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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az elmult évtizedekben a technika fejloédése nagy hatdssal volt az
orvostudomanyra, ami egyre ujabb €s ujabb modszerek megjelenését tette
lehetové az orvosi diagnosztika ¢és terdpia teriiletén. Az egyik ilyen
diagnosztikai modszer az MRI, ami az 1980-as évek kozepétdl szolgalja az
emberiséget. Ezen moddszer nagy elénye jo felbontoképességében rejlik,'
emellett lehetdséget adhat az €10 szervezetben lejatszodo bioldgiai folyamatok
vizsgalatara is. A vizsgalatok soran a beteget er6s magneses térbe helyezik és
a testében 1évo protonok (féleg vizprotonok) gerjesztddése (megfeleld
radiofrekvencids impulzus-szekvencia hatdsara) és relaxacidja eredményezi a
kép alapjaul szolgalo jelet. A jel intenzitasa aranyos a szOvetekben 1évo
protonok mennyiségével, €s mivel a szervezetben 1év0 (egészséges és koros)
szovetek viztartalma kiilonbozo, ill. a bennitk mérhetd relaxacios idok is
eltérok, ez elosegiti a részletgazdag 3D MRI kép ,eléallitasat”.
Kontrasztanyagok alkalmazéasaval a protonok relaxacids ideje csokkenthetd,
amely az MRI kép kontrasztossaganak novekedését, valamint a vizsgélat
idejének csokkenését eredményezi. Kontrasztanyagként paramagneses
fémionok johetnek szoba (Gd(III), Mn(II), Fe(III), stb.), de toxicitasuk miatt
csak  kelatképzé  ligandumokkal alkotott komplexeik formajaban
alkalmazhatéak. A klinikai gyakorlatban (néhany esettdl eltekintve) a
paramagneses fémionok koziil csak a hét parositatlan elektronnal rendelkezd
Gd(I1I)-ion komplexeit alkalmazzak kontrasztanyagként.

Ujabban a Gd(III)-komplexek egyeduralma megddlni latszik egy, a
vesebetegek esetében jelentds szamban észlelt betegség, a Nefrogén
Szisztémas Fibrozis (Nephrogenic Systemic Fibrosis, NSF) miatt. Ezt a
betegséget eldszor 1997-ben? diagnosztizaltak és csak egy évtizeddel késébb,
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2006-ban’® hoztak Osszefiiggésbe egyes Gd(III)-ion alapt kontrasztanyagok
alkalmazasaval. (Leggyakrabban ezek a [GA(DTPA-BMA)]- és [Gd(DTPA-
BMEA)]-komplexek, de a [Gd(DTPA)]*-komplex alkalmazasa utan is
fordultak el6 megbetegedések). Mara alapvetden egyetértés alakult ki abban,
hogy az NSF betegség kialakulasadért az emberi szervezetbe juttatott MRI
kontrasztanyagokbdl disszocidcid soran felszabadulé Gd(III)-ion a felelds.
Ugyanakkor az irodalomban mar olyan esetek is ismertek, melyekben
egeészséges vesefunkcioval rendelkezd, kontrasztanyagos MRI vizsgalaton
atesett betegekben kismértékli hiperintenziv régidkat talaltak, melyek a
Gd(I1I)-ion felhalmozodasara mutattak ra egyes szervekben/szovetekben (pl.:
agy és csont).*” A Gd(Ill)-ion felhalmozodasat patkdanyokon végzett
allatkisérletekkel is alatdmasztottdk a kozelmultban.® Ez a betegség azonban
foleg a veseelégtelenségben szenvedd paciensek esetén okozott komoly
egészségligyl problémat és tobb szervrendszer érintettsége esetén gyors
lefolyésu, akar haldlos kimeneteli is lehet.

Az NSF megjelenésével parhuzamosan megndtt az érdeklddés olyan
kontrasztanyagok kifejlesztése irant, melyek biokompatibilisek, vagyis a
szervezet szamara jobban toleralhatok. A paramagneses fémionok kozott ilyen
lehet pl. a Mn(Il)- vagy a nagyspinszdmt Fe(Il)- ill. Fe(III)-ionok
vegyiiletei’komplexei.” A Mn(II) 6t parositatlan elektronnal rendelkezd
paramagneses fémion. A hét parositatlan elektront hordozé Gd(III)-ionnal
szemben igy kisebb magneses momentummal és emellett rovidebb elektron-
relaxaciods idével rendelkezik. Ugyanakkor a Mn(II)-ion az €16 szervezetben is
megtalalhatd (esszencialis) fémion, tehat a szervezet nyilvanvaloan
rendelkezik a kiliritéséhez sziikséges utvonalakkal, igy vélhetéen nem
halmozodhat fel €s nagyobb ddzisban is alkalmazhato lehet, mellyel a fentebb
emlitett hatranyok ellensulyozhatok. A Mn(II)-ion nagyobb mennyiségben

torténd alkalmazasa egyaltalan nem jarna tobblet koltséggel, mivel a GACls ara
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tizennégyszerese a MnCl, aranak. Nagy mennyiségben a MnCl, is toxikus
lehet az emberi szervezet szamara, mivel neurotoxikus hatasu és vegyiileteit a
kovetkezd LDso értékek jellemzik: LDso = 0,3 mmol/kg intravénds injekcio,
LDso= 1,0 mmol/kg intraperitonealisan (hasfalba adva).®

A Gd(IIT)-komplexek termodinamikai stabilitdsa és kinetikai inertsége
messze feliilmualja a Mn(I)-komplexekét, mert a Mn(II)-komplexek esetében
a kristalytér-stabilizacios energia értéke zérus, valamint a Mn(II) eleve kisebb
toltéssel rendelkezik. A stabilitds mellett, a kinetikai inertség is nagyon fontos
tulajdonsaga a kontrasztanyagként alkalmazni kivant komplexeknek, mivel a
kis kinetikai inertséggel rendelkez0 komplexek esetében a szervezetbe vald
injektalast kovetéen fém- és ligandumcsere reakciok jatszodhatnak le.
Ezekben a kicserélodési reakciokban nagy szerephez jutnak a szervezetben
megtalalhat6 endogén fémionok (Mg(Il), Ca(Il), Zn(II) és Cu(Il)) és/vagy a
bioligandumok (pl. citrat, foszfat, laktat, karbonat, tovabba nagyobb
biomolekulak, peptidek, fehérjék). Ezen fémionok és bioligandumok a
komplexek disszocidciojat és a paramagneses fémion, ill. az azt koordinalo
ligandum felszabadulasat segithetik eld, melyek egyarant toxikusak lehetnek a
szervezet szamara.

A Gd(IIT)-komplexek alkalmazasa kapcsan felmeriilt, fentebb mar
ismertetett problémak kikiiszobolése a 2000-es évek elején dontd fontossaguva
valt. Munkank célkitiizése tehat olyan biokompatibilis nyiltldnca- és
makrociklusos komplexek tervezése €s vizsgalata volt, melyek Mn(II) fémiont
tartalmaznak, és potencidlisan alkalmasak lehetnek a jelenleg kereskedelmi
forgalomban 1év6é Gd(III)-ion alapt kontrasztanyagok helyettesitésére az MRI
vizsgalatok soran, vagy olyan alapkutatasi (fizikai-kémiai) informaciokat
szolgaltatnak, melyek felhasznalasdval 1j, Mn(II)-alapa potencidlis

kontrasztanyagok tervezhetok:
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o Ezért célul tiiztiik ki a rendelkezésiinkre 4116 nagyszamu ciklotetradekan-
szarmazek Mn(I1)-komplexének oldategyensulyi, kinetikai €s relaxacids
paramétereinek vizsgalatat. A kutatassal arra kerestiik a valaszt, hogy a
makrociklusban taldlhaté donoratomok (N ¢és O), valamint az
oldallancok (acetat, foszfonat és amid) mindségének €s mennyiségének
valtoztatasa milyen hatassal lehet a Mn(II)-kelatok fizikai-kémiai
paramétereire.

o K¢ét, az irodalomban mar ismert ligandum a cisz- és transz-DO2A
ligandum Mn(II)-komplexének egyensulyi, kinetikai és redoxkémiai
vizsgalata is céljaink kozott szerepelt, mivel ezek a DOTA ligandumbol
tovabbi donoratomok eltavolitdsaval vezetheték le. Ezen szerkezeti
modositasok célja a Mn(Il)-komplexek relxaciés paramétereinek
javitdsa volt, mikdozben probaltuk a termodinamikai és a kinetikai
paramétereket az in vivo alkalmazdsokhoz megfeleld szinten tartani.

e A Gd(IIT)-komplexek esetében bevalt stratégiat alkalmazva
megterveztiink, eldallitottunk ¢és vizsgaltunk tovabba szdmos
transz-CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumot. Ezen vizsgalatokkal
kerestilk a valaszt arra, hogy a transz-CDTA ligandum két
acetatcsoportjanak amidcsoportokra torténd cseréje milyen hatassal van
a képz6dd Mn(Il)-komplexek MRI  szempontjabol relevans

paramétereire (stabilitas/inertség/relaxivitas).
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II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1 Paramagneses fémiont tartalmazo komplexek az orvosi

diagnosztikaban

A rontgensugarzas felfedezéséig,” az orvosok szamara a koros
elvaltozasok tanulmédnyozéasa, csak post mortem vizsgalatok soran volt
lehetséges. A klasszikus rontgen vizsgalatok csaknem szazéves diadalmenetét
az elmult évtizedek sordn a tudomdny és a technologia fejlodésének
koszonhetden olyan noninvaziv eljardsok kidolgozasa kovette, mint példaul az
Ultrahang (UH), a Komputertomografia (CT), a Magneses Rezonancias
Képalkotas (MRI), az Optikai Képalkotas (OI), a Pozitron Emisszios
Tomografia (PET) és az Egy-fotonemisszios komputertomografia (SPECT).
Az emlitett képalkotd technikak koziil az MRI és az UH kontrasztanyag (KA)
nélkiil is alkalmazhato (CT is alkalmazhaté6 KA nélkiil), mig a tovabbi
technikdk esetén a vizsgalatok sordn elengedhetetlen a radioaktiv készitmény
(SPECT, PET), vagy a kontrasztanyagok alkalmazasa (nehéz atomok, pl. I-ot
vagy Ba-ot tartalmazé agensek a CT esetében). Az MRI vizsgélatok soran
kontrasztnoveld hatast anyagként lantanoida és/vagy paramagneses fémion
alapti komplexeket alkalmaznak. A nuklearis medicindban a ®’Ga, a !''In, a
9mTe ¢és a 2% Tl y-sugarzo izotopokat alkalmazzak a SPECT esetén, mig '®F-,
-, B0O- és ®N-izotdpokat hasznaljdk a PET vizsgalatok soran. Ebbél
kifoly6lag az orvosi diagnosztikaban nagy figyelmet kaptak ezen fémionok
nyiltldnca és makrociklusos ligandumokkal alkotott komplexei.

A modern klinikai gyakorlatban alkalmazott vizsgalati modok koziil az
MRI napjaink egyik legnagyobb teljesitoképességii, noninvaziv diagnosztikai
eljarasa. Nagymértékben csokkentené a vizsgalat soran felhasznalt

kontrasztanyag mennyiségét olyan szervspecifikus vagy ,intelligens”
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kontrasztanyagok kifejlesztése, melyekkel kisebb dozisok esetén is el lehetne
érni ugyanazt a kontrasztnoveld hatast azéltal, hogy az adott kontrasztanyag
egy adott szervben/szovetben dusul (pl: a [Gd(EOB-DTPA)>~ vagy az
MS-325]).
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I1.1.1 abra: A klinikai gyakorlatban alkalmazott kontrasztanyagok

Az elsoként alkalmazott Gd(III)-ion alapu kontrasztanyag a toltéssel
rendelkezé [GA(DTPA)]?>~ (Magnevist®) volt,'® majd roviddel ezt kovetden a
[GA(DOTA)]” (Dotarem®)!! is forgalomba keriilt (IL.1.1 abra). Mivel a
kontrasztanyagokat intravénasan, injekcid6 formajaban juttatjdk be a
szervezetbe a jelentds ozmotikus koncentracio kiilonbség miatt az fajdalommal
jar. A fent emlitett probléma megoldasa érdekében keriiltek kifejlesztésre
olyan DTPA- ¢és DOTA-szarmazék ligandumok, melyek Gd(III)-komplexei
toltés nélkiiliek. igy példaul a [Gd(DTPA-BMA)] (Omniscan®), a [Gd(DTPA-
BMEA)] (Optimark®), a [Gd(HP-DOTA)] (Prohance®) és a [Gd(BT-DOTA)]
(Gadovist®) (II.1.1. abra). Ahogyan ezt a II.1.1 4bra mutatja, a komplexek
toltéssemlegességét a nyiltlancu és a makrociklusos ligandumok esetében
eltér6 modon oldottdk meg: amid oldallancokat hasznaltak a DTPA-

szarmazékok esetén, mig alkoholos OH csoporto(ka)t tartalmazé

6
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oldallancokkal helyettesitették a DOTA egyik acetat oldallancat. Az
alkalmazott kontrasztanyagok dézisa 0,1 - 0,3 mmol/testsuly kg tartomanyban
valtozik. A beinjektalt kontrasztanyag egyenletesen oszlik el az extracellularis
térben és koriilbeliil 1,6 o6ras felezési idovel iriil ki a veséken keresztiil.

A I1.1.1 abra alapjan latszik az is, hogy napjainkban az alkalmazott
MRI kontrasztanyagok kizarolag Gd(III)-ion alaptaak, de kordbban a m4;j és a
vese vizsgalatnal alkalmaztak Mn(II)-alapt kontrasztanyagot is, név szerint a
[Mn(DPDP)]*-komplexet (Teslascan®).'’*'* A [Mn(DPDP)]*-komplex
eloallitdsahoz hasznalt DPDP ligandum szerkezeti képletét a I1.1.2 abran
tiintettem fel. Ennek a komplexnek kontrasztanyagként valo alkalmazhatosaga
a komplex kinetikai labilitdsaban rejlik, szemben a Gd(III)-alapt
kontrasztanyagokkal, melyek alkalmazhat6saga a komplexek nagy inertségén
alapul. A Mn(II)-ion endogén fémion, azaz a szervezetben is megtalalhato és
igy kis mennyiségben alkalmazva toxikus hatasa elhanyagolhatd. Ugyanakkor

4 valamint az Alzheimer-korhoz"

nagyobb mennyiségben a Parkinson-,'
hasonld tiinetekkel jard problémakat okozhat. A [Mn(DPDP)]*-komplex
piacrél torténd kivonasat foként gyenge eladasi eredmények tették indokoltta,
amely az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2003-ban, mig az Eurdpai Unid

orszagaiban 2012-ben tértént meg.

CH; CH;
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I/ \I
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I1.1.2 abra: DPDP ligandum szerkezeti képlete

Az alkalmazott kontrasztanyagok szervezetben val6 tartézkodasa alatt

a paramagneses fémion a komplexben kicseré¢lddhet endogén fémionokkal. Az
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igy felszabaduld toxikus (paramagneses) fémion okozhatja elsésorban az
el6zdekben mar emlitett NSF betegséget.'® A szabad Gd(I1I)-ion a szervezet
szamara mérgezd, LDso értéke 0,2 - 0,5 mmol/’kg. Az NSF betegség
megjelenése megmutatta, hogy a kontrasztanyagként alkalmazni kivant
komplexeknél a termodinamikai stabilitds mellett nagyon fontos kovetelmény
a kinetikai inertség is.!”

Az NSF-hez hasonl6 betegségek, valamint a lehetséges mellékhatasok
kikiiszobolése miatt jelenleg is intenziv kutatasok folynak vilagszerte, hogy
inert, biokompatibilis kontrasztanyagokat allitsanak eld. A Mn(II)-, Fe(II)- és
Fe(Ill)-ionok komplexeinek alkalmazasa'® megoldast jelenthetne az olyan
problémakra, mint a komplex kismértékii disszociacidja vagy biodegradacioja
a szervezetben.!”?! Ezen esszencialis fémionok kontrasztnoveld agensként
val6 alkalmazésaval a szabaddéa valdé paramagneses fémionok toxikus hatasa
kikiiszobolhetévé valhatna, azonban a ligandum ilyen tulajdonsagaival
tovabbra is szamolni kell. Erthetd6 modon az utdobbi években egyre tobb
publikacié jelent meg olyan nyiltlanca (EDTA, DTPA és szarmazékaik)'®?? és
makrociklusos (DOTA, TETA és szarmazékaik)> ligandumokrdl, amelyek
Mn(II)- és/vagy Fe(Il)-komplexei a kontrasztanyagokkal szemben tamasztott
kovetelmények koziil tobbnek is megfelelnek. De ezek nem teljes kortien

elégitik ki a biztonsagi és hatékonysagi feltételeket.

I1.2 Mangan(II)komplexek a klinikai gyakorlatban

A mangan fontos szerepet tolt be a MRI torténetében, mivel Lauterbur
az elsé MRI képet [Mn(H20)s]*"-ion (mint relaxacios dgens) felhasznalasaval
vette fel.”* A késébbiekben a MnCl, relaxacios hatasat kutyakban,?52
patkanyokban®’ és emberi vérben®™ egyarant vizsgaltadk. Az igy kapott

eredmények egyértelmiien megmutattak, hogy a paramagneses Mn(II)-ion
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kolcsonhatasa a vérben 1€vé nagymolekulakkal (HSA; y-globulin) jelentdsen
felgyorsitja a protonok relaxéaciojat, kontrasztosabba téve a képet.
Oroszorszagban Ussov €s mtsai. kutydkban €s emberben egyarant tesztelték a
[Mn(CDTA)]*-komplexet a sziv és az agy vizsgalata soran.3

A Mn(Il)-ion erds relaxacidos hatasanak ¢és egyediilalld biologiai
szerepének (SOD, glutamin szintetaz, argindz, stb.) érdekes kombinacidja
eredményezte az 0j képalkotasi eljards, a MEMRI (Mangéan-kontrasztos MRI)
kialakulasat, ami biologiai rendszerekben nagy in vivo térbeli és iddbeli
felbontoképességgel (~ 100 um) rendelkezik. Ez a technika alkalmas a
kozponti idegrendszer, az agy €s a sziv mikodésének tanulmanyozasara is,
mivel a fesziiltségfiiggd Ca(Il)-csatorndkon keresztiill a Mn(II) bejuthat az
sejtekbe.’'*? Hatranya ennek a moddszernek az, hogy nagy mennyiségben a
MnCl, is toxikus, ezért a lehetd legkisebb mennyiséget kell injektalni
(altalaban ez nem tobb, mint 6,6 - 175 mg/testsuly kg hasiiregbe vagy
intravénasan), igy alkalmazasa jelenleg a kisallatok vizsgalatara korlatozodik
(patkany és egér’®), de human MRI vizsgalatok el6tt az orvosok elészeretettel
javasoljak a vorosbogyds gylimdlesokbdl (pl. tézegafonya) vagy ananaszbol
késziilt gylimdlcslevek fogyasztasat, mivel ezeknek nagy a Mn(Il)-tartalma.

Korabban a LumenHance® elnevezésti MnCly-alapu készitményt is
alkalmaztak a gasztrointesztinalis®* (gyomor-bél traktus) vizsgalatok soran, de

a készitmény felhasznalasa jelenleg sziinetel.

I1.3 A mangan biologiai szerepe az él6 szervezetben

A mangén egy esszencidlis nyomelem, amely szamos, az emberi
szervezetben lejatszodd biologiai folyamat kofaktoraként miikddik pl.
neurotranszmitterek szintézise, szabadgyokok semlegesitése ¢és elektron

transzport folyamatok soran.
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Az emberek szamara sziikségesnek vélt napi bevitel 2 - 5 mg kozott
valtozik, egy atlagos 70 kg-os testsulyl ember szervezetében (a lagy
szovetekben és a csontban) koriilbeliil 20 mg mangan van. Eloszlasa nem
egyenletes, a kozponti idegrendszerben nagysagrendekkel nagyobb a
koncentracidja, mint mashol az emberi szervezetben. Az emberek esetén az
étrendbdl ered6 mangan hidny ritkdn fordul eld, de az allatoknal karosodast
okozhat a sziv-és érrendszeri, valamint az inzulin termel0 szervrendszerekben,
tovabba arterioszkler6zishoz (érelmeszesedés) és cukorbetegséghez vezethet.
Manganmérgezés az embereknél csak hosszi ideji mangan-tartalmu
levegének wvald kitettség esetén vagy a mangan kivalasztasi-uitvonal
meghibasodasaval kovetkezhet be.

A fehérjékben a Mn(II)-iont rendszerint hatos koordinaciés szam
jellemzi, de négyes és 6tds koordinacio (pl.: MnSOD enzim esetében 6t0s) is
ismert. Az 6sszes eddig szerkezetileg jellemzett mangantartalmu fehérje esetén
oxigén donoratom veszi koriil a mangant és gyakran ez az egyetlen
koordinalodasra képes donoratom a mangéan kozvetlen kornyezetében. Ha a
Mn(IlI)-iont tekintjiik, akkor altaldnos tapasztalatként megallapithato, hogy
(az eddig jellemzett fehérjék esetén) minimum egy hisztidin nitrogén
koordindlodik a kozponti Mn(Ill)-ionhoz (pl. MnSOD ¢és aminopeptidaz
enzimek).

Az enzimek olyan biokatalizatorok, melyek minden €16 szervezet esetén
novelik a sejtek életfolyamataihoz elengedhetetlen kémiai reakcidok sebességét.
Szamos enzim aktiv centrumaban egy vagy tobb (akar négy pl.: a fotoszintézis
esetén, ahol a viz oxidacidjaban vesz részt**) Mn(II) vagy Mn(III)-ion jatszik
szerepet az aktivitas kialakulasaban.

A mononukledris aktiv centrummal rendelkezé enzimek koziil az egyik

legjobban felderitett a MnSOD, amely a szervezeten beliill keletkez6
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szuperoxid anionok semlegesitéséért felelds és a kovetkezd folyamatot

katalizalja:

20, +2H" ——» H,0,+ 0, (IL.3.1)

Az MnSOD aktiv centrumaban a mangéant harom hisztidin (rov.: H) nitrogén,
egy aszparaginsav (rév.: D) oxigén és egy vizmolekula koordinalja, amint az a

11.3.1 abran is latszik.

I1.3.1 abra: A MnSOD molekula aktiv centruma. A koordinal6dé aminosavak sorszama az E.
coli baktérium enzim aktiv centrumanak felel meg*®

I1.4 A mangan kémiai tulajdonsagai és koordinacios kémiaja

A mangan a periddusos rendszer huszonotdodik eleme. Csak egy
természetes stabil izotopja van, az >Mn, valamint 18 radioizotopja ismert,
melyek koziil a legstabilabbak a 3,7 millio év felezési idejii >*Mn, a 312,3 nap
felezési idejli **Mn és az >>Mn, melynek felezési ideje 5,591 nap. A mangan
oxidacids szdma vegyiileteiben +1 és +7 kozott valtozik és a koriilmények
valtozasaval az 6sszes oxidacios allapotara ismert stabil vegyiilet. A Mn(II)-
ion nem koordinalodé ligandumokkal alkotott soinak tomény vizes oldata
halvany rozsaszinii, az oldatban jelenlévé [Mn(H20)s]**-komplexek miatt.

A mangan koordinacios kémidja igen valtozatos, mivel a +1-tél a +7-es
oxidacids allapotig ismertek ¢és eldallithatok oxo-, halogeno- és kiilonbdzo

donoratomokat (oxigén, nitrogén €s kén) tartalmazo ligandumokkal képz6do

11
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komplexei. A +1-es oxidacids allapoti mangankomplexekre is ismert irodalmi
példa nitrogén, foszfor és kén donoratomokat® ™ tartalmazo makrociklusos
ligandumokkal. A mangdn fémorganikus kémidjaban csak a 0, +1 és +2
oxidacios allapotok fordulnak el6.*' Valtozatos oxidacios allapotabol eredéen
a szervetlen, szerves €s a biologiai rendszerek esetén is egyarant fontos
szerephez jutott. A szervetlen kémia teriiletén jelentds a nagyobb oxidacios
allapotti oxovegyiiletek oxidaloszerként torténd felhasznalasa (KMnOs,
KoMnOs és MnO). Az iparban a mangan 90%-at az acélgyartds soran
Otvozbanyagként hasznaljak ferromangan (30 — 80% mangént tartalmaz)
formajaban. A szerves kémiaban a mangant oxigén, ill. nitrogén transzfer,
valamint epoxid képzési reakciok (Mn(III) és Mn(V) szalénkomplexek*?**)
soran alkalmazzak. Biologiai rendszerekben pedig szdmos enzim aktiv
centrumaban megtalalhat6 (I1.3 fejezet).

Szigoruan véve a hard-soft sav-bazis elmélet alapjan a mangan(Il) a
hard karakter(i fémionok (kis méret, nagy toltés és kis polarizalhatosag) kozé
tartozik, azaz Lewis-sav karakter(i, ezéltal az ugyancsak hard oxigénatom felé
nagy affinitdst mutat, de nitrogén donoratomot tartalmazé ligandumokkal is
képes nagy stabilitast komplexet kialakitani. A Mn(II)-ionok esetén a nagy
spinszami d° elektronkonfiguracié miatt valamennyi d-d elektronatmenet
tiltott (ezért csaknem szintelen a [Mn(H.0)s]*"-komplex) és a kristalytér
stabilizacios energia értéke zérus. Ebbol kovetkezik az is, hogy a
mangankomplexek termodinamikai stabilitasa kisebb lesz, mint a legtobb 3d
atmenetifém komplexé.

A Mn(II)-amino-polikarboxilat komplexekrdl sokaig azt gondoltak,
hogy kinetikailag labilisak, azaz konnyen disszocialnak, de 2011-ben Drahos
és mtsai. a [Mn(NOTA)]- és a [Mn(DOTA)]>-komplexek példajan
bemutattak, hogy ezen makrociklusos Mn(Il)-komplexek pH = 7,4 és 1x107

12
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M Zn(II)-ion koncentraci6 mellett szdmolva viszonylag nagy disszociaciora

jellemzd felezési iddvel rendelkeznek (rendre 74 és 1037 ora), azaz inertek.*

I1.5 Fémkomplexek relaxivitasa

Az MRI alkalmazhatdsaga az egészséges ¢és a beteg szovetek eltérd
viztartalman, valamint a vizprotonok eltéré relaxdcios idején (71 és T>)
alapszik. A vizsgalatok soran jellemzden spin-echo impulzus szekvenciat
alkalmaznak. A kapott jel intenzitasa (SI) az 11.5.1. egyenlettel irhato le:

TR] TE

SI = N(H) [1 —e Ti|e T2 (11.5.1)

ahol, N(H) a térfogategységben 1év0 protonspinek stirtisége, 71 és 7> rendre a
spinek longitudinalis és transzverzalis relaxacios ideje, TE az echo késleltetési
1d6 €és TR az ismétlési id6. Az egyenletbdl kdvetkezik, hogy a 71 relaxacios id6
csokkenése a jelintenzitds novekedését, mig 7> relaxacids id6 csokkenése a
jelintenzitas csokkenését eredményezi.

A protonok relaxacidjara  gyakorolt hatasuk alapjan a
kontrasztanyagokat alapvetden két csoportba soroljuk, ugymint 77 és 7>
kontrasztanyagok. A 71 kontrasztanyagok a vizprotonok longitudinalis
relaxacids sebességére, mig a 7> kontrasztanyagok a protonok transzverzalis
relaxacids sebességére vannak nagyobb hatassal. A T kontrasztanyagokban
talalhato fémionok sok parositatlan elektront tartalmaznak, ilyen a Gd(I1I)-ion
(hét parositatlan elektron), az Fe(Ill) (6t parositatlan elektron, csak
nagyspinszamu komplex esetén) és a Mn(Il) (6t parositatlan elektron). Ezek
koziil a legnagyobb kontrasztnoveld hatast a Gd(III) okozza, mivel nagy
magneses momentummal, hét parositatlan elektronnal és 10® szekundumos

elektron-relaxacios idovel rendelkezik. A 7> kontrasztanyagok kozil a
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szuperparamagneses vasoxid mikrorészecskék (SPIO) a jelentdsek, melyek az
alabbi 6sszegképlettel jellemezhetk Fe,"OsM"0O, ahol az M helyére Fe(II)-,
Mn(II)-, Mg(II)-, Co(Il)- vagy Ni(Il)-ion helyettesithetd be. Ezen anyagok
koziil mar tobbet is eredményesen alkalmaznak az MRI vizsgalatok soran
(Lumirem, Abdoscan, Endorem),”** bar a klinikai gyakorlatba még nem
keriiltek ilyen készitmények.

A diamagneses és paramagneses hozzajarulas a relaxaciosebességhez
additiv és a I11.5.2 egyenlettel adhatd meg, ahol az (1/T})obs a kapott oldat
relaxacids sebességét definidlja a paramagneses anyag jelenlétében, az (1/7})q
az (diamagneses) olddszer relaxacids sebessége a paramagneses anyag

tavollétében és az (1/7), a tovabbi paramagneses hozzajarulast jeldli.

(@R, e s

Az oldott anyag - oldott anyag kdlcsonhatasok tavollétében az olddszer
relaxacids sebessége linearis fliggést mutat a hozzaadott paramagneses anyag
([M])  koncentraciojaval.  Ezen  Osszefliggésbol  kapott  egyenes
meredekségeként definidlhato a komplex relaxivitdsa, ami a vizprotonok
relaxacid-sebességének 1 mM paramagneses anyagféleség altal eredményezett

ndvekedése, mértékegysége mM s (11.5.3 egyenlet):
1 1
(—) - (—) +rM] i=1,2 (I1.5.3)

Ti obs Ti d

ahol, ; a komplex relaxivitasa.*
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A relaxivitast a belsO, a masodik és a kiils6 koordinacios szféraban 1évo
vizprotonok relaxacios sebességeinek ((1/75)veisssztera €S (1/Th)kiilsészféra )

0sszegeként adhatjuk meg:

7),-&)

A relaxacios sebességet befolydsolja tovabbd a fémion belsé koordinacids

N (l) =12 (I1.5.4)

belsdszféra Ti kiilsGszféra

szférajaban 1évé vizmolekuldk szdma (g). A belsé szféra hozzajarulasat a
relaxivitds értékhez a Swift-Connick® elmélet alapjan az alabbi egyenlettel

adhatjuk meg:

1 cq 1
(T_l)be156 s 5555TI + 1y (1-55)
ahol, g és v rendre a paramagneses fémionhoz kotott vizmolekuldk szamat
(hidratécios fok) és atlagos tartdzkodasi idejét (kex = 1/zm vizcsere sebesség),
mig a T{L a koordinalt vizmolekula protonok 7} relaxiciés idejét jelolik. A
kiilsdszféra hozzajarulasa a Freed-féle kozelitéssel’'** adhatd meg, és az egy
vizmolekulat tartalmazo Gd(III)-komplexek esetén akar a teljes hatas 40 %-at
is kiteheti. A masodikszféra szerepét Botta™ és mtsai. tanulmanyoztak és irtak

le részletesen.

I1.6 Az irodalomban megtalilhaté nyiltlincd ¢és makrociklusos

ligandumok és Mn(IT)-komplexeik

Az egyre novekvd szamu kontrasztanyagos vizsgalat hatésara

folyamatosan né a szennyvizek Gd-tartalma, ami a nagyobb diagnosztikai
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kozpontok kornyezetében kimutathato a folydvizekbol/ivovizbol is. Ez pozitiv
Gd-anomaliaként valt ismertté €s kelt jogos aggodalmat, noha eddig konkrét
karosito hatast nem detektaltak.>

Ezen probléma ¢és a korabban mar emlitett NSF betegség
kikiiszobolésére, vagyis a Gd(Ill)-ion, mas ugyancsak paramagneses
fémionnal torténd helyettesitésére komoly eréfeszitéseket tesznek a vilag tobb
kutatécsoportjaban. Az irodalomban eddig leirt nem Gd(III)-tartalmu
komplexek ugyanakkor nem elégitik ki teljeskoriien az alkalmazas feltételeit,
vagy inertségiik vagy relaxivitasuk jelentdsen elmarad a jelenleg alkalmazott
komplexekéhez képest. Az eddig eldallitott €s jellemzett komplexképzoket
alapvetéen két nagy csoportba, nyiltlinci €s makrociklusos ligandumok
csoportjaba sorolhatjuk. Az alabbiakban a munkank kdzvetlen elézményének
tekinthetd publikaciokat tekintjilk at. Sajnos nincs egy olyan paraméter,
amelyik dnmagaban megadnd egy kontrasztanyag ,,josdgat”, mint ahogy a
termodinamikai stabilitas, a kinetikai inertség vagy a relaxivitds értékek
kozvetlen 6sszehasonlitdsa sem lehetséges minden esetben. Mégis igyeksziink
az adatokat Gigy csoportositani és elemezni, hogy az egyes komplexek elonyos
¢s hatranyos tulajdonsadgai a szerkezet ¢és a fizikai-kémiai sajatsagok
Osszefliggései, a biztonsadgos alkalmazas kritériumainak valdé megfelelés vagy

annak hianya lehetdleg kidertiiljenek.

11.6.1 Nyiltlancu ligandumok Mn(Il)-komplexei

A Mn(IT)-ion komplexdlasara eddig javasolt nyiltlancu ligandumok
(I.6.1.1 abra) foként az EDTA (etiléndiamin-tetraecetsav) ligandum
szarmazekai 11.6.1.1 tablazat, 11.6.1.1 abra). Az Gsszes ilyen tipusu komplex
esetén a koordinacios szam hét (kivéve az NTA ligandum).

Hunt és mtsai. még a kontrasztanyagok iranti érdeklédés fellendiilése

elott, az 1970-es években meghataroztdk az NTA, EDTA ¢és PhDTA
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ligandumok Mn(II)-ionnal alkotott komplexeinek vizcsere sebességét '7O-
NMR spektroszkdopias modszerrel, melyek rendre kex??8=150x107, 43,8x107és
35,0x107 s1.3% Az EDTA, TMDTA és transz-CDTA Mn(1l)-, Fe(II/I1I)- és
Ni(Il)-komplexek szerkezetének finomitasait Maigut €s mtsai. végezték el
2008-ban.””* A komplexek szerkezetének vizsgilata soran egy belsd szféras
vizmolekula jelenlétét erdsitették meg alkalmazva egy sokkal pontosabb
megkozelitést, amelybe belevontak egy homérséklettdl fliggd egyensulyi
allandot is. Ez az egyensuly a vizmolekuldt nem tartalmazé és az egy
vizmolekuldt tartalmazd komplex kozott all fent (Ke72%%, CN = 6 vagy 7).
Aime ¢és mtsai. két benziloximetil (BOM) funkcidés csoporttal
modositott EDTA-szarmazék Mn(I1)-komplexét tanulmanyoztak, melyektol
nagymértékli fehérj¢hez valdo kotddést vartak. Ezen modositds az EDTA
alapvazon jelentdsen novelte a relaxivitast szérum albumin jelenlétében (akar
r1 ~58 mM s értékig 0,49 T térerén).” Caravan és mtsai. a Gd(III)-ion alapa
MS-325 komplexszel analdég EDTA-szarmazékot allitottak el (diPhEDTA) a
szérum albuminhoz valo er8s kotddés megvaldsitasanak érdekében.®® A
[Mn(diPhEDTA)(H20)]*-komplex vizcsere sebesség értéke nagyon hasonld
az EDTA-BOM-szarmazék kex értékéhez, tovabba nyll vagy emberi szérum
albumin hozzaadasaval a relaxivitds nagymértékii novekedése volt
tapasztalhatd (nagy térerdn megjelend csucs). Ez a jelentds ndvekedés a
komplex forgasanak lassulasara vezethet6 vissza.
2011-ben Zhang és mtsai. tanulmanyoztak a semleges DEPN ligandum
(az EDTA Iligandum két karboxilatcsoportjat két metil-piridin  fémkotod
egységgel helyettesitve) Mn(Il)-komplexét, amely kétszer nagyobb
relaxivitassal rendelkezik, mint a [Mn(EDTA)]*-komplex (71 = 3,56 vs. 1,76
mM's?, 3,18 T térerén). Ebben a komplexben a Mn(II)-ion koordinicios
szama 7 ¢s egy vizmolekula talalhato a fémion belsé koordinacids szférajaban,

amelyet rontgenkrisztallografias vizsgalatok eredményei is alatamasztottak.
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Ezért ez a nagy kiilonbség a kelatok relaxivitdsaban az EDTA Mn(II)-
komplexéhez képest, a masodik- vagy kiilsdszféraban taldlhato vizmolekulak

relaxaciosebességhez valo hozzajarulasaval magyarazhatd.®!
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11.6.1.1 abra: A fejezetben bemutatott nyiltlanct ligandumok szerkezeti képletei

I1.6.1.1 tablazat: A [Mn(H,O)s]*"-komplex és az irodalomban taldlhatd nyiltlanct
ligandumok Mn(II)-komplexeinek relaxivitasa (0,49 T, 25 °C) és koordinacios szama (CN)

Rela;g;?;l(np) CN

[Mn(H20)6)** 5,93% 8,03 6
[Mn(NTA)(H20)] - 6
[Mn(EDTA)(H,0)]|* 3,20° 7
[Mn(transz-CDTA)(H,0)]* 3,62° 7
[Mn(PhDTA)(H,0)]* 3,72¢ 7
[Mn(PyC3A)(H20)| 2,104 7
[Mn(TMDTA)(H:0)]* 2,2° 7
[Mn(EDTA(BOM))(H:0)]* 3,6° 7
[Mn(EDTA(BOM),)(H,0)]* 4,3¢ 7
[Mn(diPhEDTA)(H,0)]* - 7
[Mn(4-HET-CDTA)|* 4,56 7
[Mn(cisz-CDTA)|* 3,858 7
[Mn(DTPA)|*- 1,7° "
[Mn(L")] = 7
[Mn(L?)] 1,51 7
[Mn(L?)] 2,641 7
[Mn(BEDIK)(H:0)]* 3,117 7
[Mn(cbda)(H;0)] - 3,028k 7
[(Mn(dpama)(H20),)] 53 7
[mX(Mn(dpama)(Hz0)2):] 8,6 7
[mX(Mn(dpama)(Hz0):)s] 11,4 7

21,41 T; ® Ref. 22;  Ref. 62; ¢ Ref. 63; ° Ref. 19; TRef. 64; 2 Ref. 65; " Az egyik oldallanc nem
koordinalodik, Ref. 66; ' Ref. 67; 1 Ref. 68 ; X Ref. 69; ' Ref. 70
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2012-ben csoportunkban Kalman F. és mtsai. szdmos nyiltlanca
ligandum (transz-CDTA, EDTA, TMDTA, BIMP ¢és EGTA) Mn(Il)-
komplexének inertségét vizsgaltdk fiziologiashoz kozeli koriilmények kozott
(pH = 7,4, 25 °C-on). Az eredmények azt mutattdk, hogy a merev
transz-CDTA  ligandum Mn(II)-komplexének disszociacidjara jellemzo
felezési id6 (¢12 = 12 6ra) a legnagyobb a vizsgalt Mn(II)-komplexek koziil. A
komplex relaxivitdsa is elfogadhatd nagysaga (I1.6.1.1 tablazat, 0,49 T
térerén), igy reményteljes alapot adott tovabbi Mn(Il)-ion alapi MRI
kontrasztanyagok fejlesztéséhez.??

P. Caravan és mtsai. az elobb részletezett eredményekre alapozva
2015-ben egy 1Uj nyiltlancu ligandumot allitottak el6 a Mn(Il)-ion
komplexalasanak céljabol. A [Mn(PyC3A)(H2O)]-komplex disszociacidja az
altaluk alkalmazott koriilmények kézott (1 mM MnL, 25 mM Zn(II), 50 mM
pH = 6,0 MES puffer, 37 °C és 1,4 T térerd) feleannyi id6 alatt jatszodott le,
mint azt a transz-CDTA ligandum Mn(II)-komplexe esetében tapasztaltak.®

2017-ben Vanasschen és mtsai. egy 0j bifunkciés (PET/MR képalkoto
agens) transz-CDTA szarmazék ligandum (4-HET-CDTA) eléallitasat és
Mn(II)-komplexének fizikai-kémiai jellemzését végezték el.** A komplex
latszolagos stabilitasi allandoja szinte megegyezik a transz-CDTA Mn(I1)-
komplex megfeleld értékével (pMn = 8,62 vs. 8,68), de az inertség (112 = 16,2
vs 12,1 6ra) és a relaxivitas érték (r1 = 4,56 vs. 3,62 mM's!; 0,49 T és 25
°C-on) esetében javulast tapasztaltak. A komplex inertségének novekedését a
ligandum bazicitdsanak csokkenésével és a ligandum ,,gerincének” merevebbé
valasaval magyardztak. A Mn(Il)-komplex relaxivitas értékében tapasztalhatd
javulast pedig, a komplex rotacids korrelacids idejének a novekedésével (728
= 105 ps) értelmezték. A [Mn(4-HET-CDTA)]*-komplex esetén tapasztalt
gyors vizcsere sebesség nagyon hasonld a [Mn(transz-CDTA)]*-komplex

esetén kapott értékhez (rendre, kex*”® = 17,6107 és 14x107 s™).
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Kutatocsoportunkban  2018-ban tanulméanyoztuk a cisz-CDTA
ligandum Mn(II)-ionnal képz6do komplexét, de a
[Mn(cisz-CDTA)]*>-komplex kinetikai inertsége elmarad a transz-szarmazék
esetében tapasztalt inertségtdl (f12 = 0,47 vs. 12,2 6ra®22), ami megerdsitette,
hogy a transz-1,2-ciklohexandiamin ,,jo ¢épitdkonek” tekinthetd tovabbi
ligandumok tervezéséhez.

Kutatocsoportunk legtijabb publikalt eredményei kozott szerepel a
PhDTA (orto-fenilén-diamin-tetraecetsav) ligandum Mn(II)-ionnal képz6do
komplexének egyensulyi, kinetikai ¢€s relaxometrids jellemzése. A
[Mn(PhDTA)]*-komplex latszolagos stabilitasi allandodja (pMn = 8,38 vs.
8,68) és relaxivitas értéke (r1p = 3,72 vs. 3,62 mM's!, 0,49 T és 25 °C-on))
nagyon hasonlé a [Mn(transz-CDTA)]*-komplex megfeleld értékéhez, de a
[Mn(PhDTA)]*-komplex inertsége jobb, mint azt a
[Mn(transz-CDTA)]*-komplex esetében tapasztaltdk (f1, = 12,2 vs. 19,1
ora). 2262

A PhDTA ligandumhoz nagyon hasonld szerkezeti BEDIK
ligandumot Phukan és mtsai. allitottak eld és jellemezték Mn(II)-ionnal
képz6dd komplexének termodinamikai stabilitdsat és relaxacios sajatsagait. A
komplex a [Mn(EDTA)]*-komplexszel &sszemérhetd  stabilitdssal
rendelkezik. A kétmagva komplex egykristaly rontgenszerkezetében a két
Mn(II) fémion koziil az egyiket egy BEDIK ligandum hat donoratomja és egy
vizmolekula koordindlja, mig a masik mangant négy vizmolekula és két
kiilonb6zé BEDIK komplexképzd egy-egy karboxilatcsoportjanak O-atomjai.
A komplex relaxivitas értéke Mn(II) egységenként r1 = 3,11 mM's™ (1,41
T).68

Forgacs A. és mtsai. 2015-ben olyan komplexképzdket allitottak elo,
melyek fémkotd egységenként két-két pikolinatcsoportot tartalmaztak
(Haodpama, mX(Hodpama), ¢és mX(Hodpama)s). A Hodpama egységek
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szamanak novekedésével a megkdthetd Mn(Il)-ionok szama is nétt és a
ligandumok rendre 1, 2 ill. 3 darab Mn(II)-ion megkotésére voltak alkalmasak.
Ciklikus  voltammetrias mérések alapjan megallapitottak, hogy a
[Mn(dpama)]-komplex nem oxidalodik a 0,0 — 1,0 V tartomanyban (Ag/AgCl
elektréddal szemben), azaz a kelatok oxidacidoval szemben stabilak. Az
[mX(Mn(dpama)(H20))3]-komplex esetén meghataroztdk a HSA-val
létrejové adduktum egyensulyi dllandojat is, ami Kaere= 1286 M'-nek adodott.
Ez az ¢érték nagyon kozel van a kétmagvia komplex esetében szamolt
dllandéhoz (Kar = 1125 M) és Osszességében stabil fehérje-komplex
kolcsonhatésra utal. A [mX(Mn(dpama)(H20)2)3]-komplex HSA-val képz6do
adduktumanak relaxivitisa feltinden nagy 45,2 mM's! érték, mivel a
kolcsonhatas kialakitasaért csak az egyik [Mn(dpama)] egység felel a tovabbi
két [Mn(dpama)] egység nem kotddik a HSA-hoz.”

Khannam ¢€s mtsai. egy alanin alapu, két pikolinatcsoportot tartalmazé
ligandumot (Lizcbda) allitottak elé és jellemezték Mn(II)-ionnal kialakuld
komplexének szerkezetét, valamint vizsgaltak a kiilonb6zd bioligandumok
hatasat a komplex relaxivitas értékére. Szilard formaban két monomer egység
kapcsolodik Ossze egy karboxilatcsoporton keresztiil, mig oldatfazisban
monomerként van jelen a komplex, melyet ESI-MS mérésekkel ala is
tamasztottak. A [Mn(EDTA)]*-komplexhez képest nagy stabilitassal és nagy
relaxivitas értékkel (1 = 3,02 mM's™!, 25 °C és 1,41 T) rendelkezik. A vizsgalt
bioligandumok (foszfat, fluorid és hidrogénkarbonét) jelenlétében a relaxivitas
érték nem valtozik.”

Bar az oktadentat DTPA ligandum (3 N- és 5 O-donoratomot tartalmaz)
Mn(II)-komplexében nem taldlhaté vizmolekula a fémion belsé koordinacids
szférajaban, de ettd] fiiggetleniil vannak adatok a [Mn(DTPA)]*-komplexre és
szarmazékaira vonatkozoan.” A [Mn(DTPA)]*-komplex rendkiviil labilis. A

kelat és a Cu(Il)-ion kozott lejatszodo cserereakcid olyan gyors, hogy stopped-

22



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

flow technikaval (gyorskinetikai modszer) sem volt kovethetd, ami
val6szinlileg a kdzponti N-atom nagy bazicitasaval (pK) magyarazhato.>> P.
Caravan ¢s mtsai. a DTPA ligandum difenilciklohexil-szarmazékéanak
Mn(II)-komplexét vizsgaltak.®® Céljuk volt, hogy felderitsék a masodik és a
kiilsé koordinacios szféra hozzdjarulasanak mértékét a relaxivitas értékhez.
Megallapitottak, hogy a masodik- és a kiilsészféra hozzajaruldsanak osszege
negyede a belsészféras hozzajarulas mértékének. Osszehasonlitasi alapul az
EDTA ligandum hasonloan szubsztitualt szarmazékat valasztottak.

Laine ¢és mtsai. 2018-ban harom uj, nyiltlanca 2,6-bisz-
aminometilpiridin egységet tartalmazé poli(aminokarboxilat) ligandum (L', L?
és L) eldallitasat és jellemzését végezték el A harom ligandum Mn(II)-
komplexének stabilitasa Osszemérhetd az EDTA-szarmazékokra jellemzo
allandokkal, de a komplexek kinetikai inertsége messze elmarad a
[Mn(EDTA)]*-komplex inertségétdl. Az azonos koriilmények mellett szamolt
felezési idOk az alabbiak szerint alakulnak: #1oma1y) = 0,024 s, ti2Mn2)] =
2,75 s, tinmn(L3))= 55 s Vs. tiomnEDTA)R-= 274 5. Az emlitett Mn(I1)-komplexek
koziil csak a [Mn(L?)]-komplex esetén talalhatd vizmolekula a fémion belsd
koordinacios szférdjaban, de a relaxivitas értéke még igy is elmarad az EDTA
vagy a CDTA ligandumok Mn(II)-komplexei relaxivitasatol (I1.6.1.1 tablazat).
Az [Mn(L*)]-komplex vizcsere sebessége (kex>”® = 2,8x10° s) az egyik
legnagyobb, az eddig k6z6lt Mn(IT)-komplexek koziil.’

A bemutatott szdmos nyiltlanct ligandum koziil egyik sem rendelkezik
olyan mutatokkal a termodinamikai stabilitas, inertség €s relaxivitas terén,
melyek alkalmassa tennék az in vivo alkalmazasra. De a transz-CDTA, PhDTA
¢s PyC3A ligandumok jo kiindulasi pontot jelenthetnek tovabbi ligandumok
tervezése soran. A PyC3A ligandum Mn(II)-komplexérdl azt tartjak, hogy ez

a ,,jové generacio”.”!
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11.6.2 Makrociklusos ligandumok Mn(Il)-komplexei

A nyiltlanct ligandumok Mn(II)-komplexeivel 6sszehasonlitva a
makrociklusos ligandumok  Mn(Il)-komplexei altalaban jobb MRI
kontrasztanyag jelolteknek tekinthetk, mivel tobbnyire nagyobb stabilitassal
¢s inertséggel rendelkeznek. Ebben a fejezetben, az irodalomban eddig
publikdlt makrociklusos Mn(Il)-komplexeket fogom bemutatni ¢és
csoportositani a ligandum iiregmérete €s a donoratomok szama alapjan. A
ligandumok réviditett nevének megfeleld szerkezeteket minden esetben a

fejezet végén talalhato abran mutatom be.

11.6.2.1 Makrociklusban harom donoratomot tartalmazo 9-tagu makrociklusos

ligandumok és szarmazékaik

A kilenc tagszamu, harom donoratomot tartalmazo ¢és kiilonbozo
oldallancokkal rendelkez6 makrociklusos ligandumok kis iiregméretiik alapjan
igéretes platformot jelentenek a Mn(Il)-ion szamara. Ezért szamos
triazaciklononan (TACN),”>” ENOTA (amely két NO2A egység etilén-
,hiddal” torténd osszekapcsolasaval vezethetd le)™ és diaza-oxaciklononan (9-
aneN>0) szarmazék Mn(I)-komplexét allitottak eld és jellemezték az elmult
évtizedekben (I1.6.2.1.1 abra).

Geraldes és mtsai. kozolték a [Mn(NOTA)]-komplex 'H-NMRD

72
»

profiljat,” melybdl egyértelmiien kideriil, hogy ez a komplex nem tartalmaz
vizmolekulat (¢ = 0). A relaxivitds ezért ebben az esetben csak a masodik és
kiils6szféras hozzajarulas eredménye. Az ENOTA ligandum esetén a képz6do
kétmagvi komplexben fémcentrumonként mar talalhaté egy-egy szabad

kotéhely a viz szdmara (¢ = 2, a kétmagva komplexre nézve).”* Balogh és
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mtsai. eredményei alapjan a kétmagva Mn(II)-komplex nagy termodinamikai
stabilitassal rendelkezik (log Kmor = 24,06). Ebbdl kdvetkezden fiziologias pH
érték koril teljes mértékben az [Mna(L)]-komplex van jelen. A komplex
rontgenszerkezete egyértelmiien bizonyitja a vizmolekuldk jelenlétét a fémion
belsé koordinacids szférajaban. Meglepd, hogy a komplex 'H-NMR
profiljaban kis térerénél (= 0,0024 T) talalhatdo egy masodik inflexids pont
(diszperzio) is. Ilyen viselkedést ezt megelézden csak a mangan aqua-komplex
esetében tapasztaltak. Ezt a jelenséget a szerzOk a Mn-H,, tavolsag
rovidiilésével vagy az elektronrelaxacios id6 ndvekedésével magyarazzak.

A Mn(Il)-komplexek hidratadcidos szamanak novelése érdekében a
legtobb Gd(III)-ion komplexalasara eléallitott ligandum esetében csokkenteni
kell a kelator koordinaciéra képes donoratomjainak szdmat. Drahos és mtsai.
egy 1) megkozelitést javasoltak ennek megoldasara. Olyan 1j, harom
donoratomot tartalmazo 9-tagti makrociklusos ligandumokat allitottak elo,
ahol a gylirliben taldlhatd egyik N-atomot O-atomra cserélték.”> Ezen
ligandumok igy csak két oldallanccal (karboxil, foszfonat és fenilfoszfinat
funkcids csoportok) rendelkeztek, ami biztositott egy szabad kotohelyet a
vizmolekula szamara a komplexben. A  fenilfoszfinat-szarmazék
Mn(Il)-komplexében a Mn(Il)-ion hatos koordinacidos szammal (CN = 6)
rendelkezett, de szilard allapotban a komplex dimerként van jelen és a
rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezete nem mutatott a fémionhoz
koordinalodé vizmolekulat. Ugyanakkor a kelat vizes oldatban az olddszer
7O-NMR jelének kémiai eltolodds adatai alapjan a 9-aneN.O-2A
Mn(II)-komplexe esetében egyensuly all fenn az ,,egyvizes” és a ,kétvizes”
specieszek kozott (a CN = 6, ill. 7), és a komplex vizcsere sebessége extrém
gyors (ke?®® = 1,2 x10° s7). A foszfonat-szarmazék esetén viszont csak egy

vizmolekula taldlhaté a fémionhoz koordinaldodva €s a vizcsere sebessége is
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két nagysagrenddel kisebb, mint azt a foszfinatcsoportokat tartalmazo
komplex esetében tapasztaltak (kex”® = 1,2x107 s™).

A donoratomok szdma nem csak a gytiriiben taldlhatd donoratomok
mindségi cseréjével csokkenthetd, hanem az oldallincok szamanak
oredukalasaval” is. A NOTA esetében ilyen megkozelitéssel az NO2A
ligandumhoz jutunk. A két acetatcsoporttal rendelkez6 NO2A ligandumot
Lazar és mtsai. mar 2000-ben eléallitottdk és meghataroztdk a Mn(II)-ionnal
képz6doé komplexének stabilitasi allanddjat (log Kmr = 11,56, 0,1 M KCl),7* de
a komplex inertségére €s relaxivitasara vonatkozdan nem talalhatok adatok az
irodalomban.

2016-ban Arsénio de Sa és mtsai. harom NO2A-szadrmazékot allitottak
el és vizsgaltak a képzddd Mn(Il)-komplexek termodinamikai stabilitasat és
relaxacids tulajdonsdgait (NODAHep, NODABA és NODAHA).”” A
tapasztalatok alapjan a képz6dé Mn(Il)-komplexek latszolagos stabilitdsi
allandéja (pH = 7,4, [Mn] = 10° M, [L] = 10° M) kisebb, mint a NOTA
ligandum komplexének megfeleld értéke (rendre, 7,35, 7,09, 7,41 vs. 11,8).
7O-NMR  mérésekkel alatdmasztottdk, hogy a Mn(II)-komplexek
tartalmaznak vizmolekuldt a mangan belsé koordinacios szférajaban ¢és a
kelatok vizcsere sebességei ,,a lassutdol a kozepes” vizcsere sebesség
tartomanyba esnek, ill. nagy rotacios korrelacios iddvel jellemezhetok. A
Mn(II)-komplexek esetében tapasztalt nagy relaxivitas értékek is valosziniileg
ezen paraméterrel Osszhangban adodtak kimagasloan nagynak (4,7 — 5,8
mM's?, 0,49 T és 25 °C) a ¢ = 1 komplexek kdrében.

Egyszeresen helyettesitett triazaciklononan-szarmazék ligandumra is
talalhaté példa az irodalomban (Hnompa ligandum), melyben a makrociklus
egyik N-atomjahoz egy bidentat pikolinatcsoport kapcsolodik.”® A ligandumot
¢s Mn(Il)-ionnal képz6dé komplexét csoportunkban Molnar €s mtsai.

részletesen tanulmanyoztak. A Mn(Il)-komplex rontgendiffrakcids szerkezete
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alapjan egyértelmii, hogy a komplex olyan dimerként kristalyosodik, melyben
a Mn(Il) koordinacidés szama hét (CN = 7, a ligandum 6t donoratomja, egy
vizmolekula és egy szomszédos komplex karboxilatcsoportja koordinalodik a
fémionhoz). A komplexre jellemzd disszociacid felezési idejét semlegeshez
kozeli pH-n foként a komplex spontan disszociacioja hatarozza meg, ami t1, =
0,15 percnek (pH = 7,4 és 1x10° M Kkicseréld fémion koncentracidjaval
szamolva) addodik. Ezen rovid felezési id6 alapjan a komplex nem tesz eleget
a kontrasztanyagokkal szemben tdmasztott kovetelményeknek, annak ellenére
sem, hogy a komplex relaxivitasa a koordinalt vizmolekulanak k6szonhetden
az egy vizmolekulat tartalmazé komplexekre jellemzé értéktartomanyba esik
(r1p = 3,32 mM!s!). Az 'TH-NMRD és '"O-NMR mérések eredményei azt is

megmutattdk, hogy a komplex vizcsere sebessége gyors (kex>”® =2,8 x 10° s71).

COOH HOOC
/T N\
N / N\
HN NH N NN ) HN O NTI
Q_% <\N\) K/N Q_H_) N_
HOOCJ \\COOH HOOC
TACN ENOTA Hnompa
e SN N / N\
HOOC™ ™N _N) COOH RN ONTR
y o
R
NO2A R=H 9-aneN20 R;=R,=H
NOTA R = -CH,-COOH 9-aneN202A R, =R, = -COOH
NODAHep R=-"">">"X 9-aneN20-2P  R; = R, = -P(OYOH),
NODAHA R=."~~_CO0CH 9-aneN20-2PPh R, =R, = -P(O)(Ph)(OH)

NODABA R = /_@ COOH

11.6.2.1.1 abra: Kilenctagi makrociklusos ligandumok szerkezeti képletei

11.6.2.2 Makrociklusban négy donoratomot tartalmazo 12-tagu makrociklusos

ligandumok és szarmazékaik
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A Mn(Il) komplexdlasanak  szempontjaboél  legfontosabb
ligandumcsalddot a 12-tagt, makrociklusban négy N-atomot tartalmazo
ciklén ligandum és szarmazékai alkotjak (11.6.2.2.1 abra). Nagy denticitasa
ellenére a 8-fogh DOTA ¢és négynél kevesebb oldallanccal rendelkezd
szarmazeékai (DO3A, cisz-DO2A vagy transz-DO2A szarmazék ligandumok)
a legszélesebb korben tanulmanyozott ligandumok koz¢ tartoznak. Geraldes €s
mtsai. a [Mn(DOTA)]*-komplex 'H-NMRD profil vizsgalata alapjan
megallapitottak,”” hogy ebben az esetben sem taldlhatdo kozvetleniil a
fémionhoz koordinal6do vizmolekula és a mért kis relaxivitas érték jorészt a
kiils6 szféras hozzajarulasokbol adodik (ami jo 6sszhangban van azzal, hogy
szilard  fazisban a [Mn(H.DOTA)]*-komplex szerkezetében sem
koordinalodik vizmolekula a fémionhoz”). 2011-ben Drahos és mtsai.
vizsgaltadk a [Mn(DOTA)]*-komplex kinetikai viselkedését Zn(II)-ionnal
lejatsz6do fémcsere reakciok segitségével. Ezen vizsgalatok eredményei
alapjan a komplex fiziologids koriilmények kozott szamolt (pH = 7,40, czaary =
1x10° M, 25 °C) felezési ideje 1037 6ra. Igy tehat a DOTA ligandum j6 alapot

szolgaltat jovébeni Mn(Il)-komplexek tervezéséhez,**

de a komplex
relaxivitdsa finombeallitast igényel.

Wang és Westmoreland a koordinaciés szam (CN) és a relaxivitas
kapcsolatat vizsgalta kiilonb6z0 DOTA-szdrmazék ligandumok Mn(II)-
komplexe esetén.” A DOTAM ligandum  Mn(II)-komplexének
rontgenszerkezete alapjan a ligandum nyolcfoguként koordinalodik, igy telitve
a Mn(II) bels6 koordinacios szférajat, ebbdl eredden a relaxivitas értéke is kicsi
(r1p = 0,96 mM's). A hétfogih DO3A-szdrmazékok esetében (pl. a DO3AM
¢s a DO3AM-cyOH ligandumok) a Mn(Il) koordinacids szdma hetes (CN =
7), de a g értéke ezekben a kelatokban is nulldnak adodik.

Amorim ¢és  mtsai.  1988-ban  eldallitottak  egy  olyan

DOTA-szarmazékot, melyben az egyik N-atomot O-atomra cserélték
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(ODO3A).* Meghataroztak az ODO3A ligandum szamos alkalifoldfémmel és
atmenetifémmel (Mn(Il)-ionnal is) képzddd komplexének stabilitasat és
megallapitottak, hogy a komplexek termodinamikai stabilitdsa elmarad ugyan
a megfeleld6 DOTA-komplexek stabilitasatol, de igy is megfeleléen nagy
stabilitassal rendelkeznek (log Kvint = 16,09, I = 0,1 M MesNNO3).

A transz-DO2A ¢és a kétszeresen protonalt DOTA (H2DOTA)
ligandumok Mn(II)-komplexeinek rontgenszerkezete ismert az irodalomban,
ami hatos koordinacioju Mn(II)-ionokat mutat mindkét kelatban (CN = 6). A
két komplex esetében tehat még nem talalhatd fémionhoz kotott vizmolekula,
amit a komplexek kis relaxivitasa is aldtdmaszt, rendre 1, = 1,5 mM's™! (0,49
T é 25 °C)* és rp = 32 mM'lst (049 T és 37 °O)”. A
[Mn(H.DOTA)]*-komplex esetében tapasztalt nagy relaxivitds a protonalt
karboxilatcsoport hozzdjarulasanak eredménye. A cisz-DO2A szarmazék
Mn(II)-komplexérdl®' Rolla és mtsai. igazoltak, hogy a kelat oldatban két
izomer formaban taldlhaté meg, melyek a koordinalt vizmolekulak szdmaban
kiilonboznek. Kisebb mennyiségben a ¢ = 0 komplex talalhaté oldatban, 90%-
ban a heptakoordindlt (¢ = 1) izomer van jelen. Ebbdl ered6en a komplex
relaxivitasa (1, = 2,1 mM's1, 0,49 T és 25 °C) nagyobb, mint azt a transz-
szarmazek esetében tapasztaltak. Az oldallancok tovabbi csokkentése a DO1A
ligandumot eredményezi, melyet Rolla és mtsai. allitottak el6 €s jellemezték a
Mn(II)-komplexét.*! Ebben a komplexben a Mn(II)-koordinacids szdma hat
(CN = 6), melyben a fémiont egy vizmolekula is koordinalja (¢ = 1). Ezzel
osszhangban a [Mn(DO1A)]"-komplex relaxivitasa nagyobb, mint az el6zbleg
emlitett DO2A-szdrmazékoké (r1, = 2,4 mM's™!, 0,49 T és 25 °C) és vizcsere

298 = 6,0x10%s") is 6tszor nagyobbnak bizonyult, mint

sebességi allandoja (kex
amit a [Mn(cisz-DO2A)]-komplex esetén mértek (kex?”® = 1,13x10%s).

A 2000-es évek elején Aime és mtsai. az EDTA-BOM-szarmazékok

crer
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rendelkez6 DO3A(BOM)s ligandumot.” A ligandum Mn(II)-komplexe nem
tartalmaz vizmolekulat, eldallitdsaval csak a kiils6 szféras hozzajarulast
jellemzo paraméterek meghatarozasa volt a cél.

Drahos ¢és mtsai. 2011-ben a 12-pyNs makrociklus (piklén, ami az
1,4,7,10-tetraazaciklododekan makrociklus egyik N-atomjanak piridingytriibe
torténd ,.kényszeritésével” vezethetd le) acetdt (12-pyNsA) €s metilfoszfonat
(12-N4P) oldallancokkal funkcionalizalt szarmazékait allitottak eld és

jellemezték a Mn(I1)-ionnal képz8dd komplexeket.®?

Rontgenkrisztallografias
vizsgalatok mindkét esetben hatos koordinacios szammal rendelkezé (CN = 6)
Mn(Il)-komplexeket igazoltak, ami a ligandum 6t donoratomjanak és egy
vizmolekula oxigénatomjanak koordinacidjat jelenti. '"O-NMR mérések
alapjan mindkét komplex extrém gyors vizcsere sebességgel rendelkezik,
tovabbd az acetat-szarmazék ezen értéke kozel kétszerese a foszfonat-
szarmazék vizcsere sebességének (ke?®® = 3,03x10° és 1,77x10° s1). A
relaxivitds érték mindkét esetben elmaradt a tipikusan egy vizmolekulat
tartalmazd komplexekre (pl. [Mn(EDTA)]*) jellemzd értéktdl ([Mn(12-
pyNsA)": r1p=2,38 mM!s™!; ([Mn(12-pyN4P)]": r1p= 2,84 mM s,
Csoportunkban Toth-Molnar E. vizsgalta az egy pikolinat oldallanccal
rendelkezd ciklén-szarmazékot (dompa ligandumot), ami potencialisan hat
donoratomot tartalmaz. A komplex latszolagos stabilitasi allandoja (pH= 7.4,
cvn=  1x10%,  ¢c= 1x10° M) nagymértékben  csokkent a
[Mn(DOTA)]*-komplex megfeleld értékéhez képest (pMn = 9,07 vs. 14,23
0,15 M NaCl). A disszociacios kinetikai vizsgaltok alapjan pH = 7,4 és 1x107°
M kicseréldé fémion koncentracid6 mellett szamolt felezési 1d6
nagysagrendekkel kisebb, mint azt a megfeleld6 DOTA-komplex esetén
tapasztaltak (¢12, =0,16 vs. 1037 6ra). A Mn(Il)-komplex relaxivitasa ri,= 1,50

mM s -nek adddott, ami a koordinalt vizmolekula tavollétét igazolja (az

70-NMR adatokkal sszhangban).’®
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Az MRI alkalmazas szempontjabol legfontosabb paraméterek nem
valtoznak abban az esetben sem, ha a makrociklus iiregméretét 12-tagszamrol
14-re noveltek (1,4,8,11-tetraazaciklotetradekan, tempa ligadum), de a
komplex stabilitasa lényegesen csokkent.”8

Forgacs ¢s mtsai. a Ln(III)-ionok esetében a kinetikai inertség
hangolasdra mar bevalt moédszert alkalmaztak a cisz-DO2AM ligandum
tervezésekor/eldallitasakor.®®> Habar a  [Mn(cisz-DO2AM)]**-komplex
termodinamikai stabilitasa (log Kmnr = 12,64) két log egységgel kisebb, mint
azt a [Mn(cisz-DO2A)]-komplex esetében tapasztaltuk (ezen dolgozat részét
képezi), de a fémioncsere reakciok jellemzése alapjan becsiilt disszociaciora
jellemzo felezési id6 egy nagysagrenddel nagyobbnak addodott (z12 = 556 vs.
49,4 6ra). Nem sokkal késobb tovabbi két olyan 1,4-DO2AM-szarmazék
szintézisét ¢s Mn(II)-komplexeinek a vizsgalatat is elvégezték, melyek két-két
benzilcsoportot tartalmaztak: az 1,4-BzDO2AM ligandum esetén a
benzilcsoportok a makrociklus két szabad N-atomjahoz kapcsolddtak, mig a
1,4-DO2AMBz ligandumban az amid oldallanchoz. Mind a két ligandum
Mn(II)-komplexe nagy egyensulyi allandoval jellemezheté adduktumot képez
a HSA-val. A HSA-val vald kolcsonhatds egyensulyi allanddja a [Mn(1,4-
BzDO2AM)J**- és [Mnl,4-DO2AMBz)]**-komplexekre rendre 3,9%10° és
2,0x10° M. A fehérjével vald kolcsdnhatas ndveli a komplex rotacios
korrelacios idejét, ami a komplex relaxivitdsanak a novekedését
([Mn(1,4-BzDO2AM)]**-komplex Flp = 3,8 VS. 18,5 és
[Mn(1,4-DO2AMBZz)]**-komplex 71, = 3,5 vs. 27,4 mM's™!) eredményezi (a
cisz-DO2A ligandummal val6 analégia alapjan feltételezik, hogy oldatban

90%-ban az az izomer van jelen, ami tartalmaz koordinalt vizmolekulat).
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12-pyN,A R, = R, = HR;=-CH,-COOH |‘O
12-pyN,P R, = R, = H Ry = -CH,-P(O)(OH),

11.6.2.2.1 abra: A 12- és 14-tagi makrociklusos ligandumok szerkezeti képletei

11.6.2.3 Makrociklusban ot vagy t6bb donoratomot tartalmazo 15-, 16-, 17-,

18-tagu makrociklusos ligandumok és szarmazékaik

A két vizmolekulat tartalmazoé Mn(I1)-komplexek kiilonboz6 szerkezeti
motivumokat tartalmazd aza vagy aza-oxa koronaéter ligandumokkal
alakulhatnak ki. Ezekben az esetekben a makrociklusban talalhat6
donoratomok ekvatorialis sikban koordinaljdk a fémiont. Ezekben a
kelatokban két vizmolekula axialis pozicioban helyezkedik el, ami
Osszességében pentagonalis bipiramisos szerkezetet (CN = 7) jelent. A
makrociklus merevsége/mérete €s a komplex térszerkezete/hidratacios foka (g)
kozotti kapcsolatot 1992-ben Jackels ¢és mtsai. mar tanulmanyoztak
[X]pydienNy (X: makrociklus tagszama, y: nitrogének szama a gytriiben)
tipust ligandumok Mn(II)-komplexeinek bevonasaval €s arra a megallapitasra

jutottak, hogy a varakozasoknak megfelelden a koordinalt vizmolekulak szdma
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linearis Osszefiiggést mutat a kis térerdn mért relaxivitas értékekkel.** A
bemutatott ligandumok szerkezeti képletei a 11.6.2.3.1 4abran lathatok.

Az ESR spektrumok alapjan oldatban és szilard allapotban a hét
donoratommal rendelkezdé (NH:Et)>-15-PyNs ligandum Mn(II)-komplexének
pentagonalis bipiramisos szerkezete van.* Ezen komplex leheté legkisebb
térerdn (0,00023 T) mért relaxivitas értéke fele, mas olyan t6ltéssel rendelkezd,
kiils6szféras komplex relaxivitas értékének, ahol ¢ = 0 (pl. DTPA, DOTA ¢és
NOTA ligandumok Mn(IT)-komplexei).

A ligandum szerkezetének merevsége hatassal van a kialakulé komplex
térszerkezetére is. A piridingylriit nem tartalmazo 6tfogi 15-aneNs ligandum
sokkal flexibilisebb, mint az el6bb emlitett piklén tipusu ligandum €s ebben az
esetben a kialakuld6 komplexben a Mn(II) koordinaciés szdma hat (CN = 6,
ESR spektrum alapjan) és tartalmaz egy fémionhoz koordinalodé vizmolekulat
(g = 1).* A relaxivitas térer6 fliggése (NMRD profil) alapjan erre a komplexre
nézve g = 1 és a komplex relaxivits értéke kozel 2,5-szerese (11 =2,3 mM™'s,
24 MHz és 25 °C) a (NH2Et)>-15-PyNs ligandum Mn(II)-komplexének (1 =
0,92 mM s, ahol a relaxivitas érték tisztan kiils§ szféras hozzajarulasbol
ered (I1.6.2.3.1 tablazat).

Jackels és mtsai. kapcsolatot kerestek a makrociklusok iiregmérete
(ezaltal a komplexek szerkezete) és a Mn(Il)-komplexek relaxivitas értékei
kozott a kovetkezd ligandumok felhasznalasaval: 15-pydienNs, 16-pydienNs,
17-pydienNs, 18-pydienNs, 15-pyaneNs és 16-pyaneNs* Az ESR és
vezetOképességi mérések alapjan hetes koordinacidos szamot (CN = 7)
feltételeztek a Mn(I)-ion koriil egy pentagonalis bipiramisos szerkezetben.
Két vizmolekula van axialis helyzetben a 15-pydienNs, a 16-pydienNs, a 15-
pyaneNs ¢és a 16-pydienNs ligandumok Mn(II)-komplexeinél, mig a
(NH2Et)>-15-pydieneNs Mn(Il)-komplexénél két amincsoport van axialis
pozicioban. A 17-pydienNs, 18-pydienNs ¢és 15-aneNs ligandumok
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komplexeiben a Mn(II)-ion koordinacidés szama hat, ami a ligandum ot
donoratomjabdl és a fémiont koordinald egy vizmolekulabol (g = 1) tevodik
Ossze. A relaxivitas értékek a gyliri méretének novekedésével csokkennek. A
kettds kotések (aromas gytri és kettds kotések) szamdban kiilonbozo
Mn(15-pydienNs)]*- és a [Mn(15-pyaneNs)]*"-komplexek esetében kis
térerdn mért relaxivitas értékek kozott koriilbeliil 20% eltérés tapasztalhat6 (a
Mn(15-pydienNs)]*"-komplex rendelkezik nagyobb relaxivitdssal). Habar
mind a két komplex esetén két vizmolekula koordinalodik a fémionhoz. Sokkal
szembetiindbb a kiilonbség a [Mn(15-aneNs)]*"-komplex esetén, amely
kortilbeliil 45%-al kisebb relaxivitassal (korrigalva a koordinalt vizmolekulak
szamaval) rendelkezik, mint a Mn(15-pydienNs)]*"-komplex (11.6.2.3.1
tablazat).

11.6.2.3.1 tablazat: Néhany 15-, 16-, 17- és 18-tagut makrociklusos ligandum Mn(II)-
komplexének koordinacios szama (CN), hidratacios foka (g) és relaxivitasa (1, 0,56 T és 25
OC)

MnL-komplex r (mMs) q CN
[Mn(15-pydienNs)]?* 215 f(’fgzb 4T) 2 7
[Mn(16-pydienNs)]** 20,5 (0"02 ATy 2 7
[Mn(17-pydienNs)]?* 145 ?6?3; 4T) 1 6
[Mn(18-pydienNg)]** 10,5 (0"02 4T)¢ 1 6
[Mn(15-pyaneNs)]** 17.5 (0"02 ATy 2 7

[Mn(15-aneNs)]** 6.5 ((i’gza 4T) 1 6
[Mn((NH:Et);-15-PyNs)]** 2.0 (%”%32 Ty 0 7

aRef. 86; " Ref. 85; ¢ Ref. 84 cikkben kozolt NMRD gorbék alapjan altalunk becsiilt relaxivitas
értékek 7'=35 °C-on
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A relaxivitas homérsékletdl valo fliggésébol arra kovetkeztettek, hogy
ezekben a komplexekben a vizcsere sebesség a gyors csere tartomanyban van.
A 15-aneNs, 15-pydienNs, 15-pyaneNs és 15-pyNs Mn(II)-komplexei vizcsere
sebességét csak késdbb hataroztak meg '’O-NMR spektroszkopia segitségével
Dees és mtsai.”’, és az eredmények alapjan a vizcsere sebességek a kozepes
csere sebesség tartomanyba esnek (kex””® = 1,6 — 5,8%107 s™1). A kis aktivalasi
paraméter értékek alapjan az feltételezhetd, hogy a vizcsere disszociativ titon
jatszodik le. A vizsgalt komplexek nagy termodinamikai stabilitassal
rendelkeznek.

Drahos és mtsai. 2010-ben®® két piridin-tartalma Mn(II)-komplex
(15-pyN3O> ¢és 15-pyNs) atfogd vizsgalatat végeztek el (egyensuly,
disszocidcioskinetika, szerkezet ¢és relaxacidés  tulajdonsagok). A
Mn(II)-komplexek rontgenszerkezete egyértelmiien bizonyitotta a Mn(II)-ion
hetes koordinacids szamat (CN = 7) a komplexben, a ligandum donoratomjai
mellett két vizmolekula is koordinalodik (¢ = 2). Meglep6 modon azt
tapasztaltdk, hogy a 15-pyN3O> ligandum Mn(II)-komplexének vizcsere
sebessége bizonyult a legkisebbnek az eddig vizsgalt mangan(Il)komplexek
koz6tt (kex?®® = 3,8%10°), ami tizenheted része a 15-pyNs-szarmazék esetében
tapasztalt értéknek. Ezt a kiilonbséget a f€mionhoz koordinal6d6 vizmolekula
hidrogénatomja ¢és a makrociklus O-atom(ok) kozott létrejovo
hidrogénkotésnek tulajdonitottak. A kis pozitiv aktivalasi energia érték a
[Mn(15-pyNs)]**-komplex esetén disszociativ Giton lezajlo vizcserére utal, de
a kozel nulla aktivalasi paraméterekkel rendelkezd
[Mn(15-pyN302)]*>"-komplex esetében inkabb a két véglet (az asszociativ (A)
¢s disszociativ (D)) kozott talalhatd ,,pure interchange” vizcserét valoszintisitik
a szerzOk. A makrociklusban talalhatd6 N-atomok O-atommal torténd
helyettesitése a komplex stabilitdsi allandojanak jelentds csokkenését

eredményezte (log Kimn(15-pynsyp+ = 10,89 vs. log Kimn(i5-pynzo2)p+ = 7,18). A
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[Mn(15-pyN302)]*"-komplex disszocidcidja pH = 6 alatt tal gyorsnak
bizonyult ahhoz, hogy a rendelkezésre allo6 modszerekkel disszociacios
kinetikai adatokat gytijtsenek a komplexrdl, de a [Mn(15-pyNs)]**-komplex
esetén a kapott sebességi allandok felhasznalasaval fiziologias koriilmények
kozott (pH = 7,4 és 1x10° M [Zn(I)]) szdmolt felezési id6 11,4 dranak
adodott.

® ®
— —
TN Y N
ﬁN N\ NH HN, NH HN,
c ci N R ——
(CHy), (CHy), NH HN NH HN
\ / —/ \ 7/
(CHpy (CHy.
ab R 15-aneNg c
22 H 15-pydieneNs 2 15-pyaneNs
23 H 16-pydieneNs 3 16-pyaneNg
32 H 17-pydieneNy
2 2 NHpEt (NH,Et),-15-PyNs
X X
‘ — ‘ —
N r N
NH HN N N
(P (e
NH I HN
K/N\)
X 18-pydieneNg
NH  15-pyNs

(0] 15-pyN3O,

11.6.2.3.1 abra: A 15-, 16-, 17- és 18-tagt makrociklusos ligandumok szerkezeti képletei

11.6.3 Mas tipusu ligandumok Mn(Il)-komplexei

Az eddig emlitettektél eltérd, alapvetden mas szerkezetl
komplexképzok vizsgalatat bemutatd tanulmanyok csak kis szamban jelentek
meg eddig az irodalomban. Erdekesnek szamitanak a Botta és mtsai. 4ltal
vizsgalt AAZTA-szarmazékok. Ezek a ligandumok két szubsztitualt N-atomot
tartalmazo héttagti gytirtibdl és egy, a gylrithoz kapcsolodd exociklusos
N-atombol allnak, amely ugyancsak tartalmaz a fémionok megkotéséért

felelés donorcsoportokat. Az ilyen komplexképzdoket (melyek nyiltldnca és
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makrociklusos fragmenst egyarant tartalmaznak) ,hibrid” ligandumoknak
tekinthetjiik, melyek fémkomplexei (els6sorban Ln(III), Sc(IIl) és Ga(Ill)-
ionok) igéretes tulajdonsagokat mutatnak az orvosi felhasznalas
szempontjabol.**! A kovetkezd harom szarmazék AAZ3A, MeAAZ3A és
AAZ3MA (11.6.3.1 abra)®* esetén a szerzOk hetes koordinaciés szamt (CN =
7) komplexek képzddését javasoltak, de kézzelfoghatd szerkezeti informaciot
nem mutattak be a Mn(Il)-komplexekre vonatkozéan. Az NMRD profilok
elemzése alapjan a komplexek relaxivitasa a kovetkezd sorrendben csdkken:
AAZ3A, MeAAZ3A és AAZ3MA (rendre: 1 = 2,49, 2,01 és 1,90 mM's!). A
relaxometrids és '"O-NMR mérések azt jelezték, hogy oldatban az egy
vizmolekulat és a koordinalt vizet nem tartalmazd komplexek vannak
egymassal egyensulyban. A hidratacids fok (g) az exociklusos aminocsoport
(nem a gytiriben 1év0 N-atom) szubsztitualtsagatol fligg és az AAZ3A, az
MeAAZ3A, valamint az AAZ3MA ligandumok Mn(II)-komplexei esetén
rendre 0,64, 0,32 és 0,24-nek adoédott. A komplexekre jellemzd vizcsere
sebesség értékek kex, 4,7 - 13,3x107 s' kozott valtoztak. Az AAZTA
ligandummal képz6dé Mn(Il)-komplexre vonatkozoéan csoportunkban
megallapitottdk, hogy a komplex labilitdsa miatt nem alkalmas in vivo
alkalmazasra (12 = 0,7 vs 0,076 ora, rendre a [Mn(AAZTA)]>- és
[Mn(EDTA)]*-komplexre vonatkozoan, pH = 7.4 és 1x10° Zn(II)-ion
koncentracié mellett szdmolva).?

Ebben a fejezetben kell megemliteni, egy a kozelmultban Phukan és
mtsai. altal k6zo1t” a hibrid ligandumok k6zé tartozo komplexképz6t a pmpa-t
is (I1.6.3.1 &bra). Ennek Mn(II)-komplexe két vizmolekulat tartalmaz és ezzel
0sszhangban nagy relaxivitassal rendelkezik (71 = 5,88 mM's™!, 1,41 T, 25 °C
¢s pH = 7,4), valamint termodinamikai stabilitasa meghaladja a

[Mn(EDTA)]*-komplex megfeleld értékét (log KvnL = 14,29 vs. 13,88%).
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/U\m/v\ ,—\  COOH

H00C™ >N N COOH HOOC” N N~ >CooH
7N
R—N HN —N
R, HOOC'
HOOC
AAZTA  R;=R,= -CH,-COOH AAZ3MA pmpa

AA73A  R,=HR,~-CH,-COOH
MeAAZ3A R,=-CH; R,=-CH,-COOH

11.6.3.1 abra: A fejezetben bemutatott ligandumok szerkezeti képletei
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III. ALKALMAZOTT ANYAGOK, MODSZEREK
ES KISERLETI KORULMENYEK

ITL.1 A vizsgalt ligandumok és fémkomplexeik egyensilyi jellemzése

Munkank soran a vizsgalt ligandumok protonalodasi és Mn(II)-ionnal
képz6dd komplexeinek stabilitasi és protonalodasi allandoit jellemzden
kozvetlen pH-potenciometrias modszer segitségével hatdroztuk meg. Azokban
az esetekben, ahol a komplex lassu képzddése vagy éppen nagy
termodinamikai stabilitdsa nem tette lehetové ezen technika alkalmazasat ott
UV-lathato spektrofotometriat vagy 'H-NMR relaxometriat (77 vagy T»
relaxacidés 1d6 mérése a pH/savkoncentracido fiiggvényében) alkalmaztunk.
Szamos komplex képzddése nagyon lasst volt és igy kozvetlen kdvetése
koriilményes lett volna. Ezekben az esetekben 0,5 - 1,0 cm’® térfogata
kiilonmintakat készitettem és ezen mintak pH-értékeit, valamint relaxivitas
értékeit (Mn(II)-komplexek esetén) az egyensuly varhatd (kontroll mintaval
ellenérzott) beallasat kovetden mértiik.

A fémkomplexek stabilitasi allandoinak meghatarozasdhoz sziikséges
a ligandumok protonalddasi alland6inak ismerete. Ezt altalanosan a kovetkezo

modon definialjuk:

H,_;L+ H* —— H,L
[H;L]
Kh=————— i=1-6 . 1.1
IR AR a0

ahol, a [HiL], [Hi. L] és a [H] a HiL, Hi.iL protonalt ligandumok és a H"-ionok

egyensulyi koncentracioit jelolik.
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rrrrr

stabilitasi allandoinak meghatarozasdra. Az ML komplexek stabilitasi
allandojat a kovetkezd egyenlettel definidljuk:
M+ L ——ML

ML
Ko = IMITL]

(111.1.2)

A TII.1.2 egyenletben az [M], [ML] és az [L] rendre az M(II) fémionok,
az ML komplexek ¢és az L ligandumok egyensulyi koncentraciéit jelolik.

A fémion ¢és a proton kompeticidba 1€ép a ligandumért, de kis
pH-értéken a protonalt komplex képzddése is bekdvetkezhet. A komplexek

protonalodasi allandoit altalanos alakban a kdvetkezd modon definialjuk:

MH;_,L + H* =<——=MH,L

KHi—& i = 1vagy2 (I11.1.3)
ML [MH;_, L][H] &y -

ahol, [M(H;L)] és [M(Hi.1L)] a protonalt komplexek koncentracioja.

Nagyobb pH értékek esetén bekovetkezhet a gyengén koordinalodo
donoratom hidroxidionnal (OH") torténd helyettesitése, vagy a fémionhoz
kozvetleniil koordinal6odo vizmolekula deprotonalddasa is. A képzddo vegyes

hidroxidokomplexek stabilitasat a kovetkezd egyenlettel fejezziik ki:

M+ L+ OH- =——= ML(OH)

[ML(OH)]

BmLH_, = MIILIOH] (111 1.4)

A pH-potenciometrias titralasok soran a vizsgalt mintak 6ssztérfogata 5

vagy 6 ml (a rendelkezésre all6 ligandum filiggvényében) volt és az
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ionerdsséget (I = 0,15 M NaCl) és a hdmérsékletet (7' = 25,0+0,2 °C) kozel
allando értéken tartottuk. A titralast minden esetben NaOH mérdoldattal (0,15
— 0,20 M) végeztiik 2 — 3 mM ligandum koncentracié alkalmazasaval pH =
1,75 — 12,0 tartomanyban (csapadékképzddés esetén a csapadék megjelenése
elotti adatparokat hasznaltuk szdmoldsainkhoz). A ligandum torzsoldatok
koncentraciéjanak meghatarozasat pH-potenciometrids titralassal MnCl,
felesleg (5 — 10-szeres) alkalmazasa mellett mért és a MnCl, tavollétében
kapott titralasi adatokbol végeztiik el. A dolgozatban bemutatott ligandumok
Mn(II)-ionnal képz6dd komplexeinek stabilitasi allandoit 1:1 fém ligandum
aranynal hataroztuk meg. Ha a komplex képzOodésének sebessége nem tette
lehetové a pH-potenciometria alkalmazasat, akkor ugyanilyen arany mellett
osszeallitott  kiilonmintak segitségével 'H-NMR relaxometrias és pH-
potenciomertrias technika kombinacidjaval hataroztuk meg a stabilitési
allando értékét (a kisérleti eredményeknél jelolve van a meghatarozas modja).
A ligandumok protonalodasi és a mangan(Il)komplexek protondlodasi,
valamint stabilitasi és vegyes hidroxidokomplexek stabilitasi allandoit 50 - 180
pH — ml adatpér felhasznalasaval szdmoltuk a pH-potenciometrias gorbékbdl
a pH = 1,75 — 12,0 tartomanyban. A kombinalt technika esetében 10 — 15
Flobs/F20bs — pH adatpart haszaltunk fel a pH = 2 — 4,5 tartomanyban (a mintak
egyensulyba allasara 4 — 7 napot vartunk, de a kell6 id6t relaxometridsan
ellendriztiik).

A pH-potenciometrias titralasokat Metrohm 888 Titrando automata
titratorral és Metrohm-6.0233.100 kombindlt iivegelektrod alkalmazéasaval
végeztik el. A mintdkat folyamatosan kevertettiik és N»-gazt buborékoltattunk
at rajta, hogy elkeriiljik a CO; beoldodasat a mintaba. Az elektrod
kalibralasahoz KH-ftalat (pH = 4,005) és borax (pH = 9,177) puffert
alkalmaztunk. A mért pH-értékekbdl a H'-ion koncentraciot az Irving és mtsai.

altal javasolt moédszerrel szamoltuk.”> Ehhez 0,02 M HCl-oldatot titraltunk
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(0,15 M NaCl) ismert koncentraci6ju NaOH-oldattal és a korrekcios faktor
értékét az igy kapott pH-érték (pH = 1,75 és 2,20 kozott) és a valos pH-érték
kiilonbsége adta meg, melyet figyelembe vettiink a szamoldsok soran. A
rendszerre jellemzd vizionszorzatot pedig, ugyan ezen titralasi gérbének a
lagos szakaszabol hataroztuk meg pH = 11,2 — 11,85 kozott (pKw =
13,75 - 13,83 tartomanyba esett).

A relaxometrids vizsgalatokat 0,49 és 1,41 T térerén mikodo Bruker
Minispec MQ20 ¢és Bruker Minispec MQ60 relaxométeren mértilk. A
bemutatott abrdkon 5 - 6 Ti, ill. 7> érték atlagoldsaval kapott értékeket
tiintettiink fel. Az adatok illesztéséhez a Mn(Il)-ion relaxivitds értékeit is
felhasznaltuk a vizsgalt térerdkdn (r1p, = 7,90 és 6,04 mM's™! rendre 0,49 és
1,41 T az r2p = 38,35 és 63,32 mM's”! rendre 0,49 és 1,41 T). A protonalodasi
¢s stabilitasi allandokat minden esetben a PSEQUAD program segitségével
szamoltuk ki.°¢

Az egyes komplexek Mn(II)-kotd képességének jellemzésére minden
esetben kiszamoltuk a komplexek pMn értékeit, amely a szabad, nem
komplexalt Mn(II)-ion koncentracidjat adja meg (pH = 7,4, cmn= cL = 1x107
M) a Téth és mtsai. altal javasolt koriilmények kozott (II1.1.5 egyenlet).®® A
nagyobb pMn érték nagyobb komplex stabilitast jelent és az érték alsd hatara
az 5,0, ahol nincs komplexképzddés (az alkalmazott koriilmények kozott). A

pMn értek a kdvetkezd képlettel szamolhato:

pMn = —log[Mn?*]¢,.pad (1. 1.5)

I11.2 A Mn(II)-komplexek fémion- és ligandumcsere reakcidinak kinetikai

vizsgalata

A vizsgalt makrociklusos ¢és nyiltlanci ligandumok Mn(II)-ionnal

képzett komplexeinek kinetikai inertségét fémioncsere reakciok segitségével
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vizsgaltuk. Ezeket a kicserélddési reakciokat spektrofotometrias ill. "TH-NMR
relaxometrias technikaval kovettem Cu(Il) vagy Zn(II) kicseréld fémion, ill.
CDTA ¢és DTPA kicseréld ligandum alkalmazasa mellett.

A Mn(IT)-komplexek Cu(Il)- és Zn(II)-ionnal, vagy az el6zdleg emlitett
kicseréld ligandumokkal lejatszodd cserereakcidinak sebességét a kicseréld
fémion/ligandum nagy koncentracidéjanak (10 - 40-szeres felesleg)
alkalmazasa mellett, a pH = 3,5 — 6,0 tartomanyban megfelel6 pufferek (DMP
logK>=4,18, NMP logK>" = 4,90) felhasznalasaval hataroztuk meg 25 °C-on.
A spektrofotometrias vizsgélatok soran a komplex koncentracioja 0,25 - 0,35
mM ko6zott valtozott, mig a relaxometrids vizsgalatok esetén Mn(Il)-kelatok

koncentracidja altalaban 1,0 - 2,0 mM volt a mintdban. Az altalunk kovetett

reakciokat a I11.2.1 és I11.2.2 egyenletekkel adjuk meg:

MnL + M(I) 5 ML + Mn(I) M(D:Zn(Il) vagy Cu(Il) (1L 2.1)
MnL+ L' 5 MnL' + L L':CDTA vagy DTPA (111.2.2)

Az mert Mn(II)-komplexek esetén csak kis pH-n volt lehetdségilink a
kinetikai paraméterek vizsgalatara, ahol a pszeudo-elsérendii koriilményeket a
H'-ion komplexhez viszonyitott nagy koncentracidjaval (0,1 - 1,2 M)
biztositottuk  ([Mn(PCTA)], [Mn(PC3AM")]**, [Mn(PC3AMSY)]" és
[Mn(PC3AMPP)]?").

Pszeudo-elsérendli koriilmények biztositdsa mellett a disszociaciora

jellemzo sebességi allando értékét az alabbi egyenlettel irjuk le:

d|MnL
—% = kops[MnL], (1IL. 2.3)
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ahol kobs @ pszeudo-elsérendii sebességi allando, az [MnL]; pedig az adott ¢
idépontban az [MnL] részecskék koncentracioja. A pszeudo-elsOrendii
sebességi allandok szamitasa a I11.2.4 egyenlet felhasznalasaval tortént, az
egyes kisérleti modszerekre jellemzd adatok (abszorbancia ¢és Ti,
spektrofotometrias, valamint 'H-NMR relaxometrids technika alkalmazasaval)

adott 7 id6pillanatban valé mérésével:

I, = I, + (I, — I;)e¥obst (1. 2.4)

ahol I, I,, és I; rendre a ¢ id6pillanatban, a reakcid kezdetekor, valamint az
egyensuly bedllasat kovetden meghatarozott abszorbancia vagy 7)1 értékeket
jelolik. A mérések kiértékelését Micromath Scientist szamitogépes program
2.0 verzidjanak segitségével végeztiik el (Salt Lake City, UT, USA).

Az elézdekben emlitett ,,in vitro” f€émcsere reakciok jo kozelitést adnak
ugyan a komplex szervezetbeli viselkedésérdl, de korantsem nyujtanak teljes
képet, mivel ezek a vizsgalatok nem 7,4 pH-értéken torténtek és a vérben
megtalalhaté bioligandumok (citrat, laktat foszfat és karbonat), fémionok
(Ca(Il) és Mg(I)), valamint tovabbi alkotoelemek (aminosavak, HSA,
transzferrin, coruloplazmin stb.) sem voltak jelen a vizsgalt mintaban. Ezért
egyes Mn(II)-komplexek vérszérumban (seronorm™ SERO) bekdvetkezd
disszociaciojat is vizsgaltuk pH = 7,4 értéken, 25, ill. 37 °C-on
([Mn(CD2A2AMPP)]- és a [Mn(CD2A2AM™®)]-komplexek esetén). A
disszociacios folyamat 'H-NMR relaxometrids technikdval egyszeriien
kdvethetd, mivel a komplexben kétott (r1=3,8 - 5,56 mM s, 0,49 T, 25 °C)
és a vérszérum alkotdelemeihez kotddd (1= 65,70 mM's™!, 0,49 T, 25 °C és
r1=57,66 mM's?, 0,49 T, 37 °C) Mn(II)-ion relaxivitasaban nagy kiilonbség

tapasztalhatd. Ezeket a reakciokat 5 ml térfogatban végeztiik €s tobbnyire 48
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oran keresztiil kovettiik (a mintavételezés stiriségét a disszociacios folyamat
sebességéhez igazitottuk).

A komplexek kinetikai inertségének legegyszeriibb 6sszehasonlitasi
modja, ha kiszamoljuk a komplexek disszocidciora jellemzo felezési idot (#1.2).
A dolgozatban altalaban pH = 7,4 értéken és 1 x 10° M kicserélé fémion
koncentraci6 alkalmazasa mellett szdmoltuk ki a kobs €rtékeket és a felezési ido

szamitasahoz a I11.2.5 egyenletet hasznaltuk fel.

In2

II.2.5

t =
1/2 kobs

IT1.3 A vizsgalt Mn(II)-komplexek relaxacios sajatsagainak elemzése

A vizsgalt komplexek relaxivitas értékét 0,49 és 1,41 T térerén mik6do
Bruker Minispec MQ20 és Bruker Minispec MQG60 relaxométeren mértem 25
és 37 °C-on, 0,4 vagy 0,3 cm’ oldattérfogatban, 1 - 2 mM komplex
koncentraci6 alkalmazdval. A 71 longitudindlis relaxacios iddket
magnesezettség inverzid modszerrel (,,inversion recovery” impulzus
szekvenciaval, 180°-1-90°), a T» transzverzalis relaxacios idoket pedig Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) szekvencidval hataroztam meg. A komplexek
relaxivitas értekét pH = 7,4 érték koriil (ahol, a komplexképzddés ezekben az
torzsoldattal valo titralassal (50 mM HEPES pufter, 7/ = 0,15 M NaCl és 25
°C). Az 1/Ti értékeket (r1) a Mn(Il)-ion koncentracidéjanak fliggvényében
abrazolva egymast metszd egyeneseket kaptunk, melyek koziil a [Ligandum]
> [Mn(II)] esetében az egyenes meredeksége megadja a kelat molaris
relaxivitdsat (71p). Azokban az esetekben, ahol a relaxivitas érték

meghatarozasa ettdl eltérden tortént, azt jeloltem a késdbbiekben.
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A relaxivitas értékeket néhany esetben HSA jelenlétében (0,05 mM, pH
= 7,4, HEPES pufferben) és szeronorm oldatokban egyarant meghatéaroztuk,
hogy minél pontosabb képet kapjunk a vizsgalt Mn(Il)-komplexek
kontrasztnoveld hatasarol €s fehérjékkel valo kdlcsonhatdsanak mértékérdl. A
HSA koncentracioja a mintaban 0,8 mM (ez megfelel a HSA vérszérumban

crcr

volt.

III.4 A [Mn(transz-DO2A)]- és a [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek redoxi

stabilitasanak jellemzése ciklikus voltammetrias technikaval

A DO2A-szarmazek ligandumok Mn(IT)-komplexeinek
redoxipotencial értékeit ciklikus voltammetria (CV) segitségével hataroztuk
meg.

A ciklikus voltammetrids mérés soran linedrisan valtoztatjuk a
munkaelektrédon a fesziiltséget egy kezdeti €rtéktdl (Ekeudei) egy elore

meghatarozott fesziiltség értékig (E»), ahol a pasztdzds iranya megfordul

(IIL4.1 4bra).””

Potencial (V)

E kezdeti

to t t ty t,
1dé (s)

I11.4.1 abra: A potencial valtozasa a ciklikus voltammetrias mérés soran

Ha a munkaelektrodon athaladd6 4&ramerdsséget a potencidl

fliggvényében abrazoljuk, akkor ciklikus voltammogramot kapunk. A 111.4.2
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abran egy reprezentativ ciklikus voltammogram lathato, melyen feltiintettem a

voltammogramrol leolvashat6 jellegzetes paramétereket is.

r -200

F -150

0,8 -0,2 -0,4 -0,6

E (V)
- 50

r 100

r 150

- 200

111.4.2 abra: Egy reprezentativ voltammogram és jellegzetes értékei

A katodos (Ex) és az anodos (Ea) cstcspotencidl értékek szamtani kézepe

megadja a féllépcsépotencial-értékeket (111.4.1 egyenlet).

E.+E
Eyjp = % 1. 4.1

A végbemend folyamatokra jellemzé redoxipotencidl értékeket normal
hidrogénelektrodra (NHE) vonatkoztatva ugy kapjuk meg, ha az Ag/AgCl
referenciaelektrod potencial értékével korrigaljuk a kapott féllépcsépotencial-

értékeket (I11.4.2 egyenlet).

E°® = E,,, + E°(Ag/AgCl) I11.4.2
Lényeges informaciot hordoz tovabba a katddos és anddos csucspotencial
kiilonbsége, melyet csticsszeparacionak is neveziink és kovetkeztetni enged a
reakci® mechanizmusara ¢és a redoxi folyamatban résztvevd elektronok
szamara (n).

AE =E, —Ey = %59 I11.4.3
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Abban az esetben, ha a lejatsz6do reakcid reverzibilis, azaz az oxidalt és a
redukalt formara jellemzd diffizids koefficiens azonos, akkor a AE értéket
0,059/n V-nak varjuk.

Az anodos ¢és a katodos csucsaram (ix €s 1.) aranya is fontos, mivel
reverzibilis folyamatok esetén értéke 1.

@t
Lk

A ciklikus voltammogramokat Metrohm VA 746 Trace Analyzer
késziilékkel vettiik fel. A vizsgélni kivant mintat egy 25 ml térfogatti harom
elektrédot tartalmazéd termosztalhatd cellaban helyeztiik el, melyet minden
esetben 25 °C-ra termosztaltunk. A mintak térfogata 10 ml volt és a
Mn(II)-komplex koncentraciojat 1,0 mM-nak valasztottuk (amely 2 - 3 %
ligandumfelesleget tartalmazott). Az elektrokémiai cellat a [Fe(CN)e]*~
/[Fe(CN)s]* redoxi rendszerre kalibraltuk. Az 8sszes mérést vizes oldatban pH
= 7,0 és 0,15 M NaNOs ionerdsség mellett végeztilk el. Az oldatok pH
értékének méréséhez Metrohm 827 pH lab késziilékhez csatlakoztatott
kombinalt elektrédot (Metrohm 6.0234.100) hasznaltunk.

A mérések kivitelezéséhez szén (Metrohm 6.1204.120) és platina
(Metrohm  6.1204.120)  munkaelektrodot  egyarant  alkalmaztunk.
Mérdelektrodként platinaelektrodot (Metrohm 6.0343.000) alkalmaztunk, mig
a referencia elektrod egy 3 M KCl oldattal tolt6tt Vycor Ag/AgCl elektrod volt
(Metrohm 6.0728.020). A levegd kizarasat a rendszerbdl argon gaz
aramoltatasaval biztositottuk. A voltammogramokat a -0,20 és +1,30 V
fesziiltség tartomanyban vettiik fel, valamint a pasztazasi sebességet 20 mVs™!
és 200 mVs' tartomanyon beliil valtoztattuk. A voltammogramokat a

CACYVO szoftver felhasznalasaval értékeltiik ki.

48



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

III.5S Nagynyomasu folyadékkromatografias technika és alkalmazasa a
ligandumok tisztitasa, valamint a Mn(II)- és Zn(II)-komplexek vizsgalata

soran

A HPLC technikét széles kortien alkalmazzdk az analitikai kémidban
vegyliletek elvalasztiasara, azonositasara €s mennyiségi meghatarozasara.

A CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumok reakcidelegybdl torténd
kinyerésére, a [Mn(CD2A2AMPP)]-  [Zn(CD2A2AMPP)]-komplexek
oldatban jelenlévo izomereinek az elvalasztasara, valamint az egyes szerkezeti
izomerek izomerizacios folyamtainak a kdvetésére (Mn(I1)-komplexek esetén)
HPLC technikét alkalmaztunk. Ezen elvalasztasokhoz és vizsgalatokhoz
gradiens eluciot, valamint forditott fAzist kolonnat hasznaltunk ¢és eluensként
pedig ACN:H>0 vagy HoO/TFA alkalmaztunk (a TFA-t csak a viz tartalmazta
0,005 M koncentracioban). A kolonna tipusa az analitikai HPLC-s vizsgalatok
soran Luna 5u C18(2) a preparativ elvalasztasok soran Luna 10u-Prep C18(2)
100A (250%21,20 mm; 10 um) volt.

I11.6 A felhasznalt fémso- és ligandumoldatok készitése

A felhasznalt kétvegyértékii f€mso oldatokat (MnClz, ZnCl, és CuCl,)
a megfeleld klorid sok kétszer desztillalt vizben torténd oldasaval készitettiik.
Ezen torzsoldatok standardizalasat pedig pontosan ismert 0,01 M NaoHoEDTA
mérdoldattal, a megfeleld indikator (murexid vagy xilanolnarancs)
jelenlétében végeztiik.”® A felhasznalt (CDTA és DTPA) és a vizsgalt
ligandumok esetén a komplexképzoket kétszer desztillalt vizben oldottuk és
azokban az esetekben, melyekben indokolt volt a pH-t szilard NaOH-al
(nyiltlancu bisz-amid szarmazékoknal, mivel savas kozegben az amidoldallanc

elvesztését tapasztaltuk) vagy cc. HCI g6zzel allitottuk be.
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IV. KISERLETI EREDMENYEK ES
ERTELMEZESUK

IV.1 Haromszorosan helyettesitett 12-tagii makrociklusos ligandumok

Mn(II)-komplexei

Ebben a fejezetben Gsszesen nyolc hdromszorosan helyettesitett 12-
tagt makrociklusos ligandum (IV.1.1 abra, a vizsgélt ligandumok nevei
felkovérrel szedve) Mn(Il)-komplexének a stabilitasat, ill. disszciacios

kinetikai és relaxometrias jellemzésének eredményeit tiintettiik fel.

Ry Ry
DOTA (R,=CO,H, Ry=H)
/ \ )\ 1 2 2
RN W R DOTMA ((R,=CO,H, R,~CHj)

[ DOTP (R;=PO,H,, R,=H)

N N DOTAM (R;=CONH,, R,=H)
RZ\( N >/R2
Ry Ry
]
NS
{0 O N
/ \ /T \ /T \
Ry K/N\) Ry Ry K/I\IT\\) Ry Ry K/Nk\) Ry
kR1 Ry Ry
PCTA (R;=CO,H) DO3A (R;=CO,H) ODO3A (R;=CO,H)
PC3AMY (R;=CONH,) DO3P (R;=PO,H,)

PC3AM® (R,=CONH-CH,-CO,H  DO3AM™ (R,=CONH,)
PC3AMPP (R =CON )

IV.1.1 abra: A vizsgalt és Osszehasonlitas céljabol feltiintetett hét és nyolc donoratomot
tartalmazo 12-taghi makrociklusos ligandumok szerkezeti képletei

A vizsgalt ligandumokat gy valasztottuk meg, hogy az eredmények
informaciot hordozzanak arrél, hogy a vizsgalt fizikai-kémiai paraméterekben
milyen valtozasok valnak mérhetévé a ligandumok szerkezetében alkalmazott
valtoztatasok eredményeként. Kivancsiak voltunk arra, hogy milyen valtozast
jelent az, ha a makrociklus egyik N-atomjat O-atomra cseréljiik, vagy

piridingytriibe foglaljuk. Egy masik Ilehet6ség a szokdsosnak szamitod
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karboxilatcsoportok amid- (melyek primer-, szekunder- ¢és tercier-
amidcsoportok lehetnek) vagy foszfonatcsoportokra torténd cseréje €s ezen

modositas hatasanak vizsgalata a mar emlitett paraméterekre.

1V.1.1 Haromszorosan helyettesitett 12-tagu makrociklusos ligandumok és

Mn(Il)-komplexeik egyensulyi vizsgalata

A IV.1.1 abran lathaté haromszorosan helyettesitett makrociklusos
ligandumok (DO3A, DO3P, DO3AMY, ODO3A, PCTA, PC3AMH,
PC3AMYY, és PC3AMPP) protonalodasi allanddit pH-potenciometrias
technikaval, Mn(II)-ionnal képz6dé komplexei protonalodasi és stabilitasi
allandoit pedig pH-potenciometrias és/vagy 'H-NMR relaxometrias (1/T1,

adatok mérése a pH-fliggvényében) technika alkalmazaséaval hataroztuk meg.

IV.1.1.1 tablazat: A vizsgalt és az Gsszehasonlitasként feltiintetett ligandumok protonalodasi
allandoi (/= 0,15 M NaCl, 25,0 °C)

log Ki"" | log K" | log K3" | log K4 | log Ks" | log K¢" Z logk®!!

DO3A | 10,07(5) | 8,93(6) | 4,43(9) | 4,11(7) | 1,88(7) - 19,00
DO3AM" | 9.40(5) | 6,28(8) - - - - 15,68

DO3P | 12,55(2) | 11,37(1) | 8,57(2) | 7,02(2) | 536(2) | 1,84(2) | 23,92

ODO3A | 8,74(2) | 7.58(2) | 3,993) | 2,39(3) - - 16,32
PCTA 9,973) | 6,73(5) | 3,22(6) | 1,40(9) - - 16,70
PC3AM" | 876(3) | 4,10(4) - - - - 12,86

PC3AMSY | 8.385(1) | 4,55(1) | 3,81(1) | 3.21(1) | 2,80(1) | 1,38(1) | 13,40

PC3AM™™ | 8,74(1) | 5,77(2) | 1,42(9) - - - 14,51

DOTA? 11,41 9,83 438 4,63 1,92 1,58 | 21,24
DOTMA® | 11,72 9,06 4,74 5,59 1,92 - 20,78
DOTAM! | 731(1) | 6,07(1) - - - - 13,38

DOTP! | 13,6Q2¢ | 12,233) | 8,63(5) | 7.45(4) | 5,84(5) | 5,02(5) | 25,83

2 Ref. 99, 0,1 M KCI; ® Ref. 100, 0,1 M KCI; © 'H- és *'P-NMR segitségével meghatarozott
allando; ¢ a kutatocsoportban kordbban meghatarozott adatok
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A ligandumok protondlodasi allandoit a pH-potenciometrias titralasi
gorbékbol (V(ml)-pH adatparok) a PSEQUAD szamitogépes program
segitségével szamoltuk ki. A ligandumok protonalodasi allandoit a III.1.1
egyenlettel definidltuk. A vizsgalt és az Gsszehasonlitas céljabol feltiintetett
ligandumokra jellemz6 protonalddasi allandok értékei a IV.1.1.1 tablazatban
keriilnek bemutatasra.

Ahogy azt mar tobb kozleményben megallapitottak,'”'?*> az
1,4,7,10-tetraazaciklododekan szarmazékai esetén az elsé két protonalodas a
gylrli egymassal szemben 1évo nitrogén donoratomjain torténik, melyeket az
oldallancokban jelenlévé donoratomok mindségétdél fliggden tovabbi
protonalodasi folyamatok kdvethetnek. A PCTA, ODO3A, valamint ezek
szarmazékai esetében a donoratomok protonalddési sorrendje eltér a DOTA
esetében tapasztalt protonalodasi szekvenciatol.'”> 'H-NMR titralasokkal
alatdmasztottak, hogy ezekben a ligandumokban az els6 protonalddas az éteres
oxigén- (vagy a piridin nitrogén) atomhoz képest a transz helyzeti
nitrogénatomon torténik. A masodik 1épésben az egyik cisz-helyzeti
nitrogénatom protonalédasanak hatasara a transz-helyzeti donoratomrdl a
proton a masik cisz-helyzetli nitrogénatomra tolodik.'” A vizsgalt vegyiiletek
esetében a karboxilcsoportok amidcsoportokra torténd cseréje (DO3AMY,
PC3AM™) nagymértékben csokkentette, mig a foszfonatcsoportok (DO3P)
megjelenése jelentdsen novelte a ligandumok Osszbazicitas értékét. Ezek a
szerkezeti valtoztatasok nemcsak a protonaldodasi allandok értékét, de a
protonalddasi folyamatok szamat is befolyasoltak. Amint azaIV.1.1.1 tablazat
adataibol egyértelmiien lathato, az elsé két protonalodasi allandéd 6sszege (log
Bt = log Kit'+ log Ko'™) az acetat-szarmazékok esetében nagyobb, mint az
amid-szarmazékok esetében. Ez a negativ toltésti oldallancok szamanak
csokkenésével, ezaltal gyengébb hidrogénkotés kialakulasaval magyarazhato

a makrociklus donoratomjai kozott. Ellenben a DO3P ligandumban a
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makrociklusos nitrogénatomok bazicitdsa nagyobb, mint a DO3A
ligandumban, ez okozza a jelentdsen nagyobb Osszbazicitast. A protonalddasi
szekvencia valtozasa miatt az ODO3A ligandum els6 két protonalddasi
allandojanak Osszegében szintén tapasztalhatd csokkenés.®

Azért, hogy informacidt nyerjiink a Mn(II)-komplexek stabilitasardl

1:1 fém-ligandum aranynal, pH-potenciometrias és/vagy relaxometrids
titralasokat végeztiink, valamint néhany esetben a két médszer kombinéalasaval
hataroztuk meg a stabilitasi allandokat. A titralasok sordn kapott adatokat az
ML komplex mellett, kis-pH értéken protonalt formak ([M(H;L)]), valamint
nagy pH-értékeknél hidroxidokomplexek ([ML(OH)]) feltételezésével tudtuk
jol leirni. A stabilitasi allandokat (Kwmi) €s a kiilonboz6 protonaltsagi formakra
jellemzo allandokat a II1.1.2 — 111.1.4 egyenletekkel irhatjuk le. Azonban, ha
kizardlag csak az [M(L)]-komplexek stabilitasi allanddival akarndnk
Osszehasonlitani a ligandumok fémkdotd képességét, akkor ez a ligandumok
bazicitasbeli kiilonbségébdl eredden félrevezetdé lehetne. Ezért a III.1.
fejezetben megadott koriilmények kozott és a II1.1.5. egyenlet alapjan
kiszamoltuk a ligandumokra jellemz6 pMn értékeket.
A fémkomplexek irodalmaban a DOTA ligandum mintegy ,,aranystandard”-
ként jelenik meg. A [Mn(DOTA)]*-komplex log Kwmn = 19,44 stabilitasi
allandojanak megfeleléen a pMn érteke 9,02, azaz nagyon j6 mangankotd
agensnek tekintheto.

A 1V.1.1.2 tablazatban szerepld stabilitdsi allandok elemzésébdl
megallapithato, hogy a foszfonat oldallanccal rendelkezé [Mn(DOTP)]®- és
[Mn(DO3P)]*-komplexek (rendre, log Kyni=18,98(1) és log Kmnr=17,45(2))
értékei, ill. az alfa szénatomon metilcsoportot tartalmazd komplexképzd
[Mn(DOTMA)J*-komplex stabilitdsa (Kmn= 18,37)) kozeliti meg a
[Mn(DOTA)]*-komplex megfeleld értékét (a foszfonat-szarmazékok esetén a

ligandumok nagy bazicitasdval magyarazhat6). Azonban, ha a pMn értékeket
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hasonlitjuk Ossze, akkor egyértelmiivé valik, hogy a [Mn(DOTP)]® és
[Mn(DO3P)]*-komplexek latszolagos stabilitasi allandoi (IV.1.1.2 tablazat) a
legkisebbek, valojaban tehat ezek a ligandumok rendelkeznek a legkisebb
affinitassal a mangan felé.. Ez a tény vildgossa teszi, hogy a foszfonat funkcios
csoportok oldallancként torténd alkalmazasat keriilni kell a tovabbi
ligandumok tervezése soran, mivel csokkentik a komplex latszolagos

stabilitasat.

s 1L 1

értékek (0,15 M NaCl, 25,0 °C)
log Km | log Kmi" | log Kmun” | log Kvma® | log Kmi®" | pMn®

DO3A 16,55(4) | 4,26(2) - - - 8,66
DO3AM" | 11,692) - - - - 7,32
DO3P 17,45(2) | 8,062 | 7,05(1) 5,31(2) - 6,43
ODO3A | 13,88(1) | 2,77(5) - - - 8,57
16,83(1)
PCTA 1,96(1) - - - 9,74
16,64(7)*
11,94(3)
PC3AMY - - - 10,90(4) | 7,77
11,78(8)*

PC3AMSY | 1320(1) | 3,98(1) | 3,14(1) 2,87(1) 10,672) | 8,37

PC3AM™ | 14,05(2) - - - 11,632) | 8,86
DOTA® 19,44 3,96 - - - 9,02
DOTMA® | 1837¢ 4,561 - - - 8,69
DOTAM | 11,96(1) - - - - 8,60
DOTP®f | 18,98(1) | 8,09(1) | 7,79(1) 6,74(1) - 6,43

2 'H-relaxometria; ® Ref. 99, 0,1 M KCI; © Tircs6, Gy., Woods, M., (2019) kozlésre el6készitve;
4 a negyedik protonalodasi allandé értéke log KymsiH = 5,02(1); ©Ref. 88, A pMn értéket pH
=74, cm = cL = 10° M koncentracié mellett szamoltuk; T a kutatocsoportban korabban
meghatarozott adatok

Elemezve a IV.1.1.2 tablazatban taldlhatd adatokat lathatjuk, hogy

fiziologids korilmények kozott a vizsgalt hétfogh ligandumok koziil a merev
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piklén alapvézat tartalmazé PCTA ligandum Mn(Il)-komplexe rendelkezik a
legnagyobb latszolagos stabilitasi allando értékkel (pMn = 9,74). Ez nagyobb,
mint a [Mn(DO3A)] -komplexre jellemzé allandé (pMn = 8,66), annak
ellenére, hogy a donoratomok szdma azonos (4N és 30) és a mindsége
hasonlé mindkét ligandum esetén. A [Mn(PCTA)] -komplexre szamolt pMn
érték 0,7 log egységgel nagyobb, mint [Mn(DOTA)]*-komplexet jellemzé
érték, mig a DO3A, ODO3A ¢s a PCTA ligandumok amid-szarmazékainak
(PC3AMEYY, valamint PC3AMPP ligandumok) Mn(II)-komplexeire jellemzd
adatok csak kis mértékben maradnak el a [Mn(DOTA)]*-komplexre szamolt
értékétdl. Tovabba, az amid oldallancot tartalmazé piklén-szarmazékok
esetében a pMn értékben szembetiind novekedés figyelhetd meg a primer
amid-szarmazékoktol a tercier amid-szarmazékok felé haladva (PC3AMY,
PC3AMSY, PC3AMPP; 1V.1.1.2 tablazat). Az eldbbiekben emlitett, a DOTA
ligandumhoz képest kisebb mangankotd képesség valosziniileg az oldallancok
szamanak csokkentésével hozhatdo kapcsolatba, de egyes szerkezeti
modositasok, mint a piridingytiri makrociklusba torténd rogzitése, vagy a
karboxilatcsoportok amidcsoportra torténd cseréje jO hatassal van a
ligandumok Mn(II)-koto képességére.

Martell és mtsai. linearis Osszefliggést mutattak ki a kisérletileg
meghatarozott log Kmr €s a ligandumok bazicitasa kozott a szerkezetileg

hasonlo ligandumok esetében.'®

Késébb Choppin a nyiltlancu poliamino-
polikarboxilat komplexekre is linearis 6sszefliggést tapasztalt azon tobbfogl
ligandumok esetén, ahol ottagi kelatgyliri képzOodésére van lehetOség a
Ln(III)-ionokkal.'” Ujabban tobb kutatocsoport az elézbekben emlitett
linearis kapcsolatot taldlta a makrociklusos poliamino-polikarboxilat
szarmazékok esetében.'”>'% A kutatasok elérehaladtaval a ligandumok egyre
valtozatosabbak lettek ¢s nyilvanvalova valt, hogy az adatok kdzotti kapesolat

felallitasaban a f6 bizonytalansagi tényez6 azon protonalddasi Iépések szdma,
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melyeket figyelembe vesziink a Y log Ki'! szamoldsa soran (az amidok,
foszfinatok, karboxilatok ¢és a foszfondtok bazicitdsa nagymértékben
kiilonbozik, azaz valos Osszefliggést varhatdan itt is csak a szerkezetileg
hasonlé ligandumok esetén kaphatunk). Hasonldé empirikus kapcsolatrol
szamoltak be Lukes ¢és mtsai. 2001-ben szamos nyiltldnct és makrociklusos
ligandum Cu(II)-ionnal képz6dé komplexeinek stabilitasi allanddja (log Kcur)
¢s a N atomokhoz rendelhet6 els6 két protondlodasi allando dsszege kozott.!”
Bar ez az 6sszefliggés figyelmen kiviil hagyja az oldallanc donorcsoportjainak
a bazicitasat, de egy hasonld megkdzelités a makrociklusos ligandumok
(karboxilat, karboxamid, foszfonat oldallancal rendelkez0
1,4,7-triazaciklononan, 1,4,7,10-tetraazaciklododekan és
1,4,8,11-tetraazaciklotetradekan ligandumok) Gd(III)-komplexei esetén is
egy elfogadhatd lineéris 6sszefiiggést ad (R? = 0,86; log Kaa. = 1,5 (log K1 +
log K>') — 9,7).1% Ugyanezt a megkdzelitést alkalmazva a jelen dolgozatban
tanulmanyozott 12-tagi makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexeire a
kovetkez6 egyenlethez jutottunk, log Kmn= 0,50 (log Ki'! + log Ko'h) + 6,22
(R? = 0,63) (IV.1.1.1. abra). Azonban jelentds mértékben javithatd az R?
értéke, ha kihagyjuk a PCTA (pozitiv eltérés) és a DO3AM! ligandumhoz
(negativ eltérés) tartozé adatokat (R?= 0,89; log Kmar = 0,47 (log K1 + log
KM + 6,68), tigy hogy az egyenletben szereplé egyiitthatok csak kis
mértékben modosulnak. A TV.1.1.1. 4bra azt is mutatja, hogy egy szerkezeti
elem altal okozott negativ iranyt eltérés (pl. primer amidcsoport a DO3AM!
esetében) hogyan javithato egy masik szerkezeti elem (pl. egy piridin gytiri a
PC3AM!" esetében) beépitésével. A PC3AMM ligandum a DO3AM"
ligandumhoz képest tapasztalt kisebb bazicitdsa mellett nagyobb stabilitasi
allandoval rendelkezik és jobb Mn(II)-ion kot képességet sikeriilt elérni a
makrociklus gerincének a merevitése altal, ami az egyik N-atom

piridingytribe vald ,kényszeritését” jelenti (pMnposamn = 7,32 ¢és
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pMnpciamu = 7,77). Tovabba az amidoldallincok mindségének valtozasa
(primer, szekunder vagy tercier sorrendben névekvd mértékben) szintén
pozitivan befolyasolja a Mn(II)-komplexek stabilitasat (IV.1.1.2. tdblazat).

20 log Ky, = 0,50 (log K,F+log K1) + 6,22
R2=0,63

18 PCEA DQ3A

DO3P
=16 - PC3AMPiP

] 14 PC3AMCY @ ®
) ODO3A
=]}
~12 - e ®
PC3AMH DO3AMH
10 L] L] L] L] L] L] L]
12 14 16 18 20 22 24 26

log K"+ log K1

IV.1.1.1. abra: A vizsgalt 12-tagi makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexeinek
stabilitasi allandoi (/ = 0,15 M NaCl és 25,0 °C) a makrociklusos nitrogén atomok
bazicitasanak (log Ki" + log K>') fiiggvényében

1V.1.2 Haromszorosan helyettesitett 12-tagu makrociklusos ligandumok

Mn(I1)-komplexeinek disszocidcios kinetikai vizsgalata

A haromszorosan helyettesitett 12-tagti makrociklusos ligandumok
Mn(Il)-komplexeinek inertségét vagy a proton-assszisztalt disszocidcio
sebességének kovetésével, vagy a komplex és egy megfeleld kicseréld fémion
(Zn(IT) vagy Cu(Il)) kozott lejatszodd fémcsere reakcidk segitségével
tanulmanyoztuk. A kevésbé inert komplexek disszociacids reakcidit pedig
nagy pH-n lejatsz6do ligandumcsere reakciok kovetésével tanulmanyoztuk,
ahol CDTA vagy DTPA ligandumot alkalmaztunk kicseréld ligandumkeént. A
disszociacids reakciok tanulmanyozésa soran a pszeudo-elsOrendl
koriilmények biztositasa érdekében vagy a Cu(Il)/Zn(I1)/DTPA/CDTA

kicseréld partnerek nagy feleslegét vagy nagy savkoncentraciot (akar [H'] =
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1,2 M) biztositottunk. A IV.1.2.1 abran a Mn(II)-komplexekre jellemzo
disszocidcios utvonalakat lathatjuk. A IV.1.2.1 abra magaban foglalja a masik
fémion (M’) vagy ligandum (L’) részvételével lejatszodd proton-, fém- és
ligandum-asszisztalt disszociacids utvonalakat. Mivel a Mn(II)-komplexeket
is altalaban nagy képzddési sebességek jellemzik, igy feltételezhetjiik, hogy a
felszabaduld6 Mn(II)-ion és L ligandum reakcioja a kicseréld M’ fémionnal és
L’ ligandummal pillanatszert.

A disszociacids reakciok az alabbi utakon jatszodhatnak le: a spontan
(ko), a proton-asszisztalt (ku, ku'), a fém-asszisztalt (km,), a proton és fém
egyiittes kozremiikodésével (kv'! amikor a proton a kétmagvi koztiterméken
,tdmad”), a ligandum-asszisztalt (ki) €s a ligandum, valamint a proton egyiittes
kozremiikodésével (kH). A K, KoM, Ku' és KM rendre az [Mn(L)],
[Mn(HL)], [Mn(L)M], [Mn(L)(L’)] 0Osszetételii komplexek protondlodasi
allandoit jelolik, mig a Km a kétmagva komplex ([Mn(L)M]), a Ki pedig a
vegyes ligandumu komplex ([Mn(L)(L’)]) stabilitasi allandojat fejezi ki.

[Mn(L")] + HL

2

. [@)Mn(HL)]

H

/KL B

[(LHMn(L)] === [Mn(L)]
kLl +L

Mo+ L L

¥ 4
P

[Mn(L)]
k
Ml )] <2 vy O K ML) —;» Mnl! + HL

[Mn(HL)M] ~ K’ KT [Mn(H,L)]
lkMH lkHH
Mn! + [M(HL)] Mn'! + H,L

IV.1.2.1 abra: Feltételezett disszociacios utvonalak a kicseréld fémion és ligandum
jelenlétében lejatszodd bomlasi folyamatokra (ahol M’= Cu vagy Zn, ill. L’= DTPA vagy
CDTA, az attekinthetdség kedvéért a komplexek toltését nem tiintettem fel)

Figyelembe véve a kiilonb6zé komplexféleségeket ([Mn(L)],
[Mn(HL)],  [Mn(H:L)], [Mn(L)M’], [Mn(HL)M’],  [Mn(L)L")]  ¢és
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[Mn(HL)L’]), a Ilehetséges reakcidutakat, valamint a koztitermékek
protonalodasi és stabilitasi allandoit, a kovetkezd altalanos alakban felirt
egyenlet alkalmazhatd6 a disszociacios sebesség kifejezésére (IV.1.2.1

egyenlet):

= ko + ko [H¥] + ko [H¥1? + kg [M'] + &y [M[H*] + ks[L'] + kg[L][H*]
O T 4 K THH + KK HA ]2 + Ky [MY] + Ky [MYI[H*] + Ko [ + Ky, T[] [HY]

(Iv.1.2.1)
ahol, k1= ku K1, ko= ka" Ki" KoM ks = kv K, ko= k™ K, ks = ki K1 és
ko= kit K.

A mért ko»s adatokat a IV.1.2.1 egyenletre illesztve kaptuk meg a
spontan (ko, s™), proton-asszisztalt (k1, M's™! és ko, M?s!) és fém-asszisztalt
(k3, M's™!) ttvonalakra jellemzd sebességi allandok értékeit. A kapott adatokat
a IV.1.2.1 tablazatban tiintettem fel. A fém-proton-asszisztalt (ks, M?s™), a
ligandum (ks, M's™") és ligandum-proton-asszisztalt (ks, M2s!) Gitvonalak
ezeknél a disszocidcios reakciokndl elhanyagolhatok wvoltak, valamint a
legtobb esetben a képzddo reaktiv koztitermékek kis stabilitdsa miatt a rajuk
jellemzd protonalodasi és stabilitasi allandokat (KiP, KoB, Ku és Ki-f') sem
sikeriilt meghatarozni (az allandok értéke 6sszemérhetd volt a hibajukkal vagy

negativ érték volt).
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
[H*] (M, x107)

1V.1.2.2 abra: A [Mn(PCTA)] -komplex pszeudo-elsérendii sebességi allandoi a Zn(II)- és
H'-ion koncentracid fiiggvényében (cmn = 0,002 M; m10%, ¢20%, A30x, ®40x Zn(Il)-ion
felesleg)

A IV.1.2.2 abran a [Mn(PCTA)] -komplex Zn(II)-ion jelenlétében lejatszodo
fémioncsere reakcidinak tanulmanyozasa soran kapott kobs €rtékek lathatok a
H'-ion koncentracidé fiiggvényében. Mig a nagyobb inertséggel rendelkezd
Mn(Il)-komplexek esetén (pl. a PCTA-trisz-amid szarmazékai esetében)
kizardlag a savkatalizalt disszociacid sebességét vizsgaltuk 0,05 — 1,0 M

savkoncentracié biztositasa mellett (IV.1.2.3 4bra).

0,2 - - 0,012
0,15 - —} 0,009
= — =
2 0.1 - 0,006
< <
0,05 - —>} 0,003
0 b T T T 0
0 0,3 0,6 0,9

[H*] (M)

IV.1.2.3 dbra: A [Mn(PCTA)] - (®), [Mn(PC3AM™)*- (A), [Mn(PC3AMEM)] - () és
[Mn(PC3AM"?)]**- (m) komplexek pszeudo-elsérendli sebességi allanddi (kons) a [HY]
fliggvényében

60



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

A kops értékek minden vizsgalt rendszer esetében ndttek a H'-ion
koncentracidé novelésével (k1 és k2), a kicseréld fémion koncentracidjanak a
novelése pedig vagy gyorsitotta a reakciokat (k3), vagy nem volt hatdssal a
disszociacio sebességére. A IV.1.2.1 tablazat adatai alapjan lathato, hogy a
vizsgalt komplexek eltérd uton disszocialnak, igy az egyes reakcidutakra
jellemzo sebességi allandok direkt 6sszehasonlitasa félrevezetd is lehet (mivel
areakciok versengenek egymadssal és igy akar ellentétes trendeket is kaphatunk
jellemzo felezési idoket fiziologiashoz kozeli (pH= 7,4 és 10 uM kicseréld
fémion koncentracio) és 0,1 M H'-ion (az inertebb komplexek esetére)
koncentracidé mellett is kiszamoltuk (IV.1.2.1 tablazat).

Ha a ki proton-asszisztalt disszocidciora jellemz6 sebességi allanddkat
vagy a felezési idoket hasonlitjuk 6ssze, akkor megallapithato, hogy a 12-taga
makrociklusos ligandumokkal képz6dé Mn(Il)-komplexek disszociacids
kinetikai viselkedése nagymértékben fiigg a makrociklus merevségétol,
valamint a makrociklusban megtalalhatd6 donoratomok mindségétdl, és az

oldallancban talalhat6 donoratomok kémiai mindségétol is.
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IV.1.2.1 tablazat: A vizsgalt Mn(Il)-komplexekre jellemzd sebességi allandok és
disszociaciora jellemz6 felezési idok (0,15 M NacCl, 25,0 °C).

ti2 (6ra)
ti (s) —74
ko (s o (M5 kot |oimucl| PHETS
ev=10"°
M
(8,240,7)x102 2
[Mn(PCTA)|" (7,040,1)x10-2" (3,5+0,4)x102 2 8,6 5,9x104
(1,09+0,01)x10-1 ®
[Mn(PC3AMM)[** - (1,07£0,01)x102 - 6,5x102 | 4,5x108
[Mn(PC3AMSM~ | (3,4£0,2)x104¢ | (1,64+0,02)x102[ - 3,5x102 i
[Mn(PC3AM"»)]?* - (4,6420,04)x10- - 1,5x10° | 1,0x106
[Mn(DO3A)|- - 0,45+0,03 (3,20,3)x 102 021 1,1x104
[Mn(DO3AM")?* - 0,940,02 - 74 5,2%108
[Mn(DO3P)|* - (2,420,2)x105 (2,240,3)x10M b 5,0x104
[Mn(ODO3A)] ¢ - 2742 (1,5¢03)x105 | 2,8x102 | 1,8x102
[Mn(DOTP)]é-< - (2,35€0,29)<105 | (8,35+0,8)x10™ h 1,5%104
[Mn(DOTAM) ]2 - (1,640,03)x102 - 43x102 | 3,0x10°
[Mn(DOTMA)J- 1,04x10 3,96x10 - 6,2x10% i
[Mn(DOTA)J?- 1,8x1077 0,04 1,6x10° 43x102 | 1Ix10°

2 relaxometria, a kétmagvu koztitermék (Ky) stabilitasi dllandéja 38+6 M! és a fém-asszisztalt
(ks) utvonalra jellemzd sebességi allandd (1,8+0,3)x10° M's!; ® stopped-flow technika
nagyon savas kozegben (0,1 — 1,2 M [H']), ahol a ko a spontan és a k; a proton-asszisztalt
disszociaciora jellemz6 sebességi allando az [Mn(HL)]-komplexnek; ¢ a ko a spontan és a k; a
proton-asszisztalt disszocidciora jellemzd sebességi allandd az [Mn(H;L)]-komplexnek; ¢ a
K" érték pH-potenciometrids titralas alapjan 600-ra volt rogzitve a szamolas soran; ©
ligandumcsere reakci6 DTPA ligandum alkalmazasaval pH = 8 — 9,5 kozott, a protonalt
komplex stabilitasa (K;™) 2,0£0,4x108 és a K 10%%-ra volt rogzitve a szamolasok soran;
Tircso, Gy., Woods, M., (2019) kozlésre elokészitve, 1,0 M KCl, ahol a ky a spontan a k; pedig
a proton-asszisztalt disszociaciora jellemzo sebességi allandd az [Mn(H,L)]-komplex esetén;
¢ Ref. 44 a [Mn(DOTA)Zn] kétmagvi komplex (Ku) stabilitasi allandoja 68 M és a fém-
asszisztalt (k;) Gtvonalra jellemzd sebességi 4llandd 1,5x107° M's'; 1 0,1 M savkoncentracid
mellett (ahol a [Mn(DO3P)]* - és [Mn(DOTP)]*-komplexek tébbszordsen protonalt formaban
mivel a reakciokat nagy pH-n kovettiik (pH > 9,0), a sebességi allandok a teljesen deprotonalt
komplexre vonatkoznak; ' a felezési id6t (¢12) nem szdmoltam, mivel a disszocidciot erésen

~~~~~~

kutatécsoportunkban korabban meghatarozott adatok
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A vizsgalt 12-tagh makrociklusos ligandumok tekintetében a
komplexek proton-asszisztalt disszocidciora jellemzd ki sebességi allandok
értékében nyolc nagysagrendnyi kiilonbséget tapasztaltunk (2,4x10° Mls! a
[Mn(DO3P)]*", szemben a 4,64x10° M's' a [Mn(PC3AMPP)]**), amely
alatdmasztja a makrociklusos ,gerinc” ¢és az oldallaincok megfeleld
megvalasztasanak fontossagat a tovabbi ligandumok tervezése sordn. Amint az
a IV.1.2.1 tablazatbol kideriil, a makrociklusban talalhaté szekunder
amincsoport (>NH csoport a DO3A ligandumban) helyettesitése éteres oxigén
atommal (-O- csoport az ODO3A ligandumban) Gtvenszeres novekedést
eredményez megfeleld Mn(Il)-komplex ki értékében. Ez a tapasztalat azt
sugallja, hogy ez a szerkezeti modositds nem hasznos a Mn(Il)-ion
komplexalasara alkalmas ligandumok tervezése soran. Masrészrol a szekunder
amincsoport (>NH csoport) piridingytiriibe torténd ,rogzitése”  otddére
csokkenti a képz6dé Mn(IT)-komplex ki sebességi allandojat (DO3A vs. PCTA
ligandum). Ha az oldallancban 1év0 donoratomok mindségének szerepét
vizsgaljuk, akkor lathatd, hogy az amid-szarmazékok Mn(II)-komplexeinek
nagyobb az inertsége, mint az acetat-, ill. foszfonatoldallancokat tartalmazo
komplexek esetében tapasztaltuk. Ez a viselkedés egyértelmiien az
amid-szarmazék ligandumok kisebb bazicitdsaval magyarazhatd. Az
amidcsoportok esetében gatoltta valik a protontraszfer az oldallancokrol a
makrociklus N-atomjaira (ami elengedhetetlen a proton-asszisztalt
disszocidciohoz), ami nagymértékben javitja az inertséget. Korabban
kutatocsoportunkban mar bizonyitottdk'”, hogy a karboxildtcsoportok
foszfonatcsoporttal torténd helyettesitése ugyanakkor megkonnyiti a
komplexek protonaldédéasat €s a protontranszfert a makrociklus N-atomjara,
mivel a foszfonatcsoport (savas oldatban) még akkor is képes protonalddasra,
amikor a fémionhoz koordinalodik. A PCTA ligandum primer amid-

szarmazékanak (PC3AMY) a Mn(Il)-komplexe ugyanakkor jobb kinetikai
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paraméterekkel rendelkezik, mint azt a PCTA anyavegyiilet esetében
tapasztaltuk, tehat a Gd(III)-komplexekhez''® hasonloan az acetatoldallancok
primer amidcsoporttal valo helyettesitése nagymértékii javulast eredményez a
Mn(Il)-komplexek kinetikai inertségében. Az inertség tovabbi javuldsa
tapasztalhatd a tercier amid-szarmazék (PC3AMPP ligandum Mn(Il)-
komplexe) komplexek esetében. Az anionos [Mn(PC3AMSY)]-komplex
esetében k1= 0,109 M's?!, mig a kationos komplexek (a PC3AMY és a
PC3AMPP ligandumok komplexei) esetében rendre k1= 0,0107 M's! és k1=
0,00464 M's? ¢értékeket kaptunk. Ez a tendencia mar ismert volt az
irodalomban a DOTA-tetraamid Ln(IIl)-komplexek esetére.!'t!12 A
[Mn(PC3AMSY)]-komplex latszolagos (nagyobb ki érték, azaz kisebb
felezési 1d6) eltérést mutat ettél a tendencidtdl a ligandum oldallancaban
megjelend toltéssel rendelkezd (és protonalhatd) csoport miatt. Ezzel szemben,
a sztérikusan nagymértékben gatolt amid-komplex a [Mn(PC3AMPP)]*
meglepden nagy inertséget mutat a [Mn(DOTA)]*-komplexhez képest
(IV.1.2.1 tablazat) annak ellenére, hogy a ligandum kisebb denticitassal
rendelkezik.

Az eldzdleg emlitett eredmények vildgossa tették, hogy ha az amid-
szarmazékok Mn(Il)-komplexei, ha nem is rendelkeznek olyan jo
termodinamikai (és latszolagos) stabilitdssal, mint az acetat és foszfonat
analogok, de kinetikai inertségiik messze meghaladja azokét.

Megprobaltunk  Osszefliggést talalni a disszociacios  kinetikai
paraméterek €s a termodinamikai stabilitds (vagy a pMn értékek) kozott.
Annak ellenére, hogy nem vartunk direkt 0sszefliggést a termodinamikai és a
kinetikai paraméterek kozott mégis felfedezhet6 egy linearis 6sszefliggés, ha a
—log ki értékeket a pMn értékek fliggvényében abrazoljuk (IV.1.2.4 abra).
Azonban ahhoz, hogy megfeleld korrelacios egyiitthatd (R?) értéket kapjunk

az acetat- és az amid-szdrmazékokat érdemes kiilon kezelni. Meg kell emliteni
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azonban, hogy ezaltal csak kevés adat all rendelkezésiinkre még ugy is, ha az

irodalomban talalhaté kétszeresend>!'!13114

¢s négyszeresen helyettesitett
szarmazékokra vonatkozd adatokat is figyelembe vesszilk a vizsgalt
haromszorosan helyettesitett szarmazékok mellett. Az amid-szarmazékok
bazicitdsa elmarad az acetat-szarmazékok megfeleld értékétdl, éppen ezért az
amid-szarmazékok proton-asszisztalt disszociaciojara jellemzd sebességi
allando értéke kisebb, ezaltal lassabban disszocialnak. Ezt tdmasztja ala az is,
hogy az amidkomplexekre jellemz6, a korrelaciot leirdé egyenes az
acetatcsoportot tartalamazdé komplexek adatai folott fut (IV.1.2.4 abra) és
valamelyest nagyobb meredekséggel jellemezheté. Ezek alapjan azon

amid- szarmazékok Mn(Il)-komplexeitdl, amelyek nagyobb termodinamikai

(és latszolagos) stabilitassal rendelkeznek, nagyobb kinetikai inertséget

varhatunk.
4 -
- C
y=1,57x-11,38 PC3AM"®, ~
5 . *=0,88 PC3AM", PC3AMSY~ 3
“A
-~ DOTAM H
< R DOTA ~ B
%130 ] DO3AM P d DO3A’.’ - - PCTA
- - -
“ ¢DO2AMM® _ -~
Cd -
. A ODO3A
cBZDOIAML FpozAms: - =~ m
-2 1 “nvo2M_ -~ = y =1,11x - 9,63
_ - cDO2A R*=0,72
-4 L] L] L] L]
5,5 6,5 7,5 8,5 9,5

pMn

IV.1.2.4 abra: A 12-tagh makrociklusos ligandumok amid- (m és piros szaggatott vonal) és
acetat- (A és kék szaggatott vonal) szarmazékainak —log & (k1 a savkatalizalt disszociaciora
jellemz6 sebességi allando) értékeinek abrazolasa a pMn értékek fliggvényében. A kétszeresen
helyettesitett szarmazékokat zdld, a haromszorosan helyettesitett szarmazékokat piros és a
négyszeresen helyettesitett ligandumok komplexeit kék szinnel jeldltiik az abran.
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1V.1.3 Haromszorosan helyettesitett 12-tagu makrociklusos ligandumok

Mn(Il)-komplexeinek relaxometrids vizsgalata

A relaxivitas érték jellemzi a paramagneses fémionokat tartalmazo
komplexek oldoszer protonjainak relaxacid sebességre gyakorolt hatasat egy
adott térerén és homérsekleten. Irodalomi adatok alapjan az varhato, hogy a
hétfogi DO3A ligandummal képz6édé Mn(II)-komplexben nincs vizmolekula
kozvetleniil a fémionhoz koordinalodva (g = 0), ezért a kis relaxivitas érték (r1p
= 1,30 mM's™) kizarolag a masodik- és a kiilsdszférds hozzajarulasokbol
szarmazik.®' A vizsgalt hétfogi 12-tagh makrociklusos ligandumok
Mn(II)-komplexeinek relaxivitas értékét (r1p) a mar kordbban publikalt hat-,
hét- és nyolcfogu ligandumok értékeivel egyiitt a IV.1.3.1 tablazatban
tlintettem fel. A [Mn(ODO3A)] - és [Mn(PCTA)] -komplexek relaxivitasa is
alig tér el a [Mn(DO3A)] -komplex rp értékétdl, ezért valosziniisithetd, hogy
ezekben a kelatokban sem koordinaldédik vizmolekula a fémionhoz. Ezt a
feltételezésiinket az is aladtamasztja, hogy egykristaly rontgenszerkezet alapjan
a PCTA ligandum trisz-(etil)észter szarmazékanak Mn(II)-komplexében

(IMn(PCTA-OEt3)]*") a g =0.""s

100 - o 8,0
ST ® [Mn(H,L)| [Mn(L)]
S 60 1 6.0 %
=
Z 40 £
= 4,0 =
= 20 A <
= 0 2,0

2 4 6 pH 8 10 12
1V.1.3.1 abra: A [Mn(DO3P)]*-komplexre szamolt koncentraci6 eloszlasi gérbék (folytonos

vonalak) és a rendszerre jellemz6 relaxivitas pH-fiiggése (®) (/ = 0,15 M NaCl, 7= 25,0 °C,
0,49T)
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Az amid-szadrmazék ligandumok Mn(II)-komplexei kisebb relaxivitast
mutatnak a karboxilat-szarmazékokhoz képest, amely csokkenés a kisebb
mértékli masodik- és kiilsészféras hozzajarulds eredménye. Ezzel szemben a
[Mn(DOTP)]%- és [Mn(DO3P)]*-komplexek relaxivitisa a megndvekedett
masodik ¢és kiilsé szféras hozzajarulas eredményeként kismértékli ndvekedést
mutat a pH = 10 - 11, ill. a 8,5 - 9,3 tartomanyban, ahol dont6 tobbségben a
deprotondlt komplex van jelen az oldatban. Ennél kisebb pH-n a
foszfonatcsoportok protondlodnak, ami tovabbi relaxivitds novekedést
eredményez (a [Gd(DOTP)]>-komplexnél mar tapasztaltidk ezt a
viselkedést''®) a [Mn(DO3P)]*-komplex esetén 2,60 - 2,90 mM's! pH = 7,4
kordl (IV.1.3.1 ébra).

IV.1.3.1 tablazat: A vizsgalt és Osszehasonlitasi alapként szolgalé Mn(II)-komplexek
relaxivitas értékei (0,49 T, 25,0 °C és pH = 7,4)

Komplex rip (mM's™) Komplex rip (mM's™)
[Mn(PCTA)[ 1,50 [Mn(ODO3A)|" 1,40
[Mn(PC3AM™)|>* 1,21 [Mn(AAZTA)P© 1,60¢
[Mn(PC3AMSY)|- 1,44 [Mn(DOTP)]* 2,37¢
[Mn(PC3AMPP)|* 1,28 [Mn(DOTAM)* 1,11;0,96°
[Mn(DOTMA)>
[Mn(DO3A)[ 1,18-1,31; 1,30 | /[Mn(H,DOTMA)] 1,76/2,98 ¢
(¢=0)
[Mn(DO3AM™)2* 1,33 /[Mn[al\g]()%(ﬁ’)*])]; o 1,25/3,20°
[Mn(DO3P)|* 2,23b [Mn(trans-DO2A)] 1,50°

aRef. 81; ® a pH = 8,5 — 9,3 tartomanybol hatéroztuk meg, ahol féleg az ML &sszetételii
komplex van jelen az oldatban; ¢ AAZTA= 1,4-bisz-(acetat)-6-[bisz-(acetat)]-amino-6-
metilperhidro-1,4-diazepin vagy 6-amino-6-metilperhidro-1,4-diazepin tetraecetsav; ¢ Ref. 92;
¢apH=10,0 - 11,0 tartomanyban mért adatok segitségével hataroztuk meg, ahol foleg az ML
Osszetételli komplex van jelen az oldatban;  Ref. 79, 0,49 T és 37 °C; & Tircs6, Gy., Woods,
M., (2019) kozlésre eldkészitve

Hasonlé viselkedés figyelhet meg (3,20 mMs™-ra 0,49 T és 37 °C) a
[Mn(DOTA)]*-komplex esetén is kis pH-n, ahol a termodinamikailag stabil
kétszeresen protonalt komplex ([Mn(H2DOTA)]) van jelen az oldatban. A
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[Mn(H2DOTA)]-komplex rontgenkrisztallografias adatai alapjan a két transz
helyzetli karboxilat protonalddik, azaz a koordinacidés kornyezet a fémion
koriil hasonlé ahhoz, mint amit a [Mn(transz-DO2A)]-komplexre DFT
szamolasokkal igazoltak ¢és a komplexben nem koordinaldédik vizmolekula a
fémionhoz (¢ = 0).% gy a kétszeresen protonalt [Mn(H.DOTA)]- és
[Mn(H.DOTMA)]-komplexek esetén azt varnank, hogy a relaxivitas érték
hasonld a [Mn(transz-DO2A)]-komplex értékéhez (ahol a ¢ = 0). Ezzel
szemben az irodalmi, és az altalunk kapott relaxivitas értékek (IV.1.3.1
tablazat) sokkal nagyobbak, ami a protonalt karboxilatcsoportok
hozzéjarulasaval magyarazhatd és ramutat a prototop cserére, mint hasznos
eszkozre a  paramagneses komplexek relaxaciés  paramétereinek
finombedllitdsdhoz. Egyes foszfondt-szarmazék ligandumok  Gd(III)-
komplexei esetén (pl. [(Gd(DOTP)]>- és [Gd(DOTA-4Amp)] -komplexek)

hasonld relaxivitas ndveld hatast tulajdonitottak a prototdp cserének.!!7:!18

IV.2 DO2A-szarmazék ligandumok és Mn(II)-komplexeinek fizikai-

kémiai jellemzése

Az el6z6 fejezetben targyalt eredmények alapjan nyilvanvald, hogy a
megfeleld relaxdcios hatds elérését (ami az MRI kontrasztanyagként vald
alkalmazas egyik kulcskérdése) az oldallancok szdmanak tovabbi
csokkentésével (a DO3A ligandumhoz képest) kell/lehet megoldani. Ezt
azonban csak gy lehet megtenni, hogy mindekdzben az MRI alkalmazés
szempontjabol elengedhetetlen, szigoru kdvetelmények (pl. termodinamikai és
redoxi stabilitas, inertség stb.) ne sériiljenek jelentésen. Ez ramutat a feladat
nehézségére, ami olykor az ellentmondéasos kdvetelmények (a ligandumok
nagy denticitdsa ¢és bazikus donoratomok megléte a stabilis komplexek

keletkezése érdekében, ami szemben all a ligandum kisebb denticitasaval a
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koordinalt vizmolekula meglétéért) kozotti egyensuly megteremtését varja el
a kutatoktol.

A DO3A-t6] tovabb haladva a DO2A-szarmazékokig jutunk, ami
azonban két szerkezeti izomer ligandumot jelent. Ezen ismeretek alapjan két
darab kétszeresen helyettesitett ciklén-szarmazék ligandum, a transz-DO2A és
cisz-DO2A (1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,7- (vagy 1,4) diacetat) (IV.2.1

abra) vizsgalatat tiiztiik ki célul és végeztiik el.

N U
HOOC k/ﬁ \) COOIH K/Nk \) COOIH

COOH
transz-DO2A cisz-DO2A

A transz-DO2A'? és a cisz-DO2A'° ligandumok szintézise az irodalomban
mar leirt médon tortént. A transz-DO2A és cisz-DO2A  ligandumok
Mn(II)-komplexeinek az 'H-, "O-NMR relaxometrids vizsgalatat és az

elméleti szamolasokat mar korabban szintén publikaltak.*'

IV.2.1 Cisz- és transz-DO2A ligandumok és Mn(Il)-komplexeik egyensulyi

vizsgdlata

A DO2A ligandum két izomer formajanak, a transz-DO2A ¢és
cisz-DO2A ligandum Mn(II)-komplexeinek egyensulyi vizsgalata kiilonosen
fontos, mivel ezek a liagandumok hat egyforma donoratommal (4N ¢és 20)
rendelkeznek, de kiilonb6zé koordindcids kornyezetet biztositanak a
Mn(II)-ion szamara.®' Mint ismeretes, a DOTA, a DO3A és szarmazékaik
Mn(II)-ionnal képz6dd komplexei hasonlo stabilitassal rendelkeznek (IV.1.1.1

tablazat), mivel ezen ligandumok ¢és a képz6dd komplexek szerkezete is
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hasonld, valamint a ligandumban talalhat6 donoratomok szama is meghaladja
a Mn(II)-ion koordinacios szamat (CN = 6 - 7). Azonban a transz-DO2A ¢és a
cisz-DO2A donoratommal ami

ligandumok csak hat rendelkeznek,

O0sszemérhet6 a Mn(Il)-ion komplexeiben leggyakrabban eléfordulod
koordinicios szammal.'?! Ezek alapjan varhatd, hogy a két izomer esetén
kialakuld6 komplexekben a ligandum eltéré koordinaciés modja befolydsolja

majd a komplexek stabilitasi allandoinak értékeit.

IV.2.1.1 tablazat: A vizsgalt és a NOTA, DOTA ligandumok protonalddasi allandoi, valamint

NaCl)

cisz-DO2A transz-DO2A H;NOTA® | H4sDOTA®

. 0,I5M | 0,IM | 0,I5M | 01M 0,1 M 0.1M
NaCl MesNCI 2 NaCl MesNCI # MesNCl KCl

log K" 11,44(2) 11,07 11,69(1) 11,29 13,17 11,41
log K2 | 9,51(5) 9,76 9,75(3) 9,84 5.74 9.83
log K3 4,14(6) 3,84 3,97(5) 3,97 3,22 4,38
log K4" 1,55(6) 1,75 2,68(4) 2,59 1,96 4,63
log Ks" - - - - - 1,92
log K¢" - - - - - 1,58
26: logk!! 26,64 26,42 28,09 27,69 24,09 33,75

lolg K | 1568(1) | 1613 | 14,64(1) | 14,54 16,30 19,44

log Kvi® | 4,15(2) d 4,40(8) | 4259 2.87 3,96 ¢
pMn 7,27 7,41 6,52 6,60 7,75 9,02

@ Ref. 122; ® Ref. 75; © Ref. 99, 0,1 M KCI; ¢ Tovabbi egyensulyi adatok a [Mn(cisz-
DO2A)]-komplexre: log fuvnmar: 8,31 és [Mn(transz-DO2A)]: log Kwvmmor: 4,45, Ref. 122,
vagy: log Kynmor: 4,01, Ref. 123 és [Mn(DOTA)]*: log Kunior: 3,70, Ref. 99

A ligandumok protonalddasi allandéit 0,15 M NaCl ionerdsség mellett,
25,0 °C-on hataroztuk meg (az allandokat a I11.1.1 egyenlettel fejezhetjiik ki)
pH-potenciometrias technikaval. A kapott protonalodasi allandokat a IV.2.1.1

tablazatban 0sszegeztem, ahol zarojelben az egyes allandokra kapott standard

70



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

deviacio értékeket tiintettem fel. A DOTA és a NOTA ligandum megfeleld
adatait 6sszehasonlitési céllal ugyancsak feltiintettem.

Az egyensulyi allandok értékeit az 1:1 fém-ligandum aranyu titralasi
gorbék illesztésével nyertilk. Mindkét izomer forma esetén [Mn(L)] és
[Mn(HL)] asszocidtumok képzddésével sikertilt legjobban leirnunk a titralasi
gorbéket, melyeket a III.1.3 egyenlet szerint definidltunk. A cisz-DO2A
ligandum esetén Bianchi és mtsai. altal javasolt'** vegyes hidroxidokomplex
létezését nem sikeriilt igazolnunk, ami jo Osszhangban van G. A. Rolla és
mtsai. altal mért relaxometrias titralasi gorbékkel.® A IV.2.1.1 tablazatban
talalhato adatok irodalmi értékekkel torténd Osszehasonlitasa egyértelmiien
jelzi, hogy a protonalodasi allandok fiiggetlenek az ionerdsségként hasznalt
elektrolit mindségétdl (NaCl vagy MesNCl), ami arra utal, hogy a kdlcsonhatés
a Na'-ion és a vizsgalt ligandumok kozott meglehetdsen gyenge (ezt
alatimasztja az a tapasztalat is, hogy a DO3A Na'-komplexének a stabilitasa
is Iénygesen kisebb, mint azt a [Na(DOTA)]*-komplex esetében tapasztaltak).
A  DO2A-szarmazékokkal képzoddé Mn(Il)-komplexek stabilitasi és
protonalodasi allandoit, valamint a [Mn(NOTA)] - €s a
[Mn(DOTA)]*-komplexek megfeleld allandoit is a IV.2.1.1 tablazatban
tiintettem fel. A felsoroltak koziil a legnagyobb stabilitasi allandoval a
[Mn(DOTA)]*-komplex rendelkezik, amely négy nagysagrenddel nagyobb a
[Mn(transz-DO2A)]- és a [Mn(cisz-DO2A)]-komplexekre jellemzo értéknél.
A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex stabilitasi allanddja egy log egységgel adodott
nagyobbnak, mint a trasz-szarmazeék értéke €s kis pH-n mind a két komplex
esetén protondlt részecske képzddését is feltételeznilink kellett a titralasi adatok
kielégitd leirasdhoz. A protonalédas mindkét komplex esetén valoszintlileg az
egyik acetat oldallanc karboxilatcsoportjan kovetkezik be. Osszeségében a
kapott log Kwmnr értékek jo egyezést mutatnak az irodalomban taldlhatod

adatokkal, melyet Bianchi és mtsai. kozoltek MesNCl ionerdsség alkalmazasa
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esetén (IV.2.1.1 tablazat). Amint az a feltiintetett (IV.2.1.1 tablazat) pMn
értékek alapjan lathato, a cisz-DO2A komplex latszolagos stabilitasa minden
koriilmény kozott nagyobbnak bizonyul, mint a transz-izomer esetén szamolt
érték. DFT szamitasok alapjan a [Mn(transz-DO2A)]- és a [Mn(cisz-DO2A)]-
komplexek koordinacidés kornyezete trigonalis hasdb, mig a [Mn(cisz-
DO2A)(H20)]-komplex esetében a vizmolekula fedd pozicidban helyezkedik
el, egyszeresen fedett trigonalis prizma szerkezetet eredményezve.®' A cisz-
szarmazek rontgenszerkezete alapjan lathato (IV.2.1.1 abra), hogy szilard
formaban a komplex dimer, melyben a fedd pozicidban a szomszédos komplex
karboxilat oxigénatomja (O1) helyezkedik el (a komplex sziladrd formaban nem

tartalmaz koordinalddé vizmolekulat).'*

IV.2.1.1 abra: A cisz-DO2A Mn(Il)-ionnal képz6dé komplexének ([MnL],e2CH;OH)
rontgendiffrakcios szerkezete (a hidrogén atomokat a jobb attekinthetdség miatt nem tiintettiik
fel)lzz

A [Mn(transz-DO2A)]-komplex rontgenszerkezete nem ismert, de a
sajatsdgai ¢s DFT szamoldsok eredményei alapjan felételezhetjiik, hogy
hasonld koordindcios méd valdsul meg, mint azt a kétszeresen protonalt
[Mn(H.DOTA)]-komplex esetében Wang ¢és Westmoreland 2009-ben
tapasztaltak (IV.2.1.2 4bra).”
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IV.2.1.2 abra: A [Mn(H.DOTA)]-komplex rontgendiffrakcios szerkezete (a hidrogén
atomokat a jobb attekinthetSség kedvéért nem tiintettiik fel)’

.2.2 A [Mn(transz-DO2A)]- és a [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek

disszocidcios kinetikai vizsgalata

A fémkomplexek disszociacidos kinetikai viselkedésének in vitro
tanulmanyozasa segithet megérteni a komplexek fiziologias koriilmények
kozotti viselkedését. A nyiltlanct ligandumok koéziil a transz-CDTA ligandum
¢s szarmazékai képeznek viszonylag inert Mn(II)-komplexeket (1/2pmncDTA)2-
=12 és 15 6ra).”> '

A [Mn(transz-DO2A)]- ¢és [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek kinetikai
inertségérél informaciot fémcsere-reakciok tanulmanyozasan keresztiil
gyljtottiink, ahol a kicseréld fémionok Cu(Il)- és Zn(Il)-ionok voltak. Ennek
soran a komplexek és a kicseréld fémionok kozott lejatszodo kicseréldodési
reakciok sebességét 'H-NMR relaxometrids és UV-lathato spektrofotometrias
technikaval vizsgaltuk. A pszeudo-elsérendli koriilmények biztositasa végett
ezeket a fémcsere reakciokat nagy kicseréld fémion koncentracio és 0,15 M

NaCl ionerdsség biztositasa mellett kovettiik pH = 3,0 — 6,0 k6zott. A fémcesere

reakcid egyszerusitett sémajat a I111.2.1 egyenlettel irhatjuk le, mig a pszeudo-
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elsérendii koriilmények kozott a disszociacio sebességét a 111.2.3 egyenlettel
fejezhetjiik ki.

A [Mn(transz-DO2A)]- és [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek fémcsere
reakciéi  sordn kapott kobs sebességi allandok H'- és  Cu(ID)-ion
koncentracidjatol vald fliggését a IV.2.2.1 és a [V.2.2.2 abrékon lathatjuk. A
[Mn(transz-DO2A)]-komplex disszociacidjara jellemz6 kobs értékek ndnek a
[H'] novekedésével, de nem mutatnak fliggést a kicseréld fémion
koncentracidjanak valtozasatol. Tehat a fémcsere reakcidk a deprotonalt
komplex spontdn disszocidcidja (ko) és/vagy a proton-asszisztalt (ku, ku')
utvonalak révén mehet végbe (IV.1.2.1 abra), amely disszocidcios reakciokat

a szabad ligandum ¢s a kicser¢ld fémion kozott lejatszodo pillanatszerti reakcid

koveti.
5 -
4 4 4
< 3 A
—
22
« 0 " L] L] L] L] L]
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5

[HY] (M, x10%)
IV.2.2.1 abra: A [Mn(transz-DO2A)]-komplex pszeudo-elsérendii sebességi allandoi a

Zn(II)- és H'-ion koncentracio fiiggvényében ([MnL] = 2,0 mM; ¢10x, m20x, A 30x, e40x
Zn(I)-ion felesleg, 0,05 M DMP vagy NEP puffer, 0,15 M NacCl és 25 °C)
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1V.2.2.2 abra: A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex pszeudo-elsérendii sebességi allandoi a
Cu(II)- és H*-ion koncentracio fiiggvényében ([MnL] = 0,5 mM; [Cu(II)] = 8,0 mM, 0,05 M
DMP puffer, 0,15 M NaCl és 25 °C)

Figyelembe véve az alkalmazott koriilmények kozott a lehetséges
utvonalakat a [Mn(transz-DO2A)]- és [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek fémcsere
reakcidinak sebességét a [V.2.2.1 egyenlettel adhatjuk meg, ahol az [Mn(HL)]

crcr

jeloli:

- [MI;Lt]w‘t = ko[MnL] + ky[Mn(HL)] + kf{[Mn(H,L)] (IV.2.2.1)

A komplexféleségek teljes koncentraciojat a [MnL ], = [MnL] + [Mn(HL)] +
[Mn(H2L)] egyenlet adja meg. A protonalddasi allandok figyelembevételével

a kovetkez6 az illesztések soran hasznalt egyenlethez jutunk:

kot Ka[H] 4 ey [HT]?
°bs ™1 4 Ky[H*]+ KyK,[H*]?

(IV.2.2.2)

ahol, a ko, k1 = k' x Kn és k» = ku'! x Kn x Ko sebességi allandok rendre a

[Mn(transz-DO2A)]- és [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek spontan és proton-
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~~~~~~

a IV.2.1.1 tablazatban talalhatd6 protonalddési allandokat (rogzitettik a
szamolasok soran), a kapott kops értékeket a 1V.2.2.2 egyenletre illesztve
kiszamoltuk az egyes utakra jellemzd sebességi allandok értékeit.
Felhaszndlva ezen adatokat a fiziologidshoz kozeli koriilmények kozotti
jellemzd idoket
[Mn(NOTA)] - és [Mn(DOTA)]*-komplexek megfelelé értékeivel egyiitt a

1V.2.2.1 tablazatban tiintettem fel.

disszociaciora felezési szamoltunk, amelyeket a

IV.2.2.1 tablazat: A [Mn(transz-DO2A)]-,

rrrrrr

[Mn(cisz-DO2A)]-, [Mn(NOTA)- és

(pH = 6,0 és 7,4, T = 25,0°C)

[Mn(cisz-DO2A)] | [Mn(transz-DO2A)] | [Mn(NOTA)] * | [Mn(DOTA)]J* *
I 0,15 M NaCl 0,15 M NaCl 0,10 M KCI 0,10 M KCI
ko (s - - 2,6 x 10 1,8 x 107
k(M) 100 + 4 85+3 0,78 0,04
ko M?*s™") | (1,6£0,1)x10° | (3,0£0,1)x 10° - 1,6 x 10
ks (M's™ - - 1,1 x10° 1,5%10°
k b pH=7,4
° (Ss 1) 4,0 x 100 3,4 x10° 2,6 x 1070 1,8 x 107
12" (h) 48,3 56,8 74 1037
k b pH=6,0
° (ss_l) 1,0 x 10 8,8 x 107 3,3x10° 2,2 %107
112°1750 (h) 1,9 2,2 58 869

aRef. 44, A [Mn(NOTA)] - és [Mn(DOTA)J*-komplexek esetén rendre a kiovetkezd: Kmnrzn
=3,6¢s 68

Az illesztések soran a ko értékre vagy negativ értéket kaptunk vagy a
szamadatok értéke Osszemérheté volt azok hibaival. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a vizsgéalat soran alkalmazott koriilmények kozott a
komplexek dontéen proton-asszisztalt tUton disszocidlnak ¢€s spontan
disszociaciojuk elhanyagolhat6. Ez a felismerés némiképp varatlan volt, mivel

a [Mn(NOTA)] - és [Mn(DOTA)]*-komplexek disszocidcioja soran szerepe
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van a spontan disszociacionak is (s6t a pH = 7,4-re extrapolalt felezési idok
szamitasakor komoly hozzajaruldsa van az adott itvonalnak). A Ku» kétszer
protonalt komplexre jellemzd stabilitdsi allandd értékét nem sikeriilt
meghataroznunk sem a pH-potenciometriabol, sem a kinetikia vizsgalatokbol
szarmaz6 adatok illesztése soran.

A [Mn(transz-DO2A)]- ¢és [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek proton-
nagyobbnak bizonyultak a [Mn(NOTA)]™- és a [Mn(DOTA)]*-komplexek
megfeleld értékeinél. Ez a proton-asszisztalt folyamat nagy valdszintiséggel az
egyik oldallanc donoratomjan torténd protonaldédassal indul, majd egy
protontranszfert kovetden a proton a gylri nitrogénre keriil, amely
elektrosztatikus taszitast eredményez a gytiirti tiregében talalhatdo Mn(II)-ionnal
szemben ¢€s az utobbi felszabaduldsat eredményezi. A vizsgalt komplexek
proton-asszisztalt disszociacioja a [Mn(NOTA)] - €s
[Mn(DOTA)]*-komplexekéhez hasonléan lejatszodhat egy kétszeresen
protonalt koztitermék képzddésén keresztiil, amely folyamat a k> masodrendi
sebességi allanddval jellemezhetd. A vizsgalt Mn(I1)-komplexekre jellemz6 k>
sebességi allandok harom nagysagrenddel nagyobbnak bizonyultak, mint a
[Mn(DOTA)]*-komplex megfeleld allandoja, amely gyors protontranszferre
utal a masodik protonalt oldallanc és a gytiri nitrogénatomja kozott.

Altalaban a fémion kozvetlen tamadasaval lejatszodd disszociacio a
nyiltldnca Gd(III)- és Mn(II)-komplexek esetén jelentdsebb szerephez jut,
mint az a makrociklusos komplexek esetén tapasztalhatd.?>44108:125.126 A
legtobb nyiltlanca Mn(Il)-komplex esetén a fém-asszisztalt disszociacio egy
[Mn(L)M] kétmagvu koztitermék képzddésén keresztiil jatszodik le, ahol a
Mn(Il)-ionhoz koordindlodé donoratomok tobb egymast kovetd I€péses
(konszekutiv) folyamatban atvandorolnak a belépd vagy kicserélé fémionhoz.

A makrociklusos [Mn(NOTA)] - és [Mn(DOTA)]*>-komplexek disszociacidja
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viszont lejatszédhat fém-asszisztalt utvonalon is egy kétmagvu (példaul
[Mn(DOTA)Zn]) koztitermék keletkezése kdozben. Ez azért lehetséges, mert a
NOTA, de leginkabb a DOTA rendelkezik olyan oldallancokkal, amelyek
nem, vagy csak gyengén koordinalodnak a Mn(I)-ionhoz (CN = 6 vagy 7).*
Mivel azonban a donoratomok lépcsézetes vandorldsa a Mn(Il)-iontol a
kicseréld fémionhoz a DOTA ¢és NOTA ligandum merev szerkezete miatt
gatolt, igy az adott disszociacidos utvonal hozzajaruldsa a teljes bomlasi
reakcidhoz viszonylag kismértékli marad. A vizsgalt komplexek esetén mar
szamolni sem tudtuk a k3 fém-asszisztalt utvonalra jellemz0 sebességi allandot,
valamint a Ky kétmagva koztitermékre jellemz0 stabilitasi allando értékét, ami
egyértelmiien a vegyes kétmagvu koztitermék hianyara utal ezekben a
rendszerekben.

A komplexek kinetikai inertségét legegyszeriibben az adott
koriilmények kozott érvényes, a kapott sebességi €s protonalodasi és/vagy
stabilitasi allandok felhaszndlasaval szamolt, a disszociaciora jellemzo felezési
1d6k (#12) alapjan hasonlithatjuk 6ssze. Ezért a [V.2.2.1 tdblazatban feltiintetett
komplexek disszociaciora jellemzoé felezési idejét pH = 7,4, valamint pH = 6,0
értéknél is kiszamoltuk, mivel ismert, hogy a vizeletkivalasztd szervrendszer
pH-értéke jelentdsen kisebb (pH = 5,5 - 6,5), mint a vérszérum pH-értéke. A
disszocidciora jellemzd felezési idOk alapjan (IV.2.2.1 tadblazatban) a
komplexek inertsége a kovetkezd sorrendben valtozik: [Mn(DOTA)]*
>[Mn(NOTA)]> [Mn(transz-DO2A)] > [Mn(cisz-DO2A)].
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.2.3 A [Mn(transz-DO2A)]- és a [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek

elektrokémiai vizsgalata

A [Mn(transz-DO2A)]- ¢és a [Mn(cisz-DO2A)]-komplexek redoxi
stabilitasat ciklikus voltammetrids modszer segitségével, vizes kozegben 0,15
M NaNO:s ionerdsség biztositasa mellett hataroztuk meg. A transz-szarmazék
ilyen jellegli vizsgalatat nagyon hasonlo koriilmények kozott (0,1 M KNOs
ionerdsség ¢€s arany munkaelektrod alkalmazasaval) Bencini és mtsai. mar

elvégezték,'”

de az ott kozolt eredmények nagymértékben eltértek az altalunk
a [Mn(cisz-DO2A)]-komplex vizsgalata soran kapott eredményektol. Ezért
ugy dontottiink, hogy elvégezziikk a vizsgdlatokat a [Mn(transz-DO2A)]-
komplexszel is. Meg kell jegyezni, hogy a relaxometrids vizsgalatok is
bizonyitjak mindkét komplex redoxi stabilitdsat pH = 7 értéknél, mivel oxigén
jelenlétében nem tapasztaltunk jelentds valtozast a relaxivitas értékben.

A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex ciklikus voltammogramja (IV.2.3.1
abra) egy kvazi-reverzibilis folyamatot mutat (a katédos és az anddos
csucsaram linedrisan valtozik a pasztazasi sebesség négyzetgyokével, 1V.2.3.1
als6 abra),'”'2® melynek féllépcsOpotencidl-érteke +636 mV Ag/AgCl
referencia elektréddal szemben. (Ez +845 mV-nak felel meg a normal-
hidrogénelektrodra vonatkoztatva.) A [Mn(transz-DO2A)]-komplex esetén
szintén kvazi-reverzibilis folyamatot figyeltiink meg (IV.2.3.2 abra) +705 mV
féllépcsopotencial-értékkel Ag/AgCl referencia elektroddal szemben (+914

mM vs. NHE).
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1V.2.3.1 abra: A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex ciklikus voltammogramja 25, 50 és 100 mV/s
pasztazasi sebességnél és 2 mM MnL, pH = 7,0, 0,15 M NaNO; és Pt munkaelektrod mellett
mérve (felsé abra); A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex esetén a Mn(II)/Mn(IIl) par Cottrel-féle
abrazolasa: ic (piros) és ia (kék) abrazolasa a v fliggvényében, (v = pasztazasi sebesség) (also

abra)
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IV.2.3.2 abra: A [Mn(cisz-DO2A)]- (kék szaggatott vonal) és [Mn(transz-DO2A)|- (piros
folyamatos vonal) komplexek ciklikus voltammogramja 100 mV/s pasztazasi sebességnél és
2 mM MnL, pH = 7,0, 0,15 M NaNOs, valamint szén munkaelektréd mellett mérve
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A [Mn(transz-DO2A)]-komplexre  jellemz6, a  [Mn(cisz-
DO2A)]-komplex megfeleld értékénél valamelyest nagyobb, oxidacids
potencialbol arra kdvetkeztethetiink, hogy a mangan kettes oxidacids allapota
a [Mn(transz-DO2A)]-komplex esetén némileg stabilabb, mint azt a cisz-
szarmazeknal tapasztaltuk. Ez valdszintileg a két komplex szerkezete kozott
1€v6 kis kiilonbségnek tudhatd be, amely kiilonbséget DFT szamolasokkal ala
is timasztottak."'

A Mn(II)/Mn(III), valamint a Cu(I)/Cu(Il) redoxi rendszerek esetén
mar ismert, hogy a térszerkezet és a kiilonboz6 oxidacios allapotu fémionok
komplexeire jellemz0 redoxi stabilitdsok kapcsolatban allnak egymassal. A két
vizsgalt komplex esetén a kdzponti fémion koriili koordinacids kornyezet
trigondlis prizmaként irhaté le. A [Mn(cisz-DO2A)]-komplex esetén a két sik
egymashoz képest 4,9° (az idealis érték 0° lenne) ,,csavarodik™ el. Ugyanez ez
a szog a [Mn(transz-DO2A)]-komplexre nagyobbnak adddott (11,2°).12-131
Ezaltal a koordinacios poliéder valamivel nagyobb torzulast mutat a trigonalis
prizmatol az oktaéderes (idedlis érték 60°) elrendezédés felé®. A kapott
féllépcsopotencial-értékek mindkét vizsgalt komplex esetén nagyobbnak
adodtak, mint azt a [Mn(EDTA)]*>- (633 és 570 mV vs. SCE)"*'* vagy a
[Mn(NOTA)] -komplexek (740 mV vs. NHE)"* megfeleld értékei vagy a
molekularis dioxigén redukcidjanak potencidl értéke (820 mV vs. NHE pH =
7,0-nal). Ez azt jelenti, hogy mind a két komplex stabil az oxidacidval szemben
vizes oldatban, pH = 7,0 érték koriil. igy a relaxivitas érték csokkenése, melyet
a Mn(II)-komplex (d°) Mn(I1T)-(d*) komplexszé torténd alakulasa (ill. tovabbi
oxidaciés folyamatok) eredményezne, a vizsgalt komplexeknél nem varhato

vizes kozegben.
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IV.3 A  transz-1,2-diamino-ciklohexan-tetraecetsav  (transz-CDTA)

szarmazék ligandumok és Mn(IT)-komplexeik fizikai-kémiai jellemzése

Ebben a fejezetben nyiltlancu transz-CDTA ligandum bisz-amid
szarmazékainak eldallitasat, ill. egyensulyi, kinetikai ¢és relaxometrids
jellemzését mutatjuk be. Kutatdcsoportunk korabbi eredményei alapjan
korvonalazodott, hogy a  potencialis ligandum  jelolte(ke)t a
Mn(Il)-komplexalasara a transz-1,2-diamino-ciklohexan alapvazra érdemes
»epiteni”, mivel ezen vegyiiletcsaldd esetében az acetat-szarmazék Mn(I1)-
komplexének az inertsége is kielégitd. Ezen til, a disszociacid sebességét a
fémionok lassitjak ,,zsdkutca-komplex” képzddése mellett.

Az irodalomban a Gd(IIT)-komplexek esetére mar ismert tobb ,,triikk”
a komplexek kinetikai inertségének a javitasara anélkiil, hogy az a tobbi
fizikai-kémiai paraméter nagymértékii romlasat eredményezné.

Jaszberényi és mtsai. 2005-ben DTPA-szarmaz¢k ligandumok Gd(I11)-
komplexei esetében azt tapasztaltdk, hogy a DTPA ligandum két
acetatcsoportjanak bisz-butilamincsoporttal torténd helyettesitése a keletkezd
Gd(I1I)-komplex inertségének a javulasat eredményezi (20,5 6rarol 260 orara
novekszik a disszociaciora jellemzé felezési id6). Az adatokbdl kitiinik, hogy
ez a formalis oldallanc csere tobb mint egy nagysagrenddel javitotta a képz6do
komplex inertségét, ami elsOsorban a kelat savkatalizalt disszociacidjara
jellemzd sebességi allando csokkenésének tulajdonithaté.!'

Tovabba, Aime ¢és mtsai. DOTA-tetraamidok esetében azt tapasztaltak,
hogy az amidoldallincok mindsége (primer, szekunder vagy tercier)
befolydsolja a képzddé Gd(Ill)-komplexek inertségét €s az a primer-
<szekunder-< tercier-amidok iranyaban ndvekszik. A DOTAM (primer
tetraamid), DTMA (szekunder tetraamid) ¢s DOTTA (tercier tetraamid)
ligandumok Gd(III)-komplexei esetére 2,5 M HNOs-ban 25 °C-on szamolt
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felezési idok ennek megfelelden t12pota = 4,5, ti2poTaM = 68, ti2DTMA = 155
és tipporta = 384 Oranak adodtak.'"!

Ezen kozvetlen irodalmi el6zmények alapjan megterveztiink ¢&s
eloallitottunk hat CDTA-bisz-amid szarmazékot (IV.3.1 abra, a vizsgalt
ligandumok nevei félkovérrel szedve) és vizsgaltuk a legfontosabb esszencialis
fémionkkal képz6dé komplexeik oldategyensulyat, a Mn(II)-komplex
kinetikai és relaxometrias sajatsagait. A vizsgalattal egyrészt arra kerestiik a
valaszt, hogy a Gd(III)-komplexek esetében tapasztalt javulas elérheté-e a
Mn(Il)-komplexek esetében 1is, ill. kivancsiak voltunk arra, hogy az
amidcsoportok jelenléte hogyan befolyasolja a képzdédé Mn(II)-komplexek
fizikai-kémiai paramétereit. A CD2A2AMB?PP komplexképzé eléallitasatol a
relaxacids paraméterek javuldsat vartuk a ligandumban megtaldlhato
aromascsoportok €s a vérszérumban megtalalhatd human szérum albumin

hidrofob kétdhelyeinek kdlcsonhatdsa révén.
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IV.3.1 abra: A transz-CDTA és a vizsgalt szekunder és tercier transz-CDTA-bisz-amid
szarmazek ligandumok szerkezeti képlete

1V.3.1 A transz-CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumok eloallitasa

Mind a hat CDTA-bisz-amid szarmazék ligandum eldéallitdsa soran

hasonldé mdédon jartunk el. A reakcid elsé 1épésében irodalmi adatok alapjan
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t 135

eloallitottuk a transz-CDTA ligandum dianhidridjét,””> amit a kovetkezo

1épésben a megfelelé amin-szarmazékkal (NHR: butilamin, szerinol!®

vagy
NR3: piperidin, dimetilamin'®’, morfolin'®’ és 4-benzilpiperidin) reagaltattunk
¢s igy megkaptuk a kivant transz-CDT A-bisz-amid-szamazék ligandumokat.

A szintézis a IV.3.1.1 &bran feltiintetett séma alapjan tortént.

O O

COOH RLNR
O: \/COOH O: N.__cooH

“>coon N">coon

COOH NR
0 o

IV.3.1.1 abra: A transz-CDTA-bisz-amid szarmazékok eldallitasanak altalanos sémaja; 1.
piridin, ecetsav-anhidrid, szobahémérséklet, N,-atmoszféra és 18 ora; 2. 4 ekv. NHR vagy
NR;, DMF, 60 °C, Nr-atmoszféra és 18 ora

Az egyes ligandumok eldallitasa azonos moddon tortént, igy csak a
CDTA-dianhidrid és a CD2A2AMPP ligandum esetén ismertetem részletesen
a szintézis menetét (IV.3.1.2 és IV.3.1.3 abrdk), mig az egyes ligandumokra
vonatkoz6 jellemzéseket (NMR ¢és MS) a fliggelékben 6sszegeztem (IX.1
fejezet).

transz-CDTA-dianhidrid: N>-atmoszféra alatt 12,00 g (0,0347 mol) transz-
CDTA-t 10,92 g (0,138 mol) piridinnel és 66,0 cm® (71,28 g, 0,700 mol)
ecetsav-anhidriddel elegyitettiik. Ezt kovetéen 18 ordan keresztiil
szobahdmérsékleten kevertettiik. A reakcidelegyet 300 cm® dietil-éterbe
csepegtettiik, majd a kivalo sargéas szinli csapadékot zsugoritott iivegsziiron
szlirtik €s vakuumban tomegéllandosagig szaritottuk. Kitermelés 3,52 g

(34%).'%
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1V.3.1.2 abra: A transz-CDTA-dianhidrid eléallitasanak séméja

CD2A2AMPP: 0,264 g (0,851 mmol, 1 ekv.) CDTA-dianhidridet és 0,29 g,
(0,00341 mol, 4 ekv.) piperidint 15 cm® vizmentes DMF-ben dsszekevertiink,
majd a reakcidelegyet Nr-atmoszféra alatt 18 oran keresztiil 60 °C-on
kevertettiik. A reakcidelegyet csokkentett nyomdson beparoltuk és a kapott
barnas olajbol a terméket HPLC technikdval nyertiik ki (kolonna: Luna
10u-Prep C18(2) 100A (250%21,20 mm; 10 pm)). FEluensként
ACN:H>O/TFA-t (TFA: trifluor-ecetsav) alkalmaztunk (a TFA-t csak a viz
tartalmazta 0,005 M koncentracioban). Kitermelés 0,19 g (47 %)

vy 0
O: \/& O Nyatm. és 60 °C N._ cooH

N szaraz DMF COOH

o O

o

O

1V.3.1.3 abra: A CD2A2AM" ligandum el6allitasénak sémaja
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1V.3.2 transz-CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumok és Mn(Il)-ionnal
alkotott  komplexeik egyensulyi és relaxdcios tulajdonsdgainak

tanulmadnyozdasa

Vizsgélatainkat a IV.3.1 abran lathato amid-szarmazék ligandumok
protonalodasi allanddinak meghatarozasaval kezdtik. A vizsgalt és az
Osszehasonlitds céljabol feltiintetett ligandumokra jellemzd protonalddasi
allandokat, tovabba a Mn(II)-komplexekre jellemz0 protonalddasi és stabilitasi

allandokat a IV.3.2.1 tablazatban tuntettem fel.

1V.3.2.1 tablazat: A CDTA és a vizsgalt szekunder és tercier CDTA-bisz-amid szarmazék
ligandumok protonaldodasi és Mn(11)-ionnal képz6d6 komplexeinek protonalodasi és stabilitasi
allandoi (/= 0,15 M NaCl és 25,0 °C)

log Ki"' | log K2" | log K3"' | 2, 10gk® | log Kvinv | log Kvnr™ | pMn

CDTA® 9,36 | 595 | 3,624 | 1531 14,32 2,90° | 8,68
CD2A2AM™"® | 855 | 440 | 198 | 1295 11,24 2,53 | 7,54
CD2A2AM™ ¢ | 9.08(1) | 3,74(1) | 1.26(1) | 12,82 | 10,81(1) | 1,5(1)¢ | 7,08
CD2A2AMMet | 8 73(1) | 4,81(1) | 2,052) | 13,54 | 12,69(1) | 2,14(1) | 8,16
CD2A2AMP™ | 8.82(3) | 4,99(4) | 2,05(4) | 13,81 | 13,14(1) | 1,89(1) | 8,35

CD2A2AMM | 8.49(2) | 4,93(3) | 2,17(3) | 13,41 | 12,60(1) | 1,982) | 8,23

BzPip A latszolagos stabilitasi allando értéke 6sszemérheté a CD2 A2 AMPP ligandum
CD2A2AM megfeleld értékével

@ Ref 22; ® Bothar Richard ,,A [Mn(CDTA-BBA)]-komplex egyensulyi, kinetikai és
relaxacios sajatsagainak vizsgalata”, Szakdolgozat, Debreceni Egyetem, Debrecen, 2014.; ©
Kelemen Doéra ,Mn(Il)-alapit MRI kontrasztanyagok eldallitisa és kémiai jellemzése”,
Szakdolgozat, Debreceni Egyetem, Debrecen, 2017; ¢log Ku = 2,57, log K5 = 1,49 és log
KMnHLH = 1,89; ¢ lOg KMnLOH: 12,17(2)

A vizsgéalt bisz-amid szarmazékok protonalodasi  allandoit
Osszahasonlitva a CDTA ligandum ¢értékeivel az lathatd, hogy az
acetatcsoportok amidcsoportra torténd cseréje a ligandumok nitrogén
donoratomjai (nem oldallancban 1évé) bazicitdsdnak (X2, logK") jelentds

csokkenését eredményezi, de a protonalodasi allanddk szaménak csokkenését
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is megfigyeltiik. Az elsé két protonadlddasi folyamatot jellemz6 allandé a két
amin-nitrogénatomhoz rendelhetd (mindkettd elmarad az alapvegyiiletben
mérhetd értékektl), mig a harmadik minden bizonnyal egy acetatcsoport
protonalodasat jellemz6 allando.

A protonalodasi allandok ismeretében meghataroztuk a képzd6dod
Mn(Il)-komplexek protonalodasi és stabilitasi allandoit. Az ML részecske
mellett minden esetben egy protonalt komplexet (MHL) is feltételezve sikertilt
leirni a kapott pH-potenciometrids titraldsi gorbéket, kivéve a
[Mn(CD2A2AM™®)]-komplex titrdldsa soran kapott adatokat, ahol egy, a
kozponti fémionhoz koordinal6do vizmolekula deprotonaldodasi allandojat (log
Kvnrl®M = 12,17(2)) is meg tudtuk hatarozni. A kapott stabilitasi allandokat a
IV.3.2.1 tablazatban tiintettem fel. Ahogy az a bazicitas értékek alapjan
varhato volt, a bisz-amid szarmazékok stabilitasi allandoi kisebbek, mint a
[Mn(CDTA)]*-komplex megfeleld értéke. Azonban a komplexek pMn
értékei (IV.3.2.1 tablazat, pH = 7,4, cmn = cL = 1x10”° M)3® alapjan lathatjuk,
hogy az eldallitott ligandumok, de kiilondsen a tercier amid-szarmazékok
kozel olyan j6 mangankotd agensnek bizonyulnak, mint maga a CDTA
komplexképz6. Az 1:1 fém:ligandum aranyndl 2 mM-os ligandum és fém
koncentracié alkalmazasaval szdmitott koncentracid eloszlasi gérbe alapjan
megallapithatd, hogy a komplexképzddés mar pH = 5 koril teljes (pl. a
[Mn(CD2A2AMYMY]_komplex esetén, 1V.3.2.1 4bra), ami mindegyik

ligandum esetében teljestil.
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[Mn(CD2A2AMdiMet)]

Méltort Mn(II)
(=]
P

[Mn(HCDZAZAMdiMct)I+

0,2 A
0,0 " T T T T T
1,0 3,0 5,0 7,0 9,0 11,0

pH
IV.3.2.1 4bra: A [Mn(CD2A2AM®M")]-komplex koncentréci6 eloszlasi diagramja (cun=c1=
0,002 M)

A CD2A2AMBZ?P ligandum protonalodasi allanddit nem tudtuk
meghatarozni, mivel pH < 6 esetén csapadék van jelen a rendszerben
(koncentraciofiiggd, hogy milyen pH-értéken valik ki a csapadék), ebbdl
kovetkezéen a komplex stabilitdsi allanddjanak a becsléséhez is egy masik
megkdzelitést alkalmaztunk. Mivel [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex stabilitasi
dllandéja mar ismert és a két komplexképzd (CD2A2AMPP il
CD2A2AMB?P) nagyon hasonld szerkezettel rendelkezik ezért feltételezhetd,
hogy [Mn(CD2A2AMB?P)]-komplex (latszolagos) stabilitasi allandéjanak a
becslését a [Mn(CD2A2AMPP)]- és a [Mn(CD2A2AMB?PP)]-komplex
relaxivitds — pH profiljanak 6sszehasonlitasaval is elvégezhetjiik. Mind a két
esetben kiilonmintakat allitottunk 0Gssze allando ligandum ¢és fémion
koncentraciok alkalmazéasa mellett, mig a savkoncentracié 0,28 — 0,80 mM
tartomanyban valtozott. Az egyensuly beallasat kovetden (két nap elteltével)
"H-NMR relaxometrias technikdval lemértiik a komplexek relaxivitds értékét,
valamint megmértiik a mintdk egyensulyi pH-értékét. A IV.3.2.2 4bran
lathatok a két rendszerben kapott 72, relaxivitas értékek a pH-fliggvényében

(mivel a 7> iddskalan lényegesen nagyobb a valtozéas). A kapott adatok
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elemzésével lathatjuk, hogy a két komplex latszolagos stabilitasi allando értéke
kozel azonosnak tekinthetd, mivel a két gorbe gyakorlatilag fedi egymast

(figyelembe véve, hogy a relaxivitds mérésnek akar 5%-os hibdja is lehet).

70 | - 105

60 - “h 90

50 - AN 75 o
~ Am <
i 40 - 4—: 60 EN
=30 - A = 45 ~

20 - AW 30

A
10 4 4 15
0 L] L] n 0
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
pH

1V.3.2.2 dbra: A [Mn(CD2A2AM®"?)]-komplex (m, 1,01 mM, 1,41 T, 25,0 °C) latszolagos
stabilitési allandéjénak becslése a [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex (A, 1,40 mM, 1,41 T, 25,0
°C) azonos koriilmények kozott felvett relaxivitas-pH fliggése alapjan

A komplexek relaxivitasanak a pH-fliggését tobb esetben felvettiik, ami
egyrészt lehetdséget ad a komplexképzddés pH-tartomanyanak a
becslésére/visszaigazolasara, ill. igy a komplexek relaxivitasat is meg tudtuk
hatarozni pH = 7,4-nél. A Mn(CD2A2AM"S")]-komplexre mért pH-profil a
IV.3.2.3 abran lathat6. Az 4&bra alapjan elmondhato, hogy a pH-
potenciometrids titralasi adatokkal a relaxometrias eredmények jo egyezést
mutatnak. A komplexképzddés pH = 1,9 értéknél kezdddik el és pH = 5,0 koriil
fejezoddik be. A felvett pH-profil alapjan megallapitottuk a komplexek
relaxivitasat is (25 °C-on, 0,49 T), amit a komplex HSA ¢és/vagy szeronorm
oldatokban mért relaxivitas adataival egyiitt a IV.3.2.2 tablazatban tiintettem
fel. Osszehasonlitasképpen az EDTA és a CDTA ligandumok Mn(II)-
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komplexeinek azonos koriilmények kozott meghatarozott relaxivitas értékeit

1s feltintettem a IV.3.2.2 tablazatban.

[Mn(CD2A2AM?Ser)]

T ‘7 lu' 5
1,0 2,5 4,0 pH 5.5 7,0

1V.3.2.3 abra: A [Mn(CD2A2AM"S")]-komplex koncentracio6 eloszlasi gorbéje (cr. = cmnny =
2,00 mM), valamint a relaxivitas pH fiiggése (cmn = 1,0 mM, 25 °C, 0,49 T). A folytonos
vonal jeloli a kiillonb6zo részecskék koncentraciod eloszlasi gorbéit, mig a kék pontok (e) a
kiilonbdzé pH-n mért relaxivitas értékeket mutatjak

A tanulmanyozott CDTA-bisz-amid tipusu komplexek relaxivitasai a
korabban mar vizsgalt [Mn(CDTA)]*-komplex relaxivitdsdhoz képest
lényegesen nagyobbak. Ezért elmondhatd, hogy az acetatcsoportok
amidcsoportra torténd cseréje a relaxivitas értékeket kedvezd iranyba
befolyasolta. A [Mn(CDTA)]*-komplex esetén az irodalomban mar
bizonyitottak, hogy a komplex belsé koordindcios szférajaban talalhatd egy
vizmolekula (¢ = 1).”” Az altalunk vizsgalt komplexek relaxivitasa a
[Mn(CDTA)]*-komplex relaxivitasatol (r1, = 3,62 mMs™!) nagyobb értékek,
(IV.3.2.2 tablazat), igy a vizes oldatban mért relaxivitas értékek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a komplexek belsé koordinaciés szférdjaban
mindegyik Mn(II)-komplex esetében talalhato a fémcentrumhoz koordinal6do
vizmolekula. A szeronorm oldatban a relaxivitas érték a komplexek részleges

.....

az esetekben a nulla idépontra (¢ = 0) extrapolalt relaxivitas értéket helyeztiik
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el a tablazatban. A tablazat adatainak a tanulmdnyozasaval lathatjuk, hogy a
tisztan vizes kozegben mért relaxivitdsok kisebbek, mint a HSA-ban vagy
szeronormban mért értékek, ami a fehérje - komplex kdlcsonhatas egyértelmii
eredménye. A [Mn(CD2A2AMB?P)]-komplex esetén HSA oldatban (0,8 mM
HSA  koncentracid) mért relaxivitds értékek  kiugréoan nagyok,
kovetkezésképpen ebben az esetben nagyon erds fehérje-komplex

kolcsonhatés varhatod (log Kae = 3,4(1)) (IV.3.2.4 ébra).

6 -
A4 i
52 1
v
0 L] L] L] L] 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Chsa (MM)

1V.3.2.4 abra: A [Mn(CD2A2AMEB??)]-komplex és a HSA kozotti kolcsonhatés erésségének
meghatarozasa (cmnr, = 0,199 mM, pH = 7,4, cusa = 0,02 —2,0 mM, 0,49 T, T=25°C). (A A-
gel a mért pontokat jeloltiik a folytonos vonal pedig ezen pontok illesztése soran kapott
értékeket.)
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1V.3.2.2 tablazat: Az EDTA, CDTA és a vizsgalt szekunder és tercier CDTA-bisz-amid
szarmazek ligandumok Mn(Il)-ionnal képz6d6 komplexeinek relaxivitas értékei (25,0 °C és
0,49 T térerén, pH = 7,4)

Fip rip HSA ¢ F1p SZeronorm
(mM s T (mM s T (mM s T
EDTA? 3,20 - gyors disszociacio
CDTA 3,62° - 5,78; 5,52°
CD2A2AM"B" 4,64 6,55 -
CD2A2AM"SerP 4,75 f’;(}d 56’6913d
CD2A2AM‘iMete 3,72 4,33 -
CD2A2AM"P 6.15°
1. izomer 4,43 5,63 ’
Pip
CDZAZAM 6.38°
3. izomer
CD2A2AMMerfe 4,62 6,08 -
CD2A2AMPB#iP 5,56 19,44 -

@ Ref. 22; * Kelemen Doéra ,Mn(Il)-alapi MRI kontrasztanyagok el6allitasa és kémiai
jellemzése”, Szakdolgozat, Debreceni Egyetem, Debrecen, 2017.; ©37 °C-on mért adat; ¢ cusa
=0,8mM; 141 T

1IV.3.3 A transz-CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumok Mn(Il)-ionnal

alkotott komplexeinek kinetikai vizsgalata

A Mn(II)-alapti KA-ok irodalmaban nem sok olyan nyiltlancu komplex
talalhat6, melyek megkdzelitik az alkalmazhatdsaghoz sziikséges inertséget.
Az irodalmi bevezetoben (IV.3 fejezetben) mar emlitett PyC3A és PhDTA
ligandumok Mn(II)-komplexei ezek koz¢ tartoznak.

A 1V.3.1 abran feltiintetett ligandumok Mn(II)-komplexeinek
inertségét fémcsere reakciok segitségével tanulmanyoztuk. Kicseréld
fémionként Cu(Il)-iont alkalmaztunk nagy feleslegben (10-40-szeres felesleg)
a pszeudo-elsérendii koriilmények biztositasa végett. A kicserélodési

folyamatokat UV-lathatd spektrofotometrids technikaval kovettik 300 nm
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hullamhosszon. A lejatsz6do reakcio altalanos alakban a II1.2.1 egyenlettel
adhato meg.

A vizsgalt CDTA-bisz-amid szadrmazék komplexek koziil a
[Mn(CD2A2AMM ) ]-komplex Cu(Il) kicseréld fémionnal lejatszodd
reakcidjat tiintettem fel a 1V.3.3.1 abran. A pszeudo-elsérendli sebességi
allando (kops) értékeket a [H'] fliggvényében abrazoltuk a kiilonbozd kicseréld
fémion koncentraciok esetében. Amint az a IV.3.3.1 abran is lathato, a

disszociacid sebessége nem fligg a kicseré¢ld fémion koncentracidjatédl, de

crcr

10 -

kobs (S_ls X10_4)

0 L] L] L] L] L] L] 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

[H*] (M, x10%)

(kovs) @ H-ion koncentraci6 fliggvényében. A kiilonbozé szinek a Cu(Il)-ion koncentraciokat
jelolik: [MnL] = 0,25 mM; ¢10x, A 20x, m30x, ®40x Cu(Il)-ion felesleg, 0,05 M DMP puffer,

0,15 M NaCl és 25,0 °C

A Mn(Il)-komplexek a IV.1.2 fejezetben bemutatott utvonalakon
disszocialnak, de ezek koziil az itt emlitett bisz-amid szarmazékok esetén csak
a ki proton-asszisztalt utvonalnak van jelentds hozzajarulasa a komplex
bomlasahoz. A kapott ko»s értékeket a IV.3.3.1 altaldnos alakban felirt
egyenlettel illesztve a [V.3.3.1 tablazatban feltlintetett sebességi és stabilitasi

allandokhoz jutottunk. Ebben a tablazatban 6sszehasonlitasként feltiintettem
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az EDTA ¢és a CDTA ligandumok Mn(II)-ionnal képz6dé komplexeire

jellemzo sebességi allandokat is.

kot kg [HT] + k3 [M']
obs ™ 1+ Ky[M']

(V.3.3.1)

crcr

Ahol a k1 = ku-Ki", ks = km'Kwm, az [M’] a kicseréld fémion koncentraciojat

jel6li.

1V.3.3.1 tablazat: Az EDTA, CDTA ¢és a vizsgalt CDTA-bisz-amid szarmazékok Mn(II)-
disszociaciora jellemzd6 felezési id8k (t12 = In2/kobs, pH = 7,4 és ccuany = 1x10° M, T'= 25,0
OC)

ki (M5 k2 (M2s7) ks (M 1s1) Kuy(MY) | t1z (6ra)®
[Mn(EDTA)]**# 5,2x10* 2,3x108 45 - 0,076
[Mn(transz-CDTA) > b 4,0x10% - - 79 12
[Mn(CD2A2AM"BY)] 85 - - - 57
[Mn(CD2A2AMP"S¢r)] 36=+1 - - - 136
[Mn(CD2A2AMMet)| 70,2 - - 8+3 690
[Mn(CD2A2AMPP)]
1741 - - 62423 285
1. izomer
[Mn(CD2A2AMPP)]
9,0+0,4 - - 39+10 541
3. izomer
[Mn(CD2A2AMMerf)) 2,9+0,1 - (6x1)x10# 5+£2 1674
[Mn(CD2A2AMB#yp)) 8,3+0,7 - - - 582

222;139,a [Mn(CDTA)]* -komplex esetén k; = 3,2x10* M!'s! és a t1, = 15 éra; pH = 7,4
és 1x10° M Cu(II) koncentricié mellett szamolva

Tobb komplex esetében a Cu(Il) kicseréld fémion alkalmazaséaval
felvett kinetikai gorbék illesztése soran azt tapasztaltuk, hogy az egy
exponencialis burkolégdérbe nem illeszkedik tokéletesen a mért pontokra
(IV.3.3.2 A abra). Annak érdekében, hogy kizarjuk azt, hogy ez az effektus a

kicseréld fémionhoz rendelhetd a disszociacidos reakcidt FEuCls-al is
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megismételtiik, amit tizszeres feleslegben alkalmaztunk. Amint az a IV.3.3.2

B abran lathatd, ebben az esetben is rossz illeszkedést tapasztaltuk.

0,6
A

= 0,5

0,4

zorban

20,3

Ab

0,2 L] L] L] L]
100 200 300 400 500 600
Idé6 (perc)

<

g
|
|

g
=)
2

g
(0]
2

Abszorbancia

g
=

100 200 300 400 500 600
Idé6 (perc)

<

1V.3.3.2 dbra: A: A [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex és Cu(Il)-ion kozétt lejatszodod
cserereakcid Abszorbancia értékei az id6 fliggvényében (pH = 4,84, DMP puffer, cynr = 0,3
mM, ccuan = 3,0 mM, I = 0,15 M NaCl, 300 nm); B: A [Mn(CD2A2AM"?)]-komplex és
Eu(I1l)-ion kozott lejatszodo cserereakcid Abszorbancia értékei az id6 figgvényében (pH =
4,7, DMP puffer, cynr = 2,0 mM, cgyamy = 20,0 mM, /= 0,15 M NaCl, 260 nm) A piros vonal
az egy exponencialis fliggvénnyel torténd illesztést mutatja.

A Cu(Il) cserereakciok soran kapott kinetikai gorbéket két
exponencialis fliggvénnyel is illesztettiik (IV.3.3.3 &bra) és ez a fliggvény

(amint az alabbi abran is lathat6) sokkal jobban leirja a mért adatok illesztését.

96



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

0,6
= 0,5
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Idé6 (perc)
1V.3.3.3 abra: A [Mn(CD2A2AM"P)]-komplex és Cu(Il)-ion kozétt lejatszodod cserereakcid
Abszorbancia értékei az id6 fiiggvényében (pH = 4,84, DMP puffer, cmaL = 0,3 mM, ccuany =
3,0 mM, /= 0,15 M NaCl, 300 nm); A piros vonal a két exponencialis fliggvénnyel torténd
illesztést mutatja.

A pH = 4,84 értéken elvégzett Cu(Il) cserereakcid esetén (10-szeres
Cu(II)-ion felesleg a Mn(II)-komplexhez képest) az egy €s két exponencialis
fliggvénnyel valo illesztésbol kapott kovs ertékekbdl szamolt felezési idoket a
1V.3.3.2 tablazatban foglaltam ¢és hasonlitottam 0ssze. Az egy exponencialis
fliggvénnyel valo illesztésbol 44,3 perces felezési idét (pH = 4,84, T'= 25 °C)
kaptunk. Mig a két exponencialis fliggvénnyel vald kozelitéssel egy lassabb és
egy gyorsabb folyamatra vonatkozé kobs értéket tudtunk szamolni és a beldlitk
szamolt felezési idOk atlaga jo egyezést mutat az el6zdleg emlitett értékkel (¢12

= 48,4 vs. 44,3 perc, pH = 4,84, T = 25,0 °C). Ebbdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a 2. izomer hozzdjarulasa a felezési idOhdz nagyon kismértékii.

1V.3.3.2 tablazat: A [Mn(CD2A2AMP?)]-komplex és Cu(Il)-ion kdzott pH = 4,84 értéken
lejatszodo csrereakcid egy, illetve két exponencialis gorbével torténd illesztésének adatai (/=
0,15 M NaCl, pH = 4,84 és 25 °C)

keverék 1. izomer 3. izomer
Kobs 0,01563 0,07735 0,00788
tn? 44,3 9,0 87,9
ti2 atlag 48,4

2 In2/kops képlet alapjan szamolva
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A [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex HPLC-s vizsgalata (Luna C18(2),
forditott fazisu kolonna és acetinitril:viz elegy, mint eluens) sordn harom
csucsot kiilonitettiink el egymastol (IV.3.3.4 A ébra,) és az egyes csuicsok
tomegspektrometrias elemzése alapjan kideriilt, hogy izomerek képzddésével
kell szamolni, mivel a kiilonb6zé csucsokhoz azonos molekulatomeg
rendelhetd. Majd ezt kovetden preparativ HPLC technikaval valasztottuk el
egymastdl a szerkezeti izomereket. A modszerkidolgozasi és a preparativ
HPLC technikaval torténd elvalasztast a megfeleld Zn(I1)-komplex esetén is
elvégeztiik €s ebben az esetben is harom cstcsot azonositottunk (IV.3.3.4 B

abra) €s valasztottunk el.

3. izomer

1. izomer
1,60 .
2. izomer

1,20-

0,80-

Intenzitas

0,40

0,00

3. izomer
0,80|B |

0,60-

0,40 2. izomer

Intenzitas

0,20 1. izomer

0,00 _
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
1dé6 (perc)

1V.3.3.4 abra: A [Mn(CD2A2AM"?)]- (A) és [Zn(CD2A2AM"?)]-(B) komplex oldatban
jelenlévo izomereinek analitikai HPLC technikaval torténd elvalasztasa azonos koriilmények
kozott (Luna C18(2), 5 pum, forditott fazisu kolonna, gradiens elucid €s acetinitril:viz elegy,
mint eluens)
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A Mn(IT)-komplexekre a kinetikai inertség vizsgalatahoz, mig a Zn(II)-
komplexekre (diamagneses) a nagyfelbontasi 'H-NMR vizsgalatokhoz volt
sziikségiink. Azokat a frakcidokat, amelyben a mangan- és a cinkkomplexek
voltak, az elicidt kdvetden azonnal -80 °C-on fagyasztottuk, majd liofilizaltuk,
mivel oldat formaban ezen izomerek egymasba alakulnak (ami ismét
izomerkeveréket eredményez). Ennek mintegy bizonyitékaként megvizsgaltuk
az egyes izomerek atalakulasanak sebességét 45 °C-on analitikai HPLC-s
technika segitségével. Az egyes izomerekbdl kiindulva egy héten keresztiil
kovettiik a HPLC kromatogramban bekovetkezd valtozast és azt tapasztaltuk,
hogy egy hét elteltével koriilbeliil 50:50 %-on allt be az egyensuly a szerkezti
izomerek kozott (IV.3.3.5. dbra).

100 3,
80 - A
2 A
= 60 - A A A
3 40 | = -
» - u
20 - u
0 ' L] L] n n n n
0 30 60 90 120 150 180

Id6 (6ra)

1V.3.3.5 abra: A [Mn(CD2A2AM"?)]-komplex 3. izomerje mennyiségének (11.3.3.4 dbra A)
valtozasa az 1d6 fuggvényében (45 °C, Luna C18(2) 5 um kolonna, Viz: Acetonitril eluens).
A piros jelek (A) a 3. izomer, mig a kék jelek (m) az 1. izomer szazalékos aranyat jeldlik a
HPLC mintaban

A 1V.3.3.5 abra alapjan lathat6, hogy a 3. izomer 45 °C-on egy nap
elteltével mar tobb, mint husz szazalékban atalakul az 1. izomer formaba. Ha
tehat kifejezetten az egyik izomer inertségére vagy relaxivitasara vagyunk

kivancsiak, akkor figyelembe kell venniink a kisérlet tervezése soran ezt a

tényezot is.
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A 1V.3.3.1 tablazatban a [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex esetében csak
két izomer (IV.3.3.4 dbra A 1. és 3. izomer) vizsgaltat tiintettiik fel részletesen.
Ennek az az oka, hogy a masodik izomer csak kis mennyiségben van jelen az
izomerelegyben (80 mg izomer elegy elvalasztasa soran minddssze 3 - 4 mg
ilyen komplexet izolaltunk). A szerkezeti izomerek feltételezett szerkezeteit a

IV.3.3.6. dbran adtam meg.

N=, y N N=—

NI ;N o:( ;N o:( e
C O£ l okt l o- £ l
H*C\" i C?’, N H‘o'/ '_Q/ 0 H~O :l C?,; N

H O—\ L, 0= L0

1V.3.3.6 abra: A szerkezeti izomerek feltételezett szerkezetei

A Zn(I)-komplex esetében probaltunk szerkezeti informaciot gyiijteni
'"H-NMR spektroszkopias technikaval. Ezért spektrumot vettiink fel az
izomerelegyrél (Zn(Il)-komplex), amit az elvalasztott Zn(II)-komplexek
"H-NMR spektrumaival hasonlitottunk dssze. Mivel a komplexek 4talakulnak
egyik izomer formabol a masikba, ezért az NMR méréseket 278 K
hémérsékleten végeztiik el. A Zn(II)-komplexekrdl késziilt NMR spektrumok
egyértelmlien bizonyitjak, hogy a komplex eldallitdsat kovetd bonyolult
spektrumot a harom kiilonb6z6 izomer spektruméanak kombinacidjaval ,.elé

lehet allitani” (IV.3.3.7 abra).
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. "
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ppm

1V.3.3.7 abra: A [Zn(CD2A2AM"?)]-komplex izomerjeinek, valamint a keverék elegynek
"H-NMR spektrumai (400 MHz, 278 K). 1. A 3. izomer 'H-NMR spektruma, 2. a 2. izomer
'H-NMR spektruma, 3. az 1. izomer 'H-NMR spektruma, 4. az izomerelegy 'H-NMR
spektruma

Ha a IV.3.3.7 &bran a kék keretben szerepld jeleket nézziik, melyek a
ciklohexancsoport —CH protonok jeleihez rendelhetdk, akkor jol lathatod, hogy
minden NMR spektrum eltérd, azaz kiillonb6z6 izomerekhez rendelheték ¢€s a
harom spektrum (1. 2. és 3.) 6sszegzésével a keverékrol felvett spektrumot (4.)
nyerjiik vissza. A jobb atlathatosag kedvéért ez a tartomany (2,1 — 2,6 ppm)
kinagyitva a IV.3.3.8 dbran lathato.
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258 250 245 240 235 230 22§ 220 2158 2,10
ppm

1V.3.3.8 abra: A [Zn(CD2A2AM"?)]-komplex izomerjeinek, valamint a keverék 'H-NMR
spektrumai a 2,1 - 2,6 ppm tartomanyban (400 MHz, 278 K). 1. a 3. izomer 'H-NMR
spektruma, 2. a 2. izomer 'H-NMR spektruma, 3. a 1. izomer 'H-NMR spektruma, 4. a
keverék 'H-NMR spektruma

Az elvalasztast kovetden a [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex keverékbdl
izolalt izomerek kinetikai vizsgalatat is el tudtuk végezni, mivel kivancsiak
voltunk arra, hogy az egyes izomerek milyen mértékben jarulnak hozza a
két izomer a 1V.3.3.4 dbra ,,A” kromatogramjan lathato 1. és 3. frakciohoz
rendelhetd. Amint az a IV.3.3.1 téblazatban is megfigyelhetd az egyes
izomerek inertsége lényegesen eltér egymastol és valdszintileg a 1V.3.3.2
abran tapasztalhatd két exponencidlis gorbével leirhatdo viselkedés ahhoz
rendelhetd, hogy az izomerek azonos uton (proton-asszisztalt uton, ki), de
eltérd6 sebességgel disszocidlnak. Az alkalmazott kicserélé fémion
koncentraciéja szintén hatassal van a disszociacid sebességére, a

Cu(IT)-koncentracié novekedésével a disszociacid sebessége csokken, azaltal,
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hogy egy vegyes kétmagva koztitermékben halmozddik fel a Mn(II)-komplex,
melynek disszociacidja nagyon lassu (,,zsakutca-komplex”). A legtobb esetben
(kivétel a CD2A2AMMO T ligandum Mn(I)-komplexe) csak a kdztitermék (Kw)
stabilitasi  allanddjat  sikeriilt illeszteniink. A 1V.3.3.9 4abrdn a
[Mn(CD2A2AMPP)]-komplex 1. és 3. izomerjének pszeudo-elsérendii

crer

0,0 " T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
[H*] (M, x10%)

=
(—]
'l

0 " T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
[H*] (M, x10)

1V.3.3.9 abra: A [Mn(CD2A2AMPP)]-komplex 1. (fels) és 3. (alsd) izomerjének
disszociacids sebessége (kobs) @ H- és a Cu(Il)-ion kocentracié fliggvényében. A szinek a
kiilonbdzé Cu(Il)-ion koncentraciokat jeldlik: [MnL] = 0,25 mM; A10x, 20x, m40x,
Cu(Il)-ion felesleg, 0,05 M DMP puffer, 0,15 M NaCl és 25,0 °C, 300 nm
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Az ¢l6 szervezet minél pontosabb modellezése szempontjabol a
[Mn(CD2A2AMPP)]-komplex esetén a keverék, tovabba az 1. és 3. izomer
disszocidciojanak sebességét szeronorm oldatban (Seronorm Trace Elements
Serum L-1-et hasznaltunk) 37,0 °C-on is megvizsgaltuk. A méréseket 37 °C-on
¢s 0,49 T téreréon hajtottuk végre. A IV.3.3.10 abran lathaték a mérési
eredményeink a keverékre és az 1. €s a 3. izomerre vonatkozoan. Az izomer
keverék és a két elvalasztott izomer relaxivitasa az id6 fliggvényében nd, mivel
a komplex disszociacioja soran felszabadulé Mn(Il)-ion kdlcsonhatasba 1ép a
szeronorm oldat komponenseivel (fehérjék, bioligandumok, stb.), melynek
Mn2-+szeronorm _

eredményeként nagy relaxivitdsu részecskék keletkeznek (71

57,66 mM's™!, 37 °C-on és 0,49 T térerén).

8,0 -
o ®/®
7,0 -
A A
~ m -
= 6,0 |
<
-
5,0 -
|
4,0 L] L] L] L] L] L
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Id6 (6ra)

1V.3.3.10 abra: A [Mn(CD2A2AM"P)]-komplex izomerelegyének, tovabba az 1. és 3. izomer
inertségének vizsgalata szeronorm oldatban 37,0 °C-on és 0,49 T térerén. A kék & a keverék
elegy (cmaL = 0,996 mM), a piros m az 1. izomer (cvne = 0,715 mM), mig a z6ld A a 3. izomer
(cmnr = 0,751 mM) relaxivitasat mutatja az id6 fliggvényében

A  mérési adatok felhasznalasaval a szeronormban tOrténd

disszocidciora jellemzO, a kezdeti sebességek modszerével meghatarozott
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sebességi allandok értékét és a szamolt felezési idoket a [Mn(CD2A2AMPP)]
és a [Mn(CD2A2AM™)] (csak a keverékre van adatunk) komplexek esetén a
1V.3.3.3 tablazatban adtuk meg, valamint 6sszehasonlitasi alapul feltiintettem
a Cu(II) cserereakciokbol szamolt (pH = 7,4, 25,0 °C) felezési idoket is.

A szeronorm oldatban torténd méréseknél a felezési idok szamitdsahoz
a mért gorbék kezdeti, egyenessel illeszthetd szakaszat haszndltam fel
(IV.3.3.2 egyenlet, kezdeti sebességek modszere), mig az (in vivo)

disszociacios értékek (%Mn) becsléséhez a IV.3.3.3 egyenletet alkalmaztuk.

AT10bs 1 1
kg = X 1V.3.3.2
d [MnL],

Mn2*szeronorm
At Tip

2+
Tiobs = T1p " [MnL] 4 r{p"" s2eronerm [Mn2+ — szeronorm]

+ pSzeronorm [ 0
1

H
szeronorm] + 7,

IV.3.3.3

ahol az r1,M"" a mangan(Il)komplex relaxivitésa, 7,2 *s#eronorm

a mangan(II)-
ion és a szeronorm oldatban 1év6é fehérjékkel kialakulo addukt relaxivitésa,
valamint az 12° a viz relaxivitas értéke. A szdmolasok soran felhasznaltuk az
elézéleg fiiggetlen mérésbdl meghatarozott ry,Mn2*s2eronom rtéket,

A 1V.3.3.3 tablazatban talalhat6 adatok azt mutatjak, hogy a
szeronormban mért disszociaciora jellemzd felezési idok nagymértékben
csokkennek a tisztan vizes kozegben mért és pH = 7,4-re interpolalt értékhez
képest. Ez valoszinilileg a vérszérumban jelen 1évé fémionok, bioligandumok
¢s egyéb szérumkomponensek disszocidcid sebességet befolyasold (foleg
gyorsitd) hatdsanak koszonhetd. Az egyes szérumkomponensek disszociacios

sebességet befolyasold hatasanak felderitésére jelenleg is folynak vizsgalatok

kutatécsoportunkban.
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1V.3.3.3 tablazat: A szeronorm oldatban torténd disszociaciora jellemzd felezési 1dok,
valamint (in vivo) disszociacios értékek (%Mn) 7= 37 °C-on és a Cu(ll)-csere reakciokbol
szamolt felezési idok (pH = 7,4-re extrapolalt érték és 7= 25 °C)

t2 (6ra) ti2 (Ora)
kafe | pH | %Mn | o Cu(ITy
Szeronorm 2
csere
[Mn(CD2A2AM"P)] _
keverék, 37 °C 0,0112 |7,18| 3,6 62
Pip
[Mn(CD2AZAMIR] | 5151 | 7.14| 5.7 i "
1. izomer, 37 °C
Pip
Mn(CD2A2AM™)] [ 00 1 41 5 4 - ”
3. izomer, 37 °C
[Mn(CD2A2AM™*)]
keverék, 25 °C 0,0488 | 7,47 10,1 14 136
[Mn(CD2A2AM™")] _
keverék, 37 °C 0,1106 (7,53 20,3 6

& pH = 7,4-re extrapolalt érték és T =25 °C;
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VI. Osszefoglalas

Doktori munkam soran nyiltlancu (transz-CDT A-bisz-amid), valamint
makrociklusos (hdromszorosan helyettesitett tetrazaciklododekan
szarmazekok, ill. cisz- és transz-DO2A) aminopolikarboxildt ligandumok
Mn(Il)-ionnal képz6dé komplexeinek az oldategyensulyi, elektrokémiai,
disszocidcios kinetikai, ill. relaxometrias vizsgalatat végeztiikk el. A munka
elsddleges célja a ligandumok szerkezete ¢s a képzddé Mn(Il)-komplexek
legalapvetdbb kémiai sajatsagai kozott fennalld 6sszefliggések felderitése volt.
Az ilyen jellegli informaciok kozvetlentil 0j ligandumok céltudatos tervezésére
hasznalhatok fel, majd tavlatilag a jelenleg tomegesen alkalmazott Gd(III)-ion
alapa MRI kontrasztanyagok Mn(II)-alapt agensekkel valo helyettesitésére.
Azon ligandumok Mn(II)-kelatjai lehetnek megfeleld jeloltek, melyek nagy
termodinamikai €és redoxi stabilitdssal, kinetikai inertséggel és relaxivitassal
rendelkeznek ahhoz, hogy hatékonyan ¢és biztonsagosan alkalmazhatdk
legyenek az orvosi diagnosztikaban.

A haromszorosan helyettesitett 12-tagu makrociklusos (7-fogu, 4 gytiri
és harom kar donoratomot tartalmazd) ligandumok (PCTA, PC3AMY,
PC3AMSY, PC3AM®P DO3A, DO3P, DO3AM! és ODO3A) vizsgalatai azt
mutattak, hogy ezek Mn(Il)-komplexei nem jo relaxacios agensek, mivel a
paramagneses fémionhoz koordindlodé vizmolekula hidnya miatt a
relaxacid-sebességet noveld hatasuk kicsi. Az egyensulyi adatok szerint a
DOTA egy acetatcsoportjanak az ,eltdvolitdsa” alig csokkenti a
Mn(Il)-komplexek stabilitasat, mivel az oldallancok egy része vagy nem is,
vagy csak gyengén koordinalodik a kozponti Mn(Il)-ionhoz. Az
acetatcsoportok foszfonatcsoportra torténd cseréje (VI.1 tablazat) ugyan a
stabilitasi alland6 novekedését idézte eld (DO3P), de a keletkezd

Mn(Il)-komplex  latszélagos  stabilitasa ~ valdjdban  csdkken  (a
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foszfonatcsoportokat tartalmaz6 ligandumok Osszbazicitasanak jelentds
novekedése miatt). A foszfonat-szarmazék ligandumok pMn értékei messze
elmaradnak az acetat vagy amid oldallanccal rendelkez6 analogjaik megfeleld
értékeitdl.

VI.1 tablazat: A vizsgalt ligandumok bazicitasa é¢s a Mn(II)-komplexek stabilitasi allandoi,

~~~~~~

(k1), valamint a relaxivitasuk (0,49 T térer6, 25,0 °C) dsszehasonlitasa (0,15 M NaCl, 25,0 °C)

) tin (()ra)
= r
lOg K, Z lOgK{-[ pMnb ki (M-ls-l) pH 7,4 IP1 1
~ ey=10"% | (mM7s7)
M
DO3A 16,55(4) 19,00 8,66 0,45+0,03 1,1x10* 1’118—;)10’31;
DO3AMHY 11,69(2) 15,68 7,32 0,94+0,02 5,2x10° 1,33
DO3P 17,45(2) 23,92 6,43 (2,4+0,2)x10° 3x1073 2,23f
ODO3A 13,88(1) 16,32 8,57 2742 1,8x10? 1,40
16,83(1); (8,2+0,7)x102 .
PCTA 16,64(7) 16,70 9,74 (1,09£0,01)x10-1 © 5,9x10 1,50
11,94(3);
H ? ’ 12,86 7,77 1,07+0,01)x10? 4,5x10° 1,27
PC3AM 11’78(8)a 2 2 ( 2 2 ) 2 b
3,5x10%s;
PC3AMSY 13,20(1) 13,40 8,37 (1,6440,02)x1024 1,44
0,1 M HCI
PC3AMPP 14,05(2) 14,51 8,86 (4,64+0,04)x1073 1,0x10° 1,28

2 IH-relaxometria; ® A pMn értéket pH= 7,4, cm = cL = 10~ M koncentracié mellett szamoltuk,
Ref. 88; ¢ stopped-flow technika nagyon savas kozegben (0,1 — 1,2 M [H']), ahol a k; a proton-
asszisztalt disszociacidra jellemzdé sebességi allanddja az [Mn(HL)]-komplexnek; ¢ az
[Mn(H;L)]-komplex proton-asszisztalt disszociaciora jellemzd sebességi allando; © Ref. 81; f
8,5 — 9,3 pH tartoméanyban meghatérozva, ahol féleg az [Mn(DO3P)]*" dsszetételi komplex
van jelen;

A legjobb latszolagos stabilitassal (a legnagyobb pMn-nel) a merev
,vazu” ¢és elorendezett PCTA ligandum Mn(Il)-kelatja rendelkezik. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a foszfonatcsoportok oldallincként valé alkalmazasa
keriilendé a tovabbi ligandumok tervezésekor, mig a makrociklus

piridingyiiriivel torténé merevitése jo hatassal van a ligandum
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Mn(IT)-koto képességére. A stabilitas kis mértékben csokken, amennyiben
az acetatcsoportokat amidcsoportokra cseréljiik, de ez a csokkenés némileg
,Vvisszaszorithatd” az amid nitrogén szubsztitualtsagi fokanak megfeleld
megvalasztasaval. A komplexek latszélagos stabilitasi allandéja primer <
szekunder < tercier sorrendben valtozik.

Elvégeztiik a Mn(Il)-komplexek disszociacidjanak részletes kinetikai
vizsgalatat. A ki proton-asszisztalt disszocidciora jellemz6 sebességi allandok
(vagy a vérplazma pH = 7,4 értékénél a komplexek disszociacidjara jellemz6
felezési idok) azt mutatjak (VI.1 téblazat), hogy a 12-tagli makrociklusos
ligandumok Mn(II)-komplexeinek disszociaciéos kinetikai viselkedése,
inertsége is nagymértékben fiigg egyrészt a makrociklus merevségétol,
masrészt a makrociklusban lévo donoratomok, valamint az oldallaincban
talalhat6 donoratomok kémiai mindségétol. A makrociklusban talalhato
amincsoport éteres oxigénatomra torténd cseréje (ODO3A ligandum) a Ay érték
50-szeres noOvekedését idézi eld, mig ugyanezen amincsoportnak
piridingytriibe valo , kényszeritése” (PCTA ligandum) az 6todére csokkenti az
adott sebességi allandot a [Mn(DO3A)] -komplex megfeleld értékéhez képest.
Az oldallancokban 1évé donoratomok mindsége is jelentdsen befolyasolja a
keletkez6 kelatok inertségét, mivel az amidoldallancot tartalmazo6 ligandumok
Mn(Il)-komplexei  inertebbek, mint az  acetat-szarmazékok. A
Gd(I1I)-komplexeknek azt a tulajdonsagat, hogy a komplexek inertsége nd a
primer — a szekunder — tercier amid sorrendben, a Mn(II)-komplexek
esetében is sikeriilt alatdmasztani. A tercier-amid oldallanccal rendelkezo
PC3AMP? ligandum Mn(II)-komplexe bizonyult a leginertebbnek a
vizsgalt komplexek koziil. Ezek alapjan a tercier amidcsoportok hasznos
»epitokovek” lehetnek a Mn(Il)-ion komplexalasara alkalmas ligandumok
tervezése soran. A latszolagos stabilitasi allando (pMn) és a proton-asszisztalt

disszocidcios utvonal allandojanak negativ logaritmusa (-log k1) kozott talalt
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linearis Osszefliggés alapjan az varhato, hogy a nagy pMn értékkel rendelkez6
komplexek nagyobb inertséggel is rendelkeznek (IV.1.2.4 dbra).

Az oldallancok szamanak tovabbi csokkentése (a fémionhoz
koordinalodé vizmolekula megjelenése érdekében) a diacetat-szarmazékoknal
két szerkezeti DO2A izomert eredményez. Ezen dolgozat keretein belil a
cisz- €s a transz-DO2A ligandum és Mn(II)-komplexeik részletes egyensulyi,
kinetikai és elektrokémiai vizsgalatat végeztiik el. A DO2A-szarmazék
stabilitasi allandoi gyakorlatilag fliggetlenek az alkalmazott ionerdsségtol,
mivel a 0,15 M NaCl-ra mért adataink jo egyezést mutatnak a korabban 0,1 M
MesNCl ionerdsségben mért irodalmi értékekkel. A pMn értékek alapjan a
cisz-szarmazék stabilabb komplexet képez a Mn(Il)-ionnal, mint a transz-
DO2A.

A vizsgalt DO2A-szarmazékok Mn(IT)-komplexei esetében a fémcsere
reakciok sordn a komplexek disszociacidja csak savkatalizalt uton jatszodott
le. (A spontan disszocidciora jellemz6 sebességi allandok (ko) értékére vagy
negativ értéket kaptunk vagy az érték 6sszemérhetd volt az allandé hibajaval.
Ez azt mutatja, hogy a vizsgalt koriilmények kozott a komplexek spontdn
disszociacioja elhanyagolhato.) Ez a felismerés varatlan, mivel a
[Mn(DOTA)]*-komplex esetében a spontan disszocidcidnak van szerepe a
kelat bomlasa soran. A proton-asszisztalt disszocidciora jellemzd sebességi
allando (k1) értéke két-harom nagysagrenddel nagyobb, mint azt a
[Mn(NOTA)] - és a [Mn(DOTA)]*-komplexek esetében mérték. A bomlasi
felezési idok alapjan is egyértelmiien latszik, hogy az oldalldncok szamanak
csokkentésével a komplexek labilitdsa n6 és a két vizsgalt izomer koziil a
transz-szarmazék rendelkezik jobb disszociaciokinetikai paraméterekkel,

bar 6sszességében a két izomer komplex kdzotti kiillonbség nem szamottevo.
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A [Mn(cisz-DO2A)]- és a [Mn(transz-DO2A)]-komplexek redoxi
stabilitasarol ciklikus voltammetria segitségével gyiijtottiink informaciot. A
Mn(Il)-komplexekre egy kvazi-reverzibilis folyamatot detektaltunk, a
féllépcsopotencial (Ag/AgCl referencia elektrodra vonatkoztatott) értéke +636
mV ([Mn(cisz-DO2A)]) és +705 mV ([Mn(transz-DO2A)]). Az utdbbi
nagyobb oxidacios potencial értékébol arra kdvetkeztethetlink, hogy a +2-es
oxidacids allapot a [Mn(transz-DO2A)]-komplex esetén némileg stabilabb,
mint a cisz-szarmazéknal. A kapott féllépcsdpotencial értékek egyértelmiien
azt mutatjak, hogy mindkét komplex ellenall az oxidacionak (levegon) pH
=17 értéken.

A dolgozat harmadik részeként hat darab nyiltlanca transz-CDTA
szarmazék ligandum eléallitasat, Mn(II)-ionnal képz6dé komplexeik
egyenstulyi, kinetikai és relaxacios sajatsagait mutattuk be. A vegyiiletek
eloallitasat irodalmi, ill. a haromszorosan helyettesitett
ciklododekén-szarmazékok vizsgalata sordn kapott sajait eredmények
inspiraltak. A bisz-amid szarmazék ligandumok Mn(II)-ionnal képz6do
komplexeinek a stabilitasi 4llandoja kisebb, mint a [Mn(CDTA)]*-komplex
megfeleld értéke, de a pH = 7,4 szamitott pMn értékek alapjan az ujonnan
eloallitott ligandumok Mn(II)-ion kotd képessége nem romlott szamottevéen
(PMngans--cpta = 8,68 ¢és a bisz-amidok pMn értéke 7,08 — 8,35 kozott
valtozik). A Mn(II)-komplexekre jellemzd relaxivitas értékek meghaladjak a
[Mn(CDTA)]*-komplex relaxivitids értékét. Ez azt jelenti, hogy két
acetatcsoport amidra torténé cseréje pozitiv iranyba befolyasolja a
Mn(IT)-komplexek relaxivitasat. A komplexek relaxivitasa 0,49 T
téreronél meghaladja a kereskedelmi forgalomban lévé Gd(III)-alapua
agensek megfelel6 értékeit is. A relaxivitas értékeket human szérum albumin
(HSA) jelenlétében ¢és szeronorm oldatban is meghataroztuk. HSA

jelenlétében vagy a szeronorm oldatban mért értékek nagyobbak, mint a tisztan
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vizes oldatokban mért adatok, ami egyértelmii jele a fehérje-komplex
kolcsdnhatasnak. A [Mn(CD2A2AMEBZP)]-komplex esetén 0,8 mM HSA
jelenléte mellett mért relaxivitas érték kiugroéan nagy (r1, = 19,44 mM's™),
ami a fehérje és a komplex erds kolcsonhatasanak az eredménye (log Kaad =
3,4(1)).

A transz-CDTA-bisz-amid  szarmazékok  Mn(Il)-komplexeinek
kinetikai inertségét is vizsgaltuk a keladtok Cu(Il)-ionnal lejatszodo fémcsere
reakcidinak tanulmanyozasaval. Két acetat oldallinc amidra torténo
cseréjével, a vartnak megfeleléen javult a Mn(II)-komplexek inertsége a
[Mn(CDTA)]* ,,anyavegyiiletéhez” képest (f12 =57 — 1674 6ra vs. 12 éra).
A kinetikai gorbék (Abs. — 1d6) illesztését ugyanakkor csak két exponencidlis
fliggvénnyel tudtuk elvégezni, amit az oldatban megjelend szerkezeti izomerek
eltéro inertségével értelmeztiink.

A [Mn(CD2A2AMPP)]- és a [Zn(CD2A2AMPP)]-komplexek HPLC
vizsgélata sordn harom cstics megjelenését tapasztaltuk. Az izomereket
preparativ HPLC technikéval elvalasztottuk, majd a frakciokat NMR, MS, ill.
"H-relaxometridsan jellemeztiik. Az elvalasztott Mn(II) izomerkomplexek
kinetikai inertségét kiilon-kiilon is vizsgaltuk: a harom izomer koziil kettd
inertsége lényegesen eltér egymastol. Szeronorm oldatban a disszociacid
gyorsabban jatszodik le, mint azt a Cu(Il) cserereakcidok alapjan varnank, a
vérszérum egyes komponensei katalizalhatjak a disszociaciot. (A részletek
feltarasa jelenleg folyamatban van).

Osszességében elmondhato, hogy az altalunk eléallitott és megvizsgalt
transz-CDTA-bisz-amid ~ szarmazék  ligandumok  Mn(II)-komplexei
fizikai-kémiai paramétereik alapjan felveszik a versenyt egyes kereskedelmi
forgalomban 1évé Gd(III)-alapt MRI kontrasztanyagokkal, mind hatékonysag
(relaxivitds), mind a biztonsdgos alkalmazast szolgalod stabilitas €és inertség

tekintetében.
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VII. Summary

My doctoral thesis summarizes the study of the equilibrium,
electrochemical, dissociation kinetic and relaxometric properties of Mn(II)
complexes with open-chained (trans-CDTA bisamide) as well as macrocyclic
(trisubstituted tetraazacyclododecane derivatives, as well as cis- and trans-
DO2A) aminopolycarboxylate ligands. The main goal of our investigations
was to explore the relationship between ligands structure and the basic
physico-chemical properties of the Mn(Il) complexes. Such kind of
information may primary be valuable for the design of new ligands with
tailored properties, targeting at the replacement of Gd(III)-based MRI contrast
agents, dominating the clinical routine nowadays, by safer Mn(II)-based
agents. Those Mn(II) based complexes could be suitable which possess high
thermodynamic and redox stability, inertness as well as high relaxivity for the
efficient and safe in vivo applications in the medical diagnostics.

Based on our results obtained for the Mn(II) complexes formed with
trisubstituted 12-membered (7 dentate, 4 ring and 3 arm donor atom)
macrocyclic ligands (PCTA, PC3AMY, PC3AMSY, PC3AMPP, DO3A, DO3P,
DO3AM" and ODO3A), we have concluded that, these complexes are not very
efficient relaxation agents, because their low enhancing effect on relaxation
rate due to the lack of the water molecule being directly coordinated to the
paramagnetic metal ion. Based on the equilibrium data we can state that the
“elimination” of one of the acetate group from DOTA ligand hardly effects the
stability constants of the complexes, because one or some of these side arms
are not or just slightly coordinated to the central Mn(II) ion. However, the
replacement of the acetate groups with phosphonate moieties increases the

stability constant (Table VII.1) of the complexes (DO3P), although the
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conditional stability constant decreases (due to the significantly increased
overall basicity of the phosphonate containing ligands). The pMn values of
complexes formed with phosphonate derivative ligands are much smaller than
the corresponding value of ligands having acetate or amide metal binding
pendants. The manganese complex of PCTA ligand, which possess rigid
“skeleton” and preorganized structure, has the highest conditional stability
constant (i.e. the highest pMn). This finding bring us to the conclusion, that the
phosphonate groups as pendant arms are not suitable for further ligand design,
while rigidifying the backbone of the macrocycle by incorporation one of its
N-atoms into a pyridine ring has a positive effect on the manganese binding
ability. This ability slightly reduced when the acetate groups are replaced with
amide metal binding units, but this decrease can be somewhat compensated by
using properly selected (substitution) amide nitrogen pendants. The
conditional stability constants follow the order as primary < secondary <
tertiary amide pendants. Detailed dissociation kinetic study of Mn(II)-
complexes was also performed to access information concerning their
inertness. The rate constants of the proton-assisted pathway (ki, Table VII.1)
(or the half-life of the dissociation extrapolated to pH = 7.4) indicate that, the
dissociation kinetic behavior (inertness) of the Mn(II) complexes strongly
depends on the rigidity of the 12-membered macrocycle and the nature of the
donor atoms present in the macrocycle as well as on the nature of the side arms.
The replacement of the secondary amine in the macrocycle by etheric oxygen
atom (ODO3A ligand) resulted in 50 fold increase in the & value of the Mn(II)
complex, while incorporation of a secondary amine moiety into a pyridine ring
(PCTA ligand) has a beneficial effect on the kinetic parameters as evidenced
by the 5-fold decrease in the k1 value as compared to the corresponding value

of [Mn(DO3A)] complex.
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Table VII.1: Comparison of basicity of the investigated ligands, the stability and protonation
constants, pMn values, rate constants of proton-assisted pathway (k1) as well as the relaxivity
(0.49 T field strength) of the formed complexes (0.15 M NacCl, 25.0 °C)

tin (hOlll‘)
2
= r
log K z logk! | pMn® ki (Ms7Y) pH=7.4 “’1 1
~ cy=10" | (mM7s™)
M
DO3A 16.55(4) 19.00 8.66 0.45+0.03 1.1x10* 1'118;10'31;
DO3AMY | 11.69(2) 15.68 7.32 0.94+0.02 5.2x10% 1.33
DO3P 17.45(2) 23.92 6.43 (2.4+0.2)x10° 3x10°3 2.23f
ODO3A 13.88(1) 16.32 8.57 2742 1.8x10? 1.40
16.83(1); (8.2+0.7)x10722 )
PCTA 16.64(7)" 16.70 974 | (1 0920.01)x10-1c | 5910 1.50
11.94(3);
H ’ . . .07£0. -2 . > .
PC3AM 11.78(8) 12.86 777 | (1.07£0.01)x10 4.5%10 1.27
3.5x10%s;
PC3AMSY | 13.20(1) 13.40 8.37 | (1.64%0.02)x102¢ 1.44
0.1 M HCI
PC3AMPP | 14.05(2) 14.51 8.86 | (4.64+0.04)x103 1.0x106 1.28

2 'H-relaxometry; ® The pMn value was calculated at pH = 7.4, cm = ¢ = 10° M Ref. 88; ©
stopped-flow in highly acidic condition (0.1 — 1.2 M [H"]) where the £; is the proton-assisted
dissociation of the [Mn(HL)] complex; ¢ the k; is the proton-assisted dissociation of the
[Mn(H;L)] complex; ¢ Ref. 81; fdetermined in the pH range of 8.5-9.3 where mainly the
[Mn(DO3P)]*" complex exists in solution.

The inertness of the complexes is also influenced by the nature of the pendant
arms, since the Mn(II) complexes of ligands containing amide side chains are
more inert than the corresponding acetate derivatives. Such behavior of the
Gd(IIT) complexes that, the inertness of the complexes grows in the primary,
secondary and tertiary amide order, has also been found for the Mn(II)
complexes. The [Mn(PC3AMPP)] complex containing tertiary amide side
chains has the highest kinetic inertness among the investigated complexes. One
can conclude that, these tertiary amide groups might be useful “building
blocks” for ligands tailored for efficient and strong Mn(Il) complexation.

Based on the linear relationship between the conditional stability constants
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(pMn) and the negative logarithm of the proton-assisted dissociation pathway,
we may conclude that complexes having high pMn value could also have high
kinetic inertness (Figure 1.2.4).

Further reducing the number of side chains (in order to have a water
molecule coordinated to the metal ion) resulted in two structural DO2A isomer
derivatives (4 ring + 2 sidearm donor atoms). In this work we studied the
equilibrium, kinetic and electrochemical properties in detail of the cis- and
trans-DO2A derivatives. The protonation of the ligand and the protonation as
well as the stability constants of the Mn(II) complexes are in fact independent
from the used ionic strength, because our data at 0.15 M NaCl are in good
agreement with data measured earlier in 0.1 M MesNCI. As the pMn values
show the cis-DO2A derivative has higher stability than the trans-derivative.

The investigated Mn(II) complexes of DO2A derivatives dissociate
only via acid-catalyzed pathway during the transmetallation reactions. (The
spontaneous dissociation is negligible, because the fitting procedure gives
either negative value for ko or small positive value with high standard deviation
comparable with the value itself.) This finding is unexpected since the
spontaneous dissociation pathway has a noticeable contribution to the
decomplexation of the [Mn(DOTA)]** complex. The proton-assisted
dechelation of the investigated [Mn(DO2A)] derivatives occurs two-three
orders of magnitude faster than that of [Mn(NOTA)]™ and [Mn(DOTA)]*
complexes. It is clear, based on the half-life of the dissociation, that the lability
of the complexes increases by reducing the number of side chains. The trans-
DO2A has higher inertness compared to the cis-isomer, although the difference
between the two isomers is not significant.

The redox stability of the [Mn(cis-DO2A)] and [Mn(trans-DO2A)]
complexes has been studied by using cyclic voltammetry. The cyclic

voltammograms indicate a quasireversible systems with a half-wave potential
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of +636 mV ([Mn(cis-DO2A)]) and +705 mV ([Mn(trans-DO2A)]) versus
Ag/AgCl. The slightly higher oxidation potential for [Mn(trans-DO2A)] can
be explained in terms of the +2 oxidation state of manganese being more stable
in this complex. The half-wave potentials indicate clearly that both complexes
are resistant against oxidation in aqueous solution by air near pH = 7.0.

In the third part of my thesis the synthesis of six open-chain trans-
CDTA derivatives ligands and equilibrium, kinetic and relaxometric properties
of their Mn(II) complexes have been discussed. Synthesis of the ligands was
inspired by literature data and our results collected during the investigation of
the trisubstituted cyclododecane derivatives. Stability constants of the Mn(II)
complexes of the bis(amide) derivatives are smaller than the corresponding
value of the [Mn(CDTA)]*>". However, based on the calculated pMn value at
pH = 7,4 for the complexes of the new ligands, their manganese(Il) binding
ability is not affected significantly (pMnyans-cpTa = 8.68 and the pMn values
of the bis(amides) lie in the range of 7.08 — 8.35). The relaxivity of the Mn(II)
complexes of the new bis(amide) derivatives are higher than the relaxivity of
the [Mn(CDTA)]*>" complex. It means that the replacement of two acetate
groups by amide moieties influences positively the relaxation properties of
their Mn(IT) complexes. Notably, the relaxivity of the complexes at 0.49 T are
higher than those of the commercially available Gd(III) based MRI contrast
agents. Relaxivity values have also been measured in the presence of human
serum albumin (HSA) and seronorm in solution. The relaxivity of the
complexes in the presence of HSA and seronorm is higher compared to the
relaxivity measured in pure aqueous solution, clearly indicating protein-
complex interaction. Relaxivity of the [Mn(CD2A2AMB#P)] complex in the
presence of 0.8 mM HSA is extremely high (r1, = 19.44 mM's™), due to the

strong interaction between the protein and the complex (log Kadada = 3.4(1)).
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We studied the kinetic inertness of the Mn(Il) complexes of trans-
CDTA bis(amide) ligands with Cu(Il) induced transmetallation reactions. As
expected based on the literature data, the replacement of two acetate pendant
arms by amides resulted in a notable increase in the inertness of the Mn(II)
complexes as compared to the parent [Mn(CDTA)]* complex (t12 =57 — 1674
hour vs. 12 hour). At the same time, fitting of the primary kinetic data
(Abs. - time) could be done with bi-exponential function, which was explained
by the presence of structural isomers in the solution having different inertness.

During the HPLC investigation of the [Mn(CD2A2AMPP)] and
[Zn(CD2A2AMPP)] complexes three peaks (corresponding to three isomeric
complexes) were observed and these isomers were separated by preparative
HPLC technique as well as characterized by using NMR, MS and
"H-relaxometry. Inertness of two out of three isomers were studied
independently, and the isomers were found to behave differently. Dissociation
kinetic studies performed in seronorm solution indicated that, the dissociation
of the Mn(II) complexes occurs faster than expected based on the results of
Cu(IT) exchange reaction. Relying on these data, we might conclude that some
individual components of the seronorm solution (bioligands, metal ions
proteins etc.) catalyze the dissociation of the complex. (This phenomenon is
under study.)

Altogether, based on the favorable physico-chemical parameters of our
newly designed and synthesized Mn(II) complexes of CDTA bis(amide)
derivatives (stability/inertness/relaxivity), these Mn(Il)-based MRI CA
candidates can considered as alternatives to Gd(III) based MRI CAs available
currently on the market in terms of effectiveness (relaxivity) and safety

(stability and inertness).

118



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(1

2

3)

“4)

)

(6)

(7

®)

©)
(10)

(11

(12)

(13)

VIII. Irodalomjegyzék

Jacques, V.; Desreux, J. F. New Classes of MRI Contrast Agents. In Contrast Agents
I; Krause, W., Ed.; de Meijere, A., Kessler, H., Ley, S. V., Thiem, J., Vogtle, F.,
Houk, K. N., Lehn, J.-M., Schreiber, S. L., Trost, B. M., Yamamoto, H., Series Eds.;
Springer Berlin Heidelberg: Berlin, Heidelberg, 2002; Vol. 221, pp 123-164.
https://doi.org/10.1007/3-540-45733-X_5.

Shawn E. Cowper. Nephrogenic Fibrosing Dermopathy: The First 6 Years: Curr.
Opin. Rheumatol. 2003, 15 (6), 785-790. https://doi.org/10.1097/00002281-
200311000-00017.

Grobner, T. Gadolinium — a Specific Trigger for the Development of Nephrogenic
Fibrosing Dermopathy and Nephrogenic Systemic Fibrosis? Nephrol. Dial.
Transplant. 2006, 21 (4), 1104-1108. https://doi.org/10.1093/ndt/gfk062.

Errante, Y.; Cirimele, V.; Mallio, C. A.; Di Lazzaro, V.; Zobel, B. B.; Quattrocchi,
C. C. Progressive Increase of T1 Signal Intensity of the Dentate Nucleus on
Unenhanced Magnetic Resonance Images Is Associated With Cumulative Doses of
Intravenously Administered Gadodiamide in Patients With Normal Renal Function,
Suggesting  Dechelation:  /nvest.  Radiol. 2014, 49 (10), 685-690.
https://doi.org/10.1097/RLI1.0000000000000072.

Karabulut, N. Gadolinium Deposition in the Brain: Another Concern Regarding
Gadolinium-Based Contrast Agents. Diagn. Interv. Radiol. 2015, 21 (4), 269-270.
https://doi.org/10.5152/dir.2015.001.

Robert, P.; Lehericy, S.; Grand, S.; Violas, X.; Fretellier, N.; Idée, J.-M.; Ballet, S.;
Corot, C. T1-Weighted Hypersignal in the Deep Cerebellar Nuclei After Repeated
Administrations of Gadolinium-Based Contrast Agents in Healthy Rats: Difference
Between Linear and Macrocyclic Agents. Invest. Radiol. 2015, 50 (8), 473-480.
https://doi.org/10.1097/RL1.0000000000000181.

The Chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic Resonance Imaging, Second
edition.; Helm, L., Merbach, A. E., Toth, E., Eds.; John Wiley & Sons Inc: Hoboken,
NJ, 2013.

Pan, D.; Schmieder, A. H.; Wickline, S. A.; Lanza, G. M. Manganese-Based MRI
Contrast Agents: Past, Present, and Future. Tetrahedron 2011, 67 (44), 8431-8444.
https://doi.org/10.1016/j.tet.2011.07.076.

Rontgen, W. C. ON A NEW KIND OF RAYS. Science 1896, 3 (59), 227-231.
https://doi.org/10.1126/science.3.59.227.

Weinmann, H.; Brasch, R.; Press, W.; Wesbey, G. Characteristics of Gadolinium-
DTPA Complex: A Potential NMR Contrast Agent. Am. J. Roentgenol. 1984, 142
(3), 619-624. https://doi.org/10.2214/ajr.142.3.619.

Desreux, J. F.; Barthélemy, P. P. Highly Stable Lanthanide Macrocyclic Complexes:
In Search of New Contrast Agents for NMR Imaging. /nt. J. Rad. Appl. Instrum. B
1988, 15 (1), 9-15. https://doi.org/10.1016/0883-2897(88)90153-5.

Rocklage, S. M.; Cacheris, W. P.; Quay, S. C.; Hahn, F. E.; Raymond, K. N.
Manganese(II) N,N’-Dipyridoxylethylenediamine-N,N’-Diacetate 5,5°-
Bis(Phosphate). Synthesis and Characterization of a Paramagnetic Chelate for
Magnetic Resonance Imaging Enhancement. /norg. Chem. 1989, 28 (3), 477-485.
https://doi.org/10.1021/ic00302a019.

Pomeroy, O. H.; Wendland, M.; Wagner, S.; Derugin, N.; Holt, W. W.; Rocklage, S.
M.; Quay, S.; Higgins, C. B. Magnetic Resonance Imaging of Acute Myocardial
Ischemia Using a Manganese Chelate, Mn-DPDP. Invest. Radiol. 1989, 24 (7), 531—
536.

119



Garda Zoltan: Doktori (PhD) értekezés

(14)

(15)

(16)

(17

(18)

(19)

(20)

e2y)

(22)

(23)

24)

(25)

(26)

27

(28)

Olanow, C. W. Manganese-Induced Parkinsonism and Parkinson’s Disease. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 2004, 1012 (1), 209-223. https://doi.org/10.1196/annals.1306.018.
Bowman, A. B.; Kwakye, G. F.; Herrero Hernandez, E.; Aschner, M. Role of
Manganese in Neurodegenerative Diseases. J. Trace Elem. Med. Biol. 2011, 25 (4),
191-203. https://doi.org/10.1016/j.jtemb.2011.08.144.

Idée, J.-M.; Port, M.; Raynal, I.; Schaefer, M.; Le Greneur, S.; Corot, C. Clinical and
Biological Consequences of Transmetallation Induced by Contrast Agents for
Magnetic Resonance Imaging: A Review. Fundam. Clin. Pharmacol. 2006, 20 (6),
563-576. https://doi.org/10.1111/j.1472-8206.2006.00447 .x.

Briicher, E. Kinetic Stabilities of Gadolinium(III) Chelates Used as MRI Contrast
Agents. In Contrast Agents I, Krause, W., Ed.; de Meijere, A., Kessler, H., Ley, S.
V., Thiem, J., Vogtle, F., Houk, K. N., Lehn, J.-M., Schreiber, S. L., Trost, B. M.,
Yamamoto, H., Series Eds.; Springer Berlin Heidelberg: Berlin, Heidelberg, 2002;
Vol. 221, pp 103—122. https://doi.org/10.1007/3-540-45733-X_4.

Morrow, J. R.; Téth, E. Next-Generation Magnetic Resonance Imaging Contrast
Agents. Inorg. Chem. 2017, 56 (11), 6029-6034.
https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.7b01277.

Draho$, B.; Lukes, L; Toth, E. Manganese(I) Complexes as Potential Contrast
Agents for MRI. Eur. J. Inorg. Chem. 2012, 2012 (12), 1975-1986.
https://doi.org/10.1002/ejic.201101336.

Dorazio, S. J.; Morrow, J. R. The Development of Iron(II) Complexes as ParaCEST
MRI Contrast Agents. Eur. J. Inorg. Chem. 2012, 2012 (12), 2006-2014.
https://doi.org/10.1002/ejic.201101169.

Dorazio, S. J.; Tsitovich, P. B.; Siters, K. E.; Spernyak, J. A.; Morrow, J. R. Iron(II)
PARACEST MRI Contrast Agents. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (36), 14154-14156.
https://doi.org/10.1021/ja204297z.

Kalman, F. K.; Tircs6, G. Kinetic Inertness of the Mn?" Complexes Formed with
AAZTA and Some Open-Chain EDTA Derivatives. lnorg. Chem. 2012, 51 (19),
10065-10067. https://doi.org/10.1021/ic300832e.

Hubin, T. J.; McCormick, J. M.; Collinson, S. R.; Buchalova, M.; Perkins, C. M.;
Alcock, N. W.; Kahol, P. K.; Raghunathan, A.; Busch, D. H. New Iron(II) and
Manganese(Il) Complexes of Two Ultra-Rigid, Cross-Bridged Tetraazamacrocycles
for Catalysis and Biomimicry. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122 (11), 2512-2522.
https://doi.org/10.1021/j2990366f.

Lauterbur, P. C. Image Formation by Induced Local Interactions: Examples
Employing Nuclear Magnetic Resonance. Nature 1973, 242 (5394), 190-191.
https://doi.org/10.1038/242190a0.

W.Y. Ussov; M.L. Beljanin; O. Y. Borodin; A. A. Churin; A. 1. Bezlepkin; V. D.
Filimonov. Medical Visualization (in Russian) 2009, 5, 121.

W. Y. Ussov; A. A. Bogunetsky; V. E. Babokin; M. L. Belyanin; S. G. Goltsov;; V.
D. Filimonov. Use of High-Relaxivity Paramagnetic Complex Mn-DCTA as
Contrast Agent for Simultaneous MR-Coronarography and Contrast-Enhanced MRI
of the Heart. European Society of Radiology, Poszter 2014.

Mamourian, A. C.; Burnett, K. R.; Goldstein, E. J.; Wolf, G. L.; Kressel, H. Y.;
Baum, S. Proton Relaxation Enhancement in Tissue Due to Ingested Manganese
Chloride: Time Course and Dose Response in the Rat. Physiol. Chem. Phys. Med.
NMR 1984, 16 (2), 123-128.

Kang, Y. S.; Gore, J. C.; Armitage, I. M. Studies of Factors Affecting the Design of
NMR Contrast Agents: Manganese in Blood as a Model System. Magn. Reson. Med.
1984, 7 (3), 396-409. https://doi.org/10.1002/mrm.1910010310.

120



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(29)

(30)

€2))

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37

(3%)

(39)

(40)

Yu. Ussov, V.; L. Bezlepkin, A.; Yu. Borodin, O.; L. Belyanin, M.; Filimonov, V.
Experimental evaluation of Mn(II)-trans-1,2-diaminocyclehexane-
N,N,N’,N’tetraacetate as paramagnetic contrast agent for enhancement of cerebral
meningeomas in dogs. broaremens cubupckou meduyunsr 2015, 13 (3), 63-69.
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2014-3-63-69.

W. Y. Ussov; M. L. Belyanin; O. Y. Borodin; A. A. Churin; T. V.Dubskaya; V. D.
Filimonov. Manganese-DCTA Complex as Highly-Stable Paramagnetic Contrast
Agent for MRI Studies. European Society of Radiology Poszter 2010.

Cacace, A. T.; Brozoski, T.; Berkowitz, B.; Bauer, C.; Odintsov, B.; Bergkvist, M.;
Castracane, J.; Zhang, J.; Holt, A. G. Manganese Enhanced Magnetic Resonance
Imaging (MEMRI): A Powerful New Imaging Method to Study Tinnitus. Hear. Res.
2014, 311, 49-62. https://doi.org/10.1016/j.heares.2014.02.003.

Koretsky, A. P.; Silva, A. C. Manganese-Enhanced Magnetic Resonance Imaging
(MEMRI). NMR Biomed. 2004, 17 (8), 527-531. https://doi.org/10.1002/nbm.940.
Silva, A. C.; Lee, J. H.; Aoki, L.; Koretsky, A. P. Manganese-Enhanced Magnetic
Resonance Imaging (MEMRI): Methodological and Practical Considerations. NMR
Biomed. 2004, 17 (8), 532—543. https://doi.org/10.1002/nbm.945.

Small, W. C.; Macchi, D. D.; Parker, J. R.; Bernardino, M. E. Multisite Study of the
Safety and Efficacy of LumenHance, a New Gastrointestinal Contrast Agent for MRI
of the Abdomen and Pelvis. Acad. Radiol. 1998, 5, S147-S150.
https://doi.org/10.1016/S1076-6332(98)80087-1.

Cady, C.; Crabtree, R.; Brudvig, G. Functional Models for the Oxygen-Evolving
Complex of Photosystem II. Coord. Chem. Rev. 2008, 252 (3-4), 444-455.
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2007.06.002.

Edwards, R. A.; Whittaker, M. M.; Whittaker, J. W.; Baker, E. N.; Jameson, G. B.
Removing a Hydrogen Bond in the Dimer Interface of Escherichia Coli Manganese
Superoxide Dismutase Alters Structure and Reactivity. Biochemistry (Mosc.) 2001,
40 (15), 4622-4632. https://doi.org/10.1021/bi002403h.

Pomp, C.; Driieke, S.; Kiippers, H.-J.; Wieghardt, K. Synthese von [LRe(CO);]™-
Komplexen Mit Makrocyclischen Liganden Die Kristallstrukturen von 1,4,7-
Triazacyclononan-Tricarbonylrhenium( I)-Thiocyanat Und 1,4,7-Trithiacyclononan-
Tricarbonylrhenium( I) -Bromid-Hemihydrat / Synthesis of [LRe(CO);]" Complexes
with Macrocyclic Ligands The Crystal Structures of 1,4,7-Triazacyclononane-
Tricarbonyl-Rhenium(I) Thiocyanate and of 1,4,7-Trithiacyclononane-Tricarbonyl-
Rhenium(l) Bromide Hemihydrate. Z. Fiir Naturforschung B 1988, 43 (3), 299-305.
https://doi.org/10.1515/znb-1988-0311.

Baker, R. J.; Edwards, P. G.; Gracia-Mora, J.; Ingold, F.; Abdul Malik, K. M.
Manganese and Rhenium Triphosphorus Macrocycle Complexes and Reactions with
Alkenes. J. Chem. Soc. Dalton Trans. 2002, No. 21, 3985-3992.
https://doi.org/10.1039/b205754a.

Blake, A. J.; Schroder, M. Chemistry of Thioether Macrocyclic Complexes. In
Advances in Inorganic Chemistry; Elsevier, 1990; Vol. 35, pp 1-80.
https://doi.org/10.1016/S0898-8838(08)60160-9.

Elias, H.; Schmidt, G.; Kueppers, H. J.; Saher, M.; Wieghardt, K.; Nuber, B.; Weiss,

J. Synthesis and Reactivity of Tricarbonyl(1,4,7-
Trithiacyclononane)Manganese(1+): Kinetics and Mechanism of Its Formation and
the Crystal Structure of [LMn(CO)3]3(PF6)2Br.2H20 (L = 1,4,7-

Trithiacyclononane).  Inorg. Chem. 1989, 28 (19), 3021-3024.
https://doi.org/10.1021/ic00314a030.

121



Garda Zoltan: Doktori (PhD) értekezés

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(43)

(49)

(50)

€Y

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

Greenwood, N. N.; Earnshaw, A.; Briicher Erd. Az elemek kémidja: [felséoktatasi
tankdnyv; Nemzeti Tankonyvkiado: Budapest, 2004.

Feichtinger, D.; Plattner, D. A. Direct Proof for O=Mnv(Salen) Complexes. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36 (16), 1718-1719.
https://doi.org/10.1002/anie.199717181.

Grapperhaus, C. A.; Bill, E.; Weyhermiiller, T.; Neese, F.; Wieghardt, K. Molecular
and Electronic Structure of [MnYN(Cyclam—acetato)]PFs . A Combined
Experimental and DFT Study. Inorg. Chem. 2001, 40 (17), 4191-4198.
https://doi.org/10.1021/ic001370r.

Drahos, B.; Kubi¢ek, V.; Bonnet, C. S.; Hermann, P.; Luke3, L; Téoth, E. Dissociation
Kinetics of Mn?" Complexes of NOTA and DOTA. Dalton Trans. 2011, 40 (9), 1945.
https://doi.org/10.1039/c0dt01328e.

Bach-Gansmo, T. Ferrimagnetic Susceptibility Contrast Agents. Acta Radiol. Suppl.
1993, 387, 1-30.

Reimer, P.; Tombach, B. Hepatic MRI with SPIO: Detection and Characterization of
Focal Liver Lesions. Eur. Radiol. 1998, &8 (7), 1198-1204.
https://doi.org/10.1007/s003300050535.

Grubnic, S.; Padhani, A. R.; Revell, P. B.; Husband, J. E. Comparative Efficacy of
and Sequence Choice for Two Oral Contrast Agents Used during MR Imaging. Am.
J. Roentgenol. 1999, 173 (1), 173-178. https://doi.org/10.2214/ajr.173.1.10397122.
Wang, Y.-X. J.; Hussain, S. M.; Krestin, G. P. Superparamagnetic Iron Oxide
Contrast Agents: Physicochemical Characteristics and Applications in MR Imaging.
Eur. Radiol. 2001, 11 (11), 2319-2331. https://doi.org/10.1007/s003300100908.
Lauffer, R. B. Paramagnetic Metal Complexes as Water Proton Relaxation Agents
for NMR Imaging: Theory and Design. Chem. Rev. 1987, 87 (5), 901-927.
https://doi.org/10.1021/cr00081a003.

Swift, T. J.; Connick, R. E. NMR-Relaxation Mechanisms of O'7 in Aqueous
Solutions of Paramagnetic Cations and the Lifetime of Water Molecules in the First
Coordination ~ Sphere. J. Chem. Phys. 1962, 37 (2), 307-320.
https://doi.org/10.1063/1.1701321.

Hwang, L.-P.; Freed, J. H. Dynamic Effects of Pair Correlation Functions on Spin
Relaxation by Translational Diffusion in Liquids. J. Chem. Phys. 1975, 63 (9), 4017.
https://doi.org/10.1063/1.431841.

Freed, J. H. Dynamic Effects of Pair Correlation Functions on Spin Relaxation by
Translational Diffusion in Liquids. II. Finite Jumps and Independent 77 Processes. J.
Chem. Phys. 1978, 68 (9), 4034-4037. https://doi.org/10.1063/1.436302.

Botta, M. Second Coordination Sphere Water Molecules and Relaxivity of
Gadolinium(III) Complexes: Implications for MRI Contrast Agents. Eur. J. Inorg.
Chem. 2000, 2000 (3), 399-407. https://doi.org/10.1002/(SICI)1099-
0682(200003)2000:3<399:: AID-EJIC399>3.0.CO;2-B.

Bau, M.; Dulski, P. Anthropogenic Origin of Positive Gadolinium Anomalies in
River Waters. Earth Planet. Sci. Lett. 1996, 143 (1-4), 245-255.
https://doi.org/10.1016/0012-821X(96)00127-6.

Zetter, M. S.; Grant, M. W.; Wood, E. J.; Dodgen, H. W.; Hunt, J. P. Water-Exchange
Studies on Manganese(Il) Nitrilotriacetate and Ethylenediaminetetraacetate
Complexes by Oxygen-17 Nuclear Magnetic Resonance. /norg. Chem. 1972, 11 (11),
2701-2706. https://doi.org/10.1021/ic50117a026.

Liu, G.; Dodgen, H. W.; Hunt, J. P. Water-Exchange Studies on Aqueous
Manganese(Il)- and Cobalt(Il)-o-Phenylenediaminetetraacetate Complexes. Inorg.
Chem. 1977, 16 (10), 2652-2653. https://doi.org/10.1021/ic50176a049.

122



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(57)

(58)

(39)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

Maigut, J.; Meier, R.; Zahl, A.; van Eldik, R. Effect of Chelate Dynamics on Water
Exchange Reactions of Paramagnetic Aminopolycarboxylate Complexes. /norg.
Chem. 2008, 47 (13), 5702-5719. https://doi.org/10.1021/ic702421z.

Maigut, J.; Meier, R.; Zahl, A.; Eldik, R. van. Triggering Water Exchange
Mechanisms via Chelate Architecture. Shielding of Transition Metal Centers by
Aminopolycarboxylate Spectator Ligands. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (44), 14556—
14569. https://doi.org/10.1021/ja802842q.

Aime, S.; Anelli, P.; Botta, M.; Brocchetta, M.; Canton, S.; Fedeli, F.; Gianolio, E.;
Terreno, E. Relaxometric Evaluation of Novel Manganese(Il) Complexes for
Application as Contrast Agents in Magnetic Resonance Imaging. JBIC J. Biol. Inorg.
Chem. 2002, 7 (1-2), 58-67. https://doi.org/10.1007/s007750100265.

Troughton, J. S.; Greenfield, M. T.; Greenwood, J. M.; Dumas, S.; Wiethoff, A. J.;
Wang, J.; Spiller, M.; McMurry, T. J.; Caravan, P. Synthesis and Evaluation of a
High Relaxivity Manganese(Il)-Based MRI Contrast Agent. [norg. Chem. 2004, 43
(20), 6313-6323. https://doi.org/10.1021/ic049559g.

Zhang, Q.; Gorden, J. D.; Beyers, R. J.; Goldsmith, C. R. Manganese(II)-Containing
MRI Contrast Agent Employing a Neutral and Non-Macrocyclic Ligand. Inorg.
Chem. 2011, 50 (19), 9365-9373. https://doi.org/10.1021/ic2009495.

Pota, K.; Garda, Z.; Kalman, F. K.; Barriada, J. L.; Esteban-Gomez, D.; Platas-
Iglesias, C.; Téth, 1.; Briicher, E.; Tircsé, G. Taking the next Step toward Inert Mn 2*
Complexes of Open-Chain Ligands: The Case of the Rigid PhDTA Ligand. New J.
Chem. 2018, 42 (10), 8001-8011. https://doi.org/10.1039/C8NJO0121A.

Gale, E. M.; Atanasova, I. P.; Blasi, F.; Ay, I.; Caravan, P. A Manganese Alternative
to Gadolinium for MRI Contrast. J. Am. Chem. Soc. 2015, 137 (49), 15548-15557.
https://doi.org/10.1021/jacs.5b10748.

Vanasschen, C.; Molnar, E.; Tircsé, G.; Kalman, F. K.; Toth, E.; Brandt, M.; Coenen,
H. H.; Neumaier, B. Novel CDTA-Based, Bifunctional Chelators for Stable and Inert
Mn ! Complexation: Synthesis and Physicochemical Characterization. Inorg. Chem.
2017, 56 (14), 7746-7760. https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.7b00460.

Molnér, E.; Varadi, B.; Garda, Z.; Botar, R.; Kalman, F. K.; Téth, E.; Platas-Iglesias,
C.; Téth, I.; Briicher, E.; Tircso, G. Remarkable Differences and Similarities between
the Isomeric Mn(Il)-Cis - and Trans-1,2-Diaminocyclohexane- N, N, N/, N '-
Tetraacetate Complexes. [norganica Chim. Acta 2018, 472, 254-263.
https://doi.org/10.1016/j.ica.2017.07.071.

Ying-Chun, L.; Jing, Z.; Quan, L.; Shu-Lan, M.; Miao-Qiong, X.; Wen-Xiang, Z.
Structural Characterization and Relaxivity Study of a New Paramagnetic Mn(II)
Complex of DTPA-BpABA. Chin. J. Chem. 2005, 23 (8), 1012-1016.
https://doi.org/10.1002/cjoc.200591012.

Laine, S.; Bonnet, C. S.; Kalman, F. K.; Garda, Z.; Pallier, A.; Caillé, F.; Suzenet, F.;
Tircsé, G.; Toth, E. Mn?* Complexes of Open-Chain Ligands with a Pyridine
Backbone: Less Donor Atoms Lead to Higher Kinetic Inertness. New J. Chem. 2018,
42 (10), 8012—-8020. https://doi.org/10.1039/C8NJ00648B.

Phukan, B.; Patel, A. B.; Mukherjee, C. A Water-Soluble and Water-Coordinated
Mn(11) Complex: Synthesis, Characterization and Phantom MRI Image Study. Dalton
Trans. 2015, 44 (29), 12990-12994. https://doi.org/10.1039/C5DT01781E.
Khannam, M.; Weyhermiiller, T.; Goswami, U.; Mukherjee, C. A Highly Stable L -
Alanine-Based Mono(Aquated) Mn(11) Complex as a 77 -Weighted MRI Contrast
Agent. Dalton Trans. 2017, 46 (31), 10426-10432.
https://doi.org/10.1039/C7DT02282D.

123



Garda Zoltan: Doktori (PhD) értekezés

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

Forgacs, A.; Regueiro-Figueroa, M.; Barriada, J. L.; Esteban-Gomez, D.; de Blas, A_;
Rodriguez-Blas, T.; Botta, M.; Platas-Iglesias, C. Mono-, Bi-, and Trinuclear Bis-
Hydrated Mn?** Complexes as Potential MRI Contrast Agents. Inorg. Chem. 2015, 54
(19), 9576-9587. https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.5b01677.

Michael W. Is Mn-PyC3A a Viable Alternative to Gadolinium-Based Contrast
Agents? Radiology Business 2017.

Geraldes, C. F. G. C.; Sherry, A. D.; Brown, R. D.; Koenig, S. H. Magnetic Field
Dependence of Solvent Proton Relaxation Rates Induced by Gd** and Mn?*
Complexes of Various Polyaza Macrocyclic Ligands: Implications for NMR
Imaging. Magn. Reson. Med. 1986, 3 (2), 242-250.
https://doi.org/10.1002/mrm.1910030207.

Tan, M.; Ye, Z.; Jeong, E.-K.; Wu, X.; Parker, D. L.; Lu, Z.-R. Synthesis and
Evaluation of Nanoglobular Macrocyclic Mn(Il) Chelate Conjugates as Non-
Gadolinium(III) MRI Contrast Agents. Bioconjug. Chem. 2011, 22 (5), 931-937.
https://doi.org/10.1021/bc100573t.

Balogh, E.; He, Z.; Hsieh, W.; Liu, S.; Téth, E. Dinuclear Complexes Formed with
the Triazacyclononane Derivative ENOTA* : High-Pressure 70O NMR Evidence of
an Associative Water Exchange on [Mn"; (ENOTA)(H,O),]. Inorg. Chem. 2007, 46
(1), 238-250. https://doi.org/10.1021/ic0616582.

Drahos, B.; Pniok, M.; Havlickova, J.; Kotek, J.; Cisafova, I.; Hermann, P.; Lukes,
L; Toth, E. Mn2+ Complexes of 1-Oxa-4,7-Diazacyclononane Based Ligands with
Acetic, Phosphonic and Phosphinic Acid Pendant Arms: Stability and Relaxation
Studies. Dalton Trans. 2011, 40 (39), 10131. https://doi.org/10.1039/c1dt10543d.
Lazar, 1.; Kiraly, R.; Takacs, Z. Synthesis, Potentiometric and ' H NMR Study of
Protonation and Complex Formation of 1,4,7-Triazacyclononane-1,4-Diacetate. J.
Coord. Chem. 2000, 51 (2), 293-304. https://doi.org/10.1080/00958970008055135.
de S4, A.; Bonnet, C. S.; Geraldes, C. F. G. C.; Toth, E.; Ferreira, P. M. T.; André, J.
P. Thermodynamic Stability and Relaxation Studies of Small, Triaza-Macrocyclic
Mn(Ti) Chelates. Dalton Trans. 2013, 42 (13), 4522.
https://doi.org/10.1039/c2dt32496b.

Molnér, E.; Camus, N.; Patinec, V.; Rolla, G. A.; Botta, M.; Tircso, G.; Kalman, F.
K.; Fodor, T.; Tripier, R.; Platas-Iglesias, C. Picolinate-Containing Macrocyclic Mn
2 Complexes as Potential MRI Contrast Agents. Inorg. Chem. 2014, 53 (10), 5136~
5149. https://doi.org/10.1021/ic50023 1z.

Wang, S.; Westmoreland, T. D. Correlation of Relaxivity with Coordination Number
in Six-, Seven-, and Eight-Coordinate Mn(II) Complexes of Pendant-Arm Cyclen
Derivatives. Inorg. Chem. 2009, 48 (2), 719-727. https://doi.org/10.1021/ic8003068.
Amorim, M. T.; Delgado, R.; da Silva, J. J.; Candida, M.; Vaz, T. A.; Vilhena, M. F.
Metal Complexes of 1-Oxa-4,7,10-Triazacyclododecane-N,N’,N”’-Triacetic Acid.
Talanta 1988, 35 (9), 741-745.

Rolla, G. A.; Platas-Iglesias, C.; Botta, M.; Tei, L.; Helm, L. 'H and 7O NMR
Relaxometric and Computational Study on Macrocyclic Mn(II) Complexes. norg.
Chem. 2013, 52 (6), 3268-3279. https://doi.org/10.1021/ic302785m.

Drahog, B.; Kotek, J.; Ci safova, 1.; Hermann, P.; Helm, L.; Lukes, 1.; Toth, E. Mt
Complexes with 12-Membered Pyridine Based Macrocycles Bearing Carboxylate or
Phosphonate Pendant Arm: Crystallographic, Thermodynamic, Kinetic, Redox, and
'"H/'70 Relaxation Studies. Inorg. Chem. 2011, 50 (24), 12785-12801.
https://doi.org/10.1021/ic201935r.

Forgacs, A.; Tei, L.; Baranyai, Z.; Téoth, 1.; Zékany, L.; Botta, M. A Bisamide
Derivative of [Mn(1,4-DO2A)] - Solution Thermodynamic, Kinetic, and NMR

124



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

C2))

92)

93)

(94)

(95)

(96)

Relaxometric Studies. Eur. J. Inorg. Chem. 2016, 2016 (8), 1165-1174.
https://doi.org/10.1002/ejic.201501415.

Jackels, S. C.; Durham, M. M.; Newton, J. E.; Henninger, T. C. Aqueous Proton
NMR Relaxation Enhancement by Manganese(Il) Macrocyclic Complexes:
Structure-Relaxivity Relationships. [Inorg. Chem. 1992, 31 (2), 234-239.
https://doi.org/10.1021/ic00028a021.

Wagnon, B. K.; Jackels, S. C. Synthesis, Characterization, and Aqueous Proton
Relaxation Enhancement of a Manganese(Il) Heptaaza Macrocyclic Complex
Having Pendant Arms. [Inorg. Chem. 1989, 28 (10), 1923-1927.
https://doi.org/10.1021/ic00309a030.

Newton, J. E.; Jackels, S. C. Synthesis and Characterization of the Mn(II) Complex
of [15]AneNs. J.  Coord. Chem. 1988, 19 (1-3), 265-277.
https://doi.org/10.1080/00958972.1988.9728160.

Dees, A.; Zahl, A.; Puchta, R.; van Eikema Hommes, N. J. R.; Heinemann, F. W.;
Ivanovi¢-Burmazovi¢, I. Water Exchange on Seven-Coordinate Mn(II) Complexes
with Macrocyclic Pentadentate Ligands: Insight in the Mechanism of Mn(II) SOD
Mimetics. Inorg. Chem. 2007, 46 N, 2459-2470.
https://doi.org/10.1021/ic0618520.

Drahos$, B.; Kotek, J.; Hermann, P.; Luke§, I.; Toth, E. Mn 2* Complexes with
Pyridine-Containing 15-Membered Macrocycles: Thermodynamic, Kinetic,
Crystallographic, and 'H/ 'O Relaxation Studies. Inorg. Chem. 2010, 49 (7), 3224~
3238. https://doi.org/10.1021/ic9020756.

Baranyai, Z.; Uggeri, F.; Giovenzana, G. B.; Bényei, A.; Briicher, E.; Aime, S.
Equilibrium and Kinetic Properties of the Lanthanoids(IlI) and Various Divalent
Metal Complexes of the Heptadentate Ligand AAZTA. Chem. - Eur. J. 2009, 15 (7),
1696—-1705. https://doi.org/10.1002/chem.200801803.

Baranyai, Z.; Uggeri, F.; Maiocchi, A.; Giovenzana, G. B.; Cavallotti, C.; Takécs,
A.; Téth, 1.; Banyai, 1.; Bényei, A.; Brucher, E.; et al. Equilibrium, Kinetic and
Structural Studies of AAZTA Complexes with Ga** , In** and Cu**. Eur. J. Inorg.
Chem. 2013, 2013 (1), 147-162. https://doi.org/10.1002/ejic.201201108.

Nagy, G.; Szikra, D.; Trencsényi, G.; Fekete, A.; Garai, I.; Giani, A. M.; Negri, R.;
Masciocchi, N.; Maiocchi, A.; Uggeri, F.; et al. AAZTA: An Ideal Chelating Agent
for the Development of *‘Sc PET Imaging Agents. Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56
(8), 2118-2122. https://doi.org/10.1002/anie.201611207.

Tei, L.; Gugliotta, G.; Fekete, M.; Kalman, F. K.; Botta, M. Mn(II) Complexes of
Novel Hexadentate AAZTA-like Chelators: A Solution Thermodynamics and
Relaxometric Study. Dalton Trans. 2011, 40 ), 2025.
https://doi.org/10.1039/c0dt01114b.

Phukan, B.; Mukherjee, C.; Goswami, U.; Sarmah, A.; Mukherjee, S.; Sahoo, S. K.;
Moi, S. C. A New Bis(Aquated) High Relaxivity Mn(II) Complex as an Alternative
to Gd(Ill)-Based MRI Contrast Agent. Inorg. Chem. 2018, 57 (5), 2631-2638.
https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.7b03039.

Martell, A. E.; Smith, R. M. Critical Stability Constants; Springer US: Boston, MA,
1982. https://doi.org/10.1007/978-1-4615-6761-5.

Irving, H. M.; Miles, M. G.; Pettit, L. D. A Study of Some Problems in Determining
the Stoicheiometric Proton Dissociation Constants of Complexes by Potentiometric
Titrations Using a Glass Electrode. Anal. Chim. Acta 1967, 38, 475-488.
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(01)80616-4.

Zékany L., Nagypal 1. In “Computational Method for Determination of Formation
Constants” Ed. Legett D J, Plenum, New York. 1985, 291.

125



Garda Zoltan: Doktori (PhD) értekezés

7

(98)
(99)

(100)

(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

(107)

(108)

(109)

(110)

Mabbott, G. A. An Introduction to Cyclic Voltammetry. J. Chem. Educ. 1983, 60 (9),
697. https://doi.org/10.1021/ed060p697.

Sajo 1. Komplexometria; Miiszaki Kiad6: Budapest, 1973.

Takacs, A.; Napolitano, R.; Purgel, M.; Bényei, A. C.; Z¢ékany, L.; Briicher, E.; T6th,
I.; Baranyai, Z.; Aime, S. Solution Structures, Stabilities, Kinetics, and Dynamics of
DO3A and DO3A—Sulphonamide Complexes. Inorg. Chem. 2014, 53 (6), 2858—
2872. https://doi.org/10.1021/ic4025958.

Aime, S.; Botta, M.; Garda, Z.; Kucera, B. E.; Tircso, G.; Young, V. G.; Woods, M.
Properties, Solution State Behavior, and Crystal Structures of Chelates of DOTMA.
Inorg. Chem. 2011, 50 (17), 7955-7965. https://doi.org/10.1021/ic2012827.
Desreux, J. F.; Merciny, E.; Loncin, M. F. Nuclear Magnetic Resonance and
Potentiometric Studies of the Protonation Scheme of Two Tetraaza Tetraacetic
Macrocycles. Inorg. Chem. 1981, 20 (4), 987-991.
https://doi.org/10.1021/ic50218a008.

Aime, S.; Botta, M.; Geninatti Crich, S.; Giovenzana, G. B.; Jommi, G.; Pagliarin,
R.; Sisti, M. Synthesis and NMR Studies of Three Pyridine-Containing Triaza
Macrocyclic Triacetate Ligands and Their Complexes with Lanthanide lons. /norg.
Chem. 1997, 36 (14), 2992-3000. https://doi.org/10.1021/ic960794b.

Martell, A. E., Calvin, M. Chemistry of Metal Chelate Compounds. Prentice Hall:
New York. 1952.

Choppin, G. R. Thermodynamics of Lanthanide-Organic Ligand Complexes. J.
Common Met. 1985, 112 (1-2), 193-205. https://doi.org/10.1016/0022-
5088(85)90024-4.

Kumar, K.; Tweedle, M. F.; Malley, M. F.; Gougoutas, J. Z. Synthesis, Stability, and
Crystal Structure Studies of Some Ca?*, Cu**, and Zn>* Complexes of Macrocyclic
Polyamino Carboxylates. [norg. Chem. 1995, 34 (26), 6472—6480.
https://doi.org/10.1021/ic00130a012.

Huskens, J.; Torres, D. A.; Kovacs, Z.; André, J. P.; Geraldes, C. F. G. C.; Sherry,
A. D. Alkaline Earth Metal and Lanthanide(III) Complexes of Ligands Based upon
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,7-Bis(Acetic Acid). Inorg. Chem. 1997, 36 (7),
1495-1503. https://doi.org/10.1021/ic961131x.

Lukes, I.; Kotek, J.; Vojtf sek, P.; Hermann, P. Complexes of Tetraazacycles Bearing
Methylphosphinic/Phosphonic Acid Pendant Arms with Copper(Il), Zinc(Il) and
Lanthanides(III). A Comparison with Their Acetic Acid Analogues. Coord. Chem.
Rev. 2001, 216-217, 287-312. https://doi.org/10.1016/S0010-8545(01)00336-8.
Briicher, E.; Tircso, G.; Baranyai, Z.; Kovacs, Z.; Sherry, A. D. Stability and Toxicity
of Contrast Agents. In The Chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic
Resonance Imaging; Merbach, A., Helm, L., Toth, E., Eds.; John Wiley & Sons, Ltd:
Chichester, UK, 2013; pp 157-208. https://doi.org/10.1002/9781118503652.ch4.
Kalman, F. K.; Baranyai, Z.; Toth, 1.; Banyai, 1.; Kiraly, R.; Briicher, E.; Aime, S.;
Sun, X.; Sherry, A. D.; Kovacs, Z. Synthesis, Potentiometric, Kinetic, and NMR
Studies of 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,7-Bis(Acetic Acid)-4,10-
Bis(Methylenephosphonic Acid) (DO2A2P) and Its Complexes with Ca(Il), Cu(Il),
Zn(Il) and Lanthanide(Ill) lons. Ilnorg. Chem. 2008, 47 (9), 3851-3862.
https://doi.org/10.1021/ic7024704.

Jaszberényi, Z.; Toth, é.; Kalai, T.; Kiraly, R.; Burai, L.; Briicher, E.; Merbach, A.
E.; Hideg, K. Synthesis and Complexation Properties of DTPA-N,N"-Bis[Bis(n-
Butyl)]-N'-Methyl-Tris(Amide). Kinetic Stability and Water Exchange of Its Gd>*
Complex. Dalton Trans 2005, No. 4, 694-701. https://doi.org/10.1039/B417272H.

126



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(111)

(112)

(113)

(114)

(115)

(116)

(117)

(118)

(119)

(120)

(121)

(122)

Aime, S.; Barge, A.; Bruce, J. I.; Botta, M.; Howard, J. A. K.; Moloney, J. M.; Parker,
D.; de Sousa, A. S.; Woods, M. NMR, Relaxometric, and Structural Studies of the
Hydration and Exchange Dynamics of Cationic Lanthanide Complexes of
Macrocyclic Tetraamide Ligands. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121 (24), 5762-5771.
https://doi.org/10.1021/j2a990225d.

Pasha, A.; Tircs6, G.; Benyo, E. T.; Briicher, E.; Sherry, A. D. Synthesis and
Characterization of DOTA-(Amide)4 Derivatives: Equilibrium and Kinetic Behavior
of Their Lanthanide(Il1) Complexes. Eur. J. Inorg. Chem. 2007, 2007 (27), 4340—
4349. https://doi.org/10.1002/ejic.200700354.

Garda, Z.; Forgacs, A.; Do, Q. N.; Kalman, F. K.; Timari, S.; Baranyai, Z.; Tei, L.;
Toéth, 1.; Kovacs, Z.; Tircsd, G. Physico-Chemical Properties of Mnll Complexes
Formed with Cis - and Trans-DO2A: Thermodynamic, Electrochemical and Kinetic
Studies. J Inorg. Biochem. 2016, 163, 206-213.
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2016.07.018.

Forgacs, A.; Pujales-Paradela, R.; Regueiro-Figueroa, M.; Valencia, L.; Esteban-
Goémez, D.; Botta, M.; Platas-Iglesias, C. Developing the Family of Picolinate
Ligands for Mn?*" Complexation. Dalton Trans. 2017, 46 (5), 1546-1558.
https://doi.org/10.1039/C6DT04442E.

Wen, J.; Geng, Z.; Yin, Y.; Wang, Z. A Mononuclear Mn2+ Complex Based on a
Novel Tris-(Ethyl Acetate) Pendant-Armed Tetraazamacrocycle: Effect of Pyridine
on Self-Assembly and Weak Interactions. /norg. Chem. Commun. 2012, 21, 16-20.
https://doi.org/10.1016/j.inoche.2012.03.042.

Aime, S.; Botta, M.; Terreno, E.; Anelli, P. L.; Uggeri, F. Gd(DOTP)5- Outer-Sphere
Relaxation Enhancement Promoted by Nitrogen Bases. Magn. Reson. Med. 1993, 30
(5), 583-591. https://doi.org/10.1002/mrm.1910300509.

Avecilla, F.; Peters, J. A.; Geraldes, C. F. G. C. X-Ray Crystal Structure of a Sodium
Salt of [Gd(DOTP)]>": Implications for Its Second-Sphere Relaxivity and The *Na
NMR Hyperfine Shift Effects of [Tm(DOTP)]*>". Eur. J. Inorg. Chem. 2003, 2003
(23), 4179-4186. https://doi.org/10.1002/ejic.200300312.

Kalman, F. K.; Woods, M.; Caravan, P.; Jurek, P.; Spiller, M.; Tircs6, G.; Kiraly, R.;
Briicher, E.; Sherry, A. D. Potentiometric and Relaxometric Properties of a
Gadolinium-Based MRI Contrast Agent for Sensing Tissue PH. /norg. Chem. 2007,
46 (13), 5260-5270. https://doi.org/10.1021/ic0702926.

Cong L.; Wing-Tak W. A Simple, Regioselective Synthesis of 1,4-Bis(Tert-
Butoxycarbonylmethyl)- Tetraazacyclododecane. J. Org. Chem. 2003, 68 (7), 2956—
2959.

Kovacs, Z.; Sherry, A. D. A General Synthesis of 1,7-Disubstituted 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecanes. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1995, No. 2, 185.
https://doi.org/10.1039/c39950000185.

Regueiro-Figueroa, M.; Lima, L. M. P.; Blanco, V.; Esteban-Gomez, D.; de Blas, A.;
Rodriguez-Blas, T.; Delgado, R.; Platas-Iglesias, C. Reasons behind the Relative
Abundances of Heptacoordinate Complexes along the Late First-Row Transition
Metal Series.  Inorg. Chem. 2014, 53 (24), 12859-12869.
https://doi.org/10.1021/ic501869y.

Bianchi, A.; Calabi, L.; Giorgi, C.; Losi, P.; Mariani, P.; Palano, D.; Paoli, P.; Rossi,
P.; Valtancoli, B. Thermodynamic and Structural Aspects of Manganese(Il)
Complexes with Polyaminopolycarboxylic Ligands Based upon 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecane (Cyclen). Crystal Structure of Dimeric [MnL],-2CH;0H
Containing the New Ligand 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4-Diacetate. J. Chem.
Soc. Dalton Trans. 2001, No. 6, 917-922. https://doi.org/10.1039/b009242h.

127



Garda Zoltan: Doktori (PhD) értekezés

(123)

(124)

(125)

(126)

(127)

(128)

(129)

(130)

(131)

(132)

(133)

(134)

(135)

Failli, P.; Bani, D.; Bencini, A.; Cantore, M.; Di Cesare Mannelli, L.; Ghelardini, C.;
Giorgi, C.; Innocenti, M.; Rugi, F.; Spepi, A.; et al. A Novel Manganese Complex
Effective as Superoxide Anion Scavenger and Therapeutic Agent against Cell and
Tissue Oxidative Injury. J. Med. Chem. 2009, 52 (22), 7273-7283.
https://doi.org/10.1021/jm901298x.

Margerum, D. W.; Menardi, P. J.; Janes, D. L. Multidentate Ligand Kinetics. X.
Exchange Reactions of Metal(Il)-Cyclohexylenediaminetetraacetate Complexes.
Inorg. Chem. 1967, 6 (2), 283-289. https://doi.org/10.1021/ic50048a020.

Riley, D. P.; Henke, S. L.; Lennon, P. J.; Weiss, R. H.; Neumann, W. L.; Rivers, W.
J; Aston, K. W.; Sample, K. R.; Rahman, H.; Ling, C.-S.; et al. Synthesis,
Characterization, and Stability of Manganese(Il) C-Substituted 1,4,7,10,13-
Pentaazacyclopentadecane Complexes Exhibiting Superoxide Dismutase Activity.
Inorg. Chem. 1996, 35 (18), 5213-5231. https://doi.org/10.1021/ic960262v.

Riley, D. P.; Henke, S. L.; Lennon, P. J.; Aston, K. Computer-Aided Design (CAD)
of Synzymes: Use of Molecular Mechanics (MM) for the Rational Design of
Superoxide Dismutase Mimics. [norg. Chem. 1999, 38 (8), 1908-1917.
https://doi.org/10.1021/ic981319b.

Csire, G.; Demjén, J.; Timari, S.; Varnagy, K. Electrochemical and SOD Activity
Studies of Copper(Il) Complexes of Bis(Imidazol-2-Y1) Derivatives. Polyhedron
2013, 61, 202-212. https://doi.org/10.1016/j.poly.2013.05.053.

Zhou, F.; Millhauser, G. L. The Rich Electrochemistry and Redox Reactions of the
Copper Sites in the Cellular Prion Protein. Coord. Chem. Rev. 2012, 256 (19-20),
2285-2296. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2012.04.035.

Drew, M. G. B.; Harding, C. J.; McKee, V.; Morgan, G. G.; Nelson, J. Geometric
Control of Manganese Redox State. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1995, No. 10,
1035. https://doi.org/10.1039/c39950001035.

Durot, S.; Policar, C.; Cisnetti, F.; Lambert, F.; Renault, J.-P.; Pelosi, G.; Blain, G.;
Korri-Youssoufi, H.; Mahy, J.-P. Series of Mn Complexes Based OnN-Centered
Ligands and Superoxide - Reactivity in an Anhydrous Medium and SOD-Like
Activity in an Aqueous Medium Correlated to MnIl/Mnlll Redox Potentials. Eur. J.
Inorg. Chem. 2005, 2005 (17), 3513-3523. https://doi.org/10.1002/ejic.200400835.

Garcia, L.; Cisnetti, F.; Gillet, N.; Guillot, R.; Aumont-Nicaise, M.; Piquemal, J.-P.;
Desmadril, M.; Lambert, F.; Policar, C. Entasis through Hook-and-Loop Fastening
in a Glycoligand with Cumulative Weak Forces Stabilizing Cu'. J. Am. Chem. Soc.
2015, 7137 (3), 1141-1146. https://doi.org/10.1021/ja510259p.

Loving, G. S.; Mukherjee, S.; Caravan, P. Redox-Activated Manganese-Based MR
Contrast Agent. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135 (12), 4620-4623.
https://doi.org/10.1021/ja312610;.

Tanaka, N.; Shirakashi, T.; Ogino, H. The Oxidation-Reduction Potential of the
System of Mn(II)EDTA-Mn(II)EDTA Complexes and the Stability Constant of
Mn(IIDEDTA Complex. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1965, 38 (9), 1515-1517.
https://doi.org/10.1246/bcsj.38.1515.

Fukuda, Y.; Hirota, M.; Kon-no, M.; Nakao, A.; Umezawa, K. New Chromotropic
Behavior of Manganese Complexes with 1,4,7-Triazacyclononane-N,N',N"-
Tricarboxylates.  Inorganica Chim.  Acta 2002, 339, 322-326.
https://doi.org/10.1016/S0020-1693(02)00953-2.

Naka, K.; Tanaka, Y.; Yamasaki, K.; Ohki, A.; Chujo, Y.; Maeda, S. Synthesis of
Soluble Complexan Polymers in Organic Solvents for Using as a Polymer—Chelate
Precursor to YBa, Cus O7.x Thin Films. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2001, 74 (3), 571-577.
https://doi.org/10.1246/bcsj.74.571.

128



Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

(136)
(137)

(138)

(139)

Heinz G.; Franz-Josef R.; Hanns-Joachim W. Complexing Agents, Complexes and
Complex Salts. EP0130934A1, 1985.

Heinz G.; Bernd R.; Hanns-Joachim W.; Wolfgang M.; Ulrich S. Complexes Amides.
EP0263059A2, 1988.

Baranyai Z.; Garda Z.; Kalman F. K.; Krusper L.; Tircs6 Gy.; Toth 1. New
Substituted Ethylene-Diamine-Tetraacetic-Acid-Bis(Amide) Derivatives and Use
Thereof as Ligand Containing Mn (II) of MRI Contrast Agent. WO2016135523A1,
2016.

Margerum, D. W.; Pausch, J. B.; Nyssen, G. A.; Smith, G. F. Differential Kinetic
Analysis of the Metallic Elements. Anal. Chem. 1969, 41 (2), 233-238.
https://doi.org/10.1021/ac60271a008.

129






Nyiltlanca és makrociklusos ligandumok Mn(II)-komplexei mint lehetséges MRI kontrasztanyagok

IX. Fuggelék

IX.1 A CDTA-bisz-amid szarmazék ligandumok jellemzése (NMR és MS)

CDTA-dianhidrid:

IH-NMR [360 MHz, DMSOJ: 5 1,10 (4H, m, (CH,CH,)gytirti), 1,62 (4H, t,
(CHCH,) gytirti), 2,72 (2H, m, (CHCH)gytiri), 3,72 (8H, g, (NCH,)
13C-NMR [100 MHz, DMSO]: § 24,1 (2C CH, gyfirti); 26,7(2C CH, gyfir);
48,4 (2C CH); 60,76 (4C NCHa); 165,7 (4C COOH)

CD2A2AM™B;

'"H NMR [360 MHz, D;0, pD = 12,5]: § 0,87 (6H, t, CHs), 1,09 (4H, széles,
CH: butil), 1,30 (4H, m, CH; butil), 1,47 (4H, m, CH>CH> gyfir(i), 1,66 (2H,
sz¢éles, CHCH, gytri), 1,94 (2H, széles, CHCH» gytrt), 2,43 (2H, széles, CH
gyurt), 3,0 - 3,4 (12H, m, 8H NCH»CO, 4H CONHCH>»)

13C NMR [100 MHz, D;0, pD =12,5]: § 16,8 (2C CH3); 22,3 (2C CH>); 28,94
(2C CH: gytirti); 30,5 (2C CHz gytiri); 34,3 (2C CH»); 42,6 (2C CH»); 58,8
(2C NCH2COOH); 59,3 (2C NCH2CO); 65,2 (2C CH); 178,7 (2C CONH);
184,0 (2C COOH);

MS (ESI) m/z 457,29(M+H)"; 479,28(M+Na)"; 495,25(M+K)"

CD2A2AMPP;
'TH-NMR [360 MHz, D;O, pD = 12,5]: § 0,8-1,8 (20H, m, 4CH,gyfirti,
6CHypiperidin), 2,3 (2H, m, (CHCH)gytrt), 2,7-3,9 (16H, m, 8H NCH,, 8H
NCHapiperidin)
3C-NMR [100 MHz, D20, pD = 12,5]: § 27,5 (2C CH, gyiirii), 28,9 (6C CH,
piperidin), 29,2 (2C CH: gytiri), 29,7 (4C CH: piperidin), 47,2 (2C
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CH2COOH), 49,8 (2C CH,CON), 64,5 (2C CH), 174,8 (2C CONH), 183,5
(2C COOH)
MS (ESI) m/z: 481,30 (M+H)*; 503,31 (M+Na)"

CD2A2AMMort,;

'TH-NMR [360 MHz, D;0]: § 1,14-1,5 (4H, m, 2CHagyfirt), 1,9 (2H, m,
CHagytirlh), 2,2 (2H, m, CHagytirtl), 3,2 (2H, m, (CHCH)gytiri), 3,5 (4H, m,
2CH»-C(O)OH), 3,5-3,85 (16H, m, 8H NCH,morfolin, 8H OCH,morfolin),
3,9-4,1 (4H, m, 2CH»-C(O)N)

MS (ESI) m/z: 485,23 (M+H)"; 507,22 (M+Na)"

CD2A2AM®Met;

'H-NMR [360 MHz, D:0]: § 1,2-1,5 (4H, m, 2CHagyiir(i), 1,8 (2H, m,
CHagytirti), 2,2 (2H, m, CHagytirti), 2,9 (12H, d, 4CHs), 3,2 (2H, m,
(CHCH)gytirti), 3,8 (4H, s, 2CH>-C(O)OH), 3,85-4,0 (4H, m, 2CH,-C(O)N)
MS (ESI) m/z: 401,23 (M+H)"; 423,24 (M+Na)"

CD2A2AM"™S*r;

'TH-NMR [360 MHz, D;O]: § 1,1-1,45 (4H, m, 2CH,gyiirl), 1,75 (2H, m,
CHagytirtt), 2,1 (2H, m, CHagytirli), 3,1 (2H, m, (CHCH)gytirii), 3,3-4,2 (18H,
m, 2CH>-C(O)N, 2CH»-C(O)OH, 2CHszerinol, 4CHzszerinol)

MS (ESI) m/z: 493,23 (M+H)"; 515,24 (M+Na)"

CD2A2AMBip;

'TH-NMR [360 MHz, DO, CH3CN]: & 1,1-1,9 (16H, m, 4CH,gyfrt,
4CHopiperidin), 2,15 (2H, m, CHCH), 2,5-2,7 (6H, m, 2CHbenzil,
2CHpiperidin), 3,4-4,5 (16H, m, 8H NCH>, 8H NCHypiperidin), 7,1-7,4
(10H, m, CHaromas)
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3C NMR [100 MHz, CH3CN]: § 27,5 (2C CH» gytirt), 28,0 (2C
CHpiperidin), 35,0 (2C CHagytrtl), 39,0 (4C, CHopiperidin), 41,5 (2C,
CHsbenzil), 46,1 (4C, CHypiperidin), 47,5 (2C, NCH2CON), 48,5 (2C,
NCH>COOH), 66,5 (2C, CHgylrti)) 129,6 (2C, CHaromas), 132,0 (4C,
CHaromas); 132,8 (4C, CHaromas), 144,2 (2C, Caromas), 164,2 (2C, CON),
173,0 (2C, COOH);

MS (ESI) m/z: 661,40 (M+H)"; 683,38 (M+Na)"; 705,36 (M+K)"



