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Roviditésjegyzék

Ac acetil
Aoa aminooxiacetil
Boc terc-butiloxikabronil
‘Bu terc-butil
nBu butiril
iBu izobutiril
CA krotonil
Dau daunorubicin
DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én
DCM diklérmetan
Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-ciklohex-1-ilidén)etil
DIC N,N’-diizopropilkarbodiimid
DIEA N-diizopropiletilamin
DMF N,N-dimetilformamid
DMSO dimetil-szulfoxid
DNS dezoxiribonukleinsav
ESI-MS elektrospray ionizacios tomegspektrometria
FCS magzati borji szérum (fetal calf serum)
Fmoc 9-fluorenilmetiloxikarbonil
FSH follikulus stimulalé hormon
Glp piroglutaminsav
GnRH gonadotropin-releasing hormon
GnRH-IR I-es tipustt GnRH receptor
GnRH-1IR I1-es tipust GnRH receptor
GST glutation-S-transzferaz
HDACI hiszton deacetilaz inhibitor
Hex hexanoil




HOBt 1-hidroxibenztriazol
iVa izovaleril
LH luteinizalé hormon
LHRH luteinizal6-hormont felszabaditdo hormon
Met metil
Mt 4-metiltritil
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
Myr mirisztoil
Pbf 2,2,4,6,7-pentametildihidro-benzofuran-5-szulfonil
Pr propionil
RP forditott fazisu (reversed phase)
SCFA rovid szénlancu zsirsav (short-chain fatty acid)
SPPS szilardfazisu peptidszintézis (solid phase peptide synthesis)
TFA 2,2,2-trifluorecetsav
TIS triizopropilszilan
Trt tritil
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1. Bevezetés, irodalmi attekintés

A rak viladgszerte az egyik legtobb aldozatot kdveteld betegség. A statisztikak szerint
csupan a sziv- és érrendszeri megbetegedések kovetkeztében hunynak el még ennél is tobben.
A kiilonb6z6 rak tipusok koziil a tiidé-, maj-, gyomor-, emld- és vastagbélrak okozza a
legtobb halalesetet. A rakos megbetegedésekbdl kovetkezd halalesetek szama mintegy 30%-
kal csokkenthetd lenne megfeleld étrenddel és testmozgassal, kevesebb dohdnyzassal és
alkoholfogyasztassal. A WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet) adatai szerint 2012-ben 8,2
milliéan hunytak el rakos megbetegedésekben, és az eldrejelzések alapjan ez a szdm tovabb
novekedhet a betegségek gyogyitasaban elért jelentds attorés hianyaban. Igy égetdé fontossagu,

hogy 1j, az eddigieknél hatékonyabb gyégyszerek, kezelések kifejlesztése megvalosuljon.

1.1A daganatok kialakulasa

A tumor (daganat) elnevezést a megallithatatlanul osztddd sejtek Osszességére
hasznaljuk. A daganatok két nagy csoportba sorolhatok: benignus és malignus tumorok.
Benignus, azaz joindulati a tumor mindaddig, amig az oszt6dd sejtek egyben vannak. De
gyakran megesik, hogy idovel ezek a gyorsan osztddo sejtek szétszorodnak a szervezet
kiilonb6zd pontjain (invazid), és 0j kolonidkat hoznak létre, ezzel attéteket, tigynevezett
metasztazisokat (masodlagos tumorokat) képezve. Ez esetben rosszindulata, malignus
tumorrdl van szd, ezeket nevezik rakos daganatoknak. Az él61ény halalat a tumor tipusatol
fliggden okozhatja példaul a szervezet eréforrdsainak felemésztése, a 1égzéham elfedése vagy
a véredények elzérasa.

A daganatok a kiindul6 szovettipus fliggvényében tobbfélék lehetnek. Néhany tipus a
teljesség igénye nélkiil: a hameredeti (epitelialis) daganatot karcindmanak, a kotdszovet-,
illetve izomszovet eredeti daganatot szarkémanak, az idegrendszer eredetii daganatot
glioménak nevezik, mig a leukémia és a limfoma vér és nyirokszovet eredetli rakot jeldl.

Nemcsak a kiinduld szovettipus alapjan  csoportosithatok a  daganatok,
megkiilonboztethetlink hormonfiiggd és hormontol fiiggetlen tumorokat. Ugyanis szamos
daganattipusrol ismert, hogy novekedéséhez hormonok sziikségesek (pl.: bizonyos emld-, és
prosztatardk tipusok). Ez altalaban szteroid hormonokat jelent (pl.: 6sztrogén, androgén).

A daganatok kialakuldsanak legfébb forrdsai a DNS mutéacidi, azaz az Orokitd

anyagban végbement 6rokl6d6 valtozasok, meghibasodasok. Ezek kovetkeztében felborulnak

1



egy adott sejt normalis miitkodéséhez sziikséges folyamatok (a sejt fejlodését, ndvekedését,
osztodasat befolydsold mechanizmusok), mégpedig igy, hogy ez nem a sejt pusztulasat,
sérillések mellett az tigynevezett epigenetikai szabalyozas megvaltozasa is szamos esetben
elésegiti a tumorok kialakulasat, fejlédését. E folyamat soran egy adott gén expresszidjat
szabalyoz6 informacio valtozik meg, amely azonban nem a DNS szekvencidjaban, hanem a
kromatin (DNS és hisztonfehérjék komplexe) szerkezetében van kddolva.

Ahhoz, hogy a daganat kialakuljon, a genetikai allomany tobb, egymast kovetd
szabalyozd gén mikodésének megvaltozasat okozza. Karcindméak esetében példaul az
alabbiak szerint zajlik a folyamat: az elsé eseménynek koszonhetden a sejtpopulaciod egyik
sejtje fékezhetetlen osztodasba kezd, igy 1étrejon a benignus tumor. Kovetkezé 1épésként a
sok daganatsejt egyike a mutacié folytan képes lesz olyan enzimek termelésére, amelyek az
alaphartyat megemésztik, ezaltal a sejt atléphet a ham alatti kotdszovetbe. Ezutan a sejtvonal
egy tagja és utddsejtjei mar a véraramba is képesek lesznek kijutni. Majd pedig az
immunrendszer hatasat kikeriilve a daganatsejtek idegen kornyezetben telepednek meg,

osztodni kezdenek, metasztazisokat képeznek, végiil pedig kialakul a rakos daganat.z'3

1.2 Daganatterapia

A mar kordbban emlitett ¢életmddvaltissal csokkenthetd lenne a daganatos
megbetegedések szdma. Munkdm soran azonban a mar kialakult tumorok, illetve azok
kezelésére, gyogyitasara alkalmas vegyiiletek kifejlesztése keriilt a kozéppontba.

Mivel a rak kifejezés nem csak egy betegséget, hanem egy egész betegségcsoportot
jelol, magaban foglalva koriilbeliil 130 féle daganatos megbetegedést, egyetlen atfogd
gyogymod kifejlesztése sajnos lehetetlen. Figyelembe véve a betegség eldrehaladottsagat, a
daganat helyét és méretét, szdmos kezelési lehetdség all rendelkezésiinkre, mint példaul a
sebészeti beavatkozas, sugarterapia, immunterapia, hormonterapia és a kemoteréapia.*

Miutdn megtortént a raktipus azonositdsa, a kovetkezd 1épés a kor
kidolgozasaban. A kiilonféle kezeléstipusok kozds célja az abnormadlis sejtproliferacio
megsziintetése, de sajnos a jelenleg alkalmazott modszerek tobbsége az egészséges sejtek

osztodasara is hatassal van.



Az utdbbi évtizedekben egyre inkabb elterjeddben van egy, az elébb emlitett probléma
kikiiszobolésére alkalmas modszer, az ugynevezett célzott-, vagy irdnyitott tumorterapia.
Munkam soran e célra alkalmazhat6é biokonjugatumokat allitottam eld, melyek a hatdanyagot
hormon szarmazék iranyitdomolekula segitségével juttatjak iranyitottan a tumorsejtekbe. E
tulajdonsdgnak koszonhetdéen ez a mddszer mind a hormonterdpias, mind a kemoterapids

kezelések kozé helyezhetd, igy tomoren megemlitem ezeket az eljarasokat is.

1.2.1 Hormonterapia

A mobdszer alapja, hogy a hormon-érzékeny tumorok novekedéséhez sziikséges
hormonok taladagolasdval érzéketlenné tehet6k (deszenzitizalhatok) a tumorsejtek adott
hormonra specifikus receptorai, ezzel gatolva a hormon felvételét, és igy a tumor
novekedését. Egy masik stratégia, hogy az adott hormon termelédésének direkt blokkolasaval
kozvetleniil vagy tobb hormon egymdasra hatasanak eredményeképp gatolhatdo a
tumorndvekedés. Ez akar a hormont termeld mirigy sebészeti beavatkozéassal torténd
eltdvolitasaval is megvaldsithato.

A hormonterapia alkalmazhatdsaga azokra a tumorokra korlatozodik, amelyekben a
tumorsejtek megtartottdk a hormonérzékenységiiket (pl.: kimutathaté benniik a kezelésre
hasznalt hormon receptora). A hormonterdpia gyakran megel6zi a tumor sebészeti tton

torténo eltavolitasat, mivel a kezelés hatasara a tumor mérete csokkenhet.”

1.2.2 Kemoterapia

A kemoterapia a rdkos daganatok gyogyszeres kezelését jelenti. Az eljards soran
alkalmazott sejtosztodast gatlo szerek (un. citosztatikumok) diffizié Utjan jutnak be a
sejtekbe, majd ott hatasukat kifejtve elpusztitjak azokat. Az egyes citosztatikumok mas-mas
hatdsmechanizmussal rendelkeznek, ezért gyakori, hogy kiilonféle kombindciokban
alkalmazzak Oket a kezelések soran, ezzel erdsitve egymas hatasat.

Hatasmechanizmus szerint csoportositott néhany citosztatikum:

- alkilezOszerek: DNS-szintézis gatlasa, hibas replikacio, daganatos sejt pusztulasa
- antimetabolitok: a kdztes anyagcsere vagy enzimek antagonistai
- antibiotikumok: interkalacios komplexek

- antimitotikumok: az osztodasi ors6 kialakulasanak gétlésa.4



Ezen vegyliletek hatranya, hogy diffizioval valogatads nélkiil jutnak be a sejtekbe,
melynek kovetkeztében mas, gyorsan osztddd sejttipusokra is hatissal vannak, a gyorsan
osztodd normal sejteket is elpusztitjak. Ide tartoznak elsésorban a vérképzosejtek,
bélhamsejtek, hajhagymak tiiszdsejtjei, ivarsejtek. Ez okozza a kemoterapia mellékhatésait,
mint példdul a hanyinger, hanyds, hasmenés, ¢étvagytalansag, hajhullds vagy az
immunrendszer gyengiilése. Ez utdbbi az életmindség romlasan tl, sokszor sulyos, akar
¢letveszeélyes fertdzések kialakuldsat is eredményezheti. A kemoterdpia szdmos tovabbi
hatrannyal rendelkezik. Ezek k6zé tartozik a hatdéanyag gyors Kitiriilése a vérarambol, mely
alkalmanként nagy dozisok alkalmazdsat teszi sziikségessé, tovabba a rakos sejtekben
rezisztencia alakulhat ki az alkalmazott terapias szerekkel szemben (multidrog rezisztencia,
MDR).

Az itt targyalt okokbol kifolyolag a kutatok olyan megolddsokat kezdtek keresni,
amiknek koszonhetden a hatdanyagokat irdnyitottan a rakos sejtekbe lehet juttatni, novelve
ezzel azok szelektivitasat. Ezaltal jelentésen csokkenthet6k a kezelések mellékhatasai,

valamint novelhet6 a hatékonysaguk.

1.2.3 Célzott tumorterapia

Az eljards az egészséges ¢és rakos sejtek felépitésbeli és funkcionalis eltérésein
alapszik. A célzott tumorterapias modszereket két nagy csoportba sorolhatjuk:

- olyan, az adott daganattipusra jellemz6 molekularis hibdk (onkogének) keriilnek a
célkeresztbe, amelyek a rosszindulatu transzformacioban meghatarozo jelentdségliek

- olyan sejtfelszini struktirakat vesziink célba, amelyeknek a daganat kifejlddésében,
novekedésében van alapvetd szerepiik (rendellenes szabalyozo, illetve jelatviteli
elemek)

Ez utobbi stratégia esetén a hatdanyag célba juttatasara kiilonféle receptorspecifikus
ligandumokat, példaul peptidhormonokat alkalmaznak, melyekhez a gydgyszermolekula
kovalens kotéssel van rogzitve. Ilyen peptidhormon lehet tobbek kozott a gonadotropin-
releasing hormon (GnRH), a szomatosztatin vagy a bombezin. A daganatos sejtek felépitését
felderit6 kutatasok ugyanis kimutattak, hogy egyes vegyiiletek - pl.: a szoban forgo peptid
hormonok receptorai - a rakos sejteken Iényegesen nagyobb szamban vannak jelen, mint a

normal sejteken (1. dbra®).



il

1. dbra: A normal (bal) és rakos (jobb) sejtek sejtfelszini kiilonbségei

Ebbdl kifolyolag ezek a sejtfelszini strukturdk megfeleld célpontjait képezhetik az
irdnyitott tumorterdpianak. A receptorok altal kozvetitett felvételi utvonallal szamottevd
szelektivitas-novekedés érheté el, ezzel megvédve az egészséges sejteket a pusztulastol.”

A célzott tumorterapia elényei:

- nagyobb hatdéanyag szelektivitas

- kevesebb toxikus mellékhatas

- ahatdéanyag megnovekedett tartozkodasi ideje a véraramban

- stabilitasndvekedés a szervezetben lezajlo enzimatikus folyamatokkal szemben
- kontrollalt hatéanyag felszabadulas

- arakos sejtek rezisztenssé valasanak kivédése

- oldhatosag novelése

1.3 Az iranyitott tumorterapiaban alkalmazhato peptid hormonok

A peptid hormonok legtobbszér maguk is hatdssal vannak a tumor ndvekedésére,
pozitiv vagy negativ irdnyba befolyasolva azt. A célzott tumorterdpiaban alkalmazott peptid
hormonokat érdemes ugy megvalasztani, hogy azok maguk is novekedést gatld hatassal
rendelkezzenek (GnRH, szomatosztatin).

Ezek a vegyiiletek szamos elénnyel rendelkeznek, mint példaul a nagyfoku affinitas a
receptoraikhoz, mellékhatasaik elenyészoek, és konnyen eldallithatok. Fontos tovabba, hogy
szerkezetiilk modosithatd, igy a tulajdonsagok kialakitasdban (pl.: antiproliferativ hatas,
endokrin aktivitas, Szerkezet) szerepet nem jatszo aminosavak helyettesithetok mas
aminosavakkal, amelyek lehetdséget biztositanak tovabbi, az antitumor hatast fokozo

molekuldk konjugalasara. Az egyetlen hatranyuk, hogy a sejtbe jutva tal gyorsan lebomlanak



(proteolitikus degradacio) és emiatt nem tudjak megfeleléen kifejteni novekedést gatld
természetes aminosavak beépitésével, ezek azonban mellékhatasokat eredményezhetnek.’
Munkam soran GnRH-alapt konjugatumok kifejlesztése volt a cél, igy ezt a

vegyiiletcsaladot részletesebben is bemutatom.

1.3.1 A gonadotropin-releasing hormon (GnRH) és élettani szerepe

A gonadotropin-releasing hormon, vagy masik nevén, a luteinizal6 hormon-releasing
hormon (LH-RH) a neuropeptidek csoportjaba tartozé dekapeptid hormon, melynek
aminosav-szekvenciaja a kovetkezd: Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,. A
vegyiiletet Andrew V. Schally kutatocsoportja azonositotta 1971-ben.® Elettani szerepét
tekintve a molekula elsédleges funkcidja az emlGsok szaporodasi rendszerének iranyitasa, a
gonadalis aktivitds szabalyozasa révén. A GnRH 4altal felszabaditott gonadotrop hormonok a
luteinizald6 hormon (LH), valamint a folliculus stimulalé hormon (FSH). A GnRH
képzédésének helye a hipotalamusz, ahonnan pulzald modon szabadul fel, majd a hipofizisen
keresztiil jut el az adenohipofizisbe. Itt hozzakapcsolédik a GnRH receptorokhoz, ezzel
szabdlyozva a gonadotrop hormonok (FSH, LH) szekréciojat. Ezek feleldsek az
ivarsejtképz6dés folyamatanak iranyitasaért, valamint a szteroidhormonok termelédéséért.’ A
GnRH — vagy ahogy a tovabbi tipusok felfedezése oOta nevezik: GnRH-I - és valtozatai a
szaporodas szabalyozasaban betoltott szerepikon kiviil  kiilonféle neuroendokrin,

. , e . . 10,11
neurotranszmitter és neuromodulatori funkciokkal is rendelkeznek.'®

1.3.2 A GnRH tipusai

Mira mar tobb mint 20 természetes GnRH analdgot azonositottak gerincesekben és
elégerinchirosokban. Ko6zos tulajdonsaguk, hogy 10 aminosavbol épiilnek fel,
szekvencijjukat tekintve pedig legalabb 50%-ban azonosak. Az eltérések az 5.-8.
aminosavakban talalhatok.™

A GnRH-nak 3 tipusat azonositottak kiilonb6zo gerincesekben, amelyeknek
funkciojuk, illetve szervezetbeli eloszlasuk egymastol eltérd. A gerincesek legtdbbjénél a
harom GnRH tipusbol csak kettdt, valamint azok receptorait sikeriilt kimutatni, a 3. tipust

(GnNRH-III) mindeddig csak halakbol sikeriilt izolalni. Els6ként a mar emlitett GnRH-1-et/LH-



RH-t fedezték fel, amelyet emldsok hipofizisébdl nyertek ki. Ezt kovette az elsdként
csirkeagybol izolalt GnRH-II felfedezése (cGnRH). Ezt a tipust késébb sikeriilt kimutatni az
emberi agyban és egyéb periférias szovetekben is. A hormon 3. tipusa (GnRH-III) a nagy
tengeri ingola agyabdl keriilt izolalasra, emberi szervezetben vald jelenlétére maig még nem

sikeriilt bizonyitékot talalni.*®

1.3.2.1 A GnRH-I és a tumorterapiaban alkalmazhaté analégjai

A GnRH-I és analogjainak alkalmazasa a tumorterapidban a daganatok novekedésének
gatlasat eredményezi. Ez két kiilonb6z6 modon valdsulhat meg.

Egyfeldl a tumorsejtek felszinén elhelyezkedd GnRH receptorokhoz kotédve fejtik Ki
kozvetlen tumorellenes hatasukat.***> A receptorok jellemzden a reprodukcidban szerepet
jatsz6 szdvetekbdl kialakuld tumorokon fejezédnek ki (pl.: prosztata, méh, emld, petefészek),
de jelen vannak a szaporodasban részt nem vevo szervekben kialakul6 tumorokon is (pl.: szdj,
gége, maj).'®

Masrészt pedig kozvetett modon hatnak, a GnRH receptorok blokkolasaval az
fgy tehat az antagonista analogok hatasara azonnali gonadalis hormonszekrécio gétlas
kovetkezik be. Ennek koOszonhetéen az antagonistak igéretesebb jeloltek Ilehetnek a
hormonterapiaban, mint az agonista valtozatok, ahol a hormonok termelddése eldszor hirtelen
megugrik, majd csak utdna kezd csokkenni.'’

A tumorterdpiaban legaltalanosabban alkalmazott GnRH-I szarmazékok:
- Triptorelin/Zoptarelin: [D-Trp®]GnRH-I
- Leuprolid: [D-Leu®, Pro®-NHEt]GnRH-1
- Buserelin: [D-Ser('Bu)®, Pro®-NHEt]GnRH-I

A receptorokhoz vald hozzakotddésnek koszonhetéen a GnRH-I analdgok az irdnyitott
tumorterapiaban is alkalmazhatok, mint gyogyszerhordozo, célzé6 molekulak. Leggyakrabban
a Zoptarelin ([D-Lys®]GNRH-I) nevii szarmazékot hasznaljék erre a célra. Egy, a petefészek
€s méhnyalkahartya eredeti tumorokkal szemben igéretesnek tiiné konjugatum az Andrew V.
Schally kutatocsoportjaban kifejlesztett AN-152. Ebben citosztatikumként doxorubicint
kapcsoltak [D-Lys®]GnRH-I-hez észter-kdtéssel, glutarsav tavtartd egységen keresztiil.'®



1.3.2.2 A GnRH-II és a tumorterapiaban alkalmazhat6 analégjai

A GnRH-Il aminosav szekvenciaja (Glp-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH,)
70%-ban egyezik a GnRH-I szekvenciajaval. Ez a tipus meglepé modon a csontos halaktol
egészen az emberig minden él6lényben azonos szerkezetben fordul eld, ami azt engedi
feltételezni, hogy ez lehet a legkorabban kialakult GnRH tipus. Az a tény, hogy a szerkezete
500 milli6 éven keresztiil nem valtozott, jelzi, hogy fontos funkcioval/funkcidokkal
rendelkezik, illetve hogy nagy valosziniiséggel van sajat receptora.

A GnRH-II megtalalhatd az agyalapi mirigyben, a reprodukcidoban szerepet jatszod
szovetekben, illetve egyéb periférids szovetekben, mint példaul a vese vagy a csontvel6.*
Feltételezett feladatai kozott szerepel tobbek kozott a gonadotropin szekrécid (a medio-bazélis
hipotalamuszban), az endokrin funkci6 szabalyozdsa (az emlOben, petefészekben,
méhnyalkahartyaban), neuromodulécio (a kdzponti és periférias idegrendszerben), valamint a
reprodukcios magatartas stimulalasa (a limbikus rendszerben).

A vizsgalatok soran sikeriilt igazolni azt a feltételezést, mely szerint a Il-es tipust
GnRH sajat receptorral rendelkezik (GnRH-1IR), ennek szekvenciaja kozel 40%-ban azonos a
GnRH-IR aminosav sorrendjével. A legszembetiindbb kiilonbség a GnRH-IR és a GnRH-IIR
kozott, hogy a GnRH-Il receptora a C-termindlisan citoplazmaba nyalé6 doménnel
rendelkezik, szemben a GnRH-I receptoraval, melyben ez a szakasz nem talalhatd6 meg. A
GnRH-1IR C-termindlisu citoplazmatikus doménjében nagy szamban fordul el szerin és
treonin, ahol nagy valoszinliséggel foszforilacio zajlik. Ez a folyamat szerepet jatszhat a gyors
deszenzibilizalasban és internalizacioban. Ezen C-terminalis hianya a GnRH-I receptorokban
magyarazhatja, hogy ezek a valtozatok ellenallobbak a deszenzibilizalodassal szemben, illetve
nem internalizdlddnak olyan gyorsan. Ez a szerkezetbeli eltérés nagyban befolyasolhatja a
gyogyszermolekuldk célzott sejtbejuttatisanak hatékonysdgat. Valdszinisithetd, hogy a
GnRH-II receptorai alkalmasabbnak bizonyulhatnak erre a célra. Tovabbi lényeges eltérések
talalhatok a receptorok extracellularis-, transzmembran-, és a citoplazmatikus, Un. loop
domének felépitésében.19

Tovabba azt is bebizonyitottak, hogy a human genomban megtalalhat6 a GnRH-1IR-t
kodold gén, azonban a funkcionalis receptort az egészséges szervezetben nem sikertilt
kimutatni. Az expresszid hidnyanak oka egyeldre ismeretlen.?® Ezzel szemben az emlé,
méhnyélkahartya, és petefészek tumoros szoveteiben megtaldlhaté a receptor. A GnRH-II
antiproliferativ jellege ezekben a szOvetekben igazolt, mely hatasit a GnRH-IR-0k

kozvetitésével fejti ki. Tovabba azt is kimutattak ezekbdl a szovetekbdl nyert tumorsejteken,
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hogy a GnRH-II agonistai (pl.: [D-Lys’]JGnRH-II) sokkal hatékonyabban gatoljak a

sejtosztodast, mint a GnRH-I agonistai.”*

1.3.2.3 Médositasok a GnRH és a GnRH - hatéanyag konjugatumok szerkezetében

A tumorterapidban jelenleg legaltalanosabban alkalmazott GnRH-analdégok kozé
tartozik példaul a Triptorelin, Zoptarelin és a Leuprolid (1.3.2.1. fejezet). Eleni V. Pappa és
kutatocsoportia ezek koziil a Leuprolid ([D-Leu®, Pro’-NHEt]JGnRH-I) szerkezetében
végrehajtott modositasokkal kivantak novelni a vegyiilet hatékonysagat. A modositasok a 4-es
helyzetli szerint, illetve a 6-os helyzeti D-leucint érintették. Az eldallitott anal6gok
antiproliferativ hatdsat PC3 és LNCaP prosztata tumorsejteken, enzimstabilitasukat pedig o-
kimotripszinnel €s szubtilizinnel szemben vizsgaltak. Az enzimstabilitds novelése érdekében a
4-es helyzetbe N-Met-Ser keriilt beépitésre, mely minden esetben novelte a vegyiiletek
stabilitasat a-kimotripszinnel szemben, mig a tumorellenes hatasuk kozel azonos maradt a
leuprolidéval. A 4-es helyzetben N-Met-Ser-t tartalmazé analogok koziil az a valtozat
bizonyult a legstabilabbnak, amely a 6-0s helyzetben D-glutaminsavat tartalmazott.*!

Tekintve, hogy mind a szteroid-hormonfiiggé tumorok (pl.: emld, prosztata,
petefészek) kezelésére, mind az irdnyitott tumorterdpidban szdmos GnRH analogot
alkalmaznak, feltételezték, hogy a GnRH I-es és II-es tipusan tal a GnRH-I1I (Glp-His-Trp-
Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,) is rendelkezhet az emlitett terapiadk szempontjabol
elényos tulajdonsagokkal, melyeknek kdszonhetden 1j, hatékony gyodgyszerek keriilhetnek
kifejlesztésre.

A GnRH-III vizsgalata soran kimutattak, hogy a vegyiiletnek in vitro koriilmények
kozott kozvetlen antiproliferativ hatdsa van human emld-, prosztata-, ¢s méhnyalkahartya
tumorsejteken, mely hatas Osszefiiggésben lehet az 5.-8. helyzetben 1év6 aminosavakkal %>
N szaporodasban részt vevd szovetekbdl kialakult tumorokon tul a hasnydlmirigy-, és
vastagbélrak esetében is hatékonyan gatolja a sejtproliferaciot. Oriasi elényt jelent az a tény
is, hogy endokrin aktivitisa (LH ¢és FSH felszabaditd6 hatasa) gyenge agonistaként
nagysagrendekkel kisebb, mint az I-es tipusi GnRH-¢ (pl.: [Arg’]GnRH-III esetében a
felszabaditott luteinizald hormon 0,41 %-a, mig a felszabaditott FSH 0,40 %-a volt a GnRH-I
esetében mért mennyiségekhez képest).24 Ugyan eddig még sem a GnRH-Ill-at, sem a
receptorat nem mutattak ki az emberi szervezetben, a vegyiilet receptorkotddési vizsgalatai
azt mutattdk, hogy a GnRH-IR-hoz és a GnRH-IIR-hoz egyarant kapcsolodik, igy az iranyitott

tumorterapiaban hordozé molekulaként konjugatumokban felhasznalhato.”



Ahogy azt mar az el6z6 bekezdésben emlitettem, a GnRH-IIl tumorellenes hatdsa
nagy valoszinliséggel a szekvencia 5.-8. aminosavait érinté szakaszaval hozhat6 kapcsolatba.
Ebbdl a feltételezésbal kiindulva szamos olyan analogot allitottak eld, tobbek kozott az MTA-
ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban is, melyben ezt a szakaszt modositottak. A vizsgalatok
soran bebizonyosodott, hogy a 8-as helyzetben 1év6 lizin oldalldnca nem jatszik meghatarozo
szerepet sem az antiproliferativ tulajdonsadg kialakitdsdban, sem a receptorhoz vald
kotddésben, mig a hormonalis hatas kifejtésében annal inkabb, igy az g-aminocsoport
modositasaval, példaul hatdéanyag konjugalasdval a tumorellenes hatas novelése mellett
jelentésen csokkentheté a hormonalis aktivitas az eredeti hormonhoz képest.”

A 4-es helyzetben taldlhatd szerin szintén nem tOlt be kulcsfontossagli szerepet a
molekulaban, ugyanis nem vesz részt sem a receptorokhoz vald kotédésben, sem a H-hidak
kialakitasaban. Ebbdl kifolydlag nincs hatdssal az endokrin aktivitdsra és a tumorellenes
hatast sem befolyasolja, igy ezen aminosav cseréje megengedett. “Ser — ‘Lys vagy “Ser
—*Lys(Ac) csere esetén az antiproliferativ hatis kdozel azonos volt az eredeti molekulahoz
képest, illetve ugyanezek a cserék a GnRH-II |(8Lys(Dau=Aoa)) konjugatumban az eredetihez
képest jelentésen novelték az in vitro citosztatikus hatast LNCaP human prosztata tumor-,
MCF-7 human emlé adenokarcindma-, és HT-29 human vastagbél adenokarcindma
sejteken.28 Tovéabbi tapasztalatok kozott szerepelt, hogy az a daunorubicin tartalmi
konjugatum, amelyben a GnRH-IIl 4-es helyzetében, e-aminocsoportjan acetilezett lizin
szerepel, sokkal stabilabb pepszin ¢és tripszin jelenlétében, mint az eredeti GnRH-
HI(®Lys(Dau=Aoa)) konjugatum. Tovabba a GnRH-I11(*Lys(Ac), ®Lys(Dau=Ao0a)) esetén a
sejtbe jutott vegyiilet mennyisége szignifikansan nagyobb volt MCF-7 human emld
adenokarcinoma sejteken vizsgélva, az acetil-csoport nélkiili valtozathoz képest.28

A “Ser —'Lys modositds egy Ujabb konjugacios helyet kinal tovabbi hatdanyag,
apoptozist indukalo peptid, illetve egyéb hasznos funkcioval rendelkezd molekula beépitésére,

valamint a vegyiiletek enzimstabilitasa és sejtbejutasi képessége is novelhetd ez altal.

1.4 Daunorubicin

A daunorubicin (daunomicin, Dau) a doxorubicin ¢és az epirubicin mellet az
antraciklinek csaladjaba tartozo vegyiilet. Kozos tulajdonsaguk, hogy tumorellenes hatastak,

ezért elterjedten alkalmazzak dket a daganatterapiaban.
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2. dbra: A daunorubicin szerkezete

A daunorubicin antiproliferativ és sejtpusztitd hatasat a DNS szintézisének gatlasa
utjan fejti ki, amely tobb kiilonb6z6 mechanizmussal is magyaraizhat(').29 Hozzékotédhet a
DNS-hez, valamint alkilezheti is azt, interkalalodhat a bazisparok kozé, akadalyozhatja a
DNS szalak szeparaciojat. Tovabba a topoizomeraz Il enzimmel is stabil komplexet alakithat
ki, ezzel géatolva annak miikddését, a szuperhelikdlis DNS szerkezet kialakuldsdnak
megel('izését.30 Ezeknek a hatasoknak kdszonhetéen egy rendkiviil hatékony vegyiiletrdl van
sz0, de nagy hatranya, hogy 6nmagaban nem szelektiv. Ennek kovetkeztében az itt felsorolt
folyamatok az egészséges sejtekben is éppugy lejatszédnak, mint a daganatos sejtekben, ezzel
szdmos mellékhatast okozva (hajhullds, hasmenés, hanyés, étvagytalansag). A kéros
mellékhatasok és a multidrog rezisztencia kialakuldsdnak kivédése, valamint az alkalmazhat6
dozis novelése érdekében a daunorubicint kiilonféle peptidekhez (pl.: GnRH, szomatosztatin)
¢és egyéb hordozomolekuldkhoz kapcsoltdk. A daunorubicin esetén két konjugaciéra alkalmas

funkcios csoport talalhatd a molekulan (3. dbra), a hordozémolekulakat ezeken keresztiil

amid-, hidrazon-, és oxim-kotéssel lehet konjugalni.

hidrazon- és oxim-kités

CH

amid-kotés g NH,
3. dbra: A daunorubicin és konjugaciora alkalmas funkcids csoportjai
Szamos GnRH - antraciklin konjugatumot Allitottak eld, kihasznilva az egyes
funkcios csoportok altal kinalt kapcsolasi lehetdségeket. Amid-kotés kialakitasa esetén stabil,
konnyen tisztithaté szarmazék keletkezik, azonban a citotoxikus hatdsa jelentésen csdkken. ™
A leghatékonyabban a hidrazon-kotést, valamint doxorubicin esetén észter-kotést tartalmazé
konjugatumok gatoltak a sejtproliferaciot in vitro koriilmények kozott. A probléma az, hogy

az ¢észter-kotés a karboxilészterdz enzimek hatasdra bomlik, melyek a vérben is nagy
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mennyiségben fordulnak eld, igy ezen konjugatumok féléletideje csupan 1-2 ora a
véraramban. A hidrazon-kotést tartalmazo valtozatok pedig azon tul, hogy éltaldban csak
alacsony termeléssel allithatok el6, savlabilitasuk miatt nehezen tisztithatok. Tovabba az a
tapasztalat, hogy ezt a kotés-tipust tartalmazd konjugadtumok sem teljesen stabilak a
véraramban, féléletidejiik kb. 24 6ra.** A kutatocsoportban korabban eléallitott konjugatumok
esetén a legidedlisabb kotésnek az oxim-kotés bizonyult, ez ugyanis széles pH-tartomanyban
(pH = 3-9) stabil**. Ennek koszonhetden ezen vegyiiletek tisztitasa konnyli, nem igényel
kiilonleges kortlményeket. Az oxim-kotés kialakitasa aminooxiecetsav kozbeiktatasaval
valosithatd meg. A konjugatumokkal végzett enzimes vizsgalatok soran azt talaltak, hogy az
antraciklin-szarmazék, az aminooxiacetil részlet és a hozza kapcsoldddé aminosav egyben
szabadul fel. A vizsgalatok alapjan ez a metabolit is képes kotédni a DNS-hez, habar a szabad

hatéanyaghoz képest kisebb mértékben. >

1.5 Rovid szénlanci zsirsavak (SCFA) az irdanyitott tumorterapiaban

A rovid szénlancu zsirsavak az élelmi rostok és rezisztens keményitok anaerob
bakteridlis fermenticidja sordn keletkeznek a vastagbélben. Az elfogyasztott taplaléktol
fliggéen az aldbbi f6 metabolitok képzddnek: ecetsav, propionsav, vajsav, valeriansav,

. , 1 . . . , . ., 4
kapronsav, illetve az elagazo lanch zsirsavak, mint az izovajsav és az izovaleriansav.>

1.5.1 Az SCFA-k szerepe az egészséges bélfloraban

Az emlitett rovid szénlancu zsirsavak (kiilondsen a vajsav) bizonyitottan fontos
Ezen hatasuk a tumorsejtek novekedésének gatlasaban, valamint apoptdzist kivalto
folyamatok beinditdsaban nyilvanul meg.35 Az egészséges sejtek életben maradasat segitik, az
atalakult (transzformalodott) sejtek tilélésének es€lyét pedig csokkentik.

Jelenlegi ismereteink szerint a vajsav ezt a hatasat foként specifikus gének
expressziojanak szabdlyozasdval éri el hiszton deacetildz inhibitor aktivitasa révén.® A
hiszton fehérjékben 1évé lizinek °N-acetil-csoportjanak lehasitdasdval a nukleoszomaban
megerdsddik a hisztonok és a DNS kozotti kotés. Az enzim gatlasanak eredményeképpen a
nukleoszémak hiperacetilalt, lazabb szerkezete alakul ki, igy a transzkripcids faktorok
szamara konnyebben hozzéaférhetévé valik a DNS, ezzel megnodvekedett transzkripcidt

kivéltva. Tehat a vajsav valtozasokat indukal a génexpresszi(')ban.37
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A hiszton deacetildz inhibitor aktivitasan tal a vajsav glutation-S-transzferaz

aktivitassal is rendelkezik, melynek koszonhetéen hozzajarul a taplalékkal felvett rakkeltd

crcr

1.5.2 GnRH-daunorubicin konjugatumok mddositasa rovid szénlancu zsirsavakkal

Figyelembe véve az 1.3.2.3. fejezetben bemutatott eredményeket (megndvekedett
enzimstabilitas, sejtbe jutas €s citosztatikus hatds), valamint a révid szénlancu zsirsavak
tumorndvekedést gatld hatasat, feltételezhetd, hogy 4-es helyzetli lizin g-aminocsoportjanak
SCFA-kal val6 acilezésével nemcsak a sejtbejutds és az enzimstabilitds novelhetd, hanem a
konjugatumok tumorellenes aktivitdsa is. Ezek alapjan az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatocsoportban a kovetkezé konjugatumok keriiltek el6allitasra:  GnRH-111(*Lys(X),
8Lys(Dau=Aoa)), ahol X = propionil (Pr), butiril (nBu), izobutiril (iBu), hexanoil (Hex),
izovaleril (iVa), mirisztoil (Myr), krotonil (CA).**

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

nBu

iBu

CA
iVA

Hex

Myr
4. dbra®: GnRH-111(*Lys(X), °Lys(Dau=Aoa))

Az eldallitott biokonjugatumok enzimstabilitdsat sejttenyésztd médiumban, patkany
m4j lizoszéma homogenatum és a-kimotripszin jelenlétében vizsgaltak.

Az enzim jelenlétében a legtobb, zsirsavlancot tartalmaz6 konjugatumban (Pr, iBu,
nBu, CA, iVa, Hex) a - *Trp — “Lys(X) — kotés mentén lanchasadast mutattak Ki.
Megallapitottak, hogy a kimotripszin altali degradacio mértéke fiigg a beépitett zsirsavlanc
jellegétol. Tovabba kapcsolatot fedeztek fel a degradacié mértéke és a zsirsavlanc hossza
kozott. Ez alol kivétel a GnRH-1(*Lys(iBu), ®Lys(Dau=Aoa)), ami a t3bbi vegyiilettel
szemben joval gyorsabban lebomlott a kimotripszin hatasara. A tobbi vegyiilet esetében azt
tapasztaltak, hogy a lanchossz ndvekedésével novekszik a kimotripszinnel szemben mutatott
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enzimstabilitds mértéke. Példaul a GnRH-11(*Lys(nBu), SLys(Dau=Aoa)) szarmazéknak
csupan a 36%-a bomlott el 6 ora elteltével (24 oOra alatt azonban teljesen degradaciod
kovetkezett be). A telitetlen krotonsav tartalmi GnRH-11(*Lys(CA), ®Lys(Dau=Aoa))
azonban kevésbé bizonyult stabilnak, annak ellenére, hogy szintén 4 szénatomos a lanc
hossza, akarcsak a vajsavval modositott szdrmazék esetében. A krotonsav tartalmu
szdrmazéknak 6 Ora utan mar az 50%-a degradalodott, 24 6ra elteltével pedig teljes mértékben
végbement. Ennél stabilabbnak bizonyult az izovaleridnsavval acilezett szarmazék, 6 ora
elteltével mindossze 34%-a bomlott el, azonban 24 oOra utdn ez a vegylilet is teljesen
elbomlott. A legnagyobb stabilitast a kapronsavval acilezett szdrmazék mutatta, 6 ora alatt
csak a 30%-a degradalodott, és 24 ora elteltével is 10%-ban kimutathatd maradt. Ezek alapjan
egyértelmii, hogy a GnRH-IIl 4-es helyzetli lizin e-aminocsoportjanak SCFA-kal torténd
acilezése noveli a konjugatumok kimotripszinnel szembeni enzimstabilitasat.

A vegyiiletek sejtbejutasat és in vitro citosztatikus hatasat MCF-7 human emld
adenokarcinoma-, és HT-29 human vastagbél adenokarcindbma sejteken vizsgaltak. A
tapasztalatok szerint leghatékonyabban az izovajsavval és a vajsavval acilezett szarmazékok
jutottak a sejtekbe, mindkét sejttipus esetén. Ez magyarazhatja a vegyiiletek vizsgalata soran
tapasztalt megnovekedett in vitro antiproliferativ hatast. Az izovajsavval és vajsavval acilezett
szarmazek antiproliferativ hatdsa hasonld volt, ez valészinilileg azzal magyardzhat6, hogy
mindkét zsirsav képes apoptdzis indukaldsara, valamint a sejtproliferacio akadalyozasara HT-
29 sejtek esetében. >

Mindezt Osszegezve elmondhatd, hogy helytillo az a feltételezés, mely szerint a
GnRH-1Il  4-es helyzetii lizin e-aminocsoportjanak SCFA-kal torténd acilezésének
kovetkeztében fokozhatd a vizsgalt biokonjugdtumok hatékonysaga az irdnyitott
tumorterapidban. Az eredmények alapjan ez kiilondsen igaz a vajsavval és izovajsavval

acilezett valtozatokra.
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2. Célkituzések

A dolgozatban bemutatott munka célja olyan GnRH — hatdéanyag konjugatumok
eléallitasa és vizsgalata volt, melyben az iranyitomolekula szerepét 4-es (vajsavval acilezett
lizin) és 6-os (aminooxiacetilezett D-lizin) helyzetben modositott GnRH-I és GnRH-II
szarmazékok toltik be, hatdoanyagként pedig oxim-kotésben daunorubicin szerepel.

Az eldallitando analdogokat az alapjan terveztik meg, hogy a korabbi eredmények
(1.5.2. fejezet) szerint a GnRH-III esetén a *Ser — “Lys csere, illetve a szdban forgo lizin -
aminocsoportjanak kiilonb6z6 rovid szénlancu karbonsavakkal vald acilezése nagymértékben
novelte a konjugatum enzimstabilitasat, valamint tumorellenes hatasat. Ezek az eredmények a
vajsav alkalmazasa soran voltak a legjobbak, igy a tervezett és vizsgalni kivant GnRH
analdgokat is vajsavval terveztiink modositani és vizsgalni. Kivancsiak voltunk ugyanis, hogy
ez a modositas a GnRH-I- illetve a GnRH-II-szarmazékok esetében is hasonléan pozitivan

befolyasolja-e a konjugdtumok tumorellenes hatdsat.

A tervezett vegyiiletek szintézise és vizsgalata:
1. 4-es helyzetben vajsavval médositott GnRH-1 és GnRH-I1
1. GnRH-1(*Lys(nBu), °D-Lys(A0a))
Glp-His-Trp-Lys(nBu)-Tyr-D-Lys(Aoa)-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
2. GnRH-II(*Lys(nBu), °D-Lys(Aoa))
Glp-His-Trp-Lys(nBu)-His-D-Lys(Aoa)-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH,
2. Az eléallitott analogok konjugalasa daunorubicinhez oxim-kotéssel.

3. Az eldallitott konjugatumok in vitro citosztatikus hatasanak vizsgalata HT-29
sejteken MTT-teszttel (sejt proliferacios teszt), és az eredmények osszehasonlitasa a

szabad hatéanyag és a korabban eléallitott vegyiiletek hatasaval.
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3. Alkalmazott modszerek

A fejezetben bemutatom a konjugatumok eldallitdsa soran alkalmazott szintetikus és

analitikai médszereket.
3.1 Szilardfazisu peptidszintézis (SPPS)

A peptidek szintetikus eldallitasara két modszer ismeretes: oldatfazist, valamint
szilardfazisu szintézis (SPPS). A SPPS moédszerének kifejlesztése Bruce Merrifield nevéhez
fiz6dik, munk4jat 1984-ben Nobel dijjal jutalmaztak.®*A SPPS-nek két tipusat
kiilonboztethetjiik meg. A konvergens (CSPPS) és a Iépésenkénti (stepwise) szintézis. A
CSPPS esetében védett, vagy részben védett fragmenseket kapcsolnak 6ssze szilard hordozon.
Munkédm sordn szilard hordozon lépésenkénti szintézissel allitottam eld az egyes GnRH-

analogokat.
3.1.1 Lépésenkénti (stepwise) szilardfazisa peptidszintézis

A modszer alapelve, hogy a peptidlanc felépitése 1épésenként torténik, mikdzben a
lanc egyik vége egy oldhatatlan, funkcids csoportokkal vagy funkcionalizalt linkerekkel
rendelkezé polimer hordozohoz van rogzitve, kovalens kotéssel. A kialakitott hordozo-peptid
egység igy egy szlird kozbeiktatdsaval és mosassal konnyen megszabadithatd a reagens
feleslegtdl, illetve a menet kozben keletkezett melléktermékektdl, mig oldatfazisu szintézis
esetén ehhez kristalyositasra és extrakciora lenne sziikség. Tovabbi eldny, hogy a lanc
novekedése sordn jelentkezd oldékonysag csokkenés is kikiiszobolésre keriil. A technika
hatranya, hogy a kész peptid tisztitdsdra és izoldlasara csak a szintézis végeztével nyilik
lehetdség, ezért nagyon fontos, hogy az egyes kapcsolasok hozama kozel 100%-0s legyen.
Ennek érdekében az aminosavszarmazékokbol ¢és a kapcsoldszerekbol egyarant 3-10
ekvivalens felesleget alkalmazunk a gyantakapacitishoz mérten, emiatt azonban pazarlo és
draga a modszer. Ekkora feleslegek alkalmazasanal az is gondot okozhat, hogy az aminosavak
a-aminocsoportjanal kevésbé nukleofil oldallanc funkcids csoportok is reagalhatnak. Ennek
kikiiszobdlésére olyan aminosavszarmazékokat alkalmazunk, melyeknek oldallancaikon
talalhatd funkcids csoportjaik allandd véddcsoporttal vannak elldtva. Az aminosavak az
allando véddcsoportok mellett tartalmaznak egy atmeneti véddcsoportot is, mely az a-
aminocsoport védelmére szolgdl, hogy az épp beépitendd, aktivalt aminosav-molekulak

egymassal ne alakitsanak ki peptidkotést.
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A szintézis C — N terminalis irdnyban torténik. Az aminosavak kapcsoldsa soran az
elsd 1épés a mar szilard hordozoén levé aminosav a-aminocsoport véddcsoportjanak szelektiv
eltavolitdsa, ezt koveti a karboxilcsoportjan aktivalt (és a-aminocsoportjan védett)
aminosavszarmazék beépitése. Ez a ciklus ismétlodik mindaddig, amig meg nem kapjuk a
kivant szekvenciat. Ezt kdvetden lehasitjuk a gyantardl a peptidet, lehet6leg az oldallancon

1év6 funkcids csoportok véddcsoportjaival egyiitt.

3.1.2 A 1épésenkénti SPPS altalanosan alkalmazott stratégiai

1. Fmoc/'Bu: Az a-aminocsoport védelme 9-flourenil-metil-oxikarbonil-csoporttal
torténik, mig az oldallancok védécsoportjai 'Bu-tipustiak
2. Boc/Bzl: Az a-aminocsoport védelme terc-butiloxikarbonil-csoporttal torténik, az
oldallancok véddcsoportjai pedig benzil-tipustiak
Utobbi stratégia hatranya, hogy savérzékeny aminosavakat (Cys, Met, Tyr, Trp)
tartalmazd peptidek szintézisére kevésbé alkalmas, mivel az oldallancok &llando
védbcsoportjai, illetve az o-aminocsoport atmeneti véddcsoportja egyarant kiillonbozo
erGsségll savak hatasara hasadnak, az emlitett aminosavak ilyen koriilmények kozott konnyen
oxidalodnak, alkilez6dnek. Mivel az altalam el6allitani kivant GnRH-analogok triptofant és
tirozint egyarant tartalmaznak, a valasztis az Fmoc/'Bu stratégiara esett, igy ezt mutatom be

részletesebben.

3.1.2.1 Az Fmoc/'Bu stratégia

Ahogy azt az el6z0 fejezetben mar emlitettem, az aminosavszarmazékok ao-
aminocsoportjainak védelmét Fmoc (9-fluorenil-metil-oxikarbonil) csoport biztositja.
Hasitasa bazisokkal (féleg szerves szekunder aminokkal) lehetséges, mint példaul a piperidin
(5. dbra). A munkam soran alkalmazott hasitoelegy 2% piperidin — 2% DBU (1,8-
diazabiciklo[5.4.0]undek-7-én) / DMF elegye volt.

D : Peptia O
O H H HH
H\ H H ( H i -
N ) 188 —F
) E A BaaV¥, @)
e D=t .
/o - U /
Hi, I Proton transzfer 0
Y-c'-o—Cc—N— D —— I
J‘ 04c~71—( > "
O O : \ i D
I

5. abra: Az Fmoc hasitasanak a mechanizmusa
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Az Fmoc csoport savakkal szemben stabil. Az aminosavak oldallancain talalhato
funkcios csoportokat féleg 'Bu és Trt tipusi csoportok védik. Az allandd oldallanc
véddcsoportok hasitasa kiilon Iépést nem igényel, azokat a kész peptid gyantardl vald
hasitasaval egyidejiileg tavolitjuk el. A gyantardl valo hasitast trifluorecetsav (TFA) 80-95%-
os oldataval végezziik, ami enyhébb, kedvezd koriilményeket biztosit a savas kortiilmények
kozott oxidaciora és alkilez6désre hajlamos aminosavak Szamara. Tovabbi reagensként
kationfogok alkalmazasa is sziikséges, a keletkez6 reaktiv karbokationok artalmatlanitasanak
céljabol. Mivel a peptid hidrolizise ilyen koriilmények kozott nem kovetkezik be, ezért a ‘Bu-
kationok befogasara alkalmazhatunk vizet.

Az altalam felhasznalt aminosavak véddcsoportjait az /. tablazatban foglaltam 6ssze.

1. tabldzat: A felhasznélt aminosavak véddcsoportjai

Védend6 funkcios ) Védécsoport
Aminosav
csoport Képlete Neve
CHyq
-OH Tyr, (Ser, Thr) | Hs + Terc-butil (‘Bu)
CHy
° 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-
H3C>=Z;><CH3 ciklohex-1-ilidén)etil

(Dde)

“NH, Lys ‘
O 4-metil-tritil (Mtt)

. S
HL/ \)7 His Tritil (Trt)
>

HH 7 2,2,4,6,7-
» NH — Arg e Yo pentametildihidro-
HM e o o, benzofuran-5-szulfonil

CHa (Pbf)
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3.1.3 A szilard fazis

A szilard hordoz6 szerepét nagyon finom szemcséjii (akar 10 millié szemcse/g),
ugynevezett polimer gyantak toltik be, melyek legtobbszor sztirol-divinil-benzol kopolimerek.
A szemcsék feliilete, illetve belseje olyan funkcids csoportokkal (linkerekkel) van ellatva,
melyeken keresztiil kiilonféle vegylleteket (pl.: aminosavakat) kapcsolhatunk hozzajuk
kovalens kotéssel. A gyantdk Iényeges jellemzdje a gyantakapacitas, ami azt adja meg, hogy
1g gyanta hany mmol aminosav megkdtésére képes (gyantakapacitds: mmol/g).

A gyantaknak az aldbbi kovetelményeknek kell eleget tenniiik:

- funkcionalizalhat6 legyen, hogy az els6 aminosav felkapcsoldsa megvalosulhasson

- kémiai stabilitds (inert legyen a szintézis soran alkalmazott Osszes vegylilettel
szemben)

- mechanikai stabilitas (ne toredezzen keverés hatasara)

- jol duzzadjon a szintézis soran alkalmazott oldoszerben, novelve ezzel a
hozzéaférhetdséget

- peptid-gyanta kotés stabil legyen a szintézis alatt

- peptid-gyanta kotés hatékonyan hasithato legyen a szintézis végeztével

- szennyezOktdl mentes legyen

Az Fmoc/'Bu stratégia alkalmazasa soran savmentes koriilményeket alkalmazunk, igy
erre a célra olyan gyantakat fejlesztettek ki, melyekrdl mar gyenge savakkal is hatékonyan
eltavolithato a kész peptidlanc. Alapvetden két nagy csoportba sorolhatjuk ezeket a gyantakat:
amelyek hasitas utan a C-terminalison szabad karboxilcsoportot eredményeznek (1), mint
példaul a Wang-, vagy a 2-klortritil gyanta, illetve amelyek amid terminalist eredményeznek
(2), mint példaul a BHA-, Rink-amid-, vagy a nagyobb savstabilitassal rendelkezd, a
szintézisek soran altalam is hasznalt Rink-amid MBHA gyanta (6. dbra).

OMe

6. abra: Rink-Amid MBHA gyanta
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3.1.4 Kapcsolasi eljarasok

Minden egyes kapcsolds soran a gyantdhoz kotott szabad N-terminalisi aminosav, €s
az a-aminocsoportjan védett, karboxilcsoportjan pedig aktivalt aminosavszarmazék kozotti
peptidkotés kialakitasa a cél. Az aktivalasnak és a kapcsolasnak legelterjedtebb valtozata az in
situ  aktiv  észteres kapcsolds, mely soran kapcsoloreagensként DIC (NN -
diizopropilkarbodiimid) és HOBt (1-hidroxibenztriazol) elegyét alkalmazzak DMF-ban oldva
(7. és 8. dbra).

\
>7 CHq N
N—=C=H N/
N
Hq N
CHy
1] (s HOBt

7. abra: In situ aktiv észteres kapcsolas soran alkalmazott kapcsoloszerek
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8. dbra: Az in situ aktiv észteres kapcsolds mechanizmusa

3.1.5 A kapcsolas sikerességének ellenérzése

A Kkapcsolasok végbemenetelét az Gin. Kaiser-teszttel (ninhidrin teszt) ellendrizhetjiik.
Az eljaras 1ényege, hogy a ninhidrin az a-aminosavakat el0szor iminosavakka dehidrogénezi,

ezek hidrolizis és dekarboxilez6dés utjan ammoniava, széndioxidda és aldehiddé bomlanak,
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végiil az ammonia a ninhidrin redukcios termékével és valtozatlan ninhidrinnel kékes-ibolya
szinli anyaggd kondenzalddik (9. dbra). Ez azonban csak a-aminosavak esetén pozitiv, igy
Pro (iminosav) esetén nem hasznalhat6. A reakcid ugyan lejatszodik, de nincs szinvaltozas
(10. abra).*® Ebben az esetben ninhidrin helyett izatin alkalmazasa sziikséges, amely a Pro-nal
reagalva vorosesbarna szinreakciot ad (11.dbra). A Kaiser-teszt rendkiviil érzékeny, akar mar

1% szabad aminocsoport jelenlétében is erésen elszinezddik.
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9. abra: Kaiser-teszt
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10. dbra: A ninhidrin és a prolin reakcidja
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vorosesbarna

11. dbra: Az izatin és a prolin reakcidja

3.1.6 Peptidek hasitasa a szilard hordozorél

A szilardfazist szintézis zard lépése a peptid gyantardl vald lehasitdsa. Ennek
végrehajtasa Fmoc/'Bu stratégia esetén trifluorecetsav (TFA) 80-95%-os oldataval torténik, és
a gyantarol valo lehasadas mellett a peptidet felépitd aminosavak savérzékeny, allando
véddcesoportjai is lehasadnak. Ekdzben azonban nagyon reaktiv karbokationok is keletkeznek,

igy sziikségessé valik kationfogok alkalmazasa is.

3.2 A peptidek tisztitasara és jellemzésére hasznalt technikak

3.2.1 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

Az egyik legelterjedtebb mddszer a peptidkémia teriiletén az analitikai és preparativ
elvalasztasdra a normal és forditott fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografia. A
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normal (NP-HPLC) és a forditott fazisu (RP-HPLC) valtozat az all6 (stacioner) és a mozgd
(mobil) fazis polaritas viszonyaiban kiilonbozik egymastol. Abban az esetben, ha az allo fazis
az aramlo fazisnal apolarisabb, akkor forditott fazist, mig a polaris all6 fazishoz képest
apolarisabb mozgd fazis alkalmazasa esetén normal fazisu folyadékkromatografiarol
beszéliink. Ez alapjan az NP-HPLC esetében mozgéfazisként apolaris oldoszereket (pl.:
hexan, diklormetan), RP-HPLC alkalmazasa soran pedig vizes alapu, metanolt, etanolt,
acetonitrilt, acetont tartalmaz6 olddszereket, illetve ezekbdl allo elegyeket hasznalnak. A
normdl fazisu valtozat foként apolaris, hidrofob, valamint kevésbé polaris funkcios
csoportokkal rendelkezd vegyiileteket tartalmazd mintak elvalasztasara hasznalhat6. Ekkor az
elvalasztast elsddlegesen a stacioner fazis és a minta kozotti kolcsonhatas szabja meg. A
forditott fazist folyadékkromatografia ezzel szemben olyan vegyiiletek szepardlasara
alkalmas, melyek polaris funkcios csoportokat tartalmaznak. Ez esetben az elvalasztdsra
inkdbb az aramlo fazis tulajdonsagai (polaritas, oldoszer elegyek, adalékok) vannak hatéssal,
a toltet-minta kozotti kdlcsonhatas ebbdl a szempontbdl kevésbé meghatarozo.

A mozgo6 fazis, eluens adagolasa kényszeraramlas létrehozasaval torténik, amihez
nagynyomadsu pumparendszer (5-40 MPa) hasznalatos. Az elucios elvélasztas kifejlesztése két
modon lehetséges:

- Izokratikus elucio: az eluens Osszetétele az elvalasztas ideje alatt allando
- Qradiens elucié: az eluens Osszetétele/tulajdonsagai az elvalasztds soran

Iépcsdzetesen, vagy valamely fiiggvény szerint (pl.: lineéris, konvex, konkav,

exponencialis) valtoznak

A HPLC-s eljarasok az oszlop méretétol fliggden egyarant alkalmazhatok analitikai
vizsgalatokra, illetve szemi-preparativ és preparativ tisztitasra.*

Munkam soran az eléallitott peptidek, illetve konjugatumok tisztitasara az RP-HPLC

modszerét alkalmaztam.

3.2.2 Tomegspektrometria (mass spectrometry, MS)

A tomegspektrometria széles korben alkalmazott analitikai eljards. A
tomegspektrométerben a vizsgalandd komponens a szerkezeti sajatsdgainak megfelelden
fragmentalodik és részben ionizalodik. Az igy kialakult gazfazist pozitiv vagy negativ toltésii
ionok relativ tdmeg (M)/toltés (z) szerint szeparalodnak, €s a detektorban intenzitasukkal
aranyos jelet adnak. Igy kapjuk meg a tomegspektrumot, amely az analitikai informéciot

szolgaltatja, ebbdl valik meghatarozhatdva a vizsgalt molekula tomege.
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Szamos ionizacids mddszer ismeretes, mint példaul az elektroniitkdzéses ionizacio
(elektronionizacid, EI), ahol nagy sebességli elektronokkal paratlan elektronszami pozitiv
toltéssel rendelkezd, instabil gydkionokat (molekulaionokat) hoznak 1étre, melyek gyorsan
fragmentalodnak. Az un. ,,lagy” ionizaciés modszerek alkalmazasa soran egyszeresen vagy
tobbszordsen protonalt/deprotonalt/kationizalt ion keletkezik, amelyet kvazi molekulaionnak
neveznek. Ez paros elektronszama kovetkeztében 1ényegesen stabilabb, a fragmentacio igy
nem vagy csak kis mértékben jatszodik le. Az altalam szintetizalt vegyiiletek vizsgalata
elektrospray ionizacios tomegspektrométerrel (ESI-MS), Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus
tipust berendezéssel tortént. Az elektroporlasztasos ionizacid soran a mintaoldat porlasztasa
légkori nyomason, elektromos aram segitségével zajlik. Ehhez a mintaoldatot egy fém
kapillarison vezetik keresztiil. A porlasztast a kapillarisra kapcsolt nagyfesziiltség (2-5 kV) és

;. , .41
a porlasztogaz végzi.
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4. Eredmények

Munkdm soran olyan, az irdnyitott tumorterdpidban alkalmazhaté vegyiileteket
allitottam eld, amelyekben az iranyitdmolekula szerepét GnRH analdg t6lti be, a hatbanyag
pedig a daunorubicin. A hordoz6 molekulahoz a hatbanyag aminooxiacetil részleten keresztiil,

oxim-kotéssel kapcsolodik.

A konjugatumok szintézise, tisztitasa és vizsgalata az alabbiak szerint tortént:

- GnRH-analégok eldallitasa szilardfazisu peptidszintézissel
- Antiproliferativ hatst vegyiilet (daunorubicin) konjugalasa a peptidekhez
- A konjugatumok tisztitasa ¢s jellemzése

- A vegyliletek in vitro biologiai vizsgalata

A peptidek szintézise szilard fazison tortént manuélisan, melynek soran az Fmoc/'Bu
stratégiat alkalmaztam.

A vajsav, valamint az aminooxiecetsav beépitése amid-kotés kialakitasaval zajlott, a
lancban talalhat6 lizinek e-aminocsoportjain keresztiil. A daunorubicin kapcsoldsdhoz
sziikséges oxim-kotést a Dau 13-as szamu szénatomja és a 6-os pozicidban levo D-lizinhez

kapcsolt aminooxiecetsav aminooxi-csoportja kozott hoztam létre.

4.1 Négyes helyzetben vajsavval médositott daunorubicin-GNnRH-I és daunorubicin-

GnRH-II konjugatumok szintézise, valamint in vitro biologiai vizsgalata

Az 1.3.2.3. fejezetben targyaltak szerint a GnRH-IIl peptidhormon 4-es helyzetben
talalhatd szerin aminosava nincs hatassal sem az endokrin aktivitasra, sem a tumorellenes
hatés kifejtésére, sem a receptorhoz valé kotddésre. A kiilonb6zé6 GnRH analdégokban a 4-es
helyzetli szerin koriili kotések az emésztd enzimek (pl.: a-kimotripszin) elsédleges hasitasi
helyei.**A molekulak enzimstabilitdsa fokozhato, ha 4-es helyzetben levé szerint N-Me-Ser

1%, s amely csere a gyogyszermolekulak antiproliferativ hatasara nincs

vagy Lys(Ac) valtja fe
befolyassal. A vegyiiletek megndvekedett enzimstabilitdsa foként szajon at torténd adagolas
esetén jelentds. Ennek kovetkeztében ezen aminosav cseréje lehetdséget biztosit a GnRH-

alapt gyogyszermolekulak tovabbfejlesztésére.
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Az eddigi kutatasok eredményei Szerint (1.5.2. fejezet) a rovid szénlanct zsirsavak
(leginkabb a vajsav) beépitése a célzott tumorterapidban hasznalatos hatéanyag hordozé
molekuldkba hozzajarul a tumorellenes hatas ndveléséhez.® Ezeket az eredményeket
figyelembe véve olyan daunorubicin-GnRH-I és daunorubicin-GnRH-II biokonjugatumok
szintézisét terveztik, amelyekben a hordoz6 szerepét betoltd6 GnRH-I és GnRH-II
szekvenciajaban a 4-es pozicidban levd szerint lizin valtja fel, melynek oldallancat vajsavval
acilezziik. Ezzel a modositassal azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy az I-es és Il-es tipusu
GnRH esetén is novekedik-e¢ a hatékonysag a vajsav daunorubicin tartalma konjugatumokba
valo beépitésével.

A konjugdtumok szintézisét, tisztitdsat, és analitikai jellemzését kovetéen MTT-teszt

alkalmazasaval megvizsgaltuk azok in vitro citosztatikus hatasat.

4.1.1 GNRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) és GnRH-I1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa))

biokonjugatumok szintézise

A konjugatumok szintézise soran elGszor eldallitottam a 4-es helyzetben vajsavval, 6-
os helyzetben aminooxiecetsavval acilezett GnRH-I(*Lys(nBu), D-’Lys(Aoa)) és GnRH-
l(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) analégokat, ezt kovetéen pedig oxim-kotés kialakitasaval
kapcsoltam hozzajuk a hatdanyagot (daunorubicin).

Az oxim-kotés kialakitasa azért kedvezd, mert az aminooxi- és karbonilcsoport nagy
kemoszelektivitassal reagalnak.’®*Az aminooxiacetil-csoporttal rendelkezé peptidek azonban
érzékenységiikbdl kifolyolag szamos mellékreakciora hajlamosak, ami miatt a veliikk valo
munka nagy kortltekintést igényel. Ezek koziil az egyik ilyen reakcié példaul az NH-O
részlet N-talacilez6dése a Boc-aminooxiecetsav beépitése, vagy a peptidlanc tovabbi
szintézise folyaman. Ennek kivédésére tobbféle modszer is alkalmazhato:

- akarbodiimid szarmazékkal valo acilezés alkalméval nélkiilézziik a bazis hasznalatat

- Boc-véddéesoporttal ellatott aminooxiecetsavat hasznalunk acilezésre, in situ aktiv
észteres kapcsoléssal

- nagy feleslegben alkalmazzuk a Boc-Aoa-OH-t, rovid reakcioidével

Tovabbi problémat okozhat az aminooxi-csoport ketonokkal és aldehidekkel szembeni
nagymértékii reaktivitdsa, aminek kovetkeztében még a mosogatds utdn visszamaradt
nyomnyi acetonnal vagy a miianyagokban lagyitoként hasznalt formaldehiddel is el tudnak

reagalni. Ez a mellékreakcio a szintézistdl kezdve (hasitas, ligacid) a tisztitdson at egészen a
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liofilizalt tiszta termékkel vald munka soran barmikor lejatszodhat. Ezen probléma
kikiiszobolésére a kutatocsoportban az aminooxiacetilezett peptidek hasitdsakor nagy
feleslegben alkalmazunk szabad allapoti aminooxiecetsavat a hasitoelegyben, mely karbonil
befogd funkcidval rendelkezik.**A tapasztalatok szerint ezek a koriilmények alkalmasak a
mellékreakciok nagymértékil visszaszoritasara, és a hasitott peptid hénapokig eltarthato +4°C-
os hémérsékleten is. Igy nem sziikséges acetonmentes koriilményeket alkalmaznunk, mint
példaul az argon- vagy nitrogénatmoszféra, vagy a frissen desztillalt dietil-éter a peptidek

kicsapéasahoz a gyantardl valo hasitas utan.

4.1.1.1 GnRH-I(*Lys(nBu), D-°Lys(Aea)) és GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) analogok

szintézise

A 4-es helyzetben vajsavval acilezett, 6-os helyzetben glicin helyett D-lizint
tartalmazd €és aminooxiecetsavval acilezett GNRH-1 és GnRH-II szdrmazékokat manuélisan
allitottam  el6  szilardfazisa peptidszintézissel, melynek sordan Fmoc/Bu stratégiat
alkalmaztam. Szilard hordozoként Rink-Amid MBHA gyantat hasznaltam. Mivel a tervezett
modositasok egy szekvencian beliil két kiillonboz6 helyzetii lizint érintettek, sziikségessé valt
az emlitett aminosavak ortogonalis védelmének alkalmazasa. Ennek értelmében a 4-es és a 6-
os helyzetii lizin beépitésekor egymastol eltéré mechanizmus szerint (pl.: sav — bazis, sav —
hidrogénezés) hasadd oldallanc-véddcsoportokkal ellatott szarmazékokat valasztottam. Ennek
koszonhetden lehetdéségem nyilt a véddcsoportok szelektiv lehasitasara. A 4-es pozicidba
Fmoc-Lys(Dde)-OH, mig a 6-0s helyzetbe Fmoc-D-Lys(Mtt)-OH szarmazék keriilt
beépitésre. A Dde-véddcsoport lehasitasat 2% hidrazin-hidrat/DMF (tf%) oldataval végeztem,
majd az igy szabadda valt e-NH, csoportot vajsavval acileztem. Az Mtt véddcsoportot 2%
TFA/DMF (tf%) oldataval tavolitottam el. Ilyen toménységi trifluorecetsav alkalmazasa a
peptid-gyanta kozotti kotésre nincs szamottevd hatassal, igy a peptid gyantardl valo
lehasadasaval nem kell szamolni. A véddécsoport lehasitasat kovetéen a Boc-Aoa-OH-t
épitettem be, HOBt és DIC kapcsoloreagensek segitségével.

A vajsavval és aminooxiacetilezett D-lizinnel modositott GnRH-I és GnRH-II
szdrmazékokat trifluorecetsavval tavolitottam el a szildrd fazisrél, megfeleld kationfogdk
hozzaadéasaval (5.2.1.1. fejezet).

A GnRH-1 és GnRH-II analdgok szintézisét bemutatd sematikus abrak:
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Glp-His(Ttt)-Trp-Lys(Dde)-Tye(tBu)-D-Lys(Mtt)-Leu-Arg(Pbf)-Pro-Gly- gyanta

|
1. Dde hasitasa: 2% hidrazin-hidrat/ DME

2. Vajsav kapesolasa: vajsav-anhidnd, DIEA/DME

Glp-His(Ttt)-Trp-Lys(nBu)- Tvr(tBu)- D-Lyvs(\Vtt)-Leu- Arg(Pbf)-Pro-Gly- Eyanta

1. Mtt hasitasa: 226TFA, 2% TIS/DCM

2. Aminooxecetsav kapesolasa: Boc-Aea-OH, HOEt, DIC

Glp-His(Ttt)-Trp-Lys(nBu)-Tyr(tBu)-D-Lys(Boc-Aoa)-Leu-Arg(Pbf)-Pro-Gly- gyanta

F

Hasitas a gyantarol:
93% TFA, 2.3% TIS, 2,3% viz

+ 10 ekv. szabad aminooxecetsav

Glp-His-Trp-Lys(nBu)-Tvr-D-Lys(Aoa)-Len-Arg-Pro-Glyv-NH:z

12. dbra: A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) peptid szintézise
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Glp-His(Ttt)- Trp-Lys(Dde)-His(Trt)-D-LysiMtt)-Trp-Tye(tBu)-Pro-Gly-  gyanta

1. Dde hasitasa: 2% hidrann-hidrat DME

2. Vajsav kapesolasa: vajsav-anhidrid, DIEA/DME

Glp-His(Trt)-Trp-Lys(nBu)-His(Trt)- D-Lys(Mtt)- Trp-Tyr(tBu)-Pro-Gly- gyanta

|
1. Mtt hasitasa: 2% TFA, 2% TIS/DCM

2. Aminooxecetsav kapesolasa: Boe-Aoa-OH, HOBt, DIC

Glp-His(Ttt)-Trp-Lys(nBu)-His(Ttt)- D-Lys(Boc-Aoa)-Trp-Tyr(iBu)-Pro-Gly- gyanta

| . ..
Hasitds a gyantarol:
93% TFA, 2.3% TIS, 2.3% viz

+ 10 ekv. szabad aminooxecetsav

Glp-His-Trp-Lys(nBu)-His-D-Lys{Aoa)-Trp-Tyr-Pro-Gly-INHz

13. dbra: A GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) peptid szintézise

A nyers peptidek tisztitasat RP-HPLC alkalmazéasaval végeztem, a tisztasagukat pedig
analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem. A termékek azonositasa ESI-MS segitségével tortént.
Az analizisekhez sziikséges mintakat az analitikai RP-HPLC-vel nyertem, amelyeket a
vizsgalatok elvégzése elott liofilizaltam. Az eldallitott peptidek analitikai jellemzését a 2.
tablazat tartalmazza. Pontos hozam szamolasara nem volt lehetGségem, mert a peptid
érzékenységének kovetkeztében azokat a tisztitds utdn izoldlas nélkiil az olddszer beparlasat
kovetden azonnal felhasznaltam a konjugalasi reakcidhoz. Ezen kiviil néhany egyéb oka is
van a pontos termelési adatok hidnyanak. Az egyik ilyen ok, hogy a liofilizalt termékek vizet
¢s TFA-t kotnek meg, ami valotlan tomegértékeket eredményez, igy a hozam meghatarozéasa a
tomegadatokbol nem lehetséges. Masrészt pedig, a szintézisek soran alkalmazott Kaiser-teszt
miatt csokken a kiinduldsi gyanta mennyisége, ezért az eredeti mennyiségbdl szamolva nem

kapnank a valosdgnak megfelelé adatokat.
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2. tablazat: Az eldallitott peptidek analitikai jellemzése

RP-HPLC ESI-MS
tR / perC MWszémolt/MWmért
GnRH-I(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) 23,9 1438,0/ 1437,0
GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) 24,5 1491,0/1491,4

Az analizis koriilményeit a kisérleti részben (5.2.1.1.) ismertetem.

41.1.2 GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) és GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa))

konjugalasa daunorubicinhez

A hatébanyag konjugdldsat a peptidekben 1évé aminooxiacetil-csoport ¢és a
daunorubicin 13-as szamu C-atomjan talalhatd oxocsoport kdzotti reakcioval hajtottam végre.
A reakciot enyhén savas koriilmények kozott hajtottam végre, 0,2 M-os ammonium-acetat
pufferben (pH = 5,0), folyamatos kevertetés kozben, 16 oras reakcididével. A vegyiilet
tisztitasat preparativ  RP-HPLC segitségével végeztem, az analizise pedig analitikai RP-
HPLC-vel, valamint tomegspektrométerrel tortént.

A folyadékkromatografids vizsgalat soran kideriilt, hogy az oxim-kotés kialakitasa
csaknem teljes mértékben végbement, a terméket csak a feleslegként visszamaradt szabad

daunorubicintdl kellett megtisztitani.

3. tablazat: Az eldallitott konjugatumok analitikai jellemzése

RP-HPLC ESI-MS
tR / perc MWszémolt/MWmért
GNnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) 27,0 1946,9 / 1947,0
GNnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=A0a)) 27,5 2001,4 / 2000,8

Az analizis koriilményeit a kisérleti részben (5.2.1.2.) ismertetem.
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4.1.1.3 A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) és a GnRH-11(*Lys(nBu), D-
®Lys(Dau=Aoa)) konjugatumok in vitro citosztatikus hatasanak vizsgalata MTT-teszttel

Az MTT-teszt (sejtproliferécic')s teszt) alkalmazasa soran a sejtek életképességét
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) alkalmazasa, amelyet a metabolikusan aktiv sejtek
endocitozis utjan felvesznek, s lila szini formazan szarmazékka redukalnak (14. dbra). A
folyamat tehat csakis ¢l6 sejtekben megy végbe, amelyet a mitokondridlis dehidrogénaz
enzim katalizal. A vizsgalt vegyiilet, konjugatum hatékonysaga ugy hatarozhaté meg, hogy
Osszehasonlitjuk a hatébanyaggal kezelt, valamint a kezeletlen (kontroll) sejtekben képzddott
lila formazdn szarmazék mennyiségeket egymadssal. EbbOl az Osszehasonlitasbol

kovetkeztethetlink az okozott sejthaldl mértékre.

N< N /© mitokondrialis /N E |r§l|
@_< dehidrogénaz =
= N e — = S
N
\%>_CH3 :i{}—CH3

CH, CH,
14. abra: Az MTT atalakulasa

A teszt alkalmazasaval az eldallitott konjugatumok citosztatikus hatasat vizsgaljuk.
Azokat a Vegyiileteket nevezzik citosztatikusnak, amelyekkel kezelve a sejteket,
valamint nagyban fiigg a kezelt sejt tipusatol is.

A vegyiiletek in vitro citosztatikus hatasat HT-29 sejteken vizsgaltuk 6 oras kezelést
alkalmazva, az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport sejtlaborjaban. A kezelés utan a
sejteket tovabbi 72 oran keresztiil kulturdban tartottuk, ezt kdvetden pedig meghatdroztuk a
konjugatumok sejtproliferaciora gyakorolt hatdsat. A teszt sordn kapott eredményeket
Osszehasonlitottuk a kutatocsoportban korabban eldallitott vajsav nélkiilli GnRH-1(D-
®Lys(Dau=Aoa)) és GnRH-11(D-°Lys(Dau=Aoa)) mérése soran nyert adatokkal (4. tdbldzat).

A GnRH-II-t tartalmaz6 konjugatum esetében a modositas kdvetkeztében jelentdsen nott az in
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vitro citosztatikus hatas. Ezzel szemben a vajsavval modositott GnRH-I alapu konjugatum

nem ért el szamottevo hatasndovekedést.

4. tablazat. Az eldallitott GnRH-1 és GnRH-II konjugatumok 1Csg értékének

Osszehasonlitdsa kordbban szintetizalt vegyiiletek értékeivel

Citosztazis (HT-29)
Biokonjugatum Ceo/ uM
GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=A0a)) 16,9 +3,3
GnRH-II(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) 3,5+0,2
GnRH-I11(*Lys(nBu), °Lys(Dau=Aoa)) 2,0+0,6
GnRH-1(D-°Lys(Dau=Aoa)) 20,2+ 5,0
GnRH-11(D-°Lys(Dau=Ao0a)) 19,3 +3,1
Dau-HCl 0,1+£0,0

Lényeges tovabba, hogy a végrehajtott mddositas a GnRH-III alapt szarmazékok
esetén a citosztatikus hatas mellett novelte a konjugatumok enzimstabilitasat is. Mivel a
GnRH-I tipusti konjugatum esetében ez a valtoztatds nincs negativ hatdssal a citosztatikus
hatédsra, az enzimstabilitas novelése érdekében mindenképp célszerli tovabbra is alkalmazni a
modositast, mas GnRH-1 szarmazékok el6allitaisa soran is. A GnRH-I1(*Lys(nBu),
8Lys(Dau=Aoa)) vegyiilet hatdsa mindkét altalam eldallitott konjugatum hatasanal jobbnak
bizonyult. A kiilonbséget valosziniileg a keletkezd, eltérd metabolitok okozzak. Igy a tovabbi
célok kozott szerepel olyan enzimes reakcidok elvégzése, melyek soran a keletkezd
metabolitok keriilnek meghatarozasra, s amelyek magyarazatot adhatnak a kapott

eredményekre.
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5. Kisérleti rész

5.1 A szintézisek soran alkalmazott altalanos eljarasok

5.1.1 A szilardfazisa szintézisek soran alkalmazott Fmoc/'Bu stratégia

A dolgozatban szerepld peptideket a szilardfazisu peptidszintézis Fmoc/'Bu

crer

5. tdbldzat: Az Fmoc/Bu stratégia protokollja

1dé /
Reagens R
ismétlésszam X perc
Mosas DMF 3x0,5-1
2x2
Fmoc véddcsoport 2% piperidin-2% DBU/DMF 1x5
hasitasa
1x10
Mosas DMF 8x0,5-1
. 3 ekv. Fmoc-Aaa-OH
K 1
Apesotas + 3 ekv. DIC/HOBT (DMF) 1x60
Mosas DMF 3x0,5-1
Mosas DCM 2x0,5-1
Ninhidrin oldat +fenol oldat + KCN oldat
Kaiser-teszt (+ izatin oldat prolinhoz torténd kapcsolas Ix5
esetén)

5.1.2 A kapcsolas végbemenetelének ellenorzése (Kaiser-teszt)
A szilardfazisu szintézis soran el6fordulhat, hogy az adott kapcsolas nem jatszodik le

megfelelden, ezért a reakcididd leteltével ellendrizziik annak végbemenetelét. Erre szolgal a

ninhidrin-teszt, illetve prolin esetében az izatin teszt.
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A tesztekhez az alabbi oldatokra van sziikség:

- Ninhidrin oldat: 2,5 g ninhidrin 50 cm?® absz. etanolban oldva

- Fenol oldat: 40 g fenol 10 cm?® absz. etanolban oldva

- KCN oldat: 0,01 M-0s KCN oldat, 98 cm® piridinnel higitva

- lzatin oldat: 0,4 g izatin 12 cm?® benzilalkoholban oldva, amit 2 oraig kevertetiink,
sziiriink, és a sziirlethez cm®-enként 50 mg Boc-Phe-OH-t adunk

A ninhidrin (Kaiser) teszt végrehajtasa:

A kapcsolasi reakcio, valamint a protokoll szerinti mosasok utan a gyanta néhany
szemcséjét egy kis kémcsobe helyezziik, és ehhez 3-3 cseppet adunk ninhidrinbdl, fenolbdl és
KCN-bol. Ekkor a kémesé tartalma sarga szini. Az elegyet 104°C-ra hevitjik, és ezen a
hémérsékleten tartjuk tovabbi 5 percig. Ezt kovetden ellendrizziik az oldat, valamint a
gyantaszemesék szinét. Ha az oldat és a gyanta szine valtozatlan (negativ teszt), akkor az
aminosav kapcsolasa sikeres volt, a szintézis folytatodhat, ugyanis ez azt jelenti, hogy nincs
jelen szabad aminocsoport, amivel a ninhidrin reagalhatott volna. Ellenben ha az oldat és a
gyanta szemcséi elkékiilnek (pozitiv teszt), a kapcsolast meg kell ismételni, mert ekkor még
szabad aminocsoportok taldlhatok a gyanta szemcséin.

Az izatin teszt végrehajtasa:

Ez a teszt csupan annyiban tér el az el6zotol, hogy elsoként az izatin oldatbol
cseppentiink a gyantaszemcsékhez (szintén 3 cseppet), az oldatok tovabbi sorrendje azonos a
ninhidrin tesztben alkalmazottéval. Ezt koveti a melegités: 104°C, 5 percig, majd ellendrizziik
az oldat és a gyantaszemcsek szinét. Ha a kémcso tartalma tovabbra is narancsszinii (negativ
teszt), a kapcsolas sikeres volt. Ellenkezd esetben a gyanta szine soOtét vOrdsesbarndra
valtozik, ami azt jelenti, hogy a gyantaszemcséken szabad iminocsoportok talalhatok, ezért a

kapcsolasi reakciot meg kell ismételni.

5.1.3 A peptidek és konjugatumok analizise

5.1.3.1 Analitikai RP-HPLC

Az eldallitott peptidek tisztasagat analitikai RP-HPLC (KNAUER GmbH, Hamburg,
Németorszag) segitségével ellendriztem, az aldbbi oszlop felhasznalaséaval:
Phenomenex Luna (Torrence, CA, USA); C18; 250 x 4,6 mm; 5Sum szilika, 100 A

toltetli oszlop.
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Az elvélasztas kifejlesztését linedris gradiens elicioval végeztem. A pontos program
az adott vegytilet jellemzésénél megtalalhato.

A mozgofazist az alabbi vegyiiletek alkottak:

,»A” eluens: viz (0,1% TFA-val)

,,B” eluens: acetonitril-viz (80:20 tf%, 0,1% TFA-val)

A vegyiileteket az ,,A” eluensben vagy desztillalt vizben oldottam, a koncentraciojuk
0,5-1 mg/ml volt. Az oszlopra injektalt mennyiségek: 20 ul. Az elvalasztasokat
szobahOmérsékleten végeztem, az oszlop szamara kiilon termosztalt kézeg nem volt. A
komponenseket abszorbancia mérés segitségével detektaltam, A = 220 nm hulldmhosszon.

Aramlasi sebesség: 1 ml/perc.

5.1.3.2 Tomegspektrometria

A tomegspektrometrias mérésekhez elektrospray ionizacios (ESI-MS) Bruker
Daltonics Esquire 3000 Plus tipusu berendezés allt rendelkezésre, melyek elvégzéséért
Hegediis Rozsanak kdszonettel tartozom.

Az azonositani kivant vegyiileteket 0,01% ecetsavat tartalmazé 50% ACN-viz
elegyében oldottuk fel. A spektrumok felvétele folyamatos, 4 pl/perc sebességii

mintaadagolds mellett, 50-2000 m/z tartomanyban, pozitiv izemmaddban zajlott.

5.1.4 A peptidek tisztitasa (preparativ RP-HPLC)

Az eléallitott nyers peptidek, valamint a konjugatumok tisztitasat az alabbi preparativ
oszlop segitségével végeztem:

- preparativ RP-HPLC (KNAUER GmbH, Hamburg, Németorszag):

Az oszlop (Phenomenex Luna) paraméterei: C18; 250 x 21,2 mm; 10 um; 100 A. Az
elvalasztast gradiens eltcid segitségével végeztem. A mintat ,,A” és ,,B” eluens elegyében
oldottam. 1-1 injektalas soran az oszlopra vitt mennyiség 2 ml volt. Az elvalasztast
szobahdmérsékleten végeztem, 9 ml/perces aramlasi sebességet alkalmazva. Az egyes

komponensek detektalasa abszorbancia mérésével tortént A = 280 nm hullamhosszon.
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5.2 Négyes helyzetben vajsavval moédositott daunorubicin - GNRH-I és daunorubicin —

GnRH-II biokonjugatumok szintézise és in vitro biolégiai vizsgalata

52.1 A GnRH-I("Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) és GnRH-lI(*Lys(nBu), D-

6Lys(Dau=Aoa) konjugatumok szintézise

52.1.1 A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) és GnRH-I1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa))

peptidek eloallitasa, tisztitasa, analizise

A GnRH-I és GnRH-II analogokat az alabbi modositasokat végrehajtva allitottam eld:
a 4-es helyzetben levo lizint vajsavval acileztem, mig az eredeti szekvencidk 6-0S
pozicidjaban taldlhatdé glicin helyére D-lizint ¢épitettem be, melynek oldallancat
aminooxiecetsavval acileztem. A szintézist manualisan, az Fmoc/'Bu stratégia alkalmazasaval
hajtottam végre, melynek protokolljat az 5.1.1. pontban mutattam be. A szilard fazisként

Rink-Amid MBHA gyanta (0,52 mmol/g) 1000 mg-jat hasznaltam.

6. tablazat: A szintézisekhez felhasznalt aminosavszarmazékok

[D-Lys*]GNRH-I [D-Lys*]GnRH-11
1. Fmoc-Gly-OH Fmoc-Gly-OH
2. Fmoc-Pro-OH Fmoc-Pro-OH
3. Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH
4. Fmoc-Leu-OH Fmoc-Trp-OH
5. Fmoc-D-Lys(Mtt)-OH Fmoc-D-Lys(Mtt)-OH
6. Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH Fmoc-His(Trt)-OH
7. Fmoc-Lys(Dde)-OH Fmoc-Lys(Dde)-OH
8. Fmoc-Trp-OH Fmoc-Trp-OH
9. Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-His(Trt)-OH
10. Glp Glp

Az elsd két aminosav kapcsoldsa utdn a gyantat két részre osztottam és tigy folytattam
a két peptid szintézisét. Az alaplanc felépitését kovetden a 4-es helyzetben talalhato lizinek
oldallancainak véddcsoportjait (Dde) tavolitottam el, melyhez 2% hidrazin/DMF (tf%)
elegyét hasznaltam (6 x 5 perc). Az igy szabadda valt e-aminocsoportokat vajsavval acileztem
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3 ekvivalens vajsav-anhidrid : 3 ekvivalens DIEA dimetilformamidos oldataval (a
gyantakapacitasra vonatkoztatva). A kapcsolasi reakciod 1 oran at zajlott, melynek sikerességét
Kaiser-teszttel ellenériztem. Kovetkezé 1épésként a 6-os helyzetben talalhaté D-Lys-ek
oldallancait véd6 Mtt csoportokat hasitottam le. Ehhez 2% TFA, 2% TIS/IDCM (tf%)
Osszetételli elegyet hasznaltam. Az igy felszabadult e-aminocsoportokhoz Boc-Aoa-OH-t
kapcsoltam HOBt és DIC kapcsoloreagensek segitségével. Ezeket szintén 3-3 ekvivalens
mennyiségben alkalmaztam, a kapcsolasi reakcid pedig 2 Oran at tartott, s végbemenetelérdl
Kaiser-teszt elvégzésével gy6zédtem meg. Ennek végeztével a gyantat absz. etanollal
mostam, majd exszikkatorban szaritottam.

Az elkésziilt peptidek gyantarol vald hasitasat a 9,5 ml TFA, 250 pl viz, 250 ul TIS
(10 ml) osszetételli hasitoeleggyel végeztem. A felsorolt vegyiileteken kiviil 10 ekvivalens
szabad aminooxiecetsavat (karbonil-csoport megkdtésére képes) is hozzaadtam az elegyhez, a
lancban 1évé aminooxiecetsav mellékreakcidinak elkeriilése végett. A hasitas sordn a
gyantaszemcséken levd peptideket az elsd 15 percben jeges-vizes hiitéssel (0 °C), majd
tovabbi 1,5 oran keresztiil szobahémérsékleten kevertettem. Kdvetkezd 1épésként a peptideket
100 ml hideg dietil-éterbe sziirve kicsaptam. A visszamaradt gyantat ezutan TFA-val, illetve
DCM-nal mostam. A peptidet centrifugalassal ilepitettem 5 percen keresztiil, 4000/perc
fordulatszammal (Eppendorf 5702, Eppendorf, Ausztria). A leiilepitett peptidrdl a dietil-étert
dekantalassal tavolitottam el, majd a peptidet az el6zéek szerint 3 tovabbi alkalommal
centrifugaldssal mostam. Ezutan desztillalt vizben feloldottam a peptideket, majd a lehetséges
dietil-éter nyomokat rotacios vakuumbeparld segitségével eltavolitottam. Az oldatokat
folyékony N-ben lefagyasztottam, majd liofilizaltam.

A nyerstermékek tisztitdsat RP-HPLC-vel végeztem, a tisztitast kdvetden a termékeket
liofilizalas nélkiil, az olddszer beparlasat kovetden rogton felhasznaltam a kovetkezd
konjugalési 1épésben a peptidek érzékenysége miatt. A peptidek egy kis mennyisége azonban
liofilizalasra keriilt, analizis céljabol: analitikai RP-HPLC, valamint ESI-MS mérésére (15.-
18. abra).

Az eléallitott peptidek tisztasagvizsgalatat analitikai RP-HPLC-vel (5.1.3.1. fejezet)

végeztem a 7. tabldzatban dsszefoglalt gradiens eluciot alkalmazva.
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7. tablazat: Az analitikai RP-HPLC soran alkalmazott gradiens elucidé programja

t/ perc B%
0. 0
5. 0
50. 90
Az alkalmazott aramlasi sebesség: 1 ml/perc
UV detektalas: 4 =220 nm
E + o
§ 0.8+
= =239
S .
oy 06
.
=]
|
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15. abra: A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) RP-HPLC kromatogramja
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16. abra: A GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) RP-HPLC kromatogramja
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A peptideket preparativ. RP-HPLC segitségével tisztitottam (5.1.4. fejezet) a 8.

tablazatban 6sszefoglalt gradiens eluciot alkalmazva.

8. tablazat: A preparativ tisztitas soran alkalmazott gradiens elici6é programja

t/perc B%
0. 40
5. 40
60. 100

A tomegspektrumok felvétele az 5.1.3.2. pontban leirtak szerint tortént.

3+
4820
g |
o MW ezimote: 1438.0
% MWaan 14370
==l
2+
N T+
I 14381
oA H.i; L.Ili.u iy L . Ll - '

Bz
17. abra: A GnRH-I(*Lys(nBu), D-°Lys(Ao0a)) ESI-MS tomegspektruma

sies
g MWzimon: 1491.0
RS MW 1491 4
.ll L i = e w .--.nLl-I-.-.

Wz

18. dbra: A GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) ESI-MS tomegspektruma
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5.2.1.2 A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa)) és a GnRH-I1(*Lys(nBu), D-°Lys(Aoa))
analégok konjugaciéja daunorubicinhez oxim-kotés kialakitasaval: GnRH-1(*Lys(nBu),
D-’Lys(Dau=Aoa)) és GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) biokonjugatumok

szintézise, tisztitasa, analizise

A peptidek konugalasa daunorubicinhez a peptidekben talalhatd6 aminooxiacetil-, és a
daunorubicin 13-as szamu C-atomjan talalhaté karbonilcsoportja kozotti oxim-kotés
kialakitasaval valosult meg. A reakciokat 0,2 M-os NH,;OAc (pH = 5,0) pufferoldatban
végeztem. A peptidek oldatat 10 mg/ml-es koncentracidoban, a daunorubicint pedig a
peptidekre vonatkoztatva koriilbeliil 1,5 ekvivalens feleslegben alkalmaztam. A
reakcioelegyet 16 oOrdn at szobahdmérsékleten kevertettem. A reakcioidd letelte utan az
oldatokat RP-HPLC-vel tisztitottam. Az egyes frakciokat folyékony N, segitségével
lefagyasztottam ¢és liofilizaltam, analitikai RP-HPLC ¢és ESI-MS vizsgdlatok elvégzése
céljabol (19.-22. abra).

Az eléallitott konjugatumok tisztasagvizsgalatat ugyancsak RP-HPLC-vel (5.1.3.1.

fejezet) végeztem a 9. tdblazatban 6sszefoglalt gradiens eluciot alkalmazva.

9. tablazat: A konjugatumok analizis¢hez alkalmazott gradiens eliici6 programja

t/perc B%
0. 0
5. 0
50. 90

Az alkalmazott aramlasi sebesség: 1 ml/perc

UV detektalas: 4 =220 nm
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19. dbra: A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=Aoa)) RP-HPLC kromatogramja
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20. dbra: A GnRH-I1(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=Aoa)) RP-HPLC kromatogramja

A konjugidtumokat a peptidekhez hasonléan preparativ. RP-HPLC segitségével

tisztitottam (5.1.4. fejezet) a 10. tdbldzatban 6sszefoglalt gradiens eluciot alkalmazva.

10. tablazat: A konjugatumok tisztitdsa soran alkalmazott gradiens elucié programja

t/perc B%
0. 30
5. 30
60. 100
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Az alkalmazott aramlasi sebesség: 9 ml/perc

UV detektalas: A =280 nm

A tomegspektrumok felvétele az 5.1.3.2. pontban leirtak szerint tértént.
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21. dbra: A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=Aoa)) ESI-MS témegspektruma
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22. abra: A GnRH-I1(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=Aoa)) ESI-MS tomegspektruma
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5.2.2 In vitro biolégiai vizsgalatok: GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa)) és GnRH-
I(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoca)) biokonjugatumok in vitro citosztatikus hatisanak

vizsgalata

Az eldallitott konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat HT-29 human vastagbél
adenokarcinoma sejteken vizsgaltuk.

Az MTT-teszt kivitelezése:

A sejtek kulturdban tartasa és novesztése 37°C-os hémérsékleten, 5% CO; tartalmt
atmoszféra mellett, komplett RPMI 1640 médiumban (HT-29) zajlott. A komplett médium
Osszetétele:

- magzati borju szérum (FCS): 10%
- L-glutamin: ¢ = 2 pg/ml
- gentamicin: ¢ = 160 pg/ml

A kisérlet eldtti napon az el6z0 bekezdésben ismertetett koriilmények kozott tartott
sejteket 96 lyuku szovettenyésztd lemezre osztottuk 100 pl szérumtartalmu, komplett
médiumban (5 x 10° sejt/lyuk). Masnap eltavolitottunk 50 pl médiumot, ezt kdvetden a
negativ kontroll sejtekre 150 pl szérummentes médiumot, a kezelt sejtekre pedig 50 pl
szérummentes médiumot és 100 pl szérummentes médiumban oldott hatdanyagot adagoltunk,
kiilonbdz8 koncentraciokban. A kezeléseket ¢ = 2,56 x 10™ uM — 100 uM koncentracid
tartomanyban végeztiik. A kezelési 1d6 lejarta utdn a sejteket 135-135 pl szérummentes
médiummal kétszer mostuk, majd lyukanként szintén ennyi teljes médiumot adagoltunk a
oldatbol (oldoszerként szérummentes médiumot alkalmaztunk, az oldatot 0,22 um sziirével
szlrtiik) lyukanként 45 pl-t adagoltunk a sejtekhez, amit 3,5 6ran at tartd 37°C-os inkubalas
kovetett. Az inkubalasi id6 lejarta utan centrifugdlassal ovatosan eltavolitottuk a sejtekrdl a
feliiliszot. A lila kristalyokat 100 pl DMSO-ban oldottuk fel. Az optikai denzités
meghatarozasa ELISA Reader segitségével zajlott, 4 = 540 és A = 620 hullamhosszakon.
Hattérkorrekcio elvégzése céljabol az 620 nm-en mért értékeket kivontuk z 540 nm-en mért
értékekbdl, igy megkaptuk a kompenzalt abszorbancidt, majd meghataroztuk a citosztazis

mértékét (%) az alabbi képlet segitségével:

Citosztazis (%) = (—x=it) . 100,

Akontroll

crer
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Ha a citosztazis mértékét abrazoljuk a koncentracié fiiggvényében, a kapott gorbék
felhasznéldsaval meghatarozhatjuk az ICso értékeket, mely azt mutatja meg, hogy mekkora

koncentracio okozza a vizsgalt sejtkultara 50%-anak osztodasat (23.-24. abra).
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23. abra: A GnRH-I(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=A0a)) citosztatikus hatasa HT-29 human

vastagbél karcindma sejteken
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24. dbra: A GnRH-11(*Lys(nBu), D-°Lys (Dau=A0a)) citosztatikus hatasa HT-29 human

vastagbél karcindma sejteken
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6. Osszefoglalas

A statisztikak szerint a rék az egyik legfobb halalozasi ok vilagszerte. Mara azonban
mar szamos moddszer all a daganatos megbetegedések kezelésére, illetve folyamatosan
zajlanak a kutatasok ujabb, hatékonyabb gyogyszerek, eljarasok kifejlesztése érdekében.

Ilyen ujszeri modszer a dolgozatom alapjaul szolgadlod irdnyitott vagy célzott
tumorterapia is. Napjainkban a kutatok nagy hangsulyt fektetnek ezen eljaras fejlesztésére,
tokéletesitésére, hiszen a moddszer szelektivitdsanak koszonhetéen nagymértékben
csokkenthetok a kemoterapia mellékhatasai, illetve egyéb hatranyok is kikiiszobdlhetok (pl.:
toxicitas, hatdéanyag gyors kiliriilése a vérarambol). Ennek kivitelezésére olyan molekulakat
alkalmazhatunk, amelyek specifikusak kotédnek a tumoros sejteken nagy mennyiségben
expresszalodott receptorokhoz (pl: GnRH peptidhormonok). Igy tehat ezeket a molekulakat a
citotoxikus molekulakhoz kapcsolva azok célzottan a tumorsejtekbe juttathatok, megkimélve
ezzel az egészséges sejteket. Ezen peptidhormonok tovabbi elénye, hogy 6nmagukban is
gatoljak a tumorsejtek novekedését.

Munkam soran 4-es helyzetben vajsavval acilezett lizint, 6-0s helyzetben
aminooxiacetil-tavtartd egységen keresztiil daunorubicint tartalmazé [D-Lys®]JGnRH-I és [D-
Lys®]GnRH-II konjugatumokat allitottam eld. Azt szerettem volna megvizsgalni, hogy a
GNnRH-11I(*Lys(nBu), ®Lys(Dau=Aoa)) esetében tapasztaltakhoz hasonléan, a GnRH-I és
GnRH-II alapu konjugatumok esetén is novekedik-e a vegyliletek enzimstabilitasa, illetve
tumorellenes hatsa a *Ser — 4Lys(nBu) csere kovetkeztében.

Az eléallitott konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat HT-29 human vastagbél
karcinoma sejteken végzett MTT-teszt alkalmazasaval hataroztuk meg, majd a kapott
eredményeket Osszehasonlitottuk a szabad hatéanyag, illetve korabban eldallitott
konjugatumok hatékonysagaval.

A GnRH-1(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Ao0a)) esetében a 4-es lizin vajsavval valo
acilezése nem novelte meg jelentds mértékben a konjugatum citosztatikus hatasat, azonban az
enzimstabilitds novelés céljabol célszerli lehet alkalmazni az emlitett modositast. Ezzel
szemben a GnRH-II(*Lys(nBu), D-°Lys(Dau=Aoa) esetében ez a modositas egyértelmilen a
citosztatikus hatds novekedését eredményezte. Ennek ellenére egyik vegylilet sem érte el a

GnRH-111(*Lys(nBu), 8Lys(Dau=Aoa)) alkalmazasa soran tapasztalt citosztatikus hatést.

45



/. Irodalomjegyzék

[1.] http://mwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/2014.10.07

[2.] Alberts B., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P., Molecular Biology of
the Cell, Garland Science, New York, 2002

[3.] Lodish H., Berk A., Zipursky S. L., Matsudaira P., Baltimore D., Darnell J.,Molecular
Cell Biology, W. H. Freeman, New York, 2000

[4.] Balazs A., Daganatbioldgia, Gondolat kiadé, Budapest, 1984
[5.] Beyersdorff D., A rak komplex kezelése, Medicina Kényvkiado Rt., Budapest, 1999

[6.] http://incurablediseasesbiz.com/cancer-cells-in-our-bodies-learn-how-to-prevent-the-
multiplication-of-cancer-cells/2014.10.14

[7.] Mez6 G., Manea M., Expert Opin. Drug Deliv.,2010,1, 79-96.

[8.] Matsuo H., Baba Y., Nair R.M., Arimura A., Schally A.V., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1971, 43, 1334-1339.

[9.] Fony6 A., Medicina Kényvkiado Rt., Budapest, 1998

[10.] Pawson A. J., McNeilly A. S.,Anim. Reprod. Sci., 2005, 88, 75-94.

[11.] Millar R., Lu Z-L., Pawson A. J., Flanagan C. A., Morgan K., Maudsley S. R.,Endocr.
Rev., 2004, 25, 235-275.

[12.] Limonta P., Moretti R. M., Marelli M.M., Motta M., Front. Neuroendocrinol., 2003, 24,
279-295.

[13.] Sower S. A.,Chiang Y-C., Lovas S., Conlon J. M., Endocrinol., 1993,

132, 1125-1131.

[14.] Emons G., Griindker C., Glinthert A. R.,Westphalen S., Kavanagh J., Verschraegen C.,
Endocr. Relat. Cancer, 2003, 10, 291-299.

[15.] Keller G., Schally A. V., Gaiser T., Nagy A., Baker B., Halmos G., Engel J. B., Eur. J.
Cancer, 2005, 41, 2196-2202.

[16.] Nagy A., Schally A.V., Biol. Reprod., 2005, 73, 851-859.

[17.] Brawer M. K.,Rev. Urol., 2001, 3S, 1-9.

46



[18.] Nagy A, Schally AV, Armatis P, Szepeshazi K.,Halmos G., Kovacs M., Zarandi M.,
Groot K., Miyazaki M., Jungwirth A., Horvath J.,Proc. Natl. Acad. Sci., 1996, 93, 7269-7273.

[19.] Pawson A. J., Morgan K., Maudsley S. R., Millar R. P., Reproduction, 2003, 126, 271-
278.

[20.] Neill J. D., Musgrove L. C., Wayne L. D., Trends in Endoc. Metab., 2004, 15, 383-392.
[21.] Griindker C., Giinthert A. R., Millar R. P., Emons G.,J. Clin. Endocrinol. Metab., 2002,
87, 1427-1430.

[22.] Lovas S., Palyi I., Vincze B., Horvath J., Kovacs M., Mez6 1., Téth G., Teplan |.,
Murphy R., F., J. Peptide Res., 1998, 52, 384-389.

[23.] Mez6 1., Lovas S., Palyi I., Vincze B., Kalnay A., Turi G., Vadasz Z., Seprédi J., Idei
M., Téth G., Gulyas E., Otvés F., Mak M., Horvath J. E., Teplan 1., Murphy R. F.,J. Med.
Chem., 1997, 40, 3353-3358.

[24.] Kovacs M., Vincze B., Horvath J. E., Seprodi J., Peptides, 2007, 28, 821-829.

[25.] Kraus S.,Naor Z., Seger R., Cancer Lett., 2006, 234, 109-123.

[26.] Rose K.,J. Am. Chem. Soc.,1994, 116, 30-33.

[27.] Herédi-Szabo K.,Lubke J., T6th G., Murphy R.F., Lovas, S., Peptides, 2005, 26, 419—

422.

[28.] Manea M., Leurs U., Orban E., Baranyai Zs., Ohlschliger P., Marquardt A., Schulcz
A., Tejeda M., Kapuvari B., Tovari J., Mez6G., Bioconjug. Chem., 2011, 22, 1320-1329.
[29.] DiMarco A., Soldati M., Fioretti A., Dasdia T., Cancer Chemother. Rep., 1964, 38, 39-
47.

[30.] Gewirtz D. A., Biochem. Pharmacol., 1999, 57, 727-741.

[31.] Mez6 G., Manea M., Szab¢ 1., Vincze B., Kovacs M., Curr. Med. Chem., 2008, 15,
2366-2379.
[32.] Mez6 G., Természet vilaga, 2011, 142, 555-558.

[33.] Kalia J., Raines R.T., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2008, 47, 7523-7526.

[34.] Hegediis R., Manea M., Orban E., Szabo 1., Kiss E. Sipos E., Halmos G., Mez8 G., Eur.
J. Med. Chem., 2012, 56, 155-165.

[35.] Beyer-Sehlmeyer G., Glei M., Hartmann E., Hughes R., Persin C., Bohm V., Rowland
I., Schubert R., Jahreis G., Pool-Zobel B. L., Br. J. Nutr., 2003, 90, 1057-1070.

47



[36.] Lecona E., Olmo N., Turnay J., Santiago-Gomez A., Lopez de Silanes 1., Gorospe M.,
Lizarbe M. A., Biochem. J., 2008, 409, 311-320.

[37.] Scharlau D., Borowicki A., Habermann N., Hofmann T., Klenow S., Miene C., Munjal
U., Stein K., Glei M., Mutat. Res., 2009, 682, 39-53.
[38.] Manea M., Mezé G., Protein Pept. Lett., 2013, 20, 439-449.

[39.] Merrifield R.B., J. Am. Chem.Soc., 1963, 85, 2149-2154.

[40.] Kremmer T., Torkos K., Akadémiai kiadé, Budapest, 2008

[41.] Schlosser G. (Szerk.: Orosz, Gy., Szabo, D.), E6tvds Kiado, Budapest, 2012

[42.] Shao J., Tam J.P., J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 3893-3899.

[43.] Mez6 G., Szabo 1., Kertész 1., Hegediis R., Orban E., Leurs U., Bésze Sz., Halmos G.,
Manea M., J. Pept. Sci., 2011, 17, 39-46.

[44.] Pappa E.V., Zompra A.A., Spyranti Z., Diamantopoulou Z., Pairas G., Lamari F.N.,
Katsoris P., Spyroulias G.A., Cordopatis P., Biopolymers (Pept. Sci.), 2011, 96, 260-272.

[45.] Bruckner Gy., Szerves kémia I-1., Tankonyvkiadé, Budapest, 1954

Lezaras datuma: 2014. december 2.

48






