A pélyazat keretében a Klinika 1l Fazisban 1évé tumor- és neurogén gyulladas gatlo TT-232
jelti szomatosztatin analogunk és Uj koveté molekulai biologiai hatasanak tovabbfejlesztését,
Uj tadmadaspontokon haté kdveto-molekuldk el6allitasat, karakterizaciojat, és bioldgiai
hatasvizsgalatat végeztik el. Ezen kivil megtortént egy experimentalis adatokra eptlo
farmakofor modell készitése és analizise, jeltovabbitasi kaszkadot gatld molekulakdnyvtarak
eléallitsa, valamint (j analitikai modszerek Kkifejlesztese és alkalmazasa. Az elért
eredményeket az alabbi felosztasban targyaljuk:
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1. Molekula-tervezés, szintetikus munkak.

1.1. TT-232 kdvetomolekulak

Fontossa valt a Klinika Il vizsgalatokig eljutott aktiv anyag koveté molekulainak a
kifejlesztése, olyanoké amelyek megtartjak a TT-232 elényds bioldgiai tulajdonségait, viszont
elénydsebb farmakokinetikai mutatokkal rendelkeznek pl. jobb oldhatosag, enzimrezisztencia.
A nativ szomatosztatinnak szamos peptid és nem-peptid szarmazékaval végzett kisérletek
vilagossa tették, hogy harom szerkezeti egység képviseli a biologiai aktivitdshoz sziikséges
tulajdonsagokat, ezek a bazikus, aromés és heteroaromas csoportok amelyeket a nativ
hormonban a lizin, tirozin és triptofan aminosavak oldallancai kepviselnek. Az (j
kdvetomolekuldk tervezése sordn szisztematikusan véaltoztattuk a TT-232 molekula
szerkezetét, olyan szarmazékok szintézisét ttiztik ki célul, ahol a biologiai aktivitashoz
szllkséges szerkezeti egységek egyre egyszeriilbb molekuldkban jelennek meg, ezaltal
eléallitasuk egyszertisodik, az alap struktdra varidlhatosdga megné, a vegyuletek fizikai-



kémiai tulajdonségai el6nydsen véltoznak. A TT-232 kdvetomolekuldk 4 kilonb6z6
csoportjat terveztilk meg és allitottuk el6.

TT-232 D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr-NH,
1.1.1. Fragmensek:

N-terminalis: Boc-DPhe-Cys(Acm)-Tyr-OMe
C-terminalis Boc-DTrp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr-NH,

1.1.2. Ciklikus kis-peptidek:

Ezt a csoportot egyrészt olyan analdgok alkotjak amelyekben a -Phe-DTrp-Lys- vagy -
Phe-DTrp-Nle- tripeptidet is tartalmaz6 hexa- vagy penta-peptidekbe ciklikus B-aminosavakat, ill. N-
metilezett aminosavakat épitettink be. Masrészt olyan analégok ahol a -Phe-DTrp-Lys-
tripeptidet kdzvetlenil egy pirazinon gyira zérja ciklusba (1.abra A).

1.1.3. Dipeptid amidok:
Olyan dipeptid-amidok alkotjak ezt a csoportot, melyeknek magja a -Tyr-D-Trp-
dipeptid (1. abra B).
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1. Abra: Ciklikus (A) és dipeptid amid (B) kovetémolekulak szerkezete

1.1.4. Peptidomimetikumok

Olyan kis peptidomimetikumok alkotjak ezt a csoportot, melyekben egy centralis mag,
TAEA: [N(-CH2-CH,-NH-)3] korul szimmetrikusan 3 azonos aminosav helyezkedik el (2.
Abra). A vegyiiletekben a kiilénbzé N-terminalis és oldallanc- védettségi Ser, Lys, Glu, Tyr,
és Trp aminosavak képviselik a bazikus, aromas és heteroaromas csoportokat.
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2. &bra: TAEA- szarmazékok &ltalanos képlete

No Eloallitott TAEA
szarmazékok

21 | [Boc-Lys(2)]s>-TAEA

22 | [H-Lys(2)]>-TAEA

23 | [Boc-Lys(2-ClZ)]s-TAEA

24 | [H-Lys(2ClZ2)]s-TAEA

25 | [Boc-Ser]s-TAEA

26 | [H-Ser]s-TAEA

27 | [Boc-Tyr(Bzl)]s-TAEA

28 | [H-Tyr(Bzl);-TAEA

29 | [Boc-D-Trpls-TAEA

30 | [H-D-Trpls-TAEA

1.2. Farmakofor model generalasa

A jeltovabbitasi kaszkadot gatlo, celzott molekulakonyvtarak eléallitasa keretében
kismolekulas quinoxaline- oxanoil- ill. oxindol-szarmazékok szintézisét és bioldgiai vizsgalatat
végeztik el. Az oxanoil-hidrazonok kedvezé bioldgiai eredményei indokoltdk, hogy ezeknek a
vegylleteknek a hatasat tovabb vizsgéljuk. Célunk kedvezébb ADME paraméterekkel, kisebb
toxicitassal rendelkez6 vegyuletek kivélasztasa volt. Az oxanil-hidrazidok izocianatokkal képezhet6
szemikarbazid szarmazékai (l. tablazat) sztérikusan és elektronikusan is hasonl6ak az igéretesen
hatékony oxanoil-hidrazonokhoz (Il. tablazat).

|. TAblazat. Szemikarbazid szarmazékok szerkezete

No R1 R2

1 3,4-dimetil 3-klor

2 4-nitro -

3 4-nitro 3-klor

4 3,4-dimetil naftil

5 3-hidroxi naftil

6 3-nitro naftil

7 4-dimetilamino | naftil

8 4-dimetilamino | 4-kl6r

9 2-etoxi 3-klor

10 4-kl6r-3-metil 3-klor

11 3-nitro 3,4-diklor
12 4-etoxi naftil

13 4-kl6r-3-metil 3,4-diklor
14 3-hidroxi 3-klor




15 4-dimetilamino | 3,4-diklor
16 2-etoxi naftil

17 3-nitro 3-triflérmetil
18 2-metoxi 3-klor

Il Tablazat. Oxanoil-hidrazon szarmazékok szerkezete

No R1 R2

19 2-metoxi 3,4-dihidroxi
20 4-etoxi 3-hidroxi

21 2-etoxi 3-hidroxi

22 4-etoxi 3,4-dihidroxi
23 4-dimetilamino | 3,4-dihidroxi
24 3-nitro 3,4-dihidroxi
25 2-etoxi 3,4-dihidroxi
26 3-hidroxi 3,4-dihidroxi
27 3,4-dimetil 3,4-dihidroxi
28 3-nitro 2,3,4-trihidroxi
29 3-brém 3-hidroxi

30 3-brom 2,5-dihidroxi
31 3-nitro 3-hidroxi

32 3-nitro 2,5-dihidroxi
33 3-brom 3,4-dihidroxi
34 3-klor 3-hidroxi

35 3-klo6r 2,5-dihidroxi
36 3-klor 3,4-dihidroxi

Az oxindol szarmazékai &ltaldban gyoOgyszerszeri hatdst kolcsondznek szdmos vegydilettipusnak
kiilonb6zo hatéstani teriileteken. Osszevetve az oxindolokkal kondenzalt hidrazonok térszerkezetét a
benzaldehidekbdl képzett oxanil-hidrazonokéval, megfigyelheté hogy az E-izomer molekuldk
gyakorlatilag fedésbe hozhatéak egymassal. Mivel az oxindolok esetében a reakciokoérilmények az E
izomerek képzodésenek kedveznek, igy lehetéség nyilt a sztereoizomerek hatdsanak vizsgalatéra is.
Tizenhét Uj oxindol szarmazékot allitottunk elé, melyeket a Ill. tbldzatban soroltunk fel. A
vegyuletek szerkezetét NMR spektroszkopiaval és HPLC-MS spektroszkdpiaval igazoltuk.



111. Tablazat. Oxindol szarmazékok szerkezete

(e) R2
H
Ly
N N
R1 H
OREDS
o)
No R1 R2
37 3-brom 4,7-diklér
38 3-nitro 5-brom
39 3-klor 4,7-diklor
40 3-brom 4-klo6r
41 3-brom 5-triflormetoxi
42 3-nitro 5-triflormetoxi
43 3-brom 6-Klor
44 3-nitro 4,6-diklor
45 3-klor -
46 3-brom 5-klor
47 3-brém -
48 3-brom 5-brém
49 3-klor 4,6-diklor
50 3-klor 6-klor
51 3-klor 4-klor
52 3-nitro 5-klor
53 3-nitro -

Az eddigi vizsgalatok alapjan 53 U vegyilet kozul 27 gatolta nanomolaris koncentracioban a
neurogén gyulladds mediatordnak, a P-anyagnak a felszabadulasat. Az in vitro hat&sos
vegyuletek kozil gyulladasgatlo hatast in vivo 11-nél vizsgaltunk. Ezek kozul 5 vegyilet
tovabbi vizsgalatra érdemes neurogén gyulladasgatld hatast mutatott. Neuropathias fajdalom
modellben a harom leghatasosabb vegyiilet potens analgetikus hatast fejtett ki.

Referencia vegyllet céljabdl eléallitottunk toébb szaz mg-os mennyiségben egy antagonista és
egy agonista hatasu, (phenylamino-oxalecetsav szarmazék) kapszaicin receptoron hatd
vegylletet. Tovabb folytattuk a heterociklusos kismolekulaju konyvtarak kifejlesztését 0j
vegyulettipusokkal. El6allitottunk Uj quinazolin és benzotiofén szarmazékokat is, melyek
kdzott igen erds tirozin kindz aktivitast gatlé molekuldk voltak, ezeknek a szelektivitas
panelban torténé 6sszehasonlitasa tervbe van véve.

2. Bioldgiai vizsgalatok

2.1 Antiproliferativ hatas vizsgalata

2.1.1 Sejtproliferacoi, apoptdzis és mitdzis vizsgélata

A vegylleteket A 431 epidermoid carcinoma, SW 480 human colon és KS (Kaposi sarcoma)
sejtvonalakon vizsgaltuk. Mindharom sejtvonal gyorsan novo, jol karakterizalt modell
proliferacio gatlas vizsgalatara. Az eredmények kvantitativ kiértékelésére az MTT tesztet



alkalmaztuk. Az egyes vegylletekkel tortént kezelés hatdsara bekdvetkezett sejtszam-
valtozast a kezeletlen kontrolok sejtszdmanak (100%) szazalakaban adtuk meg. A mérésekben
pozitiv kontrolként cikloheximidet és TT-232-t alkalmaztunk. A vegyuleteket rutinszertien 10,
25 és 50 uM koncentracidkban vizsgaltuk, a leghatékonyabb vegyiletek 1Cso ertékeinek
meghatarozasahoz 10 koncentraciét alkalmaztunk. Néhény vegyilet A431 sejtvonalon
mutatott hatasat a V. tablazat foglalja dssze.

IV. Tébldzat TT-232 kovetémolekuldk hatdsa A431 carcinoma sejtek ndvekedésére,
apoptozist indukald és mitdzist gatld hatasa

TT-232 kovetémolekula Proliferacio gatlas (%) Apopto- Mitozist
ziost keltdé gatld
hatas hatas
10puM | 25uM | 50 uM
TT-232 50 60 80
cikloheximid 40 70 80
Boc-Tyr-D-Trp-1-Adamantil 72 90 93 eros eros
Boc-Tyr-D-Trp-2-Adamantil 26 43 95 eros eros
Boc-Tyr-D-Trp-1-naftil 25 21 19
Boc-Tyr-D-Trp-t-butil 3 20 31
H-Tyr-D-Trp-1-Adamantil 19 52 91 kdzepes eros
H-Tyr-D-Trp-2-Adamantil 30 76 88 nem hat nem hat
Boc-Tyr-D-Trp-ciklohexil 18 20 39 enyhe eros
[Boc-Lys(Z2)]s-TAEA 15 12 64 nem hat nem hat
[H-Lys(2)]s-TAEA 11 6 57 nem hat enyhe
[Boc-D-Trp]s-TAEA 36 35 58 eros erés
c[Tyr-D-Trp-Lys-(EK-pirazinon)] 27 30 21
c[Tyr-D-Trp-Lys-(KE-pirazinon)] 30 32 26

Hasonlo6 proliferacio gatlé hatasokat tapasztaltunk SW 480 sejtvonalon végzett kisérleteknél
is. KS sejtvonalon azonban a legfigyelemreméltobb hatést az N-termindlis védett peptid Boc-
D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe (SHA-2-22) mutatta, mely nem gatolta, hanem indukélta az
endothel sejtek novekedését. 0.1 pM-ban 100 %-0s, 1 uM-ban pedig 140 %-0s
sejtszamnovekedest eredményezett a kezeletlen sejtek szamahoz viszonyitva (tovabbi
eredmeényeket lasd 2.1.4) A TT-232 kdvetémolekulak sejtproliferaciora kifejtett hatasarol
0sszességében azt allapithatjuk meg, hogy a kiilénb6z6 tipusd molekuldk kézul, a dipeptid-
amidok, ezen belul pedig a Boc-Tyr-D-Trp-1-Adamantil és Boc-Tyr-D-Trp-2-Adamantil
voltak a TT-232-vel azonos hatékonysaguak a vizsgalt sejtvonalakon. Ezek az eredmények
azt mutatjék, hogy bizonyos kombinéciékban mind a ciklus mind a bazikus oldallanc helyettesithets
a magas antiproliferativ hatas megtartasa mellett. Ezeket az eredményeket publikaltuk.

Referencia vegylulet céljabdl eléallitottunk toébb szaz mg-os mennyiségben egy antagonista és
egy agonista hatasu, (phenylamino-oxalecetsav szarmazék) kapszaicin receptoron hatd
vegylletet. Tovabb folytattuk a heterociklusos kismolekulaju konyvtarak kifejlesztését 0j
vegyulettipusokkal. El6allitottunk Uj quinazolin és benzotiofén szarmazékokat is, melyek
kdzott igen erds tirozin kindz aktivitast gatlé molekuldk voltak, ezeknek a szelektivitas
panelban torténé 6sszehasonlitasa tervbe van véve.



2.1.2. ATT-232 molekula in vivo tumorgatlo vizsgalata

A TT-232 in vivo antitumor hatékonysagat ragcsald (S-180 sarcoma, P-388 leukémia, C-26
adenocarcinoma, MXT carcinoma) és human (PC-3 prostate carcinoa, MDA-MB-231 és
MCF-7 brest carcinoma, HT-29 colon carcinoma, HT-18 melanoma, HL-60 promyelotic
leukémia) xenograftokon is megvizsgaltuk, kilénb6z6 adminisztracios utakat (i.v., i.p., s.c.,
és i.v. infuzio minipumpa alkalmazésaval) is alaklmazva. A ragcsalo tumor modellekben (S-
180 sarcoma es P-388 lymphoid leukémia) a kezelés, infuzidban tortént adagolas mellett, 76-
100 % tumortérfogat csokkenést eredményezett és a hosszu tavu és a tumormentes talélés a
kezelt allatok kozott 20-60 % volt. A nagyon agressziv C-26 colon és az MXCT emlé
karcindbmak esetében a TT-232 kezelés 71-75 %-ban gatolta a tumor ndvekedését és 50%-al
novelte a talélést. A TT-232 hatdsa majdnem mindegyik tanulmanyozott tumor modellben
szignifikans volt, és az i.v. adagolds, minipumpa alkalmazasaval ndvelte a készitmény
hatékonysagat. Ezek a Kiterjedt in vivo vizsgalatok tovabbi bizonyitékat adtak a TT-232
jelentés antitumor hatasanak és komoly gyogyszerjeldltnek tumoros megbetegedések
kezelésére.

2.1.3. Angiogenezis indukalasa

A TT-232 védett, N-termindlis tripeptidjének [Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe (SHA-2-22)]
a KS endothel sejteken mutatott jelent6s sejtproliferaciot indukalé hatasa indokolta, hogy ezt
az eredmenyt ne hagyjuk figyelmen kivil, hanem megvizsgaljuk, hogy a sejtszaporodasat
ilyen mértékben fokozd tulajdonsaga egyitt jar-e érképzodést fokozd hatéssal is. Egy ilyen
tulajdonsagokkal rendelkez6 védett tripeptid gyogyaszati jelentéség igen nagy lehet olyan
korképekben, ahol nem Kielégit6 az Gj erek képzodése, pl. infarktus, isémia, szOvet- és csont-
sériilések, és ahol a klinikai gyakorlatban jelenleg csak az igen draga és gyorsan lebomlo
természetes faktorokkal probalkoznak. Ennek eldontesére, az Onkoldgiai Intézet kutatdival
egyuttmikodésben, a vegyulet in vivo hatasat az un. matrigél tesztben vizsgaltuk meg. A
kisérletek sordn az egerekbe juttatott gélben vizsgéltuk hogy a kontroll &llatokban képz6édott
Uj erek szama hogyan viszonyul az angiogenezist indukalo természetes faktor (PDGF-BB) és
az irodalombdl e tulajdonsagardl ismert kismolekulas L-mimosim és 3,4-dihidroxi-benzoat
hatdsahoz ( V. Tablazat, 3. abra).

V. Tablazat. Angiogenezis in vivo indukalasa egér ,matrigél teszt”-ben.

Kontrol Dozis Vérerek Dozis Vérerek
mg/kg szama a mg/kg szama a
vizsgalt vizsgélt
terileten teruleten
Control - 5 - 5
PDGF-BB 20 ng/ml 18
L-mimosin 660# 48 66 10
3,4-Dihidroxibenzoat 180# 28 18 0
Boc-DPhe-Cys(Acm)-Tyr-OMe 10 50 1 14
(SHA-2-22)

#irodalmi adatoknak megfelel6 dozisok



Lathato az adatokbodl, hogy a TT-232 fragmens (SHA-2-22) nem csak az endotel sejtek
szamanak novekedését eredményezte, hanem Uj erek képzédését is eldidézte él6 allatban, 10
mg/kg-os dozisban 10-szer, 1 mg/kg dozisban pedig 3-szor annyi Uj ér képzodott, mint a
kontroll allatokban és ez az érték az SHA-2-22-vel kezelt allatokban volt a legnagyobb.

3. Abra. Angiogenezis In vivo stimulalasa Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe
(SHA-2-22) vegyilettel, matrigél modellben

4 R ‘\‘/\\ "
i i 3 *ﬁ‘
kontroll SHA-2-22 (1mg) SHA-2-22 (10 mg)
Képzddott Gj erek
szama 5 14 50

Elkészitettik a Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe) fluoreszceinnel jelolt szarmazékat is (FITC-
SHA-2-22), hogy tanulmanyozzuk a sejtmembrannal valo kdlcsonhatésat, ill sejtbejutasat. In
vitro a fluoreszceinnel jelzett vegyiilet nagymértékben akkumulélédott a KS endothel sejtek
felszinén, mig in vivo lathatd volt a matrigélben képz6édott Uj erek felszinén. Ezek szama a
kontrolban 5 volt, a FITC-SHA-2-22-vel kezelt gélben 14.6, mig az FITC-SHA-2-22 és
PDGF-BB egyitt adagolasakor szinergizmust tapasztaltunk, az Gj erek szama 27.9 volt.
Kooperacidban spanyol partnerekkel micro-kapszulazott SHA-2-22 késziilt, amelyrél német
partnerek kimutattak, hogy BCE sejtekben angiogenezist indukaltak. Tovabbi megerdsitése
volt a vegyllet hatékonysaganak, hogy in vivo aorta ring modellben, amelyet szintén német
kutatok vegeztek el, SHA-2-22 kezelés hatasara uj vérerek képzédtek (4.abra).
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4. Abra. Angiogenezis in vivo stimulalasa SHA-2-22-vel aorta ring modelben.




2.2 Neurogén gyulladas gatlasa

Az 1.1 pontban ismertetett, a TT-232 molekulabdl levezethet védett-, ciklikus- és di-
peptidek, valamint a peptidomimetikumok neurogén gyulladasra kifejtett hatasat elészor in
vitro a substance P felszabadulasara kifejtett gatlo hatasukkal vizsgaltuk,(CGRP?) majd a
leghatékonyabb vegylletek in vivo vizsgalatat is elvégeztik kilonbdzé adagolasi modokat
alkalmazva.

2.2.1. Substance P géatlas mérése:

A vegylletek hatasat in vitro patkany trachean, a substance P felszabadulas gatlasaval mertuk.
A patkanyokat kivéreztettik, a nyelécsoviket eltavolitottuk, majd 60 percen at 37° C
homérsékleten, 7,2-es pH-ju oxigénezett Krebs-oldat araméaba helyeztik, majd az oldatot 3x 8
percre Kicseréltik. A vizsgalt vegylleteket 500 nm koncentracidban a masodik és harmadik
vizsgalatok sordn leghatékonyabbnak talalt vegyuletek szerkezetét és bioldgiai hataséat a VI.
tablazat foglalja 6ssze.

V1. Tablazat. A substance P felszabadulasanak gatldsa patkany trachea modellben

Szerkezet P (%)*
TT-232 37
I. Fragmensek

Boc-D-Trp-Lys(2CIZ)-Cys(Acm)-Thr-NH, | 37

Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe 29.4

11. Ciklikus peptidek

c[Phe-D-Trp-Lys-(KE-pyrazinone)] 43.2
c[Phe-D-Trp-Lys-(EK-pyrazinone)] 52.3
c[Tyr-D-Trp-Lys-(KE-pyrazinone)] 48.2
c[Tyr-D-Trp-Lys-(EK-pyrazinone)] 18.6

I11. Dipeptid amidok

Boc-Tyr-D-Trp-1-adamantylamide 67
H-Tyr-D-Trp-1-adamantylamide 32
Boc-Tyr-D-Trp-cyclohexylamide 90

IV. Peptidomimetikumok

[Boc-Lys(Z)]-TAEA 53.9

[H-Lys(2)]s-TAEA 100




[Z-Glu(OtBu)];-TAEA 89

[Boc-Ser]s-TAEA 26.5
[H-Ser]s-TAEA 7.4
*P anyag felszabadulasanak géatlasa a kontrollhoz (nem kezelt minta)
viszonyitva

Lathatd a tablazatbdl, hogy mind a négy tipusu vegyiletben taldlhatak igen hatékony, a P
anyag felszabaduldsat akar teljes mértékben is gatl6 molekuldk. A leghatékonyabb
molekuldkat a TAEA szarmazékok és a dipeptid-amidok kozott talaltuk. Ezek az (j
petidszarmazékok az eddig eléallitott TT-232 kdveté molekulaknal nagyobb gatlast mutatnak.
A Boc-Tyr-DTrp-1-adamantilamid 67%-ban, a [Z-Glu(OtBu)]s-TAEA 89%-ban, a Boc-Tyr-
D-Trp-cyclohexylamid 90%-ban, a[Boc-Lys(Z)]s-TAEA 54 %-ban,a [Lys(Z)]s-TAEA pedig
100%-ban géatolta a substance P felszabaduldsat. A [Boc-Lys(Z)]s-TAEA molekula a
calcitonin gene-related peptide (CGRP) felszabaduldsat 45 %-ban gatolta. Ezek az
eredmeények azt mutatjak, hogy nem sziikséges a bioldgiai hatasert felel6s funkcios csoportok
mindegyikének (aromés, heteroaromas, bazikus) szerepelnie az aktiv molekulaban, két
csoport jelenléte (aromas-heteroaromas, ill aromas-bazikus) is igen aktiv strukturat
eredményez. A leghatékonyabb vegyiiletek in vivo hatdsat is megvizsgaltuk akut neurogén
gyulladas gatlasara.

2.2.2. Akut neurogén gyulladas gatlasa

Az in vivo mérések sordn Wistar-patkanyok hatso 1abat akut médon denervaltuk, majd 1 %-os
mustarolaj / paraffin oldat helyi alkalmazasaval gyulladast idéztlink el6. A mustarolaj ebben a
koncentracidban szelektiven stimulalja a kapszaicinre érzékeny érzéideg-végzodéseket, ennek
hatdsara neuropeptidek szabadulnak fel, melyek neurogén gyulladast (vazodilatéciot,
plazmaprotein-extravazaciot) idéznek el6. A extravazacio mértékét Evans-kék szivargasi
maodszerrel mértiik. A vegyuleteket DMSO-ban oldottuk, majd fizioldgias oldattal higitottuk
és i.p. vagy p.o. adagoltuk 100 pg/kg koncentracidéban. Az in vitro vizsgalatokban igen
hatékonynak bizonyult vegylletek kozul 5 vegyulet i.p. 40-50 %-ban gatolta az akut neurogén
gyulladast, két anyag p.o. adagolva is megérizte gatlo hatasat. Ezeket az eredményt a 2.
tablazat foglalja ssze.

VII. Tablazat Akut neurogén gyulladas gatlasa patkanyban

Szerkezet Gatlas (%)

1.p. p.o.
Kontroll 0 0
[Boc-Lys(Z)]s-TAEA 50 30
Boc-Tyr-D-Trp-cyclohexylamide 55 30
[Z-Glu(OtBu)]s-TAEA 50 nincs hatés
[Boc-D-Trp]s-TAEA 45 nem signifikans
Boc-Tyr-DTrp-1-adamantilamid 40 nem vizsgalt

Ezen vegylletek mindkét tipusara magyar és nemzetktézi szabadalmi bejelentést
nyujtottunk be, melyben mind a szerkezetliket, mind neurogén gyulladdsgétld hatasukat
védjik. A bejelentésben szereplé vegyliletekkel megkezdtik a lehetséges gyogyszerjeldltek
kivélasztasat szolgald tovabbi kisérleteket. Torténtek Gjabb sejtvonalakon in vivo toxikoldgiai,



és in vitro farmakokinetikai vizsgélatok Az 06sszegyiilt adatok alapjan 4 molekulat
valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra {Boc-Tyr-D-Trp-cyclohexylamid, Boc-Tyr-D-Trp-1-
adamantilamid, [Boc-Lys(Z)]s- TAEA, [Z-Glu(OtBu)]s-TAEA} és elkezdtik g-os tételekben
torténd gyartasukat egy preklinikai dosszie 6sszedllitdsdhoz szlikséges in vitro és in vivo
kisérletek anyagsziikségletének fedezésére.

2.3 Hatasmechanizmus vizsgalatok

2.3.1. Kinaz-mérések, jeltovabbitas

Projektjeinkben nagyon hangsulyos szerepii a kinazmérés. Szamos betegsegben validalt target
és kozponti jelent6ségii egy-egy kindz molekula. Egy olyan mérési platformot allitottunk be,
amely alkalmas nagy hatékonysaggal, non-radioaktiv modon és megbizhatoan kinazmeéréseket
végezni. Az IMAP mérés rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal sét antitest-fliggetlen
maodon lehet felhasznalni méréseinkhez. Ez a rendszer fluoreszcencia polarizaciot mér, amely
jol reprodukalhatd. Ez idaig tobb specifikus kinazra optimalizltunk kindz assayt igy. pl. a
protein kinaz D-re, IGFR-re és Akt enzimre. Ezekhez a mérésekhez sziikség van rekombinans
aktiv kinazra, illetve fluoreszcens jelzésii szubsztrat peptidre, ezeket vagy sajat laborunkban
allitottunk el6 vagy megvasaroltuk.

Az IMAP fluoreszcens tesztelési rendszerink rutinszer mikddtetése soran tobb kinaz
inhibitoranak kifejlesztését végeztiik el. A korabban mar beéllitott és robosztusan miik6do
PKD mérésiinkben eljutottunk olyan szelektalt hit molekulakig amelyek alapjat képezhetik
egy potencialis lead molekula kifejlesztéséhez.

Az IMAP fluoreszcens primer bioldgiai mérésekben kapott hitmolekulak vizsgalataval
folytattuk munkankat. A kapott relative nagyszamua (korulbelil 5 %-nyi) hitmolekula
halmazunkat karakterizaltuk. A bioldgiai karakterizalas sordn meghataroztuk I1Cs, értékiiket, a
kémiai  karakterizacio sordn elemeztik a molekulak szerkezeti alkalmassagat
szabadalmaztatdshoz. A tovabbiakban ezeket a szelektalt hitmolekuldkat kell kinaz
szelektivitds panelban dsszehasonlitanunk illetve in vivo kisérleti modelleket elékészitenlink
tovabbi vizsgalatukhoz.

A kutatocsoportunk altal Kifejlesztett, szamos bioldgiai tesztiinkben specifikusan és
hatékonyan mikédé molekulank, a TT-232 jeli szomatosztatin analdg jelatviteli
mechanizmusat vizsgaltuk. Sikeresen igazoltuk, hogy a TT-232 jelétvitelében a piruvat kindz
M2 izoenzime egy fontos target molekula, amelynek szerepe lehet a TT-232 altal indukalt
kaszpazmentes apoptozis folyamataban.

2.3.2. Capsaicin receptor medialasa

A neurogen gyulladast gatld6 somatostatin  analog TT232 koveté molekuldk
hatdsmechanizmusaval kapcsolatban meg kivantuk vizsgalni, hogy ezek a peptidek
befolyasoljak-e a neurogen gyulladas szabalyozasaban fontos szerepet jatszé6 masik
mechanizmust a Capsaicin receptor alta medialt hatast is.

Ugyanakkor a Capsaicin jeltovabbitasi mechanizmusa gatlasa céljabdl el6allitott kindz gatlok
kozott egy sorozat Capsaicin agonistanak tekintheté molekulat is eléallitottunk ezért néhany
reprezentativ anyag esetében ezen anyagok Capsaicin receptor aktivalo hatasat is
megvizsgaltuk. Ennek soran Szolcsanyi professzorék 5 anyagunk hatasat vizsgaltak Capsaicin
receptor aktivaciora, és nem talaltak szignifikans antagonista hatast, tehat ezek az anyagok
nem a Capsaicin receptor medialasaval fejtik ki neurogen gyulladast gatlo hatasukat. Ezek
utan a hatéanyag fejlesztésiinket a szomatosztatin receptor medialt hatasra koncentraltuk.



3. Analitikai vizsgalatok

Elvégeztik lipofilitds kisérleti vizsgalatara, izomerek elvélasztasara alkalmas modszerek
(nagynyomasu folyadékkromatografias (HPLC) és micellaris elektrokinetikai kromatografias
(MEKC) mddszerek kidolgozasat és gyakorlati alkalmazasat.

3.1 HPLC

Felallitottunk és alkalmaztuk a laboratériumunkban egy gyors és megbizhatd RP-
HPLC modszert amely alkalmas egy koényvtar tagjainak kromatografids paramétereit
folyamatosan meghatarozni, valamint a CLOGP értékek szamitasat is elvégezzik. Ezzel a
maodszerrel 2 kiilonbdzé kdnyvtar tagjait (21 kilénb6zé polaritasu izokromanon, valamint 24
benzylidén cikloalkanon) jellemeztlk kisérletileg meghatarozott retencios idével és computer
segitségével szamitott lipofilitdsi adatokkal, valamint elvégeztik a TT-232 molekula
peptidomimetikus kdveté molekulainak (TAEA-szarmazékok) lipofilitasi karakterizalasat is.

A kifejlesztett RP-HPLC mddszer, egitségével izokromanonok E és Z-izomerjeit
kilonitettuk el. Ennek a jelentéségét az adja meg, hogy biologiailag csak az egyik izomer (E:
2,4-dimetoxi-fenil szarmazék) aktiv. Igen er6s tumorgatld hatast vegyilet (1Cs0:0.27 uM),
bebizonyitottuk, hogy hatasat erés apoptozis indukalas uUtjan valtja ki. Hasonld kémiai
szerkezettel rendelkezé, 38 auron és tioauron szarmazék elvélasztasa es lipofilitdsanak
karakterizalasa is megtortént mind tradicionalis forditott fazisu C8 oszlopon mind
immobilizalt mesterséges membran (IAM) oszlopon. Ezen belll az IAM oszlop hatékonyabb
volt az izomer auron-tioauron vegyuletek elvalasztasaban, igy lipofilitasuk
megkiilonboztetésében is.

Aril-metil tetralonok koérében HPLC mddszerrel sikeriilt meghataroznunk azt az optimalis
lipofilitdsi tartomanyt (a vizsgalt molekuldk korében), ahol az eldallitott molekuldk nagy
valdszintiséggel jo antiproliferativ hatast mutatnak

3.2. MEKC

Forditott fazisi HPLC, illetve micelléaris elektrokinetikai modszereket alkalmaztunk
kilénbdzé molekulakényvtarak tagjai lipofilitasanak jellemzésére, dsszehasonlitasara. Aril-
metil tetralonok korében HPLC modszerrel sikerult meghataroznunk azt az optimalis
lipofilitasi tartomanyt (a vizsgalt molekulak kérében), ahol az eléallitott molekuldk nagy
valdsziniiséggel jé antiproliferativ hatast mutatnak.

Micellaris elektrokinetikai kromatografiaban megfeleléen 0sszevalogatott, ismert
lipofilitasi molekuldk (tesztelegy) felhasznélasaval modszert dolgoztunk ki az all6fazisok
jellemzésére, dsszehasonlitasara.

Elvégeztik a laboratériumunkban kidolgozott fazistartozkodasi idék gyakorlati
alkalmazhatdsaganak vizsgalatat. Bizonyitottuk, hogy a micellaris fazistartozkodasi id6, mint
kisérletileg meghatarozhaté paraméter alkalmazéaséaval jellemezni, illetve Osszehasonlitani
tudjuk a micellaris elektrokinetikai kromatografiaban alkalmazott kilénb6z6 kémiai jellegt
pszeudo-stacionaris fazisok metilén szelektivitasat. Az elemzést a leggyakrabban alkalmazott
NaDS megosztdfazison tul mas kationos és anionos pszeudostacionaris fazisokra terjesztettiik
Ki.



