Debreceni Egyetem
Termeszettudomanyi és Technologiai Kar

Szervetlen és Analitikai Tanszék

Az EGTA-BBA ligandum néhany fémionnal kialakulo
komplexének koordinacids kémiai vizsgalata

TDK dolgozat

Készitette: Farkas Edit, Il. évf. Vegyész MSc

Témavezetd: Prof. Dr. Toth Imre, egyetemi tanar

Debrecen, 2014



Farkas Edit: Az EGTA-BBA ligandum néhany fémionnal kialakulé komplexének koordinaciés kémiai
vizsgalata

Tartalomjegyzék
L. BEVEZELES ...ttt ettt ettt E e R R et et et reebenteeneeneene e e e e e e 2
LI, CEIKITUZES ...vvveivreriesieiesie sttt et e et sttt se e e et e teebe e beebeese e s e e st e s e benbeeteenearaenseneeneas 3
T IrOdalmi GHEEKINTES .......iiiiiieieiee e bbbt 4
II.1. Lantanoiddk komplexKépzd sajAtoSSAZAL........cvvrvveiriiiiiiieiiiiiieesee e 4
H1.2. MRI KONEraSZtanYagokK ........cccveiieiuieieiieieesie e s sieeee e te e ste e e sne e sneesreeneeanes 5
1.3, T1 KONTraSZtanyagOK .........ccveviiieiieeie ettt ae e sraenneanes 6
1.4, T KONTraSZEaNYagOK ........ceiueeiiiieiiieie ettt st e e nreeneeenes 7
I11.5. A kontrasztanyag fejleSzte€s Uj IFANYAI .........ccoccveivereeiieiiese e 7
IV. Alkalmazott Vizsgalati MOUSZEIEK .........cceveiiiiieiieieese e 9
V. 1. PH-POENCIOMELIIA. .....eetiiiiiietieeee ettt bbb 9
Y 1= Q0] (0] (0] 1] € - USSR 10
Y =] P b0 111 (T RS PR 11
V. Eredmeények €S rtelMEZESUK .........cociviieiieie et 12
WL KISEIIBLE TESZ ...ttt bbbt ne et 17
VL OSSZEFOGIAIAS ..ottt 19
VL SUMIMAIY <ottt e e et e e ss e e s st e e eb b e e e st e e e nbbeeabbeeensneeanneaeas 20
X, 1rOAAIOMJEGYZEK. ...t ettt anas 21
X, KOSZONEINYIIVANTTAS .....ocveeiecece et reenre e 24



Farkas Edit: Az EGTA-BBA ligandum néhany fémionnal kialakulé komplexének koordinaciés kémiai
vizsgalata

|. Bevezetés

A 21. szézad orvosi diagnosztikaja mara olyan fejlettségi szinten all, hogy igen nagy
biztonsaggal képesek vagyunk az egyes koros folyamatok, elvaltozasok korai kimutatasara. A
rosszindulatl daganatok, szOvetek vagy akar sejtek kimutatdsa nem jelent gondot, a
nagyfelbontasu és nagy érzékenységli technikak alkalmazasaval. Ugyanakkor a betegségek
kialakuldsédnak els6 1épése mindig valamilyen bioldgiai folyamatban bekovetkezd paranyi
valtozéds, amely egyes biologiailag fontos vegylletek, ionok mennyiségének
(koncentraciojanak) a valtozasaval jar/jarhat egyitt. Ezeket a valtozasokat azonban igen nehéz
kovetni, hiszen ezeknek a molekulaknak és ionoknak a kvantitativ megfigyelése/kdvetése
igen nehéz, specialis anyagokat és modszereket igényel.

Az orvosdiagnosztika egyik leggyakrabban alkalmazott modszere a méagneses
rezonancias képalkotas (MRI), amely egy nagy felbontassal, de Kkis érzékenységgel
rendelkezd technika, ahol nem invaziv tton allithatunk fel diagnézisokat. Az MRI vizsgalatok
soran a beteget magneses térbe helyezik €s a testében 1évé protonokat (féleg viz protonokat)
radiofrekvencias impulzussal gerjesztve kapjdk a meért jelet, amibdl aztan az MRI kép
kialakul. Az MRI hatékonysdga novelhetd, valamint a vizsgalat ideje csokkenthetd
kontrasztanyagok felhasznaldsaval. Ma a gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagok
kizarélag a 64-es rendszamu, 7 péarositatlan elektronnal rendelkez6 Gd**-ion poliamino-
polikarbixilat ligandumokkal képzett komplexei tartalmazzak.

A kismolekulak, ionok koncentracidjanak méresehez specialis kontrasztanyagokra van
szilkség, amelyek a célvegyulet koncentraciojanak véltozasara valamilyen atalakulason
mennek keresztil. Ez az 4talakulas, Gd**-tartalm( kontrasztanyagok esetében, a
kontrasztnoveld hatas erdsségének megvaltozasat kell, hogy okozza, ami az MRI kép
kontrasztossaganak valtozasat eredményezi.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék Ritkafoldfém
kutatcsoportja mar évtizedek 6ta foglalkozik Gd** és mas fémionok komplexeinek
vizsgalataval, felterkepezve azok koordinacidés kémiai sajatsagait egyensulyi, Kinetikai,
relaxacios és szerkezeti szempontbol.

Munkém soran ezekbe a kutatasokba kapcsolddtam be én is és egy a Ca”*-ionok
koncentraciojanak in vivo mérésére fejlesztett MRI kontrasztanyag modellvegyiletének

vizsgalataban vettem részt.
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1. Célkituzeés

Az altalam vizsgalt ligandum egy Ujonnan szintetizalt EGTA szarmazek az EGTA-
BBA (1. 4bra). A ligandum egy modellvegyiilet, amely alkalmas EGTA alapt Ca®*-szelektiv
MRI kontrasztanyagok in vivo viselkedésének vizsgélatara. Az altalunk vizsgalt Ca*-
szelektiv kontrasztanyag esetén a molekula két végén taldlhatdé DO3A egységhez kotddik
nagy stabilitassal a Gd**-ion, mig maga EGTA-fragmens képes kétni a Ca®*-iont (2. 4bra). Az
irodalmi stabilitasi adatokbdl kideriil, hogy az EGTA Ca®*-ion szelektiv a Mg?*-ionnal
szemben, ugyanakkor az irodalmi adatok azt is mutatjak, hogy a komplexképzon beliil két
karboxilatcsoport amidcsoportra torténd cseréje rontja a szelektivitast (pl. DTPA-BMA esete)
[1]. Mivel az EG2A2MP™” vegyiilet esetében a két kotbhely |, fiizidja” soran valojaban
EGTA-bisz(amid) tipusti vegyiilet koti a Ca®*-iont, kivancsiak lettink arra, hogy ez a
szelektivitds megmarad-e ebben az estben is, mivel ilyen vegyuletekre az irodalomban nem
talalhatok adatok. Ezéltal az EGTA-BBA modellvegyiilete az EG2A2MP®*# ligandum DO3A
egységeket Osszekotd fragmensének (2 ébra) A munkank sordn meghataroztuk az EGTA-
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I11. Irodalmi attekintés

I11.1. Lantanoiddk komplexképz6 sajatossagai

A | ritkafoldfémek™, vagy lantanoiddk kozé soroljuk az f mez6é 57-71 rendszamu
elemeit a La-tol a Lu-ig, valamint a szkandium csoportba tartozé Sc, és Y elemeket is. Az
elnevezésiik a lantanhoz valé nagy hasonlosdggal magyarazhat6, kezdetben ,,lantanida”, majd
,lantanoida” (Ln) lett.

A Ln*"-ionok a kiils§ vegyértékhéjon 16v6 3 elektron eltavolitasaval jonnek 1étre, és
csak az f-alhéjon taldlhatd elektronok szdméban kiilonbdznek egymastdl. +3-as oxidacios
allapotban fordulnak el6 vizes oldatukban is, bar néhany lantanoida esetében eléfordulhat a
+2-es és a +4-as oxidacios allapot is. Az f-alhéjon talalhatd elektronok az 5s°5p° kiilsd, zéart
elektronhéjat teljesen learnyékoljak, amelynek koszonhetéen az ionméret a La**-t6l a Lu**-ig
monoton csokken [3]. Leginkabb ionos kotést alakitanak ki elektronszerkezetiikb6l adédoan.

A Ln*-ionok hard természetiick, a toltéssel rendelkezé donoratomokat részesitik
elénybe [4], valamint a kialakulo komplexeik stabilitasa a donoratom hard jellegének
novekedésével n6. Az ionmérettdl fiiggben tobbnyire 8, ill. 9-es koordinacids szamu
vegylileteket képeznek[5].

A lantanoida(lll)komplexek elektronspektroszkdpiai viselkedése jelentésen eltér az
atmeneti fémekétl. Az eltérés oka, hogy dontdéen az f-elektronok hatarozzak meg
tulajdonsagaikat, azonban azok nagymértékii arnyékoltsaga miatt a koordinalédé ligandumok
tere csak kis mértékben befolyasolja energiaédllapotukat. Az atmenetifémek d-d abszorpcios
sdvjaival ellentétben a lantanoidak f-f savjai meglehetésen keskenyek. A hétszeresen
degeneralt f-alhéjak felhasadnak a spin-palya koélcsonhatas miatt, az igy kialakult
energiaszintek kozott f-f atmenet valosulhat meg. A hozzajuk tartozé savok igen Kis
intenzitastak (¢ ~ 1 cm™*M™), mivel ezek az atmenetek tiltottak (Laport-szabaly) [6].

Bizonyos lantanoidak (Ce®', Tb®") esetében jobban hasznalhatok az 5d«4f
elektrondtmenetek a lantanoida(Ill)kompexek képzddésének kovetésére. Ezek érzékenyebbek
a komplexképzddésre, mivel az 5d palyara a kiilsé palyak arnyékold hatasa kevésbé hat. A
legtobb Ln**-ion esetében ezek az 4tmenetek a tavoli-UV tartomanyba esnek, de a Ce®*-, Pr**-
és Th**-ionok esetében ezek az UV tartomanyban talalhatok. A lantanoida(l11)-komplexek
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(Eu**, Yb*) képzédése (vagy disszociacibja) az UV-tartoméanyban talalhat6
ligandum—fémion toltésatviteli shvok segitségével is kovethetd.

A kozponti fémion elektronszerkezete jelentdsen befolyasolja a lantanoida(II)-
komplexek magneses tulajdonségait. A Ln**-ionok az Y**, a La** és a Lu** kivételével
paramagnesesek, magneses momentumuk a Nd**-nél és a Dy**, illetve a Ho**-nal maximumot
mutat [7].

A lantanoiddk komplexeinek fontos tulajdonsaga azok stabilitasi allanddja, amely a
lantanoida soron beldl a rendszam novekedésével tobb kiilonb6z6 modon valtozhat, a harom
leggyakoribb a kovetkezo [8]:

e A rendszam noOvekedésével, azaz az ionsugar csokkenésével monoton
ndvekszik a stabilitasi allandd, ilyen tipustiak a DCTA és az EDTA ligandum
komplexei.

e A masik esetben a komplexek stabilitasi allandéi a Sm—Eu-ig nének, majd
értékik kozel allandé marad. Ehhez a tipushoz tartozik a HEDTA.

e Egyes esetekben a kialakul6 komplexek stabilitasi allandéi maximum gorbe
szerint valtoznak az ionméret csokkenésével. Altalaban a Dy-Ho Korill

talalhatd a maximum értéke, ilyen tipusd ligandum a DTPA.

[11.2. MRI kontrasztanyagok

Maéra az egyik legelterjedtebb orvosdiagnosztikai eljardés a magneses rezonancias
képalkotds (MRI). A modszer alapja, hogy az egészséges és a beteg szoveteknek eltérd a
viztartalma, valamint a szovetekben talalhaté viz molekulak T, és T, relaxacids ideje is
kiillonbozik, igy a szovetek jelintenzitasa is eltéré [9]. Mivel sok esetben a kiilonbozo
szovetek viztartalmanak kiilonbsége nem szamottevd, igy a relaxacios idé kiilonbség is kicsi.
Bizonyos esetekben a megbizhatd kiilonbség érdekében kontrasztanyagot kell alkalmaznunk,
amivel a relaxacios id6k csokkenthet6k, ezaltal a mérések ideje is [9]. Spin-echo impulzus
szekvenciat alkalmaznak az MRI vizsgalatok sordn, ahol a kép kontrasztossagat a
térfogategységben 1évé protonok strtisége ((N(H)), longitudindlis és transzverzalis relaxacios

ideje (T4, T) szabja meg. A kapott jel intenzitasa (SI) a kovetkez6képpen adhatd meg [10]:

TR, -TE,;
SN=N(H)[1—e 'T]e T (1)
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ahol a TE az echo késleltetési id6, a TR az ismétlési id6. Az egyenlet alapjan megallapithato,
hogy a T; relaxacios id6 csokkenése a jel intenzitas novekedését, a T, relaxacios id6
csokkenése pedig a jel intenzitasanak csokkenéset eredményezi.

A kontrasztanyagok alkalmazasanak szigoru kovetelményei vannak, mint példaul: jo
vizoldhat6sag, nagy termodinamikai stabilitds, kinetikai inertség, kis ozmotikus koncentrécio,
ha lehetséges szervspecifikussag és minimalis ddézis mellett maximalis kontrasztndvelés.
Emellett még fontos a relaxivitas (r;), ami a paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal
eredményezett relaxacids sebesség (1/T1) ndvekedés a diamagneses kozeghez képest [11]. A
kontrasztanyagokat 2 csoportba sorolhatjuk: vannak T; (longitudindlis relaxacio sebesség

novelok, 1/T;) és T, kontrasztanyagok (transzverzalis relaxacio sebesség noveldk, 1/T5).

I11.3. T, kontrasztanyagok

A T; kontrasztanyagok csokkenteni tudjak a szervezetben talalhatd vizprotonok
longitudinalis relaxacios idejét, amelyek paramagneses, viszonylag hosszu elektron relaxéciés
idével rendelkezd kozponti fémiont tartalmaznak (Fe?*, Mn**, Eu** és Gd*") amelyek sok
parositatlan elektronnal rendelkeznek. A gyakorlatban a Gd**-ion a leggyakrabban
alkalmazott, mivel 7 péarositatlan elektronnal, nagy magneses momentummal és hosszu
relaxaciés id6vel rendelkezik (10%). A Gd**-ion azonban erésen toxikus (LDsp=0,2-0,5
mmol/kg) [12], igy csak termdinamikailag stabilis és Kkinetikailag inert komplexei
alkalmazhatdk kontrasztanyagként. Ezért a mai napig nyilt lanct, és makrociklusos
poliamino-polikarbonsav komplexei vannak forgalomban, mint MRI kontrasztanyagok.

A [GA(DTPA)]* -komplexet alkalmaztak elsSként kontrasztanyagként [13,14], majd
ezt a kinetikailag inertebb [GA(DOTA)] bevezetése kovette [15]. Ezen két komplex utan
eldallitottak toltésnélkili szarmazékait is, mivel a toltéssel rendelkezd kontrasztanyagok
injektalasa sordn fajdalom léphet fel, a nagy ozmotikus koncentrdcio miatt
([Gd(DTPABMA)], [Gd(DTPA-BMEA)], [Gd(HP-DO3A)] és a [Gd(DO3A-B)]) [16,17,18].

Kifejlesztettek olyan kontrasztanyagokat is, amelyek nem egyenletesen oszlanak el a
szervezetben, hanem egy adott szovetben képesek dasulni. Ezaltal nagyobb kontrasztanyag
koncentraciot lehet elérni egy-egy terileten Kkisebb mennyiség alkalmazésaval. llyen
kontrasztanyagok példaul a [Gd(EOB-DTPA)]* [19] és a [GA(BOPTA)]* [20], melyeket a
maj vizsgalatanal hasznalnak, vagy a vérben talalhatd nagy fehérjékhez méasodlagos kotés
segitségével kot6dé és adduktumot kialakitoé MS-325, mely angiografids vizsgélatokra
alkalmas[21].
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I11.4. T, kontrasztanyagok

A T, kontrasztanyagok kozott legjelentésebbek a szuperparamagneses vas-0Xid
mikrorészecskék,  melyeket  eredményesen  haszndlnak MRI  mérések  soran
[22,23,24].Osszegképletiik: Feo(111)OsM(I1)O, ahol az M(I1) lehet Fe**, Mn?*, Ni**, Co** vagy
Mg®*. A szemcseméretiik nagymértékben befolyasolja tulajdonségaikat [25]. A kisebb
szemcseméretli vas-oxidok a vizprotonok longitudinalis relaxacio sebességet ndvelik meg
jelentOsen, nagyobb szemcseméret esetén a vizprotonok transzverzalis relaxacid sebessége

csokkeni fog [26].

I11.5. A kontrasztanyag fejlesztés Uj iranyai

A napjainkban alkalmazott kontrasztanyagokban a Gd**-ionok koordinaci6s
szférdjaban az 0Osszesen 9 koordinaciés helyéb6l nyolcat a ligandum donoratomjai, a
fennmaradd egy helyet pedig egy viz molekula foglalja el. Ebbdl kiindulva a relaxivitas
novelésére lehetéség van, ha noveljikk a kotott vizmolekulak szamat (q) a kdzponti fémion
korl, olyan ligandumok alkalmazasaval, amelyek kevesebb donoratomot tartalmaznak. Ez a
véltoztatds ugyanakkor megkonnyiti a szervezetben nagy mennyiségben el6forduld
ligandumok (pl. karbonat, citrat stb.) koordinacigjat is a kozponti fémionhoz,
vegyesligandumu komplexet létrehozva. Az igy kialakulé komplexek belsé koordinécios
szférajabol azonban az 6sszes vizmolekula kiszorul, igy a relaxivitas értékik lecsdkken.

Napjainkban az MRI kontrasztanyagokkal szemben tdmasztott kbvetelmények egyre
nének, egyik ilyen pl. a szervspecifikussag. Emiatt egyre nagyobb figyelem irdnyul az olyan
komplexek kifejlesztésére, amelyekkel csak egyetlen szerv, szervcsoport vagy egy adott
tipusu szdvet vizsgalhat6 [27,28].

Nagy érdeklodés mutatkozik az un. intelligens kontrasztanyagok irant is, amelyek
lehetéséget adnak a szovetek pH-janak [29], homérsékletének [30,31], vagy az oxigen
parcialis nyomasanak mérésére [32,33,34]. Tovabba lehetdség van a szovetekben talalhatd
enzimaktivitas [35] és a kiilonboz6 fémionok (pl.: Ca**, Zn**, Cu?*, Fe**) koncentréaciéjanak
meghatarozasara is [36,37,38]. A kovetkez6 abran a célkitlizésben mar emlitett
EG2A2MP*A ligandum Gd(I11)-komplexének szerkezetét mutatjuk be vézlatosan Ca®*-ion
jelenlétében és tavolléteben.



Farkas Edit: Az EGTA-BBA ligandum néhany fémionnal kialakulé komplexének koordinaciés kémiai
vizsgalata

3. dbra: EG2A2MP* -ligandum Gd(I11)-komplexének vazlatos abrazolasa Ca’*-ion
jelenlétében és tavolléteben.
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V. Alkalmazott vizsgalati modszerek
IV.1. pH-potenciometria

A pH-potenciometria egy elektroanalitikai mddszer, amelyet egyensulyi vizsgalatok
soran széles kortien alkalmaznak. A ligandum protonalddasi allandoit és a kialakuld
[Cu(EGTA-BBA)] komplex stabilitasi allandojat). Ez az egyik legfontosabb és legpontosabb
technika erre a célra, melynek alapja, hogy a ligandumhoz koordinal6dé fémion hatéassal
legyen a protonalddas egyensulyéra, tehat pH-effektussal jarjon a komplexképzddés. Az

EGTA-BBA ligandum protonal6dési allandéit a kovetkez6képpen definialhatjuk:

H_,+H'=— HL )
ST EEo T 3)

Az oldat H'-koncentréacidjat mas tényezék is befolyasoljak, ilyen példaul a szabad
ligandum kiilonb6z6 bazicitasti donorcsoportjai, illetve a koordindlodo fémion és a kiilonbozo
mértékben protonalt ligandumok kozott kialakuld kompeticios reakciok. A komplexek

képzOdését és a stabilitasi sorozatot a kovetkezOképpen adhatjuk meg:
+ + - = pntg—rm
pM™ +qH™ + rL™ = M,H_L, 4)

[M,p Hq L’,:‘n+q —rm]
[MPF]P[HT ]2 [ ]" (5)

ngr =

Az altalunk vizsgalt rendszerek esetében 1:1 és 2:1 fem:ligandum 6sszetételnél ML komplex
képzddése mellett egyszerprotonalt, kétszerprotonalt és kétmagvi komplexek képzOdését is
feltételeztiik. A képz6do részecskék egyensulyi allandoit az alabbi 6sszefiiggésekkel adhatjuk

meg:

M4+L = ML (6)
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k. = ML
M ML )
M+ML=— ML (8)
_ [MyL]
ot = D[] ©
MH,_,L+H* = MH,L (10)
Ky = (MH,L] i =1,2
MH;L ™ [MHE-_lL][Hﬂ e (11)

A pH-potenciometrids modszert 2-12 pH kozoétti tartoméanyban alkalmazhaté nagy
biztonsaggal. Néhany esetben azonban a komplex képzédése vagy a ligandum protonalddasi
folyamatai megkdvetelik a nagyobb pH-tartomany alkalmazasat, ilyen esetben 1,7 és 12,5 pH
kozotti tartomanyban dolgozhatunk. llyen széles pH-tartomanyban azonban szamolni kell a
meghatarozott, protonalddasi vagy stabilitasi allandok nagyobb hibajaval. Ha ilyen nagy pH-
tartomdnyban sem tudjuk kovetni a protonalodasi vagy komplexképzddési folyamatokat,
akkor a vizsgalatokhoz mas madszert kell valasztani (NMR, UV-Vis spektrofotometria) és a
pH-t (vagy a sav- esetleg lUg-koncentraciot) ,,indikatormolekulak™ segitségével vagy a cus

/////

soran kapott adatokbo6l a PSEQUAD szamitdgépes program segitségével szamitottuk ki [39].

IV.2. Spektrofotometria

Az UV-lathatd spektrofotometria az elektromagneses sugarzas lathatd tartomanyat
(400-780 nm), és azzal szomszédos, UV-tartomanyt (190-400 nm) hasznalja fel a mérésekhez.
A lathato és az UV tartomanyba es6é fény alkalmas arra, hogy a fény energiaja a molekula
rezgési és forgasi allapotai mellett a kotd és a nemkotd elektronokat is gerjessze. A képzddd
komplex tulajdonsagait és mérhetdségét a koordinaléodd fémion elekrtonspektroszkopiai
viselkedése fogja nagymértékben meghatarozni. Valamint a fémionok elnyelése kisebb
nagyobb mértékben megvaltozik a komplexképzddés hatasara, ez a valtozads adja az
alkalmazhatdsaganak az alapjat. Esetenként nemcsak a szabad fémionnak van fényelnyelése,

hanem a ligandumnak is.
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Az optimalis hullamhossz kivalasztasa fontos a kisérletek soran, hiszen célszerti, ha
csak egyetlen egy részecske nyel el az adott tartoményban. Ideélis esetben csak a képz6d6 ML
komplexnek van elnyelése, mig a M™" szabad fémion és a L ligandum nem, vagy csak kis
mértékben nyel el.

Munkdm  sordn a  [Cu(EGTA-BBA)]-komplex  stabilitési  alland6janak

meghatarozasahoz hasznaltam ezt a modszert.

IV.3. Relaxometria

A relaxometrias médszer alkalmas a Gd(l11)-komplexek képzédésének és disszociacio
Kinetikajanak vizsgalatara, mivel a vizprotonokra relaxacids sebességére gyakorolt hatés
kiilsnbz6 a szabad Gd**-ion és komplexei kozott.

A relaxivitas csokkenését a komplexképz6dés soran a fémion belsé koordinacios
szférgjaban talalhatd vizmolekuldk szamanak csokkenése eredményezi. A relaxivitds
ndvekedése pedig a komplex disszociaciojara, vagy protonalt komplexek képz6désére utalhat,
mely soran a Gd**-ionhoz Gjabb viz molekulak kétddnek.

A vizprotonok Gd**-komplex jelenlétében mért relaxacidsebessége (1/T1ons), @ Gd(I11)-
komplex diamégneses (1/Tiq) és paramégneses (1/Tip) hozzajarulasabol tevédik Ossze (a
diaméagneses rész tartalmazza a tiszta vizben mért relaxaciosebességet):

1 1 1 1
=4+ = +1[Gd] (12)
Tlobs Tld Tlp Tld '

ahol, az r; a Gd(l11)-komplex relaxivitasa [11]. A paramagneses fémkomplexek relaxivitasat a
fémion belsd (rli;) és kiilsé (r,;) koordindcios szférajaban 1év6 vizmolekuldk protonjai és a

masodik koordinacios szféra (rl‘f)nd

) vizprotonjai relaxaciosebessége 6sszegekent adjak meg
[40]:

m _ .is 0s 2nd
p =T, 1, +1 (13)
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V. Eredmeények és értelmezésiuk

Egy ligandum koordindciés kémiai vizsgalata minden esetben a ligandum

rrrrr

/////

megadni. A komplexképz6dés soran a fémionok, valamint az oldatban talalhatd hidrogén
ionok kozott versengés van a ligandum donoratomjaiért, ami meghatarozza a rendszer
jellemzoit adott pH-értékeknél lehetdséget nyujtva az egyes allandok meghatarozasara. Az én
munkam is a ligandum protonalodasi allandéinak meghatarozasaval kezdodott, amit pH-
potenciometrids modszerrel végeztem el. A kapott pH-V(ml) adatparok felhasznalésaval, a

/////

az 1. tablazatban tiintettem fel, az EGTA anyaligandum megfelel6 allanddival egyiitt [2].

1. téblazat: Az EGTA-BBA és az EGTA ligandum protonalodasi allandéi (25°C,

0,15 M NaCl)
EGTA-BBA | EGTAY[2]
logK," 6,44(1) 9,09
logKy" 5,92(1) 8,45
logKs" 4,60(1) 2,53
logK," 2,38(1) 2,50
> logK;™ 19,34 22,57

rrrrr

BBA ligandum protonalodasi allandoi értékében csokkenés tapasztalhatd. Ez egyértelmiien az
acetatcsoportok amidcsoportokra torténd cseréjének kdszonhetd, ami csdkkenti a ligandum
toltéssel rendelkezé donoratomjainak szamdt, ami hatassal van az esetlegesen kialakulo H*-
kotések erdsségére is. Az 1. tablazatban feltiintettik a ligandumok Osszbazicitasat is
& logKi™), amibél latszik, hogy az EGTA-BBA ligandum 8sszbazicitdsa tébb mint 3
nagysagrenddel kisebb, mint az EGTA ligandumé, ami elérevetiti a fémkomplexek stabilitasi
allanddinak csokkenését is.

A protonalddasi  allandok ismeretében meghataroztuk az EGTA-BBA ligandum

néhany fémionnal kialakulo komplexének stabilitasi allandojat. A kapott allandokat a 2.
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tablazatban tuntettem fel, ahol Osszehasonlitottam azokat az EGTA ligandumra kapott
értékekkel [1].

2. tablazat: Az EGTA-BBA és az EGTA ligandumok komplexeinek stabilitasi és
protonalddasi allandéi (25°C, 0,15 M NaCl)

EGTA-BBA EGTA™
logK,,. IogKMLH IogKMHLH IogKMLNI logK,,

Mg** - - - - 5,26
ca®* 6,28(1) 4,98(1) - - 10,65
Gd** 11,30(4) 4,92(8) 1,80(4) 2,9(1) 17,66
cu®® 14,23(4) 4,52(5) 1,71(6) 5,62(3) 17,22
Zn?* 8,70(6) 4,77(2) 2,93(3) 3,11(6) 12,65

211] 0,10M KClI, ® UV-lathat6 spektrofotometrias modszer

Ahogy az az 0Osszbazicitas értékének ismeretében vérhaté volt az EGTA-BBA
komplexek esetében rendre kisebb stabilitasi &llandé értékeket kaptunk. A Mg?®*-ionnal
veégzett titralas adataibdl nem sikerdlt stabilitasi allandét szamitani, aminek az lehet az oka,
hogy a komplex egyéltalan nem, vagy csak kis mértékben képzodik, annak igen kis stabilitasa
miatt. A Ca®*-ion esetében a titralasi adatokbol tudtunk stabilitasi &llandét szamolni, amely
szamértéke ugyan kisebb, mint az EGTA ligandum Ca?*-komlexére kapott érték. Ugyanakkor,
az EGTA és EGTA-BBA ligandumok Ca®* és a Mg**-ionnal képz6d6 komplexei stabilitasat
0sszehasonlitva egyértelmil, hogy ez az EGTA-BBA komplexképzd esetében a szelektivitas
nagyobb. Ez a tény igen fontos a gyakorlati felhasznalas szempontjabél.

Megvizsgaltuk a Cu®*- és Zn’*-ionokkal kialakulé komplexek stabilitasat is. Mind a
két esetben sikertlt egyszer és kétszer protonalt, valamint kétmagvl komplexeket is
kimutatni, ami egyaltalan nem meglep6 figyelembe véve, hogy az EGTA-BBA hasonloan az
EGTA ligandumhoz 8 donoratommal rendelkezik, mig a Cu®*- és Zn**-ionok maximalis
koordinacios szama 6 lehet. Mind a két femion EGTA-BBA komplexére kisebb stabilitasi
allandét kaptunk, mint az EGTA ligandummal kialakulé komplexek esetén. A [Cu(EGTA-
BBA)] komplex stabilitasi allandéjat csak UV-lathatd spektrofotometrids maédszerrel tudtuk
meghatarozni, hiszen a szabad fémion koncentracioja 2-es pH kornyékén 2-3% ala csokken,
igy stabilitasi allanddjanak értékét nem tudtuk szamolni a pH-metriés adatokbol (4.4bra).
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1’0 _ \CU2+ [CUL]

[CuHL]"

0.8 -

0,6 A

moltort

0.4

0,2 A

0,0 |\‘-" — T T |
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

pH
4. dbra: A [Cu(EGTA-BBA)] eloszlasi diagramja (Ccy=CecTa-88A=1 MM)

Megvizsgaltuk a [Gd(EGTA-BBA)]*-komplex egyensllyi viszonyait is. A titralasok
adataibol szadmitani tudtuk az 1:1 Osszetételli komplex stabilitdsi, az egyszer és kétszer
protonalt forméajanak protonalddasi, valamint a kétmagvl komplexének stabilitasi allandéjat
is. A kétmagvi komplex stabilitasi alland6janak meghatarozésa csak nagy hibaval volt
lehetséges, annak kis értéke miatt. Itt, ellentétben a Cu®**-ionokkal, a Gd**-ion 9-es
koordinécids szdma miatt nem kedvez a kétmagvii komplex képzddésének. A [GA(EGTA-
BBA)]"-komplex stabilitasi allanddja tobb mint 6 nagysagrenddel adodott kisebbnek a
[GA(EGTA)] -komplex stabilitasi allanddjanal, ami egyértelmiien a toltéssel rendelkezd
donoratomok szamanak csokkenésére (ill. a ligandum kisebb bazicitasara) vezethetd vissza,
figyelembe véve azt is, hogy a lantanoida(lll)ionok esetében az ionos kotések kialakulasa
kedvezé.

A [Gd(EGTA-BBA)]"-komplex egyenstlyi modelljének igazolasara megvizsgaltuk a
Gd**-komplex relaxivitasanak valtozasat a pH fiiggvényében, a vizsgélatokat 1,2 és 7 pH
kozotti tartomanyban végeztiik el. A [Gd(EGTA-BBA)] -komplex relaxometrias titralasa igen

érdekes tényre mutatott ra.
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o [GdHL] :
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pH

5. dbra: A [GAd(EGTA-BBA)]" eloszlasi diagramja (Ceq=Cecta-8B8a=1 MM), valamint

relaxivitasanak pH fiiggése

Ahogy az a 5. 4bran lathaté a [GA(EGTA-BBA)]"-komplex 1 mM-os oldataban mért
relaxivitas értéke gyakorlatilag allandosul pH=3,0 koril, ahol mar 90%-ban az egyszer
protonalt komplex van jelen és a relaxivitas értéke ezutan mar nem is valtozik szamottevden.
Ez azért érdekes megfigyelés, mert ilyen esetekben a protonalddas csak olyan donoratomon
kovetkezhet be, ami eredenddéen sem koordindlodik a Gd*-ionhoz, kilénben a relaxivitas
értékének valtoznia kellene a pH novekedésével. Egy donoratom deprotonalodéasa lehetdve
teszi annak koordinaciojat a kozponti fémionhoz, ami a belsd szférdban levé vizmolekuldk
szamanak, ezaltal a relaxivitas értékének csokkenéséhez kellene, hogy vezessen. Ezt a
megfigyelést tovabbi kisérletekkel akarjuk igazolni.

EG2A2MP°** ligandumban, amelynek modellvegyiilete az EGTA-BBA, a fémion
megkotodésére 3 lehetdség kinalkozik, a két DO3A egység, valamint az azokat 6sszektd Gn.
linker, ami esetlinkben az EGTA-BBA fragmens. A kontrasztanyag eldallitasa soran, ahogy
azt mar a célkitlizésben is emlitettiik, Gd**-ion felesleget alkalmazva telitik a kotohelyeket,
majd ezt kovetden ioncserés elvalasztassal tavolitjak el a linkerhez kotott Gd* -iont. Az igy
eléallitott kontrasztanyagban ugyanakkor bekovetkezhet a Gd**-ion athelyez3dése a DO3A
egységrél amennyiben az egyensulyi viszonyok azt lehetdvé teszik. Ennek vizsgalatara

koncentracio eloszlasi diagramot készitettink, amit a 6. abran mutatunk be [40].
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6. dbra: A Gd**:EGTA-BBA(L):DO3A(D) rendszer koncentracié eloszlsi gorbéi

2:1:2 (mM) mélarany esetén.

Az abran lathatdé, hogy pH>5,5-nél az altalunk kapott egyensulyi adatok (és a
Gd*":DO3A:H" rendszerre irodalomban publikélt alland6k)[40] alapjan az 6sszes Gd**-ion a

DO3A fragmensekhez kotddik, igy nem kell szamolni fémion jelentds ,,vandorlasaval” a
[Gdo(EG2A2MP*4)1%-komplexben.
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V1. Kisérleti rész

A vizsgalatokhoz alkalifém-, alkaliféldfém- és atmenetifem-klorid térzsoldatokat
hasznaltunk, melyeket analitikai tisztasagu sokbdl készitettiink kétszeresen desztillalt vizben
valo oldéassal. A Kkinetikai vizsgéalatokhoz hasznalt puffer (NMP, N-metil-piperazin) is
analitikai tisztdsagl vegyszerbdl késziilt. A relaxometrias és fotometrids vizsgalatok soran
hasznalt mintak pH-értéekeit Metrohm 827 pH Lab pH-méré és Methrom 6.0234.100
kombinalt Uvegelektrod alkalmazasaval mértilk. A mérések elott az elektrod kétpontos
kalibraciojat elvégeztik. Ehhez 0,05 M KH-ftalat puffer (pH=4,005) és 0,01 M boérax puffert
(pH=9,180) hasznaltunk, amit N, atmoszféra alatt taroltunk a CO, hatasanak kiklsztbolése
veégett. A kalibracié azért fontos, hogy az elektrod valaszfliggvénye minél szélesebb pH-
tartomanyban 1-es meredekségii legyen. Ez a linearitas egy jol miikodé elektrod esetében
pH=2-12 tartomanyban varhat6 el. A mintdk pH értékeinek beallitdsahoz tomény HCl-at és
szilard NaOH-ot hasznéltunk.

A pH potenciometrias titralasok soran Metrohm 702SM Titrino automata titratort és
Methrohm 6.0234.100 kombinlt Uvegelektrodot hasznaltunk. Az elektrod kétpontos
(25£0,2 °C) és mechanikus kevertetés mellett végeztiik. Az mintakat 0,15 M NaCl ionerdsség
mellett, pontosan ismert koncentracioju kozelitdleg 0,2 M NaOH-oldattal titraltuk. A lagoldat
koncentracidjat ismert koncentracioju KH-ftalat pufferoldat titralasaval hataroztuk meg. A
levegé CO, tartalménak kizarasa, valamint az elkarbonatosodas elkerilése érdekeben N,-gazt
buborékoltattunk at a rendszeren.

Az alland6 ionerdsségre beallitott oldatok és a kombinalt livegelektrod natrium- vagy
kalium-klorid oldata kozott diffuzids potencialkilonbség jelenik meg, ami nem azonos a pH-
méré kalibraldsdhoz hasznalt pufferoldat és a kombindlt iivegelektrod kozotti
potencialkilonbséggel. Ezt az eltérést az Irving[41l] és munkatarsai altal kidolgozott
modszerrel hatdrozzuk meg, ennek alapja, hogy 0,01 M HCl-oldatot 0,15 M NaCl ionerdsség
mellett lugoldattal megtitralunk, majd meghatarozzuk a mért és a szamolt pH értekek
kiilonbségét. A tovabbiakban ezt az értéket hasznaljuk fel a H™-ion koncentracionak a
leolvasott értékbdl torténd kiszamitasahoz.

A ligandum koncentracidjanak meghatarozasa soran nehézségekbe utkoztiink, mivel a

pH-potenciometrias titralasokbol nem tudtuk a ligandum koncentraciojat kiszamitani. Ennek

/////
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nem jelenik meg a szdmitashoz neélkiilozhetetlen 2 darab, jol elkiiloniilé ekvivalencia pont. A
ligandum koncentraci6janak meghatarozasara, ezért Ce**-ionnal val¢ titrlast hasznaltunk
UV-lathat6 spektrofotometriasan (200-400 nm, Ccez+=1 MM, Cegra-88a=0,1-2 MM), valamint
az ott kapott eredményeket megerdsitettiik Gd**-ion segitségével relaxometriasan (20 MHz,
25°C, Cgg3+= 0,25-5 MM, CegTa-BBAZ 2 MM).

Az EGTA-BBA ligandum protonalddasi allanddinak meghatarozasara soran a
NaCl ionerésség mellett 0,2 M NaOH-oldattal megtitraltuk. A logK;" értékeket a ligandum
esetében 250 adatparbol szamitottuk ki.

pH-potenciometridsan hataroztuk meg a ligandum fémionokkal képzett komplexeinek
aranyud oldatokat titraltunk 1,7-12,0 pH-tartomanyban. Az allandék meghatarozésa 100-200
V(cm®)-pH adatpérbél tortént.

A [Cu(EGTA-BBA)]-komplex stabilitdsi alland6jat pH<2 pH tartomanyban
spektrofotometriasan, 9 hullamhosszon (600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800 nm)
hataroztuk meg. Az egyensulyi mérések primer adataibol a PSEQUAD program segitségével

A Gd(I)-komplex relaxivitas értékeinek (rip) pH fliggését 20 MHz-en 25°C-on
vizsgéltuk egy Bruker minispec MQ20 NMR relaxométerrel, inversion recovery impulzus
szekvenciaval végeztik (180°-t-90°). A mintdkban a komplex koncentracidja 2 mM volt, a
pH értékeket témény HCl-val és szilard NaOH-dal allitottuk be. A vizsgalatot 1,2 és 6,8

kdzotti pH tartomanyban végeztik el.
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V1. Osszefoglalas

Munkdm soran megvizsgaltuk az EGTA-BBA ligandumot, amely modellvegyilete
egy Ujonnan szintetizalt, a Ca®*-ionok in vivo MRI mérésére alkalmas ligandum Ca**-ion koté
fragmensének. Az egyensulyi vizsgalatok soran meghataroztuk a ligandum protonalodasi
allandoit és néhany fémionnal (Ca**, Mg, Zn?*, Cu** Gd**) képz6dé komplexének stabilitasi
és protonalodasi allandoit.

Az EGTA-BBA protonalodasi allandoit  6sszehasonlitva EGTA  ligandum
protonalodasi allanddival megallapithatd, hogy acetatcsoportok amidcsoportokkal torténd
helyettesitésének kovetkezményeképp az EGTA-BBA protonalddasi allanddi kisebbek. A
protonalddasi allandok értékének csokkenése az EGTA-BBA ligandum 0sszbazicitasanak
tobb mint 3 nagysagrendnyi csokkenését eredményezi az EGTA 6sszbazicitasahoz képest.

A protonalddasi allandok ismeretében vizsgaltuk az egyes fémionokkal kialakuld
egyensulyi rendszereket. A [Mg(EGTA-BBA)]-komplex stabilitasi allandojat nem sikerdilt
meghatérozni, ami annak tulajdonithatd, hogy a Mg?*-ion nem, vagy csak igen kis stabilitast
komplexet képez az EGTA-BBA ligandummal, ami jelent6s eltérés az EGTA ligandumhoz
képest. Ez a viselkedés az in vivo felhasznalds szempontjabdl hasznos is, hiszen igy a
ligandum Ca®*-ionnal szemben mutatott szelektivitasa nagyobb, mint az EGTA ligandumé. A
Cu?*-, Zn**- és Gd*'-ionokkal kialakul6 komplexek esetében az ML komplexek mellett
kétszerprotonalt és kétmagvu részecskék képzodését is sikeriilt kimutatni.

A [Gd(EGTA-BBA)]"-komplexre kapott egyensulyi adatok felhasznalasaval eloszlasi
diagramot szerkesztettiink annak kideritése érdekében, hogy a [Gda(EG2A2MPO*4)]* -
komplexben, ahol a két Gd**-ion a DO3A fragmensekhez kell, hogy kotédjon, van-e
lehet6ség a Gd**-ion EGTA-BBA-hoz val6 ,atvandorlasara” egyenstlyi szemponthél. Az
eloszlasi gorbék alapjan megallapitottuk, hogy pH=7,4-en a Gd*'-ionok 100%-ban a
makrociklusos DO3A fragmensekhez kotédnek.

Erdekes eredményre jutottunk ugyanakkor a [Gd(EGTA-BBA)] -komplex relaxivitasa
pH-flggesének vizsgalatakor, mivel a [Gd(HL)]-komplex deprotonalodasa gyakorlatilag nem
befolyasolja a relaxivitas értéket. Ezek alapjan a komplex protonalédasa (a [GA(HEGTA-
BBA)]*-komplex képzSdése soran) olyan donoratomon jatszédik le, amelyik nem
koordinalédik a Gd**-ionhoz. Ennek a tapasztalanak a megerdsitésére tovabbi vizsgalatokat

tervezink.
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VIII. Summary

The aim of this work was to examine the octadentate ligand EGTA-BBA, a
compound modeling the Ca®*-binding site of a newly synthesized Ca**-sensitve contrast agent
suitable for in vivo determination of the Ca®*-ion concentration via Magnetic Resonance
Imaging (MRI). Equilibrium studies were performed to determine protonation constants of the
ligand and stability as well as protonation constants of its complexes formed with various
metal ions (Ca**, Mg*", Zn?*, Cu®* Gd*").

Comparison of the protonation constants of EGTA-BBA with those of EGTA shows
that the former ligand has lower values, which is a direct consequence of the substitution of
two acetate groups by amide pendants. The lower protonation constants cause the total
basicity of EGTA-BBA to drop by more than 3 orders of magnitude as compared to that of
EGTA.

Equilibrium systems with the different metal ions were examined, using the obtained
protonation constants. The stability constant of [Mg(EGTA-BBA)] could not be determined,
which may be attributed to the absence of Mg®*-complex formation. This is a marked
difference compared to EGTA and may be highly useful in future in vivo use, as it raises the
selectivity of the ligand towards Ca®*-ions. In the equilibrium involving the Cu?*-, Zn?*- and
Gd**-ions diprotonated and dinuclear complexes were also detected besides the ML
complexes.

Species distribution curves were calculated by using the data obtained for [GAd(EGTA-
BBA)]" to determine whether the two Gd** ions bound to the DO3A units in
[Gdo(EG2A2MP*)]?" are expected to be rearranged (e.g. dissociation) to the EGTA-BBA
fragment. It was shown that the Gd**-ions are 100% bound to the DO3A fragments at
pH=7.4.

An interesting phenomenon was discovered during the pH-dependent relaxometric
study of the [Gd(EGTA-BBA)]* complex as a result of the protonation of the complex its
relaxivity remains constant. This indicates that the protonation of the complex (formation of
[GA(HEGTA-BBA)]*) seems to occur at a donor group that is not coordinated to Gd** ion.

Further analysis of this finding is planned.
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