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A dolgozatban hasznalt roviditések és szerkezeti
képletek jegyzéke

ACN acetonitril

CA kontrasztanyag

CPMG Carr-Purcell-Meiboom-Gill szekvencia

CT komputertomografia

DMP 1,4-dimetil-piperazin

DPA dipikolil-amin

ESI-MS elektrospray ionizacids tomegspektrometria
GBCA gadolinium alaptl kontrasztanyag

HEPES 4-(2-hidroxietil)- 1-piperazin-etanszulfonsav
HPLC nagyteljesitményl vagy nagynyomasu folyadékkromatografia
HSA human szérumalbumin

LD50 median halélos dézis

Ln lantanoidak

MES 2-(N-morfolino)etanszulfonsav

MRI magneses rezonancias képalkotas

NMP l-metil-piperazin

NMR magneses magrezonancia spektroszkopia
NSF nefrogén szisztémas fibrozis

PDA fotédiodasoros detektor

PET pozitronemisszios tomografia

q hidratacios fok

Seronorm liofilizalt vérszérum

T longitudinalis relaxacios id6

T2 transzverzalis relaxacios id6

ti2 bioldgiai felezési 1d6

TFA trifluor-ecetsav

TRIS trisz-(hidroximetil)-amino-metan

UH ultrahang

VRK vékonyréteg kromatografia

DMF dimetilformamid
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I. Bevezetés

Napjaink orvoslasa mar-mar elképzelhetetlen lenne olyan képalkoto
diagnosztikai eszkozok nélkiil, amelyek segitségével fel tudunk allitani
diagnozisokat nem-invaziv vizsgéalatokat kovetden, megeldzve szdmos
felesleges beavatkozast, tovabba iddben és pontosan tudunk diagnosztizalni
kiilonbozd stlyos kimenetelii betegségeket (pl. daganatok). A tudomany
fejlettségét mutatja, hogy szamos ilyen technika all mar rendelkezésiinkre,
mint példaul a magneses rezonancids képalkotds (MRI) is, amely modszer

elterjedtségét nagy felbontoképességének kdszonheti.

A megfeleld felbontasu kép elkészitéséhez a vizsgalatok jelentds
részében kontrasztanyagok alkalmazésa sziikséges, ezek tobbnyire kiilonb6zo
ligandumok paramagneses fémionokkal alkotott komplexeit jelentik
(leginkabb Gd**-ion; GBCAs — Gadolinium Based Contrast Agents).! Bar a
Gd*"-ion f’ elektronjainak kdszonhetéen paramagneses tulajdonsaggal bir, a
szervezet idegen volta miatt az utobbi években aggilyok meriiltek fel
hasznalataval kapcsolatban. A 2000-es évek elején diagnosztizaltdk a nefrogén
szisztémas fibrozis (NSF) nevil betegséget, amit a kontrasztos vizsgalatok
soran a szervezetben felszabadult szabad Gd*'-ion toxikus hatésdnak
tulajdonitanak.> Az NSF ugyan csak nyiltlanct kontrasztanyagokkal vizsgalt,
csokkent vesefunkcioval rendelkezd paciensek esetén volt jelentds, de felhivta
a figyelmet arra, hogy érdemes fenntartasokkal kezelni a Gd*'-alapu

kontrasztanyagok alkalmazasat.

Mindezen tul, tovabbi probléma a GBCA-k tekintetében, hogy a
kontrasztos MR vizsgalatok éves szinten tonnds nagysagrendii gadolinium
igénnyel rendelkeznek, amelyek a vizsgélatot kovetden elobb-utobb a

crer

szennyvizekbe keriilnek. A nehézfém koncentracigjanak nodvekedését



(kiilondsen a diagnosztikai kozpontokbol tdvozé vizekben) pozitiv gadolinium
anomdliaként ismerik.> Manapsig ezt még nem soroljadk a megoldando
problémak korébe, de az egyre inkabb teret hoditdé zold kémia jegyében a

késdbbiekben biztosan foglalkozni kell majd a kérdéssel.

Taldn az egyik olyan probléma (bar szemmel lathaté tiinetei
nincsenek), ami az MR vizsgalaton atesett betegek legnagyobb részét érint az
az, hogy a kontrasztanyag (vagy a Gd*"-ion) a vizsgalatok soran képes disulni
egyes szdvetekben — koztiik a gyakran vizsgalt agyban és csontokban is.*
Sorozatos vizsgalatok esetén ez a jelenség a kapott kép intenzitasdnak
romlasahoz vezet, hiszen a hattér intenzitdsanak novekedését okozza, igy a
kés6bbi vizsgalatok sordn (ez koriilbeliil félévenkénti gyakorisagot jelent egy
beteg esetében) a kontrasztanyagot egyre nagyobb dozisban kell alkalmazni a

megfelelden kontrasztossag eléréséhez.

Ezen problémak hatasara 2017-ben az Eurdpai Gyogyszeriigynokség
javaslatot tett (EMA/424715/2017) a nyilt lanca GBCA-k koziil a Magnevist
¢s az Omniscan kivonasara, a Multihance esetén pedig annak korlatozott
alkalmazasara. Mar ezt megel6zoen, az MRI kontrasztanyagok alkalmazésa
koril  kialakult bizonytalansdg miatt, megndétt a biztonsdgosabb
kontrasztanyagok iranti igény, ami természetesen a kutatds fellendiilését is
eredményezte. A kontrasztanyagok biztonsagosabb felhasznalasaért, ha csak
az inertség kérdését tekintjiik, alapvetden két dolgot tehetiink. Az egyik, hogy
noveljiik a Gd*'-tartalmi komplexek inertségét, hogy idét biztositsunk azok
teljes kiiiriilésére, a masik, hogy lecseréljikk a Gd*'-at a szervezet szamaéra

jobban toleralhat6 paramagneses fémionra (pl. Mn?" vagy Fe*").

Szamos tanulmany/értekezés/publikdcié bizonyitja, hogy ezek a
feladatok nem is olyan egyszerliek, mint ahogy azt az el6z6 bekezdésben

osszefoglaltuk. Altaldban egy ligandum szerkezeti modositasa révén az egyik
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paraméterben elért javulas egy masik paraméter (gyakran) jelentds romlasat
idézheti elé. Tovabba az is elmondhatd, hogy eltéré koordinacids kémiai
tulajdonsagaik miatt egy komplexben a Gd**-ion cseréje példaul Mn?*-ionra
nem eredményezi automatikusan annak alkalmazhatdsagat MRI

kontrasztanyagként.

A szervezet egyes bioldgiai folyamatai eldjelezhetik egy betegség
korai stddiuméat még az anatémiai elvaltozas megjelenése el6tt.™® A korai
diagnozis felallitdsa érdekében 1gény mutatkozik olyan intelligens
kontrasztanyagok fejlesztésére, ahol ezeket a folyamatokat monitorozni
tudjuk. Az ilyen vizsgélatok esetében mindig alkalmaznunk kell
kontrasztanyagot, ami érzékeny egy adott paraméter valtozasara (példaul
anion/kation koncentracié-, pH-valtozas). Az 1. abran egy hidratacids szdm
valtozason alapuld intelligens kontrasztanyag mukodési elvét mutatjuk be.
Ahogy lathatd, a vizsgalni kivant paraméter valtozasaval az oldallanc, vagy az
adott molekularészlet donoratomja(i) (zold korrel jelolt részlet) koordinaloédik
a kozponti fémionhoz, ezzel kiszoritva egy belsd szféras vizmolekulat (pirossal
jelolt részlet), igy befolyasolva a komplex relaxivitasat (g = n és g = (n-1)
kozotti valtozas). Természetesen a relaxivitas valtozhat a komplex rotacios
dinamikajanak befolyasoldsaval is, ahol a belsd szférdban talalhatod
vizmolekuldk szama valtozatlan marad, ahogy a dolgozatban erre példat is

fogunk latni.



Vizsgalni kivant
paraméter valtozasa

[ML(H,0)] [ML(H,0),4]

1. Abra. Intelligens kontrasztanyag lehetséges miikodési sémaja

A Ca*'-ion fontos szerepet tolt be a szervezetben, jelen van tobbek
kozott az agyban, amikor neurotranszmitterek szabadulnak fel idegsejtekbdl.
Angelovski és munkatarsai vizsgaltik tobb, szimmetrikus Ca?*-ion jelenlétére
szelektiv Gd**-ion tartalmi komplex relaxacids tulajdonsagait, ahol a
Ca?"-ionra érzékeny egységként EGTA-tipustt molekularészletet alkalmaztak.”
Ez a molekula hidként kot Ossze két makrociklusos egységet, amelyek

felel6sek a Gd**-ionnal vald kolesonhatasért.

Ahhoz, hogy biokompatibilis kontrasztanyagokat fejlessziink, az
adott ligandum esetében nem elegendd csupan a fémion cseréje, hiszen ezek a
fémionok a Gd*'-ionhoz képest merében eltérd koordinaciés kémiai
tulajdonsagokkal rendelkezhetnek. Ezért célszerii el0szor is megvalasztani az
alkalmazni kivant kozponti fémet, majd ugy tervezni és eldallitani a
ligandumokat, hogy a kialakulo komplex tulajdonsiagai megfeleljenek a
kontrasztanyagokkal szemben felallitott kovetelményeknek. Kutatdcsoportunk
hosszii évek Ota tanulmanyozza a Mn?*‘-ion koordinacids kémigjat e
tekintetben.®!! Minden eredmény arra mutat, hogy a Mn**-ion j61 hasznalhaté

biokompatibilis kontrasztanyagok fejlesztésére. Ezekre az eredményekre



alapozva dolgoztunk azzal a céllal, hogy Mn?*"-alapti intelligens

kontrasztanyagokat allitsunk elo.

Csoportunk ezen a téren szerzett jelents kutatdsi tapasztalatira
tamaszkodva egy olyan alapvazat kerestiink, amelynek Mn?*-komplexe a jo
termodinamikai, kinetikai €s relaxacios paraméterei mellett még rendelkezik
az alapvazon egy szabad, szubsztitudlhaté atommal, amelyet modositva
alakithatjuk ki az intelligens viselkedésért felelés funkcidt. A valasztas a
3,9-PC2A ligandumra esett, ugyanis amellett, hogy Mn**-komplexének
paraméterei biztatéak az in vivo alkalmazas tekintetében (logKmnL = 17,09;
rip= 2,91 mMs! [25,0 °C; 0,49 T; pH=74]; tiz = 21,0 éra [pH=174;
cvn2+ = 0,01 mM]) a piridin-helyzetli N-atommal szembeni, fransz-helyzetii

N-atom alkalmas kiilénbdz6 oldallancok kapcsolasara.'?

A szervezet pH-ja elég jol meghatarozott egyes sejtekben és
szovetekben, igy azok akar kismértékii valtozasa is nagy gondot tud okozni,

illetve jol eldrevetiti kiilonboz6 korképek kialakulédsat.

A prosztatarak az 50 ¢év feletti férfiak korében a rakos
megbetegedések csaknem 10 %-at teszi ki. Gyakran teljesen tlinetmentes,
lappangd allapotban kezdi pusztitani a szervezetet, sok esetben a diagnodzist
csak az anatomiai elvaltozas utan tudjak felallitani. Az egészséges €s beteg
prosztata Zn**-kivélasztasa merdben kiilonbdzik egymastol, rakos elvaltozas
esetén annak koncentracioja drasztikusan, akar 6todére csokken.'* Nyomon
kovetve ezt a koncentracidvaltozast lehetdség nyilhat korai diagndzis

felallitasara.



II. Irodalmi attekintés

I1.1. Képalkoto eljarasok

A modern orvostudomany egyik legdinamikusabban fejlodo teriilete
a képalkoté diagnosztika, amelynek feladata, hogy nem invaziv moddon
informaciot szolgaltasson a szervezetben zajlé folyamatokrol, elvaltozasokrol.
Egészen a rontgensugarzas diagnosztikai céli alkalmazasiig!'* az ilyen
informaciok begylijtése csak és kizardlag sebészeti beavatkozasok utjan volt
lehetséges, legtobb esetben a beteg halala utan. Nem is csoda, hogy szdmtalan
kutatas vette kezdetét e targykorben, amelyeknek koszonhetéen ma olyan
széleskoriien hasznalt technologidknak vagyunk birtokaban, mint az ultrahang
(UH),"> a komputertomografia (CT),'® a pozitron emissziés tomografia
(PET),!” a magneses rezonancias képalkotas (MRI) és még folytathatnank a
sort. Az emlitett technikdk egy részénél a kontrasztanyagok alkalmazasa
elkeriilhetetlen (pl. PET), mig mas esetben azért alkalmaznak segédanyagokat,
hogy csokkentsék a vizsgalat idétartamat €s/vagy (ahogy nevébdl is adodik)
noveljék a kapott kép kontrasztossagat. Ezek a kontrasztanyagok az
alkalmazott technika fliggvényében valtoznak (fémkomplexek, radioaktiv

készitmények, nehézatomot tartalmazé készitmények).

I1.2. Az MRI megjelenése

Napjaink egyik legnagyobb jelentdséggel bird képalkotodi eljarasa a
mar emlitett MRI, amelynek elvi alapjait Lauterbur és munkatarsai'® fektették

le az 1970-es években.!”



A mobdszer széleskorli elterjedését nagy felbontoképességének
kdszonheti. Az egészséges €s a korosan elvaltozott szovetek viztartalma €s a
vizprotonok relaxacios tulajdonsdgai eltérnek, lehetdvé téve a moddszer
alkalmazasat a gyakorlatban. Az MRI vizsgalatok 40%-dban azonban
szlikséges un. kontrasztanyagok alkalmazasa, amelyek csokkentik a vizsgalat
id6tartamat (csokkentve a vizprotonok 71 vagy 7> relaxacios idejét) és ezzel
parhuzamosan novelik a kép kontrasztossagat, ezzel segitve a radiologus

munkajat a pontos diagnozis felallitasaban.?

I1.3. MRI kontrasztanyagok

A vizsgalatok sordn alkalmazott szekvencia az esetek dontd
tobbségében a spin-echo, ahol a jelintenzitast (SI) az alabbi egyenlettel irhatjuk

le:

TR TE

SI=N(H) [1-e' TT] e 2 (D)

amelyben az N(H) a protonspinsiiriiség egységi térfogatra vetitve, TE az echo
késleltetési id6, a TR az ismétlési id6. Az egyenletbdl az kovetkezik, hogy a jel
intenzitasa ndvekedni fog a 71 relaxécios id6 csokkenésével (7T1-CA), ellenben
csokken, ha a 7> relaxacios 1d6 csokken (72-CA). Az intravénasan alkalmazott
kontrasztanyagok esetén tovabbi harom csoportositasi lehetdséget
targyalhatunk: (1) extracellularis térben dusuld, (2) un. ,,blood-pool”,
véraramban tartozkodo, illetve 3) célzott/szerv-specifikus

kontrasztanyagokroél beszélhetiink.!

Ahhoz, hogy egy anyag alkalmazhaté legyen kontrasztanyagként,

szamos paraméternek meg kell felelnie. Ezek kozott talalhato a komplex nagy



termodinamikai stabilitdsa, annak inertsége, a kis ozmotikus koncentracié (a
toltéssel rendelkezd kontrasztanyagok intravénas bejuttatasakor fellépd
fajdalom kikiiszobolése végett) és persze a minimalis dozis melletti maximalis
kontrasztnoveld hatas. A kontrasztnoveld hatas kvantifikalasat a relaxivitassal
tudjuk kézzelfoghatova tenni, ami definicié szerint a paramégneses anyag
1 mM-oldatanak relaxdciosebesség noveld hatasa a diamagneses kozegben

mérthez képest (r1p (MM 's™!); r2p (mM's71)).2!

11.3.1. Paramagneses kontrasztanyagok

A paramagneses fémionok kozott a 7 parositatlan elektronnal
rendelkezé Gd**-ion (f) és az 5 parositatlan elektronnal rendelkezé Mn?*-ion
(d°) a legjobb jeldlt kontrasztanyagként torténd alkalmazisra. Szabad, ionos
formaban egyik sem alkalmazhat6, mivel LDso értékiik 0,1 - 0,3 mmol/ttkg
koriil van** és a Gd*"-ion képes a szervezetben akkumulalodni. Az elézdleg
emlitett tulajdonsagaikbdl is kovetkezik, hogy mindkét fémion csak nagy
termodinamikai stabilitast €s inertségli komplex formajaban alkalmazhat6.
Ahogy a kovetkezd bekezdésben is lathato lesz, a mai klinikai gyakorlatban a

gadolinium-alapt kontrasztanyagok (GBCA-k) uraljak a piacot.'?

Az alkalmazott GBCA-k minden esetben valamilyen 8 donoratomot
tartalmazé poliamino-polikarboxilat ligandum gadoliniumionnal alkotott
komplexei, ahol a fémion 9. koordinacios helyét egy ,,gyorsan” cserél6do
vizmolekula tolti be. A kontrasztanyagok fejlesztése soran fontos

mérfoldkének szamitdé GBCA-k szerkezeteit a 2. 4bran mutatom be.2*3!



Gd-DTPA Gd-DTPA-BMA Gd-DTPA-BMEA

2. Abra. Gyakorlatban is alkalmazott GBCA-k szerkezete

A legtobb kontrasztanyag az extracelluldris térben egyenletesen
oszlik el, ezek alkalmazott dozisa 0,1-0,3 mmol/ttkg intravénasan, és
kortlbeliil 1,6 oras biologiai felezési iddvel (12) a vesén keresztiil iiriilnek ki.
Az injektalt anyag mennyisége akar egy nagysagrenddel is csokkenthetd, ha az
szervspecifikussagot mutat, hiszen igy az egy adott szovetben/szervben képes
dasulni. Az ilyen, kereskedelmi forgalomban kaphatd kontrasztanyagok

szerkezetét a 3. Abran mutatom be 303233

?/\SANﬁ /\-(/ %SAN/\\ /\( O}’\Nn /N\/ﬁN/\(

-0 Oyl
O;< 0/\ Gd #O O"( 0?\ "Gd" %O O—"( o/\ Gd /EO

0. /(')\ ,6\
(NMG), H™H 3Na* H™"H

Gd-BOPTA MS-325 Gd-EOB-DTPA

3. Abra. A gyakorlatban alkalmazott szervspecifikus GBCA-k szerkezete

Az elébbiekben bemutatott fejlesztések mogott komoly iizletag all,
hiszen a vizsgélatok szdma folyamatosan novekszik, ezzel parhuzamosan
novekszik a generikumok eldallitasa is. A [Gd(DTPA)]* engedélyeztetése

utani 10 évben 6sszesen 30 tonna gadoliniumnak megfeleld kontrasztanyagot



adtak be a pacienseknek. Ez a szdm manapsag 50 tonna/év, pénzben kifejezve
a GBCA-k piaca csaknem egy millidrd dollaros forgalommal rendelkezik
évente.>* Torténtek probalkozasok mas, nem Gd*"-ion alapti kontrasztanyagok
forgalmazésara és alkalmazasara is, de mai napig a Gd**-alapu anyagok a

meghatérozok.>>>°

11.3.2. A paramagneses komplexek relaxivitasa

A vizprotonok relaxdciosebessége (1/Tobs) egy paramagneses
komplex jelenlétében két részbdl szarmaztathatd, egyfeldl a komplex
diamagneses (1/74), masfel6l a komplex paramagneses (1/71p)
hozzajarulasabol tevodik 0Ossze, amelyet a kovetkezd egyenlettel

jellemezhetiink:

— == [Gd] @)

Tiobs Tia Tip Tid

ahol az 71 a komplex (longitudinalis) relaxivitasa (hasonléan vezethetd le a

transzverzalis relaxivitas is).2!4

Egy komplex relaxivitdsat szamos tényezd befolydsolja, amelyek
koziil a legfontosabbak a fémionhoz kozvetleniil koordinalodo, azaz a belsd
szféras vizmolekuldk szama (g),*' a komplex forgd mozgasara jellemzd
rotacids korrelacios id6 (tr), a fémion elektron-spin relaxacios ideje (ts) és a
vizcseresebesség (kex= 1/tw), ami a fémionhoz koordindldodo vizmolekuldk
atlagos tartozkodasi idejét jellemzd érték, valamint a fém-vizproton tavolsaga
(rmn). Az emlitett paraméterek leirdsara els6sorban a Swift-Connick elméletet

42 &s a Freed-modelt szoktuk hasznalni.****
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11.3.3. A Gd**-ion alkalmazdsanak hatranyai

Annak ellenére, hogy a gadolinium-alapu kontrasztanyagok
egyeduralkodoként vannak jelen a piacon, mégis megingott benniik a
felhasznalok bizalma. Talan ennek is kdszonhetd, hogy a kontrasztanyag

kutatasok mas, biokompatibilis anyagok fejlesztése felé vették az iranyt.

Egyrészt, 2006-ban kapcsoltdk 6ssze a kontrasztos MRI-vizsgalatok
soran szervezetben felszabadult Gd**-ion toxikus hatasat a nefrogén
szisztémas fibrozis (NSF) nevili betegséggel, amelyet a *90-es évek végén irtak

le elészor. 446

Az NSF-fel jaré tlineteket, mint példaul bdrelvaltozasok,
fibrozis belsé szerveken (tiido, sziv), leginkdbb a csokkent vesefunkcioval
rendelkezd betegek esetén diagnosztizaltak. Ennek a felismerésnek, €s persze
az esetek nyomonkovetésének koszonhetéen az Europai Gyogyszeriigynokség
javasolta a nyiltlanca Gd**-alapu kontrasztanyagok eurdpai piacrél torténd

kivonasat.¥’

Masrészt ismert, bar kevésbé kutatott jelenség az un. pozitiv
gadolinium anomalia,> miszerint a diagnosztikai kézpontok kornyéki felszini
vizekben kimutathatd Gd**-szennyezés. Napjaink egyre inkabb fokuszba
keriild zold kémidjaval ez nehezen egyeztethetd Ossze, hiszen jelentds

mennyiségli gadolinium kertiilhet be a korforgasba.

Tovéabba, a negativumok kozott taldn a leginkdbb aggasztd az a tény,
hogy a kontrasztos vizsgalatok soran a gadolinium, vagy a komplex (az
alkalmazott kontrasztanyag fliggvényében) akkumuldlédik az emberi

szervezetben, fleg az agyban*®

anélkiil, hogy toxikus hatést fejtene ki,
ugyanakkor ez a felhalmozddas jol érzékelhetd a hattérintenzitds ndvekedésén
a paciensek egyes vizsgalatai kozott. Ennek ellenére a Gd*-alapt

kontrasztanyagok a legbiztonsagosabb készitmények kozé tartoznak, a
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mellékhatasok ratja elenyészd (enyhe mellékhatas 1000 adagonként <I,
stulyos mellékhatdas 40.000 adagonként jelentkezhet) igy vezetd piaci

szerepiiket varhatéan nem fogja megingatni mas tipust kontrasztanyag.*®

I1.4. Intelligens kontrasztanyagok

Manapsag egyre nagyobb igény mutatkozik arra, hogy ne csak
anatomiai elvaltozdsokat legyiink képesek detektalni a képalkotas
segitségével, hanem képesek legylink molekularis szinten informacidt szerezni
a szovetekben/szervekben zajlé egy-egy folyamatrél (pH-valtozas,
anion/kation koncentracié valtozas stb.). Azaltal, hogy detektdlni tudnank
fiziologiai vagy biokémiai rendellenességeket, lehetdség nyilna a korai
diagnosztikdra, amellyel még az anatomiai elvaltozas megjelenése elott

felismerhetnénk a koros folyamatokat.

Az anatomiai képalkotassal ellentétben, ahol lehetdség nyilik
kontrasztanyag nélkiili vizsgalatra, a molekularis képalkotas soran minden
esetben sziikkség van un. intelligens/okos kontrasztanyagok haszndlatara.
Ezeknek a kontrasztanyagoknak a miikddési elve az esetek dontd tobbségében
a belsé szférds vizmolekulak szamanak, vagy a komplex rotacios

dinamik4janak valtozasan alapul.?!

Talan a legfontosabb paraméter, amely az emberi szervezetben
feltérképezhetd okos CA-kal a sejtek és az extracellularis tér pH-ja, hiszen
majdnem mindegyik patologias elvaltozéas egyiitt a jar a normal pH-érték
csokkenésével. A pH valtozasa vagy a belso szféraban talalhatd vizmolekulak
szdmara, vagy a valtozd protonaltsagi fok miatt, a vizsgalni kivint NMR aktiv

mag kémiai eltolod4sara van hatassal.*->
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valtozasa is sok esetben valamilyen betegséget sejtetd folyamathoz kotheto,
igy torekvések vannak ezeknek a valtozasoknak a kovetésére is a diagnosztika
segitségével. Kationok esetében (mint az a késdbbi fejezetben részletezésre is
keriil) két célravezetd stratégia lehetséges: vagy a fémionhoz kozvetlentil
koordinal6do vizmolekuldk szaman kell valtoztatni, vagy a komplex rotacios
korreléacids idejét kell befolyasolni. E16bbi esetben egy/tobb, a vizsgalni kivant
fémionhoz specifikusan kotddé donoratom a kivant fémion tavollétében a
komplex kozponti fémionjdhoz koordinalodik, mig jelenlétében a
donoratom(ok) disszocidlnak a kozponti fémionrol, ezzel teret adva a
vizmolekuld(k)nak a fémion belsd szférajaban. A masodik esetben pedig a
komplex méretét és flexibilitasat kell valtoztatni. Erre jo példa lehet
makromolekulak képzddése, amelyek rotacids korrelacios ideje, ezéltal
relaxivitdsi is nagyobb, mint a kis molekulatomegii komplexeké.?!>152
Anionok kovetése esetén hasonld az elv az el6bb leirtakhoz, csak itt a rotacios
korrelacids 1d0 valtozédsa a vizsgalni kivant anion koordinaciojaval valdsul

meg.>?

Sajnos az intelligens kontrasztanyagok alkalmazhatdsagaval
kapcsolatban tobb probléma is felmeriil. Ahhoz, hogy jol kiértékelhetd MRI
képet kapjunk nem csak a kontrasztanyag altal kivaltott jelintenzitast kell
kell. Ennek a probléménak a megoldaséara tobbfajta megoldas is sziiletett,>
amelyek koziil leginkdbb azokban az esetekben érnek el biztatd eredményeket,
amikor képalkot6 eljarasokat probalnak meg 6tvozni (pl. MRI + PET). Ennek
lényege, hogy olyan kontrasztanyag kombinacidt hozzunk létre (ez lehet akar
két kiilonbozd fémion, vagy egy fémion két izotdpjdnak ugyanazzal a
ligandummal kialakuld6 komplexének keveréke), amelybdl legalabb az

egyikkel meghatdrozhat6é az adott szovetben jelenlevd agens koncentracioja.
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Sikeres kutatdsok folytak olyan bimodalis hibrid komplexszel, ahol a
Gd**-iont, mint paramagneses dgenst és a '*F radionuklidot, mint PET aktiv
mag tulajdonsagait 6tvozték. Ebben az esetben a PET jel intenzitdsa ardnyos a
radionuklid koncentriciéjaval, a Gd*'-komplex pedig a pH-fiiggd
relaxivitasért felel, ezaltal lehetdség nyilik a sejtek pH-értékének mérése
kvantitativ, nem-invaziv médon.”> Elméletben minden olyan mag, ami f'-

bomlasra képes (példaul >Mn)°¢ alkalmazhato lehet e tekintetben, csoportunk

kutatasi tevékenysége ezen témakra is kiterjed.

11.4.1. pH-érzékeny komplexek”

A pH in vivo meghatdrozasa a képalkotds egyik nagy eldrelépése
lenne, hiszen a pH-valtozasa szamos betegség vagy elvaltozas kezdeti jele
lehet (fertdzések, rak, stroke stb.). Tumorok esetén a pH akar 0,5 — 1 egységgel
is kisebb lehet az egészséges sejtekhez képest,”’ amelynek oka az anaerob
glikolizisb6dl szdrmazd laktat szekrécid. A pH pontos és nagy felbontasu
monitorozasa nem csak a diagnosztikai alkalmazasok tekintetében lenne
eldnyds, hanem segitségével lehetdség nyilna kovetni egyes betegségek
folyamatait, vagy kovetni terapidk altal kivaltott hatasokat.> Mai napig szamos
kutatas folyik ezen a teriileten, amelyek koziil néhanyat emlitiink csak meg a

kovetkezdkben.>3>°

A szovetek intracellularis pH-jat meg lehet becsiilni a szervetlen
foszfattartalomhoz kapcsolodd 3'P-NMR segitségével.®° Tobb kutatas is
vizsgélta a 3-aminopropil-foszfat (3-APP) pH-érzékeny *'P MR-rezonanciajat
daganatok és  egészséges szOvetek  extracellularis  pH-értékének

meghatérozasahoz.®*> Ojugo és munkacsoportja '®F-magot tartalmazé

’ Minden, a fejezetben talalhat6 ligandum szerkezete a fejezethez tartozo 4. abran keriil feltiintetésre
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ligandummal ért el eredményeket az extracelluldris tér pH-értékének

meghatirozasa terén, érzékenyebb mddszert kidolgozva a 3-APP-hez képest.®

Olyan, rdvid elektronrelaxacioval (1071 — 10713 s) rendelkez6 4tmeneti
fém ¢és lantanoida komplexek, amelyek komplexei rendelkeznek olyan pKa
értékkel, ami beleesik a fizioldgids pH-tartomanyba (vagy abba a tartoményba,
ahol a kérdéses vizsgalatot el akarjuk végezni), jo jeloltek lehetnek a
pH-valtozasinak NMR technikaval val6 nyomonkovetésére. A DOTP
ligandum Yb**-ionnal alkotott komplexét érdemes megemliteni, ahol enyhén
savas és enyhén bazikus kozegben [Yb(DOTP)]’-komplex lépcsdzetes

protonalodasa a kémiai eltolodasok folyamatos véaltozasaval jar egyiitt.>”

A fémkomplexek esetében nem csak a protonok tudnak értékelhetd
jelet adni magneses térben, hanem a '°F jelének detektaldsa is megoldhatd.5*
Ennek azért is lehet nagy jelentdsége, hiszen mig a proton MRI alkalmazasa
soran jelentds hattér intenzitassal kell szdmolnunk, addig ez a fluor mag
esetében nem jelentkezik, mert a szervezet fluor tartalmanak jelentds része a
csontokban/fogakban szilard forméaban talalhat6. Az ilyen komplexek egyik
csoportja a Ho*™-ion DO3A-monoamid szarmazékaival alkotott komplexei,
ahol az oldallancban taldlhaté nitrocsoport befolydsolja az amidcsoport
protonjanak savassagat, igy a CFs-csoport kémiai eltolodasa akar 30 ppm
egységet is valtozhat pH 4 — 9 tartomanyban. Egy madsik csoportba az
arilszulfonamid-csoporttal modositott DO3A ligandum lantanida-komplexei
sorolhatoak, ahol bazikus kézegben az amidcsoport deprotonalodasa miatt a
szulfonamid-nitrogén koordinaldédik a kozponti fémionhoz, viszont savas
kézegben ez a koordinacié nem valdsul meg, igy teret adva egy masodik
vizmolekuldnak a komplex belsé szférajaban. A két forma kozotti kiilonbség

megmutatkozik az aromas gyirtin talalhaté -CF3 csoportok 'F-jeleinek kémiai
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eltolédasaiban is (Ad =40 ppm), kiilonds tekintettel pH 5,5 és 7,0 kozotti

tartomanyban.*

Talan a legkézenfekvobb megkozelités egy pH-szenzornak szant
kontrasztanyag esetén az, hogy a pH-ban torténd valtozds a komplex
hidrataciés szamanak valtozasaval jar egyiitt, ezzel befolydsolva annak
relaxivitds értékét. A belsd szférdban két vizmolekuldt tartalmazo
Gd**-komplexek kozott ismertek olyanok, amelyek konnyen és reverzibilisen
képesek vegyeskomplexet kialakitani oxoanionokkal (pl. karbonat), amely
eredményezi (¢ = 0). Az emlitett karbondtion esetében a komplex relaxivitasa
bazikus kozegben a tipikusan kiils0 szférds hozzajarulasra esik vissza
(~2 mM's™). Erre a viselkedésre egy példa a DO3 AM-alapvazzal rendelkezd
Lib fantizia névre hallgaté ligandum Gd**-komplexe, ahol a relaxivitas
értékek kiilonbsége a két allapot (¢ =2 és ¢ =0) kozott 5,3 mM's!-nek
adodott.% Persze nem szabad elfelejteni, hogy bioldgiai rendszerekben szamos
karbonationtol eltérd oxoanion van jelen, mint kompetitor, ami jelentdsen

befolyasolhatja az eredményeket.

Vizsgaltak olyan Gd*'-komplexeket is, ahol a ligandum egyik
oldallanca hordozza magaban a pH-szenzitiv funkciot. Az elv hasonld a
fentebb leirtakhoz: a pH valtozasaval valtozik a komplex hidratacids szama,
de ennek oka az oldallancban taldlhatdo donoratom koordinécidja a kdzponti
fiiggvényében. Ezt a jelenséget figyelhetjik meg az oldallancban
arilszulfonamid-csoportot tartalmazé DO3A-SA esetében is, ahol a
pH-véltozasaval a  szulfonamid-nitrogén koordinacidja/disszociacioja

befolyasolja a komplex belsé szférajaban talalhatd vizmolekuldk szdmat,

leginkabb pH 5,5 — 8,5 kozétti tartomanyban.®® Egy masik ligandum esetében
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a DO3A-alapvaznal oldallancként metilén-nitrofenolt alkalmaztak, mint
pH-szenzitiv csoportot (DO3A-NP). A ligandum Gd**-komplexénél ~70%-o0s
valtozast lehetett mérni a relaxivitdsban a pH-valtozasaval,amiag=1¢ésg =2

kozotti valtozassal analog relaxivitas értékeket mutatott.’

A kép kontrasztossaganak novekedése a kontrasztanyag sajat
koncentraciojatol is fiigg, igy intelligens kontrasztanyag alkalmazas esetén
meg kell hatdrozni annak lokalis koncentracigjat is. Ezt példaul a DO3A-SA
ligandum Gd*"-komplexe esetén tgy oldottdk meg, hogy a ligandum
oldallancat egy adamantin egységgel modositottak, amelyrdl ismert, hogy erds
host-guest kdlcsonhatast létesit S-ciklodextrinnel.®® Egy ugyanilyen adamantin
egységgel ellatott, de "F-magot is tartalmazé molekulat alkalmazva, az
injektalt keverék aranyat pontosan ismerve (szubsztrat: '°F-magot tartalmaz
molekula: Gd**-komplex) a '°F NMR jelét detektalva meg tudtdk hatarozni a

H-t és a Gd*"-komplex koncentraciojat is.%”
p p ]

A dudlis injektalas modszerét alkalmazva is sikeresen meg lehet
hatarozni a pH-t. Sherry és munkacsoportja egy pH-fliggetlen komplexet
([GA(DOTP)]*) alkalmazva vizsgalta annak idofiiggd jelvaltozasat.”®"!
Ezutan ugyanigy jartak el a mar pH-fiiggést mutaté [Gd(DOTA-4AmP)]> -
komplexxel is. Mivel a két komplex — szerkezetiikbdl fakadéan — hasonld
biodisztriblicioval és farmakokinetikaval rendelkezik, az id6-intenzitas gorbék

kiilonbsége a relaxivitas értékek kiilonbségébdl adodik.

Az MRI mas képalkotd technikakkal kombindlva szintén alkalmas
lehet a pH meghatirozasira. A mar emlitett pH-szenzitiv
[GA(DOTA-4AmP)]* -komplex moédositasaval ( [Gd(DOTA-4AmP-F)]>"),
egy '°F atom beépitésével, a kontrasztanyag PET modszerrel is vizsgalhatova
valt. PET/MR késziilék segitségével meghatarozasra keriiltek a 71 értékek,

illetve meg tudtak hatdrozni az anyag koncentricidjat is.>® Fontos, hogy in vivo
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mérések esetén a két technika szimultan legyen alkalmazva, mivel csak igy
tudunk pontos pH-térképet alkotni a szervezetrdl. Egy masik kozleményben
olvashatunk olyan dimerrdl, amely két fémkotd egységet is tartalmaz: egy
DO3A-SA kéthelyet Gd**-ion szamara, illetve egy AAZTA kotéhelyet a PET
érzékeny **Ga**-ion szdmara (Gd-DO3A-SA-AAZTA). A szulfonamid kar két
funkciot tolt be, egyfeldl felelés a pH-érzékeny funkcioért, masfeldl pedig

linkerként szerepel a két kotdhely kozott.”?

Tanulméanyoztak olyan DOTA-tetraamid szarmazékot is, amely
oldallancaban  hidroxipiridil-csoportot ~ tartalmaz  (DOTA-tetraamid-
hidroxipiridil). Az amidcsoportok deprotonalédasa soran kialakul egy
intramolekularis sav-bazis kolcsonhatds a fenolos hidroxilcsoportok
protonjaival, létrehozva ezzel egy masodik hidratacios szférat. Ez a relaxivitas
értékekben is megmutatkozik, ami savasabb tartomdnyban ~85%-kal csokkent

a lugos kozegben mért értékhez képest.”
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4. Abra. A fejezetben emlitett ligandumok és komplexek szerkezetei

11.4.2. lonszenzor-komplexek

A fémionok, mint Zn?"; Ca®"; Cu?" stb. fontos szerepet jatszanak az

emberi szervezet kiilonbdz6 folyamataiban.® Az ionkoncentraciok véltozasa a

szervezetben sok esetben hozzarendelhetd valamilyen abnormalitashoz és jol

meghatarozott  folyamatokat (példaul rakos elvaltozésok,

neurodegenerativ megbetegedések). Ha lehetdség nyilna ezeket a folyamatokat
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nem invaziv médon monitorozni, az hatalmas elérelépés lehetne a korai
diagnozis szempontjabdl. Sajnos ilyen agensek eldallitasa nagy feladat elé
allitja a kutatokat, ugyanis a kontrasztanyagokkal szemben tamasztott alap
kovetelményeken tul szdmos mds paraméternek kell megfelelniik. A
kontrasztanyagnak a gyors és reverzibilis kotddés mellett specifikusnak is kell
lennie a valasztott ionra. Az d4gensnek abban a koncentriciotartomanyban kell
nagy ¢€rzékenységgel rendelkeznie, ahol a vizsgélatot akarjuk végezni. Talan
ez is az oka, hogy az eddigi jelentds erdfeszitések ellenére sajnos kevés in vivo
kisérletet végeztek ebben a targykorben. Eldszor is, nem minden esetben
hatarozhaté meg egyértelmiien az a tartomany, ahol szeretnénk kovetni az
ionkoncentracio valtozasat. Altaldban egyensuly 4ll fenn az ionok szabad
formdja és a fehérjékhez kotott forma kozott, igy a szabad ionkoncentracid
fiigg az ionok fehérjékhez vald affinitdsatol. Masrészrél egy biologiai
folyamat, ami hatdssal van az ionkoncentracié valtozasara (pl.
Ca**-ionkoncentracid valtozas neurotranszmitterek esetén) rendkiviil gyors, a
masodperc tortrésze alatt végbemegy, ami sok esetben tul gyors ahhoz, hogy

képalkoto eljarasokkal kdvetni tudjuk.””

A kationszenzor MRI kontrasztanyagok kutatisdban nagy attorést

76,77

jelentett a kalcium kimutatdsara alkalmas anyagok eldallitasa, ezt pedig

7879 &5 a rézred érzékeny anyagok megjelenése. Egy

gyorsan kovette a cinkre
ilyen tipust anyag altaldban két f0 részbdl tevddik Ossze: egy MRI-ben
alkalmazhaté fémion megkotésére szolgald egységbdl, valamint egy olyan
kotohelybdl, amely szelektiven képes kolesonhatasba 1épni a kivant fémionnal.
A relaxivitas novelésére a pH-szenzorokhoz hasonloan itt is kétfajta stratégiat
kovethetiink: vagy ugy ériink el valtozast a relaxivitdsban, hogy valtozik a

fémionhoz koordinalédé vizmolekuldk szama, vagy noveljik a komplex

méretét, ami a rotacios korrelacios ido valtozasat idézi elo.
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11.4.2.1. Ca’*-szenzor komplexek

A kalcium rendkiviil fontos szerepet tolt be az emberi szervezet
felépitésében €és annak folyamataiban. Masodlagos hirvivoként részt veszt a
sejtkommunikacidban, jelen van a neurotranszmitterek idegsejtekbdl valo
felszabadulasakor, de szerepe van minden izomdosszehuzodéaskor is. A
szervezetben taldlhato kalcium 99%-a a csontokban és porcokban talalhato
kalcium-szulfat és kalcium-foszfat formaban, a maradék 1% pedig az intra- és
extracellularis folyadékokban lelhetd fel. A sejtek kalcium koncentracigja
rendszerint 100 nM  koriill mozog, de ez kiilonb6zd folyamatoknak
koszonhetden akar 100-szorosara is emelkedhet. Ezzel szemben az

extracellularis térben talalhatd koncentracié akar 2,2 — 2,6 mM is lehet.?!

Az elsd Ca*'-ionra érzékeny kontrasztanyag a [Gd(DOPTA)J*
komplex volt, amely két [Gd(DO3A)] egységet tartalmaz egy BAPTA
egységgel hidként Osszekapcsolva, amely egységrol ismeretes, hogy
rendkiviili szelektivitassal tudja kotni a Ca?*-iont.”” Ca®-ion tavollétében a
BAPTA egység karboxilcsoportjdnak oxigén donoratomjai a makrociklusos
egység Gd*'-ionjaval lépnek kolcsonhatasba, ezzel telitve annak belsd
koordinacios szférajat. Am Ca*"-ion jelenlétében ezek a karboxilatok mar a
Ca’*-ionnal alakitanak ki koordinativ kotést, ezzel szabadon hagyva egy-egy
koordinaciés helyet a Gd**-komplex belsé koordinicios szférajaban, amit egy
vizmolekula fog betolteni. Ennek kovetkeztében a relaxivitas érték a kezdeti
allapothoz képest 77%-kal n6 (1:1 komplex:Ca*" arany esetén). Ahhoz, hogy
a vizsgalatok sordn értékelhetd eredményt kapjunk (kizarjuk az extracelluléris

crcr

célszerli a Ca®’-kotd egységet maszkirozni. Ezt a BAPTA egység

" Minden, a fejezetben taldlhato ligandum szerkezete a fejezethez tartozé 5. dbran keriil feltiintetésre
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karboxilcsoportjainak észteresitésével lehet elérni, amely észter-funkcio a sejt
belsejében az észteraz enzim hatasara megszinik, igy szabadda téve a
karboxilcsoportokat.®? Igy a relaxivitas novekedés 66%-osnak bizonyult és ami
fontosabb, hogy ezzel a mddszerrel sikeresen meg lehet kiilonboztetni az intra-

és extracellularis térben 1évé Ca®*-ionokat.

Talalunk példat olyan ligandumra is, ahol csupan egy makrociklusos
egység és ehhez kapcsoloddan egy Ca'-ionra szenzitiv oldalldnc talalhato.
Ilyen, DO3A-egységet és egy APTRA oldallancot tartalmazé ligandum a
DOPTRA, ahol a Ca?"-jelenlétének hatdsara a komplex relaxivitisa
megduplazodik (3,5 mM s > 6,9 mM-'s!). Ugyanakkor az is igaz, hogy
bioldgiai modellben a valtozas csak 25%, ezt a csokkenést a jelenlévd anionok

Gd**-ionhoz valo kotddésével magyaraztak.®?

MRI  vizsgalatok szempontjabol azonban érdemesebb az
extracellularis tér Ca®>"-koncentracid-tartomanyéat megcélozni, ami mM skalan
mozog.** Ennek eléréséhez célszerti csokkenteni a hidként hasznalt egység
affinitasat a Ca’*-ionhoz, amelynek egyik modja a karboxilatcsoportok cseréje
valami mas, kevésbé koordinal6 csoportra (pl. amidcsoport). Az ilyen modon
eldallitott ligandumokban a BAPTA egységet helyettesitették az EGTA
ligandum amidszarmazékaival (EGTA-DO3A).” A ligandumokat tesztelték az
agy extracellularis koriilményeit modellez6 kozegben is, ahol 10%-o0s
relaxivitds valtozast tapasztaltak, ami mar elég nagy ahhoz, hogy MRI-vel

detektalhat6 legyen.

Ugyanezen kutatocsoport 1étrehozott egy olyan agenst, amely 6tvozi
a hidratacios szdm- és a rotacios korrelacios id8 véltozasat.®> A modszer elve
az, hogy egy amfifil Ca®'-szenzornak szant ligandumot épitettek egy
liposzéma kettOsrétegébe. A ligandum tartalmaz egy [Gd(DO3A)] egységet,

egy hidligandumot, ami a Ca®'-ion érzékeléséért felelés, és ehhez
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kapcsolodéan egy lipofil alkillancot. A komplex mikodése az el6zd
bekezdésekben taglaltak szerint alakul és Ca**-ion jelenlétében relaxivitisa
csaknem 400%-kal novekszik. Ennek oka kettds, ugyanis a makrociklusos
egység hidrataciés szamanak valtozdsa mellett az eredetileg gyors

intramolekularis rotacid lelassul.
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5. Abra. A fejezetben talalhat6 ligandumok szerkezete
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11.4.2.2. Zn**-szenzor komplexek

Az emberi szervezetben a vas utdn a masodik legnagyobb
mennyiségben eléforduld fémion a Zn>* (2 — 4 g cink / egészséges felnott
szervezet), ez koncentracioegységben kifejezve uM tartomanyt jelent. A cink
a fehérjéhez kotott formaja mellett eléfordul szabad ionos formaban is, bar
ennek a koncentracidja joval alacsonyabb, mint a kotott forméaé.®® Funkcidjat
tekintve tobb, mint 300 enzim miikodésében jatszik szerepet, emellett kritikus
fontossagn az immunsejtek fejlodésében és  miikodésében  is.b7®
Extracellularis térben (human plazmaban) a szabad cink koncentracioja

elérheti a 8 — 10 uM-t is, legnagyobb koncentracioban pedig az agyban

talalhatd meg, itt akar 300 pM koncentracidban is jelen lehet.3*°

Hasonloan a Ca’'-ion detektaldsara alkalmas ligandumokhoz, az
irodalomban ismert komplexek tobbsége Gd**-ion alapu és a relaxivitas

valtozasa a hidratacios szam valtozdsdnak kovetkezménye, amit egy olyan

rrrrrr

6. Abra. A DPA ligandum szerkezete

Irodalombol ismert a DTPA ligandum modositasaval eldallitott
DTPA-biszamid ligandum Gd**-ionnal alkotott komplexe, ahol a DPA egység
modositasaval (egy piridilcsoport helyettesitése metilénkarboxilat-csoporttal)

sikeresen értek el szelektivitast Zn>'-ionra.””°! A moddositast azért kellett

¥ Minden, a fejezetben talalhat6 ligandum szerkezete a fejezethez tartozo 6. és 7. dbran keriil feltiintetésre
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elvégezni, mivel a 4 piridilcsoport sztérikus gatlasa miatt az amidkoordinacid
gyenge, ezzel nehezitve a relaxdciosebesség mérési eredményeinek
kiértékelését. Zn**-ion jelenlétében a komplex olyan geometriai atalakulason
megy keresztiil, amelynek hatésara kiszorul a belsészféras vizmolekula a Gd**-
kornyezetébdl, ezzel ~30%-kal csokkentve a komplex relaxivitasat. A
komplex, valamint annak DPA-analégja is szelektivitdst mutat Zn**-ionra

Mg?*- és Ca>" -ionok jelenlétében is.

Makrociklusos Gd**-ion alapti komplexekrdl is bizonyitottak, hogy
hasznalhatoak Zn>*-ion detektaldsara. Egy esetben oldallancként egy
iminodiacetat (DO3A-iminodiacetat) egységet alkalmaztak, mint Zn?'-kotd
dgenst.”? Zn?*-ion jelenlétében nagy ugrast tapasztaltak a relaxivitasban, mivel
annak kolcsonhatdsa az oldallanc donoratomjaival a komplex hidratacios
szamanak valtozasat eredményezi. Ez a nagymértéki valtozds nem csak in
vitro koriilmények kozott detektalhatd, hanem MRI szempontbdl informativ
vérszérumban is érzékelhetd marad.”> Habar a relevans koncentracio-
tartomanyban tudtdk kimutatni Zn**-ion jelenlétét, csak az in vivo kisérletek
adhatnak biztos valaszt arra, hogy ez az dgens ténylegesen miikoddképes lehet-

e az emberi szervezetben is.

Egy masik DOTA-biszamid alapi makrociklusos 4agensrdl is
bizonyitottak, hogy alkalmazhatdé Zn?*-ion detektalasira, a két DPA
egységének koOszonhetéen, amelyek oldallancként vannak jelen a
makrocikluson. A relaxivitds valtozas alapja az, hogy a Zn*'-iont kot
kétmagvi komplex affinitisa a HSA felé nagyobb, mint a Gd**-komplexé, igy
a kialakult HSA-addukt mérete megnd a szabad formahoz képest, novelve a
rotacids korrelacios id6t.** 2 ekvivalens Zn?*-ion jelenlétében csupan 20%-0s
relaxivitds novekedést tapasztaltak, viszont ugyanilyen kondiciok mellett

HSA-t is alkalmazva ez a ndvekmény csaknem 170%-osnak bizonyult,
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koszonhetden a kétmagviukomplex-HSA addukt kialakuldsédnak. In vitro
vizsgalatokkal igazoltak, hogy a komplexszel akar 30 uM Zn**-koncentraciot
is képesek detektalni. A komplexet sikeresen vetették ala in vivo kisérleteknek
is, ahol gliikdzzal stimulaltak a Zn?'-termel6dését egér hasnyalmirigyben és
prosztatdban.” Kihasznalva azt, hogy a prosztata rakos megbetegedése esetén
a Zn>"-szekrécid akdr az egészséges szint hatodara is visszaeshet, a komplexet
alkalmazva sikerrel meg lehet kiilonboztetni az egészséges és tumoros
prosztatat, s6t a betegség eldrehaladasat is vizsgalni lehet, mivel az 1d6

mulasaval a Zn**-ion koncentracidja csokkenést mutat.

A Gd**-alapti komplexek mellett az irodalom emlitést tesz vizoldhatd
Mn?**-porfirin-komplexekrél is (TPPS-BIPEN).”® Mikor megtorténik a
Mn?**-komplex kolcsonhatdsa a Zn>-ionnal, a komplex képes athatolni a
sejtmembranon, ilyenkor a 71 relaxivitdsban ~ 25%-o0s csokkenés figyelhetd
meg. Erdekes tény, hogy amikor a Mn**-komplexhez in vitro sejtes
kornyezetben Zn**-iont adtak, az eléz8ekkel ellentétben mind a 71, mind a T»

relaxivitdsban novekedést tapasztaltak.
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7. Abra. A fejezetben talalhaté ligandumok szerkezete

IL.5. A lantanoidak koordinacios kémiaja és makrociklusos komplexeik

Lantanoida (Ln, lantanszer(i) ionok leggyakrabban +3 oxidacids
szammal fordulnak el8. Ezt az allapotot az 5d'6s? kiilsé héjon 1év6 elektronok
leadasaval érik el, és elektronszerkezetiikben csupan az f alhéjon elhelyezkedd
elektronok szamaban taldlunk kiilonbséget. Ezeket az elektronokat az 5s*5p®
kiils6, zart elektronhéj teljesen ledrnyékolja, ami az effektiv magtoltés
ndvekedése miatt az ionméret csokkenését eredményezi a La’"™ = Lu’*

irAnyba, amit lantanoidakontrakcionak neveziink.”’%®
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A La*’- és a Lu*"-ionok kivételével mindegyik lantanoida ion
paramégneses tulajdonsaggal és rovid elektronrelaxacios idékkel (1071 s)
rendelkezik. Ez utobbi alél a Gd*™-ion (d’) kivétel, szimmetrikus
elektronszerkezete mellett az elektronrelaxacidés ideje nagysagrendekkel
nagyobb, mint a csoport tobbi tagjanak (107 s).”” A sorozat elsé elemei 9, az
utolsok pedig 8-as koordinacids szammal rendelkeznek, a Gd*"-ionok esetén
mindkét érték megjelenik.'® A lantanoidakrél elmondhaté tovabba, hogy hard
karaktertiek, igy a kiilonb6z6 donoratomokkal kialakitott kdlcsonhatasok
erdssége a donoratom hard jellegével aranyosan novekszik (S<N<O), amely

kotések alapvetden ionos jellegiiek. !

11.5.1. A lantanoida-komplexek termodinamikai stabilitisa

Szamos kutatocsoport vizsgalta a lantanoidék, ezen beliil is az MRI
alkalmazas tekintetében kiilondsen fontos Gd**-ion nyiltlanct ligandumokkal
kialakul6 komplexeinek koordinacios kémidjat, de jelen bevezetében ezeket

(tekintettel a dolgozat tematik4jara) nem taglalom.!-**-34

Bar a makrociklusos ligandumok nagy hanyada ugyanazokat a
donoratomokat tartalmazza, mint a nyiltlanct analdgjaik (amin-nitrogén, ill.
amid, karboxilat vagy foszfonat/foszfinat oxigénatom), koordinacios kémiai
szempontb6l a viselkedésiik teljesen mas. A  makrociklushatdsnak
kdszonhetden (ugyanannyi donoratom jelenlétében) nagyobb stabilitast

komplexek képzédnek, mint nyiltlanct ligandumok esetében.!%?

Ugyanigy, a makrociklusos ligandumok esetén valtozik a
protonalodasi sorrend is a nyiltlincu analogjaikhoz képest. NMR technikat
alkalmazva poliamino-polikarboxilatok esetén arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy az elsd két protondlodasi allandd a makrociklus két, egymassal szemben

elhelyezkedd nitrogénjének folyamatait irja le, majd a soron kovetkezd
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allandok a karboxilatcsoportokat jellemzik. Tovabbi makrociklusos
nitrogénatomok protonalédasa sokkal kisebb pH-n jatszodik le, ezzel
optimumon tartva a gytirii toltéseloszlasat.!® Viszont, ha merevebbé tessziik a
makrociklust gy, hogy egyik nitrogénatomjat piridingytiribe foglaljuk
(PCTA ¢s annak szarmazékai) akkor az el6zdleg emlitett szekvencia
masképpen fog alakulni. A piridinszerti nitrogénatom csokkenteni fogja a vele
szemben 1év0 (tranmsz-helyzetli) nitrogénatom bazicitasat, amit az elsd
protonalddasi allando fog jellemezni. A méasodik alland6 szintén a makrociklus
nitrogénatomjédhoz fog tartozni, viszont a molekulan beliili 4trendezddés
kovetkeztében (a fellépd taszitds csokkentésére) a két proton a cisz-helyzetii
nitrogénatomokon fog elhelyezkedni.!® Ebbdl az 6sszbazicitasbeli
kiilonbségbdl fakadoan a stabilitasi allandd értékei kisebbek lesznek a
PCTA-komplexeknél, mint az ugyanannyi donoratommal rendelkezd

DO3A-komplexek esetében.?!

Egy ligandum Gsszbazicitas értékét befolyasolni lehet az oldallancok
mindségével 1s. A DOTA ligandum acetatcsoportjait fokozatosan
foszfonatcsoportokra cseré¢lve (DO3AP — DO2A2P — DOA3P — DOTP) a
makrociklus  nitrogénjeinek  protonalédéasi  allandoiban  ndvekedést
tapasztaltak. Ennek koszonhetden a ligandum 6sszbazicitasa is nd, ezzel 4 log
egység novekményt eredményez a Gd**-komplexek stabilitasi allandojaban a
DOTA? és a DOTP!® kelatorok kozétt.'” Ugyanakkor az oldallancokat
semleges csoportokra cserélve (észterek, amidok)!'%” a stabilitasi allandok 10
log egységnyi csokkenését is tapasztalhatjuk a Gd(DOTA) megfeleld
értékeihez képest.

Egy komplex stabilitasi allanddjat befolyasolja a makrociklus
iregmérete is. Egy 9 tagi makrociklus (pl. NOTA) esetén a ligandum
iiregmérete tulonttl kicsinek, mig egy nagyobb, 13 (TRITA) vagy 14 (TETA)
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tagli ligandum esetén pedig mar nagynak tekinthetd a Ln*'-ionok

szempontjabol.2%108

A Gd*-komplex stabilitdsa fiigg a ligandum toltésétdl is. Azt
tapasztaltak, hogy egy ligandum negativ toltésének novekedésével a képz6dd
komplex stabilitasi allandojaban is ndvekedés varhato. ' Nagyon fontos latni
ugyanakkor azt is, hogy a stabilitdsi allandé nagy értéke nem garancia a
ténylegesen nagy stabilitasra, hiszen azt csak a protonalddasi allanddkat

figyelembe véve lehet értékelni.! 0112

Manapsag egyre inkdbb eldtérbe keriilnek a bifunkcios ligandumok,
amelyek  megfeleléen  konjugalt  szarmazékai szovet, ezaltal
szervspecifikussdguknak koszonhetéen nemcsak a diagnosztika, de a terapia
tertiletén is alkalmazhatok lehetnek. A bifunkcids keldtorok ugy vannak
kialakitva, hogy a fémmegkotd részhez egy linker molekularészlet is
kapcsolodik a konjugécidt biztositandd. Mint ahogy minden modositas, ez is
kihatdssal lehet/van a képz6dé komplex egyensulyi viszonyaira. A
makrociklus gerincén p-nitrobenzil csoportot tartalmazé NO2-Bn-DOTA vagy
NO2-Bn-PCTA,'*!"3 valamint a makrociklusos nitrogénatomon médositott
DOTA-NHS-észter!'* ligandumok 9sszbézicitasdban csokkenést tapasztaltak

az anyaligandumokhoz képest, a beépitett funkcidk elektronszivo hatdsa miatt.

11.5.2. A lantanoida-komplexek inertsége

Egér kisérletekben bizonyitottak, hogy a gyakorlatban alkalmazott
Gd**-alapt kontrasztanyagok (tipustol fiiggden) beadasat kdvetden két héttel
0,01-1,0% Gd**-ion maradt vissza az egerek szervezetében attél fiiggden, hogy
nyiltldncu (nagyobb koncentracid) vagy makrociklusos komplexet kaptak
(kisebb koncentracio).!'> Az in vivo kisérletek eredményét aldtdmasztottak az

in vitro mért disszociacidés sebességi allandok is, bizonyitva, hogy a
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makrociklusos ~ Gd*'-komplexek  joval  inertebbek a  nyiltlancu

szarmazékoknal.>°

Egy makrociklusos Gd**-komplex esetén a szerkezet kompakt, az
iiregben talalhaté fémiont erdsen koordinaljak a makrociklus €s az oldallancok
donoratomjai, igy az nehezen hozzaférhetd a kiilonb6z6 kompetitor
ligandumok szamara. Tovabba az oldallanc csoportjai altalaban monodentat
ligandumként jatszanak szerepet, igy fémcsere reakciokban nem, vagy csak
gyengén vesznek részt, igy a kicseréld fémion altali reakciout sem jatszik
dont6 szerepet a disszocidcio soran. Viszont a fémionokkal ellentétben a
proton sikerrel tud kompetitorként viselkedni a disszociacios reakciokban. Az
a tapasztalat, hogy minél konnyebben tud egy komplex protonaldédni (Gd(HL),
un. protonalt koztitermék képzOdése mellett, anndl nagyobb az esély a
disszociacidra. Természetesen itt is szamos paraméter egylittes hatasa lesz a

meghatérozo.''°

Ha merevitjik a ligandum szerkezetét, azzal lassithatjuk a
protontranszfer folyamatot, igy ndvelve az inertséget. Ez mutatkozik meg
példaul a [Gd(PCTA)]-komplex esetén is, ahol a sebességi allando két
nagysagrenddel kisebb a [Gd(DO3A)]-komplexekéhez képest, azonos
denticitas mellett.!'” Ebben az esetben a makrociklus oldallancot nem hordozé
nitrogénjének nagyobb bazicitasa és a kevésbé merev szerkezet felelés a

kisebb inertségért.

Ha az oldallancba amidcsoporto(ka)t épitiink be, az novelni fogja a
Gd**-komplexek inertséget, hiszen ezen csoportok bézicitasa kicsi, igy
protonalodasuk nem, vagy csak nagyon nagy proton koncentracional
kovetkezik be. Az inertséget nagyban befolydsolja az amid-nitrogénen

talalhat6 csoport mindsége is.!07-118
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I1.6. Mn**-koordin4cios kémiaja és makrociklusos komplexei

A mangan redoxi szempontbol nagy valtozatossagot mutat, ugyanis
+2 és +7 kozotti oxidacios allapotban is jelen lehet. Vegyiileteiben altalaban
+2  oxid4ciés szdmmal szerepel, koszonhetden a szimmetrikus d°
elektronkonfiguracionak. Igy fordul eld az emberi szervezetben is kb. 200

ng/kg mennyiségben. '’

S61 csak nagyon tomény oldatukban halvanyrézsaszintiek a
[Mn(H20)s]*"-komplex képzddésének kdszonhetéen, d-d atmenetei tiltottak,
igy méagneses momentuma egyenld a csak-spin értékkel. Savas és semleges
kozegben nem, viszont ligos kozegben mar oxidalodik MnO(OH)z-vé.!'?
Komplexei valtozatos térszerkezetekben kristalyosodnak, ahol a Mn?*
koordinacids szdma leggyakrabban 7, de nem ritka a 6-os €s 8-as koordinacid

sem.!?!

11.6.1. Mn?*-komplexek termodinamikai stabilitdsa

A szimmetrikus d° elektronkonfiguracié miatt a Mn?*-ion esetében
nem szamolhatunk kristalytér stabilizacids energiaval, igy a Mn?" az endogén
atmenetifémionokhoz képest sokkal kisebb stabilitasi komplexeket képez.
Altalanosan elmondhat6, hogy a Mn*"-ion nagyobb stabilitdsu komplexeket

képez makrociklusos vegyiiletekkel, mint nyiltlanct ligandumokkal.

Részeletesen tanulmanyoztdk a makrociklusos NOTA ligandum
Mn?"-komplexét, és bar a ligandum 6 donoratomot tartalmaz, hasonléan a
nyiltlanci EDTA-hoz,'?? itt mégsem talalhat meg a belsdszféras vizmolekula,
igy a komplex relaxivitdsa kicsi.'”® A belsé szféras vizmolekula
megjelenéséhez csokkenteni kell a ligandum donoratomjainak szamat. Ha ezt

megtessziik a NOTA esetében az NO2A komplex mar ugyan tartalmaz belso
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szféras vizmolekulat, de Mn?**-komplexének stabilitasa 3 nagysagrenddel
kisebb a Mn(NOTA)-komplexétl.'>* Az NO2A ligandum bazicitdsanak
csOkkentése érdekében Drahos és munkatarsai a makrociklus nem szubsztitualt
nitrogénatomjat oxigénatomra cserélték. Sajnalatos modon az igy
szarmaztatott ONO2A ligandum Mn?"-komplexének stabilitdsi allanddja
(logK = 7,43) ugyanakkor tobb nagysagrendet csokkent az anyaliganduméhoz
képest €s vizes oldataban egyensuly all fenn az egy- illetve két vizmolekulat

tartalmazé izomerek kozott.'>

A legszélesebb korben vizsgalt ligandumok korét a makrociklusban
12 atomot tartalmazo vegyiiletek alkotjak. A DOTA ligandum Mn**-
komplexe, bar kelléen nagy termodinamikai stabilitdssal rendelkezik,
relaxivitdsa csak a kiilsd szféras hozzdjarulassal egyenld, hiszen nincs
vizmolekula a kdzponti fémionhoz koordinalva.'?>!2¢ Az acetatcsoportok
szamanak csokkenése nem meglepd mddon a stabilitasi allandd csokkenését
eredményezi, logKmnpoTa = 19,44, logKmnpo3a = 16,55,
logKMn(cis=-D024) = 15,68 és  logKwn(rans=-D024)= 15,22.'?7  Hasonléan az
ONO2A ligandumhoz, a ODO3A ligandum Mn**-komplexét is vizsgaltak,’ és
megallapitottak, hogy kelléen nagy stabilitdssal rendelkezik az MRI
felhasznalas tekintetében (logK = 13,88).

Az acetatcsoportok cseréje amidcsoportra a Mn?"-komplexek
esetében is a stabilitdsi allando csokkenésével jar egyiitt, ahogy azt az
irodalomban felleheté DOTAM ligandum Mn?*-komplexe esetén is lathatjuk
(logk = 11,96).° Hasonlo tendencia figyelhetd meg a
[Mn(cisz-DO2A)]-komplex (logk = 15,65)'?’ €s a
[Mn(cisz-DO2AM)**-komplex (logK = 12,64)!?® 6sszehasonlitisaban, ahol a
stabilitasi alland6 3 log egységet csokken az amid oldallanc beépitésének

hatasara. Ellenben, kisebb mértékii csokkenés figyelheté meg az acetat-
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foszfonat cseréjekor mind a DOTP (logK = 18,98), mind pedig a DO3P
(logK = 17,45) ligandumok Mn?*-komplexének esetében.

A merevebb szerkezeti [Mn(PCTA)]-komplex relative nagy
termodinamikai stabilitdsi allandéval rendelkezik (logK = 16,83),” de belsé
szféras vizmolekulat ez a komplex sem tartalmaz, viszont jo platformnak
bizonyult (inertség szempontjabol is) tovabbi ligandumok szintéziséhez.
Csokkentve az oldallancban talalhato acetatcsoportok szamat jutottak a PC2A
ligandumhoz, amely 3,6- illetve 3,9 helyzetben hordozza a rajta talalhatod két
acetatcsoportot. Kutatocsoportunkban végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy
a szimmetrikus szerkezettel rendelkezé 3,9-PC2A Mn**-komplex stabilitasi
allanddja (logK = 17,09) osszemérheté a PCTA-komplex allanddjaval, és
nagyobb az aszimmetrikus 3,6-PC2A Mn**-komplexénél (logK = 15,53). Ezen
eredmények birtokaban kijelenthetd, hogy a 3,9-PC2A egy kimondottan jo
alapligandum tovabbi kelatorok tervezéséhez,'> ahogy azt kutatasi

eredményeim is bizonyitjak majd.
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11.6.2. Mn’*-komplexek inertsége

Bar a mangan esszencialis mivolta miatt akar megengedhetd is lenne
labilisabb komplexek alkalmazasa, de szem elétt kell tartani, hogy a Mn?"
felszabadulasa (kiilondsen a vizsgalat idOtartama alatt) nem szerencsés a kép
mindségének szempontjabol, valamint hosszabb idejli jelentds kitettség

9

manganizmushoz,'® vagy akar Parkinson-kérhoz!** hasonl6 tiinetekhez

vezethet.

Az ,aranystandard”-ként is emlegetett [Mn(DOTA)]*-komplex
fiziologias koriilményekre szamitott biologiai felezési ideje 1024 oOranak
adodik,'! ha figyelembe vessziik a spontdn disszocidciora meghatarozott
sebességi allandot is, amely folyamat szerepe kérdéses. Ha eltekintiink a
spontan disszocidciotél (ami DO3A és PCTA komplexek esetén nem is
jelentkezik) akkor a [Mn(DOTA)]* felezési ideje 1,1x10° 6ra, mig ez a
Mn(DO3A)-komplex esetén 1,1x10* 6ra,’ tovabba a cisz- és transz-DO2A

szarmazékok esetén mindosszesen csak 48 és 58 ora.'?’

Kinetikai szempontbdl is vizsgaltak a haromszorosan szubsztitualt
tetraazaciklododekan foszfonat- és amidszarmazékait. Acetat-
foszfonatcsoport csere esetén a komplex inertsége jelentdsen csokken, 7
nagysagrendet csokken a [Mn(DO3A)] -komplexekhez képest. Ezzel
ellentétben az amidszarmazék inertsége dsszemérhetd vele, hiszen csupan egy
nagysagrend csdkkenésrol beszélhetiink (#12= 5200 6ra).” Mig a kétszeresen
helyettesitett ciklododekan alapvazi amid szarmazékok esetén a
[Mn(cisz-DO2A)]-komplexhez képest a felezési idé 2-10-szeres ndovekedését

tapasztaltdk, az amidcsoport minéségének a fliiggvényében,!28:132
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PCTA ¢és annak szarmazékai esetén is valtozatos képet kapunk az
inertséget illetden. A piridingytriivel merevitett vaza [Mn(PCTA)] -komplex
inertsége  kortlbelill fele akkora (ti2=59000 o6ra), mint a
[Mn(DOTA)]* -komplexet jellemzd érték (amennyiben utobbi esetben a
spontan disszocidciora jellemzd sebességi allandot nem vessziik alapul).” Ha
az acetatcsoportok helyett amidcsoportok vesznek részt a komplexképzésben,
akkor az inertség még inkabb novelhetdé — primer amid esetén egy
(IMn(PC3AMH)J*"; t12=4,5 x 10° 6ra), tercier amid esetén pedig két
nagysagrenddel [Mn(PC3AMPip)]**; ti2= 1,0 x 10° 6ra).

Eggyel csokkentve a PCTA donoratomjainak szamat a 3,6- és 3,9-
PC2A ligandumokhoz jutunk, amelyek Mn**-komplexének inertsége messze
elmarad a [Mn(PCTA)]-t6l (63,2 és 21,0 6ra).'? A tovabbi csokkentés pedig,
a 6-PCIA ligandum komplexe esetén, Ujabb egy nagysagrendnyi romlast
eredményez a felezési iddben (#12=2,40 ora). Ellenben a 3,9-PC2A
transz-nitrogénjének szubsztitualasaval az inertség novelhetd, mint ahogy azt
a dolgozatban szerepld eredmények, illetve a [Mn(PC2A-BP)]-komplex

vizsgalati eredményei is jol mutatjak (z12= 286 6ra).!
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III. Célkitiizések

. Angelovski ¢és munkatarsai relaxdcidos szempontbol részletesen
tanulméanyoztak par Ca®*-ionra érzékeny komplexet, de azok egyensilyi és
kinetikai vizsilatai elmaradtak. Igy célul tiiztik ki a komplexek
modellvegyiileteinek szamité makrociklusos ligandumok (DO3A-EAMA és
DO3A-PAMA) termodinamikai, kinetikai és relaxacios tulajdonsagainak
teljeskorli  vizsgalatat, kiilonos tekintettel azok Gd**-ionnal alkotott
komplexeire (8. dabra). Az egyes modellvegyiiletek elemzésének
eredményeibdl j6 eséllyel tudnank kdvetkeztetni azok kontrasztanyagként valo

alkalmazhatdsagara.

HOOC "\N/ \N/\‘COOH
DO3A-EAMA  n=1
o) | DO3A-PAMA  n=2

N
HOOC—/"\__/ Y™y N
H

8. Abra. A DO3A-EAMA és DO3A-PAMA Ca2*-szenzornak szant ligandum

modellvegyiileteinek szerkezete

o Céljaink kozott szerepelt, hogy kiilonb6z6 oldallancok alkalmazasaval
olyan PC2A-szarmazék ligandumokat allitsunk eld és vizsgaljuk meg azok
Mn?"-komplexeit, amelyek érzékenyek a vér fiziologias pH-értékének
valtozédsara (pH=7,4 + 0,6). Egyik esetben az ¢érzékenységért feleld
oldallancként etilamin-egységet (PC2A-EA), masik esetben pedig
p-nitrofenol-egységet (PC2A-NP) alkalmaztunk. (9. ébra).
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9. Abra. A PC2A-EA és DO3A-PAMA pH-szenzornak szant ligandumok szerkezetei

J Terveink kozott szerepelt egy olyan PC2A-szarmazék ligandum
eldallitasat is, amely Mn%-komplexe segitségével képesek lehetiink kdvetni a
kivélasztott platformra, ami kelld szelektivitassal rendelkezik a Zn**-ionra, igy
esett a valasztds a dipikolilamin-molekuldra (10. abra). Egyiittmiikodés
keretein beliil tovabbi céljaink kozt szerepelt, hogy a komplexet egereken, in
vivo korilmények kozott is vizsgaljuk.

X

o I
o=<L_ N

u\» 3=o

db

10. Abra. A PC2A-DPA Zn**-szenzornak szant ligandum szerkezete
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IV. Alkalmazott vizsgalati modszerek, kisérleti
korilmények

IV.1. Szintetikus munka

Vékonyrétegkromatografiass (VRK) reakciokovetés soran TLC
Silicagel 60 F254 (Aluminium sheets) ¢s Macherey-Nagel Polygram© Alox
N/UV254. Silicagel 60 (partical size 0,040 — 0,063 mm) lapokat hasznéltunk
(Merck). A reakcioelegyek tisztitdsdhoz oszlopkromatografidas modszert
alkalmaztam, amelyhez aluminium-oxid (Fluka, 507 C) vagy Silicagel 60
(Merck, szemcseméret: 0,040 — 0,063 mm) oszloptoltet allt rendelkezésiinkre.
Szerkezetmeghatdrozashoz Bruker DRX 360/400 NMR késziiléket
hasznaltam, minden mérésnél deuteralt oldoszerben oldva a mintat (részletezve
a mellékletben). Az ESI-MS mérések a Debreceni Egyetem Szervetlen ¢és
Analitikai  Kémiai Tanszékén torténtek egy Bruker microQTOF

tomegspektrométer segitségével.

A reakciok elérehaladasat egy Waters Alliance 2690 HPLC
rendszerrel is kovettiik, amely az alabbi egységekkel jellemezhetd: Waters 996
PDA detektor, Phenomenex C18(2) 150*4,6 mm 3 micron kolonna, Empower
2 szoftver. Mintdinkat minden esetben 1 mg/mL koncentracidban készitettiik
el ACN:viz 1:1 ardnya elegyében oldva, melyet injektalas eldtt 20 pm

fecskend6szlrén szurtik.

A végtermék tisztitasa egy félpreparativ HPLC rendszerrel tortént
(YL9101S degasser, YL9110S pumpa, YL9120S UV/VIS detektor,
Phenomenex Luna Prep C18(2) 100A 250x21.20 mm 10 micron 00G-4324-P0

kolonna, YLClarity kezeldszoftver). Mind az analitikai, mind a félpreaparativ
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munka sordn haromszorosan ioncserélt vizet ¢és  Sigma-Aldrich

CHROMASOLV® Plus acetonitrilt alkalmaztunk.

1IV.1.1. A PC2A-NP ligandum eldallitasa

A PC2A-NP eldallitasara vonatkozo reakcidsémat a 11. abran mutatom be
(kozlésre elokészitett adatok). A mar publikalt, tovabbi, a dolgozatban szerepld
(PC2A-EA ¢és PC2A-DPA) ligandumok szintéziseinek részletes leirdsa
(receptek, NMR- és MS spektrumok) a dolgozat mellékletének részét képezik.

Br

| = | = i,OH | =%
N? o NZY OoN N?
Nos—N N-Nos ———® Nos—N H N-Nos ———» Nos—N N-Nos
\,J DKM N DKM N
N i Na,CO,
Boc 8% OH
97%
(8) (9) (10)
O,N
3H | yco,
@ DMF
34%
iy = 2
| | 0 |
N NaOH N BriMo~~ N
HOw -~ N yOH - ‘vog"N N’WCEOJ ~_—— A NH
EtOH
0 k/N\.) © ggf% K/N\/J TEA k/N\.)
OH OH OH
44%
02N 02N 2
(13) (12) (11)

11. Abra. A PC2A-NP ligandum el6allitasanak sematikus braja
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2-(6-((2-hidroxi-5-nitrobenzil)-3,9-bisz(2-nitrobenzilszulfonil)-3,6,9,15-
tetraaza-bicklo[9.3.1]pentadekal(14),11(15),12-trién-6-il)) (10) eléallitasa
425 mg kiindulasi makrociklust (9) (0,74 mmol) 40 mL diklérmetanban
oldottam, majd frissen hevitett Na2COs-ot (10 ekv. 7,4 mmol, 780 mg) adtam
hozza. Ehhez csepegtettem az 2-hidroxi-5-nitrobenzilbromid (0,9 ekv. 0,67
mmol, 154,7 mg) 50 mL diklérmetannal késziilt oldatat. HPLC vizsgélat
alapjan jellemzden egy csucsot detektaltunk. NMR vizsgalat alapjan a vart
anyagra jellemzd spektrumot kaptunk. Kitermelés: 97% (539 mg). 'H-NMR
(CDCls, 400 MHz): o (ppm) 2,799 (t; 7,45 Hz; 4H) 3,340 (t; 6,84 Hz; 4H)
3,852 (s; 2H) 4,456 (s; 4H) 6,895 (d; 9,29 Hz; 1H) 7,381 (d; 7,92 Hz; 2H)
7,839 (t; 7,68; 1H) 7,919 (d; 2,75; 1H) 7,985 (d; 8,85 Hz; 4H) 8,162 (dd; 9,13
Hz; 1H) 8,390 (d; 8,83 Hz; 4H).

(6-((2-hidroxi-5-nitrobenzil)-3,6,9,15-tetraaza-bicklo
[9.3.1]pentadeka-1(14),11(15),12- trién-3,9-diil) (11) eléallitasa'>*

A makrociklust (10) (539 mg, 0,74 mmol) 20 mL vizmentes DMF-
ben oldottam és vizmentes K2COzs-ot adtam hozza (8 ekv., 5,9 mmol, 810 mg),
majd lassan tiofenolt (2,9 ekv., 2,2 mmol, 216 pL). Két ora elteltével HPLC
technikaval ellendriztiik a reakciot, ahol sem a kiinduldsi anyagra, sem a
tiofenolra jellemzd csucsot nem lattunk. Az reakcidelegyet beparoltam, majd
diklérmetanban oldottam és vizzel mostam. A szerves fazist beparoltam, majd
viz:ACN 2:5 elegyben oldottam be (7 mL), és preparativ HPLC-s technikaval
tisztitottam. Az elvélasztas utan a kitermelés 34 % (88 mg, 0,25 mmol). 'H-
NMR (CD3CN, 360 MHz): & (ppm) 3,593 (s; 4H) 3,864 (s; 2H) 4,382 (s; 4H)
4,789 (s; 4H) 7,123 (d; 7,74 Hz; 1H) 7,501 (d; 8,30 Hz; 2H) 8,038 (t; 7,88; 1H)
8,223 (m; 2H).

41



(6-((2-hidroxi-5-nitrobenzil)-3,6,9,15-tetraaza-bicklo[9.3.1]
pentadeka-1(14),11(15),12- trién-3,9-diil)diacetat (12) eldallitas

A preparativ HPLC-vel tisztitott kiindulési anyagot (11) (88 mg, 0,25
mmol) 20 mL vizmentes tetrahidrofuranban oldottam és trietil-amint adtam
hozza (8 ekv. 2 mmol, 282 pL). Ehhez az elegyhez 60 °C-on csepegtettem az
etilbromacetat (1 ekv. 0,25 mmol, 28 pL) vizmentes tetrahidrofuranos oldatat
(10 mL). Az oldészer vakuumban torténd eltavolitdsa utan a visszamaradt
anyagot ACN:viz 1:1 aranyt elegyében oldottam és preparative HPLC-s
technikat alkalmazva tisztitottam 44 %-os kitermelést eredményezve. (60,7
mg; 0,11 mmol). 'TH-NMR (CD3CN; 360 MHz): & (ppm) 1,319 (t; 5,59 Hz;
6H) 3,362 (s; 12H) 4,214 (k; 6,58 Hz; 8H) 4,517 (s; 2H) 7,269 (d; 7,83 Hz;
1H) 7,348 (d; 8,44 Hz; 2H) 7,937 (t; 8,28 Hz; 1H) 8,390 (d; 2,68 Hz; 1H).

2,2'-(6-(2-hidroxi-5-nitrobenzil)-3,6,9,15-tetraaza-bicklo
[9.3.1]pentadeka-1(14),11(15),12-trién3,9-diil)diecetsav (13) eldallitasa

170 mg kiindulasi észterszarmazékot (12) (0,32 mmol) oldottam 10
mL etanolban, és 51,2 mg natrium-hidroxidot (4 ekv., 1,28 mmol) adtam
hozza. Analitikai HPLC-vel kovettem a reakciot: 10 perc elteltével a
kromatogramon még lathat6 volt a kiindulasi anyagra jellemzd cstcs, azonban
a 60 °C-on 30 perc elteltével egy tjabb HPLC vizsgalat utdn a kromatogramon
nem volt detektalhaté a kiindulasi anyagra jellemz6 cstucs. Ezt kovetden az
oldoszert eltavolitottuk rotacids vakuumbeparloval. Kitermelés: 97%. (0,31
mmol, 146,8 mg) 'H-NMR (D20; 360 MHz): & (ppm) 3,533 (ds; 4H) 3,846
(ds; 4H) 4,103 (s; 2H) 4,680 (s; 4H) 4,753 (s; 4H) 7,057 (d; 7,57 Hz; 1H) 7,564
(d; 6,99 Hz; 2H) 8,127 (t; 7,43 Hz; 1H) 8,223 (dd; 8,12 Hz; 1H) 8,320 (d; 2,88
Hz; 2H). '*C-NMR (D:0; 360 MHz): § (ppm) 50,365; 52,376; 52,731; 56,564;
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58,820; 116,532; 120,827; 127,241; 128,690; 140,211; 142,365; 150,723;
161,986; 170,824.

IV.2. Egyensilyi vizsgalatok

1V.2.1. pH-potenciometria

A vizsgélt ligandumok protonalodéasi allandoéit, valamint a veliik

kialakulé  fémkomplexek  protonalodéasi- és  stabilitdsi  allandoit

pH-potenciometrids mddszer segitségével tanulmanyoztam. A protonalddasi

folyamatokat a kovetkezd egyenletekkel jellemezhetjiik (a toltések jelolésétol

eltekintilink):
H, L+ H=H,L 3)
H_ _ [HiL] C_
K; o, L] i=1,2,3... 4)

Kiilonboz6 0sszetételii komplexek képzddési viszonyait, valamint a stabilitasi

szorzatait az alabbi egyenletek irjak le:
pM™ +qH +rL™ == M H LP" ™ (5)

[MquLll?n+q—rm]
B o
par MM [HTIL™]

(6)

A kiértékelések soran nem csak 1:1 fém:ligandum aranyt
rendszereket, hanem 2:1 aranyuakat is feltételeztiink, mivel kétmagva
komplexek képzddésére is lehet szdmitani. A fémkomplexek képzddési

folyamatait az alabb feltiintetett egyenletekkel irhatjuk le:
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M+L == ML (7)

_ ML]
Kvi= i ®
H+MH,,L == MH,L (9)
[MH;L] .
KMHiL [MH,. L[ +] l:1,2,3... (10)
ML(OH)+ H == ML+ H,0 (11)
__ v
Rnveon= R omia (12)
H _ [MyL(OH)][H]
Mol o (13)
H _ [MyL(OH),][H]

Shomi="2 s (14)

Meéréseink kivitelezéséhez Methrohm 888 Titrando automata biirettat
hasznaltunk Metrohm-6.0233.100 kombinalt tivegelektroddal felszerelve. Az
allando6 (25,0 °C) homérsékletet termosztat segitségével biztositottuk, minden
minta magneses keverd alkalmazasaval volt kevertetve, valamint folyamatosan

aramlé N2 gézzal biztositottuk az inert atmoszférat. A titralasokhoz hasznalt

crer

crer

(pH =4,002; 0,05 M) és natrium-tetraborat-oldatok segitségével (pH = 9,177;
0,01 M) végeztiik el. Az ionerdsséget 0,15 M koncentracidra allitottuk be NaCl

oldat segitségével.

A mintak térfogata 5 — 6 mL volt és a ligandum/komplex
minden esetben pH-metrids modszerrel hataroztuk meg. A komplexek
titralasakor a fémion:ligandum ardny 1:1 és, ahol lehetdség volt kétmagva

komplex képzddésére, 2:1 volt.
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A mért és szamolt pH-értékek kiilonbségébdl szamithatd korrekcios
faktort Irving!® és munkatarsai altal javasolt modszerrel hatiroztuk meg.
Ekkor egy 0,01 M soésav oldatot (/=0,15 M NaCl) ismert koncentracioja
NaOH oldattal titraltunk. Az Irving faktor értékét a savas tartomany térfogat-
pH értékeibdl, mig a vizionszorzatot (Kw) pedig ugyanezen titralas pH = 10,8
— 12,0 kozotti értékeibdl szamitottuk a PSEQUAD program segitségével.!*° Az

eloszlasgdrbék szerkesztéséhez a MEDUSA programot hasznaltunk.

1V.2.2. ' H-relaxometria

Abban az esetben, ha a komplexképzddés mar a pH-potenciometria
adta pH-tartomanyon kiviil, vagy a mdédszer adta iddskaldhoz képest lassabban
jatszodott le, mas analitikai modszert (UV-lathatd spektrofotometria, 'H-

relaxometria) hivtunk segitségiil az egyensulyi viszonyok tanulményozésara.

"H-relaxometrids méréseket Bruker Minispec MQ20 és Bruker
Minispec MQ60 késziilékeken végeztiink allandé (25,0 vagy 37,0 °C)
hémérsékleten 0,49 és 1,41 T térerésségen. Az mintdk térfogata 0,3 vagy 0,4
mL volt valtozé komplexkoncentracio (0,2 — 1 mM) mellett. A 71 relaxacios
idoket magnesezettség inverzi6 moddszerrel (180° — T — 90° impulzus
szekvenciaval), a 7> iddket pedig CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)
modszerrel hataroztuk meg. Minden esetben csak azokat az értékeket vettiik
figyelembe, ahol a mérési hiba 1 %-on belill esett. A jelintenzitas — v gorbe
exponcencialis, amelybdl az alabbi egyenletre torténd illesztés megadja a 71

id6ket:

M=M, (1-7Th (15)

ahol Mo és Mz a 0 és a 7 1dot kovetd magnesezettség.
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A HSA-val val6 kotddési viszonyok tanulmanyozasa esetén a Terreno
és munkatarsai altal javasolt modszert kovettiik,'>” amely esetben 8 mintat
vizsgaltunk, ahol a Mn — Zn kétmagvi komplex koncentracioja 0,2 mM volt,
valtozd HSA koncentréacio mellett (0,1 — 2 mM). A kozeg allandd pH-értékét
HEPES puffer alkalmazasaval biztositottuk (pH = 7,4; cuepes= 20 mM).
Emellett vizsgaltuk a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex relaxacidos paramétereit
alland6 [Zn(HSA)] (c = 0,8 mM), de valtozoé komplexkoncentraciok mellett is
pH=7,4 értéken.

A Ca’'-szenzor komplex makrociklusos modellvegyiileteinek
Gd*"-komplexei esetében szintén 'H-relaxometrids moédszert alkalmaztunk
azok stabilitasi allanddinak meghatarozdséhoz. A méréseket 0,49 T
térerdsségen, allando 25,0 °C-on végeztiik. 20-25 mintat készitettiink, ahol a
komplex koncentracidja 1 mM, mig az ionerdsség /= 0,15 M NaCl volt. A
kézeg 4lland6 pH-jat vagy 0,15 mM koncentracioban NMP
(N-metilpiperazin), vagy DMP (dimetilpiperazin) pufferrel biztositottuk. A
Gd**-komplex lasst képzddése miatt készitettiink egy komplex torzsoldatot,
amelyet kiindulasi oldatként hasznaltunk a tovabbi mintak elkészitésé¢hez. Az

egyensuly bealltat kovetden (tobb nap) a 71 1dok rogzitésre keriiltek.

1V.2.3. UV-lathato spektrofotometria

A Cu®’-komplexek egyensulyi vizsgalata soran nem csak
pH-potenciometriat, hanem UV-lathaté spektrofotometrids modszert 1is
alkalmaztunk, amire a Cu?*-komplexek nagy latszélagos stabilitdsa miatt volt
sziikség. A méréseket egy termosztialhatdé Cary 100 Bio UV-lathatod
spektrofotométerrel  végeztik. A pH-potenciometrids ¢és UV-lathato
spektroszkopias adatok kiértékelése parhuzamosan tortént, a PSEQUAD

program segitségével.
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A PC2A-EA Cu*'-komplexének esetén a latszolagos stabilitasi
allandé meghatarozashoz kompeticiés modszert alkalmaztunk, ahol kicseréld
ligandumként ciklént hasznaltunk. 5 mintat készitettiink, ahol a Cu**-ion és a
ligandum koncentracidja megegyezett (2 mM), de a ciklént 1-20-szoros
feleslegben tartalmazta. A pH éllandé értéken tartdsira 50 mM NMP
(pH = 4,8) puffert alkalmaztunk, az ionerdsség pedig /= 0,15 M NaCl volt.
T=25,0 °C-on vettiik fel a mintdk spektrumait A =500-800 nm kozott. A
[Cu(L)] moléris abszorpcios koefficiensei is (beleértve azok protonalt

komplexeit) meghatarozasra keriiltek €s a szamolas soran régzitve voltak.

A makrociklusos vegyiiletek Cu®’-komplexe esetén (DO3A-EAMA
¢s DO3A-PAMA) 9-12 darab egyedi minta késziilt, ahol a komplex
koncentracioja 2 mM volt, mig a mintak savkoncentracidja 0,05 — 1,0 M kozott
valtozott. A molaris abszorpcios koefficienseket az A = 570 — 770 nm kozotti

hulldmhossz tartomanybol hataroztuk meg.

1V.2.4. 'TH-NMR

Ahhoz, hogy meg tudjuk hatarozni a PC2A-EA ligandum
protondlédasi  szekvenciajat, 'H-NMR titralast végeztiink. Egy ismert
mennyiségi (1,2 x 107 mol) liofilizalt mintat oldottunk fel D2O-ban és 12,2-
es induld6 pH-r6l pH=6-ig Osszesen 19 darab 'H-NMR spektrumot
rogzitettiink. A spektrumokat MESTRENOVA program segitségével
értékeltiik ki.
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IV.3. 'H-relaxometria, in vitro és in vivo vizsgalatok

A PC2A-EA ligandum esetén a pH-relaxivitas fliggést Seronorm
(liofilizalt vérszérum) és HSA jelen- és tavollétében is vizsgaltuk. A Mn*-
komplex relaxometrias titralasat a savas tartomanybdl a lagos fel¢ haladva
végeztiik el oly médon, hogy a pH-értékek beéllitasdhoz tomény NaOH oldatot
alkalmaztunk, gyors kevertetés mellett, hogy elkeriiljiik a lokalis Mn(OH)2
képzbédést, ami a Mn?" oxidacidjadhoz vezethet. Azon mintak esetében, ahol a
HSA-val valé kolcsonhatast vizsgaltuk, a komplex koncentracidja 0,2 mM,
mig a HSA koncentracigja 0,7 mM volt. Az ionerdsséget minden esetben 0,15
M-ra (NaCl) allitottuk. 50 mM HEPES puffer hasznalata mellett a pH-t HCI
gbzzel vagy tomény NaOH-oldattal allitottuk. 10 mérési pontot készitettiink a
mar emlitett két késziilékkel (0,49 és 1,41 T térerd; 25,0 és 37,0 °C).

Vizsgaltuk a [Mn(PC2A-EA)]-komplex viselkedését Seronormban. A
vasarolt Seronormot a gyartd ajanlasa szerint 5 mL oldatban alkalmaztuk, az
oldat koncentracidja a komplexre nézve 1 mM volt (10% ligandumfelesleg
alkalmazasa mellett). A mintdkat 0,49; 1,41 illetve 3 T térerdn, 25,0 és 37,0

°C-on is vizsgaltuk.

Vizsgaltuk a [Mn(PC2A-DPA)] komplex kdolcsonhatasat HSA-
molekulaval 1,41 T térerén, 37,0 °C-on, 50 mM HEPES puffer hasznalata
mellett pH=74-en. Egy mérési sorozat késziilt allandé (0,1 mM)
komplexkoncentracio, de valtozo (0,1 — 2,0 mM) HSA koncentracié mellett.
A masik mérési sorozat ennek ellentettje volt, allandd6 HSA koncentracio
mellett (0,8 mM) valtoztattuk a komplex koncentracigjat (0,2 — 2,0 mM).
Vizsgaltuk tovabba a [Mn(PC2A-DPA)Zn]*"-komplex (c = 0,2 mM) és a HSA

kolcsonhatasat novekvo HSA koncentracié (0,1 — 2,0 mM) esetén is. Mérések
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torténtek még olyan koriilmények kozott is, ahol a [Zn(HSA)]-adduktot
(c = 0,8 mM) titraltuk [Mn(PC2A-DPA)]-komplexxel (0,1 — 6,0 mM).

A [Mn(PC2A-DPA)]-komplex esetén vizsgaltuk a komplex
relaxivitasat valtozé Zn**-ion koncentraci6 (0-fél-egy-két ekvivalens Zn?")
mellett. Minden Zn**-koncentracional 4 mintat készitettiink, ahol a komplex
koncentracioja 0,2; 0,4; 0,8 és 1,2 mM volt, a pH-t 50 mM HEPES puffer
segitségével tartottuk 7,4-értéken. A méréseket 1,41 T térerén és 37,0 °C-on

végeztiik.

Hasonloan az elézdekben részletezettekhez, itt is vizsgaltuk a
[Mn(PC2A-DPA)]- ¢és a [Mn(PC2A-DPA)Zn]-komplex relaxacids
viselkedését Seronormban. Itt lehetdségiink volt nemcsak humdan, hanem
nyulszérumban is vizsgalatokat végezni. A méréseket 3 T térerdn, pH = 7,4-en
végeztik allando 25,0 °C-on (Ckomplex= 0,2 mM). Nyulszérummal tovabbi
vizsgalatokat is kiviteleztiink 0,49 és 1,41 T téreron, 25,0 és 37,0 °C-on

(Ckomplex: 1 mM)

A DO3A-EAMA és DO3A-PAMA ligandumok Gd**-komplexei
esetén relaxometrias modszerrel hataroztuk meg a stabilitasi allandokat Bruker
Minispec MQ20 késziilékkel (0,49 T; 25,0 °C). A komplexek lassu képzddése
miatt a kdvetkez6 modon jartunk el: a ligandumoldatok pH-jat 8,5 értékre
allitottuk és gyors kevertetés mellett adtuk hozza a Gd**-oldatot, majd az
egyensuly bedllta utan a komplex torzsoldatot pH = 6,0 értékre allitottuk be.
Ezt a térzsoldatot hasznaltuk a mintak elkészitéséhez. A 20-25 db mintdban a
komplex koncentracidja 1 mM volt, pH = 3-10 tartomanyban, amit NMP és
DMP pufferek segitségével tartottunk allando értéken, ionerdsségként pedig
0,15 M NaCl-t alkalmaztunk.

49



A fantom MRI mintak, illetve a kisallatkisérletek méréseit a
klinikumban és a preklinikumban is alkamazott Philips Achivea 3T, Siemens
Magnetom Essenza 1,5 T, Mediso NanoScan PET/MRI 1 T validalt MR
miiszereken végeztik el, 1 T, 1,5 T és 3 T térerdsségeken. A fantom MRI
mérések altal kapott képeket MATLAB (MathWorks) szoftverrel értékeltiik ki.
Az allatkisérleteket az Europai Unids €s a magyarorszagi torvényeknek
megfeleléen a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
regisztralta (10/2019/DEMAB). A kisérletben résztvevé egereket (n = 12 db)
légkondicionalt szobaban (26 £ 2 °C) és 55 + 10 % paratartalom mellett, 12
ords cirkadidn megvilagitasban konvenciondlis allathazban tartottdk. A
[Mn(PC2A-DPA)]-komplexet farokvénas injektalassal 0,1 mmol/ttkg
dozisban juttattuk a szervezetiikbe, 50 pL 20 %( m/m) D-gliikkoz oldat
intraperitonedlis injektdlasa nélkiil vagy mellett. Minden egeret hat
alkalommal vizsgaltunk: nativ, a komplex injektalasa, valamint D-gliikdz oldat
injektalasa utan, minden esetben 71 és T2 képeket készitve. A felvételek a
preklinikumban is haszndlt nanoScan PET/MRI 3T (Mediso Ltd.,
Magyarorszag) késziiléken késziiltek, kiértékeléslikhoz InterView™ FUSION
(Mediso Ltd., Magyarorszag) szoftvert alkalmaztunk.

1V.3.1. 7O-NMR spektroszkdpia

A "TO-NMR spektroszkopia kivald lehetéséget biztos arra, hogy
vizsgaljuk kiilonb6z6 paramagneses komplexek belsd szféras vizmolekulai és
az oldoszer (bulk) vizmolekulai kozott fellépd cserefolyamatokat. '’O-NMR
(9,4 T) spektroszkopias mérésekhez Gale és munkacsoportja altal javasolt
modszert'?® alkalmaztuk, az adatok kiértékeléséhez a Swift-Connick
egyenleteket hasznaltuk (lasd melléklet).!* A vizsgalatokat a 0 — 75 °C
hémérséklet tartomanyban végeztiik olyan geometriaval rendelkezd6 NMR

cs6ben, ami egy 10 mm atmérdjli gombben végzddik. Diamagneses

50



referencianak HCIO4 oldatot hasznéaltunk (pH=3,3). A mintdk a Mn?*'-
komplexet 1 mM koncentracioban tartalmaztdk kiilonboz6 pH-értékeken
(részletezve az eredmények ¢és értékelésiik fejezetben). A mérés
érzékenységének novelésére 2% H'’0-t (10% H2'’0, NUKEM) is adtunk a

mintdkhoz. Az illesztésekhez Micromath Scientist programot hasznaltunk.

IV 4. Kinetikai vizsgalatok

A pszeudo-elsOrendll reakcidk disszociacd sebességét altalanosan az

alabbi egyenlet irja le:

d[ML],
dt

“Kobs [ML] tot (1 6)

ahol a kobs a pszeudo-elsorendii sebességi allando, a «r alsé index teljes, mig a «

alsé index a komplex adott idépillanatbeli koncentraciojat jelenti.
1V.4.1. UV-lathaté spektrofotometria ¥

A pszeudo elsérendli sebességi allandokat a kovetkezd egyenlettel

szamitottuk a mérések soran kapott id6-abszorbancia adatparokbol:
Ar = (A, — A)e(Tkobs®) 4 4 (17)

ahol a t az adott iddpillanatban mért, az r a reaktinsok, a v a végtermék

abszorbancigja.

A komplexek disszocidcigjat jellemzd sebességi paraméterek

meghatarozdsa utdn minden esetben kiszamitottuk a komplexre jellemzd

egyenletet a dolgozat mellékletének X.1.2 alfejezetében mutatom be.
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felezési idoket fiziologids koriilményekre vonatkoztatva (pH =7,4;

cy2+ = 0,01 mM) az alabbi egyenlet alapjan:

In2

t1/2 - kobs

(18)

A [MnH(PC2A-EA)]"-komplex inertségét UV-lathat6
spektrofotmetrids (Cary 100 BIO UV-Vis) modszerrel, fémcserereakcion
keresztiil vizsgaltuk. Ezekben a reakciokban a komplex koncentracidja 0,2
mM, a Cu®* kicserélé fémioné annak 10-40-szeres feleslege volt, igy biztositva
a pszeudo-elsorendu feltételeket. lonerdsségként 0,15 M NaCl-t hasznaltunk,
a hdmérsékletet allando 25,0 °C-on tartottuk, a mintdk pH-értéke pedig a 2,2-

3,4 tartomanyban valtozott, amit 50 mM monokldr-ecetsav puffer biztositott.

A [Gd(DO3A-PAMA)] és [Gd(DO3A-EAMA)]-komplexek fémcsere
reakcioit hasonl6 elv szerint vizsgaltuk 300 nm hulldmhosszon pH = 3,6 — 5,3
kozott, amely pH-értékeket 30 mM koncentracioban NMP és DMP pufterrel
biztositottuk. A komplex koncentracioja 0,1 mM volt /= 0,15 M NaCl mellett,
a hémérséklet pedig allando 25,0 °C.

1V.4.2. 'H-relaxometria

Relaxometrids modszerrel kovettik a [Mn(PC2A-NP)]-komplex
Zn*"-ionnal torténd kicserélédési reakcidit pH =3,5 — 4,9 kozott, 25,0 °C
hémérsékleten 0,49 T térerén. A Zn>"-ion feleslege minden esetben hiiszszoros
volt 0,5 mM komplexkoncentracido mellett. A pH alland6 értéken tartasarol

50 mM DMP pufferrel gondoskodtunk.

Az  irodalomban  fellelheté  adatokkal val6  konnyebb
Osszehasonlithatosag végett a Mn>*-komplexek esetén vizsgaltuk a komplexek

inertségét a Caravan és munkacsoportja altal javasolt mddszerrel is.'*0 A
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modszer altalanos leirdsa szerint a komplexek koncentracidgja 1 mM, a
Zn*-iont pedig 25 mM koncentracidban alkalmazzuk. A méréseket 1,41 T

térerdn és pH = 6,0 értéken hajtottuk végre 50 mM MES puffer hasznélataval.

A kinetikai mérések eredményeit Micromath Scientist programmal

értekeltiik ki.
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V. Eredmények és értelmezésiik

V.1. A ligandumok eldallitasainak ismertetése
V.1.1. A pH-szenzornak szant ligandumok eldallitdisa
V.i.1.1. A PC2A4-EA ligandum szintézise

A PC2A-EA ligandum el6allitasat a 12. abran 1évo reakcidosémanak
megfelelden végeztiik el. A reakcidsor elsd 1épésében a TREN (1) egyik primer
aminocsoportjanak Boc-csoporttal (2), masik két primer aminocsoportjanak
pedig p-nozilcsoporttal (3) torténd védését hajtottuk végre. Ezt kdvetden a
templat reakcioban kialakitottuk a makrociklust 2,6-bisz(klormetil)piridin
alkalmazasaval (4). A p-nozilcsoport szelektiv hasitdsa utdn (5)
cianometilcsoportokon keresztiil (6) kialakitottuk a metilkarboxilat-
csoportokat (7). Az analitikai tisztasag elérése céljabol a PC2A-EA

nyersterméket preparativ HPLC segitségével tisztitottuk.
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12. Abra. A PC2A-EA ligandum szintézisutvonala

V.1.1.2. A PC2A-NP ligandum szintézise

A PC2A-NP ligandum elééllitasanak 1épéseit a 13. d&bran mutatjuk be.
A (8) szammal jelzett makrociklust Siaugue €s csoportja altal javasolt médon
allitottuk elé.'"*! A Boc-védScsoport szelektiv hasitasa (9) utan a makrociklus
szabad nitrogénatomjanak alkilezését 2-hidroxi-5-nitrobenzil-bromiddal
végeztiik el (10). Ezt a Iépést a p-nozilcsoportok eltavolitasa (11), majd az igy
szabadda valé makrociklusos nitrogénatomok etil-bromacetattal vald
alkilezése (12) kovette. Utolsé Iépésben az észtercsoportok bazikus hidrolizisét
(13) hajtottuk végre ¢és az analitikai tisztasagli végterméket, mint az

el6z6ekben, preparativ HPLC technika segitségével nyertiik ki.
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13. Abra. A PC2A-NP ligandum szintézistitvonala

A 13. dbran jelzett (9) ligandum szintézise analég a PC2A-EA ligandum soran
alkalmazott szintetikus eljarassal, annyi modositassal, hogy ebben az esetben

kiindulasi vegyiiletként nem trisz(2-aminoetil)amint, hanem dietilén-triamint

hasznaltam.

V.1.2. A Zn’*-szenzornak szdant ligandumok eldallitasa

V.1.2.1. A PC24-DPA ligandum szintézise

A PC2A-DPA ligandum szintézisének ttvonalat a 14. abran mutatjuk
be. A reakciosor kiinduldsi makrociklusat Marin és munkacsoportja altal
javasolt modon szintetizaltuk.'*> A tozilcsoportok hasitisa utan (15) a

molekula primer aminocsoportjan ftalimid véddcsoportot alkalmaztunk (16).
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Ezt kovetéen a makrociklus nitrogénatomjainak alkilezése kovetkezett ferc-

butil-brémacetat hasznalataval, majd eltavolitottuk a ftalimid védécsoportot

hidrazint alkalmazva (17). Az ily médon szabadda valt primer aminocsoporton

alakitottuk ki a késobbi, szenzor funkcidért felelos DPA molekularészletet

(18). Végso Iépésben az észterhidrolizis kovetkezett lugos koriilmények kozott

(19), majd az el6zéekhez hasonldan itt is preparativ HPLC-s technikaval

tisztitottuk a nyersterméket.
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14. Abra. A PC2A-DPA ligandum szintézisutvonala
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V.2. Gd*-ion alaphi, Ca*'-szenzitiva MRI kontrasztanyag-jelolt
modellvegyiiletei vizsgalata

V.2.l. A DO3A-EAMA és a DO3A-PAMA ligandumok és komplexeik
egyensulyi vizsgalata

Kutatomunkam ebben a témaban két, Ca**-szenzitiv kontrasztanyag
eldallitdsara alkalmas ligandum (15. 4abra) modellvegyiileteinek, a
DO3A-EAMA ¢és DO3A-PAMA komplexképzék koordinacidos kémiai
vizsgélatara fokuszalt. A modellvegyliletek vizsgalata sordn kapott
eredmények segitségével jol becsiilhetdek a Ca’"-szenzornak szant ligandum

koordinacids kémiai paraméterei.

HOOC /\N/ \N/'"“COOH

DO3A-EAMA  n=1
) | DO3A-PAMA  n=2

Hooc " ’NM{\N N
H

HOOC’\/_\ /\COOH HOOC/\/—\ /\COOH

SR b

\_/ \/COOH
COOH HOOC

15. Abra. A DO3A-EAMA ¢és DO3A-PAMA kelatorok, illetve a bel6liik szarmaztatott
Ca’"-ion szenzitiv kontrasztanyag-jelolt ligandumok szerkezetei

Mind a két ligandum (DO3A-EAMA és DO3A-PAMA) esetében
meghataroztuk azok protonalddasi allandoit pH-potenciometrids moédszer
segitségével. A kapott eredményeket az 1. tdbldzatban mutatjuk be,
Osszehasonlitva azokat a DO3A ¢és DOTA ligandumok protonalodasi

allandoival.
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1. Tablazat. A DO3A-PAMA, DO3A-EAMA, DO3A és a DOTA ligandumokat jellemzo
protonalddasi allandok (7= 25,0 °C, I= 0,15 M NaCl)

Ligandum | DO3A- DO3A- | DO3A | DO3AM | DOTAR
PAMA EAMA
logKi 9,59(4) 9,23(1) 10,71 | 11,99 11,41
logk> 9,37(2) 9,03(3) 9,49 9,51 9,83
logK3 7,45(4) 8,08(2) 4,17 4,30 4,38
logK4 3,81(5) 4,29(3) 3,55 3,63 4,63
logKs 2,64 (1) 2,74(2) 1,75 1,84 1,92
logKs - 1,45(2) - - 1,58
Z log k" | 32,86 35,54 2967 | 3127 | 3375
=1 (n=5) (n=06) mn=5)| (n=95) (n=5)
logfBmc!® 18,96 18,26 20,20 | 21,50 21,24

[a] 0,1 M KCI 143 [b] a makrociklust jellemz6 bazicitas, logK; + logk»

Az 1. tablazat adataibol latszik, hogy hasonlé modon a DOTA és
DO3A lingadumokhoz, az els6 két protonalddasi folyamat pH = 9 felett megy
végbe ¢ a  makrociklus egymashoz  képesti  tramsz-helyzetli
nitrogénatomjaihoz rendelheté.'** A harmadik protonalodasi 4allandéban
viszont szembeo6tld a kiilonbség, hiszen mig a DOTA ¢és DO3A ligandumok
esetén ezek az értékek karboxilat csoportokhoz, addig az altalunk vizsgalt
ligandumok esetében az oldallancban taldlhat6 aminocsoportokhoz tartoznak.
A DO3A-EAMA esetében a hatodik protonalddasi allando a makrociklus egy
harmadik nitrogénatomjanak protonalodasat jellemz6 érték lehet.

Ha 0Osszehasonlitjuk a DO3A-EAMA ¢és DO3A-PAMA elsé és
masodik protonalddasi allandgjat az lathatd, hogy ezek az értékek a
DO3A-PAMA esetén rendre nagyobbak. Ez annak a kovetkezménye, hogy a
makrociklus nitrogénatomjdhoz egy metilén-egységgel hosszabb oldallanc
kapcsolodik, mint a DO3A-EAMA esetén, igy az oldallancban talalhaté

amidcsoport elektronszivd hatdsa kevésbé tud érvényesiilni. Az eltérd
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protonalddasi allandokban szerepe lehet még a gylirli nitrogének és a
karboxilat oxigének kozott kialakuld H-kotések erdsségének is, amelyek
kozvetlen hatassal birnak az ionerdsségként alkalmazott Na'-ionok és a
ligandumok  kozott lejatszodd  komplexképzddési  folyamatokra is.
Ertelemszertien ebben a ligandum donoratomjaiért folytatott versengd
reakcioban egy zartabb koordinacids kalitka kedvezObb kornyezetet teremt a
fémion szdmara.

A ligandumok 0Osszbazicitasanak értéke aranyos a ligandumok
kiilonbozé fémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi allanddival.
Ugyanakkor azt is elmondhatjuk, hogy az Osszes protonalddasi folyamatra
kapott allandd Osszegzése is félrevezetd lehet, hiszen a fémionhoz nem
koordinal6doé oldallancbeli csoportokhoz rendelhetd protonalodasi folyamatok
nincsenek (jelentds) hatdssal a komplexképzddésre. Ezen okbol kifolyodlag
csak a log fmc értékeket érdemes esetlinkben 0sszehasonlitani, amelyeket az 1.
tablazat utolso sordban tiintettiink fel. Mivel a bazicitas értekek kisebbek az
Osszehasonlitd ligandumok értékeinél, igy joggal feltételezhetjiik, hogy a
stabilitasi allandok értékei is kisebbek lesznek.

A kovetkezd 1épésben meghatiroztuk a ligandumok kiillonb6zé
fémionokkal (Ca?"; Mg?"; Zn*'; Cu?>" és Gd**) alkotott komplexeinek
protonalddasi és stabilitasi allandoit, amely eredményeket a 2. tdblazat foglalja
magéaba. Cu?*-komplexek esetén a pH-potenciometria mellett spektrofometrias
modszert alkalmaztunk a komplex allandéinak meghatarozasara, mivel a
komplexképzddési folyamat a pH-potenciometria alkalmazhatésaganak pH-
intervalluman kiviil (pH<1,7) mar lejatszoédott. A Gd**-komplex esetén —
annak lassu képzdédése miatt — kiillonmintds mddszerrel dolgoztunk (egyedi
mintak készitése, lasd IV.2.3 fejezet) és mind a pH-, mind az 'H-relaxivitas
értékeket mértiik az egyenstly beallasat kovetden (7 = 25,0 °C, monitorozas

tobb héten keresztiil, lasd. IV.2.2 és IV.2.3 fejezetek).
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2. Tablazat. A DO3A-PAMA, DO3A-EAMA ligandumok komplexeinek egyensulyi allandoi,
Osszehasonlitva a DO3A és DOTA komplexeit jellemzo értékekkel (7= 25,0 °C, /=0,15M
NaCl)

Ligandum Igg;/ﬁ: I];;;);AAA_ DO3A" DOTA
logKmel 7,23(5) 6,54(4) 11,64 11,49
logKighL 7,92(6) 7,99(5) _ _
logKca 10,13(7) 9,02(7) 12,57 16,11
logKcatt 7,53(4) 7,97(4) 4,60 _
logKznL 16,84(9) 15,902) 21,57 20,21
logKznmL 7,89(5) 7,79(9) 3,47 _
logK zamaL 3,84(4) 4,18(5) 2,07 _
logKznto1 2,95(2) 3.81(2) - -
logKeu 20,548) | 2038(3) 25,75 24,83
logKcunt 7,67(4) 7,72(2) 3,65 _
logKcunaL 3,59(2) 4,11(2) 1,69 —
logKcunsL 1,59(2) 2,88(2) — —
logKcunaL — 1,76(3) — —
logKaaL 13,894) | 14595) | .20 1 24770
(19,06(4))
logKGduL 8,09(9) 7,66(6) — _
logKaaLr1 11,64(5) 9.09(6) - -

[a] Ref® 7=0,1 MKCI; [b] /= 0,15 M NaCl'?¢

A Ca*'- és Mg?'-komplexek esetén elmondhato, hogy azok stabilitasi
allandéi  elmaradnak az  Osszehasonlitisban  haszndlt ligandumok
komplexeinek allandoitdl. Ez egyrészt annak koszonhetd, hogy csokkent a
ligandumok bézicitasa, masrészt az altalunk vizsgalt ligandumok koordinacios
kalitkai nagyobb flexibilitdssal is rendelkezhetnek a hosszabb oldallanc
mozgéasanak eredményeként. Tovabba, az amid oldallanc hosszédnak novelése

is negativan befolyasolhatja a stabilitast, bar a ligandumok harmadik és a
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komplexek elsé protonalodasi dllandojat dsszevetve (amely mindkét esetben a
kar amin nitrogénjéhez rendelhetd) nem tapasztalunk jelentds kiillonbséget, ami

azt jelenti, hogy a kar amin nitrogénje eleve nem koordinal a fémionhoz.

A kialakulé Cu®" és Zn**-komplexek esetében azt lathatjuk, hogy
azok stabilitasi allandoi kisebbek, mint az Osszehasonlitashoz hasznalt
megfeleld komplexeké, ez a ligandumok Osszbazicitdsanak csokkenésével
magyarazhat6. Hasonldan az el6z6 bekezdésben taglaltakhoz, az oldallancban
talalhatdé amin nitrogén ez esetben sem koordindlodik a fémionhoz, ami nem
meglepd, hiszen a gyliri nitrogének és az acetat oxigén eleve teliti a fémionok
koordinacids szférdjat. Ez magyarazatot adhat arra, hogy nincs jelentds
kiilonbség a két komplex (oldallancban etilén, illetve propilén linkert

tartalmazo) stabilitasi allandoja kozott.

Ahhoz, hogy a Gd*-ionnal alkotott komplexek egyensilyi
viszonyairdl még pontosabb képet kapjunk, a pH-potenciometrias adatokat 'H-
relaxometrids mérésekkel egészitettiik ki, igy a kiilonmintadkra kapott
adatsorok egyesitésével csokkenteni tudtuk a meghatarozott allandok
bizonytalansagat, valamint az eldre elkészitett komplexoldatok direkt
pH-potenciometrias titralasdval a komplex protonalodasi folyamatait is
jellemezni tudtuk. Az adatok szimultdn illesztése soran meghataroztuk a
komplexek stabilitdsi- és protondlodasi allandoit. Ahogy a 16. és 17. dbran
bemutatott eloszlasi diagramokon 1is lathatd, a rendszerek leirhatoak

egymagvu, protonalt, illetve vegyes hidroxo-komplexek feltételezésével.

Mindkét vizsgalt ligandum Gd**-komplexének esetében lathatd, hogy
azok stabilitasi allanddi rendre kisebb értékek, mint azt az 6sszehasonlitasi
alapként szolgald ligandumok komplexeit jellemzd értékek. Ennek az lehet az
oka, hogy csokkentve a toltéssel rendelkezd donoratomok szadmat a

[GA(DOTA)] -komplexet jellemzd kompakt szerkezet megbomlik, masrészrol
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az irodalomban ismert'* 1%’ hogy ha egy metilkarboxilat-csoportot egy etil-
vagy propilamid-csoporttal helyettesitiink, az a stabilitdsi allando
csokkenéséhez vezet. A [Gd(DO3A-EAMA)]-komplex esetében az
amid-tipust oxigén donoratom koordinacidjaval megvaldsuld kelatgytiri
tagszama 6, mig a [Gd(DO3A-PAMA)]-komplex esetében 7, ez a valtozas meg
1s mutatkozik a stabilitasi 4lland6 értékeiben a [Gd(DO3A-EAMA)]-komplex
javara. Osszehasonlitva a ligandumok oldallancaban talalhaté aminocsoport
taldlunk, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az oldallanc amin-tipusu

nitrogénje bizonyara nem vesz részt a koordinacioban.

Az eloszlasi diagramok azt is megmutatdk, hogy a komplexek
latszolagos stabilitasa is kicsi, hiszen a komplexképzddés csak pH = 6 folott
valik teljessé, illetve fiziologias pH-értéken dontd tobbségben a komplexek
protonalt formdja van jelen. A [Gd(DO3A-EAMA)]-komplex esetében a
vegyes hidroxo-komplex képzddése mar pH = 7,5 érték koril elkezdddik,
szemben a [Gd(DO3A-PAMA)(OH)] -komplex képzddését jellemzd pH = 10
koriili értékkel.

V.2.2. A [GA(DO3A-EAMA)]- és [Gd(DO3A-PAMA)]-komplexek relaxacios

paramétereinek vizsgalata

Vizsgaltuk a Gd**-komplexek relaxacids sajatsagait is, amely
vizsgalatok eredményeit a 16. és 17. dbran mutatjuk be. A nagy pH-értékeknél
(pH > 10) mért kis relaxivitds értékek a rendszerben képzd6do vegyes
hidroxokomplexek kis relaxacié ndveld hatdsanak koszonhetd.!* Mind a két
Gd*"-komplex esetében jol lathatd, hogy a relaxivitas értékek pH = 10 alatt
novekedésnek  indulnak, Osszhangban az  egyenstlyi  modellel.

[GA(DO3A-EAMA)]-komplex esetében nehéz becsiilni a komplex nem
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protonalt formdjanak relaxivitas értékét, mivel nincs olyan pH-tartomany, ahol
a [Gd(DO3A-EAMA)]-komplex dominansan lenne jelen. Ellenben a
[GA(DO3A-PAMA)]-komplex relaxivitdsa pH 10 koriil jol mérhetd, hiszen
ebben a tartomanyban a deprotonalt komplex a domindns részecske. Az itt mért
relaxivitas érték »1=4,64 mM s, amely a belsd koordinacids szféraban egy
vizmolekulat tartalmazé Gd**-komplex jelenlétére utal.!*31% A g = 1 komplex
kialakulasa csak abban az esetben lehetséges, ha az oldallanc amidcsoportja
koordinalodik a kdzponti fémionhoz.!*® Mindkét komplex esetében pH~6
értéken csaknem 100%-ban azok protonalt formdja van jelen, amelyeknek a
relaxivitdsa [GA(HDO3A-EAMA)]*-komplex esetében 1= 7,23 mM's!-nek
és [GA(HDO3A-PAMA)]"-komplex esetében r1= 8,75 mM's!-nek adddott,
ami a kis molekulatomegii és belsd koordinacios szférajukban két vizmolekulat
tartalmazé Gd**-komplexekre jellemzé. pH<6 esetében a komplex
disszociacidja figyelhetd meg az ezzel egyiittjard relaxivitds érték
novekedésével, mig el nem érjiik a szabad Gd*'-ion relaxivitdsat,

r1> 14 mM s,
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16. Abra. A [Gd(DO3A-EAMA)] rendszerben képzédé komplexek koncentracié eloszlasi
gorbéi és relaxivitdsdnak valtozésa a pH-fiiggvényében (cm : co = 1: 1,049 T, I=0,15M
Nacl, 25,0 °C)

Mbltort
(;-s;- ) Le

17. Abra. A [GA(DO3A-PAMA)] rendszerben képzédé komplexek koncentracid eloszlasi
gorbéi és relaxivitasanak valtozasa a pH-fliiggvényében (cp : e =1: 1,049 T, I=0,15M
NacCl, 25,0 °C)
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V.2.3. A [GA(DO3A-EAMA)]- és [Gd(DO3A-PAMA)]-komplexek kinetikai
inertségenek vizsgalata

Ahogy azt mar kordbban tapasztaltak, a DO3A ligandum szabad
nitrogénjére alkilezett oldallancok tulajdonsagai nagyban befolydsolhatjak a
Gd**-komplexek inertségét.'>! A komplexek in vivo disszocidcidjat
elésegithetik az emberi szervezetben megtaldlhatd esszencialis fémionok
(Cu**, Zn**, Ca®"), ezért a komplexek inertségét Cu®*-ion (19. egyenlet)

jelenlétében vizsgaltuk UV- lathato spektrofotometrids alkalmazva.

[GAL] + Cu?* == [CuL] + Gd* (19)

A kicseréld fémion mennyiségét ugy valasztottuk meg, hogy az legalabb
10-szerese legyen a komplexének, igy biztositva a pszeudo-elsérendi
feltételeket. A fémcsere sebességet ilyen koriilmények kozott az 20. egyenlet
irja le, ahol a kobs a pszeudo-elsérendii sebességi allando, [GdL]: pedig a
Gd*"-komplexek teljes koncentracidja.

d[GdL],
dt

= kobs[GdL]mt (20)
A vizsgélatok sordan arra jutottunk, hogy a komplexek

------

van szerepe (21. egyenlet) és a kobs értékek mindkét komplex esetén egyenes
aranyossagot mutattak az alkalmazott savkoncentracioval. A tobbi allando

vagy 0sszemérhetd volt sajat hibdjaval, vagy kis, negativ értéket adott.
kobs=k1[H'] 21)

A 18. és 19. abrakon a pszeudo-elsdrendii sebességi allandok
illesztését mutatjuk be. A mérésinket 4 kiilonboz8 Cu®-koncentraciot

(10-40-szeres felesleg) alkalmazva hajtottuk végre kiillonbozé pH-értékeken.
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Az abrakon lathat6 fekete vonal a Scientist programmal szamitott illesztés

eredményét reprezentalja.

0.0004 -
7 L 2
0.0003 - "
[ ]
20,0002
"‘k‘h'
0.0001 - <
0 T T T T T T T T T T 1
0 0.00002  0,00004  0,00006  0,00008  0,0001
ca (M)

18. Abra. A pszeudo-elsérendii sebességi allandok savkoncentracid fliggése a
[Gd(DO3A-PAMA)]-komplex fémcsere reakciojaban. (7 = 25,0 °C, /= 0,15 M NacCl, 10- (¢),
20- (m), 30- (A) és 40-szeres (@) kicseréld fémion felesleg)
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0.0004 - r

0,0003 -
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0 T T
0 0,0002

0,0004 0,0006 0,0008 0,001
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19. Abra. A pszeudo-elsérendii sebességi allandok savkoncentracid fiiggése a
[GA(DO3A-EAMA)]-komplex fémcsere reakcidjaban (7= 25,0 °C, /= 0,15 M NaCl, 10- (¢),
20- (m), 30- (A) és 40-szeres (@) kicseréld fémion felesleg)
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A proton asszisztalt disszociacio elsé 1épése a protonalt oldallancrol
a makrociklus N-atomjara torténd protontranszfer, amelyet a fémion és a
proton kozott fellépd elektrosztatikus taszitds miatt, a fémion koordinacios
kalitkabol valo kilépése kovet. A komplexek vizsgéalata soran kapott, a proton
asszisztalt utvonalakra jellemzd sebességi allanddkat a 3. tdblazatban mutatom
be.
3. Téablizat. A [Gd(DO3A-EAMA]-, a [Gd(DO3A-PAMA)]-, a [Gd(DOTA)]- és a

[Gd(DO3A)]-komplexek disszociacidjat jellemz6 sebességi allandok (25,0 °C, I=0,15 M
NaCl)

ki (M 1s7h t12 (6ra)lcl
[GA(DO3A-EAMA)] 0,53+0,02 3633
[Gd(DO3A-PAMA)] 3.2+40.1 60.2
[GA(DOTA)] 1,8x10°6 1 1,07x108 1)
[Gd(DO3A)] I 0,023 8400

[a] Ref!32; [b] Ref'*; [¢] pH = 6,0

Ahogy a 3. tablazat adataibol latszik, a propil-egységet tartalmazo
[GA(DO3A-PAMA)]-komplex koriilbeliil 6-szor labilisabb, mint az
etil-egységgel rendelkezd [Gd(DO3A-EAMA)]. Ugyan a protonalt komplex
esetén (a vizsgalt pH-tartomanyban ezek a részecskék a dominansak) az
oldallanc amidcsoportja nem koordinalodik a kozponti fémionhoz, mégis a
sebességi allandok egy nagysagrendbeli eltérése egyértelmiien az oldallancban
talalhatd szénlanc tagszaménak tudhat6 be. Valdsziniileg a propil-egység
nagyobb flexibilitisa megkonnyiti a protondlt aminocsoport és egy

acetatcsoport vagy az amincsoport €és a makrociklus nitrogénje kozotti

......

rrrrrr
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emlegetett [Gd(DOTA)] -komplexre jellemzd értéktdl, de koriilbeliil egy

rrrrrr

sebességi allandotol.

A konnyebb 0Osszehasonlithatosag kedvéért pH =6,0 érteken
kiszamitottuk a komplexekre jellemzd felezési idoket. A pH = 6,0 értéket
indokolja, hogy itt dontéen a [Gd(HL)] -részecske jellemzi a rendszert (ahogy
a vizsgalat sordn is), viszont fiziologids pH-értéken mar az oldallaincban
talalhatd amin nitrogén deprotonalodasa megkezdddik, ami a [Gd(L)]-
részecskék jelenlétét eredményezi. A 3. tablazat adataibol kiolvashatd, hogy az
altalunk vizsgalt komplexek felezési ideje ugyan kisebb, mint a DO3A— vagy
DOTA-analogoké (a szerkezet valtozasa, toltéssel rendelkezé donoartom(ok)
eltavolitdsa miatt a komplex kompakt szerkezete megbomlik), viszont adott
koriilmények kozott nagyobb inertséggel rendelkeznek, mint a gyakorlatban is

alkalmazott Magnevist® ((Gd(DTPA)]") kontrasztanyag (19,5 6ra).!>

V.2.4. A fejezet rovid dsszefoglalasa

A [Gd(DO3A-EAMA)]- és [Gd(DO3A-PAMA)]-komplexek vizsgalatainak
eredményeit az aldbbiak szerint foglalhatjuk 6ssze:

. A ligandumok és komplexeik egyensulyi viszonyait vizsgalva kideriilt,
hogy a [Gd(DO3A-EAMA)]-komplexet jellemzd stabilitasi allandd nagyobb a
[Gd(DO3A-PAMA)]-komplex allandojanal.

. A Gd*-komplexek relaxivitisat vizsgilva a két belsészféras
vizmolekulat tartalmazé formara jellemz6 értékeket kaptunk (¢ = 2) pH=16
értéken, ahol dontden [Gd(HDO3A-EAMA)]" és [Gd(HDO3A-PAMA)]"
egyszeresen protonalt részecskéi vannak jelen. Nagy pH-értékek fel¢ haladva

a relaxivitasban csokkenés mutatkozik.
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. A Gd*"-komplexek inertségét vizsgalva elmondhaté, hogy az
oldallancban propilén-egységet tartalmazé [Gd(DO3A-PAMA)]-komplex
hozzavetdleg 6-szor labilisabb az [Gd(DO3A-EAMA)]-komplexnél.

. Mindezen tulajdonsagokat figyelembe véve a Ca**-szenzor komplexek
gyakorlati alkalmazasa elképzelhetd, tovabba az eredmények szdmos értékes
informdacioval latnak el minket tovabbi, Ca®'-ion szenzitiv kontrasztanyagnak

szant ligandumok tervezése terén.
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V.3. Mn**-ion alapi, intelligens kontrasztanyagnak szant ligandumok és
komplexeik vizsgalata

V.3.1. Intelligens pH-szenzorok

V.3.1.1. A pH-szenzornak szant ligandumok és komplexeik egyensulyi
vizsgalata

Az intelligens pH-szenzorok ligandumai tobbnyire tartalmaznak egy
olyan funkcidscsoportot, amely a fiziologias pH-tartoméanyban deprotonalodik
¢s koordindlodik a kozponti fémionhoz. Ez a folyamat a paramagneses
fémionok komplexei esetében a koordinalt vizmolekuldk szamanak
csokkenésével jar, ami eldidézi a relaxdcios hatds csokkenését is. A pH-
szenzitiv kontrasztanyag jeloltek eldallitasdhoz tervezett PC2A-EA ¢és
PC2A-NP (20. &bra) ligandumok ¢és komplexeik egyensulyi folyamatainak
tanulmanyozasara ebben az esetben is pH-potenciometriat alkalmaztunk,

amely egyben az eldbb emlitett pH-szenzitivitasrodl is informaciot szolgaltat.

/ / /
HOOC HOOC HOOC
NH»

COOH oo K/N \) COOH

L : NO, H
0]
HO HN\élQO/

i
0

20. Abra. A PC2A-EA, PC2A-NP és a PC2A-SA ligandumok szerkezetei
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A kapott allanddkat a 4. tablazat tartalmazza, 0sszehasonlitva a
PCTA és egy, a csoportunkban korabban vizsgalt, szintén pH-szenzornak szant

ligandum, a PC2A-SA megfelel6 értékeivel.

4. Téblazat. A PC2A-EA, PC2A-NP, PC2A-SA és a PCTA ligandumok protonalodasi llandoi
(I'=125,0°C,1=0,15 M NaCl)

PC2A-EA PC2A-NP PC2A-SA PCTAM
logk " 11,34(1) 11,12(2) 11,40 9,97
logk" 8,93(2) 6,94(7) 9,92 6,73
logk!! 6,91(3) 6,63(4) 6,63 3,22
logK," 1,97(3) 2,51(4) 1,96 1,40
10g fnc!®! 18,25 17,75 18,03 16,70

[a] csoportunkban meghatarozott, kozlésre eldkészitett adatok; [b] Ref.'*3; [c] logfnc, a
makrociklus bézicitisa, PC2A-EA, PC2A-NP, PC2A-SA esetében logK;" + logKs", mig
PCTA esetében logK;" + logk,"

Amig a 4. tdbldzat adatai alapjan azt egyértelmiien kijelenthetjiik,
hogy az elsO protonalodasi allandé a makrociklushoz, azon beliil is a piridin-
tipusu nitrogénatommal szembeni, transz-helyzetli nitrogénhez tartozik
(irodalmi adatok alapjan ez a piklén makrociklus legb4zikusabb nitrogénje),'>*
addig a masodik protonalédasi folyamat helye mar nem olyan egyértelmi. gy
a PC2A-EA ligandum esetében 'H-NMR titralast végeztiink a pH = 6-12
tartomanyban azért, hogy egyértelmlien el tudjuk donteni, hogy melyik
protonalodasi alland6 tartozik a szenzor funkcidért feleldés etilamin
molekularészlet primer amin csoportjaghoz. A 'H-NMR spektrumban talalhatd

jelek kémiai eltolodasanak valtozasat a 21. abran mutatjuk be.
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21. Abra. A PC2A-EA ligandum '"H-NMR jeleinek kémiai eltolédasa a pH-fiiggvényében,
PC2A-EA ligandum szerkezetének esetében a szdmozas az 'H-NMR jelek kémiai
eltolodasanak hozzarendelését reprezentalja

Az egyes protonokhoz tartozo jelek kémiai eltolodasabol arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a masodik protonalodasi allandd (logka™) a
primer aminocsoporthoz, mig a harmadik protonalodasi allando a makrociklus
cisz-helyzetli nitrogénatomjahoz rendelhetd. Itt érdemes megjegyezni, hogy a
kémiai eltoloddsok valtozasabol kivehetdé az is, hogy a tramsz-helyzetii
nitrogénatomon elhelyezkedd proton a harmadik protonalddasi folyamatban

(mésodik proton belépése a gytiriire) atkeriil egy cisz-helyzetii nitrogénatomra

(6;8;17 protonokhoz tartozo jelek kémiai eltolodasanak valtozasa pH = 6-7
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kozott) a protonok kozott fellépd elektrosztatikus taszitds csokkentése
érdekében.'® A PC2A-NP ligandum esetében sem egyértelmii a protonalodasi
sorrend meghatarozasa, hiszen a méasodik €s a harmadik protonalddasi allando
egyarant tartozhat akar a makrociklus nitrogénatomjahoz, vagy egy fenolos

hidroxilcsoporthoz is.

rrrrrr

mondhatjuk, hogy bar azok nagyobbak, mint azt a PCTA esetében tapasztaltuk,
egymastdl gyakorlatilag csak a szenzor-funkcidscsoportok bazicitasaban

kiillonboznek.

A ligandumok protonalodéasi allanddinak meghatarozdsa utan
vizsgaltuk azok Mn*'-, valamint mas, esszencialis fémionokkal kialakuld
komplexeik (Mg?*, Ca**, Zn*', Cu®") egyensulyi viszonyait is. A Mn**-, Mg?*-
, Ca*-, Zn*-komplexek stabilitdsi és protonalodasi allanddinak
meghatdrozasdhoz pH-potenciometriat, mig a Cu?"-ionnal kialakuld
komplexek esetében az el6z6 moddszer mellett UV-lathatd spektrofotometrids
modszert is alkalmaztunk. Erre azért volt sziikség, mivel a ligandumok
Cu**-komplexe mar pH < 2 alatt csaknem 100%-ban képzddik. A
[Cu(PC2A-EA)]-komplex stabilitasi allanddjat kompeticios modszerrel
hataroztuk meg pH =4,8 értéken, ahol kicseréld ligandumként novekvod
koncentracioban ciklént alkalmaztunk. A nagy feleslegben hasznalt ciklén
gyakorlatilag kiszoritja a Cu®'-iont a vizsgalt komplexekbdl, és az igy
képzoédott [Cu(ciklén)]* -komplex keletkezése az abszorbcids spektrumokban
jol kdvethet6 valtozast eredményez (22. dbra). A pH-potenciometria és az UV-
lathato spektrofotometria eredményeit szimultan illesztettik a PSEQUAD

program segitségével !>
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22. Abra. A Cu?-PC2A-EA-ciklén rendszert jellemz3 abszorpciés —spektrumok
(cLig= ccuz+= 1,97 mM; pH =4,8 cnmp= 50 mM; T=25,0 °C, I=0,15 M NaCl; ekvivalens
(®); 2- (®); 5- (@); 10- (@) és 20-szoros () ciklén felesleg

A szamitott stabilitasi és protonalodasi allandokat az 5. tdblazatban
foglaljuk 0ssze, Osszehasonlitva a mar emlitett PCTA ¢és PC2A-SA

ligandumokhoz tartozo egyenstlyi eredményekkel.
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5. Tablazat. A PC2A-EA, PC2A-NP, PC2A-SA ¢és PCTA ligandumok esszencialis

fémionokkal kialakulé komplexeinek egyensulyi allandoi (7= 25,0 °C, /= 0,15 M NaCl)

PC2A-EA | PC2A-NP | PC2A-SAM PCTA

. log Km 6,61(8) 9,92(2) 6,17 12,35

Me log Kmie | 10,29(5) 52(2) 10,99 3,820

. log KL 9,97(6) 10,18(3) 9,70 12,72

ca log Ky, 8,11(3) 5,1(1) 9,55 3,790

log Kmi 21,4(1) 19,45(9) 20,1 20,48

Zn* log K 6,41(4) 5,41(1) 8,56 3,101
log Kmron 2,43(6) - - -

log Ky 25,6(1) >23 >23 18,79

Cu** log K. 5,69(4) 5,26(6) 8,56 3,580
log Kmior | 2,63(4) 2,41(6) 2,37 -

log Km 19,01(4) 18,05(6) 17,96 16,83

e log KL 6,88(2) 4,58(2) 8,77 1,961
log Kuzr 2,50(3) - -

pMn‘ 9,27 9,67 9,77 9,74l

[a] csoportunkban meghatéarozott, kozlésre el6készitett adatok; [b] Ref.''” 7= 0,1 M KCI; [c]
Ref.!31=0,15 M NaCl; [d] cmn= cL= 0,01 mM, pH = 7,415

A Mg*" és Ca*'-ionokkal kialakulo komplexek esetében nemcsak 1:1
fém:ligandum aranyu komplexek képzddését sikeriilt kimutatni, de azok
protonalodasi allandoit is tudtuk szdmolni. Ugyanakkor az is elmondhato, hogy
a PC2A-SA ligandumhoz hasonldéan a PC2A-EA esetében ennek értéke olyan
nagy, hogy az nem tartozhat mashoz, mint a gyt{irQi egyik nitrogématomjanak
protonélédasahoz. Ez egyben azt is jelenti, hogy a protonalt Mg**-komplex
nem a klasszikus értelemben vett ,in-cage” komplex, hiszen a H'-ion
elektrosztatikus taszitdsa miatt a Mg?" biztos, hogy nem makrociklusos
nitrogének és az acetat oxigének altal kialakitott koordinacids kalitkdban

helyezkedik el. A PC2A-NP ligandum esetében, ahol eleve nagyobb MgL
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stabilitdst mértiink, a protondlodasi allandd értékét csak nagy hibaval tudtuk
meghatarozni, és az illesztések soran kapott eloszlasi diagramok azt mutattak,
hogy az csak kis mértékben képzddik. Nem meglepd modon a Ca**-komplexek
stabilitisa nagyobb a Mg**-komplexekénél és a protonalodasi allandok
alapjan, itt mar az ML komplex protondlodédsa nem a gylriin, hanem az

oldallanc aminocsoportjan kovetkezik be.

A Zn?"-komplexek egyensulyi vizsgalatanak eredményeit tekintve
kijelenthetd, hogy a stabilitdsi allandok értékei a PC2A-EA ligandummal
alkotott komplex esetén a legnagyobbak, ami jo egyezést mutat a
makrociklusra kapott bazicitas értékekkel is. Tovabba, a masik két komplexhez
képest kapott tobb, mint egy nagysagrendnyi ndvekedésben annak is szerepe
lehet, hogy a PC2A-EA ligandum esetében lehetdség van az oldallancban
talalhatdé amin tipusu nitrogén koordinacidjara. Az amin koordinécidja
feltételezhetben nem eredményez 7-es koordinacios kdrnyezetet a Zn*'-ion
koriil, hanem azzal parhuzamosan egy acetat oxigén kilépése torténik meg. A
PC2A-NP komplexek esetén a stabilitasi allando értéke jo egyezést mutat a
PC2A-ligandum (a makrociklus transz-N-atomja nem funkcionalizalt) hasonl6
komplexének értékével (logKznrpc2a)=19,49).1°7 ami arra utal, hogy itt az
oldallancban talalhato fenolos hidroxilcsoport koordindcidja nem kovetkezik

be, ami mar a kelatgylirti tagszamanak novekedésével is jarna.

A [Cu(PC2A-EA)]-komplex stabilitasi alland6ja tobb mint 6
nagysagrenddel nagyobb, mint a PCTA komplexé, amiben nyilvan szerepe van
a ligandumok bazicitasdban mutatkozo kiilonbségnek is, de egyértelmii, hogy
az acetat etilamin csere az utdbbi erdsebb koordinacidjanak kodszonhetden
noveli a kialakuldé komplex stabilitasat. Ennek jele az is, hogy a ligandum
etilamincsoportjdnak protonalodasi allandoja 8,93-r6l 5,69-re csokken a

Cu**-komplex esetén. A PC2A-NP ligandum Cu?"-komplexének stabilitasi
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allandgjat végiil nem hataroztuk meg, de -eldkisérleteink alapjan azt

feltételezziik, hogy az nagyobb logKcuL = 23-nal.

Szdmunkra természetesen a legfontosabb a Mn?"-ionnal kialakuld
azt az irodalmi részben mar emlitettiik, a kristalytér stabilizacidés energia
hidnya miatt, a Mn*'-komplexek stabilitdsi 4llandoéi nagysagrendekkel
kisebbek, mint példaul a Zn*" vagy a Cu®’-komplexeké. Eppen ezért a
Mn?*-komplexek esetében nem is tdreksziink arra, hogy minél nagyobb
termodinamikai stabilitasra tegyiink szert, a cél igazabol csak annyi, hogy a
komplex stabilitasa elég nagy legyen a teljes képzédéshez. Hiszen, ha a Mn?*-
komplex fiziologias pH-n 100%-ban képzddik, akkor az i.v. injektaldst
kovetdn annak in vivo stabilitdsat elsdsorban inertsége fogja meghatarozni. Az
altalunk vizsgalt két komplex koziill a [Mn(PC2A-EA)]-nak nagyobb a
stabilitasi allanddja, ugyanakkor a fiziologids pH-ra szadmolt latszolagos
stabilitdsa (pMn) kisebb, mint a PC2A-NP ligandum Mn**-komplexének pMn
érteke. A komplexek stabiltdsanak Osszehasonlitdsara gyakran alkalmazzék a
pM-értéket (pM = —log[M]), amely azt mutatja meg, hogy egy adott dsszetétel
mellett, adott pH-n a fémion milyen koncentracioban marad szabad
formaban.'® Bar tgy kezeljiik az igy kapott értékeket, mint latszolagos
stabilitasi allandokat, ugyanakkor konnyli belatni, hogy nem azok, viszont a
komplexek stabilitdsanak Osszehasonlitasara kivaloan alkalmasak. A pMn
adatok Osszehasonlitasabol az latszik, hogy a PC2A-EA komplex koriilbeliil
0,4 egységgel kisebb pMn értékkel rendelkezik a masik harom komplex pMn
értékeihez képest, mig azok nem kiilonboznek jelentésen egymastol. Egy adott
komplexre a pMn értéke attol is fiigg, hogy milyen analitikai koncentraciokbol
indulunk ki. A Mn*'-komplexek esetében, az irodalomban is alkalmazottak
szerint a fémion és a ligandum koncentracidjat is 0,01 mM-osnak valasztjuk.

fgy, ha nincs komplexképz3dés, akkor a pMn értéke 5, hiszen az sszes fém
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szabad forméaban marad, mig egy 9-es értéknél marcsak az eredeti mennyiség
0,01%-a marad szabad fémionként. A mangan esszencialis voltanak
koszonhetden azt mondhatjuk, hogy ha a fémion tobb mint 99,9%-a komplex
formaba keriil, az mar megfelel az in vivo alkalmazas feltételeinek. A kapott
adatokbol megéllapithaté, hogy mindkét komplex eleget tesz ennek a
feltételeknek.

Egy pH-szenzitiv kontrasztanyag egyik legfontosabb tulajdonsaga a
komplexek (funkcidhoz kapcsol6dd) protonalddasi allandojanak érteke,
aminek pH = 6-8 k6z¢, a vér fiziologias tartomanyaba (idealis esetben 6,2-6,4)
kell esnie. Mindegyik komplexre kijelenthetjiik, hogy a komplexképzddés a
pH-érzékeny oldallanc protonalddasi alladdjanak csokkenésével jar egyiitt.
Ugyanakkor a PC2A-NP ligandum Mn?"-komplexének esetében a
protonalodasi  folyamat joval kisebb (log KwmuL=4,58), mig az
Osszehasonlitdshoz hasznalt PC2A-SA Mn?’-komplexének esetében pedig
nagyobb pH-n (log KmuL= 8,77) kovetkezik be a fizioldogiashoz képest. A
[Mn(PC2A-EA)] esetében a protonalodasi allando értéke log Kmur = 6,88-nak

adodott, ami biztato volt a tovabbi vizsgalatok tekintetében.

V.3.1.2. A [Mn(PC2A-EA)]- és [Mn(PC2A-NP)]-komplexek relaxdcios

paramétereinek vizsgalata

Elvégeztiik a ligandumok Mn**-ionnal alkotott komplexeinek
relaxometrias titralasat, egyfeldl azért, hogy informacidét nyerjliink a
komplexek pH-szenzitivitdsarol, masrészt pedig azért, hogy alatdmasszuk az

egyensulyi modelliink helyességét.

A [Mn(PC2A-NP)]-komplexre vonatkozoan (23. ébra) az lathato,
hogy a komplexképzddés pH =4,5 értékre gyakorlatilag befejezédik és

pH = 6,0 értékre a komplex relaxivitasa a kiilsd szféras hozzajarulasra csokken
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(rip=1,57 mM's!). A relaxivitds értékek valtozasa j6 egyezést mutat a
részecskeeloszlassal (ezaltal elmondhatjuk, hogy az egyensulyi modelliink
helyesen irja le a Mn?"-komplex egyenstlyi rendszerét), és ahogy mar a
ligandum Mn**-kompléxenek protonaloédasi allandojabol tudni lehetett, a

pH-szenzitivitas tavol esik a fiziologias pH-tartomanytol.

[Mn(L)]

moltort

23. Abra. A [Mn(PC2A-NP)] rendszerben képz3d6 komplexek koncentracié eloszlasi gorbéi
és relaxivitasanak valtozasa a pH-fiiggvényében (cm : e = 1: 1, 7=25,0 °C, 0,49 T)

A [Mn(HPC2A-EA)]"-komplex (24. é&bra) relaxivitasa rendkiviil
hasonlé a komplex belsd szférdjaban egy vizmolekulat tartalmazé Mn?*-

8

komplexekéhez!*® és a pH =3,7-5,8 tartomanyban allandonak tekinthetd.

pH = 3.7 alatt a relaxivitas értékek ndvekedését tapasztaljuk, ami a kétszeresen
relaxivitas értékekben pH = 5,8 felett egy jelentds csokkenés kdvetkezik be
egészen rip=2,33 mM's! értékig, ami kozel esik a csak kiilsé szféras
hozzajarulashoz hasonlo relaxivitas értékhez. Ez a hozzavetdleg 1,5 egységnyi

valtozds az r1 relaxivitds értékekben a teljes fiziologids (pH = 6-8)
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tartomanyban a pH-érzékeny etilamincsoport deprotonaldodasaval és
koordinacidjaval értelmezhetd, ami a komplex belsé szférajaban 1évo

vizmolekula teljes kiszoruldsat eredményezi.

moltort
(;-s;- ) Le

24. Abra. A [Mn(PC2A-EA)] rendszerben képz6dé komplexek koncentracié eloszlasi gorbéi
és relaxivitasanak valtozasa a pH-fiiggvényében (cm : e = 1: 1, T=25,0 °C, 0,49 T)

A pH-eltolodds hatasara bekovetkezd relaxivitds valtozas ugyan
elegendd lehet a komplex in vivo alkalmazasahoz, ugyanakkor ez az adat vizes
oldatra vonatkozik. Irodalmi el6zmények mar ramutattak arra a tényre, hogy
aromas egységekkel rendelkezd komplexek képesek kdlesonhatést kialakitani

1,' amely kolcsonhatds a relaxivitas

a vérben fellelhetd fehérjékke
novekedését eredményezheti, igy vizsgaltuk a [Mn(PC2A-EA)]-komplex
relaxivitasanak valtozasat Seronorm® (lasd IV.3.) jelenlétében is, kiilonboz6
térerdsségeken. A vizsgalatok a relaxivitas szignifikdns emelkedését mutattdk,
tehat a komplex kolcsonhatasba 1ép a vérszérum fehérjéivel, ami a komplex
oldatbéli mozgékonysagat lassitja, mikdzben a relaxivitast ndveli. A Mn?"

esetében az r2p transzverzalis relaxivitas értékek valtozasa sokkal

81



szembetiindbb, a lehetséges fiziologias pH-tartomanyban
Arp=6,6 mM's-nek addodott. A relaxivitas értékeket a 6. tablazatban
foglaljuk 0ssze (a pH-tartomany itt sziikebb, ezzel is modellezve az egészséges

¢s beteg sejtek kozotti pH kiilonbséget).

6. Tablazat. A [Mn(PC2A-EA)]-komplex relaxivitasanak valtozasa Seronormban, kiilonb6z6
pH-, hdmérséklet (25,0 és 37,0 °C) és térerd értékeknél (20 (0,49 T); 60 (1,41 T) és 128 MHz

(BT)

[Mn(PC2A-EA)] (20 MHz, 37,0 °C)

r (mM's™) r2 (mM's™)
6,8 4,07 5,94
7,4 3,51 4,94
A 0,56 1,00

[Mn(PC2A-EA)] (60 MHz, 37,0 °C)

r (mM's™) r2 (mM's™)
6,8 3,21 8,81
7,4 2,69 6,63
A 0,52 2,18

[Mn(PC2A-EA)] (MRI, 3 T, 25+2 °C)

r (mM's™ r» (mM's™)
6,8 4,43 8,36
7,4 3,61 3,44
A 0,82 4,92

A paramagneses fémkomplexek relaxivitasat

sokféle paraméter

befolydsolja. Az egyik ezek koziil a komplex belsd szférajaban talalhato
vizmolekula cseresebessége (kex). Annak kideritésére, hogy ez az altalunk
vizsgalt komplexeknél mekkora jelentdséggel bir, 7O-NMR spektroszkopias

méréseket végeztiink (9,4 T)."*® Kiilonboz6 hémérsékleteken mértiik egy
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diamagneses referencianak (HCIO4 oldat) ¢és a komplexek oldatainak
longitudinalis (71) és transzverzalis (72) relaxacios idejét (25. abra), valamint
a '"O-jelének kémiai eltolodas értékeit. A vizmolekula transzverzalis
relaxacios idejét (In(1/72r)) a Swift-Connik egyenletekkel illesztettiik,
feltételezve az elektronspin relaxdciok egy exponencialis fliggvény szerinti

valtozasat.!?
16.9
16.4

15.9

In(1/75,)

15.4

14.9
2,7 2.9 3,1 3,3 3,5 3,7

1000/T (1/K)

25. Abra. A [Mn(PC2A-EA)]- (kék; pH =6,0) és [Mn(PC2A-NP)]-komplexekre (piros;
pH =4,6) szamolt In(1/T>,) értekek az 1/T fiiggvényében (400 MHz). A folytonos vonalak a
kisérleti pontok legjobb illesztését mutatjak.

Az ""O-NMR mérésekbdl meg tudtuk hatarozni a komplex belsd
szférajaban talalhatd vizmolekula cseresebességét (kex’”®), a hozza tartozo
(1/T1*%®%). A 7. tablazat eredményeit elemezve lathatjuk, hogy a két komplex
vizcseresebessége kozel azonos, hiszen a két komplexben a fémion

koordinacios kornyezete gyakorlatilag megegyezik. Am ezek az értékek egy
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nagysagrenddel  kisebbek, mint a PC2A  Mn*'-komplexének
vizcseresebességére jellemzo érték. Ez az eltérés a [Mn(PC2A)]-komplex
kevésbé kompakt, flexibilisebb szerkezetével magyarazhato. A PC2A-EA
Mn?"-komplexénél meghatérozott pozitiv entropia értékébdl a vizcsere
disszociativ mechanizmusara kovetkeztetiink, vagyis a koordinalt vizmolekula
kilépését kovetden 1€p be egy tjabb vizmolekula a fémion belsd koordinacios
szférajaba. Nem meglepd, hogy a PC2A-SA ligandum komplexére is hasonlo
vizcseresebesség adodik, bar itt a mechanizmust illetéen azt kell, hogy

mondjuk, hogy az mind disszociativ, mind asszociativ mddon lejatszodhat.

7. Téblazat. A "O-NMR mérésekbdl szamolt vizcseresebesség és relaxacios paraméterek a
Mn?"-komplexek esetén (400 MHz)

[Mn(PC2A- | [Mn(PC2A- | [Mn(PC2A- [Mn(3,9-
EA)] NP)] SA)] PC2A)]!
(ml\;?s-l)a 2,5 1,6 4,0 2,91
k 298
« 15X7 Sy 4,0£0,1 4,5+0,1 59 12,6
(kJAHil)b 36+ 1 44+ 1 27 37,5
mo
A 2143 4942 48 i
(J K mol™)
1 T e298
x 1/07‘/ Sy 6,6+ 0,7 30+ 1 5,7 11

[a] relaxometrids modszerrel meghatarozva; 20 MHz (0,49 T), T=25,0 °C, pH="7,4; [b]

70-NMR méréssel meghatarozva; [c] Ref '7; (r1,; paramagneses relaxivitds, kex>®:

vizcseresebesség, AH*: vizcseresebesség aktivalasi entalpiaja, ASY: vizcseresebesség aktivalasi

crer
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A [Mn(HPC2A-EA)]*-komplex esetén az ’O-NMR vizsgalat arra is
kivald lehetdséget biztositott, hogy igazoljuk a bels6-szféras vizmolekula
jelenlétét. Ehhez nem csak pH = 6,0 értéken végeztiik el a méréseket (itt
feltételezhetden g = 1), hanem nagyobb, pH=8,2 értéken is (ahol feltételeztiik,
hogy ¢=0). A Gale!® és munkatarsai altal kidolgozott modszernek
megfelelden illesztettiik az 1/7>r értékeket (26. dbra) az 1/7T-fliggvényében ¢és
meghataroztuk a rmax €rtékét. A kapott értékbdl a belsd szféras vizmolekuldk
szamat a 22. egyenlettel lehet szamolni, ahol az el6zdleg emlitett 72max érték
mellett a g a belsé szférds vizmolekuldk szama, az S az eredd
spinkvantumszam, az Ao/A pedig a hiperfinom csatoldsi alland6. Az
eredmények alatamasztottdk feltételezéseinket, miszerint a Mn**-komplex
relaxivitasanak valtozdsa a pH-fliggvényében a belsd szféras viz

jelenlétének/tavollétének kdszonhetd.

rgmax (22)

S(S+1)Aq 510

IR

q:r(Z)max [HZ O]
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400 o e e
350
=300
% 250
& 200
150 )
100 .//_-——-\.\1\.\:
50
0
2,6 2.8 3 32 34 3.6 38
1000/T (1/K)

26. Abra. A [Mn(HPC2A-EA)]*- (piros, pH = 6,0) és a [Mn(PC2A-EA)]-komplexre (fekete,
pH = 8,2) szamolt 1/7>, értékek az 1000/T fiiggvényében (400 MHz). A folytonos vonalak a
kisérleti pontok Lorentz fiiggvény szerinti legjobb illesztését mutatjak.

Hasonldan jartunk el a [Mn(PC2A-NP)]-komplex esetén is, amit a 27.
abra mutat. A vizsgalathoz olyan pH-értéket valasztottunk, ahol 50%-ban van
jelen a protonalt (g=1) és deprotonalt (¢=0) Mn?"-komplex. Az

eredményeket a 8. tdblazatban foglalom 6ssze mindkét komplexre.
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7° (mM-s)
—
[¥N]
(]

2.7 2.9 3.1 3.3 3.5 3.7
1000/T (1/K)

27. Abra. A [Mn(PC2A-NP)]-komplexre szamolt 1/T, értékek az 1000/T fiiggvényében (400
MHz, pH =4,6). A folytonos vonalak a kisérleti pontok Lorentz fliggvény szerinti legjobb
illesztését mutatjak.

8. Tablazat. [Mn(PC2A-EA)]- és [Mn(PC2A-NP)]-komplexre kapott 15, és g értékek
kiilonb6z6 pH-értékeken.

[Mn(HPC2A-EA)]" | [Mn(PC2A-EA)] | [Mn(PC2A-NP)]
pH=6,0 pH=8,2 pH=14,6
(Jﬁ/f;?’;_l) 409,9 116,5 199,1
g (db) 0,80 +0,2 0,23 40,2 0,39 40,2

Kovetkezd 1épésként fantom MRI vizsgalatokat végeztiink kiilonb6zd
(1; 1,5; 3 T) térer6sségeken, hogy kideritsiik, hogyan viselkedik a
[Mn(PC2A-EA)]-komplex a klinikai gyakorlatban alkalmazott MRI
késziilekeken. A 28. abrdn mutatjuk be a 3 T térerén végzett kisérletek
eredményeit (cimn(rc2a-EA)]= 1 mM Seronormban). Ahogy azt a 0,49 és 1,41 T
térerdsségen mért eredmények is mutattdk, mind a 71, mind a 7> relaxacios

1dok fiiggnek a pH-valtozasatol, ugyanakkor ez a valtozas a 7> relaxacios idok

87



esetében hangsulyosabb. A vizsgélati eredmények megmutattdk, hogy a
relaxivitdsok ilyen mértékli valtozdsa jol nyomon kovethetd a human

diagnosztikdban alkalmazott késziilékekkel.

28. Abra. A [Mn(PC2A-EA)]-komplex reprezentativ 7Ti- (bal oldal) és Th-sulyozott (jobb
oldal) MRI képe human szérumban (Seronorm) kiilonb6z6é pH-értékeken (pH = 7,50 (1), 7,25
(2), 7,08 (3), 6,81 (4) és 6,67 (5), cmnpc2a-Eay = 1| mM). A mintak 7, relaxacids id6i: 298+2
(1),257+2 (2), 23242 (3), 233£2 (4), 22242(5) ms, a 7> adatok pedig a kdvetkezok: 456+52(1),
200+£11(2), 144+6(3), 125£5(4) és 113+4(5) ms (TRs = 3500 ms, TE = 7,45 ms, térbeli
felbontas = 0,481x0,417x1 mm?).
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V.3.1.3. A [Mn(PC24-EA)]- és [Mn(PC2A4-NP)]-komplexek kinetikai
vizsgalata

Kiemelt fontossagi a komplexek inertségének vizsgalata, amelyek
soran a fémion indukalt cserereakciokat a [Mn(PC2A-EA)]-komplex esetében
UV-lathaté spektrofotometrids, a [Mn(PC2A-NP)]-komplex esetében pedig
relaxometrias modszerrel vizsgaltuk. A [Mn(PC2A-EA)]-komplex esetében a
kicseréld Cu®"-iont 10-40-szeres feleslegben alkalmaztuk, hogy igy biztositsuk
a pszeudo-elsorendil feltételeket. A kicserélodési reakciokat az alabbi (23)

egyenlettel irhatjuk le:
[MnL] + M?>* == [ML]+ Mn* (23)

A pszeudo-elsérendi reakciot jellemzo sebességi allandot az alabbi

(24) egyenlettel tudjuk kifejezni, ahol a kobs a reakcid pszeudo-elsérendii

crer

d[MnL]
- dftl = obs[MnL]

24)

tot

A 29. és a 30. abran a szamitott pszeudo-elsérendii sebességi
allandokat lathatjuk az alkalmazott savkoncentracidok fiiggvényében, a
[Mn(PC2A-EA)]-komplex esetében kiilonb6zd fémionkoncentraciok, mig a
[Mn(PC2A-NP)]-komplex esetében 10-szeres feleslegii Zn>" kicserélé fémion

koncentraci6 alkalmazasaval.
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o #*

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
ca (M)

29. Abra. A [Mn(PC2A-EA)]-komplex pszeudo-elsrendii sebességi allandoi (kops) az
alkalmazott savkoncentraciok fliggvényében (7'= 25,0 °C, /= 0,15 M NaCl ; 10- (¢), 20- (m),
30- (A) és 40-szeres (@) kicseréld fémion felesleg

0,0015
=~ 0,001
&
0,0005
0
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004
ca (M)

30. Abra. A [Mn(PC2A-NP)]-komplex pszeudo-elsérendii sebességi allandoi (kobs) az
alkalmazott savkoncentraciok fiiggvényében (7 = 25,0 °C, I = 0,15 M NaCl, 0,49 T;
czn2+ =10 mM; Ckomplex = 0,5 mM)



A [Mn(PC2A-NP)]-komplex esetében csak 20-szoros fémfelesleget
hasznaltunk, mivel eldzetes tapasztalataink azt mutattak, illetve a hozza
nagyon hasonlo6 szerkezettel rendelkezé [Mn(PC2A-EA)]-komplex vizsgalata
soran kideriilt, hogy a reakcié sebessége fiiggetlen a kicserélé fémion

koncentraciojatodl, csak a proton asszisztalt reakcidutnak van szerepe.

A Mn?"-komplexek kinetikai vizsgalata azt mutatta, hogy mig a
protonkoncentraciotdl (9. tablazat), addig [Mn(PC2A-EA)] esetében csak
linearis fliggés mutathatd ki. Mindkét komplex esetében ki tudtuk szamolni a
protonalt koztitermékek protonalddasi allandojat (Ku) is. Ezalapjan a két

komplexre kapott kobs értékek az alabbi egyenletekkel illeszthetdk (25. és 26.

egyenlet).
__ kM
00 Kyporr [H'] (25)
+ +12
o= A T [H 1 (26)

bs 14+Kyianr [H']

------

sebességi allandok, a Kmvinar a [Mn(HPC2A-NP)]" és az [Mn(H2PC2A-EA)]*
koztitermékek protonadlodasi allandoi. A 9. tdblazat tartalmazza tovabba a

Mn?*-komplexek pH = 7,4 értékre szamitott felezési idejét (112) is.
d
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9. Tablazat. A [Mn(PC2A-NP)]-,

értékei (pH = 7,4, T= 25,0 °C)

[Mn(PC2A-EA)]- és

[Mn(PC2A-SA)]-komplexek

.....

[Mn(PC2A-NP)] [Mn(PC2A-EA)] [Mn(PC2A-SA)]
ki (M s 0,7+0,1 0,60+0,01 4,8+0,2
ky M7s™) (3,2+0,2)x10* - -
Kvn (M) 4600400 102+10 1400260
fi2 (PH=7.4) 6700 8050 1000
(6ra)

Az eredmények elemzése eldtt, meg kell még emliteniink azt a tényt,
hogy a kinetikai vizsgalatokat meglehetdsen savas, pH = 2-4, tartomanyban
végeztiik, ahol a [Mn(HPC2A-EA)]" és a [Mn(PC2A-NP)] komplexek a
dominans részecskék, amelyek protondlodasat ¢és a  képzdodott
tudjuk vizsgalni. Felvetddhet a kérdés, hogy akkor a pH = 7,4-re ezen adatok
felhasznalasaval szamitott 712 értékek mennyire relevansak. Véleményiink
szerint az igy szamitott felezési iddkkel alabecsiiljiik a fiziol6gids pH-n
mutatkozé inertséget, hiszen a protonaltsagi fok novekedésével a komplexek
egyre labilisabba valnak, mivel a disszocidcidhoz sziikséges proton
transzfer(ek) konnyebben lejatszodnak. A Mn?*-komplexek inertségét tekintve
kijelenthetd, hogy a [Mn(PC2A-EA)]-komplex és a [Mn(PC2A-NP)]-komplex
disszociacigjat jellemzd allandok egy nagysdgrenddel kisebbek, mint amit az
Osszehasonlitdsként hasznalt [Mn(PC2A-SA)]-komplex esetében talaltunk.
Ennek magyarézata lehet a PC2A ligandumon az oldallancban az amidcsoport
cseréje primer aminocsoportra, ami az oldalldnc protonalodési allanddjanak
csOkkenésével jar, vagyis az oldallanc protonja mobilisabb lesz, a transzfer
bekovetkezik. Erdemes

kdnnyebben megjegyezni, hogy a

[Mn(PC2A-EA)]-komplex sebességi dllandoja ugyancsak egy nagysagrenddel
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kisebb, mint a Mn?*-komplexek esetében az egyik leginertebbnek tekintett,
belsd szféraban egy vizmolekulat koordindldé [Mn(1,4-DO2AMMe:)]**-
komplex disszociaciojat jellemzé allandd.'®® A felezési idoket 6sszehasonlitva
lathatd, hogy a [Mn(PC2A-EA)]-komplex esetében a jo pH-szenzitivitds

megfeleld inertséggel parosul, ami biztatd az in vivo alkalmazas tekintetében.

Az eldbbiekben bemutatott kinetikai vizsgalatok meglehetdsen
részletes képet adnak a [Mn(PC2A-EA)]-komplex disszociaciojanak
mechanizmusarol, ugyanakkor az alkalmazott 25,0 °C-os kisérleti hdmérséklet
relative messze van az in vivo alkalmazas sordn az emberi test altal biztositott
37,0 °C-os homérseklettdl. Korabbi tapasztalatok alapjan azt mondhatjuk,
hogy ha szobahOmérsékletrdl fiziologias homérsékletre tériink at, akkor az
koriilbeliil 4-szeresére ndveli a disszociacid sebességét.'®! Az utdbbi iddben

Caravan és munkatérsai javaslatara'6?

elterjedoben van egy kisérleti modszer,
amellyel az egyes Mn*"-komplexek (vagy akar Gd*") disszocicio sebessége
adott koriilmények kozott dsszehasonlithatd. A moddszer 1ényege, hogy 37,0
°C-on kovetjiik a rendszer relaxivitds valtozasat, amely a Mn*"-komplexre
nézve 1 mM-os, mig Zn?'-ionbdl ennek 25-szordsét tartalmazza ezzel
biztositva a pszeudo-eldrendii kinetikai feltételt. A reakcio pufferelt kozegben
(MES) 6-o0s pH-n jatszodik le. Igy lehetéség nyilik teljesen eltérd szerkezetii
komplexek inertségének gyors Osszehasonlitdsdra. A modszer természetesen
nem tokéletes, hiszen nem fiziologds pH-n dolgozunk (a Zn?' hidrolizise

miatt), valamint nem arul el semmit a kicseréld fémion altal asszisztalt

folyamatokrol, mégis kielégito és gyors Osszehasonlitasi alapot szolgaltat.

A [Mn(PC2A-EA)]-komplexre igy kapott elsdrendii sebességi
alland6 (3,54+0,04)x107° 57! (t12 = 54,4 h), amely 190-szer nagyobb inertséget
jelent, mint ami a Caravan és munkatarsai altal Mn**-alapt kontrasztanyagnak

szant [Mn(PyC3A)(H20)] -komplexre adédott (6,76x107* s7!, 12 = 0,29 h).!6?
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Figyelembe véve a kapott eredményeket annyi bizonyos, hogy
koordinaciés kémiai €s kinetikai szempontokbol semmi akadélya, hogy a

[Mn(PC2A-EA)]-komplexet in vivo vizsgalatokban is alkalmazzak.

V.3.1.4. A fejezet rovid dsszefoglalasa

A [Mn(PC2A-EA)]- ¢s [Mn(PC2A-NP)]-komplexek vizsgélatainak
eredményeit az alabbiak szerint foglalhatjuk 0ssze:

. A Mn*"-komplex stabilitasi allandéja a PC2A-EA komplexe esetén
nagyobb, a pMn értékek kozel azonos és kiemelkedden jo stabilitast jeleznek
mindkét komplexre. Egy pH-szenzornak szant komplex esetében nagyon
fontos paraméter a Mn?"-komplex protonalédasi 4llanddja, amelynek a
fiziologias pH-tartomdnyba kell esnie. Ennek a feltételnek a
[Mn(PC2A-EA)]-komplex eleget is tesz.

. Vizsgalva a komplexek relaxacids sajatsagait lathato, hogy pH > 6
esetben a [Mn(PC2A-NP)]-komplex relaxivitasa a kiils6 szféras hozzéjarulasra
csokkent, mig a [Mn(PC2A-EA)]-komplex longitudinalis és transzverzalis
relaxivitasanak valtozasa pH = 6,8 — 7,4 tartomanyban rendre 0,82 ¢és 4,92 a
gyakorlatban is alkalmazott térerén (128 MHz, 25,0 °C), ami mar alkalmas az
MRI-vel torténd detektalasra.

. Vizsgalva a komplexek inertségét és kiszamitva pH = 7,4 értékre a
komplexek felezési idejét 1athato, hogy ugyan nagysagrendekkel kisebb értéket
kaptunk a [Mn(PCTA)]-komplexet jellemzé értéknél (5,9x10% 6ra)!>?, 4am még

igy is kell6en nagyok az in vivo alkalmazas tekintetében.
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V.3.2. Intelligens Zn**-szenzor

=
OH | _
le) N

k/w\) J' 3o

db

31. Abra. A PC2A-DPA szerkezeti képlete

V.3.2.1. A PC2A-DPA ligandum és komplexeinek egyensulyi vizsgalata

Meghatéroztuk a Zn-szenzornak szant PC2A-DPA ligandum (31. dbra)
protonalodasi allandoit, a kapott eredményeket a 10. tdbldzat mutatja
Osszevetve a PC2A ¢és a dolgozat V.3.1.1 fejezetében targyalt PC2A-EA
ligandum pKa értékeivel.
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10. Téablazat. A PC2A-DPA, PC2A ¢és a PC2A-EA ligandumok protonalddasi allandoi
(T'=125,0 °C, 1=0,15 M NaCl)

PC2A-DPA PC2AM PC2A-EA
logK, 10,65(3) 12,25 11,34
logk> 6,55(6) 5,97 8,93
logkKs 5,84(5) 3,47 6,91
logK4 4,39(8) 1,99 1,97
logKs 2,1(1) - -
YlogBme 16,491 18,22 18,251

[a] a PC2A-DPA és a PC2A-EA esetén a 2 10gfmc érték a logK; és logKs értékekbdl tevédik
ossze; [b] Ref 137 25,0 °C, I=0.15 M NaCl

Ahogy a 10. tablazat adataibol lathat6, a PC2A-EA etilamin-
csoportjanak cseréje egy dipikolilamin-csoportra (DPA) a makrociklus
nitrogénatomok bazicitasanak csokkenését eredményezi (XlogKat). A
makrociklus bazicitdsdnak csokkenésében feltehetéen a DPA oldalldncban
talalhatd aromas egységeknek van jelentds szerepe. Ugyan a PC2A-EA
ligandum vizsgalataval ellentétben jelen esetben nem végeztiink 'H-NMR
titralast a ligandum protonalddasi szekvencidjanak meghatarozédsara, de nagy
bizonyossaggal kijelenthetd, hogy a DPA oldallanc tercier amino-
nitrogénatomjanak a protonalddasat a logk> érték jellemzi. Ez a kijelentés
azzal tdmaszthat6 ald, hogy egy donoratomhoz tartoz6 pK. értéke nem lehet
nagyobb egy komplexben (logKwmni™ = 6,03), mint a szabad ligandumban
(logKs=5,84), lasd 11. tdblazat. Vagyis, ha az elsd két protondlodasi allando a
makrociklus nitrogénjeihez, mig a harmadik az oldallanc nitrogénjéhez
tartozna, akkor a komplex protonalodasi allandojanak kisebbnek kellene lenni
5,8-nal a fémion és proton kozott fellépd taszitas miatt. A bazicitas értékek

Osszehasonlitdsabol lathatd, hogy PC2A-DPA ligandum bazicitasa koriilbeliil
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2 nagysagrenddel kisebb, ami feltehetéen a Mn?*-komplex kisebb stabilitasi

allandgjat eredményezi.

A ligandum protonéalodasi allandoinak meghatarozasa utan vizsgaltuk
a kialakulé Mn?"- és Zn>"-komplexek egyensulyi viszonyait is. A komplexeket
jellemzo stabilitasi €s protonadlodasi allandokat a 11. tdblazatban adtuk meg
Osszehasonlitva a PC2A és PC2A-EA megfelel6 értékeivel.

11. Téablazat. A PC2A-DPA komplexek egyensulyi allanddi, &sszehasonlitva a PC2A és a
PC2A-EA komplexeit jellemz6 értékekkel (7= 25,0 °C, = 0,15 M NaCl)

PC2A-DPA PC2AM PC2A-EA
log KynL 15,87(6) 17,09 19,01
log KninHL 6,03(3) 2,14 6,88
log Kvinmor 4,14(1) — 2,50
log KynoL 3,0(1) - -
pMnl® 8,79 8,64 9,27
log KzaL 19,05(6) 19,49 21,4(1)
log Kzano 5,60(4) 2,74 6,41(4)
log Kznmot 3,63(2) — 2,43(6)
log Kznor 6,52(3) - —
log Kzno1 " -8,13(6) - -
log Kznomr" -9,65(6) - —

[a] pMn = —log [Mn*"fe], cmn= ¢ = 0.01 mM; [b] Ref 17 25,0 °C, /= 0.15 M NaCl

Elmondhatjuk, hogy a ligandum mindkét ionnal alkotott
komplexének titralasi gorbéje jol illeszthetd egymagvi (valamint az egymagvi
komplex egyszeresen, illetve kétszeres protonalt) formdaval, tovabba
kétmagvu, valamint a Zn2L komplex esetében vegyes-hidroxo komplexek
figyelembe vételével. A PC2A-DPA mind a Mn?"-ionnal, mind a Zn?'-ionnal

alkotott komplexének stabilitasi allanddja kisebb, mint az 6sszehasonlitasként
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hasznalt PC2A ¢és PC2A-EA komplexek allandoi, amire a ligandum kisebb
Osszbazicitas értékbdl mar szamitani lehetett. A jobb Osszehasonlithatosag
végett itt is megadjuk a Mn*"-komplexekre jellemzé pMn értékeket csakugy,
mint ahogy azt az el6zd fejezetben megtettiik.'®> A PC2A-DPA komplexre
kapott érték a masik két pMn érték kozott helyezkedik el és szamitasaink azt
igazoltak, hogy az emlitett paraméterek mellett a szabad Mn?"-ion mennyisége
kevesebb, mint 0,1% fizioldgids koriilmények kozott. A kétmagvu
komplexeket jellemzd allandokat tekintve kijelenthetjiik azt, hogy a masodik
fémion a DPA funkcidval alkot komplexet — a szamitott log KmiM 4llandok jo
egyezést mutatnak az irodalmi, M(DPA) komplexet jellemzd stabilitasi
allandokkal (log Kwmnmpra)= 3,52 ¢és log Kznmora)y=7,63; 20 °C; I=0,1 M
KNO3).'04

Mivel a Zn-szenzitivitas megkoveteli a kétmagvu
[Mn(PC2A-DPA)Zn]**~komplex kialakuldsat, valamint annak HSA
molekuldhoz valo kotddését ezért kovetkezd 1épésként tanulmanyoztuk a
[Mn(PC2A-DPA)] — Zn** — HSA rendszert. Meghataroztuk a vizprotonok
relaxacios sebességét, Riobs és Raobs (s71), a komplex oldatdban novekvé HSA
koncentraciok mellett. A sebességi allandok valtozasat a 32. éabran, a

szamszer( eredményeket pedig a 12. és 13. tabldzatban mutatjuk be.!®
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32. Abra. A [Mn(PC2A-DPA)Zn]*-komplex longitudinalis (feliil) és transzverzalis (alul)
relaxaciosebességei az alkalmazott HSA koncentraciok fliggvényében (0,49 T,
Cromplex = 0,202 mM, pH = 7,4, 25,0 °C (m) és 37,0 °C (o))



12. Tablazat. A [Mn(PC2A-DPA)Zn]*"-komplex affinit4si allandoi és a komplexeket jellemzd
relaxivitds értékek (ra2p (MM 's™)). A félkdvér betiitipussal szedett rész a Riobs €5 Raobs

értékek szimultan illesztésével kapott affinitasi allandokat mutatja adott hdmérsékleten.

T mérések T> mérések
25°C 37 °C 25°C 37 °C
logKasr 3,5+0,2 3,6+0,2 3,5+0,1 3,3+0,1
r(1,2)b
L 20,3 +0,8 15,7+0,5 26,2 +0,8 20,8 +£0,7
(mM s ™)
25°C 37°C
T: T, T: T
logKafr 3,5+0,1 3,5+0,1
ra,2)b
o 20,0 £ 0,5 26,0 = 0,7 16,1 £ 0,5 20,0 £ 0,5
(mM 's™)

A [Mn(PC2A-DPA)(H20)Zn]>**~HSA addukt stabilitdsara hasonld
értékeket kaptunk, mint az irodalomban fellelhetd adatok, amelyeket a 13.
tablazatban mutatunk be. A kapott adatok alapjan végzett szamitas azt mutatta,

hogy a kétédés elég erds ahhoz, hogy a Mn**-komplex 61%-a HSA-hoz kotott

formaban legyen jelen.
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13. Tablazat. Kiilsnbszd kozegben mért (R1), illetve HSA-hoz kétott formaban 1évé komplexre szamitott (r1,") relaxdcié sebesség és relaxivitds értékek, a

Mn?*-komplex Zn**-ionhoz (KD(zn)) valamint Zn?**-ion jelenlétében HSA-hoz val6 kétédését jellemzé Kp dllanddk, és a komplex vizcseresebességeit jellemz6
allandék HSA tavollétében (T = 37,0 °C, 100 mM HEPES puffer mellett)

Ri(s") *0.5 és 1.41 T; 37 °C

(+) Zn2* 0.7 (+) Zn** Kpizn Kpmsay Kpaisa™ Pis ko310 4
() 20" o (M) Hes (D07 (nM) (uM) UWM) (@M | (<1005
komplexek m mM HSA
Mn(PC2A-
[ B(P:)] 3,110 3,4300) 6,830 9,080 | 3024201 | 40+4 76408 | 16,1405 76+ 4
[Mn(PyC3A- 3,7° 41° 10,811 17,41 931f1] 2812 66 211 51
BPEN)]
[Gd(DO3AM- . . . . .
4 1 g e 17,81 1181zl 55122 48 2001 2,9
BPEN)] 38 53 5’ b

[a] ML: Zn*"-ion arénya 1:1; [b] latszélagos Ri értékek 0,96; 0,94; 1,12 és 0,75 mM komplex koncentraciét alkalmazva

[c] A [Mn(PyC3A-BPEN)] - és [Gd(DO3AM-BPEN)]-komplexeket jellemz§ értékek az Sket jellemzé T relaxdcids idék négy killonbdzé mintén (0,1, 0,2, 0,3,0,5 mM) 0,6
mM HSA mellett (£ 0,6 mM Zn*") térténd mérésével lettek meghatarozva;
[d] pH-potenciometrids titralds segitségével meghatdrozott értékek;

[e] proton relaxidciésebesség illesztésébdl szdmitott adatok Aime és munkatdrsai szerinti mddszert alkalmazva, Ref!%

[f] Ref'” [g] Ref'®® 1; Zn-szenzitiv fluoreszcens ligandum (ZnAF-2F) kompetitiv kotddési kisérleteibSl meghatarozott érték; 2; Protonrelaxacios mérések illesztésébsl

szdmitott érték

[h] Fluoreszcencids médszerrel, danzilglicin kompeticiéval meghatarozott értékek Sherry és munkatarsai szerinti médszert alkalmazva, Re

[i] Ref, 671 ink4bb latszolagos r1p értékek, mintsem a teljesen kotott format jellemzd rip értékek, mérési kdriilmények részletezve a hivatkozott kézleményekben;
[j]170-NMR mérésekbél meghatarozott adatok HSA tavollétében




V.3.2.2. A [Mn(PC2A-DPA)]-komplex relaxacios paramétereinek vizsgalata

A rendszerre kapott relaxivitas értékeket egyiitt dbrazolva a szamitott
részecskeeloszlassal (33. abra) lathat6, hogy a relaxivitas értékek 4,5 — 8,5 pH
kozott allandonak mondhatok és a belsd szféraban egy vizmolekulat tartalmazé
Mn?"-komplexekre  jellemzé értekeknél valamivel nagyobbak

(1/T1obs = 4,6 s71),16%:170

Tovabbé ebben a tartomanyban az is alatdmasztast nyert, hogy az
intelligens funkcidért felelés DPA molekularészlet aminocsoportja nem
koordinalodik a Mn?*-ionhoz, mivel az ezen a donoratomon torténd
deprotonalddasi folyamat nincs hatassal a relaxivitas értékek nagysagara, azaz

a belsd szféras vizmolekuldk szdma &lland6 marad a pH novelésével.

pH = 4,5 érték alatt a relaxivitds értékek novekedése a [MnH:L]

------

viszont pH = 8,5 érték felett kismértékli csokkenés figyelheté meg a relaxivitas

értékekben, ami a Mn?*-ion Mn*'-4 térténd oxidacidjaval magyarazhato.
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33. Abra. A [Mn(PC2A-DPA)] rendszerben képz6dd komplexek koncentracio eloszlasi gorbéi

gOrbéi és relaxivitasanak valtozasa a pH fiiggvényében (cy:co=1:1, 1,41 T, 25,0 °C, [ =
0,15 M NaCl)

A relaxivitas érték nagyon jol jellemezi a komplex képességét arra,
hogy milyen mértékben képes gyorsitani a kiilsd és belsdszféras vizmolekuldk
relaxacios sebességét, ezért meghataroztuk a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex rip
és rap értékeit 0,5; 1 és 2 ekvivalens Zn**-ion jelen- és tavolléte mellett. A 14.
tablazatban talalhato adatok jol mutatjak, hogy a Zn**-ion koncentracidjanak
ndvelése inkabb az rp értékre van hatassal (Arp = 2,55 mM s a Zn**-iont
nem-, illetve 1 ekvivalens mennyiségben tartalmazé oldat kozott), ugyanakkor

a relaxacios hatas novekedése nem tul nagy.

Az emberi szervezetben torténd viselkedést azonban jobban
modellezhetjiik, ha a komplex relaxivitasat 0,7 mM koncentracioji HSA
oldatban vizsgéaljuk. Azt tapasztaltuk, hogy a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex
Oonmagdaban is alakit ki kélcsonhatast a HSA-val, hiszen 0,7 mM HSA jelenléte
a relaxivitds novekedés FipMnL= 3,24 mM s

- ripmnL@sa) = 6,10 mM's-nek adoédott. Itt ugyanakkor azt is meg kell
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emliteni, hogy a komplexek relaxivitdsara hatassal van az oldat siirisége is,
ami lassitja a komplex mozgasat az oldatban (nd a rotacios-korrelacios ido),
ami a relaxivitas novekedéséhez vezet. Ugyanakkor a 14. tdblazat utols6 harom
soraban jol lathatd, hogy a rendszerhez Zn?'-iont adva, mind az rip és r2p
értekek esetében tovabbi jelentds novekedést figyelhetink meg, ami
egyértelmiien a HSA-val valé kolcsonhatds eredménye. A magyarazata itt is
az, hogy a [Mn(PC2A-DPA)]-Zn>**~HSA addukt kialakuldsa révén, a
fehérjéhez kotott komplex mozgasa lassul igy relaxivitdsa jelentds mértékben
no.

14. Téablazat. A [Mn(PC2A-DPA)]-komplex és a [Mn(PC2A-DPA)]-Zn?" addukt relaxivitas

értékei 0,5; 1 és 2 mM Zn?>'-ion és 0,7 mM HSA jelen és tavollétében (pH = 7,4; 37,0 °C,
1,41 T)

r(mM's?) | (mM'sT)
MnL 3,24 7,18
MnL+0,5 ekv. Zn** 3,22 9,02
MnL+1,0 ekv. Zn** 3,64 9,73
MnL+2,0 ekv. Zn** 3,69 10,17
MnL 0,7 mM HSA mellett 6,10 13,48
MnL+0,5 ekv. Zn*" 0,7 mM HSA mellett 10,81 24,47
MnL+1,0 ekv. Zn** 0,7 mM HSA mellett 12,14 26,89

Meéréseink soran nem csak HSA-t, hanem Seronormot (human és
nyul), azaz liofilizadlt vérszérumot is hasznaltunk az ¢él6 szervezet
modellezésére. A méréseket kiilonboz6 hdmérsekleten és térerdkon végeztiik

el, az eredményeket a 15. tablazatban foglaljuk ossze.

A kapott eredmények alapjan hasonldé megallapitasok tehetok, mint a
»t1sztan” HSA-ban végzett méréseknél. Annyit érdemes azonban megemliteni,

hogy a human szérumban mért rip és r2p értékek egyarant nagyobbak a
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nyulszérumban mért értékekhez képest (34. dbra), ami egyértelmiien a két

szérum 0Osszetételének eltérésébol adodik.

15. Tablazat. [Mn(PC2A-DPA)] és [Mn(PC2A-DPA)Zn]-komplexek relaxivitas értékei
nyulszérumban (25,0 és 37,0 °C, 0,49 és 1,41 T)

1,41 T, 25,0 °C 0,49 T, 25,0 °C
ri r r rn
mM'shy | mM's") | mMsh) | mMsh
[Mn(PC2A-DPA)] 14,26 39,55 13,74 23,82
[Mn(PC2A-DPA)Zn] 19,58 55,71 22,32 34,33
1,41 T, 37,0 °C 0,49 T, 37,0 °C
r 1) 'l rn
mM'sh) | mM'sh) | (mM's?) (mM s
[Mn(PC2A-DPA)] 10,17 27.82 11,87 20,06
[Mn(PC2A-DPA)Zn] 16,15 43,42 19,56 29,57
25.0 2
=~
20,0
= .
T \o
ﬁ 15:0 ﬁn .Rlobs
e
.R20bs
&
< 10,0
- o
= 50 E o
o ]

MnLZn nyul Seronormban  MnLZn human Seronormban

34. Abra. A [Mn(PC2A-DPA)Zn]*"-komplexre meghatirozott 71, és 72, értékek nyiil, illetve
humaén Seronorm oldatokban (3 T, ckompiex = 0,2 mM, pH = 7,4, 25,0 °C)
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Természetesen a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex esetében is elvégeztiik
az '"O-NMR-es méréseket a belsé koordinacidés szféraban talalhato
vizmolekula cseresebességének, valamint szaménak €és a komplex kiilonb6zo
relaxacids paramétereinek (aktivalasi entalpia, entropia, elektronrelaxacid
sebesség) meghatirozasara.'’® A vizsgalatokat a kordbban mar részletezett

modon végeztik, igy itt csak az eredmények bemutatasara fokuszalunk.

A Swift-Connik egyenletekkel torténé illesztésbdl (35. abra)'*® a
vizcseresebesség értéke (kex = (7,6 £ 0,4)x107 s7!) nagyjabol a fele a
[Mn(PC2A)(H20)]-komplexre (kex = 1,26 x 103 s') meghatarozott llandonak,
ami a ligandumba beépitett DPA-egység vizcsere-sebességre kifejtett lassito
hatdsanak eredménye. Ilyen fajta hatds figyelhet6 meg a benzilcsoportot
tartalmazé NO2A alapvaza Mn?>"-komplexek esetében is.!”! A AS* pozitiv
értéke a vizcsere disszociativ modjara enged kovetkeztetni. A meghatarozott

relaxécios paramétereket a 16. tdblazatban foglaljuk dssze.
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35. Abra. A [Mn(PC2A)(H,0)]-komplex diamagneses effektussal korrigalt transzverzalis 7O
relaxacié sebességének természetes alapi logaritmusa a hoémérséklet reciprokanak

fliggvényében (9,4 T, pH = 7,4).

16. Tablazat. A "O-NMR mérésekbdl szamolt vizcseresebesség és relaxacios paraméterek a
[Mn(PC2A-DPA)]-komplex esetén (pH = 7,4)

[Mn(PC2A-DPA)(H,0)] [Mn(3,9-PC2A)]
rip (MM s 3,24 2,91
kex298 (x107 S—I)[b] 76+04 12,6
AH* (kJ mol ™) 361 37,5
AS* (J K mol ™)™ 27+4 -
298
(xi(/)?:‘)[b] 1,2+0,1 11
Ao/h (x10° rad s) 40! 42,4

[a] relaxometrids modszerrel —meghatarozva, [Mn(PC2A-DPA)(H,O)] 1,41 T,
[Mn(3,9-PC2A)] 0,49 T, T = 25,0 °C; [b] 7O-NMR médszerrel meghatarozva; [c] fixalva az

illesztés soran (r1,: paraméagneses relaxivitas, kex’®: vizcseresebesség, AH*: vizcseresebesség

aktivalasi entalpidja, AS*: vizcseresebesség aktivéalasi entropidja, Ao/A: hiperfinom csatolasi

sy
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A fémionhoz koordinaloédé (.n. belsé szférds) vizmolekuldk
szamanak meghatarozéasa az el6zdekben ismertetett, Gale és munkatarsai altal
kidolgozott modszer alapjan tortént (36. abra)'*® és egy 0,6 + 0,2 értéket adott.
A kapott értéket, valamint a komplex relaxivitasat (rip = 3,24 mM's™!)
figyelmbe véve, a szamitdsok soran a komplex belsé szférajaban talalhato
vizmolekuldk szamat 1-re rogzitettiik (hasonloan az altalunk és az irodalomban

fellelhetd PC2A-szarmazék komplexekhez).'*

350

300 TS
250 / \

¥ (mM-s)

2.7 2.9 3.1 3.3 3.5 3.7
1000/T (1/K)

36. Abra. A [Mn(PC2A-DPA)]-komplex '"O-transzverzalis relaxivitisanak valtozasa a
hémérséklet reciprokanak fliggvényében (19, =318 mM's!; (400 MHz, pH=7,4). A
folytonos vonal a Lorentz fliggvény szerinti illesztés eredményeit mutatjak

Erdekes lett volna tovabba azt is megvizsgalni, hogy a Zn>*-ionnak
milyen hatésa van a [Mn(PC2A-DPA)(H20)Zn]*"-komplex belsd szférajaban
koordinalt vizmolekula cseresebességére, ugyanakkor ezeket a vizsgalatokat
elvetettilk. Ennek oka az, hogy a magasabb hdmérsékleten bekovetkezd

fémcserereakcio, a szabad Mn?*-ion, vagy a
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[Zn(PC2A-DPA)(H20)Mn]*" komplex (ahol q > 1) megjelenése bizonytalanna

tette volna a kapott eredményeket.

V.3.2.3. A [Mn(PC2A4-DPA)]-komplex kinetikai vizsgadlata

Bar a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex disszocidcios kinetikdjat nem
vizsgaltuk részletesen, azért ebben az esetben is elvégeztiik a Caravan ¢és
munkatarsai altal javasolt relaxometrias kisérletet (cimnprc2a-pra)y = 1 mM;
czn2+=25 mM; 1,41 T; 37,0 °C, pH=6,0, 37. abra).!** A meghatarozott
pszeudo-elsérendii  sebességi  allandd  (kobs=(2,98 + 0,01)x10%s™)
segitségével kiszamitottuk a komplex felezési idejét pH=6,0-ra, ami 64,5
ordnak adodott. Ez az érték tobb mint két nagysagrenddel nagyobb inertséget
mutat, mint az &sszehasonlitisként hasznalt, Gd**-alapii kontrasztanyagok
alternativdjaként javasolt [Mn(PyC3A)(H20)] -komplexé (kobs=6,76 =
x10* s!, f12=10,29 6ra). A kapott eredmény alapjan elmondhatjuk, hogy a
komplexiink az emberi szervezetben (a kitiriilés koriilbeliil 1,6 6ras felezési
idejét figyelembe véve) csak nagyon kis mértékben disszociadl és a vérben
(pH =7,4) akar tobb szaz oras felezési iddvel is rendelkezhet, hiszen a

disszociacidé mértéke a pH novelésével csokken.
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37. Abra. A [Mn(PC2A-DPA)]-komplex fémcsere reakciojanak kovetése 25 ekvivalens Zn?'-
ion jelenlétében, a relaxivitas (r2p) érték valtozasa az id6 fiiggvényében (Ciomplex=1 mM,
pH=6,0,T7=37,0°C, 1,41 T)

V.3.2.4. In vitro (fantom) és in vivo egér kisérletek

Ahhoz, hogy az elézéekben bemutatott biztatdé fizikai-kémiai
eredményeket ,lathatova™ tegyiik, el0szor fantom, majd kisallat MRI
vizsgalatokat végeztink. Az in vitro kisérletekhez 6 mintat készitettiink
(+1 héttér), amelyek kdzott megtalalhatéo a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex Zn*",
HSA ¢és Seronorm jelen- és tavollétében. A méréseket két, a klinikai
gyakorlatban is hasznalatos miiszeren végeztiik el, az eredményeket a 38.

abran és 17. tablazatban mutatjuk be.
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38. Abra. T)- (fels6 sav) and T -(alsd sav) sulyozott MR képek kiilonboz6 térerdkon. A T) és
T> relaxacios idok ms egységben vannak megadva

17. Tablazat. A relaxacios idok (ms) és a Rops értékek (s, zardjelben) kvantitativ kiértékelése
1,5 és 3 T térer6sségen (Cmnpc2a-npay = 0,2 mM, 25 °C, human Seronorm oldatban)

Térerdsség 15T 3T
Minta neve T1-sulyozott T>-sulyozott Ti-sulyozott T>-sulyozott
358+ 14 279,6 £ 8,6
i 633+9 (1,6 693 +£7 (1,4 ’ ’
Mnbie O ey 1 6e
212+6 145+5
ig+ 419+ 7 (2,4 543 +4 (1,8
MnLig+HSA (2.4) @7 (1,8) 6.9)
164 £3 102+3
i + 304+4 (3,3 452 +9 (2,2
MnLigZnos+HSA (3,3) ©.1) (2,2) 9.8)
158+3 89 +2
i 275+1 (3,6 438 +2 (2,3
MnLigZn+HSA (3,6) (6.3) (2,3) (11.2)
193+5 112+3
i 390+ 3 (2,6 519+4(1,9
Mnng + Sel‘O ( s ) (5’2) ( s ) (8,9)
145+ 7 47 + 1
igZn+ 155 +3 (6,5 292 +1 (3.4
MnLigZn+Sero (6,5) (6.9) (3,4) (21.5)
HSA+puff 1061 + 30 515+ 89 1384 £ 16,2 716 +£90,2
e (0,94) (1,9 0.7) (14)
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Mindkét térerdn a korabbi relaxometrids méréseknek megfelelden
alakulnak a relaxacid noveld hatasok. A 38. abran jol lathat6, hogy a
legnagyobb kontraszt novekedést a [Mn(PC2A-DPA)Zn]**-komplex
Seronormos oldatanal talaljuk, amelynek stlyozott 7> relaxacios ideje 1,5 T
téreron kevesebb, mint fele, mig 3 T térerdn hatoda a [Mn(PC2A-DPA)]-
komplexének. Ez a relaxivitds nodvekedés mar reprodukalhatoan

megjelenithetd a gyakorlatban alkalmazott késziilékeken is.

A [Mn(PC2A-DPA] in vivo viselkedését egészséges laboratoriumi
egereken teszteltiilk gy, hogy 0,1 mmol/ttkg koncentraciéban alkalmazva a
komplexet 71 és 1> sulyozott felvételeket készitettiink. A nativ felvételhez
képest a Ti-sulyozott felvételeken csupan kb. 20%-os kontrasztndvekedést
tapasztaltunk D-gliikoz jelenléte nélkiill, am intraperitonealis D-gliikéz
injektalas utdn ez a kontrasztnovekedés koriilbeliil 60%-ra emelkedett. Ehhez

hasonlo hatast észleltiink 72-stlyozott képek elkészitése esetén is. (39. dbra)

A kapott eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy az altalunk
eléallitott és vizsgalt [Mn(PC2A-DPA)]-komplex képes arra, hogy
segitségével in vivo koriilmények kozott detektdlhatd legyen a Zn**-ionok

koncentracio6 valtozasara egészséges prosztataban.
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+glucose +glucose

39. Abra. Transzaxidlis T; (felsé sor) és T» (kozéps6 sor) MR képek az egér prosztatajarél
(3 T) rendre: nativ; [Mn(PC2A-DPA)]-komplex injektalasa utan intraperitonealis D-gliikoz
injektalas nélkiil; [Mn(PC2A-DPA)]-komplex injektalasa, majd intraperitoneélis D-gliikdz
injektalas utan. (a piros korben lathatd a prosztata). Az also sor grafikonjai a készitett képek
kvantitativ kiértékelését mutatjak (prosztata, n = 3/csoport)
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V.3.2.5. A fejezet révid dsszefoglalasa

A [Mn(PC2A-DPA)]-komplexek vizsgalatainak eredményeit az aldbbiak
szerint foglalhatjuk 0ssze:

J A gyakorlati alkalmazas tekintetében fontos Mn**-komplex stabilitasi
allanddja kisebb, mint a [Mn(PC2A)]-komplexé, de még igy is elég nagy
ahhoz, hogy a szabad Mn**-ion mennyisége kevesebb, mint 0,1% legyen
pH = 7.4 értéken

. Az altalunk vizsgalt komplexek vizcseresebessége kisebb, mint a
[Mn(PC2A)]-komplexre jellemzd érték, ami a beépitett funkcidscsoportok
hatasaval magyarazhato.

J A  komplex inertségét kellden nagynak taldltuk az in vivo
alkalmazhatdsag tekintetében.

J Részletesen tanulméanyoztuk a Mn?**-komplex, valamint annak
Zn**-ionnal kialakul6 kétmagvli komplexe relaxivitdsat kiilonbdzo
kozegekben. A [Mn(PC2A-DPA)(H20)Zn]**~HSA adduktban a kétmagvi
komplex 60%-a ktott forméban van jelen. A [Mn(PC2A-DPA)Zn]**-komplex
relaxivitasa jelentés novekedést mutat HSA mellett.

J Egylittmiikodés keretein beliill egérkisérletek végeztiink, ahol
varakozasainknak megfeleléen jo mindségl felvételeket sikeriilt késziteni egér

prosztatarol gliikkozzal torténd stimulaciot hasznalva.
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VI. Osszefoglalas

Doktori munkdm sordn olyan makrociklusos ligandumok Gd**- és
Mn?*-komplexeit vizsgaltuk, amelyek potencidlis intelligens kontrasztanyag
jeloltek lehetnek. A vizsgalt komplexek kozott pH, illetve a szervezetben
megtalalhat6 ionokra (Ca®*- és Zn**-ionok) érzékeny anyagok szerepeltek. A
Mn?"-alapi intelligens kontrasztanyag jeldltek ligandumait, PC2A-EA,
PC2A-NP és PC2A-DPA magam Allitottam elé, mig a Ca®'-szenzorok
modellvegyiileteinek szant ligandumokat (DO3A-PAMA és DO3A-EAMA)
egylittmiikddd partneriinktdl kaptuk.

Vizsgaltuk a DO3A-PAMA ¢és DO3A-EAMA ligandumok
egyensulyi viszonyait par esszencialis fémionnal (Ca®*, Mg?*, Zn**, Cu*") és
Gd*"-ionnal.  Megéllapitottuk, hogy a DO3A-PAMA ligandum
makrociklusdnak bazicitdsa nagyobb, mint a DO3A-EAMA-¢, ami az egy
metiléncsoporttal hosszabb oldallanc hatdsa lehet, mivel igy az abban
megtaldlhatd amidcsoport elektronszivo hatasa kevésbé érvényesiil. A
[GA(DO3A-EAMA)]-komplexet jellemzd stabilitdsi allandd nagyobb a
[GA(DO3A-PAMA)]-komplex 4lland6janadl, ami az amid tipusu oxigén
koordinacidjaval megvalosuld kelatgyliri tagszdmanak ndvekedésével
magyarazhat6. Az altalunk vizsgalt stabilitasi allandok értékei elmaradnak a
DO3A ¢és DOTA-komplexeket jellemzd értékektdl, aminek magyardzata az,
hogy csokkent a tdltéssel rendelkezd donoratomok szdma, megbomlik a
DOTA-komplexekre jellemz6 kompakt szerkezet, valamint egy acetatcsoport

cser¢je alkilamid-csoportra is csokkenést eredményez a stabilitasi allandoban.

A Gd*-komplexek relaxivitdsat vizsgilva a két belsd szféras
vizmolekuldt tartalmazé formara jellemzd értékeket kaptunk. A pH-

novelésével a relaxivitasban csokkenés mutatkozik, ami az amid tipusu oxigén
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koordinacidjaval magyardzhatd és a belsé szféraban egy vizmolekulat

tartalmazé komplexekre jellemzd érték.

A Gd**-komplexek kinetikai vizsgalatai alapjan elmondhato, hogy az
oldallancban propilén-egységet tartalmazo [Gd(DO3A-PAMA)]-komplex
hozzavetdleg 6-szor labilisabb a [Gd(DO3A-EAMA)]-komplexnél. A
vizsgélat soran alkalmazott pH-tartoméanyban az oldallanc amidcsoportja nem
koordinalédik a fémionhoz, a sebességi allandok kiilonbsége a hosszabb
szénlanc nagyobb flexibilitasdnak koszonhetd, mivel ez a tulajdonsag
megkonnyiti az oldallanc aminocsoportja és az egyik
acetatcsoport/makrociklus nitrogén kozotti protontranszfert. Ugyanakkor a
fiziologias pH-ra (7,4) szamitott felezési idok messze elmaradnak a
[GA(DOTA)] -komplexre jellemzd értéktdl, de még mindig elfogadhatok a

gyakorlati alkalmazas tekintetében.

Kelléen nagy termodinamikai stabilitasuk, elfogadhato inertségiik és
a jo relaxaciondveld hatasuk alkalmassa teheti a komplexeket a gyakorlati
alkalmazisra és jo alapjait képezhetnek egy Ca’-ionra érzékeny
kontrasztanyagnak. Az eredmények szamos értékes informacioval latnak el
minket tovabbi, Ca?’-ion szenzitiv kontrasztanyagnak szant ligandumok

tervezése terén is.

Vizsgaltuk a PC2A-szarmazék ligandumok Mn?'-ionnal kialakuld
komplexeinek fiziko-kémiai tulajdonsagait azzal a céllal, hogy informaciot
nyerjiink azok pH- (PC2A-EA és PC2A-NP), illetve Zn**-ion (PC2A-DPA)
érzeékenységiikrdl az in vivo alkalmazéasuk tekintetében. NMR-spektroszkopias
titrdlas segitségével a PC2A-EA ligandum esetén sikeriilt a protondlodasi
szekvenciat is leirni. Megvizsgaltuk a ligandumok néhany fémionnal (Mn?*",
Mg?', Ca*', Zn**, Cu*") kialakul6 komplexének egyensilyi viszonyait is. A

gyakorlati alkalmazas tekintetében fontos Mn**-komplex stabilitasi allanddja
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a PC2A-EA ligandum esetén a legnagyobb és a pH-szenzornak szant
ligandumok komplexei esetén mindkét esetben nagyobb, mint a
[Mn(PCTA)] -komplexet jellemzd értek. Egy pH-szenzornak szént komplex
amelynek a fizioldgias pH-tartomanyhoz kozel kell esnie. Ennek a feltételnek
a [Mn(PC2A-EA)]-komplex eleget is tesz, viszont a [Mn(PC2A-NP)]-
komplex protonalodasi allanddja ezen tartomanyon kiviil esik. Vizsgalva a
komplexek relaxacios sajatsagait lathatod, hogy pH > 6 esetben a [Mn(PC2A-
NP)]-komplex relaxivitdsa a kiilsd szféras hozzajarulasra csokkent, mig a
[Mn(PC2A-EA)]-komplex longitudinalis €s transzverzalis relaxivitasanak
valtozasa pH = 6,8 — 7,4 tartomanyban rendre 0,56 mM's™! és 1,01 mM's™!
(0,49 T, 25,0 °C-on mérve). Ez a kiilonbség azonban sokkal beszédesebb a
gyakorlatban is alkalmazott térerén (3 T, 25 = 2 °C), 0,82 ¢és 4,92, ami mar

alkalmassa teheti az d4gens MRI-vel torténd detektalasat.

Az altalunk vizsgalt komplexek vizcseresebessége kisebb, mint a
[Mn(PC2A)]-komplexre jellemzd érték, ami a beépitett funkcidoscsoportok
hatasaval magyarazhato. A komplexek inertségiiket tekintve kellden nagyok

az in vivo alkalmazhatosag tekintetében.

A Zn*-kot6 PC2A-DPA ligandum esetén fontos paraméter a
kétmagvia komplex stabilitdsi allanddja, valamint a komplex HSA-val
kialakuld kolcsonhatasat jellemzd affinitdsi allandd. Ezen adatok alapjan
elmondhatd, hogy a [Mn(PC2A-DPA)(H20)Zn]**~HSA adduktban a
kétmagva  komplex  60%-a  kotott  formdban  van  jelen. A
[Mn(PC2A-DPA)Zn]**-komplex relaxivitisa jelentds ndvekedést mutat HSA
mellett, ami a koztiik torténd kolcsOnhatassal magyarazhatd €s elegendden
nagy az MRI-vel torténd nyomonkdvetéshez. Egyiittmiikodés keretein beliil

egérkisérleteket végeztiink, ahol varakozdsainknak megfeleléen j6 mindségii
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felvételeket sikeriilt késziteni egér prosztatardl gliikozzal torténd stimulaciot

hasznalva.

Osszességében elmondhaté, hogy funkciéjat tekintve mind a
[Mn(PC2A-EA)]-komplex, mind pedig a [Mn(PC2A-DPA)]-komplex
alkalmazhato lehet a klinikai gyakorlatban, mint pH- illetve Zn?"-ionra

érzékeny agens.
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VII. Summary

During my PhD work coordination chemical properties of some
macrocyclic Gd*" and Mn?* complexes have been studied in detail, which can
be considered as potential ,,smart”-MRI contrast agent candidates. The
PC2A-EA, PC2A-NP and PC2A-DPA ligands were synthetized in our
laboratory, while the DO3A-PAMA and DO3A-EAMA chelators were

provided by our cooperative partner (see appendix for more details).

The protonation constants of the DO3A-PAMA and DO3A-EAMA,
and the protonation and stability constants of their complexes formed with
some essential metal ions (Ca?"; Mg®"; Zn**; Cu**) and Gd** ion were
determined. The basicity of the macrocyclic backbone of DO3A-PAMA ligand
1s somewhat higher than that was found for DO3A-EAMA which is the result
of the longer distance between the N donor and the amide functional group in
the DO3A-PAMA where the electron withdrawing effect of the amide group
is weaker. The stability constants of the Gd*" complexes are lower than the
corresponding values obtained for DO3A and DOTA chelates. The
[Gd(DO3A-EAMA)] complex  possesses  higher  stability  than
[Gd(DO3A-PAMA)], since the larger chelate-ring (6 = 7) formed during the
amide oxigen coordination in the PAMA complex.

The similar protonation constant of the amine group in the side-chain
determined for the ligand and its Gd*" complex suggests that the pendant does
not take part in the coordination of the metal center. In sum, the stability
constants of the investigated complexes are lower than those of DO3A and
DOTA complexes, due to the replacement of acetate pendant arms by

alkylamide moieties.
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At pH=6.0, where the monoprotonated Gd*'-complexes are
dominant, the relaxivity values show bishydrated complexes in solution in
which 2 water molecules are coordinated in the inner-sphere of the chelates.
At higher pH values, the relaxivity of the complexes is decreasing continuously

due to the amide-oxygen coordination to the metal center.

The inertness of [Gd(DO3A-PAMA)] complex is 6 times lower than
that of [Gd(DO3A-EAMA)] probably because of the higher flexibility of the
longer side-chain which facilitates the proton transfer to the N atoms of the
macrocycle. However, the calculated #12 values (pH = 6.0) are significantly
lower than those were gained for the comparative complexes, although being

high enough for biological investigations.

Altogether, the results delivered valuable information which can be
used for further ligand design when tailoring smart/intelligent (Ca'-

responsive) probes.

Mn?*-complexes of several PC2A-derivative ligands have been
studied in order to obtain information on their potential in sensing pH
(PC2A-EA and PC2A-NP) or Zn** concentration (PC2A-DPA) during in vivo

applications.

Based on the equilibrium studies, one can conclude that the basicity
of PC2A-EA and PC2A-NP is higher than that was found for PCTA ligand,
while PC2A-DPA has somewhat lover basicity. The stability and protonation
constants of complexes formed with biologically relevant metal ions were
determined, and the [Mn(PC2A-EA)] was found to be the most stable among
the investigated ones. According to the calculated pMn values, all of the
investigated Mn?>* complexes are suitable for in vivo applications (their pMn

values are greater than §).
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The protonation constant of the Mn?* complexes considered as pH-
responsive probes is one of the most important parameter since the protonation
(affecting the relaxivity) has to occur near to physiological pH. The
[Mn(PC2A-EA)] complex fulfills this requirement, but unfortunately, the
protonation of [Mn(PC2A-NP)] takes place at a lover pH, below the desired

pH window.

The stability constant of the dinuclear complex of PC2A-DPA
(logKzn2L = 6.52(3)) and the effective binding affinity to HSA (Kp= 40 uM)
were determined and used to calculate the amount of the complex that is bound
to the HSA. The calculation shows that 60% of [Mn(PC2A-DPA)(H20)Zn]**

is linked to the protein under the experimental conditions applied.

As expected, above pH 6 the relaxivity of [Mn(PC2A-NP)] complex
corresponds to the value characterizing the other-sphere relaxation, when ¢ =
0. On the other hand, the [Mn(PC2A-EA)] presents a change both in the
longitudinal (Arip = 0.56 mM!'s™!) and transvers (Arp = 1.01 mM's™)
relaxivity at 0,49 T, in the pH range of 6.8 — 7.4, which becomes more
significant at the clinicaly applied 3 T magnetic field (Arip = 0.82 mM's™!,
Arp=4.92 mM s,

The relaxivity of [Mn(PC2A-DPA)Zn]*>" complex is increasing
significantly in the presence of HSA due to a relatively strong interaction
between the complex and the protein making the system suitable for in vivo
applications. Successful in vivo experiments were carried out using mice
model, in which the glucose stimulated zinc secretion in the prostate was

detected by our compound in MRI.

The water exchange rate constants, kex*”® determined for the studied

Mn?* complexes are lower than that obtained for [Mn(PC2A)] which is the
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result of the incorporation of the pendant arm responsible for the response of
the probe into the ligand structure causing significant changes in the

coordination environment.

The complexes are more labile than the parent [Mn(PCTA)] complex,
but the calculated half-lives show that the inertness is high enough to be
applied as MRI probes. In summary, both [Mn(PC2A-EA)] and [Mn(PC2A-

DPA)] complexes are applicable in vivo as responsive/smart imaging probes.
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X. Figgelék

X.1.1. YO-NMR mérésekre vonatkozo egyenletek

A redukalt relaxaciosebességek (1/71r és 1/T2r) €és a kémiai eltolodas
(Aor) az F1 ¢és F2 Swift-Connick egyenletekkel szamithatéak ki a
paramagneses komplex €s egy diamagneses standard (pH = 3,0 HCIO4 oldat)

70-NMR relaxaciosebességeibdl és a '"OHz jel kémiai eltolodasabol.

1 11 1] _ 1 T+t Tmtdwd 1 F1
—=— || =— 2
Tor  PmlTz;  Taa Tm Ty (Tl +Tom ) +4w?,  Tz20s
1 Aw
Aw, = — (0 —wp) = > + Awgs F2
Py (1+TmTot) "+t Awd,

ahol 1/72m a koordinalt vizmolekula transzverzalis relaxaciosebessége, Awm a
koordinalt és az olddszer vizmolekulainak kémiai eltolédasa, Pm a koordinalt
vizmolekuldk moltortje, tm a koordinalt vizmolekuldk atlagos élettartama,
1/T»0s a kiilsdszféras vizmolekuldk transzverzalis relaxécios ideje és Awos a
kiilsdszféras vizmolekuldk kémiai eltolodasa.

_ gLupS(S+1)BA

Aw
m 3kgT h

F3

ahol B a magneses tér, S az elektronspin (Mn?>" = 5/2, Gd** = 7/2), g1 az izt6p
Landé g-faktora, us a Bohr magneton, ks Boltzmann alland6, # a Planck

alland6 és A/h a hiperfinom csatolasi allando.

A skaléris hozz4jarulas (1/T2sc) az alabbi F4 egyenlettel lehet kifejezni,

amely a transzverzalis relaxacidsebességet hatdrozza meg:

2
1 1 S(S+1) (A
1 a 1 _semay b4
Tom T2sc 3
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ahol 1/zs1 a vizcseresebesség (kex = 1/tm) €s az elektronspin relaxaciosebesség

(1/T1e) Oszege.

A vizcseresebesség homérsékletfiiggését az Eyring egyenlet irja le:

1 kgT Ast AHE k28T AH} 1 1
= ke = "2 oxp {2 2} - Ko T oy [ (1)) F5
Tm h R R 298,15 R \29815 T

ahol ke a vizcseresebesség, ASwm” és AHn" pedig a vizcserére jellemzd

aktivalasi entropia és entalpia 298,15 K-en.

Az egyesitett Solomon-Bloembergen-Morgan egyenlet (F6) leirja a
paramagneses fémionok komplexeiben a koordinadlodé vizmolekuldk

longitudinalis relaxacios idejét.

12z vi9*ug Ho 2 Tc2 Tc1
TH _15< Tom )S(S+1)(4n) 7 +3 Fé

2.2 2.2
1m 1+wgTéy 1+wiTe,

ahol y1 a proton mag giromagneses hanyadosa, »rmu az effektiv tavolsag a
parositatlan elektronok toltése és a belsdszféras vizprotonok kozott, wo a
vakuum permeabilitdsa és w1 és ws a proton és az elektron Larmor
frekvencidgja. A wi (1 = 1,2) korrelacids id6 leirja (F7) a komplex belsd

szférajaban elhelyezkedo vizprotonok relaxacios folyamatait:

=44 i=12 F7

Tci TR Tie Tm
ahol 7r a proton vektor reorientacids korreldcios ideje, ami kisméretii

molekulak esetében egyenld a komplex rotacids-korrelacids idejével.

A zérus tér felhasadas (ZFS) leirja a komplex fémionjanak parositatlan

elektronjainak relaxacidsebességét az alabbi modon (F8 és F9):

(_)ZFS _ 2—15A2TV[4S(S 1) - 3]( 1 _y 4 ) F8

Tie 1+wit? ' 1+4witd
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(L)ZFS = L A2 [4S(S + 1) — 3] (3 42 ) F9

50 1+wit? ' 1+4witd

ahol A? a zérus-tér tenzoranak a jele és 1y a ZFS valtozasanak korrelacios ideje.

Az Eyring egyenlet megadja a v és r hdmérsékletfiiggését is (F10):

298

1_ @Y T ex ﬂ( 1 _l) J=v.R F10
T 298,15 PUr Gos1s 7 ’

ahol AH" és AHR" a ZFS viltozas és rotacios mozgas aktivalasi entalpiaja.

rrrrrr

sebességi allandok szamitasakor hasznalt altalanos egyenlet

A lehetséges reakciok utvonalait az alabbi F1. dbra szemlélteti:

MYL)MY(OH) om
kMII

SViisig

Ky fepII
ML) —— MM —— M + ML) (+ OH))

ko
Ky
'
kI}VIIII

k
M+ L -—— MIHL) ——= M"™ + ML) + H

H Kninor
ktt !

MY(H,L)

F1. Abra. A komplexekre jellemzd lehetséges disszociacios ttvonalak
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Jelen dolgozat alapjan a séman szereplé M' vagy a Gd**-iont, vagy a

Mn?*-iont, mig az M pedig a kinetikai reakcidban szerepld kicserélé fémiont
reprezentalja. A ko a spontan-, a ku, ki a proton-, a ki és ks[” a fém- és a

proton-fém katalizalt, a kISII{II pedig a hidroxo-fém asszisztalt utak sebességi

1I

allandojat jeloli. A Kwm'ne, Km'mor és Km'im! a protonalt és a kétmagva

koztitermékek stabilitasara vonatkozo allandok.

Figyelembe véve az egyes reakcidutakat és a koztitermékekre
jellemzo stabilitasi €s protonalodasi allandokat az alabbi (F11) egyenletbdl ki

tudjuk szamitani a reakcidutakra vonatkoz6 sebességi allandokat:

_ kotky [H¥1+ kp[H¥]?+ k3 [M™ ]+ ko [MP¥][HY]

Kobs = 1+KMuL[HT]+Kmu,L[H]?+K [Mn+] Fil

mlLml

ahol  Kwlu= [M(HL)/[M(L)I[H*l,  Kwf,r = [M(H2L)/IM(HL)][H],
Ky = [IMILM'/[M'L] (MM, k1= ka-Kwv'ae, k2= k' Km'aL Km's,L,

H
k3= kyn Ky vt ka = kMH Kyt v -
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