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LANTANIDA(III)-DIETILENTRIAMIN-PENTAACETAT SZARMAZEKOKKAL
KEPZODO KOMPLEXEK LIGANDUMCSERE REAKCIOINAK KINETIKAJA: A
NEMKOVALENS KOLCSONHATASOK SZEREPE

A palyazat keretében tervezett tudomdnyos munka szorosan kapcsolodik a
kutatécsoportunkban mar hossza ideje folyd, a ritakfoldfémek (lantanidédk, La, Y, és Sc)
nyiltlanct és makrociklusos aminopolikarboxilat és aminofoszfonat ligandumokkal képzett
komplexei vizsgéalatahoz. Az emlitett komplexek koziil tobbet elterjedten alkalmaznak az
orvosi diagnosztikiban (Gd>" alapit MRI kontrasztanyagok) ritkabban a terapidban (°°Y,
3Sm, 'Ho és '"Lu izotopok komplexei), igy a munkank bar alapkutatas jellegii, de
eredményei gyakorlati szempontbdl is érdekesek lehetnek. A gadolinium komplexek
oldategyensulyi, de f6ként disszociaciojuk kinetikai vizsgalatanak eredményei az utobbi 3 — 4
évben kiilonosen érdekesek lettek amidta ismertté valt egy Ujabb betegség, az 1.n.
Nephrogenic Systemic Fibrozis (NSF), amit az MRI vizsgalatoknal kontrasztanyagként
hasznalt Gd** komplexekkel hoznak kapcsolatba. A stlyos vesebetegek Gd*™ tartalmu
kontrasztanyaggal (foként GA(DTPA-BMA)-val) végzett MRI vizsgalata utan kisebb résziik
(kozelitdleg 5%) allapota romlott, mozgasképtelenné valtak és tobben elhunytak. Eddig kb.
250 NSF-es esetet irtak le. A betegek €s elhunytak kiilonb6z6 szerveiben Gd-ot mutattak ki és
feltételezik, hogy az a kontrasztanyag disszocidcidjabdl szarmazik. A betegség pontos oka,
kialakulasa még nem ismert, de a kiilonboz6 klinikai esetek ismertetése ota a Gd®* komplexek
fizikai-kémiai vizsgalata iranti érdeklddése jelentdsen nétt. Ezek az események az elmult 2 —
3 ¢év soran komolyan befolyasoltak érdeklddésiinket és igyekeztiink kisérleti munkankat a
fiziologias feltételekhez kozeli koriilmények mellett végezni. Ennek kovetkeztében bar a
palyazatban tervezett munkdnak szinte valamennyi részével foglalkoztunk, de a hangstlyok
az érdeklédés valtozasaval modosultak. fgy pl. a nemkovalens kolcsonhatasok szerepének
vizsgélataval kapcsolatban végzett munka a tervezettnél kisebb volumenii, amiben az is
szerepet jatszott, hogy a kapott eredmények nem voltak eléggé biztatoak. Ugyanakkor
vizsgalatainkat kiterjesztettiikk a vérszérumban torténd reakciok tanulmanyozaséara, a szérum

.....

szérumfehérjék szerepének a vizsgdlatara. Ezen a teriileten érdekes (és vdratlan) 1)



eredményeket értiink el, amelyek publikdlasdhoz még tovabbi 3-4 honap kisérleti munka
sziikséges.

1. A nemkovalens kolcsonhatésok szerepe a G&®" komplexek viselkedésében

A kiilsnbézé Gd** alapt MRI kontrasztanyagok és potencialis kontrasztanyagok
fizikai-kémiai tulajdonsagainak megismeréséhez sziikséges a Gd** komplexek és a biologiai
kériilmények mellett a Gd*"-ionnal esetleg kompeticioba 1ép6 Zn*" és Cu*” komplexek
stabilitasi allandoinak (logK,;) a megallapitasa. A stabilitasi allandok meghatarozasa
tobbnyire a koordinacids kémia igényeinek megfelelden 0,1 M MesNCI vagy KCI oldatban,
allando ionerdsség mellett tortént. A biologiai feltételekhez torténd kozelités céljabol a
meghatarozasokat a DTPA, a BOPTA ¢s DTPA-BMA esetében elvégeztiik fiziologias, 0,15
M NaCl oldatban (25°C). A Gd®", Zn*" és Cu®" komplexek logK, értékei kb. 0,4 — 1,0 logk
egységgel kisebbek, mint a KCl-dal vagy MesNCl-dal biztositott allandd ionerdsség
esetében.' Az azonos feltételek mellett kapott stabilitasi allandokat hasznalva a ligandumok
gadoliniumra vonatkoztatott szelektivitasa (logKga - logKy;) mind a Zn*-, mind a Cu®" -
ionnal szemben a BOPTA>DTPA>DTPA-BMA sorrendben csokken', ami épp ellentétes az
irodalomban korabban kozolt sorrenddel.”

A Gd** komplexek relaxivitasa (a paramagneses fémkomplex koncentracidjanak 1,0
mM-os novalésekor a vizprotonok relaxaciosebességében mérhetdé névekedés, r;, = 1/T} ;)
human szérumalbumin (HSA) vagy bovine szérum albumin (BSA) jelenlétében nagyobb,
mint 0,15 M NaCl oldatban. A relaxivitas kiilonbségek kiilondsen nagyok a hidrofob benzil
csoportot tartalmazé Gd(BOPTA)” vagy Gd(DTPA-bBzA) esetében. A relaxivitas
ndvekedésben szerepe lehet a Gd** komplexek és a HSA illetve BSA kozotti elektrosztatikus
¢s nemkovalens kolcsonhatasnak. A fehérjék protonalhaté amin nitrogénjei fiziologias pH-n
nagyrészt protonalva vannak. Az elektrosztatikus kdlcsonhatas mértékének a vizsgalatara pH-
potenciometrias titralasokat végeztink BSA-val Gd(DTPA)* illetve Gd(BOPTA)>
jelenlétében és tavollétében. A BSA titralasi gorbéi (pH=4 — 9) a komplexek jelenlétében ¢€s
tavollétében teljesen azonosak, vagyis a BSA deprotondlodasa azonos mértékii, tehat az
elektrosztatikus kdlcsdnhatasnak nincs szerepe a fehérje — Gd*" komplex kolesonhatasban.

A nem-kovalens kolcsonhatds modellezésére a p-ciklodextrin és a benzilcsoportot
tartalmazo komplexek kozott fellépd kolcsonhatast hasznaltuk. A S-ciklodextrin henger alaku,
hidrofob iireget tartalmazod molekula, melybe az ugyancsak hidrofob benzil csoport beléphet
¢s a ,gazda-vendég” kolcsonhatds révén egy adduktum képzddik, melynek relaxivitdsa
nagyobb, mivel az adduktum a komplexnél lassabban mozog és igy né a komplex u.n.

rotacios korrelacios ideje.



A Gd*" komplexek és a S-ciklodextrin kozotti kolesdnhatas befolyasolja a komplexek
stabilitasi allandéjat és kinetikai viselkedését is. A GA(BOPTA)™ stabilitasi allandoja kicsit
nagyobb 0tszords [-ciklodextrin felesleg jelenlétében, mig a két benzil csoportot tartalmazéd
Gd(DTPA-bBzA) esetében a logKgas értek novekedése 1,0 logK egység. A stabilitasi
allandok értékében pf-ciklodextrin jelenlétében bekovetkezd novekedés (amikor pl. a
Gd(DTPA-bBzA) kb. 50%-a 1ép ,,gazda-vendég” kdlcsonhatasba), tehat nem jelentds, vagyis
a komplexek nem-kovalens kolcsonhatasa Iényegesen nem befolyasolja (kis mértékben
noveli) a stabilitasi allandok értekét.

A Gd(DTPA-bBzA) és a Cu*'-citrat kozotti fémcsere reakciok sebessége
spektrofotometrids vizsgdlataink szerint pf-ciklodextrin jelenlétében kisebb, mint annak

tavollétében, de a hatas nem noveli jelentékenyen a Gd** komplex kinetikai inertségét.

2. A gadolinium komplexek és a trietilén-tetramin-hexaacetat kozotti ligandumcsere reakciok

kinetikéja.’

A diagnosztikai vizsgalatokban MRI kontrasztanyagként hasznalt Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)*
¢s Gd(DTPA-BMA) komplexeket (GdL) intravéndsan juttatjdk a szervezetbe, melyek az
extracellularis térben eloszolva a vesén keresztiil iirtilnek kb. 1,5 6rés felezési idovel (a
Gd(BOPTA)” 5%-a a majon keresztiil iiriil). Az alkalmazas feltétele, hogy a komplexek
disszociacioja annyira lassi legyen, hogy a kiiiriilés kozben szabad Gd*™ ne keletkezzék. A
komplexek kinetikai inertségét kordbban a Zn*" és Cu®" ionokkal lejatszodé kicserélédési
reakcioik sebességével jellemeztiik™ (A Zn*" és Cu®" nagyon kis koncentracioban jelen van a
testfolyadékokban). A Gd*" komplexek disszocidcidja elvben a szervezetben talalhato
ligandumok hatasara is bekovetkezhet (fehérjék pl. transferrin), ezért modell reakcidként
tanulmanyoztuk a komplexek ¢s a TTHA kozotti ligandumcsere reakciok kinetikajat a pH=6,5
— 11 tartoméanyban. A reakciok sebessége TTHA felesleg jelenlétében egyenesen aranyos a
TTHA teljes koncentraciojaval, igy a £k, pszeudo-els6 rendli sebességi 4llandok
elhanyagolhatoan lassu. A k, értékek és a [TTHA] kozotti linedris kapcsolat azt jelzi, hogy a
reakciok a GdL komplexek ¢és a TTHA kozvetlen talalkozasaval, vegyes ligandumu
koztitermékek képzOdeésén keresztiil, az L ligandum donoratomjainak fokozatos kiszoritasaval
jatszodnak le. A GA(DTPA)* és GA(BOPTA)” k; értékei a pH fiiggvényében minimum
gorbe szerint valtoznak, a minimum pH=8,5 koriil van. A Gd(DTPA-BMA) ligandumcsere
reakcioi sebessége (k) 2 - 3 nagysagrenddel nagyobb, mint a GA(DTPA)* és Gd(BOPTA)™



komplexeké és a pH novekedésével a k; értékek fokozatosan ndnek. A pH ndvekedésével n6 a
kevésbe protonalt H;TTHA részecskék koncentracidja, melyek a GdL tamaddsaban
eredményesebbek. A Gd(DTPA)* és GAd(BOPTA)” rekacioi esetében a k; értékek pH=6,5 —
8,5 kozotti csokkenését azzal magyaraztuk, hogy a reakcid gyorsabban mehet végbe, ha a
vegyesligandumt koztitermékben a tdamado H;,TTHA-r6l egy proton atkeriil a koordinalt
DTPA vagy BOPTA ligandumra, vagyis érvényesiil az altalanos savkatalizis.’

A H;TTHA részecskék GdL komplexeken torténd tdmaddsanak eredményessége a
koordindlt L ligandum intramolekularis mozgasanak sebességétdl fligg, ami szabad
koordinacios helyek atmeneti megjelenését eredményezi. Az intramolekularis atalakulas
sebessége NMR vizsgalatok szerint gyorsabb a Ln(DTPA-BMA) komplexekben, mivel az
amid O-Gd kotés gyengébb az acetit O-Gd kotésnél. A koordindlt ligandumok
intramolekularis atalakulidsainak sebessége NMR vizsgélataink szerint ligandum felesleg
jelenlétében is nagyobb (La(DTPA-BMA) — DTPA-BMA ¢és Eu(DTPA) — DTPA rendszerek),
igy varhatban a TTHA jelenlétében is nagyobb. Az intramolekularis atalakuldsok
sebességének a DTPA-BMA komplexekben mas ligandumok jelenlétében tapasztalt nagyobb
mértékli novekedése eredményezi a GA(DTPA-BMA) kisebb kinetikai inertségét.

A testfolyadékokban jelenlévd citrat, foszfat ¢és karbondt ligandumok a GdL
komplexek ¢és a TTHA kozotti ligandumcsere reakcidk sebességének ndvekedését
eredményezik. A hatds a Gd(DTPA-BMA) esetében a legnagyobb. Fiziologids feltételek
mellett gyakorlatilag csak a karbondt ionok sebesség ndveld hatasa érvényesiil, mivel a
karbonat koncentracio aranylag nagy. Az NMR vizsgalataink szerint a citrat, foszfat ¢€s
karbonat ionok ugyancsak megndvelik a koordindlt L ligandumok intramolekularis
atalakulasanak sebességét, ami a ligandumcsere reakciok sebességének novekedését

eredményezi.

3. A Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)* és Gd(DTPA-BMA) komplexek és a Zn*" és Cu®’ kozéti

fémcsere rekaciok kinetikaja citrat, foszfat, karbonat és hisztidinat jelenlétében.

A Gd(DTPA)*, Gd(BOPTA)* és Gd(DTPA-BMA) komplexek és a Zn>'- valamint

Cu”"-ionok kozotti fémioncsere reakciok 1,0 M KCI oldatban 4 — 6 pH tartomanyban dontSen
a fémionok kozvetlen tdmadasaval folynak le. A cserereakciok sebessége a harom komplex
esetében ,tiszta’rendszerekben kozelitdleg azonos.

Az endogén citrat, foszfat, karbonat és hisztidinat ionok jelenléte jelentékenyen
modositja a cserereakciok sebességét ¢€s lefolyasat. A foszfat, karbondt ¢&s hisztidinat

hatasanak vizsgalatat citrat jelenlétében végeztiik, mivel a Gd** - citrat aranylag nagy



stabilitisa elésegitette a reakciok lefolyasat és a Gd®" oldatban tartasat A GdL és a Cu®’
komplexek kozotti reakcidkat spektrofotometrias, a Zn*" komplexekkel végbemend
reakcidkat relaxometridas modszerrel kovettiik. A részletes kinetikai vizsgalatok alapjan
megallapitottuk azokat a reakcidutakat, melyeken a fémioncsere reakciok lefolynak. A
vizsgalt (és a valodi biologiai) rendszerekben a szabad Zn*" vagy Cu®" ionok koncentracioja
rendkiviil kicsi, de a Cu®"-hisztidinat, vagy Zn* -citrat komplexeknek sincs kozvetlen szerepe
a reakciok lefolyasdban. A szabadda valo DTPA, BOPTA vagy DTPA-BMA ligandumok a
Cu”" illetve Zn*"-vel képeznek komplexet, mig a Gd*" Gd*"-citrat formaban van jelen.

A fémioncsere rekacidk a GdL komplexek disszociaciojaval mennek végbe, melyben a
spontan disszocidcidonak rendkiviil kicsi, de a proton katalizalt disszociacidnak is kicsi a
szerepe. Fiziologids pH-n gyakorlatilag a hisztidinnek sincs hatasa. Jelentékenyen novelik a
GdL komplexek disszociacido sebességét a protondlt HCit, HCO5; és H,PO4  ligandumok.
Kisebb vagy elhanyagolhaté a disszociacid sebességet noveld hatdsa a deprotonalt
ligandumoknak (Cit>, COs> és HPO4Y). Ilyen tapasztalatok alapjan azt kell feltételezniink,
hogy az endogén ligandumok hatdsa a képzddd vegyes ligandumu koztitermékekben a
koordinalt L ligandumra torténd protonatvitellel kapcsolatos.

Az endogén ligandumok jelenlétében a Gd(DTPA)* és GA(BOPTA)” fémionscere
reakci6i valamivel lassabban folynak le, mint az endogén ligandumok tavollétében.
Ugyanakkor a Gd(DTPA-BMA) komplex reakcioi az endogén ligandumok hatisara 1 — 2
nagysagrenddel nagyobb sebességgel mennek végbe, mint ,tiszta” (1,0 M KCI)
rendszerekben. Ezek az eredmények jelzik, hogy a Gd(DTPA-BMA) disszocidcioja biologiai
rendszerekben is gyorsabban jatszodik le, ami magyarazhatja, hogy az NSF gyakrabban
fordul elé a GdA(DTPA-BMA) (Omniscan) kontrasztanyagként valo alkalmazasakor.

4. A BCAED és BCAEP ligandumok komplexképzd sajatossagai’

A lantanida(III)-ionok tobbfunkcios, flexibilis ligandumokkal képz6dd komplexeinek
stabilitdsi alland6i a rendszdm novekedésével altaldban ndnek. Két etiliminodiacetat
csoportnak az 1,4-diazepan illetve, piperazin ciklusos diaminokhoz torténd kapcsolasaval
eléallitott HyBCAED és HyBCAEP ligandum esetében a logKy,,; értékek novekedése a La’'-
t6l a Lu®"-ig 8,22 és 5,66 logK egység. gy a BCAED ligandum az eddig ismert ligandumok
koziil a legnagyobb szelektivitast mutatja a nehéz lantaniddkra. A relaxivitds mérések, de
rontgendiffrakcios vizsgélatok alapjan is — a Gd(BCAED) illetve GA(BCAEP) komplexek a
belsd koordindcids szféraban nem tartalmaznak vizmolekuldt, ami azt jelzi, hogy a

ligandumok egy merev koordinacios ,kalitkat” alakitanak ki, melyben a legkedvezdbb ,,méret



megfelelés” a Lu’'-ion esetében jon létre. A Lu’™ komplexekben koordindlt BCAED

ligandum merev szerkezetét °C- and 'H-NMR-es mérések is igazoltak.

5. A nviltlanca EDTMP és makrociklusos DO2A2P licandumok komplexképzo sajatossagai

Az EDTA analdg, négy metilénfoszfonat csoportot tartalmaz6 EDTMP ligandum
3Sm és '®Ho radioaktiv izotopokkal képz6dé komplexeit csontattétes daganatos betegek
fajdalmainak csokkentésére hasznaljdk A Sm(EDTMP)Y™ és Ho(EDTMP) komplexek
stabilitasi allanddira az irodalomban rendkiviil eltérd értékeket kozoltek. pH-potenciometrids
moédszerrel meghataroztuk a Cu(EDTMP)® és Ca(EDTMP) komplexek stabilitasi allandoit,
majd Cu®"-ionokkal kompeticids rekacioban spektrofotometrids modszerrel a Sm(EDTMP)>”
és Ho(EDTMP)*™ logKy,,; értékeit. Stopped-flow modszerrel vizsgaltuk a Sm(EDTMP)’ és
Ho(EDTMP)™ komplexek és a Cu”'-citrat kozotti fémesere reakciok kinetikajat a pH 7 — 9
aranylag gyorsan folynak le (a protonalt komplexek nagy koncentracidban vannak jelen), igy
a csontokba valdszintileg nem az intakt komplexek, hanem a disszocialt szabad ligandum ¢és a
fémionok épiilnek be.’

Tanulmanyoztuk a ciklén alapu két — két transz-helyzetli acetat és metilénfoszfonat
funkcids csoportot tartalmazé H{DO2A2P ligandum komplexképzé sajatsagait. A Ca>", Cu®”
és Zn*" komplexek stabilitisi 4llandoit pH-potenciometrids titraldssal, mig a Ln’'-
komplexekét a lassi képzddés miatt kiilon-mintds pH-potenciometrids modon hataroztuk
meg. A Ln(DO2A2P)* komplexek stabilitasi allandoi nagyobbak a DOTA, de kisebbek a
DOTP komplexekénél. Relaxometris és '’O-NMR-es vizsgalataink szerint a Gd(DO2A2P)*"
belsé koordinacios szférajaban nincs vizmolekula. A Ln**-komplexek képzSdése lassa és egy
kétszerprotonalt stabilis koztitermék képzddésével, annak OH™ -katalizalt atalakulaséval,
illetve spontan modon, egy protonnak a nitrogén atomrol egy foszfonat csoportra torténd
atvitelével mehet végbe. A komplexképzddés sebességének sorrendje
DOTA>DO2A2P>DOTP. A Ln*"-komplexek protonkatalizalt disszociacidjanak sorrendje
forditott: DOTP>DO2A2P>DOTA. "*C- és 'H-NMR spektroszkopiaval az Eu(DO2A2P)
esetében egy négyzetes antiprizmas €s egy torzult-négyzetes antiprizmds izomer jelenlétét
mutattuk ki. Az izomerek atalakuldsanak aktivalasi energidja kisebb, mint az Eu(DOTP)

esetében.®
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