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Hatékony tumorellenes készitmények el6allitdsa target és drug molekulak
kombinaciéjaval
(Zarojelentés)

Prof. Dr. Mez6 Gabor
tudomanyos tanacsadd

Kutatasunk célja az volt, hogy olyan biokonjugatumokat készitsiink, amelyek segitségével
novelhetjik a rakellenes hatdéanyagok tumorszelektivitdsat. Ezért olyan molekulakhoz
kivantuk kapcsolni a gyogyéaszatban is alkalmazott drogokat (pl. daunorubicin, doxorubicin,
metotrexat), amelyek a tumorsejteken nagy mennyiségben megtalalhaté receptorokhoz
kotédhetnek. Az egyik célreceptor a GnRH receptor volt, amely szdmos rakos sejtben
tultermelodik és expresszalddik a sejtmembranon, mig a normal sejtek tdbbségén nem, vagy
csak kis mennyiségben fordul elé. Ezen a kilonbségen alapulhat a GnRH molekuldkhoz
kapcsolt hatéanyagok fokozott szelektivitasa, mivel a GnRH-hatdéanyag konjugatum ily
maodon receptor kdzvetitett endocitozissal tud bejutni az adott sejtekbe, mig a kisméretii
hatéanyag diffGzioval méas egészséges sejtekbe is bejutva, azokra is toxikus hatast fejthet Kki.
A mésik tipusi konjugatumunkkal mozgasra képes sejteket (makrofagok, monocitak,
metasztatizald raksejtek) kivantunk celba venni. Ezekkel a vegyuletekkel a kemotaxis
receptorokon illetve a nemrég neuropilinként azonositott tuftsin receptorokon keresztil
terveztiik a hatéanyagokat a rakos sejtekbe juttatni. Erre oligotuftsin alapu biokonjugatumokat
készitettink.

1. Gonadotropin-releasing hormon (GnRH) dimer peptidszarmazékainak szintézise és
vizsgalata:

Ehhez a témakorhtz kapcsoloddan elballitottunk szimmetrikus és aszimmetrikus
dimer vegylleteket. A dimer szarmazékok tervezése azon a megfigyelésen alapult, hogy a
GnRH-III oldallancaban ciszteint tartalmazé szarmazékbol (Pyr-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-
Lys(H-Cys)-Pro-Gly-NH,) konjugécios reakcié soran diszulfidhidat tartalmazd dimer
vegyulet, mint melléktermek keletkezett, és ez a szarmazék az antiproliferacios
vizsgalatokban hatékonyabbnak bizonyult, mint a nativ GnRH-IIl. Ezutan szisztematikusan
tervezett GnRH dimer szarmazékokat allitottunk eld, amelyek szerkezetének részletes
bemutatdsatol eltekintenék, mivel a vegyuletek szabadalmi bejelentése folyamatban van. Itt
csak a szerkezetek taglalasa nelkil mutatnam be az elért eredményeket. A GnRH-111 vegyulet
mellett a 6-0s pozicibban mddositott GnRH-1 (Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-X-Leu-Arg-Pro-Gly-
NH2) és GnRH-Il (Pyr-His-Trp-Ser-His-X-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH,) alkalmaztunk dimerek
eloallitasara. A GnRH anal6gokat szilardfazisu peptidszintézissel allitottuk elé, majd a
szimmetrikus dimereket ciszteint tartalmazo szarmazékokbol diszulfidhid kialakitasaval
oldatban készitettiik (1. abra).

GIp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Y—(fys-X)- Pro-Gly-NH,
S
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Y-Cys-X)-Pro-Gly-NH,

X eésY = kiulonb&zd aminosavak, peptidek vagy acilcsoportok

1. dbra: GnRH-I111 diszulfidhidat tartalmazé szimmetrikus dimer szarmazékai
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Az aszimmetrikus, vagy vegyes dimereket szelektiv kémiai ligacidval allitottuk el6 oly
maodon, hogy az egyik komponenst kloracetileztiik, és ezt reagaltattuk a ciszteint tartalmazé
maésik komponenssel (2. 4bra). A tioéterkotes kialakitisat az indokolta, hogy a diszulfidhidat
tartalmazd vegyes dimer vegylletek kémiai és bioldgiai stabilitasa kétséges, mar enyhén
bazisos és/vagy reduktiv k6zegben atalakulhatnak a sokkal stabilabb szimmetrikus dimerekké.
A vegyes dimerekben GnRH-I1l és GnRH-I vagy GnRH-II szarmazékok kapcsolddtak ¢ssze
kilénb6z6 kombinaciokban. Elkeszitettlink olyan vegyileteket is, ahol a hormon peptid
egységeket kulonb6zo tavtartd egysegekkel kapcsoltuk dssze, hogy lassuk van-e a bioldgiai
hatds szempontjabdl szerepe a hormon peptidek tavolsdganak, ami befolyasolhatja, pl. a
receptor kotddésiiket. Osszességében, eddig 15 dimer vegyiletet allitottunk eld.

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(?HQ-CO-X)- Pro-Gly-NH-
S
Glp-His-Trp-Ser-Aaal1-D-Aaa2(Y)-Aaa3-Aaad-Pro-Gly-NH,

X eésY = klldnbdzd aminosavak, peptidek vagy acilcsoportok

2. abra: Tioéterkotést vegyes dimerek altalanos szerkezete

Vizsgaltuk az eldéllitott dimer molekuldk antiproliferativ hatasat GnRH receptor
pozitiv MCF-7 és T-47D human eml6 és HT-29 vastagbél tumor sejtvonalakon. Tébb
vegyulet is mutatott 40-50% proliferacio gatlast a sejteken (50-100uM koncentracioban), de
egy GnRH-III alapd szimmetrikus dimer 90% folotti gatlast mutatott az emld tumor
sejtvonalakon, mig az egyik GnRH-I1I és GnRH-1 kombinéacidju vegyes dimer 80% folott
gatolta a T-47D eml6tumor proliferaciojat. Ezen vegyuletekkel az in vivo vizsgalatok
hamarosan megkezdédnek. A vastagbél tumoron a legjobb hatast mutaté ket GnRH-I11 alapu
szimmetrikus dimert in vivo kortlmények kozott is vizsgaltuk HT-29 tumort hordozd
egereken. Ezek alapjan elmondhatd, hogy napi egyszeri kezeléssel (~40mg/testsuly kg
dézisban) kb. 50% tumorndvekedésgatlast sikerllt elérni a kezelés idotartama alatt (40.
napig), de még 20 nappal a kezelések befejezése utan is (60. nap) jobb, mint 40%-o0s gatlast
regisztraltunk (3. abra).
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3. dbra: GnRH-111 szimmetrikus dimerek hatasa HT-29 vastagbél tumor belltetett
egereken



Szuperflzios kisérletekben patkany hipofizisen vizsgéltuk a dimerek endokrin hatasat,
vagyis a LH (luteinizal6 hormon) szekréciora gyakorolt hatdsukat. A GnRH-III hormonnak
eleve 500-1000-szer kisebb hatésa van az LH és FSH szekrécidra mind in vitro, mind in vivo,
mint a human GnRH-nak (GnRH-I), de a dimerek még ennél is kisebb hatast mutattak (20-
35%-a a monomer hatasanak). Ezzel alatdmasztottuk azokat a megfigyeléseket, hogy a
GnRH-I11 endokrin hatasaban a 8. pozicioban 1évé lizin szabad e-aminocsoportja szerepet
jatszik. Igy tehat a GnRH-111 szimmetrikus dimerek nagyobb tumorellenes hatassal és kisebb
endokrin hatassal rendelkeztek, mint a nativ GnRH-III, ezaltal szelektivebb, tumorellenes
hatasu vegyuleteket tudtunk eléallitani. A vegyes dimerek ellenben még a GnRH-I illetve
GnRH-I1 vegyiileteknél tapasztalt endokrin hatasnal is jelentésebb mértékben serkentették az
LH felszabadulast. igy ezek a vegyiiletek potencialis szuperagonistak lehetnek.

Néhany vegydlettel végeztink CD, FTIR és NMR vizsgalatokat, hogy
dsszehasonlitsuk a monomer és dimer vegyiletek térszerkezetét, amely adatokkal szolgélhat a
hatasbeli kulonbségekre. A monomerek és a dimerek kozott megfigyelt térszerkezeti
kilénbségek nem szignifikansak, igy a térszerkezet 6nmagaban nem valdszindsiti a hatasbeli
kilénbségeket.

Vizsgéltuk a vegyuletek enzimstabilitasat tripszin, kimotripszin jelenlétében, tovabba
human szérumban és lizoszdma preparatumban, és az eredményeket Osszehasonlitottuk a
monomer szarmazékoknal kapottakkal. Altalanosan megallapithaté volt, hogy a dimerek
enzimekkel szembeni stabilitasa Iényegesen nagyobb volt, mint a monomer vegyileteké, még
azokon a hasitasi helyeken is, amelyek tavolabb estek a keresztkotést biztositd elagazasoktol.
Igy pl. a 3. pozicioban 1évé Trp mellett a kimotripszin lassabban hasitott dimer esetén, mint a
monomer peptidnél.

Elkészitettink a 9. poziciéban Pro helyett dehidro-prolint tartalmazé GnRH-II és
GnRH-II1 szdrmazékokat, majd ezeket tricialtuk. Az elkeszilt radioaktiv szdrmazékokat
kotédesi vizsgalatokban kivanjuk felhasznalni, amelyeket hamarosan megkezdenek az
Orszagos Onkologiai Intézetben.

2. Tumorellenes hatéanyagot tartalmazé GnRH konjugatumok szintézise és a vegyuletek
vizsgalata:

A GnRH-II1 hormon peptidet hasznaltuk, mint iranyitdo molekulat, peptid-drog konjugatumok
eléallitasara. A daunorubicint és a doxorubicint kilénbozé kotésekkel kapcsoltuk a peptidhez,
hogy vizsgaljuk a konjugalas modjanak hatdsat a vegylletek tumorellenes hatasara. A
doxorubicin (Dox) tartalmaz egy OH csoportot a C14 pozicidban, amely alkalmassa teszi
észterkdtés kialakitasara. A daunorubicin (Dau) esetében ez a funkcids csoport hianyzik, igy
vagy a 13-as C oxocsoportja hasznalhatd konjugéaldsra oxim- vagy hidrazonkétés
kialakitasaval, vagy a cukor rész (daunozamin) aminocsoportja, ami az esetek tobbségében a
drog citotoxikus hatasanak elvesztésével jar (4. abra).
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4. dbra: A daunorubicin (A) és a doxorubicin (B) lehetséges konjugéacios helyei



Ezek alapjan a daunorubicint oxim- (3) illetve hidrazonkdtéssek (2) kapcsoltuk a modositott
GnRH-I1I peptidhez, tovabbd amidkotéssel (5) kapcsoltuk a cukorrészen keresztil. A
doxorubicint észterkotéssel (1), oximkdtéssel (4) és szintén a cukorrészen keresztil
amidkotessel (7) konjugéltuk a GnRH-II1 szarmazékokhoz. Az észterkdtést (5A. abra) az
észteraz enzimek bontjak a sejtekben (részben a szérumban is), igy tud a hatdanyag
felszabadulni. A hidrazonkdtés (5B. abra) savas korulmenyekre érzékeny, igy mar pH 5 alatti
kdzegben (pl. lizoszdmakban) elbomlik, szintén a szabad hatdéanyagot eredményezve. Az
oximkotés azonban egy viszonylag stabil kémiai kotés, ezért a hatdanyag felszabadulasa
érdekében a drog és a hormon peptid k6zé egy, a lizoszomalis enzimekre (pl. katepszin B)
bomlo tavtartod peptidet (Gly-Phe-Leu-Gly) épitettiink (5C. abra). Ezt a spacert beépitettiik
abban az esetben is, amikor a cukorrészen keresztiil konjugaltuk a daunorubicint (6) és a
doxorubicint (8) a GnRH-III peptidhez (5D. abra). A szamok az 1. tablazatban hasznalt
jeloléseknek felelnek meg.
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5. abra: Az eléallitott GnRH-Il1-antraciklin (Dau és Dox) konjugatumok szerkezete

Az eléallitott konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat vizsgaltuk MCF-7 human emld, HT-
29 human vastagbél és C26 egeér vastagbél tumor sejtvonalakon. Az eredmények azt mutattak,
hogy az anyagok hatékonyabbak voltak az eml6 tumorokon, mint a vastagbél tumorokon, ami
Osszefliggésbe hozhato azzal, hogy az MCF-7 tumorokon nagyobb mennyiségben talalhatok a
GnRH receptorok. A kotés tipus 0sszehasonlitdsdban azt allapitottuk meg, hogy a
leghatékonyabb az észterkdtéssel kapcsolt Dox konjugatum volt, valamivel kevésbé hatott a
hidrazonkotésii vegyulet, de még az oximkoétést tartalmazd konjugatum is hatasos volt. A
cukorrészen keresztul amidkétéssel kapcsolt konjugadtum azonban nem mutatott jelentds
antitumor hatést a vizsgalt koncentracio tartomanyban (1. tblazat).

1. tdblazat. A GnRH-Ill-antraciklin konjugatumok in vitro antitumor aktivitasa



Konjugatum A B C/Dau | C/Dox | D/Dau | D/Dau | D/Dox | D/Dox
Sejtek spacer spacer
ICs0 [uM] | ICso [uM] | 1Cso [uM] | Cso [uM] | 1Cs0 [uM] | 1Cs0 [uM] | [Cs0 [uM] | ICs0 [uM]
MCF-7 0.8 1.5 3.9 5.4 >100 99.7 >100 84.2
+0.5 +0.2 +1.2 +1.9 +4.8 +5.5
C26 4.8 nt 22.5 46.1 >100 >100 >100 >100
+0.1 1.7 +6.1
HT-29 3.0 nt 194 22.9 nt nt nt nt
+0.5 +1.4 +2.3

ICs értékeket MTT teszttel hataroztuk meg; a szabad Dau és Dox ICs értékei 0.1-0.2 uM (MCF-7) és 2-5 uM
(C26, HT-29) voltak. “nt = nem vizsgalt

Aramlasi citométer segitségével vizsgaltuk a konjugatumok sejt felvételét. Korrelaciot
figyeltink meg az in vitro citosztatikus hatas és a konjugatum sejtek altal tortént felvétele
kdzott (azonos tipust konjugatumok esetén). Az eredmények pontos értékeléséhez figyelembe
vettuk a daunorubicin és a konjugatumok fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasat
mesterséges DNS jelenlétében. Ezen vizsgalatok alapjan ugy tinik, hogy a konjugatumokban
lévé Dau fluoreszcencia intenzitds valtozésa hasonléan valtozik, mint a szabad Dau eseten,
ugyanakkor a Dau=Aoa nem mutat jelentds valtozast a DNS jelenlétében vagy hianyéaban.
Tehat valoszin ez a szarmazeék nem interkallalodik a DNS lancok kozé.

Kiseérletet tettlink a sejtfelvétel mechanizmusanak tanulmanyozasara. Sem az MCF-7,
sem a C26 sejteken nem tudtuk a Dau-GnRH-111 (oxim) konjugatum felvételét gatolni GnRH-
I receptor ellenanyaggal. Triptorelinnel, amely egy GnRH-I szuperagonista vegyulet Kis
gatlast tudtunk elérni nagy koncentracié alkalmazasa mellett. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a a GnRH-IIl konjugatumok nem, vagy nem csak a GnRH-I receptoron
keresztll juthatnak a sejtekbe. Ezért a sejtfelvétel mechanizmusénak tovabbi, alapos
tanulmanyozasat tervezzik.

Az in vivo vizsgalatokhoz els6 korben a Dau-GnRH-IIl (oxim) konjugatumot
valasztottuk, mivel ezt a konjugatumot kénnyen és nagy mennyisegben tudtuk eléallitani,
tovabba a daunorubicin kardiotoxicitdsa kisebb, mint a doxorubiciné. El6szOr egészséges
nostény BDF-1 egereken vizsgaltuk a konjugatum toxicitasat. Mig a Daunorubicin 15
mg/testsuly kg koncentracioban erésen toxikus volt (az egerek elpusztultak 10-12 nappal a
kezelést kovetden, addig a konjugatum, azonos Dau tartalom mellett nem okozott pusztulast,
és az egerek sulya a kezeletlen kontroll &llatokhoz hasonldan névekedett. Egy Ujabb kisérlettel
mar azt is igazoltuk, hogy a konjugatum maximalisan toleralt dézisa (MTD) 30 mg/testsuly
kg Dau tartalom folott van, mert még ez a dozis sem mutatott toxikus mellékhatasokat.

Az in vivo tumorellenes hatast Balb/c egereken vizsgaltuk, amelyekbe C26 egér
vastagbél tumort Ultettlink. A valasztds azért esett erre a tumor fajtara, mert ez igen
aggressziv, gyorsan névé tumorfajta, tovabba eddig viszonylag keves, GnRH vegyiilettel
kapcsolatos in vivo tesztben alkalmaztak vastagbél tumort. Vizsgaltuk a dézis, a kezelések
szamanak és idejének hatasat a tumorndvekedés gatlasara és a tulélésre. Az eddigi adatok
alapjan a legjobb hatast akkor ertiik el, ha 15 mg/kg Dau tartalmd konjugatummal kétszer
kezeltiik az allatokat a 4. és 7. napon a tumorbeltetést kovetéen. Ekkor a 10. napon még kb.
70-80%-0s gatlas volt megfigyelhetd, de még a 21. napon a tumorbedltetést kdvetéen is 45%
kordli tumorndvekedés gatlast regisztraltunk. Ebben az esetben az egerek atlagos tulélése a
kezeletlen kontrollokhoz képest 41% volt. Egyszeri kezelés, a kezelések késébbi idépontban
torténd elkezdése, tovabba kisebb ddzis alkalmazésa kisebb gatlast és tulélést eredmeényezett.
A szabad daunorubicin alkalmazdsa 2-5 mg/kg dézisban ugyan hatdsos tumorgatlast
eredményezett, de az egerek még a kezeletlen kontroll allatoknal is hamarabb elpusztultak. A
kezelések tovabbi optimalizalasa folyamatban van (6. abra). Azt is megfigyeltiik, hogy a




GnRH-111(GFLG) peptid énmagaban is mutatott, bar nem szignifikdns, antitumor hatéast a
tumorsejteken és kismertékii tulélest is mutattak az allatok a csak peptiddel tortént kezelés
hatéaséara.

Mivel az oximkotés korul E és Z izomer is megvalosulhat, ezért NMR spektroszkdpia
segitségével vizsgaltuk a Dau=Aoa (Aoa = aminooxi-ecetsav) konjugatum térszerkezetét. Az
eredmények kizarolag az E izomer jelenlétét mutattak. Feltételezhetéleg ez valosul meg a
peptidkonjugatumban is, hisz nem tapasztaltuk izomerek megjelenését HPLC-n, szemben az
exemesztam-oxim konjugatumokkal, amelyeknél analitikai HPLC-n az izomerek elvalnak.
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* pell05; ™ p=0.01

6. abra: Dau-GnRH-I11 (oxim) konjugatum in vivo tumorellenes hatasanak vizsgalata C26
vastagbél tumor xenograftot hordoz6 egereken. Osszehasonlitasok a szabad Dau és a GnRH-
111 szarmazekkal.

Vizsgéltuk a Dau-GnRH-11l (oxim) konjugatum stabilitdsat PBS oldatban, enzimek
jelenlétében illetve egér, patkdny és human szérumban on-line és off-line HPLC-MS
technikaval. EImondhatjuk, hogy PBS oldatban a konjugatum 72 6ra elteltével sem mutatott
bomlast és a konjugatum csak kisebb mértéki bomlast szenvedett a szérum mintakban 24 6ra
alatt. Azonban katepszin B hatdsara a konjugatum bomlott elsésorban a spacer szekvenciaban
és jelentés mennyiségben keletkezett a Dau=Aoa-Gly-OH egység. Ez a vegyiilet katepszin B
hatasara tovabb nem bomlott, ezért a hatéanyag felszabaduldsdnak mechanizmusat tovabb
folytatjuk majd lizoszoma preparatumban is. A konjugatum stabil volt tripszin jelenlétében,
de kimotripszin hataséra 3 dra alatt teljes mennyiségben elbomlott a 3-as pozicidban levé Trp
mellett. Hosszabb id6 elteltével részleges hasadast figyeltiink meg a spacer szekvenciaban is a
Phe és Leu aminosavak C-terminalisanal. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
ha a vegylletet oralis adagolas iranyaba kivanjuk fejleszteni, ami a vastagbélrak és egyeb
emésztd traktust érintd rak esetén eldnyos lehet, akkor a Trp®-Ser* kotés stabilitasat kell
fokozni, pl. N-Me-Ser beépitésével. Az () variansok eléallitdsa az Uj palyazat keretében
keriilnek megvalositasra.



3. Az N-terminalis feldl roviditett szekvenciat tartalmazé GnRH-I11 vegyuletek szintézise és
sejtbejutasuk vizsgalata:

Mivel a kimotripszin hatasara a Trp-Ser kotés hasad a GnRH-I1I dimer és konjugélt
szarmazékaiban, vizsgaltuk, hogy a szekvencia N-termindlis fel6l torténé réviditése milyen
hatassal van a vegylletek sejtfelvételére. Eléallitottuk tehat a GnRH-I1I N-terminalis feldl
roviditett szakaszait, amelyeket 5(6)-karboxifluoreszceinnel jel6ltiink és vizsgaltuk, hogy
ezek a peptidek is kotédnek-e és bejutnak-e HT-29 sejtekbe. Az elballitott valamennyi
roviditett peptid (Ac-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(CF)-Pro-Gly-NH,, Ac-Trp-Ser-His-Asp-
Trp-Lys(CF)-Pro-Gly-NH,, Ac-Ser-His-Asp-Trp-Lys(CF)-Pro-Gly-NH;) koétédott és bejutott
a sejtekbe hasonldan a teljes szekvenciét tartalmazd, jelzett nativ peptidhez. igy ezek a
szekvencidk is alkalmasak lehetnek a hatdanyagok targetaldséra. A rdviditett peptidek
tumorellenes hatasanak vizsgéalata folyamatban van.

4. M1-1892 GnRH-I1 antagonista peptid dimerszarmazékainak szintézise:

Az MI-1892 GnRH-II antagonista szarmazék (Ac-D-Trp-D-Cpa-D-Trp-Ser-D-Lys-
Asp(Leu-GIn-Pro-D-Ala-NHy)-NEty) tul azon, hogy jelentés antiproliferativ hatast mutatott,
immunstimulalé hatéssal is rendelkezett. Ezen hatasok erésitése érdekében ennek a peptidnek
a dimer szarmazékat is elkészitettiik. Ebben az esetben is a lizin aminosav oldalldncéan
épitettlink ki Cys vagy CGFLG oldallancot és diszulfidhid kialakitasaval dimerizaltuk a
peptideket. Sajnos a vegyuletek, kilondsen a spacert tartalmaz6 dimer oldékonysaga nagyon
rossz volt, igy a biologiai vizsgalatokban nem tudtuk megfeleléen alkalmazni azokat. Jelenleg
olyan peptid és nem peptidalapl spacerek beépitésén dolgozunk, amelyek novelhetik a
vegyuletek oldékonysagat, és igy alkalmasak lehetnek a bioldgiai vizsgalatokra.

Ezt a vegylletet hasznaltuk olyan el6kisérletekhez, ahol egy exemesztdn nevi
aromatazgatlo hatéanyagot kapcsoltunk két GnRH peptidlanc kdzé, mint a dimert 6sszekotd
kapcsolostrukturat (7. abra). Itt is vizoldékonyabb szerkezetek kialakitasa folyamatban van.

Ac-oWoCpaoWSoKD(LQPOA-NH,)-DEA

|
NH

o 2 ekv. MI-1892
He © -0,5 HCI 2 ekv. BOP reagens
He Hs . 2 Hzn’o\)J\ou 8 ekv. DIEA
= e i piridin-viz-metanol Szobahomeérséklet
0 F (1:1:4 (viv)) N 24 éra

cH 1 nap 9

[exemesztan] o ; i

[6-metiiénandmsta 1 A-gién-3,17-dion] [exemesztan-dioxim szarmazék]
[BOP: (benz otriaz al- 1-iloxi)trisz (dimetilamino ifoszfénium-hex afluorofosz fat Ac-oWoCpacWSoKD(LQPoA-NH,)-DEA

DIEA M-etil-diiz opropil-amin]

[(MI-1892), exemesztan-dioxim]
“Chu et al., Journal of the AOAC. 60 (1977) 791-794.

7. abra: Az exemesztan atalakitasa dioxim szarmazekka, majd konjugaldsa GnRH peptidhez



5. Kemotaxison alapulé hatéanyag célbajuttatas oligotuftsin tipusi hordozdk segitségével:

Az e témakorbe tartozo vegyiletek olyan molekulak, amelyek hordoz6hoz kovalensen
kotve tartalmaznak kemotaxison alapuld receptorfelismeré egyseget és tumor ellenes hatasu
hatéanyagot. E haromkomponensti struktardkban a hordozé molekula egy tetratuftsin
szarmazék (Ac-[TKPKG]4-NHy), amely biodegradabilis oligopeptid, nem toxikus és nem
immunogén sajatsagu, ugyanakkor a tuftsinra (TKPR) jellemz6 bioldgiai tulajdonsagokkal
rendelkezik (immunstimuldld hatas, kemotaktikus aktivitas). A receptorfelismeréssel
rendelkez6 és a sejtek kemotaxisara hato iranyitd (target) molekuldk formil-tripeptidek (For-
MLF, For-NleLF, For-MMM) illetve a tuftsin és szarmazékai (For-TKPR, TKPKG, Ac-
TKPKG) szolgéltak. Tumorellenes hatéanyagként a folsav antagonista metotrexatot (Mtx)
hasznaltuk a konjugatumban. Ez a vegyiilet a dehidrofolat reduktaz enzim gatlasa alapjan
képes a tumorsejtek pusztulasat eléidézni.

Els6 lépésben szilardfazisu peptidszintézissel eldallitottuk a kemotaktikus peptideket
tartalmaz6 konjugatumokat, hogy megvizsgdljuk mely konjugatumok mutatnak
kemoattraktans, vagyis sejt vonzé hatast. Ennek soran eléallitottunk hét konjugatumot. Ezek a
kovetkezok: Ac-[TKPK(For-MLF)G]s-NH, Ac-[TKPK(For-NleLF)G]s-NH,, Ac-
[TKPK(For-MMM)G]4-NH,,  Ac-[TKPK(H-TKPR)G]4s-NH,,  Ac-[TKPK(For-TKPR)G],4-
NH,, Ac-[TKPK(H-TKPKG)G]s-NH,,  Ac-[TKPK(Ac-TKPKG)G]s-NH,. A For-MMM
oldallancot tartalmazo vegyulet kivételével valamennyi eldgaz6 peptid mutatott
kemoattraktans hatast bizonyos koncentracié tartomanyokban Tetrahymena pyriformis csillés
egysejtiin illetve THP-1 tumoros monocita sejten, igy ezeket tovabbfejlesztettik hatdanyagot
tartalmazd konjugatumokka. Annak érdekében, hogy a metotrexatot egyértelmii reakcidban,
hatékonyan tudjuk kapcsolni a konjugatumhoz oly modon, hogy a drug molekula a tumoros
sejtben konnyen felszabaduljon, egy enzimlabilis spacer szekvenciat épitettlink a hatéanyag és
a hordozd molekula kézé. Ez a spacer egy pentapeptid (GFLGC), amely lizoszomalis enzimek
hatasara (pl. katepszin B) bomlik, igy a hozzakapcsolt hatéanyag felszabadulhat. Ezt ugy
valdsitottuk meg, hogy elészér a Mtx-GFLGC-NH, peptidet felépitettiik szilard hordozén
Fmoc-technikaval (a Mtx érzékeny az erélyes savas behatésra, igy a HF hasitast igényl6 Boc
technikat nem alkalmazhattuk). A metotrexatban a metil-pteroil gytri egy glutaminsavhoz
kapcsolodik, igy a Mtx amidkotes kialakitasaval kapcsolhat6 a peptidlanchoz. Azonban a Glu
egység mindkét karboxilcsoportja reagalhat, mint ahogy ez meg is tortént, igy Mtx*-GFLGC-
NH, és Mtx"-GFLGC-NH, terméket is kaptunk. Ezeket HPLC segitségével el tudtuk
valasztani egymastol (8. abra), és mindkét szarmazékot hasznaltuk a tovabbi konjugalési

Liter GFL GIC-MH,

L - \

L0 4
Iltz= GFLGC-IH,

0.8 - /

0.6 D-Iltx= GFLGC-IH,

A3

0.4

0.2

Idé [perc]

8. abra: A Mtx-GFLGC konjugatum izomerjeinek elvalasa RP-HPLC-n



reakcidkban. A kemotaktikus peptidet tartalmazé hordozot ugy alakitottuk at, hogy az N-
temindlisara egy lizint kapcsoltunk, amelynek mindkét aminocsoportjat kldracetileztuk,
mielétt a gyantéardl hasitottuk volna: ClAc-K(CIAC)-[TKPK(For-MLF)G]4-NH, és ClAc-
K(CIAC)-[TKPK(For-NleLF)G]4-NH,. A kldacetilcsoportok enyhén bazikus kozegben
reagalni képesek tiolcsoportokkal, igy tioéter kotésen keresztil a két komponens
0sszekapcsolhato. A konjugaciokat 0.1M Tris-pufferben (pH 8) vegeztik. HPLC-vel kovettlik
a reakciot és a konjugatumonként két Mtx-GFLGC-NH, beépiilése utan, a reakcidt leallitottuk
és a konjugatumokat HPLC-vel izolaltuk.

A kemotaxis vizsgalatok azt mutattak, hogy a konjugatumok attdl fiiggéen, hogy a
kemotaktikus peptid Met vagy Nle aminosavat tartalmaz, illetve, hogy a Mtx az y- vagy o-
karboxilcsoporton keresztul kapcsolodik a spacer peptidhez eltéré kemotaktikus aktivitast
mutat. Mas-méas hatast tapasztaltunk a kilonb6z6 sejteken is. Tetrahymena sejteken
kemorepellens hatast mértlink kivéve a Nle-tartalma vegyuletet, amely ha y-karboxilcsoporton
keresztll kotott Mtx-ot tartalmazott, akkor enyhe kemoattraktdns hatast mutatott. Ellentétben
a THP-1 sejteken 10°M koncentracidban 6riasi kemoattraktans hatast mutattak a vegyiiletek,
de kimagasloan a leghatékonyabb Met-tartalmi vegyulet volt, amely g-karboxilcsoporton
keresztul kotott Mtx-ot tartalmazott.

Ezutdn megvizsgaltuk a metotrexatot tartalmazd anyagok citotoxicitasat a vizsgalt
sejteken MTT-teszttel. Azt tapasztaltuk, hogy bar nagyobb molaris Mtx mellett a
konjugatumok ugyanolyan toxikusak voltak, mint a metotrexat 6nmagaban. Az o-
karboxilcsoporton keresztill kotott Mix-ot tartalmazd vegyuletek némileg hatasosabbak
voltak, mint y-peptidkotést tartalmazo szarmazékok. Ez talan dsszefligghet azzal, hogy az o-
peptidkotés gyorsabban bomlik, igy a hatéanyag gyorsabban felszabadul. Vizsgaltuk a
konjugatumok THP-1 sejtbe jutasanak mechanizmusat is konfokalis mikroszkop segitségével.
Ennek érdekében a konjugatumokban a Mtx helyére 5(6)-karboxi-fluoreszceint kapcsoltunk.
A fluorszcens-jelzett konjugatumokkal végzett kisérletek bizonyitottak, hogy a konjugatumok
receptorhoz kotott allapotban veszik fel a sejtek.

A konjugatumokat eléallitottuk tuftsin tipusd iranyitd molekuldk alkalmazasaval is.
Thehét az oligotuftsin hordozéra TKPR, For-TKPR, TKPKG és Ac-TKPKG oldallancokat
épitettlink. A hatdéanyag nélkili és hatdéanyag kapcsolasara alkalmas konstrukciok szintézisét
mutatja be a 9. és 10. abra.

Boc-[T{BzDE(C1E)PE(Fmoc) G4 -MBHA
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Fimoe-drg(Phi)-OH Finoe Ly CIZH0OH
Z-The-0H vagy Z-The OH vagy
Froe-Thel B=IF OH és Finoe-Tht E -OH
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9. abra: Hatdéanyagot nem tartalmazé tuftsin tipusud oldallancot tartalmazé kemotaktikus
hatast biokonjugatumok



Boc-[T(Bz)K(CIZ)PK(Y-T(B ) K(C1Z) PR(Pbf))G] - MBHA Boc-[TBz)K(CIZ)PK( 7-T(Bz)K (C1Z)PK(ClZ) G)G], MBHA
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10. abra: A kemotaktikus hatasu konjugatumok kloracetilezett valtozatanak szintézise
hatéanyag konjugalasa celjabdl

A metotrexatot ebben az esetben is Mtx-GFLGC-NH, formaban tioéterkétés kialakitasaval
kotottuk a kloracetilezett elagazo peptidekhez.

A tuftsin tipusu oldallancok jelentésebb mértékii kemoattraktans hatast mutattak, mint
a formil-tripeptidet tartalmazok, és a sejtekbe is nagyobb hatékonysaggal jutottak be.
Ugyanakkor azt is megfigyeltik, hogy az alacsonyabb koncentraciéban (107-10°M) és a
nagyobb koncentraciok esetén (10°-10*M) mas mechanizmussal jutnak be a konjugatumok a
sejtekbe (11. abra). A sejtfelvételt a Mtx helyett 5(6)-karboxifluoreszceint tartalmazé
konjugatumokkal tanulmanyoztuk.
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11. dbra: H-TKPR (A), For-TKPR (B), H-TKPKG (C) vagy Ac-TKPKG (D) oldallancu
CF-jel6lt konjugatumok bejutasa MonoMac6 sejtekbe



Kis koncentracio esetén feltehetleg receptorkdzvetitett endocitézissal, mig nagyobb
koncentracid esetén érvényesiilhet a tuftsin fagocitdzist stimulalé hatéasa, ezért ugrasszertien
né az anyagok sejtfelvétele. Ugyanakkor az sem zérhaté ki, hogy a polikationos
konjugatumok sejtpenetrald peptidként funkcionalnak. A pontos sejtfelveteli mechanizmust
tovabb fogjuk tanulmanyozni.

Megallapitottuk, hogy a konjugatumok hasonléan a metotrexathoz nekrotikus
Gtvonalon keresztiil pusztitjAk a MonoMac6 monocita sejteket.10°M koncentracidban mar
bizonyos konjugatumok meghaladjak a metotrexat citosztatikus hatasat (12. abra).

[41]

12. dbra: Mtx and Mtx-konjugatumok hatasa MonoMac6 sejtekre 3 és 24 oras kezelést
kévetsen (H-TKPR (38), For-TKPR (39), H-TKPKG (40) vagy Ac-TKPKG (41)
oldallancot tartalmazé konjugatumok)



Az oligotuftsin hordozot tartalmazo konjugatumok esetén is tomegspektrometriaval
vizsgaltuk a hatdanyag felszbadul&sat katepszin B jelenlétében (13. &bra). Azt tapasztaltuk
ebben az esetben is, hogy a f6 hasadasi hely a spacer lancon belil talalhatd és a metotrexat
Mtx-Gly-OH formaban hasad ki, amely tovadbb bomolhat endopeptidazok hatéasara.
Feltehetoleg ez jatszik szerepet abban, hogy az a-karboxilcsoportjan kotott Mtx hatasosabb
citosztatikumnak bizonyult. Az a-peptidkétés lényegesen konnyebben hasad, mint az
izopeptidkdtés. Erre tovabbi kisérleteket terveziink lizoszoma preparatumban.
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13. dbra: Mtx felszabaduldsanak kdvetése tomegspekrometridval

A tovabbi kisérleteinkben egy Uj hordoz6t is bevezettiink, amely alapszekvenciaja egy
tuftsin antagonista pentapeptid (TKPPR). Ebbél épitettek fel egy tetramer peptidlancot,
amelyek Lys oldallancain tuftsin (TKPR) vagy maga az antagonista (TKPPR) oldallancokat
tartalmazott, mig az 20-mer amino terminalisahoz ket molekula hatéanyagot (metotrexat vagy
daunorubicin) kapcsoltak enzim labilis GFLGC spacer szekvencian keresztiil a korabbiakban
leirtak szerint. Ezeknek a konjugatumok jelentésebb kemoattraktans hatast fejtettek ki a
monocita sejtekre. Szintén azt tapasztaltuk, hogy a konjugatumok tobbsége hasonld
citosztatikus hatassal rendelkezett, mint a szabad hatéanyag. Ezek utan in vivo kisérleteket
fogunk végezni, hogy megéllapitsuk, hogy a konjugdtumok kivédik-e a drogok toxikus



mellékhatasait, tovabba hogy in vivo kortilmények kodzott is tudjak-e a szabad hatéanyag
antitumor hatasat produkalni azonos hatéanyag koncentracidban.

Ebben a kisérletsorozatban 6sszesen 17 tumorellenes hatdanyagot tartalmazd és 7
karboxifluoreszceint tartalmazé konjugatumot allitottunk elé.

6. Peptidek kettds jelzése a sejtekben térténd hasadas tanulmanyozasara a FRET jelenség
alapjan:

Kidolgoztunk egy olyan eljarast, amely kettds ,,klick”-reakcion alapul és alkalmas arra, hogy
két kulonboz6 festékanyagot beépitsiink peptidekbe. Az igy Kiépitett vegyiletek alkalmasak
arra, hogy a FRET jelenséget kihasznalva tanulmanyozni tudjuk a peptidek hasadasat a
sejtekben. A megoldas azon alapszik, hogy kilénbdz6 harmaskotést tartalmazé molekulak
mas-mas reaktivitassal kapcsolddnak azido-vegyiletekhez. A ciklooktin-szarmazékok pl.
katalizator nélkil is képesek a ,klick”-reakciora, mig a propargil-szarmazékok csak réz(l)
katalizator jelenlétében. igy a peptidekbe beépitett propargil-glicin és egy ciklooktin-
szdrmazék segitsegével kialakithatd a kettds jelzés. Megéllapitottuk, hogy a ciklooktin-
szarmazék nagy erzékeny savas korilmények kozott, igy a peptid gyantarol torténé
hasitasakor a jelenlévé gyokfogdkat addicionalja. Ezért ezt a szarmazékot utdlag a peptid
gyantardl tortént eltavolitdsa utan lehet csak a peptidre felkapcsolni. A modszer alkalmas
lehet a fentiekben leirt vegylleteink jelzésére is, annak érdekében, hogy azok lebomlasat,
biodisztribuciojat kovessuk.



