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I. Bevezetés

A modern orvosi diagnosztikai képalkoté eljarasok feladata nem invaziv moédon informéciot
szolgéltatni az emberi testrdl és az ¢€l6 szervezetben lejatszodd folyamatokrol. Korunk
leghatékonyabb diagnosztikai képalkot6 modszerei a Computer Tomografia (CT), a
Magneses Rezonancias Képalkotas (MRI), a Pozitron Emissziés Tomografia (PET) és az
Single Photon Emissziéos Computer Tomografia (SPECT). Az emlitett modszerek
alkalmazdsa sordn olyan anyagokra van sziikség, amelyek vagy javitjak a felvételek
mindségét (pl. kontrasztanyagok a CT és az MRI vizsgalatok sordn), vagy magat a megfeleld
jelet szolgaltatjak a vizsgalt sejt, szovet és szerv ¢loszervezetbeli elhelyezkedésérdl, valamint
a bejuttatott riporter kdzvetlen kornyezetének fiziologiai sajatsagairol, (Ilyenek pl. a '*F
izotopot tartalmazo 2-dezoxi-2-('*F)fluorogliikoz — ""F-FDG a PET és a *™Tc izotopot
tartalmazd Tc(DTPA) komplex a SPECT vizsgélatokban.)

A Pozitron Emisszios Tomografia az egyik legérzékenyebb funkciondlis képalkoto
eljaras. A PET a hagyomanyos képalkoto eljarasokkal (pl. CT, MRI) szemben nem csak az
anatodmiai viszonyokat jeleniti meg, hanem a szervek és szovetek kiilonb6zd funkcionalis
jellemzéit is.!) Ez a modszer olyan radiofarmakonokat alkalmaz, amelyek pozitront (5"
emittald izotdpokat tartalmaznak. A pozitron az emisszidja utan annihilalodik és a keletkezd
két egymassal ellentétes irdnyba halad6 gamma (E=511 keV) fotont a 180°-0s szdgben
elhelyezett detektorok egyidejlileg detektaljak. Mivel mindkét foton szimultan érzékelése
sziikséges a jelhez, ezért a modszer sokkal nagyobb felbontassal és érzékenységgel
rendelkezik, mint a SPECT.) A PET felbont6 képességét az hatarozza meg, hogy a pozitron
sugarzo izotoptol milyen tavolsagban kovetkezik be az annihilacio, ami fligg a kilépd pozitron
511 keV-hoz kozeli érték™ A PET vizsgalatok soran leggyakrabban alkalmazott
radiofarmakonok a 2-dezoxi-2-("*F)fluorogliikéz (‘*F-FDG), ''C-metionin, '>O-butanol és a
PN-ammonia. A felsorolt £~ sugarzo izotopokat (‘°F: '"*O(p,n)'*F, #,, = 109,8 perc; ''C:
“N(p,a)''C, t;, = 20,39 perc; °0: ""N(d,n)"°0, ,, = 2,05 perc; *N: °O(p,a)"°N, #,, = 9,96
perc) ciklotronban allitjdk eld, és a megfeleld6 molekuldk jelzése utdn torténik PET
vizsgalatokban valo felhasznalasuk. Mivel ezeknek a £ sugarzé izotopoknak az eldallitasa
rendkiviil koltséges, igy eldnyds lenne olyan PET aktiv izotopok alkalmazéisa, amelyek
eldallitdsa lényegesen olcsobb és a jelzési folyamat nem igényel bonyolult szintetikus
laboratoriumi felszereléseket és miuveleteket. Az utdbbi évek sordn komoly érdeklddés

mutatkozik a ®®Ga izotop PET vizsgalatokban torténé felhasznalasara, mivel a ®*Ga
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egyszertien eléallithatd “*Ge/**Ga generator alkalmazasaval és a jelzési folyamatok egyszerii
komplexképzési reakciokban megvalosithatok, ami a koltségek ¢és a sziikséges 1d6
csokkentésén tilmenden a kiszolgald személyzet sugarterhelését is enyhiti.** Az utobbi
években egyre népszeriibb a Ga® -ion kiilonféle izotopjainak képalkoté vizsgalatokban torténd
felhasznalasa eldnyos radiokémiai sajatsagaiknak koszonhetden. A radiologusok eldszeretettel
alkalmazzak a ®Ga (87, t1, = 9,5 6ra), “’Ga (8", t1, = 78,3 6ra) és ®*Ga (B, t1» = 67,71 perc)
izotopokat PET, a *’Ga (y , t1,, = 78,3 6ra) izotopot pedig SPECT vizsgalatoknal.

A Ga®"-ion igen toxikus az él8 szervezet szamara foként hidrolitikus hajlama és a Fe*'-

581 gy a Ga**-ion in vivo vizsgalatokban

ionhoz mutatott nagymértékii hasonldsdga miatt.
torténd alkalmazasa csak nagy termodinamikai stabilitdssal és kinetikai inertséggel
jellemezheté komplexei formajaban lehetséges. A “*Ga izotdp komplexalasara foként a
makrociklusos amino-polikarboxilat ligandumokat (NOTA ¢és DOTA) alkalmazzak, mivel
csak ezekkel a ligandumokkal képzett komplexei elégitik ki az in vivo alkalmazhatdsag
fizikai-kémiai feltételeit (logKganora=31,0; 10gKGamora=26,05).*1 A ®*Ga izotop NOTA és
DOTA ligandumokkal torténd komplexképzésének alapveté problémaja a folyamatok
lassusaga, amelyet specialis kapcsolt rendszerii reaktorokban magas hdmérsékleten (95°C)
valositanak meg a ®*Ge/*®*Ga generatorrél nyert eludtum **Ge anyaelemtdl valé megtisztitasat
kovetéen.”! A ®Ga izotop elballitasara, tisztitasara és a NOTA illetve a DOTA ligandumokkal
torténd komplexaladsara jelenleg alkalmazott modszerek jelentds aktivitdsvesztést
eredményeznek a jelzési folyamat végére, amelyet féleg a NOTA és DOTA ligandumokkal
lejatsz6do lassu komplexképzddési reakciok eredményeznek. A kdzelmultban Frank Rosch és
munkatarsai egy 0j modszert javasoltak **Ga*"-ion NOTA és DOTA ligandumokkal t5rténd
komplexképzésnek felgyorsitasara.'” Az uj modszer lényege, hogy a ®*Ga’®" izotopok és a
NOTA, a DOTA ¢és szarmazékaik komplexképzési reakcioi 1ényegesen gyorsabbak etanol-viz,
izopropanol-viz ¢€s acetonitril-viz elegyekben, mint vizes kdzegben. Az 1ij metanol-viz,
valamint etanol-viz alapi modszer jelentdsen lerdviditi a ®*Ga(NOTA) és a **Ga(DOTA)
komplexek eldallitdsat, ami lehetdséget nyujt a jelzési reakcidk szobahdmérsékleten vald
megvalositdsahoz oligopeptidekhez, fehérjékhez ¢és monoklondlis antitestekhez kapcsolt
NOTA ¢és DOTA ligandumokkal is a biologiailag aktiv fragmensek denaturacidja nélkil. A
Ga®" izotopokkal végzett vizsgalatok soran a NOTA illetve DOTA ligandumokat az 1. abran
lathaté oligopeptidekhez kapcsoljak, amelyek elvben bizonyos receptorokhoz ,,szallitjak” a
radioaktiv izotopot.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Tanszékén mar régota folynak kutatasok
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a Ga’"-poliamino-polikarboxilat ligandumokkal képzett komplexeinek egyensulyi, kinetikai
¢s szerkezeti sajatsdgainak tanulmanyozasara. A vizsgalatok elsésorban a Ga(Ill)-komplexek
in vivo vizsgalatokban vald alkalmazhatdsaganak koordinacidos kémiai feltételeire
vonatkoznak. A kozelmultban a Ga’- és a lantanoida(Ill)-ionok (Ln*") NOTA és DOTA
ligandumokkal metanol-viz és etanol-viz elegyekben lejatsz6dd komplexképzési reakcidinak
felderitése érdekében olyan vizsgalatok kezdddtek, amelyekben részletesen tanulmanyoztak a
Ga(DOTA) ¢és Ln(DOTA) komplexek képzddésének sebességét etanol jelenlétében és
tavollétében. A Ga(DOTA) és Ln(DOTA) komplexek etanol-viz elegyben vald vizsgalatai a
gyakorlati felhasznalds lehetdségein tal szdmos 1) informacidt is szolgaltatnak a
makrociklusos Ga®* és Ln*" komplexek képzédésének mechanizmuséra.
Munkam a fent emlitett terliletekhez kapcsolodik, amellyel kapcsolatban a kovetkezd
célokat tliztiik ki:
e A DOTA ligandum egyenstlyi sajatsagainak tanulmanyozasa kiilonb6zo
Osszetételll etanol-viz elegyekben.
e A Ga(DOTA) képzddésének kinetikai vizsgalata vizben, 10 és 40 V/V% etanol-viz
elegyekben.

e Az etanol szerepének tanulmanyozéasa a Gd(DOTA) képzddésében.
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1. abra. A dolgozatban el6fordulé ligandumok képletei: H{DOTA=1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-
tetraecetsav, H;NOTA=1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triecetsav, DOTATOC=DOTA-d-Phe(1)-Tyr(3)-

octreotid, DOTATATE= DOTA-Tyr(3)-octreotate, DOTANOC=DOTA-1-Nal(3)-octreotide)
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I1. Irodalmi attekintés

I1.1. A gallium fizikai és kémiai tulajdonsagai

A gallium a periddusos rendszer III. fdcsoportjanak eleme. Elemi allapotban eziistds szinti,
lagy, konnyen nyujthatd fém, amely alacsony olvadés- (29 °C) és forrasponttal (2204 °C)
rendelkezik, ezért egy nagyon széles hdmérsékleti tartomanyban folyékony halmazallapoti. A
gallium olvadasat kontrakcid kiséri, a folyadék térfogata 3,4%-kal kisebb, mint a szilard
anyagé. Az aluminiummal és mas fémekkel szobahdmérsékleten folyékony 6tvozetet képez,
ezért az elemi gallium tarolasara fémbdl késziilt edények nem alkalmasak. Az aluminiumhoz
hasonloan a gallium feliiletét vékony oxidréteg védi a tovabbi oxidaciétol. Levegon
passzivalodik, a feliiletén képz6dd oldhatatlan gallium-oxid megévija a tovabbi reakcioktol.!'

Elemi allapotban (gallium-gallium kolcsonhatds kialakuldsa miatt) tobbféle allotrop
modosulata ismert, amelyek koziil négy 1égkori nyomdson (a, B, y és 6), mig harom magas
nyomason (Ga-II, Ga-III, Ga-IV) alakul ki. Szobahémérsékleten az ortorombikus a-gallium a
legstabilabb. Ebben a szerkezetben az atomok paronként 6sszekapcsolddnak és minden atom
hat, mas dimerhez tartoz6 atommal szomszédos. A dimereket fémes kotések tartjdk Ossze,
amelyek a folyékony galliumban is megmaradnak ¢és még géazhalmazallapotban is
kimutathatok.'*!

A gallium elektronkonfiguracioja [Ar] 3d"® 4s* 4p'. Vegyiileteiben az oxidacios szama
+3, de 1étezik +1-es oxidacios allapotban is. Kis mérete és nagy toltése miatt a Ga®* , hard”
fémionnak tekinthetd és vegyiileteiben foként ionos kotést alakit ki. A Ga(Ill) sok az
aluminium vegyiiletekhez hasonloan amfoter jellegiick. A fém savakban Ga’'-ion, lugokban
gallium-tetrahidroxid [Ga(OH)4]" képz6dése mellett oldodik.!"*! A Ga**-ion enyhén savas és
bazikus koriilmények kozott, pH=3,5 - 7,5 tartomanyban, hidrolizal (Ga(OH)x x=1 logK,=-
2,41; x=2 logK,=-3,51; x=3 logK;=-4,71; x=4 logK4=—6,24).[5] Vizes oldatbdl az alacsony
oldhat6sagi Ga(OH); kolloid csapadékkeént is kivalhat.

A galliumot az aluminiumgyartas melléktermékeként, a Bayer-korfolymat aluminat
oldatabol nyerik ki. Az oldat higanykatddos elektrolizise soran a natrium ¢és a gallium a
higanyba keriil, amelybdl a galliumot anddos oxidacioval, Na[Ga(OH)4] formaban vizes
oldatba viszik, majd elektrolizissel, rozsdamentes acélkatodon kinyerik a fémet. A tisztitas
soran az elektrolizissel nyert galliumot savakkal és oxigénnel kezelik magas homérsékleten,
majd kristalyositjak. A gallium {6 felhasznalasi teriilete a félvezetd technoldgia. Alkalmazzak
tranzisztorokban, egyes Otvozetekben, valamint felhaszndljdk magas hémérsékletii

folyadékzarként és alacsony hémérsékletii forrasztoanyagok készitésére. ')
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I1.2 A Ga®* orvosdiagnosztikai és terapias felhasznalasa

A Ga’" vegyiiletek immunszupressziv és gyulladiscsokkentd hatassal rendelkeznek és
bizonyos kérokozok ellen antimikrobialis hatasuk is van. A Ga®" toxikus hatésa miatt azonban
tigyelni kell az alkalmazott gyogyszerek terapids indexére a klinikai mérgezések
elkeriilésének érdekében.' Napjainkban a Ga®* kiilonb6zé izotdpjait elterjedten alkalmazzak
az orvosi diagnosztikdban és terapidban foként a rakos szovetek kimutatdsara, valamint a
Ca”"-ion metabolizmuséanak és a csontok felépiilésének nyomkovetésére.l” A ®Ga izotoppal
(féként Ga(citrat) formaban) végzett PET vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy a tumorral
rendelkez6 allatokba juttatott radioaktiv °*Ga a rosszindulata sejtekben felhalmozodik, amit a
Ga(citrat) disszociacidjaval és Ga(transzferrin) komplex képzdddsével, valamint a
Ga(transferrin) rakos sejtbe valé bejutasaval értelmeztek.”) A ®*Ga rakos sejtekbe vald
felhalmozodasanak felfedezése vezetett a ¢’Ga (v, tiz = 78,3 ora) izotop SPECT modszerben
valé felhasznaldsdhoz rosszindulati daganatok rutinszeri diagnosztizalasaban. Az utobbi
években a “’Ga izotopot leginkabb Hodgkin- és Non Hodgkin-limfomds betegek SPECT
vizsgalataiban alkalmaztdk, mind a kemoterapia mind a radioterapia hatékonysaganak
monitorozdsdra, mind a mitétek utdn esetlegesen kitjult rdkos megbetegedések
felderitésére.!

A %Ga (8", 1, = 67,71 perc) izotopot a PET vizsgalatok soran alkalmazzak daganatok
korai stadiumban valé diagnosztizalasdhoz. A ®*Ga izotdp viszonylag rovid felezési idejének
és konnyli elballitisanak (°*Ge/*®Ga generator) koszonhetéen kezd elterjedni a klinikai
gyakorlatban. A ®*Ga izotdp in vivo vizsgalatokban torténd felhasznalasa soran bifunkcios
NOTA ¢és DOTA ligandumokkal képzett komplexeit alkalmazzak. A neuroendokrin daganatos
sejtek feliiletén szamos szomatosztatin receptor taldlhatd. A neuroendokrin daganatos sejtek
PET vizsgalata soran olyan **Ga(NOTA) vagy ®*Ga(DOTA) komplexeket alkalmaznak,
amelyek oldallancdban a szomatosztatin antagonistdinak tekintheté D-Phe'-Tyr’-oktreotid
(TOC), Tyr(3)-oktreotid (TATE) és 1-Nal(3)-oktreot (NOC) bifunkcios csoportok talalhatoak,
igy ezek a daganatos sejtek feliiletéhez kapcsolodva lehetdvé teszi a rakos sejtek nagy
szelektivitassal és érzékenységgel torténd kimutatdsat, valamint az attétképzodés

nyomonkdvetését (1. bra).
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I1.3 ANOTA és DOTA komplexek képzodési reakcioi

Az orvosi diagnosztikdban és terapiaban a radioizotopok komplexalasara leggyakrabban a
NOTA ¢és DOTA, valamint szarmazékaikat alkalmazzdk, mivel ezek a ligandumok és
bifunkcidos szadrmazékaik viszonylag egyszerien eldallithatok ¢és a  komplexeik
termodinamikai stabilitdsa ¢és kinetikai inertsége is elegendden nagy az in vivo
felhasznalasukhoz.!"" Az emlitett fizikiai-kémiai sajatsagok mellett kiilonds jelentdséggel bir
a NOTA ¢és DOTA komplexek képzddésének sebessége a viszonylag rovid felezési ideji
radioaktiv izotopok (®*Ga, **Cu, *°Y, ""Lu, '**Sm, '®*Ho)!">'®! komplexeinek hig oldatokban
torténd eldallitasa soran. A NOTA és DOTA-komplexek kialakuldsa rendkiviil lassu folyamat,
az Ln(DOTA) komplexek esetében akar honapokat (esetleg éveket) is igénybe vehet pH<3
esetén.'”’ A NOTA és DOTA komplexek képzddésének kinetikai vizsgalata, a koriillmények
optimalasa soran alapvetd kérdés, hogy milyen folyamatokon keresztiill megy végbe a
komplexek képzddése és ezek koziil mely 1épések a sebesség-meghatarozoak.

A Ln(NOTA), Ga(NOTA) ¢és Ln(DOTA)-komplexek képzddése soran stabilis

koztitermékek képzédését tudtak kimutatni NMR spektroszkopias,!'™!? lumineszcencias®” és

spektrofotometriast!’2"!
komplexképzidés els 1épésében monoprotondlt *Ln(HNOTA)" vagy *Ga(HNOTAY', illetve

kétszer protonalt *Ln(H,DOTA)" koztitermékek képzédnek, amelyekben csak a

modszerekkel. A vizsgalatok eredményei alapjan feltételezik, hogy a

karboxilatcsoportok vesznek részt a Ln’-ionok koordinacidjaban, mig a 3 vagy 4 gytirti amin-
N-ek koziil egy illetve két szembenlévd protonalva van.l'** Az *Eu(H,DOTA)" kéztitermék
lumineszcencids élettartam  vizsgalatainak®” eredményei alapjan 4-5 vizmolekula
koordinalodik kozvetlenil az Eu’'-ionhoz. Az Eu’'-ion koordinaciés szama 9, mig az
*Eu(H,DOTA)" koztitermékben talalhatd belsé szférds vizmolekuldk szdma 4-5, melynek
alapjan megallapithato, hogy az *Eu(H,DOTA)" esetében valoban csak a 4 karboxilat oxigén
vesz részt az Eu’'-ion koordinaciojaban és a koztitermék feltételezett szerkezete 6sszhangban
van a lumineszcencias ¢€lettartam vizsgalatok eredményeivel.

A Ln(NOTA), Ga(NOTA) ¢és Ln(DOTA) -komplexek képzddésének részletes kinetikai
vizsgalatai szerint a reakciok sebessége linearisan né a [OH] novekedésével a pH=3 — 6
tartoményban.[17'22] A Ln(NOTA), Ga(NOTA) ¢és Ln(DOTA)-komplexek képzddésére

U721 Valamint Horrocks™ és munkatarsai altal javasolt reakciomechanizmus a

Briicher,
legelfogadottabb, amely alapjan az eléegyensulyi Iépésben képzodo protonalt
*Ln(HNOTA)", *Ga(HNOTA)" és *Ln(H,DOTA)" koztitermékek deprotonalodasa és

végterméekke torténd atrendezddése a sebességmeghatirozo 1épés. A protonalt koztitermékek
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deprotonalddasa lejatszodhat viz (mint Bronsted bazis), illetve OH™ katalizalt Giton, amelyet a
végtermékké torténd atrendezédés kovet. !

A NOTA és DOTA ligandumokkal képzédd protonalt *Ln(HNOTA)", *Ga(HNOTA)"
és *Ln(H,DOTA)" koztitermékek OH™ -ion altal katalizalt deprotonalodasat jellemzd

sebességi allandokat (komu, M's™) az 1. tablazatban tiintettiik fel.

1. tablazat. A Ln(NOTA), Ga(NOTA) és Ln(DOTA) komplexek képzédését jellemzd koy (M's™) sebességi
allandok (25 °C)

Ligandumok Ce** Eu’* Gd** Yb* Ga™*
7
NOTA"2 | 63x107 _ 7,1x107 56155?31+()) 114x10°
1,1x107 4,1x107
DOTAR* 3,5x10° Ax10 5,9x10° 1x10 _
7,2x10 9.3x10

Az Ln(NOTA) komplexek képzddésére jellemzOd Fkon sebességi allandok
maximumgorbe szerint valtoznak a lantanoiddk rendszamanak novekedésével és a maximum
a Gd’"-ionnal talalhato.”? A Ln(NOTA) komplexek kon sebességi allandéinak maximum
gorbe szerinti valtozdsdt a NOTA ligandumban talalhatd 6 donoratom 4altal kialakitott
koordinaciés iireg és a Ln’’-ionok méretviszonyai eredményezik. Ezzel szemben a
*Ln(H,DOTA)" koztitermékek OH™ katalizalt deprotonalodasat jellemzé ko sebességi
allandok monoton nének a Ln’"-ionok méretének a csokkenésével.!'’l Az 1. tiblazatban
feltlintetett kopy sebességi allandok alapjan megallapithato, hogy az Ln(NOTA) komplexek
képzddése gyorsabban jatszodik le, mint az analog Ln(DOTA) komplexeké, ami
feltételezhetéen a képzédé kétszer protonalt *Ln(H,DOTA)" koztitermékek nagyobb
stabilitdsaval, lassabb OH  katalizalt deprotonalodasaval ¢és végtermékké torténd

atrendez6désével értelmezheto.

I1.4. A ®Ga(NOTA) és ®*Ga(DOTA) komplexek képzbdése nem vizes kozegben

A radioaktiv fémizotopokat tartalmazo radiofarmakonok eldallitasa altalaban vizes kozegben
torténik. A jelzési folyamatok hatékonysagat lényegesen befolydsoljak a fémizotopok
komplexalasakor alkalmazott kisérleti koriilmények (pl. pH, hémérséklet, ligandum felesleg,
reakcio id8). A ®*Ga(NOTA) és “*Ga(DOTA) komplexek eldallitasat a reakciéd felgyorsitisa

érdekében altalaban magas homérsékleten végzik (95°C), ami az oligopeptidet, fehérjét és
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monoklondlis antitestet tartalmazd bifunkciés NOTA és DOTA szarmazékok esetében a
bioldgiailag aktiv egységek denaturdlodasa miatt nem eldny0s. Frank Rosch és munkatarsai
részletesen tanulmanyoztak a ®*Ga(DOTANOC) komplex képz6dését kiilonbozé dsszetételii
etanol-viz, izopropanol-viz és acetonitril-viz elegyekben!'” A ®*Ga(DOTANOC)
képzddésének hatasfoka vizben 40%-os volt 70°C-on 10 perc elteltével. Azonos kisérleti
koriilmények mellett ®*Ga(DOTANOC) képzédésének hatasfoka 55, 75 és 90%-os volt 10, 30
¢s 40 V/V% etanol-viz, izopropanol-viz és acetonitril-viz elegyekben. Frank Rosch és
munkatarsai altal elért eredmények alapjan a °*Ga(DOTANOC), **Sc(DOTANOC) és
"TLu(DOTANOC) komplexek képzédése 1ényegesen gyorsabban (kétszer esetleg haromszor
gyorsabban) jatszodnak le etanol-viz, izopropanol-viz és acetonitril-viz elegyekben, ami
lehetdvé teszi viszonylag rovid felezési idejii fémizotdpok bifunkcios NOTA ¢és DOTA

komplexeinek jé hatasfokkal torténd eléallitisat szobahémérsékleten.!'”!
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III. Kisérleti rész

II1.1 Torzsoldatok készitése és koncentraciojuk meghatarozasa

A Ga(NOs); torzsoldatot 99,9% tisztasagi Ga,Os-bol (Fluka) készitettiik 1:1 higitast (~6 M)
HNOs-ban val6 oldassal. A savfelesleget vizfiirddn végzett dvatos bepdarlassal tavolitottuk el
¢s a visszamaradé Ga(NOs)s-ot 0,1 M HNOs-al oldottuk vissza. A Ga(NOs;); torzsoldat
koncentraciojat komplexometriasan hataroztuk meg. A titrdlt mintdhoz feleslegben
Na,H,EDTA mérdoldatot adtunk és a Na,H,EDTA felesleget standardizalt ZnCl, oldattal
hatdroztuk meg visszatitralassal xilenolnarancs indikatort alkalmazva. A titradlasokhoz
hasznalt Na,H,EDTA mérdoldatok koncentraciojat 99,99%-os tisztasagii cinkbdl (Merck)
késziilt standard oldattal hatdroztuk meg hexametilén-tetraamin puffer jelenlétében,
xilenolnarancs indikator alkalmazasaval.®> A Ga(NO;); torzsoldat H koncentréciojat
Na,H,EDTA felesleg jelenlétében végzett pH-potenciometrias titralassal hataroztuk meg. Az
ionerdsség bedllitdsdhoz hasznalt NaCl oldatokat analitikai tisztasagi vegyszerbdl
atkristalyositast kovetden, kozvetlen beméréssel készitettiik.

A H4DOTA ligandumbo6l (Guerbet) torzsoldatokat készitettiink (~0,0500M), majd a
pontos koncentracidjukat pH-potenciometrias titralassal Ca’"-ion (40-szeres) feleslege
mellett, valamint annak tavollétében felvett titralasi gorbékbdl szamitottuk, amelynek soran
figyelembe vettiik a protonalodasi 1épesSknek megfelelé ekvivalens lagmennyiséget. A Ca”'-
ion felesleg jelenlétében végzett titralasok folyaman a komplex képzddésével parhuzamosan
leszorul a ligandumrdél az Osszes disszocidbilis proton, igy meg tudjuk hatdrozni a
ligandumhoz tartoz6 dsszproton-koncentraciot. A relative nagy Ca®*-ion felesleg nem zavarja

a meghatarozast, mert a Ca”"-ion hidrolizise csak magas pH-értékeknél kovetkezik be.

I11.2 Oldategyensulyi vizsgalatok

A DOTA ligandum protonalddasi  allandéit (logKi') pH-potenciometrids titralasok
eredményeibdl szamitottuk ki. A pH-potenciometrias titralasok soran Metrohm-6.0233.100
kombinalt iivegelektrodot és Metrohm 785 DMP Titrino automata titratort hasznaltunk. A
titralasokat 8 ml-es mintatérfogatban, allandé kevertetés, termosztalas (25 + 0,1°C) és 0,15 M
NaCl ionerésség mellett, standardizalt 0,2 M NaOH-oldattal a pH=1,7 — 12,2 tartomanyban
végeztiik. A mérések elott és alatt Np-gazt buborékoltattunk at a rendszeren a karbonétosodas
elkeriilése érdekében. A pH-mérd kalibralasahoz KH-ftalat (pH=4,002) és borax (pH=9,177)
puffereket hasznaltunk. A kiilonb6zé 0Osszetételli etanol-viz elegyekben végzett pH-

potenciometrids titralasokhoz 10 ml térzsoldatokat készitettiink ([DOTA]=0,002 M, 0,15 M
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NaCl, [HC1]=0,01 M), amelyek etanol tartalmat tomegméréssel szamitott mennyiségli 96%-os
etanol (Molar) adagoléaséaval allitottuk a kivant értékre, figyelembe véve az etanol-viz elegyek
striiségét (p, g/ml), V/V% és m/m% 0Osszetételét, valamint a keveredésiik soran fellépd
térfogat kontrakciot. A kiilonbozo etanol-viz elegyek stirtiségét, V/V% €és m/m% Osszetételét
az 2. tablazatban foglaltuk ossze.

A pH-potenciometrias titralasok soran a H'-ionok koncentraciojat az Irving és
munkatarsai altal kidolgozott modszerrel szamitottuk, amelynek megfeleléen egy 0,01 M
HCl-oldatot 0,15 M NaCl ionerésség mellett 0,2 M NaOH oldattal titrdlva meghataroztuk a
mért (pHmeas) ¢s a szamitott (-log[H']) pH-k kiilonbségét (p4) adott dsszetételii etanol-viz
elegy pH=1,8 — 2,5 tartomanyban gy(jtott titralasi adataibol (50 Vnaon — pHmeas adatpar).
Vizsgalataink soran a leolvasott pH értékekbdl (pHmes) az emlitett kiilonbség (pA)
felhasznalasaval — tortént a H'-ion koncentracidjanak szamitasa.”®! A szamitasokhoz
sziikségiink volt a sztochiometriai vizionszorzat (pK,,) adott korilményekre vonatkozo
értékére, amelyet a fent emlitett pH-potenciometrids titralasi gorbe pH=10,5 — 12,1
tartomanyaban gyijtott titralasi adataibol (30 Vyaon (ml) — pHmeas adatpar) szamitottuk. A
kiilonboz6 etanol — viz elegyekre vonatkozo p4 és pK,, értékeket a 2. tablazatban tiintettiik fel.

A DOTA ligandum protonalodasi allandoit (logKi™) a kiilonbdzé etanol — viz
elegyekben végzett pH-potenciometrias titraladsok eredményeibdl (200 VNzon (ml) — pHmeas

adatpar) szamitottuk a PSEQUAD szamitogépes program segitségével.l*”!

2. tablazat. Az etanol — viz elegyek stirtisége (p, g/ml), V/V% és m/m% Osszetétele, valamint a szamitott p4 és

pK,, értékek (0,15 M NaCl, 25°C)

VIV% m/m% p(g/ml) pA pKw

0 0 0,99708 0,014 13,834
10,6 7,83 0,98727 0,042 13,961
20,6 15,8  0,97537 0,056 14,106
31,4 25,0 0,95968 0,102 14,192
41,5 34,1 0,94247 0,189 14,271
52,4 44,7 092091 0,272 14,346
65,1 57,8  0,89185 0,336 14,511
73,4 66,8  0,87072 0,365 14,644
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1.3 A Ga(DOTA) komplex képzédésének 'H- NMR spektroszkopias vizsgalata

A Ga(DOTA) komplex képzddését 'H-NMR spektroszkopiasan Bruker DRX 400
spektrométerrel ~ tanulmanyoztuk. A mintdk  homérsékletét  Bruker  VI-1000
hémérsékletszabalyozo egységgel tartottuk allando értéken (298 K). A Ga®™ — DOTA rendszer
vizsgalata soran felvettiik a DOTA ligandum és a Ga®" - DOTA rendszer D,O-s oldatainak 'H-
NMR spektrumait t=5, 7, 27, 34, 50, 68, 86, 96, 113, 168, 218, 272 és 1033 perccel a Ga’" és
DOTA oldatok 0Osszekeverése utan ([Ga3+]=0,03 M, [DOTA]=0,015 M, pH=2,0, 0,15 M
NaCl). A vizsgélatokhoz hasznalt vizes oldatok pH értékét 2 M HCl-oldattal és szilard NaOH-
al allitottuk be 2,0-re, majd rotadeszt berendezéssel beparoltuk és D,O-ban oldottuk. A vizes
oldatok pH értékeinek mérése és a pH-mérd kalibraldsa a II1.2 fejezetben leirtak alapjan

tortént. A spektrumok kiértékelését a Bruker Winnmr® szoftvercsomaggal végeztiik.

II1.4 A Ga(DOTA) képzodésének kinetikai vizsgalatai

A Ga(DOTA) komplex képzdédését kozvetve a komplex kialakuldsaval parhuzamosan a
ligandumrdl felszabadul6 protonok okozta pH csokkenést kovetve megfelelé pH indikator
alkalmazésaval spektrofotometridsan tanulmanyoztuk. A Ga(DOTA) képzddését kiséré pH
effektust metilnarancs, bromfenolkék és 2,4-dinitrofenol indikatorok (I) segitségével kovettiik.
soran alkalmazott hullimhossz értékeket az indikatorok 0 és 40 V/V% etanolos oldatainak
pH=1,5 - 7 tartomanyban ApH=0,5 egységenként 400-800 nm hullamhossz tartomanyban
Cary 100Bio UV spektrofotométerrel 1 cm-es kiivettaban felvett abszorpcids spektrumaibol
hataroztuk meg. A metilnarancs és bromfenolkék indikatorok kiilonboz6 pH értékeknél felvett

abszorpcids spektrumai a 2. és 3. abrakon lathatdak.

0.5 - 0.5 4
04 A pH=2,0 pH=1,5
w 0.3 ﬂ
2
<02 pH=T,0 pH=S,0
0.1
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

A (nm) A (nm)

2. abra. A metilnarancs kiilonb6z6 pH értékeknél felvett abszorpcids spektrumai vizben (A) és 40 V/V% etanol-
viz elegyben (B). ([I]=1x10" M, 0,15 M NaCl, 25°C)
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3. abra. A bromfenolkék kiillonbozo pH értékeknél felvett abszorpcios spektrumai vizben (A) és 40 V/V% etanol-
viz elegyben (B). ([I]=1x10" M, 0,15 M NaCl, 25°C)

A metilnarancs €s bromfenolkék indikéatorok adott hullamhosszon mért abszorbancia értéke a
kovetkezd egyenlettel adhato meg:

A= (g [1]+¢,[HI)x] (1)
ahol g, eqy, [I], [HI] és 1 a deprotonalt €s a protonalt indikator adott hullamhosszra vonatkozo
az indikator teljes koncentracidjat ([I]=[I]+[HI]) és protondlodasi allandojat
(KHZ[HI]/ [H'][1]), az adott hullamhosszon mért abszorbancia értékek a kdvetkezd egyenlettel
fejezhetdek ki:

I —
A=lx {ngl—f[}l[}{]]}[l]t 2)
A metilnarancs és bromfenolkék 508 ¢és 592 nm-en kiillonbozé pH értékeknél meghatarozott
abszorbancia értékeit a (2) egyenletre illesztve szamitottuk az indikatorok protonalddasi
allandoit a (K"), amelyeket 3. tablazatban tiintettiik fel. (A 2,4-dinitrofenol irodalomban
fellelheté protonalodasi allandéja logk™'=3,96)".

3. tablazat. A metilnarancs és brémfenolkék indikatorok protonalodasi (logk™) allandoi (0,15 M NaCl, 25°C)

EtOH V/V% metilnarancs bromfenolkék
0 3,32 (3) 3,79 (1)
40 2,30 (6) 4,07 (2)

A kinetikai vizsgalatokat Cary 100Bio UV spektrofotométerrel 0,874 cm-es tandem
kiivettaban 25 °C-on termosztalt kiivetta tartd alkalmazasaval 0, 10 és 40 V/V% etanol-viz
elegyekben pH= 2,5 — 3,7 tartomanyban 0,15 M NaCl-os ionerdsség mellett gyengén pufferelt
oldatokban végeztiik, ahol a pH valtozas 0,07 - 0,1 pH egység volt. A Ga(DOTA) komplex
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képzddésének kinetikai vizsgalatai sordn pszeudo-elsdrendii feltételeket biztositottunk a
DOTA ligandum nagy foloslegének (5 - 30 szeres felesleg) alkalmazéasaval ([Ga’1=2,0x10™).
Mivel a DOTA ligandum acetdt csoportjainak protondlddasa az altalunk vizsgalt pH
tartomanyban (pH=2,5 — 3,7) jatszodik le, igy az alkalmazott DOTA feleslegek elegenddek
voltak a pH alland6 értéken tartasdhoz mas pufferek alkalmazéasa nélkiil. A oldatok pH
értékeinek mérése és a pH-mérd kalibralasa a II.2 fejezetben leirtak alapjan tortént. A
kinetikai vizsgalatok soran alkalmazott pH indikatorokat, a hullimhossz értékeket és a pH

tartomanyokat a 4. tdblazatban foglaltuk ossze.

4. tablazat. A Ga(DOTA) képzodésének kinetikai vizsgalatai soran alkalmazott pH indikatorok, hullamhossz
értékek €s pH tartomanyok.

EtOH V/V% Indikator (m 0{}(]1m3) A (nm) pH

2,4-dinitrofenol 410 2,5-2,7
0 metilnarancs 4x107 508 29-35
bromfenolkék 592 35-3,7
2,4-dinitrofenol 410 2,5-2,7
10 metilnarancs 4x107 508 29-35
bromfenolkék 592 3,5-3,7
metilnarancs P 508 2,5-3,2

40 4x10
bromfenolkék 592 32-37

A Ga(DOTA) képzddésének vizsgalata soran az altalunk alkalmazott feltételek mellett a
folyamatokat leird sebességi egyenlet a kovetkezé6 modon adhaté meg:
d[GaL],
dt
ahol kqbs pszeudo-elsérendii sebességi allandot, a [Gal]; és a [Ga3+]t a Ga(DOTA) komplex ¢és

ko [Ga™ ], (3)

alabbi egyenlettel szamitottuk:
-k
A=(A =AY+ A 4)
ahol 4; a t idOpillanatban mért abszorbancia, mig A, a reaktansok, 4, a végtermékek
abszorbancidja. Az adott DOTA - és H'-koncentraciokhoz tartozd pszeudo-elsérendii

sebességi allandokat 2 mérés atlagolasaval kapott kinetikai gorbék (300 idé—abszorbancia

adatpar) a (4) egyenletre torténd illesztésével SCIENTIST® program segitségével szamitottuk.
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IV. Eredmények és értelmezésiik

A H4DOTA ligandum nyolc donoratommal (négy gytirli amin nitrogén ¢€s négy karboxilat
oxigén) rendelkezik. A vizsgélatok soran alkalmazott etanol-viz elegyek befolyasolhatjdk a
kiilonb6z6 donoratomok bazicitasat, amely hatdssal lehet a DOTA protonalodasi és donor
atomok koordinacids sajatossagaira, valamint a komplexek képz6dési sebességére. Igy a
H4DOTA ligandum részletes egyensulyi és Ga(DOTA)-komplex képzddésének kinetikai
vizsgalata etanol-viz elegyben a gyakorlati alkalmazas lehetdségein til koordinacios kémiai

szempontbol is érdekesnek tiint.

IV.1 A H4DOTA ligandum protonalodasi sajatsagai etanol-viz elegyben
A H4DOTA ligandum protonalddasi allandoit a ligandumok pH-potenciometrids titralasanak

eredményeibdl szamitottuk. A protonalddasi allandokat a kdvetkezdképpen definialjuk.

H,L + H <= HL (5)
K~H: [H1L]
© [H,LJHT]

ahol i=0, 1, 2, 3, 4, 5 ¢és 6. A H4DOTA pH-potenciometrids titralasi gorbéjét a 4. abran
tiintettiik fel. A DOTA ligandum kiilonb6z6 Osszetételli etanol-viz elegyben meghatarozott

protonalodasi allandoit az 5. tablazatban foglaltuk dssze, ahol zarojelben feltiintettiik az egyes

.....

2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
lig. ekv.

4. abra. A HyDOTA ligandum titralasi gorbéi kiilonb6z6 etanol-viz elegyekben
((HsDOTA]=2,00 mM, [HCI]=4,00 mM, [EtOH]=0; 10,6; 20,6; 31,4; 41,3; 52,4; 65,1 és 73,4 V/V %, 0,15 M
NacCl, 25 °C)
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5. tablazat. A H,DOTA ligandum protonalddasi allandoi kiilonb6zo etanol-viz elegyekben (0,15 M NaCl,
25°C)

EtOH
(VIV%)

logkK:® 9,23 (1) 9,03(2) 8,85(1) 8,66(1) 842(1) 8,08(2) 7.90(2) 7.67(1)
logkx" 9,21 (2) 9,07(1) 8,88(1) 8,73(1) 8,53(2) 847(2) 8,09(2) 8,13(2)
logks" 4,51 (1) 4,54(2) 4,53(2) 4,52(2) 4,36(1) 4,16(2)

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

logKs®  2,36(2) 246(1) 225(2) 224(3) 1,98(1)

logKs? 1,49 (1) 1,41(3) 1,34(3) 148(3) 1,53(3)

0 10,6 20,6 314 41,3 52,4 65,1 73,4

A DOTA" ligandum protonalédasi szekvenciajat 'H- és C-NMR spektroszkopids
modszerekkel részletesen tanulméanyoztak."*”! A teljesen deprotonalt DOTA*-bol kiindulva az
elsd és a masodik protonalddasi folyamat két szemben 1évo gylirli amin-nitrogénen jatszodik
le, mig a H,DOTA” ligandumra belépé harmadik és a negyedik proton a nem protonalt gyiirii
nitrogénekhez kapcsolodé acetatcsoportokat protonalja.” A H4DOTA tovéabbi protonalodasa
valdsziniileg acetatcsoporton kovetkezik be.

A H4DOTA ligandum kiilonb6z6 0sszetételii etanol-viz elegyekben meghatarozott

rrrrr

crer

protonalddasi folyamatai a kiillonb6z6 donoratomok kozott kialakuld koélcsonhatasoknak
koszonhetéen nem fiiggetleniil jatszodnak le. fgy a DOTA ligandum kiilénbozé etanol-viz
elegyben meghatirozott protondlodési allanddinak értelmezése soran figyelembe kell
venniink: 1) a protonalt donoratomok kozott kialakuld elektrosztatikus taszitast; ii) a nem
protonalt acetdt csoportok és a protonalt gylirli nitrogének kozott kialakuld hidrogén-
kotéseket; iii) az etanol 1ényegesen kisebb ondisszocicios allandéjat; iv) a jelenlévé Na'-ion
a DOTA ligandummal kialakitott viszonylag stabil komplexét. A DOTA ligandum 0,15 M
NaCl ionerésség mellett meghatarozott elsé protonalédasi allandoja (logk," =9,23; 0,15 M
NaCl, 25°C) lényegesen kisebb, mint a 0,1 M MesNCl jelenlétében kapott logK;" érték
(logk" =12,6; 0,1 M Me;NCl, 25°C)*! ami a viszonylag nagy stabilitisi Na(DOTA)
komplex képzddésével értelmezhetd (logKNaL=4.38)[30]. A DOTA logKlH és longH értékei

crer

allandojaval értelmezhetd. Ezzel szemben a DOTA egyik acetat csoportjanak

crcr
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crer

novekedésével a DOTA-hoz hasonld6 mdédon csdkkennek 80 — 90 V/V%-os Osszetételig, majd

ujra nének. Az EDTA acetat csoportjait jellemz6 protonalodasi allandok az amino nitrogének

crer

crer

bazicitasaval értelmezhetd, aminek kdszonhetden 1ényegesen gyengébb hidrogén-kotés alakul
ki a deprotonalt acetat csoport €s a protondlt gyliri nitrogének kozott, igy az acetat csoport
protonalddasa fiiggetleniil jatszodhat le.

A DOTA kiilonb6zd etanol-viz elegyekben végzett egyensulyi vizsgélatai alapjan
megallapithatd, hogy a donor atomok bazicitasat, igy a ligandum protonalodasi allandoit

lényegesen befolyasolja a rendszerek etanol koncentracidja, ami hatassal van a komplexek

.....

------

tulajdonsagait részletesen tanulméanyoztik.®! A Ga’"-ion nagy stabilitisi alladoval
jellemezheté komplexet képez DOTA ligandummal (logKga=26,05; logKgamr)=3,64;
logKGam21)=2,43; logKcam3r)=1,84), igy a komplex képzddése pH=2,0-n mar kozel 100%-o0s
az 1:1 aranyd Ga’” - DOTA rendszerben ([Ga’']=[DOTA]=4,0 mM). A Ga(DOTA)
protonalt és hidroxo-komplexek képzddésén keresztil (¢,=12,2 nap, pH=0; ¢;,=6,2 Ora,
pH=10). A kétszeresen protonalt Ga(H,DOTA) ¢s Cu(H,DOTA) komplex szerkezete nagyon
hasonl6, mindkét komplexben a DOTA 6 donor atommal (két-két gylirQi nitrogén ¢€s acetat
oxigén ekvatorialis, még két gylrll nitrogén axidlis pozicioban) koordinalodik a Ga(Ill)-
illetve a Cu(Il)-ionokhoz torzult oktaéderes szerkezetet kialakitva, mig a két nem
koordinal6do acetat csoport protonalva van.[*2

A Ga(DOTA) képzdédése a Ln(DOTA) komplexekhez hasonloan lassan jatszodik le,
amelyeknél stabilis protondlt *Ln(H,DOTA) koztitermékek kialakuldsat mutattak ki

U721 TH.NMR!™ és lumineszcencia spketroszkopias?”! modszerekkel. A

spektrofotometrias,
Ga’-DOTA rendszer 'H-NMR spektroszkopias vizsgalatait hasonlé *Ga(H,DOTA)™
koztitermékek képzédésének kimutatasa céljabol végeztik el. A Ga’-DOTA rendszer

kiilsnbdz6 idében felvett "H-NMR spektrumai az 5. abran lathatoak.
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H,DOTA

"'O0C-CH,-N- -N-CH,-CH,-N-

B Ga(H,DOTA)

t=5 perc

t=1033 perc

3'5(ppm)

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

A Ga(H,DOTA)-komplex kialakuléasa, (a vizsgalatok soran alkalmazott kisérleti koriilmények
mellett protonalt Ga(H,DOTA)-komplex képzddik, amelyben két acetat csoport protonalva
van), feltételezhetben a Ln(DOTA) komplexekhez hasonldan protonalt koztitermék

képzédésén keresztiil jatszodik le. A Ga®* és a DOTA oldatok dsszekeverését kovetéen a
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gylirli és acetat metilén protonok 'H-NMR jelei jelentésen kiszélesednek és intenzitasuk
lecsokken (5. abra), ami a Ga®" és H,DOTA (x=5, 6) kozott pillanatszeriien lejatsz6do
reakciora utal. Az 'H-NMR jelek kiszélesedése a reakcié elején feltételezhetéen a kétszer
protonalt *Ga(H,DOTA)" koztitermék azonnali képzédését és a jelenlévd szabad DOTA
ligandummal kialakul6 gyors cserefolyamatok eredményezik (a reakci6 valosziniileg a szabad
Ga®" és az 6t esetleg hatszorosan protonalt H{DOTA ligandum kozott jatszodik le pH=2,0-n).
A kétszer protonalt *Ga(H,DOTA)" koztitermék szerkezete valosziniileg nagyon hasonlé a
kétszeresen protonalt *Ln(H,DOTA)*" koztitermék szerkezetéhez, amelyben a Ln’"-ion az
acetatcsoportok oxigénjeihez koordindlodik, mikézben a makrociklusos gytiri két szemben
1év6 nitrogénje protonalt forméaban van.’” A Ga’-DOTA 'H-NMR spektrumaban (5. dbra) a
2,8 - 3,2 ppm kozotti széles multiplett intenzitdsa csokken, mig a 3,3; 3,5; 3,7; 3,8 és 3,9 ppm-
nél talalhatdo multiplettek intenzitasa n6é az 1d6 elérehaladasaval, ami a kétszeresen protonalt
*Ga(H,DOTA)" koztitermék deprotonalodasanak és a Ga(H,DOTA) végtermékké torténd
atrendezddésének a kovetkezménye. A 3,3; 3.5; 3,9; 3,7 és 3,8 ppm-nél talalhaté multiplettek
rendre a Ga(H,DOTA) -komplex a gytirti, a koordinalodé és nem koordinalédd protonalt
acetat metilén protonokhoz rendelhetéek. A Ga(H,DOTA) komplex oldatfazisu szerkezete
valdsziniileg nagyon hasonlit a Ga(H,DOTA) egykristalyanak rontgendiffrakcios modszerrel
meghatarozott szerkezetéhez.!®! A kétszer protonalt Ga(H,DOTA)" komplex szerkezete
feltételezheten sokkal merevebb, mint a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA)" kéztiterméké, igy
(a viszonylag széles) multiplett jelenléte a Ga(H,DOTA) képzddésével értelmezhetd. Fontos
megjegyezni, hogy a Ga’" - DOTA rendszer kiilonbozé idékozonként felvett 'H-NMR
spektrumaiban 3,22; 3,35; 3,50; 3,65; 3,73; 3,82 és 3,89 ppm-nél taldlhaté izobesztikus
pontok megjelenése egyértelmilen mutatja a rendszerben jelen 1évé két részecske (a
*Ga(H,DOTA)" koztitermék és a Ga(H,DOTA) komplex) egymasba torténd atalakulasat.

A Ga(DOTA) komplex képzddési reakcidit a pszeudo-elsérendii feltételek
megteremtése érdekében 5-30-szeres ligandum felesleget alkalmazva, a komplex képzddés
soran felszabaduldo H'-ion okozta pH valtozason keresztil indikator moédszerrel
spektrofotometridsan tanulmanyoztuk  pH=2,5 — 3,7 tartomanyban. A Ga(DOTA)
képzddésének kiilonbozé pH-kon, kiilonbdzd DOTA koncentracioknal és eltérd osszetételdl
etanol-viz elegyekben meghatarozott pszeudo-elsérendli sebességi allandoit (kops) a 6. dbran

tuntettik fel.
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6. abra. A Ga(DOTA)-komplex képzddése soran kapott pszeudo-elsdrendii sebességi allandok a [DOTA],
fliggvényében vizben (A), 10 V/V% (B) és 40 V/V% (C) etanol-viz elegyekben. ([Ga’']=2x10™* M, A: pH=2,67

(#),2,97 (m), 3,19 (A), 3,49 (o) és 3,71 (x); B: pH=2,61 (*), 2,88 (m), 3,13 (A), 3,39 (@) és 3,64 (x); C:

pH=2,70 (#), 2,93 (m), 3,13 (A), 3,35 (®) és 3,60 (x); 0,15 M NaCl, 25 °C)

A pszeudo-elsérendli sebességi allanddkat (ko) a [DOTA]; fiiggvényében abrazolva a
Ln(DOTA) -komplexek képzddéséhez hasonldan telitési gorbéket kaptunk, ami a koztitermék
képzodését jelzi. A kisérleti eredmények alapjan gyakorlatilag teljesnek feltételeztiik a
koztitermek képzddését Otszorosnél nagyobb fémion felesleg alkalmazasanal, igy a
Ga(DOTA)-komplexek képzddési sebessége a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék
atalakuldsanak sebességével jellemezhetd:

d[GaL] k.
dt

, ahol a kops, [Ga3+]t, ke, és [*Ga(H,L)]; a pszeudo-elsé-rendii sebességi allandot, a Ga*t teljes

[Ga3+]t =k [*Ga(H,L)], (6)

crer

crcr

feltételeket a DOTA ligandum nagy feleslegének alkalmazasaval értiik el. Mivel az altalunk
vizsgalt pH tartomanyban a DOTA tobbszordsen protonalt forméaban talalhatd (a teljesen

deprotonalt forma koncentracidja elhanyagolhatd), igy a szabad DOTA ligandum
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koncentracidja ([DOTA];) a 5. tablazatban feltiintetett protondlodéasi 4allandok

felhasznalasaval a kovetkezd egyenlettel adhaté meg:
[DOTA]=[HDOTA(1+K;"[H T+K;" K" [H T+ K"Ky 'K '[H'T)=a[HLDOTA] (7)

, ahol ay=1+K;[HHKGKH T+ K3PKPKSP[H. A kétszer protonalt *Ga(H,DOTA)

koztitermek stabilitasi allandoja a (8) egyenlettel fejezheto ki.

Ga®" + HL = *Ga(HL) (8)

" [*Ga(H,L)]
Figyelembe véve a Ga’' teljes koncentraciojat ([Ga’ ]=[*Ga(H,L)]+[Ga’]y,), a kétszer
protonalt *Ga(H,DOTA) kdoztitermék stabilitasi allanddjat ((8) egyenlet) és a (6) egyenletet,
az adott pH értékeknél meghatarozott pszeudo-elsérendii sebességi allandoknak a DOTA

teljes koncentracidjatol ([DOTA];) valo fliggése a kovetkezOképpen adhatd meg:

(00

kobs = * (9)
K,
1+{ G“(HzL)Jx[DOTA]t
o

'K
K, x[ G“‘”Jx [DOTA],

Az Ga’-DOTA" rendszerekben adott pH-n és DOTA koncentracié mellett kisérletileg
meghatarozott kops pszeudo-elsérendii sebességi allandokat a (9) egyenlettel illesztve

szamitottuk ki a kr sebességi allanddkat és a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék

koztitermék stabilitasi allandojat (*KGa(HZL)). A kétszer protonalt *Ga(H,DOTA)™ és a

koztitermékek adott pH-ra vonatkozo *KGa(HzL) stabilitasi allandoit és kr sebességi allandoit a

6. tablazatban és a 7. dbran tiintettiik fel.

Az 5. tdblazatban feltiintetett *KGa(HZL) értékek alapjan elmondhat6, hogy a kétszer protonalt
*Ga(H,DOTA) koztitermék stabilitasi allanddja lényegesen nagyobb, mint az analdg
*Ce(H,DOTA) és *Eu(H,DOTA) koztitermékek stabilitasi allandéi pH<3,5 tartomanyban

(Ko = 45K =44L Azonban a 'K értékek csokkennek a pH

Ga(H,L)
novekedésével és pH=3,6 - 3,7 tartomdnyban mar megegyeznek a *Ce(H,DOTA) ¢és
*Eu(H,DOTA) koztitermékek stabilitasi 4llandoival. Figyelembe véve a Ga®*-ion hidrolitikus
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sajatossagait (Ga(OH)x x=1 logK;=-2.60, x=2 logK,=--3,51, x=3 logKs=-4.71, x=4 logKy= -
6.24),°! a a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék stabilitasi allandojanak a pH
novekedésével bekovetkezd csokkenése a vegyes *Ga(H,DOTA)(OH') koztitermék
képzddésével értelmezhetd, ahol a OH™ -ion a Ga(Ill)-ionhoz kd&zvetleniil koordinalodik

lecsokkentve a kozponti fémion tdltését és esetleg egy karboxilat csoportot kiszoritva.

6. tablazat. A kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék kiilonbdz6 pH-n és etanol-viz elegyekben

meghatarozott stabilitasi allandoja (* Kg. (H,L) )

EtOH:H,0O (V/V%)
pH 0 pH 10 pH 40
2,67 6,18 (8) 2,61 6,28 (6) 2,70 6,32 (5)
2,97 6,08 (6) 2,88 6,15 (5) 2,93 6,17 (5)
3,19 5,25 (5) 3,13 5.94 (5) 3,13 6,07 (4)
3,49 4,52 (4) 3,39 5,44 (4) 3,35 5,69 (4)
3,71 4,22 (4) 3,64 4,17 (3) 3,60 5,00 (4)

0.04
0.03 A
£ 0.02 -

0.01 A

[OH]x10™ (mol/dm®)

7. abra A Ga(DOTA) képzodésére jellemz6 sebességi allandok a [OH] fiiggvényében (EtOH V/V% =0 (), 10
(m) és40% (A)

A Ga(DOTA) képzodésére jellemzd ky sebességi allandok linearisan nének a [OHT]
novekedésével, amelynek magyarazatara a kovetkezd reakciomechanizmust tételeztiik fel. A
kétszer protonalt (*Ga(H,DOTA)) és az egyszer protonalt (*Ga(HDOTA)) koztitermékek
kozott gyors protondlodasi egyensuly van, amit a Ln(DOTA) komplexek képzddése soran is

feltételeztek. !
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H
K Ga(HL)

*Ga(H,L)

*Ga(HL) + H' (10)

A monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék protonalddasi allandojat (Kga(HL)) kozvetleniil

nem tudjuk mérni. Az analog *Ln(HDOTA) koztitermékek esetében a K fn(HL) helyett a DOTA

rrrrr

maximalis értéket.””) A monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék protonvesztése, majd ezt
kovetden a Ga(DOTA) termékké torténd atrendezédése egy H,O molekula, mint Bronsted
bazis részvételével jatszodhat le a pH=2,6 — 3,7 tartomanyban. Az etanol valdsziniileg nem
vesz részt a monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék protonvesztési folyamataban az
alkoholos —OH csoportjanak kisebb H'-ion affinitisa miatt.

kH20

"Ga(HL) + H,0O GaL + H;O" (11)

Mivel az (10) egyenletnek megfelelden a monoprotonalt koztitermék koncentracidja az
1/[H']-val kozvetleniil aranyos, a kr sebességi allandok linearis novekedése a OH™ -ion
eredménye. A lehetséges reakcioutakat figyelembevételével a (6) egyenlet a kovetkezd
formaban irhato fel:

AEE i Ga(t1, L)), =Ky [*GaHLI[H, O] (12)

A kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék teljes koncentraciojat
([*Ga(H.DOTA)]=[*Ga(H,DOTAJ+[*Ga(HDOTA)]) a monoprotonalt *Ga(HDOTA)

rrrrr

Ga(DOTA) képzddése a kovetkezo egyenlettel irhato le:
_ kyo[H,0]
1+[H"]/ Kga(HL)

(13)

f

A Ga’" -DOTA rendszerek vizsgalata soran kapott k¢ sebességi allandokat (7. abra) a (13)

egyenletre illesztesztve szamitottuk a Ga(DOTA) képzddesere jellemzd ky , sebessegi es

K ga(HL) egyensulyi allandokat. A szdmitasok soran figyelembe vettiik a kiilonb6zd etanol-viz

crer
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7. tablazat. A Ga(DOTA), Ce(DOTA) és Yb(DOTA) képzddésére jellemzo sebességi €s egynesulyi allandok
vizben, 10 és 40 V/V% etanol-viz elegyekben (0,15 M NacCl, 25°C)

Ga(DOTA) Ce(DOTA)®!  Yb(DOTA)!
EtOH 0% 10 % 40% . .
V/V%  [H0]=55.5M [H,0]=50.1M [H,0]=33.9M 0% 0%
Ko 0,9+0,2 0,33 4,41
M's™
10gK () 6,9 (4) 6,8 (3) 6,5 (4) 8,64 8,39

A 7. tablazatban feltiintetett k, , sebességi és K, egyensilyi allandok alapjan

megallapithatd, hogy a monoprotondlt *Ga(HDOTA) koztitermék H,O katalizalt
deprotonalddasa gyorsabban jatszodik le, mint a *Ce(HDOTA) koztiterméké, de 1ényegesen
lassabban, mint a *Yb(HDOTA) esetében. Az Ln(DOTA) komplexek képzddésére jellemzo

S 7 " + - z r o o
ky o sebessegi allandok ndnek a Ln**-ion méretének csokkenésével.!'””’! Ezzel szemben a

Ln(NOTA) komplexek képzédési sebessége maximum gorbe szerint valtozik a Ln’"-ionok
rendszdmanak fiiggvényében €és a maximum a Gd*"-nal talalhato. A Ln(DOTA) és Ln(NOTA)
komplexek képzédésének Ln -ionok novekvé rendszamanak fiiggvényében mutatott eltérd
viselkedése a NOTA és DOTA ligandumok kiilonbozé iiregméretével értelmezhets.!'’-?%°!
Figyelembe véve a Ga’" és a Ln’" -ionok sugarat (Ga3+: 0,62 A; Ln*": 0,97 — 1,16 A), a
*Ga(HDOTA) koztitermék lassabb H,O katalizalt deprotondlodasat és Ga(DOTA)
végtermékkeé torténd atrendez8dését a Ga®* kis méretével magyarazhatjuk.

A vizsgalatok soran a Ga(DOTA) képzdédése azonban Iényegesen gyorsabban
Jjatszodott le, mint a Ln(DOTA) komplexek esetében az altalunk vizsgalt pH tartoméanyban. A

feltételezett reakciomechanizmus értelmében a reakcid sebességmeghatiarozo 1épese a

monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék viz katalizalt deprotondlodéasa és végtermékke

torténd atrendezédése. Az (13) egyenlet alapjan egyértelmil, hogy éllandd ky , ¢és [H2O]
értékeknél, valamint adott H' koncentracional a K G, Crtékének csokkenésével nd a ky

sebességi allando értéke, mivel a kétszer protonalt koztitermék protonalddasi egyensulya a
reaktiv monoprotonalt koztitermék képzédése iranyaban toldéik el. gy a Ga(DOTA) komplex
azonos H' koncentracional az Ln(DOTA) komplexekhez viszonyitott gyorsabb képzédése a
monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék kisebb protonalddasi allandojaval értelmezhetd.
Figyelembe véve a Ga’-ion Ln’ -ionokhoz viszonyitott kisebb ionméretét, a kétszer protonalt
*Ga(H,DOTA) koztitermékben a Ga®” kozelebb keriilhet a protonalt gytirii nitrogénekhez és
a fellépo elektrosztatikus taszitds kovetkeztében lecsokken a gylirli nitrogének protonalodasi

allandoja.
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A Ga(DOTA) komplex képzddése etanol-viz elegyben gyorsabban jatszodik le, mint
tiszta vizes kozegben. Mivel a monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermék viz katalizalt
deprotonalddasa valdszintileg azonos sebességgel jatszodik le vizben és kiillonboz6 etanol-viz

elegyekben, igy a Ga(DOTA) etanol-viz elegyben tapasztalt gyorsabb képzddését a kétszer
protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék deprotonalodasat jellemzé K g}a(m) egyensulyi allando
etanol koncentracié ndvekedésével bekdvetkezd csokkenése eredményezi (7. tablazat). A

K ga(HL) egyensulyi allandé nagyobb etanol koncentracioknal tapasztalt csokkenéseit a gytrii

nitrogének csokkend bazicitasa eredményezi, amelyhez nagyon hasonld viselkedést
tapasztaltunk a szabad DOTA ligandum protonalodési sajatsdgainak etanol-viz elegyekben

torténd tanulméanyozasa soran.

A 6. tablazatban feltiintetett k, , sebességi és K, egyensilyi allandokat
viszonylag nagy hibaval tudtuk csak meghatarozni. Mivel a kinetikai vizsgélatokat a pH=2,6
— 3,7 tartomanyban végeztiik, igy a Kg,qy,, egyensulyi llandokat (logK g,y ,=6,9 — 6,5) csak
nagy bizonytalansaggal tudtuk szamitani, ami a (13) egyenlet ertelmeben k, , sebességi
allandé szamitasakor is jelentkezett. A &y , sebessegi ¢s K é’a(HL) egyensulyi allando értékének

pontosabb meghatarozasa érdekében nagyobb pH értékeknél tovabbi kinetikai vizsgalatokat

terveziink ,,stopped-flow” modszerrel.
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V. Osszefoglalas

Munkéam soran a DOTA ligandum oldategyenstlyi sajatsagait, illetve a GaDOTA komplex
képzddésének sebességét tanulmanyoztam etanol-viz elegyekben pH-potenciometrias
modszerrel illetve spektrofotometriasan indikator modszer és 'H NMR  spektroszkopia
alkalmazaséval.

A H4DOTA ligandum kiilonb6z6 Osszetételti etanol-viz elegyekben meghatdrozott
a logki" és logK," értékek csokkennek, a logKy" értékek nének, mig a logKs" és logKs"
értékek kismértékben csokkennek. A gyfirti nitrogének protonalodasahoz rendelhetd logK;™ és
logK,™ értékek csokkenését az etanol kisebb ondisszociacios allanddjaval értelmezhets. A
DOTA acetit csoportjanak protonalodasat jellemzd logK," érték novekvd  etanol
koncentracioval bekovetkezd novekedése a gylrli nitrogének csokkend bazicitasa
eredményezi. A DOTA oldategyensulyi vizsgalataibol egyértelmiien kideriil, hogy az etanol
koncentracioja befolyasolja a donoratomok bazicitasat, a ligandum protondlodasi
sajatossagait, amelyek hatassal vannak a DOTA egyenstlyi sajatsagaira.

A Ga’-ion nagy stabilitisi alladoval jellemezheté komplexet képez a DOTA
ligandummal. A Ga(DOTA) képzddése lassan, a Ln(DOTA) komplexekhez hasonléan stabilis
kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék képzddésén keresztiil jatszodik le. A Ga(DOTA)
képzddési reakcidinak sebességmeghatarozo 1épése a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA)
koztitermék deprotondlodasa és végtermékké torténd atrendezddése. A kétszer protondlt
*Ga(H,DOTA) koztitermék deprotonalddasara és végtermékké torténd atrendezddésére
jellemzd kr sebességi allandok linedrisan nének a [OH] novekedésével a pH=2,5 — 3,7
tartomanyban. A Ga(DOTA)-komplex képzddésére feltételezett reakcid mechanizmus alapjan
a kétszer protonalt *Ga(H,DOTA) koztitermék gyors protondlodasi egyenstlyban (Kga(HL))
atalakul monoprotonalt *Ga(HDOTA) koztitermékké, amely viz katalizalt deprotonalodasat

kovet6en rendezodik at végtermékké. A *Ga(HDOTA) koztitermék Ky, értéke lényegesen

kisebb, mint a *Ln(HDOTA) koztitermékek protonaloédasi allanddja, ami magyarazatul

szolgalhat a Ga(DOTA) gyorsabb képzddésére. A *Ga(HDOTA) koztitermék K ga(HL) értéke a

crer

crer
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VI. Summary

In this work the equilibrium properties of the ligand DOTA and the formation rate of the
GaDOTA complex were studied by pH-potentiometry, spectrophotometry and NMR
spectroscopy in ethanol-water mixtures.

The protonation constants of H4DOTA were determined by pH-potentiometry in
ethanol-water mixtures. The protonation constants of DOTA reveal that the logK;" and logK,"
values decrease, logKy" value increases while logK3'" and logKs' values slightly decrease with
the increasing ethanol concentration. The decrease of the protonation constants of the ring
nitrogens (logK;" logK,") might be explained by the higher basicitiy of the ethylate ion. The
increasing protonation constant of the acetate group of DOTA (logK4") might be caused by
the decreasing basicity of the ring nitrogens which results in the independent protonation
process of the carboxylate pendant arm. The equilibrium studies of the ligand DOTA indicate
that the presence of ethanol affects the basicity of the donor atoms and consequently the
equilibrium properties and the rate of the formation and dissociation reactions of DOTA
complexes.

The Ga(DOTA) complex is characterized by a high stability constant. The formation
rate of Ga(DOTA) is low, similarly to that of the Ln(DOTA) complexes. The relatively slow
formation of Ga(DOTA) can be interpreted in terms of the formation of a stable diprotonated
*Ga(H,DOTA) intermediate, which can be deprotonated and transformed to the final
Ga(DOTA) complex in a rate-determining step. The kr rate constants characterizing the
deprotonation and transformation of the diprotonated *Ga(H,DOTA) intermediate to the
Ga(DOTA) are directly proportional to the [OH] in the pH range 2.5 — 3.7. According to the

proposed reaction mechanism the diprotonated *Ga(H,DOTA) intermediate is in protonation

equilibrium with the monoprotonated *Ga(H,DOTA) intermediate (Kga(HL)), which may
deprotonate and transform to Ga(DOTA) in a H,O assisted reactions. The Kga(HL) value of
*Ga(HDOTA) is lower than that of the *Ln(HDOTA) intermediates and it results in the faster
formation of Ga(DOTA) in the pH range studied. The K¢, value of the *Ga(HDOTA)
intermediate, similarly to the first (logK,") and second (logK,") protonation constants of
DOTA, decreases with the increase of the ethanol concentration. The lower K ga(HL) value of

*Ga(HDOTA) intermediate results in the faster formation of Ga(DOTA) due to the shift of the
equilibria from the diprotonated *Ga(H,DOTA) intermediate to the formation of the reactive

monoprotonated *Ga(HDOTA) intermediate.
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