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I. BEVEZETES

|. BEVEZETES

A komplexonok vizsgalata maig kedvelt kutatasi teriilet, annak ellenére,
hogy elsé képviseldiket tobb mint 60 évvel ezeldtt kezdték meg részletesebben
tanulmanyozni. A  komplexonok mnépszerlisége valtozatos fémmegkdtd
képességiiknek koszonhetd, amelynek kovetkeztében alkalmazasuk mara igen
széleskor(ivé valt. igy a tisztan tudomanyos érdeklédésen tal immar sokrétii orvosi,
orvosbioldgiai és ipari felhasznalasuk is indokoltta teszi koordinacids kémiai
viselkedésiik  részletesebb tanulmanyozasat és a kialakulo komplexek
tulajdonsagainak javitasat, tokéletesitését. A hagyomanyos optimalizalando
paramétereken tal (termodinamikai illetve a kinetikai stabilitds, fémion-
szelektivitds) a Dbiologiai felhasznalds megkoveteli 1wjabb  tulajdonsdgok
figyelembevételét, mint a kis toxicitds, szervspecifikussag, az MRI
kontrasztanyagok esetében a kedvezd relaxacios tulajdonsagok, stb. A kutatasok
nyiltlanct és makrociklusos komplexonok esetén egyarant folynak, és mindkét
esetben az egyik legfontosabb irany a donorcsoportok valtoztatasdnak hatisa a
fentebb emlitett paraméterekre.

A komplexonok torténete egészen az 1862-es évig nyulik vissza, amikor
Heintz szintetizalta monoklorecetsavbol és ammonidbdl, vizes oldatban elsd
képvisel6jiiket, a nitrilotriecetsavat (NTA). Ezt kovetéen hosszil ideig nem
allitottak el6 ujabb komplexont, egészen 1935-ig, amikor az IG Farben a Heintz-
féle eloallitasi modhoz hasonloan [1] etiléndiaminb6l allitotta eld a hires
etiléndiamin-tetraccetsavat (EDTA), majd az NTA-val egyiitt mint vizlagyitot
forgalmazta (Trilon A és B). A komplexon elnevezés ugyanakkor csak 1945-ben
sziiletett meg. G. K. Schwarzenbach olyan vegyiiletek megnevezésére javasolta,
amelyek tartalmazzak az N-iminodiacetatcsoportot. Az azota eltelt tobb mint 60
évben ez az elnevezés megmaradt, ugyanakkor kiterjesztették az eredeti vegyiiletek
analogjaira is [2], igy sok olyan komplexonként ismert vegyiilet van, amely mar

nem is tartalmazza az eredeti szerkezetet. Hogy hol a hatarvonal a komplexonok és
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mas vegyiletek kozott nehéz megmondani, de a kelatképzés és a kialakuld
komplexek nagy termodinamikai stabilitasa fontos tényezo.

A karboxilat — foszfonat analdgia kézenfekvének tint, igy az
aminopolikarbonsavak els¢ foszfonat analogjat mar 1949-ben szintetizaltak
Schwarzenbach és munkatarsai. Az els6é ilyen vegyiilet a foszfonometil-
iminodiecetsav volt [3], majd 1959-ben eléallitottak az NTA teljes foszfonometil
analogjat az NTMP [4]. Ugyanakkor az EDTA teljes foszfonometil analdégjanak az
EDTMP-nek koordinaciés kémiai viselkedésérol mar 1956-ban jelent meg
publikacio [6].

A nyiltlancu komplexonokat kovetéen 1976-ban allitottak eld elsé izben
poliaza-makrociklusokbol az elsé makrociklusos acetatszarmazékokat [6] és
néhany évvel késébb, 1984-ben Kabachnik és munkatarsai eldallitottak a NOTA
valamint a DOTA teljes metilénfoszfonat analogjait a NOTP-t €s a DOTP-t [7].

Mig az elmult évtizedekben sokrétlien tanulmanyoztdk az
aminopolikarbonsavak koordinacios kémiai viselkedését, addig a foszfinat- és
foszfonatszarmazék ligandumok viselkedésérél kevesebbet tudunk. Munkank
célkitlizése tehat néhany nyiltlinci és makrociklusos foszfinat-  és
foszfonatszarmazék ligandum koordinacids kémiai viselkedésének részletesebb
tanulmanyozasa, igy:

1, A nuklearis medicinaban mar alkalmazott EDTMP komplexképzo
ligandum részletesebb egyensulyi és kinetikai vizsgalata, az irodalomban fellelhet
ellentmondasok tisztazasa.

2, A TETA foszfinatszarmazéka, részletesebb egyensulyi és kinetikai
vizsgalata, kiilonds tekintettel a kétmagvu komplexek képzddésére.

3, Uj nyiltlanct és makrociklusos foszfonatszarmazék ligandumok

egyensulyi, kinetikai és oldatszerkezeti vizsgalata.
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I1.1 A lantanoidak komplexképz6 sajatsagai

Az elemcsoport elnevezése hossza ideig komoly zavart okozott, hiszen a
Hritka fold” elnevezést sokaig a természetben eléforduld kevéssé ismert oxidok
elnevezésére hasznaltak, majd a késébbiekben ezt az elnevezést alkalmaztak az
egymastol nehezen elvalaszthatd elemekre. Manapsag altalanosan elfogadott, hogy
a ,ritkafoldfémek” ko6zé tartozik a s53Ce és 7Lu kozotti 14 elem, valamint ide
soroljak a szkandium csoportba tartozd ;Sc, s;La és 390Y elemeket. Az
elnevezésben megjelend zavarok elkeriilésére, valamint azt is figyelembe véve,
hogy ezen elemek némelyike egyaltalan nem ritka, és viselkedésiikben nagy
hasonlésagot mutatnak a lantanhoz, bevezették a ,lantanida” majd ,Jantanoida”
(Ln) (lantanszert) elnevezést.

A Ln*"-ionok ([Xe] 4f*'*) az atomok vegyértékhéjan 16v6 3 elektron
(5d'6s%) eltavolitasaval jonnek létre és csak az f-alhéjon elhelyezkedé elektronok
szamaban térnek el egymastol. Az f-alhéjon talalhato elektronokat az 5s*5p° kiilsé
zart elektronhéj szinte teljesen learnyékolja, amelynek koszonhetéen az f-alhéj
toltddésével és a magtoltés novekedésével az ionméret a La’™-tol a Lu’'-ig
monoton csokken [8]. Az Y*>'-ion elektronszerkeze: [Kr] 4s?4p°, ahol nincs f héj,
igy mérete a Dy’ - és Ho"-ionok kozott helyezkedik el és kémiai sajatsagai nagyon
hasonloak a Ln**-ionokéhoz.

Az alkalifoldfém-ionokhoz hasonléan a Ln*"-ionok hard természetiiek, igy
a kialakuldé komplexeik stabilitasa a S<N<O donoratom sorrendben a hard jelleg
novekedésével parhuzamosan ndvekszik, és ezen tal a toltéssel rendelkezd
donoratomokat részesitik elonyben [9]. Koordinacids vegyiileteikben az altaluk
kialakitott kotés dontden ionos jellegii, mivel a zart 5s*5p° héj alatti 4f-elektronok
gyakorlatilag nem képesek kovalens kotés kialakitasara.. A kelatképzo

ligandumokban leggyakrabban eléforduld funkciés csoportokkal vizes kdzegben
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kialakitott kémiai kotésiik erdssége az alkoholos hidroxil < amid < foszfinat <
karboxilat < foszfonat sorrendben nd.

A Ln*"ag-ionok koordinaciés szidma sokaig vitatott kérdés volt, de
manapsag elfogadott, hogy az a sor elején a Nd*™-ig 9, a Sm®" és Gd*" kozott
csokken (8 és 9 egyarant lehet) és a Gd**-tol végig 8 [10]. Ezeknek a koordinacios
szamoknak a megvaldsulasat LnCl; és Ln(ClO,); sok vizes oldatainak rontgen- és
neutron-diffrakcios vizsgalataval igazoltak. A vizsgéalatok soran beazonositott
geometria a 9-es koordinacids szdm esetén haromszorosan lapcentralt trigonalis
prizma, a 8-as koordiniciés szam esetében négyzetes antiprizma. EXAFS
mérésekkel Yamaguchi és munkatarsai alatamasztottak ezeket az eredményeket
[11]. Meg kell emliteni azonban, hogy szilard vegyiiletekben ettdl eltérd, kisebb
vagy nagyobb, akar 12-es koordinaciés szam is megvalosulhat (pl.:
Lay(S04);9H,0), mig nagy térkitoltésii ligandumok esetén 3-as koordinacids szam
is lehetséges (Ln{N(SiMes),}3).

A lantanoida(Ill)komplexek elektronspektroszkopiai viselkedése jelentdsen
eltér az atmenetifémek esetében tapasztaltaktol. A  eltérés oka, hogy
elektronspektroszkopiai tulajdonsagaikat dontden az f-elektronok hatarozzak meg.
Az f-palyak nagy mértéki arnyékoltsaga miatt, a ligandumok kristalytere csak
nagyon kis mértékben befolyasolja az ionok energiaallapotat, igy az energiaszintek
kozotti atmeneteket, ezért a lantanoidak f-f savjai az atmenetifémek széles d-d
abszorpcios savjaitol eltéréen, szilard, oldat- és gazfazisban is meglehetdsen
keskenyek. A spin-palya kolcsdonhatas miatt a hétszeresen degeneralt f-alhéjak
felhasadnak ¢s az igy kialakult energiaszintek kozott f-f atmenet valdsulhat meg.
Ezen elektronatmenetek tiltottak (Laport-szabaly), igy a hozzajuk tartozd
abszorpcids savok meglehetésen kis intenzitdsuak (e = 1 cm 'M™') [12]. Ebbél
kovetkezéen a Ln(Ill)-komplexek f-f atmeneteihez tartozo abszorpcids savokbol
nagyon kevés esetben tudunk értékes informaciokat nyerni a komplexek

képzédésére vonatkozoan. A Nd*'-ion *P, termje nem hasad fel semmilyen
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kristalytérben, igy a 2P, <o), 4tmenethez tartozo, kis intenzitasu abszorpcids sav
rendkiviil érzékeny a Nd(I1I)-komplexek képzodésére.

A lantanoida(Ill)komplexek  képzddésének  koOvetésére  bizonyos
lantaniodak (Ce®, Tb>") esetében sokkal jobban hasznalhatok az 5d<—4f
elektronatmenetek, mivel a kiilsé palyak arnyékoldé hatasa kevésbé hat az 5d
palyakra, ezért ezek érzékenyebbek a komplexképzddésre. A legtobb Ln’**-ion
esetében ezek az atmenetek a tavoli-UV tartomanyba esnek, de a Ce*'-, Pr'- és
Tb’"-ionok esetében az atmenetekhez tartozd sivok a tavoli UV tartomanyban
talalhatok. A Pr’*- és a Tb’"-ionok 5d<—4f atmeneteinek megfeleld abszorpcids
savok 230 nm alatt észlelhetok, ahol a komplexképzo ligandumok tobbségének
elnyelése van, de a Ce’" esetében ezek a savok 210-330 nm tartomanyban
jelentkeznek, amelyek intenzitasa elég nagy (e = 1000 cm™M™), ezért viszonylag
hig oldatok esetén is jol kovetheto a komplexek képzddése.

A Ln(III)-komplexek képzodését az UV-tartomanyban taldlhaté ligandum
— fémion toltésatviteli savok segitségével is tudjuk kovetni (Eu’", Yb'). Az
Eu(Ill)-komplexek esetében ez a sav 240-270 nm kozt talalhatd, melynek
intenzitasa a komplexek képzddésével egylitt novekszik.

A Ln’"-ionok gyakorlati felhasznalasanak egyik fontos teriilete
lumineszcencias viselkedésiikre épiil. Az f° és az f'* elektronszerkezetii ionok
kivételével mindegyik Ln*"-ion mutat lumineszcenciat, amelyek koziil az Eu’*-
("Fous<"Dq.) és a Tb’"-ionoknak ('Foe«—D;) van a legnagyobb gyakorlati
jelentésége. A lantanoida(Ill)komplexek emisszids spektruma érzékeny a kdzponti
fémion kémiai kornyezetére, igy alkalmas a komplexek képzodésének ¢és
szerkezetének vizsgalatara [13]. Az Eu(III)-komplexek D, gerjesztett allapotanak
atlagos élettartama jelentésen fiigg az Eu’'-ion kornyezetében 16v6 egyéb
részecskéktol, amibol példaul a fémionhoz kozvetleniil koordindlédd vizmolekulak
szamat lehet meghatarozni [14].

A lantanoida(Ill)komplexek  magneses tulajdonsagait  jelentdsen

befolyasolja a kdzponti fémion elektronszerkezete. A Ln*"-ionok az Y*', a La*"(f")

5
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és a Lu’"(f'*) kivételével paramagnesesek, magneses momentumuk a Nd*"-nél és a
Dy’" illetve a Ho’*-nal maximumot mutat és nem a maximalis spinszama Gd**-nal
(f"), mivel a spin és palya hozzajarulasokat egyiittesen kell figyelembe venni [13].

A paramagneses Ln(Ill)-komplexekben koordinalt ligandumok NMR jelei
kiszélesednek és gyakran nagymértékben eltolédnak a  diamagneses
komplexekéhez képest. A paramagneses Ln’'-ionok elektronrelaxacios ideje
viszonylag kicsi (10" s), aminek kovetkeztében komplexeikben a proton
rezonancia jelek nem nagyon szélesek [15], ugyanakkor a Gd**-ion esetében az
elektronrelaxaciés id6 négy nagysagrenddel nagyobb (107 s), ezért lényegesen
nagyobb a jelszélesité hatasa [16].

A Ln(III)-komplexek egyensulyi vizsgalatai soran az egyik legfontosabb
meghatarozandé paraméter a stabilitdsi allandod és azok valtozasa a Ln*'-ionok
rendszamanak fiiggvényében. A Ln(IlI)-komplexek stabilitasi allando6i a rendszam
fliggvényéban 3 kiillonb6z6 mddon valtozhatnak a kelatképzo ligandumtol fiiggden
[17]:

1. Az legaltalanosabb esetben a rendszam ndvekedésével, azaz az ionsugar
csokkenésével monoton ndvekszik a stabilitasi allando értéke. A novekedés
mértéke a sorozat elején a Gd-ig jelentdsebb, mint a sorozat masodik felében.
Az ilyen tipusi komplexek szerkezetét leginkabb az elektrosztatikus modell
segitségével értelmezhetjiik. Ehhez a tipushoz tartoznak az IDA, EDDA, DCTA
és az EDTA ligandumok komplexei.

2. Ebben az esetben a kialakulé komplexek stabilitasi allandéi a Sm-Eu-ig nének,
majd értékiik kozel allando marad. Ilyen tipusu ligandumok az acetat illetve
merkapto- és metoxiszarmazékai, az acetil-aceton és az aminopolikarbonsavak
koziil a HEDTA.

3. Bizonyos esetekben a kialakulé komplexek stabilitasi allandoi maximumgorbe
szerint valtoznak az ionméret csdkkenésével. A maximum értéke altaldban a
Dy-Ho koriil talalhato. Az ismertebb ligandumok koziil a DTPA alakit ki ilyen
tulajdonsaggal rendelkez6 Ln(1ll)-komplexeket.
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A 2. és 3. pontban felvazolt esetekben a komplexek stabilitasi allandoi
valtozasanak megértéséhez az elektrosztatikus modellen kiviil a termodinamikai
paramétereket (4G, AH, AS) és sztérikus tényezoket is figyelembe kell venni [18].

A Ln(Ill)-komplexek kinetikai sajatsagai jelentosen fiiggnek a
koordinalodé ligandum tulajdonsagaitol. A Ln**-ionok egyfunkcids, egyszerli
ligandumi komplexeinek képzodése igen gyors a kialakuld kdotések ionos
természetének koszonhetéen, ami csak relaxaciés modszerekkel kovethet6 [19, 20].
A komplexképzddés elso 1épése a kiilsdszféras komplex képzodése, amely diffuzio
kontrollalt, a masodik Iépés a belsOszféras komplex kialakulasa. Az ilyen tipusu
komplexek képzddési sebességét dontden a kdzponti fémion vizcseresebessége €s a
kialakul6 kiilsészféras komplex egyensulyi allandoja befolyasolja [21]. A
fémionok (Ln’"aq) vizcseresebessége igen nagy, igy meghatarozasuk nehéz.
Megbizhatoan csak a nagyobb rendszamu Ln’"-ionok vizcseresebessége mérhetd
"O-NMR-relaxaciés modszerrel [21]. A LnSO," képzodési sebessége a La*"-tol a
Eu*'-ig né, majd onnét a Lu*'-ig csokken. A vizcseresebesség a Gd*™ és Yb*"
kozott hasonldéan csOkken. Ezt, valamint a hidratacios szam csokkenését
figyelembe véve feltételezik, hogy a komplexek képzddése az Eu’'-ig disszociativ
(lg), azt kovetden asszociativ (1) mechanizmussal jatszodik le [13].

Nyilt lanct, protonalt tobb funkcios ligandumok Ln(III)-komplexeinek
képz6dési sebessége joval kisebb, amit befolyasol a ligandum donorcsoportjainak
protoncsere-sebessége €s merevsége is, bar ebben az esetben is ,,pillanatszer”
komplexképzésrol beszélhetiink. A komplexképzodés sebességmeghatarozo 1épése
a kelatgytrii zarddasa, vagy valamilyen protontranszfer folyamat [22] lehet.

Makrociklusos ligandumok esetében a képzodési sebességet tovabb lassitja
a ligandumok merevsége. Ezek a komplexek a kisebb pH-k tartomanyaban stabilis
protonalt koztitermék kialakulasan keresztiil képzddnek. A sebességmeghatarozo
lépés a fémionnak a makrociklus donoratomjai altal hatarolt koordinacios
»kalitkaba” torténd bejutasa [23, 24], amelyet befolyasol a gylirli merevsége, a

ligandum bazicitasa, protonaltsagi foka és a lantanoida(Ill)ion mérete.
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A Ln(Ill)-ionok nyilt lancu, valamint makrociklusos kelatképzokkel
folyamat, azonban bizonyos esetekben, ha arra lehetdség van, jelentés szerep juthat
egy ,idegen” ligandum (ligandumcsere) vagy fémion kozvetlen tamadasanak is
(fémcsere). A disszociacio sebessége a H'-ion-koncentrcio elsé és masodik
hatvanyaval is ndhet [25, 26] és telitési gorbe szerint is valtozhat [23, 27]. A
disszociacio sebessége fiigg a ligandum protonalhaté csoportjainak szamatdl és
bazicitasatol. A Ln(Ill)-ionok makrociklusos ligandumt komplexei esetében a
protonkatalizalt disszociacio lefolyasat az altalanosan elfogadott nézet alapjan a
kovetkez6 modon képzelhetjiikk el: a protonalodas az oldallincon 1évoé donor
csoport(ok)on kovetkezik be, majd ezt kovetéen a proton(ok) athelyezédnek a
gylirll nitrogén donoratomjaira, mikézben a Ln**-ion fokozatosan kiszorul a
makrociklus donoratomjai altal kialakitott koordinacios ,,kalitkdbol”. Toltés nélkiili
makrociklusos ligandumok Ln(IIl)-komplexei esetében lassabb disszociaciot
tapasztaltak, mint hasonld, de negativ tdltésti ligandumok Ln(III)-komplexeinél,
még abban az esetben is, ha az utobbi komplexek nagyobb termodinamikai
stabilitassal rendelkeztek [28]. Ezt feltehetéen a protonalhatd donorcsoportok
hidnya vagy kisebb szama és a Ln’"- és H'-ionok kozotti elektrosztatikus taszitas
okozhatja.

A Ln(Ill)-komplexek ligandumcsere reakcidira altalaban savkatalizalt
disszociativ ut jellemz6, azonban abban az esetben, ha a kdzponti fémion belsd
koordinacids szféraja nem teljesen telitett (a komplexképzé ligandum
donoratomjainak szdma kisebb, mint a fém lehetséges koordinacids szama, vagy
sztérikus tényezok nem teszik lehet6vé a rendelkezésre all6 donoratomok
koordinéciodjat), a ligandum szubsztiticios reakcidi, a cseréld ligandum kozvetlen
tamadasaval, vegyes ligandumu koztitermék képzOodésén  keresztiil s
lejatszoédhatnak [29].

A kozponti fémion cserereakciéi a ligandumcseréhez hasonléan

lejatszodhatnak savkatalizalt disszociativ mechanizmussal, de a kicseréld fémion
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kozvetlen tamadasan keresztiil is, asszociativ uton. Ebben az esetben kétmagvu
koztitermék képzodésével jatszodik le a folyamat, aminek soran a ligandum
funkcids csoportjai fokozatosan athelyez6dnek a kozponti fémionrdl a kicseréld
fémionra [25, 30]. Ez inkabb a tobb negativ toltésii donorcsoporttal rendelkezd
ligandumokra jellemz6 és alapvetd feltételként megallapithatd, hogy a kétmagvu
koztitermék stabilitasanak megfelelden nagynak, valamint a kialakuldé kétmagvi
koztiterméknek kinetikailag aktivnak kell lennie. Bizonyos esetekben el6fordul,
hogy a kialakuldo kétmagvi koztitermék gatolja a cserereakcid lefolyasat a
protonalédasi folyamatok visszaszoritdsan, valamint olyan kétmagva koztitermék
kialakulasan keresztiil, melyben nincs Ilehetdség a donoratomok kozvetlen
atrendezodésére. A Ln(Ill)-komplexek spontan vagy savkatalizalt disszociacidval
lejatszodo fémioncsere reakcidi gyakran lasstiak, melyek egy lasst disszociacios
1épésbol és egy azt kdvetd, a kicseréld fémion és a keletkezett szabad ligandum

kozti gyors reakciobol tevodnek dssze [31].
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1.2 MRI kontrasztanyagok

A magneses rezonancids képalkotast (MRI) tobb mint 20 éve
eredményesen alkalmazzak az orvosi diagnosztikdban az egészséges és a koros
szovetek megkiilonboztetésére. A modszer alkalmazhatdsagat az egészséges €s a
beteg szovet eltérd viztartalma és a vizprotonok eltérd relaxacios ideje (Ty, T,) teszi
lehetévé. A modszer elterjedését és sikerét nagy felbontoképességének koszonheti,
valamint annak, hogy segitségével lehetdség nyilik eltérd viztartalmu lagy szévetek
megkiilonboztetésére is [32].

A mddszer kifejlesztése Lauterbur és munkatarsai nevéhez fiiz6dik, akik
vizsgalataik soran szovetekrdl kétdimenzidos képet készitettek magneses tér
gradiens alkalmazasaval [33]. A vizsgalatokbol kideriilt, hogy paramagneses
anyagok jelenlétében a szovetek megkiilonboztethetdsége javul a benniik 1évo
vizprotonok eltérd relaxacios tulajdonsagainak kdszonhetden [34].

Az MRI vizsgalatok soran leggyakrabban alkalmazott impulzus szekvencia
a spin-echo. A kép ¢élességét, kontrasztossagat dontden a térfogategységben 1évo
protonspinek siiriisége (N(H)) és a spinek longitudinalis és transzverzalis relaxacios
ideje (T, és T,) hatarozza meg. A kapott jel intenzitasa (SI) a kdvetez6 egyenlettel
irhat6 le [13]:

Sl = N(H)[i—e /T pTE/T: 11.2.1

ahol, TE az echo késleltetési id0 és a TR az ismétlési id0. Az egyenlet alapjan
megallapithatjuk, hogy a T relaxacios id6 csokkentése a jel intenzitas novekedését,
mig a T, relaxacios id6 csokkentése a jel intenzitds csokkenését eredményezi. Az
egészséges ¢és a beteg szovetek viztartalmaban azonban elég kicsi a kiilonbség, igy
a mérhetd relaxacios id6 kiilonbségek sem nagyok, ami sok esetben sziikségessé
teszi a kontrasztanyag relaxacios id6t csokkentd alkalmazasat [32].

A kontrasztanyagok alkalmazhatosaganak kovetelményei: a  jo
vizoldhatésag, a nagy termodinamikai stabilitds, a kinetikai inertség, a Kkis
ozmotikus koncentracid, a szervspecifikussag és a minimalis dézis melletti

10
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maximalis kontraszt novelés. A felsorolt tulajdonsagok mellett a relaxivitas (ry) is
igen fontos paraméter, ami a paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal
eredményezett relaxaciossebesség (1/T;) novekedés a diamagneses kozegben
mérthez képest [35].

A kialakitott kontraszt alapjan az MRI kontrasztanyagokat két csoportba
sorolhatjuk: lehetnek T;-kontrasztanyagok, melyek hatasa a vizprotonok
longitudinalis relaxacios sebességére (1/T;) nagyobb, ami a jelintenzitas
novekedését, igy a kép vildgosodasat (pozitiv kontraszt), illetve T,-
kontrasztanyagok, melyek a vizprotonok transzverzalis relaxacios sebességét
novelik jelentésen, ami a jel intenzitdas csokkenését és ezzel egyiitt a kép

sOtétedését (negativ kontraszt) eredményezi.

11.2.1 T, kontrasztanyagok

A vizprotonok longitudinalis relaxacios idejét (T;) csokkent6 anyagok
foként olyan paramagneses fémionok, melyek viszonylag hosszu relaxacios idével
és sok parositatlan elektronnal rendelkeznek (Mn2+, Fe**, Eu*", Gd3+). A
legnagyobb hatast a Gd**-ion okozza, mivel 7 parositatlan elektronja van, nagy a
magneses momentuma ¢és kellden hosszi az elektron relaxacids ideje (107 s). A
Gd(IIT) alkalmazasa tekintetében a problémat azonban az jelenti, hogy a szabad
fémion az él6 szervezet szdmara meglehetdsen toxikus (LDsp=0,2-0,5 mmol/kg)
[36], 1igy «csak stabilis komplexei alkalmazhatok kontrasztanyagként.
Komplexképzok koziil a nyilt lanch és makrociklusos poliamino-polikarbonsavak
felhasznalasa terjedt el. Az igy nyert Gd(Ill)-komplexeket aranylag nagy
koncentracioban alkalmazhatjak anélkiil, hogy az eld szervezetben barmiféle
,,maradand6” karosodast idéznének elo.

Az orvosdiagnosztikai vizsgalatokban els6ként alkalmazott kontrasztanyag
a Gd(DTPA) (Magnevist®) [37, 38] volt, amit a joval nagyobb kinetikai
inertséggel rendelkez6 Gd(DOTA) (Dotarem”™) kovetett [39]. Az MRI

11
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vizsgalatokban a megfeleld kontrasztossag elérése érdekében a komplexeket
altalaban 0,1-0,3 mmol/testsuly kg dozisban alkamazzak (egy 70 kg-os paciens
teljes test vizsgalatdhoz 28 cm’ 0,5 M oldatra van sziikség). A komplexeket
intravénas befecskendezéssel juttatjdk a beteg szervezetébe, ami az injektalas
helyén, a jelentés ozmotikus koncentracio kiilonbségb6l adodoan, fajdalommal
jarhat. Ennek a hatasnak a kikiiszobolése érdekében fejlesztették ki a GA(DTPA)*
és Gd(DOTA) toltés nélkiili valtozatait, amelyekben a ligandum 1 vagy 2
acetatcsoportjat alkoholos hidroxil- vagy amidcsoportokkal helyettesitették [40—
42]. Ezek a komplexek kisebb termodinamikai stabilitdsuak ugyan, de a kinetikai
inertségiik nem, vagy csak kis mértékben csokken, ami az orvosi alkalmazhatosag
szempontjabol fontos tulajdonsdg. Kereskedelmi forgalomban 1évo toltés nélkiili
kontrasztanyag a Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®), Gd(DTPA-BMEA) (Optimark™),
Gd(HP-DO3A) (Prohance™) és a Gd(DO3A-B) (Gadovist®). Az eddigickben
bemutatott kontrasztanyagok ko6zds sajatsaga, hogy a befecskendezést kovetden
egyenletesen oszlanak el a szervezetben az extracellularis térben, és kb. 1,5 oras
felezési idovel () a vesén keresztiil kiiiriilnek [13, 38].

Az MRI kontrasztanyagok alkalmazasaval kapcsolatban azonban érthetd
igényként mertiilt fel olyan komplexek alkalmazasa, amelyek egyetlen szerv vagy
szerv csoport vizsgalatat teszik lehetévé azaltal, hogy az alkalmazott
kontrasztanyag az adott szervben dusul, mig a tobbi szervben nem, vagy csak kis
mennyiségben jelenik meg a Dbefecskendezést kovetden. Az effajta
szervspecifikussag lehetdvé teszi a befecskendezett kontrasztanyag mennyiségének
csokkentését, ami egyértelmiien eldny a szervezetet ért terhelés minimalizalasanak
tekintetében. Ily médon a 2—10 pmol/testsily kg dézis alkalmazasa is kielégito
kontraszt novekedést eredményez a célszervben. E célbol fejlesztették ki a lipofil
csoportokat  tartalmazd6 ~ DTPA- ¢és  DOTA-szarmazékokat, = amelyek
majvizsgalatokra alkalmasak. Ilyen kontrasztanyagok a Gd(EOB-DTPA)*
(Eovist™) [44] és a GA(BOPTA)* (Multihance®™) [43]. Mindezek mellett a DOTA

foszfonatszarmazékainak Gd(IlI)-komplexeivel is kutatasok folynak féleg a csont-
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és egyéb Ca’’-dus szovetekre specifikus kontrasztanyagok kifejlesztésére [45]. A
DOTA egyik acetatcsoportja helyén kialakitott amidcsoporthoz — kotott
metiléndifoszfonat funkciés csoport a kapott ligandum Gd**-komplexét a
csontokba szallitja, igy a komplex csontspecifikus kontrasztanyagnak tekinthetd

[46].

11.2.2 T, kontrasztanyagok

A vizprotonok transzverzalis relaxacidsebességét megnoveld anyagok
koziil a legjelentésebbek a  kiilonféle szuperparamagneses  vas-oxid
mikrorészecskék, melyek kutatasa az utobbi években jelentdsen fejlodott, €s mara
jonéhany vegyiiletét eredményesen alkalmazzak MRI kontrasztanyagként
(Lumirem®, Abdoscan”, Endorem®) [47-49]. Ezeket az anyagokat Osszetételiik
alapjan a kovetkezd Gsszegképlettel lehet leirni: Fe,"0sM"0, ahol M": Fe**, Mn*",
Ni**, Co*, Mg** lehet. Ezeknek az anyagoknak a fizikai-kémiai tulajdonsagait nem
csak az Osszetétel befolyasolja, hanem a szemcseméret is. A nagyobb
szemcseméretli vas-oxid mikrorészecskék a vizprotonok transzverzalis (negativ
kontraszt), mig a kisebbek a vizprotonok longitudinalis (pozitiv kontraszt)

relaxaciosebességét novelik meg jelentésebben [50].

11.2.3 A Gd(l11)-komplexek relaxivitasa

A vizprotonok Gd**-komplex jelenlétében mért relaxaciosebessége (1/T1ops)
két részbdl, a Gd(IlI)-komplex diamagneses (1/T4) és paramagneses (1/Tip)
hozzajarulasabol teviodik 0ssze, amit a kdvetkezd Osszefiiggéssel adhatunk meg (a

diamagneses rész tartalmazza a tiszta vizben mért relaxacidsebességet):

N NN B 122

Tlobs Tld Tl p Tld
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ahol, az r; a Gd(Ill)-komplex relaxivitasa [35]. A paramagneses fémkomplexek

coes g roo /" is ’ 1 0s ey ror o
relaxivitasat a fémion belso (I’lp) és killsé (r,;) koordinacids szférajaban lévd

r ’ s - r . soso s 7 2nd r s s
vizmolekulak protonjai és a masodik koordinacids szféra (I, p" ) vizprotonjai

relaxaciosebessége dsszegeként adjak meg [51]:

m is 0s 2nd
Mp =Np +Mp +17p 11.2.3

A klinikai vizsgalatokban jelenleg alkalmazott kis molekulatomegii
Gd(IIT)-komplexek relaxaciosebességet noveld hatasanak kozelitdleg 50%-a a
fémionhoz kdzvetleniil koordinalddé vizmolekula hozzajarulasabol szarmazik [52].
(A komplexben egy vizmolekula koordinaldédik a belsé szféraban.) A fémion a
vizmolekula protonjaival kialakitott dipolaris kdlcsonhatason keresztiil fejti ki a
relaxaciosebességre gyakorolt hatasat, igy a fémion bels6 koordinacids szférajaban
1évé vizmolekuldk szama (Q) meghatarozéd tényezd. A vizmolekula és a fémion
kozotti kolesonhatast befolyasolja a komplex forgd mozgasat jellemzd rotacios
korrelacios 1d6 (zR), a fémion elektron spin relaxacios ideje (7s) és a fémionhoz
koordinalt vizmolekulak atlagos tartozkodasi ideje (zm) (1/ tm=Kex, Vizcseresebesség)
és a Gd—H tavolsaga (rggn).

A Swift-Connick elmélet alapjan a belsé szféra hozzajarulast a

kovetkezoképpen lehet kifejezni [53]:

cq 1

e I1.2.4
5555 T 47,

is
rlp =

ahol, T," a fémionhoz kézvetleniil koordinalodé vizmolekula protonjai relaxacios
ideje. T1: értéke a R, 75, 7nm €s regn Crtékétdl fiigg az alabbiak szerint, ahol a kK

kiilonb6z6 allandok egyiittesét jeloli [54]:
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1
— =Kk f(rr,75,Tm) IL.2.5
Tim réan

A kiils6 szféra teljes relaxivitasra gyakorolt hatasat kis méreti Gd(III)-
komplexek esetében a Freed-féle elmélettel [54, 55] lehet szamszerlsiteni. Ez az
elmélet a paramagneses fémion elektron relaxacios idejét felhaszndlva a
le, elhanyagolva a vizmolekuldk ¢és a komplex karboxilat- és/vagy
foszfonatcsoportjai kozott kialakuld H-kotést, ami joval hosszabb tartozkodasi id6t
biztosit a vizmolekuldk szdmara, mint ahogy azt a szabad transzlacios
diffuziojuktol varnank. A komplex kozvetlen kornyezetében 1évé vizmolekulak
difftizio kontrollalt cseréje is hatassal van a komplex teljes relaxivitasara, ami akar
30%-a is lehet a komplex altal az olddszer vizprotonok relaxaciosebességére

gyakorolt hatasanak [56].
11.2.4 A kontrasztanyag fejlesztés Uj iranyai

A Kklinikai vizsgalatokban manapsag alkalmazott kontrasztanyagok Gd*'-
ionjai 8 donoratomot tartalmazé ligandumokkal képeznek komplexet és a Gd**-ion
9-ik koordinacids helyét egy vizmolekula foglalja el. Az emlitett komplexek
relaxivitasa r; = 4-7 mM s, mivel a relaxaciosebességet befolyasold tényezék
nem idealisak. Az elméletileg elérheté 100 mM 's' koriili relaxivitas érték
elérésére intenziv kutatasok folynak a relaxivitast befolyasoldo paraméterek
optimalizalasaval [35], a vizcseresebesség és a rotacios korrelacios id6 egyiittes
novelésével, dimer [57, 58], polimer és dendrimer [59, 60] szerkezetii komplexek
eloallitasaval és a Gd(IlI)-komplexek makromolekuldkhoz torténd kotésével [61].
Mindemellett lehetség nyilik a relaxivitas novelésére oly modon, hogy noveljiik a
kozponti fémionhoz kotétt vizmolekuldk szamat (Q), olyan ligandumok

alkalmazasaval, amelyek kevesebb donoratomot tartalmaznak amellett, hogy a
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kialakuldo komplex megorzi kinetikai inertségét. A vizmolekuldk szamanak
ndvelése ugyanakkor megkonnyiti a szervezetben nagy mennyiségben eldfordulo
ligandumok (karbonat, citrat, stb.) koordinaciojat a kozponti fémionhoz,
vegyesligandumu komplexek képzodése kozben. Az igy kialakuld komplexek
belsé szférajabdol minden vizmolekula kiszorul, aminek kovetkeztében lecsdkken a
komplex relaxivitas értéke. A  vegyesligandumi komplexek képzodése
megakadalyozhatd olyan ligandumok alkalmazéasaval, amelyek a kialakulo
komplexben biztositjadk, hogy a fémionhoz koordinaloddé vizmolekuldk nem
egymas mellett, hanem egymadstdl tavol helyezkedjenek el, igy csokkentve az
esetlegesen kialkulo vegyesligandumu komplex stabilitasi allandojat.

A gyakorlatban hasznalt MRI kontrasztanyagok nem vagy csak kis
mértékben szervspecifikusak. Hatékonysaguk novelése érdekében uj, specifikus
kontrasztanyagokat fejlesztenek. Az egyik ujabb fejlesztésli kontrasztanyag
csoportot az érrendszer vizsgalatara kivanjak alkalmazni [62], ahol a paramagneses
fémkomplexet liposzoma belsejében helyezik el [63—-65], ezzel biztositva, hogy a
kontrasztanyag huzamosabb ideig a vérben tartozkodjon.

A tumorokrol elvben nagy felbontasu kép készithetd tumorspecifikus
kontrasztanyagok segitségével, melyek a tumoros sejtek feliillet¢hez kotddnek. A
Gd(IIl)-komplexek  tumorspecifitasat a hozzajuk kapcsolt monoklonalis
antitestekkel vagy fehérje fragmenseikkel lehet elémi [66]. A modszer a kép
élességének javitasaval, a precizebb sebészeti beavatkozast és lézerterapias
kezelést segiti.

Napjainkban megnétt az érdeklddés az olyan kontrasztanyagok irant
(,,smart contrast agents”) [32], melyek Ilehet6séget nytjthatnak a szovetek
hémérsékletének [67, 68], pH-janak [69], az oxigén parcialis nyomasanak [70-72],
(pl.:Ca*", Fe’") mérésére [74]. A szervezet hétérképe informaciot ad a szervezetben
jelen 1évo gyulladasos szovetekrdl, az alkalmazott kezelések hatdsossagarol. A pH-

érzékeny kontrasztanyagok kifejlesztése az egészséges és beteg szovetek eltéré pH-
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értékein alapul. Tumoros sejtekben a pH=7,2, tumoros szovetek sejtkozi
allomanyaban a pH=6,8—6,9, mig az egészséges szovetek sejtkozi allomanyaban a
pH=7,4. Az oxigén parcialis nyomasanak kdvetése a szoveteken beliil lehetdséget
biztosit az artérids €s a vénds vér, az egészséges €s a tumoros szovetek, illetve az
¢l és az elhalt szovetek megkiilonboztetésére. Az enzimaktivitast a szubsztrat
szerepet betdltd kontrasztanyagokkal lehet megvizsgalni, melyeknek megné a
relaxivitasa az enzimkatalizalt reakcioban.

Az MRI képalkotas jovojét mas modszerekkel torténé kombinalasa is
jelenti. Diagnosztikai céllal az MRI-t egylitt alkalmazzak a komputer-
tomografiaval (CT) és a pozitron emisszios tomografiaval (PET), amik segitségével

haromdimenzids és mozgd kép is készithetd a vizsgalt szovetekrol.

17



Kalman Ferenc Krisztian: PhD értekezés

I1.3 Radioaktiv lantanoida izotopok orvosi alkalmazasai

A 20. szazad eseményeinek kovetkeztében természetes félelem és
elutasitas alakult ki a radioaktivitds barminemii felhasznalasa irant. Azt azonban
kevesen tudjak, hogy a radioaktiv izotopok orvosi alkalmazasanak elméleti alapjait
az atombomba megalkotasa el6tt 32 évvel kezdték kidolgozni. A radioaktiv
izotopok orvosi alkalmazasat vilagszerte a ,nuklearis medicina” kifejezéssel
jelolik, mely mara igen széleskoriivé valt az orvosi diagnosztika és terapia
teriiletén.

A radioaktiv izotopok felhasznalasanak oOtlete Hevesy Gyorgy, késébbi
Nobel-dijas magyar tudos nevéhez fiiz6dik. Hevesy, akit a ,nuklearis medicina
atyjanak” tartanak, 1913-ban kezdte meg a radioaktiv nyomjelzés moddszerének
kidolgozasat. Elgondolasa szerint, egy anyag kornyezetbeli viselkedésének
megismeréséhez nem kell mast tenni, mint annak radioaktiv valtozatat (izotopjat)
kis mennyiségben hozzaadni a vizsgalandd rendszerhez és a radioaktivitas
kovetésén keresztiil informaciot nyerni. Ha mindezt az €16 szervezetben, példaul az
emberben hajtjuk végre, akkor eljutunk az orvosi izotdpdiagnosztikdhoz, a
nuklearis medicinahoz.

A nukledris medicinanak kettds célja van: vagy a diagndzis felallitasat
segiti el6 a radioaktiv sugarzas kovetésével, vagy a radioaktiv sugarzas ionizalo
hatasat alkalmazza a koros elvaltozasok kezelésében.

A diagnosztika soran a radioaktiv nyomjelzés segitségével informaciot
gyljtiink valamely, az €16 szervezetben lejatszodo folyamat mikéntjérdl és idébeli
lefolyasarol. Alapvetd feltétele barmely anyag alkalmazasanak, hogy nem
befolyasohatja a vizsgalando folyamatot, annak éppen gy kell lejatszodnia, mintha
végre sem hajtottuk volna a nyomjezést. Az altalunk fontosnak tartott informaciot
ebben az esetben a szervezetbdl kikeriilo részecskék (sugarzas) hordozzak, tehat
akkor optimalis a helyzet, ha a szovetekben a részecskék abszorpcioja csekély, igy

a felszabadul6 részecskék jelentds része a detektorba jutahat.
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Az el6zbéekben leirtakkal pontosan elentétes folyamatok sziikségesek, ha a
radioaktivitast, mint belsé sugarterapias kezelést alkalmazzuk. Ebben az esetben
az a kedvezd, ha az emittalt részecskék elnyelddése teljes az é16 szervezet adott
térrészében, igy hatasuk lokalis. Ez elengethetetlen feltétele a sugarterapia
alkalmazasanak, hiszen a cél a koros elvaltozas(ok) pusztitasa, ami mellett az
egészséges szdvetekre gyakorolt karos hatast minimalizalni kell.

A dolgozat szempontjabol nincs jelentosége az alkalmazott képalkotd
modszerek részletes bemutatasanak, igy csak emlités szintjén ejtiink szot, néhany
képalkotasi modszerr6l. A képalkotas maodjat illetden a kovetkezo 3 tipust lehet
megkiilonboztetni:

1. Planéris leképzés esetén a radioaktivitds valamely sikra vetitett
kétdimenzios megjelenitésérdl van szo6. Ebben az esetben a beteg mellett
kiilonb6zo iranyokban lehet elhelyezni a gamma-fotonokra érzékeny detektort, igy
adott szogbdl készitheto felvétel a vizsgalando szovet(ek)rol.

2. A tobbiranyl leképzés (SPECT, single photon emission computer
tomograph) alkalmazasa esetén, tobb kétdimenzios (planaris) felvétel késziil, oly
moédon, ahogy azt az elézéekben leirtuk, majd a kétdimenzios felvételek
szamitogépes Osszeillesztésével nyerheté haromdimenzios kép.

3. A harmadik modszer a PET leképzes (positron emission tomograph). Ez
a modszer a pozitron megsemmisiilésen alapul, melynek soran két, egymastol 180
fokban eltavolodd 511 keV energidju foton keletkezik. A felszabaduld fotonok
detektalasaval hozzuk 1étre a haromdimenzios képet. A PET modszer érzékenyebb
a SPECT leképzésnél, mivel itt nagyobb energiaju fotonokkal lehet dolgozni,
amely energia novekedés az elnyelodés mértékét csokkenti. A PET leképzésnél a
felbontas is jobb, ami akar a 3—6 mm-es is lehet.

A diagnosztikdban és terapaban alkalmazott lantanoida, valamint Y
izotopok eldallitasara altalaban M,0O; Osszetételii vegylileteiket hasznaljak. A
radioaktiv izotopok el6allitasa atomreaktorban neutron besugarzassal (n, Yy),

magreakcioval torténik.. Az igy nyert oxidok s6savas oldasaval eloéallitott fém-
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kloridok ¢és a komplexképzok reakcidjaban nyerik a megfelelé diagnosztikai és
terapas készitményeket. A kovetkez6ekben néhany szot szolunk az egyes

lantanoida izotopok, valamint az Y diagnosztikai és terapias felhasznalasarol.

11.3.1 Diagnosztikai alkalmazéas

A lantanoidak koziil egyedill a 169-es tdmegszamu Yb izotéopnak (t, =
31,8 nap, E(») = 63, 110, 130, 177, 198, 309 keV) van diagnosztikai alkalmazasa. A
radioaktiv 'Yb-ot EDTA vagy DTPA komplexképzdvel reagéltatva nyerik a
vizsgalatokhoz felhasznalhaté komplexeket. Mind a két komplexr6l elmondhato,
hogy vizben jol oldddnak, ami az intravénas beadast kdvetden a veséken keresztiili
kitiriilést segiti eld. Ebbdl kifolydlag mind a két anyag alkalmazhatdo a vese
mukodésének a részletes tanumanyozasara, a diagnézis felallitasara. Egy masik
kevésbé jelentds alkalmazasi teriilet, az agyi liquor-keringés vizsgalata. Ebben az
esetben a radioaktiv izotopot tartalmazo komplexet kozvetleniil a gerinccsatornaba,
vagy a koponyatérbe jutattva vizsgalhaté a vizfejliség vagy a gerincveldi

folyadékaramlasok dinamikaja.

11.3.2 Terapiéas alkalmazas

A terapas felhasznalast radiogyogyszerek olyan készitmények, amelyek a
joindulata, valamint a rosszindulata koros elvaltozasok kezelésére egyarant
alkalmasak. Legfontosabb jellemzbik k6z¢ tartozik a nagy aktivitas, a specifitas az
adott szovetekre, valamint hosszua tartozkodasi 1d6 a koros elvaltozasokban. Idealis
esetben nincs szelektivebb kezelési mod a radiofarmakonok alkalmazasanal, ha az
alkalmazott radiogyogyszer tényleg csak a célszovetben dusul és itt nyelddik el a
teljes sugarzas. A gyakorlatban azonban a szelektivitdis nem valosul meg
maradéktalanul, de a radionuklid terapas kezelés kockazata még igy sem haladja
meg az alternativ kezelési modok kockazatat és eredményessége sem marad el

azoktol.
20



II. IRODALMI ATTEKINTES

A lantanoiddk és az Y alkalmazasat harom csoportba lehet osztani a
lokalizacié modjat tekintve:

1. Nem specifikus tumorterapia radiokolloidokkal. Ezzel a moddszerrel
kezd6dott a radioaktiv izotopok terapas célu felhasznalasa, amikoris a
készitményeket lokalisan juttatjak be a koros szovetekbe. F6 alkalmazasi teriiletiik
a rosszindulati effuzidk kezelése, amikor a szervezet liregeiben megjelend nagy
mennyiségl folyadékot termeld burjanzé sejtek pusztitasa a cél. Ilyen esetekben a
melliiregbe, vagy a hasiiregbe juttatjdk be az izotop készitményt, ami ezutan az
extracellularis térben fejti ki hatasat. Ide tartoznak még a készitményeket az
intratekalis (gerincveldi tér) és a cisztaba kozvetleniil torténd bejutattasat
alkalmaz6 tumorterapidk. Ezen a teriileten alkalmaznak Y _nel (tyo = 2,6 nap, E(5
Jmax = 2281 keV, atlagos elnyel6dési tthossz (lueg) = 3,6 mm) és '“Ho-tal jelzett
vegyiileteket foleg a maj koros elvaltozasainak kezelésében. A radiaktiv *°Y és
"Ho izotopok (ty = 27,3 6ra, E(f) = 1760 keV, lyay = 25 mm) 20-30 um
szemcseméretii liveg, vagy 80 um atmérdjii gyanta hordozokhoz vannak kotve,
amiket lokalisan juttatnak be a kezelend6 szdvetbe.

2. Palliativ terapia csontaffin készitményekkel. A tumoros megbetegedések
soran az egyik legtobb problémat okozo6 folyamat a tumorok attét képzésre mutato
er6s hajlama. Az attét képzddés bizonyos esetekben (prosztata-, mellrak) nagy
fajdalommal jard, foleg csontfeliileti burjanzast okoz. Ilyen estekben nyilik
lehetség radioaktiv izotdpot tartalmazd, a csonthoz nagy affinitdst mutatd
készitmények alkalmazasara. Ezekben az esetekben a tumoros elvaltozasok teljes
megsziintetésére mar nincs sok esély, viszont a beteg életkoriilményei javithatok,
illetve fajdalma csokkenthetd ugynevezett palliativ (fajdalomcsillapitd) terapia
alkalmazasaval.

A csontaffin készitmények olyan vegyiiletek, melyekben a radioaktiv
izotop foszfonattartalmi komplexképz6khoz van kotve. A foszfonattartalmi
vegyiiletek nagy affinitast mutatnak a csontokhoz, igy jol alkalmazhatok a csont

kiilonbozo rakos elvaltozasainak kezelésében.
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Az EDTMP fémkomplexei a csont feliilletén oldhatatlan csapadék
formajaban kivalnak. Az egyel6re nem tisztazott, hogy a teljes komplex kotédik-e
a csonthoz, vagy a ligandumnak csak az a szerepe, hogy a radioaktiv fémiont
ligandum kiilon kdtédhessen meg. Ugyanakkor, mar klinikailag bizonyitott, hogy a
modszer jol alkalmazhaté a palliativ terdpiaban. Dontéen a '>*Sm (ty, = 47 6ra, E(5
) = 710 keV, lsyag = 0,6 mm) és 90Y-izot(')pokat alkalmazzak a terapia soran. Az utobbi
elénye, hogy nagyobb a leadott p-sugarzas energidja, valamint hosszabb a *°Y-
izotop felezési ideje a '**Sm-izotophoz viszonyitva. A komplexek csontban meg
nem kotddo hanyada viszonylag gyorsan kiliriil a szervezetbdl a veséken keresztiil.
A kezelést kovetd napon mar nem kell szamolni radioaktivitassal a vizeletben. A
kezelés a betegek koriilbeliil kétharmadanal hatasos €s ezzel t6bb honapon at tarto
fajdalommentesség érhetd el.

Ezen a teriileten kutatasok folynak a '""Lu-izotoppal (ty, = 6,6 nap, E(8) =
490 keV), amelynek alkalmazasa lehetdvé tenné, viszonylag nagy felezési idejének
kdszonhetden, hogy a kezelésnek ne csak palliativ hatasa legyen, hanem elérhet6vé
valjék a tumor-térfogat csdkkenés is.

3. Radiosynovectomids kezelés fémkolloidokkal. A radiosynovectomia
elnevezés a gyulladasos iziileti megbetegedések radionuklid terapiaval torténd
kezelését jelenti. A ,klasszikus” orvoslasban ezek a betegségek sebészeti tuton,
vagy gyogyszeres/kemoterapids modszerekkel gyoégyithatdéak. Ezzel szemben,
sokkal gyorsabb felépiilésre adhat lehetdséget, a fém radionuklid kolloidok
alkalmazasa. A moddszer lényege, hogy a kolloidot kozvetleniil az iziiletekbe
fecskendezik be, igy a radioaktiv izotép az iziiletek felszinén oszlik el. A
radiogyogyszerekkel szemben tamasztott kovetelmények kozott a legfontosabb,
hogy a gyogyszer nem hagyhatja el az iziiletet, hiszen ekkor fo6ldsleges
sugarterhelés érné a szervezetet. Ez oly moddon biztosithatd, hogy a kolloid
szemcseméretét gondosan kell megvalasztani. A kutatdsok bebizonyitottak, hogy

ha a szecseméret < 0,5 um, akkor a szétszivargas jelentds, igy a szemcseméret
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minden esetben 1-10 um tartomadnyba esik. Ez a mérettartomany amellett, hogy a
szétszivargast gatolja, eldsegiti a kolloid részecskék megkotddését az iziiletek
felszinén, igy a szétszivargasbol adodo veszteség 1-2%-ra csokkenthetd.

Nagyobb kiterjedésti vall-, térd- és konyokiziiletek kezelésére az *°Y-
szilikat kolloid a legjobb az *°Y-izotdp nagyenergiaju sugarzasanak kdszonhetéen,
valamint annak, hogy a szétszivargas gyakorlatilag elhenyagolhat6. Régebben Y-
citrat kolloidokkal kisérleteztek, de itt a veszteség meghaladta a 10%-ot.

A kéz- ¢s a labujjak kezelésében alkalmazzak a 9B r-citrat (ty2 = 9,4 nap,
E(f) = 351 keV, lasg = 0,3 mm) kolloidot. A 'Er-izotop kisenergiaja P -
részecskéinek elnyelddési uthossza 0,3 mm, ami lehetdvé teszi a kis iziiletek
kezelését.

Utoljara, de nem utols6 sorban egy olyan készitményrdl kell szot ejteni,
amely az iziileti gyulladisok minden tipusaban alkalmazhats. A '®Dy-vas-
hidroxid makroaggregatnak (ti, = 2,3 6ra, E(8) = 1310 keV, lsiag = 1,6 mm) szamos
elonye van az alkalmazott radiogyogyszerekhez képest. A kdzepes energidju B -
sugarzasa, valamint kis felezési ideje lehetové teszi, hogy viszonylag kis dézisban
alkalmazzak és a beteg a kezelést kovetden mar 8 6ra mulva, de legkésébb masnap
elhagyhassa a korhazat.

Természetesen a nuklearis medicinaban a fentebb emlitett lantanoida- és
Y-izotopok mellett szdmos mas nemfémes és fémes elemnek hasznaljak a
radioaktiv izotopjait. Mara a radioaktivitds alkalmazdsa az orvoslasban igen
széleskortivé valt, ugyanakkor napjainkban is komoly kutatasok folynak a még fel
nem tart lehetdségek megismerésére, alkalmazasara. Az egyik ilyen és talan
legigéretesebb teriilet, melynek részletes targyalasara itt nem nyilik lehetdség, a
sejtmaghoz  kozvetleniil kotddo radiogyogyszerek  fejlesztése, amelyek
megteremtenék egy igen specifikus ,,molekularis sebészet” alapjait, lehetové téve a

legcélzottabb és legkevesebb mellékhatassal jard gyogyitast [75].
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11.4 Foszfonat és foszfinat funkcios csoportot tartalmazo ligandumok
komplexképzo sajatsagai

Az aminofoszfonatok élo szervezetben torténo felfedezését kovetoen, az
1950-es évek végén intenziv kutatasok indultak meg azzal a céllal, hogy miként
lehet a szervezetben fellelhetd proteinek, aminosavak foszfonatszarmazékait
eléallitani és ezzel a gyogyszerek egy teljesen Uj csaladjat létrehozni. A
humanbiologiai kutatasokon til azonban sok mas teriileten is jol hasznalhatonak
bizonyultak az Gjonnan szintetizalt vegyiiletek. Igy példaul a mezdgazdasigban
mikroelemek bevitelére, ndvényvédo szerekben, az energiaiparban a kazankd
kialakulasanak megakadalyozéasara, a koolajiparban a kalcium megkotésére, az
¢élelmiszeriparban a fémek komplexbevitelére, melynek eredményeképpen a zsirok
stabilizalhatok stb.. A bioldgiai kutatdsoknak koszonhetden, foleg az utobbi 20
évben, nagyon sok biologiailag aktiv vegyiiletet sikeriil el6allitani, koztiik
rakellenes készitményeket, antibakterialis szereket, fémmegkdotoket,
radiogyogyszereket, MRI kontrasztanyagokat, herbicideket, virusellenes szereket
stb. [76—84].

Az aminopolikarbonsavak analdgiajara konnyen levezetheték az
aminopolifoszinsavak ¢és az aminopolifoszfonsavak, oly modon, hogy a
karboxilatcsoportot helyettesitjiik foszfinat- vagy foszfonatcsoportokkal. A
karboxilatcsoporttal 6sszehasonlitva a foszfinat- illetve a foszfonatcsoportokat,
koordinacios kémidjukban jelentds eltéréseket tapasztalunk, amely eltérések dontd
hatassal vannak a vegyiiletek viselkedésére és komplexképzésére. Az elsd
szembetling kiilonbség a méret, ugyanis a foszfinat- és foszfonatcsoportok mérete
nagyobb, mint a karboxilatcsoportoké, ami példaul befolyasolja a kialakuld
komplexek szerkezetét, a sztérikus effektusok miatt. Ilyen kiilonbségek még, az
alak, mivel a karboxilatcsoport sikszerkezetli, mig a foszfinat- ¢és
foszfonatcsoportok tetraéderes szerkezetiiek. A toltés és a bazicitds kozotti

kiilonbség egyértelmil, hiszen amig a karboxilatcsoport egy negativ toltésti, ami az

......
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.....

savas, mig a masodik sokkal kevésbé, ami a mar meglévd egy negativ toltéssel
magyarazhato.

Ha 6sszehasonlitjuk az egyes csoportok savi er0sségét, akkor a kdvetkezo
sorrendet allithatjuk fel: —PO;H, > —RPO,H > —COOH > —POs;H", amelybdl
egyértelmuien kideriil, hogy az aminofoszfin- és aminofoszfonsavak (az els6 proton
tekintetében) erdsebb savak, mint az aminokarbonsavak. Ugyanezt az
Osszehasonlitdst megtéve az adott ligandumokban talalhaté aminocsoportok
bazicitasara, a sorrend a koOvetkezd: foszfonat > karboxilat > foszfinat. Az
aminokarbonsavak €s aminofoszfinsavak aminocsoportjainak  bazicitasbeli
kiilonbsége nagymértékben fiigg a —PO,H— egységhez kapcsolodd R-csoportok
mindségétdl. A foszfonatcsoportot tartalmazoé ligandumok esetében, ahogy azt az
el6zéekben mar lattuk, jelen van egy meglehetdsen bazikus aminocsoport és egy
bazikus foszfonatcsoport, ami lehetové teszi egy intramolerkularis hidrogénkotés
kialakulasat. Ilyen esetekben a ligandum elsd protonalodasi allandoja meglehetésen
nagy ¢és az igy kialakuld sajatos ikerionos szerkezet NMR mérésekkel
alatamaszthato [85].

A komplexképzési  hajlam  tekintetében elmondhatdo, hogy a
foszfonatszarmazék ligandumok komplexeinek stabilitasi allandoi altalaban
nagyobbak a megfeleld acetatszarmazékokénal. Ez a novekedés egyenes aranyban
all a foszfonatcsoportok szamanak novekedésével egy adott ligandumon beliil
illetve a donorcsoportok bazicitasanak novekedése is a stabilitasi allando
novekedését eredményezi. A —PO;* -szarmazékok esetében mindemellett lehetdség
van arra, hogy a foszfonatcsoport egyik oxigénje koordinalodjon csak a kdzponti
fémionhoz, melynek kdvetkeztében a donorcsoportok szamatol fliggden szamos
protonalt komplex is kialakulhat.

A foszfinat- ¢&s foszfonatcsoportot tartalmazé ligandumoknal a
komplexképzé fémion mindségétol fliggden, kiillonbozé koordinaciés modok

valosulhatnak meg. Alkali- valamint alkaliféldfémionok esetében, amelyek
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koztudottan hard sajatsaguak, a koordinacio létrejohet csak a foszfonatcsoportok
(kevésbé a foszfinatcsoport esetében, ahhol a bazicitds kicsi) koordindcidjan
keresztiil [86]. Ezzel szemben a kevésbé hard jellegli, inkabb soft karakterii
atmenetifémek komplexeiben el6fordul, hogy csak a ligandum N-donoratomjai
koordinalédnak [87, 88]. Lantanoida ionok komplexeiben, amelyek egyértelmiien
az oxigén donoratomok koordinacidjat részesitik elonyben, csak akkor valosul meg
a lantanoida—nitrogén koordinacid, ha a nitrogén donoratomok mellett oxigén
donoratomok is jelen vannak. Olyan esetekben ellenben, ahol a ligandum csak N-
donoratomokkal rendelkezik, vizes oldatban kicsi a komplexképzésre mutatd
hajlam.

A nyiltlanci  aminopolifoszfonat szarmazékok esetében a komplexek

képzodése pillanatszerli, ahogy az a karboxilatok esetében is, ugyanakkor a

.....

rrrrrr

......

egy ,idegen” fémion (kicseréld fémion) tamadasaval is, amit egy kétmagva
koztitermék kialakulasa el6z meg.

A makrociklusos aminopolifoszfonat szarmazékok képzodésének és
disszociaciojanak sebessége jelentésen eltér a megfeleld
karboxilatszarmazékokétol. A képzodés sebessége kisebb, ami azzal magyarazhato,
hogy a komplexképzddést megeldzden egy koztitermék kialakulasa kdvetkezik be,
amelyben a fémion és a ligandum metilénfoszfonat karjai kozott alakul ki
koordinativ kotés, melyet a fémion belépése kovet a karok és a makrociklus gytiri
altal meghatarozott iiregbe. A foszfonatszarmazék ligandumokkal kialakuld

koztitermékek stabilitasi allanddja nagyobb a karboxilatszarmazékokkal

képzédoekénél, ami adott koriilmények kozott ugyan a  koztitermék

crcr

.....
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spontan, protonkatalizalt, valamint egy kicserélé fémion tdmadasaval. A komplex
disszociaciojanak kedvez, ha a ligandum N-donoratomjain protonalddas
kovetkezhet be. Itt tulajdonképpen a fém és a proton versengésérél van szo a
donoratomért. Foszfonatszarmazékok esetében a N-donoratom protonalddasa
lejatszodhat gy, hogy a foszfonatcsoport protonalodasat kovetéen a proton a N-
donoratomra keriil at, ezzel meggyengitve a koordinaciot, ami lehetévé teszi a
gyorsabb disszociaciot. A poliaza-polifoszfonat-komplexek protonalddasi allandoi

sokkal nagyobbak az analog acetatszarmazékokénal (pl. DOTP és DOTA), ezért a

protonatvitel a gyturi N-atomra nagyobb valdszinliséggel kovetkezik be, igy a

.....

11.4.1 Nyilt lancu komplexképzd ligandumok

A nyilt lanct aminopolifoszfonatokat széles korben alkalmazzak a
ko616nboz6 fémionokhoz mutatott nagy specifitdsuk miatt az analitikai kémidban,
korrozié gatlasra, a textiliparban a nyomnyi mennyiségli fémszennyezok
eltavolitasara és egyebek mellett az orvoslasban, ahol a szervezetben mérgezés,
vagy egyébb koros folyamatok altal felszaporodott fémionokat tavolithatjak el
veliik.

A ligandumok protonalodasi allanddinak tekintetében altalanosan
elmondhatd, hogy az elsé protonalddasi allandé (esetenként a masodik is) igen
nagy érték (pK > 11,5). Altalaban az egymast kovetd protonalodasi allando értékek
nem adnak megfelel6 felvilagositast arrol, hogy a protondléodas melyik
donoratomon kovetkezik be, ugyanakkor altalanosan elmondhato, hogy az els6
protonalédas a N-donoratomon kovetkezik be és ezt kovetden a masodik proton
belépése torténhet egy tjabb N-donoratomra vagy egy foszfonat oxigénre egyarant.
A foszfonat funkcios csoportot tartalmazé ligandumok esetében gyakori a H-kotés
kialakulasa a N- és a foszfonat O-donoratomok ko6zo6tt, aminek hatasara csokken a
negativ toltésii donorcsoportok kozotti taszitas. Ez a folyamat eredményezi, hogy

sok esetben egymast atfed6 protonalddasi folyamatok torténnek. A teljesen
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deprotonalt EDTMP ligandumon az elsé protonalodasi folyamat az egyik
aminocsoporthoz rendelhetd, ugyanakkor a masodik protonalddasi 1épésben a
proton az egyik foszfonat oxigénre 1ép az NMR-es vizsgalatok alapjan [89]. Ennek
az a magyarazata, hogy az elsé protonalodast kovetden a két N-donoratom kozott
kialakulé H-kotés csokkenti a nem protonalt N-donoratom bazicitasat.

A nyilt lanct poliaminopolifoszfonsavak dontéen ML Osszetétell
komplexeket képeznek, bar abban az esetben, ha a fém koordinaciés szama
meghaladja a ligandum donoratomjainak a szamat (iminodiacetat-szarmazékok
esetében, pl.: IDAP [90]), akkor ML, biszkomplexek is képzddhetnek. Ugyanakkor
3d atmenetifémek esetében, ahol a maximalis koordniacids szam 6, ott lehetdség
nyilik kétmagva komplexek képzésére is (M,L).

Az ML osszetételti komplexek stabilitasi allando értékei, alkalifoldfémek
esetében csokkennek a fémion méretének novekedésével, ami egyértelmiien
alatamasztja az erdsen ionos jellegli kolcsonhatast a fémion és ligandum kozott. A
3d atmenetifémek esetén a stabilitasi allando értékek valtozasa egyezést mutat az
Irving-Williams sorral a legtobb ligandum esetében. Lantanoida fémionok
komplexképzése soran is jelentds szerepe van egy adott ligandum esetén, a fémion
méretének, hiszen a lantanoidakontrakcido eredményeképpen a legnagyobb
stabilitasu komplexeket a lantanoida sor végén talalhatd Yb és Lu képzi. Ahogy azt
az elézéekben mar emlitettik egy adott ligandum (IDA, NTA)
foszfonatszarmazékai esetében a foszfonatcsoportok szamanak ndvekedésével
altalaban né a stabilitasi allando értéke. Ugyanakkor azt is el kell mondani, hogy
bizonyos esetekben a vart ndvekedéssel szemben kisebb mértékben, vagy alig né a
stabilitasi  alland6. Ennek magyardzata az, hogy a nagyobb méretli
foszfonatcsoportok szdmanak novekedésével né a csoportok kozott fellépd
elktrosztatikus taszitds és térbeli gatlas, ami kompenzalja, vagy meghaladja a
bazicitdas novekedésének a stabilitdsra mutatott hatdsat. A fémion mindségétol
fliggden az aminopolifoszfonat ligandumok, elészeretettel képeznek protonalt

komplexeket ugy, hogy a protonalodas vagy a foszfonatcsoport egyik oxigénjén (a
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bazikusabb oxigénen), vagy az aminocsoporton kovetkezik be. A N-donoratomon
torténd protonalddasnak kedvez a metilénfoszfonat karok szamanak csokkenése a
ligandumban. [91-93]. Hasonldan hat a foszfonatcsoportok szamanak novekedése
a bisz komplexek képzésére. Minél tobb foszfonatcsoport van a ligandumban annal
kevésbé stabil egy adott fém biszkomplexe. Ennek egyrészt az az oka, hogy a
donoratomok szama novekszik, masrészt ezzel parhuzamosan né az elktrosztatikus
taszitds a ligandumok kozott, ami csokkenti a masodik ligandum belépésével
kialakulé komplex stabilitdsat még akkor is, ha a fém koordinacios szféraja
telitetlen. A telitetlen koordinacids szféra viszont kedvez a hidroxokomplexek
valamint a polimer komplexek képz6désének, ami sok foszfonatszarmazék
ligandumnal meg is valosul. Ezekben a polimer komplexekben az egyes egységek

ox0-, hidroxo- és foszfonathidakon keresztiil is kapcsolédhatnak egymashoz.

11.4.2 Makrociklusos komplexképzd ligandumok

A makrociklusos poliaza-polifoszfinatok és -foszfonatok déntden az 1,4,7-
triazaciklononan és az 1,4,7,10-tetraazaciklododekan (ciklén) szarmazékai koziil
keriilnek ki, bar az utobbi idoben sok nagyobb gyliritagszamti foszfinat- és
foszfonatszarmazékot is eldallitottak. Azonban a gy(iri tagszamanak novekedése
egylitt jar a kinetikai inertség csokkenésével, ami fdleg az orvosbiologiai
felhsznaldas szempontjabol kedvezodtlen, hiszen az ¢él0 szervezetben valo
alkalmazhatosaguk csokken, ha konnyebben vihetdk fém- illetve ligandumcsere
reakciokba.

A makrociklusos aminopolifoszfinat és aminopolifoszfonat szarmazékok
sav-bazis viselkedése jelentOsen eltér a nyilt lanch ligandumokétol, mivel a gyiri
nitrogének ¢és a foszfonat oxigének protonalddasi folyamatai széles pH-
tartomanyban atfednek egymassal. Az egymast kovetd protonalodasi allandok
értéke (és szama) jelentGsen fiigg a makrociklusban jelen levé N-donoratomok
szamatol és a donoratomok kozott kialakulé H-kotésektdl (—N--H'--O—P). Néhany

kivételtol eltekintve, az elsé két protonalodasi 1épés a teljesen deprotonalt
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ligandumon, a gyiiri N-donoratomjain kovetkezik be, ezt koveti a
foszfonatcsoportok  bazikusabb  oxigénjének protonalodasa és  végezetiil
protonalédhatnak, erésen savas kozegben, a kevésbé bazikus gytirii nitrogének,
kiilonb6z6 mértékben a gylirii szerkezetétdl fiiggben [94].

Az egyik legtdbbet vizsgalt makrociklusos metilénfoszfonat a DOTP, de a
mai napig vitatott a ligandum protonalddasi allanddinak valédi értéke. A DOTP
protonaldédasi sorrendje a fentebb emlitett sorrendnek felel meg, tehat a
legbazikusabb két gytirti nitrogén protonalddasa kovetlkezik be elsdéként, majd ezt
koveti a négy foszfonatcsoport egy-egy oxigénjének protonalédasa [7]. A
protonalodasi allandok értékei koriili vita abbdl adodik, hogy az ionerdsség allando
értéken tartdsara alkalmazott sok kationjaival (Na', K') jol definidlhato, tisztan
ionos karakteri kdcsonhatas alakul ki, amely megvaltoztatja a protonalddasi
allando értékeket attol fiiggben, hogy milyen a fémion komplexképzd hajlama.
Ugyanakkor az ionerdsség ilyen iranyu hatasa régota ismert, hiszen az ionerdsséget
allité s6 mindségét vatoztatva a protonalddasi allando értékei, ha kis mértékben is,
de a karboxilatszarmazékok esetében is valtoznak. A foszfonatszarmazékokkal
szemben, az aminopolikarboxilat-komplexek esetében az allandd ionerdsséget
biztositd leggyakrabban alklamazott alkalifémionokkal mutatott komplexképzési
hajlam joval kisebb, igy a protonalddasi allandokban mutatkozo eltérés sem olyan
jelentds, mint a foszfonatoknal.

A makrociklusos  aminopolifoszfinatok és  aminopolifoszfonatok
komplexképzésében, mindamellett amit a nyilt lancu szarmazékok esetében
targyaltunk, fontos tényez6 a makrociklusos gytlirii mérete. Ennek a tényezdének a
hatdsara kivalé példa a DOTP alkalifoldfém-ionokkal képz6dé komplexei
stabilitasi allandoinak a valtozasa, ahhol a nagyobb méreti Ca’"-ionnal kialakuld
komplex stabilitasi allanddja a legnagyobb, ellentétben a kisebb méretli Mg®'-
ionnal (log Kyg = 7.3; log Kea = 10,3; log Kgu = 9,8). Kétértéki
atmentifémionokkal, melyeknek az M—-N koordinaciora vald hajlamuk erdsebb,

sokkal nagyobb stabilitdsu komplexek képzodnek mint a dontden ionos karakterii
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alkalifoldfémionokkal. Ha Osszehasonlitjuk a DOTP ligandummal, valamint a
ciklénnel képzédd komplexek stabilitasi allandéit, a Ca®* és néhany atmenetifém
esetében (log Kcacikien = 3,15 10g Kegeikien = 14,35 10g Keueikien = 24,8; log Keaporp =
10,3; log Kcaporr = 22,9; log Kcwporr = 25,4 [94]) megallapithatd, hogy a
foszfonatcsoportok koordinacidjanak hatasa alkaliféldfémek esetében joval
nagyobb, mint a N-koordindciét jobban kedveld atmenetifémek esetén.
Osszehasonlitasképpen érdemes megemliteni, hogy abban az esetben, ha a DOTP
metilénfoszfonat karjait etilénfoszfonat karokra cseréljiikk, akkor a kialakuld
komplexek stabilitasi allanddinak értéke 3—4 nagysagrenddel csokken, aminek a
magyarazata, hogy a fémionnal igy kialakulo kelatgytirii tagszdma 6trdl hatra n6.
Lantanoidaionok  makrociklusos  foszfonatszarmazékkal  kialakulo
komplexeiben a gylirli méretén tal dontd szerepe van a metilénfoszfonat-csoportok
szamanak is. A foszfonatcsoportok szamanak novekedésével jelentésen nd a
stabilitasi allando értéke, ahogy ez megfigyelhet6 a DO2P, DO3P ¢s DOTP
ligandumokkal kialakulé komplexeknél, ahol a metilénfoszfonatkarok szama 2, 3
és 4 (ez egyben az Gsszes funkcios csoport szama is), valmint a DO2A2P, DO3PA
és DOTP ligandumok esetén, ahol a DOTA acetatcsoportjait fokozatosan

metilénfoszfonat-csoportokra cseréljiik (I11.4.1 tablazat).

IL4.1 tablazat. Makrociklusos foszfonatszarmazék ligandumok Gd*'-komplexeinek

stabilitasi allandoi (25 °C, 1= 1,0 M)

DO2P? DO3P° DOTP® | DO2A2P° | DO3PA®

log foar 18,2 20,3 28,8 25,7 27,3

®[95], ™ sajat eredmény, © [96]
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I11. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Ebben a fejezetben a kisérleti munka soran alkalmazott azon vizsgalati
modszerek alapjai keriilnek bemutatasra, amelyek a dolgozatban szerepld

eredmények targyalasahoz feltétleniil sziikségesek.

I11.1 pH-potenciometria

Az lantanoida(Ill)-komplexek és a komplexeket alkotdé ligandumok
oldategyensulyi vizsgalatanak egyik legfontosabb ¢s legpontosabb modszere a pH-
potenciometria. A fémkomplexek stabilitasi 4allanddinak meghatarozasdhoz

sziikséges a komplexeket alkot6 ligandumok protonalodasi allandéinak ismerete. A

rrrrr

H, L + H = H,L
H,L .
K}*:fé] i=1,2... 1.1
[H"][H;_ L]

A szabad ligandum kiilonb6z6 bazicitasti donorcsoportjai, illetve a fémionok ¢€s a
kiilonb6z6 mértékben protonalt ligandumok ko6zotti kompeticids reakcid hatirozza
képzodési folyamatait, valamint a stabilitdsi szorzatokat altalanosan a

kovetkezoképpen definialjuk:

pM™ + gH' + L™ == MH/LM™"™

pn+q—rm
_ M, Mok ] 11.1.2
[Mn+]p H+]q[Lm—]r o

pqr
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Az altalunk vizsgalt rendszerek esetében az 1:1 osszetételi ML (M = Ln’", Cu®",
Zn*, Ca®", Mg”") komplexeken tul, szinte minden esetben szamolni kellett 2:1
Osszetételll kétmagvi komplexek képzddésével, valamint az 1:1 és 2:1 Osszetételil
komplexek kiilonbozd protonaltsagi foku alakjaival. Az egymagvua és tobbmagva,
valamint a protonalt komplexek képzddésére vonatkozd egyensulyi folyamatokat
¢és egyensulyi allandokat a kovetkezod dsszefiigésekkel jellemezhetjiik (A fémion és

a ligandum t6ltésének jeldlésétdl az egyszeriiség kedvéért eltekintiink):

M + L= ML

[ML]
ML = 11.1.3
[M][L]
M + ML = MLM’
Koy = [A/{L—M] 11.1.4
[M'][ML]
MH.,.L + H = MHL
[MH L]
Y Al ryee—— M I.1.5
v [MH,_L][H]
[ML]
K s —— II1.1.6
MO MLOH[H ]

A szamitogépes programmal végzett szamitasokkal a II1.1.2 egyenlettel
definialt £, egyensutlyi allandokat kapjuk, melyekbdl a II1.1.1 és III1.1.3 — IIL.1.6

egyenletek segitségével szamolhatjuk a Ky, Kmiwve, Kuuir €8 Kvron értékeket.
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Nagy stabilitasi komplexek képzOodése soran szamos esetben a
komplexképzddési folyamat mar pH<2 tartomanyban kozel teljes. Ilyen esetekben
alapvetden kétféleképpen jarhatunk el. Az egyik megoldas, ha a stabilitasi allandok
meghatarozasahoz mas modszert valasztunk, ahol a pH-mérése helyett, mas
intenziv paramétert kdvetve és a teljes savkoncentraciot figyelembe véve tudunk
stabilitasi allandét meghatarozni (spektrofotometria, NMR). Lehetdség nyilik
azonban arra is, hogy kompeticios modszer alkalmazasaval a komplexképzodési
folyamatot olyan vizsgalhatobb pH-tartomanyba toljuk, ahol mar biztonsaggal
mérhet6é a pH. Ilyen esetekben a leggyakrabban ,,segéd” ligandumot alkalmazunk,
bar nincs elméleti akadalya a segéd fémion alkalmazasanak sem. Ezen vizsgalatok
feltétele, hogy a vizsgalt fémion és a segéd fémion komplexképzését kisérd pH-
effektusban eltérés legyen. A kompeticios titralas soran a segéd ligandum (L’)
versengésre kényszeriti a vizsgalt ligandumot a fémion koordinacidjaért, amely H"

felszabadulassal, vagy protonalddassal jar:

Lol + HL== LnL + HL’ + (i-)H" I1.1.7

A lantanoida(Ill)-poliaza-polikarboxilat vagy —polifoszfonat-komplexek
képzbdési sebessége azonban sok esetben nem elég nagy ahhoz, hogy kozvetlen
pH-potenciometrias titralast lehessen alkalmazni. A sokszor hetekig tartd
folyamatok vizsgalatara olyan modszert alkalmazhatunk, amely soran 10-20 darab
tigynevezett ,kiilonmintat” készitink, 1-5 cm’ térfogatban. Az igy elkészitett
attol fliggden, hogy mely pH-tartomanyban vizsgaljuk a komplexképzodési
folyamatokat. A komplexképzodési folyamatok befejezédése utan mérjiik az egyes
mintak egyensulyi pH-értékeit, amelyekbdl a koncentraciok, valamint a ligandum
elozéekben meghatarozott protonalédasi allandd  értékeinek  segitségével

szamolhatjuk a komplexek stabilitasi allandoit.
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A pH-potenciometria alkalmazasa 2<pH<12 tartomanyban ad megfeleld
pontossagi eredményeket. Amennyiben a ligandum protonalodasi folyamatai
pH>12, vagy a komplexképzddési folyamat (ahogy azt az elézéekben mar
emlitettiik) pH<2 tartomanyban kovetkezik be és nincs mod kompeticio
alkalamzasara, gy mas modszert kell valsztani. [lyenkor johet szoba az UV-VIS
spektrofotometria vagy az NMR spektroszkopia. Le kell szogezni azonban, hogy az
emlitett modszerekkel meghatarozott egyenstlyi allandok hibaja sokkal nagyobb,
mint a pH-potenciometras adatokbol szamitottaké. Az UV-VIS spektrofotometria
és az NMR spektroszkopia elonye azonban, hogy nemcsak egyensulyi allandok
szamithatok az adatokbol, hanem a képz6d6 komplexek koordinacios viszonyara és

szerkezetére is kovetkeztethetiink.

111.2 Spektrofotometria

Vizsgalataink sordn sok esetben alkalmaztuk a spektrofotometrids
modszert mind egyensulyi, mind kinetikai vizsgalatokban. Azon egyensulyi
vizsgalatok esetében, ahhol a pH-potenciometria nem alkalmazhatd, esetenként
lehetéség van a Ln(Ill)-komplexek stabilitasi allandéinak meghatarozasara
kozvetlen vagy kozvetett spektrofotometrias modszerrel. Az UV-VIS
spektrofotometria  alkalmazasanak  alapja, hogy a  ritkafoldfémionok
fényabszorpcidja  komplexképzddés  hatasara  kisebb-nagyobb  mértékben
megvaltozik a fémion és a ligandum tulajdonsagaitdl fiiggden. A vizsgalatok soran
olyan hullamhossz tartomanyt igyeksziink valasztani, ahol lehet6leg csak egy
részecskének, szerencsés esetben csak a képz6dé komplex(ek)nek van elnyelése,
mig a szabad fémionnak és ligandumnak nincs, vagy csak alig. A
lantanoida(Ill)komplexek esetében csak nagyon ritkan alkalmazhaté a kdzvetlen
fotometrids modszer a kis molaris abszorbancia értékek miatt. Ilyenkor a
vizsgalatokat csak relative nagy komponens koncentracioknal végezhetjik.
Azokban az esetekben, ahol a kozvetlen spektrofotometria nem hasznalhato, a

kozvetett fotometria alkalmazhatd, kompeticidos reakcidkon keresztiil, mely
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dontéen fém-fém kompeticiot jelent. Ilyen esetekben, ha van egy ML ismert
stabilitast, fényelnyeléssel rendelkezé komplex, valamint M’L komplex, melynek
nincs, vagy csak nagyon minimalis a fényelnyelése, az ML komplex oldatdhoz M’-
t adva abszorbancia csokkenést tapasztalunk, a kialakuld kompeticios
egyensulynak koszonhetéen. Az M’L komplex stabilitasi allandoja meghatarozhato
a kiilonbozo Gsszetételekhez tartozod koncentracio-abszorbancia adatparok, az ML
komplex stabilitasi és az L ligandum protonaldédasi allando értékei, valamint a
moldris abszorbanciak felhasznéalasaval.

A makrociklusos lantanoida(Ill)komplexek  képzddésének  és
disszociaciojanak sebessége, az esetek nagy részében, jol vizsgalhato
spektrofotometriasan. A fényelnyeléssel rendelkezé lantanoidak esetében (Ce’’,
Eu’") kozvetleniil, mig a fényelnyeléssel nem rendelkezd lantanoidak esetében
kozvetve ,indikator modszerrel” kovetheté a komplexképzddés. A komplexek
disszociacio sebességének vizsgalatakor is hasonlé modon tudunk eljarni, azzal a
kiilobséggel, hogy az elnyeléssel nem rendelkezé lantanoida(Ill)komplexek
disszociaciojanak vizsgalatakor olyan ugynevezett kicseréld fémiont kell
alkalmazni, amellyel a disszocidcié soran felszabadulod ligandum ,,szines”, nagy
fényelnyelésii komplexet képez. Ez a mddszer lehetséget biztosit arra, hogy igen
kis koncentraciokat alkalmazzunk.

A Ln(Ill)-komplexek képzddési sebességének meghatarozasa soran
pszeudo-elsorendi feltételeket biztositunk a ligandum- vagy a fémkoncentracid
nagy foloslegének (legalabb tizszeres folosleg) alkalmazasaval. A vizsgalatokat
rendszerint 4llandd6 pH-ra pufferelt koézegben (a komplexképzddés soran
felszabadulé protonok miatt), allandod ionerdsség €s allandd hémerséklet mellett
végezziik. Igy attol fiiggden, hogy a ligandum (II1.2.1 egyenlet) vagy a fémion
foloslegét alkalmazzuk (II1.2.2 egyenlet) a lejatsz6dd folyamatokat a kdvetkezo

sebességi egyenletekkel jellemezhetjiik:
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d[LnL] tot

TR Jey[Ln>" 10y 11.2.1

d[LnL],

= kL .22

ahol a k, a pszeudo-elsérendii sebességi allando. A tot alséindex a komplex, a
esetében az abszorbancia ¢ iddpillanatban torténd mérésével hatarozzuk meg £,

értékét a kovetkezo 0sszefiiggés alapjan:

A, = (4, —A4,)e™" + 4, 11.2.3

A TI1.2.3 egyenletben az A; a ¢ iddpillanatban mért abszorbancia, mig A, a
reaktansok, A, a végtermékek abszorbanciaja.

Azokban az esetekben, amikor a komplexképzddés nem, vagy csak nagyon
csekély abszorbancia valtozassal jar, ott alkalmazhatd az ,,indikator modszer”.
Ennek 1ényege, hogy a komplexképzodési reakciot egy olyan gyengén pufferelt
oldatban hajtjuk végre, amelybe el6z6leg gondosan kivalasztott sav-bazis
elérhetd, hogy a rendszerben (a komplexképzodés soran felszabaduld protonok
miatt) bekovetkezd pH-valtozas nem haladja meg a 0,05-0,1 pH egységet. Ilyen
pH-valtozas esetén gyakorlatilag nem sériil a pszeudo-elsérendii feltétel,
ugyanakkor ez a pH-valozas elegendé ahhoz, hogy a sav-bazis indikator
szinvaltozasan keresztiill, a komplexképzodési reakcido kényelmesen kovethetd
legyen [97].

A komplexek disszocidcio sebességének vizsgalata soran (fliggetleniil attol,

hogy kozvetlen, vagy kozvetett spektrofotometriat alkalmazunk) a fentebb leirt
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modszerek alkalmazhatdéak és a folyamatokat leird sebességi egyenlet a kovetkezo

modon adhaté meg:

d[LIlL] tot
dr

=k, [LnL],y 11.2.4
ahol k, sebességi alland6 meghatdrozasa a II1.2.3 egyenlet alapjan torténik. A
disszociaciés reakcid soran altalaban a fémiont kicseréld H'-t alkalmazunk nagy
feleslegben (0,1-1,0 M), ha azoban ez a molaris abszorbancia értékek kicsinysége
vagy hianya miatt nem célravezetd, akkor alkalmazhatunk kicserélé fémiont, a
pszeudo-elsorendu feltételt megtartva. A folyamat soran a kiindulasi komplexnek,
a szabadda valo fémionnak, esetleg mindkettének vagy a kicseréld fémionnak
illetve a kicseréld fémionnal kialakulé komplexnek a fényelnyelését kovethetjiik.
Ha a komplexek képzddése vagy disszociacdja gyorsabb, mint amit
konvencionalis fotométerrel kovetni lehet, akkor alkalmazhat6 a stopped-flow
technika, amely gyors reakciok vizsgalatara kivaléoan alkalmas. Ennek lényege,
hogy a reaktansok oldatait gyorsan, azonos idépillanatban a fényutban elhelyezett,
atfolyo kiivettaba fecskendezziik. A reakcid vizsgalatanak idejére az aramlast

leallitjuk és az abszorbancia valtozast detektaljuk.

111.3 Relaxometria

vizsgalhato relaxometrias modszerrel abbol a ténybdl kiindulva, hogy a szabad
Gd*"-ion valamint komplexeinek a vizprotonok relaxacié sebességére gyakorolt
hatasa eltér6, amit a I1.2.3 fejezetben részletesen targyaltunk. A komplexképzddés
soran a fémion bels6 szférajaban talalhaté vizmolekuldk szama csdokken, ami a viz
protonok relaxacios idejének novekedését, azaz a relaxacid sebesség csokennését
eredményezi. A disszociacids reakciok esetében, a helyzet pontosan forditott,
amikor a Gd*"-ion szabadda valik. A folyamatokat kisérd relaxivitas valtozasbol a
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II1.2.3 egyenletnek megfeleléen szamolhatok a pszeudo-elsérendii sebességi

allandok, a megfeleld 1/T)-t adatparok behelyettesitésével.
111.4 NMR spektroszképia

Az 'TO-NMR  moédszer jol  alkalmazhatdo a  paramagneses
lantanoida(Ill)komplexek belsd koordinacios szférajaban kotott vizmolekulak,
valamint az olddszer vimolekulai kozott lejatszodo vizesere folyamat vizsgalatara.
A semleges pH koriilli tartomdnyban a protoncsere- és vizcseresebesség
megegyezik, igy elvileg a 'H-NMR is alkalmas lenne a vizcseresebesség
meghatarozasara, azonban az oxigén kozvetlen koordinacidjanak kdszonhetéen
érzékenyebb a paramagneses hatasra. Korabban mar sok Gd(Ill)-komplex esetében
kimutattak, hogy a vizsgalt rendszerek alacsonyabb hdmérsékleten a lassu, mig
magasabb homérsékleten a gyors csere tartomanyaba esnek az NMR idéskalan. A
lassti csere tartomanyban az '"O-relaxacidsebességet a vizcsere (cserekontrollalt),
mig a gyors csere tartomanyban a paramagneses ion belsé szférajaban kotott
vizmolekula '"O atomja tarnszverzalis relaxaciosebessége hatarozza meg
(relaxacidkontrollalt). A kiilonb6z6 hémérsékleteken mért paramagneses fémion
okozta '"O-relaxaciosebességek valtozasaibol kovetkeztethetiink a paramagneses
komplexben kotott vizmolekulak szamara €s cseresebességére [98].

Néhany Ln(III)-komplex (La’", Eu’", Lu’") oldatszerkezetének felderitése
érdekében végeztiink 'H-, BC-, *'P-NMR és DEPT méréseket, ahol az adott jelek
megjelenésébol, kémiai eltolodas értékébol, valamint a jelek felhasadasabol
kovetkeztethetiink a ligandum kiilonb6z6 csoportjainak protonaldédasara, valamint a
fémionhoz valé koordinalodasara. Az 'H-, “C-, 3'P-NMR mérések mellett
kétdimenzios NMR vizsgalatokat (COSY, EXSY és HMQC) is végeztink a
komplexek oldatbeli szerkezetének felderitéséhez.

DEPT (Distortionless Enchancement by Polarization Transfer): Olyan
polarizacié atvitelen alapulé modszer, amelynél a 'H-magok gerjesztésén keresztiil

tudunk kénnyen és gyorsan *C-spektrumokat nyerni.
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COSY (Correlation Spectroscopy): Ez a modszer 'H-'H korrelacios
spektroszkopia, amelyben azonositani lehet az egymassal skalaris csatolasban
(‘Jun) levd protonokat, a kapott keresztcstcsok alapjan.

HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy): Ezzel a modszerrel
olyan 'H —"C keresztcsucsok detektalhatok, melyek akkor jonnek létre, amikor a
két mag kozvetleniil kapcsolodik a molekuldban, €s igy kozottik egy kotésen
keresztiil jon 1étre skalaris csatolas.

EXSY (Exchange Spectroscopy): Azok a magok adnak egymassal
keresztcsucsokat, amelyek kozott elegendden gyors kémiai csere jatszodik le. A
méréshez hasznalt impuzus szekvencia megegyezik a NOESY technikaéval.

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation): Ezzel a
technikaval olyan magok NMR jelei kozott kapunk keresztcsucsokat, amelyek a
molekuldban egymashoz kotddnek, igy kozottik egy kotésen keresztiili skalaris

csatolas van. A HMQC inverz (proton) detektalast alkalmaz.
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IV. EREDMENYEK

IV.1 A SmM(EDTMP)- és Y(EDTMP)-komplexek egyensulyi és Kinetikai

sajatsagai

IV.1.1 Egyensulyi vizsgalatok

Az EDTMP ligandum radioaktiv 'Sm- és **Y-izotoppal alkotott
komplexeit  elterjedten = hasznaljak  az  attétes  csontrakos  betegek
fajdalomcsillapitasara. A nagy fajlagos aktivitassal rendelkezé (> 5 GBg/mg Sm)
' Sm-izotopot atomreaktorban nyerik “*Sm(n, y)"**Sm magreakcioval. A Y-
izotopot (> 0,4 GBq/mg Y) hasonléan, az egyel kisebb tomegszamu **Y-izotopbol
allitjak el8, szintén neutronbesugarzassal, vagy az uran hasadasi termék *°Sr
leanyelemeként, attol elvalasztva hordozomentes allapotban allitjak els. A **Sm-
izotop felezési ideje 46,3 ora, mig a Y-izotopé 62,4 ora. Az alkalmazott
készitmények a radioaktiv izotopokhoz képest mindig 20-200-szoros feleslegben
tartalmazzak a komplexképzo ligandumot, az EDTMP-t. A radioaktiv izotépok
csontokban torténé megkotddésének mechanizmusa mai napig nem tisztazott. A
megkotddés kétféleképpen képzelhetd el; az egyik lehetéség, hogy a komplex
a szabad radioaktiv izotop megkdtddése kovetkezik be. Az irodalomban fellelhet
tanulmanyok egy része az els, mig a tobbi a masodik mechanizmust valdszinisiti.
Az el6zbéekben emlitett ellentmondason tal, nincs egyetértés az irodalomban az
egyes Ln(EDTMP)-komplexek stabilitasi allandoiban sem, sét a kozolt log Ky
értékek sok nagysagrendel eltérnek [99, 100].

A metilénfoszfonat-szarmazék ligandumok els6 illetve masodik
protonalddasi allandd értékei gyakran igen nagyok, ami azonban nagymértékben
fligg a vizsgalatok soran alkalmazott, az allandé ioner0sség biztositasara a
rendszerhez adott s6 koncentraciojatdol és anyagi mindségétol is. Az anyagi

mindségtdl vald fliggés az ionerdsséget allitd s6 kationjanak komplexképzésre
41



Kalman Ferenc Krisztian: PhD értekezés

mutatott hajlaman alapul. Az EDTMP® ligandum protonalddasi allandoit pH-
potenciometriasan hataroztuk meg, 25°C-on 0,15 M-os NaCl ionerdsség mellet. A
M-os KCIl esetén tapasztaltdk, IV.1.1.1 tabladzat. Az eltérés magyardzata az
elézbekben mar vazolt komplexképzddés, ami Na'-ion esetében nagyobb. Ennek

ellenére indokolt volt a 0,15 M-os NaCl ioner6sség hasznalata a vér NaCl

srcr

IV.1.1.1 tdbldzat Az EDTMP ligandum protonalddasi allandéi (25°C, 0,15 M NacCl)

L =EDTMP log K log K® log K"
L+H 11,61(0,02) 10,67 12,99
HL +H" 9,33(0,02) 9,47 9,78
H,L +H" 7,51(0,03) 7,63 7,94
H;L +H" 6,23(0,03) 6,24 6,42
H,L+H" 5,09(0,03) 5,15 5,17
HsL +H' 2,80(0,04) 2,83 3,02

“1100] (37 °C, 0,15 M NaCl)
> [101] (25 °C, 0,1 M KNO3)

A Sm- ¢és Y-komplexek stabilitasi allanddinak meghatarozasa pH-
potenciometrias moddszerrel nem lehetséges a savas tartomanyban fellépd
csapadékképzddési folyamatok miatt. A pH-potenciometrias vizsgalatoknal, ahol a
komplexeket lugos tartomanyban allitottuk el6, majd savval titraltunk, kideriilt,
hogy a Sm(EDTMP)- és Y(EDTMP)-komplexek protonalodasi folyamatokban
vesznek részt. Mind a két komplex esetében sikeriilt meghataroznunk 3-3
protonalddasi allandot (IV.1.1.2 tablazat), azonban a harmadik protonalddast
kovetden csapadék kivalas tortént. A kivalt csapadék Osszetételére vonatkozdan
nincsenek kozvetlen kisérleti bizonyitékaink, de azt feltételezhetéen vagy a

protonalt komplexek, vagy az ionerésségként alkalmazott Na'-ionnal kialakuld
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soik alkotjak. A csapadékképz6dés elkeriilése céljabol olyan modszert kellett
valasztanunk, amellyel nagyobb pH-értékeknél lehetséges a stabilitasi allandok
meghatarozasara. A komplexek stabilitasi allandoit ezért fotometriasan, pH =~ 10
koril hataroztuk meg, kompeticios modszerrel (IV.1.1.1 egyenlet). A kompeticios
reakciot Cu®™- és Sm’*- valamint Cu®"- és Y "-ion kozott valositottuk meg gy,
mig 1-40-szeres feleslegben valtoztattuk a lantanoidaionok koncentracidit. A fém-
hidroxid csapadék kivalas elkeriilésére mind a két esetben nagy feleslegben
alkalmaztunk citrat ligandumot. A citrat ligandummal kialakulo Ln*'- és Cu®'-
komplexek (IV.1.1.3 tablazat), a Cu(EDTMP)-komplexek stabilitasi allandoit
(IV.1.1.2 tablazat), valamint a Cu(EDTMP)- és a Cu(citrat)-komplexek molaris
abszorbancia értékeit, melyek a szdmitasokhoz sziikségesek, kiilon kisérletekben

hataroztuk meg.

Cu(edtmp) + Ln(cit), —— Ln(edtmp) + Cu(cit) + cit IV.1.1.1

A stabilitasi allandokat az egyes mintakra kapott abszorbancia értékek, a
molaris abszorbanciak, az EDTMP és a citromsav (log K; = 5,49(0,05), log K, =
4,23(0,05), log K; = 2,75(0,06)) protonalodasi allandodi, a -citratkomplexek
stabilitasi alland6i valamint a Cu(EDTMP)-komplexek stabilitasi alland6inak
felhasznalasaval, a PSEQUAD program [102] segitségével szamitottuk ki.

A kapott stabilitdsi allandék (IV.1.1.2 tablazat), valamint az irodalmi
adatok Osszevetésébdl egyértelmiien latszik, hogy az altalunk meghatarozott
stabilitasi allandok értéke nagysagrendekkel nagyobb, az irodalomban fellelhetd
stabilitasi allando értékekhez képest, melyeket az oldhatosagi problémakat
elhanyagolva pH-potenciometrias titralasi adatokbol nyertek. Ugyanakkor a
Sm(EDTMP) stabilitasi allandéjara kapott (log K = 20,71) érték jo egyezést mutat
az Ernestova és munkatarsai altal a Ho(EDTMP)-komplexre meghatarozott (log K
= 20,20) értékkel [103]. A stabilitasi allandé értékek ilyen nagyaranyu
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kiilonb6z6sége mindenesetre folveti az oldhatosagi problémabol eredd eltéréseket,

bar ez az irodalombdl nem deriil ki egyértelmtien.

IV.1.1.2 tébldzat Az EDTMP ligandummal kialakulé komplexek stabilitasi és
protonalddasi allandoi (25°C, 0,15 M NacCl)

L =EDTMP log K log K? log K®
Sm* +L 20,71(0,08) 14,44 -
SmL +H" 6,98(0,03) 7,13 -

SmLH + H" 5,91(0,03) 6,00 -

SmLH, + H" 4,80(0,03) - ~

Y +L 19,19(0,08) - 11,11

YL+H" 7,23(0,03) - 5,89

YLH+H" 6,18(0,03) - 5,81
YLH, +H" 5,16(0,03) - -
Cu* +L 19,36(0,05) 16,2 -
CuL +H" 7,48(0,04) 7,91 -
CuLH +H" 6,06(0,03) 6,34 -

CuLH, +H" 4,66(0,03) 4,89 -

CuLH; + H' 3,88(0,02) 4,15 -

CuL + Cu* 6,66(0,06) - -
Cu,L +H" 6,18(0,04) - -

Cu,LH+H" 4,57(0,04) - —

*[99] (37 °C, 0,15 M NaCl)
> 11007 (25 °C, 0,15 M NaCl)
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IV.1.1.3 téblazat A citrat ligandummal kialakuloé komplexek stabilitasi és protonalodasi
allandoi (25°C, 0,15 M NaCl)

log K
L = citréat
Sm3+ Y3+ Cu2+

M+L 7,38(0,03) 6,95(0,02) 5,58(0,03)
ML +H" 3,38(0,02) 3,43(0,02) 3,39(0,06)

ML +L 5,08(0,04) 4,45(0,03) -

ML, + H' 4,21(0,05) 4,29(0,05) -
ML - H' 5,82(0,07) 5,88(0,03) 3,97(0,02)
MLH , + OH 7,02(0,07) 8,42(0,04) 10,78(0,05)

ML, - H 6,85(0,07) 7,66(0,08) -
MLH , + M - - 3,11(0,05)

A Ln(EDTMP)-komplexek protonalodasi allandoinak értéke Ca®'-ion
jelenlétében kisebb, és ez a csokkenés a proton és a Ca®* kozotti kompeticiora utal,
ami valoszinisiti a kétmagva komplexek kialakulasat. A vérben jelen levé nagy
Ca*"-ion-koncentracié (cca = 2,5 x 10° M) felveti annak lehetdségét, hogy a
terapidban alkalmazott komplexek az injektadlds utdn azonnal kétmagva
komplexeket képeznek. Ezért célszerlinek tiint részletesebben tanulmanyozni az
Y(EDTMP) és Sm(EDTMP), valamint a Ca*" kozott lejatszodé komplexképzddési
folyamatokat, valamint meghataroztuk a Ca(EDTMP) komplex stabilitasi, ¢és
sikeriilt a kétmagvu komplexek stabilitasi allandoit kiszamitani, amit a 1V.1.1.4
tablazatban mutatunk be.

A kapott egyensulyi allandok felhaszndldsaval modellszamitasokat
végeztiink egy leegyszerlisitett plazmamodellen annak kideritésére, hogy a
Sm(EDTMP)-komplex milyen forméban van jelen injektalas utan a vérben, illetve,

hogy milyen kicserélédési reakciokban vesz/vehet részt. A szamitasokban
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lehetséges kicserélé fémionként Ca’"- és Zn’'-iont vettiink figyelembe, mig
ligandumként citrat, hisztidin és cisztein jelenlétét feltételeztiik. Az el6z6ekbdl mar
kideriilt, hogy a Ca®'- és irodalmi adatok alapjan a Zn*"-ion [99] komplexképzése
jelentés az EDTMP ligandummal, ugyanakkor a Sm’"-ion megkotésére dontéen

csak a citrat ligandum alkalmas [104].

IV.1.1.4 tablazat A Ca(EDTMP) és a Ln(EDTMP)Ca kétmagv komplexek stabilitasi és
protonalddasi allandéi (25°C, 0,15 M NacCl)

L=EDTMP log K log K*
Ca® +L 8,71(0,05) 6,41
CaL +H" 8,41(0,18) 8,94

CalLH +H" 7,36(0,19) 8,06

CalLH, +H" 7,31(0,03) -
CaL + Ca* 5,15(0,03) -
Ca,L +H" 7,56(0,03) -
SmL + Ca*" 3,47(0,05) -

SmLCa+H" 6,22(0,08) -
YL + Ca?" 3,91(0,04) -
YLCa+H' 6,62(0,06) -

*199] (37 °C, 0,15 M NaCl)

A Sm*"-ion komplexképzése elhanyagolhaté a hisztidin és cisztein esetében, igy
ezek a ligandumok csak a Zn*" komplexbe vitelében jatszanak szerepet [105]. A
kit Osszetételébdl szamitottuk, azt feltételezve, hogy az injektalas utan a vérben
vald egyenletes eloszlas gyors, €s teljes [106]. A szamitdsokhoz hasznalt teljes
koncentraciokat, valamint a szamitasokban kapott legfontosabb részecskéket és

koncentracidikat a IV.1.1.5 tablazatban mutatjuk be.
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IV.1.1.5 tablazat Részecskeeloszlas egy Sm®*, Zn*', Ca®*, EDTMP, citrat, hisztidin és
cisztein tartalmu oldatban (25°C)
Teljes koncentraciok (M):

Sm** Ca* Zn** edtmp cit cis his

4,010’ 1,1x10° 1,0x10°° 1,0x10°° L,LIx10*  23x10°  8,5x10°

A fontosabb részecskék egyensulyi koncentracioi (M):

Sm**(aq) 4,8x107' Ca*'(aq) 1,0x107° Zn*(aq) 1,6x107
Sm(edtmp)> 6,710 | Ca(Hedtmp)®  1,5x10° |  Zn(edtmp)®  5,0x10”’
Sm(edtmp)Ca®™  2,0x10° | Cay(edtmp)*™  2,1x107 | Zn(Hedtmp)®™ 7,4x10°°

Sm(Hedtmp)Ca?> 3,97x107 | Cay(Hedtmp)® 3,1x107 | Zn(H.,edtmp)* 1,1x107°

Sm(cit),> 2,9x10°"2 Ca(cit)” 7,6x10° | Zn(citH > 8,6x1077
Zn(cis),> 7,8x10°*
Zn(his),” 1,3x10°®

A tablazatban szerepld adatokbol lathatd, hogy a Sm’"-ion teljes mennyisége
EDTMP-hez kotott formaban van jelen és elhanyagolhatéan csekély mennyiségii
Sm’* keriil citratkomplexbe. A Sm(EDTMP) ugyanakkor 99%-ban kétmagvii
komplexet képez a jelenlevd nagy Ca®*-koncentracié miatt. Erdemes megemliteni,

hogy az EDTMP ligandum feleslege megkoti a Zn*-ion mintegy 85%-at.
IV.1.2 Kinetikai vizsgalatok

A nagy termodinamikai stabilitason kiviill a komplexek disszociacio
sebességének is fontos szerepe van abban, hogy milyen kicserélddési folyamatok
torténhetnek az €16 szervezetben az injektalas utdn. A alkalmazott és alkalmazasra
keriilé kontrasztanyagok és mas fémkomplexek felhasznalasahoz hasonloan jogos
elvaras a Ln(EDTMP) kinetikai inertsége, amely biztositja, hogy a komplexek
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.....

kotodik meg. A komplexek szervezetben torténd elbomlasanak a disszociacio
sebességén til fontos tényezdje még a szervezetben toltott ido, a kiliriilés sebssége.
A palliativ terapidban alkalmazott komplexek (Sm- és Y(EDTMP)) esetében a
kezelést kovetd napon mar nem kell a vizeletben megjelend radioaktivitassal
szamolni, ami azt jelenti, hogy a radioaktiv izotopot tartalmazoé komplex, vagy
maga az izotép megkotddott a csontfelszinen, vagy kiliriilt a szervezetbdl. A
bevezetdben mar emlitett probléma, miszerint nem tisztazott, hogy a komplex,
vagy a fémion megkotodése torténik-e meg a csontfelszinen, magyardzhaté a
disszociacio sebességének ismeretében.

Ezen okok miatt vizsgaltuk a Sm(EDTMP)- és Y(EDTMP)-komplexek

rrrrrr

segitségével:

Ln(EDTMP) + Cu(citf ~—  Ln(cit) + Cu(EDTMP)*  IV.1.2.1
A vizsgalatok 7-9 pH-tartomanyban torténtek, ahol citrat alkalmazasaval keriiltiik
el a fém-hidroxid csapadék megjelenését. A Cu(citrat) foloslegének (10-szeres)
alkalmazasaval biztositottuk a pszeudo-elsérendli feltételt, igy a kicserélodési

reakcio a kdvetkez6 sebességi egyenlettel jellemezhetd (IV.1.2.2 egyenlet):

_d[Ln(EDTMP)] _,

" obs [LN(EDTMP)] IvV.1.2.2

ahol ks pszeudo-elsérendii sebességi allando, [Ln(EDTMP)] pedig a komplex
nagy, igy a reakciok lejatszodasat csak stopped-flow technikaval tudtuk kovetni.

A reakciokat jellemzd sebességi egyenletek meghatarozasa érdekében a
kicserélédési reakciokat megvizsgaltuk a pH ¢és a kicseréld fémion

“ ey
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elmondhatd, hogy a kicserélddés sebessége mind Sm(EDTMP), mind Y(EDTMP)
esetén fiiggetlen a kicseréld fémion koncentracidjatol.

A Sm(EDTMP)-komplex fémioncsere reakcidira kapott Kq,s értékeket a
protonkoncentracié fliggvényében abrazolva (IV.1.2.1 &bra) lathatd, hogy a
kicseréloédési reakcid sebessége nem linedrisan ndvekszik a protonkoncentracio

novekedésével. Ezek alapjan a kovetkezo reakcidutakat feltételezhetjiik.

05 ————F———F—————F————

kobs (Sgl)

0.00 - 0.02 | | 0.04 | ‘OA06 | | 0.08 - ‘0.10
[H'] (x 10°)
IV.1.2.1 dbra A Sm(EDTMP) komplex disszociacios reakcidjanak K., értékei a [H']
fliggvényében.

az esetet mutatja a [V.1.2.3 egyenlet.

K
Sm(EDTMP)> ————— > Sm’™ + EDTMP* V.1.2.3

Az egyensulyi adatok alapjan szerkesztett koncentraciodeloszlasi diagramon

(IV.1.2.2 abra) mutatja, hogy a vizsgalt pH-tartomanyban (7-9) a teljesen

deprotonalt komplex végig jelen van, ugyanakkor az egyszer protonalt komplex
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(Sm(HEDTMP)) koncentracidja is jelentds, mig a kétszer protonalt komplex
(Sm(H,EDTMP)) koncentracidja mar csak néhany szazalék pH = 7 kordl.

1 _
’ Sm(EDTMP)™
E 0.8
Sm(HEDTMP)”  §py(HEDTMP)*
< 0.6
? 0.4 -
5 02 -
(&)
O I T T 1
5 6 7 8 9
pH

1V.1.2.2 bra A Sm(EDTMP) komplex koncentracio eloszlasi diagramja (0,1 mM)

A disszociaci6 lejatszodhat a Sm(EDTMP)-komplex protonalddasan keresztill is.

Ebben az esetben egy gyors protonalodasi eldegyensulyt kdvetden a protonalt

.....

.....

rrrrrr

.....

| ks
Sm(HEDTMP)* + H' € Sm(H,EDTMP)>* —» Sm*" + H,EDTMP® VI.1.2.5
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Az eléz6ekben vazolt harom reakcioutat figyelembevéve a disszociacios reakcio

sebessége a kovetkezOképpen adhato meg (IV.1.2.6 egyenlet):

Kobs = Ko + ki [H'] + k,[H]? IV.1.2.6

ahol ko a spontan disszociaciot, mig k; és k; a protonkatalizalt disszociacids utakat
jellemzo sebességi allandok.

Az Y(EDTMP)-komplex esetében, ha a kg, értékeket abrazoljuk a
protonkoncentracio fiiggvényében (IV.1.2.3 abra) azt tapasztaljuk, hogy a

protonkoncentracié novekedésével linearisan no a reakciok sebessége.

0.30 —— ™ ™—F————F—————F——————————————

Ly

0.25

L

0.20

0.15 -

Lo bl

kobs (Sgl)

0.10

0.05 -]

NI B

0.00 - ——
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

[H'] (x 10%)

IV.1.2.3 dbra Az Y(EDTMP) komplex disszociacios reakcidjanak K értékei a [H']
fiiggvényében.

Az adatok alapjan tehat, nem szamolhatunk a protonkoncentraciotol valo négyzetes
fiiggéssel, ugyanakkor a Sm(EDTMP)-komplexhez hasonléan ebben az esetben is
bekovetkezhet a komplex spontan (IV.1.2.3 egyenlet) és protonkatalizalt

.....

(IV.1.2.7 egyenlet) egyenlettel illesztettiik:
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Kobs = Ko + ki[H'] v.1.2.7

A szamitasok eredményeként kapott sebességi allandokat a 1V.1.2.1 tablazatban
tiintettiik fel, a reakcidkat 7,4-es pH-n jellemzd felezési idokkel egyiitt. Néhany
kisérletet Ca®"-ionok jelenlétében is végeztink, de a Ca®"-ionok jelenléte

gyakorlatilag nem befolyasolta a fémioncsere reakcidok sebességét.

1V.1.2.1 tdblazat Az Y- és Sm(EDTMP), valamint a Sm(EDTA) komplexek disszociacios

reakcioit jellemz6 sebességi allandok

ko) ki M'sT) ke M7PsT) |t

Sm(EDTMP) 7,3 x107|2,3x10° 2,1 x 10| 4,95

Y(EDTMP) [2,2x107| 2,5 x 10° - 7,55

Sm(EDTA) + Cu®"| - 1,2x10% | 1,8 x 10° | 1,7 nap

A kapott eredményekbdl kideriil, hogy a Ln(EDTMP)-komplexek kinetikai
stabilitasa nagysagrendekkel kisebb a megfelelo Ln(EDTA)-szarmazékokénal. Ha
osszehasonlitjuk a SmM(EDTA) és Cu®"-ion kozott lejatszodo cserereakciokra kapott
sebességi allandokat [107] a Sm(EDTMP)-komplexre kapott adatokkal, az azonos
folyamatokat jellemzd sebességi allandokban 4-7 nagysagrendbeli kiilonbséget
talalunk. Az EDTMP-komplexek meglehetdsen kis felezési ido értékei alapjan
egyrészt azt mondhatjuk, hogy ha arra lehetdség van, akkor a szervezetbe jutatott
komplexek kicserélddési reakciokban vesznek/vehetnek részt, a szervezetben
tartozkodas ideje alatt. Ez lehet a magyarazata annak, hogy a ma forgalomban levo
készitmények az EDTMP ligandumot nagy feleslegben tartalmazzak, hiszen igy a
szabad ligandummal 1épnek reakcioba a vérben talalhatdé (nem enzimekben kotott)
fémionok, magat a lantanoidakomplexet érintetleniil hagyva. Masrészt ezekbdl az

eredményekbdl nem lehet egyértelmii magyarazatott adni arra, a fejezet elején
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felvetett kérdésre, miszerint a fémion vagy a komplex kotddik-e a csont felszinén.

Az eredmények alapjan az egyértelmiien elmondhatd, hogy a szervezetbe juttatott

.....

.....

rrrrrr

megfeleld Ln(EDTA)-komplexekéhez viszonyitott nagy sebessége, mivel az EDTA
analog EDTMP Ln’"-ionokkal képzett komplexeinek stabilitasi allandoi valamivel
nagyobbak mint az Ln(EDTA)-komplexeké. A kinetikai stabilitasban mutatkozo
nagy kiilonbség feltehetéen a komplexek protondlodasi allanddinak nagymértékii
foszfonatcsoportok protonalodasaval, majd a protonnak egy nitrogénatomra torténd
atvitelével jatszodik le. A Ln(EDTA)-komplexek protonalodasi allandéi nagyon
kicsik. A log K", értékek 1,0 koriilieck [108], igy protonalodasuk mértéke pH = 7
koriil rendkiviil kismértékii, ugyanakkor a Ln(EDTMP)-komplexek 7-9 pH

tartomanyban is protonalodnak a foszfonatcsoport egyik oxigénje nagy bazicitasa

.....
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.....

A kontarasztanyag kutatas egyik f6 iranya, hogy a mar forgalomban levo
komplexekben taldlhatdo ligandumokat modositva, nagyobb termodinamikai
stabilitassal rendelkezé komplexeket lehessen eldallitani, megtartva, esetenként
javitva a mar meglevo egyéb kedvezO sajatsagokat. Ebbdl a célbol allitottak el
Kotek és munkatarsai azt a DTPA-szarmazék ligandumot, amelyben a k6zéps6
nitrogénen talalhaté karboxilatcsoportot foszfonatcsoportra cserélték (DTTAMP)
[109]. A stabilitasi allando értékek a novekvo bazicitdsnak kdszonhetden altalaban
nagyobbak a foszfonat analdg ligandumoknal, azonban ez a kinetikai stabilitasra
nem feltétleniil érvényes. Nyilt lanci Ln’"-aminopolifoszfonatok kinetikai
viselkedésére vonatkozoan a Sm>*- és Y*"-EDTMP-komplexekkel altalunk végzett
vizsgalatok mellett nem ismert ilyen vizsgalati eredmény az irodalomban. igy a
alapkutatds szempontjabol, de mint egy Iehetséges MRI kontrasztanyag
vonatkozasaban is.

Korabban mar meghataroztak a ligandum protonalodasi (IV.2.1 tablazat),
valamint néhany lantanoida- és atmenetifémionnal kialakuldé komplexének

stabilitasi allanddjat, amelyekbdl néhanyat a [V.2.2 tablazatban mutatunk be.

IV.2.1 tablazat A DTTAMP és DTPA ligandum protonalédasi allandéi (25 °C, 0,1 M
Me,NCl)

DTTAMP? DTPA®
log K 11,82 10,41
log K, 8,30 8,37
log K; 7,57 4,09
log K4 3,09 2,51
log Ks 2,55 2,04
log K¢ 1,90 -

& [110], ™ [111]
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komplexeinek stabilitasi allandoi

IV.2.2 tablazat A DTTAMP és DTPA ligandumok Ca®’, Cu*"

és Gd**-ionnal kialakuld

DTTAMP* DTPA®
log Keur 21,43 21,20
log Keunr 6,86 4,80
log Keumar 3,66 2,96
log Kgar 22,34 22,2
log Kganr 6,48 2.4
log Kaarar 2,34 -
log Kgaor 5,58 —
log Kgaone 3,13 —

= 1110], > [112]

A protonalddasi allandok Osszevetésébol lathatd, hogy a DTTAMP elso
nagyobb. Ennek magyarazata, a DTTAMP ligandum foszfonatcsoportjanak
oxigénje ¢és a N donoratom kozott kialakuld erds hidrogénkotés. Ha
Osszehasonlitjuk a Gd(DTPA)- és Gd(DTTAMP)- komplexek stabilitasi allandoit
(IV.2.2 tablazat), szembetiing, hogy a bazicitds novekedés ellenére a stabilitasi
allandok gyakorlatilag megegyeznek.

Ugyanakkor a termodinamikai stabilitasi allando értéke csak kis részben
hatarozza meg egy komplex orvos-biologiai alkalmazhatosagat. Ha a kialakulo
komplex kinetikai stabilitdsa nagy, akkor egy kisebb stabilitasi komplex
alkalmazasa is lehetséges anélkiil, hogy annak a szervezetben bekdvetkez6
és a Cu”'-, valamint az Eu’"-ion kozott lejatszodo cserereakciok (IV.2.1 egyenlet)
sebességét, annak kideritésére, hogy a foszfonatcsoport jelenléte befolyasolja-e¢ a

kialakul6 komplex kinetikai stabilitasat.
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Ln(DTTAMP)" + M* === Lo + M(DTTAMP)*? [V.2.1

ahol M = Cu*’, Eu**
A fenti cserereakciok sebessége a kovetkezo:

_d[GA(DTTAMP)] _,

m o [GA(DTTAMP)] V.22

ahol K,ps pszeudo-elsérendli sebességi allando, [GA(DTTAMP)] pedig a komplex
teljes koncentraciojat jeloli.

Vizsgaltuk a reakciok sebességének valtozasat a pH és a kicseréld fémion

crcr

crer

a pszeudo-elsérendii feltételt, igy a kicserélodés sebessége a 1V.2.2 egyenlettel
jellemezhetd.

A Cu”*"-ionnal végrehajtott kicserélddési reakciokra kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allandokat a IV.2.1 4bran tiintettiik fel a H™-ion koncentracio
fliggvényében, mig az Eu’'-ionnal lejatszodé reakciokét a IV.2.2 abra mutatja.
Ellentétben a Gd(DTPA)-komplexek disszociacios reakcioi korabban megallapitott
az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott, hogy vizsgalataink soran a
kicserélddési reakciokat mind Cu**, mind Eu’" kicserélé fémion esetében stopped-

flow technikaval kellett kovetni.
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kc»bs (Sgl)

e

0,0 L T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5
[H] (x 10%)

IV.2.1 dbra A Gd(DTTAMP)-komplex és Cu”'-ion kozétt lejatszodé kicserélédési reakcio
Kobs értékei a [H'] fiiggvényében. [GA(DTTAMP)] = 0,1 mM (Cu*'-ion foloslege 10- ¢, 20-

m, 30- A, 40-szeres 0)

0,8

0,0 T v v ' .
0,0 1,0 2,0 3,0

[H'] (x 10%

IV.2.2 4bra A Gd(DTTAMP)-komplex és Eu*"-ion kozott lejatszodo kicserélédési reakcio
Kobs ¢rtékei a [H'] fiiggvényében. [GA(DTTAMP)] = 1,0 mM (Eu’*-ion foloslege 10- ¢, 20-

m, 30- A, 50-szeres [))
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A IV.2.1 &brén lathato, hogy a GdA(DTTAMP) és Cu®"-ion kozott lejatszodo
kicserélddési reakciokra kapott Ky, értékek ndvekednek a H'- és a Cu?**-ionok
kell vagy a kialakuld protonalt komplex, vagy a kialakulo kétmagva koztitermék
képzddésével is (IV.2.6 — IV.2.7 egyenlet). Meg kell emliteni, hogy a kinetikai
vizsgalatok soran atmenetileg képz6dd protonalt illetve kétmagvi komplexek
stabilitasi allandd értékeit nem lehet 6sszehasonlitani az egyensulyban megjelend
komplexekével, mivel elébbick a sebesség meghatarozo 1épés szempontjabol
fontos részecskék, melyek az egyensulyi folyamatokban nem jelennek meg. Az

el6z6 abrakon bemutatott eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a komplexek

.....

K
GA(DTTAMP) ——— % Gd* + DTTAMP® V.23
— kl
Gd(DTTAMP)* + H' == Gd(HDTTAMP)> — Gd*" + HDTTAMP®> 1V.2.4

k
2+ — 3

Gd(DTTAMP)* + Cu* &= Gd(DTTAMP)Cu — Gd*" + Cu(DTTAMP)* 1V.2.5

K,y = O] IV.2.6 Ky

[GAL][H"]

_ [GLM]

= v.2.7
[GdL][M]

Ezeket a feltételezett reakcioutakat és a IV.2.6 és IV.2.7 egyenleteket figyelembe

véve a cserereakciok sebessége a kovetkezoképpen adhato meg (IV.2.8 egyenlet):

ko K [H]+k;[Cu®]

k. =
1+ Ky [H ]+ K, [Cu®*]

Iv.2.8

obs

A Kkapott ks értékeket a 1V.2.8 egyenletre illesztve, a sebességi allandokra nem

kaptunk realis eredményt, sem a spontan disszociciot jellemzo reakcioutra, sem a
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kétmagvi koztitermék stabilitasi allanddjara, valamint nagy hibaval tudtuk
szamolni a protonkatalizalt 0ton lefolyd reakcié sebességét is. A spontin
disszociacioval lefolyo reakcidutat jellemzO sebességi allandot feltételezhetéen
azért nem sikeriilt meghatarozni, mert az adott kisérleti koriilmények kdzott ennek
a reakcioutnak elhanyagolhatdan kis szerepe van. Figyelembe véve, hogy a 3,5-5,7
pH-tartomanyban a Gd(DTTAMP)-komplex jelentds mennyiségben monoprotonalt
formaban van jelen (IV.2.3 &bra), elképzelhetd tovabbi protonalédasi folyamat is,
(IV.2.10 egyenlet), valamint a kicseréld fémion tdmadhatja az egyszer protonalt
komplexet is, amikor egy, a protonkoncentraciotdl és kicseréld fémion
koncentraciotol egyarant fiiggd reakciduthoz jutunk. Ezt a reakcioutat (IV.2.9
egyenlet), és a kétszer protonalt komplex képzddésén keresztiil lejatszodo reakcio
lehetdségét is figyelembe véve, valamint elhanyagolva a kétmagvu koztitermék
szerepét, és igy stabilitasi allanddjat a nevezdben (K, kicsi), valamint a spontan

disszociaciora vonatkozo sebességi allandot, a IV.2.11 egyenlethez jutunk.

R Ky
Gd(DTTAMP)* + Cu*' + H === GJd(HDTTAMP)Cu —»

K
— Gd*" + Cu(HDTTAMP)* IvV.2.9

k,
Gd(HDTTAMP)* + H' == Gd(H,DTTAMP) —— Gd*" + H,DTTAMP* 1V.2.10

_ K [H T+ ko [H ] +Kks[Cu™ ]+ ky[H J[Cu ]
1+ Ky [H*]

k Iv.2.11

obs

59



Kalman Ferenc Krisztian: PhD értekezés

1.0 . GdHDTTAMP

0.8 GdDTTAMP
0.6

0.4

Ctem, komplexben/ Cteljes fém

0.2

0.0

pH

1V.2.3 dbra A Gd(DTTAMP) koncentracioeloszlasi diagramja (1 mM)

A Kops értékeket a IV.2.11 egyenletre illesztve kiszamoltuk az egyes reakcidutakat
jellemzo sebességi allandokat, melyeket a IV.2.3 tablazatban mutatunk be.

Az Eu’'-ionnal lejatszodé fémioncsere reakciok esetében a reakcid
sebesség szintén nd a protonkoncentracid nodvekedésével, ugyanakkor azt
csokkenését eredményezi (IV.2.2 abra). Ez a folyamat akkor kovetkezik be, amikor
a kétmagvu koztitermék ugyan kialakul (erre az egyensulyi adatok alapjan
lehetéség van), de a képzodott kétmagva komplexben a donoratomok
atrendez6dése a tamado fémion koordinacids szférajaba nem lehetséges. Az Eu’'-
ionnal kialakuld kétmagvu koztiterméknek nincs toltése, ellentétben a Cu**-ionnal
kialakulo koztitermék egy negativ toltésével, ami a Gd(DTTAMP)Eu esetén
megneheziti a proton timadasat a komplexen. fgy az Eu’"-ionnal lejatszodo
fémioncsere reakciok esetében nem talaltunk sem a fém kozvetlen tamadasaval,
sem a proton és a fém egyiittes tamadasaval végbemend reakcioutakat, valamint

nem tudtuk szamolni a protonalt komplex stabilitasi allandojat sem, aminek oka
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szintén a kétmagvu koztitermék kialakulasaban keresend6é. A 1V.2.2 abran latszik
az is, hogy a gorbék a nulla pontbdl indulnak, ami kizarja a komplex spontan
alapjan a reakciokra kapott pszeudo-elsdrendii sebességi allandokat a 1V.2.12
egyenletre illesztve, figyelembe véve a protonkatalizalt disszociaciora vonatkozo
reakciéutakat, valamint a kialakuld koztitermék stabilitasi allandojat kiszamitottuk

a reakciot jellemzo sebességi allandokat.

_ K [H K [H)?

IvV.2.12
1+ K, [Eu*]

obs

A Gd(DTTAMP)-komplex kicserélodési reakcioira kapott sebességi
allandokat a 1V.2.3 tablazatban tiintettiik fel. A tablazatban szerepld adatokat
Osszehasonlitva lathaté, hogy a Gd(DTTAMP) komplex protonkatalizalt
nagysagrenddel nagyobb a Gd(DTPA)-komplexéhez képest. Ez az eredmény
nagyon meglepd, mivel a DTPA ligandumban csupan a kozépso

karboxilatcsoportot helyettesitettiik foszfonatcsoporttal.

sebességi allandok (25 °C)

Gd(DTTAMP) Gd(DTPA)*
ke M's™) (3,38 £0,22) x 10° 0,58
ko M%) (1,02 +0,20) x 10’ 9,7 x 10*
k' (M 's™) 33+£3 0,93
k(M2 (9,4 +1,3) x 10° -
Ky(M™) (5,7+0,8) x 10° 100
Kga (M) 50+7 20

" [31]
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.....

lejatszodasanak szempontjabdl fontos, hogy a ligandum N donoratomja(i)
protonalodjanak. A Gd(DTPA)-komplexben a ligandum karboxilatcsoportjainak a
protonalddasi  allandéi  kicsik, ellentétben a  Gd(DTTAMP)-komplex
foszfonatcsoportjainak a protonalodasi allandoival. A vizsgalt pH-tartomanyban a
Gd(DTTAMP)-komplex gyakorlatilag monoprotonalt forméaban van jelen, ami azt
eredményezi, hogy a foszfonat oxigénen elhelyezked6 proton kénnyen a kozépsé N
donoratomra keriilhet. A kozéps6 N donoratom protondlodasa pedig a Gd-N
koordinacié megsziinését eredményezi, ennek kovetkeztében a komplexben csak
két tavoli iminodiacetat-koordinacidjaval szamolhatunk, ami a kinetikai stabilitas
dramai csokkenéséhez vezet. A laboratoriumban korabban végzett 'H-NMR-es
vizsgalatokkal megallapitottak hogy a DTPA szarmazékokkal képz6d6 komplexek
van, amikor konnyen képzddhet egy olyan, gyorsan disszocialdo koztitermék,
amelyben csupan az egyik iminodiacetdt koordinalodik [113]. Egy ilyen
koztitermék képzddésére lényegesen nagyobb lehetdség van a kdzépsé N-en egy
erdsen bazikus foszfonatcsoportot tartalmazé DTTAMP, mint a DTPA esetében.

A DTPA liagandum kétmagvi komplexek képzésére mutatott hajlama
sokkal kisebb, mint azt a DTTAMP esetében tapasztaltuk. Ez lehet a magyarazata
annak, hogy a Gd(DTTAMP)-komplex esetében a fémion kdzvetlen tdmadasaval
lefoly6 reakcid sebessége joval nagyobb, mint a GA(DTPA)-komplexek esetében.
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IV.3 A DO2A2P ligandum komplexképzé sajatsagai

1V.3.1 Egyensulyi vizsgalatok

A DOTA ¢és DOTP ligandumok eléallitasa ota eltelt évtizedekben szamos
fémionnal kialakulé komplexeik koordniaciés kémiai és biologiai viselkedését
tanulmanyoztak. A DOTA ligandum Gd*"-ionnal kialakulé komplexét Dotarem®
néven, mint MRI kontrasztanyagot mar koriilbeliil 20 éve alkalmazzak az orvosi
diagnosztikaban. Ezzel szemben a DOTP ligandummal kialakulé komplexeknek
kisebb a jelentosége. Ennek egyik oka a kialakulé komplexek nagy toltése, ami az
ozmotikus koncentracot noveli, ezzel az injektalas soran tapasztalt fajdalom
mértéke novekszik, de MRI kontrasztanyagént valé alkalmazasa azért sem
lehetséges, mivel a Gd(DOTP)-komplexben kotott fémion belsé koordinaciods
szérajaban nincs vizmolekula. Ugyanakkor a Ln(DOTP)> -komplexeket nagy
negativ toltésilk miatt biologiai vizsgalatokban alkalmazzak paramagneses shift
allatkisérletekben a perfundalt sziv vagy agy funkcioinak tanulmanyozasara [114—
116].

A DOTA ¢és DOTP lantanoida(Ill)ionokkal kialakuldo komplexeinek
termodinamikai és kinetikai stabilitisa nagysagrendekkel nagyobb a nyilt lancu
poliamino-polikarboxilat és —polifoszfonat ligandumokkal kialakuld
komplexekénél, amit a DOTA-szarmazék ligandumok merev szerkezete okoz.
Ennek fényében jelentds eredmény lenne, olyan 1j makrociklusos DOTA-
szarmazék ligandumok fejlesztése, amelyek lantanoida- és mas fémionokkal
kialakulé komplexei legalabb olyan jo, vagy jobb diagnosztikai és terapas
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a gyakorlatban mar széleskortien hasznalt
komplexek. A ligandumba bevitt foszfonatcsoportok szdmanak novekedése az
alkalmazott komplex csontokhoz valo affinitasa novekedését eredményezi, ami a

csontok koros elvaltozasanak kezelésében jelenthet nagy elonyt, valamint kedvez a
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kétmagvi komplexek kialakulasanak, igy lehetdség nyilhat a szervezetben jelen
levd endogén fémionok koncentracideloszlasanak tanulmanyozasara, akar az
eredmények diagnosztikai célu felhasznalasa szempontjabol is. Ezért részletesen
tanulmanyoztuk a transz-DO2A2P ligandum lantanoida(Ill)- és mas fémionokkal
kialakul6 komplexeinek egyenstlyi ¢€s kinetikai viselkedését, valamint
meghataroztuk Eu®’- és Lu’"-ionokkal kialakulé komplexei oldatbeli szerkezetét.

Egyensulyi vizsgalataink soran meghataroztuk a DO2A2P ligandum
és mas fémionokkal kialakul6é komplexének stabilitasi allandojat.

A DO2A2P ligandum els6 két protonalodasi allanddjanak értéke a DOTA
tablazat). Az elsé protonalédasi allandd6 megbizhatosaganak ellendrzésére a
titralasokat pH = 12,5-ig végeztik, valamint a donoratomok protonalodasi
sorrendjének megallapitasara folvettiik a ligandum 'H- (IV.3.1.1 4bra) és *'P-NMR

titralasi gorbéit (IV.3.1.2 abra).

IV.3.1.1 tablazat A DO2A2P ligandum protonalodasi alland6 értékei (1,0 M KCl, 25 °C)

DO2A2P DO2A2P . b
pH-potenciometria 'H-NMR POTP POTA
log K4 12,6(0,01) 12,8(0,05) 13,7 12,6
log K, 11,43(0,01) 11,70(0,02) 12,2 9,70
log Ks 5,95(0,01) 5,93(0,08) 9,28 4,50
log K4 6,15(0,01) 6,15(0,04) 8,09 4,14
log Ks 2,88(0,01) - 6,12 2,32
log Kg 2,77(0,01) - 5,22 -

“[117], > [118]

A pH-potenciometrias és 'H-NMR-spektroszkopias mérések eredményei jo

egyezést mutatnak, ami alatamasztja a pH-potenciometrids mérések helyességét.
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4.5

2.5 i ] -N-CHz-C007 ° -CHz-N-CHz-C007
A-CH,-N-CH,-PO;>  *,x -N-CH,-PO;>

2.07"'x"'w"'w"'x"w"'
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

pH
IV.3.1.1 abra A DO2A2P ligandum 'H-jeleinek kémiai eltolodésa (Jy) a pH-fiiggvényében

20.0

15.0 1

dp (ppm)

10.0 1

5.0 T T T T T T T T T T
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pH
IV.3.1.2 dbra A DO2A2P ligandum *'P-jelének kémiai eltolodéasa (&) a pH-fiiggvényében
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A pH csokkenésével (13,5 — 10) a ligandum NMR-jelei eltolodnak a
nagyobb frekvenciak irdnyaba mind a *'P- mind a proton spektrumok esetében,
amit a makrociklus két atellenes N donoratomja protonaldodasa eredményez. A
DO2A2P ligandum els6 két protonalédasi 4llanddjanak nagy értékei a
foszfonatcsoportok és a protondlt N donoratomok kozott kialakuld erés H-
kotéseknek tulajdonithatok. A "H-NMR spektrumban a tSbbi proton jelének
eltolodasat feltételezhetden (ahogy az megfigyelheté a DOTP ligandum esetében is
pH = 7-10 tartoméanyban nincs valtozas sem a *'P- sem a 'H-spektrumokban, ami a
pH-metrias mérésekkel 6sszhangban nem jelez protonalodasi folyamatot. pH < 7
tartomanyban ujabb protonalddasi folyamat(ok) figyelhetd(k) meg, ami a
metilénfoszfonat és a gylirliben mellettiik levé metiléncsoportok (CH,-N-CH,-
PO;>) hidrogénjei jelének ellentétes iranyu, a kisebb frekvencidk felé torténd
eltolodasaval jar. Ennek magyarazata az, hogy a foszfonatcsoportokon bekovetkezo
protonalodasi folyamattal parhuzamosan a proton-proton taszitis miatt az —NH'-
CH,-PO;” -csoportok protonjai étkeriilnek a -N-CH,-COO -csoportok nitrogén
donoratomjaira. Kézben a CH,-N-CH,-COO™ metilén jelek a nagyobb frekvenciak
felé tolodnak el. A pH = 4-13,5 tartomanyban elvégzett NMR-titralasok adatait
felhasznalva kiszamitottuk az egyes protonalodasi folyamatokat jellemzd
allandokat, amelyeket a pH-metrias eredményekkel egyiitt a 1V.3.1.1 tablazat
tiintettlink fel. A tdblazatban szerepelnek még a DOTA valamint a DOTP
ligandumok protonalddasi allandéi is. Az NMR-es mérésekbdl meghatarozott elsd
meghatarozott allandok értéke, aminek lehetséges magyardzata, hogy az NMR-es
mérések soran nem haszndltunk az ionerdsség 4llitasara sot, igy a K'-ion (KOH-dal
és az elért 13,5 pH értéket figyelembe véve) koriilbeliil 0,35 M-os volt.

A Ca**-, Cu®- és Zn*"-ionnal kialakuld komplex képzddése elegendéen

gyors volt a direkt pH-potenciometria alkalmazasahoz, ugyanakkor a Ln*"-ionokkal
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kialakulé komplexek stabilitasi allandojat a lassi komplexképz6dés miatt csak
kiilonmintds médszerrel tudtuk meghatarozni. A Lu’"-komplex esetében azonban
csapadék jelent meg savas tartomanyban, ami nem tette lehetévé a kiillonmintas
moédszer alkalmazasat sem. A Lu’-komplex sabilitasi allandojat ezért nagyobb pH-
értékeken kompeticios modszerrel, Cu®™-ion segitségével hataroztuk meg (lasd
Kisérleti rész). A komplexek protonaldédasi allandoéit, valamint a képzddd
kétmagvli komplexek stabilitasi allandoit kozvetlen pH-potenciometrids
titralasokkal hataroztuk meg, a komplexek lugos oldatban tortént eldallitasa utan.
Az egyes komplexek stabilitasi allandoit a protonaldodasi allandd értékek
felhasznalasaval szamitottuk ki. A kapott stabilitasi allandokat a IV.3.1.2 és

IV.3.1.3 tablazatban mutatjuk be.

IV.3.1.2 tablazat A DO2A2P ligandum Ca®'-, Cu®'- és Zn*'-komplexeinek stabilitasi
allandéi (log K, 1,0 M KCl, 25 °C)

Cu2+ Zn2+ CaZ+
M+L 24,9(0,04) 22,5(0,03) 15,1(0,07)
ML + H* 6,79(0,05) 6,92(0,03) 7,33(0,01)
MHL + H* 6,30(0,03) 6,34(0,01) 6,40(0,04)
MH,L + H' 2,46(0,03) 1,96(0,03) -
ML + M 4,72(0,04) 3,47(0,08) 3,05(0,07)

IV.3.1.3 tablazat A DO2A2P ligandum Ln*'- és Y*'-komplexeinek stabilitasi 4llandoi (log
K, 1,0 M KCl, 25 °C)

La3+ Eu3+ Gd3+ Y3+ Lu3+
M+L | 23,3(0,08) | 25,6(0,04) | 25,7(0,09) | 26,6(0,09) | 26,4(0,09)
ML +H" | 5,40(0,08) | 5,34(0,05) | 5,32(0,08) | 5,19(0,09) | 5.26(0,02)
MHL + H' | 4,49(0,08) | 4,64(0,05) | 4,55(0,08) | 4,27(0,09) | 4,42(0,02)
ML +M | 2,77(0,05) | 3,78(0,07) | 3,75(0,07) | 3,10(0,05) | 4,33(0,04)

67




Kalman Ferenc Krisztian: PhD értekezés

A 1V.3.1.4 tablazatban feltiintettik a DO2A2P, DOTA ¢és DOTP
ligandumok néhany fémionnal kialakulé komplexének stabilitasi allanddjat. A
stabiltasi allandokat Osszehasonlitva lathatd, hogy a DOTA két acetatcsoportjanak
metilénfoszfonat-csoportra térténd cseréje a stabilitdsi allandok ndvekedését
eredményezi. Egyediili kivétel a Ca®*- komplex, ahol a funkcids csoportok cseréje
a stabilitasi allandé csokkenéséhez vezet. Ugyanakkor elmondhatd, hogy a
DO2A2P ligandum komplexeinek stabilitasi allandéi a DOTA ¢és DOTP
ligandumokkal kialakulé komplexeké kozott helyezkednek el.

1V.3.1.4 tablazat A DO2A2P, DOTA és DOTP ligandumok néhany fémionnal kialakuld
komplexeinek stabilitasi allandoéi (log K)

DO2A2P DOTA | DOTP
Ca** 15,1(0,07) 17,2° 10,3
Cu* 24.,9(0,04) 22,2° 25,4¢
Zn*" 22,5(0,03) 21,1° 24.8¢

La* 23,3(0,08) 22,9° 27,6°
Gd** 25,7(0,09) 24,7° 28.8°
Lu** 26,4(0,09)" 25,4° 29,6°

“ 11197, > [120], © [121], * [7], © [96]

A Ca*-, Cu*- és Zn*"-komplexek protonalddasi allandéi — amelyek a
foszfonatcsoportok protonalddasahoz rendelhetdek — nagyobbak a szabad ligandum
foszfonatcsoportjainak  protonalodasi  allandoitol. Ennek egyik lehetséges
magyarazata az, hogy a Cu*" és Zn*" koordinaciés szama kisebb a ligandum
donoratomjai szdmanal, tovdbba a komplexben nincs olyan erés H-kotés, az NH"
és PO5> kozott mint a szabad ligandumban, ahol ez lecsokkenti a log Ks és log K,
értékét. A Cu®'- és Zn*-komplexek estében egy harmadik protonalodasi folyamat
is lejatszodik, amit az egyik acetatcsoport protonalodasa eredményezhet. A Ln*'-

ionokkal kialakulé komplexek esetén csak két protonalodasi allandét talaltunk,
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amelyek értékiiket tekintve a foszfonatcsoportok protonalodasahoz rendelhetéek. A
komplexek protonalddasi allandod értékeihez hasonldéan a kétmagvi komplexek
stabilitdsi allandéi a Cu®" és Zn>" esetében nagyobbak, mint a Ln’*-ionoknal,

amiben szintén a Cu”" és Zn”" kisebb koordinacids szamanak lehet szerepe.
1V.3.2 Kinetikai vizsgalatok

A Ce(DO2A2P)- ¢s Gd(DO2A2P)-komplexek képzddése lassu, igy a
Ce(DO2A2P) esetében fotometrias, mig Gd(DO2A2P)-komplexek esetében
relaxometrias mérésekkel tudtuk kovetni a képzddési reakciokat.

A Ce(DO2A2P)-komplex képzddésének spektrofotometrias vizsgalata
soran a kapott spektrumok alapjan egy koztitermék képzodése, majd annak tovabbi
lassu végtermékké alakulasa figyelhetd meg (IV.3.2.1 abra). Hasonld koztitermék
képzodését figyelték meg a Ce(DOTA) képzddésekor, ami egy kétszer protonalt
részecskének bizonyult [23].

Mivel a DO2A2P els6 két protonalodasi allandoja a DOTA liganduméhoz
hasonléan nagy, feltételeztik, hogy a Ce’" és DO2A2P reakcidjaban is elsd
1épésben egy kétszer protonalt koztitermék keletkezik. A feltételezett koztitermék
stabilitdsi allandojat 1:1 Ce’*-DO2A2P koncentracié aranynal az 1,84 pH-
tartomanyban végzett pH-potenciometrias titralassal sikeriilt meghatarozni: log
Kcearzpozazey* = 10,45(0,07), mig a koztitermék protonalodasi allanddja log
KHCe(HZDOZAZP)* =3,95(0,03). A koztitermékben a Ce*"-ion valdszintileg a foszfonat-
és acetatcsoportokhoz koordinalédik, mig a makrociklusos gytirii két nitrogén
donoratomja protonalva van. A koztitermék protonalédasa esetén, a harmadik
proton feltételezhetéen az egyik foszfonatcsoport bazikusabb oxigénjét protonalja,

rrrrr

protonalédas az egyik karboxilatcsoporton kdvetkezik be.
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IV.3.2.1 dbra A Ce''-ion és a DO2A2P ligandum kozott lejatszodd komplexképzodési
reakcié abszorbancia gorbéinek véltozasa az id6 fiiggvényében ([Ce’] = 4 x 107°* M,

[DO2A2P] =4 x 10° M) (A t, és t, kozott eltelt idé 100 perc.)

A fémion felesleg jelenlétében végzett komplexképzodési reakciok vizsgalata
reakcio sebesség csokken, ami csak abban az esetben képzelhetd el, ha olyan
koztitermék képzodik, amelynek atalakulasa a végtermékké nem mehet végbe
kozvetleniil. Ennek egyik oka a DO2A2P ligandummal képz6dd kétmagva
koztitermék kialakulasa lehet. Ce felesleg mellett végzett pH-potenciometrids
mérésekkel sikeriilt ennek a kétmagva koztiterméknek az egyensulyi allandojat is
meghataroznunk: log Kcece(HzpozAZP)* = 3,16(0,07). Az alkalmazott Ce**-ion
felesleg (5—40-szeres) a kétmagvu koztitermék kialakulasanak kedvez, igy mar 10-
szeres fémion felesleg esetén a kétmagva koztitermék mintegy 70-80 %-ban
kialakul. A fémion felesleg alkalmazasa estén kapott K., értékek felhasznalasaval
végzett szamitasokbol ezért nem kaptunk realis eredményt.

A haromszor protondlt koztitermék koncentracidja a vizsgalt pH-

tartomanyban elhanyagolhatd, amit az abszorbancia gorbék esetén megjelend
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izobesztikus pontok (IV.3.2.1 4&bra) igazolnak, igy csak két részecske
megjelenésével kellett szamolnunk a ligandumfelesleg alkalmazasaval végzett
kinetikai méréseknél. A Gd’*-ion és a DO2A2P ligandum kozétt lejatszodd
képzédési reakciok esetében a Ce’-nal tapasztaltakat alapul véve, ugyancsak
ligandumfelesleget alkalmaztunk.

A ligandumfelesleg alkalmazasaval biztositottuk a pszeudo-elsérendi
feltételt, igy a képzédési reakciok sebessége Ce’'- és Gd’*-ion esetében is a

kovetkezo egyenlettel fejezheto ki:

d[Ln(DO2A2P)],
dt

= Kgps[Ln" ] Iv.3.2.1

ahol [Ln(DO2A2P)] a komplex teljes koncentraciojat jeldli.

Mind a két fémionnal Ilejatszodd képzddési reakcid esetében azt
tapasztaltuk (IV.3.2.2 és 1V.3.2.3 dbra), hogy a reakcio sebesség ndvekszik a OH
koncentracio esetében sem nulla, ami igen szokatlan viselkedés 0sszehasonlitva a
Ln(DOTA) [118] komplexek képzddési sebességével, ahol ilyen jelenség nem
figyelhetd meg.
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IV.3.2.2 abra A Ce(DO2A2P) komplex képzO6dési reakcidjanak K. értékei a [OH ]
fliggvényében. ([Ce> =4 x 10 M, [DO2A2P] =4 x 10° M)
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IV.3.2.3 abra A Gd(DO2A2P) komplex képzOdési reakcidjanak K értékei a [OH]
figgvényében. ([Gd*']=1 x 10~ M, [DO2A2P] =1 x 10 M)
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A Ln(DOTA)-komplexek képzddése soran a koztitermék atalakulasanak
egyetlen modja, a koztitermék baziskatalizalt protonvesztése, atalakulasa. Ez a
folyamat szintén megfigyelhet6 a DO2A2P-komplexek kialakulasa esetén is. A
kétszer protonalt koztitermék baziskatalizalt atalakulasa egy monoprotonalt
koztitermék kialakulasan keresztiil képzelhetd el, a kdvetkezd egyensulyi

folamatban [118]:

Ln(H,DO2A2P)° =——==  Ln(HDO2A2P)*"+H" Iv.3.2.2

Az egyensuly erésen el van tolodva a kétszer protonalt koztitermék képzodésének
feltételezhetden kisebb, mint a szabad ligandum protonalédasi allandoja, log K, =
11,43 (IV.3.1.1 tablazat). A Ln(DO2A2P)-komplexek kialakulasanak
sebességmeghatarozd 1épése az egyszer protonalt kdztitermék deprotonalodasa. A
IV.3.2.2 egyenlet szerint a monoprotonalt koztitermék koncentracidja egyenesen
aranyos az 1/[H'] ill. [OH] értékével, amint az a 1V.3.2.2 és 1V.3.2.3 4abrdkon
lathaté. A deprotonalodas altalanos baziskatalizalt folyamat ¢€s bazisként
szerepelhet egy vizmolekula is [118]. A Ln(DOTA)-komplexek képzddésével
ellentétben az Ln(DO2A2P)-komplexek képzédésénél a kétszer protonalt
koztitermék atalakulasara egy a OH -iontol és egyébb bazistol fliggetlen ut is
lehetséges. Ennek egyetlen magyardzata, hogy a ligandumban jelen levd
foszfonatcsoportokra keriilhet at a proton a gyliri N donoratomjardl. A
Ln(H,DOTA)™  koztitemékek  acetatcsoportjainal a  Ln(H,DO2A2P)™
koztitermékek foszfonatcsoportjainak nagyobb bazicitasa erre lehetéséget ad, igy
egy olyan kétszer protonalt koztitermék kialakulasara van lehetéség, ahol mar csak
a gylrt egyetlen N-donoratomja van protondlva. A Ce(DO2A2P)-komplexek
esetében vizsgalatainkat tobb ligandum koncentracional elvégeztiik, ugyanakkor
mivel a ligandum koncentracié valtozasanak bizonyos (aranylag kis) koncentracié

felett nem volt hatdsa a reakcido sebességre, ezért a Gd(DO2A2P)-komplex
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képzodésének vizsgalatakor mar csak a OH -ionok hatasat vizsgaltuk tizszeres
ligandumfelesleg mellett.
Az elézbekben vazolt reakcioutakat figyelembevéve a képzddési reakciok

pszeudo-elsorendii sebességi allandoja a kovetkezoképpen adhaté meg:

kobs = kL + I(OH[OH7] IV323

ahol kp a kétszerprotonalt koztitermék spontan atalakulasat, a Koy pedig a kétszer
protonalt koztitermék altalanos baziskatalizalt atalakulasat jellemzd sebességi
allando.

A szamitasok soran kapott sebességi allandokat a [V.3.2.1 tablazatban
tiintettiik fel, osszehasonlitasképpen a tablazatban szerepelnek még a DOTA Ce’*
és Gd**, valamint a DOTP Gd’"-ionnal kialakul6 komplexeinek képz3dési

sebességét jellemzo sebességi allandok.

IV.3.2.1 tablazat A DOTA, DO2A2P és DOTP ligandumok Ce** és Gd*-ionnal kialakul6

komplexeinek képzddését jellemzd sebességi allandok (25 °C)

DOTA® DO2A2P DOTP’
ke — (9,1+1,2)x10° -
k4 — (3,0£0,3)x 107 -

kSe M's™) | 2,9%10° | (1,7£0,3) x 10° -

koe M's™) | 59x10° | (6,6+03)x10" | 7,2x 10’

*[118], P[124]
A tablazatban szereplo adatokbol lathatdé, hogy a DOTA ligandum

acetatcsoportjainak foszfonatcsoportokra torténd cseréje, a komplexek képzodési
sebességének csokkenéséhez vezet. Ez feltehetden annak a kovetkezménye, hogy a
negativ toltés novekedésével a kialakulod koztitermék deprotonaldodasa nehezebben

megy végbe.
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A biologiai felhasznalas szempontjabél a Gd’*-ion makrociklusos
ligandumokkal kialakul6 komplexeivel szemben tamasztott egyik fontos

kovetelmény a megfeleléen nagy kinetikai stabilitds. Ezért megvizsgaltuk a

------

~~~~~~

M). A Gd-komplex relaxivitas értéke ebben a pH tartomanyban, ahol az egyenstlyi
adatok alapjan a dominans részecske a kétszer protonalt komplex, I' komplex = 7 MM~
1s’l, mig a felszabadulo Gd**-ion relaxivitisa Mo = 17 mM s, Ez elegendden
nagy relaxivitas kiilonbség a disszociacio kinetikai vizsgalatanak végrehajtdsahoz.

.....

_w = K, [GA(DO2A2P)] V323

srcr

1V.3.2.4 dbran mutatjuk be.

0.20
0.15
E
% |
= 0.10
Té/ 4
2
~ ]
0.05
000 +————71 71— 7 T T 1 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

[H]
1V.3.2.4 abra A Gd(DO2A2P)-komplex disszocidcios reakcidjanak Ky, értékei a [H']
figgvényében. ([GA(DO2A2P)] =1 x 107> M)
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Az 1V.3.2.4 4bran jol lathato, hogy a H'-ion-koncentracid ndvekedésével telitési

jellegli gorbét kapunk. A reakciosebesség né a protonkoncentracio ndvekedésével,

.....
rrrrrr

------

egyarant.

K
Gd(H,DO2A2P) ——— > Gd* + H,DO2A2P* IV.3.2.4

k
Gd(H,DO2A2P) + H' =— Gd(H,DO2A2P)———>» Gd*" + H,DO2A2P* 1V.3.2.5

.....

sebességi egyenlettel jellemzheto:

_d[Gd(DO2A2P)]
dt a

ko[GdH,DO2A2P]+k,[GdH,DO2A2P|[H* ] IV.3.2.6
A spontan és a protonkatalizalt disszocidcioutat, valamint a kialakulé haromszor
protonalt komplex stabilitasi allandojat figyelembe véve a K értéke a kovetkezd

egyenlettel fejezhetd ki:

kg Kk [HT]

= o " 1v.3.2.7
1+ Kgau, [H']

obs

A Ky értékeknek a IV.3.2.7 egyenletre torténd illesztésével kapott sebességi
allandokat, valamint a haromszor protonalt komplex képzodését jellemzo

egyensulyi allandot a IV.3.2.1 tablazatban tiintettiik fel.
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IV.3.2.1 tablazat A DOTA, DO3PA, DO2A2P ¢és DOTP ligandumok Gd**-ionnal

kialakulé komplexeinek disszociaciojat jellemzd sebességi allandok (25 °C)

Gd(DOTA)* | GA(DO3AP)’ | Gd(DO2A2P) | Gd(DOTP)®

ko (s <5x10° - (4,340,5)x10°° -

kkM's™) | 8,4x10°° 2,78x107° | (1,95+0,04)x10* | 5.4x10*
- [122], ™ [123], © [124]

A IV.3.2.1 tablazatban szerepld sebességi allandokat dsszehasonlitva elmondhato,
hogy a DOTA ligandum acetatcsoportjainak foszfonatcsoportra torténd cseréje a
kialakul6 Gd-komplexek kinetikai stabilitasanak csokkenéséhez vezet. A komplex
nagyobb bazicitassal rendelkez0 foszfonatcsoportok jelenléte miatt nagyobb
valoszinliséggel bekovetkezhet, hiszen a proton kénnyen a N donoratomra keriilhet

a protonalt foszfonatcsoportokrol.

1V.3.3 Relaxivitas vizsgalatok

A Gd-komplexek MRI kontrasztanyagként valé alkalmazhatésaganak
egyik feltétele a fémion belsé koordinacids szférdjaban kotott vizmolekula
jelenléte. Ezért megvizsgaltuk a Gd(DO2A2P)-komplex relaxivitasanak valtozasat
a pH-fiiggvényében, valamint '"O-NMR-es mérést végeztiink annak kideritésére,
hogy van-e vizmolekula a komplexben kotott fémion belsé koordniacios
szférajaban. A komplex relaxivitasanak valtozasa a pH-fiiggvényében a 1V.3.3.1
abran lathato.

A pH = 2-7 tartomanyban a komplex protonalt formai, mig pH > 7
tartomanyban a komplex teljesen deprotonalt formaja van jelen, amikor a
relaxivitas érték r;, = 3,6 mM's”'. A protonalt komplexek nagyobb relaxivitas

értékeit azzal magyarazhatjuk, hogy a foszfonatcsoportok nemkdotd
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oxigénatomjanak protonaldodasa gyorsitja a protoncsere folyamatokat, illetve a
protonalddas elésegiti a koordinacié megsziinését a foszfonat oxigének és a Gd**-
ion kozott, ami lehetévé teszi, hogy a fémion belsé koordinacids szférajaba egy

vagy tobb vizmolekula keriiljon.

pH

IV.3.3.1 abra A Gd(DO2A2P)-komplex relxivitas értékei a pH-fliggvényében (1 mM, 25
DC)

A Gd(DOTA) komplex esetében egy vizmolekula kétddik a Gd**-ionhoz,
mig a Gd(DOTP)-komplex esetében nincs vizmolekula a fémion belsd
koordinacios szférajaban [125]. Ha a komplexben kétott Gd*-ion belsd szférajaban
vizmolekula talalhato, akkor az oldoszer molekulakkal torténd cserén keresztiil a
viz ""O-NMR jelét szélesiti [126], ezért ez a modszer jol alkalmazhatd annak
eldontésére, hogy egy adott paramagneses ionnal kialakuld komplex tartalmaz-e a
fémionhoz kozvetlenil koordninaléoddé vizmolekulat. Ezért vizsgaltuk a
Gd(DO2A2P)-komplex '"O-NMR spektrumét kiilonbozd hémérsékleten. A jelek
félérték szélesség értékei (Avy,) a IV.3.3.2 abran lathatok.
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1V.3.3.2 abra A Gd(DO2A2P)-komplex '"O-NMR jeleinek (pH = 3,5 és 8,5), valamint az
1,0 M KCI oldat "O-NMR jeleinek félértékszélessége (Avy,) a hémérséklet fiiggvényében

Az 4bran bemutatott eredmények azt mutatjdk, hogy a viz "O-NMR jeleinek
szélessége gyakorlatilag megegyezik a Gd(DO2A2P)-komplex jelenlétében és
tavollétében, ami csak akkor lehetséges, ha a Gd* belsd szférajaban nincs
kicserélhet6 vizmolekula. Tekintve hogy a vizsgalatokat protonalt komplexek
képzodése (pH = 3,5) és a teljesen deprotonalt komplex esetében (pH = 8,5) is
elvégeztiik, a kisérlet eredményei egyértelmilen azt mutatjdk, hogy a
Gd(DO2A2P)-komplex belso koordinacios szférajaban a GA(DOTP)-hez hasonldéan

nincs vizmolekula.

1V.3.4 Ln(DO2A2P)-komplexek oldatbeli szerkezetének NMR spektroszkopias

vizsgélata

A Ln(DO2A2P)* -komplexek szerkezete vizes oldatban — egyéb
sajatsagaikhoz hasonloéan — vérhatéan hasonlé a Ln(DOTA) - és Ln(DOTP)’ -
komplexekéhez. A  kiilonb6zé6 Ln(DOTA) -komplexek szerkezetét szilard
allapotban  rontgendiffrakciés moédszerrel, oldatban 'H- ¢és "“C-NMR
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spektroszkopias modszerrel rendkiviil részletesen tanulmanyoztak [144-153]. A
Ln(DOTP)”  szerkezetvizsgalatdval is tobben foglalkoztak [154-160]. A
vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a komplexek szerkezete szilard
allapotban és oldatban 1ényegéban megegyezik, ami a négy acetat illetve
metilénfoszfonat funkcios csoportnak a 12-tagh tetraaza makrociklushoz torténd
kapcsolddasaval 1étrejové koordinacids ,.kalitka” rendkiviil merev szerkezetével
értelmezhetd. A négy nitrogén és négy oxigén donoratom egy-egy — gyakorlatilag
parhuzamos — sikban helyezkedik el, és kozottiik van a Ln*"-ion. A Ln(DOTA) -
komplexek esetében a négy oxigén sikja kozepén egy H,O-molekula koordinalodik
a Ln’"-ionhoz, mig az Ln(DOTP)* -komplexekben nincs ilyen vizmolekula [125,
157, 160]. A 4 N ¢és 4 O donoratom kozelitdleg négyzetes antiprizmas
elrendez6désben koordinalédik a Ln**-ionhoz.

A tetraaza makrociklus merev szerkezete kovetkeztében a négy
etiléncsoport azonos, nyitott allast vesz fel, ami az 6ramutatd jarasaval egyezo
(AAAL), vagy azzal ellentétes iranyd (0000) helicitast eredményez. Az
acetatcsoportok hasonld iranyu (A ill. A) helicitdsu elrendezddésével egy
enantiomer par jon 1étre (A(AAAL) és A(8080)), melyek NMR spektruma azonos.
Ugyanakkor tapasztaltak, hogy a Ln(DOTA)-komplexek 'H és "“C-NMR
spektrumaban altalaban két jel-sorozat jelenik meg. Ezt azzal magyarazzak, hogy a
komplexek geometridja nem csak négyzetes antiprizmas lehet, amikor a 4 N és 4 O
sikok allasanak szoge 40° koriili (45° a szabalyos négyzetes antiprizma esetén),
hanem az acetatcsoportok allasa a 4 N sikhoz képest ellenkezd iranyba modosulhat,
amikor a 4 N és 4 O sikok allasszoge rontgendiffrakcios vizsgalatok szerint —22° -
—30° koriilire modosul és ,,csavart” négyzetes antiprizmas elrendezddéssel két
enantiomer, A(3860) és A(AMAL) jon létre. Ebben az enantiomer parban, melyet
»-M” izomernek neveztek el, a gyliri és az acetatcsoportok helicitiasa ellentétes
iranya és NMR spektrumuk eltér a ,,m” izomernek elnevezett A(AAAL)—A(5330)
enantiomer parétol. NMR vizsgalatok szerint a 0-100 °C hémérséklet

tartomanyban mind az enantiomerizacid, mind a M«<>m izomerizacid lejatszodik.
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Elébbi a jelek alakjat, utobbi a jelek alakjat, majd szamat is befolyasolja (nagyobb
hémérsékleten a M és m izomerek jelei kiatlagolodnak) [150—153].

A Ln(DOTP)’ -komplexek esetében csak egyféle, a m izomer képzédését
figyelték meg mind szilard allapotban, mind oldatban [160].

A Ln(DO2A2P)* oldatszerkezetének vizsgalata céljabél tanulmanyoztuk a
diamagneses Lu(DO2A2P)* - és a paramagneses Eu(DO2A2P)* -komplexek 'H és
BC-NMR spektrumat. A C, szimmetriatengellyel rendelkezd Ln(DOTA) - és
Ln(DOTP)* -komplexek 'H-NMR spektruma 6 jelbél all. A makrociklus merev
szerkezete miatt az etiléncsoportok négy H-atomja az Ln*"-ionhoz viszonyitva nem
ekvivalens helyzetii, igy négy jelet adnak. Az acetat funkcids csoportok metilén
hidrogénjei hasonlé okokbél (és az Ln*"-N kétések viszonylag hosszu élettartama
miatt) ugyancsak nem ekvivalensek és két jelet adnak. A Ln(DO2A2P) -
komplexek kétféle funkcids csoportjat, illetve C, szimmetriatengelyét figyelembe
véve 12 proton és 7 C-NMR jel megjelenése varhato. (A Ln(DOTA)- és
Ln(DOTP)* -komplexeknek 4 *C-NMR jele van.)

Az Eu(DO2A2P) 298 K-en felvett 'H és *C-NMR spektruman (IV.3.4.2
abra A, C) lathato, hogy a proton jelek szdma 12 (10,4 ppm koriil a CH,-PO;> jelei
atfedik egymast), a >C-NMR jelek szama pedig 7 (a CH,-PO5> szénatom jele a C—
P csatolas miatt dublett, a COO™ szénatom jele 211 ppm-nél talalhato). Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a Ln(DO2A2P)* -komplexek esetében a makrociklus és
a komplex szerkezete 25 °C-on merev, az etiléncsoport egyik szénatomja a négy N-
atom altal meghatarozott sik felett, a masik a sik alatt helyezkedik el és a geminalis
H-atomok helyzete axialis vagy ekvatorialis. A ligandum szén- és hidrogénatomjai

jelolését a IV.3.4.1 dbran mutatjuk be.
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IV.3.4.1 abra A DO2A2P ligandum szénatomjainak jelolése

Az 1 és 3 szénatom a 4 N sikja felett, a 2 és 4 szénatom a 4 N sikja alatt
helyezkedik el. Az axialis (a) és ekvatorialis (e) H-atomok jeldlése a szénatomok
megjelolésével a kovetkezé: Ha, (He, 2Ha, 2He, 3Ha, 3He, sHa és 4He.(A 4N sikja
alatti és feletti szénatomok helyzete felcserélodik, amikor az axialis H-atom
ekvatorialis helyzetiivé valik.)

Az Eu(DO2A2P)* 'H és *C-NMR spektrumat a IV.3.4.2 4bran tiintettiik
fel. A 298 K-en kapott proton spektrum (A) jeleinek kémiai eltolodas értékei
egyértelmilen az Eu(DOTP)’ és Eu(DOTA) m izomerjének kémiai eltolodasaihoz
allnak kozel [150], vagyis az Eu(DO2A2P)’ -komplex szerkezete 'H-NMR
spektruma alapjan a m izomerével megegyezonek tekinthetd. A homérséklet
csokkenésével igy a 274 K-en kapott spektrumban nagyon kis intenzitasu 1j jel-
sorozat jelenik meg, melyek a Eu(DOTA) M izomerje kémiai eltolodas értékei
alapjan M izomerként azonosithatok. Az Eu(DO2A2P)’ m és M izomerjei a jelek
integraljai alapjan 93 % és 7 %-ban vannak jelen, de a hdmérséklet emelésével mar
gyakorlatilag 25 °C-on bekovetkezik a két izomer jeleinek a koaleszcencidja. A
jelek a paraméagneses Eu’" kozelsége miatt ardnylag szélesek, igy csatolasok nem

figyelhetok meg.
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IV.3.4.2. abra Az Eu(DO2A2P)*-komplex "H-NMR spektruma 298 K (A), 274 K (B) és a
BC-NMR spektrum (C) 298 K hémérsékleteken. ([EuL]=0,04 M)

Az Eu(DO2A2P) 'H és "C-NMR spektruméanak azonositasa 2D NMR

spektroszkopids modszerekkel (COSY, EXSY és HMQC) tortént. Az
Eu(DO2A2P)*” HMQC spektrumat a IV.3.4.3 abran tiintettiik fel.
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IV.3.43 abra Az Eu(DO2A2P)"-komplex H-C csatolt HMQC spektruma (25 °C,
[EuL]=0,04 M)

A 'H és "C-NMR spektrumok azonositasanak fontosabb lépései a kovetkezok:

a, Az Eu’"-ion a legnagyobb kémiai eltolodas valtozast a makrociklus 4 N
sikja feletti szénatomokhoz kapcsolodé axiélis helyzetii (az Eu® -ionhoz kozelebbi)
protonok jelében idézi el6. Igy a 24,9 ppm-nél talalhaté jel az ;H,, mig a 24,7 ppm-
nél talalhat6 jel a ;H, protonokhoz rendelheté. A HMQC spektrum alapjan a "*C-
NMR spektrumban a 100,2 és 96,5 ppm-nél talalhat6 jelek az 1 és a 3 C-
atomokhoz rendelhetok.

b, A HMQC spektrum alapjan az H, axialis proton H. ekvatorialis
parjanak a jele —2,87 ppm-nél, mig az ;H, axialis proton ;H. ekvatorialis parjanak a
jele —4,02 ppm-nél talalhato.

¢, A szelektiven 'H-lecsatolt *'P-NMR spektrumok alapjan a foszfonat-
metilén protonok jele —10,43 és —10,3 ppm-nél talalhato, mig a HMQC spektrum
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alapjan a foszfonat- metilén csoport C-atomjahoz a 65,92 és 67,4 ppm-nél talalhato
jelek (P-C csatolas Jpc=148,77 Hz) rendelhetok.

c, Mivel a COSY spektrumban mind a vicinalis, mind a geminalis
csatolasok keresztcsucsot adnak, igy mind a négy tipusu axialis és ekvatorialis
proton keresztcsucsot ad. A foszfonatcsoporthoz kozeli ;H. és ,H, protonok, és a
karboxilatcsoporthoz koézeli He és 4H, protonok kozott kémiai csere van, ami
keresztcsucs megjelenését eredményezi az EXSY spektrumban, illetve a 4H, — 3H,
és ,H, — 1H, skalaris csatolasoknak koszonhetéen az emlitett protonok (H, és 4H,)
keresztcsucsot adnak az (H, és a ;H, protonokkal a COSY spektrumban. Ezeknek
megfelelden a 'H-NMR spektrumban 2,01 ppm-nél talalhat6 jel a ,H, protonnak,
mig a HMQC spektrum alapjan a —4,82 ppm-nél talalhato jel a ,H. protonnak felel
meg. Az emlitett protonok metilén szenének (2) jele 94,84 ppm-nél talalhatd. Az
1He-sH, protonok kémiai cseréje (keresztcsticsot adnak az EXSY spektrumban)
illetve a 4H, és ;H, protonok skaléris csatoldsa (keresztcsucsot adnak a COSY
spektrumban) alapjan az 'H-NMR spketrumban —10,70 ppm-nél talalhato jel a 4H,
protonoknak, mig a HMQC spektrum alapjan a —9,74 ppm-nél talalhat6 jel a 4H.
protonoknak felelnek meg. A 4H, és sH. metilén protonok szénatomjanak (4) jele
77,62 ppm-nél talalhaté szintén a HMQC spektrum alapjan.

d, Az acetat metilén protonok az '"H-NMR spektrumban —5,53 és —13,28
ppm-nél, mig az acetat metilén szenek jele a >C-NMR spektrumban 83,87 ppm-nél
talalhatok, mivel a COSY spektrumban az emlitett protonok nem adnak
keresztcsucsot az |H, és ;H, protonokkal.

A Lu(DO2A2P)* oldatszerkezetének vizsgalatara, illetve 'H- és "C-NMR
spektrumanak azonositasara COSY, EXSY és HETCOR 2D NMR spektroszkopias
modszereket alklamaztunk. A  kiilonbozé homérsékleten felvett 'H-NMR
spektrumokon csak a jelek szélesedése figyelhetdé meg, 0j jelek megjelenése nem
lathaté. Ez azt jelenti, hogy a Lu(DO2A2P)* esetében nincs jelen két izomer,

valészinlileg csak a m izomer képzddik. A hémérseklet ndvelésével bekovetkezo
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jelszélesség novekedés a két enantiomer bels6 mozgasa, egymasba torténd
atalakulasuk, az enantiomerizacio sebességének a ndvekedésével kapcsolatos.

A diamagneses Lu(DOTA)- és Lu(DOTP)” -komplexek 'H-NMR
spektroszkopias vizsgalatabol ismert, hogy a makrociklus axialis protonjai mind a
geminalis, mind a vicinalis axialis helyzetli protonokkal csatolnak (a vicinalis
ekvatorialis protonok csatolasara *Jyy < 2Hz), ezért az axiélis protonok triplett, az
ekvatoridlis helyzetiick dublett jelet adnak [148, 157]. A Lu(DOTP) 'H-NMR
vizsgalatabol az is ismert, hogy a 4 N sikja feletti etilén szénatomok aranylag
erésen, a 4 N sikja alatti szénatomok gyengén csatolnak a metilénfoszfonat *'P-
atomjaival [157].

A Lu(DO2A2P) 'H-NMR spektrumat a IV.3.4.4 dbran mutatjuk be, ahol a
274 K-en kapott spektrum alatt feltiintettiik a jelek azonositasat és multiplicitasat
is. A Lu(DO2A2P) kiilonboz6 hémérsékleteken kapott “C-NMR spektruma a
IV.3.4.5 abran lathato, ahol a 47-61 ppm tartomany kiszélesitése miatt a karboxilat
szénatom 180,28 ppm-nél levd jele nem lathatdo. A komplex COSY, EXSY és
HETCOR spektrumait a IV.3.4.6-1V.3.4.8 abrakon mutatjuk be.
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IV.3.4.4 abra A Lu(DO2A2P) -komplex 'H-NMR spektruma 274 (A) és 298 K (B)
hémérsékleten és a jelek multiplicitasa ([LuL] = 0,08 M)
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IV.3.4.5 dbra A Lu(DO2A2P)” "C-NMR spektruma 278 (A), 288 (B), és 298 (C) K
homérsékleten ([LuL] = 0,08 M)
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1V.3.4.6 4bra A Lu(DO2A2P)*-komplex H-H COSY spektruma (274 K, [LuL] = 0,08 M)
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1V.3.4.7 abra A Lu(DO2A2P)*-komplex H-H EXSY spektruma (274 K, [LuL] = 0,08 M,

mixing time Ty=500 ms)

88



IV. EREDMENYEK

o
o
3

N
IN

< -
o . ® Dy e’
<«
T =
N
o]

@ o
é é 3.2
0 é
12 e @ L]
. 3.6
069
4.0
a
nj‘ T T T T T T
(ppm ) 58.0 56.0 54.0 52.0 50.0 48.0
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IV.3.4.9 abra Magnesezettség atvitel a Lu(DO2A2P) BC-NMR spektruman
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A proton és “C-NMR spektrumok azonositasa, illetve az ennek alapjan tett

megallapitasok a kovetkezok:

a.

A Lu(DO2A2P)*-komplex “C-NMR spektrumaban 51,6ppm-nél 1év6 jel a 3.
C-atomhoz rendelhet6. A jel 278 K-en még dublett (51,69 és 51,52 ppm), ami a
hémérséklet ndvekedésével egy jellé alakul, majd egybeolvad az 51,96 ppm-
nél 1évé C-atom jelével. A folyamat a tetraaza gytiri gyorsabb inverzidjaval
magyardzhat6. Mig 278 K-en a gylirli inverzi6 lassabb és megjelenik a 3. C-
atomon a gyenge foszfor csatolas (*Jesp= 15,47 Hz), addig szobahSmérsékleten
a gyorsabb gyliri inverzié miatt a 2. C ¢és a 3. C-atomok kozotti csere
felgyorsul, ami mindkét C-atom jelének a szélességét megnoveli. igy az 51,6
ppm-nél megjelend dublett a 3. C-atom jele, mig az azzal kémiai cserében levo
2. C jele 51,96 ppm-nél talalhato. Magnesezettség atviteli kisérletek alapjan
igazoltuk, hogy kémiai csere az 48,77 és 53,66 ppm-nél 1évé C-atomok kdzott
is van (IV.3.4.9 abra). Igy a 48,77 és 53,66 ppm-nél 1évé C atomok jele a
karboxilat csoport melletti gytirti metilén 1. C és 4. C-atomokhoz rendelhetd. A
BC-NMR spektrumban 53,13 és 54,66 ppm-nél levo kisebb intenzitasu jelek a
CHz—PO327 szén 31P—csatoltjelei (IJCP = 138,21 Hz).

A 3,7 és 2,7 ppm koriili két dublett (*Jyy = 15,95 Hz) az acetat csoport metilén
protonjaihoz rendelhetd. Az acetat metilén *C-NMR jele a HETCOR spektrum
szerint 59,85 ppm-nél talalhato.

A 2,93 és 2,17 ppm koriil 1évo két dupla dublett a foszfonat oldallanc metilén
protonjaihoz rendelhet6 (*Jyp=13,85Hz és *Jyp=16,7Hz).

A HETCOR spektrum alapjan a 3,61 ppm-nél talalhaté triplett a
foszfonatcsoport melletti ,H, gytirli metilén protonokhoz rendelheté (*Jy=14
Hz). A “C-NMR spektrumban 51,96 ppm-nél 1évé jel az 2. C-atomhoz
tartozik.

A COSY ¢és a HETCOR spektrumok alapjan az axialis helyzetii ,H, protonok
ekvatorialis parjanak ,H. dublett jele 2,17 és 2,14 ppm-nél talalhaté. Az ,H.

protonok dublett jele atfed a metilénfoszfonat protonok jelével.
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Mivel az ,H, és ;H. illetve ,H. és ;H, protonok kdzott kémiai csere lehetséges,
igy az emlitett protonok keresztcstcsot adnak az EXSY spektrumban. Az ,H,
proton a 2,1 ppm-nél 1évé dublettel csatol az EXSY spektrumban, amelyek a
sHe protonokhoz rendelheték. A ;H. protonok és a ,H, protonok k&zott nincs
skalaris csatolas (nem adnak keresztcsicsot a COSY spektrumban) (A ;H.-;H,
gemindlis csatolasra Tan= 14 Hz).

A ;H. protonok csak a 3;H, protonokkal adnak keresztcsicsot a COSY
spektrumban. Ennek megfeleléen a ;H, protonok triplettije 3,10 ppm-nél
talalhato. A ;H,-,H, vicinalis csatolasra *Jyy = 14,85 Hz.

A ,H, protonok csatolnak az ;H, protonokkal, és keresztcsticsot adnak a COSY
spektrumban. fgy a 3,10 ppm-nél 1év6 multiplett 2 triplettbél tevSdik ssze,
amelynek a vizjeltdl tavolabb 1évé triplettje az |H, protonokhoz rendelhet
(1H.-,H, csatolésra, 3 un=13,7 Hz).

Az H, protonok csatolnak a ;H, protonokkal, és keresztcsticsot adnak a COSY
spektrumban. Ennek megfeleléen a H, protonoknak megfeleld dublett 2,23—
2,20 ppm-nél talalhato (;H.-1H, csatolasra, 2JHH=13,95).

Az H. protonok a 4H, protonokkal, mig az ;H, protonok a 4H. protonokkal
lehetnek kémiai cserében, aminek megfeleléen a 4H, protonok triplettje 2,69
ppm-nél, mig a 4H. protonok dublettje 2,32 ppm-nél talalhat6. A 4H, protonok
COSY spektrumban (4H,-3H, vicinalis csatolasra w=13,6 Hz; a sHe-H,
geminalis csatolasra “Jy=13,45 Hz). A HETCOR spektrum alapjén a 4. C-
atom jele 53,66 ppm-nél talalhaté a *C-NMR spektrumban.

A korabban emlitett adatok szerint a Lu(DO2A2P) H,-,H, és ;H,-,H, axidlis

protonjai  kozotti 3Jun csatolasi allandok értéke 13—-14 Hz volt. Az alifas

vegyiiletekre megallapitott Karplus egyenlet Clyy = 7 — cosd + 5cos2¢p [161])

alapjan a vicinalis helyzetl axialis protonok diéderes szoge 180° kortili, mivel a ¢

= 180° behelyettesitésével kapott csatolasi allando értéke *Jyy = 13 Hz.
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A Lu(DO2A2P)-komplexek 'H- és "C-NMR jelei a hémérséklet
ndvekedésével szélesednek, ami az enantiomerizacio sebességének a novekedésére
mutat. Az enantiomerizacié sebességét az analég La(DOTA) - és La(DOTP)” -
komplexek esetében vizsgaltak és a kapott aktivalasi paraméter értékek alapjan a
La(DOTP)’ -komplex  szerkezetét lényegesen merevebbnek tartjak. A
Lu(DO2A2P) dinamikai viselkedésének vizsgalatira tanulmanyoztuk a gytira
inverzid sebességét a 272-306 K tartomanyban. A gyliri inverzid sordn az egyes
etiléncsoportok konformacidja egymast kovetden valtozik az 6ramutatod jarasaval
egyez0, vagy azzal ellentétes iranyban (kézben az axidlis és ekvatorialis protonok
helyzete periodikusan felcserélodik), amivel parhuzamosan az acetat- és
metilénfoszfonat-csoportok rotacidja is végbemegy. A gyliri protonjai koziil a 4H,
és 4H. protonok jelei jol elkiiloniilnek a 'H-NMR spektrumban, ezért ezek
vizsgalataval jel-alak analizist végeztiink a kiilonb6zé hémérsékleteken felvett
hataroztuk meg a 4H, és 4H. protonok transzverzalis relaxacios idejét (T, = 0,07 s),
ami gyakorlatilag nem fiigg az inverzid sebességétol. A két multiplett jelre
jellemzé — a szimulacidhoz hasznalt — csatolasi alland6 értékeket korabban
megallapitottuk. A hémérséklet ndvekedésével a jelek alakja valtozik, ami egy-egy
kiilonb6z6 ,latszélagos” T,* értékek egy-egy allapot atlagos élettartamatdl a

IV.3.4.1 egyenlettel kifejezhet6 modon fiiggenek:

L. 1,1 007+ IV.3.4.1
T, T, 7 0,077

Az atlagos é€lettartam értékeket a kisérlti és szimulalt spektrumok egyezése esetén a
spektrumok szimulalasara hasznalt T,* értékek felhasznalasaval szamitottuk. A
enantiomerizacd sebességét jellemzé k; sebességi allandd az atlagos élettartam

reciproka, ki = 1/7.

92



IV. EREDMENYEK

A Lu(DO2A2P) spektrumat 272 ¢és 306 K kozott 7 kiilonbozo
hémérsékleten vettiik fel. A 1V.3.4.10 abran 3 jellegzetes kisérleti €s szimulalt
spektrumot mutatunk be. A TV.3.4.1 egyenlet alapjan szamolt 7 értékekbdl kapott k;
értékeket a IV.3.4.1 tablazatban tiintettiik fel.
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300K

IV.3.4.10 abra A Lu(DO2A2P)* 'H-NMR spektruménak részlete (A) és a szimulalt
spektrumok (B)

IV.3.4.1 tablazat A gylr( inverziot jellemz6 sebességi allandok

T (K) 276 282 288 294 300 306
) 3,89 8,97 12,7 19,0 35,7 62,6

A 1V.3.4.1 tablazatban bemutatott sebességi allandok felhasznalasaval az Eyring
egyenlet (IV.3.4.2 egyenlet) alkalmazéasaval kiszdmitottuk az enantiomerizaciot
jellemz6 aktivalasi paramétereket: AH* = 60,2 + 3,6 kimol ' és AS* =-14,3 + 12,3
Jmol 'K'. Ezek az aktivélasi paraméterek hasonléoak a La(DOTA) -komplexek
vizsgalatanal kapott AH* = 59,4 kJmol ' és AS* = —4,6 Jmol 'K értékekhez de
kisebbek a Lu(DOTA) esetében megallapitott AH* = 100,5 kimol ™' és AS™ = 116,0
Jmol 'K ™! paramétereknél [148, 149], valamint a La(DOTP)’ -komplexek esetében
megallapitott aktivalasi energia (AE = 101 kJmol ™) értéknél [157].

k= KT gasi/R

" oh

—AH7% /(RT
g AAIRT) 1vV.3.4.2
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Az aktivitasi paraméterek Osszehasonlitasaval megallapithatjuk, hogy a két acetat
és két metilénfoszfonat funkcids csoportot tartalmazé DO2A2P ligandummal
képz6dd Ln’*-komplexek 1ényegesen kevésbé merevek, mint a Ln(DOTP) -
komplexek és a gyiiri inverzidjuk sebessége hasonldo a La(DOTA) -komplexéhez.
Valoszinii, hogy a kétféle funkcios csoport eltérd térigénye eredményezi a

Ln(DO2A2P)* -komplexek kevésbé merev szerkezetét.
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IV.4 A DO3P és DO3PA ligandumok komplexképzo sajatsagai

1V.4.1 Egyensulyi vizsgalatok

Az el6z6 fejezetben részletesen targyaltuk a DO2A2P ligandum
lantanoidakomplexeinek egyensulyi, kinetikai és oldatszerkezeti tulajdonsagait. A
DO2A2P ligandumhoz hasonléan az ebben a fejezetben targyalasra keriil6 DO3PA
olyan DOTA-szarmazék amelyben vegyesen talalunk metilénfoszfonat (3) és acetat
(1) funkcids csoportokat. A cimben emlitett DO3P ligandumban pedig a
makrociklusos gytriinek csak 3 nitrogénjén talalhaté metilénfoszfonat funkcios
csoport, mig a negyedik nitrogénen nincs funkciés csoport. Erdekesnek tiint
megvizsgalni, hogy milyen a hatdsa annak, ha a DOTP ligandum egyik
metilénfoszfonat-csoportjat acetatcsoportra cseréljiik, vagy egyszertien ,.eltavolit-
juk” a molekulabol.

Egyenstlyi vizsgalataink soran meghataroztuk a két ligandum
protonalddasi  allandoit, valamint néhany fémionnal kialakuldé komplexeik
stabilitasi allandojat. A protonalodasi allandokat a 1V.4.1.1 tablazatban tiintettiik
fel.

Mind a két ligandum esetében az elsé protonalddasi allandd értéke igen
nagy, amit pH-potenciometrias moédszerrel nem lehet meghatarozni. A DO3P
ligandum esetében nagy ligandumkoncentraciot alkalmazva a titralasok soran (0,01
pH-potencimetridsan, mig a DO3PA ligandum esetében NMR titralast végeztiink
(MesNOH).

Az ¢l6z0 fejezetben részletesen targyaltuk a DO2A2P ligandum
protonalddasi sorrendjét, az alapjan itt is elmondhatd, hogy mind a két ligandum
esetében az elsd két protonadlodasi folyamat a gylri két szemben levé N
donoratomjan kovetkezik be. Az ezt kdvetd harom protonalodasi 1épés (log Ks—log

Ks) a foszfonatcsoportok bazikusabb oxigénjéhez rendelhetd.
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IV.4.1.1 tablazat A DO3P és DO3PA ligandumok protonalodasi allando értékei (1,0 M
KCl, 25 °C)

DO3P DO3PA DOTP* | DOTA"

log K, 13,2(0,01) 13,6(0,09) 13,7 12,6
log K 11,13(0,01) 11,42(0,002) 12,2 9,70
log K 8,45(0,01) 7,69(0,003) 9,28 4,50
log K4 6,79(0,01) 6,33(0,003) 8,09 4,14
log Ks 5,12(0,01) 5,13(0,003) 6,12 2,32
log K 1,95(0,03) 2,73(0,005) 522 -

log K5 - 1,62(0,007) - -

“[117], ™ [118]

Ugyanakkor a DO3P ligandum hatodik protonalodasi folyamatanak értelmezése,
mar nem ilyen egyszerii, mert a hatodik proton, az allando értékét figyelembe véve,
protonalhatja az egyik foszfonatcsoportot, de bekdvetkezhet a makrociklusos gytiri
harmadik N donoratomjanak protonaléodasa is. A DO3PA ligandum esetében a
hatodik protonalddasi folyamat az acetatcsoport protonalodasahoz rendelhetd, mig
a hetedik, a DO3P ligandumhoz hasonléan, mind a foszfonatcsoporton, mind a
makrociklusos gylriit N donoratomjan bekovetkezhet.

Meghataroztuk a DO3P (IV.4.1.2 tablazat) és a DO3PA (IV.4.1.3 tablazat)
ligandumok Ca®-, Cu®*-, Zn*"-ionokkal kialakul6 komplexeinek stabilitasi
allandojat.

A harom fémion koziil a Cu®” nagyon nagy stabilitasa komplexeket képez
mind a két ligandummal és ahogy az a IV.4.1.4 és 1V.4.1.5 tablazatokban latszik,
ez a DO3P ligandum lantanoidaionokkal kialakuldo komplexeinek stabilitasi
allando6jat 5—6 nagysagreddel meghaladja, mig a DO3PA ligandummal kialakulo
komplexekével gyakorlatilag megegyezik. Ez feltehetéen a Cu’"-ionnak a Ln’**-
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ionokénal kisebb koordinacios szaméval kapcsolatos (a Ca*” magéval a ciklénnel is
stabilis komplexet képez).

IV.4.1.2 tablazat A DO3P Ca?'-, Cu®'-, Zn*'-ionnal kialakuld komplexeinek stabilitasi €s
protonalodasi allandoi (1,0 M KCl, 25 °C)

CaZ+ Cu2+ Zn2+
log Kt 11,20(0,05) 26,9(0,05) 20,9(0,05)
log Kt 8,62(0,03) 6,93(0,05) 7,26(0,04)

log Kror - 6,10(0,05) 5,97(0,06)
log Kt - 4,65(0,03) -

log Knriar - 1,77(0,06) -

log Kyt - 5,96(0,04) 6,46(0,05)
log Kyt - 5,37(0,05) 6,19(0,04)
log Ky - - 5,01(0,02)

IV.4.1.3 tablazat A DO3PA Ca®*'-, Cu*'-, Zn*"-ionnal kialakulé komplexeinek stabilitasi és

protonalddasi allandéi (1,0 M KCl, 25 °C)

Ca2+ Cu2+ Zn2+

log Kyp 14,50(0,03) 27,3(0,05) 22,9(0,02)

log Kvur 8,46(0,03) 6,98(0,05) 7,30(0,02)

log KoL 6,99(0,02) 6,23(0,05) 6,55(0,01)

log KyvmsL 5,96(0,03) 5,21(0,04) 4,89(0,01)

log Kyvar - 2,52(0,04) 1,93(0,04)

log Ky 4,51(0,03) 5,91(0,04) 5,45(0,02)

log Kyviame 7,13(0,06) 6,09(0,05) 6,47(0,01)
log Kz - 4,67(0,06) 4,78(0,05)

A Ln’-ionokkal kialakulé komplexek stabilitdsi  allanddinak

meghatarozasa nehézségekbe {itkozott, foleg a DO3P ligandum esetében. Az
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Ln(DO3P)-komplexek stabilitasi allandoéinak meghatarozasait a savasabb
tartomanyban megjelend feltételezhetéen toltésnélkiili, haromszor protonalt
komplex kis oldhatosagabol adodo csapadékképzodés pH-potenciometrias
modszerrel nem tette lehetévé. Az Ln(DO3P)-komplexek protonalddasi allandoit
meghataroztuk pH-potenciometrias titralasokkal tigy, hogy a komplexeket a 1011
pH-tartomanyban eléallitottuk, majd savval titraltuk a csapadék megjelenéséig. Az
emlitett problémak miatt keriild utat kellett taladlni a stabilitdsi allandok
meghatarozasara, ezért az EDTA ligandummal kompeticios titralasokat végeztiink
pH > 7,0 értékeknél, ahol a gyors ligandumcsere folyamatoknak koszonhetéen az
egyensuly beallasara nem kellett sokat varni. Az igy meghatarozott stabilitasi
tablazatban tiintettiik fel. Lathato, hogy az egy foszfonat- ill. acetatcsoport hianya a
Ln(DO3PA)*- vagy Ln(DOTP) -komplexekéhez viszonyitva (IV.4.1.5 és IV.4.1.6.

tablazat) lényeges stabilitas csokkenést okoz.

IV.4.1.4 tablazat A DO3P ligandum Ln’"- és Y*'-ionokkal kialakul6 komplexeinek
stabilitasi és protonalddasi allandéi (1,0 M KCl, 25 °C)

La® Eu’ Gd*” Y Lu’
log Ky 19,3(0,05) | 20,37(0,02) | 20,39(0,08) | 20,10(0,08) | 21,16(0,04)
log Ky - 7,15(0,05) | 7,14(0,03) | 7,29(0,03) -
log KoL - 6,47(0,03) | 6,76(0,02) | 6,60(0,01) -
log Kumsr - 4,99(0,08) | 5,41(0,04) | 5,72(0,05) -

A tablazatban szerepld stabilitasi allando értékeket az altalunk
meghatarozott Ln(EDTA) stabilitdsi allandok segitségével szamitottuk ki. A
kétmagvi komplexek stabilitdsi allandojat a titralas kozben bekovetkezo
csapadékképzodés miatt nem tudtuk meghatarozni.

A La*"-, Eu’"- és Gd**-ionok DO3PA ligandummal képz6d6 komplexeinek

stabilitasi allandojat kiillonmintas modszerrel hataroztuk meg. A stabilitasi allandok
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szamitasanal folhasznaltuk az elozéekben az egyes komplexekre meghatarozott
protonalédasi allandokat. A Lu(DO3PA)- és Y(DO3PA)-komplexek stabilitasi
allando értékeit nem sikeriilt pH-potenciometridsan meghatarozni, mert savas
tartomanyban csapadék kivalas tortént. A kétmagvi komplexek stabilitasi allandoit
a komplexek fémfelesleg mellett elvégzett titralasaval hataroztuk meg. A kapott

stabilitasi allando értékeket a IV.4.1.5 tablazatban mutatjuk be.

IV.4.1.5 tablazat A DO3PA ligandum Ln*"- és Y*'-ionokkal kialakulé komplexeinek
stabilitasi és protonalodasi allanddi (1,0 M KCl, 25 °C)

La’* Eu*’ Gd™ Y Lu**

log Kme 25,7(0,07) | 27,5(0,08) | 27,3(0,05) - -

log Ky 6,07(0,07) | 5,93(0,08) | 5,95(0,05) | 6,04(0,05) | 6,23(0,07)
log Kvmor | 5,14(0,07) | 5,05(0,08) | 5,04(0,05) | 5,02(0,04) | 5,09(0,06)
log Kvms | 4,35(0,07) | 4,23(0,09) | 4,23(0,05) | 4,16(0,05) | 4,25(0,07)
log Kyar 5,52(0,04) | 6,89(0,03) | 6,97(0,02) | 5,89(0,04) | 7,54(0,06)
log Ky | 4,36(0,07) | 3,43(0,09) | 3,70(0,03) | 5,10(0,01) | 4,43(0,04)

A DO3PA ligandummal kialakul6 komplexek stabilitasi allanddja

rendkiviil nagy, értékét tekintve a DO2A2P és a DOTP ligandumokkal kialakuld
komplexek stabilitasi allando értékei kozé esik. A 1V.4.1.6 tablazatban bemutatjuk,
hogyan valtozik a Gd**-ionnal kialakulo komplexek stabilitasi allando értéke a

metilénfoszfonat-csoportok szamanak névekedésével.

IV4.1.6 tiblazat A DOTA, DO2A2P, DO3PA ¢s DOTP ligandumok Gd*'-ionnal

kialakulé komplexeinek stabilitasi allandoi

DOTP®
28.8

DOTA®
24,7

DO2A2P
25,7

DO3PA
27,3

Gd3+
11211, > [96]

100



IV. EREDMENYEK

A tablazatban szereplé adatokbol lathatd, hogy a ligandumok metilénfoszfonat-
csoportjai szamanak novekedésével a stabilitasi allandok értéke fokozatosan né. Ez
egyhttal azt is mutatja, hogy a tetraaza makrociklushoz kapcsolt foszfonatcsoportok
nagyobb térigénye ellenére lehetséges a koordinacids ,kalitka” térbeli gatlas

nélkiili kialakulasa és a nagyon stabilis komplexek képzodése.

1V.4.2 Kinetikai vizsgalatok

~~~~~~

Megvizsgaltuk a Gd(DO3P)-komplex disszociacidjanak, valamint a

A Gd(DO3P)-komplex képzddési kinetikajat nem tudtuk megvizsgalni,
mert a komplex a 6—7 pH-tartomanyban olyan gyoran képzddik, amit nem tudtunk
kovetni relaxometrids modszerrel. A pH csokkentésével a képzodési reakciok
lassulnak ugyan, de az egyensulyi részben emlitett oldhatosagi problémak miatt
nem tudtuk a pH-t csokkenteni, mert a mintdkban csapadék jelent meg. A
komplexek gyors képzodésének magyarazata az lehet, hogy a ,hianyzo”
funkcidscsoport nyitotta teszi a ligandumot és igy a fémion kdnnyebben be tud
lépni a sokkal kevésbé merev koordinacios kalitkdba. Ezt a feltételezést részben
alatamasztjak a disszociacios kinetikai vizsgalatnal tapasztaltak (lasd késGbb).

A Gd*-ion DO3PA ligandummal kialakuld komplexének képzédési
kinetikajat sikeriilt tanulmanyoznunk az 5,8 — 7,0 pH-tartomanyban ahol a
komplexképzddés sebessége elegendden kicsi volt a relaxometridas mérések
alkalmazasahoz. A lantanoida(Ill)ionok DO2A2P ligandummal kialakulod
komplexeinél tapasztaltak alapjan a reakciokat ligandumfelesleg mellett vizsgaltuk,
ezzel elkeriilve az kétmagva koztitermékek esetleges képzodését, valamint igy
biztositottuk a pszeudo-elsérendii feltételt. Ezek alapjan a képzodési reakcio a

kovetkezo sebességi egyenlettel jellemezheto:
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AGUDOSPAL 40 V421

ahol [Gd(DO3PA)]; a komplex teljes koncentraciojat jeloli.

A Gd-ion és DO3PA ligandum kozott lejatszodo képzOdési reakcid
esetében (IV.4.2.1 abra) a reakciosebesség ndvekszik a OH -koncentracio
ndvekedésével, ugyanakkor a gérbe nem a nulla értékben metszi az y-tengelyt, ami
a OH -koncentraciotol fliggetlen reakcidutat jelol, ahogy azt a DO2A2P
ligandummal képz6d6 lantanoidakomplexek esetében is tapasztaltuk. A Ko, értékek
nem linearisan ndvekednek a OH -koncentracid6 novekedésével, amit

feltételezhet6en a OH -ion koncentraciotdl vald négyzetes fliggés okoz.

3.5
3.0
2.5
N ]
= 2.0
X ]
Yo 1.5
F
1.0
0.5
0.0 -—r————"m—"———————— " ————————

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
[OH] (x 10%
IV.4.2.1 abra A Gd(DO3PA)-komplex képzOdési reakcidjanak K., értékei a [OH]
fliggvényében ([Gd*'] = ImM, [DO3PA] = 10mM).

A Gd"-ion és a DO3PA ligandum képzédési reakcioi soran kialakulo

Gd(H,DO3PA)* koztitermék stabilitasi allandéjat ugyan nem hatéroztuk meg pH-
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potenciometriasan, de varhato, hogy a koztitermék stabilitasi allanddjanak értéke
biztosan eléri a DO2A2P ligandummal kialakulo koztitermékek stabilitasi
allandojat. Ezt figyelembe véve, a képzddési reakciok soran szamolhatunk a
kétszer protonalt koztitermék kialakulasaval. A kétszer protonalt koztitermék a
IV.3.2.2. egyensulyban varhatéan egyszer protonalt koztitermékké alakul és a
Gd(HDO3PA)*" deprotonalodasa a sebességmeghatarozo 1épés. A GA(HDO3PA)*
koncentracidja az 1/[H']-val, ill. a [OH ]-val ardnyos és deprotonalodasa
végbemehet a vizmolekulak (vagy puffer anionok mint Bronsted bazisok) és a OH™
-ionok kozremiikodésével, igy a Kqs értékek pH-fiiggése a 1V.4.2.2. egyenlettel
fejezhetd ki. A Gd** belépése a deprotonalt koordinacios kalitkaba varhatoan gyors.
A Kops értékeket a 1V.4.2.2 egyenletre illesztve kiszamitottuk a képzodési reakciot
jellemz6 sebességi allandokat (IV.4.2.1. tablazat).

Kobs = ki + kou[OH ]+ K .. [OH ]’ IvV.4.2.2

OH? [

IV.4.2.1 tablazat A DOTA, DO2A2P, DO3PA és DOTP ligandumok Gd**-ionnal

kialakulé komplexeinek képzodését jellemzo sebességi allandok (25 °C)

DOTA® DO2A2P DO3PA DOTP®
k, M) _ (3.0£03)x10° | (1,3+0,1)x10™* -

kow M's™) | 59%10° | (6,6+0,3)x10* | (22+0,1)x 10" | 72 x 10°

Koe M%7 _ _ (3,8 £ 0,3)x10" -

“[118], > [124]

A tablazatban szerepld adatokbol lathaté, hogy a DOTA ligandum
acetatcsoportjainak foszfonatcsoportokra torténé cseréje, a DO2A2P ligandummal
képz6do komlexekhez képest is tovabb lassitja a képzodés sebességét a DO3PA
ligandumok esetén. Ugyanakkor a bazistol fiiggetlen reakcidutra vonatkozoan azt

mondhatjuk, hogy a foszfonatcsoportok szamanak eggyel torténd ndvekedése a
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spontan atalakulas sebességét — amikor a koztitermék N-atomjarol egy foszfonat

oxigénre 1ép a proton — majdnem egy nagysagrendbel ndveli meg.

rrrrrr

sebességét a  2,3-3,6 pH-tartomanyban vizsgaltuk Cu®” kicserélé fémion
alkalmazasaval  spektrofotometridasan. A Gd(DO3PA)-komplex  estében
vizsgalatainkat 0,1-1,0 M HCI koncentracié tartoméanyban végeztiikk, ahol a
a komplex teljesen disszocidl. A Gd(DO3PA) komplex relaxivitas értéke ebben a
pH-tartomanyban, ahol az egyensulyi adatok alapjan a dominans részecske a
haromszor protonalt komplex, I xomplex = 6,5 mM_ls_l, mig a felszabadulo Gd**-ion
relaxivitasa rjgq = 17 mM's'. Ez elegendden nagy relaxivitds kiilonbség a

.....

sebességi egyenlettel jellemezhetd:

-% =K, [GA(L)] IV.4.23

L =DO3P vagy DO3PA
A disszociacios reakciok soran kapott K,ps értékeket a IV.4.2.2 (Gd(DO3P))

és a IV.4.2.3 4bran (Gd(DO3PA)) tiintettiik fel a H'-ion koncentraciéjanak
fliggvényében.
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0.06
0.05
0.04

0.03

kobs (Sgl)

0.02

0.01

00 +—"—"—F—+——
0 1 2 3 4

[H'] (x 10° M)

IV.4.2.2 abra A Gd(DO3P)-komplex disszociacids reakcidjanak Ko, értékei a [H']
figgvényében. ([GA(DO3P)] =1 x 10° M, 25 °C)

0.30

0.25 -
0.20 -

0.15

Kons (57) (x 10°)

0.10

0.05

0.007"'x"'x"'w"'x"'x"'
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

[H'] (M)
IV.4.2.3 abra A Gd(DO3PA)-komplex disszociaciés reakcidjanak K, értékei a [H']
figgvényében. ([GA(DO3PA)] =1 x 107 M, 25 °C)
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rrrrrr

reakcio sebessége négyzetes fliggést mutat a protonkoncentracid valtozasaval, az
alkalmazott pH-tartomanyban. Az egyensulyi adatok alapjan a Gd(DO3P)-komplex
legalabb haromszor protonalt formaban van jelen ebben a pH-tartomanyban, igy a
négyzetes fliggés egy Otszor protonalt koztitermék kialakuldsaval, illetve egy
protonnak a négyszer protonalt koztiterméken torténd tdmadasaval magyarazato.
Ellentétben az egyensulyi vizsgalatokkal, ebben a pH-tartomanyban (2,3-3,6) nem
tapasztaltunk csapadékképzodést, ami a feltételezhetden a négyszer, esetleg 6tszor
porotnalt koztitermékek kialakulasaval magyarazhato. A feltételezett reakcioutakat

a kovetkezo egyenletek mutatjak:

K
Gd(H;DO3PA) ———» Gd* + H,DO3PA* IV.4.2.4
+ N kl 3+ 3
Gd(HsDO3PA) + H' == Gd(H,DO3PA) — > Gd*' + H,DO3PA* IV.4.2.5
S k2 3+ 2-
Gd(H,DO3PA) + H' == Gd(H;DO3PA) ——» Gd*" + H\DO3PA> 1V.4.2.6

Ezeket a reakcidutakat figyelembe véve a K, értékeket a kovetkez6 egyenletre

illesztve kiszamitottuk a komplex disszociacidjat jellemz6 sebességi allandokat.
Kobs = Ko + ki [H'] + ko[H'T? 1IvV.4.27

A kapott sebességi allandokat a Gd(DO3PA)-komplexre kapott sebességi
allandokkal egyiitt a IV.4.2.2 tablazatban tiintettiik fel.

A Gd(DO3PA)-komplexek esetében a disszociacio sebessége linedrisan
valtozik a H'-ion-koncentracié valtozasaval, igy a Kgs értékeket a kovetkezd

egyenletre illesztettiik:
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Kobs = Ko + ki[H'] IvV.4.2.8

Az 1V.4.2.8 egyenlet segitségével kiszamitott sebességi allandokat a 1V.4.2.2
tablazatban tiintettiik fel.

IV.4.2.2 tablazat A DOTA, DO2A2P, DO3P, DO3PA és DOTP ligandumok Gd**-ionnal

kialakul6é komplexeinek disszociacidjat jellemzo6 sebességi allandok (25 °C)

Ko (s™) ky M 's™ ko (M%)
Gd(DOTA)* <5%x10° 8.4 x107° -
Gd(DO2A2P) | (43+0,5)x10° | (1,95+0,04)x 107 -
Gd(DO3PA) | (1,4402)x10° | (2,7+0,1)x 107 -
Gd(DOTP)" - 54x%x10™* -

Gd(DO3P) (3,6+£0,5)x 10" 2,14+0,2 2811 +93
“1122], ™ [124]

A 1V.4.2.2 tablazatban szerepld adatok Osszehasonlitasabol kitiinik, hogy a
foszfonatcsoportok szamanak novekedése kedvez a disszociacio lejatszodasanak,
mind a spontan (ko) mind a protonkatalizalt disszociacio6 (k;) esetén. A Gd(DO3P)-
koordinacios kalitka sokkal kevésbé merev szerkezetének tulajdonithatd, illetve
annak, hogy a makrociklus szabad nitrogénje konnyebben protonalhaté, mint a
tobbi nitrogén. A Gd(DO3P)-komplexben kotott ligandum N-donoratomjanak
protonalodasat kovetéen a fémion kdnnyebben kilép a nyitottabb koordinacios
kalitkabol. Osszeségében elmondhatd, hogy a DOTA acetatcsoportjainak
metilénfoszfonat-csoportokra torténd fokozatos cseréje, a komplexképzddés
sebességének csokkenését, mig a komplexek sav katalizalta disszociacoja

sebességének novekedését eredményezi.
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IV.5 A Ln(TETA(PO,H),)-komplexek egyensulyi és kinetikai sajatsagai

1V.5.1 Egyensulyi vizsgalatok

Az irodalombdl mar ismert, hogy a tetraaza-makrociklusos ligandumok
gyturiméretének novelése a DOTA 12-es gylirlitagszamahoz képest, mind a
termodinamikai stabilitasi allandok, mind a kinetikai inertség szempontjabol
kedvezotlen. Kinetikai szempontbdl, a nagyobb gylrii nagyobb flexibilitdsa
makrociklusos ligandumokkal képz6dé komplexek stabilitasi allandoit a IV.5.1.1

tablazatban hasonlitjuk Ossze.

IV.5.1.1 tablazat A DOTA, TRITA és TETA ligandumok Gd*'-komplexeinek stabilitasi

allandoi

DOTA*® TRITA® TETA®

log Kea 24,0 19,17 13,77
*Ref. [127]

A TETA(POH), (késobbiekben TETAPO) Iligandum lantanoida- és mas
fémionokkal képz6dé komplexeinek vizsgalata olyan szempontbol érdekes, hogy
milyen hatdssal van a stabilitasi allandokra, valamint a kinetikai inertségre a TETA
ligandum gytirijébe bevitt két foszfinatcsoport. Ez azért is kiilonosen érdekes, mert
olyan makrociklusos ligandumot, melynek a gylriijében toltéssel rendelkezo
funkcios csoport lenne, korabban nem szintetizaltak.

Orvig ¢és munkatarsai tanulmanyoztak a TETAPO ligandum és
komplexeinek (La’", Gd**, Lu®") egyenstlyi viselkedését, meghatiroztdk a
ligandum protonalodasi allandoit (IV.5.1.2 tablazat), valamint néhany
komplexének stabilitasi allandoit (IV.5.1.3 tablazat). Ugyanakkor, annak ellenére,
hogy a ligandum donoratomjainak szama 10, egyik esetben sem feltételezték a
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kétmagvi komplexek kialakulasanak lehetdségét. Ezért tartottuk célszeriinek
meghatarozni a stabilitasi allando értékeket ujra, oly modon, hogy részletesen
vizsgaljuk a kétmagvi komplexek kialakulasanak lehetdségét.

Egyenstilyi vizsgalataink soran ezért pH-potenciometriasan, kiilonb6zo
fém—ligandum aranyoknal végeztink méréseket és ezeket egyiitt illesztve
szamoltuk a kialakuld részecskék stabilitasi allandoit (IV.5.1.3 tablazat). A
ligandum donoratomjainak és a fémionok koordinaciés szamanak figyelembevétele
alapjan az ML 0Osszetételi komplexek mellett protonalt és kétmagvu részecskék

képzddését feltételeztiik.

IV.5.1.2 tdbldzat A TETAPO ligandum protonalodasi allandéi (25 °C, 1,0 M KCl)

TETAPO TETAPO"
log K, 8,43(0,01) 8,45
log K» 7,73(0,01) 7,76
log K; 4,84(0,01) 4,78
log Ks 4,13(0,01) 4,08
log Ks 2,43(0,01) 1,89

*[128] (0,16 M NaCl, 25 °C)

IV.5.1.3 tdblazat A TETAPO ligandum komplexeinek stabilitasi allandoi (25 °C, 1,0 M
KCI)

log Ky log Kyin log Kymor log Kyim
Cu** 13,88(0,07) | 7,83(0,05) | 3,54(0,03) | 10,29(0,02)
Cu* 12,44 8,19 4,48 -
Zn** 8,94(0,05) | 7,87(0,03) | 4,28(0,01) | 7,20(0,01)
7Zn** 8,63 8,36 4,37 -
Ca** 5,02(0,02) | 7,86(0,01) | 4,76(0,05) | 3,89(0,01)
9Ca* 6,24 7,04 3,33 -
Mg** 2,76(0,02) | 7,91(0,04) - -
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1V.5.1.3 tablazat (folytatas)

log Ky log Kyin log Kyt log Kyim log Kumron
Ce’” 14,74(0,01) | 3,81(0,02) | 3,72(0,01) | 3,74(0,01) -
Nd* 14,53(0,03) | 4,22(0,05) | 3,88(0,01) | 4,68(0,02) —
Eu’* 13,66(0,05) | 5,16(0,06) | 4,01(0,02) | 6,03(0,02) | 11,32(0,07)
Gd** 12,88(0,03) | 5,47(0,03) | 4,00(0,01) | 6,18(0,01) | 10,84(0,05)
YGd*" 12,74 6,33 4,25 - -
Ho’* 11,94(0,04) | 6,54(0,03) | 3,73(0,02) | 7,49(0,02) | 10,72(0,05)
Er’” 11,86(0,05) | 6,59(0,04) | 3,83(0,02) | 7,39(0,02) | 10,27(0,07)
Yb** 12,55(0,05) | 6,46(0,03) | 3,36(0,05) | 7,78(0,02) | 10,44(0,06)
Lu** 13,15(0,05) | 6,38(0,04) | 3,52(0,05) | 7,46(0,03) | 10,48(0,07)
YL’ 11,71 7,56 4,46 - -
*1128] (0,16 M NaCl, 25 °C)
Az eredmények illetve a stabilitasi allandokban mutatkozo kiilonbségek

értelmezése konnyen megteheté, ha megnézziik a Gd(TETAPO)® -komplex

eloszlasi diagramjat (IV.5.1.1 abra).

110




IV. EREDMENYEK

Gd3+ GdL

1.0

Cem, komplexben/ Cteljes féem

pH
IV.5.1.1 dbra A Gd*" — TETAPO® — H' rendszer eloszlasi diagramja (1 mM)

Az eloszlasi diagrambol egyértelmiien kideriil, hogy a 2 — 7 pH-tartomanyban még
1-1 fém-ligandum arany esetében is megjelenik a kétmagvii Gdy(TETAPO)
részecske (pH = 8 folott a komplex hidrolizise is bekovetkezik). A kétmagva
komplexek képzodésének figyelembevétele nélkiil a szamitott stabilitasi
allandokban a vizsgalt rendszert6l fiiggéen kisebb-nagyobb eltéréseket
tapasztalunk és az egyensulyi rendszerek viselkedése nem irhato le jol. A pH-
potenciometrias mérések alapjan  feltételezett modell érvényességének
bizonyitasara spektrofotometrias méréseket végeztiink. Folvettik a Nd-TETAPO
rendszer lathaté abszorpcidés spektrumait a 420440 nm-es tartomanyban
kiilonb6z6 fém-ligandum aranyoknal és eltéré pH értékeknél (IV.5.1.2 ébra).
Ahogy azt az irodalmi attekintésben mar targyaltuk a Nd’*-ion abszorpcids

spektrumai alkalmasak a komplexképz6dés kovetésére.
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Amax(Nd*aq) = 427,1 nm

-~ 3Nd:L pH=5,8
2Nd:L pH =5,8

v - WM Nd:L pH=58
- - M Nd:L pH=5,0

e tagers N/‘\\’M Nd:L pH=3,9
v Nd:L pH=2,9

%WN\WW Nd:L pH=2,l

424 426 428 430 432 434
A (nm)

IV.5.1.2 &bra A Nd-TETAPO rendszer abszorbancia spektrumai kiilonb6z6é fém-ligandum
aranyoknal és pH értékeknél (25 °C)

A Nd-TETAPO rendszerben a komplexképzédés pH = 3 értéknél
gyakorlatilag befejezédik, amit a szabad Nd**-aq abszorpcids savjanak (427,1 nm)
eltiinése jelez. Ezzel parhuzamosan 1j sav jelenik meg a nagyobb hullimhosszak
iranyaban (428,6 nm). Ennek a savnak a maximuma a pH ndvekedésével a 3—6 pH-
tartomanyban tovabbi igen kis mértékii eltolodast mutat (428,8 nm). Ennek
magyardzata, az eloszlasi gorbe alapjan (IV.5.1.3 abra) az lehet, hogy ebben a
tartomanyban a pH novekedésével fokozatosan csokken a protonalt és a kétmagvu
komplexek mennyisége és pH = 6-t6l mar csak a teljesen deprotonalt
Nd(TETAPO)* -komplex van jelen. A Nd*-ion ezen abszorpciés savja
eltolédasanak mértéke aranyos a fémion koordinaciés szférajanak ,telitettségével”,
azaz tobb donoratom koordinacioja nagyobb mértékii eltolodast okoz. Az itt
tapasztalt kismértéki eltolodas lehetséges magyarazata, hogy a deprotonalodas a
ligandum koordinaciojat nem befolyasolja nagymértékben, vagyis a protonalodas
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szabad donoratomon torténik. Az egyszeres Nd’™-ion feleslegnél (2[Nd*]:[L]
arany) felvett spektrumban alig jelenik meg az akvakomplexre jellemz6
abszorpcios sav, ami bizonyitja a kétmagvi komplex képzodését, valamint
alatamasztja az egyensulyi mérések értékelésénél tett feltevések helyességét
(IV.5.1.3 4bra). Kétszeres fémion feleslegnél (3[Nd*]:[L]) azonban mar
megjelenik a szabad Nd**-ionra jellemz6 abszorpcios sav, melynek intenzitasa
megfelel az egy ekvivalens Nd*“aq-ionnak. A kétmagvii komplex képzédése
mellett tehat kizarhaté a harommagva komplex képzddése. Szembetling, hogy az
1:1 fém-ligandum aranyu valamint a kétmagvii komplexre jellemzd sav
maximumai csak kis mértékben kiilsnbznek egymastol (1:1 [Nd*]-[L] = 428.8
nm, 2:1 [Nd*"]-[L] = 428,6 nm). Ez azt mutatja, hogy a kétmagvu komplexben a
fémionok koordinacids szféraja nem tér el jelentdsen az 1:1 komplexben levo
fémionétol. Az 1:1 komplexben a makrociklusos gytirii térbeli elrendezédése miatt
nem valdsulhat meg a makrociklus négy N és két foszfinat-oxigén donoratomjanak
egyidejii koordinacidja. Ugyanakkor a kétmagvi komplexben a két fémion
kolcsonhatasba Iéphet a ligandummal ugy (két oldalrél), hogy annak minden
donoratomja koordinalodik, igy az egyes fémionok koordinacids szférajanak
telitettsége nem kiilonbozik jelentésen az 1:1 komplexben kotott fémionétol.
Erdekes, hogy a Ce,L Gsszetételii komplex stabilitasa viszonylag kicsi, de a
rendszam novekedésével az Ln,L. komplexeké hatarozottan n6 (IV.5.1.3 tablazat).
Ez azt mutatja, hogy a Lal- vagy CeL-komplexek esetében feltételezhetéen még a
ligandum kozel 6sszes donoratomja koordinalodik, majd a Ln’*-ionok méretének
csokkenésével egyre nagyobb a szabad donoratomok szama, ezért a masodik Ln’"
koordinacidoja mind nagyobb valdszinliséggel kovetkezik be. Ezzel a
megallapitassal teljesen dsszhangban vannak a *'P-NMR vizsgalataink eredményei

(asd késdbb).
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NdL

Ctem, komplexben/ Cteljes fém
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IV.5.1.3 dbra A Nd*" (TETAPO)-komplexek koncentracio eloszlasi diagramja 1:1 és 2:1

[Nd**]:[L] aranynal (10 mM ligandum koncentraciéra)
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A kisebb rendszamu, nagyobb méretii Ln’*-ionok még feltehetden a
donoratomok alkotta, a DOTA-énal kevésbé merevebb koordinacios ,kalitka”
kozepén helyezkednek el, de az ionméret csokkenésével a Ln’"-ion egyre inkabb a
kalitka egyik felében helyezkedik el, amikor 2 nitrogén, két karboxilat oxigén
mellett esetleg foszfinat oxigén koordinaldédik. A komplexek szerkezetében a
rendszam ndvekedésével bekovetkezd ilyen valtozas eredményezheti az LnlL-
komplexek stabilitdsi allandoéi értékében tapasztalt menetet. A log Ky értékek a
Ce*"-iont6l az Er’'-ionig csokkennek feltehetéen a koordinacids kalitka és a
fémionok méretének novekvd kiilobsége miatt. Az Er’’-ion utani fémionok még
kisebb mérete azt eredményezi, hogy azok inkabb a TETAPO egyik felét alkoto
bisz-(N-karboximetil-N-metil)-foszfinsav ((HOOC-CH,-N-CH,),PO,H)
donoratomjaihoz koordinalédnak, amivel erdsebb lehet a kdlcsonhatasuk és a
stabilitasi allandok Lu’*-ionig ndnek. A stabilitasi allandé értékében persze szerepe
van a TETAPO nagyobb negativ toltésének és ezzel magyarazhatjuk, hogy a
stabilitasi alland6 értéke a Lu(TETAPO) esetében log Ky = 13,15 (IV.5.1.3
tablazat), mig a Lu-bisz(N-karboximetil-N-metil)-foszfinat esetében csak log Ky
= 8,68 [129].

A komplexekben kialakulo, ugymond ,,laza” koordinaciot tamasztja ala a
protonalddasi allandok nagy értéke, ami az elsé protonalodasi allandok esetében
egyértelmiien a gyiiri egyik N donoratomjahoz rendelhet6 (IV.5.1.3 tablazat). Ha
jobban szemiigyre vessziik az els6 protonalddasi allandok értékeit, akkor azt latjuk,
hogy a Ce**-t6l a Er’'-ig hatarozottan novekednek a log Ky allandok, mig a
lantanoida sor végén kozel megegyeznek. Ez a tény is igazolhatja az el6z6ekben
vazolt magyarazatot a stabilitasi allandok menetének a valtozasara.

Elképzelésiink igazolasara *'P-NMR-es méréseket végeztiink La(TETAPO)
és Lu(TETAPO) komplexek esetén. Mind a két rendszernél folvettiik az LnL és
Ln,L 6sszetételii komplexek *'P-NMR spektrumat, amit a IV.5.1.4 dbran mutatunk
be. A A La-TETAPO 1-1 6sszetételii rendszerben, egyetlen foszforjelet talalunk,

ami csak abban az esetben lehetséges, ha a makrociklusos gytirtiben talalhatd két
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foszforatom kémiai kornyezete azonos, tehat a La’™-ion koordinacioja
szimmetrikus a makrociklus donoratomjaival. Ha a La*™-iont feleslegben
alkalmazzuk a ligandumhoz képest, a spektrumokban két foszfor jel mutatkozik,
ami egyértelmiien utal a kétmagvi komplexek képzodésére, tehat a gyliri két
foszforatomjanak kémiai kornyezete eltéré, ami egyben a La’’-ionok kémiai

kornyezetének kiilonbozoségét is jelenti.

La:TETAPO 33,946 ppm ——>
1:1
pH=17,0
40,8 ppm
szabad ligandum

i T i T T T T T T T T T i T T T T U
49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
(ppm)

La:TETAPO 33,303 ppm ——»
2:1
pH=6,0 36,829 ppm ——>»

Integral arany
62,5/37,5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
(ppm)
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33,220 ppm ——»
La:TETAPO

5:1
pH=6,0

37,248 ppm——»

Integral arany
54,5/45,5

33,116 ppm —»

La:TETAPO
10:1
pH=46,0

37,257 ppm —»

Integral arany
49,2/50,8
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Lu:TETAPO
1:1
pH=9,0

<+«—47,264 ppm

34,768 ppm ——»

40,794 ppm
szabad ligandum

Lu:TETAPO
2:1
pH=6,0

35,693 ppm ——»

a1

43 42 a1 40 29 38 il 36 35 e 33 e
(ppm)

IV.5.1.3 dbra A La(TETAPO)- és Lu(TETAPO)-komplexek *'P-NMR spektrumai (25 °C)

A Lu-TETAPO rendszerek esetében pontosan forditott a helyzet. 1:1 Lu*'—
L osszetételnél a spektrumban két jelet talalunk, tehat a két foszfor nem ekvivalens
egymassal, kornyezetiik eltérd, a Lu*"-ion az egyikhez kozelebb helyezkedik el.
Ugyanakkor 2:1 aranyu 0Osszetételnél egy jelet kaptunk, igy nincs kiilonbség a

foszforatomok kémiai kornyezetében, ami csak abban az esetben valosulhat meg,
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ha a két Lu’"-ion megegyezd moédon koordinalodik a ligandumhoz, ami
alatamasztja, azt a feltevést, hogy a két Lu’"-ion a ligandum egy-egy ,.feléhez”
koordinalodik.

Egyenstilyi méréseink eredményeit, miszerint a TETAPO ligandum képes
kétmagvu komplexek kialakitasara, sikeriilt igazolnunk, mind spektrofotometrias,
mind *'P-NMR spektroszkopias mérésekkel. A TETAPO ligandum nagy stabilitast
kétmagvh komplexeket képez, amiben dontd szerepe van a makrociklusban
talalhatd két foszfinatcsoportnak, hiszen a gyliriméretében hasonldé TETA
ligandumnal kétmagva komplexek képzodését nem figyelték meg. A Lu(TETAPO)
és Luy(TETAPO) esetében a °'P jel kémiai eltolodasa kozel azonos, ami
alatimasztja azt az elképzelést, hogy a LuL-komplexben a ligandum ,fele”

koordinalodik a Lu*-ionhoz.

IV.5.2 Kinetikai vizsgalatok

Ahogy azt a bevezetdben mar emlitettiik, a makrociklus nagyobb
gylriimérete a flexibilitds ndvekedésén keresztiil, csokkenti a lantanoidakomplexek
kinetikai stabilitasat. Az irodalomb6l mar ismert, hogy a Ln*"-ionok komplexeinek
kinetikai stabilitisa a DOTA > TRITA > TETA iranyban csdkken (IV.5.2.1
tablazat). Célszertinek téint megvizsgalni a TETAPO ligandum Ln’"-ionokkal
alkotott komplexeinek kinetikai stabilitasat abbol a célbol, hogy a makrociklusban
levo foszfinatcsoportok hogyan befolyasoljak a komplexek kinetikai viselkedését.

Megvizsgaltuk a Nd(TETAPO) és Yb(TETAPO) komplexek disszociacios
reakcidinak kinetikajat a kovetkez6 (IV.5.2.1 egyenlet) fémioncsere reakcid

segitségével:

Ln(TETAPO)* + Eu” === Ln’* + Eu(TETAPO)* 1[V.5.2.1
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Az egyenletbd] lathatd, hogy kicseréld fémionként Eu’ -iont hasznaltunk, melynek
koncentracidjat 10—40-szeres feleslegben alkalmaztuk egyrészt a pszeudo-
elsérendii feltétel biztositasara, masrészt azért, hogy a konverzid6 nagymértékii
legyen. Vizsgalatainkat az 5,3-6,3 pH-tartomanyban végeztik
spektrofotometridsan, stopped-flow technikaval, mivel a kicserélodési reakciok
nagy sebessége nem tette lehetové a konvencionalis spektrofotometria hasznalatat.

Mivel a fémioncsere reakcidokat pszeudo-elsérendii feltételek kozott

hajtottuk végre, igy a kicserélddési reakciok sebessége a kovetkezd:

_d[Ln(TETAPO)] K

it obs [ILD(TETAPO)] Iv.5.2.2

ahol Kgps pszeudo-elsérendii sebességi allando, [Ln(TETAPO)] pedig a komplex
teljes koncentraciojat jeloli.

A Ln(TETAPO)-komplex fémioncsere reakcioira kapott K. értékeket a
protonkoncentracio fliggvényében abrazolva (IV.5.2.1 abra, IV.5.2.2 4bra) lathato,
hogy a kicserélddési reakcio sebessége linearisan ndvekszik a proton koncentracid

novekedésével, valamint a reakci®é sebessége n6 a kicseréld fémion

crcr

.....

(IV.5.2.3 egyenlet), protonkatalizalt uton (IV.5.2.4 egyenlet), amit a hidrogénion-
koncentraciotol valo linearis fiiggés indokol, valamint a kicserélé fémion kdzvetlen
tamadasaval egy kétmagvu koztiterméken keresztiil (IV.5.2.5 egyenlet). A
szabadd4 valo ligandum gyorsan reakcioba 1ép a foloslegben jelenlevé Eu’'-

ionokkal.
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IV.5.2.1 dbra A Nd(TETAPO)-komplexek disszocidcids reakcidjanak Ky, értékei a [H']
fliggvényében. Az Eu’" kicseréld fémion koncentracidja 10- (m), 15-(e), 20-(A), 30-(*) és
40-szeres (x). (25 °C)

5.0
4.5
4.0

3.5

S T T S
/
X

4 | ]

3.0j [ )

2.5

2.0

1 | ]

sS4+
0 1 2 3 4 5

[H'] (x 10%)

kobs (Sgl)

v b b b b b b a g

IV.5.2.2 dbra A Yb(TETAPO)-komplexek disszocidcids reakcidjanak K, értékei a [H']
figgvényében. Az Eu®" kicseréld fémion koncentracidja 10- (m), 20-(e), 30-(A), 40-(*) és
50-szeres (x). (25 °C)
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ko
Ln(TETAPO)> ——— Ln*" + TETAPO® Iv.5.2.3

k
Ln(TETAPO)* + H' == Ln(HTETAPO)> — Ln*" + HTETAPO® 1V.5.2.4

X ks
Ln(TETAPO)® + Eu’" = Ln(TETAPO)Eu — Ln*" + Eu(TETAPO)* 1V.5.2.5

Az emlitett harom reakcioutat, a IV.5.2.1 és [V.5.2.2 abrak adatait figyelembe véve

......

adhat6 meg:
Kobs = Ko + Ki[H'] + ks[Eu’'] IV.5.2.6

ahol ko a spontan disszociaciot, k; a protonkatalizalt disszociaciot, mig k; a
kicserélo fémion kozvetlen tamadasaval lejatszodo reakcidutat jellemzo sebességi
allando.

A kapott K értékeket a IV.5.2.6 egyenlettel illesztve kiszamoltuk az egyes
reakcidutakat jellemzO sebességi allandokat, amelyeket a IV.5.2.1 tablazatban
mutatunk be. A tdblazatban 6sszehasonlitas céljabol foltiintettiik az analog TETA,
TRITA és DOTA komplexek disszociacios reakcidit jellemzo sebességi allandokat.

A TETAPO ligandum lantanoidakomplexeinek kinetikai stabilitasat
jellemzd sebességi allandokat Osszehasonlitva a DOTA-, TRITA- és TETA-
komplexekével, szembeting, hogy a TETAPO-komplexek kinetikai stabilitasa
nagysagrendekkel kisebb. A sebességi allandokban mutatkozo kiilonbségek oka

egyértelmiien a makrociklusban jelenlevd foszfinatcsoportoknak tulajdonithato.
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IV.5.21 tédblazat Az NA(TETAPO)- és YB(TETAPO), valamint a Yb(TETA)-,
Gd(TRITA)- és Gd(DOTA)-komplexek disszocidcids reakcioit jellemz6 sebességi allandok

ko (s™) ky M's™) ks M7s™)

Nd(TETAPO) 1,3 +0,04 (3,1£0,1) x 10° 76,6 + 2.4

Yb(TETAPO) 02340,02 | (3,0+£0,07)x 10° 34,6+ 12
Yb(TETA)* 0,8 107" 1,76 -

Gd(TRITA)" <6,0 x 10”7 0,21 3,7x 107"
Gd(DOTA)® 5x10" 2x107° -

= 130], ™ [131], © [132]

Ugy tiinik, hogy a foszfinatcsoportok beépitése a gyfiriibe, a gyiirii flexibilitisanak
nagymértékii novekedését eredményezi, valamint a Ln*"-ionok koordinacioja sem
valosulhat meg sztérikus okok miatt, oly modon, ahogy az a TETA, TRITA ¢és
DOTA ligandumok esetén. Mivel a gylirii N donoratomjainak koordinacidja sokkal
soran a komplex protonalédasa konnyebben bekovetkezik, ami a protonkatalizalt
uton lefolyd csere sebességi allandojanak ndvekedéséhez vezet. Az adatokbol jol
lathatd, hogy a fémcsere reakciokban nagyobb pH értékeknél jelentds szerepe van a
kicseréld fémion kozvetlen tamadasaval lefolyé reakcidttnak is, ami a kétmagvu

TETAPO-komplexek nagy stabilitasaval magyarazhato.
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V.6 A Gd(DOTA-4AMP)-komplex vizsgalata

1V.6.1 Egyensulyi vizsgalatok

Az orvostudomany fejlodésével egyre nagyobb igény mutatkozik olyan
kontrasztanyagok kifejlesztésére, amelyek segitségével az él6 szervezetben lehet
lokalis homérsékletet [67, 68], pH-t [69], oxigén parcialis nyomast [70-72],
kozben meghatarozni. A legfontosabb felhasznalasi teriiletek kdzé tartoznak a vese
kiilonb6zo koros elvaltozasainak diagnosztikaja, valamint a rakos daganatok
helyének meghatarozasa az €16 szervezetben [133, 134]. A rakos elvaltozasok
azonositasaban fontos szerepe lehet a pH-érzékeny kontrasztanyagoknak, mivel a
rakos szervben a testfolyadék pH értéke alacsonyabb az él6 szervezetre altaldnosan
jellemzé pH = 7.4-es értéknél. Az MRI-kontrasztanyagokat mar évtizedek ota
alkalmazzak az orvosi diagnosztikaban, de kozottiik nincs a pH mérésére alkalmas
vegyiilet. A DOTA-tetraamid szarmazék DOTA-4AMP ligandum Gd-komplexe
egy Uj lehet6ség a pH in vivo meghatarozasara, féleg olyan szdvetek, szervek
esetén, ahova a mar régota ismert mikroelektrodokat nem lehet bejuttatni [135,
136]. Az MRI technika, megfeleld kontrasztanyag alkalmazasaval, a legjobban
alkalmazhatd modszerré valhat a szervezeten beliili pH-mérésre, hiszen a
szovetekben talalhaté viz mennyisége és pH-értéke jelent6s hatast gyakorol a
kapott kép kontrasztossdgara, a kontrasztanyagként hasznalt komplex belsd
szférajaban talalhat6 vizmolekula és a szervezet vizmolekulai kozott lejatszodo
cserének koszonhetden. Az alkalmazasra keriil6 komplexeknek ugyanakkor nagyon
sok kritériumnak meg kell felelni, amelyek kozott ott taldljuk a nagy
termodinamikai és kinetikai stabilitast, a nagy érzékenységet a pH valtozasara. Az
alkalmazott komplex nem lehet toxikus és nem lehet érzékeny a szervezetben jelen

1év6 endogén fémionokra, aninonokra és enzimekre [137]. Ebben a fejezetben a pH
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értékére érzékeny GA(DOTA-4AMP)-komplex egyensulyi ¢€s relaxometrias
mérésekkel végzett vizsgalatanak eredményeit mutatjuk be.

Meghataroztuk a DOTA-4AMP ligandum protonalddasi allanddinak
értékét pH-potenciometriasan, mind Mey;NCl, mind KCl ionerésség mellett, amiket

aIV.6.1.1 tablazatban tiintettiink fel.

1,0 M Me,NCl 1,0 M KCl DOTAGIy*

log K, 9,97(0,03) 8,78(0,03) 9,19
log K, 7,84(0,05) 7,69(0,03) 6,25
log K 7,44(0,04) 7,21(0,04) 4,08
log K4 7,01(0,04) 6,66(0,04) 3,45
log Ks 6,50(0,04) 6,17(0,04) 3,20
log K 5,91(0,03) 5,44(0,04) 1,40
log K5 2,46(0,04) 2,17(0,05) -

log K 1,92(0,03) 1,1(0,1) -

“1138] (1,0 M KCl)

Ahogy az a IV.6.1.1 tablazatban lathatd, mindkét ionerdsség esetén nyolc
protonalodasi allandét tudtunk meghatarozni és amint az varhaté is, KCl
ligandum és a K'-ion kozott valamiféle kolesonhatas alakul ki. Ennek vizsgalatara,
a késbébbiekben kiilon titralasokat is végeztiink és ahogy az a IV.6.1.2 tablazatban
szerepel, a K'-ion nem elhanyagolhatdan kis stabilitasu komplexet képez a DOTA-
4AMP ligandummal. A protonalddasi allandokhoz visszatérve, elmondhatjuk, hogy

az els6 két protondlodasi folyamat, a protondlodasi allandok értékét tekintve,
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feltételezhetéen a makrociklusos gylrii két nitrogén donoratomjahoz rendelhetd,
ahogy azt a DOTA-Gly ligandumnal tapasztaltak, [138] mig a kdvetkezd négy
protonalodasi folyamat (log K; — log Ks) a foszfonatcsoportok bazikusabb
oxigénjéhez. A hetedik és nyolcadik protonalodasi folyamat esetében azonban
bonyolultabb a helyzet. Mivel NMR-spektroszkopias méréseket nem végeztiink,
nem tudjuk megmondani, hogy az utolsé két protonaldodasi folyamat a gytirt
nitrogénekhez rendelheté-e, vagy a foszfonat oxigénekhez. A protonalddasi
allandok értékét tekintve mind a két lehet6ség fennall.

A kiilonb6zé ionerdsségeknél meghatarozott protonalédasi allandok
kiilonbségébdl adddoan, ahogy azt mar korabban emlitettiik, kideriilt, hogy a
DOTA-4AMP ligandum kolcsénhatasba 1ép a K'-ionnal, ezért Me4NCl ionerésség
alkalmazdsa mellett titralasokat végeztink a K'-ionnal kialakuld komplex
stabilitasi allandéjanak meghatirozasira. Hasonlo titrdldsokat végeztiink Na'- és
Ca’"-ion esetében is és meghataroztuk az egyes ionok komplexeinek stabilitasi

allandoit (IV.6.1.2 tablazat).

IV.6.1.2 téblazat A DOTA-4AMP ligandum K, Na® és Ca*'-ionnal kialakul6
komplexeinek stabilitasi allandoéi (25 °C, 1,0 M Me4NC1)

Na’ K" Ca’+
M+L 3,72(0,03) 2,34(0,09) 11,16(0,06)
ML + H 7.87(0,06) | 8.86(0,06) | 8,11(0,06)
MHL+H | 7,77(0,04) - 7,29(0,05)
MH,L + H - - 6,69(0,06)
MH,L + H _ - 6,14(0,03)

Nem meglepd, hogy a vizsgalt ionok koziil a Ca®* képezi a legstabilisabb

komplexet, ugyanakkor a komplex stabilitasi allanddja nem tér el jelentdsen a
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DOTA-Gly ligandummal kialakulé komplex stabilitasi allandojatol (log Kcapora-ay
= 10,4), a két ligandum kozott meglevé nagy bazicitas kiilonbség ellenére. A Ca®'-
ionnal végzett titralasaink soran azt tapasztaltuk, hogy savas tartomanyban lag
adagolasat kovetéen a komplex kialakulasa nem volt pillanatszer(i, amit a pH lasst
csokkenése jelzett. Ennek oka feltételezhetden az, hogy a Ca*'-ion komplexet
képez a ligandum foszfonatcsoportjaival, ami megneheziti belépését a
makrociklusos gylirii és az amid-oxigének altal meghatarozott koordinécios
kalitkaba. Ugyanakkor Ca(DOTA-4AMP)- és a Ca(DOTAGly)-komplexek
stabilitasi allandoinak kis kiilonbsége valdszintisiti a Ca®-ionnak a gyfirti
nitrogénekhez és az amid-oxigénekhez torténd koordinalodasat a Ca(DOTAGlIy)-
komplexhez hasonloan. Ez a tapasztalat egyben elérevetiti a DOTA-4AMP
ligandum lantanoidaionokkal kialakulé komplexeinek lasst képzddését is.
Azokban az esetekben, amikor egy adott ligandummal kialakulo Ln*'-
komplex képzdédése lassu, akkor a stabilitdsi allandé meghatarozasara pH-
potenciometriasan, kiilonmintas médszert alkalmazunk. Esetiinkben a Ca**-ionnal
tapasztalt ,lassi” komplexképzodés indokolta tette, hogy eldkisérletekben
vizsgaljuk az egyensuly beallasahoz sziikséges id6t. Ezért megvizsgaltuk a DOTA-
AAMP és a  Ce'™-ion kozott lejatszodé  komplexképzOdési  reakciot
spektrofotometridsan (IV.6.1.1 abra). Az abszorbancia gorbéket pH = 7,0 értéknél
vettiik fel az id6 fiiggvényében. Azt tapasztaltuk, hogy az 0sszekeverés utan egy
koztitermék alakul ki pillanatszeriien. A koztitermékben a Ce’*-ion a DOTA-
4AMP ligandum foszfonatcsoportjait koordinalja, majd ezutan egy lassu
folyamatban keriil be a gytirii nitrogének és az amid-oxigének altal meghatarozott
koordinacios kalitkaba. A pH = 7,0 értéknél azonban azt figyeltiik meg, hogy a
komplex képzédése még 5 ora elteltével sem teljes (a komplexre jellemzd
abszorbancia gorbét pontozott vonallal jeloltiik) ezért konnyen belathatd, hogy a
komplex stabilitasi alland6janak meghatarozasa 2,0-es pH-értéknél nem lehetséges.
Ha feltételezziik, hogy a komplex kialakulasahoz sziikséges id6 7,0-es pH-n 10 ora,

akkor irrealisan hosszu idot kellene varni az egyensuly beallasara. Mindemellett a
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koztitermék stabilitasi allanddjanak valosziniisithetden nagy értéke miatt, kisebb
pH-értékeknél a fémion nem is 1ép be a koordinacios kalitkaba. Ez konnyen
elképzelhetd, hiszen a DOTA szarmazék DO2A2P ligandum esetében, ahogy azt az
el6z6ekben mar targyaltuk, a kialakulo koztitermék stabilitasa, amikor a lantanoida
ion a ligandum két karboxilat- és két foszfonatcsoportjat koordinalhatja log Kcer o
= 10,45. Ha azt is figyelembe vessziik, hogy a DOTAGlIy ligandummal kialakulo
Gd-komplex stabilitasi allandojanak értéke log Kgaporacy = 14,54, akkor savasabb
pH tartomanyban (pH < 4,0) a proton valésziniileg sikerrel verseng a lantanoida
ionnal szemben a gylrii nitrogénekért, ami a komplex kialakulasat lehetetlenné

teszl.

0.4

0.35 +

komplex

abszorbancia

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
A (nm)
IV6.1.1 &bra A Ce*'-ion és a DOTA-4AMP ligandum kozott lejatszodo
komplexképzédési reakcid abszorbancia gorbéinek valtozasa az idé fiiggvényében. ([Ce’*]

= [DOTA-4AMP] =5 x 10* M) (A mérés 5 6ra utan leallitva!)

Folvetodhet a kérdés, hogy ha meg tudjuk hatarozni a koztitermék stabilitasi
allandgjat, esetleg ha az Iétezik, protonalddasi allandojat is, akkor annak
felhasznalasaval, miért nem tudjuk meghatarozni a komplex stabilitasi allandojat

nagyobb pH-értékeknél Osszeallitott kiilonmintdk segitségével, vagy kozvetlen
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titralassal? A pH-potenciometria ebben az esetben nem alkalmas a stabilitasi
allandé meghatarozasara, hiszen nem tudunk kiilonbséget tenni a koztitermék
GdLH, (melyben két gylrii N protonalddik), valamint a kialakuld komplex kétszer
protonalt formaja kozott (GdH,L, ahol két foszfonat O-atom protonalddik), a
stabilitasi allandok szamitasanal. A Gd-, vagy mas lantanoidaionok DOTA-4AMP
ligandummal kialakulé komplexei stabilitasi allanddinak meghatdrozasara tehat
mas modot kell talalni a jovoben.

Az elozoekben vazolt problémak miatt nem tudtuk meghatarozni a
Gd(DOTA-4AMP)-komplex stabilitasi allando6jat, ugyanakkor protonalddasi
allandéit (IV.6.1.3 tablazat), valamint Ca®’-, Zn®*"- és Cu*'-ionnal kialakulo

kétmagvu komplexeinek stabilitasi allandoit meghataroztuk (IV.6.1.4 tablazat).

IV.6.1.3 tablazat A Gd(DOTA-4AMP) komplex protonalodasi allandéi (25 °C, 1,0 M
KCl)

pKa
log Kaarn, 7,20(0,01)
log Kaan, 6,47(0,01)
log Kaarm, 6,03(0,01)
log Kearn, 5,36(0,01)

IV.6.1.4 tablazat A Gd(DOTA-4AMP) Ca®*, Zn®>" és Cu’'-ionnal kialakulé kétmagvi
komplexeinek stabilitasi allandoéi (25 °C, 1,0 M KCl, log K)

M= Ca*" Zn*" cu?
GdL + M 1,87(0,04) 5,28(0,05) 5,39(0,04)
GdLM +H 6,94(0,05) 6,98(0,02) 6,18(0,04)
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A protonalodasi allandok meghatarozasanal gy jartunk el, hogy a Gd(DOTA-
4AMP)-komplexet elészor lugos kozegben eldallitottuk (pH>10) és ezutan savval
titraltuk. A kapott négy protondlddasi allandé a foszfonatcsoportok egy-egy
oxigénjéhez rendelhetd és értékiiket tekintve gyakorlatilag nem kiilonboznek a
protonalédasahoz rendeltiink (log K; — log Kg). Ez bizonyitja, hogy a kialakulé
komplexben nem kovetkezik be a foszfonatcsoportok koordindcidja. A kétmagvi
komplexek stabilitasi alland6éit a Gd(DOTA-4AMP)-komplexre kapott
komplexek vizsgalata azért is fontos, mert a kontrasztanyag szervezetbe torténd
injektalasa utan a vérben jelen 1€vo fémionok befolyasolhatjak annak viselkedését.
A harom vizsgalt fémion koziil a Ca®" képezi a legkisebb stabilitasti kétmagva
komplexet a Gd(DOTA-4AMP)-vel, ugyanakkor ez a kis stabilitds sem
elhanyagolhat6 annak fényében, hogy a vér Ca*’-koncentracidja koriilbeliil 2,5
mM, mig a hozzaférhetd, szabad Zn*" koncentracioja korilbeliil 10 uM, a Cu*'-
ioné pedig 1,0 pM [105]. fgy a Zn*"- és Cu**-ionok hatasa a Gd(DOTA-4AMP)-
komplex viselkedésére varhatoan nagyon kicsi a Ca**-ionokéhoz képest. Altalaban
az egy vizsgalathoz alkalmazott kontrasztanyag mennyiség 0,1-0,3 mmol/kg, igy

7ot . I3 . S 2+ ;o orrrr o7
koncentracidja kisebb a vérben jelen 1évo Ca” koncentraciojanal.

1V.6.2 Relaxometrias vizsgalatok

A pH hatasat a Gd(DOTA-4AMP)-komplex relaxivitasara korabban mar
tanulmanyoztak és publikaltak [139], ugyanakkor a komplexképz6dési egyensuly
lassi bedllasa miatt, valamint a Ca®"-ionnal kialakulo kétmagvi komplexe
képzddése indokoltta tette, hogy a relaxivitas valtozasat a pH fiiggvényében ujra
megvizsgaljuk Ca®*-ion jelenlétében és tavollétében egyarant. A kapott relaxivitas

gorbéket a IV.6.2.1 abran mutatjuk be.
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ri/mM7s!
o

IV.6.21 abra A Gd(DOTA-4AmP)-komplex (1 mM) relaxivitds értékei a pH
fiiggvényében (25 °C, 20 MHz) (135 mM NacCl, 5 mM KClI and 2,5 mM CacCl, jelenlétében

m ¢s tavollétében o) (minden az abran szerepld relaxivitas érték 5 mérési pont atlaga)

Meglepd eredmény volt, hogy a Gd(DOTA-4AMP)-komplex relaxivitas értékei
sokkal kisebbnek adodtak, mint a korabban publikalt értékek [139]. Ennek
magyarazata, hogy az els6 vizsgalatok soran még nem volt ismert a Gd(DOTA-
4AMP)-komplex egyensulyi viselkedése, ami nélkiilozhetetlenné teszi a komplex
lugos pH-n torténd eldallitasat, hogy kikiiszoboljiik a koztitermék okozta zavard
hatasokat. Ugyanakkor a mar publikalt eredményekkel megegyezéen a Gd(DOTA-
4AMP)-komplex relaxivitdsa maximum gorbe szerint valtozik a pH valtozasaval.
Abban az esetben, ha a komplex mellett nincs jelen mas fémion a relaxivitas
maximum pH = 6,3, mig fémionok jelenlétében pH = 6,0 értéknél talalhato.
Osszefiiggést kerestiink a relaxivitds maximumok, valamint a komplex oldataban
megjelend killonbozo protonaltsagi foku részecskék kozott. Azt tapasztaltuk, hogy
a relaxivitdas maximum étékek a Gd(DOTA-4AMP)-komplex kétszer protonalt
formajanak maximalis koncentracio értékével esnek egybe, ahogy azt a 1V.6.2.2
abra mutatja, melyen a relaxivitas és részecskeeloszlas egyiitt van feltiintetve.
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IV.6.22 &bra A Gd(DOTA-4AMP)-komplex részecskeeloszlasi diagramjanak és

relaxivitas értékeinek dsszehasonlitasa (o relaxivitas)

A klinikai vizsgalatokban hasznalt kontrasztanyagok (pl. Gd(DTPA),
Gd(DOTA), stb.) relaxivitasa a 3—-9 pH-tartomanyban fiiggetlen a pH értékeitdl,
mivel a Gd**-ionhoz koordinalt H,O-molekula cseresebessége egy adott érték,
ugyanakkor ebben a tartomanyban a vizmolekulak kozotti protoncsere sebessége is
alland6 (nincs sav- vagy bazis katalizalta protoncsere). A Gd(DOTA-4AMP)
relaxivitas értékei szokatlan menetében nyilvan a foszfonatcsoportok lehetséges
protonalédasanak, kiilondsen a kétszer protonalt komplexek képzdodésének van
donto szerepe.

A kétszer protonalt komplex relaxivitasra gyakorolt hatdsanak egyik
lehetséges magyarazata, hogy a komplexben kotott vizmolekula protoncsere
reakcidban vesz részt a protonalt és deprotonalt foszfonatcsoportokkal, ami
Gd*"-hoz koordinalt vizmolekula protonjai atadoédhatnak a deprotonalt

foszfonatcsoportok oxigénjeinek, majd onnan a kovetkezd vizmolekuldnak,
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mikdzben a protonalt foszfonatcsoportokrol proton keriil a vizmolekula oxigénjére
(IV.6.2.3 abra). Ez a korfolyamat biztositani tudja a Gd**-ion belsd szférajaban
elhelyezkeddé vizmolekula protonjai és az oldoszer vizmolekulak protonjai kdzotti
gyors cserét, ami a relaxivitas ndvekedését eredményezi. A protoncsere lehetséges

utjai a [V.6.2.3 abran vannak feltiintetve.

~o~ ~o~
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IV.6.23 abra A Gd(DOTA-4AMP) komplexben Kkotott vizmolekula protoncsere

folyamatainak lehetséges mechanizmusa.

A Na', K', Ca*-ionokat is tartalmazd rendszer relaxivitis maximumanak
eltolodasat a fémionok és a foszfonatcsoportok kozott kialakuld gyenge
kocsonhatas okozhatja, ami a protonaldédasi folyamatokat a savasabb tartomany
felé tolja. Az eltolodas mértéke ugyan nem jelentds, azonban ez a tény is igazolja a
korabban vazolt elképzelést, miszerint a foszfonatcsoportoknak van dontd szerepe
a komplex relaxacidsebességre gyakorolt hatasanak kialakitasaban.

A Gd(DOTA-4AMP)-komplex érzékenysége a pH valtozasara ugyan nem
olyan jelent6s, mint amennyire azt korabban publikaltdk, de a 6,0-8,0 pH-
tartomanyban bekdvetkezd kozel két egységnyi relaxivitas valtozas lehetdséget
adhat a komplex kontrasztanyagként valo alkalmazasara. Annak ellenére, hogy
nem sikeriilt meghataroznunk a Gd(DOTA-4AMP)-komplex stabilitasi allandojat,
a Gd(DOTA-Gly)-komplex stabilitasi allando értékébél, valamint a Ca*'-ionnal
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kialakulé komplexek stabilitasi allando értékeibdl, jo kozelitéssel azt mondhatjuk,
hogy a Gd(DOTA-4AMP)-komplex stabilitasi allandojanak logaritmusa 14,5-16-
os koriili lehet. A Gd(DOTA-4AMP) endogén fémionokkal kialakulé kétmagva
komplexei varhatban nem befolyasoljak jelentésen a komplex relaxacios

viselkedését in vivo kortlények kozott sem.
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A ritkafoldfém(I1I)-klorid térzsoldatokat 99,9 % tisztasagu (Aldrich, Fluka,
Sigma) ritkafoldfém-oxidokbol készitettiik, 1:1 higitasu sésavban vald oldassal. A
sosav felesleget vizfiirdon végzett, 6vatos, tobbszori beparlassal tavolitottuk el. A
CeCls-oldatot 99,9 %-os tisztasagii CeCls;-bol készitettilk. A ritkafoldfém(IIl)-
Na,H,EDTA mérdoldattal, hexametilén-tetraamin puffer alkalmazisaval (pH =
5,8-6), xilenolnarancs indikator mellett hataroztuk meg.

Az alkalifoldfém- ¢és atmenetifém-klorid torzsoldatok analitikai tisztasagu
alkalifoldfém- és atmenetifém-kloridokbol (Sigma) késziiltek, kétszer desztillalt
vizben vald oldassal. A tdrzsoldatok koncentracidinak meghatarozasa szintén
komplexometridsan tortént Na,H,EDTA mérdoldattal [140].

A pH-étékek és az ionerdsség allitdsahoz, valamint a pufferként hasznalt
oldatok a.lt. minéségli vagy atkristalyositott vegyszerekbdl késziiltek kozvetlen
beméréssel.

A UV-lathatd spektrofotometrias, relaxometrias és NMR-spektroszkopids
mérésekhez hasznalt mintak pH-értékeit Radelkis OP-208/1 pH-mér6 és Metrohm
kombinalt iivegelektrod (6.0234.100) segitségével allitottuk be. A pH-mérd
kétpontos kalibracioja soran Na,HPO4 + KH,PO, (pH=6,865), valamint KH-ftalat
puffert (pH=4,005) hasznaltunk. A mintak pH értékeit cc. HCl-val és tomény
MOH-al (M =K", Na", és Me,N") allitottuk be.

Az egyensulyi vizsgalatokhoz, valamint a Ce(DO2A2P)-komplex
vizsgalatahoz Cary 1E tipust spektrofotométert alkalmaztunk (UV-lathato, 25 °C,
1 cm kvarc kiivetta, a kinetikai vizsgalatokhoz tandem kiivetta), mig a
Ln(EDTMP)-, Gd(DTTAMP)- ¢és Ln(TETAPO)-komplexek disszociacioja
kinetikajanak viszgalatdhoz Applied Photophysics SX-18 MV (1-1,5 ms holtid6, 5

us idéfelbontasu fotoelektronsokszorozé [141]) stopped-flow késziiléket.
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A Gd(DO2A2P)-komplex relaxivitasanak tanulmanyozasahoz, valamint a
Gd(DO2A2P)- ¢s Gd(DO3PA)-komplexek képzodési és disszociacios reakcioi
kinetikajanak vizsgalatahoz MS-4 tipusu NMR spektrométert (Josef Stephan
Institut, Ljubljana) alkalmaztunk. A spektrométer a vizprotonok longitudinalis
relaxacios idejét 9 MHz protonrezonancia frekvencian, 0,2 cm’® oldattérfogatban,
magnesezettség inverzid6 modszerrel (inversion recovery impulzus szekvenciaval
180°-t-90°) méri. Az egyes mérések soran 6-8 kiilonbozo késleltetési idoét (7)
alkalmaztunk, amit a késziilék automatikusan allit be, és egy adott késleltetési
idénél 5-9 mérés atlagolasaval szamitottuk az adott T, értékeket. A mérések soran
a homérséklet allandosagat ultratermosztattal temperalt levegd befuvatasaval
biztositottuk. A Gd(DOTA-4AMP)-komplex relaxacids vizsgalatainal az
elézéekben emlitett MS-4 tipusat NMR spektrométerhez nagyon hasonlé 20 MHz-
protonrezonancia frekvencian mitk6dé Bruker MRS-6 tipusut NMR spektrométert
alkalmaztunk.

A Gd(DO2A2P) esetében az '"O-NMR spektrumokat Bruker Avance 600
NMR spektrométerrel kiilonbdz6 homérsékleteken, 5 mm-es NMR c¢s6
alkalmazasaval vettiik fel. A méréseket 4all6 mintdn a kovetkezd mérési
koriilmények kozott végeztiik: SW = 10000 Hz, 7 ps-os 90°-o0s impulzus, Aq = 10
ms, NS = 1000 scan. A vizsgalt oldatok 2,6 %-ban tartalmaztak H,'’O-et (Yeda,
Israel). A mintat tartalmazdé NMR-csovekbe a lockolas megkonnyitésére
leforrasztott kapilarisban D,O-t tettiink.

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. A ligandum oldatokat 10-20 % D,O-ban készitettiik 0,04—
0,07 M koncentracioban. Az Eu(DO2A2P) és Lu(DO2A2P) mintdkat 10-20 %
D,0-ban készitettiik (0,04—0,07 M) koncentracioban. A 'H-, BC- és *'P-NMR-es
vizsgalatokat JEOL EX-400, Bruker DRX 360 és Bruker Avance 500 NMR-
késziilékeken végeztiik. A "C-NMR spektrumokat kiilonboz6 hémérsékleten
Bruker DRX 360 NMR késziiléken Bruker VT-1000 homérsékletszabalyzo egység

segitségével vettiik fel. Az Eu(DO2A2P)-komplex *'P-NMR spektrumait 40 dB-es
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'H-lecsatolé impulzussal vettik fel. 'H- és "“C-NMR spektrumokhoz belsé
referencianak TMS-t, mig a *'P spektrumokhoz 80 %-os H;POg-at hasznaltunk
kiilsé standardként. A H-H COSY és EXSY spektrumokat z iranyu gradienst
alkalmazva standard JEOL és Bruker impulzus programmal vettiik fel. A EXSY
spektrumok esetében az Eu(DO2A2P)-komplexhez 10 ms-os, mig a Lu(DO2A2P)-
komplexhez 500 ms-os mixing id6t hasznaltunk. A H-C HETCOR és HMQC
spektrumokat JEOL EX-400 és Bruker DRX 360 NMR-spektrométereken vettiik
fel inverz detektalassal z iranyt gradienst alkalmazva, JEOL HMQC és Bruker
HETCOR impulzus programokkal.

A D,0-o0s mintdk pD értékeit cc. DCI- és 2 M NaOD-oldatokkal allitottuk
be (pD = pHuet0,4) [142]. A vizes oldatok pH értékeinek beallitasa, a pH-mérd
kalibralasa és a mintak pH mérése az el6zoekben leirt modon tortént.

A spektrumok kiértékelését és szimulaciojat a Bruker Winnmr®
szoftvercsomaggal végeztik.

A vizsgalt ligandumok szarmazasi helyei:

EDTMP: D.E. Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Debrecen; DTTAMP:
Charles University, Praga, Csehorszag; DO2A2P, DO3P, DO3PA, TETAPO ¢és
DOTA-4AMP: University of Texas at Dallas, USA.

V.1 Egyensulyi vizsgalatok

A pH-potenciometrias vizsgalatok soran Radiometer PHM 93 Reference és
Radiometer PHM 85 Precision pH-mérét, Metrohm kombinalt tivegelektrodot
(6.0234.100) és Radiometer ABU 80 automata biirettat alkalmaztunk. A DOTA-
4AMP ligandummal végzett vizsgalatok egyik részéhez az el6zéekben emlitetteken
tal, Thermo Orion EA 940 pH-mérét, Orion Ross félmikro kombinalt elektrodot és
665 Metrohm Dosimat automata biirettat hasznaltunk. A titralasokat 5, 10, 15 cm’-
es oldattérfogatban, allandd keverés és termosztalas (25 + 0,2 °C), valamint 0,15 M

NaCl, vagy 1,0 M KCI és MesNCl ionerdésségek mellett 0,2 M NaOH-, KOH-,

rrrrrrrr

137



Kalman Ferenc Krisztian: PhD értekezés

KH-ftalat pufferoldat titralasaval hataroztunk meg. A mérések eldtt és alatt a
karbonatosodas elkeriilése érdekében N,- vagy Ar-gazt buborékoltattunk at a
rendszeren.

A pH-mérok kétpontos kalibraciojara KH-ftalat puffer 0,05 M oldatat (pH
=4,005), valamint bodrax puffer szén-dioxidtol elzart N,-atmoszféra alatt tartott
0,01 M oldatat (pH=9,180) hasznaltuk.

A mintak alland6 ionerdésségii oldata és a kombinalt tivegelektrod kalium-
vagy natrium-klorid-oldata kozott kialakuld potencialkiilonbség nem egyezik meg
a pH-mér6 bedllitasara hasznalt KH-ftalat-, illetve boraxoldatok és a kombinalt
iivegelektrod kalium- ¢és natrium-klorid-oldata kozott  kialakuld — diffuzids
potencialkiilonbséggel. Az eltérésbdl szarmazo hibat az Irving és munkatarsai altal
kidolgozott moddszerrel vettiik figyelembe [143], amelynek megfeleldéen egy 0,01
M HCl-oldatot az adott ionerdsség mellett lagoldattal titralva, meghataroztuk a
mért és a szamitott pH kiilonbségét. Vizsgalataink soran ezt az értéket hasznaltuk

fel a H™-ion koncentracionak a leolvasott pH értékekbdl torténd kiszamitasara.

rrrrr
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oldatainak pH értékeit 1,7—1,8 koriilire allitottuk és allandé ionerésség mellet (0,15
M NaCl, 1,0 M KCI vagy Me,NCI) 0,2 M NaOH-, KOH-, Me,;NOH-oldattal
titraltuk pH = 12,5-ig, ligandumtdl fiiggéen. A log K értékeket mindegyik
ligandum esetében 120-220 V(cm®)-pH adatpér felhasznalasaval szamitottuk.

Az alkalifolfém-, atmenetifém- és lantanoida(Ill)ionokkal képz6do
komplexek stabilitasi és protonalodasi allandoinak meghatarozasakor, ahol a lassa
komplexképzddés nem akadalyozta a kdzvetlen pH-potenciometria alkalmazasat,
gyakorlatilag 1:1 fém-ligandum aranyt allitottunk be igy, hogy kb. 0,5 % ligadum
felesleget alkalmaztunk. A pH-potenciometrias titralasokat 0,002 M fém és

crcr
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komplexek stabilitasi, protonalodasi és a vegyes hidroxo komplexek stabilitasi
allandoinak (log Kyrp.1) szédmitasa a 1,8-11,5 pH tartomanyban meghatarozott
100-120 V(cm®)-pH adatparokbdl torténtek.

A kétmagvi komplex stabilitasi allandoit minden esetben kozvetlen pH-
potenciometriasan hataroztuk meg a kb. 2-6 pH tartomanyban kapott titralasi
adatokbol. A kétmagva komplexek stabilitasi allandoinak meghatirozasa soran a
szamitasokat 40—70 V(cm’)-pH adatparbol végeztiik az 1:1 fém-ligandum aranynal
kiszamitott stabilitasi és protonalddasi allandok (log Ky, log Kymr, log Kymor)
felhasznalasaval, vagy az 1:1, 2:1 esetleg 3:1 fém-ligandum aranynal felvett
titralasi gorbék egylittes szamitasaval.

A lantanoida(Ill)ionok DO2A2P, DO3P ¢s DO3PA ligandumokkal
kialakulé komplexeinek lassti képzddése miatt a komplexek stabilitasi allandoéit
kiilonmintas pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg. Nyolc-tiz egyenként
4 cm’ térfogati kiilonallo mintat készitettiink, 1:1 fém-ligandum aranynal ([Ln] =
[L]= 0,002 M), a pH = 1,7-3,0 tartomanyban. A mintak pH értékeit az egyensuly
bealltat kdvetden (23 hét, 30-50 °C és 1-2 hét, 25 °C) mértiikk. A Ln-komplexek
stabilitasi allanddinak szamitasdhoz felhasznaltuk a ligandum és a komplexek
protonalédasi allandodit. Utdbbiakat az elézéleg lagos pH-n eldallitott Ln-
lagos titralasaval szamitottuk (40—70 cm’-pH adatpér).

A lantanoida(Ill)ionok DO3P ligandummal kialakuld6 komplexeinek
stabilitasi allandoit EDTA ligandummal végzett kompeticios titralassal hataroztuk
meg. A titralt oldatokban a komplexek koncentracidja 0,002 M, mig az EDTA
koncentracigja 0,002-0,004 M volt. A titralasokat a 9,0-12 pH-tartomanyban
végeztik, ahol az egyensuly beallasa gyors. A szamitasokhoz folhasznaltuk az
EDTA ¢és DO3P ligandumok protonalodasi 4llandoit, valamint az EDTA-
komplexek stabilitasi allandoit. A stabilitasi allandok kiszamitasahoz 30-50 cm’-
pH adatpart hasznaltunk.

A Lu(DO2A2P)-komplex stabilitasi allanddjat kompeticios modszerrel

Cu”-ion segitségével hataroztuk meg (CarylE spektrofotométer). A
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meghatérozashoz 9, egyenként 5 cm’-es mintat készitettiink, amelyben a Cu*"-ion
és a DO2A2P ligandum koncentracidja 0,0001 M volt, mig a Lu’*-ion
beallasat kovetden (3 hét 40 °C + 1 hét 25 °C) mértiilk a mintadk egyensulyi pH-
értékeit és abszorbancidjat a 240-340 nm tartomanyban. A szdmitasokhoz
felhasznaltuk a Cu(DO2A2P)-komplex el6zdleg meghatarozott molaris
abszorbancia értékeit, az egyensulyi pH-értékeket, a DO2A2P ligandum
protonalodasi allandoit, a Cu(DO2A2P)-komplex stabilitasi és protonalodasi,
valamint a Lu(DO2A2P)-komplex protondlodasi allandoit. A szamitasokhoz 15
hulldmhossznéal mért abszorbancia értéket hasznaltunk.

A  Sm(EDTMP)- ¢és Y(EDTMP)-komplexek stabilitasi allandoit
fotometridsan kompeticiés modszerrel hataroztuk meg Cu®*-ion és citrat ligandum
segitségével. A vizsgalatok soran 10-14 10 cm’-es mintat készitettiink. A
mintakban a Cu®"-ion és az EDTMP ligandum koncentraciéja 0,1 mM, a citrat
koncentracéja 10 mM volt, mig a a lantanoidaionok koncentracigja 0,1-5 mM
tartomanyban valtozott (0,15 M NaCl). A mintdk pH-értéke a 9,8-10,3
tartomanyba esett. Az abszorbancia értékeket a 250-340 nm tartomanyban
vizsgaltuk és 7-9 hullamhossznal kapott értéket hasznaltunk fel a stabilitasi
allandok szamitasahoz. A szamitasokhoz felhasznaltuk még a Cu(EDTMP)-
komplex és Cu(citrat)-komplexek eldzdéleg meghatarozott molaris abszorbancia
értékeit, az egyensulyi pH-értékeket, az EDTMP és citrat ligandumok
protonalodasi allandoit, a Cu(EDTMP)-, Cu(citrat)- és Ln(citrat)-komplexek
stabilitasi és protonalodasi allandoit.

A Nd(TETAPO)-komplex képzddésének spektrofotometrias vizsgalatanal,
készitettiink egy a Nd(TETAPO)-komplexre 0,01 M-os oldatot, amibdl a pH allitas
utan egy-egy részletet kivéve vettiik fel az abszorbancia spektrumokat. A komplex
oldat 1,0 M KCl-ot tartalmazott. A 2:1 és 3:1 fém-ligandum aranyokat az oldathoz
adott ismert koncentracioji tomény NdCls-oldattal allitottuk be.
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V.2 Kinetikai vizsgalatok

A spektrofotometrias modszerrel vizsgalt kinetikai reakciok soran Cu®"
kicserélé fémion alkalmazasa esetén 300-320 nm tartomanyban, mig Eu’*
kicseréld fémion esetén 230-250 nm tartomanyban kovettiik a reakciok

elérehaladasat, a vizsgalt rendszertdl fiiggden.

vizsgalatat stopped-flow modszerrel végeztiik. A vizsgalt oldatokban 6sszekeverés
utan a komplex koncentracidja 0,1 mM, a Cu*'-koncentracié ennek 10-35-szorose,
a NaCl-koncentraciéo 0,15 M volt. A 7-9 pH-tartomanyban végzett vizsgalatok
soran az egyik puffer 0,02 M HEPES (pH = 7-7,8), mig a masik 0,02 M DMP (pH
=8-9) volt.

A Gd(DTTAMP)-komplex és a Cu*"-ionok kozott lejatszodo kicserélddési
reakcio vizsgalatakor a komplex 0,2 mM, a KC1 1,0 M és az oldat 0,02 M borsav-
mannit puffer tartalmazott. Az Eu’*-ionokkal lejatszodo cserereakciok esetében a
komplex koncentracoja 2,0 mM, az oldat KCl-ra 1,0 M, és 0,02 M N-metil
feleslege 10—50-szeres, mig az Eu’*-ioné 10-70-szeres tartomanyban valtozott.
Minden K, érték 3 kinetikai mérés atlaga (stopped-flow modszer).

A DO2A2P ligandum Ce’"-komplexének képzédési sebességét Ce™ és
ligandum felesleg esetén is vizsgaltuk. Mind a két esetben 1,0 M KCI ionerdsséget
és 0,05 M MES puffert alkalmaztunk. A Ce*"-ion feleslegével végzett kinetikai
reakciok soran a ligandum koncentracidja 0,4 mM volt, mig a Ce’*-koncentraciok
2-16 mM kozott valtoztak. A vizsgalt pH-tartomany 5,3-6,0 volt. Ligandum
felesleg alkalmazasa esetén a fémion koncentracidja 0,4 mM, mig a ligandum
koncentracidja 2—8 mM tartomanyban valtozott, a vizsgalt pH-tartomany 5,3-6,6
(konvencionalis spektrofotometria).

A Gd(DO2A2P)-komplex képzddésének kinetikai vizsgalatdt relaxometrias
modszerrel végeztik. A vizsgalatok soran tizszeres ligandumfelesleget

alkalmaztunk, a Gd*"-ion koncentracidja 1 mM volt. Az allando ionerésség
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biztositasara 1,0 M-os KCl-ot hasznaltunk, mig a pH alland6sagat 0,05 M-os MES
pufferrel biztositottuk. A reakciokat 5,1-6,6 pH-tartomanyban vizsgaltuk. A
Gd(DO2A2P)-komplex disszociacio sebességét szintén relaxometrias modszerrel
vizsgaltuk. A Gd(DO2A2P)-komplex koncentraciéja a mintadkban 1,0 mM volt,
mig a HCI koncentracioja 0,1-1,0 M kozott valtozott. Az ionerdsséget 1,0 M-ra
allitottuk ([HCI1] + [KCI1] = 1,0 M).
Gd(DO2A2P)-komplexnél leirtakkal megegyezben vizsgaltuk, azzal a kivétellel,
hogy a képzddési kinetika soran alkalmazott pH-tartomény 5,8—7,0 volt.
2,3-3,6 pH-tartomanyban 100-szoros Cu*" kicserélé fémion koncentracio
alkalmazasaval vizsgaltuk. A komplex koncentracidja 0,1 mM volt, emellett az
oldat 1,0 M KCl-ot és 0,05 M monoklor-ecetsav puffert tartalmazott.

A NA(TETAPO)- ¢és  Yb(TETAPO)-komplexek  disszociacidja

kinetikdjanak vizsgalatat Eu’*

kicseréld fémionnal végeztik az 5,0-6,2 pH-
tartomanyban MES puffer (25 mM) alkalmazasaval. A komplexek koncentracidja
0,5 mM volt, mig az Eu’"-ion koncentracidja 5-25 mM kozott valtozott. Az

oldatok 1,0 M KCl-ot tartalmaztak (stopped-flow modszer).

V.3 Relaxometrias vizsgélatok

A Gd(DO2A2P)-komplex relaxivitasanak valtozasat a pH-fliiggvényében
ugy vizsgaltuk, hogy eléallitottuk a komplex 1 mM-os lugos oldatat, majd a pH-

3 oldatot

értékeket sosav adagolasaval allitottuk be. Minden méréshez 0,2 cm
hasznaltunk és pH-értékenként 5 mérést végeztiink, amelyeket atlagoltuk.

A Gd(DOTA-4AMP) komplex relaxivitasanak vizsgalata sordn hasonlo
modon jartunk el, csak a pH-értékek beallitdsara szilard 4-toluol-szulfonsavat,

valamint szilard LiOH-ot hasznaltunk.
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A munkam soran nyilt lanct és makrociklusos karboxilat és foszfonat,
valamint foszfinat funkcidés csoportot egyarant tartalmazo di-, tri- és
tetraazaszarmazék ligandumok lantanoida(Ill)-, alkalifém-, alkalifoldfém- és
néhany atmentifém-ionnal képzett komplexeinek egyensulyi, kinetikai viselkedését
és a DO2A2P lantanoida(Ill) komplexei oldatszerkezeti tulajdonsagait vizsgaltam.
Ezek a vizsgalatok foként alapkutatasi jelleggel, j ligandumok koordinacios
kémiai viselkedésének megismerésére iranyultak, de tanulmanyoztam olyan, a
Nukledris Medicindban mar alkalmazott komplexeket is (‘’Sm(EDTMP),
*Y(EDTMP)), amelyeknek az oldategyensulyi és szervezetbeli viselkedése a mai
napig nem tisztazott. Az elért ij tudomanyos eredmények a kovetkezok:

Meghataroztuk a Sm(EDTMP)- és Y(EDTMP)-komplexek stabilitasi
allando értékeit, amelyek jol egyeznek az Ernestova és mtsai, altal a Ho(EDTMP)-
komplexre meghatarozott allandéoval, de a Sm(EDTMP)- ¢és Y(EDTMP)-
komplexekre kordbban publikalt értékeknél 69 nagysagrenddel nagyobbak.
Kimutattuk a Sm(EDTMP)- és Y(EDTMP)-komplexek, valamint a Ca*"-ion kozotti
kétmagva komplexek képzodését, majd a kapott stabilitasi és protonalddasi
allandok felhasznalasaval egy egyszerlsitett plazmamodellen szamitasokat
végeztiink. A szamitdsok szerint a Ln(EDTMP)-komplexek a szervezetbe torténd
injektalas utin mintegy 99 %-ban kétmagvii Ln(HEDTMP)Ca® -komplexek
formajaban vannak jelen, masrészt a forgalomban levé kitekben alkalmazott nagy
EDTMP felesleg a vérplazma Zn*"-ion tartalmanak tobb mint 80 %-at komplexbe
viszi.

Meglepé  eredmény a  Ln(EDTMP)-komplexek  protonkatalizalt
sebessége. A kinetikai stabilitas ilyen nagyfoka csokkenésének magyarazata, hogy
a disszociaci6 soran a ligandum N donoratomja(i) a foszfonat oxigének
kozvetitésével konnyebben protonaldodnak, ami a Gd-N koordinacio felbomlasaval

rrrrrr

a komplex disszociacigjdhoz vezet. Az Ln(EDTMP)-komplexekben a
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foszfonatcsoportok bazicitasa joval nagyobb, mint a Ln(EDTA)-komplexek

acetatcsoportjaié, igy a széles pH-tartomanyban protonalt foszfonatcsoportokrol a

------

kovetden a szabad fémionok adszorbcidja egyarant bekdvetkezhet.

A DTPA ligandum ko6zéps6 karboxilatcsoportjanak foszfonatcsoporttal
torténd  helyettesitésével 1étrejovo DTTAMP ligandum  Gd-komplexének
folyik le. A protonkatalizalt disszociacid sebességi allandd értékei 3—4
nagysagrenddel nagyobbak a Gd(DTPA) hasonl6 reakcioinal megallapitottaknal. A
bazikusabb foszfonatcsoport protonaldodasaval a ligandum kozEépso nitrogénjének a
protonalodasa, ezzel a Gd*-N kotés felszakadasa kovetkezhet be, amikor a
komplexben csak két iminodiacetat-csoport koordinalodik, és ez a koztitermék
viszonylag konnyen disszocial. A DTTAMP ligandum kétmagvia komplexek
képzésére mutatott hajlama sokkal nagyobb, mint a DTPA ligandumé. Ez a
kozvetlen tamadasaval lefoly6 reakcioutnak a szerepe joval nagyobb.

Tanulmanyoztuk a DOTA két ¢és harom karboxilatcsoportjanak
foszfonatcsoportokkal torténd helyettesitésével 1étrejové DO2A2P és DO3PA
ligandumok komplexképzd sajatsagait. Meghataroztuk a DO2A2P és DO3PA
protonalddasi  allandoit, valamint szamos fémionnal kialakuldé komplexeik
stabilitasi allandojat. A ligandumok els6é két protonalddasi allandoja a DOTA és
DOTP ligandumokhoz hasonléan nagy. A DO2A2P esetében 'H- és *'P-NMR
mérésekkel megallapitottuk a protonalddasi sorrendet. A ligandum elsé két
protonalddasi allandojanak nagy értékei a foszfondtcsoportok és a protonalt N-
donoratomok kozott kialakuld erés H-kotéseknek tulajdonithatok. A harmadik és
negyedik proton a foszfonatcsoportokat protonalja, amikor a N-atomokrél az

acetatcsoportokat tartalmazé N-atomokra keriil 4t az elsé két proton. A DO3PA
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els6 két protonalodasi allanddjanak a nagy értékét szintén a kialakuld H-kotések
okozzak.

A DOTA ligandummal &sszehasonlitva a DO2A2P és DO3PA ligandumok
lantanoida(Ill)ionokkal kialakuld komplexeinek stabilitasi allandoit, azok értékei
novekednek a metilénfoszfonat-csoportok szdmanak novekedésével, ami nem
meglepd a ligandumok novekvé bazicitdsa miatt. A foszfonatcsoportok szamanak
novekedésével a kialakuld protonalt komplexek szdma és a protnalodasi allandok
nagysaga, valamint a képz6dé kétmagva komplexek stabilitasi allanddja is
novekszik.

Az acetatcsoportok metilénfoszfonat-csoportokra torténé fokozatos cseréje
is. A DOTA acetatcsoportjainak foszfonatcsoportokra torténd cseréje a komplexek
képzodési sebességének csokkenéséhez vezet. A DO2A2P és a DO3PA
ligandumok Ln’"- ionokkal torténé komplexképz6dési reakcidi  soran
kétszerprotonalt koztitermékek képzddését allapitottuk meg. Ezek stabilitasi
allandoi sokkal nagyobbak mint a DOTA reakcioi soran képzodd koztitermékeke,
ami a végtermékké torténd deprotonalédasnak a sebességét — feltehetden a
ligandum nagyobb negativ tdltése miatt — csokkenti. A kétszerprotonalt
koztitermék  végtermékké alakulasanak sebessége az  OH -koncentracio
novekedésével egyenesen aranyos, amit az egyszerprotonalt koztitermék
egyensulyi képzodésével és ennek lassu, altalanos baziskatalizalt (H,O)
deprotonalodasaval értelmeztiink. Eltéréen a Ln(DOTA)-komplexek képzdodésétol
a Ln(DO2A2P) és Ln(DO3PA) képzodése az [OH)-tél fiiggetlen uton is
végbemegy. Ezt azzal magyardzzuk, hogy a sebességmeghatarozo [épés
szempontjabol fontos egyszerprotonalt koztitermék képzddése a kétszerprotonalt
koztitermék egyik protonjanak egy foszfonatcsoportra torténd atlépésével is
bekovetkezhet. A képzodési sebesség csokkenésével ellentétben a komplexek

------

disszociaciojanak  sebessége novekszik a  foszfonatcsoportok szamanak
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majd a gylr( egyik N donoratomjanak protonalodasa, ami a nagyobb bazicitassal
rendelkez6 foszfonatcsoportok jelenléte miatt nagyobb valodszinliséggel
kovetkezhet be, mivel a proton a protonalt foszfonatcsoportokrol kénnyen a N
donoratomra keriilhet.

Relaxometrias és '"O-NMR vizsgalatokkal ~bizonyitottuk, hogy a
Gd(DO2A2P)-komplexben nincs a fémion belsé szférajaban kotott vizolekula. Az
ebbdl eredd kis relaxivitas érték nem teszi lehetové a komplex MRI
kontrasztanyagként valo alkalmazasat

Multinuklearis  (‘H, "C, *'P) NMR-spektroszkopids modszerrel
tanulmanyoztuk az Eu(DO2A2P)- ¢és Lu(DO2A2P)-komplexek oldatbeli
szerkezetét. A spektrumokban a jelek azonositisa 2D NMR-sektroszkopids
(COSY, EXSY, HETCOR ill. HMQC) modszerekkel tortént. A koordinalt
ligandum merev szerkezetii, €s a metilén protonok kémiai eltolodas értékei alapjan
a komplex szerkezete hasonld a Ln(DOTA)- ¢és Ln(DOTP)-komplexek
szerkezetéhez. A Lu(DO2A2P)-komplex oldatfazisban a Lu(DOTP)-komplexhez
hasonléan 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) szerkezetll
formaban van jelen.

A DO3P ligandum lantanoidaionokkal kialakulé komplexeinek stabilitasi
allanddja 5-6 nagysagrenddel kisebb a Ln(DO2A2P)- ¢és Ln(DO3PA)-
komplexekénél. Meglepé a Gd(DO3P)-komplexnek a Gd(DOTA)- és Gd(DOTP)-
komplexekénél joval kisebb kinetikai stabilitasa. A protonkatalizalt iton lefolyo
disszociacios reakciokat jellemzO sebességi allandok nagy értéke azzal
magyardzhat6, hogy a komplexben kialakulé koordinacios ,kalitka” sokkal
,hyitottabb” a Ln(DOTP)-komplexekéhez képest a hianyzo metilénfoszfonat
funkcids csoport miatt. fgy a disszociacios reakciok soran a gyiri N
donoratomjanak kozvetlen protonalédasat kovetéen a fémion konnyebben tud

kilépni a koordinacios ,kalitkabol”.
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A makrociklusos TETAPO egy olyan kiilonleges ligandum, amely a 14-
tag gyartiben két foszfinatcsoportot (PO,) tartalmaz, igy a négy N-atommal és
négy acetatcsoporttal egyiitt 10 donoratomja van.

Az Ln(TETAPO)-komplexek képzodésének egyensulyi vizsgalata soran
meghataroztuk a kialakuldo komplexek, kozottiik a viszonylag stabilis kétmagvu
komplexek stabilitasi allanddjat. A kétmagva komplexek képzddését
spektrofotometrias és *'P-NMR  spektroszkopias vizsgalatokkal igazoltuk. A
nagyobb méretii Ln*"-ionok (La’") a donoratomok alkotta, a DOTA-énél kevésbé
merev koordinaciés ,kalitka” kdzepén, mig az ionméret csokkenésével a Ln*'-
ionok (Lu®") egyre inkabb a ,kalitka” egyik felében helyezkednek el, amikor 2
nitrogén, két karboxilat oxigén mellett esetleg egy foszfinat oxigén koordinalodik
hozzajuk. A komplexek szerkezetében a rendszam novekedésével bekovetkezd
ilyen valtozas eredményezheti az Ln(TETAPO)-komplexek stabilitasi allandoi
értékében tapasztalt menetet. A kétmagvii Lny(TETAPO)-komplexekben a két Lu®*
kornyezete azonos, mig a két La’-ionhoz kiilonboz6 donoratomok
koordinalodnak. A Ln(TETAPO)-komplexek kinetikai stabilitasat a DOTA-,
TRITA- ¢és TETA-komplexekével 0Osszesonlitva szembetlind, hogy az
nagysagrendekkel kisebb. A sebességi allandokban mutatkozo kiilonbségek oka
egyértelmiien a makrociklusban jelen levé foszfinatcsoportoknak tulajdonithato,
amelyek a gyiiri flexibilitisanak novekedését eredményezik. A Ln’"-ionok
koordinacioja sztérikus okok miatt nem valdsulhat meg, oly modon, ahogy az a
TETA, TRITA és DOTA ligandumok esetén. Mivel a gyliri N donoratomjainak
koordinacidja a Ln(TETAPO)-komplexekben sokkal gyengébb, a kicserélédési
reakciok sordn a komplex protonaldédasa konnyebben bekovetkezik, ami a
protonkatalizalt uton lefolyé fémioncsere sebességét ndveli.

A Gd(DOTA-4AMP) relaxivitasa jelentésen valtozik a pH 6-8
tartomanyban, ezért a komplexet a testfolyadékok pH értékét ,,jelz6” potencialis

kontrasztanyagnak tekintik.
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A DOTA-4AMP ligandum komplexképz6 sajatsagainak vizsgalata soran
meghataroztuk néhany fémionnal kialakulé komplexének, valamint a Gd(DOTA-
4AMP) protonalédasi és a Ca*"-, Cu*’- és Zn*"-ionokkal képzett kétmagvu
komplexeinek stabilitasi allandoit. Meghataroztuk a Gd(DOTA-4AMP)-komplex
relaxivitasanak valtozasat a pH fliggvényében endogén fémionok jelenlétében és
tavollétében. A 6,0-8,0 pH-tartomanyban bekovetkezd kozel két egységnyi
relaxivitas valtozas elegendd lehet ahhoz, hogy a komplexet in vivo pH-mérésre
hasznaljak. Endogén fémionok jelenlétében a relaxivitds maximum értéke a
kétmagvh komplexek képzédése miatt nagyon kicsit eltolédik a savasabb
tartomanyba, de az eltolédas nem jelentds, igy az endogén fémionok nem
befolyasoljak jelentdsen a komplex viselkedését.

A Gd(DOTA-4AMP) relaxivitdisanak  pH-fiiggése a  komplex
protonalddasaval kapcsolatos. A protonalt foszfonatcsoportok és a Gd** belsd
szférajaban koordinalt vizmolekula k6zotti H-kotés és a kornyezo vizmolekulakkal

bekdvetkezd protoncsere eredményezi a relaxivitas valtozasat.
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Complexation properties of several open chain and macrocyclic di-, tri-
and tetraaza derivative ligands, containing carboxylate, phosphonate and
phosphinate functional groups, were studied with lanthanide(l11), alkali, alkaline
earth and some transition metal ions in solution. The topic of the presented work
can be reagarded as mainly basic research, involving the equilibrium and kinetic
studies on complexes formed with a few new ligands, but the properties of some
complexes (e.g. SM(EDTMP) and Y(EDTMP) ) were also investigated which are
already clinically used in Nuclear Medicine. The new scientific results are
summarized as follows:

The stability constants of the complexes Sm(EDTMP) and Y(EDTMP)
determined by us, 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 was developed, which predicts that under physiological
conditions, 99 % of the complexes Ln(EDTMP) exists in the form of the binuclear
Ln(HEDTMP)Ca®> complex. Moreover, the excess of EDTMP, used in the
commercial kits complexes more than 80 % of the Zn** present in the blood
plasma.

The rate of dissociation of the Ln(EDTMP) complexes is high in
comparasion to the Ln(EDTA) complexes. This high decrease in the kinetic
stability can be interpreted with the higher affinity of the coordinated ligand to
protons, which causes the easy breaking of the Gd—N bond and the dissociation of
the complexes. The basicity of the phosphonate groups in the complexes
Ln(EDTMP) is much higher than that of the acetate groups in the complexes
Ln(EDTA). Consequently, the phosphonate groups are protonated in a wide pH-

range and the proton can be easily transferred from the phosphonate groups to the
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N donor atoms. The half-times of dissociation of the complexes at physiological
pH, calculated from the kinetic data are a few seconds. By considering these values
it is difficult to suggest the mode of absorption of the Ln*" ions on the surface of
the bone, which may occur either in the form of the complex Ln(EDTMP) or the
free Ln®" ion succeeding the dissociation of the complex.

The ligand DTTAMP has been derived from DTPA with the replacement
of its middle carboxylate with a phosphonate group. The dissociation of the
complex Gd(DTTAMP) takes place in a proton-assisted process and with the direct
attack of the displacing Cu®* ion. The rate constants for the proton-assisted
dissociation 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 the case of the ligand
DTTAMP than that for DTPA. By this fact, the much more important role of the
metal ion-assisted pathway in the dissociation of Gd(DTTAMP) can be explained.

For studying the effect of the replacement of two and three carboxylate
groups of DOTA with phosphonate groups, the complexation properties of the new
ligands DO2A2P and DO3PA were investigated.

The 'H- and **P-NMR study of the protonation sequence of the DO2A2P
indicated that the first two protons protonate two diagonal nitrogens, containing the
pendant methylenephosphonate groups. The third and fourth protonation occurs at
the phosphonate groups, when the first two protons are transferred to the other two
nitrogens, where the acetate groups are atteched. The chemical shifts of the ring,
acetate and phosphonate methylene protons have been interpreted by assuming the
formation of strong H-bonds between the ring nitrogens and phosphonate oxygens.
The high values of the first and second protonation constants of DO3PA have been

explained similarly, by the formation of the N---H"...O—P H-bonds.
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The stability constants of the lanthanide(ll1) complexes of DO2A2P and
DO3PA ligands are higher than those but lower than the similar values of DOTP.
The stability constants increase with increasing number of methylenephophonate
groups. The basicity of the ligands increases similarly and the higher stability
constants can be interpreted by these properties. With increasing number of
phosphonate groups, the number of existing protonated complexes, the values of
their protonation constants and the stability constants of the dinuclear complexes
formed, also increase.

The gradual replacement of the acetate groups with methylenephosphonate
groups strongly affects the formation and dissociation kinetics of the Ln**
complexes.

In the reactions between the ligands DO2A2P and DO3PA with Ln** ions,
the formation of diprotonated intermediates was detected, which were found to be
much more stable than the similar intermediates formed in the reactions of DOTA.
The gradual replacement of the carboxylate groups of DOTA with phosphonate
groups results in a gradual decrease in the rates of the formation reactions. This
finding was interpreted with the higher negative charge of the intermediates, which
makes its deprotonation more difficult. The rates of formation of the complexes
from the diprotonated intermediates are directly proportional to [OH™]. This
dependence was interpreted with the equilibrium formation of a monoprotonated
intermediate, which deprotonates slowly via general base (H,O in this case)
catalysis. 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 to a phosphonate oxygen followed by the slow loss of
the last proton from a nitrogen.

The dissociation of complexes Gd(DO2A2P) and Gd(DO3PA) in 0.1-1.0
M HCI occurs spontaneously and via a proton assisted pathway. The rates of

dissociation increase with increasing number of the phosphonate groups of the
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coordinated ligand. The first step of dissociation is the protonation of complexes
which is more probable in the case of larger number of the phosphonate groups.
For the dissociation of complexes the proton is transferred from the phosphonate
group to a ring 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
"0-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 was studied
by multinuclear (*H, *C, **P) NMR spectroscopy in solution. For the assignation of
the NMR spectra, 2D NMR spectroscopic methods (COSY, EXSY, HETCOR and
HMQC) were used. The coordinated ligand has a rigid structure which is similar to
the structure of Ln(DOTA) and Ln(DOTP) complexes. In solution phase, the
Lu(DO2A2P) complex is similar to the Lu(DOTP) complex. It has a twisted square
antiprismatic structure (m isomer). The Eu(DO2A2P) complex exists in solution in
the form of two isomers, the twisted square antiprismatic and square antiprismatic
ones, which are present in 93 % and 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 GA(DOTA) and Gd(DOTP) complexes. 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 leaves the “coordination
cage” easily.

The macrocyclic TETAPO is a peculiar decadentate ligand, since it
contains two phosphinate (PO,") groups in its fourteen-membered ring beside the

four nitrogens and four pendant acetate groups. Due to its larger ring size,
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TETAPO forms mononuclear and highly stable dinuclear complexes with
lanthanides. In the Ln(TETAPO) complexes, as it was found by *P-NMR
spectroscopy, the large size La** has an “averaged” position, while the smaller Lu**
is coordinated probably by about the half of the donor atoms of the ligand. In the
dinuclear complex La,(TETAPO), the position of the two La* is different, but in
the Lu,(TETAPO) the two Lu®*" are surrounded by the same donor atoms. The
stability constants of the complexes of TETAPO found with some alkaline earth,
transition metal and Ln*" ions have been determined.

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
explained by the presence of the phosphinate groups in the macrocycle which
increases the flexibility of the ligand. The coordination mode of the Ln** ions in the
complexes Ln(TETAPO) is also different. The interaction of Ln®*" ions with the
ring N atoms is weaker in the Ln(TETAPQ) complexes, and these N atoms can be
protonated relatively easily, which increases the rate of the proton-assisted
dissociation.

The relaxivity values of the complexes Gd(DOTA-4AMP) show a
significant change in the pH-range 6-8, so this complex is a potential pH sensitive
MRI contrast agent. The complexation properties of the ligand DOTA-4AMP have
been studied in detail. The stability constants of the complexes formed with Ca?*,
Cu*" and Zn** have been determined, but for Gd(DOTA-4AMP) it was not possible
because of the high stability of an intermediate, where the Gd** is strongly
coordinated by the four phosphonate groups. The protonation constants of the
Gd(DOTA-4AMP) were determined and the pH-dependence of the relaxivity
values was interpreted by the formation of protonated complexes, of which the

diprotonated species has the largest relaxivity.
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