Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia

Az OPDMA ligandum eloallitasa és Gd(III)-komplexének
koordinacios kémiai vizsgalata

Kun Emese

Vegyészmérnok BSc hallgato I11. évfolyam

Témavezetok:

Dr. Bunda Szilvia

tudomanyos munkatars

Dr. Kalman Ferenc Krisztian

egyetemi docens

Debreceni Egyetem
Természettudomanyi és Technologia Kar
Fizikai Kémiai Tanszék

Debrecen, 2024



Kun Emese: Az OPDMA ligandum eldallitasa és Gd(I11)-komplexének koordindcids kemiai
vizsgadlata

TARTALOMJEGYZEK
1. Bevezetés €5 CEIKILUZES..............ocooiiiiiiiiiii e 1
2. Irodalmi elOZmenyek ..............ccoiiiiiiiiiiiii 3
2.1 Az MRI és Kontrasztanyagai ...............cccoooiiiiiiiiiiiiie e 3
2.2 A Gd(II)-komplexek altalanos jellemzeése ................cccoovvviiiiiiiiiniinicceen, 5
2.3 Az O-piklén vegyiiletcsalad jellemzése ..............ccccovvviiiiiiiiiiiiii e 7
3. Az alkalmazott kisérleti modszerek ..................ccocooviiiiiiiiiiii 8
3.1 Felhasznalt anyagok és altalanos eljarasok................ccoccoooiiiiiiiiiii i 8
3.2  Ligandumok elOAllitasa .................ccoiiiiiiiiii e 9
3.2.1 OPDMA-tetraetil-észter ligandum eléallitasa...................cccocoeiiiiniinn, 9
3.2.2 Az OPDMA ligandum elGAllitasa ................ccoooeviiiiiiiiii, 10
33 PH-POtenciometria. .............coooiiiiiiii e 11
3.4 RelaXometria..........coooviiiiiiiii s 12
3.5  NMR SPeKtroSzKOPIa..........cccooiiiiiiiiei e 13
4. Elért eredmények és ert€KelesilK...............ccooiiiiiiiiiiiiii e 15
4.1 Egyensulyi VIZsgalatok ................ccooiiiiiiii i 15
4.2 Kinetikai vizsgalatok ................cooi oo 18
4.3 Relaxacios vizsgalatok ... 20
5. OSSZEEOZIALAS ........co.oovviveieiieeicice ettt 23
6.  SUIMIMATY ...ooooiiiii e 24
KOSZOnetnyIlVANIEAS ..........occoiiiiiiii 25

IrodalomjegyzZEK ............cooiiiiiiiii 26



Kun Emese: Az OPDMA ligandum eldallitasa és Gd(I11)-komplexének koordindcids kemiai
vizsgadlata

A dolgozatban szerepl6 roviditések

AAZTA: 2,2°~((1,4-bisz(karboximetil)-6-(9-karboxinonil)-1,4-diazepan-6-
il)azanediil)diecetsav

DFT: stiriség funkcional-elmélet

DOTA: 1,4,7,10-tetraaza-ciklododekan-tetraecetsav

DTPA: dietilén-triamin-pentaacetat

EMA: Eurdpai Gyodgyszeriigynokség

FDA: Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti Hivatal
MRI: Magneses Rezonancias Képalkotas

NMR: Magneses Magrezonancia

NSF: Nefrogén Szisztémas Fibrozis

OPDMA: O-piklén-di-malonat szarmazék

O-piklén: oxatriaza-biciklopentadeka-trién alapvazi makrociklus

OPMMA:  O-piklén-mono-malonat szarmazék

PCTA: 3,6,9,15-tetraazabiciklo[9.3.]pentadeka-1(15),11,13-trién-3,6,9-triecetsav
T:: longitudnialis relaxacios 1d6

T>: transzverzalis relaxacids 1do
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1. Bevezetés és célkituzeés

Az orvosi képalkotas soran szdmos modszert és eszkozt alkalmaznak, hogy minél
pontosabb diagndzist allitsanak fel. Az egyik legnagyobb jelentdséggel bird eljaras a magneses
rezonancias képalkotds (MRI), melynek elénye a tobbi moddszerrel szemben a jo
felbontoképesség. Az MRI egy non-invaziv modszer, mely sordn erés magneses tér hatasara a
szervezetben 1év0, leginkabb vizprotonok gerjesztddnek megfeleld radiofrekvencias impulzus
hatasara ¢és jelet képeznek. Az igy kapott jel ardnyos a szovetekben jelen 1évO protonok
szdmaval és mivel az egészséges €s koros szovetekben a viz mennyisége eltérd, igy a relaxacios
idejiik is kiilonbozo lesz. Ezek a tényezdk egyiittesen hozzak 1étre az MRI képet.

Az eljaras soran a kontrasztossag novelése érdekében gyakran alkalmaznak igynevezett
kontrasztanyagokat, melyekkel csokkenthetd a protonok relaxacios ideje és ezzel egyiitt a
vizsgalati id6 is. Erre a célra hasznalhatok a paramagneses fémionok, amelyek toxicitasuk miatt
csak kelatképzd ligandumokkal alkotott komplexeik formdjaban alkalmazhatok.
A gyakorlatban tobbnyire a hét parositatlan elektront tartalmazé Gd(Ill)-ion komplexeit
hasznaljak.

Napjainkban a Gd(I1I)-ion alapu kontrasztanyagok hasznalata csokkend tendenciat mutat,
szervezetben €és a veseelégtelenségben szenveddk esetében komoly betegséget, nefrogén
szisztémas fibrozist (NSF) okozzdk. Tovabba az ilyen tipusi vegyiileteket alkalmazo
egeészsegligyl intézmények kdrnyezetében a szennyvizben is kimutathatova valt a Gd(I1I)-ionok
jelenléte, amely toxicitdsa miatt szintén gondot okoz. Ezen problémak hatasara egyre
fontosabba valnak a szervezet szamara jobban toleralhatd biokompatibilis kontrasztanyagok is.

Az NSF kialakuldsa, a Gd(Ill)-komplexek in vivo disszocidcidja azonban
megakadalyozhato, ha a Gd(IIl)-iont olyan ligandumhoz kotjlik, amely nagyobb inertséget
mutat az eddig hasznaltakkal szemben.

Munkam sorén {6 célom az volt, hogy olyan a Gd(III)-iont megkotni képes makrociklusos
ligandumot allitsak eld, amely kell6en inert, nagy termodinamikai stabilitast és jo relaxacios
tulajdonsagokkal rendelkezd komplexet képez.

Az utdbbi években jelentdsen fellendiilt a Mn(II)-iont tartalmaz6 komplexek fejlesztése
is, hiszen ezek jobban tolerdlhatok in vivo. A Mn(Il) megkdtésére alkalmas ligandumok
fejlesztését elsésorban a Gd(I1I)-ionndl mar bevalt alapvazak modositasaval valdsitjadk meg, igy

jutottak el Csupasz és munkatarsai az O-piklén alapvazu, két acetatcsoportot tartalmazé OPC2A
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ligandumhoz, amely Mn(II)-komplexének fiziko-kémiai sajatsadgai akar in vivo alkalmazasat is
lehetové tennék.[ 1]

Tulajdonképpen ennek a munkanak a tovabbgondoldsaként foghaté fel a
kutatocsoportunkban mar kordbban Bakos Dora altal eldallitott és vizsgalt OPMMA ligandum,
amely az O-piklén alapvazon a két acetatcsoport helyett egy malonatcsoportot tartalmaz,
megorizve ezzel a Mn(Il)-ion szamara a hatos koordindcios kornyezetet (lasd 1. abra).[2]
Természetesen adodott az Gtlet, hogy mi lenne, ha nemcsak egy, hanem két malonatcsoportot
épitenénk ra az O-piklén alapvazra, igy eldallitva egy a Gd(II)-ion komplexaldsara is alkalmas
ligandumot.

Ezért tehat, célom volt az OPMMA ligandum tovabbfejlesztésével egy 0 ligandum
eldallitasa, amely (legalabb is ebben reménykedtiink) stabilan képes kotni a Gd(III)-iont,
megfeleléen nagy relaxacios hatas mellett. Az altalam tervezett OPDMA ligandumban az
O-piklén alapvazu makrociklus mar két malonétcsoportot tartalmaz (1. abra). Célul tiiztem ki
tovabba az altalam eldallitott OPDMA ligandumnak és Gd(III)-komplexének koordinacios

kémiai vizsgalatat.

\ \
N N
HOOC, HOOC COOH
N HN N N
HooC k/ HOOC k/ COOH
o) o)
OPMMA OPDMA

1. dbra Az O-piklén-mono-malonat[2] és az O-piklén-di-malonat ligandum szerkezete
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2. Irodalmi el6zmények

2.1 Az MRI és kontrasztanyagai

A magneses rezonancia képalkotds (MRI) egy kifinomult képalkotoi technika, amely
klinikai médszerként sokat fejlodott az elmult évtizedekben.[3]

Az MRI a test belsé szerveinek feltérképezésére szolgald eszkdéz. Nem ionizald
elektromagneses sugarzast haszndl ¢és eddigi tanulmanyok szerint nincs expozicidval
kapcsolatos veszélye sem. A kivalo mindségli keresztmetszeti képek készitése a testrol
gondosan kialakitott magneses mezd jelenlétében torténik. A kép ugy késziil, hogy a pacienst
koriilvevd nagy magnes kiilsd magneses mezdt indukél, mely arra készteti a testben 1évo
hidrogén atommagokat, hogy igazodjanak a magneses mez6hoz. Késébb radiofrekvencias jel
alkalmazasanak hatasara a hidrogének spinjei kifordulnak, majd az alapallapotba torténd
visszatérés soran energia szabadul fel, amelyet a detektorokon keresztiil a szamitogép észlel és
felhasznalja a MR kép elkészitéséhez.[4,5]

A paramagneses fémkomplexeknek a mai napig nagy jelentéségik van az
orvosdiagnosztikaban.[3] Az egészséges €s a koros szovetek kozotti gyenge kontraszt oka a
relaxaciés 1dék tal kicsi  eltérése, ezen kontraszt ndvelésére alkalmazhatnak
kontrasztanyagot.[ 6]

Az elmult évtizedekben vizsgaltak Gd(IID)-tol eltérd fémionokon (Mn(II), Mn(III),
Fe(Ill), Cu(Il)) alapuldo kontrasztanyagokat, melyek alapjai lehetnek nyiltlanca és
makrociklikus ligandumok is. Ugyanakkor ezidaig ugy tlinik, hogy a Gd(III)-komplexek
mutatjak a legjelentdsebb hatast a 7 longitudinalis relaxéacios idére, bar mar eldallitottak egy-
két olyan atmenetifém komplexet is, ami felveszi a versenyt a gyakorlatban alkalmazott
kontrasztanyagokkal. A leggyakrabban alkalmazott gadolinium tartalmt kontrasztanyagok alap

ligandumai a DTPA és DOTA (2. abra).[7]

CO,H
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2. abra DTPA és DOTA ligandum
Potencidlis kontrasztanyag jeloltek lehetnek még a PCTA és a nyiltlinca AAZTA

ligandumok Gd(IlI)-komplexei a nagy termodinamikai stabilitisuknak és kinetikai
inertségiiknek kdszonhetden (3. abra). [8,9]
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A gadolinium toxicitdsa miatt a napjainkban hasznalt kontrasztanyagokban a fémion
kelatképzé ligandummal van megkotve, melynek célja, hogy a szervezetb6l megtorténd
kitiriilésig a kontrasztanyag intakt maradjon, ezzel megakadalyozva a szabad Gd(III)-ionok
akkumulalodasat az egyes szovetekben.[10]

A kontrasztanyagoknak szamos szempontnak kell megfelelniiik, hogy alkalmazhatéak
legyenek: jo vizoldhatosagunak kell lenniiik, nagy kinetikai inertséggel kell rendelkezniiik,
ugyanakkor, legyen kicsi az ozmotikus koncentracidjuk, és nagy a termodinamikai stabilitasuk,
tovabba, ha lehet legyenek szervspecifikusak és minimalis dézis mellett is maximalisan
noveljék a kontrasztossagot.[11]

A kontraszt alapjan kétféle MRI kontrasztanyagot kiillonboztetiink meg:
T'-kontrasztanyagot, mely pozitiv kontrasztot eredményez a jelintenzitas novekedése miatt és
a T>-kontrasztanyagot, ami negativ kontrasztot eredményez a jelintenzitas csokkenése miatt,
attol figgden, hogy a 7' vagy a 7> relaxacios idoket csokkentik.[12]

Az NSF betegségben szenvedd paciensek esetében nagy mennyiségli gadoliniumot
talaltak a borbiopszia soran, mely vizsgalatanak kovetkeztében arra a megallapitasra jutottak,
hogy az NSF kialakuldasa és a gadolinium alapi kontrasztanyagok alkalmazasa kozott
Osszefliggés van. A szervezetbe jutatott Gd(III)-ion feldusulhat a komplexek és az endogén
ligandumok és/vagy fémionok kozott lejatszodo kicserélddési reakciok miatt, igy a szabadda

v&l6 Gd(IIT) nem tud Kiiiriilni. (4. 4bra)[13]

4. abra Gadolinium okozta szisztémads fibrozis sulyos veseelégtelenségben
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Az elobb emlitettek miatt az FDA és az EMA korlatozza klinikai hasznalatukat

(els6sorban a nyiltlianca DTPA szarmazékokét), ezért a kutatok nagy hangsulyt fektetnek az
alternativ megkozelitésekre, amelyeknek alapjaul szolgalnak, ahogy mar emlitettiik, a nem
lantanoida fémek. Korabban méar volt Mn(Il)-ion alapt szer a klinikai alkalmazéasban, a
majspecifikus Mn(I1)-DPDP, de azt mara kivontak a forgalombol a kis szamu vizsgélati igény
miatt (5. abra).[14]

)
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5. abra Mn(1l)-DPDP komplex
2.2 A Gd(IIT)-komplexek altalanos jellemzése

A gadolinium, a ritka(fold)fémek kozé tartozik, nem létezik a természetben elemi
forméaban. Hat stabil és egy radioaktiv (1°°Gd) izotopja létezik, a legelterjedtebb a '*3Gd
(24,8%). Vegyiileteiben az oxidacios szama +3-as, de ritka esetekben +1-es és +2-es oxidacios
allapotban is jelen lehet.[15]

A gadolinium toxicitasat a +3-as oxidativ allapota okozza, melynek atomsugara majdnem
azonos a kalciuméval, igy a két fém szamos biologiai folyamatban versenyezhet. Az esetlegesen
bekeriild Gd(III) blokkolhatja a kalcium csatorndkat €s szamos egyéb fiziologiai folyamatot,
ami akar az idegimpulzusok tovabbitasanak gatlasahoz is vezethet, valamint el0segitheti a
citokinek fejlédését, ami oxidativ stresszt idézhet el6.[16]

A hard-soft sav-bazis elmélet alapjan a Gd(III) a hard karakter(i fémionok koz¢ tartozik,
azaz kis méretli, nagy toltésti és kis polarizalhatosagu. Hasonléan hard karakter(i
donoratomokhoz koordinal.

Kelatok forméjaban viszont nem mérgezd, és MRI kontrasztanyagként alkalmazhato.
Szobahémérsékleten a gadolinium paramagneses, igy lecsokkenti a szovetekben a vizprotonok
relaxacios idejét, ezzel novelve az MR kép kontrasztossagat. Az elektron relaxacios ideje pedig
nagysagrendekkel nagyobb, mint a tobbi lantanoida +3-as ioné, aminek kdvetkeztében a proton
rezonancia jelek sokkal szélesebbek. A Gd(III) hét parositatlan elektront tartalmaz, nagy a
magneses momentuma és kellden hosszl 10~ s az elektron relaxacids ideje.[15]

Szerkezetileg a gadolinium alapi kontrasztanyagok lineéris és nem linedris, valamint
1onos €n nem ionos csoportokba tartozhatnak. A makrociklusos és ionos szerkezetek nagyobb

stabilitassal rendelkeznek a nyilt 1anct és nem ionos formakkal szemben.

5
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A makrociklusos ligandumok alapja a tetraaza-ciklododekan gytlrii, ami merev
szerkezetet ad a ligandumnak. A nyiltlanct ligandumok, mint a DTPA ¢és szdrmazékai, ezzel
szemben flexibilisebb komplexet alkotnak.

A Gd(IIl)-komplexek kinetikai sajatsdgai nagymértékben fiiggenek a koordinald
ligandum sajatsagaitol, de az altalanosan elmondhato, hogy a makrociklusos komplexek
inertsége nagyobb.[17]

Az elmult évtizedben kilenc Gd(III)-tartalmt kontrasztanyag volt forgalomban a vildgon
(6. abra),[ 18] azonban mostanaban kertilt piacra egy ujabb komplex a Gadopiclenol, amelynek

az alkalmazasat az FDA ¢és az EMA is jovahagyta ELUCIREM néven.[19]
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6. dbra Forgalomban lévé Gd(Ill)-alapu kontrasztanyagok
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2.3 Az O-piklén vegyiiletcsalad jellemzése

Té6th és munkatarsai javasoltak az eddigi legjobb jeloltet a Mn(I)-kelatok reaktivitasat
illetden, amely a [Mn(DOTA)]*-hoz hasonl¢ kinetikai inertséggel rendelkezik. Az erre hasznalt
ligandum egy merev biszpidin platformon alapul6é komplex.[1]

Olyan merev alapvazu MRI kontrasztanyagként hasznalhato ligandumok is lettek mar
szintetizalva, amelyeknek alapja piklén szdrmazék. Az alapvegyiilet a H2(3,9)-PC2A, ami stabil
komplexet képez Mn(Il)-vel egy vizmolekulat koordinalva a komplex belsé szférajaban
(7. abra). A képzodott komplex ugyanakkor inertségét tekintve nem megfeleld az orvosi

alkalmazasra.

N
7. abra A Hx(3,9)-PC2A4 ligandum

A piklén-alapu makrociklusok egyedi protonalodési szekvenciat mutatnak, mivel az elsd
protonélodas a piridingylirthz transz pozicidban elhelyezkedd nitrogénatomon torténik, mig
a masodik protonalddasi 1€pés soran az elsé proton atlép a cisz N-re, a jobb toltésszétvalas
érdekében. Ebbdl a ligandumbdl jutunk el az HoOPC2A ligandumhoz, ha a transz-nitrogén
donoratomt egy éteres -O- atommal helyettesitjiik, ami természetesen jelentds hatassal van
mind a protonalodasi allandok értékeire, mind a protonalodasi sorrendre. A mangannal képz6dd

komplexének stabilitdsa némileg meghaladja a H,3,9-OPC2A komplexét (8. abra).[1]

® ®
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8. abra H,3,9-OPC2A ligandum és [Mn(3,9-OPC2A4)]-komplexe
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3. Az alkalmazott Kisérleti modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok és altalanos eljarasok

A szintézisekhez felhasznalt reagenseket, illetve olddszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) valamint a Tokyo Chemical Industry cégektdl szereztiik be.

Az analitikai €s preparativ HPLC mérések soran hasznalt oldoszerek a VWR HiPerSolv
CHROMANORM®-t4l lettek beszerezve.

Az O-piklén ligandum szintéziséhez sziikséges mikrohulldmu roncsolasokat CEM
Microwave Synthesis System (Discover-S #908860) mikrohullamu reaktorral végeztiik.

A reakciok elérehaladtat és a termékek tisztasdganak ellendrzését Waters 996 PDA
detektorral miikodo Waters Alliance 2690 tipusu analitikai HPLC késziilékkel kovettik
nyomon. A hasznalt kolonna 3 mikronos Phenomenex C18(2) 150%4,6 mm volt. A folyamat
soran gradiens elicidt, ImL/perc aramlési sebességgel alkalmaztuk.

A preparativ . HPLC-n végzett tisztitdsi miiveleteket YLO110S Quaternary Pump,
YL9101S Vacuum Degasser, YL9120 UV/Vis Detector egységekbdl all6 nagynyomasu
folyadékkromatografias miszerrel végeztiik. Az alkalmazott kolonna Phenomenex Luna 5 pum
C18(2) 100 A 250x21.2 mm (S/No. H18-268346) volt.

A nagyfelbontast tomegspektrumok felvételét Szabé David Ruben végezte a Debreceni
Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékének Miiszerelemzési Laboratdriumaban egy
maXis [ UHR ESI-QTOF MS Bruker miiszerrel.

Az NMR spektroszkopias méréseket Bruker Avance II 500 MHz-es spektrométerrel
végeztiik el. A ligandumok szerkezetének igazoldsahoz végzett 'H- és '*C-NMR mérésekhez
99,9%-o0s tisztasdgu deuteralt oldoszereket (Acetonitril-d3, D,0,) alkalmaztunk, melyeket a
Cambridge Isotope Laboratories Inc cégektél rendeltiink. Az '’O-NMR mérésekhez 10 %-ban

170-el dusitott vizet hasznaltunk, amit a Nukem Isotopes GmbH cégtdl szereztiink be.
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3.2 Ligandumok eldallitasa

3.2.1 OPDMA-tetraetil-észter ligandum eloallitasa

z | Br z |
~ H3CVO\n)\IrOVCH3 ~
N N
O O EtOOC, COOEt
NH HN > >N N—
k/ K2CO3, ACN EtOOC COOEt
o) o)
O-piklén OPDMA-tetraetil-észter

9. abra Az OPDMA-tetraetil-észter ligandum eléallitasa

Az OPDMA ligandumok szintézisé¢hez felhasznalt O-piklén ligandum eldéllitasa az
irodalomban megtalalhat6 leirds szerint tortént.[ 1]

Egyszert alkilezést végeztiink az O-piklén makrociklus (200 mg, 0,97 mmol) és dietil-
bromomalonat (330 ul, 1,93 mmol) reakcidjaval (9. abra). A malonat oldallancot kis
részletekben csepegtettilk a makrociklus lagos oldatdhoz (670 mg, 4,85 mmol K>COs).
Minden tjabb részlet hozzaadasa eldtt analitikai HPLC-vel ellendriztiik az alkilezés mértékeét.
A keletkezett termékeket preparativ HPLC-s technikéval elvalogattuk (10. abra).

Az eléallitott és megtisztitott (legalabb >95%) vegyiiletek szerkezeti jellemzését 'H- és
BC-NMR, ESI-HRMS és analitikai HPLC mérések segitségével valositottuk meg.

AL

400 600 B0 W00 1200 14.00 16.00 1200
Mrukes

10. abra Az OPDMA-tetraetil-észter tisztitdsa utan kapott analitikai HPLC-s kromatogram
(tr= 9,717 perc)
Kitermelés: 275 mg, 0,52 mmol.
ESI-MS (m/z, pozitiv mod): [MH]  szamitor: 523,5822; [M H] "mer: 523,5817.
"H-NMR (500 MHz, ACN-d3) & (ppm): 8,32 (1H, ¢, J;=7,8 Hz, J,=7,8 Hz, aromés), 7,65 (2H,
d, J=7,7 Hz, aromas), 4,54 (4H, m, -CH»-), 4,47 (2H, m, -CH-), 4,18 (8H, ¢, J1=6,9 Hz, ],=6,8
Hz, -CH-), 3,42 (4H, m, -CH>»-), 3,06 (4H, m, -CH»-), 1,20 (12H, ¢, J=7,0 Hz, -CHz).
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BC-NMR (125 MHz, ACN-d3) & (ppm): 168,4 (4 x 1C, C=0), 155,7 (2 x 1C, aromas), 146,3
(1 x 1C, aromas), 123,9 (2 x 1C, aromas), 68,8 (2 x 1C, -CH»-), 68,5 (2 x 1C, -CH-), 62,8;
57,2; 55,1 (8 x 1C, -CHz-), 14,25 (1 x 1C + 6 x 2C, -CH3).

3.2.2 Az OPDMA ligandum eldallitasa

\ \
N HOOG N COOH
EtOOC, COOEt NaOH
N N— —_— > N N—
Eto0C COOEt EtOH HooC L COOH
o 0
OPDMA -tetraetil-észter OPDMA

11. abra Az etil-észter véddcsoport eltavolitasa: az OPDMA ligandum eldallitasa

Az elvalogatott termékeken talalhato etil-észter véddcsoportokat lugos kdzegben (5 ekv.
NaOH) tavolitottuk el (11. abra). A reakcid teljes lejatszodésat analitikai HPLC-vel valamint
tomegspektrometridsan is ellendriztilk. Az eldallitott ) makrociklusrél az olddszert
liofilizalassal eltavolitottuk, és az igy kapott szilard anyagot visszaoldottuk viz/acetonitril

elegyében majd preperativ HPLC-n ismét megtisztitottuk (12. abra).

635+

200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00
Mrwiles

12. dbra Az OPDMA tisztitdsa utan kapott analitikai HPLC-s kromatogram

(tr= 6,357 perc)
Kitermelés: 128 mg, 0,31 mmol.
ESI-MS (m/z, pozitiv méd): [M+H]+szamitott: 412,1351; [M+H]+mért: 412,1350.
"H-NMR (500 MHz, D,0) & (ppm): 7,69 (1H, ¢, J1=7,8 Hz, Jo=7,5 Hz, aromas), 7,20 (2H, d,
J=7,5 Hz, aromas), 4,17 (2H, bs, -CHz-), 3,97 (2H, bs, -CH-), 3,70 (2H, s -CH>-), 3,32 (2H, bs,
-CH»-), 2,94 (2H, bs, -CH»-), 2,58 (2H, bs, -CH>-), 2,29 (2H, bs, -CHz-).
BC-NMR (125 MHz, D20) & (ppm): 176.9 (4 x 1C, C=0), 160,1 (2 x 1C, aromas), 137,8 (1 x
1C, aromas), 120,2 (2 x 1C, aromas), 78,8 (2 x 1C, -CHz-), 68,1 (2 x 1C, -CH-), 59,1 (2 x 1C,
-CHz-), 54,0 2 x 1C, -CHz-).
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3.3 pH-potenciometria

A pH-potenciometria egy elektroanalitikai eljaras, amely a ligandumok ¢és komplexeik
egyensulyi vizsgalatinak egyik legmeghatarozobb modszere. A mddszer lényege, hogy a
ligandum protonalédasi folyamataira hatdssal van a komplexképzddés, ami savasabb
tartomanyba tolja a deprotonalodasi folyamatokat. Tehat az oldat H'-koncentraciojat a
fémionok ¢és a kiilonbozd mértékben protonalt ligandumok kozotti versengési reakciok,

valamint a szabad ligandumok kiilonb6z0 bazicitasi donorcsoportjai befolyasoljak. A ligandum

protonalodasi folyamatait €s allandoit az alabbi egyenletekkel irhatjuk le:

H_,L+H*=HL (1)
H _ [HiL] -
K" = T HL J=1,2... 2)

A kiilonb6z6 komplexek altalanos képzddési reakcidjat és a stabilitdsi szorzatat a

kovetkezdképpen adhatjuk meg:
pM™ + qH* + L™ = M,H, 2" 9™ (3)

pn+q-rm
[MpHgLY ]

ﬁpqr = [MR+]P[H*]A[Lm-]" (4)

Az altalunk vizsgalt egyensulyi rendszerben, ahol a fémion és a ligandum 1:1 ardnyban
volt jelen, ML, MH;L és ML(OH) részecskék képzddését feltételezhetjiik, amelyek egyensulyi
allandoit az alabbi egyenletekkel jellemezhetjiik:

[ML]

K = i ®)
_ [MH;L] .:

KMHiL = —[MHi_lL][H+] ,1 1,2 .. (6)
_ [ML]

KMLOH - [MLOH][H+] (7)

A pH-potenciometria legmegbizhatobban a pH=2-12 kozott alkalmazhato, ugyanakkor
el6fordulhat, hogy a komplexképzddés nem esik ebbe a tartomanyba, igy ilyenkor a pH-metrids
titralast kiegészitd fotometrids vagy relaxometrids méréseket lehet végezni €s a kapott primer
adatokat egyiitt illesztve kapjuk a megfeleld allandokat.

A pH-potenciometrias mérések kivitelezése Metrohm 6.00234.100 kombinalt
tivegelektroddal és Metrohm 702SM tipust Titrino automata titratorral tortént. A méréseket
0,15 M-os NaCl ionerdsség mellett végeztiik, alland6 25,0£0,1 °C hdomérséklet mellett,

valamint a tirdlds soran inert atmoszférat (N) alkalmaztunk a CO» zavard hatasanak

11
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kikiiszobolésére. A savas mintat 0,2 M-os NaOH oldattal titraltuk, melyben a komponensek

koncentracioja ct=cm=2 mM volt. A titralads soran 100—150 mL-pH adatpart gytjtottiink 1,7-
12,0 pH-tartomanyban. Az Irving-faktor és a vizionszorzat (Kv) kiszamitdsdhoz egy a soésavat
0,01 M koncentracidban tartalmaz6 mintat titraltunk NaOH-oldattal. A vizsgélatok soran
alkalmazott vegyszerek mindegyike analitikai tisztasagu volt.

A kapott pH-V(ml) adatparokat a PSEQUAD szamitogépes program segitségével
illesztettiik.[20]

3.4 Relaxometria

Az eljaras alapja a szabad Mn(II)- és Gd(I1I)-ion és a kialakuld komplex relaxivitasdban
mutatkoz6 kiilonbség. A komplex képzdédése soran a fémion belsd szférdjaban talalhatd
vizmolekuldknak a szama csokkeni kezd, ami ndvekedést eredményez a vizprotonok relaxacios
idejében melynek hatéséara a relaxécios sebesség csokkeni fog. Disszocidcios reakcid esetében
az elobb emlitett folyamatnak az ellenkezdje figyelhetd meg, ugyanis ahogy az ionok szabadda
valnak a relaxivitadsban novekedés érzékelhetd.

Az egyensulyi vizsgalatok eredményeinek aldtdmasztasara ugynevezett pH-relax titralast
végeztiink, ahol a pH-fliggvényében mértiik az egyes mintdk relaxivitasat (1/71). A komplex
relaxivitas értékeinek meghatdrozéasa soran (pH = 7,4, HEPES puffer) koncentraciéja minden
esetben 1 mM-os volt, a mérések 20 €s 60 MHz térerdsségnél torténtek 25 és 37 °C-on (/=0,15M
NaCl).

Relaxometrids modszerrel tortént a komplexek inertségének vizsgalata is. A kinetikai
vizsgalatok sordn a mintak 7> relaxéacios idejét mértiik az 1d6 fiiggvényében kiilonbdzd pH-
értékeken 25-szoros Eu(Il)-ion jelenlétében, hogy biztositsuk a reakciok elsérendiiségét, igy a
kapott sebességi allandok, kobs, pszeudo-elsérendii sebességi allandok. A primer idé-relaxivitas

adatokat a Scientist program segitségével, az alabbi egyenlettel illesztve kaptuk a kops értékeket.
Ry =(Rg - R)e™»' + R, (8)

, ahol az Ro, Ri, és R. a kezdeti, a ¢ iddpillanatban mért és az egyensulyi 1/7> értékeket
reprezentalja.

A [Gd(OPDMA)]™ kinetikai vizsgélata esetén az alkalmazott pH-tartoméany 2-4 volt. A
pH bedllitasahoz 50 mM-os MKE (monoklérecetsav) DMP (dimetil-piperazin) és NMP (N-
metil-piperazin) puffereket alkalmaztunk. A komplex koncentracidja 1 mM, a hdmérséklet 37

°C volt.

12
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A mérések soran a vizprotonok 77 relaxacios idejét inverzid atviteli kisérlettel, mig 7>
relaxacios idejét CPMG modszerrel hataroztuk meg. Az elébbi Iényege, hogy a makroszkopikus
magnesezettségi vektort el6szor egy 180°-os radidfrekvencids impulzussal sugarozzuk be, majd
7 1d0 utdn egy masodik, 90°-os impulzust kdvetden detektaljuk a jelet, mig a masodik
modszerrel ugynevezett spin ekho jeleket allitunk eld, majd mérjiik az intenzitascsokkenését az
ekho 1d6 fliggvényeben.

A Ti- és Tr-adatainak mérését Bruker Minispec MQ20 és MQ60 relaxométerecken

végeztem.
3.5 NMR spektroszkopia

Az NMR, azaz magneses magrezonancia spektroszkopia egy olyan modern kémiai
szerkezetvizsgalat, amely képes informdciot adni az anyag szerkezetérdl. Az NMR magneses
teret hasznalva vizsgalja az egyes anyagokat a kiilonb6z6 magok eltérd spin tulajdonséagait
kihasznalva.

Az NMR lényege a nuklearis arnyékolas koncepcidjan alapul. Ez azt jelenti, hogy minden
atommagot elektronok vesznek koriil, melyek magneses mezdét hoznak létre. Ezt a mezdt az
atommag érzékeli és az azt koriilvevd elektronkornyezetet kissé megvéltoztatja, amely az
energiaszintek enyhe valtozasat is okozza. Az igy kapott energiaszintek gerjesztése mas-mas
frekvenciat igényel, mely 0j csucsokat hoz létre az NMR-spektrumban, igy lehetdvé téve a
molekuldk szerkezeti meghatdrozasat.

A ligandum tisztasaganak ellendérzésére '"H-NMR és *C-NMR eljarast alkalmaztunk,
melynek segitségével meghataroztuk a protonok és szénatomok szamat és elhelyezkedését a
molekulan beliil.

A paramagneses fémion tartalmu komplexek relaxivitdsat szamottevd tényezd
befolyasolja, amelyek kozott szerepel a fémionhoz kozvetleniil ko6tddé vizmolekula
cseresebessége (kev’”®). A kex érték meghatarozasara '’O-NMR modszert alkalmaztunk, ahol a
az "0 mag relaxacios sebességét és kémiai eltolodasat vizsgaltuk H»!'’O viz segitségével.
A paramagneses fémionhoz koordinalodd 'O mag relaxicios ideje jelentdsen csdkken,
amelynek valtozasat a hdmérséklet fliggvényében meghatarozva lehetdség nyilik a belsdszféras
vizmolekula cseresebességének meghatarozasara. A Gd(III)-komplexek vizcseresebességének
kinetikai és aktivalasi paramétereit a '’O longitudinalis és transzverzalis relaxacios
sebessegebdl (1/T1, 1/T>) és a jelek kémiai eltolodasabol hatdrozhatjuk meg.

A paramagneses komplexre, valamint egy diamagneses mintara mért adatokbol a Swift-

Connick elmélet alapjan lehet meghatarozni a redukalt relaxacios sebességeket (1/T1, 1/T2r) és
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a redukalt kémiai eltolodast (Aw,). Diamagneses standardnak altalaban 3-as pH-ju '’O-ben
dusitott perklorsav oldatot alkalmazunk. A redukalt relaxéacios sebességet €s a kémiai eltolodast

az alabbi egyenletekkel szdmithatjuk ki:

11 [1 1] 1 TaA+tmiTomt+Awd ©)
Tor  PmlTa  Taal — wm (r5i+150)  +402,
gLupS(S+1)B Ap
m 3kgT h (10)

ahol P, a belsé vizmolekula(dk) moltortje, 7, a koordinalt vizmolekula atlagos élettartama,
1/T>m a belso szféra vizmolekula transzverzalis relaxacios sebessége és Aw,, a kémiai eltolodas
kiilonbsége, melyet befolyasol az Ao/h érték, a g1 izotdop Landé g-faktor, a 18 Bohr magneton,
az § elektron spin és a B térerd.

A transzverzalis relaxaciosebességet a skalaris hozzajarulas (1/T2s) hatdrozza meg:

_L=£ﬂ@gﬁs (11)

1
Tom  Tasc 3 h

IR

ahol 1/z a vizcseresebesség (kex=1/tm) €s az elektron-spin relaxaciosebesség (1/7.) dsszege:

11,1 (12)

Ts Tm Tie

A kex hdmérsékletfiiggését az Eyring egyenlet irja le:

1 k. T AS*  AH* | kKZ*T AH* (1 1
— =K, =—2—exp— - = —exp =) 13
T h R RT | 29815 R 129815 T

ahol k.°*® a vizcseresebesség 298,15K hdmérsékleten, és AS* valamint AH” a cserefolyamat

aktivalasi entropidja €és entalpidja. Az illesztés soran az elektron-spin relaxacidssebességre

exponencialis hdmérsékletfiiggést feltételeztiink:

i - %exp {% (% B 29;,15)} (14)

Szamitasaink sordn a g értékét 1-nek vettiik a ligandumban jelenlevé donoratomok szédma,

valamint a komplex relaxivitdsa miatt.
Az OPDMA ligandum Gd(III)-komplexének vizsgalata soran 3 mM-os koncentraciot

alkalmaztunk, és a minta H>'’O tartalmat 2%-ra dusitottuk.
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4. Elért eredmények és értékelésiik

4.1 Egyensulyi vizsgalatok

A Gd(ITI)-ionnal képzdddé komplexek termodinamikai stabilitasa az egyik legfontosabb
fizikai-kémiai paraméter, hiszen az in vivo alkalmazashoz nélkiilozhetetlen, hogy a komplex
stabilitasa nagyobb legyen, mint a szervezetben fellelhetd ligandumokkal kialakulo kelatoké.
Tovabba, az endogén Cu(Il)-ion is nagy stabilitdsi komplexek kialakitdsara képes a nitrogén
donoratomokat tartalmazé ligandumokkal, amelyek logK értékei megkozelitik, s6t szamos
esetben meg is haladjak a megfelel6 Gd(III)-komplexekéit. A termodinamikai jellemzés
mindemellett azért is sziikséges, hogy informéciot kapjunk a rendszer részecskeeloszlasarol
elsésorban a fiziologias tartomanyt illetéen. Biztosnak kell benne lenniink, hogy a Gd(III)-
komplex az alkalmazas koriilményei kozott 100%-ban képzddik, valamint tudnunk kell, hogy
a protonalt vagy esetlegesen kialakul6 hidroxo-komplexek hogyan befolyasoljdk az anyagunk
egy¢b tulajdonsagait, mint példaul a relaxivitas.

Az egyensulyi viszonyok tanulmanyozasat mindig a ligandum protonalodasi allanddinak
meghatarozasaval kezdjiik, egyrészt azért, mert pH-potenciometrias modszerrel igy a ligandum
koncentracidja is meghatdrozhatd, masrészt a komplexek egyensulyi allandojanak
szdmitasadhoz a bazicitds ismerete elengedhetetlen.

Ezért, els6 1épésként az OPDMA ligandum protonalddasi allandoit hataroztuk meg, majd
azok ismeretében kisérletet tettiink a kialakuldo Gd(III)-komplex stabilitdsi allandojanak
meghatarozasara is. A kapott V(ml)-pH adatparokat a PSEQUAD program segitségével
illesztettiik.[21] A kapott pK (logK) értékeket, valamint az Osszehasonlitasi alapul szolgéalo
HsDTPA, HsAAZTA, H4PCTA és H4DOTA ligandumok pK értékeit, tovabba a Gd(III)-
komplexek stabilitasi allandoit és pGd értékeit az 1. tdblazat tiintettiik fel.

A képz6dd komplexek stabilitasat a ligandum bazicitisa (ZlogKi'), a donoratomok
mindsége €s elhelyezkedése hatarozza meg elsdsorban. A ligandum bazicitdsanak mértéke ezeért
informaciot ad annak fémkotd képességérdl, lehetdséget biztositva a komplexek stabilitasi
allandoinak becslésére. A leginkdbb célravezetd modszer, ha a ligandumok gerincében
elhelyezkedd donoratomok protonalodasi allandoit (Zlogka™) vessziik figyelembe, dsszegezziik
¢s hasonlitjuk Ossze, hiszen az ugynevezett belsdszféras (in cage) komplex kialakulasara ezek
vannak a legnagyobb hatdssal, amikor is a fémion mar képes az alapvaz és a kar(ok)

donoratomyjai altal kialakitott koordinéacios kalitkéba belépni.
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1. tablazat Az OPDMA és az dsszehasonlito ligandumok és komplexeik egyensulyi paraméterei

(25 °C, 0,15 M NaCl)

OPDMA | DTPA* | AAZTA® | PCTA® DOTA®
logKi 7,14(5) 9,93 11,23 11,36 11,08
logK: 6,99(2) 8,37 6,52 7,35 9,23
logKs 3,17(4) 4,18 3,78 3,83 424
logKs 2,23(4) 2,71 2,24 2,12 4,18
logKs 2,02(5) 2,00 1,56 1,29 1,88
Tlogkz"e | 14,13 18,30 17,75 18,71 20,31
logKcar, >20 22,03 20,24 20,39 24,7
logKca® | 2,01(2) 1,96 1,89 - -
pGds 17,7 16,5 14,4 14,2 12,7

@ Ref.[22]; ® Ref. [23] 0,1 M KCI; ¢ Ref. [24]1 M KCI; ¢ Ref.[25], logKe=1.71 (1.0 M NaCl); © logK, +
logK; T Ref. [26] 0,1 M NaCl; ¢ pH=7.4; c;=cy=0,01 mmol/dm?

Az 1. tablazatban lathato bazicitas értékeket Osszevetve jol latszik, hogy az OPDMA
ligandum rendelkezik a legkisebb bazicitassal, ami nem meglepd, hiszen a makrociklus egyik
N-atomjat O-atommal helyettesitettiik, mig a transz-helyzetben elhelyezkedé N egy aromas
rendszerbe van foglalva. Mig az OPDMA ligandum logK; értéke koriilbeliill 7, addig az
Osszehasonlitd ligandumok értéke 10 vagy ennél nagyobb, ami sokkal erdsebb H-hidak
kialakuldsara utal a N és karboxilat-O donoratomok ko6zott. A logKs értékek mar nem mutatnak
ilyen jelentds eltérés, sot ahogy az latszik is, az az AAZTA esetében mutatja a legkisebb
bazicitast. Bar 'TH-NMR méréseket nem végeztiink a protonalddasi szekvencia felderitésére, de
nyugodtan kijelenthetjiik, hogy eltéréen a PCTA szarmazékokt6l, ahol a ligandum
protonalddasa a piridin egységgel szemben elhelyezkedd fransz-N-en kezdddik, itt erre nincs
lehetéség a N — O csere miatt, tehat a proton belépése mindenképpen a cisz-N-ekre torténik.[27]
A 3-5 protonalodasi folyamatok, a kapott pK értékek alapjan is, a malonatcsoportokhoz
rendelhetok.

Bar probéltuk a [Gd(OPDMA)] -komplex stabilitasi allandojat pH-potenciometrias
modszerrel meghatarozni, a kisérletek nem vezettek eredményre, mivel az illesztések soran azt
tapasztaltuk, hogy a komplexképzddés pH = 2-re befejezddik, igy csak egy protonalodasi
allando meghatarozasara volt lehetdséglink. Annak ellenére, hogy pontos adatunk nincs a
komplex termodinamikai stabilitdsdra vonatkozdan, a kisérletekben tapasztaltak alapjan jo

becsléssel azt mondhatjuk, hogy a komplexiink logK[cioppmay értéke legalabb 20 vagy annal
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is nagyobb. Ekkora érték kell ugyanis ahhoz, hogy a komplexképzddés befejezédjon pH = 2-
re. Természetesen folmeriil a kérdés, hogy miért nem vizsgaltuk a rendszert erdsen savas
tartomanyban kiilonmintasan, amire az az egyszerl valasz, hogy nem akartuk, hogy a malonat
esetleges dekarboxilez6dése (ami nagy sav €s lig koncentracioknal bekdvetkezhet) téves
kovetkeztetésre adjon lehetdséget. Meg kell még jegyezniink ugyanakkor azt is, hogy az 1,5-0s
pH-n Osszeallitott minta MS spektruma sem mutatja szabad ligandum jelenlétét, tovabba a
komplex dekarboxilezddésére sem talaltunk bizonyitékot.

A kapott protonalodasi allandok és a becsiilt stabilitds érték felhasznaldséaval

szerkesztettiink egy eloszlasi diagramot, amin a komplexre kiilonb6z6 pH-kon mért relaxivitas

értékeket is feltiintettiik, (15. abra).
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15. dbra A Gd(IIl)-OPDMA?*" rendszerre szamolt részecskeeloszldsi diagram és a kiilonmintds
mérések soran kapott 1/T;, relaxivitas értékek (m) a pH-fliggvényében.
(Cromplex = 1,0 mM, I = 0,15 M NaCl, T =25 °C, 1.41 T)

Az 15. abran jol latszik, hogy a komplex oldatdnak relaxivitasa 4-es pH folott nem
valtozik jelentsen, ami azt jelenti, hogy ebben a tartoméanyban az GdL komplex van csak jelen
a rendszerben. Mig 4-es pH alatt a relaxivitas jelentds novekedését figyelhetjilk meg, ami a
komplex protonaldéddsa soran az egyik karboxilat dekoordinacidjaval parhuzamosan, egy
masodik vizmolekula belsészféras koordinacidjara utal, egy g = 2-es komplex képzddését
eredményezve.

A Gd(Il)-komplexek stabilitdsanak jobb Osszehasonlitdsa érdekében kiszamitottuk a
komplexek ugynevezett pGd-értékeit (pGd = -log[GA(I1I)]szabad, pH=7,4, ¢ = 0,01 mM) is,
amely egy latszolagos stabilitashoz hasonlé allandonak is tekinthetd, de minden bizonnyal
alkalmas a kiilonbozé ligandumokkal kialakulo ~ Gd(III)-komplexek —stabilitasanak
Osszehasonlitasara. Ha megnézziik az 1. tablazatban bemutatott adatokat azt latjuk, hogy a
[Gd(OPDMA)] -komplex pGd-értéke minimum egy, maximum 5 nagysagrenddel nagyobb,

mint a tobbi komplexé, ami kiemelked6 termodinamikai stabilitasra utal.
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4.2 Kinetikai vizsgalatok

A Gd(III)-komplexek nagy stabilitdsa mellett azok inertsége is fontos tényezd, hiszen a
disszociaciéval szemben mutatott érzékenység nagyban befolyasolja az in vivo alkalmazott
komplexek szervezetbeni sorsat. Eppen ezért részletesen tanulmanyoztuk a [Gd(OPDMA)] -
komplex disszociacids reakcidjat 2-4 pH-tartoményban 37 °C-on, 'H-relaxometrias
modszerrel, a P. Caravan és munkatérsai altal javasolt koriilmények modositasaval.[28]

Mi is a T» relaxacids idok (transzverzalis relaxacid) mérésével kovettiikk egy 1 mM-os

crer

crer

sziikség, mert a komplex nagy stabilitdsa Zn(Il)-ion alkalmazéisa esetén gyanithatdéan
egyensulyi folyamatra vezetett volna, mig a Gd(IIl) és Eu(Ill) nagy hasonlosiaga miatt, a
cserereakciok teljesen lejatszodtak.

Az Eu(Ill)-ion nagy feleslege biztositotta a pszeudo-elsérendii koriilményeket, igy az
1/T>—t adatparokbdl meghatarozott kobs értékek elsérendli sebességi allandonak tekinthetok. A
kapott primer adatokbdl a Scientist® (Micromath) program alkalmazaséaval (R; = R + (Ro-Re)x€”
Kt ahol Ry a t idében mért, Ry a kezdeti, mig Re az egyensulyi 1/T> értékeket jeldli) szamitottuk
ki az egyes pH-kon lejatszodo reakciok kobs, értékeit. A kapott sebességi allanddkat és

illesztésiiket a 16. abran mutatjuk be.

14 1

linearisan novekszik a H™-ion koncentracid novekedésével. A  Gd(l11)-komplexek

.....

disszociacidval is, valamint a kicseréld fémionnak is lehet szerepe.
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Makrociklusos komplexrdl 1évén szd, a kicseréld fémion kozvetlen tdmadasaval
lejatszodo reakciot nem vizsgaltuk, hiszen sajat tapasztalataink, valamint irodalmi elézmények
alapjan is azt mondhatjuk, hogy ennek az utnak itt nincs szerepe.[29] Tovabba az illesztések
soran az egyenletet tovabb tudtuk egyszerisiteni, mivel sem spontdn disszociaciot, sem

négyzetes H-ion fliggést nem talaltunk, igy végiil a 15. egyenletet hasznaltuk az illesztéshez.
Kobs = k1><[H+] (15)

, ahol a ki, a [GA(OPDMA)] -komplex protonkatalizalt disszociaciods utjat jellemzé sebességi
allando

A [Gd(OPDMA)] -ra kapott ki, valamint az Osszehasonlitdshoz hasznalt komplexek
megfeleld értékeit a 2. tdblazatban mutatjuk be, ahol a fizioldgias pH-ra szdmolt felezési idket
is feltlintettiik. Bar 37 °C végeztiik a méréseket a 2. tdblazatban feltiintettiik a 25 °C-ra
vonatkozo6 adatot is, amire az adott lehetdséget, hogy tapasztalataink szerint a homérséklet
emelkedése 25-r6l 37 °C-ra koriilbeliil 2,5-szeres gyorsulast jelent a reakciok sebességében,

amit a tablazatban feltiintetett [Gd(DOTA)] -komplexre vonatkozé adatok is alatdmasztanak.

2. tablazat Az OPDMA*, DTPA™, AAZTA*, PCTA* és DOTA" ligandumok Gd(I1l)-komplexeinek
disszocidciojat jellemzé sebességi allandok, valamint a fiziologias pH-ra (7,4) szamolt felezési idok

(25 és 37 °C)

OPDMA* DTPA> 2 AAZTA*? PCTA3 ¢ DOTA* 4
—1. -1 ~5X1072/ —1 -4 8,4><10_6/
ki (M~ 's™h 126(3)x10° ¢ 5,8x10 1,05 5,1x10 2. 0x10°5¢
~11/ 6,6x10%/

12 (&v)f 1,5x1072 0,50 1,1x10° ’
2 () 44¢ " " 2,7x104¢

2 Ref[30]; ® Ref[23]; ¢ Ref[24]; ¢ Ref[31], az adat az [Eu(PCTA)] komplexre vonatkozik;
€37 OC; ft1/2:|n2/kcalc, pH:7,4

A 2. tdblazat adatainak 6sszehasonlitasabol latszik, hogy az éltalunk eléallitott ligandum
Gd(I1I)-komplexe jobb inertséggel rendelkezik, mint a gyakorlatban is alkalmazott nyiltlanct
[Gd(DTPA)]* -komplex (egyébként ez igaza a tobbi DTPA-szarmazék komplexre is) vagy a
[GA(AAZTA)] . Ugyanakkor, 2-3 nagysagrenddel kisebb inertséggel rendelkezik, mint a PCTA
vagy DOTA komplex. Ennek magyarazata az lehet, hogy a makrociklusban végrehajtott N—O
csere kovetkeztében a kialakulé kotések valamivel gyengébbek, rdadasul a komplex

koordinacids kalitkaja is flexibilisebb, kevésbé zart, mint a [Gd(PCTA)] vagy [Gd(DOTA)]"

.....
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4.3 Relaxacios vizsgalatok

Kétség sem férhet hozza, hogy az MRI szempontjabol egy kontrasztanyag legfontosabb
tulajdonsaga annak relaxivitasa (r12p (mM's™!)), azaz a relaxacié sebességét ndveld hatésa.
A kontrasztanyagnak szant komplexeknél azért fontos a nagy relaxivitas, hogy az esetleges
késoébbi alkalmazéas soran minél kisebb dozis mellett, minél nagyobb kontrasztndveld hatast
érjiink el.

fgy tehat, meghataroztuk az OPDMA ligandum Gd(III)-komplexének relaxéacios
tulajdonsagait is, melyet a komplex relaxivitdsanak mérésével valdsitottunk meg. Kiilonb6zo
térer6kon (20 (0,47 T) és 60 MHz (1,4 T)), valamint kiilonb6z6 hémérsékleteken (25 és 37 °C)

végeztiik vizsgalatainkat. A mérés soran kapott adatokat a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A vizsgalt OPDMA* és a DTPA*, AAZTA*, PCTA*, valamint DOTA* ligandumok
Gd(1ll)-komplexeinek ri, értékei (0,15 M NaCl, pH=7,4, 25/37 °C)

OPDMA* DTPAS AAZTAY PCTA3 DOTA*

25/37°C (¢=1) (g=1) (q=2) (q=2) (g=1)
0,47 T 4,5/3,7 4,7%/3,8° 7,19/5,24 6,9%5,2f 4,7¥3,5b
14T 4.3/3.4 4,2¢/3.4° 6,7%/4,8¢ 6,38/4,88 4,3%3,1°

@ Ref.[32]; ® Ref.[33]; © 50 MHz = 1.17 T; ¢ Ref.[34], © Ref.[35]; " Ref.[36]; & Ref[37]

A mért 71, adatok alapjan elmondhato, hogy a [GA(OPDMA)]  relaxivitasanak értékei
megegyeznek az egyvizes (¢ = 1) [GA(DTPA)]*- és [Gd(DOTA)] -komplexek értékeivel,
azokat csak a belsd szférajukban két vizmolekulat tartalmazo AAZTA és PCTA kelatok értékei
haladjak meg.

Ez alapjan elmondhatjuk, hogy komplexiink belsd koordinacios szférajaban talalhatd egy
vizmolekula, ami kdzvetleniil a fémionhoz koordinalodik, valamint a hdmérséklet emelésével
csokkend relaxivitasbol az is latszik, hogy a molekula rotacidja sebességének () meghatarozo
szerepe van a komplex relaxivitdsdnak kialakitdsdban, hiszen a lassuld rotacid jelentésebb
relaxivitas novekedést idézne el6.[29]
tovabba a [Gd(OPDMA)] -komplex belsdszférajaban

Vizsgaltuk elhelyezkedd

vizmolekula cseresebességét is '’O-NMR technika segitségével (17. abra).
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In(1/75,)
o

N+
28 3 i2 3.4 36 38

1000T (1K)

17. abra A [Gd(OPDMA)]-komplex redukalt '’ O transzverzalis relaxdcié sebességének

homersékletfiiggese. A folytonos vonal a mert értékek illesztését mutatja.

Az eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy az In(1/7%) értékek a gyors csere
tartomanyaba esnek. Az illesztés soran kapott allandokat a 4. tablazatban tiintettiik fel a Gd(III)-

ion DTPA*, AAZTA*, PCTA*, valamint DOTA* ligandumokkal alkotott komplexeire
vonatkoz6 adatokkal egyiitt.

4. tabldzat Az OPDMA?* és a DTPA*, AAZTA*, PCTA*", valamint DOTA* ligandumok Gd(I1l)-

komplexe '’O-NMR méréseinek illesztése sordn kapott paraméterek

kex?®® (x10°s71) AH (k] mol™") | A/h (x10%rad s™')* | 1/Tie (x107 s71)
Gd(OPDMA)|~
[ ((q h ) 81(9) 24(3) 3.8 1,8(8)
2 b
[GA(DTPA)] 33 s 33 _
(g=1)
[GA(AAZTA)] L1 20 38 B
(g=2)
d
[GA(PCTA)] 14 45 33 _
(g=2)
[GA(DOTA)]"®
4,1 50 -3,7 0,25
(g=1)

2 rogzitve a szamolas soran; ® Ref. [32]; © Ref. [34], [35]; ¢ Ref. [36]

Az 5 és 70 °C kozott gyljtott mérési adatokbdl megallapithatd, hogy magasabb
hémérsékleten mar egyértelmiien a vizcseresebesség dominal (70 °C-on 95%-o0s hozzajarulas)
az elektronspin relaxacidéval szemben, igy annak meghatdrozasa kis hibaval lehetséges. Ahogy
az a 4. tablazat adataibol is kitiinik a [Gd(OPDMA)]-komplexre kapott ke>*® a legnagyobb a
felsorolt komplexek kozott, ami figyelembe véve a komplexek szerkezetbeli kiilonbségét, a
[Gd(OPDMA)]-komplex esetén nagyobb sztérikus zstfoltsagot jelent (amely gyorsitja a
koordinalt vizmolekula cseréjét). A malonat karok merevebb szerkezete nem teszi lehetévé a
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karboxilatcsoportok egyenletesebb elhelyezkedését a Gd(II)-ion koril, igy a vizmolekula

kotddése sem lehet olyan erds, amit a kisebb aktivalasi entalpia (AH' = 24 kJ/mol) is tiikroz.
Habar a relaxivitas értékek alapjan valoszinii, hogy a [Gd(OPDMA)]-komplex belsé
koordinacids szférajaban egy vizmolekula talalhatd, ennek megerdsitésére, valamint a komplex
szerkezetének jobb megismerése érdekében DFT szamitasokat is végeztiink egyiittmiikodésben
Dr. Lihi Norbert egyetemi docenssel (18. abra). A szamitott szerkezetet a 18. dbran mutatjuk
be, ahol jol latszik a koordinalt vizmolekula jelenléte, amit a kapott Gd-O tavolsag 2,6 A értéke

is megerdsit.

A

2
-’ t/’

18. dbra. A [GA(OPDMA)]-komplex DFT optimdlt szerkezete
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5. Osszefoglalas

Kutatomunkam soran egy O-piklén-alapti malonat oldallancokat tartalmazé ligandum, a
H4OPDMA, eléallitasat és Gd(IIl)-ionnal kialakulé komplexének koordinacios kémiai
jellemzését végeztem el.

Meghataroztuk a ligandum protondlodasi allandodit és azt tapasztaltuk, hogy annak
bazicitasa a legkisebb 0Osszevetésben a HsDTPA, HsAAZTA, H4PCTA ¢és H4sDOTA
ligandumokéval. A kisebb bazicitds miatt, szamitani lehetett arra, hogy a kialakulé Gd(III)-
komplex stabilitasi allanddja is kisebb lesz, hiszen poliamino-polikarboxildtok esetén a
nagyobb bazicitas altalaban nagyobb stabilitasi allandot jelent.

Meglepetésiinkre, a [Gd(OPDMA)] -komplex termodinamikai stabilitdsat nem tudtuk
pH-potenciometrids modszerrel meghatirozni, mert az pH = 2-re teljesen kialakult. MS
vizsgalatok azt is igazoltak, hogy mar 1,5-6s pH-n sincs jelen szabad ligandum a rendszerben,
igy a meghatarozashoz ennél joval savasabb koriilményeket kellett volna alkalmazni. Ezeket a
vizsgalatokat viszont nem tudtuk elvégezni, hiszen irodalmi elézmények azt mutattdk, hogy a
malonatcsoport a hdmérséklet emelése mellett, az erdsen savas €s lagos kdrnyezetre is érzékeny
és dekarboxilez6désen esik at, mikozben acetatcsoportta alakul. fgy csak becsiilni tudtuk a
stabilitasi allandot, ami biztosan nagyobb, mint logKmr = 20. Ezt az allandét figyelembe véve
a pGd-értékek szamitasanal azt kaptuk, hogy a [Gd(OPDMA)] -komplexnek a legnagyobb a
latszolagos stabilitasi allandoja fiziologids koriilmények kozott.

Osszehasonlitva az [GA(OPDMA)] ™ relaxivitasat a tobbi komplexével azt mondhatjuk,
hogy az megegyezik a ¢ = 1 tipust komplexekével, azt csak a ¢ = 2 komplexek értéke mulja
foliil. A vizsgalatokbdl az is kideriilt, hogy a homérséklet emelésével a relaxivitas értékek
csokkennek, ami jellemz6 a kis molekula tomegii, gyorsan rotalé komplexekre. Az '"O-NMR
mérések alapjan a komplex vizcseresebessége meglehetdsen gyors, jelentdsen meghaladja az
0sszehasonlitdé komplexekéit.

A [Gd(OPDMA)] -komplex inertebb, mint a gyakorlatban alkalmazott linearis DTPA-
makrociklusos DOTA-tipusu komplexekeé.

Osszességében elmondhatd, hogy [Gd(OPDMA)] -komplex jo tulajdonsagokkal

rendelkezik akar az in vivo alkalmazashoz is.
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6. Summary

In this work, we present the results of the synthesis of a new O-pyclene based ligand
containing malonate pendants and the coordination chemical characterizaton of its Gd(III)
complex.

We have determined the protonation constants of the ligand and based on the results the
basicity of that was also calculated. Comparing the basicity of the HtOPDMA with those of the
HsDTPA, HsAAZTA, H4PCTA and H4DOTA ligands, one can conclude that, the HtOPDMA
possesses the lowest basicity among the chelators compared.

Surprisingly, we were not able to determine the thermodynamic stability of
[Gd(OPDMA)]™ by pH-potentiometric method, since the complex formation was complete by
pH 2. Furthermore, MS measurements performed on samples at even lower pH values,
indicating that uncomplexed ligand is not present in the solution at pH 1.5. Based on these
experiences we can assume that the logKmvr value for the [GA(OPDMA)]™ chelate, must be
higher than 20. The question is raised, why we did not investigate the thermodynamic stability
even more acidic conditions, for example, by using out-of cell technique. The answer is simple,
since based on literature evidences, beside the elevated temperature the malonate is also
sensitive to the highly acidic and basic conditions going through decarboxylation reaction,
when acetate forms from the malonate moiety. Thus, we used the estimated stability constant
for the calculation of the pGd value, which was found to be the highest, consequently, the
[GA(OPDMA)]  is the most stable among the mentioned complexes at physiological pH.

The [Gd(OPDMA)]~ complex displays 'H relaxivity (with one inner sphere water
molecule) similar than those were observed for the HsDTPA and HiDOTA complexes, only the
g = 2 complexes show higher relaxation enhancing effects. The inner sphere coordinated water
molecule of [GA(OPDMA)]™ is involved in a rather fast exchange with bulk water, its kex value
is higher than those were found for the comparative chelates.

The [Gd(OPDMA)]~ dissociates slower than the DTPA-based complexes used in the
clinical practice, but 2-3 orders of magnitudes faster than that was observed for the DOTA-like
chelates.

Overall, we can conclude that the [GA(OPDMA)]™ possesses excellent physico-chemical

properties, which make it suitable for in vivo applications.
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