Szakmai zardjelentés a 46514 szamu ""Neuropeptidek radioaktiv jeldlése ** cimi OTKA

palyazathoz

Palyazatunkban neuropeptidek radioaktiv jeldleset irdnyoztuk elé. A radioaktiv neuropeptidek
mint nyomjelz6k fontos kisérleti eszk6zok lehetnek a neuropeptid receptorok és azok
ligandumjainak kolcsonhatas vizsgalatanal. A jeldléstechnikaknal, ha receptor vizsgalatokat
végziink, a *H és '*| radionuklidok a legjelentésebbek, mivel ezekkel a radionuklidokkal
jelzett vegylletek nagy fajlagos aktivitasiak, igy a receptorok Kkis koncentracidban
eléfordulva is mérheték. Eppen ezért mi is elsésorban ezeket a radioizotopokat alkalmaztuk in
vitro jeloléseknél. Palyazatunkban kettés célt taztink ki. Olyan jelélési modszereket
fejlesztunk ki, ahol a jel stabilis lesz a biologiai kérilmények kozott, a jelélés soran lehetbleg
kiiszoboljik ki a mellékreakcidkat vagy oldjuk meg a tisztitast, amit természetesen a tarolas
sorén idorol idére meg is kell ismételni. Fontos szempont a prekurzorok szintézise és ehhez
bizonyos nem természetes aminosavak el6llitasa is alapveté. A masik cél az volt, hogy az
eléallitott modell vegyiletek lehetéleg mint kutatasi eszkdzok is hasznosak legyenek a peptid-
receptor rendszerek vizsgalatanal.

A jeldléstechnika alapvetéen fontos része a prekurzor vegyiletek eléallitasa. A prekurzor
peptideknek altaldban tartalmazniuk kell kettoskotést vagy halogént az aminosavakban.
Ezeket az aminosavakat tobb esetben sajat magunk allitottuk elé (2-aminociklopentan-1-
karbonsav, 2-amino-ciklohexan-1-karbonsav, B-metil-ciklohexilalanin és  ezen
aminosavak telitetlen analdgjai) vagy akéar a kész peptidek derivatizalasaval a tirozin
jédozasaval készilt el a prekurzor. A specidlis aminosavak természetesen a projekt elején
késziltek el. Néhany esetben a prekurzorok ciszteint vagy penicilamint tartalmaztak, ezekbél
az alanin vagy a valin készilt el a tricidlas soran, amikor is az SH csoport kilépett az

oldallancokbdl.

A terveknek megfeleléen 0j triciummal jelzett neuropeptideket Allitottunk el6. Az

alabbiakban ezeket a radioaktiv molekulakat mutatom be.



Spanyol egylttmukddésink tette lehetévé, hogy egy zebrahal agybdl izolalt természetes
peptidet megismerjink. A Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Gly-Tyr hexapeptid az enkefalin rokon
peptidjének tekintheto.

A tricium jelet a tirozinon helyeztiik el, ez a radioligand j6 eszk6z a zebrahal agyanak
membranpreparatumon vald kotédés vizsgélatara. Ezekrol a vizsgalatokrol a Journal of
Pharmacology and Experimental Therapetics-ben és a Peptides-ban (2005) szamoltunk
be.

A Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH, és annak egy (j véltozatat a D-Arg-Dmt-Phe-Lys-NH;
tricialasahoz két prekurzor peptidet allitottunk el6, ahol a Dmt (dimetiltirozin)-ban két jodot
épitettlink be, majd a peptideket tricium gazzal dehalogéneztiik. Az elsé peptid egy nagy
affinitasu és szelektivitasu p-opioid receptor ligand, amelyet kereskedelmi termékké is
fejlesztettink az lzotop Intézet forgalmazasaval. Mindkét peptid atmehet a sejtfalon a
peptidek hidrofil karaktere miatt, igy a sejten belll a radioaktivitdst mérve kdvethetjik a
peptid atjat. Mindkét peptid antioxidans tulajdonsaggal bir, ami a dimetiltirozin jelenléte miatt
valdszintisithet6. Ezt az eredményt amerikai és kanadai kutatok azdta megerdsitették,

felhasznalva ezeket a radioaktiv peptideket munkajukhoz.

Elsallitottunk tricialt Substance-P-(1-7) (Arg-*HPro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-OH) peptidet,
ugy, hogy a prolin helyett dehidro-Pro-t épitettiink be, majd annak tricium gazzal valo
telitésével jutottunk a radioaktiv ligandumhoz. Svéd egyuttmikodéssel bizonyitottuk, hogy a
Substance-P (1-7) sajat kotohellyel rendelkezik emlés agyban, és érdekessége ennek a
koétohelynek, hogy az endogén endomorfinok kozil az endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,)
nagy affinitassal kotodik, ehhez a kétéhelyhez. Errél az eredményrél a Peptides (2006)-ban

szamoltunk be.

Elokisérleteket  vegeztink egy DPDPE  (Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-D-Pen)-OH  anal6g
eloallitasara, ami prekurzorként és modelként szolgal a diszulfid kotést tartalmazé peptidek
jeléléséhez. Ez a munka még folyamatban van. Sikeresen oldottuk meg viszont az Arg-

vazopresszin ¢(Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys)-Pro -Arg-Gly-NH,) triciummal valo jeldlését.



A tricidlast megel6zéen a tricium jelet a Pro-Arg-Gly-NH, tripeptidbe vittik be Ggy, hogy
dehidroprolint épitettiink be a prolin helyett, a kettoskotést telitettik tricium géazzal, majd a
tripeptidet kapcsoltuk Boc- Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-OH —val, végil a védécsoportot TFA-
val tavolitottuk el. A jel6lésrol és a tricialt Arg-vazopresszin felhasznalasarol a Regulatory
Peptides (2007)-ban szamoltunk be.

Endomorfin-2 szarmazékokat is allitottunk el6 radioaktiv formaban. A jeldléshez prekurzor
peptideket allitottunk el6. Az endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,) Uj analdgjai kdzil a Tyr-
Acpc-Phe-Phe-NH; és a Dmt-Pro-Phe-Phe-NH,-t (Dmt 2’6’-dimetil-tirozin, Acpc, 2-amino
ciklopentan 1-karbonsav) vélasztottuk ki a tricium jel6léshez. Az okot a valasztasra az adta,
hogy mindkét peptid nagy affinitassal és szelektivitassal kétodott u-opioid receptorokhoz,
azon tulmenden proteolitikus enzimekkel szemben stabilabbak voltak mint az endogén
endomofinok. Prekurzorként olyan peptideket szintetizaltunk szilard fazisu peptidszintézissel,
ahol kettds kotést tartalmazé aminosavakat (dehidro-Acpc vagy dehidro-prolin) épitettiink be
a 2-es helyzetbe a prolin helyett (Tyr-AAcpc-Phe-Phe-NH, és Dmt- APro-Phe-Phe-NH,). A
peptidekben a kettoskotest tricium gézzal Pd/BaSO, jelenlétében telitettiik. A nyers peptideket
HPLC-vel tisztitottuk, a fajlagos aktivitasukat standard peptidek felhasznalasaval hataroztuk
meg (1,41 TBg-mmol (Tyr-Acpc-Phe-Phe-NHy), 2,87 TBg-mmol (Dmt-Pro-Phe-Phe-
NH2)). Mindkét radioaktiv —peptidet patkanyagyi ~membrdn homogenizatumban
karakterizaltuk, és bizonyitottuk azok nagy affinitasat és szelektivitasat p-opioid
receptorokhoz. Ezekrdl a tricialt peptidekrél a Peptides-ban (2006) és a J. Labelled Compd.
Radiopharm (2007)-ban publikaltunk és mindkét peptidet kereskedelmi termékké
fejlesztettik ki 2007-ben.
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125 jelzett endomorfin-2-t allitottunk kléramin-T médszerrel és RIA médszer kifejlesztésére
alkalmaztuk. Az endomorfin-2 RIA fontos eszkdz lett az endomorfinok bioszintézisének
vizsgalatara, ugyan Ggy mint a *H-Tyr-Pro-OH (ezt a tricialt dipeptidet is laboratériumunkban
allitottuk el6) ami prekurzora lehet az endomorfinoknak az agyban. Ezekrél a vizsgalatokrol a

Regulatory Peptides (2006)-ban szamoltunk be.

Az &ltalunk felfedezett xendomorfin B1 peptidet (Tyr-Gly-Gly-Phe-lle-Arg-Lys-Pro-Asp-
Lys-Tyr-Lys-Phe-Leu-Asn-Ala-OH) radioaktiv forméban is el6éallitottuk. A prekurzorba
3’,5’ITyr-t épitettiink be és a triciumot Kkatalitikus dehalogénezéssel Pd/BaSO4 és trietilamin
jelenlétében vittiik be. A fajlagos aktivitas: 1.1TBg/mmol (29,4 Ci/mmol). Eredményeinket

nemzetkdzi és hazai konferencidkon ismertettik.

Flamand kutatokkal egylttmiikddve vizsgéljuk a renin angiotenzin rendszert. Ezek a
vizsgalatok Ujak, még a OTKA palyazat megirasakor nem szerepelt a tervben, de mint mar
emlitettem, fenntartottam a jogot Uj radioaktiv peptidek eléallitdsédra. Az angiotensin 1V
(Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-OH) koétodik a AT4 receptorokhoz, ugyanakkor ennek a
peptidnek szamos bioldgiai hatasa még nem vilagos. Eppen ezért az angitenzin-1V tricialt
forméaja, mint kutatasi eszkdz alapveté ezekhez a kutatdsokhoz. Eléallitottunk dehidroprolint
tartalmazo prekurzort, és ennek tricium gazzal valo telitésevel jutottunk e jelzett peptidhez
(fajlagos aktivitds: 1.13 TBg/mmol (38.5 Ci/mmol). Az angiotenzin-1V specifikusan inhibialja
az inzulin koncentracidjat szabalyz6 aminopeptidazt. A sejtfelszini IRAP enzimet detektélni
lehet az *H-angiotenzin-1V kotédésének mérésével. A flamand kutatok ezzel a médszerrel egy

gyors modszert fejlesztettek ki az enzim detektalasara.



A modszert a British Journal of Pharmacology-ban elfogadtak, jelenleg megjelenés alatt van
(Demaegdt H., Smitz L., De Backer, J., Le M.T., Bauwens M., Szemenyei E., Toth G.,
Michotte Y, Vanderheyden, P. Vauquelin G.: Translocation of the insulin regulated
aminopeptidase to the cell surface: detection by radiligand binding, British Journal of

Pharmacology, 2008 ).

Osszefoglalas

Uj jeldlési mddszereket fejlesztettiink ki neuropeptidek triciummal valo jeldlésére. A
modszerekhez j aminosavak és Uj neuropeptid prekurzorokra volt sziikséglnk. Aliciklikus B-
aminosavakat és ezek telitetlen analdgjait szintetizaltunk vagy vasaroltunk, racém vagy
optikailag aktiv formaban. Az U0j aminosavakat felhasznaltuk prekurzor peptidek
szintéziséhez. A diasztereomer peptidek elvalasztdsa radioaktiv vagy nem radioaktiv
formaban HPLC-vel tortént. A radiojel6lés &ltalaban tricium gazzal kettds kotés telitésével
vagy dehalogénezéssel tortént Pd katalizatorok jelenlétében. Az Uj mddszerek kozoétt van a
diszulfid kotést tartalmazé peptidek eléallitasa, valamint alaninban és valinban torténé jel6lés.
Az aliciklikus pB-aminosavak radioaktiv jelolése az els6 alkalommal valosult meg a
jeloléstechnikédban igy ez a mddszeriink uttorének tekinthet6. Az igy nyert radioaktiv peptidek
sokkal stabilabbak mint a természetes peptidek a bioldgiai rendszerekben. A 13 Uj radioaktiv
peptidiink (opioid peptidek, Substance P (1-7), Arg-vazopresszin) kozil 3 peptidiink (Try->H-
ACPC-Phe-Phe-NH,, Dmt-*H-Pro-Phe-Phe-NH,, *HDmt-DArg-Phe-Lys-NH,) kereskedelmi
termék lett, ezen talmenden radioaktiv peptidjeink nemzetkozi kutatési egyuttmikdodeéseket es
nemzetkdzi palyazatot is eredményezett.



