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Esszencialis fémionalapt innovativ diagnosztikai agensek

I. BEVEZETES

A modern orvoslas egyik legnagyobb kihivasa a daganatos betegségek korai
felismerése és célzott, személyre szabott kezelése. A daganatos betegek
terapidja jelentds atalakuldson megy keresztiil napjainkban, amelyben nagy
szerepet jatszanak a kis molekuldju, a tumoros sejtekre célzottan hato szerek,
az antitest-gyogyszer konjugatumok (ADC-k), a sejtalapt terdpidk és a
génterapia. Ezek a kezelési moédok nemcsak a daganatos sejtek szelektiv
tdmadasat teszik lehetové, hanem csokkentik a mellékhatasokat, javitjdk a
betegek ¢életmindségét ¢és lelassithatjdk vagy megallithatjdk a betegség
elérehaladéasat. A HER2-pozitiv emlérak az emlddaganatok koriilbeliil 15 -
20%-at alkotja, €s a receptor tilzott expresszidja altalaban intenzivebb klinikai
lefolyassal jar. A HER2-statusz megbizhat6, lehetdség szerint egész testre
kiterjed0 meghatarozasa alapvetd jelentdségli a személyre szabott ellatdsban
¢s a célzott terapias dontésekben. Az emlitett terapidk elengedhetetlen feltétele
a korai és pontos diagnozis felallitdsa. Ebben egyre nagyobb segitséget nytjt a
célzott molekularis képalkotés, amelynek célja az €16 szovetekben zajlo sejtes
és molekularis folyamatok nem invaziv, in vivo megjelenitése specifikus
molekuladk segitségével. A vizsgalatok soran olyan diagnosztikai anyagokat
alkalmaznak, melyek szelektiven koétddnek és dusulnak a daganatos sejtek
feliiletén megjelend specifikus receptorokhoz, vagy segitenek lekovetni az
adott biologiai folyamatot, eltérést. Az alkalmazott molekuldk altaldban
Osszetett szerkezetiiek: tartalmaznak egy célba juttatasért felelds, valamint egy
jelet kibocsajtd egységet (ez lehet valamilyen (radio)fém-komplex), amelyek
kozott a kapesolatot egy megfeleld hosszusagu €s flexibilitasu 6sszekotd elem
biztositja. A jelolt molekula célba juttatasaért felelés molekularész lehet

monoklonalis antitest, annak kisebb/nagyobb, de még aktiv toredékei (affitest,
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nanotest), vagy akar kisebb fehérje, peptidlanc is. Bar a monoklonalis
antitestek fontos szerepet toltenek be a célzott diagnosztikai és terapids
alkalmazasokban, szamos mas tipusi vektormolekula (pl. peptidek,
antitesttoredékek) is elterjedten hasznalatosak. A célszovetben feldusult
molekulak altal kibocsajtott jel (optikai, SPECT, PET) képpé és ezaltal
diagnosztikai informaciova alakithatd. A célzott diagnosztikai (és terapias)
alkalmazasokhoz napjainkra a vektormolekuldk széles palettdja valt
elérhetdvé. Monoklondlis antitesteket (mAb) gyakran alkalmaznak ilyen
céllal, mivel ezek alapvetden képesek felismerni egy specifikus antigénkotd
helyet - a célzott molekula egy részét - és ahhoz kotddni. (A monoklonalis
antitestekrdl és fragmenseirdl (affitest stb.) részletesen az Irodalmi attekintés
11.2. fejezetében lesz szd.) Ugyanakkor a monoklonalis antitestek képalkoto
agensként valé hasznalatanak tobb korlatja is van: lassan hatolnak be a
tumorokba, hosszu a keringési idejiik, lassan iiriilnek ki a szervezetbdl és nem
specifikus a szoveti eloszlasuk. Ezek a tényezdk fokozott hattérzajt és
sziikségteleniil nagy sugarterhelést eredményezhetnek. Ezen hidnyossagok
olyan Uy alternativak felkutatasat inditottak el, mint az antitesttoredékekre (pl.
nanotestek, affitestek stb.), valamint peptidekre alapozd vektormolekulak
felhasznalasa. E fejlesztések eredményeként tobb uj vektormolekula mar a

klinikai vizsgélatok szakaszaba 1épett.

A diagnosztikai agensek kozé tartoznak a kontrasztanyagok, az intelligens
kontrasztanyagok és a radiogyogyszerek, amelyek funkcidjukban részben
atfedést mutatnak, de szerepiik ¢és alkalmazidsi modjuk eltérd.
Radiogydgyszerek nélkiil példaul a PET-nyomjelzés nem valosulhat meg, mig
MRI-felvétel kontrasztanyag nélkiil is készithetd.

A manganizotopok széles palettdja kivald lehetdséget kindl a bimodalis

képalkotasra annak ellenére, hogy a képalkotd modszerek 1ényegesen eltérd
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érzékenysége kihivasok elé allitjak a kutatdkat. (Bimodalis azt jelenti, hogy két
kiilonbozo  képalkoto eljarashoz (pl. MRI + PET) alkalmas. Ez nem
funkcionalis kiilonbség a molekulan beliil, hanem diagnosztikai alkalmazasbeli
sokoldalusag.) A mangan izotopok kozott 1étezik egy hosszu felezési idovel
rendelkezd pozitront kibocsatd izotdp, amely alkalmazhato a funkcionalis
képalkotasban (**Mn). Mig a *°Mn paramégneses jellege miatt a Mn(Il)-
kelatokra az MRI-ben alkalmazott Gd(III)-komplexeknek biztonsagosabb
alternativdjaként tekintenek.! Erre az ad lehetéséget, hogy a Mn(Il)-ion
dontéen nagyspinszamu komplexei a Mn(Il) 6t parositatlan elektronjanak
koszonhetden erds paramagneses tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyhez
megfelelden gyors olddszercsere és elektronrelaxacios id6 is tarsul. Az >*Mn
izotop felezési ideje 5,59 nap, ami meghaladja a %Zr felezési idejét (1. = 78,4
6ra), és lényegesen hosszabb, mint a ®*Cu izotopé (t12 = 12,7 éra). Ezért az
>2Mn hasznalata lehetdvé teszi a hosszabb iddskalan végzett képalkotast, igy
kiilonosen alkalmas az antitest vektormolekuldkra alapozo célzott
alkalmazasokra. Ezen tul, a >>Mn 29,4%-ban bocsat ki pozitronokat, mig ez az
értek 17,6 % a *Cu és 22,7 % a 3Zr izotdpok esetében. A kibocsatott
pozitronok energija (242 keV) kisebb, mint a ''C (960 keV), '8F (635 keV),
és toredéke a *Ga esetében tapasztalhato értéknek (1899 keV), ami javitja a
térbeli felbontast. Rengeteg pozitiv tulajdonsdga mellett, hatranyaként a
bomlas soran keletkez6 nagy energidju gamma-fotonok (744, 936, 1434 keV)
emlithetOk, amelyek tovabbi terhelést jelentenek a paciensek szervezete

szamara az alkalmazasok soran.
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II. TRODALMI ATTEKINTES

Az irodalmi attekintés célja, hogy a HER2-pozitiv emlérdk diagnosztikajahoz
kapcsolodd,  manganalapi  kontrasztanyagok  és  radiofarmakonok
fejlesztésének elméleti és modszertani alapjait rendszerezze. A fejezet eldszor
rovid bioldgiai és képalkotas-moddszertani kontextust ad, majd bemutatja a
diagnosztikai szempontbo6l relevans Mn-izotdpokat, az eldallitasi és tisztitasi
technikakat. Végil a Mn(Il)-komplexek irodalmat tekintjik at kiilonos
tekintettel az ,,intelligens” - olyan kontrasztanyagok, amelyek valamilyen
kérnyezeti ingerre (pH, fémion koncentrdacio valtozasa, enzimaktivitds, redox
dllapot stb.) valaszul valtoztatjak relaxacios tulajdonsagaikat (pl. relaxivitas,
fluoreszcencia) - és bifunkcios - olyan ligandum, amely képes fémionokat
koordinalni, de alkalmas biologiailag aktiv molekuldhoz valo kapcsolasra is

reaktiv csoporttal/csoportokkal - 4gensekre.

I1.1.HER2-pozitiv mellrak

A daganatos betegségek koziil a mellrdk vilagszerte az egyik leggyakoribb és
legnagyobb haldlozéssal jaro korkép. Kiilondsen fontos altipusa a HER2-
pozitiv emlérak, amelyben a human epidermalis novekedési faktor 2 (HER2)
receptor tulzott mértékben keletkezik a tumorsejteken. A HER2 a
sejtszaporodast €s tulélést szabalyozd jelatviteli utakban jatszik szerepet, ezért
tultermelddése agressziv tumorviselkedéssel, gyors novekedéssel és rosszabb
kilatasokkal tarsul. A HER2 célzott detektdldsa és terapidja kiemelt
fontossagu, mivel lehetévé teszi a személyre szabott kezelés és a pontos

képalkotas kombinacidjat.

Napjainkban a HER2-expresszio szintjét rutinszeriien meg lehet hatarozni a

primer tumor diagndzisakor, ugyanakkor az esetek kb. 20%-aban pontatlan
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lehet, és invaziv biopszia ismételt elvégzését igényli.> A HER2-statusz
kovetése kulcsfontossdgli a tumorprogresszid megértésében €s az optimalis
terapia idében torténd kivalasztdsdban. A molekularis képalkotas (PET,
SPECT) nem invaziv megoldast nyjt a HER2-pozitiv tumorok funkcionalis
allapotanak meghatarozasara, kritikus szerepe van a célzott terapia
kivalasztasaban és a HER2-statusz kezelés alatti monitorozasaban. A terapia
kozbeni heterogenitas-valtozas kovetése még nem kiforrott, csak néhany
radiojelzett antitest/antitest-szarmazék jar a klinikai vizsgalat kiilonbozo
fazisaiban. Antitestek esetén hatrany a hossz(l bioldgiai felezési ido, a
korlatozott szoveti penetracid, az sejten beliili célpontok elérhetetlensége,

valamint a gyartas/tarolas érzékenysége.*

I1.2.Antitestalapu vektormolekulak és fragmentumaik fejlesztése a

célzott képalkotashoz

A monoklondlis antitestek olyan, azonos B-sejtvonalbdl szarmazo
ellenanyagok, amelyek nagy szelektivitassal ismernek fel egy adott antigént.
Viszonylag nagy (~150 kDa) Y-alaku fehérjék, amelyek két antigénkotd
hellyel rendelkeznek. Szerkezetiik egységes, ezért jol reprodukalhatdan
alkalmazhatok diagnosztikai €s terapias célokra. A monoklonalis antitestek az
egyik legismertebb és legelterjedtebb biologiai vektormolekuldk, amelyek
eljutottak a terapias alkalmazéasokig. Az els6 klinikai alkalmazasok eldrelépést
hoztak a daganatok ¢&s egyéb betegségek kezelésében, amelynek
eredményeként szamos antitest alapti gyogyszert ma mar rutinszeriien
hasznalnak az orvosi gyakorlatban.’ Ennek a piaca tobb szaz millié dollarra
becsiilhetd évente, ami elérejelzések szerinte rohamosan nd.> Az elmult &t
évben az EU-ban és az USA-ban évente 12 - 13 11j ilyen készitmény kapja meg

az engedélyt, melynek kozel fele a rakkezelésben hasznalatos.’
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Egy antitestmolekula magas specifitdsa és affinitdsa kombinalva a PET vagy
SPECT érzékenységével egy rendkiviil hatékony diagnosztikai eszkozt
eredményez, foleg MRI-vel vagy CT-vel kombinalt hibrid késziilékek esetén.
Az igy kapott nagyon pontos diagnosztikai informaciok segitik a kiilénb6zo
klinikai beavatkozasok tervezését, példaul a szdvettani mintavételt vagy
miitétet.> A gyakorlatban azonban a teljes, intakt antitesteken alapuld
képalkoto agenseknek vannak jelentds hatranyai, elsdsorban nagy méretiik
miatt (kb. 150 kDa). Hosszu ideig, akar 3 hétig is keringenek a szervezetben a
lassu farmakokinetikajuk miatt, igy csak hosszabb felezési ideji radioizotop
(pl. ¥Zr, '*1 stb.) alkalmazhatok. Ezek a hosszabb felezési idejii radionuklidok
azonban klinikai szempontbdl kevésbé idedlisak, mivel nagyobb sugarterhelést
¢s hosszabb vérakozasi idot eredményeznek a képalkotds eldtt. Az intakt
antitestek nagy mérete miatt jellemzéen a majon keresztill iirlilnek, ami
kizarhatja a majbetegségek képalkotasat. Lassu vérkitiriilésiik és a nyomjelzo
nem specifikus kotddése magasabb hattér jelet eredményezhet, ami csdkkenti
a PET jel kontrasztjat, és ezaltal rontja a képmindséget. Mivel sok teljes
antitest terapids szerként is alkalmazhato, elméletileg nem kivant biologiai
valaszreakciot valthatnak ki az Fc-régio sejtfelszini receptorokkal valo
kolcsonhatasa révén. Az Fe-régid (Fragment Crystallizable — kristalyosithato
fragmentum) az antitestek azon része, amely nem vesz részt kozvetleniil az

antigén felismerésében, de fontos szerepe van az immunvalaszban.’

Az antitestfragmentumok olyan mérnokileg megtervezett antitest-részletek,
amelyek megtartjdk a teljes antitestekre jellemzé magas affinitast és
szelektivitast, de jobb farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkeznek a
képalkotashoz.® Ezek lényegében csak a célfelismeréshez és kotédéshez
sziikséges alapvetd elemeket tartalmazzak. Egyszeriibb felépitésiik ellenére az
antitestfragmentumok klinikai fejlesztése még mindig joval ritkdbb, mint az

intakt antitesteké.! Képalkotashoz sziikséges, hogy megfeleld kémiai

6
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funkcidval rendelkezzenek a radiofém kapcsolasahoz. Méretiik tipustol

fiiggden altaldban 7 - 100 kDa kozott mozog (1. abra).

-~ m~ -~ o~ Y -~ -~
e T4 i «p 9 9 @
Teljes b Minibody Dinbody Fab Fab’ scEv Nanobody Affibody
hosszisigh IgG (Fab"): Minibody iabody al al scFv Nanobody ibody
i Rekombindns. .
I IgG emésztése  1gG emésztése  Rekombindns  1gG emésztése (20 CNESTEE gy orbindns DNS- Rekombinans
Eloallitas modja - . - . papainnal . - .. DNS-technolégia
pepszinnel papainnal DNS-technolégia  papainnal - DNS-technolégia  technolagigja 3
p-merkaptetanol o (Protein A)
(Tevefélek)
Molekulatomeg N < cz < -
= 150 110 75 35 50 55 26 12 6
(Da)
Kitoképesség Bivalens Bivalens Bivalens Bivalens Monovalens Monovalens Monovalens Monovalens Nem értelmezhets
Kiurilés itja M3 Mij/ vese Mg Vese Vese Vese Vese Vese Vese
R —
Kilési —————————
sebesség
Tumorpencizado ‘

1. abra Az intakt antitestek, antitestfragmentumok és affitestek legfontosabb tulajdonsdagainak
Osszefoglaldsa. (Ruisi Fu dltal publikalt dbra adaptacidja’)

Enzimatikus emésztéssel vagy géntechnoldgiaval allithatok el8.!>!* Fab’ (Fab
— fragment antigen-binding — ez a rész felel az antigén felismerésért és
kotésért) és (Fab’), fragmentumok allithatdéak eld az antitestek papain (2 db
Fab és 1 db Fc) vagy pepszin (1 db (Fab’), + lebontott Fc) enzimmel torténd
emésztésével, amelyek egy vagy két antigénkotd régioval rendelkeznek, de
hianyzik beldlik az Fc régio. A Fab’ fragmentumok mar gyorsabb
vesekivalasztast €s jobb tumorpenetraciot mutatnak, viszont eldallitdisuk nem

minden antitestosztalybol lehetséges, nagy mennyiségli kiindulasi anyag

sziikséges eldallitasukhoz, melyek iddigényes folyamatok.

A technologiai fejlédés a biotechnologia teriiletén lehetdvé tette az antitestek
valtoz6 régiodinak viszonylag egyszerli eldallitasat, mint példaul az egyetlen
lancbol allo valtozd régido fragmentumok (scFv-k) izolalasat, valamint
kiilonféle diatestek, minitestek és egyetlen doménbdl 4ll6 antitestvariansok
létrehozasat. Ezek a varidnsok mind sajatos kotddési és funkciondlis

jellemzokkel birnak.

7



Varadi Balazs: Doktori (PhD) értekezés

Az scFv az egyik legnépszeriibb forma, amelyben a VH (Variable domain of
Heavy chain) ¢s VL (Variable domain of Light chain) doméneket egy rovid,
rugalmas peptidlanc koti ossze.!* Ezek kicsi (26 kDa) fragmentumok,
melyekben, ha a linker legalabb 12 aminosavbol all, akkor monomerek és
monovalensek maradnak. Az egész scFv-t egy génszekvencia kodolja. Amikor
a peptid linkert 11 aminosavnal rovidebbre tervezik, az scFv molekula
hajlamos Oonmagaval asszocidlodni, aminek eredményeként bivalens diatest
alakul ki (55 kDa mérettel).!> Ha a linker hossza még tovabb csokken,
kevesebb mint 3 aminosavra, akkor hdrom- vagy négyértéki struktirak jonnek
1étre, azaz tritestek (80 kDa) és tetratestek (110 kDa). Amennyiben a két
valtozo régid kozé genetikailag diszulfidk6tés keriil beépitésre, diszulfidhiddal
stabilizalt Fv fragmentum (dsFv) keletkezik. Ennek peptid linkeres valtozata
az scdsFv. Ezek az alternativ formak hozzéajarulhatnak az scFv tipust
fragmentumok stabilitdsanak javitdsdhoz, és mérsékelhetik azok aggregacios

hajlamat.

A minitestek olyan fzids fehérjék, amelyek egy scFv régiot kapcsolnak 6ssze
az 1gG nehézlanc CH3 doménjével. Két ilyen egység természetes modon
bivalens dimer strukturdba rendezddik (75 kDa). A bivalens, egyetlen lanct
valtoz6 régioval rendelkezd fragmentumok (bi-scFv-k, 55 kDa) két kiilon scFv
domén genetikai egyesitésével jonnek létre, igy képesek két eltérd antigénkstd

helyhez ko6tddni, ami lehetdvé teszi szdmukra a kettds szelektivitast.

A legkisebb olyan antitestfragmentumok, amelyek még mindig képesek
specifikusan antigénekhez kapcsolodni, az ugynevezett egydoménes
antitestek. Ezek a molekulak a VH vagy VL régiobdl szarmaznak, illetve
tevékhez hasonl6 fajokbol izolalhatok. Az egydoménes antitestek (sdAb-k, 12
- 15 kDa), mas néven nanotestek, szamos elényt kindlnak az scFv-kkal

szemben: kisebb méretiik mellett nagyobb stabilitdssal rendelkeznek,
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eléallitasuk pedig egyszeriibb. Ezek a tulajdonsagok kiilondsen alkalmassa
teszik Oket radiofarmakon-alapu képalkotasra, ahol fontos a hatékony szoveti

athatolas és a gyors eliminacio.

Az affitestek ennél is kisebb méretli, korilbeliil 6 - 7 kDa tomegl
affinitasfehérjék, amelyek a staphylococcus fehérje A immunoglobulin-k6t6
segitségével).!® Tervezett fehérjék, amelyek 58 aminosavbol allnak, és harom
alfa-hélixbol felépiild szerkezettel rendelkeznek. Kis méretiik, kivalo kémiai,
ho- és pH-stabilitasuk, magas affinitasuk (nM tartomanyban), valamint egyedi
C-terminalis ciszteinjiik egyiittesen kivalo képalkotd probava teszik Oket,
kiilondsen az ImmunoPET alkalmazasokban, ahol ezek a tulajdonsagok elényt
jelentenek a jeldléshez és a célba juttatishoz.!” Ugyanakkor gyors kiiiriilésiik
¢s viszonylag kisebb affinitdsuk a célmolekulakhoz még mindig technologiai

kihivést jelent.

I1.3.Molekularis és anatomiai képalkotas — PET/MRI

A radioizotop-alapti diagnosztikai modszerek koziil a pozitronemisszios
tomografia (PET) a legérzékenyebb molekularis képalkotd technika. A
vizsgalat soran rovid felezési idejli, pozitronkibocsaté (B*) radioizotoppal jelolt
vegyiiletet (radiofarmakont) juttatnak a szervezetbe. A jelolt molekula a
célszovet(ek) biokémiai/biofizikai folyamataiban vesz részt, majd a
radionuklid altal kibocsatott pozitron elektronnal taldlkozva megsemmisiil
(annihilalodik). Ennek hatasara két, 511 keV energigju y-foton keletkezik,
amelyek kozel 180°-ban tavoznak egymashoz képest. A gytirtidetektoros PET-
kamera a két foton egyideju észlelését (koincidenciajat) tekinti jelnek, csak
akkor rogzit eseményt, ha a gytir(i atellenes pontjain 1év6 detektorok egyszerre
érzékelik a fotonokat. gy nagy mértékben javul a jel/zaj arany, és pontosabban

becsiilhetd az esemény helye, mint a plandris y-kameraknal. Tobb metszeti sik

9
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koincidencia-adataibol a rekonstrukcios szoftver 3D teljes-test PET-képet allit
el6. A PET konnyen kombinalhatdé CT-vel vagy MRI-vel, ami egyesiti a

molekuléris informéciot a nagyfelbontast anatémiai képpel.'®!

Az MRI a nem zérus spini atommagok kiils6 magneses tér altal okozott
Zeeman-felhasadasat hasznalja fel. A klinikai vizsgalatok sordn a paciens egy
er6s magneses térbe keriil, ahol radidéfrekvencids impulzusokkal gerjesztik a
szovetekben talalhatd parositatlan spinnel rendelkezd protonokat. A kiilsd
gerjesztés megsziinését kovetden a protonok a spin-racs (longitudinalis) és a
spin-spin (transzverzalis) relaxacié mechanizmusain keresztiil allitjak helyre a
magnesezettség termodinamikai egyenstlyi allapotat. A vizsgalatok jelentds
része kontrasztanyag alkalmazasaval torténik. A T tipusu kontrasztanyagok,
mint példaul a Gd(III)-, Mn(II)- vagy Fe(Ill)-komplexek, jellemzden a képek
vilagossagat novelik, mig a 7> tipusu agensek — amelyek altalaban
szuperparamagneses nanorészecskék, példaul vas-oxid — a képek sotétebb
megjelenését eredményezik. A kontrasztanyagok relaxivitasa (r;, mM™'s™") az
MRI-ben azt fejezi ki, hogy milyen mértékben ndvelik a vizprotonok

relax4cios sebességét a diamagneses kdzeghez képest.?”

A PET nagy érzékenysége révén képes molekularis szintli folyamatok
kovetésére, mig az MRI kivalo anatomiai kontrasztot és részletgazdag képeket
biztosit.?! A PET/MRI kombinicidja egyszerre funkcionalis és morfoldgiai
informaciot nyuajt, ami kiilondsen elényds a daganatok diagnosztikajaban és a
terapias valasz nyomon kovetésében. Ez az integralt megkdzelités pontosabb
célzast, személyre szabott kezeléstervezést és a terapia hatékonysaganak korai

értékelését teszi lehetové.>?

10
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I1.4.Mn(IT)-ion és komplexeinek diagnosztikai alkalmazasi lehetdségei

A mangan izotopok iranti érdekldédés az elmult években megndtt, mivel a
mangan egyarant alkalmazhaté paramagneses MRI kontrasztanyagként és
radioizotopként PET képalkotas sordn. A tovéabbiakban attekintjilk a Mn-
izotopjait, azok jellegzetes fizikai tulajdonsagait, valamint az eldallitdsukra
szolgaldo moédszereket, amelyek kulcsfontossaguak a késébbi diagnosztikai

alkalmazasok szempontjabol.

I1.4.1. A Mn(Il) izotopok sajatossagai

A *'Mn egy rovid felezési idejii (112 = 46 perc), pozitronkibocsatd izotdp,
amely els6sorban gyors farmakokinetikaju vegyiiletek PET-képalkotasara
alkalmas. A B* energidja viszonylag nagy (2185 keV) a ,standard” PET-
nuklidnak szamit6 '8F-hez (635 keV) képest, ami kedvezétleniil hosszl
behatolasi tartomanyhoz vezet a szovetekben, és ezaltal a PET-képek térbeli

felbontaséanak a romlasat eredményezi.??

A metastabilis *™Mn rovidebb felezési idével rendelkezik (t12 =21 perc), mint
a °'Mn, és a széles korben hasznalt ''C-hez hasonld, ami tovabb neheziti a
radiokémiai kezelhet6ségét. A B* energidja (2633 keV) még az elébbinél is
nagyobb, igy a pozitronok szdveti hatotavolsaga tovabb nd (atlagosan 5,3 mm),
jelentdsen rontva a PET térbeli felbontésat, emellett a bomlasa soran részben
keletkezd hosszabb élettartami >Mn és a nagy energiaju y-sugarzas tovabbi

dozis- és sugarvédelmi aggalyokat vet fel.

A 328Mn (a tovabbiakban >2Mn) hosszu, 5,59 napos felezési iddvel rendelkezik,
ami eldny0s a céltargytol valo tisztitas és a radionuklid kémiai kezelhetdsége
szempontjabol. Ez az iddtartam jol illeszkedik lasst bioldgiai folyamatok, akar
antitestek farmakokinetikdjanak vizsgalatdhoz is. A >*Mn 29%-o0s B* bomlasi

arannyal és alacsony maximalis B energiaval (575 keV) bomlik, ami javitja a
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PET-képek térbeli felbontasat, azonban harom, nagy energiaju y-foton (744,
936, 1434 keV) jelenléte jelentds sugarterhelést okoz, valamint zavar6 jeleket
general a PET-detektorokban, ezért szlikség van megfelelé6 gamma-korrekcios

technikak alkalmazasara.>*

A 3Mn és >*Mn kedvezétlen bomlasi tulajdonsagaik (elhanyagolhatd B*
emisszio ¢és extrém hosszu felezési 1d6) kizarjak Oket a diagnosztikai
alkalmazasokbol. Ennek ellenére eldallitasi melléktermékként vagy
szennyezdként jelen lehetnek mas izotdpok (pl. >Mn) eldéllitasa soran, igy

technologiai szempontbo6l figyelembe kell venni 6ket.

A természetes >>Mn(Il) izotdp 100%-os izotopos eloszlasban fordul eld, és
paramagneses tulajdonsagait a d° elektronszerkezete (S = 5/2) biztositja. A
Gd(IIT)-hoz hasonldan (S = 7/2), a Mn(Il) is erdsen paramagneses, de kisebb
elektronspinszdmanak koszonhetéen kisebb mértékben jarul hozzd a
relaxécios folyamatokhoz. Ennek ellenére a Mn(II) biologiai kompatibilitasa,
valamint kisebb toxicitasa miatt igéretes alternativat jelenthet a gadolinium-

alapt kontrasztanyagokkal szemben.

11.4.2. A >Mn-izotop eloallitasa

Az 3>Mn-radioizotép elédllitasa torténhet dasitott 3>Cr vagy "Cr természetes
izotop Osszetételli (83,8% Cr, 9,5% >Cr, 2,4% >*Cr) céltargybol. Tobb
kutatas is bizonyitotta a >*Mn eldallitdsanak lehetségét a " Cr(p,xn)>*Mn
reakci6 segitségével, 16 MeV-es ciklotronban.?>-*” Mivel az energiakiiszobok
hasonloak, **™Mn mindig egyiitt keletkezik 2¢Mn-nal, a ™Cr céltargy
protonnal torténd besugarzasakor. Illetve a nem dusitott targetanyag hasznalata
esetén szdmolni kell a besugéarzas sordn megjelend **Mn szennyezével is,
amelynek hosszu a felezési ideje (312,2 nap). A besugérzashoz a céltargyat

elékészithetjiik folia vagy kromporbol késziilt tabletta formajaban is.?>%’
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11.4.3. A 5*Mn-izotop tisztitasa

A 3*Mn-izotop elkiilonitése a céltargy savas olddsaval kezdddik a besugarzast
kovetden. Ezutan tobb modszer is rendelkezésre all, hogy a céltargy anyagatol

elkiilonitsiik a >*Mn-radioizotopot az igy nyert oldatbol.

Az elvélasztashoz az irodalom kiilonb6zo ioncseréld gyantdk alkalmazéasat
javasolja. A kationcserés elvalasztds gyakran alkalmazott modszer vizes
kozegben. Valamint az elvalasztas kivitelezhetd anioncserélé oszlopon is a
Mn(II) és a Cr(VI) vagy a Mn(Il) és a Cr(IIl) elvalasztasira.?®?® Ebben az
esetben eluensként tomény soésavat haszndlnak abszolit alkohollal
kombinalva.?”*2 A folyadék-folyadék extrakciés technika lehet egy masik
megoldas. Ez a modszer is hatékony modszer a radioizotopok célanyagtol valo

elvalasztasara és tisztitasara.?

I1.5.Mn(II)-ion komplexalasara alkalmazott ligandumok szerkezete és a

komplexek sajatossagai

A Gd(IIl)-alapu kontrasztanyagok klinikai alkalmazéasdnak széles korii
elterjedése ellenére a szabad Gd(IIl)-ionok felszabaduldsa toxikus
mellékhatasokhoz, példaul nefrogén szisztémas fibrozishoz (NSF) vezethet,
ami aggodalmat kelt a biztonsagossagukkal kapcsolatban.** A Mn(II)-ion
szamos kedvezd fizikai-kémiai tulajdonsaggal és jo toxicitasi profillal
rendelkezik, ami a klinikumban jelenleg hasznalt Gd(Ill)-alapit MRI-
kontrasztanyagok alternativdjava teszi. A Mn(II)-ion komplexalasara javasolt
ligandumok kore az elmult évtizedben végzett intenziv kutatasok
eredményeként jelentésen boviilt. A komplexképzé ligandumokat két
csoportra szokds osztani, igy a lehetséges ligandumok korének az attekintése
soran is ezen csoportositds mentén mutatjuk be a Mn(II)-ion komplexalasara

leginkabb alkalmas nyiltlanct, valamint a makrociklusos komplexképzdket.
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I1.6.Nyiltlancu ligandumok.

Lévén, hogy a Mn(II)-ion koordinacids szdma a komplexeiben leggyakrabban
hat vagy hét, igy a komplexalasara leggyakrabban penta-, ill. hexadentat
kelatorokat javasoltak, mivel az ilyen ligandum lehetéséget biztosit az MRI
szempontjabol elengedhetetlen, a fémionhoz koordinalodé vizmolekula
meglétére.’> A kelatorok ezen csoportjéba tartozik pl. az EDTA komplexképzé
¢s szarmazékai (2. abra). A flexibilis etiléndiamin ,,egység” (azaz a ligandum
alapvazanak/gerincének) a merevitésével ugyanakkor Iényegesen jobb
kinetikai paraméterekkel rendelkezé komplexeket sikeriilt késobb eldallitani
(pl. transz-CDTA, PhDTA stb.)**3® A transz-CDTA kelatorra jellemzd
merev gerinc megjelenik az egyik, a klinikai kiprobalds II. fazisdban 1évo
Mn(II)-alapti kontrasztanyag-jellt, a PyC3A, szerkezetében is.** Ezen tul,
ezen ligandum szerkezetét bifunkcids kelatorok, valamint intelligens/szerv-

vagy szovetspecifikus kontrasztanyag-jeloltek szerkezetébe is beépitették. 042

A nyiltlanca kelatorok egy masik jelentds szdmban eldallitott és vizsgalt
vegyiiletcsaladja a N-dipikolinat-szdrmazék komplexképzOk érdemelnek
emlitést. Ezen ligandumok rendszerint pentagonalis bipiramisos koordinacios
geometriat alakitanak ki a Mn(II)-ion kortil, amely komplexekben a fémionhoz
még két vizmolekula is koordinalddik a piramis csticsain. Amennyiben a két
pikolinatcsoport mellett tovabbi koordindlodasra alkalmas donorcsoportok
kapcsolddnak (acetat, alfa-metil-acetat, acetamid, pikolil- stb.) a két
pikolinatcsoportot tartalmazo nitrogénatomhoz, Ggy a kelatok elveszitenek egy
koordinalédo vizmolekulat, ami kisebb relaxacios hatast, de stabilabb (és

43-45 Ezen

feltehetden  inertebb)  Mn(Il)-komplexeket  eredményez.
vegyiiletcsalad szerkezetét az utobbi id6ben sikeresen épitették be micellaris,
angiografias képalkotasra alkalmas, ill. pH-érzékeny komplexek szerkezetébe

iS.46’47
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R!=-H: EDTA R!=-H: PhDTA R!=-OH: CDTA R!,R?=-H: PyC3A
R! = 4-benziloxi-benzil-: BnO-Tyr-EDTA R!'=-C18: R! = -N-(4-etoxi-benzil): R! =-H, R? = -O-benzil:
R' = 2-N-(4-etoxi-fenil)karboxamid-: EDTA-EOB C18-PhDTA CDTA-mA-EOB PyC3A-3-OBn
R = 2-N-(4-(benzo[d]tiazol-2-il)fenil karboxamid-: EDTA-BTA R! = -C(=0)-NH-(CH,),N(2-pikolil),,

R? = -H: PyC3A-BPEN
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HO,C
R! =-CH,CO,H: DPAA R!'=-H:NO2A R!=-0-:15-Py-N;0,
R' =-Me: DPAMeA R! = 4-(trifluoromethyl)benzenesulfonyl- R!'= -N-: 15-Py-N;
R'=-Ph: DPAPhA -NH-CH,-CH,-: NO2ASAm
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R!=-OH, R? = H: Cis-DO2A = 1,4-DO2A R!=-CH,CO,H, R?=-H,, R!,R*=H, R? = -CH,CO,H: PC1A
R! =-N(CHj),, R? = -H: 1,4-DO2AM R®=OH, R*=-CHy; R!,R®=H, R?=-PO;H, : PC1P
R! = -NH-benzil, R = -H: 1,4-DO2AM-Bz  R'=-CH,CO,H, R*=-(CH,);-N'H;  R!, R? = 4-etoxi-benzil-, R? = -H: EOB-PC2A
R! = -N(CHj),, R? = -benzil: 1,4-BzDO2AM R3=OH, R*=-CHjy; R!, R® = -CH,CO,H, R? = -(CH,),NH,: PC2A-EA
R! =-OH, R? = (4-aminopiperazin-1-karbonil)-(CH,);- 2CHyd ~ R',R?=-2-py, R!, R? = -CH,CO,H, R? = ([1,1"-bifenil]-4-ilmetil)-: PC2A-BP
R?=-H, R®*=0CH;,  R! R3=-CH,CO,H, R? = -(CH,),N(2-pikolil),: PC2A-DPA
R*=-CH,CO,H; R!, R? = -CH,CO,H, =N-R? = -O-: OPC2A
biszpidin

2. abra A dolgozatban targyalt 6sszehasonlito ligandumok szerkezeti képletei.

I1.7.A (makro)ciklusos ligandumok.

A (makro)ciklusos ligandumok tekintetében a Mn(II)-komplexalasara igéretes
vegyliletek koziil a 12-tagt 1,4,7,10-tetraazaciklododekan (ciklén), a
merevebb piklén (3,6,9,15-tetraazabiciklo[9.3.1]pentadeka-1(15),11,13-trién)
kétszeresen helyettesitett (acetat, ill. acetamid oldallancokat tartalmazo
szarmazgekai), a 15-Py-aneNs (15-Py-aneN5 = 3,6,9,12,18-
pentaazabicyclo[12.3.1]octadeca-1(18),14,16-triéne), valamint 15-Py-
aneN3O:2 (15-Py-aneN3O; = 3,12,18-triaza-6,9-dioxabiciklo[12.3.1]octadeca-
1(18),14,16-trién) makrociklusok oldallancok nélkiili szarmazékait érdemes

kiemelni.**-? Az itt felsorolt vegyiiletek koziil az 1,4- helyettesitett DO2A
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esetében (2. abra) voltak olyanok a legfobb fizikokémiai paraméterek
(stabilitas, inertség €s relaxdcios hatds), hogy elindulhattak az intelligens, ill.
szovetspecifikus kontrasztanyag-jeldltek (angiografias agensek, ill. tjabban a
maj fibrogenezisének detektalasra alkalmas diagnosztikai agensek)

fejlesztése. 3’

A jelen dolgozat targyat képezdé 3,9-PC2A kedvezd fizikokémiai
paramétereinek koszonhetden a kutatdcsoportunkban az utébbi idédben szamos
intelligens, illetve szovetspecifikus szarmazékot allitottunk eld és vizsgaltunk
(2. abra). Ilyen kelatok segitségével lehetség nyilt a szervezet érrendszerének
MRI-vel torténd feltérképezésére (3,9-PC2A-BP) angiografias képalkotasban,
ami komplex és a vérben nagy koncentracidoban jelenlévé humén szérum
albumin (HSA) fehérjével vald kolcsonhatasara alapoz. Ezen tul, sikeriilt
eléallitanunk pH- (3,9-PC2A-EA), ill. a Zn(Il)-ion koncentraciojara érzékeny
(3,9-PC2A-DPA) Mn(Il)-komplexeket is, valamint Z. R. Lu ¢és mitsai.
majszovet-specifikus dgenst allitottak eld, igaz a szerzok a 3,6-PC2A kelatorra
alapoztak a szovetspecifikus agensiik ligandumat (3,6-PC2A-EOB) (lasd
késobb). 86!

A merev gylirlis biszpidin alapu kelatorokat tobb diagnosztikai értékkel bird
fémion komplexalasira javasoltdk az elmult évtizedekben.®” Ezen
ligandumcsaldddal képz6dé Mn(Il)-komplexek (2. abra) vizsgalata azonban
csak az elmult négy évben vett komolyabb lendiiletet ezért nem meglepd, hogy
a jelenlegi kutatasok Mn(Il)-komplexek szerkezete ¢és fizikokémiai
paraméterei (stabilitds €s szelektivitas, inertség, relaxdcios hatas stb.) kozotti
Osszefiiggések feltardsara fokuszalnak.®>® Azonban az méar most is lathato,
hogy ez a ligandumcsaldd jelentds hatassal lesz a Mn(Il)-alapii agensek

jovojére, mivel az eddig vizsgalt szarmazékok kozott rendkiviil inert Mn(ID)-
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komplexeket is taldlunk, melyhez idénként nem vart szelektivitas is tarsul az

ugyancsak esszencialis Zn(II)-ionnal szemben.®

I1.8. Bifunkcios (kétfunkcios) és ,,intelligens” Mn(II)-komplexek

A fizioldgids paraméterek valtozasara reagald ,,intelligens” fémkomplexek 1j
dimenzidt nyitnak az MRI képalkotasban. A ligandum ,,szelektivvé tételével”
olyan tulajdonsagok feltérképezésére valik lehetdség egy adott szoveten beliil,
mint pl. a pH, a redoxi potencial, kiilonb6z6 endogén fémionok (Ca(Il), Zn(II),
Cu(Il)) koncentracioja stb. Az egyik ilyen példa egy pH-érzékeny Mn(II)-
komplexre, amelyet kutatocsoportunkban fejlesztettiink ki, a [Mn(3,9-PC2A-
EA)], ahol etilamin-oldallanc (EA) protonaldédasa kovetkeztében valtozik a
komplex relaxivitisa 3,50 és 2,10 mM's' kozott a 5,8 - 7,8 pH-
9

tartomanyban.’

[Mn(NO2ASAm)], [Mn(MPA)] is javasoltak az irodalomban, igaz ezen

pH-érzékeny agensként triaza-ciklonondn szarmazékokat

komplexek a jelenlegi ismereteink alapjan nem kell6en inertek az in vivo
vizsgalatokhoz.*’*" Az EA molekularész két pikolilcsoportot tartalmazo
szarmazéka pedig a Zn(Il)-ionok szelektiv érzékelésére tette képessé a
komplexet egy teljesen mas mechanizmus szerint, mivel ezen kelat esetében a
fémionhoz koordinal6od6d vizmolekuldk szdma az eredmények alapjan nem
valtozott. A relaxacids hatast ezen komplex esetében a rotacios korrelacios ido
novekedése okozta, ami a Mn(L)Zn heterodinuklearis komplex és a
vérszérumban nagy koncentracioban talalhatdo fehérje, a HSA, kozotti
kolcsdnhatasnak koszonhetd.® A redoxi potencial valtozasanak érzékelésére
kiaknazhato a Mn(II)/Mn(IIl) redoxi par. Ilyen indittatdssal P. Caravan és
mtsai. az EDTA ligandum hidroxibenzil-szarmazékait javasoltdk a Mn(II)

oxid4cios potencialjanak a finomhangolasahoz.®

A szovetspecifikus  vagy megfeleld6  vektormolekuldkkal — célzott

kontrasztanyagok eldallitasat az indukalta, hogy ezek bizonyos szdvetekben,
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ill. szervekben képesek dusulni, ami lehetdséget ad a vizsgalat soran sziikséges
dozis csokkentésére, ill. lathatova tehetnek bizonyos sejt/szdvetszintii
specifikus folyamatokat. Az irodalomban legtobb szovetspecifikus agens
példaja a majspecifikus kontrasztanyagokkal kapcsolatos, aminek az lehet az
oka, hogy a m4j ismert betegségein tul (pl. zsirmdj, majcirrdzis stb.), elég
gyakran jelennek meg attétek is ebben a szervben. A legtobb tanulményban
bemutatott dgens esetén a nyiltlanca EDTA, ritkdbban transz-CDTA, Gjabban
PhDTA ligandum platformokra alapoznak (2. abra), az eddig publikalt
egyetlen makrociklusos kelat, a [Mn(3,6-PC2A-EOB)]-komplex, amely a
majsejtekben talalhatd szerves aniontraszporter fehérjékre szelektiv 4-

etoxibenzil funkcidscsoportot tartalmazza.5!

A kardiovaszkularis képalkotasra hasznalt un. blood pool agensek elsésorban
a vérben talalhato HSA fehérjéhez kotddve képesek megjeleniteni az
érrendszert, mivel ezek kiiiriilése a kelat és a HSA kozotti kolcsonhatas
eredményeként lassabb, és az igy 1étrejové makromolekularis adduktum nagy
relaxivitassal bir. Ilyen megkozelitéssel tobbnyire apolaris molekularésszel
funkcionalizalt komplexképzdket hasznalnak (pl. a bifenilcsoportot tartalmazo
3,9-PC2A-BP ligandum), de szamos példat taldlunk 1,4-DO2A bisz(amid)-
szarmazékaira - ((Mn(2CHyd)], [Mn(1,4-DO2AM)]**, [Mn(DO2AMGly)],
[Mn(DD-DO2A)], [Mn(DH-DO2A)], [Mn(1,4-BzDO2AM)]**, [Mn(1,4-
DO2AMBz)]** - is, melyek a HSA-hoz kotdtt formai gyakran 10-szer nagyobb
relaxivitassal rendelkeznek, mint azt az alapkomplexek esetében tapasztaltak

az adduktum megndvekedett rotacios korrelacios idejének koszonhetden. 3-8

A 3,9-PC2A Mn(I)-k6td motivumot pH-érzékeny kontrasztanyag-jelolt
szerkezetébe is beépitettiik a kutatocsoportunkban ([Mn(3,9-PC2A-EA)]).>° A
[Mn(3,9-PC2A-EA)]-komplex nagy pH-n heptakoordinalt, igy nem tartalmaz

a fémionhoz koordindlodd vizmolekulat (igy a relaxéacidsebességet noveld
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hatasa is csekély). A pH csokkentése az EA oldallinc aminocsoportjanak a
protonalddasat idézi elé a komplexben, melynek helyét egy vizmolekula veszi
at a fémion belsé koordinacios szférajaban, ami a relaxivitds novekedését
eredményezi. Hasonlé elven mikodnek a szulfonamid oldallancokat
tartalmazé Mn(II)-komplexek, melyeket C. Platas-Iglesias és munkatarsai
javasoltak, bar ezen komplexek esetében a kelatok inertségérdl nem mutattak
be informécidt (azonban az NO2A-szaramzékokkal végzett korabbi
vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy labilis Mn(II)-komplexek képzddtek

)'47

ezen ligandummal).”’ Azonban az NO2A anyaligandum két acetatcsoportjat

pikolilcsoportokra cserélve G. Liang és munkatarainak sikeriilt javitani a

Mn(II)-komplexek inertségén.®’

Ezen vegyliletek esetében azonban a
legnagyobb hatranya a pH-valtozds hatdsdra bekovetkezd relaxivitas

kiilonbségek mértéke, ami tovabbi finombeallitast igényel.

Az esszenciadlis fémionok (pl. Zn(I)) mérésére alkalmas Mn(Il)-alapa
komplexek irodalma is boviilt az elmtlt hdrom év soran. Talan nem meglepd,
hogy az elsd eldallitott ilyen vegyiilet a PyC3A (2. abra) ligandumra
alapozott.*! Azonban a PyC3A vegyiilettel a vizsgalatok ravilagitottak arra,
hogy a Mn(Il)-kelat nem rendelkezik megfeleld inertséggel, igy
kézenfekvonek lattuk ezt a funkciot a pH-érzékenyités soran mar bevalt 3,9-
PC2A platformra ,,atvezetni”.%® Az eléallitott 3,9-PC2A-DPA komplexképzd
in vitro fizikokémiai vizsgélatokban és in vivo egérkisérletekben is kivaloan
teljesitett, amit a prosztataban gliikozindukalt Zn(II) leadasanak a kovetésével
igazoltunk. Ezen csoport harmadik képviseldje egy olyan heptakoordinalt
Mn(Il)-komplex, amelyet 13,2 nm méretli pordzus szilicium-dioxid
nanogdmbbe agyaztak.*> Azt, hogy a nanogdmb reagiljon a Zn(II)-ionok

crer

stabil komplexet képzd kelator motivumot kapcsoltak, amely Zn(II)-ionok
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jelenlétében képes a BSA-hoz kotddni, ami a relaxivitas jelents novekedését

idézte el0.

A bimodalis kontrasztanyagok lehetové teszik, hogy egyszerre tobb képalkotod
modszerrel kapjunk diagnosztikai felvételeket, ezaltal 6tvozhetjiik az egyes
diagnosztikai moddszerek elonyeit. Az MRI-vel leggyakrabban kapcsolt
technikdk a PET, a SPECT ¢és az optikai képalkotas (OI). A Mn(II)-alapu
agensek esetében egyre nagyobb figyelmet kapnak a PET-MRI hibrid
képalkotasban alkalmazhaté bimodalis komplexek az irodalomban, mivel a
pozitron emittdld >*Mn  izotop kézenfekvé jeldlt ilyen  irdnyt
alkalmazasokra.®’® A bimodalis megkdzelités nagy elénye az egyéb PET
dgensek ('°F, ''C, %®Ga stb.) hasznalatdval szemben, hogy elég egy fajta,
specialisan a Mn(Il)-ion gyors komplexaldsara tervezett ligandumot
alkalmazni (hiszen azonos biodisztribuciot kapunk a PET ¢és MRI
felvételeknél, mivel kémiailag ekvivalens a stabil és radioaktiv izotop
komplexe), az intelligens (pl. pH-érzékeny) d&gensek alkalmazéasa is
egyszeriibbé valik. Ebben a kontextusban a pH-érzékeny, ,,intelligens”
MRI-kontrasztanyagok miikodésének 1ényege, hogy pH-valtozasra a komplex
relaxivitdsa modosul (pl. a koordinacids allapot valtozasan keresztiil). Az
MRI-bdl nyert relaxéacios id6k onmagukban nem elegenddek a kontrasztanyag
koncentraciotol és a pH-tol is fiiggenek. Ezért megbizhatdo pH-kovetkeztetés
akkor adhato, ha a lokalis koncentracio ismert. Ezt a PET képalkoto eljaras
biztosithatja — kiiléndsen, ha ugyanazon komplex *>Mn (MRI-aktiv) és >*Mn
(PET-aktiv) izotopformainak ,koktéljat” alkalmazzuk —, mivel in vivo
fliggetlen informaciét ad a lokalis kontrasztanyag-koncentraciorol. Mivel a
nem radioaktiv és radioaktiv izotoppal képzett komplexek kémiailag azonosak,
biodisztribiciojuk is azonosnak tekinthetd; igy a PET-aktivitaseloszlasbol

visszakovetkeztethetd ~a  molaris  koncentraci6. A PET-alapu
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koncentraciomérés az MRI-vel mért relaxacios valtozasokkal kombindlva
lehetévé teszi a pH (vagy mdas kornyezeti paraméter) kvantitativ
feltérképezését. Erre példa Malikidogo K. P. és munkatarsai munkéjaban
bemutatott megkozelités, amelyben a !SEr(Ill)- és Gd(III)-komplexek
,koktéljat” alkalmazzdk a koncentracié kvantitativ meghatérozasara’'. Az
ilyen tipusu alkalmazasokban azonban égetd sziikség van Un. bifunkcios
kelatorokra  (BFL-kra), amelyek a fémion megkdtéséért felelds
donorcsoportokon  tul  bioldgiai  vektormolekuldkhoz  kapcsolhatd
funkcidscsoportokat is tartalmaznak. Ezen vegyiiletek kore az esetek
tobbségében EDTA-ligandumokra korlatozddtak (bar feltehetéen ezek
Mn(II)-komplexei a [Mn(EDTA)]-komplexnél valamivel jobb inertséggel

rendelkeznek).’”>7

Ahogyan azt korabban is lattuk, a kinetikai vizsgalatok ravilagitottak arra,
hogy a nyiltlanct ligandumok koziil a #ransz-CDTA, valamint a PhDTA
ligandumok Mn(II)-kelatjai kelléen inertek ahhoz, hogy ezen ligandumokbdl
BFL-at képezziink. Ezt kihaszndlva Vanasschen és mtsai. klikk-reakcioval
vektormolekuldhoz kapcsolhatd6 CDTA-szarmazékot allitottak el6. A
ligandum vizsgalatai alapjan a BFL kelator komplexkémiai tulajdonsagai
kicsivel jobbnak is bizonyultak a CDTA anyavegyiilethez képest és a dualis
képalkotasra is alkalmasnak taldltik.’® Valamivel késébb, hasonld
megfontolasokat kdvetve P. Caravan és munkatarsai a PyC3A ligandumot
alakitottak at BFL-ma.”” Optikai képalkotasra is alkalmas Mn(II)-komplexeket
is allitottak eld az EDTA bisz(amid)-szarmazékanak fluoroférokkal valod
funkcionalizalasaval, ezeknek a komplexeknek a relaxivitdsa MR képalkotasra

is alkalmassa teszi a kelatokat.”®
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III. CELKITUZES

A jelen dolgozat célja a Mn(Il)-ion komplexalasara alkalmas kelatorok
szerkezetének célzott fejlesztése és finomhangolasa, a korszerti molekularis in

vivo képalkotasban valo alkalmazas érdekében.

A kutatas legfobb célja olyan kelatorplatform kialakitasa volt, amely Mn(II)-
komplexe megfelel mind a PET, mind az MRI diagnosztikai készitmények
kialakitasahoz sziikséges kovetelményeknek. A kutatds kovetkezé célja a
megfeleld paraméterekkel rendelkezd platform bifunkcids ligandumok
szerkezetébe vald ,,adaptacid” volt. Tovabbi céljaink kozott szerepelt olyan
bifunkcios ligandumok eldallitasa, amelyek ezen platformra épiilnek, és
lehetdvée teszik a kiillonb6z6 mindségli donoratomokat tartalmazé oldallancok
hatasdnak  szisztematikus vizsgalatat a komplexek relaxivitasara,
termodinamikai stabilitasara, kinetikai inertségére, valamint a [>>Mn]Mn(II)-
ionnal vald jelolhetdségre. A legjobban teljesitd bifunkcids ligandum
biovektor molekulaként alkalmazhat6 vegyiilettel (HER2+ mellrak specifikus
antitesttel vagy affitesttel) konjugalni, tisztitani és jellemezni, majd in vivo
kisérletes modellekben is vizsgalni azok bioldgiai viselkedését, képalkotasi

hatékonysagat €s stabilitasat.

Az in vivo egérkisérletekre alapozva a kutatas tovabbi célja annak vizsgélata
volt, hogy a ligandum szerkezetének merevitése és a komplexképzési
tulajdonsagok optimalizalasaval kriptandszeri, keresztkotott ligandumok
létrehozasaval javithato-e a Mn(Il)-komplexek stabilitdsa és kinetikai
inertsége. Ezen tal, célul tliztik ki ezen, 0j ligandumcsaldd bifunkcids
valtozatainak eldallitasat és fizikai-kémiai jellemzdik részletes Osszehasonlitod

elemzését, annak érdekében, hogy feltarjuk azokat a szerkezeti tényezoket,
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amelyek a Mn(Il)-alapt bimodalis kontrasztanyagok diagnosztikai

teljesitményét és hosszu tavu stabilitasat leginkabb befolyasoljak.
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IV. ALKALMAZOTT MODSZEREK ES
KISERLETI KORULMENYEK

IV.1. A makrociklusos ligandumok és komplexeik eléallitasa és

szerkezetiik igazolasa soran alkalmazott modszerek

A kiindulési reagenseket és oldoszereket a Sigma-Aldrich (Burlington, MA,
USA), Tokyo Chemical Industry (Tokid, Japan) és a Fluorochem (Hadfield,
Glossop, UK) cégektdl vasaroltuk meg és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk
fel. Az eldallitott anyagok azonossaganak, valamint tisztasaguk jellemzéséhez
NMR spektroszkopiat hasznaltunk (*H, *C-zgdc és 1°C-JIMOD) 298,0 K-en
Bruker Avance DRX 360 MHz (360,13 MHz - 'H, 90,55 MHz - '3C), Bruker
Avance 1400 MHz (400,13 MHz - 'H, 100,62 MHz - 13C) vagy Bruker Avance
I1 500 MHz (500,13 MHz - 'H, 125,77 MHz - 13C). A kémiai eltolédasokat ()
referenciaolddszer-csticsokhoz kalibraltuk (CDCls-ban 'H, & = 7,26 ppm és
13C, § =77,16 ppm; D20-ban 'H, § =4,79 ppm; 'H, § = CD30D-ban 3,31 ppm
és 1°C, § = 49,00 ppm, CD3;CN-ben 'H, § = 1,32 ppm and '°C, § = 118,26 ppm,
DMSO-ds-ban 'H, § = 2,50 ppm és *C, § = 39,52 ppm).” A 3C-JMOD (J-
modulalt) spektrum a '3C jelek multiplicitasat (metil: kvartett, metilén: triplett,
metin: dublett, kvaterner: szinglett) a teljesen 'H lecsatolt '3C spektrum
jeleinek fazisdban tikrozziik vissza SEFT (Spin-Echo Fourier Transform)
technikat hasznalva. A spektrumokban a metil és metin szénatomok jelei
(paratlan hidrogénszam) pozitiv, a metilén és kvaterner szenek (péros
hidrogén) negativ fazisu jeleket adnak. A termékekrdl a nagy felbontast
tomegspektrumokat (HRMS) a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszékén Agilent 7100-as kapillaris elektroforézis (CE) késziilekkel
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) kapcsolt Bruker maXis II
UHR ESI-QTOF témegspektrométerrel (Bruker Corp., Billerica, MA, USA)

készitették el. A kapcsolatot kapillaris elektroforézis - elektrospray ionizacios
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(CE-ESI) Sprayer interface (G1607B, Agilent) biztositotta, a mintabevitel
pedig 70 cm x 75 pm méretd kapillarison keresztiil tortént elvalasztas nélkiil
(Polymicro, Phoenix, AZ, USA). A tomegspektrométert 4.1-es verzioju
otofControl szoftvert (build: 3.5, Bruker) vezérelte, a spektrumok
feldolgozasat pedig 4.4-es verzigju Compass DataAnalysis szoftverrel
dolgoztuk fel (build: 200.55.2969, Bruker). Az MS mérések a kovetkezo
paraméterekkel késziiltek: pozitiv ionizaciés mod; 0,8 bar porlaszté nyomas,
200 °C szaritogaz-hOmérséklet, 4,5 L/min szaritogaz-aramlasi sebesség,
3500 V kapillaris fesziiltség, -500 V end plate offset, 1 Hz spektralis felbontas,
50-1600 m/z tomegtartomany. A fehérjéket tartalmaz6 mintaknal a kovetkezd
paraméterek voltak eltérdek: 0,6 bar porlaszté nyomads, 4,0 L/min szaritogaz-
aramlési  sebesség, 4500V kapillaris fesziiltség, 300-2200 m/z
tomegtartomany. A bels6 m/z kalibralashoz natrium-formidtot hasznaltak

minden minta esetén.

A reakciok kovetéséhez, a termékek tisztitdsdhoz a kromatografias modszerek
kidolgozasahoz, illetve a termékek tisztasaganak ellen6rzéséhez az analitikai
nagy teljesitményli folyadékkromatografidss (HPLC) méréseket Waters
Alliance 2690/5 HPLC (Waters Corp., Milford, MA, USA) késziilékkel
végeztilk, amely Waters 996 PDA diddasoros detektorral és Waters Alliance
tipustt kolonnatermosztattal volt ellatva. A méréseket gradiens ellicidval,
25 °C-on, 1,00 mL/min aramlési sebességgel kiviteleztiik, Luna C18(2) (150
mm x 4,6 mm, 100 A, 3 um vagy 5 pm, Phenomenex Inc., Torrance, CA,
USA), YMC-Pack ODS AQ (150,0 mm x 4,6 mm, 120 A, 3 pm, YMC
Co.,Ltd., Kioté, Japan) vagy Waters XBridge Shield RP18 (130 A, 2,5 pum,
75 x 4,60 mm, Waters Corp., Milford, MA, USA) kolonnan. Az eluensek
elkészités¢hez MilliQ hatromszorosan ioncserélt 0,2 um-en sziirt vizet, illetve
gradiens kromatografidban hasznalhatd mindségli acetonitrilt, metanolt és

TFA-t (VWR International Kft.) hasznaltunk. A méréseket és az eredmények
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kiértékelését Waters Empower 3 szoftver segitségével kiviteleztiik. A
mikrohulldmu  aktivalast igényl6 reakciokat CEM Discover tipust
mikrohulldma szintézisreaktorban (CEM Corp., Matthews, NC, USA)
végeztiik, dinamikus (alland6 homérsékletii) izemmodban és a reakcidk soran

erds keverést alkalmaztunk.

A termékek normal-fazisu folyadékkromatografias (flash NP-LC) tisztitasat
CombiFlash® EZ Prep kompakt (flash/preparative) kromatografias rendszeren
(Teledyne Isco Inc., Lincoln, NE, USA) végeztik, amely beépitett diddasoros
detektorral (PDA) rendelkezett, az elvalasztasok pedig RediSepRf® Gold
szilikagél eldobhato flash kolonndn (40 gram, 60 A, 20 - 40 pm, Teledyne Isco
Inc., Lincoln, NE, USA) torténtek. A preparativ forditottfazisu tisztitdsokat
(prep RP-HPLC) pedig moduléris YL91110s kvaterner pumpaval és YL9120s
UV/Vis detektorral szerelt YL9100 (Youngln Chromass, Anyang-si Dél-
Korea) kromatografids rendszeren végeztiik, Luna C18(2) preparativ kolonnan
(250 mm x 21,2 mm, 100 A, 5 um vagy 10 pm, Phenomenex Inc., Torrance,
CA, USA) gradiens eluciot és 25,00 mL/min dramlasi sebességet alkalmazva.
Az eluensek elkészitéséhez itt is MilliQ hatromszorosan ioncserélt 0,2 pm-en
szlirt vizet, illetve gradiens kromatografidban hasznalhatd mindségii
acetonitrilt, metanolt és TFA-t (VWR International Kft.) hasznaltunk. A
fehérjék és konjugatumok analiziséhez XBridge Peptide BEH C18 OBD
kolonnét (150 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um, Waters Corp., Milford, MA, USA),
a tisztitasukhoz pedig XBridge Peptide BEH C18 OBD Prep kolonnat
(150 mm x 10,0 mm, 300 A, 5 pum, Waters Corp., Milford, MA, USA)

hasznaltunk.
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IV.2. Egyensulyi, relaxometrias mérések és a komplexek kinetikai

vizsgalatai

A ligandum protonalédasi allandéit (log Ki'') a kdvetkezéképpen adhatjuk
meg:

1=1,2,..,5, [HiaL] a ligandum (i = 1) ill. annak protonalt formai (i =2, ...,
4), és [H'] a hidrogénion egyensulyi koncentracioja.

A fémkomplexek stabilitdsi, valamint protonalddasi 4allandoit a

kovetkezOképpen definialhatjuk:

K _ﬂ Q)
W ML]
oo __ [MHL] 3
AT [MH; L] [HY]
a @

Kmion = MLOH]|[H"]
ahol és i = 1 a protonalt komplexre. Az analitikai vizsgalatok esetén hasznalt
vizes oldatok elkészitésénél haromszorosan ioncserélt Milli-Q® vizet
hasznéltunk. A MnCl, és ZnCl, térzsoldatokat analitikai reagens mindségii
vegyszerekbodl készitettiik és a koncentracidjukat a komplexometrids titralassal
hataroztuk meg standardizalt Na2H2EDTA torzsoldattal. A MnCly titraldsahoz
eriokromfekete T indikatort hasznaltunk, aszkorbinsav, kalium-hidrogén-
tartarat 10-es pH-ju ammonium-klorid puffer jelenlétében. A ZnCl; torzsoldat
esetén a minta pH-jat hexaminnal 6-os fol¢ allitva xilenolnarancs indikéator
mellett titraltuk.

Az egyensulyi vizsgalatokat pH-potenciometrids titralassal végeztiik, kivéve a
3,9-PC2AMPPBnPCOH Jigandum Mn(IT)-komplexe esetén, ahol kiilonmintas
"H-relaxometriat hasznaltunk a kelat lassi képzddése miatt. A titralas soran
kapott térfogat-pH adatpérokat ill. a kiilonminték esetén kapott pH-relaxivitas
adatparokat PSEQUAD program segitségével illesztettiik.®" A titraldsokat
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Metrohm 785 DMP Titrino automata titrator segitségével végeztiik, és a pH
méréséhez Metrohm 6.0234.100 kombinalt pH-elektrodot hasznaltunk
(Metrohm AG, Herisau, Svdjc), melyet kétpontos kalibracidos modszerrel
kalibraltunk be 4,005-es pH értéki kalium-hidrogén-ftalat és 9,177-es pH
értékli natrium-tetraborat pufferek alkalmazasaval. Az adott koriilményekre
jellemzd elektrod diffuzids potencidlt figyelembe vevd korrekcios (A) faktort,
valamint vizionszorzatot (pKy) a minta titralasa eldtt Irving €s mtsai. altal
javasolt médszerrel hatdroztuk meg.®! Az értékeket 0,02 M-os HCI oldat 0,15
M NaCl ioner6sség melletti titralasi gorbéjébol szamoltuk, a korrekcids faktort
a savas tartomanyban (pH < 2,5) mért és szamolt pH értékek kiilonbségének
atlaga, mig a vizionszorzatot a lugos tartomanyban (pH > 11,0) szamolt pOH
¢s mért pH korrigalt 6sszegének atlaga adta.

A ligandumok protonalddasi allandoit ill. Mn(II)-komplexeik stabilitasi
allandoit 2,5 mM-os ligandumoldat Mn(Il)-ion nélkiil ill. jelenlétében,
standardizalt, elhanyagolhaté karbonattartalmi NaOH-oldattal torténd
titralasaval hataroztuk meg 1,75 - 11,80 pH-tartomanyban, 5 pL-es
részletekben adagolva és 40 s egyensuly beallasi id6t hagyva a mintanak. A
mintak 0ssztérfogata 5 mL kortili volt, a pontos térfogatot az automata pipettak
térfogatkalibracioja utdn kaptuk meg, amit a bemérések utdn ismert
hémérsékletli viz mérlegen lemért tomegének segitségével szdmoltunk. A
mintdk 0,15 M NaCl ionerdsséget tartalmaztak, a titraléedényt végig 25,0 °C-
on tartottuk és a titrdlast N» atmoszféra alatt végeztiik. A relaxometrias
vizsgalatokhoz Bruker minispec mq20 (0,47 T) és mq60 (1,41 T) (Bruker
Corp., Billerica, MA, USA) asztali relaxométereket hasznaltunk.

A 3,9-PC2AMPPBn?COM  Jigandum  Mn(IT)-komplex  stabilitasanak
meghatarozasdhoz alkalmazott kiilonmintds mddszer esetén tiz, ligandumot és
a Mn(Il)-iont (2,0 mM koncentracidban) tartalmazo, allandd ionerdsségii

(0,15 M NaCl) mintat készitettiink 1,66 - 4,73 pH-tartomanyban, majd két
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hétig vartunk az egyensuly bedlltara, és ezt kdvetden megmértik 71 és 7>
relaxacios idejiiket 25 °C hdmérsékleten és 1,41 T térerén. A mérést tovabbi
két hét elteltével megismételtiik annak érdekében, hogy a mintdkban biztosan
bealljon az egyensuly, majd ezt kovetden megmértiik a pontos pH-értékiiket.

A komplexek relaxivitasat (rip és r2p) 4 ligandum felesleget és 4 Mn(II)-ion

ey

crer

[Mn(3,9-CB3C?PCBn?COM)] esetén, ahol a mintdk az eldre elkészitett
komplexet tartalmaztak valtoz6 koncentracioban. A mintak ossztérfogata 0,3 -
0,4 ml volt és 0,15 M NacCl ionerdsséget, valamint 0,05 M 7,4-es pH értéki 2-
[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil]-etanszulfonsav (HEPES) puffert tartalmazott.
A mintatér hémérsékletét 25,0 ill. 37,0 °C-ra allitottuk be, amit termosztattal
szabalyoztunk. A vizsgalt komplexek 7, értékeit inverzid visszaépiilés
modszerével (180°-t-90°) hataroztuk meg, 10-14 kiilonbozo t késleltetési
iddvel kapott 3 - 6 mérés atlagolasaval, mig az ry, értékeit Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) spin-echo szekvenciaval, minden esetben minimum 6
T1 1d6 késleltetéssel a mérések kozott. A relaxivitas értékeket a Mn(II)
bemérési koncentracid — relaxacids sebesség adatparokra illesztett egyenes
meredekségébdl kaptuk.

A relaxivitas pH-fiiggését relaxometrids titralassal vizsgaltuk, mely soran a
pH-pontenciometrias komplex stabilitds meghatarozasnal ismertetett modon
allitottuk Ossze a titralasi mérést, €s a titralas eldrehaladtaval bizonyos pH-
egységenként mintdkat vettiink. A 300 - 400 pL térfogati mintak kivétele elott
a lug adagolédsat ledllitottuk, ezutan 71 ¢és 7> relaxacidjukat 25 °C-ra
termosztalva, 1,41 T térer6n mértiik. A mérés végeztével a relaxcsOben 1évd
folyadékot visszatettiik a titraldéedénybe, leolvastuk a pH-t, majd folytattuk a
titralast. A mérési adatok feldolgozéasanal a kapott relaxaciosebességekbol

kivontuk a viz adott kdriilményekre vonatkozd diamagneses hozzéjaruldsat
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(Ria = 0,34 57!, Roa = 0,49 5! (I = 0,15 M NaCl)), és a higulassal korrigalt
Mn(II)-koncentraciéval normaltuk, ami az r1p értékeket eredményezte. A mért
pH értékeket szintén a fentebb részletezett mdédon meghatarozott 4 faktorral

korrigaltuk.

A PC2A-szarmazékok inertségének vizsgalatdhoz az irodalomban gyakran
alkalmazott, Caravan ¢s mtsai. altal javasolt koriilményeket hasznaltuk. A
Zn(I1)-ionok altal kivaltott fémioncsere-reakciot a 7> relaxacios idok idébeli
valtozasanak mérésével kovettiik nyomon, 6,0-os pH-n, amelyet 50 mM-os 2-
(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES) pufferrel allitottunk be.”” A mintak 1
mM Mn(II)-komplexet és 25 ekvivalens Zn(II)-ion felesleget tartalmaztak, a
reakciot 37,0 °C-on, 1,41 T téreron kovettiikk. A 25 ekvivalens Zn(II)-ion
jelenléte biztositotta a pseudo-elsérendli kinetikai feltételeket, igy a
latszolagos sebességi egylitthato az alabbi egyenletre vald illesztéssel volt

R, = R, + (Rg — Ry,) * e Kobst )
ahol Ry, R, illetve R, rendre a ¢ iddpillanatban, a reakci6é kezdetekor €s az
egyensuly bedllasa utani, illetve R> relaxéaciosebesség értékeit jeldli.
A keresztkotott szarmazékok esetén a Mn(Il)-komplexek inertségét H'-
kompetici6 altal kivaltott disszociacido mérésével hataroztuk meg. Ehhez tiz,
készitettiink, melyek Ossztérfogata 300 uL volt és 1 mM Mn(Il)-komplexet,
valamint 1,0 M ionerdsséget tartalmazott, amit a HCI ¢és NaCl
0sszkoncentraciojabol adodott. A reakcidkat 25,0 °C-ra termosztalva kovettiik
a minta 7> relaxacios idoinek 1,41 T téreron vald mérésével.
A keresztkotott szarmazékok komplexképzdodési sebességét 1 - 1 mM
ligandum és MnCl, reakciojat kovetve vizsgaltuk relaxometridsan. A mintak
300 uL ossztérfogatiiak voltak és 0,05 M 7,4-es pH értékit HEPES puffert,
valamint 0,15 M NaCl ionerdsséget tartalmaztak. A képzddési reakciot 25,0

°C-on on ill. 37,0 °C-on, 1,41 T térer6n kovettik a 7> relaxacios idok mérése
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segitségével. Az igy kapott adatokat méasodrendi kinetikai modell segitségével
illesztettiik az alabbiak szerint:

_ Ro+ RoR. k't — R,,’K't
E 14 Ryk't — R k't

S))

ahol k= (Ro - Rx) * co * kobs, melybdl co a kiindulési reaktansok koncentracioja
(amelyek egyenlok egymassal), kobs a latszolagos moldris masodrendi
sebességi egylitthatd, k£’ a latszélagos relaxivitds-valtozds masodrendii
sebességi egylitthatdja, ¢ az eltelt idd, valamint Ry, Ro illetve R, rendre a ¢
iddpillanatban, a reakcid kezdetekor és az egyensuly bealldsa utdni R
relaxéciosebesség értékeit jeloli.

Az integralt masodrendi sebességi egyenletbdl megadhatjuk a sebességi
sziikséges 1d6t, a reakcid érdemi végbemenetelét igy 99%-0s konverzidnak

véve a reakcididot az alabbi egyenlettel szamolhatjuk:
99
B Cok

aholco a kiindulasi reaktansok koncentracidja (amelyek egyenl6k egymassal),

t (6)

k a masodrendil sebességi egylitthato, ¢ pedig a reakcidido.

IV.3. Ligandumok jelolésoptimalizalasa [3*Mn]Mn izotoppal
(Atommagkutato Intézet)

A kisérleteket a HUN-REN az Atommagkutat6 Intézet (Debrecen) Ciklotron

Alkalmazasi Laboratériumaban végeztiik.

1V.3.1. A [*’Mn]Mn radioizotép elédllitisa

A radiokémiai kisérletekhez haszndlt Gsszes olddszer “trace grade” tisztast
volt, ami ppb szintli fémionmentességet jelent. Az ultranagy tisztasagua HCl-ot

a VWR-té1 vasaroltuk. A >*Mn izotdpot 18 MeV-os protonnyalabbal torténd
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besugarzassal llitottuk eld természetes Cr targeten >2Cr(p,n)**Mn reakcidban
HUN-REN  Atommagkutato  Intézet (Debrecen) MGC-20 tipusu
ciklotronjaban. Az aktivitdisméréseket AtomLab 500 ddéziskalibratorral
végeztikk. Az eldallitott [>>Mn]MnCl, radioizotop tisztitasat egy korabban
kozolt modszer alapjan végeztiik, amely AG® 1-X8 (200-400 mesh, 115x15
mm, kloridos forma, Bio-Rad) tipusu anioncseréld gyantat €s tomény sosavat

hasznal .’

A besugarzast kovetden a céltargyat egy ¢éjszakan keresztiil 6M-os
HCl-ban oldottuk, hogy a kromot és a képzddott mangant klorokomplex anion
formaba vigyiik. Az oldatok 6vatos szarazra parlasat kdvetden 4 mL tomény
sosavban oldottuk vissza a mintat, amelyet ezutan oszlopra vittiink fel.
A mintafelvitelt megel6zéen az oszlopot 3-szoros kolonnatérfogatii tomény
sosavval el6kondicionaltunk. A kolonnat kb. 25 mL tdmény s6savval mostuk,
mikozben a CrCls (z6ld szin) eludlodott az oszloprol, majd ezt kovetden
kb. 15 mL 6M-os HCl-al eludltuk a >*Mn radioizotopot. A radioizotopot
tartalmazd frakcidkat beparoltuk, majd visszaoldottuk Milli-Q vizben.

Az elvalasztds utan °Mn izotopot tartalmazd oldatok atlagosan 50 MBq

aktivitasuak voltak 200 pL térfogatban.

IV.3.2.4A  3,9-PC2ABn?COH, ¢ 3.9-PC2MABn’C?H ¢és a  3,9-
PC2AMPPBnPCO " bifunkcios  ligandumok  jelolésoptimalizdldsa

[P’Mn]Mn radioizotéppal

Vizsgaltuk a  3,9-PC2ABn#COH 3 39-PC2MABnCOH &5 g
3,9-PC2AMPPBn?COH  Jigandumok **Mn radioizotoppal torténd jelolési
hatékonysagat kiilonb6zd ligandumkoncentraciok esetén (3,9-PC2ABn?COH;
2,19, 21,9, 219 uM, és 2,19 mM; 3,9-PC2MABn?CO?H: 2 07, 20,7, 207 uM,
és 2,07 mM; 3,9-PC2AMPPBnPCOH: 169, 16,9, 169 uM, és 1,69 mM)
szobahdmérsékleten, illetve a 3,9-PC2AMPPBn?COH esetén 37 °C, 50 °C, és
85 °C-on is. A mintak készitésekor 1 uL Milli-Q vizben oldott >*Mn (~70 kBq)
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cyey

5 mM HEPES puffert (pH = 7,0) tartalmaztak. A reakcidelegyek iddbeli
lefutasat Gabi Star RA (250 pL loop, Raytest, Straubenhardt, Németorszag)
radioaktivitds detektorral ellatott HPLC kromatografids rendszer (Knauer
Smartline, Berlin, Németorszag) segitségével vizsgaltuk. Az analizisekhez
YMC-Pack ODS AQ (150,0 mm x 4,6 mm, 120 A, 3 um, YMC Co.,Ltd.,
Kioto, Japan) forditottfazisi kolonnat hasznaltunk, 1,00 mL/min aramlési
sebességet €s gradiens eluciot (A eluensként: 20 mM foszfat puffer pH = 6,0
B eluensként: acetonitrilt). A 3,9-PC2ABn?€OH  3.9.PC2MABn/CO:H
ligandumok esetén 5 perc, valamint 0,5, 1,0, 1,5 és 2,0 6ra utan vettiink mintat,
a 3,9-PC2AMPPBn?COH Jigandum esetén kiegészitettiik a 4,0, 5,0 és 6,0 Oras
mintakkal, mivel a nem radioaktiv izotoppal végzett vizsgalatoknal azt
tapasztaltuk, hogy a bisz(amid)-szarazék lassabban képez komplexet Mn(II)-

ionnal, mint a tobbi vizsgalt szarmazék.

1V.3.3. 4 3,9-CB30?PC és a 3,9-CB3°?PCBnP 2 kriptit tipusu ligandumok

jelolésoptimalizalasa [P>Mn]Mn radioizotéppal

A 3,9-CB3O?PC, ill. a 3,9-CB30?PCBnP O ligandumok szerkezetiikbdl
adodoan még nagy pH-n is lassan képeznek komplexet, igy ezen vegytiletek
esetében a cél nem a kelator koncentracidé vagy a pH hatasanak a vizsgalata
volt a jelolésre, hanem azt feltarni, hogy képesek-e egyaltalan megfeleld
mértékben megkotni a ligandumok a radioizotopot. A 3,9-CB30ZPC
alapligandum esetén a jeloléseket 1,0 mM, mig a 3,9-CB3O2PCBn?COH esetén
5,0 mM ligandum koncentracional végeztiik el, szobahdmérsékleten, valamint

90°C-on, ill. 6,0-0s, 7,0-es és 8,0-as pH-n.
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IV.3.4. [>Mn][Mn(3,9-PC2ABn?COH)],  [2Mn][Mn(3,9-PC2MABn?CO?Ht)],
[’Mn][Mn](3,9-PC2AMP?Bn?0H)]  radioaktivan jelolt komplexek

transzkelacioja transz-CDTA kicserélo ligandummal

A [*Mn][Mn(3,9-PC2ABn?C021)] - [ Mn][Mn(3,9-PC2MABn?CO2H)],
[*>Mn][Mn](3,9-PC2AMPPBn?CO2H)]  aktiv  komplexek  transzkelacids
reakcidit transz-CDTA-val a kovetkezOkképpen vizsgéaltuk. A jelzett
komplexeket frissen készitettiik: 300 uL ligandumra nézve 20 uM-os (3,9-
PC2ABn?COH; 21,9 puM; 3,9-PC2MABn?COH; 20,7 uM;
3,9-PC2AMPPBnPCOH: 16 9 uM), HEPES pufferre nézve 5 mM-os mintakhoz
adtunk 1,0 uL **Mn-t (~70 kBq, Milli-Q vizben feloldva), majd 1 oran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubécios id6 elteltével 6,6 pL
100 mM koncentracidji transz-CDTA oldatot adtunk az elegyhez és a IV.3.2.
fejezetben részletezett HPLC-s mddszer segitségével kovettiik a reakciokat

1-, 4-, 8-, 12-, 24-, 48-, és 96 oras idOpontokban torténd mérésekkel.

IV.4. Ligandumok jelolésoptimalizalisa [3>Mn]Mn izotoppal
(Scanomed Kft.)

A kisérleteket a Scanomed Kft. debreceni kutato laboratériumaban végeztiik.

1V.4.1. A *>Mn radioizotép elédllitisa

A Mn el6allitdsat a Scanomed Kft. debreceni telephelyén szintén
ciklotronban allitottuk eld, magnézium matrixban kevert természetes krompor
14 MeV protonnyaldbbal torténd besugdrzasaval. A besugarzott céltargy
magnézium tartalmat 10% (m/m) HNOs-ban oldottuk, majd a visszamaradt
krom port 3 mL vizzel mostuk kétszer, a maradék HNOs eltavolitasa érdekében
Ezt kovetden a maradékot 2 mL tdmény soésavban oldottuk fel 95 °C-on 1,5 ora

alatt. Az oldatot abszolut etanollal higitottuk ugy, hogy a tdmény HCI
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végkoncentracidja 3% (V/V)-os 10,82 M-os HCI legyen abszollt etanolban.
Ezt AG 1-X8 (350 mg) anioncseré¢ld oszlopra vittiik fel, amelyet elézetesen
5 mL 0,1 M-os ultratiszta HCI-al, 10 mL ultratiszta vizzel és 10 mL 3% (V/V)-
os 10,82 M-os HCIl-al (abszolit -etanolban) kondicionaltuk majd a
[>>Mn]MnCls-ot 0,5 mL ultratiszta 0,1 M-os HCl-al elualtuk. Ezutdn a kapott
frakciét szarazra paroltuk ¢és a teljes tisztitdsi Iépést még kétszer
megismételtilk, a masodik és harmadik 1épésben a szaraz [**Mn]MnCl-ot
300 uL 10,82 M ultratiszta HCl-ban oldottuk fel majd 9,7 mL abszolut
etanollal higitottuk. A masodik és harmadik tisztitds soran mar csak 300 és
250 mg-os gyantatoltetet hasznaltunk. Ezt kovetden a jeldlést zavard fémionok
(vas, cink és réz) eltavolitasa végett elvégeztiink még egy rovid tisztitast. A
harmadik tisztitdst kdvetden a >*Mn oldatot (0,1 M HCI) szarazra paroltuk,
majd visszaoldottuk 200 uL. 3 M HCl-ban, amit ezuttal egy 100 mg-os 3 M-os
HCl-dal kondicionalt DGA gyantara vittiink fel. A >*Mn izotépot 2 x 150 uL
3 M-os HCl-al eludltuk és a gytijtott frakciokat szarazra paroltuk, majd 0,1 M-
os ultratiszta HCl-ban oldottuk vissza. Az oldatok aktivitasait ISOMED 2010
tipusi  doziskalibratorral mértik meg ’Mn-csatorndn, amelyeket

gammameérésekkel kalibraltunk.

1V.4.2. A 3,9-PC2ABn? %! ligandum részletes jelolésoptimalizilisa
[P’Mn]Mn radioizotéppal

A Scanomed Kft. munkatarsaival részletesen vizsgaltuk a pH, a hdmérséklet
¢és a ligandumkoncentracié hatasat az allatkisérletekhez kivalasztott
3,9-PC2ABn O™ Jigandum >*Mn izotoppal torténd jelolésére. A pH és a
3,9-PC2ABn?C O™ Jigandum koncentracidjanak hatasat vizsgaltuk a
radiokémiai tisztasdgra (RCP - radiochemical purity) 1, 3, 10 és 30 uM-os
ligandumkoncetracidknal 3 - 7 kozotti pH-tartomanyban. A reakcidkhoz 10 pL
[**Mn]MnCl, oldatot (~200 kBq), 80 uL pufferoldatot és 10 pL 10, 30, 100
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vagy 300 puM-os ligandumoldatot kevertiink 0Ossze a megfeleld
ligandumkoncentracié eléréséhez. A 4 - 6 kozti pH-tartomanyban natrium-
acetatot (0,5 M; ultratiszta), mig 7 - 8 kozotti pH-tartomanyban HEPES
(0,5 M; cellpure®) hasznaltunk pufferként. A reakciokat Eppendorf csévekben
végeztik 5 perces reakcididével 25 és 95 °C-on szarazfiirdében. A
3,9-PC2ABn? oM Jigandum >*Mn izotoppal torténd jeldlését Raytest miniGita
Star vékonyréteg kromatografias szkennerrel kovettiik. A reakcioelegyekbdl
3 nL-eket cseppentettiink szilikagéllel impregnalt {iveg makroszalas
kromatografias papirra (iTLC-SG), amelyet 0,5 M-os natrium-citrat (pH = 5,5)
eluenssel futtattunk. A >?Mn(Il)-ion citrat komplex formaban elualodott az
oldoszer fronttal (Rr=0,8 - 1,0), mig a [*Mn[Mn(3,9-PC2ABn?C02H)]

komplex retencios tényezdje 0,1 - 0,2 kdzott volt.

IV.5. Kisallat PET/MRI képalkotas

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
engedélyezte (engedélyszam: 16/2020/DEMAB). A laboratoriumi allatok
tartasa és kezelése az Eurdpai Unio allatjoléti iranyelveinek és rendeleteinek

¢s a magyar torvények vonatkozé paragrafusainak megfelelden tortént.

A tumor indukcidjdhoz 4T1 (tripla negativ egér emldérdk) és MDA-MB
(HER2+, HER?2 tulexpresszalt emberi emldrak) sejtvonalakat hasznaltunk. A
sejtvonalakat a Debreceni Egyetem biztositotta szamunkra. A tanulmany soran
14 hetes ndstény CB17 SCID egereket ((n = 3); Animalab Kft., Budapest)
hasznaltunk. Az egereket steril koriilmények kozott, egyedileg szelldztetett
ketrecben (IVC - individually ventilated cages) tartottuk és ad libitum
(adagolas nélkiil) médon kaptak steril taplalékot és vizet. Egy egeret MDA-
MB (HER2+), két egeret pedig 4T1 sejtvonallal injektaltunk. Az egerek sulya
23 -24 g volt és mind a két csoport két injaktalast kapott az adott sejtvonalbol.

Az egyik injektalast szubkutan végeztiik a vall teriiletére, a masodikat pedig
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intramammalisan az ortotop helyére 1agyéktaji mellzsirparndba. Az injekciok
5x10° sejtet tartalmaztak 100 pL séoldat formajaban. A tumor sejtek beoltasat
kovetd 9 - 22 nappal, amikor a xenograft-ok elérték a 6 - 7 mm-es maximalis
atmérot, az egerekbe intravénasan az oldals6 farokvénan keresztiil injektaltuk

a radiofarmakont (2,7 = 0,7 MBq).

A PET/MRI vizsgalatokat egy preklinikai nanoScan PET/MRI 1T (Mediso
Kft., Magyarorszag) segitségével végeztiik. 3%-os izoflurant alkalmaztunk a
belégzéses altatashoz/érzéstelenitéshez, a fenntartasahoz pedig 2%-osat,
oxigénnel (1,0 - 2,0 L/min) és N20O-dal (0,8 - 1,0 L/min) kiegészitve. Az
egereket a szkennelés idejére egy specidlis szkenneld agyra helyeztiik
(MultiCell Imaging Chamber, Mediso Kft., Magyarorszag), amely fenntartotta
az egerek testhomérsékletét és megakadalyozta mozgasukat. Mindkét
csoporton az injektalast kovetden 4 oras, 1, és 3 napos PET felvételeket
készitettiink, a 4T1 daganatos egerekénél ezt kiegészitettiik 2 napos kovetéssel
is. Az egyes PET mérések 20 percesek voltak, 98,5 mm latomez6t (FOV - field
of view) és 400 - 600 keV-os energia ablakot hasznaltunk. Egyidejlileg az
anatomiai referenciaként 77 gradiens echo MRI felvételeket készitettiink 0,5
mm szeletvastagsaggal, 50 szelettel és 20°-os kibillentési szdggel. A
felvételeken maximalis valoszinliségli varakozasmaximalizalas (MLEM -
maximum likelihood expectation maximization) rekonstrukciot végeztiink el
csillapitaskorrekcioval, véletlen korrekcidval €s szoraskorrekcidval a Nuclide
szoftver (Mediso Kft., Magyarorszag) segitségével. Ezt kovetden az InterView
FUSION szoftver (Mediso Kft., Magyarorszag) segitségével a rekonstrudlt
képekbdl 3 mm atmérdjii ROI-kat (region of interest) és VOI-kat (volume of
interest) rajzoltunk a tumorok ¢és a fobb szervek folé, amelyek a vérkészlet, a
maj, a vese ¢€s az izom, mint hattérreferencidk voltak. A tumorok és a szervek

felvételei a standardizalt felvételi érték (SUV - standardized uptake value)
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egységében lettek mérve, amit a kdvetkezo képlet segitségével szamitottuk ki:

SUV = [ROI-aktivitas (MBg/mL)]/[beadott aktivitas (MBq)/ allat stlya (g)].
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V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
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3. abra 4 fejezetben targyalt ligandumok szerkezeti képletei.

Ebben a fejezetben a PCTA-bol szdrmaztathat6 3,6- és 3,9-PC2A, a 3,9-
PC2A-bdl eldallitott bifunkcios (3,9-PC2ABn?N02, 3,9-PC2ABn#CO2H, 3.9.
PC2MABn?C0H 3 9_.PC2AMPPBnrCOH) jlletve a szintén 3,9-PC2A analdg
kriptat tipusu alap (3,9-CB8C?PC) ¢és bifunkcios (3,9-CB30?PCBn?COH)
kelatorok (3. abra), valamint Mn(I)-komplexeik eldallitasat, fizikai-kémiai

vizsgalatat targyaljuk.
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V.1.A ligandumok eléallitasainak ismertetése

A dolgozatban vizsgalt ligandumok piklén (6) (3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan) makrociklus alapt vegyiiletek. A piklén (6) harom
makrociklusos szekunder amincsoportjanak funkcionalizélasa tobbféle
szintézis stratégia mentén valdsithatd meg feltéve, ha nem harom egyenértékii
oldallancot szeretnénk elhelyezni a makrocikluson.®> A makrociklus

,,,,, H _
10,33, log K> = 7,83, log K3 = 1,27 (1 = 0,1 M KNOs, 25 °C)) jelentdsen
eltérnek egymastol, és protonalddasuk jellegzetes sorrendet kovet.3? Elso
Iépésben a piridinnel szembeni tramsz-helyzetli (6-os helyzetli) nitrogén
protonaldodik, ezt koveti az egyik cisz-helyzetii (3-as vagy 9-es N-atom)
nitrogén ¢€s ezzel egyiddben a jobb toltésmegoszlas miatt az els proton a 6-0s
helyzetbdl atvandorol a masik 9-es (vagy 3-as) nitrogénre, végiil, nagyon kis
pH-n ezt kdveti a 6-os nitrogén protonalddasa. Mindezek ismeretében a
szekunder aminok részleges vagy szelektiv alkilezése véddcsoport(ok)
alkalmazasa nélkiil is elvégezhetd, azaz a protont ,kvazi véddcsoportként”
hasznaljuk. pH ~ 9 kérnyékén nagyrész 3-as és 9-es, mig pH =4 - 5 kozott 6-

os helyzetben szubsztitualt terméket allithatunk eld.

Ezt a szelektiv alkilezési modszert (jeloljik Mii-el, a késObbi azonositas
érdekében) megvalosithatjuk vizes kozegben, hasonlo stratégiat kdvetve, mint
Kovics és mtsai. diszubsztitualt ciklén szarmazékok szintézise soran.
Ugyancsak az emlitett megkozelitést alkalmaztak W. D. Kim és munkatarsai,
amikor pH = 8,6-on tilnyomorészt szimmetrikus, kétszeresen helyettesitett

piklén szarmazékokat (3,9-PC2MeCN (15) és 3,9-PC2A (16) szintetizaltak.®

Szerves oldoszerben (M1.2) a megfeleld bazis hasznalataval is alkalmazhatjuk
ezt a stratégiat, acetonitril olddszerben kristalyvizes natrium-acetatot

hasznalva bazisként féként 3,9-helyettesitett terméket kapunk, ennél erésebb
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bazist hasznalva (pl. piridin, NaHCO3, KoCO3, NaxCOs, DIPEA, ill. TEA.)

kizarolag haromszorosan alkilezett termék keletkezik.

Egy masik megoldas a véddcsoportok alkalmazdsa. Ha nem szimetrikus
terméket szeretnénk eldallitani, akkor a Mariane Le Fur és munkatarsai altal
bemutatott modszert (M2.1) alkalmazva els6 korben az egymas melletti cisz- és
transz-nitrogéneket oxalamid-gytrt képzésével védhetjilk meg dietil-oxalat
segitségével ¥ A piklén-oxalat (7) szabad, 3-as helyzetii szekunder
nitrogénatomja alkilezhetd, vagy masfajta védécsoporttal (pl.: Alloc - alliloxi-
karbonil, Fmoc - fluorenil-metiloxi-karbonil, Ns - Nozil) védhet6. Az oxalat

véddcsoportot késdbb savas hidrolizissel tdvolithatjuk el.

Amennyiben szimmetrikusan helyettesitett szarmazékok eldallitasa a cél
kiindulhatunk (M2.2) a 3-as és 9-es helyzetben Ns, és 6-os helyzetben Boc
(terc-butil-oxi-karbonil) véddcsoportot tartalmazé piklén szarmazékbol (10),
melyrdl szelektiven tavolithatéak el akar a nozil véddcsoportok (pl. bazikus
kozegben, tiofenollal mint S-nukleofil), vagy akar a Boc véddcsoport savas
hidrolizissel (pl.: TFA/diklérmetan). A felszabaditott szekunder aminok pedig

igy mar szabadon helyettesithetdek a megfeleld funkcidscsoporttal.
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V.1.1. Piklén és védett szarmazékainak elodllitasa
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4. abra Piklén (6), piklén-oxaldt (7) és 3,9-diNs-6Boc-PC (10) elédllitisa:

(i) SOCla, 0 °C — 90 °C, 4 h (82%); (ii) TsCl, NaOH, Et:O/H20, RT, 24 h (90%); (iii) K2COs, Ar-atm.
ACN, 85 °C, 48 h (86%); (iv) cc.H2S04, 180 °C, 4 min (73%); (v) dietil-oxalat, MeOH, RT, ON
(85%); (vi/l) etil-trifluoracetat, CH2Clz, 0 °C, 30 min, — RT, 60 min; — Boc20, 5 h (85%); (vi/2)
NaOH-oldat, MeOH, RT, 6 h (94%); (vi/3) pNs-Cl, TEA, DKM, 0°C — RT, 12 h (82%); (vii) K2COs,
ACN, 85 °C, 48 h (99%).

A piklént (6) és a 3,9-Ns-6-Boc-piklént (10) korabban mar az irodalomban
leirt modon allitottuk eld (4. abra). Mind a két szarmazék kiindulopontja, a
2,6-bisz(klérmetil)piridin (2) vegylilet, amelyet dialkohol szdrmazékbol (1)
allitottunk el6 tionil-kloridban val6 forraldssal, H. Su és mtsai. altal javasolt
modszerrel.’” A dietilén-triamin (3) vegyiiletet nem szelektiven védtiik tozil
véddcsoportokkal 4-toluolszulfonil-klorid segitségével, vizes NaOH oldat és
dietil-éter keverékében.®® A gylirlizarast inert argon atmoszféra alatt végeztiik,
kihevitett kalium-karbonat bazis mellett acetonitrilben. A tritozilalt
makrociklusrél (5) a véddcsoportokat tomény kénsavban vald 4 perces 180 °C-
os fézéssel tavolitottuk el, majd pH > 13-on extrahaltuk kloroformmal, igy
jutottunk a szabad piklén (6) bazikus formijahoz.®> A piklén-oxalatot (7)
Mariane Le Fur és munkatarsainak leirdsa alapjan készitettiik el, piklén (6)

bazis és dietil-oxalat metanolban kevertetésével.®
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A nem szimmetrikusan védett piklén (10) eldallitaisahoz a 3,9-Ns-6-Boc-
dietilén-tetraamint (9) Andreas Blum és mtsai. altal javasolt modon allitottuk
el6.®* A kiindulasi amin (3) primer amino csoportjait, ideiglenesen primer
aminocsoportra szelektiv trifluoracetamidként védtiik meg, etil-trifluoracetat
hasznalataval, majd ,,one-pot” reakcidban terc-butil-oxi-karbonilként védtiik a
szabad szekunder amint. A trifluoracetamidok lagos hidrolizisét kdvetden 4-
nitrobenzol-szulfonamidokra  (Ns) cseréltiik  azokat, 4-nitrobenzol-
szulfonilklorid (NsCl) hasznalataval. A gylriizarast J. -M. Siaugue és mtsai.
altal leirt modon végeztiik, K2CO; bazis mellett acetonitrilben forralva, igy
jutottunk a 3,9-Ns-6-Boc-PC (10) vegyiilethez.”

R

I -~
N
NTY N NTY N NH
H
OJ\H/N\) viii OJ\H/N\) o ix I\/N\)
o [¢]
piklén-oxalat (7) 3-Alloc-PC-oxalatot (11) 3-Alloc-PC (12)
| N ~ N
. ® B
N N N
Ns=N H N=Ns Ns=N N=Ns NH NH
K/ N \) X K//L\) xi K//L\)
—— —
‘Bu0” ~0O ‘Bu0” 0O
3,9-diNs-PC (13) 3,9-diNs-6-Boc-PC (10) 6-Boc-PC (14)

5. dbra 3-Alloc-PC (12), 3,9-diNs-PC (13) és 6-Boc-PC (14) elédllitasa:
(viii) Alloc-CI, NaHCO3, ACN, 14 h (99%); (ix) 2 M HCI, 100 °C, 5,5 h (98%);
(x) TFA /DKM (7 : 15), RT, 12 h (92%) (xi) tiofenol, K2CO3, DMF, Ar-atm, RT, 24 h (48%).
A piklén-oxalat (7) szabad szekunder aminocsoportjat Alloc-Cl segitségével,
NaHCOs3 bazis jelenlétében, acetonitrilben védtiik (5. abra), ami a 3-Alloc-
PC-oxalatot (11) eredményezte. Itt olyan véddcsoportra volt sziikségiink,
amely ellendlld az oxaldtcsoport eltavolitasahoz hasznalt savas koriilmények
kozott és az acetatkarok alkilezéséhez hasznalt bazikus koriilmények mellett
is.”! Ezen til, az Alloc eltavolitasara javasolt koriilmények (Pd(PPhs)4 és fenil-

szilan) kompatibilisek az acetitkarok védelmére hasznalt metilészter-
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csoportokkal.”? Az oxalatcsoport eltavolitasat a szokasos savas koriilmények
kozott végeztilk, ioncserésen (Amberlite IRA gyanta OH™ forma), és
oszlopkromatografiasan (semleges alumina) is tisztitottuk, ami az 3-Alloc-PC

(12) vegyiiletet eredményezte.

A 3,9-di-nozilat-6-Boc-piklén (10) terc-butiloxi-karbonil véddcsoportjanak
savas hidrolizisével 3,9-di-nozilat-piklén-hez (13) juthatunk (5. abra), ezt a
reakciot diklormetanban végeztiink trifluorecetsavval. Ha pedig a
nozilcsoportjait tavolitjuk el a 3,9-di-nozilat-6-Boc-piklén-nek (10)
vizmentes koriilmények kozott tiofenollal, kihevitett kdlium-karbonat jelenléte
mellett vizmentes DMF-ben akkor a 6-Boc-piklénhez (14) jutunk, ez esetben
a kapott terméket normalfazist Flash kromatografidval tisztitottuk etil-acetatot
(A) és 10%-NHzs-t tartalmazé metanolt (B) hasznalva eluensként gradiens

elucid segitségével.

V.1.2. 3,6-és 3,9-PC2A eloallitasa

X X S
P I P> OH I - HO
N NC N CN 0=§_ N _):0
NH . NH N . N—/ NN
v xii AN xiii LN
= —

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

6. abra 4 3,9-PC2A eléadllitasa (16):
(xii) HOCH2S0:Na, H20, pH = 8,55, 60 °C — NaCN, RT, 3 h, (xiii) cc. HCI, 100 °C, 3 h.
A szimmetrikus 3,9-PC2A (16) szarmazék eldéllitasdhoz W. D. Kim és
munkatarsai  kordbban kozolt moédszerét alkalmaztuk.® A modszer
formaldehid - natrium-biszulfit addicios vegylilet sztochiometrikus
mennyiségének a piklén (6) makrociklushoz torténd hozzaadasan alapul (6.
abra), vizes kozegben (Mu1.1 stratégia) a reakcioelegy pH-jat 8,55-6n tartva,
hogy a piridinnel szembeni transz-helyzetli nitrogént (N6) protonaljuk

(védjiik). Igy elméletileg kvantitativan a 3.9-diszubsztitualt (natrium-
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metanszulfonat szarmazék) terméket kapnank, de esetiinkben 7%-ban 3,6-
helyettesitett terméket is talalunk a reakcidelegyben. A termékelegyet NaCN-
dal torténd szubsztitucioban (3 ora forralds) tovabb alakitottuk a megfeleld
dimetilciano szarmazékka. A 3,6- és 3,9-PC2MeCN (15) termékek pH > 13-
on kloroformmal kiextrahalhatok ¢€s izolalhatok. A kovetkezd 1épésben savas
(cc. HCl-ben forralas) hidrolizissel 3,6- és 3,9-PC2A (19 és 16) vegyiileteket
kaptuk. Az izomer ligandumokat pedig preparativ HPLC-s technikéval

valasztottuk el.

\2 \2 N X
—< =<— N ’ =<— 0=/\—N A NH
K/N\) Xiv K/N\) XV I\/ \) xvi K/N\)
— MeO\n) — Meom) — Hom)
3-Alloc-PC (12) o an 03,6-PC2AOMO (18) 0 3,6-PC2A (19)

7. dbra 4 3,6-PC2A (19) elédllitasa:
(xiv) metil-bromacetat, K2CO3, ACN, 20 h (78%); (xv) Pd(PPhs)s, fenil-szilan, N2-atm., CH2Cla,
0 °C — RT, 15 min (64%); (xvi) 3 M HCI, 100 °C, 23 h (75%).
A 3,6-PC2A (19) szelektiv eldéllitasa soran alkalmazott stratégia (Mz.1) a
piklén (6) makrociklus egyik szekunder aminocsoportjanak regioszelektiv
védésén alapszik. A 3-Alloc-PC (12) vegyiiletet két ekvivalens metil-2-
bromacetattal alkileztiik kalium-karbonat jelenlétében, ami 78%-o0s hozammal
a dialkilezett szarmazékot (17) eredményezte (7. abra). A kdvetkezd 1épésben
az Alloc véddcesoport eltavolitasat katalitikus mennyiségii Pd(PPhs)s €s négy
ekvivalens fenil-szilan segitségével végeztiik el, ami a metilészterként védett
3,6-PC2A (18) vegyiiletet eredményezte. Végiil a metil-észterek savas
hidrolizise utdn a 3,6-PC2A (19) ligandumot kaptuk, amelyet acetonos

kicsapassal tisztitottunk.
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V.1.3. Bifunkcios ligandumok eléallitasa az analitikai vizsgalatokhoz

EN X
. OEt EtQ EtQ
N _):o 0=<_ _):0

NH NH

Kxj\\) xvii xviii K/ \)
07 ~O0'Bu OJ\O’BU
6 Boc-PC (14) (20) 3,9-PC2A%EY (21)
x> >
| oet Ul L B0
A, LN oL
NH NH N N
K/ N xix K/ N \) xx K/ N \)
A —> A
[e) O'Bu 07 “O0'Bu
6 Boc-PC (14) 22) 3,9-PC2MA Y (23)

8. abra 4 3,9-PC2A(E (21) és a 3,9-PC2MA) (23) elédllitdsa:
(xvii) etil-brémacetat, CHsCOONa-3H20, ACN, 65 °C, 48 h, (88%); (xviii) TFA : DKM (7 : 15),
0 °C — RT, 24 h (93%); (xix) etil-(S)-2-(trifluormetilszulfoniloxi)propionat, K2COs, DKM, 0 °C, 72 h
(79%); (xx) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (96%).
Az acetat (3,9-PC2AOFt - 21) és alfametil (PC2MAPCEt - 23) szarmazékok
eldallitasat (Mz2.2) a fentebb leirt mddon eldallitott védett 6-Boc-piklén (14)
helyettesitésével kezdtiik, melyet etil-bromacetattal alkileztiink acetonitrilben,
natrium-acetat-trihidrat bazis jelenlétében, ami a 20 vegyiiletet eredményezte
(8. abra). A 22 vegyiiletet hasonl6 modon szubsztiticids reakcidban allitottuk
el6 a 14 vegyiiletbél kiindulva, melyet etil(S)-2-(trifluormetil-
szulfoniloxi)propionattal reagaltatva, diklormetanban és kalium-karbonat
jelenlétében kaptuk a kivant terméket. A 20 és 22 tert-butiloxikarbamat
védOcsoportjainak eltavolitdsa diklormetanban trifluor-ecetsav  (TFA)

segitségével a 21 és 23 vegyiileteket eredményezte.
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Lt L

piklén (6) PC2AMPP (24)

9. abra 4 3,9-PC2AMP? (24) elédllitasa:
(xxi) 2-brom-1-(piperidin-1-il)etan-1-on, CHsCOONa.3H20, ACN, 60 °C, 48 h (40%).
A piklén (6) makrociklus szelektiv alkilezése (Mi.2) a megfeleld bazis-
oldoszer paros alkalmazasaval szerves oldoszerekben részben megvaldsithato.
A 3,9-PC2AMPP szintézisét kozvetleniil a védScsoportot nem tartalmazd
piklén (6) 2-brém-1-(piperidin-1-il)etan-1-on reagenssel torténd alkilezésével
kezdtiik, natrium-acetat-trihidrdt, mint (gyenge) bazis felhasznalasaval
acetonitrilben, ami igy a 24 vegyiiletet eredményezte (9. abra). Az

alkilezészert A. Kaupang és munkatarsai altal leirt modon allitottuk eld.”

Oﬂ_fo\f Oiﬂfo in\f

® NN
PC2A©EY (21): xi ) 25): xxiii 03,9-PC2ABnP°°2" (26)
R2=H, — R2=H, — R2=H,
R3 = OEt R® = OEt R} =OH
PC2MA©EY 23):  xxiv @7): xxv  3,9-PC2MABn M (28)
R?=CH;, - R?=CH;, - R%=CH;
R® = OEt R3 = OEt R3=0H
PC2AMPP (24): i (29): xxvii 3:9-PC2AMPPBn?COM (30)
RZ=H, —> 9:R?>=H, — R2=H,
R = N-piperidine R? = N-piperidine R? = N-piperidine

10. 4bra 4 3,9-PC2ABn"%:H (26), a 3,9-PC2MABnPC0:H (28) és a 3,9-PC2AMP? B COH
(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) ferc-butil-4-(brommetil)benzoat, Nal, K-CO3, ACN, 80 °C, 72 h (52%); (xxv)
NaOH, EtOH, RT — 60 °C, 3 h (87%); (xxvi) terc-butil-4-(brémmetil)-benzoat, K.CO3, ACN, 60 °C,

48 h (84%); (xxvii) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 12 h (96%).

A 21, 23 ¢és 24 szekunder aminocsoportjanak funkcionalizalasat ferc-butil-4-

(brommetil)-benzoat alkilezdszerrel végeztiik katalitikus mennyiségii natrium-
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jodid jelenlétében és N,N-diizopropil-etilamin (DIPEA) (21 esetében) vagy
kalium-karbonat (23 ¢s 24 esctében) bazisok alkalmazasaval acetonitrilben,
ami a 25, 27 és 29 vegylleteket eredményezte (10. abra). Az analitikai
vizsgalatokhoz a 26, a 28 és a 30 modell ligandumokat az etil- és/vagy terc-
butil-észter véddcsoportok etanolban natrium-hidroxiddal torténd lagos (a
29—-30 esetén savas) hidrolizis utjan torténd eltavolitasat kovetden kaptuk
meg, amelyet preparativ. RP-HPLC-s tisztitds kovetett Luna C18(2)

(Phenomenex) preparativ kolonnan.

N = A

| | I _ wo
N fo
N

P < OH
NC N AN e N N o=<_
XXvin XXIX
N AL N N > N

L ) v

3,9-PC2MeCN Jij)s,9-1>C2MeCNBnl""02 @,9-PC2ABM’NO?
O)N O)N

as) @31) 32)

11. dbra 4 3,9-PC2ABnPN: (32) eldllitdsa:
(xxviii) para-nitro-benzilbromid, Nal, DIPEA, 60 °C, 72 h — (xxix) cc. HCI, 110 °C, 3 h (66%).
A 3,9-PC2ABn?N02 (32) elballitasanak els6 1épésében a korabban a 3,6-PC2A
(16, 6. abra) szintézisénél eloallitott 3,9-PC2MeCN-ot (15) alkileztiik para-
nitrobenzilbromiddal acetonitrilben DIPEA bazis és katalitikus mennyiségii
natrium-jodid jelenlétében, amely reakcio a 3,9-PC2MeCNBn”NO2 (31)
terméket eredményezte (11. abra). A terméket szintén preparativ HPLC-s
technikaval tisztitottuk. Végiil a nitrilcsoportok savas hidrolizisével kaptuk a
3,9-PC2ABn*N02 (32) ligandumot. A nitrocsoport szelektiv redukcidjara
alkalmazott modszerekkel kapcsolatban szamos klasszikus redukcios eljarast
kiprobaltunk, tobbek kozott Ha/Pd-C, Fe/HCl, Sn/HCl, Zn/HCIl stb)
rendszereket. Tapasztalataink szerint ezek alkalmazésa szinte minden esetben
nem kivant mellékreakcidkhoz vezetett (a gytriifelnyilashoz vagy a
nitrobenzilcsoport elvesztéséhez), igy a tovdbbiakban a benzoesav
szarmazeékok eldallitasat helyeztiik eldtérbe, mint idealis bifunkcids

ligandumokat.
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Vi4. A  3,9-PC2ABn?“O°f  [ligandum  funkcionalizilisa  szelektiv

konjugdldashoz

| A S X
P l I -
N N N

~
Ns—=N H N-Ns Ns=N N-Ns NH NH
K/N\) XXX K/N\) xxxi I\/N\)
— —
3,9-diNs-PC (13) 1,0 (33) BuO (34)

+ Xxxii

O'Bu ‘BuO l \/
_): 00 =<_ _): 00 =<_ _)= N

XXXV XXXiv l\, \) xxxiii l\, N \)

- - -
Y©) G8) OY©) o 37 HOY©) (6) H07(©)(35)
HN A~ b HN A~ ;5 o o
/
(0)

12. abra 4 3,9-PC2ABn*M4 (38) eldallitisa:

(xxx) terc-butil-4-(brommetil)-benzoat, Nal, DIPEA, ACN, 80 °C, 48 h (93%); (xxxi) tiofenol, K2CO3,
DMEF, RT, 24 h (58%); (xxxii) TFA : DKM (7 : 15), RT, 12 h (93%); (xxxiii) zerc-butil-bromacetat,
DIPEA, DMF, 60 °C, 48 h (42%); (xxxiv) HBTU, HOBt, DIPEA, DKM, RT, 48 h (56%);
(xxxv) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (90%).

A 3,9-PC2ABnPCOH bifunkcios ligandum két koordinalodod acetatot és egy
nem koordinal6do, a konjugacidhoz kialakitott, benzoesav ,,részt” tartalmaz.
Ezen vegyiilet kdzvetlen kapcsolasa biovektor molekulakkal nem valosithatod
meg (mivel a konjugicidra, valamint a fémion megkodtésére, alkalmas
funkcidscsoportok azonosak) igy a fehérjéhez valéo konjugalast maleimid
reaktivcsoporton keresztiil terveztiik. Ezt a csoportot a para-benzoesav részen
alakitottuk ki, amihez sziikség volt a koordinalodo acetatok eldzetes védésére.
Az eredeti szintézisnél a szelektiv védbcsoport eltivolitas miatt (3,9-PC2A O
(21), 7. abra) etilészter véddcsoportot hasznaltunk. A konjugécio eldtti utolséd

1épés az észterek hidrolizise, viszont a maleimid gylrii stabilitasa

trifluorecetsavas/diklérmetanos észterhidrolizist engedett csak meg. Ezért a
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megfeleld BFL elddllitdsdhoz terc-butil-észter véddcsoportra kellett

valtanunk, ami a szintézissor Ujra tervezését kivanta meg.

Ezen szintézis soran kiindulasi vegyiiletnek a 3,9-di-nozil-piklént valasztottuk
(13) (szintén (Ma2.2) stratégia), amelynek az alkilezése ferc-butil-4-
(brémmetil)-benzoattal tortént, katalitikus mennyiségli natrium-jodid ¢és
DIPEA jelenlétében, acetonitril oldoszerben (12. abra). Ezutan a di-nozilalt
makrociklus (33) nozilatcsoportjait tiofenollal tavolitottuk el, vizmentes
kalium-karbonat jelenlétében, vizmentes N, N-dimetil-formamid (DMF)
oldoszerben. A ferc-butil-észter véddcsoportot TFA-val tavolitottuk el a 34-es
termékrél diklormetdnban. A fémion-koordinicidhoz sziikséges acetat
oldallancok kialakitasa terc-butil-bromacetattal tortént DIPEA  bazis
jelenlétében vizmentes DMF olddszerben (mivel a 35 termék rosszul oldédott
acetonitrilben, ami alkilezés soran mellékreakciohoz vezet). A maleimid részt
a 36 vegyiilet para-benzoesav részé¢hez kapcsoltuk 1-(2-aminoetil)-1H-pirrol-
2,5-dion, 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) és 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluron6ium-hexafluorofoszfat (HBTU) reagensek ¢és DIPEA
jelenlétében diklormetan olddszerben. A 37 vegyiilet ferc-butil-észter
véddcsoportjait ugyanazzal az eljarassal tavolitottuk el, mint a 34-es esetében,

ami a 3,9-PC2ABn*MA (38) vegyiiletet eredményezte.
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V.1.5. A piklén szarmazék kriptandok elédllitasa

A x = I =
I < l / I < L~
N N N N
N

N
K/N\) XXXVi .\/N\/l XXXVii ‘\O/TI;II XXXViii l\/N\/‘ XXXiX l\/N\O/l

— —_— B — O
0 O'Bu O\_l_/O \_/ N O
Boc @)

O1Bu
6-Boc-PC 6-Boc-3,9-CB802pC 3,9-CB*O?pC 3,9-CB3OZpCBprCOBu 3 9-CB302pCBn?COH

a 39) (40) (41) 42)

13. dbra 4 3,9-CB**2PC (40) és a 3,9-CB*O?PCBnr <0 (42) eléallitisa:

(xxxvi) 1,2-bisz(2-j6d-etoxi)-etan, CHsCOONa-3H20, ACN, 110 °C, 48 h (44%); (xxxvii) TFA : DKM
(7:15),0 °C — RT, 18 h (88%); (xxxviii) terc-butil-4-(brometil)benzoat, K2COs, ACN, 80 °C, 24 h
(52%); (xxxix) TFA : DKM (7 : 15), 0 °C — RT, 24 h (79%).

A 3,9-CB392PC (40) ligandum és a 3,9-CB30?2PCBn?C 01 (42) bifunkcios
ligandum el8allitasa a 3,9-PC2A©EY (21) (8. abra) és a 3,9-PC2ABn?COH
(26) (10. abra) vegyiiletek eldallitasaval (Ma.2 stratégia) analég mddon tortént,
6-Boc-piklénbdl (14) kiindulva, annyi kiilonbséggel, hogy ebben az esetben
egy di-jodid (1,2-bisz(2-jod-etoxi)-etan) szarmazékkal alkileztiink (13. abra).
A 06 kitermelés €s mellékreakciok elkertilése érdekében sziikséges a bazisbol
szarmaz6 fémion templald hatdsa, ami elérendezi a lancot és a gytlriit. A
legjobb eredményt itt is natrium-acetat-trihidrattal értiik el (de vizsgaltuk a
Li,CO3, NaxCOs3, K2CO3, Cs2COs3 bazisok hatédsat is). A tovabbi 1épések (Boc
véddesoport eltavolitas, terc-butil-4-(brommetil)-benzoattal torténd alkilezés
¢és terc-butil-észter véddcsoport eltavolitas) a korabban leirtakkal analdg

modon torténtek.
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V.2.A ligandumok protonalodasi egyensulyanak vizsgalata

1. tablazat 4 vizsgalt és az osszehasonlitasi alapul szolgadlo ligandumok protonadlodasi allandoi
(I=0,15M NaCl, 25,0 °C)

log Ki"' log K»" log K3" log Ks" log Ks" 22 log KM
1,7-DO2A“ 11,69 9,75 3,97 2,68 - 21,44
1,4-DO2A“ 11,44 9,51 4,14 1,55 - 20,95
PCTAb .97 673 35 140 = 16.70
PCTA¢ 11,36 7,35 3,83 2,12 - 18,71
DO3A? 10,07 9.83 L) 411 188 195
PyC3Ad 10,16 639 ERE = = 655
3,6-PC2A 10,72(1) 83702 38102 1.26(2) = 19,09
3,6-PC2A? 1031(1) §.59(2) 3.92(3) 1.56(3) = 18,90
3,9.PCIA 12,25(4) 59702 3.47(4) 1,99(3) = 1823
3,9-PC2A/ 12,50 5,75 3,28 2,38 - 18,25
3,9-PCIABANO: 9,84(4) 738(7) 2,07(8) (i = 17,23
3,9-PC2AB O 10,28(1) 6.88(1) 3,98(2) 1,89(2) 1,66(2) 17,16
3,9-PC2IMABnpCOiH 11.24(1) 7.57(1) 43103 3313 111 18,81
3,9-PCIAMPIPBprCOil 11,18(2) 4.88(6) 314(5) = = 16,06
3,9-CB*°2pC 14,60(2) 6,53(5) 1,61(8) - - 21,13
3,9.CBIOIpC ROz 12.30(1) 758(3) 3.76(2) = = 19.88

“Ref. (0); P Ref. (2); < I= 1,0 M KCI, Ref. (**); “Ref. (7); €1 = 1,0 M NaCl; ' I = 1,0 M KCI.

Az affitest vektor molekula konjugacidjahoz legmegfelelébb platform
kivalasztasa érdekében megvizsgaltuk az eldallitott ligandumok Mn(II)-ionnal
képzett komplexeinek fiziko-kémiai (stabilitas, inertség és relaxacios hatas)
tulajdonsagait. A ligandumok protonalddasi allandoit az 1. tablazatban
tiintettiink fel. A PCTA ¢és szdrmazékainak protonalddasi szekvenciaja eltér az
1,4,7,10-tetraazaciklododekan (ciklén) szarmazékokétol, ahol az els6 két
protonalddas az egymassal szemben elhelyezkedd nitrogénatomokhoz
rendelhetd, amelyeket az oldallancban taladlhaté donoratomok kdovetnek
mindségiiktdl fiiggden. S. Aime €s munkatarsai a PCTA ligandum esetében
"H-NMR titralast végeztek, amely alatdmasztotta, hogy az elsé protonalodas
(pKa ~ 10,9) a piridinnel szembeni (transz-helyzetll) nitrogénatomhoz (N6)

rendelhetd.”> A kovetkezd 1épésben az egyik piridin melletti cisz-helyzetii

nitrogén (N3 vagy N9) protonalddik (pKa ~ 7,1) és ezzel egyidében a jobb
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toltés szeparacid miatt az elsé proton a transz-helyzetii nitrogénrél (N6) az
masik cisz-helyzetli nitrogénatomra (N9 vagy N3) tolodik at. A harmadik
protonalodast a tranmsz-helyzetii nitrogénen (N6) 1évd acetat oldallanchoz

rendelték.

V.2.1. 3,6- és 3,9-PC2A ligandumok protondlodasi egyensulydanak

vizsgdlata

Az egyensulyi vizsgalatokat a 3,6- és 3,9-PC2A ligandumok viselkedésének
az Osszehasonlitasaval kezdtiik, amelyeket a PCTA-bol egy acetat oldallanc
eltavolitasaval tudjuk szdrmaztatni (szimmetrikusan és nem szimmetrikusan
helyettesitett PC2A-szarmazékok). Mindkét PC2A szerkezetében 6
protondlhaté csoport taldlhaté: 3 alifdis amin ¢és 1 piridingylri a
makrociklusban, ill. oldallancként 2 karboxilatcsoport. Az altalunk vizsgalt
pH-tartomanyban 4 protonalddasi folyamatot sikeriilt megfigyelniink. A
PCTA-hoz hasonld protonalddasi sorrendet feltételeziink a PC2A izomer
ligandumok esetében is. Ezzel 0Osszhangban a 3,9-PC2A legnagyobb
protonalodasi allanddja (log Ki"' = 12,25) a transz nitrogénatomhoz (N6)
rendelhetd. Ezt tAmasztja ald az is, hogy a 3,9-PC2A log K" értéke jelentdsen
csokken N6-0s szekunder aminocsoportnak a bifenil- (BP) vagy etil-amin
(EA) szubtituenssel torténd funkcionalizaldsa esetén (a log K" rendre 10,45
és 11,34 ezen vegyiiletek esetére).’®>° Az N6 nitrogénatom bazicitasdnak
csokkenése figyelheté meg, ha azon acetatcsoport van jelen, 3,6-PC2A esetén

(log K1 = 10,72), valamint a PCTA ligandumnal (log ki = 9,97).

A ligandum fémionkotd képességérél a makrociklusok donoratomjaihoz
tartozo bazicitds értékek fontos informéciot nyujtanak, igy altalaban az

Osszehasonlitasok soran az elsd két protonalddési allandonak az Gsszegét

(Zi*=1 log Ki'' vagy f.) vessziik figyelembe, ami jol korrelal a ligandum
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fémionkotd képességével.¥? A DO2A szarmazékokhoz mérten a S értékek
alapjan az izomer PC2A ligandumok kevésbé bazikusnak mondhatéak. A
PCTA ligandum viszont még kevésbé tiinik bazikusnak ezt az értéket nézve,
ami részben azzal magyarazhatd, hogy a titralt mintdban talalhat6 nagy
mennyiségli Na'-ionokkal (0,15 M NaCl ionerdsségbdl) a ligandum stabil
komplexet képez. A PCTA 1,0 M KCl ionerdsség segitségével meghatarozott
protonalodasi allandoi azonban Iényegesen nagyobbak, viszont a PC2A
ligandumok esetén 1,0 M KCl-ban elvégzett mérések eredményei nem
mutatnak nagy eltérést a 0,15 M NaCl-os adatokhoz képest. Ez 6sszhangban
van azzal, amit a ciklén alapt kelatorok esetében is tapasztaltak: a ligandumok
novekvd negativ toltése (azaz minél nagyobb szamban tartalmaznak
karboxilatcsoportokat, amelyek képesek Na'-ionok megkotésére) varhatoan

noveli a kialakulé Na“-komplex stabilitasat.”®"’

V.2.1. Bifunkcios 3,9-PC2A szarmazék ligandumok protonadlodasi

egyensulyanak vizsgalata

A fentebb is emlitett 3,9-PC2A-BP ligandumnal tapasztaltakkal 6sszhangban
az 1. tablazat adatai megerdsitik, hogy a 3,9-PC2A szekunder NH-csoportjan
kialakitott para-nitrobenzil és para-karboxibenzil egység hatdsara - amely a
késobbi bifunkcid kialakitdsdhoz sziikséges - a 3,9-PC2A-hoz (f2 = 18,22)
képest a kelatorok bazicitdsanak egy nagysagrenddel vald csokkenését
eredményezi. A 3,9-PC2ABn?COM ¢g 3 9-PC2ABNPNO? bazicitisaban (B, =
17,16 ¢és 17,22) ugyanakkor egymashoz képest nem tapasztalhatd jelentds
kiilonbség. A varakozasainknak megfelelden a bézicitds tovabb csokkent,
amikor az acetat csoportokat piperidin-amid (AMPP) oldalldncokra cseréltiik
(tovabbi egy nagysagrenddel, 3,9-PC2AMPPBnCOM; B, = 16,06). Ezzel
ellentétben a 3,9-PC2MABR?COH ligandum bazicitasat (B> = 18,81) az alfa-
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metil-acetat (MA) oldallainc metilcsoportjai altal okozott hiperkonjugacios

hatés jelentdsen ndvelte.

V.2.1. Kriptat tipusu ligandumok protondlodasi egyensulydanak vizsgalata

A 3,9-PC2A analog 3,9-CB3O2PC kriptand ligandum esetében egy rendkiviil
merev szerkezetrdl beszélhetiink. Ennek eredményeként az altalunk vizsgélt
kriptat tipustu ligandumok esetén az elsé protonalddasi allando kirivéan magas,
a3,9-CB8%0?PC esetén log Ki'' = 14,6 értéket hataroztunk meg, amely értéknek
a valds bizonytalansdga joval nagyobb, mint az illesztésbdl szamitott 0,2
standard deviacié. A kiugré log Ki'' magyarazhatd a keresztkotés miatt
rendkiviil merev ligandum szerkezettel, amely akar képes lehet oxdnium-ion
komplexalédsara is, bar a végzett ESI-MS mérések ezt nem tdmasztjak ala
(,,proton szivacsként” viselkedik).”® Merevitett szerkezetli keresztkotott
ligandumok esetén korabban szintén mutattak ki kiugréan nagy protonalodasi
allandokat, reprodukalhaté médon.” A kriptat tipust ligandumoknal féként
szamolni kell az iiregméretnek megfeleld hard karakteri kationok (pl.
alkalifémek) komplexalodasaval, beleértve az ionerdsségként alkalmazott
Na'-ionokat is. A Na'-ionok szdmara a 3,9-CB®O?PC iiregmérete idealisnak
mondhat6, hiszen tekinthetlink a ligandumra egy 15 taga, 5 donaratomos és 12
tagl, 4 donoratomos makrociklus ,,fuzidjaként”, igy az iliregméret hasonl6 a
15-korona-5 koronaéterhez, amely az irodalmi adatok alapjan a Na"-ionokra
szelektiv.!® (Ezt az allitist az is erdsiti, hogy gyfirlizaras is Na'-ionok
jelenlétében ment a legjobb kitermeléssel). A Na'-ionnal torténd
komplexképzddési, ill. a ligandum deprotondlodasi  folyamatanak
megkiildnbdztetése nem trivialis, igy a meghatéarozott log K1 értékek szintén
tartalmazzdk az ebbdl adddd hibat. Felmeriilhet valamilyen gyengén
kolcsonhato bazissal (pl. tetraalkil-ammonium-hidroxid) torténd titralas, mint

alternativ meghatarozasi mod, azonban az irodalomban ismertek olyan kriptat
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tipusu liganumok, melyek képesek komplexet képezni alkilammonium-
ionokkal is.!%"1% A protonalodasi folyamat elméletben detektdlhaté lenne
kénnytivizben felvett 'TH NMR spektrumbol is, azonban a kdlcsonhatds mentes
koriilmények biztositasa itt sem lehetséges. Kiilon nehézséget okoz NMR
mérésnél a konnyliviz és a protonalt amin jele kozotti 4 nagysagrendnyi
intenzitas-kiilonbség vizelnyomasos technika alkalmazéasa pedig telitené az
amin protonok jelét is. A 3,9-CB8C?PC ligandumnal a maésik két detektalt
protondlodasi allandé a makrociklus N3 és N9 atomjaihoz rendelhetd és a

PC2A szarmazékokhoz képest joval savasabb pH tartoményba tolodik.

A korabban megfigyelt trendet kovetve 3,9-CB3C?PC ligandum N6
nitrogénatomjanak bazicitdsdban a 3,9-PC2A szarmazékokra analdog modon
Bn? O csoporttal torténd funkcionalizacio (3,9-CB3C2PCBn?COH Jigandum)
hatdsara 2 nagysagrendnyi csokkenés tapasztalhatd. A log K>', N3 vagy N9
atomhoz rendelhetd protonalodasi allandd azonban egy nagysagrenddel nott.
A log K3 allanddval jellemezheté protondlédasi folyamat ez esetben
valoszinlisithetden a karboxilcsoporthoz tartozik, mig negyedik protonalodast
nem sikeriilt detektalni, ez minden bizonnyal kiviil esik a pH-potenciometrias

modszerrel lefedhetd pH -tartomanyan.
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V.3.A ligandumok Mn(II)-ionnal képz6doé komplexeinek stabilitasa

V.3.1. 3,6-és a 3,9-PC2A Mn(Il)-ionnal alkotott komplexeinek egyensulyi

jellemzése

A 3,6- ¢és a 3,9-PC2A ligandumok Mn(II)-komplexeinek stabilitasat és
protonalodéasi allandoinak pH-potenciometrids titraldsbol meghatarozott

értékeit a 2. tablazat tartalmazza.

rrrrr

stabilitasi allandoi, valamint pMn értékei (1= 0,15 M NaCl, 25,0 °C)

-1 log Kit! log KmnL log Kvini" log Kvnn-11 pMn #
1,7-DO2A* 21,44 14,64 4,4 . 6,52
1,4-DO2A“ 20,95 15,68 4,15 - 7,27
PCTA® 16,70/ 18,71¢ | 16,83 /16,64¢ 1,96 - 9,74
DO3A® 19,9 16,55/ 19,43° 4,26 /3,55 . 8,66
PyC3A“ 16,55 14,11 2,43 — 8,17
3,6-PC2A 19,09 / 18,90¢ 15,53(1) 3,06(4) . 8,09
3,9-PC2A 18,22/ 18,25 17,09(2) 2,14(2) . 8,64
3,9-PC2ABnNO: 17,22 14,72(1) 2,473) 12,66(5) 8,49
3,9-PC2AbnrCO:H 17,16 14,76(2) 4,04(1) . 8,37
3,9-PC2MABn#CO:H 18,81 15,07(2) 3,09(2) 11,62(2) 7,93
3,9-PC2AMPPBppCO:H 16,06 14,05(6) 3,64(1) - 7,64
3,9-CB*O2pC 21,13 > 153 - - > 6,50/
3,9-CB*O2PCBnrCO™H 19,88 >13,3 - - > 6,50/

a Ref. (*); » Ref. (*2); © 1= 1,0 M KCI, Ref. (*)); ¢ Ref. (/); 1= 1,0 M NaCl;/ I = 1,0 M KCI;
£ 1{ relaxometria;  cL = cwnan = 1 x 10° M, pH = 7,4.; ' Ref. (%), /

pH-fiiggd 'H-relaxometrids titraldsokkal igazoltuk a pH-potenciometriés
adatok illesztés¢hez hasznalt egyensulyi modellek érvényességét (14. abra és
15. abra) Ugy, hogy a pH-potenciometrias adatok illesztésével kapott eloszlasi
gorbékkel hasonlitottuk 6ssze a pH-fliggvényében mért relaxometrias adatokat
(a komplexet tartalmazé mintdk Rip és Rz, 1 mM-ra normalt relaxivitas
értékeit). Az egyensulyi modellek leirdsa soran feltételeztiik a protonalt
komplex [MnH(L)] és a hidroxido-vegyeskomplex [Mn(H-1L)] jelenlétét is. A
[Mn(3,9-PC2A)(H20)] és [Mn(3,6-PC2A)(H,0)] komplexek széles pH-
tartomanyban (4,5 - 9,5) allando relaxivitast mutatnak (2,91 és 2,72 mM!s™!
0,49 T, 25 °C-on). Ezen eredmények a belsé koordinacios szférdjukban
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koordinalt vizmolekulat (q = 1) tartalmaz6 makrociklusos Mn(II)-komplexek
relaxivitas értékeire jellemzoek (pl. [Mn(1,4-DO2A)] és [Mn(6-PC1A)]"),
illetve nagyobbak mint q=0 komplexek esetén megfigyelt értékek
(jellemzden 1,4 - 1,6 mM's™! kdzé esnek, mint pl. a [Mn(DO3A)] és a
[Mn(PCTA)] esetén taldltak.)*%%104 A relaxivitas kisebb pH iranyéaba (pH =
4,5 alatt) torténd novekedése a protonalt komplex megjelenéséhez, ezt
8,12, ill. 6,28 mM!s! 7y, értékeket 0,49, ill. 1,41 T térerénél) pH = 2,50 és
1,80 kozott, amik a [Mn(H20)s]*" komplexre jellemzd ri, értékek.!> A
[Mn(3,9-PC2A)] komplex lényegesen nagyobb stabilitdsara utal az, hogy a
3,9-PC2A rendszer esetében mar 4,00-s pH-nal, mig a 3,6-PC2A ligandumnal
csak 5,07-s pH-nal van a Mn(II)-ionok 99%-a komplexalt formaban jelen.

1,0 1% M) 7.8

0,8 - - 7,0
L 6.2 o
EO,6 . -
= 54 2
=04 - =
i L) - 46 ~

0.2 1 ° - 3,8

00 —————T09000.0 00 0. 00 0. ® 0 3

1,5 35 55 7,5 9,5 11,5
pH

14. abra A[Mn(3,9-PC2A)]-komplexre jellemzé koncentracio eloszlasi gorbék
(cL = cunqny = 2,04 mM), valamint a relaxdciésebesség (Rip: @) pH-fiiggése
(T=25°C, 1=0,15M NaCl, 0,49 T)
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1,0 - r 6,5
0,8 - Mn(ll) - 5,7
£0.6 1 - 49 T
: "
20a4 T i 471 :

] N\
0,2 - 3,3
0’0 - ——T 7.‘ " " - [ - - 1 2,5
1,5 3,5 5,5 7,5 9,5 11,5
pH

15. abra A/Mn(3,6-PC2A)]-komplexre jellemz6 koncentrdcié eloszldsi girbék

(cL = cvnan) = 2,04 mM), valamint a relaxdciosebesség (Rip: @) pH-fiiggése

(T'=25°C,1=0,15M NaCl, 1,41 T)

A 3,9-PC2A ¢s 3,6-PC2A esetében az egyensuly leirdsanal az [M(L)] és a
monoprotonalt [M(HL)] komplexek képzddését vettiik figyelembe (2.
tablazat). A 3,9-PC2A-val képz6dott Mn(I1)-komplex stabilitasa valamivel
nagyobb is, mint a PCTA-val képzddott komplexé (log Kmn = 17,09 vs.
16,83). Ez a 3,9-PC2A ligandum megndvekedett bazicitdsaval magyarazhato,
ami az egyik acetat oldallanc eltavolitasanak eredménye. Ezzel j6 6sszhangban
a [Mn(3,9-PC2A)]komplex latszolagos stabilitdsanak a jelentds csokkenését
eredményezi. Realisabb képet kapunk a kiilonbozd bazicitasti ligandumok
fémion-kotd  képességének 0Osszehasonlitasarol, ha olyan latszolagos
allandokat szamitunk ki, amelyek adott koriilmények mellett, azonos
ligandum- ¢és fémion-koncentracioji rendszerekre vonatkoznak. Az
irodalomban Mn(II)-komplexek esetében a pMn értéket hasznaljak erre a célra,
ami fiziologias (7,4-es) pH-n, 25 °C-on, és azonos ligandum és fémion

koncentracio (cL = cvnan = 10 uM) mellett az oldatban a szabad Mn(II)-ion

crer
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értekek Osszehasonlitdsakor a 3,9-PC2A ligandum Mn(II)-ionhoz vald
affinitasa kisebb, mint a PCTA-¢ (pMn = 8,64 vs. 9,74). Ennek ellenére a 3,9-
PC2A egy kivalo platformnak tekintheté a Mn(II)-ion komplexalasara, mivel
az azonos koriilmények kozott szamitott pMn értéke a [Mn(DOTA)]*-
komplexétdl (pMn = 9,02) csak kis mértékben marad el.> Ha a megfeleld
DO2A szarmazékokat hasonlitjuk 0ssze, akkor a piridin egység ligandum
gerincébe vald beépitése elonydsnek mondhato, hiszen a [Mn(3,6-PC2A)]- és
[Mn(1,4-DO2A)]-komplexek stabilitdsi dllandoi kozel azonosak (log KmaL =
15,53 és 15,68), azonban a csokkent bazicitds miatt a szamitott pMn érték
kozel egy nagysdgrendnyi javulast mutat. A [Mn(3,9-PC2A)]- és [Mn(1,7-
DO2A)]-komplexek esetében az eldny még ennél is nagyobb (2,5 log egység
a stabilitas és két nagysdgrend a pMn érték tekintetében).

V.3.1. A bifunkcios ligandumok Mn(ll)-ionnal alkotott komplexeinek

egyensulyi jellemzése

1,5 3,5 5,5 7,5 9,5 11,5
pH

16. abra 4 [Mn(3,9-PC2ABnPN%)|-komplexre jellemzd koncentrdcid eloszlasi gérbék
(cL = evnan = 1 mM), valamint a relaxdaciosebesség (Rip: @) pH-fiiggése
(r=25°C,1=0,15M NaCl, 0,49 T)
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A bifunkcids ligandumok (3,9-PC2ABn?NO2, 3,9-PC2ABn’COH ¢ 3.9-
PC2MABP¢0H)  Mn(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoit szintén pH-
potenciometrids titraldssal hatdroztuk meg, kivéve a bisz(amid)-szarmazék
esetében (3,9-PC2AMPPBn’COH) ahol a megfigyelt lassi komplexképzédési
kinetika miatt kiilonmintas modszert alkalmaztunk. A 3,9-PC2ABR?NO2 esetén
az egyenstlyi modell érvényességének igazolasira szintén pH-fiiggd 'H-
relaxometrids titralast végeztiink (16. abra). Az 2. tablazatban bemutatott
bifunkcios ligandumok koziil a bazicitas értékekkel dsszhangban a [Mn(3,9-
PC2MABRPCOH)] stabilitasi allanddja bizonyult a legnagyobbnak. A pMn
értékek 0sszehasonlitasa viszont ezen vegyiiletek esetére mar egy kicsit mas

képet fest.

A legnagyobb pMn-értéket az anyaligandumal (3,9-PC2A; pMn = 8,64)
képz6dé Mn(Il)-komplex esetén tapasztaltuk, amelyet a bifunkcids acetat
szarmazékok kovetnek (3,9-PC2ABn”NO2: pMn = 8,49 és 3,9-PC2ABnCOH;
pMn = 8,37). A [Mn(3,9-PC2MABn?“0H)]-komplexre szamitott pMn érték
valamivel kisebb, mint az acetat-szarmazékoké, ami Osszhangban van a
ligandum  nitrogénatomjainak  az  acetat-szdrmazékokhoz  képest
megndvekedett bazicitdsaval. A varakozasoknak megfeleléen a bisz(amid)-
szarmazék (3,9-PC2AMPPBnPCOH: pMn = 7,64) Mn(II) rendszerére szamitott
pMn-érték a legkisebb a vizsgalt komplexek koziil, (2. tablazat), ami
O0sszhangban van a Mn(Il)- és Gd(Ill)-komplexekre publikalt irodalmi
adatokkal>* Ezen eredmények alapjin egyensulyi szempontbol a BFL
ligandumok koziil a legjobb termodinamikai paramétereket a 3,9-PC2ABn?NO?
és a 3,9-PC2ABn? O kelatorok Mn(IT)-komplexei mutatjak.
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V.3.2. A kriptat tipusu ligandumok Mn(ll)-ionnal alkotott komplexeinek

egyensulyi jellemzése

A kriptat tipust 3,9-CB39?PC ligandum és a beldle szarmaztatott 3,9-
CB3O2PCBn?COH BFL esetén a Mn(Il)-komplex lasst képzddése miatt (1asd
V4. felyezetben) a komplex stabilitdsok vizsgalata igen koriilményes. A pH-
potenciometrias titralas ezeknél a komplexeknél nem kivitelezhetd, mivel az
egyes adagolasok kozott honapokat kellene varni az egyensuly bealltara.
Gyakran alkalmazott modszer paramagneses fémionok komplexeinek
stabilitds meghatarozasahoz a kiilonb6zé pH-ji, savas pH tartoményban
elkészitett mintak relaxivitdsanak mérése (relaxometrids titralas). Esetiinkben
azonban a savas tartomanyban még lassabb a Mn(Il)-komplex képzddése, akar
évekbe is telhet mig a rendszerben beall az egyensuly. A képzddés sebessége
a pH novelésével nd, viszont nagyobb pH-n - mivel kezdetben Mn(II)-ion
felesleg van amig nincs teljes komplexképzddés - a Mn(II)-ion hidrolizise lehet
zavar6. Alternativ meghatarozasi modszerként egy ismert stabilitast, labilis
Mn(II)-komplexet képzé kompetitor ligandum segitségével torténd mérés,
ahol a Mn(II)-ion a két ligandum stabilitasa szerint oszlik meg és ezt az aranyt
valamilyen moédon (pl.: UV-lathat spektrofotometria, 'H NMR (akar
relaxometria is) stb.) detektaljuk. Ebben az esetben elonyt jelenthet az is, hogy
elkeriilhetjilk a Mn(II)-ionok hidrolizisét lugos tartomanyban, igy lehetdség
van 8-as pH felett is vizsgalatokat végezni, ahol feltételezhetden a
keresztkotott szarmazékok komplexképzddési sebessége gyorsabb. A
megfeleld kompetitor megtaldlasa azonban kozelitd stabilitasi (vagy
latszolagos) allandd ismeretében vezethet célra. Ebben az esetben is
eléfordulhat, hogy csak tobbfajta ligandum kiprobalasat kovetden sikeriil
meghatarozni a keresett stabilitasi allandot. fgy a kompetitor ligandum
megkeresése sem gyors, ill. egyszeri feladat. Az egyensuly bealltat

felgyorsithatjuk a hdmérséklet emelésével azonban, az igy kapott allando az
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adott homérsékletre fog vonatkozni, mivel a 25 °C-ra jellemzd egyensuly
elérésére is varni kellene, igy nem feltétleniil fogunk megbizhat6 (legalabb is
Osszehasonlithatd) eredményhez jutni. (Iévén az egyensulyi allando
homérsekletfiiggd). Mindentdl fiiggetleniil a képzOodési kinetikai adatok
ismeretében lehetéségiink van megadni a stabilitasi allandokra, ill. pMn
értékre egy minimum értéket, hiszen a képzddés- és disszocidciokinetikai
kisérletek relaxometrias, HPLC, ill. LC-ESI-MS mérései alapjan kijelenthetd,
hogy 25 °C-on és 7,4-es pH-n a Mn(Il) és a ligandum egy mM-os oldataban
tobb, mint 99%-os a komplexalodast tapasztaltunk. igy, ha 7,4-es pH és 1x10°
3 M komplex koncentracidval szamolva 99%-os komplexképzést érzékeliink,
a ligandum protonalodasi 4allandit is figyelembe véve a [Mn(3,9-
CB3O2PCBnC0H) " komplex log Kmnt értéke minimum 15,3-nak, mig a
bifunkcids szarmazék log Kmnr értékére legalabb 13,3-as log KmaL adat
becstilhetd, mig a komplexek pMn értékei legalabb 6,5 értékiiek.

V.4. A [Mn(3,9-CB3°?PC)]** és a [Mn(3,9-CB3°2PCBn?COH)|* komplexek

képzodéskinetikai vizsgalata

pH-potenciometrias titraldsok soran kisérletet tettiink a Mn(II)-komplexek
titralasara is, de eredményként a ligadum titralasi gorbéjét kaptuk vissza.
eldkisérleteink alapjan, ami eldjelezte a kelatok lassu képzddését (ahogyan azt
az irodalomban keresztkotott ligandumok esetében mar  tobbszor
tapasztaltak.'% Ezért relaxometrids modszerrel informaciot gytjtottiink a
komplex képzddésérdl. Ehhez a koriilményeket célszertien ugy valasztottuk
meg, hogy a vizsgélati koriilményeket ,,szimulaljuk™ (cmnar) = ciig = 1,0 mM;
pH =7,4; I = 0,15 M NaCl; T = 25 vagy 37 °C). A pH-t 7,4-re pufferelve a
Mn(Il)-ion hidrolizisével nem kell szdmolnunk, de a komplexképzddés
lényegesen gyorsabb, mint savasabb pH-n, ill. a komplexképzddés soran

felszabadul6 protonokat a pufferoldat elnyeli.
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17. 4bra A [Mn(3,9-CB*P?PC)]**-komplex mért és illesztett képzédéskinetikai gérbéje
(ernn=ciig=1,0 mM, pH=7.4, 1= 0,15 M, T=25 °C 1,41 T) (Robs: @, Riltesze: ®))

Ilyen koriilmények kozott a 3,9-CB3O?PC ligandum Mn(IT)-ionokkal torténd
komplexképzddési reakcioja masodrendii kinetikaval jol leirhat6 (feltételezve,
hogy a két reaktins koncentricidja egyenld), a meghatdrozott sebességi
egyiitthatdja 25 °C-on 9,73(1)x10° mM s, az ebbdl szamithatdo 99%-os
komplexképzddéshez sziikséges 1d0 (f99%) 11,8 nap 1,0 mM ligandum ill.
Mn(IT)-koncentracié esetén (17. abra). Tehat az egyensulyi (relaxometrias)
kiilonmintas mérések soran legalabb ennyi id6t vartunk, de minden esetben
megbizonyosodtunk az egyensuly bealltarol egy késobbi idépontban torténd

visszaméréssel.
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18. abra A4 [Mn(3,9-CB89?PCBn*“OM) Jkomplex mért és illesztett képzédéskinetikai gérbéje
(emnan=ciig=1,0 mM, pH=7,4, I=0,15 M, T=37 °C, 1,41 T) (Robs: ®, Rillesztett: ®))

A 3,9-CB3O?PCBn?COM kelator Mn(II)-komplexének képzodési sebessége
joval lassabbnak bizonyult az alapvegyiilethez képest, amit részben a
benzilcsoport sztérikus hatasa, részben pedig a 6N atom szubsztitucidja miatt
lelassult ~ konformaciovaltds  magyarazhat, amely a  makrociklus
komplexképzéshez kedvezd térszerkezetének kialakuldsdhoz sziikséges. A
képzbédés 37 °C-on illesztett masodrendii sebességi egyiitthatdja 5,48(1)x10¢
mM-'s!, amely reakcio6 igy 209 nap alatt érné el a 99%-o0s komplexalodast (18.
abra). Ezért sziikségessé valt az in situ komplexképzddés helyett a Mn(II)-
komplex szintézise, amit a hdmérséklet novelésével értiink el. A reakciot
90 °C-on a képzddési reakcio kinetikaja lényegesen gyorsabb, igy a komplexet

3 - 4 nap alatt sikeriilt kvantitativan eléallitani.
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V.5.Kinetikai mérések eredményei

Napjainkra altalanosan elfogadottd valt, hogy az in vivo felhasznalasra szant
komplexek esetében a kelatok inertsége nagyobb jelentdséggel bir, mint
termodinamikai stabilitasuk.'"”!% Az inertség vizsgalata fontos, mivel igy
gy6zOdhetiink meg arrol, hogy kelatok milyen sebességgel disszocidlnak, azaz
szabaditanak fel fémiont, ill. ligandumot az in vivo tartdzkodasuk ideje alatt.
protondlt koztiterméken keresztiil jatszodik le, akkor protonasszisztalt
disszociacios reakcioutakrol (ku, ku') beszélhetiink. Kicseréld esszenciélis
fémion (M’: Cu(Il), Zn(Il), stb.) tAmadasaval is lejatszodhat a reakcio (kwm),
amely sordan egy kétmagvi koztitermék alakul ki (Kmaim). Ebben a
koztitermékben a tdmado fémionra egyenként tevddnek 4t a donoratomok a
Mn(II)-ionrél. A fémion protonalt komplexen is tud tAmadni (km'), ill. a stabil
hidroxido-komplexeket képzo fémionok komplexei esetében
hidroxidkatalizalt disszociacio is bekovetkezhet, habar ez az utvonal a Mn(1I)-
komplexek esetében nem jellemz6. Ezen tal, ha van lehetOség
vegyesliganduma  koztitermékek  képzddésére, akkor a  kiilonbozd
ki™). Tovabba a disszociacio lejatszodhat egyéb, nem vizsgalt utvonalakon is,
amelyek Osszesitett hatasat egy konstans (ko) értekkel adhatjuk meg (melyet
gyakran spontan utnak is neveznek). Ezen Utvonalakat az alabbi 19. dbran
mutatjuk be, ahol a Ki", KbB, Kuv, Km', K1 és Ki™! egyensulyi allandokat (a
protondlt, ill. kétmagva koztitermék, és vegyesligandumi komplexek

protondlodasi és stabilitasi allandoi).
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19. abra A Mn(II)-komplexek lehetséges disszociacios utvonalai.

V.5.1. A PC2A szarmazékok Mn(I1)-komplexei inertségének a vizsgalata

A PC2A szarmazékok kinetikai vizsgalatanal, Caravan és mtsai. altal javasolt
technikat hasznaltuk.”” Ezzel a modszerrel kapott adatok, bar nem
fentebb

hozzajarulasarol, de kozvetleniil Osszehasonlithatok a klinikai kiprobalas

szolgaltatnak  informaciot a bemutatott  mechanizmusok

2. fazisdban 1évd: [Mn(PyC3A)]") az inertségével. A moddszer a Zn(Il)-
ionokkal lezajlo fémcsere-reakcio (25 ekvivalens Zn(Il)-ion altal indukalt
6,0 mellett, 50 mM MES pufferrel bedllitva)
37 °C-os

fémcsere-reakcio pH

T> relaxometria  segitségével torténd kovetésén alapul,
hoémérsekleten. A 25 ekvivalens Zn(Il)-ion jelenléte biztositja a reakcid soran
a pszeudo-elsérendii kinetikai feltételeket, igy a latszolagos sebességi
egyiitthatot az (5) egyenletre illesztve tudtuk meghatarozni.

A Mn(II)-komplexek inertségének vizsgalatara a relaxacids sebességek mérése
az 1d0 fiiggvényében nagyon érzékeny modszer, a disszociacid kovetkeztében
felszabadulé6 Mn(Il)-ion nagy r2p relaxivitdsanak koszonhetéen (64,3 és

54,2 mM s 25ill. 37 °C-on, 1,41 T térerésségen).
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20. abra. 4 [Mn(3,6-PC2A)] (Robs: @) és a [Mn(3,9-PC2A)] (Rovs: ®) komplexek disszocidcios kinetikai
vizsgalata 25 ekvivalens Zn(Il)-ion jelenlétében.
(pH=6,0 MES puffer, cromplex = 1 mM, czaan =25 mM, 7= 0,15 M NaCl, T=37 °C 1,41 T)
A [Mn(3,6-PC2A)]- ¢és [Mn(3,9-PC2A)]-komplexek disszociacidjara
meghatirozott pszeudo-elsérendii sebességi allandok rendre 3,28(3)x10* és
5,43(4)x10% s adoédtak (20. abra). Ezek az értékek nem térnek el
szamottevéen a korabban a Gd(IIl)-ion alapi  kontrasztanyagok

alternativajaként javasolt [Mn(PyC3A)]~ esetében tapasztalt sebességi
egyiitthatotol (6,76 x10*s™1).7

Az adatok alapjan megallapithatd, hogy a két izomer ligandum Mn(II)-
komplexének inertsége jelentdsen eltér, a két komplex kozil a [Mn(3,6-
PC2A)]-kelat disszocial lassabban, amely kiilonbséget a kelatok szerkezetében
1évo kiilonbségekkel lehet értelmezni. A kinetikai viselkedésben tapasztalt
kiilonbség azonban kevésbé markéans, mint azt a kdzelmultban piklén mono-
¢s dipikolinatszarmazékokkal képz6dé  Gd(II)-komplexek esetében
megfigyelték.'”
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21. abra 4 [Mn(3,6-PC2A)] (Rovs: o), a [Mn(3,9-PC2A)] (Rovs: »), a [Mn(3,9-PC2ABnP®)] (Rovs: @),
a [Mn(3,9-PC2ABn*“%H)] (Rys: o), a [Mn(3,9-PC2MABn*OH)] (Rovs: o), és a [Mn(3,9-
PC2AMPPBrP O )] (Rovs: @) komplexek disszocidcids kinetikai vizsgdlata 25 ekvivalens Zn(Il)-ion
Jelenlétében. (pH = 6,0 MES puffer, complex = 1,0 mM, 7= 0,15 M NaCl, 7= 37 °C 1,41 T)

A 3,9-PC2A anyaligandum és a bifunkcios ligandumok Mn(II)-komplexeinek
a transzverzalis relaxivitas-valtozasat az id6 fliggvényében a 21. abra mutatja
be, az ezekhez a mérésekhez tartozd adatok illesztésével kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allanddkat (és a meghatarozott kobs adatokbol szamolt
felezési 1d6 értékeket) pedig az 3. tablazatban hasonlitottuk G6ssze. Ezen
adatok alapjan a leglassabb disszociaciot a bisz(amid)-szarmazék komplexe
([Mn(3,9-PC2AMPPBn?COM)) esetén tapasztaltunk, ami teljes 6sszhangban

van a merev 12-taglh makrociklusokbol szdrmazoé trisz(amid)-szarmazékok

esetében megfigyelt adatainkkal.®
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3. tablazat A vizsgalt ligandumokkal alkotott Mn(Il)-komplexek kicseréld fémion (25 ekvivalens Zn(1l)-

osszehasonlitasa, feltiintetve a [Mn(PyC3A)] -komplex megfeleld értékeit.
(pH=6,0 MES puffer, ckomplex = 1,0 mM, /= 0,15 M NaCl, T'=37 °C)

Fows (5) t2 (h)
[Mn(PyC3A)]-« 6,76 x10 028
[Mn(3,6-PC2A)] 3,28(3) x10% 0,59
[Mn(3,9-PC2A)] 5,43(4) x10™* 0,35
[Mn(3,9-PC2ABNO)]| 1,312) x10° 14,70
[Mn(3,9-PC2ABn»O:H)] 4,28(1) x10°3 4,50
[Mn(3,9-PC2MABnwCO:1)[* 1,81(1) x10* 1,06
[Mn(3,9-PC2AMPPBprCO:Hy 2+ 3,15(1) x10° 61,12

@ Ref. (7).

Annak ellenére, hogy a [Mn(3,9-PC2MABn?CO!)]-komplex nem teljesitett
jol az egyensulyi vizsgélatok sordn, a disszociacidjara jellemzd felezési ideje
nagyobbnak bizonyult, mint a kiinduldsi [Mn(3,9-PC2A)]-, valamint a
[Mn(PyC3A)]|-komplexeké. Az adatok azt mutatjak, hogy az anyaligandum
3,9-PC2A szerkezetének bifunkcids ligandumba torténd 4talakitasaval a
megfeleld Mn(Il)-komplexek disszociacidos kinetikai paraméterei minden
esetben javultak. A 3,9-PC2ABn”NO: nitrocsoportjanak redukcioja soran
felmeriil6 nehézségek (melléktermékek képzddése a nitrobenzilcsoport
elvesztésével, a makrociklus felnyilasa stb.), a bisz(amid)-szarmazék (3,9-
PC2AMPPBpCO:H)  [2Mn]Mn(Il)-komplexének ~ viszonylag  lasst
képzddéskinetikdja, valamint az amidkdtések szobahdmérsékleten, pH = 7,4
kozelében vagy anndl kisebb pH-n megfigyelheté hidrolizise miatt a 3,9-
PC2ABnPCOH kelatort valasztottuk biokonjugacios célokra.
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V.5.1. Kriptat szarmazékok Mn(11)-komplexei inertsége

Eddig az irodalomban a Mn(II)-komplexek inertségének meghatarozasahoz P.
Caravan ¢és mtsai. altal javasolt Zn(II)-ionokkal val6 fémioncsere-reakcid vagy
kiilonb6z6 pH-n és kicseréld fémion-koncentracié mellett mért, Cu(Il)- esetleg
Zn(Il)-ionnal lejatszodd kicseréldodési reakcidk vizsgalata a bevett modszer.
Azonban ezek a keresztko6tott szarmazékok Mn(Il)-komplexei esetében a nagy
inertséglik nem johettek szoba. A kivalo inertséggel rendelkez6 komplexek (pl.
makrociklusos Gd(III)-kelatok) esetébe ezért gyakran a savasszisztalt
disszociacids utvonal sebességi egyiitthatdjanak kozvetlen meghatarozasat
végzik el, mely soran olyan savkoncentraciokndl mérjik a savaszisztalt
disszociacid sebességét, ahol a komplex mar jelentds mértékben disszocial, ill.

biztosithatok a pszeudo-elsérendli koriilmények.

80

(\
(e
R T R

oO+—r—r——7TrTTTTTTTTT—TT

0 50 100 150 200 250 300
t (h)

22. 4bra A [Mn(3,9-CB%%’PC)]’* (Rovs: @) és a [Mn(3,9-CB*O?PCBr? ) [* (Rovs: @) komplexek
disszociacios kinetikai vizsgalata 1,0 M HCI jelenlétében
(Ckomplex = 1,0 mM, cH+ = 1,0 M, = 1,0 M, T= 25 °C ],41 T)
A 3,9-CB3O2PC és 3,9-CB3O?PCBn? O [igandumok Mn(Il)-komlexeinek a
transzverzalis relaxivitas-valtozasat az 1d6 filiggvényében 1,0 M

savkoncentracio esetén a 22. abra mutatja be. A savasszisztalt disszociaciot
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mindkét komplex esetén 0,1 - 1,0 M savkoncentracio tartomanyban vizsgaltuk,
az igy kapott kobs értékeket legjobban leird modell pedig a lineéris 6sszefliggés
volt (23. abra). Ez alapjan a proton koncentracié négyzetes hozzajarulasa a
disszociacidhoz elhanyagolhaté mértékii, ami Gsszhangban van az elsé és
masodik protondlodési allandok kozotti nagy kiilonbséggel is. Az adatsor

kisebb savkoncentracidoju részére vald illesztés esetén az egyenes

.....

rrrrrr

Mindezek fényében az illesztett ki sebességi egylitthatok értéke a [Mn(3,9-
CB3O2PC)]*"-komplex esetén 8,53(6)x10° M's'l-nek, mig a [Mn(3,9-
CB3O2PCBn?COM)]* kelat esetén 1,82(2)x10* M's"!-nek adddott. Ha a tobbi
disszocidcidés utvonal valdban elhanyagolhatdo, a pH = 7,4-re extrapolalt
felezési ideje a két komplex esetére rendre 64,7, ill. 3033 évnek addodik. A
keresztko6tott szarmazékok inertségéhez vald savkatalizalt hozzajarulés a 3,9-
PC2A ¢és 3,9-PC2ABn? O ligandumok Mn(Il)-komplexeinek analogiajara a
funkcionalizalas hatdsara jelentdsen, tobb mint egy nagysagrenddel csokkent,
aminek ebben az esetben is a 6N atom csokkent bazicitasa a feltételezhetd oka.
(A 3,6-PC2A, a 3,9-PC2A és a 3,9-PC2ABn?NO? ligandumok Mn(II)-
komplexeinek disszocidciés kintetikdjat vizsgalatuk részletesen is.)
Osszehasonlitva a kapott ki értékeket irodalmi adatokkal kijelenthetd, hogy a
kriptand tipusu alapvegytilet Mn(Il)-komplexének inertsége megkozeliti, mig
bifunkcids szarmazékanak az inertsége jelentdsen meghaladja az irodalomban
eddig publikélt leginertebb Mn(Il)-komplexként hivatkozott biszpidin-
szarmazék, valamint a klinikai képalkotasban hasznalt gadoteridol Gd(III)-

alapa MRI kontrasztanyag inertségét (4. tablazat).%
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23. abra A [Mn(3,9-CB%9?PC)]** (@) és a [Mn(3,9-CB*O>PCBnrO:H)]* (@) komplexek esetében
tapasztalt pszeudo-elsérendii sebességi dllanddk H -ion koncentrdcié fiiggése.
(Ckomplex = 1,0 mM, 7= 1,0 M, T=25°C 1,41 T.)
A ko pontos meghatarozasara (ha van hozzéjarulas) kisebb pH-n torténd
mérésekre lenne sziikség, azonban a hosszl felezési idok miatt (t6bb mint 1 év
4,0-es pH-n) erre nincs lehetdség a gyakorlatban. Ettdl fliggetleniil azon
lehetdség kizarasa érdekében, hogy a savasszisztalt disszociacion kiviil mas
utvonalnak is van hozzdjarulasa a fémkomplex disszocidcidjahoz,
megvizsgaltuk a [Mn(3,9-CB3O2PCBn?CO1)]"-komplex Zn(II)-ionokkal
torténd kicserélddési reakciojat 37 °C-on a P. Carvan és munkatarsai altal
javasolt koriilmények kozott. A tapasztalataink alapjan 4 nap alatt a relaxivitas
5%-o0s valtozasat detektaltuk, amelybdl csak becsiilni lehet a felezési 1d6t a
végsd (Rw) relaxaciosebesség ismeretében. Feltételezve, hogy ebben az
esetben nem kell szdmolni mas disszocidcios Utvonallal (pl. fémkatalizalt
disszociacid), a meghatarozott kobs €rtéke jo kozelitéssel egyenld lesz a ko
allandoval, hiszen a savkatalizalt disszociacio sebessége ilyen koriilmények
kozott elhanyagolhato (112 = 121 év). Igy a kinetika gorbe kezdeti szakaszabol

263 nap). Ez az érték 25 °C-on varhatéan még ennél is kisebbnek adodik, azaz
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nagysagrendekkel kisebb, mint a nagy savkoncentracional végzett disszociacid

kinetikai mérésekbdl meghatarozott/meghatarozhato tengelymetszet értéke.

4. tablazat A [Mn(3,9-CB®?PC)]** és a [Mn(3,9-CB3??PCBn?Ot) " _komplexek savasszisztalt

komplexek adataival dsszehasonlitva (Ckomplex = 1,0 mM, I=1,0 M, T'=25 °C)

Kobs (s7)
ki (MC's™) 1M HCl-ban
[Mn(L1)] «® 1,6 x107 2,2 x10°
[GA(HP-DO3A)] ¢ 6,8 x10" —
[Gd(DO3A-BT)] ¢ 2,8 x10°3 —
[Mn(3,9-CB®°?PC)|** 8,53(6) x107? 8,24(1) x1073
[Mn(3,9-CB3O?PCBnrCOM)| - 1,82(2) x10* 1,7841(1) x10*

@ ezen komplex a pszeudo-elsérendii sebességi 4llandéi H'-ion koncentraci6jatol valo fiiggése négyzetes.
b Ref. (9), © Ref. (%)
A rendkiviil nagy inertséggel rendelkez6 komplexek esetén, mint amilyenek
az itt targyalt keresztkotott szarmazékok is, lehetdség van arra, hogy az
elkészitett komplex oldatat, ami az egyenstly (pl. kis latszolagos stabilités)
miatt tartalmaz szignifikdns mennyiségii szabad Mn(Il)-iont is - valamilyen
eljarassal (pl. ioncsere) megtisztitsunk a szabad Mn(Il)-ionoktol, hiszen az
egyensuly 0jboli beallta tobb évbe/évtizedbe telne fizioldgias koriilmények

kozott.

V.6.A Mn(II)-komplexek relaxometrias vizsgalatai

14

Mivel az eldallitott Mn(IT)-komplexek tartalmaznak a fémionhoz koordinal6do
vizmolekulat ezért vizsgaltuk a komplexek relaxivitasat is, bar nem a
relaxivitds optimalizaldsa volt a célunk. A kelatorok tervezését azonban ugy
végeztiik, hogy az MRI- és PET-képalkot6 eljarasok kombinalasanak elméleti
lehetésége megmaradjon (azaz a biokonjugacioért felelds oldallancok reaktiv
csoportja ne befolyasolja a fémion koordindcios szférdjat a kiinduléasi 3,9-

PC2A anyaligandumhoz képest).

74



Esszencialis fémionalapt innovativ diagnosztikai agensek

5. tablazat A vizsgalt és osszehasonlitasi alapkent szolgalo ligandumok Mn(1l)-ionnal kialakitott
komplexeinek relaxivitds értékei. (pH = 7,4)

20 MHz / 0,49T 60 MHz /1,41 T
rip (mMs!) rap (mMst) rip (mMs!) rap (mMsY)

25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
PyC3A ¢« 33 2,1 - - 2,8 2,5 - 4,9
3,6-PC2A 2,72 - 3,49 - 2,41 - 42 —
3,9-PC2A 2,91 — 3,96 - 2,24 - 4,82 -
3,9-PC2ABn#N®? 4,19 — - - - - - —
3,9-PC2ABnrCOH 5,13 5,03 7,89 11,42 4,95 3,69 11,29 8,22
3,9-PC2MABn#COH 4,05 3,05 5,95 4,44 3,92 2,76 9,44 7.15
3,9-PC2AMPPBprCOH 5,78 4,32 8,98 6,78 5,83 4,17 13,57 10,12
3,9-CB*?PC 2,41 1,97 3,32 2,68 2,04 1,54 5,76 4,58
3,9-CB392PCBnrCOM 4,96 427 8,23 7,65 4,88 4,03 12,78 12,76
@ Ref. (7).

A relaxivitas (r1,2p) az 1 mM koncentracidju paramagneses anyag oldatanak
longitudinalis (1/71,) és transzverzalis (1/77p) relaxacidosebesség noveld hatasa
a diamagneses kornyezethez képest. A vizsgalt Mn(Il)-komplexek

relaxivitasait az 5. tablazatban hasonlitottuk Ossze.

A vizsgalt bifunkcios ligandumok Mn(Il)-komplexei relaxivitasa eléri vagy
meghaladjdk a kereskedelmi forgalomban 1év0, leggyakrabban hasznalt
Gd(Il)-alapi MRI kontrasztanyagok megfelelé értékeit.'!'" A [Mn(3,9-
PC2ABnN®%)]-, [Mn(3,9-PC2ABn?C0:1)]- [Mn(3,9-PC2MABn/CO:H)]- &g
[Mn(3,9-PC2AMPPBn?CO:H)_komplexek esetében 0,49 T térerdn és 25 °C-on
4,19, 5,13, 4,09 és 5,78 mM's™! 7y, értékeket kaptunk, mig az anyaligandum
Mn(II)-kelatjara, a [Mn(3,6-PC2A)]-komplexre, jellemzd érték 2,91 mM!s!-
nak addédott. Ezek az adatok megerdsitik egy Mn(Il)-ionhoz koordinalt
vizmolekula jelenlétét a fémion belsd koordinécids szférajaban (ami a jovOben

elengedhetetlen a PET- és az MRI-képalkoto eljarasok kapcsolasahoz).
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A [Mn(3,9-CB*92PC)]** (#) és a [Mzg,;-bCYZWPCBnPCOZH) )J* (A) komplexek rip relaxivitds
meghatdrozésa. (pH = 7,4, T =25 °C, 1,41 T)

Meghatéroztuk a 3,9-CB392PC ligandum Mn(II)-komplexének relaxivitasat is,
ami 2,41 mM s -nek (r1,) adodott 0,49 T térerén és 25 °C-on. Ezen relaxivitas
adatok hasonloak a legtobb, jelen dolgozatban, ill. az irodalomban korabban
eléallitott, 1 koordinalt vizmolekulat tartalmazé piklén szarmazékokéhoz. Ez
alapjan feltételezhetjiik, hogy a keresztkotés hatasara is megmaradhatott a
tobbi, dolgozatban targyalt ligandumra jellemzd pentagonalis bipiramisos
koordinacidés geometria, ahol a vizion az egyik axidlis helyzetben
koordinalédik a fémionhoz. A 3,9-CB3O?2PCBn?COH szirmazék Mn(ID)-
komplexének relaxivitdsa a funkcionalizdlatlan ligandumhoz képest
jelentdsen, kozel kétszeresére nott (71, = 4,96 mM s 0,49 T térerdn és 25 °C-
on), amit feltételezhetden a nagyobb molekulaméret miatt megndtt rotacios
korrelacidos 1d6ével magyarazhatdé. Hasonld trendet a 3,9-PC2A ¢és 3,9-
PC2ABwCOH /' 39-PC2ABn*N?? ligandum komplexei esetében is
megfigyeltiink, ezental kutatocsoportunk korabbi eredményei kdzott is szadmos
példat taldlhatunk arra, hogy pl. benzilcsoporttal torténd modositast kovetden
hasonlé aranyban nétt a komplexek relaxivitasa is (pl. 3,6-PC2A-EOB, 3,9-
PC2A-EOB, BPPA-EOB, 3,9-PC2A-BP, stb.) a  megfeleld

76



Esszencialis fémionalapt innovativ diagnosztikai agensek

t38OLUZIB A relaxivitds novekedés klinikai

anyavegyiiletekhez képes
gyakorlatban relevans koriilmények kozott (71 = 4,03 mM s 1,41 T térerén
¢és 37 °C-on) Osszemérhetd a jelenleg alkalmazott Gd(III)-komplexek
relaxivitasaval (gadotersav: r1p, = 2,9 mM's!; gadoteridol: 1, = 2,9 mM's!;
gadobutrol: 71, = 3,3 mM!s™), kivéve a gadopiklenol esetére mért értéket,
amely azonban nagyobb molekulatomegli és két koordinalt vizmolekulat is
tartalmaz, tehat kifejezetten nagy relaxivitasu agensnek fejlesztettek (r1p=12,8

mM'ls'l).m’“S
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V.7.Ligandumok [3>Mn]Mn izotoppal torténd jelolésének eredményei

A tovabbi vizsgdlatokhoz az idedlis keldtor kivalasztasa érdekében
Osszehasonlitottuk a 3,9-PC2ABn?CO:H 3 3.9-PC2MABn’COM ¢&s5 a 3,9-
PC2AMPPBn?CO:H [igandumok [*>Mn]Mn(I)-vel torténd radiojelzését. A 3,9-
PC2ABn?COH & g 3,9-PC2MABR?COH ligandumok pillanat szer(ién, 100%-
os (kvatitaiv) hozammal komplexaltdk az [*>Mn]Mn-izotoppal a vizsgalati
kortilmények kozott (HEPES pufferben pH = 7, szobahdmérsékleten) (25.
abra), és szobahOmérsékleten legalabb 2 oran keresztiil stabilak maradtak a

vizsgalt koncentraciotartomanyban (2 pM - 2 mM).

o +——1D—"—"7—"—""""T"T"""T"T"T"TT"T

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
t (h)

25. abra Az inkubdciés id6 hatdsa a vizsgalt ligandumok (A 2,19 mM 3,9-PC2ABn?CO:H, © 2 07 mM
3,9-PC2MABn?C0:H, ¢ 1,69 mM 3,9-PC2AMPPBn?COM) yqdiokémiai jelolés hozamdra (atlag +
standard deviacio6, n = 3) [*’Mn]Mn(II)-vel szobahémérsékleten. (HEPES pufferben pH = 7).

A 3,9-PC2AMPPBn?COM igandummal végzett jelolési reakciok viszonylag
lassuak voltak szobahdmérsékleten, és még a ligandum legnagyobb (1,69 mM)
koncentracidjanal sem sikeriilt kvantitativ jelolést elérni: 1,69 uM ligandum
koncentraciot alkalmazva 240 percnyi inkubéciora volt sziikség a 95%-os

jelolés eléréséhez (26. abra).
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26. abra A 3,9-PC2AMP?BnPO*H [igandum koncentrdcidjanak (A 1,69 mM, B 169 uM, ©16.9 uM,

€ 1.69 uM) hatdsa a [P>Mn]Mn(Il)-vel térténé radiokémiai jelolés hozamdra (4tlag + standard
deviacio, n = 3) szobahémérsékleten (HEPES pufferben pH = 7)

A 3,9-PC2AMPPBn#COH [igandum esetében vizsgaltuk a hdmérséklet hatasat
komplexképz6dés sebességére a jeloléshez sziikséges id6 csokkentése
érdekében. Az eredményeket az 27. abra. 4bra foglalja 6ssze, ahol lathato,
hogy a 3,9-PC2AMPPBn?COHM [jgandummal 30 perc alatt 95%-os jel6lést lehet

elérni, ha a reakciot 50 °C-on hajtjuk végre.

A disszociacios kinetikai vizsgalatok eredményeit parhuzamba szerettiik volna
allitani a PET-re jellemzé koncentracidtartomanyban végezett vizsgalati
eredményekkel ezért transzkelacios reakciokat is vizsgaltunk melyhez transz-
CDTA ligandum nagy feleslegét hasznéaltuk. A transz-CDTA kifejezetten
nagy stabilitast Mn(Il)-komplexet képez (log Kmn = 14,32 és pMn = 8,66),

ezért a feleslege mellett végrehajtott reakciok teljes mértékben lejatszodnak.
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27. abra A hémérséklet (A 27°C, ® 37°C, © 50°C, B 85°C) hatdsa a 3,9-PC2AMPPBn? 0! [igandum
P>Mn]Mn(ll)-vel torténd radiokémiai jelolésének hozamdra (atlag + standard deviacid, n = 3) 1,69 uM
kelator koncentracional (HEPES pufferben pH = 7).

Amint az a 28. abran lathatd, a 3,9-PC2MABn?C%H Jigandum [*>Mn]Mn(1I)-
jeloltje esetében viszonylag kis inertséget figyeltiink meg, igy a komplex
meglehetdsen gyorsan elveszitette a Mn(Il)-iont. Ugyanakkor a radioaktivan
jelzett [*>Mn][Mn(3,9-PC2AMPPBn?CO:H)]_kelat a teljes vizsgalat soran nem
disszocialt. A 3,9-PC2ABn?COH [32Mn]Mn(II)-komplexe lassan disszocialt,

12 6ra alatt a komplex kb. 9%-a szenvedett transzkelaciot.
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28. ibra A [2Mn][Mn(3,9-PC2ABw<OH)] A a [P2Mn][Mn(3,9-PC2MABn?<OH)] © 654
[?Mn][Mn(3,9-PC2AMP?Bn?COH)] @ komplexek transzkeldcios reakcidja transz-CDTA

ligandummal. (4tlag = standard deviacio, n = 3) (300 pL ligandumoldat (21,9mM A, 20,7mM
16,9mM @, 5 mM HEPES, pH = 7), és 1 uL [**Mn]Mn(I)-oldat (MQ-viz, 70 kBq) elegyét inkubaltuk
szobahén 1 6ran keresztiil, majd 6,6 pL 100mM-os transz-CDTA oldatot adtunk az elegyhez)

Ezen eredmények birtokaban fontosnak tartjuk alahtizni, hogy a fémioncsere-
reakcid (amelyet millimolos koncentracidtartomanyban, Zn(II)-kicseréld
fémion hasznélva vizsgaltunk) és a transzkelacids reakciok (melyet transz-
CDTA ligandummal radiokémiai koriilmények kozott alkalmaztunk)
reakcidsebességeinek sorrendje megegyezett. Ez azt jelenti, hogy az adott
ligandum-csalad esetében a nem radioaktiv Mn(Il)-ionnal végzett vizsgalatok

alapjan megbecsiilhetjiik a jelolt kelatok viselkedését.

A konjugicidhoz és a tovabbi in vivo kisérletekhez inertség alapjan a 3,9-
PC2AMPPBn?COH [igandum kivalasztasa tiinik a legcélszerlibbnek. Azonban
a bisz(amid)-szarmazékok esetében vizsgdlataink sordn amid oldallancok
részleges hidrolizisét tapasztaltuk, amely két 1épésben a megfeleld diacetat-
szarmazék (3,9-PC2ABnPCOH) kialakulasahoz vezetett (29. dbra). Bar a

bomlas mértéke nem olyan jelentds, hogy a stabilitdsi vizsgélatokat
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befolyasolja, de mivel a vegyes és diacetat szarmazékok gyorsabban jeldlnek
igy a radio-kromatogramon azonnal megjelennek a hidrolizis miatt bomlasi

termékek. A bisz(amid) szarmazékok PET-alkalmazasat nem javasoljuk.
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29. abra A [P’Mn]Mn(Il) radiojelzett 3,9-PC2AMP?Bn?COH (t5bbnapos térzsoldatbdl készitve) (zold)
és a PC2ABn? 0 (piros) ligandumok Radio-HPLC kromatogramjai.
(Gradiens: 0,00—5,00 min 5% B, 5,00—15,00 min 5—55% B; eluensek: 20 mM Foszfat puffer
(pH = 6) (A) és acetonitril (B), 1 mL/min aramlési sebesség.)
A szobahdmeérsékleten mért lasstt komplexképzddés és a bifunkcios ligandum,
ill. a konjugatuma hidrolitikus labilitdsa miatt a tovabbi vizsgalatainkhoz a 3,9-

PC2ABn?COH [igandumot valasztottuk.

Az in vivo Kkisérletekhez részletesen vizsgaltuk a pH, a hémérséklet, a
reakcioidé és a ligandum koncentracidjanak hatasat a 3,9-PC2ABnPCO:H
kelator [>>Mn]Mn(I)-vel torténd jelzésére. Meghataroztuk a [>*Mn][Mn(3,9-
PC2ABn?COM)] kelat radiokémiai tisztasagat 5 perces reakcioid6vel 25 (30.
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abra) és 95 °C-on (31. abra), [3,9-PC2ABn?C0:H] = 0,1 uyM - 100 uM
jelenlétében, 4 - 8 pH-tartomanyban.

-

——pH=4
pH=5
pH=6

——-pH=7

P —&—pH=8
0! T LN L L L | T Tt T Tt rrr] T — 1 1T 1 rrr1]
0,1 1 10 100
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30. abra 4 3,9-PC2ABn?*O! [igandum radiojelzésének optimalizdaldsa [P>Mn]Mn(Il)-vel
szobahémérsékleten, 5 perces reakcioidével, a pH foggvényében (a pH =4 — 8 pH-tartomadnyban
(n=1)).

OI T T T T TrTTT T T T T TTTT T T T T T1rTT]
0,1 1 10 100

c3,9-PC2ABnPC02H (].IM, loglO skéla)

31. abra 4 3,9-PC2ABn* %" ligandum radiojelzésének optimalizalasa [>Mn]Mn(Il)-vel 95 °C-on,
5 perces reakcididével, a pH foggvényében (a pH =4 — 8 pH-tartomanyban (n = 1)).
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A 3,9-PC2ABn?CO:H [S2Mn]Mn(11)-vel torténd jeldlésének hatékonysiga a pH
novekedésével javult, 1 pM ligandum koncentraciot alkalmazva 6-os pH felett
nagyobb mint 95%-0s radiokémiai tisztasdgot lehetett elérni, mig pH = 5,0
esetén egy nagysagrenddel nagyobb ligandum koncentraciora volt sziikség
ugyanilyen jelolési hozam eléréséhez. A reakcioidd hatasat is vizsgaltuk
minden pH-ndl a ligandum-koncentracié fiiggésének az inflexioés pontjan. A
hosszabb reakcididd nem eredményezett nagyobb jelzési hozamot, tehat a

[*>Mn]Mn(1I)-jeldlés mar szobahémérsékleten is pillanatok alatt bekdvetkezik.

Ahogyan azt korabban a kinetikai adatoknal is lattuk, a 3,9-CB3°?PC, és a 3,9-
CB3O2PCB# O Jigandumok merev szerkezetének koszonhetSen ezek
Mn(II)-komplexei kiemelkedd inertséggel rendelkeznek. Azonban ezen
ligandumokkal képzdd6 komplexek képzddési sebessége is 1ényegesen kisebb
(lasd korabban). Igy ezen ligandumok esetén a kelatorok jeldlhetéségét
nagyobb, 1 - 5 mM-os, ligandumkoncentracional vizsgaltuk az id6, pH és

hémérséklet hatasat a [>>Mn]Mn(1I)-jeldlés hatasfokara.

100

RCP (%)

0 -“i_d T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
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32. dbra Az inkubdcids id6 hatdsa a 3,9-CB*?PC ligandum (1,0 mM) [’Mn]Mn(II)-vel térténd
radiokémiai jelolésének hozamara pH = 6,0 (¢), 7,0 (M) és 8,0-nal (A ) szobahémérsékleten (n=1).
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Vizsgaltuk a reakci6idd hatasait a  [>’Mn][Mn(3,9-CB802PC)]-kelat
radiokémiai tisztasagara, pH = 6,0, 7,0 és 8,0-nal szobahOmérsékleten (32.
abra), és 90 °C-on (33. abra). Meglepetésiinkre a jel6lés hatékonysaga a pH
csokkenésével javult, 5 mM ligandum koncentraciét alkalmazva pH = 6,0-nal
nagyobb mint 97%-os radiokémiai tisztasagot tudtunk elérni 24 ora leforgasa
alatt, szobahdmérsékleten, 1 mM ligandum koncentraciot alkalmazva 6,0-os
pH-n pedig kézel 100%-os radiokémiai tisztasagot lehetett elérni 1 ora alatt 90

°C-on.
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33. abra Az inkubdciés id6 hatdsa a 3,9-CB*?PC ligandum (1,0 mM) [>>Mn]Mn(Il)-vel torténd
radiokémiai jelolésének hozamdra pH = 6,0 (¢), 7,0 (M) és 8,0-ndl (A ) 90 °C-on (n=1).

Vizsgaltuk a reakcioidé hatasat is a 3,9-CB3O2PCBn?COH  bifunkcids
ligandum [>**Mn]Mn(Il)-vel valé jelzési reakcidjara 5 mM ligandum
koncentraciot alkalmazva, pH = 6,0, 7,0 és 8,0-nal, 90 °C-on (34. abra). A
jelolés hatékonysaga pH = 7,0-nél maximumot mutatott, 5 mM ligandum
koncentraciot alkalmazva, igy 100 %-os radiokémiai tisztasagot lehetett elérni
18 ora alatt 90 °C-on, de mar 8 ora alatt is 98%-ot meghaladd hozamot sikertilt

elérni.
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34. abra Az inkubdciés id6 hatdsa a 3,9-CB3?PCBw?OM [igandum (5,0 mM) [P>Mn]Mn(II)-vel
torténd radiokémiai jelolésének hozamara pH = 6,0 (¢), 7,0 (M) és 8,0-nal (A) 90 °C-on (n=1).

V.8.A bifunkciés ligandum (BFL) konjugalasa anti-HER?2 affitesttel

Az anti-HER2 specifikus affitest biovektor molekulat a Roman Akadémia
Biokémiai Intézetében az Enzimologiai csoport tagjai, Stefan Szedlacsek és
munkatarsai expresszaltak, tisztitottak, majd jellemezték, illetve a HER2+
sejtekre valo szelektivitasit SKOV3, MCF7 és HEK293T sejtvonalakon
végzett sejtjelolési kisérletekkel bizonyitottak. A 3,9-PC2ABn”MA (38)
bifunkcids ligandum konjugalasa eldtt az affitest vektor molekulét tartalmazé
oldatot ditiotreitollal (DTT) kezeltilk a molekuldk kozotti diszulfidkotések
redukcigja érdekében (37 °C-on 12 6réan keresztiil egy Eppendorf cs6ben). A
redukciodt kovetden kdzvetleniil preparativ RP-HPLC-s technikéval tisztitottuk
és liofilizaltuk. Az affitest monomer molekula kb. 6,5 kDa méretdi, igy itt a
DTT-t6] valo tisztitdsra méretkizarasos (3K - 3 kDa cutoff) technikat is
alkalmazni lehetne (pl.: dializis, centrifugdlds méretkizardsos membran
segitségével). Az affitest molekula azonban birja a savas és szerves oldoszeres

kozeget (akar a 90°C-os fiitést is) aktivitasvesztés nélkiil, tovabba nagyobb
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méretli szennyezoket (pl.: polimer/PEG, nagyobb fehérék/SUMO-molekula az
eléallitasbol) is tartalmazott az eldallitott affitest termék, igy preparativ RP-
HPLC-s technikéval nagyobb tisztasagban tudtuk a fehérjét izolalni, mint ami
méretkizarasos moddszerrel elérhetd lett volna, a tisztabb affitestbdl pedig

tapasztalataink alapjan jobb hozamu konjugéciot értiink el.!'®

Fontos megjegyezni, hogy a pH szerepe kritikus ezeknél a reakcioknal. Az
affitest molekula szerkezetét nézve egy ciszteint tartalmaz az N-terminalis
végén, tehat egy tiolcsoport talalhatd a molekulan, viszont aminocsoport joval
nagyobb szamban. Az idedlis konjugacid 1:1 BFL:affitest sztochiometriaja
tiol-maleimid reakcid lenne, amely a Michael-addicids reakcio egy specidlis
tipusa. Természetesen minél tobb kelatort kotiink a fehérjére, annal nagyobb
molaris aktivitast érhetlink el a jel6lésnél, viszont anndl nagyobb mértékben
modositjuk a molekula szerkezetét, ami a tumorhoz vald kotéserdsség vagy
szelektivitas romlasat idézheti eld. Irodalomi adatok alapjan pH 6,5 - 7,5 kozott
a maleimid Michael-addicids reakcioja a tiolokra kemoszelektiv. pH = 7,0-nél
a maleimid reakciosebessége tiolokkal koriilbeliil 1000-szer gyorsabb, mint
aminokkal. Azonban pH > 7,5 felett a szabad primer aminok kompetitiv médon

reagalnak a tiolokkal a maleimid C=C kotésére.!!”

Tolmachev és munkatarsai tobb kozleménytikben is 6,5-6s pH-t javasolnak a
konjugaciora, szobahdémérsékleten, egy ¢éjszakds inkubacival, kb. 2 - 5
ekvivalens konjugaloszerrel.''® A terméket ezek utan preparativ HPLC-s
technikéval tisztitottak, majd a tisztasagat ESI-TOF tomegspektrometridval
vizsgaljak (bar a konjugéitum tisztasagrol a kzleményben nem talalhato adat).
A leirt koriilményeket megismételve nem tapasztaltunk teljes atalakulast,
ellenben a maleimid vizaddicidja nagy mértékli volt, a reakcididét novelve
pedig tobbszords termék megjelenését is tapasztaltunk (maleimid-amin

kapcsolasi reakcio).
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35. abra A 3,9-PC2ABn"MA (38) bifunkcios ligandum (BFL) konjugalasa anti-HER? affitesttel. (xxxx)
2 mg redukalt Zuera2s01-Cys affitest, 333 uL 1,0M-os amménium-acett oldat (pH = 5,5), 1 mL MQ-
viz, 60 uL ACN, 37 °C, 5 d.

Ezen tapasztalatok alapjan az affitest konjugaciot 2 mg redukalt Zugr2:2801-Cys
affitest felhasznaldsaval végeztiik, amelyet 1 mL MQ-vizben oldottunk egy
1,5 mL-es HPLC-s mintatart6 iivegben, majd 333 puL 1 M-os ammoOnium-
acetatot (pH = 5,5) és 60 uL 20 mg/mL acetonitrilben oldott 3,9-PC2ABn"MA
(38) kelatort adtunk a reakcioelegyhez. A mintatartot argon gazzal toltottiik fel
¢és 37 °C-on inkubaltuk 5 napon keresztiil (35. abra). A reakcio eldrehaladasat
offline MS (ESI-qTOF-UHRMS) technikdval kovettik. A kozel teljes
konverzi6 eléréséhez (>98%) kb. 5 napra volt sziikség. Ezt kdvetden a terméket
(43) preparativ RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk majd liofilizaltuk, amely a
3,9-PC2ABn*MA-Cys-HER2-affitest (43) konjugatumot eredményezte. Az 36.
abran lathato a BFL és az affitest reakcid el6tt és a konjugatum tisztitas utan
készitett kromatogrammja. A kormatogramm alapjan lathato, hogy nincs nagy
retencios kiilonbség a fehérje és a konjugatum kozott. Korabbi vizsgalatok
alapjan elmondhato, hogy két etilészter véddcsoport elegendd (polaritasbeli)
retencids kiilonbséget eredményez az elvélasztdshoz, viszont a fehérje és a
maleimid-tiol kotés stabilitdsa nem feltétlen engedi meg a ligos hidrolizist.
Kisebb pH-n és hosszabb reakcididdvel viszont kozel 100%-os konverziot
értiink el, ahogyan az 36. abra lithat6.''® A 37. dbra az izolalt 43-as
konjugatum offline ESI-MS (ESI-qTOF-UHRMS) spektruma l4thato. A savas
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kortilmények kozott mért spektrumon a konjugatum +4-t6l +12-ig terjedd
toltési allapotai figyelhetdk meg. A dekonvolualt spektrum alapjan
meghatarozott molekulatomeg 6sszhangban van a vart értékkel (A < 0,ImDa),
ami igazolja, hogy a spektrumban valdban a 43-as konjugatum jelenik meg, és
a preparativ elvalasztds soran bomlas nem tortént. A spektrum alapvetéen

homogén, csupan elhanyagolhaté mennyiségli mellékcsucs lathato.
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36. abra A 3,9-PC2ABn?M4 BFL (38) (rézsaszin), az affitest (z0ld), konjugdcié sordn kapott
reakcidelegy (kék) és a tisztitott 3,9-PC2ABnPMA-Cys-HER2-affitest (43) konjugdtum (piros) UV-
lathato (220 nm) egymasra helyezett HPLC-kromatogrammjai.

89



Varadi Balazs: Doktori (PhD) értekezés

Analysis Info
Analysis Name

Method

VB_000001.d Acquisition Date  2021-09-07 09:28:06

Instrument maxXis Il 1828979.22359

Acquisition Parameter
Source Type

Focus

Scan Begin

Scan End

300 m/z
2200 m/z Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source

lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar
Set Capillary 4500V Set Dry Heater 200 °C
Set End Plate Offset -500V Set Dry Gas 4.0 I/min

Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°C

Intens.
1%

100
75
50
257

0

VB_000001.d: +MS, 1.1min #197|
9+
871.8850

980.7444
7+
1120.7069

6+
L 1307.3230 5+ 4+
1568.5858
1 N O O :

600 800 1000

1200 1400 1600 1800 2000 miz

[%]
1251

100

Mr ﬁl “
7833.8836 |
o

VB_000001.d: +MS, 1.1min, Deconvoluted|

/ / / ‘ A
- / f— . ,/ \\ _/ ‘\._,.l/ ‘\_// L\‘_,// \\_,/’\‘ A\ ~ o~ ~

7830

7834 7836 7838 7840 7842 7844 7846 7848 Mass [Da]

7833.8836

CaagHs2aNoaOnoSz, M, 7833.8836

r
7837.8944

Mr
7839.8992
Mr

7835.8892 7840.9016
Mr

7841.9039 Mr
7842.9062

Mr
Mr 7834.8864

7830

7834 7836 7838 7840 7842 7844 7846 7848 miz

9+1 I
e e -

VB_000001.d: +MS, 1.1min #1397

9+
871.8850
9+

9+ )‘ 872.1077 9+

871.6620 ” 872.2191

9+
872.3307 9+

87150 871.75 872.00 872.25 872.50 872.75 873.00 miz

75
501
257

01

871.4388

9 CassHsaaNasOnoSz2, M+nH, 871.4388
+

9+ 871.8844
871.7730 9+

872.1072
9

9+
871.6616

+

872.2186 ar

872.3299 g4+
872.4413

9+
871.5502
9+

871.00

" 87150 &71.75 87200 87225 87250 87275  873.00  miz
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V.9.A [[Z*Mn]Mn(3,9-PC2ABn”MA)(H:0)]-Cys-HER2-affitest (44)

eloallitasa
Hy0,
S . =
OH | J_ HO O.,, / 20,
N
o= o= i
I\/N\) XXXXi K/N\)
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(0] o O, o
HN\/\N HN\/\ﬁ
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ZygRr2:2801-affibody Zygr2:2801-affibody
3,9-PC2ABn"MA-Cys-HER2-affibody (43)
[[32Mn]Mn(3,9-PC2ABn”MA)(H,0)]-Cys-HER2-affibody (44)
38. abra 4 [[*’Mn]Mn(3,9-PC2ABn?*M4)(H:0)]-Cys-HER2-affitest (44) elédllitdsa. (xxxxi): 1,68 -
3,36 MBq [**Mn]MnCl: radioizotdp oldat, 4,35 pmol HEPES (pH = 7,02) puffer, RT, 15 min.

Elvégeztiik az elkésziilt konjugatum radiojellését is >*Mn-izotdppal korabban
a keldtor esetére optimalt koriilmények alkalmazasidval (38. abra). A
biodisztribucios vizsgalatokhoz HEPES (4,35 pmol, pH = 7,02) puffert és 3,9-
PC2ABn"MA_affitest (3,8 - 7,6 nmol) oldatot adtunk a [*Mn]MnCl»
radioizotép (1,68 - 3,36 MBq) oldatdhoz. A jelolési kisérleteket
szobahdmérsékleten, zart 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben végeztiik 15 perc
reakci6iddt alkalmazva. A radiofarmakont 100%-os radiokémiai tisztasaggal
sikeriilt eldallitani, ahogyan azt a 40. abra lathatjuk, igy reakcioelegyet
sooldattal a sziikséges térfogatra higitottuk, és tovabbi tisztitds nélkiil
hasznaltuk fel a PET-vizsgalatokban. Annak bizonyitasara, hogy a médszer
alkalmas a szabad [*Mn]MnCl, és a jelzett konjugatum elvéilasztasra,
készitettlink egy olyan mintat is, amihez radioaktiv és nem radioktiv
[¥>*Mn]MnCl-ot is adtunk. Errél a mintarél késziilt UPLC-MS mérés
eredménye a 39. abra abran, amely bemutatja a konjugatum azonositasara
szolgal6 UV-detektalt jelet (254 nm), a radiodetektor kromatogramjat,

valamint a 3,73 perces csucs tomegspektrometrias (ESI-MS) adatait. A
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radiokromatogramon a jelzett konjugatum 3,9 percnél, mig a szabad radiéfém

0,6 percnél jelenik meg, jol elkiiloniild retencids idokkel.
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39. abra A [?Mn]Mn(3,9-PC2ABn?MA)(H10)]-Cys-HER2-affitest (44) LC-MS azonositdsa : (fels6)
UV-lathato kromatogram (254 nm), (k6z¢épso) radio-kromatogram, (als6) a 3,73 perces csiics MS
spektruma (ESI+).
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39

.....

0,6

40. abra A [[>’Mn]Mn(3,9-PC2ABn*M4)(H,0)]-Cys-HER2-affitest (44) radio-HPLC vizsgalata: (felsd)
radio-kromatogram, (also) UV kromatogram (274 nm).

V.10. A [[**Mn]Mn(3,9-PC2ABn"M4)(H20)]-Cys-HER2-affitesttel
kapcsolatos eredmények

A [[**Mn]Mn(3,9-PC2ABn*MA)(H;0)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon iv
vivo teszteléséhez allatkisérleteket végeztiink egerekben. Statikus (4 ora, 24
ora, 72 ora) in vivo PET/MRI képalkotéssal hataroztuk meg a radiofarmakon
biodisztribuciojat és HER2+ specifikussagat, MDA-MB (HER2+) (n = 1) és
4T1 (HER2-) (n = 2) tumorokat tartalmazo egerek segitségével. Ortotopikus
xenotranszplantaciordl beszéliink, ha a rédkos sejtek beiiltetését ugyanabba a
szervbe vagy szovetbe oltjuk be, ahonnan a rak eredetileg szarmazott az
emberben, mig heterotopikus xenotranszplantaciordl ha a tumorsejteket az
eredeti szovettdl vagy szervtdl eltéré helyre injektaljuk. Ezzel a biologiai

kornyezet hatasat vizsgaltuk a tumor biokinetikdjara.
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A tumorsejteket szubkutan injektaltuk a vall teriiletére (heterotopikusan) és a
lagyéktaji mellzsirparna intramammaris helyére (ortotopikusan). Amikor az
egerekben a xenograftok elérték a 6 - 7 mm-es atmérét, idedlis jelolési
koriilmények kozott eldallitott (2,7 = 0,69 MBq) [[**Mn]Mn(3,9-
PC2ABn"MA)(H20)]-Cys-HER2-affitest-konjugatumot ~ adtunk  be az

egereknek intravénasan.
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41. abra A daganatok (emld és hdt), az izom, a sziv, a és a vesék idoéaktivitasi gérbéinek (TAC)

atlaga, amelyek tobbszoros idéponti MDA-MB (HER2+) daganatot hordozo SCID egér nanoPET/MRI-
képalkotdsabdl szarmaznak a [[>Mn]Mn(3,9-PC2ABr*M4)(H,0)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon
farok-vénas injekciojat kévetden.

Az injektalast kovetden az egerek vesekérgében jelentds (SUV atlag: 22,19 4
ora alatt) radioaktivitas felhalmozddast figyeltiink meg a dinamikus bomlassal
korrigalt PET képek elemzésével, amely az id6 mulasaval lassan csdkkent
(SUV atlag: 16,23 és 10,75 24, illetve 72 6rat kovetd leképzések soran). Ezen
tul, mindkét csoportnal jelentsen kisebb radioaktiv anyagfelvételt figyeltiink
meg a tobbi egészséges szervben s szovetben (41. abra és 42. abra). Ez a
jelenség nem ismeretlen az irodalomban, gyakran jelentkezik az affitest

biovektor molekuldk alkalmazisa soran és az affitestekre jellemzdé nagy
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hidrofilicitisnak koszonhetd. Az esetinkben is a [[??Mn]Mn(3,9-
PC2ABn*MA)(H20)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon vese-visszatartasaval

és vizeletkivalasztasaval magyarazhato. 354!
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42, abra A tumor(eml)-szervi (izom, vér, , vesék) arany TAC-gorbéi, amelyek tobbszdros iddponti

MDA-MB (HER2+) daganatot hordozo SCID egér nanoPET/MRI-képalkotasabol szarmaznak a
[[P’Mn]Mn(3,9-PC2ABn*4)(H10)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon farok-véndas injekcidjat
kovetéen.

HER2+ daganatot hordoz6 egérben a transzplantalt emlétumor radiofarmakon
felvétele nagyobb (SUV atlag: 1,36, 1,18 és 0,91 4, 24, illetve 72 orat
kovetden) volt (a majat és a vesét kivéve) mint azt a tobbi szerv esetén
tapasztaltuk (41. abra, 42. dbra és 44. abra). Ezen tul az ortotopikusan
transzplantalt ~HER2+  eml6étumorhoz  képest a  heterotopikusan
transzplantaltnak sokkal kisebb tumorfelvétele volt (SUV éatlag: 0,75, 0,67 és
0,63 4, 24, illetve 72 ords idOpontokban), amit azzal magyarazunk, hogy a
tumor kozvetlen kornyezete akar jelentésen befolyédsolhatja a radiofarmakon

felvétel mértéket.
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43. abra Tumor(emld és hat)-vér arany TAC-gorbéi, amelyek t6bbszords idoponti MDA-MB (HER2+)
és 4T1 (HER2-) daganatot hordozo SCID egerek nanoPET/MRI-képalkotasabol szarmaznak a
[P?Mn]Mn(3,9-PC2ABn?4)(H;0)]-Cys-HER2-affitest rdiofarmakon farok-vénds injekcidjat

kovetden.

A bomlassal korrigdlt PET-felvételek kvantitativ elemzése alapjan tovabba
megallapithatd, hogy a radiofarmakon felvétel az MDA-MB (HER2+)
tumorokban harom nap alatt enyhén csokkent. Az 1d6 elérehaladtaval a tumor-
maj és a tumor-vese aranyok megkozelitdleg nem valtoztak, ami azt jelenti,
hogy a vesékbdl és a majbol a radiofarmakon eliminécidja hasonlo sebességgel
jatszodik le, mint a tumorbol. Az atlagos tumor/vér gorbék elemzésébol
egyértelmiien lathat, hogy a [[*’Mn]Mn(3,9-PC2ABn"MA)(H20)]-Cys-
HER2-affitest felhalmoz6ddsa az MDA-MB (HER2+) tumorban minden

vizsgalt idépontban jelentdésen nagyobb, mint a 4T1 tumor esetében (43. abra).
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44. abra Az MDA-MB (HER2+) daganatot hordozo SCID egér nanoPET/MRI-képalkotasa. A
[P?Mn]Mn(3,9-PC2ABn?4)(H:0)]-Cys-HER2-affitest radiofarmakon intravénds injektdlasat kovetd
4, 24 és 72 oraval a bomlaskorrigalt koronalis PET-felvételek (fent), amelyek a vese nélkiili (w/o k) és

a veseével (k) szeleteket, valamint transzaxialis PET-felvételeket (lent) mutatjak. Az ortotopikus tumorok
helyét piros nyilak jelolik.

Az MDA-MB (HER2+) daganatot hordozé egerek esetén 1,7-szer nagyobb
volt a vizsgéalt radiofarmakon felvétele az ortotopikusan injektalt
emlddaganatban, mint a heterotopikusan transzplantaltban. A 4T1 (HER2-)
tumort hordoz6 egereknél (n = 2) nem volt figyelemremélto kiilonbség a két

tumorkdrnyezet indukalta felvételkozott.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A kutatoémunka elso 1épéseként eldallitottunk két piklén diacetat, 3,6- és 3,9-
PC2A izomer ligandumot, amelyek Mn(Il)-komplexei lényegesen eltérd
termodinamikai és disszociacios, de hasonld olddszercsere-kinetikai, és
relaxacios tulajdonsagokkal rendelkeznek. A [Mn(3,9-PC2A)]-komplex jobb
termodinamikai stabilitassal (log Ky = 17,09(2), és 15,53(1) a 3,9- és a 3,6-
PC2A-komplexei esetére) és enyhén jobb relaxécios tulajdonsadgokkal
rendelkezik (71, rendre 2,72 és 2,91 mM's! a 3,6- és 3,9-PC2A-komplexek
esetére, 25 °C-on, 0,49 T térerén mérve). A relaxivitas értékei alapjan mindkét
ligandum Mn(Il)-komplexében megtaldlhatdé a fémionhoz koordinal6dod
belsOszféras vizmolekula. A [Mn(3,6-PC2A)]-komplex jobb kinetikai
inertséggel rendelkezik (kobs = 3,28(3)x10™* és 5,43(4)x10™* s™' a 3,6-PC2A és
3,9-PC2A) Zn(Il)-ionnal lezajlé fémioncsere-reakciok vizsgalatai alapjan.
Ezen adatok alapjan megallapitottuk, hogy mindkét ligandum megfeleld
»epitdelemként” szolgalhat inert Mn(II)-komplexek eldallitadsahoz, 1ll.
biztonsagosan alkalmazhato wintelligens”/bifunkcios képalkoto
kontrasztanyagok tervezéséhez. A 3,9-PC2A egyediil inertségében maradt el
a 3,6-PC2A izomert6l, ami a piridinnel szembeni nitrogénatomhoz kapcsolt
elektronszivocsoporttal jelentdsen javithatd, mig az N9-es gylirinitrogénen

funkcionalizalt szarmazékok esetén ez a hatas kevésbé jelentkezik.

A kapott eredmények alapjan a 3,9-PC2A ligandum platformot valasztottuk 10
bifunkcios vegyliletcsalad eloallitasahoz €s vizsgaltuk Mn(II)-komplexeik
fizikai-kémiai tulajdonsdgainak jellemzéséhez. A fizikai-kémiai jellemzések
eredményei igazoltak, hogy az alap 3,9-PC2A kelator bifunkcios ligandumma
alakitdsa javitja a Mn(Il)-komplexek disszociacios kinetikai (Zn(II)-ionnal
lejatszo6dd  fémioncsere-reakciok vizsgalata alapjan) ¢€s relaxometrias

tulajdonsagait, mikdzben a komplexek latszolagos stabilitasa vagy véltozatlan

98



Esszencialis fémionalapt innovativ diagnosztikai agensek

maradt (acetat oldallancok), vagy csak kis mértékben csokkent (alfa-metil-
acetat és amidszarmazékok). A modell bifunkcios ligandumokat ciklotronban
eléallitott és tisztitott [>>Mn]Mn(I)-izotoppal jeldltiik és tanulmanyoztuk a
a kelatorok jelolési hozamara gyakorolt hatasat. Eredményeink szerint az
acetat szarmazékok 6,0-os pH felett 5 perc alatt hatékonyan jelolhetok mar
1 uM ligandum koncentraciot alkalmazva, mig a 3,9-PC2AMPPBprCO:H
(bisz(amid)-szarmaz¢k) ligandum esetében a kozel kvantitativ radiojelzés
eléréséhez 4-5 oOra reakcididore vagy melegitésre (50 °C) is sziikség volt.
Ugyanakkor ennek a ligandumnak a Mn(II)-komplexe esetében a leglassabb a
transz-CDTA kicseréld ligandummal lejatszodd transzkelacios reakcid.
Annak ellenére, hogy kinetikailag a 3,9-PC2AMPPBn#CO:H  bisz(amid)-
szarmazék teljesitett a legjobban, a konjugicidhoz a 3,9-PC2ABn?CO:H
Mn(I1)-kotd  karboxilat-szarmazékot — valasztottuk, mivel radiokémiai
koriilmények kozott az amid-oldallancok hidrolizisét figyeltiik meg (ami a
megfeleld diacetat-szarmazék ligandum kialakuldsat eredményezte). Az
eldallitott és megjelolt radiofarmakon az in vivo PET-kisérletekben figyelemre
méltd nyomjelzd-felhalmozodast és a HER2+ tumorszovetben specifikus
dusulast/visszatartdst mutatott mar 4 Oraval az injektalast kovetden, igy jo
kilatasokkal rendelkezik a konjugdtum nukledris gyogyaszatban valod
alkalmazasa tekintetében. Ezen tul, a kiilonb6z6é szovetekbe (vallizom vs.
lagyéktaji mellzsirparna) agyazott tumorok specifikus felvételét jelentdsen
eltérének taldltuk, ami arra utal, hogy a helyi tumorkdrnyezet hatassal van a
konjugadtum felhalmozodéasara. Végiil, az irodalomban mas affitest-
konjugatumok esetében tapasztalt eredményekkel dsszhangban a konjugatum
kiterjedt vesekéreg-felhalmozodast is mutatott, amely csdkkentése érdekében
a jovoben terveink kozott szerepel HSA-kotd egység(ek) beépitése a

konjugatumba.
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Mindezeken tal, a Mn(II)-kelatok inertségének a javitdsa érdekében merev
piklén, biszpiklén ¢és O-pikén makrociklusokra alapoz6  kriptat
ligadumcsaladot allitottunk el6. A 3,9-PC2A analégnak tekinthetd 3,9-
CB892PC ligandum és a belble szarmaztathato 3,9-CB3C?PCBnPC02H BFL
eldallitasat kovetden vizsgaltuk a kelatorok Mn(II)-komplexeinek képzddési
és disszociacios kinetikai viselkedését, valamint vizcsere- és relaxacids
tulajdonsagait. A vizsgalt kriptat tipust ligandumok Mn(II)-komplexeinek
képzddési kinetikdja kifejezetten lasst még pH=7,4-en is tobb napot vesz
igénybe ugyanakkor kimagaslo inertséggel rendelkeznek. Az eredményeinket
Osszehasonlitva  lathatd, hogy az altalunk eléallitott [Mn(3,9-
CB3O2PCBn?CO:M)]-komplex inertsége (ki = 1,75x10* M !s™!) meghaladja a
[GA(HP-DO3A)] kereskedelmi forgalomban 1évd kontrasztanyag (ki =
6,8x10* M!s 1), valamint az eddig publikalt leginertebb Mn(II)-kelat
paramétereit (ki = 1,6x10° M!s!), és megkozeliti a [Gd(DO3A-BT)]

.10 A relaxivitas

kontrasztanyagra jellemzé inertséget (ki = 2,8x10° Ms
értékek tekintetében is Osszemérhetd az eldallitott BFL ligandum Mn(ID)-
kelatja (r1p =4,27 mM's!' pH=7,4, 37°C, 049 T) a Gd(Ill)-alapu
kontrasztanyagokkal, példaul a DOTAREM-mel (r1,=3,4 mM's™), ill. a
kereskedelmi forgalombol mar kivont MAGNEVIST-tel (r1,=3,4 mM's™!). A
[Mn(3,9-CB30?PC)] és a  [Mn(3,9-CB3O2PCBn?COH)]-komplexek
tartoznak. Ezen komplexek inertsége olyannyira kimagaslo, hogy az eldallitott

Uj ligandumcsalddokra magyar szabadalmat nytjtottunk be, amit 2025-ben

nemzetkozi szabadalomma emeltiink.
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VII. SUMMARY

As the initial step of our research, we synthesized two picolinate diacetate
ligand isomers, 3,6- and 3,9-PC2A, whose Mn(Il) complexes exhibit
significantly different thermodynamic stabilities and dissociation kinetics,
while their solvent exchange kinetics and relaxometric properties are similar.
The [Mn(3,9-PC2A)] complex demonstrates superior thermodynamic stability
(logKvn = 17.09(2) and 15.53(1) for the 3,9- and 3,6-PC2A complexes,
respectively) and slightly enhanced relaxivity (r,, =2.72 and 2.91 mM's™! for
3,6- and 3,9-PC2A, respectively, measured at 25 °C and 0.49 T). The observed
relaxivity values confirm the presence of an inner-sphere water molecule
coordinated to the Mn(II) ion in both complexes. In terms of kinetic inertness,
the [Mn(3,6-PC2A)] complex performs better, as evidenced from metal-ion
exchange studies with Zn(II) (kobs = 3.28(3)x10~* and 5.43(4)x10~* s™* for the
3,6-PC2A and 3,9-PC2A complexes, respectively). Based on these findings,
we concluded that both ligands are suitable as "building blocks" for the
development of kinetically inert Mn(II) complexes and the design of safe and
effective “smart” or bifunctional imaging contrast agents. The 3,9-PC2A
isomer only lagged behind the 3,6-PC2A isomer in terms of inertness, which
could be significantly improved by introducing an electron-withdrawing group
on the nitrogen opposite the pyridine ring. This stabilizing effect was less
pronounced for derivatives functionalized on the N9 ring nitrogen.

Given the results, we selected the 3,9-PC2A scaffold as the basis for a new
family of bifunctional compounds and investigated the physico-chemical
properties of their Mn(II) complexes. The transformation of the basic 3,9-
PC2A chelator into bifunctional ligands led to improved dissociation kinetics
(as shown by Zn(Il) metal-ion exchange studies) and relaxometric

performance, while the apparent thermodynamic stability of the complexes
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remained unchanged (when using acetate pendants) or decreased only slightly
(for a-methyl-acetate and amide derivatives). Model bifunctional ligands were
labeled with [**Mn]Mn(II), produced and purified via cyclotron, and the effects
of ligand concentration, temperature, pH, and reaction time on radiolabeling
efficiency were evaluated. Acetate derivatives were effectively labeled within
5 minutes at pH > 6.0, even at ligand concentrations as low as 1 uM. However,
for the bis(amide) derivative 3,9-PC2AMPPBn’COH  near-quantitative
radiolabeling required 4—5 hours of incubation or heating to 50 °C. Notably,
this ligand’s Mn(II) complex exhibited the slowest transchelation with trans-
CDTA, indicating high kinetic inertness. Despite this, the carboxylate-
functionalized derivative 3,9-PC2ABn?”C%H was chosen for conjugation due
to the observed hydrolysis of amide side chains under radiochemical
conditions, resulting in the corresponding diacetate ligand. The radiolabeled
pharmakon showed remarkable in vivo tracer accumulation and specific
retention in HER2+ tumor tissue as early as 4 hours post-injection, suggesting
strong potential for the conjugate in nuclear medicine applications.
Furthermore, tumor uptake varied significantly depending on implantation site
(e.g., shoulder muscle vs. inguinal fat pad), suggesting that the local tumor
microenvironment influences conjugate accumulation. Consistent with
previous findings for other affibody-conjugates, we also observed notable
uptake in the renal cortex, which we aim to reduce in future studies by
incorporating HSA-binding moieties into the conjugate.

Beyond this, we developed a family of cryptate ligands based on rigid pyclen,
bis-pyclen, and O-pyclen macrocyclic frameworks to improve the inertness of
Mn(II) chelates. We synthesized the 3,9-CB32PC basic ligand - an analog of
3,9-PC2A - and its bifunctional derivative 3,9-CB3C?2PCBn?C0H. We then
investigated the formation and dissociation kinetics, water exchange

properties, and relaxivity of their Mn(II) complexes. These cryptate ligands
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form complexes at notably slow rates - even at pH 7.4, complex formation can
take several days - but display exceptional kinetic inertness. Our data show
that the [Mn(3,9-CB3°?PCBn?C02)] complex surpasses the inertness of some
commercial contrast agents such as [GA(HP-DO3A)] (ki = 6.8x10* M 's™!)
and even the most inert Mn(II) chelates reported to date (e.g., k&1 = 1.6x1073
M's™"), approaching the inertness level of [Gd(DO3A-BT)] (ki = 2.8x10°°
M's™"). Regarding relaxivity, the Mn(II) complex of the developed BFL ligand
(rmp =427 mM's" at 37 °C, pH 7.4, 0.49 T) is comparable to Gd(III)-based
contrast agents such as DOTAREM (7, = 3.4 mM's™!) and the now-
withdrawn MAGNEVIST (ri, = 3.4 mM's™!). Acid-assisted dissociation
studies confirmed that [Mn(3,9-CB3°?PC)] and [Mn(3,9-CB30?PCBn?C02H)]
are among the most inert Mn(Il) complexes known to date. Due to these
outstanding properties, we have filed a Hungarian patent for this new ligand

family, which was upgraded to an international patent in 2025.
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IX. FUGGELLEK

IX.1. Piklén (6) és védett szarmazékainak szintézis leirasa

IX.1.1. 3-Alloc-PC (12) szintezis leirdasa

0 A 3-Alloc-PC-oxalat (11) eléallitasa: 3,10 g (11,9 mmol) piklén-
oxalat-ot (7) 238 mL acetonitrilben oldottuk fel és hozzaadtunk 2,00 g (23,8
mmol) natrium-hidrogén-karbonatot, majd a szuszpenzidt 40 kevertettiik
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden 1,33 mL (12,5 mmol) Alloc-kloridot
adagoltunk a reakcidelegyhez cseppenként. A reakcidelegyet tovabb
kevertettiik 14 oran keresztiil szobahdmérsékleten. Az olddszert csokkentett
nyomdason eltavolitottuk szlirést kovetden. A beparlasi maradékot
diklormetanban visszaoldottuk, és a maradék sokat kiszrtiik. A sziirletet ismét
szarazra beparoltuk, igy fehér habként kaptuk meg 11-es (4,08 g, 99%-o0s
kitermelés, két rotamer keveréke) terméket. '"H NMR (500,13 MHz, CDCl3) 6
3,00 - 3,13 (m, 4H), 3,31 (ddd, /= 14,7, 11,2, 3,9 Hz, 1H), 3,51 - 3,51 (m, 7H),
3,78 - 3,88 (m, 4H), 4,04 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 4,06 (d, /= 16,9 Hz, 1H), 4,14
(m, 1H), 4,21 (d, J = 13,8 Hz, 1H), 4.31 - 4,42 (m, 2H), 4,47 (d, J = 5,8 Hz),
4,55 (d,J=14,8 Hz, 1H), 4,61 (d, /= 14,3 Hz, 1H), 4,92 (dd, /=17,2, 1,5 Hz,
1H), 4,99 (dd, /= 10,5, 1,2 Hz, 1H), 5,13 (dd, /= 10,4, 1,0 Hz, 1H), 5,19 (dd,
J=172,13 Hz, 1H), 5,19 (dd, J= 17,2, 1,3 Hz, 1H), 5,53 (d, J = 16,9 Hz,
2H), 5,62 (ddd, J = 16,1, 10,8, 5,5 Hz, 1H), 5,81 (ddt, /= 16,3, 10,5, 5,8 Hz,
1H), 6,96 (d,J=7,5 Hz, 1H), 7,0 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 7,01 (d, /= 8,0 Hz, 1H),
7.10(d,J=7.5Hz, 1H), 7,51 (t,J=7,7 Hz, 1H), 7,52 (t,J= 7,7 Hz, IH) ppm;
13C-JMOD NMR (125,77 MHz, CDCl3) 6 45,4, 45,5, 46,8, 47,8, 48,8, 48,9,

i
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49,9, 51,1, 56,8, 57,0, 57,5, 58,7, 65,7, 66,1, 117,2, 118,2, 119,7, 119,8,
121,61, 122,1, 132,2, 137,1, 137,3, 153,0, 153,3, 156,18, 156,4, 156,5, 159,2,
159,3, 162,8, 162,9 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt Ci7H21N4O4 [M+H]"
345,1557; mért 345,1557; szamolt [M+Na]" 367,1377; mért 367,1374.

hﬁ,ﬁ\j _<\O A 3-Alloc-PC (12) eléallitasa: 4,04 g (11,7 mmol) 3-Alloc-PC-
oxalatot (11) feloldottunk 50 mL 2M-os sdsavban, majd 100°C-on kevertettiik
5,5 6ran keresztiil. Miutan visszahiilt szobahémeérsékletiire 70 mL vizet és
Amberlist A21 gyantan (75,0 g) adtunk hozza, hogy eltavolitsuk a sav
feleslegét. Az elegyet lassan kevertettiik egy oran keresztiil, majd kisz{irtiik a
gyantat, amit ezt kdvetden vizzel és metanollal mostunk. Az olddszert
csOkkentett nyoméson eltavolitottuk, ami sargas olajat eredményezett. Az
ellenion cseréjét Amberlite IRA 458 (OH™ forma, 56 mL) kolonnan végeztiik
metanollal, mint eluens. Az igy kapott olaj tisztitdsat kicsapassal (1.:
MeOH/Et;0, 2.: forr6 ACN, 3.: MeOH/AcOEt) és oszlopkromatografiaval
végeztik (oszlop: semleges AlOs, gradiens: 100/0—100/2, eluensek:
CHxCl,/MeOH), ami igy 3,37 g, (11,5 mmol, 98%-os kitermelés, 1/1 rotamer
keverék) 12-es terméket eredményezett. "H NMR (500,13 MHz, D>0) & 2,37
(s, 2H), 2,45 (d, J = 3,2 Hz, 4H), 2,55 - 2,61 (m, 2H), 2,82 (s, 4H), 3,66 - 3,76
(m, 4H), 3,91 (d, J=7,9 Hz, 4H), 4,45 (d, ] = 4,6 Hz, 2H), 4,55 - 4,65 (m, 6H),
5,04 (d, J=16,7 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,28 (d, J = 10,6 Hz, 2H),
5,36 (d, J=17,2 Hz, 2H), 5,71 (ddt, J = 16,0, 10,3, 4,9 Hz, 1H), 6,00 (ddt, J =
16,3, 10,8, 5,6 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 7,19
(d, J = 6,5 Hz, 2H), 7,67 (t, J = 7,3 Hz, 2H) ppm; 3C-JMOD NMR (125,77
MHz, D>0) 6 48,6, 48,7, 48,8, 48,8, 49,6, 49,7, 50,5, 53,9, 54,7, 55,2, 69,1,
69,4, 119,5, 121,1, 122,7, 122,7, 123,4, 135,2, 135,4, 140,7, 158,7, 159,1,
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160,7, 160,9, 161,8, 161,9 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szdmolt C1sH2N40,
[M+H]" 291,1816; mért 291,1817.

IX.1.2. 3,9-diNs-PC (13) szintézis leirdasa

AN

Z
N

T H\)N h A 3,9-bis((4-nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan (13) eldallitasa: 20,0 g (29,6 mmol) ferc-butil-3,9-
bis((4-nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-
karboxilat (10) diklérmetanos (45 mL) oldatahoz 21 mL trifluorecetsavat
csepegtettiink, erds kevertetés kozben. A reakciot szobahdmérsékleten 12 dran
keresztlil tovabb kevertettilk, majd az olddszert csdkkentett nyomdason
eltavolitottuk. A visszamaradt olajat viz és acetonitril 1:1 aranyu elegyében
visszaoldottuk, fagyasztottuk és liofilizaltuk. A liofilizalas 15,7 g (92%-o0s
kitermelés) 13-es terméket eredményezett bézs szinli szilard anyagként.
TH NMR (360,13 MHz, DMSO-ds) 3,30 (t, 4H), 3,64 (t, 4H), 4,57 (s, 4H),
7,43 (d,J=7,7,2H),7,88 (t,J=7,7,1H), 8,19 (d,J= 8.9, 4H), 8,45 (d, J= 8.9,
4H), 10,20 (bs, 1H) ppm; ¥C-JMOD NMR (90,55 MHz, DMSO-ds) & 44,72,
47,27, 51,62, 121,11, 124,99, 129,06, 139,02, 142,73, 150,28, 157,69 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt Ca3H24Ne¢OgS: [M+H]" 577,1170; mért
577,1168; HPLC tisztasdg (260 nm): 98,33%; retencids id6: 10,103 min;
gradiens: 0.00— 15,00 min 5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 pL;
minta: 1,00 mg/mL 100% ACN; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A,
3 um, 150 % 4,60 mm; kolonna ID: 181147-3.
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IX.1.3. 6-Boc-PC (14) szintézis leirdsa

L

moNo A 6-Boc-PC (14) eléallitasa: 60,48 g (89,38 mmol) terc-butil-3,9-

bis((4-nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-

karboxilat-ot (10) oldottunk 500 mL DMF-ben, majd kevertetés kozben argon
atmoszféra alatt hozzaadtunk 98,82 g (715,04 mmol) vizmentes kélium-
karbonatot oldathoz. Ezt kovetden 5,24 mL (51,02 mmol) tiofenolt adtunk a
reakcidelegyhez argon atmoszféra alatt. A keletkezett szuszpenzidt tovabb
kevertettiik szobahdmérsékleten 24 oran keresztiil. Az olddszert csokkentett
nyomason eltavolitottuk, a nyersterméket pedig flash kromatogréafiaval
tisztitottuk. Az egyesitett tiszta terméket tartalmazo frakciokrol az olddszert
eltavolitottuk csokkentett nyomason. A visszamaradt olajos terméket viz és
acetonitril elegyében (1:1) visszaoldottuk és liofilizaltuk. Ezt a 1épest még
kétszer megismételtiik, ami 3,01 g sargas szilard anyagot (48%-os kitermelés)
(14-as termék) eredményezett. Flash NP-LC retenciés idd: 18,6 min,
gradiens: 0,00—5,00 min: 0% (B), 5,00—23,00 min 0—90% (B), eluens: etil-
acetat (A) és 10% ammonia (25%-0s) metanolban (B), aramlasi sebesség:
85 mL/min, kolonna: 120 g-os Teledyne ISCO RediSepRf® Gold szilikagél
eldobhato kolonna; "TH NMR (400,13 MHz, CDCl3) & 1,47 (s, 9H); 2,62 (t, J
= 5,3 Hz, 4H); 3,52 (t, J= 5,3 Hz, 4H); 3,95 (s, 4H), 6,94 (d, /= 7,6 Hz, 2H);
7,52 (t,J= 17,6 Hz, 1H) ppm; BC-JMOD NMR (90,55 MHz, CDCl3) 6 28,54,
48,73, 50,65, 51,73, 80,50, 120,45, 136,79, 157,57, 157,68 ppm; UHRMS
(ESI+) m/z szamolt C16H26NsO2 [M+H]" 307,2129; mért 307,2131; HPLC
tisztasag (260 nm): 94,27%; retencids 1d6: 5,361 min; gradiens: 0,00—15,00
min 0—90% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) €s acetonitril (B); aramlasi
sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 uL; minta: 2,00 mg / 2,00 mL
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50% acetonitril vizben; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 pm, 150
x 4,60 mm; kolonna ID: 345362.

IX.2. 3,6 és 3,9-PC2A szintézis leirasa
IX.2.1. 3,9-PC2A (16) szintézis leirdsa

AN

NC\_N N N_/CN

NS A 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafin-3,9-
diil)diacetonitril (3,9-PC2MeCN) (15) eldallitasa: 0,50 g piklént (6) (2,42
mmol) 10 mL kétszeresen desztillalt vizben oldottunk és az oldat pH-jat 8,55-
re allitottuk 2,0 M-os sodsavoldattal. 0,66 g formaldehid-natrium-biszulfit-
adduktot (4,94 mmol) 10 mL desztillalt vizben feloldottuk és hozzaadtuk egy
részletben a piklén (6) oldatdhoz erdteljes kevertetés mellett. A reakcidelegyet
felmelegitettiik 60 °C-ra és tovabb kevertettiikk 60 °C-on 3 oran keresztiil. A
reakcidelegy pH-jat 10 percenként ellendriztiik Metrohm 6.0210.100
kombinalt elektroddal szerelt Metrohm 827 pH laboratériumi pH-mérd
segitségével és visszaallitottuk a kezdeti pH-értékre, ha 0,2 pH egység eltérést
tapasztaltunk frissen készitett 2 M-os NaOH-oldat segitségével. Miutan
visszahiitottilk a reakcioelegyet 0,40 g NaCN-ot (8,16 mmol) adtunk egy
részletben a vizes oldathoz, amit tovabb kevertettik 3 oOran keresztiil
szobahdmérsékleten. A reakcioelegy analitikai HPLC-s kromatogrammja a
piklén (6) kvantitativ atalakulasat mutatta 3,6- (6 - 8%) és 3,9-diszubsztitualt
(94 - 92%) metilnitril szarmazékokka. A kapott oldat pH-jat 13-asra allitottuk
2 M-os NaOH-oldat hasznalataval, majd a vizes fazist haromszor
megextrahaltuk kloroformmal (3 x 30 mL). Az egysitett vizes fazisokat
vizmentes MgSOs-on szaritottuk, sziirtik és csokkentett nyoméson
eltavolitottuk az olddszert. Ami igy a 15-0s terméket eredményezte fehér

szilard anyagként (0,47 g, 76%-os kitermelés). 'H NMR (400,13 MHz,
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CDCls) § 2,01 (s, 4H), 2,61 (t, J= 5,2 Hz, 4H), 3,79 (s, 4H), 3,86 (s, 4H), 7,10
(d, J=17,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 7,7 Hz, 1H) ppm; 3C-JMOD NMR (100,62
MHz, CDCls) & 46,15, 46,66, 52,95, 60,76, 115,43, 122,01, 137,62, 157,41
ppm UHRMS (ESI+) m/z szamolt CisHaoNe [M+H]" 285,1822; mért
285,1821.

A 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafin-3,9-
diil)diecetsav (3,9-PC2A) (16) eléallitasa: 0,47 g (1,83 mmol) 2,2'-(3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetonitrilt (15) feloldottunk
40 mL tomény soésavban, majd reakcioelegyet 100 °C-ra melegitettiik és
tovabb kevertettilk ezen a hdmérsékleten 3 6ran keresztiil. Miutdn visszahtilt
az olddszert csokkentett nyomason eltavolitottuk, a visszamaradt sargas olajat
visszaoldottuk 30 mL kétszeresen desztillalt vizben, megfagyasztottuk és
liofilizaltuk a maradék sésav eltavolitdsa érdekében. Az igy kapott szilard
anyagot preparativ. RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk. A tiszta 16-0s
terméket tartalmaz6 frakciokat liofilizaltuk, ami 0,51 g (86%-os kitermelés)
fehér por formdjdban eredményezte a 16-os (3,9-PC2A) terméket (illetve
4,2 mg (7%-os kitermelés) 19-est (3,6-PC2A)). Preparativ HPLC: UV-
lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencids id6: 16-os (3,9-PC2A): 4,71 min
(illetve 19-o0s (3,6-PC2A): 3,27 min); gradiens: 0,00—5,00 min 0—30% B;
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség:
25,00 mL/min; injektalt térfogat: 350,00 puL; minta: 600 mg / 6 mL vizben,;
kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 250 x 21,20 mm;
kolonna ID: H18-268346; "TH NMR (400,13 MHz, D,0) § 2,97 (br s, 4H), 3,16
(t,J=5,3 Hz, 4H), 3,90 (s, 4H), 4,48 (s, 4H), 7,78 (d, J= 7,9 Hz, 2H), 8,38 (t,
J =179 Hz, 1H) ppm; 3C-JMOD NMR (100,62 MHz, D,0) & 44,61, 51,49,
56,95, 57,53, 124,22, 146,40, 152,95, 174,99 ppm; UHRMS (ESI+) m/z
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szamolt Ci1sH2oN4O4 [M+H]" 323,1714; mért 323,1714. HPLC tisztasag (260
nm): 98,55%; retencids idd: 3,870 min; gradiens: 0,00— 15,00 min 0—95% B
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség:
1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 uL; kolonna: Phenomenex Luna C18(2)
100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-260762.

IX.2.2. 3,6-PC2A (19) szintézis leirdsa

oy !
T

0 A dimetil-2,2'-(9-((allyloxy)carbonyl)-(3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,6-diil)diacetat (17) eldallitasa: 0,50 g (1,73 mmol)
3-Alloc-PC-t (12) o 91 mL acetonitrilben Idottuk fel és hozzdadtunk 0,72g
(5,18 mmol) kéalium-karbonatot, majd 30 percig 60 °C-on kevertettiik. 0,335
mL (3,54 mmol) metil-2-bromacetatot 91 mL acetonitrilben oldottunk, majd
csepegtetve hozzdadtuk a reakcidelegyhez. A reakcioelegyet 60 °C-on
tovabbkevertettilk 20 oran keresztiil, ezt kovetoen szobahdmérsékletiire
hiitottiik vissza majd az oldhatatlan sokat kiszlirtiik. A sziirletrdl csokkentett
nyomason eltavolitottuk az oldoszert, majd a visszamaradt anyagot
visszaoldottuk diklormetanban. A kivalt sokat ismét kiszilirtiikk, majd szarazra
paroltuk a szlirletet. A beparlasi maradékot ezittal minimalis mennyiségi
diklérmetanban oldottuk és nagy feleslegben hexant adtunk hozza. 4 o6ra
elteltével a lombik falan olajos kivalas jelent meg. A feliiluszoé eltavolitasaval
¢s az anyag szdrazra parlassal, 590 mg (78%-os kitermelés) halvanysarga olajat
kaptunk amely a két rotamer keveréke (17). "H NMR (500,13 MHz, CDCls) &
2,48 (brs, 1H), 2,61 (br s, 1H), 2,69 (m, 4H), 3,26 (br s, 1H), 3,40 (br s, 1H),
3,52-3,72 (m, 11H), 4,03 (d, /= 4,5 Hz 2H), 4,50 (m, 2H), 4,56 (m, 2H), 5,12
(d,J=5,8 Hz, 1H), 5,20 (m, 1H), 5,76 - 5,92 (m, 1H), 7,10 (d, /= 6,5 Hz, 1H),

Vil
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7,18 - 7,25 (m, 1H), 7,58 (m, 1H) ppm; '*C-]MOD NMR (125,77 MHz,
CDCL) § 46,0, 46,6, 48,3, 48,9, 50,2, 50,3, 50,4, 50,9, 51,2, 51,3, 54,1, 54,5,
55,7, 55,9, 59,5, 59,6, 65,9, 65,9, 117,1, 117,2, 121,6, 122,2, 122.,4, 1227,
132,7, 1328, 137,4, 137,6, 155,5, 155,8, 156,4, 156,6, 157,7, 157,9, 171,5,
171,6 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szémolt C21H30N4Os [M+H]* 435,2238; mért
435,2234; szamolt [M+Na]" 457,2058; mért 457,2055.

N
OMe I -
o=<_ N
N NH
N
MeO.

0 A dimetil-2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,6-
diil)diacetat (3,9-PC2A©OM9) (18) eléallitasa: 0,31 g (0,71 mmol) 17-es
anyagot 71 mL diklormetdnban oldottuk, majd O °C-on N»-t buborékoltattunk
at az oldaton 45 percen keresztiil. Miutdn szobahlimérsékletiire melegedett
0,082 g (0,07 mmol) Pd(PPhs3)s-t és 0,352 pL (2,85 mmol) fenil-szilant adtunk
a reakcitdelegyhez. Az elegyet 15 percig szobahdmérsékleten kevertettiik, ezt
kovetden 2 mL-re koncentraltuk és kozvetleniil oszlopkromatografiaval
(oszlop: alumina, gradiens: 100/0/1—100/1/1, eluensek: CH>Cl./MeOH/Et3N)
tisztitottuk. A tiszta 18-as anyagot tartalmazé frakciok egyesitésével €s az
eluens csokkentett nyomason torténd eltavolitasaval 0,16 g (64%-os
kitermelés) barna olajat kaptunk. 'H NMR (500,13 MHz, CDCl3) & 2,28 (t, J
=6,1 Hz, 2H), 2,63 (m, 2H), 2,67 - 2,75 (m, 2H), 2,95 (t, /= 6,1 Hz, 2H), 3,31
(s, 2H), 3,45 (s, 2H), 3,55 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,90 (s, 2H), 4,02 (s, 2H), 6,96
(d, J=17,6 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,50 (t, J = 7,6 Hz, 1H) ppm;
13C-JMOD NMR (75 MHz, CDCls) 6 44,4, 49,1, 51,3, 51,5, 52,6, 53,8, 54,6,
55,5,58,2,61,2,121,4,121,5,136,8, 158,4, 158,6, 171,7, 172,1 ppm; UHRMS
(ESI+) m/z szamolt C17H26N4O4 [M+H]" 351,2027; mért 351,2026; szamolt
[M+Na]* 373,1846; mért 373,1843.
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0 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,6-
diil)diecetsav (3,6-PC2A) (19) eléallitasa: 0,133 g (0,38 mmol) 3,9-
PC2A©OMe)_t (18) 5,4 mL 3 M-os HCl-ben oldottunk és 100 °C-on kevertettiik
23 oran keresztiil. Miutan szobahdmérsékletlire hiilt nagy feleslegben acetont
adtunk a reakcioelegyhez. A kivalt fehér csapadékot sziirtiik és tobb
alkalommal mostuk acetonnal, végiil vizben oldottuk. A viz elparlasaval
0,123 g (75%-o0s kitermelés) 3,6-PC2A-t (19) kaptunk sarga olajként.
'TH NMR (500,13 MHz, D»0) & 48,5, 52,5, 53,0, 54,6, 57,9, 58,5, 62,5, 124,8,
125,6, 142,8, 151,6, 152,2, 171,1, 177,9 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt
C15sH2oN4O4 [M+H]" 323,1714; mért 323,1714; szamolt [M+2H]*" 162,0893;
mért 162,0889.

IX.3. Az analitikai vizsgalatokhoz hasznalt bifunkciés ligandumok
szintézis leirasa

IX.3.1. 3,9-PC2ABn’N? (32) szintézis leirdsa

X
o ) L wo
o=<_ N _):o
N N
NN

peg

: A 2,2'-(6-(4-nitrobenzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)diecetsav (32) eléallitasa: 150 mg (0,528
mmol) 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetonitril (15)
acetonitriles (150 mL) oldatahoz 185 pL (1,06 mmol) N,N-diizopropil-
etilamint ¢és 450 mg (0,271 mmol) natrium-jodidot adtunk
szobahdmérsékleten argon atmoszféra alatt. A reakcidelegyet 60 °C-ra
melegitettik ¢és 125 mg (0,589 mmol) 1-(brém-metil)-4-nitrobenzol

acetonitriles (5 mL) oldatat adagoltuk hozza csepegtetve erbteljes kevertetés

X
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kozben. A reakcidelegyet tovabb kevertettiik 60 °C-on 72 6ran keresztiil, majd
az oldoszert eltavolitottuk csokkentett nyomason, és a beparlasi maradékot
feloldottuk 10 mL hideg desztillalt vizben. Az oldat pH-jat 13,0-ra allitottuk
szilard natrium-hidroxid hasznalataval, és haromszor extrahaltuk hideg
kloroformmal (3 x 10 mL). Az egyesitett szerves fazisokat kihevitett Na>SOs-
tal szaritottuk, majd az oldoszert eltavolitottuk csokkentett nyomason. A
nyersterméket (31) visszaoldottuk 10 mL 12 M-os HCI oldatban, majd a
reakcioelegyet erdteljes kevertetés mellett 110 °C-on tartottuk 3 6ran keresztiil.
A reakcio végeztével az oldoszert csokkentett nyomason eltavolitottuk. A
nyersterméket (32) preparativ  RP-HPLC-s technikaval tisztiottuk. Az
egyesitett tiszta terméket tartalmaz6 frakciokat liofilizaltuk, ami 160 mg (66%-
os kitermelés) fehér szilard terméket (32) eredményezett. Preparativ HPLC:
UV-lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencios idd: 3,54 min; gradiens:
0,00—7,50 min 15—40% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat: 300,00
pL; minta: 350 mg /4 mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep
C18(2) 100 A, 10 pum, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: 429545-1; 'H NMR
(360,13 MHz, D>0) & 3,02 (m, 4H), 3,46 (m, 4H), 3,87 (m, 4H) 4,18 (s, 2H),
4,65 (s, 4H), 7,57 (d, J=17,9 Hz, 2H), 7,71 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 8,12 (t, /=79
Hz, 1H), 8,22 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ppm; 3C-JMOD NMR (90,56 MHz, D,0)
8 50,67, 52,30, 56,07, 57,17, 58,69, 123,56, 124,08, 132,08, 140,36, 142,36,
148,01, 150,47, 171,30 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt CxH27N50¢
[M+H]" 458,2034; mért 458,2034. HPLC tisztasdg (260 nm): 95,65%;
retencios idd: 2,522 min; gradiens: 0,00—25,00 min 15% B; eluens: 20 mM
PBS MQ-vizben (pH = 7,00) (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00
mL/min; injektalt térfogat: 30,00 pnL; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100
A, 5 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: 345362.
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IX.3.2. 3,9-PC2ABn?C0?H (26) szintézis leirdsa
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oo A dietil-2,2'-(6-(ferc-butil-oxi-karbonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetat (20) eléallitasa: A 6-Boc-piklén
(terc-butil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklo-dekafan-6-karboxiléat, (14)
alkilezését acetonitrilben, argon-atmoszféra alatt, natrium-acetat trihidrat
(mint ,,gyenge” bazis) jelenlétében végeztiik. Ehhez 500 mg (1,63 mmol) 6-
Boc-piklén-t (14) 200 mL acetonitrilben oldottunk, majd hozzaadtunk 910 mg
(6,69 mmol) natrium-acetat trihidratot. A reakcioelegyet ezutan 65 °C-ra
melegitettilk és erOteljes kevertetés kozben etil-bromacetat (510 mg, 3.05
mmol) 50 mL-es acetonitriles oldatat csepegtettilk hozza. A reakcidelegyet
tovabbi 4 oran keresztiil 65 °C-on kevertettiik, ezt kdvetden a reakcioelegyet
lesziirtiik és az oldoszert csokkentett nyomason eltavolitottuk, ami a terméket
(20) eredményezte, melyet barna olajként izolaltunk (687 mg, 88%-os
kitermelés). "TH NMR (360,13 MHz, MeOD-d4) 6 1,32 (t,J=7,1 Hz, 6H), 1,41
(s, 9H), 2,66 (t, J = 6,4 Hz, 4H), 3,24 (m, 4H), 3,63 (s, 4H), 3,99 (s, 4H), 4,26
(q,/=7,1Hz, 4H), 4,87 (s, 2H), 7,35 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,85 (t, J= 7,7, 1H)
ppm; ¥C-JMOD NMR (90,56 MHz, MeOD-dy) & 14,61, 28,55, 48,69, 53,60,
57,55, 61,17, 62,13, 81,55, 123,80, 139,95, 157,87, 158,14, 173,90 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt C24H3sN4Og [M+H]" 479,2864; mért 479,2863;
HPLC tisztasdg (260 nm): 85,67%; retencidés idd: 8,482 min; gradiens:
0,00—15,00 min 5—95% B; eluensek: 5 mM-os TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 pL;
minta: 0,70 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100
A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-260762.
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A A dietil-2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-
3,9-diil)diacetat (21) eléallitasa: 750 mg (1,57 mmol) dietil-2,2'-(6-(terc-
butil-oxi-karbonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklo-dekafan-3,9-
diil)diacetatot (20) 30 mL diklormetanban oldottuk fel, majd erdteljes
kevertetés kozben 14 mL trifluorecetsavat csepegtettiink hozza 0 °C-on s6-jég
hitékeverék alkalmazasaval. A reakcidelegyet hagytuk szobahdmérsékletre
melegedni, és tovabbi 24 6ran keresztiil ezen a hdmérsékleten kevertettiik. Az
olddszer csokkentett nyomason torténd eltavolitasat kdvetden a nyersterméket
preparativ RP-HPLC-s technikaval tisztitottunk. A tiszta terméket tartalmazé
frakciokat liofilizalasaval 553 mg (93%-os kitermelés) fehér szilard anyagot
(21) izoléltunk. Preparativ HPLC: UV-lathato detektalds: 210 és 260 nm;
retencios idd: 8,45 min; gradiens: 0.00— 15,00 min 5—95% B; eluens: 5 mM-
os TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min;
injektalt térfogat: 500,00 pL; minta: 590 mg / 3,00 mL 50% ACN vizben;
kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 250 x 21,20 mm;
kolonna ID: H18-268346. 'H NMR (400,13 MHz, MeOD-d,) 6 1,25 (t,J=7,2
Hz, 6H), 3,14 (m, 4H), 3,25 (m, 4H), 3,66 (s, 4H), 4,13 (s, 4H), 4,17 (q, J= 7,2
Hz, 4H), 7,25 (d,J=7,7 Hz, 2H), 7,79 (t,J= 7,7, 1H) ppm; BC-JMOD NMR
(100,62 MHz, MeOD-dy) & 14,50, 46,89, 52,87, 57,80, 58,50, 61,78, 122,02,
140,03, 160,34, 173,01 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt Ci9H30N4O4
[M+H]" 379,2340; mért 379,2340; HPLC tisztasdg (260 nm): 95,39%;
retencios id6: 7,598 min; gradiens: 0,00— 15,00 min 5—95% B; eluenst: 5 mM
TFA MQ-vizben(A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 1,00 mL/min;
injektalt térfogat: 10,00 pL; minta: 1,00 mg/mL 50 % ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-
260762.

Xii



Esszencialis fémionalapt innovativ diagnosztikai agensek

° A dietil-2,2’-(6-(4-(terc-butil-oxi-karbonil)benzil)-3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetatat (25) eloallitasa: 150
mg (0,396 mmol) dietil-2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-
diil)diacetat (21) 150 mL-es acetonitriles oldatahoz, 380 pL (1,84 mmol) N, N-
diizopropiletilamint és 21,0 mg (0,198 mmol) natrium-joditot adtunk
szobahdmérsékleten argon-atmoszféra alatt. A reakcioelegyet 80 °C-ra
melegitettiik, majd 170 mg (0,627 mmol) terc-butil-4-(brommetil)benzoat
70 mL-es acetonitriles oldatat csepegtettiik hozza 30 perc alatt. A reakcidt
tovabb kevertettik 80 °C-on 72 oran keresztill, ezt kovetden
szobahdmérsekletre hiitottik és az oldoszert csokkentett nyomdason
tavolitottuk el. Az igy kapott nyersterméket preparativ RP-HPLC-s
technikdval tisztitottuk. A tiszta 25-0s terméket tartalmazo frakciokat
liofilizaltuk, ami fehér por formajaban eredményezte a terméket (209 mg,
93%-o0s kitermelés). Preparativ HPLC: UV-lathato detektalas: 210 és 260
nm; retencids idd: 4,98 min; gradiens: 0,00—9,00 min 36—90% B; eluens: 5
mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 25,00 mL/min;
injektalasi térfogat: 200,00 pL; minta: 375 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 250 x 21,20 mm;
kolonna ID: H18-268346. 'TH NMR (360,13 MHz, CDCls) & 1,38 (t, J= 7,0
Hz, 6H), 1,74 (s, 9H), 3,22 — 3,40 (m, 8H), 3,52 — 3,67 (m, 4H),
4,12 — 4,20 (m, 4H), 4,28 (q, J = 7,2 Hz, 4H) 4,72 (s, 2H), 7,25 (d, /= 7,7 Hz,
2H), 7,69 (d, J=7,9 Hz, 2H), 7,85 (t,J= 7,7 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 7,9 Hz, 2H)
ppm; BC-JMOD NMR (90,56 MHz, CDCls) & 14,10, 28,12, 49,91, 54,21,
54,44, 56,66, 58,33, 60,96, 81,77, 121,04, 130,14, 130,41, 133,19, 134,62,
138,50, 158,74, 164,81, 170,54 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt
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C31H44N4Os [M+H]" 569,3334; mért 569,3334. HPLC tisztasag (260 nm):
99,50%; retencids id6: 10,949 min; gradiens: 0,00—15,00 min 5—95 %B;
eluens: of 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); dramlési sebesség:
1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 uL; minta: 0,80 mg/mL 50% ACN
vizben; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 pm, 150 x 4,60 mm;
kolonna ID: H20-260762.
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° A 2,2’-(6-(4-karboxibenzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)diecetsav (26) eléallitasa: 80 mg (2,00 mmol)
natrium-hidroxidot adtunk 160 mg (0,281 mmol) dietil-2,2’-(6-(4-(terc-butil-
oxi-karbonil)benzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-
diil)diacetatat (25) 3,0 mL-es etanolos oldatdhoz szobahdmérsékleten. Ezutan
a reakcidelegyet 60 °C-ra melegitettiik és 3 6ran keresztiil kevertettiik ezen a
hoémérsékleten, majd a reakcioelegyet visszahlitottiik szobahdmérsékletre és az
oldészert csokkentett nyomason eltavolitottuk. A nyersterméket preparativ
RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk. Az egyesitett tiszta 26-os ligandumot
tartalmazo frakcidkat liofilizaltuk, amely fehér porszerli anyag formajaban
eredményezte a terméket (110 mg, 86%-o0s kitermelés). Preparativ HPLC:
UV-lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencios id6: 4,45 min; gradiens:
0,00—10,00 min 5—35% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); 4aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
250,00 pL; minta: 128 mg/mL H>O; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2)
100 A, 5 um, 250 x 21.20 mm; kolonna ID: H18-268346. 'TH NMR (400,13
MHz, D20) 6 2,94 (m, 4H), 3,52 (t,J = 5,4 Hz, 4H), 3,75 (m, 4H), 3,95 (s, 2H),
4,70 (s, 4H), 7,52 (d, J= 7,9 Hz, 2H), 7,62 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 8,02 (d, J= 8,2
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Hz, 2H), 804 (t J = 7,7 Hz, 1H) ppm; BC-
JMOD NMR (100,62 MHz, D-O) 6 49,57, 52,68, 56,83, 57,94, 59,07,
123,14, 129,82, 130,37, 130,43, 140,87, 141,07, 150,14, 163,14, 170,07 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt C23H28N4Og [M+H]" 457,2082; mért 457,2080.
HPLC tisztasdg (260 nm): 99,50%; retencidés i1d6: 4,597 min; gradiens:
0,00—15,00 min 5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril
(B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 5,00 pL; minta: 2,24
mM vizes oldata; Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 um, 150 x 4,60 mm;
kolonna ID: H21-212012.

IX.3.3. 3,9-PC2MABnPCO2H (28) szintézis leirdsa

0”0 A dietil-2,2'-(6-(terc-butil-oxi-karbonil)-3,6,9-triaza-
1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)(2R,2'R)-dipropionat (22) eléallitasa:
1,80 g (13,0 mmol) kalium-karbonatot szuszpendaltunk 1,00 g (3,26 mmol) 6-
Boc-piklén  (14)  (ferc-butil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-
karboxilat) 40 mL-es diklormetanos oldatdban argon-atmoszféra alatt. Ezutan
a szuszpenziot jeges fiirdon lehitottiik és 1,51 g (6,04 mmol) etil-(S)-2-
(triflormetilszulfoniloxi)propionat 80 mL-es diklormetanos oldatat adtuk
hozz4 csepegtetve erds kevertetés mellett 30 perc alatt. A reakcidelegyet
tovabbi 72 6ran keresztiil kevertettiik szobahOmérsékleten, majd a
reakcioelegybdl a szilard maradékot kisziirtiik a sziiretet pedig csokkentett
nyomason bepdaroltuk. A visszamaradt olajszerli terméket visszaoldottuk 50 %
acetonitilt tartalmazo vizes oldat segitségével, majd preparativ RP-HPLC-s
technikaval tisztitottuk. Az tiszta 22-es terméket tartalmazo frakciokat
liofilizaltuk, ami fehér szildrd porszeri anyagként eredményezte a terméket

(1,30 g 79%-os kitermelés). Preparativ HPLC: UV-lathato detektalas: 210 és
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260 nm; retencids id6: 5,74 min; gradiens: 0,00—7,50 min 30—60% B;
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); dramlési sebesség: 25,00
mL/min; injektalt térfogat: 200,00 pL; minta: 700 mg/ 7,00 mL 50% ACN
vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep CI18(2) 100A, 5 pum,
250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. 'H NMR (400,13 MHz, CD3CN-
d3) 0 1,25 (t, J=17,1 Hz, 6H), 1,31 (m, 9H), 1,47 (d, J= 7,2 Hz, 6H), 3,27 (m,
8H), 3,75 (m, 4H) 4,15 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 4,19 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 4,41 (s,
4H), 7,64 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 8,23 (t, J= 7,9 Hz, 1H) ppm; 3C-JMOD NMR
(100,62 MHz, CD3CN-d3) 6 14,48, 28,34, 51,44, 54,71, 55,39, 60,95, 62,52,
81,96, 124,80, 145,17, 153,71, 158,66, 172,90 ppm; UHRMS (ESI+) m/z
szamolt C26Ha2N4Og [M+H]" 507,3177; mért 507,3177. HPLC tisztasag (260
nm): 100,00%; retencids 1d6: 8,996 min; gradiens: 0,00—15,00 min 30—90%
B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); dramlasi sebesség:
1,00 mL/min; injektalt térfogat: 20,00 uL; kolonna: Phenomenex Luna C18(2)
100 A, 5 pm, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: 345362.
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NK’H\)N A dietil-2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-
diil)(2R,2'R)-dipropionat (23) eldallitasa: 7 mL trifluorecetsavat
cseppenként hozzdadtunk 651 mg (1,28 mmol) dietil-2,2'-(6-(terc-butil-oxi-
karbonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)(2R,2'R)-
dipropionat (22) 15 mL-es diklérmetanos oldatahoz erds kevertetés kozben
0 °C-on. A reakcidelegyet tovabbi 24 oOran keresztiil kevertettiik tovabb
szobahdmérsékleten, ezt kovetden az oldoszert csokkentett nyomason
eltavolitottuk, ami a 23-os terméket fehér szilard anyagként eredményezte
(505 mg, 96%-os kitermelés). "TH NMR (400,13 MHz, D-0) § 1,20 (t,J= 7,1
Hz, 6H), 1,52 (d, J = 7,2 Hz, 6H), 2,97 (m, 4H), 3,17 (m, 4H), 3,75 (m, 4H),
4,07 (q, J=17,2 Hz, 2H), 4,15 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 4,45 (bs, 4H), 7,81 (d, J =
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7,9 Hz, 2H), 842 (t, J = 7,9 Hz, 1H) ppm; BC-JMOD NMR
(100,62 MHz, D2O) 6 13,14, 45,38, 49,95, 61,82, 62,82, 123,96, 146,62,
153,15, 175,35 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C21H34N4O4 [M+H]"
407,2653; mért 407,2655. HPLC tisztasag (260 nm): 97,27%; retenciés 1do:
5,354 min; gradiens: 0,00—15,00 min 5—95%B; eluens: 5 mM TFA MQ-
vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt
térfogat: 10,00 uL; minta: 0,30 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-
260762.
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3“0)0(©) A dietil-2,2'-(6-(4-(terc-butil-oxi-karbonil)benzil)-3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)(2R,2'R)-dipropionat 27)
eléallitasa: 200 mg (0,492 mmol) dietil-2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)(2R,2'R)-dipropionat ~ (23) 100 mL-es
acetonitriles oldatdhoz hozz4adtunk 102 mg (0,738 mmol) kalium-karbonatot
¢s 11,0 mg (0,0611 mmol) natrium-jodidot argon atmoszféra alatt
szobahOmeérsekleten. Ezutan a reakcidelegyet 65 °C-ra melegitettiik és erds
kevertetés mellett 140 mg (0,516 mmol) terc-butil-4-(brommetil)benzoat
20 mL-es acetonitriles oldatat adagoltuk hozza csepegtetve, 30 perc alatt. Majd
a hdmérsékletet 80 °C-ra melegitettiik €s a szuszpenziot tovabb kevertettiik
72 oran keresztil. Ezt kovetéen az oldoszert csokkentett nyomason
eltavolitottuk és a nyersterméket preparativ. RP-HPLC-s technikaval
tisztitottuk. Az egyesitett 27-es terméket tartalmazo frakciokat liofilizaltuk,
ami 152 mg (52%-o0s kitermelés) terméket eredményezett fehér szilard por
formajaban. Preparativ HPLC: UV-lathaté detektalas: 210 és 260 nm;
retencios 1dd: 9,35 min; gradiens: 0,00—13,00 min 30—60% B; eluens: 5 mM

Xvil



Varadi Balazs: Doktori (PhD) értekezés

TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min;
injektalt térfogat: 300,00 pL; minta: 150 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 150 x 21,20 mm; kolonna ID:
589811-5. "TH NMR (400,13 MHz, CD3CN-d3) § 1,04 (m, 6H), 1,25 (m, 3H),
1,33 (m, 3H), 1,56 (s, 9H), 3,04 — 3,31 (m, 9H), 3,61 — 4,23 (m, 9H), 4,46 (m,
2H), 7,13 (m, 2H), 7,67 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,69 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 7,97 (d, J
= 8,0 Hz, 2H) ppm; 3C NMR-JMOD (100,62 MHz, CD3;CN-d3) & 12,93,
14,39, 14,66, 17,75, 28,32, 50,50, 52,65, 54,51, 54,52, 55,20, 55,68, 61,46,
61,57, 63,16, 63,37, 82,38, 120,71, 121,22, 130,74, 131,61, 133,86, 135,68,
139,26, 161,72, 162,31, 165,74, 173,48, 174,06 ppm; UHRMS (ESI+) m/z
szamitott C33HasN4Og [M+H]" 597,3647; mért 597,3644. HPLC tisztasag
(260 nm): 98,93%; retencios idd: 11,687 min; gradiens: 0,00—15,00 min
5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); dramlasi
sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 pL; minta: 0,50 mg/1,00 mL
50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 pm, 150 x
4,60 mm; kolonna ID: H20-260762.

S
. Ho

AN
“070(©) A (2R,2'R)-2,2'-(6-(4-karboxibenzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)dipropionsav (28) eléallitasa: 120 mg (0,201
mmol)  dietil-2,2'-(6-(4-(terc-butil-oxi-karbonil)benzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)(2R,2'R)-dipropionat (27) 25 mL-es etanolos
oldatdhoz szobahdmérsékleten erds kevertetés mellett 118 mg (2,95 mmol)
natrium hidroxidot adtunk. A reakci6 elegyet 60 °C-ra melegitettiik és tovabb
kevertettiik 3 oran keresztiil. Ezt kovetden az olddszert csdkkentett nyomason
eltavolitottuk, a nyersterméket pedig preparativ  RP-HPLC-s technikaval
tisztitottuk. Az egyesitett tiszta frakciok liofilizalasat kdvetden 85 mg (87%-
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os kitermelés) 28-as terméket izolaltunk fehér por formalyaban. Preparativ
HPLC: UV-lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencids i1d6: 9,02 min;
gradiens: 0,00—11,00 min 0—22% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); 4aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
100,00 puL; minta: 97 mg/mL H>O; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2)
100 A, 5 pm, 150 x 21,20 mm; kolonna ID: 589811-5. "TH NMR (360,13
MHz, D>0O) 6 1,54 (s, 3H), 1,56 (s, 3H), 2,70 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 3,45 —
3,56 (m, 4H), 3,76 (m, 9H), 4,46 (m, 4H), 4,65 (m, 4H), 7,59 (d, 2H), 7,52 (d,
2H), 794 (d, J= 7,7 Hz, 2H), 8,01 (t, 1H) ppm; BC-
JMOD NMR (90,56 MHz, D;0) 69,95, 49,25, 51,14, 55,42, 57,75, 57,80,
62,75, 123,35, 129,60, 129,95, 130,38, 133,32, 140,62, 149,43, 162,64,
169,91 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C2sH3:N4Os [M+Na]™ 507,2214;
mért 507,2210. HPLC tisztasag (260 nm): 99,08%; retencids 1dd: 5,294 min,;
gradiens: 0,00—6,00 min 5—41% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 pL;
minta: 0,30 mg/mL H,O; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um,
150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-260762.

IX.3.4. 3,9-PC2AMP? BnPCOH (30) szintézis leirdsa

OI\Q

o=<_f e 1=

A A 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekaf4n-3,9-
diil)bis(1-(piperidin-1-il)etan-1-one) (24) szintézise: 250 mg (1.21 mmol)
piklén (6) (3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan) acetonitriles (200mL)
oldatdhoz argon atmoszféra alatt 660 mg (4.85 mmol) néatrium-acetat
trihidratot adtunk. A reakcioelegyet 60 °C-ra melegitettiik €s erdteljes
kevertetés kozben 624 mg (3.02 mmol) 2-brém-1-(piperidin-1-il)etdn-1-on
acetonitriles oldatat (60 mL) csepegtettik 9 ora leforgasa alatt. A
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reakcidelegyet tovabbi 48 oran keresztiil kevertettilk ezen a hdmérséklten,
majd szlirést kovetden az sziirletr6l az oldoszert csokkentett nyomdson
eltavolitottuk. A nyersterméket preparativ RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk.
A terméket tartalmazo frakcidk liofilizalasaval 220 mg (40%-os kitermelés)
24-es anyagot izolaltuk fehér porként. Preparativ HPLC: UV-lathato
detektalas: 210 és 260 nm; retencids id6: 16,09 min; gradiens: 0,00—20,00
min 8—28% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési
sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat: 600,00 pL; minta: 550 mg / 5,00
mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 10 um,
250 x 21,20 mm; kolonna ID: 429545-1. '"H NMR (360,13 MHz, D;0) & 1,45
(m, 4H), 1,54 (m, 8H), 2,95 (m, 4H), 3,22 (m, 4H), 3,31 (m, 4H), 3,39 (m, 4H),
4,09 (s, 4H), 4,43 (s, 4H), 7,60 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 8,18 (t,J=28,0 Hz, 1H)
ppm; BC-JMOD NMR (90,56 MHz, D;O) § 23,43, 25,03, 25,48, 43,50,
44,77, 45,72, 52,82, 57,26, 58,30, 123,30, 144,24, 153,09, 167,89 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt C2sHaoN6O> [M+H]" 457,3286; mért 457,3284.
HPLC tisztasdg (260 nm): 95,90%; retenciés idd: 8,111 min; gradiens:
0,00—15,00 min 0—90% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril
(B); aramléasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt érfogat: 1,00 pL;
minta: 1,00 mg /100 uL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna
C18(2) 100 A, 5 um, 150 x 4.60 mm; kolonna ID: 345362.

o=w§_N N N_):o
&

o A Terc-butil 4-((3,9-bis(2-0x0-2-(piperidin-1-il)etil)-
3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-yl)metil)benzoat 29)
eloallitasa: 100 mg (0.219 mmol) 2,2'-(3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)bis(1-(piperidin-1-il)etan-1-one) (24)

acetonitriles (50 mL) oldatdhoz 76 mg (0,55 mmol) kalium-karbonatot és 17,4
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mg (0,116 mmol) natrium jodidot adtunk argon atmoszféra alatt
szobahdémérsékleten. A reakcidelegyet 60 °C-ra melegitettiik és 60,2 mg
(0,222 mmol) terc-butil-4-(brommetil)benzoat acetonitriles (20 mL) oldatat
adagoltuk hozzd csepegtetve 30 perc alatt erds kevertetés mellet. A
reakcidelegyet tovabbi 48 oran keresztiil melegitettiik, majd sziirést kovetden
az olddszert csokkentett nyomdson eltavolitottuk. A nyersterméket preparativ
RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk. A tiszta egyesitett frakciok liofilizalasaval
120 mg (84%-os kitermelés) 29-es terméket izolaltuk fehér por forméjaban.
Preparativ HPLC: UV-lathat6 detektalas: 210 és 260 nm; retencios id6: 6,02
min; gradiens: 0,00—10,00 min 20—70% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben
(A) ¢és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
500,00 pL; minta: 142 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna
Prep C18(2) 100 A, 5 um, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. 'H
NMR (360,13 MHz, CD3CN-d5) 6 1,52 (m, 8H), 1,58 (s, 9H), 1,60 (m, 4H),
2,95 (m, 4H), 3,09 (m, 4H), 3,46 (m, 4H), 3,50 (m, 4H), 3,80 (s, 4H), 3,94 (s,
2H), 4,51 (s, 4H), 7,37 (d, /= 7,8 Hz, 2H), 7,62 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,92 (t, J
=7,8 Hz, 1H), 7,92 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ppm; 3C-JMOD NMR (90,56 MHz,
CD3CN-d3) 6 24,85, 26,13, 26,63, 28,41, 43,72, 46,32, 51,86, 53,51, 56,95,
57,82, 60,12, 82,28, 123,27, 130,52, 131,71, 133,00, 140,62, 140,72, 154,15,
164,91, 166,09 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C37HssNeOs [M+H]"
647,4279; mért 647,4278. HPLC tisztasag (260 nm): 98,99 %; retencios 1d6:
10,326 min; gradiens: 0,00—15,00 min 0—90 % B; eluens: 5 mM TFA MQ-
vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 1,00 mL/min; injektalt
térfogat: 10,00 pL; minta: 0,25 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 pum, 150 % 4,60 mm; kolonna ID: 345362.
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A 4-((3,9-bis(2-oxo-2-(piperidin-1-il)etil)-3,6,9-triaza-
1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-il)metil)benzoesav (30) eléallitasa: 110 mg
(0,170 mmol) ferc-butil 4-((3,9-bis(2-ox0-2-(piperidin-1-il)etil)-3,6,9-triaza-
1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-yl)metil)benzoat (29) diklérmetanos oldatdhoz
(15 mL) 7 mL trifluorecetsavat csepegtettiink erds kevertetés kdzben so/jég
hiitotte kozben. A reakcidelegyet hagytuk szobahdmérsékletre melegedni,
majd tovabbi 12 o6ran keresztiil kevertettiik ezen a hdmérsékleten. Ezt kovetden
az oldoszert csokkentett nyomdson eltavolitottuk a nyersterméket pedig
preparativ RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk. A terméket tartalmazoé frakciok
liofilizalasaval 96 mg (96%-os kitermelés) 30-as ligandumot izolaltuk fehér
szilard anyag formajaban. Preparativ HPLC: UV-lathat6 detektalas: 210 és
260 nm; retencios id6: 8,06 min; gradiens: 0,00—10,00 min 0—40% B;
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 25,00
mL/min; injektalt térfogat: 500,00 pL; minta: 137 mg / 800 pL 40% ACN
vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 um, 250 x 21,20
mm; kolonna ID: H18-268346. TH NMR (400,13 MHz, CD3CN-d5) 6 1,49 (m,
8H), 1,60 (m, 4H), 3,01 (m, 4H), 3,10 (m, 4H), 3,41 (m, 4H), 3,49 (m, 4H),
3,68 (s, 4H), 4,05 (s, 2H), 4,40 (s, 4H), 7,31 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,61 (d, J =
8,1 Hz, 2H), 7,87 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ppm;
3C-JMOD NMR (100,62 MHz, CD3CN-ds) 24,85, 26,16, 26,64, 43,59,
46,30, 51,51, 52,42, 53,09, 56,99, 59,94, 122,91, 130,92, 131,72, 132,37,
139,87, 140,26, 155,42, 165,64, 167,86 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt
C33H46N6O4 [M+H]" 591,3653; mért 591,3653. HPLC tisztasag (260 nm):
98,95%; retencids 1d6: 7,741 min; gradiens: 0,00—15,00 min 0—90% B;
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); d&ramlasi sebesség: 1,00
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mL/min; injektalt térfogat: 10,00 puL; minta: 0,60 mg/mL 50% ACN vizben;
kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 um, 150 x 4,60 mm; column ID:
345362.

IX.4. A bifunkcios ligandum (3,9-PC2ABnPM1 38) szintézis leirasa

®
P
N

Ns—N

T

rBuoj{@) A terc-butil-4-((3,9-bis((4-nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-il)metil)benzoat (33) eloallitasa: 5,02
g (8,67 mmol) 3,9-bis((4-nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-t (13) 700 mL acetonitrilben oldottuk, majd 358 mg (2,39

Ns

mmol) natrium-jodidot és 6,10 mL (34,67 mmol) N,N-diizopropil-etilamint
adtunk az oldathoz. A reakcidelegyet 80 °C-ra melegitettiik fel és 15 perc erds
kevertetést kovetden, 2,35 g (8,67 mmol) terc-butil-4-(brommetil)benzoat
acetonitriles oldatdt (50 mL) adtuk hozzd cseppenként. A reakcidelegyet
tovabbi 48 oran keresztil kevertettik 80 °C-on, majd visszahiitottiik
szobahOmeérsékletiire és eltavolitottuk az oldoszert csokkentett nyomason. A
termék acetonbol vald atkristalyositasa 6,18 g (93%-o0s kitermelés) 33-es
anyagot eredményezett fehér szilard anyagként. 'TH NMR (400,13 MHz,
DMSO-dys) 6 1,57 (s, 9H), 3,31 (m, 2H), 3,53 (m, 4H), 4,35 (m, 4H), 4,51 —
4,71 (m, 4H), 4,88 (s, 4H), 7,56 (d, J="7,7, 2H), 7,82 (d, J= 7,9, 2H), 7,99 (t,
J=1.8, 1H), 8,04 (d, J = 7,7, 2H), 8,37 (d, J = 8,4 Hz, 4H), 8,49 (d, J = 8,4
Hz, 2H) ppm; 3C-JMOD NMR (100,62 MHz, DMSO-ds) d; 27,75, 41,74,
45,91, 46,78, 52,41, 81,33, 122,06, 124,87, 129,42, 129,81, 131,59, 132,38,
132,71, 139,65, 141,78, 150,44, 157,55, 164,36 ppm; UHRMS (ESI+) m/z
szamolt C3sH3sNsO10S2 [M+H]" 767,2164; mért 767,2164; HPLC tisztasag
(260 nm): 95,39%; retencios i1d6: 12,182 min; gradiens: 0,00—15,00 min
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5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); dramlasi
sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 1,00 pL; minta: 0,26 mg / 100 pL
ACN + 2% DMF; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 um, 150 x
4,60 mm; kolonna ID: H21-212012.

AN
| P
N

&

° A  terc-butil-4-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-
ilmetil)benzoat (34) eléallitasa: 3,33 g (4,34 mmol) ferc-butil-4-((3,9-bis((4-
nitrofenil)szulfonil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-
il)metil)benzoatot (33) 30 mL N, N-dimetilformamidban oldottunk és 5,70 g

H

vizmentes kalium-karbonatot adtunk a kevertetett oldathoz. Ezt kovetden 1,50
mL (14,61 mmol) tiofenolt adtunk a reakcidelegyhez argon atmoszféra alatt.
A keletkezett szuszpenzidt tovabb kevertettilk szobahdmérsékleten 24 6ran
keresztiil. Az oldészert csokkentett nyomason elparoltuk, a nyersterméket
pedig flash kromatografidval tisztitottuk. Az egyesitett tiszta terméket
tartalmazo frakciokrol az oldoszert elparoltuk csokkentett nyomason. A
visszamaradt olajos terméket viz €s acetonitril elegyében (1:1) visszaoldottuk
¢s liofilizaltuk, ami 1,00 g fehér szilard anyagot (58%-os kitermelés) (34-as
termék) eredményezett. Flash NP-LC retencids idd: 18,0 min, gradiens:
0,00—7,00 min: 0% (B), 7,00—22,00 min 0—90% (B), eluens: etil-acetat (A)
¢s 10% ammonia (25%-0s) metanolban (B), dramlasi sebesség: 40 mL/min,
kolonna: 40 g-os Teledyne ISCO RediSepRf® Gold szilikagél eldobhatéd
kolonna; "TH NMR (360,13 MHz, MeOD-d,) 6 1,59 (s, 9H), 2,84 (m, 4H), 3,29
(m, 4H), 3,98 (s, 2H), 4,65 (s, 4H), 7,50 (d, J = 7,8, 2H), 7,55 (d, J = 8,2, 2H),
7,98 (d, J = 8,2, 2H), 7,99 (t, J = 7,8 Hz, 1H) ppm; BC-JMOD NMR (90,55
MHz, MeOD-d,) §; 28,39, 47,36, 49,00, 50,96, 51,62, 60,03, 82,40, 123,21,
130,76, 130,79, 132,70, 140,78, 142,43, 151,08, 167,07 ppm; UHRMS (ESI+)
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m/z szamolt C23H3:N4O, [M+H]" 397,2598; mért 397,2594; HPLC tisztasag
(260 nm): 99,57%; retencids id6: 6,956 min; gradiens: 0,00—15,00 min
5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi
sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 uL; minta: 0,60 mg / 200 uL
H,O; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 um, 150 x 4,60 mm;
kolonna ID: H21-212012.

© A 4-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-
ilmethyl)benzoesav (35) eléallitasa: 500 mg (1,26 mmol) ferc-butil-4-(3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-ilmetil)benzoatot ~ (34) 15,0 mL
diklormetanban oldottunk és 7,0 mL trifluorecetsavat adtunk hozza
csepegtetve erdteljes kevertetés kozben szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet
tovabbi 12 oran keresztiil kevertettiikk szobahdmérsékleten, majd az olddszert
csokkentett nyomdson eltavolitottuk, igy 400 mg (93%-os kitermelés) 35-0s
terméket kaptunk fehér szilard anyagként. "H NMR (400,13 MHz, MeOD-dy)
02,84 (t,J=5,4 Hz, 4H), 3,32 (m, 4H), 3,98 (s, 2H), 4,64 (s, 4H), 7,49 (d, J =
7,8 Hz, 2H, 7,55 (d, J=8,1, 2H), 7,99 (t,J= 7,8, 1H), 8,05 (d, J = 8,2 Hz, 2H)
ppm; BC-JMOD NMR (100,62 MHz, MeOD-d») 6 47,36, 49,00, 50,97, 51,59,
60,00, 123,22, 130,84, 131,19, 131,55, 140,80, 142,68, 151,12, 169,49 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt C19H24N4O2 [M+H]" 341,1972; mért 341,1970;
HPLC tisztasag (260 nm): 99,12%; retencidés i1d6: 4,347 min; gradiens:
0,00—15,00 min 5—95 %B; eluens: 5 mM TFA MQvizben (A) és acetonitril
(B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 1,00 uL; minta: 0,62
mg / 100 pL H,O; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 um, 150 x
4,60 mm; kolonna ID: H21-212012.
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A 4-((3,9-bis(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-6-il)metil)benzesav (36) eloallitasa: 250 mg (0,734
mmol) 4-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-6-ilmethyl)benzoesav (35)
vizmentes N, N-dimetilformamidban (50 mL) kapott oldatdahoz 600 uL (3,44
mmol) N N-diizopropil-etilamint ~ adtunk argon  atmoszféra  alatt
szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet 60 °C-ra melegitettiik ¢s 228 uL (1,36
mmol) terc-butil-brémacetdt vizmentes N,N-dimetilformamidos (20 mL)
oldatat hozzdadagoltuk csepegtetve 30 perc alatt, erds kevertetés mellett. A
reakcidelegyet tovabb kevertettiik 60 °C-on 48 oran keresztiil, majd az
oldoszert csokkentett nyomdson elparoltuk. Az igy kapott nyersterméket
preparativ. RP-HPLC-s technikéval tisztitottuk. Az egyesitett tiszta 36-os
terméket tartalmazod frakciokat liofilizaltuk, ami 174 mg (42%-os kitermelés)
szilard anyagot eredményezett. Preparativ HPLC: UV-lathat6 detektaléas: 210
€s 260 nm; retencids 1d6: 9,10 min; gradiens: 0,00—12,00 min 25—85% B;
eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 25,00
mL/min; injektalt térfogat: 300,00 uL; minta: 418 mg/1 mL 50% ACN vizben;
kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pum, 250 x 21,20 mm;
kolonna ID: H18-268346. "TH NMR (400,13 MHz, CDCl3) & 1,41 (s, 18H),
3,23 (m, 4H), 3,30 (m, 8H), 4,11 (s, 4H), 4,47 (s, 2H), 7,17 (d, J=7,7 Hz, 2H),
7,52 (d, J= 38,1, 2H), 7,75 (t, J= 7,7, 1H), 7,97 (d, J = 8,2 Hz, 2H) ppm; *C-
JMOD NMR (100,62 MHz, CDCls) 6 28,10, 50,14, 54,62, 57,46, 58,36,
82,78, 121,86, 130,75, 130,89, 131,53, 135,27, 139,52, 157,35, 168,55, 169,32
ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C3HuN4Os [M+H]" 569,3334; mért
569,3330; HPLC tisztasag (260 nm): 95,62%; retencios id6: 9,420 min;
gradiens: 0,00—15,00 min 30—60% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 10,00 pL;
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minta: 0,60 mg / 1,00 mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna
C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-261386.

x>
oty | J_Buo
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o A di-terc-butil-2,2'-(6-(4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)etil)karbamoil)benzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetat (37) eléallitaisa: 80,0 mg
(0,141 mmol) 4-((3,9-bis(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-
piridinaciklodekafan-6-il)metil)benzesav  (36) diklormetanos (20 mL)
oldatahoz hozzédadtunk 27,1 mg (0,200 mmol) HOBt-ot, 59,2 mg (15,6 mmol),
HBTU-t ¢és 150 uL (0,861 mmol) DIPEA-t. A reakcidelegyet
szobahdmérsekleten 30 percig erdteljesen kevertettiik, majd 27,4 mg (0,155
mmol) 1-(2-aminoetil)-1H-pirrol-2,5-dion hidrokloridot adtunk a reakcid
elegyhez argon atmoszféra alatt. A reakcioelegyet tovabb kevertettiik 48 oran
keresztlil szobahdmérsékleten, majd az oldoszert csokkentett nyomason
elparoltuk. Az igy kapott nyersterméket preparativ RP-HPLC-s technikaval
tisztitottuk. A 37-es terméket tartalmazo frakciokat liofilizaltuk, ami 55 mg
(56%-o0s kitermelés) fehér szildrd anyagot eredményezett. Preparativ HPLC:
UV-lathatd detektalas: 210 és 260 nm; retencids 1d6: 9,13 min; gradiens:
0,00—15,00 min 30—60% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril
(B); dramlési sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat: 250,00 puL; minta: 18
mg / 500 uL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100
A, 5 um, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. '"H NMR (400,13 MHz,
CD3CN-d3) 6 1,43 (s, 18H), 3,06 - 3,36 (m, 12H), 3,50 (q, J = 6,0 Hz, 2H),
3,66 (t, J=5,7 Hz, 2H), 4,00 (s, 4H), 4,37 (s, 2H), 6,75 (s, 2H), 7,17 (d, J =
7,7 Hz, 2H), 7,22 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 8,1, 2H), 7,73 (d, J = 8,2,
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2H), 7,75 (t, J= 7,7 Hz, 1H) ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C37Hs50NsO7
[M+H]" 691,3814; mért 691,3814; HPLC tisztasag (260 nm): 99,77%;
retencios id6: 10,726 min; gradiens: 0,00—15,00 min 5—95% B; eluens: 5
mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 1,00 mL/min;
injektalt térfogat: 5,00 pL; minta: 0,53 mg / 300 puL 50% ACN vizben;
kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID:
H20-261386.

B
on M _l_wo
o=<_ N _):o
N N
S

o A 2,2'-(6-(4-((2-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etil) karbamoil)benzil)-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-
diil)diecetsav (38) eloallitasa: 11,1 mg (0,0161 mmol) di-terc-butil-2,2'-(6-
(4-((2-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etil)karbamoil )benzil )-3,6,9-
triaza-1(2,6)-piridinaciklodekafan-3,9-diil)diacetat (37) diklérmetanos (1,50
mL) oldatdhoz 700 pL trifluorecetsavat adtunk csepegtetve, erdteljes
kevertetés mellett, 0 °C-on. A reakcidelegyet hagytuk szobahdmérsékletre
melegedni, ezen a hdmérsekleten tovabb kevertettiik 24 6ran keresztiil, végiil
az oldoszert csokkentett nyomason elparoltuk. A nyersterméket preparativ RP-
HPLC-s technikaval tisztitottuk, majd 38-as terméket tartalmazo6 frakciokat
egyesitettiik, liofilizaltuk, ami 8,40 mg (90%-os kitermelés) fehér szilard
anyagot eredményezett. Preparativ HPLC: UV-lathat6 detektalas: 210 és 260
nm; retencids 1d6: 6,85 min; gradiens: 0,00—15,00 min 5—35% B; eluens: 5
mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min;
injektalt térfogat: 600.00 pL; minta: 9 mg /200 pL 40% ACN vizben; kolonna:
Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 250 x 21,20 mm; kolonna ID:
H18-268346. TH NMR (400,13 MHz, CD3CN-d3) & 3,22 (m, 8H), 3,52 (m,
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4H), 3,58 (m, 2H), 3,62 (m, 2H), 4,28 (s, 4H), 4,37 (s, 2H), 6,75 (s, 2H), 7,34
(m, 1H), 7,48 (d, J= 17,7 Hz, 2H), 7,59 (d, /= 17,9, 2H), 7,76 (d, J = 7.9, 2H),
8,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H) ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt C29H34NcO7
[M+H]" 579,2562; mért 579,2563; HPLC tisztasag (260 nm): 98,72%;
retencios 1d0: 5,295 min; gradiens: 0,00— 15,00 min 5—95% B; eluens: 5 mM
TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 1,00 mL/min;
injektalt térfogat: 5.00 uL; minta: 0,20 mg / 300 pL 30% ACN vizben;
kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID:
181147-3.

IX.5. A bifunkcios ligandum (38) kapcsolasa anti-HER?2 affitesttel

A konjugalas eldtt az affitest vektor molekulat tartalmazo oldatot (2 mg/mL
MQ-vizben) ditiotreitollal (DTT) kezeltik a molekuldk  kozotti
diszulfidkotések redukcidja érdekében. 2 mL vizes affitest oldatot (1 mg/mL)
Osszekevertiink 60 pL DTT oldattal (1,0 M-os MQ-vizzel frissen késziilt oldat)
¢s 37 °C-on inkubaltuk 12 oran keresztiil egy Eppendorf-cs6ben. Az oldatot
ezutan kozvetleniil preparativ RP-HPLC-s technikaval tisztitottuk, majd a
Zuer2:2891-Cys fehérjét tartalmazo frakciokat egyesitettiik és liofilizaltuk. Az
affitest konjugaciot 2 mg redukalt Zugro:2891-Cys affitest felhasznalasaval
végeztilk, amelyet 1 mL MQ-vizben oldottunk egy 1,5 mL-es HPLC-s
mintatartd tivegben, majd 333 pL 1,0 M-os ammonium-acetatot (pH = 5,5) és
60 uL 20 mg/mL acetonitrilben oldott 3,9-PC2ABn"M* (38) kelatort adtunk
hozza. A mintatartdt argon gazzal toltottiik fel és 37 °C-on inkubaltuk 5 napon
keresztiil. A reakcio6 eldrehaladasarol offline ESI-MS technikaval gytijtottiink
informaciot. A kozel teljes konverzio elérését kovetden a terméket (43)
preparativ. RP-HPLC-s technikdval tisztitottuk, majd a konjugatumot
tartalmazo frakciokat liofilizaltuk, amely a 3,9-PC2ABn"MA-Cys-HER2-
affitest (43) terméket eredményezte. Preparativ.z HPLC: UV-lathato
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detektalas: 220 és 280 nm; retencios id6: 6,00 min; gradiens: 0,00— 15,00 min
10—100% B; eluens: 0,1 TFA MQ-vizben (A) és 0.1% TFA acetonitrilben
(B); aramlasi sebesség: 6,60 mL/min; kolonna: Waters 300 A, 5 um XBridge
Peptide BEH C18 OBD Prep (150 mm x 10,0 mm, 300 A, 5 um, Waters Inc.,
Milford, MA, USA). UHRMS (ESI+) m/z szamolt C346Hs538N0o4O110S2
[M+9H]”" 871,4388; mért 871,4389; m/z szamolt C3a6Hs3sNosO110S2 [M]
7833,8836; mért dekonvolualt 7833,8836. HPLC tisztasag (220 nm): 100%;
retencios 1d6: 5,939 min; gradiens: 0,00—15,00 min 10—100% B; eluens:
0.1% TFA MQ-vizben (A) és 0,1% TFA acetonitrilben (B); &ramlasi sebesség:
1,00 mL/min; kolonna: Waters 300 A, 5 pm XBridge Peptide BEH C18 OBD
Column (4,60 mm x 150 mm, Waters Inc., Milford, MA, USA), kolonna ID:
01233824214601. LCMS (ESI+) m/z szadmolt Cs46Hs3sNosO110S2 [M+8H]*"
(100% telitettség) 980,7441; mért 980,7512; m/z szdmolt C346Hs38No4O110S2
[M] 7837,8938; mért dekonvolualt 7838,7002.

IX.6. A kriptat tipusu ligandumok szintézis leirasa

®
N
Q\O/T\O/‘J
i A 6-Boc-3,9-CB3O2PC (39) eléallitasa: A 6-Boc-piklén (14) (terc-
butil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciklo-dekafan-6-karboxilat) alkilezését

acetonitrilben, argon-atmoszféra alatt, natrium-acetat trihidrat mint ,,gyenge”
bazis jelenlétében végeztiik. Feloldottunk 500 mg (1,632 mmol) 6-Boc-Pylen-
t 500 mL acetonitrilben, majd hozzdadtunk 1450 mg (10,6 mmol) natrium-
acetat trihidratot vizes oldatat (40 mL). A reakcioelegyet ezutan 110 °C-os
olajfiirdon melegitettiik és erdteljes kevertetés kozben 670 mg 1,2-bisz(2-j6d-
etoxi)-etant (1,81 mmol) acetonitriles (100 mL) oldatét csepegtettiik hozza kb.

2 ora alatt. A reakcioelegyet tovabbi 48 oran keresztiil forraltuk, ezt kovetden
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a reakcidelegyet visszahutottiik €s az oldoszert csokkentett nyomason
eltavolitottuk. A nyersterméket preparativ. RP-HPLC-s technikaval
tisztitottunk, az egyesitett tiszta terméket (39) tartalmazod frakcidok
liofilizalasaval 300 mg enyhén sarga olajat izolaltuk (43,7 %-os kitermelés).
Preparativ HPLC: UV-lathato tetektalas: 210 és 260 nm; retencids idd: 5,85
min; gradiens: 0.00—8,00 min 0—43% B; eluens: 5 mM-os TFA MQ-vizben
(A) és metanol (B); aramlési sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
330,00 pL; minta: 670 mg / 3,00 mL 50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex
Luna Prep C18(2) 100 A, 5 um, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346.
'TH NMR (500,13 MHz, CD3CN) 8 1,47 (s, 9H), 2,96 - 4,89 (m, 12H), 7,53
(d, J=17,7Hz, 2H), 8,03 (t,J=7,7, 1H) ppm; 3C-JMOD NMR (125,77 MHz,
CD3CN) 6 28,48, 47,99, 54,40, 55,21, 57,91, 63,60, 70,46, 84,31, 124,12,
141,67, 150,11 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt CxH3sNsOs [M+H]
421,2809; mért 421,2806; HPLC tisztasag (260 nm): 97,00%; retencids ido:
7,122 min; gradiens: 0,00—15,00 min 0—90% B; eluensek: 5 mM-os TFA
MQ-vizben (A) és metanol (B); dramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt
térfogat: 10,00 puL; minta: 1,00 mg/mL vizben; kolonna: YMCbasic C18 100
A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: BA99S03-1546WT.

X

<

N
&AD

— A 3,9-CB3?PC (40) eldallitasa: Feloldottunk 300 mg (0,713
mmol) 6-Boc-3,9-CB8C?PC (39) 15,0 mL diklormetanban, majd erdteljes
kevertetés kozben 7,0 mL trifluorecetsavat csepegtettiink hozza 0 °C-on. A
reakcidelegyet hagytuk szobahdmérsékletre melegedni és tovabbi 18 6ran
keresztiil kevertettiik. Az oldoszer csokkentett nyoméson térténd eltavolitasat
kovetden megkaptuk a nyersterméket, amelyet preparativ. RP-HPLC-s
technikaval tisztitottunk. A tiszta terméket tartalmazé frakciokat
liofilizalasaval 201 mg (88%-os kitermelés) enyhén sargés olajat (40) kaptunk.
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Preparativ HPLC: UV-lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencios idd: 6,36
min; gradiens: 0.00—10,00 min 0—15% B; eluens: 5 mM-os TFA MQ-vizben
(A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
400,00 pL; minta: 228 mg / 600 pL. H>O; kolonna: Phenomenex Luna Prep
C18(2) 100 A, 5 um, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. '"H NMR
(500,13 MHz, CD3CN) 6 2,73 (m, 2H), 3,11 —3,21 (m, 5H), 3,27 (m, 2H), 3,41
(m, 2H), 3,47 (m, 2H), 3,57 (m, 2H), 3,65 (m, 2H), 4,24 (d, /= 16,8 Hz, 2H),
4,33 (d,J=16,8 Hz, 2H), 7,27 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,82 (t, J = 7,7 Hz, 1H);
I3C-JMOD NMR (125,77 MHz, CD3CN) 8 45,64 53,43, 56,43, 56,73, 59,74,
67,33, 70,08, 122,17, 139,82, 156,87, ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt
C17H2sN4O2 [M+H]" 321,2285; mért 321,2281; HPLC tisztasag (260 nm):
98,75%; retencids idd: 2,809 min; gradiens: 0,00—15,00 min 5—95% B;
eluenst: 5 mM TFA MQ-vizben(A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00
mL/min; injektalt térfogat: 10,00 uL; minta: 0,90 mg/mL vizben; kolonna:
Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 3 um, 150 x 4,60 mm; kolonna ID: H20-
260762.
S

P

N
N N
()
O 1 O
O,

OB A 3,9-CB302PCBnPC02Bu (41) eléallitasa: 100 mg (0,312 mmol)
3,9-CB®O2PC (40) acetonitriles (15 mL) oldatdhoz, 178 mg (1,29 mmol)
kalium-karbonatot adtunk szobahdmérsékleten argon-atmoszféra alatt. A
reakcioelegyet 60 °C-ra melegitettiik, majd 80 mg (0,295 mmol) terc-butil-4-
(brémmetil)benzoat acetonitriles (8 mL) oldatat hozzacsepegtettiik kb. 30 perc
alatt. A reakciot tovabb kevertettiik 80 °C-on 24 6ran keresztiil, ezt kdvetoen
szobahdmérsekletre hiitottik és az oldoszert csokkentett nyomason
eltavolitottuk. Az igy kapott nyersterméket preparativ RP-HPLC-s technikaval

tisztitottuk. A tiszta 41-es terméket tartalmazo frakciokat liofilizaltuk és fehér
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port kaptunk (83 mg, 52%-o0s kitermelés). Preparativ HPLC: UV-lathato
detektalas: 210 és 260 nm; retencios idd: 7,06 min; gradiens: 0.00—19,00 min
5—95% B; eluens: 5 mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi
sebesség: 25,00 mL/min; injektalasi térfogat: 450,00 uL; minta: 160 mg/mL
50% ACN vizben; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2) 100 A, 5 pm, 250
x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. "TH NMR (500,13 MHz, CDsCN) §
1,57 (s, 9H), 2,57 (m, 2H), 3,00 (d, J = 15,1 Hz 2H), 3,46 — 3,63 (m, 12H),
3,78 (m, 6H), 3,97 (s, 2H), 4,65 (m, 2H), 4,90 (m, 2H), 7,49 (d, J = 7,7 Hz,
2H), 7,52 (d,J=17,9 Hz, 2H), 7,98 (d, /= 7,9 Hz, 2H), 8,02 (t,J= 7,7 Hz, 1H)
ppm; BC-JMOD NMR (125,77 MHz, CD3CN) § 28,34, 48,89, 54,41, 56,27,
57,40, 58,86, 63,73, 70,41, 82,09, 123,73, 130,29, 131,59, 132,91, 140,26,
141,32, 150,37, 166,15 ppm; UHRMS (ESI+) m/z szamolt Ca9H4N4O4
[M+H]" 511,3279; mért 511,3281. HPLC tisztasag (260 nm): 98,88%;
retencios id6: 4,356 min; gradiens: 0,00—7,50 min 5—95 %B; eluens: of 5
mM TFA MQ-vizben (A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min;
injektalt térfogat: 5,00 pL; minta: 1,08 mg/mL 50% ACN vizben; kolonna:
Waters XBridge Shield RP18 130A, 25um, 75x 4,60 mm;
kolonna ID: 01193505914502.

OH A 3,9-CB30?2PCBn?COH (42) eléallitasa: Feloldottunk 80 mg
(0,157 mmol) 3,9-CB3O?PCBn”C02Bv (41) 15,0 mL diklormetanban, majd
erdteljes kevertetés kozben 7,0 mL trifluorecetsavat csepegtettiink hozza 0 °C-
on. A reakcidelegyet hagytuk szobahdmérsékletre melegedni és tovabbi 24
oran keresztiil kevertettiik. Az olddszer csokkentett nyomdson torténd
eltavolitasat kovetden megkaptuk a nyersterméket, amelyet preparativ RP-

HPLC-s technikaval tisztitottunk. A tiszta terméket tartalmazo frakciokat
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liofilizalasaval 56 mg (79%-os kitermelés) enyhén sargés olajat (43) kaptunk.
Preparativ HPLC: UV-lathato detektalas: 210 és 260 nm; retencids id6: 4,80
min; gradiens: 0.00—15,00 min 5—95% B; eluens: 5 mM-os TFA MQ-vizben
(A) és acetonitril (B); aramlasi sebesség: 25,00 mL/min; injektalt térfogat:
750,00 puL; minta: 70 mg/mL H>O; kolonna: Phenomenex Luna Prep C18(2)
100 A, 5 um, 250 x 21,20 mm; kolonna ID: H18-268346. '"H NMR (500,13
MHz, CDs;CN) 8 2,56 (m, 2H), 2,99 (ddd, J = 15,2, 6,6, 3,4 Hz, 1H), 3,48 -
3,62 (m, 12H), 3,78 - 3,83 (m, 6H), 3,96 (s, 2H), 4,65 (m, J = 15,1 Hz, 2H),
4,89 (m, J = 15,1 Hz, 2H), 7,36 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,50 (d, J = 7,9 Hz, 2H),
7,99 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 8,02 (t, J = 7,7 Hz, 1H) ppm; 3C-JMOD NMR
(125,77 MHz, CD3CN) 6 48,90, 54,44, 56,21, 57,45, 58,87, 63,57, 70,31,
123,62, 130,50, 131,38, 132,28, 140,16, 141,19, 150,25, 168,16 ppm;
UHRMS (ESI+) m/z szamolt C2sH3aN4O4 [M+H]" 455,2653; mért 455,2652;
HPLC tisztasag (260 nm): 98,17%; retenciés id0: 2,363 min; gradiens:
0,00—7,50 min 5—95 %B; eluens: of 5 mM TFA MQ-vizben (A) ¢és
acetonitril (B); aramlasi sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 5,00 pL;
minta: 0,70 mg/mL vizben; kolonna: Waters XBridge Shield RP18 130 A,
2,5 um, 75 x 4,60 mm; kolonna ID: 01193505914502.

IX.7. Mn(II)-komplexek szintézis leirasa

A Mn(Il)-ionnal pH = 7,4-en gyorsan komplexet képzd ligandumokbdl a
komplexeket in situ allitottuk el (Osszeméréssel) a vizsgdlatokhoz

pufferrendszer alkalmazasaval.

IX.7.1. [Mn(3,9-CB82?PCBnPCOH) I+ szintézis leirdsa

A 3,9-CB3O?2PCBwCOH (42) ligandum Mn(I)-ionnal pH = 7,4-en nagyon
lassan képez komplexet a relaxometrias képzddés kinetika alapjan 37 °C-on,

ami azt mutatta, hogy 209 nap alatt érné el a 99%-os komplexalodast. igy a
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Mn(IT)-komplexet vizes oldatban ugyan, de 90 °C-on, inert atmoszféra alatt
készitettiik el, puffer rendszer helyett, NaOH-oldatot hasznalva pH-t allitashoz.
(A térfogatokat analitikai mérlegen kalibraltuk.) Egy nyomas és hoalld
csavaros tetejii GC-s mintatartd iivegbe bemértiink 498,4 uL 0,02505 M-os
3,9-CB3O2PCBnCO:H  (42) ligandumoldatot és hozzdadtuk a pH-
potenciometrias titralasi adatok alapjdn szamolt, a ligandum savtartalmanak
semlegesitéshez sziikséges NaOH-oldat egy részét (168,9 ul. 0,1743 M). Majd
Nz-atmoszféra alatt, erdteljes kevertetés mellett két részletben annyi MnClo-
oldatot (242,9 pL 0,04882 M) adtuk hozza, hogy a minta 5%-os ligandum-
felesleg tartalmazzon. Ezt kovetéen a reakcidelegyet 90 °C-on, zart
rendszerben, N>-atmoszféra alatt kevertettiikk 18 6ran keresztiil. Analitikai RP-
HPLC-s technikaval kovettiik a reakcio6 eldrehaladasat. Az 1d6 elérehaladtaval
a komplexképzddés eredményeként a pH csokkent amit kis mennyiségii (20 -
0,5 uL) NaOH-oldatot adagolasaval (N>-atmoszféra alatt) kompenzaltunk,
majd az elegyet tovabb kevertettiilk 90 °C-on, 7-8 6rat. Ezt addig ismételtiik
mig nem tapasztaltunk tovabbi atalakulast NaOH-oldat hozzdadésara és/vagy
90 °C-on kevertetésre. Osszesen +71,0 uL. NaOH-oldatot (0,1743 M) adtunk a
reakcidelegyet és 3 - 4 napot melegitettiik. Igy 0,01207 M koncentraci6ja
[Mn(3,9-CB3O?PCBn?COH)|*oldatot készitettink. UHRMS (ESI+) m/z
szamolt CasH3aN4sO4Mn>" [M+H]*" 254,5975; mért 254,5969; szamolt
C2sH33N404sMn" [M]" 508,1877; mért 508,1879; HPLC tisztasag (235 nm):
100%; retencios 1dd: 3,270 min; gradiens: 0,00—7,50 min 5—95% B; eluenst:
5 mM TFA MQ-vizben(A) és acetonitril (B); aramlési sebesség: 1,00 mL/min;
injektalt térfogat: 5,00 pL; minta: 0,05 mg/mL vizben; kolonna: Waters
XBridge Shield RP18 130 A, 25 pum, 75 x 4,60 mm; kolonna ID:
01193500713109.
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IX.7.2. [Mn(3,9-CB*O2PC)J?* szintézis leirdsa

A 3,9-CB302PC (40) ligandum a Mn(II)-ionnal pH = 7,4-en mar gyorsabban
képez komplexet a relaxometrias képzddési kinetikai vizsgélat alapjan, ami azt
mutatta, hogy 25 °C-on 25 - 30 6ra alatt végbemegy a reakcio. Igy a Mn-
komplexet vizes oldatban 25 °C-on, inert atmoszféra alatt készitettiik el,
szintén puffer rendszer helyett, NaOH-oldatot hasznalva pH-t allitdshoz. (A
térfogatokat analitikai mérlegen kalibraltuk.) Egy csavaros tetejii mintatartd
iivegbe bemértiink 457 uL MQ-vizet, hozzaadtunk 445 uL 0,01125 M-os 3,9-
CB392PC (40) ligandum oldatot. Majd N»-atmoszféra alatt, erételjes kevertetés
mellett hozzaadtuk annyi MnClz-oldatot (89 uL 0,05069 M), hogy 0,8%-0s
ligandum-felesleg maradjon. Az oldat pH-jat pH = 5,537-re (pH = 3,802-r61)
rendszerben, N>-atmoszféra alatt kevertettiik 2 napon keresztiil. Analitikai RP-
HPLC-s technikaval kovettiik a reakcid eldrehaladasat. Tovabbi kis
mennyiségli NaOH-oldatot adagoltunk, N>-atmoszféra alatt az oldathoz, majd
ujbol kevertettiik 1-2 napot. Ezt addig ismételtiik mig nem tapasztaltunk
tovabbi atalakulast NaOH-oldat hozziadasdra ¢és/vagy kevertetésre.
Osszességében igy 7 napot vett igénybe a reakcio. Igy 0,004967 M
koncentracioju [Mn(3,9-CB3O2PC)]**-oldatot készitettiink. UHRMS (ESI+)
m/z szamolt C17H2sN4O2Mn [M]*" 187,5791; mért 187,5792; HPLC tisztasag
(260 nm): 96,86%; retencios 1d6: 4,392 min; gradiens: 0,00—9,00 min
5—40% B; eluenst: 5 mM TFA MQ-vizben(A) és acetonitril (B); dramlasi
sebesség: 1,00 mL/min; injektalt térfogat: 30,00 pL; minta: 0,50 mg/mL
vizben; kolonna: Phenomenex Luna C18(2) 100 A, 5 pm, 150 x 4,60 mm;
kolonna ID: H21-212012.
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IX.7.3. [Mn(3,6-PC2A)] szintézis leirdsa

A 3,6-PC2A (19) (21 mg, 48,6 umol) oldatat ultratiszta HoO-ban (5 ml) 1 M-
os KOH oldattal pH = 7,1-re allitottuk be. Ehhez az oldathoz Mn(Cl1O4),.6H>0-
t (35 mg, 97,3 umol, 2 ekvivalens) oldatot adtunk, aminek a hatdsara a pH-t
3,1-re csokkent. A pH-t 0,1 M-os KOH oldattal visszaallitottuk pH = 7,2-re,
majd a reakcidelegyet 2,5 napig refluxaltatva kevertettiik. Ezt kovetden az
oldoszert szarazra paroltuk, és a maradékhoz metanolt (HPLC mindségii)
adtunk. A visszamaradt szilard anyagot szlrtiik és tobbszor mostuk metanollal.
A szlirletet szarazra paroltuk, és a felesleges sok eltavolitdsa érdekében még
kétszer visszaoldottuk metanollal. A végsd szlirletet szérazra parlasaval
halvanysarga olajként kaptunk meg a [Mn(3,6-PC2A)] (18 mg, 100%-o0s
kitermelés) komplexet.

UHRMS (ESI+) m/z szamolt CisHxoMnN4Os4 [M+H]™ 375,0859; mért
375,0858.
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