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A nukledris balesetek egyik legveszélyesebb droksége a csontokban felhalmmozods radioaktiv stroncium-90. Magyar kutatik
egyediillle molekenldt fejlesztettéke ki, amely képes et ag alattomos igotdpot célzottan meghkitni és eltavolitani a servezetbil —
minimdlis mellékhatdsok mellett vészhelyzetben is bevethetd nmodon.

A nuklearis energia és a radioaktfv izotépok alkalmazasa napjainkban szamos el6nyt kinal az energiatermelésben, az orvosi
diagnosztikaban és terapiaban, valamint a tudomanyos kutatasban. Ugyanakkor ezen izotépok melléktermékei komoly
kornyezet- és egészségligyi kockazatot jelentenek, kiiléndsen vészhelyzet esetén, amikor radioaktiv anyag keriilhet a
kornyezetbe és az emberi szervezetbe. A nuklearis balesetek és a szandékos nukledris események szima az elmult
évtizedekben korantsem elhanyagolhaté: a Nemzetkézi Atomenergia Ugynokség adatai szerint az elmult 60 évben tSbb
mint 200 ilyen eseményt regisztraltak vilagszerte. Mindez hangsulyossa teszi a felkésziilés és a hatékony dekontaminacids
modszerek fejlesztésének fontossagat.

A radioaktiv stroncium-90 (*0Sr) kiemelt veszélyt jelent a nukledris események soran. A peribdusos rendszerben a
stroncium kézvetlendl a kalcium alatt helyezkedik el, ezért biokémiai viselkedése szinte azonos a kalciuméval. A szervezet
ennck megfelelden nem képes megkiilénboztetni a két iont, igy a stroncium ugyanazokat a biolégiai utvonalakat hasznalva
éptl be a csont- és fogszbvetbe. A St kbzel 30 éves felezési ideje miatt a beépiilést kbvetSen évtizedekig karosithatja a
csontvelbt, a vérképzést és a kérnyezd széveteket, nagymértékben ndvelve a csontrak és mas hematoldgiai daganatok
kialakulasanak kockazatat. A hossza tavu genetikai kirosodasok pedig akar kévetkez6 generaciok egészségét is érinthetik.
A csernobili baleset utan Ukrajna és Fehéroroszorszag jelentSs részén mértek "90Sr-szennyezést, ami jol példazza az
izotop kozegészségiigyi relevanciajat. Mig mas, hasonléan veszélyes radioizotépokra — példaul a 311 esetében — 1étezik
hatékony megel6z6 eljaras (a pajzsmirigy nem radioaktiv joddal valé telitése), addig a stroncium esetén jelenleg nincs
olyan széles korben elfogadott, mellékhatismentes moédszer, amely alkalmas lenne a szervezet gyors és szelektiv
tehermentesitésére. A jelenleg alkalmazott kelatképzé szerek (EDTA, DTPA, EGTA, BAPTA, EGTA koronaéterek és
egyéb kelatképzk) ugyan képesek megkotni a stronciumot, de szelektivitasuk csekély. A létfontossagu kalciumot és
magnéziumot is hasonlé erével kotik, ami silyos mellékhatasokhoz vezethet. A biztonsigos és célzott stroncium-
eltavolitas ezért mindmaig megoldatlan tudomanyos és egészségiigyi probléma.

A jové

A hosszu tavu cél az, hogy a Decorporol és rokon vegytiletei engedélyezett gybgyszerként alljanak rendelkezésre,
amelyet nuklearis baleset vagy katonai incidens esetén azonnal be lehet vetni. Ehhez a kévetkez§ 1épés a vegyiiletek
nagyizemi gyartasanak elGkészitése és a hatdsagi engedélyeztetési folyamat meginditasa. Bz a magyar innovacié
nemcsak hazai, hanem nemzetkdzi szinten is att6rést hozhat a nuklearis biztonsag teriiletén. Jelenleg ugyanis nincs a
vilagon olyan széles korben elfogadott, mellékhatdsmentes gyogyszer, amely képes lenne a St-t szelektiven ¢és
biztonsagosan eltavolitani az emberi szervezetbé (2. abra)l.
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1. abra. A periédusos rendszer elemei bioldgiai toxicitas szerint osztalyozva: z6lddel jellve az esszencialis, nem mérgezé
témek, sargaval a dézisfiggben mérgez6 elemek, pirossal pedig a kifejezetten mérgezéek.

Untreated scenario

i 4

Possible source of 3°Sr

1. Nuclear plant

accident
2. Military Disease
tests 1da 1 week 2 weeks
. and Death
3. Nuclear 905r enters Sy starts to %Sy incorporated CANCER
conflict the body fluids absorb into hones into bones MAY APPEARS

4, Terrorist activity
e.g. Dirty bomb

Sr specific chelator
added in time

Treated scenario

1-2 weeks 1 month Health

maintained

%08r is completely
eliminated

90Sr starts to eliminate
from body by chelator

2. abra. A %Sr szervezetbe keriilésének lehetséges forrasai és a kezelés nélkiili, illetve kezelt kimenetel 6sszehasonlitasa.
Kezelés nélkill a radioaktiv stroncium néhany napon belill a testfolyadékokba kerill, két héten beliil megkezdSdik a
csontokba valé beépiilése, egy hénap utin pedig stabilan raktarozédik a csontszdvetben, ami évek alatt sulyos
betegségekhez, akar daganatokhoz vezethet. Id6ben alkalmazott stroncium-specifikus kelatképzs szer esetén a St
kitirtlése mar az els6 hét soran megindul, majd egy hénapon belil gyakorlatilag teljes eltavolitas érhetd el, igy az egészségi
allapot fenntarthato.
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Egy magyar kutatasi irany ujraéledése

Magyarorszagon mintegy 35 éve indult el egy korai kutatasi vonal, amely egy 4j tipusu, stronciumra szelektiv kelatképzé
molekulacsalad fejlesztését célozta. E munkabdl sziiletett meg a DECORPOROLP elsé genericidja, amely szerkezeti
sajatossagainak koszonhetSen a korabeli vizsgalatok szerint fgéretes stroncium-szelektivitast mutatott. Bar az akkori
prototipus kémiai stabilitdsa korlatozott volt, a koncepcié — makrociklusos, tobb donoratomot tartalmazé kelatképzok
alkalmazasa — rendkivil el6remutaté megkdzelitésnek bizonyult.

A Miskolci Egyetem kutatéesoportjaként tobb évtized kihagyas utan 4j lendilettel élesztettiik Gjja ezt a korai magyar
innovaciét. A projekt kezdetén széles kori kvantumkémiai el§sziirést végeztiinkk: tobb mint 50 kiilonb6z6 makrociklusos
és polifunkcionalis molekula szerkezeti és termodinamikai tulajdonsagait modelleztiikk nagy pontossaga DFT-
modszerekkel. Ezekben az 6sszehasonlitasokban a kalcium—stroncium ioncsere Gibbs-energiajat vettitk alapul, amely a
szelektivitas egyik legfontosabb indikatora. A szamitisok alapjan a Decorporol-koncepcié kiemelkedSen igéretesnek
bizonyult, mivel a stroncium preferalt megkotését jelezte.

A kutatécsoportunk ezt kévetéen megkezdte az 4j generaciés molekuldk laboratériumi elSallitasat és analitikai vizsgalatat.
Az elmilt harom évben nyolc 4j szerkezetet fejlesztettiink ki, amelyek a kelatképzs funkcidk finomhangolasaval — példaul
donoratomok szamanak, elhelyezkedésének és konformacios flexibilitisinak médositasaval — még kedvezébb stroncium-
szelektivitast és bioldgiai kompatibilitast igérnek.

Elméleti és kisérleti modszerek integralasa

A molekuldk értékeléséhez a kutatocsoportunk olyan metodikat dolgozott ki, amely a magas szintl kvantumkémiai
szamitasokat kiterjedt kisérleti validiciéval kombinalja. A DFT-vizsgalatok soran a nagyon pontos r2SCAN-3c kompozit
modszert alkalmaztik, amelyet el6zdleg etilén-diamintetraccetsav (EDTA) Ca?" és Sr** komplexeivel validaltak. A
szamitasok eredménye (AAG_DFT = 15,4 k] /mol) jol egyezett az irodalmi értékekkel. A médszer parjaként alkalmazott
izotermalis titracids kalorimetria (ITC) mérések szintén szinte teljes egyezést mutattak a szakirodalommal, megerdsitve a
modell megbizhatdsagat.

A vizsgalatok kézéppontjdban a (7,16-bisz-malonat)-1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-bisz-maloninsav —
réviden Decorporol — allt. A kelatképzés termodinamikai elemzése alapjan a Ca?" — St?* ioncsere Decorporollal
exergonikus folyamat (AAG_DFT = —14,1 kJ/mol). A kisérleti ITC-mérések még kedvezSbb értéket adtak (AAG =
—34,5 + 1,1 kJ/mol), ami egyértelmi szelektiv stronciumkotést jelez. A hémérsékletfuged mérések kimutattik, hogy
fiziolbgias korulmények kozott a kelatképzédés stabil marad, igy a molekula potencidlis in vivo alkalmazasa redlis és
tudomanyosan megalapozott.

In vitro és in vivo tesztrendszer kialakitdsa

A stronciumkelatok értékelésére egy olyan komplex tesztrendszer kertlt kialakitasra, amely egyszerre vizsgalja a molekulak
hatékonysagat sejtkultdraban és €16 szervezetben. A kifejlesztett in vitro modell killénésen érzékeny: képes kimutatni,
hogy a kelatképzSk milyen mértékben akadalyozzak meg a stroncium — nem radioaktiv StCl, formajaban — extracellularis
matrixba térténé beéptilését.

Ezzel parhuzamosan egy biztonsiagos, nem radioaktiv stronciumizotépot alkalmazé in vivo egérmodellt is optimalizaltunk,
amely alkalmas a stroncium kinetikdjanak és a kelatképz&k biologiai hatasossaganak vizsgalatara. A publikalt eredmények
(Scientific Reports) igazoltak, hogy a Decorporol hatékonyan timogatja a stroncium szervezetbol torténd kitritését, nem
hatraltatja a normal kalcium-homeosztazist, és nem mutat kimutathaté toxicitast — ez kulcsfontossagi kovetelmény egy
jovébeli gydgyszerijeldlt esetében.

A jov6 perspektivai

A kutatas hosszd tava célja, hogy a Decorporol és tovabbfejlesztett valtozatai engedélyezett, biztonsagos, széles kérben
alkalmazhat6 gyogyszerré valjanak nuklearis balesetek, radioaktiv szennyezédések vagy katonai radioldgiai incidensek
esetére. Jelenleg nem létezik olyan globalisan elfogadott készitmény, amely szelektiven, hatékonyan és mellékhatdsok
nélkdl képes lenne eltavolitani a ~90St-et az emberi szervezetbSl. A magyar fejlesztés ezért nemzetkézi 1éptékben is
attéréshez vezethet. A kovetkez§ 1épés a vegyliletek nagylzemi gyartasanak el6készitése, valamint a hatdsagi
engedélyeztetés tudomanyos és technolégiai megalapozasa. A kifejlesztett tesztrendszer ugyanakkor nemcsak a
Decorporol, hanem barmely mas jovSbeli stronciumkelat vizsgalatara is alkalmazhatd, {gy a kutatds szélesebb kdrben
hozzajarulhat a nuklearis biztonsag néveléséhez és az emberi egészség védelméhez.
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A jelenlegi nemzetkdzi energia valsigban az atomerémiivek jelent6sége felértékel6dott a stabil és fliggetlen, nem fosszilis
alapu, valamint hosszutavon garantaltan olcsé energiatermelési kapacitasuk révén. Ugyanezen szitudcidban sajnos a
veszélyességlk jelent6sége is fokozodott, amelynek az elharitasdban oroszlanrészt tudna vallalni az alabbiakban
részletezett magyar projekt, amely egy a nemzetkdzi piacon is hatartalan nagysagrendben értékesithets és ennek megfelel§
pénzigyi sikert is magaban hordozé sugarvédelmi hatéanyag ipari fejlesztését célozza meg. A korabbi szabadalmaztatott
hatéanyag képes a nukledris balesetek/katasztrofak soran a kérnyezetbdl az embeti szervezetbe juté veszélyes radioaktiv
stroncium megk&tésére, majd eltavolitasra. (1. dbra)

Az atomerémivekben bekévetkezd balesetek, mint amilyen a csernobili vagy a fukusimai katasztréfa volt, valamint a
nukledris fegyverek alkalmazasa kiilénb6z6 radionuklidokat juttathat a légkbrbe és az éceanokba. Jelenleg is zajlanak
fegyveres konfliktusok olyan térségekben, ahol nuklearis er6mivek talalhatok, és a harcokban nuklearis fegyverekkel
rendelkezé dllamok is érintettek. Tovabbi kockazatot jelent a kis méretd, modularisan telepithetd, hasaddson alapuld
kisméretd atomreaktorok (SMR-ek) elterjedése, amelyeket mar Argentinaban, Kinaban és Oroszorszagban is alkalmaznak.
Ezek az SMR-ek kompakt nuklearis reaktorok hozzavetSleg 300 MW villamos teljesitménnyel és modularis felépitéssel
rendelkeznek. Kis méretitk miatt mérsékelhetik a lakossagi ellenalldst a hagyomanyos nagy atomerémuvekkel szemben,
amelyek kiépitése lasst és kéltséges. Az Egyesiilt Allamokban, Japanban és az Egyesiilt Kiralysagban hasonlé rendszerek
mar engedélyezési folyamatban vannak, ami az SMR-technolégia kézeljévébeli széles kord alkalmazdsat vetiti el6re.

E fejlemények névelik az olyan radioaktiv izotépok (radionuklidok) expoziciéjanak kockazatit, mint a stroncium-90,
cézium-134 és -137, vagy a j6d-131.% Ezek koziil a stroncium-90 (°%Sr) kiilonésen veszélyes az emberi szervezetre nézve,
els6sorban élettani hatasai miatt, mivel a stroncium képes a kalciumot helyettesiteni a csontvazban. Ennek oka a két ion
hasonl6 tulajdonsiga, példiul az ionradiusz: Sr?* ~ 118 pm, Ca?* = 94 pm.

A stroncium kihasznalja ugyanazokat a sejtes transzportmechanizmusokat, mint a kalcium, beleértve a kalciumraktarak
kitriilése altal aktivalt dtvonalakat. Emiatt a stroncium bizonyos élettani folyamatokban részben helyettesitheti a
kalciumot. Ennek k&vetkeztében a stroncium jelentés része a csontokban halmozddik fel, els6ként a csontfelszinen
megkoétédve — ezt Sonawane és munkatarsai is kimutattak.

Mivel a csont tdmegének akar 70 témegszazaléka modosult hidroxiapatitbdl (Cas(PO4)3(OH)) épil fel, a kalcium
stronciummal térténd helyettesitése ebben a kristalyszerkezetben mar korabban is vizsgalat targyat képezte. A stabil
stronciumizotépok bizonyos doézisban még kedvezd élettani hatisdak is lehetnek: névelhetik a csontstrlséget és
csokkenthetik az osteoporosis kockazatat.

A radioaktiv stroncium beépiilése ugyanakkor rendkiviil aggaszt6. A °°Sr béta-sugarzassal bomlik °°Y izotéppa, amelynek
felezési ideje 28,79 év, és 0,546 MeV energiaju B-részecskét bocsat ki. A radioaktiv stroncium-90 béta-bomlassal 0y
izotéppa alakul 4t, amelynek felezési ideje 28,79 év, és a bomlas soran 0,546 MeV energiaji B™-részecskét bocsat ki. Bzt
kéveten a °°Y izotép tovabbi béta-bomlést szenved, amelynek eredményeként stabil cirk6nium-90 (°°Zr) keletkezik
64,1 6ras felezési id6vel és 2,28 MeV energiaji nagyenergiaju B-sugarzassal.
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A %S¢ lon-nal szennyezett Csontrak és leukémiz
por szennyezi az emberi { 4sa a sugarzas

fogyasztasra szant
zoldséget gyumolcsot.

4 /' Emberi A %S¢ jon beépil a

test csontokba, ezzel
csontrakot okozva

Keldtkénz &
A nukledris incidensek el
soran vagy hulladekokbal
por formajaban kijuto
“Srion,
A radioaktiv*Srion a
taplalékkal (és porral)
bejuta véraramba.

A °Sr komplexaldsa

és kitrulese a
vizelettel

3. abra. A radioaktiv stroncium elterjedésének teljes folyamata. A %Sr egy baleseti esemény folytan kijut a kérnyezetbe
(1-2) és bejut a légkori por és fust felszinére (3), majd a por természetes iilepedése vagy csapadék kovetkeztében a
taplalékként fogyasztott zoldségekre és gytimolesokre keriil. A taplalkozas soran (4) a %St bejut véraramba (5), majd
beépiil a csontokba (6), ahol csontrakot és/vagy leukémiat okozhat. Terapiaként vagy megel6zésként alkalmazhat6 egy
célzott kelator (7) a veszélyes iont eltavolitja a vérbdl a veséken keresztil (8), igy az emberi szervezet egészsége
meg6rizhetd.

Az 25U bomlastermékékei

A radioaktiv stroncium beépiilése ugyanakkor rendkiviil aggaszt6. A %St béta-sugarzassal bomlik Y izotoppa, amelynek
felezési ideje 28,79 év, és 0,546 MeV energiaji B~ -részecskét bocsat ki. Ezt kbvetéen a Y izotoép tovabbi béta-bomlast
szenved, amelynek eredményeként stabil citkénium-90 (*"Zr) keletkezik 64,1 6ras felezési idével és 2,28 MeV energiaji
nagyenergiaju 3-sugarzassal.

A hasadasi folyamat azonban nem kizardlag stronciumot eredményez. A 235U bomldsa soran szamos mds, eltérd
veszélyességl radioizotop is keletkezik, amelyek mindegyike sajat bomlasi utvonalon halad.

Az 1] bomlasi lanca: B — 131Xe

A masik kézismert és veszélyes hasadasi termék az 131, amely 8 napos felezési idejével viszonylag gyorsan bomlik. Béta-
sugarzassal stabil 13'Xe izotéppa alakul 4t. Bar gyorsabban eliminalédik, mint a stroncium, biologiai viselkedése —
els6sorban pajzsmirigy-felhalmozédasa — rendkivilli egészséglgyi kockazatot jelent. A radioaktiv jod elleni védekezés
(nem radioaktiv j6d beadasa) azonban hatékonyan csékkenti a felvételét, szemben a stronciummal, amely esetén ilyen
kozvetlen megel6zés nem 1étezik.

A 137Cs eredete: 137Xe — 137Cs — 137Ba

Szintén kiemelt jelentSségil hasadasi termék a 137Cs, amely nem kézvetleniil a maghasadasbdl keletkezik, hanem a révid
életd "137Xe béta-bomlasaként. A B37Cs felezési ideje 30 év, vagyis a stronciumhoz hasonléan hosszsi tivi kirmyezeti és
bioldgiai kockdzatot jelent. A cézium bioldgiailag a kiliumot utdnozza, ezért izomszévetben és 1lagy részekben halmozddik
fel. A 137Cs stabil 37Ba izotoppa alakul at béta-kibocsatas kiséretében.
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A M0Cs képzbdése: 40Xe — 140Cs — 140Nd

A 235U bomlasa soran tovabbi révid életd izotépok is képz&dnek, példaul a 10Xe, amely béta-bomlassal ~140Cs-sa alakul.
A MCs néhany napos felezési idével rendelkezik, majd tovabbi béta-bomlassal 14'Nd keletkezik. Mivel bomlasi idejik
révid, ezek az izotdpok gyorsabban veszitik el radioaktivitdsukat, biolégiai kockazatuk mérsékeltebb, ugyanakkor a frissen
felszabadul6 sugarzas intenziv.

Egyéb hasadasi termékek: Ba, Rb, Kr stb.

A 23U maghasadasanak termékei szerkezetileg sokfélék, a kénnyebb inert gazoktdl (pl. #°Kr) a kézepes tomegti fémekig
(pl. '*“Ba, 86Rb; lasd 4. dbra). Ezek valtozoé veszélyességiick: egyes izotépok gyorsan bomlanak stabil elemekké, mig masok
— a stronciumhoz és céziumhoz hasonléan — évtizedekig megmarad6 sugarforrasok lehetnek. A hasadasi termékek
Osszetett bomldsi halézata j6l mutatja, hogy a nuklearis balesetek kdvetkezményei igen sokréttiek lehetnek. A stroncium-
90 azonban kiilénleges figyelmet igényel, mivel hossza élettartama és a csontokba vald preferencidlis beépiilése révén
egyediilallé, hosszan tartd egészségkarosodast okozhat.
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4. abra. A U maghasadasabdl szarmazé f6bb radioaktiv hasadasi termékek és bomlasi ttvonalak. A szinkéd jelzi az
egyes izotépok bioldgiai veszélyességét (sarga: radioaktiv, de biolégiailag kevéssé veszélyes; narancs: mérsékelten veszélyes;
piros: kiemelten veszélyes). A legfontosabb hosszu felezési idejd izotépok kdzé tartozik a stroncium-90 (St — Y —
N7Zr), a jod-131 (1 — 131Xe), valamint a cézium-137 (1¥7Xe — 137Cs — 137Ba). A r6videbb élettartami izotépok (pl.
140X e — 140Cs — 140Nd) gyorsabban stabil elemmé bomlanak.

A radioaktiv stroncium felszivodasa utin az St2* ionok szétoszlanak a szervezetben, és konnyen be- és kidramlanak a
sejtekbdl. Bz azzal a kvetkezménnyel jar, hogy a test szamos sejtje folyamatos radioaktiv sugarzasnak van kitéve, ami
leukémidhoz és csontdaganatok kialakulasdhoz vezethet. Emiatt kiemelten fontos a stroncium gyors eltavolitasa a
szervezetb6l, amely vizelettel, széklettel vagy izzadassal torténhet.

Az olyan vegyiiletek megtalalasa, amelyek képesek eltavolitani ezt az iont expozicié esetén, az egyik legfontosabb feladat
a nuklearis biztonsag és a nuklearis energiatermelés fejlédése szempontjabdl. A fent emlitett radionuklidok eltavolitasara
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kelatképz6 vegylletek alkalmazhatok, amelyek a veszélyes radioaktiv ionokat komplex formdban tartjak, és
megakadalyozzak, hogy beéptljenck a csontokba. Ezek a komplexek ezt kévetSen vizelettel kitirtilhetnek a szervezetbdl.
Az International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) Gold Book definicidja szerint a kelatképzés két vagy
tobb kiilonallé kétShelyet tartalmazo ligandum és egyetlen kdzponti atom ko6zott kialakuld kétések (vagy mas vonzo
kolesénhatasok) 1étrejotte vagy jelenléte. Az ilyen kotést tartalmaz6 molekulat kelatnak nevezziik.

Az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA, 5. abra, (a) ) hatékony kalciumkelator, amelyet szaimos gyogyszerkészitményben
tartositoszerként és stabilizatorként alkalmaznak. Széles kérben hasznaljak két- és haromérték( fémionok kelatképzésére,
f6ként ivovizbdl torténd nehézfém-eltavolitasra.

Az EDTA-nak azonban t6bb mellékhatisa is ismert, ezért a kelatterapiat EDTA-val dltalaban csak akkor alkalmazzak, ha
a toxikus fémkoncentricié mar klinikailag relevans (pl. 6lom esetén >45 pg/dL). A mellékhatisok a doézistol, a
vesefunkciétdl és az alkalmazas gyakorisdgatdl figgnek. A toxikus hatisok megnyilvainulhatnak akut tubularis
nekroézisként, veseelégtelenségként, anuriaként vagy proteinuriaként. Emellett cinkhianyt is okozhat, mivel az EDTA nagy
affinitassal koti a cinket.

A Ca**-EDTA-komplexképzés az izoterm titraciés kaloriméterek (ITC) kalibraldsanak egyik standard validacios
modszere is. A késziilékgyartok ehhez megfelels oldatkészleteket forgalmaznak, és a kapott kotési paramétereket a
kritikus stabilitasi dllandé ismert értékéhez viszonyitva validaljak, igazolva ezzel a kalibracids eljaras helyességét.

HOL (a) o ™)

0 OH (0] (6]

HO/U\/ NH\O/\n]\'/\g/OH [O oj
] o/
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G OH(_O/_\O_>HO 5
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5. abra. Par valés kelator EDTA (a), 18-korona-6 (b), és a Decorporol (c)

A radiostroncium kelatképzésével és eltavolitasaval kapcsolatban t6bb kordbbi kutatds is sziiletett. Példaul Noshkin és
Mott a ciklohexandiamin-tetraecetsavval (CyDTA) olyan ioncserélé eljarast fejlesztettek ki, amellyel a ?°Sr izotépot
tengervizbdl lehetett kinyerni. Az acetilamino-propilidén-difoszfonsav (APDA) is hatékonynak bizonyult: az orélisan
alkalmazott Ca-APDA jelentés mértékben csdkkentette a laboratériumi patkanyok combcesontjanak radioaktivitasat.?!
Ugyanakkor felmerilt az is, hogy a patkdny mennyire megfelel6 modell az emberre nézve, kilénsen azért, mert a
csontanyagcseréje lényegesen eltér az emberétdl.

A koronaétereket szintén vizsgaltak komplexképz8 tulajdonsigaik  és  fémionokkal szembeni szelektiv
megkotSképességitk miatt. A koronaéterek olyan monciklikus ligandumok, amelyek legalabb harom koétShelyet
tartalmaznak, és képesek egy ,,vendég” kationt a gylrd kézpontjaba koordinalni. A koronaétereket potencialis kelatképzs
anyagokként is tanulmdnyoztak vizben oldott fémionok eltavolitasara. A legismertebb makrociklusos poliéterek kozé
tartozik az ,,18-crown-6” (5. abra), amely jol ismert médon erésen komplexalja a kaliumiont.

Kimutatott egyértelm( képességet a St2* koordinaldsara is; ugyanakkor Glendening és munkatirsai rimutattak, hogy a
kation hidraticiéja jelentésen befolyasolja az 18-crown-6 szelektivitasat. Mivel a kalcium és a stroncium egyarant nyolc
vizmolekulat koordinal hasonl6 térkitoltésdi, torzult antiprizmas geometriadban, a 18-crown-6 nem mutat szelektivitast
stronciumra. Hzzel szemben a koronaéterek gylriszerkezetének modositasa vagy funkcids csoportok hozzaadisa
névelheti a kelatképzés szelektivitasat és a komplexek stabilitasat.
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A magyar MSZ 209386 szabadalom szerint a Decorporol (5. dbra), {UPAC-név: 7,16-bis(malonat)-1,4,10,13-tetraoxa-
7,16-diazaciklooktadekan-bisz-maloninsav) alkalmas lehet a stroncium szervezetbdl torténé  eltavolitisara.
Egérmodellben végzett in vivo kisérletek alapjan a vegyitilet er6sebben kéti a stronciumot, mint a kalciumot.

A vegytlet hatranya viszont, hogy a malonsav részlet lebomlik, ami gitolja a stronciumiritést. A Decorporol
dekarboxilez6dése soran malonsav szabadul fel, amely citotoxikus; ez a folyamat nehézfémek jelenlétében fel is gyorsul.
Emiatt stabilabb natriumsokat lehet el6allitani, amelyekben a végsé szerkezet mar kalciumot tartalmaz a koronakomplex
kézpontjaban. Kalcium—natriumsé formaban (Ca-Naz-Decorporol) a vegytilet stabilabba, konnyebben kristalyosithatéva
és kevésbé higroszkopossa valik.

A palyazat soran izoterm titraciés kalorimetriat (ITC) és nagy pontossagu strtségfunkcional-elméleti (DFT) szamitasokat
kombinélva vizsgaljuk a Sr2* és Ca?* Decorporolhoz valé kétédésének termodinamikgjat. A DFT-szamitasok a szamitasi
kémia egyik legelterjedtebb modszercsaladjat jelentik, mivel j6 pontossagot nydjtanak mérsékelt szamitasi igény mellett a
kvantumkémiai szamitasok mintegy 90%-a DFT-alapu.

Az egyik ismert és mar a szabadalmi védettségen tuljutott hatéanyag a DECORPOROL (6. abra), mely vegytilet
esetében korabban mind fizikai-kémiai, mind egereken végzett iz vivo kisérletekben igazoltak a nagyobb
affinitdst a stronciumionhoz a kalciumionnal szemben. Az iz vivo kisétletekben az él6 szervezetbdl, a
mesterségesen bevitt eltéré dozisu stronciumiont az intravénasan beadott DECORPOROL a kalciumion mellSl
szelektiven el tudta tavolitani és a vizelettel tavozott, megel6zve a csontokba térténd beéptilést. Ez alapjan ki
lehet jelenteni, hogy egy DECORPOROL 4ltal bevitt, kotott Ca** ion kicserélhetd egy Str** ionra, igy a
DECORPOROL feleslege a tovabbiakban nem csokkenti ki a szervezet Ca** ion tartalmat. Az allatkisérletek
tovabba nem jeleztek szamottevé toxicitast, ezért a DECORPOROL nuklearis katasztrofa esetén azonnal, tovabbi
emberkisérletek nélkil is alkalmazhaté. Raaddsul, iz vitro mérésekkel mas, toxikus fémionokkal szembeni
affinitast is kimutattak, ami tovabb ersitette a vegytlet alkalmazhat6sagat. A DECORPOROL-t nemzetkozileg
védo szabadalom lejart, a vegyiletnek mar nincs védettsége, ezért piaci lehetéségei erésen korlatozottak.

O O O O O HO
C°0N w0l {wapronic) "o
6} O OH o (6] o

/

MALONSAV MALONSAV
KRIPTOFIX-22 I DECORPOROL I-C32+ DECORPOROL

6. abra. KRIPTOFIX-22 és a DECORPOROL alapvaza (I) illetve a Ca-ion-komplexe (I-Ca2*).

Korabbi mérések alapjan a DECORPOROL ionmegk6té specificitasa a kovetkezé sorrendet adta:

FCZ+ < Mg2+ < Zn2+ < Mn2+ < Ca2+ < Sr2+ < Cez+ < Cd2+ < Pb2+

X
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Célkitiizés: A beadott palyazat célja, hogy egy Uj termékcsoportot vizsgaljunk meg (7. dbra). Egy masik kordbbi
termékszabadalom egy 14j vegytiletcsaladot is bevont a kutatds korébe, ennek kifejlesztése és kémiai biologiai vizsgalata
azonban enneck a palyazatnak lett a feladata, amelyektdl azt vartuk, hogy erGsebben és szelektivebben kotik a stronciumot
vagy az egyes mérgez$ fémionokat.

R1 or R2 = H, alkil csoport,

R3 = aaminosav,

X = NH, NMe, O R1§*N""M1’“” —i/f1
M1 = fémion, e.g. Ca?* (kézponti ion)

M2 = fémion, e.g. Na* (k6zponti ion)

11
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7. abra. KRIPTOFIX valamint referenciamolekula (I) és a harom tanulmanyozott komplexképz6 (III, IV és V).
KRIPTOFIX-szel

A projekt kutatasi téméja részben Uj kémiai szerkezetei a II-es (altalanos szerkezet) 4j kelatképz6 makrociklusos szerves
vegylletek és/vagy ezek szervetlen vegyiletekkel alkotott séi elGallitasa és ezek felhasznalasa egyes toxikus és nem toxikus,
egyszeresen vagy tObbszordsen toltott fémionok semlegesitésére és eltavolitasara a talajbol, vizekbol, kéolajbdl vagy egyéb
asvanyi anyagokbol és az €16 szervezetbdl. Ezen vegyliletek komplex formai a 8. abran keriil bemutatasra.

Az dij moleknlacsaldd virbatd elinye:

1. A nehézfémeket, mint példaul a stronciumot a DECORPOROL-ndl erésebben koti meg.

2. A vizben valé oldhat6saguk lényegesen nagyobb, mint a korabbi vegytleteké.

3. A €él6 szervezetben vald metabolizmusa soran csak természetes aminosavak szabadulhatnak fel.

Ag elvégzendd kutatdsi feladatok:
1. Egy 4j oltalmi kor bévitése céljabol néhany tucat 4uj molekula szintézise.
a. Az el6allitott szarmazékok szintézise 1-3 g-os méretben.
b. Az eléallitott szarmazék kilénb6z6 fémekkel alkotott komplexek komplexacios allandéinak meghatarozasa.

2. A harom, aminosav-oldallancu kriptofix-szarmazék (ITL, IV, V) reszintézise (reszintézis batch I, 2-3 hénap):
a. A harom, aminosav-oldallainct kriptofix-szarmazék (III, IV, V) szintézise 10-20 g-os méretben (harom
reszintézis batch I).
b. A harom reszintézis batch I segitségével a killonb6z6 fémekkel alkotott komplexek komplexaciés allanddinak
meghatirozasa.
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8. abra. A fémkomplexek sematizalt 3D szerkezete

3. A harom, aminosav-oldallincu kriptofix-szarmazék (III, IV, V) méretnévelése és a reszintézis batchek 11 eléallitdsa,
majd a végsé vegyilet kivalasztasa:
a. A harom, aminosav-oldallinct kriptofix-szarmazék (IIL, IV, V) szintézisének optimalasa par grammos
méretben (a végtermékek minGségtdl fliggSen elbzetes bioldgiai vizsgalatokra kiildhetd).
b. A hdrom, aminosav-oldallanct kriptofix-szarmazék (ITL, IV, V) reszintézise az optimalt szintézisuttal 10
grammos méretben (reszintézis batch II).
c. A harom reszintézis batch 11 segitségével a preklinikai vizsgalatok tervezése és hatékonysagvizsgalat (proof of
concept’, toxicitas, ’terapias ablak’, esetleg metabolizmus).
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A Decorporol szintézise

A korabbi szabadalomban az alabbi szintézisut keriilt publikalasra, ahol a kriptofix (3) bazikus kérilmények kozott keriil
alkilezésre Br-malonsavval (4, ahol X = Br). A masodik lépésben a komplexképz6 esetében Ca sot képeznek, amely
elvezet a Decorporol (1) vegylilethez. A feltintetett alkilezGszer (Br-malonsav, 4a) nem all rendelkezésre az elérhetd
beszallitoknal. Ennek okan az eredeti szintézisutat nem volt médunkban kiprébalni, de mas kisebb beszallitokat is
megvizsgalunk a tovabbiakban (pl. ABCR, Alfa, DougChem).

A Decotporol (1) eléallitaisa a WO 91/10655 szabadalomban [40] leirt eredeti médszeren alapul (1. séma).

Az els6 1épésben a 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan (Kriptofix, 2) alkilezése torténik 2-
bromomalonsavval (3) vizes NaOH-oldatban, 60—65 °C-on, amelynek eredményeképpen a tétranat-so (4) keletkezik.
A keletkezett intermediert nem izoldljak: lehiités utin, szobahémérsékleten 1 ekvivalens CaCly kertil a reakcidelegyhez,
amely hatdsara a koronaéter dinatrium-monokalcium séja (Decorporol, 1) kikristalyosodik, majd szlréssel
levélaszthato.

Alternativ szintézisutként a Br-malonsav (4a) alkilez&szer helyett a dietil bromomalonat alkilez&szert (4b) alkalmaztuk,
mely egy mikédd alternativa lehet, azonban egy plusz, védScsoport eltavolitasi Iépést is igényel a folyamat.

A feladat szintetikus kivitelezéséhez a 2. tablazatban felsorol kiindulasi anyagokat szereztiik be. A reagensek, bazisok
(K2CO3, NaHCO3) és oldoszerek (THF, EtOH, MeOH, MeCN, AcOH, DMF, DMSO) a laboratériumban
rendelkezésre alltak megfelel6 mindségben és mennyiségben. A szintézishez sziikséges anyagokat megrendeltiik, azok be
is érkeztek a kémiai munkahoz, azonban ezek mennyisége csak a szintézisut felderitéséhez elegendd.

0 0
HO Bra/ Et,0 HO
Br
0 0
OH OH
2 3

1. séma. A brommalonsav szintézise (3) malonsavbol (2).

A Decorporol dinatrium-monokalcium séjanak elGallitasa (1) (2. séma)

Kezdésként készen vasaroltuk meg a Decorporol kézponti gylrljét, a diazakoronaétert. A megvaldsitand6 feladata
diazakoronaéter dietil malonattal t6rténd alkilezése, majd az észtercsoportok hidrolizise. Az alkilezést tobbféle képpen is
probaltuk végrehajtani: szervetlen (Na2CO3, K2CO3) és szerves (DIPEA) bazis jelenlétében, és tébbféle oldészerben
(ACN, DMF, NMP).

2,62 g (10 mmol; 262,35 g/mol) diaza-18-korona-6-ot (Kryptofix/Merck, 4) 100 ml. vizben oldottunk. Ezutin
hozzaadtunk 2,40 g natrium-hidroxidot (6 ekvivalens; 60 mmol; 40,06 g/mol) és 3,68 g bromomalonsavat (2,05
ekvivalens; 20,1 mmol; 182,96 g/mol). A keveréket 60—65 °C-on 72 éran at kevertiik, {gy keletkezett a tetrasé formaju
intermedier (5). A reakcibelegyet nem izolaltuk, hanem lehités utan szobahémérsékletre 1,1 g CaCl,-t (1 ekvivalens; 10
mmol) adtunk hozza. Ekkor a koronaéter dinatrium-monokalcium séja (Decorporol, 1) kristalyosodott ki, amelyet
lesztirtink, majd vakuumban egy éjszakan at szaritottunk. A kapott termék: 2,0 g vilagosbarna por (1), dinatrium-
monokalcium sé formajaban.
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2. séma. A Dekorporol (1) szintézise kriptofixbol.

A 1,7,10,16-Tetraoxa-4,13-diazacyclooctadecane (Kriptofix 22) szintézise.

A Kriptofix, mint kiindulasi anya.

A Kriptofix (3) szintézisére fékuszalé részfeladat esetében szamos el6rehaladds tortént. A termék eléallitdsara 3
szintézisat kerilt felvazolasra, 1. ut, 2. ut és 3. ut (3-6 séma).

- Az 1. dtabenzil amin (8) egyszerd alkilezési reakcidja az 1,2-bis(2-kloroetoxi)etan (7), mely a kriptofix di-benzil
szarmazékat adja (9). Itt egyértelmden fennall a polimerizacié veszélye. A termékhez egy hidrogénezésen alapuld
védbesoport eltavolitassal jutunk el. Alternativa lehet még egy savas elf&zés.

- A 2. Ut ugyanezt az alkilez6szert (7) alkalmazza benzoszulfonilamid (10) alkilezéséhez NaH jelenlétében. A
szulfonamid bontasat erGs sav jelenlétében végeznénk.

- A 3.4t egy alternativa, ahol a 12-es diamine ciklikus acilezése a 13 disavkloriddal adja a gyirds diamidot, amely
erds redukaloszer mellet szolgaltatja a terméket.

Mind a harom utat szisztematikusan teszteltik.

1. szintézisut: A benzilamin alkilezése a 7-es bis-klorszarmazékkal DMF-ban szerves bazis mellett (TEA) meglehetésen
lassan megy (3. séma). A reakcidelegy igen komplex, amely a sok oligomerizaciénak kdszénhetS. A termék aranya igen
alacsony. Masodik 1épésben a reakcidelegyhez CaCls -ot adagoltunk mint templat. Ebben az esetben a termék képzédése
mar a kedvez§ iranyba tolédott. A termékelegyet szilikagélen tisztitottuk. A hidrogénezés soran a két benzil véd6csoport
1 6ra alatt lehasadt.
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3. séma. Kriptofix szintézis (méretnovelés, jelenleg grammos méret van)

A benzofulfonamid alkilezése gyenge bazissal (TEA) nem jatszodik le (4. séma). Ha NaH bazist alkalmazunk, akkor a
reakcié beindul és a termék illetve ezek oligomerei megjelennek. A CaCl2 templat a reakciére ebben az esetben nincs
jelentGs hatdssal, feltehetSen annkatudhaté be, mert a N elveszitette nemkotd elektronpariat.
A terméket oszlopkromatografiaval lehetett izoldlni. A védécsoport eltavolitasat erds szervetlen savval kiséreltik meg, pl
HCI és HBr vizes oldataval forralva, azonban ez igen nehézkesen ment. A védScsoport eltavolitast témény vizes NaOH-

dal is megkiséreltiik, de ez sem javitotta a konverziét.
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4. séma. Kriptofix szintézis (méretndvelés, jelenleg grammos méret van)
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5. séma. Kriptofix méretnévelt szintézise 2.

. Koronaéter-szintézis (1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazacyclooctadecane): A diazakoronaéter makrociklus szintézise
soran a 2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))di-ecetsavat metanolban, kénsav segitségével dimetil 2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))di-
acetatta alakitjuk. A keletkezett diésztert 2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))bisz(etin-1-amin)-nal reagaltatjuk natrium-metoxid
(NaOMe) jelenlétében, metanolban. A reakcié eredményeként létrejové 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-
6,17-dion terméket az izolalast kbvet6en borannal redukaljuk, hogy a végsé amin-szarmazékot kapjuk meg.

A decorporol gyartisa egy diazakoronaéter szintézisével indul, amelyet de novo eljarasban allitunk elé olesé kiindulasi
anyagokbol, hogy a gyartas koltséghatékony és skalazhat6 legyen. Erre a korabbi jelentésekben mar beszamoltunk, jelenleg
mar t6bb grammos méretben tudjuk gyartani.

Koronaéter-szintézis (1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazacyclooctadecane): A diazakoronaéter makrociklus szintézise soran a
2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))di-ecetsavat metanolban, kénsav segitségével dimetil 2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))di-acetatta
alakitjuk. A keletkezett diésztert 2,2'-(etan-1,2-diylbisz(oxi))bisz(etan-1-amin)-nal reagaltatjuk natrium-metoxid (NaOMe)
jelenlétében, metanolban. A reakcié eredményeként létrejovs 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazaciklooktadekan-6,17-dion
terméket az izolalast kbvetSen borannal redukaljuk, hogy a végsé amin-szarmazékot kapjuk meg.

A 3. szintézisuton is megkiséreltiik a szintézist. A dikarbonsav kloridot az aldbbi szintézisuttal allitottuk el6 (6. séma; 15
+16 = 17 = 13) relative j6 termeléssel (6ssz 35%). Az aminovegyiilettel az acilezés meglehetSsen jol adta a kivant 14-es
intermediert (75%). A redukcids lépés viszont LiAlH4-del a szokdsos médon zajlédott le, amely inkdbb alacsony
termeléssel jellemezhetd (kb 20%).
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6. séma. Kriptofix méretndvelt szintézise 3.
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A Kryptofix 22 Gly-Asp (1) szintézisitja (7. séma): A kiindulasi H-Asp(tBu)-OtBu-t (9) klorecetsav kloriddal (5, Cas: 79-
04-9) alkilezziik acetonitrilben. Az olddszer beparlasa utan és etilacetatos kirazast kévetSen j6 kitermelés mellett kaptuk
a terméket (10). A kévetkezd 1épésben a kapott termékkel (10) a kriptofixet (7) alkilezzik szintén acetonitrilben szerves
bazis mellett (Et:N), amely melegen is lassan jatszédik le. Az olddszer beparldsa és a termék extrakcidjat kévetSen
(etilacetat) kapjuk a védett terméket (11) j6 termeléssel. A védett terméket (11) prep HPLC-vel tisztitottuk. A harmadik
lépésben terc-butil védSesoportot TFA-dal lefézziik és a védetlen terméket (2a) szintén prep HPLC-vel izolaltuk az
egyszeriség kedvéért. Végil reakcidelegyhez CaCOs -ot adagoltunk vizes oldatban, majd liofilizalom (2b), amely fehér
pot.
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7. séma. A Kryptofix 22 Gly-Asp (2) szintéziséhez alkalmazott reakcidsor

A Kryptofix 22 Gly-Glu (1) szintézisutja (8. abra): A kiindulasi H-Glu(tBu)-OtBu-t (12) klérecetsav kloriddal (5, Cas: 79-
04-9) alkilezziik acetonitrilben. Az olddszer beparlasa utan és etilacetatos kirazast kovetSen j6 kitermelés mellett kaptuk
a terméket (13). A kévetkezd 1épésben a kapott termékkel (13) a kriptofixet (7) alkilezziik szintén acetonitrilben szerves
bazis mellett (EtsN), amely melegen is lassan jatszodik le. Az olddszer beparlasa és a termék extrakcidjat kévetSen
(etilacetat) kapjuk a védett terméket (14) j6 termeléssel. A védett terméket (14) prep HPLC-vel tisztitottuk. A harmadik
lépésben terc-butil védécsoportot TEA-dal lefézziik és a védetlen terméket (3a) szintén prep HPLC-vel izoldltuk az
egyszeriség kedvéért. Végil reakcidelegyhez CaCOs -ot adagoltunk vizes oldatban, majd liofilizdlom (3b), amely fehér
por.
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8. séma. A Kryptofix 22 Gly-Glu (3) szintéziséhez alkalmazott reakciésor
A szintetikus munka 6sszefoglalasa:

A Decorporol egy dinitrium—monokalcium sé formdjaban alkalmazott, nagy szelektivitisi komplexképz6 molekula,
amely alkalmas kétértékd kationok — kiemelten a stroncium és kalcium — megkotésére és bioldgiai eliminicidjanak
el6segitésére. Elballitasa kdzponti elemét képezi projektiinknek, azonban az irodalomban kézzétett eljards egy kritikus
reagens (2-bromomalonsav) elérhetetlensége miatt médositast igényelt.

A'WO 91/10655 szabadalomban ké6z6lt eredeti szintézisut szerint a diaza-18-korona-6 (Kriptofix) 2-bromomalonsavval
torténd bazikus alkilezése vezet a komplexképz6 intermedierhez, amely vizes kézegben CaCl, hozzaadasara kristalyosodik,
igy a Decorporol dinatrium—monokalcium séja koézvetlenil eléallithatd. A kereskedelmi uton nem elérhetd
bromomalonsav miatt ezt a médszert nem tudtuk reprodukalni, azonban alternativ beszallitok felkutatdsa folyamatban
van,

Alternativ szintézisutként dietil-bromomalonatot alkalmaztunk alkilez6szerként, amely mikodd eljarasnak bizonyult,
azonban egy tovabbi észterhidrolizises 1épést igényel a kivant savformaig. A reakciokhoz szikséges diazakoronaétert
készen szereztitk be, mig a bazisok (NaOH, K;CO3, NaHCO3) és az olddszerek (MeCN, DMF, NMP, EtOH, THEF,
MeOH) laboratériumi kériilmények kézott is rendelkezésre alltak.

A Decorporol eléallitasanal 2,62 g diazakoronaétert oldottunk vizes koézegben, majd 6 ekvivalens NaOH és 2,05
ckvivalens bromomalonsav jelenlétében 60—65 °C-on 72 6ran keresztll reagaltattuk. Az intermediert izollds nélkiil
CaCl;-vel reagaltattuk, igy a kivant Decorporol sé kristalyos formaban kivalt és szlréssel levalaszthat6 volt. A szarftast
kévetben vilagosbarna port kaptunk dinatrium-monokalcium sé formajaban.

A Decorporol kdzponti egységeként szolgalé diazakoronaéter szintézisével parhuzamos vizsgalatokat is inditottunk,
harom alternativ Gtvonalat tesztelve. Az els6 ut benzil-amin alkilezési reakcidjan alapult bis-kloretiléterrel, amely bar
terméket adott, jelentés oligomerizacioval és alacsony hozammal jart. A CaCl, templat hatasa kedvezé volt, azonban a
védbesoport eltavolitast tovabbi hidrogénezéses 1épés igényelte.

A masodik szintézisat benzoszulfonil-amiddal indult, amely NaH jelenlétében alkilezhetének bizonyult, de a
szulfonamid védéesoport eltavolitisa savas kortlmények kozott nehézkesnek bizonyult. Erdés savakkal és laggal is
prébalkoztunk, de a konverzié korlatozott maradt.

A harmadik utvonal ciklikus acilezésre épiilt dikarbonsav-kloriddal, amely j6 hozammal adta az amid intermediert. Az
ezt kévet6 redukeid LiAlH4-del végbement, azonban csak mérsékelt (20%-os) termeléssel.

Mindharom dtvonalat tovabb finomitjuk a termelések és tisztithatosag javitasa érdekében. A diazakoronaéter nagyobb
léptékd szintézise folyamatban van, jelenleg grammszinten reprodukalhato, a cél a tdbbgrammos méretndvelés.
Osszességében, a Decorporol eléallitasara alkalmas reakciéut hozzaférhet6 és reprodukalhatd, azonban fejlesztése —
kilonosen a diazakoronaéter alternativ hozzatérése és a bromomalonsav hianyanak kezelése — tovabbra is aktiv kutatasi
feladat.
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Az irodalomban ismert osteogén differenciaciés technikdk koéziil azt a moédszert alkalmaztuk, amelyet korabban
csoportunk irt le és validalt, hogy vizsgaljuk a csontvelé-eredetl (BM-MSC) és zsirszévet-eredetd mesenchymalis Sssejtek
(Ad-MSC) csontképz6 potencialjat. Bzzel a technikaval az MSC-k iranyitott differenciaciéja a csont iranyaba
megbizhatéan elvégezhetS. A differenciaciés folyamat sematikus abréja a 9. dbran lathatd.

Cell seeding to 6, 24, Medium change to qPCR ALP staining ALP staining
or 96 well plates, Alizarin stainin
Ead itk osteogenic medium, 1zarin staining
o9 start of treatments. . Immunhisto-
fibronectin.

chemical staining

qPCR
ALP staining
Alizarin staining
Histochemical
analysis

/

9. abra. — A mesenchymalis &ssejtek in vitro csontdifferencidciés modelljének sematikus abrazoldsa.

A stroncium kimutatasara optimalizalt osteogén differenciaciés modell ICP-AES technikaval

Els6 1épésként optimalizaltuk az in vitro differenciaciés modellt oly médon, hogy a sejteket hatlyukas tenyésztéedényeken
differencidltuk. Ez a felilleti méret biztositotta az ICP-AES mérésekhez legmegbizhatébb differenciaciot és mintagydjtést.
Mivel az alkalikus foszfataz (ALP) a csontdifferenciacio egyik legfontosabb markere, 0., 5. és 7. napon megvizsgaltuk az
ALP mRNS-expressziojat és enzimaktivitasat. Eredményeink alapjan a 7. nap biztositotta az ALP kimutatasanak optimalis
id6épontjat mind mRNS-, mind fehérjeszinten, igy a tovabbi kisérletekben erre a napra fékuszaltunk (10. abra).

A differenciaciés protokollok optimalizalasa utin megvizsgaltuk a stroncium beépiilését az in vitro csontképzédés soran.
A mesenchymalis Gssejtek osteogén taptalajban keriiltek tenyésztésre, kiilonb6z6 StCly-koncentracidk (0,5 mM; 1 mM; 2
mM) jelenlétében. A differenciacié 10. napjan az ICP-AES technikaval meghataroztuk a sejtek extracellularis matrixaba
beépiilt stroncium mennyiségét. Az eredmények egyértelmien igazoltak, hogy a stroncium kilénb6z6 koncentracioi
megbizhatdan kimutathatdk a csontképz6 sejtek extracellularis matrixaban (10. abra).

A SrCl, beépiilésének megakadalyozasa a human mesenchymalis Gssejtek osteogén differenciacioja soran
Decorporol alkalmazasaval

A Decorporol korabbi adatai alapjan megvizsgaltuk, hogy a vegyiilet képes-e megakadalyozni a stroncium csontsejtekbe
torténé beépiilését in vitro modellinkben. Kisérleteinkben csontvel6-eredetd (BM-MSC) és zsirszovet-eredetd (Ad-MSC)
MSC-ket differencialtunk osteogén iranyba a korabban ismertetett protokoll alkalmazasaval. A differencidlédé sejteket
0,5 mM stronciummal kezeltlik, majd parhuzamosan kiillonb6z6 koncentraciéji Decorporollal is.
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Az eredmények egyértelmiien mutattak, hogy BM-MSC-k esetében a 0,5; 1 vagy 1,5 mM Decorporol jelentésen gatolta a
stroncium beépiilését a csontsejtekbe (10. abra). Ezeket az eredményeket zsirszévet-eredeti MSC-ken is megerdsitettiik
(11. abra), bar e sejtek osteogén potencialja gyengébb volt.

A stroncium és a Decorporol kezelések nem befolyasoltak az osteogén differenciaciét: ezt az ALP-festés és az Alizarin
Red S-festés igazolta mind BM-MSC (2B, 2C abra), mind Ad-MSC esetében (10. abra).

A Effect of Decorporol on Sr incorporation into BM-MSC
407 xxx " ﬁ
2
£ 301
a .
o 2071
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=4 101
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10. abra. A csontvel6-eredetl mesenchymalis Sssejteket (BM-MSC) a differenciaciés folyamat soran 0,5 mM
stronciummal (St) kezeltlik, és ezzel parhuzamosan Decorporolt (DEC) adtunk a sejtekhez 1:1, 1:2 és 1:3 aranyban
(vagyis 0,5; 1; illetve 1,5 mM koncentraciéban). (A) A stroncium beépiilését az osteogén differencidcié 10. napjan
vizsgaltuk ICP-AES technikaval. Az Y-tengely a beépilt stroncium abszolut mennyiségét mutatja mikrogrammban [pg
St]. B) Az osteogén marker ALP fehérje aktivitasat ALP-festéssel detektaltuk a differenciacié 7. napjan. (C) Alizarin
Red S festéssel szemléltettitk a 10 napos osteogén indukcid utdn létrejott, megérett csontmatrix kalcium-lerakédasat
(piros jelolés). A képek ténymikroszképpal, 4X nagyitassal késziltek. (D) Az ALP-festés intenzitasanak kvantifikalasat
RGB-komponensekre bontott képek alapjan végeztik MATLAB szoftverrel. A SrCl; kezelést kévetben az ALP
expresszio jelentGsen nétt, ezt a Decorporol visszaforditotta. (E) Az Alizarin Red S festés intenzitisanak kvantifikalasa
kimutatta, hogy a StCly-kezelés csGkkentette a kalcium lerakédasat, amelyet a Decorporollal térténd egytttkezelés
helyreallitott. A statisztikai szignifikancia jel6lése: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Alizarin Red S festéstink soran 0,5 mM stronciummal kezelt mintakban gyenge fest6dést figyeltiink meg, noha ICP-AES
alapjan stroncium beépiilés tortént, és az ALP-eredmények szerint a sejtek differencialédtak. Ennek tisztazasara a BM-
MSC mintakon osteogén markerek (osteonectin — z6ld; osteocalcin — piros) immunfestését is elvégeztik a 10.
differenciaciés napon (11. abra), amely megerGsitette a csontiranyu differencidciot.

A kovetkez$ lépésben az in vitro eredmények megerdsitésére in vivo modellt kivantunk alkalmazni a stroncium
csontszévetbe valo beépiilésének mérésére és a Decorporol védShatasanak vizsgalatara. Célunk egy egérmodell kialakitasa
volt, amelyben optimalizaltuk a stroncium és a Decorporol adagolasat, beadasi modjat és kezelési idGtartamat.

Undifferentiated Differentiated ctrl (d10) 0.5 mM Sr

Osteonectin

o . . .

11. abra. Osteonectin és osteocalcin immunfestés BM-MSC mintakban.

A stroncium ¢és a Decorporol felszivodasa egérben

Els6ként a stroncium vérkeringésbe torténé felszivodasat vizsgaltuk egerekben harom dézis mellett: 50 ug/kg, 5 mg/kg
és 20 mg/kg. A stronciumot oralis gavage technikaval adtuk be (a szdjon it torténd expozicié modellezésére). A stroncium
mennyiségét kiilénb6z6 idépontokban vett vérmintakbol ICP-AES maédszerrel hataroztuk meg. Eredményeink szerint a
stroncium egy 6ran belil felszivédott és a felszivodas dézistiiggd volt (12A dbra). A vizelet és széklet vizsgalata azt mutatta,
hogy a stroncium 24 6ran beldl teljesen kitirtilt (12. abra).

A Decorporolt 40 umol/kg dézisban, intraperitoneailisan juttattuk be az egereknek, 30 perccel a stroncium beadasa utan.
UPLC-MS technikaval kimutattuk a Decorporolt a vérben, és elkilonitheté volt a kalcium-, illetve stroncium-komplex
formaja. Eredményeink szerint a stronciumhoz kététt Decorporol hamarabb jelent meg a keringésben, mint a kalciumhoz
kotott forma (12B abra), ami a stroncium iranti nagyobb affinitdst jelzi. A WO 91/10655 szabadalom szerint a Decorporol
St2*/Ca?" kotési ardnya 1,2. A Decorporol 4 6ran belil kitiriilt a keringésbél.
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12. abra. Stroncium és Decorporol felszivodasi kinetikaja egerekben. Oralis gavage alkalmazasaval beadott stronciumot
ICP-AES technikaval detektaltuk, amely egy éran beliil dézisfiiggd felszivodast és 24 6ran belili teljes kitirtilést mutat
(A). A stroncium beadasa utan 30 perccel intraperitonedlisan beadott 40 umol/kg Decorporolt UPLC-MS technikival

detektaltuk (B). A stronciumkététt Decorporol hamarabb jelent meg, mint a kalciumkététt forma, megerdsitve a
stroncium iranti nagyobb affinitast. (n=3).

Stroncium beépiilése a csontszévetbe és a Decorporol hatasa

Egyetlen dozis (0,05 mg/kg, 5 mg/kg vagy 20 mg/kg) beadasa nem eredményezett jelentSs stroncium-beépiilést a
csontszévetbe. Ezzel szemben, amikor a stronciumot naponta egyszer, 4 egymast kévetS napon at adagoltuk, a stroncium
mennyisége a femurban ~34%-kal (5 mg/kg), illetve ~88%-kal (20 mg/kg) ndtt (13. abra).

A csontszovetbe torténd stroncium-beépulés tovabbi vizsgalatihoz a 20 mg/kg-os, 4 napon at ismételt adagolasi
protokollt vilasztottuk. Amikor Decorporol kezelést adtunk az egereknek 30 perccel a stroncium beadédsa utan, a
Decorporol ~26%-kal csokkentette a csontszévetben felhalmozédé stroncium mennyiségét a 4 napos kezelés utan (a
kizarélag stronciumot kapé allatokhoz viszonyitva) (13. dbra).
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Sr incorporation into bone, effect of Decorporol
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13. abra. Egyszeri stronciumadag (teli kék oszlopok) nem eredményezett csontszéveti beépiilést, azonban a 4 egymast
kévetd napon at beadott 5 vagy 20 mg/kg dozis jelentds stroncium-integraciot okozott (kék, pontozott oszlopok). A
Decorporol kezelés hatékonyan megakadalyozta a stroncium csontszévetbe éptilését (kék oszlop narancssarga
jeloléssel). Az adatok atlag = SD formajdban szerepelnek, az egyedi biolégiai mintak ponttal jeldlve. Az allatok szima az
oszlopok alatt talalhaté. A szignifikanciavizsgalat egyutas ANOVA + Dunnett-féle tobbszords 6sszehasonlitas, a
kontrollokhoz (fekete szamok) vagy a 4X stroncium + 4X Decorporol kezeléshez viszonyitva (kék szamok).

Diszkusszio

Az ICRP 134-es kiadvanyban leirt 1j biokinetikai modellek szerint a stroncium nemcsak a csontszévetben halmozédik
fel, hanem mas szovetekben is jellegzetes akkumuliciot mutat. Amint °°Sr beépiil a csontba, rendkiviil jelentés
radiotoxikus kockdzatot jelent hosszu, 29 éves felezési ideje miatt. A csontban és csontvelében folyamatosan leadott
sugarzas kumulativ kiarosodast okoz, és ndveli a malignus elvaltozasok kialakulasanak esélyét.

Korabbi vizsgalatok in vivo allatkisérletekben mar kimutattik, hogy bizonyos komplexképzé molekulak képesek
eltavolitani a radioaktiv stronciumot a szervezetbdl, miel6tt az beépiilne a csontokba. A kihivas olyan kelatorok
létrehozasa, amelyek kellGen szelektivek, és hatékonyabban segitik el6 a stroncium kitiriilését. A korabban alkalmazott
nyilt lancd kelatorok (pl. EDTA és rokonai) nem specifikusak: nemcsak stronciumot, hanem a szervezet szamara
esszencialis ionokat (Ca?*, Mg?*, Cu?*, Mn?*, Fe?* /") is eltavolitanak. Ez egyrészt sulyos mellékhatasokhoz vezethet,
masrészt csOkkentt a kezelés hatékonysagat is, mivel ezek az ionok versenyeznek a stronciummal a kelator kétShelyeiért.
Ezzel szemben a jelenleg vizsgalt makrocyklikus kelator szerkezeti paraméterei kifejezetten stronciumhoz optimalizaltak.
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Ebben a vizsgalatban célunk olyan in vitro és in vivo modellek kialakitasa és optimalizalasa volt, amelyek alkalmasak a
stroncium csontba val6 beépiilésének mérésére, valamint a kelatorok hatékonysiaganak értékelésére. Mivel a stroncium
expozicid az egész szervezetre kihat, elengedhetetlen az in vivo modellek alkalmazisa, am etikai és koltségbeli
megfontolasok miatt elsé lépésként in vitro rendszerek hasznalata javasolt. Ennek megfelel6en érzékeny in vitro rendszert
hoztunk létre, amelyben vizsgalhaté volt az SrCl, hatdsa mezenchimalis sejtek osteogén differenciaciéjara. A
mesenchymalis Gssejtek egészséges allapotuk, proliferacios képességiik és csont iranyu differencialédasi potencialjuk miatt
idedlisak stroncium-szelektiv kelatorok vizsgalatihoz.

Korabbi szakirodalmi adatokkal Osszhangban azt talaltuk, hogy az StCl, jelenléte fokozta az MSC-k osteogén
differencidciéjat, amit az ALP-expresszié névekedése is igazolt. A Decorporol és StCl; egytittes alkalmazasa azonban (1:2
és 1:3 aranyban) gatolta ezt a hatast, megerésitve, hogy a kelator képes csékkenteni a stroncium differenciaciot serkentd
hatasat. Mindezek mellett kimutattuk, hogy 0,5 mM SrCl; jelenlétében a kalcium-depozicié csékkent, mig a Decorporol
visszaallitotta azt a kontrollszintre, ami azt jelzi, hogy a kelator hatékonyan csdkkenti a stroncium mineralizaciot gatld
hatésat.

Noha az MSC-k differenciaciés képessége donor- és széveti eredetfiiggben jelentés variabilitist mutathat, jelen
vizsgalatban egy BM-MSC és egy AD-MSC donorsorbdl szarmazé sejtvonalon is igazoltuk a Decorporol hatékonysagat.
Bar ez a szikitett in vitro megkdzelités gyakori a transzlacids kutatisban, az eredmények konzisztenciaja arra utal, hogy a
megtfigyelt hataisok nem sejtvonal-specifikusak. Ezt az in vitro eredményeket egy 59 allatbol alld kisérleti in vivo
kohotsz adatai is alatdimasztottik, ahol szintén kimutattuk a stroncium felhalmozddas csékkenését. A két rendszer kézotti
magas foku egyezés alatimasztja eredményeink transzlacids érvényességét.

Az ICP-AES analitikai médszer alkalmazasat vér- és csontmintak stronciumtartalmanak vizsgalatara korabbi kutatasok is
megerdsitették. A palyazati munka soran bemutattuk, hogy egy stroncium-szelektiv kelator képes megakadalyozni a
stroncium dénté hanyadanak beépiilését a mineralizalt csontmdtrixba — vagyis oda, ahol a stroncium tilnyomorészt
felhalmozodik. Ennek vizsgalatdhoz Decorporolt alkalmaztunk, egy olyan szintetikus kelatképzot, amelyet a 1980-as
években fejlesztettek ki radiostroncium eltavolitdsara.

Az altalunk optimalizalt in vivo modellben — amely magasabb dézisu StCly-t és Decorporolt alkalmazott, de joval az
LDsg érték alatt — megbizhatéan mérhetd volt a stroncium csontba valé beépiilése és annak csékkenése kelator hatasara.
Emellett in vitro citotoxicitasi vizsgalatokat is végeztink (MDCKII, HepG?2 és primer human MSC sejteken), ahol sem
az StrCly, sem a Decorporol, sem azok egyiittes alkalmazasa nem okozott citotoxicitast 2 mM-ig. Eredményeink azt
mutatjak, hogy sem a kelator szabad formaja, sem a stroncium-komplex nem toxikus biologiailag relevans
koncentraciékban.

A jelenleg hasznalt kelatképzékhez viszonyitva a Decorporol kedvezébb biztonsagi profilt mutat. A tradicionalis
kelatorok — mint az EDTA — oxidativ stresszt és szOvetkarosodast okozhatnak széles kord fémion-megkétésiik miatt. A
DMSA ¢és a DMPS ugyan alacsonyabb toxicitastak, de nem szelektivek az alkalif6ldfémekre, igy stronciumra sem. A
klinikumban alkalmazott kalcium-glitkonat pedig nem val6di kelator, hatasa elsGsorban ionos versengésen alapul.

Ezzel szemben a Decorporol szerkezetileg optimalizalt, kétérték( kationokhoz nagy affinitassal rendelkezé kelator, amely
a jelen vizsgalat alapjan magas szelektivitast és kedvezd biztonsagossagi profilt mutat. Bar részletes toxikologiai és
farmakokinetikai jellemzés sziikséges, a jelen munka egyértelmien igazolja a célzott, biokompatibilis kelatalapt
megkozelités 1étjogosultsagat. Tanulmanyunk célja nem egy kész terapias protokoll kidolgozasa volt, hanem egy olyan
megbizhat6 vizsgalati rendszer 1étrehozasa, amely alkalmas kelatorjeldltek elézetes értékelésére.

Vizsgalati felallisunkban egyszeri és kumulativ dézisprotokollt is alkalmaztunk (4 egymast k6veté napon adott StCl; és
Decorporol). A 4-szeri dozis egyértelmi stronciumbeéptilést eredményezett, amely mellett a Decorporol hatasa jol
mérhetévé valt. Az ICP-AES nagy érzékenysége lehetévé tette a radioaktiv izotépok elhagyasat. A stronciumot oralisan
adtuk be, mig a kelatort — hogy elkertljiik az el6zetes Sr—Decorporol komplex kialakulasat — egy masik ttvonalon,
intraperitonealisan juttattuk be. A Decorporol a stronciumterhelést kéveté 30 perces id6ablakban hatékonyan
csokkentette a csontok stronciumtartalmat mellékhatasok nélkdl.
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Eredményeink alapjan a jovében tovabbi vizsgalatok szikségesek annak meghatarozasara, hogy stronciumexpozicié utin
milyen idéablakban hatékony még a kelatorkezelés, illetve milyen adagolasi médok és utvonalak lehetnek optimalisak.
Ugyancsak vizsgland6 a hosszd tava biztonsag, beleértve a kalcium-homeosztazisra gyakorolt esetleges hatisokat is.
Tudomasunk szerint korabban még nem vizsgaltak kelatorképz6 molekulak egyiittes in vitro (egészséges
sejtvonal) és in vivo (allatmodell) hatékonysagat ugyanabban a tanulmanyban (14-17. abra), igy eredményeink
ujdonsagértéke jelentds.
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14. abra. Az ALP gén mRNS-expresszios szintjét a differencialt mintdkban RT-qPCR méréssel hataroztuk meg (A),
mig az ALP enzimaktivitast a csontvel6-eredetli MSC-k osteogén differenciacidjanak 0., 5. és 7. napjan mértiik (B).

Sr incorporation into differentiated cells

20- * %%
g
(II_J 154
3
g 101 -
o
g 5+ * k%
=

0 T T lalz_’
N N N\
‘P@ ,\6‘

Sr concentration in differentiation medium
15. abra. A stroncium (Sr) beépiilését primer csontvel-eredeti MSC-k osteogén differenciacidjanak 10. napjan

detektaltuk ICP-AES technikaval. A sejteket kiilonb6z6 koncentracioja SrCl,-vel kiegészitett differencialé kézegben
tenyésztettik. Az Y-tengely a MSC-kbe beépiilt stroncium abszolut mennyiségét mutatja mikrogrammban [pg St].
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A Effect of Decorporol on Sr incorporation into Ad-MSC
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16. abra. A stroncium (Sr) beépiilésének kimutatdsa, valamint a stroncium-lerakédas gatlé hatasdnak vizsgalata ICP-
AES technikaval zsireredettd MSC-k (Ad-MSC-k) osteogén differencidciéjanak 10. napjan (A). Alizarin Red S festés az
Ad-MSC sejteken az osteogén differenciacié 10. napjan; a képek 4X nagyitassal, fénymikroszképpal késziiltek (B).
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17. abra. A stroncium kitriilésének kinetikaja egerekben: A stronciumot (St) oralis gavage alkalmazasaval juttattuk be,
majd ICP-AES technikaval detektaltuk. A stroncium kitirtlt a keringésbél és a szervezetbdl vizelettel és széklettel
tavozott (A, B).

A bioldégiai modellkisérletek modszerei

MSC izolalasa, tenyésztése, differencialasa és stroncium/Decorporol kezelése
Mesenchymalis 6ssejtek (MSC-k) izolalasa és tenyésztése

A vizsgalatban felhasznalt valamennyi mintat Snkéntes, egészséges donoroktdl szereztitk be, az Egészségligyi
Tudomanyos Tanacs (ETT) Tudomdnyos és Kutatsetikai Bizottsiginak engedélyével (engedélyszam: 24083-
3/2013/HER). A csontvel6bdl szarmazé MSC-ket (n = 1 donor) és a zsitleszivasbdl szarmazé zsirszéveti MSC-ket (n =
1 donor) korabban publikalt protokollok szerint izolaltuk.

A sejteket DMEM/F-12 (1:1) + GlutaMAX-1 (Thermo Fisher Scientific, Cat: 31331-028) tapoldatban tenyésztettiik,
amelyet 10% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific, Cat: A5256701), 50 ug/mL gentamicinnel (Thermo Fisher Scientific,
Cat: 15750-045) és 1 ng/ml human bFGF-fel (Peprotech, Cat: 100-18B-100 UG) egészitettink ki. A sejtkultirdkat 80—
90% konfluencidndl passzaltuk 0,25% tripszinnel (3 perc). A kisérletekben a 6—12. passzdzsbdl szarmazé MSC-ket
hasznaltuk.

Osteogén differencialas: A sejtek differencialasi kisérleteihez fibronectinbevonatu 6 lyukd tenyésztSlemezekre vetettitk
ki 6ket (Hu plasma fibronectin, Millipore, Cat: FC010), 140 000 sejt/well striségben. Ezeket a mintakat ICP-AES
méréshez, valamint Alizarin Red S- és ALP-festéshez hasznaltuk. A differencidlasi id6 10 nap volt, 2 naponta friss
tapoldatcserével.

Az osteogén differencialast az alabbi differencialé koézeggel inditottuk: 250 ml KnockOut-DMEM (Thermo Fisher
Scientific, Cat:10829-018); 25 ml FBS; 2.5 ml L-glutamin; 2.5 ml MEM NEAA; 0.25 ml 2-mercaptoethanol; 0.25 ml
gentamicin; 540 mg B-glicerofoszfat (Sigma, G9422-504); 12.5 mg 2-foszfé-L-aszkorbinsav-trinatrium-sé6 (Sigma, 49752-
10G); 100 nM dexametazon (Sigma, D1756-100MG)

Stroncium és Decorporol kezelés: A kezeléseket a differencidlds 1. napjan inditottuk, 0,5 mM StCl, (Sigma-Aldrich,
Cat: 255521) végkoncentraciéval, 6nmagaban vagy 0,5; 1 vagy 1,5 mM Decorporollal kombindlva. A stroncium-oldatot
frissen készitettik 200 mM-es torzsoldatbdl, és minden tapoldatcserekor frissitettiik. Minden kisérletet harom
parhuzamos mintdban végeztink.
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Mintapreparalas ICP-AES méréshez: A stroncium osteogén differenciacié soran trténd beépiilésének vizsgalatdhoz
a sejteket kétszer desztillalt vizzel mostuk, majd cell scraperrel levalasztottuk és Eppendorf-csévekben 5 percig
centrifugaltuk. A feliildszé eltavolitisa utan a pelletet 300 pl 65%-o0s salétromsavval kezeltik. A mintikat egy 6rdn
keresztiil szell6ztetett elszivofiilkében hagytuk, majd lezartuk.

Alizarin Red S festés: A sejteket 4% paraformaldehiddel (PFA, Fluka, Cat: 76240) fixaltuk 15 percig, majd kétszer PBS-
sel, haromszor desztillalt vizzel mostuk. Bzt kévetSen 1 6ran at inkubaltuk Sket Alizarin Red S oldattal (Sigma-Aldrich,
Cat: A5533-25G), majd haromszor 6vatosan desztillalt vizzel mostuk.

Alkalikus foszfataz (ALP) aktivitasmérés: A sejteket 4% PEFA-val fixaltuk, majd haromszori PBS-mosas utan 1 6ran
it BCIP/NBT ALP-szubsztrattal inkubaltuk (Sigma-Aldrich, Cat: SLCN3462). A mintikr6l fénymikroszképos
felvételeket készitettink [42].

Immunocitokémia: A sejteket 4% PFA-val fixaltuk 15 percig, majd 1 éran at inkubaltuk 6ket a csontdifferenciacios
markerekhez tartozé primer antitestekkel:

e osteonektin (R&D Systems, MAB941)
e  oszteokalcin (Abcam, ab938706)
A fluoreszcens jeléléshez a kévetkezé masodlagos antitesteket alkalmaztuk:
e Alexa Fluor 488 (Life Technologies, A21202)
e Alexa Fluor 568 (Invitrogen, A11004)
A sejtmagokat DAPI-val festettiik (Sigma, D8417).

Képanalizis: Az osteonektin-, oszteokalcin-, Alizarin Red S- és ALP-festéseket MATLAB szoftverrel elemeztiik. A
JPEG képeket RGB szétbontas utan csatornankénti atlagintenzitds alapjan értékeltik. A kapott adatokat Student-féle t-
probaval vizsgaltuk, és oszlopdiagramokon abrazoltuk.

Génexpresszios vizsgalatok: Az 6sszes RNS izolalasa és cDNS-szintézis utan a tissue-nonspecific alkaline phosphatase
(ALP) gén expresszidjat TagMan™ qPCR-rel hatiroztuk meg (Assay ID: Hs01029144_m1). Referencia génként a
GAPDH-t alkalmaztuk (Assay ID: Hs99999905_m1). Az expresszids értékelés a 2—ACt mbdszerrel tortént.

Allatkisérletes modell: Az in vivo vizsgalatokhoz 3 hénapos him BALB/c egereket alkalmaztunk (Orszigos Onkologiai
Intézet, SPF allathaz). Az allatkisérleteket a HUN-REN RCNS telepén végeztik (engedélyszam: PE/EA/00204-2/2023),
a hatalyos nemzeti iranyelveknek megfelelGen.

StCl; beadasa: A stroncium-kloridot szajon at (oral gavage) alkalmaztuk. A kisérletben harom dézist vizsgaltunk: 0,05
mg/kg, 5 mg/keg és 20 mg/kg (150 pl térfogatban). Az egerek egyszeti vagy 4 egymast kovetd napon at tartd napi dozist
kaptak.
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Decorporol beadasa: A Decorporolt 50 mM HEPES pufferezett fizioldgias séoldatban oldottuk, majd
intraperitonedlisan adtuk be 40 umol/kg dézisban, 6nmagaban vagy 30 perccel a stroncium beadasat kovetSen.
Mindkét szer dozisa joval az LDsq érték alatt volt.

Mintagytjtés: Vérmintak: A kinetikai vizsgalatokhoz K3EDTA-val antikoagulalt vért vettiink a farokvénabol. A

stronciumot 65% HNOg3-os feltaras utan ICP-AES-sel mértiik. Decorporol-méréshez a plazmat 10 kDa membransziirén
tisztitottuk.

Combcsont (femur): A stroncium csontba épilését az utols6 SrCly-adag beaddsa utan 24 oraval értékeltik. A
femurcsontokat 65% HNOj3-ban oldottuk, majd 100 ml-re higitottuk ICP-AES analizishez.

Vizelet és széklet: Az Uritett stroncium mennyiségét metabolikus ketrecekben gy(jtétt mintdkbol hataroztuk meg. A
székletmintakat mikrohulldma feltarassal (65% HNO3, 170°C, 20 perc) oldottuk.

Stroncium ICP-AES mérése: Az analizishez 720 ES tipusu Varian ICP spektrométert hasznaltunk. A stroncium
legérzékenyebb ionvonalait (407,771 nm és 421,552 nm) alkalmaztuk. A kalibraciét 1000 mg/L-es monoelement
referenciaoldatokkal végeztik. A mintdk matrixhatasat rendszeresen ellendriztik (90—110% visszanyerés).

Decorporol MS vizsgalata: A Decorporol-komplexeket Waters Acquity UPLC rendszerrel és Xevo G2-S qTOF
tomegspektrométerrel analizaltuk. A méréshez BEH Glycan oszlopot, ACN—ammonium-formiat gradiens elaciot, 2.2 kV
ESI fesztltséget és 100-1000 m/z tartomanyt hasznaltunk. A fragmentumokat 45 kV ttk6zési energiaval hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés: Az in vitro kisérletekben Student-féle t-probat alkalmaztunk. Az in vivo kisérletek értékelésénél
egyutas ANOVA-t és Dunnett-féle tObbszoros 6sszehasonlitast hasznaltunk. A kontrollokkal valé Gsszehasonlitas p-
értékei feketével, a Decorporol-hatas értékelésének p-értékei kékkel szerepelnek. A statisztikai szamitiasokat és abrakat
GraphPad Prism 6 szoftverrel készitettiik.
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Az izotermalis titraciés kalorimetria (ITC) az egyik legfontosabb és legmegbizhatobb mdédszer a molekulak kozotti
kolesénhatasok, killéndsen a kotési folyamatok, kvantitativ vizsgalatara. Ennek vazlatos miikédése a 18. abran lathato.
Alkalmazasa azért kiemelt jelentségl, mert kdzvetlenill méri a reakcié soran felszabadulé vagy elnyelt hét, igy
kézvetlen informaciot nydjt a kotés termodinamikajardl. A moédszer legnagyobb elénye, hogy a teljes termodinamikai
profilt egyetlen kisérletbdl szolgaltatja: meghatarozza a kétési allandot (K), az entalpiavaltozast (AH), az entrépia-
hozzajarulast (AS) és a Gibbs-szabadenergiat (AG).

Az ITC mikodési elve egyszer: egy nagy érzékenységli kaloriméter két cellat tartalmaz, egy minta- és egy
referenciakamrat. A kisérlet soran a titralészert kis adagokban adjdk a mintdhoz, és a berendezés folyamatosan méri,
mennyi energia szitkséges ahhoz, hogy a két cella h6mérséklete azonos maradjon. A hévaltozasok kozvetleniil aranyosak
a molekulak kozotti kolesonhatas intenzitasaval.

A médszer kiilbnosen alkalmas fémion-ligandum kdlcsénhatasok, igy a kalcium- és stronciumkelatképzés vizsgalatara,
mivel fiiggetlen barmilyen fluoreszcens vagy kromofér tulajdonsagtol, és a kélesénhatast nativ, oldatfazisu kérnyezetben
méri. Az ITC alkalmazasa a jelen kutatisban lehet6vé teszi, hogy a kelatképz6 molekulak — példaul az EDTA vagy
Decorporol — kot6dési erSsségét, szelektivitasat és termodinamikai stabilitasat objektiv médon értékeljiik.

Ennek révén pontosan meghatirozhatd, hogy egy adott kelator mennyire preferalja a stronciumot a kalciummal szemben,
ami kulcsfontossaga a potencidlis gyogyszerjeloltek fejlesztésében és a fiziologias kdrnyezetben toérténd viselkedésiik
megértésében.

Time(min)
0 20 40 60 80
T T L L) T T
0 B -
Stirring syringe L2 ]
-1.0 A ~
Raw data
|
| ‘2.0 L) ] 1 T |
| -
‘ S oo
b 3. Affinity:1/Kd 5 1
(=4
Adiabatic — 4‘ =X 2 1
shield {3 ®
2 ] tochlometry:N & | 1
Reference — 5 Sl N - Sample -10 1 .
cell cell T ——r—————
e 0 0.5 1.0 1.5 2.0
. Molar ratio
Needle flattened Reaction enthalpy
for mixing Output
Constant power supplied Feedback power supplied /
to reference cell to sample cell

18. abra. Az ITC készulék mikodési elve és a mérések vazlata.
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Ionkelatképzés EDTA-val

A19. abra egy reprezentativ kotddési izotermat mutat be, amely sorain EDTA-t (0,1 mM) titraltunk CaCl, oldattal (1
mM), pH 7,3 értéken. A mérést 25 °C-on, légkéri nyomason végeztiik. Osszesen hirom egymast kévetd mérés tortént a
reprodukalhatésag és a hibabecslés érdekében.

A negativ entalpiaértékek az exoterm koétédést jelzik, ami 6sszhangban van az irodalmi adatokkal.

Ugyanezeket a méréseket St**~EDTA rendszerrel is elvégeztiik. A kapott izoterma a 19. abran lithatd. A stroncium—
EDTA kelatképzés szintén exoterm folyamat.

A mért termodinamikai paramétereket a 1. tablazat foglalja Gssze, és Osszevetettiik Gket azonos feltételek mellett végzett,
irodalmi ITC mérésekkel.

Az EDTA erésen kot a kalciumhoz, amit alacsony Kd értékek igazolnak. A méréseink jol egyeznek az irodalmi adatokkal:
e 1:1 szt6chiometria (N = 1)
e exergonikus kotédés (negativ AG®).
Az St?*~EDTA esetén a sztéchiometria szintén ~1, de a disszociacios alland6 nagyobb, vagyis a stroncium gyengébben
ko6t6dik EDTA-hoz, mint a kalcium. Ezt alitamasztjak a AG® értékek is.
Az EDTA ioncsere-természetét a AAG® érték mutatja.
e Azirodalmi kritikus stabilitasi allanddk alapjan: AAG® = 11,02 kJ /mol
e Sajat ITC méréseink alapjan: AAG® = 8,73 + 0,92 kJ /mol
Ez a kiilonbség kémiai pontossagon belili, igy az ITC és DFT eredmények konzisztensen egyeznek (1. tablazat).

Ioncsere CalNay—Decorporol és stroncium kozott

A Decorporol csak kalcium—natriumsé formajaban kristalyosithaté és tarolhatd, amelyben a gyt kézéppontjaban
Ca?" taldlhat6. Emiatt az ioncsere-folyamat kozvetleniil mérhetd ITC-vel tgy, hogy a Decorporolt StCl, oldattal
titraljuk.

A kisérleti paraméterek megegyeztek az EDTA mérésekkel:

e 1 mM Sr?* a fecskendSben

e 10 mM HEPES, pH 7,3

o 25°C

e 1égkori nyomas
A harom ismétlés nyers adatai és izotermai az 19. abran talalhatok.
Mivel nincs irodalmi adat a kotési affinitisra, a Decorporol koncentriciéjat 0,15 mM értékre valasztottuk (legtSbb
ismeretlen rendszerben ez javasolt titralandé koncentracio).
A mért c-értékek 1-1000 kéz6tt voltak minden hémérsékleten és fiziologias koriilmény mellett, ami optimalis ITC mérési
tartomany.
A stronciumkétés egyértelmiien exoterm, jelentSs negativ AH® értékkel (19. abra). A fitted izotermabdl szarmazé
termodinamikai értékeket a 3. tablazat tartalmazza, amelyek alapjan:

o A kotési sztdchiometria N = 0,90 £ 0,03, ami 1:1 két6dést jelez.

e Meért entalpia: AH® = —16,77 kJ /mol, amely kiviléan egyezik a DFT-vel (AH°DFT = —16,62 k] /mol).

e A Gibbs szabadenergia: AG® = —34,5 + 1,1 kJ /mol, ami sokkal kedvez6bb, mint a Ca?* kotédése.
Ez meger6siti, hogy a Decorporol nagyobb affinitassal koti a stronciumot, mint a kalciumot.

A hémérséklet hatasa a stronciumkelat-képzésre

A stroncium kelatképzését Decorporollal harom hémérsékleten vizsgaltuk:
e 25°C (standard)
e 30°C
e 37 °C (fiziolbgias)
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19. abra. A Ca?*- és St?*-kelatképzés reprezentativ kotési izotermaja EDTA-val.
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A reprezentativ izotermak a 20. abran lathaték. Mindharom esetben:
e cxoterm entalpia-valtozas figyelhet6 meg,
e akotési folyamat jellegében nem torténik lényeges valtozas.

37 °C-on a sztéchiometria kismértékben csékkenhet — ezt a Decorporol konformécids valtozasa okozhatja. Ez azonban
nem befolyasolja a kelatképz6 képességet.

A AH® és AG® értékek kozel azonosak minden hémérsékleten, igy kijelenthetd:

A hémérséklet-emelkedés nem rontja a stronciumkelatképzést.

St2* kelatképzés Decorporollal fiziologias kérillmények kozott (20. abra)
A kelatképzés hatékonysdgat nagyban befolyasoljak fiziologias paraméterek:

e pH74

e 37°C

e 100 mM NaCl (ionerésség)
A méréseket ezen feltételek mellett is elvégeztik.

Eredmények:

e a AG® érték szinte azonos a somentes kézegben mért értékkel,

e akelatképzés tovabbra is hatékony,

e asztochiometria csak minimalisan csokken.
Ez azt mutatja, hogy: Decorporol fiziolégias kérnyezetben is hatékony stronciumkelator, ezért alkalmas lehet
human alkalmazasokra.
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20. abra. A stroncium(II)-ion CaNaz-Decorporollal t6rténé kelatképzésének kotédési izotermaja. A CaNag-
Decorporol és St2* kozotti kolesonhatis kiilonb6zé hémérsékleteken mért kotddési izotermai.
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Osszefoglalas:

Ebben a munkédban izoterm titraciés kalorimetriat (ITC) és stirliségfunkcional-elméleti (DFT) szamitasokat
kombinaltunk annak vizsgalatara, hogy milyen termodinamikai feltételek mellett megy végbe a stroncium kelatképzése
Decorporollal, amely egy potencialis kelatképzé szer. Tekintettel arra, hogy a radiostroncium stlyos egészségiigyi
kockazatot jelent, mivel felhalmozdédik a csontokban és képes helyettesiteni a kalciumot az idegrendszerben,
elengedhetetlentil fontos olyan stabil és szelektiv kelatképzé molekulak azonositisa, amelyek alkalmasak a gyors
eltavolitasara.

A szamitasi és kisérleti médszerek validdlasa érdekében el6szér az EDTA kalcium- és stronciumkétését vizsgaltuk, és
az eredmények j6 egyezést mutattak az irodalmi adatokkal. Ezutdn meghatiroztuk a CaNaz—Decorporol és St2* kozotti
ioncsere termodinamikajat: a folyamat exergonikusnak bizonyult (AAG = —14,13 k] /mol), amelyet az ITC-mérések is
megerdsitettek (AAG = -34,5 + 1,1 k] /mol). Bar a Decorporol esetében a szamitott Gibbs-szabadenergia-véltozas eltér
a kisérleti értékektdl, a AAH értékek nagyon kozeli egyezése (1 kJ/mol-on beliil) arra utal, hogy a kilonbség elsGsorban
az entrépia becslésének pontatlansagabdl ered.

A magasabb hémérsékleten és fizioldgias koérilmények kozott végzett mérések hasonld kotédési profilt mutattak.
Osszességében eredményeink alatamasztjak a Decorporol alkalmassagat stroncium-szelektiv kelatképzd
szerként, és demonstraljak az ITC és DFT kombindcidjanak értékét a kelatképzS molekulak tervezésében és
értékelésében.

A kalcium (Ca?") és a stroncium (St2*) a periddusos rendszer alkalifoldfémijei koz¢é tartoznak, és rendkiviil hasonld kémiai
tulajdonsagokat mutatnak. Ez a hasonlésag kiilénésen hangsulyos a komplexképzés soran, mivel mindkét ion preferalja
az oxigén-donor atomokat, hasonlé koordinacidés geometriakat alakit ki, és kozel azonos keménységdl Lewis-savnak
tekinthetd. Biologiai szempontbdl a Ca?* esszencialis elem, mig a St?* — bar kémiailag rokon — mar kis mennyiségben is
képes felboritani a kalciumionokra épulé élettani folyamatokat. E tulajdonsigok miatt kiemelt jelentéségl annak
megértése, hogy a kiilonb62z6 ligandumok milyen szelektivitast mutatnak a két ion kozott.

A modellvegyiletek szerkezeteit a III., IV. és V. szamua abrak mutatjak be. E molekuldk olyan szerkezeti elemeket
tartalmaznak, amelyek alkalmasak lehetnek szelektiv Ca?*/St?* komplexképzéste, azonban jelenleg nem 4ll rendelkezésre
olyan kisérleti analitikai modszer, amellyel a komplexképzési allandok teljes pontossaggal meghatarozhatok lennének. A
stroncium kiléndsen problematikus, mivel biologiai mintakban alacsony koncentraciéban van jelen, izotépjal részben
radioaktivak, és ex vivo kérnyezetben nehezen vizsgalhatok.

E korlatok miatt a komplexképzés termodinamikai tulajdonsagait magas szintd kvantumkémiai szamolasokkal hataroztuk
meg. Célunk az volt, hogy meghatirozzuk a stronciumionhoz viszonyitott relativ komplexstabilitast és a kalciumhoz
képest fellépd kotési energia-killonbséget, amely kézvetlen indikatora a szelektivitasnak.

A szamitasokat a Gaussian programcsomaggal, a B3ALYP/LANL2DZ elméleti szinten végeztiik, amely jol bevalt médszer
atmenetifémek  és  nehéz elemek koélesdnhatdsainak  modellezésére. A szerkezetoptimalizalast  kévetSen
frekvenciaszamitasokat is végeztiink, amelyek lehetévé tették a rezgési médusok, valamint a hémérséklet-, entalpia- és
entropia-hozzajarulasok meghatarozasat. Ezekbdl a termodinamikai adatokbdl szamitottuk ki a komplexképzés Gibbs-
szabadenergia-valtozasit (AG), amelybdl kozvetlenil meghatirozhaté a komplexképzési allando és a Ca®*/Sr?*
szelektivitds mértéke.

A kvantumkémiai megkozelités {igy megbizhat6 és kisérletileg nehezen elérheté informaciét nydjt a modellvegyiiletek
komplexképzési tulajdonsagairdl, és lehet6vé teszi Uj, stronciumra szelektiv kelatképzok racionalis tervezését.

A tanulmanyozott modellvegytiletek szerkezetei ITL, IV és V-Os szerkezetek mutatjak be. Mivel jelenleg nincs megfelel6
analitikai moédszer, amellyel a komplexképzé tulajdonagai pontosan mérhetéek lennének, ezért magas szintd
kvantumkémiai szamolasokkal hataroztuk meg a kalciumionhoz viszonyitott komplexképzési allandét. A szamitasokat
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Gaussian programmal végeztik B3LYP/LANL2DZ elméleti szinten. A szamitdsok sordn frekvenciaszamitisokat is
végeztiink, amelybdl a termodinamikai adatokat is meg tudtuk hatarozni (21. abra).

R1 or R2 = H, functionalized alkil or aryl group,
R3 = amino acids, other functionalized

alkyl chain, R1 N -- M1“+ R1
X =NH, NMe, O
M1 = metal ion, e.g. Ca?* (cenbtral ion)
M2 = metal ion, e.g. Na* (counter ion)

11
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HO . .
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HO /
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21. abra. KRIPTOFIX valamint referenciamolekula (I) és a harom tanulmanyozott
komplexképzé (ITI, IV és V). KRIPTOFIX-szel

Négy alkalifoldfém-ion (Mg?+, Ca?*, St2* és Ba?*) komplexének stabilitasat vizsgaltuk négy makrociklusos vegytlettel. Az
négy vegytletbdl egy standard makrociklust, a DECORPOROL-t (I) valamint hiarom 4j analég vegyiiletet III, IV és 'V
tanulmanyoztunk. A hdrom 4j vegytilet killénb62z6, az azonos makrociklus mellett dipeptideket (glicil-aminomalonsavat
(ITX), glicil-aszparaginsavat (IV) és glicil-glutaminsavat (V) tartalmaznak, lasd 22. abra). A tanulmanyban az altalunk
tanulmanyozott makrociklusok Ca?" komplexéhez viszonyitott relativ komplexstabilitasokat hataroztuk meg elméleti
modszerrel, mely adatokbdl az aldbbi egyenlGtlenségeket lehetet megallapitani, amelyeket részletesebben az 1-4
tablazatban foglaltuk 6ssze.

A kovetkez6 harom vegytiletre I, IIL, IV az alabbi szekvencidju egyenlétlenséget kaptuk:
Mg2+ < Ca2t < Ba2t < Sr2+,

A 'V makrociklus azonban a kévetkez§ egyenlétlenséggel jellemezhetd:
Mg2+ < Ba2t < (Ca2t < Sr2+,

Az négy makrociklus vegyiilet k6z6tt a Sr2+ ionra vonatkozé komplexképzési preferencia a kévetkez:
Im=1v >1>V

Mivel az elméleti modellezés soran a Decorporol kisérletileg mért komplexképzési szekvenciajat reprodukalni tudjuk,
ezért az 4j vegytiletek esetében kapott eredményeket is tudomanyosan megalapozottnak tekintjik és a I11 és IV
molekulakra szamolt szelektivebb stronciumion-kétést ténynek tekintjik.
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22. abra. A termodinamikai energetikai paraméterek meghatarozasara alkalmazott
komplexképzési reakcio.

A termodinamikai értékeket (AE, AH, AG) a kévetkez6 matematikai egyenletekkel szamoltuk ki (1-3).

AE [komplex-M] = E[komplex-M] + E[CaClh.6H:0] — {E[komplex-Ca] + E[MCh.6H>0]} /1]
AH [fomplex-M] = H[komplex-M] + H[CaClo.6H20] — {H[komplex-Ca] + H/MCh.6H>0]} /2]
AGkomplex-M] = G lkomplex-M] + G[CaClo.6H:0] — { G [komplex-Ca] + G/MCl..6H,0J} /3]
A Ca%*-ionhoz viszonyitott relativ komplexképzés egyensulyi alland6 (Rc) a kévetkezb egyenlettel szamithat6 (4).
K 2+ _AG
R=""=exp(—— 4
K. Ckr’ 4]

Mivel a hanyadosképzés miatt az entrépiatagok kiesése varhato, ezért a kévetkezs egyenletet hasznaltuk, melynek
gyakorlatiassaga kedvezSbb, a szamitott entropiatag fluktuicioja miatt.

—AH
Ry=exp(— ) 5]

A komplexalt formak kvantumkémiai médszerekkel meghatarozott szerkezeteit a 23. és 24. abran keriiltek bemutatasra.
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1. tablazat. A Decorporol (I) Ca**-ion kicserélési folyamatanak szamolt termodinamikai értékei (k] mol).

M AE’ AH AG’
Mg 150.70 146.47 121.64
cat 0.00 0.00 0.00
st 275 440 323
Ba®' 0.22 3.66 1.18
Zn”" 2871 24.66 -38.77
cd” 6.975 -5.020 14.42
Hg™" -54.97 -54.823 -54.02
Sn”* -114.18 -107.49 -127.47
Pa** -80.91 7747 -89.61
cu -127.03 — _x
Cu’ 502.06 506.55 492.79
Ag" 490.33 _* _
Na® 566.31 574.01 548.41
K 464.85 459.29 477.76
Rb" 464.55 458.04 480.78
Cs* 482.20 475.02 502.32

*Frekvenciaszamolis nem tortént.

(Nat, K*, Rb*, Cs*, Ag*, Cut) <<< Mg?* < Ca?* < Ba?* < S+ < Cd?* < Zn2* << Hg?* < < Pd?* << Sn2* <

Cu?t,

=
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2. tablazat. A ITI-makrociklus Ca?*-ion kicserélési folyamatanak szamolt termodinamikai értékei (k] mol).

M AE’ AH AG’
Mg 33.50 33.61 19.05
ca* 0.00 0.00 0.00
st -7.53 -7.88 -5.87
B2 138 2.65 1.84
Zn”" 5.41 9.41 -3.75
cd” 1.70 3.63 440
Hg' 16.54 14.92 20.33
Sn”* -63.88 -56.71 -73.36
pd™* -46.33 4313 -49.61
cu 22.33 _* _x
Cu’ 463.93 468.16 458.56
Ag" 468.82 472.64 460.31
Na' 49551 503.41 481.15
K’ 400.03 394.90 411.30
Rb" 400.30 394.27 414.17
Cs’ 392.49 384.54 416.26

*Frekvenciaszamolis nem tortént.

(Na*, K, Rb*, Cs*, Ag*t, Cut) <<< Mg?+ < Zn?" < Cd?+ < Ca?t < Ba?t < §¢2+. < Hg?* < Cu?t < < Pd?+ < Sn2*

=3
=
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3. tablazat. A IV-makrociklus Ca®-ion kicserélési folyamatinak szamolt termodinamikai értékei (k] mol1).

M AE’ AH’ AG’
Mg 37.49 37.06 21.91
CaZt 0.00 0.00 0.00
se2* 6.56 7.49 -4.81
BaZt 0.38 20.61 1.84
Zn®" 15.42 20.30 20.30
cd” -1.19 1.26 -8.40
Hg™" -33.45 -32.69 -30.12
Sn”* 13216 -125.75 -142.45
Pd” -41.21 -37.06 -48.87
Cu2+ -1 9% _x _k
Cu’ HoK
Ag+ ok
Na' 486.60 _x _x

K 374.09 368.94 382.41
Rb" 372.71 _x _x
Cs' 409.71 402.90 428.75

*Frekvenciaszamolas nem tortént; **Nem szamoltuk, ***Meger&sités kéne,

(Na+’ K+’ Rb+’ CS*) <<< Mg2+ < 7/n?t < Ca2t < Cu2t < Cd2+ < Ba2t < Se2+ << Hg2+ < < Pd2+ < Sn2+

4. tablazat. A V-makrociklus Ca?*-ion kicserélési folyamatdnak szamolt termodinamikai értékei (k] mol™).

M AE’ AH’ AG’
Mg*" 37.46 43.76 31.85
ca*t 0.00 0.00 0.00
st -2.89 1.59 2.47
Ba®t -5.25 6.56 2.43

*Frekvenciaszamolas nem tortént; **Nem szamoltuk, ***Meger&sités kéne,

Mg2+ << (Ca2t = Ba2+t = Sr2+

A harom makrocikusos vegytlet fémmegkotési szekvenciaja.

I: Mg2+ < CaZ+ < Ba2+ < SI'2+ < Cd2+ < Zn2+ <Hg2+ < Pd2+ < Sn2+ < Cu2+
III: Mg?* < Zn?* < Cd?+ < Ca?* < Ba?f < S5r2+ < Hg?t. < Cu?'.<Pd** < Sn?*
IV: Mg?t < Zn?t < Ca?* < Cu?t < Cd?* < Ba?t < Sr2t < Hg?t < Pd?f < Sn?*
V: Mg?* < Ca? = §Sr2* = Ba?"
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23. abra. Az elméleti médszerrel vizsgalt komplexképz8k fémkomplexeinek az optimalt 3D képe (a hidrogének nélkdl).
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24. abra. Az elméleti modszerrel vizsgalt komplexképzdk fémkomplexeinek az optimalt 3D képe egy masik
perspektivabdl (a hidrogének nélkil).

43

% | AZ NKFI ALAPBOL
| MEGVALOSULO

" NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI |
j

Esinvovicios vt 1 PROJEKT



MISKCLCI
EGYETEM

UNIVERSITY OF MISKOLC

A Ca?" és Sr?* kelatképzés dinamikai és magasabb szintii szamitason alapul6 becslése
A Ca?* és Sr?* hidraticidjanak és kelatképzésének szerkezeti és energetikai 6sszehasonlitisa

Kelatképzés soran a kelatképz6 molekula kétShelyei a fémion koordinacios szférdjaban 1évé vizmolekulakat helyettesitik.
Mivel a kelatképzés kiinduldsi 4llapotit az oldatbeli fém—aqua komplex (M»*(H,O)m) jelenti, ennek szerkezete nagyban
befolyasolja a makrociklusos ligandumok szelektivitasat. Ezért kulcsfontossagi a megfelel§ fém-aqua komplexek
szerkezetének meghatarozasa.

Stronciumra és kalciumra vonatkozéan nagy pontossagi kisérleti adatok allnak rendelkezésre. A hidratalt kalciumion
koordinaciés szama (CN) az irodalomban széles tartomanyban szerepel, altaldban 6 és 8 k6zott. Ugyanakkor Persson és
munkatirsai LAXS és EXAFS modszerekkel kimutattik, hogy a Ca?" nyolc koordinacios szamu, itlagos Ca—O
kotéstavolsaga 2,48 A, szerkezete pedig torzult antiprizmas.

A stronciumion oldatbeli hidraticids vizsgalatai hasonléképpen 8-as koordinaciés szamot, torzult antiprizmas
geometriat, és 2,62 A 4tlagos Sr—O kotéstavolsigot mutattak.

Az dltalunk végzett DFT-optimalizalt szerkezetek mind a Ca?*(H20)g, mind a St2*(H,0O)g esetében kivaldan egyeztek a
kisérleti adatokkal, igazolva a valasztott szamitasi modszerszint pontossagat.

Ionok koordinacios szama

Ahogy korabbi kutatasunkban ismertettiik, az ionok vizes komplexeinek szerkezete (Mn+(H2O)m) erésen befolyasolja a
makrociklusos ligandumok szelektivitasat. Ezért kulcsfontossigd a megfelelé6 fémion—akvakomplex struktdrdk
meghatarozasa.

Persson és munkatarsai — nagy sz6gld rontgenszéras (LAXS) és kiterjesztett rontgenabszorpeids finomszerkezet-
spektroszképia (EXAFS) alapjan — korabban meghataroztak tobb fémion akvakomplexének szerkezetét és koordinacios
szamat, koztik Ca?*-ét és Sr?*-ét is. Eredményeik szerint mindkét ion nyolc koordinicids szamu, négyzetes
antiprizma geometridji komplexet alkot vizben. Az atlagos Ca—O kotéstavolsag 2,48 A mig az Sr—O 2,62 A

A iDFT-optimalizalt szerkezeteink teljesen megegyeznek az irodalmi adatokkal (5. tdblazat).

5. tablazat. A Ca?* és Sr** akvakomplexek kisérleti és DFT-vel szamitott szerkezeti paramétereinek
Osszehasonlitasa

Ca?* — Kisérlet [32] Ca?* - DFT St?* — Kisérlet [32] St** - DFT

Koordinaciés szam 8 8 8 8
£ (A) 2,48 2,47 £0,002 2,62 2,61 £0,01
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Az EDTA komplexképzeés referenciaértéke:

Mivel a Ca?*~EDTA és St>*~EDTA komplexképzés termodinamikajat jol ismetjiik, ez szolgalt a szamitasok referencia-
rendszereként, amelyet késébb kisérletileg is validaltunk.

Az EDTA-komplexek a kdvetkezé reakcié soran képzdnek:

[M(H,0),]*" + EDTA*” - MEDTA?*™ +n H,0

A kotési affinitasok kiszamitisahoz Glendening et al. és Gajewski et al. mddszerét alkalmaztuk. Ennek 1ényege, hogy
ioncsere-reakcio segitségével hatarozzuk meg, melyik kation kotédik erésebben a ligandumhoz. Elénye, hogy
csokkenti a baziskészletbdl ered$ hibakat.

Az irodalmi stabilitasi allandok (log Kj):

e CaEDTA?":10,65
e StEDTA?™: 8,72 52

Ezekbdl szamithaté a két komplex k6zotti Gibbs-energia killénbsége:

AAG® = 11.02 kJ/mol

A szamitasaink eredménye:
AAG® = 15.40 kJ/mol

A kilénbség a kémiai pontossag hatarain belil van, {gy a mddszer megfelel6en reprodukalja a kisérleti trendeket.

Toncsere-reakciok Decorporol esetében

Az EDTA-rendszerhez hasonléan meghatiroztuk a Ca?* és St2* Decorporol altali kelatképzésének viselkedését is.
A Ca-Decorporol?™ és St2*(H,0)g kozotti ioncsere Gibbs-energia véltozésa:

AG® = —14.13 kJ /mol

Ez azt jelenti, hogy:
e astroncium elényben részesiti a Decorporolt a kalciummal szemben,
e a Sr-Decorporol komplex stabilabb, mint a Ca—Decorporol komplex,

e astroncium kelatképzése energetikailag 1ényegesen kedvezGbb.

Magyaran a Decorporol erGsebben kéti a stronciumot, mint a kalciumot, ez a szelektiv radiostroncium-
megkétés szempontjabol kedvezd.

X

] AZ NKFI ALAPBOL
o MEGVALOSULO
NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI

ES INNOVACIOS HIVATAL PROJEKT



MISKCLCI
EGYETEM

UNIVERSITY OF MISKOLC

=3

> o, o B ey
® Bl
N, & %

CaEDTA? Sr2*(H,0)q StEDTA? Ca?*(H,0)q

25. abra. A Ca?* (balra) és St?* akvakomplexek optimalizalt szerkezete a megadott elméleti szinten.
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26. 4bra. Ioncsere-reakcié Ca-Decorporol?™ és St2*(H0)g kozott. A Decorporol St2*-preferencidjinak
meghatarozasara hasznalt izodezmikus ioncsere-reakcié. A reakci6 soran a Ca-Decorporol komplex a nyolc
vizmolekulaval hidratalt St?* ionnal reagil, igy St-Decorporol képzédik, mikézben a Ca?* ion veszi 4t a hidraticids
burkot.

Siirtiségfunkcional-szamitasok (DFT): A rendszerek elektronikus szerkezetének szamitégépes elemzésével
termodinamikai adatok is nyerhet6k. A sGriségfunkcional-elméleti (DFT) szamitdsokat az ORCA 6.0.1
programcsomaggal végeztik. A geometriaoptimalizalasokat és frekvenciaszamitasokat, valamint a termodinamikai
stabilitas meghatarozasat, az r28CAN-3c elméleti szinten hajtottuk végre, 298,15 K (25 °C) hémérsékleten és 1 bar
nyomason.
Az r28SCAN-3c modszer egy Osszetett (composite) DFT-megkdzelités, amely kombinalja:

e az r2SCAN meta-GGA funkcionalt (nGGA),

e amodositott triple-§ def2-mTZVPP baziskészletet,

e a Grimme-féle D4 diszperziot,

e valamint geometriai alapt counterpoise-korrekciokat.
Ez a médszer olyan pontossagot nyujt, amely Osszevethetd a magasabb szintd DFT/QZ szamitasokéval (példaul PBE-
D4 és BLYP-D4 funkcionalok def2-QZVP bazissal), mikézben azoknal lényegesen gyorsabb. Alanis-Manzano és
munkatarsai kimutattdk, hogy az t2SCAN-3c nagyon j6l reprodukalja a lantanoidak vizkomplexeinek koordinacios
szamait, gy a moddszer kiilébnésen alkalmas fém-ligandum koélcsénhatasok oldatfazist vizsgalatira. A szerkezetek
megjelenitéséhez Chemcraft 1.8 programot hasznaltunk. A viz oldészerhatasat (er = 78,4) a Truhlar és munkatarsai
altal fejlesztett SMD polarizalhaté kontinuum modell alkalmazasaval vettiik figyelembe.
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A striségfunkcional-elméleti (DFT) szamitasok népszerdségiket, altalanos pontossaguknak és alacsony szamitasi
koltségiiknek koszonhetS. Bemutattuk azt is, hogy a vizsgalt rendszerek elektronikus szerkezetének elemzésével
termodinamikai adatok is meghatarozhatok. Korabbi kutatasaink sordn a hibrid DFT-mddszerek egyik legelterjedtebb
valtozatat, a Becke és munkatarsai 4ltal kidolgozott BALYP-modszert alkalmaztuk. A CaEDTA?™ és St2* (H,0)g kozotti
ioncsere azonban ezzel a médszerrel pontatlan eredményt adott (24,6 kJ/mol a 11,0 kJ/mol helyett), még akkor is, ha
empirikus diszperzids korrekcidkat és triple-zeta bazisszettet alkalmaztunk. Emiatt korabban egy drigabb, Osszetett
coupled-cluster kompozit mddszerrel finomitottuk az energiat.

Ennek a médszernek azonban a szamitasi kéltsége til magas, ezért a késGbbiekben az lett a cél, hogy megtalaljunk
egy olyan modszert, amely 1ényegesen gyorsabb, mégis elég pontos a vizsgalt rendszerek termodinamikdjanak lefrasara.
A r*SCAN-3c médszer egy kompozit DFT-eljards, amely az r2SCAN meta-GGA funkcionalt 6tvézi egy moédositott
triple-{ Gaussian bazissal, D4 diszperzios korrekcioval [16], valamint geometriai ellenpdlus-korrekcidkkal. Ez a médszer
6sszevethet pontossagot ad a magasabb szintd DFT/QZ moédszerekkel (PBE-D4 és BLYP-D4 def2-QZVP bazissal),
mikbzben szamottevéen gyorsabb. Korabbi eredmények alapjan az r2SCAN-3c nagyon jol reprodukalja a lantanoidak
akvakomplexeinek kisérleti koordinacids szamait, ezért alkalmas fém—ligandum koélcsonhatasok vizsgalatara oldatfazisban.
A geometriai optimalizalasokat és frekvenciaszamitasokat az ORCA 6.0.1 programcsomaggal végeztiik r2SSCAN-3c/def2-
mTZVPP szinten, 298,15 K (25 °C) hémérsékleten, 1 bar nyomdson. A viz oldészer hatisat a Truhlar és munkatarsai
altal fejlesztett SMD polaris kontinuum modell segitségével vettik figyelembe. A modellezett szerkezeteket a
Chemcraft 1.8 programmal szemléltettiik [20].
A DFT-médszer validalasahoz ugyanazt a protokollt alkalmaztuk, mint korabbi kvantumkémiai vizsgalataink soran:
1. el6sz6r meghataroztuk az ionok vizkoordinacidjat 2 SCAN-3c szinten, és Gsszevetettitk irodalmi adatokkal;
2. ezutan elemeztiik a kalcium és stroncium EDTA-komplexeinek keletkezését és dsszehasonlitottuk a szamitisokat
a kisérleti eredményekkel;
3. véglil, a validalt modszert felhasznélva kiszimitottuk a Ca-Decorporol?” és Sr2*(H,0)g kozétti ioncsere reakci6
termodinamikai paramétereit.

A Ca? és Sr** komplexképzésének szamitasi becslése

A DFT-médszer validalasahoz elsé 1épésben megvizsgaltuk a Ca és St EDTA-komplexek kialakuldsat. Mint korabban
megallapitottuk, az EDTA-komplexek tgy képzédnek, hogy a hidratilt kation ([M(H2O)n]?*) reagal a deprotonalt
EDTA* ligandumokkal.

A Ca?*, és St?*-EDTA affinitdsok szamitisdhoz Glendening et al. és Thompson et al. moédszerét hasznaltuk, ugyanazt,
amelyet korabbi munkdinkban is alkalmaztunk. A mdédszer elénye, hogy ioncsere-reakciot vizsgal: igy a két ion relativ
affinitdsa meghatdrozhat6, mikézben a baziskészlet-hibak nagyrészt kiesnek.

A CaEDTA? és StEDTA?™ stabilitasi allandéi (logKy) a kvetkezSk:
e CaEDTA?:1logK, = 10,65
e SrEDTA?":1logK, = 8,72
Ezekbdl a szabadentalpia valtozasok kiszamithatok, majd kivonassal megkapjuk az ioncsere reakcié AAG értékét:
e AAG = 11,02 kJ/mol (kisétlet alapjan)
e AAG = 15,40 kJ /mol (DFT alapjan)
A két érték kozti eltérés kémiai pontossagon belil van.
Korabbi ITC-méréseink (6. tablazat) megerdsitették:
e 2z EDTA sokkal erésebben két Ca?™-ot, mint Sr**-ot,
e mindkét esetben 1:1 sztéchiometria érvényesiil,
e areakcidk erésen exergonikusak.

Az ioncsere AAG értéke ITC alapjan: 8,73 * 0,92 k] /mol, amely szintén 6sszhangban van az irodalommal és a DFT-vel
(6. tablazat).
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6. tablazat. A Ca?" és St** EDTA-komplexeinek termodinamikaja (25 °C, 1 atm, 10 mM HEPES pH 7,3)
A r2SCAN-3c szamitott értékei.

Paraméter CaEDTA?" | Irodalom StEDTA?" | Ioncsere AAG (kJ/mol)
Kd (M) 2,65x1078 | 2,64%x1078 7,92x1077

n (-) 0,97 1,01 0,89

AH (kJ/mol) | —2220 21,70 -14,08

AG (k] /mol) 43,64 43,23 -34,91 8,73 £ 0,92

AS (J/mol'K) | 71,85 72,21 69,85

Ioncsere reakciok Decorporollal
Az EDTA-hoz hasonl6an a Decorporol esetén is elvégeztem a Ca?* — Sr2* joncsere-reakcié szamitasat. A szamitott
Gibbs-szabadenergia véltozas:
e AAG = -14,13 kJ /mol (DFT)
A kisérleti ITC-mérés szerint:
e AAG =-34,5 + 1,1 k]/mol (kisérlet)
A DFT-szamitas kisebb affinitast jelez, de a reakcié entalpiavaltozasa:
e AAH (DFT): -16,62 k] /mol
e AAH (ITC): -16,77 kJ /mol
szinte tokéletes egyezést mutat.
Ez arra utal, hogy az r*SCAN-3c moédszer az entropiat becsiili rosszabbul, de a kotésenergiak és entalpiak
megbizhatéak, ezért a Decorporol-jellegl kelatok vizsgalatara talalé (27. és 28. abra; 7. tablazat).
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27. abra. A Ca?* (piros) és St?* (fekete) kelatképzésének szabadenergia-profilja EDTA-val

7. tablazat. A szimuldlt kétési szabadenergiak és az irodalmi értékek 6sszehasonlitasa

Fun-MetaD Irodalmi Kilonbség
(AG, K] /mol) (AG, K] /mol) (k] /mol)
Ca-EDTA -106.2 -60.8 454
St-EDTA -89.7 -49.8 39.9
ion exchange (AAG, k] /mol) 16.5 11.0 5.5
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28. abra. Free energy profiles of Ca?* (red) and St2* (black) chelation by Decorporol
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Késébbiekben tovabb lett részletezve a kalcium- és stronciumkelatképzés kisérleti és szamitogépes jellemzése EDTA-val
és Decorporollal. Ebben a munkaban validaltuk és alkalmaztuk az r2SCAN-3c mddszerre, és ezzel kivaltottuk a korabbi
kvantumkémiai megkozelitést, a coupled-clusterrel korrigalt B3LYP/def2TZVP szamitast. Bar ez utobbi dltalaban pontos
a kalcium- és stroncium—EDTA ioncsere-reakcidk modellezésében, rendkiviil szamitasigényes, és nagyobb rendszerekre
nem alkalmazhat6. A  CaNajz-Decorporol potencialis — gyogyszerészeti — alkalmazhatésagat is  vizsgaltuk
stronciumkelatképzés mérésével fizioldgias hémérsékleten (37 °C), pH-n (7,3) és ionerdsségen (100 mM NaCl). Az
eredmények hasonlé kot6dési profilt és csak kismértékd AAG-valtozast mutattak, ami arra utal, hogy a CaNas-
Decorporol stabil fiziologias kérilmények kozott. A QC-szamitasokkal és ITC-kisérletekkel parhuzamosan folytattam a
molekuladinamikai szimuldcidkat is, hogy jobban megértsiik a kelatképzSk kétédési mechanizmusait. Ehhez Funnel-
Metadynamics modszert alkalmaztuk, amely igéretesebbnek bizonyult, mint a korabban lefrt médszerek. Bar a kémiai
pontossagot még nem sikerilt elérni, a Ca- és Sr-EDTA ioncsere-energiak jol egyeznek az irodalmi értékekkel. A
Decorporol esetében erétér-tjraparaméterezést is végeztiink, ahol a részleges toltéseket r2SCAN-3c szinten szamitott
toltésekre cseréltiik, hogy megfelel mintavételezést biztositsunk. Ennek eredményeként a Ca-Decorporol — Sr ioncsere
AAG értéke —306,4 kJ /mol lett, amely jol Osszevethetd az ITC-kisétletekbdl kapott értékkel (—34,5 £ 1,1 k] /mol).
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ABSTRACT: Nuclear incidents release hazardous *’Sr, posing risks
to health. Seeking chelating agents capable of removing PSr s
critical for nuclear safety and development. In our work, the main
goal was to develop a substantial yet straightforward method to
support the design of viable, in vivo stable chelating agents for
radiostrontium. To investigate, we implemented the highly accurate
density functional theory (DFT)-based r*SCAN-3c composite
method and isothermal titration calorimetry (ITC). Our methods
were validated through the characterization of calcium (Ca*) and
strontium (Sr**) chelation by ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA). The chosen DFT model was able to approximate the
literature value (AAGppr of 154 kJ/mol for the ion exchange
reaction from Ca-EDTA to Sr-EDTA, compared to the literature
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value of 11.0 kJ/mol), while the thermodynamic parameters obtained from the ITC study of calcium EDT
identical to those found in the literature. With the validated methods, strontium chelation by (7,16-bis-male www.nature comjsclantificraports
7,16-diazacyclooctadecane-bis-malonic acid (Decorporol) was first synthesized and then examined. Qur D
that the exchange reaction from Ca™ to Sr** with Decorporol has an exergonic (—14.1 k/mol) Gibbs fre:

also approved by the experimental Gibbs free energy change of —34.5 + 1.1 kJ/mol obtained from scientific reports

Measurements at elevated temperatures and physiological conditions did not impact chelation signific

application of the chelating agent is feasible.

B INTRODUCTION

Power plant accidents. such as happened in Chernobvl and

for calcium transport, such as those a
depletion.” As a result, strontium ca
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Gram-scale synthesis of alkaline phosphatase

inhibitor SBI-425

Zsolt Rapi®, Krisztina Fulop, Béla Viskalez, Zoltin Muesi

KEYWORDS

alkaline phosphatase, mhibator, synthesis, scalability
ABSTRACT

Alkaline phosphatase (ALP) 1s present in most living organisms. This family of metalloenzymes

catalyzes transphosphorylation and the hydrolysis of phosphate rs. Alkaline phospt

enzymes have significant roles in several physiological conditions and diseases. By mhibiting
them. certain diseases can be prevented or treated. and their role in a healthy body can also be
examined Several inhibitors can be used, with various structures. One of them, marketed as SBI-
425, has a very low ICso value (16 glVl). As its synthesis has not been described in detail yet, a
scalable method was elaborated to prepare SBI-425 in larger amounts. In three simple steps, 4-
chloroanisole was transformed to the appropriate sulfonyl acid chloride. which was used to acylate
3-aminonicotinamide. Without any chromatography or crystallization. the purity of the desired
SBI-423 was above 90%. The synthesis could also be carried out on a tenfold scale, giving the

same result. The final product was subjected to biological testing, and it was found to be effective
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Waters Acquity ultra-performance liquid chromatography (UPLC) rendszer fluoreszcens detektorral és Xevo-
G2S qTOF tomegspektrométerrel

A Waters Acquity UPLC rendszer egy nagy érzékenységd, ultra-teljesitményi folyadékkromatogratias berendezés, amely
gyors és nagy felbontiasu elvilasztast tesz lehetévé. Fluoreszcens detektorral felszerelve kivaléan alkalmas kis
koncentraciéji, fluoreszcens tulajdonsagti analitok kimutatdsara. A rendszerhez kapcsolt Xevo G2-S qTOF
tomegspektrométer pontos témegmérést és nagy dinamikatartomanyt biztosit. A qTOF technolégia lehetévé teszi
ismeretlen vegylletek azonositasat, fragmentacios vizsgalatat és kvantifikalasat. Az UPLC—qTOF kombinaci6 idedlis
komplex biologiai mintak, kérnyezetanalitikai és gyogyszerkutatasi vizsgalatok elvégzésére.
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