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I. Bevezetés

A 21. szazad orvosi diagnosztikdja mara olyan fejlettségi szinten all, hogy igen nagy
biztonsaggal képes az egyes koros folyamatok, elvaltozdsok korai kimutatdsdra. A
rosszindulati daganatok, szovetek vagy akar sejtek kimutatdsa nem jelent gondot, a
nagyfelbontast és nagy érzékenységli technikdk alkalmazasaval. Ugyanakkor a betegségek
kialakuldsédnak elsd 1épése mindig valamilyen bioldgiai folyamatban bekdvetkezd paranyi
valtozas, amely egyes biologiailag fontos vegyliletek, ionok mennyiségének
hiszen ezeknek a molekulaknak és ionoknak a kvantitativ megfigyelése/kovetése, specialis
anyagokat és modszereket igényel.

Az orvosdiagnosztika egyik leggyakrabban alkalmazott moddszere a magneses
rezonancias képalkotds (MRI), amely egy nagy felbontassal, de kis érzékenységgel
rendelkezo technika, ahol nem invaziv uton allithatunk fel diagnézisokat. Az MRI vizsgalatok
soran a beteget magneses térbe helyezik és a testében 1évd protonokat (féleg viz protonokat)
radiofrekvencids impulzussal gerjesztve kapjak a mért jelet, amibdl aztan az MRI kép
kialakul, ami elsésorban anatdémiai informaciot tartalmaz. Az MRI hatékonysaga novelhetd,
valamint a vizsgalat ideje csokkenthetd kontrasztanyagok felhasznalasaval. Ma a
gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagok kizardlag a 64-es rendszamu, 7 parositatlan
elektronnal rendelkez6 Gd*"-ion poliamino-polikarbixilat ligandumokkal képzett komplexei

tartalmazzak.

crer

crer

mennek keresztill. Ez az 4atalakulds a Gd’'-tartalmi kontrasztanyagok esetében a
kontrasztndveld hatds erdsségének megvaltozasat kell hogy okozza, ami az MRI kép
kontrasztossdganak valtozasat eredményezi.

A Debreceni Egyetem Szervetlen ¢és Analitikai Kémia Tanszék Ritka(fold)fém
kutatocsoportja mar évtizedek ota foglalkozik Gd*" és mas fémionok komplexeinek
vizsgélataval, feltérképezve azok koordinacidos kémiai sajatsagait egyensulyi, kinetikai,
relaxacios és szerkezeti szempontbol.

Munk4m sordn ezekbe a kutatdsokba kapcsolodtam be, és egy a Ca’-ionok

crer

vizsgalatat végeztem el.
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I1. Célkitiizés

Az altalam vizsgalt ligandum egy ujonnan szintetizalt anyag, az EGTA (etilén-glikol
tetraacetat) bisz-amid szarmazéka, az etilén-glikol tetraacetat bisz-butiamid, EGTA-BBA (1.
abra). A ligandum egy modellvegyiilet, amely egy olyan EGTA alapi Ca®"-szelektiv MRI
kontrasztanyagok alkotorésze, amit tavlatilag in vivo alkalmazasra szanunk. Az altalunk
vizsgalt Ca*"-szelektiv kontrasztanyag esetén a molekula két végén talalhatdé DO3A
egységhez kotédik nagy stabilitassal a két paraméagnenses Gd*'-ion, mig maga az EGTA-
fragmens képes kotni a Ca”*-iont (2. 4bra). Az irodalmi stabilitasi adatokbol kideriil, hogy az
EGTA Ca*"-ion szelektiv a Mg*"-ionnal szemben, ugyanakkor az irodalmi adatok azt is
mutatjak, hogy a komplexképzoén beliil két karboxilatcsoport amidcsoportra torténd cseréje
rontja a szelektivitast. Ezt tapasztaltik pl. DTPA-BMA esetében.[1] Mivel az EG2A2MP?*4
vegyiilet esetében a két kotdhely ,,fizidja” soran valdjdban EGTA-bisz(amid) tipusu vegyiilet
koéti a Ca*"-iont, ezéaltal az EGTA-BBA modellvegyiilete az EG2A2M"** ligandum DO3A
egységeket 0sszekotd fragmensének (2. abra). Kivancsiak vagyunk arra, hogy a szelektivitas
megmarad-e? Ilyen vegyiiletekre az irodalomban nem talalhatok adatok. A munkank soran
meghataroztuk az EGTA-BBA ligandum protonalodasi és néhany fémionnal (Ca®", Mg,
Zn*, Cu*" Gd&’") kialakulé komplexének stabilitasi és protonalodasi allandoit. Az
eredményeket az EGTA anyaligandum adataival hasonlitottuk 6ssze.[1,2]

A Ca®*™-ion szelektiv kontrasztanyagokat a gyakorlatban ugy allitjiak el, hogy
tobbszoros  feleslegben alkalmazzak a Gd*'-iont a ligandumhoz képest, majd a
komplexképzédést kovetéen a Gd*'-ion feleslegét Chelex ® ioncserélé gyanta segitségével
tavolitjak el, ami természetesen csak akkor lehetséges, ha a Gd*™-ion EGTA fragmensével
képzddd komplexe gyorsan bomlik, azaz a kinetikai inertsége kicsi. Ebbdl az okbol
masodlagos célunk az EGTA-BBA ligandum Gd*'-ionnal alkotott komplex kinetikai

inertségének vizsgalata volt.
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H H
( N N O O N N )
0] 0]

1. abra Az etilén-glikol tetraacetat bisz-butilamid, EGTA-BBA ligandum szerkezete



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

HOC— /— ~COH HO,C— /— /~COH

NN CO,H HO,C [N Nj
H [ Y H
N NN N O O N NN N

HOZC_/\_/\_/)_/\_/\_/\_/%\_/\_/\—COZH
O (§)

2. Aabra EG2A2MP°** ligandum szerkezete
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II1. Irodalmi attekintés

II1.1. Lantanoidak komplexképzd sajatossagai

A ,ritkafoldfémek”, vagy lantanoidak koz¢ soroljuk 56-os rendszamu lantant és az f
mez0 57-71 rendszamu elemeit a Ce-t6l a Lu-ig, valamint tagabb értelemben a szkandium
csoportba tartozd Sc, és Y elemeket is. Az elnevezésiik a lantdnhoz vald nagy hasonldsaggal
magyarazhato, a név kezdetben ,,lantanida”, majd ,,lantanoida” (Ln) lett.

A Ln*"-ionok a kiils§ vegyértékhéjon 1évé 3 elektron eltavolitasaval jonnek létre, és
csak az f-alhéjon talalhatd elektronok szamaban kiillonboznek egymadstol. +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° kiilsé, zart
elektronhéjat teljesen learnyékoljak, amelynek koszonhetden az ionméret a La>™-t6l a Lu®'-ig
monoton csokken. [3] Leginkabb ionos kotést alakitanak ki elektronszerkezetiikbol adoddan.

A Ln**-ionok hard természetiiek, a toltéssel rendelkez6 hard donoratomokat részesitik
elénybe,[4] valamint a kialakul6 komplexeik stabilitdsa a donoratom hard jellegének
novekedésével nd. Az ionmérettdl fliggden tobbnyire 8, ill. 9-es koordinacidés szammal
képeznek vegylileteket.[5]

A lantanoida(Ill)komplexek elektronspektroszkopiai viselkedése jelentdsen eltér az
atmeneti fémekétol. Az eltérés oka, hogy dontéen az f-elektronok hatdrozzak meg
tulajdonsagaikat, azonban azok nagymértékii arnyékoltsaga miatt a koordinalodo ligandumok
tere csak kis mértékben befolyasolja energiaallapotukat. Az atmenetifémek d-d abszorpcios
sdvjaival ellentétben a lantanoidak f-f savjai meglehetdsen. A hétszeresen degeneralt f-alhéjak
felhasadnak a spin-palya kolcsonhatas miatt, az igy kialakult energiaszintek k6zott f-f atmenet
valosulhat meg. A hozzajuk tartoz6 savok igen kis intenzitistiak (¢ ~ 1 cm™'M™), mivel ezek
az atmenetek tiltottak (Laport-szabaly).[6]

Bizonyos lantanoidak (Ce’’, Tb’") esetében jobban hasznalhatok az 5d«4f
elektronatmenetek a lantanoida(Ill)kompexek képzddésének kovetésére. Ezek érzékenyebbek
a komplexképzodésre, mivel az 5d palyara a kiilsé palyak arnyékold hatasa kevésbé hat. A
legtobb Ln’-ion esetében ezek az atmenetek a tavoli-UV tartomanyba esnek, de a Ce*™-, Pr'-
és Tb>"-ionok esetében ezek a mérhets UV tartoményban talalhatok. A lantanoida(III)-

.....

ligandum—fémion toltésatviteli savok segitségével is kdvetheto.
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A kozponti fémion elektronszerkezete jelentésen befolydsolja a lantanoida(Ill)-
komplexek magneses tulajdonsagait. A Ln’"-ionok az Y>', a La’™ és a Lu’" kivételével
paramagnesesek, magneses momentumuk a Nd*"-nal és a Dy, illetve a Ho**-nal maximumot
mutat.[7]

A lantanoiddk komplexeinek fontos adata a stabilitdsi allando, amnek az értéke a
lantanoida soron beliil a rendszam novekedésével tobb kiillonbozé modon valtozhat, a harom
leggyakoribb a kovetkezd:[8]

e A rendszdm novekedésével, azaz az ionsugar csokkenésével monoton
novekszik a stabilitdsi allando, ilyen tipusuak a DCTA(transz-1,2-
ciklohexiléndinitrilotetraccetsav) ¢és az EDTA (etiléndiamintetraecetsav)
ligandum komplexei.

e A masik esetben a komplexek stabilitdsi dlland6i a Sm-t6]l az Eu-ig ndnek,
majd értékiik kozel allandd marad. Ehhez a tipushoz tartozik a HEDTA.

e Egyes esetekben a kialakulé komplexek stabilitasi allandéi maximum gorbe
szerint véltoznak az ionméret csokkenésével. Altaldban a Dy-Ho koriil
talalhatd a maximum értéke, ilyen tipust ligandum a DTPA.

A lantanoida(Ill)-komplexek kinetikai sajatsdgaira jelentds hatassal vannak a
koordinal6doé ligandumok tulajdonsagai. A nyilt lancu, protondlt tobb funkciés ligandumok
esetében a komplex képzddés gyors, pillanatszerli. A képzddés sebességmeghatirozo 1épése a
kelatgytiriik kialakuldsa vagy valamilyen protontranszfer folyamat lehet.[9] A makrociklusos
ligandumokkal a komplexképzddés sokkal lassabb. A ligandum donoratomjainak protoncsere-
sebessége ¢és a ligandum merevsége is befolyasolhatja a komplex képzddést.
altalaban lassti folyamat. Savkatalizalt uton lejatszodott disszociacié mellett nyiltlancu
ligandumok esetében szerepe lehet egy masik fémion (fémcsere), valamint egy masik
ligandum (ligandumcsere) kozvetlen tamadasanak is. A disszocidcios reakciok sebessége
vagy novekszik a H'-ion koncentracio elsd és masodik hatvanyaval,[10,11] vagy telitési gorbe
jellegti is lehet.[12,13] A Ln(IIl)-komplexek ligandumcsere reakcioira altalaban savkatalizalt
disszociativ 1t jellemzd. Abban az esetben, ha a kdzponti fémion belsé koordinacios szféraja
nem teljesen telitett, a ligandum szubsztitucios reakcidk a kicseréld ligandum kozvetlen
tdmadasaval, vegyes ligandumu koztitermék képzddésén keresztiil is lejatszodhatnak. [14]

A protonkatalizalt disszociacid sordn a protonalodas az oldallanc donorcsoportjan kovetkezik
be, majd a proton a ligandum vazanak egy nitrogén atomjara keriil, ekozben pedig a fém kilép

a koordinacios kalitkabol. A fémcsere reakcid esetében a tamado fémion kolcsOnhatast alakit
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ki a ligandum koponti fémionhoz nem koordindlodd csoportjaival kétmagva koztiterméket
képezve, majd a ligandum funkcios csoportjai fokozatosan atkeriilnek a kdzponti fémionrol a

kicseréld fémionra.[10,15]

II1.2. MRI kontrasztanyagok

Mara az egyik legelterjedtebb orvosdiagnosztikai eljards a magneses rezonancids
képalkotas (MRI). A modszer alapja, hogy az egészséges €s a beteg szoveteknek eltérd a
viztartalma, valamint a szovetekben talalhaté viz molekulak T, és T, relaxacids ideje is
kiilonbozik, igy a szovetek jelintenzitdsa is eltérd.[16] Mivel sok esetben a kiilonbozd
szovetek viztartalmanak kiilonbsége nem szamottevd, igy a relaxacids id6 kiilonbség is kicsi.
Bizonyos esetekben a megbizhato kiilonbség érdekében kontrasztanyagot kell alkalmaznunk,
amivel a relaxacids idok csokkenthetok, ezaltal a mérések ideje is csokken.[16] Spin-echo
impulzus szekvenciat alkalmaznak az MRI vizsgalatok sordn, ahol a kép kontrasztossagat a
térfogategységben 1év6 protonok stirtisége ((N(H)), longitudinalis és transzverzalis relaxacios

ideje (Ty, T») szabja meg. A kapott jel intenzitasa (SI) a kovetkezoképpen adhatdé meg:[17]

TR, —TE;
SN=N(H)[1—e 'T]e ‘= (1)

ahol a TE az echo késleltetési id6, a TR az ismétlési id6. Az egyenlet alapjan megéallapithato,
hogy a T, relaxacios id6 csokkenése a jel intenzitas novekedését, a T, relaxacids idd
csokkenése pedig a jel intenzitdsdnak csokkenését eredményezi.

A kontrasztanyagok alkalmazéasanak szigorti kovetelményei vannak, mint példaul: jo
vizoldhatdsag, nagy termodinamikai stabilitds, kinetikai inertség, kis ozmotikus koncentracio,
ha lehetséges szervspecifikussag és minimalis dozis mellett maximalis kontrasztnovelés. Ez
utobbit a relaxivitas (r;) jellemzi, ami a paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal
eredményezett relaxacios sebesség (1/T;) novekedés a diamagneses kozeghez képest.[18] A
kontrasztanyagokat 2 csoportba sorolhatjuk: vannak T; (longitudindlis relaxdcid sebesség

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

II1.3. T kontrasztanyagok

A T, kontrasztanyagok csokkenteni tudjak a szervezetben taldlhatd vizprotonok

longitudinalis relaxacios idejét, amelyek paramagneses, viszonylag hosszu elektron relaxacios

7
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idével rendelkezé kozponti fémiont tartalmaznak (Fez+, Mn™", Eu’’ és Gd3+), amelyek sok
parositatlan elektronnal rendelkeznek. A gyakorlatban a Gd*'-ion a leggyakrabban
alkalmazott, mivel 7 parositatlan elektronnal, nagy magneses momentummal és hosszu
relaxacids id6vel rendelkezik (107s). A Gd**-ion azonban erésen toxikus (LDso=0,2-0,5
mmol/kg),[19] igy csak termodinamikailag stabilis és kinetikailag inert komplexei
alkalmazhaték kontrasztanyagként. Ezért a mai napig nyilt lanct, és makrociklusos
poliamino-polikarbonsav komplexei vannak forgalomban, mint MRI kontrasztanyagok.

A [Gd(DTPA)]zf—komplexet alkalmaztdk elséként kontrasztanyagként,[20,21] majd
ezt a kinetikailag inertebb [Gd(DOTA)] bevezetése kovette.[22] Ezen két komplex utan
eloallitottak toltésnélkiili szarmazékait is, mivel a tdltéssel rendelkezd kontrasztanyagok
injektaldsa soran fajdalom Iéphet fel, a nagy ozmotikus koncentraci6 miatt
([GA(DTPABMA)], [GdA(DTPA-BMEA)], [Gd(HP-DO3A)] és a [Gd(DO3A-B)]).[23,24,25]

Kifejlesztettek olyan kontrasztanyagokat is, amelyek nem egyenletesen oszlanak el a
szervezetben, hanem egy adott szovetben képesek dusulni. Ezaltal nagyobb kontrasztanyag
koncentraciot lehet elérni egy-egy teriileten kisebb mennyiség alkalmazasaval is. Ilyen
kontrasztanyagok példaul a [Gd(EOB-DTPA)]* [26] és a [GA(BOPTA)]* [27], melyeket a
m4j vizsgalatdnal hasznalnak, vagy a vérben taldlhaté nagy fehérjékhez masodlagos kotés
segitségével kotddd ¢és adduktumot kialakité MS-325, mely angiografids vizsgalatokra
alkalmas.[28]

I11.4. T, kontrasztanyagok

A T, kontrasztanyagok kozott legjelentésebbek a szuperparamagneses vas-oxid
mikrorészecskék, melyeket eredményesen hasznalnak MRI mérések soran [29,30,31].
Osszegképletiik: Fe,(IIN)OsM(I1)O, ahol az M(II) lehet Fe**, Mn*", Ni*", Co”" vagy Mg*". A
szemcseméretiik nagymértékben befolyasolja tulajdonsagaikat.[31] A kisebb szemcseméretli
vas-oxidok a vizprotonok longitudinalis relaxaci6 sebességet novelik meg jelentdsen,
nagyobb szemcseméret esetén a vizprotonok transzverzalis relaxacid sebessége csokkeni

fog.[32]

II1.5. A kontrasztanyag fejlesztés Uj iranyai

A napjainkban alkalmazott kontrasztanyagokban a Gd*-ionok koordinaciés szférajaban az

Osszesen 9 koordinacids helybdl nyolcat a ligandum donoratomjai, a fennmaradé egy helyet
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pedig egy viz molekula foglalja el. Ebbdl kiindulva a relaxivitas ndvelésére lehetdség van, ha
noveljik a kotott vizmolekuldk szamat (q) a kozponti fémion koriil, olyan ligandumok
alkalmazasaval, amelyek kevesebb donoratomot tartalmaznak. Ez a véaltoztatas ugyanakkor
megkonnyiti a szervezetben nagy mennyiségben eléforduld ligandumok (pl. karbonat, citrat
stb.) koordinacidjat is a kdzponti fémionhoz, vegyesligandumu komplexet 1étrehozva. Az igy
kialakulé komplexek belsé koordindcios szférajabol esetenként az Osszes vizmolekula
kiszorul, igy a relaxivitas értékiik lecsokken.

Napjainkban az MRI kontrasztanyagokkal szemben tamasztott kovetelmények egyre
nének, egyik ilyen pl. a szervspecifikussag. Emiatt egyre nagyobb figyelem iranyul az olyan
komplexek kifejlesztésére, amelyekkel csak egyetlen szerv, szervcsoport vagy egy adott
tipusu szovet vizsgalhat6.[33,34]

Nagy érdeklédés mutatkozik az Un. intelligens kontrasztanyagok irant is, amelyek
lehetdséget adnak a szovetek pH-janak, [35] homérsékletének,[36,37] vagy az oxigén
parcialis nyomasanak mérésére.[38,39,40] Tovabba lehetdéség van a szovetekben talalhato
enzimaktivitas [41] és a killsnb6z6 fémionok (pl.: Ca*", Zn*", Cu®", Fe’") koncentracidjanak
meghatarozasara is.[42,43,44] A kovetkez6 4bran a célkitiizésben mar emlitett EG2A2MPO*-

ligandum Gd(IIT)-komplexének szerkezetét mutatjuk be vézlatosan Ca**-ion jelenlétében és

tavollétében.
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3. abra: EG2A2MP%**_ligandum Gd(III)-komplexének vazlatos dbrazolasa Ca**-ion

jelenlétében és tavollétében.
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IV. Alkalmazott vizsgalati modszerek

IV.1. pH-potenciometria

A pH-potenciometria egy elektroanalitikai modszer, amelyet egyensulyi vizsgalatok
soran széles kortien alkalmaznak. A ligandum protondlodasi allandoit és a kialakuld
[Cu(EGTA-BBA)] komplex stabilitasi allandgjat). Ez az egyik legfontosabb és legpontosabb
technika erre a célra. Az az alkalmazhatosag feltétele, hogy a ligandumhoz koordinalodo
fémion hatdssal legyen a protonalddas egyensilydra, tehat pH-effektussal jarjon a

komplexképzddés. Az EGTA-BBA ligandum protonalddasi allandoit a kovetkezdképpen

definialhatjuk:
H_,+H'= HL )
H.L
KF =+[—‘],i =12 ..
[H*][H,L] 3)

crer

ligandum kiilonb6z6 bazicitdsu donorcsoportjai, illetve a koordinal6dé fémion és a kiilonbdzo
mértékben protonalt ligandumok kozott kialakuld kompeticios reakciok. A komplexek

képzddését és a stabilitasi sorozatot a kdvetkezoképpen adhatjuk meg:

pM™ 4 gH*Y + yL™ == M_H_[PPFIT™

wtials (4)
B [MquL',in+q—rm]
JG’PI??" - [M” +:|‘,‘:J [H+]q[lr‘m—:|r (5)

Az éltalunk vizsgalt rendszerek esetében 1:1 és 2:1 fém:ligandum Osszetételnél ML komplex
képzddése mellett egyszer protonalt, kétszer protonalt és kétmagva komplexek képzodését is
feltételeztiik. A képzddo részecskék egyensilyi allandoit az alabbi Osszefiiggésekkel adhatjuk

meg:

M+ L = ML (6)

11
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— [ML]

M ML (7)
M+ML= ML (8)
P [M,L]

MM )
MH,_,L+H" = MH,L (10)
Ky = [MHL] i = 1,2

MEL T TyE_ 1Y) L= Lideen (11

A pH-potenciometrids modszert 2-12 pH kozotti tartomanyban alkalmazhatd nagy
biztonsaggal. Néhany esetben azonban a komplex képzddése vagy a ligandum protonalddasi
folyamatai megkovetelik a nagyobb pH-tartomany alkalmazasat, ilyen esetben 1,7 és 12,5 pH
kozotti tartomanyban dolgozhatunk. Ilyen széles pH-tartomanyban azonban szdmolni kell a
meghatdrozott, protondlodasi vagy stabilitasi allandok nagyobb hibdjaval. Ha ilyen nagy pH-
tartomanyban sem tudjuk kovetni a protonalddasi vagy komplexképzodési folyamatokat,
akkor a vizsgalatokhoz mas moddszert kell valasztani (NMR, UV-Vis spektrofotometria) és a
pH-t (vagy a sav- esetleg lug-koncentraciot) ,,indikatormolekuldk™ segitségével vagy a cp-

rrrrr

soran kapott adatokbol a PSEQUAD szamitogépes program segitségével szamitottuk ki.[45]

IV.2. Spektrofotometria

Az UV-lathato spektrofotometria az elektromagneses sugarzas lathatd tartomanyat
(400-780 nm), és azzal szomszédos, UV-tartomanyt (190-400 nm) hasznalja fel a mérésekhez.
A lathatod és az UV tartomanyba esé fény alkalmas arra, hogy a fény energidja a molekula
rezgési ¢és forgasi allapotai mellett a kotd ¢és a nemkotd elektronokat is gerjessze. A
mérhetdségét a koordinadlodé fémion elektronspektroszkdpiai  viselkedése fogja
nagymértékben meghatdrozni, a fémionok elnyelése kisebb nagyobb mértékben megvaltozik a
komplexképzddés hatasara. Esetenként nemcsak a fémionnak van fényelnyelése, hanem a
ligandumnak is.

Az optimalis hullamhossz kivélasztasa fontos a kisérletek soran, hiszen célszerii, ha

csak egyetlen egy részecske nyel el az adott tartoményban. Idedlis esetben csak a képz6dé ML

12
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komplexnek van elnyelése, mig a M"" szabad fémion és a L ligandum nem, vagy csak kis
mértékben nyel el.

Munkam soran a [Gd(EGTA-BBA)]"-komplex kinetikai inertségének vizsgalata soran,
valamint a [Cu(EGTA-BBA)]-komplex stabilitasi allanddjanak meghatarozasdhoz hasznaltam
ezt a modszert.

A kinetikai inertség vizsgalatat pszeudo-elsérendil feltételek mellett végezziik, ahol a
viszonyitva. A vizsgalatokat tobb kiilonb6z6 pH-n és tobb kiilonbozé fémion koncentracid
mellett végezziik el. A kiilonb6z6 pH-n és fémion koncentraciok mellett felvett pontokbol
informaciot kapunk arrél, hogy a H'-ion és a kicseréld fémion milyen és mekkora mértékii

rrrrrr

pszeudo-elsérendii feltételek mellett a kovetkezOképpen adhatdé meg:

d[GdL]
_T_ kﬂbs[GdE"]mr (12)

ahol a Kops a pszeudo-elsérendii sebességi allandot jeldli, mig a [GdL ]y pedig a komplex teljes

crer

abszorbancia értékkel hatarozzuk meg:
A, = (A, — A)eTrarst) 4, (13)

ahol A.a t iddpillanatban mért abszorbancia, A, a kezdeti A. pedig az egyensulyi
abszorbanciat jeldli.

jatszodik le, vagyis egy konvenciondlis spektrofotométerrel nem tudjuk kovetni, akkor
ugynevezett stopped-flow technikat (a ,,megallitott aramlas” modszerét) kell alkalmaznunk. A
modszer lényege, hogy a reaktansok oldatait gyorsan, azonos iddpillanatban a fényutban
elhelyezett atfolyo kiivettaba fecskendezziik. A vizsgélat idejére az aramlast leallitjuk, és

detektaljuk az abszorbancia valtozast.
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IV.3. Relaxometria

A relaxometrias modszer alkalmas a Gd(III)-komplexek képzddésének és disszociacio
kinetikdjanak vizsgalatara, mivel a vizprotonokra relaxacios sebességére gyakorolt hatas
kiilonboz6 a szabad Gd**-ion és komplexei esetében.

A relaxivitds csokkenését a komplexképzddés soran elsdsorban a fémion belséd
koordinaciés szférajaban talalhaté vizmolekuldk szdmanak csokkenése eredményezi. A
képzddésére utalhat, mely soran a Gd*"-ionhoz ujabb viz molekuldk kotddnek.

A vizprotonok Gd*"-komplex jelenlétében mért relaxaciosebesség (1/Tops), a GA(III)-
komplex diamégneses (1/Tiq) €s paramagneses (1/T;,) hozzajarulasabol tevodik Ossze (a
diamdgneses rész tartalmazza a tiszta vizben mért relaxacidésebességet):

IR SO U
=[G (14)

Tlobs Tld Ip 1d

ahol, az r; a Gd(III)-komplex relaxivitdsa.[18] A paramagneses fémkomplexek relaxivitasat a
fémion bels6 (rli;) és kiilsé () koordinacids szférajaban 1év6 vizmolekulak protonjai és a

2nd

masodik koordindcios szféra (I,

) vizprotonjai relaxacidsebessége 0Osszegeként adjak
meg:[46]

m __ _.is 0s 2nd
rp =1t (15)
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V. Eredmények és értelmezésiik

V.1. Egyensulyi vizsgalatok

Egy ligandum koordinaciés kémiai vizsgdlata minden esetben a ligandum protonalddasi
alland6inak meghatdrozasaval kezdddik. Erre azért van sziikség, mert az egyes fémionokkal
komplexképzOddés soran a fémionok, valamint az oldatban taldlhat6 hidrogén ionok kozott
versengés van a ligandum donoratomjaiért, ami meghatarozza a rendszer jellemzdit adott pH-
értékeknél, lehetdséget nyujtva az egyes allandok meghatarozasara. Az én munkdm is a
ligandum protondlodési allandoinak meghatarozasaval kezdddott, amit pH-potenciometrias
modszerrel végeztem el. A kapott pH-V(ml) adatparok felhasznalasaval, a PSEQUAD
program segitségével kiszdmitottuk az egyes protondlodasi allandokat, amelyeket az 1.

tablazatban tlintettem fel, az EGTA anyaligandum megfeleld allandodival egyiitt.[2]

1. tablazat: Az EGTA-BBA ¢és az EGTA ligandum protonalddasi allandoi (25°C,

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

rrrrr

rrrrr

acetatcsoportok amidcsoportokra torténd cseréjének koszonhetd, ami csokkenti a ligandum
toltéssel rendelkezd donoratomjainak szdmat, ami hatassal van az esetlegesen kialakulo H-
kotések erdsségére is. Az 1. tablazatban feltiintettik a ligandumok Osszbazicitasat is
(ClogKi™), amibél latszik, hogy az EGTA-BBA ligandum &sszbézicitisa tobb mint 3
nagysagrenddel kisebb, mint az EGTA ligandumé, ami eldrevetiti a fémkomplexek stabilitasi
allanddinak csokkenését is.
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Farkas Edit: Az EGTA-BBA ligandum néhany fémionnal kialakulé komplexének
koordinaciés kémiai vizsgalata

A protonalodasi allandok ismeretében meghatdroztuk az EGTA-BBA ligandum
néhany fémionnal kialakulé komplexének stabilitasi allanddjat. A kapott allandokat a 2.
tablazatban tiintettem fel, ahol Osszehasonlitottam azokat az EGTA ligandumra kapott

értékekkel.[1]

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

EGTA-BBA EGTAa

logk lo gKMLH lo gKMHLH lo gKMLM logK
Mg** - - - - 526
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

“1170,10M KCI, > UV-lathato spektrofotometrids modszer

Ahogy az az Osszbazicitds értékének ismeretében varhaté volt, az EGTA-BBA
komplexek esetében rendre kisebb stabilitasi allandé értékeket kaptunk. A Mg -ionnal
végzett titralas adataibol nem sikertiilt stabilitasi allandét szamitani, aminek az volt az oka,
hogy a komplex egyaltalan nem, vagy csak kis mértékben képzddik, annak igen kis stabilitdsa
miatt. A Ca®"-ion esetében a titralasi adatokbol tudtunk stabilitasi allandét 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
Osszehasonlitva egyértelmi, hogy ez az EGTA-BBA komplexképzd esetében a szelektivitas
nagyobb. Ez a tény igen fontos a gyakorlati felhasznalas szempontjabol.

Megvizsgaltuk a Cu®'- és Zn*"-ionokkal kialakulé komplexek stabilitasat is. Mind a
két esetben sikeriilt egyszer és kétszer protondlt, valamint kétmagvli komplexeket is
kimutatni, ami egyaltalan nem meglepd figyelembe véve azt, hogy az EGTA-BBA hasonldan
az EGTA ligandumhoz 8 donoratommal rendelkezik, mig a Cu*'- és Zn*"-ionok maximalis
koordinaciés szama 6 lehet. Mind a két fémion EGTA-BBA komplexére kisebb stabilitasi
allandot kaptunk, mint az EGTA ligandummal kialakulé komplexek esetén. A [Cu(EGTA-
BBA)] komplex stabilitasi allandojat csak UV-lathatd spektrofotometrias modszerrel tudtuk
meghatarozni, hiszen a szabad fémion koncentracidja 2-es pH kornyékén 2-3% ald csokken,

igy stabilitasi allandojanak értékét nem tudtuk szamolni a pH-metrids adatokbol (4.4bra).
16
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2+ [CuL]
1,0 1 Cu [CuHL|"

0,8

0,6

moltort

0,4 -

0,2

0,0 — ‘ ‘ ‘
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
pH

4. abra: A [Cu(EGTA-BBA)] eloszlasi diagramja (ccy=Crgra-BBA=1 MM)

Megvizsgaltuk a [Gd(EGTA-BBA)] -komplex egyenstlyi viszonyait is. A titraldsok adataibol
szamitani tudtuk az 1:1 Osszetételi komplex stabilitasi, az egyszer és kétszer protonalt
formdjanak protonalddasi, valamint a kétmagvi komplexének stabilitasi allandojat is. A
kétmagvu komplex stabilitdsi dllanddjanak meghatdrozésa csak nagy hibaval volt lehetséges,
annak kis értéke miatt. Itt, ellentétben a Cu**-ionokkal, a Gd**-ion 9-es koordinacids szama
nem kedvez a kétmagva komplex képzddésének. A [GA(EGTA-BBA)] -komplex stabilitasi
allanddja tobb mint 6 nagysagrenddel adodott kisebbnek a [GA(EGTA)] -komplex stabilitasi
allandojanal, ami egyértelmiien a toltéssel rendelkezé donoratomok szaménak csokkenésére
(ill. a ligandum kisebb bazicitasara) vezethetd vissza, figyelembe véve azt is, hogy a
lantanoida(IlT)ionok esetében az ionos kdtések kialakulasa a kedvezd.

A [GA(EGTA-BBA)] -komplex egyenstlyi modelljének igazolasara megvizsgaltuk a
Gd**-komplex relaxivitasinak valtozasat a pH fliggvényében, a vizsgalatokat 1,2 és 7 pH
kozotti tartomanyban végeztiik el. A [Gd(EGTA-BBA)] -komplex relaxometrias titralasa igen

érdekes jelenségre mutatott ra.

17



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

1,0 - G dHL]2+
- 12
0,8 - 1o
0,6 - r8 =
5 2
s -6
E 04 =
- 4
0,2 -
-2
0,0 T T T T T 0
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pH

5. abra: A [Gd(EGTA-BBA)]+ eloszlasi diagramja (cgg=Cggra-BBa=1 mMM), valamint

relaxivitdsanak pH fiiggése

Ahogy az a 5. abran lathaté a [GA(EGTA-BBA)] -komplex 1 mM-os oldatidban mért
relaxivitds értéke gyakorlatilag allandosul pH=3,0 koriil, ahol mar 90%-ban az egyszer
protonalt komplex van jelen és a relaxivitds értéke ezutan mar nem is valtozik szamottevden.
Ez azért érdekes megfigyelés, mert ilyen esetekben a protonalodés csak olyan donoratomon
kovetkezhet be, ami eredendBen sem koordinalodik a Gd*'-ionhoz, kiilonben a relaxivitas
értékének valtoznia kellene a pH ndvekedésével. Egy donoratom deprotonalodasa lehetéve
teszi annak koordinécidjat a kozponti fémionhoz, ami a belsd szféraban levd vizmolekulak
szdmanak, ezaltal a relaxivitas értékének csokkenéséhez kellene, hogy vezessen.

EG2A2MP%** ligandumban, amelynek modellvegyiilete az EGTA-BBA, a fémion
megkotodésére 3 lehetdség kinalkozik, a két DO3A egység, valamint az azokat 6sszekotd un.
linker, ami esetiinkben (a Ca-kotd helynek szant) EGTA-BBA fragmens. A kontrasztanyag
eléallitisa soran, ahogy azt mar a célkitiizésben is emlitettiik, Gd**-ion felesleget alkalmazva
telitik a kotohelyeket, majd ezt kdvetden ioncserés elvalasztissal tavolitjadk el a linkerhez
kotott Gd*-iont. Az igy eldallitott kontrasztanyagban ugyanakkor bekovetkezhet a Gd*-ion
athelyezddése a DO3A egységrol amennyiben az egyensulyi viszonyok azt lehetové teszik.

Ennek vizsgalatara koncentracié eloszlasi diagramot készitettiink, amit a 6. dbrdn mutatunk

be.[47]
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3+

Gd

1,0 [GdD]

0,8 -
- 0,6 7
S
E
E

0,4 -

[GdH,L]*"
0,2 -
[GdL]"
0,0 T 1 T 1 T T 1 T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

pH

6. abra: A Gd:EGTA-BBA(L):DO3A(D) rendszer koncentracié eloszlasi gorbéi

2:1:2 molarany esetén. cgq = 1 mM.

Az abran lathatd, hogy pH>5,5-nél az Aaltalunk kapott egyensulyi adatok (és a
Gd*":DO3A:H" rendszerre irodalomban publikalt allandok)[47] alapjan az 6sszes Gd*"-ion a

DO3A fragmensekhez kotddik, igy nem kell szamolni fémion jelentds ,,vandorlasaval” a
[Gd2(EG2A2MP?**)]*-komplexben.
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V.2. Kinetikai vizsgalatok

A korabban mar emlitettiik, hogy az in vivo diagnosztikaban alkalmazott, illetve
alkalmazni kivant Gd-komplexeknek szdmos kritériumnak kell megfelelniiik. Az egyik ilyen
fontos kritérium a komplexek nagy kinetikai inertsége, hiszen keriilendd, hogy a szervezetbe
bejutatott komplex az ott jelenlévé endogén fémionokkal és ligandumokkal reakcioba 1épjen.
Esetlinkben azonban a Ca-kotd helyen nem kedvezd a nagy kinetikai inertség, hiszen a
[Gd2(EG2A2MP**)]* -komplex elallitasa soran a két DO3A egységet 6sszekotd linkerhez
koordinalodd Gd*-iont ioncserés elvalasztassal tavolitjak el, ami csak akkor lehetséges, ha a
fémion gyorsan disszocial az EGTA-bisz(amid) nyujtotta koordinacids kornyezetbdl. Ez azt
jelenti, hogy a [Gd(EGTA-BBA)]"-komplexnek kinetikai labilisnak kell lennie. (A Ca-
megkotésnek is reverzibilisnek és gyorsnak kell persze lenni.) Ebbdl az okbol kifolydlag
vizsgaltuk a komplex kinetikai inertségét Cu®" kicserélé fémion (fémioncsere reakciok)
segitségével. A kicseréld fémion nagy feleslegét alkalmazva a reakcid pszeudo-elsérendiinek
tekinthetd és a kinetikai paraméterek konnyebben értelmezhetdk. A vizsgalatokat 4,0 és 5,3
pH-tartomanyban végeztiik. Az Cu” -ionnal lejatszodo cserereakciok olyan gyorsak voltak,
hogy azokat csak stopped-flow technikaval tudtuk kovetni. A kicserélddési reakcidok egyenlete

a kovetkezoképpen adhatd meg:
[GA(EGTA-BBA)]" + Cu®" = [Cu(EGTA-BBA)] + Gd** (16)
A vizsgalatokat a képzddo végtermék [Cu(EGTA-BBA)]-komplex abszorpcios savjan
300 nm-es spektrofotometridsan kovettiik. A kicserélddési és a disszociacios reakciok a mar

elézéekben targyalt (12)-es egyenlettel irhatoak le. Az egyes pH-értékeknél és fémion

koncentracional kapott kops pszeudo-elsérendii sebességi allandokat a 7. abran mutatom be.

20



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

0,14
0,12 1
0,1
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02

0 T T T T T 1
0,0E+00 2,0E-05 4,0E-05 6,0E-05 8,0E-05 1,0E-04 1,2E-04

[H]T (M)

kobs (S_l)

3. abra: A [GA(EGTA-BBA)]—komplex disszociaciojanak ks értékei a H' -koncentracid
fiiggvényében. Az alkalmazott Cu®*-ion folosleg lentrdl folfelé haladva 10, 20, 30 és
40-szeres (25 °C, 0,15 M NacCl).

I4 r .7 J4 . .7 r v . + - . + -
Az 7. bran jol latszik, hogy a reakcid sebessége né mind a H'-ion, mind a Cu®'-ion

crer

.....

kicseréld fémion kozvetlen tdmaddsara is, amikor a disszocidcid egy kétmagvu
koztitermék kialakulasan keresztiil jatszodik le. Ezen reakcid utak mellett lehetdség van
protonalt komplexet is. Ezeket a reakcidutakat mutatjuk be az alabbi altalanos, a Gd*'-

komplexek disszocidciojat jellemzd séman.

K k
GA(L) =L GA(L)M ———= Gd3* + M(L)
kO
Keane
H
3+ ki Kyt
Gd**+H L Gd(HL) Gd* + M(L) + H*
kﬁ KGdeL
Gd(H,L)

------
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A Ko, Kaanr, KGanr, Kam és Kgaim sebességi allandok a komplex spontan, proton-katalizalt,
fém-katalizalt és proton-fém-katalizalt (amikor a kicseréld fémion a protonalt komplexen
tamad) reakcioutak sebességi allandodit, a Kganr, Kaamr €s Kgaim pedig a protonalt és
kétmagvu koztitermék komplexek protonalodasi €s stabilitasi allandoit jelolik.

Figyelembe véve az egyes reakcioutakat és a képzddd koztitermékek stabilitasi

allandoit, a pszeudo-elsérendii sebességi allando a kovetkezoképpen adhato meg:

LY + K [H ]+ K, [H]* + K, [M™ ]+ K, [M][H]

= 7 ¥ (17)
R Kean [H ]+ KGdHLKGdHZL[H >+ KeamM]
, ahol Ki=kuKaant, ko=ky; -Kganr: Keam, » Ks=kmKadim, ks=Ky; “KGane,
Kaan=[Gd(HL))/[Gd(L)][H], K gan, =[Gd(HL))/[GA(HL)] [H'], €s

Keam=[Gd(LM}[GA(L)][M].

A kapott kops pszeudo-elsérendii sebességi allandokat a (17)-es egyenletre illesztve a 3.
tablazatban bemutatott eredményeket kaptam. A Kk, sebességi allandot, valamint a kétszer
protonalt és a kétmagvu koztitermékek egyensulyi allandoit nem tudtuk szamitani, mig a log

Kearw protonalodasi allandot rogzitettiik az egyensilyi mérések alapjan.

3. tablazat: A [Gd(EGTA-BBA)] -komplex disszociacios reakcioit jellemz6 sebességi

allandok (0,15M NaCl)
[GA(EGTA-BBA)|" [GA(EGTA)|™
ki (mM's™) (2,1+0,04)x10° 60
ky (mM%s™) (7,3£0,1)x10’ 2,2x10°
ks (mM's™) 2,14+0,06 4,7
ks (mM7s™) (1,6£0,1)x10° 2,2x10*
Ky (mM™) 83000 (pH-pot.) 100 (pH-pot.)

*[110,10 M KCI

A sebességi allandok alapjan megéllapithato, hogy a [Gd(EGTA-BBA)] -komplex
lényegesen gyorsabban disszocidl, mint a [Gd(EGTA)] -komplex, ami a gyengébb

koordinacionak, a kialakuldo komplex flexibilisebb szerkezetének koszonhetd. A komplexek
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.....

.....

jellemzd sebességi allandok felhasznaldsaval szamoltuk ki. Ennek (csak a savkatalizalt
disszociaciora jellemzd sebességi allandok alkalmazisanak a felezési id6 szadmoléskor)
els@sorban az a magyarazata, hogy az ioncserés tisztitds soran ezek a disszociacios utak azok,
amelyekkel szamolni kell (hiszen fémion feleslegétél szabadulunk meg). Az igy kiszamolt
felezési id6k értékei 5,8 és 185,7 percnek adédtak a [GA(EGTA-BBA)]'- és [GA(EGTA)] -
komplexre, amibdl latszik, hogy az EGTA-BBA ligandum t6bb mint 1 nagysagrenddel kisebb
kinetikai inertséggel bir6 komplexet képez a Gd’*-ionnal. Az eredmény azt is j6l mutatja,

. r 4 r r "o . RN + - 4 rer o r
hogy az ioncserés elvalasztas soran lehetéség van a linkerhez kotott Gd*-ion eltavolitasara az

.....
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VI. Kisérleti rész

A vizsgalatokhoz alkalifém-, alkalifoldfém- és &atmenetifém-klorid tdrzsoldatokat
hasznaltunk, melyeket analitikai tisztasagi s6kbodl készitettiink kétszeresen desztillalt vizben
valé oldassal. A kinetikai vizsgalatokhoz hasznalt puffer (NMP, N-metil-piperazin) is
analitikai tisztasagi vegyszerbdl késziilt. A relaxometrids és fotometrids vizsgélatok soran
hasznalt mintak pH-értékeit Metrohm 827 pH Lab pH-méré és Methrom 6.0234.100
kombinalt livegelektrod alkalmazasdval mértiik. A mérések elétt az elektrod kétpontos
kalibraciojat elvégeztiik. Ehhez 0,05 M KH-ftalat puffer (pH=4,005) és 0,01 M borax puffert
(pH=9,180) hasznaltunk, amit N, atmoszféra alatt taroltunk a CO, hatisanak kikiiszobolése
végett. A kalibracié azért fontos, hogy az elektrod valaszfiiggvénye minél szélesebb pH-
tartomanyban 1-es meredekségl legyen. Ez a linearitds egy jol miikodo elektrod esetében
pH=2-12 tartomdnyban varhat6 el. A mintdk pH értékeinek beéllitdsdhoz tomény HCl-at és
szilard NaOH-ot hasznaltunk.

VI.1. Egyensulyi vizsgalatok

A pH potenciometrias titralasok soran Metrohm 702SM Titrino automata titratort és
Methrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. Az elektrod kétpontos
kalibraciojat itt is elvégeztiik. A titralasokat 6 cm’-es oldattérfogatban, termosztalas (25+0,2

°C) és mechanikus kevertetés mellett végeztiik. A mintakat 0,15 M NaCl ionerdsség mellett,

ey

rrrrrrrr

levegd CO, tartalmanak kizdrasa, az elkarbonatosodéas elkeriilése érdekében WN,-gazt
buborékoltattunk at a rendszeren.

Az alland6 ionerdsségre beallitott oldatok és a kombinalt iivegelektrod natrium- vagy
kalium-klorid oldata kozott diffuzios potencialkiilonbség jelenik meg, ami nem azonos a pH-
méré kalibraldsdhoz hasznalt pufferoldat ¢és a kombindlt {ivegelektrod kozotti
potencialkiilonbséggel. Ezt az eltérést az Irving[48] ¢és munkatarsai altal kidolgozott
modszerrel hatarozzuk meg, ennek alapja, hogy 0,01 M HCl-oldatot 0,15 M NaCl ionerdsség
mellett lugoldattal megtitralunk, majd meghatdrozzuk a mért és a szamolt pH értékek
kiilonbségét. A tovabbiakban ezt az értéket hasznaljuk fel a H'-ion koncentraciénak a
leolvasott értékbél torténd kiszamitasahoz. igy a kapott allandok un. sztochiometriai allandok.
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crer

rrrrr

crer

lathatd spektrofotometriasan (200-400 nm, ccez+=1 mM, cpgra-Bea=0,1-2 mM), valamint az
ott kapott eredményeket ellendriztiik Gd*-ionnal valo titralassal, relaxometrids
végpontjelzéssel is (20 MHz, 25°C, cgq3+= 0,25-5 mM, cpgra-sea= 2 mM).

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

pH-potenciometriasan hataroztuk meg a ligandum fémionokkal képzett komplexeinek
aranyu oldatokat titraltunk 1,7-12,0 pH-tartomdnyban. Az allandok meghatarozésa 100-200
V(cm®)-pH adatparbol tortént.

A [Cu(EGTA-BBA)J]-komplex stabilitdsi  alland6jat pH<2  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
szamitottuk ki a protonalddasi és stabilitasi allanddkat.[45]

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

pH tartomanyban végeztiik el.

VI.2. Kinetikai vizsgalatok

A Gd(IlI)-komplex fémcsere reakcidjanak sebességét Cu?" kicseréld fémion
alkalmazasaval stopped-flow technikéaval vizsgaltuk, a késziilék tipusa Applied Photophysics
DX-17MX, az elemzéshez pedig az Applied Photophysics programot hasznaltuk. A
reakciokat 10-40-szeres kicseréld fémion feleslege mellett, 300 nm-es hulldmhosszon, 0,2
mM komplex koncentracio alkalmazasaval végeztiikk. A mintdkat N-metil-piperazinnal (50

mM) puffereltiik, pH értékeit tomény HCI és szilard NaOH segitségével allitottuk be, majd a
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reakciok végén ismét megmértiik az oldatok pH-jat. A kinetikai vizsgalatokat 4,0-5,3 pH

tartomanyban végeztiik, ahol a Cu*"-ion hidrolizisével még nem kell szamolni.
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VILI. Osszefoglalas

Munkdm soran megvizsgéaltuk az EGTA-BBA ligandumot, amely modellvegyiilete
egy Ujonnan szintetizalt, a Ca® -ionok in vivo MRI mérésére alkalmas ligandum Ca**-ion kot
fragmensének. Az egyensulyi vizsgalatok soran meghataroztuk a ligandum protonalodasi
allandoit és néhany fémionnal (Ca>", Mg®", Zn*, Cu®" Gd*") képz6dé komplexének stabilitasi
¢s protonalodasi allandait.

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

A protonalodasi allandok ismeretében vizsgaltuk az egyes fémionokkal kialakuld
egyensulyi rendszereket. A [Mg(EGTA-BBA)]-komplex stabilitdsi allandojat nem sikertilt
meghatarozni, ami annak tulajdonithato, hogy a Mg” -ion nem, vagy csak igen kis stabilitast
komplexet képez az EGTA-BBA ligandummal, ami jelentds eltérés az EGTA ligandumhoz
képest. Ez a viselkedés az in vivo felhasznalas szempontjabol hasznos is, hiszen igy a
ligandum Ca”"-ionnal szemben mutatott szelektivitasa nagyobb, mint az EGTA ligandumé. A
Cu**-, Zn*"- és Gd’"-ionokkal kialakulo komplexek esetében az ML komplexek mellett
kétszer protonalt és kétmagvu részecskék képzddését is sikeriilt kimutatni.

A [Gd(EGTA-BBA)]-komplexre kapott egyensulyi adatok felhasznalasaval modell
szamitasokat végeztiink annak kideritésére, hogy a [Gdo(EG2A2MP**)]* -komplexben van-e
lehetéség a Gd*"-ion EGTA-BBA-hoz valo ,atvandorlasara”.. Megallapitottuk, hogy pH=7,4-
en a Gd’"-ionok 100%-ban a makrociklusos DO3A fragmensekhez kétédnek.

Erdekes eredményre jutottunk a [Gd(EGTA-BBA)]'-komplex relaxivitisa pH-
fliggésének vizsgalatakor, mivel a [Gd(HL)]-komplex deprotonalodasa gyakorlatilag nem
befolyasolja a relaxivitas értékét, azaz a [GA(HEGTA-BBA)]*"-komplex képzédése soran a
protonalodas olyan donoratomon jatszodik le, amelyik nem koordinalédik a Gd**-ionhoz.

A [GA(EGTA-BBA)]" fémioncsere reakcidinak vizsgélata alapjan a komplex kinetikai
inertsége tobb mint egy nagysagrenddel kisebb, mint azt a [GA(EGTA)] -komplex esetében
tapasztaltdk. Ez a latszolag kedvezoétlen eredmény valdjdban biztatd a mi szempontunkbol,
hiszen a [Gdg(EG2A2MDO3A)]2_-komplex Gd**-ion feleslegben torténd eldallitasat kovetd

.....

elengedhetetlen.
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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*"). Inertness of the [GA(EGTA-BBA)]" was also studied.

Comparison of the protonation constants of EGTA-BBA with those of EGTA showed
that the former ligand were lower values, which was a direct consequence of the substitution
of two acetate groups by amide pendants. The lower protonation constants caused 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. The stability
constant of [Mg(EGTA-BBA)] could not be determined, which might be attributed to the
absence of Mg*"-complex formation. This was a marked difference compared to EGTA and
may be highly useful in future for in vivo use, as it raised 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.

Model calculations for [GdA(EGTA-BBA)]" were done to determine whether the two
Gd*" ions bound to the DO3A units in [Gd2(EG2A2MP?**)]*” could be rearranged (e.g. via
dissociation) to the EGTA-BBA fragment. It was shown that the Gd**-ions were 100% bound
to the DO3A fragments at pH = 7.4.

The pH-dependent relaxometric study of the [Gd(EGTA-BBA)]" complex indicated
that the protonation of the complex (formation of [GA(HEGTA-BBA)]*") occured at a donor
group that was not coordinated to Gd** ion.

The metal exchange reactions of the [Gd(EGTA-BBA)]" showed that it was less inert
than the [GA(EGTA)] as the rate constants characterizing the acid and metal ion assisted
dissociation were more than one order of magnitude larger for the given complex. The
lowered inertness is an advantage as the quick dissociation of Gd** from the EGTA-BBA
fragment in the [Gdy(EG2A2MP?**)]* is necessary for the ion-exchange technique be

employed in the purification procedure of the complex.
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A kutatas a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0043 szamia ENVIKUT projekt
keretében, az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.

Vizsgalataimat az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok (OTKA K-
84291 és K-109029 sz. palyazatok) szintén tamogatta.
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