Dr. Baranyai Zsolt ,,Az orvosi képalkotdsban haszndlt ritkafoldfém(IIl) és gallium(II1)-
triaza- és -tetraaza-polikarboxildt komplexek oldategyensilyi és kinetikai sajdtsdgai és
szerkezete” cimii MTA doktori értekezésének Dr. Kaizer Jozsef opponensi birdlataban
feltett kérdéseire és megjegyzéseire adott valaszok

Mindenekeldit koszonom a birdlonak MTA doktori értekezésem alapos és gyors

véleményezését.

Az észrevételekre és kérdésekre adott valaszok:

1 &s 2) Jelenleg szamos Mn(IT)-komplex klinikai vizsgélata van folyamatban. Kozilik a
[Mn(PyC3A)]" (RVP-001) klinikai egyes fazisinak befejezésére 2022 augusztusaban
keriilt sor. A jelenleg futé klinikai vizsgilatok kozill a legérdekesebb a
majvizsgalatokra javasolt szdjon 4t szedheté MnCl x4 H,0 (Orviglance), amelynek
Klinikai harmas fazisG vizsgdlatai 2023 februdrjaban fejezédtek be.! Az MRI
vizsgilatokra javasolt Mn(Il) alapi kontrasztanyagok alkalmazasa 0,1 mmol/kg
testsuly dézisban torténik, igy az intravéndsan bejuttatott Mn(I[) mennyisége
lényegesen meghaladja a vérszérum Mn(II) koncentraciéjat (0,9 - 2,2 pM). Ennek
megfelelden a Mn(II)-komplex kismértékii disszocidcidja a szervezet szdmara mar
nehezen toleralhaté mennyiségii Mn(I)-ion szabadda valasat eredményezheti, aminek
hosszii tAvin akkumuldciéja akér ,;manganizmus” kialakuldsihoz vezethet.> Ezzel
szemben a huméan szervezetben 3,5 —4,0 g vas talalhato, amely jelentos része a szérum
vas transzport fehérjékhez koordindltan kering a vérdramban (pl. transzferrin). Mivel
a szérum vas transzport fehérjék vas kotd képességének csak 25 - 30% telitett, igy
jelentds vas felesleg megkotésére és szdllitasara van lehet6ség. Sot a Fe(III)-ion €16
készitmény ismert (pl. DFO, DFP, DFX), amelyek a szervezetben esetlegesen
szabadda val6 &s felhalmozodé Fe(IlT)-ion eltdvolitaséra is alkalmasak.’ Ezek alapjan
a nagy spinszamid Fe(lll)}-komplexek MRI kontrasztanyagkénti alkalmazisa
Iényegesen nagyobb biztonsaggal torténhet, mint a Mn(II)-komplexeké.
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Protoncserén alapulé paraméigneses fémiont tartalmazé komplexek hatékonységihoz
elengedhetetlen a labilis protonok és a paramagneses fémion kozotti kis tavolsag (rvus
4 A) a labilis proton elegend6en rovid relaxacids idejének megteremtéséhez. Masrészrol
a negativ toltéssel rendelkezé donoratomok neutrélis proton hordozé donoratomokkal
val6 helyettesitése lecsokkenti a képzddé fém-komplex stabilitisit és kinetikai
inertségét. A Mn(I)-komplexek eleve kisebb stabilitsiiak, mint az analég Gd(III)-
komplexek, ami neutrdlis protonhordozé donoratomokat tartalmazé ligandumok
esetében tovabb csokken. Ennek megfelel6en proton eserén alapulé Mn(IT)-alapt MR1
kontrasztanyagok fejlesztésére kevés lehet6ség nyilik. Ezzel szemben J. Morrow €s
munkatérsai szamos alkoholos-OH csoportot oldallincban tartalmazé triaza-
makrociklusos ligandum Fe(Ill)-komplexét javasoltdk MRI kontrasztanyag c€ld
felhasznalasra,* amelyek az -OH és olddszer vizprotonok kozotti cserefolyamatokon
keresztiil fejtik ki relaxécios sebesség ndveld hatasukat. A FeL1 komplexekben a Fe —
OH kozott kotéstavolsag 2,094 A, ami kézel 0,3 A-el révidebb, mint a Gd — OH
kotéstavolsag a [GA(HP-DO3A)] komplexben (Gd — OH: 2,31 — 2,33 A) a Fe(II)-ion
kisebb méretének és polarizalé képességének koszonhetden. Mivel a labilis proton
relaxaciés ideje egyenes aranyos a fémion-proton kozotti tivolsag hatodik hatvanyaval
(T*p ~ %an), igy lényegesen nagyobb relaxéacios protoncsere hozzéjérulas varhato a
labilis protonokat tartalmazo Fe(Ill)-komplexek esetében, mint a Gd(Il)-
komplexeknél. A J. Morrow és munkatarsai 4ltal vizsgélt a Fe(Ill)-komplexeknek a
relaxivitasa nagyon kicsi (r1,= 0,4 —3,8 mMs™, 4,7 T, 37°C, szérum), de Fe(III) alapi
MRI kontrasztanyagok eldallitisaval és vizsgilataval foglalkozé publikaciok és
szabadalmak szama alapjdn ez a teriilet jelentds fejlodésen mehet keresztil a
kozeljovoben, ami in vivo vizsgdlatokban alkalmazhatd hatékony Fe(I]I)—bmplexek
fejlesztését és klinikai vizsgalatokban valé megjelenését eredményezheti. A Gd(III)-
komplexek MRI vizsgalatokbél valé kiszorulisa rovid tdvon ugyanakkor nem
valdszin.

3) A Ga(IID)-, Sc(III)- és Ln(TII)-komplexek oldatfazish szerkezetét, dinamikai folyamatait
és képzbdését valtoztatott hdmérsékletii 1D (‘H, PC, 170) és 2D (‘H-'H COSY, 'H-'H
NOESY, 'H-*C HSQC és 'H-C HMBC) NMR spektroszkopias modszerekkel
vizsgaltuk. A La(Ill)-, Nd(IlI)- és [GA(AAZTA)]" komplexek rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgalatai alapjan szilard fazisban dimerek képzddnek (15. dbra). A dimer

4E. A. Kras, E. M. Snyder, G. E. Sokolow, J. R. Morrow, Acc. Chem. Res., 2022, 55, 1435-1444



szerkezetli [Ln(AAZTA)(H20)]2> molekuldban a Ln(Ill)-ionhoz torzult kétszeresen
fedett négyzetes antiprizmés elrendezésben harom nitrogén, hirom karboxilat és egy
belsé szférds vizmolekula oxigén monodentdtként koordindlédik, mig a negyedik
karboxildt és a szomszédos [Ln(AAZTA)] komplex egyik karboxilat oxigén
donoratomja hidhelyzetben bidentatként koordinilédik mindkét kozponti fémionhoz
szokatlan, tizes koordindciGji Ln(Ill)<iont eredményezve. Mivel a monomer
([GA(AAZTA)YH:0)]) és dimer ([GAAAZTA)H:0)];>) szerkezetii Gd(II)-
komplexben két és egy belsé szférds vizmolekula taldlhato Gd(III) iononként, igy a
Gd(TI)-komplex relaxivitdsdnak koncentracié fliggése sordn a kapott r1p értékek
cstkkennének a dimer szerkezetii [Gd(AAZTA)(H;0)]:> komplex mennyiségének
ndvekedésével. Azonban a kapott rip értékek monoton nének Gd(III)-komplex
koncentracidjanak  ndvekedésével igazolva a  monomer szerkezetli
[GA(AAZTA)(H20)]" komplex kizarolagos jelenlétét [GdL]=0,1 — 4,0 mM
tartomanyban. A '"OH viz "0 NMR jelének Dy(III)-komplex indukalt eltolodésa
szintén  aldtdmasztotta a két belsd szférds  vizmolekulat tartalmazé
[Dy(AAZTA)(H20)]” komplex dominancidjat széles koncentricié tartomanyban
(IDyL]=0 — 90 mM). Ezzel szemben a sorozat nagyobb rendszimii elemei esetében
képz6d6  [Ln(AAZTA)(H20)]T komplexek monomerként fordulnak el a
[Er(AAZTA)YH20)]" és [Lu(AAZTA)H:0)], valamint a [Dy(AAZTA)H0)]
egykristdlyaiban (15. dbra). A [Ln(AAZTA)(H20)] komplexekben a Ln(1IT)-ionhoz az
AAZTA ligandum hét donoratomja koordinalodik torzult dodekaederes geometridban
¢s a Ln(I)-ion a hdrom nitrogén és a négy karboxilat oxigén altal hatérolt sikok koztt
helyezkedik el, mig az axidlis pozicidban egy vizmolekula talalhat6. A lantanoida
sorozaton belill a [Ln(AAZTA)H,0)q]" komplexek hidraticiéjaban és szerkezetében
bekdvetkezd valtozdsokat elméleti szamitasokkal is igazoltuk. Meghatéroztuk a mono-
¢s bisz-hidratalt [Ln(AAZTA)(H20)q" komplexek relativ szabadenergia értékeit,
amelyek alapjan a lantanida sorozat elsd felében a bisz-hidratalt [Ln(AAZTA)H20)]
képz6dése preferdlt, mig a monohidratalt [Ln(AAZTA)(H20) komplexek a sorozat
masodik felében valnak termodinamikailag stabilisabbd a Tm(III)-, az Yb(IID)- és a
[Lu(AAZTA)H20)]" komplexek esetében a monohidratilt forma kizérélagos
képzodésével.

A [GA(BCAED)]" komplexben a Gd(lll)-ionhoz kézel idedlis kétszeresen fedett
trigonalis prizma elrendezésben négy nitrogén és négy karboxilat oxigén koordinalodik
(18. dbra). A trigondlis sikokat az N2, N3 és 07, valamint az O3, 05 és O1 donor atomok



alkotjak, mig az immino-diacetdt csoportok két nitrogén atomja fedd helyzetben
koordinalédik a Gd(IIl)-ionhoz. A [Ln(BCAED)] komplexek oldatfazist szerkezetét
véltoztatott hémérsékletii multinuklearis NMR  spekiroszkopids mddszerekkel
tanulmanyoztuk (Ln(II)=La(Ill), Y(III) és Lu(IIll)). A lantanida sorozaton belill a
Lo(Ill)-ion méretének novekedésével csokken a [Ln(BCAED)]" komplex szerkezeti
merevsége, amit egyértelmiien alatAmaszt, hogy a [La(BACED)] szobah6émérsekleten
felvett *°C NMR spektrumaban 9 jel talalhaté. Ezzel szemben a [Lu(BCAED)] és
[Y(BCAED)] komplexek *C NMR spektruméban 17 - 17 jel van, amely megfelel a
BCAED ligandum 17 szénatomjanak, jelezve mindkét komplex aszimmetrikus
oldatfazisii szerkezetét. A [La(BCAED)] és [Y(BCAED)] viltoztatott hémérsékletit
BC NMR spektrumaiban a jelek kiszélesedését és kiatlagolodasat a homérséklet
novekedésével a trigonalis sikok két szomszédos csuicsan talalhato, de eltérd termindlis
amino-N csoporthoz kapcsolodé karboxilat-O donoratomok viszonylag gyors eseréjével
értelmezhetjilk. Ennek megfeleléen a [Gd(BCAED)] szilard fazisa egykristaly
szerkezete és [Ln(BCAED)]" multinukledris NMR. spektroszkopiaval meghatarozott
oldatfazist szerkezete nagyon hasonlo.

A [Gd(Pb-HP-DO3A)], [Gd(An-HP-DO3A)], [Gd(Bz-HP-DO3A)], [GAL1}* és
[GdL2]* az alkoholos -OH protonok intramolekuléris auto-katalizalt cserefolyamatai
feltételezhetben az oldallancban talalhaté szomszédos funkcids csoportokkal kialakul6
hidrogén kotéseken keresztill jatszodnak le. Szilard fézisti rOntgendiffrakcids
szerkezetvizsgélataink célja volt az intramolekularis hidrogén kotések kialakulasanak
igazoldsa, amelyet multinukledris ("H, “C) NMR spektroszképids vizsgalatokkal
korabban mar igazoltunk.® Az alkcholos -OH oxigén (O1) csoport tdvolséga a protonalt
fenol és a deprotonalt benzoat oxigén atomoktél a [Gd(HPh-HP-DO3A)] és [Gd(Bz-
HP-DO3A)] komplexekben 4,12 és 4,26 A a négyzetes antiprizmés (SAP), illetve 4,10
és 3,93 A a csavart négyzetes antiprizmas (TSAP) izomerek esetében. Ezzel szemben a
[Gd(An-HP-DO3A)] komplex TSAP izomerében az alkoholos -OH (0O1) és a
deprotonalt anilin -NH; csoportok tédvolsaga kézel 1,3 A-el rovidebb (2,90 A), mint a
SAP izomerben (4,20 A). A [Gd(An-HP-DO3A)] komplex TSAP izomerében mért
rovid kotéstivolsag az alkoholos -OH és deprotonalt anilin -NH; csoportok kozott
kialakulé hidrogén kotéssel értelmezhetd. A [LuL1(H20)]* komplex szilard fazist
egykristaly rontgendiffrakcids szerkezetvizsgalata alapjan a Lu(Ill)-ion a négy gytril,
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4)

5)

harom karboxilat- és alkoholos-O donoratom 4ltal hatérolt koordiniciés iiregben
helyezkedik el, mig a kilencedik koordinaci6s helyet fedd pozicioban egy vizmolekula
foglalja el (Lu—O1: 2,367 A) fedeit négyzetes antiprizmis (SAP) koordincios
szerkezetet kialakitva. Az alkoholos ~-OH oxigén csoport tdvolsdga a foszfonat oxigén
és a tercier-amino nitrogén donoratomokitol a [Lul.1(H20)]* komplexben 3,63 &s 2,96
A, amelyek egyérielmiten jelzik az intramolekuléris hidrogén kotés rendszer
kialakulasat a cserefolyamatokban résztvevd alkoholos -OH csoport részvételével.

Az Altalunk vizsgalt rendszerek koziil a Gd(IIT)-komplexek esetében szdmos példa all
rendelkezésre egy olyan adatbézis megszerkesztéséhez, amely alkalmas lehet a Gd(III)-
és Ln(III)-komplexek szerkezete és dsszetétele alapjan megjosolni/modellezni a Ln(I1I)-
komplexek termodinamikai, képz6dés és disszociacio kinetikai €s a GA(IIT)-komplexek
relaxécios sajatossagait. A Gd(III)-komplexek relaxaciés sajatsiagait befolyasold
tulajdonsagok foként a bels6 és kiilsé szférés relaxéacio sebesség nével6 hozzajarulisok
optiméldsara nytjtanak lehetéséget. Mivel a protoncsere relaxacios hozzajarulas
alkalmazasa viszonylag tjkeletii, igy nem 4ll rendelkezéstinkre még elegend6 példa egy
megbizhaté adatbazis kiépitésére a Gd(II)- és esetleg Fe(Ill)-komplexek protoncsere
hozzajarulast befolyasoldé paraméterek modellezésére €s relaxacios sebesség noveld
hatasuk becslésére. A Fe(Ill)-komplexek MRI kontrasztanyagkénti felhasznélasa nem
1) keletli, de az elmilt 35-40 évben a Gd(III)-komplexek dominancidja miatt nem
torténtek  szisztematikus vizsgdlatok a Fe(lll)-komplexek szerkezetének és
Osszetételének az egyensilyi, kinetikai, redoxi és relaxécios sajatossagokra gyakorolt
hatasara vonatkozéan. Az utébbi par évben Fe(Ill) alapi MRI kontrasztanyagok
elballitasaval és vizsgalatival foglalkoz6 kézlemények szdma alapjan ezen a teriileten
jelentds fejlédést érhetnek el, ami lehet6vé teheti Fe(Ill)-komplexek egyensilyi,
kinetikai, redoxi és relaxacios sajatossagainak modellezését a rendelkezésre 4116 adatok

alapjéan.

------

mechanizmusa a ligandumok dekarboxilezédése és a keletkezd kevesebb fogszamn

ligandummal képz6dé Gd(ITT)-komplex labilitdsa.® Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy
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a [GA(DTPA)]* komplex és szirmazékai fémioncsere reakcidban vehetnek részt
esszencidlis fémionokkal (Cu®*, Zn?*, Ca?") in vivo koriilmények kozoit a DTPA és
szarmazék ligandumok dekarboxilezddése és degradécidja nélkiil.™® A Gd(III)-
komplexek redoxi rezisztencidjat timasztja ald, hogy a makrociklusos Gd(III)-
komplexek in vivo retencidja intakt Gd(IIT)-komplex form4jaban torténik, amit szamos
humén és allatkisérlet segitségével igazoltak.'" Ezzel szemben a Fe(IIl)-komplexek in
vivo disszocicioja bekovetkezhet a kbzponti Fe(IIl)-ion aszkorbinsav altali redukcidjan
keresztiil (aszkorbinsav asszisztilt Fenton-reakcid).'™'? Ezekben a reakciokban

igazoltan szabad gyokok keletkezhetnek, amelyek redukdlhatjak a kézponti Fe(IlI)-iont
,,,,,, 3
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értekezésem gyors és alapos birdlatét, timogatd javaslatait.
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