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I. Bevezetés és célkitiizések

A komplexonok elsé képviseldjét a nitrilotriecetsavat (NTA) tobb mint
140 évvel ezeldtt szintetizaltdk, de részletesebb vizsgalatukat az 1950-es évek
koriil kezdték meg. A komplexonok azoéta tartd toretlen népszeriisége valtozatos
féemmegkotd keépességiiknek koszonhetd, amelynek kovetkeztében alkalmazasuk
mara igen széleskoriivé valt. Igy a tudomanyos érdeklédésen tal sokrétii orvos-
biologiai és ipari felhasznalasuk is indokolja koordinacids kémiai viselkedésiik
részletesebb tanulméanyozéasat és kedvezObb sajatsagokkal rendelkezd 1j
komplexonok fejlesztését.

A komplexképzd ligandumok terdpids célu felhasznalasdnak egyik
jelentds teriilete a szervezetbe keriilt toxikus fémek (pl. Pb>"), vagy hosszi
felezési idejli radioaktiv izotopok (pl. *°Sr, '**Ce) szervezetbél torténd
kitiriilésének eldsegitése, amelyre jelenleg féleg nyilt lancu ligandumok
(H4EDTA ¢s HsDTPA) Ca(Il)-komplexeit alkalmazzdk. Az EDTA és DTPA
fémion-szelektivitasa kicsi, igy fontos kutatasi teriilet a nagyobb szelektivitassal
rendelkezd ligandumok eldallitasa.

A radioaktiv lantanoida(IIl) (Ln’") izotépok alkalmazdsa a Nuklearis
Medicina teriiletén is egyre inkdbb eldtérbe keriil. A radioaktiv sugéarzas
kozvetleniil a daganatos sejtekre fejtheti ki roncsold hatdsat, ha a radioaktiv

izotopokat (°Y, '

Lu) monoklondlis antitesthez vagy annak fragmenséhez
kotik, és igy a rakos testrészbe juttatjak. Az *°Y-izotop DOTA-komplexét mér
alkalmazzdk a daganatos betegségek gyogyitasaban. Az Y-, '7Sm- és
"*Ho(EDTMP)-komplexeket j6  eredménnyel hasznaljdk  csontattétek
kezelésében a fajdalom csillapitasara.

A magneses rezonancias képalkotas (Magnetic Resonance Imaging, MRI)

korunk egyik leghatékonyabb orvos-diagnosztikai képalkotdé modszere,

amelyben a vizprotonok relaxaciosebességét noveld reagensként foként GA(I1I)-
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poliaza-polikaprboxildt (DTPA, DOTA stb.) komplexeket alkalmaznak
kontrasztanyagként.

Mig az elmult évtizedekben  sokrétlien tanulméanyoztdk az
aminopolikarbonsavak koordinaciés kémiai viselkedését, addig a hasonlo,
foszfinat- és foszfonatcsoportot tartalmazo ligandumok, valamint komplexeik
tulajdonsagairdl kevesebbet tudunk. A Debreceni Egyetem Szervetlen és
Analitikai Kémia Tanszékén mar évtizedek ota folynak kutatisok Ln’"-ionok
nyiltlanca  és  makrociklusos poliaza-polikarboxildt és  -polifoszfonat
ligandumokkal képzett komplexeinek egyensulyi, kinetikai ¢és szerkezeti
tulajdonsagainak felderitésére. Munkank célkitlizése néhany nyilt lanca és
makrociklusos foszfinat- és foszfonatszarmazek ligandum koordinacios kémiai
viselkedésének részletesebb tanulmanyozasa volt.

Megvizsgaltuk a Nuklearis Medicindban mar alkalmazott EDTMP
ligandum Sm’*- és Y>"-ionnal kialakulé komplexeinek egyensulyi és kinetikai
viselkedését, az irodalomban fellelhetdo ellentmondasok tisztazasara, kiilonos
tekintettel a komplexek lehetséges szervezetbeli viselkedésére. Tanulmanyoztuk
a TETA foszfinatszarmazéka komplexeinek egyensulyi és kinetikai viselkedését,
a kétmagvu komplexek képzddésének lehetdségét.

Vizsgaltuk néhany uj, nyilt lancu €s makrociklusos foszfonatszdrmazek

komplexei egyensulyi, kinetikai és oldatszerkezeti sajatossagait.

I1. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A pH-potenciometrias vizsgélatok soran Radiometer PHM 93 Reference
¢s Radiometer PHM 85 Precision pH-mérdt, Metrohm kombinalt tivegelektrodot
(6.0234.100) és Radiometer ABU 80 automata biirettat alkalmaztunk. A DOTA-
4AMP ligandummal végzett vizsgalatok egyik részéhez az eldzdekben
emlitetteken tal, Thermo Orion EA 940 pH-mérdt, Orion Ross félmikro

kombinalt elektrodot és 665 Metrohm Dosimat automata biirettat hasznaltunk. A
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titralasokat 5, 10, 15 cm’-es oldattérfogatban, allandd keverés €s termosztalas
(25 £ 0,2 °C), valamint 0,15 M NacCl, vagy 1,0 M KCI és Me,NCl ionerdsségek
mellett 0,2 M NaOH-, KOH-, Me,;NOH-oldattal végeztiik. A Ilugoldatok
koncentracidjat ismert koncentracidja KH-ftalat pufferoldat titraldsaval
hataroztuk meg. A mérések eldtt €s alatt a karbonatosodas elkeriilése érdekében
N,- vagy Ar-gazt buborékoltattunk at a rendszeren. A pH-mérdk kétpontos
kalibraciojara KH-ftalat puffer 0,05 M oldatat (pH = 4,005), valamint bdérax
puffer szén-dioxidtol elzart Nj-atmoszféra alatt tartott 0,01 M oldatat (pH =
9,180) hasznaltuk. A mért pH értékbdl a H'-ionok koncentracidjat az Irving és
munkatarsai  altal  kidolgozott  moddszerrel  allapitottuk  meg. A
lantanoida(Ill)ionok DO2A2P, DO3P ¢és DO3PA ligandumokkal kialakuld
komplexeinek lassi képzddése miatt a komplexek stabilitasi allandoit
a stabilitasi allandokat a kozvetlen, valamint a kiilénmintads pH-potenciometrias
vizsgéalatok adataib6l a PSEQUAD szamitogépes program segitségével
szamitottuk.

Az egyensulyl vizsgalatokhoz, wvalamint a Ce(DO2A2P)-komplex
vizsgalatdhoz Cary 1E tipust spektrofotométert alkalmaztunk (UV-lathato, 25
°C, 1 cm kvarc kiivetta, a kinetikai vizsgéalatokhoz tandem kiivetta), mig a
Ln(EDTMP)-, Gd(DTTAMP)- ¢és Ln(TETAPO)-komplexek disszociacioja
kinetik4janak viszgalatdhoz Applied Photophysics SX-18 MV (1-1,5 ms
holtidd, 5 us idéfelbontast fotoelektronsokszorozo) stopped-flow késziiléket. A
spektrofotometrias modszerrel vizsgalt fémioncsere reakciok soran Cu®’
kicserél$ fémion alkalmazasa esetén a 300-320 nm, mig Eu’" kicseréld fémion
esetén a 230-250 nm tartomanyban kovettiik a reakciok elérehaladasat a vizsgalt
rendszertdl fliggden.

A Gd(DO2A2P)-komplex relaxivitdsanak tanulmanyozéasahoz, valamint a

Gd(DO2A2P)- ¢s Gd(DO3PA)-komplexek képzddési és disszociacids reakcioi
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kinetikdjanak vizsgalatdhoz MS-4 tipusi NMR spektrométert (Josef Stephan
Institut, Ljubljana) alkalmaztunk. A vizprotonok longitudindlis relaxacios idejét
(T.)) 9 MHz protonrezonancia frekvencian, 0,2 cm’ oldattérfogatban,
magnesezettség inverzid modszerrel (inversion recovery impulzus szekvencidval
180°-1-90°) mértiik. Az egyes mérések sordn 68 kiillonbozo késleltetési 1dot (7)
alkalmaztunk, ¢és egy adott késleltetési idonél 5-9 mérés atlagolasaval
szamitottuk a T, értékeket. A hdémérséklet allandosagat ultratermosztattal
temperalt levegd befuvatdsaval biztositottuk. A Gd(DOTA-4AMP)-komplex
relaxacios vizsgalataindl 20 MHz-protonrezonancia frekvencidn miikodé Bruker
MRS-6 tipust NMR spektrométert alkalmaztunk.

A Gd(DO2A2P) esetében kiilonbozé6 hémérsékleteken az '"O-NMR
spektrumokat Bruker Avance 600 NMR spektrométerrel, 5 mm-es NMR cs6
alkalmazasaval vettikk fel. A méréseket 4ll6 mintdn a kovetkezd mérési
koriilmények kozott végeztilk: SW = 10000 Hz, 7 us-os 90°-os impulzus, Aq =
10 ms, NS = 1000 scan. A vizsgalt oldatok 2,6 %-ban tartalmaztak H,'’O-et
(Yeda, Israel).

A DO2A2P és DO3PA ligandumok 'H- és °'P-NMR spektrumait,
valamint az Ln(TETAPO)-komplexek *'P-NMR spektrumait Bruker DRX 360
NMR-késziiléken vettiik fel (1020 % D,0). A 'H-, “C- és *'P-NMR-es
vizsgalatokat JEOL EX-400, Bruker DRX 360 és Bruker Avance 500 NMR-
késziilékeken végeztik. A “C-NMR spektrumokat kiilsnboz6 hémérsékleten
Bruker DRX 360 NMR késziiléken Bruker VT-1000 hdmérsékletszabalyzo
egység segitségével vettiik fel. A H-H COSY ¢és EXSY spektrumokat z iranya
gradienst alkalmazva standard JEOL ¢és Bruker impulzus programmal vettiik fel.
A H-C HETCOR ¢s HMQC vizsgalatokat JEOL EX-400 és Bruker DRX 360
NMR-spektrométereken végeztilk inverz detektdldssal z iranyt gradienst

alkalmazva, JEOL HMQC ¢s Bruker HETCOR impulzus programokkal.
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II1. A vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete és elnevezése
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HsEDTMP: etiléndiamin-N,N,N’,N’-tetrakisz(metilénfoszfonsav)

H{DTTAMP: dietiléntriamin-N,N,N’’,N’’-tetraecetsav-N’-
metilénfoszfonsav

HsTETA(PQO,),: 3,10-dihidroxi-1,5,8,12-tetraaza-3,10-
difoszfaciklotetradekan-1,5,8,12-tetraccetsav

HsDO3P: 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-trisz(metilénfoszfonsav)

HsDO2A2P: 1,4,7,10- tetraazaciklododekan-1,7-diecetsav-4,10-

bisz(metilénfoszfonsav)
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H-DO3PA: 1,4,7,10- tetraazaciklododekan-1-ecetsav-4,7,10-
trisz(metilénfoszfonsav)

HgDOTA-4AMP: 1,4,7,10- tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetrakisz(acetamido-
metilénfoszfonsav)

A HgEDTMP ligandumot a Tanszéken, a HEDTTAMP-t a Pragai Karoly
Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékén, a H,TETA(PO,), Hi{DO2A2P, H,DO3P
¢s HgDOTA-4AMP ligandumokat a Dallasi Texas Egyetem Kémiai Intézetében
allitottak elo.

IV. Uj tudomanyos eredmények

A Sm(EDTMP)- ¢és Y(EDTMP)-komplexek stabilitdsi allandoit egy
kordbban még nem alkalmazott, kompeticiés spektrofotometrids modszerrel
hataroztuk meg, melyek jol egyeznek az Ernestovd és mtsai altal a
Ho(EDTMP)-komplexre meghatarozott allandoval, ugyanakkor a Sm(EDTMP)-
¢s Y(EDTMP)-komplexekre vonatkozd korabban publikalt értékeknél 69
nagysagrenddel nagyobbak. Kimutattuk a Sm(EDTMP)- és Y(EDTMP)-
komplexek és a Ca*"-ion kozotti kétmagva komplexek képzédését. A stabilitési
allandok felhasznalasdval egy egyszeriisitett plazmamodellen szamitasokat
végeztiink, amelyekbdl kideriilt, hogy az Ln(EDTMP)-komplexek a szervezetbe
torténd  injektalas utan feltehetden 99 %-ban kétmagva, protonalt
Ln(HEDTMP)Ca® -komplexek formajaban vannak jelen. A Ln(EDTMP)-
komplexek kinetikai stabilitdsa joval kisebb a megfelel6 Ln(EDTA)-
komplexekénél, mivel a széles pH-tartoméanyban protonalt

foszfonatcsoportokrdl a protonok konnyen a N donoratom(ok)ra keriilhet(nek),

rrrrrr

......

kovetden a szabad fémion ¢és ligandum adszorbcidja is bekdvetkezhet.
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A DTPA analog DTTAMP ligandum Gd-komplexe protonkatalizalt
disszociacigjat jellemzd sebességi allandok értékei 3-4 nagysdgrenddel
nagyobbak a Gd(DTPA) hasonl6 reakcioinal megallapitottaknal. A bazikusabb
foszfonatcsoport protonalodasaval a ligandum ko6zEpsé nitrogénjének a
protonalodasa, ezzel a Gd>—N kotés felszakadasa konnyebben bekdvetkezhet,
amikor a komplexben csak két iminodiacetat-csoport koordindlodik és ez a
koztitermék viszonylag konnyen disszocidl. A DTTAMP ligandum kétmagvu
komplexek képzésére mutatott hajlama nagy, ezért a Gd(DTTAMP)-komplex
szerepe van.

Meghataroztuk a DO2A2P ¢és DO3PA ligandumok protonalddasi
allandoit, valamint szdmos fémionnal kialakulé komplexeik stabilitdsi
allandojat. A ligandumok elsd két protonalodasi allandoja a DOTA és DOTP
ligandumokéhoz hasonldéan nagy, ami a foszfonatcsoportok és a protonalt N-
donoratomok kozott kialakuld erés H-kotéseknek tulajdonithato. A DO2A2P
esetében 'H- és *'P-NMR mérésekkel megallapitottuk a protonalodas sorrendjét.
A DOTA ligandummal &sszehasonlitva a DO2A2P ¢és DO3PA ligandumok
Ln’ -ionokkal kialakulé komplexeinek stabilitasi allandé értékei ndvekednek a
metilénfoszfonat-csoportok szdmanak novekedésével, amivel parhuzamosan a
kialakulé protonalt komplexek szdma és a protonalodasi allandok nagysaga,
valamint a kétmagva komplexek stabilitdsi dallandoja is novekszik. A
metilénfoszfonat-csoportok szdmanak novekedése jelentds hatdssal van a
komplexek  képzddésének ¢és  disszocidciojanak  kinetikdjara is. A
foszfonatcsoportok szamanak novekedése a képzddési sebesseg csokkenését, de
a protonkatalizalt disszociaci6 sebességének a novekedését eredményezi. A
képzddés soran tobb foszfonat jelenlétében a negativ toltés novekedésével a
kialakulo stabilisabb koztitermék deprotondldédasa és atalakuldsa nehezebben
megy végbe. A disszociacios reakcidk esetében viszont a komplex

''''''

disszocidcidjanak elsé 1épése egy funkcids csoport, majd a gyliri N



Doktori (PhD) értekezés tézisei

donoratomjanak protonalédasa, ami a nagyobb bdzicitissal rendelkezd
foszfonatcsoportok jelenléte miatt nagyobb valoszintiséggel kovetkezhet be. A
komplexek képzddésének sebessége az OH -koncentracidval aranyos, de a
Ln(DOTA)-komplexek képzddésétdl eltérden az Ln(DO2A2P) és Ln(DO3PA)
képzddésénél a keletkezett, kétszerprotonalt koztitermék atalakulasara egy, a
OH -iontdl (és egyeb bazistol) fiiggetlen Ut is lehetséges. Ebben az estben a
gylri nitrogénekrél az egyik proton a ligandum foszfonatcsoportjdra is
atkeriilhet, és a sebességmeghatarozé 1épés az utolsé NH' proton tavozasa.

Relaxometrias és '"O-NMR-es vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a
Gd(DO2A2P)-komplexben nincs a fémion belsé szférajaban kotott vizolekula.

Multinuklearis  ('H, "C, °*'P) NMR-spektroszkopias modszerrel
tanulmanyoztuk az Eu(DO2A2P)- ¢és Lu(DO2A2P)-komplexek oldatbeli
szerkezetét. Az elvégzett vizsgalatokbdl megallapitottuk, hogy a Lu(DO2A2P)-
komplex oldatfazisban gyakorlatilag csak a csavart négyzetes antiprizmas
szerkezetben (m izomer) fordul eld, mig az Eu(DO2A2P) koriilbeliil 93 %-ban
csavart négyzetes antiprizmas (m) és 7 %-ban négyzetes antiprizmas (M izomer)
szerkezeti formaban van jelen.

A DO3P ligandum Ln’*"-ionokkal kialakulé komplexeinek stabilitasi
alland6ja 5-6 nagysagrenddel kisebb a Ln(DO2A2P)- ¢és Ln(DO3PA)-
komplexekéhez képest. Meglepd a Gd(DO3P)-komplexnek a Gd(DOTA)- és
Gd(DOTP)-komplexekénél joval kisebb kinetikai stabilitasa. A protonkatalizalt
uton lefoly6 disszociacios reakciokat jellemzd sebességi allandok nagy értéke
azzal magyardzhatd, hogy a komplexben kialakul6 koordinacios ,kalitka”
sokkal ,nyitottabb” a Ln(DOTP)-komplexekéhez képest a hidnyzo
metilénfoszfonat funkcids csoport miatt, aminek kovetkeztében a fémion
konnyebben kilép a koordinacios ,,kalitkabol™.

Az Ln(TETAPO)-komplexek képzddésének egyensulyi vizsgéalata soran
meghataroztuk a kialakuld egy- és kétmagva komplexek stabilitasi allandojat.

Spektrofotometrias és *'P-NMR spektroszkopias vizsgalatokkal igazoltuk a
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kétmagvi komplexek képzddéseét. A kétmagva La,(TETAPO)-komplexben a két
La’"-ion koordinacios kornyezete eltérd (egyik a koordinacios kalitkaban, masik
azon kiviil van), mig a Lu(TETAPO) esetén a két Lu’"-ionhoz a donoratomok
fele-fele koordinalodik. A Ln(TETAPO)-komplexek kinetikai stabilitasa
nagysagrendekkel kisebb a megfeleldé DOTA-, TRITA- ¢és TETA-
komplexekéhez képest. A sebességi allandokban mutatkoz6 nagy kiilonbségek
oka egyértelmlien a makrociklusban jelen levé foszfinatcsoportoknak
tulajdonithatd, amelyek a gylirli flexibilitdsanak novekedését, valamint a
kialakul6 koordinativ kotések erdsségének csokkenését eredményezik sztérikus
okok miatt.

A Gd(DOTA-4AMP) potencialis pH érzékeny kontrasztanyag.

A DOTA-4AMP ligandum vizsgéalata sordn meghatdroztuk néhany
fémionnal kialakuld komplexének, valamint a Gd(DOTA-4AMP) Ca*'-, Cu*"-
¢és Zn’"-ionokkal képzett kétmagvii komplexeinek stabilitasi allandojat.
Meghataroztuk a Gd(DOTA-4AMP)-komplex relaxivitdsanak valtozasat a pH
fliggvényében endogén fémionok jelenlétében és tavollétében. A Gd(DOTA-
4AMP)-komplex relaxivitdsa a 6,0-8,0 pH-tartomanyban kozel két egységnyit
valtozik, ami elegendd lehet ahhoz, hogy a komplexet MRI vizsgalatokban in
vivo pH-mérésre hasznaljak. Az endogén fémionok jelenléte a relaxivitas
maximum értékének eltolodasat eredményezi a savasabb tartomdny felé, de
ennek mértéke nem jelentds, tehat a szervezetben eléforduld endogén fémionok
vélhetéen nem befolyasoljak a komplex viselkedését.

Vizsgélataink alapjdan megallapitottuk, hogy az aminopolikarboxilat
ligandumok karboxilatcsoportjainak foszfonatokkal torténd cseréje mind a nyilt
lancu, mind a makrociklusos ligandumok esetén altaldban a képz6dé komplexek
stabilitdsanak a novekedését eredményezi. A foszfonatcsoportok makrociklusos
ligandumokba torténd bevitele a komplexek képzddési sebességének a

csokkenésével jar. Ugyanakkor a makrociklusos lantanoida(Ill)komplexek
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Doktori (PhD) értekezés tézisei

novekedésével kis mértékben, mig a nyilt lancu ligandumok komplexei esetében

nagyon jelentds mértékben nd.

V. Az eredmények varhato gyakorlati alkalmazasa

Vizsgalataink foként 0j ligandumok koordinacios kémiai viselkedésének a
felderitésére iranyultak, de a klinikai gyakorlatban mar alkalmazott EDTMP
komplexek koriili bizonytalansag és ellentmondasok tisztazasara is. A vizsgalt
ligandumok  Ln(IIl)-komplexeinek  esetleges orvosi vagy  biologiai
alkalmazasardl a kovetkezdket allapithatjuk meg.

A radioaktiv Ln(III)-ionok EDTMP komplexeit néhdny éve alkalmazzak a
Nukledris Medicindban, ugyanakkor a komplexek tulajdonsagainak
jellemzéséhez sziikséges, az irodalomban publikalt stabilitasi alland6 értékek
nagyon bizonytalanok voltak. Az altalunk meghatarozott stabilitsi allanddk jo
egyezést mutatnak néhdny irodalmi adattal, valamint a Ln(EDTA)-komplexek
stabilitdsi allandé értékeihez viszonyitva is megfeleloek. A Ln(EDTMP)-
komplexek kinetikai stabilitdsanak tanulményozasaval igazoltuk a forgalomban
levd kitekben alkalmazott nagy ligandumfelesleg sziikségességét, mivel a kis
kinetikai stabilitasuk lehetdvé tenné a vérplazmaban jelen levd endogén
fémionok ¢és a Ln(EDTMP)-komplexek kozott lejatszodd fémioncsere
reakciokat, a Ln’"-ionok kiszoritasat a ligandum mell5l.

A DO2A2P ¢és DO3PA ligandumok Ln(IIl)-komplexeinek vizsgalatabol
kideriilt, hogy mind termodinamikai-, mind kinetikai stabilitdsuk elegendden
nagy a komplexek in vivo alkalmazasahoz. Ugyanakkor bizonyitottuk, hogy a
Gd(DO2A2P)-komplexben nincs a fémionhoz kozvetleniil koordinalodod
vizmolekula, ami a komplex MRI kontrasztanyagként valé alkalmazasat nem
teszi lehetdvé. Ezzel szemben, mivel a foszfonatcsoportot tartalmazo nyilt lancu
¢s makrociklusos ligandumok komplexei nagy affinitdst mutatnak a csontokhoz,

ezért a Nuklearis Medicinaban torténd felhasznalasuk lehetséges. Ilyen irdnyua
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kutatdsok folytak és folynak a Dallasi és Sacavemi (Portugalia) Egyetemen
munkankkal parhuzamosan. Emellett a Ln(DOTP)-komplexekhez hasonldéan a
DO2A2P ¢és DO3PA ligandummal kialakuld lantanoida(Ill)komplexek nagy
negativ toltésiiknek kdszonhetden alkalmasak lehetnek mint paramégneses shift
vagy a Ln(DOTP)’ -komplexhez viszonyitott kisebb negativ toltésiiknek
koszonhetden esetleges in vivo alkalmazasuk is lehetséges.

A Gd(DOTA-4AMP)-komplex relaxivitasdnak valtozésa a 6,0-8,0 pH-
tartomanyban elegendéen nagy ahhoz, hogy a komplexet in vivo pH-mérésre
hasznaljdk. Ennek azért is van jelentdsége, mert a gyakorlatban eddig hasznalt
kontrasztanyagok egyike sem mutat ilyen pH érzékenységet. A relaxivitas
valtozdsa a pH-val lehetdséget adhat a ridkos daganatok helyének MRI
vizsgalatokkal torténd, pontosabb megallapitasdra, mivel a rdkos sejtek

kornyezetében a pH értéke a fizioldgias pH-nal tobb tizeddel is kisebb lehet.
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I. Introduction and research objectives

The first members of the aminopolycarboxylate chelating agents were
synthesized about 140 years ago, but the detailed study of their complexation
properties started only at the end of the 1940 years. The interest in the
aminopolycarboxylate ligands and their use in different fields of industry,
agriculture and medicine has been increased during the last 25-30 years. This
increasing interest lead to the discoveries of some new agents, like the
macrocyclic polyaza-polycarboxylate ligands.

The research and development of new chelating agents attracted vivid
interest especially in the field of medical diagnosis and therapy.
Aminopolycarboxylate ligands (e.g. EDTA, DTPA) are used to accelerate the
excretion of some toxic metal ions (Pb®*, Cd**) and radioactive fission products
(e.g. 2Sr, *Ce, etc.) from the living systems, when the selectivity of the ligands
is particularly important.

There is a great progress in the use of some radioactive isotopes in the
diagnosis and therapy of cancer. The radiation affects directly the carcinoid cells
if the radioisotope (*°Y, Y’Lu) gets into the cell in the form of a complex,
attached to monoclonal antibodies or to their fragments. The *Y(DOTA)
complex has already been used for such aims in clinical practice. The EDTMP
complexes of Y, *3Sm and *®*Ho are successfully used as palliative agents in
the case of patients having bone metastases.

Magnetic Resonance Imaging (MRI) is one of the most effective medical
diagnostic tool in which paramagnetic Gd(I11) complexes (DTPA, DOTA, etc.)
are used for increasing the image contrast. The chelating agents used in
medicine contain first of all acetate functional groups, but some phosphonate
containing ligands (e.g. EDTMP) are also used e.g. for transporting some metal
ions into the bone (e.g. Ca®* for improving the effects of osteoporosis).

However, the complexation properties of the aminopolyphosphonate ligands
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have not been studied in such detail as the properties of the
aminopolycarboxylates. The kinetic properties of the complexes formed with the
aminopolyphosphonates have not been studied at all before we started this work.

The complexes of the alkaline earth, some transition metal and lanthanide
ions formed with some open chain and macrocyclic polyaza-polycarboxylate
and —polyphosphonate ligands have been studied for several decades at the
Department of Inorganic and Analytical Chemistry of the University of
Debrecen.

The aim of our present work was the study of the complexation properties
of some open chain and macrocyclic ligands, containing phosphonate and
phosphinate functional groups beside the carboxylate groups.

We determined the stability constants of the Ln(EDTMP) complexes used
in Nuclear Medicine in order to solve the problems connected with contradicting
stability constants, published in the literature. We investigated the equilibrium
and kinetic behaviour of the Ln(TETAPO) complexes and proved the formation
of the stable dinuclear Lny(TETAPO) species. We studied the equilibrium and
Kinetic properties of some new macrocyclic phosphonate derivative ligands and
in the case of the Ln(DO2A2P) complexes we obtained information about the

structure of the complexes in solution.

I1. Experimental methods

The pH-potentiometric titrations were performed with a Radiometer
PHM 93 Reference and Radiometer PHM 85 Precision pH-meter, Radiometer
ABU 80 autoburette and Metrohm combined glass electrodes (6.0234.100). In
one part of the investigation of the DOTA-4AMP complexes, Thermo Orion EA
940 pH-meter, Orion Ross semi-micro combined electrode and 665 Metrohm
Dosimat autoburette was used. The samples were in 0.15 M NaCl; 1.0 M KCl or

Me;NCI to maintain constant ionic strength. The volume of the samples used
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were 5, 10, and 15 cm®, respectively. The titrated samples were stirred,
thermostated (25 £+ 0.2 °C) and inert gas (N, Ar) was bubbled through them. For
the calibration of the pH meter, KH-phtalate (pH=4.005) and borax (pH=9.180)
buffers were used. For the calculation of [H*] from the measured pH values, the
method proposed by Irving et al. was used. Because of the low formation rates
of the macrocyclic Ln(DO2A2P), Ln(DO3P) and Ln(DO3PA) complexes, the
“out-of-cell” technic was used. The protonation and stability constants were
calculated with the program PSEQUAD in every case.

Some stability constants, the formation rates of the Ce(DO2A2P) and the
dissociation rate of the Gd(DO3P) complexes were studied by
spectrophotometry at 25 °C in a thermostated cell holder with a Cary 1E
spectrophotometer. The kinetics of dissociation of the Ln(EDTMP),
Gd(DTTAMP) and Ln(TETAPQO) complexes were investigated with an Applied
Photophysics SX-18 MV stopped-flow spectrometer. The rates of metal exhange
reactions with Cu®* and Eu®* exchanging metal ions were followed by
spectrophotometry at 300-320 nm and 230-250 nm, respectively.

For determining the relaxivity of the Gd(DO2A2P) and Gd(DOTA-
4AMP) complexes and to study the rates of formation and dissociation reactions
of Gd(DO2A2P) and Gd(DO3PA), the longitudinal relaxation times of water
protons (T;) were measured with MS-4 or MS-6 NMR spectrometers (Institute
Jozef Stefan, Ljubljana) at 9 and 20 MHz, respectively. The longitudinal
relaxation times were measured by the “inversion recovery” method (180°-
90°).

In the case of the Gd(DO2A2P) complex, variable temperature 'O NMR
measurements were made at 14.1 T on a Bruker Avance 600 spectrometer. The
samples contained 2.6 % of H,'’O (Yeda, Israel) and D,O was used as external
standard. The half-height linewidth of *’O-NMR signals (Av;,) was determined
in the temperature range 273-350 K.
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The 'H and *P NMR spectra of the DO2A2P and DO3PA ligands, and the
3P NMR spectra of the Ln(TETAPO) complexes were recorded with the use of
a Bruker DRX 360 NMR (at 8.5 T) spectrometer. 'H-, *C- and *P-NMR
measurements were performed with a JEOL EX-400 (9.4 T) and Bruker DRX
360 NMR (8.5 T) spectrometers. The variable — temperarture *C-NMR
measurements were carried out on Bruker DRX 360 NMR spectrometer
equipped with Bruker VT-1000 thermocontroller. The H-H COSY and ECSY
spectra were collected with the standard JEOL and Bruker pulse programs. The
H-C correlation spectra were recorded on JEOL EX-400 and Bruker DRX 360
spectrometers in invers mode with the usual JEOL HMQC and Bruker
HETCOR pulse sequences. The samples prepared for the NMR studies
contained 10-20 % D,0.

I11. Structural formulas of the ligands

HOOC COOH
HOP— . /—POH, ;\N/ \N
N N \__
HOOC COOH
H,0,p—/ \—pO,H, kpo ,
32
HeEDTMP HeDTTAMP
HO_
P/
HOOCW( 7 _—COOH

.
Hooc—" t )N¥COOH

0o’ “oH
HsTETA(PO,),
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ARV

.

AN

R] R,

HsEDTMP:

HsDTTAMP:

HGTETA(P02)2

HsDO3P:

HsDO2A2P:

H;DO3PA:

HsDOTA-4AMP:

R1 =-H; R—R4 = -CH;-PO3Hy: HsDO3P
R1, Rs = -CH2-PO3H3; Rz, Rz = -CH>-COOH: HesDO2A2P
R1 = -CH,-COOH; R>-R4 = -CH,-POsH;: H;DO3PA
R1—R4 = -CH2-CONH-CH2-PO3H,: HsDOTA-4AMP

ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetrakis(methylenephosphonic
acid)

diethylenetriamine-N,N,N’’,N’’-tetraacetic acid-N’-
methylenephosphonic acid
3,10-dihydroxy-1,5,8,12-tetraaza-3,10-
diphosphocyclotetradecane-1,5,8,12-tetraacetic acid
1,4,7,10-tetraaza-cyclododecane-1,4,7-tris(methylene
phosphonic acid)
1,4,7,10-tetraaza-cyclododecane-1,7-diacetic acid-4,10-
bis(methylenephosphonic acid)
1,4,7,10-tetraaza-cyclododecane-1-acetic acid-4,7,10-
tris(methylenephosphonic acid)
1,4,7,10-tetraaza-cyclododecane-1,4,7,10-tetrakis(acetamido-

methylenephosphonic acid)

The ligands were synthesized at our Department (HsEDTMP), at the

Department of Inorganic Chemistry, Charles University, Prague (HsDTTAMP)

and at the Department of Chemistry, University of Dallas at Texas
(HeTETA(POy),, HsDO2A2P, HsDO3P, H;DO3PA and HsDOTA-4AMP).
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V. Results

The stability constants of the complexes Sm(EDTMP) and Y(EDTMP)
were determined by using spectrophotometric competition reactions between the
Ln** ions and Cu?* in the presence of citrate. The stability constants are in good
agreement with Ernestova’s results reported for the complex Ho(EDTMP), but
these values are higher by 6-9 orders of magnitude than the stability constants
published by others. The formation of dinuclear complexes between Ca®* and
the complexes SM(EDTMP) and Y(EDTMP) has been detected. With the use of
the stability constants and protonation constants obtained, a simplified plasma
model predicts that under physiological conditions, 99 % of the complexes
Ln(EDTMP) exists in the form of the binuclear Ln(HEDTMP)Ca* complex.
The kinetic stability of the Ln(EDTMP) complexes are much lower in
comparison to that of the Ln(EDTA) complexes because they form protonated
species in wide pH range. The proton can be transferred easily from the
phosphonate group(s) to the nitrogen atom(s) of the ligand, which causes the
breaking of the Gd-N bond and the dissociation of the complexes. On the basis
of the half-times of dissociation at pH = 7.4 a few seconds, the adsorption of the
radioactive Sm®* or Y*" ions on the surface of the bone may occur either in the
form of the complex Ln(EDTMP) or the free Ln*" ion and free ligand,
succeeding the dissociation of the complex.

The rate constants characterizing the proton-assisted dissociation of the
Gd(DTTAMP) (phosphonate derivative of DTPA) are higher by 3-4 orders of
magnitude than those observed for the Gd(DTPA) complex. The more basic
phosphonate group can be protonated easier which is followed by the
protonation of the middle N atom of the ligand and it may result in the breaking
of the Gd**-N bond. In this intermediate only two iminodiacetate groups are
coordinated and it can dissociate relatively easily. The tendency to form
dinuclear complexes is much higher in case of the ligand DTTAMP than that for
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DTPA. By this fact, the more important role of the metal ion-assisted pathway in
the dissociation of GA(DTTAMP) can be explained.

The protonation constants of the DO2A2P and DO3PA ligands and the
stability constants of their complexes formed with several metal ions have been
determined. The first two protonation constants of the ligands are relatively
high, which fact has been explained by the formation of strong H-bonds
(N--H"---O™=P). The protonation sequence of the DO2A2P ligand has been
characterized by 'H- and *'P-NMR studies.

The values of the stability constants of the lanthanide(lll) complexes of
DO2A2P and DO3PA increase with the increasing number of the phosphonate
groups in the ligand. Parallel with the stability constants, the number of the
protonated species, the values of protonation constants and the stability of the
dinuclear complexes also increased.

The gradual replacement of the acetate groups  with
methylenephosphonate groups strongly affects the formation and dissociation
kinetics of the Ln** complexes. The rates of the formation reactions decrease,
while the rates of the dissociation of the Ln* complexes increase with the
increasing number of the phosphonate groups of the coordinated ligand. This
finding was explained with the higher negative charge of the intermediates,
which makes their deprotonation more difficult in the formation reactions. In the
case of dissociation reactions the protonation of N atom(s) in the coordinated
ligand takes place more easily in the presence of more phosphonate groups. For
the dissociation of complexes the proton is transferred from the phosphonate
group to a ring nitrogen. The rates of formation of complexes from the
diprotonated intermediates are directly proportional to [OH™]. Differently from
the formation of Ln(DOTA) complexes, for the transformation of the
intermediates, an [OH™] independent pathway was also observed, which was

interpreted by assuming the transfer of a proton of the diprotonated intermediate
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to a phosphonate oxygen followed by the slow loss of the last proton from a
nitrogen.

The Gd(DO2A2P) complex does not contain water molecule in the inner
coordination sphere as it is indicated by its low relaxivity and as it was proved
by *’O-NMR studies. So this compound can not be a candidate for an efficient
MRI contrast agent.

The structure of Eu(DO2A2P) and Lu(DO2A2P) complexes in solution
was studied by multinuclear (*H, *C, **P) NMR spectroscopy. As we found, the
Lu(DO2A2P) complex has a twisted square antiprismatic structure (m isomer)
practically, while the Eu(DO2A2P) complex exists in solution in the form of
two isomers: the twisted square antiprismatic (m, 93 %) and square antiprismatic
(M, 7 %), respectively.

The stability constants of the complexes of lanthanides formed with the
ligand DO3P are lower by 5-6 orders of magnitude than those of the
Ln(DO2A2P) and Ln(DO3PA). The kinetic stability of the Gd(DO3P) is also
much lower than that of the Gd(DOTA) and Gd(DOTP). The high values of the
rate constants characterizing the proton-assisted dissociation of Gd(DO3P) can
be interpreted with the more open “coordination cage” formed by the three
methylenephosphonate functional groups. In this case, the protonation of the
“free” ring nitrogen can take place directly, when the metal ion can leave the
“coordination cage” easily.

For the Ln(TETAPO) complexes we determined the stability constants of
the mononuclear and dinuclear complexes. The formation of dinuclear
complexes have been confirmed by using spectrophotometric and **P-NMR
spectroscopic methods. In the La,(TETAPO) complex the two La*" ions have
different coordination sphere, one of them is in the coordination cavity, while
the other one is outside of it. In the case of the Lu,(TETAPQO) complex, the
donor atoms of the coordinated ligand are devided equally between the two Lu**
ions. The kinetic stabilities of the Ln(TETAPO) complexes are much lower than
those of the similar DOTA, TRITA and TETA complexes. The difference can be

19



PhD Thesis Abstract

explained by the presence of the phosphinate groups in the macrocycle which
results in a strain and thus increases the flexibility of the ligand.

The Gd(DOTA-4AMP) complex is a potential pH-sensitive contrast
agent.

The stability constants of the Gd(DOTA-4AMP) complexes formed with
Ca”**, Cu*" and Zn** have been determined as so as the stability constants of the
dinuclear complex formed with Ca®*, Cu®* and Zn** ion. The pH-dependence of
the relaxivity was investigated in the presence and absence of the endogenous
metal ions. The relaxivity values of the complexes Gd(DOTA-4AMP) show a
change in the pH-range 6-8, what can be enough to measure the pH in vivo. In
the presence of the endogenous metal ions the relaxivity maximum shows only a
little shift to the acidic medium, so the endogenous metal ions presumably do
not affect the in vivo relaxivity of the complex.

We can summarize our results as follows: Generally, the replacement of
the acetate groups with methylenephosphonate groups in the open chain and
macrocyclic aminopolycarboxylate ligands causes the increasing of the stability
constants of the complexes. The rate of the formation decreases, while the rate
of the dissociation of the Ln** complexes increases with the increasing of the
number of the phosphonate groups in the coordinated macrocycilic ligand. The
rate of the proton-assisted dissociation does not increase largely with the number
of phosphonate groups in the case of macrocyclic lanthanide(l11) complexes as
against the lanthanide(111) complexes formed with open chain ligands.

V. Potential practical uses of the results

Our investigations were focused on the recognition of the coordinative
behaviour of new ligands and the clearing of the contradictions around
Ln(EDTMP) complexes, which have already been used in the Nuclear Medicine.

The EDTMP complexes formed with radioactive Ln(lll) ions have been

clinically used in Nuclear Medicine for a few years, at the same time the
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stability constants of these complexes published in the literature are very
different. Our results are in good agreement with a few results reported in the
literature and are acceptable in comparasion with the stability constants of
Ln(EDTA) complexes. We confirmed the necessity of the ligand excess of the
kits used in Nuclear Medicine by the studying of the kinetic stability of the
Ln(EDTMP) complexes. Without ligand excess, metal exhange reactions could
take place with the endogenous metal ions after injection, because of the little
Kinetic stability of the complexes.

The thermodynamic and Kkinetic stabiliy of the Ln(DO2AZ2P) and
Ln(DO3PA) complexes are enough big to use these complexes in vivo. We
proved the Gd(DO2A2P) complex does not contain water molecule in the inner
coordination sphere, so this compound is not applicable as MRI contrast agent.
The open chain and macrocyclic Ln(lll) complexes containing phosphonate
groups show significant affinity to the bones. This behaviour makes possibility
to use these compounds in the Nuclear Medicine for treating the bone diseases
like cancer. There are some investigations in this field at the University of Texas
at Dallas and the University of Sacavem (Portugal) parallel with our research.
Compared with the Ln(DOTP) complexes, the Ln(DO2A2P) and Ln(DO3PA)
can be good for paramagnetic shift reagents because of the relatively high
negative charge, which is useful in the determining of the concentration of the
#Na ion in isolated cells or in vivo. The less negative charge of the
Ln(DO2A2P) complexes, compared with the Ln(DOTA) complexes, gives
chance the in vivo applications.

The relaxivity values of the complexes Gd(DOTA-4AMP) show a change
in the pH-range 6-8, what can be enough to measure the pH in vivo. This is
important because there is not pH-sensitive contrast agent between the clinically
approved agents. The changing of the relaxivity with the pH could provide an
answer in the precise localization of the tumors because of the lower pH values

of the carcinoid cells.
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