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Sejtadhézios peptidszarmazékok szintézise daganatgatlas céljabol

Szakmai beszamol6

Bevezetés

Az adhézids kolcsonhatasok, amelyek a sejtek kozott, illetve a sejtek és az 6ket korilvevo
extracellularis matrix (ECM) kozott alakulnak ki, fontos élettani szerepet jatszanak, mind az
egészséges, mind a koros bioldgiai folyamatokban. Az adhézids kolcsdonhatasokat a sejtek
felszinén levé un. sejtadhézidés molekulacsaladok, az immunoglobulinok, cadherinek,
szelektinek és integrinek kozvetitik (1).

A sejtadhezios molekulak egyik legnagyobb csoportjat az integrin receptorok
alkotjak, amelyek kilonbozé o és [ alegység asszocidcidjaval kialakult heterodimer
glikoprotein szerkezettel rendelkeznek. Csopotositasuk a [ alegység alapjan torténik, de
mindket alegység hozzajarul a ligand specificitasahoz. A sejtadhézids kdlcsonhatasok
jelent6sége akkor valt nyilvanvalova, amikor kider(lt, hogy a legtobb esetben a kdlcsénhatas
soran nemcsak egyszerii fizikai adhézié, hanem emellett jelatvitel is torténik. Igy
magyarazhatova valt szdmos olyan - integrinek &ltal kozvetitett - bonyolult bioldgiai
esemény is, mint pl. az immunvalasz bekOvetkezése, a szoveti rendez6dés, a rosszindulatd
folyamatok el6rehaladésa, stb.

A daganatattetel kialakulasaban két fizikai folyamat jatszik donté szerepet, az egyik
az adhézid, a masik a migracid. A daganatos sejtnek elészor oda kell jutnia és meg kell
tapadnia a primer daganatot, ill. a daganatos szervet korilvevé extracellularis matrixon, majd
le kell bontania ezt az akadalyt, hogy kijuthasson a kdrnyezé szovetekbe és eljusson az
erekhez. Az érfal kilsé részén Gjra meg kell tapadnia, majd at kell ragnia magéat azon, hogy
bejuthasson a keringésbe. Ahhoz, hogy a rakos sejt egy Uj helyen ismét daganatot képezzen,
ki kell jutnia a keringésbél, ami hasonlé adhézids és enzimes lépéseken keresztll torténik
meg, mint a bejutas.

Ahhoz, hogy a primer daganat, valamint az attét ndvekedhessen, nem elég a rakos sejt
szaporodasanak beinduldsa, hanem az (j daganat ndvekedéséhez szilkséges tapanyagok
széllitasahoz érrendszernek is ki kell alakulnia. Ez utobbi folyamat az angiogenezis. Az
ujonnan kialakult vérerek azon kivil, hogy a primer daganatot taplaljak, utat nyitnak a
daganatos sejtek szamara, hogy eljuthassanak a szervezet mas helyeire is, és ott
megtelepedjenek. Az angiogenezis folyamatdban a novekedési faktorok, citokinek és
proteinazok mellett, a szaporodasnak indult endotél sejtek falan kifejezédik az a3 integrin
receptor, ami a sejteknek az ECM-hez vald kotodését biztositja. Az angiogenezis gatlasanak
egyik lehetséges modja az Ujonnan kepzoédott véredények falan levé endotel sejtek és az
ECM kozotti kolcsdonhatds megsziintetése az integrin receptorok blokkolasaval, aminek
kovetkeztében az endotél sejtek apoptozisa, majd az érrendszer elpusztulasa kovetkezik be,
meggatolva ily mddon a daganat tovabbi ndvekedését, ill. az attétel kialakulasat.

Nem csak az a3, hanem az asf; integrin receptor is fontos szerepet jatszik a sejtek
is [2]. Kbvetkezésképpen ez a receptor is tamadasi pontot jelent a melanoma sejteken, ami
szelektiv asP; receptor ligandum, ill. megfelel6 szarmazéka segitségével ceélzottan
tdmadhatd.

Ugy Véljiik, hogy az integrin receptor antagonistakkal elérhetd citosztatikus hatéas
fokozhaté oly modon, hogy az antagonista sejtadhézios peptidet mar ismert, hatékony
citoszatikummal konjugaljuk.
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A pélyazati szerzédés munkatervében vallalt program

Az integrin receptorok ligandumai tobbségikben az arginil-glicil-aszparaginsav (RGD)
sejtadhézids szekvenciat tartalmazzak, de az Ujabb kutatasok soran egyéb sejtadhézios kis
peptideket is felfedeztek.

RGD-tartalm0 linearis és ciklusos peptidek szerkezete és receptor szelektivitasa
kozotti osszefuggeseket részletesen tanulmanyoztadk. Ezeknek vizsgélatoknak a soran fény
dertilt arra, hogy az RGD-peptideknek a kiilonb6z6 integrin receptorokhoz valo affinitasat az
arginin bézikus és az aszparaginsav savas oldallanca kozétti tavolsdg szabja meg, ami
jelentés meértékben valtozik kulonbdzo tagszamu ciklopeptidek esetében. Az irodalmi
elézményeknek az ismeretében palyazati munkank altalanos célkitiizése, integrin
receptorszelektiv ligandumok, szarmazékaik és mimetikumaik szintézise volt daganatgatlas
céljabodl az alabbi felbontasban:

1. RGD szekvenciat tartalmazo linearis és ciklusos peptidek szintézise

2. RGD szekvenciat tartalmazd lineéaris és ciklusos peptidek citosztatikummal képezett
konjugatumainak szintézise

3. Egyéb sejtadhézids szekvenciat tartalmazé peptidek és szarmazékaik szintézise

4. RGD-mimetikumok tervezése és szintézise

5. A sejtadhézids peptidek és szarmazékaik bioldgiai vizsgalata kilsé partnerekkel
kooperacidban.

A kutatas eredmenyei

1. RGD szekvenciat tartalmazo linearis és ciklusos peptidek szintézise

o3 integrin receptorszelektiv ligandumkeént ill. a citosztatikum hordozdjaként linearis és
ciklikus RGD-peptideket valasztottunk [3].

Linearis peptidek kozal az oy,fs integrin receptorszelektiv. H-VRGDf-NH,
szekvenciat vettiik alapul és eloallitottuk acetilezett szarmazékat is (AcVRGDf-NH,), hogy
megvizsgalhassuk vajon a szabad aminocsoport szubsztitlcidja megvaltoztatja-e az eredeti
peptid integrin receptorfelismeré sajatsagat, illetve az o3 szelektivitast. Kontrollként nem
owPs-receptorspecifikus RGD-peptidet (RGDLG-NHy) és annak acetilezett szarmazekat (Ac-
RGDLG-NH,) is elkészitettiik.

Ciklopeptidek kozdil kiindulasul a jol bevalt c(RGDfV) peptidet valasztottuk. Ahhoz,
hogy a ciklopeptidhez barmit, a mi esetiinkben citotoxikus hatécsoportot, hozzakapcsoljunk
egy funkcios csoportot tartalmazd oldallanccal bir6 aminosavat kell beépiteni. Ez jelen
esetben a receptorszelektivitast legkevésbé befolyasolo valin cseréjével oldhatdé meg. Ennek
a megfontolasnak az alapjan az oldallancban aminocsoporttal rendelkezé lizint illetve
diaminopropionsavat (Dap) tartalmazé c(RGDfK) és c(RGDfDap) mar ismert ciklopeptid
analogokat szintetizaltuk.

Tovabbi szerkezet és biologiai aktivitads kdzotti dsszefuggések vizsgalatainak céljaira
a D-fenilalanint tobbféleképpen mddositottuk. p-Fluor-fenilalanin valasztasat egyreszt az
indokolta, hogy az aromas fluorvegyiletek konnyebben atjutnak a lipid membranon,
masrészt pedig a p-fluor-fenilalanin antimetabolitként 6nmagaban is rendelkezik citosztatikus
hatassal. Egy elektronszivé illetve egy elektrondonor csoport hatdsa vizsgalhaté p-nitro-
fenilalanin illetve p-amino-fenilalanin beépitésével, raadasul ez utébbi aminocsoportjan
tovabb derivatizalhat6. El6allitottuk tehat a c(VRGDpNO,f) [pNO.f: p-nitro-D-fenilalanin], a
C(VRGDpNH_f) [pNHf: p-amino-D-fenilalanin] és a c¢(VRGDpFF) [pFF: p-fluor-D,L-
fenilalanin] ciklopeptideket. A c(VRGDpFF) szarmazék epimer peptidpar volt, mert racém p-



fluor-fenilalanint hasznaltunk a szintézis soran, a keletkez6 epimer peptideket HPLC
segitségével elvalasztottuk.

Az RGD-peptidek angiogenezist gatlé hatasanak mechanizmusara tobbféle elképzelés
letezik, nevezetesen nem biztos, hogy a direkt adhézidgatlas a felelés egyértelmiien a sejtek
apoptozisaért, hanem az is elképzelhet6, hogy az RGD-peptidek a sejten belll a kaszpaz-3
enzim aktivalasan keresztul fejtik ki hatasukat [4]. Ezért, és a tovabbiakban a citotoxikus
hatds mechanizmusanak megismeréséhez is sziikséges tudni, hogy a vegyiletek bejutnak-e a
vizsgalt sejtekbe. Ezt a kérdést jelzett peptidek vizsgalataval lehet elddnteni. Erre a célra
tobbféle peptidszarmazékot szintetizaltunk, Ugyelve arra, hogy a fluoreszcens jelzést
lehetéleg a molekula azon részén hajtsunk végre, amely kevésbé fontos a receptorfelismeré
sajatsdg szempontjabdl. Elsé kozelitésben a c(DapRGDf) aminocsoportjan danzilezett
szarmazékat készitettiik el, amely azonban nem bizonyult megfelelének a mikroszképos
vizsgalatokhoz. A tovéabbiakban két iranyba haladtunk, egyfeldl a ciklopeptidet 5,6-karboxi-
fluoreszceinnel jeloltik, masfelol pedig eléallitottuk a radioaktiv jelzésre alkalmas
c(YRGDf)-t.

A linearis peptidek eléallitasa szilardfazisi peptidszintetikus modszerrel, a
szekvencidnak megfeleléen Boc vagy Fmoc technikdval, a peptidek ciklizalasa, pedig
oldatfazisban tortént. A termékek tisztasaganak vizsgalatat HPLC analizissel, azonositasat
pedig tomegspektrometriaval végeztik.

2. RGD szekvenciat tartalmazo linearis és ciklusos peptidek citosztatikummal képezett
konjugatumainak szintézise

A konjugatumok elkészitéséhez olyan citosztatikumot kellett valasztani, amelyik egyszeriien
kapcsolhato a hordozokent tervezett peptidek amino funkcios csoportjahoz. Korabbi
tapasztalataink alapjan erre a célra a Melfalan (p-bisz(2-kloretilamino)-fenilalanin), a
Klorambucil (4-[p-bisz(2-kloretilamino)fenil]-vajsav), és a BCNU (N,N’-bisz(2-kloretil)-N-
nitrozé-karbamid) N-(2-klo6retil)-N-nitroz6-karbamoil hatdcsoportja alkalmas.

A Melfalan (Mel) és a Klorambucil (Clb) karboxilcsoportja révén tobbféle
peptidszintetikus maédszerrel is kapcsolhatd peptidek a- vagy oldallanc-aminocsoportjahoz.
Mi a Mel és a Clb pentafluorfenilészterét készitettik el és segitségiikkel szintetizaltuk a
linearis Clb-VRGDf-NH, és Mel-RGDLG-NH, szarmazekokat, valamint a gyiras
c[Dap(CIb)RGDf] és c[K(CIb)RGDf] szarmazékokat.

A BCNU konjugatumot - c[Dap(Q)RGDf] (Q: CICH2CH2N(NO)-) - a ciklopeptidnek
N-(2-kldretil)-N-nitrozd-karbaminsav pentafluorfenilészterrel torténé acilezésével allitottuk
elo.

3. Egyéb sejtadhézios szekvenciat tartalmazo peptidek és szarmazekaik szintézise

3.1. NGR-peptidek; szerkezet- és bomlasvizsgalat

Az RGD-n kivul egyéb sejtadhézios peptidek is ismeretesek. Kilondsen emlitésre melté az
elsésorban asfP; integrin receptorokhoz gyakran kot6dé NGR motivum, amelyet peptid
fagtarak segitségével el6szor a linedaris NGRAHA szekvenciaban fedeztek fel. A linearis
NGR szekvencia harom nagysagrenddel kisebb affinitdssal kotodik az integrin
receptorokhoz, mint az RGD szekvencia, az ICs értéke 10° M a,B3 és osf; esetében is. A
CVLNGRMEC ciklopeptid azonban mar lényegesen jobban kétédik az asPBi-hez, 1Cs
107 M, vagyis Ugy tiinik, hogy az RGD-peptidekhez hasonléan a ciklizalas soran ez a peptid
is olyan konforméaciot vesz fel, ami kedvez6 elrendezédésben tartalmazza a receptorral
kolcsonhato aminosav oldallancokat [5].



Ennek a megfigyelésnek az alapjan kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a ciklus tovabbi
sziikitése fokozza-e az NGR-peptidek affinitdsat az asP; integrin receptorhoz? Ennek a
kérdesnek a vizsgalata szdmunkra azert is érdekes, mert peptidjeink citosztatikus hatasanak
vizsgalatdt human melanoma sejteken terveztik, és az asfB; receptor éppen a melanoma

Linearis szekvenciaként az Ac-LNGRV-OH-t, gyiiriis peptidként diszulfidhidas
H-CNGRCV-NH,-ot, valamint ¢(LNGRV)-t és c(LNGRv)-t szintetizaltunk. Az utobbi
amelyben az RGD adhézids szekvenciat szintén egy D-aminosav koveti. Altaldban L-
aminosavak D-aminosavakra torténé cseréje konformaciovaltozast idéz el6 a peptidekben.
Kontrollként eléallitottuk a c(LDGRV)-t, amiben a DGR az RGD retropeptidjének
tekintheto.

A ¢(LNGRV) és c¢(LNGRv) NMR-rel és MD-val, szemiempirikus és ab initio
modszerekkel vald szerkezet meghatarozasa soran kider(lt, hogy oldatban mindkét peptid
nagyon flexibilis és szamos konformaciot képes felvenni, ezért esetlikben kilondsebb
reecptorszelektivitas nem varhato.

Kozismert, hogy peptidekben és proteinekben az aszparagin dezamidalodasa — és a
peptidkotés hasadasa — mar enyhe korilmények kozott, vagy akar allas kdzben is spontan
lejatszodik. Tekintettel arra, hogy az ismetelt receptorkotédesi vizsgalatok eredményei nem
voltak egyértelmiiek, arra gondoltunk, hogy a peptidek oldatdban a bioldgiai vizsgélatok
soran dezamidalodas jatszodik le. A két ciklopeptid stabilitasat pH 7.4-en ammonium-acetat
pufferben vizsgaltuk szobahémérsékleten HPLC analizissel. Az oldat tdmegspektrometriés
vizsgalata a vart molekulatémeg mellett eggyel nagyobb témegszamu komponens jelenlétét
is kimutatta, ami a hidrolizis lejatszédasat utalt. A ¢(LNGRV) bomlasa soran keletkez6
aszpartil-peptidet a kontrollként eléallitott c¢(LDGRV) segitségével azonositottuk a HPLC
diagramon. Furcsanak tiint azonban, hogy a HPLC képen nem észleltik az izoaszpartil-
peptidet, holott ennek a képzodése a tapasztalat szerint nagyobb aranyd, mint az
aszpartilpeptidé. Részletes HPLC-MS analizis segitségével ratalaltunk egy, a kiindulasi
ciklopeptiddel majdnem azonos retencids idovel jelentkezé csicsra, amely tdmege alapjan
c(Leu-B-Asp-Gly-Arg-Val)-nak felelt meg. MS mérés szerint a hidrolizalt komponens
kimutathato a melyhatében tarolt, HPLC-n egyetlen csdcsot ado, liofilizalt mintaban is.

Ennek a bomlasvizsgalatnak az eredményei arra hivjak fel a figyelmet, hogy az NGR
szekvenciat tartalmazo peptidek tisztasaganak ellenérzésére nem elegend6 a HPLC analizis,
hanem ezt tdmegspektrometriaval is ki kell egésziteni, mert el6fordulhat, hogy az egyik
hidrolizistermék, jelen esetben az izoaszpartil-peptid a kiindulési aszparaginil-peptiddel
egyutt elualodik.

A bomlasvizsgalatok eredményeit azért is érdekesnek tartjuk, mert az NGR motivum
nemcsak integrin receptor ligandumként mutikddik, hanem hajlamos bizonyos tumorokban
torténd “letelepedésre” is €s ez a sajatsdga kulondsen vonzova teszi hordozO szerep
betdltésére is. Tekintettel arra, hogy ezek a biologiai mérések, kuldéndsen in vivo
korilmények kozott, viszonylag hosszu ideig tartanak, a fenti eredmények kapcsan ugy
gondoljuk, jogosan vetédik fel a kérdés, hogy val6jaban mi is a hatékony molekulaszerkezet?

3.2. Obtustatin szekvenciak szintézise

A Kkigyoémeérgek csaladjaba tartozo disintegrinek bizonyos integrin receptorok hatékony
antagonistai. A 2003-ban izolalt obtustatin minddssze 41 aminosavbol all és az integrinhez
kotédo szerkezeti részletében nem talalhatd meg az altalanos sejtadhézios RGD peptid. A
szerkezetvizsgalatok eredményei alapjan ennek a szekvencidnak a szerepét a KTS motivum
jatssza. Az obtustatin az o131 integrin receptor szelektiv antagonistanak bizonyult és in vivo



korilmények kozott angiogenezisgatld hatassal rendelkezik [6]. Ez a felfedezés azért
érdekes, mert egy Uj megkozelitest kinal az angiogenezis inhibitorok tervezéséhez.

Els6 kozelitésben elballitottuk az Ac-KTS-NH,-t, valamint két ciklopeptidet,
nevezetesen c(KTSLG)-t és c(KTSIG)-t. Az L- D-aminosavcserét a ciklusos NGR-
peptideknél alkalmazott megfontolast kdvetve hajtottuk végre.

4. RGD-mimetikumok tervezése és szintézise

A peptidmimetikumok olyan nem peptidjellegii vegytletek, amelyek valamilyen bioldgiailag
aktiv peptid receptorahoz képesek kdtodni és ott antagonista vagy agonista hatast fejtenek Ki.
A velilik szemben tamasztott legfontosabb kdvetelmények a metabolikus stabilitas és az orélis
felszivodas. Szamos szerkezeti lehetéség kozil, mi az RGD farmakoforjainak elhelyezésére
templatként a diketopiperazinvazat valasztottuk, amely egy viszonylag merev,
enzimrezisztens, hidrogénhidas kdlcsonhatasok kialakitasara képes, aranylag koénnyen
eléallithatd molekula.

Ennek alapjan az RGD szekvencia potencialis mimetikumaiként, a glicin
kihagyasaval, az irodalomban tudomasunk szerint eddig még le nem irt Arg-Asp, Arg-Glu és
c[Arg-Asp(Phe-OH)] diketopiperazinok szintézisét kivantuk megvalésitani. Ezekkel a
vegylletekkel az integrin receptorokhoz val6 kotédesben alapvet6 szerepet jatszé guanidino
és karboxil csoportok kdzotti tavolsag ndvelésének katasat vizsgalhatjuk.

Az Arg-Asp ill.az Arg-Glu diketopiperazinok oldatfazisu szintéziséhez eléallitottuk a
Boc-Arg(Tos)-Glu(OBzl)-OMe-t eés a Boc-Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMe-t, amelyekrél a Boc-
vedécsoportot sosavas dioxannal hasitottuk le, majd az igy kapott H-Arg(Tos)-Glu(OBzl)-
OMe.HCI és a H-Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMe.HCI gyirizarasat vegeztuk el az altalanosan
hasznalt NHs/metanol mddszer segitségével [7]. Meglepetésinkre a tomegspektrometrias
méres adatai mindkét esetben diketopiperazin metilészter keletkezését jelezték. A mert
értékek alapjan ugy tiint, hogy a gytrizarddas a glutaminsav vy-, illetve az aszparaginsav 3-
karboxilcsoportjan keresztil tortént nyolctagu, illetve héttagu ciklus képzédésevel. A gyiiriik
szerkezetének megallapitasara mindkét esetben nmr vizsgalatokat végeztiink.

Miutan az nmr vizsgalatok eredményei alapjan egyértelmiivé valt, hogy az
aminosavak oldallancanak benzilésztere metileészterré alakul at, arra voltunk kivancsiak,
hogy az atészterez6dés a dipeptidészterek ciklizalasa elétt vagy utan jatszédik-e le? A H-
Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMexHCI-t ammonids metanolban oldottuk és a reakcioelegybél
idokozonként mintékat vettiink, amelyeket vékonyrétegkromatografids analizisnek vetettlink
ala. Ebbél arra kdvetkeztettlink, hogy az atészterezédés donté meértékben a gyiiriizarodas utan
jatszodik le. Ezt a megfigyelést a ciklizalasi reakcié 1 Ora utan térténé megszakitasa utan
mért nmr spektrum is alatamasztotta.

Az ammonia/metanolos ciklizalast mas oldallanc védocsoport jelenlétében is
elvégeztiik, igy H-Arg(Tos)-Glu(OBuU")-OMexHCI és H-Arg(Tos)-Glu(OcHex)-OMexHCI
esetében, de atészterezédést egyik esetben sem tapasztaltunk, .

Diketopiperazinok eléallithatok ecetsavkatalizissel is oly modon, hogy a
dipeptidészter hidrokloridot ekvivalens N-methylmorfolin jelenlétében 0.1 M ecetsav-2-
butanol elegyében forraljak [8]. A fent vazolt atészterezodés elkertlésere a H-Arg(Tos)-
Asp(OBzl)-OMe.HCI ciklizalasara mi is kiprobaltuk ezt az eljarést, esetiinkben azonban a
VRK tanlsaga szerint 3 o¢ras forralds utan is volt még a reakcidelegyben szamottevé
mennyiségi dipeptidészter, az oldat pedig megbarnult.

A bazis alkalmazésanak elkertlésére a Boc-Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMe-rél a Boc
vedécsoportot hangyasavas kezeléssel tavolitottuk el, majd a hangyasav ledesztillalasa utan a
H-Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMexHCOOH-t toluol-szek.butanol elegyében forraltuk [9]. A
termék szerkezete az nmr adatok és a tomegspektrum szerint c[Arg(Tos)-Asp(OBzl)]. A
HPLC segitségével elvalasztott komponensek tdmegspektrometrids vizsgalataival



szennyezodésként H-Arg(Tos)-Asp(OBzl)-OMe-t H-Arg(Tos)-Asp-OMe-t és For-Arg(Tos)-
Asp(OBzl)-OMe-t azonositottunk.

Az oldatfazisi szintéziseknél tapasztalt nehézségek miatt végil a szilard fazison
elsallitott dipeptidek - H-Arg(Tos)-Asp(OBu')-O-PAM és H-Arg(Tos)-Glu(OBU')-O-PAM] -
0.1 M ecetsav/diklormetannal tortén6 kezelésével egy Iépésben értiik el a gyantardl torténd
lehesadéast és a diketopiperzinna térténd gyiriizarddast. A c[Arg(Tos)-Asp(OBu")] és a
c[Arg(Tos)-Asp(OBU")] védscsoportjait hidrogénfluoriddal tavolitottuk el.

A c[Arg-Asp(Phe-OH)] elééllitasa soran a c[Arg(Tos)-Asp(OBu")]-rdl lehasitottuk a
terc-butilészter védécsoportot, majd az igy kapott termékkel acileztik a H-Phe-OBzl-t. Az
0sszes védocsoport eltavolitasa ebben az esetben is HF-dal tortent.



5. A sejtadhézids peptidek és szarmazekaik biologiai vizsgélata kilsé partnerekkel

kooperacidban

1.4bra. RGD- és NGR-peptidek és
szarmazékaik kétodése oS3
integrin receptorhoz **J-dal
jelzett ligandum (RGD-protein)
kompetitiv leszoritasaval
(partner: Kok RJ, Groningen
University, Hollandia)

RGD-peptidek (50 ill. 5uM)

Code Compounds

RGD 1 c(VRGD)*TFA

RGD 2 c(FDGRV)*TFA

RGD 3 c(VRGD(pF-F))*TFA

RGD 4 c(VRGD(pF-f)*TFA

RGD 6 c(DapRGDf)*2HCI

RGD 7.a c(K(CIb)RGDf)*HCI

RGD 8.a c(Dap(Clb)RGDf)*HCI

NGR 9 Ac-LNGRV-OH*TFA

NGR 10.a  Clb-LNGRV-OH*HCI

NGR 11 H-CNGRVC-NH2*TFA
b

NGR12  c(LNGRV)*TFA

NGR13  c¢(LNGRV)*TFA

NGR14  c(KNGRV)*2TFA

Kovetkeztetés

A ciklikus RGD-peptidek —az RGD 2
»retro szekvencia” és az RGD 3,
feltehetéen L-p-fluor- fenilalanint
tartalmazo analdg kivételével -
varakozésunknak megfeleléen

a természetes ligandummal
megegyez6 mértékben kotédnek az
owPsreceptorhoz.

Az NGR-peptidek nem mutatnak
affinitast az o, Bareceptorhoz és

az eredmények arra utalnak, hogy az
NGR szekvencia pentapeptid
gyiribe vald zéarasakor kialakult, az
nmr vizsgalatok szerint flexibilis
térszerkezet sem felel meg a receptor
altal preferalt konforméacionak.
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1. tablazat. RGD-peptidek és szarmazékaik hatasa human kdldokvéna sejtek (HUVEC)

- sz

Institute, Bergamo, Olaszorszag)

HUVEC proliferacio6 HUVEC adhezi6ja vitronektinhez (o.,f3)
Peptid 0.001..100 uM (72 h assay) 0.1..300 uM (90 min assay)
Gatlas (%) ICso (UM) gatlas (%) 1Cs0 (M)

Clb (Chlorambucyl) 68 35

Mel (Melphalan) 88 29

AC-RGDLG-NH,xTFA* 24 - 28 -
Mel-RGDLG-NH,xHCI 37 - n.d.

Ac-VRGDf-NH,xTFA 10 - 24 -
Clb-VRGDf -NH,xHF 38 - n.d.

c(DapRGDf) xTFA n.d. n.d.

c[Dap(CIb)RGDf] xHCI 80 18 n.d.

c(KRGDf)x2TFA 38 - 95 33
c[K(CIb)RGDf] xHCI 39 - n.d.

c(VRGDf) xTFA 90 19 89 20

(Kontroll peptid)

Kovetkeztetés

A lineéris peptidek nem befolyasoljdk a HUVEC vitronektinhez torténé adhézidjat. A gyiiris
RGD-peptidek, illetve szarmazékaik viszont a c(RGDfV) vezérmolekulahoz hasonloan,
gatoljdk az adhézidt, vagyis az alkilezészerrel torténé kombindlds nem befolyasolja a
hordozo peptid integrin receptorhoz valo kétodéset.

A ciklopeptidek és alkilez6 szarmazékaik fokozottabb sejtproliferacié gatlassal
rendelkeznek, mint a linearis peptidek. A ciklopeptidek adatainak 0Gsszehasonlitasakor
viszont az derul ki, hogy a c[Dap(CIb)RGDf] ugyanolyan hatdssal bir mint a c(RGDfV),
tehat ugy tanik, hogy, az alkilezé csoport nem fokozza a hordozé molekula citotoxicitasat. A
ciklopeptidek proliferaciogatlasa HUVEC esetében nem meglepd, hiszen egészséges
sejtekrol van sz, amelyek a sejt-ECM kozotti kapcsolat megszintekor apoptozist
szenvednek. Az a megfigyelés, hogy az alkilezészerrel kombinalt peptidek nem fokozzék a
sejtek pusztulasanak mertékét tobbféleképpen magyarazhatd, pl. ugy, hogy valamilyen oknal
fogva az alkilezé molekularész el sem jut a DNS-hez, illetve erre nincs is sziikség, hiszen az
adhezios kolcsonhatds megsziinese mar eléidézte a sejtpusztulast.

RGD-peptidek és szarmazékaik vizsgalata tumorsejteken

A kovetkezo kisérletsorozatban a ciklopeptidek és klorambucil szarmazékaik sejtproliferacio
gatlasat kétféle, egy lassabban (LND1) és egy gyorsabban (HBL) szaporoddé human
melanoma sejtvonalon vizsgaltdk. Ebben a Kkisérleti elrendezésben is megfigyelheté a
ciklopeptidek sejszaporodast gatld hatasa, foleg a HBL sejtvonalon. Erdekesnek tartjuk, és
pillanatnyilag meg nincs Kkiserleti adatunk arra vonatkozdan, hogy a ciklopeptidek
onmagukban miért gatoljdk a melanoma sejtek szaporodasat? Az altalunk feltételezett
mechanizmus vizsgalata jelenleg is folyik (partner Ghanem, G. Free University of Bruxelles,
Belgium).

A BCNU-konjugatum citosztatikus hatasat 12 kulénb6zé tumor sejtvonalon vizsgaltak. Az
in vitro kisérletekben a BCNU altalaban jobban gatolta a sejtszaporodast mint a konjugatum,
amely leghatékonyabbnak melanoma sejteken bizonyult (partner:Smith, V. Oncotest GmbH)
Freiburg, Németorszag).



Diketopiperazin RGD-mimetikumok integrin receptorkdtédési vizsgalatai (partner: llas J.
Ljubljanai Egyetem Gydgyszerészeti Intézet)

2. tblazat. Termeszetes integrin receptor ligandumok receptorkdtgdesenek gatlasa
diketopiperazinokkal

.. |C50(HM) |C50(HM)
Vegyiletek fibrinogeén/ousBs Vitronektin/oups
c(Arg-Asp) - 42
C(Arg-Glu) - 480
c[Arg-Asp(Phe-OH)] 159 0.7

Kdvetkeztetés

A vitronektin receptorhoz mar az egyszerii c(Arg-Asp) is kotodik, a c(Arg-Glu) egy
nagysagrenddel kevésbé, mig a c[Arg-Asp(Phe-OH)] két nagysagrenddel erésebben koétédik.

A kilonb6zé RGD-peptidek integrin receptor szelektivitasat, mint azt a bevezetében
irtuk az arginin guanidino és az aszparaginsav karboxilcsoportja kozétti tavolsag szabja meg.
Az o,PB3 receptort c(RGDfV)-vel kristalyositottdk és a rontgenkriszatallogréfiaval
meghatarozott szerkezetbél megallapithaté a funkcids csoportok egymastdl vald tavolsaga.
Szemiempirikus geometriai optimalizalas segitségével kiszamitottuk, hogy nyujtott
konformacié esetén a c(Arg-Asp)-ban is kialakulhat ez a tavolsag, ami a ligandum és a
receptor kozotti hidrogenhidas kolcsonhatast biztositja, igy erthetd, hogy ez a nagyon
leegyszeriisitett mimetikum is kotédik. Még kedvezobb a helyzet a flexibilisebb fenilalanin
szarmazéknal, mig a c(Arg-Glu)-ban éppen rossz helyzetbe keriilnek a karbonil és a guanidino
csoportok.

A fibrinogén receptorhoz val6é gyenge koétédes arra utal, hogy ezek a mimetikumok
nem felelnek meg ezen receptor altal timasztott kovetelményeknek.

Zar0O megjegyzesek

Az RGD-mimetikumok terén végzett munkankat 6sszefoglalé kézleményt a Journal of Peptide
Science-be elkiildtiik (Nikolett Mihala, Janez Ila§, Robert Kiss, Antal Csémpai® and Helga
Suli-Vargha: The synthesis of alternative diketopiperazines as potential RGD mimetics)
Az RGD-szarmazékok sejtszaporodast gatldé hatasanak vizsgélatai a biologus partnerek
késlekedése - kiillonbdzo, rajtunk kivilallo okok - miatt még nincsenek publikalas alatt.
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