Dr. Baranyai Zsolt ,,Az orvosi képalkotdsban haszndlt ritkafoldfém(IIl) és gallium(II)-
triaza- és -tetraaza-polikarboxilit komplexek oldategyensiilyi és kinetikai sajdtsigai és
szerkezete” cimii MTA doktori értekezésének Dr. Enyedi Kva Anna opponensi
birdlataban feltett kérdéseire és megjegyzéseire adott vilaszok

Mindenekel6tt kiszonom a birdlénak dolgozatom alapos és gyors véleményezését. A kritikai
¢szrevételeket elfogadom.

Az észrevételekre és kérdésekre adott valaszok:

I) A klinikai gyakorlatban alkalmazott Gd(II) alapn MRI kontrasztanyagok in vivo
viselkedésének szimuldldsdhoz egy ,nyitott két kompartmentes” kinetikai modellt
dolgoztunk ki (1. 4bra), amivel szimultan figyelembe veheték a Gd(IIT)-komplexek
egyensilyi, kinetikai €s farmakokinetikai sajdtossagait jellemz6 termodinamikai és

kinetikai paraméterek.
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1. abra Nyitott két kompartmentes kinetikai modell

A szamitasok soran néhdny indulé paramétert fixaltunk (dézis=0,1 mmol/kg testsily,
testsaly: 70 kg, eloszlasi térfogat: 0,25 L/kg teststily). Ennek megfeleléen 7,0 mmol
Gd(I1I)-komplex talalhaté a vérben =0 pillanatban. Mivel az MRI kontrasztanyagként
alkalmazott Gd(III)-komplexek az extracelluléris térben homogénan oszlanak el, igy a
Gd(ITI)-komplexek koncentracidja V=3,5 L plazméban 2,0 mM, ami megfelel a
maximalis elérhetdé plazmakoncentracionak az adott alkalmazasi feltételek mellett. A
vérben taldlhaté Gd(TIT)-komplexek viszonylag gyorsan megoszlanak az intersticialis
tér és a vérplazma kozott (fin=(0,9 — 3,1) X 103 s), mig parhuzamosan lejatsz6d6 vesén
keresztiili kitiriilésiik is megkezdédik (ka=(1,2 — 1,4) X 10 5!). Ennek megfeleléen a
Gd(11D)-komplexek intravénas injektalasat kvetden 20 perc elteltével (MRI vizsgalatok
kezdetekor) koncentracidjuk 0,35 mM a vérplazmaban é&s infersticialis térben (eloszlasi
térfogat V=17,5 L).

Az Omniscan ([GA(DTPA-BMA)]) vérplazméban lejatszod6 disszociaciojat €s az
esetlegesen képz6d6 Ca(ll)-, Zn(Il)- és [Cu(DTPA-BMA)]” komplexeket Micelléris
Elektrokinetikus Kapillaris Kromatografia (MEKC) médszerrel kovettik natrium-
dodecil-szulfat (SDS) micellaképzot alkalmazva. A MEKC médszer lehetéséget nytjt
a vérplazma métrixban talalhaté nagy méretii molekuldknak (pl. fehérjék) és kis
molekula témegh komponensektdl valé elvalasztisara az elektroforetikus elvalasztas
puffer oldatdban talalhat6 micellaképzé (SDS) segitségével. A MEKC vizsgalatok soran
Agilent 7100 (Waldbronn, Germany) berendezéssel, hidrodinamikus injektalasssal (50
mbar, 2 s), U=25 kV fesziiltséget és szilika kapillarist alkalmazva (72 cmx50 mm,
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Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA). A MEKC vizsgalatok sorén elsé lépésben
a kapillarist 5-5 percig 0,1 M NaOH ¢és puffer oldatokkal prekondicionaltuk (puffer: 25
mM borét, 70 mM SDS, pH=9,1), majd a biol6giai mintdk elvalasztast kovetden 0,5M
NaOH (3 perc) és puffer (4 perc) oldatokkal mostuk az esetlegesen visszamaradd
szennyezOk eltavolitasara. A vizsgalatok sor4n j6l zrt mintatartoban elhelyezett 2,0
mM [Gd(DTPA-BMA)] komplexet tartalmazé pH=7,4-es vérplazma mintdkat 37°C-on
inkubaltuk. A vérplazma mintikbol idokozonként kivett oldatokat MEKC mddszerrel
tanulmanyoztuk. Az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények mellett a teljes
elvalasztasi id6 12 perc volt, mig a [GA(DTPA-BMA)] komplex disszocidcioja ilyen
feltételek mellett tobb 6ra, igy a mérés koriilményei nem befolyasoltik a reakciét. A
kisérleti koriilmények kivélasztdsakor szdmos eldkisérletet elvégeztiink a [Gd(DTPA-
BMA)] komplex disszocidcidja €s a Ca(1l)-, Zn(ID)- és [Cu(DTPA-BMA)] komplexek
képzodése > 2,0 mM Gd(DTPA-BMA) oldatban tanulmanyozhaté megfeleld

pontossaggal.

A ligandumokboél készitett térzsoldatok pontos koncentraciéjat pH-potenciometrids
titralassal Ca(Il)-ion felesleg (40-szeres) jelenlétében €s tavollétében felvett titralasi
gorbékbdl szamitottuk, figyelembe véve a protonal6dasi 1épcs6knek megfeleld
ekvivalens ligmennyiséget. A Ca(ll)-felesleg jelenléicben végzett titralasok soran a
komplexképzadéssel parhuzamosan ,.leszorul” a ligandumrol az §sszes disszociabilis
proton, igy meghatdrozhatjuk a ligandumhoz tartoz6 teljes protonkoncentraciot. A
viszonylag nagy Ca(Il)-ion felesleg nem zavarja a meghatarozast, mivel a Ca(Il)-ion
hidrolizise csak nagy pH értékeknél kovetkezik be. A viszonylag nagy Ca(Il)-ion
felesleg alkalmazésa garantdlja a Ca(ll)-komplexek képzbdését olyan ligandumok
esetében is, amelyek viszonylag kis Ca(Il)-ion affinitéssal birnak.

A Ga(IIl)-, Sc(IIN)- és La(IIl)-komplexek oldatfazist szerkezetét, dinamikai folyamatait
és képzbdését véltoztatott hdmérsékletii 1D (*H PC) és 2D ('"H-'H COSY, 'H-H
NOESY, 'H-3C HSQC és 'H-*C HMBC) NMR spekiroszkopids modszerekkel
vizsgaltuk. Az sltalunk tanulményozott Ga(Ill)-, Sc(IlI)- és La(III)-komplexek t5bb
izomerje fordulhat el6 oldatfazisban, amelyek talakulhatnak egymaésba (pl.
konformaciés és koordinacids izomerek). A Ga(lll)-, Sc(IlD)- és Lan(Ill)-komplexek
izomerizacids folyamatait jellemz6 sebességi allandokat a valtozatott hémérsékletii
multinukle4ris NMR spektroszképids vizsgalatok segitségével hatdroztuk meg, mig a
kinetikai és aktivaldsi paramétereket (AH, ASY, AG*) a sebességi dllandok ismeretében
az Eyring egyenlettel szdmitottuk.

A [GA(DOTA)], [GA(BT-DO3A)], [GA(HP-DO3A)] és [Gd(HB-DO3A)] komplexek
vizben nem old6d6 Type 1 kollagénnel (Bovin Achilles tendon) kialakitoit
kélcsonhatasait ultrasziiréssel és dializissel vizsgaltuk (pH=7,4, 0,001 M Na;HPOs,
0,15 M NaCl, 37°C). A Gd(I)-komplexek kollagén feliiletén torténd adszorbeidja
Langmuir izoterméaval jellemezhetd. A Gd(IIl)-komplexek Type T kollagén feliiletén
torténd adszorbeios-deszorbeids folyamatait jellemz6 egyensulyi allandok a (logb) 2,41
— 2,55 tartomanyban talalhatoak. Kéztudott, hogy a hemoglobin bomlasakor képz6d6
bilirubin erés elektrosztatikus kilesonhatast alakithat ki kollagénnel (logh=3,73), ami a



bér sirga elszinez6dését eredményezi.! Ennck megfeleléen feltételezhets, hogy a
makrociklusos Gd(II)-komplexek Type I kollagénnel gyenge elektrosztatikus
kolesonhatast alakithatnak ki.

J) A La(lll), Nd(II)- ¢és [Gd(AAZTA)] komplexek rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgdlatai alapjan szilard fazisban dimerek képzddnek. A dimer szerkezetli
[Ln(AAZTA)(H20)]2* molekulaban La(IIl)-ionhoz torzuit kétszeresen fedett négyzetes
antiprizmas elrendezésben hdrom nitrogén, hérom karboxildt és egy belsd szféras
vizmolekula oxigén monodentatként koordindlédik, mig a negyedik karboxilat és a
szomszédos [Ln(AAZTA)]" komplex egyik karboxilst oxigén donoratomja
hidhelyzetben bidentitként koordinalédik mindkét kdzponti fémionhoz szokatlan, tizes
koordinéciéji Ln(IIT)-iont eredményezve, Mivel a monomer (IGA(AAZTA)(H20):]") és
dimer ([GA(AAZTAYH20)]*) szerkezetti Gd(IIT)-komplexben kettd és egy belso
szféras vizmolekula talalhaté Gd(III)-iononként, igy a Gd(IIT)-komplex relaxivitasanak
koncentricio fuggése sordn a kapott rip értékek csokkennének a dimer szerkezetii
[GA(AAZTA)(H20)]* komplex mennyiségének ndvekedésével. Azonban a kapott rip
értékek monoton nének a Gd(IIT)-komplex koncentrécidjanak novekedésével igazolva
a monomer szerkezeti [Gd(AAZTA)(H,0):] komplex kizarélagos jelenlétét oldatban
[GdL]=0,1 — 4,0 mM tartoményban. A ""OH; viz 70 NMR jelének Dy(IIT)-komplex
indukalt eltolodasa szintén alatdmasztotta a két belsé szféras vizmolekul4t tartalmazé
[Dy(AAZTA)(H20)2]” komplex dominancidjat széles koncentricié tartomdnyban

([DyL}=0—90 mM).?

6) Az elmilt 10-15 évben szdmos aggodalom merillt fel a Gd(III)-komplexek MRI
kontrasztanyagkénti alkalmazisaval és a Gd(III)-komplexek in vivo akkumulacijaval
kapcsolatban. A makrociklusos Gd(IIT)-komplexek in vivo retenciéjanak felismerdsét
kovetben szamos humin és 4llatkisérlei segitségével igazoltdk, hogy a Gd**
szervezetbeli akkumuldcidja intakt Gd(II)-komplex forméjaban torténik szemben a
nyiltlancti [GA(DTPA)}* és szarmazékaival, amelyek esetében a Gd(IIT)-komplexek

kiilonbbz6 szervekben és szévetekben (m4j, 1ép, vese, csont és agy). Ennek megfeleléen
a Bayer-Schering Pharma, a Guerbet és a Bracco Imaging gy6gyszervallalatok olyan
4 tipusi Gd(III)-komplexek fejlesztésébe kezdiek, amelyek lényegesen nagyobb
relaxivitdssal rendelkeznek, mint a klinikai gyakorlatban jelenleg is hasznilt MRI
kontrasztanyagok, igy esetiikben az alkalmazott dézis csokkentésével (<0,05 mmol/kg
testsily) jelentsen mérsékelhetd a Gd** él6 szervezeten beliili felhalmozodasa. A
Gd(IlI)-komplexek fejlesziése sordn nem csak a relaxacids sajatossigok optimaldsara,
hanem biztonsigos alkalmazasukat befolydsolé egyensilyi, kinetikai és szerkezeti
tulajdonsagaik javitdséra is torekszenek.

Munkénk sordn részletesen tanulmanyoztuk a PCTA-trisz-glutdrsav ligandum (2. dbra)
Gd(III)-komplexének egyensulyi, disszocidcié kinetikai, relaxécios és szerkezeti
sajatossagait. A PCTA ligandummal képz8dé Gd(III)-komplex belsé szférsjaban két

! U. Nagatajan, J. G. Christopher, B. Chandrasekaran, R. R. Jonnalagadda, U. N. Balachandran, K.
Kohsaku, Int. J. Biol. Macromol. 2013, 67, 404 —410.

2 8. Aime, L. Calabi, C. Cavalloiti, E. Gianolio, G. B. Giovenzana, P. Losi, A. Maiocchi, G. Palmisano, M Sisti,
Inorg. Chem., 2004, 43, 7588-7590.



vizmolekula talalhaté ([Gd(PCTA)(H:0)], amelyek gyors cserefolyamatokban
vesznek részt az oldészer vizmolekuldkkal.’> Azonban a [Gd(PCTA)(H20),] komplex
termodinamikai stabilitdsa és kinetikai inertsége nem teszi lehetdvé in vivo
alkalmazasat.*
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2. dbra A PCTA, PCTA-trisz-glutdrsav és gadopiclenol ligandumok szerkezete

Meglepd moédon a [Gd(PCTA-trisz-glutarét)(H20)2] komplex lényegesen nagyobb
kinetikai inertséggel rendelkezik, mint a [Gd(PCTA)(H20):] komplex. Igazoltuk, hogy
az oldalléncban talalhaté kiralis szénatomok konfiguricidja jelentdsen befolyasolhatja
a [Gd(PCTA-irisz-glutarat)(H20):] komplex termodinamikai €s kinetikai sajatossagait.
A lehetséges 8 diasztereomer koziil a RRR/SSS [Gd(PCTA-trisz-ghutarat)(H20)2]
komplex kozel 5-szor inertebb, mint a [Gd(DOTA)H20)]" komplex (Gd(DOTA):
tp=23 bra, [GA(PCTA-trisz-glutarat)(H20)2] (RRR/SSS): #1ip= 120 6ra, 1 M HCI,
25°C). A RRR/SSS [Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H20);] komplex kiugréan nagy
kinetikai inertsége mér nmagdban is meglepd, mivel a PCTA-trisz-glutirsav ligandum
7 donoratomja vesz csak részt a Gd(Ill)-ion koordinacidjaban, mig a tavoli karboxilat
csoportok nem koordinalédnak a Gd(IIl)-ionhoz. A kiugréan nagy kinetikai inertség
mellett a RRR/SSS [Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H20)2] komplex relaxivitdsa is
lényegesen  meghaladja a  racem  [Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H20)2]  ¢és
[GA(DOTA)H20)]T kompexek relaxivitdsat ([Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H>0):]
(RRR/SSS): rip= 9,3 mM's!, [Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H20)2] (racem): r1p=7,2 mM"
151 [GA(DOTAYH:0)]: r1p=3,4 mM's!, H20, 0,5 T, 37°C). AzRRR/SSS [Gd(PCTA-
trisz-glutarat)(H>0)2] komplex biokompatibilitisénak novelése érdekében a Gd(III)-
ionhoz nem koordinalodoé tavoli karboxildt csoportokat amidaltuk izoszerinollal (3-
amino-1-2-propandiol). A hérom izoszerinol egység 16 gadopiclenol izomer képzodéset
teszi lehetévé RRR/SSS [Gd(PCTA-trisz-glutarat)(H;0);] komplexbdl kiindulva.
Azonban a tavoli izoszerinol egységek kiralitisa nem befolyasolja a gadopiclenol
ligandummal képzddé Gd(III)-komplex kinetikai inertségét. Meglepd modon a
RRR/SSS gadopiclenol komplex realxivitdsa jelentésen meghaladja a teljesen racem
gadopiclenol relaxivitasat (gadopcilenol (RRR/SSS): r1=13,0 mM's™!, gadopiclenol
(racem): r1,=11 mM's™!, H;0, 0,5 T, 37°C), ami lényegesen kisebb dézisu alkalmazas
esetén is (0,05 mmolkg testsily) a jelenleg alkalmazott makrociklusos
[GA(DOTA)H20)], [GA(HP-DO3A)H,0)] és [GA(BT-DO3A)(H20)] komplexek 0,1
mmol/kg dézist felhasznélsa sorén kapott kontraszt hatést eredményez.’

3§, Aime, M. Botta, S. G. Crich, G. B. Giovenzana, G. Jommi, R. Pagliarin, M. Sisti, fnorg. Chem. 1997, 36,
2992-3000

4 Gy. Tircs6, Z. Kovées, A. D. Sherry, Inorg. Chem. 2006, 45, 9269-9280

5 R. Napolitano, L. Lattuada, Zs. Baranyai, N. Guidolin, G. Marazzi, W02020030618



7) Egyetértek a biraloval, hogy képzéds [Cur(EBTA)(H20)s] oldatfizisi képzddésének
alatAmasztasa érdekében mas modszerekkel is tanulmanyozhattuk volna a Cu(Il) —
EBTA rendszereket. Azonban a birdlo altal javasolt ESR spektroszkopia és ESI-MS
modszerek se nytjtanak kdzvetlen bizonyitékot a Cu(Il) — EBTA rendszer oldatfazist
Osszetételére az 4ltaldban alkalmazott vizsgalati kériilmények miatt (ESR: folyékony
nitrogénben fagyasztott mintak (77 K), ESI-MS: oldészer elparologtatas 300°C-on,
nagy vakuum és ionizacié). Azonban a kétmagvi [CupL], [Cux(L)H.1] és [Cux(L)H.1]
részecskék 'H NMR spektroszkdpiss modszerrel vélhetben tanulmanyozhatok a Cu(Il)-
ionok kozstt kialakulé elekiron spin kolcsOnhatdsok miatt, ami részlegesen
diamagneses Cu(Il)-komplexek képzodését eredményezheti.

8) Az opponensnek igaza van abban, hogy a kiilonbdz6é Ga(lil)-, Sc(Ill)- és Ln(III)-
komplexek oldatfazisu szerkezetének értelmezése megkivanja az NMR spekirumok
bemutatasat, amelyre helyhidny miatt sajnos nem kerilt sor. A Ga(Ill) — DOTA és
Lo(IlI) — DOTA rendszerek esetében az 'H NMR spektrumok elengedhetetlenck a
[Ga(DOTA)] és [Ln(DOTA)]" komplexek képzédési mechanizmusanak igazolasahoz
(119 - 120 oldal, 48., 49. és 50. abra).

9) A birdléval egyetértek abban, hogy a kiilénbdz6 bézicitdsa ligandumok fémion
affinitasat legegyszertibb adott korillményre definialt (pl. [M™ Juwr=1 pM, [L]i=10 pM,
pH=7.4)¢ latszélagos stabilitési 4landéval Gsszehasonlitani. Ugyanakkor a javasolt
feltételek tavol allnak az in vivo vizsgalatokban alkalmazott koriilményektdl (pl. a
szabad ligandum toxikus hatdsu lenne). Mésrészrol a stabilitdsi €s protonalodasi
allandék ismeretében az adott komplex barmilyen koriilményre definialt latszoélagos
stabilitasi allandéja koénnyen szamithat. Az altalunk vizsgalt pH érzékeny MRI
kontrasztanyagok ligandumai az oldalldncban szulfonamid, primer, szekunder és tercier
amino-csoportokat  tartalmaznak, amelyek  deprotonalédasukat — kovetden
koordinalédnak a Gd(Ill)-ionhoz a belsé szférdban talalhaté vizmolekuldkat
helyettesitve (13. tablazat). Mivel a Gd(Ill)-komplexek latszolagos stabilitasat
lényegesen befolydsolija a protondlt részecskék képzédése, igy a legkisebb
protonalodési dllandéval rendelekzé szulfonamid, primer, szekunder és tercier amino-
csoportokat tartalmazé Gd(I11)-komplexek rendelkeznek a legnagyobb pM értékekkel,
de pH-érzékeny MRI kontrasztanyagkénti felhasznalasuk nem lehetséges a fiziologias
pH tartomanyban mér deprotonalt és Gd(III)-ionhoz koordinalt donoratomok miatt.

10) A kiilonbdzé Ga(Ill)-komplexek fizikai-kémiai sajstossagainak vizsgélatat a *Ga alapi
PET radiofarmakonok fejlesztésének céljabél végeztik. Mivel a ®*Ga(IIT)-komplexek
PET célii felhasznalasa radiokémiai koncentricié tartoméanyban torténik (1072 — 1077
M), igy esetiikben citotoxicitas kivaltasara nincs lehetdség. Az dltalunk tanulmanyozott
Ga(Ill)-komplexek citotoxicitdsat nem vizsgaltuk.

11) Az AAZTA és DOTA ligandumok ¢(RGDfK), TATE és PSMA konjugatumai Ga(IIl)-
, Se(TIT)- és Bi(1IT)-komplexeinek in vitro receptor affinitds vizsgdlatai alatdmasztottak,
hogy a DOTA-biokonjugatum komplexek lényegesen kisebb affinitassal rendelkeznek,
mint az analég AAZTA-biokonjugdtum komplexek az adott receptorhoz. Mivel a

& V. C. Pierre, M. Melchior, D. M. J. Doble, K. N. Raymond, Inorg. Chem. 2004, 43, 8520-8525



biologiailag aktiv fragmensek megegyeznek, igy az AAZTA- és DOTA-
biokonjugatumok Ga(Ill)-, Se(Ill)- és Bi(lll)-komplexeinek eltérd integrin,
szomatosztatin és PSMA receptor affinitasat feltételezhetéen a ligandumok ill. azok
fémkomplexei eddig nem azonositott eltérései eredményezhetik.”®

12) Jelenleg tobb Mn(I)-komplex klinikai vizsgalata is folyamatban van. Koziilik a
[Mn(PyC3A)]" (RVP-001) klinikai egyes fazisanak befejezésére 2022 augusztusaban
keriilt sor. A jelenleg futo klinikai vizsgalatok koziil a legérdekesebb a majvizsgalatokra
javasolt szjon 4t szedhetd MnCl X4 HyO (Orviglance), amelynek kiinikai harmas
fazisu vizsgilatai 2023 februarjaban fejez6dtek be.” Az MRI vizsgélatokra javasolt
Mn(1I) alapt kontrasztanyagok alkalmazasa 0,1 mmol/kg teststly dozisban torténik, igy
az intravéndsan bejuttatott Mn(I[) mennyisége lényegesen meghaladja a vérszérum
Mn(Il) koncentraciojat (0,9 - 2,2 pM). Ennek megfeleléen a Mn(II)-komplex
kismértékti disszocidcibja a szervezet szamara mér nehezen tolerdlhaté mennyiségli
Mn(II)-ion szabadda valasat eredményezheti, aminek hosszi tavii akkumuliciGja akar
,,manganizmus” kialakulésdhoz vezethet.!? Ezzel szemben a human szervezetben 3,5 —
4,0 g vas taldlhato, amely jelentds része a szérum vas transzport fehérjékhez
koordinaltan kering a véraramban (pl. transzferrin). Mivel a szérum vas transzport
fehérjék vas kotd képességének csak 25 - 30% telitett, igy jelentds vas felesleg
megk&tésére és szallitdsara van lehetdség. S6t a Fe(Ill) €16 szervezetben torténd
akkumulaciéjaénak kezelésére szamos szdjon at szedhet6 készitmény ismert (pl. DFO,
DFP, DFX), amelyek a szervezetben esetlegesen szabadda valo és felhalmozodo Fe(I1I)
eltivolitasara is alkalmasak."! Ezek alapjan a nagy spinszami Fe(IIT)-komplexek MRI
kontrasztanyagkénti alkalmazasa lényegesen nagyobb biztonsiggal torténhet, mint a
Mn(Il)-komplexek esetében. Kozelmiltban J. Morrow ¢&s munkatdrsai szamos
alkoholos-OH esoportot oldallancban tartalmazé triaza-makrociklusos ligandum
Fe(IlI)-komplexét javasoltdk MRI kontrasztanyag céla felhasznéldsra,'” mig Aime és
munkatarsai Fe(IlT) akkumulécié kezelésére javasolt és engedélyezett DFX ligandum
[Fe(DFX)z] komplexét javasoltak hasonlé céli alkalmazésra.”® A Fe(III) alapt MRI
kontrasztanyagok el6allitasaval és vizsgalataval foglalkozo publikiciok és szabadalmak
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