénél
meghatarozott r1 értékeket a fiiggelékben feltiintetett F.1 — 13. egyenletek
alapjan a I1.3.2 (r1p?" hozzajarulasa nélkiil) és 11.3.3 egyenletek figyelembe
vételével egyidejiileq illesztettiik a kovetkezé paramétercket szamitva: Kex?*e,
AH*w, Ak, R %%, 1*® és A%, A szamitasok soran a belsd szféras
vizmolekulak szamat (q=2), a Gd**-ion és a belsd szférds vizprotonok
tavolsagat (rean=3,1 A), a Gd**-ion és a kiilsé szféras vizmolekula protonok
tavolsagat (acsn=4 A) és a vizmolekula 298 K és 310 K-re vonatkozéd
diffuzios allandéjat (298K: D=2,24x10° cm? s, 310 K: 3,1x10° cm? s?)
nem illesztettiik. Az illesztésekhez figyelmbe kellett venniink a ZFS
véltozasat és rotacios mozgést jellemz6 aktivalasi entalpidkat, melyeket AH*
= 1,0 kI'mol ™! és AHr"=1,6 kJ-mol ! értékekre rogzitettiink.!*” Az illesztett
gorbék 1V.6.3. abran lathatébak. A szamitott paraméterecket a IV.6.1
tablazatban tiintettiik fel.
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IV.6.1. tablazat. A O-NMR spektroszkopias és NMRD adatok egyiittes
illesztése soran a Gd(II)-komplexek relaxacios sajatsagait befolyasold
paraméterekre kapott értékek

Parameterek  Gd(CyAAZTA)Gd(AAZTA)® Gd(DO3A)P!T  Gd(PCTA)M

20r,2%8 (MM 5 8,3 7.1 6,0 6,9
A2(10%s2) 1,040,1 2,2 4,6 5,9
v*% (ps) 59+4 31 14 15
Kex?®® (10°s71) 9,140,5 11,1 6,4 14,3
=*%(ps) 97+4 74 66 70
Q 2* 2 1,9 2
r(A) 3,10% 3,10 3,15 3,10
AHv (kJ/mol) 1,0 - 1,7 36
AHw (kI/mol) 27,8+0,6 - 44 45
A/h (108 rad/s) -3,840,2 -3.8 -3,8 38

el Ref.32; [PI Ref. 115 * rogzitett érték

A [Gd(CyAAZTA)(H20)2]7 komplex O-NMR  spektroszkopids
vizsgalatai sordn azt tapasztaltuk, hogy alacsony homérsékleteken 'O
transzverzalis relaxacios sebességek (1/T2r) nének a hoémérséklet
novekedésével (IV.6.3A dbra), ami jelzi, hogy a rendszer a lassii csere
tartomdnyaban van, ahol a 1/T2r értékét a vizcsere sebesség hatdrozza meg.
Magasabb homérékleteken (1/T2r értékek maximuma 290 K koriil talalhato) a
Y0 transzverzalis relaxacios sebességek csokkennek a hémérséklet
novekedésével, ami utal a gyors csere taromanyra és a 1/Tm értékek
meghataroz6 szerepére. A 1/Tom értékeket a belsd szférds vizmolekuldk
cseresebessége (Kex=1/tm), a longitudinalis elektron relaxacios id6 (1/Tze) és a
hiperfinom csatolasi allandé (4/4) hatarozza meg. A A/h értékét a Gd* -ion
spinsiirisége adja meg a 1’0 mag kériil. A [Gd(CYAAZTA)(H20)2] komplex
IV.6.1 tablazatban feltiintetett A/h értéke (A/h=-3,8x10° rad/s) jo egyezést
mutat a korabban tanulmanyozott =2 Gd(AAZTA), Gd(PCTA) ¢és
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Gd(DO3A) komplexek hiperfinom csatolasi allandd értékeivel. A
[GA(CYAAZTA)(H20)2]7 komplex  belsd  szféras  vizmolekuldinak
cseresebessége  (Kex=9,1x10°  s1)  némileg  kisebb, mint a
[GA(AAZTA)(H20)2]" komplexé (Kex=11,1x10° s), ami meglepd, mivel més
ciklohexil csoportot tartalmazo q=2 Gd(lll)-komplexek vizcseresebessége
nagyobb az analdég, de ciklohexil csoportot nem tartlmazo Gd(III)-
komplexekhez képest ([Gd(CYPCTA)(H20)2]: kex=29,4x10° s, 310 K).124 A
([Gd(CyPCTA)(H20),] gyorsabb vicsere folyamatait a Gd*'-ion belsd
szférajanak tlzsufoltsagaval értelmezik.'®* Ezzel szemben a ciklohexil
csoport gyakorlatilag nem befolyasolja a [Gd(CYyAAZTA)(H20)2]" komplex
vizcserefolyamatait, igy megallapithatd, hogy a ciklohexil gyliri pozicidja
nem valtoztatja meg a belsd szférds vizmolekuldk térbeli elhelyezkedését.

A [Gd(CYyAAZTA)(H20)2]" 298 és 310 K-en kapott NMRD gorbéi
(IV.6.3C abra) alacsony (<1 MHz) ¢és nagyobb (>20 MHz) téreréknél
platoval rendelkeznek, mig 4 - 8 MHz ko6z6tti tartomanyban egy diszperizod
figyelhet6 meg. Az NMRD gorbék emlitett tulajdonsagai tipikusak a kis
molekulatomegii Gd(I11)-komplexekre, amelyek rovid rotatcids korrelacios
idével jellemezhetéek (1r<0,1 ns).?* A [Gd(CyAAZTA)(H:0).]" 298 K-en
kapott NMRD gorbéjének illesztésével szdmitott rotacios korrelacios 1dd
wR*%=97 ps, ami kozel 30 %-kal nagyobb, mint a [GA(AAZTA)(H20),]" tr>*®
értéke (1r?%8=74 ps). A ciklohexil csoport jelenléte és CyAAZTA ligandum
nagyobb molekulatomege eredményezi a Gd(IIl)-komplex lassabb rotacids
mozgasat, ami egyuttal megnoveli a [GAd(CYAAZTA)(H20)2] relaxivitasat
([GA(CYAAZTA)(H20)2]:  *r?%=83 mMs?, [GA(AAZTA)(H20).]:
20r,2%8=7 1 mM1s1). A [Gd(CYyAAZTA)(H:20)2]" 310 K-en kapott NMRD
gorbéjének illesztésével szamitott relaxacids paraméterek: 2°r13%° = 7,9 mm?
st A2=(2,6+0,2) x 1052 5 =28 £ 2 ps; kex = (14,5 £ 0,3) x 10°s! és

=63 = 1 ps. A IV.6.1 tablazatban szerepld elektron relaxaciot jellemzd
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paraméterek (A% és wv) kevésbé megbizhatoak, de értékeik nem térnek el
jelentdsen a korabban vizsgalt q=2 Gd(l11)-komplexek megfeleld értékeitdl.
A [Gd(CYAAZTA)(H20).]" komplex kisméretii endogén ligandumokkal
kialakitott kolcsonhatasait laktat-, citrat- és foszfationok jelenlétében végzett
'H-NMR relaxometrias vizsgalatokkal A
[GA(CYAAZTA)(H20)2] kiilonb6z6é koncentracioju laktat, citrat és foszfat

oldatokban mért relaxivitas értékei a IV.6.4 abran lathatdak.

tanulmanyoztuk.
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IV.6.4. abra A [Gd(CYAAZTA)(H20)2] relaxivitasa a [citrat] és [laktat] (A),
valamint [POs*Twt (B) fiiggvényében ([GAL]=1,0 mM, citrat (1), laktat (M),

pH=7,4, 0,15 M NaCl, 25°C)

A 1V.6.4. abran feltiintetett adatok alapjan a [Gd(CyYyAAZTA)(H20).]
relaxivitasa a [GA(AAZTA)(H20)2]" komplexekhez hasonléan valtozatlan
marad kiilonféle endogén

ligandumok jelenlétében, amely alapjan

megallapithatd, hogy a [Gd(CYAAZTA)(H20)2] bels6 szférajaban talalhatd

két vizmolekula nem helyettesithetd kiilonféle két ¢és haromfogu
ligandumokkal.
A fiziologias feltételekhez ~ kozeledve  tanulméanyoztuk  a

[GA(CYAAZTA)(H20)] stabilitasat Seronorm™-ban.
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IV.6.5. abra A [Gd(CyAAZTA)(H20)2] kiilonbozé idékozonkért mért
relaxivitasa Seronorm™-ban (20 MHz, 298 K)

A [Gd(CyAAZTA)(H20)2]° komplex Seronorm™-pan mért relaxivitasa
(IV.6.5. abra) nem valtozik az idd elteltével, ami egyértelmiien bizonyitja a
Gd(I11)-komplex stabilitasat fiziologiashoz kozeli feltételek mellet. Fontos
megemliteni, hogy [GA(CYAAZTA)(H20)] relaxivitasa 2°r1?%%=10,5 mM1s?
Seronorm™-ban, ami 25%-kal nagyobb, mint vizes oldatban (*r;%%*=8,3
mMs?). A nagyobb relaxivitas a Gd(II1)-komplex ciklohexil csoportja és a
Human Szérum Albumin (HSA) kozott kialakuld gyenge kdlcsonhatés és a
[GA(CYyAAZTA)(H20):]7 - HSA adduktum nagyobb relaxivitdsanak
eredménye ( a [Gd(CyAAZTA)(H20):]" - HSA adduktum rotacios
korrelacios ideje 1ényegesen nagyobb w~1 ns). A [Gd(CyAAZTA)(H20).]
komplex és HSA kozotti kolcsonhatas kimutatasara tanulmanyoztuk a
[GA(CYAAZTA)(H20)2]" komplex relaxivitasat novekvé HSA koncentracio
mellett.}?> A kapott relaxivitas értékei a IV.6.6. abran lathatoak.
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1V.6.6. abra A [Gd(CYAAZTA)(H20)2] komplex HSA oldatokban mért
relaxivitasa ([GdL]= 0.097 mM, pH=7,4, 20 MHz, 0,15 M NacCl, 25°C)

A [Gd(CyAAZTA)(H20)2]” komplex relaxivitas értékei telitési gorbe
szerint nének a HSA koncentracios novekedésével a képz6dod
[GA(CYAAZTA)(H20)2]" - HSA adduktum nagyobb relaxivitasa miatt. Az
adduktum képzddése a kovetkezd egyensulyi folyamattal és egyensulyi

allandoval jellemezhetd:

GdL + HSA =—= GdL-HSA 1V.6.14
_ [GdL —HSA]
*  [GdL][HSA]
Figyelembe véve a [GA(CYAAZTA)(H20)2] és a HSA teljes koncentraciojat

([GdAL]=[GdL]+[GdL-HSA], és [HSA]=[HSA]+[GdL-HSA]), a
[GA(CYAAZTA)(H20)2] - HSA adduktum koncentracidja a kovetkezo
egyenlettel fejezhetd ki:

K,[GAL], + K,[HSA], +1-(K,[GdL], + K,[HSA], +1)* ~ 4K ’[GALL[HSAL |\ 6.15

[GdL — HSA] =
2K,

Adott HSA koncentracional a mért relaxivitas molaris értékei megadhatok
a [Gd(CyAAZTA)(H20)2]° komplex, [Gd(CyAAZTA)(H20)]7 - HSA

adduktum és a diamégneses hozzajarulasok 6sszegeként:
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11°%=r15[GdL-HSA]x1000+r1[GdL]x1000+r:"5A  1V.6.16

ahol r, rp ¢é n™ a [Gd(CYyAAZTA)(H20):] komplex,
[GA(CYAAZTA)(H20)2]" - HSA adduktum és HSA oldat relaxivitasa. Az
riHSA értékeket a [Gd(CyAAZTA)(H20)2]” komplex tavollétében azonos
IV.6.15. és a IV.6.16. egyenletek egyesitésével a [V.6.17. egyenletet kapjuk,
amelyre illesztve a r° — [HSA] adatparokat szamitottuk a rip és Ka
paramétercket (szamitdsok soran a [GA(CYyAAZTA)(H.0).]° komplex
relaxivitasat rogzitettiik, r1=8.3 mMst). A [Gd(CyAAZTA)(H20),] - HSA

rendszer illesztett gorbéje a IV.6.6. dbran lathato.

s _ K,[GdL], + K,[HSA], +1- \/(Ka[GdL]l +K_[HSA], +1)° —4KaZ[GdL]I[HSA]t y
1 2K, IV.6.17

% (I, — 1) x1000+ 1, x[GdL], x1000+ s

A szamitasok soran a [Gd(CyAAZTA)(H20).]" - HSA adduktum
relaxivitasara és stabilitasi allandojara kapott értékek: rip=18+2 mM2s? és
Ka=400£100 M. A [Gd(CYAAZTA)(H20)2]" - HSA adduktum stabilitési
allandojara kapott érték K,=420+100 M kozel megegyezik az aromds
oldallancot tartalmazé Gd(BOPTA)? és Gd(EOB-DTPA)? komplexek HSA-
val alkotott adduktumainak stabilitasi allandoival (Gd(BOPTA)?: Ka=400 M-
! és GA(EOB-DTPA)?: K,=240 M1).%8

IV.7. A Ca%*- és Mg?*-ionok hatasa a linearis Gd**-alapii MRI
kontrasztanyag kinetikai inertségére
Az utébbi években az NSF megbetegedések felismerése tette sziikségessé
a Gd*-alapi MRI kontrasztanyagok alkalmazasa és az NSF kialakuldsa
kozotti kapcsolat felderitését. A legujabb vizsgalatok eredményei szerint

tobbszori Gd>*-alapti kontrasztanyaggal végzett MRI vizsgalatot kovetden
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gadolinium  felhalmozodast  észleltek olyan  betegek  csontjaiban,
szervezetében és agyaban is, akik normalis vesefunkcioval rendelkeztek.126 A
Gd**-ion él16 szervezetben vald felhalmozodasat 1ényegesen befolyasoljak a
Gd(I11)-komplexek in vivo fizikai-kémiai és farmakokinetikai sajatossagai.
Csoportunkban részletesen tanulmanyoztdk hét klinikai gyakorlatban
alkalmazott MRI kontrasztanyag egyensulyi ¢és kinetikai sajatossagait
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (0.15 M NaCl, 37°C).>3% A
meghatarozott egyensulyi adatokkal egy egyszerisitett plazma modell
felhasznalasaval szamolt egyensulyi részecske eloszlas szerint bekovetkezhet
oldékonysaga miatt (25°C: logKsp=-20,96; 37°C: logKs=-20,53),>° mig a
felszabadulo aminopolikarboxilat ligandumok Zn(Il)-, Cu(ll)- és Ca(ll)-
komplexeket képeznek. A szamitasok eredményei egyensulyi rendszerekre
vonatkoztak, de az MRI vizsgalatok sordn az ¢él0 szervezetben altalaban nincs
lehetéség az egyensuly beallasara a Gd(l11)-komplexek vesén keresztiili
gyors kiiiriilése miatt.!?"1% Ezzel szemben, ha a Gd(lll)-komplexek
disszociacids reakcidinak sebessége Osszemérhetd a kiiirlilés sebességével,
a Gd*-ionok egyensulyhoz kozeli mennyiségének felszabaduldsaval. A
testfolyadékok nagyon komplex 0Osszetétele miatt a Gd(l11)-komplexek
kiilonféle ligandum és fémioncsere reakciokban vehetnek részt endogén
ligandumokkal (aminosavak, peptidek, fehérjék, stb.) és fémionokkal (Zn?*,
Cu?* és Fe*). Fiziolégiashoz kozeli feltételek mellett a Gd(DTPA)*
szarmazékok ligandum és fémioncsere reakcioi a Gd(I11)-komplexek sav és a
kis endogén ligandumok (citrat, foszfat és karbonat) altal katalizalt
disszociacios reakcidival jatszodnak le, dontden vegyes ligandumu
komplexek (Gd(DTPA)X: X=Cit*, HCit*, H.POs, HCOs;, CO3%)

képzédésén keresztiil. > Mivel a kiilonféle tesfolyadékokban talalhato
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szabad Ca?'- és Mg?*-ionok koncentracidja vizsonylag nagy ([Ca?*]szabad=1.2
MM, [Mg?*]sza0a¢=0,5 mMM)** a GA(DTPA)? és szarmazékaik kis stabilitasu
kétmagvii komplexeket képezhetnek a Ca®*- és Mg®*-ionokkal, amelyek
befolyasolhatjak a Gd(III)-komplexek disszociaciés sebességét. Ezért
tanulmanyoztuk a Gd(DTPA-BMA), Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)* és
Gd(EOB-DTPA)> komplexek Cu?'-ionokkal lejatszodé fémioncsere
reakcioit (IV.7.1 egyenlet) Ca?*- és Mg®*-ionok jelenlétében UV-lathatd
spektrofotometrias modszerrel a képzddd Cu(ll)-komplexek abszorpcios
savjan (300 nm) fiziologidshoz kozeli feltételek mellett (pH=7,0 és 7.5, 0,15
M NaCl, 25 és 37°C). A méréseket citrat, mint segédligandum alkalmazasa
mellett végeztiik a kicseréld Cu?* és a felszabaduld Gd**-ionok hidrolizisének
elkeriilése érdekében. A GAd(DTPA-BMA) — Cu(Cit) és Gd(DTPA)* —
Cu(Cit) rendszerek kiilonb6z6 idokozonként felvett abszorpcios spektrumai a
IV.7.1 abran lathatéak. A fémioncsere reakciok az alabbi altalanos

egyenlettel adhatok meg:

GdL + Cu(Cit) + M?>* == Gd(Cit) + CuL + M?* (IV.7.1)

ahol M?*=Ca?" vagy Mg?*, L=DTPA-BMA, DTPA, BOPTA ¢és EOB-DTPA.
Az alkalmazott kisérleti koriilmények mellett a Cu?*-ionok Cu(Cit)H.1, mig a
Gd**-ionok Gd(Cit)H-1 és Gd(Cit), komplexek formajaban vannak jelen
([Cu?1w=0.2 mM, [Cit]wt=0.5 mM, pH=7 és 7,5, 0.15 M NaCl, 25 és
37°C).%»
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IV.7.1. abra A Gd(DTPA-BMA) — Cu(Cit) (A) és a Gd(DTPA)* — Cu(Cit)

(B) rendszerek kiilonb6z6 id6kozonként felvett abszorpciods spektrumai

([GA(DTPA-BMA)]=[Gd(DTPA)*1=2,0 mM, [Cu?*1=0,2 mM, [Cit]=0,5
mM, pH=7,0, 0,15 M NacCl, 25°C)

A Kkicserélédési reakciok sebességét pszeudo-elsérendii koriilmények

kozott tanulmanyoztuk, amelyet a GdL komplex feleslegének alkalmazasaval

értik el ([GdL]wt/[Cu? ]t = 10). Ilyen feltételek mellett a fémioncsere

reakciok sebessége a II1.3.6. egyenlettel adhatdé meg. A fémioncsere

reakciokra jellemzd kg pszeudo-elsérendi sebességi allandokat a I11.3.8

egyenlettel szamitottuk, figyelembe véve a Cu(Cit)H.1, Cu(DTPA-BMA),

Cu(DTPA)*, Cu(BOPTA)* és Cu(EOB-DTPA)* komplexek 300 nm-re
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vonatkozé molaris abszrobancidit (scucion-1=921 Mlecm™?, scupTra-BMA)=
3293 Miecm?, scyptra= 3969 Micm?, scuworta= 3797 Miem?, scuEos-
prra= 4121 Mecm?). Eldzetes vizsgilataink alapjan a Cu(Cit)H.,
Cu(DTPA-BMA), Cu(DTPA)>* ¢és Cu(BOPTA)* komplexek molaris
abszorbanciai 25 ¢és 37°C-on megegyeznek. Az adott kiirolményekre
meghatarozott kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat IV.7.2 - 5 abrakon

tiintettiik fel a [Ca?'] fiiggvényében.

8,0E-05
6,0E-05
L 4,0E-05
~ —0
2 0E-05 —n
0,0E+00 4 ‘ ‘ ‘ 2
0 0.0 0,09 0,12

3 ,.006 2
[Ca”™] (mol/dm~)

sebességére (ka) ([GAd(DTPA-BMA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5
mM, pH=7,0 (®,®) és 7,5 (M,M), 25°C ¢s 37°C-0n,0,15 M NaCl)

1,5E-05
.~ 1,0E-05 -
5)
~ 5,0E-06 -
—a
0,0E+00 ‘ ‘ ‘
0 0,03 0,06 0,09 0,12

[Ca®] (mol/dm?)

sebességére (kg) ([GA(DTPA)]=2,0 mM, [Cu?']=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-on,0,15 M NaCl)
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1,5E-06 —9
0,0E+00 - : : ‘

0 0,03 0,06 0,09 0,12
[Ca®] (mol/dm?®)

sebességére (ka) ([GA(BOPTA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) ¢és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-0n,0,15 M NaCl)

4,0E-06
3,0E-06 | .
£ 2.0E-06 -
~
1,0E-06 | —
0,0E+00 ‘ ‘ ‘
0 0,03 0,06 0,09 0,12

[Ca®™] (mol/dm?)

sebességére (ka) ([GA(BOPTA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) ¢és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-0n,0,15 M NaCl)

A Gd(DTPA-BMA) és Cu?*-ionok kozotti cserereakcid sebessége csak kis
mértékben ndvekszik a Ca®* koncentracidjanak ndvekedésével a [Ca?*]=0,01
— 1,0 M tartomanyban (IV.7.2 abra), amely alapjan megallapithatjuk, hogy a
Ca?* gyakorlatilag nem befolyasoljak a fémioncsere reakciok sebességét a
Gd(DTPA-BMA) esetében. A Ca?*-ionok tavollétében meghatarozott Kg
pszeudo-elsérendli sebességi allandok nagyobbak, mivel Ca(Cit) komplex

(logKca(cin=4,91)> képzddik a jelen 1év§ citrattal csokkentve annak szabad
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mennyiségét, ezaltal a GA(DTPA-BMA) komplex Cit> és HCit? asszisztalt
disszociacié mértékét (IV.7.2 abra). A Kinetikai vizsgalatok soran pH=7,0
esetén a kg sebességi allandok valamelyest nagyobbak, mint a pH=7,5-6n

kapottak, mivel pH=7,0-en a [H*] és [HCit*] értékek nagyobbak, igy a

jatszodik le.
A Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)* ¢és Gd(EOB-DTPA)> komplexek
abrak). A disszociacio sebességét jellemz6 kg allandok telitési gorbe szerint

véaltoznak a [Ca®'] fiiggvényében. Ca®*-ionok tavollétében a Gd(DTPA)?Z,

HCit> katalizalt Gton jatszodik le, mig Ky sebességi allandok Ca®*-ionok
jelenlétében torténd novekedése arra utal, hogy a disszocidcid megvaldsulhat

Ca?" katalizalt uton is. Figyelembe véve a komplexek H* (ki[GdL]), Cit*

------

citrat és Ca?*-ionok jelenlétében a kdvetkezo egyenlettel adhaté meg:

- d[C:j(:L][ - (kl[H+] + kcit

ahol ki, Kcit, krcit és ks® a Gd(l11)-komplexek H*, Cit*, HCit? és Ca®" altal

[Cit* ]+ Kk, [HCit* ]+ k®[Ca* ])[GdL] IV.7.1

HCit

katalizalt disszocidci0jat jellemz06 sebességi allandok.

A  Mg*-ion hatasat a Gd**-komplexek Cu®*-ionnal lejatszodd
cserereakcioi sebességére Ca®*-ionéhoz hasonld moédon tanulmanyoztuk.
ElSkisérleteink alapjan a Gd(DTPA-BMA) és a Cu®" kozott citrat
jelenlétében lejatszodd cserereakcid sebességére a Ca?*-hoz hasonléan a
Mg?*-ionoknak sincs hatiasa. A Gd(DTPA)?, Gd(BOPTA)* és Gd(EOB-
DTPA)? komplexek Cu?*-ionnal citrat és Mg?*-ionok jelenlétében lejatszodo

cserereakcioit jellemzd Kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat az UV-
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lathatd spektrofotometrias adatokbol a II1.3.8 egyenlettel szamitottuk. A
meghatarozott kg pszeudo-elsérendi sebességi allandokat IV.7.6 - 8 abrakon

tiintettiik fel a [Mg?*] fiiggvényében.
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sebességére (k) ([GA(DTPA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) ¢és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-0n,0,15 M NaCl)
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------

sebességére (ka) ([GA(BOPTA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) ¢és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-0n,0,15 M NaCl)
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4,5E-06 )
<~ 3,0E-06
> 1,5E-06 |
0,0E+00 ‘ ‘ 1‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[Mg®'] (mol/dm®)
IV.7.8. abra. A Mg?*-ionok hatasa a Gd(BOPTA)? disszoci4cidjanak

sebességére (ka) ([GA(BOPTA)]=2,0 mM, [Cu?*]=0,2 mM, [Cit]=0,5 mM,
pH=7,0 (®,®) ¢és 7,5 (M, M), 25°C és 37°C-0n,0,15 M NaCl)
A Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)* és Gd(EOB-DTPA)* komplexek Cu?*-
ionokkal citrat- és Mg?*-ionok jelenlétében lejatszodd cserereakcidik
sebessége a Ca" jelenlétében tapasztaltakhoz hasonloan telitési gorbe szerint

né a [Mg?*] novekedésével. Figyelembe véve a Gd(l11)-komplexek Mg?*-

rrrrr

rrrrrr

kovetkezd egyenlettel adhatd meg:

_ d[GdL],
dt

ahol kM9 a GA(DTPA)?, GA(BOPTA)* ¢s Gd(EOB-DTPA)? komplexek

~~~~~~

= (KJH ']+ K, [Cit* ]+ K, [HCIt* 1+ KV [Mg® DIGAL]  1V.7.2

cit

.....

feltételezhetéen egy vegyes, kétmagvi Gd(L)M komplex (M= Ca(Il) és
Mg(Il)) képzddésén keresztiil jatszodik le. A kétmagva komplex stabilitdsa a
IV.7.3 egyenlettel adhat6é meg:

GdL + M? == Gd(L)M IV.7.3
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_ [Gd(L)M]
CIOM T IGdLI[M? ]

A kétmagvii komplexek valésziniileg a Ca®*- és Mg®*-ionok és a Gd**-

M=(Ca(II) és Mg(II))

ionhoz koordinalédott ligandum egyik karboxilat csoportja kozotti
kolcsonhatassal képzédnek. *H- és 3C-NMR vizsgalatok igazoltdk, hogy a
Ln(DTPA)* komplexek intramolekuldris atrendezédése szobahdmérsékleten
gyors folyamat, a Ln**-ion és a koordinalt karboxilat oxigének kozotti kdtés
élettartama elég rovid. 2% A Gd(L)M oszetételii kétmagva komplexben a
DTPA ligandum és a Gd**-ion kozotti kdlcsdnhatas gyengébb, mint a GdL
komplexben, aminek koszonhetéen a Gd(L)M komplex disszdciacidja
valoszintibb. A Gd(L)M kétmagva komplex képzddésében nagy szerepe lehet
a komplexek 2(-) toltésének. A Gd(DTPA-BMA) komplex Cu?*-ionokkal
lejatszodd  cserereakcioi  fiiggetlenek a  Ca?*-ion  koncentraciojatol,
valdszintileg azért, mert a semleges Gd(DTPA-BMA) nem képez kétmagvi
komplexet a Ca®'-ionnal. A Ca?'- és Mg?"-ionokkal képz8dé vegyes
kétmagvii Gd(L)M komplexek kialakulasat igazolando, tanulmanyoztuk a
Y(DTPA)? komplex H- és C-NMR spektrumat Ca®*- és Mg?*-ionok jelen-
és tavollétében. Az Y(DTPA)> komplex spektrumai 1V.7.7 és IV.7.8 abran
lathatoak.
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/‘/\/\'\“L__/L/\_/\ +1.0 M Mg*

/\/l)b\)l SN __+1.0MCa%

J\/\j\/\)\ N SN+ 0.5 M Ca?

IV.7.9. Az Y(DTPA) komplex *H-NMR spektruma Ca?* és Mg?*-ionok
jelen- és tavollétében ([YL]=0,1 M, pH=7,4, 310 K)
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IV.7.10. Az Y(DTPA) komplex *C'NIMR spektruma Ca2*- és Mg?*-ionok
jelen- és tavollétében ([YL]=0,1 M, pH=7,4, 310 K)
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Az Y(DTPA)* komplex 'H- és 3C-NMR spektrumaban talalhato jelek
Ca?*-és Mg?*-ionok jelenlétében kiszélesednek és eltolodnak, ami utal az
Y(DTPA)* komplex, valamint a Ca®*- és Mg®*-ionok kozotti kozvetlen
kolcsonhatas kialakulasara és az Y(L)M 0Osszetételi kétmagva komplexek
képzddésére. Mivel a legnagyobb szélesedés és eltolodas a karboxilat
csoportok karbonil *C-NMR jelén figyelheté meg, igy felételezhetd, hogy az
Y(DTPA)* karboxilat csoportjai vesznek rész a Ca®"- és Mg?*-ionok
koordinacidjaban.

A Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)? és Gd(EOB-DTPA)? komplexek és Ca?*-
illetve Mg?*-ionok kozétt kialakulo kolcsdnhatas befolyasolhatja a Gd(III)-
komplexek oldoszer vizprotonok relaxacios sebességere gyakorolt hatasat. A
kétmagvii komplexek képz6dését és annak az oldoszer vizprotonok Ti
relaxaciés  sebességére  gyakorolt hatasait H-NMR  relaxometrias
vizsgalatokkal tanulmanyoztuk. A  Gd(DTPA-BMA), Gd(DTPA)?Z,
Gd(BOPTA)? és Gd(EOB-DTPA)?* komplexek Ca?*-ionok jelenlétében mért

relaxivitas értékei a 1V.7.9. abran lathatoak.

6,6
A
g 6,2 A
L A
s i A a = u O
58 | A ,
E a®
-~ [ ]
5441 N .
L J
P ¢ ¢ 4
5,0 A4 T T T
0 0,03 0,06 0,09 0,12

[Ca®] (mol/dm?)

IV.7.11. abra A Gd(DTPA-BMA) (#), a Gd(DTPA)* (M) és a
Gd(BOPTA)? (A) Ca®*-ionok jelenlétében mért relaxivitas értékei
([GdL]=1,0 mM, pH=7,0, 0,15 M NaCl, 25°C)
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A 1IV.7.9. abran feltiintetett relaxivitds értékek alapjan megallapithato,
hogy a Gd(DTPA-BMA) relaxivitasat gyakorlatilag nem befolyasolja a Ca?*-
ionok jelenléte, mig a Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)?* és Gd(EOB-DTPA)*
esetében nének az rip értékek a [Ca®'] novekedésével. A Gd(DTPA)*
szarmazékok relaxivitisanak [Ca®'] fiiggése alapjan a Gd(DTPA-BMA) és
Ca?*-ionok kozotti kolcsonhatds elhanyagolhato, mig a Gd(DTPA)?,
Gd(BOPTA)? és Gd(EOB-DTPA)? esetében a Ca?*-ionok valdsziniileg a
ligandum egyik karboxilat-O donoratomjahoz koordinalodnak, ami hatassal
van a Gd(I)-komplex belsé szférajaban 1év6 vizmolekulak szamara (q) és
rotacios korrelacios idejére (). A 1V.6 fejezetben bemutatott dsszefiiggések
alapjan a g és a 1w értékeinek ndvekedése jelentésen noveli a Gd(IID)-

komplexek olddszer vizprotonok relaxéacios sebességére gyakorolt hatasat.

jellemzd sebességi allandok (ks® és ksM9) szamitasdhoz figyelembe kell
venniink Gd(I11)-komplexek eloszlasat. A vizsgalt koriilmények mellett a
Gd(DTPA)? szarmazékok teljes koncentracidja ([GdL];) megadhato a szabad
GdL, a protonalt Gd(HL), a vegyes liganduma Gd(L)Cit és a kétmagvua
Gd(L)Ca komplexek koncentracioinak Osszegeként. Korabbi vizsgalatok
alapjan fiziologias pH tartomanyban (pH=7,0 — 7,5) a protonalt komplexek
koncentracioja  elhanyagolhatdo és a  vegyesligandumu  komplexek
koncentracidja is nagyon Kkicsi.”® Ennek megfeleléen a Gd(DTPA)

szarmazekok teljes koncentracioja az alabbi egyenlettel adhato meg:
[GdL]t = [GdL] + [GdA(L)M] M=(Ca(II) és Mg(II)) IV.7.4

Figyelembe véve a lehetséges reakcioutakat, a IV.7.1 és IV.7.2 egyenleteket,
valamint a Gd(L)M kétmagvu komplexek stabilitasi allandojat (IV.7.3.
egyenlet), a kg pszeudo-elsérendii sebességi alland6 a IV.7.5 egyenlettel

fejezheto ki:
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Ky [H T+ kg [Cit™ 1+ Ky, [HCit* ]+ k5" [M*]
1+ KGd(L)M[M2+]

K, IV.7.5

Kiilonboz6 Ca®* és Mg?" koncentracioknal, valamint hémérséklet és pH
értékeknél meghatarozott Ky sebességi allandokat (IV.7.2 — IV.7.6. abrak) a
IV.7.5 egyenletre illesztve szamitottuk a ks® és Kagq)ca, Valamint a ks™9 és
Kaamg értékeket figyelembe véve a GA(DTPA)? és szarmazékai H*, Cit® és
amelyeket  csoportunkban korabban meghataroztak.’®%® A Gd(DTPA)*
szarmazékok citrat, Ca®'- és Mg®*-ionok jelenlétében lejatszodo
disszociacidjat jellemzo kinetikai paramétereket IV.7.1 tablazatban tlintettiik

fel.

95



Orvosi diagnosztikaban €s terapiaban alkalmazhat6 fémkomplexek fizikai-kémiai sajatsagainak vizsgalata

1V.2.1 tablazat A Gd(DTPA) szarmazékok Cu?*-ionnal lejatszodo cserereakcidinak paraméterei

Gd(DTPA-BMA) Gd(DTPA) Gd(BOPTA) Gd(EOB-DTPA)
T (°C) 25 [ 37 [ 2510 37 25 (] 37 25 37
ki (M-s) 12,7 35 0,58 3,0+0,6 0,41 27402  017+0,03 1540,
keit (Ms) 5,6x10°3 1,4x10? 4,4x10° 2,5x10" 6,5x10°% 1,8x10" 1,4x10° 2,210
Kieit (M5 1,14 2,4 7,7x10° 1,2x102 9,2x102 1,3x10? 2,2x10%8 2,3x10°
ks (M-s™) = - (7+1)x105 (7 £1)x10* 2,5+ (2,0 + (2+2)x10%  (6+1)x105
0,7)x10° 0,4)x10"
k€ (M1sY)  (1,740,3)x10°  (7,940,7)x10° (9 + 1)x10° (4,4 + (50 + 22+ (12+ (9 £ 1)x10°
0,5)x10% 0,6)x10° 0.4)x10% 0,2)x10°
KeanL (M) - - 50 + 10 80 + 15 16 +3 30+5 2+2 8+3
KedLmg (M) - - 22+ 4 2545 2546 2746 7+2 25+ 10
KadLca (M) 12,7 35 0,58 3,0+0.6 0,41 27+02  017+0.03 1540,
ksMI[Mg2*]e] - - 3,5x10° 3,5x107 1,25x10°8 1,0x107 1,0x10° 3,0x10®
ksCa[Ca?*]!" 2,13x10°8 9,88x10°¢ 1,13x107 5,5x107 6,25x10¢ 2,75x107 1,5x10¢ 1,1x107
kq (s1) 3,9x10°® 2,1x10° 6,3x107 2,9x10°® 6,3x107 1,4x10°® 1,5x107 3,9x107

mM, [Ca?*]=1,25 mM). 81 A Gd(DTPA) szarmazékok disszociaciojat jellemzd sebességi allandd fiziologias feltételek mellett.
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A k3M sebességi allandok dsszehasonlitasa alapjan a Ca?*- és Mg?*-ionok a
toltéssel rendelkez6 Gd(DTPA)?, Gd(BOPTA)> ¢és Gd(EOB-DTPA)*

komplexek disszociacié sebességét jelentdsen ndvelik, mig a semleges

------

......

(IV.7.1. tablazat) viszonylag nagy. A Gd(DTPA)?, Gd(BOPTA)* és
Gd(EOB-DTPA)? komplexek H*-, Cit*-, HCit?-, H,PO4 -, HCO3™- és CO3?-
ionok altal asszisztalt disszociacid sebessége rendre 24%-, 21%- és 26%-kal
né [Ca?"]=1,25 mM ¢és [Mg?*]=0,5 mM jelenlétében 37°C-on ([Cit]=0,11
mM, [PO+£1=1,0 mM, [COs*]=25 mM, pH=7,4). Ezen adatok alapjan
megallapithato, hogy a toltéssel rendelkez6 Gd(DTPA) szarmazékok szabad

.....

Gd®*-ionok in vivo felszabadulasahoz.

IV.8. A kontrasztanyagok és a csont feliilete kozott kialakulo
kolcsonhatasok vizsgalata

A Gd* alapn kontrasztanyagokkal kapcsolatba hozhatdo Nefrogén
Szisztémas Fibrozisos (NSF) betegek tobbségét a nagyobb disszociacid
sebességli Omniscan (Gd(DTPA-BMA)) kontrasztanyagot alkalmazva
vizsgaltak. Vizsgalataink alapjan a Gd(IIl)-komplexek a szervezetben
talalhato endogén fémionokkal (Zn?*, Ca?* és Cu?") kicserélddési reakciokba
léphetnek és az igy szabadda valé Gd*'-ion a kiilonbozé fehérjékkel (pl.
albumin) kialakitott viszonylag erdsebb kdolcsonhatdsainak és a rosszul
oldodo GdPOs, esetleg Gd2(COs)z csapadékok levalasanak koszonhetéen
nem iril ki a szervezetb6l. Az NSF kialakulasanak okai eddig nem ismertek,
azok felderitéséhez elengedhetetlen a  kiilonbozé Gd**  tartalma

rrrrrr

Gd**-ion mennyiségének, valamint akkumulalodott formajanak ismerete.
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Korabbi in vivo vizsgalatok eredményei alapjan az NSF kialakulasat a
szabadda valt Gd**-ionnak POs*-ionnal képzett GdPOs rosszul oldodo
csapadék megjelenése eredményez, amely a Cas(PO4)sOH-val mutatott
nagymértékii hasonlosaga miatt felhalmozodhat a csontokban. A Gd(ll)-
komplexek kiiiriilése a csontszovetekbol lassabb, mint a szervekbdl és egyéb
szovetekbdl. White és tarsai olyan csipdmiitéten atesett betegeket vizsgaltak,
akik a mitét el6tt GA(DTPA-BMA) vagy Gd(HP-DO3A) kontrasztanyagokat
kaptak. Az Omniscan (Gd(DTPA-BMA)) kontrasztanyagot kapott betegek
eltavolitott csipdcsontjaiban 2,5-4-szer tobb gadoliniumot taldltak, mint a
ProHance-szal (Gd(HP-DO3A)) kezelt betegek csontjaiban. Ez a két
kontrasztanyag eltéré tulajdonsdgaival magyarazhatod, ugyanis a nyiltlanca
Gd(DTPA-BMA) sokkal gyorsabban disszocial, mint a makrociklusos
Gd(HP-DO3A).%! Késébb azonban egy masik kutatocsoport azt talalta, hogy
a gadolinium mennyisége nagyon hasonlo volt, mind a Gd(DTPA-BMA),
mind a Gd(HP-DO3A) kontrasztanyaggal kezelt betegek esetében,
ugyanakkor az altaluk haszndlt mérési modszerrel nem tudtak kiilonbséget
tenni a szabad és a komplexben kotott Gd®* kozott.>> A GdPO4 és esetleg a
Gd*-alapt MRI kontrasztanyag csontok feliiletén valdo megkotodését
kozvetleniil infravords spektroszkopidval (IR) kovethetjiik, ezért célunk volt,
hogy a Gd(lll)-komplexek disszociacidjat és a képz6dé6 GdPOs  csont
feliileten valé megkotddését infravords spektroszkopids  vizsgalatokkal
tanulmanyozzuk.

Eldkisérleteink soran a kontrasztanyagok vizes oldatat cseppentettiik fel a
csont feliiletére, majd vizzel mostuk azt. Célunk az volt, hogy megismerjiik a
kontrasztanyagok ¢és a csont asvanyi, illetve fehérjedus részei kozotti
kolcsonhatast. Az elOkisérletek sordn kétféle technikat alkalmaztunk: 1) a

crer

annak moséasa (felvitel + mosas; modell: akut nagymennyiségii
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kontrasztanyag bevitel ¢és kitiriilés); 1i) a kontrasztanyag teljes
mosasa (felvitel + felvitel + felvitel + mosas; modell: tobblépéses
kontrasztanyag-bevitel, megfelel6 kiiiriilési id6 biztositasa nélkiil a bevitelek
kozott).

A cseppentéses kisérleteink eredményei ramutattak, hogy az Omniscan
esetében a kontrasztanyag alapvetd valtozasokat okozott a csont asvanyi
kiértékelését nem tudtuk elvégezni, ugyanis a kisérlet soran azok teljesen
elroncsolddtak. A kapott infravords képeket tobbvaltozos gorbefelbontas —
valtakoz6 legkisebb négyzetek modszerével (MCR-ALS) értékeltiik ki. A
program segitségével szamitottuk a kisérletre jellemz6 komponensek szamat,
illetve azok infravords spektrumat. Ezutan azt vizsgaltuk, hogyan véltozik a
komponensek aranya az egyes spektrumokon, ami alapjan osztalyokba tudtuk
azokat sorolni.

Az els6 kisérletben a csont feliiletre elészér Omniscant vittiink fel, majd
vizzel mostuk két 1épésben. A kiilonb6zo 1€pések soran felvett spektrumokon
jol lathatd, hogy irreverzibilis valtozasok torténtek a csont szerkezetében,
amelyek az Omniscan kontrasztanyaghoz kothetéek. Sajnos a felvett
spektrumoknak csak 1180-1800 cm™ tartomanya volt értékelhetd, ugyanis
1200 cm™? a foszfat rezgési savjanak til nagy intenzitdsa miatt kvalitativ
informacié kinyerése nem volt lehetséges. 1800 cm™ felett pedig nem
jelentek meg jelek, kivéve a hidroxil-ionok széles 3600-2800 cm™ kozotti
jelét, ahol jelen esetben a viz jelei dominalnak. Az MCR-ALS programmal
torténd kiértékelés soran harom lehetséges komponenst talalt a program
(szingularis érték felbontas alapjan), amelyeknek szamitott infravoros
spektrumai a IV.8.1 abran lathatoak. A kisérlet soran gytijtott spektrumokat

harom osztalyba sorolhatjuk a k-értékek szerinti klaszterezés hasznalataval.
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Jol lathato, hogy az elsé osztalyban féleg a kékkel jelolt spektrum dominal,
amely a csont dsvanyi részének eredeti spektruma. A masodik osztalyban az
elsé komponens dominancidja nagyon lecsokken, a spektrumokra féleg a 2.
¢s 3. komponens a jellemzd. Mig a harmadik osztadlyban egyértelmiien a 3.
komponens aranya a legnagyobb. Ezek alapjan valoszintsithetd, hogy a 2.
komponens valamilyen modon a kontrasztanyaghoz és a viz hatdsahoz
rendelhetd, mig a 3. komponens a csont megvaltozott asvanyi részéhez.

A csont feliiletének spektruman 1650 cm™ kozotti nagy intenzitst
csucsahoz az amid I CONH csoportjanak CO nyujtasi rezgése kapcsolhato,
az 1550 cm? koriil 1év6 jel az amid II fehérje CONH csoportjanak NH
deforméciés és CN nyujtasi jele, 1500-1300 cm™ koriil jelennek meg a CH
deformaciods, aszimmetrikus és szimmetrikus rezgésének jelei, valamint a
karbonatok CO rezgési savjai, illetve 1240 cm™ koriil az amid 11l CONH

131 A kontrasztanyag felcseppentése utdan 1750 cm™

rezgési savjai lathatoak.
koriil 0j jel jelenik meg a spektrumon, amely a kontrasztanyaghoz
kozvetleniil nem kapcsolhato, viszont a szabad DTPA-BMA ligandumban és
a GdPOg4 részecskében is jelen van. Ez tehat mindenképpen a kontrasztanyag
szabad DTPA-BMA ligandumhoz kapcsolhats. 1650 és 1600 cm™ kozott
tobb egyéb jel is megjelenik, amelyeknek azonositdsa nehéz, tobb
komponenshez is kothetéek: egyrészt szarmazhatnak a szabad DTPA-BMA
ligandum és a GdPOs vagy GdCls vegyiiletektl, de a kontrasztanyag
spektruman is megjelenik egy nagy jel ebben a tartomanyban. Az 1500-1350
cm™? kozott megjelend 11j jelcsoport egyértelmiien a karbondtokhoz kothetd,
mig az 1200-1300 cm™ kozott megjelend jelek feltehetéen a szabad
ligandumhoz tartoznak. A csontfeliilet vizzel torténd moséasa utdn az 1750

cmt-nél, 1700-1600 cm™, 1550 cm™ 1480-1350 cm™ és 1250-1300 cm™t-nél

megjelend jelek alkotjak a spektrumot.
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IV.8.1.4bra Az egylépéses technika soran felvett spektrumok kiértékelése a
csont Omniscan-nal torténé kezelése esetén (1-5: csont spektrumai; 6-10: 1
mM Omniscan felvitele; 11-15: vizzel mosas; 16-20: ujabb mosas)

A kapott eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy az Omniscan a csont

feliiletével kapcsolatba 1épve disszocial, majd a szabadda valé Gd>'-ion

GdPO: forméjiban beépiil a csont szerkezetébe. Ezt bizonyitja az 1750 cm™

megjelend, a GdPOgs-hoz k&thetd jel, illetve az 1500-1350 cm™? kozott
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megjelend jelegyiittes, amely feltehetéen a csont dsvanyi részébdl szdrmazo
CaCOs jele. A masodik kisérlet esetében az 1 mM-os Gd(DTPA-BMA)

kontrasztanyag felvitele 3 Iépésben tortént, ezt kovetéen vizzel mostuk a
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IV.8.2 dbra Az egylépéses technika soran felvett spektrumok kiértékelése a
csont Omniscan-nal torténé kezelése esetén (1-5: csont spektrumai; 6-10:
0,33 mM Omniscan felvitele; 11-15: 0,33 mM Omniscan felvitele; 16-20:

0,33 mM Omniscan felvitele; 21-25: vizzel mosas; 26-30: (jabb mosas)

A tobblépéses modszernél szintén 3 komponens volt megfigyelhetd, az
elsé és masodik spektruma megegyezik az elsd kisérlet soran kapott

komponensek spektrumaval, tehat megkiilonboztethetd a csont és a
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disszocialt kontrasztanyag spektruma, viszont a harmadik komponens
egyértelmiien a vizhez rendelhetd (1V.8.2 abra).

Az els6 osztalyban ennél a kisérletnél is az els6 komponens (a csont asvanyi
része) dominal, azonban masik két komponensnek is nagyobb az aranya, mint
az 1) kisérleti technika esetében. Ennek egyik lehetséges magyarazataként
nem zarhatjuk ki, hogy a két csontlemez alap morfoldgidja eltéré volt. A
masodik és harmadik osztalyban megndvekedik a 2. és 3. komponens aranya
az els6hoz képest, és inkabb a 2. komponens dominal, ami a kontrasztanyag
mosas utan is megmarad (2. osztily). Ezen eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a kontrasztanyag ebben az esetben is irreverzibilis
valtozast okozott a csont asvanyi részének Osszetételében.

A fent emlitett elokisérleteket a Gd(HP-DO3A) (ProHance)
kontrasztanyaggal is elvégeztiik (IV.8.3. abra). Ebben az esetben a kisérletek
soran felvett infraspektrumokra két komponens jellemzd, amelyek kozott
nincs szignifikdns kiilonbség. Az els6 komponens, hasonléan a tdbbi
kisérlethez, a csont 4svanyi anyagban gazdag részének a spektruma, ahol az
elsé kisérletben leirt részek jellemzd jelei jelennek meg. Lényegében az
1600-1400 cm™ kozotti régioban talalhatd jelek intenzitdsa ndvekszik,
amelyek nem rendelheték egyértelmiien sem a kontrasztanyaghoz, sem
fémionhoz, valdsziniileg a vizes moséas okozta valtozasok jelennek meg a
spektrumokon. Ezt a megallapitast alatamasztja az is, hogy a 2. komponens
aranya fOleg az utols6 Iépésben (2. vizzel torténd mosas) novekszik meg,

ahol feltételezhetden a kontrasztanyag mar nem érintkezik a csont feliiletével.
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IV.8.3. dbra Az egylépéses technika soran felvett spektrumok kiértékelése a
csont ProHance-szal torténd kezelése esetén (1-5: csont spektrumai; 6-10: 1
mM ProHance felvitele; 11-15: vizzel mosas; 16-20: (ijabb mosas; 21-25:
ujabb mosas)

A tobblépéses technika esetében szintén két komponensre bontottuk a
spektrumokat, itt viszont mar jelentdsebb kiilonbség volt a két komponens
kozott (IV.8.4. 4bra). Uj csucsok jelennek meg a 1750 cm™-nél, 1350 cm™ és
1200-1300 cm™ kozott, amelyek valosziniileg a komplexhez rendelhetdek.
Vialtozik tovabba 1550 cm™-nél az amid II sav strukturaja, amely utalhat egy
enyhe kolcsonhatasra a komplex illetve a csont kollagénes része kozott. A
kontrasztanyaghoz rendelhetd komponens ardnya az utolsé kontrasztanyagos
csepp felvitelét kovetden a legnagyobb, majd vizes mosas hatasara csékkeni
kezd. Ez azt jelzi, hogy a kontrasztanyag csak rarakodott a csont feliiletére,
de abban alapvet6 valtozasokat nem okozott. Eredményeinket jobban
alatamasztotta volna, ha a csont feliiletét tobbszori vizes mosassal tudtuk

volna kezelni, de sajnos a csont er6zioja miatt ez nem volt lehetséges.
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1V.8.4. abra Az tobblépéses technika soran felvett spektrumok kiértékelése a
csont ProHance-szal torténd kezelése esetén (1-5: csont spektrumai; 6-10:
0,33 mM ProHance felvitele; 11-15: 0,33 mM ProHance felvitele; 16-20:

0,33 mM ProHance felvitele; 21-25: vizzel mosas)

Az el6kisérleteink utdn az Omniscan esetében a vérszérum és a
kontrasztanyag folyamatos cirkulacioja mellett készitettiink infravords
felvételeket a csont feliiletérdl azért, hogy kovetni tudjuk a kontrasztanyag
csontba torténd beépiilését. A kapott eredményeket OPLS-DA (Orthogonal
Projections to Latent Structures — Discriminant Analysis) kemometriai
eljarassal értékeltik ki. A IV.8.5 abran lathatébak a felvett spektrumok

diszkriminanica analizisének eredményei.
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1V. 8.5. abra A folyamatos cirkulacio alatt késziilt spektrumok osztalyba
sorolasa (A) és a spektrumok valtozasa a kontrasztanyag keringtetése alatt
(B), valamint az utokondicionalés alatt (C)
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A csont és a felette dramoltatott vérszérum spektrumai (zold)
folyamatosan valtoznak, de jol elkiilonithetéek a kontrasztanyag hozzaadasa
utani spektrumoktol (kék), viszont az utokondicionalasi szakasz spektrumait
(piros) és a kontrasztanyag aramoltatasa kozben késziilt spektrumok (kék)
kozotti kiilonbség jelentésen kisebb. A 1V.8.5 B. és C. abran lathatoak a
kisérlet kozben a spektrumban bekdvetkezd valtozasok. A spektrumok 1500-
jelintenzitas nétt, mig az 1250-1300 cm™ (amid I) és az 1700-1750 cm™
(amid III) régidoban csokkent a relativ jelintenzitds. Az utdkondicionalas
soran a jelekben szignifikdns valtozas nem tortént. A jelek azonositasa
rendkiviil bonyolult és nehéz ebben az esetben, mivel a szérum jelei szinte
mindent elfednek. Mindenestre ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy az
Omniscan a kisérlet kozben irreverzibilis valtozasokat okozott a csont
szerkezetében.

A cseppentéses ¢és cirkulacios kisérletekben kapott eredmények alapjan
tehat elmondhatd, hogy az Omniscan feltehetden disszocialt a csont feliiletén,
majd a szabaddd valdo Gd3' beépiilt a csont asvanyi részébe GdPOs
formajaban, ahonnan igy kalcium- és karbonationokat szabaditott fel. A
szabad ligandum feltehetdleg a (felszabadult és a vérszérumban 1évo szabad)
Ca?*-ionokkal komplexet képez. Ezzel ellentétben a ProHance nem disszocial

a csont feliiletén, a csont szerkezetében nem okoz valtozasokat.
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V. Kisérleti rész

srer

A HisCyAAZTA ligandumot Prof. Lorenzo Tei az Alessandriai “A.
Avogadro” Egyetem, Természettudomanyi és Technologiai Tanszékének

docense allitotta eld és bocsatotta rendelkezésiinkre.

PhCHO Bn on 12
mNHz DCM mrlw EINO,, CH,0 NN%
NH, NaBH, NH EtOH/Toluol N
| |
Bn Bn
1 2
H,, Pd/C
MeOH

NH,

COOH coor Bu mﬁ%

COOH ﬁ COOt-Bu N

HOOC 5 N t- BuOOC / H

Br”COOt-Bu
TFA/DCM
N egy ejszak alatt N MeCN, 80°C
) egy éjszaka alatt
HOOC t- BuOOC
CyAAZTA CyAAZTA tetra t-butil észter

V.1.1 abra A CyAAZTA ligandum eldallitadsanak séméja

A CyAAZTA ligandum eléallitasa soran elséként a (&) transz-1,2-
dibenzilaminociklohexant (1)  allitottak el6 a (+) transz-1,2-
diaminociklohexan benzaldehiddel torténd reduktiv amindldsaval. A héttagn
gylrti kialakitasat az 1 vegyiilet, a nitroetan és paraformaldehid kozott
lejatszodo dupla nitro-Mannich reakcioval valositottak meg. A 2 vegyiilet N-
benzil véddcsoportjanak eltavolitasa és nitrocsoportjanak redukcioja Pd/C
katalizatorral végzett katalitikus hidrogénezéssel tortént. A 3 vegyiiletet terc-

butilbromacetattal alkilezték acetonitrilben K2COs bazis jelenlétében. Végiil
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TFA ¢és diklormetan 1:1 aranyt keverékével eltavolitottak a terc-butil
észtereket.

'H-NMR: D20 500 MHz: § 1.08-1.13 (b, CH2, 4H), 1.42 (b, CH3, 3H), 1.64
(b, CHz, 4H), 2.39-2.47 (b, CH2, 4H), 2.80-2.98 (m, CH, 2H), 3.4-3.5 (m,
CHz, 8H);

13C-NMR: D20 125 MHz: § 14.2 (CHz), 22.6 (CH2), 25.7 (CH2), 51.4 (CHy),
60.3 (CH>), 61.9 (CH), 69.4 (C), 172.7 (C=0);

ESI*-MS: 640.45 [M+H"], Szamitott MW: C34Hs1N30g = 639.86.

A kereskedelmi forgalomban 1évé Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®),
Gd(DTPA) (Magnevist®) és Gd(BOPTA) (Multihance®) komplexeket a GE
Healthcare, Bayer Schering Pharma és a Bracco Imaging cégektdl szereztiik
be.

Az anyagokat, melyek legalabb 99%-os tisztasaguak voltak, tovabbi
tisztitds nélkiil hasznaltuk vizsgalatokhoz. A HsCyAAZTA ligandumbol
Ca?*-felesleg jelen- és tavollétében kapott titralasi gorbékbdl szamitottuk,
figyelembe véve a protonalddasi lépcsOknek megfeleld ekvivalens
lagmennyiségeket. A Ca?'-felesleg jelenlétében végzett mérések sordn a
ligandumrol leszorul az Osszes disszocidbilis proton a komplex képzddéssel
parhuzamosan, ami alapjan meghatdrozhaté a ligandumhoz tartozé teljes
protonkoncentracio. A Ca?* felesleg jelenléte ezeket a méréseket nem
zavarja, mivel hidrolizise szamottevd mértékben csak egészen nagy pH-n

kovetkezik be.

V.2 A vizsgalatok soran felhasznalt torzsoldatok elkészitése és
koncentraciojuk meghatarozasa

A ritkafoldfém(IIl)-klorid torzsoldatokat 99,9% tisztasagi (Fluka)
ritkafoldfém-oxidokbdl készitettiik, 1:1 higitasa (~6 M) sésavban vald

109



Orvosi diagnosztikaban ¢€s terapidban alkalmazhato fémkomplexek fizikai-kémiai
sajatsagainak vizsgalata

oldassal. A sosavfelesleget vizflirdon végzett dvatos beparlassal tavolitottuk
titralassal, standardizalt NaoH,EDTA mérdoldattal, hexametilén-tetraamin
puffer jelenlétében (pH=5,8-6), xilenolnarancs indikator alkalmazasaval
hatdroztunk meg. Az alkdlifoldfém- és atmenetifém-klorid és -nitrat
torzsoldatok analitikai tisztasag szilard alkalifoldfém- ¢és atmenetifém-
kloridokbdl és -nitratokbol (Sigma) késziiltek kétszer desztillalt vizben vald
oldassal. A  torzsoldatok koncentracidinak meghatdrozasa szintén
komplexometriasan  tortént NaH>EDTA méréoldattal. A  Ga(NO3)s
torzsoldatot 99,9% tisztasagi Ga»03-bol (Fluka) készitettiik, 1:1 higitasu (~6
M) HNOs valo oldassal. A savfelesleget vizfiirdén végzett dvatos beparlassal
tavolitottuk el és a visszamaradé Ga(NOs)s-ot 0,1 M HNOs-al oldottuk
titralt mintdhoz feleslegben NaH2EDTA mérdoldatot adtunk és a
Na;H2EDTA felesleget standardizalt ZnClz oldattal hatdroztuk meg
visszatitralassal hexametilén-tetraamin puffer jelenlétében (pH=5,8-6),
xilenolnarancs indikator alkalmazasaval.'®> A Ga(NOs)s tdrzsoldat H*
koncentraciojat  NapHEDTA  felesleg  jelenlétében  végzett  pH-
potenciometrias titralassal hataroztuk meg. Az ionerdsség allitasahoz ¢és
pufferként hasznalt oldatok alt. mindségli vagy atkristalyositott
vegyszerekbdl késziiltek kozvetlen beméréssel. A kinetikai vizsgalatoknal
hasznalt citrat torzsoldat HsCitrat (Sigma) szilard vegyszerbdl késziilt
hataroztuk meg. A transzferrin oldatot liofilizalt human transzferrinbdl (ST,
részben szaturalva Fe®*-ionnal, Sigma) tomegbeméréssel készitettiik. A sTf
torzsoldat koncentracidjat UV-spektrofotometriasan 280 nm-en mért

abszorbancia érték alapjan szamitottuk figyelmbe véve a transferrin 280 nm-

re vonatkoz6 molaris abszorbancidjat (e280=91200 cmM71).¥ A
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relaxometrids mérésekhez liofilizalt human szérum albumint (HSA, Sigma
Chemical Co.) hasznaltunk, melynek fehérje tartalma 96-99% (Fraction V)
volt. A HSA oldatokat tomegbeméréssel készitettiik. A stabilitas

vizsgalatokhoz Liofilizalt vérszérumot hasznaltunk (Seronorm™, Sero AS).

V.3. A CyAAZTA ligandum és fémkomplexei pH-potenciometrias
vizsgalata

A pH-potenciometrias titralasok soran Metrohm 785 DMP Titrino titralo
berendezést és Metrohm-6.0233.100 kombinalt tivegelektrodot hasznaltunk.
A titralasokat 6 cm3-es oldattérfogatban, allandd kevertetés és termosztalas
(25+0,2 °C), valamint 0,1 M (KCI, KNO3) ionerdsségek mellett 0,2 M KOH-
pufferoldat titralasaval hataroztuk meg. A mérések el6tt és alatt a
karbonatosodas elkeriilése érdekében N»- vagy Ar-gazt buborékoltattunk at a
rendszeren.

A pH-mérd két pontos kalibracigjara KH-ftalat puffer 0,0500 M oldatat
(pH =4,005), valamint borax puffer szén-dioxidtol elzart, No-atmoszféra alatt
tartott 0,0100 M oldatat (pH=9,180) hasznaltuk.

A mintak 4llando ionerdsségii oldata és a referencia elektrod telitett kalium-
klorid-oldata kozott kialakuld potencialkiilonbség nem egyezik meg a pH-
mérd beallitasara hasznalt KH-ftalat, illetve borax-oldatok és a referencia
elektrod KCl-oldata kozott kialakulo difftizios potencialkiilonbséggel. Az
eltérésbol szarmazo hibat az Irving és munkatarsai altal kidolgozott
médszerrel vettiik figyelembe,'** amelynek megfeleléen 0,0100 M HCI- vagy
HNO3 oldatot az adott ionerdsség mellett ligoldattal titralva meghataroztuk a
mért (PHread) €s a szamitott (-log[H*]) pH kiilonbségét (A) a pH=1,70-2,50
tartomanyban. Vizsgalataink soran ezt az értéket (A) hasznaltuk fel a H*-ion-
koncentracionak a leolvasott pH értékekbdl torténd kiszdmitasara. A
szamitasokhoz meg kellett hatarozni a sztdchiometriai vizionszorzat (pKw)
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adott koriilményekre (0,1 M KClI vagy KNO3, 25°C) vonatkozé értékét, ezt a
fent emlitett titralasi gorbe pH=10,5-11,5 intervallumabol tehettiik meg.

A ligandumok protonalodasi allandoinak meghatarozdsa soran ismert
oldatainak pH értékeit 1,7-1,8 koriilire allitottuk és allando ionerdsség mellet
(0,1 M KCI vagy KNO3) 0,2 M KOH-oldattal titraltuk pH=11,5-ig. A logK;"
értekeket mindegyik ligandum esetében 150-200 Vige-pH adatpar
felhasznalasaval szamitottuk.

Az alkalifolfémekkel, atmenetifémekkel ¢és lantanoidakkal képz6dd
CyAAZTA  komplexek  stabilitaisi és  protonalodasi  allanddinak
meghatarozasakor gyakorlatilag 1:1 fém-ligandum aranyt allitottunk be ugy,
hogy kb. 0,5% ligadumfelesleget alkalmaztunk. A pH-potenciometrias
pH tartomanyban végeztik. A komplexek stabilitdsi és protonalodasi
allanddinak szamitasa az 1,8-7,0 pH tartomanyban meghatarozott 80-100
Viwg-pH adatparokbol torténtek. Azokban az esetekben, ahol a pH>7
tartomanyban tovabbi deprotonalddasi folyamatok kovetkeztek be (Cu(ll)-,
Zn(11)-, Pb(I)-, Cd(11)-, Ga(lll)- és Ln(CYyAAZTA)) az egyenstlyi allandokat
(logKmLH-1)  tovabbi  60-90 Vie-pH adatparokbol —szamitottuk. A

tartomdnyban meghatarozott 200 Vi — pH adatparbol szamitottuk,
figyelmbe véve a Ga(CyAAZTA)H.1 és OH™-ionok ko6zotti kompeticios
reakcioban képz6dd [Ga(OH)x] (x=3,4) részecskék egyenstlyi allandoit
(11.2. fejezet).

Az egyensulyi éllandokat a pH-potenciometrias titralasok adataibdl a

PSEQUAD szamitogépes program segitségével szamitottuk.®®
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V.4 A Cu(CyAAZTA) komplex UV-lathaté spektrofotometrias vizsgalata

A Cu(CyAAZTA)?* komplex képzddése mar pH=2,0 esetén kdzel 100%-
os, igy stabilitasi allanddjat pH-potenciometrids titraldssal csak nagy
bizonytalansaggal tudtuk volna meghatarozni. A Cu(CyAAZTA)* komplex
stabilitasi  allandojanak meghatarozédsa érdekében spektrofotometrids
vizsgalatokat végeztiink, melynek soran a Cu(CyAAZTA)?> komplex
képzddését kdvettiik a Cu?*-ion d-d dtmenetéhez tartozd abszorpcids savjan,
pH~0,0-2,0 tartomanyban, Cary 1E spektrofotométerrel, 25 °C-on és 1 cm-es
kvarckiivetta alkalmazasaval. A vizsgalatokhoz hét kiilonmintat készitettiink,
amelyekben a kivant [H'] eléréséhez szamitott mennyiségli 2,0 M HCI
oldatot adtunk ([H*]=0,010, 0,025, 0,050, 0,100, 0,300, 0,500, 1,000 M,
[CYAAZTA]=[Cu?"]= 2x10° M, Tonérdsség: [HCI]+[KCI1]=0,1 M [H*]<0,1
M). A mintdkat 7 napon keresztiil 25°C-on tartottuk és az egyensuly bealltat
kovetden mértiik az abszorbancia értékeket 11 hullamhosszon (575, 595, 615,
635, 655, 675, 715, 735, 755 és 775 nm) 25°C-on, 1,000 cm fényuthossza
kiivettakban. Az egyensilyi szamitasokhoz figyelembe vettik a Cu?*,
Cu(CyAAZTA)?, Cu(HCYAAZTA)", Cu(H.CyAAZTA), Cu(HsCyAAZTA)*
és Cu(CyAAZTA)H.1 részecskék molaris abszorbanciajat, amelyeket
pH-n felvett spektrumai alapjan szamitottuk ([Cu®']=[CyAAZTA]=0,001,
0,002 és 0,003 M). A Cu(CyAAZTA)*, Cu(HCyAAZTA),
Cu(H2CyAAZTA), Cu(H:CyAAZTA)" és Cu(CyAAZTA)H.1 komplexek
moldris abszorbancia értékeinek meghatarozasa soran felhasznéaltuk a
Cu(CyAAZTA)> komplex protonalddasi 4llandoit, amelyeket a pH-
potenciometrids ¢és lathatdé spektrofotometrias titralasok eredményeibdl
szamitottunk. Az UV-lathatd spektrofotometrias vizsgalatok spektralis
paramétereit a V.4.1 tablazatban tiintettiik fel. A pH-értékek mérése Metrohm
827 pH Lab pH-mérével és Metrohm 6.0234.100 kombinalt elektroddal
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tortént. A pH mér6 kétpontos kalibracioja soran NaH2PO4/K2HPO4 (0,0250-
0,0250 M) puffert (pH=6,865), valamint a KH-ftalat (0,0500 M) puffert
(pH=4,005) hasznaltunk. A mintak pH értékeit cc. HCl-val és szilard KOH-
dal allitottuk be. A Cu®, Cu(CyAAZTA)*, Cu(HCyAAZTA),
Cu(H2CyAAZTA), Cu(HsCyAAZTA)" és Cu(CyAAZTA)H.1 részecskék
molaris abszorbancia értékeit a pH—abszorbancia adatparok illesztésével a
SCIENTIST® program segitségével szamitottuk.

V.4.1 tablazat A spektrofotometrias mérések paraméterei.

Paraméterek Cu?
Hulldmhossz (nm) 400-800 210-340
Kiivettahossz (cm) 1,000 1,000
Koncentracié (mol/dm?) 0,001 - 1x107 -
0.003 3x10*
Spektralis sdvszélesség (nm) 2,0 2,0
Adatko6z (nm) 0.5 0,250
Atlagolasi id§ (s) 0,1 0,3
Felvételi sebesség (nm/perc) 200 50

V.5. A Ga(CyAAZTA), Eu(CyAAZTA) és Yb(CyAAZTA) komplexek
NMR spektroszkopias vizsgalata

Az EU(CyAAZTA) és Yb(CyAAZTA) komplexeket és a Ga®'-
CyAAZTA rendszerben a komplexek képzédését és protonalodasat *H-, és
MGa-NMR spektroszkopids modszerrel tanulmanyoztuk, amelyet Bruker
DRX 400 spektrométerrel végeztiink el (BB inverz z gradiens 5 mm fej). A
1Ga-NMR spektrumokat 4116 mintaval vettiik fel (512 scan) 122,02 MHz-en
50000 Hz-es ablakban, 90°-os impulzust (7 us), 10 ms akvizicioés idot
alkalmazva. A mintak homérsékletét Bruker VT-1000 hdmérsékletszabalyozo
egység tartotta allando 298K értéken. A Ga®'-CyAAZTA rendszer NMR
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spektroszkopias vizsgalatakor titralast végeztiink, amelynek soran felvettiik a
0,0150 M Ga**-H4sCyAAZTA kiilénboz8 pH-ju oldatainak 'H- és *Ga-NMR
spektrumait D,O-t tartalmazé kapillaris alkalmazasa mellett. A mintak pH
értékeinek beallitasat és mérését a Cu(CyAAZTA)> komplex UV-lathato
spektrofotometrias vizsgalatainal leirt modon végeztik. Az egyensulyi
szamitasok soran [Ga(CyAAZTA)OH]? logfcar-1 értékét a [Ga(OH)a]
komplex Ga-NMR jelének abszolut integralja alapjan szamitottuk. A
[Ga(OH)4]" komplex "*Ga-NMR jelének molaris integral értékeit 0,01, 0,015,
0,02 és 0,025 M [Ga(OH)4]™ oldatok “Ga-NMR spektrumabdl szamitottuk
(pH=12,5, 0,1 M KCI, 25°C).

Az EU(CYAAZTA) ¢és Yb(CyAAZTA) komplexek !H-NMR
spektroszkopias vizsgalatai D>O-val késziilt oldataikban szintén Bruker DRX
voltak a komplexekre nézve. A szabad ligandum zavard proton jeleinek
elkeriilése végett 5%-os fémion-felesleget alkalmaztunk. A D20-os mintak
pD értékeit cc. DCl- és 2 M NaOD-oldatokkal allitottuk be
(PD=pHme+0,4).1% A vizes oldatok pH értékeinek beallitasa, a pH-mérd
kalibralasa és a mintdk pH mérése a V.4 részben leirtak alapjan tortént. A

spektrumok kiértékelését a Bruker Winnmr® szoftvercsomaggal végeztiik.

kinetikai vizsgalata

A Ga(CyAAZTA) és Gd(CyAAZTA) komplexek kinetikai inertségét
Cu?"-ionnal és transzferinnel lejatszodd cserereakcidjukon keresztiil UV-
lathatd  spektrofotometrias modszerrel Cary 1E  spektrofotométerrel
tanulményoztuk a képz6dé Cu(CyAAZTA)%, illetve Ga(sTf) komplexek
elnyelésén kovetve 25°C-on, 1,000 cm-es kvarckiivetta alkalmazasaval. A

Ga(CyAAZTA) komplex fémioncsere reakciojat citrat jelenlétében végeztik
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a Cu?*- és a Ga*-ionok hidrolizisének elkeriilése érdekében ([Cit]=1,0-4,0
mM). A pszeudo-elsérendii koriilményeket a Ga(CyAAZTA) komplex nagy
feleslegének alkalmazasaval értiik el ([Cu?*]=0,2 mM; [GaL]=1,0 mM). A
vizsgalatokat 6,0-9,0 pH tartomanyban végeztiikk, a pH allando értéken
tartasara a mintak MES (pH=6,0-7,0), HEPES (pH=7,0-8,5) és piperazin
(pH=8,5-9,0) puffereket tartalmaztak (0,01 M). Az adott H*- és OH -
koncentraciokhoz tartozé kg pszeudo-elsérendli sebességi allandokat legalabb
3 mérés atlagolasaval kapott abszorbancia-idé gorbék meredekségébdl a
111.3.8 egyenlettel szamitottuk. A  szamitasokhoz felhasznaltuk a
Cu(CyAAZTA)*, Cu(CyAAZTA)H.1 és Cu(Cit)H1 részecskék molaris
10 pH tartomanyban felvett abszorpcids spektrumaik 300 nm-en mért
abszorbancidibél szamitottunk  ([Cu(CYyAAZTA)*]=0,1 - 0,3 mM,
[Cu(Cit)]=0,1 - 0,3 mM, 0,1 M KCl, 25°C).

A Gd(CyAAZTA)  komplex kinetikai sajatossagait Cu?*-ionokkal
lejatszodo cserereakcidin keresztiil tanulméanyoztuk 0,1 M KCI ionerdsség
jelenlétében. A pszeudo-elsérendii koriilményeket a kicserélé Cu?*-ionok
nagy feleslegének alkalmaztasaval értiik el ((GdL]=0,2 mM, [Cu?*]=20 - 40
mM). A vizsgalatokat a 2,1-4,5 pH tartomanyban végeztiik, a pH allando
értéken tartdsara a mintak diklorecetsavat (pH=2,1-2,5), monoklorecetsavat
(pH=2,5-3,2), 1,A-dimetilpiperazint (pH=3,1-4,1) ¢és N-metilpiperazin
puffereket tartalmaztak (0,01 M). Az adott H* és kicserélé fémion
koncentracioknal kapott abszorbancia-id6 adatparok II1.3.7 egyenletre torténd
illesztésével szamitottuk a kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat.

A Ga(CyAAZTA) ¢és human szérum transzferrin kozott lejatszodo
ligandumkesere reakciokat pH=7,4, 0,025 M NaHCOs3 jelenlétében, 25°C-on
0,15 M NaCl ionerdsség mellett tanulmanyoztuk. A reakcidkat 246 nm-en

kovettikk. A pszeudo-elsérendii koriilmények megteremtése érdekében a
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Ga(CyAAZTA)Y komplexet nagy feleslegben alkalmaztuk
([Ga(CyAAZTA)]=0,100 mM, [sTf]= 0,010 és 0,015 mM). A Kkapott
abszrobancia-id6 adatparok II1.3.9 egyenletre torténd illesztésével
szamitottuk a kg pszeudo-elsérendii sebességi allandokat, figyelembe véve a
Ga(sTf) komplex 246 nm-re vonatkozd molaris abszorpcios koefficiensét
(6246=13800 cm*M™1).8" A szamitasokat a Micromath Scientist (Salt Lake

City, UT, USA) szamitdgépes program segitségével végeztik.
V.7. A Gd(CyAAZTA) komplex relaxacids sajatsagainak vizsgalata

A Gd(CyAAZTA) relaxacios sajatossagainak vizsgalatat Prof. Lorenzo
Tei az Alessandriai “A. Avogadro” Egyetem, Természettudomanyi ¢és
Technolodgiai Tanszékének docensével kozosen végeztik. A GAd(CYAAZTA)
komplex oldoszer vizprotonok relaxacios sebességére gyakorolt hatasat
Bruker MQ-20-as tipust NMR spektrométerrel, 20 MHz protonrezonancia
frekvencian, 0,4 cm® oldattérfogatban az olddszer vizprotonok longitudinalis
relaxacios idejének (T1) mérésével tanulmanyoztuk ([Gd(CYAAZTA)
1=0,001 M). Az oldoszer vizprotonok longitudindlis relaxacios idejét
magnesezettség  inverzid modszerrel  (inversion recovery impulzus
szekvenciaval 180°-7-90°) hataroztuk meg. Egy-egy mérés soran 12
kiilonbozo keésleltetési 1dot (z) alkalmaztunk, amit a késziilék automatikusan
allit be és egy adott késleltetési 1donél 5-8 értek atlagolasaval szamoltuk az
adott Ty értéket. A Gd(CYAAZTA) komplex 0,001 M koncentracioju oldatat
1% ligandum felesleg alkalmazéséaval allitottuk eld, melynek pH-jat cc. HCI-
val és szilard KOH-dal allitottuk be pH=7,0 koriili értékre. A vizsgalt oldatok
pH mérése és a pH-mérd kalibralasa a V.4 részben leirtak alapjan tortént. A
hémérséklet allandosagdt SCANVAC SHC 2000 tipusu termosztattal
biztositottuk (25+0,1 °C). A Gd*" - CYyAAZTA rendszer relaxivitasanak pH-

fiiggése vizsgalatakor a fém-ligandum 1:1 ardnyu rendszer oldatanak pH
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értékeit 2,0 és 12,5 koOzott wvaltoztattuk cc. HCl és szilard KOH
felhasznaldsaval ([Gd**]=[CyAAZTA]=0,001 M, 0,1 M KCI). Az oldatok
elkészitésekor puffert nem alkalmaztunk ¢és a pH bedllitisa mindig
kozvetleniil a mérés elott tortént. A vizsgalatokat 25 °C fokon végeztiikk. A
Gd(CyAAZTA)  komplex oldoszer vizprotonok relaxacio sebességére
gyakorolt hatasanak hémérsékletfiiggésénél a mintdk homérsékletét 280 —
325 K kozotti tartomanyban valtoztattuk 5 K-es 1épéskozokkel (pH=7,0).

A Gd(CyAAZTA) relaxivitasanak téreré fiiggését nem-deuteralt vizes
kozegben Stelar SmarTracer relaxométerrel (Stelar s.r.l., Mede (PV), Italy)
tanulmanyoztuk 0,00024 - 0,25000 T tartomanyban (Proton Larmor
Frekvencia= 0,01-10 MHz). A Gd(CyAAZTA) komplex 15 — 80 MHz
proton Larmor frekvencidkhoz tartozo relaxivitas értékeit Bruker WP80 NMR
elektromagnessel kombinalt Stelar Relaxométerrel hatdroztuk meg. A
hémérséklet Stelar VTC-91 termosztattal temperalt levegd befuvatasaval
tartottuk allando értéken és mértiik kalibralt réz termoelemmel (0,1 °C).

A valtozé hémérsékletii YO NMR méréseket 5 mm fejjel és standard
hémérsékletszabalyozd  egységgel  felszerelt  Bruker  Avance I
spektrométerrel végeztiik (11,74 T, 67,8 MHz Y’O-NMR). A Gd(CyAAZTA)
komplex vizes oldata 1,0 % 'OH, vizet (Cambridge Isotope) tartalmazott
([GAd(CYAAZTA)]=20 mM, pH=7,0). A mért transzverzalis relaxacios
sebességeket (R2°®=1/T°%) a Kkapott jel félértékszélességébdl szamitottuk

(RzObS:TE Avy).

V.8. A Ca?*- és Mg?*-ionok hatisa négy Gd3*-alapi, nyiltlanci MRI

A Ca®- és Mg?*-ionok hatasit a Gd(DTPA-BMA), Gd(DTPA)?Z,
Gd(BOPTA)? és Gd(EOB-DTPA)* komplexek Cu?*-ionokkal lejatsz6do
cserereakcioi  sebsségére  UV-lathatdé  spektrofotmetrids  modszerrel

tanulmanyoztuk a képz6dé Cu(ll)-komplexek abszorpcids savjan. A
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vizsgdlatokat Cary 100 Bio spektrofotométerrel, 0,874 cm-€sS
tandemkiivettaban 25°C és 37°C-on végeztiik. A fémioncsere reakcidkat a
képz6dd Cul komplex elnyelési maximuman, 300 nm-en kovettiikk 0,15 M
NaCl ionerdsség mellett. A kicserélé Cu?* és a felszabaduldo Gd**-ionok
hidrolizisének elkeriilése érdekében citrat felesleget alkalmaztunk ([Cit]=0,5
mM). A fémioncsere reakciok sebességét a Gd(Il)-komplexek nagy
feleslegének alkalmazasaval pszeudo-elsérendi  koriilmények mellett
tanulméanyoztuk, amit ((GdL]=2,0 mM, [Cu?']=0,2 mM). A Ca?*- vagy Mg?*-
[Mg?*]=0, 10, 20, 30, 40, 100 mM). A méréseket pH=7,0 és 7,5-6n végeztiik
0,01 M HEPES puffert alkalmazva. A reakciosebesség [Cu?*] fiiggését nem
vizsgaltuk, mivel korabbi vizsgélatok alapjan a reakciok sebessége fliggetlen
a Cu®*-ion koncentraciojatol citrat jelenlétében.®®>® A Gd(l11)-komplexek
Cu?*-ionnal lejatszodé cserereakcioi kg pszeudo-elsdrendii sebességi allandoit
az abszorbancia-id6 adatparok 1I1.3.8 egyenletre torténd illesztésével
szamitottuk. A szamitasokhoz sziikséges molaris abszorpcios koefficienseiket
az alabbi tablazatban foglaltunk Ossze. A szdmitasokat a Micromath Scientist
(Salt Lake City, UT, USA) szamitogépes program segitségével végeztiik.

V.8.1 tablazat. Cu(ll)-komplexek molaris abszorpcios koefficiense 300 nm-
en (25 és 37°C, 0,15 M NacCl)

Cu(DTPA- Cu(EOB- .
BmA)  CUDTPA) Cu(BOPTA)  “on (™ Cu(CitH.
&30onm 3293 3969 3797 4121 921

(MZcm?)

A kétmagva komplexek képzédését *H-NMR, 3C-NMR spektroszkopias
modszerekkel pH=7,4-en, 310 K-en, 0,15 M NaCl ionerdsség mellett
([Y(DTPA)?]=0,1 M, [Ca®*]= 0,5 és 1,0 M, [Mg*=1,0 M]) és H-NMR

relaxometriasan 0 — 100 mM Ca?* vagy Mg?*-ion koncentracio mellett 25°C-
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on ([GdL]=1 mM, [Ca®*] vagy [Mg?]= 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 mM)

vizsgaltuk.

V.9. A kontrasztanyagok és a csont feliilete kozott kialakulo
kolcsonhatasok vizsgalata

.....

csontok feliiletén vald esetleges megkotédését infravords spektroszkopiaval
vizsgaltuk. Az Omniscan és a ProHance kontrasztanyagok és a csont feliilete
kozott  kialakuld  kolcsonhatdsokat FT-IR  spektroszkopidval, Raman
spektroszkopiaval és a  mikrospektroszkopiaval — vizsgaltuk. A
kontrasztanyagok viselkedését tobbféle kisérleti technika alkalmazasaval
tanulmanyoztuk: 1) a kontrasztanyag csont feliiletére torténd felcseppentése
(cseppentéses modszer); ii) a kontrasztanyag csont feliiletén valo folyamatos
cirkulacidja (cirkuldcidos modszer). A vizsgélatokat vizben és szérumban
végeztiik, mindkét technika esetében. A vizsgalatokhoz elengedhetetlen az
alkalmazott anyagok és oldatok referencia spektrumainak ismerete. A szilard
anyagok spektrumat KBr-dal eldorzsolve diffuz reflexidés infravoros
spektroszkopias modszerrel vettiik fel egy IFS 66v/S FT-IR spektrométerrel.
A folyadékmintdkat pedig, szaritds utan gyengitett teljes reflexios modszerrel
egy VERTEX 80 tipusu FT-IR spektrométerrel vizsgaltuk. Az Omniscan és a
ProHance kontrasztanyagok csont feliiletén vald6 megkotdédését FT-IR
mikrospektroszkopiaval (Tensor 27 FT-IR spektrofotométer Hyperion 3000
FPA (focal plane array) detektorral pH=7,4-en és 25°C-on kovettiik. A
kontrasztanyagok teljes koncentracidja a cseppentéses technika sordan 1 mM,
mig a cirkulacids technika soran 10 mM volt. A mintakrol 15-sz6rds
nagyitast infraképek késziiltek. A cirkulaciés vizsgalatok sordn a
vérszérumot egy Watson Marlow 520D1/L perisztaltikus pumpa segitségével
aramoltattuk. A csontszeleteket és a marha vérszérumot az Umea Centre for

Molecular Medicine (UCMM) munkatarsai bocsatottak rendelkezésiinkre. A
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vizsgalatokhoz hasznalt csontokat 8 hetes egerek (B6  torzs)
labszarcsontjainak fagyasztasos metszéssével nyerték (8 pwm).

A kontrasztanyag csont feliiletére torténd felcseppentése 3 modszerrel
tortént, amelyeknek 1épéseit a V.9.1. tablazat tartalmazza. Az 012 technika
esetében a kontrasztanyag 1 mM-jat egyszerre vittik fel, mig az m32
modszer esetében 3 1épésben (3x0,33 mM). Mivel az infravoros
spektroszkopia kiilondsen érzékeny a viz rezgési savjaira, ezért minden vizes
oldat felcseppentése utdn a mintat levegén szaritottuk. A csontszeletekrdl

CaF; targylemezen készitettiink infraképeket.

I11.9.1 tablazat A cseppentéses modszerek sémadja

012 m32
1.nap CA felvitele CA felvitele
2.nap Vizes mosas CA felvitele
3.nap Vizes mosas CA felvitele
4.nap - Vizes mosas
5.nap - Vizes mosas
6.nap - -

A cirkulacios modszer esetében a csontszeleten folyamatosan aramoltattuk
a marha vérszérumot koriilbeliil 94 oran keresztiil. El6szor kondicionalas
céljabol csak a vérszérumot aramoltattuk (kb. 4,5 6ra), majd a szérumhoz
olyan mennyiségii MRI kontrasztanyagot adtunk, hogy annak koncetracidja a
rendszerben 10 mM legyen. A Gd(l11)-komplexet tartalmazé vérszérumot 41
oran keresztiil aramoltattuk a csontszelet felett, majd 49 6ran keresztiil ismét
csak vérszérumot aramoltattunk mosas céljabol (a kontrasztanyagok kb. 40
oOra alatt iiriilnek ki az emberi szervezetbdl). A kisérlet kozben kb. 2 6ranként

készitettiink infraképeket. A kapott adatokat MCR-ALS (Multivariate Curve
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Resolution-Alternating Least Squares) és OPLS-DA (Orthogonal Projections
to Latent Structures — Discrinimant Analysis) programokkal értékeltiik ki. Az
MCR-ALS program fékomponens analizisre ¢épiil, igy bonyolultabb
rendszerek (pl. folyamatos cirkulacié alatt késziilt felvételek) leirasara
onmagaban nem mindig elegendé. A folyamatos cirkulacié soran kapott
spektrumokat diszkriminans analizissel értékeltiik ki (SIMCA-P, Umetrics
AB). A spektrumok alapvonal korrekcidjat ¢és normalizaciojat (teljes
csucsteriilet) ingyenes, szabad forraskodu Matlab szkripttel végeztik

(http://www.kbc.umu.se/english/visp/download-visp/).
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VI. Osszefoglalas

Munkdm sordn tanulmanyoztam a CyAAZTA ligandum néhany
alkalifoldfém(Il)-, atmenetifém(I[)- ¢és lantanida(Ill)-ionokkal alkotott
komplexeinek egyenstlyi és szerkezeti, valamint a gallium(lll)- és
gadolinium(l)-komplexek Kinetikai, illetve a Gd(CyAAZTA) relaxacios
sajatsagait. A vizsgalatok eredményei bdvithetik a merevitett ligandumok
fémkomplexeivel kapcsolatos koordinaciés kémiai ismereteinket, de
hasznosak lehetnek a  Gd(lIl)-, illetve Ga(lll)-komplexek MRI
kontrasztanyagként, illetve radiofarmakonként torténd alkalmazésa
szempontjabél is. A Gd**-alapat MRI kontrasztanyagoknak, illetve a
Fibrozisos (NSF) megbetegedés kialakulasaban feltételezett szerepe a mai
napig nem tisztazott. Az endogén fémionok cserereakciokon keresztiil
testfolyadékokban viszonylag nagy koncentracioban jelenlévé Ca?*- és Mg?*-
ionok négy, a klinikai gyakorlatban hasznalt nyiltlanca kontrasztanyag
Kinetikai tulajdonsagaira gyakorolt hatasat. Az MRI kontrasztanyagok in vivo
viselkedésének mélyebb megértése céljabol tanulményoztam a nyiltlanca
Gd(DTPA-BMA) ¢és a makrociklusos Gd(HP-DO3A) csontszovetekkel
kialakitott kolcsonhatasait a megkotédé Gd®*-ion mennyiségének és
mindségének a meghatarozasaval.

Az elért (ij tudomanyos eredmények a kovetkezokben foglalhatok Gssze:

A CyAAZTA ligandum fémkomplexeinek stabilitasi allandoi 1-2
nagysagrenddel kisebbek, mint az analog AAZTA komplexeké, mivel a
ciklohexil csoport jelentésen ndveli a ligandum merevségét, torzitva a
ligandum gytrti szerkezetét, lecsokkentve az amino-N donoratomok
bézicitasat. A Ln(CyAAZTA) komplexek stabilitasi allandoi a La®*-t6] Gd®*-
ig ndének, majd a sorozat masodik felében csokkenek. A CyAAZTA
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koordinaciés , kalitkdjanak” mérete jol ,,illik” a Gd**-ionhoz, bar a komplex
stabilitasi allandoja még igy is kisebb, mint az analog GA(AAZTA)-¢ az
AAZTA ligandum flexibilitaisa miatt. A Ln(CyAAZTA) komplexek
szerkezeti merevségét a paramagneses Eu- és Yb(CYyAAZTA) komplexek H-
NMR spektrumai is megerdsitették. A Ga(CyAAZTA) komplex stabilitasi
allanddja is kisebb, mint a Ga(AAZTA)-¢, ami feltehetéen a CyAAZTA
donoratomjai altal a Ga®*-ion szamara kialakitott koordinacios iireg kevésbé
optimalis szerkezetével értelmezhetd. A vegyes-hidroxo
[Ga(CYyAAZTA)OH]* komplex pH>6,0 esetén kozel harom egységgel
nagyobb pH-nal képzddik, mint a [Ga(AAZTA)OH]*. H- és "Ga-NMR
vizsgalataink szerint a [Ga(CyAAZTA)OH]* komplexben a hidroxidion
kozvetleniill a fémionhoz koordindlodik, mig két gylrli karboxilat-O
donoratom nem vesz részt a Ga®* koordinicidjaban. A Ga(CyAAZTA)
1Ga-NMR jele pH=5,0 értéken, szobahémérsékleten 1ényegesen szélesebb,
mint pH=3,5 esetén a Ga(AAZTA) jele, ami egyértelmiien utal a Ga3*-ion
aszimetrikusabb koordinaciés kornyezetére a CyAAZTA ligandum merev
szerkezete miatt.

A Ga(CyAAZTA) kinetikai inertségét Cu?*-ionnal és transzferinnel
lejatszodo cserereakcioin keresztiil tanulmanyoztuk. Fiziologiashoz kozeli
feltételek mellett a cserereakciok a [Ga(CyAAZTA)OH]? spontan és OH -
katalizalt disszociaciojaval jatszodnak le. A spontdn disszocidcio
feltételezhetéen intramolekularis atrendezdéssel a donoratomok szimultan
dekoordindcidjaval, a Ga**-ion szabaddd véldsival megy végbe és ez
gyorsabb, mint a [Ga(AAZTA)OH]? hasonlé folyamata, ami a Ga**-ion és
az amino-N donoratomok kozotti gyengébb kolcsonhatassal értelmezhetd. A
ideje harmada a Ga(AAZTA)  komplexének. Ugyanakkor ez a felezési id6

még hétszer nagyobb, mint a %®Ga radioaktiv bomldsanak felezési ideje
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(t1=67,71 perc), ezért a komplex igéretes lehet PET radiofarmakonok
fejlesztésére.

A Gd(CYAAZTA) Cu?*-ionnal lejatszodé fémioncsere reakcioi a Gd(l11)-
nagysagrenddel lassabban, mint a Gd(AAZTA) esetében. A Gd(CyAAZTA)
meglepden nagy Kinetikai inertséggel rendelkezik, bar stabilitasi allandoja
kisebb, mint a Gd(AAZTA)-é. A Gd(CyAAZTA) pH=7,4-re szamitott
felezési ideje 91 év (25°C), amely vetekszik néhany makrociklusos Gd(I11)-
legnagyobb az ismert nem makrociklusos, két belsdszféras vizmolekulat
tartalmazo Gd(111)-komplexek kozott.

A Gd(CYyAAZTA) komplex relaxivitasa rip= 8,3 mMis? (20 MHz,
pH=7,4, 25°C), ami egyértelmiien utal két vizmolekula jelenlétére a Gd**-ion
belsé koordinacios szférdjaban. A *H- és 1’O-NMR relaxometrids vizsgalatok
alapjan a [Gd(CyYyAAZTA)(H20)] relaxacios sajatossagai nagyon hasonldak a
[GA(AAZTA)(H20)]" komplexéhez. A [GA(CYAAZTA)(H20)]" valamivel
nagyobb relaxivitasat a komplex lassabb rotdcidos mozgasa eredményezi.
Endogén ligandumok jelenlétében a [Gd(CyYyAAZTA)(H20)]" belsd
szférajaban talalhatdé két vizmolekula nem helyettesithetd laktat, citrat- és
foszfationokkal. A [Gd(CyAAZTA)(H20)]" ciklohexil csoportja Human
Szérum Albuminnal nem kovalens kolcsonhatast alakithat ki, amely a
komplex nagyobb in vivo relaxivitasat eredményezi.

A toltéssel rendelkezé GA(DTPA)*, a Gd(BOPTA)* és a Gd(EOB-
DTPA)> komplexek Cu?*-ionnal citrat jelenlétében lejatszodd cserereakcioi
sebességét a Ca’*- és Mg?*-ionok jelentésen novelik, mig a semleges
Gd(DTPA-BMA) komplex fémioncsere folyamataira 1ényegében nincsenek
hatéssal. Ezzel szemben a két negativ toltésiit GAd(DTPA)?, a Gd(BOPTA)? és

----------
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Ca?*- és Mg?**-ionok jelenlétében kozelitdleg 25%-kal nagyobb, igy a

.....

.....

.....

.....

A Gd(DTPA-BMA) és Gd(HP-DO3A) komplexek egércsontok feliiletével
kialakitott kolcsonhatdsa infravords spektroszkopias (IR) vizsgalataink
szerint a két komplex esetében eltér6. A Gd(DTPA-BMA) a csont
szerkezetében  alapvetd, irreverzibilis  valtozasokat okozott, amit
csontokba torténd beépiilése eredményezi a Cas(PO4)3OH-hoz vald
hasonlosaga miatt. A Gd(HP-DO3A) csontok feliiletén intakt allapotban
reverzibilisen kotdédik, ami a csontokban talalhatdo szerves alkotok és a
Gd(I11)-komplex kozotti gyenge kolesonhatas kialakulasaval értelmezhetd. A
kapott adatok azt bizonyitjak, hogy a makrociklusos Gd(HP-DO3A) a
testfolyadékokban nem disszocial, mig a nyiltlincd Gd(DTPA-BMA)

.....

méltoak és szamos korabbi in vivo vizsgalat eredményét értelmezhetik.
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VII. Summary

In this work the equilibrium and structural behaviours of the alkaline earth
metal(ll)-, transition metal(Il)- and lanthanide(l1l)-complexes formed with
CyAAZTA ligand, the Kkinetic properties of Ga(CyAAZTA) and
Gd(CyAAZTA), as well as relaxation behaviour of Gd(CyAAZTA) have
been examined in detail. The results obtained may increase our coordination
chemical knowledge on the interactions between the metal ions and rigidified
ligands, besides can be useful for the development of Gd** based MRI
contrast agents (GdBCAs) and ®Ga®*" containing radiopharmaceuticals for
PET examinations. The role of GABCAs in the development of the disease
called Nephrogenic Systemic Fibrosis (NSF) is unclear up to now. The onset
of NSF is generally linked to the in vivo dissociation of GABCASs through
transmetallation reactions and the deposition of Gd®* in tissues as e.g.
Gd(PO4) precipitate. Endogenous metal ions like Cu?*, Zn* and Ca?" can
participate in these transmetallation reactions of Gd(I11) complexes resulting
in the release of Gd®* ion and the formation of the related Cu(ll)-, Zn(I1)- and
Ca(ll)-complexes. In spite of the high in vivo concentrations, the effect of the
Ca?" and Mg?" ions on the rate of the transmetallation reactions of linear
GdBCAs has not been investigated. Thus the effect of the Ca?* and Mg?* ions
on the kinetic properties of 4 clinically used linear GABCAs was also studied
near to physiological condition. To better understand the in vivo behavior of
GdBCAs, the interactions between the linear Gd(DTPA-BMA), the
macrocyclic Gd(HP-DO3A) and bone tissues were explored by determining
the quality and quantity of the Gd®* ion interacting with the components of
the bone tissues. The new scientific results are summarizes as the follows:

The stability constants of metal complexes of CyAAZTA ligand were
found to be 1-2 orders of magnitude lower than those of the corresponding

AAZTA complexes. The lower stability can be explained by the presence of
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the cyclohexyl group that results in the distortion of the ligand structure and
the lower basicity of the amino-N donor atoms. The stability constants of
Ln(CyAAZTA) complexes increase from the La* to Gd** and then decrease
in the second half of the Ln®" series. The coordination cavity of the
CyAAZTA is favourable for the Gd®* ion, although the stability of its
complex is lower than that of the analogous GA(AAZTA) due to the
flexibility of the AAZTA ligand. The structural rigidity of Ln(CyAAZTA)
complexes has been confirmed by the 'H NMR spectra of paramagnetic
Eu(lll)- and Yb(CyAAZTA) complexes. The stability constant of
Ga(CyAAZTA) is also lower than that of Ga(AAZTA), which was
interpreted by the less optimal coordination cage formed by the donor atoms
of CyAAZTA for the Ga®*" ion. The mixed hydroxo- [Ga(CYyAAZTA)OH]*
complex is formed at pH>6.0, close to three pH units higher than the
[Ga(AAZTA)OH]?, which indicates the significantly lower stability of the
[Ga(CYyAAZTA)OH]? species. Based on the 'H and *NMR studies, the
hydroxide ion is directly bound to the metal ion in the [Ga(CYyAAZTA)OH]?,
while two ring carboxylate-O donor atoms do not participate in coordination
of Ga®* ion. The "*Ga-NMR signal of Ga(CyAAZTA) at pH=5.0 at room
temperature is considerably broader than the signal of Ga(AAZTA) at
pH=3.5, which might be interpreted by the asymmetric coordination
environment of the Ga®" ion or by the presence of coordination isomers due
to the rigid structure of the CYyAAZTA ligand.

The kinetic inertness of Ga(CyAAZTA) have been studied by following
the exchanging reactions with Cu?* and transferrin. Near to physiological
conditions the exchange reactions take place by the spontaneous and OH'-
catalyzed dissociation of [Ga(CYyAAZTA)OH]? followed by the fast reaction
of the free Ga®*" ion or CyAAZTA ligand with transferrin or Cu?*-ion,
respectively. The spontaneous dissociation of [Ga(CyAAZTA)OH]*
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presumably occurs trough the intramolecular rearrangement of the complex
with the simultaneous decoordination of all donor atoms leading to in the
release of Ga* ion. Because of the slower spontaneous dissociation of
[Ga(AAZTA)OH]?, it can be assumed that the interactions between the Ga®*
ion and the amino-N donor atoms in [Ga(CyAAZTA)OH]? are weaker. The
dissociation half-life of Ga(CyAAZTA) at physiological conditions is one
third that of the Ga(AAZTA) complex, but even this dissociation half-life is
seven times higher than the half-life of radioactive decay of %8Ga isotope (ti/2
= 67.71 min), so the Ga(CyAAZTA) complex can be regarded as a good
candidate for the development of ®®Ga based PET radiopharmaceuticals.

The transmetallation reaction of Gd(CYAAZTA) with Cu?* takes place by
the proton assisted dissociation of the Gd(l11)-complex, which is more than
200 times slower than that of GA(AAZTA)". Gd(CYyAAZTA) has surprisingly
high Kkinetic inertness although its stability constant is lower than that of
Gd(AAZTA)". The half-life of dissociation of the Gd(CyAAZTA)" complex
was found to be 91 years (pH 7.4 and 25°C), which is higher than that of
several Gd(Ill) complexes formed with macrocyclic ligands. To the best of
our knowledge, the kinetic inertness of Gd(CyAAZTA) is the highest among
the known non-macrocyclic Gd(l11) complexes, containing two inner sphere
water molecules.

The relaxivity of the Gd(CyAAZTA) complex is rip, = 8.3 mM7st (20
MHz, pH 7.4 and 25 °C), which clearly indicates the presence of two water
molecules in the inner coordination sphere of the Gd** ion. Based on the 'H-
and 7O-NMR studies, the relaxation parameters (kex?8, 42, 7v*%® and AH*w)
governing the inner- and outer-sphere relaxtion enhancement of
[GA(CYAAZTA)(H20)] are very similar to those of [Gd(AAZTA)(H0)].
The higher relaxivity of [Gd(CYAAZTA)(H20)] resulted in by the slower

rotation of the Gd(lll)-complex (zr?*®*=97.4 ps). Based on the relaxivity
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values obtained in the presence of endogenous ligands, the two inner-sphere
water molecules of the [Gd(CyAAZTA)(H20)] can not be substituted by
lactate, citrate and phosphate ions. The relaxivity of [Gd(CYyAAZTA)(H20)]
is higher in the presence of Human Serum Albumin (HSA) due to the non-
covalent interaction between the cyclohexil moiety and HSA.

The rate of exchange reactions between the charged Gd(DTPA)?Z,
Gd(BOPTA)? and Gd(EOB-DTPA)?> complexes and Cu?* ion in the presence
of citrate significantly increases with growing concentration of Ca?* and
Mg?* ions, while the rates of transmetallation reactions of the neutral
Gd(DTPA-BMA) complex are not affected. In the presence of Ca?* and Mg?*
ions, the dissociation rates of the negatively charged Gd(DTPA)?Z,
Gd(BOPTA)? and Gd(EOB-DTPA)? complexes increase by approximately
25%, which exceed the effect of citrate or phosphate ion assisted dissociation
rate of these Gd(l11)-complexes at physiological condition. Relaxometric, *H-
and C-NMR studies show that the transmetallation of Gd(DTPA)*
derivatives in the presence of Ca?* and Mg?" ions occur through the
formation of mixed binuclear [Gd(L)M] complexes (M = Ca2" or Mg?"),
which are considerably more labile than the GdL complex, so its dissociation
is more probable.

The interactions between Gd(DTPA-BMA) and Gd(HP-DO3A)
complexes and the bone tissues of mouse have been investigated by Infrared
Spectroscopy (IR). GA(DTPA-BMA) caused radical and irreversible changes
in the structure of the bone, which may be interpreted by the incorporation of
GdPO; (formed with the released Gd** ion by the dissociation of Gd(DTPA-
BMA)) because of the similar nature of GdPOs and Cas(PO4)sOH. The
interaction between Gd(HP-DO3A) and bone tissues is reversible which
might be interpreted by the weak interaction between the organic components

of the bones and the intact Gd(Ill) complex. These results confirm that
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macrocyclic the Gd(HP-DO3A) does not dissociate in body fluids, whereas
the dissociation of linear Gd(DTPA-BMA) might occur. The results of IR
studies are remarkable and interpret the outcome of several previous in vivo

studies.
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Koszonetnyilvanitas

Ezaton is szeretném megkdszonni elsOsorban témavezetdmnek, Dr.
Baranyai Zsolt egyetemi adjunktusnak munkam soran nyujtott szakmai
segitségét, tamogatasat €s tiirelmét.

Szeretném megkoszonni Dr. Briicher Ern6é professzornak emeritus, aki
tapasztalatdval segitette munkamat az értekezés elkészitése soran. Dr. Toth
Imre professor emeritusnak is szeretnék koszonetet mondani a szakmai
tdmogatasaért. Koszondom Dr. Tircs6 Gyuldnak és Dr. Kalman Ferenc
Krisztiannak munkam soran nyujtott segitségiikért.

Halas vagyok Dr. Gorzsas Andrasnak a tartalmas harom honapért Umea-
ban.

K6sz6ndm barataimnak Babinszkiné Farkas Editnek és Garda Zoltannak a
tdmogatasukat a szakmai munkdmban és a maganéletben egyarant.

Halas vagyok Takacs Katalin tanszéki technikusnak a munkdm soran
nyujtott segitségeéert.

Koszonettel tartozom kollegdimnak és ismerdseimnek, akik tdmogattak és
segtettek munkam elvégzésében.

Ko6szonettel tartozom paromnak, Garda Tamésnak a dolgozatom megirasa
alatt tanusitott végtelen tiirelméért és szeretetéért.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkdszonni csaladomnak, hogy
mindvégig tamogattak.

A kutatas a GINOP-2.3.2-15-2016-00008 szamu projekt keretében, az
Europai Unidé tamogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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Fiiggelék
A
11.0 10.0 8.0 6.0 4.0 2.0 0 -2.0 -4.0 -6.0 -8.0 -10.0 -12.0
OH
B .

A “L»U JL
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OH
F.1. dbra Az Eu(CyAAZTA) (A) és az Yb(CYAAZTA) (B) komplexek 400
MHz *H-NMR spektrumai (pH=7,0, 298K

141



Orvosi diagnosztikaban ¢€s terapidban alkalmazhato fémkomplexek fizikai-kémiai
sajatsagainak vizsgalata

Paramagneses  iont  tartalmazd  oldatokban  mért  O-NMR
relaxacidsebességekbdl (1/T1, 1/T2) és a 'OH: jel eltolodasabol (w), valamint
a paramagneses iont nem tartalmazd, diamagneses minta azonos
paramétereib6l (1/T1a, 1/T2a, wa) a Swift-Connick elmélet alapjan a Fliggelék
F. 1.-2. egyenletekkel szamithatok a redukalt relaxaciosebességek (1/Tur,
1/T2r) és a kémiai eltolddas (Awr). Diaméagneses kiilsé standardként 1'O-ban

dusitott HC104 oldatot hasznaltunk (pH=3,0). A redukalt relaxacidésebesség:

-2 -1 -1 2
1 Pi[i_i}:isz”msz*Aa’u 1 E1

T, T, T T (2';11 +T2_ni )2 + Aa)ri Toos

r

Az Y0 jel kémiai eltolodésa:

1
Ao, =—(0—-m, )=
p, (0=0) L+, TA) + 12407

m

A
O +Aw F2

0s

ahol a 1/Tom a paramagneses ion belsd koordinacids szférajaban kotott
vizmolekula transzvezalis relaxaciosebessége, Amm a kotott ¢és a
paramagneses ion hatdsat mar nem érz6 vizmolekuldk kémiai eltolodasanak
kiilonbsége, Pm a belsé koordinacids szféraban levd vizmolekuldk moltortje
¢s tm a belsd koordinicidés szféraban levd vizmolekuldnak az atlagos
¢lettartama. Az 1/T20s és Awos a kiilsé szféra hozzajarulasat jellemzi a
redukalt relaxaciosebességekhez ¢és kémiai eltolodashoz. Korabban
kimutattdk, hogy a kiilsé szféras folyamatok (1/Tzes, Awos) 'O mag
120
A Aom értékét a hiperfinom, vagy mas néven skalaris csatolasi allando (A/7)

hatarozza meg:
o - gLugi(STH)B% F.3

B

ahol B a magneses tér, S az elektron spin (S=7/2), a g. az izotép Landé g-

faktor és (s a Bohr magneton.

142



Vagner Adrienn egyetemi doktori (Ph.D) értekezés

A YO mag transzverzilis relaxaciosebességet (1/T2m) a skalaris

hozzajarulas (1/Tasc) (kotéseken keresztiili kolcsonhatas) hatarozza meg:

S(S+1 2
i = ! = ( )(AJ Ts1 F.4
T2m TZSC 3 h

ahol az 1l/tss a vizcseresebesség (Kex=1/tm) ¢és az elektron-spin
relaxaciosebesség (1/T1e) Osszege:

Tsy Ty oo

A vizcsere  folyamatokat  jellemz6  sebességi  allandd  (Kex)
hémérsékletfiiggését az Eyring egyenlettel adhatjuk meg:

1 k,T AS.,  AH? k2T AH? (1 1
—=k, = exps—r ——m b = exp m -— 1|t F.6
T h R R 298.15 R (29815 T

m

ahol ASn* és AHn" a vizcsere folyamatra jellemzd aktivélasi entropia és
entalpia értékek, valamint a ke, a vizcseresebesség 298,15 K
hémérsékleten.

A Gd(ll)-ionhoz kozvetleniil koordinalédd vizmolekula protonok
longitudinalis relaxacios idejét (TMim) a protonok magneses momentuma és a
Gd®* elektron spinjei kozott 1étrejové dipol-dipol kdlcsonhatas befolyasolja
fokeént. A belsd szférads vizmolekula protonok magneses momentuma ¢és a
Gd3* elektron spinjei kozott 1étrejove skaldris csatolas elhanyagolhaté a Gd®*
- OH: kotés ionos jellegének és a Gd®>" - OH: nagy tavolsaganak
koszonhetden. A Gd(III)-komplexek belsd szférds vizmolekula protonok
longitudinalis relaxacios ideje az egyesitett Solomon-Bloemberg-Morgan
elmélet alapjan az alabbi egyenlettel adhato meg, amely leirja a THim

magneses téreréfiiggését: 121

2.2 2 2
Lo 2O g gy Mo | [7_Te 3 Ta F.7
T 15 Modn 47 1+ wsty, 1+c0,1:Cl
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ahol y1, 9, uB, redH, S, Ho, @1 és s a proton mag giromagneses hanyadosa
(y1=2,675x10% rads?T™!), az electron Landé g-faktora (2.0023), Bohr
magneton, az effektiv tavolsag a parositatlan elektronok toltése és a belsd
szféraban talalhato vizprotonok kdzott, az elektron spin (Gd®* esetében 7/2),
a vakuum permedbilitds, a proton és az elektron Larmor frekvencidja
(0s=658.21w1). A F.8. egyenletben talalhatd tci (i=1, 2) korrelacios ido,
amely jellemzi a bels6 szféras vizprotonok relaxacids folyamatait az alabbi

egyenlettel fejezhetd ki:

e T i=1, 2 F.8
ahol tr, T1e és T2e a Gd®" — proton vector reorientacids korrelacids ideje
(kisméretli Gd(Ill)-komplexek esetében megegyezik az egész molekula
rotaciés korrelacids idejével), a Gd*'-ion longitudinalis és transverzalis
electron-spin relaxacios ideje. Paramagneses fémkomplexekben a fémionok
(S>1/2) parositatlan elektronjainak a relaxaciosebességét (1/Tie, i=1, 2)
elsésorban a zérus-tér felhasadds hatarozza meg (ZFS),'?? amelyet a
kovetkez6 egyenletekkel fejezhetiink ki:

ZFS
[Lj :iAZTV[4s(s+1)—3(1 1 4 ] F.9

+ 2_2
T, 25 +ost, 1+4omst;

\

ZFS
B oL ae ass -3 3+ 52 ~+ 22 ~| F.10
T, 50 1+ wgt, 1+4wmgtT,

ahol A2 a zérus-tér felhasadas tenzoranak a jele, Tv a ZFS valtozasanak
korrelacios ideje, ami a komplex allandd torzulasabol vagy a rotaciojabol
adodhat ¢és s az elektron-spin Larmor frekvencidja. 1tv ¢és 1R
hémérsékletfiiggését az Eyring egyenlettel adhatjuk meg, ahol AH/* és AHR"

a ZFS valtozas és rotacids mozgas aktivalasi entalpidja:
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_1\298 £
1Y) T exp AHa( 1 _lj (=v,R) F.11
T, 29815 R (29815 T

A Gd(l)-komplexek relaxivitasa kiils6 szféras hozzajarulasat (r1%)

Hwang és Freed féle elmélette]'?

lehet kifejezni figyelembe véve a
paramagneses fémkomplex elektron relaxacids idejét (Ti,2e) és a kozelében
1év6 vizmolekuldk szabad transzlacios diffuziojat:

2N 2 hZ 2,2
rlos = 3 ATC & YSYI S(S+1)[3‘]os (('OH ;Tle) + 7‘]05 ((DS;TZe)] F12
405 \ 41 ) agy Do

ahol Na, acdH, Dedn az Avogadro allando, a Gd®-ion és a kiils6 szféraban
talalhatd vizmolekula protonok tavolsaga ¢és az adott koriilményekre
vonatkozo diffuzids allando, mig Jos megadja a kiils6 szféras hozzajarulas
elektron relaxacios 1d6tdl valo fliggését nem-Lorenzian spektralis siirliség

fiiggvénnyel.
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