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OTKA padlyazatunk célja az volt, hogy olyan tobbfunkcids hatéanyag szdllité rendszereket
allitsunk el6, amelyek a tumor novekedését giatlé hatdanyagokat szelektiven juttatjdk a
tumorsejtbe, illetve a sejt milkodését kiilonbozo tdmadasi pontokon keresztiil (pl. receptorok,
jelatvivo rendszerek, sejtciklus, DNS replikacid) befolyasoljak. Munkdnk az el6zmények
alapjan, két {0 teriiletre koncentralédott; az egyik, hormon peptidek, elsdsorban gonadotropin-
releasing hormon (GnRH) anal6gok alkalmazdsa irdnyité molekulaként, a masik, oligotuftsin
alapt hordozok alkalmazdsa ugyanezen célbol.

Az 0Osszefoglalot nem a munka idorendben tortént elvégzése alapjan, hanem a tartalmi

Osszefiiggések szerint csoportositva készitettiik el.

1. Uj GnRH analég — hatéanyag konjugatumok kifejlesztése és vizsgalatuk

1.1. A palyazat megkezdése el6tt eloallitott konjugatumok vizsgalata

Két korabban eldallitott oxim-kotést tartalmazé daunomicin — GnRH-III konjugatumot
(Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,; GnRH-III(Dau=Aoa) és Glp-
His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly)-Pro-Gly-NH,; GnRH-
[II(Dau=Aoa-GFLG), ahol az Aoa = aminooxiacetil €s Glp = piroglutaminsav) vizsgaltunk in
vivo C26 egér és HT-29 human vastagbéltumoros egereken. A tumorokat sc. iiltettiik be az
egerekbe, mig a kezelések ip. torténtek. A konjugatumok, amelyek 30 mg/testtomeg kg
daunomicin tartalom mellett sem voltak toxikusak az egereken, kb. 40-50%-o0s
tumornovekedés gatlast mutattak az alkalmazott mennyiségtol, a kezelések szamatdl és a
kezelés kezdetének idOpontjatdl fiiggden. A szabad daunomicinnel kezelt egerek minden
esetben hamarabb elpusztultak a tumoros kontrollcsoporthoz képest, mig a konjugdtummal
kezelt dllatok esetén hosszabb tilélést tapasztaltunk (Szabé 1. €s mtsai. Bioconjug. Chem. 20:

656-665 (2009)).

Eldszor vizsgdlni kivantuk a konjugdtumok stabilitdsdt human szérumban és a béltraktus
lebont6é enzimjeinek (tripszin, kimotripszin, pepszin) jelenlétében, illetve metabolizmusat
patkdny m4j lizoszéma hatésara, és egy lizoszémadlis enzim, a Katepszin B jelenlétében. A

Katepszin B a tumorsejtekben tiltermelddé enzim, igy fontos szerepet jatszik a sejtbe juttatott



konjugatumok lebontdsdban. A fenti két vegyiilet mellett a kisérletekbe bevontunk egy 1j
konjugatumot is, amelyben egy éltalunk tervevezett Katepszin B-re labilis Tyr-Arg-Arg-Leu
(YRRL) spacert épitettiink be a GFLG spacer helyett (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-
Lys(Dau=Aoa-Tyr-Arg-Arg-Leu)-Pro-Gly-NH;; GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL)). Ez a spacer
nagyon labilisnak bizonyult humdn szérumban, mig a GFLG spacert tartalmazo, illetve a
spacert nem tartalmazé konjugdtum stabil volt nem csak humén szérumban, hanem tripszin és
pepszin jelenlétében is. Kimotripszin hatdsara egy kiemelt hasitdsi helyet figyelhettiink meg a
molekuldkban; a “Trp-*Ser kozotti kotés hasadt az enzim hatdsdra. Ez a kotés egyébként tbb
mads enzimnek, igy pl. az ACE hasitasi helye is, igy ennek a kotésnek a stabilitds-novelésével
hatékonyabb, esetleg ordlisan is alkalmazhat6 konjugatumok allithatok el6. A konjugdtumok a
lizoszoma prepardtumban és a Katepszin B hatdsidra nagyjabol azonos mdbdon
metabolizdlodtak. Megallapitottuk, hogy szabad daunomicin nem szabadul fel az oxim-
kotésbol. A legkisebb daunomicint tartalmazé metabolit a daunomicint, az oxim-kotést
kialakité aminooxiacetil részt €s az ehhez kapcsol6dé aminosavat magaba foglal6 egység volt
(Dau=Aoa-Gly-OH, Dau=Aoa-Tyr-OH és H-Lys(Dau=Aoa)-OH). Mivel a konjugiatumok
mind in vitro, mind in vivo antitumor hatdst mutattak, megvizsgaltuk, hogy ezek a
metabolitok kotédnek-e a DNS-hez, ami a daunomicin aktivitasanak feltétele. Ezért
elddllitottuk a sziikséges daunomicint tartalmazé metabolitokat és vizsgéltuk kotodésiiket
DNS-hez. A vizsgédlatok azt mutattdk, hogy a metabolitok nem érik el a daunomicinnél
tapasztalt kotddési ersséget (K = 11,70-10°M), de hatékonyan kétddnek a DNS-hez (H-
Lys(Dau=Aoa)-OH (K = 6,80-10°M), Dau=Aoa-Gly-OH (K = 6,74-10°M), Dau=Aoa-Tyr-
OH (K = 4,40-10°M)). A gyengébb kotédés eredményezheti a konjugatumok relative kisebb
citosztatikus hatdsat a szabad daunomicinhez képest (Orban E és mtsai. Amino Acids 41: 469-
483 (2011)). Az emlitett publikdcioban NMR mérésekkel bizonyitottuk azt is, hogy a
Dau=Aoa oxim-kotés csak FE-izomer formdban fordul eld. Az YRRL spacer nagyfoku
labilitdst mutatott humdn szérumban €és a legalacsonyabb DNS kotddési képességili
metabolitot szolgdltatta a lizoszomdlis lebontds soran, ezért a késdbbiekben ezt a konstrukciét

nem alkalmaztuk.

1.2. Az aminooxiacetilezett peptidek eléallitasi hatékonysaganak javitasa

Az oxim-kotés kialakitdsa kemoszelektiv ligiciés mddszerrel egy gyors, kiméletes €s
hatékony moddszer, amely kevés mellékreakcidval jar. Azonban a ligdcidhoz sziikséges
aminooxiacetilezett peptidek elddllitdsa a funkcids csoport nagy reaktivitisa miatt sokszor

problémat jelent. Az aminooxiacetil-csoport nagyon érzékeny acetonra illetve a



muanyageszkozokbdl kiold6d6 aldehideket tartalmazéd lagyitokra (pl. miianyag kannaban
szallitott HPLC-s acetonitril). Mivel a savérzékeny hatéanyag molekuldkat (pl. daunomicin)
nem lehet a peptid gyantirl torténd hasitdsa elott a peptidhez kapcsolni, igy az
aminooxiacetilezett peptidet kell a gyantar6l hasitani, majd feldolgozni. Ez peptidtdl is
fliggben tobb-kevesebb oximot tartalmazd mellékterméket eredményez. Kisérleteinkben ez
elsésorban az aminooxiacetilezett szomatosztatin analégok esetén mutatkozott dramainak.
Ennek elkeriilése érdekében bevezettiik a hasitéelegybe tett szabad aminooxiecetsav vagy
hidroxilamin adalékokat, mint karbonil-befogé reagenseket. Az elsd vélt be igazan, mivel az
enyhén bazikus karakterti hidroxilamin rontotta a hasitéelegy savas karakterét, igy bizonyos
védocsoportok hasaddsa a peptidrdl nem volt megfelel6. Azonban az aminooxiecesav
adalékkal sikeresen elddllitottuk a kritikus peptidszekvencidkat j6 kitermeléssel. Meg kell
jegyezni, hogy a hidroxilamin kivdléan megfelel a ligaciés eljards sordn elreagdlatlan
daunomicin megkotésére, €s kromatografias tulajdonsagainak megvéltoztatasara. Ez bizonyos
esetekben segitett a konjugdtum és az elreagdlatlan daunomicin HPLC-s elvédlasztisaban

(Mez6 G. és mtsai. J. Pept. Sci. 17: 39-46 (2011)).

1.3. A GnRH-III - hatéanyag konjugatumok tumorellenes hatasanak novelése

A munkdnk tovédbbi céljaként a konjugdtumok hatékonysdganak novelését tiiztiik ki. Ezt
haromféle modositassal kivantuk elérni: (a) a GnRH-III szekvencidjdnak moddositdsaval, (b) a
hatéanyag és a peptid hormon kozotti kotés véltoztatasaval, (c) tobb azonos vagy kiilonb6zo

hatéanyagnak az iranyit6 molekuldhoz val6 kapcsoldséaval.

1.3.1. GnRH-III szekvenciajanak 4-es pozicigjaban végrehajtott médositassal eléallitott
konjugatumok

Korabbi kisérletek azt mutattdk, hogy a GnRH-III szekvencidjdban viszonylag kevés
modositds alkalmazhat6 a bioldgiai hatds elvesztése nélkiil. Az egyik lehetséges mddositas a
4-es pozicidban 1év0 Ser cseréje Lys vagy Lys(Ac) aminosavakra. Ez némileg szembemegy
azzal a dogmdval, amely értelmében mind a GnRH agonista, mind az antagonista
szdrmazékokban a *Ser aminosavat érintetleniil hagyjak (Mez6 G., Manea M. Expert Opin.
Ther. Pat. 19:1771-1785 (2009) és Expert Opin. Drug Deliv. 7: 79-96 (2010)). Kordbban
emlitettem, hogy a 3Trp—4$er kotés tobb enzim hasitasi pontja is a molekuldban. Ezért olyan
analdgokat kivantunk eldéllitani, amelyek nem csak a konjugdtumok tumorellenes hatésat,
hanem azok enzimstabilitdsét is novelik. Elsé korben 3 4j analégot allitottunk eld. Ezekben a

szerint lizinre, az oldallancaban acetilezett lizinre illetve N-metil-szerinre cseréltiik ([4Lys]—



GnRH-III(Dau=Aoa), ([*Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau=Aoa), ([*N-Me-Ser]-GnRH-III(Dau=Aoa))
(1. abra). CD spektroszkdpiai mérések alapjan a modositisok nem véltoztattdk meg
szignifikdnsan a molekula térszerkezetét, de a konjugitumok sejtfelvétele jelentdsen
megvéltozott. A Lys(Ac) és az N-Me-Ser moddositdsok jelentdésen novelték az anyagok
sejtbejutdsat, mig az oldallancban szabad Lys beépitése csokkentette azt (dramldsi citometria
modszerét alkalmazva). Ez 0Osszefiigghet a 4-es pozicioban 1évd aminosav(szarmazék)
polaritasdval. Ugyanakkor az in vitro tumorellenes hatds nem korreldlt a sejtbejutas
mértékével. A *Lys(Ac) és “Lys-tartalmi konjugdtumok esetében novekedett a citosztatikus
hatds (MTT-teszt alapjan) mindharom vizsgalt tumorsejtvonalon (MCF-7 (huméan emld), HT-
29 (human vastagbél), LNCaP (humdn prosztata), mig az N-Me-Ser szubsztiticié csokkentette

azt (1. tablazat).
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1. abra: A 4-es helyzetben médositott GnRH-III(Dau=Aoa) konjugatumok szerkezete
Kimotripszin jelenlétében vizsgdlva az dj konjugidtumokat megallapithaté volt, hogy
mind a Lys(Ac) mind az N-Me-Ser szubsztitucié novelte a konjugdtum enzimstabilitdsat. Mig

a GnRH-III(Dau=Aoa) 6 ¢ra alatt teljesen elbomlott, addig a [4Lys(Ac)]—GnRH—III(Dau:Aoa)

konjugatum kb. 43%-a intakt volt (24 6ra utdn mar nem volt kiinduldsi termék). Az ([4N-Me—



Ser]-GnRH-III(Dau=Aoa) konjugitum alig 10%-a bomlott el 6 6ra alatt és még 24 6ra
elteltével is a konjugidtum tobb mint 60%-a nem bomlott. A méréseket HPLC-MS
segitségével végeztikk. Ebbe a munkdba bekapcsolddott Dr. Marilena Manea (Konstanz-i
Egyetem, Németorszag), aki friss post.doc-ként 4j kutatécsoportja mentoranak kért fel, és
kutatdsaival csatlakozni kivant a projektiinkhoz (Manea M. és mtsai. Bioconjug. Chem. 22:

1320-1329 (2011)).

1. tablazat
4-es pozicidban szubsztitudlt GnRH-III(Dau=Aoa) konjugdtumok citosztatikus hatdsa

Citosztazis Citosztazis Citosztazis
Konjugatum (MCF-7) (HT-29) (LNCaP)
IC;, (UM) IC;, (UM) IC, (UM)
GnRH-lli(Dau=Aoa) 65+1,8 27,8 14,2 6,1+ 2,1
[N-Me-*Ser]-GnRH-lli(Dau=Aoa) 10,6 £ 2,1 > 50 14,1 +£1,3
[*Lys(Ac)]-GnRH-lli(Dau=Aoa) 31+£17 74+26 36+£1,9
[*Lys]-GnRH-lli(Dau=Aoa) 26108 8,1+26 51104

Az elért eredmények alapjan a [‘Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau=Aoa) konjugdtumot

valasztottuk ki in vivo vizsgilatokhoz (1d. késobb).

1.3.2. A GnRH-III 4-es pozicioban rovid lancua zsirsavakat tartalmazé konjugatumok

A ['Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau=Aoa) konjugdtum hatékonysdga arra Osztonzott
benniinket, hogy kiprobédljunk mds zsirsav ldncokat is a 4-es helyzetbe beépitett lizin
oldalldncanak acilezésére. Ezek tOobbnyire linearis és elagazd rovid szénldnci zsirsav
molekuldk voltak (propionsav, vajsav, izovajsav, izovaleridnsav, krotonsav, kapronsav és
mirisztinsav). A szénldnc hosszdnak novelésével a konjugdtumok stabilitdsdnak és
sejtfelvételének novekedését vartuk. Tovabba a rovid szénldncu zsirsavaknak élettani funkcioi
is vannak, igy példaul a rostos ételek emésztorendszeri tumorok elleni hatdsossdga a beldliik
felszabadul6 rovidszénlancu zsirsavak apoptdzist befolydsold hatdsdra vezethetd vissza. A 4-
es helyzetben acilezett lizint tartalmaz6 konjugatumok eldallitdsahoz ortogondlis védOcsoport
kombindaciét alkalmaztunk a szildrdfizist peptidszintézis sordn. A peptidldnc felépitésekor a
*Lys oldallincénak védelmére Dde-csoportot alkalmaztunk, ami 2% hidrazin/DMF oldattal
eltavolithatd, mig a 8Lys védelmére Mitt-csoportot vezettiink be, ami 2% TFA/DCM oldattal
hasithat. fgy a védett linedris peptid gerinc felépitése utin a Dde-csoportot hasitottuk, majd a
szabad €-aminocsoportot acileztiik a megfeleld zsirsavszarmazékkal (klorid, anhidrid). Ezutan

hasitottuk az Mtt-csoportot és aminooxiacetil-csoporttal médositottuk a *Lys oldalldncét. A



funkcionalizalt peptidet hasitottuk a gyantar6l és a daunomicint oldatban kémiai ligdcids
modszerrel oxim-kotés kialakitdsaval kapcsoltuk a GnRH-III szarmazékokhoz (2. ébra).

(Hegediis R. és mtsai. Eur. J. Med. Chem. 56: 155-165 (2012))
Glp-His-Trp-Lys(X)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

o [} o o
Hsc\)J\OH H3C/\)I\0H chj).'\OH H3C/\\\)LOH
CH,4
propionsav (Pr) vajsav (nBu) izovajsav (iBu) krotonsav (CA)
CH; © o o
H5C OH H;C OH OH
izovaleriansav (iVa) hexansav (Hex) mirisztinsav (Myr)

2. abra: A [4Lys(X)]—GnRH—IH(Dau:Aoa) konjugatumok szerkezete az X acilcsoportot

szolgaltato zsirsavak szerkezetével.

Az uj vegyiiletekben a zsirsavlancok mindegyike, kivéve az izovajsav, novelték a
konjugatumok kimotripszinnel szembeni stabilitdsat, ami a lanchossz novekedésével
emelkedett. Igy a [‘Lys(nBu)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 65%-a volt intakt 6 6ra elteltével, mig a
[*Lys(iBu)]-GnRH-III(Dau=Aoa) konjugdtumnak 90%-a elbomlott ennyi id6é alatt. A
konjugatumok sejtbejutdsa és a zsirsavak szénldncdnak hossza kozott nem volt ilyen
Osszefiiggés. MCF-7 és HT-29 sejteken vizsgdlva a konjugidtumokat a vajsavat és az
izovajsavat tartalmaz6 konjugatumok jutottak be leghatékonyabban a sejtekbe. Sejtbejutési
képességiik (dramldsi citometridval, illetve konfokdlis és fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgalva) elérte a [D—Lys6(Dau:Aoa)]—GnRH—I konjugatumét, ami azért jelentds, mivel a
GnRH-I 1ényegesen hatékonyabban kotédik a GnRH receptorokhoz, mint a GnRH-III
analégok. Ez utébbiaknak az eldnye a kisebb hormonhatdsban rejlik, ami a kezelés endokrin
mellékhatdsat csokkenti. A konjugatumok citosztatikus hatdsa korreldlt a sejtbejutdssal, igy a
két leghatékonyabb anyag a vajsavas €s izovajsavas konjugatum volt (2. tdblazat).

Vizsgdltuk a zsirsav oldalldncot tartalmazé konjugatumok kolcsonhatasdt modell
membranokkal. A konjugatumok inkdbb hidrofil karakterlinek mutatkoztak egyediil a
leghosszabb  szénldnci mirisztinsavat tartalmazé konjugdtum mutatott fokozottabb

kolcsonhatdast a modell membrannal. Tehat a fokozottabb sejtbejutds feltehetdleg nem a



membran permedbilitds novekedésével magyardazhatd. Ezért vizsgédltuk néhdny kivélasztott
anyag receptorkotddését hipofizis prepardtumon és izolalt prosztata tumoron radioizotopos
technikdval. Radiojédozott triptorelin  (['*T][D-Trp°]-GnRH-I) leszoritdsat vizsgaltuk
konjugatumainkkal (3. tdblazat).

Az alabbi két tablazatbdl jo latszik, hogy bar a GnRH-I konjugdtum sokkal jobban
kotddik a receptorhoz, azonban kisebb citosztatikus hatdst mutat. Ez azzal magyarazhato,
hogy mds a metabolizmusa a konjugdtumnak. Mivel a D-Lys koriili kotések stabilak
enzimekkel szemben, igy a hatdsos metabolit (D-Lys(Dau=Aoa) nem tud felszabadulni. Tehat
a konjugatumok tervezésénél fontos, hogy ne csak a receptorkotddése legyen jo, hanem a

hatéanyag vagy annak hatékony szarmazéka fel tudjon szabadulni a konjugatumbdl a sejtben.

2. tablazat: Kilonb6z6 zsirsav oldallancokat tartalmazoé [4Lys(X)]—GnRH—III(Dau:Aoa)
konjugatumok citosztatikus hatdsa

Konjugatum Citosztazis Citosztazis
(MCF-7) (HT-29)
ICso (uM) ICso (uM)
[4Lys(Pr)]-GnRH-III(Dau:Aoa) 3,6+0,7 17,229
[‘Lys(iBu)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 2,2+0,0 2,0 0,6
[4Lys(nBu)]-GnRH-III(Dau:Aoa) 0,7 £0,2 2,2+0,6
[*Lys(CA)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 1,6 £0,2 13,6 £4,2
[*Lys(iVA)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 2,5+0,5 16,4 £ 4,5
[4Lys(Hex)]-GnRH-III(Dau:Aoa) 1,5+0,4 20,1 £4,2
[*Lys(Myr)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 6,8+29 37,4+ 1,0
GnRH-III(sLys(Dau=A0a)) 6,5+1,8 27,8+4,2
[*Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 31+1,7 74 +2,6
[“Lys]-GnRH-III(Dau=Aoa) 2,6+0,8 8,1+2,6
[D-Lys®(Dau=Aoa)]-GnRH-I 4,1+04 20,2 +5,0




3, tablazat: ['>T)[D-Trp®|GnRH-I kot6désének gatldsa

I1Cso (nM)
Konjugatum .
human hipofizis human prosztata
tumor

[D-Lysﬁ(Dau=A0a)]-GnRH-I 1,62 £ 0,32 0,89 + 0,09
[D-Lys’(Dau=Aoa)]-GnRH-II 4.24 +0.81 2.11 £ 0.27
GnRH-III(Dau=Aoa) 22,87 +1,14 16,51 + 1,08
[4Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau:Aoa) 18,86 = 1,75 15,73 £1,24
[“Lys(nBu)]-GnRH-III(Dau=Aoa) 9,03 +£0,78 7,41 = 0,55

Mivel a zsirsavldncokat tartalmaz6 GnRH-III konjugidtumok megtartottak
receptorkotodési képességiiket, olyan szdrmazékot is elddllitottunk, amelyekben a 4-es
pozicioban 1év0 lizin oldalldncdhoz palmitinsav kapcsoldédik (hatéanyagot nem tartalmazd
vegylilet). Ezzel a szarmazékkal az a célunk, hogy beépitsiik lizoszoméba, és igy egy irdnyitd
molekuldval mddositott liposzomdhoz jussun, amelybe hatéanyagot tudunk zirni. Az
irdnyitott liposzomdknak nagy jelentdsége lehett a célzott tumorterdpidban. Annak érdekében,
hogy vizsgaljuk a palmitinsav helyének a kotddési képességre gyakorolt hatasat, eldéllitottuk
a 8-as helyzetben 1év0 lizin oldalldncdban palmitinsavat tartalmaz6 analégot is. A liposzémak

kialakitdsa jelenleg folyamatban van.

1.3.3. A hatéanyag és a peptid hormon kozotti kotés valtoztatisa a hatékonysag
novelése céljabol

Mivel az oxim-kotéssel kapcsolt daunomicin nem szabadul fel szabad forméban a
konjugatumbdl, ezért hatdsa kisebb, mint a szabad hatéanyagé. A kisérleteink egy kovetkezo
fazisdban tehat elddllitottunk olyan konjugdtumokat, amelyekbdl a hatéanyag szabad
formdban felszabadulhat. A daunomicin ellentétben a doxorubicinnel nem kapcsolhat6 észter-
kotéssel peptidekhez, mert nincs erre alkalmas primer hidroxilcsoportja. Jelenleg Klinika II
fazisban van egy doxorubicin — GnRH konjugitum, amelyben a doxorubicin egy észter-

kotésen keresztiil kapcsolddik egy, a D-Lys oldalldncén glutdrsavval médositott [D-Lys®]-



GnRH-I peptidhez (AN-152). A vegyiilet igen hatékony mind in vitro, mind in vivo
tesztekben. Az észter-kotés konnyen hasad karboxil-észterdzok hatdsara, amikor is a szabad
doxorubicin szabadul fel. A f6 probléma az, hogy a szérumban taldlhaté karboxil-észerdazok
gyorsan bontjak a konjugatumot, igy annak fél életideje kb, 2 6ra emberben. Ennek ellenére
kisérleteinkhez eldéllitottuk az AN-152 konjugatumot, tovdbba ennek GnRH-III analégjat is
(3. 4bra). Ebben az esetben a GnRH-III 8-as pozicidjaban 1évé lizin oldallancdt médositottuk
glutarsavanhidriddel. A daunomicin kapcsoldsdra hidrazon-kotés kialakitdsat valasztottuk,
illetve egy ,,self-immolative” p-amino-benziloxikarbonil spacert (PABC) alakitottunk ki a
hatéanyag és a GnRH-III kozott (3. dbra). A hidrazon-kotés savlabilis, igy a lizoszomékban
uralkod6 enyhén savas (pH ~ 5) koriilmények kozott a szabad hatéanyag felszabadul. A
PABC spacert pedig egy maleimidokaproil-Phe-Lys egységen keresztiil kapcsoltuk a lizin
oldallancan ciszteinnel médositott peptidhez. A lizoszomédkban a Lys-PABC kotés elhasad, és
ezt kovetden kotés atrendezddések tutjan p-amino-benzilalkohol és CO, kilépése utan

felszabadul a szabad daunomicin.

<EHWSHDWKPG-NH,
0-CO-(CH,),-CO-

----- OH ééztera’zokkal
hasithaté

észter-kétés CH,
savérzékeny kétés
lizoszéma pH <5 _ <EHWSHDWKPG-NH,
o o .. ,N-NH-CO-CH,-CH,-CO-

X

hidrazon-kotés




PABC spacer:

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, p-aminobenziloxikarboni

| r A N\
Ac-Cys
L 9 w7

/M(Phe-Lys} ]

o)

“~N

Katepszin B
hasitasi hely

3. abra: Az észter- és hidrazon-kotést tartalmazé konjugatumok valamint a PABC spacert

tartalmazo6 konjugatum szerkezete.

Meg kell emliteni, hogy valamennyi anyag el6allitdsa komplikaltabb, 1ényegesen kisebb
hozamui, mint az oxim-kotést tartalmazé analégok szintézise. A hidrazon savlabilitdsa
megneheziti a HPLC-s tisztitast. Az észter-kotések kialakitdsakor pedig O-N acilvandorlast
tapasztaltunk a doxorubicin agglikon részén 1évé primer hidroxilcsoport €s a cukorrész
aminocsoportja kozott. Ezt MS fragmentumok analizisével sikeriilt igazolni. (Schlage P. és
mtsai J. Controlled Release 156: 170-178 (2011))

Az 0Osszehasonlité vizsgdlatokban felhasznaltuk a GnRH-III(Dau=Aoa) és az Gjonnan
eldallitott GnRH-III(Dox=Aoa) oxim-kotést tartalmazé vegyiileteket is. A stabilitdsi és
lebomlési vizsgélatok azt mutattdk, hogy a hidrazon-kotést tartalmazé konjugdtum pH 5-0s
pufferben és lizoszomdban gyorsan lebomlik, ugyanakkor nem teljesen stabil semleges
oldatban és huméan szérumban sem. A félélet ideje a konjugatumnak 70 perc az enyhén savas
oldatban, mig 48 h semleges oldatban. Az észter-kotéssel doxorubicint tartalmazd
konjugatumokbdl hatékonyan felszabadult a doxorubicin a lizoszéma preparatumban, de
félélet idejiik szérumban is csak 1-2 6ra volt. A PABC spacert tartalmaz6 konjugatumbdl is
hatékonyan felszabadult a szabad daunomicin a lizoszoma preparatumban. Ugyanakkor azt
tapasztaltuk, hogy viszonylag rovid id0 elteltével a konjugdtum nem mutathaté ki a
szérumban MS segitségével. Azonban bomlds termékeket sem tudtunk kimutatni. Ezért
feltételezziik, hogy a konjugatum szérumfehérjékhez (pl HSA) aggregdlddhatott, aminek lehet
pozitiv bioldgiai hozadéka. Ennek vizsgalatara tovabbi mérések sziikségesek.

A sejtfelvételi vizsgdlatok azt mutattdk, hogy legintenzivebben az észter-kotést

tartalmaz6é konjugdtumok jutottak be a sejtekbe, majd a PABC spacert tartalmaz6, mig
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legkevésbé az oxim-kotésti vegyiiletek. Erdekes médon, a Dox-GnRH-III esetén tobb Dox
pozitiv sejt volt megfigyelhetd, mint az Dox-GnRH-I anal6g (AN-152) esetén. Ezeknél az
anyagokndl a sejtbejutds mértéke szintén korreldlt a mért citosztazis eredményekkel. MCF-7
sejteken az észter- és hidrazon-kotést, valamint a PABC spacert tartalmazé konjugatumok
hatdsa kozel azonos volt a szabad hatéanyagok hatdsaval, mig HT-29 sejteken a legjobb
konjugatumok is egy nagysdgrenddel kisebb citosztatikus hatdst mutattak, mint a szabad
hat6anyagok (4. tablazat).

A hidrazon-kotést illetve a PABC spacert tartalmazé konjugatumok szintézisének
optimalizalasa sziikséges ahhoz, hogy in vivo vizsgidlatokhoz sziikséges mennyiséget
koltséghatékony mddon tudjunk eldallitani. Nagyobb mennyiségli doxorubicint tartalmazé
konjugatumok elddllitdsa az utébbi idoben megtortént, igy ezeket hamarosan tudjuk hasznélni

az oxim-kotést tartalmazé konjugatumokkal végzett 6sszehasonlité in vivo vizsgélatokra.

4. tablazat Kiilonbozo kotést tartalmazé GnRH konjugatumok citosztatikus hatdasa

Citosztazis Citosztazis
Konjugéitum (MCEF-7) (HT-29)

ICso (UM) ICso (UM)
[D-°Lys(Dox-Glut)]-GnRH-I (észter) 0,2+0,1 1,9+03
GnRH-III(Dox-Glut) (észter) 0,1+£0,1 24+£0,2
GnRH-III(Dau-PABC) 0,4+£0,0 1,7+£0,2
GnRH-III(Dau=NHNH) (hidrazon) 0,5+0,2 2,4+0,5
GnRH-III(Dau=Aoa) (oxim) 7,8 +2,1 179 +£4,0

GnRH-III(Dox=Aoa) (oxim) > 50 > 50

Daunomicin 0,4 +0,1 0,3+0,2
Doxorubicin 0,1 0,0 0,1 0,0
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1.3.4. Tobb azonos vagy Kkiilonb6zé hatéanyagnak az iranyit6 molekuldhoz valo

kapcsolasa

Ahhoz, hogy két hatéanyagot tudjunk a GnRH-III peptidhez kapcsolni, két konjugaciés helyre
van sziikség a molekuldban. Ezt kétféle modon valdsitottuk meg. Egyrészt alkalmaztuk a
kordbban bevilt Ser — Lys cserét a 4-es poziciéban. Igy mind a “Lys, mind a ®Lys
oldallancdhoz kapcsolhaté hatéanyag. Amennyiben a két hatéanyag kiilonboz6é (methotrexat
és daunomicin), akkor itt is ortogondlis véddcsoport kombindciot kellett alkalmazni a két
lizinre a szintézis sordn. A methotrexdtot amidkotéssel a 4-es, mig a daunomicint a szokdsos
modon (oxim-kotés) a 8-as pozicidba kapcsoltuk. Amennyiben mindkét lizinhez daunomicint
kapcsoltunk, akkor mindkét lizint aminooxiacetil-csoporttal médositottuk és oxim kotéseket
alakitottunk ki. Masik megoldasként a nativ GnRH-III peptidbdl indultunk ki. Ebben az
esetben a ®Lys oldalldncéra egy wjabb lizint kapcsoltunk, és vagy mindkét aminocsoporthoz
(o~ és e-aminocsoportok) daunomicint kotottiink oxim-kotéssel, vagy az ai-aminocsoporthoz
methotrexatot és az €-aminocsoporthoz daunomicint kapcsoltunk a fent emlitett modszerekkel
(4. dbra). (Leurs U. és mtsai Biopolymers Pept. Sci. 98: 1-10 (2012) és Leurs U., Lajko E., és
mtsaik. Eur. J. Med. Chem. 52: 173-183 (2012)).

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

ENH ENH Lys.
o €}
o o . NH NH
/0 Q 0 0
)\ OH o
7,
*O‘O‘ > " *‘Q‘O OOO‘ ‘OUO
i CHO OH O OCH,
CHO © OH O OCH,
HO OH
NH, NH, Ho o
NH, NH,

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

|
; - Lys\

ENH ENH
: o ANH ENH
(0] o
q OH O
iy :
Ir /@)( s, 1‘1 OH O

J, ™,
Nﬂ (@) e .

NH,
NH, NH,

\
4

/

4. abra: A két hat6anyagot tartalmazé GnRH-III konjugatumok szerkezete.
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Két daunomicint tartalmazé konjugidtumok esetén azt tapasztaltuk, hogy abban az
esetben, ha a két daunomocin kiilonbozo lizinekhez (4-es €s 8-as pozicid) kapcsolddott, akkor
novekedett a konjugdtumok sejtfelvétele az egy hatéanyagot tartalmazé konjugdtumhoz
képest, mig ha a 4-es poziciéban meghagytuk a szerint és a két daunomicint a ®Lys-hez
kapcsolt extra lizinhez kotottiik, akkor a sejtfelvétel csokkent. Ennek ellenére a két
hatéanyagot tartalmazé konjugdtumok hatékonyabbak voltak, mint az egy Dau-t tartalmazo és
nem volt kozottiik szignifikdns kiillonbség (5. tdblazat). A methotrexatot (Mtx) és daunomicint
(Dau) is tartalmazé konjugatumok csak a HT-29 (humén vastagbél karcinoma) sejtvonalon
mutatott szignifikdns hatdsnovekedést. Ez utébbi konjugdtumokndl kimutattuk, hogy a
kiilénb6z6 hatéanyagok megodrizték bioldgiai funkcidjukat. Bizonyitottuk, hogy lizoszémédban
keletkeznek a DNS kotddéshez sziikkséges metabolitok, és a Mitx-ra jellemzo
dihidrofolatreduktdz enzim gatlé hatdst is detektaltunk, bar ez kisebb volt, mint a szabad
methotrexat esetén. A csak methotrexdtot tartalmazé konjugdtum nem mutatott citosztatikus

hatdst a vizsgalt tartomanyban.

5. tablazat Tobb hatéanyagot tartalmazé GnRH konjugatumok citosztatikus hatdsa

Citosztazis | Citosztazis | Citosztazis

Konjugatum (MCF-7) (HT-29) (LNCaP)

ICso (M) | ICs (uM) | ICsp (uM)

GnRH-III(Dau=Aoa) 67+12 | 299+0,6 | 152+14
GnRH.III(**Lys(Dau=Aoa)) 2,9+0,9 6,8 +1,0 4,9 +0,3
GnRH.III(SLys(Dau=Aoa-Lys(Dau=Aoa))) 3,004 5620 38+1,6
GnRH.III(*Lys(Mtx) *Lys(Dau=Aoa)) 58+1,1 36+1,5 | 288+4,7
GnRH.II(Lys(Mtx-Lys(Dau=Aoa))) 54+0,7 5,6 +3,0 11,3 0,5

GnRH.II(*Lys(Mtx) *Lys(Ac)) > 50 > 50 > 50

Vizsgaltuk a GnRH.HI(4’8Lys(Dau:Aoa)) receptorkotddését hipofizis prepardtumon és
izoldlt prosztata tumoron radioizotépos technikdval (Id. kordbban). Osszehasonlitva a
konjugdtum ['’I][D-Trp®]GnRH-1 kotédésére gyakorolt hatdsat a GnRH-III(Dau=Aoa) és a
[4Lys(nBu)]—GnRH—III(Dau:Aoa) konjugatumokkal kivéltott gatldssal a kovetkezoket

tapasztaltuk. A két hatéanyagot tartalmaz6 konjugatum kotddése erGsebb volt, mint az egy
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hatéanyagot tartalmaz6é, de nem érte el a 4-es pozicidban nBu-csoportot tartalmazéd

konjugatum kotddésének erdsségét. A mért ICs értékek a kovetkezok:

GnRH-III(Dau=Aoa): 22,87+1,14 (hipofizis) és 16,51+1,08 (prosztata tumor szoveten);
GnRH.II(**Lys(Dau=Aoa)): 14,75+1,02 és 9,55+0,88;
[4Lys(nBu)]—GnRH—IH(Dau:Aoa): 9,03+0,78 és 7,41 £ 0,55).

Ezek az eredmények is azt mutatjadk, hogy a GnRH-III 4-es poziciéjaban egy szubsztitualt

lizinszarmazék nodvelheti a receptork6tddést €s a konjugdtum tumorellenes hatdsat.

1.3.5. A konjugatumok hatékonysagot novel6 szerkezeti elemeinek kombinalasa

A tovabbiakban kombindlni kivantuk a rovid zsirsavat tartalmaz6 szarmazékok és a tobb
hatéanyagot tartalmaz6 konjugatumok elonyos bioldgiai hatdsat. A zsirsav kapcsoldsa a 4-es
pozicioba beépitett lizinhez azt eredményezi, hogy a két hatéanyagot a 8-as lizin oldallancéra
beépitett extra lizinhez kothetjiik. Ennek megfelelden elkészitettik a GnRH-
III[4Lys(nBu),SLys(Dau:Aoa—Lys(Dau:Aoa))] konjugatumot €s a hatéanyag és a peptid
kozott GFLG spacert tartalmazé varidnst is. GnRH—HI[4Lys(nBu),SLys(Dau:Aoa—GFLG—
Lys(Dau=Aoa-GFLG))]. Az elééllitott varidnsok vizben ugyan viszonylag jol oldédtak, de a
sejtes vizsgdlatokhoz haszndlt médiumbdl kicsapddtak, igy in vitro tumorellenes hatdsuk
mérése eléggé megbizhatatlan volt. Az oldhatésag novelése érdekében beépitettiink a
molekuldkba egy vizoldékonysiagot néveld [aminoetoxi]etoxiecetsav (-NH-CH,-CH,-O-CH;-
CH,-O-CH,-CO-  (0,0c¢))  linkert is  (GnRH-II[*Lys(nBu),’Lys(Dau=Aoa-0,0c-
Lys(Dau=Aoa-0,0¢))] és (GnRH-III[*Lys(nBu),’Lys(Dau=Ao0a-GFLG-0,0c-Lys(Dau=Aoa-
GFLG-0,0c¢))] (5. édbra). A linker beépitése kismértékben novelte a konjugatumok
vizoldékonysagat és jelentosebben a médiumban valé oldékonysdgukat. A citosztazis
vizsgalatok azt mutattdk, hogy ezzel a kombindcidval tovdbb lehetett ndvelni az antitumor
hatdst a korabbi vegyiiletekhez képest (6. tdblazat). A GFLG spacer beépitése nem fokozta a
hatdst. Az eddig eldallitott oxim-kotést tartalmazé konjugdtumok kozil a (GnRH-
HI[4Lys(nBu),8Lys(Dau:Aoa—OzOc—Lys(Dau:Aoa—OzOc))] vegylilet bizonyult a
leghatékonyabbnak. Rdadasul az in vitro tumorellenes hatdsa mar megegyezett vagy jobb is
volt, mint a sokkal koriilményesebben eldallithaté észter- illetve hidrazon-kotést, valamint a

PABC spacert tartalmazé analégoké. (Hegediis R. és mtsai. Publikaci6 elokésziiletben)
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Glp-His-Trp-Lys(nBu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
Dau=Aoa—020c—LysJ
Dau=Aoa-OzOc-I
0O,0c ([aminoetoxi]etoxiacetil): -NH-CH,-CH,-O-CH,-CH,-O-CH,-CO-

5. abra: Az [aminoetoxietoxiacetil linkert és két hatéanyagot tartalmazé [*Lys(nBu)]-GnRH-

IIT konjugatum szerkezete.

6. tablazat

konjugitum citoszatikus hatdsanak vizsgdlata

A GnRH—IH[4Lys(nBu),8Lys(Dau:Aoa—OzOc—Lys(Dau:Aoa—OzOc))]

Citosztazis Citosztazis
Konjugatum (MCF-7) (HT-29)
ICsp (uM) ICsp (uM)
GnRH-II[*Lys(Dau=Aoa-Lys(Dau=Aoa))] 3,004 5,6 +2,0
GnRH-III[‘Lys(nBu),’Lys(Dau=Aoa)] 0,7 0,2 2,2+0,6
GnRH-III[*Lys(nBu),’Lys(Dau=A0a-0,0c-
0,3+0,1 1,1+0,2
Lys(Dau=Ao0a-0,0c¢))]

Erdemes megjegyezni, hogy a vegyiiletek rossz oldékonysidga nem minden esetben
jelent kizar6 okot az in vivo alkalmazas szempontjabol. Szdmos GnRH antagonista vegyiilet
kicsapddik sc. vagy ip. injektdlds utdn és depot képez. Innen torténik egy folyamatos

beoldddas €s a hosszan tart6 hatés kifejtése.

2. Dimer GnRH-szarmazékok szintazise és vizsgalatuk

Koréabbi kisérleteink bizonyitottak, hogy amennyiben a GnRH-III molekuldt a 8-as
poziciéban 1év0 lizin oldallancédhoz kapcsolt cisztein segitségével diszulfid dimerré alakitjuk,
akkor nemcsak a molekula enzimekkel szembeni stabilitdsa nO, hanem fokozodik a
tumorellenes hatdsa, és egyidejiileg csokken az endokrin aktivitdsa. gy még szelektivebb
antitumor hatdsi GnRH vegyiiletekhez jutottunk (Mezd G. és mtsai. Peptides 28: 806-820
(2007)). Negyven napon at folyamatosan adagolva a dimer vegyiileteket kb. 40-50%-os

tumornovekedés gatlast lehetett elérni. Ezek a vegyiiletek voltak az elsé olyan GnRH
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analégok, amelyek csak L-aminosavakat tartalmaztak, é&s szignifikdns in vivo
tumorndvekedést gitlo hatdst mutattak (Mezd G. és mtsai Curr. Med. Chem. 15: 2366-2379
(2008)). Ezek az eredmények arra 0Osztondztek benniinket, hogy a dimer tipusi GnRH
vegylileteket is kiprobdljuk hatéanyagok hordozdjaként. A dimerek a fent emlitett eldnyok

mellett alkalmas lehet tobb hatéanyag molekula célba juttatisara.

2.1. GnRH-III h hatéanyag konjugatumok dimer valtozatainak szintézise és vizsgalata
Munkdnk sordn a GnRH-III-bél és két 4-es poziciéban médositott analdgjabdl (‘Lys(Ac)
és *N-Me-Ser szdrmazékok) készitettiink daunomicint tartalmazé dimer vegyiileteket. A
szintézisek sordn még a gyantan beépitettiik a *Lys oldallancdra a Cys aminosavszdrmazékot,
majd ennek aminocsoportjdt aminooxiacetileztiikk. A peptid gyantdrdl tortént hasitdsa utdn
enyhén savas puffer oldatban reagdltattuk a daunomicinnel. Az oxim-kotésti hatéanyag —
peptid konjugitumot ezutdn enyhén bazikus pufferben dimerizéltuk (6. dbra). Az eldallitott
dimer vegyiiletek sokkal stabilabbak voltak kimotripszines emésztéssel szemben. Lizoszoma
prepardtumban a vegyiiletek bomlottak €és a legkisebb, hatéanyagot tartalmaz6é metabolitok
dimer egységek voltak ([H-Lys(Dau=Aoa-Cys)],). Tehdt ebben az esetben sem tapasztaltunk
szabad hatéanyag felszabaduldst. Azonban a dimerek kb. kétszer olyan hatdsosak voltak az

citosztazis kisérletekben, mint a monomer vegyiiletek (7. tabl4zat).

Glp-His-Trp-Yyy-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

Y
Dau=N-O-CH,-CO-Cys/ W
Sl‘; Ser
é N-Me-Ser
|
Dau=N-O-CH,-CO-Cys Lys(Ac)

Glp-His-Trp-Yyy-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

6. abra: A 4-es poziciéban szubsztitualt GnRH-III — daunomicin konjugatumok dimer

szarmazékainak szerkezete.

Tehat a két molekula daunomicin additiv hatdsa, hasonléan a két hatéanyagot tartalmazo
monomerekhez, itt is érvényesiilt. A hdrom dimer konjugidtum hatékonysdgi sorrendje
megegyezett a monomer konjugatumokkal tapasztaltakkal. Az in vitro vizsgalatokat a
dimerek esetében is némileg gitolja a dimerek gyengébb oldhatésiga a vizsgilatokhoz
haszndlt médiumokban. (Schreier VN. és mtsai. Bioorg. Med. Chem. Lett. DOI:

10.1016/5.bmcl.2013.01.114). Jelenleg folyamatban van a még hatékonyabb monomer
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szarmazékok dimer formdinak eldallitdsa (pl. n-vajsavat tartalmazé szarmazék), amelyek még

hatékonyabb tumorellenes hatdst mutathatnak.

7. tablazat Dimer GnRH-III -hat6anyag konjugatumok citosztatikus hatdsa

Citosztazis

Konjugatum (MCF-7)

ICs0 (uM)
{GnRH-III(*Lys(Dau=Aoa-Cys))}» 4,1+0,8
{[*N-Me-Ser]-GnRH-III(*Lys(Dau=Aoa-Cys))}, 6,2+1,5
{[*Lys(Ac)]-GnRH-II(*Lys(Dau=Aoa-Cys))}» 1,9+0,7

2.2. GnRH analégok vegyes dimerjeinek eléallitasa és vizsgalata

Az irodalomban leirtak szerint a GnRH-III kevésbé kotddik a GnRH-I receptorhoz,
mint maga a GnRH-I, illetve a GnRH-II. Ezt tapasztaltuk a hatéanyagot tartalmazé
konjugatumok esetében is (3. tdblazat). Ezért eldallitottunk és vizsgéltunk, olyan dimer
GnRH-szarmazékokat, ahol egy GnRH-III egy GnRH-I vagy GnRH-II szarmazékkal
kapcsolddik Ossze. A GnRH-III antiproliferativ hatdsdnak novelése érdekében eldallitott
vegyes dimer molekuldkat azonban nem diszulfidhid kialakitdsdval készitettilk, mivel a
vegyes diszulfid-kotést tartalmazd vegyiiletek sokszor nem elég stabilak, és konnyen
atalakulnak szimmetrikus dimerekké. Ezért a két komponenst a sokkal stabilabb tioéter-kotés
segitségével kapcsoltuk Ossze. Két kiilonbozd tipusi konstrukciot allitottunk eld. Az elsd
esetben a GnRH-III 8-as pozicigjaban 1évo lizin oldalldncat kozvetleniil vagy egy GFLG
Katepszin B-re érzékeny tetrapeptid tdvtartdé kozbeiktatdsdval kldracetileztiik, és ezt
reagaltattuk a 6-os pozicioban D-Cys-t tartalmazé GnRH-I illetve GnRH-II agonista
analégokkal. A masik konstrukciéban a [D—Lys6]—GnRH—I D-Lys oldallaincdhoz egy
kloracetilezett GFLG spacert kapcsoltunk és ezt reagdltattuk a GnRH-III szarmazékokkal,
amelyek vagy a ®Lys oldalldncdhoz kozvetleniil vagy GFLG spaceren keresztiil kapcsolva

tartalmaztak acetilezett ciszteint (7 dbra). (Szabd 1. €s mtsai. Kozlemény elokészités alatt).

Az elééllitott aszimmetrikus dimer szdrmazékok LH-szekrécidra gyakorolt hatdsét
vizsgdltuk patkdny hipofizis sejtszuperfuzidoban. Az aszimmetrikus dimerek mar 10 nM
koncentraciéban jelentds LH-szekréciot valtottak ki szemben a kordbban eldallitott GnRH-IIT

szimmetrikus dimer szarmazékokkal, amelyek nem mutattak LH-szekrécidt serkentd hatdst
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ebben a koncentricioban. A GnRH-III dimerek csak puM-os koncentricioban mutatnak
elhanyagolhaté mértékii endokrin aktivitast.

A [D—Cys6]—GnRH—I molekulat tartalmazé aszimmetrikus dimerek esetén a 0,1 nM-os
koncentraciéban kaptunk fokozottabb LH-szekrécidt (SzI-1: 154+7,5%, SzI-2: 150+8,5%, a
szazalékos értékek a kontrollként hasznalt GnRH-I monomer hatasidra vonatkoznak). A

monomer 1 nM-os koncentraciéban mar hatékonyabb volt, mint a dimer.

<EHWSHDWKPG-NH,

CH,-CO-GFLG
d <EHWSHDWKPG-NH,
<EHWSY(|:LRPG-NH2 tco
GNRH-III(-CH,CO-GFLG)-[ D-Cys¢1GnRH-I 7
Szl-1 <EHWSYCcLRPG-NH,
GNRH-III(-CH,CO)-[D-Cys¢1GnRH-I
Szl-2

<EHWSHDWKPG-NH,
CH-CO
S

<EHWSHCWYPG-NH,

<EHWSHDW§PG-NH2
CHH,-CO-GFLG
|
<EHWSHCWYPG-NH,

GnRH-lli(-CH,CO-GFLG)-[D-Cys®]GnRH-I
Szl-4

GnRH-llI(-CH,CO)-[ D-Cys®]GnRH-II
Szl-3

<EHWSHDWKPG-NH,
Ac-CGFLG
<
(I':HZ-CO-GFLG
<EHWSYKLRPG-NH,
(GNRH-III(Ac-CGFLG)-[D-Lys®]GnRH-I(-CH,CO-GFLG)
Szl-5
<EHWSHDWKPG-NH,
Ac-(l':
I
CH,-CO-GFLG
<EHWSYKLRPG-NH,
(GnRH-lli{Ac-C)-[D-Lys’]GnRH-I(-CH,CO-GFLG)
Szl-6

7. abra: GnRH-III és GnRH-I vagy GnRH-II analégokat tartalmazé vegyes dimerek

szerkezete.
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Ezzel szemben a [D—Cys6]—GnRH—II molekulat tartalmazé aszimmetrikus dimereknél
0,1 nM-os koncentracié esetén nem tapasztaltunk LH-szekréci6 véltozast, viszont 1 nM-nél
szignifikdns endokrin hatds figyelheté meg (SzI-3: 36+6,0%, SzI-4: 110+8,5%, a kontrollként
hasznalt GnRH-II monomerre vonatkoztatva).

A szuperagonista [D-Lys®]-GnRH-I molekuldt tartalmazé aszimmetrikus dimerek
esetén mind 0,1 nM, mind pedig 1 nM-os koncentriciéban jelentds endokrin hatdsndvekedés
figyelhetd meg a kontrollra vonatkoztatva (SzI-5: 101£7,0%, illetve 191+17,5%; SzI-6:
246%7,5%, illetve 135£19,5%).

Az endokrin hatds szempontjabdl az aszimmetrikus dimerek (a D-ciszteint tartalmazé
GnRH-II szdrmazékok kivételével) még 0,1 nM-os koncentriciéban is jelentés LH-
felszabadité képességgel birnak. Mivel a GnRH-III dimerek nem rendelkeznek jelentds LH-
felszabaditdo hatdssal é€s a GnRH-III is elhanyagolhaté endokrin hatdsi 10nM alatti
koncentracioban, igy elmondhaté, hogy az aszimmetrikus dimerek endokrin hatdsiat a
molekuldban 1évd masik komponens hatdrozza meg. Az SzI-6 dimer, amely a szuperagonista
[D—Lys6]—GnRH—I molekuldt tartalmazza, bizonyult a legmagasabb endokrin hatdssal
rendelkezd vegyiiletnek.

Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a GnRH-III és GnRH-I illetve GnRH-II
szarmazékok aszimmetrikus dimerjei szuperagonista tulajdonsdgukndl fogva indirekt
tumorellenes hatdsi molekuldk alapjaul szolgdlhatnak a tumorterdpidban (hormonterdpia). A
fokozott hormonhatds miatt szelektiv, mellékhatdsokt6l mentes hatéanyag célba juttatdsra
kevésbé megfeleld. Ezért a vegyes dimerekbdl hatéanyagot tartalmazé konjugatumokat nem

készitettiink.

3. Proapoptotikus peptidet tartalmazé GnRH konjugatumok

Daganatos megbetegedésekben fontos probléma a tumoros sejtek apoptotikus
folyamatainak felbomldsa. Ugyanis az apoptotikus fehérjék egyensulya daganatos
megbetegedésben eltolddik az antiapoptotikus fehérjék javéara. Ez két médon alakulhat ki: az
antiapoptotikus fehérjék tiltermelddnek, vagy a proapoptotikus fehérjék mennyisége csokken.
Mindkét eset a daganatos megbetegedés kezelésével szembeni rezisztencia kialakuldséat fogja
eredményezni.

Ha egy daganatsejtet apoptézisra szeretnénk kényszeriteni, akkor vagy a
proapoptotikus fehérjék termelddését kell fokoznunk (genetikai beavatkozas), vagy pedig a
proapoptotikus fehérjéket kell specifikusan a tumorsejtbe juttassuk, ugyanis ezek a fehérjék

nem képesek atjutni a sejtmembranokon. Az irodalomban mar kozoltek olyan eredmeényeket,
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ahol GnRH peptidet alkalmaztak proapoptotikus peptid célbajuttatdsara, A kisérletben a Bak
fehérje BH3 doménjének aktiv régidjat (H-MGQVGRQLAIIGDDINRR-NH,) kapcsoltak
GnRH peptidhez (<KEHWSYGLRPG-NH,). Azt taldltdk, hogy a peptidek 6nmagukban nem
voltak citotoxikusak, de a konjugitumuk (<KEHWSYGLRPGMGQVGRQLAIIGDDINRR-
NH,) annak bizonyult GnRH-I receptort hordoz6 humén emldé- (MCF-7), prosztata- (PC-3),
illetve ovarium (A2780) tumorsejtvonalakon. A GnRH-proapoptotikuspeptid konjugdtummal
kivaltott apoptézis mértéke azonban jelentdsen fliggott a vizsgdlt sejteken 1évé GnRH
receptorok mennyiségétdl (A2780> PC-3> MCF-7).

A fent emlitett munkat alapul véve kiilonb6z6 GnRH-proapoptotikus peptidet
tartalmaz6é konjugatumokat allitottunk eld és vizsgéltuk azok in vitro citotoxikus hatdsat.
Célbajuttaté molekulaként a [D-°Lys]-GnRH-II (Glp-His-Trp-Ser-His-D-Lys-Trp-Tyr-Pro-
Gly-NH,) molekula szolgalt, melynek in vitro tumorellenes és apoptdzist indukal6 hatdsa az
irodalomban leirt. Mivel a GnRH-II anal6gok hatdsukat a GnRH-I receptoron keresztiil fejtik
ki, igy minden olyan sejt, mely rendelkezik ezzel a receptorral, potencidlis célpontja lehet az
altalunk tervezett €s elddllitott konjugdtumoknak. Tehat ezek a konjugatumok direkt médon
fejtik ki tumorellenes hatasukat.

Konjugatumainkban a proapoptotikus peptideket ugy valasztottuk ki, hogy azok a
proapoptotikus fehérjék kiilonboz6 alcsalddjdba tartozé fehérjékbdl szarmazzanak (a Bax
alcsaladbol a Bak fehérjét (H-MGQVGRQLAIIGDDINRR-NH,), mig a csak BH3 domént
tartalmazo alcsaladbdl a Puma fehérjét (H-IGAQLRRMADDLNAQ-NH,) valasztottuk ki). fgy
0ssze tudtuk hasonlitani az egyes proapoptotikus fehérjéknek az apoptotikus folyamatban
betoltott kozvetett szerepét.

A szintetikusan elddllitott és analitikailag jellemzett proapoptotikus peptidkonjugdtumok in
vitro citotoxicitdsat hataroztuk meg GnRH-I receptort kifejez6 MCF-7 és SK-BR-3 human
emld-, valamint HT-29 humén vastagbél tumorsejtvonalakon. Az egyes sejteken mért ICs

értékeket az alabbiakban foglaljuk dssze.

8. tablazat: Proapoptotikus peptid konjugatumok és komponenseik citotoxicitdsa

Peptid MCEF-7 SK-BR-3 HT-29
[D-°Lys]-GnRH-II 37,4 78,0 56,8
Bak 35,5 62,4 62,5
Puma 34,0 60,9 67,2
[D-*Lys]-GnRH-II-Bak 33,1 55,8 69,7
[D-Lys’]-GnRH-II-Puma 60,0 76,4 65,8
[D-°Lys (Dau=Aoa)]-GnRH-II 4,1 3,9 1,4

ICsp értékek UM koncentracioban kifejezve
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A proapoptotikus peptidek hatdsat Osszehasonlitva elmondhatjuk, hogy minden
esetben a Bak peptidet tartalmazé konjugdtumok voltak hatdsosabbak a Puma peptidet
tartalmazé konjugdtumokkal szemben. Igy feltehetSleg az dltalunk vizsgdlt sejttipusokban
azon apoptotikus fehérjék hatarozzdk meg az apoptdzis kimenetelét, amelyik a Bax alcsaladba
tartoz6 Bak fehérjével képesek kolcsonhatasba 1épni. Ezekre a sejtekre valdsziniileg a Bak
proapoptotikus fehérje alacsony expresszidja jellemz6. Tovabbi munkdnkban a hatdéanyagot
és proapoptotikus peptidet egyiitt tartalmazé GnRH konjugdtumokat terveziink elkésziteni és

vizsgalni.

4. Sejt adhézios és kemotaxis vizsgalatok

A tumorsejtek szérdddsa a daganatprogresszid folyamatdnak fontos mozzanata, amely
tobbek kozott a célzott terdpia sikerességét is befolydsolhatja. Az attétképzés sordn az egyik
elsé meghatdrozé 1€pés a daganatsejtek adhézids kapcsolatainak meggyengiilése, és ezzel
parhuzamosan a migraciés aktivitisuk fokozdédasa. A célzott tumorterdpidban igéretes
lehetdségnek szamit olyan hatéanyag-szallit6 GnRH-III konjugdtumok alkalmazasa, amelyek
egyidejiileg képesek gatolni a tumorsejtek novekedését és attétképzését is. A tumorellenes
hatdsért a szallitott citotoxikus hatéanyag felelés, mig az antimetasztatikus aktivitisa a
konjugatumnak az adhézidra és a kemotaxisra kifejtett hatdsaibol kovetkezik.

Munkank sordn azt vizsgaltuk, hogy a targetdl6 GnRH-III szarmazékok onmagukban,
valamint a hatéanyag-tartalmd konjugdtumaik rendelkeznek-e (i) adhéziét befolydsold és (ii)
kemotaktikus hatdssal, amely a metasztazisképzés folyamatara kifejtett hatasuk szempontjabdl
alapvetd. A konjugatumok (iii) antiproliferativ/citotoxikus aktivitisdnak mérésével azt is
elemeztilk, hogy a gydgyszer-tartalmu szarmazékok ténylegesen kifejtik-e a szabad
hatéanyagra jellemz6 bioldgiai hatast. Célunk volt, hogy a fenti eredmények alapjan, az egyes
pontokon eltéré molekuldris szerkezetekrdl gyjtott adatok birtokdban kiinduldsi adataink

legyenek 1j tumorellenes molekula-jeloltek preklinikai teszteléséhez.

4.1. Anyag és modszer

Vizsgalt GnRH-III szarmazékok és konjugatumaik

Munkénk sordn a kovetkezd irdnyité hatdsi GnRH-III szarmazékok hatdsat elemeztiik: (i)
természetes hormonok (GnRH-I, GnRH-II, GnRH-III), (ii) N-terminalis felol roviditett
GnRH-III fragmensek (Ac-HWSHDWKPG-NH,, Ac-WSHDWKPG-NH,, Ac-SHDWKPG-
NH,), (ii1) eldgaz6 lancd GnRH-III monomerek (GnRH-III(Ac-C), (GnRH-III(Ac-CGFLG))
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és (iv) szimmetrikus dimerszarmazékaik ([GnRH-III(C)],, [GnRH-III(Ac-C)],, [GnRH-
I[II(CGFLG)],, [GnRH-III(Ac-CGFLG)]5).

Vizsgédlatainkban felhaszndlt hatdanyagot tartalmazd konjugiatumok irdnyitd egységei
kiilonb6z6 GnRH-III szarmazékok (GnRH-III, [*N-Me-Ser]-GnRH-I1I, [*Lys(Ac)]-GnRH-III,
[GnRH-1II(C)],, [GnRH-III(YRRLC)], voltak. A hatéanyagok (daunomicin - Dau,
doxorubicin — Dox, metotrexat — Mtx) kiillonboz6 kémiai kotéseket (észter, amid, oxim)
kialakitva kozvetleniil vagy tavtartd szekvencidn (GFLG, YRRL) keresztiil lettek kapcsolva

az iranyito egységekhez (Id a korabbi részeket).

Modell-sejt

A GnRH-III szarmazékok és konjugatumaik hatasit akut mieloid leukémia eredetii Mono Mac

6 (MMB6), humén monocita sejtvonalon vizsgaltuk 107210 M koncentraciétartomanyban.

Impedimetridn alapulé adhézié mérémoddszer

A GnRH-IIT szdrmazékok és konjugatumaik sejtadhézidra kifejtett hatdsanak mérésére az
impedancia valds ideji regisztrdlasan alapul6 xCELLigence késziiléket hasznaltuk. A
rendszer jellemzdje, hogy a sejtek, szigeteld tulajdonsdgi sejtmembranjuknak kdszonhetden,
az alkalmazott elektrédok felszinére torténd kitapaddsuk sordn impedancia emelkedést

okoznak, amely ardnyos a kitapadt sejtek szdmdval €s az adhézié mértékével.

Kemotaxis méromodszer

A MMEG6 sejtek kemotaktikus vélaszkészségének mérése NeuroProbe® kamra felhasznaldsdval

tortént. A kemotaktikus reakciot mutat6 sejtek szdmat MTT-teszttel hatdroztuk meg.

Proliferacio és citotoxicitds vizsgalat

A hatéanyag-tartalmi GnRH-III konjugdtumok direkt tumorellenes aktivitasat, 24, 48, 72 6ras
inkubéciot kovetden a vegyiiletek antiproliferativ és citotoxikus hatdsdnak vizsgélatdval
kivantuk igazolni MM6 sejteken. A sejtszamvaltozdsok kovetésére az impedimetria elvén
mikodé CASY TT sejtszamlalo késziiléket hasznaltuk, amely lehetdséget adott a sejtszam és

sejtméret eloszlas meghatdrozasara, valamint az el6-halott sejtek elkiilonitésére is.

4.2. Eredmények
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Iranvito hatasu GnRH-III szarmazékok

A korabbi in vitro (internalizacio, citotoxicitds) vizsgalatok alapjan, a GnRH-III és dimer
szarmazékai mellett az N-termindlis feldl roviditett GnRH-III fragmensek is igéretes tumor
targetdlo egységei lehetnek a hat6anyag-szallité rendszereknek.

Osszesen 12 iranyit6 hatdssal rendelkezé GnRH-III szdrmazék adhéziés és kemotaktikus
aktivitdsat vizsgalatuk annak érdekében, hogy olyan szarmazékokat taldljunk, amelyek
alkalmasak egy adott hatéanyag szelektiv célbajuttatidsdara, és képesek megakaddlyozni a

tumorsejtek szorodasat.

A daganatsejtek széréddsanak hatékony gatlasidhoz elengedhetetlen, hogy a GnRH-III
szarmazékok rendelkezzenek adhéziot fokozé és kemorepellens hatassal. Egy kivételtdl (Ac-
SHDWKPG-NH,) eltekintve mindegyik vizsgalt peptid fokozta a MM6 sejtek kitapadasat, bar
a hatdsok mértékében €s koncentracidfiiggésében mutatkozott kisebb kiilonbség. Ezzel
szemben MM6 modell-sejtiink kemotaktikus aktivitisa érzékenyebben kovette az egyes
szerkezeti véltozdsokat. A GnRH-III fragmensek MM6 sejteken mutatott kemotaktikus hatdsa
— hasonl6an a korédbbi, Tetrahymena modell-sejten végzett vizsgilatokban tapasztalt szerkezet-
hatds Osszefiiggésekhez — az N-termindlison 1évé aminosav fiziko-kémiai karakterének
fontossdgdra hivta fel a figyelmet. A GnRH-III ®Lys oldalldncénak médositisa a GnRH-III(Ac-
C) monomer esetén intenziv kemorepellens (46,2-23,9%) hatdst mutatott, mig a beldle felépiild
[GnRH-III(C)], dimer kemorepellens jellege (67,3-26,2%) csak alacsony koncentracidkra
korlatozédott. A 'GFLG’ tavtartét tartalmazé peptidek ellenkezd kemotaktikus valaszt
indukéltak, mint a révid oldallancot/linker régiét hordozé szarmazékok. A [GnRH-III(C)], és
[GnRH-III(Ac-C)], dimerek kemotaktikus hatasiban mutatkozé, a GnRH-III hormon
aktivitdsdhoz hasonlé bifazisos (alacsony koncentracion repellens, magas koncentracion
attraktans) jelleg arra enged kovetkeztetni, hogy maga a GnRH-III hormonrész lehet felelds a

dimerek receptorkotéséért és kemotaktikus viselkedéséért.

Osszegezve az eredményeket, az irdnyité egységnek szdmité GnRH-III szarmazékok

esetén az adhéziét fokozo és kemorepellens hatds az alacsonyabb koncentraciokra volt
jellemzd. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a peptidek Onmagukban, vagy egy
gyogyszer-szallité rendszer részeként a primer tumor szintjén hatva a tumorsejtek helyben
tartasat segithetik eld. Az antimetasztatikus hatds tekintetében a GnRH-III monomer és dimer
szarmazékai hatékonyabbak voltak, mint maga a nativ hormon. A csoportbdl kiemelendd, a
két monomer forma (GnRH-III(Ac-C), GnRH-III(Ac-CGFLG)) mellett, egyes dimer
vegyiiletek is  ([GnRH-III(C)], és [GnRH-III(Ac-CGFLG)],), amelyek kedvezd
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hatasprofiljuknak koszonhetden idedlis jeloltek lehetnek az irdnyitott tumorterdpidban torténd

felhaszndldsra, mint a hatéanyag-szallité rendszerek targetdlo egységei.

Hat6anvyag-tartalmi GnRH-IIT konjugatumok

A gybgyszer-célbajuttatdsra tervezett konjugatumokkal szemben tdmasztott egyik
legfontosabb kovetelmény, hogy rendelkezzenek a szabad hatéanyagra jellemzd tumorellenes
hatdssal. Az antimetasztatikus hatdsuk szempontjabdl a konjugiatumok adhéziét fokozd és
ezzel egyidejii kemorepellens aktivitdsa a kedvezd. Igy egy idedlis konjugdtum, a fenti
hatdsok (antiproliferativ, adhéziét fokozd, kemorepellens) birtokdban képes lehet a primer
daganatok novekedésének és szorodasanak gatldsara.

Osszesen 15 hatéanyag-tartalmi GnRH-III szdrmazék vizsgdlatdval a Kkiilonbozd
szerkezeti és konjugdlasi médositdsok — (i) kiilonbozd hatdanyag, valamint tobb hatéanyag
egyiittes jelenléte, (ii) enzimlabilis tavtartd szekvencia megléte, (iii) a GnRH-III alapvazat
érintd szubsztiticid, (iv) dimerré kapcsoldas — adhéziét befolydsold, kemotaktikus,
antiproliferativ/citotoxikus hatdsit elemeztiik. A GnRH-III alapid konjugdtumok aktivitdsat a
szabad hatéanyagok, valamint az irodalombdél ismert AN-152 hatdsdval hasonlitottuk ossze. A
referencia konjugatumnak tekinthetd AN-152 esetén a hatéanyag egy észter-kotésen keresztiil
kapcsolédik a GnRH-I agonista szdrmazékahoz ([D-°Lys]-GnRH-I).

A tumorellenes és antimetasztatikus hatds tekintetében az egyik leghatékonyabb GnRH-
Il konjugdtum a doxorubicint észter-kotésben tartalmazé GnRH-III(Dox-Glut)] volt. Az
adhézidt fokoz6é hatédsa (125,1-161,4%) mellett kemorepellens hatastinak ( 10 -10° M: 71,4-
61,9%) bizonyult (8. dbra), valamint citotoxikus hatdsa (€10 sejtszam a kontrollhoz képest: 10°
7-10° M: 21,0-8,6%) 72 éra elteltével lényegesen nem tért el az AN-152 (107-10° M: 26,3-
13,1%) és a szabad doxorubicin hatdsatSl (10°-10° M: 27,1-9,6%) (9. dbra). Az észter-kotés
azonban kevésbé stabil, észterdzok hatdsdra konnyen bomlik, ami mellékhatdsok
kialakuldsahoz vezethet. Ennek kikiiszobolésére stabilabb kotést (amid és oxim) tartalmazoé
konjugatumokat is vizsgdltunk. Ezekben a konjugidtumokban a hatéanyag megfeleld
felszabadulasa érdekében a drug és a GnRH-III k6z€ lizoszomalis enzimre érzékeny tavtartd
szekvencia (GFLG, YRRL) keriilt beépitésre. Az amidkotés jovoltabdl viszonylag stabilabb
GnRH-III(Dox-GFLG) konjugatum is rendelkezett a tumorellenes és az antimetasztikus hatés
szempontjabol kedvezo hatdskombindcidval. A GnRH-III(Dox-GFLG) hatékonyan fokozta a
sejtek adhézidjat (153,9-140,0%), 72 orés kezelést kovetden a szabad hatéanyaghoz hasonld
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mértékil sejtpusztuldst okozott (107-10° M: 36,7-12,7%), azonban a kemorepellens (10° M:
73,3%) hatasa elmaradt a GnRH-III(Dox-Glut)] aktivitasatol.

A daunomicint oxim-kotésben tartalmazé GnRH-III(Dau=Aoa) és spacert tartalmazé
szarmazékai  (GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG), GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL)) konjugiatumok
azonban nem rendelkeztek hasonld aktivitdssal. Igy eltéré felépitésti, daunomicin-tartalmd
monomer és dimer alapi konjugdtumok vizsgdlata valt sziikségessé. Kordbbi vizsgalatokban
kimutattuk, hogy 4. pozicibban mddositott irdnyitdé egységek — [N-Me-*Ser]-GnRH-111,
[‘Lys(Ac)]-GnRH-III — alkalmazdsdval fokozni lehetett a konjugdtum stabilitdsat, és
internalizdci6jat is. A *Lys(Ac) beépitése a molekuldba javitotta a konjugatum citotoxikus (9.
abra) és repellens hatdsat (8. dbra), tovdbba a [4Lys(Ac)]—GnRH—IH(Dau:Aoa) rendelkezett a
legjelentdsebb adhézidt fokozo hatdssal (131,5-157,6%) is (8. ). Ezzel szemben a [N—Me—4Ser]—
GnRH-III(Dau=Aoa) nem bizonyult ennyire hatékonynak, bar kismértékben fokozta a MM6

sejtek adhézigjat, de 72 dra elteltével sem mutatott sejtosztddast gatld hatast.
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8. abra: Hat6anyag-tartalmi GnRH-III konjugatumok sejtadhézidra és kemotaxisra kifejtett
hatdsa Mono Mac 6 modell-sejten.

A ’Slope’ a sejtadhézié mértékére jellemz6 mutatészam, amit a kontroll szazalékdban fejeztiink ki. A kontrollra
normaliz4lt ’Kemotaxis index’ a kemotaktikus aktivitds jellemzésére szolgdl. Az é&brdkon szerepld adatok
parhuzamos mérések (3-5) atlagit + SD jelentik. A statisztikai kiértékelést ANOVA teszttel végeztik. A
szignifikancia szintek kdvetkezé médon jeldltiik: x — p< 0,05; y — p< 0,01; z — p< 0,001.

A GnRH-III alapu gyo6gyszer-célbajuttatds hatékonysdgat a tumor sejtek GnRH receptor

expresszidja és a receptorok deszenzitizdloddsa nagymértékben befolydsolja. E tényezdk
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kikiiszobolésére két hatéanyagot (daunorubicint €s metotrexatot) hordozé, u.n. bifunkcids
konjugatumok kidolgozdsara és vizsgdlatara keriilt sor. A [4Lys]—GnRH—IH hordozé
alkalmazasdval elddllitott, a 4. és 8. pozicidban is egy-egy hatéanyagot tartalmazé GnRH-
I **Lys(Dau=Aoa)] és GnRH-II[*Lys(Mtx),’Lys(Dau=Aoa)] konjugdtumok mutattak
kedvezObb hatédsprofilt, mind a tumorellenes, mind az antimetasztatikus (adhéziét fokozo,
kemorepellens) hatds szempontjabol, dsszehasonlitva azokkal, ahol a hatéanyagok egy lizin
aminosav kozbeiktatasdval a 8Lys oldallancdhoz voltak kapcsolva (GnRH—HI[SLys(Dau:Aoa—
Lys(Dau=Aoa))] GnRH—III[SLys(Mtx—Lys(Dau:Aoa))]). A citotoxikus hatas tekintetében
ezek a bifunkciés konjugdtumok nem eredményeztek egyértelmii hatdsjavulast. A 4-es
poziciéban is daunomicint tartalmazé GnRH—IH[4’8Lys(Dau:A0a)] esetén fokozddott a
citotoxikus aktivitds (30,3%), mig az ugyanitt metotrexdtot hordoz6 GnRH-
[ *Lys(Mtx),*Lys(Dau=Aoa)] kisebb hatést fejtett ki (76,0%) még az egyszeresen konjugalt
[4Lys(Ac)]—GnRH—III(Dau:Aoa)] szarmazékhoz (49,1%) képest is. A fenti aktivitasbeli
eltérések oka a hatdanyagok hozzaférhetdségében, a konjugatumok sejtfelvételében, a
lizoszémadlis emésztés sordn keletkezd fragmensek mindségében vagy a fragmensek 4ltal
kozvetitett hatds mechanizmusdban keresendo.

140 —e— Daunorubicin e GnRH-III[*Lys(Ac)’Lys(Dau=Aoa)]
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9. abra: Hat6anyagok és GnRH-III konjugatumok antiproliferativ/citotoxikus hatdsa Mono
Mac 6 modell-sejten.

Az €198 sejtek szdmdt a kontroll szdzalékdban hatdroztuk meg. Az dbrdkon szerepld adatok parhuzamos mérések
(3-5) atlagat jelentik. A statisztikai kiértékelést Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztiik. A szignifikancia szintek
jelolése a kovetkez6 mddon tortént: z — p< 0,001.

Mint azt eldbbiekben bemutattuk az egyes GnRH-III dimerek is (pl. [GnRH-III(C)],),
mint irdnyité hatdsi hordozdok alkalmasak lehetnek egy kérdéses hatéanyag célbajuttatdsara.
Igy munkdnk sordn vizsgdltunk dimer alapi konjugdtumokat is, amelyek monomer
egységenként egy-egy hatdanyagot tartalmaztak. Ezek a hatéanyag-tartalmi dimerek a
monomer konjugiatumokhoz képest, a vartnak megfeleléen, legalabb kétszer nagyobb

citotoxikus aktivitassal rendelkeztek. A spacer szekvenciat tartalmazé [GnRH-III(Dau=Aoa-
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YRRL)], konjugidtum nagyobb mértékii citotoxikus hatdssal (42,4%) rendelkezett a tavtartd
nélkiili [GnRH-III(Dau=Aoa)], formdhoz képest (66,4%). Ez tobbek kozott abbol adddhat,
hogy a tavtartd eldsegitheti, hogy a monomer alegységek képesek legyenek kiilon-kiilon
kotédni egy-egy receptorhoz, és igy javulhat maganak a konjugatumnak internalizacidja is. A
dimer-hat6anyag konjugdtumok a citotoxikus hatdsuk szempontjabdl relevans koncentracion

(10°M) jelentkezé kemorepellens és adhéziét fokozé hatdsuknak koszonhetben a

/////

Osszefoglaldsként _elmondhaté, hogy a gydgyszer-célbajuttatdsra tervezett hatéanyag-

tartalmd GnRH-III konjugdtumok tobbsége rendelkezett a szabad hatdanyagra jellemzo
tumorellenes hatdssal, valamint a sejtadhézidra és kemotaxisra kifejtett hatdsuk is igazolhat6
volt leukémia (MM6) modellen. A doxorubicin-tartalmi konjugdtumok (pl. GnRH-III(Dox-
hemiglutardt) a daunorubicin-tartalmiakkal (pl. GnRH-III(Dau=Aoa)) 0Osszehasonlitva
hatékonyabbnak bizonyultak. A daunorubicin-kapcsolt konjugdtumok profiljat a [*Lys(Ac)]-
GnRH-III hordoz6 alkalmazéasa és a dimerképzé€s javitotta szignifikdnsan.

A hatéanyag-GnRH-III konjugdtumok antiproliferativ/citotoxikus hatdsa alapjan
feltételezhetjiik, hogy a célz6 egységként szolgdlé GnRH-III szarmazékok képesek biztositani
a hatéanyag célsejthez jutdsat és tumorellenes aktivitdsat. A konjugdtumokra jellemzd
adhéziot fokozo €s kemorepellens hatds azt valosziniisiti, hogy a primer tumor szintjén hatva,
képesek lehetnek csokkenteni a tumorsejtek levdldsdt és egyben a tdvoli attétek
kialakuldsanak esélyét. Mindezek alapjan pl. a GnRH-III(Dox-hemiglutarat), GnRH-III(Dox-
amid-GFLG)], valamint daunorubicin-tartalmd dimer és [‘Lys(Ac)]-GnRH-III konjugdtumok
alkalmas jeloltek lehetnek a célzott daganatterdpidban torténd felhaszndldsra, mint

tumorellenes és antimetasztatikus hatasu terapeutikumok.

5. Kemotaxis chip tervezése és megvaldsitasa

A kutatds kezdeti szakaszdban az impedimetriai kiértékelési technikdn nyugvé,
egycsatornds, u.n. “I-chip” kidolgozdsat végeztik el. Ez 4-4 mérd, illetve referencia
elektrédpar alkalmazasaval, ECIS 1600 berendezésben képes a kialakitott kapilléris terében
kialakulé6 koncentrici6 gradiens mentén elmozduld sejtek/sejttomegek migracidjat
monitorozni.
Ezt kovetden - a kezdeti bemérések adatainak figyelembe vételével - az aldbbi feladatok
elvégzésére keriilt sor:

(i) rendszer anyagi 6sszetevdinek optimalizaldsa
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(i) elektrdd felszinek sejt-detektdldsi paramétereinek optimalizéldsa
(ii1) a chip statikus és dinamikus rendszerben tortén6 alkalmazasokra torténd bemérése
(iv) az alap chip-konfigurici6 tovabb fejlesztése

(v) referencia konjugatumokkal torténd tesztelések

(1) A kezdeti chip-konfigurdcié kialakitasat és bemérését kovetden torekedtiink arra, hogy a
chip felépitésére a mérések soran alkalmazni kivant — fizikai szempontbdl €és a bioldgiai
objektumoknak is legmegfelelobb - anyagokat vdlasszuk ki. E munka keretében az
elektrédokat hordoz6 felszin cseréjére, borofloat iiveg, illetve SU-8 alkalmazasara keriilt sor.

Teszteltiik a csatorndk kialakitisdhoz haszndlt polydimethylsiloxane (PDMS) hatdsat a
tenyésztett sejtekre. Eredményeink azt mutatjdk, hogy sem az alkalmazott PDMS mint felszin,
sem az abbdl kioldédé anyagok nem befolydsoljak a vizsgdlt sejtek (pl. MM6 monocyta,
HaCaT keratinocyta) adhéziéjat, migracidjat. Az iiveg alapu chipre torténd attérés nagyban
segiti munkankat azért is mivel igy a chip mikroszképos kovetésére €s azonnali kiértékelésére

is médunk van (10. abra)

10. abra: Migral6 sejtek “I-chip” csatorndjaban. (A kép kozepén lathaté vékony vonal a
mérd-elektréd, mig a kép alapjan lathat vastag fekete csik a referencia elektrédd.)

(i) A vizsgalatok sordn észleltilk, hogy a kezdetben alkalmazott mérd-elektroéd felszin
jelentds mértékben csokkenti a chip mérési érzékenységét, ezért bizonyos aranyokban torténd
kitakardsat tartjuk célszeriinek — e véltoztatdsok és a kapcsol6dé bemérések jelenleg is

folynak.
(1) A fiziologias allapotok jobb modellezése érdekében Osszehasonlité vizsgalatokat

végeztiink statikus és a rendszerben folyamatos dramlast fenntarté (PicoPlus Syringe Pump —

kdScientific) berendezéssel. Eredményeink azt mutatjak, hogy az dramlas az elektrédot fedd
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sejtréteg aktiv véalaszat — ellapuldsat - valtja ki, mely a mérhet6 ellendllas csokkenésében is
megnyilvanul. Ez a hatds azonban csak atmenetinek bizonyul, kb. 1-3 6ra alatt er0s rebound

jelentkezik.

20000 - +Drug 1 ! Flow .
+Drug 2 1 0.16ul/sec
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16000
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10000
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6000

4000 - 3 = Kontroll
' = Drug 1
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0 : : : : : :
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11. abra: Dinamikus dramlasi rendszer alkalmazésa “U-chip” esetében.

(iv) A korabbiakban kialakitott “I-chip” konfiguraci6é mellett két tovabbi forma - “U-chip” és
“T-chip” keriilt elkészitésre. Ezek csatorna-rendszere tovabbi vizsgélati lehetOségeket
nyujtanak, pl. eltérd sejtpopulaciok szinkron vizsgalatit ugyanazon anyag esetében (‘“U-chip”)
vagy kiilonb6zd anyagok keverékeinek chipben torténd kialakitasat és ennek vizsgalatat egy

vagy két sejtpopuldcidra szintén egyidoben (“T-chip”). (12. dbra)

U-chip T-chip
Adott anyag (A) vizsgalata Kaloenbézd anyagok (A, B) keverékeinek (v:v)
eltérd sejt-populacidkra (B, C) hatasanak vizsgalata adott modell-sejteken (C)

12. abra: U- és T-chip sémas rajza, illetve az elektrodelsztas csatornakhoz és betoltd
nyilasokhoz kapcsoldsa

(v) Az “I-chip” optimalizalasat kovetoen megkezdtiik az egyes konjugatumok vizsgalatat is.

Oligotuftsin (OT20), valamint annak methotrexattal alkotott konjugdtuméanak (OT20-Mtx)
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pilot vizsgélati kezdeti eredményei azt mutatjak, hogy a hordozé druggal torténd konjugaldsa

nem eredményez a sejtek kitapaddsaban €s migracijaban lényeges valtozast. (13. dbra)
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13. abra: HaCaT keratinocyta modell-sejtek kitapadasanak és migracidjanak (feliil - OT20;
alul - OT20-Mtx) vizsgalata I-chipben.

(A chipek tervezésében és kivitelezésében Dr. Fiirjes Péter és Fekete Zoltan az MTA MFA
KI MEMS Laboratorium kutatoi vettek részt.)

A fent ismertetett kisérleti eredmények, melyek szerint az elddllitott celldkban az é16
sejtek csak viszonylag gyenge elektormos jelet generdlnak indokoltdk a palyazati ciklus utols6
évében az elektrdda aktiv felszinének csokkentésére irdnyul6 tortkvéseinket, mely alapjan méar

lényegesen jobb eredmények varhatok (14. abra).

—+ H+

14. abra: Az elektrédok aktiv felszinének passzivaldssal torténd csokkentése (zold szin)
fotoreziszt vagy oxid (voros) alkalmazaséaval.
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Az igy kialakitott szerkezetek pontos, sejtfizioldgiai paraméterekhez torténd illesztését
teszi lehetdvé egy nem az OTKA forrdsbdl szarmaz6 j beruhdzas (impedancia spektroszkop)
alkalmazasa, mely segitségével a jovOoben mar az alkalmazott sejtdenzitastdl, illetve a sejtek
eltérd osszetétell tadpfolyadékainak elektromos jellegébdl adodé sajatossdgok is 1ényegesen
jobban figyelembe vehetdk lesznek, s ezéltal az elektrodok kialakitdsa, optimalizasasa is

konnyebbé vilik.

6. Sejtszintii valtozasok tanulmanyozasa proteomikai moédszerekkel

Kezeletlen és [4Lys(Ac)]—GnRH—IH(Dau:Aoa) konjugatummal kezelt HT-29 humén
vastagbél karcindma sejteket lizaltunk €s a centrifugélds utan kapott szupernatans frakcidok
fehérje Osszetételének kiilonbségét vizsgaltuk. A fehérjéket 2D elektroforézissel vélasztottuk
el (15. abra). A fehérje expresszids profilokat PDQuest 8.0 software segitségével analizaltuk,
majd a két mintaban szignifikdns intenzitas kiilonbséggel rendelkezd fehérjék foltjait
kivagtuk. Gélben végzett tripszines emésztés utdn a fragmenseket MALDI-TOF-MS €s nano
HPLC-MS segitségével analizdltuk. A kapott értékeket Swiss-Prot adatbéazis segitségével
értékeltiik és meghatdroztuk a feltételezett fehérjéket, amelyek a kezelés sordn valtozast
mutattak.

Az adatok azt mutattdk, hogy azok a fehérjék, amelyek mennyisége a kezelt és
kezeletlen kontroll sejtekben jelentOsen eltért és beazonositdsuk sikeriilt, a kovetkezd
osztalyokba sorolhaték: metabolizmusban résztvevo fehérjék, saperon fehérjék, citoszkeletélis
fehérjék, szignal udtvonalban szerepet jatszé fehérjék, stressz fehérjék, amelyek mind

befolydsolhatjak a tumorndvekedést (8. tablazat).

Kezeletlen kontroll GnRH-llI(*Lys(Ac), °Lys(Dau=Aoa))
HT-29 sejtek konjugatummal kezelt HT-29 sejtek
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A foltok intenzitasbeli kildnbségének jelélése
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15. abra: Kezeletlen és kezelt HT-29 vastagbél tumor sejtek fehérje profiljanak 2D
elektroforetogramjai. Az intenzitasbeli kiilonbségek kiemelése.
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7. Gén expresszios vizsgalatok

Négy, eltérd szteroid és HER2 receptor stdtuszi humdn emldkarcindma sejtvonalon
kvantitativ RT-PCR (Roche, LightCycler, SybrGreen technika) mddszerrel a GnRHR-IR,
GnRH-IIR, IGF-1R és IGF-2R gének expresszids profiljat vizsgéltuk. A vizsgdlatokhoz a

GnRH és IGF receptorok esetében az alabbi primereket alkalmaztuk:

GnRH-IR

Forward primer: 5’-GATCCGAGTGACGGTTACTTTC-3’
Reverse primer: 5’-AGTCTCCAACAGGTTGGCTAAG-3’
GnRH-IIR

Forward primer: 5-TAGGTCAGTAGAGGCCTGAAGC-3'
Reverse primer: 5S-CTTTTCAGGATCTGGAGCTGAT-3'
IGF-1R

Forward primer: 5’-CGAGATGACCAATCTCAAGGAT-3’
Reverse primer: 5-TGTAGTTATTGGACACCGCATC-3’
IGF-2R

Forward primer: 5’-ACGACTTGAAGACACGCACTTA-3’
Reverse primer: 5’-CTGCTCTGGACTCTGTGATTTG-3’

A tumoros sejtvonalak kivalasztasa szteroid és HER?2 receptor stituszuk alapjan tortént,

melyet az alabbi tablazat foglal 6ssze:

GnRH-IR HER2R ER/PR EGFR IGF-1R/2R
T47D + - ++ + +/+
MDA MB 231 + - -/- + +H+
MDA MB 453 + + -/- - +/+
MCEF-7 + - +/+ - +/+

A receptorok mellett a hormonok termelddésének vizsgdlatdhoz az aldbbi primereket

hasznaltuk:
GnRH-I hormon:

Forward primer: 5'-ATGAAGAATCCAAGAGCCAGAA-3'
Reverse primer: 5'-AGGAAACCAGCAGACCTATCAA-3
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GnRH-II hormon:
Forward primer: 5'- GATCCCCAGAATGCCCTTAG-3'
Reverse primer: 5'- CTTCCTGTGAAGGGACCACT -3

Eredményeink:

A tumoros sejtekben a vizsgalt gének alapszintjében eltéré6 mRNS expressziot tapasztaltuk. A
GnRH-IR az MDA MB-231 sejtekben fejezddik ki leginkabb, ezt koveti csokkend sorrendben
az MDA-MB-453, MCF-7 és T47D sejtvonal. A legmagasabb és legalacsonyabb expresszios

szint ardnya kozel 50-szeres.

Aktin%
0,12

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

T47D MDA MB 231 MDA MB 453 MCF7

16. abra: GnRH-I receptor mRNS szintje a belsé standard szazalékaban a négy vizsgalt
sejtvonal esetében.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy emberben a GnRH-IIR gén atirédasa gatolt (stop codont
tartalmaz), ezért a GnRH-IIR fehérje nem fejezddik ki. Vizsgélataink sordn a varakozdsokkal
ellentétben a GnRH-IIR mRNS szintje kimutathaté volt és a GnRH-IR ezred részének
bizonyult. A GnRH-IIR a GnRH-IR-hez hasonld tendencidt mutatva, eltéré mértékben
fejezddik ki a kiilonb6z6 emlétumoros sejtekben (MD-MBA-231 > T47D > MD-MBA- 453 >
MCF-7).
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17. abra: GnRH-II receptor mRNS szintje a bels6 standard szdzalékaban a négy vizsgalt
sejtvonal esetében.

Osszehasonlitva az IGF-1R és IGF-2R expresszidjat, azt tapasztaltuk, hogy az IGF-2R sokkal
nagyobb mértékben fejezddik ki, mint az IGF-1R. A sejtvonalakon beliili eltéré6 mRNS
szintek az IGF-1R gén kifejez6dése esetén egy MCF-7, T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-
453 csokkend sorrend figyelhetd6 meg. Az IGF-2R mRNS szintje koveti a GnRH-1IR-nél
tapasztaltakat, az IGF-2R leginkdbb az MDA-MB-231 sejtekben expresszdlddik, majd a
T47D, MDA-MB-453 végiil pedig az MCF-7 sejtekben.

Aktin%
35
3 a
25 -
@T47D
21 E MDA MB 231
L5 OMDA MB 453
OMCE 7
1
0.5
0 | I
IGFIR IGF2R

18. abra: IGF receptorok mRNS szintje a bels6 standard szazalékdban a négy vizsgalt
sejtvonal esetében.
Vizsgdlataink alapjan elmondhat6, hogy a kialakitott modellrendszer megfelelé az djonnan

szintetizdlt GnRH analégok mRNS szint{i hatdsanak, tovabba a kiillonboz6 szignadlitvonalakra
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gyakorolt hatdsuk tanulmanyozasdra, mivel a négy sejtvonal valtozatos receptor mintdzata
alkalmas barmely el6idézett valtozds kimutatdsara.

A modell rendszer optimalizdldsanak céljabol megvizsgéltuk, hogy a tapfolyadék csokkentett
szérum tartalma milyen hatést gyakorol a kezeletlen sejtekre. 5% és 10% borju szérum (CFS)
tartalom mellett Osszehasonlitottuk a vizsgdlandé gének mRNS expresszidjat. A kisebb
szérum tartalomndl a sejtek mRNS termelése adtlagosan harmadéra esett vissza, ezért a
kisérleteinket 10% CEFS tartalmu tdpfolyadékkal végeztiik.

A legmagasabb receptor mRNS szintekkel rendelkez6 MDA-MB-231 sejtvonalat valasztottuk
a vizsgalatokhoz. A sejtvonalban megmértiik a hormonok mRNS szintjeit is az aktin belsd
standardra vonatkoztatva. A GnRH-I hormon mRNS szintje kozel 20-szorosa a GnRH-II
hormon értékének, mig a receptorokndl ez az ardny megkozelitdleg 300-szoros. Ot kiilonb6zé
hatéanyaggal tortént kezelés sordan mértiik a GnRH-I, -II hormonok és GnRH-I, II receptorok,
valamint az IGF-1,2 receptorok és az EGFR gének mRNS mennyiségét.

350
300
250 B GnRh 1
B GnRhIR
200 | OJGnRh 1T
CGnRh IR
150 B IGF2R
EIGFIR
100 7 B EGFR
50 -
O |
Kont 1 2 3 4 5

19. 4bra: Ot szer hatdsdnak vizsgalata MDA-MB 231 sejtvonalon 100 pM-os koncentriciéval

6 oran keresztiil.
A kisérleti anyagok hatdsat a kontroll szdzalékdban dbrazoltuk.
Vegyiiletek: 1. [GnRH-ITI(Ac-CGFLG)], (dimer)
2. [GnRH-III(Ac-C)], (dimer)
3. N-MeSer*-GnRH-III monomer frakci6: 2.
4. MG-1013: [N-MeSer4-GnRH-III(AcCGFLG)]2 dimer
5. GnRH-III
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Eredményeink alapjan a [GnRH-II(Ac-CGFLG)], és a [GnRH-III(Ac-C)], dimer
szarmazékok csokkentették legjobban a GnRH rendszer elemeinek mRNS szintjét (~50%),
ezért a tovabbi vizsgdlatokat a fenti két vegyiilettel végeztik. Az MDA-MB-231 sejteket
kezeltiik a két dimer szarmazék 100 uM-os koncentracidjaval, majd ezt kovetden 30 perc, 1,
2, 4, és 6 6ra mulva mértiik a mintdk mRNS szint véltozasat. Tapasztalataink szerint a spacer
tartalmu dimer ([GnRH-III(Ac-CGFLQG)],) vegyiilettel torténd rovid idejlii inkubdlas esetében
a vizsgalt gének expresszidja csokkent, mig a spacert nem tartalmazé szdrmazék esetén a
véaltozds nem volt egyértelmii. Mindkét esetben azt taldltunk, hogy a GnRH-I hormon és a

GnRH-I receptor mRNS szintjeinek valtozadsa szorosan koveti egymast.

o ? /
B NN /

- /AN o

. [/ / \\ —=—GnRh | R
-
122 N \V/k

Kont 30 min 1h 1.5h 2h 25h 3h 35h b5h 6h

20. abra: Kezelési id6 vizsgalata MDA-MB 231 sejtvonalon [GnRH-III(Ac-CGFLG)],

vegyiilettel 100 uM-os koncentracidval.

A kisérleti anyagok hatdsat a kontroll szazalékdban dbrazoltuk.

A [GnRH-III(Ac-CGFLG)], vegyiilettel tortént kezelés esetén a GnRH-I hormon és receptor
mRNS szintek valtozdsa nagyfoku szinkronitdst mutatott a 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 5, és 6
oranal végrehajtott mintavételezéskor. Az ismételt vizsgdlatok soran a GnRH hormon és
receptor mRNS mennyisége viszonylag széles tartomanyban mozgott. A kezelést kovetd 30.
percben és az 5. 6rdban az mRNS szintek csokkenése, mig a 3,5-4 6rds tartomanyban
novekedése volt megfigyelhetd. Eredményeink alapjan tervezziik valamennyi hatéanyag
koncentraciofiiggésének vizsgdlatat, 30 perces €s 4, 5 6rds kezelést kovetden mérni kivanjuk

a hormonok és receptorok mRNS és fehérje expressziojat.
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8. In vivo tumorellenes hatas vizsgalata

Az eldallitott GnRH-III — hatéanyag konjugdtumok koziil tobbnek megvizsgaltuk az
akut toxicitdsdt BDF-1 ndstény egészséges egereken, tovdbba in vivo antitumor aktivitdsukat
C26 egér és/vagy HT-29 humén vastagbél tumort hordoz6 egereken. A tumorokat sc. iiltettiik
be az egerekbe, illetve kialakitottunk orthotopikus modelleket, amikor a bélre varrtuk a tumor
szovetet. A kezeléseket ip. végeztiik.

Az elsO toxicitési kisérletben BDF-1 egereknek 15 mg/kg daunomicint adtunk, illetve
ezzel ekvivalens mennyiségli (26,6 umol) daunomicint tartalmazé GnRH-III(Dau=Aoa-
GFLG) konjugatumot. Azok az egerek, akik a szabad hat6anyagot kaptak, az egyszeri kezelés
utdn rohamosan vesztettek sulyukbodl, és a kezelést kovetd 10-12 nap kozott elpusztultak. A
konjugatummal kezelt egerek silygyarapoddsa megegyezett a kezeletlen kontroll dllatokéval
és elhullds nem kovetkezett be. (Szabd 1. mtsai. Bioconj. Chem. 20: 656-665 (2009)). A
masodik kisérletben négyszeri kezelést alkalmaztunk (1., 3., 5., 8. napokon). Azok az egerek,
akik daunomicinbdl 10 mg/kg doézist kaptak, a 8. napra elpusztultak. Ellenben annak a
csoportnak tagjai, amelyeket csak 2 mg/kg doézissal kezeltiink, jol tolerdltdk a kezelést. A két
konjugatummal kezelt csoportnédl (GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG), GnRH-III(Dau=Aoa) még 30
mg/kg Dau tartalom mellett sem mutatkoztak toxikus mellékhatdsok (Manea M. és mtsai.
Anticancer Drugs 23: 90-97 (2012)). Tehat az oxim-kotést tartalmaz6 GnRH-Dau
konjugatumok toxicitdsa sokszorosan kisebb, mint a szabad hatéanyagé (21. dbra).

25

v—"" Vv
23- 74/! \/3
22
| == Kontroll
=@— GnRH-lll(Dau=Aoa), 30 mg/kg (Dau tartalom)

=&~ GnRH-lll(Dau=Aoa-GFLG), 30 mg/kg (Dau tartalom)
=W- Daunomicin, 2 mg/kg

21

20 A

Egerek testtdmege (g)

19 =&— Daunomicin, 10 mg/kg
—» Kezelési nap
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21. abra: A konjugatumok és a szabad daunomicin in vivo toxicitasa
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Tumor térfogat (cm?3)

Az anyagok in vivo antitumor aktivitdsanak gyors teszteléséhez C26 egér vastagbél

tumort haszndltunk, mert ez egy agressziv, gyorsan novd tumor tipus. Ha 2 mg/kg

daunomicinnel kezeltiik a tumoros egereket (Balb/c) a tumor beiiltetést kovetd 7. napon, 23%-

os tumornovekedés gatlast tudtunk detektdlni a kisérlet végét jelentd 16. napon. A nagyobb

dozis (5 mg/kg) alkalmazdsa esetén valamennyi dllat elpusztult a kezelést kovetd hét napon

beliil. A GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) konjugidtummal kezelt dllatok esetén, ha 1x15 mg

Dau/kg dézist alkalmaztunk 22%-os gétlast figyeltiink meg, mig 5x5 mg Dau/kg (kétnaponta

adas) csak 16%-os volt a gatlds. Ha a 15 mg Dau-nak megfelelé dézist adtuk a konjugatumbdl

akkor, ha a kezeléseket a 4. és 7. napon végeztiik a tumor beiiltetést kovetden, akkor a gatlas

mértéke 46% volt, mig a 7. és 10. napon tortént kezelés esetén csak 32%. Hatéanyag nélkiil a

GnRH-III(GFLG) hordozénak a tumorndvekedést gitlo hatdsa 18%-os volt a kezeletlen

kontrollhoz képest. A legjobb kezelési kombindcioval 11 napos (37%) tilélés hosszabbodast

lehetett elérni az egereken (kontroll 30 nap az 50%-os tulélés, mig a konjugatummal kezelt

allatokndl 41 nap). A szabad hatéanyaggal kezelt allatok minden esetben a kezeletlen

kontrollok el6tt elpusztultak (16-22 nap doézistdl fiiggden). Késobb igazoltuk, hogy a GFLG

spacert nem tartalmazé GnRH-III(Dau=Aoa) konjugidtum ugyan azt a gitlé hatdst mutatja

C26 tumoros egereken, mint a spacert tartalmaz6. Ugyanakkor HT-29 human vastagbél

tumoros egereken (SCID, immunhidnyos) 3 kezelés utdan (13., 21. és 30. nap, a tumor

lassabban nd, mint a C26) a tumorndvekedés gitlas tumor térfogat ill. tdmeg alapjdn 68 és

50%-o0s volt a spacert, mig 55 és 41%-os a spacert nem tartalmazé konjugatum esetén (22.

abra). A szabad daunomicinnel kezelt dllatok mindegyike elpusztult a még a masodik kezelés

eldtt (2 mg/kg dozis esetén a kezlést kovetd 6 napon beliil, mig 5 mg/kg dozisnél 2 napon

beliil).
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—m— kontroll 1

—e— GnRH-lll(Dau=Aoa)
—A— GnRH-lll(Dau=Aoa-GFLG)

— kezelés
55.7% (P =0.0041)
/l 42.4% (P =0.0012)
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22.abra: A kezelt és kezeletlen kontroll dllatok tumor térfogata illetve tumor tomege (35. nap)
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Ebben az esetben a nagyobb hatds azzal magyardzhatd, hogy a spaceres konjugatummal kezelt
allatok esetén a tumorokban sokkal kevesebb 1) érképz0dés volt megfigyelhetd (9. tdblazat).
Tovdbba nagyobb mennyiségben lattunk limfocita besziirddéseket a tumorszdvetben. A
limfocita besziirddéses teriilleteken nem lattunk él6 tumorsejteket. Ez igen érdekes
megfigyelés, hisz immunhidnyos egereket hasznaltunk a kisérletekhez. Ugyanakkor a még €16
tumorsejtek proliferdciéra valé hajlama nem csokkent a kezeletlen kontroll 4llatok
szovetmintdihoz képest (BrdU teszt) (9. tablizat). Ez felveti a konjugiatumok fokozott
immunstimuldlé hatdsat, amit a tovabbiakban vizsgalni kivanunk.

9. tablazat: A tumorok immunhisztokémiai vizsgdlatainak eredméénye

BrdU index CD83-pozitiv erek szama
Kontroll Konjugétum Konjugatum Kontroll Konjugatum | Konjugatum
1 2 1 2
érték + SD 34,6 £6,7 34,1 £7,1 35,6 +8,9 26,3+79 22,0 £8,9 12,3+6,5
P érték 0,879 0,768 0,304 0,001

Konjugatum 1: GnRH-ll(Dau=Aoa);

Konjugatum 2: GnRH-lll(Dau=Aoa-GFLG)

A kovetkez0 kisérletek azonban felhivjak a figyelmet arra, hogy a kisérleti koriilmények
jelentésen befolydsoljdk az eredményeket. Az esetek tobbségében sc. beiiltetett tumoron nézik
az anyagok hatdsat. Ezen a viszonylag izoldlt tumor modellen nagyobb hatdsok mérhetdk,
mint az orthotopikus (szervre varrt) tumor modellen, ami jobban megkozeliti a természetes
tumoros dllapotot. A mddszer elég iddigényes és nagy gyakorlatot igényel. Balb/c egereken
orthotopikusan beiiltetett C26 tumoron vizsgilva a GnRH-III(Dau=Aoa) konjugitum alig
mutatkozott hatékonynak (7%-os gétlas, a tumor beiiltetést kovetd 4. és 7. napon végezve a
kezeléseket). Ugyanakkor a [4Lys(Ac)]—GnRH—III(Dau:Aoa) 49%-os gétlast eredményezett
(2x15 mg Dau/kg). A szabad hatéanyag (2x2 mg/kg) 24%-os tumornovekedés gatlast

eredményezett (23. dbra).

204 100%
1,8 P =0.8278
. 93,0%
1.6 P=0.2612
1.4 75,6%
° ] P = 0.0279
§ 1’2_- 50.7% - Kontroll
:S 1'0_- - Daunomicin
5 0,84
4 (4 8 =
5 06- B GrRH-II(Lys(Ac), BLys(Dau=Aoa))
0,4 I GnRH-l¢“ser, sLys(Dau=Aoa))
0,24
o,oj
N=10 N=7 N=7 N=6 (kisérleti allatok szama)

23. abra: A konjugatumok antitumor hatdsa orthotopikusan beiiltetett C26 tumorokon
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Az orthotopikusan beiiltetett HT-29 humdn vastagbéltumoros egereken nemrég
fejezddtek be a kisérletek. Mivel a HT-29 egy lassan n6vo tumor, hosszabb kezelési protokollt
terveztink. A tumor beiiltetése utdn 50 napig végeztik a kezeléseket. A szabad
daunomicinbdl Img/kg dozist alkalmaztunk és hetente egyszer végeztik a kezelést. A
[4Lys(Ac)]—GnRH—III(Dau:Aoa) és a [4Lys(nBu)]—GnRH—III(Dau:Aoa) konjugatumokkal
hetente kétszer kezeltiik az éllatokat. Az elsd 5 kezeléskor 15 mg Dau-tartalom/kg dozist
adtunk, majd tovabbi 7 alkalommal 7,5 mg/kg ddzissal fenntarté kezelést alkalmaztunk. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy a [‘Lys(Ac)]-GnRH-III(Dau=Aoa) konjugitum ebben az
esetben kevésbé hatott (7%-os gatlds), de a nBu szdrmazék j6 hatdsinak bizonyult (40%-os
gdtlas). A szabad daunomicin 30%-os gatlast eredményezett (24. abra). Meg kell jegyezni,
hogy a szabad daunomicinnel kezelt egerek majanak tomege 10%-kal csokkent a termindlds
idejére, mig a konjugatumok esetén minimalis, de nem szignifikdns tomegnovekedést (2-5%)

regisztraltunk.
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24. abra: A konjugatumok antitumor hatdsa orthotopikusan beiiltetett HT29 tumorokon

A tobbi szerv morfologiai és immunhisztokémiai vizsgédlata folyamatban van.
Eldzetesen azt lehet mondani, hogy se a szabad hatdéanyaggal, se a konjugatumokkal kezelt
allatokban nem lattunk szignifikdns metasztazis gatlast. Tehat a késébbiekben (ez mar az 1j
OTKA palydzat témdja) olyan vegyiiletekkel érdemes a konjugdtumainkat kombindlni,
amelyeknek metasztazis gatl hatdsa (is) van.

Mivel a daunomicin autofluoreszcencidja alkalmas a szervekben torténd kimutatdsukra,

ezért a szervek vizsgdlata sordn képet alkothatunk az anyagok biodisztribuciéjara is. A
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szervekbdl a metszetek készitése, azok vizsgdlata és a kovetkeztetések levondsa folyamatban
van.

Mis potencidlisan hatékony konjugatumok esetén jelenleg a szintézis hatékonysaganak
javitdsan dolgozunk, hogy az in vivo kisérletekhez megfelelé mennyiségli konjugatumot

tudjunk elééllitani.

9. GnRH antagonista peptidkonjugatumok szintézise

Ezekben a kisérletekben egy kordbban igen aktiv tumorellenes hatdssal rendelkezd és
immunstimuldlé hatdsi GnRH antagonista peptidet alkalmaztunk peptid (MI-1892: Ac-D-
Trp-D-Cpa-D-Trp-Ser-D-Lys-Asp(Leu-Gln-Pro-D-Ala-NH,)-DEA (MI-1892), ahol Cpa: p-
klérfenilalanin, DEA: dietilamid (az Asp a-karboxilcsoportjan), és az LQPa-NH, szekvencia
az Asp B-karboxilcsoportjdhoz kapcsolddik). A GnRH analégbdl dimer és hatéanyagtartalmd

konjugatumokat készitettiink.

9.1. GnRH antagonista MI-1892 dimer szarmazékai

A molekula 5-6s poziciéjaban 1évé D-Lys e-aminocsoportjara ciszteint kapcsoltunk, majd az —
SH csoportok oxidécidjaval diszulfidhidat alakitottunk ki két molekula kozott.

Az igy keresztkotott dimer sajnos a sejtes kisérletek sordn alkalmazott alacsony koncentricid
tartomanyokban is teljesen oldhatatlan volt. Megprobéltuk a konjugatumok vizoldékonysagat
ugy novelni, hogy 4,7,10-trioxa-1,13-tridekdndiamint (Ttd) épitettiink be a peptid D-Lys
oldalldnca és a cisztein kozé. Az igy eldallitott dimer szdrmazéknak némileg javult az
oldékonysaga, de még igy sem felelt meg arra, hogy in vitro bioldgiai vizsgalatokat
végezziink. Nem segitett az oldékonysag novelésében a mar kordbban is emlitett lizoszomalis
enzimre érzékeny tavtarté szekvencia (YRRL) kozbe iktatdsa sem. Igy ezt a kutatédsi irdnyt

abbahagytuk.

9.2. MI-1892 alapu biokonjugatumok

9.2.1. MI-1892(Dau=Aoa), MI-1892[5Lys](Dau=A0a), MI-1892(Dau=Aoa-YRRL)
MI-1892(Dau=Aoa) szintézise sordn az MI-1892 molekula 5-0s pozicidjdban 1évé D-Lys ¢-
aminocsoportjara aminooxiecetsavat kapcsoltunk, majd oxim kotés kialakitasdval,
konjugaltuk a daunomicint. Az MI-1892[ Lys](Dau=Aoa) konjugitum esetében az MI-1892
molekula 5-0s poziciéjadban 1évd D-Lys-t L-Lys-re cseréltiik. Az MI-1892(Dau=Aoa-YRRL)
konjugatum szintézisénél a D-"Lys g-aminocsoportja és az aminooxiacetil-csoport kozé a mar

korédbban is emlitett lizoszémalis enzimre érzékeny tavtartd6 YRRL szekvencidt tettiik.
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A biokonjugidtumok in vitro tumorellenes hatdsit MTT teszttel vizsgaltuk. Az MI-
1892[5Lys](Dau:Aoa) és MI-1892(Dau=Aoa) ICsy értékei MCF-7 és HT-29 sejtvonalakon
1,0 ill. 7,4 uM és 3,8 ill. 16,1 uM volt. A tavtartéval ellatott MI-1892(Dau=Aoa-YRRL) a D-
Lys-t tartalmaz6 MI-1892(Dau=Aoa)-hoz hasonl6 értékeket adott (10. tdblazat)

A D-lizin L-lizin csere novelte az MI-1892[ Lys](Dau=Aoa) készitmény direkt
antiproliferacids hatdsét in vitro, mely kiilonb6z0 térszerkezeteikkel hozhat6 Osszefiiggésbe.

Tovabbi NMR vizsgélatok sziikségesek.

10. tablazat: MI-1892 alapi konjugatumok citosztatikus hatdsa

Konjugdtumok ICitosztézis (MCF-7)ICitosztézis (HT-29)
(ICso/pM) (ICso/nM)
Daunomicin 0,23 £0,03 0,25 +0,11
GnRH-III >100 >100
MI-1892 >100 >100
MI-1892(Dau=Aoa) 74 +0,5 16,1 £1,9
MI-1892[5Lys](Dau=A0a) 1,0+£0,3 3,8+0,1
MI-1892(Dau=Aoa-YRRL) 69+ 1,5 16,2+2,0

Az MI-1892(Dau=Aoa) and MI—1892[5Lys](Dau:A0a) konjugatumok stabilitdsit vizsgaltuk
patkdny mdj lizoszéma homogenatumban (24 6ras inkubdlas) és szérummentes médiumban (6
oras inkubdlds az MTT teszteknek megfelelden). A konjugdtumok nem degraddlédtak sem a
szérummentes médiumban, sem a patkdny mdj lizoszoma homogendtumban. Az eredmény
némileg meglepd, hisz a viszonlag j6 citosztdzis adatok a vegyiiletek hatékonysdgat mutatjik.
Tehat a hatas kifejtéséhez vagy nem sziikséges az anyagok degradicidja, vagy a sejtekben
masféle lebomldsi folyamatok is szerepet jatszhatnak, amelyek aktiv metabolitot

eredményeznek. Ennek vizsgdlata tovabbi kisérleteket igényel.

9.2.2. Exemesztan — GnRH antagonista konjugatum kialakitasa

Az Exemesztin (Aromasin) egy aromatdz-gatlo szer, amely gétolja az Osztradiol
szintézist, €s 1{gy hormonfiiggd tumorok novekedésének gatlasara alkalmazzdk. A
szterdnvdzas vegyiilet nem tartalmaz konjugdldsra alkalmas funkcids csoportot, de két

oxocsoportja atalakithaté oximvegyiiletté, igy akar konjugéldsra alkalmas funkciés csoport is
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beviheté a molekuldba. Ennek kiprébaldsdra az exemesztant megfeleld koriilmények kozott
reagéltattuk aminooxiecetsavval, €s igy kétszeresen oximalt anyagot kaptunk (25. 4dbra). Az
NMR vizsgélatok ebben az esetben nem mutattdk egyik vagy madsik izomer preferencidjat,

szemben a daunomicin-oxim vegyiiletekkel, ahol az E-izomer szelektiven keletkezett.

v

25. abra: Az exemesztan dtalakitdsa dioxim-szarmazékka

A vegyiilet onmagédban eléggé rosszul oldddik vizes (neutralis kozeg) oldatban. Ezért
hordozé peptidhez kivantuk kapcsolni. Ebben a kisérletekben egy GnRH antagonista peptidet
hasznaltunk (Ac-D-Trp-D-Cpa-D-Trp-Ser-D-Lys-Asp(Leu-Gln-Pro-D-Ala-NH;)-DEA (MI-
1892), ahol Cpa: p-klérfenilalanin, DEA: dietilamid (az Asp o-karboxilcsoportjan), és az
LQPa-NH, szekvencia az Asp B-karboxilcsoportjahoz kapcsolddik). Az exemesztanba oxim-
kotéssel beépitett két karboxilcsoport segitségével két MI-1892 molekulat kapcsoltunk 6ssze,
azok 6-os pozicidjdban 1évo D-Lys oldallancain keresztiil. Az exemesztannal keresztkotott
dimer konjugiatum teljesen oldhatatlan lett. Megprébaltuk a konjugatumok vizoldékonysdgat
ugy novelni, hogy 4,7,10-trioxa-1,13-tridekdndiamint (Ttd) épitettiink be a peptid D-Lys
oldallancara. Az igy elddllitott konjugatumnak némileg javult az oldékonysdga, de még igy
sem felelt meg arra, hogy in vitro bioldgiai vizsgalatokat (aromatdz aktivitas, tumorellenes
hatds) végezziink. Igy ezt a kutatdsi irdnyt abbahagytuk. Ugyanakkor nemrég elkészitettiik az
exemesztan-dioxim tuftsinnal (TKPR) késziilt konjugatumat. Ez a szarmazék az oldékonysiga

miatt alkalmas lehet a bioldgiai vizsgalatokra, amelyeket a kozeljovOben kezdiink el.

10. Tuftsin konjugatumok

Irdnyitott kemoterdpidra alkalmazhaté tuftsin-alapi hordozé molekuldkat is
eldallitottunk. Ennek alapja az, hogy monocitdkon és makrofigokon jelentds szamban
fordulnak el6 tuftsin receptorok, amelyek target molekuldi lehetnek tuftsinszarmazékkal

konjugdlt hatéanyag konjugidtumoknak. Tovabbd megallapitottdk, hogy a Neuropilin-1
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receptor, amely koreceptora a VEGF-receptornak, szintén koti a tuftsint (TKPR természetes
tetrapeptid). A Neuropilin-1-hez k6t6do tuftsin gétolja a VEGF (vascular endothel growth
factor) kotddését, és igy a tumornovekedést. Az is ismert, hogy a TKPPR antagonista tuftsin
analég kb. 5-szor jobban kotddik a tuftsint kotd receptorokhoz. A kutydkban eléfordulo
tuftsin TKPK, csak a C-termindlis aminosavban tér el a human tuftsintdl, de mindketto
bazikus aminosavat tartalmaz ebben a poziciéban. Ha a tuftsint a C-terminalisdn glicinnel
hosszabbitjuk, akkor movekszik az immunstimuldlé hatdsa, ami a tumorterdpidban is
hasznosithat6. Szintén azt tapasztaltdk, hogy egy kutya és egy human tuftsin 4ltal alkotott
dimernek (TKPKTKPR) jelentds tumorellenes hatdsa van. Mindezen tapasztalatok alapjan két
oligotuftsin szarmazékot terveztiink hatéanyag célbajuttatasra. Az egyik Ac-[TKPKG]4-NH;
20 aminosavbdl 4ll6 tetramer, mig a mdsik az antagonista szdrmazék tetramerje Ac-

[TKPPR]4-NH,.

10.1. Hordozé molekula hatasa a sejtbe juttatasban

Munkénk sordn hirom kiilonb6zd célbajuttaté egység hatdsit vizsgdltuk a kapcsolt
daunomicin tumorellenes aktivitidsara. A harom hordoz6 a GnRH-III, egy tetratuftsin
szarmazék és a nonaarginin volt. Ez utébbi sejtpenetrald tulajdonsdgu vegyiilet feltehetdleg
mikropinocitdzissal jut be a sejtekbe, mig az tetratuftsin szarmazék a tuftsin illetve neuropilin-
1 receptorokon keresztiil, vagy a sejtek fagocitézisanak serkentése altal. (A sejtbejutdsok
pontos mechanizmusanak vizsgélata folyamatban van). Tehdt ezen hordozokat tartalmazé
konjugatumok, hasonléan a GnRH konjugitumok receptor kozvetitett felvételéhez
bekeriilhetnek a lizoszomaba, ahol lebomlanak és a szabad hatéanyag, vagy egy aktiv
metabolit szabadulhat fel. Annak érdekében, hogy mindhdrom konjugdtum esetében ugyanaz
a metabolit képzddjon, és ezért kikiiszoboljiik a kiilonb6z6 metabolitok eltérd hatasabdl eredd
kiillonbségeket, minden esetben Dau=Aoa-GFLGC-NH, spacerhez kotott hatéanyagot
kapcsoltunk a kléracetilezett hordozékhoz tioéterkitéssel (26. 4bra). Igy valamennyi
konjugatumbol Dau=Aoa-Gly-OH metabolit keletkezik lizoszémaban.

Vizsgéltuk a konjugdtumok in vitro citosztatikus hatdsat kiilonb6z6 tumorsejt vonalakon
(MCF-7 humén eml6, HT-29 human vastagbél, HEPG-2 human hepatoma, HL-60 human

leukemia). A kapott eredményeket a 11. tdbldzat mutatja.
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$-CH;CO-R

}-‘GIy-Phe-Leu-GIy-Cys-NH2

'[Arg]g'N H,

-[Thr-Lys-Pro-Lys-Gly],-NH,

GIp—His—Trp—Ser—His—Asp—Trp—Lyls—Pro—GIy—N H,

26. abra: Kiilonb6z6 hordozét tartalmazé daunomicin konjugatumok szerkezete

11. tablazat: Kiilonb6z6 hordozét tartalmazé daunomicin konjugatumok citosztatikus hatasa

MCF-7 HT-29 HEPG-2 HL-60
Dau 0,4 +0,1 0,3 +0,2 0,6 +0,1 0,1+0,0
Dau-Arg, 9,6 £5,9 15,1 £1,9 17,1 £1,5 2,1+x1,1
GnRH-lli(Dau) 14,2 £5,2 94.6 +2.8 85,1 £8,7 14,2 +1,4
Dau-0T20 73,454 >100 94,8 +5,2 13,1 +£2,9

IC; értékek uM-os koncentracidban megadva

Az eredményekbdl latszik, hogy a sejtpenetrdlé hatdsu oligoarginin hordozét tartalmazé
konjugatum volt a leghatdsosabb konjugdtum minden sejten. Ugyan akkor ez a konjugdtum
nem mutatott jelentdsebb sejtspecifitast. A GnRH-III irdnyité molekula esetén a legjobb
hatdst az MCF-7 és HL-60 sejteken figyeltik meg. Ezek a hatdsok tobbé-kevésbé
Osszefiiggnek a sejteken 1évé GnRH-receptorok szamadval. Az lathat6, hogy a tioéterkotés
kedvezdtlen hatdssal van a konjugdtum citosztatikus hatdsdra Osszehasonlitva az azonos
koriilmények kozott mért adatokkal a GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) eredményekkel (MCF-7:
3,9 £ 1,2; HT-29: 19,4 + 3,1). A tetratuftsin-szarmazékot tartalmazé konjugitum esetén
egyediil a HL-60 monocita sejten tapasztaltunk jelentdsebb aktivitast. Tehdt, ahogy varhat6
volt a tuftsin receptorokat tartalmazé monocita tipusu sejten hatott a konjugatum. A mért
citosztazis értékek korreldltak a sejtfelvételi adatokkal. Az oligoarginint tartalmazé
konjugatum minden sejt tipusba bejutott mar 4 uM-os koncentracioban (HL-60 sejtekbe mér
0,8 uM-os koncentricioban is). Ezzel szemben az oligotuftsin hordozét tartalmazd
konjugatum csak a HL-60 sejtekbe jutott be 4 uM-os koncentraciéndl. Ezek az eredmények

azt mutatjdk, hogy a GnRH- és az oligotuftsin-alapi konjugdtumok alkalmasak lehetnek
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szelektiv hatéanyag célbajuttatdsra, mig az oligoarginin egy nem szelektiv hordozo.
Alkalmazésa akkor lehet indokolt, ha olyan intracelluléris target molekuldkhoz akarjuk a
hatéanyagot irdnyitani, amely csak a tumorsejtben fordul eld (pl. bizonyos enzim inhibitorok
szallitasa).

Vizsgéltuk a konjugidtumok és a Dau=Aoa-Gly-OH metabolit in vitro antitumor
aktivitdsdnak 1dofiiggését MonoMac 6 human leukemids monocita sejteken impedancia mérés
segitségével (XCELLigence késziilék, Roche). Az eredmények azt mutattdk, hogy a
daunomicin mellett egyediil az oligotuftsin-alapi konjugdtum mutatott citotoxikus hatdst a
sejteken 1 uM-os koncentrdcidban, mig a metabolit csak enyhe citosztatikus hatdst mutatott.
A mésik két konjugatum hatdstalan volt ebben a koncentrdcidban, és csak 10 puM-os
koncentracioban hatottak. Hasonl6 Osszefiiggéseket tapasztaltunk A2058 human melanéma

sejteken is. Itt mar 0,1 pM-os koncentrdcidban is hatasos volt a Dau-OT20 konjugéatum.

10.2 Elagazé lanca tuftsin-alapi hordozé molekulahoz Kkapcsolt hatéanyag
konjugatumok

A tovabbiakban olyan konjugatumokat allitottunk eld, amelyek az oligotuftin ldncon
eldgazasként tovabbi tuftsin szdrmazékokat tartalmaztak. Az ismétlod0 TKPKG szekvencia
részletek 4. pozicidjdban 1évd lizinek oldalldncan épitettiik ki az eldgazdsokat. Ezzel gatoltuk
a Lys-Gly kotés enzimatikus hasaddsat, ami a hordoz6 enzimes lebontdssal szembeni
legérzékenyebb kotése (Manea M és mtsai J Pept Sci. 13: 227-236 (2007)). Oldallancként
négy szekvenciat épitettiink ki (TKPKG, Ac-TKPKG, TKPR és For-TKPR). Az oligo tuftsin
gerinc N-termindlisdra egy tovdbbi lizint kapcsoltunk, amelynek aminocsoportkait
kloracetileztiik és ezeken keresztiil kapcsoltuk az X-GFLGC-NH, hatéanyagot (daunomicin,
vagy metotrexdt) illetve karboxifluoreszcein jelz6 anyagot tartalmazé konjugatumot. A GFLG
spacer egy lizoszomadlis enzim a Katepszin B 4ltal hasithaté spacer, mig a cisztein a tioéter
kotés kialakitasara szolgdl (27. dbra). Mivel az N-termindlis lizin mindkét aminocsoportjara
kapcsolunk hatéanyagot tartalmazé spacert, igy ebben a konstrukcidban két hatéanyagot
tartalmaz6 konjugatumokat allitottunk eld.

A karboxifluoreszceinnel (CF) jeldlt konjugdtumok segitségével mar kordbban
vizsgaltuk a vegyiiletek sejtfelvételét MonoMac 6 humén leukémids monocita sejteken.
Megallapitottuk, hogy alacsonyabb koncentriciéban (c = 107-10° M) a konjugatumok
sejtbejutdsa fokozatosan novekszik (feltehetdleg receptor kozvetitett sejtfelvétel torténik), mig

nagyobb koncentracidk esetén a sejtekben a fluoreszcencia intenzitds ugrasszeriien megno,
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ami nem magyardzhaté receptor medidlt anyagfelvétellel. Mivel a tuftsin stimuldlja a
monocita sejtek fagocitozisat, igy feltehetbleg a fokozott sejtbejutds a megnovekedett
fagocitozissal magyarazhat6. Ezeknek a sejtfelvételi mechanizmusoknak a tovabbi
tanulmanyozdasa még sziikséges. Az anyagok koziil a legjobban a For-TKPR oldallancot
tartalmaz6é konjugitum jutott be a sejtekbe, majd az Ac-TKPKG oldallanci varidns. A
metotrexdtot tartalmazé konjugdtumok kemoattraktins hatdsa, sejtfelvétele és in vitro
tumorellenes hatdsa kozott nem lehetett egyértelmii Osszefiiggéseket megfigyelni. Katepszin
B hatdséra a legkisebb hatéanyagot tartalmazé metabolitnak a Mtx-Gly-OH egység bizonyult
(Bai KB. és mtsai Bioconj. Chem. 19: 2260-2269 (2008)).

X-GFLGC-NH,
CHzCO-K(Cl)HZCO)-[TKPK(H-TKPKG)G]4-NH2

X-GFLGC-NH,
X-GFLGC-NH,
CH,CO-K(CH,CO)-[TKPK(Ac-TKPKG)G],-NH,
X-GFLGC-NH,
X-GFLGC-NH,
(l.‘,HzCO-K(CHZCO)-[TKPK(H-TKPR)G]4-NH2
X-GFLG(|3-NH2

X-GFLGCl)-NH2
CHZCO-K((i‘,HZCO)-[TKPK(For-TKPR)G]4-NH2

X-GFLGC-NH,

X = CF, Mtx, Dau=Aoa

27. abra: Elagazo lancu tuftsin-alapi hordoz6t tartalamzé konjugatumok szerkezete

A fenti, a pdlyazatot megel6z0 eredmények alapjan készitettiik el a daunomicint
tartalmaz6 varidnsokat is. A hordozo6 peptidben kiillonbozé pozicidkban szamos lizin egység
taldlhat6. Ezért a szintézis egy elég bonyolult védécsoport kombindciot igényelt. Harom
vegyliletet sikeriilt megfeleld hatékonysdggal eldéllitani a bioldgiai vizsgilatokhoz. Ezek
koziil a For-TKPR oldallancokat tartalmazé konjugidtum bizonyult a leghatékonyabb

tumorellenes hatdsinak MonoMac 6 leukemids monocita sejteken. Hatdsa megkozelitette a
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szabad daunomicin hatdsit ezen a sejtvonalon (12. tdblazat). Ez Osszefiigghet a For-TKPR

oldallancokat tartalmaz6 konjugatumok kiemelkedo sejtbejutasi képességével.

12 tablazat: Elagaz6 lancu tuftsin-alapi hordozdét tartalamz6 konjugatumok citosztatikus

hatdsa
Anyag ICso (UM)
daunomicin 1,63 +£0,25
(Dau=Ao0a-GFLGC),-K-[TKPK(For-TKPR)G]4-NH, 3,42 +0,12
(Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TKPK(H-TKPKG)G]4-NH, 18,30 £ 0,14
(Dau=Ao0a-GFLGC),-K-[TKPK(Ac-TKPKG)G]4-NH, 17,71 £ 0,20

10.3. Tuftsin antagonista szekvencian alapul6 konjugatumok vizsgalata

A kisérletek egy tovabbi fazisdban eldallitottunk olyan oligotuftsin szarmazékokat,
amelyek a gerincben TKPPR antagonista szekvencidt tartalmaztak és oldallancként vagy
tuftsin agonista vagy tuftsin antagonista peptideket. A hatéanyag tartalmi peptideket (28.

abra) azonos modon készitettiik el, mint az el6z6 konjugatumok esetében.

CH,CO-K-[TK(H-TKPR)PPR],-NH, CH,CO-K-[TK(For -TKPR)PPR],-NH,

Dau=Aoa-GFLGC-NH,
CI3H200

Dau=Aoa-GFLGC-NH,

Dau=Aoa-GFLGC-NH,
CIIHZCO

Dau=Aoa-GFLGC-NH,

CH,CO-K-[TK(H-TKPPR)PPR],-NH,

Dau=Aoa-GFLGC-NH,
ci‘Hzco

Dau=Aoa-GFLGC-NH,

CH,CO-K-[TK(For -TKPPR)PPR],-NH,

Dau=Aoa-GFLGC-NH,
CH,CO

Dau=Aoa-GFLGC-NH,

28. abra: Tuftsin antagonista hordozét tartalmazé konjugatumok szerkezete

A kemotaxis vizsgdlatok sordn a For-TKPR oldallancokat tartalmazé konjugitum

neutrdlis hatdst mutatott illetve nagyobb koncentraciéban kemorepellens volt, mig a tobbi

konjugatum inkdbb kemoattraktansként viselkedett (29. dbra).

Erdemes megjegyezni, hogy a kemorepellens hatds a metasztatizalds gitlisdban lehet

hontos, ugyanakkor a kemoattraktdns hatdsnak a mar vandorlé tumorsejtek hatékonyabb

célzasaban lehet szerepe.
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29. abra: Tuftsin antagonista hordozét tartalmazé konjugatumok kemotaxisa

A sejtfelvételi vizsgalatok itt is azt mutattak, hogy a For-TKPR oldallancokat tartalmazé

konjugatumokat veszik fel leghatékonyabban a MonoMac 6 monocita sejtek (30. dbra).
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[ | (Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(H-TKPR)PPR],-NH,  [Jj (Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(H-TKPPR)PPR],-NH,
(Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(For-TKPR)PPR],-NH, .(Dau=Aoa-GFLGC)Z-K-[TK(For-TKPPR)PPR]4-NH2

30. abra: Tuftsin antagonista hordozét tartalmazé konjugatumok sejtfelvétele MMO6 sejteken
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A konjugiatumok citosztatikus hatdsat is vizsgdltuk MonoMac 6 sejteken. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a leger6sebb tumorellenes hatdssal a For-TKPR oldalldncokat
tartalmaz6 konjugdtum volt, és aktivitdsa feliilmilta a szabad hat6anyag aktivitdsat. A tobbi
konjugatum esetében nem tapasztaltunk Osszefiiggést a sejtfelvétel és a citosztatikus hatds

kozott (13. tdblazat).

13. tablazat: Tuftsin antagonista hordoz6t tartalmazé konjugatumok citosztatikus hatdsa

Anyag IC50 (uM)

daunomicin 2,50 £ 0,33
(Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(For-TKPR)PPR]4s-NH, 1,05 £0,25
(Dau=Ao0a-GFLGC),-K-[TK (H-TKPR)PPR]s-NH, 2,83 +0,48
(Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(For-TKPPR)PPR]4;-NH, 8,55 £ 0,89
(Dau=Aoa-GFLGC),-K-[TK(H-TKPPR)PPR]4,-NH, 1,92 £0,34

Osszefoglalva megéllapithaté, hogy a tuftsin-alapt hatéanyag — peptid konjugatumok
hatdsossdgat alapvetéen a peptidgerincen eldgazdsként taldlhaté peptidek szekvencidja
hatdrozza meg. A leghatékonyabb varidnsnak a For-TKPR szekvencia bizonyult. Ugyanakkor
meg kell emliteni, hogy az oligo-TKPPR peptidgerincet tartalmaz6 konjugatum némileg
hatékonyabb volt, mint az azonos oldalldncot tartalmaz6 oligo-TKPKG peptidgerincet
tartalmazé konjugdtumok. Tovadbbi Osszehasonlité vizsgdlatok folyamatban vannak és

igyeksziink kivdlasztani egy megfeleld in vivo modellt allatkisérletekhez.

10.4. Az oligo-TKPPR peptidek tovabbi elonyos tulajdonsagai

A palyazathoz kozvetleniil nem tartozo teriileten is kiprébaltuk az oligo-TKPPR (tuftsin
antagonista peptid linedris oligomerje) kiillonb6z6 lanchosszusagu szarmazékait. A kiilonbozo
hosszusagi oligo-TKPPR szekvencidkat az aminosav szammal jeldlve kovetkezOképpen
roviditjik: Tpl0, Tpl35, Tp20, stb. Amiért itt érdemes megemliteni az az, kutatdsainkat nem
izoléltan végezziik, €s igyeksziink az altalunk eldallitott vegyiileteket széleskorben vizsgélni.
Mivel az itt bemutatdsra keriild eredmények nagy érdeklddésre tartanak szamot a fogdszati
gyogyitasok teriiletén, igy azt mondhatjuk, hogy OTKA pélyazatunk dj projektek induldsdban

is szerepet jatszott.
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Munkédnk sordn gingivitisben, illetve parodontitisben termelt koéros/gyulladdsos
crevicularis folyadék (CF) sejtjeinek adhézidjat, illetve az adhézidra esetlegesen hato,
mesterségesen eldallitott, peptid tipusi anyagok hatdsdt vizsgdltuk. Ebben a
kisérletsorozatban a kiilonboz6 eredetii gingivitisekben szenvedd betegeket egy csoportba
soroltuk, hasonléképpen a kiilonb6z6 hatteri parodontitises betegekhez. Vizsgdlatainkban az

alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A Tp20 oligotuftsin tipusi kemotaktikus drug targeting ligand rendelkezik-e a

CF-sejtek adhézidjat befolydsold hatassal?

2. Hatés esetén, tapasztalhat6-e kiilonbség a betegcsoportok mintdira jellemzd

adhézids valaszok kozott?

3. Talédlhat6-e Osszefiiggés a mért adhézid és a betegcsoportokra jellemzé CD-

markerekkel jelolt sejtcsoport megoszlasok kozott?

Vizsgdlataink sordn a creviculéris folyadék (CF) sejtek sejtadhézids képességeinek
impedimetriai alapu, real-time vizsgélatdt (XCELLigence SP) végeztiik el. Ehhez kapcsolddott
a sejtes minta valaszkészségének sejttipus fiiggésérdl informéciét nyudjtd, az egyes
betegcsoportokbol szarmazé mintdk CD-markereinek alapjan torténd immuncitokémiai

karakterizalasa, flow citometriai kiértékeléssel.

Az elsO eldkisérlet sorin MonoMac 6 monocyta sejtvonalat vizsgiltunk. Ebben az
esetben azt tapasztaltuk, hogy a Tp20 ligand hatdsara nem mutathaté ki jelentds kiillonbség a
kontroll csoport, valamint 10° M, illetve 10° M koncetrdciéji liganddal kezelt sejtek
adhézidja kozott. Evvel ellentétben, THP-1 humdn leukémids monocita sejtvonalon a peptid
10" M-os koncetriciéban jelentds adhézionoveld hatést fejtett ki, 10" M-os koncentraciéban
valé alkalmazdsa sordn kifejtett hatdsa nem tért el a kontroll sejtek adhézids valaszatdl.
Fentiek alapjan, arra a megdllapitdsra jutottunk, hogy a ligand hatdsa a sejtek adhézi6jara nem
ad egyértelmil vdlaszt, ugyanazon sejttipus eltérd formai mas-mas érzékenységet mutathatnak

a Tp20 ligand esetében.

10.4.1. Crevicularis folyadék (CF) sejtek adhézidja

Sejtadhézios méréseinket elséként a kontroll csoport CF-sejtmintdin végeztiik el. E sejtek

esetében nem volt szignifikdns eltérés tapasztalhatdo a kontroll és a Tp20 kezelt sejtek
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adhézidjdban. A mért adhézids véalasz viszonyitdsi alapként szolgdlt a késObbi mérésekhez,

ezért a betegcsoportonkénti értékelések mellett, minden esetben feltiintettiik a kontrollcsoport

eredményeit is.

Az egyik legnagyobb mintaszdmu kisérleti csoportunk volt a parodontitises betegekbdl
szarmazé CF mintacsoport volt. Mérési eredményeink azt mutatjdk, hogy a Tp20-ligand
hatdsdra, rogton a ligand hozzdadasakor jelentds adhézié csokkenés kovetkezik be, mely a
mérés 7. ordja koril éri el maximumat. A kontroll sejtek és a ligand éltal gatolt sejtek

adhézids valasza kozotti kiilonbség az id6 muldsaval sem valtozik. (31. dbra)
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31. abra: Tp20 hatdsa parodontitises mintabol szarmaz6 sejtek adhéziéjara

Gingivitises  CF-sejteken  végzett  méréseink  eredményeképpen  szintén
adhéziocsokkenésrol szamolhatunk be. A hatds ebben az esetben idoben eltolva jelentkezik,
kb. 3 ¢ra elteltével, majd egyre Kkifejezettebbé valik, jollehet nem olyan szignifikins
mértékben, mint azt a parodontitis CF-mintdk esetében tapasztaltuk. Fogkd jelenlétében
gyljtott CF-sejtmintdk esetében is nagybiztonsdggal megdallapithaté a Tp20 ligand hatdséira
bekovetkezd letapadas csokkenés. A carieses fogak melldl szirmaz6 CF-sejtmintdk adhézids
képességének alakuldsanak mérése azért Iényeges mivel az azt okozé mikroorganizmusok

biofilmet képeznek a fog felszinén, mely caries esetén a sulcusban 1évé CF-kal egybefiiggd
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rendszert alkothat. A kordbbi koéréllapotokhoz hasonléan a Tp20 ligand itt is adhézio-

csokkentd hatast valt ki, mely idoben eldrehaladva egyre kifejezettebb.

A dohdnyzds, mint életviteli tényezd, jatszik jelentds szerepet a parodontdlis
megbetegedések gyors progresszidjaban €s igen rossz gyoégyuldsi hajlamdban, ezért
sziikségesnek tartottuk kiilon csoportban valé kiértékelésiiket. Ennek fényében dohanyzok
csoportjat vizsgdlva megéllapitottuk, hogy a Tp20 ligand ebben — a kordbbiaktdl
patomechanizmusdban alapjaiban eltérd mechanizmusi -, esetben is id6ben el6rehaladva
egyre kifejezettebb adhéziocsokkentd hatast képes kifejteni. Meg kell emliteniink, hogy ez a
hatds taldn az 6sszes vizsgalt minta koziil a legkésébb, az inkubacidt kovetden mintegy 5 6ra

mulva kezd csak kialakulni, bar ezt kovetden szignifikdns eredményt mutat.

Végiil, fontosnak tartottuk daganatos betegekbdl vett CF-sejtmintdk vizsgalatét is.
Jollehet egyeldre a vizsgdlat kis betegszdmmal (n=5) tortént, azonban tobb szdjiiregi
daganatos beteg is volt a vizsgalt csoportban, ezért elvégeztiik a méréseket kiértékelését kiilon
e betegcsoportban is. Daganatos betegek CF-sejtjeit vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a ligand
hatdsara ebben az esetben is csokken az adhézié. Kiemelendd, hogy itt tapasztaltuk a
legrapidabb hatédst, a betegek sejtjei igen érzékenyen — szinte azonnal - reagdltak az
alkalmazott Tp20 derivatumra, mely a betegség szdmos sejtpopulédciét és fluid fazisokat is

érint0 generalizdlt hatdsaira enged kovetkeztetni

10.4.2. Crevicularis folyadék (CF) sejtek adhézidja - Tp5-Tp30 peptidcsalad tagjainak

hatasa

Sejtadhézios méréseinket kiegészitettiik a tuftsin molekula kiillonbozd derivatumainak

sejtadhéziodra valo hatdsat vizsgalo kisérletsorozattal.

A mérések kiértékelése soran megéllapitottuk, hogy a Tp peptidek méretének novelésével
egyre fokozdédik a kordbban Tp20-ra leirt, adhéziot gatld hatds. A hatds azonban csak a
nagyobb méretli peptidek (Tp20, Tp25, Tp30) esetében mérhetd, az ennél kisebb peptidek
nem bizonyulnak hatdsosnak. A legerdsebb hatdst Tp30 alkalmazasa esetén figyelhetjiik meg
(32. abra).

55



25 - 2.5+ 2.5 -

Impedancia (ohm)

€
=
=3
=
(=)
g
o
=i
[}
jwiy
E
i I Cir D54 « o o e e e Ctr D& o o e e e e e cir
—— Tp20 — Tp25 — Tp30
D'DI'I'I'I'I'I'I'I'I D'DI'I'I'I'I'I'I'I'I 0'DIIIIIIIII
2 2 4 ] =] 7 2 =] 10 2 2 4 5 L] 7 2 a 10 2 2 4 ] =] 7 2 =] 10
Idd (6ra) Idd [Bra) Idd (ora)

32. abra A sejtadhéziés vélasz a kiilonboz6 hasznalt konjugatumok hatdsara

10.4.3. CF-mintak sejtpopulaciéi - CD-markeranalizis

A  mintdk sejtprofiljanak feltérképezését célzo vizsgdlatainkat csoportonként
értékeltiik, kiilonvéve a kontroll csoportot, a gingivitises, parodontitises betegek csoportjat, a
fogko jelnlétében vett CF-sejtmindkat, valamint a carieses betegcsoportot (3. tablazat). A
kontroll csoport esetében vegyes sejtpopuldciot taldltunk neutrophil granulocytdkkal,
lymphocytdkkal. Caries esetében a CDll1lc, CDI14, CD16, valamint a CD62L markerek
jelenléte szintén vegyes sejtpopuldcidt mutat. Gingivitises mintdinkat elemezve azt taldltuk,
hogy a kontroll csoporthoz képest kissé emelkedett a lymphocytdk szdma. Parodontitises
mintdbol szarmazd sejteknél kifejezett volt a CD62L és CD11b markerek expresszidja,
melybdl jelentds lymphocyta tilsulyra kovetkeztettiink. Fogkd esetében a vizsgélt markerek
koziil szinte mindegyik expresszalodott, igy a CDI11b, CDllc, CD16, CDI18, CD49d,

valamint a CD62L jelenléte egy vegyes sejtpopulécid jelenlétére utal.
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10.4.4. Crevicularis folyadék (CF) sejtek migracidja

Eredményeink kiértékelése sordn megvizsgiltuk az alkalmazott konjugdtumok
sejtmozgasra kifejtett hatdsdt az id6 fiiggvényében. Mivel a vizsgdlati rendszerben
koncentracié gradiens nem alakulhat ki, csupdn nem vektoridlis kemokinetikus hatdsok,
illetve a sejtek poziciondld, ,,micromotion”-nak nevezett mozgasjelenségei mérhetok. Ezekre
a mért impedancia ért€ékek rovid idOn beliili valtozdsait, statisztikusan a vizsgalt
gorbeszakaszok értékeinek SD-jét szoktdk megadni, mi is ezt a jellemzdt szamitottuk ki.

A Tp peptidek egyértelmiien az inkubdcié els6 1-3 oOrdjaban hatnak a
sejtmozgasra/micromotion-ra serkentden. Ebben a hatasban egyediil a Tp30 képez kivételt, a
konjugatum maér ekkor is gatléan hat mind a mozgasra, mind a sejtadhéziora. A 3. Orat
kovetden erOsen csokken a micromotion, ettdl kezdve nincs a peptidek hatdsa kozott
szignifikdns kiilonbség, mint ahogyan az egész 10 6ras idOtartamra szamitott érték sem mutat

kiilonbséget, csupéan a kb. 1.7 6rds idésavokra bontott feldolgozas. (33. dbra)
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33. abra: A sejtmozgas alakulasa a kiilonb6z6 peptidek hatdsara, az id6 fiiggvényében

s

A creviculéris folyadék (CF) sejtes mintdinak impedimetriai dton torténd miiszeres

vizsgdlata, valamint a sejtek immuncikotékiai CD-marker-analizise alapjan megallapitottuk,

hogy
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- a vezetd fogdszati betegségekben szenvedd betegek mintdi esetében

generalizdltan kimutathat6 az egyes sejtpopuldciok Tp20 oligotuftsin irdnti

fokozott érzékenysége, mely a sejtadhézid csokkenésében nyilvanult meg

- az egyes betegcsoportok Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a fenti adhézi6-

csokkenés legerdsebben a paodontitisben és tumoros kérképekben valamint

74

fogkd betegségekben szenvedOknél volt kimutathaté, melyek mintdiban a

lymphocyta tilsdly volt dominald

- a kisérleti eredmények felvetik annak lehet0ségét, hogy oligotuftsin és tovabbi

derivitumai — a sejtadhézié gatlasa révén - hatdsos prevencids vagy terdpids

anyagok legyenek fogaszati korképek esetében

- felvetddik annak lehetOsége, hogy az impedimetriai alapi miiszeres adhézid

mérését a CF mintdibdl javasoljuk a fogorvosi muszeres diagnosztika 1j, non-

invaziv elemeként.

Mivel latszik, hogy az oligomer lanc hosszanak novelésével nd a biologiai aktivitas,
elkészitettiink hosszabb ldncokat is, egészen 65 aminosavat tartalmazdé lanchosszig. Ezen
peptidlancokat 1épésenkénti szildrdfazisi peptidszintézissel, Fmoc/tBu technikét alkalmazva
épitettiik fel. A sikeres szintézishez ChemMatrix gyantdt kellett alkalmaznunk. Az uj,
hosszabb peptidlancot tartalmaz6 analégokkal jelenleg folynak a kisérletek. Sikeres kisérletek

esetén a vegyliletcsalad a hasznositdsat tervezziik.

10.5. Az oldallancban nem tuftsin szekvenciat tartalmazo oligotuftsin-gerincii
konjugatumok

A primer tumorok attétképzése soklépcsds folyamat, amelynek legfontosabb 1épései a
tumor sejtek leszakaddsa, bekeriilése az érpdlydba, megtapaddsa majd kilépése a kornyezd
szovetekbe ¢és kolonizdcidja. A daganatos sejtek primer tumorrdl valé leszakaddsa
bekovetkezhet a sebészeti dton torténd tumor eltdvolitds sordn is. Az attétképzés
megakadalyozdsdra klinikai szempontb6él a folyamat elsé 1€pésének, a tumorsejtek

leszakaddsdnak gétlasa a legelOnyosebb, amely a sejtek adhézidjdnak fokozdsdval és

migricios képességiik csokkentésével valdsithaté meg.

A jelen munka célja a citokin receptorok extracellularis doménjében megtaldlhaté W-

S-EWS peptidek, valamint ezek oligotuftsinhoz (OT20) konjugdlt formdinak, mint a

potencidlis tumorsejtszérddast csokkentd molekuldknak vizsgélata volt.
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Kisérleteink sordn a vizsgdlt molekuldk i) sejtmigraciéra és ii) adhéziora kifejtett
hatdsat vizsgaltuk 10> M — 10 M koncentraciétartomanyban egy egér (J774.2) és két humén
(MonoMac6 és THP-1) monocitds leukémia sejtvonalon. A sejtmigraciét kétkamrds
rendszerben (NeuroProbe®), az adhéziét impedimetrids modszerrel (xCELLigence, Roche)
mértiik. Az OT20-szal konjugdlt formak 1, 5, 10, 15, 30, ill. 60 perces inkubéciét kovetd

internalizaciéjat karboxifluoreszceines jelolés segitségével, dramlési citometridval vizsgéltuk.

Mind a peptidek, mind a konjugdtumok szignifikdnsan befolyasoltdk valamennyi
sejtvonal migracidjat, mig az adhéziét csak az SEWS tetrapeptid befolydsolta jelentdsen:
MonoMac6 sejteken 107'%-10°M csokkentette, 10'M novelte. Szignifikdnsan csokkent
migricids vélaszt indukaltak J774.2 sejteken az EWS, OT20-EWS és az SEWS; illetve a
THP-1 sejtek esetében a WSEWS és az OT20-WSEWS.

A migracios képességet a J774.2 sejteknél az OT20-SEWS, mig a THP-1 sejteknél az SEWS
és az OT20-SEWS fokozta jelentdsen. A MonoMac6 sejtek migraciéjat mind a 6 vizsgalt

molekula fokozta.

A konjugitumok internalizdciéja 10°M-os koncentricié és 60 perces inkubacié mellett volt

megfigyelhetd (kontrollhoz viszonyitott 4tlagos fluoreszcencia: 125-160%).

A korabban bemutatott adhézié és kemotaxis eredményes sejtfizioldgiai értékelése
szempontjabol értékes informdcidt nydjt az d.n. CAR (Chemotaxis-Adhesion-Ratio), mely a
sejtek adhézidja és szilard felszinen torténd elmozduldsa kozti dinamikus ellentmondas (az
adhézi6 fokozott volta a sejtek elmozduldsat gatolja; annak bizonyos foku megléte sziikséges
az eredményes migracidhoz) felolddsat és egyben a komplex folyamat értékelését teszi
lehetdvé. Mivel a metasztatizdlo sejtek esetében az adhézié atmeneti csokkenésére majd
Ujboli fokozddasdara van szitkség a CAR érték szamitdsdval a sejtek és egyes sejtadhézigjat és

migracidjat indukalé/gatlé ligandumok hatdsanak kiértékelése valik lehetové.

Esetiinkben a CAR érték J774.2 sejteknél, OT-EWS esetében jelzi e peptidek

potencidlis attétgatld hatasat (34. dbra).
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34. abra: J774.2 monocita sejtek W-S-EWS és OT-W-S-EWS peptidek vizsgalata sordn nyert CAR

értékei

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a hirom leukémia modell-sejt koziil csupdn a J774.2
sejteken volt tapasztalhaté olyan jelentds migraciécsokkentd és enyhe adhéziéfokozd hatas,
melynek révén a konjugatum (OT20-EWS) potencialisan optimalis tumorszéréddst csokkentod
molekula lehet. Ennek egérben torténd in vivo vizsgélatit munkdnk kovetkezd fazisaban

kivanjuk megvaldsitani.

Elkészitettiik az oligotufzsin oldallancaiban ciklikus RGD peptidet tartalmazé varidnst
is (Ac-(TKPK[c(RGDfC(CH2CO)]G)4-NH;). A vegyiiletben az oligotuftsin minden médsodik
lizinjének e-aminocsoportjat kloracetileztiik €s tioéter kotés kialakitasaval konjugaltuk a
cisztein tartalmu RGD ciklopeptidet. Ezek sejtadhéziora gyakorolt hatdsanak vizsgdlata

folyamatban van.

11. Metabolizmus vizsgalatra alkalmas FRET rendszerek kialakitasa

A Forster-féle rezondns energiadtadas (roviditve: FRET, az angol Forster resonance
energy transfer utdn; sz6 szerint ’Forster-tipusi rezonancia-energiatranszfer’) olyan
mechanizmus, amely leirja a kromoforok kozotti energiadtvitelt. Egy donor kromofor, a

kezdeti gerjesztett elektronikus dllapotiban, energidt adhat at a fogadd/vevd (akceptor)
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kromofornak a nem sugarzé dip6l-dipdl-csatoldson keresztiil (a két kromofor tipikusan 10 nm
tdvolsdgra van egymastdl). Ebbdl adodik, hogy a FRET rendszerek nagyon alkalmasak
vegyiiletek enzimatikus lebomldsdnak (molekularészek elvédldsdnak) tanulmanyozasiban.
Korabban kidolgoztunk egy olyan FRET rendszert, amely alkalmas spacer szakaszok enzimek
hatdséra torténd hasaddsanak/lebomlasanak tanulmanyozasara. A médszer kiilon érdekessége
a két, egymds mellett szelektiven végrehajthat6 “click”-kapcsolds megvaldsitasa (Kele P., és
mtsai Angewandte Chemie Int. Ed. 48: 344-347 (2009)).

A pélydzat sordn a mddszer alkalmazhat6sdgat és annak nanorészecskékre torténd
kiterjeszthetdségét vizsgaltuk és igazoltuk matrix metalloproteindz 2 (MMP-2) enzim
peptidszubsztratjdn (Achatz DE és mtsai ChemBioChem 10: 2316-2320 (2009)).

Mivel lizoszOma prepardtumban nem tapasztaltuk az oxim-kotott daunomicin
felszabadulasat, vizsgalni kivantuk, hogy a sejtekben torténik-e tovabbi olyan lebomlasi 1épés,
amely szabad daunomicint eredményez. Ezért olyan FRET rendszer kidolgozasat tliztiikk ki
célként, amelyben a daunomicin akceptor kromoforként szerepel egy lepidium-alapu festék
mellett, amely donorként szerepel a rendszerben. A festéket alkin-azid cikloaddicidval
kapcsoltuk egy Tyr-Arg-Arg-Leu enzimlabilis spacerhez, mivel az irodalmi tapasztalatok
alapjan a kialakul6 triazol-gylra stabil a bioldgiai rendszerekben, ennek felbomldsa nem
varhat6. A peptidlinc C-termindlisat pedig amidkotéssel kapcsoltuk a daunomicin
cukorrészének aminocsoportjdhoz. A Katepszin B hatdsara (spacer hasaddsa) bekovetkezo
fluoreszcencia tulajdonsdg valtozdsa bizonyitotta, hogy egy ilyen FRET rendszer alkalmas
lehet daunomicin tartalmud konjugatumok metabolizmusanak vizsgélatara (Cserép G. és mtsai
Chemistry Asian Journal 8: 494-502 (2013)). Jelenleg folyamatban vann olyan vegyiiletek
eldallitdsa és vizsgilata, amelyben a daunomicin oximkoétéssel kapcsolodik a modell

vegylilethez (a modellvegyiilet nem tartalmaz enzim hatdsara hasado6 peptidkotést).

12. Porfirin-szarmazékok konjugatumai

A porfirin szarmazékokat gyakran alkalmazdk az un. fotodinamikus terdpidban. A
porfirinszarmazékok DNS-hez kotddését szintén széles korben vizsgaltdk. Megéllapitottak,
hogy a porfirinek tudnak interkalldlédni a DNS szdlak kozé, illetve kiviilrdl is tudnak koétddni
a DNS szdlhoz. Ugyanakkor peptidekhez kotott porfirinek kvantitativ és kvalitativ DNS
kotodését még nem nagyon tanulményoztak. Mivel a porfirin vegyiileteknek jelentdségiik
lehet a tumorterdpidban, ezért célul tliztiik ki porfirinszdrmazékok peptid konjugdtumainak
eldallitasat és a konjugatumok DNS kotddésének tanulmanyozdsiat. Az elsé kisérletben az

altalunk hordozdéként gyakran haszndlt polilizin gerincli eldgazdélanci polipeptidek
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alapegységét szimbolizdl6 Ac-Lys(Ala-D-Ala-Ala)-NH, vélasztottuk. A peptidet egy
trikationos meso-tri(4-N-metilpiridil)-mono-(4-karboxfenil)porfirinhez (egy  peptid
kapcsolasdra alkalmas) és egy bikationos meso-5,10-bis(4-N-metilpiridil)-15,20-di-(4-
karboxifenil)porfirinhez kapcsoltuk (két peptid kapcsoldsara alkalmas) (35. dbra).

35. abra: A profirin-szarmazékok peptidkonjugatumainak szerkezete

Frdekes médon a két vegyiilet hatékony eldallitdsdhoz mds-mds szintézisutat kellett
valasztani. Az elsé konjugatum eldallitdisdhoz BOP reagens volt a megfeleld kapcsoldszer,
mig a masodik esetben vizoldékony karbodiimid (EDC) szolgéltatott j6 megoldast. A
spektroszkdpiai moddszerekkel kovetett DNS kotddési vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a
karboxilcsoportok peptidekkel tortént blokkoladsa a porfirinszarmazékokon novelte a vegyiilet
DNS-hez kotodését és a pozitiv toltések szamanak novekedése szintén ebbe az irdnyba
mutatott. Tapasztalataink jé alapot szolgaltatnak porfirinek DNS-hez targetdldsiahoz
alkalmazhaté konjugatumok tervezéséhez (Mez6 G., és mtsai Biophys. Chem. 155: 36-44
(2011)).
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13. Az OTKA palyazat altal indukalt 4j palyazatok

1. OTKA KS81596 (2010-2014): Rosszindulati daganatokban expresszdlédé luteinizalé
hormon-releasing hormon receptorok mint ) molekuléris célpontok a pozitron emisszids
tomografia szadmara. (Témavezetd: Halmos Gabor, DE)

2. OTKA K 104045 (2012-2016): Tumorellenes hatéanyag - peptid konjugdtumok
kifejlesztése kombindlt célzott tumorterdpia céljara. (Témavezetd: Mez6 Gabor, MTA-ELTE)
3. OTKA K 104275 (2012-2016): Latens Mycobacterium tuberculosis fertdzottség kimutatasa
és antituberkulotikus hatdsi vegyiiletek gazdasejt specifikus célbajuttatdsa. (Témavezeto:
Bosze Szilvia, MTA-ELTE)

4. OTKA PDI104012 (2013-2015): Iranyitott tumorterdpia GnRH-II anal6gokkal
(Témavezetd: Szabo 11diko)

5. MOB-DAAD projekt (2012-13): DNS-interkaldlé hatéanyagok peptid-konjugdtumai?
Kolcsonhatdsuk DNS-sel és a kolcsonhatds szerkezeti kovetkezményei.(p.sz. 29225)
(Témavezetd: Csik Gabriella, SE és Toth Katalin DKFZ, Heidelberg, Németorszag)

6. AFF (Committee on Research) and Young Scholar Fund, University of Konstanz (2009-
2010): Drug delivery systems for targeted chemotherapy based on gonadotropin-releasing
hormone-III. (Témavezetd: Marilena Manea, University of Konstanz, Németorszag)

7. AFF (Committee on Research) and Young Scholar Fund, University of Konstanz (2011-
2012): Tumor targeting with gonadotropin-releasing hormone-III derivatives. (Témavezeto:
Marilena Manea, University of Konstanz, Németorszag)

8. FP7-PEOPLE-2013-ITN Marie Curie Initial Training Networks (ITN) (benytjtva):
HOPEDRUG (HOming-PEptide DRUG conjugates). (Témavezetd: Norbert Sewald,
University of Bielefeld, Németorszag)

9. KTIA_AIK_12 (benyujtva): Biokonjugatumok - gydgyszerhatéanyagok specifikus

célbajuttatdsa, immunodiagnosztikai reagensek fejlesztése. (Témavezetd: Hudecz Ferenc)

A pélyazattal kapcsolatban tobb kollega, foéleg PhD hallgaté kapott tdmogatédst a kovetkezd
tamogatoktol: Richter Centendriumi Alapitvany (predoktori pélydzat), Alapitvany a Magyar
Peptid- és Fehérjekutatasért (PhD kiegészitd 0sztondij), AESCULAP Alapitvany predoktori
palyazat, Racz Istvan Alapitvany péalyéazata, az ELTE és a SE Doktori Iskol4ja.

63



