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Bevezetés

» glioma, glioblastoma multiforme (GBM):
- az agyban, gerincvelbben talalhato gliasejtek (tamasztosejtek)
tumoros elvaltozasa
- varhato tulélés alacsony (~1,5 év)
- tumor Ossejtek: tumor kiujulasa, ellenallo képesseg
- ver-agy gat vedovonal
tumor 6ssejt
« Onmeguijitas

» differencialodas
* tumorképzeés

glioblastoma vér-agy gat

tumorsejt

endotélsejt ey s .
(nem 8sseijt-tipusu)

M. Paolillo et al., Brain Sci., 2018, 8, E15. B. D. Liebelt et al., Stem Cells Int., 2016, 2016, 7849890 1



Hatoanyagok sejtbejutasanak novelése

» sok esetben korlatozott
hatéanyag sejtbejutas (diffuzio)

tumor 6ssejt

konjugatum

tumorsejt

nem oOssejt-tipusu
» megnovekedett sejtbejutas, ( Jrup )

szelektivitas
(endocitozis, penetracio, stb.)

endotélsejt vér-agy gat



Célkitlzes

» tumoros sejtek és tumor 6ssejtek ellen kiemelkedé aktivitasu hatéanyagok és

konjugatumok fejlesztése

» uj hatéanyagok

szalicilanilid
szarmazékok R! S

sal 0

» hatéanyag-peptid konjugatumok

szalicilanilidek ... hordozépeptid
daunomicin .

Zs. Baranyai et al., Eur. J. Med. Chem., 2015, 101, 692-704.

» hordozépeptidek

* receptor célzas:

tuftsinszarmazékok TKPPR

* sejtpenetrald peptidek:
SynB3-szarmazékok SynB3 = RRLSYSRRRF

» kémiai és funkcionalis jellemzés

» modell sejtek (2D, 3D)
* In vitro citosztatikus hatas,

sejtbejutas, stb.

Zs. Baranyai et al., Eur. J. Med. Chem., 2017, 133, 152-173.
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Hordozépeptidek konjugatum
._ hordozé / iranyité
peptid
tuftsinszarmazekok pl. H-TKPPR-OH (tuftsin antagonista)

» glioma sejteken tultermel6do neuropilin-1 receptorhoz kotédhetnek
» receptor medialt endocitézis (C-end rule, CendR: R/K X X R/K)

SynB3-szarmazékok SynB3 (10 aminosav) H-RRLSYSRRRF-NH,

« protegrin 1 peptid linearis szarmazéka

(a protegrinek sertés leukocitakbol izolalt antimikrobialis peptidek)
« sejtpenetrald peptid (révid, kationos, amfipatikus peptidek)
 atjutas a vér-agy gaton
» adszorpcié medialt transzcitozis

+80
+ +

SynB3 - tuftsin »2tandem” konjugatumok

* receptor célzas
 megnovekedett sejtbejutas

L. Chen et al., J. Biomed. Nanotechnol., 2013, 9, 559-563.

Zs. Baranyai et al., Eur. J. Med. Chem., 2017, 133, 152-173. C. Rousselle et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 2001, 296, 124-131. 4



Konjugatumok eloallitasa
» konjugalhaté hatéanyagok:

1
. Br O
N
\d‘\H
OH

szalicilanilid szarmazék
(Sal8)

H
daunomicin D
» hatéanyag-peptid konjugatumok:

-~ "OH
NaOAc/AcOH :
O
O + HyN™

2-metoxietanol 1:2, V/V
o.M
N—PEPTID

pH 4,5-5,0 Q

3-72 6ra, 25 °C e \)L

> N~ N—PEPTID
-H,0 H
Sal8, Dau aminooxiacetilezett hatéanyag-peptid konjugatum
peptid

» kémiai jellemzés:
« analitikai HPLC

oximkotéssel

» tomegspektrometria (ESI-MS)

« stabilitas vizsgalata in vitro mérések korulményei kozott

» fluoreszcens szarmazékok fluoreszcencia tulajdonsagainak vizsgalata



Vizsgalt vegyuletek

fluoreszcensen jelzett

hatoanyagok és kontroll peptidek

‘ Cf/ Ac- hordozo / iranyito
peptid

Sall
Sal3 Cf/Ac-SynB3
Sals Cf/Ac-GFLG-SynB3
Niklozamid Ct/Ac-SynB3K
Dau Cf/Ac-SynB3K(dec)
T™Z Cf/Ac-T5

lizoszomalis fragmensek

‘- Aaa-OH

Sal8-Aoa-Arg-OH
Sal8-Aoa-Gly-OH
Sal8-Aoa-Thr-OH
Dau-Aoa-Arg-OH
Dau-Aoa-Gly-OH
Dau-Aoa-Thr-OH

Cf/Ac-GFLG-T5
Cf/Ac-T5(4-dec)
Cf/Ac-TKPPG-0OT10
Cf/Ac-TKPPR-OH
Cf/Ac-SynB3-T5
Cf/Ac-SynB3-TKPPR-OH

konjugatumok

hordozé / iranyité
peptid
Sal8-Aoa-SynB3
Sal8-Aoa-GFLG-SynB3
Sal8-Aoa-T5
Sal8-Aoa-GFLG-T5
Sal8-Aoa-T5(4-dec)
Sal8-Aoa-TKPPR-OH
Dau-Aoa-SynB3
Dau-Aoa-GFLG-SynB3
Dau-Aoa-SynB3K
Dau-Aoa-SynB3K(dec)
Dau-Aoa-T5
Dau-Aoa-GFLG-T5
Dau-Aoa-T5(4-dec)
Dau-Aoa-TKPPG-OT10
Dau-Aoa-TKPPR-OH
Dau-Aoa-SynB3-T5

Dau-Aoa-SynB3-TKPPR-OH

TMZ-SynB3
TMZ-GFLG-SynB3



- fluoreszcensen jelolt hordozépeptidek

In vitro sejtbejutas — glioma modell

Cf - peptid Us7

- aramlasi citometria (BD LSR II, A,,= 488 nm) human glioblastoma
- kezelés: 0,1-50 yM, 3 o6ra

Els, Cf+ sejtek atlagos

100 - Uu87, 3 h

e} B cf-SynB3

& B Ci-GFLG-SynB3
% 80- [ Cf-SynB3K

% B Ci-SynB3K(dec)
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£ 60+ Cf-GFLG-T5
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In vitro sejtbejutas — glioma modell '@

100 - u87, 3 h

B cf-SynB3

I Cf-GFLG-SynB3

B cf-SynB3K

I Cf-SynB3K(dec)

B Cf-T5
Cf-GFLG-T5

I Cf-T5(4-dec)

B Cf-TKPPG-0OT10

(00]
o
1

(o)}
o
1

Els, Cf+ sejtek atlagos
fluoreszcencia intenzitasa x10° (a.u)

407 M Cf-TKPPR-OH
B Cf-SynB3-T5
20, [ Cf-SynB3-TKPPR-OH
O—AJ_T__— —— )
10 e
¢ (uM)

» SynB3 szarmazékok:
» hasonlo sejtbejutasi profil
(koncentraciofugges)

« Cf-SynB3K(dec) — dekanoil oldallanc
hatasa: jobb sejtbejutas, de citotoxikus

hatas jelentkezik (ICg,: 34 uM)

IC5,: 50%-0s gatlé koncentracio

SynB3 g7

human glioblastoma

tandem

tuftsin

50

» tuftsin szarmazékok:

» kisebb mértékben jutnak be

« Cf-T5(4-dec) dekanoil oldallancu
peptid nem citotoxikus

» tandem szarmazékok:
* SynB3-hoz hasonl6 sejtbejutas



In vitro sejtbejutas — osszehasonlitas

- Dau-konjugatumok - &ramlasi citometria (BD LSR II, A,,= 488 nm) - kezelés: 0,1-50 yM, 3 éra

El8, Dau+ sejtek atlagos

fluoreszcencia intenzitasa x10°
w
1

El6, Dau+ sejtek atlagos

: )1 ug7 Dau
A30_ m 4 .
3201 human glioblastoma .z I Dau-Aoa-SynB3

> 104 - B Dau-Aoa-SynB3K(dec)
I Dau-Aoa-TKPPR-OH
| Dau-Aoa-SynB3-TKPPR-OH

» Dau: a vegyuletre jellemzden nagymertéki
sejtbejutas

N » konjugatumok: bejutnak a célsejtekbe
_ Dau-Aoa-SynB3 > Dau-Aoa-SynB3-TKPPR-OH
0-
10 25 50 >>> Dau-Aoa-TKPPR-OH
C (uM)
MDA-MB-435Br emlétumor e HUVEC human koldokzsinér
o - 0 (0] Ve s .
~30 i atté ~30 - véna endotélsejt
=301 agyi attét =201 It
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g 5 58 5
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Sejtbejutas, kolokalizacioé vizsgalata U87, Dau-konjugatumok, 25 pM,
30 perc kezelés, fixalt sejtek
Hoechst LysoTracker

33342 Deep Red Dau kompozit [?au-_csator_n,én k,iJIt')nb('jzé
|ézerintenzitast és detektor-
feszultséget alkalmaztunk a
kilénb6zb anyagoknal.

Dau sejtmagban

Dau sejtmagban foként, és
vezikularis lokalizacio,
nincs jelentds lizoszomalis
lokalizacié

Dau foként lizoszoémaban

TKPPR-OH

Dau sejtmagban és
lizoszémaban is

Dau-Aoa-SynB3-
TKPPR-OH




In vitro citosztatikus, citotoxikus hatas

- citosztatikus hatas: 24 6ra kezelés, mosas, 72 6ra tovabbtenyésztés utan MTT teszt
- citotoxikus hatas: 24 o6ra kezelés, mosas, MTT vagy SYBR-Green teszt

U87 - CitOSZtéZiS 100 HUVECII)OCItOtOXIC:EJ):OaSlOO 100 100 100 100

100 100 -
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%y Aog, Jog dog dog dog Jog Sy Aoy 05 dog dog Jog Jo
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U87 - citotoxicitas 100 Ok Ok
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80 : : .
< » Sal8, Dau citosztatikus hatasa megmarad a
2 60 konjugatumokban
o 40 » szelektivitas glioma sejtek felé:

20 Sal8, Sal8-konjugatumok, Dau-konjugatumok
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3D sejtkulturak (szferoidok)

» Szferoidok kialakitasa - 3D Petri Dish®, Microtissues®

» agaroz ontés
agaroz
(2 wiv%)

szilikon forma

24-30 o6ra inkubalas

¥ 10000 sejt/ (37°C, 5% CO,)
a . A
| we— 4

dWeII= 800 MM
dszferoid: 300-400 MM
sztereomikroszkop

(YJ-T3C, Ningbo Tianyu
Optoelectronic Technology Co., Ltd.)



3D sejtkulturak (szferoidok)

» Szferoidok kezelése, vizsgalata

kezelés agar6z  magfestés begyUljtés Ibidi® kamra
formaban (Hoechst 33342)
3 6ra, 37°C fixalas o .
’ (4% paraformaldehid) - a kepek informacio
tartalmanak kvalitativ,
350 um kv.antltatlv ertékelése
A > fejlesztés alatt

=y
= . _ =
o
3 brrses

konfokalis mikroszkop
(Zeiss LSM 710)

szeletek kozti © €lozetes eredmenyek
tavolsag: 11 um

350 um

} 55 um




Szferoidok vizsgalata Dau

- Dau bejutasa U87 glioma szferoidokba

z: konfokalis sik tavolsaga a szferoid felszinétdl mérve

z: 11 um Z: 22 uym z: 33 um Z: 44 ym Z: 55 um

Hoechst
33342

kompozit




Szferoidok vizsgalata @3- synB3 - TKPPR-OH

- Dau-Aoa-SynB3-TKPPR-OH tandem konjugatum bejutasa U87 glioma szferoidokba

z: konfokalis sik tavolsaga a szferoid felszinétdl mérve

z: 11 um Z: 22 uym z: 33 um Z: 44 ym Z: 55 um

»
29
O m
QL m
O m
I

kompozit




Szferoidok vizsgalata — osszehasonlitas

U87 szferoid MDA-MB-435Br szferoid
Dau Dau-Aoa-SynB3- D Dau-Aoa-SynB3-
TKPPR-OH ad TKPPR-OH

D Hoechst
au 33342

kompozit

Z: 55 um Z: 55 um
» szferoid penetraciés képesség: Dau-Aoa-SynB3-TKPPR-OH > Dau
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» hatéanyag-peptid konjugatumok

.—_ * in vitro antitumor aktivitas, szelektivitas

» szferoidok —in vitro tumorpenetracio modellezése

* a modszer optimalasa folyamatban van
* el6zetes eredmeény

penetraciés képesség: -

Osszefoglalas
» hordozopeptidek — in vitro sejtbejutas
Cf -SynBeszamazékok > Cf = SynB3-witsin > Cf - tuftsinszirmazékok
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