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Bevezetés

o 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 Ossejt
* Oonmeguijitas

« differencialddas
* tumorképzeés

glioblastoma vér-agy gat

tumorsejt

endotélsejt - =) i
(nem 8sseijt-tipusu)
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Hatéanyagok sejtbejutasanak és biohasznosithatésaganak
novelése

» sok esetben korlatozott
hatéanyag sejtbejutas (diffuzio)

tumor Gssejt

konjugatum

tumorsejt
(nem o&ssejt-tipusu)

endotélsejt vér-agy gat

» megnovekedett sejtbejutas .
(endocitdzis, penetracio, stb.) / % AZ NKFLALAPBOL
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Hordozopeptidek konjugétum

« glioma sejteken tultermel6d6 neuropilin-1 receptorhoz kotédhetnek
* receptor medialt endocitozis

tuftsinszarmazékok pl. T5 = H-TKPKG-NH,
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HOrdOZC’)peptidek konjugatum
._ hordozé / iranyité
peptid

tuftsinszarmazékok p|_ T5 = H-TKPKG-NH2

SynB3-szarmazékok
« protegrin 1 (PG-1) peptid linearis szarmazéka
(a protegrinek sertés leukocitakbdl izolalt antimikrobialis peptidek)

PG-1 & 1 oktamer

o | FITIERGRTIT oo st s
) Lt |

| — 1 |
PG-1 (18 aminocsav) H-RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH,

SynB3 (10 aminosav) H-RRLSYSRRRF-NH,
« sejtpenetrald peptid (rovid, kationos, amfipatikus peptidek)
 atjutas a vér-agy gaton
« adszorpcidé medialt transzcitoézis

N
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Celkitizés
» tumoros sejtek es tumor Gssejtek ellen kiemelkedd aktivitasu hatdoanyagok,
biokonjugatumok és nanokonstrukcidk fejlesztése

» uj hatéanyagok » hordozoépeptidek
szalicilanilid o) = e * receptor célzas:
szarmazekok R! NN l tuftsinszarmazékok T5 = TKPKG
H
Sal o - sejtpenetralé peptidek:
|
R SynB3-szarmazékok SynB3 = RRLSYSRRRF
» hatéanyag-peptid konjugatumok » kémiai és funkcionalis jellemzés
szalicilanilidek ('Sal "= hordozopeptid e
| * in vitro citosztatikus hatas,
daunomicin -: sejtbejutas, stb.
|
temozolomid E
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Peptidek, konjugatumok eloallitasa

» peptidszarmazékok: enzimlabilis hordozépeptid:
linker SynB3- vagy tuftsinszarmazék

aminooxiacetil
» konjugalas

<— A0a:GFLG-RRLSYSRRRFK-NH,

szabad N-terminalis H/A H\
vagy acetil +— C‘; -
» kontroll : 1073 TR
fluoreszcens jelzés & csoportjanak » lipofilitas,
» sejtbejutas vizsgalata < C : médositasa penetréc’:ié,
Cf: 5(6)-karboxifluoreszcein dekansavval membran-

kolcsonhatas
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Peptidek, konjugatumok eloallitasa

» peptidszarmazékok: enzimlabilis hordozépeptid:
linker SynB3- vagy tuftsinszarmazék

aminooxiacetil
» konjugalas

<— A0a:GFLG-RRLSYSRRRFK-NH,

szabad N-terminalis H/A H\
vagy acetil “— C‘; -
» kontroll : 1073 TR
flugres_zcgns_jelzé:s Cf-; csoportjanak > Iipofl]lté§,
» sejtbejutas vizsgalata < : médositasa penetrac’:lo,
dekansavval membran-

kolcsOnhatas
» konjugalhaté hatéanyagok:

@

Sal TMZA

O

NaNO, )J\

O O = NN

Br N ! H2S04, H20 Nx S
H : 0°C>25°C N
NH., (18¢ra)
OH g 2
0F e . . O iy . . .
szalicilanilid szarmazek daunomicin 9" temozolomid temozolormidae
(Sal8) _ “ekarbomsav

J. Arrowsmith et al., J. Med. Chem., 2002, 45, 5458-5470. )
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Peptidek, konjugatumok eloallitasa

» hatéanyag-peptid konjugatumok:

NaOAc/AcOH :
2-metoxietanol 1:2, V/V
Q pH 4,5-5,0 O
‘/k o\)L 3-72 6ra, 25 °C § /O\)J\
O + HyN~ N—PEPTID - N N—PEPTID
H -H,O H
Sal8, Dau aminooxiacetilezett hatéanyag-peptid konjugatum
peptid oximkotéssel

1. TMZA kapcsolas (4 ekv.) 0O

O 4 ekv. PyBOP, 4 ekv. DIEA.
DMF-ben, 4 éra, 25 °C
.JKOH + H,N—PEPTID) - .J\”—PEPTID

2. gyantardl hasitas
TFA, gyokfogok, 3 6ra, 25 °C

TMZA gyantan lévé peptid hatéanyag-peptid konjugatum

amidkotéssel

» kémiai jellemzés:

» analitikai HPLC

» tomegspektrometria (ESI-MS)

« stabilitas in vitro mérések korulmeényei kozott

» fluoreszcens szarmazeékok fluoreszcencia tulajdonsagainak vizsgalata; AZIETT ARG,
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Peptidek, konjugatumok eloallitasa
» kémiai jellemzés:
tabilitas,
kod M szamolt° | M mértt | Rt/ perce® sta '! aj TMZ-pentid
ti2 / Ora N/\ pep
Sal8 333,0 333,1 20,5 >24 ~
Dau 527,2 527,0 15,6 >24 NH-PEPTID
TMZ 194,1 194,1 nade nd
fiziolégias pH
TMZA 195,0 195,1 nd nd - CO,
Sal8-Aoa-SynB3 1784,8 1784,4 14,7 >24
|[H;C—N=N| metil-diazénium
Sal8-Aoa-GFLG-SynB3 2159,3 2158,9 16,0 >24 ® kation
+
Sal8-Aoa-T5 917,9 918,4 15,6 >24 HN\
Salg-Aoa-T5(4-dek) 1072,1 1072,6 19,8 >24 .
HoN
Dau-Aoa-SynB3 1978,2 19775 13,3 >24 NH-PEPTID
Dau-Aoa-GFLG-SynB3 |  2352,6 2351,9 14,4 >24 O o aminoimidazol
4-karboxamid (AIC)-peptid
TMZ-SynB3 1572,7 1572,5 12,3 0,12
TMZ-GFLG-SynB3 1947,2 1947,0 13,7 0,11

a Aoa = aminooxiacetil, SynB3 = RRLSYSRRRF, T5 = TKPKG

b szamolt és mért atlagos (M>600) vagy monoizotépos (M<600) molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI=MS)

¢ retencios id6 (Exformma HPLC; Waters C18 (5 um, 100 A, 4,6 mm x 150 mm); gradiens: 0-5 perc 0% B, 5-15 perc 0-60% B,
15-25 perc 60-100% B; eluensek: A: 0,1% TFA, viz (V/V), B: 0,1% TFA, acetonitril/viz 80:20 (V/V); folyassebesseg 1, mbL/penGiso.
detektalas: 220 nm) FI MEGVALOSULO

d stabilitds szérummentes RPMI-1640 médiumban, analitikai RP-HPLC, ESI-MS segitségével § Senoicsiie. § PROJEKT
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él6 sejtek fluoreszcencia intenzitas

In vitro sejtbejutas — glioma modell

fluoreszcensen jelolt hordozopeptidek us7
aramlasi citometria (BD LSR II, A= 488 nm) human glioblastoma
kezelés: 0,1-50 uM, 3 o6ra

kod szekvencia
70 Ct-peptidek, US7, 3 6ra SynB3 szarmazékok
| - 'Cf-SynB3 Cf-RRLSYSRRRF
60 - .‘Cf-GFLG-SynB3 Cf-GFLG RRLSYSRRRF
-‘Cf-SynBBK Cf-RRLSYSRRRFK

)
S

B cf-synB3K(dek)  CFRRLSYSRRRFK(dekanoil)

N
o
[

)
©
o tuftsin szarmazékok
Z 30 .‘Cf-TKPPG-OTlo Cf-TKPPG TKPKG TKPKG
> 30
g I cr-T5(4-dek) Cf-TKPK(dekanoil)G
& 20-

10 A

O ]

10
c/uM
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In vitro sejtbejutas — glioma modell

- fluoreszcensen jelolt hordozépeptidek
- aramlasi citometria (BD LSR II, A,,= 488 nm)
- kezelés: 0,1-50 uM, 3 o6ra

~
o
|

Cf-peptidek, U87, 3 ora
1 [ Cf-SynB3

I Cf-GFLG-SynB3
1 [ Cf-SynB3K
I Cf-SynB3K(dek)
| [ Cf-TKPPG-0T10
I Cf-T5(4-dek)

(o))
o
]

)
S

N
o
]

él6 sejtek fluoreszcencia intenzitas
atlaga x 10° (a. u.
w
o
1

10 25 50
c/uM

ICsy: 50%-0s gatlé koncentracid

usg7
human glioblastoma

» SynB3 szarmazékok:
» hasonlo sejtbejutasi profil
(koncentraciofugges)

« Cf-SynB3K(dek) — dekanoill
oldallanc hatasa: jobb sejtbejutas,
de citotoxikus hatas jelentkezik
(ICs,: 34,8 uM)

» tuftsin szarmazékok:
» kisebb mértékben jutnak be

« Cf-T5(4-dek) dekanoil oldallancu
peptid nem citotoxikus
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In vitro sejtbejutas — glioma modell

Dau és Dau-konjugatumok
aramlasi citometria (BD LSR II, A,,= 488 nm)
kezelés: 0,1-50 uM, 3 o6ra

204 Dau és konjugatumok, U87, 3 6ra

B Dau
1 I Dau-Aoa-SynB3
I Dau-Aoa-GFLG-SynB3

=
o1
1

él6 sejtek fluoreszcencia intenzitas
atlaga x 10° (a. u.)
H
o

c/uM

IC5,: 50%-0s gatlé koncentracio

usg7
human glioblastoma

citotoxicitas

kod 1Cs0 (MM)
Dau 37,1
Dau-Aoa-SynB3 42,9
Dau-Aoa-GFLG-SynB3 19,6

» Dau:

* a vegyuletre jellemzben
nagymertekl sejtbejutas,
azonban nem szelektiv

» konjugatumok:

* bejutnak a célsejtekbe, és
kifejtik gatlé hatasukat
« enzimlabilis GFLG linker

szerepe

NEMZETI KUTATASI,
ES INNOVACIOS HIVATAL
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In vitro sejtbejutas — glioma modell

- konfokalis mikroszkop (Olympus FluoView 500, A= 543 nm; 488 nm, 40X)
- kezelés: 25 yM, 30 perc

human glioblastoma

Cf-SynB3
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In vitro citosztatikus hatas — glioma modell

us87

- 3 Ora kezelés, mosas, 72 6ra tovabbtenyésztés utan MTT teszt .
human glioblastoma

>100 95,9 >100

=

o

o
1

00)
o
1
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In vitro citosztatikus hatas — glioma modell

us87

- 3 Ora kezelés, mosas, 72 6ra tovabbtenyésztés utan MTT teszt .
human glioblastoma

>100 95,9 >100 >100 o

H
® O
S o
| I |
0
O
I;
Iz
-
°_><\\>
o
o

i 60 - o /©/0F3

3 Br \

=40 285 24,4 \Cf(:H Sal3

o 0 /C/Lo
OH

Sal8

T
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In vitro citosztatikus hatas — glioma modell

us87

- 3 ora kezelés, mosas, 72 ora tovabbtenyésztés utan MTT teszt .
human glioblastoma

O
100 1>100 95,9 >100 >100 >100 92,4 o) \N/OQKPEPTID
89,5 Br: \
H
80 - OH
s szalicilanilid-konjugatumok
= 60 A {
o
Lo
© 40 -
28,5 24,4
20 -
0 -
(\63‘6 ‘6\63“‘\, = 9,0\\ 50\?’ 5’&\\$
’erQ & ot 0%
601« 6“(\ %¢?‘
ot W S
&o®

» Sal8 konjugatumok tobbsége citosztatikus hatasu

=
/
/
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In vitro citosztatikus hatas — glioma modell

- 3 Ora kezelés, mosas, 72 6ra tovabbtenyésztés utan MTT teszt

100 7100 95,9 >100 >100 .
]
80 -
s
260 -
(_5040 - 35,2
28,5 24,4 = 7
20 - 15,1 {
> . 7.8
0 - .

et o 68 o (B0 o o (@
eQ &> 3‘6 22’ & %,P' < \C 22 &
o° O o \ J o
601* 9\‘ %¢?‘ 6?\' 5% o? \VP G?\’
( - A ?° . (2 o
W ) o \O \S) o
%&P 66 \)'P
2 o?

» Sal8 konjugatumok tobbsége citosztatikus hatasu
» Dau citosztatikus hatasa megmarad a konjugatumban

IC5y: 50%-0s gatlé koncentracio

us87

human glioblastoma

O

\)k PEPTID

dau nomicin-kc;njugétumok
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In vitro citosztatikus hatas — glioma modell

us87

- 3 Ora kezelés, mosas, 72 6ra tovabbtenyésztés utan MTT teszt .
human glioblastoma

100 47100 959 >100 >100 >100 92,4 >100 >100 >100
89,5
: {
80 -
s
3 60 -
o
O
i 28,5 24.4 22
20 - 15,1
1,2 £
0 - . ’
\69\& = 50\\ A P 4 & 0 & 003‘6 wée““\ o ‘;‘&'b ‘;‘\9‘3 «\31’ \;(\9'5 \“&1’
er 6‘3{\ O'a’ \,6'6 \%,P' ,‘ \ 0046 \’0¢ ®¢L¢6 \'Go
ot o® % O A A % oo\ AN\
0% a2 207 . N "y
\(\O S \%¢P‘° gﬁ\% 0 \V?‘o "\&

» Sal8 konjugatumok tobbsége citosztatikus hatasu
» Dau citosztatikus hatasa megmarad a konjugatumban

» TMZ konjugatumok nem stabilak, in vitro hatas nem merheto M2 NKH ALATEOL
temozolo m,;,q\,”mmy,g atumok -

PEPTID

Z/Z
QZI

IC5y: 50%-0s gatlé koncentracio



Osszefoglalas

usg7
human glioblastoma

» szalicilanilid szarmazékok

R
1 i @/ Sg| »  * Invitro antitumor aktivitas
R , |
\@ﬁ halogén szubsztituens szerepe
Rl = CI, Br
OH RZ = CF3’ COCH3

» hordozopeptidek

Cf = tuftsinszarmazékok * in vitro sejtbejutas

Cf = SynB3-szarmazékok hatékonyabb: SynB3-szarmazekok

» hatéanyag-peptid konjugatumok
T———— * in vitro antitumor aktivitas:
Sal OTeozOPERT Sal8 onmagaban nem, konjugatuma citosztatikus hatasu

Dau hatasa megmarad a konjugatumban,

Dau = hordozépeptid
sikeres sejtbejutas

TMZ = hordozoépeptid - in vitro antitumor aktivitas nincs a kisérleti korplmenyekxn@h
. MEGVALOSULO
nem stabil molekulak Blwiohimal. | PROJEKT
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