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I. Bevezetés

A fémionok biologiai szerepének kutatisa a koordinacios kémia fejlddésével parhuzamosan az
1950-es években kezdddott. Egyes atmeneti fémionok életteni szerepének vizsgalati
eredményei (a bioszervetlen kémia kialakuldsa) mellett felmeriilt a komplex vegyiiletek
gyakorlati alkalmazasanak lehetésége is. Felismerték egyes mérgezd fémionok (pl. Pb**, Cd*")
¢s radioaktiv izotopok ¢€l6 szervezetbdl torténd eltavolitasanak, illetve bioldgiailag fontos
fémionoknak a szervezetbe torténd bejuttatasanak lehetdségét komplex vegytiletek formajaban.
Ilyen orvos-bioldgiai alkalmazasok soran fontos szerepe van a komplexképzo ligandumoknak,
amelyek kozott kiilondsen a tobb funkcids csoporttal rendelkezd aminopolikarboxilat
ligandumok (pl. EDTA) bizonyultak igen hasznosnak. A komplex vegyiiletek biologiai
alkalmazasa tovabb boviilt a Nuklearis Medicina fejlodésével, ahol a mult szazad végétol egyre
gyakrabban felmeriilt egyes radioaktiv ritkafoldfém izotopok alkalmazisanak igénye.
Ugyanakkor az orvos-biologia mas teriiletén is kezdték alkalmazni a ritkafoldfém komplexeket.

A perioddusos rendszerben a lantant kovetd 14 elemet a lantdnhoz valé hasonlosaguk
miatt lantanoiddknak (lantanszer(i elemeknek, Ln), mig a lantannal (La*"), az ittriummal (Y) és
a szkandiummal (Sc) egyiitt ritkaféldfémeknek nevezziik. A ritkafoldfémek felhasznaldsa a
modern technikdban kiilonleges sajatsdgaiknak koszonhetéen az utdbbi fél évszazadban
jelentdsen nétt. Mivel a ritkafoldfémek a csticstechnoldgia nélkiilozhetetlen nyersanyagai, igy
szamos orszagban nemzetstratégiai fontossdgi elemekké nyilvanitottak és kiviteliiket
korlatoztak.!'!

A ritkafoldfémek koordinacids kémiai sajatsagainak vizsgélatai az 1940-es évek végén
kezdddtek a nagyon hasonl6 kémiai tulajdonsag fémionok egymastdl torténd elvalasztasanak
megoldasa céljabol. A mai ipari méretekben alkalmazott elvalasztasi eljarasok alapjaul az 1970-
es években kidolgozott oldoszer extrakcids technoldgia szolgal, amelyet az 1950-es években
fejlesztett ioncserés kromatografiaval kombinalnak tovabbi tisztitasuk érdekében.*! A
ritkafoldfém ionok vizes oldatokban harom pozitiv t6ltésti (Ln*") ionok formajaban stabilisak
¢s ezek mérete a rendszdm novekedésével fokozatosan csokken. Komplex vegyiileteket
elsésorban a negativ toltésti donoratomokkal képeznek, de az oxigén €s nitrogén donoratomokat
tartalmazé ligandumokkal képz6dd komplexeik is stabilisak. A ritkafoldfém(III)-ionokat
kedvezd magneses ¢és optikai tulajdonsagaik, valamint radioaktiv izotdpjaik alkalmas sugérzasa
alapjan elterjedten alkalmazzidk a biologiai kutatasokban és a klinikai gyakorlatban is.!]
Kezdetekben Ca?"-tartalmu fehérjék és enzimek Ca*" kotd helyeinek felderitésében Gd** (ESR

és NMR spektroszképia), Eu®", Tb*" és Yb’'-ionokat (lumineszcencia spektroszkopia)
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alkalmaztak>"! a hasonld ionméretli és koordinacids kémiai sajatossagli spektroszkopiailag
ylathatatlan” Ca®-ion helyettesitésére.l’] Egyes paraméigneses Ln** ionok (Eu®" és Yb*)
biologiai  vizsgalatokban torténd alkalmazasat —makromolekuldk konformaciojanak
meghatarozasdban NMR-shift és -relaxacios reagensként torténd sikeres felhasznalasuk is
elésegitette.[5910]

A ritkafoldfém(Ill)-ionok toxikusak, ezért klinikai vizsgalatokban ¢és terapids
kezelésekben vald in vivo alkalmazasuk csak stabilis komplexek formajaban lehetséges.!'!)
Nagy stabilitast és kinetikailag inert komplexeket a nyiltlancu és makrociklusos poliamino-
polikarboxilat ligandumokkal képeznek, ami az ilyen tipusi komplexek iranti érdeklddés
nagymértéki novekedését eredményezte. A ritkafoldfém(II)-aminopolikarboxilat komplexek
orvos-diagnosztikai alkalmazéasanak fobb teriiletei a Magneses Rezonancias Képalkotas (MRI),
ahol Gd(III)-komplexeket,['> %31 a Komputer Tomografia (CT), ahol Gd(III)-, Dy(IIl) és
Yb(III)-komplexeket haszndlnak kontrasztanyagként, mig az optikai képalkotasban (OI)
Eu(Ill)-, Tb(IIl) és Yb(IIl)-komplexeket alkalmaznak.®! A Ln(III)-komplexek masik
felhasznalasi teriilete a fluoreszcencids immunanalizis, amelynek soran jelz6ként alkalmazott
Eu(IIl)-, Tb(II)-, Sm(II)- (ritkdbban Dy(III)- é¢s Nd(III)-) komplexek segitségével rendkiviil
nagy szelektivitassal és érzékenységgel (102 — 107'* mol/dm’) tudnak kimutatni és
meghatérozni antigéneket és diagnosztikai szempontb6l érdekes biomolekulakat!!'*! Tobb
radioaktiv ritkafoldfém(I11)-izotop komplexét hasznaljak daganatos betegségek radio-terapias
(RTx) kezelésében (°°Y, '""Lu, **Tb, 47Sc), illetve a csontattétek képzédése soran fellépd

4161 A pozitron emisszids tomografiaban (PET) is

fijdalom csillapitasdban (!3*Sm, '%Ho).!
hasznélni kezdték a **Sc, %Y és 1>2Tb izotépokat, mint radio-diagnosztikumok (RDx), de még
inkabb elterjeddben van a ®¥Ga és **Sc izotopok hasznalata, amelyek **Ge/*3Ga és *Ti/**Sc
generatorok kifejlesztésével viszonylag konnyen hozzaférhetéek.'72°1 Az utdbbi években
szamos olyan ritkafoldfém(III)-komplexet allitottak eld, amelyek két képalkotd eljarasban
szimultan alkalmazhatéak (MRI-CT: Gd**, MRI-OI: Gd**/Eu**, Gd**/Tb**, Gd**/Yb*"; MRI-
PET: Gd¥/86Y*", Gd*/*Sc*", Gd*/%%Ga**, stb.), lehetdvé téve az egyes diagnosztikai
moddszerekben rejlé eldnydk otvozését. RDx és RTx komplexek (*°Y/°Y, ®Ga/'"’Lu,
BSc/*Sc/47Sc, 2Th/*Th stb.) egyiittes alkalmazasaval teragnosztika valdsithaté meg, amit a
kezelések hatékonysaganak nyomonkovetésére és a személyre szabott terapia kidolgozasara
alkalmaznak a célzott PRRT eljarasok soran.*!l A PRRT kezelések esetében a RDx és RTx célt
ritkafoldfém(I1I)-¢és Ga(Ill)-komplexeket az azonos szervezeti megoszlas érdekében azonos

biologiailag aktiv fehérjékhez, monoklonalis antitestekhez vagy azok fragmenseihez

kapcsoljak, amelyek a sejtek feliiletén 1évo receptorokhoz kapcsolddva (pl. neuroendokrin

2
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tumor: szomatosztatin receptor, prosztata rak: prosztata-specifikus membran antigén receptor,
stb.) segitik eld a kiilonféle megbetegedések és elvaltozasok diagnosztizalasat €s terapias
kezelését. Az emlitett bioldgiai és klinikai vizsgalatok soran a ritkafoldfém(III)- és Ga(IlI)-
ionok nyiltlanctt DTPA ¢és makrociklusos NOTA és DOTA szarmazék ligandumokkal képzett
nagy stabilitasu €s kinetikailag inert komplexeit alkalmazzak.

A ritkafoldfém(IIT)-komplexek biologiai vizsgalatokban és a klinikai gyakorlatban
elterjedd alkalmazasa nagymértékben ndvelte az eredményes felhasznalasukat befolyasolo
fizikai-kémiai sajatossagaik iranti érdeklddést. A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémia Tanszékén mar évtizedek ota folynak kutatdsok ritkafoldfém(IIl)- és Ga**-ionok
nyiltldncu és makrociklusos poliamino-polikarboxilat ligandumokkal képzett komplexei
egyensulyi, kinetikai, szerkezeti és relaxacios (Gd**) tulajdonsagainak felderitésére. Ezek a
vizsgélatok foként a Gd(III)-komplexek biztonsdgos MRI kontrasztanyagként valo
alkalmazhatésaganak koordinacidés kémiai hatterére terjedtek ki, amelynek feltételeként
korabban a nagy termodinamikai stabilitast tekintették és csak késdbb valt nyilvanvaléva, hogy
biztonsagosan a kinetikailag inert komplexek hasznalhatok.? A Gd(III)- komplexek in vivo
stabilitasanak, illetve disszociacid sebességének az ismerete a legutdbbi években kiilondsen
fontossa valt, mivel felismertek egy 1j, a stilyos vesebetegek esetében eléforduld betegséget
(Nefrogén Szisztémaés Fibrosis - NSF), amit a Gd** tartalma kontrasztanyag hasznélataval
hoztak kapcsolatba.?>2*! A Gd** tartalmu kontrasztanyagokkal vizsgalt sulyos vesebetegek
esetében a Gd(IIl)-komplex kiiirtilése a szervezetbdl lassu (#12=30 — 40 6ra). Az emlitett
iddtartam alatt a Gd(III)-komplex részben disszocidlhat a szervezetben endogén fémionokkal
és ligandumokkal torténd cserereakciok soran és a szabadda valéo Gd** hozzajarulhat az NSF
kialakuldsahoz, mint annak egyik rizikofaktora.l?> 24 Ezt figyelembe véve sziikségessé valt a
maér széleskdriien hasznalt Gd** alaptit MRI kontrasztanyagok fizikai-kémiai sajatsdgainak
(stabilitasi allandok, disszociacidjuk kinetikaja) ismételt, részletesebb vizsgalata fiziologias,
vagy ahhoz kozeli feltételek mellett. Az ilyen irdnyu igényeknek megfeleléen doktori
dolgozatomban az MRI vizsgalatok soran rutinszerien alkalmazott és szdmos 1j triaza- és
tetraaza-polikarboxilat ligandummal képzett ritkafoldfém(IIl)-komplex egyensulyi, kinetikai,
szerkezeti ¢és relaxacios sajatossagainak, egyes endogén fémionokkal végbemend kompeticios
reakciok tanulmédnyozésa soran elért eredményeimet foglaltam 6ssze. Ugyanakkor a dolgozat
szerves részét képezi Uj tipusu RDx és RTx készitményként alkalmazhaté aminopolikarboxilat
ligandumokkal képz6dé Ga(Ill)- és Sc(Ill)-komplexek fizikai-kémiai tulajdonsagainak
vizsgalataval kapcsolatos kutatasi eredmények bemutatdsa is. A két teriiletet a hasznalt

ligandumok hasonlésaga kapcsolja dssze.
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II. Irodalmi attekintés
II.1 A magneses rezonancias képalkotas (MRI)

A magneses magrezonancia spektroszkopiat (NMR) elterjedten alkalmazzdk molekulak
szerkezeti ¢és dinamikai sajatossagainak vizsgalatara. Az €16 szervezetben szamos NMR aktiv
izotoppal rendelkezd elem talalhato ('H, 1*C, 170, 'F, 3'P). A magneses rezonancias képalkotas
(MRI) az NMR spektroszkdpia orvosdiagnosztikai alkalmazasa, amelynek soran a szervezetben
1év6 protonok (féleg vizprotonok) jelét felhasznalva készitenek 3D képeket az €16 szervezetrol.
Az NMR spektroszkopias vizsgalatok soran meghatdrozhatd paraméterek (kémiai eltolddas,
jelintenzitas, csatolasi allandok, relaxacids id6, stb.) koziil a protonok jelintenzitisa és
relaxacios ideje alapjan készitik az MRI felvételeket. A kiilonbozo szervek és szovetek,
valamint az egészséges ¢és beteg szovetek eltérd viztartalma (a makromolekuldkhoz kotott és a
szabad vizmolekuldk szdma kiilonb6zd) €s az ott talalhatd vizprotonok eltérd relaxacios ideje
(Th, T2) teszi lehetové az MRI alkalmazhatésadgat az orvosi vizsgalatok soran. Az MRI
elterjedése és népszertisége szamos eldnyds tulajdonsaganak kdszonhetd: nem invaziv, nagy
felbontoképesség, anatomiailag pontos felvételek készitése ¢és a lagy szovetek
megkiilonbdztethetdségel>>. Az MRI kifejlesztése Lauterbur és munkatarsai nevéhez fiizédik,
akik elsének készitettek szovetekrél kétdimenzios képet magneses tér gradiens
alkalmazasaval.*®! Vizsgalataik soran elséként 6k alkalmaztak paramagneses fémiont (Mn?") a
szovetek jobb megkiilonboztethetdsége érdekében a benniik 1€v6 vizprotonok eltérd relaxacios
viselkedésének kdszonhetden.?”) Az 1980-as évek végétdl a MRI-vel kapcsolatos kutatdsok
intenzivvé valtak, amit a t¢émaban megjelent publikaciok szamanak ndovekedése is egyértelmiien
jelez (1986: >1400, 2022: >41000, PubMed: ,,MRI").

Az MRI vizsgalatok soran foként spin-echo impulzus szekvenciat alkalmaznak. Az MRI
felvételek élességét, kontrasztossagat a térfogategységben 1évd protonok siirisége (N(H)),
longitudinalis és transzverzalis relaxacios ideje (77 és 72) hatirozza meg. A kapott jel
intenzitasa (SI) a kdvetkezd egyenlettel adhaté meg:['*!

SI = N(H)[[ —¢ /T ™/ (1)
ahol, Tk az echo késleltetési id6 és a Tr a repeticids 1d6. Az egyenlet alapjan megallapithatjuk,
hogy a longitudinalis (71) relaxacioés id0 csokkentése a jelintenzitds novekedését, mig a
transzverzalis (72) relaxacios id6 csokkentése a jelintenzitas csokkenését eredményezi. Az 1.
egyenlet alapjan a jel intenzitdsa egyenesen aranyos a protonsiiriséggel, azonban a kiilonb6z6
lagy szovetek protonsiirlisége gyakorlatilag megegyezik. Ezzel szemben a szdvetek protonjai

eltéré T és T» relaxacids iddkkel rendelkeznek kiillonboz6 viztartalmuknak koszonhet6en, de
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ez a kiilonbség az egészséges ¢és a beteg szovetek kozott elég kicsi. A kép kontrasztossaganak
noveléséhez, ezaltal az egészséges ¢és beteg szovetek jobb megkiilonboztethetdségéhez
kontrasztanyag alkalmazasa gyakran elengedhetetlen.”’) Az MRI vizsgalatok soran mar
alkalmazott és bevezetés alatt 4ll6 kontrasztanyagokat tobbféleképpen lehet csoportositani: 1)
Osszetételiik alapjan (paramagneses fémkomplexek, szuperparamégneses vas-oxidok, labilis
protont tartalmaz6d molekuldk, stb.) és ii) a kialakitott kontraszt alapjan (71 és T»-

kontrasztanyagok, CEST, hyperpolarizacio, stb).

11.1.1 T; kontrasztanyagok

A vizprotonok longitudinalis relaxacios ideje (71) a paramagneses fémionok jelenlétében
jelentésen csokken. A vizprotonok legnagyobb mértékii 71 csokkenést az S alaptermd,
viszonylag hosszu elektronrelaxacids idejli, > 5 parositatlan elektronokkal rendelkez6 fémionok
(Mn?", Fe**, Eu*', Gd*") eredményezik. Az emlitett fémionok koziil a legjelentdsebb relaxacios
id6 csokkentd hatdssal a Gd**-ion rendelkezik 7 pérositatlan elektronjanak, nagy magneses
momentumanak és kelléen hosszu elektron relaxacios idejének (107 s) kdszonhetden. Mivel a
szervetlen Gd(III)-sok toxikusak (LDs0o=0,2-0,5 mmol/kg),?*?°! igy csak termodinamikailag
stabil ¢és kinetikailag inert Gd(III)-komplexek alkalmazhatok kontrasztanyagként. A
termodinamikai és kinetikai feltételek mellett az elhanyagolhat6 toxikussag, a j6 vizoldhatosag,
a kis ozmotikus koncentracid, szervspecifikussag ¢és minimalis do6zis melletti maximalis
kontrasztndveld  hatds is  elengedhetetlen kdvetelménye a  Gd(III)-komplexek
kontrasztanyagkénti  felhasznalasanak.®?”) A Gd(Il)-komplexek  hatékonysagit a
relaxivitassal jellemzik (r1p=1/T1p), ami az olddszer vizprotonok relaxacios sebességének
novekedése a paraméagneses anyag 1 mM oldataban a diamagneses kdrnyezethez képest.[*52]

Az oldészer vizprotonok paraméagneses fémion jelenlétében mért relaxacios sebesség
novekedését a proton magneses momentuma €s a paramagneses fémion parositatlan elektronjai
altal létrehozott fluktudld magneses tér kozotti kolcsonhatds eredményezi. Az emlitett
kolesonhatés kialakulhat egyrészrdl a vizmolekula kozvetlen koordindciojaval a paramagneses
fémion iires koordinaciés helyeit elfoglalva (r1p"* belsd szféra), masrészrol a vizmolekulak
szféra). A harmadik tipusu relaxaciés mechanizmus olyan vizmolekuldk esetében szamottevo,
amelyek relative hossza ideig tartozkodnak a paramagneses fémkomplex kozvetlen
kornyezetében a fémion koordinacidjaban résztvevd ligandum negativ toltésii vagy erdsen
polarizalt funkcids csoportjaival erds hidrogén kotést kialakitva (71" méasodik szféra). Ezeknek

megfelelden Gd(III)-komplexek jelenlétében az olddszer vizprotonok relaxacios sebességének
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novekedése a belsé (r1p"%), a kiilsé (71> és a masodik koordinacids szféras (r1,%) folyamatok
osszegeként adhatd meg (1. dbra):[1?!

L, —r + 1 +r2”d

2)

O kiilso szféra O

O O masodlk szfera O

1. abra A Gd(III)-komplexek belsd-, kiils6- és masodik koordinacios szférajanak

relaxaciossebesség noveld hatasa

A Gd(III)-komplexek belsé szféras relaxacios sebesség noveld hatisa a kozvetleniil
koordinal6do és az oldoszer vizmolekuldk kozotti cserefolyamatokon keresztiil alakul ki. A
Gd(I1I)-komplexek belsd szféras relaxacidos hozzajarulasat az alabbi modon a Swift-Connick

egyenlettel lehet megadni:*%!

s _gx[GdL] 1

= 3
. 555 T +z, ¥

ahol, [GdL], ¢, ™ (= =1/kex) és Tim'' a Gd(III)-komplex koncentracidja (mmol/dm?), a
koordinalt vizmolekuldk szdma (g), atlagos tartézkodasi és longitudinélis relaxacids ideje a
belsd szféraban. A vizmolekula protonok paramégneses fémionok jelenlétében lejatszodo
komplexek belsé szférajaban koordinalt vizprotonok longitudinalis relaxacios ideje lerdvidiil a
vizprotonok ¢€s a fémion parositatlan elektronjai kdzott kialakuld dipol - dipol kdlcsonhatasnak
koszonhetden. Mivel a Gd(III)-ion és a belsd szféras vizmolekula kdlcsonhatdsa ionos, igy a
Gd*" - ion és a H2O protonok kozotti skalaris csatolas nagyon gyenge, ezért hozzajaruldsa
elhanyagolhat6.”! Az emlitett megfontolasokat figyelembe véve a belsd szféras vizmolekula

protonok longitudinalis relaxacios sebességét a 4. €s 5. egyenlettel lehet kifejezni.

6
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11
N 4
n Ty v

1 2 (yig’u; ’ T, T,

= | e S(S+1)(ﬂJ 723 Td (5)

T, 15\ 7o, 4r 1+ w7, l+w,7;

ahol n, g, us, radn, S, an és ws a proton giromagneses hadnyadosa, az elektron Landé g-faktor
(2.0023), Bohr magneton, effektiv tadvolsag a parositatlan elektron toltése és a belsd szféraban
kotott vizmolekula protonok kozétt, electron spin (7/2 a Gd** esetében), a proton és az elektron
jellemzd tci és tei korrelacios idoket a 6. €s 7. egyenletekkel lehet megadni.

1 1 1 1

S . . i=1, 2 (6)
Tci TR Tie TM
L:L+L i=1,2 (7)
Tei Tie TM

ahol m, Tie és Tz a Gd(III) — proton tengely rotacids korrelacids ideje, a Gd(Ill)-ion
longitudinalis és transzverzalis elektron-spin relaxacios ideje. A Bloembergen-Morgan

elméletnek megfelelden oldatban a paramagneses fémionok parositatlan elektronjainak

relaxacios sebességét (1/Ti2.) foként a zérus-tér felhasadas hatdrozza meg (ZFS),[404!]
amelyeket az aldbbi egyenletekkel lehet figyelembe venni:
1 I ., 1 4
—=—A1[45(5+1)-3 + 8
T, 25 s +D (1+m§ri 1+4c0§1:3j @
1 1, 5 2
—=—A1 [4S(S+1)-3] 3+ + 9
T,, 50 J4ss+ ( 1+ ot 1+4m§riJ ©

ahol A? és tv a zérus-tér felhasadds tenzora és a ZFS valtozasanak korrelaciés ideje, ami a
Gd(III)-komplex allandoé torzulasabol vagy rotaciojabol adodhat. A paramagneses fémionhoz
a Swift-Connick (3. egyenlet), a Solomon-Bloembergen (4. - 7. egyenlet) és a Bloembergen-
Morgan (8. és 9. egyenlet) modellek egyesitésével jutunk, amelyet a Solomon-Bloembergen-
Morgan (SBM) elméletnek neveznek. B3¢0 A SBM elméletnek megfelelden a 3. — 9.
egyenletek alapjan megallapithatd, hogy belsé széras vizmolekula protonok relaxacios
sebességét ,,lasst csere” tartomanyban (v>>T71m) dontden a vizcsere sebesség (2m) hatarozza
meg, mig ,,gyors csere” koriilmények kozott (mu<<Tim) a koordinalt vizmolekula protonok
relaxéacios sebessége (T1m) befolyasolja. A belso szféra vizmolekula protonok relaxacios ideje
(T1m) szintén fiigg a vizmolekulak atlagos tartdzkodasi idejétdl a belsd szféraban (m), a GA(IIT)

— proton tengely rotacids korrelacids idejétdl (zr), a parositatlan elektron toltése és a belsd
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szféraban kotott vizmolekula protonok kozotti tdvolsagtol (rcan) és a fémion elektron relaxacios
idejétdl (T12¢). Az emlitett megfontoldsok mellett a Gd(IIl)-komplexek belsd szféras
hozzajaruldsa jelentdsen novelhetd a bels6 szféraban talalhaté vizmolekulak szamanak
novelésével (q) és a relaxacios idejének (71m) csokkentésével ,,gyors csere” feltételek mellett
(mv<<Tim). A 3. -—09. egyenletek segitségével szamithato a Gd(III)-komplexek belsd szféras
relaxaciossebesség noveld hatdsa a Gd — OH:2 vektor rotacids sebességének (1/7r) és a belsd
szféras vizmolekula cseresebességének (1//ov) fliggvényében (2. abra), amely alapjan
megallapithat6, hogy az r1p"* értékek jelentds novekedése érheté el a rotacios sebesség (1/r)
csokkentésével 0.5 — 1.5 T térerénél. Kiilonbozé méretii Gd(IIl)-komplexek részletes
relaxometrids viszgalatai alapjan megallapitottak, hogy w>30 ns értékeknél mar jelentds
ndvekedés figyelheté meg az oldoszer vizprotonok belsd szféras relaxacios sebességében (r1p")

optimalis vizcsere sebességgel rendelkezd Gd(I1I)-komplexeknél (1/m=107 — 103 s, 38441

140

120

100
80
60
40
20

2. dbra A belsd szféra hozzajarulas (r1,"*) szimulacioja 0,47 T térerén és 25°C-on a Gd — OHa
vektor rotacids sebességének (1/7r) és a belsd szféras vizmolekula cseresebességének (1//7m)
fliggvényében. (T1e= 5x107% s)

A klinikai vizsgalatokban alkalmazott Gd(III)-komplexekben a ligandum a fémionhoz 8
donoratommal koordinalodik, mig a Gd(III)-ion 9. koordinacids helyét egy vizmolekula
foglalja el. A bels6é szféras H20O molekula cserefolyamatainak hozzajaruldsa a Gd(III)-
komplexek teljes relaxivitasdhoz kb. 50%.[%°! Azonban az emlitett Gd(III)-komplexek
relaxivitdsa (r1p=4-5 mM's™!) lényegesen elmarad a bels6 szférds hozzajarulas elméletileg

elérhetd r1p°=120 mM!s™! értéktdl, mivel a relaxaciot befolyésold kinetikai paraméterek nem

8
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idealisak (1/tm~10° s, 1/m~10'" s, 1/Tiex10° s!, 2. &bra). A Gd(IIl)-komplexek
relaxivitdsanak novelése érdekében intenziv kutatdsok folynak a belsd szférds hozzajarulast
befolyasol6 relaxacios paraméterek (foként g, om és ) optimalasara.*! A Gd(I1I)-komplexek
relaxivitdsa novelhetd a belsd szféras vizmolekuldk szdmanak novelésével hat- és hétfogu
ligandumokat alkalmazva. Azonban a heptakoordinalt Gd(III)-komplexek stabilitdsa és
kinetikai inertsége lényegesen kisebb, mint nyolcfogi ligandummal képz6ddé Gd(III)-

4548

komplexeké.[* ] Jelentds relaxivitas novekedést eredményez a Gd(IIl)-komplexek rotacios

korrelaciés idejének a ndvelése, ami viszonylag egyszertien megvalosithatdo a dimer,[**-"]
dendrimer*'!l és polimer és méas makromolekulas (szilika nanorészecskék)>>> szerkezetii
komplexek eldallitasaval. A Gd(III)-komplexek elektron relaxacios idejének novelése szintén
novelné a relaxivitast, de a kdzponti fémion 7i2. értéke jelen ismereteink alapjan nem
befolyasolhato.['2:2]

Kisméreti Gd(IIl)-komplexek  kiilsé szféra hozzajarulasat (r1,°°) a Freed-féle

egyenletekkel®**3 lehet megadni. Az elmélet a kiilsd szféraban 1évé vizmolekula protonok

rrrrrrrr

s

oldoszer vizprotonok relaxacidés sebesség novekedéséhez kozelitbleg 40 % a klinikai
gyakorlatban alkalmazott Gd(III)-komplexek esetében 0.5 — 1.5 T térerénél.

A masodik szféra hozzdjarulas (71,*°) olyan vizmolekula protonok esetében jelentds,
amelyek relative hosszi ideig tartozkodnak a paramagneses fémkomplex kozvetlen
kornyezetében a Gd(III)-ion koordinacidjaban résztvevd ligandum funkcids csoportjaival (pl.
foszfonat csoport) erés hidrogénkétést kialakitva.l®®! A masodik szféras vizmolekula protonok
Iényegesen kozelebb helyezkednek el a Gd(III)-ionhoz, mint a vizmolekula oxigének a
kialakul6 hidrogénkdtések €s ezaltal a masodik szféras vizmolekuldk eltérd orientdcioja miatt.
A masodik szféras vizmolekuldk és a Gd(Il)-ionhoz koordinalt ligandum funkcids csoportjai
kozott kialakuld kolesonhatasok erdsségét befolyasolhatja a donoratom bazicitasa és toltése.
Ennek megfelelden a kiilonb6zé donoratomok/csoportok (pl. karboxilat, foszfinat, foszfonat)
eltérd erdsségii hidrogénkotéseket alakithatnak ki a masodik szféras vizmolekula protonokkal.
A masodik szféra hozzajaruldsa az oldészer vizprotonok relaxédcidos sebességének

ndvekedéséhez a 10. egyenlettel adhaté meg.°!
M

q;°
s =18x%107° 2’— (10)

T + Ty
: =L . o
ahol ¢** , =* és T1;* a j funkcids csoporttal hidrogénkotést kialakitott masodik szféras

vizmolekuldk szama, atlagos tartdzkodasi ideje és protonjaik longitudinalis relaxacids ideje. A
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masodik szférds vizmolekula protonok relaxacidos ideje a belsd szférds vizmolekula
protonokéhoz hasonldan fejezhetod ki a 4. - 9. egyenletekkel. A masodik szféra hozzajarulasat
szamos olyan Gd(III)-komplex esetében tanulmanyoztdk, amelyek a koordinal6do ligandum
oldallancaban taldlhaté karboxilat csoportokat Iépcsdzetesen foszfondt csoportokra
cserélték.>7>1 Az 'TH NMR relaxometrias adatok alapjan megallapitottak, hogy a foszfonat
csoportok szamanak novekedésével nd a masodik szféraban talalhatd vizmolekuldk szama,
amelyek atlagos tartozkodasi ideje m* = 35 - 60 ps és protonjaik tavolsaga a Gd(III)-iontol
raan® =3.5 Al%61) Ezen erdmények alapjan az MRI vizsgalatokban alkalmazott Gd(III)-
komplexek becsiilt masodik szférds hozzajarulasa kozelitéleg 10 % az olddszer vizprotonok
relaxacios sebesség ndvekedésében 0.5 — 1.5 T térerénél.[>®]

A klinikai gyakorlatba bevezetett és jelenleg is MRI kontrasztanyagként alkalmazott
ligandumok és Gd(III)-komplexek az 3. abran lathatoak. A MRI vizsgélatok soran elséként
hasznalt Gd** alapti kontrasztanyag a Gd(DTPA)* (Magnevist®, Bayer-Schering Pharma),'®?
amit 1988 6ta alkalmaznak. A nyiltlanci Gd(DTPA)* klinikai gyakorlatba tortént bevezetését
a joval nagyobb kinetikai inertséggel rendelkezd Gd(DOTA) (Dotarem®, Guerbet) kovetett.[*]
Kezdetben a Gd*" alapu készitményeket 0,1-0,3 mmol/testsuly kg dozisban alkalmaztak, ami
egy normal testsulyt beteg esetében (70 kg) akar 14 - 42 cm® 0,5 mol/dm?® téménységii oldat
intravénas befecskendezését jelentheti. Mivel a Gd(DTPA)* és Gd(DOTA) komplexek
toltéssel rendelkeznek, igy az injektalas helyén jelentds ozmotikus terhelést okozhatnak, egyes
betegeknél fajdalmat kivaltva. Kisebb ozmotikus terhelés érdekében az emlitett két Gd(III)-
komplex toltés nélkiili valtozatait is eldallitottadk a DOTA és DTPA ligandumok 1 és 2 acetat
csoportjat alkoholos hidroxil- és amidcsoportokkal helyettesitve.l®*%"] A klinikai gyakorlatba
is bevezetett toltés nélkiili kontrasztanyag a Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®, General Electric),
Gd(DTPA-BMEA) (Optimark®, Guerbet), Gd(HP-DO3A) (ProHance®, Bracco Imaging) és a
Gd(BT-DO3A) (Gadovist®, Bayer-Schering Pharma). Ezek a komplexek kisebb
termodinamikai stabilitassal és kinetikai inertséggel rendelkeznek, mint az acetat analogok, de
szervi megoszlasuk és farmakokinetikai sajatsagaik nagyon hasonldéak a Gd(DTPA)* és
Gd(DOTA) komplexekéhez, amelyek gyors és egyenletes extracellularis eloszlasukat kovetden
kb. 1.5 6ras felezési id6vel iiriilnek a veséken keresztiil.[* 72 A DTPA és DOTA ligandumok
akar szervspecificitast is meg lehet valdsitani. Szervspecifikus Gd(IIT)-komplexekkel rendkiviil
alacsony dozis alkalmazasa (2-10 pumol/teststly kg) mellett is kielégitd kontrasztndvekedés
érhetd el a célszervben. Célzott majvizsgalatok megvalositasara fejlesztették ki a lipofil

csoportokat tartalmazé Gd(EOB-DTPA)* (Eovist®, Bayer-Schering Pharma)’® és a
10
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Gd(BOPTA)* (Multihance®, Bracco Imaging)’¥ komplexeket, amelyek huméan szérum
ging p Yy

albuminnal kialakitott reverzibilis kolcsonhatasaiknak koszonhetden részben méjon keresztiil

uriilnek.
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3. abra DTPA, DOTA ¢s szarmazékaik szerkezete. MRI vizsgalatok soran hasznalt Gd(III)-

komplexek kereskedelmi neve és dsszetétele (NMG: N-metil-gliik6zamin)

11.1.2 T kontrasztanyagok

A vizprotonok transzverzalis relaxacids idejét (72) csokkenté MRI kontrasztanyagok fejlesztése
a 1990-es évektdl valt intenzivvé, amely fOként a szuperparamagneses vas-oxid
nanorészecskékre iranyult szdmos készitmény klinikai gyakorlatba torténd bevezetését
eredményezve  (Lumirem®  Guerbet, Abdoscan® Nycomed, Endorem® AMAG

Pharmaceuticals).’>7"]

Szuperparamagneses vas-oxid mikrorészecskék Osszetételét a
kdvetkezd altalanos képlettel lehet megadni: Fex"O3:M"O, ahol M!: Fe?*, Mn?**, Ni**, Co**,
Mg>* lehet. A mikrorészecskék altal kivaltott kontraszthatast az Osszetételiik mellett
szemcseméretiik is befolyasolja. A vizprotonok relaxacios idejére gyakorolt hatasuk alapjan a

nagyobb szemcseméretli mikrorészecskék foként 7> (negativ kontraszt), mig a kisebbek 71

(pozitiv kontraszt) relaxacids idoket csokkentik. Gombszimmetrikusnak feltételezett szolvatalt

11
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mikrorészecskék 4 o tipusat lehet megkiilonboztetni elméleti atmérdjiik alapjan: SPIO (300
nm), SSPIO (50-150 nm), USPIO (10-40 nm) és MION (<10 nm). A SPIO részecskéket foként
emésztorendszeri vizsgalatokban alkalmaztdk nem lebomlé matrixszal bevonva, ordlisan. A
m4j, 1ép, porc és csontveld vizsgalatokban SSPIO és USPIO mikrorészecskéket hasznaltak
intravénasan. Az USPIO részecskéket angiografias vizsgalatokban is alkalmaztdk, mig a

MION-monoklonaris antitest konjugatumokat szervspecifikus vizsgalatokra javasoltak.[”!

11.1.3 CEST kontrasztanyagok

A kontrasztanyagok harmadik csoportjat képezik azok az anyagok, amelyek kiilonféle labilis
(foként -NH és —OH) protonokat tartalmaznak, és képesek a nagy tomegben jelen 1évo
vizprotonokkal cserélédni. Az NMR idéskaljan lasst csere esetén a labilis- és vizprotonok 'H-
NMR jele elkiiloniil. Nagyfrekvencids impulzust alkalmazva abban a tartoméanyban, ahol a
labilis protonok jele talalhato, telités torténik, ami a vizprotonokkal torténd kémiai cserén
keresztiil lecsdkkenti az oldoszer protonok '"H NMR jelének intenzitasat. Ezeket az anyagokat
osszefoglalé néven CEST (Chemical Exchange Saturation Transfer) anyagoknak nevezik.[®)
A CEST anyagok el6nyds tulajdonsagai kozé tartozik, hogy az altaluk kialakitott kontraszthatés
mértéke csak a cserélhetd protonok koncentracidjatol, cseresebességétol, relaxacios idejétol (71
és T2) és '"H-NMR jeliik kémiai eltolodasatol fiigg. Alapvetd kovetelmény a CEST anyagokkal
szemben, hogy a labilis protonok relaxacios ideje (71 és T2) és cseresebessége (kca=1/7c4)
elegendden nagy legyen a CEST effektus kdvetéséhez, de értékének alatta kell maradnia a gyors
csere kritériumanak az NMR idéskalajan (rzcidwca>>1, Awca a mobilis protonok és a
vizprotonok jelének kémiai eltolodasbeli kiillonbsége, 7c4 a mobilis proton atlagos tartézkodasi
ideje). A CEST kontrasztanyagok el6nyds tulajdonsagai kozott meg kell emliteni a
kontraszthatds egyszerii ki-be kapcsolasat, ami két modon is megvaldsithato: 1) a
radiofrekvencias besugarzd impulzus kikapcsoldsaval és ii) a besugarzd impulzus
frekvenciagjanak modositasaval. Ennek megfeleléen a kontraszthatas jelen- €és tavollétében
készitett CEST felvételek konnyen dsszehasonlithatok, ami lehetdséget nyujthat az egészséges
és beteg szdvetek megkiilonboztetésére.[’8]

Kezdetben az €16 szervezetben is talalhato labilis protonokkal (féként -NH és —OH protonok)
rendelkez0 metabolitokat (amindsavak, cukrok, nukleotidok, hetero aromds vegyiiletek)
javasoltak CEST kontrasztanyagkénti felhasznalasra.l®! A vizsgalt vegyiiletek koziil a kivaltott
CEST eftektus alapjan a barbitursav rendelkezett a legigéretesebb tulajdonsagokkal (Awcs =5

ppm). Mivel a barbitursav labilis protonjainak cseresebességét az olddszer vizprotonokkal

jelentdsen befolyasolja a pH és a hdmérséklet, igy azok kozvetleniil tanulmanyozhatoak az €16

12
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szervezetben in vivo CEST vizsgélatok soran.’®! Napjainkban szdmos klinikai gyakorlatban
hasznalt labilis protonnal rendelkez6 CT kontrasztanyag (pl. iopamidol, iopromid) CEST
kontrasztanyagkénti felhasznalasat tanulmanyozzak.[””!

Az emlitett elény0s sajatsagok mellett a CEST kontrasztanyagkénti felhasznalasra javasolt kis
molekuldji vegyliletek szdmos hatranyos tulajdonsaggal is rendelkeznek (pl. a kép
kontrasztossaganak noveléséhez sziikséges til nagy koncentracio [CA]~10-100 mM, kis
eltolodasbeli kiilonbség Awcs < 5 ppm),[738034 amelyek kikiiszobolésére két stratégiat
javasoltak: 1) a mobilis protonok molekulankénti szamanak ndvelése makromolekularis
rendszerek alkalmazasaval (dendrimerek, peptidek, polinukleotidok),”’®! ii) paraméigneses
NMR shift reagens alkalmazéasa, amely a mobilis protonokat hordoz6 diamégneses rendszerrel
kolcsonhatdsba lépve megndveli azok kémiai eltoloddsat (PARACEST).BY Sherry és
munkatarsai PARACEST felhasznalasra az Eu(DOTA-Gly-Et)** komplexet javasoltak,®]
amelyben a paramagneses Eu(IlI)-ionhoz koordinal6dé vizmolekula protonjainak 'H-NMR jele
Awc~40 ppm-re van a vizjeltdl, igy cseréjiik az olddszer vizprotonokkal telités atvitelen
keresztiil tanulmanyozhato. Aime és munkatarsai azonos célu felhasznalasra a DOTA-
tetrakisz(acetil-glicin) ligandum paramagneses Ln(Ill)-komplexeit (Eu(Ill), YDb(III))
javasoltak.[®?! A paramédgneses Ln(IlI)-ionok DOTA-Gly-Et és DOTA-Gly ligandumokkal
képzett komplexeiben 4 amid- és 2 belsd szféras vizproton taldlhatd, amelyek eltérd
mechanizmusu cserefolyamatban vehetnek részt az olddszer vizprotonokkal, lehetdséget
nygjtva a kiilonb6z6 szervek és szovetek pH és homérséklet értékeinek mérésére CEST
modszerrel. A mobilis protonok szdmanak és ezaltal a CEST érzékenységének novelésére
paramagneses Ln(II)-komplexeket (Tm(DOTMA)) tartalmaz6 nanorészecskéket javasoltak
(pl. micellak, liposzomak), amelyek belsé kompartmentjében taladlhatd vizmolekula protonok
jele a paramagneses Ln(IIl)-komplextdl fiiggéen 20 — 40 ppm-re taldlhatdé az olddszer
vizprotonok jelétdl és a nanorészecske faldn keresztiil kelléen gyors cserefolyamatokban

vesznek részt az olddszer vizmolekulakkal.[3°]

11.1.4 ., Intelligens” MRI kontrasztanyagok
A gyakorlatban hasznalt Gd** alapa MRI kontrasztanyagok nem specifikusak. A

minimdlis alkalmazasi do6zis melletti maximalis kontrasztndveld hatds elérése érdekében
intenziv  kutatasok folynak specifikus kontrasztanyagok fejlesztésére. Errendszeri
vizsgalatokban is alkalmazhato Gd(III)-komplexeket allitottak eld makromolekuldkhoz vald
kovalens és nem-kovalens kapcsolasukkal, amelyek hosszabb idén keresztiil a véraramban

tartdzkodhatnak és lassan iiriilnek a veséken keresztiil.!*”) Angiografias MRI vizsgalatok soran
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eredményesen alkalmaztak az MS325 (Ablavar®, 3. 4bra)®”! és Gd(DTPA)-dehidroepesav
konjugatumot, amely ,host-guest” kolcsonhatdson keresztiil kapcsolodva human szérum
albuminhoz viszonylag hosszu ideig tartozkodik a véraramban majon keresztiili kitirtilésiiket
megeléz8en.® A viszonylag sziik korii felhasznalas miatt az Ablavar® forgalmazasat a 2000-
es évek elején befejezték.

A specificitas novelése érdekében tumorspecifikus peptidek, monoklonalis antitestek és
fragmenseik Gd(III)-komplexekhez vald kapcsolasaval elérhetd a tumoros sejtek feliiletén
talalhaté receptorokhoz torténé specifikus megkotédésiik.®*! Az emlitett modszert RDx és RTx
készitmények esetében is eldszeretettel alkalmazzak.

Az MRI kontrasztanyagok fejlesztésének kovetkezo 1épcsdfokat a molekularis képalkotasban
alkalmazhat6 kontrasztanyagok képezik, amelyekkel kornyezetiik fizikai-kémiai paramétereit
(pH, hémérséklet, pO2, enzimaktivitas, redoxpotencial, anionok és kationok koncentracidja,
stb.) lehet meghatarozni in vivo MRI vizsgalatok soran. Ezeket a vegytileteket dsszefoglald
néven intelligens kontrasztanyagoknak nevezik (smart contrast agents).”*3 Az elmult 15
évben szamos intelligens 71, 7> és CEST MRI kontrasztanyagot 4llitottak eld. A Gd** alapt
MRI kontrasztanyagok népszertisége miatt a legtobb intelligens kontrasztanyagot a jol ismert
Gd(I1I)-komplexek (3. abra) megfelelé modositasaval fejlesztették.”?) Az intelligens Gd** alapu
MRI kontrasztanyagok relaxivitasat kornyezetiik fizikia-kémiai sajatossagai befolyasolhatjak
altalaban a ¢, a 7r és a v relaxacios paraméterek valtoztatasan keresztiil. A legtobb pH, anion
(COs%, PO4*, laktat, malonat, acetat, oxalat, amino-savak) és kation (Ca?*, Zn?**, Cu®*, Fe*)
koncentracid6 meghatarozasara alkalmas Gd(III)-komplex esetében a kozponti fémion altal
koordinalt donoratom protonalddasa, a vizsgalt fémionhoz val6 koordinacidja és anionnal vald
szubsztitucioja befolyasolhatja a belséd szféras vizmolekuldk szamat, ezaltal az oldoszer

vizprotonok relaxacids sebességére gyakorolt hatasat (11. egyenlet).?]

n+ -
A—BM M+ A—B o A—BH

B¢ s GE G

H/O\H H/O\H (11)

Mivel a donoratomok és a belso szféras vizmolekula koordinacidja/dekoordinacidja reverzibilis
komplex segitségével barmelyik irdnybol tanulmanyozhatd. Azonban szamos ,,intelligens”
MRI kontrasztanyagként alkalmazhaté Gd(IIl)-komplex szerkezetében a vizsgalt paraméter
hatasara bekovetkezd valtozas irreverzibilis. Az oldallancba nitroimidazol csoportot tartalmazd

Gd(IIT)-komplexek hypoxids szovetekben kovalens kotést alakithatnak ki intracellularis

14
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makromolekulakkal, ami = novekedésén keresztiil megnoveli a komplex relaxivitasat.!™

Enzimspecifikus szubsztratot oldallancban tartalmaz6 Gd(I1I)-komplexek esetében a szubsztrat
hasitasat kovetd relaxivitds csokkenésen keresztiill (zr csOkken) teszik lehetévé az
enzimaktivitds mérést.[>*!

Kvantitativ vizsgalatokhoz elengedhetetlen a Gd(III)-komplex in vivo megoszlasanak
ismerete, ami korlatozza az intelligens MRI kontrasztanyagok alkalmazhatosagat. Szamos
eredmények koncentraciofliggésének elkeriilésére: 1) Aime ¢és munkatarsai az olddszer
vizprotonok Gd(III)-komplex jelenlétében mért longitudinalis (Ri) és transzverzalis (R2)
relaxacios sebesség hanyadosanak figyelembevételét javasoltak (Ratiometric mddszer), ami
fliggetlen a komplex koncentraciojatol;! ii) ,,koktél” modszer esetében a Gd(I1I)-komplex és
egy hasonlé farmakokinetikai sajatossdgokkal rendelkezd vegyiilet ismert ardnyt keverékét
alkalmazzak, amelyben a kiséré vegyiilet segitséget nyujt a Gd(III)-komplex lokalis
vizsgalhato Gd(III)-komplexek esetében a molekuldn taldlhatd radioizotop segitségével a
komplex in vivo megoszlasa és lokalis koncentracidja pontosan meghatarozhatd, ami alapjan
szamithato a vizsgalt fizikai-kémiai paraméter az MRI jel intenzitisabol.*7-%%]

Az emlitett fizikai-kémiai paraméterek kozil az in vivo pH-mérés veseelégtelenségek
¢s tumoros szovetek vizsgdlatara, valamint a terapias kezelés nyomonkdvetésére nyujthat

.29 A tumorok hisztologidjatol és méretétdl fiiggden a fokozott fiziologiai

lehetdsége
aktivitas kovetkeztében a sejtkozotti dllomany pH-ja a tumorok kozelében sokkal kisebb
(pH=5,7 — 5,8), mint az egészséges szovetek esetében (pH=7,4).°! A pH-érzékeny MRI
kontrasztanyagként fejlesztett Gd(III)-komplexekben leggyakrabban hétfogia DO3A ligandum
oldallancaban protonalhatd ¢és koordinalédé donoratomot tartalmazd szadrmazékait
alkalmazzdk. Az optimdlis pH-érzékenység megteremtése érdekében a donoratom
deprotonalddasanak és koordinacidjanak a pH=5,7 — 7,2 tartoméanyban kell lejatszddnia, amit a
donoratom bazicitasan keresztlil a szomszédos szubsztituensek megfeleld valtoztatatasaval
(elektron-kiild6 és elektron-szivd sajatossagok) lehet bedllitani a kivéant értékre (logk=6,4 —
6,8).1%1 pH-érzékeny MRI kontrasztanyagkénti felhasznélasra javasoltak a Gd(DO3A)-p-
nitrofenol komplexet, amelyben a fenol csoport protonalodasanak és dekoordinacidjanak
hatasara a belsd szféras vizmolekuldk szdma egyrdl kettére nd a relaxivitds kozel 71 %
novekedését eredményezve (rip=4.1 — 7.0 mM!s!) a pH=9 — 5 tartomanyban.['®!) Hasonlé
megfontolasok alapjan allitottak elé az amino-etil és szulfonamid oldallancokat tartalmazo

Gd(DO3A-AE)! ¢s GA(DO3A-SA)! komplexeket, amelyek oldallincéban talalhato
15



nczsozso /2 23

I1. Irodalmi attekintés

amino- ¢és aril-szulfonamid csoportokon 1évé szubsztituensek segitségével a nitrogén
donoratom bazicitasa precizen hangolhat6 a vizsgalni kivant pH tartomanynak megfeleléen. A
Gd(DO3A-SA) komplex in vivo koncentracidjanak meghatarozéasa érdekében eléallitottak — —
CF3 és —POs* csoportokat tartalmazo szdrmazékait, amelyek '’F- és *'P-NMR spektroszkopias
modszerrel kdzvetleniil tanulmanyozhatoak.”s! A Gd(DO3A-SA) és ¥ Ga(AAZTA) komplexek
meghatarozasat PET modszerrel, amit felhasznalva az MRI felvételek alapjan szamitottak a
vizsgalt szovet pH térképét.l'%) In vivo pH mérésre alkalmasak lehetnek a Gd(HP-DO3A)
komplexszel toltott pH-érzékeny micelldk és liposzomak, amelyek pH véltozassal bekovetkezd
szerkezetvaltasa a relaxivitas csokkenését eredményezi a Gd(I1I)-komplexek kiszabaduldsanak

104,105]

koszonhetéen (v csokkenés).! A Gd(II)-komplexek protonalodasanak hatasara

bekovetkezd morfologiai valtozasok szintén befolydsolhatjak a v értékét, megvaltoztatva az
olddszer vizprotonok relaxacids sebességére gyakorolt hatasat.!1%!

Az ¢l6 szervezetek normalis miikddéséhez elengedhetetlen a  kiilonféle
elektrondtmenettel jaro intra- és extracellularis biokémiai folyamatok szabalyozasa.['%”) A
kézponti fémion oxidacids szam valtozasat felhasznalé redoxipotenciil érzékeny MRI
kontrasztanyagok fejlesztése a Gd(III)-komplexek esetében nem lehetséges. Redoxfolyamatra
érzékeny funkcidés csoportokat tartalmazo ligandumok Gd(IIl)-komplexei oldallancaban
elektrondtmenet hatasara bekovetkezO szerkezeti valtozasok befolyasolhatjdk a komplex
relaxivitasat (g, v és tv), ami in vivo MRI vizsgalatokkal tanulmanyozhato.[197:198] A
Gd(4NO2MeOSA) komplexben taldlhatd nitrobenzil-szulfonamid oldallanc —NO2 csoportja
redukalodhat hipoxids koriilmények kozott, ami a szulfonamid csoport protonalddasi
allanddjanak novekedésén keresztiil megnoveli a g=2 Gd(III)-komplex relativ mennyiségét és
a rendszer relaxivitasat (normal: r1,=5,2 mM's™!; hipoxias: r1p=6,7 mM's).[1%) Hasonlo
megfontolasok alapjan allitottdk eld a 2-nitroimidazol oldallancot tartalmazé Gd(DOTA-
monoamid) komplexet, amely a —NO2 csoport redukcigjat kovetden felhalmozodhat hipoxias
sejtekben a komplex rotacios korrelacios idejének (zr) €s ezaltal relaxivitdsdnak novekedését
eredményezve.l™ Szintén in vivo redoxpotencidl mérésre alkalmazhaté megoldas a kis
molekulatomegli Gd(III)-komplexek redoxpotencidl iranyitott reverzibilis és irreverzibilis
kolcsonhatasok kialakitasa makromolekulakkal, ami a zr érték novekedésén keresztiil noveli a
komplex relaxivitasat.['91%) QOldallancban tiol csoportokat tartalmazé Gd(DO3A) és
Gd(DO3A-monoamid) komplexek human szérum albumin Cys-34 aminosav egységével S — S

kotést tudnak kialakitani, amelyek az adduktumok hosszabb  értékének koszonhetden
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nagyobb relaxivitassal rendelkeznek.[!1%112] A Gd(LC6-SH) komplex esetében igazoltak, hogy
az oldallancban talalhat6 tiol csoport human szérum albuminnal kialakitott S — S kotése
reduktiv kornyezetben felhasadhat a relaxivitds 55% csokkenését eredményezve a szabad
Gd(I1I)-komplex rovidebb rotacids korrelacios idejének (zr) kdszonhetéen. ']

Az ¢l6 szervezetben talalhatd észertaz, f-galaktoziddz, peroxidaz és protedz enzimek
fontos biomarkerei lehetnek szdmos betegségnek és koros elvaltozasnak. Az enzimek termelése
inaktiv formaban torténik és aktivalasuk a megfeleléen szabdlyozott biokémiai folyamatokon
keresztiil felhaszndldsuk helyén jatszodik le. Enzimaktivitds mérésén keresztiil szdmos

daganatos megbetegedés korai staddiumban detektalhatd.>%%)

[-glikuroniddz enzim
aktivitasanak mérésére alkalmazhaté Gd(DO3A-AE-gliikuronsav) komplexet allitottak eld
Gd(DO3A-AE) ¢s p-glikuronsav 4-hidroxi-3-nitrobenzil alkohol egységen keresztiili
komplexben 1évo f-gliikuronsav egység hasitasat kovetden a szabadda valo amino-etil csoport
Gd(IIT)-ionhoz val6 koordinacidja lecsokkenti a belsé szféras vizmolekuldk szamat, ami 27 %

U14] Enzimaktivitas mérés a

csokkenést eredményez a komplex relaxivitdsaban vérszérumban.
Gd(IIT)-komplexek rotaciods korrelacids idejének (7zr) mdodositasa révén bekovetkezd relaxivitas
valtozason keresztlil is lehetséges. Szamos enzimaktivitas érzékeny Gd(III)-komplexet
allitottak eld, amelyek az oldalldncukban talalhat6 szubsztrat molekuldk enzimatikus hasitasat
kovetéen kolcsonhatast alakithatnak ki makromolekulakkal (pl. human szérum
albumin).P+!15:1161 Enzim specifikus kotéseket tartalmazé polimer szerkezetli Gd(III)-
komplexek esetében az enzimatikus hasitast kovetd relaxivitas csokkenés (zr lecsokken)
szintén alkalmas lehet enzimaktivitds meghatarozdsara, amelyet hialuronidaz aktivitasanak
Gd(DTPA)-hialuronsav ~ konjugatummal  torténd  vizsgalatai sordn  eredményesen
alkalmaztak.[''7] Proteaz (caspase-3) aktivitdas '"H MRI/'F NMR mddszerrel torténé mérésére
alkalmas Gd(DOTA)-DEVD-Tfb komplexet allitottak eld, amely oldallancéban talalhaté —CF3
csoporton keresztiil intramolekularis kdlcsonhatast alakithat ki a Gd(III)-ionnal lecsokkentve a
YF mag transzverzalis (72) relaxicios idejét. Az Gd(III)-komplex oldallincdban az
aszpartamsav egységet kovetd tetrapeptid enzimatikus hasitasat kovetden a '"F mag
transzverzalis relaxacidja lényegesen lelassul a Gd(III)-ionnal kialakitott intramolekularis
kolcsdnhatds megsziinésének kovetkeztében 111 Megfeleld enzim szubsztrat Gd(III)-
komplex oldallancaba torténd beépitésével [-galactozidaz és f-laktamaz enzimek aktivitasa is

meghatarozhaté hasonld mddszerekkel 1201211
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A szervezet hotérképe informaciot szolgaltathat gyulladasok helyeir6l, valamint a hipo-
¢és hipertermias kezelésekkor a szovetekben kialakulé homérsékletrél. Az ismert Gd(III)-
komplexek termoszenzitiv MRI kontrasztanyagként valo 6nallé alkalmazéasa nem lehetséges,
mivel a relaxivitasukat befolyasol6 paraméterek (¢, o, ) csak kis mértékben valtoznak az é16
szervezet szamara toleralhatd homérséklet tartomanyban (20 - 40°C). Termoszenzitiv MRI
kontrasztanyagkénti felhasznalasra javasoltak a Gd(HP-DO3A) komplexet tartalmazé
hémérsékletérzékeny liposzomakat, amelyek relaxivitasa kicsi alacsony hémérsékleten a
vizmolekuldk foszfolipid membranjan keresztiili lassu diffuzidja miatt (a Gd(III)-komplex
paramagneses hatasa nem tevddik at a membranon kiviili oldoszer vizmolekuldkra). A gél —
folyadék kristaly fazisatmenethez rendelheté hdmérsékleten (7m= 50 és 41°C) a GA(HP-DO3A)
komplexet tartalmazo liposzomak relaxivitasa megnd, ami a belsé kompartmentben talalhato
termoszenzitivitasa (gél — folyadék kristdly fazisdtmenethez tartozd hdmérséklet) finoman
hangolhat6 az alifass lanc telitettségével és hosszaval.!'’Y  Gd(DTPA-BMA) toltott
termoszenzitiv liposzomakat (7m=42°C) javasoltak hipertermids kezelések MRI-vel torténd
kontrollalasara €s a terapia soran bekdvetkez6 homérséklet valtozas nyomonkdvetésére.

A Gd(IIT)-komplexeket tartalmazd termoszenzitiv liposzomdnak viszonylag komplikalt
eldallitdsa miatt szamos mas modszert (CEST, Magneses Rezonancia Spektroszkopia-MRS)
javasoltak in vivo hdémérsékletmérésre. A paramagneses Ln(IIl) ionok 4&ltal indukalt, a
komplexképzo6 ligandum protonjainak NMR jeleltoldédasa (LIS) Iényegesen fiigg a kdzponti
fémion kémiai mindségétdl és a koordinalédé donoratomokkal kialakitott kdlcsonhatasok
jellegétol. LIS harom komponens (a diamagneses, a Fermi kontakt (skalaris) és a pszeudo-
kontakt (dipolaris)) kolcsonhatasok —egyiittes hozzajarulasabol tevédik ossze'?S A
diamagneses eltolédas a Ln(IlI)-komplexek esetében kicsi, amit dontéen a fémion induktiv
hatasa eredményez. A kontakt eltolodas kovalens kotések kialakulasahoz, mig a pszeudo-
kontakt eltolddas a téren keresztiil haté kdlcsonhatasokhoz kothetéek. A Ln(I11)-ionok altal
kialakitott koordinativ kotések ionos jellege miatt a paramégneses Ln(I1I)-komplexek esetében
mért A LIS fdleg pszeudo-kontakt hozzdjarulasbol adodik, amely forditottan ardnyos a
hémérséklettel. Aime és munkatarsai Yb(DOTMA) komplexet javasoltdk MRS modszerrel
torténd in vivo hémérsékletmérésre.l'”! Az Yb(DOTMA) komplex 12 metil protonnal
rendelkezik, amelyek jele -14 ppm-nél talalhato €s kozel linedrisan csokken (-0.41 ppm/°C) a
hémérséklet novelésével a 35 —45°C tartomanyban human szérumban. Hasonlo megfontolasok

alapjan javasoltdk MRS moddszerrel torténd in vivo homérsékletmérésre a Tm(DOTA)
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komplexet, amely metilén protonjainak kémiai eltolodas homérsékletfiiggése (-1.4 — 1.1
ppm/°C) lényegesen nagyobb, mint a Yb(DOTMA) esetében.!'27-128] A kis vizcseresebességgel
rendelkez6 Ln(DOTA-tetraamid) komplexek esetében lehetdség van a belsdé szféras
vizmolekula "H NMR jelének CEST moédszerrel térténd detektalasara. A Dy(I1D)- és Eu(DOTA-
tetraamid) komplexek belsd szféras vizmolekula protonjai kémiai eltolodéasa lineérisan valtozik
(Dy(DOTAM): 8(ppm)=6.9xT-944,7; Eu(DOTAM-Gly): 5(ppm)= - 0,4xT+64,5) a 20 - 50°C

tartomanyban.[129-131]

II.1.5 Nefirogén Szisztémds Fibrosis (NSF) és a Gd°* retencié

A Gd*" alapi MRI kontrasztanyagok kdzel 15 éves biztonsagos alkalmazasa ellenére
2000-ben egy Uj tipust megbetegedést diagnosztizaltak (NSF) sulyos vesebetegek esetében,
akik dializisre szorultak és MRI vizsgalataikat Gd*" alapu kontrasztanyagok tobbszori emelt
dézist (>0.3 mmol/kg teststly) alkalmazisaval végezték.['*?] Az emlitett megbetegedések a
bor, az iziiletek és szdmos vegetativ szerv fibrotikus elvaltozasait eredményezték, amelyet
Grobner és munkatarsai 2006-ban hoztak kapcsolatba a Gd*" alapu kontrasztanyagok
alkalmazasaval.?*! A Gd** tartalmu kontrasztanyagokkal vizsgalt sulyos vesebetegek esetében
a Gd(III)-komplex kiiiriilése a szervezetbdl lasst (z12=30 — 40 ora). Ez id6 alatt a Gd(III)-
komplex egy része disszocidlhat a szervezetben €s fémioncsere reakcidk soran a szabadda valo
Gd** elindithatja az NSF kialakul4sat, mint annak egyik rizikofaktora.”>?3] Az NSF betegek
(kb. 2000 eset vilagszerte Osszesen) tobbségét nyiltlancu ligandum (90%-ban DTPA-BMA)
Gd(IIT)-komplexével vizsgaltak (3. abra), melyek disszociacid sebessége 1ényegesen nagyobb,
mint amit a makrociklusos DOTA ¢és szarmazékai Gd(III)-komplexei esetében
megfigyeltek.['**"13¢) Az NSF kialakulasanak az okai még nem ismertek és nem 4ll
rendelkezésre olyan modell, ami alapjan becsiilni lehetne a Gd*" altal kivaltott fibrotikus
elvaltozas mértékét. A betegség okainak feltarasahoz meg kell ismerni, hogy a kiilonbdz6é Gd**
tartalmu kontrasztanyagokbol milyen mennyiségben és milyen sebességgel szabadul fel a Gd**,
majd az milyen forméban keriil a testfolyadékokba. Az emlitett okok jelentdsen novelték a
kiilonboz6 Gd** alapa MRI kontrasztanyagok fizikai-kémiai sajatsagai iranti érdekl6dést
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett.2%137]

Az NSF megjelenésével a vilagon szamos egészségiigyi hatosdg (Food and Drug
Administration — FDA, European Medicines Agency - EMA) arra kdtelezte a gyartokat, hogy
megfeleld figyelmeztetéssel lassak el a Gd*" alapt készitményeket, amelyben az NSF
kialakulasanak veszélyére hivjak fel a figyelmet. 2010-ben az FDA megtiltotta harom
nyiltlinci  Gd*" alapi  MRI  kontrasztanyag (Gd(DTPA), Gd(DTPA-BMA) és
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Gd(DTPA-BMEA), 1. abra) alkalmazasat vesebetegek esetében. Az FDA és az EMA 2017-
ben wjabb allasfoglalast tett kozzé, amelyben a fent emlitett hiarom Gd** alapi MRI
kontrasztanyag forgalmazasat felfiiggesztették, mig az ugyancsak nyiltlancit Gd(EOB-DTPA)
¢s Gd(BOPTA) komplexeket csak méjvizsgalatok esetében javasoljak minimalis alkalmazasi
dozis mellett (<0,1 mmol/kg teststly).[!*8]

crer

megbetegedések szadma. Azonban 2010-es évek elején egészséges vesemiikodésii betegek
esetében a Gd** akkumuldcidjat tapasztaltak agyszovetekben.'’) Kanda és munkatirsai
jelintenzitas novekedést figyeltek meg agyszovetekrdl (Dentate Nucleus és Globus Pallidus)
Gd*" alapt kontrasztanyag alkalmazasa nélkiil készitett T1-re sulyozott MRI felvételeken olyan
betegek esetében, akik kordbban szamos alkalommal kaptak nyiltlinca Gd** alapa MRI
kontrasztanyagot (foként Omniscan-t).'*1 A Gd*" hossza tavi retencidjanak felderitése
érdekében szamos allatkisérletet végeztek '>*Gd-al jelzett, klinikai gyakorlatban alkalmazott
nyiltlanct és makrociklusos MRI kontrasztanyaggal, amelyek esetében az injektalt dozis 0,01-
1 %-anak retenci6jat tapasztaltak 14 nap elteltével..'*!) A vizsgalatok eredményei ramutattak a
makrociklusos Gd(IIT)-komplexek 1ényegesen nagyobb in vivo stabilitasara, ami sokkal kisebb
Gd** retenciot eredményezett. Késébbi vizsgalatok egyértelmii korrelaciot allapitottak meg az
agyszovetekben megfigyelt jelintenzitds ndvekedés és az alkalmazott Gd** alapi MRI
kontrasztanyag kumulativ dézisa kozott, ami szintén hozzajarult a nyiltlinca Gd(III)-
komplexek altalanos célu MRI vizsgalatokban valo alkalmazisanak felfliggesztéséhez. A
nyiltlinct Gd(DTPA) ¢és szarmazékaik kiszoruldsaval jelentdsen nétt a sokkal nagyobb
kinetikai inertséggel rendelkez6 makrociklusos Gd(DOTA) ¢és szarmazékaik MRI
vizsgalatokban torténd felhasznalasa. A makrociklusos Gd(DOTA) és szdrmazékaik in vivo
vizsgélatokban torténd alkalmazisa esetében a lényegesen nagyobb kinetikai inertségiik
ellenére szintén tapasztaltak Gd*>* akkumulaciot akar évekkel a Gd(I11)-komplexekkel végzett

1421831 A makrociklusos Gd(III)-komplexek in vivo retencidjanak

MRI vizsgalatok utan.!
felismerését kovetden szdmos humén és allatkisérlet segitségével igazoltak, hogy a Gd**
szervezetbeli akkumulacidja intakt Gd(III)-komplex forméjaban torténik szemben a nyiltlancu
a szabadda valt Gd** felhalmozodasa kovetkezhet be kiilonbozd szervekben és szovetekben
(m4j, 1ép, vese, csont és agy).[1*1:144-146] A makrociklusos GA(DOTA) és szarmazékaik in vivo
retencidjanak vizsgalatai soran a harom Gd(III)-komplex eltérd viselkedését tapasztaltak.['4”
1391 Murata és munkatarsai lényeges kiilonbséget allapitottak meg a visszamaradé Gd(III)-

komplexek mennyiségében Gd(BT-DO3A) ¢s Gd(HP-DO3A) azonos dozisu alkalmazasa
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esetében. Stanescu és munkatarsai elhunyt fiatalkort betegek retrospektiv vizsgalatai soran a
Gd(DOTA) és a Gd(HP-DO3A) eltéré retenciojat allapitottak meg egyszeri vagy tobbszori
alkalmazasuk esetében. Az emlitett vizsgélatok alapjan a makrociklusos Gd(III)-komplexek €16

crer

szarmazek ligandumok szerkezete, toltése és hidrofil-hidrofob tulajdonsagai, amit az utobbi

években féleg allatkisérletekben tanulmanyoztak. 47159

11.1.6 Az MRI kontrasztanyag kutatds-fejlesztés uj iranyai

Az MRI hatékonysaga ¢és a kontrasztanyagok jelenlétében készitett felvételek
diagnosztikai jelentdsége mellett az elmult évek soran felmeriilt Gd** retenci6 alternativ 71 MRI
kontrasztanyagok fejlesztésére 0sztondzte a kutatokat. Az emlitett kutatdsok tobb iranyban
indultak el, amelyek koziil a legnagyobb eldrelépést az esszencialis paramagneses atmenetifém

2+/3+

2+/3+ 2+ 4
, Co™" és Fe

ionok (pl. Mn ) amino-polikarbonsav ligandumokkal képz6dé komplexei
esetében ¢érték el. Az emlitett atmenetifém-komplexekbdl esetlegesen felszabaduld
kismennyiségii fémionok nem jelentenek potencidlis veszélyt a betegekre, mivel az ¢él6
szervezet megfeleld metabolikus uton szabdlyozni tudja az emlitett fémionok in vivo
problémat. Az elmult évek sordn szamos Mn(II/III) komplexet allitottak eld és
tanulmanyoztak fizikai-kémiai sajatossagaikat MRI kontrasztanyagként torténd felhasznalasuk
céljabol.['! Termodinamikai, disszociacio kinetikai és relaxacios sebességet noveld hatasaik
alapjan in vivo vizsgélatra javasoltak a nyiltlancu transz-1,2-diaminociklohexan (transz-CDTA
¢s PyC3A) és orto-feniléndiamin (PhDTA) alapvazzal rendelkezd amino-polikarbonsav
ligandumok Mn(II)-komplexeit.l'3>"*1 Makrociklusos amino-polikarbonsavak koziil a cisz-
DO2A és amid szarmazékaival,!'> valamint a piklén alapvézzal rendelkezd PC2A és a 15 tagl
15-Py-an-N3O2 ligandumokkal kialakulé Mn(II)-komplexeket!*®!>7] mar szamos in vitro
vizsgalat soran eredményesen alkalmaztak MRI kontrasztanyagként. Kiilonb6z6 oldallancokat
tartalmazd PC2A ligandum Mn(Il)-komplexei ,,intelligens” MRI kontrasztanyagok
fejlesztésére nyujthatnak lehetdséget, amelyekkel az adott szovet vagy szerv fizikai-kémiai
paraméterei (pH, hémérséklet, [Zn*"], stb.) tanulmanyozhatoéak.!>”] A Mn(II)-komplexek
mellett a vizoldhato porfirinekkel képz6édé Mn(Ill)-komplexek MRI kontrasztanyagkénti
felhasznalasat is vizsgaltak.!'>%1%1 Az elényds termodinamikai, disszociacié kinetikai és
relaxacios sajatsagaik ellenére a Mn(TPPS) komplex intenziv szine miatt nem kertilt

felhasznalasra in vivo MRI vizsgélatok soran.
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Atmeneti fémionok koziil a nagyspinszamu Fe(IIT)-komplexeket szintén javasoltdk
MRI kontrasztanyagkénti felhasznalasra.l'*T261 Az in vivo vizsgalatokban is alkalmazhat6
Fe(Ill)-komplexekben aminofenol, pirokatechin (TIRON), hidorxamat (Deferoxamin) és
etilén-diamin (EDTA, transz-CDTA, PhDTA, EHPG, EHBG, HBED) alapvazzal rendelkezd
ligandumokat hasznaltdk komplexképzoként. 16171661261 - A~ Fe(NOTA) komplex elényds
egyensulyi sajatossagait felhasznalval'®”! Morrow és munkatarsai a kdzelmultban szamos 11j 2-
hidroxipropil-, 2-metilimidazol- és 1-methil-2-metilimidazol oldallancot tartalmazé6 NOTA
szarmaz¢k ligandumot éallitottak eld, amelyek Fe(Ill)-komplexei Iényegesen kisebb

stabilitassal, de sokkal nagyobb relaxivitassal rendelkeznek, mint a Fe(NOTA) komplex.!%%"

21 Caravan és munkatarsai az Aaltaluk kordbban Mn?* alapi MRI kontrasztanyag
komplexképzdjeként javasolt PyC3A ligandum Fe(Il/IIT)-komplexeit alkalmaztdk in vivo

a.l'™3 A paramagneses fémion-

redoxpotencidl MRI vizsgéalatokkal torténd meghatarozéasar
komplexek mellett kvadrupdlusos fémionokat és atomokat (2*Bi, '“N) tartalmazé agensek
(QRE - quadupolar relaxation agents),!!’*!17! valamint parositatlan elektront tartalmazé 5-
illetve 6-tagu gylriis nitroxid szabadgyokok MRI kontrasztanyagkénti alkalmazasanak
lehetdségeit is tanulmanyoztak.['76:177]

Az emlitett teriileteken elért jelentds el6relépések ellenére a Mn** és Fe** alapti MRI
kontrasztanyagok, valamint QRE agensek altal kivaltott relaxacids sebességnoveld hatés
elmarad a klinikai gyakorlatban jelenleg is alkalmazott Gd(III)-komplexekétdl. Figyelembe
véve a Gd(III)-komplexek jelenlétében nyert MRI felvételek diagnosztikai jelentdségét és
Gd(DOTA) (Clariscan®) és Gd(BT-DO3A) generikus készitményként valo gyéartasaba fogott,
mig a Bayer-Schering Pharma,'”® Guerbet'™ és a Bracco Imaging!™' 4j tipusa Gd(III)-
komplexek fejlesztésébe kezdett, amelyek lényegesen nagyobb relaxacios sebességnoveld
hatassal rendelkeznek, mint a klinikai gyakorlatban jelenleg is hasznalt MRI kontrasztanyagok,
igy esetilkben az alkalmazott dozis csokkentésével (<0,05 mmol/kg testsuly) jelentdsen
mérsékelhetd Gd>" é16 szervezeten beliili felhalmozédasa. A Gd(IIl)-komplexek fejlesztése

soran nem csak a relaxacios sajatossagok optimalasara, hanem biztonsadgos alkalmazasukat

befolyésol6 egyensulyi, kinetikai és szerkezeti tulajdonsagaik javitasara is torekszenek.

I1.2 RDx és RTx készitményekként alkalmazhaté Ga(IlI)- és Sc(I1I)-komplexek

Napjaink legmodernebb és egyben legnagyobb felbontast funkcionalis képalkoto eljarasa a
Pozitron Emisszios Tomografia (PET), illetve a kapcsolt modalitast technikai (PET/CT és

PET/MRI). A PET non-invaziv eljaras, melynek segitségével haromdimenzids képet nyernek a
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test egy adott teriiletér6l. A PET a hagyomanyos képalkoto eljarasokkal ellentétben nem az
anatodmiai viszonyokat jeleniti meg, hanem a szervek és szovetek kiilonbozo funkcionalis
jellemzgjét, amelyhez elengedhetetlen az adott fiziologias folyamatra specifikus pozitron (5")
emittald izotopokat tartalmazé radiofarmakonok alkalmazasa.l'®%! PET vizsgalatok soran az
izotop altal emittalt S* annihilalodik és két egymassal a térben ellentétes (egymassal 180°-o0s
szoget bezard) iranyba halad6 gamma (E=511 keV) foton keletkezik, amelyeket a 180°-ra
elhelyezett detektorok egyidejlileg detektalnak. Mivel a jelhez mindkét foton szimultan
érzékelése sziikséges, ezért a modszer sokkal nagyobb érzékenységgel rendelkezik, mint a tobbi
radionuklidos képalkot eljaras (pl. Egy Foton Emissziés Komputer Tomografia - SPECT).[!81]
A modszer felbontd képességét a pozitron energidja hatarozza meg azzal, hogy a pozitron
sugarzé izotoptol milyen tavolsagban kovetkezik be az annihilacid. (Minél nagyobb a fS*
részecske energidja, annal tavolabb annihilalodik). A felbontéas akkor lesz a legnagyobb, ha a
kilépd B* energidja az 511 keV-os értékhez kozeli.'®! Az izotopok PET vizsgélat
szempontjabol megfeleld kivalasztasdhoz figyelembe kell venni a bomlasi modjukat, felezési
idejiiket, az emittalt [ részecske energidjat és uthosszat a szovetben. Leggyakrabban
alkalmazott " -sugarzo radionuklidokat az 1. tablazatban tiintettem fel.

1. tablazat. A PET vizsgalatok soran hasznalt fontosabb izotopok!'8!-182!

. tiz S (1
Nuklid (perc) (%) Felhasznalas

e 20,4 99,8 !''"C-metionin, !'C-acetat, !'C-kolin, 'C-annexin, !'C-epinefrin, !'C-
metomidat

BN 10 100 '*N-ammonia, *N-glutamat, !> N-nitrozoglutation, '*N-
nitrézaminok

150 2,05 100 ' O-széndioxid, >O-butanol, >OH>

3 110 97  2-dezoxi-2-('8F)fluorogliikdz, '*F-NaF, '8F-fluoroacetat, '*F-
fluorodihidroxifenilalanin

1241 6019 100 '?*I M-jodobenzilguanidin, **I-5- jodo-2'-deoxiuridin

A felsorolt B sugarzd izotopokat ciklotronban allitjak eld (*'C: *N(p,a)''C; *N: *O(p,a)*N;
150: "N(d,n)"*0; BF: BO(p,n)'8F; **Te(d,2n)'?*T) és a megfeleld molekuldk jelzése utin
torténik PET vizsgalatokban torténé felhasznalasuk. Az emlitett " sugarzo izotopoknak az
eldallitdsa rendkiviil limitalt és koltséges, valamint a jelzési folyamat bonyolult szintetikus
laboratériumi  felszereléseket és miveleteket igényel, ami jelentds aktivitasvesztést
eredményezhet a jelzési folyamat végére. Az emlitett hatranyok elkeriilése érdekében komoly

érdeklédés mutatkozik olyan f° emittalo fémizotopok PET vizsgalatokban torténd

23



nczsozso /2 23

I1. Irodalmi attekintés

felhasznalasara, amelyek izotop generatorral viszonylag egyszerlien eldallithatoak (pl. *®Ga:
8Ge/®Ga; **Sc: *Ti/*Sc) és a jelzési folyamat egyszerli komplexképzési reakciokban
megvaldsithatd, ami a koltségek és a sziikséges 1d0 csokkentésén tilmenden a kiszolgald
személyzet sugarterhelését is enyhiti.!133184]

A fémizotopok célzott RDx és RTx készitményként torténd felhaszndldsa stabilis és inert
amino-polikarboxiladt ¢és -polifoszfonat ligandumokkal képzett komplexeik formajaban
lehetséges. A kelatképzok altalaban bifunkcids ligandumok, amelyeket linkeren keresztiil

kapcsoljak a biologiailag aktiv vektorokhoz a koros sejtek feliiletén taldlhatod receptorokhoz

torténd specifikus megkotddés érdekében (4. dbra).

*M-komplex Linker Vektor Biolégiai target

4. abra Fémizotopot tartalmazo radifarmakonok sematikus felépitése

I1.2.1 A Ga(Ill)-komplexek szerepe a PET vizsgdlatokban

A pozitron sugarzo izotopok koziil az egyik legnépszeriibb a %*Ga elényds radiokémiai
sajatossagainak (t12=67,7 perc, Eg+=1899 keV, S 88%) és viszonylag konny(i, Ge/**Ga
generatorbdl vald hozzaférhetdségének koszonhetden'® A %Ga izotop a %Ge
(©12=270,95 nap) anyaelem elektronbefogésa révén keletkezik, ezért viszonylag konnyen,
8Ge/®Ga generatorban el6allithat6. A jelenleg forgalomban 1évé ®Ge/*®Ga generator
allofazisa TiO2, SnO2 vagy szerves gyanta, amelyek elucidja tobbnyire 0,05 — 0,1 M HCI
oldattal torténik. Ezek a %*Ge/%®*Ga generatorok kozelitSleg 10 éve érhetdek el a kereskedelmi
forgalomban, amelyek az anyaelem 271 napos felezési idejének koszonhetéen 1 — 1,5 évig
hasznélhatoéak. Az 0j generacios *Ge/®Ga generatorok tovabbi modositésra szorulnak, mivel
1) az eludtum még mindig nem elhanyagolhaté mennyiségben tartalmaz hosszl felezési ideju
%8Ge anyaelemet; ii) az eliiciohoz viszonylag nagy térfogatt sosav oldat sziikséges; iii) *Ge
bomlasa soran keletkezd stabil %®Zn izotdp ,friss” generator esetén elérheti a 10 ng-os
mennyiséget is az eluatumban; iv) a generator tartalmazhat "'Ge izotopot (f12=11,43 nap),

amelybd] stabil "'Ga keletkezik elektron befogassal, és mennyisége meghaladhatja a ®Zn
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mennyiségét; v) az eluatum Ti(IV) és Fe(Ill) szennyezései jelentdsek. A fent emlitett tényezok
rendre befolyasoljak az eldallitott *Ga izotdp tisztasagat, a jeldlés hatékonysagat és csokkentik
a termék specifikus aktivitasat, valamint az eluatum igen nagy HCI koncentracidja miatt nem

186.187] A 68Ge/*®Ga generatorok elticidja soran nyert ®Ga

alkalmazhat6 kdzvetleniil jeldlésre.!
izotop oldat tovabbi tisztitasra szorul, melynek célja a savkoncentraci6 és a ®*Ge szennyezés,
valamint a jel6lést befolyasold egyéb inaktiv fémszennyezések csokkentése.

A %Ga alapu radiofarmakonok fejlesztésekor figyelembe kell venni a Ga** hidrolitikus
sajatossagait (Ga(OH)x x=1 logKi=-2,41; x=2 logK>=-3,51; x=3 logK3=-4,71; x=4 logKi=-
6,24)1881 ¢s a Fe** jonhoz toltés, méret (0,65 és 0,62 A) és koordinacios kémiai tulajdonsagok
terén mutatott nagymértékii hasonlosagat, ami miatt a szervezetben talalhat6 Fe(IIl) transzport
fehérjékkel (pl. transzferrin) stabilis Ga(Ill)-komplexek képzodhetnek (logKGar=18.88,
logKGa21=17.65).1"%°1 Mivel a PET vizsgalatok soran alkalmazott ¥ Ga alapu készitmények
koncentracidja nagyon kicsi (~107'2 M), igy a testfolyadékokban lényegesen nagyobb
koncentracioban jelenlévd potencialis kompeticids partnerekkel (endogén fémionokkal ¢és
ligandumokkal) kiilonféle fémion és ligandumcsere reakciokba Iéphetnek, ami a **Ga(III)
izotép szabadda valasa miatt lecsokkenti a célzott alkalmazas hatékonysagat. Az emlitett
fizikiai-kémiai sajatsagok mellett a %®*Ga izotdp viszonylag rovid felezési ideje miatt kiilonds
jelentéséggel bir a ®*Ga(Ill)-komplexek képzédésének sebessége hig oldatokban torténd
eléallitasuk soran. Az emlitett feltételek miatt csak nagy termodinamikai stabilitassal, kinetikai
inertséggel és nagy képzodési sebességgel rendelkezé *Ga(Ill)-komplexek javasolhatdak PET
vizsgalatokban torténd felhaszndlasra. Szamos nyilt lancu és makrociklusos ligandummal
képzddo Ga(Ill)-komplex  termodinamikai és bomlaskinetikai sajatossagait
tanulmanyoztak,''*!°! amelyek alapjan a nyiltlinca HBED!!Y ¢s DEDPA,"!! a makrociklusos
triaza NOTA!??! és TRAP,!'%*! valamint a tetraaza DOTA!4 és PCTA'*%) ligandumok Ga(11I)-
komplexei alkalmasak in vivo PET vizsgalatokban torténd felhasznalasra (5. abra).

A ®8Ga(IlI)-ion komplexképzdjeként vizsgalt ligandumok kozott szamos Fe(Ill)-ionra szelektiv
ligandumot tanulményoztak. A trisz(3,4-hydroxipiridinon) (3,4,3-HOPO)!'! és az aciklikus
sziderofor (DFO) ligandumok!"®”! a Fe(Ill) és Ga(Ill)-ionok kozotti nagymértékii
hasonlosagnak koszonhetden nagy stabilitdst és viszonylag inert komplexeket képeznek a
Ga(Ill)-ionnal. A célzott in vivo PET vizsgalatokban torténd felhasznalasuk szempontjabol a
Ga(Ill)-komplexek kinetikai inertsége nagyobb jelentdséggel bir, mint azok termodinamikai
stabilitdsa. A nyiltlincu ¢s makrociklusos Ga(Ill)-komplexek disszocidcidés kinetikai
sajatossagaik Osszehasonlitdsa alapjan a makrociklusos Ga(Ill)-komplexek Iényegesen

nagyobb kinetikai inertséggel rendelkeznek, de képzddésiik sebessége 1ényegesen elmarad a
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nyiltlinctt Ga(IlI)-komplexekétél. A 8Ga(NOTA) és ®Ga(DOTA) komplexek képzddése
rendkiviil lassi folyamat, amelynek felgyorsitasa specialis koriilményeket igényel (pl. nagy
ligandumfelesleg, magas homérséklet és a Ga®" hidrolizisét gatld segédligandum
jelenléte).'9+18] A nagy ligandumfelesleg alkalmazasa hatranyos a célzott PET vizsgalatokban
torténd felhasznalaskor, mivel a jelenlévd szabad ligandum lecsokkenti a **Ga(III)-komplex
bioldgiai targeten megkdtdtt mennyiségét (kisebb a **Ga(Ill)-komplex specifikus aktivitasa =

[8Ga(11I)-komplex]/[ligandum]or).['®!

AR o “'33 S A

HOOC COOH OH HO

HBED DEDPA m _\—/_\NH
2

| R | N-OH
N N
Hooc” N N"cooH R g } o f{j)H i g No N b
~ NI N 2\ N 2
K/NJ o & N N N™ "0
x N O OH
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5. abra A Ga’®" és Sc**-ionok komplexképzé ligandumaik szerkezete

A %Ga izotop rovid felezési idejének megfelelden f6leg kis molekula tomegli és viszonylag
gyors szervi megoszlassal rendelkezd biokonjugatumok (peptidek, antitest fragmensek,
aptamerek és oligonukelotidok) jelzésére alkalmazhat6.['®3] Neuroendokrin tumorok PET
vizsgalatokkal torténd diagnosztizalasara alkalmazhatd szomatosztatin receptort célzd
8Ga(DOTA-TATE) (NETSPOT) készitményt az FDA 2016-ban engedélyezte. Tovabbi *Ga
izotopot tartalmazé neuroendokrin tumor (®*Ga(DOTA-TOC), ¥Ga(DOTA-NOC), *Ga(Neo-
BOMBI1), %Ga(NODAGAIJRI11)), prosztatardk (®*Ga(PSMA-617), **Ga(PSMA-11) és
immunrendszer (®*Ga-penntixafor) célzott PET vizsgilataira hasznalhato radiofarmakonok

preklinikai és klinikai vizsgalatai megkezdddtek.[!*-20]
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I1.2.2 A ¥4 Se(II)-komplexek szerepe a nukledris medicindban

Napjaink egyik legtobbet kutatott PET izotdpja a **Sc, ami viszonylag jelentds aranyt
S bomlasanak és hosszu felezési idejének koszonheto (¢12=4,04 ora, Ep=1474 keV, f: 94%;
Ey = 1157 keV, y=100%).°!1 A #*Sc viszonylag hosszu felezési ideje lehet6séget nytjthat a
PET vizsgélatok késobbi idépontban torténd elvégzésére, ami jelentdsen ndvelheti a felvétel
mindségét a tumor/szévet arany javulasan keresztiil a nem kotodott radiofarmakon kiiiriilésével
a hattérsugarzasban bekovetkezett csdkkenés miatt. A **Sc izotoppal jelzett nagyobb méretii és
lassabb farmakokinetik4ji biomolekulak (fehérjék, antitestek, antitest fragmensek) a **Sc 4,04
oras felezési idejének koszonhetéen PET vizsgalatokban torténd felhaszndlasara nyujt
lehetdséget.?%2l A ritkafoldfémek hasonld sajatossdgaiknak koszonhetden a *“Sc izotopot
javasoltak a mar elterjedten alkalmazott £ emittald terapias célu *’Sc, *°Y és '7"Lu izotépok
diagnosztikai parjaként teragnosztikai készitményekben valo felhasznalasra. A 4’Sc viszonylag
hosszu felezési idejii f~ bomlasu izotdp, amelyet kisebb méretli tumorok és attétek kezelésére
alkalmaznak (712=80,4 ora, Ep-=162 keV). A *’Sc izotéop B bomlisa alacsony energidju y
fotonok kibocsajtasaval is egylitt jar, amelyek SPECT felvételek készitésére alkalmasak
(112=80,4 6ra, E/=159 keV, Iy: 68%)29*2%4 Sajnos a +’Sc izotép RDx készitményekben torténd
felhasznalasa nem terjedt el viszonylag bonyolult eléallitasa miatt. A Sc** radioaktiv izotopjai
kozott meg kell emliteni a B emittalo és nagy energidji ¥ foton kibocsatastol mentes **Sc (f12
=3.89 h, Ep+ =476 keV, B*: 88%) és *™Sc (112 = 58.6 h) izotdpokat, amelyek koziil az utdbbi
in vivo *MSc/*Sc generatorként *Sc in vivo eldallitasara alkalmazhatg.[205-2101 A 4344147
izotopok emlitett elényds radiokémiai sajatossdgai mellett a hosszabb felezési 1dd
koltséghatékony felhaszndldst is biztosithat olyan PET centrumok szamdra, amelyek nem
rendelkeznek az izotop eldallitdsara alkalmas felszerelésekkel, de megfeleld kozelségben 1évo
régios izotop kdzpontokbol kiszallitva szamukra is elérhetévé tehetdek a *34447Sc-al jelzett
készitmények.[>!!]

483" izotop eldallitasara egyre elterjedtebben alkalmazzak a **Ti/**Sc

Napjainkban a
izotop generatort, melynek elsd prototipusat 1968-ban készitették kisebb aktivitasokkal.[*'2l Az
elsd nagy aktivitasti (185 MBq) mar preklinikai vizsgalatokban is alkalmazhatd generator
kialakitdsara csak 2010-ben keriilt sor.2'*) A **Ti anyaelemet **Sc(p,2n)**Ti magreakcidval
ciklotronban allitjak eld, amelyet elvalasztva az inaktiv szkandiumtol tobblépcsds tisztitasi
1épéseket kovetden kloro-komplexek forméjaban kotik meg anioncseréld gyantan (AG 1-X8,
Biorad). A **Sc leanyelem 0,07 M HC1/0,005 M oxalsav elegyével megfeleld szelektivitassal

elualhat6. Mivel az eluensben megjelend fémszennyezdk jelentésen befolyasoljak a jelzési
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folyamat hatékonysagat, igy elengedhetetlen az *‘Sc®" tartalmi eludtum tisztitdsa és
koncentralasa. Az eluatum tisztitdsara AG 50W-X8 (200-400 mesh, H") kationcserélé gyantat
javasoltak, ami 98 %-ban megkétotte az eluatum **Sc tartalmat, amelyet szamos mosasi 1épést
kovetéen 0,25 M, pH = 4, NH4OAc segitségével elualtak.[!%!

A Sc** ion kis méretének (ionradiusz: 0.75—0.87 A) és +3 toltésének koszonhetden
klasszikus ,,hard” fémionnak tekinthetd. A ritkafoldfém ionoktol eltéréen hidrolitikus hajlama
jelentds (logKiscompe+ = —4.3, logKiscon+ = —9.7, logK[scony3) = —16.1, logK[scony4) - = 26,
logKisc2onpi+ = —6.0, logKiscaomsi+ = —16.34.1381 A Sc3* ion karakterének megfelelden
stabilis komplexeket képez oxigén (karboxilat, foszfonat, alkoholat, fenolat) és amino-nitrogén
donoratomokat tartalmaz6 ligandumokkal, amelyekben a Sc(Ill)-ion koordinédcidés szadma
leggyakrabban 8. A Sc** alapt radiofarmakonok fejlesztésénél elészeretettel alkalmazzak a
DOTA ligandumot komplexképzdként (3. é4bra) a Sc(DOTA) nagy termodinamikai
stabilitasanak (logKsc«pota=27,0 — 30,8) és kinetikai inertségének koszonhetden.!2!32161 A
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat eredményei alapjan a Sc(III) ion koriil a DOTA ligandum
nitrogén és oxigén donoratomja négyzetes antiprizmas koordinacios geometriat alakitanak
ki.?"® A DOTA ligandum *4’Sc3* izotoppal pH=4.0-4n NH4sOAc pufferben 10 — 30 perc
reakcioiddt alkalmazva viszonylag kis ligandumfelesleg mellett j6 radiokémiai hatasfokkal
(radiokémiai tisztasag - RCY>90 %) jelezhetd. Azonban a Sc(DOTA)" lassu képzddése miatt
az emlitett jelzési hatasfok eléréséhez viszonylag magas hdmérséklet sziikséges (T=90°C), ami
a héérzékeny biokonjugatumok (pl. antitestek, antitest fragmensek, stb.) denaturaldédasat
eredményezheti. A fiziologiashoz kozeli feltételek mellett végzett stabilitasvizsgalatok alapjan
elhanyagolhat6, ami Osszhangban a korabbi kisérleti tapasztalatokkal szintén aldtdmasztja a
Sc(DOTA)" nagy kinetikai inertségét.?!”l A Sc** viszonylag kis méretét figyelembe véve
feltételezhetd, hogy lényegesen kisebb koordinacios iireggel rendelkezd ligandumokkal
stabilisabb és kinetikailag inertebb Sc(Ill)-komplexek képzddhetnek, mint a DOTA esetében.
Azonban NOTA liganum (5. 4bra) *#’Sc izotopokkal vald jelzési kisérletei és a
HHTSc(NODAGA) komplexek stabilitas vizsgalatai eredményei alapjan megéllapitottdk, hogy
a NOTA ligandum és szarmazékai nem megfelelé kelatorok *¥4’Sc izotoépok szaméra.[216-218]
Nyiltlanct ligandumok kozott részletesen tanulméanyoztak az EGTA és EDTMP ligandumokkal
(5. abra) képz6ddé *'Sc!l-komplexeket.?1*?2% Az in vitro vizsgalatok alapjan a *’Sc(EGTA)
alatt. Ezzel szemben a EDTMP, BAPTA, HBED és TTHA ligandumokkal (5. abra) képzodo

47Sc(I1)-komplexek jelentés mértékben disszocialtak azonos feltételek mellett. Az in vivo
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allatkisérletek igazoltdk a *’Sc(EDTMP) komplex csontokban torténé felhalmozodasat és
a szintén nyiltlanca DTPA és CHX-A’-DTPA ligandumok (3. és 5. &bra) valds alternativai
lehetnek a DOTA ligandumnak a Sc(DTPA)* és Sc(CHX-A’-DTPA)* komplexek hasonléan
nagy stabilitdsi allandojanak (logKscmtra)=26,3 — 27,4) és kinetikai inertségének
koszonhetéen.[215:221]

A MTi/*Sc generator elterjedésével a **Sc alapu PET diagnosztikumokat is egyre
sz¢lesebb korben alkalmazzdk neuroendokrin tumorok, prosztatardk és melanoma preklinikai
¢és klinikai vizsgalataiban. Jellemzéen DOTA-biokonjugdtum ligandumokat alkalmaznak a
#Sc** komplexképzdjeként (DOTA-TATE, DOTA-NOC, DOTA-Puromycin, DOTA-cRGD,
DOTA-BBN[2-14]NH2, DOTA-NAPamid, DOTA-PSMA-617, DOTA-Znugr2-2801).222221A
#Sc(CHX-A’-DTPA) komplex monoklonalis antitest (Cetuximab az epidermalis novekedési
faktor receptor (EGFR) blokkold monoklondlis antitest) konjugatumot eredményesen
alkalmaztak attétes vastag- és végbéldaganatos sejtek in vitro vizsgalataban.*!! A “Sc(DOTA-
PSMA-617) elsé huméan alkalmazasira attétes prosztatarakos betegek esetében keriilt sor.[29?]
A *Sc(DOTA-PSMA-617) és ®Ga(DOTA-PSMA-617) dsszehasonlitd vizsgalatai alapjan
lényegesen kisebb veseakkumulaciot tapasztaltak a **Sc-komplex esetében. Ezek mellett a *Sc
és '7"Lu 6sszemérhetd felezési idejiiknek koszonhetéen *4Sc/!”’Lu teraganosztikai parként valo
felhasznalast javasoltak.*") A *Sc/!""Lu par mellett megkezdddtek a **Sc/*’Sc izotép par
teraganosztikai felhasznalasanak vizsgalatai allatmodellek esetében. A *¥47Sc(DOTA-folat)
komplexet allatmodellekben eredményesen alkalmaztik folsav receptor célzé radinuklid

teragnosztikai vizsgalatokban és kezelésekben.[?*

III. Célkitiizések

Az értekezésben bemutatott eredményekhez vezeté munka 2006 utan kezd6dott, amikor mar
ismert volt, hogy a Gd"'-komplexek, elsésorban a DTPA szdrmazékok in vivo alkalmazisa
Nefrogén Szisztémas Fibrosis (NSF) megbetegedéshez vezethetnek vesebetegek esetében. Ezt
figyelembe véve sziikségessé valt a mar széleskoriien hasznalt MRI kontrasztanyagok fizikai-
kémiai sajatsagainak (stabilitasi allandok, disszocidciojuk kinetikdja) részeletesebb vizsgalata
fiziologias, vagy ahhoz kozeli feltételek mellett. Munkdm jelentds részét ebben a témaban
végeztem az elmult 15 évben. Ugyanakkor az esetlegesen kedvezObb sajatossagokkal bird
jovobeli kontrasztanyagok ,,felfedezése” szempontjabol ujabb aminopolikarboxilat ligandumok
tervezése ¢és eldallitasa is sziikségessé valt. Ehhez ismereteket kivantunk szerezni arrél, hogy a

ligandumok szerkezetében bekovetkezd valtozasok hogyan befolyasoljak a ritkafoldfém(III)-
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illetve Ga(Ill)-komplexek tulajdonsagait. Célkitlizéseink lényege az alabbi 4 pontban

Osszegezheto::

1) A Gd(IIl)-ion €16 szervezetben torténd felhalmozodasanak ¢és az NSF kialakuldsanak
feltarasa érdekében a klinikai gyakorlatban alkalmazott nyiltlancu és makrociklusos Gd(III)-
komplexek egyensulyi és kinetikai sajatossdgainak tanulmanyozasa fizioldgiashoz kozeli
feltételek mellett.

2) Uj triaza- és tetraaza-polikarboxilat ligandumok tervezése és eldallitasa, amelyek Gd(III)-
komplexei elénydsebb fizikai-kémiai sajatossagokkal rendelkeznek, mint a jelenleg klinikai
gyakorlatban alkalmazott komplexek. A ligandumok tervezése soran a képz6dé Gd(III)-
komplexek relaxacids sajatsagainak (belsé szféras vizmolekuldk szaméanak ¢és
cseresebességének novelése, a komplex rotacids mozgasanak lassitasa, pH-érzékenység
megteremtése) optimalasa mellett az egyensulyi, szerkezeti, képzddési- és disszociaciods-
kinetikai tulajdonsagok javitasa.

3) Ujtipusti, az eddigiektdl eltéré elven miikodd, nagy relaxivitasu Gd(IIT)-komplexek
tervezése ¢s eldallitasa, amelyek az oldoszer, illetve szoveti vizprotonokra gyakorolt
relaxacios sebességnoveld hatasukat a Gd(IIl)-ionhoz koordinalt funkcids csoporton
talalhato proton/ok cserefolyamatain keresztiil fejtik ki. A Gd(III)-komplexek relaxacios
hatasanak novelését a koordinalt funkcids csoporton taldlhatd labilis proton/ok relaxacios
idejének csokkentésével, és a kornyezo olddszer vizprotonokkal lejatszodo cserefolyamataik
intra- ¢és intermolekularis sav-bazis katalizissel tOrténd gyorsitasaval terveztiik
megvalositani.

4) Olyan stabilis és inert Ga(Ill)- és Sc(Ill)-komplexek eléallitaisa az AAZTA ligandum
modositasaval, melyek enyhe koriilmények mellett is gyorsan képzddnek és kinetikai
inertséglik lehetdvé teszi radio-diagnosztikai vizsgalatokban és radio-terapias kezelésekben
torténd hatékony és biztonsdgos felhaszndldsukat. Az 0j ligandumok tervezése mellett a
korabban javasolt ®Ga(IIl), *4’Sc(1Il)-, *°Y(II)- és '"’Lu(IIl)-komplexek hatékonyabb

eloallitasat is célul tiztiik ki a jelzési folyamatok optimalasaval.
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IV. Alkalmazott vizsgalati modszerek
IV.1 Felhasznalt vegyszerek, ligandumok és komplexek

A kereskedelmi forgalomban kaphato ligandumokat, puffer alapanyagokat és reagenseket,
fémsokat (LnCls, CuClz, ZnCl2, MgCls, CaClz, Ga203, KCI, NaCl, NaHCO3, Na2CO3, NaNOs3,
Na2HPOs4, NaH2POs, KNO3), KOH, NaOH, HCl, HNOs, 2-(N-morfolino)etanszulfonsav
(MES), 2-[4-(2-hidroxi-etil)piperazin-1-il]etanszulfonsav (HEPES), klorecetsav, piperazin, 1-
metil-piperazin, 1,4-dimetil-piperazin vegyszereket €és olddszereket Sigma-Aldrich, Fluka,
VWR vagy Reanal cégektdl szereztiik be. A human szérum albumin (HAS) €s human szérum
transzferrint (sTf) Sigma-Aldrich-t6], még a liofilizalt human serumot (Seronorm®) Sero cégtél
vasaroltuk. A vizsgalatok targyat képezdé Uj ligandumokat olaszorszagi ¢és németorszagi
egylttmiikddoé partnereink allitottak eld. A ligandumokat, melyek legalabb 99%-os tisztasagtiak
voltak, tovabbi tisztitds nélkiill hasznaltuk a fizikai-kémiai vizsgdlatokhoz. A klinikai
gyakorlatban alkalmazott Gd(DTPA)* (Magnevist®, Bayer-Schering), Gd(DTPA-BMA)
(Omniscan®, General Electric), Gd(DOTA) (Dotarem®, Guerbet), Gd(HP-DO3A)
(ProHance®, Bracco Imaging) és a Gd(BT-DO3A) (Gadovist®, Bayer-Schering Pharma)
készitményeket és kompexképzd ligandumokat a Bracco Imaging S.p.a bocsajtotta
rendelkezésiinkre.

A torzsoldatok elkészitéséhez kétszer desztillalt vizet hasznaltunk. A torzsoldatok
koncentracidinak meghatarozasa komplexometridsan tortént Na:H2EDTA ¢és HsDTPA
indikatort, a CuClz oldathoz murexid, a CaCl: oldathoz Patton & Reeder, MgClz é¢s MnCl
oldatokhoz eriokrom-fekete T indikatorokat hasznaltunk. A Ga(NOs3)s torzsoldatot 99,9%
tisztasagl Ga203-bol készitettiik 1:1 higitast (~6 M) HNOs-ban valo6 oldassal. A savfelesleget
vizfiirdon végzett 6vatos beparlassal tavolitottuk el és a visszamaraddé Ga(NOs)s3-ot 0,1 M
hatdroztuk meg. A titralt mintdhoz feleslegben Na:H2EDTA mérdoldatot adtunk és a
Na:HEDTA felesleget standardizalt ZnCl> oldattal hatdroztuk meg visszatitralassal
xilenolnarancs indikatort alkalmazva. A titrdlasokhoz hasznalt NaH2EDTA ¢és HsDTPA
hataroztuk meg hexametilén-tetraamin puffer jelenlétében, xilenolnarancs indikator
alkalmazéasaval. A ligandumbol készitett torzsoldatok (~0,0500M), koncentracidjat pH-
potenciometrids titralassal Ca®*-ion (40-szeres) feleslege mellett, valamint annak tavollétében
felvett titralasi gorbékbdl szamitottuk, amelynek soran figyelembe vettiik a protonalodasi

Iépcsdknek megfeleld ekvivalens ligmennyiséget. A HSA és az sTf torzsoldatok pontos
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crer

hulldamhosszra ismert molaris abszorbancia értékeiket: £280nm(HSA) = 36850 M lcm! 231
£280nm(sT) = 91200 M lem! 2321, sTf jelenlétében végzett vizsgalatoknal a mintdk fizioldgias

mennyiségli NaHCO3 (25 mM) tartalmaztak.

IV.2. Oldategyensulyi vizsgalatok
Az amino-polikarboxilat  ligandumok  egyensulyi sajatsagainak  vizsgalatara

legeredményesebben alkalmazhaté moédszer a pH-potenciometrids titralds, mivel a szabad

rrrrrr

crcr

allandojanak szamitasahoz elengedhetetlen a ligandum protonalddasi allandoinak ismerete:

HuL + H* = HL (12)
P L L B A B
" [H*][H{_4L]

Az egy- €s tobbmagvu, valamint a protondlt- és bisz-komplexek képzOdését és stabilitasi
allandoit altalanosan a kdvetkezOképpen definialjuk:
pM™ + gqH" + L = MpH¢L: (13)
B = [MquLr]
pqr [Mn+]p[H+]q[L]r
Nagy stabilitasi komplexek kialakuldsa sok esetben pH<2 értékeknél kozel 100%-ban

végbemegy, ahol a pH-mérés meglehetdsen bizonytalan. Ilyen esetekben kompeticios titralast
végziink, melyben a komplex képzddése vizsgalhatobb pH-tartomanyba (pH>2) jatszodik le a
segéd ligandumnak (L”) kdszonhetden.

ML> + HL = ML + HL> + (i-)H" (14)
A Ga(IlT)-komplexek esetében a OH™ ionnal lejatszodd kompeticios reakciok nytjtanak
lehetdséget a stabilitasi dllandok szdmitisahoz, amihez figyelembe kell venni a Ga** hidrolizis
allandoit.['88) Kozvetlen pH-metrids titralassal csak a viszonylag gyors egyenstlyi folyamatok
tanulmanyozhatok. Azonban szdmos makrociklusos fémkomplex képzddése nagyon lassu €s
igy kozvetlen kovetésiik meglehetdsen nehéz. Ilyen esetekben a tiralasi pontoknak megfeleld
Osszetételll kiilonmintdkat készitiink és az egyensuly bedlltat kovetden torténik a mintdk pH
értekeinek mérése. Sok esetben a fémionok és ligadumok spektrofotometrias és NMR
spektroszkopids sajatsagai lehetdvé teszik az egyensulyi folyamatok vizsgélatait.
Természetesen mind a két mddszer eredményei alapjan szamitott allandok 1ényegesen nagyobb
hibaval rendelkeznek, mint a pH-potenciometridas mérésekbdl szarmazoak, de mind a

spektrofotometrias, mind az NMR-spektroszkopias adatokbol kovetkeztethetiink a
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protonalddasi egyensulyban illetve a koordindcioban résztvevo donoratomokra és a komplexek
oldat fazisu szerkezetére.

A pH-potenciometrias titraldsok soran Metrohm 6.0234.100 ¢és 6.0234.110 kombinalt
elektrodokat és Metrohm 785 DMP Titrino és 888 Titrando automata titratort alkalmaztunk. A
titraldsokat 6 cm’-es mintatérfogatban 4llandé kevertetés, 25+0,2 °C és 37+0,2 °C termosztalas
¢s 0,1 M KCl vagy KNOs3, 0,15 M NaCl vagy NaNO3 ionerdsség mellett standardizalt 0,2 M
KOH vagy NaOH oldattal végeztilkk. A KOH ¢s NaOH mérdoldat koncentracidjat ismert
elkeriilése érdekében a méréseket N2-atmoszféra alatt végezziik. A pH-mérd kétpontos
kalibraciojara borax puffer (N2- atmoszféra alatt CO2-tol elzarva tartott) 0,05 M oldatat (25°C:
pH=9,177, 37°C: pH=9,081), valamint KH-ftalat puffer 0,05 M oldatat (25°C: pH=4,005, 37°C:
pH=4,028) hasznaltuk. A titralasok sordn a protonkoncentracidé meghatarozasara Irwing és
munkatrsai ltal kidolgozott modszert alkalmaztuk. ?**) Ennek alapjan egy 0,01 M HCl vagy
HNO:3 oldatot 0,1 M KCl vagy KNO3, 0,15 M NaCl vagy NaNOs ionerdsség mellett a pH-
potenciometrids titrdldsokhoz hasznalt 0,20 M KOH vagy NaOH oldattal titralva
megallapitottuk a mért és szamitott pH-kiilonbségét (4) a pH=1,80-2,50 tartomanyban. A
pontos [H'] koncentracié meghatarozasahoz ezzel a szamitott (A) értékkel korrigaltuk a mérés
soran leolvasott pH-értékeket. A szamitdsokhoz sziikséglink volt a sztochiometriai
vizionszorzat (pKw) adott koriilményekre (0,1 M KCI vagy KNOs3, 0,15 M NaCl vagy NaNOs,
25 vagy 37°C) vonatkozé értékére, amelyet a fent emlitett titralasi goérbe pH=11,0-12,0
tartomanybdl hataroztunk meg. A ligandumok protonalodasi allanddit, a komplexek stabilitasi
¢s protondlodasi allandoit 1:1 és 2:1 fémion:ligandum ardnyt rendszerek kozvetlen pH-
potenciometrids titraldsa soran nyert adataibol szamitottuk. A makrociklusos igandumok
Ln(Ill)-komplexeinek lassu képzOddése miatt a stabilitdsi allandokat kiilonmintdas pH-
potenciometrids modszerrel hataroztuk meg. A titralasi pontoknak megfeleld dsszetételll, Vior=1
— 5 mL térfogata kiilonmintakat készitettiink a pH=2 — 6 tartomanyban 25 vagy 37°C-on
szamitott mennyiségi 0,20 M KOH vagy NaOH oldat hozzaadasaval és az egyensuly bealltat
kovetden tortént a mintdk pH értékeinek mérése. Az egyensuly bealltdhoz sziikséges 1dot
spektrofotmetrias (Ce(Ill)- és Eu(Ill)-komplexek) vagy 'H NMR relaxometrids (Gd(III)-
komplex) modszerrel hataroztuk meg. A makrociklusos Ln(III)-komplexek stabilitasi
alland6inak szdmitasakor figyelembe vettik a ligandum és a komplexek protonalddasi
allandoit, illetve a protonalt koztitermékek stabilitdsi allandojat, amelyet kozvetlen pH-
potenciometrids titralasok eredményeibdl szdmitottunk. A pH potenciometrias vizsgalatokat

cre
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A kiilonboz0 6sszetételii etanol-viz elegyekben végzett pH-potenciometrias titralasokhoz
10 ml torzsoldatokat készitettiink ([HsDOTA]=0,002 M, 0,15 M NaCl, [HCI]=0,01 M),
amelyek etanol tartalmat tomegméréssel szamitott mennyiségli 96%-os etanol (Molar)
adagolasaval allitottuk a kivant értékre, figyelembe véve az etanol-viz elegyek strtiségét (p,
g/ml), V/V% és m/m% 0Osszetételét, valamint a keveredésiik soran fellépd térfogat kontrakciot.
A kiilonb6z6 etanol — viz elegyekre vonatkozd A és pKw értékeket 0,01 M HCl-oldatot 0,15 M
NaCl ionerdésség mellett 0,2 M NaOH oldattal titralva kapott VNaon — pHmeas adatparokat
felhasznélva szdmitottuk a fent emlitett modon.

A vizsgélt ligandumok Cu(Il)-komplexei altaldban nagy stabilitasi allandoval
jellemezhetdek és képzddésiik pH<2 esetében kozel 100%-0s. A Cu(Il)-komplexek stabilitasi
allandoit [H']=0,01 — 1,0 M tartomanyban végzett kdzvetlen spektrofotometrids vizsgalatok
eredményébdl szamitottuk. A Cu(Il) — L — H' rendszerek vizsgélata soran V=1 — 5 mL
térfogata kiilonmintakat készitettiink szamitott mennyiségi 3 M HCI vagy HNOs oldatok
hozzaadasaval és az abszorpcios spektrumok felvételére (A=400 — 800 nm) az egyensuly
bealltat kovetéen keriilt sor. A Cu(DTPA)*, Cu(BOPTA)* ¢és Cu(DTPA-BMA),
Cu(AAZTA)* komplexek stabilitasi allandéit DOTA, EGTA és DTPA ligandumokkal pH=2 —
7 tartomdnyban kialakuld kompeticiés reakcidik spektrofotometrids vizsgalatainak
eredményeibdl szamitottuk. Az egyensulyi szamitasok soran figyelembe vettiik a ligandum és
eredményeibdl szamitottunk, valamint a szabad Cu?" ion és a képz6dé Cu(HxL) (x=-1,0,1,2,3)
részecskék adott hullamhosszra vonatkozd molaris abszorbancia értékeit, amelyeket
fliggetlentil hataroztunk meg. A spektrofotometrias vizsgalatokat Cary IE, Cary 100Bio ¢és
PerkinElmer Lambda 365 spektrofotométerrel, 25 és 37 °C-on, 1 cm-es kvarc kiivetta
alkalmazasaival végeztiik.
érdekében 'H, #*Sc és °Ga NMR spektroszkopias vizsgalatokat végeztiink BB inverz z gradiens
fejjel (5 mm) és Bruker Variable Temperature (BVT) homérséklet szabalyozd egységgel
felszerelt Bruker Avance III (9,4 T) spektrométerrel 25°C-on. Az Ga(Ill) — L és Sc(IIl) - L
oldatokat készitettlink pH=1,7 — 12,0 tartomanyban (V=2 mL, 0,1 M KClI vagy 0,15 M NacCl,
25°C), amelyek 'H, **Sc és "Ga NMR spektrumait D20-t tartalmazé kapillaris alkalmazasa
mellett vettiik fel. A vizes oldatok pH értékeinek beallitasa koncentralt HCI és KOH vagy
NaOH oldatokkal tortént. Mivel a ligandum ¢és fémioncsere folyamatok a szabad és a Ga(IIl)-,
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illetve Sc(Ill)-komplexekben kotott ligandumok és fémionok kozott lassti folyamatok az
akutalis NMR idéskalan ([Ga(H20)6]*": 86a=0 ppm, vi2=53 Hz, [Ga(OH)4]: 86a=223 ppm,
v12=85 Hz, [Sc(H20)s]*": 8sc=0 ppm, vi12=30 Hz), a szabad és a komplexalt ligandumok 'H
NMR, valamint a szabad és komplexalt Sc(III)- és Ga(IlI)-ionok **Sc és 'Ga NMR jeleinek
integral értékei alapjan szamitottuk a Sc(II)- és Ga(Ill)-komplexek stabilitasi allandoit a
molaris integral értékek felhasznalasaval. A Ga(Ill)-komplexek esetében pH>6,0 érté¢keknél a
OH" ionnal lejatsz6dd kompeticids reakcid soran [Ga(OH)4]” komplex képzodik, amelynek
stabilitasat figyelembe vettiik a szdmitasok soran ([Ga(OH)4]: log/3=16,81).I'8) A spektrumok
kiértékelését a Bruker Winnmr ¢és Topspin szoftvercsomaggal végeztik. A ligandum
protonalddasi allandoit és a vizsgalt komplexek stabilitasi alland6it a PSEQUAD szamitogépes

program segitségével szamitottuk.?**l A részecske eloszlasi gorbék szamitisa a ligandumok

rrrrr

crer

IV.3 A Ga(III)- és Ln(IIT)-komplexek képzodésének kinetikai vizsgalatai
A makrociklusos ligandumok (DOTA, DO3A-EN, DO3A-PN, DO3A-SA, DO3A-AE)

komplexeinek képzédési sebességét a Ce**- és az Eu'- ionok esetében kozvetleniil a képzédd
Ce(IID)- és Eu(1l)-komplexek abszorpcids savjan, a fényelnyeléssel nem rendelkezé Ga®* és
Ln*"-ionok esetében kdzvetve , indikator mddszerrel” spektrofotometriasan tanulmanyoztuk
Cary IE, Cary 100Bio, PerkinElmer Lambda 365 és Appplied Photophysics DX-17 MV stopped
flow késziilékkel. A Gd(IlI)-komplexek kialakulasat szintén kdzvetleniil kovettiik 'H NMR
relaxometriasan Bruker MQ20 NMR spektrométerrel, 20 MHz protonrezonancia frekvencian
a szabad Gd** ion és a Gd(III)-komplex vizprotonok relaxicios sebességére gyakorolt eltérd
hatdsanak koszOonhetden. A Ga(Ill)- ¢és Ln(Ill)-komplex képzddési sebességének
meghatarozasa soran pszeudo-elsérendil feltételeket biztositva (fémion vagy ligandum 10-40
szeres f0loslegét alkalmazva, pH=2 — 7 tartomanyban pufferelt oldatokban, 0,15 M NaCl, vagy
0,1 és 1,0 M KCI ionerdsség mellett). A komplexképzddési reakciok fémion ¢és ligandum

felesleg esetében kovetkezd sebességi egyenletekkel irhatok le:

d[ML]; = I, [L] (15)
dt pLmit

dMLL _
a - eIMle (16)

crer

jellemzd paraméter (Ir) ¢ iddpillantban torténd mérésével hatarozzuk meg a kp pszeudo-
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elsérendli sebességi allandokat a jelintenzitds novekedésére (17. egyenlet) és jelintenzitas
csokkenésére (18. egyenlet) érvényes Osszefliggésekkel.
I, =, —I,)eChY +, (17)
I =LeCkY +, (18)
Spektrofotometrids és 'H NMR relaxometrias mérések soran az I, I, és I, paraméterek a
rekatansok, a végtermékek az adott iddpillanatban mért abszorbancia és vizprotonok 1/7;
relaxaciosebességet jeloli. A fényelnyeléssel nem rendelkezd Ga(Ill)- és Ln(IIl)-komplexek
képzddésének vizsgalata soran alkalmazott ,,indikator modszer” esetében a pH-valtozassal jard
komplexképzddési folyamatot sav-bazis indikdtor szinvaltozasan keresztiil kovetjik
spektrofotometridasan ugy, hogy a gyengén pufferolt kdzegben maximum 0,1 pH egység
valtozast engediink meg, ami gyakorlatilag nem sérti a pszeudo-elsérendii kinetikai
feltételeket.3! A Ga(Ill)- és Ln(IIl)-komplexek képzddését jellemzd kp pszeudo-elsérendii
sebességi allandokat a SCIENTIST® program segitségével, a legkisebb négyzetek elve

alkalmazasaval szamitottuk.

IV.4 A Ga(1II)-, Sc(I1I)- és Gd(IIT)-komplexek kinetikai inertségének vizsgalata
A Ga(Ill)-, Sc(Ill)- ¢és Gd(IIT)-komplexek kinetikai inertségét egyrészrol sav feleslegben
lejatsz6dd disszocidcios reakcioik, masrészrél Cu®*, Zn** és Eu’' ionokkal végbemend
cserereakcioik kinetikai vizsgalataival konvencionalis spektrofotometrias vagy stopped flow
modszerekkel és 'H NMR relaxometridsan tanulméanyoztuk. A Ga(IIl)- és Gd(III)-komplexek
feleslegével (10-40 szeres felesleg) biztositottuk a pszeudo-elsdrendii kinetikai feltételeket. A
folyamatot ebben az esetben leird sebességi egyenlet:

SR (19
ahol [ML]: és a k4 a Ga(III)-, Sc(IIl)- és Gd(III)-komplexek teljes koncentracigjat €s a pszeudo-

elsérendii sebességi allandot jeloli. A ka pszeudo-elsdrendil sebességi allando szdmitasa a (17).
vagy a (18). egyenletekkel tortént. A Ga(Ill)- és Gd(III)-komplexek Cu?*, Zn** és Eu*" ionokkal
lejatszodo cserereakcidit pH=2 — 7 tartomanyban pufferolt oldatokban, 0,15 M NacCl, vagy 0,1
¢s 1,0 M KCl ionerdsség mellett 25 és 37°C-on tanulmanyoztuk.

A fiziologias feltételekhez kdzeledve a Ga(Ill)-, Sc(IIl)- és Gd(IlI)-komplexek Cu**
ionnal lejatsz6do cserereakcioit kis endogen ligandumok jelenlétében (citrat, foszfat, karbonat,
hiszidin), pH=6 — 9 tartomanyban pufferelt oldatokban, 0,15 M NaCl ionerdség mellett 25 és
37°C-on konvencionalis spektrofotometrids vagy stopped flow moddszerrel kovettiik. A

cserereakciok sebességének meghatirozasa soran a Ga(Ill)-, Sc(III)- és Gd(II)-komplexeknek
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a kicseréld Cu?* ionhoz viszonyitott nagy feleslegének ([ML]/[Cu*]>10) alkalmazasaval
biztositottuk a pszeudo-els6érendii feltételeket. A kinetikai vizsgéalatokat a kicseréld Cu®" ion és
a felszabadulé Ga**, Sc*" és Gd*" ionok hidrolizisének elkeriilése érdekében a Cu®* ion
Ga(Ill)-, Sc(Ill)- ¢s Gd(Il)-komplexek fémioncsere reakcidinak vizsgalata soran a

folyamatokat leir6 sebességi egyenlet a kovetkezd modon adhaté meg:
d[ML], d[CuL],

TTar 0 dt
ahol k4 pszeudo-elsérendil sebességi allandot, a [ML]: a Ga(Ill)-, Sc(III)- és Gd(IIl)-komplexek

crer

= kq[ML], (20)

kiilonbozé pH-értékeknél és citrat, foszfat, karbonat és hisztidin koncentracioknal kapott

kinetikai gérbék meredekségébdl szamitottuk a kovetkezd egyenlet felhasznalasaval:

AAb 1 1
d — > X X (21)
[ML],

At EcuL — Ecu(CinH_;
ahol &cur és ecucinn-1 a képzédé CuL és a reakcid kezdetén jelenlévd [Cu(Cit)H-1]* komplexek
moldris abszorbancia értékei (scucipn-1=921,2 M'em™!, =300 nm, 0,15 M NaCl, 25 °C).

A Ga(Ill)-komplexek ¢és human transzferrin kozott lejatszodd ligandumcsere reakcidok
sebességét a képzddod Ga(Tf) és Gax(Tf) komplexek abszorpcids savjan 246 nm-en, pH=7,4-nél
¢€s 25°C-on spektrofotometriasan 25 mM NaHCOs3 jelenlétében 0,15 M NaCl ionerdsség mellett
kovettiikk. A cserereakciok sebességének meghatarozasa soran a Ga(Ill)-komplexeknek a
kicserél6 sTf-hez viszonyitott nagy feleslegének ([GaL]/[sTf]>10) alkalmazasaval biztositottuk
a  pszeudo-elsérendli kinetikai feltételeket ([sTf]=1X10° M). A Ga(Ill)-komplexek
ligandumcsere reakcioinak vizsgéalata soran a folyamatok sebessége a (22). egyenlettel adhatod
meg:

d[GaL], _ d[Ga(sTf)]

= 22
dt dt kalGal]; (22)

ahol [Ga(sTf)]t a képzddd Ga(sTf) és Gax(sTf) komplexek egyiittes ¢ iddpillanatbeli
koncentraciojat jeldoli. A ka pszeudo-elsdrendii sebességi allanddt a a kapott kinetikai gorbék
kezdeti meredekségébdl (<40%-os konverzidig) szamitottuk a kovetkezd egyenlet

felhasznélasaval:
_ AAbs 1 1

K= "5 M ey [Galls (23)

ahol &ca(sth a képz6dd Ga(sTf) komplex molaris abszorbancia értékei (&castn =13800 M'em™,

A=246 nm, pH=7,4, 0,025 M NaHCO3 0,15 M NaCl, 25 °C). A Ga(IIl)-, Sc(IIT)- és Gd(III)-
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komplexek disszociacidjat jellemzd ka pszeudo-elsdrendii sebességi allandokat a SCIENTIST®

program segitségével szamitottuk.

IV.5 A Gd(III)-komplexek relaxometrias vizsgalatai

A Gd(IITI)-komplexek relaxacios sajatossagait véaltoztatott hdmérsékletii és terti 'H és 'O NMR
spektroszkopids modszerekkel tanulmanyoztuk, és meghataroztuk a belsé szféras vizmolekula
cseresebességét (k228) a Gd(IIl) — proton tengely rotdcids korrelcios idejét (3°%), ami
egybeesik a kis molekulatomegii Gd(III)-komplexek rotacids korrelacios idejével), a labilis
protonok cseresebességét ¢€s relaxdcios idejét, valamint a kiilonboz0 relaxacids- és
cserefolyamatokat jellemzd aktivalasi paramétereket. A Gd(IIl)-komplexek olddszer
vizprotonok relaxacios sebességére gyakorolt hatasat Bruker MQ20 NMR spektrométerrel, 20
MHz protonrezonancia frekvencian, 0,4 cm’ oldattérfogatban az olddszer vizprotonok
longitudinalis relaxacids idejének (71) mérésével tanulmdnyoztuk ([GdL]=0.001 M). Az
oldészer vizprotonok longintudindlis relaxéacios idejét magnesezettség inverzid6 modszerrel
(inversion recovery impulzus szekvenciaval 180°-1-90°) hataroztuk meg 0,1 M KCl vagy 0,15
M NaCl ionerdsség alkalmazasa mellett. Egy-egy mérés sordn 12 kiilonb6zd késleltetési idot
(1) alkalmaztunk, amit a késziilék automatikusan allit be, és egy adott késleltetési idonél 5-8
értek atlagolasaval szamoltuk az adott 71 értékeket. A Gd(IIl)-komplexek relaxivitdsa pH-
kozott valtoztattuk cc. HCI és cc. KOH, vagy cc. NaOH oldatok felhasznalasaval. A Gd(III)-
komplexeknek az olddszer vizprotonok relaxaciés sebességére gyakorolt hatdsanak
homérseékletfiiggését 8,0 — 49,0°C kozotti tartomanyban vizsgaltuk. A Gd(IIT)-komplexek
relaxivitasanak térerd fiiggését (1/71 Nuclear Magnetic Resonance Dispersion — NMRD)
0,00024 — 0,25 T tartoméanyban Fast-Field Cycling (FFC) Stelar Smar Tracer (Stelar s.r.l.,
Mede (PV), Italy), mig 0,35 — 1,76 T tartomanyban Bruker WP80 NMR electromégnessel
felszerelt Stelar relaxométerrel vizsgaltuk. Az olddszer vizprotonok kiilonb6zé térerdkhoz
tartozd longitudinalis relaxacios idejét 0,001 M GdL komplex jelenlétében szintén
magnesezettség inverzié modszerrel (inversion recovery, 20 kiillonbdz0 t, 2 mérés) hataroztuk
meg 25,0+0,1°C-on, amelyet elére termosztalt Iégarammal tartottunk allando értéken (Stelar
VTC-91).

A Gd(III)-komplexek vizcsere folyamatait jellemzd kinetikai paramétereket "OH> - t
tartalmazo (2.0% "OHz, Cambridge Isotope Laboratories Inc., Tewksbury, MA, USA) minta
Gd(1II)-komplex jelen és tavollétében felvett valtoztatott hdmérsékleti 7O NMR spektrumai
alapjan hataroztuk meg ([GdL]= 0,006 -0,030 mM). 7O NMR spektroszképias vizsgalatokat
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BB inverse z gradien fejjel (5 mm) és Bruker Variable Temperature (BVT) hémérséklet
szabalyozo egységgel felszerelt Bruker Avance III (11,7 T) spektrométerrel végeztiik. A "OH:
transzverzalis relaxacios sebességét (R2=1/T2) YO NMR jel 5,0 — 77,0°C hémérséklet
tartomanyban meghatarozott jelszélessége alapjan szamitottuk, figyelembe véve a Gd(III)-
komplex tavollétében azonos hémérsékleten meghatarozott 7O NMR jelszélességeket
(Ra=ntX (vi2-v12°1?)). A szamitdsok soran felhasznaltuk a 'O NMR jel 5,0 — 77,0°C
hémérséklet tartomdnyban meghatarozott kémiai eltolodés értékét (Aw). Figyelembe véve a
Gd(III)-komplexek jelenlétében az "OH2 kémiai eltolodasanak és transzverzalis relaxacios
sebességének homérséklet fiiggését €s az oldoszer vizprotonok longitudinalis relaxacios
sebességének térerd €s homérséklet fliggését, szamitottuk a Gd(I1)-komplexek 712e elektron
relaxacios idejét (A%, t2%8 E\%), vizcserefolyamatait (k228, T3%8, A/h, AHwY) és kiilsd szféras
hozzajarulasat jellemzé kinetikai paramétereket a Swift-Connick, Solomon—Bloembergen—

3036551 A szamitasok soran a belsd szféras vizmolekulak

Morgan és Freed egyenletekkel. |
szamat (q), raan=3,0 A, a kiilsé szféras vizproton Gd(IIl) tavolsagot (a=4,0 A), diffuzios
allandot (D=2,24 x 107> cm?s ™!, 25°C), rotacids és diffuzios folyamatok aktivalasi energiajat
(Er*=1,0 kJ/mol, Ep*=-2,1 kJ/mol) lefixaltuk.[P7-P18, P20]

Az in vivo pH mérésre alkalmazhato Gd(DO3A-AE) komplexek belsé szférajaban talalhatéd
vizmolekuldk szamat az Eu(IIl)- és Tb(Ill)-analogok H20 ¢és D20 oldatokban meghatarozott

fluorescencia élettartam értékeit felhasznalva lehet szamitani. (P20

IV.6 A Ga(1Il)-, Sc(III)- és Ln(IIT)-komplexek szerkezeti vizsgalata
A Ga(Ill)-, Sc(Il)- és Ln(Ill)-komplexek oldatfazisti szerkezetét, dinamikai folyamatait és

képzOdését valtoztatott hémérsékletti 1D (‘H '*C) és 2D (‘H-'H COSY, 'H-'H NOESY, 'H-
3C HSQC és 'H-3C HMBC) NMR spektroszkopids modszerekkel vizsgaltuk. Az Ga(Ill)-,
Sc(Ill)- és Ln(Ill)-komplexek D20-ban készitett oldatainak NMR spektrumait BB inverz z
gradiens fejjel (5 mm) és Bruker Variable Temperature (BVT) hémérséklet szabalyozo
egységgel felszerelt Bruker Avance III (9,4 T), valamint standard 5 mm fejjel és JEOL
hémeérséklet szabalyozoval ellatott JEOL ECP-400 (9,4 T) spectrometerekkel vettiik fel. A
Ga(DATA™), Ga(DATA™) és Ln(DO3A-SA) komplexek dinamik4jat a kiildnbdzd
hémérsékleten felvett '3C NMR spektrumok teljes jelalak analizisével tanulmanyoztuk. A
[Ln(AAZTA)(H20)12], Ga(L3) és Ga(L4) komplexek oldatfazisti szerkezetét nemzetkozi
egylittmiikddés keretében Prof. Carlos Platas Iglesias (Universidade da Corufia) elméleti
szamitasokal is alatamasztotta. Az  altalunk eléallitott [Ln(AAZTA)(H20)12],
[Sc(AAZTA)(H20)], [Lu(OBETA)(CO3)]*, Na[Gd(BCAED)], Na2[Gd(Bz-HP-
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DO3A)(H20)]2, [Gd(An-HP-DO3A)(H20)]2, [Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)]2 és
{(C(NH2)3)2[LuL1(H20)]} komplexek szilard fazisu szerkezetét Dr. Bényei Attila (Debreceni
Egyetem), Prof. Norberto Masciocchi (Universit/ degli Studi dell’Insubria) és Dr. Nicola

Demitri  (Elettra-Sincrotrone Trieste) hatdrozta meg egykristdly rontgendiffrakciods

Viszgélatokkal. [P10,P12,P16,P24,P26]

IV.7 Kapillaris Elektroforézis

A kapilléris elektroforézis technikat elterjedten hasznéljadk fémkomplexek vizsgalatara és

a.[?3"] A klinikai gyakorlatban

kiilonféle kis molekulak biologiai matrixokban valé kimutatasar
alkalmazott Gd(IIl)-komplexek vizelet és vérszérumban vald vizsgalatira Micellaris
Elektrokinetikus Kapillaris Kromatografia (MEKC) modszert dolgoztunk ki Prof. Géspar
Attilaval és Dr. Andrési Melindaval (Debreceni Egyetem), amely alkalmas a Gd(III)-
meghatdrozasara is.P*P A Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®) vérplazmaban lejatszodo
disszociaciés reakcidit és az esetlegesen képzddd Ca(Il)-, Zn(Il)- és Cu(DTPA-BMA)
komplexeket MEKC vizsgéalatokkal tanulmanyoztuk Agilent 7100 (Waldbronn, Germany)
brendezéssel, hidrodinamikus injektalasssal (50 mbar, 2 s), V=25 kV fesziiltséget ¢s szilika
kapillarist alkalmazva (72 cmx50 mm, Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA). A MEKC
vizsgélatok soran elsd lépésben a kapillarist 5-5 percig 0,1 M NaOH ¢és puffer oldatokkal
prekondicionaltuk (puffer: 25 mM borat, 70 mM SDS, pH=9,1), majd a bioldgiai mintdk
elvalasztast kovetden 0,5 M NaOH (3 perc) és puffer (4 perc) oldatokkal mostuk az esetlegesen

visszamarado szennyezOk eltdvolitasara.

IV.8 Radiokémiai jelzések és in vivo vizsgalatok

A S8Ga(III)- és **Sc(IlI)-komplexek PET vizsgalatokban torténé eredményes felhasznalasahoz
elengedhetetlen a ligandumok gyors és hatékony jelzése ®*Ga és **Sc izotopokkal, ami a jelzési
hatasfokkal (RCY %) jellemezhetd. Az AAZTA, L3, L4 és CyAAZTA ligandumok **Ga és
#Sc izotoppal torténd jelzési hatékonysaganak pH, homérséklet és kelator koncentracid
fiiggését radio TLC és radio HPLC modszerrel Dr. Szikra Dezsd (Debreceni Egyetem), Dr.
Johannes Notni és Dr. Calogero D’Alessandria (Technische Universitit Miinchen) vizsgélta
egyiittmiikddés keretében.P2>P31 A [#Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] komplex in vivo
vizsgalatait ¢s a PET/MRI felvételeket Dr. Trencsényi Gyorgy (Debreceni Egyetem) és Dr.

Nagy Gabor (Scanomed) végezte. "3
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V. Eredmények és kovetkeztetések

-----

felszabadulé Gd(III)-ion él6 szervezetben torténé felhalmozédasa

V.1.1 A Gd*" alapii MRI kontrasztanyagok egyensuilyi sajdatossdgai és kinetikai inertsége
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett

Az utobbi években az NSF megbetegedések!?*®! utan intenziv kutatasok indultak a Gd**
alapu MRI kontrasztanyagok alkalmazasa és az NSF kialakulasa kozotti kapcsolat felderitésére.
A Gd* ion él6 szervezetben vald felhalmozdodasat lényegesen befolyasoljak a Gd(III)-
komplexek egyenstlyi, kinetikai és farmakokinetikai sajatossdgai. A korabbi egyensulyi €s
kinetikai vizsgélatok koriilményei tavol allnak a fiziologias feltételektdl (pl. 0,1 és 1,0 M KCl
ionérosség és 25°C).[133-1361 Néhany esetben vizsgaltik a Gd(III)-komplexek termodinamikai
tulajdonséagait Na'-ion jelenlétében (pl. 0,1 és 1,0 M NaCl), amelyek kdlcsonhatasba 1éphetnek
a Gd(IIT)-komplexekben taldlhato ligandumokkal Na(I)-komplexek képzddése mellett, ezaltal
jelentésen csdkkentve a ligandumok protonalddasi allandoit (foként a logKi™ és logKo!
értékeket), ami a Gd(III)-komplexek kisebb stabilitasi allanddit eredményezi.l!3>2*1 A Gd(III)-
végbemend cserereakcioikat tanulmanyozva hataroztak meg a fizioldgiastol lényegesen eltérd
feltételek mellett (pl. 1,0 M KCI, pH=0 — 5).!13-136] A Gd(Ill)-komplexek in vivo
koriilményekre vonatkozd egyensulyi tulajdonsdgai megéllapitdsa érdekében részletesen
tanulmanyoztuk a hét klinikai gyakorlatban hasznalt MRI kontrasztanyag (Gd(DTPA-BMA) —
Omniscan®, Gd(DTPA)> - Magnevist®, Gd(DOTA) - Dotarem® Gd(HP-DO3A) —
ProHance® és Gd(BT-DO3A) — Gadovist® (3. 4bra) termodinamikai sajatossagait
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (25 és 37°C, 0,15 M NaCl). Meghataroztuk a
komplexképzék protonalodasi allandéit, a Na®, Ca**, Cu**, Zn** és Gd** ionokkal képz6dd
komplexeik stabilitasi allandojat!P!P2P4K2IKI] ¢g 5 Gd(IID)-komplexek Cu**, Zn*" és Eu®" -
ionokkal lejatszodo cserereakcidi sebességét kis endogén ligandumok (citrat, foszfat, karbonat,

[PLP2P4.K2-K4] A fontosabb endogén fémionok (Ca*",

laktat és hisztidin) jelen- és tavollétében.
Zn*" és Cu*") és ligandumok (alanin, cisztein, glutamin, glicin, hisztidin, lizin, citrat, laktat,
szukcinat, karbonat, foszfat, albumin és transzferrin),?*”! valamint a Gd(III)-komplexek MRI
irodalomban fellelhets!2*24!) egyensiilyi 4llandokat felhasznalva egy egyszeriisitett plazma
modellt készitettiink (20 komponens és >350 részecske, amelyek koziil 8 rosszul oldodik (pl.
Gd(POs), Gd2(CO3)3).[P+K4 Az egyszeriisitett plazma modell esetében figyelembe vett

komponenseket és koncentraciojukat a 2. tablazatban tlintettem fel.
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2. tablazat Az egyszerisitett plazma modell esetében figyelembe vett komponensek és

koncentraciojuk
Komponensek Koncentracio Komponensek Koncentracio
(mol/dm?)? (mol/dm?)?

Ca** 2,5%x107 Albumin 6,8x10™
Zn* 1,0x107 Transferrin 3,1x107
Cu? 1,0x10%® Citrat 1,1x10*

Gd** 3,5%x10* Laktat 1,82x107
Alanin 3,7x10™ Malat 3,5x107°
Cisztein 2,3x10? Szukeinat 4,2x107
Glutamat 4.8x107° Karbonat 2,5%1072
Glicin 2,43%x10* Foszfat 1,0x1073
Hisztidin 8,5%107 Kelatképzé 3,5x10*

Lizin 1,78x10
a Ref [240]

Az egyenulyi részecske eloszlas sordn szamitasaink alapjan fizioldgiashoz kozeli feltételek

Gd(PO4) csapadék nagyon kis oldékonysaga miatt, amikor az aminopolikarboxilat ligandum
Zn(II)-, Cu(ID)- és Ca(II)- komplexeket képezhet. Omniscan-t tartalmazé human szérum MEKC
elektroferogramja alapjan (6. abra) megallapithaté, hogy a Gd(DTPA-BMA) komplex

.....

alatdmaszt a GA(DTPA-BMA) komplex jelének (5 perc) csokkenése és a Ca(DTPA-BMA)
komplex jelének (6,5 perc) ndvekedése az ido elteltével [F3P4]
Fiziologiashoz kozeli feltételek mellett a Gd(IIT)-komplexek szubsztitiicids reakcidi (a

.....

fémion ¢és ligandum tdmadésaval, valamint disszociativ Giton foként protonkatalizalt folyamatok

P2.P4] Ugyanakkor a Gd(III)-komplexek endogén fémionok (Zn®" és Cu?") kozvetlen

soran.!
tamadasaval heteronuklearis koztitermékek képzodésén keresztiil lejatsz6dd disszociacios
folyamatainak hozzajarulasa elhanyagolhatd, mivel a Zn?* és Cu?" ionok komplexek
formajaban taldlhatoak a szérumban.[P>P4K3K4) A Gd(11T)-komplexek kdzvetlen ligandumcsere
reakcidi szamottevéen nem jarulnak hozzd a szubsztiticios reakcidk sebességéhez, mivel a
szérumban talalhat6 ligandumok viszonylag kis stabilitasit komplexeket képeznek a Ln(III)-

ionnal, igy az aminopolikarboxilat ligandumokat nem szoritjak ki a komplexeikbdl.[F%P4!
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6. abra Omniscan-t tartalmazé human szérum MEKC elektroferogramja. Human szérum
Omniscan tavollétében (a) €s jelenlétében 0,1 és 30 oraval (b és ¢) az Omniscan hozzdadasat
kovetden. Humén szérum MEKC elektroferogramja 30 6raval az Omniscan hozzaadéasat
kovetéen 0.198 mM Ca(DTPA-BMA) jelenlétében (d). (Omniscan: [Gd(DTPA-BMA)]=2,0
mM, [Ca(DTPA-BMA)]=0,1 mM, pH=7,4, MEKC: L=64,5 cm, puffer: 25 mM borat, 70 mM
SDS, pH=9,1, U=25 kV, 100 mbar, A=200 nm) Ref.[P4]

A  Gd(DTPA)* szarmazékok fémion csere reakciéi a Gd(III)-komplexek
tdmadasaval jatszodnak le endogén ligandumok tavollétében (pH=3 — 5, 25 és 37°C, 0,15 M
NaCl).[P2P4K4] Ez7e] szemben a makrociklusos Gd(DOTA)™ szarmazékok fémioncsere reakcioi
lassabban, mint a Gd(DTPA)* szarmazékok reakcidi (ezzel magyarazhaté a makrociklusos
Gd(III)-komplexek sokkal nagyobb kinetikai inertsége).lP2K3K4  Fiziologiashoz kozeli
feltételek mellett a GA(DTPA)?* szarmazékok disszocidcios reakciéi dontéen a kis endogén
ligandumok (citrat, foszfat €s karbonat) altal katalizalt uton, kis stabilitasu vegyes ligandumu
komplexek (Gd(DTPA)X, X=Cit*, HCit*, H2POs, HCO3", CO3*) képzddésén keresztiil
mennek végbe (7. abra), amelyek kialakulasat a megfeleld Y(III)-komplexek 'H és *C NMR
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spektroszkopids vizsgilataival tdmasztottuk ald.?! A Gd(DTPA-BMA) és Gd(DTPA)*

rrrrrr

Gd(DTPA)*: 112=68,7 éra, pH=7,4, 37°C, 0,15 M NaCl), amely dsszemérhetd a kiiiriilésiik

felezési idejével (112=30 — 40 ora) végstadiumu és dializisre szoruld vesebetegek esetében

(normalis vesemiikddés esetén a kiiiriilés felezési ideje #12 ~ 1,5 6ra).lP>P4 Ezzel szemben a
Gd(DOTA), GA(HP-DO3A) ¢és Gd(BT-DO3A) komplexek disszociacidja tobb nagysagrenddel
lassabb, mint a szervezetbdl torténd kiiiriilésiik, igy esetiikben nem kell szamolni a Gd** - ion
disszociacidjaval és ezzel kapcsolatos felhalmozodéasaval (Gd(DOTA), Gd(BT-DO3A) ¢és
Gd(HP-DO3A) dissociacidjanak felezési ideje 2= 3,1x10°, 1,6x10* és 1,9x103 év pH=7,4-4n
és 25°C-on)!135F2
[Gd(DTPA-BMA)(H,0)] [C\S/gésgggm/\u%(ﬁ)] [MDTPA-BMA)]
o} O komplex
(l). O o ?_« O (@] o
/ e
1 SR 7 G S W
oI A ~—— ——> o[ [©
)\/N/ N 07 “NHMe o \' OI—G PN
O N~ 0™ "NHMe
o { Q. O)\/ 0
NHMe T \“(
NHMe
Gd*'= O H,0= O citrat, foszfat, karbonat= <=2 Zn?*, Cu?*, Ca®*= O

7. abra A Gd(DTPA-BMA) komplex disszocidcios folyamatai fizioldgiashoz kozeli feltételek
mellett. Ref.[P4]

A  Gd(DTPA)* szarmazékokbol él6 szervezetben felszabaduld Gd*'-ionok
mennyiségének becslésére egy ,,nyitott két kompartmentes” kinetikai modellt dolgoztunk ki (8.
abra), amivel szimultan figyelembe vehetok a Gd(IIl)-komplexek egyensulyi, kinetikai és
farmakokinetikai sajatossagait jellemzd termodinamikai ¢és kinetikai paraméterek (3.
tablazat).[P4K4
A szamitasok eredményei alapjan 48 ora elteltével egészséges vesemiikodésti paciensek
esetében mind a négy Gd(Ill)-komplexnél az injektalt dozis >96%-a kiliriilt, ami j6 egyezést
mutat a klinikai tapasztalatokkal (~95%).16871:2422441 Azonban az elégtelen vesemiikodésii

paciensek szervezetébdl a Gd(III)-komplexek 1ényegesen lassabban iiriilnek (#12=30 — 40 o6ra,

elteltével, lehetdséget adva a szabadda valé Gd**-ionok felhalmozodasara az €16 szervezetben.
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3. tablazat A Gd(DTPA)* és Gd(DTPA-BMA) komplexek egyensilyi, kinetikai és
farmakokinetikai sajatossagait jellemz6 egyensulyi (disszociacio fok: Ke) és sebességi
allandok (savkatalizalt disszociacio: ki, kiiiriilés: ka=In2/t12 B, eloszlas: kin=k-in=In2/t112 o1,[6%
71.242-2441 niraképzOdés: ki=Ke/ka és disszocicid: ka)

Gd(DTPA)** Gd(DTPA-BMA)P

ki (s)* 0,58¢/3,0% 12,7 £/ 32%
Kint (s™1) 9,6x10™4 3,1x1073¢
-1 ,
ket (s7) (normdl 1,2x104 1,5%10%¢
vesemiikodés)
-1
ka(s7) 6,5%1076¢ 5,6x10°0h
(veseelégtelenség)
ke (sh) 4,7x107 1,1x10*
ka (s1) 2,7x10°° 2,1x10°3
Ke 17,5 52

a Ref[P2K4 b Ref, [PHR4] ¢ Ref, [133] d Ref [98] ¢ Ref, 2421 f Ref, [134] 2 Ref, [99] B Ref. 23] * k; sebességi alland6 25
/ 37°C-on

100 -
plazma
o i kel GdL | GdLel
Gd**+ L = GdL - el 80
k, "
N 60 -
k—int kint “05 40 GdeIazma
R
kf 20 Gd3*diss
Gd** + L T GdL A ] GdLint B
4 interstitium 0 20 40 60 30
t (6ra)

.....

.....

rrrrrr

disszociacid fokot jellemzd egyensulyi allando; B: A Gd(DTPA-BMA) kiiiriilt (GdLer) és
disszocialt mennyisége (Gd**qiss), megoszlasa a vérplazmaban (GdLplazma) €s intersticiumban
(GdLint); dozis=0,1 mmol/kg testsuly, eloszlasi térfogat: 0,25 L/kg testsuly, testsuly: 70
kg).[P4’K4]

Az MRI vizsgalatok soran alkalmazott hét Gd(III)-komplex fizioldgiashoz kozeli feltételek

mellett végzett részletes egyensulyi és kinetikai vizsgéalata alapjan megallapitottuk, hogy a

.....

rrrrrr

.....
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V.1.2 A makrociklusos Gd(Ill)-komplexek és kollagén kozotti kolcsonhatdas vizsgalata
testfolyadékokhoz kozeli koriilmények mellett

A lényegesen nagyobb kinetikai inertségli makrociklusos Gd(DOTA) és szarmazékai
in vivo vizsgélatokban torténd elterjedésével meglepd modon szintén megfigyeltek a Gd(III)-
és allatkisérlet eredményei alatamasztottidk, hogy szemben a nyiltlinci Gd(DTPA)* és
szarmazékaival, a Gd*" szervezetbeli lerakédéasa intakt makrociklusos Gd(III)-komplex
formédjaban torténik kiilonboz6 szervekben (mé4j, 1ép, vese, csont és agy).!41:2452471 A
vizsgalatok ramutattak, hogy a harom makrociklusos Gd(III)-komplex (Dotarem, Gadovist,
ProHance, 3. dbra) in vivo retencidja eltérd, amelyet befolydsolhat a komplexképzoként
alkalmazott makrociklusos ligandum ¢és a képz6dd Gd(III)-komplex szerkezete, toltése és
hidrofil-hidroféb tulajdonsagai, amit az utdbbi években fdleg allatkisérletek eredményei is
alatamasztottak.['*>71%] A nyitott két kompartmentes” kinetikai modellt felhasznalva végzett
szamitasaink eredményei ramutattak, hogy a Gd(III)-komplexek intravénas bejuttatdsukat és
gyors eloszlasukat kovetéen a viszonylag jelentds intersticidlis folyadéktérfogatnak
koszonhetden (eloszlasi térfogat: 0,25 L/kg teststly, 14 L intersticialis folyadék, 3,5 L plazma
sejtes elemek figyelembe vétele nélkiil) kozel 80%-ban az intersticidlis kompartmentben
talalhatok a vesén keresztiil torténd kiiiriilésiikig.[”>! A heterogén fazisban jelenlévé nagyméretii
molekuldk (pl. fehérjék, poliszacharidok, glikoproteinek, lipidek, stb.) miatt az intersticialis
kompartment nem tekintheté homogén oldatnak. Az intersticidlis kompartmentben az emlitett
nagyméretli molekuldk viszonylag gyenge kolcsonhatast alakithatnak ki a makrociklusos
Gd(IIT)-komplexekkel in vivo retencidjukat eldidézve.

Az intersticialis kompartmentben talalhatd nagyméretii molekuldk koziil legnagyobb
mennyiségben a kollagén fordul eld. A szervezetben talalhatd fehérjék tobb mint 25%-a
kollagén (70 kg sulyt emberben ~2,65 kg kollagén talalhato), amelynek 80%-a Type I
kollagén.?*#2% A Gd(DOTA), Gd(BT-DO3A), Gd(HP-DO3A) ¢és Gd(HB-DO3A)
komlplexek nem oldodé Type 1 kollagénnel (Bovin Achilles tendon) kialakitott
kolcsonhatasanak ultrasziiréssel és dializissel végzett vizsgalataink (pH=7,4, 0,001 M
NaxHPO4, 0,15 M NacCl, 37°C) ramutattak, hogy a kiilonb6z6 Gd(IIT)-komplexek eltéré modon
adszorbealodhatnak a kollagén feliiletén (9. abra).[P>] A Gd(IIT)-komplexek kollagén feliiletén

torténéd adszorbcidja Langmuir izotermaval jellemezhets!>!:

q _ bx[GdL]
Q 1+bx[GdL] (24)
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ahol g, O, b és [GdL] az adszorbealt Gd(III)-komplex mennyiségét, a kollagén maximalis
kotokapacitasat, az adszorbcids-deszorbeids folyamat egyenstlyi allandojat és a Gd(III)-
komplex egyenstlyi koncentraciojat jeloli. A Dotarem, Gadovist, ProHance ¢s Gd(HB-DO3A)
¢és b) az 4. tablazatban tiintettem fel.

6.0

5.0
4.0
3.0

2.0

[GdL] (mmol/g kollagen)

1.0

0.0

[GdL] (mM)

9. abra A Dotarem (@), Gadovist (@), ProHance (H) és GA(HB-DO3A) (A) adszorbcidja
kollagén feliiletén (pH=7.4, 37°C, 0,001 M Na2HPO4, 0,15 M NaCl)Ref.!P!

4. tablazat A Dotarem, Gadovist, ProHance, ¢s GA(HB-DO3A) komplexek kollagén feliiletén

crer

Dotarem Gadovist ProHance Gd(HB-DO3A)
logh 2,54 £ 0,05 2,52 £ 0,04 2,55 +£0,05 2,41+0,06
O x10° 7,1 £0,8 6,7+0,9 5,1+£0,8 4,4+0,5
logP? -2,87° -2,25-2,0°  -1,919-1,98° -1,714

# logP=10g[ GdL]butanot/[ GAL]\i- a lipofilicitas butanol:viz elegyben, P=[GdL]butano/[ GAL]siz; ° Ref. 52 ; © Ref. 253];
4[GdL]1=0,01 M, [HEPES]=0,025 M, pH=7,4, 37°C)

A Dotarem, Gadovist, ProHance és Gd(HB-DO3A) komplexek kollagén feliiletén
torténd adszorbceigjat jellemzd egyensulyi allando (logh) értéke kozel megegyezik. Ezzel
szemben a kollagén maximdlis Dotarem, Gadovist, ProHance ¢és Gd(HB-DO3A)
kotokapacitasat jellemzé Q 4allandd értéke csokken a Gd(IIl)-komplexek novekvd
lipofilicitasaval (logP). A Type I kollagénnel kialakuld kdlcsonhatdst ennek megfeleléen
befolyasolhatja a Gd(III)-komplexek toltése. Mig a Gd(DOTA) egy negativ toltéssel
rendelkezik, addig a GA(HP-DO3A) és Gd(HB-DO3A) komplexek a jelenlévé alkoholos -OH

rrrrr

rrrrr
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komplex 5,7%-a negativ toltéssel [GA(BT-DO3A)H.1]" részecskeként fordul eld fizioldgias
feltételek mellett (0,15 M NaCl, 37°C).I"31 A Gd(BT-DO3A), a Gd(HP-DO3A) és a Gd(HB-
DO3A) komplexek alkoholos -OH csoportjait jellemzd protonalddasi allandok a 5. tablazatban
talalhatoak.

5. tablazat A Gd(BT-DO3A), Gd(HP-DO3A) és Gd(HB-DO3A) komplexek protonalddasi
allandéi (logKGdin-1, 0,15 M NaCl)
T (°C) Gd(BT-DO3A) Gd(HP-DO3A) Gd(HB-DO3A)"
25 9,482, 8,99(4)° 11,36 11,31(4)° 10,92(1)
37 8,73(3)° 11,39(4)° 10,88(1)
aRef. [1351 (0.1 M NaCl, 25°C), ® Ref.[P3], ¢ Ref. [P211 (0.15 M NaCl, 25°C)

Fiziologias feltételek mellett a Type I kollagén pozitiv toltésti (p/=9,3)!%3423] a lizinben és
hidroxi-prolinban gazdag domének miatt. Feltételezhetden a negativan toltott GA(DOTA) és
[GA(BT-DO3A)H-1] komplexek elektrosztatikus kdlcsonhatast alakithatnak ki a kollagénnel,
ami a Dotarem ¢és Gadovist 1ényegesen nagyobb mennyiségli maximalis adszorbciojat (Q)
eredményezheti a kollagén feliiletén. Ezzel szemben a neutralis Gd(HP-DO3A) ¢s Gd(HB-
DO3A) komplexek oldallancukban talalhat6 hidrofob metil- és etil-csoportoknak koszonhetden
gyengébb kolcsonhatast alakithatnak ki a hidratalt kollagénnel.[P!

A kollagén makrociklusos Gd(IIT)-komplexek in vivo retenciojaban betdltott szerepének
vizsgalata érdekében egy ,,nyitott harom kompartmentes” kinetikai modellt dolgoztunk ki (10.
abra), amivel szimultan figyelembe vehetd a Gd(IlI)-komplexek gyors eloszlasa a
vérrendszerben, diffizidjuk az intersticidlis térbe és vesén keresztiil torténd kitiriilésiik. A
kollagén, mint ,harmadik” kompartment az intersticialis térben adszorbealhatja a
makrociklusos Gd(IIl)-komplexeket, ami az 4. tablazatban feltiintetett fizikai-kémiai
paraméterekkel jellemezhetd. Figyelembe véve a Gd(III)-komplexek eloszlasat (kin=k-
in=In2/t12=9,6x10*s!, GA(DTPA)?, 4. tablazat)!®l és kiiiriilését jellemzd sebességi allandokat
(ke=In2/t12, GA(DOTA)", Gd(HP-DO3A), Gd(HB-DO3A): kei=1,2x10* 5!, Gd(BT-DO3A):
ke=1,1x10"*s71),[72! yvalamint a GA(DOTA)", Gd(BT-DO3A), Gd(HP-DO3A) és Gd(HB-DO3A)
kollagén feliiletén torténd adszorbcidjat jellemzd fizikai-kémiai paramétereket (4. tablazat)
kiszamitottuk a Gd(III)-komplexek mennyiségét az érrendszerben, az intersticialis térben és a

kollagén kompartmentben (11. 4bra).[P>]
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14 L

Interstitium

kel

kivalasztas

10. abra A makrociklusos Gd(III)-komplexek eloszlasa, adszorbcidja/deszorbceiodja és
kiiiriilése ,,nyitott hdrom kompartmentes” modellben. Ref.[">)

100 100
A 3 B 3
80 80
N 60 2 N 60 2
T o
2 40 2 40
20 4 20 4
1 1
0 ‘ . 0 . .
(] 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
t(6ra A
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‘Q QO
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52 40 =2 40
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t (6ra) t (ora)

11. abra A Dotarem (A), Gadovist (B), ProHance (C) ¢s Gd(HB-DO3A) (D) eloszlasa,
adszorbcidja/deszorbcidja és kitiriilése. A Gd(IIl)-komplexek kitiriilt (3) és kollagénen
megkotott (4) mennyisége, valamint megoszldsa a vérplazmaban (1) és az interstitiumban (2)
(dozis=0,1 mmol/kg testsuly, eloszlasi térfogat 0,25 L/kg, teststuly: 70 kg, kollagén: 2,65 kg).
Ref [P

A szamitasok eredményei alapjan 48 ora elteltével a makrociklusos Gd(III)-komplexek ~98%-
a kitiriil, ami jo egyezést mutat a normal vesemiikddési betegek MRI vizsgalatai soran nyert
farmakokinetikai tapasztalatokkal. A  makrociklusos Gd(IIl)-komplexek kollagénen
adszorbealt mennyisége 48 ora elteltével az injektalt dozis 0,6, 0,7, 0,4 és 0,3%-a a Dotarem,

Gadovist, ProHance és Gd(HB-DO3A) esetében (12. abra).
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12. abra A kollagén feliiletén adszorbealt Dotarem (1), Gadovist (2), ProHance (3) és Gd(HB-
DO3A) (4) mennyisége az id6 fliggvényében (d6zis=0,1 mmol/kg testsuly, eloszlasi térfogat
0,25 L/kg, testsuly: 70 kg, kollagén: 2,65 kg). Ref.[P]

Mivel a kiilonb6z6 makrociklusos Gd(IIl)-komplexek kollagén feliiletén torténd
adszorbcidjat/deszorbeidjat jellemzdé egyensulyi allandé (logh) értéke kozel azonos (4.
tablazat), igy feltételezhetd, hogy a Gd(DOTA), Gd(BT-DO3A), Gd(HP-DO3A) és Gd(HB-
DO3A) eltéré retenciojat a kollagén a Gd(III)-komplexekre vonatkozo eltérd maximalis
kotdkapacitasa (Q) eredményezi. Ennek megfeleléen azonos intersticidlis [GdL] mellett
nagyobb mennyiségli Gd(DOTA) és Gd(BT-DO3A) komplex adszorbedldodhat a kollagén
felilletén, mint Gd(HP-DO3A) ¢és Gd(HB-DO3A), ami a Gd(DOTA) és Gd(BT-DO3A)

komplexek nagyobb mértékii in vivo retencidjat eredményezheti.”>

V.2 Uj triaza- és tetraaza-polikarboxilat ligandumok tervezése, el6allitasa és
fémkomplexeik  vizsgalata, a  Gd(IlI)-komplexek relaxaciés sajatossagainak
finomhangolasa

A Gd* alapt MRI kontrasztanyagok in vivo alkalmazasaval kapcsolatban a
kozelmultban szdmos olyan kdzlemény jelent meg, amelyek a Gd*" é18 szervezeten beliili
felhalmozodasara hivjak fel a figyelmet olyan egészséges vesemiikodésii paciensek esetében is,
akik tobbszori kontrasztos MRI vizsgélaton estek 4t.[140:256.257) A7 &18 szervezeten beliili Gd**
felhalmozodas jelentdsen mérsékelhetd az alkalmazott d6zis csokkentésével, ami megkivanja a
Gd(IIT)-komplex nagyobb relaxacids hatdsat. A klinikai forgalomban 1évé MRI
kontrasztanyagok relaxivitasa lényegesen kisebb (r1,= 4 —5 mMs!), mint az elméletileg
varhato 120 mM s érték (2. 4bra).l'?l A jelenleg alkalmazott kontrasztanyagokban a DOTA*
és DTPA>" ligandumok, valamint szarmazékaik 8 donoratommal koordindlédnak Gd** ionhoz,
mig a Gd*"ion 9. koordinaciés helyét egy vizmolekula foglalja el. A [Gd(DTPA)(H20)]* és a
[GA(DOTA)(H20)] komplexek relaxivitasanak kozelitdleg 50%-a a bels6 szféras vizmolekula
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hozzajarulasabol szarmazik, amely a kornyezd oldoszer vizmolekuldkkal torténd
cserereakciokon keresztiil eredményezi az olddszer vizprotonok 71 relaxacids idejének
csokkenését. Ahogy a II.1.1 fejezetben részletesen bemutattuk, a paramagneses fémkomplexek
belsd szféras relaxivitasat lényegesen befolyasolja a kozponti fémionhoz kozvetleniil
koordinal6dé vizmolekuldk szama (g), ezek atlagos tartdozkodasi ideje (zm=1/kex), a fémion
elektron spin relaxacios ideje (7s), a komplex forgd mozgasat jellemzé rotacids korrelacios id6
(r) és a belsd szféras vizmolekula protonjai és a kdzponti fémion kdzotti tdvolsag (raan).['
Az MRI kontrasztanyagok hatékonysaganak novelése érdekében folyo6 intenziv kutatdsokhoz
kapcsolodva torekedtiink: 1) A Gd(III)-komplexek relaxivitasat befolyasold tényezok
optimalizalasa (g, kex és 7z ndvelése) a minimalis dozis melletti maximalis relaxacios sebesség
novekedés elérésére;!122%%31 2) “Intelligens” Gd** alapti MRI kontrasztanyagok fejlesztése,
amelyekkel megvalosithatd a pH MRI vizsgalattal torténd in vivo meghatarozasa, lehetdséget
nyujtva egyes betegségeknek ¢€s elvaltozasoknak a szervek ¢és szovetek fizikai-kémiai

paramétereiben okozott valtozasokon keresztiili diagnosztizalasara,l126-258-263]

V.2.1 Hét donoratomot tartalmazo nyiltlaincu és szemi-makrociklusos ligandumok
fémkomplexei: q=2 Gd(Il1)-komplexek fizikai-kémiai sajdatossdagai

Az MRI vizsgélatok soran a klinikai gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagokban a
DOTA* és DTPA> ligandumok, valamint szdrmazékaik 8 donoratommal koordinalédnak
Gd(IIT)-ionhoz, mig a 9. koordinacios helyét egy vizmolekula foglalja el. Azonban szdmos
olyan Gd(IIl)-komplex ismert, amelyek hat- vagy hétfogu ligandumokkal képzddnek és a
Gd(1II)-ion 8. és 9. koordinacios helyét akar két vizmolekula is elfoglalhatja (g=2).*¢! Ezeknek
a Gd(III)-komplexeknek MRI vizsgalatokban kontrasztanyagként torténé felhasznaldsa
kifejezetten elényds lenne, mivel a jelenleg is hasznalt Gd(DTPA), Gd(DOTA) ¢és
szarmazékoktol eltéréen mindkét belsd szféras vizmolekuldjuk részt vehet cserefolyamatokban
az oldészer vizmolekuldkkal, ami a relaxivitas és ezaltal a MRI felvétel kontrasztossaganak
novekedését eredményezheti. Azonban a hat- és hétfogu ligandumok Gd(IIl)-komplexei
lényegesen kisebb stabilitassal és kinetikai inertséggel rendelkeznek, mint a nyolcfogt analog
ligandumok Gd(III)-komplexei. Figyelembe véve az in vivo alkalmazas termodinamikai és
kinetikai feltételeit a HOPO,[#7:2642651 3 DO3A,[2%] ¢s a PCTA*27 ligandumokkal és
szarmazékaikkal képz6dd Gd(III)-komplexek lehetnek alkalmasak MRI vizsgéalatokban torténd
felhasznéldsra. Munkank soran két nyiltlancti hétfogu ligandum, az OBETA és PTDITA,
valamint a szemimakrociklusos AAZTA ligandumok protondlodasi, tobb két és harom

vegyértékil fémionnal (Mg?*, Ca®", Min>*, Zn?*, Cu®* és Ln’*") képz8dd komplexeik egyensilyi,
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a Gd(III)-komplexek relaxécios és a Ln(Ill)-komplexek szerkezeti sajatsagait tanulmanyoztuk

részletesen.[P6-P12]
COOH EOOH
{ —~cooH —COOH
HOOCW N/_ HOOCW N
N7k N7
N
J J
HOOC HOOC
R=-CH; AAZTA CyAAZTA
R =-(CH,),-COOH AAZTA-C2 /—COOH
HN—N
R= -(CH,),~-COOH AAZTA-C4
(CH2) N{ \ COOH
HOOC—\/—\/—\/—COOH < %
N% ~—COOH
HOOC—/ \—COOH HN—N
OBETA PTDITA  \—COOH

13. abra AAZTA, AAZTA-C2, AAZTA-C4, CyAAZTA, OBETA és PTDITA ligandumok
szerkezete

Az 1960-as években a DTPA centralis nitrogénjét oxigénre cserélve eldallitottak az
OBETA ligandumot, (13. 4abra), de komplexeit részletesen nem tanulmanyoztak.[**8) A
nyiltldncu, éteres oxigén donoratomot tartalmazd amino-polikarbonsav ligandumok
modellvegyiileteként vizsgaltuk az OBETA egyensulyi, a Ln(OBETA) komplexek kinetikai,
relaxacids és szerkezeti sajatossagait.[P>-P10]

A hét donoratomot tartalmazé DTPA analdg ligandumok egy kiilon csoportjat képezik

M_komplexei

a lanckdzi piridin csoportot tartalmazé amino-polikarbonsavak, amelyek Ln
elényds relaxacios (Gd(III)-komplexek) ¢és optikai tulajdonsagaik (Eu(Ill)- és Tb(III)-
komplexek) miatt mint bimodalis MRI — OI kontrasztanyagok keriiltek a kutatasok
eléterébe.>26°1 Elsallitottuk az emlitett ligandumok kozé tartozd PTDITA ligandumot (13.
komplexek stabilitdsi allandoéit, valamint a [Gd(PTDITA)(HzO)z]‘ komplex relaxacios
sajatossagait kis endogén ligandumok (citrat, foszfat ¢és karbonat) jelenlétében ¢és
tavollétében. P11

A Torinoi Egyetem munkatirsai 2004-ben allitottdk el6 a szemi-makrociklusos hét
donoratomot tartalmaz6 AAZTA ligandumot (13. 4&bra) és megallapitottdk, hogy a
[GA(AAZTA)(H20)2]" komplexben talalhaté két belsd szféras vizmolekula nem helyettesithetd

bi- ¢és tridentat endogén ligandumokkal, mivel azok nem szomszédos pozicidkat foglalnak el a
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Gd(Il)-ion kornyezetében.*) A [GA(AAZTA)(H20):]" komplex elényds relaxacids
viselkedése sziikségessé tette a Ln*- és fontosabb endogén fémionokkal (Ca**, Zn**, Cu*")
képz6d6 AAZTA komplexek fizikai-kémiai tulajdonsdgainak részletes vizsgalatat.
Meghataroztuk az AAZTA ligandum és a CyAAZTA, valamint a bifunciés AAZTA-C2 és
AAZTA-C4 ligandumok (13. &bra) protonadlodasi allandéit, tobb két és harom vegyértéki
fémionnal (Mg?*, Ca*", Mn?*, Zn**, Cu** és Ln*") képz6d6 komplexének stabilitasi allandojat
(0,15 M NaCl, 25°C), a Gd(Ill)-komplexek kinetikai inertségét ¢&s relaxacios
tulajdonsagait.[P6P7-P8-P12 A T n(IIT)-komplexek stabilitasi allandoi a Ln*" - ionok méretének

fliggvényében a 14. abran lathatoak.

95 100 105 110 115 120
Ln®** ionok ionradiusza (pm)

14. 4bra A Ln(AAZTAY, Ln(AAZTA-C2)*, Ln(AAZTA-C4)*, Ln(CyAAZTAY),
Ln(OBETA) és Ln(PTDITA) komplexek stabilitasi allandéi a Ln*>" ionok méretének
fiiggvényében (Ln(AAZTA): 0,1 M KCI (#), 0,15 M NaCl (H); Ln(AAZTA-C2)*: 0,15 M
NaCl (®); Ln(AAZTA-C4)* : 0,15 M NaCl (A) és Ln(CyAAZTA) 0,1 M KCI (),
Ln(OBETA): 0,1 M KCI (<), Ln(PTDITA): 0,1 M KCI1 (A), 25°C)IP6-P11]

A Ln(AAZTAY, Ln(AAZTA-C2)* és Ln(AAZTA-C4)* komplexek stabilitasi allandoi
(logKLnL) kdzel monoton nének a Ln** ionok méretének csokkenésével, ami egyértelmiien utal
a 3 nitrogén és a 4 karboxilat 4ltal kialakitott iireg flexibilitasara a kisebb méretii Ln** ionok
szamara kedvezobb koordinacids viszonyokat kialakitva. Meglepd mddon a megfeleld
Ln(AAZTA), Ln(AAZTA-C2)* és Ln(AAZTA-C4)* komplexek azonos koriilmények kozott
(0,15 M NaCl, 25°C) meghatarozott stabilitasi allandoéi a bifunkcios alifas lancanak hosszéaval
nének, ami a nitrogén donoratomok alifis csoportja elektronkiildd sajatsdga miatti nagyobb
bazicitasaval értelmezhetd.[P6-F8]

Korabbi vizsgdlatok eredményei ramutattak, hogy a nyiltlancd EDTA és DTPA

ligandumokkal képzddé Gd(IIT)-komplexek termodinamikai stabilitasa €s kinetikai inertsége
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lényegesen novelhetd a ligandum alapvdzanak 1,2-ciklohexil csoporttal torténd
merevitésével 2212702721 A Tn(CyAAZTA) komplexek stabilitasi alland6éi a Ln** - ionok
méretének fiiggvényében a 14. abran lathatoak.””) A Ln(AAZTA) és Ln(CyAAZTA)
komplexek logKinL értékeinek Oszehasonlitdsa alapjan megallapithatd, hogy a ciklohexil
csoport beépitése csokkenti a képzddd Ln(Ill)-komplexek stabilitasat. Azonban a
Ln(CyAAZTA) komplexek stabilitasi 4allandéi a Ln(AAZTA), Ln(AAZTA-C2)* és
Ln(AAZTA-C4)* komplexektdl eltérd modon maximumgdrbe szerint valtoznak a lantanida
sorozaton beliill (a Gd(CyAAZTA) rendelkezik a legnagyobb logKint értékkel), ami a
CyAAZTA ligandum merev szerkezetével és ennek koszonheté méretszelektivitdsaval
értelmezhetd. [P

A Ln(CyAAZTA) komplexek stabilitasi allandoihoz hasonléan a Ln(OBETA)™ és
Ln(PTDITA) komplexek logKinL értékei is maximumgorbe szerint valtoznak a lantanida
sorozaton beliill (az Eu(Ill)- és Gd(IIl)-komplexek logKinL értékei a legnagyobbak), ¢és
stabilitasi allandoik lényegesen elmaradnak az analog Ln(AAZTA) komplexekétdl, ami az
OBETA és a PTDITA ligandumok kisebb dsszbazicitdsaval magyarazhatg. PPl

Alapvetd kérdés a két belsd szféras H2O molekulat tartalmazo hétfoga ligandumokkal
keépz6doé Gd(II)-komplexek kinetikai inertsége, ami altalaban elmarad a nyolcfogt ligandumok
Gd(IIl)-komplexeitdl.??1 A Gd(AAZTA), Gd(AAZTA-C2)>, Gd(AAZTA-C4)*,
Gd(CyAAZTA) és Gd(OBETA) komplexek kinetikai inertségét Cu?*-, Zn**- és Eu*"-ionokkal
lejatszodod cserereakcidik tanulmanyozasdval vizsgaltuk. A Gd(AAZTA)-szarmazékok
fémioncsere reakcioit jellemzd kinetikai paramétereket a 6. tablazatban tiintettiik fel. Mind a

négy Gd(IIl)-komplex fémioncsere reakcidi dontden a komplexek lassti savkatalizalt

rrrrrr

0sszemérhetd sebességgel jatszodik le (GA(AAZTA): ki=1,0 M's''; Gd(DTPA): k£1=0,58 M"!s~
1).[133.26] Meglepd modon a GA(AAZTA) GA(AAZTA-C2)> és GA(AAZTA-C4)> komplexek
k1 sebességi allandoi csokkennek az alifas oldallanc hosszanak ndvelésével, ami a bazikusabb
nitrogén donoratomok ¢és a Gd(IIl)-ion kozott kialakuld erdsebb kolcsonhatassal, ennek
megfelelden Gd(AAZTA-C2)* és Gd(AAZTA-C4)> komplexek nagyobb stabilitdsaval
értelmezhetd.POP8 A vizsgalt GA(AAZTA)-szarmazékok koziil a Gd(CyAAZTA) komplex

.....

.....

gyorsabb, mint a GA(AAZTA) és Gd(DTPA) komplexeké (GA(OBETA): ki=7,8 Ms!, 7.
tablazat), ami a Gd(OBETA) flexibilitasiaval értelmezhetd.l*P1% A Gd(AAZTAY,
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Gd(AAZTA-C2)> és Gd(OBETA) komplexek esetében a fémioncsere reakciok
lejtatszodhatnak a kicserélé fémion kdzvetlen tamadéséaval (k3) vegyes kétmagvu koztitermékek
(GA(L)M, M™=Cu?* és Eu*") képz8désén keresztiil.l’>P8 Meglepd modon a GA(AAZTA-C4)*
és Gd(CyAAZTA) komplexek Cu®" ionokkal lejatszodo cserereakeioi fiiggetlenek a Cu®*-ion
koncentraciojatol, ami a Gd(AAZTA-C4)* esetében a bazikus nitrogén donoratomok és a
Gd(IIT)-ion kozott kialakuld erdsebb kolcsonhatassal, mig a Gd(CyAAZTA) esetében a
CyAAZTA ligandum merev szerkezetével értelmezhetd.?”)

A Gd(OBETA) fémcsere reakcioi lejatszodhatnak az endogén ligandumok kozvetlen
tamadasaval vegyes ligandumi Gd(L)X (X=COs*, HCOs, Cit*, HCit>, H2Cit, H2POxs)

4bra).lP1% A Gd(OBETA)" komplexszel ellentétben a Gd(CYAAZTA) esetében a részletes
relaxometrids vizsgalatok alapjan vegyes ligandumi Gd(CyAAZTA)X komplexek képzddését

jellemzd sebességi allanddkat a 6. tdblazatban tiintettiik fel. A GA(AAZTA)-szarmazékok és a
Gd(OBETA)" kinetikai inertségének kozvetlen Osszehasonlitdsa érdekében kiszamitottuk a
(t12=In2/kq) a 25. egyenlettel figyelembe véve a fiziologias feltételek mellett jelenlévé Zn>" és
Cu?* ionok cserefolyamatokban résztvevé mennyiségét ([Zn*>]=10 uM, [Cu**]=1 uM).240]

k, =k [H ]+ k${"[Cu* ]+ k" [Zn™] (25)
A 6. tablazatban feltlintetett ka és 112 értékek alapjan a vizsgalt Gd(III)-komplexek kinetikai
inertsége a kdvetkezd sorrendben né: Gd(OBETA) < Gd(AAZTA) < Gd(AAZTA-C2)* <
Gd(AAZTA-C4)*<<  Gd(CyAAZTAY.[P6P10  Meglepd médon a Gd(CyAAZTAY

------

rrrrrr

25°C).’71 Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy a szemi-makrociklusos AAZTA
ligandum alapvazanak 1,2-ciklohexil csoporttal torténé merevitése a képz6d6 Gd(I1I)-komplex
kinetikai inertségét jelentdsen megnoveli, ami mar 6sszemérhetd €s akar meg is haladja szdmos
makrociklusos Gd(IIT)-komplex inertségét (Gd(DO3A), GA(PCTA)).[267-P19]

Ezzel szemben a vizsgalt Gd(III)-komplexek koziil a Gd(OBETA)  esetében az endogén

¢ [P10

ligandumok lényegesen meggyorsithatjak a disszocidcios folyamatokat.[’!%! Figyelembe véve a

crer

[POs* Jo=1 mM) és részecske eloszlasat,>*"l kiszamitottuk a Gd(OBETA) endogén

ligandumok jelenlétében lejatszodo disszociacidjat jellemzd sebességi allandot és felezési idot
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fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (ka"%°, #1,°M4=In2/kq™%°, pH=7,4, 0,15 M NaCl, 25°C,

citrat, foszfat és karbonat tavollétében meghatarozott felezési ideje (#12°"%°=6,8 6ra, t12=205
ora, 6. tablazat), ami egyértelmiien alatamasztja, hogy a nyiltlancu hétfogti ligandumokkal
képz6dd Gd(I1I)-komplexek disszociacios folyamatai foként az endogén ligandumok altal

katalizalt aton jatszodhatnak le fiziologids koriilmények kozott.[P10]

6. tablazat A Gd(AAZTA)-szarmazékok fémioncsere reakcioit jellemzo kinetikai

paraméterek (25°C)
Gd(AAZTA- Gd(AAZT Gd(CyAAZ Gd(AAZT Gd(OBE . .
C2)? A-C4) TA) A< TAy" Gd(DO3A)* Gd(DTPA)
0,1 M 1,0 M 0,1 M 0,1 M 1,0 M
! 0,15 M NaCl KCl KCl KCl KCl KCl
ki (M 1sh 0,47£0.05  0,37£0.03  (6£1)x10°  1,05+0,07 8+1 (2,340,1)x107? 0,58
k2 (M%) - 123420 53+4 — (2,1£0,2)x10° — 9,7x10*
S (M- (1'0%95'1” - - (1’91i0958)" 0,1540,01 _ 0.93
+
k3P (M 1sT -~ —~ -~ (6+2)x10 (6;31—09;6) - 4,9x10*
118
-1 3 —_
Keane (M) 128 (Gd(H2L) (GAHLL) 6,2x10 233 159 100
Kadrcu (M) 166+40 - - 942 - = 13
KadLea (M) - - - 85 2243 - 19
-1
;{16—1157 )4 2.3x10® 1,4x10°  2,4x10"°  4,0x10°® 9,4x107 9,2x1071° 1,5%10°
’r‘)’ﬁg? 1.0x10* 1,3x10* 8,0x10° 4,3x103 205 2,1x10° 128

a Ref[P8], b Ref[F7] ¢ Ref.[P0 4 Ref.[POP10] GA(OBETAY: kei=1.3x102 M's!, knei=1.1 M8 kyaei=18 Mls,
kHCO3:3.5><10_4 M'IS'I, /(}{21)04:5.5><10'2 M'IS'I, kde"d°:2,8><10'5 S'l, t1/2end°:6,8 (’)ra, pH:7,4, 0,15 M NaCl, ZSOC;
eRef.[Pl‘)]’ fRef [133]

A bisz-hidratalt Gd(III)-komplexek relaxacios sajatossagait valtoztatott hdmérsékletii és
teri '"H és 'O NMR spektroszkopias modszerekkel tanulmanyoztuk, és meghataroztuk a két
belsé szféras vizmolekula cseresebességét (kex*”®), a Gd(III) — proton tengely roticids
korrelacios idejét (TR298, ami egybeesik a kis molekulatomegli Gd(III)-komplexek rotacios
korrelacios idejével) €s a kiilonbozd relaxacids- €s cserefolyamatokat jellemzd aktivalasi
paramétereket. A két belsd szférds vizmolekulat tartalmazd Gd(III)-komplexek relaxacids és
cserefolyamatait jellemzo6 fontosabb fizikai-kémiai paramétereket a 7. tablazatban tiintettiik fel.
Az altalunk vizsgalt bisz-hidratalt Gd(III)-komplexek relaxivitdsa (205,,2%%) a kovetkezd
sorendben né: GdA(AAZTA) < Gd(OBETA) < Gd(CyAAZTA) < Gd(AAZTA-C2)* <
Gd(AAZTA-C4)> < GA(PTDITA) 0,47 T térerén, pH=7,4-4n és 298K-en.[Ps-Pll Mivel
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mindegyik ¢=2 Gd(III)-komplex esetében a belsé szféras vizmolekulak cseréje gyors folyamat
(kex*> 3,3x10° s7'), a belsd szféras relaxaciot déntden a Gd(III)-komplexek rotacids

korrelacios ideje szabja meg. A véltoztatott teri 'H NMR relaxometrias mérések (NMRD)

298

alapjan a Gd(Ill)-komplexek szamitott =" értekei a kovetkezé sorrendben nének:

Gd(OBETA) < Gd(AAZTA) < Gd(AAZTA-C2)* < Gd(CyAAZTA) < Gd(PTDITA) <
Gd(AAZTA-C4)".

7. tablazat A két belsd szférds vizmolekulat tartalmazo Gd(I11)-komplexek relaxacios
folyamatait jellemzd fontosabb fizikai-kémiai paraméterek

GA(AAZT Gd(AAZT Gd(AAZ Gd(CyA Gd(OBE Gd(PTDI
A-C2)™ A-C4)™ TAYP  AZTA)®  TA)? TA)*

20’,.]p298
o 8,8 9.4 7.1 8.3 72 10,2
/mM s f
gt 2 2 2 2 2 2
k 298
ex 143: 3,5 132: 3,5 11,1 9,140.5 131 3,340,2
/106 (s)h
o /pst 9242 11542 74 97+4 65+4 10546
roan / A 3,1 3,1 3,1 3,1 3,0 3,0

@ Ref.[P81 © Ref 140] ¢ Ref.[P7], d Ref.[P9P10] eRef. [P £205-; 298 5 Gd'l-komplex relaxivitisa (pH=7,4, 20 MHz és 298
K), ¢ g a Gd"-ionhoz kdzvetleniil koordinalddd vizmolekulak szama, " keng8 ezen vizmolekulak 298 K-en mért

(i 298 . PP
cseresebessége, ' 7, a Gd'"!-komplex 298 K szamitott rotacios korrelacios ideje, ! rcan a bels szféras vizprotonok
és a Gd"-ion kozotti tavolsag

A Gd(AAZTA-C2)* esetében a kapott 20,298 ¢rigk lényegesen meghaladja a Gd(I1T)-
komplex rotacids korrelacios ideje alapjan varhatd relaxivitast, ami a Gd(AAZTA-C2)*
komplex micella képzésével magyarazhato (kritikus micellaképzddési koncentracio: CMC=0,1
mM, 25°C)."8 A Gd(AAZTA-C4)* komplex szintén résztvehet micella kialakitdsaban
alacsonyabb koncentracié tartomanyban (CMC < 0,1 mM). Erdekes médon a Gd(AAZTA-
C2)* és GA(AAZTA-C4)* komplexek vizcsere folyamatainak 'O NMR spektroszkdpias
vizsgalata sordn nyert erdményeket két eltérd vizcseresebességgel rendelkezd részecskét
feltételezve tudtuk csak leirni, amelyek aranya 35 : 65% a gyors és lassu vizcserével rendelkez6
részecskékre vonatkozéan mindkét Gd(III)-komplex esetében. Az Eu(AAZTA-C2)* és
Eu(AAZTA-C4)* komplexek D20/DMSO-ds oldoszer elegyii (60/30 V/V%) mintainak
alacsony hémérsékletii (248 — 273K) '"H NMR spektroszkopias vizsgalatai is aldtdmasztottak
az eltérd szerkezetli és az aktudlis NMR iddskalan egymasba gyorsan atalakuld részecskék

jelenlétét mindkét Eu(IIl)-komplex esetében.P®! A Ln(AAZTA-C2)* és Ln(AAZTA-C4)*
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komplexekhez hasonléan a makrociklusos Ln(DOTA) szarmazékok esetében NMR
spektroszkopias modszerekkel szintén kimutattdk az eltérd szerkezettel és vizeserével
rendelkezé diasztereomerek jelenlétét.[274-276]

A bisz-hidratalt makrociklusos Gd(IIl)-komplexek (pl. Gd(DO3A), Gd(PCTA))
esetében a két belsé szféras vizmolekula viszonylag egyszerien helyettesithetd két- és
haromfogu endogén ligandumokkal. Fiziologias feltételek mellett a testfolyadékokban talalhato
karbonat ([CO3* =25 mM), foszfat ([PO4>Jwr=1,0 mM) és citrat ([Cit*Jw=0,11 mM) ionok
képezhetnek vegyes ligandumu Gd(L)X 0Osszetételi komplexeket, amelyek lényegesen
kevesebb belsd szféras vizmolekulat tartalmazhatnak, igy relaxivitdsuk sokkal kisebb mint a
bisz-hidratalt Gd(III)-komplexeké.?’27°1 Az altalunk tanulmanyozott bisz-hidratalt Gd(III)-
komplexek két- és haromfogn ligandumokkal kialakitott kolcsonhatasait 'H NMR
relaxometrids modszerrel vizsgaltuk. A Gd(OBETA) és Gd(PTDITA) esetében a Gd(L)X
Osszetételll vegyes ligandumt komplexek képzddése a karbonat és citrat ionok viszonylag nagy
feleslegének ([X]/[GdL]>20) jelenlétében jatszodik le a relaxivitas értékek csokkenését
eredményezve.? P11 Ezzel szemben a GA(AAZTA) és szarmazékaik az endogén oxoanionok
100-szoros feleslegének jelenlétében sem alakitanak ki vegyes ligandumi komplexeket
karbonat, foszfonat, laktat és citrat ligandumokkal, ami a [Gd(AAZTA)(H20)2]" komplexben
taldlhaté két belsd szféras vizmolekula nem szomszédos koordinacios helyével értelmezhetd.[4®!

A Ln(AAZTAY, Ln(AAZTA-C2)*, Ln(AAZTA-C4)* és Ln(CyAAZTA) komplexek
oldatfazisu szerkezetét 'H és '*C NMR spektroszkopias médszerekkel tanulméanyoztuk.P6-8]
Az AAZTA, AAZTA-C2 és AAZTA-C4 ligandumokkal képz6dé Eu(Ill)- és Yb(II)-
komplexek '"H NMR spektrumaban a 274 — 353 K tartoméanyban rendre 9, 10 és 12 jel talalhato,
amelyek megfelelnek a ligandumokon talalhatd metil- és metilén csoportoknak jelezve az
Ln(AAZTA), Ln(AAZTA-C2)* és Ln(AAZTA-C4)> komplexek Crv szimmetridjat az
Ln(AAZTA)-szarmazékok flexibilis szerkezetének koszonhetéen (a karok rotacidja és a
héttagn gylirii inverzidja gyors folyamat az NMR iddskaldjan). A Ln(AAZTA) és
szarmazékaikhoz hasonléan az Y(OBETA) komplex valtoztatott hémérsékleti 'H NMR
spektroszkopias vizsgalatai alapjan megallapithato, hogy a ligandum vazan taldlhaté etilén
csoportok ,,billegése” és az acetat karok rotacidja gyors folyamat az NMR iddskaldjan a 274 -
323 K hémérséklet tartomanyban. Ezzel szemben az Eu(CyAAZTA) és Yb(CyAAZTA)
komplexek 298 K-en felvett 'H NMR spektruméban talalhatd jelek szdma megegyezik a
CyAAZTA ligandumon talalhat6 protonok szamaval, ami aldtdmasztja a CyAAZTA ligandum

szerkezeti merevségét,[P-P8]
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A paramagneses Ln(III)-ionokkal képz6dé Ln(AAZTA) komplexek részletes 'H NMR
spektroszkopias vizsgalatai alatdmasztottak, hogy a [Ln(AAZTA)(H20)q] g=1 és 2 komplexek
oldatfazisi szerkezete, a Ln(Ill)-ion belsd szférajaban taldlhatd vizmolekuldk szdma (q) és
cseresebessége (kex) jelentdsen fligg a kdzponti fémion méretétdl.P12! Nagyobb méretti Ln(I1I)-
ionokkal (La(IIT) — Ho(III)) négyzetes antiprizmas szerkezetii, két gyorsan cseréld belso szféras
vizmolekulat tartalmaz6 (g=2) komplexek képzédnek ([GA(AAZTA)(H20)2]: kex=1,1x107 s71),
mig a kisebb méretii Ln(Ill)-ionok (Er(IIl) — Lu(Ill)) torzult dodekaéderes szerkezettel
jellemezhetd, egy viszonylag lassan cseréld belsd szféras vizmolekulat tartalmazd (g=1)
komplexeket alakitanak ki az AAZTA ligandummal ([Yb(AAZTA)(H20)]: kex=6,5%10° s1). A
lantanoida sorozaton belil a [Ln(AAZTA)(H20)q]” komplexek hidrataciéjaban és
szerkezetében bekdvetkezd valtozasokat DFT szamitdsokkal is igazoltuk.!’'?) Meghataroztuk a
mono- ¢s bisz-hidratalt [Ln(AAZTA)(H20)q]" komplexek relativ szabadenergia értékeit,
amelyek alapjan a lantanida sorozat elsé felében a bisz-hidratalt [Ln(AAZTA)(H20):]
képzddése preferalt, mig a monohidratalt [Ln(AAZTA)(H20)] komplexek a sorozat masodik
felében valnak termodinamikailag stabilisabba a Tm(I1I)-, az Yb(III)- és a [Lu(AAZTA)(H20)]

komplexek esetében a monohidratalt forma kizarélagos képzddésével.[P12!

ﬂz
O8Y
P

15. abra A [Ln(AAZTA)(H20)| komplexek egykristalyszerkezete. Ref.[P12]
([GA(AAZTA)(H20)]": Ref. [280])

A Ln(AAZTA) komplexek lantanida sorozaton beliill bekovetkezd szerkezetvaltozasat a
La(II)-, Nd(III)-, Dy(III)-, Er(IIT)- és Lu(AAZTA) komplexek egykristaly rontgendiffrakcios
vizsgalataival timasztottuk ala.[’'l A Gd(AAZTA) komplex egykristaly szerkezetét korabban
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Bombieri és munkatarsai részletesen tanulmanyoztak.[>*! A [Ln(AAZTA)(H20)q]” komplexek
egykristaly szerkezetét a 15. dbran tilintettiik fel. A nagyobb méretli Ln(III)-ionok (La(IlI),
Nd(IIT) ¢és GddIl)) AAZTA komplexei dimert képeznek ¢és a dimer szerkezetl
[Ln(AAZTA)(H20)]2* molekulaban a Ln(Ill)-ionhoz torzult ,kétsapkds” négyzetes
antiprizmas elrendezésben harom nitrogén, harom karboxilat és egy belsd szféras vizmolekula
oxigén monodentatként koordinaldédik, mig a negyedik karboxilat és a szomszédos
Ln(AAZTA) komplex egyik karboxilat oxigén donoratomja hidhelyzetben bidentatként
koordinalédik mindkét koézponti fémionhoz szokatlan, tizes koordindcioji Ln(III)-iont
eredményezve. A dimer szerkezetii [Ln(AAZTA)(H20)]2>" molekulaban a Ln(III)-ion a harom
karboxilat €s egy vizmolekula oxigén, valamint két nitrogén €s karboxilat oxigén altal hatarolt
sikok kozott helyezkedik el, mig a két ,,sapka” poziciot a harmadik nitrogén €s az egyik
hidhelyzetii oxigén donoratomok foglaljak el. A két sik csavarodasi szoge a La(Ill)-, Nd(III)-
¢s GA(AAZTA) komplexekben 32, 30 és 45°, ami egyértelmuen jelzi az AAZTA ligandum
szerkezetének torzuldsit a fémion méretének megfeleld optimalis szerkezet kialakitasa
érdekében.

A nagyobb méretii Ln(III)-ionokto6l eltéréen a sorozat mdasodik felében talalhaté Ln(III)-
ionokkal képz6dd [Ln(AAZTA)(H20)]" komplexek monomerként fordulnak el a
[Dy(AAZTA)(H20)], [Er(AAZTA)(H20)]" és [Lu(AAZTA)(H20)]" egykristalyaiban. A
[Ln(AAZTA)(H20)] komplexekben a Ln(Ill)-ionhoz az AAZTA ligandum hét donoratomja
koordinalédik torzult dodekaederes geometridban és a Ln(IlI)-ion a harom nitrogén €s a négy
karboxilat oxigén altal hatarolt sikok kozott helyezkedik el, mig a ,,sapka” pozicidoban egy
vizmolekula taldlhaté. Az [Dy(AAZTA)(H20)], [Er(AAZTA)(H20)] és [Lu(AAZTA)(H20)]
komplexekben az oxigén ¢€s a nitrogén donoratomok altal hatarolt sikok torzids szdge 8,5, 7,9
¢s 8,1°, ami utal az AAZTA ligandum donoratomjai altal kialakitott koordinacios iireg
flexibilitdsara a Ln(Il)-ion méretéhez illeszkedd optimalis koordindcios kornyezetet
kialakitva.[P!?]

A Ln(OBETA) komplex karbonat ionnal kialakitott kdlcsonhatasdnak vizsgalata
céljabol meghataroztuk [C(NH2)3]3[Lu(OBETA)(CO3)]-2H20  Osszetételli  egykristaly
rontgendiffrakcids szerkezetét. A [Lu(OBETA)(CO3)]* komplexben a Lu(Ill)-ionhoz az
OBETA ligandum 7 donoratommal koordinal6dik, mig a két fennmaradé koordinacios helyet
n*-karbonat ion kozel szimmetrikusan bidentatként koordinalddd két oxigénje foglalja el. A
Lu(Ill)-ion a harom karboxilat és egy karbonat oxigén, valamint egy nitrogén, két karboxilat és

egy karbonat oxigén atomok altal hatarolt sikok k6zott helyezkedik el, mig a ,,sapka” poziciot
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a masodik nitrogén donoratom foglalja el torzult négyzetes antiprizmas szerkezetet kialakitva.
A két sik csavarodasi szoge 0,8° a [Lu(OBETA)(CO3)]*" komplexben.P1?]

A bisz-hidratalt Gd(III)-komplexek fizikai-kémiai sajatossdgainak részletes vizsgalata
soran elért eredményeinknek koszonhetéen fejlesztettiink ki egy 1) két belsé szféras
vizmolekulat tartalmazé Gd(PCTA) szarmazék komplexet, amely hatékonysaga €s kinetikai
inertsége szempontjabol tobbszordsen felillmulja a klinikai gyakorlatban etalonnak tekintett
Gd(DOTA) komplexet.* Az 0j két belsd szféras Gd(PCTA) szarmazék sikeres klinikai
vizsgalatait és engedélyezését kovetden a Guerbet €s Bracco Imaging gybdgyszervallalatok
kozosen 2023-ban  hozzdk klinikai forgalomba MRI vizsgéalatokban alkalmazhato

kontrasztanyagként.

V.2.2 Nyiltaincu EGTA és a makrociklusos DOTA analog ligandumok tervezése és
eléallitisa: a Gd"'-komplexek vizcsere sebességének finomhangoldsa.

A 9-es koordinacids szamu egy belsd szféras vizmolekulat tartalmazo Gd(Ill)-amino-
polikarboxilat komplexek vizcseréje leggyakrabban disszociativ mechanizmussal jatszodik
le,['?) melynek soran a bels6 szféraban kotott viz kilépése a vizesere sebességmeghatarozd
folyamata ¢és 8-as koordinacidju koztitermék képzodését eredményezi. A koordinalodo
ligandum szerkezetének modositasaval a Gd(Ill)-ion belsé koordinacios szférdja
»tilzsufolhat6”, ami a 8-as koordinacidju koztiterméket stabilizalva ndvelheti a koordinalt
vizmolekula cseresebességét. A nyiltlanci Gd(EGTA) és a makrociklusos, egy propionsav
oldallancot tartalmazé Gd(DO3A-N-prop)” komplexekben a Gd(Ill)-ionhoz kozvetleniil
koordinal6do vizmolekula koriil Iényegesen nagyobb a térbeli zsufoltsag, aminek kdszdnhetéen
varhatoan lecsokken a 8-as koordinacidju koztitermék és a 9-es koordinéacioji alapallapot
kozotti szabadenergia kiilonbség, ami a vizcsere sebesség és a relaxivitas novekedését
eredményezheti.[?812%2] Sajnos a GA(EGTA) és Gd(DO3A-N-prop) komplex termodinamikai
stabilitdsa ¢és kinetikai inertsége jelent6sen elmarad a klinikai gyakorlatban alkalmazott
Gd(DTPA)* és Gd(DOTA)" komplexekétdl. A GA(EGTA) és Gd(DO3A-N-prop)™ stabilitasi
allandojanak és kinetikai inertségének novelése, de a komplex elony0s relaxacids sajatsagainak
megtartasa érdekében eldallitottunk 5 szerkezetileg merevitett EGTA szarmazékot (EBTA,
EBTA-S, BPyGTA, BCAEP, BCAED, 16 abra)®!3-P16l ¢s propionamid, valamint acetamid
oldallancot tartalmazé DO3A-PN és DO3A-EN ligandumokat,[P!7-P18 amelyek protonalodasi
sajatossagait, a Mg(Il)-, Ca(Il)-, Cu(Il)-, Zn(II)- és Ln(IlT)-komplexeik stabilitasi allandoit pH-

potenciometrids és spektrofotometrids modszerekkel (8. és 9. tablazat), a Gd(III)-komplexek
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relaxacids €s kinetikai, valamint szdmos Ln(III)-komplex szerkezeti tulajdonsagait NMR

spektroszkopias és egykristaly rontgendiffrakcios technikékkal részletesen vizsgaltuk.

o sz@
Sho e E
vood  Loormood  Soon nood  Soomrood  boonrood IOOHHOJ oo

EGTA EBTA EBTA-S

COOH HOOC

BCAED BCAEP BPyGTA

oo L oo )
; §< (”f?f

HOOC—/ \ / \—COOH Hooc—" \ / \_COOH
DO3A-EN DO3A-PN

16. abra A EBTA, EBTA-S, BPyGTA, BCAED, BCAEP, DO3A-EN ¢és DO3A-PN
ligandumok szerkezete

Az EBTA ¢és EGTA ligandumokkal képz6dé Mg(II)-, Ca(Il)-, Zn(II)- és Cu(Il)-komplexek
stabilitasi allandoi hasonldak. Ezzel szemben az EBTA, EBTA-S és BPyGTA ligandum Ca(II)-
¢és Ln(III)-komplexeinek logKmr értékei Iényegesen kisebbek, mint az EGTA komplexeké, és
a megfelel6 Ln(EBTA)", Ln(EBTA-S)", Ln(BPyGTA) és Ln(EGTA) komplexekre vonatkoz6
AlogKmr értékek nének a Ln(Il)-ionok méretének csokkenésével, amit a Ln*" ionok
kontrakcidja mellett a ligandum alapvazanak aromas és dikarboxi-piperidin csoporttal torténd
merevitése okoz.PIOP13-PIS] Megleps modon a Ln(BCAEP) és Ln(BCAED) komplexek
logKinw értékei a La**-tol a Lu**-ig nagymértékben, 5,66 és 8,22 logK egységgel ndnek, ami az
eddig ismert ligandumok logK értékeihez képest a legnagyobb mértékii novekedés.!P1¢]

Az EGTA szarmazékok stabilis kétmagvi Cu:LL komplexeket képezhetnek, amelyek koziil a
CuBPyGTA, CuzBACED ¢és CuzBACERP stabilitasi allanddja kozel kétszerese a Cu2EGTA
komplexének (Cu2EGTA:  logKcuwr=5,90(3);P10P151 - CuzEBTA:  logKcuwr=3,78(5); P14
Cw:BPyGTA:  logKcwi=10,83(4),’"1  Cu:BACED:  logKcuwi=8,16(7) Cu:BACEP:
logKcuwr=11,76(4),F1%1 0,1 M KCl, 25°C). A kétmagva CuzL komplexek képzédése a Cu(1l)-
ionok két termindlis imino-diacetat (EGTA, EBTA) vagy dikarboxi-piperidin (BPyGTA)

csoporthoz valod koordinaciojaval torténik. A két terminalis csoport méretének novelésével a
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kétmagvu CuzlL komplex képzddése preferalttd valik a Cu(Il)-komplex stabilitasi allanddjanak

jelentds novekedését eredményezve. A kétmagvia Cu2EBTA komplex képzodését és feltételezett

szerkezetét egykristaly rontgendiffrakcios vizsgalatokkal tamasztottuk ala.[P'4]

8. tablazat A EBTA, EBTA-S, BCAED, BCAEP, BPyGTA ¢és EGTA ligandumok
protonalddasi allandoi (logKit) és a Mg(I1)-, Ca(II)-, Zn(II)-, Cu(II)-, Mn(I)- és a Ln(III)-
komplexek stabilitasi (logKmr) és protonalodasi allandoi (logKmmr)

(0,1 M KCl, 25°C)

EBTA* EBTA-S* BCAED® BCAEP® BPyGTA® EGTAY
logK;H 8,96(2) 8,75(1)  10,68(1)  9,83(1) 9,34(1) 9,43(1)
logK>!! 8,41(1) 8,26(1) 9,28(1) 9,11(1) 8,61(1) 8,82(1)
logK:H 2,99(2) 3,34(2) 5,07(1) 4,75(2) 2,84(2) 2,77(2)
logK,! 2,05(1) 2,23(2) 2,96(2) 2,69(2) 1,91(2) 2,06(3)

logKsH 1,72(2) 2,05(2) 2,31(2) 1,86(3) - 1,88(4)
SlogKiaH 22,41 22,58 27,99 26,38 22,7 23,08
MgL 5,12(1) — 4,69(3) 3,76(4) w5k 5,26(1)
MgHL 7,35(2) - 9,45(5) 9,14(6) ok 7,86(2)
CaL 9,99(1) - 9,05(1) 4,78(1) 8,43(1)  10,65(1)
CaHL 4,64(3) - 5,18(9) 7,98(6) 4,86(9) 4,24(2)
ZnL 13,27(1) - 16,16(3) 11,653)  937(3)  12,65Q2)
ZnHL 4,07(1) - 4,94(3) 8,32(2) 7,95(2) 5,03(1)
CuL*  18,75(4) - 20,77(5)  14,87(4)  14,74(3)  17,22Q2)
CuHL 3,58(4) - 6,09(4) 8,23(6) 8,20(4) 4,38(1)
LaL - 14,073)  12,77(1)  10,37(4)  13,16(1)  15,60(1)
LaHL - 3,20(4) 4,67(4) 5,52(8) 4,08(2) 2,39(1)
CeL 14,62(1) - - - - 15,87(2)
CeHL 3,09(2) - - - - 2,35(1)
NdL 15,26(1) - 14,85(2)  11,44(4) - 16,77(1)
NdHL 3,05(2) - 4,51(7) 5,27(8) - 2,31(1)
EuL - - 17,232)  12,26(5) - 17,70(1)
EuHL - - 3,91(6) 5,08(8) - 1,95(2)
GdL 1576(2)  1525(4) 17,152) 12,42(3)  1545(1)  17,66(1)
GdHL 2,33(5) 3,03(4) 3,92(6) 4,85(6) 3,07(4) 1,89(1)
HoL - - 19,00(4)  14,14(3) - 18,10(1)
HoHL - - 3,86(4) 4,20(7) - 1,79(1)
ErL 16,21(1) - - - - 17,98(1)
ErHL 2,34(2) - - - - 1,56(3)
LuL 16,23(1)  1543(4)  20992) 16,033) 17351)  18,67(1)

LuHL 2,31(4) 3,12(5) 3,11(2) 3,07(8) 2,61(5) 1,47(4)

a Ref.[P13P14] 'b Ref [P16] ¢ Ref [P15] d Ref[PI0] * spektrofotometria, ** nincs komplexképzés
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9. tablazat A DO3A-EN, DO3A-PN, DO3A-N-etilamid, DO3A-N-propilamid, DO3A ¢és
DOTA ligandumok protonalédasi allandéi (logKi™) és Ln(11I)-komplexek stabilitasi (logKmr.)
¢s protonalodasi allanddi (logKwny) (25°C)

DO3A- DO3A- DO3A-N-  DO3A-N- DO3AY  DOTA!
EN? PN® etilamid® propilamid®
I 0,1 M KCI 0,1 M Na(Cl 1,0 M KC1 0,1 M KC1
logki"  11,77(2) 11,00(3) 9,6 10,17(1) 11,992)  11,41(1)
logk:  9,98(1)  9,52(2) 9,2 9,02(1) 9,51(2) 9,83(1)
logk:"  933(1)  8,98(4) 4.4 4.41(1) 4,30(2) 4,38(1)
logKs®  401(1)  4,59(5) 1,7 2,94(1) 3,63(2) 4,63(1)
logks"  1,99(1)  3,12(5) - 1,99(1) 1,84(2) 1,92(1)
logks"  1,53(3)  1,88(5) - - _ 1,58(1)
ZlogKi4" 27,75 28,23 24.9 26,54 29,43 30,25(1)
TlogKis"-  ZlogKis'-
logKs" logK3!

LaL  20,49(8) _ _ _ 18,63(8) 21,7
LaHL  9,10(4) - - - - -

CeL  21,24(5) - - 19,26(4) 19,7¢ 23,39¢
CeHL  8,84(7) - - 2,65(5) - -
GdL  2225@) 20,22(3) 20,1 21,29(1) 21,56(8) 24,7, 25,3
GdHL  924(2)  8,40(6) _ 2,57(1) - -
Lul  21,95(7) _ _ 21,83(3) 21,44(8) 25,41
LuHL  8,90(4) - - 2,33(4) - -

@ Ref.IPI7PI8] b Ref., [283]; ¢ Ref.[T9]; 4 Ref. [P191¢ Ref. [¢7], 0,1 M (Me)aNCl, 25°C; fRef. 2%, 0.1 M NaCl, 25°C; ¢ Ref.
(2851 0,1 M (Me)4NCl, 25°C.

A Ln(DOTA) komplexek és szarmazékaik stabilitasi allandoi a La(IIT)-t61 a Gd(I11)-ig ndnek
majd allandok egy kismértékii novekedéssel a lantanoida sorozat végén (9. tablazat).[!352841 A
DOTA ligandum egyik acetat csoportjanak acetamid (DO3A-EN) és propionamid (DO3A-PN)
csoportokkal valo helyettesitése 2 — 4 logK egységgel csokkenti a képzddé Ln(IIT)-komplexek
stabilitasi allandgjat, ami nagyon hasonlé a Ln(DO3A-N-etilamid), Ln(DO3A-N-propilamid)
¢s Ln(DO3A) komplexek logKinw értékeihez (9. tdblazat). A Ln(DO3A-EN) és Ln(DO3A-PN)
komplexek kisebb stabilitdsa a Ln(Ill)-ionok ¢és a tdltés nélkiili acetamid €s propionamid
csoportok kozott kialakuld gyengébb kolcsonhatassal értelmezhetd. Az DO3A-EN és DO3A-
PN oldallancéaban talalhato és biologiailag aktiv molekuldkhoz valo konjugéciot lehetéveé tévo
aminocsoportok nem vesznek részt a Ln(Ill)-ionok koordinicidjaban, amit egyértelmiien
bizonyit a szabad ligandum (logKs", 10. tablazat) és a Ln(IIl)-komplexek (logKramr, 10.
tablazat) esetében kapott kdzel azonos protonalddasi dllandojuk.[P17-P18]

Az DO3A-EN ¢és DO3A-PN oldallancban taldlhatdo aminocsoportok Ln(III)-komplexek

képzddésében jatszott szerepének vizsgalata céljabol tanulmanyoztuk a Ce(Ill)-, és Eu(Ill)-
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komplexek képzddési sebességét Ln(Ill)-ionok feleslegének jelenlétében kozvetleniil
spektrofotometridsan a pH=3,5 — 6,0 tartomanyban.’'8l A Ln(III)-komplexek képzddését
jellemzd peszudo-elsérendii sebességi allandok (kp) telitési gdrbe szerint nének a [Ln3']
fiiggvényében, amely alapjan megallapitottuk, hogy Ln(DO3A-EN) és Ln(DO3A-PN)
komplexek képzédése a Ln(DOTA) komplexekhez hasonloan!!?%286287] protonalt *Ln(H2L)
koztitermék képzodésén keresztiil jatszodik le, amelyet a *Ln(H2L) koztitermék
sebességmeghatarozd deprotonadlodasa ¢és végtermékké torténd atrendezddése kovet. A
Ln(DOTA)  komplexek képzédése 4ltalaban lassu folyamat a szokatlanul stabilis
*Ln(H2DOTA)" koztitermék képzddése kovetkeztében, amelyet spektrofotometrias,!'*¢! 'H

(2892901 modszerekkel is kimutattak. A

NMR spektroszkopias!?®®!  és  lumineszcencias
koztitermék limuneszcencia élettartam vizsgalatai alapjan az *Eu(H2DOTA)" koztitermékben
az Eu(Ill)-ionhoz kozvetleniil koordindl6édd vizmolekuldk szama 4-5, amelynek alapjan
megallapitottak, hogy az Eu(Ill)-ion a négy nitrogén és négy oxigén altal hatarolt koordinacios
tiregen kiviil helyezkedik el csak a négy karboxidlt csoport koordinalddik, mig két szemben

1évé gylirli nitrogén donoratomok protonaltak.[?%2%1 A *Ln(H.DOTA)" koztitermék

[136] 136,286] [289,290]

stabilitasait pH-potenciometrias, spektrofotometrias! lumineszcencias és
kinetikail1*®286287] vizsgalatok eredményeibdl szamitottdk. A kinetikai vizsgalatok alapjan
megallapitottdk, hogy a Ln(DOTA) komplexek képzddésének elsd gyors 1épése a
*Ln(H2DOTA)" koztitermék kialakuldsa, amely protonalodasi egyenstlyban vehet részt a
monoprotonalt *Ln(HDOTA) koztitermékkel. A protonalt *Ln(HDOTA) koztitermék
sebességmeghatarozd deprotonalddasa lejatszodhat viz, mint Brensted bazis és OH™ ion altal

katalizalt iton, amelyet a végtermékké torténd atrendezédése kdvet (17 abra).[67:136.286.287.289.290]

H:L H }
HSL *Ke a0 *K L naL) . OH" (kon)
Ln3+ + 4 . *Ln(HZL) - > LD(HL) —  » InLL + H+
Hi;L Koztitermék H,
H,L

17. abra A Ln(DOTA) komplexek és szarmazékaik képzddési mechanizmusa

A Ln(DO3A-EN) és Ln(DO3A-PN) képzddése a Ln(DOTA) komplexekhez hasonléan
jatszddik le. A diprotonalt *Ln(H:2L) koztitermékek stabilitasi allandojat €s a monoprotonalt
*Ln(HL) koztitermék OH- katalizalt deprotonalddasat jellemzé kon sebességi allandokat a 10.
tablazatban tiintettiik fel.
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10. tablazat A protonalt *Ln(H2L) koztitermékek stabilitasi allandoi (logK+ing2n)) és a
monoprotonalt *Ln(HL) koztitermék OH™ katalizalt deprotonalodasat jellemzo6 kon sebességi

allandok (25°C, 0,1 M KCl)

logK+Ln(H2L) Ce** Eu®
DO3A-EN * 3,24 (2) 3,15 (2)
DO3A-PN * 2,80 (2) 1,98 (4)
DOTA?Y 4.4 43
BT-DO3A ¢ 2.4 2,5
DO3A-N-prop* 4,51 4,50 (Gd*")
DO3A ¢ - 3,48
trans-DO2A ¢ 1,98 -
kou (s Ce’* Eu*
DO3A-EN? (9,7+0,1)x103 (1,24+0,1)x10’
DO3A-PA* 2,740,1)x10°  (2,8%0,1)x10”
DOTA® 3,5x10° 1,1x107
BT-DO3A ¢ 2,1x10°% 4.8x10°
DO3A-N-prop® 17107 2.9%107
DO3A © - 2,1x107 (Gd*)
trans-DO2A © 2.8x10° -

aRef, P81 b Ref, [136256] 25°C, 1,0 M NaCl,); © Ref. 287, 25°C, 1,0 M KCl); ¢ Ref. 2°'1, 25°C, 0,1 M KCI; © Ref.
(671 25°C, 1,0 M NaCl.

A diprotonalt *Ln(H2DO3A-EN)*" koztitermékek stabilitasa valamelyest nagyobb, mint az
analég Ln(H2DO3A-PN)** koztitermékeké, ami az acetamid-O erésebb koordinacidjaval
magyarazhatd. A diprotonalt *Ln(H.DO3A-EN)** és *Ln(H2DO3A-PN)*" koztitermékek
stabilitdsi 4llandoja nagyon hasonlé a *Ln(H2DO3A)*" koztitermékek stabilitdsahoz, de
lényegesen kisebb, mint a *Ln(H2DOTA)" és *Ln(H2DO3A-N-prop)" koztitermékeké a DOTA
¢s DO3A-N-prop ligandumok t6ltéssel rendelkezd négy acetat csoportjanak a Ln(IIl)-onhoz
valé koordinacigjat alatdmaszva a *Ln(H:L) koztitermékekben. A monoprotonalt *Ln(HL)
koztitermékek deprotonalodasat €és LnL végtermékekké torténd atrendezddését jellemzd kon
sebességi allandok (10. tablazat) Osszehasonlitdsa alapjan megéallapithatd, hogy a DOTA
ligandum acetét csoportjanak acetamid vagy propionamid csoportokkal valé helyettesitése nem
befolyésolja 1ényegesen a Ln(II1)-komplexek képzddési sebességét.[P18]

A Gd(BPyGTA) és Gd(EGTA) komplexek kinetikai inertségét Cu®" és Eu** ionnal lejatszodo

cserereakcioik sebességének tanulmanyozasaval vizsgaltuk a pH=3,2 — 5,2 tartoméanyban.

.....

jatszodik le az endogén fémionok (pl. Cu®’, Zn**) kozvetlen szerepe nélkiill®7-135-136P2P19] 5

relaxometridas modszerrel (20 MHz, 298K) tanulmanyoztuk [HCI]=0,05 Lo M
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tartomanyban.P!7P181 A Gd(BPyGTA) és Gd(EGTA) komplexek fémioncsere reakcioi
lejatszodhatnak savkatalizalt iton (k1 és k2) protonalt koztitermék képzddésével (Kaanr) €s a

kicseréld fémionok kozvetlen tdmadasaval (k3" kBY) vegyes kétmagh koztitermékek

savkatalizalt uton jatszodik le (k1 és k2) protonalt koztitermékek (Kaanr) képzddésével. A
Gd(BPyGTA), Gd(EGTA), Gd(DO3A-EN) és Gd(DO3A-PN) komplexek disszociacios
reakcioit jellemzd fontosabb kinetikai paramétereket a 11. tablazatban tiintettiik fel. A
Gd(BPyGTA) ¢és Gd(EGTA) kinetikai inertségének kozvetlen Osszehasonlitdsa érdekében
felezési idoket (t12=In2/kd) a 25. egyenlettel figyelembe véve a fizioldgias feltételek mellett
jelenlévé Cu?* ionok cserefolyamatokban résztvevé mennyiségét ([Cu®']=1 uM).2*1 A
Gd(BPyGTA) savkatalizalt (ki és k2) és Cu®" ionok kdzvetlen tamadasaval (k3Y) lejatszodd
nagyobb méretli dikarboxi-piperidin csoportjai és a Gd(III)-ion kozotti gyengébb kdlcsonhatas
és a vegyes kétmagva komplexek preferalt képzédése eredményez, és a [GA(BPyGTA)Cu]*

koztitermék nagyobb logKgarcu értéke is alatdmaszt (11. tablazat).’'>) Ezzel szemben a

komplexekhez hasonldan csak savkatalizalt Gton jatszodik le. A Gd(DO3A-EN) savkatalizalt
disszociacidja (k1) kisebb stabilitasa ellenére a Gd(DOTA)” komplexéhez hasonlé sebességgel
jatszodik le (11. tablazat). A Gd(DO3A-PN) komplex ki értéke kozel harom nagsagrenddel
nagyobb, mint a GA(DO3A-EN) megfeleld sebességi allanddja, ugyanakkor a Gd(DO3A-PN)
ami a propilamid csoport koordinacidjaval értelmezheté. A Gd(DO3A-PN) és Ce(DO3A-N-
prop)” komplexek ki értékeik alapjan hasonld kinetikai inertséggel rendelkeznek, ami
feltételezhetéen  az  Osszemérhet6 ~ Gd(IIl)-propionamid  és  Ce(Il)-propionsav
kolesonhatasokkal magyarazhato. A Gd(DO3A-EN) és Gd(DO3A-PN) fiziologias feltételekre
kelléen nagy kinetikai inertséggel rendelkezik biokonjugatumaik in vivo vizsgalatokban torténd

felhasznalasahoz.[P18]
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11. tablazat A Gd(BPyGTA), Gd(EGTA), Gd(DO3A-EN), Gd(DO3A-PN), Ce(DO3A-N-
prop)” Gd(DO3A) és Gd(DOTA) komplexek disszociaciojat jellemzd egyensulyi (KGar) és

------

felezési ideje (t12=In2/kd) pH=7,4 és 25°C.

Gd(BPy Gd(EGT Gd(DO3A- Gd(DO3A- Ce(DO3A- Gd(DO3 Gd(DOT
GTA)®  A)® EN) PN) N-prop)®  A) A)*
0IM  0,15M
I 0,1 MKCl 1,0 M KCI %l o
e (2,6402)  (2,120,2) L (23:0,1) (1,80,1)
ki (M's7) 87470 6010 106 x10? 710 107 x10%
o (29£02) (22402)  (3,1#0,4)  (3,5%0,3) B B
ka (M) 106 x10° x10°3 %1072 0,51
k™ 2041 47%0,1 - - - - -
(M-ls-l) — s I =Yy
k07201 24402 - - - - -
(M-ls-l) s I =y s T—Uy
Kcanw 1175 78 1,7x10° 2,5x108 260 B 14¢
M) (pH-pot) (pH-pot)  (pH-pot) (pH-pot)
KcarLcu
Y 79+18 - - - - - =
Foakw 96110 4415 - - - - -
(M) § §
ka (s™) 5 6 -13 A1 -10 -10 -14
¢ 5,5%10°  7,1x10°  1,0x10 8,4x10 2,8x1071°  92x101°  7,3x10
pH=7.4
fiz2 (Ora) 3,5 27,1 1,9x10° 2.3%109 6,9x10°  2,1x10°  2,7x10°
pH=7.4

a Ref. [PlS]’ b Ref [P18]’ ¢ Ref. [291], d Ref [Pl9], eRef. [P2]

A Ln(BPyGTA) komplexek oldatfazist szerkezetét multinuklearis ("H és °C) 1D és
2D NMR spektroszkopids modszerekkel tanulmanyoztuk a 273 — 343 K tartomanyban
(Ln(1IN)=La(III), Y(III) és Lu(I1)).’'3) Analégiak alapjan feltételezhetd, hogy a Ln(BPyGTA)
komplexek szerkezete nagyon hasonld a megfeleld Ln(EGTA) komplexekéhez.[281:22)
Egykristaly rontgendiffrakcios vizsgéalatok alapjan a nagyobb méreti Nd(III)-ion altal képzett
Nd(EGTA) komplex szerkezete ,.kétsapkas” négyzetes antiprizmas szerkezettel jellemezhetd,
amelyben a négyzetes sikokat a két-két éter-O ¢és terminalis karboxilat-O, valamint a bels6
szféras vizmolekula-O donoratomok foglalnak el, mig a ,,sapka” poziciokban két terminalis
amino-N donoratom talalhato.?8!! A Nd(EGTA)  komplexek egykristilydban a Nd(III)-ion
szokatlan 10-es koordinacidjat a szomszédos NA(EGTA)  karboxilat csoportjdnak bidentalt
ligandumként mindkét Nd(III)-ionhoz vald hidhelyzeti koordindcidja eredményezi (a
hidhelyzetli karobxilat-O a négyzetes sikban talalhat0).**2! A részletes, valtoztatott

hémérsékletli multinukledris NMR spektroszkopias vizsgalatok ramutattak, hogy a nagyobb

méreti Ln(Ill)-ionokkal (Ln(III)=La(Ill) — Nd(IIl)) képz6dé6 Ln(EGTA) komplexek
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flexibilisek és a viszonylag gyors belsd atrendezddési folyamatoknak kdszonhetden (az éteres
etilén csoport konformacié valtdsa a négyzetes sikok egymashoz viszonyitott csavarodasan
keresztiil a karboxilat-O donoratomok gyors cseréjét eredményezi) 5 jel talalhato a 'H és °C
NMR spektrumokban.[?8!] Ezzel szemben a kisebb méretii Er(Ill)-ionnal képzédé Er(EGTA)
komplex egykristaly rongendiffrakciés eredményei alapjan az Er(Ill)-ion koordinacios
geometridja ,,haromsapkas” trigonalis prizma, amelyben a ,,sapka” pozicidkat a két amino-N és

[292] A lantanida sorozat masodik felében

a belsd szféras vizmolekula-O donoratomok toltik be.
taldlhaté Ln(11I)-ionokkal képzédé Ln(EGTA) komplexek szobahdmérsékletii 'H és 3C NMR
spketrumaiban 10 és 7 'H és *C NMR jel talalhat6, amelyek az EGTA ligandum 20 hidrogén
¢s 14 szén atomjahoz rendelhetdek a flexibilis éteres etilén csoportok konformécio valtasa soran
az eltérd trigonalis sikban koordindlodd, de azonos nitrogénhez kapcsolodd karboxilat-O
donoratomok kozotti gyors cserefolyamatoknak kdszonhetden.[?8!] A La(BPyGTA)™ komplex
'H és 3C NMR spektruméban nyolc (egy szingulet és hét multiplet) és hét jel taldlhaté és a
jelek szama, valamint multiplicitasa filiggetlen a homérséklettél a 278 — 298 K
tartoméanyban.[’1 A La(EGTA)" komplexhez hasonléan a La(BPyGTA) komplex négy
karboxilat csoporjahoz egy karbonil '3C NMR jel tartozik, ami alapjan feltételezhetd, hogy a
négyzetes antiprizmds szerkezetli La(BPyGTA) komplex éteres etilén csoportjanak gyors
konforméci6 valtasa felelds a karboxilat-O gyors cserefolyamatiaiért, ami a karbonil *C NMR
jelek kiatlagolodasat eredményezi.’'>l Ezzel szemben a Lu(BPyGTA) komplex
szobahdmérsékleti 'H és '*C NMR spektruméaban 11 (multiplett) és 10 jel talalhaté, ami a
La(BPyGTA) komplextdl eltérd és lényegesen merevebb szerkezetére utal.'>) A Lu(EGTA)
komplexhez hasonléan a Lu(BPyGTA) *C NMR spektruméban két karbonil jel talalhato, ami
a két heterociklusos karboxilat csoporthoz rendelhetd. Feltételezhetéen a Lu(BPyGTA) és
Lu(EGTA) komplexek szerkezete hasonld (,,haromsapkas” trigonalis prizma) ¢és a
Lu(BPyGTA) komplex 278 K-en felvett 'H és '*C NMR spektrumaiban a jelek szélesedése
valészintileg a Lu(Ill)-komplex belsd atrendez6désének alacsonyabb hémérsékleten
bekovetkez0 tovabbi lassulasaval és a BPyGTA ligandum szén atomjai magneses
ekvivalencidjanak  megsziinésével  értelmezhetd.l’') Az Y(BPyGTA)  komplex
szobahdmérsékletii 'H és '*C NMR spektruma nagyon hasonlé a Lu(BPyGTA) komplexéhez.
A valtoztatott hémérsékletli 'H és 3*C NMR spektrumok alapjan a hdmérséklet ndvelése a
karbonil és gytiri °C NMR jeleinek koalescenciajat eredményezi, ami az Y(BPyGTA)
Lu(BPyGTA) komplexhez viszonyitott Iényegesen flexibilisebb szerekezetére utal az Y (III)-
ion nagyobb méretének koszonhetden.[P!5] Az Y(BPyGTA) komplex karbonil, és gytiri *C
NMR jeleinek koalescencia hdmérsékletébdl (T=323 K) szamitott, a belsd
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dtrendezédést/izomerizacidt jellemzé  aktivalasi szabadenergia (AG*=71,6 kJ/mol)lP!"]
lényegesen nagyobb az Y(EGTA) azonos folyamatait jellemz8 AG”" értékénél (AG* = 58,0
kJ/mol),?**! ami szintén alatdmasztja az Y(BPyGTA) nagyobb szerkezeti merevségét. A
Gd(BCAED) szilard fazisa szerkezetét egykristaly rontgendiffrakcios vizsgalatokkal

tanulmanyoztuk (18. abra).

18. abra A Na[Gd(BCAED)]- 2H20 molekuldban talalhat6 Gd(BCAED) komplex
egykristalyszerkezete.Ref P16

A Gd(BCAED) komplexben a Gd(IIl)-ionhoz kozel idealis ,kétsapkas” trigonalis prizma
elrendezésben négy nitrogén és négy karboxilat oxigén koordindlodik. A trigonalis sikokat az
N2, N3 ¢és O7, valamint az O3, OS5 és Ol donor atomok alkotjdk, mig az immino-diacetat
csoportok két nitrogén atomja ,,sapka” helyzetben koordinalédik a Gd(Ill)-ionhoz. P61 A
Gd(BCAED) egykristaly szerkezete nagyon hasonld az Er(EGTA) ,,hdromsapkas™ trigonalis
prizma szerkezetéhez (a harmadik ,,sapka” pozicidt a belsd szféras vimolekula oxigén atomja
foglalja el).[?*%

A Ln(BCAED) komplexek oldatfazist szerkezetét valtoztatott homérsékletli multinuklearis
NMR spektroszkopias modszerekkel tanulméanyoztuk (Ln(III)=La(III), Y(III) és Lu(III)). (P16
A Lu(BCAED) és Y(BCAED) komplexek '*C NMR spektruméban 17 - 17 jel talalhaté, amely
megfelel a BCAED ligandum 17 szénatomjanak, jelezve mindkét komplex aszimmetrikus
oldatfazisu szerkezetét. Feltételezhetden a Lu(BCAED) és Y(BCAED) komplexek szerkezete
nagyon hasonlé a GA(BCAED) ¢s az Er(EGTA) egykristaly, valamint a Lu(BPyGTA) ¢és
Y(BPyGTA) oldatfazisu szerkezetéhez (,,harom sapkas” trigonalis prizma). A Lu(BCAED)
13C NMR spektruma gyakorlatilag fiiggetlen a hémérséklettdl a 273 — 323 K tartomanyban, ami
szintén alatamasztja a Lu(IIl)-komplex merev szerkezetét. Ezzel szemben az Y(BCAED) '*C
NMR jelei szélesednek a homérséklet novekedésével T>323 K esetében, ami az Y(III)-ion

nagyobb méretével és eziltal kevésbé optimalis koordinacios kdrnyezetével értelmezhetd. P16
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A lantanida sorozaton beliil a Ln(III)-ion méretének novekedésével csokken a Ln(BCAED)
komplex szerkezeti merevsége, amit egyértelmiien aldtdmaszt a La(BACED)
szobahdmérsékleten felvett 1*C NMR spektrumaban talélhato 9 jel. Feltehetéen a La(BCAEDY
oldatfazisu szerkezete hasonlo a Gd(BCAED) egykristdly, valamint a Lu(BCAED) ¢és
Y(BCAED) komplexek oldatfazist szerkezetéhez. A La(BCAED) 273, 298 ¢és 323 K felvett
13C NMR spektrumaban a jelek kiszélesednek és kiatlagolodnak a hdmérséklet ndvekedésével,
ami a trigondlis sikok két szomszédos csucsan talalhatd, de eltérd termindlis amino-N

csoporthoz kapcsolodo karboxilat-O donoratomok viszonylag gyors cseréjével értelmezhetd

(19. abra) [P16]

19. abra A Ln(BCAED) komplexek feltételezett izomerizacios folyamatai oldatfazisban.
Ref. [P16]

A Gd(BPyGTA), Gd(BCAED), Gd(BCAEP), Gd(DOTA-EN) és Gd(DOTA-PN)
komplexek relaxacids sajatossigait valtoztatott hémérsékletti és terli 'H és 'O NMR
spektroszkopias modszerekkel tanulmanyoztuk és meghataroztuk a belsd szféras vizmolekula
cseresebességét (kex?®), a Gd(III) — proton tengely rotacios korrelacios idejét (7> ") €s a
kiilonbozd relaxacids- és cserefolyamatokat jellemzd aktivalasi paramétereket. A vizsgalt
Gd(IIT)-komplexek relaxacidos ¢és cserefolyamatait jellemzd fontosabb fizikai-kémiai
paramétereket a 12. tabldzatban tiintettik fel.P>P181 A Gd(BCAED) és Gd(BCAEP)
komplexek relaxivitasa 2,1 és 2,0 mM s pH=7,4-en, 20 MHz és 25°C-on, ami elég kicsi és
nagyon hasonlé a belsé szférds vizmolekulat nem tartalmazé Gd(TTHA)> komplex
relaxivitasahoz (HeTTHA=trietiléntetramin hexaecetsav).2941 Igy megallapitottuk, hogy a
Gd(BCAED) ¢s Gd(BCAEP) komplexekben a négy karboxilat-O és négy amino-N donor atom
jelentésen ,,talzstufolja* Gd(II)-ion koordinaciés helyeit a nyolcas koordinacidju allapotot
stabilizdlva és a vizmolekula kozvetlen koordinacidjat meggatolva. Ennek megfeleléen a

Gd(BCAED) ¢és Gd(BCAEP) komplexekben a Gd(Ill)-ion oktakoordinalt és az olddszer
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vizmolekuldkra gyakorolt relaxacios sebességnoveld hatasat kiilsé (r1p°*) és masodik szféras

(r1p>"Y) folyamatokon keresztiil fejti ki.[*!¢!

12. tablazat A Gd(BPyGTA), Gd(EBTA), Gd(EGTA), Gd(DOTA-EN), Gd(DOTA-PN),
Gd(DO3A-N-prop) és GA(DOTA) komplexek relaxacios és cserefolyamatait jellemzo
fontosabb fizikai-kémiai paraméterek

Gd(BPy Gd(EBT Gd(EGT Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO3A Gd(DO

GTA)*? A)P A)© PN)¢ EN)4 -N-prop)¢ TA)f
207,298 5,2 5,1 47 49 4.6 -
/mM s #
g" 1 1 1 1 1 1
keX298 58,8 83,3 333 81,2+1,1 1,1+0,2 61
/106 g1
AHM" / 29,1 14,0 427 29,7+1,8 3442 39,2 54,5
kJ-mol!J
z-R298 / ps k 80 68 58 7943 79+2 153
rcan/ A 3,0 3,0 3,1 3,0 3,0 3,1

a Ref. [P15] b Ref 2991 ¢ Ref. [281] dRef, [PI7-PI18] ¢ Ref, (2821 f Ref, [12], & 20p; 298 3 Gd"-komplex relaxivitdsa (pH=7,4,

20 MHz és 298 K), * ¢ a Gd"-ionhoz kézvetleniil koordinalodd vizmolekulék szama, &, ezen vizmolekulak

298 K-en mért cseresebessége, | AH\* a Gd(II)-komplex vizcsere folyamatait jellemz6 aktivalasi entalpia, krRm

a Gd(III)-komplex 298 K szamitott rotacids korrelacios ideje, ' rgan a belsd szféras vizprotonok és a Gd(I1I)-ion
kozotti tavolsag

A Gd(BPyGTA), GA(EBTA) ¢és Gd(EGTA) relaxacids és vizcsere sebességét jellemzd
kinetikai paraméterek 6sszehasonlitasa alapjan a Gd(BPyGTA) és Gd(EBTA) komplexekben
taldlhatd bels6é szféras vizmolekula cseresebessége (kex’”®) nagyon hasonld és lényegesen
nagyobb, mint a Gd(EGTA) komplex kex?*® értéke, ami a BPyGTA és EBTA ligandumok vézan
talalhatd benzil- ¢és dikarboxi-piperidin csoportok nagyobb térkitoltésével és a 8-as
koordinacidju koztitermék stabilizalasaval megyarazhatd. A Gd(BPyGTA) ¢és Gd(EBTA)
komplexekben a 8-as koordinacioju allapot (¢=0) stabilizalasat egyértelmiien jelzi a vizcsere
folyamat aktivalasi entalpidjanak (AHwm", 12. tablazat) jelentds csokkenése a Gd(EGTA)
komplex AHwm" értékéhez viszonyitva. Mivel a GdA(BPyGTA), a GA(EBTA) és a GA(EGTA)
komplexben talalhaté belsd szféras vizmolekulak cseréje gyors folyamat (kex™®> 30x10°s7"), a
Gd(III)-komplexek belsé szféras relaxivitdsat dontéen a Gd(III)-komplexek rotacids
korrelacios ideje (TR298) szabja meg. Ennek megfelelden a Gd(BPyGTA) és a GAd(EBTA)

komplexek a GA(EGTA) -hoz viszonyitott valamivel nagyobb relaxivitasat (r1p, 12. tablazat) a
Gd(BPyGTA) és a GA(EBTA) nagyobb molekulatomegébdl eredd lassabb rotacids mozgasa

eredményezi. (281295151
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A Gd(DO3A-PN) és Gd(DO3A-EN) komplexek '"O NMR vizsgélatainak eredményeibdl
szamitott kinetikai paraméterek alapjan a GA(DOTA) acetat oldallancanak propionat
(Gd(DO3A-N-prop)’) ¢és propion-amid csoportokkal (Gd(DO3A-PN)) val6 cseréje 1ényegesen
megndveli a belsd szféras vizmolekula cseresebességét (kex>*®, 12 tablazat), mig egy karboxilat
szubsztiticioja amid csoporttal (Gd(DO3A-EN)) kozelitéleg négyszeresére noveli a
kozvetleniil koordindlddé vizmolekula élettartaméat a Gd(III)-ion belsd szférajaban.[P17P181 A
Gd(DO3A-PN) nagyobb vizcseresebességét a Gd(DO3A-N-prop)” komplexhez hasonloan a
Gd(III)-ion koordinacids szférajanak ,.,tulzsufolasa” eredményezi, ami egyuttal stabilizalja a 8-
as koordinacigju koztiterméket. A Gd(DO3A-PN) és Gd(DO3A-N-prop)” komplexek esetében
a vizcsere folyamataihoz tartozo a 9-es koordinacioju alapallapot (¢g=1) és a 8-as koordinacioju
koztitermék (g=0) kdzotti aktivalasi entalpia (AHw", 12. tiblazat) értékek Iényegesen kisebbek,
mint a Gd(DOTA)" komplexnél. Azonban a Gd(DO3A-PN), Gd(DO3A-EN) és Gd(DOTA)

(*°r1,%%8, 12. tablazat) nagyon hasonld, ami a Gd(III)-komplexek eleve gyors

relaxivitasa
vizcseréjének ¢és kis molekula tomegiiknek ko&szonhetd kozel azonos gyors rotdcios
mozgasukkal (7=>%, 12. tablazat) magyarizhat6.P17-P18] A Gd(DO3A-PN) komplex rotacids
korrelacios idejének novelése érdekében eldallitottuk a DO3A-PN-epesav konjugatumot €s
tanulmanyoztuk a Gd(III)-komplex relaxacids sajatossagait és kolcsonhatasat human szérum
albumin (HSA) molekulaval. A Gd(DO3A-PN-epesav) komplex relaxivitdsa 6,6 mMs™!
pH=7,4, 20 MHz és 310 K-en, ami kb. 1,5 mM's! értékkel nagyobb, mint az analog
Gd(DOTA-epasav)” komplex relaxivitisa azonos koriilmények kozott.[**) A Gd(DO3A-PN-
epesav) relaxivitasanak Gd(DO3A-PN) komplexhez viszonyitott novekedését a 1ényegesen
nagyobb méreti Gd(DO3A-PN-epesav) komplex lassabb rotacids mozgasa eredményezi
(w**=0,2 ns). A Gd(DO3A-PN-epesav) komplex HSA molekulaval kialakitott ,,gazda-
vendég” kolcsonhatast 'H NMR relaxometrids modszerrel tanulmanyoztuk. A Gd(DO3A-PN-
epesav) komplex 1:1 dsszetételii adduktumot képez a HSA molekulaval, amely Ka=7,8x10* M-
I affinitasi egyiitthatoval és #°1,=38,7 mM!s™! relaxivitassal jellemezheté (pH=7,4, 20 MHz,
298K). A Gd(DO3A-PN-epesav) — HSA adduktum relative nagy relaxivitasat a HSA méretébdl

. . a) rakado lassu rotaci0s mozgasaval lehet magyarazni (7R“"°= ns).
HSA: 66.437 Da) fakadé lassti rotacié gésaval lehet magyardzni (x*%3=40 ns).[P18!

V.2.3 In vivo pH mérésre alkalmazhato .intelligens” MRI kontrasztanyagok tervezése,
eloallitasa és fizikai-kémiai sajdatsagaik
Az utdbbi években jelentds igény mutatkozik olyan MRI kontrasztanyagok fejlesztése irant,

amelyek alkalmasak lehetnek szovetek és akar sejtek szintjén lejatszodo folyamatok kovetésére,

valamint az adott szOvetet vagy esetleg sejtet jellemzo fizikai-kémiai paraméterekrol is
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informéciot nytjthatnak. Az un. ,intelligens” kontrasztanyagoknak (smart contrast agents) az
oldoszer protonok 71 relaxacios idejét befolyasold hatasa jelentdsen fligg a kornyezetiiktol (pl.
hémérsékletétsl,[2%) pH-t01,2°7) az oxigén parcialis nyomasatol,>) Ca®" és Zn*" ionok
koncentraci6jatol?*!). Az emlitett fizikiai-kémiai jellemzdk koziil az egyik legfontosabb a
szovetek pH-értéke, mivel a legtobb megbetegedés (kozottik a rak is) jelentdsen
befolyasolhatja az adott szovet pH-jat.?*®) A pH-érzékeny MRI kontrasztanyagok fejlesztése
soran a szulfonamid és etil-amin oldallancokat tartalmazé DO3A szarmazék ligandum (DO3A-
SA, DO3A-AE 20. abra) Gd(III)-komplexe igéretesnek tlint, mivel a szulfonamid és etilamin
oldallancok deprotonalddasa ¢és Gd(Ill)-ionhoz valdé koordindcidja jelentds relaxivitds
csoOkkenést eredményez a két belsd szférds vizmolekula (¢=2) szulfonamid vagy amin

csoportokkal valo szubsztitﬁci(')j a soran a fiziolégias pH tartomanyban (20. dbra).!10%:1021

0 . 0
i
O o}
[GAL)(H0)  Gd®= () H0=(D [Gd(LIH0)L] x=0, 1
H 7
N-S

L, >

HOOC\/N\ /N\/COOH H3;DO3A-SA

R
HooC— /\ ~""R R=R'=H H;DO3A-AE
N N R=H, R =CH, H3;DO3A-MAE
[ j R=R'= CH, H;DO3A-DMAE

Hooc— "™\ M_COOH R=CHs, R =CH,CH,0CH; H3DO3A-MEM-AE

20. abra A H3DO3A-SA ¢és HsDO3A-AE ligandumok szerkezete és a Gd(III)-komplexek az
oldallancok koordinécioja/dekoordinacidja okozta hidratacid valtozasa

A Gd(DO3A-SA) és GA(DO3A-AE) komplexek relaxivitasanak igéretes pH-érzékenysége tette
sziikségessé a Ln**- és fontosabb endogén fémionokkal (Mg?*, Ca?", Mn**, Zn**, Cu**) képz6do
DO3A-SA ¢s DO3A-AE komplexek fizikai-kémiai  tulajdonsagainak  részletes
vizsgalatat.[P1?P20] Meghatéroztuk az DO3A-SA, DO3A-AE és DO3A-DMAE ligandumok

protonalddasi dllandéit, tobb két és harom vegyértékii fémionnal (Mg?*, Ca**, Mn**, Zn**, Cu?*
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és Ln*") képzodd komplexének stabilitasi allandéjat (0,1 M KCI, 25°C), a Ln(I1T)-komplexek
képzddeési sebességét, a Gd(III)-komplexek kinetikai inertségét és relaxacios tulajdonségait,
valamint Ln(III)-komplexek oldat fazist szerkezeti sajatossagait.[’1%F20]

A DO3A-SA, DO3A-AE, DO3A-DMAE, DO3A ¢s DOTA ligandumokkal képz6dé Mg(1I)-,
Mn(I1)-, Zn(II)- és Cu(Il)-komplexek stabilitasi allandéi nagyon hasonloak (13. tdblazat). Ezzel
szemben a Ca(Il)- és Ln(IlI)-komplexek logKmr értékeit Iényegesen befolydsolja a DO3A
szarmazékok oldallancadban talalhatd donoratomok kémiai mindsége. A Ca(DO3A-SA) és
Ca(DO3A-AE) komplexek stabilitasi allandoi nagyon hasonloak és lényegesen nagyobbak,
mint a Ca(DO3A) és Ca(DO3A-DMAE) komplexek logKmr értékei. Mind a négy Ca(Il)-
komplex stabilitasi allanddja 2 — 4 logK értékkel kisebb, mint a Ca(DOTA)* komplexé. A
megfeleld Ln(Ill)-komplexek stabilitdsi 4allandéi a kovetkez6 sorrendben ndnek:
Ln(DO3A)~Ln(DO3A-DMAE)<Ln(DO3A-SA)<Ln(DOTA)". [P19F20]

Figyelembe véve a szabad ligandumok oldallincéban talalhaté szulfonamid (logK>"=11,02),
etil-amin (logK3"=8,80) és etil-dimetil-amin (logK3"'=8,72) csoportok protonalodasi allandoit,
a Ln(Ill)-ionokkal kialakitott kolcsonhatasaik kovetkeztében a szulfonamid csoport
(logKinnr=5,91 — 5,91) és etil-dimetil-amin (logKinni=7,73 — 8,21) csoportokat tartalmazo
Ln(DO3A-AE) ¢és Ln(DO3A-DMAE) komplexek esetében. Ezeknek megfeleléen a
szulfonamid csoport deprotonaldédasa ¢és koordinacidja a Ln(Ill)-ionhoz jelentésebben
hozzdjarul a Ln(DO3A-SA) komplexek stabilitdsi allandojahoz, mint a Ln(DO3A-AE) ¢és
Ln(DO3A-DMAE) komplexek esetében. Meglepé modon a Mg(II)-, Ca(Il)-, Mn(II)-, Zn(II)-
¢s Cu(Il)-komplexekben és a szabad ligandumokban a szulfonamid, etil-amin és etil-dimetil-
amin oldallancok protonalodasat jellemzé logKmnr értékek nagyon hasonloak, ami
egyértelmiien jelzi, hogy ezek a csoportok nem vagy csak nagyon gyengén vesznek részt az
alkalifoldfém- ¢és atmenetifém-ionok koordinacidjaban. A Ln(Ill)-komplexek stabilitasi
allandoi a Ln(DOTA) komplexekhez hasonldan a La(III)-t6l a Gd(III)-ig ndnek, mig a sorozat
masodik felében allanddak. Ezzel szemben a A Ln(DO3A-SA) és Ln(DO3A-AE) komplexek
szulfonamid ¢és etil-amin oldalldncanak protonalodasat/deprotonalodasat jellemzd logKinn
értékeik a La(IID)-t6l a Gd(I1I)-ig csokkennek, majd a Lu(Ill)-ig nének,P1*P2% ami a Ln(I1D)-
ionok koordinacids szdméanak a lantanoida sorozaton beliil bekodvetkezd csokkenésével
értelmezhets.1>*°! A Ln(DO3A-DMAE) komplexek logKinne értékei a La(I1I)-t6l a Lu(IID)-ig

csokkennek. [P20]
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13. tablazat. A DO3A-SA, DO3A-AE ¢s DO3A-DMAE ¢és DOTA ligandumok protonalodasi
allandoi (logKi™) és a Mg(II)-, Ca(I)-, Zn(II)-, Cu(II)-, Mn(II)- és a Ln(III)-komplexek
stabilitasi (logKw) €s protonalddasi allandoi (logKwvni) (25°C)

PO DO DO pos:  pora’
I 0.1 M KC1
logKi"  12,34(2) 12,492) 11,92(1) 11,99(2) 11,41(1)
logK>"  11,02(2)  10,38(2)  9,84(2) 9,51(2) 9,83(1)
logKs"  9,22(2) 8,80(2) 8,72(2)  4,30(2) 4,38(1)
logKs"  4,43(2) 4,03(2) 4,25(2) 3,63(2) 4,63(1)

logks!  2,602) 1,703)  1,932)  1,84(2) 1,92(1)
logks! 1,52 (2) . . . 1,58(1)
MgL  11,87(4) - - 11,643)  11,493)

MgHL  10,93(3) - - - -
CaL  13,683) 14,005 12,68(1) 12,57(1)  16,11(1)

CaHL 10,64(2) 744(5) 8,72(1)  4,6009) 3,66(6)
ZnL  21,792) 21,45(6) 20,09(5) 21,57(1)  2021(1)

ZnHL  10292)  7483) 8753) 347(1)  4.12(1)
CuL* 2627(6) 2536(4) 2480(7) 25.5(7) 2;’2%3612’
CuHL  10,14(1)  7353)  8.693) 3.652) 4,12(1), 4,10°
MnL 20,105 - C o 1943(1)  19.44(3)
MnHL 1030(1) - _ 3373)  3.96(4)

LaL  2158(7) 20233) 18,509) 1863(3) 21,74
LaHL  723(5) 6,643) 821(3) _ _

Cel.  22,003) - _ - 2344
CeHL  6,93(3) _ _ _ _

NdL  22,56(9) - - - 23,0¢

NdHL  6,65(5) - - _ _
GdAL  234509) 22,40(6) 20,56(1) 21,56(8) 24,74
GdHL 6,16)2) 591(7)  7,98(4) - -

DyL  23,55(9) - - - 24,84
DyHL  6,02(5) - - - -
ErL  23,58(9) - - - 24,5 (Tm*") 4

ErHL 6,23(5) - - - -
LuL 23,65(7) 22,09(4) 20,63(8) 21,44(8) 25,44
LuHL 6,97(2) 6,53(7) 7,73(3) - -
a Ref. P91 b Ref. [P201; ¢ Ref. (110,15 M NaCl, 25°C, ¢ Ref. 284, *spektrofotometria, 0,1 M NaCl, 25°C.

A Ln(III)-komplexek képzddését jellemzd peszudo-elsd rendli sebességi allandok (kp) telitési
gorbe szerint nének a [Ln*"] fiiggvényében,P1*P201 amely alapjan megallapitottuk, hogy

Ln(DO3A-SA), Ln(DO3A-AE) és Ln(DO3A-DMAE) komplexek képzddése a Ln(DOTA)
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komplexekhez hasonldan (17. dbra, V.2.2 fejezet) protonalt *Ln(HzL) koztitermék képzddésén
keresztiil jatszodik le, amelyet a *Ln(Hz2L) koztitermék sebességmeghatarozo deprotonalddasa
és végtermékké torténd atrendezddése kovet.[!362862871 A protonalt *Ln(Hz2L) koztitermékek
stabilitasi allanddjat és OH™ katalizalt deprotonalodasat jellemzd kon sebességi allandokat a 14.

tablazatban tuntettik fel.

14. tablazat A protonalt *Ln(H2L) koztitermékek stabilitasi allandoi (logK+ingi2n)) és a
monoprotonalt *Ln(HL) koztitermék OH™ katalizalt deprotonalodasat jellemzd kon sebességi
allandok (25°C, 0,1 M KCl)

logK+Ln(t2L) Ce* Eu®* Yb3*
DO3A-SA® 3,24 (2) 3,15 (2) 321 (1)
DO3A-AE? 22 (1) 1,8 (1) -
DO3A-DMAE? 22 (1) 2,5 (1) _
DOTA*® 4.4 4.3 4,2
BT-DO3A ¢ 2.4 2,5 2,43
DO3A ¢ - 3,48 -
trans-DO2A 1 1,98 - 1,60
kou (s Ce’* Eu* Yb3*
DO3A-SA? (3,6i0,1)><106 (2,7i0,1)><107 (6,2i0,2)><107
DO3A-AEP (1440,1)x105  (1,740,2)x10° -
DO3A-DMAE®  (6,540,1)x10°  (1,8+0,1)x10° -
DOTA*® 3,5x10°8 1,1x107 4,1x107
BT-DO3A ¢ 2.1x10° 4.8x10° 1,6x107
DO3A © - 2,1x107 (Gd*) -
trans-DO2A ¢ 2,8x10° - 2,5x10°

aRef . (P19 PRef, [P20] ¢ Ref, (1362861 25°C, 1,0 M NaCl; ¢ Ref. [87), 25°C, 1,0 M KCI; © Ref. (7], 25°C, 1,0 M NaCl

A protonalt *Ln(H2L) koztitermékek stabilitasi allandoi (logK+Lam21)) alapjan megallapithato,
hogy a neutralis szulfonamid oldallancot tartalmaz6 DO3A-SA ligandumokkal képzddo
koztitermékek stabilitdsa nagyon hasonld a *Gd(H2DO3A)?** kdztitermék stabilitasidhoz. Ezzel
szemben a pH=4 — 6 tartomanyban protonalt etil-amin ¢és etil-dimetil-amin oldallancot
tartalmazd DO3A-AE és DO3A-DMAE ligandumokkal képz6dé *Ln(H2L) koztitermékek
stabilitdsa hasonlé a *Ln(H2BT-DO3A)*" koztitermékekéhez és lényegesen kisebb, mint a
megfeleld *Ln(H2DO3A-SA)*" és *Gd(H2DO3A)?" koztitermékeké, ami feltételezhetden a
protonalt etil-amin és etil-dimetil-amin csoportok és a Ln®" ionok kozott kialakuld
elektrosztatikus taszitassal értelmezhetd. [P19P201 A Ln(DO3A-SA) és Ln(DOTA)” komplexek
keépzddését jellemzd kon sebességi allandok nagyon hasonloak, de 1ényegesen nagyobbak, mint

a megfeleld Ln(DO3A-AE) és Ln(DO3A- DMAE) komplexek kou sebességi allandoi, ami
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szintén értelmezhetd a *Ln(H2DO3A-AE)** és *Ln(H2DO3A-DMAE)*" koztitermékek kisebb
stabilitdsaval és nagyobb protonalodasi allandoival.[P19-P20]

A Gd(DO3A-SA), Gd(DO3A-AE) és Gd(DO3A-DMAE) komplexek fémioncsere reakcidja

------

------

Gd(DO3A)-szarmazékok fémioncsere reakcidit jellemzd kinetikai paramétereket a 15.

tablazatban tiintettiik fel. [°1%-P20]

15. tablazat A Gd(DO3A-SA), Gd(DO3A-AE), Gd(DO3A-DMAE), Gd(DO3A) és
Gd(DOTA) komplexek disszociacidjat jellemzd egyensulyi (Klgar) és sebességi allandok (ki),

rrrrrr

pH=7.4 és 25°C

Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO3A-

a -d
SA)* AE)" DMAE)" Gd(DO3A) Gd(DOTA)
0,1M IOM 0,15M NaCl
I 0, MKCl el B
ki M1sh)  0,8640,01 0,18+0,03 (4,310,3) (2,3+0,1) 2,5x102 (1,8+0,1)x10°®
%1072 %1072
k: (M1sh) — (8,020,8) - — — -
x 102
6 5 7
KgdL 1,4x10 8,1x10 9,5x10 B 115 14¢

(pH-pot) (pH-pot) (pH-pot)

-1
ka (%) 3,4x1078 6,910 1,7x10°  9.2x107'%  1,0x10° 7,3x10°14
pH=7.4
fz(0ra) 5 o100 2,7x10% LIx105  2,1x105  1.9x10°  2,64x10°
pH=7.4

2 Ref. [P191) b Ref. [P201 ¢ Ref.3001 d Ref, (P21 e Ref, [136]

protonalt *Gd(HL) koztitermék képzddik feltételezhetden az oldallanc egyik karboxilat
csoportjanak protonaldédasaval. A protondlt oldallanc és a gyliri nitrogének kozott kialakulo
protoncsere folyamatok gytiri nitrogénen protonalt koztitermék képzddését eredményezhetik,
ami a H'- és Gd(Il)-ionok kozotti elektrosztatikus taszitas hatdsara a  Gd(IIT)-ion
kiszabadulasat eredményezheti a donoratomok altal hatarolt koordinaciods liregbdl. A protonalt
oldallanc ¢és a gylrti nitrogének kozotti protoncsere sokkal valdszintibb flexibilisebb
makrociklusos Gd(IIT)-komplexek esetében (pl. Gd(DO3A))67135:136.252P191 - A Gd(III)-

komplexek savkatalizalt disszocidciojat jellemzd k1 sebességi allandok a kovetkezd sorrendben
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nonek: Gd(DOTA)<Gd(DO3A)<Gd(DO3A-DMAE)<Gd(DO3A-AE)<Gd(DO3A-SA).
[P19.P201° A Gd(DO3A-SA) és Gd(DO3A-AE) komplexek lényegesen gyorsabb savkatalizalt

.....

csoport nagyobb bazicitasaval és ennek megfelelden a gytirti nitrogénekkel kialakul6 lassabb

porotoncsere folyamatokkal lehet értelmezni. A Gd(DO3A-SA), Gd(DO3A-AE) és Gd(DO3A-

------

Gd(DOTA) ¢és Gd(DO3A) komplexek t2 értékei (15. tablazat). Ugyanakkor a vizsgalt
Gd(DO3A)-szarmazékok felezési ideje lényegesen meghaladja a klinikai gyakorlatban MRI

9

rp (MM-1s1)

N WO A~ 01O N
|

21. abra A Gd(DO3A-SA) (<), GA(DO3A-AE) (), GA(DO3A-MAE) (A), Gd(DO3A-
DMAE) (O) és Gd(DO3A-MEM-AE) (><) komplexek relaxivitasa (r1p) a pH fliggvényében
([GAL]=1,0 mM, 0,5 T, 298K, 0,15 M NaCl). Ref.[P1%:P20l

A Gd(DO3A)-szarmazékok relaxivitdsanak pH fliggése a 21. abran lathat6, mig a Gd(III)-
komplexek relaxacios és cserefolyamatait jellemz6 fontosabb fizikai-kémiai paramétereket a
16. tablazatban tiintettiik fel. A Gd(III)-komplexek relaxivitasanak pH fiiggése alapjan az rip
értékek csokkennek a fiziologiailag fontos pH tartoméanyban (pH=5 — 8, 21. abra). A Arip
értékek a kovetkezd sorrendben nének: GdA(DO3A-AE) < Gd(DO3A-MAE) ~ Gd(DO3A-
DMAE) < Gd(DO3A-MEM-AE) < Gd(DO3A-SA).[P1o.p201 A Gd(II)-komplexek
relaxivitdsanak a pH novekedés hatasara bekovetkezo csokkenését a belsd szféras vizmolekulak
szamanak csokkenése eredményezi (csokken a belsé szférds hozzajarulds) az oldalldncban

taldlhat6 szulfonamid és etil-amin csoportok Gd(III)-ionhoz vald koordindcidja miatt. A
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Gd(III)-komplexek relaxivitdsdban bekdvetkezd valtozast befolyasolhatja az oldallancban

talalhaté donoratomok bézicitasa és a koordinalodd funkcids csoportok térkitdltése. A Arip
értékek alapjan a viszonylag kisebb méretii etil-amin csoport koordinacidja csak egy belsd
szféras vizmolekula helyettesitését eredményezi a GA(DO3A-AE) esetében. Ezzel szemben a
nagyobb térkitoltésii szulfonamid, etil-metil-amin, etil-dimetil-amin és N-metoxi-etil-metil-
amin csoportok koordindcioja mindkét vizmolekulat helyettesiti a Gd(I1I)-ion belsd szférajaban
a Gd(DO3A-SA), GA(DO3A-MAE), Gd(DO3A-DMAE) és Gd(DO3A-MEM-AE) komplexek

esetében. [P19:P20]

16. tablazat A Gd(DO3A-SA) és Gd(DO3A-AE), Gd(DO3A-MAE), GA(DO3A-DMAE) és
Gd(DO3A-MEMAE) komplexek relaxacios folyamatait jellemz6 fontosabb fizikai-kémiai

paraméterek

Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO3A- Gd(DO

SA)»b AE)® MAE)® DMAE)® MEM-AE)®  3A)¢

2071}7298
Ta 829524 5743 59— 3,1 59— 3,0 6,3 — 2.9 6,0

/mM s
pH 40 10 45 75 50 95 50 95 50 95 74
q° 1,7 03 14 10 13 04 13 04 13 04 17
k> B 83t 18t 0,65t 49t 072+ 81+ 068 134

/106 (s * 02 03 005 01 005 01 00l +05 :

" ps @ - 8442 6442 11542 662 10742 69+4 12042 7244 66

@ Ref. 1021 b Ref, [P9] ¢ Ref, P20 d Ref, 451 ¢ Ey(IIl)-komplexek lumineszcencia élettartam mérések alapjan

s K o fhrd . . 298 . . . . 208
szamitott belsé szféras vizmolekuldinak széma, 'k~ ezen vizmolekuldk 298 K-en mért cseresebessége, © 7,” a

Gd"-komplex 298 K szamitott rotacios korrelacios ideje

A belsé szféras vizmolekuldk szamédban bekovetkezd valtozast az analdog Eu(Ill)-komplexek
savas €s bazikus pH-n végzett lumineszcencia élettartam vizsgalataival is alatdmasztottuk (16.
tablazat). A Gd(III)-komplexek rotacids korrelacios ideje (zr) bazikus koriilmények kozott kis
mértékben nd az oldallanc méretének novekedésével és jo egyezést mutat a Gd(DO3A)
komplex tr értékével. Ezzel szemben savas tartomanyban a Gd(DO3A-AE)-szarmazékok
rotacids korrelacids ideje nagyobb, mint bazikus koriilmények kozott, ami a protonalt amino
megfeleléen nagyobb térfogatival értelmezhets. A Gd(DO3A-AE)-komplexek 'O NMR
spektroszkopias vizsgalatainak eredményei alapjan megallapithatd, hogy bazikus pH
tartomdnyban (g=1 részecskék dominansak) a belsd szférds vizmolekula cserefolyamatait
jellemzd sebességi allandok (kex**®) nének az etil-amin oldallancon talalhaté szubsztituensek

méretével €s az amino csoport bazicitdsaval. A bazikusabb ¢és nagyobb méretl
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szubsztituenseket tartalmazé amino csoport koordinacidja elektrosztatikus ¢és sztérikus
hatasokon keresztiil labilizaljak a Gd(III) — OH2 kdlesonhatast a Gd(I1I)-komplexek nagyobb
kex?*® értékeit eredményezve. Hasonlo jelenséget figyeltek meg a Gd(DO3A)-tribenzil-amid és
Gd(DO3A-Me)-tribenzil-amid komplexek esetében, ahol a tercier amino gylrli nitrogén
tartalmazd Gd(DO3A-Me)-tribenzil-amid komplex vizcseresebessége tobb, mint 2,5-szerese a
nem szubszitudlt gyt nitrogénnel rendelkezé Gd(DO3A)-tribenzil-amid komplexének.””]
Savas pH-n (pH<5) a Gd(DO3A-MAE), Gd(DO3A-DMAE) ¢és Gd(DO3A-MEMAE)
komplexek vizcseresebessége a klasszikus g=2 Gd(III)-komplexekhez (pl. GA(DO3A)) mérten
kicsi, ami feltételezhetéen a belsd szféras vizmolekuldk és az oldalldncok protonalt tercier
amino csoportja kdzétt kialakulé hidrogén kotésekkel értelmezheté. 2% A Gd(DO3A-MAE),
Gd(DO3A-DMAE) ¢és Gd(DO3A-MEMAE) komplexek pH<S értékeknél mért lassu vizcsere
folyamatait a relaxivitds értékek hémérséklet fliggésének vizsgalatai is alatamasztottak.!P>"]
Meglepé moédon a Gd(DO3A-AE) komplex pH=4,5 mért vizcseresebessége Osszemérhetd a
Gd(DO3A) komplex kex*”® értékével, ami valdsziniileg nagyobb vizcseresebességgel
rendelkezd isomer dominans eléforduldsaval értelmezhetd. Az Eu(DO3A-AE)-szarmazékok
lumineszcencia élettartam vizsgélatai alapjan a belsd szféras vizmolekuldk atlagos szdma
kozelitdleg 1,3 pH<ZS értékeknél (16. tablazat), amit a kilences (¢g=2) és nyolcas (g=1)
koordinacidval jellemezhetd izomerek egyiittes el6forduldsaval lehet értelmezni. Ezzel
szemben nagyobb pH értekeknél (pH>7,5) az Eu(DO3A-MAE), Eu(DO3A-DMAE) és
Eu(DO3A-MEMAE) komplexek atlagos bels6 szféras vizmolekula szama g=0,4, amit szintén
a kilences (g=1) és nyolcas (¢=0) koordinacioval jellemezhetd izomerek egylittes jelenléte
okozhat. A vizsgalt Eu(Ill)-komplexekkel ellentétben a Eu(DO3A-AE) komplex pH=7,5-4n
meghatérozott belsd szféras vizmolekuldinak szdma g=1.[2l

A kiilonb6z6 hidrataltsagli izomerek oldatfazisu szerkezeti sajatossagait az Eu(DO3A-AE)-
szarmazékok valtoztatott hémérsékletii 'H és '*C NMR spektroszkopias vizsgalataival

tanulméanyoztuk.[F2"]

A Ln(DO3A) szarmazékok szerkezete valdsziniileg nagyon hasonld a
Ln(DOTA) komplexekéhez, amelyet részletesen tanulmanyoztak oldatfazisban multinuklearis
NMR spektroszkopias modszerekkel és szilard fazisban rontgendiffrakcios vizsgalatokkal. 1
3051 A Ln(DOTA) komplexekben a Ln(I1I)-ion a négy gytirti nitrogén és négy karboxilat oxigén
altal hatarolt sikok kozott helyezkedik el valamelyest kozelebb a karobxilat oxigénekhez,
amikor a makrociklus etilén csoportjai (6ra jarasanak megfeleld: AAAL; Ora jarasaval ellentétes:

8030) €s az oldallancok helicitdsanak (6ra jarasanak megfeleld: A és ora jarasaval ellentétes: A)

megfelelden kiillonbozoé diasztereomereket képezhetnek. Az Gsszes lehetséges konformert
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figyelembe véve a Ln(DOTA) komplexek négy diasztereomerje (két enantiomer par)

képzédhet oldatfazisban ((AQMAAL) és A(8833); AGAAAL) és A(5355), 22. abra).
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22. abra Az M (SAP) és az m (TSAP) szerkezetii Ln(DOTA) komplexek sematikus

abraja ¢s a Ln(DOTA)” komplexek izomerizacids folyamatai oldat fazisban (q=belsé szféras
vizmolekuldk szdma)

Ennek megfelelén a Ln(DOTA)" komplexek 'H- és '*C-NMR spektrumaiban két jelcsoport
talalhat6 az eltérd szerkezetli diasztereomerek jelenlétének koszonhetden. Az emlitett négy
diasztereomer koziil oldat és szilard fazisban dominansan csak két diasztercomer (M és m, 22.
abra) fordul eld, amelyekben a gylirli etilén csoportjainak konformacidja megegyezik, de a
karboxilat karok orientacioja eltérd.>* A két diasztereomer a négy gy(irli nitrogén és a négy
karboxilat oxigén altal hatarolt sikok egymashoz viszonyitott helyzetében tér el egymadstol. A
M (A(AAAL)) izomer négyzetes antiprizmas (SAP) szerkezettel jellemezhetd és a két sik
csavarodasi szoge kb. 40°, mig a masik izomer (mi, A(AAAL)) csavart négyzetes antiprizmas
szerkezetli (TSAP) és a sikok kb. -20°-kal vannak elcsavarodva egymashoz viszonyitva. Oldat

fazisban a Ln(DOTA) kiilonb6z6 konformacios izomerei atalakulhatnak egymasba egyrészrol

— A0

A részletes multinukledris NMR spektroszkopias vizsgalatok ramutattak, hogy a kiilonbozo

crer

Eu(DOTA) egyik acetat csoportjanak etil-amin csoporttal vald helyettesitése az Eu(IlI)-
komplexek szimmetridjanak csokkenését (C4 — Ci1) és flexibilitdsuk novekedését eredményezi

az etil-amin csoport acetat oldallanchoz viszonyitott kisebb merevségének koszonhetden. Az
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Eu(DO3A-AE) és Eu(DO3A-MAE) komplexek 'H NMR spektrumaban pH=10 és 270, 280 és
290 K esetén egy jelcsoport talalhatd, ami egyetlen isomer dominancigjaval értelmezhetd.P2")
Az axidlis gytirti protonok jelei az Eu(DO3A-AE) ¢s Eu(DO3A-MAE) komplexek esetében
rendre 24,7, 13,3, 13,3 és 12,1 ppm-nél, valamit 33,9, 32,8, 31,0 és 23,1 ppm-nél talalhatoak,
amelyek megfelelnek az Eu(DOTA) komplex m (TSAP) és M (SAP) izomerekben talalhato
axialis protonok kémiai eltolodasanak.[*°"! {gy megallapithaté, hogy az etil-amin és etil-metil
amin oldallancot tartalmazé Eu(DO3A-AE) ¢s Eu(DO3A-MAE) komplexek négyzetes
antiprizmas és csavart négyzetes antiprizmas szerkezetli dominans izomere képzddik az amino
csoport deprotonaldédasaval és Eu(Ill)-ionhoz vald koordinacidjaval.lP?”) Ezzel szemben az
Eu(DO3A-DMAE) komplex 'H NMR spektrumaban mindkét izomerhez rendelhetd axialis
gylri protonok jele megtalalhato (SAP: 38,5, 36,4, 31,7 és 28,0 ppm, TSAP: 19,9, 19,1, 18,1
and 16,8 ppm). A kiilonbdz6 izomerekhez tartozé axidlis gylirli protonok integraljai alapjan az
Eu(DO3A-DMAE) komplex SAP és TSAP izomerjeinek relativ ardnya 68:32.1P2!

A Ln(DO3A-SA) komplexek oldatfazisu szerkezetét €s dinamikai folyamatait pH=10 esetén
multinukledris 1D és 2D NMR spektroszkopids modszerekkel 270 — 353 K hdémérséklet
tartomanyban tanulmanyoztuk (Ln(IIT)=La(Ill), Eu(Ill), Y(II) és Lu(Ill)). Az emlitett
koriilmények kozott mindegyik Ln(DO3A-SA) komplexben a szulfonamid csoport deprotonalt
és koordinalt a kdzponti Ln(III)-ionhoz. A 270K-en felvett '"H NMR spektrumok alapjan a
La(DO3A-SA) komplex kozel 100%-ban mi (TSAP) isomer formajaban talalhato
oldatfazisban. Ezzel szemben az Eu(Ill)-, Y(II)- és Lu(DO3A-SA)-komplexek esetében
mindkét M és m diasztereomerek képzddnek, amelyek aranya (M:m) 86:14; 93:7 és 93:7.[P1]
A La(Ill)-, Eu(Ill)- és Lu(DOTA) komplexek esetében az M és m diasztereomerek ardnya
0:100; 50:50 és 82:18.3% Figyelembe véve a kiilonb6zé diasztereomerek relativ populaciojat,
a M és m izomerek kozotti szabadenergia kiilonbség (AE) 3,98, 5,54 és 6,02 kJ-mol™! az Eu(I1I)-
, Y(IIT)- és Lu(DO3A-SA) komplexekre vonatkozdan. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a

nagyobb méretii Ln(III)-ionok esetében a mi szerkezetli izomerek képzddése preferalt folyamat,

cre

crer

crer

crer

jellemzd sebességi allandokat és aktivalasi paramétereket (17. tablazat).
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17. tablazat A Ln(DO3A-SA) komplexek acetat csoportjainak rotaciojat jellemzd sebességi
allandok és aktivalasi paraméterek. (Ln=La, Eu Y and Lu)

La(DO3A-SA)* Y (DO3A-SA)*  Lu(DO3A-SA)*

AH? [kI-mol! 621 5943 60+2
AS? /J-mol'K™! 1242 1742 2743
AG# 29 /kJ-mol™! 59+1 53+1 52+1
AG#321 /kJ-mol’! 58+1 53+1 5141
kex?8 /571 25343 (2,1£0,2)x10° (4,4+0,4)x10°

aRef P19 Eu(DO3A-SA): AG*333=56 kJ-mol™! (a 4 és 10 gylirti nitrogének acetat csoportjaihoz tartozd karbonil
13C NMR jelek koaleszcencigjabol szamitott aktivalasi szabadenergia); Eu(DOTA): AG'3,1=63.6 kJ'mol! Ref.
[306]

crcr

crer

lényegesen eltérd entropia értékek jellemzik.[P1?! A Ln(DO3A-SA) komplexek acetat karjainak

rotaciojahoz rendelhetd AS’ értékek ndnek a Ln(Ill)-ion méretének csokkenésével. A 17.

crer

crer

csokkennek, ami egyértelmiien a folyamatot jellemzd AS? értékek novekedéséhez rendelhetd.
A Ln(DOTA) ¢és Ln(DO3A-SA) komplexek acetat karjainak rotaciojat jellemzo aktivalasi
szabadenergia értékek (AG7 321, 17. tablazat) 6sszehasonlitdsa alapjan megallapithato, hogy a
DOTA egyik acetat csoportjanak szulfonamid csoporttal vald helyettesitése lényegesen
lecsokkenti a Ln(II)-ion koriil kialakulé koordinacios lireg merevségét a szulfonamid oldallanc

etilén csoportjanak flexibilitisa miatt.[P1°]

V.3 Ujtipusii, protoncserén alapulé nagy relaxivitasi Gd(III)-komplexek tervezése,
eloallitasa és vizsgalata

Nagy relaxivitasu Gd(III)-komplexek eldallitasa és fejlesztése soran jellemzden a belso és kiilsé
szféras vizcsere folyamatokat befolyasold tényezok optimalizalasara torekedtek. Ugyanakkor,
az utdébbi években végzett vizsgalataink szerint az olddszer vizprotonok relaxacios
sebességének noveléséhez nem feltétleniil sziikségesek a Gd(III)-komplexek kiilsd és belsd
koordinacids szférdjaban taldlhatdo vizmolekuldk és az oldoszer kozotti molekuldris
cserefolyamatok. A Gd(IIl)-komplexeknek az oldészer vizprotonokra gyakorolt paramagneses
hatésat egyszerii protoncsere folyamatok is kdzvetithetik egyrészrdl a belso szféras vizmolekula
protonok, masrészrél a Gd(III)-ion kelatképzdjeként alkalmazott ligandumok koordinalédo
funkcids csoportjain taldlhaté labilis proton/ok és olddszer vizmolekuldk kdzotti protoncsere

folyamatokon keresztiil (7P, 26. egyenlet).[P2P271 A Gd(III)-komplexek belsé szféras
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vizmolekula protonok és a koordinal6dd funkcids csoportokon taldlhato labilis proton/ok

oldoszer vizmolekulakkal Iehetséges protoncsere folyamatait a 23. dbran tiintettiik fel.

Protoncsere
kp =111, Oldoszer
A

23. abra A Gd(III)-komplexek protoncsere folyamatokon keresztiil torténd relaxacios
sebesség noveld hatasa

Figyelembe véve a protoncsere folyamatok hozzajaruldsat (r1™), a Gd(I11)-komplexek olddszer
vizprotonok relaxéacios sebességére gyakorolt hatasa (r1p) a 26. egyenlettel adhat6é meg:

Flp=r1p® + r1p® + rip®S + rip” (26)
A Swift-Connick egyenletet figyelembe véve*” a protoncsere folyamatoknak a Gd(III)-
komplexek relaxivitasahoz val6 hozzdjarulasa (") a 27. egyenlettel fejezhetd ki.

N

pro__ —6
" =9x10
1 H

T +7,

(27)

ahol a N, T1p és 1 a koordinalt ligandum(ok) cserefolyamatokban résztvevé protonjai szama,
ezek longitudindlis relaxéacios ideje és atlagos élettartama a komplex belsd szférajaban. A

protoncsere folyamatok altalaban konjugalt sav-bazis parok kozott jatszodnak le vizes

oldatokban (24. abra).

PBOtOIiﬁiS H
+ D- + A- +
H* ,0

VAN

S+ H - Al -+ HA + H
o+ A Hoe=p.n"Me=p ,0

N/

HD + HA + OH
Hidrolizis

24. abra A protoncsere folyamatok vizes oldatokban (A: akceptor; D: donor)

A protoncsere folyamatok altalinos mechanizmusanak megfelelden ([D — H™ - A]) adduktum

képzdédik a proton donor (HD) és proton akceptor (A) kozott hidrogén kotésen/kotéseken
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keresztiil. A hidrogén kotéses adduktum képzddésére ,,steady-state” koriilményeket feltételezve

a protoncsere folyamat sebessége (k) az alabbi egyenlettel adhatd meg.[>*7]

k=k, (1 1P poner “PK Aceeir )‘1 8

ahol 4=k+ ha HD a proton donor, &=k ha D™ a proton akceptor, mig a ko a diffuzié kontrollalt
idedlis protoncsere folyamatok sebességi allanddja. pKponor €s pKacceptor @ proton donor €s
kozotti protoncsere folyamatok sebességét 1ényegesen befolyasolja a proton donor és akceptor
bazicitasanak kiilonbsége: ApK= pKbonor — pKakeeptor. ApK=0 esetében a protoncsere folyamat
sebessége (k) fele a diffuzid kontrolalt cserereakcid sebességének (ko/2), mivel a hidrogén
kotéses adduktum ([D — H - A]) atalakuldsa azonos valOszinliséggel jatszodik le mindkét
iranyban (k+=k-). Abban az esetben, ha az akceptor proton affinitdsa lényegesen nagyobb (ApK
< -1), vagy a proton donor bazicitasa jelentdsen meghaladja az akceptorét (ApK < 1) a proton
transzfer hatarértékének megfeleld sebességgel jatszodik le az eldére és a visszafele iranyu
folyamatokban (k+=ko; k=ko). Mivel a protoncsere folyamatok allandé pH értéken jatszodnak
le (d[H']/dt ~ 0; d[OH]/dt~0), a folyamat irdnyanak megfeleléen a donor és az akceptor viz
részvételével lejatszodd gyors protonalddasa/deprotonalédasa kovet a vizmolekula amfoter
sajatsagainak koszonhetden. Ezek a folyamatok a proton donor és akceptor vizmolekuldkkal
hidrogén kotéseken keresztiil kialakitott adduktumok képzddésével jatszédnak le. A proton
transzfer lejatszodhat viz-, sav- és bazis-katalizalt folyamatokon keresztiil a cserében résztvevo
lehetséges reakcioutakat, a protoncsere folyamatok sebessége a viz és a kiillonb6zd konjugalt

sav-bazis parok altal sav és bazis katalizalt reakciok sebességének osszegeként adodik:
1 M M
Tp = E = (kHZO [Hzo] + Z kH] [SaV] + Z kOHj [BF:I]ZiS])_1 (29)
=1 =1

ahol k20, knj €s konj a viz és az adott sav (j), illetve bazis (j) altal katalizalt reakciokat jellemz6
sebességi allandok. Figyelembe véve a ko diffuzié kontrollalt folyamatot jellemz6 sebességi
allandot, a proton donor €s akceptor, valamint a viz protonalddasi és deprotonalodasi allandoit,
a k2o, kuj és konj sebességi dlandok a 28. egyenlet segitségével szamithatok. Erds savak és
bazisok esetében (pl. HCl, HNOs, NaOH, KOH, stb.), a knj[Sav] és konj|Bazis] tagok a 29.
egyenletben megadhatoak ku[H'] és kon[OH] forméakban, ahol [H'] és [OH] szamithat6 a pH
és az adott koriilményekre jellemzd vizionszorzat (pKw) felhasznalasaval.l?”l A 29. egyenlet

értelmében a kiilonbozd reakcidutak protoncseréhez torténd hozzdjarulasat 1ényegesen
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befolyasolja a kiilonboz6 konjugalt sav-bazis parok koncentracidja. Mivel a konjugalt parok
savi és bazikus forméjanak relativ koncentracidja fliigg a pH-t6l, a savi és bazikus forma
protoncsere sebességéhez valé hozzdjaruldsa meghatirozhaté a Gd(III)-komplexek
relaxivitasanak pH, [Sav] és [Bazis] fliggése alapjan a 27. és 29. egyenleteket felhasznalva.
Azonban a proton/ok viz, mint Brensted sav és bazis altal katalizalt cserefolyamatai altalaban
nagyon lassti folyamatok és hozzdjarulasuk a protoncsere sebességéhez elhanyagolhatd (kn2o
sebességi allandd a Gd(II)-komplexek relaxivitasdnak mérése alapjan altalaban nem

meghatarozhat6).[F?7]

V.3.1 Belsd szféras vizmolekula protonok cserefolyamatai
A Gd(II)-komplexekben taldlhato labilis protonok olddészer vizmolekuldkkal kialakuld

cserefolyamatai hozzajarulhatnak a relaxacids sebesség noveléséhez, amikor tavolsaguk a
Gd(IlD)-ionté]  kisebb, mint 4 A% Kiilsnbdzd Gd(Il)-komplexek egykristaly
szerkezetvizsgalatai alapjan a bels6 szféras vizprotonok Gd(IIl)-iont6] mért tavolsaga rGan =
3,1 A2 Mivel a belsd szféras vizmolekula cseresebessége a protoncsere folyamatok alsé
hatéra, igy a belsé szféras vizprotonok cserefolyamatai olyan Gd(III)-komplexek esetében
tanulmanyozhatoak, amelyekben a vizcsere nagyon lassu. A Gd(Ill)-ion DOTA-tetraamid
ligandumokkal (25. abra) képz6dé komplexei (pl. [GA(DOTAM)(H20)]) belsé szférajaban
talalhaté vizmolekuldk nagyon lassti cserefolyamatokban vesznek részt az oldoszer

vizmolekuldkkal (ov=3 — 23 ps).[308-310.T34]

ol -—j—o R = -NH,: Gd(DOTAM)
40 R = -NH-CH; : Gd(DTMA)

S
R \ R = -N(CHs), : Gd(DOTTA)

5= R = -NH-CH,.COOH : Gd(DOTA-Gly)
R
o R = -CH: GA(HP-DO3A) (ProHance®) _ _ N/_© GdlL1
(o} R = -CF5: Gd(CF;-HP-DO3A) ~ \—_POH,
[ :_\ R R = -CO-NH,: Gd(HPA™DO3A) y
X = _ Carb
Y N/\|\‘/ R = -COOH (Gd(HP®*"*DO3A) //N\(_Q cdl2

O g1 OH _
|\N N— Re N " POs,
\ oH Gd(BzHPA™IDO3A)
o o/ P B:-OH Gd(Ph-HP-DO3A)
0 R= NQ B: -NH, Gd(An-HP-DO3A)
0] Gd(PipHPA™DO3A) R=
B

B:-COOH Gd(Bz-HP-DO3A)

25. abra. A Gd(DOTA)-tetraamid és GA(HP-DO3A) komplexek és szarmazékaik szerkezete
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18. tablazat. GA(DOTA)-tetraamid komplexek egyensulyi, kinetikai és relaxacids paraméterei
(20 MHz, 298 K)

pK (H20%)¢ ™ (us) Tie! (us) ki (s kon (s™)

Gd(DOTAM)? 7,90 19 5,5 3,6x10° 1,5%10"?
Gd(DTMA)® 7,90 17 5,5 3,4x10° 1,3x10"

Gd(DOTTA)® - 7,8 55 1,8x10° 6,2x10°

a Ref, B9 b Ref. B10]: ¢ (0,1 M MesNNOs, 25°C.

A Gd(DOTA)-tetraamid komplexek relaxivitasa kicsi (r1p=2,0 — 3,0 mM!s™!, pH=7.4, 298 K),
amely dontden kiils6é szféras folyamatok hozzdjarulasabol adodik a lassti vizcsere miatt.
Azonban az rip értékek mindegyik Gd(DOTA)-tetraamid komplex esetében pH<2 és pH>8
esetén jelent6sen nének, ami a belsé szféras vizmolekula protonok H™ és OH™ ionok altal

3083101 Hasonlé viselkedést figyeltek meg a

katalizalt cserefolyamataihoz rendelhetd.!
[Gd(DOTAGLy)(H20)] komplex esetében pH<4 és pH>9 tartomanyokban.!"** A Gd(DOTA)-
tetraamid komplexek belsd szféras vizmolekuldinak protonalodéasat/deprotonalddast jellemzo
egyensulyi allandok (pK, 18. tdblazat) lényegesen kisebbek, mint az oldoszer vizmolekulaké,
ami a Gd(Ill)-ion és a koordindlt vizmolekula kozott kialakuld erds kolesonhatéssal
értelmezhetd ([GA(DOTAM)(H20)]: logKcaru-1=7,90, 0.1 M MesNNO3, 25°C; [Gd(DOTA-
Gly)(H20)]: logKcaLn-1=9,61, 1,0 M KCI, 25°C; H20: logKon=15,59, 0,15 M NaCl,
25°C). B3T3 A Gd(DOTA)-tetraamid komplexekben a Gd(IIl)-ion és a belsd szféras
vizmolekula kozott kialakuld erds kolesonhatdsnak koszonhetden jelentdsen megnd a
vizmolekula polarizaltsaga és a protonok savassiga, ami lehet6vé teszi H" és OH™ ionok altal
katalizalt cserefolyamatokban valo részvételétiket a Gd(III)-komplex relaxivitdsanak
novekedését eredményezve enyhén savas ¢€s lagos tartomanyban. A [Gd(DOTA)(H20)]
komplex relaxivitdisa pH fiiggetlen a belsd szférds vizmolekula viszonylag gyors
cserefolyamatainak kdszénhetéen (mv=244 ns, 298 K).’'?l Ugyanakkor a [Gd(DOTA)(H20)]
komplexben az alacsonyabb hdmérsékelet (273 K) a vizcserefolyamatok lassuldsat
eredményezi. Ennek koszonhetden a belsd szféras vizmolekula H™ és OH katalizalt
protoncsere folyamatainak a [Gd(DOTA)(H20)] komplex relaxivitdshoz valo hozzajarulasat ki

tudtak mutatni savas és ligos tartomanyban alacsony (273 K) hdmérsékleten. %!

V.3.2 A koordindlt alkoholos -OH csoportokon taldalhato protonok cserefolyamatai
A Gd(IIT)-komplexekben koordinalt ligandumok -OH csoportjainak (23. és 25. dbra) protonjai

is részt vehetnek cserefolyamatokban az olddszer vizmolekulak protonjaival.lP?!-F27] A klinikai
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gyakorlatban alkalmazott makrociklusos Gd(III)-komplexek koziil a Gd(HP-DO3A)
(ProHance) szintén tartalmaz labilis protonokat hordoz6 koordinalt -OH csoportot (25 abra). A

Gd(HP-DO3A) komplex relaxivitasa a pH fiiggvényében a 26. dbran lathato.
10

Gd(L)H-1p, is+os

GdLr1 istos

rp (MM-1s-1)
O=_2MNOAATOD~N0 O
1 1

8 9 10 11 12 13

26. abra A Gd(HP-DO3A) relaxivitasa a pH fliggvényében. A Gd(HP-DO3A) protoncsere-
(1P"), belsd és kiilsd szféras (r17°%) folyamataik hozzajarulasa a relaxivitashoz ([GdL]=1,0
mM, 20 MHz, 0,15 M NaCl, 298 K) Ref. [F2!]

A Gd(HPDO3A) relaxivitasanak pH fiiggése alapjan megallapitottuk, hogy az rip értékek
fliggetlenek a pH-tol a pH=2,5 — 7,5 tartomanyban, mig pH>7,5 esetében a relaxivitas érté¢kek
nének a pH novekedésével (71, — pH=10,5), ami az -OH protonok OH" katalizalt cseréjével
értelmezhetd. Az rip — pH adatparok alapjan a Gd(HP-DO3A) protoncsere folyamatainak
relaxivitashoz vald hozzdjaruldsa a pH=7,5 — 13,0 tartoményban figyelhetdé meg, ami
hozzaadodik a Gd(Ill)-komplex belsd ¢és kiilsd szférds relaxacios sebességet noveld
hatasaihoz.[?!) A Gd(HP-DO3A) és szarmazékai protoncsere folyamatait jellemzd egyensulyi
¢s kinetikai paraméterek a 19. tablazatban lathatoak.

A Gd(HP-DO3A) alkoxid csoportjanak protonalddasi allanddja pK=11,31 (0.15 M NaCl, 25°C)
relative nagy, de Iényegesen kisebb, mint a metilat anion protondlodasi 4llanddja
(pK=16,60)3131, ami egyértelmiien jelzi a Gd(III)-ion és az alkoholos -OH csoport kozotti erés
kolcsonhatast. Azonban a Gd(HP-DO3A) alkoholos -OH csoportjanak nagy pK értéke
aldtdmasztja az -O" csoport bazikussagat (az -OH csoport kisebb savassagat), aminek
koszonhetden a protoncsere folyamatok lényegi hozzdjaruldsa a relaxivitds értékekhez csak
bazikus tartomanyban alakulnak ki. A Gd(HP-DO3A) alkoxid csoportjanak pK értéke alapjan
az -OH csoport H' katalizalt protoncseréje szintén hozzajarulhat relaxivitisahoz savas
tartomanyban (pH<2), ahol a Gd(III)-komplex disszociacidja is lejatszodhat. A GA(HP-DO3A)
relaxacids paraméterei alapjan megallapithato, hogy az -OH proton longitudinalis relaxacios

ideje (TH1p=4,5 us) kozel fele a belsd szféras vizprotonok Tim relaxacios idejének (7Hiv=9,0
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ps). Az -OH protonok 1ényegesen rovidebb 71 relaxacios ideje a Gd(HP-DO3A) komplex

szerkezeti sajatossagaival magyarazhato.[F2!l

------

jellemzd kinetikai és relaxacids paraméterek (20 MHz, 0,15 M NaCl, 298 K)

pK Tip" kn kon ks logKadL tin
(-OH)"  (ns) (s (M s (s (6ra)
Gd(HP 43+ (5,310,4) ; 7e
DO3AY RENONNY - 10 - 23,8"  1,7x10
Gd(CF3-
HPD(o3i)a 6,90(4)  5+1 - - - - -
Gd(HpA™ 56+ (2,140,2
Dé)?)A)b 673¢4) > ( ot ) - 1841(2)  3.0x107
Amd
BN e FE OSSO
: Amd +
g
Gd(HP“a® 8,5+ (1,5£0,2) (1,7+0,4) ;
DO3AY 9,58(3) o ol 10 - 19,26(3)  2,1x10
Gd(Ph- 3,1+ (8£1) S
HpDO3A)Y 1209 - o (5.6£0.5)x10 - -
Gd(An- 3,2+ (3,80,2)
HPDO3A)! 9.93(1) 0,3 - x10° - B B
Gd(Bz- 3,6+ (3,7+0,3)
HPDO3A)! 10,35(1) 0,1 - x10° - B B
(3,4+0,4)x10°
¢ 3,0+ B (8£1) (%ks) 6
GdL1 12310 5 (10° (10202108 20,25(4)  4,8x10
(N+OkB)
. 3,1+ ~ (2,540,5)  (7,310,7)x10° ;
GdL2 11,562) 73 e k) 19,66(8)  2,6x10

@ Ref[P2ll;  bRef[P23;  cReflPP];  dRef[P22 Gd(Ph-HP-DO3A):  pKpheno=8,49(2), Gd(An-HP-DO3A):
PK anitine=3,57(1), Gd(Bz-HP-DO3A): pKpenzoate=3,37(1) (0,15 M NaCl, 25°C); °Ref,*?*, GdL1: pKpos=4,00,
pKn=7,36, GAL2: pKpo3=4,49, pKxu=7,98 (0,15 M NaCl, 25°C); f Ref, B4, (0,1 M MesNCl, 25°C); & Ref,[P2; b
pH-potenciometria: 25°C, 0,15 M NaCl

A Ln(DOTA) komplexekhez hasonléan a Ln(HP-DO3A) komplexek acetdt karjainak
helicitasatol (A €s A) és a makrociklusos gylirii etilén csoportjainak térallasatol (AAAA/ 5000)
fiiggden két egymasba viszonylag gyorsan atalakulé diasztereomerje fordul eld oldatfazisban,
amelyek ,,egysapkas” négyzetes antiprizmds (SAP: A(MAL)/A(8000)) és az ,.egysapkas”
csavart négyzetes antiprizmas (TSAP: A(6600)/A(MAL)) szerkezettel jellemezhetdek (22. dbra).
Az SAP és TSAP izomerek aranya 3:202°! A Gd(HP-DO3A) komplex dominins SAP
izomerében a Gd™ — OH: és Gd™ — OH kotéstavolsag rendre 2,51 A és 2,32 A 2551, Mivel a
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protonok relaxacidja paramagneses fémionokkal kialakitott dipol-dipol kolcsonhatdson
keresztiil jatszodik le és a protonok 71 relaxacids idejét Iényegesen befolyasolja a rGda-n tavolsag
(THp ~ 1%Ga-n), igy az -OH proton lényegesen rovidebb Tip relaxicios idejét a kisebb Gd' —
OH kotéstavolsag eredményezi. Feltételezhetéen a GA(HP-DO3A) SAP és TSAP izomerjeinek
protoncsere folyamatai analdg moddon jatszodnak le, amelyek relaxometrids modszerrel
egymastol megkiilonboztethetetlenek. A Gd(HP-DO3A) komplex protoncsere folyamatain
keresztiil lejatszodo relaxacios sebesség noveld hatasaban kulcsszerepet jatszik az -OH proton
diffizié kontrolalt OH™ ion 4altal katalizalt cserereakcidja az olddszer vizprotonokkal
(kon=5,2x10° Ms! 19 tablazat).?!! Figyelembe véve a Gd(HP-DO3A) protoncsere
folyamatait jellemzd kon sebességi allandot és THip relaxacios id6t megallapithato, hogy a
protoncsere relaxivitdshoz vald hozzajarulasa cserekontrollalt (7Hip<<1/(kon[OHT])) a
pH<10,5 esetében, mig a Iényegesen gyorsabb protoncserének koszonhetden relaxacio
kontrollalt (7Hp>>1/(koun[OH])) a pH>10,5 értékeknél. Ezek mellett szintén kijelenthetd,
hogy az -OH protonok viz, mint Brensted bazis 4ltal katalizalt cserereakcidi nem jarulnak hozza
a Gd(HP-DO3A) relaxivitasahoz. Azonban a CO3*", HEPES™ and PO4* anionok, mint 4ltalanos
bazisok katalizalhatjak a Gd(HP-DO3A) protoncsere folyamatait.l’>!l A Gd(HP-DO3A) COs%,
HEPES™ and PO4* anionok 4ltal katalizalt protoncsere folyamatait jellemzd sebességi
allandokat (logk) CO3*, HEPES™ and PO4+* anionok jelenlétében végzett 'H NMR relaxometrias
vizsgélatok eredményeibdl szamitottuk, amelyek a 27. &brdn lathatdéak a protoncserében

résztvevd donor €s akceptor protonalddasi allandoi kiilonbségének fiiggvényében (ApK). A 27.

abran lathato gorbét a 28. egyenlettel szamitottuk idedlis protoncsere és ko = kon
feltételezésével.
12
10 | —»
< 8
XS
4 |
2 |
0 I I I I I I I I

27. abra A Gd(HP-DO3A) complex -OH csoportjanak HEPES -, CO3*~-, PO4* - és OH -
ionok 4ltal katalizalt protoncsere folyamatait jellemz6 sebességi allandok (logk) a ApK
fliggvényében (HEPES: pk=7,30(2), CO3*: pK=9,80(1), PO+*: pK=11,72(1), 25°C, 0,15 M
NaCl). Ref.[F21]
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A 27. abra alapjan megallapithatd, hogy a Gd(HP-DO3A) komplex -OH csoportjanak
protoncsere folyamatai az altalanos protontranszfer feltételezett mechanizmusanak megfelelden
jatszodnak le, ami magéban foglalja a protonalt bazis és az oldoszer vizmolekulak kozotti gyors
komplex -OH csoportjanak protoncsere folyamatai alapjan megallapithato, hogy a kiilonb6z6
bazisok, mint a protoncsere katalizatorai lényegesen befolydsolhatjdk a protontransfer
relaxivitdshoz vald hozzéjaruldsat. Azonban a protoncsere, mint relaxacio sebességet noveld
hatas csak abban az esetben alkalmazhaté diagnosztikai célokra, ha az rip®" hozzajarulas
semleges vagy enyhén savas tartomanyban éri el a maximumat. A testfolyadékokban szdmos
konjugalt sav-bazis par talalhatéd (szerves savak, aminosavak, fehérjék), amelyek pK értéke 7-
hez kozeli, 37315 de koncentracidjuk elmarad a protoncsere hozzajarulas eléréséhez sziikséges

hatarértékektol.

2.0

r® (mm's™)
-—
o
|

0.0

6 7 8 9 10 11 12 13
pH

28. 4bra Modellszamitas: CO3* és OH" katalizélt protoncsere relaxivitashoz vald
hozzajarulasa (r1*") a pH fiiggvényében (pKdonor=6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, 11,0, 12,0 és 13,0;
[CO3% =25 mM, THp=4,5 us). Ref.[P?!]

Ezzel szemben a karbonat ion koncentracidja kiugréan magas a testfolyadékokban jelenlévo
bazisok koziil ([CO3* =25 mM).2*) A karbonat ionok viszonylag nagy koncentricidja
ellenére a Gd(HP-DO3A) COs* ion 4ltal katalizalt protoncsere folyamatai fizioldgias
feltételek mellett nem jarulnak hozza szamottevéen az olddszer vizprotonok relaxdcios
sebesség novekedéséhez a CO3* ion -O csoporttdl lényegesen elmaradd béazicitisa miatt. A
COs* ion 4ltal Kkatalizalt protoncsere folyamatok relaxivitishoz valé maximalis
hozzajarulasanak elérése érdekében lényegesen csokkenteni kell a Gd(III)-komplexben
koordinalt -OH csoport bazicitasat (pK-jat). A COs* ion 4ltal Kkatalizalt protoncsere
relaxivitashoz torténd maximalis hozzdjarulasdhoz modellszdmitasokat végeztiink az idedlis

alkoxid -O" csoport pK értékének megallapitasara az 27., 28. és 29. egyenletek segitségével
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([CO3* =25 mM, pKc03=9,8, 0,15 M NaCl, 25°C).[P2!] A kiilénb6z6 pK értékkel jellemezhetd
proton donorok esetében kapott 71, értékek a pH fliggvényében az 28. dbran lathatoak. A
modellszamitisok eredményei alapjan megallapithatd, hogy a COs* katalizalt protoncsere
hozzajarulas maximuma a bazikus tartomany felé tolddik a proton donor bazicitasanak (pKdonor)
novekedésével. A COs> Kkatalizdlt protoncsere maximdlis hozzdjarulasa (r1™) fizioldgias
feltételek mellett (pH=7,4) abban az esetben érhetd el, ha a proton donor és a CO3* ion
bazicitiasa dsszemérhetd (pKdonor= 9).F2!]

A Gd(HP-DO3A) komplex -OH csoportja protoncsere folyamatainak kiilonb6z6 konjugalt sav-
bazis jelenlétében végzett 'H NMR relaxometrids vizsgalata alapjan egyértelmii, hogy a -O
csoport bazicitasanak csokkentése elengedhetetlen a diagnosztikai felhasznalas szempontjabol
fontos maximalis protoncsere hozzdjarulas elérése érdekében. Ezért az alkoxid -O° csoport
bazicitidsanak csokkentése érdekében a Gd(HP-DO3A) komplex hidroxi-propil oldallancaban
talalhato elektron donor -CH3 csoportot az elektron szivo -CF3, -COOH, -CO-NHz, -CO-NH-
Bz és —CO-N(Pip) csoportokra cseréltiik (25 4bra).[P21.P23-P25] A pH-potenciometrids vizsgalatok
alapjan megallapitottuk, hogy az oldallancban talalhat6 elektron szivo -CFs, -COOH, primer,
szekunder ¢€s tercier amid csoportok 1ényegesen lecsokkentették a Gd(II1)-komplexben talalhato
alkoxid -O" csoport bazicitasat a GA(HP-DO3A) komplexhez viszonyitva (ApK=-2 - -5, 19
tablazat). A Gd(CF3-HP-DO3A) komplex relaxivitasdnak pH fliggése alapjan megallapithato,
hogy az r1p értékek nének a pH= 5 — 8 tartomanyban, majd allandéak bazikusabb koriillmények
kozott (rip= 4,75 mM! s, 29. abra), ami a lényegesen gyorsabb vizcserével rendelkezé

Gd(CF3-HPDO3A)H.; részecskéhez rendelhetd.[F2!]

5.5

5.2
4.9 -

2
s
E s
<

4.3
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29. abra. A Gd(CF3-HP-DO3A) complex relaxivitiasa pH fliggvényében HCO3/CO3*",
H2PO,/HPO4 /P04~ és HEPES™ jelen- és tavollétében (@). ([CO3> =45 mM (M), [PO+>
]=45 mM (A) és 1,0 mM (<), [HEPES]=45 mM (@), 400 MHz, 0,15 M NaCl, 25°C).
Ref.[F21]
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Mivel a OH" ion koncentrécioja kicsi a pH=5 — 8 tartomanyban, igy a Gd(CF3;-HP-DO3A)
komplex -OH csoportjanak OH™ katalizalt protoncsere folyamatai nem jarulnak hozza a
relaxivitas értékekhez. Azonban a HPO4*~, HEPES~ és HCO;~ bazisok &ltal katalizalt
protoncsere folyamatok lényegesen hozzajarulnak a Gd(CF3-HP-DO3A) komplex
relaxivitdsadhoz a pH=5 — 8 tartomdnyban. Meglepé modon a Gd(CF3-HP-DO3A) protoncsere
folyamatait jellemzd & sebességi allando értéke a kovetkezd sorrendben valtozik:
HCO3*<HEPES <HPO4>". A lényegesen kisebb bazicitissal jellemezhetd HPO4*~ ion 4ltal
katalizalt protoncsere nagyobb hozzajarulasat a hidrogén kotések kialakulasaval képzddo
Gd(CF3-HP-DO3A) - HPO4*~ adduktum (,,double hydrogen-bonded” koztitermék) nagyobb
stabilitdsaval és a proton donor ¢s akceptor kozott kialakuld hatékonyabb protoncserével lehet
értelmezni.[P2!!

Az oldallancban primer-, szekunder- és tercier-amid csoportokat tartalmazo Gd(HP-DO3A)
szarmazékok (25. abra) relaxivitdsanak pH fiiggése alapjan (30. dbra) jelentds protoncsere
hozzajarulas figyelhetd meg savas tartomanyban (pH<7, 30. dbra). Az olddszer vizprotonok
savas koriilmények kozott mért relaxacids sebesség ndvekedését a GA(HPA™-DO3A),
Gd(BzHPA™-DO3A) and Gd(PipHPA™-DO3A) komplexek esetében jelentésen befolyasolja
az oldallancban taldlhat6 labilis amid protonok szama: -CO-NH2> -CO-NH-Bz > —-CO-N(Pip)
(30. 4bra).[P»]

1

GdLr is+os
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Gd(L)H-1, is+
(L) r1|s 0s

r, (MM-1s)
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O=_2NWhPhOONODOO
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pH

Gd(L)H-1, is+os

:I é é 1‘0 1‘1 12
pH
30. abra. GA(HPA™DO3A) (A), Gd(BzHPA™DO3A) (B) and Gd(PipHPA™DO3A) (C)

komplexek relaxivitasa a pH fiiggvényében. ([GdL]=1,0 mM, 20 MHz, 0,15 M NacCl, 25°C).
Ref.[F%]
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A Gd(HPA™-DO3A), Gd(BzHPA™-DO3A) és Gd(PipHP*™-DO3A) komplexek savas
tartomanyban mért relaxéacios sebesség noveld hatasa az oldoszer viz részvételével az alkoholos
-OH és amid protonok kozott kialakulo H' katalizalt kétoldali szimultan protoncsere

mechanizmussal értelmezhetd (,,double-site proton-exchange mechanism”, 31. abra).F%3

H
!
Hoy M @ H Ho oA
3+ H—0 3+ ®
Gd®... W G Jg M
0 —_— o’
' P ' P
N\ H\ M N H\ M
N o N 0
/ H H / H H
TL u H
S
H---"9=H
H\N/H ,H H\N/ ."
N O~y G g ]S 2o
Gd°=. i '
i - J:o
. ! H H
N L@ H N o
1 (@) / H N
2 WO

31. abra. Az alkoholos -OH és amid -CONHa- protonok H" katalizalt cserereakciojanak
mechanizmusa a Gd(HPA™-DO3A), Gd(BzZHPA™-DO3A) and Gd(PipHPA™-DO3A)
komplexek esetében. Ref. [F?*]

A Gd(HPA™-DO3A), Gd(BzHPA™-DO3A) és Gd(PipHPA™-DO3A) komplexek relaxometrias
vizsgalata alapjan megallapithato, hogy az alkoholos -OH csoport H" katalizalt protoncsere
folyamatok relaxivitashoz valé hozzéjaruldsa csak abban az esetben szamottevd, ha protikus
funkcids csoport talalhaté az alkoholos -OH csoport kozvetlen kozelében. A protikus és
aprotikus funkciés csoportok hatasat a Gd(III)-komplexek protoncsere hozzéjaruldsara az
oldallancban -COOH és COOMe csoportokat tartalmazd Gd(HP®®-DO3A) és Gd(HP**™M.
DO3A) esetében tanulmanyoztuk (25. abra).l’?’! A -COOH csoportot tartalmazé Gd(HP®-
DO3A) komplex relaxivitasa rip= 6,6 mM™' s7! értékrol csokken az 5,1 mM' s értékig a pH
novekedésével a pH=3,0 — 7,5 tartomdnyban. A pH tovabbi ndvelésének hatdsara az rip értékek
maximum gorbe szerint valtoznak Ggy, hogy a maximalis relaxivitdst pH=9,5 esetében érik el
(32. 4bra). Ezzel szemben a Gd(HP**®.DO3A) komplex relaxivitisa fiiggetlen a pH-t6l a
pH=4,0 — 7,5 tartomanyban, mig az r1p értékek kismértékii novekedése figyelheté meg pH>8.0
értékeknél (32. abra). A Gd(HP**>-DO3A) komplex relaxivitasanak szokatlan pH fiiggésének
értelmezéséhez figyelembe kell venniink a -COOH ¢és -OH csoportok deprotonalddasat a pH=3-
5 és 8-11 tartomanyokban, valamint az alkoholos -OH ¢s a szomszédos protonalt/deprotonalt
karboxilat csoport kozott kialakulo H' Kkatalizalt protoncsere folyamatokat az olddszer

vizmolekuldk jelenlétében. Ezzel szemben a Gd(HP“®-DO3A) komplex esetében az
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aprotikus -COOMe csoport jelenléte nem teszi lehetdvé az -OH csoport H' katalizalt
protoncsere folyamatainak lejatszodasat. Mindkét Gd(HP®*®-DO3A) és Gd(HP**®™-DO3A)
komplex esetében a pH>8,0 esetében tapasztalt relaxivitas novekedés a Gd(HP-DO3A)
komplexhez hasonldéan az -OH csoport OH ion 4&ltal katalizalt protoncsere folyamataihoz
rendelhetd. A Gd(HP®**-DO3A) és a Gd(HP*“®-DO3A) komplexek relaxivitasanak eltéré pH
fliggése alapjan megallapithatd, hogy a H' katalizalt protoncsere hozzajarulds kialakuldsahoz
elengedhetetlenek az intramolekularis protoncsere folyamatok az alkoholos -OH ¢és a
szomszédos protikus funkcids csoportok kozott, ami valdszinlileg kétoldalu szimultan
protoncsere mechanizmussal jatszoédik le hidrogén kotések kialakuldsaval a koordinalt

alkoholos -OH és a szomszédos karboxilat csoportok kozott (31. abra).[P?!

8
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32. abra. A Gd(HP®**-DO3A) (A) és GA(HP*®.DO3A)-ester (B) relaxivitas értékei a pH
fliggvényében. ((GdL]=1.0 mM, 20 MHz, 0,15 M NaCl, 25°C). Ref.[F?]

Az oldallancban -CHs, -CF3, -COOH, -CO-NHz, -CO-NH-Bz, -CO-N(Pip), -COOH ¢és -
COOMe csoportokat tartalmazdo Gd(HP-DO3A) szarmazékok 'H NMR relaxometrias
vizsgalatai alapjan megallapitottuk, hogy a protoncsere folyamatok relaxivitdshoz torténd
hozzajarulasat lényegesen befolydsolja a katalizatorként viselkedé savak és bazisok

P21,P23,P25]

koncentracidja (29. egyenlet).! Gyakorlati felhasznalas szempontjabol a Gd(III)-
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komplexek a protoncserén alapulé6 MRI kontrasztanyagként valé alkalmazasanak egyik
kovetelménye az olddszer vizprotonok relaxacios sebességnoveld hatdsanak fiiggetlensége a
testfolyadékokban jelenlévo lehetséges katalizatorok koncentracidjatdl. Ennek megfeleléen a
Gd(HP-DO3A) komplexben 1évé -OH csoport protoncsere folyamatai katalizalhatoak olyan
megfeleld bazicitasti funkcids csoportokkal, amelyek az alkoholos -OH csoport kdzvetlen

kozelében talalhatoak (33 abra).[??]

Oldészer vizmolekulak
kg " N

\\ /, \ t/ - \\ /’ O O
Gas+ H kg G+ TP
W
H+

33. abra. Az intramolekuléris protoncsere folyamatok feltételezett mechanizmusa. Ref.[F??]

Az altalunk feltételezett reakcidmechanizmus értelmében az intramolekularis protoncsere az
alkoholos -OH csoport és a szomszédos bazis kozott kialakuld hidrogén kotésen keresztiil
jatszodik le, amelyet a protonalt bazis gyors deprotonalodasa kovet az oldoszer vizmolekulak
részvételével. A ks és kB sebességi allandok rendre az elére és visszafelé irdnyuld auto-
katalizalt protoncsere folyamatokat jellemzd sebességi allandok, amelyeket a protoncsere
folyamatokban résztvevd donor as akceptor bazicitasanak figyelembevételével szdmithatunk a
28. egyenlettel ,steady-state” korilményeket feltételezve a hidrogén kotéses adduktum
képzddésére (k=k és k-p=k az elOre és a visszafelé lejatszodo protoncsere folyamatok sebességi
allandoi). Idealis protoncserét feltételezve a 28. egyenlet értelmében a reakcid sebességet a
donor ¢és akceptor bazicitdsanak kiillonbsége hatarozza meg (ApK=pKdonor — pKakeeptor).
(20. talazat) a Gd(Ph-HP-DO3A), Gd(An-HP-DO3A) ¢s Gd(Bz-HP-DO3A) komplexek ApK
értékei rendre 3,60, 6,36 és 6,98.17221 A ApK értékek alapjan a 28. egyenletnek megfeleléen a
leggyorsabb protoncsere folyamat az alkoholos -OH ¢és a szomszédos funkciods csoport kozott a
Gd(Ph-HP-DO3A) komplex esetében valoszintsithetd. A Gd(Ph-HP-DO3A) komplex
relaxivitasanak pH fliggése alapjan (34. abra) az r1p értékek a pH=7,0 — 9,5 tartomanyban
nének, majd kozel allandoak kismértékii novekedéssel pH=11,0-ig. Ezzel szemben a Gd(Bz-
HP-DO3A) ¢és Gd(An-HP-DO3A) komplexek esetében az r1p értékek ndvekedése csak pH>7,5
esetében kovetkezik be €s a maximalis relaxacios sebességnoveld hatast is csak 1ényegesen

nagyobb pH-n (pH=10,2 és 10,0) érték el (34. abra).
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34. abra A Gd(HP-DO3A) (®), Gd(Bz-HP-DO3A) (®), Gd(An-HP-DO3A) (M) és Gd(Ph-
HP-DO3A) (A) komplexek relaxivitasa a pH fiiggvényében. (400 MHz, 0,15 M NaCl, 25°C).
Ref [Pl

A Gd(Bz-HP-DO3A) ¢és Gd(An-HP-DO3A) komplexek alkoholos -OH csoportjai a Gd(HP-
DO3A) komplexhez hasonléan OH™ ion altal katalizalt protoncsere folyamatokban vehetnek
részt, ami eredményezheti az r1p értékek ndvekedését a pH>7,5 értékeknél (komn, 19. tablazat).
Ezzel szemben a Gd(Ph-HP-DO3A) komplex relaxivitasanak novekedését az alkoholos -OH ¢és
a deprotonalt fenolat -O™ csoportok kozott kialakuld auto-katalizalt protoncsere folyamatokkal
lehet magyardzni (ks, 19. tdblazat). Az Gd(Ph-HP-DO3A) komplex rip értékeinek pH>9,5
esetében tapasztalt kismértékii ndvekedését az alkoholos -OH csoport OH™ ion altal katalizalt
protoncsere folyamatainak hozzajarulasa eredményezi (kow, 19. tablazat).[P2%

Az Gd(Ph-HP-DO3A) komplex "H NMR relaxometrias vizsgalatai alapjan feltételezhetd, hogy
az alkoholos -OH csoport protoncsere folyamatait akar egynél tobb megfeleld bazicitast
funkcids csoportok is katalizalhatjak szimultan. A kiilonb6z6 bazicitasti funkcids csoportok
altal szimultan katalizalt protoncsere vizsgalata érdekében tanulméanyoztuk az oldallancban az
alkoholos -OH csoport mellett foszfonat-, szekunder- és tercier-amino csoportokat tartalmazo
Gd(HP-DO3A) szarmazékok olddszer vizprotonok relaxacids sebességére gyakorolt hatdsat
(GdL1 és GdL2, 25. abra).[’?*l A GdL1 és GdL2 komplexek relaxivitasanak pH fiiggése (35.
abra) alapjan megallapithato, hogy mindkét Gd(I11)-komplex esetében az rip értékek pH=2,5 —
6,0 és pH=6 - 10 tartomanyokban nének a foszfat és az amino csoport deprotonalodasaval, ami
az alkoholos -OH csoport foszfonat -O™ (®ks, 19. tablazat) és az amino N (N*Oks, 19. tablazat)
altal katalizalt protoncsere folyamatok relaxivitashoz val6 hozzajarulasaval értelmezhetok. A
GdL2 komplexben az alkoholos -OH csoport szekunder amino-NH altal katalizalt protoncsere

folyamatai a pH=6 — 10 tartoméanyban az oldoszer vizprotonok relaxacios sebességét csak kis
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mértékben novelik az -OH és -NH protonok kozott kialakuld elektrosztatikus taszitas

kovetkeztében.
10
A
8 _|
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35. abra. A GdL1 (A) és GdL2 (B) komplexek relaxivitasa a pH fliggvényében. (20 MHz,
0,15 M NaCl, 25°C). Ref.[P?4
A Gd(Ph-HP-DO3A), GdL1 és GdL2 komplexek auto-katalizalt protoncsere folyamatainak
részletes tanulmanyozasa soran nyert eredményeink ramutattak, hogy az alkoholos -OH proton
OH’ ion altal katalizalt cserefolyamatai az olddszer vizmolekulakkal egy-két nagysagrenddel
lassabban jatszodnak le (kon, 19. tablazat), mint a Gd(HP-DO3A) azonos folyamata. A Gd(Ph-
HP-DO3A), GdL1 ¢és GdL2 komplexek egyenstlyi sajatossagai alapjan megallapithato, hogy
mindharom Gd(IIT)-komplex alkoxi-O" csoportjanak protonaldédasi allanddja (pKown)
lényegesen nagyobb, mint a Gd(HP-DO3A) komplexé az oldallancban talalhatdé bazikus
fenolat, foszfonat, szekunder- és tercier amino csoportoknak az alkoholos -OH protonnal
kialakitott erds hidrogén kotéseinek koszonhetéen. Ezek egyuttal a OH™ ion altal katalizalt

intermolekuldris protoncsere folyamatok lassuldsat eredményezik.[F22-P24]

V.3.3 A hidroxi-propil oldallancban taldlhato funkcios csoportok hatisa a GA(HP-DO3A)
szarmazékok egyensulyi és kinetikai sajdtossagaira
A kilonféle fémkomplexek in-vivo diagnosztikai vizsgéalatokban ¢&s terapids

kezelésekben torténd alkalmazéasanak alapvetd feltétele a nagy termodinamikai stabilitasuk €s

kinetikai inertségiik.[*>?331¢) A Gd(HP-DO3A) analég komplexek egyensulyi és disszociacid
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kinetikai sajatossagait részletesen tanulméanyoztuk fiziologiashoz kozeli feltételek mellett."2 A
koordinal6dé alkoholos -OH csoportot tartalmazod oldallanc modositasa jelentdsen
befolyasolhatja a képz6dé Gd(HP-DO3A) szdrmazék komplexek termodinamikai ¢&s
disszociaciods kinetikai viselkedését. A vizsgalt Gd(Ill)-komplexek és a Gd(BT-DO3A) (3.
abra) stabilitasi allanddi nagyon hasonldak (logKcdr, 19. tdblazat) és 1 — 5 nagysagrenddel
kisebbek, mint a Gd(DOTA) és Gd(HP-DO3A) komplexek logKadr értékei. (Gd(DOTA):
logKcaL=24,7, GA(BT-DO3A): logKcar=18,7, 0,1 M NaCl, 25°C; ).['352 A makrociklusos
ligandumok gylrti nitrogénjeinek protonalddasi allandoi 0,15 M NaCl jelenlétében tobb
nagysagrenddel kisebbek, mint 0,1 M KCI vagy 0,1 M MesNCl oldatokban, ami a teljesen
deprotonalt ligandum és a viszonylag kisméretli Na'-ion kozott kialakuld kolcsonhatassal
értelmezhetd. A DOTA ¢és BT-DO3A ligandumok Na(I)-komplexeinek stabilitasi allandoi
rendre logKnar=4,38 és 2,32.113523% A Gd(HP-DO3A) szarmazékok 0,15 M NaCl ionerésség
jelenlétében kapott stabilitasi allandoi 1ényegesen kisebbek, mint a Gd(HP-DO3A) 0,1 M
MesNCl oldatban mért stabilitasi allanddja (GA(HP-DO3A): logKaar=23,8, 19. tablazat),3!4!
ami a HP-DO3A ligandum gyliri N donoratomok 0,1 M MesNCl oldatban meghatarozott
nagyobb protonadlodasi allanddja eredményez. A Gd(HP-DO3A) szarmazékokban és a Gd(BT-
DO3A) komplexben a Gd(III)-koordinacidjaban négy gytiri N, harom karboxilat O- és egy
neutralis alkoholos -OH csoport vesz részt, mig a Gd(DOTA)™ komplex esetében a négy gytlri
N donoratom mellett négy karboxildt O° donoratom koordinalédik a Gd(III)-ionhoz, ami
erdsebb elektrosztatikus kolcsonhatast és ezaltal nagyobb stabilitasi allandot eredményez.
Mindazonaltal a Gd(HP-DO3A) szarmazékok stabilitasi allanddinak dsszehasonlitasa alapjan
megallapithatd (19. tablazat), hogy a hidroxi-propil funkcids periférias és nem koordinalodo
funkcids csoportjainak valtoztatdsa nem befolyéasolja a Gd(III)-komplex termodinamikai
sajatossagait.[P23:F25-P271

A Ln(DOTA) komplexek és szarmazékaik disszocidcios reakcioi altalaban H* katalizalt uton
nagyon lassan jatszodnak le a kiilonféle endogén fémionok (pl. Ca**, Zn?*, Cu** és Fe*)

1 [135,136,300,P2] A H

részvétele nélkii katalizalt disszociacio protonalt koztitermék képzddésével

torténik (a protonalédasban valdszinlileg egy karboxilat csoport vesz részt). A Ln(DOTA)

------

proton athelyezddése a karboxilat csoportrél az egyik gyliri N donoratomra, ami a Ln(III)-

ionnal kialakulé elektrosztatikus taszitds kovetkeztében kiszoritja a fémiont az N és O

------

.....
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savkatalizalt disszociaciot jellemzd sebességi allandd (k1) felhaszndlasaval fiziologidshoz
kozeli feltételek mellett.[P2P23-P25P271 A 5 értékek 6sszehasonlitdsa alapjan a GAd(HP-DO3A),
Gd(HPA™DO3A) és Gd(HP**DO3A) komplexek kinetikai inertsége nagyon hasonlo, igy
megallapithatd, hogy a -CONH2 és -COOH csoportok a hidroxi-propil oldallancon nem
befolyasoljék az eredé Gd(III)-komplex kinetikai inertségét.l’?>P23] Azonban a GdL1 komplex
disszociaciojat jellemzo 12 érték kozel 6tode a GAL2 és Gd(HP-DO3A) komplexekének, ami
jelzi, hogy az oldallancban talalhato tercier-amino csoport lényegesen lecsokkenti a Gd(HP-
DO3A) komplex kinetikai inertségét. Figyelembe véve a savkatalizalt disszociacio feltételezett
mechanizmusat az alkoholos -OH ¢és tercier amino-N donoratom kozotti erdsebb kdlcsonhatés

a GdL1 komplexben 1ényegesen gyengitheti az alkoholos -OH csoport koordinacidjat, ami

rrrrrr

V.3.4 A [Gd(Ph-HP-DO3A)(H:0)], [Gd(An-HP-DO3A)(H:0)], [Gd(Bz-HP-DO3A)(H:0)]
és [LuL1(H:0)]* komplexek szerkezeti sajatossdgai

Az Gd(Ph-HP-DO3A), GdL1 ¢s GdL2 komplexekben az alkoholos -OH protonok
intramolekularis auto-katalizalt cserefolyamatai feltételezhetéen az oldallancban taldlhato
szomszédos funkcios csoportokkal kialakuld hidrogén kotéseken keresztiil jatszodnak le. Az
alkoholos -OH ¢s a szomszédos funkcios csoportok kozott kialakuld hidrogén kotések
tanulmanyozasa érdekében vizsgaltuk a [Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-
DO3A)(H20)], [Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)]" ¢és [LuL1(H20)]* komplexek szerkezeti
sajatossagait egykristaly rontgendiffrakcios modszerrel [P24F261 A Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)],
[Gd(An-HP-DO3A)(H:20)], [Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)]" és [LuL1(H20)]* komplexek szilard
fazist szerkezete a 36. és 37. abrakon lathat6. A Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-
DO3A)(H20)] és [Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)]" komplexek kotésszogei és kotéstavolsagai a 20.
tablazatban taldlhatéak. A [Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-DO3A)(H:20)] és [Gd(Bz-
HP-DO3A)(H20)] komplexek szerkezete nagyon hasonlé a Gd(HP-DO3A) komplexéhez.[*]
Mindharom esetben az elemi cella két-két Gd(III)-komplexet tartalmaz, amelyekben a kiralis
(SAP:  A(AMMAL)/A(0380)) és ,egysapkas” csavart négyzetes antiprizmds (TSAP:
A(00338)/A(AAAL)) a karok helicitasatol és a makrociklusos gylirli orientacidjatol fiiggden (22.
abra). Mivel a Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-DO3A)(H20)] és [Gd(Bz-HP-
DO3A)(H20)] komplexek eldallitdsa racém ligandumokbol tortént, a kristdlyracsban azonos
mennyiségii R és S oldallanca Gd(III)-komplex talalhato.F2%) A Gd(HP-DO3A) komplexben és

szarmazékaiban a Gd(III)- ion a gylirli N és az oldallanc O donoratomok altal hatarolt sikok
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kozott helyezkedik el, mig a kilencedik koordinacids helyet ,,sapka” pozicidoban egy
vizmolekula foglalja el. A gyliri N és az oldallanc O donoratomok altal hatarolt sikok torzios
szoge a Gd(HPh-HP-DO3A), Gd(An-HP-DO3A) és Gd(Bz-HP-DO3A) komplexekben 41, 39
€s 40° a TSAP és 25, 25 és 23° a SAP izomerek esetében.

Ph(A)

36. abra. A Nax[Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)]2-10H20, [Gd(An-HP-DO3A)(H20)]2:2H20 és
[Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)]2:9H20 egykristalyokban talalhaté [Gd(Bz-HP(S)-DO3A)(H20)]
(Bz(A) ¢és Bz(B)), [Gd(An-HP(R)-DO3A)(H20)] (An(A) és An(B)) és [Gd(HPh-HP(S)-
DO3A)(H20)] (Ph(A) és Ph(B)) komplexek szilard fazisu rontgendiffrakcios szerkezete
Szinkod: Gd (z6ld), O (piros), N (kék) és C (sziirke). Ref. [P26]

Az alkoholos -OH oxigén (O1) csoport tavolsdga a protonalt fenol €s a deprotonalt benzoat

oxigén atomoktol a Gd(HPh-HP-DO3A) és Gd(Bz-HP-DO3A) komplexekben 4,12 és 4,26 A
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az SAP, illetve 4,10 és 3,93 A a TSAP izomerek esetében. Ezzel szemben a Gd(An-HP-DO3A)
komplex TSAP izomerében az alkoholos -OH (O1) és a deprotonalt anilin -NH2 csoportok
tavolsaga kozel 1,3 A-el rovidebb (2,90 A), mint a SAP izomerben (4,20 A). A Gd(An-HP-
DO3A) komplex TSAP izomerében mért rovid kotéstavolsag az alkoholos -OH és deprotonalt
anilin -NHa2 csoportok kozott kialakuld hidrogén kotéssel értelmezhetd. Az SAP izomerben az
alkoholos -OH ¢és deprotonalt anilin -NH2 csoportok kozotti nagyobb kotéstavolsag
feltételezhetden a gytiri N és oldallanc O donor atomok altal hatarolt sikok kozotti nagyobb

torzids szog és az anilin viszonylag nagy térkitoltésének kdvetkeztében alakul ki.[P2¢]

20. tablazat. A Gd(III)-ion koordinacids kornyezete a GA(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-
HP-DO3A)(H20)] és [Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)] komplexekben (kdtéstavolsig: A)

[Gd(Bz-HP(S)- [Gd(An-HP(R)- [Gd(Ph-HP(S)- [GAd(HP(R)-
DO3A)(H20)]? DO3A)(H:0)]* DO3A)(H20)] * DO3A)(H:0)]°
Bz(A) Bz(B) An(A) An(B)  Ph(A) _ Ph(B) 1 2
Gd— NI _ 2.633 2687 2626 2653 2611 2692 2,653 2.720
GI—N2 2,679 2717 2,658 2,646 2,631 2,721 2,638 2,69
Gd—N3 2,663 2,690 2,658 2724 2657 2677  2.648  2.622
Gd—N4 2622 2647 2,638 2670 2627 2,658 2,651 2,624
Gd— Ol 2428 2400 2472 2432 2384 2421 2397 2445
Gd—03 2405 2399 2380 2398 2409 2414 2384 2394
Gd—05 2368 2365 2324 2368 2386 2386 2315 2334
Gd—07 2346 2375 2339 2342 2353 2359 2344 2310
Gd—Ow 2422 2458 2432 2432 2426 2460 2507 2497
01-X 3,934 4256 2897 4250 4099 4,120 _ _
5475 5389
izomerek  AAAL)  A(S88) A(B888) AMIAL)  AQGAAL)  A(BSSS)  A(5585) AL
OrZIOSSZO8 3991 2329 3858 2537 41,13 2463  -3747  -26.83

O4—N4 (°)

a Ref. P2, X= O0C, NH,, OH; ° Ref. 2%

A [LuL1(H20)]* komplex szilard fazist egykristaly rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata
alapjan a kristalyracs centroszimetrikus és triklinik P-1 (No.2) tércsoportba tartozik.[F?*) A
Lu(Ill)-ion a négy gylrii N (N1, N4, N7 és N10), harom karboxilat- és alkoholos-O (O11, O30,
041 és O71) donoratom altal hatarolt koordinacids iiregben helyezkedik el, mig a kilencedik
koordinaciés helyet ,,sapka” pozicidban egy vizmolekula foglalja el (Lu—Ol: 2,367 A)
»egysapkds” négyzetes antiprizmas (SAP) koordinacids szerkezetet kialakitva. A Lu(Ill)-ion
tavolsdga a O11 - O30 - O41 - O71 és N1 - N4 - N7 - N10 donoratomok 4ltal hatarolt sikoktol
0,673 és 1,515 A. Az oxigén és nitrogén donoratomok altal alkotott sikok torzids szoge 38°. A
Lu(III)-ion 4tlagos kdtéstavolsaga a nitrogén és oxigén donoratomtél a 2,65 — 2,94 A és 2,18

2,37 A tartomanyba esik. Az alkoholos -OH oxigén (O30) csoport tavolsdga a protondlt
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foszfonat oxigén (O51) és a deprotonalt tercier-amino nitrogén (N50) donoratomoktdl a
[LuL1(H20)]* komplexben 3,63 és 2,96 A, amelyek egyértelmiien jelzik az intramolekuldris

hidrogén kotés rendszer kialakulasat a cserefolyamatokban résztvevd alkoholos -OH csoport

P24]

protonjanak részvételével.!

37. abra. A {(C(NH2)3)2[LuL1(H20)]}-3H20 egykristalyban talalhaté [LuL1(H20)]*
komplex szilard fazisu rontgendiffrakcids szerkezete. Szinkdd: Lu (zold), O (piros), N (kék)
és C (sziirke). Kotéstavolsagok (A): Lu—N1 2,65(6), Lu—N4 2,89(6), Lu—N7 2,68(13),
Lu—N10 2,94(8), Lu—0O1 2,29(4), Lu—O11 2,31(4), Lu—030 2,37(4), Lu—041 2,49(5),
Lu—071 2,18(4), 030—051 3,63(4) és O30—N50 2,96(4). Ref. P24

V.4. A nuklearis medicinaban alkalmazhaté Ga(III)- és Sc(III)-komplexek eléallitasa és
vizsgalata

A %Ga (B, t12= 67,71 perc) és “Sc (B, t12 = 3,97 6ra) izotopok PET vizsgalatokban torténd
felhasznalasa egyre népszeriibb a %Ge/®*Ga és a *Ti/*Sc generatorokbdl torténd
hozzaférhetdségiiknek kdszonhetden. A 8Ga** és **Sc** izotdpok in vivo alkalmazasa csak nagy
termodinamikai stabilitdsu és kinetikailag inert komplexek formajaban lehetséges, ami
biztosithatja a szelektivitast és a kis sugarterhelést egyarant. A ®Ga** és *Sc>* izotopok
komplexalasara a makrociklusos NOTA (®®Ga’*") és DOTA (%®Ga*" és **Sc*") ligandumokat és
szarmazékaikat alkalmazzdk, mivel ezek a ligandumok és bifunkcids szarmazékaik is
viszonylag egyszertien eldallithatok.'”181 A Ga’" és #Sc** izotop NOTA és DOTA
ligandumokkal torténd komplexédlasara jelenleg alkalmazott modszerek jelentds
aktivitasvesztést eredményeznek, amelyet fOleg a lassi komplexképzddési reakciok
okoznak. 18317318351 A makrociklusos ®Ga(Ill)- és **Sc(11I)-komplexek eldallitasat a reakcid
felgyorsitasa érdekében altalaban magas hémérsékleten végzik (>90°C), ami az oligopeptidet,
fehérjét vagy monoklonalis antitestet tartalmazéd bifunkciés NOTA és DOTA szarmazékok
esetében a bioldgiailag aktiv egységek denaturalédésa miatt nem elényds. A 8Ga’*t és #Sc**

izotoppal végzett jelzési folyamatok felgyorsitdsara a kutatdsok két irdnyban indultak el: 1) 4j
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kelatorok fejlesztése, melyek ©*Ga(Ill) és **Sc(Ill)-komplexei lényegesen gyorsabban
képzddnek, 2) a jelzési folyamatok hatékonysaganak novelése a fémizotdpok komplexalasakor
alkalmazott kisérleti koriilmények optimalasaval (pl. oldoszer elegy, pH, homérséklet,

ligandum felesleg, reakci6 1dd, stb).

V4.1 ®Ga’" és “Sct izotépok komplexdlisira alkalmazhaté szemi-makrociklusos
ligandumok tervezése, eloallitasa és fizikai kémiai sajdatsagaik jellemzése

Az AAZTA ligandum részletes komplexképzd és a Ln(AAZTA) komplexek egyensulyi
¢s kinetikai vizsgélatai soran kapott viszonylag nagy stabilitasi allandok, gyors képzddési és
lassu disszociacids tulajdonsagok alapjan (V.2.1 fejezet) feltételeztiik, hogy az AAZTA ¢és
szarmazékai (38. abra) jo komplexképzdi lehetnek a Ga®* és Sc** ionoknak a harom amino-N
és négy karoxilat-O donoratomok 4ltal kialakitott flexibilis koordinacids kalitkanak
koszonhetden. Meghataroztuk az AAZTA, CyAAZTA, DATA™ és PIDAZTA (L3 ¢és L4)
ligandumok (38. 4bra) protonalodasi allandéit, Ga** és endogén fémionnal (Ca?*, Zn?* és Cu*")
képzddd komplexének stabilitasi allandojat (0,1 M KCl és 0,15 M NacCl, 25°C), a Sc(AAZTA)
komplex stabilitasi allandojat, a Ga(Ill)-komplexek és Sc(AAZTA) kinetikai inertségét, a
Ga(IIl)- és Sc(AAZTA) komplexek szilard és oldat fazist szerkezeti sajatossagait és a %Ga®*
és  *Sc**  izotopokkal vald jelzési folyamataik hatékonysagat pH-potenciometrias,
spektrofotometrids, egykristaly rontgendiffrakcios, multinuklearis NMR spektroszkopids ¢és
radiokémiai mdodszerekkel.lP28-P321 A B3 integrin receptort célzé **Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))
komplex PET vizsgalatokban torténd eredményes felhasznalasat egészséges ¢€s 4T1 tumort

hordozo egérmodellek (BALB/c) esetében tanulméanyoztuk.P*2

HOOC (GOOH COOH HOOC COOH
Hooc—\N N HOOC— HiC HOOG— "
N : N N
S% T T
HOOC HOOC HOOC
CyAAZTA DATA™: R= CHs AAZTA: R= CHs
DATAS™; R= (CH,),COOH  CNAAZTA: R= (CH,);COOH
. HoN

HOOC—\ HOOC— ¢(RGDfK): o J=NH

NH H
(4R*,10aS*) (4R*,1 OaR*) N \2

HO

38. abra Az AAZTA-szarmazékok szerkezete

105



nczsozso /2 23

V. Eredmények és kovetkeztetések

Megallapitottuk, hogy a hat és hétfogn DATA™, DATA™, AAZTA, CyAAZTA, és L4
ligandumokkal képz6d6 Gal komplexek logKmL értékei kozel megegyeznek (21. tablazat). A
Ga(IlT)-ion koordinaciés szdma AAZTA és szarmazékaival képzett komplexeiben altalaban 6,
igy a hétfogh AAZTA, CyAAZTA, és L4 ligandumok egyik karboxilat csoportja nem vesz részt
a Ga(Ill) koordinacidjaban monoporotonalt Ga(HL) részecskék képzddését eredményezve. A
Ga(DATA™) elsé protonalodasi allanddja a bifunkcids ligandum oldallancaban talalhatd
karboxilat csoport protonalodésahoz rendelhetd. Meglepd modon a Ga(L3) komplex stabilitasi
allandgja 3 logK egységgel kisebb, mint a hasonlé szerkezetli L4 ligandummal képz6d6é Ga(L4)
komplexé, ami az L4 ligandum nagyobb Osszbazicitidsaval (L3: ZlogKi'=23,50; L4:
TlogKi'=24,85) és a Ga(Ill)-ion szamara kialakitott koordinaciés iireg kedvezébb szerkezetével
értelmezhetd. A triaza- és tetraaza- makrociklusos ligandumokkal képz6dé Ga(NOTA) és
Ga(DOTA)" komplexek stabilitasa 8 és 5 nagysagrenddel nagyobb, mint a Ga(AAZTA)
stabilitasi allandoja. Az AAZTA és szarmazékai altal kialakitott Ga(Ill)-komplexek Ga(L)H-1
Osszetételll részecskét képezhetnek az egyik koordinalodo karboxilat csoport OH™ ionnal valo
helyettesitésével. A Ga(L)H-1 részecske képzddése az AAZTA, L3 és L4 ligandumok esetében
viszonylag alacsony pH-n jatszdodik le (pH>3), mig a Ga(CyAAZTA)H-1, Ga(DATA™)H.1 és
Ga(DATA ™)H.; részecskék fiziologiashoz kozeli pH tartoményban alakulnak ki.[P28-P31]

21. tablazat A Ga(Ill)- és Sc(Ill)-komplexek stabilitdsi és protonalddasi allandoi (25°C)

I logKmL logKmur  logKvna  logKmin1  logfvin-a

Ga(AAZTA)® 01,\%;5(31}/1 2,151 3,141y L141)  460(1)  16,57(1)
Ga(CyAAZTA)® Of<lcl\1/[ 21393)  4093)  2323)  7313)  14.0803)
Ga(DATA™Y® 21542)  242(2) - 6252)  15.29(2)
Ga(DATA™E sy 2141Q2)  4433)  2055)  6314)  1507(4)
Ga(L3)! Mol 1877G)  2.4103) _ 404(4)  14.74(4)
Ga(L4)! 21704)  25103) _ 3753)  17.9403)
Ga(NOTAY® 01M 29,63 0.9 _ 9.83 19,80
Ga(DOTA)T  MeiNCl 26,05 3.64 243 _ -
SC(AAZTA)" & Olgcl\l/[ 27.694)  0.86(3) _ _ _
Sc(DTPA)* " 0,1 M 27,43 1,36 - 12,44 14,99
Sc(DOTA)Y"  MeNCI 30,79 1.0 _ _ _

a Ref.[P28], b Ref.[P29]’ c Ref.[P3°], d Ref[P}l]’ ¢ Ref. [319]’ [f] Ref [194]’ g Ref[P32], [h] Ref [215]

A Sc(AAZTA) stabilitasi dllanddja nagyobb, mint a Sc(DTPA)* komplexé. Ezzel szemben a
DOTA Iényegesen nagyobb stabilitasi komplexet képez Sc(Ill)-ionnal, mint az AAZTA
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ligandum (21. tdblazat). Azonban a Sc(AAZTA)" latszolagos stabilitasa fiziologias pH értéken
(pSc=-log[Sc**]free, [Sc* Tw=10% M, [L]o=10"7 M) kdzel egy nagysagrenddel nagyobb, mint a
Sc(DOTA) komplexé (Sc(AAZTA): pSc=24,72; Sc(DOTA): pSc=23,92), ami a DOTA gytiri
N donoratomjai nagyobb bézicitasaval értelmezhetd (9. és 13. tdblazat).[F¥]

A Ga(AAZTA) és szarmazékai, valamint a Sc(AAZTA) kinetikai inertségét Cu**-
ionnal citrat segédligandum jelentlétében lejatszodo cserereakcioin keresztiil tanulméanyoztuk
pH=5 - 10 tartomanyban. Citrdt meggatolta a kicserélé Cu®* és a felszabaduld Ga*" és Sc**
ionok hidrolizisét a vizsgalt pH tartomanyban A fémioncsere reakcidkat jellemzd kinetikai

paramétereket a 22. tablazatban tiintettiik fel.

22. tablazat A Ga(IlI)- és Sc(Ill)-komplexek disszociacids folyamatait jellemzo kinetikai

paraméterek (25°C)
I ko sl kon /' ki/ kal st ty, / Ora
’ M'sti  M's'k  pH=74  pH=74
+
Ga(AAZTA)? 0.1 M (3;01—()9g4) 10+1 - 9,2x10°° 21
KCl +
Ga(CyAAZTA)® ¢ (1;71—09;1) 685 - 2,3x10°° 8,5
+
Ga(DATA™)® (8;01—0%2) 311 - 1,710 11,2
+
Ga(DATA’™)° 0.15 M (4;21—09g1) 1,2+0,1 — 4,3x10° 44
| +
Ga(L3) 4 NaC (1;41—09;1) _ _ 7.2x10% 0.27
+
Ga(L4) ¢ (451—09;2) 0,6+0,1 - 6,5x107 295
Ga(NOTA)® - - - - N(ephgiyl 3h)et
Ga(DOTA) llfcl\l/[ - 0,18  6,0x107 (p}?;zl 0)
Sc(AAZTA) ¢ Of<1cl\1/[ - - 0,1+0,01  4,0x107° 4,9x10*
b 0,1 M 3 3 % 13 8
Sc(DOTA) MeNCI 6x10 2.4x10 8,0x10

@ Ref.[P281 b Ref.[P2 ¢ Ref.[P301 d Ref.[P311 ¢ Ref, B9 f Ref, [194] ¢ Ref.[P32] B Ref. 215); 4k &s kon a Ga(L)H.1

crer

komplexek proton asszisztalt dissociacidjat jellemzo sebességi allando

A Ga(Ill)-komplex fémioncsere reakcidi dontden a Ga(L)H-1 részecske lassu spontan (ko) és

rrrrrr
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Meglepé médon a Ga(DATA ™)H.; részecske ko és kon sebességi allandoja Iényegesen kisebb,
mint a Ga(DATA™H.; komplexé, ami a DATA™ ligandum N donoratomjainak nagyobb
bazicitisaval és a Ga(lll)-ionnal kialakitott erésebb kolcsonhatdsaval értelmezhetd.*% A
Ga(L4)H-1 részecske kinetikai inertsége kozel 3 nagysagrenddel nagyobb, mint a hasonld
szerkezetli L3 ligandummal képzddd Ga(L3)H-1 komplexé a Ga(Ill)-ion szdmara kialakitott
koordinacids iireg kedvezdtlenebb szerkezete miatt.3!! A kinetikai paraméterek
Oszehasonlitasa alapjan a Ga(L4)H-1 inertsége Osszemérthetd az ,.etalonnak” tekinthetd
Ga(DOTA) komplexével 1194311

In vivo koriilmények kozott a Ga(Ill)-komplexek ligandumcsere reakcioba 1éphetnek a Fe(I1I)-
ion transzportfehérjéivel a Fe(IlI) és a Ga(III) kozotti nagymértékii hasonlosag miatt.18%2321 A
szervezetben taldlhato transzportproteinek koziil a transzferrin nagy stabilitdsi komplexet
képez Ga(Ill)-ionnal karbonat, mint szinergisztikus ligandum jelenlétében fiziologias

t.18%1 Mivel a human transferrin kozelitéleg 30%-ban telitett, igy a Ga(IlI)-

koriilmények kozot
komplexek kinetikai inertségét humén transzferrinnel lejatszodo ligandumcsere reakciok
vizsgalataival is tanulmanyoztuk fiziologias feltételek mellett (pH=7,4, 25°C, 0,025 M
NaHCOs, 0,15 M NaCl). Részletes kinetikai vizsgalatok alapjan a ligandumcsere reakciok
a transzferrin kozotti gyors reakcio kovet.[P28P31 A Ga(IlI)-komplexek és transzferrin kozotti
cserereakciok felezési ideje megegyezik a Cu?*-ionnal citrét jelenlétében hasonlé koriilmények
kozott lejatszodo fémcesere reakciok t12 értékeivel a fém- és ligandumcsere reakciok azonos
mechanizmusanak koszonhetéen.[P28-31]

A Sc(AAZTA) fémioncsere reakcioi a Gd(AAZTA) és szdrmazékaikhoz hasonldan (V.2.1

------

koztitermékek képzédésén keresztiil. ">l A kinetikai adatok alapjan a Sc(AAZTA)
savkatalizalt disszocidcidja egy nagysagrenddel lassabb, mint a Gd(AAZTA) esetében
(Sc(AAZTA): k1=0,1 M's!, GA(AAZTA): k1=1,0 M!s’!), ami a kisebb méretti Sc(IlI)-ion és
az AAZTA donoratomjai altal 1étrehozott koordinacids iireg hasonldé méretének kdszonhetd
(Sc*: 0.87 A, Gd*" 1.05 A). Meglepé modon a Gd(DOTA) ki sebességi allanddja kozel
harmada a Sc(DOTA) savkatalizalt disszocidciojat jellemzo sebességi allandonak (Sc(DOTA)
 ki=6X10° M!s”!; GA(DOTA): ki=1,8 X106 M!s7),215P2l ami a 12 tagh tetraza makrociklus
¢s a Gd(IIT) ion méretbeli hasonlosagaval értelmezhetd.

A Ga(AAZTA) és szarmazékaik oldatfazisu szerkezetét 'H, 13C és "'Ga NMR spektroszkdpias
modszerekkel tanulményoztuk. A Ga(AAZTA)H.1 részecske 'H és 3*C NMR spektruméaban a

274 — 298 K tartomanyban rendre 5 (4 multiplett és egy szingulett) és 8 jel talalhato, amelyek
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megfelelnek a ligandumokon taldlhaté metil-, metilén és karbonil csoportoknak jelezve a
inverzioja gyors folyamat az NMR iddskaldjan).[28] A Ga(AAZTA)H-1 komplexhez hasonloan
a fiziologias pH-n domindns Ga(DATA™)H.; és Ga(DATA ™)H. részecskék szintén flexibilis
szerkezettel jellemezhetdek.*”) Ezzel szemben az Ga(CyAAZTA)H.;, Ga(L3)H.i és
Ga(L4)H. komplexek 298 K-en felvett 'H NMR spektrumdban szdmos széles multiplett
talalhato, ami alatamasztja a CYAAZTA, L3 és L4 ligandumok szerkezeti merevségét.[P2-P31]
A Cu(H2AAZTA)-H20 egykristalyanak rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatai alapjan a
Cu(II)-ionhoz két nitrogén, egy exociklusos karboxilat €s a belsé szféras vizmolekula oxigén
atomok koordinalodnak ekvatorialis poziciokban, mig az axialis helyeket a masik gytrii
nitrogén és exociklusos karboxilat oxigén donoratomok toltik be torzult oktaéderes szerkezetet
kialakitva (két gytirii karboxilat csoport protonalva van).[’?®1 A Ga(AAZTA)H.1, Ga(L3)H.; és
Ga(L4)H.1 esetében hasonld oktaéderes szerkezetet feltételezve a Ga(Ill)-ion ekvatorialis
koordinacids helyeit két nitrogén, egy — egy exociklusos karobxillat és OH™ oxigén
donoratomok to6ltik be, mig az axidlis pozicidkban a masik gylrli nitrogén és exociklusos
karboxilat oxigén donoratomok koordinalodnak (két gytirti karboxilat csoport nem vesz részt
a Ga(Ill)-ion koordinaciéjaban).?2!1 A Ga(DATA™) komplexben a Ga(Ill)-ionhoz két nitrogén,
egy exo- ¢s endo-ciklusos karboxilat oxigén atomok koordinalédnak ekvatoridlisan, mig az
axialis koordinacids helyeket a masik gyiiri nitrogén és az endociklusos karboxilat oxigén
donoratomok foglaljak el enyhén torzult oktaéderes szerkezetet kialakitva.*?") A Ga(DATA™)
és Ga(DATA)" komplexek pH=4 — 9 tartoméanyban felvett 'H NMR spektrumai alapjan
feltételezhetd, hogy a Ga(DATA™)H.1 és Ga(DATA’™)H. részecskék képzédése az ekvatorialis
vagy axialis helyén koordinélt endo- vagy exo-ciklusos karboxilat oxigén donoratom OH-
ionnal vald helyettesitésével jatszodik le.P*") Meglepé modon a Ga(DATA™) és Ga(DATA™)
komplexek esetében a Ga(AAZTA) komplextdl eltéréen a GaL és Ga(L)H-1 részecskék kozotti
cserefolyamat lassi az NMR id8skdldjan.3® A GaL és Ga(L)H.1 részecskék kozotti
cserefolyamatot jellemz6 aktivalasi paramétereket a 273 —298 K tartomanyban felvett 'H NMR
spektrumok teljes jelalak analizisével szamitottuk (23. tablazat). A Ga(DATA™) és
Ga(DATA™) komplexek altal képzett GaL és Ga(L)H-1 részecskék kozotti cserefolyamatot
nagyon hasonl6 aktivalasi paraméterek jellemzik (AH?, AS?, AG%20s, K*°%). Mindkét Ga(III)-
komplex esetében a Ga(L)H-1 részecske képzddése megkivanja vagy az exo-, vagy az endo-
ciklusos karboxilat csoport dekoordinédcidjat, ami a nitrogének és a Ga(Ill)-ion kozotti
kocsonhatas gyengiilését eredményezi. Mivel a Ga(AAZTA) esetében a GaL és Ga(L)H-1
részecskék kozotti cserefolyamat még alacsony hdmérsékletei is gyors,P?! feltételezhetd, hogy
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a Ga(L)H.1 részecskék képzédése a Ga(DATA™) és Ga(DATA ™) komplexek esetében

szerkezeti atrendezédéssel jatszodik le. P30l

23. tablazat A Ga(DATA™) és Ga(DATA’™)" komplexek altal képzett GaL és Ga(L)H-1
részecskék kozotti cserefolyamatot jellemzé aktivalasi paraméterek. Ref.[P3!
Ga(DATA™)  Ga(DATA™)

AH* /kJ-mol! 39+1 32,7+0,8
AS* /J-mol'K! -67+4 -89+3
AG*298 /kJ-mol-1 59,0+0,1 59,3+0,1

K% /s 280 250

A Ga(L3) és Ga(L4) komplexek eltérd termodinamikai és kinetikai sajatossagainak értelmezése
érdekében DFT szdmitdsokkal meghataroztuk a Ga(L3) és Ga(L4) komplexek altal képzett GaLL
és Ga(L)H.1 részecskék szerkezeti tulajdonsagait és relativ szabadenergia értékeit, ™! amelyek
alapjan a Ga(L3)H.1 és Ga(L4)H-1 nagyon hasonlo szerkezettel és kotéstavolsag értékekkel
jellemezhetéek (39. abra), de a Ga(L4)H.1 részecske AGZ 298 = -11,3kJ-mol! relativ szabad
energia értékkel jellemezheté a Ga(L3)H.1 részecskéhez viszonyitva, ami aldtdmasztja a

Ga(L4)H.1 komplex nagyobb stabilitasat és kinetikai inertségét. (P31

39. abra A [Ga(L3)(OH)] (a) és [Ga(L4)(OH)] (b) komplexek elméleti szamitasokkal
meghatérozott szerkezete (TPSSh/TZVP). Ref.[P31]
A Sc(AAZTA) oldatfazist szerkezetét 'H, *C és **Sc NMR spektroszképias modszerekkel
tanulmanyoztuk. A Sc(AAZTA) 'H és 1*C NMR spektrumai nagyon hasonldak a Lu(AAZTA)
komplexéhez (V.2.1 fejezet). A 274 — 298 K tartomanyban felvett 'H és '3C NMR
spektrumokban 5 (4 multiplett és egy szingulett) és 8 jel talalhatd, amelyek megfelelnek a
ligandumokon talalhat6 metil-, metilén és karbonil csoportoknak jelezve a Sc(I1I)-komplex Cav
szimmetridjat és flexibilis szerkezetét (a karok rotacidja és a héttagu gylrii inverzidja gyors
folyamat az NMR idéskalajan). 2 A {[(NH4)o.64K036][Sc(AAZTA)(H20)]} -4H20 egykristaly

rontgendiffrakcidos  vizsgédlatainak  eredményei  alapjan  megallapithato, hogy a
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[Dy(AAZTA)(H20)], [Er(AAZTA)(H20)]" ¢és a [Lu(AAZTA)(H20)]" komplexekhez
hasonléan a Sc(Ill)-ionhoz az AAZTA ligandum hét donoratomja koordinalédik torzult
dodekaederes geometridban (15. €s 40. abra). A kisebb méretii Ln(II1)-ionokhoz hasonldan a
Sc(IIl)-ion a harom nitrogén és a négy karboxilat oxigén 4ltal hatarolt sikok k6zott helyezkedik
el, mig a ,,sapka” pozicioban egy vizmolekula talalhat6o a [Sc(AAZTA)(H20)]" komplexben.
[P32] Figyelembe véve a torzult dodekaéderes szerkezettel jellemezhetd [Ln(AAZTA)(H20)] és
[Sc(AAZTA)(H20)] komplexekben az oxigén €s a nitrogén donoratomok altal hatarolt sikok
torzids szogeit megallapithatd, hogy azok minimumgorbe szerint valtoznak a fémion méretének
csdkkenésével (Dy(I11): 1,03 A és 8,5°, Er(IIT): 1,00 A és 7,9°, Lu(11I): 0,98 A és 8,1° és Sc(I1):
0,87 A és 83°, ami alapjan a legkevésbé torzult dodekaéderes szerkezet az

[Er(AAZTA)(H20)] komplex esetében alakul ki.[P12F32]

40. abra A [Sc(AAZTA)(H20)] komplexek egykristalyszerkezete

A 8Ga(lll)-komplexek PET vizsgalatokban torténé eredményes felhasznalasukhoz
elengedhetetlen a ligandumok gyors és hatékony jelzése ®3Ga izotoppal, ami a jelzési
hatasfokkal (RCY %) jellemezhetd. Az L3, L4 és CyAAZTA ligandumok **Ga izotoppal
torténd jelzési hatékonysaganak pH, hémérséklet és kelator koncentracio fiiggését radio TLC
mddszerrel hataroztuk meg.[P?*P! Az AAZTA és DATA™ ligandumok ®3Ga izotéppal vald
jelzési kisérleteinek eredményei alapjdan mindkét ligandum kozel kvantitativen jelezhetd
(RCY=>96 %) *¥Ga izotoppal a pH=4,0 — 6,8 tartomanyban, 22°C-on, 0,2 M acetat, vagy 1,0 M
HEPES puffer jelenlétében, 1 — 3 perc reakcioidét és 10 uM kelator koncentraciot
alkalmazva.l*?321] Az 1.3 és L4 ligandumok ®*Ga izotoppal torténd jelzésének hatasfoka (RCY
%) alapjan az optimalis pH tartomany mindkét ligandum esetén 7 — 8 (41. 4bra). 89,2 és 93,5
% RCY érhet6 el az L3 és L4 ligandumok jelzése soran szobahdémérsékleten, fiziologias pH-n,
5 perces reakci6idét [L]<10 uM kelator koncentraciot alkalmazva. Meglepd mddon az L3 és

L4 ligamdumok jelzési hatasfoka fiiggetlen a hdmérséklettdl (42 abra), ami jelentdsen eltér a
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makrociklusos NOTA és DOTA ligandumok viselkedésétol.*!! A NOTA és DOTA
ligandumok %*Ga izotoppal pH=3 — 4 tartomanyban végzett jelzésének hatisfoka nd a

homérséklet ndvelésével és kozelitdleg 30-szorta kisebb kelator koncentracio sziikséges azonos

RCY érték eléréséhez 95°C-on, mint szobahémérsékleten. 3183223241
100 - PH 100, P
—=—3.8 . C —a—35
80 1 44 F 80 {45
o 6.5 2 6
2 ] i
> 60 75 5 75
€ 404 -=8 ® 40 =8 -
—s—9 T —=—9
20 . 20 A C
0 T T 1 0
0.1 100 0.1 10 100

"1 umy ™ "L (um)

41. abra Az L3 (A) és L4 (B) ligandumok %®*Ga-mal torténé jelzésiik hatdsfoka (RCY %) a pH
és a kelator koncentracio fliggvényében (t = 5 perc, [HEPES]=1 M, 25°C). Ref.[F3!]

100 1 100 1

80 T 80 1 el 1t
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42. abra Az L3 (A) és L4 (B) ligandumok %*Ga torténé jelzésiik hatdsfoka (RCY %) a

hémérséklet fliiggvényében ([L]=10 uM, t = 5 perc, [HEPES|=1 M, pH=7,5). Ref.[F3!]
A CyAAZTA ligandum ®8Ga torténd jelzésének hatasfokat (RCY) kiilonbdz6 hdmérsékleten
(25, 37 és 90°C) ¢és kelator koncentracié mellett ([L]=0,5 — 100 uM), 5, 10 és 15 perc rakcioidot
alkalmazva tanulmanyoztuk (43. dbra). A CyAAZTA ligandum jelzése sordn RCY= 80,7 %
hatasfok érhet6 el szobahdmérsékleten, pH=3,8, [acetat]=0,25 M puffer jelenlétében 15 perc
reakci6 id6 és 10 uM kelator koncentracié mellett (43A abra).[?>1 A jelzési hatasfok 37°C-on
kismértékben ndvekszik (RCY=85,8 %) 10 uM CyAAZTA ligandum jelenlétében. 90°C-on
1 uM CyAAZTA koncentraciot és 5 perc reakci6iddt alkalmazva RCY= 96,7 % jelzés hatasfok
érheté el. CyAAZTA ligandum ®*Ga izotoppal valo jelzése hasonld hatasfokkal jatszodik le
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szobahdmérésékleten a keldtor koncentracid novelésével, ami egyben specifikus aktivitas
romlasat erdeményezheti. A CyAAZTA ligandum jelzési hatasfoka kozel 1,5-szeresére
névelhetd 15 perc reakcididdt alkalmazva, mind szobahdmérsékleten, mind 37°C (43B arba),
ami alapjan megéllapihatd, hogy a CYyAAZTA ligandum j6 hatasfokkal jeldlhetd **Ga izotoppal

szoba- és fiziologias hémérsékleten.[P>!

197 100 025°Cm37 °C
80 - 80
S 60 | = 60
o 5 B
%‘) 40 1 x 40 s i _—
20 1 20 -
A B
O T T Y 0 [ rmarmarn.
0.1 1.0 10.0 100.0 5 10 15
[L] (uM) t (perc)

43. abra Az CyAAZTA ligandum ®3Ga térténé jelzésének hatasfoka (RCY %) a kelator
koncentracio (A), a hémérséklet és a reakcioidd (B) fiiggvényében (A: t = 15 perc, 25°C (®),
37°C (O) és 90°C (<); B: [L]=1,0 uM, pH=3,8, [acetat]=0,25 M). Ref.[F*"]

Az L3, L4, CyAAZTA, DATA™ ¢és AAZTA ligandumok jelzési vizsgalatai alapjan
megallapithato,3*+F2%P31 hogy mindegyik ligandum hatékonyan jeleuhetd ®3Ga izotéppal
enyhe kisérleti kortilmények mellett (T=25 - 37°C, pH=3,8 — 8,0) viszonylag rovid reakcidid6t
(t=5 - 15 perc) és alacsony kelator koncentraciot ([L]<10 uM) alkalmazva (41 — 43 4brak), ami
kifejezetten elonyos lehet hdmérséklet érzékeny bioldgiai molekulak jelzésére (pl. antitestek €s
antitest fragmensek).’>328] Azonban a részletes kinetikai vizsgalatok ramutattak, hogy a
vizsgalt AAZTA szarmazékok kozil az Ga(AAZTA)H.1 ¢és Ga(L4)H.1 komplexek
rendelkeznek elegendden nagy kinetikai inertséggel PET vizsgalatokban torténd eredményes
felhasznalasukhoz, amelyet a jelzett [®Ga(AAZTA)H.1]* és [*®*Ga(L4)H.1]" komplexek
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett végzett stabilitas vizsgélataik is alatamasztottak (human
plazma vagy 50 mM EDTA, pH=7.4, 37°C).[P3!]

Az AAZTA és DOTA, mint standard kelator **Sc izotoppal torténd jelzési hatékonysagat (RCY
%), annak pH, hémérséklet és keldtor koncentracid fliggését radio HPLC modszerrel
hasonlitottuk &ssze (44. és 45. abra).l2l A DOTA ligandum és szarmazékai **Sc izotoppal
pH=4,0 végzett korabbi jelzési vizsgalatai ramutattak, hogy a [**Sc(DOTA)] kodzel kvanitativ
képzddése (RCY>90%) magas hémérsékleten (T>70°C) és nagy ligandum felesleg jelenlétében
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érhetd el ([DOTA]=10 uM), ami alapjan a DOTA ¢és szarmazékaik pH és homérséklet érzékeny

biomolekula konjugatumok **Sc izotoppal valé jelezhet8sége rendkiviil limitalt.[3!”]
100 4 100
80 ° 80
s S
Z 60 - > 60
o 2
X 4 - 40
20 A 20 B
0 : . ‘ —— 0 s . . . . .
0 20 40T (°C)60 80 100 0 10 t (perc) 20 30

44. abra A homérséklet (A) és a reakcioidd (B) hatasa az AAZTA (@) és DOTA (A)
ligandumok **Sc izotoppal torténd jelzési hatékonysagara (A: t=5 perc, B: T=25°C;
[AAZTA]=[DOTA]=0,1 uM, [ammonium-acetat]=0,25 M, pH=4,0). Ref.[F¥]

7
%4/ 0,3

ey ™ 51

45. abra Az AAZTA (A) és DOTA (B) ligandumok **Sc izotoppal torténd jelzésének
hatasfoka (RCY %) a kelator koncentraci6 és a pH fliggvényében ([ammonium-acetat]=0,25
M, t=5 perc, T=95°C). Ref.[P3?]

Az AAZTA és DOTA ligandumok **Sc izotoppal valé jelzési hatasfoka pH, hdmérséklet és
kelator koncentracido fliggésének Osszehasonlitasa alapjan (44. ¢és 45. abra) az AAZTA
ligandum viszonylag jo hatasfokkal képez komplexet kis kelator felesleg mellett
szobahdmérsékleten (RCY>80%, [AAZTA]=0,1 pM, t=30 perc, T=25°C), mig a jelzett
[**Sc(DOTA)] komplex képzédése elhanyagolhatd azonos feltételek mellett (44 4bra).P32 A
[**Sc(AAZTA)] szinte azonnal (t < 5 perc) kdzel kvantitativen képzédik (RCY>95%) alacsony
kelator felesleg jelenlétében (JAAZTA]= 1 uM) széles pH tartoméanyban (pH=2 — 7) 95°C-on
(45A. abra). Ezzel szemben DOTA ligandum 90% hatasfokkal viszonylag sziik pH
tartomanyban (pH= 2 — 5), magas hdmérsékleten (T=95°C) és jelentds kelator felesleg
jelenlétében ([DOTAJ=10 — 30uM) jelezhetd **Sc izotdppal (45B arba).[P32!
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Az AAZTA és DOTA ligandum **Sc izotéppal valo jelzésének lényegesen eltérd hatasfokat a
Sc(AAZTA) és Sc(DOTA) komplexek eltéréd képzodési mechanizmusa eredményezheti. A
Sc(DOTA) képzddése a Ln(DOTA) komplexekhez hasonloan (V.4.2 fejezet) kétszer protonalt
stabilis *[Sc(H2DOTA)]" koztitermék képzédésén keresztiil jatszodik le, amelynek lassa
deprotonalddasa és végtermékké torténd atrendezédése a reakcid sebességmeghatarozo
lépése.’1”] Ezzel szemben hasonld protonalt koztitermék képzddését a Sc*'— AAZTA
rendszerben nem tudtunk kimutatni, ami alapjan a Sc(AAZTA) képzddése feltételezhetden

eltéré mechanizmussal 1ényegesen gyorsabban jatszodik le, mint a Sc(DOTA)" esetében. P32

Az in vivo sajatossagok vizsgilata érdekében tanulmanyoztuk a szabad *Sc** izotop,
[**Sc(AAZTA)] és az avBs3 integrin receptort célzd [**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] komplexek
(38. abra) eloszlasat egészséges €s 4T1 tumort hordozo6 egérmodellekben (BALB/c) (46. és 47.
4bra).lP32l Az egészséges egérmodellekrdl szabad **Sc** izotdp és [**Sc(AAZTA)] injektalasa
utan 90 perccel felvett MRI/PET képek alapjan a **Sc®" mérsékelt akkumulacioja figyelhetd
meg a mijban, tiidében és a Iépben (46A 4abra), mig a [**Sc(AAZTA)] jelentdsebb mennyisége
a hugyholyagban halmozodik mellkasi és hasi régiokban torténd akkumulacidja nélkiil a
[*Sc(AAZTA)] vesén keresztiili gyors kivalasztasanak kdszonhetden (46B abra). A *Sc
izotop viszonylag hosszl felezési ideje (¢12=3,97 6ra) lehetdvé teszi PET vizsgalatok késdbbi
idépontban vald elvégzését, ami lényegesen jobb mindségli PET felvételek elkészitését

eredményezheti a nem targetalt “*Sc(III)-komplexek kiiiriilésének koszonhetben. P32

46. abra Egészséges BALB/c egérmodellekrél szabad **Sc** izotdp (A) és [**Sc(AAZTA)] (B)
injektalasa utan 90 perccel felvett MRI/PET képek. (fehér nyil: maj, sarga nyil: 1ép, kék nyil:
hugyhélyag, piros nyil: tiid6k). Ref. [P+
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47. abra Egészséges (A) és 4T1 tumort hordozé BALB/c (B, C) egérmodellekrdl
[**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] radiofarmakon injektalasa utdn 90 perccel felvett MRI/PET
felvétel (fehér nyil: maj, sarga nyil: epehodlyag, kék nyil: hugyholyag, rozsaszin nyil: belek,
piros nyil: 4T1 tumor). Ref. [P32!

Az egészséges €és 4T1 tumort hordozé BALB/c egérmodellekrdl az avfBs integrin receptort célzd
[**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] radiofarmakon injektalasa utan 90 perccel felvett MRI/PET
felvétel alapjan (46. dbra) a **Sc(III)-komplex az egészséges egérmodell majaban, a hugyuti-
¢s a bélrendszerében halmozodik (47A abra), mig a tumort hordozo egérmodell esetében
[**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] jelentés dusulasa figyelhetd meg a transzplantalt 4T1 tumorban
(47B abra). A 4T1 tumort hordoz6 BALB/c egérmodellekrdl készitett MRI/PET felvételek
jel/zaj aranya alapjan [**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] dusuldsa 4T1 tumorban kdzel 25-szor
nagyobb az ovf3 integrin receptor tiltermelédése miatt, mint az izomszdvetekben (hattér).[P32!
A részletes egyensulyi, kinetikai, szerkezeti, radiokémiai és in vivo vizsgalatok aldtdmasztottak
az AAZTA ligandum és szarmazékaik alkalmazhatosagat **Sc alapt radiofarmakonok
fejlesztésében. A [**Sc(AAZTA)] enyhe koriilmények melletti gyors képzddése lehetdvé teszi
#Sc hordozd biokonjugitumok (**Sc(AAZTA-C4-TATE) és *Sc(AAZTA-C4-PSMA))
hatékony eloallitasat, amelyek az in vivo felhasznalasukhoz elengedhetetlen nagy stabilitdssal

és kinetikai inertséggel rendelkeznek.[P32:F33:54]

V.4.2 A Ga(DOTA) és Ln(DOTA) komplexek képzddése etanol/viz elegyekben
A fémion alapa RDx (%®Ga, *Sc, stb.) és RTx (*°Y, '"Lu, 2'?213Bi, stb.)
készitményekben foként makrociklusos DOTA ligandumot és szarmazékait alkalmazzak

ITI8P351 A komplexképzési folyamatok gyorsitdsira szamos modszert

komplexképzoéként.!
dolgoztak ki, dontéen az alkalmazott kisérleti koriilmények optimalasaval (pl. pH, hdmérséklet,

puffer, ligandum felesleg, reakcio idd, olddszer elegy). Ezek koziil a legjelentdsebb gyorsulast
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a viz/szerves oldoszer (viz/etanol, viz/izopropanol és viz/acetonitril) elegyekben végzett jelzési

B2 A jelenség értelmezésére tanulmanyoztuk a DOTA

folyamatok esetében tapasztaltak.
ligandum protonalodasi sajatsagait, a Ga(DOTA) ¢és Ln(DOTA) komplexek képzddését
kozvetleniil 'H- és 7'Ga-NMR spektroszkopids, valamint kozvetve indikator modszer
alkalmazasaval vizben és viz/etanol elegyekben.!”**) A DOTA ligandum protonéalodasi allandoi

vizben ¢és viz/etanol elegyekben 0,15 M NaCl jelenlétében 24. tablazatban lathatoak.

24. tablazat A DOTA* ligandum protonalodasi allandoi kiilénbdzd etanol/viz elegyekben
(0,15 M NaCl, 25°C). Ref.[P*4
EtOH

(VIV%) 0 10,6 20,6 314 41,3 52,4 65,1 73,4

logki" 923 (1) 9,03(2) 8.85(1) 866(1) 842(1) 8,08(2) 7.90(2) 7.67 (1)
logKz"  9.21(2) 9,07(1) 8.88(1) 8,73(1) 8,53(2) 847(2) 8,09(2) 8,13(2)
logk:" 4,51 (1) 4,54(2) 4,53(2) 4,52(2) 436(1) 4,16 (2)

logKH 426 (3) 4,43(2) 4,54(2) 4,77(1) 4,95(2) 536(2)

logks"  2,36(2) 2,46(1) 225(2) 224(3) 1,98(1)

logke" 1,49 (1) 1,41(3) 1,34(3) 148(3) 1,53(3)

A DOTA* ligandum protonalodasi szekvencigjat 'H- és 'C-NMR spektroszkopias
mddszerekkel részletesen tanulméanyoztak.**% A teljesen deprotonalt DOTA*-bél kiindulva az
elsé €s a masodik protondlodasi folyamat két szemben 1év0 gylirli amin-nitrogénen jatszodik
le, mig a Hx-DOTA?" ligandumra belépd harmadik és a negyedik proton a nem protonalt gytirti
nitrogénekhez kapcsolodd acetatcsoportokat protonalja. A HaDOTA tovabbi protonalddasa
valoszintileg acetatcsoporton kdvetkezik be. A DOTA* kiilonbdzd osszetételli etanol-viz
elegyekben meghatarozott protonalodasi allanddinak alapjan megallapithatd, hogy a logKi' és
logK>™ értékek csokkennek, a logKa™ érték né, mig a logKs" és logKs™ értékek kismértékben
etanol-viz elegyben meghatarozott protonalodasi allandoinak értelmezéséhez négy alapvetd
tényezot kell figyelembe venniink: 1) a protonalt donoratomok kozotti elektrosztatikus taszitas;
i1) protonalt és nem protonalt donoratomok kozotti hidrogén-kotések kialakuldsa; iii) az etanol
lényegesen kisebb ondisszocidcios allandéjat; iv) viszonylag stabilis Na(DOTA)*> komplex
képzdédése (logKna=4.38).2*1 A DOTA logKi! és logko! értékei csokkennek az etanol
értelmezhetd. Az EDTA ligandum amino nitrogénjeinek protonalodasi allandéi metanol

koncentracid novekedésével a DOTA-hoz hasonld modon csokkennek 80 — 90 V/V%-o0s

rrrrr
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s

a novekedésével.3!l A DOTA acetit csoportjainak protonalédasi allanddinak (logKs') az
etanol mennyiségének novekedésével bekdvetkezd ndvekedése a gylirli nitrogének kisebb
bazicitasaval értelmezhetd, aminek koszonhetden gyengébb hidrogén-kotés alakul ki a
deprotonalt acetat csoport €s a protonalt gylirii nitrogének kozott az acetat csoport fiiggetlen
protonalodasat eredményezve. P4

Kozismert, hogy a harom vegyértékli fémionok relative lassan képezenek komplexet a DOTA
ligandummal, ami révid élettartamu radioizotopok esetében (pl. ®3Ga: 112=67,71 perc) jelentds
aktivitas vesztést eredményezhet a jelzési folyamat végére. A Ln(DOTA) komplexek jol ismert
képzddési mechanizmusa szerint a pH=3 — 6 tartomanyban tapasztalt lasst képzddésiik f6 oka
a stabilis kétszer protonalt *[Ln(H2DOTA)]" koztitermék (V.2.2 fejezet) lassu deprotonalodasa
és végtermékké torténd atrendezédése.[136-286:287.2892901 A kétszerprotondlt *[Ce(H2DOTA)]
koztitermék dsszetételét korabban pH-potenciometriast!*®! és mas modszerekkel igazoltak vizes
oldatokban 2862892901 = A reakci6 sebességmeghatarozé 1épése feltételezhetden a diprotonélt
*[Ln(H2DOTA)]" koztitermékkel protonalodasi egyenstlyban 1évé  Kkinetikailag  aktiv
monoprotonalt *[Ln(HDOTA)] koztitermék viz, mint Brensted bazis és OH™ ion altal katalizalt
deprotonalddasa és Ln(DOTA) végtermékké torténd atrendezédése.?*®! Az EtOH szerepének
feltarasa érdekében részletesen tanulmanyoztuk a M(DOTA)™ komplexek képzddési reakcidit
vizben és 10, 40 ¢és 70 V/V% EtOH/H:20 elegyekben (M(II1)= Ga(Ill), Ce(I1I), Eu(III), Y (II)
és Lu(Ill)). A Ce(DOTA) ¢és Eu(DOTA) képzddését kozvetlenill a végsd M(DOTA)
komplexek abszorpcios savjan (Ce(DOTA): A=320 nm; Eu(DOTA): A=250 nm), mig az
Y(DOTA) , Lu(DOTA) ¢és Ga(DOTA) esetében a komplex kialakulasaval parhuzamosan a
ligandumrdl felszabaduld protonok okozta pH csokkenést kovetve megfelelé pH indikator
alkalmazasaval spektrofotometridsan tanulmanyoztuk.*! Mivel az Y(DOTA) , Lu(DOTAY
és Ga(DOTA) komplexek képzddését korabban nem vizsgaltak, a komplexek kialakulasat 'H
NMR spektroszkopias médszerrel kovettiik.[P**! A Ga®* - DOTA, Y** - DOTA és Lu** - DOTA
rendszerek kiilonboz6 idokozonként felvett 'H NMR spektrumai 48 — 50 4brakon lathatoak. A
Ga** - DOTA, Y* - DOTA és Lu*" - DOTA rendszerek 'H NMR spektrumaiban 1athatd
izobesztikus pontok egyértelmiien jelzik a kétszer protonalt *[M(H2DOTA)]" koztitermékek
gyors képzddését és sebességmeghatarozo atalakulasat M(DOTA) végtermékekkeé.[P34P351 A
kétszerprotonalt *[Ce(H2DOTA)]" koztitermék és a végsd Ce(DOTA) komplex képzOdését
spektrofotometridsan kovettiik 10 és 70 V/V% EtOH/H20 elegyekben. A Ce*" - DOTA
rendszerek kiilonb6z6 idokdzonként felvett spektrumai 10 és 70 V/V% EtOH/H20 elegyekben
az 51. és 52. abrakon lathatoak.
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H.DOTA

"O0C-CH2-N- -N-CH2-CH2-N-

g [Ga(H:DOTA)"

t=5 perc

t=1033 perc

*[Ga(H.DOTA)

48. abra A H:DOTA (A) és a Ga** - DOTA rendszer (B) 400 MHz 'H-NMR spektrumai (A:
[HDOTA]=0,015 M; B: [Ga*"]= 0,03 M, [HxDOTA]=0,015 M, x=5, 6; pH=2,0; 0,15 M
NaCl, 298 K). Ref.[P34]
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HsDOTA

t=102 perc

t=4 perc

[Y(DOTA)I

[Y(H:DOTA)]*
+
[Y(DOTA)J

1 1 ' 1 1 1 O 1 T 1 T
4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4
(ppm)

49. abra A HDOTA és a Y** - DOTA rendszer 400 MHz 'H-NMR spektrumai ([Y>"]= 0.03
M, [HxDOTA]=0,015 M, x=3, 4; [NaAc]=0.1 M, pH=4.50, 0,15 M NaCl, 298 K). Ref.[P34

HsDOTA
t=7400 perc

t=5 perc

[Lu(H.DOTA)J*

+ ., [Lu(DOTA)I

38 36 34 32 30 28 26 24

50. abra A H\DOTA és a Lu*" - DOTA rendszer 400 MHz '"H-NMR spektrumai ([Lu**]=
0.03 M, [H:DOTA]=0,015 M, x=4, 5: [NaAc]=0.1 M, pH=3.60, 0,15 M NaCl, 298 K).
Ref.[P34]

120



nczsozso /2 23

V. Eredmények ¢és kovetkeztetések

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

t=120 perc

Abs

220 260 300 340

A (nm)

51. abra A Ce*" - DOTA rendszer abszorpcios spektruma 10 V/V% EtOH/H20 elegyben
([Ce*'] =[DOTA] = 1.0 mM, [N-metilpiperazin] = 0,01 M,
pH=4,46,1= 0,874 cm, 0,15 M NaCl, 25 °C). Ref.[P*4]

ﬁt=50 perg

t=0 perc

1.2 -
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0 ‘
220 260 300 340
A (nm)
52. abra A Ce’" - DOTA rendszer abszorpcios spektruma 70 V/V% EtOH/H20 elegyben
([Ce*1=[DOTA] = 0,1 mM, [N-metilpiperazin] = 0,01 M
pH 4,51,1=10 cm, 0,15 M NaCl, 25 °C). Ref.[F3

Abs

A Ce* - DOTA rendszer spektrumaiban 245, 265, 280, 290 és 310 nm-nél izobesztikus pontok
figyelhetdek meg és az abszorbancia értékek a rekacio elérehaladtdval 320 nm-en nének, mig
296 nm-en csokkennek a 10 és 70 V/V% EtOH/H20 elegyekben. Mivel Ce*" - DOTA rendszer
abszorpcids spektrumai tiszta vizben, [1°62%¢1 10 és 70 V/V% EtOH/H20 elegyekben
gyakorlatilag megegyeznek, megallapithatd, hogy a Ce(DOTA) komplex képzddési
mechanizmusa és a kétszerprotonalt *[Ce(H2DOTA)]" koztitermék szerkezete megegyezik
vizben és EtOH/H20 elegyekben. A viz és EtOH/H20 elegyekben lejatszodd reakciok
feltételezett mechanizmusanak megfeleléen az eldegyensulyban képz6dd kétszerprotonalt
*IM(H2DOTA)]™  koztitermék protonalodasi  egyensulyban van a kinetikailag —aktiv
monoprotonalt *[M(HDOTA)]" kdztitermékkel (KmuL). Figyelembe véve a EtOH molekula
kisebb polaritasat és ondisszociacids allandojat (EtO™ ion koncentracigja extrém kicsi pH<7,0
értékeknél) a monoprotonalt *[M(HDOTA)]" kéztitermék viz, mint Brensted bazis (M"Wkm20)
és OH ion 4ltal katalizalt deprotonaldédasa (MHMDkon) és M(DOTA) végtermékké torténd
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atrendezddése a reakcio sebességmeghatarozo 1épése (53. abra). A Ga(DOTA) és Ln(DOTA)
komplexek vizben és etanol/viz elegyekben lejatszodd képzodését jellemzd sebességi €s

egyensulyi allanddkat a 25. tablazatban tiintettiik fel.

M(H,DOTA) M(HDOTA)
/_\‘ vizben koztitermék koztitermék
W o doe /\e* 257 NS o o
? HNj Ky jo M Kp0 OTOQ/,O', ©
D MHL /N~£'"—§
A &‘_’) Whon KD
DOTA \—/ —
viz/szerves oldészer KH > KH M(DOTA)
M(HL) M(HL)
elegyekben vizben viziszerves
(EtOH, MeCN, iPrOH) oldészer elegyekben

MIII: [68Ga]Ga"', [44SC]SC"|, Ce'", Eulll, YIII’ [177Lu]Lulll

53. abra A Ga(IlI)-, Sc(IIT) és Ln(DOTA)" komplexek képzddése vizben €s viz/szerves
oldoszer elegyekben. Ref.[P34P35]

A M(DOTA) komplexek képzddését jellemzé MHDkio sebességi dllandok nének a Ce(I11)-tol
a Lu(IIl)-ig, mig a M®Dkon sebességi allandok gyakorlatilag fiiggetlenek a Ln(III)-ion kémiai
minéségétdl. A Ga(DOTA) komplex H2O Kkatalizalt képzOdésére vonatkozd MHDkmo
sebességi allando kisebb, mint az Eu(DOTA)", Y(DOTA) és Lu(DOTA) komplexeké, ami a
Ga(III)- és Ln(IlI)-ionok eltérd koordinacios kémiai viselkedésével és méretével értelmezhetd
(Ga(IIl): CN= 6, 0,62 A; Ln(IIl): CN=8 - 9, 0,97-1,16 A). A monoprotonalt *[M(HDOTA)]
koztitermék képzédését jellemzé Kmair) protonalodasi allando értéke csdkken a harom pozitiv
toltésti fémionok méretével €s az EtOH koncentracié novekedésével. A *[M(HDOTA)]
koztitermék kisebb Kwmer) protonalodasi dllandojat a protonalt gytiri nitrogén és a kis méretii
fémion kozott kialakulo erdsebb elektrosztatikus kolcsonhatassal lehet értelmezni. A KHM(HL)
nitrogén donoratomok csokkend bazicitdsdval lehet értelmezni a *[M(HDOTA)]
koztitermékben. A szabad DOTA ligandum gyfirii nitrogénjeinek bazicitasa (Ki*' és Ka', 24.
tablazat) a *[M(HDOTA)] koztitermékek K'mmr) értékéhez hasonléan csokken az EtOH
koncentracid ndvekedésével. A kinetikai vizsgalatok alapjan a Ga(DOTA) ¢és Ln(DOTA)
komplexek EtOH/H20 elegyekben tapasztalt gyorsabb képzédése a K'mmr) protonalodasi
allando csokkenésével értelmezhetd, aminek koszonhetden adott koriilmények mellett megné a

kinetikailag aktiv *[M(HDOTA)] kéztitermék mennyisége.[P34F33]
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25. tablazat A Ga(DOTA) és Ln(DOTA) komplexek vizben, 10, 40 és 70 V/V% EtOH/H20
elegyekben lejatszodo képzddését jellemzo sebességi (k) és egyensulyi allandok (K) (0,15 M
NaCl, 25°C).Ref.[F34]

0o 10 V/V% 40 V/V% 70 VIV%
2 EtOH EtOH EtOH
[H20] (mol/l) 55,6 50,1 33,9 16,9
K 1,4x1074 1,1x10™4 5.4x10°'5 2.3x10715
M(HL)
= /M_f‘:_fo 0,34° 0,42+0,03 0,43+0,04 0,4+0,1
= MHD fog T (1,1+0,5) (1,5+0,3) s
8 P (1,9%107) 107 07 (9+3)x10
[P]
O  log ki, 8,64 8,9 (1) 8,5 (2) 7,9 (3)
M(HL)
— /M_f“ffo - 1,460,09 1,49+0,05 1,420,1
< S
S M(HL)kOH _ _ _ _
2 /M5!
E 10g Ky, - 8.7(1) 8.4 (2) 7.8(2)
M(HL)
= /M_f‘s‘ffo 1,49+0,08 1,47+0,07 1,3740,09 _
S Mgy (4,840,8) (4,240,7) (4,440,09) }
=) Mgt x10° x10° x10°
= log k¥, 8,60 (3) 8,47 (2) 8,13 (5) -
MHD fi120 4,70+0,08
= Al (Vb4 4y 4,6420,09 4,68+0.,05 _
S MHL) (1,120,3) (1,0£0,4) (1,5+0,6) ]
2 /M s x10° x10° x10°
El " 8,40 (2)
log > _
d g M(HL) (Yb3+28,4)a 8,36 (2) 8,15 (1)
M(HL)
= /M_f‘s}ffo 0,82+0,07 1,0040,09 0,90+0,05 —
= MHD fop (1,3£0,1) (1,0+£0.4)
O 9 —\y 10 sV—\y _
e /Mgt <101 (9+1)x10 x10!
<
O log ki, 7,16 (4) 7,09 (3) 6,75 (3) -
a Ref [286]

Az etanol M(DOTA) komplexek gyorsabb képzddésében jatszott szerepének aldtdmasztasa
érdekében szamitottuk a Ga(DOTA) és Lu(DOTA) komplexek képzddését jellemzd kp
sebességi allanddkat tiszta vizben, 10 és 40 V/V% EtOH/H20 elegyekben (Ga(DOTA): k=
4,83X10™%, 8,00X10* és 1,49%X107 s7'; Lu(DOTA): 3,32X 107, 3,86X 107 és 5,00 107 7!
vizben, 10 és 40 V/V% EtOH/H20 elegyekben) radiokémiai jelzési koriilményekhez kozeli
feltételek mellett ((DOTA]=3,4 uM, pH=4,0 és 25°C).[P*¥l A Ga(DOTA) és Lu(DOTAY
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komplexek vizben, 10 és 40 V/V% EtOH/H20 elegyekben lejatszodd képzddését jellemzd
kinetikai gorbék az 54. abran lathatoak.

100 20
3 80 - —_
X 15 -
Ne) ~
‘N 60 )
N —
o 510 -
g 40 - g
S 5

20 - X S

A B
0 T T T T T O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
t (perc) t (perc)

54. abra A Ga(DOTA) (A) és Lu(DOTA) (B) komplexek képzddése vizben, 10 ¢s 40
V/V% EtOH/H20 elegyekben ([DOTA]= 3,4 uM, pH=4,0, 25 °C, 0,15 M NaCl). Ref.[P*4]
A Ga(DOTA) ¢és Lu(DOTA) komplexek vizben, 10 és 40 V/V% EtOH/H20 elegyekben
lejatszodo képzodését jellemzd kp sebességi allandok és kinetikai gorbék (54. abra) alapjan
megallapithatd, hogy Ga(DOTA) és Lu(DOTA) komplexek képzddési sebessége 3,4 uM
DOTA jelenlétében, pH=4,0 és szobahdmérsékleten haromszorosara és masfélszeresére nd az
EtOH koncentracid 0-r6l 40 V/V%-ra torténd novelésével, ami jo egyezést mutat a DOTA
ligandum ®Ga és '""Lu izotopokkal hasonlé koriilmények kozotti vizsgalt jelzési reakcidinak

EtOH koncentraci6 ndvekedésével tapasztalt hatasfok emelkedésével.[P34]

VI. Osszefoglalas

Az orvosi diagnosztikaban ¢és terdpidban alkalmazhaté gallium(IIl)- scandium(IIl)- és
ritkafoldfém(IIl)-triaza- és tetraaza-polikarboxilat komplexek oldategyensulyi, képzddési €s
disszociacid kinetikai, szerkezeti, relaxacios €s radiokémiai sajatossagait vizsgaltuk in vivo
felhasznalas eldsegitése céljabol. Dolgozatomban a Gd(III) in vivo felhalmozodasdhoz és az
NSF kialakuldsdhoz vezetd okok feltarasa érdekében a klinikai gyakorlatban MRI
kontrasztanyagként alkalmazott nyiltlancu és makrociklusos Gd(III)-komplexek egyensulyi €s
kinetikai sajatossagait tanulményoztam fiziologiashoz kozeli feltételek mellett. Szadmos 11j hét-
¢és nyolcfogl diaza-, triaza- és tetraza-polikarboxilat ligandumot terveztiink, amelyek Gd(III)-
komplexei nagyobb stabilitassal, kinetikai inertséggel, konnyti kapcsolhatosaggal (bifunkciods
szarmazékok eldallitasa) és Iényegesen jobb relaxacios paraméterekkel rendelkeznek (két belsd
szféras vizmolekula, gyors vizcsere, lasst rotacios mozgas, pH-érzékenység), mint a jelenleg
alkalmazott Gd(III)-alapa MRI kontrasztanyagok. Tanulmanyoztuk tobb HP-DO3A szdrmazék

ligandum Gd(III)-komplexének fizikai-kémia sajatossagait, amelyek az eddigiektdl eltérd
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modon az oldoszer, illetve a szoveti vizprotonokra gyakorolt relaxdcios sebességnoveld hatasat

a Gd(IlT)-ionhoz koordinalt funkcids csoporton talalhatdo labilis proton/ok intra- és

intermolekularis sav-bazis katalizissel torténd cserefolyamatain keresztiil fejtik ki. Vizsgaltuk

a szemi-makrociklusos AAZTA ligandum hat- és hétfogli szarmazékaival képz6d6 Ga(Ill)- és

Sc(IlI)-komplexek egyensulyi, disszociacié kinetika, és szerkezeti tulajdonsagait, valamint a

8Ga(Ill)- és **Sc(Il)-izotdppal jelzett komplexek radiokémiai és in vivo sajatossagait. A

DOTA ligandum **Ga(IIl)-, “/47Sc(III)-, *°Y(III)- és '7"Lu(III)-izotopokkal szerves oldoszer-

viz elegyekben torténd hatékonyabb jelzésének okait a Ga(DOTA) és Ln(DOTA) (Ln(III):

Ce(Ill), Eu(IIl), Y(III) és Lu(Ill)) komplexek viz ¢és etanol/viz elegyekben lejatszodo

képzoddésének kinetikai vizsgalataival allapitottuk meg. Ezen eredmények alapjan az alabbi

fontosabb kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Meghataroztuk a klinikai gyakorlatban alkalmazott Gd(III)-komplexek egyensulyi és
disszocidcid kinetikai sajatossagait, valamint a Gd(Il)-ion kelatképzdjeként alkalmazott
ligandumok fontosabb endogén fémionokkal (Ca**, Zn?* és Cu?") képzett komplexeinek
egyensulyi allandoit fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (25 és 37°C, 0,15 M NacCl).
Megallapitasaink:

1.1 A nyers egyensulyi modellszamitasaink szerint in vivo koriilmények k6zott a nyiltlanca

.....

Ca(DTPA-BMA) képzddésével (17%) megy végbe a Gd(PO4) nagyon kis oldékonysaga
és a Ca”, Zn>" -és Cu*" ionoknak képzédd komplexei nagy stabilitdsa miatt.

1.2 A nyiltlanctt Gd(DTPA)?* és szarmazékai disszociacids reakcioi fizioldgias feltételek
mellett dontéen a kis endogén ligandumok (citrat, foszfat és karbonat) altal katalizalt
uton, kis stabilitdsi vegyes ligandumi komplexek (Gd(DTPA)X, X=Cit*, HCit*,
H2POs, HCO3', CO3*) képz6désén keresztiil mennek végbe.

1.3 A makrociklusos Gd(III)-komplexek (Gd(DOTA)", Gd(BT-DO3A) ¢s Gd(HP-DO3A)
fémioncsere reakcidi endogén ligandumok jelenlétében is csak savkatalizalt
disszociacidval jatszodnak le, az endogén fémionok kdzremiikodése nélkiil.

1.4 A nyiltlanct Gd(DTPA)* és szarmazékainak kisebb kinetikai inertsége lehetévé teszi a
Gd(IIT)-komplexek kismértékli in vivo disszocidcidjat, mig a makrociklusos
kompartmentes kinetikai modellben végzett szamitasaink szerint egészséges

vesemiikddésli paciensek esetében a nyiltlancu Gd(III)-komplex >95%-a kitiriil 48 6ra
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elteltével, ami jol egyezik a klinikai tapasztalatokkal. Ugyanakkor a vesebeteg
paciensek szervezetébol torténd lassabb kiliriilés kovetkeztében az Omniscan
(Gd(DTPA-BMA)) mintegy 12,5%-a disszocidl 5 nap alatt, lehetdvé téve a szabadda
valé Gd** felhalmozodéasat az é16 szervezetben.

2. A makrociklusos Gd(III)-komplexek (Dotarem, Gadovist, ProHance) intakt forméban
tapasztalt in vivo retencigjat feltételezéslink szerint az intersticialis térben nagy
mennyiségben taldlhatdo kollagén eredményezheti. A Gd(DOTA) (Dotarem), a Gd(BT-
DO3A) (Gadovist), a Gd(HP-DO3A) (ProHance) ¢és a Gd(HB-DO3A) komplexek
kollagénnel torténd kolcsonhatasat ultrasziiréssel ¢és dializissel tanulmanyoztuk.
Megallapitasaink:

2.1 Mind a négy makrociklusos Gd(III)-komplex adszorbealodik Type I kollagén (Bovin
Achilles tendon) feliiletén ¢és a kolcsonhatds Langmuir izotermdaval irhato le. A
érteke a négy komplexre kozel megegyezik. Ezzel szemben a kollagén maximalis
kotokapacitasat jellemzé Q allandod értéke csokken a Gd(II)-komplexek novekvod
lipofilicitasaval (logP) a kovetkezd sorrendben: GdA(DOTA)>Gd(BT-DO3A)>Gd(HP-
DO3A)>Gd(HB-DO3A).

2.2 A kollagénnek a makrociklusos Gd(III)-komplexek in vivo retencidjaban betdltott
szerepének alatdmasztasa érdekében ,,nyitott harom kompartmentes” kinetikai modell-
szamitasokkal igazoltuk, hogy 48 ora alatt a Gd(DOTA), Gd(BT-DO3A), Gd(HP-
DO3A) ¢és a Gd(HB-DO3A) komplexek injektalt dozisanak 0,6, 0,7, 0,4 és 0,3 %-a
adszorbealodhat a kollagénen.

3. Megvizsgaltuk a hét donor atomot tartalmazo6 nyiltlanca (OBETA ¢és PTDITA) és szemi-
makrociklusos (AAZTA, CyAAZTA, AAZTA-C2 és AAZTA-C4) ligandumok Mg?", Ca",
Mn?*, Zn**, Cu?* és Ln*" ionokkal képz8dé komplexei egyensilyi, a Gd(III)-komplexek
kinetikai és relaxacios, valamint a Ln(III)-komplexek oldat és szilard fazisu szerkezeti
sajatossagait. Megallapitasaink:

3.1 A Ln(AAZTA) és az alifas oldallancot tartalmazd Ln(AAZTA-C2)* és Ln(AAZTA-
C4)* komplexek stabilitasi allanddja kozel monoton né a Ln(IIl)-ionok méretének
csOkkenésével, mig a merev szerkezeti Ln(CyAAZTA)és Ln(PTDITA) ¢és a
Ln(OBETA) komplexek logKin értékei maximum gorbe szerint valtoznak. A hétfogu
AAZTA ligandum Ln(IIT)-komplexeinek stabilitasa hasonlé a 8 donor atommal
rendelkezd DTPA ligandummal képzett komplexekéhez, mig a ciklohexil csoport

jelenléte csokkenti a komplexek stabilitasat.
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3.2 A Gd(AAZTA), GA(AAZTA-C2)*, GA(AAZTA-C4)* és Gd(CyAAZTA) komplexek
fémioncsere reakcioi a makrociklusos Gd(II)-komplexekéhez hasonldan savkatalizalt
uton jatszodnak le a kicserélé fémion szerepe nélkiil. Meglepd moddon a
Gd(CyAAZTA) komplex kinetikai inertsége meghaladja a makrociklusos Gd(DO3A)
inertségét.

3.3 A Gd(OBETA) komplex fémioncsere reakcidi lejatszodhatnak a komplex savkatalizalt
koztitermékek képzddésével. A Gd(OBETA) disszociacids reakcidit a kis endogén
ligandumok is katalizaljak kis stabilitasti vegyes ligandumu komplexek képzddésével.

3.4 A Gd(AAZTA), GdA(AAZTA-C2)*, GA(AAZTA-C4)*, GA(CYAAZTA), Gd(OBETA)
¢s Gd(PTDITA) komplexekben két bels6 szféras vizmolekula talalhato (¢g=2), amelyek
gyors cserefolyamatokban vesznek részt az oldoszer vizmolekulakkal, ugyanakkor nem
vagy csak nagy endogén ligamdum felesleg jelenlétében helyettesithetdk citrat, foszfat
¢s karbonat ionokkal.

3.5 Az AAZTA ligandummal a nagyobb méretii Ln(IIl)-ionok (La(III) — Ho(IIl)) négyzetes
antiprizmas szerkezetii, két gyorsan cseréld belsé szféras vizmolekulat tartalmazo (g=2)
komplexet képeznek, mig a kisebb méretli ionok (Er(III) — Lu(III)) torzult dodekaéderes
szerkezetll, egy viszonylag lassan cseréld belsd szféras vizmolekulat tartalmazo (g=1)
komplexet alakitanak ki.

3.6 Szilard fazisban a [Lu(OBETA)(CO3)]*" komplexben a ligandum 7 donoratommal
koordinalédik a Lu(Ill)-ionhoz, a két tovabbi koordinacids helyet a #*-karbondt ion
kozel szimmetrikusan koordindlodd két oxigénje foglalja el. A Lu(Ill)-ion a harom
karboxilat és egy karbonat oxigén, valamint egy nitrogén, két karboxilat és egy karbonat
oxigén atomok altal hatarolt sikok kozott helyezkedik el, mig a ,,sapka” pozicidt a
masodik nitrogén donoratom foglalja el torzult négyzetes antiprizmas szerkezetet
kialakitva.

4. A nyiltancu EGTA (EBTA, BPyGTA, BCAEP, BCAED) és makrociklusos DOTA analog
(DO3A-PN, DO3A-EN) ligandumok Mg?*, Ca*", Mn?*", Zn*", Cu®>" és Ln** ionokkal
képz6doé komplexei egyensulyi, a Gd(I1I)-komplexek relaxacios és kinetikai, valamint tobb
Ln(I1I)-komplex szerkezeti tulajdonsagait tanulmanyoztuk. Megallapitasaink:

4.1 Az EGTA alapvazanak merevitése lecsokkenti a képz6d6é Ln(EBTA) és Ln(BPyGTA)
komplexek stabilitasat. Meglepé mdédon a Ln(BCAEP) ¢és Ln(BCAED) komplexek
logKiaL értékei a La**-t6l a Lu**-ig nagymértékben (5,66 és 8,22 logK egységgel) nének,

(ami az eddig ismert komplexek logK értékeihez viszonyitva a legnagyobb mértékii
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4.2

novekedés a Ln sorban. Ez elvben lehetéséget nytijthat a Ln**-ionok hatékony ioncserés
elvalasztasira BCAEP vagy BCAED ligandumokat tartalmazd eluensek
alkalmazasaval.

A DOTA egy karboxilat csoportjdnak propionamid vagy acetamid csoporttal vald
helyettesitése csokkenti a képzddd Ln(IlI)-komplexek stabilitasi allanddjat.

4.3 A Ln(DO3A-EN) és Ln(DO3A-PN) képzddése a Ln(DOTA) komplexekhez hasonléan

44

4.5

jatszodik le *Ln(H2L) koztitermék képzddésével, amely protonalodasi egyenstulyban
van a monoprotondlt *Ln(HL) koztitermékkel. aminek sebességmeghatarozé
deprotonalddasa és LnL végtermékké torténd atrendezédése lejatszodhat a viz, mint
Brensted bazis és OH™ ion altal katalizalt Giton. Az acetamid vagy propionamid csoport
bevitele nem befolyasolja Iényegesen a kétszerprotonalt *Ln(H:L) koztitermék
stabilitdsi allanddjat és a monoprotonalt *Ln(HL) koztitermék OH™ katalizalt

deprotonalodasat és a LnL végtermékekkeé torténd atrendezddést jellemzo kon sebességi

komplexekhez hasonldan csak savkatalizalt uton jatszodik le, de valamivel gyorsabban,
mint a GA(DOTA)™ hasonlo reakcidja.

A Gd(BPyGTA) ¢és Gd(EGTA) fémioncsere reakcioiban a ligandum oldallancanak
piperidin csoportokkal valé merevitése felgyorsitja a komplex savkatalizalt
vegyes kétmagva *Gd(L)M koztitermék viszonylag nagy stabilitasaval értelmezhetd.
A Gd(BPyGTA) ¢és Gd(EBTA)  komplexekben a belsé szféras vizmolekula
cseresebessége (kex’®) nagyon hasonlé, de lényegesen nagyobb, mint a Gd(EGTA)
komplex esetében, ami a BPyGTA és EBTA ligandumok vézan taladlhatd benzil- €s
dikarboxi-piperidin csoportok nagyobb térkitoltésével és a 8-as koordinacioja
koztitermék stabilizalasaval magyarazhat6. A GdA(BCAEP) és GA(BCAED) komplexek
belsd szférajaban nincs vizmolekula és igy az oldoszer vizprotonok relaxaciods

sebességére gyakorolt hatasuk a kiils6 szféras hozzajarulasukbol adodik.

4.6 A Gd(DOTA) egy acetat oldallancanak propionat vagy propion-amid csoporttal torténd

4.7

cseréje lényegesen megndveli a belsd szférds vizmolekula cseresebességét, mig egy
karboxilat szubsztitucidja acetamid csoporttal kozelitdleg négyszeresére noveli a
kozvetleniil koordinalodo vizmolekula élettartamat a Gd(I1I)-ion bels6 szférajaban.

A Ln(BPyGTA) ¢és Ln(BCAED) komplexek a Ln(EGTA) komplexkhez hasonld
szerkezetet (,harom sapkds” trigonalis prizma) alakitanak ki oldatfazisban, de a

szerkezeti merevségiik a Ln(IIl)-ionok méretének csokkenésével eltérd modon valtozik.
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Szilard fazisban a GdA(BCAED) komplexben a Gd(II)-ionhoz kozel idedlis ,,kétsapkas”™

trigonalis prizma elrendezésben négy nitrogén és négy karboxilat oxigén koordinalodik.

5. A pH-érzékeny MRI kontrasztanyagok fejlesztésére alkalmas szulfonamid és etil-amin
oldallancokat tartalmazé DO3A szarmazék ligandumok (DO3A-SA, DO3A-AE) Ln**- és
fontosabb endogén fémionokkal (Mg?*, Ca®", Mn?*, Zn*, Cu®") képz6dé komplexeik

stabilitasi allando6jat, a Ln(Ill)-komplexek képzodési sebességét, a Gd(III)-komplexek

kinetikai inertségét és relaxacios tulajdonsagait, valamint a Ln(IIl)-komplexek oldatfazist

szerkezetét vizsgalva megallapitottuk:

5.1 A DOTA ligandum egy acetat csoportjanak szulfonamid (SA) vagy etil-amin (AE)

5.2

54

oldallanccal vald helyettesitésével nyert ligandumok Ln(IIT)-komplexeinek stabilitasi
allanddja kisebb, mint a Ln(DOTA)” komplexeké. A Ln(DO3A-SA) ¢és Ln(DO3A-AE)
komplexek szulfonamid és etil-amin oldallancdnak protonalddasat/deprotonalodasat
jellemzd logKinnr értékek a lantanida sorozaton beliil minimumgorbe szerint valtoznak,
ami a Ln(IlT)-ionok koordindciés szamanak a sorozaton beliili csokkenésével
értelmezheto.

A DOTA ligandum acetdt csoportjanak szulfonamid vagy etilamin csoporttal vald
helyettesitése lecsokkenti a Ln(IIl)-komplexek képzddési sebességét a kétszerprotonalt
*Ln(H:2L) koztitermékek kisebb stabilitasi allanddja miatt.

lényegesen gyorsabban jatszodik le, mint a Gd(DOTA) esetében, ami a protonalt
szulfonamid ¢és etilamin oldallancok és a gylirii nitrogének kozotti sokkal valdszintibb,
“belsd” protoncsere miatt lehetséges. A Gd(II)-komplexek kinetikai inertsége a
Gd(DOTA)>Gd(DO3A)>Gd(DO3A-DMAE)>Gd(DO3A-AE)>Gd(DO3A-SA)
sorrendben csokken.

A Gd(III)-komplexek relaxivitisa csokken az oldallinc szulfonamid és etilamin
csoportjainak deprotonalodasat és koordinaciojat kovetéen a fiziologids pH
tartomanyban (pH= 5 — 9), mivel csokken a Gd(III)-ionhoz koordinal6dé belso szféras
vizmolekuldk szdma. A Arip értékek a kovetkezd sorrendben nének: GA(DO3A-AE) <
Gd(DO3A-MAE) ~ Gd(DO3A-DMAE) < Gd(DO3A-MEM-AE) < Gd(DO3A-SA). A
Arip értékek alapjan a viszonylag kisebb méretli etil-amin csoport koordinacidja csak
egy belsd szféras vizmolekula helyettesitését eredményezi, mig a nagyobb térkitoltésii
szulfonamid, etil-metil-amin, etil-dimetil-amin és N-methoxi-etil-metil-amin csoportok

koordinacidja mindkét vizmolekulat kiszoritja a Gd(I1I)-ion belsd szférajabol.
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5.5 Az Eu(DO3A-AE) és Eu(DO3A-MAE) komplexek négyzetes antiprizmds (SAP) illetve
csavart négyzetes antiprizmas (TSAP) szerkezeti izomerje dominans oldatfazisban, mig
az Eu(DO3A-DMAE), valamint az Eu(Ill)-, Y(III)- és Lu(DO3A-SA)-komplexek
mindkét (SAP és TSPA) izomerje megtalalhato oldatfazisban, amelyek aranya 68:32,
86:14; 93:7 és 93:7.
aktivalasi entalpia, de 1ényegesen eltérd entropia értékek jellemzik (a AS” értékek nének
a Ln(Ill)-ion méretének csokkenésével). Az aktivalasi szabadenergia (AGY) értékek
Osszehasonlitdsa mutatja, hogy a szulfonamid csoport jelenléte 1ényegesen lecsokkenti
a Ln(DO3A-SA) komplexekben a Ln(IIl)-ion koriil kialakuldé koordinécids iireg
merevségét a szulfonamid oldallanc etilén csoportjanak flexibilitdsa miatt.

6. A protoncserén alapul6 nagy relaxivitasi Gd(II)-komplexek felismerése és fejlesztése soran
szamos, a koordindlodd oldallancban alkoholos -OH csoportot tartalmazé HP-DO3A
szarmazék ligandum Ln3'- és fontosabb endogén fémionokkal képzd8dd komplexeik
stabilitasi allandgjat, a Gd(I1I)-komplexek kinetikai inertségét és relaxacios tulajdonsagait,
valamint a Ln(Ill)-komplexek oldat és egykristalyanak szerkezeti sajatossagait hataroztuk
meg. Megallapitottuk:

6.1 A Gd(HP-DO3A) komplex oldallancaban taldlhaté alkoholos -OH proton altalanos
baziskatalizalt, diffazié kontrollalt sebességli cserefolyamatokban vehet részt az
oldoszer vizprotonokkal, amelynek relaxivitdshoz valé maximalis hozzéjarulasa
Osszemérhetd a belsd szféras vizmolekula cserefolyamataibdl szarmazo, az oldoszer
vizprotonok relaxacids sebességet ndveld hatasaval. A nagy hozzajarulas az -OH proton
rovid longitudinalis relaxacios idejének kdszonhetd.

6.2 Fiziolodgias feltételek mellett az olddszer vizmolekuldk és a Gd(HP-DO3A) alkoholos -
OH csoportja kozotti protoncsere folyamatokat a jelenlévé bazisok koziil a karbonét ion
katalizalhatja leghatékonyabban viszonylag nagy in vivo koncentracidja miatt. A
relaxivitdshoz valé maximalis hozzajarulas akkor érhetd el, ha a proton donor -OH
csoport bazicitasa dsszemérhetd a proton akceptor CO3%" ion bazicitasaval (pKco3=9,8).
A Gd(HP-DO3A) komplex alkoholos -OH csoportjdnak bazicitasa (pK=11,31)
jelentésen lecsokkenthetd az elektronkiildo -CH3 oldallanc elektron szivo -CF3, -COOH,
-CO-NHz2, -CO-NH-Bz ¢és —CO-N(Pip) csoportokkal valo helyettesitésével A Gd(CF3-
HPDO3A) esetében az -OH csoport protoncsere folyamatait a HPO4* ion is

eredményesen katalizalja a fiziologids pH tartoméanyban (pH=5 — 8).
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6.3 Az oldallancban primer-, szekunder- €s tercier-amid csoportokat tartalmazé Gd(H

6.4

PAmd

DO3A), Gd(BzHPA™ DO3A) és Gd(PipHPA™ DO3A) komplexek a relaxacids
sebesség noveld hatdst az oldoszer viz részvételével az alkoholos -OH ¢és amid protonok
kozotti H katalizalt kétoldali szimultan protoncserén keresztiil hozzak 1étre (,,double-
site  proton-exchange mechanism”) ¢és a relaxivitiashoz valé hozzajarulasuk az
oldallancban talalhat6 amid-NH protonok szamatol fiigg.

Az oldallancban -COOH és COOMe csoportokat tartalmazé Gd(HP®*-DO3A) és
Gd(HP***M_DO3A) komplexek 'H NMR relaxometrias vizsgalata szerint a Gd(HP"-
DO3A) alkoholos -OH csoportja ¢és az oldoszer vizmolekulak kozotti protoncsere sav-

és baziskatalizalt, mig a GA(HP**®-DO3A) esetében csak baziskatalizalt.

6.5 Az oldallancban fenolat (-OH), anilin (-NH2) és benzoat-COO" csoportokat tartalmazo

Gd(HP-DO3A) szarmazékok alkoholos -OH csoportja az olddszer vizprotonokkal valo
intermolekularis baziskatalizalt cserefolyamatok mellett, a szomszédos fenolat-O,
anilin-NH:z és benzonat-COO™ csoportok részvételével intramolekuléris autokatalizalt
protoncsere folyamatokban is részt vehet. Az intramolekuldris protoncsere
relaxivitdshoz vald6  szamottevd hozzdjaruldsa a donor és akceptor csoportok
Osszemérhetd bazicitdsa esetén érhetd el (ApK=pKdonor — pPKakeeptor), ami a vizsgalt
komplexek alkoxid -O" és a szomszédos fenolat-O-, anilin-NH2 és benzoat-COO"
csoportjainak protonalddasi allandoéi alapjan a Gd(Ph-HP-DO3A) esetében teljesiil
(Gd(Ph-HP-DO3A): ApK=3,60, mig a Gd(An-HP-DO3A): ApK=6,36 és Gd(Bz-HP-
DO3A): ApK=6,98, 0,15 M NacCl, 25°C).

6.6 Az GdL1 ¢és GdL2 komplexek alkoholos -OH protonjai és az oldoszer vizmolekulak

kozott kialakuld cserefolyamatokat az oldallancban megfeleld tavolsagra talalhatd
foszfonat, primer ¢és szekunder amino csoportok szimultan is katalizalhatjak

intramolekularis hidrogén kotések kialakitasan keresztiil.

6.7 A Gd(HP***-DO3A), Gd(HPA™-DO3A), GdL1, GdL2 és a Gd(BT-DO3A) azonos

koriilmények kozott meghatarozott — stabilitdsi allandoi nagyon hasonloak és 5
nagysagrenddel kisebbek, mint a Gd(DOTA) logKcdaL érteke. A Gd(HP-DO3A)
szdrmazékokban a periférids hidroxi-propil funkcios csoportjanak és nem koordinalodo
funkcidos csoportjainak  valtoztatisa nem befolyasolja a  Gd(III)-komplex
termodinamikai sajatossagait.

.....

id6i (t12, pH=7,4, 0,15 M NaCl, 25°C) azt mutatjak, hogy a Gd(HP-DO3A), Gd(HPA™d-
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DO3A) és Gd(HP“*®-DO3A) komplexek disszocicio sebessége nagyon hasonlé, azaz
a -CONH: ¢s -COOH csoportok a hidroxi-propil oldallancon nem befolyasoljak a
Gd(III)-komplexek kinetikai inertségét.

69 A [Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-DO3A)(H20)] ¢s [Gd(Bz-HP-
DO3A)(H20)] komplexek egykristalyaban az elemi cella két-két Gd(III)-komplexet
»egysapkas” négyzetes antiprizmds (SAP: A(AMAL)/A(3609)) és ,,egysapkas” csavart
négyzetes antiprizmas (TSAP: A(0360)/A(AMAL)) a karok helicitdsatol és a
makrociklusos gylirti orientacidjatol fliggden a GA(HP-DO3 A) komplexéhez hasonldan.
A LuL1(H20)]* komplexben a Lu(Ill)-ion négy gyfiri N, harom karboxilat- és az
alkoholos-O donoratom 4ltal hatarolt koordinacids iiregben helyezkedik el, mig a
kilencedik koordinacids helyet ,,sapka” pozicidoban egy vizmolekula foglalja el
,»egysapkas” négyzetes antiprizmas (SAP) koordinacios szerkezetet kialakitva szilard
fazisban. A kotéstavolsagok jelzik az intramolekularis hidrogén kotések kialakulasat az
alkoholos -OH csoport protonja és az autokatalizalt protoncserében résztvevod
szomszédos donoratomok kozott a [Gd(HPh-HP-DO3A)(H20)], [Gd(An-HP-
DO3A)(H20)], [Gd(Bz-HP-DO3A)(H20)] és a [LuL1(H20)]*" komplexekben.

7. Tanulmanyoztuk a Ga’* és **Sc®" izotopok komplexélasara alkalmas szemi-makrociklusos
hat- és hétfogi AAZTA szarmazék ligandumok Ga’'-, Sc** és fontosabb endogén
fémionokkal (Ca%*, Mn**, Zn**, Cu?") képz6d6 komplexeik stabilitasi allandéit, a Ga(III)-és
Sc(IIl)-komplexek kinetikai inertségét, valamint oldatbeli és egykristalyaik szilard fazisu
szerkezetét, %*Ga és **Sc izotoppal vald jelzésiik hatékonysagat, a *Ga(Ill)- és *Sc(I1I)-
komplexek in vivo tulajdonsagait. Megallapitottuk:

7.1 A hat és hétfog DATA™, DATA™, AAZTA, CyAAZTA, és L4 ligandumokkal képz6dd
Ga(Ill)-komplexek stabilitasi allandéi kozel megegyeznek, mig a Ga(L3) komplex
stabilitasi allandoja 3 logK egységgel kisebb, mint a Ga(L4) komplexé az L3 ligandum
kisebb 0Osszbazicitiasa és a Ga(Ill)-ion szamdara kialakitott koordinacids iireg
kedvezdtlenebb szerkezete miatt.

7.2 A Ga(AAZTA), Ga(L3) és Ga(L4) komplexek esetében viszonylag alacsony pH-n
(pH>3), egy szokatlanul stabilis Ga(L)H.1 0Osszetételli részecske képzdodését
tapasztaltuk, mig a Ga(CyAAZTA), Ga(DATA™) és Ga(DATA>™) esetében a képzddés
nagyobb, fiziologiashoz kozeli pH-n jatszodik le.

7.3 A Sc(AAZTA) stabilitasi dllanddja nagyobb, mint a Sc(DTPA)* komplexé, de a logKmL
érteke jelentdsen elmarad a lényegesen nagyobb stabilitasi allandoju Sc(DOTA)

132



nczsozso /2 23

VI. Osszefoglalas

komplexétdl. Ugyanakkor a Sc(AAZTA) latszolagos stabilitasat jellemzd pSc értéke
fiziologiashoz kozeli feltételek mellett (pSc=-log[Sc>Jfree, [Sc* Tio=10% M, [L]wo=10"7
M, pH 7.4) kozel 1 nagysdgrenddel nagyobb, mint a Sc(DOTA) komplexé
(Sc(AAZTA): pSc=24,72; Sc(DOTA): pSc=23,92), ami a DOTA ligandumban

talalhato gytiri N donoratomok nagyobb bazicitasanak a kovetkezménye.

7.4 A Ga(IlT)-komplexek és transzferrin kozotti cserereakciok sebességmeghatarozo 1épése

fiziologias pH-n (pH=7,4) a Ga(L)H.1 részecske spontan ¢és OH™ katalizalt
reakcioja kovet. A disszocidcio sebességét jellemzo felezési idok (712) alapjan a Ga(Ill)-
komplexek  kinetikai  inertsége @ a  kovetkez6  sorrendben  csokken:

Ga(L2)>>Ga(DATA’™)>Ga(AAZTA)>Ga(DATA™)>Ga(CyAAZTA)>Ga(L1).

koztitermék képzddésével. A Sc(AAZTA) kinetikai inertsége ugyan elmarad a
Sc(DOTA)" komplexétél (Sc(AAZTA): t12=5,6 év, Sc(DOTA): 112=9,1 X 10* év,

------

izotdp bomlasi sebessége (712=3,97 6ra).

7.6 Fiziologias pH-n a dominans Ga(AAZTA)H.1, Ga(L3)H-1 és Ga(L4)H-1 komplexben a

7.7

Ga(Ill)-ion ekvatoridlis koordinacids helyeit két nitrogén, egy — egy exociklusos
karboxilat és OH™ oxigén donoratomok foglaljak el, mig az axialis poziciokban a masik
gylri nitrogén és az exociklusos karboxilat oxigén donoratomok koordinal6dnak torzult
oktaéderes szerkezetet kialakitva. Ezzel szemben a DATA™ és DATA®™ ligandumokkal
képz6dd Ga(L)H-1 komplexben a OH ion axialis helyen koordindlodik a Ga(Ill)-ionhoz
oldat és szilard fazisban is.

A Sc(AAZTA)(H20) komplexben a kisebb méretli Ln(Ill)-ionokkal képzddo
Ln(AAZTA)(H20) komplexekhez hasonldan a Sc(Ill)-ionhoz az AAZTA ligandum hét
donoratomja koordinalddik torzult dodekaéderes térszerkezetben, és a Sc(Ill)-ion a
harom nitrogén ¢s a négy karboxilat oxigén altal hatarolt sikok kozott helyezkedik el,

mig a ,,sapka” pozicidoban egy vizmolekula talalhat6 szilard fazisban.

7.8 Az L3, L4 és CyAAZTA ligandumok *®Ga izotoppal torténd jelzési hatékonysaga, az

AAZTA ¢és DATA™ ligandumokhoz hasonloan, kozel kvantitativ (RCY=90 %)
viszonylag rovid reakcididot (t=5 - 15 perc) és alacsony kelator koncentraciot ([L]<10
uM) alkalmazva (T=25 - 37°C) a pH=3,8 — 8,0 tartomanyban 0,2 M acetat, vagy 1,0 M
HEPES puffer jelenlétében.
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7.9 Az AAZTA ligandum szélesebb pH tartomanyban (pH= 2 — 7), alacsonyabb
hémérsékleten (T<95°C) és kisebb kelator felesleg jelenlétében ([AAZTA]> 1 uM)
rovidebb idé alatt (t<30 perc), jobb hatasfokkal (RCY>95 %) képez **Sc(Il)-
komplexet, mint a DOTA. Ez kifejezetten eldnyds lehet a pH és hdmérséklet érzékeny
biomolekuldk **Sc izotoppal jelzett szarmazékainak eldallitasakor.

7.10 Az egészséges ¢és 4T1 tumort hordozd6 BALB/c egérmodellekrél az ovBs integrin
receptort célzd [**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] radiofarmakon injektalasa utan 90
perccel felvett MRI/PET felvétel szerint a [**Sc(CNAAZTA-c(RGDfK))] dusulasa a
4T1 tumorban kozel 25-szor nagyobb az ovf3 integrin receptor tultermelddése miatt,
mint az izomszovetekben (hattér).

8. A radioaktiv fémizotopok (RDx: ®*Ga, **Sc; RTx: *°Y, 7"Lu) makrociklusos DOTA-val és
szarmazékaival viz/etanol, viz/izopropanol €s viz/acetonitril elegyben lejatszodo, a vizes
kozeghez képest gyorsabb komplexképzddési folyamatainak értelmezése cé€jabol részletesen
tanulmanyoztuk a DOTA ligandum protonalodéasi sajatsagait vizben ¢&s viz/etanol
elegyekben (Ln(II)=Ce(IIl), Eu(Ill), Y (III) és Lu(Ill)). Megallapitottuk:

8.1 A DOTA* ligandum két gytirti nitrogénjének protonalédasat jellemzd logKi™ és logKo™
értékek jelentdsen, mig az acetat csoportok protonaldodaséhoz rendelhetd logKs! és
logKs'! értékek csak kismértékben csokkennek 0 — 73,5 V/V% etanol/viz elegyekben A
bekovetkezd csokkenése az etanol kisebb 6ndisszocidcios allandodjaval értelmezheto.

8.2 A Ga(DOTA) ¢és Ln(DOTA)" komplexek képzddése vizben és etanol/viz elegyekben
azonos mechanizmus szerint jatszodik le. Elsé 1épésben a gyors eléegyensulyban
képz6dd kétszer protonalt *[M(H2DOTA)]" koztitermék protonalddasi egyensulyban
van a kinetikailag aktiv monoprotonalt *[M(HDOTA)]" koztitermékkel (K'mur), ami
viz, mint Brensted bazis (M" ko) és OH™ ion 4ltal katalizalt tton (MHPDkon)
deprotonalodhat  és  atrendezédhet M(DOTA)  végtermékké a  reakcid
sebességmeghatarozo 1épésében. A Ga(DOTA) és Ln(DOTA)” komplexek etanol/viz
elegyekben tapasztalt gyorsabb képzédése a K'lmmr) protonalddasi 4llandod
csokkenésével értelmezhetd, aminek kdszonhetden adott koriilmények mellett megnd a

kinetikailag aktiv *[M(HDOTA)] koztitermék koncentracioja.
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VII. Az eredmények lehetséges alkalmazasai

Bemutatott eredményeink a ritkafoldfém(IIl)- és Ga(Ill)-ionok nyiltlinct és makrociklusos
aminopolikarboxilat komplexeinek az egyenstlyi, kinetikai ¢és szerkezeti sajatsagai
vizsgélataival kapcsolatosak, igy foként alapkutatds jellegliek. Az 0j ligandumok eldallitasa
soran egyes funkcios csoportok kapcsolasaval, illetve eltavolitasaval, a ligandum szerkezetének
modositasaval, merevitésével azt igyeksziink megallapitani, hogy ezek a valtoztatasok hogyan
érintik a komplexek tulajdonsdgait, vagyis hogyan lehet stabilisabb, inertebb, nagyobb
relaxivitast mutaté Gd(III)-komplexeket eldallitani. Az igy kapott eredmények publikéldsa mar
azok hasznositasat is jelenti, de a szerzett ismeretek alapjan kiilfoldi partnereinkkel ujabb
szerkezetek tervezésén jelenleg is dolgozunk, szem elOtt tartva a szabadalmaztathatosagot, és
az esetleges teragnosztikai alkalmazas lehetdségét is.

Az AAZTA, CyAAZTA és PDAZ3A ¢és analdg ligandumok alkalmazéséra a nuklearis
medicinaban van lehetdség, mivel az ilyen tipust ligandumok a Ga*" mellett a Sc**, Lu’* és
Cu?*" ionoknak is jo komplexképzdi. Az AAZTA bioldgiailag aktiv fehérjékhez tortént
kapcsolaséaval nyert ligandum %Ga®" és **Sc®" izotopokkal jelzett komplexeinek preklinikai
vizsgélatai a Scanomed - Bracco Imaging S.p.a. kozotti kutatasi szerzddés keretében mar
folyamatban vannak. Ezzel parhuzamosan a Debreceni Egyetem - Bracco Imaging S.p.a.
egyittmiikodésén keresztiil olyan AAZTA szarmazék eldallitdsan dolgozunk, amelyek
8Ga(Ill)-, *Sc(Ill)-, "Lu(lll)- és 2*Bi(Ill)-komplexei nagymértékben inertek és igy
alkalmasak lesznek teragnosztikumok el6allitasara.[>¥

A Gd(DO3A)-arilszulfonamid komplex igéretes pH-érzékeny kontrasztanyag
modellvegyiilet. Az arilcsoport para-helyzetii szubsztituensének modositasaval a Gd(III)-
komplexben a szulfonamid NH proton disszocidciojanak pH tartomanya (N-atom
koordinacidja) moédosithatd és igy a disszociacié kedvezd fiziologids tartomanyban kovetkezhet
be, ami jelentds relaxivitas valtozast eredményez.

Legnagyobb lehetdség kutatasaink eredményeinek alkalmazésara a protoncserén
alapulé nagy relaxivitdsu Gd(III)-komplexek MRI vizsgéalatokban torténd felhasznaldsaban
rejlik. Mivel a labilis protonokat tartalmazé Gd(III)- és esetleg Fe(Ill)-komplexekben a belsd
szféras vizmolekula jelenléte sziikségtelen, igy helyét a ligandum egy koordinalodo
donoratomja foglalhatja el (,,dehidratalt” Gd(III)- és Fe(I1l)-komplexek) nagyobb stabilitast és
kinetikai inertséggel jellemezhetd komplexet eredményezve. Az elmult 6t év sordn a Bracco
Imaging S.p.a. gyogyszervallalatndl szdmos protoncserén alapuld nagy relaxivitasa Gd(HP-
DO3A) szarmazék komplexet allitottunk eld, amelyek koziil egy 0j Gd** alapi MRI

kontrasztanyag preklinikai vizsgalataira a kdzeljovében keriil sor.
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VII. Az eredmények lehetséges alkalmazasai

Kutatdomunkank tovabbi jelentés eredménye a hét Gd**-alapu kereskedelmi MRI
kontrasztanyag egyensulyi és kinetikai sajatsagainak megallapitasa fiziologidshoz kozeli
feltételek mellett. A hét Gd** vegyiilettel a testfolyadékokban elvben kompeticioba 1ép8 Zn>*,
Cu*" és Ca’" ionok komplexei stabilitasi allandéinak meghatirozasaval és egy egyszerii
plazmamodellel egyensulyi eloszlasokat szdmolva, becsiilni tudtuk a kontrasztanyagokbol
disszocialdo Gd** és a keletkezd ZnL, CuL, CaL komplexek mennyiségét, amik a részletesen
vizsgalt Omniscan® (Gd(DTPA-BMA) esetében nagyon jol egyeztek a kisérleti
eredményekkel. Megallapitottuk, hogy a makrociklusos kontrasztanyagok csak proton

katalizalt uton disszocialnak, ami pH=7,4 esetén végteleniill lassu. A nyiltlanca

.....

------

¢s kitiriilésének mértéke az egyensulyi, kinetikai és farmakokinetikai adatok alapjan

megallapithatd, megbecsiilhetd. Ezek az eredmények az NSF okanak megismerése

rrrrrr

------

------

hisztidin jelenléte csokkentheti (feltehetben a kicseréld Cu?" és Zn>* ionok komplexbe

vitelével). Allatkisérletekben a sz4jon at adott hisztidin csokkentette a Gd(DTPA-BMA)-bol a

rrrrrr

Ezek az eredmények a Bracco Imaging S.p.a.-val kozdsen szabadalmaztatva lettek.[S!)

A bisz-hidratalt Gd(IIT)-komplexek fizikai-kémiai sajatossdgainak részletes vizsgalata
soran elért eredményeinknek kdszonhetden fejlesztettiink ki egy j két belsé szféras GA(PCTA)
szarmaz¢ék komplexet, amely hatékonysdga (relaxivitidsa) és kinetikai inertsége feliilmulja a
klinikai gyakorlatban ,,etalonnak” tekintett Gd(DOTA) komplexet.[53] Az 0j két belsd szféras
vizmolekulat tartalmazd GA(PCTA) szarmazék sikeres klinikai vizsgalatait és FDA altali
engedélyezését kovetden a Guerbet és Bracco Imaging S.p.a. gydgyszervallalatok kozosen, de
eltéré markanév alatt (Elucirem® - Guerbet és VUEWAY® - Bracco Imaging) 2023-ban hozzak

klinikai forgalomba MRI vizsgalatokban alkalmazhat6 kontrasztanyagként.
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