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Roviditésjegyzék

A dolgozatban szereplé kémiai elnevezések helyesirasaban az 1998-ban kiadott ,Utmutaté a
szerves vegylletek IUPAC-nevezéktanahoz” cim( kiadvany ajanlasait kovettem [1]. A peptidkémiaban
hasznalatos roviditéseket a Journal of Peptide Science kiadvany ajanlasa [2] szerint alkalmaztam. Az
aminosavak jelolésére az egy- és harombetiis roviditéseket is hasznaltam. A baktériumok nevének
roviditése a rendszertani szabalyoknak megfeleléen tortént, mely szerint a nemzettség neve roviditheto.

Az altalam elBallitott vegyuletek kédjai nem szerepelnek a réviditésjegyzékben.

Ac acetil

AcOH ecetsav

AFM atomic force microscopy, atomi eré mikroszkép

AIDS acquired immune deficiency syndrome, szerzett immunhianyos tlinetegyuttes
Aoa aminooxiacetil

a.u. arbitrary unit, nem meghatarozott mértékegység
ATCC American Type Culture Collection

BCG Bacillus Calmette-Guérin (vakcina)

Boc terc-butiloxikarbonil

BSA bovine serum albumin, marha szérum albumin

but butanoil

Bz benzil

Cf 5(6)-karboxifluoreszcein

CFU colony forming unit, telepszam

Clz 2-klérbenziloxikarbonil

CM szérumot tartalmazé RPMI-1640 médium

Cs cikloszerin

DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én

DCC N,N’-diciklohexilkarbodiimid

DCM diklormetan

Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociklohex-1-ilidén)etil

dek dekanoil

DIC N, N™-diizopropilkarbodiimid

DIEA N,N-diizopropiletilamin

DMAP 4-dimetilaminopiridin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid

DPPC 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin

DPPG 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszforilglicerin (natrium so)
DUTPaz dezoxiuridin-5’-trifoszfat-nukleotidohidrolaz (EC 3.6.1.23)
EDT 1,2-etanditiol

ESI-MS electrospray ionisation mass spectrometry, elektrospray ionizacids tomegspektrometria
EMB etambutol



FACS
FCS
Fmoc
HIV
HOBt
HUVEC

ICs0
ICM
19G
INH

LC-MS
May
Mo
MBHA
MBSA
MDR
4-MeBzI
MeCN
MeOH
MIC
MTT
Mtt
NaOAc
NMP
NMR
Op
OT10
OT20
pal
PAS
PBS
PDB
Ph-ClI
Pl

POA
POPC
PZA
QCM
RIF
RP-HPLC

RPMI-1640

fluorescent-activated cell sorter, aramlasi citométer

foetal calf serum, magzati borju szérum
9-fluorenilmetiloxikarbonil

human immunodeficiency virus, human immundeficiencia virus
1-hidroxibenztriazol

human umbilical vein endothelial cell, kéldokzsinér véna endotélsejt

half maximal inhibitory concentration, koncentracioérték, mely a sejtek 50%-anak pusztulasat,
életképességének megvaltozasat okozza

szérummentes RPMI-1640 médium

immunoglobulin G

izoniazid

infrared spectroscopy, infravords spektroszkopia

liquid chromatography-mass spectrometry, kapcsolt folyadékkromatografia-tomegspektrometria
atlagos molekulatémeg

monoizotépos molekulatémeg

4-metilbenzhidrilamin

maleilated bovine serum albumin, maleilezett marha szérum albumin
multi-drug resistant, multirezisztens

4-metilbenzil

acetonitril

metanol

minimal inhibitory concentration, minimalis gatlé koncentracio
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium)-bromid (kolorimetrias teszt)
4-metiltritil (védécsoport)

natrium-acetét

N-metilpirrolidon

nuclear magnetic resonance, magneses magrezonancia
olvadaspont

[TKPKG]3, dituftsin szarmazék

[TKPKG]4, tetratuftsin szarmazék

palmitoil

p-aminoszalicilsav

phosphate buffered saline, foszfat puffer fiziologias sooldat
protein data bank, fehérje adat bank

klérbenzol

propidium-jodid

pirazinkarbonsav
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin

pirazinamid

quarz crystal microbalance, kvarckristaly mikromérleg
rifampicin

reversed phase high performance liquid chromatography, forditott fazisi nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

Roswell Park Memorial Institute medium, sejttenyészté oldat



Rt
SDS
SM
SLB
T5
tBu
TEA
TFA
TIS
TRIS
Trt
VEGF
XDR

retention time, retencios id6

natrium-dodecil-szulfat

sztreptomicin

supported lipid bilayer, felliletasszocialt lipid kettdsréteg
TKPKG, monotuftsin szarmazék

terc-butil

trietilamin

trifluorecetsav

triizopropilszilan

2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol

tritil

vascular endothelial growth factor, vaszkularis endotelialis névekedési faktor

extensively drug resistant, extenziven rezisztens
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1. BEVEZETES

A tuberkuldzis, a Mycobacterium tuberculosis (tovabbiakban M. tuberculosis) baktérium altal
okozott megbetegedés, vilagszerte az egyik f6 kdzegészségigyi probléma. A betegség kezelése 6-12
hénapot vesz igénybe, és a jelenleg alkalmazott antituberkulotikumok tdbbségének szamos mellékhatasa
ismert. A baktérium évtizedekig megtalalhaté a szervezetben a tinetek jelentkezése nélkil. Ebben az
esetben latens fert6zotiségrél beszélink. A latens fertézottek (a Fold lakossaganak egyharmada ide
sorolhatd) 10%-anal kialakul az aktiv betegség. A multirezisztens torzsek terjedése miatt egyre nagyobb
szllkség van Uj tipusu antituberkulotikumokra [ 3]. A szintén a mikobaktériumok k&ézé tartozo
Mycobacterium abscessus (tovabbiakban M. abscessus) is jelentds human patogén, mely a legtdébb
antibakterialis hatéanyagra rezisztens [4].

Uj hatéanyagok keresése torténhet egyrészt a mar meglévé hatdéanyagok kémiai médositasaval,
mely soran a molekula aktivitasanak és szelektivitdsanak ndvelése a cél. Hatdbanyagok keresése torténhet
masrészt az un. in silico modszer alkalmazasaval, mely soran szamitogép segitségével tébb millié
kismolekulat dokkolnak a baktérium anyagcseréjében létfontossagu szerepet jatszo, ismert szerkezetli
fehérjéihez, igy ki lehet valasztani a legjobban két6dé molekulakat, melyek potencidlisan gatolhatjak
ezeket a bakteridlis fehérjéket.

A kis molekulatémeg( hatéanyagok tdbbsége csak korlatozott mértékben jut be a sejtekbe. A M.
tuberculosis és a M. abscessus baktériumok intracellularis kérokozok, ezért nagy jelentéségl lehet a
hatdanyagok bejuttatasa a fert6zott gazdasejtekbe, melyek f6ként makrofagok. Hordozdk és célbajuttatd
rendszerek alkalmazasaval novelhet6é a makrofagok hatdéanyag felvétele, javithaté a hatdéanyagok
biodisztribucidja. Ennek egyik moddja lehet a hatbéanyagot tartalmazd polimer nanorészecskék
alkalmazasa, melyeket a makrofadgok hatékonyan fagocitalnak [ 5]. A hatéanyagok specifikus
célbajuttatdsa valésithaté meg peptid tipusu hordozdkkal, melyek iranyité egységkeént is funkcionalhatnak
a makrofagok receptorait célozva [6, 7]. A makrofagok hatéanyag felvételének ndvelésének hosszu tavu
elénye, hogy lehetéség nyilik kisebb dozis, révidebb terapia alkalmazasara, és a terapias szerek
mellékhatasa is csékkenthetd.

Doktori munkam soran antimikobakterialis hatasu anyagokat, hatéanyagtartalmi nanorészecskéket
és specifikus célbajuttatédsra alkalmazhatd hatéanyag-peptid konjugatumokat terveztem, allitottam el6 és
vizsgéaltam ezek bioldgiai aktivitdsat. Dolgozatomban bemutatom a tuberkuldzis jelenlegi helyzetét és a
kemoterapidjaval kapcsolatos problémakat. Bemutatom tovabba az A&ltalam alkalmazott Uj
antimikobakterialis hatasu anyagok irodalmi el6zményét, valamint a makrofagok hatéanyag felvételének
novelésére iranyuld kutatasok irodalmat. Ismertetem a munkam soran el8allitott antimikobakerialis
vegylletekkel, hatdbanyagtartalmu nanorészecskékkel és hatéanyag-peptid konjugatumokkal kapcsolatos

kisérleti munkat és az eredményeket.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A tuberkulézis

A tuberkulézis egy fert6z6 betegség, melyet a M. tuberculosis baktérium okoz. A tuberkuldzist
okoz6 baktériumot Robert Koch fedezte fel 1882-ben, kutatasaiért 1905-ben Nobel-dijat kapott (1. abra)
[8]. A betegség elsdsorban a tlidé szdveteit érinti (pulmonaris tuberkuldzis), a beteg tlidejében régok
keletkeznek, innen a betegség magyar neve: gumoékér. A baktérium megtamadhatia a kdzponti
idegrendszert (meningitisz), a nyirokrendszert, a keringési rendszert (miliaris tuberkulézis), az

ivarszerveket, a hugyutakat, a csontokat és az izlleteket is [9].

1. abra: Robert Koch, a tuberkul6zist okozé baktérium felfedezéje

Latens fertézottség esetén a baktérium dormans allapotban évekig képes tulélni a szervezetben.
Legyengilt immunrendszer esetén kialakulhat az aktiv betegség. A veszélyeztetettek kdzé tartoznak az
Ujszulottek, idések, immunszupresszalt transzplantaltak, HIV fert6zottek, rossz higiénias viszonyok kozt
élék, alkoholistak, illetve azok, akiknek a kornyezetében tuberkuldzisos beteg el6fordult. Az aktiv
tuberkulézis tlinetei nem specifikusak, a pulmonaris tuberkuldézis soran a koévetkezd tlnetek
jelentkezhetnek: hosszu ideig tartd, gyakran véres kopettel jaré kdéhdgés, mellkasi fajdalom, fogyas,
étvagytalansag, faradtsag, 14z, héemelkedés, éjszakai izzadas [3].

A tuberkuldzis a térténelem soran a legtébb halalesetet okozd fert6zd betegségek egyike. A
betegség gydgyithatd, de napjainkban a becslések szerint tdébb mint 2 milliard ember fert6zott a
baktériummal, ez a Féld lakossaganak majdnem az egyharmada. A latens fert6zottek élete soran kozel
10%-uknal kialakul az aktiv betegség. Egy tuberkulézisban szenvedd, kezeletlen személy évente kb. 10-
15 embert fert6zhet meg. A betegség el6fordulasa nagymértéki foldrajzi eltérést mutat, féként a fejl6dé
orszagok érintettek (2. abra). 2015-ben 10,4 millié Gj fertézést és 1,8 millié haldlesetet jelentettek. Az (j
esetek 60%-at Azsia és Afrika 6 orszagabdl jelentették (India, Indonézia, Kina, Pakisztan, Nigéria, Dél-
Afrika). A HIV fert6zottek kdrében haromszor gyakrabban fordul el a tuberkulézis és ez a leggyakoribb

halalok az AIDS-ben szenved6 betegeknél [3].
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2. abra: Uj tuberkul6zisos megbetegedések aranya a Féldén 2015-ben [3]

A rezisztens, vagyis a gyogyszeres kezelésnek ellenalld baktériumtérzsek okozta megbetegedések
szama évrdl évre ndvekedést mutat. 2015-ben a megbetegedések kb. 5%-a multirezisztens (multidrug-
resistant, MDR) tuberkul6zis volt (480 000 eset). Az MDR megbetegedés a két leghatékonyabb
gyogyszerrel, az izoniaziddal és rifampicinnel szemben ellenalléva valt M. tuberculosis térzsek
megjelenését jelenti. Egyre nagyobb fenyegetést jelent az extenziven rezisztens (extensively drug
resistant, XDR) torzsek megjelenése is, mely az MDR esetek 9,5%-at teszi ki (évente 46 000 eset). Az
XDR tuberkuldzis esetén a baktérium mar nemcsak az els6vonalbeli izoniaziddal és rifampicinnel
szemben ellendlld, hanem a masodik vonalbeli gyégyszerek kozil valamelyik fluorokinolon-tipusu
hatéanyaggal szemben és legalabb egy injekcidban adhaté hatéanyaggal (amikacin, kapreomicin,
kanamicin) szemben is ellenallo [3].

Magyarorszagon a tuberkul6zisos megbetegedések szama folyamatosan csdkken. Az 1970-es
években kdzel 10 000 megbetegedést jelentettek, 2015-ben pedig 900 esetet (9,2 megbetegedés 100 000
lakosra). A legtdbb esetet az orszag észak-keleti megyéiben (Szabolcs-Szatmar-Bereg, Borsod-Abauj-
Zemplén és Hajdu-Bihar megye) és Budapesten észlelték. A lazulé szlirési fegyelem és a kockazati
tényez6k miatt ma sem elhanyagolhaté a tuberkulézis kockazata [10].

A betegség elleni kiizdelemben az els6 nagy attorést Albert Calmette és Camille Gueérin érte el, akik
elsdként fejlesztettek ki legyengitett Mycobacterium bovis baktériumot tartalmazé vakcindt. A BCG
(Bacillus Calmette-Guerin) oltashoz hasznélt vakcinatdérzset 13 éven at tartd in vitro passzalassal
gyengitették le és elészor 1921-ben prébaltak ki emberen. Viszont a BCG oltas nem nyujt egész életen at
tartd védettséget a betegséggel szemben, leginkabb a gyermekkori mikobaktériumok okozta meningitis
ellen hatékony. Napjainkra szamos orszagban megszintették mar a kételezé BCG oltast [3].

A tuberkulézis diagnosztikdja és a baktérium azonositasa térténhet radioldgiai kép (mellkasi
rontgen, CT), testnedvekbdl torténé bakterioldgiai vizsgalat, nukleinsav amplifikaciés maddszerek,
mikolsavak HPLC analizise, immundiagnosztikai mddszerek (tuberkulin bérpréba, termelt interferon-

gamma mennyiségének mérése) segitségével [11, 12, 13].
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2.2. A Mycobacterium tuberculosis és a Mycobacterium abscessus baktériumok

A Mycobacterium nemzettséghez tdbb mint szaz faj tartozik, ezek kézds jellemzdje az 6sszetett
sejtfal, mely a baktérium ellenalloképességéért felelés és a virulenciaban is fontos szerepet jatszik. A
mikobaktériumok kdzul sok faj eléfordul a felszini vizekben és a talajban, ahol hasznos lebontd, szaprofita
életmoddot folytatnak és nem patogének. Azonban a mikobaktériumok kdzt sok kdrokozo faj is talalhato,
ilyenek példaul a tuberkuldzist okozd M. tuberculosis, vagy a leprat okozé M. lepreae. Emberi kérképek
kialakulasaért az uan. atipusos (nem a M. tuberculosis komplexbe tartozé fajok), opportunista
mikobaktériumok (pl. M. avium complex, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae) is felel6sek lehetnek [14,
15, 16].

A mikobaktériumok sejtfala komplexebb, mint a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumoké (3.
abra) (a mikobaktériumokat a Gram-pozitiv baktériumok kdzé soroljak a kiilsé sejtmembran hianya miatt,
de valéjdban Gram-féle festéssel nem osztalyozhatéak). A sejtfalban a peptidoglikdnvazhoz az
arabinogalaktan poliszacharid (D-arabinéz és D-galaktéz alkotja) részen keresztil kovalens kotéssel
mikolsavak kapcsolédnak. A mikolsavak 60-90 szénatombdl allé zsirsavak, melyek ciklopropan gydriit is
tartalmaznak, és ezek alkotjak a sejtfal 50%-at vastag hidroféb burkot képezve a baktérium korul. A sejtfal
kiils6 rétegében l1évé peptidlancok (a sejtfal ttmegének 15%-a) bioldgiailag fontos antigének és ezek
felelések a cellularis immunvalasz kivaltasaért. A komplex sejtfalnak kdszonhetd, hogy a baktérium
létképes extrém koridlmények kozott is, szamos antibiotikumnak ellenall, sejtfala megvédi a baktériumot a

kationos antibakterialis fehérjéktél és az oxigén gyokoktdl [14, 17, 18].

felszini glikolipidek
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3. abra: A mikobakteridlis sejtfal vazlatos felépitése [17]

A mikobaktériumok koézt lassan és gyorsan névé fajokat kiilénboztetlink meg. A lassan névd fajok
osztédasi ideje 12-24 6ra kozotti, koldnidkat 15-28 napon belll alakitanak ki. A gyorsan névé fajok atlagos
osztddasi ideje 2-6 ora, a koldniakat pedig mar 2-7 napon belll kialakitjak [15].

Doktori munkam soran a lassan névé kemoterapia szenzitiv M. tuberculosis Hs;Rv standard torzs, a
multirezisztens M. tuberculosis A8 MDR térzs, tovabba két klinikai izolatum, a multirezisztens M.
tuberculosis 9449/2006 és az extenziven rezisztens M. tuberculosis Praha 131 térzs tenyészetének
gatlasa volt a célom. A gyorsan névd, patogén mikobaktériumok kdzil a M. abscessus gatlasat terveztik.
igy a M. tuberculosis és a M. abscessus térzsek irodalmat mutatom be részletesen.

A lassan szaporodd M. tuberculosis egy intracellularis, obligat aerob 1-2 ym hosszu, 0,2 ym

atméréji, palcika alaku savalld baktérium (4. abra), mely 16-20 6ranként osztodik. Osszehasonlitasként
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az Escherichia coli 20 percenként osztodik, de a szintén mikobaktériumok kézé tartozé M. leprae 14
naponként. A M. tuberculosis a gazdaszervezeten kivul szélsGséges korulmények kozott is tulél (pl.
ellenall a gyengébb fertétlenitéknek, hetekig tlri a szarazsagot), osztédni viszont csak a
gazdaszervezeten belil képes. In vitro tenyészetet csak hosszu id6 utan sikerilt a baktériumbdl [étrehozni

és fenntartani. A baktérium névekedése szempontjabdl az optimalis pH 5,8 és 6,5 kdzott van [9].

e

4. abra: A M. tuberculosis baktérium (A) pasztazo elektronmikroszképos képe (15 000-szeres nagyitas), (B) Ziehl-
Neelsen festést kovetd fénymikroszkopos képe (1 000-szeres nagyitas), és (C) a telepek fénymikroszkop alatt.
Forras: Centers for Disease Control and Prevention (CDC): Public Health Image Library,

https://phil.cdc.gov/phil/lhome.asp

A M. tuberculosis Hs;Rv virulens baktériumtorzs teljes genomjanak szekvenciajat Stewart Cole és
munkatarsai 1998-ban kozolték [19]. A projekt soran kapott informaciokat az interneten hozzaférheté
TubercuList adatbazisban gydijtik [20]. A frissitett adatok szerint a telies genom ~4,4 millié bazisparbal all
és O0sszesen 4111 gént tartalmaz. Ebb&l 4018 fehérje kddold gén, 80 gén RNS-t kédol, és a genom még
13 pszeudogént tartalmaz [20, 21]. A fehérjéket kdédolé gének elnevezése Rv koddal kezdédik (pl.
Rv2654), ami a Hs;Rv térzsre utal.

A M. tuberculosis intracellularis patogén. A szervezetbe keriilve a makrofagok (féként az alveolaris
makrofagok), illetve a dendritikus sejtek bekebelezik a baktériumot (5. dbra) [22]. A fagocitdzis specifikus
receptorokon keresztul torténik (pl. manndéz receptor, scavenger receptor, toll-like receptor (TLR),
komplement receptorok) [23]. Az aktivalodott makrofagok képesek elpusztitani a baktériumot (pl. reaktiv
oxigén és nitrogén intermedierek, fagolizoszoma képz6dés utjan) [18, 24]. A fagocitézis azonban nem
minden esetben vezet a baktérium elpusztitasahoz. A M. tuberculosis olyan védekez6mechanizmusokkal
rendelkezik, melyekkel szamos ponton képes gatolni a gazdasejt miikodését és igy megakadalyozza az
immunrendszer altal iranyitott eliminaciét: gatolja a makrofag aktivaciot, a fagoszéma érését, a fagoszéma
— lizoszéma faziét, ammobnia termelésével semlegesiti a lizoszoma kémhatasat, igy csokkentve a
lizoszomalis enzimek aktivitasat, és anyagcseretermékei hatastalanitjak a reaktiv intermediereket [25].

A fert6zo6tt makrofagokban a M. tuberculosis dormans allapotban igen hosszu ideig életképes. A
dormans fazisban a baktérium csokkentett mérték(i anyagcserét folytat az alacsony oxigén tenzié mellett,
vagy az aktivalt immunsejtek altal termelt szénmonoxid és nitrogénmonoxid hatasara. A baktérium
genomjaban azonositottak az un. DosR régiot (dormancy regulon, 48 gén), amelyben talalhaté gének altal
kédolt fehérjéket dormans allapotban nagyobb mértékben expresszalja a baktérium. Ezek a fehérjék
feltehet6en a dormans éllapot Iétrehozésaban és fenntartdsaban jatszanak fontos szerepet [26, 27, 28].

A tidében granulomak (gimdk) alakulnak ki a szervezet védekez6 folyamatainak sajatos krénikus
kdvetkezményeként. A granuldma az immunrendszer szdmara ,lathatatlan”, mert a fert6z6tt makrofagokat

intakt T-sejtek veszik koril. A granuldbmaban egyensuly alakul ki a baktérium és a szervezet
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immunrendszere kozt. A nekrotizaléd granuldma belsejében un. elsajtosodd szovettormelék talalhaté [29].
A granuldma gyogyulasa hegesedéssel és meszesedéssel torténhet, ezek a gécok a rontgenfelvételen is
lathatéak. A granuldbmakbdl az immunrendszer legyengilése esetén kiszabadulé baktériumok altal Uj
fert6zés johet létre [30, 31]

fagolizoszéma

baktérium 5 —
¢ D0 02 m—— a baktérium
elpusztitasa

aktivalt

\ %% makrofag
makrofag ®0
°
aktiv latens
L tuberkuloézis tuberkulozis a baktérium
nekrotizalé (10%) (90%) talél
makrofag ——
S

T-sejt

dendritikus reaktivalodas

sejt
B-sejt

fibroblaszt

5. abra: Az immunrendszer reakcitja a baktériummal, a tuberkulozis kialakulasa ([30, 31] alapjan)

A M. abscessus (6. abra) vizben és talajban is eléforduld, gyorsan névé mikobaktérium, mely 7
napon belll szabad szemmel lathaté koloniakat alakit ki szilard taptalajon [15, 32]. A M. abscessus
komplexet (M. abscessus sensu lato) 3 torzs alkotja: M. abscessus sensu stricto, M. massiliense és M.
bolletii. Jelentés human patogén, olyan betegségekkel hozhat6 dsszefliggésbe, mint a cisztas fibrézisban
szenveddk krénikus tlidSbetegsége, poszttraumas sebfertézések, lagyszovet fertdzések és disszeminalt
bérbetegségek (az abscessus talyogszerl képzédményt jelent). Féleg immunszupresszalt betegekre
veszélyes. A M. abscessus az egyik legvirulensebb térzs, mely jelentés kemoterapia-rezisztenciaval
rendelkezik. Az M. abscessus fertézések kezelése bonyolult, mert magas a baktérium meglévé (intrinsic,
nem szerzett) rezisztenciaja, tobbféle mechanizmussal kikerlli a legtébb antibiotikum gatlé hatasat [15,
33, 34, 35]. Kezelése hosszu idét igényel, a megfelel6 gydgyszer kivalasztasahoz in vitro szuszceptibilitasi
tesztek elvégzése sziikséges. A jelenleg ajanlott terapia tébb gydgyszer egyidejli kombinalt alkalmazasa,
mint egy makrolid antibiotikum (klaritromicin vagy azitromicin), egy aminoglikozid szarmazék (pl. amikacin)

és a moxifloxacin, linezolid, tigeciklin, cefoxitin vagy imipenem egyike [34, 36].
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6. abra: A M. abscessus fénymikroszképos képe Gram-festés utan, szévetmetszetben

(forras: http://www.pathologyoutlines.com/)

2.3. A tuberkulézis kezelésében alkalmazott legfontosabb antituberkulotikumok és jellemzdik

A tuberkulézist un. antituberkulotikumokkal kezelik, a tobbféle mikobaktérium ellen is hatasos
anyagokat 0Osszefoglaldan antimikobakteridlis szereknek nevezik. A ma alkalmazott alapvet6
hatéanyagokat nagyrészt még az 1950-es években fejlesztették ki. A megfeleléen megvalasztott kezelés
az esetek dontd tobbségében telies gyogyulast eredményez. A legelterjedtebben hasznalt
antituberkulotikumok a kévetkez6k [37]:

+ els6vonalbeli antituberkulotikumok: izoniazid (INH), rifampicin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol
(EMB), sztreptomicin (SM)

* masodik vonalbeli antituberkulotikumok: aminoglikozidok, polipeptidek, fluorokinolonok, tioamidok,
cikloszerin (CS), p-aminoszalicilsav (PAS).

Az antituberkulotikumok tdébbféle feltételezett hatdsmechanizmussal gatoljdk a baktériumot (pl.
zsirsavak, fehérjék, nukleinsavak bioszintézisének gatlasa), az 1. tablazat a hatasmechanizmus
kideritésére iranyuld kutatdsok eredményeit mutatja be vazlatosan. A M. tuberculosis baktérium
szaporodasat dontéen befolyasolja a kérnyezet oxigén szintje és kémhatasa, igy az antituberkulotikumok
kilénb6zé baktériumpopulaciokra hatnak. A neutralis és enyhén lugos kdzegben, a gyorsan szaporoddé
extracellularis baktérium populaciokkal szemben az INH a leghatékonyabb, bar a RIF és a SM is
hatdsosnak bizonyult. A RIF a semleges pH-ju sajtos gdocokban lassan, id6szakosan szaporodd
intracelluléaris baktériumokkal szemben is kimagaslé aktivitdssal rendelkezik. A PZA intracellularisan,
savas kémhatasnal fejti ki hatasat [38, 39, 40].
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1. tablazat: A f6bb antituberkulotikumok irodalomban leirt hatasmechanizmusa [37]

antituberkulotikum szerkezet hatasmechanizums

H

prodrug, a KatG enzim aktivalja,
zsirsav bioszintézis inhibitor
(mikolsav szintézist gatolja)

izoniazid (INH)

DNS alapu folyamatok
inhibitora,
az RNS szintézist gatolja

rifampicin (RIF)

o
. . N prodrug, zsirsav bioszintézis
pirazinamid (PZA) [ j)kNHz inhibitor (zsirsavszintazt gatolja)
N
OH HN arabinogalaktan és
etambutol (EMB) — peptidoglikan bioszintézis
NH HO

inhibitor

elsévonalbeli antituberkulotikumok

fehérje szintézis inhibitor,
szelektiven a baktérium
riboszémajanak 30S

sztreptomicin
(aminoglikozid)

alegységéhez kotédik
NH,
. egy.ébb. H2N NH; oH
ammogllkoz_ld_ok ? i fehérje szintézis inhibitorok
(pl. gentamicin, gy "y NS
amikacin) NH, OH OH géntamicin

ciprofloxacin

tioamidok
(pl. etionamid,
protionamid)

prodrug, zsirsav bioszintézis
‘ inhibitorok

etionamid

arabinogalaktan és
peptidoglikan bioszintézis
inhibitor

cikloszerin (CS)

masodik vonalbeli antituberkulotikumok

fluorokinolonok V QNH
\
s
H,N

(pl. ciprofloxacin N DNS alapu folyamatok
Iévofloxacin) ’ HO inhibitorai
F
o
O

H
p-aminoszalicilsav

(PAS) H dihidrofolatreduktaz inhibitor

N
(e}
NH,
%\/
N/
NH,
s
SN
H
o
(0]
Napjainkban az antituberkulotikus terapia eléirasa a kovetkezd: kombinalt INH, RIF, PZA, és EMB
kezelés 2 honapon keresztil, majd INH és RIF a kdvetkezd 4 hénapban [3]. Az antituberkulotikumoknak
komoly mellékhatdsai lehetnek, pl. hepatotoxicitas, neurotoxicitas, vesetoxicitds, bérkiltés, hanyinger,
hanyas, hallascsOkkenés [41]. Ha a beteg mar jobban érzi magat és id6 el6tt abbahagyja a gyégyszeres

kezelést, vagy idénként elfelejti bevenni az el8irt adagot, vagy nem megfelel6 dozist szed, kialakulhat a

rezisztencia [42]. Az is el6fordulhat, hogy valaki mar rezisztens tuberkul6zissal fert6z6dik meg.
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A multirezisztens (MDR) tuberkuldzis legaldbb az INH-dal és RIF-nel szemben ellenalléva valt M.
tuberculosis térzsek megjelenését jelenti. A MDR tdrzsek csoportjan belll pedig mar megjelent az
extenziven rezisztens (XDR) forma (rezisztencia INH-ra, RIF-re, fluorokinolon-tipusu hatdéanyagra és az
amikacin, kapreomicin, kanamicin egyikére) [3]. A rezisztens torzsek tdbbsége genetikai valtozasok és
utélagos szelekcié utjan jon létre. A spontan létrejott ellenalld mutacidk szelekcidjat a hatdanyag jelenléte
biztositja. A rezisztencia kialakulhat a hatéanyag aktivalasaért felelés génekben torténé véletlen
pontmutaciok miatt [42]. A lipidben gazdag bakterialis sejtfalon atjutott antituberkulotikumokat a baktérium
tobbféleképpen inaktivalhatja. Kémiai detoxifikacio térténhet enzimatikus inaktivalassal (pl. acetilacio,
adenilacio, foszforilacié). A baktérium megvaltoztathatja a célpont fehérje szerkezetét is [43]. Membran
asszocialt transzport fehérjék és efflux pumpak segitségével képes lehet a hatdbanyagok kipumpalasara a
sejthdl [44].

2.4. Uj antituberkulotikumok, antimikobakterialis hatéanyagok keresése

A rezisztens torzsek terjedése miatt egyre nagyobb sziikség van Uj antituberkulotikumokra,
antimikobakterialis szerekre. Uj hatéanyagok keresése torténhet a mar meglévé hatéanyagok kémiai
modositadsaval, ennek keretében doktori munkdm soran kilénbdzd szalicilanilid szarmazékok és az 5-
klérpirazon-2-karbonsav vizsgalataval foglalkoztam. Az un. in silico modszer segitségével is lehetséges az
Uj hatéanyagok keresése, munkam soran in silico azonositott majd optimalizalt hatéanyagjeldlteket is

vizsgaltam. A kovetkez6 fejezetekben ezen vegylletek irodalmat mutatom be.

2.4.1. Szalicilanilid szarmazékok mint antimikobakterialis hatéanyagok

A szalicilanilid (2-hidroxi-N-fenilbenzamid) szarmazékok sokféle bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.
Antimikrobialis hatasuk kiemelked; antibakterialis, antifungalis, antiviralis és parazitaellenes hatasuk is
van [45, 46, 47]. Jelenleg a klinikumban féreg ellenes szerként alkalmazott szalicilanilid szarmazékok pl. a
niclosamid, és a oxyclozanide [48]. A szalicilanilid szarmazékok a baktériumok kézll hatnak a Gram-
pozitiv patogének ellen, a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus és a vankomicin-rezisztens
Enterococcus faecium ellen [49, 50]. Ezen felil antimikobakterialis hatasuk van nemcsak a M.
tuberculosis Hz;Rv tdrzse ellen, hanem a hagyomanyos antituberkulotikumokkal szemben ellenéliébb
lassan nové atipusos torzsek ellen is, mint a M. avium, M. fortuitum és M. kansasii [51]. Bizonyos
szalicilanilid szarmazékok aktivnak bizonyultak MDR és XDR M. tuberculosis térzsek ellen is [52, 53].

A szalicilanilid szarmazékok hatdsmechanizmusa 0Osszetett. A gyulladasos folyamatok
kialakulasdban szerepet jatsz6 interleukin-12p40 képz6désének szelektiv inhibitorai [ 54, 55]. A
szalicilanilid szarmazékok proton transzporterként funkcionalva a sejt proton gradiensének
megzavarasaval pusztithatjak el a sejteket, mely a human sejteken vald citotoxicitasért is felelés lehet
[56]. Gatoljak a bakterialis kétkomponensii szabalyozé rendszert [57], mely a baktériumoknal altalanosan
eléforduld jeltovabbitasi utvonal, melyet a M. tuberculosisnal is részletesen tanulmanyoztak [58, 59].
Szamos bakteridlis enzim inhibitorai, pl. transzglikozilaz [60], D-alanin-D-alanin-ligaz [61], szortaz A [62],
mikobakteridlis izocitrat-liaz [63, 64, 65, 66, 67], metionin-aminopeptidaz [67], L-alanin dehidrogenaz [66].
A 2. tablazat az eddig publikalt, antimikobakterialis szempontbdl legaktivabb szubsztitualt szalicilanilid

szarmazékokat mutatja be.
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2. tablazat: Az eddig publikalt kiemelked® aktivitassal rendelkezé szubsztitualt szalicilanilidek, szalicilanilid észterek

és szalicilanilid karbamatok (az R csoportok jelélése az idézett referenciaknak megfelel6en toértént)

o) =
0 F I R2
o 7 :_R2 AN AN l
A p2
R NN R-1 N
NN N R H >
R H o 0o
Z OH PR O)\N/R“
szubsztitualt szalicilanilidek o R® |IQ5

szalicilanilid-észterek szalicilanilid-karbamatok

R* R? R® R* R® Ref. In vitro aktivitas

4-Cl 4-Cl - - -

4-Cl 4-CF3 - - -

4-Cl | 3,4-diCl - - -

5-Cl 4-CF3 - - - 51

5-Cl | 3.4-diCl - - - kiemelkedd antimikobakterialis

5-Br 4-CF3 - - - hatas _

5Br | 3,4-diCl : : - M',\;f‘ﬁza“‘s‘ggﬁ"s’

4-Cl 4-CF3 2-pirazinil (pirazinoat) - - 63 M. avium ellen

4-Br | 4-CF3 2-pirazinil (pirazinoat) - - (MIC>0,5 uM)

5-Br 4-CF3 4-nitrofenil (nitrobenzoat) - - 53

5-Cl 4-Cl - CHs CHs 64

5-Cl | 3,4-diCl - C2Hs H 7

5-Cl | 3,4-diCl - CeHiz H

4-Cl | 3,4-diCl 2-pirazinil (pirazinoat) - - 63

5-Cl | 3,4-diCl 2-pirazinil (pirazinoat) - - kiemelkedd antimikobakterialis

5-Br | 4-CF3 | 4-nitrofenil (nitrobenzoat) - - . hatas i
. - S MDR és XDR M. tuberculosis

5-Cl | 3,4-diCl | 4-nitrofenil (nitrobenzoat) - - 53 ellen

5-Cl | 3,4-diCl | 4-brémfenil (borémbenzoat) - - (MIC > 0,125 pM)

5-Cl | 3,4-diCl - CsHi1 H 71

5-Cl 4-CF3 - - - 67

5-Cl | 34-diCl | 2-pirazinil (pirazinoat) - - 63 | mikobakterialis izocitrat-liaz

4-Cl 4-CF3 2-pirazinil (pirazinoat) - - (ICL1)

4-Cl | 3,4-diCl fenil (benzoat) - ) 67 enzim gatlasa

5-Cl 5-F - fenil fenil 64

5-Br 4-CF3 - - -

4-Br 4-CF3 2-pirazinil (pirazinoat) - - o7 miko_bakteriélis metionin-

4-Cl | 4-CF3 2-pirazinil (pirazinoat) - - aminopeptidaz gatlasa

4-Cl 4-CF3 fenil (benzoat) - -

A szerkezet-hatas 6sszefliggés felderitésére iranyuld vizsgalatok igazoltak, hogy a szalicilanilid
szarmazékok aktivitdsahoz elektronakceptor szubsztituens jelenléte szilkséges a molekula szalicilsav-
gyUrdjén és hidroféb csoport az anilin-gylrin [56]. A fenolos hidroxilcsoport jelenléte is sziikséges az
aktivitashoz, viszont valdsziniileg ez felelés a human mitokondriumokban az oxidativ foszforilacios
folyamatokban okozott zavaré hatasért [56, 68].

El6nyds lehet a fenolos hidroxilcsoportok atmeneti maszkirozasa. Ezéltal kedvezébb fizikai-kémiai

tulajdonsagok, jobb biohasznosulas, jobb membran permeabilitas, jobb aktivitds és alacsonyabb toxicités
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érhet6 el. Sczalicilanilid-észterek esetén (pl. szalicilanilidek pirazinkarbonsavval, benzoesav
szarmazékokkal, aminosavakkal alkotott észterei) jobb antimikrobidlis aktivitast tapasztaltak a szabad
fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé szarmazékhoz képest [63, 69, 52, 53]. A szalicilanilid szarmazékok
aminosav észterei és szalicilanilid-benzoatok MDR és XDR M. tuberculosis tdrzsekkel szemben is
aktivnak bizonyultak [52, 53].

A szalicilanilidek fenolos hidroxilcsoportjanak karbamatta alakitasa megvédheti a molekulat az uan.
Jirst-pass” metabolizmustdl (vérkeringésbe kerulés el6tt a majon at térténd metabolizmus), valamint
szélesitheti aktivitasi spektrumat [70, 71]. Szalicilanilid-N-monoalkil-karbamatok kimagaslé in vitro
aktivitast mutattak M. tuberculosis, atipusos mikobaktériumok (M. kansasii, M. avium) és tobb rezisztens
torzs ellen alacsony MIC (minimalis gatlé koncentracidé) mellett (0,5-2 uM). Ezen felll kevésbé voltak
citotoxikus hatasuak, mint a kiindulasi szalicilanilidek és hidrolizissel szemben stabilnak bizonyultak [71].
Szalicilanilid-N,N-dialkil/aril-karbamatok szintén tobbféle mikobaktérium novekedését gatoltak, bar

hatasuk nem bizonyult jobbnak a kiindulasi szalicilanilidekénél [64].

2.4.2. Pirazinkarbonsav szarmazékok

A pirazinamid (PZA) elsévonalbeli antituberkulotikum a lassu anyagcseréji, dormans allapothoz
kdzeli, savas kdrnyezetben lévd, intracellullaris M. tuberculosis ellen hatédsos [72]. Habar a PZA in vivo
aktivitasa kiemelkedd, a ,normal” tenyésztési korilmények kdzt, semleges pH kdzelében nem gatolja a
baktériumot [73]. A PZA prodrugbdl kialakulé aktiv pirazinkarbonsav (POA) létrejottéhez sziikséges az
alacsony pH [74]. A PZA-t a baktérium nikotinamidaz/pirazinamidaz enzime alakitja at az aktiv POA-va (7.
passziv és aktiv diffuzidval juthat be a baktériumba, ahol a citoplazmaban a pirazinamidaz enzim
hidrolizélja. Az intracellularisan ionos formaban jelen 1év6 POA ('POA”) a feltételezett mechanizmus
szerint efflux segitségével kilép a sejtbdl. Ha a sejten kivul savas (pH~5,5) kérnyezet van (pl. fert6zott
makrofag fagolizoszémaja) a POA részben protonalédik. A protondlt POA (HPOA') lipofilebb molekula és
kénnyen atjut a baktérium sejtfalan. A POA hatdsmechanizmusa tébbféle lehet, gatolja a baktérium
zsirsav bioszintézisét (fatty acid synthase I, FAS | inhibicidja), savasitja a baktérium citoplazmajat,

megzavarja a baktérium membranpotencialjat és membran transzportjat, csokkenti a baktérium ATP
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7. abra: A PZA aktivacidja és feltételezett hatasmechanizmusa (a baktérium sejtfala nincs abrazolva) ([72] alapjan)

A pirazinkarbonsav moédositasaval, mint példaul anilidszarmazék [80, 81], benzoilszarmazék
kialakitasa [82], sikerllt névelni a pirazinkarbonsav aktivitasat. Az 5-klérpirazinamid, az 5-klérpirazin-2-
karbonsav és észterei hatdsosak voltak M. tuberculosis ellen, a PZA-rezisztens baktérium ellen, M. bovis
és néhany atipusos mikobaktérium ellen is. Klérszubsztituenst tartalmazva is gatoltdk a mikobakterialis
zsirsav-szintaz I-et (FAS 1) [83, 84, 85].

Tanulmanyoztak a klinikumban alkalmazott hatéanyagok kénnyen felbonthaté kétésen keresztil
torténd dsszekapcsolasat. A vizsgalt vegyuletek a PZA-n kival az INH, EMB, PAS és a fluorokinolonok
csaladjaba tartozé ciprofloxacin szarmazékai voltak. Ezek a kettés hatéanyagu molekuldk prodrugként
alkalmazhatdak, valdszinUsithetéen elnyujtott felszabadulast és szinergizmust segithetnek el [86, 87,

88]. A szinergizmus soran két kildnb6z8 hatdbanyag egymas hataséat tdmogatja és erdsiti [89].

2.4.3. Szalicilanilid szarmazékok pirazinkarbonsavval alkotott észterei

Vizsgaltak  szalicilanilid-pirazinoatokat, = melyekben az  észterk6tés  valdszinlleg a
nikotinamidaz/pirazinamidaz enzim nélkll is hidrolizal, igy felszabadul az aktiv szalicilanilid szarmazék és
a POA. Eszterként né a POA lipofilitisa, ezaltal néhet a baktérium sejtfalan keresztiili transzportja. A
legaktivabb szalicilanilid-pirazinoatok (2. tablazat) 0,125-2 pM minimalis gatlé koncentracié értéknél
hatasosak voltak MDR és XDR tdrzsek ellen is, aktivak voltak PZA-rezisztens atipusos mikobaktériumok
ellen (M. avium, M. kansasii) és nem alakult ki keresztrezisztencia a klinikkumban alkalmazott
antituberkulotikumokkal. A szalicilanilid-észterek kozil ezek bizonyultak eddig a leghatasosabbaknak és
szelektivitast mutattak a baktériumok felé, azonban citotoxicitasuk nem elhanyagolhaté. A hepatotoxicitas
tanulmanyozasara alkalmazott modellen (HepG2 human hepatokarcindma sejtek) kapott citotoxicitasuk (5
UM koérdli 1Csy) kisebb, mint a kiindulasi szalicilanilideké (1 pM korili 1Cs) (ICso: @ sejtek 50%-anak
pusztuldsat, életképességének megvaltozasat okoz6 koncentracio). A POA nem bizonyult citotoxikusnak
(ICs0: 2240 uM) [63, 671].
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2.4.4. Uj antituberkulotikumok meghatarozasa in silico médszer alkalmazasaval

Uj hatéanyagok keresése tdrténhet az un. in silico modszer segitségével. Az in silico médszer
Iényege, hogy ismert haromdimenzids szerkezettel (NMR, rontgenkrisztallografia) rendelkezé fehérjékhez
dokkoljadk egy tébb milli6 molekuldbdl allé vegyulettdr elemeit. Kis molekulatdmegl vegyiletek a
baktérium anyagcseréjében létfontossagu enzimekhez val6é kétédését, és ezen keresztil kdzvetve ezen
enzimek gatlasat dokkoldalgoritmusok alkalmazasaval lehet josolni. A kisérletekben hasznalt molekulatar
a nyilvanos Zinc adatbazis, mely mara mar tébb mint 100 millié kereskedelemben kaphaté vegyuletet
tartalmaz 3D formatumban (Zinc — a free database of commercially-available compounds for virtual
screening, http://zinc15.docking.org/) [90, 91, 92]. A M. tuberculosis tuléléséhez fontos enzimekhez
kétéddé vegylleteket egy Ujonnan kifejlesztett dokkolasi algoritmus segitségével az ELTE
Szamitégéptudomany Tanszékén Grolmusz Vince kutatécsoportjaban hataroztak meg [6, 93].

A dokkolashoz a 2005-ben koézel 12 millié vegylletet tartalmazé Zinc adatbazisbol [90]
kivalasztottak kb. 2 milli6 molekulat, melyek a Lipinski-féle 6t6s szabaly alapjan gyogyszerszeri
tulajdonsagokkal rendelkeztek (moéltémeg kisebb, mint 500 Da; a lipofilitast jellemz6 logP oktanol-viz
megoszlasi hanyados nagyobb, mint 5; a molekula maximalisan 5 hidrogénkétésben vehet részt mint
donor és maximum 10-ben mint akceptor) [94]. A ligandumok dokkolasa a baktérium anyagcseréjében
kulcsfontossagu szerepet jatszé enzimekhez tértént, mint pl. a dUTPaz enzim [95, 96]. A dokkolashoz egy
sajat fejlesztésli algoritmust, a FRIGATE programot hasznaltak. A program altal generalt dokkolasi
energiak alapjan a legjobb 1 000 jeloltet a logP értékek, a varhaté oldhatésagi tulajdonsagok és a
kotddeései jellemz8k alapjan tovabb szlkitették 20 molekulara. A 20 vegyiletbél 1 nem bizonyult
vizoldhatonak, a maradék 19 vegyuletnek meghataroztak az in vitro antimikobakterialis hatasat M.
tuberculosis Hz;Rv térzsén. 10 vegyilet esetében (TB1-TB10) 100 pug/mL alatti MIC értéket kaptak. Ezen
vegylletek alapvaza piridopirimidin, kumaranon, piperazin, vagy triazaantracén volt [6, 93]. A vegylletek
hatékonysaga ezutan szintetikus optimalizalasi |épések sorozataval javithatd, igy az eredeti kiindulasi
vegylletek lehetséges gydgyszerjeldlt molekuldkka alakithatéak.

A dUTPaz a nukleotid metabolizmusban vesz részt, a dUTP hidrolizisét katalizélja, ami altal dUMP
és pirofoszfat keletkezik (8. abra). A dUMP a dTTP nukleotid bioszintéziséhez sziikséges prekurzor
molekula. Az enzim aktivitasa révén csokkenti a DNS-be a timidin helyett hibaként beépulé uracil
mennyiségét, hozzajarulva igy a nukleinsav integritasanak megérzéséhez. Az enzimm{ikdédés hianya un.

timinmentes sejthalalhoz vezet [97].
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8. abra: A dUTPaz katalitikus reakcioja: dUTP hidrolizise dUMP-re és pirofoszfatra
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A M. tuberculosis és a human dUTPazok (deoxiuridin-5’-trifoszfat-nukleotidohidrolaz; EC 3.6.1.23;
Rv2697; PDB kéd: M. tuberculosis 2PY4; human 3EHW) homotrimer szerkezettel rendelkeznek (harom
azonos polipeptidlanc) és harom aktiv hely talalhaté bennik (9. abra). Azonban a két enzim szerkezete
eltérd, a mikobakterialis dUTPaz szerkezetében a human enzimmel ellentétben a monomer egységek
felszinén egy hurok konformacio talalhatd, ezt a helyet célozva az enzimben feltehetdleg szelektivitas
érhet6 el [96, 98, 99].

konformacié
M. tuberculosis dUTPaz Human dUTPaz

9. abra: A M. tuberculosis és a human dUTPaz 3D szerkezete (dUTPaz - a,B-imido-dUTP - Mg®* komplexek), a nyilak

a mikobakterialis hurok konformaciét szemléltetik (http://www.rcsb.org/)

A Kutatécsoportunkban alkalmazott, in silico azonositott TB8 piridopirimidin szarmazék kiemelkedd
in vitro aktivitdst mutatott M. tuberculosis Hs;Rv ellen (MIC: 1 pg/mL, 3,7 uM), ICs értéke pedig
MonoMac6 human monocita sejtvonalon (gazdasejt makrofag modell) négy nagysagrenddel nagyobb volt,
mint a MIC értéke. A TB8 szerkezeti optimalasa folyaman tébb mint 100 szarmazékot szintetizaltak, a
vegyuletek in vitro aktivitasat meghatarozték és vizsgéaltak a szerkezet-hatas 6sszefiiggéseket. Olyan TB8
szarmazékokat allitottak el6, melyek funkcidscsoporton keresztil peptid tipusu horodozékhoz
konjugalhatok. Doktori munkam soran olyan TB8 szarmazékokat alkalmaztam, melyek karbonilcsoportot
tartalmaznak, igy aminooxiacetil-csoportot tartalmazé peptidekkel konjugalhatok oximkoétést kialakitva. A
TB8 kiindulasi molekula és az 4ltalam alkalmazott két szarmazéka (TB803 és TB820) lathaté a 10. dbran
[7, 100, 101, 102].

O
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7N N Mw: 268,3
X \N N/\/ TBS MIC (M. tuberculosis Hz7Rv): 1 ug/mL; 3,7 uM
H

(E)-2-(allilamino)-3-((allilimino)metil)-
4H-pirido[1,2-a]pirimidin-4-on
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NN -~~~ TB803 Yy, TB820

N N N N
H
2-(allilamino)-4-oxo-4H-pirido[1,2-a] 4-ox0-2-(pirrolidin-1-il)-4H-pirido[1,2-a]

pirimidin-3-karbaldehid pirimidin-3-karbaldehid

10. abra: Az in silico meghatarozott kiindulasi TB8 piridopirimidin szarmazék és két konjugalhaté szarmazéka
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2.5. A hatéanyagok célbajuttatasa a gazdasejtbe konjugatumok alkalmazasaval

A tuberkulézis kezelése soran alkalmazott hatéanyagok tdbbsége csak kismértékben hat az
intracellularis (dormans) baktériumpopulacié ellen. A hatéanyagok fert6zott sejtekbe torténé bejutasa
féként diffuzid révén torténik, mely korlatozott mértékii lehet, de a szelektivitas hianya miatt barmilyen
tipust sejtbe bejuthatnak. Ezért a hosszu kezelési id6 miatt szamolni kell az antituberkulotikumok
mellékhatasaival, igy a szervezet egészét érintd nem specifikus toxicitasukkal. Tovabba a szervezet
kivalasztérendszere gyorsan kilritheti a gyogyszert a vérarambal [103].

Konjugatumok alkalmazasaval megvaldsithaté az antituberkulotikumok szelektiv célbajuttatasa a
fert6zott sejtekbe, melyek féként makrofag, illetve monocita tipusu sejtek [6]. A konjugalas kedvez&en
befolyasolhatja a vegylletek fiziko-kémiai tulajdonsagait (pl. vizoldékonysag) és bioldgiai sajatsagait (pl.
biodisztribucio) is, valamint csékkentheté a hatéanyagok nem kivant toxicitasa. Tovabba a hatdéanyag
fokozatos felszabadulasa a konjugatumokbdl retard (elnyujtott) hatast eredményezhet és ezaltal a
hatéanyag lassabban urulhet ki a szervezetbdl [104].

Gyogyszerhordozoként alkalmazhaték példaul fehérjék, peptidek, poliszacharidok, polimerek,
nanorészecskék és liposzomak. A természetes eredetli fehérjék esetében (pl. marha szérum albumin
(BSA), keyhole limpet hemocyanin (KLH), ovalbumin (OVA), tetanus toxoid (TT)) hordozéspecifikus
immunvalasz alakulhat ki. Ezekkel a hordozdékkal ellentétben a szintetikus polimereknek és
oligopeptideknek altalaban nincs immunogén hatasa [104, 105].

A hordozéhoz konjugalt hatéanyagok szelektiv sejtbejuttatasa a makrofagokba térténhet receptor
medialt endocitézis révén. A konjugatumnak tartalmaznia kell célbajuttatd egységet (pl. receptor
ligandum), amely specifikusan a makrofagok sejtfelszinén talalhatdé receptorhoz kétédik. A célbajuttato
egység egyben betdltheti a hordozéegység szerepét is. A kotddés utan internalizacié és lizoszomalis
degradacio kovetkezik be (11. 4bra) [104]. Bizonyos molekulak internalizaciéja az endocitdzis mas
tipusaihoz pl. a fagocitézishoz vagy pinocitézishoz kéthetd, mely mechanizmusok nem feltétlendl receptor
medialtak.
felszabadulasaban. A lizoszémak olyan membrannal hatarolt sejtorganellumok, melyek pH-ja savas (pH
4,5-5,0) és tdbb mint 40 féle enzimet tartalmaznak. Ezek az enzimek képesek lebontani a bioldgiailag
fontos molekulak nagy részét, mint példaul fehérjéket, zsirokat, szénhidratokat. Kilénb6z8 észterazokat,
foszfatazokat, glikozidazokat, nukleazokat, proteazokat, endo- és exopeptidazokat azonositottak a
lizoszémakban [106, 107].
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11. abra: Konjugatumok célzott sejbejutasa receptor medialt endocitézissal ([104] alapjan)

A makrofagok mintazatfelismeré scavenger receptora egy alkalmas célpont lehet a hatéanyagok
specifikus sejtbejuttatasara. Kutatécsoportunkban ilyen scavenger receptoron keresztil torténé fokozott
sejtbejutast tapasztaltak polilizin gerinci, elagazé lancu anionos molekulak esetében, mint az un. EAK
szarmazékok: poli[lLys(Succ-Glu-DL-Alay,)], polilLys(Mal-Glu;-DL-Alay,)] (ahol i: 1, m: 3-4, Succ: szukcinil,
Mal: maleil) [108]. Hasonlé hordozé metotrexat konjugatumaval (Mtx-ALK konjugatum, ahol ALK:
polilLys(DL-Alay,-Lew;)], (i 1, m: 3-4)) a szintén makrofagokban él6sk6dé Leishmania donovani kérokozé
hatékonyabb gétlasat érték el in vitro és in vivo kisérletekben [109].

A makrofagokon talalhaté scavenger receptor tipusi MBSA koétéhelyek segitségével receptor
medialt endocitdzis utjan hatékonyan bejutott a sejtekbe a maleilezett marha szérum albuminhoz (MBSA)
konjugalt PAS antituberkulotikum. A lizoszdmaban hidrolizis utjan felszabadult a hatéanyag aktiv formaja.
A kisérleteket egérbdl szarmazé fert6zott peritonedlis makrofagokon végezték. A konjugatum szazszor
hatékonyabban pusztitotta el az intracellularis M. tuberculosis baktériumokat, mint a szabad PAS [110]. A
PAS-MBSA konjugatum in vivo modellen, fert6z6tt tengerimalacokon is hatasosabb volt a szabad
hatéanyagnal [111].

A természetes eredetl  kitozanszarmazékokkal  (linearis  poliszacharid)  konjugalt
antituberkulotikumok (INH, PZA, etionamid) megdrizték in vitro aktivitdsukat a konjugatumban M.
tuberculosis ellen, citotoxicitasuk pedig jelentésen csdkkent [112].

A polimer alapu konjugatumokkal szemben a hatdéanyag-peptid konjugatumok eléallitasa jol
reprodukalhatd és a termék kémiailag pontosan jellemezhetd. Hordozé és célbajuttaté egységként
alkamasak a doktori munkam soran alkalmazott un. tuftsinszarmazékok, melyek irodalmat a kovetkezé

fejezetben targyalom részletesen.
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2.5.1. A tuftsinszarmazékok mint célbajuttaté és hordozé peptidek

A makrofagok, monocitak és polimorfonuklearis (PMN) leukocitak felszinén megtalalhatéd tuftsin
receptor is alkalmas hatdanyagok célzott sejtbejuttatasara [113, 114, 115]. A fagocita sejtek felszinén
szamos tuftsin-kot6hely talalhatd, ezért a tuftsin peptid és szarmazékai igéretes jeldltek a makrofagokba
torténd célzott sejtbejuttatasra [116, 117]. A tuftsin egy természetes eredetl tetrapeptid, melynek
szekvenciaja embernél: Thr-Lys-Pro-Arg (TKPR), kutyanal: Thr-Lys-Pro-Lys (TKPK). Az 1970-es évek
elején Victor Najjar és munkatarsai azonositottak az amerikai Tufts Egyetemen, innen ered a peptid neve
[118].

A tuftsin receptorat 1986-ban szintén Victor Najjar és munkatarsai azonositottak és izolaltak nyul
peritonealis granulocitak membranjabdl [119], bar a tuftsin hatasmechanizmusa és szignalizaciés Utvonala
még maig sem teljesen tisztazott. Megallapitottak, hogy a tuftsin nem csak az immunsejteken talalhaté
tuftsin receptorhoz koétédik, hanem a neuropilinek csaladjaba tartozé 120 kDa témegi neuropilin-1
receptorhoz is, mely egy nem tirozin-kinazokhoz tartozé ko-receptor. A neuropilinek a vaszkularis
endotelidlis névekedési faktor receptoroknak (VEGFR) ko-receptorai ezért szereplik van a keringési
rendszer fejlédésében, és az angiogenezisben jatszott szereplk kapcsan a tumorképz8&dés folyamataban
is. A tuftsin verseng a VEGEF jelfehérjével a receptorhoz val6é kotédésben, mivel a VEGF C-terminalisa a
tuftsinnal homolég szekvenciat tartalmaz. A tuftsin neuropilin-1 receptorhoz valé kotédését
endotélsejteken (HAEC human aorta és HUVEC human koéldokzsindr véna endotélsejtek) torténd
vizsgalattal azonositottak [120, 121].

A szervezetben a tuftsin enzimatikus hasitas soran keletkezik, az immunoglobulin G (IgG) nehéz
tetrapeptid formajaban aktiv, ennek elérése érdekében két enzim hasitja ki az immunoglobulin G-bél.
El6szdr a lépben jelen 1évd tuftsin-endokarboxipeptidaz hasitja el az 292Arg-mGIu kotést. Ezutan a
fagocita sejtek plazmamembranjanak kilsé fellletén a leukokininaz enzim elhasitja a | ys-8Thr kozotti
kotést, ezzel felszabaditva a biolégiailag aktiv, szabad H-Thr-Lys-Pro-Arg-OH tetrapeptidet (12. &bra)
[118, 122, 123, 124].

nehéz lanc 2 1
konnyii lanc \
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leukokininaz tuftsin-
(leukocita endokarboxipeptidaz
/ sejtmembranban) (Iépben)
X X
/ /
T tuftsin 289 292
-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-

}

H-Thr-Lys-Pro-Arg-OH
IgG szabad tuftsin

12. abra: A tuftsin enzimatikus kihasadasa az immunoglobulin G-bél ([123] alapjan)

A tuftsin immunfolyamatokban jatszik szerepet, stimuldlja a fagocitozist és a kemotaxist, képes
aktivalni a granulocitakat és a makrofagokat (antigén prezentalas, reaktiv oxigén gyokok termelése).

Tovabba a tuftsinnak antimikrobidlis (pl. a tuftsin altal aktivalt makrofag mar képes az intracellularis
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kérokozokat elpusztitani) és daganatellenes hatasa is van [118, 122, 125]. A tuftsin fontossagat mutatja,
hogy a tuftsin hianya (genetikai ok vagy lépeltavolitas miatti) sulyos fertézéses megbetegedésekhez
vezethet [126]. A tuftsin idegrendszerre kifejtett hatasat is leirtak (pl. fajdalomcsillapitd hatas) [124]. Egyéb
természetes eredetli tuftsinanaldg tetrapeptidek (TRPR, TKPK, TRPK) is a tuftsinhoz hasonlé
tulajdonsagokkal rendelkeznek [123, 127]. A TKPPR tuftsin-szer(i peptid tuftsin antagonistaként nagyobb
affinitassal kétédik a tuftsin receptorhoz, mint a TKPR peptid [119].

Monocitak esetében medfigyelték, hogy az internalizlt tuftsin transzlokaciéval bejuthat a
sejtmagba, ahol kdlcsdnhatasba Iéphet a DNS-sel és szabalyozhatja a monocitak ndvekedését [128, 129].

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoportban Szekerke Maria kutatasai alapjan Mezd Gabor
fejlesztette ki és vezette be a hordozdéként és célbajuttatd egységként alkalmazhatd szekvencialis
oligopeptidek egy Uj csoportjat, az ismétlédd pentapeptid egységet tartalmazo oligotuftsin szarmazékokat:
[TKPKG], (n=2, 4, 6, 8) [130, 131, 132, 133]. Ezeknek a szarmazékoknak a kutyabdl izolalt tuftsin (TKPK)
az alapja, mely a human tuftsintél abban tér el, hogy arginin helyett a szintén bazikus oldallanccal
rendelkezd lizin talalhaté benne. Ez a valtozas nincs jelentés hatassal a peptid bioldgiai aktivitasara. A
szekvenciaban szerepl6, szelektiv oldallancvédelemmel ellatott két lizin felhasznalhatd tovabbi
modositasokhoz (akar két kilonb6zdé molekula is hozzakapcsolhatd). A C-terminalishoz kapcsolt Gly
fragmenskondenzaciéval torténd szintézis esetén megakadalyozza a peptid racemizacidjat, s6t a TKPRG
molekulanal fokozottabb immunstimulalé hatast tapasztaltak, mint a TKPR esetében [134]. Ezek az
oligotuftsin szarmazékok jol jellemezhetéek, nem toxikusak, biodegradabilisak és tuftsinszer( biolégiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint pl. kemotaxis és fagocitdzis stimulaldé hatas. Az oligotuftsinok koziil
az OT20 ([TKPKG],) tetratuftsin szarmazék mutatta a legnagyobb immunstimulalé aktivitast [131].
Molekulamodellezési vizsgalatok alapjan valoszinlsithetd, hogy az OT20 molekula flexibilis szerkezetl és
a lizinek e-aminocsoportja oldoszer altal j6l hozzaférhetd. A 8 lizin oldallancbdél a 4-es pozicidban 1évd
hozzaférhetésége a legnagyobb, ezt kbéveti a 2-es és a 14-es poziciéban |évé lizinek oldallancanak
hozzaférhetésége [131].

A tuftsin és szarmazékai monocita, makrofag sejtekbe iranyuld célbajuttaté egységként, illetve
hordozdként vald alkalmazasardl szamos publikacié szamol be. HIV fert6z6tt makrofagok esetében tébb
mint 30-szor nagyobb hatéanyag felvételt mértek antiretroviralis hatéanyaggal t6lt6tt (efavirenz), tuftsinnal
konjugalt polipropilén-imin-dendrimerek esetében a szabad hatéanyaghoz képest [135]. El6éallitottak olyan
rifampicin tartalma liposzémat, mely a felszinén TKPR tetrapeptidet tartalmazott. A TKPR peptid C-
terminalisahoz etiléndiamin linkeren keresztll palmitinsavat kapcsoltak, mely horgonyként funkcionalva
beépult a liposzomaba. A palmitoil-tuftsint tartalmazé liposzémak bejutottak a monocitakba, a
makrofagokba és a polimorfonuklearis (PMN) leukocitakba. Fertézott allatokon végzett in vivo tesztekben
a rifampicin tartalmu tuftsin nélkdli liposzéméakhoz képest hatékonyabb gatlast tapasztaltak a tuftsint is
tartalmazo rifampicin-liposzéma rednszer esetében [136]. MonoMac6 sejteket alkalmaztak akut monocitas
leukémia modelként, melyekbe a metotrexat tumorellenes hatéanyag hatékonyabb bejutasat érték el a
metotrexatot elagazo lancu OT20 oligotuftsin szarmazékhoz konjugalva [133].

Az antituberkulotikus hatasu anyagok tuftsin konjugatumainak aktivitasat kiilon fejezetben mutatom
be.
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2.5.2. Az antimikrobialis anyagok, konjugatumok moédositasa zsirsavakkal

A hatdéanyag-peptid konjugatumok zsirsavval térténé maddositasa, un. lipopeptid-konjugatumok
kialakitasa igéretes lehet6ség az aktivitas novelése felé. A hidroféb zsirsav jelenléte ndvelheti a
konjugatum lipofilitasat, valamint az egész konjugatumot amfipatikus tulajdonsaguva teheti, igy
elésegitheti a membran affinitas névekedését. Ez azért fontos, mert a hatdéanyagnak tébb membranon is
at kell jutnia, mire eléri a fert6zott sejtben a baktériumot [137]. A hidroféb zsirsav rész a molekula
bizonyos tipusu nanorészecskékbe torténé csomagolasat is el6segitheti [138].

Az irodalomban talalunk példat a zsirsavlancot tartalmazé antimikrobidlis vegylletek hatasanak
vizsgalatara. A kilonb6z6 hosszisagu zsirsavakkal (C10 — dekansav (kaprinsav), C12 — dodekansav
(laurinsav), C14 — tetradekansav (mirisztinsav), C16 — hexadekansav (palmitinsav)) konjugalt kationos,
eredetileg inaktiv peptideknél a zsirsav jelenléte antibakterialis hatast eredményezett [139]. Szintetikus,
ciklikus lipopeptid szarmazékok, melyek dekanoil, vagy dodekanoil lancot tartalmaztak, jelentés
aktivitassal rendelkeztek Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok ellen [140]. A daptomicin egy
dekansavat tartalmazo lipopeptid antibiotikum (a Streptomyces roseosporus baktériumbal izolaltak), amely
gyors baktericid aktivitdssal rendelkezik szamos Gram-pozitiv patogén ellen, mint példaul a
streptococcusok, a meticillin-rezisztens S. aureus és a vankomicin-rezisztens enterococcusok. Ezek a
lipopeptidek megzavarjak a baktériumok sejtmembranjanak mikodését és ateresztbképességét [140, 141,
142].

A mikobaktériumok foszfolipidjeinek f6 zsirsav alkotéi a mikolsavakon kivil a palmitinsav,
hexadekénsavak, oktadekénsavak és a tuberkulosztearinsav (10-metiloktadekansav) [143, 144].

Az irodalmi el6zmények alapjan doktori munkam soran haromféle zsirsavat alkalmaztam a
konjugatumok eléallitasanal oldallanc modositasra: a révid szénlancu vajsavat (C4), a kozepes

hosszisagu dekansavat (C10) és a hosszabb szénlancu palmitinsavat (C16).

2.5.3. Antituberkulotikum-tuftsinszarmazék konjugatumok

Korabban Kutatécsoportunkban Horvati Kata doktori munkaja soran antiuberkulotikum-
tuftsinszarmazék konjugatumok szintézisével és vizsgalataval foglalkozott (13. abra) [101]. Hatéanyagként
INH-t és in silico azonositott és kémiailag optimalt hatéanyagjeldlteket (TB5 kumaron szarmazék és
TB820 piridopirimidin szarmazék) alkalmazott. Palmitinsavval modositott konjugatumokat is el6éallitott. A
hidrazinkotést tartalmazoé INH-tuftsin konjugatumok, GTKPK(INH-CH,-CO)G (monotuftsin szarmazék) és
[TKPK(INH-CH,-CO)G], (tetratuftsin szarmazék) a szabad INH-hoz hasonlé koncentracidban gatoltak a M.
tuberculosis Hz;Rv baktériumot [6]. A kumaron szarmazék tetratuftsin konjugatumanal (TB5-OT20)
monocitakba tértén6 megndvekedett sejtbejutast és a fert6zo6tt monocitdkban az intracellularis baktérium
gatlasat érték el [7]. Az N-terminalison palmitinsav modositast tartalmazé INH-monotuftsin konjugatum, a
pal-T5(INH),, ahol T5 = TKPKG, és a TB820 pridopirimidin szarmazék oximkotést tartalmazé monotuftsin
konjugatuma, a pal-T5(TB820), in vitro hatasos volt szenzitiv és MDR M. tuberculosis térzsek ellen is,
magas szelektivitassal. A konjugatumok membran affinitdsa is megndvekedett a szabad hatéanyaghoz
képest [100, 138]. A szabad INH-val ellentétben a pal-T5(INH), konjugatum jelentésen gatolta az

intracelluléris baktériumot is [145].
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13. abra: Antituberkulotikum-tuftsinszarmazék konjugatumok [6, 7, 100, 138, 145]

2.5.4. A hatéanyag-célbajuttaté egység, illetve hordozé kozotti kotés és tavolsagtarté egység

szerepe

A konjugatum bioldgiai tulajdonsagait a hatéanyag és a célbajuttatdé molekula kézoétti koétés, illetve a
tavtartd egység (spacer, linker) is befolyasolja. A hatdanyag tulajdonsagai elénytelenil valtozhatnak, ha a
molekula nem funkcionalisan aktiv kémiai szerkezettel szabadul fel a konjugatumbdl. A konjugaciénal
leggyakrabban amid, észter, éter, oxim, hidrazin, hidrazon, tioéter, diszulfid és tiazolidin jellegl kotéseket

alkalmaznak (14. abra).
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amid észter H/CQN/O\ hidrazin H/CQN/N\ tioéter diszulfid tiazolidin
oxim (E,Z) hidrazon (E,Z)

14. abra: A hatéanyag és a hordozo kozott kialakithatd koétéstipusok a konjuglas soran

A hatdanyag a konjugatumbdl felszabadulhat enzimatikus hidrolizissel vagy pH kontrollalt
reakcidval [146]. Kemoszelektiv ligaciéval hozhatok létre a hidrazon-, tiazolidin- és oximkotések, melyek
kialakitasa soran egy aldehidcsoport és egy gyengén bazikus tulajdonsagu oldallanc (pl. aminooxicsoport,
hidrazincsoport) k6z6tt megy végbe reakcid, enyhén savas kézegben (pH=4-6) [147]. Tam és munkatéarsai
hidrazon-, tiazolidin- és oximkotést tartalmazoé peptid dendrimerek stabilitdsanak pH-fliggését vizsgaltak.
A tiazolidink6tési vegyulet stabil pH=3-9 kémhatasu oldatban; az oximkdtést tartalmazd szarmazék savas
és semleges pH-n stabil (pH=3-7), mig a hidrazonkdtésil vegyulet pH=5-7 kdz6tt stabil [148, 149].

Doktori munkam soran oximkoétés kialakitasaval konjugaltam a karbonilcsoportot tartalmazé
hatdanyagokat az aminooxiacetil-csoportot tartalmazé tuftsinszarmazékokkal. Az aminooxiacetil-csoport
kialakitasa soran mellékreakciok is felléphetnek. Az egyik ilyen reakcidé a tdbbszords acilezédés [150].
Megoldas lehet az etoxietilidén veédbcsoport hasznalata, mely atmeneti oximkotést hoz létre, mely
kénnyen eltavolithaté (hasitas: 5% TFA, 47,5% MeCN, 47,5% viz, VIV, 1 6ra) [151].Az oximkétés
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létrejottét gyorsitja a polaris aprotikus oldoszerek (DMF, DMSO) jelenléte a vizes reakcidelegyben. Az
aminooxiacetil-csoport stabil oximot képezhet a laboratériumban jelen Iév6 aldehidek és ketonok gézével,
mint példaul az aceton, ezért ezen vegyiiletek jelenlétét igyekezniink kell kerlini a reakcié alatt [152]. Az
oximkoétést tartalmazé konjugatumok patkany maj lizoszoma preparatumban vizsgalt lizoszomalis
hidrolizise alapjan az oximkotés legtdbbszoér stabil marad, a legkisebb, hatéanyagot tartalmazd metabolit
a hatéanyag és a hozza oximkotéssel kapcsolodd aminosav [153, 154].

A konjugatumokban enzimlabilis tavtartdé egységek beépitésével specifikus felszabadulas mehet
végbe. A hatéanyagot pl. peptid spaceren keresztil kapcsolhatjuk a hordozéhoz. Irodalmi adatok alapjan
spacerként alkalmazhatdak az alabbi peptidek (az alkoté aminosavakat egybetiis kodokkal jeléltem): GG,
GFG, GFF, GLG, GVA, GFA, GLF, GLA, AVA, GFLG, GFFL, GLLG, GFYA, GFGF, AGVF, GFFG,
GFLGF, GGFLGF [155]. A lizoszomaban jelen 1évd katepszin-B enzimre specifikus tetrapeptid, a GFLG
alkalmazasaval a spacer gyors lizoszomalis hidrolizise altal a hatéanyag, vagy annak aktiv metabolitja
felszabadulhat a lizoszomaban. Korabban Kutatécsoportunkban igazoltak, hogy a GFLG spacert
tartalmazo, tumorellenes hatasu daunomicin-peptidhormon konjugatumnal (GnRH-Ill(Dau=Aoa—-GFLG)) a
konjugatumban katepszin-B hatasara a tavtarté egység a G-F, F-L és L-G szekvencigjanal hasad. A
konjugalas eredményességét is novelheti a GFLG spacer alkalmazasa [132, 133, 156, 157]. Doktori

munkam soran én is a GFLG szekvenciaju spacert alkalmaztam.

2.6. Antituberkulotikumok polimer tipust nanorészecske szarmazékainak eléallitasa

Az antituberkulotikumok kolloidalis hatéanyaghordozék alkalmazasaval, (pl. mikro- vagy
nanorészecskékbe torténé adszorbealassal, csomagolassal) a makrofagok hatéanyag felvétele ndovelheté
[5]. Ezek a rendszerek biokompatibilisek, megvédik a hatéanyagot az idé el6tti metabolizmustol és
segitséglikkel a hatéanyag elnyujtott felszabadulasa érhetd el. A kolloidalis hatéanyaghordozdk fellleti
strukturdinak funkcionalizaldsaval, targetalé molekulak beépitésével akar az iranyitott sejbejuttatas is
megvaldsithatd. A kolloidalis hatbanyaghordozok alkalmazasakor lehet8ség nyilhat a kilénb6z8 uton vald
adagolasra, példaul intravénasan, szajon, orron, szemen, b&rén keresztil. Ezek a tulajdonsagok lehetévé
tehetik a gyogyszeres terapiak kevesebb mellékhatassal jar6 alkalmazasat. A modszer egyik hatranya,
hogy az el6allitas soran nehezen szabalyozhaté és reprodukalhatd a hatéanyagtartalom [158, 159].

A nanorészecskék olyan anyagok, amelyek mérete a IUPAC definicidja szerint 1 és 500 nm kozotti
tartomanyba esik [160], alakjuk kézel gémbszer(. A nanorészecskék szerves polimerekbdl éplilhetnek fel.
A hatbéanyag éltalaban a polimer matrixban van szétoszlatva (fizikai adszorpcié). Napjainkban kiemelt
szerepl a biodegradabilis PLGA tejsav-glikolsav kopolimer nanorészecskék alkalmazasa, melybdl a
szervezetben a degradacioé hatdsara fokozatosan szabadul fel a polimer matrixba bezart hatéanyag (15.
abra). A PLGA nanorészecskék degradaciés sebessége a tejsav:glikolsav arannyal valtoztathat6é [161,
162]. Amfipatikus polimerekkel tovabb ndévelheté a PLGA részecskék felileti biokompatibilitasa és
sztérikus stabilitasa. llyen polimerek pl. a Pluronic markanéven kaphatd vizoldhatd poli(etilén-oxid)-
poli(propilén-oxid)-poli(etilén-oxid) (PEO-PPO-PEO) blokk-kopolimerek, melyek jelentés felliletaktivitassal
rendelkeznek. A PEO blokkok alkotjak a molekula hidrofil részét, a PPO lanc pedig a hidroféb részét, mely
elésegiti a hidroféb fellleten vald megkotédést [ 163 ]. A Pluronic, illetve a PLGA az Eurépai
Gyogyszeriigyndkség (EMA) és az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hivatala

(FDA) éltal gyégyaszati termékekben valo felhasznaldsra engedélyezett anyagok [161, 163].
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15. abra: A Pluronic-kal stabilizalt PLGA nanorészecskék sematikus abraja

A hatéanyagot tartalmazé PLGA nanorészecskék elballitdsa torténhet nanoprecipitacié
segitségével (16. abra). A nanoprecipitacié soran oldészercsere kovetkeztében valdsul meg a kicsapddas,
a hatdéanyagot tartalmazé nanorészecskék létrejotte. A PLGA polimert és a hatdanyagot egy vizzel
elegyedni képes, illékony szerves olddszerben oldjak fel (pl. aceton). A szerves oldatot ezutan egy
stabilizatort (pl. Pluronic) tartalmazd vizes oldathoz adagoljdk enyhe kevertetés mellett. Komplex
hatarfellileti, hidrodinamikai folyamatok hatasara spontan képz6dnek a nanométeres mérettartomanyba

esl, szlik méreteloszlasu részecskeék [164, 165].
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16. abra: Hatdanyag tartalmu PLGA nanorészecskék eléallitasa nanoprecipitacié modszerével

Antituberkulotikumok (RIF, INH, PZA) PLGA nanorészecskékbe csomagolasaval noévelték a
hatéanyag bihasznosulasat és sikeresen gatoltak a baktériumot a fert6zott tengerimalacokban [166].
Kimutattak, hogy az antituberkulotikumot tartalmazé nanorészecskék az endoszéma-rendszerbe kerllve
talalkoznak a baktériumokkal [167]. A Kutatécsoportunkban alkalmazott Pluronic polimerrel stabilizalt,
hatéanyagtartalmic PLGA nanorészecskék alkalmazasaval magasabb intracellularis hatdanyag
koncentraciot értek el, a nanorészecskék in vitro és in vivo kisérletekben is gatoltak a baktériumot [100,
138, 145, 168]. A palmitinsav mddositast tartalmazéd pal-T5(INH), és pal-T5(TB820), tuftsinszarmazék
konjugatumokat sikeresen PLGA nanorészecskékbe csomagoltak és a kapszuldzott konjugatumok
kiemelkedd in vivo aktivitasa mellett nem lépett fel jelent6s toxicitas a fertézott tengerimalacokon [100,
145].

Doktori munkam soran egyuttmikddés keretében készitettiink hatdanyagot tartalmazé Pluronic-kal
stabilizalt PLGA nanorészecskeéket.
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2.7. A kisérleti médszerek elméleti alapjainak rovid attekintése
2.7.1. A szilardfazisu peptidszintézis

A szintetikus munka soran a peptideket szilardfazisu peptidszintézissel allitottam el6. A
szilardfazisu peptidszintézis modszerét Robert Bruce Merriefield dolgozta ki 1963-ban, ezért az eljarasért,
mely forradalmasitotta a peptidek szintézisét 1984-ben Nobel-dijat kapott [169]. A mddszer [ényege, hogy
az elsé aminosavat hozzakapcsoljuk egy szilard hordozéhoz, majd Ujabb aminosavat kapcsolunk az
el6z6hoz, és az egyenkénti kapcsolast a kivant lanchossz eléréseéig folytatjuk. A szintézis C-terminalis —
N-terminalis iranyban halad. A szintézis soran olyan aminosavszarmazékokat hasznalunk, melyek
nukleofil oldallancaikon allandé véddcsoportokkal, az a-NH,-csoportjaikon pedig atmeneti védécsoporttal
vannak ellatva. Egy aminosav kapcsolasa elétt az elé6z& aminosavszarmazékrdl az atmeneti N°-
véddcsoportot eltavolitiuk és a kapcsolni kivant aminosavszarmazék karboxilcsoportjat aktivaljuk, igy
létrejohet az amidkotés. A kész peptidet lehasitjuk a hordozordl, és ezzel egy idében tavolitjuk el az
alland6 oldallanc véd6csoportokat is. A szilardfazisi médszer nagy elénye, hogy a nem reagalt
aminosavszarmazékokat és egyéb reagenseket a reakcié végén egyszer(i sziiréssel el lehet tavolitani a
peptid-gyanta melldl. A lehasitott peptid oldatat szintén szliréssel lehet megkapni. A nyers peptidet ezutan
megtisztitjuk, altaldaban nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) segitségével.

A szilard hordozd (gyanta, pl. sztirol-divinilbenzol kopolimer vagy poletilénglikol alapu)
funkcionalizalhaté részt tartalmaz, a kialakitott peptid-gyanta kotés a szintézis korilményei kdzt nem
hasad, viszont a szintézis végén hatékonyan hasithaté.

A szilardfazisu peptidszintézisnek két, széles korben elterjedt stratégiaja van, a terc-
butiloxikarbonil/benzil (Boc/Bzl) mdédszer és a 9-fluorenilmetiloxikarbonil/terc-butil (Fmoc/tBu) mddszer
(17. &bra).
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17. bra: A Boc/Bzl és az Fmoc/tBu stratégiaval végzett szilardfazisu peptidszintézis vazlatos attekintése
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2.7.1.1. A Boc/Bzl modszer

A Boc/Bzl médszer a kiilonb6zd erésségli savakra érzékeny (atmeneti) és kevésbé érzékeny
(allando6) védécesoportokon alapul (17. &bra). A terc-butiloxikarbonil (Boc) véddcsoport bazisokkal és
nukleofil reagensekkel szemben stabil, de szervetlen vagy szerves savakkal eltavolithaté [170]. Az
atmeneti Boc-véd8csoport eltavolitasara trifluorecetsavat tartalmazé hasitéelegyet alkalmazunk (33%
TFA, 67% DCM, V/V) (18. abra). Az acidolizis soran az N°-aminocsoport trifluoracetat soja jon létre, ezért
a hasitas utan semlegesitenliink kell. Ekkor tercier-amin hatdsara (10% diizopropiletilamin (DIEA), 90%
DCM, V/V elegye) jon létre a szabad N°-aminocsoport. A Boc/Bzl mddszernél az oldallanc védécsoportok
altalaban a benzilalkohol éter-, észter- ill. uretanszarmazékai [171]. Ezek az oldallanc véd&csoportok csak
erds savak jelenlétében hasithatéak, tehat a Boc-csoport lehasitasa soran stabilak maradnak. A szilard
hordozérol a peptidet és az oldallanc védécsoportokat hidrogén-fluorid (HF) segitségével tavolitjuk el,

teflon készllékben, gydkfogdk (kationfogdk) jelenlétében.
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18. abra: A Boc-véddcsoport hasitasanak mechanizmusa

2.7.1.2. Az Fmoc/tBu médszer

Az Fmoc/tBu szintézis stratégia kikliszoboli a Boc/Bzl stratégia hatranyait (az allandé és atmeneti
védbcsoportok is saverzékenyek, semlegesitési 1épés alkalmazasa a Boc-csoport hasitdsa utan, specialis
készuléket igényl6 HF alkalmazasa) [172]. Ezen mddszer esetében az aminosavszarmazékok atmeneti
védbcesoportja a 9-fluorenilmetiloxikarbonil-csoport (Fmoc), mely savakkal szemben stabil, bazisokkal
szemben viszont labilis (2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V hasitéelegy) (17. &bra). A hasitas soran
dibenzofulvén atmeneti termék keletkezik, mely reaktiv, de a piperidinnel stabil adduktot képez, ezaltal
elkertlhetéek az alkilez8dési mellékreakcidk (19. abra). Az allandd oldallanc védécsoportok (tBu, OtBu,
Boc, Trt, stb.) hasitasa és a peptidek gyantardl valo eltavolitasa altalaban TFA-val torténik [171]. Mivel a

hasitas soran reaktiv karbokationok keletkeznek, itt is gydkfogok (kationfogdk) hasznalata sziikséges.
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19. abra: Az Fmoc-védécsoport hasitasanak mechanizmusa
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2.7.1.3. A peptidkotés kialakitasa a szintézis soran

A peptidkdtést a gyantahoz kotétt szabad N-terminalisi aminosav vagy peptid és a
karboxilcsoportjan aktivalt és aminocsoportjan védett aminosavszarmazék kozott alakitjuk ki. A kapcsolas
torténhet in situ aktiv észter kialakitasaval, amelynél a hasznalt kapcsolészerek az N,N’-
diizopropilkarbodiimid (DIC) és az 1-hidroxibenztriazol (HOBt). A DIC O-acil-izourea szarmazékot képez
az aminosavszarmazék karboxilcsoportjaval és ez acilezi a HOBt hidroxilcsoportjat, igy kialakul az in situ
aktiv észter N,N’-diizopropil-urea képzédése mellett (20. abra). Ezutan az aktiv észter acilezi a szabad
aminocsoportot. Ezzel a médszerrel gyors kapcsolas érhetd el, kikliszdbolhetd az O-N acilvandorlas soran
az inaktiv N-acil-izourea szarmazék képz8&dése, valamint az aszparagin és glutamin esetében az oldallanc

dehidratacidéja megelézhet6 [173, 174].
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20. abra: Kapcsolas in situ aktiv észter segitéségével

2.7.1.4. A kapcsolasi reakcidok kovetése

A kapcsoldas és védbcsoport eltavolitds végbemenetelét ninhidrin-proba és izatin-préba
segitségével ellendrizziik (21. abra). A ninhidrin-proba a szabad amino-terminalissal rendelkezé (primer
aminocsoport) aminosav- és peptidszarmazékok kimutatasara alkalmas. A keletkezd vegylet s6tét ibolya
szinl primer aminocsoportot tartalmazd a-aminosavak esetén [175]. A szekunder aminocsoportot
tartalmazoé prolin esetében a keletkezd vegyilet sarga szinli, ezért a szilardfazisu peptidszintézisnél
alkalmazott gyantdk szintén sarga szine miatt nem érzékelhetf. Az izatin-proba a szabad szekunder
aminocsoportok jelenlétét jelzi, ezt alkalmazzuk a prolin N-terminalisanak véd&csoport eltavolitasanak
ellenérzésére, valamint a prolin utdni aminosav kapcsolas sikerességének ellendrzésére. Az izatin a prolin

szabad szekunder aminocsoportjaval sététbarna szinl vegyuletet képez [176].
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21. abra: Ninhidrin reakcidja (A) primer és (B) szekunder aminocsoporttal, és (C) izatin reakcioja prolinnal
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2.7.2. Membran affinitas vizsgalata lipid monoréteg és kettésréteg modellek segitségével

A hatdéanyagoknak altalaban t6bb sejtmembranon (pl. eukariéta sejtek membranja, bakterialis
membran) kell atjutniuk ahhoz, hogy elérjék a rendeltetési helyliket, ahol kivalthatjak terapias hatasukat. A
sejtmembrannal valé koélcsOnhatas, a membran affinitds mértéke modell lipidrétegek segitségével
tanulmanyozhaté. A membrannal valé kdlcsénhatas lehet nem specifikus, igy létrejohet a lipid alkil
lancaival kialakuld hidroféb kdlcsénhatas és a fejcsoportokkal létesitett dipol-dipdl, vagy elektrosztatikus
kdlcsbnhatdsok révén, ezért a membran affinitds a nem specifikus sejtbejutast is jellemezheti. A lipid
Osszetétel valtoztatasaval befolyasolhatjuk a modell membran tulajdonsagait [177].

A sejtmembranok egyik egyszerisitett modellie a viz-levegd hatarfeliileten létrehozott lipid
molekulak rendezett monorétege. llyen rendszerek eléallitasa és vizsgalata az aun. Langmuir-mérlegek
segitségével lehetséges (22. abra). A modszer I1ényege, hogy a lipid molekulak szerves olddszeres oldatat
szétteritjuk egy kadban lévé vizes fazis fellletén. A szerves oldoszer elparolgasa utdn az amfipatikus
lipidek iranyitottan helyezkednek el (polaris fejcsoport a vizes kbzegben, apolaris alkillancok a leveg6 felé
orientalddva), igy létrehozva a rendezett monoréteget [178]. A Langmuir-mérleg mozgathaté gatjaval
szabalyozhaté a lipid rétegek tdmoérsége. A lipid réteg kivant tomorségének elérése utan a hatdéanyagot
tartalmazo vizes oldatot a lipid réteg ala injektaljuk. A hatdéanyagok adszorpcioja, penetracidja hatasara a
lipid membranban bekdvetkezd szerkezeti valtozasokat allandé gatpozicio mellett az oldalnyomas
valtozasok detektalasaval lehet vizsgalni [179, 180, 181].

A lipid kettésrétegek modellezésének egyik lehetésége a szilard hordozoéra felvitt membranok
alkalmazasa (supported lipid bilayer, SLB). Ezt altalaban ugy hozzuk létre, hogy a szilard hordozon
kiteritiink egy liposzoma rendszert [182]. A kettdsréteg létrehozhatd Un. kvarckristaly mikromérleg (quarz
crystal microbalance, QCM) fellletén is (22. dbra). A QCM egy rendkivil érzékeny, piezoelektromos
effektus alapjan mikoédé témegmérd rendszer. A kvarckristaly érzékel6 mindkét oldalan arannyal van
bevonva, valtéarammal magas frekvenciaju rezgésbe hozhaté és ennek az oszcillacionak a
tdmegvaltozas hatasara torténd valtozasat detektaljuk. Ha tdmeg rakddik a kristalyra, akkor a vastagsaga
ndvekszik és igy a rezonancia frekvenciaja csékken (érzékenység <0,1 ng/cmz). A vizsgalandé anyagot a
kvarckristaly fellletén létrehozott lipid kettésréteg feletti kdzegbe juttatjuk. A kdélcsdnhatasok
kovetkeztében fellépd tomegvaltozas miatt nemcsak a kvarckristaly szenzor rezonancia frekvenciaja
valtozik, hanem a mozgasi ellenallasa is, ezekbdl kdvetkeztetni lehet a lipid réteghez valé kétédésre,
illetve a réteg szerkezetvaltozasaira [183]. A kdlcsdnhatasok kdvetkeztében a rétegben fellépdé morfolégiai
véltozasokat atomi eré mikroszképpal (AFM) is lehet vizsgélni, igy a feliletek nm-es felbontasu, 3

dimenzios leképezése valdsithaté meg [184].
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22. abra: Lipid monoréteg és kettésréteg modell rendszerek, a Langmuir-mérleg és a kvarckristaly mikromérleg

vazlatos felépitése

2.7.3. Az in vitro antimikobakteridlis hatas meghatarozasa extracellularis és intracellularis

modellen

Az antimikobakterialis anyagok hatasanak kvantitativ jellemzésére a minimalis gatlé koncentracié
(minimal inhibitory concentration, MIC) meghatarozasa szolgal [9]. A MIC az a legkisebb hatdéanyag
koncentracid, amely gatolja a baktériumtérzs szaporodasat. A MIC érték meghatarozasat folyékony
taptalajpan un. higitdsos leves modszerrel végezzik, ahol az adott hatéanyagra nézve csodkkend
értéket annak a csének a vegyilet koncentracidja jelenti, amelyben a kell idétartamu inkubélas utan
szabad szemmel még nem észleltiink ndvekedést (zavarosodast). A minimalis gatlé koncentracio értéke
fugg az alkalmazott taptalajtol, a taptalaj pH értékétél, az inokulum (az oltashoz felhasznalt mikréba-
sejttdmeg) koldnia szamatdl, az inkubaciéo hdmérsékletétdl, atmoszférajatol és idétartamatol.

A MIC leolvasast kdvetden a baktériumndvekedést nem mutaté csOvekbdl szilard taptalajra valod
kioltdssal meghatérozhaté a telepszam (colony forming unit, CFU). A telepszdmlalasos modszerek
alkalmazhatésaganak alapfeltétele, hogy a taptalajokon kinétt telepek egyetlen sejt szaporodasabdl
szarmazzanak, és a telepek szamolhatok legyenek, vagyis a cél olyan tenyészetek elballitasa, amelyen
az egyedulallé telepek szama 10-300 kozotti. A CFU/mL érték megadja, az adott minta esetében, az
egységnyi térfogatban jelenlévé életképes sejtek kozelitd szamat, amelyekbdl a szamolhaté telepek
kifejlédtek. A mddszer lényegét a 23. abra foglalja 6ssze. Ez a kisérlet az extracellularis, intenziven

proliferald, aktiv metabolizmusu baktérium populaciét modellezi.
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23. abra: Az in vitro antimikobakteridlis hatas meghatarozasa extracellularis baktérium modellen; a minimalis gatlé

koncentracié (MIC) és a telepszam (CFU) meghatarozasanak sematikus vazlata (adott kisérleti leiras koriilményeivel)

A M. tuberculosis intracellularis kérokozo, igy szikséges a vegylletek hatdsanak vizsgalata
fert6zott gazdasejteken (intracellularis baktérium modell). A gazdasejt makrofagok fagocitikus potencialjat
.Kihasznalva” azokat a baktériummal fert6zzlk, igy modellezve az intracellularis baktérium populaciét [7,
100, 168]. Gazdasejt modellként alkalmazhatjuk a MonoMac6 human monocita sejteket, mivel fenotipusos
és funkcionalis tulajdonsagai hasonlitanak az emberi vérben talalhaté érett monocitak jellemz&ihez [185,
186, 187]. A MonoMac6 sejtek kezelés nélkiul letapadnak a szdvettenyésztd lemez felliletére homogén
sejtpopulacioként, tovabba ezek a sejtek képesek a baktériumot nagy mértékben fagocitalni. A fert6zott
sejteket kezeljuk a hatéanyaggal, majd a sejtek lizalasa utén a lizatumbdl szilard taptalajra oltunk ki és

meghatarozzuk a telepszamot. A mddszer Iényegét a 24. abra foglalja dssze.
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24. bra: Az in vitro antituberkulotikus hatas meghatarozasa M. tuberculosis Hs7Rv baktériummal fert6zétt MonoMac6

human monocita sejteken (adott kisérleti leiras kdriilményeivel)
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2.7.4. Az in vitro citotoxikus és citosztatikus hatas meghatarozasa kolorimetrias tetrazélium (MTT)

teszt alkalmazasaval

A vegyuletek in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasat a sejtek életképességének vizsgalataval,
kolorimetrias tetrazolium (MTT) moddszer [188] segitségével hatarozhatjuk meg. A citotoxikus és
citosztatikus hatast az 50%-o0s inhibicids koncentraciéval, az ICsy értékekkel jellemezziik. A citotoxikus
hatas vizsgalatandl azt hatarozzuk meg, hogy mi az a vegyulet koncentracio, mely kézvetlenill elpusztitja
a sejtek 50%-at. A citosztatikus hatas vizsgalatanal az ICs, érték azt a vegyllet koncentraciét jeldli,
amelyek hatasara a vegyilettel kezelt, majd tovabb inkubalt sejtek 50%-a nem szaporodik, nem proliferal,
a sejtek életképessége megvaltozik, illetve elpusztulnak. A citotoxicitas és a citosztatikussag ténye
onmagaban nem jellemzi a vegydulet altal kivaltott sejthalal mechanizmusat.

Az MTT egy tetrazdlium so6 (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium)-bromid, sarga,
vizoldhatd), amelyet az él6, metabolikusan aktiv sejtek mitokondridlis dehidrogenaz enzimje képes
formazan szarmazékka (lila, vizben nem oldédo kristalyok) alakitani [189]. Ez a szarmazék mutathatd ki
kolorimetriasan, az él6 sejtek szamaval korrelaltathaté mértékben. Az MTT-teszt viszonylag gyors,
gazdasagos, nagy ateresztbképességli és koénnyen Kkivitelezhetd, valamint az egyel6re nem ismert
hatasmechanizmusu vegylletek esetében megbizhatd, reprodukalhaté [190, 191, 192]. A citotoxicitas és

citosztazis MTT-teszttel torténé meghatarozasat a 25. abra mutatja be vazlatosan.

* kezelés a vegyliletekkel * mosas (ICM) .
* inkubalas (CM) - citosztazisnal * MTT (3,5 dra, ICM)
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25. abra: Az in vitro citotoxikus és citosztatikus hatds meghatarozasa sejteken MTT-teszttel (adott kisérleti leiras

kortlményeivel)

2.7.5. Fluoreszcens vegyiiletek in vitro sejtbejutasanak vizsgalata aramlasi citometriaval

Az aramlasi citometria [193] alkalmazasaval egyszerre mérhet6 6nallé részecskék és sejtek
fényszorasi és fluoreszcens tulajdonsaga. A mérheté sejtek vagy részecskék atmérdje korulbelil 0,2 ym
és 150 ym kozé esik. Az aramlasi citométer vazlatos felépitését mutatja be a 26. abra. Az aramlasi
citométer tobb |ézert is tartalmazhat. Ezek lehetnek szilardtest 1ézerek (Aex: 355 nm, 405 nm, 488 nm) és
gazlézerek (635 nm). A készilékben folyadékaram tovabbitja a sejteket. A hidrodinamikai fokuszalas
biztositja, hogy a sejtek vékony sugarban, egymas utén haladjanak és a lézersugar egyenként vilagitsa
meg 6ket. A sejteken a lézersugar fénye részben szorodik, részben a sejtek fluoreszcens tulajdonsagu
molekulaibdl fénykibocsatast valt ki. Az un. elére iranyul6 fényszoéras (forward scatter, FSC) a seijt relativ

méretérdl, mig az oldalra iranyulé fényszéras (side scatter, SSC) a relativ granulaltsagarol, belsé

39



komplexitasardl ad informaciot. A fluoreszcencia intenzitasbol fluoreszcens anyagok, vagy fluoreszcens
jelzéssel ellatott vegylletek sejtbejutasardl kapunk informaciét. A sejtekben jelen vannak fluoreszcens
sajatsaglu molekulak (aminosavak, porfinvazas vegylletek, nukleinsavak, stb.), ezek adjak a sejtek
autofluoreszcenciajat, melyet az aramlasi citométerrel detektalni lehet.

A megfelelé fluoreszcens jeldldmolekula (fluorofér) kivalasztasa fiigg az alkalmazott megvilagitas
hullamhosszatdl, a fluoroférok abszorpcidés és emisszidés tulajdonsagatol. A sejtek és a lézerfény
kélcsOnhatasa kovetkeztében emittalédd fényt az optikai rendszer segitségével tovabbitjak a megfeleld
detektorok felé. A sejtek autofluoreszcencigjahoz viszonyitva a fluoreszcensen jeldlt vegyiletek

felvételének mértéke detektalhatd, mivel megvaltozik a sejtek intracellularis fluoreszcencia intenzitasa.

elektronika

folyadékrendszer optikai rendszer
/

P .
s
A

e,

L _,FSC, L, SSC fluoreszcencia
eldre irAnyul6 széras oldaliranyu széras

detektorok

lézer

26. abra: Az aramlasi citométer vazlatos felépitése és egy sejt kdlcsdnhatasa a lézersugarral

(forras: http://probes.invitrogen.com)

Fluoreszcens jeldlésre sokféle fluorofér hasznalatos. A doktori munkam soran alkalmazott készulék
(BD LSR Il aramiasi citométer) 488 nm-en sugarzé szilardtest lézert és 635 nm-en sugarzd gazlézert
tartalmaz. A karboxifluoreszcein és szarmazékainak gerjesztési maximuma 492 nm-nél van, igy ez a

fluorofér a szilardtest 1ézerrel gerjeszthetd, igy megfelel6 az altalunk alkalmazott készulékhez [194].
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam célja antimikobakterialis hatéanyagok, hatéanyag tartalmu nanorészecskék, peptid
tipust hordozod, illetve célbajuttatdé molekuldk és hatéanyag-peptid konjugadtumok szintézise, kémiai
jellemzése és in vitro bioldgiai aktivitasanak vizsgalata.

A rezisztens baktériumok terjedése miatt sziikség van Uj antimikobakterialis hatbanyagokra. A M.
tuberculosis és a M. abscessus intracellularis kérokozd, ezért nagy jelentdségi lehet a hatéanyagok
szelektiv bejuttatasa a fertézott gazdasejtekbe, melyek féként monocitak, makrofagok. Hordozopeptidek,
célbajuttaté rendszerek alkalmazasaval és nanorészecskékbe valé csomagolassal lehet6ség nyilik a
gazdasejtek hatéanyag felvételének ndvelésére, ezaltal a hatdéanyagok jobb biohasznosulasanak
elérésére. Tovabba a peptid tipusu hordozok, iranyitdé molekulak alkalmazasaval a hatéanyagok
sejtspecifikus célbajuttatasa valdsithatd meg, és nem specifikus toxicitasuk csokkenthetd.

A kovetkez6 folyamatabran dsszefoglaltam a céljaim megvaldsitasahoz alkalmazott stratégiat:

» szalicilanilid szarmazékok eléallitasa

o) =
: e i
R “ N = Cl, Br/{CHO>
N N OH
H i R?= 4-CF, 34-diCl._____
OH o N 4-CO-Ph(4-CO-CH;,>»

szubsztituélt szalicilanilidek 5-klérpirazin-2-karbonsav R3= CHj, Cl, CH,CI

o N o R3
)T 4 *@w 2
NT e Z H

szalicilanilid-5-klorpirazinoatok  szalicilanilid-4- formilbenzoatok szalicilanilid-karbamatok

» tuftsinszarmazékok eléallitasa » szalicilanilid tartalmi nanorészecskék
~2 f}
tuftsin egységek Sal-PLGA 2 4
pl. TKPKG, TKPR, TKPPR e
spacer n:1-4
aminooxiacetilezett FC&EQ:GFLG-[PEPTID],i-NHZ » szalicilanilid-peptid konjugatumok eléallitasa
» konjugalas = I vagy "
acetilezett -« Ac-: LoH Sal FCHOY  —  (gg| - tuftsinszarmazék
» kontroll H
. 1 HN
fluoreszcensen jelzett ci! ~x
» sejtbejutas vizsgalata : ‘
Lys e-aminocsoportjanak » in silico azonositott hatéanyagjeloltek
mddositasa pl. zsirsavakkal peptidkonjugatumainak el6allitasa
TB8XCHO: —» TB8X- tuftsinszarmazék
piridopirimidin szarmazékok
» kismolekulak kémiai jellemzése » in vitro biolégiai és funkcionalis jellemzések
» olvadaspont, NMR, IR, MS, elemanalizis » antimikobakteridlis hatas extracellularis modellen
+ stabilitasvizsgalat « antimikobakteridlis hatas intracellularis modellen

« citotoxikus és citosztatikus hatas

» sejtbejutas

» hatas a sejtek membran integritasara
* lizoszomalis degradacio

* membran affinitas vizsgalata

» peptidek és konjugatumok kémiai jellemzése
+ analitikai RP-HPLC, MS, aminosavanalizis
« stabilitasvizsgalat
« fluoreszcensen jelzett peptidek fluoreszcencia
intenzitasanak vizsgalata
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1. Szalicilanilid szarmazékok
| 2 A meglévé hatéanyagok kémiai modositasanak keretében célul tlztuk ki a kiemelkedé
antimikrobialis hatassal rendelkez6 szalicilanilid tipusu molekulak kiildonb6z6 szarmazékainak elballitasat:
e szubsztitualt szalicilanilidek, koztik konjugalasra alkalmas csoportot tartalmazé valtozatok
o 5-klérpirazin-2-karbonsav és a szalicilanilidek 5-klérpirazin-2-karbonsavval alkotott észterei
e szalicilanilidek 4-formilbenzoesavval alkotott észerei, melyek konjugalasra alkalmasak
e szalicilanilid-karbamatok
> Célunk volt a vegylletek kémiai jellemzése:
o homogenitas vizsgalat, szerkezet azonositas
o stabilitasvizsgalat az alkalmazott in vitro bioldgiai kisérletek kérilményei kdzott
> Terveztik a vegylletek in vitro biolégiai aktivitasanak vizsgalatat, szerkezet-hatas osszefiiggések
megallapitasat:
o antimikobakterialis hatas extracellularis baktérium modellen
o citotoxikus és citosztatikus hatds gazdasejtet modellez6 sejteken, hepatotoxicitas
tanulmanyozasara alkalmazott modellen
> Terveztik a szalicilanilid szarmazékok PLGA nanorészecskékbe vald csomagolasat és a
hatéanyagot tartalmazé nanorészecskék in vitro bioldgiai jellemzését:
e gazdasejt modellbe torténd bejutas

¢ antimikobakterialis hatas intracellularis modellen (baktériummal fertéz6tt gazdaseijt modell)

2. Tuftsin tipusu hordozépeptidek
| 2 Hordozoként, illetve célbajuttatd egységként a makrofagok, monocitak felszinén nagy szamban
megtalalhat6 tuftsin receptorokhoz kétédni képes tuftsinszarmazékokat terveztiink alkalmazni. Célunk volt
kontroll, fluoreszcensen jelzett, valamint konjugalhaté szarmazékok elballitasa:
e Kkilénb6zd szekvenciaju, hosszusagu, 1-4 tuftsinegységbdl felépuld szarmazékok
e karboxil- vagy amid C-terminalisu szarmazékok
e enzimlabilis tavolsagtarté egységet (spacert) tartalmazé szarmazékok
e a tuftsinszarmazékok lizinjének oldallancon t6rtén6 modositasa kuldnb6z8 hosszusagu
zsirsavakkal, mellyel befolyasolhaté a vegyuletek lipofilitasa, valtoztathaték a penetracios
sajatsagok és enzimekkel szembeni stabilitasuk
> Terveztik a peptidek kémiai jellemzését:
¢ homogenitas vizsgalat, szerkezet azonositas
o afluoreszcensen jelzett peptidek fluoreszcencia intenzitasanak vizsgalata
> Célul thztuk ki a peptidek in vitro biolégiai jellemzését, szerkezet-hatdas 06sszefliggések
megallapitasat:
e az acetilezett kontroll peptidek citosztatikus hatasa modell sejteken
o afluroeszcensen jelzett peptidek sejtbejutasa modell sejteken
e az acetilezett kontroll tuftsinszarmazékoknal a zsirsav oldallancok membran integritasra

gyakorolt hatasa

42



3. Szalicilanilid szarmazékok peptidkonjugatumai

| 2 Célunk volt a konjugalhaté szalicilanilid szarmazékokat tuftsinszarmazékokhoz konjugalni

oximkotésen keresztl.

| 2 Terveztik a konjugatumok kémiai jellemzését:

homogenitas vizsgalat, szerkezet azonositas

stabilitasvizsgalat az alkalmazott in vitro biolégiai kisérletek koriilményei kozott

> Célul tlztuk ki a konjugatumok in vitro bioldgiai vizsgalatat:

antimikobakterialis hatas extracellularis baktérium modellen

citotoxikus és citosztatikus hatas modell sejteken

antimikobakteridlis hatas intracellularis baktérium modellen

stabilitas vizsgalat lizoszomalis enzimekkel szemben, a képzd6d6 legkisebb, hatéanyagot

tartalmaz6 metabolitok azonositasa, a metabolitok vizsgalata

4, In silico azonositott hatéanyagok peptidkonjugatumai

| 2 Az in silico azonositott és kémiailag optimalt piridopirimidin szarmazékokat szintén tuftsin tipusu

peptidekhez terveztik konjugalni oximkotésen keresztul.

| 2 Terveztik a konjugatumok kémiai jellemzését:

homogenitas vizsgalat, szerkezet azonositas

a fluoreszcencia intenzitasanak vizsgalata

> Célunk volt a konjugatumok in vitro biolégiai aktivitasanak meghatarozasa, funkcionalis vizsgalata:

antimikobakterialis hatas extracellularis baktérium modellen
citosztatikus hatas modell sejteken

sejtbejutas gazdasejt modellen

antimikobakterialis hatas intracellularis baktérium modellen

membran affinitas vizsgalat

A hatbéanyag-peptid konjugatumok esetében arra kerestik a valaszt, hogy a hatdanyagok

oximkoétés kialakitasa mellett megérzik-e antimikobakteridlis hatasukat. Olyan konjugatumokat kerestink,

amelyek a sejtbejutds, intracellularis gatlé hatas és a citotoxikus, citosztatikus hatads szempontjabdl a

legoptimalisabb tulajdonsagokkal rendelkeznek.
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4. EREDMENYEK

Doktori munkam soran szalicilanilid szarmazékokat mint Uj antimikobakteridlis hatéanyagokat
allitottam el6 (4.1. fejezet). Tuftsin tipusu peptideket szintetizaltam, melyek hordozéként, illetve
célbajuttatéként funkcionalhatnak (4.2. fejezet). El&éllitottam a konjugalhatd szalicilanilid szarmazékok
(4.3. fejezet), valamint in silico meghatarozott hatéanyagjeldltek, a piridopirimidin szarmazékok
tuftsinszarmazékokkal alkotott konjugatumait (4.4. fejezet). Vizsgaltam a hatéanyagok, a hatéanyagot
tartalmaz6 PLGA nanorészecskék és a hatéanyag-peptid konjugatumok in vitro bioldgiai aktivitasat. Az itt
bemutatott eredmények egy részét eddig két publikacidban foglaltuk &ssze. A szalicilanilid
szarmazékokkal kapcsolatos eredmények a [195]-0s publikaciéban talalhatdéak, az in silico meghatarozott
hatdanyagjeldltek és peptidkonjugatumainak jellemzése a [102]-es publikacidban olvashaté. A
szalicilanilid-tuftsinszarmazék konjugatumok vizsgalataval kapcsolatos publikaciot pedig kozlésre
elfogadtak [196].

4.1. Uj szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-

karbamatok eléallitasa, kémiai és in vitro biolégiai jellemzése

Uj antimikobakterialis hatasu kismolekulak keresése tdrténhet a mar meglévé hatdéanyagok kémiai
modositasaval. Ennek keretében szubsztitualt szalicilanilid szarmazékokat, 5-klorpirazin-2-karbonsavat,
valamint ezek észterét, illetve szalicilanilid-karbamatokat allitottam elé és vizsgaltam a vegytletek
szerkezet-hatas 6sszefliggését.

Célom volt olyan szalicilanilid szarmazékokat eléallitani, melyek kiemelkedéen képesek gatolni a
gyorsan novl, széleskorl antibiotikum rezisztenciaval rendelkez6 M. abscessus baktériumtorzset,
valamint a M. tuberculosis szenzitiv és rezisztens torzseit is. A szalicilanilid szarmazékok PLGA
nanorészecskébe csomagolasaval a sejtbejutas ndvelése, ezaltal az intracellularis baktérium gétlasa volt
a célom.

Olyan szalicilanilid szarmazékokat is terveztiink és allitottunk eld, melyek peptidekhez valo
konjugalasra is alkalmasak, de a moddositas hatasara nem vesztik el antimikobakteridlis hatasukat. A
konjugalassal szintén a sejtbejutas novelése, az intracellularis baktérium gatlasa volt a célom (4.3.

fejezet).

4.1.1. Szubsztitualt szalicilanilidek (Sal1-9) eléallitasa

Négy kiindulasi szalicilanilid szarmazékot a korabban publikalt kimagaslé antimikobakterialis
hatasuk alapjan valasztottunk ki (Sal1-4) [51, 52]. Ot uj, karbonilcsoportot tartalmazé szalicilanilid
szarmazékot (Sal5-9) is elballitottunk, melybél harom peptidekkel valé konjugalasra is alkalmas molekula
(Sal7-9). Az eléallitott szalicilanilid szarmazékok szerkezete a Fuggelék F1. abrajan lathato.

A megfeleld szubsztitualt szalicilsavat (5-klorszalicilsav, 5-bromszalicilsav, 5-formilszalicilsav) és a
megfeleld szubsztitualt anilint (4-trifluormetilanilin, 3,4-dikléranilin, 4-benzoilanilin, 4-acetilanilin) klérbenzol
oldészerben, foszfor-triklorid jelenlétében reagaltattam mikrohullamud reaktorban, eléallitva a szalicilanilid
szarmazékokat (27. és 28. abra). Mikrohulldamu reaktor segitségével a reakcididd tébb 6rarol percekre

csokkenthetd és a kitermelés novelhetd. Azok a szalicilanilidek, melyek benzoilcsoportot tartalmaztak az
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anilin-gyariin  kisebb kitermelést adtak (Sal5-6, 26-44%), mint azok, melyek halogénnel voltak
szubsztitualva az anilin-gylrin is (Sall-4, 78-93%). A Kkarbonilcsoporton keresztil konjugalhato
szalicilanilid szarmazékokat (Sal7-9) javaslataim alapjan Dr. Martin Kratky (Charles University, Faculty of
Pharmacy, Department of Inorganic and Organic Chemistry, Hradec Kralové, Csehorszag) allitotta el6 és
bocsatotta rendelkezésemre. Ezen vegyuletek esetében a kitermelés nagyon alacsony volt (6-7%), mert a
kivant amid képz6édése helyett Schiff-bazis képz&dése volt a kedvezményezett. A Sal7 és Sal8 szintézise
esetében a keletkezé Shiff-bazis tovabb reagalhat a 4-acetilanilinel poliimint kialakitva. A reakcié tovabbi

optimalasa szikséges.

1
R COOH N PCI3
- | W Ph Cl
=
OH R?  Mw (120 °C,
22 perc, 520 W) =Cl, Br
Rz— 4-CF3, 3,4-diCl, 4-CO-Ph
szubsztitualt szubsztitualt
szalicilsav anilin szubsztitualt szalicilanilid

(Sal1-6)

27. abra: Szubsztitualt szalicilanilidek (Sal1-6) eléallitasa [195]

NH»
1
R COOH pci,  ©Q
+ e
Ph-CI
OH MW (120 °C,

22 perc, 520 W) =Cl, Br
(0]
szubsztitualt 4-acetilanilin Schiff-bazis acetilcsoportot tartalmazé szalicilanilid
szalicilsav (poliimin) (Sal7-8)
NH, COOH
o COOH PCl3 U /
+ —_— —+ )
OH Ph-CI
MW (120 °C,

CF3 22 perc, 520 W) CFs

5-formilszalicilsav 4-trifluormetilanilin Schiff-bazis formilcsoportot tartalmazé szalicilanilid

(imin) (Sal9)

28. abra: Konjugalhaté szubsztitualt szalicilanilidek (Sal7-9) el6allitasa [196]

4.1.2. Az 5-klérpirazin-2-karbonsav (Pyr) elballitasa

Elballitottam az 5-klérpirazin-2-karbonsavat (Pyr) az 5-hidroxipirazin-2-karbonsav és tionilklorid
reakcidjabdl (26. abra) [197]. A reakciot DMF mint katalizator segitette [198], a savklorid intermedier
hidrolizisével kaptuk a kivant terméket 75%-os kitermeléssel.
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socl, O o
DMF (kat.) N H,O N
, | N Cl > ‘ N OH
75 C,4¢6ra P P
Cl N Cl N
5-hidroxipirazin-2-karbonsav 5-klorpirazin-2-karbonsav

(Pyn)

29. abra: Az 5-klérpirazin-2-karbonsav el6allitasa

4.1.3. Szalicilanilid-5-klérpirazinoatok (SalPyr1-4) eléallitasa

A szalicilanilid szarmazékok 5-klorpirazin-2-karbonsavval alkotott észtereinek (SalPyrl-4)
eléallitasa sordn a megfeleld szubsztitualt szalicilanilidet (Sal1-4) reagaltattam 5-klorpirazin-2-
karbonsavval DMF-ban, N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCC) hozzaadagolasa mellett észterkotést
kialakitva (30. abra) [63]. A kitermelés 29-60% kozott volt. Az eldallitott szalicilanilid-5-klorpirazinoatok
szerkezete a Fliggelék F2. abrajan lathaté.

ST o

DMF =Cl, Br
10 °C, 4 éra o | S R2— 4-CF4, 3,4-diCl
=
N Cl
szubsztitualt szalicilanilid 5-klérpirazin-2-karbonsav szalicilanilid-5-klérpirazinoat
(Sal1-4) (Pyr) (SalPyr1-4)

30. abra: Szubsztitualt szalicilanilidek 5-klérpirazin-2-karbonsavval alkotott észtereinek el6allitasa [195]

4.1.4. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok (SalBenz1-3) el6allitasa

A szalicilanilid szarmazékok 4-formilbenzoesavval alkotott észtereinek (SalBenzl-3) el6allitasa a
szalicilanilid-5-klérpirazinoatok el6allitasahoz hasonléan tortént, a megfeleld szubsztitualt szalicilanilidet
(Sall-3) reagaltattuk 4-formilbenzoesavval DMF-ban, DCC hozzaadagolasa mellett észterkotést kialakitva
(31. &bra). A kitermelés 59-71% kozott volt. Ezeket a formilcsoporton keresztil peptidekhez valo
konjugalasra alkalmas szalicilanilid-észtereket javaslataim alapjan szintén Dr. Martin Kratky (Charles
University, Hradec Kralové, Csehorszag) Aéllitotta el és bocsatotta rendelkezésemre. Az elBallitott

szalicilanilid-4-formilbenzoatok szerkezete a Fliggelék F3. abrajan lathatd.

O W@* os
R2= 4-CF;, 3,4-diCl
T Ho “oMF
OH -10

°C, 4 6ra

szubsztitualt szalicilanilid 4-formilbenzoesav szalicilanilid-4-formilbenzoat
(Sal1-3) (SalBenz1-3)

31. abra: Szubsztitualt szalicilanilidek 4-formilbenzoesavval alkotott észtereinek eléallitasa
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4.1.5. Szalicilanilid-karbamatok (SalCarb1-14) el6allitasa

A szalicilanilid-karbamatok (SalCarb1-14) el6éallitasa soran a megfelel6 szubsztitualt szalicilanilid
szarmazékot (Sall-6) szuszpendaltam acetonitrilben, tiretilamint adtam hozza, igy az oldat kitisztult
(fenolat-sé képzddott). Ezutan reagaltattam a megfelel§ izocianat szarmazékokkal (2-kléretil-izocianat, 3-
klérpropil-izocianat, n-propil-izocianat), kialakitva a szalicilanilid-karbamatokat (32. abra) [71]. A kitermelés
20-64% kozott volt. Az elballitott szalicilanilid-karbamatok szerkezete a Fuggelék F4. abrajan lathatd. A
kléralkil részt tartalmazé molekula beépitésével cisztein tartalma peptidekhez valé konjugalas valésithato

meg tioéterkdtésen keresztul.

(@] = /O
|_R2
[~X P =Cl, Br
N R2—4 CFs3, 3,4-diCl, 4-CO-Ph
H + /C¢N\/\R3 —> >
=

3_
MeCN R®= CHg, Cl, CH,CI
OH © 25 °C, 3 6ra R3
O /\/
H
szubsztitualt szalicilanilid izocianat szarmazék szalicilanilid-karbamat
(Sal1-6) (SalCarb1-14)

32. abra: A szubsztitualt szalicilanilid-karbamatok eléallitasa

4.1.6. A szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok kémiai

jellemzése

A reakciokat vékonyrétegkromatografiaval kovettik. Meghataroztuk a vegytletek olvadaspontjat. A
vegylleteket IR, NMR, MS, elemanalizis segitségével jellemeztiik, és megadtuk a szamolt LogP értéket
(CS ChemOffice Ultra ver. 11.0 program, CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). Az 3. tablazatban
foglaltam 6ssze a vegyuletek szadmolt és mért molekulatdmegét és a szamolt LogP adatokat. A tovabbi

jellemzések (kitermelések, IR, NMR, elemanalizis adatok) a Fuggelék F1. fejezetében talalhatok.
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3. tablazat: Az 5-klérpirazin-2-karbonsav, a szubsztitualt szalicilanilidek, a szalicilanilid-észterek és karbamatok

fizikokémiai tulajdonsagai

o 2 ~ 2
R -R Z
R R1 I o N 52
o o F - N AN N AN R “ R
N R TR H H N
N oH NN 0 ) H
| P H N o]
Cl N OH (0] N O R3
o U | j\ o O/J\N/\/
5-klérpirazin-2-karbonsav szubsztitualt szalicilanilidek = = H
Sal1-9 N Cl

(Pyr) (Sal1-9) - .
szalicilanizigjlsl;lro'{ﬂ;azinoétok szalicilan(igcla-lzé—ézrzr?ilg;enzoétok Sza"c('g"anlgg'r‘;ﬁ'_?i’;amk
kéd R' R? R® Mmo szamolt / Mo mért® LogP szamolt®
Pyr - - - 158,0/158,0 0,24
Sall Cl 4-CF3 - 315,0/315,1 3,93
Sal2 Cl 3,4-diCl - 315,0/315,0 4,12
Sal3 Br 4-CF3 - 359,0/359,1 4,20
Sal4 Br 3,4-diCl - 358,9/359,0 4,40
Sal5 Cl 4-CO-Ph - 351,1/351,3 4,22
Sal6 Br 4-CO-Ph - 395,0/395,2 4,49
Sal7 Cl 4-CO-CHs - 289,1/289,1 2,32
Sal8 Br 4-CO-CHs - 333,0/333,1 2,59
Sal9 HCO 4-CF3 - 309,1/309,1 3,12
SalPyrl Cl 4-CF3 - 455,0 / 455,2 4,45
SalPyr2 Cl 3,4-diCl - 454,9 / 455,0 4,65
SalPyr3 Br 4-CF3 - 499,0/499,1 4,72
SalPyr4 Br 3,4-diCl - 499,0/499,0 4,92
SalBenzl Cl 4-CF3 - 447,01 447,1 5,55
SalBenz2 Cl 3,4-diCl - 447,01 447,2 5,74
SalBenz3 Br 4-CF3 - 491,0/491,1 5,82
SalCarb1 Cl 4-CF3 Cl 420,0/420,2 4,52
SalCarb2 Cl 4-CF3 CH.CI 434,0/434,2 4,63
SalCarb3 Cl 3,4-diCl Cl 420,0/420,1 4,72
SalCarb4 Cl 3,4-diCl CH.CI 434,0/434,1 4,82
SalCarb5 Cl 3,4-diCl CHs 400,0 / 400,2 4,83
SalCarb6 Br 4-CF; Cl 464,0/464,1 4,79
SalCarb7 Br 4-CF3 CH,CI 478,0/478,1 4,90
SalCarb8 Br 3,4-diCl Cl 463,9 /464,1 4,99
SalCarb9 Br 3,4-diCl CH,CI 477,91 478,1 5,09
SalCarb10 Cl 4-CO-Ph Cl 456,1/456,2 4,81
SalCarb11 Cl 4-CO-Ph CH,CI 470,1/470,2 4,92
SalCarb12 Cl 4-CO-Ph CHs 436,1/436,3 4,93
SalCarb13 Br 4-CO-Ph Cl 500,0/500,1 5,08
SalCarb14 Br 4-CO-Ph CH,CI 514,0/514,2 5,19

& Szamolt és mért monoizotopos molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS)
P A szamolt LogP értékeket a CS ChemOffice Ultra ver. 11.0 program segitségével szamoltam.
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4.1.6.1. A szalicilanilid szarmazékok stabilitdasanak vizsgalata

Fontos ismernlink a vegyitiletek stabilitasat az in vitro kisérletek kérilményei kézott. A szalicilanilid
szarmazékok gyenge vizoldhatésaga miatt a vegylleteket DMSO-ban oldjuk. Az in vitro
antimikobakterialis hatas meghatarozasanal a vegylletek DMSO-ban készilt oldatat Sula félszintetikus
médiummal [199, 200] elegyitjik és a baktériumokkal egyutt 4 hétig inkubaljuk 37 °C-on. A médium
maximalis DMSO tartalma 2% (V/V), melyet a baktériumok toleralnak. Az in vitro citotoxicitas és
citosztazis meghatarozasanal a vegyuletek DMSO-ban készult oldatat higitjuk szérummentes RPMI-1640
médiummal. A sejteket a vegylletekkel 24 6ran at inkubaljuk 37 °C-on, 1%-0s maximalis DMSO tartalom
mellett, melyet a sejtek még toleralnak.

A szalicilanilid szarmazékok stabilitdsat DMSO-ban és az in vitro kisérletek koértlményei kdzott
analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével vizsgaltam. A stabilitasokat DMSO-ban 4 °C-on 7 napig, 10%
DMSO-t tartalmazé Sula médiumban 37 °C-on 28 napig, és 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes
RPMI-1640 médiumban 37 °C-on 24 6raig kdvettem. Az analitikai HPLC soran a kimutathatésag érekében
nagyobb toménységi oldatot kell alkalmazni, mint az in vitro kisérleteknél, az oldatok vegyilet
koncentracidja 0,5 mg/mL volt. A vizsgalt anyagok gyenge vizoldhatésaga miatt 10%-ra néveltem a
DMSO koncentraciojat. Figyelembe kell venni, hogy a szalicilanilid-észterek és karbamatok nem stabilak
az alkalmazott tdmegspektrometrias kérilmények kozott, egy részik elbomlik és a keletkezd szalicilanilid
is detektalhato.

A stabilitasvizsgalatokat egy kivalasztott kiindulasi szalicilanilid, a Sal3 és a Sal3 szarmazékain
végeztem és mutatom be. Ezek a szarmazékok a SalPyr3 szalicilanilid-5-klérpirazinoat, a SalBenz3
szalicilanilid-4-formilbenzoat és a SalCarb7 szalicilanilid-karbamat voltak.

DMSO-ban a Sal3 szalicilanilid és a SalCarb7 szalicilanilid-karbamat stabilnak bizonyult legalabb 7
napig, a HPLC kromatogramokban csak az intakt vegyuleteket azonositottam (Flggelék F5. és F8. abra).
A szalicilanilid-észterek (SalPyr3 és SalBenz3) esetében a vegyuletek 10%-a elbomlott a kiindulasi
szalicilanilidre (Sal3) 7 nap alatt (Figgelék F6.és F7. abra).

A kiindulasi Sal3 szalicilanilid esetén nem észleltem bomlast sem a 10% DMSO tartalmu Sula
médiumban 4 hét inkubalas utan, sem a 10% DMSO tartalmi szérummentes médiumban 24 o6ra
inkubalas utan (Fliggelék F9. és F13. abra).

A SalPyr3 szalicilanilid-5-klorpirazinoat esetében bomlast tapasztaltam, a vegyllet 24 6éra utan
elbomlott a 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban (Filiggelék F10. abra). A keletkez6 Sal3 szalicilanilid
és a keletkez§ 5-klorpirazin-2-karbonsav (Pyr) megjelenése utal az észter hidrolizisére. A SalPyr3 felezési
idejét, mely 5,3 6ra, a SalPyr3 mennyiségébdl hataroztam meg (33.A. abra).

A SalBenz3 szalicilanilid-4-formilbenzoat vegylletnek nagyobb stabilitasa van 10% DMSO tartalmu
Sula médiumban (Fuggelék F11. abra), 28 nap utan a SalBenz3 20%-a bomott el Sal3 szalicilaniliddé
(33.B. abra).

A SalCarb7 szalicilanilid-karbamat 5,5 6ra utan elbomlott a 10% DMSO-t tartalmazd Sula
médiumban (Fiiggelék F12. abra). A kiindulasi SalCarb7 karbamat mennyiségének csokkenésebdl és a
keletkezd Sal3 szalicilanilid mennyiségének névekedésébdl hataroztam meg a SalCarb7 felezési idejét,
mely 1,9 6ra lett (33.C. abra).
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33. abra: (A) A SalPyr3 szalicilanilid-5-klorpirazinoat, (B) a SalBenz3 szalicilanilid-4-formilbenzoat és (C) a SalCarb7
szalicilanilid-karbamat stabilitdsa 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban, a felezési id6k meghatarozasa

A SalPyr3 szalicilanilid-5-klorpirazinoat esetében bomlas tapasztalhaté 10% DMSO tartalmu
szérummentes médiumban, a SalPyr3 vegytlet 90%-a elbomlott 24 6ra utan (Fluggelék F14. abra). Sal3
és Pyr megjelenése bizonyitja az észterkotés hidrolizisét. A SalPyr3 mennyiségének cstkkenése alapjan
a vegyulet felezési ideje 5,6 ora (34.A. abra).

10% DMSO tartalmi szérummentes médiumban a SalBenz3-nak ez esetben is nagyobb a
stabilitasa (Flggelék F15. abra), a vegytlet 12%-a hidrolizalt el Sal3 szalicilaniliddé, igy felezési ideje tébb
mint 24 6ra (34.B. abra).

A szalicilanilid-karbamat SalCarb7 6 éra utan elbomlott a 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes
RPMI-1640 médiumban (Fuggelék F16. abra). A SalCarb7 karbamat mennyiségének csdkkenésébdl és a

keletkezd Sal3 szalicilanilid mennyiségének névekedésébél hatdrozhaté meg a SalCarb7 felezési ideje,
mely 27,4 perc lett (34.C. abra).

A 100 m SalPyr3 B 1004 o C 100+
o e Sal3 ° " X
> > u i 80
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34. abra: (A) A SalPyr3 szalicilanilid-5-kldrpirazinoat, (B) a SalBenz3 szalicilanilid-4-formilbenzoat és (C) a SalCarb7

szalicilanilid-karbamat stabilitasa 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes RPMI-1640 médiumban, a felezési id6k
meghatarozasa

A kivalasztott vegyiletek stabilitas meghatarozasa alapjan az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a
szalicilanilid-5-klérpirazinoatok és a szalicilanilid-karbamatok kilénb6zé felezési idékkel hidrolizalnak a
kiindulasi szalicilanilidekké az in vitro kisérletek koriiményei kézt. Mivel a hidrolizis egyik esetben sem
volt pillanatszerl (Sal3-szarmazékok esetén t;, > 27,4 perc), ezért az in vitro aktivitasok

meghatarozasanak eredményeit (MIC és ICs, értékek) az intakt vegyulethez rendeltem.
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4.1.7. A szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok MIC

értékének meghatarozasa

A vegylletek antimikobakterialis hatasat vizsgaltuk a gyorsan névé M. abscessus baktériumtérzson,
a lassan nové M. tuberculosis Hs;Rv szenzitiv torzsbn és a lassan névé M. tuberculosis A8 MDR
multirezisztens térzsén (rezisztens INH-ra és RIF-re). A szerkezet-hatds Osszefliggések alapjan meg
kivantuk hatarozni az aktivitdshoz sziikséges szerkezeti elemeket.

Az antimikobakterialis hatas jellemzéséhez meghataroztuk a vegylletek minimalis gatlo

szuszpenzidjaval. A minimalis gatlé szintet annak az oldatnak a vegyllet koncentracidja jelentette,
amelyben a 4 hétig tarté inkubalas utan szabad szemmel még nem észleltink névekedést. A
névekedésgatlast szilard taptalajra torténd kioltassal ellenériztik és Ujabb 4 hét elteltével meghataroztuk a
telepszamot (CFU). A CFU az életképes baktériumokbol kifejlédott telepek szamat jelenti. Ez a vizsgalat
az aktivan oszt6do, aktiv metabolizmusu, extracellularis baktériumpopulaciot modellezi. A kisérleteket az
Orszagos Koranyi TBC és Pulmonolégiai Intézet Bakteriologiai Laboratériumaban végeztik Dr. Szabo
Néra és David Sandor segitségével.

Az eredményeket a 4. tablazatban foglaltam 6ssze [195]. A minimalis gatlé koncentraciét altalaban
pg/mL-ben adjak meg, dolgozatomban a jobb 6sszehasonlithatdsag kedvéért a uM-ban megadott molaris
minimalis gatldé koncentraciét is hasznalom.

Az 5-kldrpirazin-2-karbonsav (Pyr) nem volt hatasos egyik baktériumtérzsdn sem. Ez a vegyllet
ilyen kisérleti korulmények kozott (taptalaj, pH) nem aktiv, az intracellularis baktériumra fejti ki gatlo
hatasat alacsonyabb pH-n, protonalt allapotban [72].

A M. abscessus gyorsan ndvl, vizeket szennyezd mikobaktérium, képes ellenalini tébb alkalmazott
antibakterialis hatdéanyagnak [33]. A M. abscessus esetében alkalmazott kontroll vegytleteknél a
kovetkezd MIC értékeket kaptuk: INH 40 pg/mL (291,8 uM); ciprofloxacin (CIPX) 1 pg/mL (3,0 uM);
gentamicin (GEN) 5 pg/mL (10,5 uM). A legtdbb altalunk alkalmazott szalicilanilid szarmazék kimagaslé
gatlé hatassal rendelkezett ez ellen a torzs ellen, a mért MIC értékek 0,1 és 20 pyg/mL (0,2-43,6 uM)
kozott voltak.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az 5-klérszalicilsav szarmazékok jobb aktivitast mutattak, mint
az 5-bromszalicilsav szarmazékok M. abscessus tdrzsén. Harom kiindulasi szalicilanilid (Sal1, Sal2 és
Sal4) jobb hatassal rendelkezett, mint a klinikumban alkalmazott gentamicin in vitro hatasa. A
szalicilanilidek kdzt azok a vegytletek, melyek az anilin-gyliriin halogén szubsztituenst tartalmaznak
(Sall-4) kimagasldan jobb aktivitdssal rendelkeztek (MIC: 3,2-13,9 uM), mint azok, amelyek benzoil- (Sal5
és Sal6) vagy acetilcsoportot (Sal7 és Sal8) tartalmaznak (MIC: 25,3-59,8 uM). A szalicilsav-gylriin a
halogénatom lecserélése formilcsoportra szintén éles csoOkkenést eredményezett a Sal9 formil-
szalicilanilid szarmazék aktivitasaban (129,4 uM).

A szalicilanilid-észterek gatlé hatasa hasonlé a kiindulasi szalicilanilidekéhez. A szalicilanilid-5-
klérpirazinoatoknal a 3,4-dikléranilin fragmenst tartalmazé SalPyr2 és SalPyr4 alacsonyabb MIC értékeket
eredményezett M. abscessus esetében (1,1 ill. 1,0 uM), mint a 4-CFs-anilint tartalmazé szarmazékok
(SalPyrl — 5,5 uyM és SalPyr3 — 5,0 uM). Raadasul a SalPyr2 és SalPyr4 észterek alacsonyabb
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koncentracional hatottak, mint a klinikumban alkalmazott ciprofloxacin. A szalicilanilid-4-formilbenzoatok
(SalBenz1-3) pedig alacsonyabb MIC értékekkel rendelkeztek (5,6-10,2 uM), mint a gentamicin.

A Sall-4 szalicilanilidek karbamat szarmazékai (SalCarb1-9) rendelkeztek a legjobb aktivitassal, a
kiindulasi szalicilanilideknél is alacsonyabb MIC értékeknél (0,2-4,3 uM) gatoltdk a M. abscessust. A
SalCarb2, SalCarb7 és SalCarb8 MIC értéke (0,2 uM) 15-szér kisebb, mint a ciprofloxaciné (3 uM) és
tdbb mint 50-szer kisebb, mint a gentamiciné (10,5 uM). A karbaméatok esetében is elmondhatd, hogy az
anilin-gylriin a halogénatom lecserélése benzoilcsoportra jelentés aktivitas csdkkenést eredményezett
(SalCarb10-14, MIC 10-20 ug/mL; 22,9-43,6 uM).

Minden szalicilanilid szarmazék kimagaslo aktivitassal rendelkezett M. tuberculosis Hz;Rv szenzitiv
torzs ellen is. A kiindulasi, a szalicilsav- és anilin-gylriin is halogénatomokkal rendelkez6 szarmazékok
(Sall-4) alacsony MIC értéknél hatottak (0,5 ug/mL; 1,4-1,6 uM), korilbelll tizszer jobb aktivitassal
rendelkeztek, mint a 4-benzoilanilin szarmazékok (Sal5 és Sal6, MIC 5 pug/mL; 12,7-14,2 uyM) és 6tszo6r
jobb aktivitassal, mint a 4-acetilanilin szarmazékok (Sal7 és Sal8, MIC 2,5 pg/mL; 7,5-8,6 uyM). A Sal9
szalicilsav-gyirin formilcsoportot tartalmazé szalicilanilid sza&rmazék mutatta a legkisebb aktivitast (MIC 8
pg/mL; 25,9 uM), de hatasa még megfelelének mondhaté.

A szalicilanilid-észterek kozil az 5-klorpirazinoatok (SalPyr1-4, MIC 1,0-2,0 uM) enyhén jobb hatast
mutattak, mint a kiindulasi Sal1-4. A 4-formilbenzoatok (SalBenz1-3, MIC 2,2-11,2 yM) esetén viszont
magasabb MIC értékeket kaptunk, mint a kiindulasi Sal1-3 MIC értékei.

A szalicilanilid-karbamatok kézil az anilin-gyriin is halogénatomot tartalmazé SalCarb1-9
vegylletek kivald aktivitassal rendelkeztek M. tuberculosis Hz;Rv ellen (0,2-2,3 uM). SalCarb4 kivételével
jobb hatast mutattak, mint a kiindulasi szalicilanilidek és hatasuk hasonld vagy jobb volt, mint a
klinikumban alkalmazott izoniazidé (1,17 pM). Szintén elmondhatd, hogy a halogén helyett
benzoilcsoportot tartalmazé karbamatok (SalCarb10-14) enyhén magasabb MIC értékeknél (4 pg/mL; 8,0-
9,2 uM) gatoltak a baktérium tenyészet ndvekedését.

A vegylletek hasonlé koncentracional voltak hatasosak a multirezisztens M. tuberculosis A8 MDR
torzs ellen, mint a szenzitiv Hs;Rv térzs ellen. A hatasukban Iévé kiilénbségek is a M. tuberculosis Hz;Rv
torzsnél megfigyelt tendenciat kovették. A legtdbb vegyilet MIC értéke az A8 MDR toérzs ellen 0,5-10
pg/mL (1,0-21,3 pM) volt. It is a benzoil-, acetil- és formilcsoport jelenléte cstkkentette az aktivitast és
szintén a Sal9 szalicilsav-gydrin formilcsoportot tartalmazo szalicilanilid szarmazék mutatta a legkisebb
hatast (MIC 20 pg/mL; 64,7 uM). A szalicilsav- és anilin-gylriin is halogénatomot tartalmazé
szalicilanilidek (Sall-4), szalicilanilid-5-klérpirazinoatok (SalPyr1-4) és karbamatok (SalCarb1-9)
kimagasl6 gatlé hatast mutattak, MIC értékeik (1,0-4,4 uM) alacsonyabbak voltak, mint az INH gatlé
koncentracidja (7,3 uM).
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4. tablazat: Az 5-klorpirazin-2-karbonsav, a szubsztitualt szalicilanilidek, a szalicilanilid-észterek és karbamatok in

vitro antimikobakteridlis hatasa M. abscessus, M. tuberculosis H37;Rv és A8 MDR torzseken

/[Nj)ko'_| R\©£LH N o . o . H
o N OH oY j\ o)\(jV O)\N/\/Rs
5-klorpirazin-2-karbonsav szubsztitualt szalicilanilidek Z /O H
(Pyr) (Sal1-9) N" - )
szaliciIani:igj';l;lgrﬂ;azinoa'tok szaIicilan(igi-lzé—;(r)]rzr?ilg)enzoétok Sza"i"s"‘;g‘;;ﬁ[‘;i’;‘mk
M. abscessus M. tuberculosis Hz7Rv M. tuberculosis A8 MDR
. 1 2 3 a a a
kod R R R 'V”YC MIC | e M:,C MIC | e MLC MIC | cpypo
(ugimi) W) (ugimi) W) (ngimy) M)
oo - - | e e [ me e | e
INH®f - - - 40 291,8 26 0,16 1,17 0 1 7,3 12
Pyr - - - >100 >632,9 | +++° >100 >632,9 | +++¢ >100 >632,9 | +++°
Sall Cl 4-CF3 - 1 3,2 0 0,5 1,6 0 0,5 1,6 0
Sal2 Cl 3,4-diCl - 1 3,2 0 0,5 1,6 2 0,5 1,6 8
Sal3 Br 4-CF3 - 5 13,9 0 0,5 1,4 2 1 2,8 0
Sal4 Br 3,4-diCl - 2,5 7,0 0 0,5 1,4 2 1 2,8 0
Sals Cl 4-CO-Ph - 10 28,5 0 5 14,2 3 5 14,2 50
Sal6 Br 4-CO-Ph - 10 25,3 0 5 12,7 2 5 12,7 1
Sal7 Cl 4-CO-CH3 - 10 34,5 0 2,5 8,6 1 5 17,3 0
Sal8 Br 4-CO-CH3 - 20 59,8 0 2,5 7,5 10 5 15,0 0
Sal9 HCO 4-CF3 - 40 129,4 0 8 25,9 40 20 64,7 2
SalPyrl Cl 4-CF3 - 2,5 55 0 0,5 1,1 3 0,5 1,1 1
SalPyr2 Cl 3,4-diCl - 0,5 1,1 0 0,5 1,1 10 2 4,4 0
SalPyr3 Br 4-CF3 - 2,5 5,0 0 0,5 1,0 0 1 2,0 22
SalPyr4 Br 3,4-diCl - 0,5 1,0 0 1 2,0 1 1 2,0 11
SalBenzl cl 4-CF; - 2,5 5,6 0 1 2,2 0 nd® - -
SalBenz2 Cl 3,4-diCl - 2,5 5,6 0 5 11,2 0 nd - -
SalBenz3 Br 4-CF3 - 5 10,2 0 5 10,2 0 nd - -
SalCarbl Cl 4-CF3 Cl 0,5 1,2 0 0,2 0,5 1 0,5 1,2 0
SalCarb2 Cl 4-CF3 CH,CI 0,1 0,2 0 0,2 0,5 1 0,5 1,2 0
SalCarb3 Cl 3,4-diCl Cl 0,5 1,2 0 0,5 1,2 2 1 2,4 0
SalCarb4 Cl 3,4-diCl CH,CI 0,5 1,2 0 1 2,3 0 0,5 1,2 1
SalCarb5 Cl 3,4-diCl CHjs 0,5 1,3 0 0,1 0,2 0 0,5 1,3 2
SalCarb6 Br 4-CF3 Cl 2 4,3 0 0,2 0,4 0 0,5 1,1 9
SalCarb7 Br 4-CF3 CH,CI 0,1 0,2 0 0,5 1,0 8 0,5 1,0 0
SalCarb8 Br 3,4-diCl Cl 0,1 0,2 0 0,1 0,2 2 1 2,2 0
SalCarb9 Br 3,4-diCl CH.CI 1 2,1 0 0,2 0,4 2 0,5 1,0 2
SalCarb10 Cl 4-CO-Ph Cl 20 43,6 0 4 8,7 2 5 10,9 21
SalCarbll Cl 4-CO-Ph CH.CI 20 42,5 0 4 8,5 3 10 21,3 0
SalCarb12 Cl 4-CO-Ph CH3 10 22,9 0 4 9,2 3 5 11,5 6
SalCarb13 Br 4-CO-Ph Cl 20 40,0 0 4 8,0 2 10 20,0 0
SalCarb14 Br 4-CO-Ph CH.CI 20 38,9 0 4 8,7 2 1 1,9 1

aMIC (minimalis gatlé koncentracié) meghatarozasa Sula félszintetikus médiumban (pH 6,5) M. abscessus esetén 1 hét, M.
tuberculosis Hs7Rv és A8 MDR esetén 4 hét inkubalas utan
P CFU (telepszam) meghatarozasa Lowenstein-Jensen szilard taptalajon M. abscessus esetén 1 hét, M. tuberculosis HsRv
és A8 MDR esetén 4 hét tovabbi inkubalas utan

¢ pozitiv kontroll, hatéanyag nélkil inkubalt baktérium

d+++; egybefiiggd telepek
®izoniazid

M. abscessus esetén alkalmazott kontroll vegyiiletek és MIC értékeik: ciprofloxacin, 1 ug/mL (3,0 uM); gentamicin, 5 pg/mL

(10,5 uM)
9nd: nem hataroztuk meg
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Tovéabbi vizsgalatra kivalasztottunk tiz vegyuletet, melyek a legjobb aktivitassal rendelkeztek a M.
tuberculosis Hs;Rv térzs ellen, MIC értékik 1,1 uM alatt volt (SalPyr1, SalPyr2, SalPyr3, SalCarb1,
SalCarb2, SalCarb5, SalCarb6, SalCarb7, SalCarb8, SalCarb9). Ezeknél a kiemelkedd hatasu
szalicilanilid-észtereknél és karbamatoknal az in vitro antimikobakterialis hatast két kiilénb6z6 rezisztencia
mintaval rendelkez6 MDR t6rzson is megvizsgaltuk, melyek Kklinikai izolatumokbdl szarmaztak: M.
tuberculosis 9449/2006 (MDR t6rzs) és M. tuberculosis Praha 131 (XDR torzs) (5. tablazat) [195]. Mindkét
torzs rezisztens INH-ra, RIF-ra, rifabutinra és sztreptomicinre. A M. tuberculosis Praha 131 t6rzs ezeken
kivil etambutolra, ofloxacinra, gentamicinre és amikacinra is rezisztens, ezért ez a térzs extenziven
rezisztens torzsnek (XDR) tekinthetd. A M. tuberculosis 9449/2006 és Praha 131 torzseken toérténd MIC
meghatarozasokat Jifina Stolafikova végezte (Laboratory for Mycobacterial Diagnostics and Tuberculosis,
Regional Institute of Public Health in Ostrava, Ostrava, Csehorszag).

A szalicilanilid-5-klérpirazinoatok és karbamatok is kivald aktivitast mutattak az MDR és XDR
torzsek ellen 0,5-2 uyM kozétti MIC értékekkel 14 nap inkubalas utan. A kilénbdz6 rezisztencia mintazat
ellenére a két térzs hasonlo érzékenységet mutatott a vegylletek felé. A legalacsonyabb MIC értéket az
M. tuberculosis 9449/2006 MDR torzs ellen 21 nap inkubalas utan SalCarb1 és SalCarb5 (1 uM) mutatta.
A M. tuberculosis Praha 131 XDR térzs ellen 21 nap inkubalast kovetéen SalPyr1 észter, valamint
SalCarb5 és SalCarb9 karbamatok bizonyultak a leghatasosabbaknak (MIC: 1 uM).

A szalicilanilid-5-klérpirazinoatok hatasat &sszehasonlitottam a korabban Martin Kratky és
munkatarsai altal leirt, a pirazin-gyrin klératomot nem tartalmazo szalicilanilid-pirazinoatok (SalPyr-10,
SalPyr-1e és SalPyr-1r, ahol 1o, 1le és 1r a [63]-as referenciabeli kodokat jeldli) hatasaval az M.
tuberculosis 9449/2006 MDR és M. tuberculosis Praha 131 XDR térzsek ellen. A szalicilanilid-pirazinoatok
a szalicilanilid-5-klérpirazinotoknal alacsonyabb koncentracional mutattak aktivitast mind az MDR (MIC 21
nap utan 0,25-0,5 pyM) mind az XDR térzs esetében (MIC 21 nap utan 0,125-1 yM). Ezek alapjan a
klératom jelenléte a pirazin-gylriin nem javitotta a szalicilanilid-észterek in vitro antimikobakteridlis

hatasat.
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5. tablazat: A kivalasztott szalicilanilid szarmazékok in vitro aktivitasa MDR és XDR torzsek ellen és a kivalasztott

szalicilanilid-5-klérpirazinoatok aktivitdsanak 6sszehasnlitdsa az irodalomban mar leirt szalicilanilid pirazinoat

analégokkal
0 7 :—Rz (e} 7 :—Rz o) Z )
R! R! TR
N X N x R N I
H H H
(©) (6] o
N N 3
R
o)\[ j\ o)\[ j P
- = H
N cl N szalicilanilid-karbamatok
szalicilanilid-5-klorpirazinoatok szalicilanitid-pirazinoatok (SalCarb1-14)
(SalPyr1-4) (SalPyr-1o, 1e, 1r)
M. tuberculosis 9449/2006% M. tuberculosis Praha 131°
k6d R: R R 14 nap® 21 nap® 14 nap® 21 nap®
MICy MIC MICy MIC MICy MIC MICy MIC
(vg/mL) | (uM) | (ug/mL) | (pM) | (pug/mL) | (uM) | (pg/mL) = (uM)
SalPyrl Cl 4-CF3 - 0,5 1 0,9 2 0,5 1 0,5 1
SalPyr2 Cl 3,4-diCl - 0,5 1 0,9 2 0,5 1 0,9 2
SalPyr3 Br 4-CF; - 0,5 1 1,0 2 1,0 2 1,0 2
SalPyr-1o0* Cl 4-CF3 - 0,05* 0,125* 0,1* 0,25* 0,05* 0,125* 0,05* 0,125*
SalPyr-1le* Cl 3,4-diCl - 0,2* 0,5* 0,2* 0,5* 0,2* 0,5* 0,4* 1*
SalPyr-1r* Br 4-CF3 - 0,2* 0,5* 0,2* 0,5* 0,1* 0,25* 0,2* 0,5*
SalCarb1 Cl 4-CF3 Cl 0,2 0,5 0,4 1 0,4 1 0,8 2
SalCarb2 Cl 4-CF3 CH.CI 0,4 1 0,9 2 0,4 1 0,9 2
SalCarb5 Cl 3,4-diCl CHs; 0,4 1 0,4 1 0,4 1 0,4 1
SalCarb6 Br 4-CF3 Cl 0,5 1 0,9 2 0,5 1 0,9 2
SalCarb7 Br 4-CF3 CH.CI 0,5 1 1,0 2 0,5 1 1,0 2
SalCarb8 Br 3,4-diCl Cl 0,5 1 0,9 2 0,5 1 0,9 2
SalCarb9 Br 3,4-diCl CH.CI 0,5 1 1,0 2 0,5 1 0,5 1

# Az MDR 9449/2006 torzs INH-ra, RIF-re, rifabutinra és sztreptomicinre rezisztens

® Az XDR Praha 131 torzs INH-ra, RIF-re, rifabutinra, sztreptomicinre, etambutolra, ofloxacinra, gentamicinre és amikacinra
rezisztens

¢ A MIC értékek 14 nap és 21 nap inkubécids id6 utan lettek meghatarozva (Sula félszintetikus médium, pH 6,5)

* A jelolt vegylletek és MIC értékeik a [63] referencidban talalhaték meg, kddjuk 10, 1e és 1r

A szerkezet-hatas 0Osszefliggések alapjan elmondhaté, hogy a legtébb esetben a halogén
szubsztituens fajtaja a szalicilsav-gyirin (4-Cl vagy 4-Br), illetve az anilin-gydrin (4-CF; vagy 3,4-diCl)
nincs jelentds befolyassal az in vitro antimikobakterialis aktivitasokra. Azonban a halogénatom lecserélése
az anilin-gydrin bezoil- vagy acetilcsoporta csékkenést eredményez az antimikobakteridlis hatasban. Ez
az aktivitas csokkenés még jelent8sebb, ha a szalicilsav-gyiriin cseréljik le a halogénatomot
formilcsoportra. Az acetil- és formilcsoporttal rendelkezd szalicilanilidek lipofilitasa is kisebb a szamolt
logP értékek alapjan, mint a halogénezett analégoké. Ennek ellenére az igy nyert acetil- és formilcsoportot
tartalmazo szalicilanilid szarmazékok (Sal7-9) aktivitasa még mindig megfelelének mondhaté és nagy
elényik, hogy ezeken a csoportokon keresztlil megvalésithatd peptid tipusi hordozdkhoz vald
konjugalasuk. A szalicilanilid-5-klorpirazinoat és 4-formilbenzoat észterek hatdsa tdbbnyire a kiindulasi
szalicilanilid szarmazékok aktivitdsahoz hasonld, szamolt logP értékik alapjan lipofilebb vegyileteknek
mutatkoznak. A szalicilanilid-4-formilbenzoat észterek a formilcsoporton keresztlil szintén peptidekhez

konjugalhatok. Altalaban a szalicilanilidek karbamatta alakitasa az aktivitas és lipofilitas névekedését
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eredményezi. A karbamatok N-szubsztituens csoport tipusanak (2-kléretil, 3-klorpropil, propil) nincs
jelent6s hatasa az aktivitasra.

Elmondhaté, hogy a szalicilanilid szarmazékok tobbsége nagyon alacsony
koncentraciétartomanyban képes gatolni a gyorsan nov6, kemoterapia rezisztens M. abscessus
baktériumot, ezért ezen vegyuletek igéretes hatdanyagjeldltek lehetnek. A legtdbb szalicilanild szarmazék
kimagaslo aktivitast mutat mind a M. tuberculosis Hs;Rv szenzitiv térzs ellen, mind az A8 MDR
multirezisztens torzs ellen, sét a szenzitiv térzs ellen leghatasosabb vegylletek egy tovabbi MDR térzs
(M. tuberculosis 9449/2006) és egy XDR toérzs (M. tuberculosis Praha 131) ellen is hatasosnak
bizonyultak. Ezek a vegylletek potencialis hatéanyagjeldltek lehetnek az egyre nagyobb veszélyt jelentd
MDR és XDR torzsek ellen.

4.1.8. A szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok in vitro

citotoxikus és citosztatikus hatasa

Kilénb6z6 sejteken vizsgaltuk a szalicilanilid szarmazékok in vitro citotoxikus és citosztatikus
hatasat. Optimalis esetben a vegytletek nem citotoxikusak, vagy citosztatikusak a sejtekre, vagy a karos
hatasuk joval a baktériumot gatlé koncentracidjuk felett jelentkezik, igy szelektivnek mondhatok a
baktériumok felé.

A makrofagok, monocitak a mikobaktériumok legfébb gazdaseitjei. Ezért a vegyiiletek citotoxikus és
citosztatikus hatasat a gazdasejt makrofagok és monocitak in vitro modelljének tekinthet6 MonoMac6
human monocita (akut monocitds leukémia eredet(i) sejtvonalon vizsgaltuk. Meghataroztuk néhany
kivalasztott vegyiilet citotoxikus hatasat egér csontvel6i makrofag (BMM®) sejteken is, ezek a primer,
nem tumoros sejtek szintén gazdaseijt modelinek tekintheték. Vizsgaltuk még néhany kivalasztott vegyilet
citosztatikus hatasat HepG2 human hepatocellularis karcindma sejtvonalon, mely a hepatotoxicitas
tanulmanyozasara alkalmazhaté sejtvonal. A MonoMac6 és a HepG2 is tumoros eredetli sejtvonal, de
esetlinkben alkalmazhatdak az egészséges sejtek modellezésére.

A vegylletek citotoxikus és citosztatikus hatasat a sejtek életképességének vizsgalataval, a
kolorimetrias tetrazolium (MTT) mddszer segitségével hataroztuk meg, melyet az ICs, értékekkel (50%-0s
gatlé koncentracid) jellemeztink. A citotoxikus hatas meghatarozasanal a sejteket 24 6raig kezeltik a
vegylletekkel, majd MTT-oldatot adtunk a sejtekhez és kolorimetriasan meghatéroztuk az él6 és halott
sejtek aranyat. A citosztatikus hatas meghatarozasanal a sejteket szintén 24 o6raig kezeltik a
vegylletekkel, majd mosast kdvetéen még tovabbi 72 6ran at inkubaltuk a sejteket és ezutan kdvetkezett
az MTT hozzaadasa és a kolorimetrias kiértékelés.

Meghataroztuk a vegylletek szelektivitasi indexét (Sl) is, mely a kapott ICsq értékek és a M.
tubeculosis Hs,Rv baktériumtérzsén mért MIC értekek hanyadosa, vagyis minél nagyobb a szelektivitasi
index, a vegyulet annal szelektivebb a baktériumra, és nem vagy kevésbé citotoxikus, illetve citosztatikus
a vizsgalt sejtekre.

A MonoMacb6 sejteken mért eredményeket a 6. tablazatban foglaltam 6ssze [195]. Az 5-klorpirazin-
2-karbonsav (Pyr) nem mutatott citotoxikus és citosztatikus hatast MonoMac6 sejteken a vizsgalt
legmagasabb koncentracional (250 uM) sem. A szubsztitualt szalicilanilidek, szalicilanilid-észterek és
karbamatok citotoxikus és citosztatikus hatast mutattak kilonbdzd 1Cs, értékeknél (1,0-75,3 pM) a

MonoMac6 sejteken. A szalicilanilid vaz mindkét gydrijén halogént tartalmazd szalicilanilidek (Sal1-4)
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nagyon alacsony ICs, értékkel rendelkeztek (ICsq citotoxicitas: 3,5-7,6 UM, ICx citosztazis: 1,4-3,8 uM).
Ezt a citotoxikus és citosztatikus hatasukat megérizték az észterekben és a karbamatokban is. Az
észterek kozt talalunk kevésbé citotoxikus hatasu vegylleteket is (SalPyrl, SalBenzl, SalBenz3, ICsq
10,1-30,1 yM), de a citosztatikus hatas szempontjabdl ezek a vegylletek is alacsony ICs, értéket mutattak
(0,3-5,3 uM). A halogénezett szalicilanilid-karbamatok esetén (SalCarb1-9, ICg, citotoxicitas: 2,5-9,5 uM,
ICsq citosztazis: 1,0-3,7 yM) az alacsonyabb ICs, értékek ellenére talalunk tébb vegyiletet, melyeknek a
szelektivitasi indexe 15 feletti (SI 15,2-35,0). A halogénatom helyett benzoil-, acetil- vagy formilcsoportot
tartalmazo szalicilanilidek és karbamatjaik nagyobb 1Cs, értékeket mutattak, mint a halogént tartalmazo
analégjaik (citotoxicitas: 12,6-48,0 uM, citosztazis: 5,9-75,3 uM). Ezek alapjan a szalicilanilid
szarmazékokban a halogéncsoport lecserélése benzoil-, acetil- vagy formilcsoportra az antimikobakterialis
hatassal parhuzamosan a MonoMacb6 sejteken mért citotoxikus és citosztatikus hatast is csOkkentette, igy
szelektivitasi indexik sem nétt jelentés mértékben.

A varttal ellentétben, a szalicilanilid szarmazékok fenolos hidroxilcsoportjanak észter vagy karbamat
formaban tortén6 maszkirozasaval nem értiink el jelentés citotoxikus, illetve citosztatikus hatas
csokkenést. Az az eredmény, hogy a szalicilanilid-észterek és karbamatok citotoxikus és citosztatikus
hatasa a kiindulasi szalicilanilidekéhez hasonlé kapcsolatban lehet a vegyiletek instabilitasaval az

alkalmazott kdrtiilmények kozott.
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6. tablazat: Az 5-kldrpirazin-2-karbonsav, a szubsztitualt szalicilanilidek, a szalicilanilid észterek és karbamatok in
vitro citotoxikus és citosztatikus hatdsa MonoMac6 human monocita sejteken (24 6ras kezelés) és szelektivitasi

indextk a M. tuberculosis Hz7Rv térzsén mért MIC értékekhez viszonyitva

TR
N R!
N7 SoH NS
\ H
=
c” N OH j\ o /\/Rs
5-klérpirazin-2-karbonsav szubsztitualt szalicilanilidek O

(Pyr) (Sal1-9)
szalicilanilid-5- horplraZlnoatok szalicilanilid-4-formilbenzoatok szalicilanilid-karbamatok

(SalPyr1-4) (SalBenz1-3) (SalCarb1-14)
citotoxicitas 24 6ra® citosztazis 24 6ra”
kod R' R? R® MonoMac6 Sl . MonoMac6 SI .
ICso (M) M. tuberltl:uI05|CS ICso (M) M. tuber_<_:uI05|Cs
Hs7Rv torzsre Hs7Rv torzsre

Pyr - - - >250 nd® >250 nd
Sall Cl 4-CF3 - 5,3+0,8 3,3 2,2+1,2 1,4
Sal2 Cl 3,4-diCl - 3,611,4 2,3 3,8+0,5 2,4
Sal3 Br 4-CF; - 7,612,2 5,4 2,0£0,4 1,4
Sal4 Br 3,4-diCl - 3,5+2,4 2,5 1,4%0,5 1,0
Sal5 Cl 4-CO-Ph - 48,0+3,7 3,4 75,3+18,0 5,3
Sal6 Br 4-CO-Ph - 21,8+4,3 1,7 40,3+7,7 3,2
Sal7 Cl 4-CO-CHs - nd nd 16,1+4,9 1,9
Sal8 Br 4-CO-CHs - nd nd 18,6+2,5 2,5
Sal9 HCO 4-CF3 - nd nd 21,571 0,8
SalPyrl Cl 4-CF3 - 1,1£1,6 1,0 1,3+0,5 1,2
SalPyr2 Cl 3,4-diCl - 10,1£0,5 9,2 5,8+1,0 5,3
SalPyr3 Br 4-CF5 - 1,1+0,5 11 4,941,2 49
SalPyr4 Br 3,4-diCl - 5,7+4,9 2,9 8,0+0,3 4,0
SalBenzl cl 4-CF3 - 11,443,0 52 3,0£2,9 1,4
SalBenz2 cl 3,4-diCl - 1,5+0,5 0,1 1,6+0,4 0,1
SalBenz3 Br 4-CF3 - 30,149,0 3,0 2,7+1,5 0,3
SalCarbl Cl 4-CF3 Cl 7,615,6 15,2 1,8+1,1 3,6
SalCarb2 Cl 4-CF3 CH.CI 8,816,0 17,6 1,040,2 2,0
SalCarb3 Cl 3,4-diCl Cl 4,6x0,2 3,8 2,3+0,6 1,9
SalCarb4 Cl 3,4-diCl CH.CI 2,523 11 1,440,5 0,6
SalCarb5 Cl 3,4-diCl CHs; 7,0+6,3 35,0 1,240,3 6,0
SalCarb6 Br 4-CF3 Cl 9,3+1,7 23,3 2,0+0,6 5,0
SalCarb7 Br 4-CF3 CH.CI 5,7+0,1 57 1,340,1 1,3
SalCarb8 Br 3,4-diCl Cl 6,9+4,5 34,5 3,7+3,5 18,5
SalCarb9 Br 3,4-diCl CH.CI 9,516,1 23,8 1,540,7 3,8
SalCarb10 Cl 4-CO-Ph Cl 37,844,3 4,3 9,9+1,0 11
SalCarb11 Cl 4-CO-Ph CH.CI 16,146,6 1,9 5,9+0,7 0,7
SalCarb12 Cl 4-CO-Ph CHs; 18,7+4,5 2,0 9,6+0,9 1,0
SalCarb13 Br 4-CO-Ph Cl 24,9445 31 15,146,8 1,9
SalCarbl4 Br 4-CO-Ph CH.CI 12,640,1 1,4 8,9+1,1 1,0

& Citotoxikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést kbvetéen MTT-teszttel

P Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 éras kezelést, majd 72 éras tovabbtenyésztést kdvetden MTT-teszttel
¢ Szelektivitasi index, Sl = 1Cso (UM)/MIC (uM), félkovér: kiemelked6 Sl értékek

9 nd: nem hataroztuk meg
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A kilénb6z6 szalicilanilid szarmazékok koézil kivalasztottunk egy-egy vegyuletet, melyek a Sal1
kiindulasi szalicilanilidb6él szarmaztathatéak (Sall, Sal5, Sal7, SalPyrl, SalBenzl, SalCarbl). Ezek
citotoxikus hatédsat vizsgaltuk 24 oras kezelést kdvetéen egér csontvel6i makrofagokon (BMM®) (7.
tablazat). (Az egér csontvel6i makrofagok esetén igyekeztlink az allatvédelmi szabalyoknak megfeleléen a
feldldozott egerek szamat minimalizalni, ezért a vegyulletek citotoxikus hatasat csak a reprezentativ
vegyijleteken vizsgaltuk.) A Sall kiinduldsi szalicilanilid kézepes citotoxicitast mutatott (IC50 49,2 uM)
acetilcsoportot (Sal7) tartalmazé szalicilanilidek 1Csy értéke a vartnak megfeleléen nagyobb volt (200,0,
illetve 85,8 uM), mint a Sal1 ICs, értéke. Az észterek esetében (SalPyr1, SalBenz1) jelentés citotoxikus
hatast tapasztaltunk (ICso 19,5, illetve 19,0 uM). A karbamat (SalCarb1) kdzepes citotoxikus hatassal
rendelkezett a BMM® sejteken, alacsony MIC értékének kdszénhetéen ez a vegyilet rendelkezett a
legjobb szelektivitasi indexszel (Sl: 65,8). BMM® sejteken a Sal1 fenolos hidroxilcsoportjanak
maszkirozasa észtert, illetve karbamatot kialakitva, a varttal ellentétben ndvelte a vegylletek citotoxikus
hatasat.

7. tablazat: A Sal1 kiindulasi szubsztitualt szalicilanilid és a bel6le szarmaztathaté vegylletek in vitro citotoxikus
hatasa egér csontvel6i makrofag (BMM®) sejteken (24 ora kezelés) és szelektivitasi indexik a M. tuberculosis Hs7Rv

torzsén mért MIC értékekhez viszonyitva

QCﬁi O\*/: W@%C
\©fl\ SalPyr1 SalBenz1 cl
ik *Sulika cUalite's-
o SalCarb1
N &

citotoxicitas 24 6ra®

kéd R* R’ R® BMM® S
ICso (uM) I\I/-Il tléberf:ulosu)s

37Rv torzsre
Sall Cl 4-CF3 - 49,2423 30,8
Sal5 Cl 4-CO-Ph - 200,0* 14,1
Sal7 Cl 4-CO-CHs; - 85,8+4,2 10,0
SalPyrl Cl 4-CF3 - 19,540,3 17,7
SalBenzl Cl 4-CF3 - 19,048,5 8,6
SalCarb1 Cl 4-CF3 Cl 32,9*% 65,8

@ Citotoxikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést kovetéen MTT-teszttel
b Szelektivitasi index, Sl = ICsp (UM)/MIC (uM)
* egy mérés eredménye
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A hepatotoxicitas modellezésére alkalmazott HepG2 sejtvonalon a kiindulasi szalicilanilidek (Sal1-4)
és a konjugalhat6 szalicilanilidek (Sal7-9) citosztatikus hatasat hasonlitottuk 6ssze 24 6ras kezelés és 72
oras tovabbtenyésztés utan (8. tablazat). Azért ezeket a vegyiileteket valasztottuk ki, mert a szalicilanilid-
peptid konjugatumok HepG2 sejtvonalon mért citosztatikus hatasaval kivantuk osszehasonlitani a
kiindulasi és a konjugalhatd szalicilanilidek hatasat. Arra a kérdésre kerestuk a valaszt, hogy
konjugalassal cstkkenthetd-e a vegyiletek citosztatikus hatasa. A szalicilanilid vaz mindkét gydrijén
halogénatomot tartalmazé szalicilanilidek (Sal1-4) jelentds citosztatikus hatast mutattak (1Csq 2,4-5,8 pM).
A konjugalhaté valtozatokban a halogének lecserélése acetil- vagy formilcsoportra csak enyhén
csokkentette a citosztatikus hatast (Sal7-8, ICsy 7,9-17,6 uM). Mind a Sall-4 és a Sal7-9 vegylletek
szelektivitasi indexe alacsony (SI: 0,7-3,9). A konjugatumokkal torténé osszehasonlitast a 4.3.2.4.

fejezetben ismertetem.

8. tablazat: A kiindulasi és a konjugalhatd szubsztitualt szalicilanilidek in vitro citosztatikus hatdsa HepG2 human

értékekhez viszonyitva

o = Age
R N N
OH
szubsztitualt szalicilanilidek
(Sal1-9)
citosztazis 24 éra®
- 1 2
kod R R Ig;p(ﬁl\zll) M. tuberf:usltl)sibs Hs7Rv
torzsre

Sall Cl 4-CF3 5,8+1,9 3,6
Sal2 Cl 3,4-diCl 2,4+1,0 1,5
Sal3 Br 4-CF3 5,5+2,1 3,9
Sal4 Br 3,4-diCl 4,1+1,9 2,9
Sal7 Cl 4-CO-CHjs 7,914 0,9
Sal8 Br 4-CO-CHg 15,9+0,0 2,1
Sal9 HCO 4-CF3 17,6+1,6 0,7

2 Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 éras kezelést, majd 72 6ras tovabbtenyésztést kbvetéen MTT-teszttel
P Szelektivitasi index, SI = ICso (WM)/MIC (uM)
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4.1.9. Szalicilanilid szarmazékokat tartalmazé PLGA nanorészecskék eléallitasa

A rossz Vvizoldhatésagu szalicilanilid szarmazékokat egyittmikodés keretében PLGA
nanorészecskékbe (tejsav/glikolsav kopolimer) csomagoltuk, hogy noveljik a sejtek hatéanyag felvételét
és jobb gatlé hatast érjink el az intracellularis baktériumok ellen. A szalicilanilid szarmazékok PLGA
matrixba valé bezarasat és a nanorészecskék jellemzését (méreteloszlas, hatdanyagtartalom és
kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa) Dr. Kiss Eva csoportjdban, az ELTE Hatarfeliileti- és
Nanoszerkezetek Laboratériumaban Dr. Gyulai Gergd végezte. A vegylletek csomagolasa PLGA50
(50:50 tejsav:glikolsav arany) nanorészecskékbe tortént Pluronic F127 stabilizator (poli(etilén-oxid)-
poli(propilén-oxid)-poli(etilén-oxid) blokk kopolimer) alkalmazasaval. A kimagaslé antimikobakterialis
aktivitasu Sal1-4 kiindulasi szalicilanilideket és két szintén kimagaslé aktivitasiu szalicilanilid-5-
klorpirazinoatot valasztottunk ki a csomagolasra. A 9. tablazatban lathatdé a szalicilanilid szarmazékokat
tartalmaz6é PLGA nanorészecskék hatdanyagtartalma és kapszulazasi hatékonysaga. A nanorészecskék

atlagos mérete 150 nm [201].

9. tablazat: A szalicilanilid szarmazékokat tartalmazé PLGA nanorészecskék hatdanyag tartalma és a kapszulazasi

i
L, O C&

hatékonysaga [201]

kod R' R? hatéanyag tartalom (%) | kapszulazasi hatékonysag (%)
Sall Cl 4-CF3 1,0 0,5
Sal2 Cl 3,4-diCl 0,3 0,5
Sal3 Br 4-CF5 15 2,3
Sal4 Br 3,4-diCl 0,4 0,5
SalPyrl Cl 4-CF5 1,0 0,5
SalPyr3 Br 4-CF5 0,3 0,5

4.1.9.1. A szabad szalicilanilid szarmazékok és a szalicilanilid szarmazékokat tartalmazé PLGA

nanorészecskék in vitro sejtbejutasa

Osszehasonlitottuk egy szabad szalicilanilid szarmazék (Sal3) és szalicilanilid szarmazékot
tartalmazé6 PLGA nanorészecske (Sal3-PLGA) sejtbejutasat a gazdasejt modellként alkalmazott
MonoMac6 human monocita sejteken. A sejteket kezeltik a Sal3 szalicilanilid szarmazékkal és a Sal3-
PLGA nanorészecske rendszerrel. Az alkalmazott koncentracidk: 4, 20 és 100 uM voltak, a Sal3-PLGA
nanorészecske esetében ez a hatéanyagtartalomra szamitott koncentraciot jelentette. A kezelési térfogat
2 mL volt, igy a Sal3 kezelési anyagmennyisége: 8, 40 és 200 nmol volt. A kezelt sejteket 3 6ra inkubalas
utan mostuk, majd metanol-acetonitril-viz elegyét adtuk hozzajuk, hogy a sejtekbe bejutott hatéanyagot
extrahaljuk. Az extraktumok végtérfogata 300 pL volt. Az extraktumokbdl LC-MS (kapcsolt
folyadékkromatografia-tdomegspektrometria) segitségével meghataroztuk a sejtekbe jutott hatdanyag

mennyiségét. Ezzel a mddszerrel a nem fluoreszcens anyagok sejtbejutasat tudjuk vizsgaini.
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Az LC-MS méréseket Dr. Szoboszlai Norbert egyetemi adjunktus (ELTE TTK, Kémiai Intézet,
Analitikai Kémiai Tanszék) segitségével végeztem. Az elvalasztast Waters Acquity UPLC rendszeren,
Phenomnex Kinetex XB-C18 oszloppal (2,6 yum, 100 A, 2,1 x 100 mm) végeztiik szobahémérsékleten, 0,2
mL/perc folyassebességgel. Az alkalmazott elunesek a kdvetkez8k voltak: A eluens: desztillalt viz, B
eluens: acetonitril. A gradiens a kdvetkezd volt: 0-1 perc 1% B, 1-10 perc 1-95% B. Waters Quattro Micro
API tdmegspektrométert alkalmaztunk atmoszférikus nyomasu ionozalassal és harmas kvadrupol
analizatorral, negativ ionizalasi modban.

Az LC-MS mérési adatokbol kapott egyenes egyenlete alapjan (35. abra) meghataroztuk az
extraktumokban talalhaté Sal3 mennyiségét, valamint az elméleti maximalis mennyiséghez viszonyitva a
bejutas mértékét (36. abra).

A szabad szalicilanilid esetében csak a legmagasabb, 100 uM-os kezelési koncentracié esetében
tapasztaltunk 1% korili sejtbejutast. A szalicilanilidet tartalmazé PLGA nanorészecske esetében jelentds
Sal3 mennyiséget mértink mindharom kezelési koncentracido esetében. A Sal3-PLGA sejtbejutdsanak
mértéke a koncentraciéo ndvekedésével nétt, a vizsgalt legnagyobb koncentracional tébb mint 60% volt a
sejtbejutasi hatékonysag. Megallapithatjuk, hogy a MonoMac6 sejtek hatdéanyag felvételét a PLGA

nanorészecskébe csomagolassal sikeresen és jelentésen noveltik.
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35. abra: A Sal3 mennyiségi meghatarozasara felhasznalt kalibracios egyenes
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36. abra: A Sal3 és Sal3-PLGA sejtbejutasanak Osszehasonlitisa MonoMac6 sejteken (106 sejtszamra

vonatkoztatva), 3 6ras kezelést kovetéen. (A) A Sal3 mért anyagmennyisége az extraktumban és (B) a sejtbejutas

hatékonysaga.
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4.1.9.2. A szalicilanilid szarmazékokat tartalmazé PLGA nanorészecskék in vitro

antimikobakterialis hatasa fert6z6tt MonoMac6 sejteken

Fontos, hogy a vegylletek hatasosak legyenek az extracellularis baktériumok ellen, de az is
szikséges, hogy képesek legyenek gatolni az intracellularis baktériumokat is. A MonoMac6 sejtvonal
fenotipusos és funkcionadlis tulajdonsagai hasonlitanak az emberi vérben taldlhaté érett monocitak
jellemzéihez [185, 186, 187], és kezelés nélkll letapadnak a szdvettenyészté lemez fellletére homogén
sejtpopulacioként, valamint ezek a sejtek képesek a baktériumot nagy mértékben fagocitalni. Ezért a
fert6zott MonoMac6 sejtvonalat gyakran hasznaljak gazdasejt modellként az antituberkulotikumok
fagocitalt baktériumok elleni intracellularis hatasanak meghatarozasahoz [7, 145].

Osszehasonlitottuk a szalicilanilid szarmazékok és a szalicilanilid szarmazékokat tartalmazo PLGA
nanorészecskék in vitro antimikobakterialis hatasat az intracellularis modellen. A MonoMac6 sejteket M.
tuberculosis Hiz;Rv baktériumtérzzsel fertéztik, a fert6zott sejteket a szabad szalicilanildek és
szalicilanilid-PLGA rendszerek 50 pg/mL és 100 ug/mL hatéanyagtartalmu oldataval kezeltiik. Friss
oldatokkal megismételtiik a kezelést 3 nap utan. Ujabb 3 nap eltelte utan a sejteket lizaltuk, szilard
taptalajra oltottuk a lizatumot és Ujabb 4 hét eltelte utdan meghataroztuk a telepszamot (CFU). A
kisérleteket az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonolégiai Intézet Bakterioldgiai Laboratériumaban
végeztik Dr. Szab6 Néra és David Sandor segitségével.

A szalicilanilid szarmazékok és a szalicilanilid-PLGA rendszerek gatlé hatasat az intracellularis
baktériumok ellen a 37. abran foglaltam 06ssze. Negativ kontrollként kezeletlen fert6zott sejteket
alkalmaztunk. Vizsgaltuk az INH hatasat is, mely nem mutatott in vitro gatlé hatast ezen a modellen 365
MM kezelési koncentracional sem [7]. Az INH a féként az extracellularis baktérium populacio ellen aktiv a
szervezetben.

A szabad hatéanyagok dnmagukban nem gétoltdk az intracelluléris baktériumot. A szalicilanilid
tartalmu PLGA nanorészecskék esetén kimagaslo gatldé hatast értiink el az intracellularis baktériummal
szemben mindkét kezelési koncentraciénal. A Sal3-PLGA és a SalPyr1-PLGA esetén 100 pg/mL
hatéanyagtartalmu kezelési koncentracié esetén nem nétt ki baktérium a kezelés utan, a kapott CFU 0
volt. A Kkulénbdz6 tipusu hatéanyagok kozt (szalicilanilid, illetve szalicilanilid-5-klérpirazinoat) nincs
jelent6s kildnbség az in vitro hatds szempontjabdl.

A szalicilanilidek 6nmagukban csak kis mértékben jutnak be a sejtekbe, ez magyarazhatja, azt,
hogy a szabad szalicilanilidek nem hatasosak az intracellularis baktériumok ellen. Nanorészecskébe

csomagolva jobb sejtbejutast értiink el, igy jelentésen ndvekedett az intracellularis baktériumok elleni

gatlé hatas.
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37. abra: A szalicilanilid szarmazékok és a szalicilanilid szarmazékokat tartalmazé PLGA nanorészecske rendszerek
in vitro antimikobakteridlis hatasa M. tuberculosis Hs7Rv baktériummal fert6z6tt MonoMac6 sejteken
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4.1.10. Az 1j szalicilanilid szarmazékokkal, szalicilanilid-észterekkel és szalicilanilid-karbamatokkal

kapcsolatos eredmények 6sszefoglalasa és értékelése

Szubsztitualt szalicilanilid szarmazékokat, 5-klérpirazin-2-karbonsavat, szalicilanilidek 5-klérpirazin-
2-karbonsavval alkotott észtereit, szalicilanilid-4-formilbenzoatokat, valamint szalicilanilid-karbamatokat
allitottunk el®, a vegyileteket kémiailag jellemeztiik. A vizsgalt, reprezentativ szalicilanilid stabil volt az in
vitro kisérletek koriiményei kozt, a szalicilanilid-5-klérpirazinoat és a szalicilanilid-karbamat viszont
elbomlott a kiindulasi szalicilaniliddé az alkalmazott kérilmények kozott (felezési id6 27,4 perc és 5,6 6ra
kozott). A szalicilanilid-4-formilbenzoat stabilabbnak bizonyult, mint az 5-klérpirazinoat, illetve karbamat,
de némi bomlas ez esetben is megfigyelhetd volt. Mivel a hidrolizis egyik esetben sem volt pillanatszerd,
ezért az in vitro aktivitdsok meghatarozasanak eredményeit az intakt vegyuletekhez rendeltem.

Vizsgaltuk a vegyuletek in vitro antimikobakterialis hatasat extracellularis baktérium modellen, a
gyorsan névé M. abscessus tdrzsén, valamint a lassan névé M. tuberculosis Hi;Rv szenzitiv és A8 MDR
multirezisztens térzsoén. A vegylletek toébbsége jelentds gatld hatassal rendelkezett ezen térzsek ellen
alacsony gatldé koncentracio értékkel (MIC értékek 0,2 uM-t6l). A legaktivabb vegylletek a szalicilanilid-
karbamatok kézul keriltek ki. Nagy jelentéség, hogy a vegytiletek tdbbsége alacsony MIC értéknél képes
volt gatolni a legtdébb klinikkumban alkalmazott antibiotikumnak ellenallé M. abscessus torzset. A M.
tuberculosis Hs;Rv ellen legaktivabb vegylletek egy masik multirezisztens térzs (M. tuberculosis
9449/2006) és egy extenziven rezisztens térzs (M. tuberculosis Praha 131) ellen is kimagasléan aktivnak
bizonyultak.

A vegylletek aktivitasahoz nagyban hozzajarul a halogénszubsztituensek jelenléte a szalicilanilid
vazon. Azokban az esetekben, mikor a szalicilsav- vagy anilin-gylri halogén szubsztituensét formil-,
acetil-, vagy benzoilcsoportra cseréltik, aktivitdscsokkenés volt megfigyelhetd.

A szalicilanilid szarmazékok kivald in vitro antimikobakterialis hatasat bearnyékolja az az eredmény,
hogy a vegylletek tébbsége citotoxikus, illetve citosztatikus hatdsi human monocita, hepatocita és egér
csontvelSi makrofag sejteken. Mivel a magas citotoxikus és citosztatikus hatast tumoros eredetli human
sejtvonalakon mértik (MonoMac6 - akut monocitds leukémia eredetl sejtvonal, HepG2 -
hepatokarcindma eredetli sejtvonal), a vegylletek hatasa ezeken a sejteken utat nyithat a
tumorterapiaban valé alkalmazasuk felé is. Tovabba a peptid tipusu hordozokhoz valé konjugalas segithet
a szelektivitas névelésében.

A kivalasztott szalicilanilid szarmazékok PLGA nanorészecskébe valé csomagolasaval jelentés
gatlé hatast értink el az intracellularis baktérium ellen, a M. tuberculosis Hs;Rv baktériummal fert6zott
gazdasejt modellen (MonoMac6 monocitak), melyet a szabad kismolekula esetében nem tapasztaltunk.
Ezt az eredményt tamasztja ala, az, hogy a szalicilanilidek nanorészecskébe csomagolasaval kimagaslé
sejtbejutast tapasztaltunk a MonoMac6 sejteken, mig a szabad szalicilanilid énmagaban csak kis
mértékben volt képes bejutni a sejtekbe. A hatdanyag tartalmu PLGA nanorészecskék valdszin(ileg

fagocitdzis utjan sikeresen bejutnak a monocitakba.
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4.2. Tuftsin tipusu hordozépeptidek tervezése, eléallitasa, kémiai és in vitro
bioldgiai jellemzése

A M. tuberculosis és M. abscessus baktérium intracellularis patogén, ezért nagy jelentésége van a
hatdanyagok szelektiv bejuttatasanak a fert6zott gazdasejtekbe, melyek féként makrofagok, monocitak.
Az antituberkulotikumok sejtekbe torténd bejutdsa féként diffuzidé révén torténik, korlatozott mértékben.
Peptid tipusu hordozok, illetve célbajuttatd egységek alkalmazasaval lehetéség nyilik a hatéanyagok
célbajuttatasara, szelektivitdsuk novelésére. A konjugatumok szelektiv sejtbejuttatasa térténhet receptor
medialt endocitdézis révén. Hordozdéként és egyben iranyitd egységként a monocitak, makrofagok
felszinén nagy szamban megtalalhaté tuftsin receptorra specifikus tuftsin- és oligotuftsin szarmazékokat
alkalmaztam. A tuftsinszarmazékokat kilonb6zd zsirsavliancokkal modositottam, melyek névelhetik a
konjugatumok lipofilitasat, sejtbejutasat és lehetéséget adhatnak a konjugatumok nanorészecskékbe vald
hatékonyabb csomagolasara is. A tetratuftsin szarmazékok esetén a modositasra azokat a lizin €-
aminocsoportokat valasztottam ki, melyek olddszer altali relativ elérhetésége a legnagyobb (‘Lys, *Lys)
[131]. A %Lys oldallancanak elérhetésége is kiemelkedd, de ez esetben a médositas tul kozel lett volna az
N-terminalishoz kapcsolt hatéanyaghoz, sztérikus gatlas Iéphetett volna fel. A hatéanyag -
hordozémolekula kozti kétésen kivil a tavtartd egység (spacer) is befolyasolhatja a konjugatum bioldgiai
tulajdonsagait, igy az enzimlabilis GFLG spacert tartalmazé tuftsinszarmazékokat is el6allitottam. A
biologiai aktivitas (pl. sejtbejutas, intracellularis gatlé hatas) szempontjabdl kerestem a legoptimalisabb
tuftsinszarmazékokat.

Ebben a fejezetben a konjugalasra alkalmas tuftsinszarmazékok szintézise mellett bemutatom a
fluoreszcensen jelzett tuftsinszarmazékok és a hordozopeptidek kontrolljaként alkalmazott acetilezett
tuftsinszarmazékok szintézisét és bioldgiai aktivitasanak vizsgalatat. Ahhoz, hogy a tuftsinszarmazékok
sejtbejutasardl informaciot nyerjink fluoreszcensen jelolt peptideket is elGallitottam és aramliasi
citometriaval vizsgaltam a sejtbejutdsukat modell sejteken. A kés8bbiekben bemutatott szalicilanilid-
tuftsinszarmazék konjugatumok nem fluoreszcens tulajdonsaguak, igy a konjugatumok sejtbejutasa
kozvetlenl, aramlasi citometriaval nem vizsgalhatd, viszont a fluoreszcens hordozdk sejtbejutasa alapjan
kovetkeztetéseket vonhatunk le a konjugatumok sejtbejutasardl is. A hatdéanyagok szelektivitasanak
eléréséhez fontos, hogy a hordoz6 6énmagaban ne legyen jelentds mértékben citosztatikus hatasu a
modell sejteken, ezért vizsgaltuk az acetilezett kontroll peptidek citosztatikus hatasat.

4.2.1. A tuftsinszarmazékok tipusai

Kulénbdzb szekvenciaju (TKPKG, TKPR, TKPPR) és hosszusagu tuftsinszarmazékokat allitottam
el6, melyek C-termindlisa amid vagy karboxil formaju volt. A TKPKG szekvencia részletet tartalmazé
peptidek jeldlése: TS5 = TKPKG, monotuftsin; OT10 = [TKPKG], dituftsin; OT20 = [TKPKG], tetratuftsin
szarmazékok. A peptidek kédjdban az amid formaju C-terminalist nem jeldltem kilén, hogy a jeldlések
O0sszhangban legyenek korabbi publikacidkkal [6, 7, 100, 131]. A C-terminalison karboxilcsoportot
tartalmazo peptideknél minden esetben '—OH’-val jeloltem a terminalist (pl. Ac-T5: amid formaju C-
teminalis, mig Ac-T5-OH: karboxil formaju C-teminalis). Szintetizaltam enzimlabilis tavolsagtarté egységet
(GFLG spacer) is tartalmazoé tuftsinszarmazékokat. Olyan szarmazékokat is eldallitottam, melyek

kulénbdz6 hosszusagu zsirsav oldallancot tartalmaztak, ezek jeldlése: vajsav = but (C4), dekansav = dek
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(C10), palmitinsav = pal (C16) oldallancok. A hatdéanyagokhoz t6rténé konjugalas érdekében a
tuftsinszarmazékok az N-terminadlison és/vagy a lizin e€-aminocsoportjan aminooxiecetsavat (Aoa)
tartalmaztak. Kontroll peptidként acetilezett (Ac) analégokat szintetizaltam. A sejtbejutas vizsgalata
érdekében fluoreszcensen jeldlt, 5(6)-karboxifluoreszceint (Cf) tartalmazé valtozatokat is el6allitottam. A
38. abran lathatd a tuftsinszarmazékok &sszefoglald, sematikus abraja [196]. Az acetilezett és

fluoreszcensen jeldlt peptidek sematikus rajza a Fuggelék F17., és F18. abrajan lathato.

tuftsin egységek

fluoreszcensen jelzett peptid
» sejtbejutas vizsgalata

Q

T5 = TKPKG
pI.TKPKG.,TKPR,TKPPR > OT10= [TKPKG],
spacer n:1,24 0T20 = [TKPKG],
\ f oldallanc médositasok:
aminooxiacetilezett peptid ' ! _ <dositas nélkiil
> konjugalas < AO&?GFLG-[PEPT|D]ni-NH2 X= H modositas nelku
ilezett pentid | vagy \fé/\/N-butanoiI (but)
acetilezett pepti Act LOH
» kontroll i HN NS

| ~x O  N-dekanail (dek)

o N-palmitoil (pal)

Lys e-aminocsoportjanak Aoa-
moédositasa

aminooxiacetil

Cf- fluoreszcens jeldlés

38. abra: A tuftsinszarmazékok sematikus abraja (Aoa: aminooxiacetil, Ac: acetil, Cf: 5(6)-karboxifluoreszcein) [196]

4.2.2. Az oldallanc modositast nem tartalmazo tuftsinszarmazékok eléallitasa

A peptideket szildrdfazisu peptidszintézissel, Fmoc/tBu stratégiat alkalmazva allitottam el6, a
standard kapcsoloszereket (gyantakapacitasra szamitott 3 ekvivalens DIC és HOBt, a 3 ekvivalens
aminosavszarmazék mellett) és hasitéelegyet (2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V) hasznaltam. A C-
terminalison karboxilcsoportot tartalmazo peptideket Wang gyantan, az amidcsoportot tartalmazdkat pedig
Rink-Amid MBHA gyantan A&llitottam el6. Az oldallanc mddositast nem tartalmazé peptideknél az N-
terminalisra felkapcsolt utolsé aminosav Fmoc-csoportjanak hasitasa utan harom részre osztottam a
gyantat, hogy el6allitsam a harom analég tuftsinszarmazékot, a konjugalhat6 peptidet, a kontroll peptidet,
valamint a fluoreszcensen jelzett peptidet (39. dbra) [196]. Az igy elBallitott peptidek a kdvetkez8k voltak:
Aoa/Ac/Cf-OT20, Aoa/Ac/Cf-GFLG-OT20, Aoa/Ac/Cf-OT10, Aoa/Ac/Cf-T5, Aoa/Ac/Cf-GFLG-T5,
Aoa/Ac/Cf-T5-OH,  Ao0a/Ac/Cf-GFLG-T5-OH,  Aoa/Ac/Cf-TKPR-OH, Aoa/Ac/Cf-GFLG-TKPR-OH,
Aoa/Ac/Cf-TKPPR-OH, Aoa/Ac/Cf-GFLG-TKPPR-OH.

A peptid-gyanta egyik részéhez a hatdanyag molekulahoz valé konjugalas érdekében a peptid
szabad N-termindlis aminocsoportjara Boc-aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) kapcsoltam DIC, HOBt
kapcsoldszerek segitségével, NMP-ban oldva.

A peptid-gyanta maésik részének N-terminalis aminocsoportjat acetileztem ecetsavanhidrid
segitségével, DIEA bazis jelenlétében, DMF-ban oldva, igy eléallitva a kontrollként szolgald peptideket.

A peptid-gyanta harmadik részéhez fluoreszcens jelélémolekulat, az 5(6)-karboxifluoreszceint (Cf)
kapcsoltam szintén DIC, HOBt kapcsoldészerek segitségével, NMP-ban oldva. Az 5(6)-
karboxifluoreszceinnel jelolt peptidek esetében melléktermék képzddését tapasztaltam. A vart Cf-peptid
mellett két vagy tébb 5(6)-karboxifluoreszcein molekulat tartalmazd peptid is keletkezett. Az 5(6)-
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karboxifluoreszcein fenolos hidroxilcsoportja acilezé6dhet egy masik, in situ aktivalt (DIC, HOBt jelenléte)
Cf molekula altal észterkotést kialakitva. Ez az észterkotés bazissal hidrolizalhato, 20% piperidin, 80%
DMF, VIV eleggyel torténé kezeléssel el lehet tavolitani az észterkotéssel kapcsolodott felesleges Cf-t
[202]. Ezért a Cf-nel jeldlt peptideknél a Cf felkapcsolasa utan a gyantat 20% piperidin, 80% DMF, V/V
elegyével kezeltem. A piperidines kezelés soran a gyanta sarga szinb6l vordsre valtott, a szlrlet is voros
szind lett, jelezve a tavozd Cf-t. A piperidines kezelés hatasara a nyers peptid nem tartalmazott duplan
felkapcsolddott Cf-t, csak a kivant Cf-peptidet, és a kitermelés jelentésen nétt [196].

A Filggelék F19. abrajan lathaté a piperidinnel nem kezelt nyers Cf-T5 peptid és a piperidinnel
kezelt Cf-T5 peptid analitikai kromatogramja és a csucsokhoz tartozé tdmegspektrumok. A piperidinnel
nem kezelt peptidnél a kétszeresen jeldlt peptid csucsa is lathatd a kivant egyszeresen jeldlt mellett, mig a
piperidinnel kezelt peptidnél csak a kivant egyszeresen jeldlt termék van jelen.

Mindharom peptidszarmazék (Aoa, Ac, Cf-peptidek) esetében a peptidet a gyantardl, valamint az
oldallanc véd&csoportokat a peptidekrél TFA-s hasitéelegy segitségével tavolitottam el. A nyers
aminooxiacetilezett peptideket tisztitas nélkil hasznaltam a hatéanyaggal valé konjugalasi reakciékban. A
nyers acetilezett és fluoreszcensen jelolt peptideket RP-HPLC segitségével tisztitottam. A peptideket
analitikai RP-HPLC, ESI-MS (10. tablazat) és aminosavanalizis segitségével jellemeztem. Ezek alapjan

elmondhato, hogy a kivant peptideket allitottam elé megfelel tisztasaggal.

Fmoc-PEPTID-®

l 1. Fmoc-hasitas (2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V)

H-PEPTID-®

2b. acetilezés
(Ac,0 : DIEA : DMF 1:1:2,

2a. Boc-Aoa-OH kapcsolas
(3 ekv., DIC, HOBY)

2c. Cf kapcsolas
(3 ekv., DIC, HOB)

V/V)
Boc-A0a-PEPTID-(R) ~ Ac-PEPTID{R) Cf-PEPTID-(R)
3. 3. gyantardl hasitas 3.
(2,5% TIS, 2,5% H,0, 95% TFA,

V/V)

Aoa-PEPTID-NH, Ac-PEPTID-NH, Cf-PEPTID-NH,  R: Rink-Amid MBHA
gyanta
vagy

Aoa-PEPTID-oH Ac-PEPTID-oH Cf-PEPTID-oH R: wang gyanta

39. abra: A gyantaosztassal készilt oldallanc moddositast nem tartalmazé tuftsinszdrmazékok eléallitasanak

sematikus abraja [196]
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4.2.3. Az oldallanc médositast tartalmazé tuftsinszarmazékok eldallitasa

Az oldallanc médositast tartalmazo peptideknél a szekvencia megfelelé pozicidjaba olyan oldallanc
véddbcsoportot tartalmazé lizint épitettem, mely szelektiven hasithaté. Erre a célra az Fmoc-Lys(Mtt)-OH,
valamint az Fmoc-Lys(Dde)-OH aminosavszarmazékokat alkalmaztam. A t6bbi, médositani nem kivant
lizin esetében Fmoc-Lys(Boc)-OH szarmazékot alkalmaztam, melynek Boc-véddcsoportjanak eltavolitasa
a peptid gyantardl vald hasitasaval egy id6ben megy végbe a TFA-s hasitéelegy segitségével. A kivant
szekvencia elérése utan az N-terminalis Fmoc-véd&csoportot lehasitottam, a gyantat harom részre
osztottam (40. abra) [196]. A N-terminalisra Boc-Aoa-OH-t, acetilcsoportot vagy Cf-t kapcsoltam. A
kovetkezé l1épés mindharom esetben a szelektiven hasithaté oldallanc védécsoportot tartalmazo lizinrél a
véddbcsoport eltavolitasa volt. Az Mtt-véddcsoport szelektiven hasithaté 2% TFA, 2% TIS, 96% DCM, VIV
elegyével. A 2%-os TFA-s elegyben a peptid-gyanta kotés kelléen stabil, igy az Mtt-csoport a peptid
gyantardl tértén6 hasadasa nélkil megvaldsithatd. Az Mtt-csoport hasitasa utan a szabad g-aminocsoport
acilezése és a peptidszarmazék gyantarol torténdé hasitasa kovetkezett. A hasitott peptidben
tobbszérdsen acilezett melléktermékek is azonosithatdok voltak. Feltételezhetéen a Boc oldallanc
védécsoportot tartalmazo lizinekrdl az Mtt-védbcsoport hasitasa soran a Boc oldallanc védécsoport egy
része is lehasadt 2% TFA-s elegy hatasara, (a Boc-csoport 33% TFA, 67% DCM, V/V elegyével
hasithatd). igy a vartnal tébb szabad lizin e-aminocsoport keletkezett, melyek acilezédtek a kévetkez6
I[épésben. Ennek elkeriilése érdekében a tovabbiakban az Fmoc-Lys(Dde)-OH hasznalatat részesitettem
elényben. A Dde véddécsoport szelektiven hasithatdé 2% hidrazin-hidrat, 98% DMF, V/V elegyével. Ebben
az esetben a gyantardl lehasitott peptidben nem keletkezett tobbszérdsen acilezett termék.

A még gyantan lévd peptiden, a lizin oldallanc véd&csoport szelektiv hasitasaval szabadda valt ¢-
aminocsoportokra kulénbdz6 hosszisagu zsirsavakat kapcsoltam: vajsavat (vajsavanhidrid és DIEA
segitségével, DMF-ban), dekéansavat (dekansav, DIC, HOBt segitségével NMP-ban) és palmitinsavat
(palmitinsav, DIC, HOBt segitségével NMP-ban). Az igy el8allitott szarmazékok a kdvetkezdk voltak:
Aoa/Ac/Cf-OT20(4-but), Aoa/Ac/Cf-OT20(4-dek), Aoa/Ac/Cf-OT20(4-pal), Aoa/Ac/Cf-OT20(14-pal), Ac-
OT10(9-but), Ac-OT10(9-dek), Ac-OT10(9-pal), Aoa/Ac/Cf-T5(4-dek), Aoa/Ac/Cf-T5(4-pal). (A
konjugdlasra alkalmas aminooxiacetilezett és fluoreszcensen jelzett, zsirsavval modositott OT10
szarmazékok eléallitasa és jellemzése folyamatban van.)

Olyan peptideket is elGallitottam, melyek két aminooxiacetil-csoportot tartalmaztak, ezek az Aoa-
0OT20(4-Aoa) és a TKPR-OT10(8-Aoa; 13-Aoa) peptidek. Az Aoa-OT20(4-Aoa) peptitdnél az egyik
aminooxiacetil-csoport a peptid N-terminalisan van, a masik a 4Lys g-aminocsoportjan. A peptid
szintézisénél az N-terminalisra felkapcsolt utols6 aminosav Fmoc-véd8&csoportjanak lehasitasa utan
eltavolitottam a Dde-véd6csoportot a 4-es pozicidban 1évé lizinrél. A peptid két szabad aminocsoportjara
(N-terminalis és 4Lys g-aminocsoport) egy lépésben kapcsoltam a Boc-Aoa-OH-t.

A TKPR-OT10(8-Aoa; 13-Aoa) peptidnél az aminooxiacetil-csoportokat a °Lys és '°Lys -
aminocsoportjan alakitottam ki. Ezt a peptidszarmazékot Boc/Bzl moddszerrel allitottam el6, mely
modszernél az alkalmazott aminosavszarmazékok olcsébbak, viszont a gyantarol valdé hasitas HF-
késziiléket igényel. Ennél a modszernél az aminosavak kapcsolasa szintén DIC és HOBt kapcsoloszerek
segitségével ment végbe. Az atmeneti N-termindlis Boc-véd6csoportot 33% TFA, 67% DCM, V/V
elegyével hasitottam, ezutan semlegesitési Iépés kovetkezett (10% DIEA, 90% DCM, V/V). A modositani
nem kivant lizinek 2-CIZ &llandé oldallanc védécsoportot tartalmaztak e-aminocsoportjukon (Boc-Lys(2-

ClZ)-OH). A 8-as és 13-as lizinek, melyeket moédositani kivantam Fmoc-véddcsoportot tartalmaztak e-
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aminocsoportjukon  (Boc-Lys(Fmoc)-OH). Az N-terminalisra felkapcsolt utols6 aminosav Boc-
véddbcsoportjanak lehasitasa el6tt tavolitottam el szelektiven az Fmoc-véd&csoportokat 2% piperidin, 2%
DBU, 96% DMF, V/V elegyével, majd az igy kapott két szabad e-aminocsoporthoz kapcsoltam a Boc-Aoa-
OH-t. Ezutan hasitottam le a Boc-véd&csoportokat az N-terminalis aminosavrél és az aminooxiacetil-
csoportokrodl. Végll a peptidet a gyantardl HF és gydkfogok segitségével lehasitottam.

Hatéanyaghoz konjugalhaté és egyben fluoreszcensen jelzett peptidet is eldallitottam Fmoc/tBu
stratégiaval. Az Aoa-OT20(4-Cf) esetében a fent leirtakhoz hasonléan eltavolitottam az N-teminalison 1évé
aminosav Fmoc-véd&csoportjat, az igy szabadda valt N-terminalisra Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam. Ezutan
eltavolitottam a szelektiven védett 4-es lizin Dde-véddcsoportjat és a szabad e-aminocsoporthoz Cf-t
kapcsoltam.

Eléallitottam olyan OT20-szarmazékokat, melyeknél a 14-es lizin e-aminocsoportjahoz 5(6)-
karboxifluoreszceint kapcsoltam azért, hogy vizsgaljam a fluoreszcens jeldlé pozicidjanak hatasat (Ac-
0OT20(14-C¥f)), illetve két jeldls jelenlétének hatasat (Cf-OT20(14-Cf)) a fluoreszcencia tulajdonsagokra.
Ezeket a szarmazékokat szintén Fmoc/tBu stratégiaval, Dde szelektiv oldallancvédelem alkalmazasaval
allitottam el6.

A gyantardl lehasitott Aoa-peptideket tisztitas nélkll hasznaltam a hatdéanyaggal valé konjugalasi
reakciokban. A nyers acetilezett és fluoreszcensen jelolt peptideket RP-HPLC segitségével tisztitottam. A
peptideket analitikai RP-HPLC, ESI-MS (10. tablazat) és aminosavanalizis segitségével jellemeztem.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a kivant peptideket allitottam elé megfelel tisztasaggal.

N R: Rink-Amid MBHA gyanta
Fmoc-PEPTID K(Dde)'® x: Lys(Dde) pozicidja a szekvenciaban
(2b. acetilezés hacitac (90 minaridin 90 o
(Ac,0 : DIEA - DMF 1:1:2, V/V), 1. Fmoc-hasitas (2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V)
és 2c. Cf kapcsolas 2a. Boc-Aoa-OH kapcsolas (3 ekv., DIC, HOBY)

(3 ekv., DIC, HOBt) P o
az abran nincs bemutatva.) 3. Dde-hasitas (2% NH,NH, - H,O, DMF, V/V) 3. Dde-hasitas

Boc-A0a PEPTID*KR)
|
NH,
4a. vajsav kapcsolas 4b. dekdnsav 4c. palmitinsav 4d. Boc-Aoa-OH
(3 ekv. vajsavanhidrid, kapcsolas kapcsolas kapcsolas
DIEA) (3 ekv., DIC, HOBY) (3 ekv., DIC, HOBt) (6 ekv., DIC, HOB)
Boc-Aoa-PEPTID*K-(R) Boc-Aoa-PEPTIDXII(-® Boc-Aca-PEPTID*K(R) Boc-A0a-PEPTID*K{R)
| I
but dec pal Boc-A0a
5. gyantardl hasitas 5 5 5
(2,5% TIS, 2,5% H,0, ’ ’ ’
95% TFA, V/V)
Aoa-PEPTID"T(—NH2 Aoa-PEPTID*K-NH, Aoa-PEPTID*K-NH, Aoa-PEPTID*K-NH,
| | I
but dec pal Aoa

—» Ac-

analdg peptidek is késziiltek
Cf- } g pep!

40. abra: A gyantaosztassal készilt oldallanc moédositast tartalmazé tuftsinszarmazékok eléallitasanak sematikus
abraja [196]
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4.2.4. Az aminooxiacetilezett aminosavszarmazékok eléallitasa

A lizoszomalis emésztés soran (4.3.2.6. fejezet) a konjugatumokbdl keletkezé legkisebb,
hatéanyagot tartalmazé metabolitok bioldgiai aktivitasat is vizsgalni kivantam. Ezért eléallitottam az Aoa-
Thr-OH és Aoa-Gly-OH és H-Lys(Aoa)-OH aminooxiacetilezett aminosavszarmazékokat (10. tablazat),
melyeket hatdanyaggal valé konjugdlasra hasznadltam fel. A szintézis soran nem volt célom a reakcio
optimalasa, igy a reakci6idé szempontjabdl a gyorsabb modszert valasztva, szilardfazisu szintézissel
allitottam &ket el6 a tobb hasitasi és elvalasztasi 1épést igényl6, de gazdasagosabb oldatban végzett
szintézis helyett. Wang gyantara kapcsoltam a kivant aminosavszarmazékot (Fmoc-Thr-OH, Fmoc-Gly-
OH, Boc-Lys(Fmoc)-OH), majd eltavolitottam az Fmoc-véddcsoportot. Az Fmoc-védécsoport a treonin és
glicin esetében az N-terminalison volt, lizin esetében pedig az e-aminocsoporton. Boc-Aoa-OH-t
kapcsoltam az aminosavak szabad aminocsoportjara és lehasitottam a gyantardl TFA és gyokfogok
segitségével. Az igy nyert nyers Aoa-aminosavakat tisztitas nélkil hasznaltam a konjugalasi Iépésben, a

nyers aminosavszarmazékokat szennyez8 gydkfogok nem zavartak a konjugalasban.

4.2.5. A tuftsinszarmazékok kémiai jellemzése

Az eléallitott nyers aminooxiacetilezett tuftsinszarmazékok, a tisztitott acetilezett kontroll peptidek
és a tisztitott fluoreszcensen jeldlt szarmazékok analitikai jellemzésének eredményei (analitikai RP-HPLC,
ESI-MS) a 10. tablazatban talalhatéak. Az aminosavanalizis eredménye minden esetben j6 egyezést
mutatott a vizsgalt peptid elméleti aminosavisszetételével, ezek az eredmények nem szerepelnek a

dolgozatban.
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10. tablazat: Az aminooxiacetilezett tuftsinszarmazékok, az acetilezett kontroll peptidek és a fluoreszcensen jeldlt

peptidek kémiai jellemzése

Ac-PEPTID Aoa-PEPTID Cf-PEPTID

Aoa-tuftsin Rt/ M,, szam / Ac-tuftsin Rt/ May szam / Cf-tuftsin Rt/ M, szam /

szarmazék® perc® | M, mért’ szarmazék® perc® | M, mért® szarmazék® perc® | M, mért’
A0a-0T20 10,9 22113367’?2’ Ac-0T20 11,2 22110055'?7’ C-0T20 12,9 224leéf33’
A0a-GFLG-OT20 | 31,0 22551111’?8’ Ac-GFLG-OT20 | 127 Zz“fé’d%’ C-GFLG-0T20 14,1 22779&’28’
A0a-OT20(4-but) | 12,0 22220067’,60’ Ac-OT20(4-but) 115 2211775éf31’ C-OT20(4-but) 13,3 2245912'?7’
A0a-OT20(4-dek) = 14,0 22229901’?1/ Ac-OT20(4-dek) = 14,2 22215696?2/ CF-OT20(4-dek) 15,1 225577%%’
A0a-OT20(4-pal) | 17,3 22337755’?3’ Ac-OT20(4-pal) 16,7 223344192’ C-OT20(4-pal) 17,6 22666:(5’26’
A0a-OT20(14-pal) = 16,2 22337755’?3’ Ac-OT20(14-pal) | 16,2 223;4193’ Cf-OT20(14-pal) | 16,6 2266660(3,28/
A0a-OT20(4-Aoa) = 11,2 22220196?0/ - - - - - -
wormeer | ms W | (g e m

- - - - - - Ac-OT20(14-CH* | 11,6 224f63f1/

; - - - - - Cf-OT20(14-Cf** | 13,2 2277880(3,16/
A0a-OT10 11,4 1111113é?9’ Ac-OT10 10,8 11053822"35’ Cf-0T10 137 11339§éf39’

; ; ; Ac-OT10(9-but) 11,6 1111552;‘3’ ; ; -

; ; ; Ac-OT10(9-dek) 14,9 1122336éf33’ ; ; ;

; ; ; Ac-OT10(9-pal) 18,0 11332206,75/ ; - -
ZE;FXQE%& 11,7 11666685?1’ TKPR-OT10 11,0 115522;33’ Cf-TKPR-OT10 13,2 11888811"17’
Aoa-T5 10,5 65011"79’ Ac-T5 10,5 557706,77/ CH-T5 135 888877'?0’
Aoa-GFLG-T5 12,9 9977%’11’ Ac-GFLG-T5 133 9;455”10’ Cf-GFLG-T5 14,9 1122661{‘6’
Aoa-T5(4-dek) 155 775565?8’ Ac-T5(4-dek) 16,0 772244?8’ Cf-T5(4-dek) 17,2 11()()4411"20’
Aoa-T5(4-pal) 19,2 85‘3%’19’ Ac-T5(4-pal) 20,8 88009é’19’ Cf-T5(4-pal) 22,1 11112255"42’
Aoa-T5-OH 10,6 65022"75’ Ac-T5-OH 10,7 557711',75/ Cf-T5-OH 133 838877'?8/
£oa-GRLG-TS: 120 YU | AceReTsOH | 135 Y8 | crGRiGTsOH | 151 | 12024/
Aoa-TKPR-OH 11,4 557733;%’ Ac-TKPR-OH 10,7 5;42éf54’ Cf-TKPR-OH 13,9 855885'?8/
Aoa-GFLG- 130 0481/ | Ac-GFLG-TKPR- .. 0171/ | CFGFLG-TKPR- | ., | 12333/
TKPR-OH ' 947,9 OH ' 916,9 OH ' 12333
Aoa-TKPPR-OH | 11,8 667706,87/ Ac-TKPPR-OH 11,3 66339574’ Cf-TKPPR-OH 138 99556(5*?1’
Aoa-GFLG- 1317 | 10452/ | Ac-GFLG- 137 | 10142/ | CFGFLGTKPPR- | .. | 13304/
TKPPR-OH : 10449 | TKPPR-OH ' 10144 | OH ' 1330,4
Aoa-Thr-OH na’ 119922',12/ - - ) . B )
Aoa-Gly-OH na 114488',11/ - - - - _ R
H-Lys(Aoa)-OH na 22119;2/ - - - - - -

% Az amid C-terminalisu peptidek kodjaban nem jel6ltem az amid format. A karboxil C-terminalisii peptideknél *-OH’-val jeléltem a
karboxil format. Aoa = aminooxiacetil, Ac = acetil, Cf = 5(6)-carboxifluoreszcein

® Retencids id6 (Exformma HPLC; Agilent Zorbax SB-C18 oszlop (5 um, 100 A, 4,6 mm x 150 mm); gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-15
perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B; eluensek: A: 0,1% TFA, viz (V/V), B: 0,1% TFA, acetonitril/viz 80:20 (V/V); folyassebesség: 1
mL/perc; detektalas: 220 nm)

¢ szamolt és mért atlagos (M>600) vagy monoizotopos (M<600) molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS)

* Sal8-Aoa-OT20(4-Cf) fluoreszcensen jeldlt konjugatum eléallitasa az 4.3.2. fejezetben talalhaté

** Retencios id6, a fentebb leirtaktdl eltéré gradienssel: 0-2 perc 0% B, 2-22 perc 0-90% B
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4.2.5.1. A fluoreszcensen jelolt tuftsinszarmazékok fluoreszcencia intenzitasanak vizsgalata a pH

fuggvényében

Fontos ismerni a fluoreszcensen jelolt peptideknél a fluoreszcencia tulajdonsagokat, azért hogy a
sejtbejutasi eredményeket 6sszehasonlithassuk, és helyes kdvetkeztetéseket vonjunk le azokbdl. Ezért a
sejtbejutasi  vizsgalatokat megel6zéen vizsgaltam a fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok
fluoreszcencia intenzitasanak pH-fliggését. Az 5(6)-karboxifluoreszceinnel jeldlt tuftsinszarmazékok
sematikus szerkezete a Fliggelék F18. abrajan lathatd. Az in vitro kisérletekben a fluoreszcensen jeldlt
peptideket 7,5 pH-ju sejttenyészté médiumban alkalmazzuk, viszont a sejtekben alacsonyabb pH értéki
kérnyezetbe is kerllhetnek (pl. lizoszémak, pH: 4,5-5,0 [106]). Ezért a kovetkez6 pH értékeknél
vizsgaltam a peptidek fluoreszcenciajat: pH 4, 5, 6, 7 és 7,6. A méréseket Varian Cary Eclipse
spektrofluoriméter segitségével végeztem. Az anyagok fluoreszcencia intenzitdsat és a maximalis
emisszid hulldmhosszat A, = 488 nm gerjesztés mellett hasonlitottam 06ssze, mivel az aramlasi
citometriaval végzett vizsgalat soran ezt a gerjeszté hullamhosszt alkalmazzuk. Az alkalmazott detektor
feszlltség 450 V volt.

El6sz6r megvizsgaltam néhany reprezentativ peptid fluoreszcenciajanak koncentraciéfliggését,
hogy kivalaszthassam a legalkalmasabb koncentraciot. A kivalasztott peptidek kozt voltak kilénbdzé
szamu tuftsinegységet tartalmazé, zsirsav nélkili, vagy zsirsavat tartalmazo, illetve a zsirsavat kilonb6z6
pozicidkban tartalmazé peptidek. A Cf-T5 monotuftsin szarmazéknal pH 5 és pH 7 értékeknél az
emisszios maximumnal (Aem max) MErt intenzitas valtozasat vizsgaltam (41.A. abra). A vegyilet
fluoreszcencia intenzitdsa pH 5-nél a koncentracié névekedésével ndvekszik a vizsgalt legmagasabb
koncentracioig, viszont pH 7-nél 20 pM-nal maximummal rendelkez6 goOrbét kaptam, ezutan a
koncentracid ndvekedésével csdkken a fluoreszcencia intenzitasa feltehetéen a ,self-quenching”
(6nabszorpcié miatti fluoreszcencia csékkenés) miatt. A 41.B. abran a kivalasztott Cf-tuftsinszarmazékok
és a szabad 5(6)-karboxifluoreszcein pH 7-nél mért emisszios maximumanal (Aem max= 527 nm) az
intenzitds koncentraciofuggése lathaté. Az 5(6)-karboxifluoreszcein intenzitdsa az alkalmazott alacsony
detektor feszlltségnél is a méréshataron kivul esik, igy a legmagasabb koncentracidé, melynél ,self-
guenching” még nem észlelhetd 7 és 20 uM kozott van. A Cf-OT20(4-pal) és a Cf-T5(4-pal) kivételével a
»Self-quenching” 20 uM-os koncentracio felett tapasztalhaté. A Cf-OT20(4-pal) és a Cf-T5(4-pal) esetében
a fluoreszcencia intenzitasok joval alacsonyabbak, mint a tobbi peptidnél, melyet valdszinlileg a
palmitinsav fluoroférhoz valé kozelsége okozhat, a palmitinsav valdszinlleg csokkenti, kioltja
(,quenching”) az 5(6)-karboxifluoreszcein fluoreszcenciajat. Ezeknél a peptideknél a ,self-quenching” mar
10 uM felett megjelenik. Az is megfigyelhetd, hogy 2 pM-nal nincs jelentés kilénbség a palmitinsavas Cf-
OT20(4-pal) és a zsirsav nélkili Cf-OT20 peptid fluoreszcencia intenzitasaban. Ezen eredmények alapjan
a 8 uM-os koncentraciét valasztottam a fluoreszcencia intenzitas pH-fliggésének vizsgalatara, ennél a
koncentraciéonal nem tapasztalhaté ,self-quenching”, és ez az egyik vizsgalt koncentracié a sejtbejutasnal.
A peptidek fluoreszcencia intenzitasanak pH-fliggését egy magasabb, 50 uM-os koncentracional is
vizsgaltam, ahol a koncentracié — intenzitas goérbe linearitasa megszilnik, valdszinlileg molekularis

kélcsOnhatasok, aggregalddas fellépése miatt.
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41. abra: (A) A Cf-T5 fluoreszcencia intenzitas — koncentracio fliggése pH 5 és pH 7 értékeknél. (B) A kivalasztott
reprezentativ peptidek fluoreszcencia intenzitas — koncentracio fliggésének 6sszehasonlitasa pH 7-nél (Aex=488 nm,
Uder= 450 V).

Az 5(6)-karboxifluroeszcein, és példaként a Cf-OT20 és a Cf-T5 fluoreszcencia intenzitasanak pH-
fuggése 8 és 50 pM koncentracional a 42. abran lathaté. Az 5(6)-karboxifluoreszcein fluoreszcencia
intenzitasa a peptidekhez val6é kapcsolas hatasara csdkkenést mutat 8 uM-nal (42.A-C. abra). Az 50 yM-
os koncentracional a szabad 5(6)-karboxifluoreszcein és a peptidhez kapcsolt 5(6)-karboxifluoreszcein
fluoreszcencia intenzitasa kozel azonos (42.D-F. abra). A 8 uM-os koncentracional a pH csdkkenésével
csokken az 5(6)-karboxifluoreszcein és a Cf-peptidek fluoreszcencia intenzitasa és az emisszids
maximum (Aem max) €rtékében is enyhe eltolédas figyelheté meg a kisebb hulldmhossz felé. A
fluoreszcencia intenzitas jelentésen alacsonyabb pH 4 és 6 kdzott, mint pH 7 és 7,6 esetén. Az 50 uyM-os
koncentracional pH 4 és pH 5 esetében jelentésen csdkken a vegylletek fluoreszcencia intenzitasa. A 8
MM-os koncentraciohoz hasonléan Aqn, max €rtékében is csdkkenés figyelhetd meg a pH csOkkenésével
parhuzamosan. A pH 5 alatti kémhatasnal a molekulak tébbféle protonaltsagi allapotban lehetnek jelen, a
kapott gérbe ezeknek az allapotoknak a fluoreszcencia intenzitasanak a szuperpoziciéja lehet. Az 50 yM-
os koncentraciénal a magasabb pH értéknél, pH 6 és 7,6 kozott nem mutatkozik jelentds kilénbség a
fluoreszcencia intenzitasban és az emissziés maximum hullamhosszaban, ezeken a pH értékeken a

legmagasabb a fluoreszcencia intenzitas és az emisszioés hullamhossz maximuma.
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42. abra: (A) Az 5(6)-karboxifluoreszcein, (B) a Cf-OT20 és (C) a Cf-T5 fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok
fluoreszcencia intenzitasanak vizsgalata a pH fliggvényében 8 pM koncentracional. (D) Az 5(6)-karboxifluoreszcein,
(E) a Cf-OT20 és (F) a Cf-T5 fluoreszcencia intenzitdsanak vizsgalata a pH fiiggvényében 50 uyM koncentracional,
(Aex=488 nm, Uger= 450 V).

Az Osszes Cf-tuftsinszarmazék emisszios spektrumat a 43. abran mutatom be pH 7 értéknél 8 uM
és 50 uM koncentracidknal. A legtdbb peptid egymashoz hasonlé emissziés profilt mutat a vizsgalt
koncentracidoknal. A mérési eredményekbdl megallapithatd, hogy a szekvencia, a tuftsinegységek szama,
a GFLG spacer jelenléte, az 5(6)-karboxifluoreszcein helyzete a molekulaban (N-terminalison, vagy Lys ¢-
aminocsoportjan), valamint a vajsav és dekansav oldalldnc médositdsok nem befolyasoljak jelentésen a
molekula fluoreszcencia tulajdonsagait. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ezen peptidek esetében az
intracellularis fluoreszcencia intenzitasok alapjan a vegyuletek sejtbejutasa 6sszehasonlithaté. Ellenben a
4-es pozicibban palmitinsavat tartalmazé peptidek (Cf-OT20(4-pal), Cf-T5(4-pal)) esetében a
fluoreszcencia intenzitasanak jelentés csOkkenése tapasztalhaté minden pH értéknél 8 és 50 uM
koncentracional is. llyen tavolsagban a palmitinsavnak fluoreszcencia tompité hatasa lehet, viszont a Cf-
OT20(14-pal) esetében, ahol a palmitinsav a fluorofértél tavolabb, a 14-es pozicidéban helyezkedik el, nem
figyelheté meg a fluoreszcencia intenzitasanak csokkenése, fluoreszcencia profilja megegyezik a zsirsav
nélkuli Cf-OT20 peptidével. A szalicilanilid szarmazékot tartalmazé peptid, a Sal8-Aoa-OT20(4-Cf)
esetében arra voltam kivancsi, hogy a hatéanyag jelenléte hogyan befolyasolja a Cf fluroeszcenciajat.
Ennél a peptidszarmazéknal szintén megfigyelhetd csdkkenés a fluoreszcencia intenzitdsaban mindkét
koncentracional, a szalicilanilid molekulanak is lehet tompité hatasa ilyen tavolsagban (a szalicilanilidek
6nmagukban nem fluoreszcensek, a szabad Sal8 nem befolyasolta a Cf-OT20 fluoreszcens tulajdonsagait
a fizikai keverékben). A Cf-OT20(14-Cf) esetében is fluoreszcencia intenzitds cstkkenés tapasztalhato,
valoszinlileg a két fluorofér tompitd hatassal van egymasra. Ezen peptidek esetében a sejtbejutasi
vizsgalatok soran mért intracellularis fluoreszcencia intenzitds 0Osszehasonlitasanal ezeket az

eredményeket figyelembe kell venni.
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43. abra: A fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok pH 7-nél mért fluoreszcencia intenzitasanak dsszehasonlitasa
(A) 8 uM és (B) 50 uM koncentracional (Aex=488 nm, Uger= 450 V). A nyilak az atlagosnal alacsonyabb fluoreszcencia
intenzitassal rendelkez6 peptidszarmazékokat jelzik.

4.2.6. A fluoreszcensen jelolt tuftsinszarmazékok in vitro sejtbejutasa

Osszehasonlitottuk a fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok in vitro sejtbejutasat a gazdasejtet
modellez6 MonoMac6 human monocita sejtvonalon és az egér csontvel6i eredetli makrofagokon
(BMM®), melyek felszinén tuftsin receptorok talalhatdéak. Arra kerestik a valaszt, hogy a hatékony
sejtbejutashoz milyen tulajdonsagok sziikségesek, pl. a peptidhossz, zsirsav oldallancok jelenléte
szempontjabdl. A legnagyobb sejtbejutassal rendelkez6 hordozépeptideket kerestik, melyek nem
mutatnak citotoxicitast a vizsgalt sejteken. Arra is kivancsiak voltunk, hogy a szalicilanilid szarmazék
jelenléte, a fluoreszcens jel6l6 pozicidja és szama a peptidben hogyan befolyasolja a sejtbejutast.
Meghataroztuk a peptidszarmazékok sejtbejutasat HepG2 human hepatokarcindma sejteken is, azért,
hogy vizsgaljuk a peptidek szelektivitasat a monocita és makrofag tipusu sejtek felé.

Az 5(6)-karboxifluoreszceinnel jel6lt tuftsinszarmazékok sejtbejutdsat aramlasi citométer (BD LSRII)
és fluoreszcens mikroszkép (Olympus CKX41) segitségével vizsgaltuk a MonoMac6, BMM@® és HepG2
sejteken. A sejteket 3 6raig inkubaltuk a peptidekkel (c: 0,32-200 uyM), mosas utan a sejteket tripszinnel
kezeltik, hogy a sejtek felszinéhez kot6dott, nem internalizalddott peptideket eltavolitsuk. A tripszines
kezelés utan a sejteket attettik aramlasi citometrias csdvekbe és megmértik az intracellularis
fluoreszcencia intenzitasukat, mely a sejtbejutassal aranyos.

MonoMac6 human monocita sejteken a peptidek sejtbejutasa koncentraciofliggd. A Flggelék F20.
abrajan lathatd néhany kivalasztott peptid koncentraciofiiggd sejtbejutasa. A 44.A. dbran lathatd az él6, Cf
pozitiv sejtek fluoreszcencia intenzitds atlaga 200 uM-os kezelési koncentracional. Megallapithatd, hogy a
sejtbejutas fligg a tuftsinegységek szamatdl, minél tébb tuftsinegységet tartalmaz a peptid, annal nagyobb
az internalizaciojuk. A kovetkezd sejtbejutasi sorrendet allithatjuk fel: Cf-OT20>Cf-OT10>Cf-T5. Az egy
tuftsinegységet tartalmazé peptidek (Cf-T5, Cf-T5-OH, Cf-TKPR-OH és Cf-TKPPR-OH) sejtbejutasanak
mértéke nagyon hasonlé. A C-termindlis formaja nem befolyasolja a sejtbejutast (amid, vagy karboxil
terminalis, Cf-T5 és Cf-T5-OH). A GFLG spacer jelenléte kissé cstkkentette az internalizaciot.

Az 5(6)-karboxifluoreszcein helyzete is befolyasolja az intracellularis fluoreszcencia intenzitasat. Az
Ac-OT20(14-Cf) esetében, ahol a Cf a 14-es lizin e-aminocsoportjan van, majdnem haromszor nagyobb
intracellularis fluoreszcencia intenzitast mértliink, mint a Cf-OT20 esetében, ahol a Cf a peptid N-
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terminalisan talalhaté. A két jelolét is tartalmazd peptid esetén (Cf-OT20(14-Cf)) majdnem kétszer
nagyobb az intracellularis fluoreszcencia intenzitas, mint a Cf-OT20 esetében.

A palmitinsavat tartalmazé OT20 szarmazékokkal (Cf-OT20(4-pal) és Cf-OT20(14-pal)) kezelt
sejteknél kimagasléan nagy sejtbejutast tapasztaltunk. Ezekkel a palmitinsavas peptidekkel kezelt
sejteknél az intracellularis fluoreszcencia intenzitas a mérési koérilmények kézott 36-szor nagyobb volt,
mint a palmitinsav nélkuli Cf-OT20 peptidnél 200 uM-os kezelési koncentracié esetén. Feltételezhetéen a
palmitinsav pozicidjanak (4Lys vagy 14Lys) nincs hatasa az intracellularis fluoreszcencia intenzitdsra. A
révidebb, palmitinsavat tartalmazo tuftsinszarmazék, a Cf-T5(4-pal) esetében is kimagaslé internalizaciot
kaptunk, de sejtbejutasa négyszer kisebb, mint a palmitinsavat tartalmazé hosszabb peptideké (Cf-
OT20(4-pal) és Cf-OT20(14-pal)). Sajnos ezek a palmitinsavval moédositott peptidszarmazékok 200 uM-os
kezelési koncentracional erésen citotoxikus hatasuak a 3 oras kezelés utan. A 11. tablazatban lathatok a
3 oras kezelés utan szamolt ICxo értékek, melyeket az aramlasi citométer altal meghatarozott él6 sejtek
aranyabdl kaptunk a sejtek mérete és granulaltsaga alapjan a kulénb6zd kezelési koncentracioknal. A
palmitinsavat tartalmazo peptidek kivételével a tdbbi Cf-tuftsinszarmazék nem volt citotoxikus hatasu.

A dekansav oldallanc médositast tartalmazé peptidek esetén a tetratuftsin szarmazék Cf-OT20(4-
dek) jelent6s sejtbejutast mutatott, a kezelt sejtek intracellularis fluoreszcencia intentzitasa a mérési
kérilmények kdzott 8-szor nagyobb volt a zsirsav nélkili Cf-OT20 peptidhez képest, és majdnem 10-szer
nagyobb volt a dekansavas monotuftsin szarmazékhoz, a Cf-T5(4-dek)-hez képest. A Cf-T5(4-dek)
sejtbejutasa viszont kétszer nagyobb volt, mint a zsirsav nélkili monotuftsin szarmazéké (Cf-T5). A
palmitinsavval mdédositott Cf-OT20(4-pal) sejtbejutasa majdnem 5-szdr nagyobb volt, mint a dekansavval
modositott Cf-OT20(4-dek) peptidé. A dekansav oldallanc médositas alkalmazasanak az az elénye, hogy
a dekansavval médositott tuftsinszarmazékoknak nincs citotoxikus aktivitasa a 3 6ras kezelés alatt. A
vajsav oldallancnak (Cf-OT20(4-but)) nincs jelentds sejtbejutast befolyasold hatasa.

A szalicilanilid molekulat is tartalmazé, fluoreszcensen jeldlt Sal8-Aoa-OT20(4-Cf) konjugatum
estében majdnem kétszer nagyobb internalizaciét tapasztaltunk, mint a szalicilanilid molekula nélkdli Cf-
OT20 esetében. Az apolaros szalicilanilid jelenléte ndveli a molekula lipofilitdsat, ami nagyobb sejtbejutast
eredmeényezett.

Az 44.B. abran lathaté néhany kivalasztott peptid (zsirsavat tartalmazo, illetve zsirsav nélkiili
analégok) sejtbejutasanak d6sszehasonlitasa 8 és 40 uM kezelési koncentracional. 8 pM-nal a
palmitinsavat tartalmazo peptideknél sem tapasztalhatd citotoxikus hatds. Ennél a koncentraciénal a
dekansavat tartalmazd tuftsinszarmazékokkal (Cf-OT20(4-dek) és Cf-T5(4-dek)) és a zsirsav nélkuli
szarmazékokkal (Cf-OT20 és Cf-T5) kezelt sejtek intracellularis fluoreszcencia intenzitdsa csak enyhén
nagyobb, mint a kezeletlen kontroll sejteké. Viszont a palmitinsavat tartalmazé szarmazékok (Cf-OT20(4-

pal), Cf-OT20(14-pal) és Cf-T5(4-pal)) sejtbejutdsa ennél a koncentraciénal is kimagaslé.
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200 uM kezelési koncentraciénal 3 6ras kezelés utan. (B) A kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok

sejtbejutasanak dsszehasonlitasa MonoMac6 sejtvonalon 8 és 40 uM kezelési koncentracional 3 éras kezelés utan.

11. tablazat: A fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok aramlasi citométerrel meghatarozott citotoxicitasa

MonoMacb6 sejteken 3 6ras kezelés utan

Cf-PEPTID
Cf-tuftsinszarmazék® MonoMacé citotoxicitas 3 6ra
ICs0 (UM)
a legtdbb Cf-tuftsin >200
Cf-OT20(4-pal) 13,3
Cf-OT20(14-pal) 14,3
Cf-T5(4-pal) 109,2

# Az amid C-terminalist peptidek kédjaban nem jeléltem az amid format. A karboxil C-terminalisu peptideknél '-OH’-val jeléltem a

karboxil format.
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A 45, abran lathaté a kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékokkal kezelt sejtek atesd
fényben készilt és fluoreszcens mikroszkdpos képe. A sejtek morfolégiaja a legtobb peptid esetében
normalis, a kontroll sejtekhez hasonlé. A palmitinsavat tartalmazo peptidek esetében a sejtek morfoldgiaja
megvaltozott 40 és 200 uM koncentracioju oldattal valé kezelés utan, 8 uM-os kezelésnél viszont a sejtek

morfolégidja normalis. A 45.F-H. abrakon lathat6é a Cf-OT20(4-pal) tuftsinszarmazékkal kezelt MonoMac6

sejtek mikroszkopos képe kildnbdzé kezelési koncentracioknal.

45. abra: A kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok sejtbejutdsanak 6sszehasonlitdsa MonoMac6
sejteken (3 6ra kezelés) fluoreszcens mikroszkdp segitségével. Atesé fényben késziilt és fluoreszcens mikroszképos
képek lathatok. (A) Kezeletlen, kontroll sejtek, sejtek (B) Cf-OT20, 200 uM, (C) Sal8-Aoa-OT20(4-Cf), 200 uM, (D) Cf-
T5, 200 uM, (E) Cf-OT20(4-dek), 200 uM , (F) Cf-OT20(4-pal), 200 uM, (G) Cf-OT20(4-pal), 40 pM, (H) Cf-OT20(4-

pal), 8 UM kezelési koncentracional.

Az él6 sejtek atlagos intracellularis fluoreszcencia intenzitasanak 0Osszehasonlitasa azoknal a
peptideknél megfeleld, melyek fluoreszcencia intenzitdsa hasonlé pH-fliggést mutatott. A Cf-OT20(4-pal),
Cf-T5(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-Cf) és Cf-OT20(14-Cf) esetében a peptidek fluoreszcencia intenzitasa
feltételezhetéen a ,self-quenching” miatt alacsonyabb volt, mint az altage. Ezeknél a peptideknél viszont
nagyobb intracellularis fluoreszcenciat mértiink, mint az analég peptideknél. Ez az eredmény arra utal,
hogy a peptidek a sejtbe kerilve degradalédhatnak, igy a fluoroférra haté tompitd, kioltd hatasok
megszlinnek. Ez alapjan nem tudjuk, hogy a Cf-OT20 és a Cf-OT20(14-Cf) peptidek kdzul a Cf-OT20(14-

Cf) valéban nagyobb mértékben jutott-e be, mint, ahogy azt a nagyobb intracellularis fluoreszcencia
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intenzitasbol kdvetkeztetjiuk. Lehetséges, hogy a két peptid kdzel azonos mértékben jutott be, viszont a
Cf-OT20(14-Cf) esetén kétszer annyi fluoreszcens molekula van jelen, melyre a degradacié miatt mar
nem érvényesil a két fluorofér kozelségébdl adddott tompitd hatas (,quenching”), igy nagyobb
intracellularis fluoreszcenciat kapunk. A Cf-OT20(4-pal) és a Cf-OT20(14-pal) esetében a citromsav-
Na,HPO, pufferekben a vizsgalt pH értékeknél a Cf-OT20(14-pal) fluoreszcencia intenzitdsa joval
nagyobb, mint a Cf-OT20(4-pal) szarmazéké, ahol a palmitinsav kézelebb helyezkedik el a fluoroférhoz.
Viszont az aramlasi citometridval végzett mérések alapjan azt allapithatjuk meg, hogy nincs jelent6s
kilonbség a két szarmazék mért intracellularis fluoreszcencia intenzitasaban. A palmitinsav helyzete a
szekvenciaban val6szinlileg nem befolyasolta a sejtbejutas mértékét a Cf-OT20(4-pal) és a Cf-OT20(14-
pal) esetében, a sejtben mindkét peptid degradalédik, igy nem érvényesil a palmitinsav tompité hatasa és
hasonlé intracellularis fluoreszcenciat eredményeznek.

Néhany kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazék sejtbejutasat vizsgaltuk egér csontveldi
makrofag (BMM®) primer sejteken, melyek felszinén szintén talalhatoak tuftsin receptorok [203]. A
reprezentativ peptideket az alapjan valasztottuk ki, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a peptid hosszanak,
szekvenciajanak, a spacer és kulénbdz8 hosszusagu zsirsav oldallancok jelenlétének hatasat, az amid,
vagy karboxil formaju C-termindlis hatasat a sejtbejutasra. A sejteket szintén 3 o6ran at kezeltik a
vegyiletekkel (0,32-200 uM kezelési koncentracio).

A kivalasztott vegyuletek sejtbejutasat 200 uM kezelési koncentraciénal a 46. abran mutatom be. A
fluoreszcensen jeldlt peptidek hasonld sejtbejutasi profilt mutattak, mint a MonoMac6 sejtek esetében,
néhany kilonbséggel. A tébb tuftsinegységet tartalmazo szarmazékok sejtbejutasa ebben az esetben is
nagyobb, mint a kevesebb tuftsinegységet tartalmazoké. Viszont nincs jelentds kilénbség a Cf-OT20 és a
spacert tartalmazé Cf-GFLG-OT20 sejtbejutasa kozott. A rovid Cf-TKPR-OH és Cf-TKPPR-OH peptidek
internalizacidja nagyobb, mint a Cf-T5 peptidé, sejtbejutdsuk hasonlé a Cf-OT20 peptid sejtbejutasahoz. A
Cf-OT20(4-pal) palmitinsavat tartalmazé és Cf-OT20(4-dek) dekansavat tartalmazé tetratuftsin
szarmazékok sejtbejutasa a MonoMac6 sejtek esetében mérthez hasonléan ezeknél a sejteknél is

kimagaslo.
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46. abra: A kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok sejtbejutasanak dsszehasonlitasa egér csontvelbi

makrofag (BMM®) sejteken 200 uM kezelési koncentracional 3 éras kezelés utan
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Vizsgaltuk a kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok (Cf-OT20, CfOT20(4-dek), Cf-
OT20(4-pal), Cf-T5) sejtbejutasat HepG2 human hepatokarcinoma sejtvonalon is, hogy kovetkeztetéseket
vonhassunk le a peptidek sejtbejutasanak szelektivitasarol. A peptideket az alapjan valasztottuk ki, hogy
Ossze lehessen hasonlitani a peptidek hosszanak, a dekansav és palmitinsav oldallanc mddositas
jelenlétének hatasat az internalizaciora. A sejtek intracellularis fluoreszcencia intenzitasat szintén 3 é6ras
kezelést kdvetben (0,32-200 uM kezelési koncentracid) vizsgaltuk aramlasi citométer segitségével. A 47.
abran lathaté a HepG2 sejteken és a MonoMac6 sejteken mért intracellularis fluoreszcencia intenzitas
értékek dsszehasonlitasa. A HepG2 sejtek esetén is az tapasztalhatd, hogy a tetratuftsin szarmazék (Cf-
0OT20) hatékonyabban jutott be, mint a monotuftsin szarmazék (Cf-T5), valamint a palmitoil oldallanc
jelenléte (Cf-OT20(4-pal)) ez esetben is jelentésen novelte a sejtbejutas mértékét minden
koncentraciénal. A dekanoil oldallanc jelenléte is novelte a sejtbejutas mértékét, viszont a Cf-OT20(4-dek)
mértékben novekedet a zsirsav nélkili Cf-OT20 peptid esetében mérthez képest, mint, ahogy a
MonoMacb sejtek esetén tapasztaltuk.

Mivel a két sejttipus esetén kapott sejtbejutasi eredmények nem térnek el jelentdsen egymastdl, azt
allapithatjuk meg, hogy a tuftsinszarmazékok nem kelléen szelektivek a MonoMac6 human monocita
sejtekre. A tuftsinszarmazékok magas kezelési koncentracié esetén (40 uM felett) HepG2 sejtekbe torténd
bejutasanak egyik magyarazata lehet az, hogy a tuftsinszarmazékok kétédhetnek a tumoros HepG2 sejtek
felszinén tulexpresszalodd neuropilin-VEGF receptor komplexhez [204, 205], valamint membranon valé

atjutas réveén is internalizalédhatnak [102]. Ennek igazolasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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47. abra: A kivalasztott fluoreszcensen jelolt tuftsinszarmazékok sejtbejutasanak ésszehasonlitasa MonoMac6 human
monocita és HepG2 human hepatokarcinoma sejtvonalon 3 6ras kezelés utan, (A) 8 uM, (B) 40 uM és (C) 200 uyM

kezelési koncentracional

4.2.7. Az acetilezett hordozépeptidek in vitro citosztatikus hatasa

A konjugatumok kialakitdsakor a megfelel6 peptid tipusu hordozé kivalasztasakor fontos szempont,
hogy az alkalmazni kivant hordozé dnmagaban ne legyen jelent6s mértékben citosztatikus hatasu a
modell sejteken. Az acetilezett tuftsinszarmazékokat a kilonb6z6 mérésekben hordozé kontrollként
alkalmazzuk. Ezért célszer(i volt meghatarozni a peptidek citosztatikus hatasat a gazdasejt modellként
alkalmazott MonoMac6 human monocita sejtvonalon és a hepatotoxicitas modellezésére alkalmazott

HepG2 human hepatokarcindma sejtvonalon.
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Vizsgéltuk az acetilezett tuftsinszarmazékok in vitro citosztatikus hatasat 24 oras kezelés, majd
mosas utani 72 déras tovabbtenyészést kdvetéen MTT-teszt alkalmazasaval. A kapott eredményeket a 12.
tablazatban foglaltam 6ssze. Az acetilezett kontroll tuftsinszarmazékok tébbségének nem volt citosztatikus
hatasa egyik sejtvonalon sem a vizsgalt legmagasabb koncentracional (200 uM), igy ezek a szarmazékok
alkalmazhatdak hordozopeptidként. Viszont a palmitinsav oldalldncot tartalmazd kontroll peptidek mind
citosztatikusnak bizonyultak. MonoMac6 sejteken az Ac-OT20(4-pal) rendelkezett a legalacsonyabb ICsq
ertékkel (26,6 uM). Az ezzel izomer vegyuletnek, az Ac-OT20(14-pal) peptidnek, ahol a palmitinsav a 14-
es poziciéban lévé lizinen van, tébb mint kétszer nagyobb ICs, értéke volt (62,8 uM). HepG2 sejtek
esetében ez forditva volt, az Ac-OT20(14-pal) nagyobb citosztatikus hatast (35,2 uM) mutatott, mint az
Ac-OT20(4-pal) (77,0 uM). A palmitoil oldallancot tartalmazé dituftsin szarmazék Ac-OT10(9-pal) az Ac-
OT20(4-pal) szarmazékhoz hasonlé hatast mutatott mindkét sejttipuson. A révidebb szekvenciaju peptid,
az Ac-T5(4-pal) hatasa pedig az Ac-OT20(14-pal) hatasahoz volt hasonlé mindkét sejttipuson. Vizsgaltam
a dekansav és a palmitinsav citosztatikus hatasat is MonoMac6 sejteken. A dekansav nem mutatott
citosztatikus hatast a vizsgalt legmagasabb koncentracional (200 pM). A palmitinsav kis mértékben
citosztatikus hatasu volt, ICsq értéke 178,1 uM, mely kb. 7-szer nagyobb, mint az Ac-OT20(4-pal) ICsq
értéke. A palmitinsav és a zsirsav nélkili kontroll peptid, az Ac-OT20 fizikai keverékének esetében is a
palmitinsavra jellemzé ICs, értéket mértem. A palmitinsav kovalens kapcsolasa a peptidekhez a
citosztatikus hatas novekedését eredményezte a szabad palmitinsavéhoz képest. A palmitinsav
oldallancot tartalmazé tuftsinszarmazékok konjugatumokban valé alkalmazasanal figyelembe kell venni

ezt az eredményt.

12. tablazat: Az acetilezett kontroll tuftsinszarmazékok in vitro citosztatikus hatdsa MonoMac6 human monocita és

HepG2 human hepatokarcindma sejteken (24 o6ras kezelés)

Ac-PEPTID
citosztazis 24 6ra”
Ac-tuftsin szarmazék® MonoMac6é HepG2

ICs0 (MM) ICs0 (MM)
a legtdbb acetilezett kontroll tuftsin >200 >200
Ac-OT20(4-pal) 26,6+2,2 77,017,1
Ac-OT20(14-pal) 62,8+4,5 35,2+5,2
Ac-OT10(9-pal) 37,014 71,6+£12,2
Ac-T5(4-pal) 64,0+0,6 43,5+7,9
dekansav >200 nd®
palmitinsav 178,1+11,2 nd
palmitinsav + Ac-OT20 (1:1 n/n) fizikai keverék 175,8+14,0 nd

& Az amid C-terminalisti peptidek kodjaban nem jeléltem az amid terminalist. A karboxil C-terminalisti peptideknél *-OH’-val
jeldltem a karboxil terminalist, Ac = acetil

P Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést, majd 72 oras tovabbtenyésztést kovetéen MTT-teszttel

¢ nd: nem hataroztuk meg
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4.2.8. Membran integritas vizsgalata propidium-jodidos festéssel MonoMac6 sejteken

A palmitoil oldallancot tartalmazé tuftsinszarmazékok citosztatikusnak bizonyultak a MonoMac6
sejteken alacsonyabb ICsy értékeknél, mint a palmitinsav ICs, értéke dnmagaban. Azt feltételezziik, hogy,
a kationos peptidet, mint a tuftsinszarmazékok és az apolaros zsirsav oldallancot tartalmazé molekulak
karosithatjak a sejtek membranjat, és ennek a hatasnak tulajdonithaté a peptidek citotoxikus és
citosztatikus aktivitdsa. A sejtek membran integritdsdnak vizsgalatara alkalmas a fluoreszcens
tulajdonsagu propidium-jodid (PI). A Pl csak a sérult membranu sejtekbe jut be, a sejtmagot pirosra festve
jelzi a membran integritasanak elvesztését, mely sejtek halottnak, vagy megvaltozott életképességlieknek
tekintheték [206]. Pl festéssel hasonlitottuk 6ssze az acetilezett zsirsav nélkili, a dekansavat és a
palmitinsavat tartalmazé kontroll tetratuftsin szarmazékok hatasat MonoMac6 sejtekre. Azt is vizsgaltuk,
hogy jelent-e kilonbséget a palmitinsav oldallanc kilonb6z8 pozicidja (4-es, vagy 14-es lizinen) a
peptidek hatasaban.

A MonoMac6 sejteket 3 oraig kezeltik a peptidekkel 8, 40 és 200 uM kezelési koncentracioknal. A
kezelési id6 lejarta utan a sejteket mostuk, tripszinnel kezeltlk, dramlasi citometrids csdvekbe vittik at,
majd Pl-oldatot (10 yL, 50 pg/mL) adtunk hozzajuk. Majd vizsgaltuk a sejtek intracellularis fluoreszcencia
intenzitasat aramlasi citométer és fluoreszcens mikroszkop segitségével.

A 48. abran lathaté a 200 uM-os koncentracioju peptidekkel kezelt, majd Pl-dal festett sejtek
mikroszkopos képe. A zsirsav nélkili Ac-OT20 peptidnek és a dekansavat tartalmazé Ac-OT20(4-dek)
peptidnek nincs karos hatasa a sejtek membran integritasara a vizsgalt legmagasabb koncentracional
sem. A PI jelenléte a sejtekben csak a palmitinsav oldallanc modositast tartalmazoé peptidekkel, az Ac-
OT20(4-pal) és az Ac-OT20(14-pal) peptiddel torténé kezelés hatasara figyelhetd meg. Ezeknek a
sejteknek megvaltozott a morfoldgidja és az életképessége is. A palmitinsavas peptideknek ugyanilyen
hatdsa van 40 pM-os koncentraciéndl is (a képek nem szerepelnek a dolgozatban), viszont 8 pM-os
kezelési koncentraciénal a sérilt sejtek ardnya joval alacsonyabb.

Az életképtelen sejtek szézalékos aranya és az életképtelen, PI-t tartalmazé (Pl+) sejtek
szazalékos ardnya az 6sszes sejthez viszonyitva lathatd a 49. abran. Ezek az eredmények 6sszhangban
vannak a mikroszkopos képek eredményeivel. A kezeletlen kontroll sejtek 7%-a halott, a halott sejtek
60%-a PI pozitiv, ezeknek a sejteknek sérilt a membranja, ez az arany az 6sszes sejthez viszonyitva
mindossze 4%. Az Ac-OT10 és az Ac-OT10(4-dek) esetében 200 uM-os kezelési koncentraciénal, a halott
sejtek aranya 7, illetve 5% az O0sszes sejthez képest, vagyis nincs jelent8s eltérés a kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva. Ezen peptideknél a halott, PI-t tartalmazé sejtek aranya a kontroll sejtekhez képest
kicsivel alacsonyabb, a halott sejtek 40%-a P pozitiv, ami az 6sszes sejthez viszonyitva 2-3%-ot jelent. A
palmitinsavat tartalmazé peptideknél a halott sejtek ardnya az 6sszes sejthez képest a koncentraciéval
névekszik, 8 uyM-nal csak 10-30%, 40 és 200 pM-néal 87% feletti. A palmitinsavas peptidekkel kezelt
sejteknél 40 és 200 uM kezelési koncentracional szinte az 6sszes halott sejt membranja sérilt. Ezeknél a
koncentracioknal a halott sejtek 95-99%-a PI pozitiv, ez az érték az dsszes sejtre viszonyitva 82% feletti.
Az Ac-OT20(4-pal) és az Ac-OT20(14-pal) hatasa kozott csak a 8 uM-os koncentracional lathaté enyhe
kildnbség. Az Ac-OT20(4-pal) esetében, ahol a palmitoil oldalldnc a 4-es pozicidban van a halott sejtek
aranya koézel 3-szor nagyobb 8 uM-nal, mint az Ac-OT20(14-pal) esetében, ahol a palmitoil oldallanc a 14-

es pozicidban van, vagyis az Ac-OT20(4-pal) peptid membrankarosité hatdsa nagyobb. A citosztazis
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meghatarozasanal is azt az eredményt kaptuk, hogy az Ac-OT20(4-pal) peptid a MonoMac6 sejteken
citosztatikusabb hatasu, mint az Ac-OT20(14-pal) peptid.
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48. abra: Acetilezett tuftsinszarmazékokkal kezelt MonoMac6 sejtek membran integritas vizsgalata propidium-jodid
festéssel, 3 dras kezelés utan, 200 uM kezelési koncentracional, fluoreszcens mikroszkép segitségével. Atesd
fényben késziilt és fluoreszcens mikroszkdpos képek lathatdk. (A) Kezeletlen kontroll sejtek, sejtek (B) Ac-OT20, 200
pM, (C) Ac-OT20(4-dek), 200 uM, (D) Ac-OT20(4-pal), 200 uM, (E) Ac-OT20(14-pal), 200 uM, (F) Ac-OT20(4-pal), 8
MM kezelési koncentracional.

Il ¢letképtelen (halott) sejtek
100 I ¢letképtelen (halott), Pl+ sejtek
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49. abra: Zsirsav nélklli és zsirsav oldallanc moédositast tartalmazo acetilezett tuftsinszarmazékok MonoMac6 sejtek
membran integritasara gyakorolt hatdsanak 6sszehasonlitdsa aramlasi citométerrel 3 éras kezelést és Pl festést

kovetben
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4.2.9. A tuftsin tipusi hordozépeptidekkel kapcsolatos eredmények 6sszefoglalasa és értékelése

Kilonbozé tuftsinszarmazékokat allitottam el és kémiailag jellemeztem, melyek eltériek a
tuftsinegységek szamanak és tipusanak tekintetében. Tovabba tartalmazhattak GFLG enzimlabilis
tavolsagtartd egységet vagy kulénb6z6 hossziusagu zsirsav oldallanc modositast. A peptidek C-
terminalisa amid vagy karboxil terminalisu volt. A peptideket hordozéként, illetve célbajuttatd egységként
kivanjuk alkalmazni, ezért tartalmaztak konjugalasra alkalmas funkciéscsoportot, az aminooxiacetil-
csoportot. Kontroll peptideket is elSallitottam, melyek N-terminalisat acetileztem, illetve 5(6)-
karboxifluoreszceinnel jel6lt analégok is késziiltek a sejtbejutas vizsgalatara.

A fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok nagy részében az 5(6)-karboxifluoreszcein
fluoreszcencia intenzitasa hasonlé mind koncentraciofiiggés, mind pH-fliggés szempontjabdl. Néhany
peptidszarmazék esetében a palmitinsav (Cf-OT20(4-pal), Cf-T5(4-pal)), a szalicilanilid szarmazék (Sal8-
Aoa-0T20(4-Cf)) és egyszerre két fluoreszcens molekula jelenléte (Cf-OT20(14-Cf)) tompitd hatasunak
bizonyult a fluoreszcencia intenzitasara. A peptidek sejtbejutasa soran kapott intracellularis fluoreszcencia
intenzitdsok alapjan arra koOvetkeztetliink, hogy ezek tompitdé hatasok a sejten belll valdszinlileg
megsziinnek a peptidek degradacioja miatt.

A fluoreszcens tuftsinszarmazékok sejtbejutasanak dsszehasonlitsa soran azt az eredményt kaptuk
MonoMac6 gazdasejt modellen, hogy a hosszabb tuftsinszarmazékok sejtbejutasi mértéke nagyobb, mint
a révidebbeké. A palmitinsav oldallanc moédositast tartalmazéd peptidek sejtbejutasa volt a legnagyobb,
viszont magasabb koncentracioknal ezek a peptidek citotoxikus hatasuak voltak. A dekansav oldallanc
modositast tartalmazé peptidek internalizacidja szintén kiemelkedd volt és ezek a peptidek nem
bizonyultak citotoxikusnak. A szintén gazdasejt modell egér csontvel6i makrofag sejteken is hasonlo
sejtbejutasi profilt mutattak a peptidek, azzal a kilénbséggel, hogy a Cf-TKPR-OH és Cf-TKPPR-OH
monotuftsin szdrmazékok sejtbejutdsa a Cf-OT20 tetratuftsin szarmazékéhoz hasonlé mértéki volt. A
tuftsinszarmazékok feltételezhetéen tuftsin receptorokon keresztil receptor medialt endocitozissal,
valamint a tuftsin fagocitdzist stimulalé hatdsa révén fagocitézissal juthatnak a monocitakba,
makrofagokba. Emellett kis mértékben bejuthatnak passziv transzport altal, mely nem szelektiv
sejtbejutasi mdéd. A dekansav és palmitinsav oldallancok jelenléte a molekulat lipofilebbé teszi igy
valészinlileg nd a diffuzié altali bejutas mértéke.

A vizsgalt fluoreszcens tuftsinszarmazékok a majsejt modellnek tekinthetd HepG2 human
hepatdma sejtekbe is jelentds mértékben bejutottak, igy azt allapithatjuk meg, hogy a tuftsinszarmazékok
nem kellden szelektivek a monocita és makrofag tipusu sejtekre az alkalmazott modell sejtek kdzil.
Viszont a HepG2 egy tumoros sejtvonal, melyek nagy szdmu neuropilin-VEGF receptor komplexet
tartalmazhatnak, melyhez a tuftsinszarmazékok koétédhetnek.

Az acetilezett tuftsinszarmazékok nem mutattak citosztatikus hatast MonoMac6 gazdasejt modell és
HepG2 majsejt modell sejteken a palmitinsav oldallancot tartalmazé szarmazékokon kivil. A palmitoil
oldallancot tartalmazé kontroll peptidek 1Csq értéke (26,6-77,0 uM) joval alacsonyabb, mint a palmitinsav
ICs5o értéke (178,1 uM) MonoMac6 sejteken. Ez az eredmény 0sszhangban van a fluoreszcensen jeldlt,
palmitinsavat tartalmazé peptidszarmazékok esetén tapasztalt citotoxicitassal. A membran integritas
vizsgalatok is alatamasztjdk a palmitinsav oldallanc citotoxicitast okozé hatasat, ezen vizsgalatok alapjan

elmondhatd, hogy a palmitinsav oldallanc modositast tartalmazé peptidek karositjdk a sejtmembrant. A
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hidroféb palmitinsavat és hidrofil, kationos peptidet tartalmazé molekula amfipatikus karakterGvé valik, és
igy képes a sejtmembran karositasara.

A sejtbejutas és a citotoxikus, illetve citosztatikus hatas alapjan az a kévetkeztetés vonhato le, hogy
a dekansav oldallanc modositast tartalmazé peptidek, mint a Aoa-OT20(4-dek) és Aoa-T5(4-pal) a

legigéretesebbek hordozojeldltnek.
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4.3. Szalicilanilid szarmazékok peptidkonjugatumainak eldallitasa, kémiai és
in vitro biolégiai jellemzése

A szalicilanilid szarmazékok citotoxikus, citosztatikus hatasanak csokkentése, sejtbejutasanak és
intracellularis gatld hatasanak ndvelése érdekében igéretes lehet a vegyiletek peptid tipusu
hordozémolekulakhoz valé konjugalasa. Fontos, hogy a konjugatumok kialakitasa soran a hatéanyagok
megdrizzék in vitro antimikobakterialis hatasukat.

A szalicilanilid szarmazékokat oximkdtésen keresztul konjugaltam tuftsin tipust peptidekhez. A
konjugalhatésag érdekében a kiindulasi szalicilanilid szarmazékokat modositottuk, karbonilcsoportot
épitettiink a molekulakba. A szalicilanilid-4-formilbenzoatok (SalBenz1-3) esetében a szalicilanilideket a
formilcsoportot tartalmazé 4-formilbenzoesavval észteresitettiik. Olyan szalicilanilid szarmazékokat is
el@allitottunk (Sal7-9), ahol a szalicilanilid molekula anilin- vagy szalicilsav-gydrijén a halogén

szubsztiutenst karbonilcsoportot tartalmazoé csoportra (acetil- vagy formilcsoport) cseréltik.

4.3.1. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak eldallitasa, kémiai és in vitro

biolégiai jellemzése

A szalicilanilid-4-formilbenzoatok részleges hidrolizist mutattak az alkalmazott in vitro kériimények
kozott, ezért el6szor csak az észterszarmazékok OT20 konjugatumait kivantam el6allitani és vizsgalni.

A szalicilanilidek 4-formilbenzoesavval alkotott észtereit (SalBenz1-3) az aldehidcsoportjukon
keresztll konjugaltam aminooxiacetilezett tuftsinszarmazékhoz (Aoa-OT20) oximkotésen keresztiil,
NaOAc/AcOH puffer és DMF elegyében (pH 5,0) (50. abra). A reakciét szobahémérsékleten, 18 6ran at
kevertettem, analitikai RP-HPLC-vel kévettem a reakcié elérehaladasat. A konjugatumokat félpreparativ
RP-HPLC-vel tisztitottam, majd analitikai RP-HPLC-vel és tdmegspektrométerrel analizaltam. Az eldallitott

konjugatumok sematikus szerkezete a Fliggelék F21. abrajan lathato.

o AN /O
_R2 .
RI NG NaOAC/AcOH : Rz- Cl, Br _

N o) DMF 1:2, VIV R2= 4-CF3, 3,4-diCl
H O\)J\ pH 5,0, 25 °C, 18 6ra

0 + HN™ PEPTID —— >

O
C aminooxiacetilezett _ N\O/Y PEPTID

SalBenz1-3 0O tuftsinszarmazék
SalBenz1-3-peptid konjugatum (0]

50. abra: A szalicilanilid-4-formilbenzoatok konjugalasa tuftsinszarmazékhoz

A 13. tablazatban foglaltam &ssze az elGallitott SalBenz-peptid konjugatumok analitikai
jellemzésének eredményét. Minden tisztitott konjugatum az analitikai RP-HPLC alapjan megfeleléen
tisztanak bizonyult, egy csuccsal rendelkezett, a témegspektrometriai méréseknél a vart és a mért

tdmegek megegyeztek.
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13. tablazat: Az SalBenz-peptid konjugatumok kémiai jellemzése

0 7 N o
R1 S TR
N
H
(o]
04/A \‘/’/\s
LAng, PEPTID
IBenz1-3-peptid k /T
konjugatum? R' R? Rt/ perc® Mav szam / Ma, mért°
SalBenzl-Aoa-OT20 Cl 4-CF3 15,0 2566,3 / 2566,8
SalBenz2-Aoa-0OT20 Cl 3,4-diCl 15,1 2567,2 / 2567,5
SalBenz3-Aoa-0T20 Br 4-CF3 16,8 2610,8/2611,3

A konjugatumok C-terminalisa amid formaju

® Retencids id3 (Exformma HPLC; Agilent Zorbax SB-C18 oszlop (5 um, 100 A, 4,6 mm x 150 mm); gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-15
perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B; eluensek: A: 0,1% TFA, viz (V/V), B: 0,1% TFA, acetonitril/viz 80:20 (V/V); folyassebesség: 1
mL/perc; detektalas: 220 nm)

¢ szamolt és mért atlagos molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS)

4.3.1.1. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak stabilitasvizsgalata

Az 4.1.6.1. fejezetben bemutattam a Sal3 és szarmazékainak példajan a vegylletek stabilitasanak
vizsgalatat az in vitro kisérletek korilményei kdzt. Az észterkdtést és oximkotés is tartalmazo szalicilanilid-
4-formilbenzoat konjugatumoknal is fontos a konjugatumok stabilitasat ismerni ezen kériilmények kozott.
Vizsgaltam a Sal3 észterszarmazékanak, a SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum stabilitasat DMSO-ban 4 °C-
on, 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban és 10% DMSO-t tartalmazd szérummentes RPMI-1640
médiumban analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével. Az oldatok vegytulet koncentracidja 0,5 mg/mL
volt.

A SalBenz3-A0a-OT20 konjugatum DMSO-ban stabil legalabb 7 napig (Flggelék F22. abra),
viszont mar 2,5 6ra utan elbomlott 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban (Fuggelék F23. abra). A
konjugatumban az észterkotés hidrolizise tapasztalhatd, Sal3 szalicilanilid szabadul fel és Benz-Aoa-
OT20 keletkezik (Fliggelék F25. abra). Az oximkotés stabil marad. A kiindulasi konjugatum
mennyiségének csékkenésébdl hataroztam meg a konjugatum felezési idejét, mely 33,6 perc lett (51.A.
abra). A konjugatum 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes RPMI-1640 médiumban sem stabil, szintén
az észterkdtés hidrolizise tapasztalhaté (Flggelék F24. abra). A konjugatum bomlasa gyorsabb, mint Sula
médiumban, 15 perc utan nem detektalhaté a konjugatum, felezési ideje 5,4 perc (51.B. abra). A vizsgalt
médiumokban a SalBenz3 molekularészben az észterkdtés hidrolizise jelentésen felgyorsul a
konjugatumban, mig a szabad SalBenz3-ban jéval lassabb a hidrolizis (4.1.6.1. fejezet).

Ez alapjan azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a SalBenz-konjugatumok valdszinlileg nem
stabilak az alkalmazott kdrilmények kdzott, az in vitro vizsgalatok eredményeinek értelmezésekor ezt a

gyors hidrolizist figyelembe kell venni.
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51. abra: A SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum stabilitasa (A) 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban és (B) 10%
DMSO-t tartalmazé szérummentes RPMI-1640 médiumban, a felezési id6k meghatarozasa

4.3.1.2. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak MIC értékének meghatarozasa

A SalBenz-konjugatumok in vitro antimikobakteridlis hatasat vizsgaltuk M. abscessus és M.
tuberculosis Hs;Rv baktérium torzseken az extracellularis baktérium modellezésére alkalmazott
kisérletben. A kapott MIC értékeket a 14. tablazatban tlintettem fel.

A konjugatumok hatasosnak bizonyultak a gyorsan névé M. abscessus baktériumtérzzsel szemben,
a SalBenzl1l-Aoa-OT20 15,6 uM koncentracional, a SalBenz2-Aoa-OT20 és SalBenz3-Aoa-OT20 7,8 ill.
7,7 UM koncentraciénal hatott. Ezek az értékek kicsit magasabbak, mint a Sal1 és Sal2 szalicilanilidek
(3,2 uM), és a SalBenz1 és SalBenz2 szalicilanilid észterek (5,6 uM) esetében kapott értékek. Ha a
konjugatumok hatéanyagtartalomra szamolt MIC értékeit vesszik figyelembe, akkor a konjugatumok és a
szabad hatoéanyagok kozti kiilénbség még kisebb. Erdekes médon a SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum
viszont alacsonyabb koncentracidnal hatott, mint a kiindulasi Sal3 (13,9 uM) és a SalBenz3 (10,2 pM).

M. tuberculosis Hs;Rv torzs esetén a konjugatumok mind alacsonyabb koncentraciénal hatottak,
mint a szabad hatéanyagok. A konjugatumok MIC értéke nagyon alacsony, 0,8 és 1,9 yM kdzdtt gatoltak
a baktériumot, a szabad hatéanyagok 1,4 és 11,2 uM kozott hatottak.

Ezek az eredmények valdszinlileg a konjugatumbdl az észterkétés gyors hidrolizisével felszabaduld
szalicilanilideknek tulajdonithatdk, mivel a konjugatumok nem stabilak a kisérleti korilmények kozt, Sula
médiumban (felezési id8: 33,6 perc).
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14. tablazat: A szalicilanilid-4-formilbenzoat észter konjugatumok in vitro antimikobakteridlis hatasa M. abscessus és

M. tuberculosis Hs7Rv térzseken

O/\©\/ PEPT
N EPTID
— \OY

SalBenz1-3-peptid konjugatum le)
M. abscessus M. tuberculosis Hs;Rv
onpugatume R R 'V'LCC MGk | MIC | e M\'(CC MG’ | MIC | e
(ug/mL) (ng/mL) | (uM) (ug/mL) (ug/mL) | (uM)

Sall Cl 4-CF3 1 1 3,2 0 0,5 0,5 1,6 0
Sal2 Cl 3,4-diCl 1 1 3,2 0 0,5 0,5 1,6 2
Sal3 Br 4-CF3 5 5 13,9 0 0,5 0,5 1,4 2
SalBenzl Cl 4-CF3 2,5 2,5 5,6 0 1 1 2,2 0
SalBenz2 Cl 3,4-diCl 2,5 2,5 5,6 0 5 5 11,2 0
SalBenz3 Br 4-CF3 5 5 10,2 0 5 5 10,2 0
SalBenz1-Aoa-OT20 Cl 4-CF3 40 4,9 15,6 0 2 0,2 0,8 1
SalBenz2-Aoa-OT20 Cl 3,4-diCl 20 2,5 7,8 0 5 0,6 1,9 0
SalBenz3-Aoa-OT20 Br 4-CF; 20 2,8 7,7 0 5 0,7 1,9 0

% A Sall-3 és SalBenz1-3 antimikobakterialis hatasat a 4. tablazatban mutattam be, itt a konjugatumokkal valo 6sszehasonlitas miatt
szerepelnek ujra.

® A peptidek C-terminalisa amid formajt

¢ MIC (minimalis gatlo koncentracié) meghatarozasa Sula félszintetikus médiumban (pH 6,5) M. abscessus esetén 1 hét, M.
tuberculosis Hs;Rv esetén 4 hét inkubalas utan

® MICyr: a konjugatumok esetén a hatdanyagtartalomra szamolt MIC értékek, MICyr (ug/mL) = (MIC (uM) x My Sal (g/mol) x n) /
1000, ahol M,,Sal: szalicilanilid molaris tomege; n: szalicilanilid molekuldk szama a konjugatumban

4CFU (telepszam) meghatarozasa Lowenstein-Jensen szilard taptalajon M. abscessus esetén 1 hét, M. tuberculosis Hy;Rv esetén 4
hét tovabbi inkubalas utan

4.3.1.3. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak in vitro citotoxikus és citosztatikus

hatasa

Vizsgéltuk a szalicilanilid-4-formilbenzoatok konjugatumainak in vitro citotoxikus és citosztatikus
hatdsat a gazdasejt modell MonoMac6 human monocita sejteken (15. tablazat). A konjugatumok
citotoxicitas szempontjabdl a kismolekulaknal alacsonyabb ICs, értékekkel rendelkeztek (1,9-4,4 uM). A
konjugatumok citosztatikus hatdsa egy nagysagrendbe esik a szabad szalicilanilidekével (2,9-8,6 yuM).
Tehat a konjugatumok a kismolekuldkhoz hasonléan jelentds citotoxikus és citosztatikus hatassal és
alacsony szelektivitasi indexszel rendelkeznek.

A konjugatumok a kisérletben alkalmazott szérummentes RPMI-1640 médiumban nem stabilak
(felezési id6: 5,4 perc), az alacsony ICs, értékek az észterkotés hidrolizisével felszabaduld szalicilanilid

molekulaknak tulajdonithatok.
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15. tablazat: A szalicilanilid-4-formilbenzoat észter konjugatumok in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasa

MonoMac6 human monocita sejteken (24 oras kezelés) és szelektivitasi indexiik a M. tuberculosis Hz7Rv t6rzson mért

o~
=Y I_RZ
\CG\N AN
H
(¢]
N PEPTID
N\ F \O/\[(

MIC értékekhez viszonyitva

SalBenz1-3-peptid konjugatum fe)
citotoxicitas 24 éra° citosztazis 24 é6ra’
vsegy'ijlet,a R R2 S| S|
konjugatum™ MonoMac6 '\, herculosis | MOnoMace ', e culosis
I1Cso (HM) Ha7Rv torzsre® I1Cso (M) Ha7Rv torzsre®
Sall Cl 4-CF; 5,3+0,8 3,3 2,2+1,2 1,4
Sal2 Cl 3,4-diCl 3,6x1,4 2,3 3,8+0,5 2,4
Sal3 Br 4-CF3 7,6£2,2 54 2,0+0,4 1,4
SalBenzl Cl 4-CF3 11,4+3,0 5,2 3,0+2,9 1,4
SalBenz2 Cl 3,4-diCl 1,6+0,5 0,1 1,6+0,4 0,1
SalBenz3 Br 4-CF3 30,1+9,0 3,0 2,7+1,56 0,3
SalBenz1-Aoa-OT20 Cl 4-CF; 1,9+0,4 2,4 2,9+0,6 3,6
SalBenz2-Aoa-OT20 Cl 3,4-diCl 2,3+0,7 1,2 3,0+0,3 1,6
SalBenz3-Aoa-OT20 Br 4-CF3 4,4+0,9 2,3 8,6%1,3 4,5

® A Sall-3 és SalBenz1-3 citotoxikus és citosztatikus hatasat az 6. tablazatban mutattam be, itt a konjugatumokkal vald
Osszehasonlitas miatt szerepelnek Ujra.

® A peptidek C-terminalisa amid formaju

¢ Citotoxikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést kbvetéen MTT-teszttel

4 Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést, majd 72 oras tovabbtenyésztést kovetéen MTT-teszttel

¢ Szelektivitasi index, S| = ICso (UM)/MIC (M)

A szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumai kivald in vitro antimikobakteridlis aktivitassal
rendelkeztek az extracellularis baktériumok ellen, viszont jelentds citotoxikus és citosztatikus hatast
mutattak a gazdasejt modell MonoMac6 sejteken. Mivel a konjugatumokbdl az észterkdtés gyors
hidrolizisével felszabadulnak a kiindulasi szalicilanilid szarmazékok, ezért a konjugatumok aktivitasa
ezeknek a szarmazékoknak tulajdonithatd. A konjugatumok alacsony stabilitdsa miatt tovabbi kisérleteket
nem végeztink rajtuk. A konjugalas elénye az lehetett, hogy a konjugatumok a szalicilanilid

szarmazékokkal ellentétben jol oldodnak vizes kézegben.
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4.3.2. Szalicilanilid-peptid konjugatumok eléallitasa, kémiai és in vitro biolégiai jellemzése

A Sal7-9 szalicilanilid szarmazékokat, melyek anilin- vagy szalicilsav-gy(r(jikon karbonilcsoportot
tartalmaznak, kozvetlenil lehet konjugalni aminooxiacetilezett peptidekhez. A Sal8 szalicilanilid
szarmazékot valasztottam ki arra, hogy az 4.2. fejezetben bemutatott tuftsinszarmazékokkal konjugaljam,
mivel ennek a vegyiletnek volt a 3 konjugélhaté szarmazék koézil a legalacsonyabb MIC értéke a
szenzitiv és rezisztens M. tuberculosis torzsek ellen, és M. abscessus ellen is hatasos volt. A Sal7 és Sal9
szarmazékot Aoa-OT20 tuftsinszarmazékhoz, a Sal7-et tovabba Aoa-OT20(4-pal) szarmazékhoz is
konjugaljam, hogy 6sszehasonlithassam a kildénb6zé kismolekulat, de azonos hordozépeptidet tartalmazé
konjugatumok aktivitasat is.

A Sal7-9 szalicilanilid szarmazékokat oximkd&tésen keresztil konjugaltam az aminooxiacetilezett
tuftsinszarmazékokhoz. A reakciot NaOAc/AcOH puffer (pH 4,5) és 2-metoxietanol elegyében
szobah&meérsékleten, 3-72 éran at kevertettem (52. abra), és analitikai RP-HPLC-vel vizsgaltam a reakcio
elérehaladasat (Flggelék F26. abra). A 2-metoxietanol az apolaris szalicilanilidek jo olddszerének
bizonyult, és nem tartalmazott a reakciét gatlé szennyez6ket a néha nem megfelel6 tisztasagu DMF-dal
ellentétben. A Sal7 és Sal8 esetében, melyek anilin-gyliriin acetilcsoportot tartalmaznak, a reakcio
lassabb volt, mint a Sal9 esetében, mely a szalicilsav-gylriin aldehidcsoportot tartalmaz. A
konjugatumokat félpreparativ.  RP-HPLC-vel tisztitottam, majd analitkai RP-HPLC-vel és
tomegspektrométerrel analizaltam. A konjugatumok sematikus szerkezete egyenként a Flggelék F27.
abrajan lathaté. A konjugatumok kozt vannak kilénb6zd hosszusagu, illetve Kkildénb6zd tipusu
tuftsinszarmazékot tartalmazok. Tovabba tartalmazhatnak GFLG enzimlabilis tavolsagtartd egységet a
szalicilanilid és a tuftsinszarmazék kozt. Vannak kilénb6zd hosszusagu zsirsav oldallanc modositast

tartalmazo konjugatumok is. A peptidek C-terminalisa amid vagy karboxil formaju.

P R=Cl, Br
+ HN PEPTD — >

\)(L
% 0 NaOAC/ACOH : PEPTID
R O 2-metoxietanol 1:2, VIV. R
H O pH 4,5, 25 °C, 24-72 6ra

aminooxiacetilezett
Sal7-8 tuftsinszarmazék

CF,4
o NaOAC/ACOH :
o) 2-metoxietanol 1:2, V/V
o N /OQJ\ PH45,25°C.30ra N7
H + HyN PEPTD — =
OH

aminooxiacetilezett
sal9 tuftsinszarmazék pEp-nD Sal9-peptid konjugatum

Sal7-8-peptid konjugatum

52. abra: Szalicilanilidek konjugalasa tuftsinszarmazékokhoz

A 16. tablazatban foglaltam Ossze az el6allitott Sal7-9-tuftsinszarmazék konjugatumok analitikai
jellemzésének eredményét. Minden tisztitott konjugatum az analitikai RP-HPLC alapjan megfeleléen
tisztanak bizonyult, egy csuccsal rendelkezett, a tdmegspektrometriai méréseknél a vart és a mért
tdmegek megegyeztek. A konjugatumokat aminosavanalizissel is jellemeztik, melynek eredménye

minden esetben j6 egyezést mutatott a vizsgalt peptid elméleti aminosavosszetételével.
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16. tablazat: A szalicilanilid-peptid konjugatumok kémiai jellemzése

o 5 CFs
o] \N/OQK PEPTID A@fg\'@/
| H
" ” O;\ OH
OH o~ ““PEPTID

Sal7-8-peptid konjugatum

Sal9-peptid konjugatum

konjugatum® R Rt/ perc® Mavimo $24mM | May/mo mért®

Sal7-Aoa-0OT20 Cl 14,3 2408,2 / 2408,8
Sal8-Aoa-0T20 Br 14,3 2452,7 1 2453,5
Sal9-Aoa-0T20 - 14,7 2427,812428,5
Sal8-Aoa-GFLG-0OT20 Br 15,7 2827,1/2827,9
Sal8-Aoa-OT20(4-but) Br 14,7 2522,8/2523,3
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) Br 16,4 2606,9 / 2607,5
Sal7-Aoa-OT20(4-pal) Cl 18,3 2646,7 / 2647,1
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) Br 18,4 2691,1/2691,5
Sal8-Aoa-OT20(14-pal) Br 17,3 2691,1/2691,7
Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) Br 16,3 2841,9/2842,2
Sal8-Aoa-OT10 Br 14,9 1429,5/1429,8
TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) Br 16,3 2301,2/2301,4
Sal8-Aoa-T5 Br 15,6 917,9/918,4

Sal8-Aoa-GFLG-T5 Br 17,1 1292,3/1292,7
Sal8-Aoa-T5(4-dek) Br 19,8 1072,1/1072,6
Sal8-Aoa-T5(4-pal) Br 28,1 1155,3/1155,0
Sal8-Aoa-T5-OH Br 15,7 918,8/919,4

Sal8-Aoa-GFLG-T5-OH Br 17,1 1293,3/ 1293,4
Sal8-Aoa-TKPR-OH Br 15,7 889,8/ 890,3

Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH Br 17,2 1264,2 / 1264,6
Sal8-Aoa-TKPPR-OH Br 15,8 986,9/987,4

Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH Br 17,2 1361,3/1361,5
Sal8-Aoa-Thr-OH Br 18,8 507,1/507,1

Sal8-Aoa-Gly-OH Br 18,9 463,0/ 463,1

H-Lys(Sal8-Aoa)-OH Br 17,4 534,1/534,2

% Az amid C-terminalist konjugatumok kodjaban nem jeléltem az amid format. A karboxil C-terminalisi konjugatumoknal *-OH’-vall
jeléltem a karboxil format.

® Retencids id6 (Exformma HPLC; Agilent Zorbax SB-C18 oszlop (5 um, 100 A, 4,6 mm x 150 mm); gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-15
perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B; eluensek: A: 0,1% TFA, viz (V/V), B: 0,1% TFA, acetonitril/viz 80:20 (V/V); folyassebesség: 1
mL/perc; detektalas: 220 nm)

¢ szamolt és mért atlagos (M>600) vagy monoizotopos (M<600) molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS)

4.3.2.1. A lizoszomalis emésztés soran keletkezé legkisebb metabolitok, a szalicilanilid-aminosav

szarmazékok eldallitasa és kémiai jellemzése

Vizsgalni kivantam a lizoszomalis emésztés soran (4.3.2.6. fejezet) a konjugatumokbdl keletkezé
legkisebb metabolitok bioldgiai aktivitasat is. Ezért eldallitottam a Sal8-Aoa-Thr-OH, Sal8-Aoa-Gly-OH és
H-Lys(Sal8-Aoa)-OH szalicilanilid-aminosav szarmazékokat. A Sal8 szalicilanilid szarmazékot a 4.3.2.
fejezetben leirtaknak megfeleléen konjugaltam aminooxiacetilezett aminosavakhoz, az Aoa-Thr-OH-hoz,

az Aoa-Gly-OH-hoz és a H-Lys(Aoa)-OH-hoz. A szalicilanilid-aminosav szarmazékokat félpreparativ RP-
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HPLC-vel tisztitottam, majd analitikai RP-HPLC-vel és tdmegspektrométerrel analizaltam, a vegyuletek
jellemzésének eredménye szintén a 16. tablazatban talalhaté. Az oximkotést tartalmazo szalicilanilid-
aminosav szarmazékok esetén az oximkdtés miatti E és Z izomerek az analitikai és a félpreparativ RP-
HPLC korulmeények kozott elvaltak. Az egyik izomer nagyobb mennyiségben keletkezett, mint a mésik, az
izomerek azonositasahoz tovabbi vizsgalatok (pl. NMR) sziikségesek.

A H-Lys(Sal8-Aoa)-OH szarmazék in vitro bioldgiai aktivitasanak jellemzése folyamatban van.

4.3.2.2. Szalicilanilid-peptid konjugatumok stabilitdsanak vizsgalata

Az oximkotést tartalmazd szalicilanilid-tuftsin konjugatumok stabilitasat is vizsgéltam az in vitro
kisérletek korilményei kozott (4.1.6.1. fejezet). A konjugatumok stabilitasat DMSO-ban 4 °C-on 3 hétig,
10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban 37 °C-on 4 hétig, és 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes
RPMI-1640 médiumban 37 °C-on 1 hétig analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével vizsgaltam. Az in
vitro citosztatikus hatas vizsgalatanal a vegyiletekkel vald 24 6ras kezelés utan a sejteket 72 6ran at
tovabbtenyésztjuk szérumot tartalmazé RPMI-1640 médiumban, ezért kiegészit§ vizsgalatként a
konjugatumok stabilitasat 10% DMSO-t és szérumot tartalmazé RPMI-1640 médiumban is vizsgaltam
37 °C-on 24 oraig. A legtobb konjugatum stabilitasat vizsgaltam, mivel az eredmények hasonléak a
vizsgalatok eredményét a Sal8-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-GFLG-OT20 és Sal8-Aoa-OT20(4-dek)
konjugatumokon mutatom be.

A Sal8-Aoa-0OT20(4-dek) konjugatum DMSO-ban 4 °C-on stabil volt legalabb 3 hétig, a
kromatogramban csak az intakt konjugatumot azonositottam (Fliggelék F28. abra).

A Sal8-Aoa-OT20 és a spacert tartalmazd Sal8-Aoa-GFLG-OT20 esetében a konjugatumok
tobbnyire stabilak Sula médiumban, a konjugatumok kb. 5%-aban az oximkétés elhidrolizalt a szabad
Sal8 szalicilanilidre és 2-hidroxiacetil-tuftsin szarmazékra (Flggelék F29. és F30. abra). A spacer nélkili
és a spacert tartalmazé konjugatum stabilitasaban nincs jelentds kulénbség.

A Sal8-Aoa-0OT20(4-dek) konjugatum stabil szérummentes médiumban 37 °C-on, 1 hét inkubalas
utadn sem figyelhet6 meg bomlas (Flggelék F31. abra).

A Sal8-Aoa-0OT20 konjugatum stabilnak bizonyult szérumot tartalmazé RPMI-1640 médiumban 24
6ra inkubalast kovetben (Flggelék F32. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a konjugatumok stabilak az in vitro kisérletek korilményei
kozott, az oximkotés kis mértékl hidrolizise volt csak észlelhetd Sula médiumban. A konjugatumok

szikség esetén DMSO-ban oldva térzsoldatként 4 °C-on tarolhatok.

4.3.2.3. Szalicilanilid-peptid konjugatumok MIC értékének meghatarozasa

A szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatasat is vizsgaltuk M. tuberculosis
Hs7Rv, A8 MDR és M. abscessus baktérium térzseken, hogy megtudjuk, hogy a szalicilanilidek a
konjugatumokban megdrzik-e antimikobakterialis hatasukat, és hogy szerkezet-hatas 6sszefliggéseket
vonhassunk le. Ez a kisérlet az extracellularis baktériumokat modellezi. Az eredményeket a 17. és 18.
tablazatban foglaltam 6ssze.

Az 4.1.7. fejezetben ismertettem, hogy a kiindulasi kismolekulak (Sal1-4) rendkivul alacsony
koncentracional hatottak a vizsgalt mikobaktérium torzsek ellen. M. tuberculosis Hs;Rv és A8 MDR ellen

1,4-2,8 pyM koncentracional, M. abscessus ellen 3,2-13,9 uM koncentraciénal voltak hatasosak. A
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konjugalhato szalicilanilid szarmazékoknal mar nagyobb koncentracioéra volt szliikség a gatlashoz. A Sal7-
8 molekulak 7,5 és 17,3 uM kozott hatottak M. tuberculosis Hz;Rv és A8 MDR ellen, M. abscessus ellen
pedig 34,5 és 59,8 uM kozott hatottak. A Sal9 molekula MIC értékei a legmagasabbak, 25,9 és 129,4 uM
kozotti értékeket kaptunk a vizsgalt baktériumtorzsek ellen.

A konjugalhatd szalicilanilid szadrmazékok megdrizték antimikobakteridlis tulajdonsagukat a
konjugatumokban M. tuberculosis Hi;Rv ellen (17. tablazat). A konjugatumok esetén kapott MIC értékek
(20,3-186,5 uM) nagyobbak, mint a szabad szalicilanilidek, Sal7-9 esetén (7,5-25,9 yM). Nem volt jelentds
kilénbség a kilonb6zd szalicilanilideket tartalmazé OT20 és OT20(4-pal) konjugatumok hatasa kdzott. A
peptid hosszisaga szempontjabdl a Sal8-Aoa-OT20 tetratuftsin konjugatum jobb hatassal rendelkezett,
mint a Sal8-Aoa-OT10 dituftsin szarmazék konjugatum, és a legrévidebb, Sal8-Aoa-T5 monotuftsin
szarmazék konjugatum mutatta a legkiemelkeddébb hatast a harom koézil, MIC értéke 21,8 uM. Az
enzimlabilis GFLG spacer jelenlétének nincs jelentés elénye az in vitro antimikobakteridlis hatas
szempontjabdl. Az egy tuftsinegységet tartalmazé konjugatumok esetén a spacerrel rendelkezd és a
spacer nélklli konjugatumok hatasa kézel azonos volt. Az OT20 tetratuftsin szarmazék konjugatum
esetében a GFLG spacer jelenléte csdkkentette az aktivitast (Sal8-Aoa-OT20 MIC: 81,5 uM, Sal8-Aoa-
GFLG-OT20 MIC: 141,5 pM). Az 6sszes konjugatum kozil az egy tuftsinegységet tartalmazok (Sal8-Aoa-
T5, Sal8-Aoa-T5-OH, Sal8-Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH), és ezek GFLG spacert tartalmazo
valtozatai rendelkeztek a legkiemelkeddbb aktivitassal M. tuberculosis Hs;Rv ellen. A Sal8-Aoa-T5
konjugatum, melynek C-termindlisa amid formaju haromszor hatasosabb volt, mint a Sal8-Aoa-T5-OH
konjugatum, melynek C-terminalisa szabad karboxilcsoport. A legaktivabb, vagyis a legkisebb MIC
értékkel rendelkezd konjugatumok a Sal8-Aoa-TKPPR-OH (MIC: 20,3 uyM) és a Sal8-Aoa-T5 (MIC: 21,8
MM) konjugatumok voltak. Ennek a két konjugatumnak a MIC értéke csak haromszor nagyobb, mint a
szabad Sal8 szalicilanilidé. A két hatéanyagot tartalmazé konjugatumok, a Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) és
a TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) szintén nagy aktivitassal rendelkeztek a M. tuberculosis Hz;Rv
baktérium ellen, MIC értékiik 42,2, ill. 34,8 uM.

A zsirsav oldalldnc hosszusag szempontjabdl a vajsav és a dekansav oldallanc méodositas a Sal8-
Aoa-0T20(4-but) (MIC: 63,4 uM) és a Sal8-Aoa-OT20(4-dek) (MIC: 76,7 uM) esetén enyhén noévelte az
aktivitast a zsirsav nélkuli Sal8-Aoa-OT20 konjugatumhoz (MIC 81,5 pM) képest. A palmitinsav oldallanc
modositast tartalmazd konjugatumok esetén a zsirsav oldallanc helyzete (4-es vagy 14-es pozicio)
enyhén befolyasolta a konjugatum hatasat. A Sal8-Aoa-OT20(4-pal) nagyobb MIC értékkel rendelkezett
(92,9 pM), mint zsirsavat nem tartalmazd Sal8-Aoa-OT20, ezzel ellentétben a Sal8-Aoa-OT20(14-pal)
MIC értéke (74,3 uM) alacsonyabb volt, mint a Sal8-Aoa-OT20 konjugatumé. A zsirsav jelenlétének
jelentésebb hatasa van a monotuftsin szarmazék konjugatumok esetében. A Sal8-Aoa-T5(4-dek) (MIC:
186,5 uM) és a Sal8-Aoa-T5(4-pal) (MIC: 173,21 uM) esetében a zsirsavak jelenléte jelent6sen
csokkentette a konjugatumok aktivitasat a zsirsav nélkili Sal8-Aoa-T5 konjugatumhoz (MIC: 21,8 yM)
képest.

A lizoszomalis emésztés soran keletkez6 legkisebb metabolitok (4.3.2.6. fejezet), a Sal8-Aoa-Thr-
OH (MIC: 393,5 pM) és a Sal8-Aoa-Gly-OH (MIC: 215,4 yM) gyenge in vitro antimikobakterialis
aktivitdssal rendelkeztek, MIC értékik 52-szer, ill. 29-szer nagyobb, mint a szabad Sal8 vegyileté (MIC:
7,5 uM).

Ha a hatdéanyagtartalomra szamolt MIC értékek alapjan hasonlitjuk 6ssze a szabad szalicilanilid

szarmazékokat és a szalicilanilid-peptid konjugatumokat, azt az eredményt kapjuk, hogy az OT20
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tetratuftsin konjugatumok 25 ug/mL koncentracié koril hatottak, ami csak 10-szer nagyobb, mint a szabad
Sal7 és Sal8 MIC értéke (2,5 ug/mL). A rovid, egy tuftsinegységet tartalmazé konjugatumok esetében a
konjugatumok nagy részének hatéanyagtartalomra szamolt MIC értéke még alacsonyabb, 6,8 és 10,6
pg/mL kdzoétti (Sal8-Aoa-T5, Sal8-Aoa-GFLG-T5, Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH és
Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH).

Vizsgaltuk az egy tuftsinegységet tartalmazé, M. tuberculosis Hiz;Rv ellen kimagaslé aktivitassal
rendelkezd konjugatumok in vitro antimikobakteridlis hatasat M. tuberculosis A8 MDR multirezisztens
torzs ellen is (17. tablazat). Ezek a konjugatumok csak a legmagasabb vizsgalt koncentraciénal, 100
pg/mL-nél (73,5-112,4 pM) tudtak gatolni a rezisztens baktériumot. Ezek a MIC értékek 2-5-szér
nagyobbak, mint a szenzitiv térzson mért MIC értékeik. A hatdanyagtartalomra szamolt MIC értékek
szempontjabdl az atlagos MIC értékik 31,0 uyg/mL, ami csak 6-szor nagyobb, mint a szabad Sal8 MIC
ertéke (5,0 ug/mL).

A konjugatumok tébbsége hatasosnak bizonyult M. absecssus ellen is, MIC értékik 40,8 és 224,8
MM kozott volt (18. tablazat). A szalicilanilid-OT20 konjugatumok voltak a leghatasosabbak M. abscessus
ellen. A Sal7-Aoa-OT20 (MIC: 41,5 pM) és a Sal8-Aoa-OT20 (MIC: 40,8 uM) aktivitasa a szabad Sal7
(MIC: 34,5 puM) és Sal8 (MIC: 59,8 uM) vegyiiletekhez hasonlé. Erdekes médon a Sal9-Aoa-OT20
konjugatum (MIC: 41,2 yM) haromszor aktivabb volt, mint a Sal9 szabad szalicilanilid szarmazék (MIC:
129,4 pM).

A spacert, zsirsav oldallancot vagy két szalicilanilidet is tartalmazé OT20 konjugatumok (Sal8-Aoa-
GFLG-0T20, Sal8-Aoa-OT20(4-but), Sal8-Aoa-OT20(4-dek), Sal7-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-
pal), Sal8-Aoa-OT20(14-pal) és Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa)) hasonld hatassal rendelkeztek M.
abscessus ellen, MIC értékuk 70,4 és 79,3 uM kdzétt volt. Nem volt jelentés elénye annak, hogy a
konjugatum két szalicilanilid molekulat tartalmazott. A Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) MIC értéke (70,4 uM)
kissé alacsonyabb, mint a TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) konjugatum MIC értéke (86,9 uM). A
Sal8-Ao0a-0T10 dituftsin szarmazékot tartalmazé konjugatum szintén j6 aktivitast mutatott (MIC: 56,0 uM)
M. abscessus ellen.

A M. tuberculosis Hz;Rv esetén kapott eredményekkel ellentétben a monotuftsin szarmazékok
voltak a legkevésbé hatékonyak M. abscessus ellen, MIC értékik 146,9-224,8 uM kdzétt volt. A GFLG
spacer beépitése a konjugatumba enyhén csdkkentette MIC értékiiket. A zsirsav oldallancok jelenlétének
a T5 konjugatumban nem volt jelentds hatasa az aktivitas szempontjabdl.

A hatdéanyagtartalomra szamitott MIC értékek szempontjabdl a Sal7-9-Aoa-OT20 konjugatumok (13
pg/mL korl) legalabb olyan hatasosak voltak, vagy még hatdsosabbak, mint a szabad Sal7-9 szalicilanilid
molekulak (MIC: 10-40 pg/mL) M. abscessus ellen. A spacert vagy zsirsav oldallancot tartalmazé OT20
szarmazékok hatéanyagtartalomra szamitott MIC értéke 25 pg/mL érték koérdl volt, az egy tuftsinegységet

tartalmazo konjugatumoknal pedig 60 pg/mL koril volt.
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17. tablazat: A szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatdsa M. tuberculosis Hs7Rv és A8 MDR

torzseken

Iz

OH

vegyiilet, konjugatum®®

x. O

N

0}

PEPTID "\‘
(@)

Sal7-8-peptid konjugatum

M. tuberculosis Hz7Rv

=

O PEPTID

CF

o0
Z N
H
OH

Sal9-peptid konjugatum

M. tuberculosis A8 MDR

mic* MICyr MIC | e mICc* MICyr MIC | e

Yy (ug/mL) (ug/mL) (M) Y (ug/mL) (ng/mL) (uM)
Sal7 2,5 2,5 8,6 1 5 5 17,3
Sal8 2,5 2,5 7,5 10 5 5 15,0 0
Sal9 8 8 25,9 40 20 20 64,7
Sal7-Aoa-0T20 200 24,1 83,0 4 nd nd nd nd
Sal8-Aoa-0OT20 200 27,3 81,5 40 nd nd nd nd
Sal9-Aoa-0T20 200" 25,5 82,4 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-GFLG-0T20 400 47,3 1415 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-OT20(4-but) 160 21,2 63,4 0 nd nd nd nd
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) 200" 25,6 76,7 nd nd nd nd nd
Sal7-Aoa-OT20(4-pal) >250° 27,4 94,5 ++" nd nd nd nd
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 250 31,0 92,9 15 nd nd nd nd
Sal8-Aoa-0T20(14-pal) 200" 24,8 74,3 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) 120 28,2 42,2 20 nd nd nd nd
Sal8-Aoa-OT10 250 58,4 174,9 25 nd nd nd nd
TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) 80 23,2 34,8 0 nd nd nd nd
Sal8-Aoa-T5 20 7,3 21,8 4 100 36,4 108,9 +
Sal8-Aoa-GFLG-T5 40 10,3 31,0 15 100 25,9 77,4 10
Sal8-Aoa-T5(4-dek) 200' 62,3 186,5 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-T5(4-pal) 200' 57,9 173,1 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-T5-OH 60 21,8 65,3 60 100 36,4 108,8 +
Sal8-Aoa-GFLG-T5-OH 60 15,5 46,4 0 100 25,8 77,3 +
Sal8-Aoa-TKPR-OH 40 15,0 45,0 60 100 37,6 112,4 ++
Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH 40 10,6 31,6 10 100 26,4 79,1 ++
Sal8-Aoa-TKPPR-OH 20 6,8 20,3 1 100 33,9 101,3 ++
Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH 40 9,8 29,4 11 100 24,6 73,5 0
Sal8-Aoa-Thr-OH 200" 1315 393,5 nd nd nd nd nd
Sal8-Aoa-Gly-OH 100 72,0 2154 nd nd nd nd nd

# A Sal7-9 antimikobakteridlis hatasat a 4. tablazatban mutattam be, itt a konjugatumokkal valo ésszehasonlitas miatt szerepelnek

Ujra.

® Az amid C-terminalisu konjugatumok koédjaban nem jeléltem az amid format. A karboxil C-termindlisd konjugatumoknal *-OH’-val

jeléltem a karboxil format.

¢ MIC meghatarozasa Sula félszintetikus médiumban (pH 6,5) M. tuberculosis Hs;Rv és A8 MDR esetén 4 hét inkubalas utan

YMICyr: a konjugatumok esetén a hatéanyagtartalomra szamolt MIC értékek, MICyr (ug/mL) = (MIC (uM) x Mg,Sal (g/mol) x n) /
1000, ahol M,,Sal: szalicilanilid molaris tomege; n: szalicilanilid molekuldk szama a konjugatumban
¢ CFU meghatarozasa Léwenstein-Jensen szilard taptalajon M. tuberculosis Hs;Rv 4s A8 MDR esetén 4 hét tovabbi inkubalas utan
f Az adatok a 21 napos inkubalasi id6 utan meghatarozott értékekbdl extrapolaltak
9 Ennél a koncentracional a konjugatumok csokkentették a CFU-t, de a MIC értékik valoszinileg nagyobb, mint a vizsgalt

legmagasabb koncentracio.
" +++, ++, +: egybefliggd koloniak
"nd: nem hataroztuk meg
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18. tablazat: A szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatasa M. abscessus t6rzsén

(o] o CF;
_O
(e} \N QKPEPTID NZ N O/

R | H
(e}

;\ OH
OH o” “PEPTID

Sal7-8-peptid konjugatum

Iz

Sal9-peptid konjugatum

M. abscessus
vegyiilet, konjugatum®® MICS MIC, MC | oy
Y (ug/mL) = (ng/mL) (M)

Sal7 10 10 34,5 0
Sal8 20 20 59,8

Sal9 40 40 129,4 0
Sal7-Aoa-OT20 100 12,0 41,5 60
Sal8-Aoa-OT20 100 13,6 40,8 1
Sal9-Aoa-0T20 100 12,7 41,2 0
Sal8-Aoa-GFLG-0T20 200 23,6 70,7 21
Sal8-Aoa-OT20(4-but) 200 26,5 79,3 11
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) 200 25,6 76,7 20
Sal7-Aoa-OT20(4-pal) >200' 21,9 75,6 +9
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) >200' 24,8 74,3 +
Sal8-Aoa-OT20(14-pal) 200 24,8 74,3 15
Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) 200 47,0 70,4 0
Sal8-Aoa-OT10 80 18,7 56,0 0
TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) 200 58,1 86,9 8
Sal8-Aoa-T5 160 58,3 174,3 12
Sal8-Aoa-GFLG-T5 200 51,7 154,8 50
Sal8-Aoa-T5(4-dek) 200 62,3 186,5 0
Sal8-Aoa-T5(4-pal) 200 57,9 173,1 5
Sal8-Aoa-T5-OH 200 72,7 217,7 10
Sal8-Aoa-GFLG-T5-OH 200 51,7 154,6 60
Sal8-Aoa-TKPR-OH 200 75,1 224.8 1
Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH 200 52,9 158,2 22
Sal8-Aoa-TKPPR-OH 200 67,7 202,7 13
Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH 200 49,1 146,9 15

% A Sal7-9 antimikobakteridlis hatasat a 4. tablazatban mutattam be, itt a konjugatumokkal valo ésszehasonlitas miatt szerepelnek
Ujra.

® Az amid C-terminalisii konjugatumok kédjaban nem jeldltem az amid format. A karboxil C-terminalisti konjugatumoknal *-OH’-val
jeléltem a karboxil format.

¢ MIC meghatarozasa Sula félszintetikus médiumban (pH 6.5) M. abscessus esetén 1 hét inkubalas utan

4MICyr: a konjugatumok esetén a hatéanyagtartalomra szamolt MIC értékek, MICyr (ug/mL) = (MIC (uM) x Ma,Sal (g/mol) x n) /
1000, ahol M,,Sal: szalicilanilid molaris tomege; n: szalicilanilid molekulak szama a konjugatumban

¢ CFU meghatarozasa Léwenstein-Jensen szilard taptalajon M. abscessus esetén 1 hét tovabbi inkubalas utan

" Ennél a koncentracional a konjugatumok csokkentették a CFU-t, de a MIC értékilk valésziniileg nagyobb, mint a vizsgalt
legmagasabb koncentracio.

9 +++, ++, +: egybefliggé koloniak
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4.3.2.4. Szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasa

A konjugatumok alkalmazasa soran egyik célunk, hogy a konjugatumok szelektivek legyenek a
baktérium felé, vagyis lehetdleg ugy legyenek képesek elpusztitani a baktériumokat, hogy a gazdaseijtre,
illetve a szervezet tobbi sejtiére ne legyenek karos hatasuak. Ezért vizsgéltuk a szalicilanilid-peptid
konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat gazdasejt modell MonoMac6 human monocita sejteken és a
hepatotoxicitas tanulmanyozasara szolgal6 HepG2 human hepatdéma sejteken. Meghataroztuk néhany
kivalasztott vegyllet citotoxikus hatasat a szintén gazdasejt modell egér csontvel6i makrofag (BMM®)
sejteken. Tovabbd vizsgaltuk a kivalasztott vegylletek in vitro citotoxikus hatasat emberi kdlddkzsinor
vénabdl prepardlt endotélsejteken (HUVEC). Meghataroztuk a vegylletek szelektivitasi indexét (Sl) a M.
tuberculosis Hs;Rv térzsén mért MIC értékekhez viszonyitva.

Az 4.1.8. fejezetben bemutatott négy kiindulasi szalicilanilid szarmazék (Sal1-4) citosztatikus hatasu
volt alacsony ICs, értékekkel MonoMac6 és HepG2 sejteken (ICsq: 1,4-5,8 uM). A harom konjugalhaté
szalicilanilid szarmazék (Sal7-9) is citosztatikus hatasunak bizonyult magasabb ICs, értékekkel mindkét
sejtvonalon (MonoMac6 — ICsp: 16,1-21,5 uyM; HepG2 — ICsq: 7,9-17,6 uM).

A szalicilanilid-peptid konjugatumok esetében az eredmények valtozatosak (19. tablazat). Az egy
tuftsinegységet tartalmazoé konjugatumok (Sal8-Aoa-T5, Sal8-Aoa-T5-OH, Sal8-Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-
TKPPR-OH) és a GFLG spacert tartalmazoé valtozatuk nem voltak citosztatikus hatasuak a MonoMac6
sejteken a vizsgalt legmagasabb koncentracional (200 uM). Az oldallanc modositas nélkdli dituftsin és
tetratuftsin szarmazék konjugatumok (Sal8-Aoa-OT10, Sal7-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-OT20, Sal9-Aoa-OT20)
sem mutattak citosztatikus hatast a vizsgalt legmagasabb koncentracional ezen a sejttipuson. A GFLG
spacert tartalmazo tetratuftsin konjugatum (Sal8-Aoa-GFLG-OT20) enyhén citosztatikus hatasu volt 86,6
MM-os ICs, értékkel MonoMac6 sejteken. Két szalicilanilid molekula jelenléte a konjugatumban szintén
citosztatikus hatas megjelenéséhez vezetett, a Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) ICs, értéke 39,1 uM, a TKPR-
OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) ICx, értéke 101,4 uM.

A zsirsav oldalldnc modositast tartalmazé konjugatumok jelentds citosztatikus hatassal
rendelkeztek a MonoMac6 sejteken a vajsavval moddositott konjugatum  kivételével, a
Sal8-A0a-0OT20(4-but) nem volt citosztatikus hatasu a vizsgalt legmagasabb koncentraciénal sem. A
palmitoil oldallancot tartalmazé OT20 konjugatumok (Sal7-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-
Aoa-0T20(14-pal)) ICs, értéke nagyon alacsony (16,5-20,9 yM), a szabad szalicilanilid szarmazékokéhoz
hasonlé. A palmitoil-csoportot tartalmazé monotuftsin szarmazék konjugatum, a Sal8-Aoa-T5(4-pal) 1Csg
értéke (53,8 uM) magasabb, mint a tetratuftsin szarmazék konjugatumoké, de citosztatikus hatasa még
mindig jelent6s. A dekénsav oldalldnc médositast tartalmazé konjugatumok is citosztatikus hatasuak
voltak. A Sal8-Aoa-OT20(4-dek) ICsq értéke (24,9 uM) a palmitinsavas analégjahoz hasonlé volt (Sal8-
Aoa-0OT20(4-pal), ICsp: 16,8 uM). A T5 monotuftsin szarmazék Sal8-Aoa-T5(4-dek) ICs értéke (72,6 pM)
magasabb, mint a Sal8-Aoa-T5(4-pal) I1Csq értéke (53,8 uM). Nem vart eredmény az, hogy a dekansavat
tartalmazo konjugatumok citosztatikus hatassal rendelkeznek, mivel az acetilezett kontroll peptidek (Ac-
OT20(4-dek), Ac-T5(4-dek), 4.2.7. fejezet) és a dekansav esetében nem tapasztaltunk citosztatikus
aktivitast. A palmitinsavat tartalmazé kontroll peptidek is citosztatikus hatasuak, igy a palmitinsavat
tartalmazé konjugatumok citosztatikus hatasa varhaté volt.

HepG2 sejteken (19. tébladzat) az egyik OT20 konjugatum, a Sal8-Aoa-OT20 enyhén

citosztatikusnak bizonyult (ICso: 81,9 uM), a tobbi tetratuftsin és a dituftsin szarmazék konjugatum
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(Sal7-A0a-0OT20, Sal9-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-OT10) nem mutatott citosztatikus hatast a vizsgalt
legmagasabb koncentracional. Az egy tuftsinszarmazékot tartalmazé konjugatumok (Sal8-Aoa-T5, Sal8-
Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH) sem mutattak citosztatikus aktivitast HepG2 sejteken, kivéve a
Sal8-Aoa-T5-OH, mely enyhén citosztatikus hatasunak bizonyult (ICsy: 191,3 uM). Erdekes médon a
GFLG spacer jelenléte a konjugatumokat (Sal8-Aoa-GFLG-OT20, Sal8-Aoca-GFLG-T5, Sal8-Aoa-GFLG-
T5-OH, Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH, Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH) enyhén citosztatikus hatasuva tette
58,0 és 162,6 uM kozotti 1Csy értékekkel. A két szalicilanilid molekulat tartalmazé konjugatumok
citosztatikus hatasa a Sal8-Aoa-OT20 hatasahoz hasonld, a Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) ICs, értéke 79,7
MM és a TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) ICs, értéke 95,2 uM.

A palmitinsav oldallanc mddositast tartalmazé konjugatumok HepG2 sejteken is jelent6s
citosztatikus aktivitast mutattak. A palmitoil-csoportot tartalmazé OT20 konjugatumok alacsony ICsq
értékekkel rendelkeztek (37,6-42,9 uM). Erdekes médon a monotuftsin konjugatum (Sal8-Aoa-T5(4-pal))
rendelkezett a legkisebb ICs, értékkel (23,2 uM) az 6sszes konjugatum kozil a HepG2 sejteken.
A Sal8-A0a-OT20 konjugatum és a butanoil-csoportot tartalmazé analdgja, a Sal8-Aoa-OT20(4-but)
hasonlé hatast mutattak (ICso: 81,9, ill. 81,6 uM). A MonoMac6 sejtek esetében tapasztaltakkal ellentétben
a dekansav modositast tartalmazo Sal8-Aoa-OT20(4-dek) konjugatum citosztatikus hatasa kisebb (ICso:
113,3 uM), mint a zsirsav nélklli Sal8-Aoa-OT20 konjugatumé. Viszont a T5 analdg Sal8-Aoa-T5(4-dek)
citosztatikus hatasa nagyobb (ICsy: 55,8 pM), mint a zsirsav nélkili konjugatumé, de kevésbé
citosztatikus, mint a palmitinsavat tartalmazo valtozat (Sal8-Aoa-T5(4-pal)).

A lizoszomalis emésztés soran keletkez6 legkisebb metabolitok, a Sal8-Aoa-Thr-OH és a Sal8-Aoa-
Gly-OH nem rendelkezett in vitro citosztatikus hatdssal a vizsgalt legnagyobb koncentracidig sem
MonoMac6 sejteken, sem HepG2 sejteken. A szalicilanilid szarmazékokhoz oximkoétésen keresztil
kapcsolodd aminosav megszlnteti a szalicilanilid citosztatikus hatasat, melynek oka az lehet, hogy a
legkisebb metabolitok nem jutnak be a sejtekbe, vagy a szabad szalicilanilidekhez képest is csak kisebb
mértékben jutnak be. ValdszinUsithetd, hogy a kis mértékben sejtbe jutott legkisebb metabolitok nem
ugyanazokba a sejtkompartmentumokba kerlinek, mint a konjugatumok, melyek koézil néhany
citosztatikus hatassal rendelkezik.

A kiindulasi szalicilanilid szarmazékok (Sal1-4) M. tuberculosis Hs;Rv t6rzsén meért MIC értékekhez
viszonyitott szelektivitasi indexe 1,0 és 3,9 kodzdétt van MonoMac6 és HepG2 sejtek esetében. A
konjugalhato szalicilanilidek (Sal7-9) szelektivitasi indexe 0,7 és 2,5 k6z6tt van ezen sejtek esetében.
Habar a konjugatumok tdbbsége nem volt citosztatikus hatasu vagy csak enyhe citosztatikus aktivitast
mutatott a human sejteken, szelektivitasi indexik alacsony a baktérium elleni magas minimalis gatlé
koncentraciojuk miatt. A dekansav vagy palmitinsav oldallanc mdédositast tartalmazé konjugatumok
szelektivitasi indexe nagyon alacsony (Sl: 0,1-1,5). A két szalicilanilid molekulat tartalmazé konjugatumok
kézll a Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) Sl értéke 1,9 alatti a két sejttipusra vonatkoztatva, a TKPR-OT10(8-
Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) Sl értéke viszont magasabb (Sl: 2,7-2,9). A citosztatikus aktivitassal egyik
sejttipuson sem rendelkezd konjugatumok (Sal7-Aoa-OT20, Sal9-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-T5, Sal8-Aoa-T5-
OH, Sal8-Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH) optimalis szelektivitast mutattak a baktérium felé, ezen
konjugatumok Sl értéke 2,4 felett van. A Sal8-Aoa-T5 és a Sal8-Aoa-TKPPR-OH szelektivitasi indexe a
legnagyobb, 9,2, ill. 9,9 feletti. Ezekben az esetekben levonhat6 az a kdvetkeztetés, hogy a szalicilanilid
szarmazékok tuftsin tipusi hordozékhoz valé konjugalasa ndvelte a vegyiiletek szelektivitasat. Erdemes
megjegyezni, hogy jelentds kildénbségek lehetnek a vegylletek in vitro és in vivo toxicitdsa kdzott. Az,
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hogy egy vegytulet citosztatikus hatasu az alkalmazott modell sejteken, nem feltétlendl jelenti azt, hogy in

vivo is jelentkezik toxikus hatés, és ez forditva is igaz lehet.

19. tablazat: A szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro citosztatikus hatasa MonoMac6 human monocita és HepG2
human hepatokarcinéma sejtvonalon (24 éras kezelés) és szelektivitasi indexiik a M. tuberculosis Hz7Rv torzsén mért
MIC értékekhez viszonyitva

(0] o CF3
(0] \N/OAPEPT") N/\CfI\N/O/
R | H
O.
L Dy
OH O PEPTID

Sal7-8-peptid konjugatum Sal9-peptid konjugatum

MonoMac6 — citosztazis 24 éra’ HepG2 - citosztazis 24 éra’
vegyiilet, konjugatum®® SI Sl
ICso (MM) M. tuberculosis ICs0 (MM) M. tuberculosis
Hs;Rv torzsre® Ha;Rv torzsre®

Sal7 16,1+4,9 1,9 7,9+1,4 0,9
Sal8 18,6+2,5 2,5 15,9+0,0 2,1
Sal9 21,5+7,1 0,8 17,6x1,6 0,7
Sal7-Aoa-0OT20 >200 >2.4 >200 >2.4
Sal8-Aoa-0OT20 >200 >2.5 81,9+4,2 1,0
Sal9-Aoa-0OT20 >200 >2.4 >200 >2,4
Sal8-Aoa-GFLG-0T20 86,6+2,8 0,6 112,4+20,0 0,8
Sal8-Aoa-OT20(4-but) >200 >3,2 81,6+2,4 1,3
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) 24,9+6,2 0,3 113,3+15,3 15
Sal7-Aoa-0T20(4-pal) 16,8+3,1 0,2 42,9+8,9 0,5
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 16,5+0,8 0,2 37,6+£10,3 0,4
Sal8-Aoa-0T20(14-pal) 20,9+4,0 0,3 40,4417,7 0,5
Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) 39,1+1,6 0,9 79,7£16,7 1,9
Sal8-Aoa-0OT10 >200 >1,1 >200 >1,1
TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) 101,445,6 29 95,2+4,2 2,7
Sal8-Aoa-T5 >200 >9,2 >200 >9,2
Sal8-Aoa-GFLG-T5 >200 >6,5 162,6+17,3 53
Sal8-Aoa-T5(4-dek) 72,646,7 0,4 55,8+3,0 0,3
Sal8-Aoa-T5(4-pal) 53,8+1,1 0,3 23,2+3,7 0,1
Sal8-Aoa-T5-OH >200 >3,1 191,3+12,4 29
Sal8-Aoa-GFLG-T5-OH >200 >4,3 58,0+0,1 1,3
Sal8-Aoa-TKPR-OH >200 >4,4 >200 >4,4
Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH >200 >6,3 112,6+26,9 3,6
Sal8-Aoa-TKPPR-OH >200 >9,9 >200 >9,9
Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH >200 >6,8 155,6+14,8 53
Sal8-Aoa-Thr-OH >200 >0,5 >200 >0,5
Sal8-Aoa-Gly-OH >200 >0,9 >200 >0,9
dekansav >200 - nd®

palmitinsav 178,1x11,2 - nd
Egllgiul?es\?;/rgksw8—Aoa—OT20 (1:1 n/n) 169,0+1,7 ) nd B

& A Sal7-9 citosztatikus hatasat az 6. és 8. tablazatban mutattam be, itt a konjugatumokkal valo Gsszehasonlitas miatt szerepelnek djra.
® Az amid C-terminalist konjugatumok kodjaban nem jelditem az amid format, a karboxil C-terminalist’-OH’-val jeloltem.

¢ Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 6ras kezelést, majd 72 6ras tovabbtenyésztést kbvetéen MTT-teszttel

9 Szelektivitasi index, Sl = ICso (UM)/MIC (uM)

€ nd: nem hataroztuk meg
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A Sal8 szalicilanilid szarmazék és a palmitinsav oldallanc maddositast tartalmazoé tetratuftsin
szarmazék konjugatumok citosztatikus hatasa 24 6ras kezelés utan MonoMac6 sejteken kdzel azonos,
HepG2 sejteken a konjugatumok ICsy értéke enyhén magasabb, mint a szabad szalicilanilidé. Kivancsiak
voltunk arra, hogy rovidebb kezelési id6 alatt is egymashoz hasonlé koncentraciondl fejtik ki citotoxikus,
vagy citosztatikus hatasukat a Sal8 és a palmitoil oldallancot tartalmazé tetratuftsin szarmazék
konjugatumok. Ezért vizsgaltuk a Sal8 szalicilanilid és egy kivalasztott palmitinsav oldallancot tartalmazé
konjugatum, a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasat 3 éras kezelést kdvetéen
is MonoMac6 és HepG2 sejteken (20. tablazat). Az egyes vegylletek esetében a citotoxikus és
citosztatikus hatashoz tartozoé ICsy értékek kdzel azonosak. A korabban bemutatott eredmények alapjan a
24 oras kezelést kdvetéen a Sal8 és a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) ICs, értékei hasonldak (Sal8 MonoMac6 —
ICs0: 18,6 UM, HepG2 — ICso: 15,9 M és Sal8-Aoa-OT20(4-pal) MonoMac6 — ICsy: 16,5 uM, HepG2 —
ICso: 37,6 uM). A 3 6ras citosztazis eredmények alapjan lathatd, hogy a Sal8 szalicilanilid (MonoMac6 —
ICs0: 184,3 pM, HepG2 — ICso: 177,5 uM) lassabban fejti ki citosztatikus hatasat, mint a Sal8-Aoa-OT20(4-
pal) konjugatum, melynél mar 3 6ra utan is jelentés citosztatikus aktivitas tapasztalhaté (MonoMac6 —
ICs0: 19,8 UM, HepG2 — ICxy: 78,4 uM). A Sal8 3 oras ICsq értéke tébb mint 10-szer nagyobb, mint a 24
6ra utan kapott ICsy értékek mindkét sejttipuson. A konjugatumnal mar 3 6ra utan a 24 6ras kezeléshez
hasonld 1Cs, értékeket kapunk. Ezen eredmények és a hordozépeptid membran integritasra gyakorolt
hatasanak vizsgalata soran kapott eredmények alapjan (4.2.8. fejezet) arra lehet kdvetkeztetni, hogy a
palmitinsavat tartalmazé konjugatum a sejttel talalkozva gyorsan kifejti membrankarosité hatasat. A Sal8
szalicilanilid valészinlileg mas ponton gatolia a sejteket, citotoxikus és citosztatikus hatasanak

jelentkezéséhez tobb idd szliikséges, feltételezhetben a korlatozott mérték, lassabb sejtbejutasa miatt.

20. tablazat: A Sal8 szalicilanilid és a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) konjugatum in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasa (3

oras kezelés) MonoMac6 human monocita és HepG2 human hepatokarcindma sejtvonalon

Sal8 Sal8- peptld konjugatum
| MonoMac6 ICso (uM) 3 6ra HepG2 ICso (UM) 3 éra
vegyiilet, konjugatum )
| citotoxicitas® citosztazis® | citotoxicitas® citosztazis
sal8 | 1789:158 1843£15 | 150,3 177,5¢
Sal8-Aoa-0OT20(4-pal) | 19,5+0,8 19,8 £6,7 | 68,314,2 78,417

? Citotoxikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést kévetéen MTT-teszttel
p Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 6ras kezelést, majd 72 6ras tovabbtenyésztést kovetéen MTT-teszttel
* egy mérés eredménye

Vizsgaltuk a kivalasztott vegyuletek in vitro citotoxikus hatasat egér csontveli makrofag sejteken
(BMM®) 48 ora kezelést kovetden (21. tablazat). Ezek a primer sejtek is gazdasejt makrofag modelinek
tekintheték, tuftsin receptorokkal a felszinikdn [203]. A kivalasztott vegyuleteknél az volt a szempont,
hogy legyen koztik tetratuftsin és monotuftsin szarmazék konjugatum, valamint spacert, illetve

dekansavat és palmitinsavat tartalmazé tetratuftsin szdrmazék, hogy 0Osszehasonlithassuk a
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tuftsinegységek szamanak hatasat, a spacer jelenlétének hatasat, és a zsirsav oldallanc maddositas
hatasat. A szabad Sal8 szalicilanilid szarmazék kozepes citotoxikus hatast mutatott ezeken a sejteken
szarmazék konjugatumok (Sal8-Aoa-T5 és Sal8-Aoa-OT20) nem mutattak citotoxikus hatast a vizsgalt
legmagasabb koncentracidoban (100 uM), szelektivitasi indexik 4,6, ill. 1,2 feletti. A GFLG spacer jelenléte
enyhe citotoxikus hatas megjelenéséhez vezetett (ICso: 92,1 uM). A zsirsav oldallanc jelenléte szintén
citotoxikus hatas megjelenéséhez vezetett, a Sal8-Aoa-OT20(4-dek) konjugatum kdézepes (ICso: 71,9 uM),
a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) konjugatum jelentés (ICso: 20,4 uM) citotoxikus hatast mutatott egér csontvel6i

makrofag sejteken. igy a szelektivitasi indexiik kedvezétlen, 1 alatti.

21. tablazat: A Sal8 szalicilanilid és kivalasztott Sal8-tuftsin konjugatumok in vitro citotoxikus hatédsa egér csontveldi
makrofag (BMM®) sejteken (48 oras kezelés) és szelektivitasi indexiik a M. tuberculosis Hz7Rv térzsén mért MIC

értékekhez viszonyitva

)
0
0 /@*o 0 /©)\N \)J\PEPTID
Br: Br.
N N
OH OH

Sal8 Sal8-peptid konjugatum
citotoxicitas 48 6ra”
vegyiilet, konjugatum?® BMM® S
ICso (M) M. tuberlclzuI05|cs Hs7Rv

torzsre
Sal8 76,545,1 10,2
Sal8-Aoa-OT20 >100 >1,2
Sal8-Aoa-GFLG-0T20 92,110,2 0,7
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) 71,9+6,9 0,9
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 20,440,1 0,2
Sal8-Aoa-T5 >100 >4,6

& A peptidek C-terminalisa amid formaja
® Citotoxikus hatas meghatarozasa 48 o6ras kezelést kdvetéen MTT-teszttel
¢ Szelektivitasi index, S| = ICso (MM)/MIC (M)

Vizsgaltuk a kivalasztott vegyiletek in vitro citotoxikus hatasat emberi kdlddkzsindr vénabol
preparalt endotélsejteken (HUVEC, human umbilical vein endothelial cell), melyek nem tumoros,
egészséges sejtek. Az endotélsejtek a vérerek belsé falanak alkotoi, ha a hatéanyagokat intravénasan
juttatjuk a szervezetbe, az endotélsejtekkel is kapcsolatba kerililhetnek. Tovabba a tuftsin kétédhet az
endotélsejtek felszinén nagy szamban el6forduld neuropilin-1 receptorhoz [120, 121]. Ezért a vegyuletek
endotélsejtekre gyakorolt hatasanak modellezésére HUVEC sejteket alkalmaztunk. A vegyiletek
kivalasztdsanak szempontja az volt, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a tuftsinszarmazékok hosszanak és
eltér szekvencidjanak, a spacer jelenlétének, a Kkil6énbdz6 hossziusagu zsirsav oldallanc
modositasoknak, valamint egy konjugatumban két molekula hatéanyag jelenlétének hatasat.

A HUVEC sejteken torténé citotoxicitas meghatarozast Dr. Cervenak Laszlé tudomanyos
fémunkatars és Debreczeni Marta Lidia PhD hallgaté, a Semmelweis Egyetem, lll. Sz. Belgyogyaszati

Klinika Kutatélaboratériumanak munkatarsai végezték. A sejteket 24 éran at inkubaltak a vegylletekkel, a
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kezelést kdvetden SYBR-Greennel [207] festették a sejteket és fluoreszcens mikroszkdp hasznalataval a
CellP program segitségével megszamoltak a sejtmagokat, mely adatokbdl az ICs, értékek szamolhatok. A
citotoxicitas pontos megitélését nehezitette, hogy a vegylletek egy része kicsapddott az MCDB
sejttenyészté meédiumba, amely a kémiai tulajdonsagaiban (a fehérjekoncentraciot kivéve) a
vérplazmahoz hasonlit.

A kapott eredményeket a 22. tablazat tartalmazza. A Sal8 szalicilanilid szarmazék enyhe citotoxikus
hatast mutatott 119,0 uM ICs, értékkel, szelektivitasi indexe j6 (SlI: 15,9). A konjugatumok tébbsége és az
Ac-OT20 kontroll peptid nem volt citosztatikus hatasu a vizsgalt legmagasabb koncentracional, 200 uM-
nal sem. A Sal8-Aoa-OT20(4-pal) konjugatum esetében gyenge citotoxicitas volt tapasztalhaté 200 uM-
nal, extrapolacioval szamolt 1Cs, értéke 227,8 uM. Kezd6dé citotoxicitas figyelhetd meg a Sal8-Aoa-
OT20(4-dek), a Sal8-Aoca-TKPPR-OH és a TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) konjugatumok
esetében. Osszességében elmondhatd, hogy ez a sejttipus kevésbé érzékeny a szalicilanilidre és vizsgalt
konjugatumaira, mint a korabban bemutatott MonoMac6, BMM® és HepG2 sejtek.

22. tablazat: A Sal8 szalicilanilid és kivalasztott Sal8-peptid konjugatumok in vitro citotoxikus hatasa emberi
koldokzsinor vénabdl preparalt endotélsejteken (HUVEC) (24 6ra kezelés) és szelektivitasi indexiik a M. tuberculosis

Hs7Rv térzson mért MIC értékekhez viszonyitva

0
0
0 0 0 Y \)kPEPTID
N
H
OH

N
OH Sal8 Sal8-peptid konjugatum
HUVEC citotoxicitas 24 o6ra
vegyiilet, konjugatum?® ICso (M), . ICs0 (M), ST
morfolégiab ktéoreszlge_ncs M. tubetr__cuI05|ds Hs7Rv
panalizis orzsre

Salg 100* 119,0 £ 29,0' 15,9
Sal8-Aoa-OT20 >200** >200 >2.5
Sal8-Aoa-GFLG-0OT20 >200** >200 >1,4
Sal8-Aoa-0OT20(4-but) >200** >200 >3,2
Sal8-Aoa-0T20(4-dek) >200** >200° >2,6
Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 200 227,8 32,9 2,5
TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) >200%* >200° >57
Sal8-Aoa-T5 >200 >200 >9,2
Sal8-Aoa-GFLG-T5 >200* >200 >6,5
Sal8-Aoa-TKPPR-OH >200 >200 >9,9
Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH >200% >200° >6,8
Ac-0T20 >200 >200 -

% Az amid C-terminalist konjugatumok kédjaban nem jel6ltem az amid format. A karboxil C-terminalisi konjugatumoknal *-OH’-vall
jeléltem a karboxil format

A sejtek allapotanak fénymikroszkdppal torténé értékelése alapjan megallapitott ICsy érték

° A rogzitett képeken a SYBR-Greennel megfestett sejtmagok CellP programmal térténé megszamolasa alapjan megallapitott ICso
érték

¢ Szelektivitasi index, SI = ICso (UM)/MIC (UM)

¢ Kezdédé citotoxicitas észlelhetd

" Extrapolacioval szamolt értékek

*, **: legkisebb kicsapodo koncentracio 100-200 uM kozott, ill. 7,4-22,4 pM kozott
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4.3.2.5. Szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatasa fert6zé6tt MonoMac6

sejteken

A konjugatumok extracellularis baktériumok elleni aktivitasa sziikséges, de az is fontos, hogy
sikeresen gatolni tudjak az intracellularis baktériumokat is, mivel a vizsgalt mikobaktériumok intracellularis
patogének. Ahogy azt a 4.1.9.2. fejezetben bemutattam, a MonoMac6 sejteket fertézhetjik a M.
tuberculosis Hiz;Rv baktériummal, és az igy kapott rendszer alkalmas, arra, hogy vizsgaljuk a
konjugatumok aktivitasat a monocitak altal fagocitalt, intracellularis baktériumok ellen. A szerkezet-hatas
Osszefliggések alapjan az intracellularis baktériumot legeredményesebben gatlé konjugatumokat
kerestuk.

A M. tuberculosis Hs;Rv baktériumtérzzsel fert6zott MonoMac6 sejteket a szabad szalicilanilidek és
a konjugatumok 125 uM-os és 250 uM-os oldataval kezeltlik, 3 nap utan friss oldatokkal megismételtik a
kezelést. Ujabb 3 nap eltelte utan a sejteket lizaltuk, szilard taptalajra oltottuk a lizatumot és Ujabb 4 hét
eltelte utdn meghataroztuk a telepszamot (CFU).

A szalicilanilidek és konjugatumaik gatlé hatasat az intracellularis baktériumok ellen az 53. abran
foglaltam &ssze. Negativ kontrollként kezeletlen fert6zott sejteket alkalmaztunk. Vizsgaltuk az INH
hatasat is, mely nem mutatott in vitro gatlé hatast ezen a modellen 365 yM kezelési koncentraciénal sem
[7].

Ahogy azt a 4.1.9.2. fejezetben bemutattam a szabad szalicilanilid szarmazékok (Sall-4, kezelési
koncentracio: 140-300 uM) nem mutattak gatlé hatast az intracellularis baktériumok ellen. A konjugalhato
szalicilanilidek (Sal7-9) sem gatoltdk az intracellularis baktériumot egyik vizsgalt koncentracional sem.
Ezzel ellentétben, mindegyik szalicilanilid-peptid konjugatum csokkentette a baktérium telepszamat a
kezeletlen kontrollhoz képest, koncentraciéfliggést mutatva.

Az OT20 konjugatumok kézul a Sal7-Aoa-OT20 kiemelkedd aktivitast mutatott, mindkét kezelési
koncentracional hatasosabb volt, mint a Sal8-Aoa-OT20 és a Sal9-Aoa-OT20. Viszont a Sal7-Aoa-
OT20(4-pal) és a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) esetében a gatld hatds nagyon hasonlé volt. A
tuftsinszarmazékok hosszanak szempontjabdl 125 pM kezelési koncentracié esetén nincs jelentés
kildnbség a konjugatumok kozt. A 250 uM-os koncentraciéonal a monotuftsin Sal8-Aoa-T5 konjugatum volt
a leghatasosabb, ezt kdvette a tetratuftsin Sal8-Aoa-OT20 konjugatum. A dituftsin Sal8-Aoa-OT10 esetén
5-sz0r nagyobb CFU értéket kaptunk, mint a Sal8-Aoa-T5 esetén. A legtdbb konjugatum esetén a GFLG
spacer jelenlétének nem volt jelentds hatasa az aktivitasra, viszont a Sal8-Aoa-TKPR-OH esetében a
GFLG spacer jelenléte jelentdsen csokkentette a Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH gatlé hatasat, 250 pM-nal
25-sz6r nagyobb CFU értéket kaptunk, mint a spacer nélkili valtozat esetében. 250 yM-nal a Sal8-Aoa-
T5, melynek C-terminalisa amid formaju, 10-szer hatasosabb volt, mint a C-termindlison szabad
karboxilcsoporttal rendelkezd analdgja, a Sal8-Aoa-T5-OH. Ugyanez a tendencia figyelheté meg ezen
konjugatumok GFLG spacert tartalmazo analdgjai esetén is. A két szalicilanilid molekulat tartalmazé Sal8-
Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) konjugatum kisebb aktivitdst mutatott, mint a csak egy szalicilanilid molekulat
tartalmazé Sal8-A0a-OT20 konjugatum. A TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa), mely szintén két
szalicilanilid molekulat tartalmaz, jobb gatlé hatast mutatott, mint a Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa), és 250
MM koncentraciénal hatasosabb volt, mint a Sal8-Aoa-OT20 és a Sal8-Aoa-OT10 konjugatumok, viszont a

Sal8-Aoa-TKPR-OH konjugatumnal gyengébben géatolta a baktériumokat.
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A vajsav oldallanc modositast tartalmazd Sal8-Aoa-OT20(4-but) konjugatum kissé hatasosabb volt,
mint a zsirsav nélkili Sal8-Aoa-OT20 konjugatum. A dekansav és palmitinsav oldallanc maddositast
tartalmazé OT20 konjugatumok (Sal8-Aoa-OT20(4-dek), Sal7-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-pal),
Sal8-Aoa-0T20(14-pal)) kimagaslé aktivitast mutattak az intracellularis baktériumok ellen mindkét vizsgalt
koncentracional. 250 uM kezelési koncentraciénal a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 5-sz6r kisebb CFU értéket
eredményezett, mint a 14-es lizinen palmitinsav oldallanc médositast tartalmazé izomerje, a Sal8-Aoa-
OT20(14-pal). A TS5 szdrmazékok esetében a zsirsavat tartalmaz6 konjugatumok, a Sal8-Aoa-T5(4-dek)
és a Sal8-Aoa-T5(4-pal) szintén jobb aktivitast mutattak, mint a zsirsav nélkdli Sal8-Aoa-T5 konjugatum.
125 pM koncentraciénal a dekanoil oldallancot tartalmazé Sal8-Aoa-T5(4-dek) jobban gatolta a
baktériumot, mint a palmitoil oldallancot tartalmazé analdgja, de 250 pM-nal ez az eredmény forditott. A
Sal8-Aoa-0T20(4-dek) és Sal8-Aoa-OT20(4-pal) enyhén jobban gatoltak az intracellularis baktériumokat,
mint a monotuftsint tartalmazé valtozataik, a Sal8-Aoa-T5(4-dek) és a Sal8-Aoa-T5(4-pal).

Erdekes mddon, a lizoszomalis emésztés soran keletkezé legkisebb metabolitok, a Sal8-Aoa-Thr-
OH és a Sal8-Aoa-Gly-OH (4.3.2.6. fejezet) is gatld hatast mutattak az intracellularis baktérium ellen.
Mindkét koncentracional hasonléan csdkkentették a CFU-t, a kapott CFU értékek hasonléak pl. a Sal8-
Ao0a-0OT10, Sal8-Aoa-TKPPR-OH és Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH konjugatumok esetében kapottakkal
(250 pM esetén).
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53. abra: A szalicilanilid szarmazékok (Sal7-9) és a szalicilanilid-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis
hatasa M. tuberculosis Hz7Rv baktériummal fert6z6tt MonoMac6 sejteken (intracellularis modell)
* TKPR-OT10(Sal8)2 = TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa)

Ha Osszevetjik a vegylletek in vitro gatldé hatasat az intracellularis baktériumok ellen és a
vegylletek citosztatikus hatadsat a gazdasejt modell MonoMac6 sejteken, megallapithatjuk, hogy azok a
konjugatumok, melyek ICs, értéke alacsonyabb, mint 125 uM, citosztatikusak lehetnek a fert6zott
MonoMacé6 sejteken az alkalmazott kezelési koncentracional (125 uyM és 250 uM). A kezelés utani mosasi
lépésnél a halott vagy csokkent életképességll sejteket, melyek baktériumot is tartalmazhatnak,
eltavolithatjuk, mely végul kisebb telepszamot eredményezhet. Viszont a szabad szalicilanilidek esetén,

melyek er6sen citosztatikusak a MonoMac6 sejtekre, ICsq értékik 19 uM korili, mégsem tapasztalunk
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csOkkenést a telepszamban. A szalicilanilid szarmazékok elpusztithatjak a gazdasejtet, de a baktérium
mégis életben marad. Ezért a konjugatumok aktivitasa az intracellularis baktériumok ellen nem
tulajdonithatdé a gazdasejten tapasztalt citosztatikus hatasuk kévetkezményének. A konjugatumok gatlo
aktivitasa valészinlleg a jobb intracellularis hasznosulasuknak kdszdnhetd, mely a jobb sejtbejutdsuk

eredménye a szabad hatéanyagokhoz képest.

4.3.2.6. Szalicilanilid-peptid konjugatumok lizoszomalis degradaciojanak modellezése

A hatéanyag-peptid konjugatumok biolégiai aktivitdsa kapcsolatban allhat a konjugatumok
degradaciojaval, a hatéanyag intracellularis felszabadulasaval. A konjugatumok a sejtekbe bejutva az
endoszéma-lizoszéma rendszerbe, majd lizoszomakba kerlilve a savas kornyezetben (a lizoszémak
kémhatasa pH 4,5-5,0 kordli [106]) hidrolitikus enzimek hatasara degradalodhatnak, kisebb metabolitok
keletkezhetnek bel8lik. Ezért vizsgaltam a szalicilanilid-peptid konjugatumok degradacidjat, illetve
stabilitasat lizoszoma modellezésére szolgald patkany maj lizoszéma preparatumban, mely szamos
hidrolitikus enzimet tartalmaz. Arra voltam kivancsi, hogy a hatéanyag milyen formaban szabadul fel a
konjugatumbdl, illetve a legkisebb, hatéanyagot tartalmazé metabolit milyen sebességgel keletkezik a
kiloénb6zé konjugatumok esetén, milyen szerkezeti elemek befolyasoljak a konjugatum stabilitasat. Ahogy
ez a korabbi fejezetekben kiderilt, a legkisebb metabolitok in vitro aktivitasat a konjugatumok és a szabad
szalicilanilid hatasaval is 6ssze kivantam hasonlitani.

A szalicilanilid-tuftsinszarmazék konjugatumok stabilitasat patkany maj lizoszéma preparatumban
vizsgaltam HPLC-MS segitségével. A konjugatum — lizoszéma preparatum keverékekbdl 5 perc, 1, 2, 4, 8
és 24 ¢6ra utan mintat vettem. Az LC-MS kromatogramok, tdmegspektrumok és az azonositott fragmensek
a Fluggelékben talalhatok (F33-48. abrak). Az azonositott hasitasi helyeket az 54. abra mutatja be. Az
azonositds soran segitséget jelentett, hogy a kisebb fragmensekbdl keletkez6 egyszeresen vagy
kétszeresen toltétt ionokndl megfigyelhetd volt a bromra jellemzd izotdpeloszlas. A kisebb fragmenseknél
az oximkotés miatti E és Z izomerek elvaltak az alkalmazott kromatografias kortilmények koézt, dupla
csucsot eredményezve.

A legkisebb metabolit, mely tartalmazta a Sal8 szalicilanilid hatdéanyagot egy aminosavbodl és a
hozza oximkoétéssel kapcsolodd szalicilanilidbdl allt (55. abra). Sal8-Aoa-Thr-OH szabadult fel a spacer
nélkili konjugatumokbol (Sal8-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-OT20(4-dek), Sal8-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-Aoa-
0OT20(14-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa), Sal8-Aoa-OT10, Sal8-Aoa-T5, Sal8-Aoa-T5(4-dek), Sal8-
Aoa-T5(4-pal), Sal8-Aoa-T5-OH, Sal8-Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH), Sal8-Aoa-Gly-OH
szabadult fel a GFLG spacert tartalmazé konjugatumokbdl (Sal8-Aoa-GFLG-OT20, Sal8-Aoa-GFLG-T5),
és H-Lys(Sal8-Aoa)-OH szabadult fel azokbdl a konjugatumokbdl, melyeknél a hatéanyag a lizin €-
aminocsoportjan keresztul kapcsolddott (Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa), TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-
Aoa)). A Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa) konjugatumbdl Sal8-Aoa-Thr-OH és H-Lys(Sal8-Aoa)-OH is
keletkezett. Az oximkoétés stabilnak bizonyult ilyen lizoszomalis kérilmények kdzott, nem azonositottam az
oximkotés hidrolizisével felszabadulé Sal8 szalicilanilidet.

A spacer nélkili TKPKG szarmazékok esetében (Sal8-Aoa-OT20, Sal8-Aoa-OT20(4-dek), Sal8-
Aoa-0OT20(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(14-pal), Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa), Sal8-Aoa-OT10, Sal8-Aoa-T5,
Sal8-Aoa-T5(4-dek), Sal8-Aoa-T5-OH) az elsé hasitasi helyek 5 perc utan megfigyelhetéek voltak a Gly
mellett, a -Lys-Gly- és a -Gly-Thr- peptidkétések hasadtak. Egy o6ra elteltével a hidrolizis tovabb
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folytatodott, az OT20 szarmazékok esetében az intakt konjugatumnak mar csak egy kis része volt
észlelhetd, és 2 6ra utan mar nem volt intakt konjugatum a mintaban a Sal8-Aoa-OT20(4-pal) kivételével.
A Sal8-Aoa-OT20(4-pal) esetében a degradacio joval lassabban tortént, igy tobb hasitasi hely is
medgfigyelhetd volt. Az intakt Sal8-Aoa-OT20(4-pal) konjugatum még 24 6ra utan is megtalalhato volt kis
mennyiségben. A palmitinsav oldallanc a 4-es helyzetben lassitotta a konjugatum hidrolizisét, mig abban
az esetben, amikor a palmitinsav oldallanc a 14-es lizinen talalhaté, az oldallancnak nem volt jelentés
hatdsa a hidrolizis sebességére. A két szalicilanilid molekulat tartalmazé Sal8-Aoa-OT20(4-Sal8-Aoa)
esetében a H-Lys(Sal8-Aoa)-OH fragmenset alkoté 4-es lizin és a hozza kapcsolédé Sal8 hamarabb
felszabadult, mint az N-terminalis aminosav hidrolizisével keletkezd Sal8-Aoa-Thr-OH fragmens.

A Sal8-Aoa-OT10 dituftsin konjugatum lebomlasa lassabban toértént, mint a Sal8-Aoa-OT20
tetratuftsin konjugatumé, az intakt Sal8-Aoa-OT10 konjugatum még 24 o6ra utan is megfigyelhetd, a
legintenzivebb fragmens 24 6ra utan pedig a Sal8-Aoa-T5-OH fragmens volt. A Sal8-Aoa-T5 és a Sal8-
Aoa-T5-OH monotuftsin konjugatumok esetén a lebomlasi folyamat megegyezik, a hidrolizis sebessége
lassu, mindkét esetben 24 éra utan az intakt konjugatum a legintenzivebben megjelend komponens. A
palmitoil oldallanccal rendelkezé Sal8-Aoa-T5(4-pal) esetében is hasonléan lassu a hidrolizis, mint a
zsirsav oldallanc nélklli Sal8-Aoa-T5 konjugatumnal. A dekanoil oldallanc jelenléte okozta a
legszembetinébb kiilénbséget a T5 monotuftsin konjugatumok degradacidja koézott. A Sal8-Aoa-T5 és
Sal8-Aoa-T5(4-pal) konjugatumokkal ellentétben a dekansav oldallanc mdédositast tartalmazé Sal8-Aoa-
T5(4-dek) esetében a konjugatum teljesen elhidrolizalt 2 6ra utan. A Sal8-Aoa-OT20(4-dek) és Sal8-Aoa-
T5(4-dek) esetében a -3Pro-4Lys(dek)— kotés hirdolizise mar 5 perc utan bekovetkezett. A dekansav
tartalmu konjugatumok degradacioja gyorsabb volt, mint az analdég konjugatumoké, vagyis a dekansav
jelenléte felgyorsitotta a konjugatum hirdolizisét. Palmitinsav vesztés (a Lys €-aminocsoportja és a
palmitinsav karboxilcsoportja kozoétt kialakitott amidkétés hidrolizise) medfigyelhetd a palmitinsav
oldallanccal rendelkez8 konjugatumoknal, viszont dekansav vesztés nem volt tapasztalhatd.

A két hatéanyagot tartalmazé TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) konjugatum esetében a
szalicilanilidet tartalmazé elméletileg lehetséges fragmensek szama igen nagy. A legkisebb fragmens (H-
Lys(Sal8-Aoa)-OH) kis mennyisében mar 5 perc utan detektalhato, ez a fragmens a 13-as lizin és a hozza
konjugalt szalicilanilidbél szarmazik. Szintén 5 perc utan detektalhaté még a treonin melletti -*Arg-"Thr- és
Gly-'"Thr- kétések hidrolizise. Ezutan a legkisebb fragmens mennyisége folyamatosan né, 24 6ra utan
egyéb fragmenseket mar csak nagyon kis mennyiségben tartalmazott a minta.

A Sal8-Aoa-TKPR-OH konjugatumok esetén az 5 perc utan észlelheté hasitasi helyek a -3Pro-4Arg-
és a -ZLys-3Pro- peptidkétések hidrolizise. 24 6ra utan az intakt konjugatum kis mennyiségben még
megtalalhatdé volt, a f6 fragmensek a Sal8-Aoa-TK-OH és a Sal8-Aoa-Thr-OH metabolitok voltak. A
konjugatum két prolint tartalmazé analégja, a Sal8-Aoa-TKPPR-OH esetében az 5 perc utan észlelhet6
hasitasi hely a -*Pro->Arg- kozotti peptidkétés hidrolizise. Az igy keletkezé Sal8-Aoa-TKPP-OH fragmens
meglehetésen stabilnak bizonyult a lizoszomalis enzimekkel szemben, 24 6ra utan is ez a legintenzivebb
fragmens, ennek csak egy kis része hidrolizalt el kisebb metabolitokra.

A GFLG spacert tartalmazé konjugatumok esetében (Sal8-Aoa-GFLG-OT20, Sal8-Aoca-GFLG-T5) a
lizoszomalis enzimek hatdsara els6sorban a tavtartdé egység hasadasa kodvetkezett be, 5 perc utén a -
'Gly-*Phe-, -’Phe-?Leu- és -’Leu-"Gly- peptidkotések hasadasa volt észlelhetd. Két dra elteltével mar nem
volt intakt konjugatum, 5 perc és 8 6ra kozott a Sal8-Aoa-GF-OH fragmens kis mennyiségben még
észlelhetdé volt, 24 6ra utan mar csak a legkisebb metabolit, a Sal8-Aoa-Gly-OH volt detektalhato. A
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vartnak megfeleléen [153] az enzimlabilis GFLG spacer jelenléte jelent6sen noévelte a konjugatumok

degradaciojanak sebességét.

S I NI I Ny hasitasi helyek

Sal8-Aoa-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH, Sals-Aoa-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH, > 5 perc

Sal8-Aoa-0T20 Sal8-Aoa-0T10 ---» 1 6ra
—> 26ra
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Sai8-A0a-G-F-LG-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH,  H-T-K-P-R-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH,

TKPR-OT10
Sal8-A0a-GFLG-OT20
als-Aoa (8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa)

v iy i Y P g poo

Sals-Aoa-TYK-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH2
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Sal8-Aoa-T5 Sal8-Aoa-GFLG-T5
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/ Sal8-Aoa-T5-OH
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P ¢¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ SaIB—Aoa—T!K-P-R—OH Sal8-Aoa-TYKYPYP-R-OH
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54. abra: A Sal8-peptid konjugatumok lizoszomalis degradacioja soran megfigyelt hasitasi helyek

legkisebb metabolitok: NH, o
o o ° o OH

o \N/OQLN o) o \N/OQKN o o \N/OJLN
Br\©5‘\ H OH Br\©iu\ H OH Br\©fl\ H

N N N

H H H

OH OH OH

Sal8-Aoa-Thr-OH Sal8-Aoa-Gly-OH H-Lys(Aoa-+Sal8)-OH

55. abra: A Sal8-peptid konjugatumok lizoszomalis degradaciéja soran keletkezé legkisebb, hatéanyagot tartalmazé

metabolitok
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4.3.3. A szalicilanilid szdrmazékok peptidkonjugatumaival kapcsolatos eredmények dsszefoglalasa
és értékelése

A szalicilanilid-4-formilbenzoat észterek peptidkonjugatumai (SalBenz1-3-Aoa-OT20 konjugatumok)
kivalé in vitro antimikobakterialis aktivitdssal rendelkeztek az extracellularis baktériumok ellen, MIC
értékik M. abscessus ellen 7,7-15,6 uM kozotti, M. tuberculosis Hi;Rv ellen pedig 0,8-1,9 uM kozotti.
Viszont ezek a konjugatumok jelentés citotoxikus és citosztatikus hatast mutattak a gazdasejt modell
MonoMac6 sejteken. Az in vitro antimikobakteridlis aktivitas és a citotoxikus ill. citosztatikus hatas a
konjugatumbol az észterkdtés gyors hidrolizisével felszabaduld szalicilanilideknek tulajdonithatd, mivel a
konjugatumok nem stabilak a kisérleti korilmények kozott, ezért ezeket a vegyileteket nem vizsgaltuk
tovabb.

A szalicilanilid-peptid konjugatumokban (Sal7-9 peptidkonjugatumai) a szalicilanilidek in vitro
antimikobakterialis hatasa tébbnyire megérzddik oximkotés kialakitasa mellett. Gatoltak az extracellularis
M. tuberculosis Hz;Rv (MIC 20,3 pM-tdl), a M. tuberculosis A8 MDR (MIC 73,5 uM-tdl) és a M. abscessus
(MIC 40,8 uM-tdl) baktériumtoérzseket.

A Sal8-peptid konjugatumok in vitro aktivitasat hasonlitottam 6ssze az 56. abran. A konjugatumokat
a becsllt sejtbejutasi mértékik és az intracellularis baktérium elleni gatld hatasuk eredményessége
alapjan abrazoltam, tovabba jeleztem az extracellularis M. tuberculosis Hs;Rv elleni hatékonysagukat és a
gazdasejten mért citosztatikus hatasukat is. A konjugatumok kézt vannak olyanok, melyek minimalis gatlo
koncentracidja csak kissé volt magasabb, mint a szabad szalicilanilidé, és ezeknek a konjugatumoknak
nem volt citosztatikus hatasa a gazdasejt modell MonoMac6 sejteken. Kézds jellemzbje ezeknek a
konjugatumoknak, hogy egy tuftsinegységet tartalmaznak, spacerrel vagy anélkil: Sal8-Aoa-T5, Sal8-
Aoa-GFLG-T5, Sal8-Aoa-T5-OH, Sal8-Aoa-GFLG-T5-OH, Sal8-Aoa-TKPR-OH, Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-
OH, Sal8-Aoa-TKPPR-OH, és Sal8-Aoa-GFLG-TKPPR-OH (56. abra, zdld haromszdg).

A M. tuberculosis intracellularis baktérium, ezért jelentés az az eredmény, hogy mindegyik
konjugatum képes volt gatolni a baktériumot a fert6z6tt monocitdkon, mig a szabad szalicilanilid
szarmazékok nem mutattak gatlé hatast. A konjugatumok intracellularis gatlé hatdsa val6sziniileg a jobb
sejten belllli hasznosulasuknak készonhetd, mely a nagyobb internalizaciéjuk eredménye a szabad
hatéanyagokhoz képest. A konjugatumok sejtbejutasanak mértékére a fluoreszcensen jeldlt
tuftsinszarmazékok sejtbejutasi eredményeibdl (4.2.6. fejezet) lehet kovetkeztetni. A legtdbb konjugatum
esetében az intracellularis baktérium elleni gatld hatas ndvekszik a becsilt internalizacios képesség
ndvekedésével (56. abra). Sajnalatos mddon azok a konjugatumok, melyeknek a sejtbejutédsa és az
intracellularis gatlé hatasa a legnagyobb lehet, er6s vagy kdzepes citosztatikus hatassal rendelkeztek.
Ezekben a konjugatumokban k&z6s, hogy dekansav vagy palmitinsav oldallanc mdédositast tartalmaznak,
mely lipofilebbé teszi a molekulat (Sal8-Aoa-OT20(4-dek), Sal8-Aoa-OT20(4-pal), Sal8-Aoa-OT20(14-pal),
Sal8-Aoa-T5(4-dek), Sal8-Aoa-T5(4-pal)). Ezeknél a vegylleteknél érdemes lehet megprébalni a
konjugatumok nanorészecskékbe csomagolasat. A hidrofob rész jelenléte a molekulaban segithet névelni
a csomagolas hatékonysagat, illetve a nanorészecskébe csomagolassal lehet, hogy csokkenthetd a
palmitinsavas konjugatumok sejtmembran karositd hatasa. A Sal8-Aoa-T5(4-dek) dekansavat tartalmazo
monotuftsin szarmazék konjugatumnak kézepes citosztatikus hatdsa van, viszont kimagasloé gatlé
hatassal rendelkezik az intracelluléris baktérium ellen és a becsllt sejtbejutasa is jelentés, igy ez a

konjugatum kedvezd jeldlt lehet a tovabbi vizsgdlatokban. A legtébb konjugatum, mely nem mutatott
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citosztatikus hatést és kimagaslé, vagy megfelel§ in vitro antimikobakteridlis hatasa volt az extracellularis
baktérium ellen, j6 gatldé hatassal rendelkezett az intracellularis baktérium ellen is (56. abra, bekeretezett
konjugatumok). Ezek a konjugatumok szelektivnek tekinthetéek a baktérium felé, kozilik a
legigéretesebbek a Sal8-Aoa-T5, Sal8-Aoa-GFLG-T5 és a Sal8-Aoa-TKPR-OH monotuftsin szarmazékok,

melyek leghatasosabban gatoltak az intracellularis baktériumot.
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Sal8-Aoa-0OT20(4-pal)
Sal8-Aoa-OT20(4-dek) .

™ Sal8-Aoa-T5(4-pal)
. |
I A N
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alacsony sejtbejutas becsiilt mértéke magas
MIC M. tb Hy;Rv ellen IC5q MonoMac6 sejteken
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56. abra: A Sal8 és a Sal8-peptid konjugatumok in vitro aktivitasanak ,térképe”: a sejtbejutas becsiilt mértéke
MonoMac6 sejtekbe és az intracellularis baktérium elleni gatlé hatas korrelacidja, az extracellularis M. tuberculosis
Hs7Rv baktérium elleni aktivitassal és a MonoMac6 gazdasejt modellen valé citosztatikus hatassal egyttt abrazolva

A patkany maj lizoszéma preparatumban a GFLG spacert tartalmazé konjugatumok esetén
képz6dott a leggyorsabban a legkisebb, hatbanyagot tartalmazé metabolit a vartnak megfeleléen (1 6ra
alatt kozel teljes hidrolizis). Valoszinlleg ezzel magyarazhaté a GFLG spacert tartalmazd szalicilanilid-
peptid konjugatumok citosztatikus hatasa HepG2 human hepatéma sejteken, a spacert nem tartalmazo
analég konjugatumokkal szemben, melyek nem mutattak citosztatikus hatast 24 6ra kezelési idé mellett.
Feltételezhetd tovabba, hogy a legkisebb, szalicilanilidet tartalmazé metabolitnak a sejten belll kell
felszabadulnia a citosztatikus hatas kifejtéséhez, mivel a legkisebb metabolitok nem voltak citosztatikus
hatasuak a sejteken a kdzvetlen, 24 6ras kezelést kdvetéen. Valdszinlsithetd, hogy ezek a fragmensek
onmagukban csak kis mértékben jutnak be a sejtekbe, vagy mas sejtkompartmentumba kerllnek, mint a

konjugatumok. Viszont mind az extracellularis, mind az intracellularis M. tuebrculosis Hz;Rv baktériumot
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képesek voltak gatolni kdzepes hatékonysaggal. Ennek a jelenségnek a magyarazatahoz érdemes lehet a
jovében a szabad szalicilanilid, a fragmensek, és a konjugatumok sejtbejutasat vizsgalni extrahalast
koveté LC-MS modszerrel (5.2.8. fejezet).

A konjugatumban a dekansav jelenléte novelte, mig a palmitinsav jelenléte (4-es pozicidban)
csokkentette a hidrolizis sebességét a lizoszoma preparatumban. A rdvidebb peptidet tartalmazoé
konjugatumok stabilitdsa nagyobb volt, mint a hosszabbat tartalmazéké. A konjugatumok lizoszomalis
emésztése soran tapasztalt stabilitasi kildonbségekkel és a legkisebb metabolit felszabaduldsanak
sebességével nem all kapcsolatban a konjugatumok intracellularis gatld hatasanak kalonbsége. Ez az
alkalmazott intracellularis modell rendszer nem elég érzékeny ahhoz, hogy lassuk a lizoszomalis

degradacioban észlelt kiildbnbségek hatasat.
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4.4. Az in silico azonositott hatéanyagok peptidkonjugatumainak eléallitasa,
kémiai és in vitro biolégiai jellemzése

Az in silico azonositott, majd kémiailag optimalt hatéanyagjeldltek, a piridopirimidin szarmazékok
(kodjuk: TB803 és TB820) in vitro antituberkulotikus hatassal rendelkeznek M. tuberculosis Hs,Rv térzsén
[100]. A TB803 és TB820 olyan piridopirimidin szarmazékok, melyek aldehidcsoportot tartalmaznak,
melyen  keresztil oximkotéssel valosithatd meg a konjugaldas az  aminooxiacetilezett
tuftsinszarmazékokhoz. A konjugalasi reakciéot NaOAc/AcOH puffer (pH 5,0) és DMF elegyében
szobahémeérsékleten végeztem, a reakcidelegyet 3-24 6ran at kevertettem, és analitikai RP-HPLC-vel
kovettem a reakcié elérehaladasat (57. abra). A konjugatumokat félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam,
majd analitikai RP-HPLC-vel és tdmegspektrométerrel analizaltam. A konjugatumok sematikus szerkezete
a Fuggelék F49. abrajan lathaté. A konjugalasra hasznalt peptideket a 4.2. fejezetben bemutatott
tuftsinszarmazékok kozil valasztottam, melyek kozt van tetratuftsin szarmazék (Aoa-OT20), és ennek
oldallancon palmitinsavval acilezett valtozata (Aoa-OT20(4-pal)), dituftsin szarmazék (Aoa-OT10), és
heterotrimer tuftsinszarmazék (TKPR-OT10(8-Aoa; 13-Aoa)), melynek két funkcionalizalhaté csoportja
van két lizin e-aminocsoportjan. Vizsgalni kivantam a peptid hosszénak, a palmitinsav, illetve két

hatéanyagmolekula jelenlétének hatasat.

o NaOAC/ACOH :
o] DMF 1:2, VV Qk
AN ’ o0 O\)k pH 5,0, 25 °C, 3-24 ¢ra PEPTID
+ HNT PEPTD ————
X
AN N R -H,0
TB803, TB820 aminooxiacetilezett TB803-, TB820-peptid konjugatum
tuftsinszarmazék
~ =

TB803 R= N7 TB820 R= \

o H allilamino-csoport pirrolidino—csoport

H

57. abra: A piridopirimidin szarmazékok konjugalasa tuftsinszarmazékokhoz

A 23. tablazatban foglaltam 6ssze az el6allitott TB803- és TB820-peptid konjugatumok analitikai
jellemzését. Minden tisztitott konjugatum az analitikai RP-HPLC alapjan megfelel6en tisztanak bizonyult,
egy csuccsal rendelkezett, a tdmegspekirometriai méréseknél a vart és a mért tdmegek megegyeztek. A
konjugatumokat aminosavanalizissel is jellemeztik, a kapott eredmények minden esetben j6 egyezést

mutattak a vizsgalt peptid elméleti aminosavosszetételével.
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23. tablazat. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak kémiai jellemzése

(@) (0] (0]
o _J_
Z N | So @ N | SN PEPTID
A A
N N R \ N R
TB803, TB820 TB803-, TB820-peptid konjugatum
vegyiilet, konjugatum? R Rt/ perc® Mavimo $24mM / May/mo mért®

TB803 allilamino 24,5 229,2/229,2
TB820 pirrolidino 23,0 243,3/243,3
TB820-A0a-0T20 pirrolidino 19,4 2361,8/2362,1
TB820-Aoa-OT20(4-pal) pirrolidino 24,1 2600,2 / 2600,7
TB803-A0a-0OT10 allilamino 20,0 1324,5/1325,0
TB820-A0a-0OT10 pirrolidino 19,6 1338,6 /1338,9
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) allilamino 21,4 2091,4 /2091,8
TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) pirrolidino 21,2 2119,4/2119,6

A konjugatumok C-terminalisa amid formaju

® Retencids idé (Exformma HPLC, Zorbax SB-C18 oszlop (5 um, 100 A , 4,6 mm x 150 mm); gradiens: 0-10 perc 0% B, 10-30 perc
0-90% B, eluensek: A: 0,1% TFA, viz (V/V), B: 0,1% TFA, acetonitril/viz 80:20 (V/V); folyassebesség: 1 mL/perc; detektalas: 220 nm
¢ Szamolt és mért atlagos (M>600) vagy monoizotépos (M<600) molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS)

4.4.1. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak fluoreszcencia tulajdonsagai

A sejtbejutasi vizsgalatot megel6z6en vizsgaltam a TB803, a TB820 és konjugatumaiknak
fluoreszcencia tulajdonsagait. Az aramlasi citometrids mérés soran alkalmazott 488 nm hullamhosszu
gerjeszté fényt alkalmaztam. Ezeknek a piridopirimidin szarmazékoknak ezen a hullamhosszon nagyon
alacsony a fluoreszcencigja, igy a mérések soran magas detektorfesziiliséget allitottam be (1000 V).
Vizsgaltam a TB803 és a TB820 emisszids maximumanal a fluoreszcencia intenzitas
koncentraciofliiggését, hogy kivalaszthassam a legalkalmasabb koncentraciét a pH-fliggés vizsgalatokhoz.
A kocnentraciofuggést pH 5 és pH 7 értékeknél vizsgaltam, itt csak a pH 7-nél mért értékeket mutatom be,
mivel pH 5-nél nincs jelent8s fluoreszcencidja a vegyuleteknek az alkalmazott koncentracidétartomanyban
(5-100 pM). A vegyuleteknek két emisszidos maximuma van (Agm maxi: 520 NM, €S Aem maxe: 585 nm). Az 520
nm-en mért fluoreszcencia intenzitas jelentésebb mértékben valtozott a kdrilmények valtoztatasaval,
ezeért a fluoreszcencia intenzitasvaltozast ennél a hulldmhossznal vizsgaltam. A TB803 fluoreszcencia
intenzitdsa 520 nm-en a vizsgalt koncentraciétartomanyon bellil a koncentracié névekedésével enyhén
nétt, nem tapasztaltam ,self-quenching” altali intenzitas csdkkenést. A TB820 esetén a legmagasabb
koncentracio, ahol ,self-quenching” még nem észlelheté 50 uM volt (58. abra). Mivel a koncentracio
ndvelésével csak kis mértékben nétt a vegylletek fluoreszcencia intenzitasa A.,,=520 nm-en, igy
gazdasagosabb volt alacsonyabb koncentraciot valasztani a pH-fliggés mérésére. Ezért a vegylletek és a

konjugatumok fluoreszcencia intenzitdsanak pH-fliggését 25 uM-os koncentracional vizsgaltam.
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58. abra: A TB803 és TB820 fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasa (Ae;;=520 nm) a koncentracié fliggvényében pH
7-nél (Aex=488 nm, Uger= 1000 V)

A TB803 esetében nem tapasztalhato a fluoreszcencia intenzitasanak pH-fliggése (59.A. abra). A
TB820 vegytletnél a legnagyobb fluoreszcencia intenzitas pH 7-nél detektalhato, pH 7,6-nal az intenzitas
csokkenése tapasztalhaté. Az 520 nm-nél tapasztalhaté fluoreszcencia intenzitas drasztikusan lecsokken
pH 4 és 6 kozott (59.B. abra). A konjugatumok esetén fluoreszcencia intenzitas szintén pH 7-nél figyelhet6é

meg, ez alatti értéknél szintén jelentésen csdkken az intenzitas (59.C. és D. abra).
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59. abra: (A) A TB803, (B) a TB820, (C) a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa), és (D) a TKPR-OT10(8-
TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatum fluoreszcencia vizsgalata a pH fiiggvényében 25 uM koncentraciénal,
(Aex=488 nm, Uger= 450 V)

A vegylletek és a konjugatumok fluoreszcencia intenzitdsdnak 6sszehasonlitdsa pH 7-nél a 60.
abran lathato. A két molekula hatéanyagijeldltet tartalmazé konjugatumok (TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-
TB803-Aoa), és TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa)) fluoreszcencia intenzitasa enyhén nagyobb,
mint a szabad hatdanyagjelolteké. A TB820-Aoa-OT20 és a TB820-Aoa-OT20(4-pal) esetében a

fluoreszcencia intenzitds a szabad TB820-hoz hasonlé. A palmitinsavnak nincs fluoreszcencia-kioltd
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hatasa a TB820 molekulara. A vegylletek alacsony fluoreszcencia intenzitasat az aramlasi citométerrel

torténd sejtbejutasi kisérletek értelmezésénél figyelembe kell venni.
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60. abra: A piridopirimidin szarmazékok és konjugatumok pH 7-nél mért fluoreszcencia intenzitasanak

Osszehasonlitasa 25 uM koncentracional (Aex=488 nm, Uge= 1000 V)

4.4.2. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak MIC értékének meghatarozasa

A piridopirimidin-peptid konjugatumok in vitro antimikobakteridlis hatasat is vizsgaltuk M.
tuberculosis Hs;Rv baktériumtorzson (extracellularis modell), hogy kideritsiik, a hatéanyagjeloltek
meg6rzik-e antimikobakterialis hatasukat a konjugatumokban (24. tablazat).

A TB803 és TB820 hatéanyagjeldltek alacsony MIC értéknél gatoltak a baktériumot (4,4, ill. 4,1
uM). Ez a gétlé hatasuk a konjugadtumokban is megmaradt az oximkotés kialakitasa mellett, viszont a
konjugatumok a gatloé hatast valamivel magasabb MIC értéknél fejtették ki (9,4-38,2 uM).

A TB803 konjugatumai, a TB803-Aoa-OT10 dituftsin szarmazék és a két hatéanyagot tartalmazé
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) heterotrimer tuftsinszarmazek MIC értékei kdzel azonosak
voltak (30,2, ill. 38,2 uM), ezek az értékek 7-9-szer nagyobbak, mint a szabad TB803 vegyileté. Ha
ezeknek a konjugatumoknak a hatasat a hatéanyagtartalomra szamitott MIC értékek szempontjabdl
vizsgaljuk, akkor azt A&llapithatjuk meg, hogy az egy hatéanyagot tartalmazé TB803-Aoa-OT10
konjugatum 2,5-szer hatasosabb volt a két hatbanyagot tartalmazé TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-
Aoa) konjugatumnal, ebben az esetben nem volt elénye annak, hogy a konjugatum két hatéanyagot
tartalmazott.

A TB820 konjugatumai esetén, a TB820-Aoa-OT20 tetratuftsin szarmazék és a TB820-Aoa-OT10
dituftsin szarmazék hasonlé MIC értékeknél hatottak (33,9, ill. 29,9 uM), ezek az értékek korilbelul 8-szor
nagyobbak, mint a TB820 vegyuleté. A palmitinsav oldallanc mddositast tartalmazé OT20 szarmazék, a
TB820-A0a-OT20(4-pal) a zsirsav nélklli analéghoz (TB820-Aoa-OT20) képest feleakkora
koncentracional volt aktiv a baktérium ellen, MIC értéke 15,4 pM. A TB820 konjugatumok kdézll a két
hatéanyagot tartalmazé TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatum kiemelked6 gatld
hatdssal rendelkezett, az 6sszes konjugatum kézil e konjugatum MIC értéke a legalacsonyabb, 9,4 uM
volt. Ha a konjugatumok hatdsat a hatéanyagtartalomra szamitott MIC értékek szempontjabdl vizsgaljuk,
akkor azt kapjuk, hogy a TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatumon kivil a TB820-Aoa-
OT20(4-pal) konjugatum is kiemelkedd aktivitassal rendelkezett, s6t ebbdl a szempontbdl ez a

konjugatum volt a leghatasosabb (hatdéanyagtartalomra szamitott MIC értéke: 3,7 ug/mL).
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Az azonos peptidet, de kilonb6zd hatdanyagot tartalmazd konjugatumok désszehasonlitasanal
megallapithatjuk, hogy az OT10 szarmazékok (TB803-Aoa-OT10 és TB820-A0a-OT10) kézt nem volt
jelentés hatasbeli kilonbség. A két hatéanyagot tartalmazé heterotrimer szarmazékoknal viszont
szembetlndbb klldnbséget figyelhetink meg. A TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatum
4-szer hatasosabb volt a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) analdgjanal.

24. tablazat: A piridopirimidin szarmazékok és peptidkonjugatumaik in vitro antimikobakterialis hatasa M. tuberculosis

0 o o
Cf‘j\/\o CNE‘E?N/OQK PEPTID
NSOR NS OR

Hs7Rv torzson

TB803, TB820 TB803-, TB820-peptid konjugatum
M. tuberculosis Hz7Rv
vegyiilet, konjugatum? R MIC® MIC,© MIC | opy
y (ug/mL) | (pg/mL) (M)
TB803 allilamino 1,0 1,0 4,4 3
TB820 pirrolidino 1,0 1,0 4,1 7
TB820-A0a-OT20 pirrolidino 80 8,2 33,9 8
TB820-Aoa-OT20(4-pal) pirrolidino 40 3,7 15,4 3
TB803-Aoa-OT10 allilamino 40 6,9 30,2 10
TB820-Aoa-0OT10 pirrolidino 40 7,3 29,9 1
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-A0a) allilamino 80 17,5 38,2 2
TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-A0a) pirrolidino 20 4,6 9,4 3

A konjugatumok C-terminalisa amid formaju

® MIC meghatarozasa Sula félszintetikus médiumban (pH 6,5) 4 hét inkubalas utan

®MICyr: a konjugatumok esetén a hatdéanyagtartalomra szamolt MIC értékek, MICyr (ug/mL) = (MIC (uM) x M, TB8X (g/mol) x n) /
1000, ahol M, TB8X: piridopirimidin szarmazék molaris tdmege; n: piridopirimidin szarmazék molekulak szama a konjugatumban

4 CFU meghatarozasa Léwenstein-Jensen szilard taptalajon 4 hét tovabbi inkubalas utan

4.4.3. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak in vitro citosztatikus hatasa

Vizsgaltuk a piridopirimidin-peptid konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat a gazdasejt modell
MonoMac6 human monocita sejteken 24 6ra kezelést kdvetéen. Meghataroztuk a vegylletek szelektivitasi
indexét (Sl) a M. tuberculosis Hs;Rv torzson mért MIC értékekhez viszonyitva (25. tablazat).

A vegylletek szelektivnek tekintheték a baktérium felé, mivel sem a hatéanyagjeldltek, sem a
konjugatumok nem voltak citosztatikus hatastak a MonoMac6 sejtekre a vizsgalt legmagasabb
koncentracioig (200 pM) a palmitoil oldallancot tartalmazd konjugatum (TB820-Aoa-OT20(4-pal))
kivételével. A TB820-Aoa-OT20(4-pal) rendkivil alacsony ICs, értékkel rendelkezett (4,5 pM). A
palmitinsav ebben az esetben is jelentésen mddositotta a konjugatum citosztatikus hatasat, mint ahogy
azt a kontroll peptid (Ac-OT20(4-pal), 1Cso: 26,6 uM) és a szalicilanilid konjugatumok (pl. Sal8-Aoa-
OT20(4-pal), ICsq: 16,5 uM) esetében is tapasztaltuk.

A hatdanyagjeloltek szelektivitasi indexe 45 feletti, a konjugatumoké pedig 5 feletti, a palmitinsavas

szarmazeék kivételével, melynek szelektivitasi indexe 1 alatti.
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25. tablazat: A piridopirimidin szarmazékok és peptidkonjugatumaik in vitro citotoxikus hatasa MonoMac6 human

monocita sejtvonalon (24 oras kezelés) és szelektivitasi indextk a M. tuberculosis Hs7Rv torzsén mért MIC értékekhez

viszonyitva
(e} o (@)
_O
\ \N R \ \N R
TB803, TB820 TB803-, TB820-peptid konjugatum
MonoMac6 — citosztazis 24 6ra”
vegyiilet, konjugatum?® R Sl
I1Cs0 (HM) M. tuberculosis Hs7Rv
torzsre®
TB803 allilamino >200 >45,5
TB820 pirrolidino >200 >48,8
TB820-A0a-0T20 pirrolidino >200 >5,9
TB820-Aoa-0OT20(4-pal) pirrolidino 4,5+0,5 0,3
TB803-A0a-OT10 allilamino >200 >6,6
TB820-A0a-0T10 pirrolidino >200 >6,7
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-A0a) allilamino >200 >5,2
TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-A0a) pirrolidino >200 >21,3

A konjugatumok C-terminalisa amid formaju
® Citosztatikus hatas meghatarozasa 24 oras kezelést, majd 72 éras tovabbtenyésztést kovetéen MTT-teszttel
¢ Szelektivitasi index, S| = I1Cso (UM)/MIC (uM)

4.4.4. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak in vitro sejtbejutasa

A TB803 és TB820 enyhén fluoreszcens tulajdonsaguak, igy Osszehasonlitottuk a szabad
hatdanyagjeloltek, és a két molekula hatéanyagot tartalmazé konjugatumok (TKPR-OT10(8-TB803-Aoa;
13-TB803-Aoa) és TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa)) sejtbejutasat aramlasi citométerrel a
gazdasejtet modellez6 MonoMac6 human monocita sejtvonalon. Azért valasztottuk a két hatéanyagjeldltet
tartalmazé konjugatumokat, mert ezeknél enyhén nagyobb fluoreszcencia intenzitast tapasztaltunk, mint
az egy hatdanyagjelOltet tartalmazoknal (4.4.1. fejezet). A sejteket 1 6raig kezeltik a konjugatumokkal
(c: 15,6-250 pM), majd mosas és tripszines kezelés utan (a sejtek felszinéhez koét6dott, nem
internalizalédott konjugatumokat tavolitjuk el a tripszinnel) a sejteket attettiik aramlasi citometrias
csovekbe és megmeértiik az intracellularis fluoreszcencia intenzitasukat.

A 61. dbran lathaté a szabad piridopirimidinek és a konjugatumok sejtbejutdsanak ésszehasonlitdsa
a MonoMacb6 sejteken 250 uM kezelési koncentracional. A vegyuletek gyenge fluoreszcencia tulajdonsaga
ellenére lathatd, hogy a szabad TB803 és TB820 esetében az intracellularis fluoreszcencia intenzitas a
kezeletlen kontroll sejtek autofluoreszcenciajanal alig nagyobb. A konjugatumok esetében a nagyobb
intracellularis fluoreszcencia intenzitas értékek alapjan megndvekedett sejtbejutasra kdvetkeztethetiink.
Bar a piridopirimidin szarmazékok fluoreszcencidgja nem a legmegfelel6bb a sejtbejutas aramlasi
citometriaval torténd kovetésére (488 nm-es gerjesztési hullamhosszal), ez az eredmény alatamasztja,
hogy a hatéanyagjeldltek peptid tipusu hordozdkhoz valé konjugalasaval hatékonyabb sejtbejutas érhetd
el.
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61. abra: A piridopirimidin szarmazékok és a konjugatumok sejtbejutasanak dsszehasonlitasa MonoMac6 sejtvonalon
250 uM kezelési koncentracional 1 oras kezelés utan

* TKPR-OT10(TB803)2 = TKPR-OT10(8-TB803-A0a; 13-TB803-A0a)

** TKPR-OT10(TB820)2 = TKPR-OT10(8-TB820-A0a; 13-TB820-Aoa)

4.45. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak in vitro antimikobakterialis hatasa

fert6zott MonoMac6 sejteken

Vizsgaltuk a piridopirimidin-tuftsinszarmazék konjugatumok aktivitasat is az intracellularis baktérium
modellen, M. tuberculosis Hs;Rv térzzsel fertézott MonoMac6 sejteken a korabbiakban leirtakkal azonos
modon (4.1.9.2. és 4.3.2.5. fejezetek). A vizsgalt vegyulet koncentracié 250 uM és 500 uM volt. A TB820-
Ao0a-0OT20(4-pal) erbs citosztatikus hatasa miatt ennél a vegyuletnél csak az alacsonyabb, 250 uM-os
koncentracidval kezeltik a fert6zott sejteket.

A szabad piridopirimidin szarmazékok és a konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatasa az
intracellularis modellen a 62. abran lathaté. A TB803 és a TB820 nem gatolta az intracellularis
baktériumot, a konjugatumok kozul a dituftsin szarmazékok sem bizonyultak hatasosnak. A TB820-Aoa-
OT20 tetratuftsin szarmazék jelentdsen csokkentette a telepszamot mindkét koncentracional, ez a
konjugatum gatolta a legjobban az intracellularis baktériumot. A palmitinsav oldallanc modositast
tartalmazo tetratuftsin szarmazék, a TB820-Aoa-OT20(4-pal) 250 uM-os koncentracional kevésbé volt
aktiv, mint a zsirsav nélkuli konjugatum. A heterotrimer tuftsinszarmazékok mindkét koncentracional
csokkentették a telepszdmot, 500 uM-os koncentracional alkalmazva jelentésen gatoltak az intracellularis
baktériumot.

A szabad hatdanyagjeldltek esetében az intracellularis baktériumok gatlasanak hianya azzal
magyarazhaté, hogy a vegylletek csak korlatozott mértékben jutnak a sejtekbe. A konjugatumok
tobbségének gatld hatasa a jobb sejtbejutasuknak, ezaltal jobb intracellularis hasznosulasuknak
készénhetd. A dituftsin szarmazékok esetében, a gatldé hatas hianyanak kideritésére tovabbi vizsgalatok
szikségesek, lehetséges, hogy a sejtbejutds mértéke nem elegendd nagysagu a gatlo aktivitas

eléréséhez.
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62. abra: A piridopirimidin szarmazékok és a piridopirimidin-peptid konjugatumok in vitro antimikobakterialis hatasa M.
tuberculosis Hs7Rv baktériummal fert6z6tt MonoMac6 sejteken (intracellularis modell)

* TB820-Aoa-OT20(4-pal) esetén 500 pM-nal nem vizsgaltuk a gatlé hatast

** TKPR-OT10(TB803)2 = TKPR-OT10(8-TB803-A0a; 13-TB803-Aoa)

** TKPR-OT10(TB820)2 = TKPR-OT10(8-TB820-A0a; 13-TB820-Aoa)

4.4.6. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak membran affinitasa

Vizsgaltuk az in silico meghatarozott hatdanyagjeldltek (TB803 és TB820), valamint két kivalasztott,
eltéré in vitro antimikobakterialis hatassal rendelkezd konjugatum (4.4.2. fejezet) membran affinitasat lipid
monoréteg és kettésréteg modell rendszerek segitségével, hogy informaciot kapjunk a hatéanyagok és a
konjugatumok membrannal valé kdlcsénhatasardl. A konjugatumok a TB803 és a TB820 TKPR-OT10
tuftsinszarmazékkal kialakitott konjugatumai (TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) és TKPR-
OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa)), melyek MonoMac6 sejtekbe tdrténd bejutasét is vizsgaltuk (4.4.4.
fejezet). A membran affinitds vizsgalatokat Dr. Kiss Eva egyetemi tanar csoportjaban, az ELTE
Hatéarfellileti- és Nanoszerkezetek Laboratériumban, Dr. Abraham Agnes tudomanyos munkatars és Dr.
Gyulai Gerg6 tudomanyos munkatérs végezték. Az eredményekrél kdzds publikdcioban szamoltunk be
[102], ahol megtalalhaté a membran affinitas eredmények részletes bemutatasa. Dolgozatomban rdviden

Osszefoglalom ezeket az eredményeket.

4.4.6.1. Membran affinitas vizsgalata lipid monoréteg modell segitségével

A vegylletek lipid monoréteg modellen torténé membran affinitdsanak meghatarozasat Langmuir-
mérlegben végezték. Kétféle lipid monoréteget alakitottak ki, melyek az eukariorta és a bakterialis
sejtmembran modellezésére szolgalnak. Az egyik monoréteg egyféle foszfolipidet tartalmazott (POPC), a
masik kétfélét (75% DPPC + 25% DPPG). A DPPG anionos karakter(, igy fontos szerepe lehet a kationos
vegylletekkel valé kdlcsdnhatasban [177], mint amilyenek a vizsgalt tuftsinszarmazékok konjugatumai. Ez
a negativ karakter(i bakterialis sejtfal modellezésére is alkalmas lehet.

A membran affinitas mértékére a vegylletek lipid monoréteg ala térténd injektalasa (koncentracio a
szubfazisban: 2 uM) utan a fellépd fellleti fesziltség id6 fuggvényében torténé valtozasabdl (Am) lehet
kovetkeztetni. A vegylletek 1 6ra utani membranpenetraciés képességét a 26. tablazat foglalja 6ssze. A
szabad hatdanyagok csak kis mértékben penetraltak a lipid monorétegekbe (Am: 0,4-1,4 mN/m), mig a
konjugatumok penetraciés képessége jelentésen nagyobb volt (A 1,8-5,6 mN/m). A hatdanyag és a
konjugatum penetracidos képessége kozotti killdnbség szembetlinbbb a negativ tdltéssel rendelkezé

DPPC + DPPG lipid monorétegnél, ahol elektrosztatikus kolcsénhatasok is felléphetnek a hordozd peptid
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kationos tulajdonsaga miatt. A legmagasabb membran affinitassal a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-
TB803-Aoa) konjugatum rendelkezett.

26. tablazat: A piridopirimidin szarmazékok és peptidkonjugatumaik membran affinitasa lipid monoréteg modellen

O (0] O
_O
= N)‘j\Ao - N)TN \)kPEPTID
~ \N R ~ \N R
TB803, TB820 TB803-, TB820-peptid konjugatum
feliileti fesziiltség valtozas
vegyiilet, konjugatum?® R A (mN/m)
POPC DPPC + DPPG
TB803 allilamino 1,0+0,2 0,440,2
TB820 pirrolidino 0,81+0,2 1,410,2
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) allilamino 2,7+0,2 5,60,2
TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) pirrolidino 1,840,3 4,8+0,3

# A konjugatumok C-terminalisa amid formaju

4.4.6.2. Membran affinitas vizsgalata lipid kettésréteg modell segitségével

A piridopirimidin hatéanyagok és konjugatumok membran affinitasat felllethez asszocialt foszfolipid
kettésréteg (supported lipid bilayer, SLB) modell segitségével is meghataroztak. A méréseket kvarckristaly
mikromérleg (QCM) rendszer segitségével végezték. A kettdsréteg szilikaval boritott QCM szenzoron lett
kialakitva POPC liposzomak kiterjesztésével. A vegylletek penetracidja soran bekdvetkezd rezonancia
frekvencia csokkenés (Af) a kristaly felUletén torténd tomegndvekedéssel aranyos, mig a mozgasi
ellenallas valtozasokbdl (AR) a kialakulé réteg szerkezetérdl, viszkoelasztikus tulajdonsagairdl lehet
informaciot kapni.

A vegylletek vizsgalt koncentraciéja 200 és 1300 uM koézott volt. A frekvenciavaltozas a
koncentracio fliggvényében valtozott. A hatdanyagok viselkedése jelentésen kildonb6zott a konjugatumok
viselkedésétdl. A két hatéanyag esetében tdmegcsdkkenés volt megfigyelheté. A két konjugatum is
egymastdl kiilénbdzéen viselkedett. A TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Ao0a) konjugatum esetében a
koncentracid névekedésével tdomegnovekedés, a TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) esetében
enyhe tdmegcsokkenés volt tapasztalhaté. Ezek alapjan a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-A0a)
konjugatum jelent6s membran affinitast mutat.

A vegyilletek oldataval (c: 430 pM, a legalacsonyabb koncentracio, ahol mar jelentés kilénbség
észlelheté a vegyiletek Af értékében) a lipid kettésréteg 40 percig érintkezett, majd 15 perces mosast
kovetéen meghataroztak a frekvencia és mozgasi ellenallas értékeket és az intakt lipid kettésréteg
értékeivel dsszehasonlitottak. A kapott Af és AR értékekbdl kiszamoltak a tisztan témegvaltozasbol adédo
frekvenciavaltozast is (Af,,), ezeket az értékeket a 27. tablazat tartalmazza. A megndvekedett ellenallas a
kettOsréteg kiterjedését jelenti, amely igy lazabb szerkezetli. A csbkkenés az ellendllasban azt jelzi, hogy
a kettdsréteg tomdrebb lett, szerkezete merevebb lett. A kismolekulak esetében nem volt jelentds valtozas
a mozgasi ellenallasban (AR: 0,0-0,2 Q), vagyis a kettGsréteg viszkozitasi tulajdonsagai nem valtoztak

jelentésen. A konjugatumok viszont jelentésebb valtozast mutatnak a mozgasi ellendllasban
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(AR: 0,8-1,6 Q), ami azt jelzi, hogy a molekulak kettdsréteggel vald kdlcsdonhatasa miatt megvaltozott a
réteg viszkoelasztikus tulajdonsaga, a réteg lazabb szerkezetli lett. A tdmegvaltozasbol adddo
frekvenciavaltozas a kismolekulak és a TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatum estében
pozitiv volt (Af,: 1,0-2,6 Hz), ez az enyhe tomegcsokkenés azt jelentheti, hogy a molekulak kevéssé
hatottak kdlcson a kettGsréteggel, a felllethez asszocilt foszfolipid kettdsréteg részleges elmozdulasa is
megtorténhetett. Ezzel ellentétben a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) konjugatum
tdmegvaltozasbdl adddo frekvenciavéltozdsa negativ értékl, ami a kettdsréteg tdmegndvekedését jelzi,
ami a konjugatum jelentés membranpenetraciéjanak kdvetkezménye. Ez az eredmény 6sszhangban van
azzal, hogy monorétegek esetében is a TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-A0a) konjugatum mutatta a

legnagyobb membran affinitast.

27. tablazat: A piridopirimidin szarmazékok és a piridopirimidin-peptid konjugatumok membran affinitasanak

6sszehasonlitasa lipid kettésréteg modellen

0 0 o
Cf‘jf\o CNK)TN/OQK PEPTID
~ \N R ~ \N R

TB803, TB820 TB803-, TB820-peptid konjugatum
rezonancia mozgasi tomeg;l:‘!)tt;':gasbol
vegyiilet, konjugatum?® R frekvancia valtozas | ellenallas valtozas frekvenciavaltozas
Af (Hz) AR (Q) Af, (H2)
TB803 allilamino 1,04£0,3 0,0+0,3 1,0
TB820 pirrolidino 2,240,4 0,240,1 2,6
TKPR-OT10(8-TB803-Aoa; 13-TB803-Aoa) | allilamino -4,0+0,6 0,840,1 -2,6
TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) | pirrolidino -0,810,4 1,6+0,2 2,2

A konjugatumok C-terminalisa amid formaju

A QCM mérések soran a lipid kettésrétegben bekdvetkezd morfolégiai valtozasok megértésében a
rétegek AFM-mel torténé vizsgalata is segitségre lehet. A vegylletek és a kettdsréteg kdlcsénhatasarol
készilt reprezentativ AFM képek a 63. &bran lathatok. Az AFM vizsgélatok igazoltak, hogy a lipid
kettésréteg tobbnyire intakt maradt a TB803 és TB820 esetében. A TB803-konjugatum esetében nétt a
réteg egyenetlensége, kisméretli aggregatumok (5-10 nm magas) voltak megfigyelhetdk, ez okozhatta a
negativ Af,, értéket. A TB820-konjugatum esetében a kettésréteg szerkezete az AFM vizsgélat alapjan
jelentésen megvaltozott, habar a QCM vizsgalatok soran csak kismértékl tdmegvaltozast tapasztaltunk. A
kett6sréteg egyenletessége megszint, fellletén nagyméretii aggregatumok jelentek meg, ezzel
magyarazhatd, hogy a TKPR-OT10(8-TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) esetében tapasztaltuk a legnagyobb
valtozast a mozgasi ellendllasban. A két konjugatum kilénb6z8 viselkedése a kismolekulak kilénbdzé
szerkezetének tulajdonithat6. Az allilamino-csoportot tartalmazé TB803 molekula felszine kisebb, mint a
pirrolidino-csoportot tartalmazé TB820 molekulaé. A nagyobb felszini TB820 molekulat tartalmazé
konjugatum penetraciéja a lipid membranba nagyobb valtozast okoz, a membran integritasat is
megszintetheti. A hordozé peptidnek a konjugatum és a membran kozti elektrosztatikus kdlcsdnhatasban

lehet szerepe, mellyel csOkkenti a membran rendezettségét.
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63. abra: A POPC kettés membran AFM-es képe: (A) a szabad membran, kdlcsénhaté molekula nélkil; a membran
képe a (B) TB820 molekulaval, (C) TKPR-OT10(8-TB803-Ao0a; 13-TB803-Aoa) konjugatummal és (D) TKPR-OT10(8-

TB820-Aoa; 13-TB820-Aoa) konjugatummal vald kélcsdnhatas soran

44.7. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumaival kapcsolatos eredmények

osszefoglalasa és értékelése

Az in silico azonositott, majd kémiailag optimalt hatéanyagjelbltek, a piridopirimidin szdrmazékok
kimagaslo in vitro antimikobakterialis hatasa M. tuberculosis Hz;Rv baktériumtérzs ellen (MIC: 4,1-4,4 uM)
megdbrzédik a konjugatumokban oximkotés kialakitasa mellett. A konjugatumok MIC értéke 9,4 és 38,2 uM
kozott volt. A szabad hatdanyagjeldltek és a konjugatumok szelektivnek bizonyultak a baktériumokra,
mivel nem mutattak citosztatikus aktivitdst a gazdasejt modell MonoMac6 sejteken a vizsgalt
legmagasabb koncentracidoban sem. Ez aldl kivétel a palmitoil oldalldncot tartalmazé konjugatum (TB820-
Aoa-OT20(4-pal)), melynél jelent8s citosztatikus aktivitast tapasztaltunk (ICsq: 4,5 pM). Ezt a citosztatikus
hatast a palmitinsav jelenléte okozza, amit a kontroll peptid (Ac-OT20(4-pal)) esetében is tapasztaltunk.

A hatdéanyagjeloltek tuftsinszarmazékokhoz vald konjugalasaval megnévekedett membran affinitast
értink el a modell lipid monoréteg és kettGsréteg rendszeren. Tovabba a konjugalassal a
hatdanyagjeloltek MonoMac6 monocita sejtekbe valo sejtbejutasa is nétt. A szabad piridopirimidin
szarmazékokkal ellentétben a konjugatumok tdbbsége gatolta az intracellularis baktériumot, ami

valészin(leg a jobb intracellularis hasznosulasuknak, valamint membran affinitdsuknak kdszénhetd.
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4.5. A dolgozat Uj tudomanyos eredményei és kitekintés

A doktori munkam soran el6allitott szalicilanilid szarmazékok, valamint az alkalmazott in silico
azonositott és kémiailag optimalt hatdéanyagjeldltek (piridopirimidin szarmazékok) kimagaslo in vitro
antimikobakterialis hatassal rendelkeztek extracelluldris mikobaktériumok ellen. A hatéanyagok tuftsin
tipusu hordozo, illetve célbajuttatdé molekulahoz t6rténé konjugalasaval a vegyilletek in vitro
antimikobakterialis hatdsa meg6rzddik a konjugatumokban. A szabad hatéanyagokkal ellentétben a
konjugatumok, valamint a hatéanyagot tartalmazé PLGA nanorészecskék képesek voltak gatolni az
intracellularis baktériumot, mely modellezésére M. tuberculosis Hs;Rv baktériummal fertéz6tt MonoMac6
human monocita sejteket alkalmaztunk (64. abra). Ez az eredmény a konjugatumok és nanorészecskék
jobb sejtbejutasanak kdszonhetd a szabad hatéanyagokhoz képest.

A piridopirimidin szarmazékok és a konjugatumok nem mutattak citosztatikus hatast a
gazdasejteken, szelektivnek bizonyultak a baktériumok felé, ezek a konjugatumok igéretes jeldltek a
tovabbi (pl. in vivo) vizsgalatokra.

A szalicilanilid szarmazékoknak kival6 in vitro antimikobakterialis hatasa van, viszont a vegyuletek
tobbsége citotoxikus, illetve citosztatikus hatasi human monocita és hepatocita sejteken. Mivel a magas
citotoxikus és citosztatikus hatast tumoros eredetli human sejtvonalakon mértik, a vegyulletek hatasa
ezeken a sejteken utat nyithat a tumorterapiaban valé alkalmazasuk felé is.

A kiemelked6 in vitro sejtbejutast és intracellularis gatld hatast mutatd, viszont kdzepesen
citosztatikus hatasu zsirsav oldallanc médositast tartalmazé szalicilanilid-peptid konjugatumok esetén,
mint példaul a Sal8-Aoa-T5(4-dek) dekansavat tartalmazé monotuftsin szarmazék, érdemes lehet a
konjugatumok PLGA nanorészecskékbe valdé csomagolasa. Lehetséges, hogy a hidroféb zsirsav
oldallancot tartalmazd, amfifii karakteri konjugatumokat kénnyebb PLGA nanorészecskékbe
adszorbealni, mint a zsirsav nélkili, er6sen hidrofil konjugatumokat vagy a hidroféb szalicilanilid
szarmazékokat. A nanorészecskébe valé csomagolassal valészinilileg a konjugatum citosztatikus hatasa
csokkenthetd.

A PLGA nanorészecskék esetében érdemes lehet a nanorészecskék fellletét iranyité molekulakkal

(pl. a tuftsin tipusu peptidszarmazékokkal) médositani a szelektivitas ndvelése érdekében.

extracellularis

baktérium modell

hatéanyagjel'dltek M. tuberculosis Hs;Rv, A8 MDR, M. abscessus

szalicilanilid
szarmazékok
r;fk konjugatumok
Sal = tuftsinszarmazék
piridopirimidin TB8X TB8X= tuftsinszarmazék
szarmazékok
Q*f )
/\ﬁf,’; nanorészecskék
szalicilanilid tartalmua
R!=Cl, Br, CHO ﬂ PLGA nanorészecskék
R2= 4-CF,, 3,4-diCl, 4-CO-Ph, 4-CO-CH, fertézs
R3= H, 5-Cl-pirazinoat, 4-CHO-benzot, ert6zott ;
CO-NH-(CH,),-CH3, CO-NH-(CH,),-Cl, gazdasejt modell \f% {
CO-NH-(CH,);-Cl M. tuberculosis Hz;Rv
R4= allilamino, pirrolidino baktériummal fert6zott

MonoMac6 human monocitak

64. abra: A szabad hatéanyagok, hatéanyag-peptid konjugatumok, hatéanyagot tartalmazd nanorészecskék in vitro

antimikobakterialis hatasanak sematikus 6sszehasonlitasa
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5. KISERLETI RESZ

Ebben a fejezetben foglaltam 6ssze a kémiai és in vitro bioldgiai mdédszerek leirasait, illetve a

miszeres mérések korilményeit.

5.1. Kémiai kisérletek

A szintetikus munka soran hasznalt vegyszereket, miszereket a Fliggelék F1-4. tablazataiban

foglaltam 6ssze.

5.1.1. A szalicilanilid szarmazékok és az 5-klorpirazin-2-karbonsav szintézise

A szubsztitualt szalicilanilid szarmazékok (Sall-6), az 5-klorpirazin-2-karbonsav (Pyr), a
szalicilanilid-2-klérpirazinoatok (SalPyrl-4) és a szalicilanilid-karbamatok (SalCarbl-14) szintézisét
Hradec Kralovéban (Csehorszag), a Karoly Egyetem Gydgyszerészeti Kar Szervetlen és Szerves Kémia
Tanszékén (Charles University, Faculty of Pharmacy, Department of Inorganic and Organic Chemistry),

Dr. Jarmila Vindova egyuttmik6dé partnertink iranyitasaval végeztem.

5.1.1.1. Szubsztitualt szalicilanilidek (Sal1-9) eléallitasa

A Sall-6 vegyuletek szintéziséhez a megfeleld szubsztitudlt szalicilsavat (0,02 mol,
5-klérszalicilsav, 5-brémszalicilsav) és ekvivalens mennyiségli szubsztitualt anilint (0,02 mol,
4-trifluormetilanilin,  3,4-dikléranilin, 4-benzoilanilin) 100 mL klérbenzolban feloldottam és a
reakcidelegyhez 0,5 ekvivalens (0,01 mol) PCls-ot adtam (27. dbra) [51]. A reakcidelegyet mikrohullamu
reaktorban (120 °C, 520 W) 22 percig magneses kevertetés mellett forraltam (MicroSYNTH MLS ETHOS
1600 URM microwave reactor, 2,45 GHz, Milestone Inc., Shelton, CT, USA). A mikrohulldmu reaktor
segitségével egyenletes melegités érhetd el, a reakcidid6 tdbb 6rardl lerévidithetd 20-25 percre. A forrd
reakcidelegyet leszlirtem, hagytam szobah&mérsékletiire hiilni, majd 4 °C-on taroltam egy éjszakan at
(legalabb 18 éran keresztul). A kivalt nyersterméket leszlirtem, majd forré etanolban atkristalyositottam a
tiszta termék kinyerése érdekében. Az anyalugban maradt nyerstermék kinyerése érdekében az
anyalugot részben elparologtattam rotacids vakuumbeparld késziilékkel, a kikristalyosodott nyersterméket
leszlrtem és szintén forré etanolban atkristalyositottam.

A konjugalhaté szubsztitualt szalicilanilid szarmazékok (Sal7-9) szintézise is a fent leirt médon
zajlott (28. &bra). Ezen vegyuletek szintézisét javaslataim alapjan Dr. Martin Kratky (Charles University,
Faculty of Pharmacy, Department of Inorganic and Organic Chemistry, Hradec Kralové, Csehorszag)
végezte és bocsatotta rendelkezésiinkre a vegytleteket. A megfelelé szubsztitualt szalicilsavhoz (5 mmol,
5-klérszalicilsav, 5-bromszalicilsav, 5-formilszalicilsav) ekvivalens mennyiségli szubsztitualt anilint
(5 mmol, 4-trifluormetilanilin, 4-acetilanilin) adott 25 mL kldrbenzolban oldva és a reakciéelegyhez 0,5
ekvivalens (2 mmol) PCls-ot adott. A reakcidelegyet mikrohullamu reaktorban magneses kevertetés mellett
forralta (120 °C, 520 W, 22 perc). A forré reakcidelegyet szlirés utan hagyta szobahémeérsékletiire hlni,
majd 4 °C-on tarolta egy éjszakan at. A nyerstermeék leszlrése utan forré etanolban valé atkristalyositasa
kovetkezett. Az anyalugban maradt nyerstermék kinyerése érdekében az anyalugot részben

elparologtatta rotacidos vakuumbeparld készulékkel, a kikristalyosodott nyersterméket leszilrte és 5%-0s
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NaHCO; oldatban (25 mL) szuszpendalta és kevertette, mig a CO, fejlédés megfigyelheté volt. A
nyersterméket szlrte, majd 0,1 M HCI oldatban (25 mL) szuszpendalta, hogy elbontsa a f6 termékként
keletkezett monomer, dimer, stb. Schiff-bazisokat. Ezutan a terméket szlrte, desztillalt vizzel mosta, a

kinyert tiszta terméket szaritotta.

5.1.1.2. Az 5-klérpirazin-2-karbonsav (Pyr) eléallitasa

20 mL SOCI,-hoz 14 mmol 5-hidroxipirazin-2-karbonsavat és 200 yL DMF-ot adtam, a DMF mint
katalizator segitette a reakciot (29. abra). A reakcidelegyet 4 6ran keresztil forraltam (75 °C). Ezutan a
SOCI, feleslegét desztillalassal eltavolitottam (vizsugarszivattyu segitségével létrehozott vakuum), a nyers
termékhez 20 g jeget adtam (a keletkezett —COCI csoport hidrolizise érdekében). A terméket kétszer 20
mL etilacetattal extrahaltam. Az egyesitett szerves fazisokhoz néhany csepp hexant adtam a
kristalyosodas el6segitése érdekében. Egy nap kristalyosodas utan (+4 °C-on) a keletkezett barna

kristalyokat szliréssel tavolitottam el az anyalugtol [197].

5.1.1.3. Szalicilanilid-5-klorpirazinoatok (SalPyr1-4) el6allitasa

A megdfeleld szubsztitualt szalicilanilidet (3,5 mmol, Sall-4) és ekvivalens 5-klorpirazin-2-
karbonsavat (3,5 mmol) 16 mL DMF-ban feloldottam és -10 °C-ra hiitottem s6 (NaCl) és -20 °C-os etanol
keverékével. Egy o6ra alatt harom részletben hozzaadagoltam 1,1 ekvivalens, 3,85 mmol N,N-
diciklohexilkarbodiimidet (DCC) (30. abra). A viz tavoltartasa érdekében CaCl,-os csovet hasznaltam. A
reakcidelegyet 3 6ran at kevertettem -10 °C-on, majd 20 6rat allni hagytam +4 °C-on. A csapadékkeént
kivalt N,N-diciklohexilureat sziiréssel eltavolitottam. A DMF olddszert rotacios vakuumbeparlé készllék
segitségével eltavolitottam. A  nyersterméket etil-acetatban, kevés hexan hozzaadasaval

atkristalyositottam [63].

5.1.1.4. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok (SalBenz1-3) el6allitasa

A karbonilcsoportot  tartalmazé, konjugalhaté  észterek  (szubsztitualt  szalicilanilidek
4-formilbenzoesavval alkotott észterei) szintézise is a fent leirt mdédon tortént (31. abra). Ezen
konjugalhat6 észterek szintézisét Dr. Martin Kratky (Charles University, Faculty of Pharmacy, Department
of Inorganic and Organic Chemistry, Hradec Kralové, Csehorszag) végezte és bocsatotta
rendelkezésiinkre a vegyuleteket. A szintézis soran a megfeleld szubsztitualt szalicilanilidet (3,5 mmol,
Sall-3) és ekvivalens 4-formilbenzoesavat (3,5 mmol) 16 mL DMF-ban reagaltatta DCC jelenlétében. A

szintézis Iépései megegyeznek a 5.1.1.3. fejezetben ismertetett Iépésekkel.

5.1.1.5. Szalicilanilid-karbamatok (SalCarb1-14) eléallitasa

A megfeleld szalicilanilid (1 mmol, Sall-6) acetonitriles szuszpenzidjahoz (6 mL) 1 ekvivalens
(1 mmol) trietilamint adtam és 5 percig kevertettem, mig a szuszpenzio kitisztult (a szalicilanilid fenolos
hidroxilcsoportja deprotonalddott). Ezutan hozzaadtam az ekvivalens mennyiségli megfeleld izocianatot
(1 mmol, 2-kléretil-izocianat, 3-klérpropil-izocianat, n-propil-izocianat) (32. abra) [71]. A reakcidelegyet

harom o6ran at kevertettem szobahémérsékleten. Harom o6ra utan a keletkezett szalicilanilid-karbamat
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csapadék formaban kivalt, a csapadékot sziirtem és kevés hideg metanollal (0 °C) kétszer mostam. A

terméket etilacetat-hexan elegybdl atkristalyositottam.

5.1.1.6. A szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok kémiai

jellemzése

Az 5.1.1.1-5.1.1.5. fejezetben leirt reakcidkat vékonyréteg kromatografiaval kdvettik, a termékek
tisztasagat olvadaspont méréssel ellendriztik. Az elallitott vegylleteket magneses magrezonancia
spektroszkopia (NMR), infravords spektroszkopia (IR), tdmegspektrometria (MS) és elemanalizis

segitségével jellemeztik.

5.1.1.6.1. Vékonyréteg kromatografia

A vékonyréteg lapokat 0,2 mm szilika gél 60 F254 (Merck, Csehorszag) boritotta. Futtatéelegyként
toluol : EtOAc 4:1 elegyét haszndltuk. A kromatogréfids foltok megjelenitése UV besugarzas (254 nm)

segitségével tortént.

5.1.1.6.2. Olvadaspont meghatarozas

A vegylletek olvadaspontjanak meghatarozasa B-545 (Blchi Labortechnik, Flawil, Svajc) tipusu

olvadaspont mérével tortént 0,5 °C/perc flitési sebesség mellett (korrekcié nélkil).

5.1.1.6.3. NMR spektroszkdépia

Az NMR spektrumokat szobahémérsékleten Varian Mercury-Vxbb 300 (300 MHz: 'H és 75,5
MHz: **C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) és Varian VNMR S500 (500 MHz: 'H és 126 MHz: “*C;
Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) készllékeken vettik fel. A mintakat deuteralt dimetilszulfoxidban
(DMSO-dg, szalicilanilidek, 5-klérpirazin-2-karbonsav, szalicilanilid-karbamétok) és deutero-kloroformban
(CDCl3, szalicilanilid észterek) oldottuk. A kémiai eltolodasokat (&) ppm-ben trimetilszildn belsé
standardhoz viszonyitva adtuk meg. A csatolasi allandét (J) Hz-ben adtuk meg. A spektrumok felvételét a
Charles University (Faculty of Pharmacy, Department of Inorganic and Organic Chemistry, Hradec
Kralové, Csehorszag) munkatarsai végezték. A spektrumok kiértékelését Dr. Martin Kratky és Dr. Jarmila

VinSova végezte (Charles University).

5.1.1.6.4. IR spektroszkopia

Az IR spektrumokat KBr-pasztillds maddszerrel Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) készlléken ATR technikaval (gyengitett teljes reflexid, attenuated total reflectance)
vettik fel 400-4000 cm™ tartomanyban. A spektrumok felvételét a Charles University (Faculty of
Pharmacy, Department of Inorganic and Organic Chemistry, Hradec Kralové, Csehorszag) munkatarsai
végezték. A spektrumok kiértékelését Dr. Martin Kratky és Dr. Jarmila VinSova végezte (Charles

University).
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5.1.1.6.5. Tomegspektrometria

A tomegspektrumokat elektrospray ionforrassal (ESI), Bruker Daltonics Esquire 3000+ (Bruker,
Bremen, Németorszag) tipusu ioncsapdas késziléken vettem fel. A mintakat 0,1% AcOH-t tartalmazé
MeCN / viz 1:1 VIV olddszerelegyben oldottam és 10 plL/perc aramlasi sebességgel injektaltam. A
porlasztégaz nyomasa 10 psi, a szaritbgaz sebessége 4 L/perc, a hémérséklet 250 °C volt. A
spektrumokat a vegyiilet ionizalhatésagatol fliggéen pozitiv vagy negativ. médban, 50-2000 m/z
tartomanyban, 13 000 m/z/sec mintavételi sebességgel vettem fel. A vegyiletekrél MS/MS analizis is

készllt.

5.1.1.6.6. Elemanalizis

A vegylletek elemanalizisét (C, H, N) VARIO EL Ill automata elemanalizator (Elementar
Analysensysteme, Hanau, Németorszag) segitségével Dr. Medzihradszky-Schweiger Hedvig (MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatécsoport) végezte és Automatic Microanalyser CHNS-O CE instrument (FISONS EA
1110, Milano, Italy) elemanalizator segitségével a Charles University (Faculty of Pharmacy, Department of

Inorganic and Organic Chemistry, Hradec Kralove, Csehorszag) munkatarsai végezték.

5.1.1.6.7. A szalicilanilid szarmazékok stabilitasanak vizsgalata analitikai RP-HPLC-vel és ESI-MS-

sel

A kivalasztott, reprezentativ szalicilanilid szarmazékok stabilitas vizsgalatat DMSO-ban 4 °C-on 7
napig, 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban 37 °C-on 28 napig, és 10% DMSO-t tartalmazo
szérummentes RPMI-1640 médiumban 37 °C-on 24 6raig analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével
végeztem. Exformma HPLC rendszert (Exformma Technology, ASIA Co., Limited, Hong Kong, Kina)
hasznaltam Nucleosil C18 RP-HPLC oszloppal (5 um, 100 A, 4,6 x 150 mm) vagy Zorbax SB-CN RP-
HPLC oszloppal (5 um, 80 A, 4,6 x 150 mm), szobahémérsékleten. Az eluensek a kovetkezdk voltak: A
eluens: 0,1% TFA, viz (V/IV), B eluens: 0,1% TFA, MeCN/viz 80:20 (V/V). A detektalas UV detektorral
tortént 280 nm-en. Az alkalmazott gradiens a koévetkezd volt: 0-5 perc 0% B, 5-15 perc 0-60% B, 15-25
perc 60-100% B, a folyasi sebesség 1 mL/perc volt. Az oldatok vegyilet koncentraciéja 0,5 mg/mL volt, az
oldatokbdl adott id6pontokban 20-20 pL-t injektaltam. A kivant csucsokat 6sszegydijtottem, liofilizaltam és
tomegspektrometriaval jellemeztem (ESI-MS, 5.1.1.6.5. fejezet). A nem stabil vegylletek felezési idejét a

megfeleld csucs alatti teriletek alapjan hataroztam meg.

5.1.1.7. A szalicilanilid szarmazékok PLGA nanorészecskékbe valé csomagolasa

A szalicilanilid szarmazékok PLGA nanorészecskékbe valé adszorbealasat és a nanorészecskék
jellemzését (méreteloszlas, hatéanyagtartalom és kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa) Dr. Gyulai
Gerg6, az ELTE Hatarfellleti- és Nanoszerkezetek Laboratérium munkatarsa végezte. A modszer
részletes leirasa az & doktori értekezésében talalhaté meg [201]. A PLGA nanorészecskéket
nanoprecipitacios eljarassal allitotta el6, mely soran olddszercsere (aceton-viz) kovetkeztében valdsul
meg a kicsapodas, a hatéanyagot tartalmazd nanorészecskék létrejotte. Az aceton szerves fazis a
PLGA50 polimer (10 g/L, PLGA50: 50:50 tejsav:glikolsav arany, 40-75 kDa) mellett az adszorbealandd
anyagokat (3,95 g/L) is tartalmazta. Stabilizatorként Pluronic F127-et hasznalt (1 g/L), melynek EO/PO/EO
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monomer aranya: 101/56/101, Monomer: 12600 g/mol. A nanorészecskék tisztitasa (nem kivant
aggregatumok, nem adszorbealddott hatéanyagok, nem koétddoétt Pluronic eltavolitasa) centrifugalassal és
ultracentrifugalassal tortént. Az eléallitott rendszereket liofilizalta és 4 °C-on tarolta. A PLGA részecskék
atlagos hidrodinamikai atméréjét és méreteloszlasat dinamikus fényszorédas méréssel hatarozta meg.
Meghatarozta a hatéanyagtartalmat (Magszorbesit  hatsanyag/Mieszitmeny” 100 (%)) és a  kapszulazasi
hatékonysagot (Magszoreslt hatsanyag/Mssszes, bemert hatsanyag* 100 (%)) @ nanorészecskék NaOH hatasara térténd

degradacioja soran felszabadult vegytletek spektrofotometrias mérésével.

5.1.2. A tuftsinszarmazékok szintézise

A Flggelék F8. tablazata foglalja 6ssze a szilardfazisu peptidszintézissel eldallitott peptidek kddjat,

szekvenciajat, az alkalmazott szintézismodszert és a gyantak tipusat.

5.1.2.1. A peptidek szintézise Fmoc/tBu modszerrel

Fmoc/tBu stratégia alkalmazasaval a peptideket manualisan vagy automata peptidszintetizatorral
(SYRO Multiple Peptide Synthesizer, MultiSynTech, Witten, Németorszag) allitottam el6. A manualis
szintézis soran ciklusonként ellenérizheté a kapcsolas, mig az automata szintetizatorban végzett szintézis
soran erre nincs lehetéség. Az automata szintézis soran ezért nagyobb feleslegben alkalmaztam az
aminosavszarmazékokat és a kapcsoloreagenseket, valamint a kapcsolast minden esetben
megismételtem.

Azon peptidek szintézisénél, melyeknél a C-terminalist amid formaban kivantam megkapni, Rink-
Amid MBHA gyantat alkalmaztam (kapacitas: 0,65-0,73 mmol/g). A gyantardl az Fmoc-véd&csoport
eltavolitasa érdekében a gyantat a DMF-ban torténé 20 perces duzzasztas utan 2% piperidin, 2% DBU,
96% DMF, V/V hasitéelegyével négyszer (2 + 2 + 5 + 10 percig) kezeltem a manualis szintézisnél, majd
DMF-dal 6tsz6r mostam. Ezutdn kdvetkezett a megfelel6 aminosavak lépésenkénti felkapcsolasa. A
gyantakapacitasra szamolva a manualis szintézisnél haromszoros moléaris feleslegben adtam az
aminosavszarmazékot és az in situ aktiv észter kialakitasahoz sziikséges DIC és HOBt kapcsoldszereket
NMP-ban oldva (c: 0,5-0,6 M). Az egy 6ras kapcsolasi id6 lejarta utan DMF-os mosasi [épés kdvetkezett.
Ezutan ninhidrin, illetve izatin-probaval ellendriztem a kapcsolas sikerességét. Pozitiv préba esetén a
kapcsolast meg kellett ismételni. Az Fmoc-véd&csoportot minden esetben a gyanta el6kezelésénél leirt
hasitéeleggyel (2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V) tavolitottam el, majd DMF-dal mostam a gyantat.

Az automata peptidszintetizator alkalmazasa esetén az Fmoc-véd8&csoport hasitasa 20% piperidin,
80% DMF, V/V elegyével tortént (2 + 2 + 5 + 10 perc hasitasi idékkel). Az aminosavszarmazékok
kapcsolasa soran a gyantakapacitasra szamitott 4 ekvivalens aminosavszarmazékot, DIC-et és HOBt-t
alkalmaztam NMP-ban oldva (kapcsolasi id6 2 x 1 6ra).

A manualis és automata szintetizatorral végzett szintézis egy ciklusanak menetét a 28. tablazat

foglalja 0ssze.
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28. tablazat: Az Fmoc/tBu stratégia szerinti szilardfazisu manualis és automata szintetizatorral végzett peptidszintézis

egy ciklusanak menete

Manualis szintézis Automata szintetizator
Mivelet
Reagens, oldoszer Idétartam (perc) Reagens, oldészer Id6tartam (perc)
ad 4 x 2-4 mL hasitéelegy (2% s o
ch;(lzt;/\(/e;ﬁgssc;port piperidin, 2% DBU, 96% 2+2+5+10 4 :( ér?;;hgg%g&gg (3/(\)/;" 2+2+5+10
DMF, V/V) piperidin, '
gyanta mosasa 5x2-5 mL DMF 5x1 5x1 mL DMF 5x1
3 ekvivalens (gyanta 4 ekvivalens (gyanta
kapcsolas kapaa_tasra szamltott)l 60 kapac[tasra sza{mtott), 2% 60
Fmoc-aminosavszarmazék / Fmoc-aminosavszarmazék /
HOBLt / DIC / NMP-ban oldva HOBLt / DIC / NMP-ban oldva
gyanta mosasa 5x2-5 mL DMF 5x1 5x1 mL DMF 5x1
kapesolasi reakeio | ninnidrin-, izatin-proba 5 . -
kovetése ’ P

Azoknal a peptideknél, ahol a C-terminalist karboxil formaban kivantam megkapni Wang gyantat
alkalmaztam (kapacitas: 0,94 mmol/g, erre szédmoltam a kapcsolni kivant aminosavszarmazékok
mennyiségét, kilon kapacitasmeghatarozas nem tortént). A Wang gyanta duzzasztasa utan (20 perc) az
elsé aminosav felkapcsolasa kovetkezett 2 ekvivalens aminosavszarmazék, 2 ekvivalens DIC, 0,2
ekvivalens DMAP NMP-os oldataval, 1 éra kapcsolasi idével. Ezutan kovetkezett a tovabbi aminosavak
lépésenkénti felkapcsolasa a fent ismertetett Iépésekkel.

Valamennyi  aminosavat  N®Fmoc-szarmazék  formajaban  hasznaltam. Az  Fmoc-
aminosavszarmazékok nukleofil oldallancai a 29. tablazatban felsorolt savérzékeny véd&csoportokat
tartalmaztak. A lizin esetében olyan aminosavszarmazékokat is alkalmaztam, melyek oldallanc

védécsoportjai (Mtt, Dde) szelektiven eltavolithatdak.

29. tablazat: Az Fmoc/tBu stratégia szerint végzett szintézishez hasznalt Fmoc-aminosavszarmazékok oldallanc

véddbcsoportjai
aminosav | funkciés csoport véddécsoport aminosavszarmazék roviditése
terc-butiloxikarbonil (Boc) Fmoc-Lys(Boc)-OH
Lys (K) amino 4-metiltritil (Mtt) Fmoc-Lys(Mtt)-OH
1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociklohexilidén)etil Fmoc-Lys(Dde)-OH
(Dde)
Thr (T) hidroxil terc-butil (tBu) Fmoc-Thr(tBu)-OH
- 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-
Arg (R) guanidino szulfonil (Pbf) Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Gly (G) Fmoc-Gly-OH
Phe (F) Fmoc-Phe-OH
- oldallanc véd&csoport nélkil
Leu (L) Fmoc-Leu-OH
Pro (P) Fmoc-Pro-OH
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A peptidlanc felépitése utan a peptid-gyantat DCM-nal mostam, majd szaritottam. A szilard
hordozorél a peptidet, illetve az oldallanc véd&csoportokat TFA segitségével manualisan hasitottam le. A
hasitas soran keletkezd reaktiv karbokationok alkilezhetik az aminosavakat, ezért nukleofil reagenseket,
un. gyokfogokat alkalmaztam. A hasitéelegy Osszetételét a peptid szekvencidja, illetve az oldallanc
védécsoportok hatarozzak meg, igy kétféle hasitéelegyet alkalmaztam attél figgéen, hogy a peptid
tartalmazott-e arginint vagy sem. Ha a peptidben nem volt arginin a hasitéelegy 6sszetétele TFA/Viz/TIS
95:2,5:2,5V/V volt. Arginint is tartalmazo szekvencia esetén a hasitdelegy 0sszetétele TFA/tioanizol/viz
/EDT/fenol 82,5 : 5 : 5 : 2,5 : 5 VIV/VIVIw volt. Atlagosan 10 mL hasitéelegyre volt sziikség 0,5-1,0 g
peptid-gyanta esetén. A hasitéelegyet jeges hiités mellett adtam a peptid-gyantahoz és
szobahémeérsékleten 2,5 éran at kevertettem. A Rink-Amid MBHA gyantardél valé hasitas utan a peptidek
C-terminalisat amid formaban, Wang gyantardl valé hasitas utan pedig karboxil formaban kaptam. A
hasitas utan a keveréket szlrtem, a gyantat mostam 2 x 0,5 mL TFA-val, majd a peptidet hideg (0 °C)
dietil-éterrel kicsaptam (kb. 30 mL). A kicsapddott peptidet centrifugalassal llepitettem (8 perc, 4400/perc
fordulat). Az Uledékrél az étert dekantalassal eltavolitottam, majd a peptidet az el6z6ekhez hasonldéan
még kétszer hideg éterben mostam, centrifugaltam, dekantéltam. A kicsapddott peptidet vizben, illetve
acetonitril/viz elegyben oldottam, rotaciés vakumbeparldval eltavolitottam a maradék étert, folyékony

nitrogénben fagyasztottam, majd liofilizaltam.

5.1.2.2. A peptidek szintézise Boc/Bzl médszerrel

A peptidek egy részét Boc/Bzl stratégia alkalmazasaval allitottam el manualisan. A szintézishez 4-
metilbenzhidrilamin gyantat (MBHA, kapacitasa: 1,2 mmol/g) hasznaltam. A peptidek C-termindlisat amid
formaban kapjuk az MBHA gyantardl valé hasitas utan. Az MBHA gyanta hidroklorid formaban kerl
kereskedelmi forgalomba, ezért a gyantat a DCM-ban t6rténé duzzasztés utdn 33% TFA, 67% DCM, V/V
hasitéelegyével kezeltem 5 + 30 percig, majd a DCM-nal val6 6tszéri mosast kdvetéen 10% DIEA, 90%
DCM, V/V elegyével 5 x 1 percig semlegesitettem, ezutan Ujbdl mostam 6tsz6r DCM-nal. A gyantdhoz az
elékezelés utan kapcsoltam az els§ Boc-aminosav szdrmazékot. A gyantakapacitdsra szémolva
haromszoros molaris feleslegben adtam az aminosavszarmazékot, és az in situ aktiv észter
kialakitasahoz sziikséges kapcsoldszereket (DIC, HOBt) NMP-ban oldva. Az egy 6ras kapcsolasi id6
lejarta utdn DCM-o0s mosasi lépés kovetkezett. Ezutan ninhidrin- vagy izatin-probaval ellenériztem a
kapcsolas sikerességét. Pozitiv proba esetén a kapcsolast meg kell ismételni. A Boc-védécsoportot
minden esetben a gyanta el6kezelésénél leirt hasitéeleggyel (33% TFA, 67% DCM, V/V) tavolitottam el,
majd a DCM-nal valé mosast kdvetéen semlegesitettem 10% DIEA, 90% DCM, V/V eleggyel. A szintézis

egy ciklusanak menetét a 30. tablazat foglalja 6ssze.
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30. tablazat: A Boc/Bz| stratégia szerint végzett szilardfazisu peptidszintézis egy ciklusanak menete

Mivelet Reagens, oldészer Id6tartam (perc)

Boc-véddasoport 2 x 24 mL hasitoelegy (33% TFA, 67% DCM, V/V) 5430
eltavolitasa

gyanta mosasa 5x2-5mL DCM 5x1

semlegesités 5 x 2-5 mL elegy (10% DIEA, 90% DCM, V/V) 5x1

gyanta mosasa 5x2-5mL DCM 5x1

kapcsolés 3 ekvivalens_ (gya}n_ta kapacitésr._a szé]nf\itott) 60
Boc-aminosav / ekvimolaris HOBt / ekvimolaris DIC / NMP
gyanta mosasa 5x2-5mL DCM 5x1

kapcsolasi reakcio

Kévetése ninhidrin-, izatin-préba 5

Az aminosavakat N°-Boc-szarmazék formajaban kapcsoltam. A Boc-aminosavszarmazékok
nukleofil oldalldncai a 31. tdblazatban felsorolt savérzékeny véddcsoportokat tartalmaztak. A lizin
esetében olyan aminosavszarmazékot is alkalmaztam, mely oldallanc véd6csoportja (Fmoc) szelektiven

eltavolithato.

31. tablazat: A Boc/Bzl stratégia szerint végzett szintézishez hasznalt Boc-aminosavszarmazékok oldallanc

véddbcsoportjai
aminosav funkciés csoport védécsoport aminosavszarmazék roviditése

) 2-klérbenziloxikarbonil (2-ClZ) Boc-Lys(2-ClZ)-OH

Lys (K) amino : . -

9-fluorenilmetiloxikarbonil (Fmoc) Boc-Lys(Fmoc)-OH

Thr (T) hidroxil benzil (Bzl) Boc-Thr(Bzl)-OH

Arg (R) guanidino tozil (Tos) Boc-Arg(Tos)-OH

Gly (G) Boc-Gly-OH
- oldallanc véddécsoport nélkil

Pro (P) Boc-Pro-OH

A végs6 hasitas el6tt a peptid-gyantat legalabb egy napig vakuum exszikkatorban szaritottam. A
szilard hordozérdl a peptidet és a peptidek oldallanc védécsoportjait folyékony hidrogén-fluorid (HF)
segitségével tavolitottam el. A hasitast teflon készllékben végeztem, 0 °C-on 1,5 éraig, gydkfogok (p-
krezol) jelenlétében. 0,5-1,0 g peptidre atlagosan 10 mL HF-ot szamolva 0,5 g p-krezolra volt szlikség.
Hasitas utan a HF-ot a gyanta — peptid elegyrél ledesztillaltam, majd a hasitasi terméket kicsaptam hideg
dietil-éterrel (0 °C), ezutan szlrtem, éterrel mostam. A sziirés utén kevés A eluens (0,1% TFA, viz V/V)
segitségével kioldottam a peptidet a szirén a gyantaszemek koézul. Szirés utan az oldatot

lefagyasztottam majd liofilizaltam.

5.1.2.3. A hasitasi és kapcsolasi reakciok kovetése

A peptidszintézisnél a hasitasi és kapcsolasi reakciok sikerességét ninhidrin-prébaval ellendriztem.
A prolin N°-véddcsoportjanak eltavolitasat és a prolin utani kapcsolas sikerességét izatin-prébaval
ellendriztem. A ninhidrin-prébahoz szikséges oldatok dsszetétele: 1. ninhidrin / etanol 10:1 (m/V), 2. fenol
[ etanol 4:1 (m/V), 3. piridin / viz 98:2 (V/V) 4 ymol/L KCN-dal. Egy kisebb kémcs&be kevés gyantaszemet
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raktam és erre a 3 reagensbdl 1.-3. sorrendben 2-2 cseppet adtam, majd a kémcsévet 105 °C-on
tartottam 5 percig. Az izatin-préba kivitelezése hasonldé a ninhidrin-probahoz, de itt még van egy 4.
reagens, melynek Osszetétele 3% izatin, 5% Boc-Phe-OH / benzilalkohol, melyet a ninhidrin-préba
reagensei el6tt csepegtetink a gyantaszemekhez. A hasitas sikerességét (szabad primer, illetve
szekunder aminocsoport jelenléte) pozitiv préba jelezte, a gyantaszemek ninhidrin-proba esetén kék
szinliek, izatin-préba esetén vorosesbarna szinliek. Sikeres kapcsolas esetén nincs szinvaltozas, a préba

negativ (sargas szin). Ha kapcsolas utan pozitiv prébat kaptam, a kapcsolast megismételtem.

5.1.2.4. Az oldallanc moédositast nem tartalmazo tuftsinszarmazékok szintézise

El6allitottam  kulénbdz6  szekvenciaju és  hosszusagu, oldallanc modositas  nélkali
tuftsinszarmazékokat (39. abra). Az N-terminalison a tuftsinszarmazékok egy része aminooxiecetsavat
tartalmazott, melyen keresztil megvalosithatd a konjugalas. Az N-termindlison acetilezett analog
peptideket is el6allitottam kontroll peptideknek. Az N-termindlison 5(6)-karboxifluoreszceinnel
fluoreszcensen jeldlt valtozatokat is elallitottam a sejtbejutas vizsgalatdhoz. Az analdég peptideket
gyantaosztds moddszerével allitottam elé. Az oldallanc modositast nem tartalmazé peptideket Rink-Amid
MBHA vagy Wang gyantan szintetizaltam, attél fliggéen, hogy amid vagy karboxil végi peptidet kivantam
el6allitani. Az N-terminalisra felkapcsolt utolsé aminosav Fmoc-csoportjanak hasitasa és DCM-os szaritas
utan harom részre osztottam a gyantat.

A peptid egyik részéhez a hatéanyag molekulahoz vald konjugalas érdekében a peptid szabad N-
terminalis aminocsoportjara Boc-aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) kapcsoltam. A gyantan Iévé peptidhez
3 ekvivalens Boc-Aoa-OH / HOBt / DIC NMP-ban oldott elegyét adtam, a kapcsolasi id6é 1 éra volt. Ezutan
DMF-dal mostam a gyantat és ninhidrin-prébaval ellenériztem a kapcsolas sikerességét. Az
amniooxiacetil-peptidek szintézise, feldolgozasa és konjugalasa soran mindvégig keriltem az aceton és
egyeb illékony ketonok, aldehidek jelenlétét.

A peptid méasodik részének N-terminalis aminocsoportjat acetileztem igy elGallitva a kontrollként
szolgal6 peptideket. A gyantan Iévé peptidhez ecetsavanhidrid : DIEA : DMF 1:1:2 V/V/V aranyu elegyét
adtam, a kapcsolasi id6 1 6ra volt. Ezutan DMF-dal mostam a gyantat és ninhidrin-prébaval ellenériztem a
kapcsolas sikerességét.

A peptid harmadik részéhez fluoreszcens jel6l6molekulat, az 5(6)-karboxifluoreszceint kapcsoltam.
A gyantan Iév6 peptidhez 3 ekvivalens 5(6)-karboxifluoreszcein (Cf) / HOBt / DIC NMP-ban oldott elegyét
adtam, a kapcsolasi idd 1 6éra volt. Ezutan DMF-dal mostam a gyantat és ninhidrin-prébaval ellenériztem a
kapcsolas sikerességét. A Cf tdbbszdrds felkapcsolédasanak kiklszdbodlése érdekében [202] a gyantat
20% piperidin, 80% DMF, V/V elegyével kezeltem (2+2+5+10 perc), majd DMF-dal mostam. A piperidines
kezelés soran a gyanta sarga szinbdl vordsre valtott, a szlirlet is voros szinl lett, jelezve a tavozé Cf-t.

Mindharom peptidszarmazék (Aoa-, Ac-, Cf-peptidek) esetében a peptidet a gyantardl, valamint az
oldallanc véddécsoportokat a peptidekr6l TFA-s hasitéelegy segitségével tavolitottam el a korabban
ismertetett protokoll szerint. Az acetilezett és fluoreszcensen jelzett nyers peptideket RP-HPLC
segitségével tisztitottam, analitikai RP-HPLC-vel, tdmegspektrometriaval és aminosavanalizissel
jellemeztem. A nyers Aoa-peptideket a tisztitasi Iépés kihagyasaval konjugalasi reakciokban hasznéaltam
fel (5.1.3.2. fejezet).
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5.1.2.5. Az oldallanc moédositast tartalmazoé tuftsinszarmazékok szintézise

lizint épitettem, mely szelektiven hasithaté oldallanc védécsoportot tartalmazott. Erre a célra az Fmoc-
Lys(Mtt)-OH, valamint az Fmoc-Lys(Dde)-OH aminosavszarmazékot alkalmaztam. A kivant szekvencia
elérése utan az N-terminalis Fmoc-véd&csoportot lehasitottam, a gyantdt DCM-nal mostam, szaritottam
és 3 részre osztottam. A korabban ismertetett moddszerekkel az N-termindlisra Boc-Aoa-OH-t,
acetilcsoportot vagy Cf-t kapcsoltam.

A kovetkez6 1épés mindharom esetben a szelektiven hasithatd oldallanc védécsoportot tartalmazé
lizinr6l a védbcsoport eltavolitasa volt. Az Mtt-védbécsoportot szelektiven hasitottam 2% TFA, 2% TIS,
96% DCM, V/V elegyével. A hasitoeleggyel 5 perces reakcididékkel a gyantat addig kezeltem, mig
allandd, intenziv sarga szint nem kapott (ez jelzi a lehasadt Mtt-csoportot). Ezutan DCM-nal 3-szor
mostam a gyantat. Ezutan Gjra a hasitéeleggyel kezeltem (3 x 5 perc), majd DCM-nal mostam, ezt a
ciklust addig folytattam, amig a hasitéelegy el nem szintelenedett. A savas hasitas utan semlegesitési
lépés kdvetkezett, amelyhez 10% DIEA, 90% DCM, V/V elegyét hasznaltam (5 x 1 perc), majd a gyantat
DCM-nal mostam. A hasitas sikerességét ninhidrin-prébaval ellenériztem.

Az Fmoc-Lys(Dde)-OH alkalmazasa esetén a Dde-védécsoport szelektiven hasitottam 2% hidrazin-
hidrat, 98% DMF, V/V elegyével, 5 x 2 perces kezeléssel. A Dde-csoport hasitasa utan a gyantat DMF-dal
mostam, majd Kaiser prébaval ellenériztem a hasitas sikerességét.

A szelektiv lizin oldallanc véd&csoport hasitassal szabadda valt e-aminocsoportokra kilénb6zé
hosszUsagu zsirsavakat kapcsoltam. A vajsav kapcsolasa gyantakapacitasra szamitott 3 ekvivalens
vajsavanhidrid, 3 ekvivalens DIEA DMF-os elegyével tortént 1 o6ras kapcsolasi idével. A dekansav
kapcsolasa 3 ekvivalens dekansav, 3 ekvivalens DIC, 3 ekvivalens HOBt NMP-os oldatanak
alkalmazasaval tértént 1 6ras kapcsolasi idével. A palmitinsav kapcsolasa 3 ekvivalens palmitinsav, 3
ekvivalens DIC, 3 ekvivalens HOBt NMP-0s oldatanak alkalmazasaval tortént szintén 1 6ras kapcsolasi
id6vel.

A két aminooxiacetil-csoportot is tartalmazé Aoa-OT20(4-Aoa) esetében az N-termindlisra
felkapcsolt utolsé aminosav Fmoc-védécsoportjanak lehasitasa utan eltavolitottam a Dde-véd&csoportot a
4-es pozicidban 1évé lizinrél. igy a peptidnek 2 szabad aminocsoportja keletkezett, az egyik az N-
terminalis aminocsoport, a masik a 4-es lizin e-aminocsoportja. Erre a két csoportra egy |épésben
kapcsoltam a Boc-Aoa-OH-t (6 ekvivalens Boc-Aoa-OH, 6 ekvivalens DIC, 6 ekvivalens HOBt NMP-o0s
oldata, 1 6ra kapcsolasi idd).

A TKPR-OT10(8-Aoa; 13-Aoa) szarmazékot Boc/Bzl mdbdszerrel allitottam eld, a szelektiven
modositani kivant lizinek Fmoc-véd8&csoportot tartalmaztak e-aminocsoportjukon (Boc-Lys(Fmoc)-OH
beépitése). Az N-terminalisra felkapcsolt utols6 aminosav Boc-véddcsoportjanak lehasitasa el6tt
tavolitottam el szelektiven az Fmoc-véddcsoportokat 2% piperidin, 2% DBU, 96% DMF, V/V elegyével,
majd az igy kapott két szabad e-aminocsoporthoz kapcsoltam a Boc-Aoa-OH-t. Ezutan hasitottam le a
Boc-véddcsoportokat az N-terminalis aminosavrol és az aminooxiacetil-csoportokrol (33% TFA, 67%
DCM, VIV). A peptidet a gyantardl HF és gyokfogokok segitségével lehasitottam.

A konjugalhaté és egyben fluoreszcensen jelzett peptid az Aoa-OT20(4-Cf) esetében a fent
leirtakhoz hasonléan eltavolitottam az N-termindlisra felkapcsolt utolsé aminosav Fmoc-véd&csoportjat,

Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam a peptid N-termindlisara, majd a szelektiven védett 4-es lizin Dde-
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védd@csoportjat is eltavolitottam és a szabad e-aminocsoporthoz Cf-t kapcsoltam (3 ekvivalens Cf / DIC /
HOBt NMP-os oldata, 1 6ra).

Az Ac-OT20(14-Cf) peptidnél az utols6 aminosav Fmoc-véddécsoportanak eltavolitsa utan a peptid
N-terminalisat acetileztem, majd eltavolitottam a '‘Lys-rél a Dde-védécsoportot és a “Lys e-
aminocsoportjara Cf-et kapcsoltam. A Cf-OT20(14-Cf) peptidnél az utolsé aminosav Fmoc-
védbesoportanak eltavolitsa utan a *Lys Dde-véddcsoportjanak hasitasa kovetkezett, majd az N-
terminalisra és a “Lys g-aminocsoportjara Cf-et kapcsoltam (6 ekvivalens Cf / DIC / HOBt NMP-os oldata,
1 6ra).

Az Fmoc/tBu stratégia alkalmazasa esetén TFA-s hasitéeleggyel eltavolitottam a peptideket a
gyantardl, illetve az oldallanc védécsoportokat a peptidekrdl. Ezutan az acetilezett és fluoreszcensen jeldlt
nyers peptideket feldolgoztam, tisztitottam, analitikai modszerekkel jellemeztem, illetve az

aminooxiacetilezett peptideket tisztitds nélkil hasznaltam fel a konjugalasi reakcidkban (5.1.3.2. fejezet).

5.1.2.6. A lizoszomalis emésztés soran keletkez6 legkisebb metabolitok eldallitasa

A lizoszomalis emésztés soran a konjugatumokbdl keletkezd legkisebb metabolitok elballitasahoz
el6éallitottam az Aoa-Thr-OH, Aoa-Gly-OH és H-Lys(Aoa)-OH aminooxiacetilezett aminosavszarmazékokat
szilardfazisu szintézissel. Wang gyantara kapcsoltam a kivant aminosavat (Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-
OH, illetve Boc-Lys(Fmoc)-OH, 2 ekvivalens aminosavszarmazék, 2 ekvivalens DIC, 0,2 ekvivalens
DMAP NMP-os oldata, 1 6ra). Eltavolitottam az Fmoc-véd&csoportot, majd Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam a
szabad a-aminocsoportra, illetve lizin esetén az e-aminocsoportra (3 ekvivalens Boc-Aoa-OH, 3
ekvivalens DIC, 3 ekvivalens HOBt NMP-os oldata, 1 6ra). A kapott szarmazékokat lehasitottam a
gyantardl 95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H,O VIV segitségével. Mivel ezen aminosavszarmazékok éterben
nem csapoddtak ki, az étert és a TFA nagy részét rotaciés vakuumbeparldval eltavolitottam. A beparlasi
maradékhoz desztillalt vizet adtam, fagyasztottam és liofilizaltam. Az igy nyert Aoa-aminosavakat tisztitas

nélkul hasznaltam a konjugalasi I[épésben (5.1.3.2. fejezet).

5.1.3. Hatéanyag-peptidkonjugatumok szintézise
5.1.3.1. Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak eléallitasa

A szalicilanilidek 4-formilbenzoesavval alkotott észterei az aldehidcsoportjukon keresztl
konjugalhaték aminooxiacetilezett tuftsinszarmazékokhoz oximkotésen keresztil (50. abra). 10-30 mg
peptidet feloldottam 1 mL 0,2 M NaOAc/AcOH pufferben (pH 5,0). 1,1 ekvivalens hatéanyagot (SalBenz1-
3) feloldottam 2 mL DMF-ban, majd az oldatokat 6sszedntéttem (oldészerarany: NaOAc/AcOH puffer /
DMF 1:2 V/V). Az oldatbél adott idénként mintat vettem (4 pL) és analitikai RP-HPLC-vel kdvettem a
reakcié el6rehaladasat. A reakcidelegyet 18 ora elteltével félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam, a
megfeleld frakciordl az acetonitrilt rotaciés vakuumbeparldval eltavolitottam, a beparlasi maradékot
liofilizaltam. A kivant konjugatum frakciojat témegspektrometriaval azonositottam, homogenitasat analitikai

RP-HPLC-vel jellemeztem.
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5.1.3.2. Szalicilanilid-peptid konjugatumok eldallitasa

Az anilin-gy(rGin acetilcsoportot tartalmazo, konjugalhaté szalicilanilid szarmazékokat oximkotésen
keresztll kapcsoltam a kilonb6z6 aminooxiacetilezett tuftsinszarmazékokhoz (52. abra). 40-100 mg
peptidet feloldottam 3 mL 0,2 M NaOAc/AcOH pufferben (pH 4,5). 1,1 ekvivalens hatéanyagot (Sal7-9)
feloldottam 6 mL 2-metoxietanolban, majd az oldatokat 6sszedntdttem (oldészerarany: NaOAc/AcOH
puffer / 2-metoxietanol 1:2 V/V). Az oldatbdl adott idénként mintat vettem (4 pL) és analitikai RP-HPLC-vel
kdvettem a reakcid elérehaladasat. Ha kicsapddast tapasztaltam, a reakcidelegyet enyhén melegitettem
vizfirdé segitségével (kb. 50 °C-os vizfirdd). A reakcioelegyet 24-72 ora elteltével félpreparativ RP-
HPLC-vel tisztitottam. A kivant konjugatum frakcidjat tomegspektrometriaval azonositottam,

homogenitasat analitikai RP-HPLC-vel jellemeztem.

5.1.3.3. A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak eléallitasa

Az in silico meghatarozott és kémiailag optimalt vegylleteket, a piridopirimidin szarmazékokat
(TB803 és TB820, Ubichem Pharma Services, Magyarorszag) konjugaltam kulénb6z8
tuftsinszarmazékokhoz szintén oximkoétés kialakitdsaval (57. abra). 20-50 mg peptidet feloldottam 2 mL
0,2 M NaOAc/AcOH pufferben (pH=5,0). 1,1 ekvivalens hatéanyagot feloldottam 2 mL DMF-ban, majd az
oldatokat 0sszedntdttem (oldoszerarany: NaOAc/AcOH puffer / DMF 1:1 V/V). Az oldatbdl adott idénként
mintat vettem (4 pL) és analitikai RP-HPLC-vel kévettem a reakcié elérehaladasat. A reakcioelegyet 24
6ra elteltével félpreparativn. @ RP-HPLC-vel tisztitottam. A  kivant konjugatum frakciojat

tomegspektrometriaval azonositottam, homogenitasat analitikai RP-HPLC-vel jellemeztem.

5.1.4. A peptidek és a hatéanyag-peptid konjugatumok tisztitasa

A lehasitott peptidszarmazékokat és az el8éllitott hatéanyag-peptid konjugatumokat RP-HPLC
segitségével tisztitottam. Az elvalasztast Knauer rendszeren (Knauer, Bad Homburg, Németorszag),
szobahémérsékleten, a kdvetkez6 RP-HPLC oszlopok alkalmazasaval végeztem: Phenomenex Jupiter
C18 (10 um, 300 A, 10 x 250 mm), Phenomenex Jupiter Proteo C18 (10 um, 90 A, 10 x 250 mm). Az
elucidhoz alkalmazott elegyek a kdvetkezdk voltak: A eluens: 0,1% TFA, viz (V/V); B eluens: 0,1% TFA,
MeCN/viz 80:20 (V/V). A detektalas abszorbancia mérésével tortént 220 nm-en, a folyasi sebesség 4
mL/perc volt. Az alkalmazott gradienst a tisztitandd vegytlet polaritasa hatarozta meg (altalaban: 5 percig
ekvilibralas a kezd6é B%-on, majd 1% B/perc emelkedés, pl. 0-5 perc 10% B, 5-85 perc 10-90% B). A
fé6komponenst tartalmazé elegyrél vakuum alatt az acetonitrilt eltavolitottam, a beparlasi maradékot

folyékony nitrogénben lefagyasztottam, majd liofilizaltam.

5.1.5. A peptidek és a hatéanyag-peptid konjugatumok kémiai jellemzése
5.1.5.1. Analitikai RP-HPLC

A konjugalas eléremenetelét, a nyers és tisztitott termékek homogenitasat analitikai RP-HPLC
vizsgalattal ellenriztem. Az analitikai RP-HPLC vizsgalatokhoz Exformma HPLC rendszert hasznaltam
Zorbax SB-C18 oszloppal (5 ym, 100 A, 4,6 x 150 mm) vagy Nucleosil C18 oszloppal (5 um, 100 A, 4,6 x

150 mm), a fentebb ismertetett A és B eluensek alkalmazasaval. Az A eluensben oldott 0,5-2 mg/mL

tdménységlli mintdkbdl az oszlopra 20 pL mennyiségeket injektdltam. Az elvalasztdsokat
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szobah&meérsékleten végeztem, a folyasi sebesség 1 mL/perc volt. A detektalas UV detektorral, 220 nm-
en tortént. Az alkalmazott gradiens a kdvetkezé volt: 0-5 perc 0% B, 5-15 perc 0-60% B, 15-25 perc 60-
100% B.

5.1.5.2. Aminosavanalizis

Az aminosavisszetétel meghatadrozasat aminosavanalizissel végeztik. A peptidszarmazékok
100-250 pg-nyi mennyiségét 6 M HCI-dal, 110 °C-on, 24 éra alatt hidrolizaltuk. A hidrolizatumbdl az
aminosavosszetételt SYKAM 4300 automata aminosavanalizator (SYKAM, Eresing, Németorszag)
alkalmazasaval hataroztuk meg. Az aminosavanaliziseket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoportban

Dr. Medzihradszky-Schweiger Hedvig végezte.

5.1.5.3. Tomegspektrometria

A tdmegspektrometriai mérések a peptidszarmazékok és hatéanyag-peptid konjugatumok esetében
isaz 5.1.1.6.5. fejezetben ismertetett modon torténtek.

5.1.5.4. A szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak és a szalicilanilid-peptid
konjugatumok stabilitasanak vizsgalata analitikai RP-HPLC-vel és ESI-MS-sel

A kivalasztott, reprezentativ konjugatumok stabilitas vizsgalatat DMSO-ban 4 °C-on 3 hétig, 10%
DMSO-t tartalmazé Sula médiumban 37 °C-on 4 hétig, 10% DMSO-t tartalmazé szérummentes RPMI-
1640 médiumban (ICM) 37 °C-on 1 hétig és 10% DMSO-t és szérumot tartalmazé RPMI-1640 médiumban
(CM) 24 o6raig analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével végeztem. Exformma HPLC rendszert
hasznaltam Nucleosil C18 RP-HPLC oszloppal (5 ym, 100 A, 4,6 x 150 mm) vagy Phenomenex Jupiter
C18 RP-HPLC oszloppal (5 ym, 100 A, 4,6 x 250 mm), szobahémérsékleten a mar ismertetett A és B
eluensek alkalmazasaval. A detektalas UV detektorral tértént 220 nm-en. Az alkalmazott gradiens a
kovetkezd volt: Nucleosil C18 oszlopon 0-5 perc 0% B, 5-15 perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B,
Phenomenex Jupiter C18 oszlopon 0-5 perc 0% B, 5-55 perc 0-90% B. A folyasi sebesség 1 mL/perc volt.
Az oldatok vegyllet koncentracidja 0,5 mg/mL volt, az oldatokbdl adott idépontokban 20-20 pL-t
injektaltam. A kivant csucsokat 6sszegyd(jtottem, liofilizaltam és tdomegspektrometriaval jellemeztem (ESI-
MS, 5.1.1.6.5. fejezet). A nem stabil vegytiletek felezési idejét a megfelel6 csucs alatti terliletek alapjan

hataroztam meg.

5.1.5.5. Spektrofluorimetria — a fluoreszcens vegyiiletek fluoreszcencia intenzitasanak vizsgalata a
pH fiiggvényében spektrofluoriméter alkalmazasaval

Az 5(6)-karboxifluoreszceinnel jeldlt tuftsinszarmazékok fluoreszcens spektrumat kilénb6z8
koncentracié és pH értékeken Varian Cary Eclipse spektrofluoriméter (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) segitségével vettem fel. A mintak gerjesztése Xe lampaval, a jelek detektalasa fotoelektron-
sokszorozo6 (PMT) alkalmazasaval tortént. A monokromator felbontasa 0,5 nm volt.

A vizoldhat6 peptidek 800 uM és 5 mM koncentracioju, desztillalt vizzel készilt torzsoldatat 0,1 M
citromsav oldatbdl és 0,2 M Na,HPO, oldatbdl készilt megfelelé pH-ju pufferrel 100-szorosara higitottam
(30 pL toérzsoldat + 2970 pL puffer), az igy kapott koncentraciéo: 8 uyM és 50 pM. Az 5(6)-
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karboxifluoreszcein és a Sal8 nem vizoldhato, a Cf-T5(4-pal) rosszul odlodik vizben, ezekbél DMSO-val
készitettem 800 uM és 5 mM-os torzsoldatot, majd szintén 100-szorosara higitottam a pufferekkel (1%
DMSO végkoncentracio). A Sal8 és Cf-OT20 fizikai keverékénél mindkét térzsoldatboél 30-30 pL-t adtam
2940 pL pufferhez, az igy kapott oldat koncentraciéja mindkét komponensre 50-50 pM. Azoknal a
vegyuleteknél, melyeknél koncentraciofiiggést is vizsgaltam az 50 pM-os oldatot higitottam tovabb a
megfeleld pufferrel. Az adott pH értékl pufferek (pH 4, 5, 6, 7 és 7,6) elkészitéséhez sziikséges 0,1 M
citromsav és 0,2 M Na,HPO, oldatok térfogata a 32. tablazatban lathaté. A spektrumokat 1 cm-es
kvarckivettaban, szobahémérsékleten vettem fel. Az anyagok fluoreszcencia intenzitasat és a maximalis
emisszié hullamhosszat A,=488 nm gerjesztés mellett vizsgaltam meg a kilénb6zd pH értéki
pufferekben. (Az aramlasi citometria modszerrel torténé vizsgalat soran ezt a gerjeszté hullamhosszt
alkalmazzuk.) Az 0Osszehasonlithatosag érdekében minden mérést azonos miszer beallitasi
parameéterekkel végeztem (emisszid mérés A,,,=490-700 nm kdzott, detektor feszultség =450 V).

piridopirimidin konjugatumok esetén 5 mM, desztillalt vizzel készilt térzsoldatot higitottam pufferrel 50
MM-ra. A koncentraciofliggésnél ezt az oldatot higitottam tovabb. A mérési kdrilmények megegyeztek a

fent leirtakkal, az alkalmazott detektorfesziiltség 1000 V volt.

32. tablazat: Az adott pH értéki citromsav-Na;HPO, puffer elkészitésekor elegyitett térfogatok

pH 0,1 M citromsav (mL) 0,2 M Na,HPO,4(mL)
4 5,12 3,21
5 4,04 4,29
6 3,07 5,26
7 1,47 6,86
7,6 0,53 7.8

5.1.5.6. A vegyiiletek membran affinitasnak és penetraciés sajatsagainak jellemzése

A kivalasztott vegylletek membran affinitdsanak és penetracios sajatsagainak meghatarozasat lipid
monoréteg és kettésréteg modell rendszereken Dr. Kiss Eva egyetemi tanar csoportjaban, az ELTE
Hatarfellileti- és Nanoszerkezetek Laboratériumban, Dr. Abraham Agnes tudomanyos munkatérs és Dr.

Gyulai Gergd tudomanyos munkatars végezték.

5.1.5.6.1. Membran affinitas vizsgalata lipid monoréteg modell segitségével

A viz-levegd hatarfellileten létrehozott, rendezett lipid monorétegek kialakitasahoz ikerionos 1,2-
palmitoil-oleoil-foszfatidilkolint (POPC), valamint ikerionos 1,2-dipalmitoil-foszfatidilkolint (DPPC) és
negativ toltést 1,2-dipalmitoil-foszfatidil-glicerint (DPPG) 3:1 (n/n) elegyét hasznaltak. A monorétegeket
KSV MiniMicro Langmuir-mérlegben (KSV Instruments, Finnorszag) Aallitottak el6. A mérleg egy
teflonkadbdl és a fellletére helyezett két polioximetilén mozgathaté gatbdl allt, melyhez szamitégéppel
Osszekotott elektromérleg és Wilhelmy-lemez (kromatografias sz(répapir, Whatman Chrl) csatlakozott. A
méréseket 25+0,5 °C-on végezték. A lipideket kloroformban oldottak és 50 pL, 0,2 g/L koncentraciéju
oldatot teritettek szét fecskenddvel a viz szubfazis fellletén (kétszer desztillalt viz, vezetbképessége <5

mS, fellleti fesziltsége 25+0,5 °C-on 72 mN/m). Az olddszer elparolgasat kévetdéen (15 perc) kialakuld
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lipid réteget tomoritették, fellleti feszlliségét 20 mN/m-re allitottak be a gatak mozgatasaval, stabilitasat
ellendrizték. A hatdbanyagok és a konjugatumok vizes oldatat fecskenddével a lipid réteg ala injektaltak, a
vegylletek koncentracioja a szubfazisban 2 uM volt. A fellileti feszlltség valtozasokat 1 6raig kovették
nyomon. A membran affinitast a minta injektalasat kovetéen mért oldalnyomas értékek és a minta nélkiili
lipid réteg oldalnyomasanak kilonbségeként hataroztak meg (Am). Minden esetben két fliggetlen mérést

végeztek.

5.1.5.6.2. Membran affinitas vizsgalata lipid kett6sréteg modell segitségével

A lipid kettGsrétegek vizsgalata kvarckristaly mikromérleg (QCM) segitségével tortént. A QCM
mérésekhez a POPC kettésrétegek létrehozasa a POPC vezikulak in situ kiteritésével tortént. A vezikulak
elkészitéséhez 10 mg POPC-t 1 mL metanol-kloroform (19:1, V/V) elegyében feloldottak gdmblombikban.
30 perc razatas utan a szerves fazist rotaciés vakuumbeparlé segitségével 2 6ra alatt eltavolitottak. A
szaritott lipidfilmet 10 mL TRIS-pufferben (10 mM TRIS, 150 mM NaCl, 2 mM CacCl, kétszer desztillalt
vizben, pH=7,4) szuszpendaltak. Egyfalu vezikulak elballitasahoz az igy kapott 1 g/L koncentracioju
szuszpenziot és a higitott 0,1 g/L koncentraciéju szuszpenziét 100 nm pérusatmérdji polikarbonat
membransz(irédn 31-szer 30 °C-on extrudaltak Avanti Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL,
USA) eszkdz segitségével kozvetlenil a QCM mérések el6étt. A részecskék hidrodinamikai atméréjét
(104+7 nm) dinamikus fényszérodas méréssel hataroztak meg (Brookhaven BI-200SM goniométer,
Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, USA, BI-9000AT digitalis autokorrelator, Coherent
Genesis MX488-1000STM lézer-didda rendszer, 488 nm-en, vertikalisan polarizalt fény).

Az alkalmazott QCM200 (Stanford Research Systems, Sunnyvale, CA, USA) rendszerben SiO,
bevonatu kristalyon (5 MHz, AT-cut, 25,4 mm atmérd) teritették szét a POPC vezikulakat Iétrehozva a
lilpid kettdsréteget. A készilék atfolyasi cellat, oszcillatort és analizatort tartalmaz. Az atfolyasi cella
perisztaltikus pumpahoz kapcsolédik, az dramlasi sebesség 0,2 mL/perc volt. A méréseket 25+0,1 °C-on
végezték. A TRIS-puffer folyamatos aramoltatdsa révén stabil alapvonal elérése utan 1 mL 0,1 g/L
létrejotte és Ujabb pufferes mosas utan injektaltak az 1 mL hatéanyag, illetve konjugatum oldatat. A
perisztaltikus pumpat leallitottak és 1 éran keresztiil hagytak, hogy a vizsgalt molekulak és a kettésréteg
kozott végbemenjenek a kolcsonhatasok. Végil a rendszert a pufferrel mostak. Folyamatosan mérték az
érzékel® kristaly rezonancia frekvenciajat (f) és a mozgasi ellenallast (R). A fellletre adszorbealédott
tomeg (Am) aranyos a rezonancia frekvencia valtozasaval (Af), az 0Osszefliggés idealis esetben a
Sauerbrey-egyenlettel [208] leirhatd linearis Osszefiiggésként: Af = — C; * Am, ahol C; a kristaly
érzékenységi faktora.

A QCM mérések utan a lipid kettdsréteg és a vizsgalt molekulak kdlcsdnhatdsa miatt bekdvetkezd
morfolégiai valtozasokat atomi er6é mikroszképpal (AFM, Park System, XE-100, Dél-Korea) is
tanulmanyoztak. A méréseket levegbén, 25 °C-on nem-kontakt médban végezték. A mérésekhez SisN,
anyagu, hatoldalan aluminium reflektald fellilettel boritott pasztazé tit hasznaltak (NSC15/AIBS,
MicroMasch, 40 N/m eréallandd, 325 kHz rezonancia frekvencia, gorblleti sugar < 10 nm). A leolvasasi
sebesség 1,0 Hz, a leolvasasi ablak 5 x 5 ym?® volt. A képeket a XEI 1.8 (Park System, Dél-Korea)

programmal analizaltak.
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5.2. In vitro kisérletek

Az in vitro kisérletek soran hasznalt vegyszereket, eszkdzdket, miszereket a Fuggelék F5-7.

tablazatai mutatjak be.

5.2.1. Minimalis gatlé koncentracié (MIC) és telepszam (CFU) meghatarozasa

Kisérleteinket az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet teriletén taldlhaté Bakterioldgiai
Laboratériumban, Dr. Szabdé Noéra és David Sandor kézremlkodésével végeztik. A MIC és CFU
meghatarozasanak menetét a 23. abra mutatja be.

Meghataroztuk a vegylletek in vitro antimikobakterialis aktivitdsat M. abscessus (ATCC 19977,
gyorsan névd), M. tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294, lassan ndvd, szenzitiv tdrzs) és M. tuberculosis A8
MDR (ATCC 35822, lassan nov6, multirezisztens, rezisztens INH-ra és RIF-re) baktérium tdrzseken. A
baktériumtérzsek 4 hetes friss tenyészetébdl golyés lombikban 0,5 McFarland (kézelitdleg 1,56%x10°
baktériumszam/mL [ 209, 210]) s(riségl szuszpenzié készilt Sauton taptalajpan. A baktérium
szuszpenziot ezutan 10°-, illetve 10*-szeresére higitottuk.

A vizsgaland6 vegyuleteket DMSO-ban oldottuk, sterilre szlrtik, majd DMSO-val sterilen 10
higitast készitettiink (koncentraciétartomany: 0,05-250 pg/mL). A hatdéanyagoldatokbol 100 pL-t
pipettaztunk az 5 mL Sula folyékony taptalajt (pH 6,5) [199, 200] tartalmazoé csévekbe. A csdveket ezutan
inokulaltuk a higitott baktérium szuszpenziéval (100 pL) és a M. abscessus esetében 7 napig, M.
tuberculosis Hs;Rv és A8 MDR esetében 28 napig 37 °C-on inkubaltuk. A 7 nap, illetve a 28 nap elteltével
meghataroztuk a minimalis gatldé koncentraciot (MIC), azt a legkisebb hatdéanyag koncentraciét, ahol
szabad szemmel a csGvekben nem lattunk baktériumndvekedést (zavarosodast). Ezekbdl a csdvekbdl
szilard Léwenstein-Jensen taptalajra [211, 212] oltottunk ki, €és M. abscessus esetében 7 nap elteltével, M.
tuberculosis Hz;Rv és A8 MDR esetében 28 nap elteltével megszamoltuk a kindvekedett koldniak szamat
(CFU). A telepszamnak a megdfeleld baktérium szuszpenzié higitassal valé szorzatét hasonlitottuk dssze a
kiindulasként alkalmazott 0,5 McFarland szuszpenzi6 telepszdmaval. A MIC és CFU értékeket legalabb
két flggetlen kisérletben hatéroztuk meg. Az izoniazidot (INH), gentamicint (GEN) és ciprofloxacint (CIPX)
referenciavegyuletekként alkalmaztuk.

A szalicilanilid szadrmazékok egy részének in vitro antimikobakteridlis hatasat két kilénb6zd
rezisztencia mintdval rendelkez8 klinikai izoldtum MDR térzsén is megvizsgaltuk: M. tuberculosis
9449/2006 (MDR) és M. tuberculosis Praha 131 (XDR). Mindkét torzs rezisztens INH-ra, RIF-ra,
rifabutinra és sztreptomicinre. A M. tuberculosis Praha 131 torzs ezeken kivil etambutolra, ofloxacinra,
gentamicinre és amikacinre is rezisztens, ezért ez a tdrzs extenziven rezisztens térzsnek (XDR)
tekinthetd. A M. tuberculosis 9449/2006 és Praha 131 torzseken térténd MIC meghatarozasokat Jifina
Stolafikova végezte (Laboratory for Mycobacterial Diagnostics and Tuberculosis, Regional Institute of
Public Health in Ostrava, Ostrava, Csehorszag). A MIC értékek meghatarozasat ,micromethod”
modszerrel végezte, Sula félszintetikus taptalajon (SEVAC, Praga, Csehorszag). A vegylletek DMSO-ban
késziilt oldatait adta a taptalajhoz (koncentraciétartomany: 0,03 uM-32 uM). A MIC értékek leolvasasa 14

és 21 nap inkubacios id6 (37 °C) utan tortént.
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5.2.2. In vitro antituberkulotikus hatds meghatarozasa M. tuberculosis Hs;Rv baktériummal
fert6z6tt MonoMac6 human monocita sejtvonalon

Az intracellularis baktérium populaciot M. tuberculosis Hz;Rv baktériumtorzzsel fertézott MonoMac6
sejtekkel modelleztik [7]. A MonoMac6 sejtek a gazdasejt makrofagok modelljének tekintheték, a letapadt
MonoMacé6 sejtek fagocitaljak a baktériumot.

A Kkisérleteket szintén az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet terlletén talalhaté
Bakterioldgiai Laboratériumban Dr. Szab6é Noéra és David Sandor kézremikddésével, Dr. B6sze Szilvia
végezte.

A MonoMac6 sejteket 24 Ilyuku szOvettenyészt® lemezre osztottak 1 mL RPMI-1640 teljes
médiumban (2x105 sejt/lyuk) 24 oraval a kisérlet megkezdése el6tt. A letapadt sejteket 24 6ra elteltével M.
tuberculosis Hs;Rv baktériumokkal inokulaltak (adott mennyiségl baktérium hozzaadasa). 4 ¢6ra
inkubacios id6 utan a sejteket haromszor mostak szérummentes RPMI-1640 médiummal, igy eltavolitottak
a nem fagocitalt baktériumokat. A fertézott sejteket 24 6ran at inkubaltak 37 °C-on a hatéanyagokkal valo
kezelés el6tt. Az inkubacios id6 eltelte utan a sejteket kezelték az adott vegylletek megfelel§
oldat koncentracidja és osszetétele 125 és 250 yM, 1% DMSO / szérummentes RPMI-1640 médium volt.
A hatéanyagot tartalmazé PLGA nanorészecskék esetében 50 és 100 pg/mL hatéanyag koncentraciot
alkalmaztunk, az oldatokat szintén szérummentes RPMI-1640 médiumban készitették. 3 nap inkubacios
id6 utan a kezelést azonos hatdéanyag mennyiséggel megismételték, melyet Ujabb 3 nap inkubacié
kovetett. Kontrolként szérummentes médiummal kezelt fertézott sejteket alkalmaztak. A kontroll fertézott
sejtek egy részébdl lizatumot készitettek, és szilard taptalajra vald kioltas utan meghataroztak a
telepszamot (CFU). Az igy mért CFU értékbdl kovetkeztethetlink a fert6zott sejtek kezdeti €16 baktérium
tartalmara. A kisérlet végén a sejtekr6l mosassal eltavolitottdk az extracellularis térben maradt
hatéanyagokat, majd a sejteket 2,5%-os natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldattal lizaltak. A lizatumbal
kioltast végeztek szilard Léwenstein-Jensen taptalajra, és 4 hét elteltével meghataroztdk a CFU értékeket.
Minden vegyllet és mindkét alkalmazott koncentracié esetén két fuggetlen mérést végeztek. A mddszer

Iényegét a 24. abra mutatja be.

5.2.3. A vegyiletek in vitro citotoxikus és citosztatikus hatadsanak meghatarozasa

5.2.3.1. A vegyiiletek citotoxikus és citosztatikus hatasanak meghatarozasa MonoMac6 és HepG2

sejteken

A vegylletek citotoxikus és citosztatikus hatasat vizsgaltuk MonoMac6 human monocita sejtvonalon
(gazdasejt modell) (DSMZ no.: ACC 124, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and Zellkulturen
GmbH, Braunschweig, Germany) és HepG2 human majbdl izolalt, hepatocellularis karcindma sejtvonalon
(ATCC HB-8065) [ 213, 214 ]. A logaritmikus novekedési szakaszban lévd sejteket 96 lyuku
szovettenyészt6 lemezre osztottuk 100 uyL RPMI-1640 teljes médiumban (CM) (10% FCS, 2 mM glutamin,
160 pg/mL gentamicin). A sejtszam citotoxikus hatas meghatarozasanal 10 000 sejt/lyuk, citosztatikus
hatas meghatarozasanal 5 000 sejt/lyuk. 24 6ra inkubalast kdvetéen a sejtekrél centrifugalas utan (1000
rpm, 5 perc) eltavolitottunk 50 pL fellluszét és 50 pL friss szérummentes RPMI-1640 médiumot (ICM)
adtunk hozza. A vegyluletek toérzsoldataibdl (2% DMSO, ICM) tovafutd higitdssal nyolc kildnb6zé
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sejtekhez (4-4 parhuzamos). Negativ kontrolként 100 uL szérummentes médiumot adtunk a sejtekhez,
DMSO-kontrollként 100 yL 2% DMSO-t tartalmazd szérummentes médumot adtunk a sejtekhez. A
sejteken a DMSO végkoncentracidja maximum 1% volt. 24 6ra inkubalasi id6 (37 °C, 5% CO,) elteltével a
sejtekrél haromszori mosassal tavolitottuk el a hatéanyagot (centrifugalas 1000 rpm, 5 perc, a mosas
soran 135 pL fellluszét tavolitottunk el és ugyanennyi friss ICM-et adtunk a sejtekhez). Citotoxicitas
meghatarozasanal a kezelést és mosast kdvetéen a sejtekhez lyukanként 45 yL MTT-oldatot adtunk (c=2
mg/mL, szérummentes médiumban oldva, majd szilrve) és a sejteket 3,5 6ran at inkubaltuk (37 °C, 5%
CO,). Citosztatikus hatas meghatarozasa esetében a kezelést kdvetéen a harmadik mosas utan a sejteket
szérumos médiumban (135 pL) tovabbi 3 napig inkubaltuk (37 °C, 5% CO,). A 3 nap elteltével adtuk a
lyukakhoz a 45 yL MTT-oldatot és szintén 3,5 6raig inkubaltuk. Az inkubalasi id6 letelte utan a lemezeket
centrifugaltuk (2000 rpm, 5 perc) és a fellluszot eltavolitottuk. A lila kristalyokat 100 yL DMSO-ban
oldottuk és 10 perc razatas utan ELISA lemez leolvasé spektrométer (Labsystem, Helsinki, Finnorszag)
segitségével hataroztuk meg az abszorbanciat A=540 nm és 620 nm-en. A két hullamhosszon mért
abszorbancia értékek kilénbségét atlagoltuk (A=Asso-As0). A citotoxicitas és a citosztazis mértéke a mért
abszorbancia értékek alapjan a kdvetkezd képlettel hatarozhaté meg: citotoxicitas vagy citosztazis (%) =
100*[1-(Axezelt sejtek/Axontroll sejtek)]s ahol Arezerr @ kezelt sejtek, mig Awonron @ kontroll sejtek esetében mért
abszorbanciat jelenti. A citotoxicitas és a citosztazis mértékét a koncentracié fliggvényében abrazolva a
kapott gorbék segitségével meghatarozhatdak az ICs, értékek. A citotoxikus és citosztatikus hatas MTT-

teszttel végzett meghatarozasanak maédszerét az 25. abran foglaltam 6ssze.

5.2.3.2. A vegyiiletek citotoxikus hatasanak meghatarozasa BMM @ sejteken

Vizsgaltuk a vegytletek citotoxikus hatasat egér csontvel6i makrofag primer sejteken (BMM®). Az
egér csontvel8i makrofagok preparalasat Dr. B6sze Szilvia és Dr. Szab6 Rita (MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatécsoport) végezte (Fluggelék F5.1. fejezete) [108]. Az engedély szama: XIV-1-001/2149-4/2012. A
BMM® sejteken végzett citotoxikus hatds meghatarozdsa a fent ismertetettekhez hasonléan zajlott,
szintén 96 Iyuku szdvettenyésztd lemezen, a sejtszam 10 000 sejt/lyuk volt. A sejteket a szalicilanilid-
szarmazékokkal 24 6raig kezeltlk, a szalicilanilid-peptid konjugatumokkal 48 éraig kezeltiik, mosas utan

MTT-oldatot adtunk a sejtekhez, és 4 éra inkubalas utan meghataroztuk az ICs, értékeket.

5.2.3.3. A vegyiiletek citotoxikus hatasanak meghatarozasa HUVEC sejteken

Vizsgaltuk a vegylletek citotoxikus hatédsat emberi kdlddkzsindr vénabdl preparalt endotélsejteken
(HUVEC, human umbilical vein endothelial cell). Ezeket a kisérleteket Dr. Cervendk Laszl6 (tudomanyos
fémunkatars) és Debreczeni Marta Lidia (PhD hallgatdé) a Semmelweis Egyetem, Ill. Sz. Belgyogyaszati
Klinika Kutatélaboratériumanak munkatarsai végezték.

A kisérleteket minden anyag esetében két egyedi HUVEC vonalon végezték, melyeket a tenyésztés
és a citotoxicitasi kisérletek alatt végig MCDB médiumban tartottak. A kisérletekhez 0,5% zselatinnal
bevont 96-lyuku sejttenyésztd lemezeket hasznaltak, ezekre a sejtek a mérést megelé6zd napon kerlltek
ra konfluens allapotra szamolva. A kisérlet napjan a sejtek kezelése elétt a lemez minden lyukaban
végezték, minden anyagbdl 4 koncentraciot (Sal8 esetén 100 uM, 33,3 uM, 11,1 yM és 3,7 uM a gyenge
vizoldhatésag miatt, a konjugatumok esetén 200 pyM, 66,7 pM, 22,2 yM és 7,4 uM) vizsgéltak. A
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kezeléskor a sejteken teljes médiumcsere tortént. A kezelés utan a kisérlet teljes id6tartama alatt a
sejteket 37 °C-on tartottak 5%-0s CO, koncentracié mellett. A sejtek allapotat fénymikroszkép alatt 1, 4,
és 24 ora elteltével vizsgaltak minden lyukban, melyet egy 0-4-ig terjed6 skalan értékeltek (0: nincs
letapadt sejt, 4: teljesen egészséges kinézetli konfluens sejttenyészet, 1-3: kdztes értékek). Az esetleges
precipitacié mértékét szintén minden Ilyuk esetében feljegyezték. 24 6ra utan a sejteket egyszer mostak
PBS-sel fél percig annak érdekében, hogy a gyengén letapadt sejtek lejojjenek. A sejteket jéghideg
metanol/aceton (1:1 V/V) eleggyel fixaltak 5 percen keresztil, majd egy mosasi 1épés utan a sejtmagokat
SYBR-Greennel [207] festették (1:5000, 15 perc), amit még 3 mosas kovetett. Az egyes lyukakrél ezutan
fluoreszcens mikroszkép hasznalataval képeket készitettek, melyeken a CellP program segitségével
megszamoltak a sejtmagokat. Az ICs, értékek megadasa a sejtek allapotanak fénymikroszkoéppal torténd
értékelése alapjan és a SYBR-Greennel megfestett sejtmagok CellP programmal torténé megszamolasa

alapjan tortént.

5.2.4. Sejtbejutas vizsgalat MonoMac6, BMM® és HepG2 sejteken

A fluoreszcens hordozépeptidek, illetve a piridopirimidin-peptid konjugatumok sejtbejutasanak
vizsgalatara az aramlasi citometria moddszerét valasztottuk. A kezelt sejteket BD LSR Il aramliasi
citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA, Iézer: 488 nm, Coherent Sapphire szilardtest lézer, 22
mW, FL1 csatorna, szoftver: BD FACSDiva 5.0.3), és Olympus CKX41 fluoreszcens mikroszképpal
(Olympus, Tokié, Japan, Olympus U-RFLT50 higanyg6z lampa, WideBlue DM500 BP460-490 BA520 IF
szlrd, objektiv: 40X) analizaltuk.

A logaritmikus névekedési fazisban Iévé MonoMac6, HepG2 sejteket, valamint a BMM @ sejteket 24
lyuki szuszpenzids lemezre osztottuk (1 x10° sejt / 1 mL RPMI-1640 teljes médium) és 24 6ran at
inkubéltuk (37 °C, 5% CO,). A vizsgaland6o Cf-peptidszarmazékokat RPMI-1640 szérummentes
médiumban oldottuk. A térzsoldatbél 5-sz6rds tovafutd higitassal allitottuk elé a koncentracidsort (vizsgalt
koncentraciok: 200 uyM, 40 pM, 8 puM, 1,6 uyM és 0,32 pM). A piridopirimidin szadrmazékok és
konjugatumok esetén kétszeres tovafutd higitassal Aallitottuk el6 a koncentracidésort (vizsgalt
koncentraciok: 250 uM, 125 uM, 62,5 uyM, 31,2 uyM és 15,6 uM). A sejtekrdl centrifugalas (1000 rpm, 5
perc) utan eltavolitottunk 990 pL médiumot, majd a kontrollokhoz 500 yL szérummentes médiumot, a
kezelend6 sejtekhez 500 pL vegyulet-oldatot adtunk. Cf-peptidek esetén 3 éra inkubalas, piridopirimidin
szarmazékok és konjugatumok esetén 1 éra inkubalas utan (37 °C, 5% CO,) a sejteket tartalmazé lemezt
centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc), majd RPMI-1640 szérummentes médiummal (985 pL), majd HPMI
médiummal mostuk (985 pL). Ujabb centrifugalas és a feliiliszo eltavolitasa utan a sejtekhez 100 uL
0,25%-0s (m/m) tripszint adtunk (MonoMac6: 1 perc, HepG2: 5 perc, BMM®: 8 perc inkubalas, 37 °C, 5%
CO,). A tripszin eltavolitja a sejtfelszinhez két6d6 strukturakat, igy az aspecifikusan kétédott peptideket,
konjugatumokat, valamint felszabaditja a letapadt sejteket. Ezutan a sejtekhez 800 pL 10% FCS-t
tartalmazé6 HPMI médiumot adtunk, hogy a tripszint inaktivaljuk. Ezutan a sejtszuszpenziét a
szovettenyésztd lemez mélyedéseibdl aramlasi citometrias csévekbe vittik at. A csdveket centrifugaltuk
(1000 rpm, 5 perc), majd eltavolitottuk a médiumot. 500 yL HPMI-t adtunk a sejtekhez, homogenizalas
utan 100-100 pL-t 96 lyuku mikrotiter lemezekre pipettaztunk a mikroszkdpos vizsgalatokhoz. A maradék

400-400 pL-t aramlasi citométerrel analizaltuk. A modszer |épéseit a 64. abra mutatja be vazlatosan.
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64. abra: A fluoreszcens vegyiletek sejtbejutdsanak meghatarozasa aramlasi citométerrel és fluoreszcens

mikroszképpal

5.2.5. Membran integritas vizsgalata propidium-jodidos festéssel

Propidium-jodidos (PI) festéssel vizsgaltuk az Ac-OT20, Ac-OT20(4-dek), Ac-OT20(4-pal) és Ac-
OT20(14-pal) kontroll peptidek MonoMac6 sejtek membran integritdsara gyakorolt hatasat aramiasi
citométer (BD LSR Il) és fluoreszcens mikroszkép (Olympus CKX41 mikroszkop, Olympus U-RFLT50
higanyg6z lampa, SuperWideGreen DM570 BP480-550 BA590 sz(ir8, objektiv: 40X) segitségével.

A logaritmikus névekedési fazisban 1évéd MonoMac6 sejteket 24 lyuku szuszpenziés lemezre
osztottuk (10° sejt / 1 mL RPMI-1640 teljes médium) és 24 o6ran at inkubaltuk (37 °C, 5% CO,). A
vizsgalandé peptidszarmazékokat RPMI-1640 szérummentes médiumban oldottuk. A tdrzsoldatbdl
Otszdrds tovafutd higitassal allitottuk elé a koncentracidsort (vizsgalt koncentraciok: 200 yM, 40 uM és 8
uM). A sejtekrdl centrifugalas (1000 rpm, 5 perc) utan eltavolitottunk 990 pL médiumot, majd a
kontrollokhoz 500 uL szérummentes médiumot, a kezelend6 sejtekhez 500 uL peptid-oldatot adtunk. 3 6ra
inkubalas utan (37 °C, 5% CO,) a sejteket tartalmazé lemezt centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc), majd
RPMI-1640 szérummentes médiummal (985 pL), majd HPMI médiummal mostuk (985 uL). Ujabb
centrifugalas és a fellliszo eltavolitdsa utan a sejtekhez 100 pL 0,25%-0s (m/m) tripszint adtunk (1 perc
inkubalas, 37 °C, 5% CO,), majd a tripszint inaktivaltuk 800 yL 10% FCS-t tartalmazé HPMI médiummal.
Ezutan a sejtszuszpenziét a szdvettenyészté lemez mélyedéseibdl aramlasi citometrias csévekbe vittiik
at. A csoveket centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc), majd eltavolitottuk a médiumot, ezutdn 500 yL HPMI-t
adtunk a sejtekhez. A sejteket aramlasi citométerrel analizaltuk el6szor Pl nélkll, majd kdzvetlenll a Pl
hozzdadasa utan (10 pL, 50 mg/mL Pl-oldat). Ezutan 100-100 pL-t 96 Iyukd mikrotiter lemezekre

pipettaztunk a mikroszképos vizsgalatokhoz.
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5.2.7. A hatéanyag-peptid konjugatumok lebomlasanak jellemzése patkdany maj lizoszéma

preparatumban

preparatumban. A lizoszéma preparalast Dr. Orban Erika végezte (az MTA-ELTE Peptidkémiai

Kutatécsoport volt, a Richter Gedeon Nyrt. jelenlegi munkatarsa) [153]. A preparatum fehérje

NaOAc/AcOH pufferrel (pH 5,0) témegspektrometriai méréshez kompatibilis (low binding) Eppendorf
cs6be (MS Eppendorf csdé). A 16,6 ug/uL fehérje tartalmi lizoszoma preparatumot 4-szeresére, 4,15
pg/ul-re higitottam 0,2 M NaOAc/AcOH pufferrel, ebbdl annyit adtam a konjugatumok oldatahoz, hogy a
konjugatum - lizoszoma preparatum aranya 1:1, m/m legyen. Kontrollként a konjugatumok 0,2 M
NaOAc/AcOH pufferben (pH 5,0) készilt 50 pyM-os lizoszéma preparatum nélkili oldatat hasznaltam. Az
igy kapott reakciéelegyeket 37 °C-on inkubaltam. Adott idépontokban (5 perc, 1 6ra, 2 6ra, 4 6ra, 8 6ra és
24 6ra utan) 13 pL-es mintat vettem az elegybdl és ahhoz a reakcié leallitasa céljabol 2 yL AcOH-t adtam.
A mintakat az analizisig -80 °C-on taroltam.

LC-MS segitségével meghataroztam a konjugatumokbdl képzdédott metabolitokat. A
folyadékkromatografias rendszer Jasco LC-2000Plus HPLC system (Jasco Europe, Cremella, Italy) volt.
Az elvalasztasra Supelco Ascentis C18 oszlopot alkalmaztam (3 pm, 100 A, 2,1 x 150 mm),
szobahémérsékleten, 0,2 mL/perc folyassebességgel. Az alkalmazott eluensek a kdvetkezdk voltak: A
eluens: 0,1% hangyasav, kétszer desztillalt viz (V/V), B eluens: 0,1% hangyasav, acetonitril/kétszer
desztillalt viz 80:20 (V/V). A gradiens a kdvetkez6 volt: 0-5 perc 2% B, 5-26 perc 2-90% B, 26-27 perc 90-
100% B. A mintakbdl az oszlopra 5 pL-t injektaltam. Bruker Esquire 3000+ témegspektrométert
alkalmaztam, pozitiv ionizalasi modban. A porlasztégaz nyomasa 30 psi, a szaritbgadz sebessége 8
L/perc, a hdmérséklet 365 °C volt. A spektrumokat 150-1200 m/z tartomanyban vettem fel, 20 000 m/z/sec

mintavételi sebességgel, 500 m/z céltémeg beallitassal. A mddszer I1épéseit a 65. abran foglaltam 6ssze.

* konjugatum — lizoszéma preparatum, 1:1  « enzimek inaktivalasa AcOH-val
m/m
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65. abra: A konjugatumok stabilitasanak vizsgalata patkany maj lizoszéma preparatumban LC-MS segitségével
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5.2.8. A vegyiiletek sejtbejutasanak vizsgalata LC-MS médszerrel metanol-acetonitril-viz extrakciot

kovetéen

Vizsgaltuk a vegyiletek sejtbejutasat MonoMac6 sejtekbe metanol-acetonitril-viz extrakciot
kdvetben, az extraktum analizaldsat LC-MS maoddszerrel végeztik.

A logaritmikus névekedési fazisban 1évéd MonoMac6 sejteket 6 lyuku letapadd szdvettenyésztd
lemezre osztottuk (10° sejt/lyuk, 3 mL RPMI-1640 telies médium). A 24 éra inkubalast kdvetéen a sejteket
centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc) a fellluszdt eltavolitottuk, és a hatéanyagok 2 mL-nyi megfelel
PLGA nanorészecske esetében ez a hatdanyagtartalomra szamitott koncentraciot jelenti. A 3 éras
inkubacios id6 leteltét kovetben a sejteket centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc), 1,5 mL feliluszot
eltavolitottunk, 1,5 mL friss médiumot adtunk a sejtekhez, majd ezeket a Iépéseket (centrifugalas,
felulusz6 eltavolitds) még kétszer ismételtik. A harmadik centrifugalas utan a teljes fellluszot
eltavolitottuk. Ezutan a sejteket 500 pL 0,25%-0s (m/m) tripszinnel kezeltik (1 perc, 37 °C, 5% CO,), majd
a tripszint inaktivaltuk 4 mL teljes médiummal. A sejtszuszpenziét 10 mL-es centrifugacsévekbe juttattuk,
majd 4 mL szérummentes RPMI-1640 médiumot adtunk a sejtszuszpenzidhoz. A centrifugalasi Iépést
(1000 rpm, 5 perc) kovetben eltavolitottuk a fellluszét, majd 8 mL szérummentes RPMI-1640 médiumot
adtunk a csévekbe. Ujabb centrifugalasi lépést kdvetéen (1000 rpm, 5 perc) ismét eltavolitottuk a
felGluszét, majd 1,2 mL PBS-t adtunk a sejtekhez (PBS 0Osszetétele: 0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO,, 8 g NaCl,
22 g Nay,HPO,4.7H,0, desztillalt vizzel 1 literre kiegészitve, pH 7,4). A sejtszuszpenzié sejtszamat 0,4%
tripankék oldat alkalmazasaval Birker kamraban meghataroztuk. A sejteket 1,5 mL-es MS Eppendorf
csovekbe juttattuk, majd a csodveket centrifugaltuk (1000 rpm, 5 perc). A felliluszé eltavolitasa utan a
csovekben levd sejtpellethez 200 uL extrahalé elegyet adtunk (metanol : acetonitril : H,O = 2:2:1 VIVIV). A
lizalas/extrakcio 15 percig -20 °C hémeérsékleten tdrtént. Centrifugélast (10 000 rpm, 10 perc) kbvetéen a
sejtlizdtumot, illetve extraktumot tartalmazé fellluszét uj MS Eppendorf csébe pipettaztuk, a pellethez
pedig Ujabb 100 uL extrahald elegyet adtunk (ez a lépés a pellet atmoséasara szolgal). Ujabb centrifugalasi
lépés (10 perc, 10 000 rpm) utan a fellluszét az el6zd extraktumhoz adtuk, igy dsszesen 300 pL
extraktumot kaptunk. A pelletet és extraktumot tartalmazé cséveket -80 °C-on taroltuk az LC-MS
analizisig. A modszer Iépéseit a 66. abran foglaltam 6ssze.

Norbert egyetemi adjunktus (ELTE TTK, Kémiai Intézet, Analitikai Kémiai Tanszék) segitségével LC-MS
modszerrel  vizsgaltuk az MTA Természettudomanyi Kutatékdzpont Milszercentruméban, a
Tdédmegspektrometriai Laboratériumban. Az elvélasztast Waters Acquity UPLC rendszeren (Waters Corp.,
Milford, MA, USA), Phenomnex Kinetex XB-C18 oszloppal (2,6 ym, 100 A, 2,1 x 100 mm) végeztik
szobah&mérsékleten, 0,2 mL/perc folyassebességgel. Az alkalmazott elunesek a kdévekezdk voltak: A
eluens: desztillalt viz, B eluens: acetonitril. A gradiens a kdvetkez6 volt: 0-1 perc 1% B, 1-10 perc 1-95%
B. A mintakbdl az oszlopra 5 pL-t injektaltunk. Waters Quattro Micro API tdmegspektrométert (Waters
Corp., Milford, MA, USA) alkalmaztunk atmoszférikus nyomasu ionozalassal és harmas kvadrupol
analizatorral, negativ ionizalasi médban. A spektrumokat 300-400 m/z tartoméanyban vettik fel.

hatékonysagat (sejtbejutasi hatékonysag (%)= Nkezelesi/Nextraktum*100, @hol Nge,eis5i @ Sal3 anyagmennyisége

a 2 mL kezelési oldatban, Neyyaum @ Sal3 mennyisége a 300 yL extraktumban).

145



* kezelés a vegyuletekkel » mosas (ICM) « atvitel centrifuga
« tripszines kezelés csovekbe

? o0
OOO QOO

MonoMacé6 sejtek

« atvitel MS-eppendorf « centrifugalas
csovekbe « fellluszo gylijtése
* lizalas, extrahalas MS Eppendorf csdvekbe

(AcN:MeOH:H,0 2:2:1, VIV) LC-MS
analizis
-20 °C,
15 perc
_> _»

66. abra: A vegyiletek sejtbejutasanak vizsgalata LC-MS moddszerrel metanol-acetonitril-viz extrahalast

kovetben
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Osszefoglalas

A tuberkulézis, a Mycobacterium tuberculosis intracellularis baktérium okozta megbetegedés,
vilagszerte az egyik f6 kozegészségigyi probléma, melyet a multirezisztens térzsek terjedése sulyosbit. A
szintén a mikobaktériumok kézé tartoz6 Mycobacterium abscessus is jelentés human patogén, mely a
legtobb antibakterialis hatéanyagra rezisztens.

A doktori munkam soran el6allitott szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és karbamatok
kimagaslo in vitro antimikobakterialis hatassal rendelkeztek a gyorsan noévé M. abscessus térzson, a
szenzitiv és tobb multirezisztens M. tuberculosis torzson is. A szalicilanilid szarmazékok kivald in vitro
antimikobakterialis hatasat bearnyékolja a vegyuletek citotoxikus, illetve citosztatikus hatasa a gazdasejt
makrofag modellen, illetve a hepatotoxicitas vizsgalatara alkalmazott modellen.

A makrofagok hatdanyag felvételének novekedését és kimagaslé gatld hatast értink el az
intracellularis baktérium ellen, a fert6zott gazdasejt modellen a szalicilanilidek PLGA nanorészecskébe
valé csomagolasaval, melyet a szabad kismolekula esetében nem tapasztaltunk.

A célsejt hatdéanyag felvétele hatdanyag-konjugatumok alkalmazasaval is névelhetd. Hordozoként,
illetve célbajuttaté egységként a makrofagok specifikus receptoraihoz kotédni képes peptideket, a tuftsin
receptorra specifikus tuftsinszarmazékokat alkalmaztunk. Fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékokkal
tanulmanyoztuk a hordozok sejtbejutasat, mely soran azt az eredményt kaptuk a gazdasejt modellen,
hogy a hosszabb tuftsinszarmazékok sejtbejutasi mértéke nagyobb, mint a rovidebbeké. A palmitinsav és
dekansav oldallanc moddositast tartalmazo peptidek sejtbejutasa a leghatékonyabb, viszont a palmitoil
oldallanc a tuftsinszarmazékokat citotoxikus és citosztatikus hatasuva teszi, karositja a sejtek membranjat.

Szalicilanilid szarmazékokat oximkoétésen keresztil tuftsinszdrmazékokhoz konjugaltuk. A
szalicilanilid-észterek konjugatumai az in vitro kisérletek kérlilményei kdézt nem voltak stabilak az
észterkdtés gyors hidrolizise miatt. A szalicil- vagy anilin-gyGriin konjugélhatd csoportot tartalmazo
szalicilanilidek peptidkonjugatumai megfelel6en stabilak. Ezekben a konjugatumokban a szalicilanilidek in
vitro antimikobakteridlis hatdsa az extracellularis baktériumok ellen meg6rz8détt. A konjugatumok kozt
vannak olyanok, melyek minimalis gatlé koncentraciéja csak kissé volt magasabb, mint a szabad
szalicilanilidé, és ezeknek a konjugatumoknak nem volt citosztatikus hatasa a gazdasejt modellen, ezek a
konjugatumok szelektivek a baktérium felé. Kiemelked§ jelentéségl, hogy a szalicilanilid-konjugatumok a
szabad hatéanyagokkal ellentétben gatoltdk az intracellularis baktériumot a fert6zétt makrofag modellen,
mely hatas valészinilileg a szabad hatéanyagokénal jobb sejtbejutasuknak koszénhetd.

Az in silico meghatarozott és kémiailag optimalt hatéanyagjeldltek, a piridopirimidin szarmazékok
extracellularis baktériumok elleni kivalé in vitro antimikobakteridlis aktivitasa is megbrzddott a
tuftsinkonjugatumokban oximkétés mellett. A piridopirimidin - szarmazékok és a konjugatumaik
szelektivnek bizonyultak a baktériumokra, mivel nem mutattak citosztatikus aktivitast a gazdasejt modell
sejteken. A konjugatumok tébbsége az intracellularis baktériumok ellen is hatasosnak bizonyult, mig a
szabad piridopirimidin szarmazékok nem mutattak gatlé hatast. A konjugatumok intracellularis aktivitdsa
valdszinlileg a nagyobb internalizaciéjuk és membran affinitdsuk eredménye a szabad hatéanyagokhoz

képest.
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Summary

Tuberculosis caused by Mycobacterium tuberculosis, a slow growing intracellular pathogen is still a
major public health problem worldwide, and the spread of multidrug-resistant strains is threatening. The
fast growing Mycobacterium abscessus also belonging to the Mycobacterium genus is a highly resistant
emerging human pathogen.

The synthesized salicylanilide derivatives, salicylanilide esters and carbamates have outstanding in
vitro antimycobacterial activity against M. abscessus strain, and also against sensitive and multidrug-
resistant strains of M. tuberculosis. The outstanding antimycobacterial activity of the salicylanilide
derivatives is overshadowed by their cytotoxic and cytostatic activity on host cell macrophage model and
hepatocyte model.

In contrast with the free salicylanilides, enhanced cellular uptake on host cell model and outstanding
inhibition activity against the intracellular bacteria in infected host cell model were achieved by the
encapsulation of the salicylanilide derivatives into PLGA nanoparticles.

Enhanced cellular uptake can be also obtained using drug-peptide conjugates. As carrier and
targeting moiety tuftsin derivatives were used, these peptides can bind to the tuftsin receptors on the
surface of the macrophages and monocytes. The cellular uptake of the fluorescently labelled tuftsin
derivatives was studied and we can conclude that the internalization of the longer peptides is higher than
internalization of the shorter ones. The presence of the palmitic or decanoic acid side chain in the tuftsin
derivatives outstandingly enhanced the cellular uptake rate. However, peptides with palmitic acid side
chain showed cytotoxic and cytostatic effect on human cells and they can cause damage in the cell
membrane.

Salicylanilide derivatives were conjugated to tuftsin derivatives via oxime bond. The peptide
conjugates of salicylanilide esters were not stable under the conditions of the in vitro experiments, fast
hydrolysis of the ester bond occurred. The peptide conjugates of salicylanilides that contain conjugable
group on the salicylic or aniline ring were stable. In these conjugates the in vitro antimycobacterial activity
of the drugs against the extracellular bacteria is preserved with the conjugation to peptides by oxime bond.
There are conjugates that have minimal inhibitory concentration only slightly higher than the free
salicylanilides, and these conjugates did not show any cytostatic activity on the host cell model, therefore
these conjugates are selective towards the bacteria. It is highly important that the salicylanilide-peptide
conjugates were effective against the intracellular bacteria in contrast with the free drugs, probably due to
the better internalization of the conjugates than the free drugs.

The in silico identified, chemically optimized drug candidates, the pyridopyrimidine derivatives also
preserved their antimycobacterial activity in the drug-peptide conjugates with low minimal inhibitory
concentrations. The free pyridopyrimidine derivatives and their conjugates proved to be selective towards
the bacteria since they did not show cytostatic activity against the host cell model. Most of the drug-
peptide conjugates were effective also against the intracellular bacteria, while the free pyridopyrimidine
derivatives showed no inhibition. This better intracellular activity can be attributed to the enhanced

internalization and better membrane affinity of the conjugates than the free drugs.
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FUGGELEK

F1. Szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok
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A szalicilanilid szarmazékok, szalicilanilid-észterek és szalicilanilid-karbamatok kémiai jellemzése

Az eléallitott vegylletek kitermelése, olvadaspontja, IR, NMR és MS segitségével torténd

jellemzése, valamint az elemanalizis soran kapott eredmények az alabbiakban talalhaték.

5-klérpirazin-2-karbonsav (Pyr) [197]

Barna szilard; kitermelés: 75%; Op: 150 °C felett elbomlik

IR (ATR): 3408, 1708 (C=0), 1524, 1322, 1298, 1271, 1167, 1122, 1026, 920, 884, 800, 740, 720, 652

'H NMR (300 MHz, DMSO-de): 5 13,87 (1H, s, OH), 9,00 (1H, d, J = 1,3 Hz, H3), 8,90 (1H, d, J = 1,4 Hz, H6)
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 164,54, 151,30, 145,64, 144,61, 142,66

Mmo (Mért/szamolt): 158,0/ 158,0

Elemanalizis, szamolt CsH;CIN,O, (158,54): C, 37,88; H, 1,91; N, 17,67; mért: C, 38,02; H, 1,88; N, 17,54

5-klor-2-hidroxi-N-(4-(trifluormetil)fenil)benzamid (Sall) [51]

Fehér szilard; kitermelés: 63%; Op: 222,7-223,9 °C

IR (ATR): 1629 (C=0)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 11,47 (bs, 1H, OH), 10,66 (bs, 1H, NH), 7,97-7,89 (m, 2H, H3", H5°), 7,88 (d, 1H, J = 2,7 Hz, H6),
7,75-7,68 (m, 2H, H2", H6"), 7,46 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,02 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H3)

C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & 165,3, 156,5, 142,1, 133,3, 128,8, 126,3, 126,2, 124,5 (q, J = 271,4 Hz), 124,3 (g, J = 32,1 Hz),
123,0, 120,6 (q, J = 6,9 Hz), 120,6

Mmo (Mért/szamolt): 315,0 / 315,1

Elemanalizis, szamolt C14HsCIFsNO; (315,68): C, 53,27; H, 2,87; N, 4,44, mért: C, 53,10; H, 3,01; N, 4,52

5-klér-N-(3,4-diklérfenil)-2-hidroxibenzamid (Sal2) [51]

Fehér szilard; kitermelés: 69%; Op: 248,0-249,1 °C

IR (ATR): 1627 (C=0)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 11,54 (bs, 1H, OH), 10,54 (s, 1H, NH), 8,09 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H2"), 7,85 (d, 1H, J = 2,7 Hz, H6),
7,69-7,57 (m, 2H, H5", H6"), 7,45 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,01 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H3)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de): 5 165,17, 156,50, 138,49, 133,25, 131,16, 130,81, 128,69, 125,84, 122,94, 121,94, 120,75, 120,27,
119,18

Mmo (Mért/szamolt): 315,0 / 315,10

Elemanalizis, szamolt C13HgCIsNO; (316,56): C, 49,32; H, 2,55; N, 4,42, mért: C, 48,99; H, 2,50; N, 4,21

5-brém-2-hidroxi-N-(4-(trifluormetil)fenil)benzamid (Sal3) [51]

Fehér szilard; kitermelés: 71%; Op: 217,0-218,0 °C

IR (ATR): 1635 (C=0)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 11,58 (bs, 1H, OH), 10,59 (s, 1H, NH), 7,95 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H6), 7,92-7,85 (m, 2H, H3", H5"),
7,71-7,65 (m, 2H, H2", H6"), 7,53 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J = 2,5 Hz, H4), 6,93 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H3)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 165,2, 156,9, 142,0, 136,1, 131,7, 126,3 (g, J = 3,7 Hz), 124,5 (q, J = 271,7 Hz), 124,3 (9, J = 32,1
Hz), 121,1, 120,7, 119,6, 110,4

Mmo (Mért/szamolt): 359,0 / 359,1

Elemanalizis, szamolt C,4HsBrF3;NO, (360,13): C, 46,69; H, 2,52; N, 3,89, mért: C, 46,87; H, 2,44; N, 3,99
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5-brém-N-(3,4-diklérfenil)-2-hidroxibenzamid (Sal4) [51]

Fehér szilard; kitermelés: 67%; Op: 239,9-240,6 °C

IR (ATR): 1624 (C=0)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 8 11,57 (bs, 1H, OH), 10,53 (s, 1H, NH), 8,08 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H2), 7,97 (d, 1H, J = 2,6 Hz, H6),
7,67-7,55 (m, 3H, H4, H5", H6"), 6,96 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 0,9 Hz, H3)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 8 165,12, 156,97, 138,45, 136,06, 131,51, 131,15, 130,77, 125,85, 121,96, 120,75, 120,70, 119,60,
110,34

Mmo (Mért/szamolt): 359,0 / 359,1

Elemanalizis, szamolt C,3HsBrCILNO, (361,02): C, 43,25; H, 2,23; N, 3,88, mért: C, 43,36; H, 2,40; N, 3,69

N-(4-benzoilfenil)-5-klér-2-hidroxibenzamid (Sal5)

Fehér szilard; kitermelés: 44%; Op: 218,0-218,8 °C

IR (ATR): 3314 (NH), 1644, 1621 (CONH-I), 1599 (CONH-I), 1222 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 11,63 (1H, s, OH), 10,67 (1H, bs, NH),7,94-7,88 (3H, m, H6, H3’, H5"), 7,81-7,76 (2H, m, H2", H6"),
7,75-7,70 (2H, m, H2"", H6""), 7,65 (1H, tt, J = 1,9 Hz, J = 7,4 Hz, H4""), 7,59-7,52 (2H, m, H3"", H5""), 7,46 (1H, dd, J = 2,7 Hz, J =
8,8 Hz, H4), 7,03 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3)

C NMR (75 MHz, DMSO-de): 5 194,78, 165,14, 156,43, 142,52, 137,61, 133,23, 132,53, 132,35, 131,21, 129,61, 128,86, 128,69,
123,01, 120,56, 119,92, 119,18

Mmo (Mért/szamolt): 351,1/ 351,3

Elemanalizis, szamolt C»H14CINO; (351,07): C, 68,28; H, 4,01; N, 3,98; mért: C, 68,23; H, 3,88; N, 3,50

N-(4-benzoilfenil)-5-brém-2-hidroxibenzamid (Sal6)

Fehér szilard; kitermelés: 26 %; Op: 229,7-231,1 °C

IR (ATR): 3314 (NH), 1644, 1620 (CONH-I), 1599 (CONH-II), 1221 (C-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 11,64 (1H, s, OH), 10,66 (1H, bs, NH), 8,01 (1H, d, J = 2,6 Hz, H6), 7,92-7,88 (2H, m, H3", H5"),
7,80-7,76 (2H, m, H2', H6"), 7,74-7,71 (2H, m, H2"", H6™"), 7,66 (1H, tt, J = 1,9 Hz, J = 7,4 Hz, H4""), 7,59-7,53 (3H, m, H4, H3"",
H5"), 6,97 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 194,76, 165,07, 156,86, 142,49, 137,60, 136,03, 132,50, 132,35, 131,69, 131,18, 129,58, 128,67,
121,07, 119,93, 119,60, 110,41

Mmo (mért/szamolt): 395,0 / 395,2

Elemanalizis, szamolt CH14BrNO; (396,23): C, 60,62; H, 3,56; N, 3,53; mért: C, 60,34; H, 3,54; N, 3,46

N-(4-acetilfenil)-5-klor-2-hidroxibenzamid (Sal7)

Halvanysarga szilard; kitermelés: 7 %; Op: 231-233 °C

IR (ATR): 3322, 1677, 1642, 1591, 1538, 1483, 1415, 1357, 1324, 1277, 1222, 1181, 1137, 1104, 967, 907, 843, 825, 700, 670, 652,
'H NMR (500 MHz, DMSO-dq): 8 11,64 (1H, bs, OH), 10,62 (1H, bs, NH), 7,97 (2H, d, J = 8,6 Hz, H3", H5°), 7,89 (1H, d, J = 2,7 Hz,
H6), 7,86 (2H, d, J = 8,7 Hz, H2", H6"), 7,46 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,03 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 2,55 (3H, s, CH3)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 196,75, 165,09, 156,46, 142,71, 133,23, 132,60, 129,55, 129,36, 128,85, 123,01, 119,93, 119,19,
26,67

Mmo (Mért/szamolt): 289,1 / 289,1

Elemanalizis, szamolt C;5H;,CINO; (289,71): C, 62,19; H, 4,18; N, 4,83; mért: C, 62,02; H, 4,19; N, 4,74

N-(4-acetilfenil)-5-brém-2-hidroxibenzamid (Sal8)

Halvanysarga szilard; kitermelés: 6 %; Op: 243-245 °C

IR (ATR): 3335, 1671, 1637, 1530, 1482, 1414, 1359, 1332, 1270, 1221, 1182, 1140, 1096, 962, 909, 820, 778, 658

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 11,64 (1H, bs, OH), 10,62 (1H, bs, NH), 8,01 (1H, d, J = 2,5 Hz, H6), 7,97 (2H, d, J = 8,6 Hz, H3",
H5), 7,85 (2H, d, J = 8,6 Hz, H2’, H6"), 7,57 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,6 Hz, H4), 6,97 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 2,55 (3H, s, CH3)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 196,75, 165,02, 156,86, 142,70, 136,03, 132,59, 131,69, 129,54, 121,02, 119,92, 119,60, 110,41,
26,67

Mmo (Mért/szamolt): 333,0/ 333,1

Elemanalizis, szamolt C15H1,BrNO; (334,16): C, 53,91; H, 3,62; N, 4,19; mért: C, 54,01; H, 3,59; N, 4,22
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5-formil-2-hidroxi-N-(4-(trifluormetil)fenil)benzamid (Sal9)

Halvanysarga szilard; kitermelés: 6 %; Op: 254,5-257 °C

IR (ATR): 3343, 1685, 1637, 1608, 1588, 1551, 1487, 1370, 1332, 1307, 1295, 1243, 1196, 1184, 1152, 1101, 1081, 1066, 1017,
964, 879, 852, 824, 678

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 12,29 (1H, bs, OH), 10,74 (1H, s, NH), 9,90 (1H, s, COH), 8,40 (1H, d, J = 2,1 Hz, H6), 7,97-7,93
(3H, m, H4, H3", H5"), 7,74 (2H, d, J = 8,5 Hz, H2", H6"), 7,17 (1H, d, J = 8,5 Hz, H3)

¥C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 191,12, 165,60, 162,58, 142,13, 133,99, 132,86, 128,43, 126,26 (q, J = 3,8 Hz), 124,52 (q, J =
272,0 Hz), 124,24 (q, J = 32,1 Hz), 120,57, 120,27, 118,01

Mmo (Mért/szamolt): 309,1/ 309,1

Elemanalizis, szamolt C15H10FsNO;3 (309,24): C, 58,26; H, 3,26; N, 4,53; mért: C, 58,34; H, 3,40; N, 4,48

4-klor-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-5-kldrpirazin-2-karboxilat (SalPyr1)

Fehér szilard; kitermelés: 35%; Op: 163,4-165,0 °C

IR (ATR): 3372 (NH), 3081, 2934, 2857, 1751 (C=0 észter), 1663, 1648, 1633, 1600, 1530, 1520, 1477, 1411, 1323, 1297, 1274,
1259, 1190, 1163, 1125, 1104, 1066, 1020, 879, 839, 826, 786, 715, 702, 668

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 9,40 (1H, bs, NH), 9,23 (1H, d,J = 1,4 Hz, H3""), 8,69 (1H, d, J = 1,4 Hz, H5""), 8,13 (1H, d, J = 2,6 Hz,
H3), 7,78 (2H, d, J = 8,4 Hz, H3", H5"), 7,61 (2H, d, J = 8,3 Hz, H2", H6"), 7,57 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,6 Hz, H5), 7,52 (1H, d, J =
8,7 Hz, H6)

¥C NMR (126 MHz, CDCls): 6 161,43, 160,35, 154,25, 146,70, 146,04, 144,31, 140,76, 139,71, 132,72, 131,40, 127,46, 126,66 (q, J
= 32,8 Hz), 126,19 (q, J = 3,8 Hz), 123,93 (q, J = 272,6 Hz), 123,92, 120,45

Mmo (Mért/szamolt): 455,0 / 455,2

Elemanalizis, szamolt C19H10CIF3N3O3 (456,20): C, 50,02; H, 2,21; N, 9,21; mért: C, 50,34; H, 2,45; N, 9,43

4-klor-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-5-klérpirazin-2-karboxilat (SalPyr2)

Fehér szilard; kitermelés: 60%; Op: 172,5-174,8 °C

IR (ATR): 3365 (NH), 3093, 2931, 2860, 1757 (C=0 észter), 1702, 1668, 1645, 1589, 1519, 1475, 1397, 1375, 1322, 1298, 1270,
1237, 1192, 1132, 1108, 1023, 911, 875, 860, 822, 709, 679, 663

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 9,33 (1H, bs, NH), 9,23 (1H, d,J = 1,4 Hz, H3""), 8,72 (1H, d, J = 1,4 Hz, H5""), 8,16 (1H, d, J = 2,5 Hz,
H2"), 7,80 (1H, d, J = 2,4 Hz, H3), 7,64 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,8 Hz, H5), 7,57-7,55 (2H, m, H6, H6"), 7,41 (1H, d, J = 8,8 Hz, H5’)
3C NMR (126 MHz, CDClg): & 161,07, 160,22, 154,48, 146,75, 146,20, 144,32, 139,87, 137,45, 132,88, 132,68, 131,75, 130,65,
130,63, 128,20, 127,28, 123,77, 122,54, 120,07

Mmo (Mért/szamolt): 454,9 / 455,0

Elemanalizis, szamolt C1gHsClsN3O5 (457,09): C, 47,30; H, 1,98; N, 9,19; mért: C, 47,07; H, 2,04; N, 9,03

4-brom-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-5-kldrpirazin-2-karboxilat (SalPyr3)

Fehér szilard; kitermelés: 29%; Op: 159,7-161,3 °C

IR (ATR): 3356 (NH), 3076, 2937, 2858, 1759 (C=0 észter), 1661, 1647, 1600, 1531, 1521, 1473, 1413, 1321, 1294, 1269, 1196,
1165, 1140, 1115, 1102, 1093, 1093, 1068, 1023, 874, 839, 820, 785, 711, 687, 653

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 9,36 (1H, bs, NH), 9,24 (1H, d, J = 1,4 Hz, H3""), 8,70 (1H, d, J = 1,3 Hz, H57"), 8,30 (1H, d, J = 2,5 Hz,
H3), 7,79 (2H, d, J = 8,4 Hz, H3", H5"), 7,73 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,6 Hz, H5), 7,62 (2H, d, J = 8,5 Hz, H2", H6"), 7,46 (1H, d, J =
8,6 Hz, H6)

3C NMR (75 MHz, CDCl;): d 161,26, 160,27, 154,29, 146,73, 146,59, 144,32, 140,76, 139,69, 135,73, 134,41, 127,67, 126,65 (q, J
= 32,8 Hz), 126,21 (q, J = 3,7 Hz), 124,19, 123,93 (q, J = 269,3 Hz), 120,41

Mmo (Mért/szamolt): 499,0/ 499,1

Elemanalizis, szamolt C19H;0BrCIF3N3;O; (500,65): C, 45,58; H, 2,01; N, 8,39; mért: C, 45,48; H, 2,04; N, 8,42
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4-brém-2-(3,4-diklorfenilkarbamaoil)-fenil-5-klérpirazin-2-karboxilat (SalPyr4)

Fehér szilard; kitermelés: 53%; Op: 176,9-178,6 °C

IR (ATR): 3364 (NH), 3097, 2935, 2859, 1756 (C=0 észter), 1702, 1667, 1645, 1587, 1519, 1475, 1394, 1374, 1321, 1298, 1269,
1235, 1190, 1133, 1096, 1023, 860, 827, 818, 709, 676

'H NMR (500 MHz, CDCls): 8 9,43 (1H, bs, NH), 9,25 (1H, d, J = 1,3 Hz, H3""), 8,80 (1H, d, J = 1,4 Hz, H5""), 8,32 (1H, d, J = 2,5 Hz,
H3), 7,82 (1H, d, J = 2,5 Hz, H2"), 7,73 (1H, dd, J = 2,6 Hz, J = 8,7 Hz, H5), 7,66 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,7 Hz, H6"), 7,50 (1H, d, J
= 8,7 Hz, H6), 7,42 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5')

3C NMR (126 MHz, CDCls): 8 160,92, 160,05, 154,44, 146,80, 146,57, 144,30, 142,17, 139,65, 137,31, 135,74, 134,66, 132,57,
130,61, 127,27, 124,07, 122,39, 120,34, 119,94

Mmo (Mért/szamolt): 499,0/ 499,0

Elemanalizis, szamolt C13HoBrCIsNs;O3 (501,55): C, 43,11; H, 1,81; N, 8,38; mért: C, 452,98; H, 1,74; N, 8,33

4-Klor-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-4-formilbenzoat (SalBenz1)

Fehér szilard; kitermelés 71%; mp 201,0-203,0 °C

IR (ATR): 3384, 3105, 2848, 1740 (CO észter), 1690 (CO), 1603, 1530, 1480, 1411, 1341, 1319, 1276, 1252, 1212, 1166, 1109,
1091, 1066, 1015, 852, 839, 819, 750, 679,

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 10,90 (1H, s, NH), 10,11 (1H, s, CO-H), 8,25 (2H, d, J = 8,2 Hz, H2"", H6""), 8,05 (2H, d, J = 8,2 Hz,
H3"", H57), 7,89 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3), 7,83 (2H, d, J = 8,5 Hz, H3", H5°), 7,75 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,6 Hz, H5), 7,64 (2H, d, J =
8,5 Hz, H2", H6"), 7,55 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d):5 193,03, 163,68, 163,14, 146,98, 142,43, 139,79, 133,31, 131,97, 130,80, 130,68, 130,63, 129,90,
129,27, 126,22 (d, J=3,7 Hz),125,63, 124,50 (q,J = 270,9 Hz), 124,10 (q, J = 31,8 Hz),122,64, 119,91

Mmo (Mért/szamolt): 447,0 / 447,1

Elemanalizis, szamolt C,,H13BrCIF3sNO, (447,79): C, 59,01; H, 2,93; N, 3,13, mért: C, 59,31; H, 2,64; N, 3,00

4-klor-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-4-formilbenzoat (SalBenz2)

Fehér szilard; kitermelés 59%; mp 228,5-230,0 °C

IR (ATR): 3365, 3095, 2842, 1736 (CO észter), 1688 (CO), 1597, 1528, 1479, 1377, 1311, 1277, 1241, 1207, 1142, 1107, 1092,
1014, 843, 833, 819, 751, 682

'H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8 10,80 (1H, s, NH), 10,12 (1H, s, CO-H), 8,25 (2H, d, J = 7,9 Hz, H2"", H6""), 8,06 (2H, d, J = 8,0 Hz,
H3"", H57), 7,91 (1H, s, H2"), 7,88 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3), 7,75 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,6 Hz, H5), 7,59-7,50 (3H, m, H6, H5’, H6")
3C NMR (126 MHz, DMSO-dq): 5 193,04, 163,64, 162,95, 146,95, 139,80, 138,88, 133,27, 132,03, 131,83, 131,08, 130,85, 130,68,
130,63, 129,89, 129,23, 125,68, 125,63, 121,17, 120,03

Mmo (Mért/szamolt): 447,91 447,2

Elemanalizis, szamolt C,;H;,CIsNO, (448,68): C, 56,21; H, 2,70; N, 3,12, mért: C, 56,50; H, 3,02; N, 2,87

4-brom-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-4-formilbenzoat (SalBenz3)

Fehér szilard; kitermelés 69%; Op: 206,5-209,0 °C

IR (ATR): 3383, 3074, 2930, 2853, 1737 (CO észter), 1691 (COH), 1647, 1602, 1530, 1477, 1410, 1339, 1274, 1252, 1209, 1166,
1110, 1090, 1067, 1015, 838, 818, 751, 678

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 5 10,89 (1H, bs, NH), 10,11 (1H, s, CO-H), 8,25 (2H, d, J = 7,9 Hz, H2"", H6""), 8,08-7,79 (6H, m, H3,
H5, H3", H5", H3"", H5""), 7,64 (2H, d, J = 8,5 Hz, H2", H6"), 7,49 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 1,3 Hz, H6)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 5 192,97, 163,59, 163,02, 147,45, 142,42, 139,78, 137,02, 134,92, 133,29, 130,66, 129,88, 127,75,
126,17 (q, J = 3,8 Hz), 125,92, 124,42 (d, J = 271,4 Hz), 124,07 (g, J = 31,9 Hz), 119,91, 118,69

Mmo (Mért/szamolt): 491,0 / 4491,1

Elemanalizis, szamolt C,H13BrFsNO, (492,25): C, 53,68; H, 2,66; N, 2,85, mért: C, 53,41; H, 2,79; N, 2,66
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4-klor-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-2-kldretilkarbaméat (SalCarb1)

Fehér szilard; kitermelés: 52%; Op: 191,3 °C felett elbomlik

IR (ATR): 3337 (NH), 3277 (NH), 1715 (O-CONH-), 1661 (CONH-I) 1219 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 10,71 (1H, bs, NH amid), 8,11 (1H, t, J = 5,7 Hz, NH karbamat), 7,93-7,87 (2H, m, H3", H5"), 7,74-
7,67 (3H, m, H3, H2", H6"), 7,60 (1H, dd, J = 2,6 Hz, J = 8,6 Hz, H5), 7,29 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,53 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,-Cl),
3,30 (2H, g, J = 6,0 Hz, N-CH,)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 163,57, 153,86, 147,19, 131,66, 131,25, 129,33, 128,59, 126,14 (q, J = 3,9 Hz), 125,36, 124,53 (q,
J =271,3 Hz), 123,92 (q, J = 31,9 Hz), 120,61, 119,83, 43,11, 42,76

Mmo (Mért/szamolt): 420,0 / 420,2

Elemanalizis, szamolt C;7H13Cl,FsN,O3 (421,20): C, 48,48; H, 3,11; N, 6,65; mért: C, 48,07; H, 3,14; N, 6,47

4-klor-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-3-kldrpropilkarbamat (SalCarb2)

Fehér szilard; kitermelés: 54%; Op: 197,0-220,1 °C

IR (ATR): 3335 (NH), 3277 (NH), 1716 (O-CONH-), 1659 (CONH-I), 1217 (C-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO-de): 5 10,70 (1H, bs, NH amid), 7,95-7,87 (3H, m, NH karbamat, H3", H5"), 7,75-7,67 (3H, m, H3, H2’,
H6"), 7,59 (1H, dd, J = 2,7 Hz, J = 8,6 Hz, H5), 7,28 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,55 (2H, t, J = 6,6 Hz, CH,-Cl), 3,10 (2H, q, J = 6,3 Hz,
N-CHy), 1,79 (2H, p, J = 6,6 Hz, C-CH,-C)

3C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6 163,67, 153,78, 147,36, 131,66, 131,25, 129,20, 128,56, 126,13 (g, J = 4,1 Hz), 125,39, 124,52 (q,
J =271,5 Hz), 123,90 (q, J = 32,0 Hz), 120,59, 119,76, 42,70, 38,00, 32,29

Mmo (Mért/szamolt): 434,0/ 434,2

Elemanalizis, szamolt C1gH15Cl,FsNO3 (435,22): C, 49,67; H, 3,47; N, 6,44; mért: C, 49,54; H, 3,38; N, 6,21

4-klor-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-2-kléretilkarbamat (SalCarb3)

Fehér szilard; kitermelés: 30%; Op: 247,5-248,5 °C

IR (ATR): 3334 (NH), 3257 (NH), 1717 (O-CONH-), 1655 (CONH-I), 1218 (C-O)

*H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 10,63 (1H, bs, NH amid), 8,11 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH karbamat), 8,06 (1H, d, J = 2,0 Hz, H2"), 7,70
(1H, d, J = 2,6 Hz, H3), 7,62-7,57 (3H, m, H5, H6, H6"), 7,26 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5°), 3,55 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,-Cl), 3,32 (2H, q, J
= 5,9 Hz, N-CH,)

¥C NMR (75 MHz, DMSO-de): & 163,41, 153,83, 147,19, 139,20, 131,51, 131,32, 131,10, 130,83, 130,78, 129,35, 128,54, 125,39,
121,14, 119,98, 43,18, 42,78

Mmo (Mért/szamolt): 420,0/ 420,1

Elemanalizis, szamolt C16H1,ClsN.O3 (422,09): C, 45,43; H, 2,87; N, 6,64; mért: C, 45,15; H, 2,62; N, 6,62

4-klér-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-3-klérpropilkarbamat (SalCarb4)

Fehér szilard; kitermelés: 61%; Op: 245,0-247,2 °C

IR (ATR): 3334 (NH), 3262 (NH), 1715 (O-CONH-), 1659 (CONH-I), 1215 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 10,63 (1H, bs, NH amid), 8,06 (1H, d, J = 2,0 Hz, H2’), 7,92 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH karbamat), 7,69
(1H, d, J = 2,7 Hz, H3), 7,61-7,56 (3H, m, H5, H6, H6"), 7,24 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"), 3,56 (2H, t, J = 6,3 Hz, CH2-Cl), 3,10 (2H, q, J
= 6,1 Hz, N-CH2), 1,80 (2H, p, J = 6,5 Hz, C-CH2-C)

¥C NMR (75 MHz, DMSO-de): & 163,56, 153,79, 147,41, 139,24, 131,52, 131,37, 131,15, 130,82, 129,25, 128,56, 125,45, 125,40,
121,08, 119,92, 42,69, 38,01, 32,34

Mmo (Mért/szamolt): 434,0/ 434,1

Elemanalizis, szamolt C;,H1,CIsN,O3 (436,12): C, 46,82; H, 3,24; N, 6,42; mért: C, 46,85; H, 3,18; N, 6,54
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4-klor-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-propilkarbamat (SalCarb5)

Fehér szilard; kitermelés: 20%; Op: 247,6-248,9 °C

IR (ATR): 3330 (NH), 3268 (NH), 1714 (O-CONH-), 1662 (CONH-I), 1219 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 10,60 (1H, bs, NH amid), 8,06 (1H, s, H2"), 7,81 (1H, t, J = 5,9 Hz, NH karbamat), 7,68 (1H, d, J =
2,7 Hz, H3), 7,61-7,56 (3H, m, H5, H6, H6"), 7,26 (1H, d, J = 8,6 Hz, H5"), 2,92 (2H, g, J = 6,5 Hz, N-CH,), 1,36 (2H, h, J = 7,0 Hz,
C-CH,-C), 0,77 (3H, t, J = 6,5 Hz, CH3)

*C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 163,51, 153,68, 147,42, 139,26, 131,66, 131,26, 131,06, 130,77, 129,12, 128,46, 125,42, 125,31,
121,08, 119,94, 42,38, 22,51, 11,23

Mmo (Mért/szamolt): 400,0 / 400,2

Elemanalizis, szamolt C;7H;5CI3N.O3 (401,67): C, 50,83; H, 3,76; N, 6,97; mért: C, 50,58; H, 3,55; N, 6,86

4-brém-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-2-kldretilkarbaméat (SalCarb6)

Fehér szilard; kitermelés: 38%; Op: 187,5-215,0 °C

IR (ATR): 3339 (NH), 3276 (NH), 1715 (O-CONH-), 1659 (CONH-I), 1219 (C-O)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 10,70 (1H, bs, NH amid), 8,10 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH karbamat), 7,90 (2H, d, J = 8,5 Hz, H3",
H5%),7,82 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3), 7,75-7,67 (3H, m, H5, H2", H6"), 7,23 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,53 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH-Cl), 3,30
(2H, q, 3 = 6,2 Hz, N-CH,)

3C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6 163,44, 153,76, 147,65, 142,69, 134,19, 132,01, 131,37, 126,10 (g, J = 3,8 Hz), 125,67, 124,51 (q,
J =271,2 Hz), 123,90 (q, J = 32,0 Hz), 119,83, 117,30, 43,08, 42,75

Mmo (Mért/szamolt): 464,0 / 464,1

Elemanalizis, szamolt C;7H13BrCIF3N,O;3 (465,65): C, 43,85; H, 2,81; N, 6,02; mért: C, 43,66; H, 3,01; N, 5,78

4-brom-2-(4-(trifluormetil)fenilkarbamoil)-fenil-3-kldrpropilkarbamat (SalCarb7)

Fehér szilard; kitermelés: 43%; Op: 181,0-219,0 °C

IR (ATR): 3334 (NH), 3276 (NH), 1715 (O-CONH-), 1657 (CONH-I), 1218 (C-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 10,69 (1H, bs, NH amid), 8,10 (1H, t, J = 5,8 Hz,), 7,92-7,86 (3H, m, NH karbamat, H3", H5"), 7,80
(1H, d, J = 2,5 Hz, H3), 7,74-7,65 (3H, m, H5, H2", H6"), 7,21 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,54 (2H, t, J = 6,6 Hz, CH,-Cl), 3,08 (2H, g, J
= 6,3 Hz, N-CH,), 1,78 (2H, p, J = 6,6 Hz, C-CH,-C)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 8 163,57, 153,71, 147,86, 142,72, 134,22, 132,04, 131,37, 126,13 (g, J = 3,9 Hz), 125,73, 124,52 (q,
J=271,3 Hz), 123,90 (q, J = 32,1 Hz), 119,77, 117,18, 42,70, 38,01, 32,29

Mmo (Mért/szamolt): 478,0/ 478,1

Elemanalizis, szamolt C1gH15BrCIF3N,O3 (479,68): C, 45,07; H, 3,15; N, 5,84; mért: C, 45,00; H, 3,11; N, 5,63

4-brém-2-(3,4-diklorfenilkarbamoil)-fenil-2-kléretilkarbamat (SalCarb8)

Fehér szilard; kitermelés: 22%; Op: 236,9 °C felett elbomlik

IR (ATR): 3319 (NH), 3256 (NH), 1721 (O-CONH-), 1655 (CONH-I), 1208 (C-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 10,62 (1H, bs, NH amid), 8,11 (1H, t, J = 5,7 Hz, NH karbamat), 8,06 (1H, d, J = 2,0 Hz, H2"), 7,81
(1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,72 (1H, dd, J = 1,9 Hz, J = 8,5 Hz, H5),7,66-7,54 (2H, m, H6, H6"), 7,22 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5’), 3,55 (2H,
t, J = 6,1 Hz, CH,-Cl), 3,31 (2H, g, J = 5,9 Hz, N-CHj)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 163,29, 153,74, 147,65, 139,18, 134,26, 131,86, 131,32, 131,07, 130,81, 130,75, 125,69, 121,15,
119,97, 117,32, 43,15, 42,76

Mmo (Mért/szamolt): 463,9 / 464,1

Elemanalizis, szamolt C16H1,BrCIsN.O3 (466,54): C, 41,19; H, 2,59; N, 6,00; mért: C, 39,80; H, 2,27; N, 5,89
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4-brém-2-(3,4-diklorfenilkarbamaoil)-fenil-3-klorpropilkarbamat (SalCarb9)

Fehér szilard; kitermelés: 58%; Op: 237,0-238,3 °C

IR (ATR): 3332 (NH), 3261 (NH), 1715 (O-CONH-), 1655 (CONH-I), 1216 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 10,63 (1H, bs, NH amid), 8,05 (1H, d, J = 1,8 Hz, H2"), 7,92 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH karbamat), 7,80
(1H, d, J = 2,4 Hz, H3), 7,72 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,6 Hz, H5), 7,62-7,58 (2H, m, HB, H6"), 7,21 (1H, d, J = 8,6 Hz, H5"), 3,57 (2H,
t, J=6,5 Hz, CH,-Cl), 3,10 (2H, g, J = 6,3 Hz, N-CH>), 1,80 (2H, p, J = 6,6 Hz, C-CH,-C)

*C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 163,44, 153,70, 147,87, 139,22, 134,31, 131,88, 131,34, 131,13, 130,80, 125,77, 125,38, 121,06,
119,90, 117,22, 42,69, 38,00, 32,33

Mmo (Mért/szamolt): 477,91 478,1

Elemanalizis, szamolt C;7H14BrCIsN,O3 (480,57): C, 42,49; H, 2,94; N, 5,83; mért: C, 42,35; H, 2,82; N, 5,69

2-(4-benzoilfenilkarbamoil)-4-kldrfenil-2-kloretilkarbamat (SalCarb10)

Fehér szilard; kitermelés: 38%; Op: 180,0-217,0 °C

IR (ATR): 3336 (NH), 3272 (NH), 1712 (O-CONH-), 1662 (CONH-I), 1211 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 10,74 (1H, bs, NH amid), 8,13 (1H, t, J = 5,8 Hz, NH karbamat), 7,91-7,84 (3H, m, H3, H3", H5),
7,79-7,51 (8H, m, H5, H2", H6", H2"", H3"", H4™", H5"", H6""), 7,29 (1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 3,54 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,-Cl), 3,31 (2H,
g, J =5,9 Hz, N-CHy)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de): & 194,80, 163,55, 153,88, 147,21, 143,27, 137,66, 132,53, 132,02, 131,74, 131,26, 131,17, 129,61,
129,32, 128,69, 125,38, 119,21, 43,14, 42,77

Mmo (mért/szamolt): 456,1/456,2

Elemanalizis, szamolt C,3H15CI,N.O, (457,06): C, 60,41; H, 3,97; N, 6,13; mért: C, 60,25; H, 3,79; N, 5,84

2-(4-benzoilfenilkarbamoil)-4-kldrfenil-3-klorpropilkarbamat (SalCarb11)

Fehér szilard; kitermelés: 64%; Op: 220,0-222,6 °C

IR (ATR): 3336 (NH), 3289 (NH), 1708 (O-CONH-), 1655 (CONH-I), 1222 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 10,74 (1H, bs, NH amid), 7,96-7,84 (4H, m, NH karbamat, H3, H3’, H5), 7,80-7,51 (8H, m, H5,
H2", H6", H2"", H3"", H4"", H5"", H6""), 7,29 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,57 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH,-Cl), 3,31 (2H, q, J = 6,3 Hz, N-CH;),
1,80 (2H, p, J = 6,6 Hz, C-CH,-C)

¥C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 195,05, 163,93, 154,07, 147,67, 143,56, 137,92, 132,78, 132,26, 132,00, 131,53, 131,45, 129,87,
129,47, 128,94, 128,86, 125,69, 119,42, 43,06, 38,28, 32,59

Mmo (Mért/szamolt): 470,1/ 470,2

Elemanalizis, szamolt C,4H,0CI,N,0,4 (471,33): C, 61,16; H, 4,28; N, 5,94; mért: C, 60,97; H, 3,95; N, 5,77

2-(4-benzoilfenilkarbamoil)-4-klérfenil-propilkarbamat (SalCarb12)

Fehér szilard; kitermelés: 23%; Op: 215,9-217,2 °C

IR (ATR): 3339 (NH), 3276 (NH), 1713(0O-CONH-), 1662 (CONH-I), 1218 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-de): & 10,72 (1H, bs, NH), 7,94-7,51 (12H, m, NH karbamat, H3, H5, H2", H3", H5’, H6", H2"", H3"", H4"",
H5", H6™"), 7,27 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 2,93 (2H, q, J = 6,6 Hz, N-CH,), 1,36 (2H, h, J = 7,2 Hz, C-CH,-C), 0,77 (3H, t, J = 7,3 Hz,
CHa)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de): 5 194,78, 163,62, 153,73, 147,42, 143,32, 137,66, 132,52, 131,97, 131,91, 131,23, 131,14, 129,60,
129,11, 128,69, 128,54, 125,46, 119,16, 42,42, 22,52, 11,26

Mmo (Mért/szamolt): 436,1 / 436,3

Elemanalizis, szamolt C4H,:CIN,O, (436,12): C, 65,98; H, 4,84; N, 6,41; mért: C, 65,74; H, 4,62; N, 6,21
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2-(4-benzoilfenilkarbamoil)-4-bromfenil-2-kléretilkarbamat (SalCarb13)

Fehér szilard; kitermelés: 35%; Op: 225,7-227,0 °C

IR (ATR): 3335 (NH), 3270 (NH), 1712 (O-CONH-), 1662 (CONH-I), 1221 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3 10,74 (1H, bs, NH amid), 8,13 (1H, t, J = 5,7 Hz, NH karbamat), 7,92-7,51 (11H, m, H3, H5, H2",
H3", H5", H6", H2"", H3"", H4"", H5"", H6""), 7,23 (1H, d, J = 8,7 Hz, H6), 3,54 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,-Cl), 3,31 (2H, g, J = 5,9 Hz, N-
CHy)

*C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 194,79, 163,45, 153,80, 147,68, 143,27, 137,66, 132,52, 132,10, 132,01, 131,41, 131,23, 131,16,
129,61, 128,69, 125,70, 119,22, 117,33, 43,14, 42,78

Mmo (Mért/szamolt): 500,0 / 500,1

Elemanalizis, szamolt C,3H1sBrCIN,O,4 (501,76): C, 55,06; H, 3,62; N, 5,58; mért: C, 54,86; H, 3,54; N, 5,46

2-(4-benzoilfenilkarbamoil)-4-bromfenil-3-klorpropilkarbamat (SalCarb14)

Fehér szilard; kitermelés: 54%; Op: 225,0-226,9 °C

IR (ATR): 3339 (NH), 3294 (NH), 1708 (O-CONH-), 1655 (CONH-I), 1220 (C-O)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 10,74 (1H, bs, NH amid), 7,96-7,51 (12H, m, NH karbamat,H3, H5, H2’, H3", H5", H6", H2"", H3"",
H4", H5"", H6""), 7,22 (1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 3,57 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH,-Cl), 3,10 (2H, g, J = 6,3 Hz, N-CH_), 1,80 (2H, p, J = 6,6
Hz, C-CH,-C)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de): & 194,79, 163,57, 153,74, 147,89, 143,30, 137,66, 134,23, 132,52, 132,11, 131,99, 131,41, 131,19,
129,61, 128,68, 125,77, 119,16, 117,21, 42,80, 38,03, 32,32

Mmo (mért/szamolt): 514,0 / 514,2

Elemanalizis, szamolt C,4H,0BrCIN,O, (515,78): C, 55,89; H, 3,91; N, 5,43; mért: C, 55,64; H, 3,84; N, 5,36
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A szalicilanilid szarmazékok stabilitasvizsgalata

Koéralmeények (5.1.1.6.7. fejezet): Exformma HPLC rendszer, detektalas: 280 nm, gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-
15 perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B, folyasi sebesség 1 mL/perc, oszlopok: Sal3, SalCarb7 esetén: Nucleosil
C18 (5 ym, 100 A, 4,6 x 150 mm); SalPyr3, SalBenz3 esetén: Zorbax SB-CN (5 um, 80 A, 4,6 x 150 mm)

A 16] Sal3, DMSO Intirg)se.— 7 nap utan -MS, 0.3-0.6min #(34-60)
. X ]
-5 perc Rt: 23,6 perc 360.0 Sal3
1.4+ B 10 Mo szamort; 359,0
_ 7 nap ) . mo szamolt- ’
121 Rt,: 23,7 perc | [Sal3-H] Mmo mert: 359,1
e L
€ 10- 0.8 358.1°60-0
2 -
N 0.8 0.6 < 359.
< 061 ] 360.8
0.4+ 0.4 ool Rt e e
0.21 L i [Sal3+TFA-HJ
. N 0.2 [TEA-H] 471.9 [2Sal3-H]
0.0 - A— 1 718.7
T T T T T 113.1 255.3 ‘I
0 5 10 15 20 25 0'0_-||----|--j-'-”|---|""|""|""|""
t/perc 100 200 300 400 500 600 700 m/z

F5. abra: (A) A Sal3 stabilitasanak meghatarozasa DMSO-ban RP-HPLC segitségével. A 7 napos inkubalas utan (B)
Rt1: 23,7 perc ESI-MS spektruma (Sal3 detektalasa) (Nucleosil C18 oszlop).

SalPyr3, DMSO
A 1.6-
1.4 -5 perc Rt;: 20,9 perc
-7 nap
~ 1.21
=
8 1.0
N 0.8
< 06-
0.4+ Rt;: 20,6 perc\
0.2 \ﬁ
1
o.o-JrlLA C
0 5 10 15 20 25
t/ perc
B'mig%‘ 7 nap utan -MS, 0.4-0.5min #(39-46) C'"tenss- { 7 nap utan 335 TMS. 0.1:0.3min #(1127)
x100 | 10° | .
Rt: 20,6 perc 359.9 Sal3 X Rt: 20,9 perc SalPyr3
1.07 . Mmo szamolt: 35910 34 Mmo szamolt: 49910
T [Sal3'H] Mmo mért- 359.1 T Mmo mért: 49910
0.8 7 1 502.0
os ] 5 [SalPyr3+H]"
o ] [Sal3+H]"
o i 360.1
- 1 —
[Sal3+TFA-HJ 1992
0.2 1 [TFA-HJ 471.9 [2Sal3-H] E 219.1
1 1231 2853 7187 ] 675.6
0.0 1 N . 0 -
100 200 300 400 500 600 700 m/z 100 200 300 400 500 600 miz

F6. abra: (A) A SalPyr3 stabilitasanak meghatarozasa DMSO-ban RP-HPLC segitségével. A 7 napos inkubalas utan
(B) Rti: 20,6 perc ESI-MS spektruma (Sal3 detektalasa) és (C) Rt 20,9 perc ESI-MS spektruma (SalPyr3
detektalasa, mely MS korlilmények kdzt nem stabil, ezért Sal3 is detektalhatd) (Zorbax SB-CN oszlop).
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1.04

A SalBenz3, DMSO
—5 perc Rt,: 21,2 perc
0.84 -—306ra
. —7nap
S
C 0.6
o
[e¢]
g
< 0.4 Rt;: 20,7 perc
0.2 N
‘ﬁ — X ML
0.0
0 5 10 15 20 25
t/ perc
Blmi?)sé_ 7naputén  [Sal3-H] MS, 0.6-0.8min #(55-79) 'menss-'- 7 nap utén -MS, 2.0-2.2min #(132-158)
x10° | 109 ] -
Rt: 20,7 perc ~ 360.0 Sal3 Cx ] Rt: 23,5 perc [SalBenz3-H]
1.0 1 ) 2.5 491.9
' Mo szamoit: 359,0 1
1 Mmo mert: 359,1 ] SalBenz3
- 2.0 . Mmo szamolt: 49110
08 1 Mmomer: 491,1
0.6 15 _:
il ] [Sal3-H]
0.4 1.0 360.0
1 [Sal3+TFA-H] ] [SaIBe]n z3*
- ] TFA-H]
0.2 CHT 0.5
| [TFA-HY 471.9 [257""1': 7H] 1 [TFA-H] 2552 603.9
1130 2552 ‘ 1 1130 J I“
ON T I v S E— — 0-0_.‘.,'....,.'.'.L. ,‘."...,...'.,‘.'l.'..,....
100 200 300 400 500 600 700 m/z 100 200 300 400 500 600 m/z
F7. abra: (A) A SalBenz3 stabilitdsanak meghatarozasa DMSO-ban RP-HPLC segitségével. A 7 napos inkubalas

utan (B) Rti: 20,7 perc ESI-MS spektruma (Sal3 detektalasa) és (C) Rty: 21,2 perc ESI-MS spektruma (SalBenz3
detektalasa, mely MS korlilmények kdzt nem stabil, ezért Sal3 is detektalhatd) (Zorbax SB-CN oszlop).

SalCarb7, DMSO B
109 _ 5 perc
—7nap Rt,: 22,3 perc
—~ 0.87
S
c
S 0.6
o
< 0.41
0.2+ L
— flp —_— A J -
0'0- T T T - T
0 5 10 15 20 25
t/ perc

Intens.
x106 4
1.25

+MS, 0.0-0.3min #(5-27)

7 nap utan -
SalCarb7+H
Rt: 22,3 perc [ 481.]0
SalCarb7
Mmo szémolt: 47810
Mmo mart: 478,1
[Sal3+H]"
360.1
230.3
99.3 _“
e LA
LA IR AL L L L
100 200 300 400 500 600 m/z

F8. abra: (A) A SalCarb7 stabilitdsanak meghatédrozasa DMSO-ban RP-HPLC segitségével. A 7 napos inkubalas

utan (B) Rti: 22,3 perc ESI-MS spektruma (SalCarb7 detektalasa, mely MS kérilmények kdzt nem stabil, ezért Sal3 is
detektalhato) (Nucleosil C18 oszlop).
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2.0

Sal3, Sula
-5 perc
15 —4het Rt,: 23,7 perc
— —Sula
S
c
8
& 1.0+
<
0.5+
. A K |
0.0 T T ‘Ll—,r T L|
0 5 10 15 20 25
t/ perc

F9. abra: A Sal3 stabilitAsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban RP-HPLC segitségével

(Rt1: 23,7 perc — Sal3, ESI-MS spektrum nincs bemutatva) (Nucleosil C18 oszlop).

N N Intens. _ . i R
A 1 4Aba|;)yr3 Sula B <105 1 1151 3 6ra utan MS, 0.6-0.9min #(60-91)
’ -5 perc ] "~ Rt: 6,5 perc
124 —1ora Rt;: 20,9 perc 34
—3ora 1
€ 104 -246ra Rt,: 20,6 perc 4 Pyr
c -12 nap : Mmo szamolt: 158,0
8 0.89 _ Py| 2 Mmo mert: 158,0
% 064 ~ Sula 1
0.4 Rt,: 6,5 perc 4
. - L] .
021 ry | [Pyr-H] 265.1
. 4 157.0
0.01=7 | 227.0 300.2
: - T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 0 ek R
t/ perc 100 150 200 250 300 m/z
C'”)t(igss- 1 3 6rautan +MS, 0.3-0.5min #(32-52) D'”)t(elgsé | 36rautan 3314 +MS$, 0.2-0.5min #(17-50)
] Rt: 20,6 perc + Rt: 24,0 perc
5] 362.1[Sal3+H] ] SalPyr3
] [Sal3+H]"  Mmossamor: 499,0
4] cal3 360.1 Mo mert: 499,0
- a T
E Mmo szamolt: 35910
3 Mmo mért: 35911 44
. [SalPyr3+H]"
5 ] b 502.0
] 24
] 159.1
19993 | 2191 209.2
E 559.5 4635 |1 429.4 600.7
0 0
—rrrrrrgprrrrrrrrr[rrrrr[rrrrr[rrrrrp[rrrr —T+ 1 r. | r 1t 1t T [ T 1 1 T [ T T
100 200 300 400 500 600 700m/z 200 300 400 500 m/z

F10. abra: (A) A SalPyr3 stabilitisanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban RP-HPLC
segitségével. A 3 6ras inkubalas utan (B) Rti: 6,5 perc ESI-MS spektruma (Pyr detektalasa), (C) Rt,: 20,6 perc ESI-
MS spektruma (Sal3 detektaldsa) és (D) Rts: 20,9 perc ESI-MS spektruma (SalPyr3 detektalasa, mely MS

korilmények kézt nem stabil, ezért Sal3 is detektalhatd) (Zorbax SB-CN oszlop).
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1.0
A SalBenz3, Sula th: 21,0 perc
-5 perc
084 —1éora
— -3 ora Rt,: 20,5 perc
IS -1nap
g 0671 _3 nap
g - 28 nap
:(" 0.44 -—Sula
0.24 4,: t A¥
— ————
0.0+~
0 5 10 15 20 25
t/ perc
Intens. | | - i - 1 i
B x106 | 1nap utan MS, 0.6-0.8min #(64-80) C'”;if(‘)%-_ 1 nap utan -MS, 2.0-2.2min #(140-158)
1 Rt:20,5perc  360.0 [Sal3-H] ] Rt: 235 perc 491.9[SalBenz3-HJ
1.07 2.5
1 Sal3 ] SalBenz3
0.8 - Mmo szamoit: 359,0 2.0 ] Mo szamoit: 491,0
i Mmomén: 359,1 ' ] Mmo mért: 491,1
%7 15 [Sal3-H]
] 358.0
0.4 1.0 o
0.2 - . [Sali;;l’l;A-H] [2Sal3-H] 0.5 255 2 [SalBenz3+TFA-H]
: ’ E ' 603.9
1 718.7 ]
0.0 |11|3'0 25J5.'.2 0.0 11|3'O ..JI I|l|. Al l s
L B e LA B BRI BRI R B A L L L L L
100 200 300 400 500 600 700 m/z 100 200 300 400 500 600 700 m/z

F11. abra: (A) A SalBenz3 stabilitdsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmaz6é Sula médiumban RP-HPLC
segitségével. A 3 6ras inkubalas utan (B) Rti: 20,5 perc ESI-MS spektruma (Sal3 detektalasa), (C) Rtz: 21,0 perc ESI-
MS spektruma (SalBenz3 detektalasa, mely MS kortilmények koézt nem stabil, ezért Sal3 is detektalhatd) (Zorbax SB-
CN oszlop).

164



] SalCarb7, Sula

A 1.0 = 5 perc th: 23,7 perc
-1,25 6ra
0.84 —2¢ra
€ — 4 6ra Rt,: 22,3 perc
s o4
S 064 21 6ra
© — Sula
o
< 0.4 I
0.2 A L
-
lﬁ
00 Iy A
0 5 10 15 20 25
t/ perc
Intens. ; Intens. . . | R i K
nxig%__ 2 6ra utan +MS, 0.1-0.3min #(10-28) 2061 26rautan 260.0 M_S, 0.3-0.5min #(32-52)
B 1 Rt: 22,3 perc 4810 C 1 Rt: 23,7 perc  [Sal3-H]
1.25 o ]
1 SalCarb7+H
1 SalCarb7 [ ] 1.5+ Sal3
1.00 . Mmo szamolt: 47810 : Mmo szamolt: 3591()
' ] Mo mert: 478,1 4 Mmo mer: 359,1
0.75 5 1.07
0.50 . ]
] [Sal3+H] 0.5- [Sal3+TFA-HJ
E 360.1 1
.25 4 471.9 -
0.25 100s 230.3 l TITFA-HT | [2313;4]
h > 159.1 l 1113.1 ’
O'OO_T“é_‘."‘!‘“l.“‘.‘""l‘"'!"L..:,!"!..',L....Lll---- O'O_-|I----|---'|" 'I""I""I""I+"'I
100 200 300 400 500 m/z 100 200 300 400 500 600 700 m/z

F12. abra: (A) A SalCarb7 stabilitisanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula médiumban RP-HPLC
segitségével. A 2 6ras inkubalds utan (B) Rti: 22,3 perc ESI-MS spektruma (SalCarb7 detektalasa, mely MS
korilmények kozt nem stabil, ezért Sal3 is detektalhatd) és (C) Rtz 23,7 perc (Sal3 detektalasa) (Nucleosil C18

oszlop).

1.2 sai3 icv
1.04 -—5perc
—24 ¢ra Rt,: 23,6 perc
rg 084 ~ ICM
c
2
& 0.6 1
<
0.4+
0.2+
sl A
O O- T T T T T
0 5 10 15 20 25
t/ perc

F13. abra: A Sal3 stabilitasanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé RPMI-1640 szérummentes médiumban
(ICM) RP-HPLC segitségével (Rti: 23,6 perc — Sal3, ESI-MS spektrum nincs bemutatva) (Nucleosil C18 oszlop).
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A (280 nm)

1.2 9 saipyr3, icm

1.0

0.8 1

0.6 1

0.4+

0.2+

0.0

-5 perc
— 30 perc Rt,: 20,9 perc
-3 6ra
— 24 6ra
— Pyr Rt,: 20,6 perc
Rt;: 6,2 perc
jbﬂ | ——
—_—— e
5 10 15 20 25

t/ perc

F14. abra: A SalPyr3 stabilitAsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé RPMI-1640 szérummentes médiumban
(ICM) RP-HPLC segitségével (Rti: 6,2 perc — Pyr, Rtx: 20,6 perc — Sal3, Rts: 20,9 perc — SalPyr3, ESI-MS

spektrumok nincsenek bemutatva) (Zorbax SB-CN oszlop).

A (280 nm)

Rt,: 21,1 perc

0.7 1 salBenz3, Icm
064 —5perc
-3 ora
054 —246éra
Rt,: 20,6 perc

0.4+
0.3
0.2
0.1

A ~— A
0.0-M

0 5 10 15 20
t/ perc

25

F15. abra: A SalBenz3 stabilitdsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé RPMI-1640 szérummentes
médiumban (ICM) RP-HPLC segitségével (Rt;: 20,6 perc — Sal3, Rt: 21,1 perc — SalBenz3, ESI-MS spektrumok

nincsenek bemutatva (Zorbax SB-CN oszlop).

A (280 nm)

F16. abra: A SalCarb7 stabilitasanak meghatarozasa 10%

SalCarb7, ICM

101 -5 perc Rt,: 23,7 perc

— 30 perc
084 —16ra Rt,: 22,3 perc

—2ora

—-3,506ra \
067 _icm
0.4

A ALL
0.21 - I
l;‘_‘_k
- AA_A_L

0.0 IAAJ_A% -

0 5 10 15 20

t/ perc

25

DMSO-t tartalmazé RPMI-1640 szérummentes

médiumban (ICM) RP-HPLC segitségével (Rti: 22,3 perc — SalCarb7, Rty: 23,7 perc — Sal3, ESI-MS spektrumok

nincsenek bemutatva) (Nucleosil C18 oszlop).
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F2. Tuftsinszarmazékok

Ac-0T20 Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH, TKPR-OT10 H-TKPR TKPKG TKPKG-NH,
Ac-GFLG-0T20 Ac-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,  Ac-T5 Ac-TKPKG-NH,
Ac-OT20(4-but) Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH, Ac-GFLG-TS Ac-GFLG TKPKG-NH,
Ac-T5(4-dek) Ac-TKPKG-NH,
Ac-0T20(4-dek) Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH, \/\/v"\"j°
Ac-T5(4-pal) Ac-TKPKG-NH,
HN__O

Ac-OT20(4-pal) Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH, Wwo

\/\/\/\/\/\/iNj o Ac-T5-OH Ac-TKPKG-OH
Ac-GFLG-T5-OH Ac-GFLG TKPKG-OH
Ac-0T20(14-pal) Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-TKPR-OH Ac-TKPR-OH
HN_O
WW\/\/J Ac-GFLG-TKPR-OH Ac-GFLG TKPR-OH
Ac-0T10 Ac-TKPKG TKPKG-NH,
Ac-TKPPR-OH Ac-TKPPR-OH
Ac-0OT10(9-but) Ac-TKPKG TKPKG-NH,
Ac-GFLG-TKPPR-OH Ac-GFLG TKPPR-OH
Ac-OT10(9-dek) Ac-TKPKG TKPKG-NH,
\/\/\/H\Nj¢o
Ac-0OT10(9-pal) Ac-TKPKG TKPKG-NH,

HN_O

T

F17. abra: Az acetilezett kontroll tuftsinszarmazékok sematikus rajza
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Cf-0T20

Cf-GFLG-0T20

Cf-OT20(4-but)

Cf-OT20(4-dek)

Cf-OT20(4-pal)

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Cf-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

J

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

\/\/\/\/\/\/\j

Cf-OT20(14-pal)

Sal8-Aoa-0T20(4-Cf)

Ac-0T20(14-Cf)

Cf-OT20(14-Cf)

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

S

Sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

NH

cf’

Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

NH

cf’

Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

NH

cf’

Cf-TKPR-OT10

Cf-0T10

Cf-T5

Cf-GFLG-T5

Cf-T5(4-dek)

Cf-T5(4-pal)

Cf-TKPR TKPKG TKPKG-NH,

Cf-TKPKG TKPKG-NH,

Cf-TKPKG-NH,

Cf-GFLG TKPKG-NH,

CF-TKPKG-NH,

HN__O

S

Cf- TKPKG-NH,

HN_O

\/\/\/\/\/\/\j

Cf-T5-OH

Cf-GFLG-T5-OH

Cf-TKPR-OH

Cf-GFLG-TKPR-OH

Cf-TKPPR-OH

Cf-GFLG-TKPPR-OH

HO.

Cf-NH-PEPTID :

Cf-TKPKG-OH

Cf-GFLG TKPKG-OH

Cf-TKPR-OH

Cf-GFLG TKPR-OH

Cf- TKPPR-OH

Cf-GFLG TKPPR-OH

NH-PEPTID

F18. abra: Az 5(6)-karboxifluoreszceinnel fluoreszcensen jel6lt tuftsinszarmazékok sematikus rajza
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— piperidinnel nem kezelt

A 3.0 Rt;: 12,0 perc — piperidinnel kezelt
"\\
2.5
m Rt,: 15,7 perc
E 2.0
c
=)
N 157
<
1.04
05 l
M
| TN N
0.0 - . : T )
0 5 10 15 20 25
t/ perc
Intens. ] i Intens. i
T Rt 12,0 perc +MS, 0.1-0.5min #10-#52 ) +MS, 0.1-0.2min #6-#22
xlOG: 29697 C xi074 Rt: 15,7 perc [CF-CA-TB4 2H]
2.0 : i
. [Cf-T5+3H]** 623.5
. CI.TS 0g- CHCf-T5
1.5 ] Mav szamolt- 887;0 7 mav Szé"jog:z:l;l2548'3
[Cf-T5+2H  Mavmen: 887,0 0.6 avmet 2S4S
1.0 444.3 04 [CF-Cf-T5+3H]"
] . . 416.1
0.5 [Cf-T5+H] 02+
] 887.4 1
0.0 - U B '!"|'i"l!|""‘|""|""|""|' O'0_'|'"'|"''|'"'|""|""|""|""|'
200 300 400 500 600 700 800 m/ 200 300 400 500 600 700 800 miz

F19. abra: (A) Az 5(6)-karboxifluoreszcein kapcsolasa utan piperidinnel nem kezelt Cf-T5 nyers peptid és a
piperidinnel kezelt nyers peptid analitikai RP-HPLC kromatogramja (Exformma EX1600, Zorbax SB-C18 oszlop (5 um,
100 A, 4,6 x 150 mm), gradiens: 0-2 perc 0% B, 2-22 perc 0-90% B). (B) Rt;: 12,0 perc ESI-MS spektruma (Cf-T5,
vart, egyszeresen jelolt peptid detektalasa) és (C) Rtx: 15,7 perc ESI-MS spektruma (Cf-Cf-T5: melléktermék,

kétszeresen jelolt peptid detektalasa).
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A 109 cromo B 109cirs
X~ MonoMac6 x MonoMac6
2 2
= =
0 n 8+ 0 » 8
i) € o
N @ N
L + o +
ES 61 EG 61
8 =< 8 <
g s g3
88 4 88 4
2% 25
g = g =
x x
p=) p=}
TS 21 L8 21
8 kel
= ©
0 - 0 -
kontroll 0,32 uM 1,6 yM  8puM 40 uM 200 uM kontroll 0,32 pM 1,6 uM  8uM 40 uM 200 uM

C o, Cf-0T20(4-dek) D 3007 ¢r.ot200-pa)
% 607 MonoMacé x 2004 MonoMac6 .
T 501 ﬁ T 101 N
o n < 0w o 50
€ o € o
E ~a{ 8 E \q{
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£ 0 £ 0
& = 6 8 =
c > e s
o S
3 4 N
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£S5 o g
8 8
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kontroll 0,32 uM 1,6 yM 8 puM 40 uM 200 uM kontroll 0,32 uM 1,6 uM 8uM  40uM 200 uM

F20. abra: A kivalasztott fluoreszcensen jeldlt tuftsinszarmazékok sejtbejutasanak koncentraciofiiggése MonoMac6
sejteken (3 oras kezelési id6). (A) Cf-OT20, (B) Cf-T5, (C) Cf-OT20(4-dek), (D) Cf-OT20(4-pal).
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F3. Szalicilanilid szarmazékok peptidkonjugatumai

Szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumai

SalBenz-Aoca-0T20  (SalBenz-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

F21. dbra: A szalicilanilid-4-formilbenzoatok peptidkonjugatumainak sematikus rajza

Szalicilanilid-4-formilbenzoat peptidkonjugatum stabilitasvizsgalata

Korilmeények (4.3.1.1. fejezet): Exformma HPLC rendszer, detektalas: 280 nm, gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-15
perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B, folyasi sebesség 1 mL/perc, oszlop: Nucleosil C18 (5 ym, 100 A, 4,6 x 150

mm)
0.5 qsalBanz3-A0a-0T20, DMSO . i
A alBanz3-Aoa . B '”)t(igsﬁ— 7 nap utén JMS, 0.1-0.2min #(8-19)
-5 perc Rtl. 16,8 perc : Rt: 16,8 perc [M+6H] [|\/|-|.5H]5+
044 —16ra . 436.2 523.2
'é — 7 nap 154 SalBenz3-A0a-OT20
< 03' : Mavszémolt: 2610,8
P 1 Maymer: 2611,3
g i
N— i 1 0 =
< 02 ]
0.1 ] 351.1
057 N+ 7H]” [M+4H]*
0.0- ] 653.8
. . . . T 1159.1 225 3
0 5 10 15 20 25 0.0 ek bttt bt sttt Al bl
t/ perc 200 300 400 500 600 miz

F22. abra: (A) A SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum stabilitdasanak meghatarozasa DMSO-ban RP-HPLC segitségével.
A 7 napos inkubdlas utan (B) Rt;: 16,8 perc ESI-MS spektruma (SalBenz3-Aoa-OT20 detektalasa) (Nucleosil C18

oszlop).
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o
o

7 salBanz3-Aoa-0T20, Sula

— 5 perc Rt,: 16,7 perc
0.4- - 30 perc
' —16ra
g —2,506ra
< 0.34 —5,56ra )
2 —sula Rt;: 23,8 perc
o
< 027 Rt,: 12,4 perc
0.1+ dHt-
0.0
0 5 10 15 20 25
t/ perc
Intens. ] , - - -
106 ] 30 perc utan [M+6H]6++MS’ 0.2-0.4min #(16-39)
4 Rt: 16,7 perc 436.2 [M+5HP
1.5 523.2
"~ ] SalBenz3-Aoa-OT20
T Mav szamolt: 261018
] Mavmén: 2611,3
1.0
] 351.2
0.5 "
] M+7H)’ M AHT
] 653.7
0.0

200

300

400

Intens. 4 ] MS, 0.1-0.3min #(11-
x106 ] 30 perc utan  [M+5H]* +MS, 0.1-0.3min #(11-33)
1 Rt: 12,4 perc .
5 P 4512 Bens*A0a-0T20
] aciliumion
43 [[\/|+6H]6+ May szamoit: 2251,7
1 3762 May men: 2251,4
3]
] [M+4H]"
2+ 563.7
L1 IMeTH”
] 322.7
= [N WP " Ll
L L L L L B
250 300 350 400 450 500 550 600 m/z
Intens. - - i _
06 30percutan [sal3-HT MS, 0.4-0.7min #(38-73)
Rt: 23,8 perc  360.0
1.0 1
Sal3
1 Mmo szamolt- 35910
0.8 Mo mert: 359,1
0.6
0.4
| [Sal3+TFA-HJ .
0.2 [TFAH] 471.9 [2Sal3-H]
1 1131 ° 2552 1187
0.0 41 L
LR B L R A B R B R R B LR B
100 200 300 400 500 600 700 m/z

F23. abra: (A) A SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum stabilitdsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula
médiumban RP-HPLC segitségével. A 30 perces inkubalas utan (B) Rti: 12,4 perc (Benz-Aoa-OT20 detektalasa), (C)

Rt,:
(Nucleosil C18 oszlop).

0.4 qsalBanz3-A0a-0T20, ICM
-5 perc
- 10 perc
. 0.371 -15perc
g —ICM Rt;: 16,7 perc Rt;: 23,6 perc
R
& 0.2
< Rt,: 12,4 perc
0.1
- -
A_A.
0.07 T T T T T
0 5 10 15 20 25
t/ perc

16,7 perc (SalBenz3-Aoa-OT20 detektalasa), és (D) Rts: 23,8 perc ESI-MS spektruma (Sal3 detektalasa)

F24. abra: A SalBenz3-Aoa-OT20 konjugatum stabilitdsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé RPMI-1640

szérummentes médiumban (ICM) RP-HPLC segitségével (10 perc inkubalas utan Rt;: 12,4 perc — Benz-Aoa-OT20,
Rty: 16,7 perc — SalBenz3-Aoa-OT20, Rts: 23,6 perc — Sal3, ESI-MS spektrumok nincsenek bemutatva) (Nucleosil

C18 oszlop).
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N—[TKPKG],

o CFs
CF,
Br N hidrolizis % OH
H médiumban Br. l\
N o7 YT Y
L~ N
OH

o
H O
L N N—[TKPKG],4 Sal3 Benz-Aoa-0OT20 i karboxil csoport
ZN o/j( Mpro: 359,0 M,,: 2268,7 | protonalédasa és
SalBenz3-Aoa-0T20 0o ® v vizvesztése MS-ben
M,,: 2610,8 o

‘ H
A~ —[TKPKG
A N\O/WN [ la

Benz*-A0a-0T20 aciliumion
M,,: 2251,7

F25. abra: A SalBenz3-A0a-OT20 konjugatumban az észterkotés hidrolizise médiumban (Sula, ICM), a keletkezett
Benz-Aoa-OT20 MS-ben csak kis mértékben volt detektalhatd, a Benz-Aoa-OT20-bol feltételezhetbéen aciliumion
képzdédik (Am: 17,1) az MS korlilmények kdzott
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Szalicilanilid-peptid konjugatumok

A 257 _pg perc B In;elr;)%: 2 nap utan [M+2H]2+ +MS, 0.1-0.2min #11-#19
—1lnap Ry, 17,2 perc , ] Rt 17,2 perc J
201 —2Nap  kopjugatum ]
o ~ 14 nap ] Sal8-Aoa-GFLG-
1.5 . E TKPR-OH
é §t3|820’6 peI’C 2__ Mav szamolt- 1264,2
8 Rti: 13,0 perc 2 ) May mer: 1264,6
< Aoa-peptid 1
1 -
O _- T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 m/z
t/ min
F26. abra: A Sal8-Aoa-GFLG-TKPR-OH konjugatum képz&désének kovetése, (A) analitikai RP-HPLC

kromatogramok 5 perc, 1 nap, 2 nap és 14 nap utan. (B) Rt,: 17,2 perc (2 nap kdvetés utan) ESI-MS spektruma (Sal8-
Aoa-GFLG-TKPR-OH detektalasa). Korilmények: Exformma HPLC rendszer, detektalas: 220 nm, gradiens: 0-5 perc
0% B, 5-15 perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B, folyasi sebesség 1 mL/perc, oszlop: Zorbax SB-C18 (5 ym, 100 A,

4,6 x 150 mm).

Sal-A0a-0T20 Sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

Sal-Aoa-GFLG-0OT20 Sal-Aoa-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

Sal-A0a-0T20(4-but) Sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

J

Sal-Aoa-0T20(4-dek) Sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN_O

S

Sal-Aoa-0T20(4-pal) sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

\/\/\/\/\/\/\j

Sal-Aoa-0T20(14-pal) Sal-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

Sal-Aoa-0T20(4-Sal-Aoa)

v
&
TKPR-OT10(8-Sal-Aoa; H-TKPR TKPIE(QTKPKG-NH2
13-Sal-Aoa)
a {b/NH
o
\’?.o \'?p
< C
Sal-A0a-0T10 Sal-Aca-TKPKG TKPKG-NH,

Sal-Aoa-T5

Sal-Aoa-GFLG-T5

Sal-Aoa-T5(4-dek)

Sal-Aoa-T5(4-pal)

Sal-Aoa-T5-OH

Sal-Aoa-GFLG-T5-OH

Sal-Aoa-TKPR-OH

Sal-Aoa-GFLG-TKPR-OH

Sal-Aoa-TKPPR-OH

Sal-Aoa-GFLG-TKPPR-OH

Sal-Aoa-TKPKG-NH,

Sal-Aca-GFLG TKPKG-NH,

Sal-Aoa-TKPKG-NH,

HN__O

\/\/\/\j

Sal-Aoa-TKPKG-NH,

HN_O

S

Sal-Aoa-TKPKG-OH
Sal-Aoa-GFLG TKPKG-OH
Sal-Aoa-TKPR-OH
Sal-Aca-GFLG TKPR-OH
Sal-Aoa-TKPPR-OH

Sal-Aoa-GFLG TKPPR-OH

F27. abra: A szalicilanilid-tuftsinszarmazék konjugatumok sematikus rajza (Sal7-9 konjugalhaté szalicilanilidek)
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A szalicilanilid-peptid konjugatumok stabilitasvizsgalata

Koérilmeények (4.3.2.2. fejezet): Exformma HPLC rendszer, detektalas: 220 nm, gradiens Nucleosil C18 (5 ym,
100 A, 4,6 x 150 mm) oszlop esetén: 0-5 perc 0% B, 5-15 perc 0-60% B, 15-25 perc 60-100% B, Phenomenex Jupiter
C18 oszlop esetén (5 um, 100 A, 4,6 x 250 mm): 0-5 perc 0% B, 5-55 perc 0-90% B, folyasi sebesség 1 mL/perc

F28.

abra:

A (220 nm)

(A) A Sal8-Aoa-OT20(4-dek)
segitségével (3 hetes inkubalas utan Rti;: 16,4 perc — Sal8-Aoa-OT20(4-dek) detektalasa, MS spektrum nincs

bemutatva) (Nucleosil C18 oszlop).

1Sal8-Aoa-0T20(4-dek), DMSO
-5 perc
1.59 -3 hét
DMSO
1.0 Rt;: 16,4 perc
0.5+
1) ~

0.0 T T T \L T

0 5 10 15 20 25

t/ perc

konjugatum stabilitasanak meghatarozasa DMSO-ban RP-HPLC

1.8+ Sal8-Aoa-0T20, Sula Intens. | | , +MS, 0.1-0.3min #(10-25)
A 16] -5 perc B x106] 4 hét utan o
. DMSO _ 4 hét 154 Rt:10,9perc [M+6H] o}
1.4+ —Sula 1 354.7
= 1] Rt,: 14,3 perc 1 HO  NH—OT20
§ 1.0 1'0_- Mav szamolt: 2121,5
8] | May mert: 2122,2
<08 ] [M7H]™ | [M+5H]™"
0.6 Rt,: 10,9 perc Rt,: 20,4 perc J 304.2 425.4
0.4 0.54 4+
4 [M+4H]
0.2—_‘65 ] 531.3
0.07 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0'0'-.‘--'-.-1---.--"--.-'-.
t/ perc 200 300 400 500 m/z
Intens. ] r i Intens. | - i
C 106 4 hét utan [M+6H]6+ +MS,‘sa|08(_)A003artg1_lft240-#28 D <1051 4 hét utan [M-HJ MS, 0.3-0.5min #28-#41
] Rt: 14,3 perc 409.9 i { Rt: 20,4 perc  334.0
] Mav szamolt- 245217 1.5 334.1
4 May men: 2453,5 . 332.2
4 5+ T
] [M+7H]™ [M+5H] { sal8 331
3 351.6 491.6 1.04 Mav szamait: 333,0
] "1 Maymen: 333,2 3350
2] ]
E " 0.5 330 332 334 336 miz
] [M+8HI®* e ]
] 614.2 ] 1131 447.9
] 307.8 - l 283.4 : 666.6
04 A J 1 | 0.0 4 " R
rrrrr+r rr+~r+rp ¢ ¢ [ 1 1t [ T 1T Trrrrrfrrrrr T
200 300 400 500 600 m/z 100 200 300 400 500 600 m/z

F29. abra: (A) A Sal8-Aoa-OT20 konjugatum stabilitdsanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula
médiumban RP-HPLC segitségével. 4 hét inkubalas utan (B) Rti: 10,9 perc (2-hidroxiacetil-OT20 detektalasa), (C)
Rt2: 14,3 perc (Sal8-Aoa-OT20 detektalasa), (D) Rts: 20,4 perc (Sal8 detektalasa) ESI-MS spektruma (Nucleosil C18

oszlop).

175



1.8-Sal8-Aoa-GFLG-0T20, Sula

A -5 perc Intense. 1 4 hét utan [M+6H]6+ +MS, 0.0-0.3min #3-#31
1.67 DMSO _ . B xto® | 2" o
4 hét 124 Rt: 12,7 perc 4171
1.47 - Sula 1 / /<
1.2 Rt,: 15,7 perc 1.0 1 HO NH_GFLG_'OT20
e E [[\/|+7H]7+ May szamoit: 2496,0
g 1.01 0.8 4 3578 Mav mert: 2496,7
Q08 ] [M+5H]""
<06 0'6'_ 500.3
0.4 0.4 -
027_'& 0.2 1 [M+4H]*
0'0; T T T T 7 | J J 625.1
0 5 10 20 25 0.0 —jun : bbb -
t/ perc 300 400 500 600 m/z
Intens. 1 at Uts _+MS, 0.1-0.7min #13+#64| Intens. - “MS, 0.3-0.5min #26-#39
X0 ét','elts“;a"em [M+6H]" Salg-A0a-GFLG-0T20| [y*10° ] ‘F‘{t*.‘eztO“:a“ [M-H]
4 ' ' p 472.3 Mav szamolt- 282711 J ’ ! perc 334.1 332.2 334.1
E May mert: 2827,9 08 ’
] M+7H]™ [M+5H]* o | sa8 333.1
24 405.1 566.5 May széamoit: 333,0 '
7 0.6 Mav mért: 33312 335.0
] 0.4 -
14 11131 330 332 334 336 "z
] [M+8H]* i
1 354.6 [M+4H]* 02 255.4 4480
0 _- W N | ) 703'8 0.0 1 1 .]lliul Lo 66J-6.4
LI BB L R BN RN A L Trfrrrrrrrrrr[rrrr[ T
300 400 500 600 700 m/z 100 200 300 400 500 600 m/z
F30. abra: (A) A Sal8-Aoa-GFLG-OT20 konjugatum stabilitisanak meghatarozasa 10% DMSO-t tartalmazé Sula

médiumban RP-HPLC segitségével. 4 hét inkubalas utan (B) Rti: 12,7 perc (2-hidroxiacetil-GFLG-OT20 detektalasa),
(C) Rtz 15,7 perc (Sal8-Aoa-GFLG-OT20 detektalasa), (D) Rts: 20,4 perc (Sal8 detektalasa) ESI-MS spektruma

(Nucleosil C18 oszlop).

F31. abra:

A (220 nm)

Salg-Aoa-OT20(4-dek), ICM
101 -5 perc
DMSO Rt;: 16,4 perc -1 hét
- ICM
0.8
0.6
0.4+
0.27 HE&_/
0.0 T T T T T
0 5 10 15 20 25
t/ perc

A Sal8-Aoa-OT20(4-dek) konjugatum stabilitdsanak meghatarozasa

10% DMSO-t tartalmazo

szérummentes médiumban RP-HPLC segitségével (1 hét inkubalas utan Rt;: 16,4 perc — Sal8-Aoa-OT20(4-dek), ESI-
MS spektrum nincsen bemutatva) (Nucleosil C18 oszlop)
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1.0 sal8-A0a-0T20, CM
-5 perc
DMSO — 24 6ra
0.8 -CM
T 0.6
c
O .
Rt,: 24,5 perc
04 ! P
<
0.2+
0.0~J ’ . . : T T
0 10 20 30 40 50 60

t/ perc

F32. abra: A Sal8-Aoa-OT20 konjugatum stabilitasanak meghatarozasa 10% DMSO-t és szérumot tartalmazo
médiumban RP-HPLC segitségével (24 6ra inkubalas utan Rti: 24,5 perc — Sal8-Aoa-OT20, ESI-MS spektrum nincs

bemutatva) (Phenomenex Jupiter C18 oszlop).
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A Sal8-peptid konjugatumok degradaciéja patkany maj lizoszéma preparatumban

ionhoz tartoz6 kromatogramok osszesitésével (EIC, extracted ion chromatogram), a fragmensekhez
tartozo retencids id6vel, a szamitott és mért molekulatdémeggel jellemeztem. Azoknal a fragmenseknél,
melyeknél a brom izotdpeloszlasa megfigyelheté EIC tartomanyt adtam meg. A kisebb fragmenseknél az
oximkotés miatti E és Z izomerek elvalnak, ezeknél mindkét izomer retencids idejét megadtam. A legtdbb

fragmensnél

atlagos molekulatdmeg szerepel
medfigyelhetd, a monoizotépos molekulatdmeg szerepel. Roviditések: OT20 =

(av),

[TKPKG]3, OT10 = [TKPKG];, és T5 = TKPKG.
Koérulmények: 5.2.7. fejezet.

A Sal8-A0a-0T20 lizoszomalis degradacioja

azoknal

a fragmenseknél,
[TKPKG],, OT15 =

ahol [M+H]+

F33. abra: A Sal8-Aoa-OT20 degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemz6

Intens. . Intens.
A" 071 5min 1 «074 1h
2.0 0.8 -
1.5 — 0.6 -
1.0 3,4 0.4
0.5 — 76, 7 0.2 4
] 2 9,10 1
0'0_| T L J_ll = 'J' ‘Il T L L 0.0 T T T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.
X107__ 2h 11’ 12 13 x1075 4 h 13
0.8 1.25 E
1 1.00 4
0.6 | 9,10 E
J 0.75 3
047 0.50 3
2] E 11,12
0. —_ 6,7 l 0.25—E 9,10 l
O.O_I == T T LgI T % 0.OO_-I T LA | IIl""l"l"l""l
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.
x1073 8h 13 x1073 24h 13
1.00 3 1.00 3
0.75 3 0.75
0.50 0.50 3
0.25 3 12 0.25 3 12
] 9 L 3 9
0.00 _-I T T |A T T # 0.00 _-I = T T T l T T T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-0T20 491,5 9,6 2452,7 | 2452,6 (av)
2 Sal8-A0a-OT15-TKPK-OH 480,4 9,8 2396,6 / 2397,0 (av)
3 Sal8-Aoa-OT15-OH 486,6 11,0 1942,1/1942,2 (av)
4 Sal8-Aoa-OT10-TKPK-OH 472,3 11,0 1885,0/ 1885,0 (av)
5 Sal8-Aoa-OT10-TKP-OH 440,3 11,8 1756,8 / 1757,0 (av)
6 Sal8-Aoa-OT10-OH 477,5-478,0 12,6 1430,4 / 1430,6 (av)
7 Sal8-Aoa-T5-TKPK-OH 458,4-459,0 12,6 1373,4 / 1373,6 (av)
8 Sal8-Aoa-T5-TKP-OH 415,7-416,2 13,7 1245,2 / 1245,6 (av)
9 Sal8-Aoa-T5-OH 460,0-461,0 15,2 917,3/917,2 (mo)
10 | Sal8-Aoa-TKPK-OH 431,3-432,6 15,2 860,3 / 860,2 (mo)
11 | Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (mo)
12 | Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2/635,3 (Mo)
13 | Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-GFLG-0T20 lizoszomalis degradacidja

Intens. ) Intens. 3
A x1073 5min 1 x1073 1h 4
] 1.00 3
37 E
1 0.75 4
2] E
] 0.50
14 E
: 0.25 3 3
3 4 32 3 L)
o _I — T T T T L I‘.A T OOO _-I n T T T T T #
0 5 10 15 20 Time [min] 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens. 3
x1073 2h 4 x1073 4h 4
1.25 E
1.00 3 1.00 3
0.75 — 0.75 ‘
0.50 3 0.50 —
0.25 — 3 0.25 — M 3
OIOO:I T T T T Ifl IOIOO:II LI II""I""I"""I
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 3 Intens. 3
x107] 8h 4 x1073 24 h 4
E 1.25 3
1.00 3 1.00 3
0.75 3 0.75 3
0.50 3 0.50 3
3 0.25 3
0.25 ] M 3 E
0.00 4 0.00 4
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-GFLG-0T20 472,3 12,6 2827,1/2827,8 (av)
2 Sal8-Aoa-GFL-OH 724,2-727,0 27,1 723,2/723,1 (mo)
3 | Sal8-Aoa-GF-OH 611,2-614,0 25,2, 25,6 (izomerek) 610,1/610,2 (mo)
4 Sal8-Aoa-Gly-OH 464,1-467,0 23,0, 23,6 (izomerek) 463,0/463,1 (mo)

F34. abra: A Sal8-Aoa-GFLG-OT20 degradacioja patkany maj lizoszéma preparatumban. (A) A fragmensekre

jellemzd ionkormatogramok (EIC) a kiilonb6z6 mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-0T20(4-dek) lizoszomalis degradacidja

Intens. 4 . Intens. 4
A x107] Smin 1 x1073 1h 12
] 57
34 43
] E 5,6,9,10
] 3
23 3,4 E
1 56,9 2 3,4
14 T E 11
] 12 7,8 1 N l
0] b; ﬂh A 0 _E 1 7 8A
I é 1IO 1I5 2IO 1I'ime [min]I (I) é 1I0 1I5 2I0 'Irime [min]I
Intens. J Intens. |
x1074 2h 12 x1077] 4h
] 6 - 12
53
43 1
E 41
33 |
2 —; 11 5 11
13 9,10 K | 9,10 l A
0 e A l 0 b
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.
x1074 8h 12 x1074 24 h 12
44 44
2 11 2 11
' ol | ' ol |
0 A 0+ N
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-OT20(4-dek) 522,5 14,3 2606,9 / 2607,2 (av)
2 Sal8-Aoa-OT15(4-dek)-TKPK-OH 426,2 14,7 2550,9 /2551,2 (av)
3 Sal8-Aoa-OT15(4-dek)-OH 525,1 15,8 2096,3 /2096,5 (av)
4 Sal8-Aoa-OT10(4-dek)-TKPK-OH 510,9 15,8 2039,3/2039,5 (av)
5 Sal8-Aoa-OT10(4-dek)-OH 529,3 17,6 1584,7 / 1584,9 (av)
6 Sal8-Aoa-T5(4-dek)-TKPK-OH 510,3 17,6 1527,6 / 1527,9 (av)
7 Sal8-Aoa-T5(4-dek)-OH 536,8-538 21,8 1071,5/1071,4 (mo)
8 Sal8-Aoa-TKPK(dek)-OH 508,4-510 22,1 1014,4 / 1014,4 (mo)
9 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (mo)
10 | Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 /635,3 (mo)
11 | Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
12 | H-Lys(dek)-OH 301,3-302,3 18,4 300,2 / 300,3 (mo)

F35. abra: A Sal8-Aoa-OT20(4-dek) degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre

jellemz8 ionkormatogramok (EIC) a kiilénbdzd mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-0T20(4-pal) lizoszomalis degradacidja

Intens. 4 . Intens. {
A x1037: 5 min 1 x07q4 1h 1
1.5 7 45
24 ] ,
1 4,5 1.0 D, 7‘
1 ] 7,8
17 f 0.5 11 12
] o/ 7.8 11 ] 16 20 |} }e \
0 - PR Ao 0.0 4—a .
T L LA LA L L S R B LR L L LR R | L L LA L R R L R B R B L R L B |
0 5 10 15 20 Time [min] 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 4 Intens.
x1074 2h 1 x107 T 4 h 7: 8
| 7,8 N
i 2, 3, b
0-8] 13, 14 0.8
0.6 4,5 0.6 2,3 45
04_' ] 13,14 11,12,21
. 0.4
] 5 11,12, 21 - 6
0.2 1 0.2 4 19 1
] 20 ] 20 l 9,10, 15
0.0 AL " L 915 ool a 17,1819 L \ N
LI L AL AL | LA L L LA B B | rr+-rr 1 rrrr1rrrr 1+ rr 1T 1T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens. |
x106 | 8h 7,8 x106 1 24 h 15 o1
] 5
4 12 4
44 21 44
13,14
E 1, 13, - 20
2 20 14 9, 10, 15 5 7,8
| 19 4 9 2
11 0
L ot ] ks 0 |l 0
(I) 5I 1IO 1I5 2I0 'Il'ime [min]I (I) é 1IO 1I5 2IO 'Il'ime [min]I
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamott / Mmert
1 Sal8-Aoa-OT20(4-pal) 539,3 17,1 2691,1/2691,3 (av)
2 Sal8-Aoa-OT15(4-pal)-TKPK-OH 528,0 17,6 2635,0/2635,4 (av)
3 Sal8-Aoa-OT15(4-pal)-TKP-OH 502,4 18,0 2506,9 / 2507,1 (av)
4 Sal8-Aoa-OT15(4-pal)-OH 546,1 18,7 2180,5/2180,5 (av)
5 Sal8-Aoa-OT10(4-pal)-TKPK-OH 531,9 18,8 2123,4/2123,7 (av)
6 Sal8-Aoa-OT10(4-pal)-TKP-OH 499,8 19,5 1995,2 /1995,5 (av)
7 Sal8-Aoa-OT10(4-pal)-OH 557,3 20,8 1668,9 / 1669,0 (av)
8 Sal8-Aoa-T5(4-pal)-TKPK-OH 538,3 20,9 1611,8/1611,9 (av)
9 | Sal8-Aoa-T5(4-pal)-TKP-OH 741,9-743,0 22,7 1483,6 / 1483,8 (av)
10 | Sal8-Aoa-T5(4-pal)-TK-OH 693,4-695,0 23,2 1386,5/1386,7 (av)
11 | Sal8-Aoa-T5(4-pal)-OH 578,8-580,0 27,3 1157,2 / 1157,6 (av)
12 | Sal8-Aoa-TKPK(pal)-OH 550,4-551,8 27,4 1098,5/1098,5 (mo)
13 | Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (mo)
14 | Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (mo)
15 | Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
16 | Sal8-Aoa-OT20 491,5 9,6 24527 | 2452,6 (av)
17 Sal8-Aoa-OT10-OH 477,5-478,0 12,6 1430,4 / 1430,6 (av)
18 | Sal8-Aoa-T5-TKPK-OH 458,4-459,0 12,6 1373,4/1373,6 (av)
19 Sal8-Aoa-T5-TKP-OH 415,7-416,2 13,7 1245,2 / 1245,6 (av)
20 | Sal8-Aoa-T5-OH 460,0-461,0 15,2 917,3/917,2 (mo)
21 | H-Lys(pal)-OH 385,4-386,4 26,9 384,3/ 384,4 (mo)

F36. abra: A Sal8-Aoa-OT20(4-pal) degradacioja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre

jellemz8 ionkormatogramok (EIC) a kiilénbdz8 mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-0T20(14-pal) lizoszomalis degradacidja

Intens. . Intens.
A x107 3 5 min 1 x1073 1h 15
2
] 3,4
1] 9, 10
] 5 \ ﬁ 15 3
ol A 14 467 B2 L A
(I) 5I 1IO 1I5 2IO 1I'ime [min]I (I) FIJ 1IO 1I5 2I0 1I'ime [min]I
Intens.— Intens. | 9
x107 2h 9 15 x107 | 4 h 15
0.8 0.8
1 1 12
0.6 0.6 13
- 12 -
0.4 - 0.4+
0.2 56,7 11 13 0.2 6 7 1
4 8 ﬂ 1 57,8 (]l0
O'O_, & T ,MLgO — —T T O'O_l ﬂ‘ L T AJ‘ |Jl LR LA AL L B R R |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. g Intens. ]
X107E 8 h 15 X107— 24 h 15
1.25 ]
1.00 _i 9 1.0 _:
0.75 3 12 13 ] 13
0.50 3 1 912
R 0.5 1
0.25 3 ] )L
0.00 3 N ”6” SN, S O — ”6” '
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-0OT20(14-pal) 539,3 15,5 2691,1/2691,3 (av)
2 Sal8-Aoa-OT15(14-pal)-TKPK-OH 528,0 16,0 2635,0/ 2635,4 (av)
3 Sal8-Aoa-OT15(14-pal)-OH 546,1 17,7 2180,5/2180,3 (av)
4 Sal8-Aoa-OT10-TKPK(pal)-OH 531,9 17,8 2123,4/2123,6 (av)
5 Sal8-Aoa-OT10-TKP-OH 440,3 11,8 1756,8 / 1757,1 (av)
6 Sal8-Aoa-OT10-OH 477,5-478,0 12,6 1430,4 / 1430,6 (av)
7 Sal8-Aoa-T5-TKPK-OH 458,4-459,0 12,6 1373,4/1373,6 (av)
8 Sal8-Aoa-T5-TKP-OH 415,7-416,2 13,7 1245,2 / 1245,6 (av)
9 Sal8-Aoa-T5-OH 460,0-461,0 15,2 917,3/917,2 (mo)
10 | Sal8-Aoa-TKPK-OH 431,3-432,6 15,1-15,2 860,3/860,2 (mo)
11 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (mo)
12 | Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
13 | Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
14 | Sal8-Aoa-OT20 491,5 9,6 2452,7 | 2452,6 (av)
15 | H-Lys(pal)-OH 385,4-386,4 26,9 384,3/ 384,4 (mo)

F37. abra: A Sal8-Aoa-OT20(14-pal) degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre

jellemzd ionkormatogramok (EIC) a kiildnb6z6 mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.

182




A Sal8-Aoa-0T20(4-Sal8-Aoa) lizoszomalis degradacidja

Intens. . Intens.
A x1073 ©min 1 «107] 1h 12
] ] 9,10
1.0 . 2 N
] %4569 ] 5 6
0.5 I f 14 '
: [l /1p 7.8 : ) TS
O'O_I T '|""|""rl|""|"'ﬂ O_I L LI LB LR T T .'-'I"'
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.
xt07] 2h 12 x107] 4h 12
3] 1.5
1 ] 11
2 1.0
1 —: 0.5
: 9,10 JLll : 10 u
0 ﬂ; l 0.0 “9 A .
T T+ rr 1o L L L L LA R LN BN L L R AL |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens.J Intens. J
x1071 8N 12 x1074 24 h 12
2.0 E
153 11 R 11
1.0 1.0
05 E 10 L 0.5 E 10 L
0.0 3 19 — 0.0 3 L —
L LA S L L R (L L L R I R B R R | L L R LI B R LR AL |
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamott / Mmert
1 Sal8-Aoa-0OT20(4-Sal8-Aoa) 569,5 14,4 2841,9/2842,2
2 Sal8-Aoa-OT15(4-Sal8-Aoa)-TKPK-OH 558,2 14,6 2785,8/2785,4 (av)
3 Sal8-Aoa-0OT15(4-Sal8-Aoa)-OH 467,3 15,6 2331,3/2331,6 (av)
4 | Sal8-Aoa-OT10(4-Sal8-Aoa)-TKPK-OH 4559 15,6 2274,2 1 2274,2 (av)
5 Sal8-Aoa-OT10(4-Sal8-Aoa)-OH 607,5 17,3 1819,6 / 1819,5 (av)
6 Sal8-Aoa-T5(4-Sal8-Aoa)-TKPK-OH 588,5 17,4 1762,6 / 1762,4 (av)
7 Sal8-Aoa-T5(4-Sal8-Aoa)-OH 654,7 21,5 1305,3 /1305,5 (mo)
8 Sal8-Aoa-TKPK(4-Sal8-Aoa)-OH 626,2-627,8 21,7 1248,3 / 1249,0 (mo)
9 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (mo)
10 | Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (mo)
11 | Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
12 | H-Lys(4-Sal8-Aoa)-OH 535,2-538,2 18,6, 19,0 (izomerek) 534,1/534,2 (mo)

F38. abra: A Sal8-Aoa-OT20(4-Aoa) degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre

jellemzd ionkormatogramok (EIC) a kiilénb6zé mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Ao0a-0T10 lizoszomalis degradacidja

Intens. | ) Intens.
A x107] 5min 1 x1073 1h 1
] 2.0 3
2 ]
] 1.5 —;
E 1.0
' ] 0s 3 4,5
] 3 6,7
od_A 2 4..’ ° 0oo0d A JIZ 3 1 'y 8
CI) 5I lIO 1I5 2IO 'Il'ime [min]I ) 5I 1I0 1I5 2I0 'Ilime [min]I
Intens. 4 Intens.
x107 2h 1 x107 4h 1
2.0 3 ] 4
15 1.0
1.0 4
E .5 051 6,7 8
0.5 4
: T I P 8 YW
0.0 _: A JLZ 3 1 )k A 0.0 3 Jﬁ L 3
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.
x107 3 8h 4 x107] 24 h 4
E 1.0+
1.00 4 1 . 8
] 0.8
0.75 _E 8 0.6
0.50 6, 04 6,7
0.25 —E 0.2 ] 1
00014 3 0.0 A 223 ls -
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-OT10 477,2-477,6 12,2 1429,5/1429,7 (av)
2 Sal8-Aoa-T5-TKPK-OH 458,4-459,0 12,6 1373,4/1373,6 (av)
3 Sal8-Aoa-T5-TKP-OH 415,7-416,2 13,7 1245,2 / 1245,6 (av)
4 Sal8-Aoa-T5-OH 460,0-461,0 15,2 917,3/917,2 (mo)
5 Sal8-Aoa-TKPK-OH 431,3-432,6 15,2 860,3/860,2 (mo)
6 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (mo)
7 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
8 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

F39. abra: A Sal8-Aoa-OT10 degradacidja patkany ma3j lizoszéma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzd

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) lizoszomalis degradacidja

Intens. X Intens.
A x107] 5min 1 x1074 1h 1
6 i
2
4 4 3
4 —
1 | ? 10
21 2 2 5
- : | ol
04 3 h 5 10 0 7
r--r 1T+ rr 1 T 1 rr 17 L L LR L | rrrr T 1+ rr 1" T 1" rr 17 L B LR |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens.—
x1071 2h 3 x107 | 4N 3 10
6 6
1 1,2 10 i
4+ 44
J 8 i 7
24 24
| A 7/36 ] 41 2 6
o AL o LAsle ||
r~-+-r 1 rr*rrrrrrrrrrr 1T LA NN LA A LR R R [ R I R LR |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. Intens. 4
x1083 8N 10 x1089 24h 10
2.0 1
] 1.5
154 b
3 1.0
1.0+ ]
0.5 05 1,2
3 3,71 269 1 lt
1 4171,2% ] 6,9
0'0_| L |'L"L' ;" 'l' L|""|' T o'0_|' T T '|'3"7'T' = UL L
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) 576,4 14,7 2301,2/2301,5 (av)
2 | TKPR-TKPK(Sal8-Aoa)G-TKPK(Sal8-Aoa)-OH 562,5 15,3 2245,2 | 2245,5 (av)
3 TKPR-TKPK(Sal8-Aoa)G-TKP-OH 433,1 11,6 1727,8/1728,3 (av)
4 | TKPR-TKPK(Sal8-A0a)G-OH 468,3 12,9 1401,4 / 1402,0 (av)
5 OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) 607,2 16,7 1818,7 / 1818,6 (av)
6 TKPK(Sal8-Aoa)G-TKPK(Sal8-Aoa)-OH 588,7 17,2 1762,6 / 1762,9 (av)
7 | TKPK(Sal8-A0a)G-TKP-OH 416,3 13,7 1245,2 / 1245,8 (av)
8 TKPK(Sal8-Aoa)G-OH 459,8-461,2 15,5 917,3/917,6 (mo)
9 K(Sal8-Aoa)G-OH / -NH2 591,3-594,3 16,9, 17,2 (izomerek) 591,1; 590,1 / 590,2 (mo)
10 | H-Lys(Sal8-Aoa)-OH 535,2-538,2 18,6, 19,0 (izomerek) 534,1/534,2 (mo)

F40. abra: A TKPR-OT10(8-Sal8-Aoa; 13-Sal8-Aoa) degradacidja patkany maj lizoszéma preparatumban. (A) A
fragmensekre jellemzd ionkormatogramok (EIC) a kiilénb6zd mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek

jellemzése.
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A Sal8-Aoa-T5 lizoszomalis degradacidja

Intens. 1 . Intens.
A X1047_: 5 min 1 x107] 1h 1
] 3
3 .
: 2]
2 ]
1 =
: ] 2
0d_a [.2 0l _A 3,4 ?
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 4 Intens. |
x1074 2h 1 x107] 4h 1
B 3 -
3 ]
] 2]
24 ]
1 — 1
: 234 5 : 234 °
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 4 Intens. J
x1071 8 h 1 X107E 24 h 1
204
2 ‘ 1.5 —
1 E 1.0 _E 5
] 5 0.5 3 2
] 2 3,4 h ] 3,4
044 U w ool A J. N
LI LA S L L S B B LR L L LR R | rrrrr [ rrrrp o
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-T5 459,0-460,2 14,8 916,3/916,3 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKPK-OH 431,3-432,6 15,2 860,3 / 860,2 (mo)
3 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (Mo)
4 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
5 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

F41. abra: A Sal8-Aoa-T5 degradacidja patkany maj lizoszéma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-GFLG-T5 lizoszomalis degradacidja

Intens. 4 . Intens. 4
A x107 5 min 1 x107 7 1h 4
] 1.25
2.0+ ]
E 1.00
154 E
] 0.75 3
104 0.50
0.5 7 0.25 3 3
] I 4 32 E 1
0.0 5 T T T T = = # 0.00 _-I T T T A T = T
0 5 10 15 20 Time [min] 5 10 15 20 Time [min]
Intens. J Intens. ]
x1074 2h 4 x107] 4h 4
1.25 3 ]
1.00 3 1.0 ]
0.75 3 1
0.50 3 0.5
0.25 3 3 ] 3
000 _:I T T T T % 00 _-I T T T T L' IA T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. J Intens. g
x07] 8h 4 x1073 24 h 4
1.25 1.25 3
1.00 ‘ 1.00 3
0.75 3 0.75 3
0.50 3 0.50 3
0.25 3 L' 3 0.25 3 M
0.00 _:I T T T T |‘ # 0.00 _:I T T T T '_M
0 5 10 15 20 Time [min] 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-GFLG-T5 647,2 17,2 1292,3/1292,4 (av)
2 Sal8-Aoa-GFL-OH 724,2-727,0 27,1 723,2/723,1 (mo)
3 Sal8-Aoa-GF-OH 611,2-614,0 25,2, 25,6 (izomerek) 610,1/610,2 (mo)
4 Sal8-Aoa-Gly-OH 464,1-467,0 23,0, 23,6 (izomerek) 463,0/463,1 (mo)

F42. abra: A Sal8-Aoa-GFLG-T5 degradacioja patkany maj lizoszéma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénbdz8é mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-T5(4-dek) lizoszomalis degradacidja

Intens. 4 . Intens.
A x107] 5min 1 x107] 1h 6
1.5+ 47
1.0 _: 3 _E 3
: 2 1
0.5 ]
] 3 6 2 14 4 \ h
] 3 2 5
0.0 . ).l J.L 03 L s
T T T T T T T T L B A B R R B L
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 3 Intens. g
x107 3 2h x107 3 4 h
5 6 5 3 6
43 43
2 _E 2 _E 4 5
5 I
0] 1A 0 bl 1
T T T L L A L A rrrr 1 rrr 1~ rr T T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 3 Intens. 7
x1073 8 h 6 x1073 24 h 6
53 43
43 33
33 ] .
2 5 “3
d 1] J |
04 A 04 AL
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-T5(4-dek) 536,5-538,0 21,2 1070,5/ 1070,5 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKPK(dek)-OH 508,4-509,7 22,0 1014,4 /1014,4 (mo)
3 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (Mo)
4 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
5 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
6 H-Lys(dek)-OH 301,3-302,3 18,4 300,2/ 300,3 (mo)

F43. abra: A Sal8-Aoa-T5(4-dek) degradacioja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzd

ionkormatogramok (EIC) a kilénbdzé mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-T5(4-pal) lizoszomalis degradacidja

Intens. . Intens.
A x107] 5 min 1 X107 3 1lh 1
0.8 E
E 1.00 3
0.6 ]
_ 0.75 7
0.4—_ 0.50_5
0.2 0.25 3 uz
O.O_I LA R L L L L DL L R I L R IR |_d' UL | 0.00 _:I T T 6| T T T
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens.o Intens. |
x105 3 2h~ 1 x107] 4h 1
5—: 1.0
4—E 0.8 —_ 7
3— 6 34 0.6 7
27 0.4 4
E 4 2
13 I 02 6 3.4 &5 M
0 el R e ——
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. | Intens.
x106 | 8 h 1 «1063 24 h 1
6 3
4 4_:
7 3
47 3
_ e ,
27 2 ] 3,4 >
] 6 3,4 5 l 13 6 3, A )
ol A A o1 Lk
T T LA R I L L L L R I L L R B L | T T T LA L L L R LR T T LU AL |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 | Sal8-Aoa-T5(4-pal) 578,5-579,7 26,1 1154,6 / 1154,6 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKPK(pal)-OH 550,4-551,8 27,4 1098,5/ 1098,5 (mo)
3 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,21732,3 (Mo)
4 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
5 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)
6 Sal8-Aoa-T5 459,0-460,2 14,8 916,3/916,3 (mo)
7 H-Lys(pal)-OH 385,4-386,4 26,9 384,3/384,4 (mo)

F44. abra: A Sal8-Aoa-T5(4-pal) degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.

*alacsony intenzitast minta
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A Sal8-Aoa-T5-OH lizoszomalis degradaciéja

Intens. . Intens. ]
AL 5 min 1 xt07] 1h 1
3] *3
2] 2 '
1] 1
] ] 34 5
ol _a ) ? od_a 12 'Y
CI) 5I lIO 1I5 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens.”] Intens. |
x107] 2h 1 <1071 4h 1
B 3 -
3 i
2 2]
14 1 _:
od_aA 2 .h I\ 04 2 ri h
) 5I 1IO 1|5 2|O 'Il'ime [min]I (I) 5I 1|0 1|5 2|0 'Ilime [min]I
Intens. J Intens. ]
X107_: 8h 1 XlO7—: 24 h 1
2.5 3 3
2.0 _i 1.5 —:
1.5 1.0 3 5
1.0 3 5 ]
E 0.5+
0.5 3,4 ‘{ ] 3,4
00l a f2 th 0.0 3 A 2
L e L I B B R R | LA AL AL S AL R I R R IR R AL R B B |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B .
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-T5-OH 460,0-461,0 15,2 917,3/917,2 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKPK-OH 431,3-432,6 15,2 860,3/860,2 (mo)
3 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (Mo)
4 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
5 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

F45. abra: A Sal8-Aoa-T5-OH degradacidja patkany maj lizoszéma preparatumban.

(A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-TKPR-OH lizoszomalis degradacidja

Intens. 5 . Intens.
A x107 5 min 1 1h
53 . 2
43 ] 3
33 E
23 ]
3 E 4
19 2,3 3
0 A 3 i
L T LA S L R S AL B L I L L LR | T T T T T T
0 5 10 15 20 Time [min] 5 10 20 Time [min]
Intens. 1 Intens.
x1071 2 h q4 h 4
] 3 E 3
157 E
] 2 E
1.0 ]
: 1 N :
0.5 E
0.0 3
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 20 Time [min]
Intens. ] Intens. 1
x107] 8h 4 1 24n 4
1.07 3 1.0
os ] ] 3
27 0.5
] 1 . A
0.0 1 2 0.0 l
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-TKPR-OH 445,4-447 15,3, 15,4 (izomerek) 883,0/883,0 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (mo)
3 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 /635,3 (mo)
4 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

F46. abra: A Sal8-Aoa-TKPR-OH degradaciodja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénbdz8é mintavételi id6pontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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A Sal8-Aoa-TKPPR-OH lizoszomalis degradacidja

Intens. . Intens.
A x107] 5 min x107] 1h 2
2 1.0
] 1
1 0.5 1
] 2 .
0] L) 0.0 J.& 4 3
L T L LI LA AL | L LA L L L L R IR R L L R DL R R L B L |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. ] Intens.
x107] 2h 2 x107] 4h 2
] 1.5 1
1.0 —: 1.0 _:
054 0.5 ]
] 1 ] 1 i 5
0.0 A 13' 4 S 0.0 A l3, 4 &
T L | LI LA AL | L L | LA AL R I L L L B LR L |
5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
Intens. 7 8h Intens_:
X]j_057_: 2 x107 E 24 h 2
i 1.00 1
1.0 -: 0.75 —
0.50 3 5
0.5 A ]
] 0.25
] 1 J 5 E 1 J
0.0 ] A ls’ 4 ]L 0.00 3 ). ﬂls’ 4 i)
rrr+rr rrr1rr+rr 1 " rr [ rrrr 1 1 L L | LA L R I L L L B LR L |
0 5 10 15 20 Time [min] 0 5 10 15 20 Time [min]
B
kod fragmens EIC/ m/z Rt / perc Mszamoit / Mmert
1 Sal8-Aoa-TKPPR-OH 494,0-495,0 15,7 985,4 / 985,3 (mo)
2 Sal8-Aoa-TKPP-OH 830,4-833,0 17,6, 17,8 (izomerek) 829,3/829,4 (mo)
3 Sal8-Aoa-TKP-OH 733,3-736,0 17,5, 17,7 (izomerek) 732,2/732,3 (Mo)
4 Sal8-Aoa-TK-OH 636,3-639,0 17,2, 17,5 (izomerek) 635,2 / 635,3 (Mo)
5 Sal8-Aoa-Thr-OH 508,0-511,0 22,6, 23,1 (izomerek) 507,1/507,1 (mo)

F47. abra: A Sal8-Aoa-TKPPR-OH degradacidja patkany maj lizoszoma preparatumban. (A) A fragmensekre jellemzé

ionkormatogramok (EIC) a kilénb6z6 mintavételi idépontokban. (B) A detektalt fragmensek jellemzése.
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Inten% b +MS, 17.7-17.8min #(1556-1567)
x10° 71 Sal8-Aoa-TKP-OH
1.5 735.2
1 MWmocalc: 732.2
1 MWmomeas: 732.5
1.0+ itens. ¥MS, 17.7-17.8min #(1556-1567
] % 735.2
0.5 ] 107
] 05
k 403.3
0.0 et 00 A ey i,
T T T T T T 732 733 734 735 736 737 738 miz
300 400 500 600 700 m/z
Intens. +MS, 17.4-17.5min #(1536-1544)
x1051 Sal8-Aoa-TK-OH
o - 638.2
MWmocalc: 635.2
6 4 MWmomeas: 635.5
J ‘”;91"056- +MS, 17.4-17.5min #(1533-1540)
4 — 125 4
] 1.00
075 §
27 *% 050
| 2192 352.5 oz
0 o ' 000 e ‘
rrrTTT o TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 634 635 636 637 638 639 640 641  miz
200 300 400 500 600 700 m/z
"‘L‘;E)SS 331 iMS‘ 23.0-23.2min #(2066-2081)|
Intens. | +MS, 22.9-23.1min #(2032-2050) 7 " 3331
x106_| Sal8-Aoa-Thr-OH :
10
104 MWmocalc: 507.1 510.1 oo
08 1 MWmomeas: 507.1  [M-H,0+H]" 321 |334.1
’ - *: MS fragmens * o0 325 32‘9 33‘0 33‘1 33‘2 333 33‘4 33‘5 33‘6 m/‘z
] 490.14 Intens. IS, 23.0-23.2min #(2066-2081) | Intens. | +MS, 23.0-23. 2min #(2066-2081)
0.6 X105 x106
j 508.1 510.0
53 08
0.4 *%* 43
1 * 3525 5] 08 1]
0.2 331.1 04
i 2 509.1 |511.0
! 02
O'O_A'"I""I""I""I'"'I""IL']‘—'I""I""I NE o 512.0
250 300 350 400 450 500 550 600 m/z 487 488 489 490 491 492 493 494 495 miz 505 506 507 508 509 510 511 512 513 miz
Intens. | +MS, 23.6-23.7min #(2109-2124)
x1087] Sal8-Aoa-Gly-OH
466.0
1.09 MWmocalc: 463.0
0.8 4 MWmomeas: 463.0
_- * MS fragmens Intens VS, 23.6-23 7min #(2109.2122) | """ J +MS, 23.5-23.7min #(2108-2121)
067 *k e 464.0 466.0 - 3311 3331
n * 352.4 ] E
04 3311 o 2
1 06 - 15
0.2 A 04 10 §
2582 ] 46511467.0 .
. N 468.0
0.0 0.0 - T T T 0.0 = T T T T T
T T T T T T T T T 462 464 466 468 470m/z 329 330 331 332 333 334 335 miz
250 300 350 400 450 500 550 600 m/z
lntenS; ] +MS, 18.9-19.1min #(1626-1643)
x10"3 H-Lys(Sal8-Aoa)-OH
] 537.2
1.25 4 MWmo calc: 534.1
1.003 MWmo meas: 534.2
0.75 —E "‘;91%57 +MS, 18.9-19.1min #(1626-1643)
E 5] 537.2
0.50 3 535.2
] 10
0.25 4
3 05 1 536.2 |938.1
0.00 ey L L Tl rrrrrrrrora 0o 539.1
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F48. abra: A lizoszomalis degradacié soran keletkez6 legkisebb fragmensek tomegspektruma és izotépeloszlasa

(* MS-ben keletkezé fragmens; ** hattércsucs: 352,5 m/z)

193



F4. Piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumai

TB8X-A0a-0T20 TB8X-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

TB8X-A0a-0T20(4-pal) 1B8X-Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,

HN__O

\/\/\/\/\/\/\j

TB8X-Aoa-0T10 TB8X-Aoca-TKPKG TKPKG-NH,

TKPR-OT10(8-TB8X-Aoa;  H.TKPR TKPKG TKPKG-NH,
13-TB8X-Aoa)

NH NH
SR
TB8X: TB803, TB820 & o

\J N\Y

F49. abra: A piridopirimidin szarmazékok peptidkonjugatumainak sematikus rajza
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F5. Kisérleti rész

A szintetikus munka soran hasznalt vegyszereket, eszkdzdket, miszereket bemutatoé tablazatok:

F1. tablazat: Aminosavszarmazékok, gyantak

Név, kapacitas

Rovidités

Gyarto cég

terc-butiloxikarbonil-aminosavszarmazékok

4-metilbenzhidrilamin-gyanta (1,2 mmol/g)

4-(2, 4'-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacetamido-
norleucil-MBHA-gyanta (0,65-0,73 mmol/g)

Boc-aminosav

MBHA

Rink-Amid MBHA

Nova Biochem (Laufelfingen,
Svajc)

Iris Biotech (Marktredwitz,

9-fluorenilmetiloxikarbonil-aminosavszarmazékok Fmoc-aminosav Németorszag)
4-benziloxibenzilalkohol-polisztirol gyanta (0,94 mmol/g) Wang gyanta
F2. tablazat: Oldészerek, reagensek
Név Rovidités Gyarto cég
trifluorecetsav TFA
ninhidrin-és izatin teszt alkotéi (ninhidrin, etanol, fenol, ) Reanal (Magyarorszag)
piridin, KCN, izatin)
diklérmetan DCM
Molar (Magyarorszag)
N,N-dimetilformamid DMF
N-metilpirrolidon NMP Merck (Magyarorszag)
N, N™*diizopropilkarbodiimid DIC
N,N’-diciklohexilkarbodiimid DCC
1-hidroxibenztriazol HOBt
N,N-diizopropiletilamin DIEA
5(6)-karboxifluoreszcein Cf
p-krezol -
hidrogén-fluorid HF
piperidin -
1,8-diazabiciklo[5.4.0]Jundek-7-én DBU
triizopropilszilan TIS
4-dimetilaminopiridin DMAP gg;;i::‘gg%@ﬁgﬁ?;g;ﬁég’
1,2-etanditiol EDT
ecetsavanhidrid Ac,O
hidrazin monohidrat NH,NH2.H.O
fenol -
vajsavanhidrid -
dekansav -
palmitinsav -
acetonitril AcN
metanol MeOH
etanol EtOH
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F2. tablazat: Oldoszerek, reagensek — folytatas

Név Rovidités Gyarto cég
klérbenzol Ph-CI
2-metoxietanol -
etilacetat EtOAc
ecetsav AcOH
aceton -
dimetilszulfoxid DMSO
citromsav -
natrium-acetat NaOAc
2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol TRIS

Sigma-Aldrich (Magyarorszag,

5-klérszalicilsav, 5-bromszalicilsav, 5-formilszalicilsav - Csehorszag, Németorszag)
4-trifluormetilanilin, 3,4-dikléranilin, 4-benzoilanilin, )
4-acetilanilin
5-hidroxipirazin-2-karbonsav -
4-formilbenzoesav -
2-kléretil-izocianat, 3-klorpropil-izocianat, n-propil-izocianat -
foszfortriklorid PCI3
tionilklorid SOCI2
treietilamin TEA
poli(DL-tejsav / glikolsav) PLGA50

Pluronic F127

F3. tablazat: Miiszerek

Elnevezés

BASF Hungaria Kift.
(Magyarorszag)

Gyarto cég

Knauer RP-HPLC rendszer

Exformma HPLC rendszert

Bruker Daltonics Esquire 3000+ témegspektrométer
Waters Quattro Micro API tdmegspektrométer
Waters Acquity UPLC rendszer

Jasco LC-2000PIlus HPLC rendszer

SYKAM 4300 automata aminosavanalizator

SYRO-I Multiple Peptide Synthesizer, peptidszintetizator
VARIO EL Ill, automata elemanalizator

Automatic Microanalyser CHNS-O CE elemanalizator
Varian Cary Eclipse fluoreszcens spektrofotométer
HF teflonkészulék

liofilizator

Blchi 545 olvadaspont méré

Eppendorf 5702 centrifuga
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Knauer (Bad Homburg, Németorszag)

Exformma Technology (ASIA Co., Limited, Hong Kong, Kina)

Bruker (Bremen, Németorszag)

Waters Corporation (Milford, MA, USA)

Waters Corporation (Milford, MA, USA)

Jasco Europe (Cremella, Olaszorszag)

SYKAM (Eresing, Németorszag)

MultiSynTech (Witten, Németorszag)

Elementar Analysensysteme (Hanau, Németorszag)
FISONS EA 1110 (Milano, Italy)

Agilent Technologies Varian Inc. (Santa Clara, CA, USA)
Peninsula Laboratories, INC. (Belmont, CA, USA)
Virtis (Warminster, PA, USA)

Buchi Labortechnik (Flawil, Svajc)

Eppendorf (Ausztria)



F3. tablazat: Miszerek — folytatas

Elnevezés

Gyarto cég

MicroSYNTH MLS ETHOS 1600 URM mikorhullamu reaktor

Varian Mercury-Vxbb 300, Varian VNMR S500 NMR készulékek

Nicolet 6700 FT-IR készilék

PSIA XE-100 AFM készilék

KSV MiniMicro Langmuir-mérleg
QCM200 kvarckristaly mikromérleg

Brookhaven BI-200SM goniométer

Milestone Inc. (Shelton, CT, USA)

Varian Comp. (Palo Alto, CA, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

PSIA Inc. (Dél-Korea)

KSV Instruments (Finnorszag)

F4. tablazat: RP-HPLC oszlopok, toltetek

Elnevezés

Jellemzoék

Stanford Research Systems (Sunnyvale, CA, USA)

Brookhaven Instruments Corporation (Holtsville, NY, USA)

Gyarto cég

Phenomenex Jupiter C18
félpreparativ

Phenomenex Jupiter Proteo
félpreparativ

Phenomenex Jupiter C18
analitikai

Phenomnex Kinetex XB-C18
analitikai

Nucleosil C18
analitikai

Agilent Zorbax SB-C18
analitikai

Agilent Zorbax SB-CN
analitikai

Supelco Ascentis C18
analitikai

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 10 ym, 300 A, 10 x 250 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 10 ym, 90 A, 10 x 250 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 5 um, 100 A, 4,6 x 250 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 2,6 um, 100 A, 2,1 x 100 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 5 um, 100 A, 4,6 x 150 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 5 um, 100 A, 4,6 x 150 mm)

forditott fazisu, mddositott szilika téltet
(CN, 5 um, 80 A, 4,6 x 150 mm)

forditott fazisu, médositott szilika toltet
(C18, 3 um, 100 A, 2,1 x 150 mm)

197

Phenomenex (Torrance, CA, USA)

Agilent Technologies Varian Inc.
(Santa Clara, CA, USA)

Sigma-Aldrich (Magyarorszag)



Az in vitro kisérletek soran hasznalt vegyszereket, eszkdzoket, miiszereket bemutato tablazatok:

F5. tablazat: Anyagok, vegyszerek

Elnevezés, osszetétel Rovidités, jelzés Gyarto cég
RPMI-1640 sejttenyészté médium, pH 7,4 RPMI-1640 ICM
9 mM glikoz, 10 mM NaHCOg3, 119 mmM NacCl, 9 mM
HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav), 5 HPMI
mM KCl, 0,85 mM MgCl,, 0,053 mM CaCl,, 5 mM
Na;HPO4x2H,0, pH 7,4
L-glutamin Glu
tripszin -
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolium)-bromid MTT
foszfat puffer (0,2 g KCI, 0,2 g KH,PO, 8 g NaCl, 22 g Sigma-Aldrich (Magyarorszag
NaHPO,.7H,0, desztillalt vizzel 1 literre kiegészitve, pH PBS
7,4)
izoniazid INH
gentamicin GEN
ciprofloxacin CIPX
natrium-dodecil-szulfat SDS
propidium-jodid PI
FacsFlow folyadék - BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
magzati borju savé (foetal calf serum) FCS Gibco (Paisly, Anglia)

F6. tablazat: Eszkdzok

Elnevezés

Gyarté cég

25 cm?, 75 cm?, 175 cm? szovettenyésztd flaska

6, 24, 96 lyuku letapadd és szuszpenzids szdvettenyésztd lemez

1 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml szeroldgiai pipetta
10 ml, 50 ml centrifugacs6
5 ml aramlasi citometrias csé

Millex 0,22um sz(ir$

F7. tablazat: Miiszerek

Elnevezés

Sarstedt (NUmbrecht, Németorszag)

Millipore (Cork, irorszag)

Gyarto cég

ESCO Labculture laminaris flilke (Class Il) Esco
aramlasi citométer BD LSR Il

Multifuge 3 S-R centrifuga

Hera Cell inkubator

Sedival fénymikroszkop

Olympus CKX41 mikroszkép

ELISA Reader lemez leolvaso spektrofotométer
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Esco (Hatboro, PA, USA)

BD Biosciences (San Jose, CA, USA)

Hereaeus (Hanau, Németorszag)

Carl Zeiss (Jena, Németorszag)
Olympus (Tokio, Japan)

Labsystem (Helsinki, Finnorszag)



F8. tablazat: Az el6allitott tuftsinszarmazékok, az alkalmazott szintézismodszerek és a gyantak tipusa

, . . manualis /
kod® szekvencia modszer automata gyanta
A0a-OT20 Aoa-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-0T20 Ac-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Cf-0T20 Cf-TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Aoa-GFLG-0T20 Aoa-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-GFLG-OT20 Ac-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Cf-GFLG-OT20 Cf-GFLG TKPKG TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Aoa-OT20(4-but) Aoa-TKPK(but)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT20(4-but) Ac-TKPK(but)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Cf-OT20(4-but) Cf-TKPK(but)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Aoa-OT20(4-dek) Aoa-TKPK(dek)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT20(4-dek) Ac-TKPK(dek)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH, .
Cf-0T20(4-dek) Cf-TKPK(dek)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH; manualis
Aoa-OT20(4-pal) Aoa-TKPK(pal)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT20(4-pal) Ac-TKPK(pal)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH, Rink-Amid
Cf-OT20(4-pal) Cf-TKPK(pal)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH, Fmoc/tBu MBHA
Aoa-OT20(14-pal) Aoa-TKPKG TKPKG TKPK(pal)G TKPKG-NH,
Ac-OT20(14-pal) Ac-TKPKG TKPKG TKPK(pal)G TKPKG-NH,
Cf-0T20(14-pal) Cf-TKPKG TKPKG TKPK(pal)G TKPKG-NH,
Aoa-OT20(4-Aoa) Aoa-TKPK(A0a)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Aoa-OT20(4-Cf) Aoa-TKPK(C)G TKPKG TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT20(14-Cf) Ac-TKPKG TKPKG TKPK(C)G TKPKG-NH,
Cf-OT20(14-Cf) Cf-TKPKG TKPKG TKPK(Cf)G TKPKG-NH,
A0a-OT10 Aoa-TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT10 Ac-TKPKG TKPKG-NH, automata
Cf-0T10 Cf-TKPKG TKPKG-NH,
Ac-OT10(9-but) Ac-TKPKG TKPK(9-but)G-NH,
Ac-OT10(9-dek) Ac-TKPKG TKPK(9-dek)G-NH, manualis
Ac-OT10(9-pal) Ac-TKPKG TKPK(9-pal)G-NH,
TKPR-OT10(8-Aoa; 13-Aoa) H-TKPR TKPK(A0a)G TKPK(Aoa)G-NH,
TKPR-OT10 H-TKPR TKPKG TKPKG-NH, Boc/Bzl manualis MBHA
Cf-TKPR-OT10 Cf-TKPR TKPKG TKPKG-NH,
Aoa-T5 Aoa-TKPKG-NH,
Ac-T5 Ac-TKPKG-NH,
Cf-T5 Cf-TKPKG-NH,
Aoa-GFLG-T5 Aoa-GFLG TKPKG-NH,
Ac-GFLG-T5 Ac-GFLG TKPKG-NH;
Cf-GFLG-T5 Cf-GFLG TKPKG-NH, Rink-Amid
Aoa-T5(4-dek) Aoa-TKPK(dek)G-NH, MBHA
Ac-T5(4-dek) Ac-TKPK(dek)G-NH,
Cf-T5(4-dek) Cf-TKPK(dek)G-NH, )
manualis
Aoa-T5(4-pal) Aoa-TKPK(pal)G-NH,
Ac-T5(4-pal) Ac-TKPK(pal)G-NH,
Cf-T5(4-pal) Cf-TKPK(pal)G-NH,
Aoa-T5-OH Aoa-TKPKG-OH
Ac-T5-OH Ac-TKPKG-OH
Cf-T5-OH Cf-TKPKG-OH
Fmoc/tBu
Aoa-GFLG-T5-OH Aoa-GFLG TKPKG-OH
Ac-GFLG-T5-OH Ac-GFLG TKPKG-OH
Cf-GFLG-T5-OH Cf-GFLG TKPKG-OH
Aoa-TKPR-OH Aoa-TKPR-OH
Ac-TKPR-OH Ac-TKPR-OH
Cf-TKPR-OH Cf-TKPR-OH
Aoa-GFLG-TKPR-OH Aoa-GFLG-TKPR-OH Wang
Ac-GFLG-TKPR-OH Ac-GFLG-TKPR-OH
Cf-GFLG-TKPR-OH Cf-GFLG-TKPR-OH manualis,
Aoa-TKPPR-OH Aoa-TKPPR-OH automata
Ac-TKPPR-OH Ac-TKPPR-OH
Cf-TKPPR-OH Cf-TKPPR-OH
Aoa-GFLG-TKPPR-OH

Ac-GFLG-TKPPR-OH
Cf-GFLG-TKPPR-OH

Aoa-GFLG-TKPPR-OH
Ac-GFLG-TKPPR-OH
Cf-GFLG-TKPPR-OH

& Az amid C-terminalisu peptidek kddjaban nem jeldltem az amid format. A karboxil C-terminalist peptidek kodjaban '-OH’-val
jeléltem a karboxil format. Aoa = aminooxiacetil, Ac = acetil, Cf = 5(6)-carboxifluoreszcein.
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F5.1. Egér csontveldi sejtek preparalasa és differencialtatasa

Az egér csontveli makrofagok (BMM®) preparalasat Dr. Bésze Szilvia és Dr. Szabé Rita (MTA-
ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport) végezte. Az engedély szama: XIV-1-001/2149-4/2012.

A 11 hetes Balb/c néstény egerekbdl szarmazd femur (combcsont) és tibia (sipcsont) csontokat
70%-o0s etanolban sterilizaltak (0,5 perc), majd steril PBS pufferbe (pH 7,4) tették. A csontvégek levagasa
utan a csontveldt 27G-s tlivel atmostak (steril PBS), majd centrifugalas utan (1000 rpm, 5 perc) a sejteket
5 ml R10/M-CSF fenolvérds nélkili médiumban vették fel. Az R10/M-CSF meédium Osszetétele a
kovetkezd volt: fenolvords nélkili RPMI-1640; 10% FCS; 10 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etanszulfonsav); 0,16 ymol/mL gentamicin; 2,5 yg/mL rMu M-CSF (makrofag-koléniastimulalé faktor). A
sejteket ezutan 19G-s tii segitségével homogenizaltak, majd steril Petri-csészékbe osztottak. A sejteken 3
naponta cserélték a médiumot ugy, hogy a nemletapadd sejteket ovatosan a médiummal egyitt
eltavolitottak. A makrofag koléniastimulalé faktor (M-CSF) hatasara a sejtek differencialodtak, ami a
mikroszkopos felvételeken lathatd. Két hét elteltével a differencialddott sejteket szovettenyésztd

lemezekre osztottak és citotoxicitasi és sejtbejutasi vizsgalatokhoz.
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