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I. Bevezetés és célkituzés

A daganatos betegségek korai felismerése és célzott kezelése
napjaink orvostudomanyanak egyik legnagyobb kihivasa. A terapias
stratégiakban egyre nagyobb szerepet kapnak a személyre szabott, célzott
megkozelitések. Ezek koziil kiemelenddk a kis molekulaju gyogyszerek,
az antitest gyogyszer konjugdtumok (ADC-k), a sejt- és génterapiak.
Ezen modszerek nemcsak a tumoros sejtek szelektiv tdmadasat teszik
lehetévé, hanem a mellékhatasok mérséklését ¢és a betegek
¢letmindségének javitasat is.

A korszerli célzott terapidk elengedhetetlen feltétele a pontos €s
korai diagnodzis, amelyben fontos szerepet jatszik a molekularis
képalkotds. Az ilyen eljarasok az ¢€l6 szovetekben zajlé bioldgiai
folyamatok nem invaziv, in vivo megjelenitését teszi lehetévé specifikus
diagnosztikai molekuldk segitségével. A felhasznalt jelzOmolekulak
altaldban két 6 egységbdl épiilnek fel: egy célba juttato komponensbdl
(pl. monoklonalis antitest, antitesttoredékek, peptidek stb.), valamint egy
jelado egyseégbdl, amely radioizotopot tartalmaz.

A HER2-pozitiv emldrak az emlédaganatok kortilbeliil 15 - 20%-
at alkotja, és a receptor tilzott expresszidja altaldban intenzivebb klinikai
lefolyéssal jar. A HER2-statusz megbizhatd, lehetdség szerint egész
testre kiterjedd meghatarozéasa alapvetd jelentdségli a személyre szabott
ellatasban €s a célzott terapias dontésekben.

A mangan izotdpjai révén igéretes a bimodalis (PET/MRI -
pozitronemisszids tomografia / magneses rezonancia képalkotas)
képalkotasban. A >Mn pozitront bocsat ki (#12 = 5,59 nap), igy alkalmas
a hosszabb idejii PET-vizsgélatokra, kiilonosen lassan keringd, nagy
molekulatdmegili vektormolekuldk (pl. antitestek) alkalmazasa soran. A

1



Varadi Balazs Doktori (PhD) értekezés tézisei

>Mn paramégneses, emiatt az MRI képalkotasban a gadolinium(I1I)-ion
alapt kontrasztanyagok potencialisan biztonsagosabb alternativdjaként
tartjak szamon.

A Mn(Il)-alapu diagnosztikai készitmények fejlesztésének kulcsa
a stabil és kinetikailag inert kelatok eldallitdsa, amelyek képesek
biztositani a komplexek hosszu tava stabilitasat in vivo koriilmények
kozott. A kelator szerkezetének optimalizalasa, valamint a
vektormolekuldkhoz ~ val6  kapcsolhatésaga  meghatarozza a
jelzdmolekuldk képalkotasi hatékonysagat és szelektivitasat.

A doktori dolgozatom célja a Mn(Il)-ion komplexélasara
alkalmas kelatorok szerkezetének fejlesztése és finomhangoldsa volt,
melyeket a korszerli molekularis in vivo képalkotasi alkalmazasok
szamdra szantunk. A kutatds soran az alabbi célokat tiiztiik ki:

Kelatorplatform fejlesztése: olyan kelatorplatform kialakitasa,
amely Mn(Il)-komplexe egyszerre felel meg a PET- és MRI-
diagnosztikahoz sziikséges kovetelményeknek.

Bifunkcios ligandumok (BFL) eldallitisa és vizsgdlata: az
igéretesnek szamitd kelatorplatform beépitése bifunkcids ligandumok
(BFL-0k) szerkezetébe, amelyek kiillonb6zé donoratomokat tartalmazo
oldalldncok segitségével lehetové teszik a relaxivitas, a termodinamikai
stabilitas, az inertség és a >’Mn-izotoppal valo jeldlhetdség
szisztematikus vizsgalatat.

BFL-ok  biovektor — molekulikkal valo  konjugdcioja,
[’Mn]Mn(I1) izotéppal valé jelilése és konjugdatum tesztelése in vivo:
a legigéretesebb ligandum biovektor molekuldhoz (HER2+ mellrak
specifikus antitest vagy affitest) torténd kapcsoldsa, a konjugatum
tisztitasa és jellemzése, valamint bioldgiai viselkedésének, képalkotasi
hatékonysaganak és stabilitdsanak értékelése in Vivo
modellrendszerekben.
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Ui ligandumcsalid kifejlesztése az  igéretes  keldtor
szerkezetének finomhangoldsan keresztiil: annak vizsgélata, hogy a
kelator szerkezetének merevitése, valamint kriptandszert, keresztkotott
ligandumok kialakitasa javitja-e a Mn(II)-komplexek stabilitdsat és
kinetikai inertségét. E ligandumok bifunkcids valtozatainak eldallitasa és
fizikokémiai tulajdonsagaik Osszehasonlitdé elemzése a diagnosztikai
teljesitményt befolyasold szerkezeti tényezdk feltarasa érdekében.

II. Alkalmazott vizsgalati modszerek

Szintézis: A kiindulasi reagenseket ¢és olddszereket a Sigma-Aldrich,
Tokyo Chemical Industry és a Fluorochem cégektdl szereztiik be és
tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. A makrociklusos ligandumokat és
Mn(II)-komplexeiket standard szintetikus eljarasokkal allitottuk eld,
sziikség esetén mikrohulldmu aktivalassal (MW) (CEM Discover). A
reakciok kovetésére €s a tisztitdsi modszerek kidolgozédsara analitikai
HPLC-t alkalmaztunk (Waters Alliance 2690/2695 rendszer Waters 996
PDA diddasoros detektorral); forditott fazisi kolonnakkal: Phenomenex
Luna C18(2), YMC-Pack ODS-AQ, Waters XBridge Shield RP18.
Esetenként a koztes tisztitdsokat flash NP-LC-vel (CombiFlash® EZ
Prep), illetve a koztes ¢és végtermékek tisztitasat preparativ
RP-HPLC-vel (YL91100; kolonna: Phenomenex Luna C18(2)
preparativ) végeztiik. Az eldallitott anyagok azonossaganak, valamint
tisztasiguk jellemzését 'H/'*C-NMR-rel (Bruker Avance DRX
360 MHz; Bruker Avance I 400 MHz; Bruker Avance II 500 MHz) és
HRMS (ESI-QTOF)-fal (Bruker maXis II UHR, Agilent 7100 kapillaris
elektroforézis csatolassal) igazoltuk. Fehérje- és konjugdtummintak
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vizsgalatdhoz XBridge Peptide BEH C18 OBD analitikai, tisztitisukhoz
XBridge Peptide BEH C18 OBD preparativ kolonnakat hasznaltunk.
komplexek stabilitdsi alland6it pH-potenciometrids modszerrel
hataroztuk meg (Metrohm 785 DMP Titrino). A lassu képzddéssel
rendelkezd rendszereknél (pl. 3,9-PC2AMPPBn’COH)  kiilonmintas
'H-relaxometriat alkalmaztunk a Mn(II)-komplex stabilitdsanak a
meghatdrozasara. Az adatok illesztését PSEQUAD programmal
végeztik. A relaxivitds méréseket Bruker minispec mq20 (0,47 T) és
mq60 (1,41 T) relaxométerek segitségével rogzitettik 25,0 és 37,0
°C-on; r1p €és ryp értékeket a Mn(Il) bemért koncentracidja és a mért
relaxédcios sebességek linedris kapcsolatdbol szamitottuk. Esetenként
relaxometrids titralast is végeztiink (a mintak relaxacid sebességének
(R1, R2) a pH-fiiggését vizsgalva), melyek sordn a mért adatokbol
kivontuk a viz adott korilményekre vonatkozé diamégneses
hozzéjarulasat, és a higulast figyelembe véve a Mn(Il)-ion
Kinetikai vizsgialatok: A PC2A-szarmazék komplexek inertségét a
szakirodalomban elfogadott, P. Caravan és mtsai. altal javasolt
koriilményeket alkalmazva kovettiikk, ahol a Zn(Il)-ion indukalt
fémioncserét a T>-relaxdcios idok idébeli valtozasaval kovettiik (1 mM
Mn(Il)-komplex; 25 ekv. Zn(Il)-ion; 37,0 °C; 1,41 T; pH = 6,0; 50 mM
MES). A keresztkotott szarmazékok esetén savasszisztalt disszociaciot
vizsgaltuk a 0,1 - 1,0 M HCIl tartomanyban, 300 pL. mintatérfogat, 1 mM
komplex ¢és /=1,0 M (HCI+NaCl) mellett; a reakciokat 25,0 °C-on,
1,41 T téreron, a T>-idok kovetésével monitoroztuk.

A [**Mn]Mn radioizotép elallitasa és tisztitasa: A radiokémiai
vizsgalatokhoz a >*Mn-izotopot ciklotronban allitottunk eld természetes
kréom céltargy protonnyaldbbal (14 - 18 MeV-o0s) torténd besugarzasaval
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(>’Cr(p,n)**Mn). A keletkez6 mangant anioncserés elvalasztassal
tisztitottuk (AG 1-X8), majd sziikség szerint DGA-alapt 1épéssel
mentesitettiik a jelolést zavard atmenetifém-szennyezoktol (Fe/Zn/Cu).
Az eljarasok nagy tisztasagli [>Mn]MnCl, oldatot eredményeztek.
Ligandumok  [**Mn]Mn  radioizotéppal valo  jelolésének
optimalizalasa és a radioaktivan jelolt komplexek transzkelacidja
transz-CDTA  Kkicserélé ligandummal: A hirom Dbifunkcios
PC2A-alapt  kelator  (3,9-PC2ABn#COH, 3 9.PC2MABnCOH,
3,9-PC2AMPPBnCOH) jel5lésoptimalizalasa soran szisztematikusan
valtoztattuk a pH-t (4 - 8 pH-tartomanyban), a hdmérsékletet (25 - 95 °C)
¢s a ligandumkoncentraciot (0,3 uM - 1 mM). A reakciokat analitikai
RP-HPLC-vel (PDA + Gabi Star RA; kolonna: YMC-Pack ODS-AQ) és
iTLC-SG-vel értékeltiik ki. A transzkeldcios reakcidkat a transz-CDTA
nagy feleslegével valtottuk ki, mikozben tobb idOpontban vettiink
mintdkat, melyeket radio-HPLC-vel értékeltiink ki. A kriptat tipusu
ligandumok (3,9-CB3C?PC ¢és 3,9-CB3O?PCBn?COM) jelolhetOségét a
lassu komplexképzddés miatt nagy hdmérsékleten (25 és 90 °C) és pH-n
(6 - 8 pH-tartomanyban), valamint nagyobb ligandumkoncentracio (1 - 5
mM) alkalmazaséaval végeztiik.

PET/MRI képalkotas: Az in vivo képalkotast néstény CB17 SCID
(egerekben végeztiik két emldrdk-modellel (4T1 tripla negativ egér
emlorak, illetve HER2-pozitiv MDA-MB emberi emldrak), két beiiltetési
hellyel (vall teriiletére ¢és lagyéktaji emldzsirparna). A radiofarmakont
intravénasan alkalmaztuk. Mindkét csoporton az injektalast kdvetden
4 6ra, 1 és 3 nap (HER2- esetén 2 nap is) elteltével felvételeket
készitettiink preklinikai nanoScan PET/MRI 1T (Mediso Kft.)
késziilékkel. Az altatds belégzéses izoflurannal tortént, az MRI-n
T1-sulyozott gradiens-echo sorozat szolgélt anatomiai referenciaként. A
PET-adatokat MLEM rekonstrukciét kovetéen ROI/VOI (vizsgélat

5



Varadi Balazs Doktori (PhD) értekezés tézisei

targyat képezo teriilet / térfogat) alapu mennyiségi meghatarozassal
elemeztiik. A felvételeket standardizalt felvételi értékben (SUV) fejeztiik
ki. Az allatkisérleteket jovahagyott protokoll szerint, az EU és a hazai
allatjolléti eldirasoknak (engedélyszam: 16/2020/DEMAB) megfeleléen
végeztik.
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III. Uj tudomanyos eredmények

ITII.1. Szintetikus eljarasokat dolgoztunk ki piklén alapu izomer
ligandumok (3,6- és 3,9-diszubsztitualt) eléallitasara.

Eléallitottuk a két piklén-diacetat izomer ligandumot (3,6~ és 3,9-PC2A).
Els6 1épésben a piklén (6) makrociklust szintetizaltuk, melynek
piridinnel szembeni transz-helyzetl nitrogénjének (N6) (protonalasaval)
szelektiv védését vizes kozegben pH = 8,55 koriili értéken valdsitottuk
meg (1. abra). Majd sztochiometrikus mennyiségii formaldehid-néatrium-
biszulfit addiciés vegyiilet hozzdadaséval kozel kvantitativan a 3,9-
diszubsztitualt terméket kaptuk (a 3,6-izomer termék 7%-ban
keletkezett), amelyet NaCN-os szubsztiticioval nitrilekké (15), végiil
sosavas hidrolizis segitségével a megfeleld diacetatokka alakitottuk (16).
Az izomer kelatorokat preparativ HPLC-s technikaval tisztitottuk.

~ =

p\ | on \, HO

N NC N CN o=§_ N _):0
NH o NH N . N— NN
CeJ" T T

piklén (6) 3,9-PC2MeCN (15) 3,9-PC2A (16)

1. dbra A4 3,9-PC2A (16) eléallitasa:
(xii) HOCH2SOs3Na, H20, pH = 8,55, 60 °C — NaCN, RT, 3 h, (xiii) cc. HCI, 100 °C, 3 h.

A 3,6-PC2A (16) eldallitasahoz kidolgozott eljarasunkban a szintetizalt
3-Alloc-PC-t (12) metil-bromacetattal dialkileztiik (K2COs), az Alloc-
védbécesoportot Pd(PPhs)s/fenilszildnnal hasitottuk le, majd a keletkezett
¢sztert (18) savval hidrolizaltuk (2. abra).
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2. abra A 3,6-PC2A (19) eldallitasa:
(xiv) metil-bromacetat, K2COs, ACN, 20 h (78%); (xv) Pd(PPhs)4, fenil-szilan, N2-atm.,
CH2Cly, 0 °C — RT, 15 min (64%); (xvi) 3 M HCI, 100 °C, 23 h (75%).

II1.2. Megallapitottuk, hogy a 3,6- és 3,9-PC2A Mn(II)-komplexei
lényegesen eltéré termodinamikai és disszociacios, de hasonlo
olddszercsere-kinetikai, és relaxacios tulajdonsagokkal
rendelkeznek.

Vizsgéltuk az eldallitott ligandumok Mn(II)-komplexei legfébb
fizikokémiai paramétereit. Eredményeink alapjan a [Mn(3,9-PC2A)]-
komplex jobb termodinamikai stabilitassal (log Kmar = 17,09(2), és
15,53(1) a 3,9- ¢és a 3,6-PC2A-komplexei esetére) €s kissé jobb
relaxécios tulajdonsagokkal rendelkezik (1, rendre 2,72 és 2,91 mM's™!
a 3,6- és 3,9-PC2A-komplexe esetére, 25 °C-on, 0,49 T térerén). Ezen
relaxivitds értékek alapjan mindkét Mn(II)-komplexben taldlhaté a
fémionhoz koordindlodé (belsdszféras) vizmolekula. A [Mn(3,6-
PC2A)]-komplex jobb kinetikai inertséggel rendelkezik (kobs

3,28(3)x10™* és 5,43(4)x10* s! rendre a 3,6-PC2A és 3,9-PC2A
komplexek esetére) Zn(Il)-ionnal lezajld fémioncsere-reakciok
vizsgélatai alapjan. Az elvégzett vizsgalatok eredményei alapjan tehat
megallapitottuk, hogy mindkét ligandum megfelelé alapvegyiilet inert
Mn(II)-komplexek szintéziséhez, tovabba biztonsagosan alkalmazhato
intelligens vagy bifunkcids kontrasztanyagok tervezése soran. A kapott
eredmények alapjan végiil a 3,9-PC2A ligandum platformot valasztottuk
a bifunkcids ligandumok alapjaul, mivel a Mn(II)-komplexek kinetikai
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paraméterei a piridinnel szembeni (N9-es) nitrogénatomhoz kapcsolt
elektronszivocsoportok segitségével jelentdsen javithatok.

III.3. Négy bifunkciés PC2A-szarmazékot allitottunk eld
(3,9-PC2ABn?NO:, 3,9-PC2ABn?COH, 3,9-PC2MABn?CO:H,
3,9-PC2AMPPBpPCO:H) - amelyek  segitségével  informaciét
gyljtottink az oldallancokban 1évé donoratomok kémiai
minoéségének hatasarol a képz6dé Mn(II)-komplexek fizikokémiai
paramétereire.  Emellett vizsgaltuk a konjugaciora alkalmas
csoportok (Bn?CO:H BpPNO2) hatasat is ezen paraméterekre.

6-Boc-piklénbdl (14) etil-bromacetattal és etil-(S)-2-
(trifluormetilszulfoniloxi)propionattal elallitottuk a PC2A©EY (21) és a
PC2MA©FEY (23) szarmazékokat (3. abra). Ezt kdvetOen trifluorecetsav
/ diklérmetan elegyével eltavolitottuk a Boc-véddcsoportot.
l Nj OEt | \, EtO OEt I N\/ EtO
Lo SO
N xvii N xviii N

OJ\O’BU - OJ\O'Bu -

6 Boc-PC (14) (20) 3,9-PC2A©FY (21)

B
| OEt OEt EtO
N o o=<_
NH NH
l\/N \) XX K/ N\)
A — J\
[e) O'Bu [e) O'Bu
6 Boc-PC (14) (22) 3,9-PC2MA©EY (23)

3. dbra 4 3,9-PC2A°FY (21) és a 3,9-PC2MA©FY (23) eléallitasa:
(xvii) etil-bromacetat, CH;COONa.3H20, ACN, 65 °C, 48 h, (88%);
(xviii) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (93%);
(xix) etil-(S)-2-(trifluormetilszulfoniloxi)propionat, K2COs3, DKM, 0 °C, 72 h (79%);
(xx) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (96%).
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A PC2AMPP® (24) ligandumot a piklén (6) kozvetlen alkilezésével
allitottuk eld, acetonitrilben natrium-acetat-trihidrat bazis jelenlétében

(4. abra).
& B
LiT L

piklén (6) PC2AMPP (24)

4. abra A 3,9-PC2AMP? (24) elédllitasa:
(xxi) 2-brom-1-(piperidin-1-il)etén-1-on, CHsCOONa.3H20, ACN, 60 °C, 48 h (40%).

A 6-0s helyzetli szekunder-aminokat terz-butil-4-(brommetil)-benzoattal
alkileztiik (DIPEA, K>COs; vagy Nal), majd az észtervéddcsoportok
eltavolitisaval létrehoztuk a Bn?“O*! végcsoporttal rendelkezd BFL-at

(5. abra).
<O <A <A

SN R R v
PC2A©EY (21): i (25): xxiii O3,9-PC2ABn”C0’" (26)
R2=H, — R2=H, — R2=H,
R? = OEt R®=OEt R’=0H
PC2MA©EY (23): XXiv Q@7): xxv  3,9-PCZMABnCO:H (28)
R?=CH; — R2= CHj, — R2= CH,
3= OEt R3 = OEt R3=0H
PC2AMPP (24): xxvi (29): xxvii 3:9-PC2ZAMPIPBr?COH (30)
R2=H, — > 9:R?=H, - R*=H,
R3 = N-piperidine R? = N-piperidine R® = N-piperidine

5. abra 4 3,9-PC2ABn*C:H (26), a 3,9-PC2MABn?<° (28)
és a 3,9-PC2AMPPBnPCOH (30) eléallitasa:

(xxii) terc-butil-4-(brommetil)benzoat, Nal, DIPEA, ACN, 80 °C, 72 h (93%); (xxiii) NaOH,
EtOH, 60 °C, 3 h (86%); (xxiv) terc-butil-4-(brommetil)benzoat, Nal, K2CO3, ACN, 80 °C,
72 h (52%); (xxv) NaOH, EtOH, RT — 60 °C, 3 h (87%); (xxvi) terc-butil-4-(brommetil)-
benzoat, K2CO3, ACN, 60 °C, 48 h (84%); (xxvii) TFA : DKM (7 : 15),0°C - RT, 12 h

(96%).
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A 3,9-PC2ABn"Y2 ligandumhoz az 3,9-PC2MeCN (15) vegyiiletet
hasznaltuk, melyet p-nitrobenzilbromiddal alkileztiink, majd a
terméket (31) sésavval hidrolizaltuk (6. abra).

H\/j\ (O\ OH > HO,
_/ xxlx =<_ f 0

xxvlll \_N
K,N\)

3,9-PC2MeCN /©)3,9-PC2MeCNBn”N°2 /©)3,9—PC2ABn”N“1
15) O,N O,N

@31 32)

6. abra 4 3,9-PC24BnPN%: (32) elddllitdsa:
(xxviii) para-nitro-benzilbromid, Nal, DIPEA, 60 °C, 72 h — (xxix) cc. HCI, 110 °C, 3 h
(66%).

III.4. Megallapitottuk, hogy a  képzodé  Mn(Il)-kelatok
relaxometrias és kinetikai paraméterei javulnak a kelatorok BFL
szerkezetébe valé beépitése soran, mig a termodinamikai
paraméterek valtozatlanok maradnak.

A ligandumok és Mn(II)-komplexeinek vizsgalataival ramutattunk, hogy
az alap 3,9-PC2A kelator bifunkcios ligandumma alakitdsa javitja a
Mn(Il)-komplexek  disszociaciés  kinetikai  és  relaxometrias
tulajdonsagait, mikézben a komplexek latszolagos stabilitdsa vagy
valtozatlan maradt (acetat oldallancok), vagy csak kis mértékben
csokkent (alfa-metil-acetdt és amidszarmazékok). A nitrocsoportot
tartalmazoé ligandum Mn(II)-keldtja kinetikailag jobb parméterekkel
rendelkezett, azonban a klasszikus koriilmények kozott végrehajtott
redukcids reakciok melléktermékekhez vezettek, ezért a konjugaciokhoz
végiil a benzoesav-szarmazékot hasznaltuk.
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LS. A [**Mn|Mn(Il)-izotoppal torténé radiojelzési reakciok
vizsgalatai alapjan megallapitottuk, hogy a karboxilatcsoportokkal
rendelkez6é makrociklusos BFL-k pillanatszeriién jelolhet6k, mig az
amid oldalanccal rendelkez6 ligandum esetében a jelolés az id6 vagy
a homérséklet novelésével érheto el.

A modell bifunkcios ligandumokat ciklotronban eldallitott €s tisztitott
[**Mn]Mn(II)-izotoppal jeldltiik és tanulmanyoztuk a jeldlt komplexek
fizikokémiai sajatossagait. Az acetat szarmazékok 6,0-os pH felett 5 perc
alatt hatékonyan jelolheték mar 1 uM ligandum koncentraciot
alkalmazva, mig a 3,9-PC2AMPPBnPCOH  (bisz(amid)-szarmazék)
ligandum esetében a kozel kvantitativ radiojelzés eléréséhez 4 - 5 6ra
reakcididdre vagy melegitésre (50 °C) van sziikség. Ugyanakkor ennek a
ligandumnak a Mn(II)-komplexe rendelkezik a legjobb inertséggel a
transz-CDTA kicseréld ligandummal végzett transzkelacios reakciok
vizsgalata alapjan. Annak ellenére, hogy kinetikailag a 3,9-
PC2AMPPBnCOH  bisz(amid)-szarmazék teljesitett a legjobban, a
konjugaciohoz a 3,9-PC2ABn?C 01 Mn(11)-kotd karboxilat-szarmazékot
valasztottuk, mivel radiokémiai koriilmények kozott az amid-oldallancok
hidrolizisét figyeltik meg (ami a megfeleld diacetat-szarmazek
képzddését eredményezte). Igy az eredményeink alapjan a tervezett
radiogydgyszer-jelolt eldallitasara a  3,9-PC2ABn?COH  ligandum
tekinthetd a legmegfelel6bbnek.

ITII.6. Szintézismodszert dolgoztunk ki a Kkivalasztott BFL
(3,9-PC2ABn?COM) gzelektiv konjugaciéra alkalmas szarmazékanak
(3,9-PC2ABNn*MA) az elballitasara.

A kivalasztott 3,9-PC2ABn?COH kelator két koordinald acetatot és a
fémionhoz nem koordinalo, konjugacidra szolgald p-benzoesav egységet

12
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tartalmaz. Mivel a kelator a konjugécidra és a fémionmegkotésre is
azonos funkciocsoportokat tartalmaz, a kdzvetlen biovektor-kapcsolas
helyett a p-benzoesav egységen maleimid reaktivcsoportot alakitottunk
ki. Ehhez az acetatcsoportokra eldzetesen védocsoportokat helyeztiink.
A szintézis kulcslépései (7. abra): a 3,9-diNs-piklén (13) alkilezése terc-
butil-4-(brémmetil)-benzoattal; a nozilatcsoportok tiofenollal torténd
eltavolitasa;, az acetat oldallancok ferc-butil-bromacetattal torténo
kialakitasa; majd a maleimid reaktivcsoport beépitése a p-benzoesav
karboxilcsoportjanak ~ HBTU/HOBt  aktivalasaval.  Végil a
véddéesoportok  eltavolitisa eredményezte a 3,9-PC2ABn”MA  (38)
ligandumot.

A = AN

® | |

< P

N N N
Ns=N N=-Ns Ns=N N-Ns NH

K,g\) XXX K,N\) xxx1 K,N\)

—
39-diNs-PC (13) 1,0 33) BuO (34)
0

o + Xxxii

S
O'Bu BuO O'Bu ’BuO | -
_):0 o _):o o=§_ N
NH NH

XXXV '\/N\) xxxiv K,N\) xxxiii

NN
- ~— -
(38) o) 37 HO (36) HO (35
0]
HN o~y N A~y 0 0
/
[¢]

7. abra A 3,9-PC2ABnPMA (38) elballitasa:
(xxx) terc-butil-4-(brommetil)-benzoat, Nal, DIPEA, ACN, 80 °C, 48 h (93%);
(xxxi) tiofenol, K2COs3, DMF, RT, 24 h (58%); (xxxii) TFA : DKM (7 : 15), RT, 12 h (93%);
(xxxiii) terc-butil-bromacetat, DIPEA, DMF, 60 °C, 48 h (42%);
(xxxiv) N-(2-aminoetil)-maleimid-hidroklorid, HBTU, HOBt, DIPEA, DKM, RT, 48 h (56%);
(xxxv) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (90%).
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IIL.7. Optimalizaltuk a 3,9-PC2ABn*A (38) ligandum anti-HER2-
affitesttel (43) végzett biokonjugalcidjat, illetve elvégeztiik
[[*2Mn]Mn-izotéppal torténé jelzését (44).

H,0
> A R
on M _lmo on JI _luo o. W _J_.o
o=<_ N _):o o=<_ N _):o o=<_ T I\{,--"_):o
N N N N N "Ma(ID. N
XXXX I\, \) XXXXi I\,N\)

NG N
— —
o 0 0
HN\/\;ﬁ HN\/\;& HN\/\ﬁ
/
6] o — o S,

% %

s
/—~NH NH
O{ 2 fe) :(~ 2
Zygra:2801-affitest ZygRra:2801-affitest
3,9-PC2ABnpMA (38) 3,9-PC2ABn?MA-Cys-HER2-affitest (43)

[[®*Mn]Mn(3,9-PC2ABn”M4)(H,0)]-Cys-HER2-affitest (44)

8. abra 4 3,9-PC2ABn*M4 (38) bifunkciés ligandum (BFL) konjugdldsa anti-HER? affitesttel és

a [[P*Mn]Mn(3,9-PC2ABn*MA)(H,0)]-Cys-HER2-affitest (44) elballitasa.
(xxxx) 2 mg redukalt Zuer2:2891-Cys affitest, 333 pL 1,0M-os ammonium-acetat oldat
(pH = 5,5), 1 mL MQ-viz, 60 uL ACN, 37 °C, 5 d; (xxxxi): 1,68 - 3,36 MBq [*2Mn]MnCl,
radioizotop oldat, 4,35 pmol HEPES (pH = 7,02) puffer, RT, 15 min.
A Roman Akadémia Biokémiai Intézetében eldallitott és in vitro tesztelt
affitestet (Zuer2:2891) a konjugacio elétt RP-HPLC-vel tisztitottuk. A tiol-
maleimid Michael-addicié kemoszelektivitdsa miatt pH-optimalizalast
végeztiink, mivel az irodalomban alkalmazott 6,5 - 7,5 pH-tartomanyban
maleimid-hidrolizist / amin-addiciot figyeltiink meg (8. abra). Ezért a
reakciot pH = 5,5, 37 °C, argonatmoszféra alkalmazéasaval hajtottuk
végre 2mg affitesttel a 3,9-PC2ABn*MA (38) feleslegével. Ot nap
reakcioiddt kovetden >98% konverziot sikeriilt elérniink. A terméket
RP-HPLC-vel izolaltuk, a szerkezetét ESI-qTOF-UHRMS segitsé¢gével
igazoltuk, majd liofilizaltuk.
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IIL8. [[**Mn]Mn-izotoppal valé jeloléssel eldallitottuk a

[[**Mn]|Mn(3,9-PC2ABn*M4)(H20)]-Cys-HER2-affitest (44)
radiofarmakont.
A konjugatum jelolését HEPES pufferben (pH = 7,02)

szobahOmérsékleten, 15 perc alatt, a korabban optimalizalt koriilmények
kozott végeztik (8. abra). A jelolést kovetden a mintat megfeleld
térfogatra higitottuk, és tisztitas nélkiil hasznaltuk fel az in vivo PET/MRI
kisérletekhez, mivel a radiofarmakon 100%-o0s radiokémiai tisztasaggal
sikertilt eldallitottuk (radio-HPLC, iTLC).

IILY. A [[**Mn]Mn(3,9-PC2ABn*MA)(H20)]-Cys-HER2-affitest (44)
radiofarmakon in vivo teszteltik, MDA-MB (HER2+) és
4T1 (HER2-) tumorokat hordoz6 CB17 silyos kombinalt
immunhianyos (SCID) egereken.

/

—8—HER2+ emld

HER2+ hat

=l—-HER2- emld

-l  —4—HER2- hat

I R S - T )

SUVitlag tumor/vér arany

9. abra Tumor(emld és hat)-vér arany TAC-gorbéi, amelyek t6bbszorés idéponti MDA-MB
(HER2+) és 4T1 (HER2-) daganatot hordozo SCID egerek nanoPET/MRI-képalkotasabol
szdrmaznak a [[P>Mn]Mn(3,9-PC2ABnPM4)(H,0)]-Cys-HER2-affitest rdiofarmakon
farok-vénas injektalasat kévetden.
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A vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az eldallitott
radiofarmakon az in vive PET/MRI-kisérletekben figyelemre méltd
akkumulaciét mutat a HER2-pozitiv tumorszévetben mar 4 6raval az
injektalast kovetden (10. abra). Ezek alapjan lathato, hogy a konjugatum
alkalmas a HER2-pozitiv mellrdk PET/MRI képalkotassal torténd
detektalasara. Megfigyeltiik tovabba, hogy a kiilonbozdé szovetekbe
(izom/vall, valamint lagyéktdji mellzsirparna) d4gyazott tumorok
specifikus felvétele jelentdsen eltér (9. abra). Ezzel ramutattunk arra,
hogy a helyi tumorkornyezet hatdssal van a konjugatum tumorszdvetben
torténd felhalmozodasara. A radiofarmakon nagy mértékben dusult a
vesében, ennek csokkentésre HSA-kotd egység(ek) beépitését tervezziik
a késobbiekben.

10. abra Az MDA-MB (HER2+) daganatot hordozo SCID egér nanoPET/MRI-képalkotasa. A
[P>Mn]Mn(3,9-PC2ABn?MA)(H1>0)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon intravénds injektdldsat
koveto 4, 24 és 72 oraval a bomlaskorrigalt korondlis PET-felvételek (fent), amelyek a vese
nélkiili (w/o k) és a vesével (k) szeleteket, valamint transzaxialis PET-felvételeket (lent)
mutatjak. Az ortotopikus tumorok helyét piros nyilak jelélik.
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II1.10. A kriptand szarmazékok 0j szintézismoédszerét dolgoztuk ki a
Mn(II)-kelatok inertségének javitasa érdekében.

A Mn(II)-kelatok inertségének a javitasa érdekében merev piklén,
biszpiklén ¢és O-pikén makrociklusokra alapozé 1)  kriptat
ligadumcsaladot allitottunk el6. A 6-Boc-piklénbdl (14) 1,2-bisz(2-j6d-
etoxi)-etdnnal intramolekularis éterhid-képzéssel (natrium-acetat-
trihidrat bazis templald hatasa mellett) eldallitottuk a 3,9-CB302PC (40)
kriptat vazat, majd a Boc véddcsoportot is eltavolitottuk (11. abra). A
tovabbi Iépések (terc-butil-4-(brémmetil)-benzoattal torténd alkilezés és
terc-butil-észter véddcsoport eltavolitas) 0j bifunkcids kriptand tipusa
kelatort (42) eredményeztett.

X > A S I\
® 8 | ® 2
N N? N N
N
H
N\)
0

NH NH N
K/N\) XXXVi k/N\/‘ XXXVii XXXviii l\/N\/‘ XXXiX l\/N\/‘
— O O —_— — [0 () — O 0
O O'Bu \_/
Boc 0O,
OrBu
6-Boc-PC 6-Boc-3,9-CB302pC 3,9-CB%02pC 3,9-CB302pCBn?COBY 3 9-CB302pCBnrCOH
as @9) @) @1 @)

11. 4bra 4 3,9-CB®’PC (40) és a 3,9-CB30?PCBn? 01 (42) eléallitdsa:
(xxxvi) 1,2-bisz(2-jod-etoxi)-etan, CH3COONa-3H20, ACN, 110 °C, 48 h (44%);
(xxxvii) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 18 h (88%); (xxxviii) terc-butil-4-(brometil)benzoét,
K2COs, ACN, 80 °C, 24 h (52%); (xxxix) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (79%).
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III.11. Megallapitottuk, hogy az uj kriptand tipusi ligandumok
(3,9-CB3O?PC  és  3,9-CB3O?PCBn?CO2H)  Mn(II)-komplexeinek
inertsége megkozeliti a kereskedelmi forgalomban lévé Gd(III)-
alapu kontrasztanyagok inertségét.

Vizsgaltuk a 3,9-PC2A-szarmazékéanak tekinthetd 3,9-CB302PC
ligandum ¢és a belble szarmaztathatdo 3,9-CB30?PCBn?CO2H BFL
kelatorok Mn(II)-komplexeinek képzddési és disszociacios kinetikai
viselkedését, valamint vizcsere- €s relaxacids tulajdonséagait, tovabba
vizsgaltuk radiokémiai jelolhetoségiiket is. Megallapitottuk, hogy a
kriptat tipust ligandumok Mn(II)-komplexeinek képzddési kinetikaja
kifejezetten lassu, a komplexek képzddése még pH = 7,4-en is tobb napot
vesz igénybe. Ugyanakkor ezen Mn(II)-kelatok kimagaslo inertséggel
rendelkeznek. Bar képzddésiik lassu, a [>>Mn]Mn-radiojeldlési kisérletek
igazoltdk, hogy megfeleld feltételek mellett sikeresen és nagy
hatékonysaggal jelolhetok.

A [Mn(3,9-CB3?PCBn?COH)|"_komplexre szamitott, a savasszisztalt
disszocidciora jellemzé sebességi allando értéke (k1 = 1,75x10* M!'s ™)
kisebb, mint a [GA(HP-DO3A)], egy kereskedelmi forgalomban 1évd
Gd(I1I)-alapt makrociklus alapt kontrasztanyag (k1 = 6,8x10™* M!s™),
valamint az eddig publikalt leginertebb Mn(II)-kelat megfeleld értéke
(k1= 1,6x10° M!s!). Ez az allandd6 megkédzeliti a [Gd(DO3A-BT)]
kontrasztanyagra jellemz6 sebességi allandét (k1 = 2,8x10° MIs™!). Az
eléallitott BFL ligandum Mn(Il)-kelatjanak a relaxivitasa is
osszemérhetd (r1p=4,27 mM s pH=7.,4, 37°C, 0,49 T) a kereskedelmi
forgalomban elérhetd6 Gd(IIl)-alapt kontrasztanyagok, példaul a
DOTAREM (r1,=3,4 mMsT), ill. a kereskedelmi forgalombol mar
kivont MAGNEVIST-re (r1,=3,4 mM's?) jellemzd értékeivel. A
[Mn(3,9-CB802PC)]** és a [Mn(3,9-CB3C2PCBn?COH)]"_komplexek

.....
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jelenleg. Ezen kimagaslé paraméterek alapjan ezen 0j ligandumcsaladot
szabadalmi oltalom alé helyeztiik.

IV. Az eredmények hasznosithatosaganak
lehetoségei

A dolgozatban bemutatott eredmények az alkalmazott koordinacios
kémia ¢€és az orvosi képalkotds metszetében helyezkednek el.
Eredményeink varhatdan az orvosi diagnosztikai és terapids eljaradsokban
is kozvetetten hasznosulhatnak.

A 3,9-PC2A-alapt bifunkciés platform a PET ¢és az MRI
kovetelményeinek egyardnt megfelel: az acetat oldallanct kelatok gyors
és hatékony [**Mn]Mn(II)-jeldlhetéséget és kedvezé inertséget biztosit a
transzkelacios reakciokkal szemben. A paramagneses Mn(I1)-komplexek
relaxometrids teljesitménye klinikailag relevans. Olyannyira, hogy a GE
(General Electric) jelenleg klinikai kiprobalas maésodik fazisaban
vizsgélja egy PC2A-szdrmazék kelator Mn(Il)-komplexét. A modularis
benzil-karboxilat/maleimid horgony lehetdvé teszi antitestek, affitestek
¢s peptidek szelektiv kapcsoléasat, ezért a rendszer gyorsan atiiltethetd
mas célpontokra is (pl. EGFR, PSMA), megdrizve a jelolhetdséget és a
képalkotasi teljesitményt.

Az eldallitott radiofarmakon in vivo PET/MRI kisérletekben mar 4 o6raval

az injektalds utan mérhetd, célzott akkumulaciot mutatott HER2-pozitiv

tumorban, ami alatdmasztja az eldallitott radiofarmakon diagnosztikai

értekét. A kiillonbozd beiiltetési helyek (vallizom vs. lagyéktaji

emlOzsirparna)  kozott  tapasztalt — felvételi  kiilonbségek a

tumormikrokornyezet hatasat mutatjak a halmoz6das mértékére, ami a
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jovobeni diagnosztikai (€s akar terapias) dontések soran szintén hasznos
lehet. A veseterhelés csokkentése és a bioldgiai felezési id6 novelése
érdekében HSA-kotd egységeket, toltés/hidrofobicitas finomhangolast,
valamint optimalizalt linker-architekturat terveziink alkalmazni.

Az 1) Mn(Il)-komplexek ¢és kriptat-ligandumok egyes paraméterek
tekintetében kivaldé alternativat kindlhatnak a piacon jelenleg
egyeduralkodd Gd(III)-alapi MRI-anyagokkal szemben. Az 0j kriptand
tipusu komplexek inertsége olyannyira kimagaslo, hogy az eléallitott
ligandumcsalddra magyar szabadalmat (Szabadalmi szdm: P2400001)
nyujtottunk be, amelyet 2025-ben nemzetkdzi szabadalomma
fejlesztettiink fel.

fgéretes irany a PET és MRI érzékenységének kozelitése °**°Mn
,koktél” alkalmazasaval: a >>Mn biztositja a PET-jelet, mig a **Mn a
paramagneses hozzajarulast, azonos kelatkémiaval és konjugacioval.
Biovektorhoz kotve a konjugatum effektiv mérete nd, a rotacios
korrelacidos ideje (zzr) nd, ami varhatéan relaxivitds-ndvekedést
eredményez MRI-ben. Monoklondlis antitestek esetén egyetlen
biomolekulan tobb (= 6 - 7) kelator rogzithetd, ami tovabbi pozitiv
hatassal bir a relaxivitds értékére (multivalens hatds), mikdzben
HSA-k6t6 egységek az albuminhoz kapcsolodva novelik a konjugatum
effektiv méretét és csokkentik a rotacios korrelacids sebességet (azaz 7z
nd), ami tovabb ndveli a konjugatum relaxivitasat. Ezen tényezok
Osszessége hozzdjarulhat egy gyakorlatban is alkalmazhato, valdodi
bimodalis PET/MRI konjugatum el6allitdisdhoz, amely ugyanazzal a
biokonjugatummal képes lehet kvantitativ molekularis (PET) és nagy
felbont4su anatomiai (MRI) informacidt szolgaltatni.
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