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|. Bevezetés

A modern orvosi diagnosztikai képalkotd eljarasok f6 feladata, hogy nem-invaziv
modon informaciot szolgéltassanak az emberi testrél, illetve az €16 szervezetben lejatszodd
folyamatokrol. Az erre alkalmas modszerek a Magneses Rezonancias Képalkotds (MRI), a
komputertomogréafia (CT), a pozitron emissziés tomografia (PET) és a foton emisszids
tomografia (SPECT). Ezen vizsgalo modszerek kdzos feladata az, hogy az eltéré struktaraju
és tulajdonsagu szdveteket jol megkulonboztetheté (kontrasztos) modon jelenitsék meg.
Gyakran azonban a kapott képek kontrasztossaga nem megfeleld, ezért olyan anyagok
alkalmazésara (Un. kontrasztanyagokra) van szikség, amelyek javitani tudjdk a kép
mindségét. A rontgensugarzason alapulé CT maodszereknél leggyakrabban jod vagy barium
vegylleteket hasznalnak ilyen céllal, mig az MRI vizsgalatoknal, az eljards elvének
kiilonbségéb6l adddbdan, paramagneses vegylleteket (fémoxidok, komplexek, stb.)
hasznalnak.

A MRI vizsgalatokban jelenleg alkalmazott Gd3*-alapi kontrasztanyagok (pl.
Magnevist®, Dotarem®) hatékonysaga megkérddjelezhetetlen, viszont a benniik talalhato
Gd*-ion erésen mérgezé hatasa, illetve a Nefrogén Szisztémas Fibrozis (NSF) miatt a
kutatasok 0j iranyba fordultak. Ezek elsésorban biogén fém-komplex felhasznalasat ceélozzak,
ugyanakkor kiemelkedd szerepe van a Gd'-hoz hasonldan hét parositatlan elektront
tartalmazo ritkaféldfémionoknak (pl. Eu?")? is. A kisebb magspinnel rendelkez6 atmeneti
fémionok kozill példaul a Mn?*-nek34, vagy a Fe?*, a Ni%*- és a Co®*-ionoknak juthat szerep
a jovében.’] A Mn?*-ion esetében az egyik nagy kihivast a levegd oxigénjének hatasara
bekovetkez6 oxidacio jelenti, ami a paramégneses hatas drasztikus csokkenéséhez vezet. A
Mn?*—=Mn®* redoxirendszer potencialjanak nagyobbnak kell lennie + 0,8 V-nal (amit a
ligandum szerkezetének hangolésaval érhetiink el), hogy az oxidaciora kevésbé érzékeny MRI
kontrasztanyagot kapjunk (ugyanakkor a Mn?*/Mn3®" vagy a Co?"/Co%* redoxpérra alapozva
intelligens kontrasztanyagokat is lehet fejleszteni).

A Mn?*-komplexek termodinamikai stabilitasa joval kisebb, ill. kevésbé inertek, mint a
megfeleld Gd*'-komplex. Ennek a magyarazata a vegyértékhéjon 6t parositatlan elektront
tartalmazd Mn?*-ion esetén, a kristalytér stabilizaciés energia (CFSE) hidnyaban keresendd.
Ezért is nagyobb kihivast jelent olyan Mn?*-komplexek eldallitasa, melyek képesek lehetnek
megteremteni a termodinamikai, relaxacios, ill. kinetikai paraméterek kdzotti egyensulyt, ami

elengedhetetlen az in vivo MRI alkalmazas tekintetében.
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Il. Irodalmi attekintés

I1.1. Paramagneses fémionok az orvosi diagnosztikdban

Az elmult negyed sz&zadban a paramagneses femionok komplexei, kulonleges
tulajdonsagaiknak koszonhetéen, az orvosi diagnosztika nélkiilozhetetlen elemeivé valtak.
Az MRI mddszer nagy felbontdképességének koszonhetéen komoly teret nyert a képalkotas
tertletén, és ennek kovetkeztében megndvekedett az igény az eljards soran alkalmazott
kontrasztanyagok fejlesztése irant is.

A mddszer kifejlesztése Lauterbur és munkatarsai nevéhez kotddik, akik vizsgalataik
soran kétdimenzids képet készitettek szovetekrél magneses tér gradiens alkalmazasaval.[l Az
elvégzett vizsgalatokbol kiderilt, hogy a paramégneses anyagok hatdséra javul a szovetek
megkiilonboztethetésége a benniik 1év6 vizprotonok kiilonbozo relaxécids tulajdonsagainak
koszonhet6en. €

Az eltelt kozel negyven év alatt a kontrasztanyagokkal végzett laboratériumi és klinikai
vizsgalatok eredményeképpen korvonalazodott, hogy a velik szemben tamasztott
legfontosabb kdvetelmények a nagy termodinamikai stabilitas és inertség, biztositand6 a kis
toxicitast. Emellett fontos még a jo vizoldhatésag, a kis ozmotikus koncentracio, a
szervspecifikussag, és a minimalis dozis melletti maximalis kontrasztndvelés. A

kontrasztnOvelés mertékét meghatarozd fontos parameter a relaxivitas (r,), ami a

paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal eredményezett relaxaciosebesség (1/T1) ndvekedés
a diamagneses kozegben mérthez képest. A megfeleld relaxivitas eléréséhez, néhany
kivételt6l eltekintve elengedhetetlen, hogy a komplex belsé koordinacids szférajaban,
kozvetlenil a paramégneses fémionhoz legalabb egy vizmolekula koordinalddjon.

Az orvosi diagnosztika soran alkalmazott komplexet két nagyobb csoportra bonthatjuk a
kelatképzd ligandum szerkezetétdl fliggden (nyilt 1anct és makrociklusos). Napjainkban féleg
a makrociklusos ligandumokat részesitik elényben a komplexeik nagy inertsége miatt, mely
csokkenti a kelatok in vivo disszociaciojat és a felszabaduld ligandum, ill. a fémion
szervezetre gyakorolt karos hatasait. Az orvosi gyakorlatban is alkalmazott oktadentat
HsDOTA helyett (Ojabban hepta- és hexadentat ligandumokat allitottak el6, melyek
lantanoidakkal képzett komplexeik relaxivitasat befolyasoltdk, a kozponti fémhez
koordinalddo vizmolekulak szdmanak novelésével. Ezen komplexeknél viszont a stabilitas
csokkenését tapasztaltak (pl. HsDO3A).[
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A DO3A-hoz hasonlé komplexek tulajdonsagainak javitisa érdekében piridin gytrit
épitettek a makrociklusba, igy joval merevebb szerkezetekhez jutottak, ami inertebb
komplexeket eredményezett. A legbehatobban tanulményozott tagja ennek a
ligandumcsaladnak a HsPCTA komplexképzo.

A mai napig kilenc Gd**-komplex jutott el a klinikai alkalmazasig, melyek koziil négy a
nyiltlinc HsDTPA, a tovabbi harom pedig a makrociklusos HsDOTA ligandumok és
szarmazékainak a Gd*'-komplexe. A diagnosztikai vizsgalatokban elséként alkalmazott
kontrasztanyag a [Gd(DTPA)]?> (Magnevist®) volt, amit a joval nagyobb kinetikai inertséggel
rendelkezé [Gd(DOTA)]" (Dotarem®) kovetett.11 A komplexeket intravénasan juttatjak a
beteg szervezetébe, ami az injektalas helyén, a toltéssel rendelkezé kontrasztanyagok hatasara
kialakulé jelent6s ozmotikus koncentracio-kilonbség miatt, fajdalommal jar. Ennek a
fajdalomnak a csokkentésére fejlesztették ki a [GA(DTPA)]? és a [GA(DOTA)] toltés nélkiili
szarmazékait, amelyekben a ligandum egy vagy két acetat csoportjat alkoholos hidroxil- vagy
amidcsoportokkal helyettesitették.l*214 Kereskedelmi forgalomban fellelhetd toltés nélkiili
kontrasztanyagok a [Gd(DTPA-BMA)] (Omniscan®), a [Gd(DTPA-BMEA)] (Optimark®), a
[Gd(HP-DO3A)] (Prohance®) és a [Gd(DO3A-B)] (Gadovist®). Az eddigiekben bemutatott
kontrasztanyagok kozos sajatsaga, hogy a befecskendezést kovetden egyenletesen oszlanak el
az extracellularis térben, és kb. 1,6 oras felezési id6vel (t112) a vesén keresztiil kitiriilnek.[05]

A szervspecifikussag kifejlesztése lehet6séget teremtett arra, hogy a beinjektalt
kontrasztanyag mennyiségét 0,1-0,3 mmol/teststly kg dozisrol 2-10 umol/testsuly kg dozisra
csokkentsék, igy kevésbé terhelve a szervezetet. Erre a célra harom DTPA-szarmazekot
fejlesztettek ki, amelyek a mdj, a sziv és az érrendszer vizsgalatara alkalmas kontrasztanyagok
voltak ([GA(EOB-DTPA)]* (Eovist®) és [Gd(BOPTA)]>* (Multihance®), ill. az MS-325
(Vasovist®)).[16:17]

A kontrasztanyag fejlesztés mindig torekszik a még specifikusabb komplexek
eléallitasara, igy példaul az érrendszer vizsgalatara alkalmazhaté kontrasztanyag csoportnal a
paramagneses femkomplexet a liposzoma belsejeben helyezik el, ezzel biztositva, hogy
huzamosabb ideig a vérben tartozkodjon.[*8211 Egy maésik esetben az Un. intelligens
kontrasztanyagoknal (,,smart contrast agents”) a szovetek hémérsékletének, pH-janak, az
oxigén parcialis nyomasanak, a benniik 1év6 enzimek aktivitasanak, illetve az egyes fémionok
(Ca?*, Fe**, Cu?*, Zn?*) koncentracidjanak mérésére van lehetdség.[02230 A ¢16 szervezetrol
alkotott hétérkép informaciot szolgaltat a gyulladasos szovetekrdl; a pH-értekének pedig az
egészséges €s beteg szOvetekben tapasztalt kilonbsége alapjan a tumoros sejtek
elhelyezkedésére kovetkeztethetlink (egészséges sejtkdzi allomany: pH = 7,4; tumoros
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sejtkdzi allomany: pH = 5,8 - 6,8). Az oxigén parcialis nyomasanak kovetése a szoveteken
belll lehet6séget biztosit az artérias és a vénas vér, az egészséges €s a tumoros, illetve az el
¢s az elhalt szovetek megkiilonboztetésére. Az enzimaktivitast a szubsztrat szerepét betoltd
kontrasztanyagokkal lehet megvizsgalni, melyeknek a relaxivitasa megvaltozik az
enzimkatalizalt reakcio soran.

Nem keriilhetd meg az a tény, hogy 90-es évek végén eldszor diagnosztizalt, a Gd>*-
alapu kontrasztanyagokkal 6sszefliggésbe hozhatd betegség, az NSF el6fordulasa néhéany
széazas nagysagrendi volt és jelentds részben a csokkent vesefunkcidval rendelkez6 betegeket
érintette. A kontrasztanyag szervezetben tartdzkodasanak ideje alatt — a teljes kiurulés
egészséges embernél tiz ora, csokkent vesemiikddés esetén viszont akar 40 ora is lehet —
lehet6ség adodik biogén fémionokkal lezajlo kicserélodési reakcidkra, ezaltal a felszabaduld
paramégneses fémionok nem iiriilnek ki a szervezetb6l.BY A probléma masik oka az, hogy a
vesebetegek dializise soran nincs lehetéség a teljes vértisztitasra, illetve hogy a folyamat
elvégzése sordn a vér foszfat tartalma lokalisan megemelkedhet (a dializis soran alkalmazott
oldat foszfat koncentracidja miatt), ami elésegiti a Gd>*-komplex, féleg a [Gd(DTPA-BMA)]
szervezet szdméra, LDso értéke 0,2-0,5 mmol/kg. Ezek a tények rdmutattak arra, hogy a
kinetikai inertség kiemelkedéen fontos a biztonsigos felhasznalas érdekében,33 és
elérelenditette a biztonsagosabb, biogén fémiont tartalmazé komplexek eléallitasat célzd
kutatdsokat.

Az eddigi egyetlen kereskedelmi forgalomban kaphatdé (az eurdpai piacokrol mar
kivont), nem Gd**-ion tartalmd kontrasztanyag, a [Mn(DPDP)]* (Mangafodipir, Teslascan®),
amelyet a maj MRI vizsgalatanal alkalmaznak.*361 Eltéréen a Gd**-komplexektél, ezen
komplex labilis, a majban torténd disulasat kovetd disszocial és a felszabaduld6 Mn?*-ion
eredményezi a kontraszt novekedését. Ellentétben a Gd**-ionnal, a Mn?*-ion biogén fémion,
és a szervezet rendelkezik az eltavolitdshoz szikseges mechanizmusokkal. Termeészetesen ez
csak bizonyos hatarkoncentraciokig érvényes, azon tGl mar a Mn?* is toxikus hatassal bir.
(Mig a Mangafodipirnél az alkalmazott koncentracié 5 pmol/kg, addig ez az érték a
Magnevist® esetén kozel 100 pmol/kg.)

Az utébbi években végzett kutatdsok eredményképpen sikerilt olyan keresztkotott
nem szamottevé in vivo korllmények kozott. Ezek olyan ciklén és ciklam szarmazék

ligandumok, amelyek inert komplexeket képeznek a Mn?*-ionokkal, viszont pozitiv toltésiik
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vagy Kis relaxivitdsuk (ami a bels6 szféraban koordinalt vizmolekula hidnyabol adodik) miatt

nem alkalmazhatéak MRI vizsgélatok soran.”
I1.2. A paramégneses fémionok relaxivitasa

A Kkialakitott kontraszt alapjan az MRI kontrasztanyagok két csoportba sorolhatok,
lehetnek Ti-kontrasztanyagok, melyek hatdsa a vizprotonok longitudinalis relaxacios
sebességére (1/T1) nagyobb, ami a jelintenzitas novekedését, igy a kép vilagosodasat okozza
(pozitiv kontraszt), illetve a Tr-kontrasztanyagok, melyek a vizprotonok transzverzalis
relaxacios sebességét novelik jelentdsen, ami a jelintenzitas csokkentését és ezzel egyitt a kép
sOtétedéséhez (negativ kontraszt) vezet.

A vizprotonok relaxécios idejét (T1) csokkenté anyagok foként olyan paramagneses
fémionok, melyek viszonylag hosszu relaxacios idével és sok parositatlan elektronnal (5-7 db)
rendelkeznek. A legfontosabbak a Mn?*, a Fe3*, az Eu?* és a Gd®*, melyek koziil a legnagyobb
hatast a Gd3*-ion okozza, mivel hét parositatlan elektronnal rendelkezik, nagy a magneses
momentuma és hosszu elektronrelaxacios idével bir (10 s). A To-kontrasztanyagok koziil a
legjelent6sebbek a kiillonbozé szupermagneses vas-oxid mikroreszecskék, melyek kozil
néhanyat alkalmaznak is (Lumirem®, Abdoscan® Endorem®).[34% Ezeket az anyagokat a
kovetkezd Osszegképlettel irhatjuk le: Feo''OsM"O, ahol M': Fe?*, Mn?*, Ni?*, Co?*, Mg?*
lehet. Ezen vegyuletek fizikai-kémiai tulajdonsagait az 6sszetétel mellett a szemcseméret is
befolyasolja. A nagyobb szemcseméretii vas-oxid nanorészecskék a vizprotonok
transzverzalis, mig a kisebbek a longitudinalis relaxaciosebességét novelik jelentdsebben.[*1]

A vizprotonok paraméagneses fémkomplexek jelenlétében mért relaxaciosebessége
(1/T10ns) két részbol, a komplex diamégneses (1/T1q4) €s paramagneses (1/T1p) hozzajarulasabol
tevodik Ossze, amit a kovetkezd Osszefiiggéssel adhatunk meg (a diamagneses tag tartalmazza

a tiszta vizben mért relaxaciosebességet):

T NI o
—_— =4+ —=—++7
Tlobs Tld Tlp Tld P

ahol az M, @ komplex relaxivitasa.l*! A paraméagneses fémkomplexek relaxivitasat a fémion
belsd (r, ") és kiilsé (r, %) koordinacios szférajaban 1évé vizmolekulédk protonjai és a méasodik
1p 1p J

koordinacios szféra (rlpznd) vizprotonjainak relaxaciosebessége 6sszegeként adjak megt?l:
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is 0s 2nd
=l +h, +1, (2)

A fémion a vizmolekula protonjaival kialakitott dipolaris kdlcsénhatason keresztul fejti
ki relaxaciosebességre gyakorolt hatasat, igy a fémion bels6é koordinacids szférajaban 1évo
vizmolekulak szdma (g) meghatarozé tényezé. A vizmolekula és a fémion kozotti

kdlcsonhatast befolyasolja a komplex forgd mozgasat jellemzd rotacios korrelacios id6 (zy), a
fémion elektron spin realxacios ideje (z5) és a fémionhoz koordinalt vizmolekulak atlagos

tartozkodasi ideje (z,,) (1/z,,=k,,, vizcseresebesség), valamint a M-H tavolsag (r,,,). A bels6

szféra hozzajarulasat a Swift-Connick elmélet targyalja, a kiilsé szféra relaxivitasra gyakorolt

hatasat a Freed-féle elmélettel szamszertisithetjiik.[4>4°]
11.3. A mangan koordinacios kémiaja

A periddusos rendszer 25. eleme a mangéan, melyet Johann Gahn allitott eldszor eld
elemi forméban faszén és olaj keverékével hevitett MnO; redukalasaval. A mangan a 12.
leggyakoribb elem és a harmadik leggyakoribb atmenetifém. Kozel 300 kiilonb6zd és igen
elterjedt asvanyban el6fordul, ezek koziil 12 gyakorlati jelentdséggel is bir. Oxidacids szama
+2-t61 +7-ig terjed, emellett a standard elektrod potencialokat tekintve reaktivabb jellemii
elem, mint barmely szomszédja a periodusos rendszerben (E°(Cr?*/Cr) = - 0,91 V,
E°(Mn?*/Mn) = - 1,18 V, E°(Fe?*/Fe) = - 0,44 V, E°(C0?*/Co) = - 0,28 V), és reakciokészsége
is kiemelkedd, kiilondsen ha szennyezddéseket is tartalmaz.

A mangan legstabilisabb allapota a +2 oxidacids allapot (nagy spinszamd Mn?*-kation),
mely a szimmetrikus d° elektronkonfiguraci Kitiintetett stabilitdsédval értelmezhetd. Nyomnyi
mennyiségben el6fordul szamos novényben és baktériumban, mig az egészséges, felnott
emberi szervezet mintegy 10-20 mg mangant tartalmaz. A mangantartalma fehérjékben
altalaban a +2 oxidacios allapotban fordul eld, és gyakran helyettesithetd Mg?*-ionnal az
aktivitdas elvesztése nélkul. Legfontosabb bioldgiai funkcidja a zold novények
fotoszintézisében jatszott szerepe, ahol a fotoszisztem-Il-ben (PSII) fordul el és a viz
oxidaciojaban vesz reszt.

A nemkoordindlodd anionokkal alkotott sok vizes oldatai a halvanyrozsaszinii
[Mn(H20)6]*-iont tartalmazzak, ami egyike a rengeteg nagy spinszamu, oktaéderes Mn?*-
komplexnek, amelyek nagy tobbsége kelatképzé ligandumokkal, mint az etiléndiamin, EDTA

¢s oxalat nyerhetd. A varakozasoknak megfeleléen ezen komplexek magneses momentuma jo
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kozelitéssel megegyezik a csak-spin értékkel és altalaban vagyon halvany szintiek. Ez annak
kovetkezménye, hogy a nagy spinszamd d® konfiguracioban valamennyi d-d atmenetnek
spinpérosodassal kell jarnia, ezért a spinatmenetek tiltottak.

A nagy spinszaml Mn?*-komplexek esetén a kristalytér stabilizacios energia (CFSE)
értéke zérus és igy azok stabilitasi allandoja kisebb, mint a kornyez6 kétértékti fémionokkal
kialakuld komplexeké. A CFSE nulla érétke azt is jelenti, hogy nincs kituintetett geometriai
elrendezddés, ami megmagyardzza a Mn?-komplexek sztereokémidjanak mas kétértéki
fémionokhoz képest meglehetdsen nagy véltozatossagat. A Mn?*-komplexek egyuttal
kinetikailag labilisak. A mangan koordinacids szdma vegyuleteiben leggyakrabb 6, de létezik
7-es ([Mn(DO3AM)]**) és 8-as koordinaciés szaml komplexe ([Mn(DOTAM)]#,
[Mn(n2-NOs) 4]2-)_[46,47]

11.4. A Mn?*-poliamino-polikarboxilat és -polifoszfonat komplexei

Az aminopolikarbonsavak analogiajara konnyen levezethetok az
aminopolifoszfonsavak, minddssze a -COOH csoportot kell helyettesiteni -POsH2 csoporttal.
Ezen funkcids csoportok koordindcios kémidjaban jelentds kiilonbségek tapasztalhatok,
melyek dontden befolyasoljak a komplexek termodinamikai stabilitasat és kinetikai inertségét.
A legfontosabb kiilonbségek a méret, a funkcids csoportok térszerkezete, illetve a
Komplexképzeési hajlamukat tekintve a foszfonatszarmazékok altaldban stabilabb komplexet
képeznek az acetatszarmazékoknal, és ez a ndvekedés egyenes ardnyban all a csoportok
szdmanak novekedésével. A koordindcio moddjat tekintve is megfigyelhetok kiillonbségek
(hard karakterti alkali- és alkaliféldfémionoknal létrejohet a komplex minddssze a foszfonat
karok koordinalodéaséval, a soft karakteri atmenctifémeknél a N-donoratomjai nagyobb
valoszinliséggel koordinalodnak).

A nyiltlancu ligandumok esetében a komplexek képzddése pillanatszerii, ugyanakkor a
disszociacidjuk kozott eltéréseket figyelhetlink meg. A makrociklusos ligandumok esetében
teljesen mas a helyzet, mivel a képz6dés soran a legtobb esetben eldszor egy koztitermék
keletkezik, és csak ezen folyamat lejatszddasa utan léphet be a fémion a ligandum
makrociklusa altal meghatarozott tiregbe.

A Gd**-iont tartalmazd kontrasztanyagok MRI vizsgalatok terén tapasztalt
monopdliuma miatt, a Mn?*-ion poliamino-polikarboxilat és -polifoszfonat komplexeinek

irodalma relaxacids és Kinetikai tulajdonsagok terén igencsak szegényes. A termodinamikai
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stabilitasra vonatkozd adatok, melyek néhol fellelhetdk a kozleményekben, csupan a Ln3*-
ionokkal végzett kutatasok melléktermékei.

Az NSF betegség megjelenése Ota intenziv kutatdsok folynak olyan Mn2*-komplexek
eldallitasara, melyek jo alternativat jelentenének a ritkafoldfémet tartalmazo kontrasztanyag
Kivaltasara. A vizsgalatok természetesen a mar bevalt ligandumokkal kezddédtek el, de
viszonylag hamar megjelentek Uj tipust kelatorok is a kézleményekben, 4851

Az irodalmi eredményeket attekintve kitiinik, hogy a Mn?*-ionok a makrociklusos
ligandumokkal és szarmazékaikkal (pl. DOTA, NOTA) kepzett komplexeinek a stabilitasa
kiemelkedd.5254 Ezen kelatok kinetikai tulajdonsagai is megfeleldek lettek volna az orvosi
alkalmazéashoz, viszont a relaxacids tulajdonsagaik nem érték el az alkalmazashoz sziikséges
minimalis értéket. Ennek oka, hogy ezekben a komplexekben a Mn?*-ion belsd koordinacios
szférajaban nem talalhat6 a fémhez kdzvetlen koordinalédé vizmolekula.

A Mn?-ion nyiltlanct ligandumokkal alkotott komplexeinek termodinamikai
tulajdonsédgai nem sokkal térnek el a megfelel6 makrociklusos komplexektdl, viszont a
kinetikai inertségiik tobb nagysagrenddel kisebbnek mutatkozott.5>%¢1 Mig a [Gd(DTPA)]*-
komplex disszociacidja pH = 5 értéken 33 oras felezési idovel (ti2) jatszddik le, addig a
[Mn(DTPA)]*-komplex esetében olyan gyorsnak bizonyult a bomlas ezen a pH-n, hogy
stopped-flow technikaval sem lehetett mérni.[5"]

Jelenleg az eddig vizsgalt nyiltlancu ligandumokkal képz6dé Mn?*-komplexek koziil a
[Mn(CDTA)]*-komplex rendelkezett a legjobb kinetikai paraméterekkel.®8] A nagyobb
kinetikai inertség a ligandum két iminodiacetat csoportjat 6sszekotd etilénhidhoz kapcsolddod
ciklohexan gylrii jelenlétének koszonhetd, ami jelentdsen mereviti a ligandum szerkezetét,
igy a képz6dé Mn?*-komplex szerkezetét is. A [Mn(CDTA)]*-komplex fizioldgias pH-n (pH
= 7,4) kortilbeliil 12 6ras felezési idével disszocial, és ez a felezési id6 alkalmassa teheti az
orvosi alkalmazasra is. A betegekbe jutatott kontrasztanyagok 1,6 6ras felezési idével iiriilnek
Ki a szervezetb6l (9-11 Ora utan (6-7 felezési id6) a bevitt komplex koncentracidja a kezdeti
érték 1%-a ala csokken). A fent emlitett id6tartam alatt a komplex mennyiségének koriilbeliil

a 11%-a disszocial, ami biogén fémionrol Iévén sz6 kevésbé karos a szervezet szamara.

11.5. A vizsgalt kétvegyeértékii femionok biologiai jelentosége

A dolgozatban vizsgalt fémionok az €16 szervezet szempontjabol elengedhetetlenek
biologiai szerepiuk miatt (Mg?*, Ca?*, Cu?*, Zn**, Mn?"). A Mg?'- és a Ca®*-ionok fontos

szerepet jatszanak szamos enzimreakcioban, mint enzimaktivatorok, vagy mint az enzim aktiv
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helyének részei, emellett fontos a szerkezetstabilizalo szerepik is. A Mg?" ezen tdl
nélkilozhetetlen a fotoszintézisben, mivel a fényenergiat befogé molekula, a Klorofill
komponense. A Ca?* szamos élettani folyamatban — véralvadasban, ideginger vezetéshen,
izommiikodésben, csontképzddésben ¢€s a sejtek kozotti kotdanyag képzddésében — alapvetd
fontossagu. A K*- és a Mg?*-ionok a sejteken beliil, a Na* és a Ca®* pedig az extracellularis
térben talalhatok nagyobb koncentracioban. Az izmok miikodésében pedig a Ca?*- és a Mg?*-
ionok egyarant fontos szerepet jatszanak.[

A Cu®" a novény- és allatvilagban is elterjedt és redoxireakcidi szamos bioldgiai
oxidacios folyamatban jatszanak szerepet. Az él6 szervezetben a Cu?" éppen az erds
komplexképz6 sajatsdga miatt tobbnyire fehérjékhez kotott forméaban fordul eld. A biologiai
szempontbdl aktiv rézproteinek harom 6 tipusba sorolhatoak.[®®! Az elsé tipusu vagy “kék”
rézproteinek azok a fehérjék, amelyek egyetlen réziont tartalmaznak. Ezek a metalloenzimek
foleg redoxireakciokat katalizdlnak (n6vényi lakkdz, emlds ceruloplazmin). A mésodik tipust
rézproteinekben szabalyos monomer Cu?*-komplexekre jellemzd torzult oktaéderes
koordinacié valosul meg, erds ekvatoridlis és igen gyenge axidlis kdlcsonhatdsokkal (pl.
szuperoxid dizmutazok). A harmadik tipust rézproteinek két Cu*-iont tartalmaznak kordlbeldl
360 pm tavolsagra, a fehérjén belll a hisztidil-oldallancokhoz kapcsolodva. Ezen enzimek az
oxigenmolekula szallitasiban eés aktivalasaban vesznek részt (hemocianin).

A Zn?* bioldgiai szempontbdl az egyik legfontosabb fémion, igy metalloenzimekben is
sokkal elterjedtebb kozponti ion, mint a Cu?-ion. Azok az enzimek, amelyek
karbonsavészterek, amidok, peptidek vagy foszfatok hidrolizisében vesznek részt, majdnem
mindig Zn?*-iont tartalmaznak az aktiv centrumban. Zn?'-iont tartalmazé enzim pl. a
szénsavanhidraz, karboxipeptiddz, termolizin, alkohol-dehidrogenaz, szuperoxid-diszmutazok
és az elasztaz is. A Zn?* egy Gjabban felfedezett szerepe azokhoz a fehérjékhez kapcsolodik,
amelyek a DNS bazisszekvencidjanak a felismerésében jatszanak szerepet, a genetikai
informacio 4tadasat szabalyozzak. Ezek az igynevezett ,,cink ujjak” (zinc fingers) 9-10 Zn?*-

iont tartalmaznak tetraéderes koordinaciéban.[®
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1. Célkittizés

Az orvosi diagnosztikaban alkalmazott Gd**-iont tartalmaz6 kontrasztanyagoknal
tapasztalhatd problémakra potencialis megoldast jelenthet azok Mn?*-komplexekkel torténd
helyettesitése. Ezzel a cserével csokkenthetd lenne a klinikai gyakorlatban hasznalt
kontrasztanyagok toxicitdsa, és megOrizhetd6 az MRI vizsgalatok soran kapott képek
felbontasa. Amint azt az irodalmi attekintésben is emlitettem a nyiltlanci ligandumok Mn?*-
ionokkal alkotott komplexeinek termodinamikai stabilitasa elegendéen nagy, viszont kinetikai
inertséguk nem éri el a gyakorlati alkalmazéshoz sziikséges minimalis értéket.

A ritka(fold)fém-csoportban Garda Zoltan PhD hallgato altal eléallitott PhDTA
ligandum a mar korabban vizsgalt CDTA komplexképzénél is merevebb szerkezeti
analdgjanak tekinthet6 (ciklohexilén-diamin helyett orto-feniléndiamin jelenti a molekula
gerincét). Az igy kapott ligandum szerkezetét tekintve eltér a CDTA ligandumtol, mivel a
ciklohexan gylrli esetében az iminodiacetat csoportok két nitrogénje a cisz és transz

crcr

végbe), addig az aromas mg elektronrendszer miatt a PhDTA esetében a molekula ezen

szerkezeti egysége sikalkati. Ennek kovetkeztében a képzédé Mn?*-komplex szerkezete
eltéré lesz a CDTA estében vizsgalt transz térhelyzethez képest, ami megjelenhet a komplex
termodinamikai és Kinetikai tulajdonsagaiban is. A [Mn(PhDTA)]*-komplex relaxivitas
értékében nem varunk jelentds kiilonbséget a CDTA-val képzett komplexhez képest, mivel
mindkét ligandum a két iminodiacetat kar jelenléte miatt két nitrogén és négy oxigen
donoratommal rendelkezik, ezért hasonl6 mértékben csokkentik a kdzponti fémionhoz
koordinal6do vizmolekula cseresebességét (ezt az irodalmi értékek is alatdmasztjak).l!

A nyolcvanas és a kilencvenes években mar vizsgaltak a PhDTA ligandum stabilitasat,
illetve fémkomplexeinek (Mg?*, Ca?*, Zn?*, Cu®*, Mn?*) termodinamikai sajatsagait, de az
alkalmazott modszerek (kalorimetria) és ionerdsségek (1,0 M NaClOs) miatt indokoltnak
talaltuk azok ujboli meghatarozasat a fizioldgids koriilményekhez kozeli ionerdsség
alkalmazasaval (0,15 M NaCl, 25 °C).[2661 Masrészt, egy a kozelmlltban megjelent
kdzlemény ramutatott arra, hogy a PhDTA komplexek stabilitasa akar 9-10 nagysagrenddel is
eltérhet.l67]

Ezek alapjan, tehat munkam célja a PhDTA ligandum részletes koordinaciés kémiai
vizsgalata volt, kilonds tekintettel a biogén fémionokkal képz6dé komplexek egyensulyara,

ill. a Mn?*-komplex (relaxometrias, kinetikai) tulajdonsagaira.
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IV. Alkalmazott vizsgalati mddszerek

A kovetkezOkben a kisérleti munka soran alkalmazott azon vizsgalati modszerek
elméleti alapjait mutatom be, melyek a dolgozatban szereplé eredmények targyalasahoz

feltétlendl szliiksegesek.

IV.1. pH-potenciometria

A munkam soran Mg?*-, Ca?*-, Zn?*-, Cu?*- és Mn?*-komplexek és a komplexet alkotd
ligandum oldategyensulyi vizsgalata soran alkalmazott legfontosabb és legpontosabb maddszer
a pH-potenciometria volt. A fémkomplexek stabilitasi allandoinak meghatarozasahoz
szllkséges a komplexeket alkot6é ligandum protondlddasi allanddinak ismerete. A

protonalddasi allandokat altalanosan a kovetkezd modon definidlhatjuk:

H,L+H == HL ?3)
K :—inL] Li=1,2... (4)
[H"][H,_ L]

A szabad ligandum kiilonb6zd bazicitasti donorcsoportjai, illetve a fémionok és a kiilonboz6

mértékben protonalt ligandumok kozotti kompeticids reakcié hatarozza meg az oldat H*-

crcr

a stabilitasi szorzatokat altalanosan a kovetkezdképpen definialjuk:

pn+g-rm

pM" +gH + 1L == M H L, (5)
[MquLrerqfrm]

= 6
P [M™ JP[H" J*[L™ T ©

Az éltalunk vizsgalt rendszerek esetében az 1:1 Osszetételi ML komplexeken tul,
né¢hany esetben szamolni kellett a 2:1 0Osszetételi kétmagvia komplexek képzddésével,
valamint az 1:1 és a 2:1 dsszetételti komplexek kiilonb6z6 protonalt formaival. Az egymagvu
és a tObbmagvl, valamint a protonalt komplexek képzddésére vonatkozd egyensulyi
folyamatokat és egyensulyi allandokat a kovetkezd Osszefliggésekkel jellemezhetjiik (a

fémion és a ligandum toltésének jelolésétol az egyszertiség kedvéért eltekintiink):
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M+L == ML ©)
_ ML (8)

" ML
M’ +ML == MLM’ 9)
MLM' — [MLM_'] (20)

[ML][M' ]
H+MH, L == MHL (11)
[MH, L]

=i =12, (12)
[MH,,L]H "]

MH,L

Nagy stabilitdsu komplexek képzddése soran szamos esetben a komplexképzodési
folyamat mar pH < 2 tartomanyban kozel teljes. Ilyen esetekben alapvetéen kétféleképpen
jarhatunk el. Az egyik lehetdség, ha a stabilitdsi adllandok meghatdrozdsahoz mas modszert
valasztunk, ahol a pH-mérése helyett, mas intenziv paramétert kovetve és a teljes
savkoncentraciot ~ figyelembe  véve tudunk  stabilitdsi  allandét  meghatéarozni
(spektrofotometria, NMR). Egy masik lehetséges modszer, hogy a komplexképzddést egy
kompeticios komplexképzodési folyamattal olyan vizsgalhatobb pH-tartoméanyba toljuk, ahol
mar biztonsaggal mérhetd a pH. Ilyen esetekben leggyakrabban ,,segéd” ligandumot
alkalmazhatunk.

A pH-potenciometria alkalmazésa 1,8 < pH < 11,8 tartomanyban ad megfelel6
pontossagu eredményeket. Amennyiben a ligandum protonalddasi folyamatai pH > 11,8, vagy
a komplexképz6dési folyamat pH < 1,8 tartomanyban kdvetkezik be és nincs méd proton
kompeticio alkalmazasara, ilyenkor johet szoba az UV-lathatd spektrofotometria vagy az
NMR spektroszkopia. Le kell szogezni azonban, hogy az emlitett modszerekkel
meghatarozott egyensulyi allandok hibaja nagyobb, mint a pH-potenciometrias adatokbdl
szamitottakeé. Az UV-lathato spektrofotometria és az NMR spektroszkopia elénye azonban,
hogy nemcsak egyensulyi allandok szdmithatéak az adatokbol, hanem a képz6ddé komplexek
koordinacios viszonyara és szerkezetére is kovetkeztethetiink.

A titraldsok soran kapott adatokbdl a PSEQUAD szamitogépes program segitségével
hataroztuk meg a protonal6dasi és stabilitasi allanddkat. 68!
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IV.2. Spektrofotometria

A [Cu(PhDTA)]?*-komplex stabilitasi allanddjanak meghatarozasahoz és a kinetikai
vizsgalatokhoz alkalmaztunk spektrofotometrids modszert. Az UV-lathaté spektrofotometria
alkalmazasanak alapja, hogy az atmenetifémionok fényabszorpcidja komplexképzddés
hataséara kisebb-nagyobb mértékben megvaltozik a fémion és a ligandum tulajdonsagaitol
fiiggden. A vizsgalatok soran igyekeztiink olyan hullamhosszt vélasztani, ahol lehetdleg csak
egy reszecskének, lehetéség szerint csak a képz6d6 komplexnek van elnyelése, mig a szabad
fémionnak és a ligandumnak az elnyelése elhanyagolhatd.

A [Mn(PhDTA)]*-komplex disszociacios sebességének vizsgalata soran pszeudo-
elsérendii feltételeket biztositottunk a fémkoncentracié nagy feleslegének (legalabb tizszeres

felesleg) alkalmazésaval. A vizsgalatokat allandé pH-ra pufferelt kdzegben (a komplex

.....

.....

lassi volt a hagyoméanyos spektrofotometrids mérésekhez. A folyamat soran a kicseréld
fémionnal kialakul6 komplexnek a fényelnyelését kovettik. A reakciot leird sebességi

egyenlet a kovetkez6 modon adhatoé meg:

_ d[Mn(PhDTA)],, _ K,,.[Mn(PhDTA)],,
” (13)

ahol a kobs a pszeudo-elsérendli sebességi egyiitthatd. A tot alsdindex a komplex teljes
koncentracidjat jeloli. A kobs értékét a spektrofotometrias modszer esetében az abszorbancia t

iddpillanatban torténd mérésével hatarozzuk meg a kdvetkezd dsszefliggés alapjan:

A= (A=A + A, (14)

A (14) egyenletben az A, a t idépillanatban mért abszorbancia, mig A, a reakcioelegy
kiindulasi, A_ pedig az egyensulyi abszorbanciaja. Mivel a kicserélédési reakcid 100%-ban
végbemegy, ezért A, = A, illetve A_= A, ahol A a reaktansok — Mn**-komplex és Cu®*-ion

—, A, pedig a végtermékek — Cu?*-komplex és Mn?*-ion — abszorbanciaja.
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IV.3. Relaxometria

A 11.2. fejezetben részletesen targyaltuk a paramagneses fémionok relaxivitisat. A
mérések elvi alapjat az adja, hogy a Mn?*-ion valamint komplexeinek a vizprotonok relaxacio
sebességére gyakorolt hatasa eltér6. A disszociacids reakciok esetében a fémion belséd
szférajaban talalhat6 vizmolekuldk szama novekszik a pH csokkentésével, ami a vizprotonok

relaxacios idejének csokkenéset, azaz a relaxacié sebesség novekedését eredményezi.
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V. Eredmények

V.1. Egyensulyi és relaxacios mérések

A Mn?*-komplex stabilitasi allanddinak meghatarozasahoz elsé 1épésben meg kell
hataroznunk a PhDTA ligandum protonalédasi allandoit. Ehhez pH-potenciometriasan
titrltuk a ligandumot, majd a mérések adataibél a PSEQUAD program segitségével
kiszdmitottuk a protonalodasi allandokat. A vizsgalatok soran lényeges az ionerdsség
megvalasztasa, mivel az ionerdsséget bedllitd ionok kdlcsdnhatasba Iéphetnek a komplexet
alkot6 ligandummal és fémionnal. A célkitlizésben emlitett ionerdsséget (0,15 M NaCl) azért

A Kapott protonallodasi allandok az 1. tablazatban lathatéak. Osszehasonlitasképpen
feltlintettik a PhADTA ligandumra kalorimetridsan meghatérozott vonatkozd, illetve a CDTA
kapott értékeket is.

1. tablazat A PhDTA és a CDTA ligandumok protonal6dasi allandoi
(25 °C, 0,15 M NaCl)

HsPhDTA HsPhDTA H4CDTAP
log K1 6,66(5) 6,422 5,95° 9,36
log K> 4,85(6) 4,58% 3,70° 5,95
log K3 3,53(7) 3,507 2,79° 3,62
log K4 3,32(6) 2,928 _¢ 2,57
log Ks — — 1,49
¥ log KiH 18,36 17,42%; 12,44° 22,99

a[62] (25 °C, 0,5 M NaClOa); ° [58] (25 °C, 0,15 M NaCl);
¢ [67] (25 °C, 0,1 M KNO3).

A protonalddasi allandok Osszehasonlitasabol kitlinik, hogy a PhDTA ligandum
protonalodasi allandoi kisebbek a CDTA ligandum protonalddasi allanddinal, ami az
Osszbazicitas értéket négy nagysagrenddel csokkenti. Mind a CDTA, mind a PhDTA
ligandum esetén az elsé két protonalddas a két amin nitrogénhez tartozik, mig a tovabbi
protonalddasi 1épések az acetatcsoportokhoz rendelheték. A két ligandum elsé két

protonalodasi allandéi kozott tapasztalt jelentSs kiilonbség abbdl adddik, hogy mig a
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ciklohexan gyliri metiléncsoportjai elektronkiild6, addig a feniléncsoport elektronszivo
sajatsaggal bir, csokkenti a nitrogéneken tapasztalhatd elektronsiiriséget és kozvetve a

Ahogy azt méar emlitettiik, a PhDTA ligandum harmadik és negyedik protonalddasi
allanddja két acetatcsoport protonaldédasahoz tartozik. A masik két acetatcsoporthoz tartozo
protonalddast pH-potenciometridval nem tudtuk mérni, ez arra enged kdvetkeztetni, hogy
vizes oldatban ezek a protonok kénnyen disszocialnak, az erés savak protonjaihoz hasonloan.
Ugyanez a helyzet a CDTA ligandum esetében is.

Osszevetve az altalunk meghatarozott protonalodasi allandé értékeket a korabban a
PhDTA-ra kozoltekkel, nem tapasztaltunk jelentés kiilonbséget. A kismértéka eltérések az
alkalmazott ioner6sségbdl, illetve kisebb valdoszintiséggel a mérési mddszer kilénbségébol
fakadhatnak.

A protonaldodasi allanddk ismeretében meghataroztuk néhany biogén fémion PhDTA
ligandummal képz6d6 komplexének stabilitasi és protonalddasi allandéit 0,15 M-os NaCl
ioner6sség mellett. A kapott értékeket a 2. tablazatban mutatjuk be, ahol a PADTA ligandumra
koradbban meghatarozott értékei és CDTA ligandum komplexeinek stabilitasi és protonalddasi

allanddi szintén szerepelnek.
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2. tablazat A PhDTA és CDTA ligandumok komplexeinek stabilitasi és protonalddasi
allandéi (25 °C, 0,15 M NacCl)

PhDTA PhDTA CDTA

log KmL 6,94(3) 6,40% 10,41 10,41°
Mg?*

log K1, 3,78(6) - -

log KmL 8,79(2) 8,23% 11,25 13,15¢
Ca?*

log K31 3,38(3) 3,01¢ -

log Km 11,79(2) 11,37¢ 14,32

log KI' 2,84(2) - 2,90f
Mn?2

log Kt 1,91(5) ~ 1,89

log Ky - - -

log KmL 13,03(3) 12,899; 17,99 19,32"

log K31 3,56(2) 2,969 -
Zn?*

log Kty 1,90(3) 1,309 -

log K\ 2,69(7) - -

log KmL 15,21(6)' 15,219; 24,841 21,95"

log Ki' 3,35(1)' 3,049 -
Cu®

log K it 2,18(1)’ 1,809 -~

log K\ 2,75(2)’ - -

2[63] (25 °C, 0,5 M NaClOy); ® [69] (25 °C, 0,1 M KNO3); ¢ [64] (25 °C, 0,5 M KNO3): ¢ [70]
(20 °C, 0,1 M NaClOy); ¢ [65] (25 °C, 1,0 M NaClOa); F [58] (25 °C, 0,15 M NaCl); ¢ [66] (25
°C, 1,0 M NaClOs); " [71] (20 °C, 0,1 M KNOs); ' UV-lathaté spektrofotometridsan
meghatéarozva, ! [67] (25 °C, 0,1 M KNO).

Ahogyan arra az Osszbazicitds értékekbdl szamitani lehetett, a PhDTA komplexek
stabilitasi allanddi nagysagrendekkel kisebbek, mint a CDTA komplexeké. A Mg?*, a Ca®* és
a Mn?* esetében ez minddssze harom-négy nagysagrend, viszont a Zn?*- és Cu?*-ionoknal
mért allandok kodzotti kiillénbség mar tobb mint hat nagysagrendnyi. Ennek egyik lehetséges

oka az lehet, hogy a transz-CDTA ligandum flexibilisebb szerkezete miatt nagyobb

21




Péta Kristof: A [Mn(PhDTA)]?-komplex egyensulyi, kinetikai és relaxacids tulajdonsdgainak vizsgalata

termodinamikai stabilitasi komplexet képez a biogén fémionokkal mint a feniléncsoportot

tartalmaz6 PhDTA. A képz6dé fémkomplexek pontos szerkezetérdl rontgendiffrakcios

mérésekkel bizonyosodhatnank meg.

Ugyanakkor, ha az egyensulyi vizsgalatok eredményeit felhasznalva modellszamitast
végziink és elkészitjik a [Mn(PhDTA)]?*- és a [Mn(CDTA)]?-komplex eloszlasi diagramjait
(1. &bra) azokbdl megéllapithatd, hogy a komplexképzédés mind a két esetben pH = 1,5 korl

kezdddik és pH = 5 koriil fejez6dik be, ami azt jelenti, hogy latszélagos stabilitdsuk kozel

azonos (ezt az egyensulyi allandok segitségével 10 uM ligandum és 1 pM Mn?

koncentréciok segitségével pH = 7,4-nél szdmolt pMn értékei is alatdmasztjak).

1,0

0,8

0,6

moltort

0,4

0,2

0,0

1,0

0,8

0,6

moltort

0,4

0,2

0,0

[Mn(CDTA)]*
[MNn(HCDTA)J
[Mn(H,CDTA)]
2 3 4 5 6 7 8
pH
[Mn(PhDTA)*
[Mn(HPhDTA)T
[Mn(H,PhDTA)I
2 3 4 5 6 7 8

pH

1. abra A [Mn(PhDTA)]?- és a [Mn(CDTA)]?>-komplexek eloszlasi diagramja. Mindkét

eloszlési diagram esetén: [L] = 1 mM, [Mn*] _ =1 mM

]tOt
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A Mg?*-, Ca?*-, Mn?*-, Zn?*- és a Cu?®'-ionok egyensulyi rendszereinél sikeriilt ML,
egyszer (MHL) és kétszer protonalt komplex (MH:L) képzédését kimutatni. A Mn?*-, Zn?*-
és Cu?*-ionokkal végzett vizsgalatok soran 2:1 fém-ligandum aranynal is végeztiink
titralasokat, hogy informaciét nyerjiik a kétmagva komplexek kialakuldsanak lehetdségérol. A
Zn?*- és a Cu?*-ionok Kkis stabilitasti kétmagvi komplexeket is képeznek a PhDTA
ligandummal, valamint minden esetben sikerilt a protonalt komplexek jelenlétét is igazolni.

A [Cu(PhDTA)]*-komplex stabilitasi allandojanak meghatarozasat nem tudtuk
minddssze a pH-potenciometras méres adatainak felhasznalasaval elvegezni, mert amint az a
2. abran is lathaté a Cu®*-ion pH = 1 esetében mar 85%-ban komplexben talalhato. Ezért
nagyobb savkoncentracioknal spektrofotometrias modszerrel, a [Cu(PhDTA)]>-komplex
protonalddasi allanddit felhasznalva hataroztuk meg Cu®*-komplex stabilitasi allandojat. A

mért abszorpcios spektrumok a 3. abran lathatoak.

1,0 4
[Cu(PhDTA)]>
Cu®

0,8 [Cu(H,PhDTA)]
~— 0,6 7]
z
o
g 04 A

[CUu(HPhDTA)]
0,2 A
0,0 i —— . : .
-1,0 1,0 3,0 50 7,0

pH

2. dbra A [Cu(PhDTA)]*-komplex eloszlasdiagramja
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04 -

pH : 4,916 — 1,507

0,3

0,2

abszorbancia

0,1

500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

3. bra A [Cu(PhDTA)]?-komplex abszorpciés spektrumai kiilonbozé pH értékeken.
([PhDTA] = [Cu?] = 4-10° M))

A [Mn(PhDTA)]*-komplex relaxivitasanak pH-fliggését is megvizsgaltuk részben azért,
hogy informaciot nyerjiink a komplex relaxivitas értékérdl (r,), részben a pH-potenciometrias
méréseinek alapjan felallitott egyensulyi modellt kivantuk alatdmasztani.

Amint az a 4. abran is lathato a [Mn(PhDTA)]>-komplex eloszlasi diagramjan, az
egyszer protonalt komplex képzédése nem okoz jelentds valtozast (0,1 — 0,2 mMIs?) a
mérhetd relaxivitdsban, ugyanakkor a masodik protondlodasi folyamattal parhuzamosan
megindul a komplex disszociacioja is, ami a szabad Mn?*-ion megjelenésének kdszénhetden a
relaxivitas jelentds novekedését okozza.

A mért relaxivitds értékek pH = 8 felett csokkenni kezdenek, ami annak a
kdvetkezmenye, hogy a lugos tartomanyban vegyeshidroxo-komplex képzédik, ami az eredeti
komplex disszociaciéhoz és a mangan oxidacidjahoz vezet. A vegyeshidroxo-komplex
osszetételét nem vizsgaltuk, mivel az alkalmazott vizsgalati koriilmények mellett a Mn?*-ion a

levegd oxigénjének hatasara oxidalodik.
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1,0 - ] B
[Mn(PhDTA)J> 8,0
0,8 7] B 7’0
- B 6,0 In
. 06 - [Mn(HPhDTA)] =
1= 5
= - 5,0 ZH
E 04 - %
. - 4,0
"t R Es o mg
0.2 1 “m w3
[Mn(H,PhDTA)] ’
0,0 A : . . . 2,0
1,0 3,0 5,0 7.0 9,0 11,0

pH

4. dbra A [Mn(PhDTA)]* -komplex eloszlasdiagramja (CMn(PhDTA)J> = 1 MM), valamint

relaxivitasanak valtozasa a pH-figgvenyében (25 °C, 0,15 M NaCl, 20 MHz)

A [Mn(PhDTA)]*-komplex relaxivitas értéke ri = 3,6 mM*s? (pH = 5 — 8), ami
megegyezik a [Mn(CDTA)]*-komplex esetében mért értékkel.[>® Tehat a varakozésoknak
megfelelden a ciklohexan-gylirli cseréje fenilén-gylirlire nem befolyasolja a képz6dd komplex

relaxivitasat.
V.2. Kinetikai mérések

A Mn?-ion biogén fémion mivoltabdl kifolydlag, toxicitasa kisebb a Gd*'-ion
toxicitasanal, ami elvileg megengedné a Mn?*-komplexek Kkisebb Kkinetikai inertségét,
ugyanakkor az élé szervezet szamara nagyobb mennyiségben a Mn** is karos, és az
Alzheimer koérhoz hasonld tiineteket okoz.['? Ezért a kutatasok célja olyan Mn?*-alapl
kontrasztanyagok el6éallitasa, amelyek nem disszocialnak in vivo, tehat nem terhelik a betegek
szervezetét. Hogy informaciot nyerjink a [Mn(PhDTA)]?-komplex inertségérdl vizsgaltuk a
Cu?*-ionok jelenlétében lejatszodo cserereakciok sebességét.

A kinetikai vizsgalatokat 3,6 - 5,2 pH-tartomanyban végeztik Cu?* kicserélé fémion
alkalmazasaval. A kicserélddési reakciok elegendden lassuak voltak az adott pH-
tartomanyban ahhoz, hogy a méréseket hagyomanyos spektrofotometrias maodszerrel

kovessuk.
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A [Mn(PhDTA)]>-komplex kicserélédési reakciodja a (15) egyenlettel irhato le.

[Mn(PhDTA)]? + Cu?* == [Cu(PhDTA)]> + Mn?* (15)

A fémcsere reakcio soran pszeudo-elsérendii feltételeket biztositottunk a kicserélé Cu?*-
ion koncentraciojanak beéllitdsaval, amely 10, 20, 30 és 40-szerese volt a komplex
koncentracidjanak. A reakciok soran az allandé pH-t nem koordindlédé N-metil piperazin
pufferoldat segitségével biztositottuk. A kapott id6-abszorbancia gorbéket illesztve a (13)
egyenletre kiszdmitottuk az egyes reakcioutakra jellemz6é pszeudo-elsérendi Sebességi
egyutthatdkat (Kobs).

A kapott pszeudo-elsérendii sebességi egyiitthatok a H*-ion koncentracidjatol valo

fliggését az 5. dbra mutatja.

o

o

o1
1

o

o

S
1

k
o
o
N
1

0,01

0,00 . T . .
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04

[HT (M)

5. abra A [Mn(PhDTA)]?-komplex disszociaciojanak kobs értékei a H*-koncentracio
fuggvényeében. A vonalak a kobs értékek illesztéset jeldlik (25 °C, 0,15 M NaCl)

Ahogy az 5. abran egyértelmtien lathato, a reakcio sebessége enyhe négyzetes filiggést
mutat a névekvo protonkoncentracidval, illetve amint az a szamitadsok soran kideriilt a fémion
szerepe nem elhanyagolhatd, a keétmagvi koztiterméken keresztul is megvalosulhat a

disszociacio.
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fuggveényében. (25 °C, 0,15 M NaCl)

A kapott sebességi egydtthatok értéke minden esetben novekszik a H*-ion

= sz

.....

Ugyanakkor, mig a savasabb régiokban a Cu?*-ion koncentréacidjanak novekedése a reakcio
lassulasahoz vezet, addig kisebb H*-ion koncentraciok esetén a Cu?* névekvd koncentracioja
gyorsitja a disszociaciot. Ennek a viselkedésnek az lehet a magyarazata, hogy a két reakciout
(a savkatalizalt, ill a fémion kozvetlen tamadasaval lejatsz6dd disszociacid) verseng
egymassal. Ahogy az a 6. abran lathatd, a pH = 3,6 és 4,0-es értékek esetében a fémion
koncentracié ndvekedeése a reakciosebesség enyhe csokkeneset, mig pH = 4,6-0s érték folott
enyhe novekedését okozza (a pH = 4,8 és 5,0 értékhez tartozé pontokat nem abrazoltuk a jobb
lathatdsag erdekében). A mérési pontok csokkend vagy novekvd tendenciajat szaggatott

segédvonalak szerepeltetésével tettilk szemléletesebbé.
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.....

elsd egyenlet a spontdn disszocidciora vonatkozo (k,), a masodik pedig a protonkatalizalt
disszociacios reakcioutakat mutatja (k,, kHH), ahol a folyamat a protonalt koztitermeken

keresztiil jatszodik le. A harmadik reakciout a kicseréld fémion tamadasaval lejatsz6do

reakciora vonatkozik (k.,), mely soran egy kétmagvu koztitermék alakul ki, amelyben a

donoratomok egyenként attevédnek a tamad6d fémionra. A negyedik és egyben utolso

lehetéség soran a protonalt komplexen kovetkezik be a kicseréld Cu?*-ion tdmadasa (kCUH).

Az abran lathato K, ., Ky €8 Kync, @ Protonalt és kétmagvu koztitermék komplexek
stabilitasi allandoi.
K k
MnLC Cu
Mn(L) ——= Mn(L)Cu Mn?* + Cu(L)
ko
Kitore
H
2+ kH kCu
Mn** + H L Mn(HL) Mn2* + Cu(L) + H*
kﬁ Ktnror

Mn(H,L)

------

/////

figyelembe véve felirhatunk egy Aaltalanos egyenletet (16) a cserereakciok lejatszddasara,

melyre illesztettilk a mérésekbdl kapott Kons ertékeket.

_ Ko +Ky[HT+K,[H']" +ky[Cu™ ] +K,[Cu™][H"]
e 1+ KMnHL[H+] + |<Mr1HL|<MnH2L[H+]2 + KMnLCu [CU2+]

(16)

ahol Ko =[Mn(HL)I/([Mn(L)I[H"D), Kkt =[Mn(HzL)/(IMn(HL)I[H™),
KmnLco=[Mn(L)Cu]/(IMn(L)I[Cu?]), ka=Kn-KmnHr, Ko=Kn™-KmnHL-Kmnmzr, Ks=Kc,-Kmnicu €s
ka=kcu™ KmnHL.

Az illesztés soran azt tapasztaltuk, hogy a két proton-katalizalt reakciout mellett, a

fémion tadmadésdnak, vagyis a kétmagvi komplex képzOdésének is van szerepe a
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disszocidciéban. A tobbi allandé vagy negativ értéket adott az illesztés soran, vagy
Osszemérhetd volt sajat hibajaval. A fentebb felsorolt reakcidutakat figyelembe véve a
disszociacios reakcid pszeudo-elsérendli sebességi egyiitthatdja a kovetkezOképpen adhatd

meg:

_KHT+ K [H T + K, [Cu™]

k
o 1+ Ky [CU™']

17)

Az egyenletben szerepld sebességi egyiitthatok ¢és stabilitdsi allandd értékét a 3.
tablazatban, a [Mn(CDTA)]*-komplexre szamitott adatokkal hasonlitottuk Gssze. Az adatok
azt mutatjak, hogy a CDTA komplexe esetében a donoratomok athelyezddése a Mn?*-ionrél a
Cu?*-ionra lasst folyamat és a kialakulé kétmagvu koztitermék egy tigynevezett ,,dead-end”
komplex, mely lassitja a kicserélddési reakciot azaltal, hogy csokkenti a protonkatalizalt Gton
lejatszodd reakcidt. A ,,dead-end” komplex stabilitasi allanddja tobb mint haromszorosa a
[Mn(PhDTA)]?-komplex esetében tapasztalt értéknek. Ezzel szemben a PhDTA ligandumnal
a kétmagvu koztitermék kisebb H*-ion koncentraciok esetén gyorsitja a komplex
sebességi egyiitthato értékét. Ennek oka, hogy mig 4,6-os pH felett a kétmagvu koztiterméken
at lejatszo6dd disszociacio hozzajarulasa pozitiv a teljes folyamathoz, addig 4,3-as pH érték
alatt mar ez az alternativ Gtvonal verseng a protonkatalizalt uttal, igy 6sszessegében csokkenti

a pszeudo-elsérendii reakcio sebességi egyiitthatojat.

3. tablazat A [Mn(PhDTA)]*-komplex disszociaciojat jellemzé sebességi egyiitthatok és
stabilitasi allanddk (0,15 M NacCl, 25 °C)

[Mn(PhDTA)]> | [Mn(CDTA)]*®

k, (M's™) 201+ 4 400

k, M%) | (32+03)-10° -

ks (M's™) 0,20 £ 0,01 -

KMnLCu 254+ 3,6 79
2[58] (25 °C, 0,15 M NaCl).
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A 3. tablazatban szereplé, [Mn(CDTA)]*-komplexre vonatkozé eredmények alapjan
lathatd, hogy a [Mn(PhDTA)]*-komplex esetében a protonkatalizalt Gton lefolyd
disszociacids reakcid sebességi egyiitthatdja mindossze fele a [Mn(CDTA)]*-komplex
esetében tapasztalt értéknek, ami biztaté a komplex alkalmazhatosagat tekintve.

A kapott sebességi egyutthatokat felhasznalva kiszamitottuk a komplexek 7,4-es pH-ra
és 25 °C-ra vonatkozo felezési idejét (tu2 = 23,3 6ra). Az irodalmi bevezetében mar emlitett, a
kontrasztanyagokra vonatkozé kilrllés felezési idejével (1,6 6ra) szdmolva a szervezetbe
injektalt [Mn(PhDTA)]>-komplex koriilbelill 6%-a disszocialna a teljes kiliriilési idot
figyelembe véve. Bar nem vizsgaltuk, de ez az érték 37 °C-on mindenképpen nagyobb lesz
(az altalunk meghatarozott 6%-nak a 2 - 3-szorosa). Ezen adatok figyelembevételével a
vizsgalt [Mn(PhDTA)]%-komplex in vivo vizsgilatokra alkalmasnak tiinik, bar inertségének
tovabbi novelésével — relaxdciés paramétereinek szinten tartasa mellett — még

biztonsagosabba tehetd.
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VI. Kisérleti rész

A mérésekhez és vizsgalatokhoz hasznalt alkali-, alkaliféldfém- és atmenetifém-klorid
torzsoldatok, analitikai tisztasdgl sokbdl (Sigma) késziltek, kétszeresen desztillalt vizben
valo oldassal. A kinetikai vizsgalatok soran hasznalt puffer (N-metil piperazin, NMP) szintén
analitikai tisztasagl vegyszerbol késziilt.

A relaxometrias és a fotometrias vizsgalatok soran hasznalt mintak pH értékeit Metrohm
827 pH Lab pH-méré és Metrohm 6.0234.100 kombindlt Uvegelektrod alkalmazésaval
mértiik. A pH mérd kétpontos kalibracioja soran NazHPO4 + KH2PO4 (pH = 6,865), valamint
KH-ftalat puffert (pH = 4,002) hasznaltunk. A mintak pH-értékeit HCI gazzal és szilard
NaOH-dal allitottuk be.

VI1.1. Egyensulyi vizsgalatok

A pH-potenciometrias  vizsgalatok soran, Metrohm 6.0234.100 kombinalt
uvegelektrddot és Metrohm 785 DMP Titrino automata titratort hasznaltunk. A titralasokat 6
cm?® oldattérfogatban, allandé keverés és termosztalas mellett (25 + 0,2 °C), valamint 0,15 M
NaCl ioner6sség mellett, 0,2 M NaOH-oldattal végeztiik. A ltgoldatok koncentréacidjat ismert
koncentracioju KH-ftalat pufferoldat titralasaval hataroztuk meg. A mérések soran és azt
megelézéen a karbonatosodas elkeriilése miatt N2-gaz buborékoltattunk at a rendszeren. A
pH-mérék kétpontos kalibraciojahoz KH-ftalat puffer 0,05 M oldatat (pH = 4,002), valamint
borax puffer CO.-tdl elzart, Nr-atmoszféra alatt tartott, 0,01 M oldatdt (pH = 9,177)
hasznéltuk.

Az allando ionerdsségre beallitott mintdk oldata és a kombinalt iivegelektrod kalium-
klorid oldata kozott diffuzios potencialkiilonbség 1ép fel, ami nem egyezik meg a pH mérd
kalibraciojahoz  felhasznalt pufferoldatok és a kombinalt Uvegelektrod kozotti
potencialkiilonbséggel. Az ebbdl fakado eltérésbdl szarmazo hibat az Irving és munkatarsai
altal kidolgozott modszerrel hataroztuk meg, amely alapjan egy 0,01 M HCl-oldatot 0,15 M
NaCl ionerdsség mellett lagoldattal titrdlva, meghatdroztuk a mért és a szamitott pH
kiilonbségét.”®! Vizsgalataink soran ezt az érétket hasznaltuk fel a H*-ion koncentraciojanak a

leolvasott pH értékekbdl torténd kiszamitasara.

SR VO

crer
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0,15 M NaCl ioner6sség mellett 0,2 M NaOH-oldattal titraltuk pH 1,8 - 12,0 tartomanyban. A
log Ki értékeket 170 V(cm?®)-pH adatpar felhasznalasaval szamitottuk.

pH-potenciometrids titrdlasok adatibol szamoltuk ki. A mérések sordn 2 mM-0s
koncentracigju, 1:1 és 1:2 ligandum-fém aranyu oldatok titraltunk 1,8 - 12,0 pH tartomanyban
(a fémfelesleg alkalmazasakor a titralast a fémionok hidrolizise miatt levald csapadék
meghatarozasa 150-200 V(cm?®)-pH adatpar felhasznalasaval tortént.

A [Cu(PhDTA)]*-komplex stabilitasi allanddjat tizenketté kiilonbozé savkoncentracio
([H] = 0,01; 0,02; 0,03, 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 1,50; 3,00 M) és hét
hullamhossz (800, 775, 750, 725, 700, 675, 650 nm) felhasznéalasaval szamitottuk ki. A
[Cu(PhDTA)]?-komplex koncentrécidja 4 mM-os volt.

VI1.2. Kinetikai vizsgélatok

A [Mn(PhDTA)]*-komplex disszociacios reakcidjat Cu?* kicserélé fémion segitségével,
spektrofotometrias modszerrel vizsgaltuk (25 °C, 300 nm). Az alkalmazott pH tartomany 3,6 -
5,2 volt. A mérésekhez Cary 100 Bio tipusu spektrofotométert hasznaltunk (1 cm-es félmikro
kvarc kivettak segitségével). A mintdkat minden esetben 40 mM-os NMP puffer segitségével
puffereltik. A [Mn(PhDTA)]?-komplex koncentraciéja a cserereakciok soran 2:10* M-0s
volt, amihez a Cu?*-ion 10-40-szeres feleslegét alkalmaztuk, hogy igy biztositsuk a pszeudo-
elsOrendi feltételeket. Az Gsszes kinetikai reakcio soran a komplex oldata volt pufferelve, mig

a kicserélé Cu?*-ion oldatdban csak az ionerésséget allitottuk be.

VI.3. Relaxometrias vizsgalatok

A [Mn(PhDTA)]*-komplex relaxivitas értékeinek pH fliggését a 20 MHz-en miikddé
Bruker Minispect MQ20 relaxométerrel vizsgaltuk, inverzié atviteli kisérlettel (inversion
recovery 180°-7-90°), nyolc kiilonb6z6 t értéket alkalmazva. A mintdkat 25 °C-on
termosztaltuk, illetve a mérést is ezen a homérsékleten végeztilk el. A vizsgalat soran a
[Mn(PhDTA)]?>-komplex koncentracidja 1 mM-os volt (0,15 M NaCl jelenlétében), mig a
pH-t 1,6 — 10,6 tartomanyban valtoztattuk.
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VII. Osszefoglalas

Munkam soran egy aromas aminbdl szarmaztatott komplexképzé ligandum, a PhDTA
protonalodasi, illetve néhany biogén fémionnal (Ca*, Mg, Zn?*, Cu?, Mn?") képzett
lathatd spektrofotometrias modszerekkel. A kapott protonadlddasi  allandé  értekeket
osszehasonlitva a rokon CDTA liganduméival azt talaltuk, hogy azok kisebbek, ami a fenilén
csoport elektronszivo hatésanak tulajdonithato.
csokkenését is. A kisebb dsszbazicitas nagysagrendekkel kisebb stabilitasi allanddkat eredményez
a vizsgalt fémkomplexek esetében, ugyanakkor a [Mn(PhDTA)]?*- és a [Mn(CDTA)J?*-
komplexek megegyezé pH-tartomanyban képzddnek, tehat latszolagos stabilitasuk is kozel
azonos. A [Cu(PhDTA)]*- termodinamikai paramétereit nem tudtuk pH-potenciometrias
madszerrel meghatarozni, mivel stabilitasi allanddja olyan nagy, hogy a komplexképzédés kivil
esik a pH-metria mérési tartomanyan (pH = 1 értéken a Cu*-ion mar 85%-ban komplexalt
formaban van). Ebben az esetben a stabilitdsi allandé6 meghatarozasat spektrofotometrids
madszerrel végeztilk el.

A [Mn(PhDTA)]*-komplex pH-potenciometrids modszerrel meghatarozott egyensulyi
modelljének alatamasztasara és relaxivitdsnak meghatarozasara mértilk a komplex relaxivitasanak
véltozasat a pH-fiiggvényében. Vizsgalatunk eredményeként a [Mn(PhDTA)]?-komplex
relaxivitasa azonosnak adodott [Mn(CDTA)]*-komplexre kordbban meghatarozott értékkel (r1 =
36 mMIst), és annak a pH-fiiggvényében torténd valtozdsa alatdmasztotta egyenslyi
modelliinket.

A Kinetikai vizsgalatok alapjan a [Mn(PhDTA)]>-komplex a kordbban vizsgalt
[Mn(CDTA)]*-komplexhez hasonléan megfeleld Kinetikai inertséggel bir ahhoz, hogy
orvosdiagnosztikai célokra alkalmazhato legyen anélkiil, hogy a komplex teljes disszociaciojaval
szamolnunk kelljen. Az altalunk vizsgalt komplex fizioldgias pH-n (pH = 7,4) és 25 °C-on 23,3
oras felezési idével rendelkezik, mely alapjan —a 1,6 6rés kiurllés felezési idejének hétszeresével
szamolva - az injektalt mennyiség csupan 6%-a disszocialna a szervezeten belll (nem szabad
elfelejteniink, hogy 37 °C-on a felezési id6 csokkeni fog).

A termodinamikai, relaxacios és kinetikai paramétereit tekintve a [Mn(PhDTA)]?-komplex
egy jelentds elérelépés a klinikai gyakorlatban is alkalmazhatd Mn?*-alapti MRI kontrasztanyagok

felé, de a ligandumok szerkezetét illetéen még tovabbi fejlesztésekre van szikség.
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VIII. Summary

During the present work the stability and protonation constants of the PhDTA ligand (an
aromatic amine derived chelating agent) and of its complexes formed with biogenic metal
ions (Ca%*, Mg?*, Zn?*, Cu?*, Mn?*) have been determined with the use of pH-potentiometric
and UV-visible spectrophotometric methods. The acquired values were found to be lower
compared to the corresponding CDTA complexes. This might be ascribed to the electron
withdrawing effect of the ortho-phenylene group.

The decrease of protonation constants of the PhDTA ligand compared to the CDTA
ligand, means a decrease in its total basicity. The lower total basicity leads to lower stability
constants in the matter of the examined metal complexes. On the contrary we assume the
conditional stability of the [Mn(PhDTA)]*-and the [Mn(CDTA)]>-complexes approximately
the same, they are both 100% formed by pH 5. The stability constant of the [Cu(PhDTA)]?*-
complex could not be determined with the use of pH-potentiometry, because the Cu?* ion
fully complexed already below pH = 1.2 .Hence the stability constant of the given complex
was determined by using UV-vis spectrophotometry by following the absorption of the
diprotonated complexes as a function of acid (acid concentration rage of 0,01 — 3,00 M was
used for this purpose).

To define its relaxivity and to confirm the equilibrium model of the [Mn(PhDTA)]*-
complex determined with the use of pH-potentiometry the pH dependence of the its relaxivity
was studied. As a result of the study, we found the relaxivity to be the same as the earlier
determined value for [Mn(CDTA)]?>-complex (r1 = 3.6 mMs™), and its change confirmed the
equilibrium model used for the fitting of the titration data.

The results of the metal exchange kinetic studies revealed that the [Mn(PhDTA)]*-
complex has slightly higher inertness than the [Mn(CDTA)]%. At physiologic pH and 25 °C
the complex possesses a half life of 23.3 hours, on this basis only 6% of the injected amount
will dissociate in the body (considering seven times the 1.6 hour depletion). It has to be
emphasized however that at 37 °C the extent of the dissociation will be somewhat higher,

which defines the need for further ligand design, synthesis for Mn?* ion complexation.
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