2/ A kutatas soran elért eredmények ismertetése (elméletek, mddszerek, eljarasok)
a/ p-amiloid antagonista peptidek eléallitasa

Szilardfazisu peptid szintézis modszert és Boc-stratégiat alkalmaztunk az (j,
feltételezhetéen neuroprotektiv peptidek eléallitdsdra. A nyers termékeket RP-HPLC-vel
megtisztitottuk, majd igazoltuk a szerkezetiket és tisztasagukat analitikai RP-HPLC-vel,
aminosav analizissel és ESI-MS mérésekkel.
El6allitottuk:

1) a kordbban neuroprotektiv hatast mutatd vegyuletiink, a propionil-Arg-lle-lle-Gly-
Leu-NH, pentapeptid szabad N-terminalisi, valamint a koOvetkez6 acilezett
szarmazékait: CHs-(CHy)3-CO-Arg-lle-lle-Gly-Leu-NH, CHs-(CH;)s-CO-Arg-lle-lle-
Gly-Leu-NH; CHzs-(CHy)s-CO-Arg-lle-lle-Gly-Leu-NH,, CHs3-(CH,)1,-CO-Arg-lle-
lle-Gly-Leu-NH,,

2) a kovetkezo tetrapeptideket, amelyek az AP(16-18) fragmensének Arg-nel és
kilénbdz6 lanchosszUsagl zsirsavakkal acilezett szarmazékait: CHs-CO-Arg-Lys-
Leu-Val-NH; CH3-CH,-CO-Arg-Lys-Leu-Val-NH, CHs-(CH,),-CO-Arg-Lys-Leu-
Val-NH; CHs-(CH,)s-CO-Arg-Lys-Leu-Val-NH; CHs;-(CH,)s-CO-Arg-Lys-Leu-Val-
NH2 CHs;-(CHy)10-CO-Arg-Lys-Leu-Val-NH,, CH3-(CH,)12-CO-Arg-Lys-Leu-Val-
NH,, CH3-(CH3)14-CO-Arg-Lys-Leu-Val-NH; és

3) az irodalomban BSB hatastnak leirt Leu-Pro-Phe-Phe-Asp pentapeptid analdgjait: H-
Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH;, H-Leu-Pro-Phe-Tyr-Asp-NH,, H-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Asp-
NH,, H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-OH, H-Leu-Pro-Phe-Tyr-Asp-NH,.

Az alabbi két peptid bizonyult a leghatasosabbnak: H-Arg-lle-lle-Gly-Leu-NH, (RIIGL, H-
RZM®6) és H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH; (LPYFD).
4) A fenti két hatasos peptid legrovidebb, még hatasos szekvenciajanak megéallapitasa

céljabol az alabbi tripeptideket és ezek analdgjait allitottuk elo:



a) Karboxamid C-terminalissal és szabad N-termindlissal: RLV, OLV, KLV, RLL, KVV,
RVV, KPV, RPV, OPV, KVL, RVL, RII, RHD, YFY, EFE, RFR, GVV, GAI, GLM, GLV,
KLV,

b) Karboxil C-terminalissal: YFY és

c) Acilezett N-terminalissal: Hex-RIl (Hex= hexanoil).

A peptidlanc tovabbi roviditésével elallitottuk az alabbi dipeptideket is:

Ac-Leu-Val-NHy, Cit-Leu-Val-NH; Upr-Leu-Val-NH, (Cit=citrullin, Upr=ureidopropionil).
A tri- és dipeptidek a neuroprotektiv hatasa nem érte el sem a H-RZM6, sem az LPYFD
hatését.

Mivel a programtervnek megfeleléen korabban elGallitott peptidek kozul csak két
pentapeptid (H-RZM6 és LPYFD) mutatott jelentés neuroprotektiv hatast, ezeknek Uj
analdgjait terveztiik és allitottuk elé. A peptidekbe D-konfiguracioju, valamint néhany nem
természetes aminosavat is beépitettiink az enzimrezisztencia fokozésa céljabdl. (A kis betiivel
jelolt aminosavak minden esetben D-aminosavat jelentenek.).

5) H-Arg-lle-lle-Gly-Leu-NH; (RIIGL, H-RZM6) analdgok:

a) Szabad N-terminalisu és karboxamid C-terminélist peptidek: DIIGL, KIIGL, Riigl, Igiir
(retro), Gaba-11GL, RIIPL, rlIPL, RII(NMe)GL, RVVGV, RGGGG

b) Acilezett N-terminalisu és karboxamid C-termindlist peptidek: Ac-RIIGL, Pr-RIIGL, Oct-
RIIGL, Pal-RIIGL, Kyn-RIIGL, Nic-RIIGL, iVa-RIIGL, Pr-RIIPL, Pr-rlIPL, Kyn-rlIPL,
Hex-rlIPL, Pal-rlIPL, Kyn-rlaPL, Hex-rlaPL, Pal-rlaPL, Kyn-rlaGL, Hex-rlaGL, Pal-rlaGL
(Kyn = kinurenil, Nic = nikotinil, iVa = izovaleril)

6) H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH, (LPYFD) analégok:

a) a pentapeptidek ill. pentapeptid analdégok szabad N- és karboxamid C-terminalissal
készultek, a néhany kivételnél jeloltik az eltérést: LPYFD, PYYD, DFYPL, APYFD,

VPYFD, IPYFD, Ipyfd , dfypl, dfypl (a C-termindlison szabad karboxil), LSarYFD



(Sar=sarcosin), LPYFA, LPYFA (a C-terminalison szabad karboxil), LPYFRBA (a C-
termindlison 3-Ala szabad karboxillal), LPYA-PEA (PEA = -feniletilamin).

b) az LPYFD tetrapeptid analdgjainak bioldgiai tesztelése soran kiderilt, hogy a C-terminalis
Asp a neuroprotektiv hatas csokkenése nélkiil elhagyhatd az LPYFD szekvenciabol. Osszesen
75 Uj tetrapeptid és peptidomimetikum szarmazékot allitottunk el6. Ezek a szarmazékok az
entimrezisztencia novelése céljadbol D-aminosavakat, nem természetes aminosavakat,
aminokat és karbonsav szarmazékokat tartalmaznak. Mivel voltak kozottik egészen
kiemelked6 neuroprotektiv hatdst vegylletek, a 75 (j tetrapeptid és peptidomimetikum
szarmazékra a Biogal-TEVA gyarral kdzos ,,preliminary” szabadalmat jelentettlink be (Penke,
B., Zarandi, M., Datki Z., Fulop, L., Szegedi, V., Penke, Z.: Compositions and methods for
the treatment of neurodegenerative diseases. USA szabadalmi bejelentés: 2005, julius 22.

Serial No. 60/701,759.).

A neuroprotektiv hatadsok figyelembevételével még néhany Ujabb peptidomimetikumot
terveztiink. Ezek eléallitasa és bildgiai tesztelése utan a végleges szabadalmi bejelentést 2006-

ban tesszik meg és a tetrapeptideket és mimetikumokat csak ezutan tudjuk majd publikalni.

b/ AR[1-42] eléallitésa

Szilardfazisu peptid szintézis modszerrel, Boc- és Fmoc-stratégia alkalmazasaval
eléallitottuk az AR[1-42] peptidet. A szintézis optimalizalasara az eddig alkalmazott
olddszerek mellett Kiprébaltuk a dimetilszulfoxidot (DMSO) is, amely kdzismerten
dezaggregald tulajdonsagi oldoszer, valamint anizol alkalmazasat diklormetan olddszerben.
Osszehasonlitottuk a kilonb6zd modszerekkel kapott nyers peptidek tisztasagat és a
termeléseket. Megallapitottuk, hogy Fmoc-stratégia alkalmatasa esetén diklormetanban 10 %
(v/v) anizol alkalmazasaval elkerllheté szintézis kbzben a névekvé peptidlancnak a gyantan

torténé aggregalddasa, igy nagyobb termeléssel, tisztdbb AR[1-42] nyers termék nyerhet6 a



szintézis soran. Az AR[1-42] racionalis szintézisének kidolgozasaval lehetévé valt, hogy nagy
mennyiség AR[1-42]-t allitsunk el6 a bioldgiai vizsgalatok szdméra. Ennek a mddszernek és

eredményeinknek az 6sszefoglalasat a J. Peptide Science folydiratba kildtik el publikalasra.

c/ p-amiloid antagonista peptidek neuroprotektiv hatdsanak vizsgalata.

Human neuroblasztoma sejt tenyészeten (SH-SY5Y) MTT-teszttel vizsgaltuk meg,
hogy az eléallitott Uj peptidek milyen mértékben védik ki a BA[1-42] neurotoxikus hatasat. Az
MTT-teszt egy tetrazol-szinezék formazan-szarmazékka torténé redukcidjan alapul. Az ép
sejtekben a redukalt koenzimek képesek a tetrazol redukciodjara és a képz6dé formazant a sejt
aktiv transzporttal (ATP-igény) kitzi. Ezzel az egyszerii spektrofotometrids maddszerrel
mennyiségileg jol jellemezhet6 a sejtek mitokondriumainak allapota és a sejt energiatermel6
folyamatai, a sejt altalanos allapota. Az eredeti MTT mddszert néhany ponton lényegesen
modositottuk, hogy egyarant mérhet6é legyen az AP antagonistak és a B-szerkezetromboldk
(BSB) neuroprotektiv hatasa. Eredményeink a kovetkezoképpen 6sszegezhetok:

1) SH-SY5Y sejttenyészeten néhany AP antagonista és BSB-peptidink a g-amiloiddal (AB(1-
42)) egydtt adva 5-szoros feleslegben kivédi az AB(1-42) neurotoxikus hatasat.

2) Mivel a korabbi vizsgalatok soran az SH-SY5Y human neuroblasztoma sejteknél éppen
csak elkezd6dott a differencialodés és a tenyeszetben a vizsgélat alatt is allanddan valtozott a
sejtszdm, az MTT-teszttel kapott eredményeket folyamatosan korrigélni kellett. Ezért (j
modszert dolgoztunk ki az amiloidok neurotoxicitas vizsgalatara, differenciélt neuroblasztoma
sejteken. Azt talaltuk, hogy 10 uM transz-retinsav €s 0,5 % DMSO jelenlétében az SH-SY5Y
sejtek 1 hét alatt teljesen differencidlédnak és arborizalédnak: bonyolult neurit-hal6zatot
alakitanak ki. Ha ezeken a sejteken mérjik az MTT-teszttel az amiloidok neurotoxicitasat és a

B-szerkezetrombol6k védo hatéasat, sokkal pontosabb eredményeket kapunk.



3) Megvizsgaltuk az amiloid aggregatumok neurotoxikus hatasanak idébeli lefutasat,
differencialt SH-SY5Y sejttenyészeten, fluoreszcencias mikroszképos maodszerekkel. A
toxikus aggregatumok hozzakétédnek a sejtmembranokhoz és rovid id6 alatt
dezarborizaciot, vezikularizcidt, a neuritok elhalasat, a sejt legombdlyodését idézik els. A
folyamat morfometriaval kvantitative is értékelheté. Méréseink szerint a differencialt SH-
SY5Y neuroblasztdma tenyészeten kb. 5 perc alatt az AP aggregatumok toxikus hatasa
irreverzibilissé valik. Ha ennél tovabb érintkezik az AB aggregatum a sejtmembrannal, mar
hidba barmilyen lemosas, a sejtek rovid id6 alatt elpusztulnak. In vivo morfolégiai
vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy kuléndsen az axonok és szinapszisok érzékenyek az Ap
aggregatumokra.

4) A B-amiloidok neurotoxicitasanak vizsgalatara az elézéleg emlitett differencialt
neuroblasztoma-tenyészeten (SH-SY5Y) kivul primer sejtkultdrat is alkalmaztunk, amely a
neuronok mellett glia sejteket is tartalmazott. Bebizonyitottuk, hogy az in vitro teszteknél

is nélkilozhetetlen olyan sejtkultdrak alkalmazasa, amelyekben az idegsejtek kozotti
kapcsolatok mar kiépulnek. A B-amiloidok f6 tdmadasi helye éppen a szinapszis és az
axon. A szintetikus munkank soran olyan penta- és tetrapeptideket talaltunk, amelyek a
fenti sejtkultdrakat és MTT-tesztet alkalmazva teljesen kivédték az Ap(1-42)
aggregatumok neurotoxikus hatasat.

5) Mikrofluoreszcencias imaging technikaval SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalon Fura-2
festéket alkalmazva megvizsgaltuk a leghatasosabb Uj peptidjeinket és azt tapasztaltuk, hogy Kkivédték
a BA(1-42) intracellularis Ca** néveld hatasat.

6) A leghatasosabb Uj peptidek hatasat megkiséreltik in vivo tesztekben mikrodializis alkalmazasaval
is megvizsgalni patkanyokon, de a rendkivil hidroféb és gyorsan aggregalodd AP(1-42) peptidbdl
nem sikerult a kisérlethez sziikséges mennyiséget vizben feloldani. Az 50000 Da-nal

elvalaszto sziir6 alkalmazéasaval pedig csak maximum hexamerek kerlilnek be az agyba és



ezek nem eléggé neurotoxikusak. Igy ez a médszer nem valt be a neuroprotektiv hatasok
vizsgélatéra.

7) Az in vitro leghatasosabb peptideket elektrofizioldgiai modszerrel in vivo kérilmények
kozott is megvizsgaltuk. Ezeknél a vizsgélatoknal altatott patkanyokat hasznéltunk, a
neurotoxikus ApP(1-42) peptidet, illetve a neuroprotektiv anyagokat mikro-iontoforézissel
(multibarrel elektrod) juttattuk be a patkany agyba. NMDA-val ingereltiink, néztik a neuron-
neuron kapcsolatok alakul&sat. AB(1-42) adasara az ingerelhetdség hirtelen megné és magas
szinten marad. Az LPYF tetrapeptid szarmazékai, a P29 és P59 kddszamu vegyuletek teljesen
kivédték az AB(1-42) neurotoxikus hatasat.

8) Him, Wistar patk&dnyokon is megvizsgaltuk az AB(1-42) és a protektiv peptidek hatasat. A
peptideket mikroinjekcidval, sztereotaxias készulék segitségével juttattuk be a 3. agykamraba.
Az open field, T-maze, radial-maze és Morris water-maze kisérletek egyértelmiien azt
bizonyitottdk, hogy az Ap(1-42) noveli a hibak szamat, megnoveli a tanulasi id6t, csokkenti
az explordcids képesseget, mig az emlitett neuroprotektiv vegyiletek kétszeres

molfeleslegben alkalmazva kivédték az AB(1-42) neurotoxikus hatésait.



