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Roviditésjegyzék
Az aminosavak és aminosav-véd&csoportok jeldlésére a peptidkémiaban megszokott

harom-, illetve egybetlis roviditéseket hasznalom, a IUPAC-IUB ajanldsa szerint [1].

Harombetls | Egybetls
Név
rovidités | rovidités
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Aszparagin Asn N
Aszparaginsav Asp D
Cisztein Cys C
Fenil-alanin Phe F
Glicin Gly G
Glutamin Gln Q
Glutaminsav Glu E
Hisztidin His H
Izoleucin lle I
Leucin Leu L
Lizin Lys K
Metionin Met M
Prolin Pro P
Szerin Ser S
Treonin Thr T
Tirozin Tyr Y
Triptofan Trp w
Valin Val v

A munkam soran hasznalt vegyitletek és funkcios csoportok roviditései:

Boc tercier-butil-oxi-karbonil
DAB diaminobutan

DBA dibutilamin

DMF N,N’-dimetil-formamid
DMSO dimetilszulfoxid

EtOAc etil-acetat



'BCC
MeOH
NMM
PASP
PSI
tBu
TFA

klérhangyasav-izobutil-észter
metanol

N-metil-morfolin
poliaszparaginsav
poliszukcinimid

tercier-butil

trifluor-ecetsav

Egyéb roviditések:

Op
MS
HPLC
VRK

olvaddspont
tomegspektrometria
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

vékonyréteg-kromatografia



1. Bevezetés

Az értékes terapias szerek felhasznalasanak hatékonysaga jelent6sen novelhetd az un.
»,Szabalyozott és célzott hatdanyag-leadasu” készitmények alkalmazasaval, a készitményekben a
hatéanyagok pontos hely és id6 szerinti célba juttatdsa, a szervezetben megtaldlhatoé kornyezeti
paraméterek megvaltozasaval indukadlhaté. Humanbioldgiai alkalmazas esetén ezen
készitmények reszponziv tulajdonsdgai - a legfontosabb paraméterek a pH, a hémérséklet,
illetve a szervezetben taldlhaté enzimek - mellett azonban elengedhetetlen, hogy
biokompatibilisek és bioldgiailag lebonthatdk legyenek. Ezen kovetelmények miatt tlinik
igéretesnek az aminosavakbdl felépild polimer gélek szintézise és alkalmazasa, mint
hatdéanyag-hordozo, -leado rendszerek.

Kutatdomunkam célja egy olyan kizarélag aminosavakbdl feléptil6 hidrogél elGallitasa, amely
enzimspecifikus hasitasi hellyel rendelkezé tetrapeptideket tartalmaz keresztkotéként. A
tetrapeptid helyes megvalasztasaval elérhetd, hogy a keresztkdtések adott enzim hatdsara
hasadjanak, mellyel szabdlyozhato a hatdanyag kiszabadulasanak helye a szervezetben.

Munkdm sordn tripszinspecifikus hasitasi hellyel rendelkez6 keresztk6té molekuldkat
allitottam el6 oldatfazisi peptidszintézissel. Preparacids eljardst dolgoztam ki szintetikus
poliszukcinimid  (PSI) utdlagos térhaldsitdsara a szintetizalt keresztkété molekulak
felhasznaldsaval. Optimalizdltam a gélesedés kimenetelét befolyasold legfontosabb
paramétereket (keresztkot6-, illetve polimerkoncentracié, hémérséklet, katalizatorok).
Poliaszparaginsav géleket a PSI gélek ldgos hidrolizisével allitottam el6. Citotoxicitas-
vizsgdlatokat végeztiink annak bizonyitasara, hogy a készitett gél humanbioldgiai felhasznalasra
alkalmas lehet, illetve bomlastermékei sem toxikusak. In vitro el6kisérletek torténtek a gél

tripszin bonthatdsaganak vizsgalatara.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Polimer gélek, mint a szabalyozott hatéanyag-leadas eszkézei

A hagyomanyos gyogyszerformdk esetén, a szervezetbe juttatott hatéanyagnak csak egy
kis része hasznosul, igy viszonylag nagy dozis szikséges a megfelel6 hatas eléréséhez. A
biohasznosulds alacsony szintje a gyartas szempontjabdl gazdasagtalan, valamint a felhasznalas
soran nem kivant mellékhatasokkal is jarhat. Ezért kulcsfontossagu olyan Uj gydgyszerformak
fejlesztése, melyek a hatdanyagot képesek célzottan a hatds helyére eljuttatni. Ezzel javithatunk
a gyogyszeres kezelés minGségén, ipari szempontbdl pedig a gyartas tehet6 gazdasagosabba
[2].

A szabdlyozott hatdanyag-leadas targykorébe tartozik a hatéanyag kioldddaskinetikajanak
maodositasa, a hatdanyag célbajuttatdsa és a visszacsatolasos kioldddas.

A moddositott kiloldédas harom alaptipusa a késleltetett, a szakaszos és az elnyujtott
kioldodas [3]. Késleltetett kioldédas esetén a hatdéanyag meghatarozott késleltetési idé utan
szabadul fel, ezzel lehetévé tehetjiik, hogy a kioldddas a szervezetben a megfelel6 helyen
induljon meg. A szakaszos hatdanyag-leadasu készitmények pontosan meghatarozott ismétl6dé
id6szakokban, |6késszerlien szabaditanak fel meghatarozott mennyiségl hatdanyagot a
készitménybdl. A nyujtott hatdanyag-leadasu készitményeknél a hatdanyag-leadas lassubb,
mint az azonos médon alkalmazott, hagyomanyos hatdéanyag-leadasu készitményeké. gy a
felszivodas elhuzodik, a hatastartam né és a mellékhatasok veszélye csokkenthetd [4].

A hatdanyag célbajuttatdsa (drug targeting) azt jelenti, hogy a hatéanyagot a megfelel6
sejtekhez, illetve szervhez szallitjuk, és a hatdanyag kiolddédasa csak a célterilet elérésekor
kezdédik meg. Ennek megvaldsitasahoz sziikséges, hogy a célsejteket és az egyéb sejteket egy
jellemz6 tulajdonsag alapjan megkilonboztessik. Ez alapjan kifejleszthetliink a célsejtekre
nagymértékben szelektiv hordozot [5].

A visszacsatoldsos kioldédas (feedback release) elvén miikdd6 hordozdkbdl csak akkor
oldddik ki a hatdéanyag, ha arra sziikség van. A kioldédas egy olyan molekula jelenléte esetén
indul meg, mely indikalja a hatdéanyag szlikségességét [6, 7].

A polimer hidrogéleket széles koérben valtoztathatd el6nyos tulajdonsagai, kornyezeti
hatdsokra valé érzékenysége alkalmassd teszik arra, hogy a szabdlyozott hatdanyag-leadas

eszkozeként szolgaljanak, akar implantatumként akar oralisan adagolhatd formaban.



Polimer géleknek nevezziik azokat a rendszereket, ahol a gél szerkezetét polimer
molekuldk épitik fel, ezek egy stabil vazszerkezetet alakitanak ki, amely a gélnek alaktartéssagot
és deformalhatdsagot biztosit. A polimer gélek az 6sszefligg6 vazhoz képes igen nagy, akar tobb
ezerszeres mennyiségli, a vaztol térbelileg nem elkilonilt folyadékot tartalmaznak, ezért a
gélek egyes fizikai kémiai tulajdonsagai (pl.: diffuzid, g6znyomas) az oldatokéhoz hasonldak. A
jelent6s mennyiségli folyadék megakadalyozza a laza térhalds szerkezet Gsszeomlasat, ez
utdbbi pedig atjat allja a folyadék spontan ,kifolyasanak”. Azokat a géleket, melyekben a
folyadék szerepét viz tolti be, hidrogéleknek nevezzik [8].

Attol fuggben, hogy a polimer lancokat milyen erGsségi és élettartalmu kotések tartjak
0ssze, beszélhetlink fizikai és kémiai gélekrél. Kémiai polimer gélek esetén a lancokat els6rend
kémiai kotés, kovalens kotés tartja Ossze. Az elemi egységekbdl allo ,végtelen
molekulatomeg(” térhald igen stabil, a kémiai polimer gél szerkezete csak kémiai uton
bonthatd meg [8]. Dolgozatomban kizardlag kémiai polimer gélekkel foglalkozom.

A polimer gélek fontos jellemz8je, hogy a kornyezeti paraméterek valtozatasara jol
definidlt valaszt adnak. Ez a valasz elsGsorban a gél térfogatanak megvaltozasaban nyilvanul
meg. A térfogatvaltozas lehet folytonos vagy ugrasszer(. Az ugrasszerl duzzadast, illetve
térfogatcsokkenést gélkollapszusnak nevezziik. A térfogatvaltozds szamos kornyezeti hatds
kovetkeztében létrejohet, példaul pH, hémérséklet, elektromos tér, ioner6sség valtozasa, fény
vagy ezen hatasok kombindcidja. A térfogatvaltozas soran nemcsak a gél térfogata, hanem az
ettdl fligg6 Osszes tulajdonsaga is megvaltozik. Jelent6s mértékben modosulhatnak az optikai,
mechanikai és transzport tulajdonsagok. Ezen kildnleges tulajdonsagai miatt a polimer
géleknek szamos gydgyszerészeti, mez6gazdasagi, és kornyezetvédelmi alkalmazasa ismert [2,
5]

Ha egy polimert hatdéanyaggal egyiitt térhaldsitunk, a térhalodsitds megfelel§ mértékének
megvalasztasaval elérhetd, hogy a haldlancok kozotti atlagos tavolsag kisebb legyen, mint a
hatdéanyag molekula. Ekkor a hatéanyag nem tud a gélbdl diffuzidval tavozni. Ha a gélt egy kiils6
paraméter megvaltoztatasaval duzzaddsra késztetjik, megnovekszik a haldlancok kozotti
atlagos tavolsdg, igy megsz(inik az akadaly a hatdéanyag kioldédasaval szemben. Példaként
emlithetd a gliikdzérzékeny gélekkel szabalyozott inzulinadagolas. Felhasznalas soran az inzulint
egy olyan polimer gél matrixba zarjak, melynek polimerlancai hidroxilcsoportokat tartalmaznak,
ezekkel borationok kotéseket hoznak létre, igy kialakitva a térhaldsitott gélt. Mivel a borationok

a glikéz hidroxilcsoportjaival er8sebb kotést képesek létrehozni, megnovekedett
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glikdzkoncentracid esetén a keresztkotések szama lecsokken, igy a gél megduzzad, az inzulin
kioldodasa pedig megindul [9].

A gyogyszerhordozd rendszerek alkalmazasanak fontos feltétele, hogy felhasznalasuk
soran ne terheljék a szervezetet, valamint ne valtsanak ki immunreakciot, tehat
biokompatibilisek legyenek. A hidrogélek szamos egyedi tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek
kedvezGek a biokompatibilitds szempontjabdl. Alacsony a hatarfeliileti fesziltségik az Gket
korulvevé biolégiai folyadékokkal, illetve szovetekkel szemben, ez minimalizdlja a
proteinadszorpciét és a sejtadhézidt. Ehhez jarul hozza a fellletiikon 1évé polimerlancok nagy
mobilitasa is. A szervezet tehat nem kezeli a hidrogéleket idegen testként, nem prébalja meg
elszigetelni, kilokni azokat. A legtobb hidrogél fellilete nagy viztartalma miatt szuperhidrofil
felUletként viselkedik, ami a biokompatibilitas egyik fontos feltétele. Ezenfelll képesek
szimulalni a természetes bioldgiai gélek, sejtek, illetve szbvetek egyes hidrodinamikai és fizikai-
kémiai tulajdonsagait. A hidrogélek puha, rugalmas feliilete csdkkenti a surlédast az Gket
korilvev6é szovetekkel szemben, igy az irritacid lecsokken. Ezen feltételek elsésorban
implantatumok esetén lényegesek [5].

Hatéanyaghordozo-rendszerek esetén fontos szempont lehet a bioldgiai lebonthatdsag.
Kilonosen implantatumok alkalmazasa esetén kivanatos, hogy miutan a hatdéanyag tavozott a
gélbdl, és a hordozora tobbé nincs sziikség, akkor azt ne kelljen sebészeti Uton eltavolitani,
hanem a szervezet maga bontsa le. llyenkor alapvet§ feltétel, hogy nem keletkezhetnek toxikus
bomlastermékek.

Ha polimer gélek esetében beszéliink bioldgiai lebonthatdsagrdl, elengedhetetlen
kiilonvalasztani a polimerlancok, illetve a keresztkot6k lebonthatdsagat. A polimer lancok
degradacioja soran kisebb molekuldak képz6dnek, melyeket a kivalaszté szervrendszer képes
feldolgozni. Ebben az esetben a biodegradacio tobbféle mechanizmussal mehet végbe, Ugymint
hidrolitikus, oxidativ és enzimatikus bomlds. A keresztkotések megsziinése bekovetkezhet a
keresztkoté molekulak degradacidjaval, mely végbemehet enzimek hatdsara. A keresztkotések

szamanak csokkenésével a gél megduzzad, majd id6vel polimer lancokka bomlik le [5].

2.2 Aminosav alapu polimer gélek
Szabalyozott hatdanyag-leadas céljara létrehozhatdé egy olyan oralis alkalmazasra szant
polimer hidrogél, melynek keresztk6t8i egy bizonyos enzim hatdsara degraddlédnak, ennek

kovetkeztében a gél megduzzad, igy a gél matrixba zart hatéanyag képes diffuzidval tavozni.
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Mivel az enzimek a szervezetben specidlis helyeken fordulnak el6, megfelel§ keresztkotd
molekula alkalmazasaval a hatdanyag-leadas helye kontrolldlhatéva valik. A felépit6
alapanyagok gondos megvalasztasaval elérhetjik, hogy a létrehozott biokompatibilis polimer
gél az enzimes bontast kdvetGen toxikus melléktermékek keletkezése nélkiil bomoljon le, majd
tdvozzon a szervezetbdl.

Az altalam tervezett polimer gél alapjaul a poliszukcinimidet (PSI) valasztottam. A PSI
el6allitasa az aszparaginsav termikus polikondenzacidjaval torténik mezitilén-szulfolan elegyben

HsPO, katalizis mellett (1. dbra) [10].

6] B 0 ]
HoN ~162°C //<
OH HsPO, Nl
OH mezitilén-szulfolan | \\<
o) 0]
— —n
Aszparaginsav Poliszukcinimid

1. dbra: Poliszukcinimid elédllitdsa aszparaginsavbol termikus polimerizdcioval.

A |étrehozott polimerben a szukcinimid gy(r( nukleofil tdmadasra érzékeny, ez lehetévé
teszi azt, hogy a polimerlancot modositva tulajdonsagait megvaltoztassuk. Hidroxidionnal, mint
nukleofil reagenssel reagdltatva pedig a PSI poliaszparaginsavva (PASP) hidrolizalhato (2. dbra)

[11], mely egy biokompatibilis polimer [12].

O \_ O_ B HN___
NaOH /_/
N—— _— HN
A 0] >=O
O Nao @ [|NaO P
L Jn m p

2. dbra: Poliszukcinimid hidrolizise NaOH-dal poliaszparaginsavvad

Az szukcinimid gy(lr(ik lehetévé teszik azt is, hogy kémiailag térhaldsitott gélt allithassunk
el6 a poliszukcinimid, vagy akar a médositott poliszukcinimid lancbél. Ehhez olyan molekulakra
van szikséglink, melyek legalabb két nukleofil funkciés csoportot tartalmaznak. Illyenek a
természetes diaminok (példaul diaminobutan), melyek azonban nagyobb mennyiségben

toxikusak [13]. A PSI diaminobutannal (DAB) torténd térhaldsitasa a 3. dbrdn lathato [14].
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3. dbra: Poliszukcinimid térhdldsitdsa diaminobutdnnal (PSI-DAB gél)

ZT

Keresztkot6ként célszerli a szervezetben megtaldlhatd fehérjealkoté aminosavakbol
felépild di,- oligo-, illetve polipeptideket felhasznalni. Az igy képzett gél ligos hidrolizisével egy
olyan PASP gélt kapunk, mely kizardlag az emberi szervezetben is megtalalhaté aminosavakbdl
épul fel, igy varhatéan nem lesz toxikus. Ha a keresztkoté peptid aminosav-szekvenciajat
megfelelen valasztjuk meg, elérhetd, hogy a keresztkdtéseket egy kivalasztott fehérjebontd
enzim hasitsa, és ennek hatdsara meginduljon a hatdéanyag kioldoddsa. Mivel a
gasztrointesztinalis csatorna egyes szakaszaihoz specifikus enzimek tartoznak, optimalizalhato a
hatdanyag kiszabadulasanak helye a szervezetben. Jelen dolgozatban tripszin specifikus hasitasi

helyeket tartalmazé tetrapeptid szintézisét és keresztkot6ként valod felhasznaldasat mutatom be.

2.3 A tripszin

Azokat az enzimeket, melyek a peptidkotések hasitasa révén a szervezetben a fehérjék
aminosavakra torténd lebontdsat végzik proteazoknak, illetve peptidazoknak nevezziik. A
protedzok a hidroldz enzimek csaladjaba tartoznak. A kiilonb6z6 protedzok a fehérjelanc
kilénb6z6é helyein hasitanak. Aktiv centrumuk tipusa alapjan beszélhetiink szerin-, treonin-,
aszpartil-, glutaminsav-, és metalloprotedzokrol, miikodésik pH-optimuma alapjan pedig savas,
semleges és bazikus proteazokrdl. Néhanyuk a fehérjelanc terminalis aminosavait hasitja le, mig
masok a lancon bellli pepidkétéseket hidrolizaljak. El6bbieket exopeptiddazoknak, utébbiakat

endopeptidazoknak nevezziik [15].



A tripszin a szerin protedazok csaladjdba tartozé endopeptidaz, inaktiv zimogén formdja, a
tripszinogén a hasnyalmirigyben termelddik. A tripszinogén a patkdbélbe jutva az ott termel6d6
enterokindz enzim hatdsdara alakul tripszinné [16].

A tripszin kedvelt hasitasi helye az Arg és a Lys C-terminalisa, kivétel, ha ezeket Pro koveti.
Ez aldl kivétel, hogy -Trp-Lys-Pro- és -Met-Arg-Pro- esetén a lizin illetve az argigin utan toérténik
hasitas. Nincs azonban hasitas a Lys utan a -Cys-Lys-Arg- , a —Cys-Lys-Tyr-, és a -Cys-Lys-His-
szekvencia esetén. Tovabbi kivétel, hogy a -Cys-Arg*-His-, -Arg-Arg*-His-, -Arg-Arg*-Arg-
szekvencidk esetén az altalam csillaggal jel6lt arginin utani kotés nem hasad. A tripszin pH

optimuma pH=7-t6l pH=9-ig terjed [15].

24 Oldatfazisu peptidszintézis

Peptidek el6allitasara két f6 szintézismddszer ismeretes: az oldatfazisuy, illetve a szilard
fazisu peptidszintézis. Utobbi 1963-as felfedezése ota az oldatfazisu szintézisnél joval
széleskor(ibben alkalmazott médszerré valt. Kisebb tagszdmu peptidek nagyobb mennyiségl
el6allitasara azonban az oldatfazisu technika alkalmazasa elényosebb.

Az oldatfazisu szintézis lényege, hogy egy N-terminalison védett és C-terminalison aktivalt
aminosavszarmazékot és egy C-termindlison védett aminosavszarmazékot reagaltatunk. Az
oldallancon amino- illetve karboxil-csoportot tartalmazé aminosavak esetén (pl.: Lys, Asp, Glu)
gondot kell forditani az oldallanc véd&csoporttal vald ellatasara, kiilonben nem kivant termékek
is keletkeznek.

A funkcids csoportok védelmére a peptidszintézis kezdeti b6 fél évszazada soran sok
eljaras sziletett, melyek kozil az dltalam hasznaltakrél irok bévebben. Két aminosav (ill. peptid)
0sszekapcsoldsahoz szikséglink van az N-termindlis aminosav a-aminocsoportjanak
véddGcsoporttal vald elldtasara. Erre a célra a legelterjedtebben hasznalt a tercier-butoxi-
karbonil (Boc-), és a benzil-oxi-karbonil (Z-) csoport. A Boc véd&csoportot pl. Boc-anhidrid

segitségével vihetjiik be (4. dbra):

o o0 j\
t
Bu_ )J\ J\ Byt HN=R ——= BU\O N/R + 'BUOH + CO,
0 0 0 H
4. abra: Boc-csoport bevitele Boc-anhidriddel

A moddszer nagy hatranya az, hogy az anyag fele elvész, ennek ellenére mégis jobban

hasznalhatd, mintha Boc-Ns;, mely robbanékony, illetve a Boc-Cl, mely bomlik. A Boc-csoport
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savlabilis, trifluoecetsavval (TFA) vagy sésavas dioxannal tavolithaté el, a reakcié sordn izobutén
és CO, fejlédik.
A Z-csoportot klérhangyasav-benzilészter segitségével épithetjik be (5. dbra). A reakciét

savmegkotos jelenlétében hajtjuk végre (pl.: N-metil-morfolin)

0 Cl -HCI H
+ HN—R ——> 0 N
\ﬂ/ NMM \”/ R
O o)

5. dbra: Z-csoport bevitele

A Z-csoport katalitikus hidrogénezéssel tavolithato el (6. dbra). Az eltavolitas torténhet még

HBr-os ecetsavas hidrolizissel (a vart termék mellett benzil-bromid és CO, keletkezik).

H,/Pd/C CHs
—_— H.N—R + + CO,

ol M.
T

0
6. dbra: Z-csoport elvtdvolitdsa

A C-termindlis aminosav karboxil-csoportjanak védelmét megoldhatjuk észteresitéssel, a
leggyakrabban alkalmazott észeterek a metil-, benzil-, illetve tercier-butil-észterek. Aminosav-
metilésztert példaul diazometdnnal allithatunk el6. Az észtercsoportot altaldban ldgos
hidrolizissel tavolitjuk el.

A tobb funkcids csoportot tartalmazé aminosavak esetében az oldallancok védelmére is
szikség van. Az Asp, Glu illetve Lys esetében az oldallanc funkcids csoportja ugyanazokkal a
véddcsoportokkal védhet6, mint a f6lanc esetében. A hidroxil-funkcié védhetd benzil-, terc-
butil-, illetve tritil-éterként, a Cys tiol-csoportjat ugyancsak tritil-csoporttal védhetjiik. A His
imidalzol-gy(rdje tritil-, 4-metil-tritil (Mmt) és 4-metoxi-tritil (Mtt) csoporttal védhet6. Az Arg
esetén a  guanidino-csoport  védelmét  4-toluolszulfonil  (Tos), 4-metoxi-2,3,6-
trimetilbenzolszulfonil (Mtr) , vagy —NO, csoporttal lathatjuk el.

A véddbcsoportok tervezésekor ligyelni kell arra, hogy a szintézis sordn azok szelektiven
eltavolithatoak legyenek. Az oldatfazisu peptidszintézisben két f6 szintézisstratégia ismeretes, a

[épésenkénti illetve a fragmenskondenzacios szintézis [17].
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Lépésenkénti szintézis: A+B—>AB
AB+C—>ABC
ABC+D—>ABCD
Fragmenskondenzacids: A+B>AB; C+D->CD
AB+CD—>ABCD
A megfelel6en védett aminosavak kapcsolasara is tobb mddszert dolgoztak ki: savklorid,
illetve azidképzés, aktiv észteres (p-nitrofenil-észter, pentaklérfenil-észter, pentafluorfenil-
észter, szukcinimid-észter), Leuchs-anhidrides, szimmetrikus- és vegyes-anhidrides,
karbodiimides kapcsoldas. A médszerek kozos jellemzbje, hogy az acilez6 aminosav karbonil
szénatomjanak 6-pozitiv jellegét novelik. Munkam soran az oldatfazisi kapcsoldsokat vegyes
anhidrides moddszerrel végeztem. Vegyes anhidrides modszer esetén izobutoxi-karbonil-

kloriddal ('BCC) képzlink vegyes anhidridet (7. dbra):

O

o o
0
R_C/<OH * CI)I\O/\( —=— R)]\O)I\O/\‘/

7. dbra: Vegyes anhidrid képzése
Ezutan a vegyes anhidridet reagaltatjuk a szabad aminocsoportu, karboxil-csoportjan

védett aminosavval (8. dbra) [18]:

0 @) 0
)k )]\ —R — )J\ R

8. dbra: Vegyes anhidrides kapcsolds

A kapcsolasi reakcidé kovetése oldatfazisu reakcidk esetén vékonyréteg-kromatografiaval
torténik. Az el6hivasnal alkalmazott mddszerek:

Ninhidrin teszt — e mddszer a szabad amino-terminalissal rendelkezé (kivétel prolin)
peptidszarmazékok kimutatasara alkalmas. A ninhidrin a szabad aminocsoportot tartalmazé
vegylletekkel reakcidba Iép, az el6hivas soran képz6d6 termék lilas, vagy sarga szinnel jelenik
meg. Prolinhoz torténé kapcsolas esetén az ninhidrin-teszt nem alkalmazhato, ehelyett az izatin

tesztet hasznaljuk.
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Tolidin teszt — a modszer Iényege, hogy a vékonyréteg-lapot klérfiird6be helyezziik, és a
kialakuld N-klor-vegyiletek az el6hivas soran oxiddljak a tolidint, az igy keletkez6 oxidalt

vegylletek jelennek meg sotétzold, fekete szinnel.

2.5 Korabbi kisérletek enzimérzékeny polimer gélek eléallitasara

A szakirodalomban szamos enzimérzékeny polimer géllel foglalkozé cikk lelhet§ fel [19,
20], dolgozatomban ezek koziil sorra veszem a legfontosabbakat.

Kopecek és kutatdcsoportja N-(2-hidroxipropil)metakrilamidot térhalésitottak kilonbozé
oligopeptid szekvenciat tartalmazd keresztkotével. Vizsgaltak a keresztkdtSk kimotripszinnel,
illetve mas enzimekkel valé bonthatdsagat. Az enzimes vizsgalatok alapjan megallapithaté volt,
hogy a keresztkotdé hosszanak novekedtével a degradacido foka is né a sztérikus inhibicid
csokkenése miatt. Szamit emellett a keresztkotésben résztvevé aminosavak minésége is, hiszen
az enzimek szamara csak bizonyos peptidek szolgalnak megfelel6 szubsztratként [21, 22, 23].

Plunkett és kutatdcsoportja szabalyozott hatdanyagleadas céljara allitottak el6
kimotripszin érzékeny tetrapeptid szekvencidval térhaldsitott poliakrilamid hidrogélt. Két
peptidszekvenciat valaszottak: Ac-Cys-Tyr-Lys-Cys-NH,, ezt a kimotripszin a Tyr és a Lys kozott
képes hasitani, az Ac-Cys-Ser-Lys-Cys-NH, szekvencidval pedig kimotripszinre nem érzékeny
kontrollmintat készitettek. Els6 |épésként a peptidek Cys oldallancait egy metakrilamid
csoportot tartalmazod diszulfid tipusu vegyllettel, az N-[2-(2-piridilditio)]etil-metakrilamiddal

(PDTEMA) médositottak (9. dbra).

i i it i i
-C-h— H CH-C—HH-CH-C—hH-CHC— H
g 2. .8 9 92 0 N RS A Bl G S N
HZ-C-h—CH GG 1L MH-CHC-NH-GH C—hH, L e [ pH 25 k] AZ =Hy FHe . i
T CH o CHy CHy CHy A A M —_— &3 L J CHy £ s
H &= CH, SH P S5 CHy N
l/\. | ICH.I [ CH \?:H: - L
h ¢ hrems o MHH HH; HN -
OH Hy T
HH, o] <
TTRS
T A
i I
C-M-CH-U=NH-UH C=\H-CH-C~MH CHE - NI H
q 9 o , R " HCCH .Eﬁ o g:—:c . Ec NH; ah
Ha LM CH-C—NH-CH- G W =T H-C-NH-CH = lH, S - pr25 i 1.2 v2 ot \J
H ey, -i‘.H, -?H: L:‘H: + H SR —_— - e CH C:a Sag + 2
=H 0OH CH, SH J ? L,
CH, J.l I (:.‘H; )
[ T FH, Hi .
H, “N -
NH, 0 c

LSKL

9. dbra: Keresztk6té molekuldk létrehozdsa tetrapeptidek PDTEMA-val valé mddositasdaval

A reakcio utan tisztitas nélkil akrilamid monomert és fotoiniciator rendszert adtak hozza,
majd polimerizaltak. A kimotripszinnel végzett enzimes vizsgalat a vart eredményt hozta, a Cys-

Tyr-Lys-Cys térhaldsitd tetrapeptideket tartalmazé gélek degradalddtak (10. dbra), mig a
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kontrollgél valtozatlan maradt [24]. A rendszer nagy hdatranya, hogy az alkalmazott polimer

rendkivil toxikus akrilamid egységekbdl épiil fel.

0
J—NH, ] NH,

Q Q Q
Cys-Tyr-Lys-Cys_ a-kimotripszin Cve Tie LywCus
——— -
Q
ol 22 2
NH2 HQN 0 = HE(} NH;! 0 H2N

10. dbra: Kimotripszin érzékeny hidrogél kereszkétéinek bomldsa

A Kim és tdrsai altal elGallitott hidrogél keresztk6t6i metalloprotedz enzim érzékenyek, a
gélt mesterséges sejtkozotti allomanyként tervezik alkalmazni. A gél alapja N-izopropil-
akrilamid (NIPAAm) és akrilsav (AAc) kopolimer, melyet GIn-Pro-GIn-Gly-Leu-Ala-Lys-NH,
aminosav-szekvenciaval térhalositottak.

A peptidhez trietilamin jelenlétében akrilsav-kloridot adtak, igy kialakitva a keresztkotd

molekuldt (11. dbra):

NH-> o)
i I
H2N_QPQGLAK_CII:_N H2 + ZCHQCHCCi + 2 (CQH5)3N
0]
Peptidszekvencia Akrilsav-klorid Trietilamin
i
o C-NH, @

Il
H,C=HC-C-HN-QPQGLAK—NH-C-CH=CH, + 2(C,Hs)sN-HCI
Peptid keresztkoté

11. dbra: Keresztkétd molekula létrehozdsa peptid és akrilsav-klorid reakcidjaval
Tisztitas utan a keresztkot6t NIPAAm-dal és AAc-val polimerizaltak foszfat pufferben

(12. abra). Kontrollminta is készilt, itt a keresztk6t6 nem enzimérzékeny N-N’-

metilénbisz(akrilamid) volt.
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l thl 0 &
Hrif 0 X HO 0 [ R
|
HaC—CH
3 | R HN\C{D AAC
CHs :
NIPAAM HoC=CH
Peptid keresztkttd
PB5 pH=7,0 X=Peptidszekvencia
APS RT QPQGLAK-NH:
TEMED

-~ CHy—OH-—CHy—CH—CHp—CH—
R o R’

I

—Z—X—Z—0
T

i

+—CHy—GH—CHy—CH—CHy—CH—--
R R

12. dbra: Metalloprotedz enzim érzékeny gél képzésének reakcidja

A degradaciot kollagendz enzimmel (matrix metalloproteinaz 13 - MMP13) vizsgdltdk, az
enzim a vart médon a Gly és a Lleu kozott hasitott, a degradacié fliggott az
enzimkoncentraciotdl, illetve a keresztkotések s(ir(iségétdl [25].

Yamamoto és csoportja lizin és g-kumariloxiacetil-lizin [Lys(Cou)] kopolimerjét allitottak
el6 N-karboxianhidrides médszerrel. Az igy szintetizalt poli[Lys-co-Lys(Cou)] (13 dbra-1) vizes
oldatahoz 5-10 mol% Lys(Cou)-t adtak, majd fénnyel megvildgitottak. A fény hatdsara a lizin
oldallancokon |évé kumarin egységek cisz fej-fej ciklokumarin dimereket alakitottak, igy
térhaldsitva a polimerlancokat (13 dbra-2). Az oldatokat 6-24 6ran at megyvildgitva optikailag

tiszta hidrogélekhez jutottak.

_'—Ys—_ll-\.’s_ —_—| yg——Lys— Ly Lys—
T
co (I:U hw li‘rU
q:ﬁ, CHy ) CH,
——————
0 0 0
=
0; ] g
[a] s}
1 2

13. dbra: poli[Lys-co-Lys(Cou)] kereszkétése fény hatdsara
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Ezutan a készitett gélek enzim altali bonthatésagat vizsgdltdk. Az 14. dbra ,A” részén
lathaté képsorozaton egy gélkorongot tripszin desztillalt vizes oldataba helyeztek 25°C-on. A gél
a tripszin hatdsara két 6ra alatt teljesen feloldddott. Az Aspergillus XXIIl protedz enzimnek
ehhez minddssze 35 percre volt sziiksége (14. dbra ,,B”)[26]. Az el6z6 két példaval ellentétben

az enzim itt a polimerlancokat, nem pedig a keresztkotéseket bontotta.

—

SN
N

120 perc

SN
N

50 perc

0 perc 20 perc

14. dbra: poli[Lys-co-Lys(Cou)] gél biodegraddcidja tripszin (A), illetve Aspergillus XXlll protedz
(B) dltal
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3. Célkittizések

Kutatomunkam célja, egy olyan szabalyozott hatéanyag-leadasra alkalmazhaté polimer
gél elGallitasa, mely aminosav épit6elemeinek kdszonhetGen biokompatibilis, valamint olyan
tetrapeptidet tartalmaz keresztkét6ként, mely miatt a polimer gél enzimatikusan lebonthatéva
valik.

A szintetizdlandd gél alapvazaul a poliszukcinimidet valasztottam, mely a bel6le Iagos
hidrolizissel el6allithatd PASP biokompatibilitdsa miatt kutatdcsoportunk kiemelten alkalmazott
polimere.
szabad aminocsoportot tartalmaz igy szukcinimid gy(rikkel képes nukleofil reakcidba Iépni,
valamint tripszin altal specifikusan hasithaté peptidkotést tartalmaz. Ez alapjan a
H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe szekvenciat valasztottam, melyet szabad N-terminalisa, illetve a
C-terminalison 1évé lizin szabad e-aminocsoportja alkalmassa tesz arra, hogy keresztkétd
molekulaként hasznaljam fel. A szintetizalandd peptid a masodik és harmadik tagja kozott
mellékreakciok elkeriilése érdekében a C-terminalis karboxilcsoporton, illetve a lanckozi lizinen
véddicsoportot alkalmaztam. A peptidek nagy mennyiségben tervezett felhasznaldsa miatt az
oldatfazisu peptidszintézis médszere mellett dontottem. A szintézist az ELTE-MTA Peptidkémiai
Kutatécsoporttal egyluttmdkoédve végeztem.

Végsb célom egy reprodukalhatod preparacids eljaras kidolgozasa volt poliszukcinimid (PSI)
tetrapeptiddel végzett utdlagos térhaldsitasara. Ennek alapjaul a kordbban altalam készitett PSI
gélek szolgdltak, melyeket diaminobutannal, lizinnel, illetve dipeptiddel térhdldsitottam.
Poliaszparaginsav (PASP) gélt a PSl-peptid gél lGgos hidrolizisével terveztem elGallitani.

Az optimalis tulajdonsagokkal rendelkez6 gélek megvaldsitasahoz sziikségesnek tartottam
a gélesedést befolyasold paraméterek széleskor( vizsgalatat, ugymint a polimer-, és a
peptidkoncentracio, a katalizatorok mennyisége, illetve a h6mérséklet.

Humanbioldgiai felhasznalhatdsag bizonyitasara célul tliztem ki a kész gélek citotoxicitas,
illetve citosztatikus hatasanak vizsgdlatat, valamint elGkisérletet terveztem a gél enzimes

bonthatdsaganak bizonyitasara.
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4. Kisérleti rész

4.1 Felhasznalt anyagok

A peptidszintézisekhez felhasznalt kiinduldsi anyagokat az Iris és a Sigma-Aldrich cégektdl,
az olddszereket a Reanal és a Molar cégektdl kereskedelmi forgalomban szereztiik be. A
gélszintézis soran felhaszndlt aszparaginsavat, mezitilént, szulfoldnt, dimetil-szulfoxidot
(DMSO0), a 85%-0s H3PO;-et, illetve a dibutilamint (DBA) a Merck, a tripszint a Sigma-Aldrich

cégtél szereztiik be.

4.2 A tetrapeptid szintézise

4.2.1. Tervezett stratégia

A H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe szekvencidju tetrapeptid szintézisét oldatfazisu
technikaval kivantam végrehajtani, ugy, hogy el6szor két dipeptidet allitok el6 az szekvencia
elsé és masodik, illetve a harmadik és negyedik tagjabdl. A kapott, mindkét oldalon, adott
esetben oldallancon is védett két dipeptidrél a védbcsoportokat eltdvolitom. Az elsé és masodik
tagbdl allo dipeptid esetén a C-terminalist teszem szabaddd, mig a szekvencia harmadik és
negyedik tagjat tartalmazd dipeptid esetében az N-terminadlist. A két dipeptid ezzel
0sszekapcsolhatova valik kialakitva ezzel a végsé szekvenciat. Végezetil az N-terminalis
aminosav védelme és a C-termindlison talalhaté Lys € — aminocsoportjanak védelme
tavolitando el. E két szabad amincsoport alkalmassa teszi a peptidet arra, hogy a szukcinimid
gylrlkkel nukleofil reakcidba Iépjen. A fent vazolt stratégia kiegészitve a hasznalni kivant,

egymas melldl szelektiven eltavolithatd védGcsoportokkal az 15. dbrdn |athato:

Z-Phe-CH  H-Lys(Boc)-OMe Boc-Phe-OH H-Lys(Z}-OMe
Z-Phe-Lys{Boc)-OMe Boc-Phe-Lys(Z}-OMe
Z-Phe-Lys(Boc)-OH H-Phe-Lys(Z)-OMe

Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe

|

H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe

15. dbra: A tetrapeptid szintézisterve
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4.2.2. Altaldnos megjegyzések

4.2.2.1. Vékonyréteg-kromatografia

Az oldatfazisu reakciok nyomon kovetése MERCK-féle (Merck DC-Fertigplatten Kieselgel
60, Merck DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F-254) lapokon végzett vékonyréteg-kromatografias
futtatassal tortént. Az el6allitott anyagok retencids faktorai az alsé indexben feltilintetett
eluensre vonatkoznak. Az alkalmazott futtatoelegyek a kovetkezdk voltak:

1. EtOAc:hexan=1:1

2. EtOAc:hexan=2:1

3. EtOAc

4. EtOAcC : Pyr : AcOH: H,0=480:20:6:11

5. EtOAc: Pyr: AcOH:H,0=240:20:6:11

6. EtOAc : Pyr: AcOH : H,0=120:20:6:11

7.BuOH: AcOH:H,0=4:1:1

8.MeOH:H,0:AcN=5:5:3

A kromatogramok el6hivasnal alkalmazott elGhivasi mdodszerek a kovetkezk voltak:

Ninhidrin teszt: 3 %-o0s etanolos ninhidrin oldat, az el6hivandé kromatogramot ebbe az
oldatba martjuk, majd 3 percre 100 °C-os szdaritdszekrénybe helyezziik.

Tolidin teszt: 8,3 g kalium-jodidot tartalmazé 100 ml 2,5 %-os ecetsav-oldathoz
hozzdadunk 100 ml 2 %-os etanolos tolidin-oldatot. A kromatogramot par percre klérfiirdébe

helyezziik, majd szell6ztetés utan a tolidin reagens oldataba martva hivjuk el6.

4.2.2.2. Tisztasag ellen6rzése

A peptidek tisztasaganak ellenGrzésére analitikai RP-HPLC-t hasznaltam (KNAUER
készilék, Phenomenex Jupiter, C18, 250 x 4mm, 5um szilika, 300 A oszlop). Az elvalasztashoz
linedris gradiens eluciot alkalmaztam (5% B — 95 % B, 50 perc).

Az oszlop ekvilibralasahoz és az elucidhoz alkalmazott elegyek a kdvetkez6k:

A eluens: 0,1% TFA /viz (V/V)

B eluens: 0,1% TFA /acetonitril-viz (80:20 V/V)

Az A eluensben oldott 0,5-1,0 mg/ml toménységl mintakbdl az oszlopra 20 pul
mennyiségeket injektaltam. Az elvalasztdsokat szobah&mérsékleten végeztem, a folyasi

sebesség 1 ml/perc volt. A detektdlds abszorbancia mérésével (A=220nm) tortént.
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4.2.2.3. Olvadaspont meghatarozas

Az olvadaspontok meghatdrozasa Tottoli-féle olvadaspontmérével tortént, abban az
esetben, mikor az anyagot sikerilt kristalyositani.

4.2.2.4. Elemanalizis

Az egyes vegyliletek elemanalizise VARIO EL Il automata elemanalizatoron tortént.

4.2.2.5. Tomegspektrometrids mérés

A mérések Bruker Esquire 3000+ tipusu ioncsapdds tomegspektrométer késziiléken
torténtek. A mintdkat 0,1 % ecetsavat tartalmazé acetonitril/viz 1:1 (V/V) olddszerelegyben
oldottuk. A mintdkat 10 pl/perc dramlasi sebességgel injektaltuk. A mintdk ionizacidja
elektrospray forrassal tortént. A spektrumokat 4,0 kV tulfesziltséggel és 40,0 V orifice
feszlltséggel vettik fel. A késziiléket pozitiv mdédban haszndltuk 50-3000 m/z tartomdanyban,
13,000 m/z/sec mintavételi sebességgel.

4.2.3. Aszintézis lépéseinek altalanos leiratai

4.2.3.1. A vegyes anhidrides kapcsolas

Vegyes anhidrid készitéséhez 10 mmol N-termindlison védett aminosavat DMF-ben
oldottam (kb. 10mlI DMF minden gramm aminosavhoz), 11 mmol 'BCC-t és 11 mmol NMM-t
adtam hozza -20°C-on (aceton-szarazjeges h(ités). Az elegyet 15 percig kevertettem. Az NMM-
ra az aminosav és az 'BCC reakcidja soran keletkez6 HCl megkotése miatt volt sziikség. Kdzben
11 mmol aminosavészter-hidrokloridot oldottam DMF-ben, az oldathoz 11 mmol NMM-t
adtam, mely az aminosavat felszabaditja s6jabdl. A két oldatot ezutan 6sszedntéttem, majd
ellenériztem a pH-t. Ha pH 7 alatt volt, NMM tovabbi adagoldsaval pH=7-re allitottam. A
reakcidelegyet ezutan 2 o6ran at kevertettem -5-0°C-on. A kapcsolas végbemenetelét VRK-val
ellendriztem. Az elegyet éjszakara hiit6szekrényben allni hagytam. Mdsnap a kivalt NMM HCI-t
kiszlirtem, a DMF-et pedig vakuumban beparoltam. A maradék olajat EtOAc és H,O 3:1 (10
mmol-hoz kb 60ml EtOAc : 20ml H,0) aranyu elegyében felvettem, elvdlasztottam, majd vizzel
még kétszer kirdaztam. A kirazast megismételtem haromszor hideg 1N HCl-, haromszor 10%-os
NaHCOs- és hdaromszor 10%-os NaCl oldattal. A kirazds eredményét VRK-val ellenGriztem.
Ezutan az EtOAc-os fazist min. 1 érara szaritoszerre (MgSQ,) tettem. A szaritdszert kiszlrtem, az
oldatot beparoltam, a kapott anyagot kristalyositottam.

Megjegyzés: a szintézisek leirasanal, mivel nem mindig 10 mmol-bdl indultam ki,
feltintetem a kiinduldsi aminosavak mennyiségeit, a reakcidkhoz természetesen aranyos

mennyiségli NMM-t, 'BCC-t és olddszereket hasznaltam, de ezeket kiilén nem tiintettem fel.
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A kiindulasi aminosavak nem feltétlenil hidroklorid-sé formdjaban fordulnak elS, Boc-
csoport TFA-s eltavolitasa utdn az aminosav TFA-sdja jon létre, melynek kapcsolasa a HCl-séval
analég mdédon torténik.

4.2.3.2. Boc-véddcsoport eltavolitasa

Fllke alatt az anyaghoz grammonként 10 ml trifluorecetsavat adtam. A reakcidelegyet 2
oran at kevertettem, a reakciot VRK-val kovettem. A reakcid végbemenetele utan a TFA-t
beparoltam, az anyagot kristalyositottam.

4.2.3.3. Esztercsoport lugos hidrolizise

10 mmol észterszarmazékbadl dioxan:viz 1:1 aranyu elegyével 10%-os oldatot készitettem.
Az oldathoz 10 mmol 2N NaOH-ot adtam, és szobah&mérsékleten 2 érdn at kevertettem. A
reakciét VRK-val kdvettem. A reakcio végeztével az elegy pH-jat 7-re allitottam 1IN hideg HCI
oldattal. A dioxant bepdroltam, a visszamaradt vizes fazisra EtOAc-ot rétegeztem. A vizes fazis
pH-jat 1IN HCI oldattal 3-ra allitottam, igy a Na-sobdl szabad savat képeztem. A vizes fazis
haromszor kirdztam EtOAc-tal, végll az egyesitett szerves fazist 10%-os NaCl oldattal. Az
oldatot MgS0Os-on szaritottam. A szaritds utdn az anyagot szlirtem, beparoltam, majd
kristalyositottam.

4.2.3.4. Z-csoport elvtavolitasa katalitikus hidrogénezéssel

Mivel a reakcid soran CO, gaz fejlédik, a hidrogénezést atbuborékoltatds rendszerben
végeztem. Elsd |épésként kiliztem a levegdt a késziilékbdl. Ehhez a hidrogénez6 kacsaba kb. 15
ml MeOH-t ontottem, majd razatas kdzben az ataramld hidrogénnel alaposan atoblitettem a
rendszert (a feltétbe zardéfolyadékot ontéttem). Ezutdn a 10%-os pallddium-csontszén
katalizatort metanolban felszuszpendaltam (kb. a hidrogénezendd anyag tomegének 10%-at). A
katalizator ezutdn a feltéten keresztll bejuttattam a kacsaba, a feltétet egy kevés olddszerrel
atoblitettem, majd kb. 15 percig hidrogéneztem atmené hidrogénaramban rdzatas kdzben. A
fenti modon el6készitett katalizatort tartalmazé rendszerbe a feltéten keresztil bejuttattam a
hidrogénezendd anyag kb. 20%-os metanolos oldatat, majd a razatast Ujbdl meginditottam. A
reakcié ideje alatt a feltétben zardéfolyadék volt. A reakciot a kimen6 gaz Ba(OH),-ba vald
buborékoltatasaval, illetve VRK-val kovettem. A reakcid lejatszodasa utan a katalizatort redés
sz(rén kiszlirtem, a kapott oldathoz piridin-hidroklridot adtam. Végezetil az elegyet

beparoltam, majd éterrel eldorzsoltem.
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4.3. A poliszukcinimid szintézise
mezitilén (65 ml) és szulfolan (19 ml) elegyében, foszforsav katalizator (4 g) mellett, nitrogén
atmoszféraban, 163°C-on. Hét 6ra folyamatos kevertetés utan a reakcidelegyhez metanolt

ontottem, majd a polimert desztillalt vizzel mostam, leveg6n szaritottam.

4.4. PASP-FKFK' gél preparaci6éjanak menete

A készitendd gél alappolimere a poliszukcinimid, melyet a H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe
tetrapeptiddel térhaldsitunk. A térhalépontok |étrehozasahoz az sziikséges, hogy a peptid két
végén szabad amincsoportok legyenek, melyek a szukcinimid gydrlkkel nukleofil addicids
reakciéba lépnek.

A 250 mg-os preparativ tomegl, 8-as elméleti térhaldssagi fokd? és 1,5 mmol/g

polimerkoncentracidju?® gélhez szitkséges bemérendd mennyiségeket az 1. tdbldzat tartalmazza:

«sez

H-Phe-Lys(Boc)- s .
PSI | Phe-lys-OMe | DMSO mg‘s"/'/i:S DBA Prfép:;agt'v
x2HCI H;PO,
m(mg) | 364 35,4 1289 | 250 | 242 | 250
n (mmol) | 0,375 0,047 - 0,010 0,188 -

Egy 2 ml-es Uvegbe analitikai mérlegen bemértem a szilard PSI-t, illetve a szilard
tetrapeptidet, majd pipettaval bemértem a sziikséges mennyiség(i DMSO-t. Az liveget ezutdn
ultrahangos kadba helyeztem, és ott tartottam, mig a szilard anyag teljesen fel nem oldddott.
Az igy elkésziilt nagy viszkozitasu oldathoz 85%-os HsPO, DMSO-s oldatat adtam (0,4 mmol/g),
kevertem, majd néhany percre visszatettem az ultrahangos kadba. Végil az oldathoz pipettaval
hozzdadtam a DBA-t, ezutan 60°C-on gélesitettem a rendszert.

A gélesités végeztével eltavolitottam a gélt az lvegbdl, majd pH=8 imidazol pufferbe
helyezve a PSI alapu gélt PASP alapu polimer géllé hidrolizaltam. A puffert a gélen tobbszor

cseréltem, igy a gélbd6l kimosddott a DMSO, illetve az dsszes el nem reagdlt komponens. A

! H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe tetrapeptiddel térhaldsitott poliaszparaginsav gél.

2 Térhalossagi fok (W): a polimer és a kereszk6té mdlaranya:

W=ngiimer / Nigrhalssits

*A 1,5 mmol/g jelentése: 1,5 mmol szukcinimid ismétl6d& egység 1 g polimer oldatban.
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kovetkezd lépés a keresztkot6 molekuldn taldalhaté Boc-véd&csoport eltavolitasa volt. Ehhez a
gélt pH=3 citromsavas pufferben aztattam 3 napig, naponta cserélve a pufferoldatot. Az
elkészult PASP-FKFK gélt a tovabbi vizsgalatok miatt pH=7,5 foszfat pufferben taroltam. A

pufferek ioner6ssége minden esetben 1=0,15 M volt.

4.5 Az in vitro citotoxicitas és citosztazis vizsgalatok

A vegylletek in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasanak meghatdrozdsa a sejtek
életképességének vizsgalataval, a tetrazélium (MTT) mddszer (1-4) alkalmazasaval tortént. A 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) sarga szin( tetrazélium sd, melyet az
él6 sejtek a mitokondrialis dehidrogenaz enzim segitségével formazan szarmazékka alakitanak
at. Mivel ezt az atalakitast csak az él6 sejtek képesek elvégezni, ezért a mddszer alkalmas
kiilonféle vegyliletek citotoxikus és citosztatikus hatasanak mérésére [27, 28, 29, 30].

A vizsgdlatokat az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatocsoportban — egytittmdikodés keretében
— végezték el. Meghataroztak a PASP-FKFK gél, az azt felépitd polimer és a keresztkétd peptid in
vitro citotoxicitasat, illetve citosztatikus hatasat human HepG2 hepatoma és HT-29 vastagbél
sejttenyészeteken [31, 32, 33]. A meghatarozasokat megel6z6en a HepG2 hepatoma
sejtkultarat [31, 32, (ATCC HB-8065)] és a HT29 vastagbél tumorsejteket [33, (ATCC HTB-38)] a
150 ml-es szévettenyésztd flaskdban tenyésztették RPMI-1640 teljes médiumban, 37°C-on, 5%
CO, atmoszféraban. A teljes médium 10% FCS-t, L-glutamint (2 mM) és gentamicint (160 pg/ml)
szbvettenyésztS lemezre osztottdk 100 pul RPMI-1640 teljes médiumban (5x10° sejt/lyuk).
Kévetkez6 nap a negativ kontrollként hasznalt sejtekre 150 pl szérummentes médiumot, mig a
kezelt sejtekre 50 pl szérummentes médiumot és 100 pl szérummentes médiumban oldott
kiilonb6z6 koncentracidju hatdanyagok keriiltek. A PSI, illetve a PASP esetében a kezelési
koncentracidok a kovetkez6ek voltak: 5; 1; 0,2 és 0,04 térfogat%. A polimerek citotoxikus
hatdsanak meghatarozasakor 3, illetve 24 éran keresztil inkubaltak a sejtek és kezel6oldatok
kimosdsat kovet6en (135-135 pl szérummentes médium; kétszer,) kerilt az MTT-oldat (2
mg/mL koncentracidban) a sejtekre. Az MTT-oldattal vald 4 6ras inkubalas utan oldottak ki a lila
kristalyokat 100 ul DMSO-ban.

A mintdk optikai denzitasat y=540 nm és 620 nm-en Elisa Reader (Labsystems, Finnorszag)
segitségével mérték. A két hullamhosszon mért abszorbancia értékek kiilonbségét atlagolni kell

(A).
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A citotoxicitast, illetve a citosztatikus hatas szdzalékat a kovetkez6 képlet alapjan
hataroztak meg: ahol A a 4 parhuzamos lyukban mért abszorbancia atlaga.

Citotoxicitas (%)/Citosztazis (%) = (1-Axezeit/Axontron)x100, ahol A @ kezelt sejtek, mig
Aontroll @ Negativ kontroll sejtek esetében mért abszorbanciat jelenti.

A citotoxicitas és a citosztazis mértékét (%) a koncentracio fliggvényében abrazolhatjuk és
a kapott gorbék segitségével meghatarozhatd az egyes vegyiletekre vonatkozo ICsy értékeket
(Microcal Origin 7.5). Az ICsq értékek azt a koncentracidértéket jelentik, amely a sejtek 50%-
anak pusztulasat okozzak.

Az polimerek citosztatikus hatdsanak meghatarozasa annyiban kiilénbozik a citotoxikus
hatas vizsgalatatol, hogy a kezel6oldatok eltavolitdsat kdvetGen (24 o6rds kezelési idé utdn)
teljes médiumban vald tovabbi 72 oras tovabbtenyésztést kovetGen keril sor az MTT-tesztre. A
peptidek in vitro citotoxikus és citosztatikus hatdsanak vizsgdlata 1000-20 UM
koncetraciotartomanyban tortént. A mérések a polimerekkel megegyez6en 24 6ras inkubalasi
idével folytak a polimerek esetében ismertetett mddon. A peptidek esetében a citosztatikus
hatds meghatarozasakor a tovabbtenyésztési id6 48 ora volt.

A PASP-FKFK gél o6t napos daztatasa utan kapott fellliszé citosztatikus hatasat
vizsgdltattuk meg. A sejteken a felliluszébdl vett mintaval (100 ul) vald inkubalas 24 6ran at
tartott. A sejtek tovabbtenyésztése az MTT-tesztet megelG6z6en szintén tovabbi 48 oran at

tartott.

4.5. A PASP-FKFK gél tripszines bontasvizsgalata

Munkdam soran kvalitativ el6kisérletet végeztem a PASP-FKFK (H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-
OMe tetrapeptiddel térhaldsitott poliaszparaginsav) gél tripszines degradacidjanak
bizonyitasara. Az altalam szintetizalt gélt — azaz kémiai térhalot — olyan keresztkoté molekuldk
tartjak ossze, mely specifikusan tripszin altal hasithatd kotéseket tartalmaznak. Feltételezésiink
szerint, ha a gél tripszint tartalmazo PBS kozegbe keriil, a keresztkotések megszlinnek, és id6vel
a térhaldpontok megsziinésével a gél feloldddik.

Az enzimbontdsos kisérletek soran vizsgaltam egy enzimspecifikus hasitasi hellyel
rendelkezd tetrapeptiddel térhdaldsitott PASP polimer gélt (PASP-FKFK), valamint két hasitdsi
helyet nem tartalmazé kontrollgélt. A kontrollgélek 20-as térhaldssagi foku PASP-DAB, illetve H-
Phe-Lys-OMe dipeptiddel térhaldsitott 6-os térhaldssagi foku PASP-FK gélek voltak. A vizsgalt

gélek egy-egy darabjat el6z6leg pH=7,5-0s foszfat pufferben aztattam, majd 2 mg/ml-es tripszin
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torzsoldatot készitettem, melynek olddszere szintén pH=7,5 foszfat puffer volt, figyelembe véve
ezzel a tripszin mikodésének pH optimumat.
Ezt kovetben a gélekre 2-2 ml tripszin oldatot pipettaztam, majd 6ranként fényképet

készitettem, hogy dokumentaljam a szabad szemmel is megfigyelhet6 degradaciot.
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5. Eredmények

5.1

H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe 2HCI szintézise

A szintézis soran a 15. dbrdn mar bemutatott stratégiat kovettem. El6sz6r létrehoztam az

N-terminalis dipeptidet, majd Idgos hidrolizissel eltavolitottam a metilészter csoportot.

beméréseket és kitermeléseket a 2. és a 3. tdbldzat tartalmazza.

2. tablazat: 7Z-Phe-Lys(Boc)-OMe elGallitasa

A

Kiindulasi anyagok Termék (Z-Phe-Lys(Boc)-OMe) .
Kitermelés
Z-Phe-OH HCI'H-Lys(Boc)-OMe Vart Kapott
M 299,3 g/mol 296,8 g/mol 541,6 g/mol -
n 10,0 mmol 11,0 mmol 10,0 mmol 7,4 mmol
73,7%
m 30 g 33 g 54 g 40 g

R#x=0,40 Rs,=0,55 0p.:117-119°C (MeOH-bdl éterrel kristalyositva, a tovabbiakban:

MeOH/éter)
3. tablazat: A metilészter védGcsoport eltavolitdasa a Z-Phe-Lys(Boc)-OMe dipeptidrél
Kiindulasi anyag Termék (Z-Phe-Lys(Boc)-OH)
Kitermelés
Z-Phe-Lys(Boc)-OMe Vart Kapott
M 541,6 g/mol 527,6 g/mol -
n 7,4 mmol 7,4 mmol 6,1 mmol
83,4%
m 40 g 39 g 32 8

Ri=0,55 Res=0,7 0p.:101-105°C (MeOH/éter)

Ezutan C-termindlis dipeptidet (H-Phe-Lys(Boc)-OMeTFA) szintetizdltam, majd

eltavolitottam az Boc-véd6csoportot az N-terminalis aminosavrél. A reakcidk eredményét a 4.
és 5. tdbldzatban tintetem fel:

4. tablazat: Boc-Phe-Lys(Z)-OMe elGallitasa

Kiinduldsi anyagok Termék (Boc-Phe-Lys(Z)-OMe) ) ’
Kitermelés
Boc-Phe-OH HCI'H-Lys(Z)-OMe Vart Kapott
M 265,3 g/mol 330,8 g/mol 541,6 g/mol -
n 10,0 mmol 11,0 mmol 10,0 mmol 5,7 mmol
57,5%
m 2,7 g 3,6 g 54 g 31 ¢
Rix1=0,40 Rs=0,55 0p.:94-97°C (MeOH/éter)
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5. tablazat: A Boc-csoport eltavolitdsa a Boc-Phe-Lys(Z)-OMe dipeptidrdl

Kiindulasi anyag Termék (TFA'H-Phe-Lys(Z)-OMe) ’
Kitermelés
Boc-Phe-Lys(Z)-OMe Vart Kapott
M 541,6 g/mol 555,6 g/mol -
n 5,7 mmol 5,7 mmol 5,6 mmol
98,2%
m 31 g 32 g 31 g
R#7=0,70 R:5=0,45 Az anyagot nem kristdlyositottam.

A kapott dipeptideket vegyes anhidrides kapcsolassal tetrapeptiddé kapcsoltam (6.
tabldzat).

6. tablazat: 7Z-Phe-Lys(Boc)-OH és H-Phe-Lys(Z)-OMe dipeptidek kapcsolasa:

Kiindulasi anyagok Termék (Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe) | ,
Kitermelés
Z-Phe-Lys(Boc)-OH | TFA'H-Phe-Lys(Z)-OMe Vart Kapott
M| 527,6 g/mol 555,6 g/mol 951,1 g/mol -
n 5,3 mmol 5,6 mmol 5,3 mmol 3,5 mmol
66,3%
m 28 g 31 g 50 g 33 g
R#»=0,70 Rs3=0,55 Op.:147-149°C (MeOH/éter)
08 -
Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe
06
‘:tw 0.4-
02+
00 _WM
' 1 ' I ' I ' 1
10 20 a0 40 a0

idd (perc)

16. dbra: Az elédllitott Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe HPLC kromatogramja
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17. dbra: Az elGdllitott Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe témegspektruma

Az elkészitett termék azonositdsahoz elészoér egy HPLC kromatogramot vettiink fel (5% B —
95 % B, 50 perc). A termék retencids ideje (16. dbra) 43 perc, kis mennyiségben tartalmazott
szennyezGdéseket, de ezek mennyisége nem jelent8s és a tovabbi szintézisek soran jelenlétiik
nem zavard. A f6csucs tomegspektruma a 17. dbrdn lathaté. A 951,6 m/z csucs protonalt
molekulaion, mely a vart molekulatomegi. A 973,6 m/z és a 989,6 m/z tomegszamoknal a

tetrapeptid egyik hidrogénje Na-ra, illetve K-ra cserél6dott le. Jellemz6 cstics még a 495,4 m/z-

nél lathaté molekulaion, mely a kétszeresen ionizalddott tetrapeptid.

A szintézis utolsd Iépéseként katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottam a két Z-csoportot

(7. tabldzat).

7. tablazat: A katalitikus hidrogénezés adatai:

Kiindulasi anyag Termék (2HCI'H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe) )
Kitermelés
Z-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys(Z)-OMe Vart Kapott
M 951,1 g/mol 775,8 g/mol -
n 2,6 mmol 2,6 mmol 2,1 mmol
80,4%
m 2,1 g 20 g 16 g

A végtermék adatai:

Kitermelés (a kiinduldsi anyagmennyiségre szamolva): 21,0%

Rf7=0,45 ng=0,70

Op.: N.A. (éteres eldorzsolés)

Elemanalizis: Vart:

Kapott:

C:57,22%
C: 58,10 %

N:11,14 %
N: 10,81 %
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H-Phe-Lys{Boc)-Phe-Lys-OMe-2HCL

1,0 4

AE 20

0.5 1

0 10 20 30 40 50 50

id& (perc)

18. dbra: Az elédllitott H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe HPLC kromatogramja

Intenz - <M S, 0.1-0.4min #3#14)
2
[M+2H]™

344

M,=682,8
M,=626,5 (M;-56)=>[M;-tBu]
M3=582,6 (MflOO)%[Ml'BOC]

[Ms+2H]*

2824
[Mz"‘H]+
[My+H]"
8275
6836

1-: [M3+H]"

: 1203 3385 034 3835
0- 1 L sl | | i

100 200 300 400 500 600 700 miz

19. dbra: Az elédllitott H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe témegspektruma

A katalitikus hidrogénezés utan ujra ellendriztik a terméket. A HPLC kromatogramon jol

lathaté a termék intenziv csucsa (retencids id6 32 perc, 5% B — 95 % B, 50 perc, 18. dbra). A

H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe tartalmaz szennyez6déseket, de a felhasznalas

szempontjabdl ez elhanyagolhatd, hiszen a kész gélbél a szennyez6dések kimoshatdk. A f6csucs

tomegspektruma a 19. dbrdn lathatd. A 683,6 m/z csucs a protonalt molekulaion, mely megfelel
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a vart molekulatémegnek. Az MS mérés koriilményei kdzot a Boc csoport képes két 1épésben
lehasadni, ezért 627,5 m/z-nél és 314,4 m/z-nél megjelenik a molekula egyszeresen, illetve
kétszeresen protonalt tBu-csoportot nem tartalmazé formdja. 583,5 m/z-nél és 292,4 m/z-nél
pedig a molekula egyszeresen, illetve kétszeresen protonalt Boc-csoportot nem tartalmazo

formdja. A fentiek alapjan megallapithato, hogy az anyag alkalmas a tovabbi felhasznalasra.

5.2 PASP-FKFK gél szintézise

A gélszintézis optimalizdlasa soran figyelembe kellett venni azt a tényt, hogy a
keresztkdtéként alkalmazandod tetrapeptid mennyisége korlatozott, Ujabb sarzs elGallitasa pedig
rendkivil id6- és munkaigényes. Ezért az optimalizalasi |épések egy részét nem a H-Phe-
Lys(Boc)-Phe-Lys-OMex2HCI tetrapeptiddel, hanem hasonld szerkezetli modellvegyiletekkel,
egy kereskedelmi forgalomban kaphatd aminosavszarmazékkal: lizin-etilészterrel (H-Lys-
OEtx2HCI), illetve az altalam kifejezetten erre a célra a szintetizalt dipeptiddel: H-Phe-Lys-
OMex2HCl-dal végeztem.

A lizin-etilészterrel térhaldsitott poliszukcinimid gél (PSI-LYS) szintézisének alapjat a PSI-
DAB gél elGallitdsanak modszere képezte [14]. A PSI-DAB gélek esetében elegendd a polimer és
a keresztkot6 DMSO-s torzsoldatanak megfelel6 ardanyu 6sszemérése, majd tovabbi olddszer
adagoldsa ahhoz, hogy a sziikséges polimerkoncentraciot megkapjuk. PSI-LYS gélek készitésekor
végbemenjen. A gél készitése soran két vegyliletet alkalmaztunk katalizatorként, a foszforsavat,
illetve dibutilamint. A foszforsavas katalizis mechanizmusa ugyan még nem tisztazott, de
kordbban a csoportban lizin-etilészterrel végzett gélesitési kisérletek soran megfigyelték, hogy a
hosszu, akar két hetes reakcioidé kis mennyiségl foszforsav alkalmazasaval néhany orara
csokkenthetd [14]. A masik katalizator a DBA, melynek funkcidja, hogy a hidroklorid sébdl
felszabaditsa a keresztkot6ként alkalmazott lizin-etilésztert, nukleofillé téve az
amincsoportokat.

Az altalam készitett lizin-etilészterrel, di- illetve tetrapeptiddel térhaldsitott PSI gélek
tulajdonsagait a szintézis soran ot f6 paraméterrel jellemezhetjik: a polimerkoncentracioé
(mmol/g gél), az elméleti térhaldssagi fok (mmol PSI/mmol keresztkot6), a DBA arany (mmol
DBA/mmol keresztkotd), a foszforsav mennyisége (mmol/g gél) illetve a preparativ tomeg (g). A
munkam sordn alaktartd, mérheté rugalmassagi modoluszi (a gél 10%-os alakvaltoztatast

reverzibilisen legyen képes elszenvedni), a pH valtozast térfogatvdltozassal kovets gélt
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szerettem volna elGallitani, egy ilyen gélt nevezek ,optimalisnak”. Az optimalizalasi lépések
ismertetése soran az el6bbi paraméterek modositasaval kapott eredményeket mutatom be.

Az optimalizalas els6 lépéseként a PSI-LYS gélszintézis soran felhaszndlt foszforsav
mennyiségét allitottam be. Ennek sordan 1 mmol/g gél PSl-koncentracioju, 6-os elméleti
térhaldssagi foku, 2-es DBA aranyu (mely a hidroklorid séval ekvimoldris mennyiséget jelent),
3 g preparativ tomegl géleket készitettem. Az egyes gélekben alkalmazott foszforsav
mennyiségét 0-0,15 mmol/g gél tartomanyban valtoztattam, majd mértem a gélesedéshez

sziikséges id6t. A kisérlet eredménye a 20. dbrdn lathato.
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20. abra: Gélesedési idé a foszforsav katalizator mennyiségének fliggvényében

A kapott eredmények alapjan foszforsav nélkil csak nagyon lassan jatszddik le a reakcid,
valamint a tul sok sav is latvanyosan lassitotta a reakcid sebességét 0,06 mmol/g felett. A
tovabbi gélek szintézise soran a gorbe minimumpontjahoz tartozo foszforsav mennyiséget (0,04
mmol/g gél) alkalmaztam.

Kovetkezs lépésként meghatdroztam a DBA bazis idedlis mennyiségét. A készitett gélek
allandé paraméterei az 8. tabldzatban |athatoak.

8. tablazat: PSI-LYS gélek alland6 paraméterei a DBA mennyiségének beallitasa soran

Cps) (mmol/g gél) | PSI/H-Lys-OEtx2HCl | H;PO, (mmol/g gél) | Preparativtomeg (g)

1 6 0,04 3
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A DBA/keresztkot6 arany ezekben a gélekben 2, 4, 6, illetve 8 volt. A bazis mennyisége a
gélesedési id6t nem befolydsolta, a legjobb mechanikai tulajdonsagu géleket 4, illetve
magasabb bazisaranyoknal értem el. Négy feletti bazisaranyok alkalmazasa esetén a rendszer
azonban kétfazisuva valt, a DBA nem oldédott a DMSO-ban. A tovabbiakban ezért a 4-es
DBA/keresztk6t6 aranyt alkalmaztam a kisérletek soran.

Az optimalizalas kovetkez6 |épéseit H-Phe-Lys-OMex2HCI dipeptiddel végeztem el (PSI-FK
gél). Els6ként egy méretcsokkentést hajtottam végre, innentdl nem 3 g, hanem minddssze
250 mg preparativ tomegU géleket készitettem. Ezzel egyiitt jart, hogy térzsoldatok hasznalata
helyett, a polimert illetve keresztkot6t szilard formaban mértem 0Ossze, csak ezutan adtam
hozza a szlikséges mennyiségli olddszert. A torzsoldatok ilyen kis mennyiségl bemérése nagy
hibat okozott volna, kilonos tekintettel a nagy viszkozitasu PSI oldatra. Az idealis PSI-LYS gél
paramétereit alapul véve a dipeptiddel végzett térhaldsitas nem eredményezett megfeleld gélt.

Végiil az idealis 6sszetételt a polimerkoncetracio megnovelésével értem el (9. tabldzat).

9. tablazat Az idedlis PSI-FK gél f6 tulajdonsagai

cos ( e gél) PSI/H-Phe-Lys- DBA/H-Phe-Lys- HsPO, Preparativ tomeg
mmo é
Pl & OMex2HCI OMex2HCI (mmol/g gél) (mg)
1,5 6 4 0,04 250

Végiil attértem a H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe tetrapeptid alkalmazasara. ElGszor a PSI-FK
géllel azonos paraméterekkel rendelkezd gélt igyekeztem késziteni, ehhez azonban jéval tébb
szilard keresztkot6 bemérésére volt szikség, mint PSI-FK gélek esetén, tekintetbe véve a di-
illetve tetrapeptid molaris tomegeinek kiilonbségét. Ennek eredményeként egy viszkdzus, nagy
polimer- és keresztkot6-koncentracidju rendszer allt el6, mely az utolsd lépésben hozzaadott
bazis hatasdra azonnal gumiszer( fizikai géllé allt 6ssze. Ez a rendszer I4gos hidrolizis soran
pH=8-as pufferben feloldddott, igy megallapithatd volt, hogy nem alakultak ki kémiai
térhaldpontok. A pillanatnyi gélesedést feltehetéen mdsodrend(i kolcsonhatdasok (H-hid,
lanchurkolddas stb.) alakitottak ki. Tobb kilonb6z6 6sszetétel sikertelen kiprébalasa utan a
megoldast a magasabb hémérsékleten valdo gélesités jelentette (korabban a géleket
szobah6mérsékleten allitottam el6). 60°C-on a képz6dott gumiszer( gél megsz(int, a rendszer
viszkozitdasa lecsokkent, a reakciosebesség ezzel szemben megndtt, e hatdsok pedig

elésegitették a kémiai gél kialakulasat.
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Az optimalizalas eredményeképpen megallapithato, hogy sikerilt reprodukalhaté eljarast
lugos hidrolizisével és a Boc-véd6csoport eltavolitasaval optikailag tiszta és megfeleld

mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezé PASP-FKFK gélt sikerilt el6allitanom.

5.3 Citotoxicitas és citosztazis vizsgalatok eredményei

Az in vitro citotoxicitas és citosztatikus hatds meghatarozasok — egylttm(ikodés keretében
- az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatocsoportban késziiltek. A mérések eredményeként adatokat
kaptunk a felhasznalt PSI alappolimer, illetve a kész gélben megtaldlhatd PASP polimer in vitro
citotoxikus, illetve citosztatikus hatdsardl. Abban az esetben tekintettiink egy anyagot
citotoxikusnak, ha a sejtek tébb mint 50 %-a elpusztult az MTT-teszt eredménye alapjan. Az

eredményeket (a szamszer( ICso értékek feltiintetése nélkil) az 10. tablaztban tintetem fel:

10. tablazat: PSI és PASP citotoxicitas és citosztazis vizsgalatanak eredményei

Minta me Citotoxicitas Citosztazis
| -
ned 3h 24h
nevezése
HepG2 HT-29 HepG2 HT-29 HepG2 HT-29
PSI nem nem citotoxikus nem nem Proliferaciot
citotoxikus | citotoxikus citotoxikus citosztatikus serkentd
PASP nem nem nem nem nem nem
citotoxikus | citotoxikus | citotoxikus | citotoxikus citosztatikus citosztatikus

Az 10. tabldzat alapjan megallapitottuk, hogy 3 dras kezelést kovetGen egyik polimer sem
bizonyult citotoxikusnak a vizsgalt sejteken. A 24 6ras kezelés hatdsara a PSI a HepG2 sejteken
mar mutatott citotoxikus hatast. A PSI és a PASP citosztatikus hatasanak vizsgdlata soran
megallapitottuk, hogy a PSI a HT-29 sejteken proliferaciét (sejtosztédast) serkentd hatast
mutatott, a HepG2 sejteken pedig nem tapasztaltunk citosztatikus hatast.

Az 11. tablazatban a védett, illetve a védetlen keresztkots peptidekkel végzett vizsgalatok

eredményei lathatok.
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11. tablazat: Peptidek citotoxicitas és citosztazis vizsgalatanak eredményei

. , Citotoxicitas Citosztazis
Minta megnevezése
HepG2 HT-29 HepG2 HT-29
nem nem nem nem

H-Phe-Lys-Phe-Lys-OMex3HCI citotoxikus | citotoxikus | citosztatikus | citosztatikus

nem nem nem nem

RN R AP el e citotoxikus | citotoxikus | citosztatikus | citosztatikus

A 11. tdbldzat alapjan a peptidek egyike sem bizonyult in vitro citotoxikusnak, illetve
citosztatikusnak a vizsgalt sejteken az alkalmazott koncentracidtartomanyban.

A PASP-FKFK gél 6tnapos médiumos aztatasaval kapott felliliszék vizsgalata soran nem
tapasztaltunk sem citosztatikus, sem proliferaciot serkenté hatast egyik sejtvonalon sem (12.

tablazat).

12. tablazat: PASP-FKFK gél citosztazis vizsgalatanak eredményei

Minta Citosztazis

megnevezése HepG2 HT-29

nem nem
citosztatikus | citosztatikus

PASP-FKFK gél

5.4 PASP-FKFK gél tripszines emésztésvizsgalata

A vizsgalatnak aldvetett PASP-FKFK gél, illetve a kontrollgélként alkalmazott PASP-DAB és

PASP-FK gélek a vizsgalat megkezdése el6tt a 21. dbrdn lathatdak:

21. dbra: 1. PASP-FKFK; 2. PASP-DAB; 3. PASP-FK gélek a tripszines emésztés megkezdése

elétt
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A gélek enzimatikus bontdsa legegyszerlibben szabad szemmel kovethets. A géleket
petricsészékben 2 ml 2 mg/ml-es tripszin helyeztem el 25 °C-on és adott id6kozonként
lefotéztam azokat. Az enzimes bontds eredményei a 22-24. dbrdn lathatok. A 22. dbrdn a PASP-
FKFK-rél készitett fotdsorozat |athatd. Az oldatban lévs attetsz6 PASP-FKFK gél a degradacio
el6rehaladtaval egyre kevésbé volt lathatd a szokvanyos fényképeken, ezért UV-lampa
megyvildgitasaval készitettem képeket, kihasznalva, hogy a gél tartalmaz UV-aktiv
fenilcsoportokat. Ez gyengébb min&ségl, de a célnak tokéletesen megfelelé fényképeket
eredményezett. A protedz enzim hatasara elhidrolizalt a keresztkot6 tetrapeptid -Lys-Phe-
peptidkotése és a gélmatrix homogén és transzparens polimeroldattd alakult at. Szabad
szemmel 6t és fél ora elteltével mar nem volt megfigyelhet6 egyetlen géldarab sem az oldatban

(az utolso fotdn kizardlag porszemek csillogasa lathatd).
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22. dbra: Tetrapeptiddel térhadldsitott PASP-FKFK gél biodegraddcidja tripszines

emésztokbzegben

A tripszines kozeg a kontrollgéleken nem idézett el6 szemmel lathatdé degradaciot. A gélek
nem estek szét darabokra, még a vagasi élek lekerekedése sem volt észlelhet6. Mivel a
kontrollgélek csak a keresztk6t6 mindségében kiilonboztek a géltél — keresztkot6ként egy
diamint illetve egy dipeptidet tartalmaztak —, ezért két kovetkeztetést vonhatunk le az
eredményekbdl. A tripszin nem bontotta észrevehet§ sebességgel a polimervazat alkoto
poliaszparaginsavat a vizsgalat ideje alatt, hiszen a diaminnal térhaldsitott PASP-DAB gél nem
degradalodott. A degradacid soran a keresztkoté molekulak hasadtak fel. Az enzimes bontashoz
szikséges volt, hogy a térhaldsitd molekula tetrapepid legyen hiszen csak igy biztosithato, hogy

a Lys C-termindlisa kapcsolédjon a mellette Iévé aminosavhoz, a dipeptiddel térhaldsitott
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géleken szintén nem volt megfigyelhet6 degraddcié hosszu idén keresztiil (24. dbra). Munkam
soran ellenériztem a PASP-FKFK gélek stabilitasat, a géleket 2 héten keresztil tartottam az
enzimes bontdssal azonos 0Osszetételli, de enzimet nem tartalmazé oldatban, ekdzben a

degradacio jeleit nem tapasztaltam.

24. dbra: PASP-FK gél tripszines emésztésvizsgdlata

A keresztkot6 és a PASP-FKFK gél bomlastermékek detektalasaval egybekotott kvantitativ

tripszines emésztésvizsgalata a jovében fog megtorténni.
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6.  Osszefoglalas

Kutatasom célja olyan polimer gél szintézise volt, mely biokompatibilitasanak valamint
enzimérzékenységének koszonhet6en alkalmas lehet hatdanyag-hordozdnak szabdlyozott
hatéanyag-leadd rendszerekben. A kitlizott célt, specifikus enzim hasitasi helyet tartalmazo
tetrapeptidekkel térhaldsitott poliszukcinimid gél elGallitasaval értem el.
egy olyan tetrapeptidet terveztem, melynek N-terminalisa szabad, C-terminalisdn pedig lizin
talalhato, valamint a peptid tartalmaz specifikusan tripszin altal hasithatd kotést is Ezek alapjan
megvaldsitottam a H-Phe-Lys(Boc)-Phe-Lys-OMe tetrapeptid szintézisét oldatfazisban, mely
eljaras biztositotta a tovabbi gélszintézishez sziikséges peptid mennyiséget.

Munkam soran preparacids eljarast dolgoztam ki a PSI tetrapeptidekkel vald
térhalodsitasara. Ennek soran optimalizdltam a gélesedést befolyasold legfontosabb
paramétereket, ugymint a polimer-, illetve a peptidkoncentracid, a katalizatorok mennyisége és
a hémérséklet. Eredményként megallapithatd, hogy sikerrel allitottam el6 olyan specialis
tetrapeptiddel térhaldsitott polimer térhaldt, mely érzékenyen reagalt a kornyezeti pH
megvaltozasara, valamint adott fizikai- és kémiai kornyezetben idében allandé fizikai-kémiai és
mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezik.

Humanbioldgiai hatéanyag-leadd rendszerként funkcionald felhasznalashoz
elengedhetetlen volt a gélek citotoxicitasanak illetve citosztatikus hatasanak vizsgalata, mely
méréseket két sejtvonalon vizsgaltunk az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatdcsoporttal
egyluttm(ikodve. Megallapitottuk, hogy az elvégzett kisérletek alapjan a Iétrehozott polimer gél
humanbioldgiai felhaszndlasra a kutatas jelen allasa szerint alkalmas.

In vitro elGkisérletet végeztem a szintetizdlt gél tripszines degradalhatdsaganak
bizonyitasara, melynek soran a PASP-FKFK gél 5,5 dra alatt teljesen degradalédott, mig a
kontrollgélek valtozatlanok maradtak. Ezzel bizonyitottuk a készitett gél tripszin altali
bonthatdsagat.

Jovébeni célom, a keresztkotd és a PASP-FKFK gél bomlastermékeinek detektdldsaval
egybekotott kvantitativ tripszines emésztésvizsgalat, valamint a biokompatibilitas vizsgalatok
folytatasa a gél bomlastermékeire is kiterjesztve. Ezen feliil tervezem a gélesités megvaldsitasat

mas szekvenciaju tetrapeptidekkel.
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