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1. Bevezetés és célkitiizés

A modern képalkotdé technologidk fejlédésével az orvosi diagnosztika és terdpia is
folyamatosan valtozik. Az orvosi képalkotas egyik nagy eldénye, hogy betekintést nyerhetiink
az emberi szervezetbe sebészeti beavatkozas nélkiil.

A nem invaziv technikdk alkalmazasdban nagy elOrelépést jelentett a magneses
rezonancias képalkotas (MRI) megjelenése.! Ezt a mddszert az 1980-as évektd] alkalmazzak és
elterjedése annak tulajdonithat6é, hogy nagy a felbont6 képessége, igy lehetdségiink van
pontosabb diagnosztikai korképek felallitasara és az €16 szervezetekben lejatsz6do biologiai
folyamatok vizsgalatira. A magneses rezonancids képalkotds soran er0s magneses térbe
helyezik a beteget, aminek hatasdra a testében 1évé vizmolekuldk (hidrogén protonok),
gerjesztodése és relaxacioja eredményezi a kapott jelet. Az MRI-kép kialakulasanak alapja az,
hogy az egészséges €s a koros szovetek viztartalma ¢€s ezaltal a mérhetd relaxacios ido is
kiilonb6z0.

A kontrasztossag novelhetd ¢és a vizsgalat ideje lerdvidithetd kontrasztanyagok
alkalmazasaval, mivel lecsokkentik a protonok relaxacids idejét. Kontrasztanyagként a
paramagneses fémionok alkalmazhatdéak, de csak kelatképzé ligandumokkal alkotott
komplexeik formdjadban, mivel 6Gnmagukban toxikusak. Ilyen paramagneses fémionok példaul
a Gd(III)-, Mn(Il)- és Fe(Ill)-ionok. Az orvos diagnosztikai gyakorlatban jelenleg foként a
Gd(III)-komplexeit alkalmazzak.?

A kontrasztanyagok kiilonb6zd reakciokban vehetnek részt a szervezetbe vald bejutést
kovetden, melyek soran a fémion felszabadulhat a komplexbél és kifejtheti toxikus hatésat.>
A Gd(III)-tartalmt kontrasztanyagok egyértelmiien kapcsolatba hozhatok példaul, a csokkent
vesefunkcioval rendelkezd betegek esetében fellépd betegséggel, a nefrogén szisztémas
fibrozissal (NSF).*

Az NSF megjelenésének hatasara megnétt az igény a biztonsagosabb, biokompatibilis
kontrasztanyagok fejlesztése irant. Erre a célra megfeleldek lehetnek a Mn(II)-, illetve a Fe(III)-
ionok komplexei.

A Mn(Il)-ion endogén fémion, bar toxicitasa a Gd(Ill)-ionéval 6sszevethetd (0,1-0,3
mmol/kg) mégis nagyobb biztonsaggal alkalmazhat6, hiszen a szervezet rendelkezik a
kitiritéséhez sziikséges mechanizmusokkal. Mivel nagyobb doézisban alkalmazva sem

halmozodik fel a szervezetben biztonsagosabban hasznalhato.
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Az ) MRI kontrasztanyagok tervezésekor fontos figyelembe venni tehat a kdvetkezd
tulajdonsagokat: termodinamikai, illetve kinetikai stabilitas, fémion szelektivitas, kis toxicitas,
szervspecifikussag, illetve a kedvezd relaxécios tulajdonsagok.

Mivel a Mn(Il)-komplexek termodinamikai stabilitdsa messze alulmulja az endogén
atmenetifém ionokkal (Cu(Il); Zn(Il); Fe(Il) és Fe(Ill)) kialakulo kelatok stabilitasat, ezért
egyértelmiien a képz6dé komplexek inertségére kell fektetni a hangsulyt.

Kutatocsoportom mar régota foglalkozik olyan ligandumok eléallitdsaval, melyek kelld
stabilitasi Mn(II)-komplexeket képeznek. A csoportunk altal korabban vizsgalt O-piklén
(oxatriaza-biciklopentadeka-trién) alapvazat tartalmazdé szarmazékok mangan komplexei
biztatd eredményeket mutattak a hasonld szerkezetli makrociklusok komplexéhez képest.

Mivel a Mn(Il)-komplexek kinetikai inertsége novelheté merev szerkezetli ligandumok
alkalmazaséval, a kutatomunkdm célja volt egy 1j, malonat karral modositott, kelléen merev
O-piklén szarmazék eldallitasa, valamint Mn(II)-komplexének koordindcios kémiai vizsgalata

(1. abra).
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1. abra Az eloallitott OPMMA ligandum szerkezete
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Fémkomplexek az orvosdiagnosztikaban

Az orvostudomany évtizedek ota hasznal fémionokat tartalmazé készitményeket.?
Azonban a tudomany és a technoldgia fejlédésével szamos nem invaziv képalkoto eljarast is
kifejlesztettek, amelyekkel konnyen juthatunk anatoémiai informaciokhoz az €16 szervezetrdl.
Ilyenek példaul az ultrahang (UH), a komputertomografia (CT), a magneses rezonancias
képalkotas (MRI), az optikai képalkotas (OI), a pozitron emisszids tomografia (PET) és az
egyfoton-emisszids komputertomografia (SPECT).

Egyes képalkoto eljarasokhoz nem sziikséges diagnosztikai készitmények alkalmazasa,
de a gyakorlatban kontrasztanyagok alkalmazasaval a képek mindsége jelentds mértékben
javithatd, igy biztositva az egészséges €s beteg szovetek megkiilonbdztethetdségét. A radioaktiv
sugarzason alapuld eljarasoknal viszont elengedhetetlen a radioizotopot tartalmazo
készitmények alkalmazéasa. Az orvosi képalkotasban alkalmazott vegyiiletekben a fémionokat
rendszerint szerves ligandumok kotik meg, ezek pedig gyakran bifunkcidosak (megkotik a
fémiont, valamint targetalhatok).’

Az MRI napjaink legnagyobb teljesitoképességii, nem invaziv diagnosztikai eljarasa.
Az eljaréast Lauterbur és munkatarsai fejlesztették ki, lehetévé téve kétdimenzios kép készitését
a szovetekrdl magneses tér gradiens alkalmazasaval.! Vizsgalataik sordn felfedezték, hogy a
szovetek megkiilonboztethetdsége novelhetd paramagneses anyagok alkalmazasaval, a benniik
1év6 vizprotonok eltérd relaxacios tulajdonsagai miatt.? Napjainkban az MRI eljarasok sordn
fokeént Gd(III)-komplexeket alkalmaznak, a viladgon csak kilenc ilyen anyag van forgalomban

(2. abra).
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Az egyetlen nem Gd**-iont tartalmazé kontrasztanyag, ami forgalomba keriilt az a
[Mn(DPDP)]*, amit a maj MRI vizsgalatanal alkalmaztak.

Mig a Gd(III)-komplexek alkalmazhatosaga a nagy termodinamikai stabilitdsukban és az
inertségiikben rejlik, ezzel szemben a [Mn(DPDP)]* kinetikai inertsége alacsony, ezaltal
kénnyebben disszociél és az igy felszabaduld Mn?*-ion eredményezi a kontraszt ndvekedését.
Az ¢l6 szervezetek rendelkeznek a mangan eltavolitdsdhoz sziikséges mechanizmusokkal, de a
nagyobb koncentraciok alkalmazasa szintén toxikus lehet (Parkinson-koérhoz hasonlé tiineteket
okoz).

A kontrasztanyagoknak szigoru kovetelményeknek kell eleget tenniiik, ilyen a jo
vizoldhatdséag, a nagy kinetikai inertség, a nagy termodinamikai stabilitds, a minimalis dozis
melletti maximalis kontrasztnovelés, kis ozmotikus koncentracié ¢€s toxicitds, fontos még a
relaxivitds (71) is, ami a paramagneses anyag 1 mM-os oldata altal eredményezett relaxacios
sebesség (1/T1) ndvekedése a diamagneses kdzegben mérthez képest.’

A kontrasztanyagok fejlesztésének legujabb iranyvonala szervspecifikus, illetve az
ugynevezett intelligens kontrasztanyagok kutatdsa. A szervspecifikus kontrasztanyagok
alkalmazasa jelentdsen csOkkentené a vizsgalat soran bevitt dozist, mivel a jelenleg alkalmazott
kontrasztanyagokkal szemben ezen komplexek adott tipust szovetben vagy egy adott szervben
dusulnak. Az intelligens kontrasztanyagok pedig betekintést nyujthatnak a szdvetek
hémérsékletének,®® az oxigén parcidlis nyomaésanak,' a benniik 1év6 enzimek aktivitasanak,'!
a pH-janak,'> az egyes fémionok (pl.: Cu(ll), Zn(Il), Ca(ll), Fe(Ill)),'*'* valamint a

Fontos kutatési és fejlesztési iranyzat még a bevezetésben mar emlitett NSF és hasonlo
betegségek kikiiszobolésének érdekében eldallitott biokompatibilis kontrasztanyagok, amelyek
olyan fémionokat tartalmaznak, amik nem fejtenek ki karos hatast a szervezetre, alapbodl is jelen
vannak az €l6 szervezetben, vagy a szervezet mar rendelkezik a fémion eltavolitasahoz

sziikséges mechanizmusokkal.
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2.2. A mangan koordinaciés kémiaja

A mangan a harmadik leggyakoribb atmenetifém, egyetlen természetes izotopja létezik.
Vegyilileteiben +2-t6l +7-ig terjedd oxidacidés szammal van jelen €s ezek altalaban szinesek.
A legstabilabb oxidécids allapota a +2-es.

A mangan egy endogén fémion, esszencialis nyomelem. Mn(Il) forméban 10-20 mg-os
mennyiségben megtalalhatd a felndtt emberi szervezetben, ahol a lejatszodd bioldgiai
folyamatok kofaktora. A szervezetiinkben nem egyenletes az eloszlasa, nagysagrendekkel tobb
van jelen a kozponti idegrendszerben. Legfontosabb bioldgiai funkcidja a fotoszintézisben
jatszott szerepe.

A Mn(Il)-ion nem koordinadl6 ligandumokkal alkotott soinak tdmény vizes oldata, a
megjelend [Mn(H20)s]*" aquakomplex miatt halvanyrézsaszin szinti. A [Mn(H20)s]** egyike a
nagy spinszamu oktaéderes Mn(Il)-komplexeknek, amelyek magneses momentuma
gyakorlatilag megegyezik a csak-spin értékkel (5,92 BM), a nagy spinszami d°
elektronkonfiguracidval rendelkezik és d-d elektronatmenetei tiltottak. A hard-soft sav-bazis
elmélet alapjan a Mn(II) a hard karakter(i fémionok koz¢ tartozik, azaz kis méretii, nagy toltésti
¢s kis polarizalhatésagu. Lewis-sav karakterli, ezért nagy affinitast mutat az (ugyancsak hard)
oxigénatom felé, valamint képes nitrogén donoratomot tartalmazé ligandumokkal is stabil
komplexet kialakitani.

A Mn(II)-komplexek kisebb termodinamikai stabilitdsuak, mint a 3d atmenetifémek
komplexei, mivel a nagy spinszami Mn(Il)-ion esetében a kristalytér stabilizacids energia

értéke zérus, tovabba kinetikai inertségiik is kicsi.'®
2.3. MRI kontrasztanyagok napjainkban

Ahogy mar emlitettem, a gyakorlatban jelenleg csak Gd(IIl)-komplexeket alkalmaznak
MRI kontrasztanyagként. Elmondhatd, hogy a Gd(IlI)-komplexek kinetikai sajatsagai
elsésorban a koordinald ligandum tulajdonsagaitol fliggenek.

Altaldnosan a makrociklusos kelatok (mint példaul a Gd(DOTA), valamint
Gd(HP-DO3A)) stabilitisa nagyobb, mint a nyiltlonctiaké (példaul a Gd(DTPA)*, illetve
Gd(DTPA-BMA)). Ez azzal is magyarazhatd, hogy altalanosan a lantanoiddk komplexképzd
hajlama kicsi, igy stabilis komplexeket csak tobbfogu ligandumokkal képeznek.

A komplexek képzddési idejlikben is kiilonboznek. Mig a nyiltlancu, tobbfunkcids

7 a makrociklusos

ligandumok esetében pillanatszertinek mondhaté a komplexképzddés,'
ligandumok komplexképzddése sokkal hosszabb iddbe, akdr honapokba is telhet a pH-tol

fiiggden.'®
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Az els6 Gd(IIT)-at tartalmazo kontrasztanyag a kisebb kinetikai inertséggel rendelkezd
Gd(DTPA)* volt.!*?° Ezt kovette a mar joval nagyobb kinetikai inertségii GA(DOTA) %!

A kereskedelmi forgalomba, az injektalas soran fellépo fajdalom elkeriilése végett olyan
kontrasztanyagok is keriiltek, amelyek toltés nélkiiliek, példaul a Gd(HPDO3A),
Gd(DO3A-B), Gd(DTPA-BMA), valamint a Gd(DTPA-BMEA).?%%

Az elmualt évek sordn nagy lett az érdekl6dés az ugynevezett biokompatibilis
kontrasztanyagok irant. A Mn(II)-komplexek megfeleld alternativat nyujtananak a jelenleg
alkalmazott Gd(III)-komplexek helyettesitésére. A kutatasok soran vizsgaljak a mar alkalmazott

t,242% valamint 0j ligandumok fejlesztése is folyik.>

ligandumok Mn(II)-komplexei

Az irodalmi adatok alapjan a Mn(II)-ion nyiltlanct és makrociklusos ligandumokkal
alkotott komplexei termodinamikai stabilitisa kozel azonosak.’’ A makrociklusos
ligandumokkal és azok szarmazékaival alkotott komplexek kinetikai inertsége megfeleléen
nagy a gyakorlati alkalmazhat6sdghoz, viszont ezen komplexek vizprotonokra gyakorolt hatdsa
kicsi, mivel a komplexek belsé koordinacios szférajabol sok esetben hianyzik a fémionokhoz
kozvetleniil koordinal6 vizmolekula. **

A nyiltlanct ligandumokkal alkotott komplexek esetében pont az ellenkezdt tapasztaljuk:

jo relaxacids tulajdonsagokkal rendelkeznek, de rendkiviil alacsony a kinetikai inertségiik, ami

alkalmatlanna teszi 6ket az MRI vizsgalatok soran torténd alkalmazésra. 12
2.4. A Min(IT)-ion poliamino-polikarboxilat, -polifoszfinat és -polifoszfonat komplexei

Az eddig vizsgalt nyiltlancu ligandumokkal kialakulé Mn(IT)-komplexek koziil a [transz-
(CDTA)J*-komplex (3. abra) kinetikai inertsége a legnagyobb, felezési ideje pedig ~ 3 perc
(pH=5, 10°M kicseréld fémionkoncentracié mellett). A tobbi nyiltlinci Mn(II)-komplexhez
viszonyitott, nagyobb kinetikai inertség azzal magyarazhato, hogy a ligandum két
iminodiacetat-csoportjat 6sszekotd etilén hid egy ciklohexan gytiriivel van helyettesitve, ami
jelentdsen mereviti a ligandum szerkezetét, ezaltal a kialakuldo Mn(I)-komplexét is. A komplex
belso szférajaban talalhatd egy vizmolekula, igy megfeleld a relaxivitdsa MRI vizsgalatokban

tortend alkalmazashoz. Tovabba, fiziologias pH-n (pH= 7,4) mar kortilbeliil 12 o6rés felezési

HoOC Q COOH
N -/

N N

id6vel disszocial.?’

HOOC COOH

3. abra H,CDTA ligandum szerkezete
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A vizsgalt makrociklusos Mn(Il)-komplexeket koziil ki kell emelniink kettdt: a
Mn(NOTA) -t és a Mn(DOTA)-t (4. abra). A két komplex fiziologias kortilmények kozott
szamitott disszocidciés felezési ideje Gsszehasonlitdsa alapjan az a kdvetkeztetés vonhato le,
hogy a [Mn(NOTA)] -komplex inertebb, mint Gd(III)-at tartalmazé tarsa, a [GA(NOTA)].*
A nagymeértékii stabilitas azzal magyarazhato, hogy a kisméretli fémion kivaldan illeszkedik a

ligandum koordinéciés kalitk4jaba.!

COOH
/ \N/\COOH
[ j HOOC’\N
N N [: N—
HOOC—/"\ ooi COOH
—
HOOC

4. abra HiDOTA és a HsNOTA ligandumok szerkezete

A DOTA*-ligandum mondhatni ,,univerzélis kelatképz6”, mivel termodinamikailag és
kinetikailag stabil fémkomplexeket hoz létre két- és haromértéki fémionokkal. A [Gd(DOTA)]"
rendkiviili kinetikai inertséggel rendelkezik és sokkal stabilabb, mint a [Mn(DOTA)]*"
(4. abra).

Mind a [Mn(NOTA)] -, mind a [Mn(DOTA)]* -komplexek belsd szférajabol hianyzik a
koordinalt vizmolekula, igy a relaxivitasuk nem megfelel6 MRI kontrasztanyagként valo
felhasznalashoz.?*

A piklén szarmazékok szintén megfelelden merev ligandumoknak igérkeztek a mangéan
komplexek kinetikai inertségének noveléséhez, ezek alapvegyiilete (H2(3,9)-PC2A) (5. abra).
A H2(3,9)-PC2A 6nmagaban is stabil komplexet képez Mn(II)-vel, de kis kinetikai inertsége

miatt nem alkalmazhat6 kontrasztanyagként.

=
o
N COOH
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5. dbra A (Hx(3,9)-PC2A) ligandum szerkezete

A piklén és szarmazékai egyedi protonalddasi szekvencidval rendelkeznek: elsd 1épésben
a piridingytirtivel transz-helyzetben 1év nitrogénatom protonalddik, a masodikban pedig az
egyik cisz-helyzetli nitrogénatom, amivel parhuzamosan az els6 proton atlép a masodik cisz-

helyzetii nitrogénatomra, a jobb tdltéseloszlas érdekében.*
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Az altalam eldallitott és vizsgalt ligandumhoz legkozelebb allo piklén szarmazek, a 2022-
ben Dr. Csupasz Tibor és munkatarsai altal eléallitott (H2(3,9-OPC2A)) (6. abra), amelyben a
piklén amincsoportjat (-NH-) egy éterkotésti oxigén atommal (-O-) helyettesitve kapjuk meg az
O-piklént. Az igy kapott ligandum kevésbé bazisos, mint az alap piklén, mivel a piklén

legbazisosabb nitrogénje nem protonalhatd oxigénre cserélodott.

=
o
N COOH

/—N N
HOOC (y/ \/)
(0]
6. abra A H>(3,9-OPC2A) ligandum szerkezete

A Mn(Il)-vel képzett komplexének inertsége (ha a ko értékét figyelmen kiviil hagyjuk)
sokkal nagyobb, mint a hasonlo szerkezetii ligandumoké, ami a ligandum merevségével
magyarazhatd. A [Mn(3,9-OPC2A)] rendelkezik egy kozponti fémionhoz kotott
vizmolekuldval, ami elengedhetetlen a kontrasztanyagként valé alkalmazashoz. A [Mn(3,9-

PC2A)] és [Mn(3,9-OPC2A)] relaxivitdsa kdzel azonos.’
2.5. Paramagneses fémionok relaxivitasa

Az MRI vizsgalatok alapja az egészséges €s beteg szovetek eltérd viztartalma és a
vizprotonok eltérd relaxacios ideje (71 és 7T2). A vizsgalatok soran spin-echo impulzus
szekvenciat alkalmaznak. A kapott jel intenzitasat a kovetkezd egyenlettel irhatjuk le:

_TRy =TE
SI=N(H)[1-e Tl]eTz (1)
ahol, N(H) a protonspinek siirlisége térfogategységben, 71 és T> a spinek longitudinalis és
transzverzalis relaxacios ideje, TE az echo késleltetési id6 €s TR az ismétlési 1d0.

A jelintenzitas novekedését a 71 relaxacids id6 csokkenése, a jelintenzitds csokkenését
pedig a 7> relaxacids id6 csokkenése eredményezi.

A kontrasztanyagokat két csoportba sorolhatjuk a protonok relaxacios idejére gyakorolt
hatasuk alapjan: 71-kontrasztanyagok €s 72-kontrasztanyagok. A paramagneses fémionok a 7'
kontrasztanyagok csoportjaba tartoznak.

A vizprotonok paramagneses fémionok jelenlétében mért relaxaciosebességét (1/7obs,
longitudinalis relaxacid) a kdvetkezd egyenlettel adhatjuk meg:

1 1 1 1
= —_— + _—= + T- M1’l+ 2
Tiobs Tia Tip Tid 1[ ] (2)
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Bakos Dora: Az OPMMA ligandum Mn(ll)-komplexének koordindcios kémiai vizsgalata

ahol, 1/T14 a komplex diamagneses, 1/T1, a komplex paramagneses hozzajarulasa, az rip pedig

a komplex relaxivitasa.’
A paramagneses fémionok relaxivitdsa megadhat6 a fémion belsé (7, ) €s kiilsé (r;)

2nd )

koordinacios szférdjaban lévé vizmolekulak ¢s a masodik koordinacios szfera (7

vizprotonok relaxacio sebességének dsszegeként:>

m _ ,.iS 0s 2nd
Tip =Tip T T1p +11p 3)

A fémion bels6 koordinacios szférajaban 1évé vizmolekuldk szdma (g) dontd fontossagu
a relaxivitas kialakulasaban, mivel a fémion a belsé szférajaban koordinalt vizmolekula
protonjaival kialakitott dipolaris kolcsonhatason keresztiil fejti ki a hatasat. Az is igaz azonban,
hogy a nagyobb ¢ értékeknél a komplexek termodinamikai stabilitdsa és inertsége is jelentdsen
csokkenhet, valamint kis ligandumokkal (CO*", PO4*, citrat stb.) is képzédhetnek vegyes
komplexek. A relaxivitasra tovabba hatassal van a komplex rotacios korrelacios ideje (zr), a
fémion elektron spin relaxacids ideje (zs) és a fémionhoz koordindlt vizmolekuldk atlagos

tartozkodasi ideje (zm) (1/tm=Kex, vizcseresebesség), valamint a fémion—H tavolsaga (rmm).>*



Bakos Dora: Az OPMMA ligandum Mn(ll)-komplexének koordindcios kémiai vizsgalata

3. Kisérleti rész

3.1. Alkalmazott vizsgalati modszerek és felhasznalt anyagok

Az Altalunk végzett kisérletek soran nagy tisztasdgu vegyszereket, reagenseket és
oldoszereket alkalmaztunk. A szintézisekhez hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) valamint a Tokyo Chemical Industry cégektdl rendeltiik.

Az analitikai és preparativ HPLC mérések sordn alkalmazott olddszereket a VWR
HiPerSolv CHROMANORM®-t0l szereztlk be.

Az O-piklén makrociklus eléallitasahoz sziikséges mikrohulldamu roncsolasokat CEM
Microwave Synthesis System (Discover-S #908860) tipusi miszerrel hajtottuk Vvégre.
A reakcidk kovetésére és a termékek tisztasaganak ellen6rzésre Waters 996 PDA detektorral
mukodé Waters Alliance 2690 analitikai HPLC késziiléket alkalmaztunk. Az altalunk hasznalt
kolonna 3 mikronos Phenomenex C18(2) 150x4,6 mm volt. A folyamat soran gradiens eluciot,
1mL/perc aramlasi sebességet alkalmaztunk.

A tisztitdsi miveleteket preparativ HPLC-n, YL9110S Quaternary Pump, YL9101S
Vacuum Degasse, YL9120 UV/Vis Detector egységekbdl 4all6 nagynyomadsu
folyadékkromatogréafias miiszeren végeztiik. A hasznalt oszlop Phenomenex Luna 5 pm C18(2)
100 A 250x21.2 mm (S/No. H18-268346) volt.

A nagyfelbontast tomegspektrumok felvételét Szabd David Ruben végezte, egy maXis
Il UHR ESI-QTOF MS Bruker muszerrel, a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszékének Miiszerelemzési Laboratoriumaban.

Az NMR mérések soran alkalmazott *’O-tel dusitott vizet (10%) és a 99,9%-0s tisztasagu
denaturlt oldoszereket (CDCls, D-O, Acetonitril-d3) a Fluorochem Ltd és a Cambridge Isotope
Laboratories Inc cégektdl rendeltiik be. Az NMR spektroszkopias méréseket Bruker Avance 11
500 MHz-es, Bruker Avance | 400 MHz-es, valamint Bruker DRX 360 MHz-es

spektrométerekkel végeztiik.
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3.2. Ligandumok szintézise

Az OPMMA tipust ligandumok szintézisének alapjaul az O-piklén makrociklus szolgalt,
melynek eléallitasat az irodalomban megtalalhato recept szerint végeztiik.

A makrociklus eléallitasat kovetéen az O-piklén (100 mg, 0,48 mmol) és dietil-
bromomalonat alkilezését (165 ul, 0,97 mmol) végeztiik el (7. abra). A malonat oldallancot
folyamatosan kis részletekben csepegtettilk a makrociklus erésen lugos oldatdhoz (335 mg,
2,43 mmol K>COs). Az oldallanc hozzaadéasa utan analitikai HPLC-vel kovettiik az alkilezés
mértékét, majd a keletkezett termékeket preparativ HPLC-vel elvalasztottuk egymastol.

Ezt kovetden a megtisztitott OPMMA-dietil-észteren 1évo észter véddcsoportokat lugos
kozegben (5 ekv. NaOH) eltavolitottuk (7. dbra). A reakcid teljes lejatszodasat analitikai
HPLC-vel kovettiik, valamint tdmegspektrometridsan is ellendriztiik. Ezutan a reakcidelegy

pH-jat trifluorecetsavval beéllitottuk majd preparativ HPLC-vel ismét megtisztitottuk.

= =
| T |
™ HsC._ O O._ CHs =~
N N
1. ekv 0 ¢} COOEt

NH N
k/ K,CO3, ACN _<000Et
O (0]

O-piklé
pikien 1. NaOH, H,0
2. TFA
/ ‘
N
N
HooC COOH
>—N N—<
HoOC k/ COOH
o
OPMMA

7. abra Az OPMMA-dietil-észter és az OPMMA ligandumok eléallitasa

Az elballitott és tisztitott (legalabb >95%) ligandumok teljes szerkezeti jellemzését 'H-
és ’C-NMR, ESI-MS és analitikai HPLC mérések segitségével valositottuk meg (Fiiggelék:
F1. és F2. abra).
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OPMMA-dietil-észter:

Kitermelés: 140 mg, 0,38 mmol, 80 %.

ESI-MS (m/z, pozitiv méd): [M H] wzamitort: 366,2024; [MH] "mert: 366,2023.

"H-NMR (500 MHz, ACN-d3) & (ppm): 7,90 (1H, ¢, J,=7,6 Hz, J,=7,6 Hz, aromas), 7,37 (2H,
t, J1=9,1 Hz, J,=9,1 Hz, aromas), 4,88 (1H, s, -CH-), 4,52 (2H, s, -CH>-), 4,44 (2H, s, -CH>-),
4,16 (4H, m, -CH»-), 3,40 (2H, m, -CH>»-), 3,31 (4H, d, J1=7,8 Hz, -CH>-), 3,18 (2H, m, -CH>-),
1,17 (6H, ¢, J=7,1 Hz, -CHz).

BC-NMR (125 MHz, ACN-d3) & (ppm): 167,5 (2 x 1C, C=0), 157,3 (1 x 1C, aromas), 151,2
(1 x 1C, aromas), 140,6 (1 x 1C, aromas), 122,4 (2 x 1C, aromas), 70,8 (1 x 1C, -CH-), 67,7 (1
x 1C, -CH»-), 66,1 (1 x 1C, -CH»-), 63,0 (2 x 1C, -CH>-), 58,0 (1 x 1C, -CHz-), 57,7 (1 x 1C, -
CH>»-), 50,6 (1 x 1C, -CH>-), 48,1 (1 x 1C, -CH»-), 14,1 (2 x 1C, -CHa).

OPMMA:

Kitermelés: 68 mg, 0,22 mmol, 58 %.

ESI-MS (m/z, pozitiv mod): [M+Na]"szamitott: 332,1217; [M+Na] mért: 332,1216.

"H-NMR (500 MHz, D-0) § (ppm): 7,82 (1H, ¢, J;=7,4 Hz, J,=7,6 Hz, aromas), 7,32 (2H, ¢,
J1=6,6 Hz, J,=6,9 Hz, aromas), 4,30 (2H, s, -CH>-), 4,20 (1H, s, -CH-), 4,15 (2H, s -CH>»-), 3,21
(2H, s, -CH»-), 3,10 (4H, s, -CH>-), 2,93 (2H, s, -CH>-).

BC-NMR (125 MHz, D-0) § (ppm): 174.1 (2 x 1C, C=0), 157,0 (2 x 1C, aromas), 138,6 (1 x
1C, aromas), 121,4 (1 x 1C, aromas), 120,9 (1 x 1C, aromas), 76,5 (1 x 1C, -CH-), 67,7 (1 X
1C, -CHz-), 66,3 (1 x 1C, -CH»-), 58,2 (1 x 1C, -CH»-), 54,6 (1 x 1C, -CH>-), 52,0 (1 x 1C, -
CH»-), 47,6 (1 x 1C, -CH>-).

3.3. pH-potenciometria

A komplexek ¢és a kiilonbozé bazicitasi donoratomokat tartalmazo ligandumok
egyensulyi és komplexképz6 sajatsagainak vizsgalatara, valamint a protonalodasi folyamatok
tanulmanyozésara alkalmazhato legpontosabb technika a pH-potenciometria. Az oldat H'-
meg. A stabilitasi allandok meghatdrozasdhoz sziikséges az Oket alkotd ligandumok

protonalddasi allandoinak ismerete. Ezeket a kovetkezoképp definialhatjuk:

H_,+H*"=H; L 4)
KH = & 1i=1.2 (5)
‘ [H*][Hi_{L] S
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A kiilonb6z0 komplexek altalanos képzddési folyamatait €s stabilitasi szorzatait a

kovetkezOképpen definidljuk:
pM™ + qH* + L™ = M,H, LZ™ ™ (6)

B [MquL$n+q—rm]

.qur - [MPH]P[H+]a[Lm—]T (7)

Az Aaltalunk vizsgalt rendszerben 1:1 fém: ligandum ardnyu komplex. A képzddo

rrrrr

amikben az egyszerliség kedvéért a fém ¢€s a ligandum toltésének jelolésétdl eltekintiink:

[ML]

Ky, = MIIL] (8)
_ [MnL]

A pH-potenciometriat a 2<pH<12 tartomédnyban alkalmazhatjuk, de bizonyos esetekben,
ahol a komplex képzddése vagy a ligandum protondlodasi folyamatai azt megkovetelik
alkalmazhatunk kicsivel nagyobb pH-tartomanyt (1,7<pH<12,5) is. Itt viszont szdmolni kell az
allandok nagyobb hibgjaval.

PSEQUAD szamitogépes program segitségével hataroztuk meg a titralasok soran kapott

rrrrr

3.4. Spektrofotometria

Az OPMMA kinetikai vizsgalataihoz UV-lathat6 spektrofotometriat is alkalmaztunk.
Az UV ¢és a lathato tartomanyba esd fény kelld energiaval rendelkezik ahhoz, hogy gerjesszék
a molekuldk rezgési és forgasi allapotait, valamint a molekuldban 1évé kotd és nemkotd
elektronjait.

A komplexképzddés hatdsara, valamint a komplex fém- vagy ligandumcsere reakcioi
soran a fémion fényelnyelése valtozik. A szabad fémion mellett, a szabad ligandumnak is lehet
féenyelnyelése. Célszerli olyan hullamhossz tartomanyt kivalasztani, ahol csak egy
részecskének, példaul a kialakulé komplexnek legyen abszorbancidja.

A méréseinkhez pszeudo-elsérendli feltételeket (allandd ionerdsséget, hdmérsékletet és
pH-t, valamint legalabb tizszeres kicseréld fémion koncentraciot) alkalmaztunk.
A vizsgalatokat tobb kiilonb6z6 pH-n is elvégeztiik. Kicseréld fémion foloslege mellett a

disszociacid sebességét a kovetkezd egyenlettel szamolhatjuk:

d[MnL]t
dat

= kobs[MnL]tot (10)
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ahol a kobs a pszeudo-elsérendli sebességi allandd. A tot alsdindex a komplex teljes
koncentraciojat jeloli. Spektrofotometrias modszer esetén kovs értékét az abszorbancia ¢ id6pillanatban
(4,) torténd mérésével hatarozzuk meg a kovetkezd Osszefiiggés alapjan:

Ay = (A, — A)e(Tkovs) 4 4 (11)

ahol A, a reaktansok és 4y a végtermékek abszorbanciaja.

Egyes esetekben a komplexképzddés vagy disszociacio olyan gyorsan megy végbe, hogy
azt UV-lathato spektrofotometriat alkalmazva nem tudjuk kovetni. Ilyenkor stopped-flow
technikat alkalmazunk, ami alkalmas gyorsan lejatsz6do reakciok vizsgalatdra. A modszer
hasznélata sordn, két vagy tobb reagenst nagy sebességgel, azonos iddpillanatban
befecskendezziik a fényutban elhelyezett kiivettaba. Ezutan az dramlast hirtelen megallitjuk és

a bekdvetkezd abszorbancia valtozast detektaljuk.
3.5. Relaxometria

Komplexképzddés folyaman a fémion belsd szférdjaban taldlhatd vizmolekuldk szadma
csokkeni kezd, ami ndvekedést eredményez a vizprotonok relaxacids idejében, azaz a relaxacio
sebessége csokkeni fog. Pontosan az ellenkezéje torténik disszociacids reakciok esetén.
Az egyensulyi modell igazolasa céljabol vizsgaltuk a Mn(II)-iont és OPMMA ligandumot 1:1
aranyban (c=1 mM) tartalmazé oldat relaxivitdsanak valtozasat a pH-fliggvényében (7. abra).
A vizsgalatot 25 °C-on, 60 MHz térerésségen a T relaxacids idok mérésével valositottuk meg.
Mindemellett meghataroztuk a Mn(II)-komplex relaxivitas értékeit is (r1,2) 20 €s 60 MHz-en 25
és 37 °C-on. A kisérletekben 10%-os ligandum felesleget alkalmaztunk a 100%-os

komplexképzddés biztositasara.
3.6. NMR spektroszképia ("H-NMR, 13C-NMR, "O-NMR)

Az NMR spektroszkopia az elektroméagneses sugarzasok abszorpcidjanak mérésén
alapul, az atommagok koriili méagneses terek megfigyelésére szolgal. Vegyliletek azonositasa
mellett részletes informacidkat ad a molekulék szerkezetérdl, dinamikdjarol, reakcioallapotarol,
¢és kémiai kornyezetérol.

A OPMMA ligandum tisztasdganak ellendrzésére altalanosan az 'H-NMR-t és a 13C-
NMR-t alkalmaztuk, amely technikék segitségével meghatarozhat6 a protonok és a szénatomok
szama. A paramagneses fémkomplexek relaxivitasat szamos paraméter befolyasolja, amelyek
koziil az egyik a komplexek belsd koordinacids szférajaban, a fémionhoz kézvetleniil k6t6do
vizmolekula cseresebessége (kex’”®). A kex értékének meghatirozasara alkalmas technika az

70-NMR, ahol a komplexek relaxicid sebesség ndveld hatasa H.'’O jelenlétében NMR
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mddszerrel tanulmanyozhatd. A fémion hatassal van 'O mag relaxacios idejére és kémiai
eltolodasara is. A Mn(II)-komplexet tartalmazé oldatokban kiilonbozé hdmérsékleten mért 'O
longitudindlis és transzverzalis relaxacids sebességekbdl (1/T), 1/T), valamint a 'H jelek
kémiai eltolodasabol (Aw) szamithatok komplexet jellemzd kinetikai és aktivalasi paraméterek.

A mért relaxacidsebességekbdl és jeleltolodasabol, valamint a komplexet nem tartalmazo,

diaméagneses minta azonos értékeibél a Swift-Connick elmélet®®

alapjan lehet kiszamitani a
redukalt relaxacidsebességeket (1/T1, 1/T2) és kémiai eltolodast (Awr). Referenciaként
4ltalaban '"O-ban dusitott HC104-oldatot hasznalnak (pH=3,0). A redukalt relaxacidsebesség és

kémiai eltolodas a kovetkezd egyenletekkel adhatdo meg:

11 [1 1] 1 TA+tniTom+Awk (12)
Tor  Pm Ty Toal o (45024003,
_ gLupS(S+1)B A,
Awy, = —"—— (13)

3kgT h

ahol a 1/Tom a belsd szféras vizmolekula transzverzalis relaxdciosebessége, Awm a kémiai
eltolodas kiilonbség, Pm a belsdszférds vizmolekula(dk) moltortje és zm a koordinalt
vizmolekula atlagos élettartama. Awm értékét a hiperfinom csatolési allando, Ao/f, befolyasolja
(B: térerd, S: elektron spin, gr: izotdop Landé g-faktor és 18 Bohr magneton).

A O mag transzverzalis relaxaciosebességét (1/Tom) a skaldris hozzajarulas (1/T2sc)

hatdrozza meg, ahol az 1/7s1 a vizcseresebessé€g (kex=1/tm) €s az elektron-spin relaxacidsebesség

(1/T1e) Osszege:
1 1 S(S+1) A
~_— = (=2)27 i_1. 1 (14)
Tom T2sc 3 h Ts Tm Tie
A kex hOmérsékletfiiggése az Eyring egyenlettel adhato meg:
1 _ kgT At AHN _ KEET AH'( 1 1
Tm Kex == —€xp {T N E} = 20815 P {T (298.15 N F)} (15)

ahol AS* és AH" a cserefolyamat aktivalasi entropidja és entalpidja, valamint a k™%, a

vizcseresebesség 298,15 K hdmérsékleten. Az illesztés soran az 1/T1e értékére exponencidlis

hémeérséklet fiiggést feltételeztiink:

Tile: fl"s exp {% (% B 29;.15)} (16)

A szamitasok soran a g értékét 1-re rogzitettiik a ligandumban jelenlevé donoratomok

szamara és a komplex relaxivitasara alapozva.

A vizsgalt komplex oldat 6 mM-os volt, amelynek H>'7O tartalmat 1%-ra dusitottuk.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Az OPMMA ligandum eléallitasa

O-piklén és dietil-bromomalonat reakcidjaval alkilezést végeztiik és az igy kapott
terméket preparativ. HPLC-vel megtisztitottuk. Az elvalasztott terméken talalhato
véddcsoportokat pedig lugos kdzegben eltavolitottuk (7. abra).

A megtisztitott vegyiiletek szerkezeti jellemzését 'H- és '3*C-NMR, ESI-MS, analitikai
HPLC-s mérésekkel valositottuk meg.

4.2. Egyensulyi vizsgalatok

A Mn(ll)-ionnal kialakul6 komplexek stabilitasi alland6ja mindig kisebb, mint az azonos
ligandummal képz6dé Zn(I)- vagy Cu(ll)-komplexeké, amit a Mn(l1)-kelatoknal hianyzé
kristalytér stabiliz&cids energia okoz.

Ebbél kifolyolag a Mn(Il)-komplexek esetében, még akkor is, ha alkalmazasuk
biztonsagosabb, mint a Gd(lll)-komplexeké, az inertségre helyezédik a hangsuly. Ettol
fliggetlendl, a Mn(I1)-kelatok stabilitasi allanddjanak meghatarozasa fontos, hiszen igy tudjuk
megmondani, hogy az alkalmazas koriilményei kozott a komplex képzodik-e 100%-ban vagy
sem.

Az egyensulyi viszonyok részletes tanulmanyozasat mindig a ligandum protonalédasi
allanddinak meghatarozasaval kezdjlk, egyrészt azért, mert az alkalmazott pH-potenciometrias
modszerrel igy a ligandum koncentracidja is meghatarozhat6, masrészt a komplexek egyensulyi
allanddjanak szdmitasahoz a bazicitas ismerete elengedhetetlen.
majd azok ismeretében a kialakul6 Mn(ll)-komplex stabilitasi alland6janak meghatarozasara
végeztiink méréseket és szamitottuk azt a PSEQUAD program segitségével.®®

A kapott pK (logK) értékeket, valamint az 6sszehasonlitasi alapul szolgalé O-piklén és
3,9-OPC2A ligandumok pK értékeit, valamint a Mn(ll)-komplexek stabilitasi allandoit az
1. tblazat tartalmazza.

A kialakuld komplexek stabilitasat elsdsorban a ligandum bazicitasa (ZlogKi™), tovabba
a donoratomok mindsége és elhelyezkedése hatarozza meg. A ligandum bazicitdsanak ismerete
ezért informécidt nyujthat annak fémkotd képességérdl, lehetdséget biztositva a képzddo

femkomplexek stabilitasi allanddinak becslésére.
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1. tablazat: Az OPMMA, az 3,9-OPC2A és az O-piklén ligandumok és komplexeik
egyensulyi paraméterei (25 °C, 0,15 M NaCl)

OPMMA 3,9-OPC2A® O-piklén
logK1 9,17(5) 7,73 9,17(4)
logK2 8,19(5) 7,66 7,79(4)
logKs 3,26(7) 2,13
logK4 1,29(9) -
TlogKaH P 17,36 15,39 16,96
logKmnL 10,07(5) 13,03 -
logKmnHL - 2,40 -
logKmnH-1L 11,00(6) - -
pMn 6,27 8,69 _

a Ref 5 b logKs + logK2; © pH=7,4; c.=cv=0,01 mmol/dm?

Ugyanakkor makrociklusos komplexek esetében a leginkabb célravezetd modszer, ha a
makrociklusban talalhato donoratomok protonalédasi allandéit (ZlogKz.™) osszegezzik és
hasonlitjuk 0ssze, hiszen ezek gyakoroljak a legnagyobb hatast az ugynevezett belsdszféras (in
cage) komplex kialakuldsara, amikor a fémion mar a makrociklus és a kar(ok) donoratomijai
altal kialakitott koordinacios kalitkaban helyezkedik el.

A bazicitds értékeket osszevetve elmondhatd, hogy a legnagyobb bazicitassal az
OPMMA ligandum rendelkezik, amely érték csak kicsivel nagyobb a karokkal nem rendelkezd
O-piklén alapvazénal, majd ezt koveti két nagysagrendnyi kuldénbséggel az 3,9-OPC2A
ligandum bazicitdsa. Az OPMMA és O-piklén ligandumok elsé protonalodasi allandoja
megegyezik, mig az 3,9-OPC2A ligandumé tobb mint egy nagyséagrenddel kisebb. Ez arra
enged koOvetkeztetni, hogy ez a protonadlddasi folyamat egy szabad, nem szubsztitualt
N-donoratomhoz rendelhetd.

A logK: értékek hasonloak mind a harom ligandum esetében és kiillénbségik kevesebb,
mint egy nagysagrend. A nitrogének szubsztitualtsagatol fliggetlentl, a masodik proton
belépése a makrociklusos gytirtire mindenképpen elektrosztatikus taszitast idéz elé a protonok
kozott, ami magyarazat lehet a hasonld értékekre. Tovabba az oldallancok és a makrociklus
donoratomjai kozott lehetdség van H-kotések kialakuldsara is, amelyek erdssége nagyban fligg

a ligandum szerkezetétol.
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Bakos Dora: Az OPMMA ligandum Mn(ll)-komplexének koordindcios kémiai vizsgalata

Bar az OPMMA ligandum protonalodasi szekvencidjat nem vizsgaltuk, ugyanakkor
eltéréen a PCTA szarmazékoktol, ahol a protonalédasi folyamat a piridin egységgel szemben
elhelyezked6, igynevezett transz-N-en kezdddik, itt erre nincs lehet6ség a N — O csere miatt,
tehat a protonalddasi folyamatok mindenképpen a cisz-N-eken jatszodnak le.*?

Mivel az OPMMA ligandum ZlogK," értéke két nagysagrenddel nagyobb, mint az
3,9-OPC2A ligandumé, azt varnank, hogy a kialakuldo Mn(11)-komplex stabilitasi allando értéke
is nagyobb lesz, hiszen az amino-polikarboxilat tipusd vegylletek esetében altaldban minél
nagyobb a béazicitas, annal nagyobb a stabilitasi allandé értéke is. Ugyanakkor, ahogy az az
1. tablazatban is lathato az [Mn(OPMMA)] stabilitdisa 3 nagysagrenddel kisebb az
[Mn(3,9-OPC2A)]-komplex stabilitasanal, ami egyértelmiien a szerkezetbeli kiilonbséggel
magyarazhat6 azonos donoratom szam mellett.

Ugy tiinik, hogy az OPMMA ligandum esetében a H*-ionok eredményesebben
versengenek a donoratomokért a fémionnal. Az [Mn(OPMMA)]-komplex esetében
megfigyeltik a koordinalddé vizmolekula deprotonalédasat is, amelynek pK-értéke is az
1. tAblazatban lathato.

A Mn(Il)-komplexek stabilitasanak jobb Gsszehasonlitasa érdekében kiszdmitottuk a
komplexek ugynevezett pMn-értékeit (pMn = -log[Mn(I1)]szabad, PH=7,4, ¢ = 0,01 mM) is,
amely érték egyfajta latszolagos stabilitasnak is tekinthetd, de mindenképpen alkalmas a
komplexek stabilitdsdnak dsszevetésére. Ha megnézzik a pMn-értékeket azt latjuk, hogy mig
a[Mn(3,9-OPC2A)] esetében a komplexképzOodés gyakorlatilag 100%-0s az adott kdriilmények
kozott, addig az [Mn(OPMMA)]-komplex oldataban kortlbelil 5% Mn(1l) komplexalatlan
marad.

Ez az eredmény nemcsak azért fontos, hogy informéaciot nyerjink a részecskeeloszlasral,
de azért is, hiszen a tovabbi vizsgalatok esetében gy kell kialakitani a kisérleti koriilményeket
(példaul ligandum felesleg alkalmazésa), hogy a szabad Mn(ll) ne zavarja a méréseket.

Az eredmények igazolasara ugynevezett pH-relaxivitas titralast is végeztiink, amelyet az
eloszlasi diagrammal egyutt a 8. abran mutatunk be.

Az a 8. abran jol lathatd, hogy a rendszer relaxivitdsa folyamatosan csokken, a
komplexképzddés elérehaladasaval, és ez a folyamat folytatddik a hidroxo-komplex
kialakul&séval is. A titralt minta esetében hosszabb allast kovetden 12-es pH-n a Mn(ll)

oxidaciojat, barna csapadék megjelenését figyeltik meg az oldatban.
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8. dbra A [Mn(OPMMA)]-komplexre szdmolt koncentracio-eloszlasi gorbe és a pH-fliggvényében
mért relaxivitas értékek (Ryp,) ImM Mn(I1) koncentracidra vonatkoztatva ([Mn(l11)]:[L]=1:1)

4.3. Kinetikai vizsgalatok

Ahogy azt mar korabban emlitettiik a Mn(11)-komplexek esetében fontosabb az inertség
nagysaga, mint maga a termodinamikai stabilitas (igy tartva egyben a komplexet, mig az a
szervezetben tartdzkodik). Az is igaz, hogy a Gd(l11)-komplexekkel ellentétben a Mn(ll)-ion
komplexeinél kisebb inertség is elegend6 lehet azok in vivo felhasznaldsahoz, a mangan biogén
jellegének koszonhetden.

Mn(I1)-komplexek inertségének vizsgalatara elfogadott a P. Caravan és munkatarsai altal
kifejlesztett modszer,®” ahol T, relaxacios idd mérésével kovetjiik egy 1 mM-0s koncentracioju
kicseréld fémion jelenlétében.

Mi is megprébalkoztunk ezzel a modszerrel, de a komplex disszociacidja tal gyorsnak
bizonyult a konvencionalis technikdkhoz. Az inertség jellemzésére ezért stopped-flow méddszert
alkalmaztunk, ahol a kicserélé fémion Cu(Il) volt nagy feleslegben (x25). A reakcidt a képz6do
Cu(I)-komplex abszorbanciajanak mérésével kovettiik, kiillonboz6 pH-értékeknél, a pH 3,9-
5,0 tartomanyban.

A Cu(ll)-ionnal lejatsz6dé reakcidok esetében a H'-ion koncentracid novekedésével
telitési gorbét kaptunk, amely egy protonalt koztiterméken keresztiil lejatszédd reakcidutat
feltételez. A kovetkez6 abran egy altalanos sémat mutatunk be a Mn(IT)-komplexek

disszociaciojat jellemz6 reakcioutakkal (9. abra).
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K,

n u k u
Mn(L) === Mn(L)Cu ——= Mn?* + Cu(L)
k()
KMnHL
ke,
Mn?* + H,L=—" Mn(HL) —— Mn2* + Cu(L) + H*
kﬁ KMnHZL
Mn(H,L)

9. &bra Lehetséges reakcié utak a Mn(I1)-komplexek disszociécidjaban

A ko, ki, kn, keu €s keuH sebességi allandok a komplex spontan, proton-katalizalt, fém-katalizalt
és proton-fém-katalizalt (amikor a kicserélé fémion a protonalt komplexen tamad) reakcioutjait
jelolik. A KmnHi, Kmnrer and KunLcu @ protondlt és kétmagvu koztitermék komplexek stabilitasi
allandoi.

Figyelembe véve az egyes reakcioutakat és a képzddo koztitermékek stabilitasi allandait,
a pszeudo-elsérendii sebességi allando a kdvetkezéképpen adhatd meg:

k0+k1[H+]+k2 [H+]2+k3 [Mn+]+k4[Cu2+][H+]
1+KpmnHLH Y+ KnHL K MnH, LITHT 12+ Kynpcu[Cu? ]

kobs = (17)

, ahol ki = kexKwnne, ko2 = Ka"'xKmonoxKunrze, Kz = kmcuxKwniew, ko = ked'xKwvinne, Kmnne =
[Mn(HL))/[Mn(L)][H*], Kmntzr = [Mn(HzL))/[Mn(HL)][H*], KmnLce=[Mn(L)MCu)/[Mn(L)][Cu(l1)]

A kapott primer (id6—abszorbancia) adatokbdl kiszdmitottuk az egyes pH-kon lejatsz6do
reakciok pszeudo-elsérendii allandoit (kons, 10. abra) a Scientist® (Micromath) program

alkalmazasaval.

O-IIIIIIIIIIIII LI L B B B B B B B B B |

0 02 04 06 08 1 12 14
[H7] (M, x10%)

10. &bra A [Mn(OPMMA]-komplex disszociacidjanak kovs értékei a H*-koncentracio fliggvényében
(x25 Cu(ll)-felesleg, 25 °C, 0,15 M NaCl)
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Korébbi tapasztalatok alapjan?®, azt mondhatjuk, hogy a makrociklusos fémkomplexek
szerepe, igy azt kulén nem is vizsgaltuk. Az illesztések soradn az egyenletet tovabb tudtuk
egyszerlisiteni, mivel sem spontan disszocidciot, sem négyzetesen H*-ion fliggést nem
talaltunk, igy az altalanos egyenlet a 18. egyenletre egyszeriisodott.

ki[H"]
1+KpmnuL[HY]

(18)

kops =

A kapott kons értékeket az 18. egyenletre illesztve kaptuk a protonkatalizalt reakcioutat
jellemz6 sebességi allandot, k1 = 1,4(1) x 10° M1s™2, és a koztitermék protonalddasi allandojat,
logk" = 4,7(1). Ezeket az adatokat felhasznalva kiszamitottuk a reakcio felezési idejét
(to=In2/Kons) 7,4-es pH-ra, ami minddssze 2,12 percnek adodott, ami nagysagrendekkel kisebb,
mint a [Mn(3,9-OPC2A)]-komplexre kapott 21,9 6ras érték.® Ez egyben azt is jelenti, hogy a
[Mn(OPMMA)]-komplex nem alkalmas in vivo felhasznalasra, hiszen mar a vizsgélat ideje alatt

teljesen disszocialhat.

4.4. Relaxacios vizsgalatok

Az MRI kontrasztanyagok egyik fontos tulajdonsaga azok relaxivitasa (rizp (mM1s?)),
azaz a relaxaci6 sebességét noveld hatasuk. A kontrasztanyagnak szant komplexeknél azért
fontos a nagy relaxivitas, hogy az esetleges késobbi alkalmazas soran minél kisebb doézis
mellett, minél jobb kontrasztndveld hatast érjiink el.

Ezért vizsgaltuk az OPMMA ligandum Mn(I1)-komplexének relaxacios tulajdonsagait is,
melyet a komplex relaxivitdsanak mérésével valositottunk meg. Kiilonb6zd térer6kon (20 és 60
MHz), valamint kiilonb6z6 hémérsékleteken (25 és 37 °C) vizsgaltuk a komplex relaxacid

noveld hatasat. A mérés soran kapott adatokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A vizsgalt OPMMA és az OPC2A ligandumok Mn(I1)-komplexeinek relaxivitas értékei
(0,15 M NaCl, pH=7,4)

(st | IMPOPMMA] | [Mn(OPC2A)F

(25/37 °C) (25/37 °C)
lp 3,48/2,84 3,13/2,54

20 MHz
2p 5,85/4,70 5,15/4,17
lp 2,91/2,19 2,72/2,06

60 MHz
I2p 8,06/5,27 9,90/7,37

& Ref:?
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A mért adatok alapjan elmondhatd, hogy a [Mn(OPMMA)]-komplex relaxivitasanak
értékei valamivel nagyobbak a [Mn(OPC2A)] értékeinél, bar a kiilonbség nem nevezhetd
jelentdsnek, ami a koordinacioban résztvevd donoratomok azonos mindségével és a komplexek
hasonlo szerkezetével magyarazhato.

A relaxivitas értékek alapjan elmondhatjuk, hogy a komplexek belsé koordinacios
szférjaban taldlhatd legalabb egy vizmolekula, ami kdzvetlenil a fémionhoz koordinélodik,
valamint a hémérséklet emelésével csokkend relaxivitasbol az is latszik, hogy a molekula
rotacidja sebességének (zr) meghatarozo szerepe van a komplex relaxivitasanak kialakitasaban,
hiszen a lassuld rotacio jelentdsebb relaxivitds novekedést idézne el8.!

A paramagneses fémkomplexek relaxivitdsat szamos fizikai-kémiai paraméter
befolyasolja, amelyek koziil az egyik legfontosabb a belsdszféras vizmolekula cseresebessége.
Eppen ezért Y'O-NMR-es vizsgalatokat végeztiink, hogy meghatarozzuk a cseresebesség
mértékét (11. abra).

16.8 -

16.4 1

In(1/T,,)
[EEN
(o]

[N

o

(o]
1

[EEN

o1

N
1

14.8:""Illllllllllllllllllll
2.8 3 3.2 3.4 3.6 3.8

1/1000 (1/K)

11. dbra A [Mn(OPMMA)]-komplex redukalt 'O transzverzalis relaxacio sebességének

homeérsékletfiiggése. A folytonos vonal a mért értékek illesztését mutatja.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az In(1/T2r) értékek a gyors csere tartomanyaba esnek.
Az illesztés soran kapott allandokat a 3. tablazatban tiintettik fel a Mn(Il) ion OPC2A
ligandummal alkotott komplexére vonatkozoakkal egyetemben.

A 0 és 75 °C kozott gyljtott mérési adatokbol megéllapithatd, hogy magasabb
homérsékleten mar egyértelmiien a vizcseresebesség dominal (75 °C-on 93%-0s hozzajarulas)

az elektronspin relaxacidval szemben, igy annak meghatarozasa kis hibaval lehetséges.
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kapott paraméterek.

3. tablazat: A [Mn(OPMMA)]- és [Mn(OPC2A)]-komplexek *’O-NMR méréseinek illesztése soran

Paraméter [Mn(OPMMA)| [Mn(OPC2A)|"
kex®8 /107 571 220+0,1 5,3
AH* [ kJ mol™! 23,1+0,1 28,5
Ao/h (10° rad/s?)? 33 33
1/T1?% (107 s71) 8,1+0,6 —
q* 1 1

3 rggzitve a szamolas soran; ® Ref: >

Ahogy az a 3. tdblazat adataibol is latszik a [Mn(OPMMA)]-komplexre kapott kex
korulbelul négyszerese az [Mn(OPC2A)]-ra meghatérozott értéknek, ami figyelembe véve a két
komplex szerkezetbeli kilénbségét, a [Mn(OPMMA)]-komplex aszimmetrikus szerkezetébodl
adodo sztérikus zsufoltsdgot (amely gyorsitia a koordinalt vizmolekula cseréjét),
elképzelhetének tinik. Mn(II)-komplexek esetében a gyorsabb vizcsere altaldban kisebb
relaxivitas értékeket eredményez, igy a két komplexre kapott nagyon hasonl6 relaxivitas
értékek alapjan tovabbi vizsgélatokat tervezink (NMRD), annak kideritésére, hogy azok
rotacids-korrelacids ideje mennyire tér el egymastol.

Habar a relaxivitas értékek alapjan egyértelmii, hogy a [Mn(OPMMA)]-komplex belsd
koordinacids szférajaban taldlhatd vizmolekula, ennek megerdsitésére DFT szamitisokat is
végeztiink egyiittmiikodésben Dr. Lihi Norbert egyetemi docenssel. A szamitott szerkezetet a

12. 4bran mutatjuk be, ahol jél latszik a koordinalt vizmolekula jelenléte, amit a kapott Mn-O

16

J\Q

tavolsag 2,35 A értéke is megerdsit.

12. dbra Az [Mn(OPMMA)]-komplex DFT optimalt szerkezete (aug-cc-pVTZ (Mn),
def2-TZVP (H,0,N,C), PCM old6szermodell).
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5.  Osszefoglalas

A kutatasom soran eldallitottam egy merev szerkezeti O-piklén szarmazékot, az
OPMMA-t, valamint elvégeztem a Mn(II)-komplexének egyensulyi, kinetikai és relaxacios
vizsgalatait.

Az egyensulyi vizsgalatokat a ligandum protonalodasi allandéinak meghatarozasaval
kezdtiikk, majd azok ismeretében a kialakulé Mn(Il)-komplex stabilitasi allandojat is
meghataroztuk. Az OPMMA ligandum bazicitasa (ZlogK,™) csak kicsivel nagyobb az O-piklén
alapvézenal, és két nagysagrenddel nagyobb, mint az 3,9-OPC2A ligandumé. Az OPMMA és
O-piklén ligandumok els6 protonalddasi allanddja megegyezik, mig az 3,9-OPC2A ligandumé
tobb mint egy nagysagrenddel kisebb. A logK: értékek hasonldak mind a harom ligandum
esetében és kilonbségik kevesebb, mint egy nagysagrend. Az [Mn(OPMMA)] stabilitasa 3
nagysagrenddel kisebb az [Mn(3,9-OPC2A)]-komplex stabilitdsanal, ami azonos donoratom
szdm mellett a szerkezetbeli kil6nbséggel magyarazhat6. Az OPMMA ligandum esetében a
H*-ionok eredményesebben versengenek a donoratomokért a fémionnal. Az [Mn(OPMMA)]-
komplex esetében megfigyeltiik a koordinalodo vizmolekula deprotonalddasat is.

A kinetikai vizsgalatok soran a reakciok gyorsasaga miatt stopped-flow moddszert
alkalmaztunk. A kapott adatokat felhasznalva kiszdmitottuk a reakcid felezési idejét
(tro=In2/Kons) 7,4-es pH-ra, ami minddssze 2,12 percnek adddott, ami sajnos nagysagrendekkel
kisebb, mint a [Mn(3,9-OPC2A)]-komplexre kapott 21,9 oras érték. Ebbdl az kovetkezik, hogy
a [Mn(OPMMA)]-komplex nem alkalmas in vivo felhasznalésra, hiszen mér a vizsgalat ideje
alatt teljesen disszocialhat.

Tovabba vizsgaltuk az OPMMA ligandum  Mn(ll)-komplexének relaxacios
tulajdonsagait is. A [Mn(OPMMA)]-komplex relaxivitasanak értékei valamivel nagyobbak a
[Mn(OPC2A)] értékeinél, bar a kiilonbség nem nevezhetd jelentdsnek. A relaxivitas értékek
alapjan elImondhatjuk, hogy a komplexek bels6 koordinacios szférajaban talalhat6 legalabb egy
vizmolekula, ami kozvetlenil a fémionhoz koordinalodik, ennek megerdsitésére DFT
szadmitdsokat is végeztink. Valamint a hdmérséklet emelésével csokkend relaxivitasbol az is
latszik, hogy a molekula rotacidja sebessegének (z) meghatarozd szerepe van a komplex
relaxivitasanak kialakitasaban. ’O-NMR-es vizsgalatokat végeztiink, hogy meghatarozzuk a
vizcsere sebesség mertéket. A [Mn(OPMMA)]-komplexre kapott kex kortlbelll négyszerese az
[Mn(OPC2A)]-ra meghatarozott ertéknek, ami figyelembe véve a két komplex szerkezetbeli
kialonbsegét, a [Mn(OPMMA)]-komplex aszimmetrikus szerkezetéb6l adodd sztérikus

zsufoltsagot, elképzelhetdnek tlinik.
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6. Summary

During my research, I have synthesized a rigid O-pyclen derivative ligand, the OPMMA, and
studied the equilibrium, kinetic, and relaxation properties of its Mn(II) complex.

Our investigation was started with the equilibrium studies by determining the protonation
constants of the ligand, and the stability constant of the Mn(II) complex. The basicity of the
OPMMA ligand (ZlogK>") is slightly higher than that of O-pyclen, and two orders of magnitude
higher than that was found for the 3,9-OPC2A. The first protonation constants of OPMMA and
O-pyclen ligands are identical, while that of 3,9-OPC2A ligand is more than an order of
magnitude smaller. The logK> values are similar for the ligands, the difference is less than one
order of magnitude. Surprisingly, the value of the stability constant of [Mn(OPMMA)] is lower
than that of [Mn(3,9-OPC2A)] complex, in spite of the higher basicity, which phenomenon can
be explained by the structural differences. At higher pH values, the deprotonation of the
coordinated water molecule was also observed.

Because of the fast decomplexation reactions taking place between the [Mn(OPMMA)]
chelate and the Cu(I) ion, the kinetic reactions were monitored by stopped-flow method. Using
the obtained kinetic parameters, the half-life of the reaction (ti2=In2/kobs) was calculated for
physiological pH (7.4) and found to be only 2.12 minutes, which orders of magnitude smaller
than the 21.9 hours for [Mn(3,9-OPC2A)] complex. This indicates that the [Mn(OPMMA)]
complex is unsuitable for in vivo use, as it could completely dissociate even during the
examination.

Furthermore, the relaxation features of the [Mn(OPMMA)] were also studied by using 'H
relaxometry and 70 NMR technique. The relaxivity values of [Mn(OPMMA)] complex are
slightly higher than those of [Mn(OPC2A)], though the difference cannot be considered
significant. Based on the relaxivity values determined for the complex, it can be stated that there
is at least one water molecule in the inner coordination sphere, directly bound to the metal ion,
which assumption was supported by DFT calculations. Additionally, the decrease in relaxivity
with increasing temperature indicates that the relaxivity is mostly governed by the rotation of
the complex. "O-NMR studies were performed to determine the rate of water exchange,
revealing that the kex for [Mn(OPMMA)] complex is approximately four times higher than that
of [Mn(OPC2A))].

Finally, we can conclude that, the thermodynamic and relaxation properties of the
[Mn(OPMMA)] complex are good enough for the medical applications, but unfortunately its

inertness is too low for the in vivo use.
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