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Hogyan befolyasolja a primer szerkezet elagazo lancu
polipeptidek* térszerkezetét és konjugatumaik funkcionalis
tulajdonsagait?
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1.Bevezetés

Olah Gyorgy professzor nevével elészor a Szerves kémia
el6adason talalkoztam. Az ELTE TTK vegyész szakos
hallgatdjaként a II. év elso félévében keriilt sor a Szerves
kémia targy (heti 4 ora) eldéadasaira. 1973 6szén Kucsman
Arpad professzor, a fékollégium el6addja az addicios
reakciok mechanizmusat elemezve mutatta be azt az
eredményt, amelyet Dr. G. A. Olah nem sokkal elébb
1972-ben kozolt (JACS 94: 808-820) és amely jelentOs
mértékben megalapozta a Nobel-dijat (1994). A 70-es évek
szerves elbadasai, az eléado torekvéseinek megfeleléen, a
szakmai mindség és a teljesitmény elismerése jegyében
szoltak hozzank. Késobb személyesen is taldlkoztam az
MTA tiszteleti tagjaval és 6rzom a metanol-gazdasaggal
foglalkozo, magyarul 2007-ben megjelent kotetének egy
dedikalt példanyat.
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A Dbioldgiailag aktiv elagazd lanct polimer polipeptidek
kutatdsdnak jelentds hazai hagyomanyai vannak az
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban. Sela ¢és
munkatérsai 60-as években kozolt inspirald eredményei! és
Szekerke Maria munkassdga® nyoman a kutatdcsoport az
1970-es évektdl foglalkozik polilizin gerincli elagazo
polipeptidek  szintézisével, szerkezeti (kémiai) ¢és
funkcionalis (biologiai) jellemzésével.

Az elmult évtizedekben kozel 50 tagi uj vegyiiletcsalad
egylittest allitottunk eld. A polipeptidek kozds tulajdonsaga,
hogy benniik egy atlagosan 100-150, esetenként 200 lizin
egységb6l allo polimer “gerinchez”, a poli[L-Lys]
homopolipeptidhez  ugyancsak  aminosavakbol  allo
“oldallancok™ kapcsolodnak. Ezek az oldallancok atlagosan
1-6 aminosavat tartalmaznak, egy, kettd vagy haromféle
aminosavbol épiilnek fel és eltérnek egymastdl az aminosav
sorrend tekintetében is. Az oldallaincok a lizin egységek
g-amino csoportjan egy rovid, 3-4 aminosavbol allo
oligo(DL-Ala) vagy oligo(DL-Ser) szakaszt és/vagy egy
aminosavat (X ¢és/vagy U) tartalmaznak. Az X ¢és U
aminosav megvalasztasaval 1étre lehetett hozni kiilonb6z6
toltésti, toltésslirliségli, hidrofil/ hidrofob karakterti
vegyiileteket.3-10

Az MTA Kémiai Tudomdnyok osztalya Oldah Gyorgy
emlékiilésén (Budapest, 2017. majus 3.) elhangzott eléadas
alapjan késziilt jelen Ossze-foglald attekintést nyujt e
vegyiiletek szintézisé-nek stratégiajarol, fobb 1épéseirdl és
harom  kiilonb6z6é  elagazd6 lanct  vegyiiletcsoport
tanulma-nyozasa soran megfigyelt Osszefiiggésekrol.
Példakon keresztiil bemutatja, hogy a polipeptidek primer
szerkezete (az aminosavosszetétel, az oldallancok felépitése,
a vegylilet toltésviszonyai) miként befolyasolja az oldatbeli
konformaciot, az in vitro citotoxicitas mértékét, valamint a
biodisztribuci6é egy elemének (jelenlét a vérkeringésben)
jellemzdit. Tovabbi tajékozodast nyujthatnak a korabban
kozolt 6sszefoglald cikkek 31914 és az eredeti kozlemények,
amelyeket az irodalomjegyzék sorol fel.

Terjedelmi okok miatt e szoveg nem tér ki a szerkezet-hatés
Osszefliggések teljes korének bemutatasara, ezért csak
utalhatunk arra, hogy az oldallancok felépitése, kiilonosen a
lancvégi aminosavrész hidrofobicitdsa, a molekula
toltésviszonyai és az oldatbeli konformacié meghatarozoak a
polipeptid  foszfolipid = modelmembranon  kifejtett
aktivitasaban. '72!  Dr. Rajnavolgyi Eva (ELTE
Immunolégia Tanszék) kutatasai alapjan bizonyitast nyert,
hogy allatkisérletekben az oldallanc aminosav Osszetétele, az
oldallancvégi, optikailag aktiv aminosav konfiguracidja

" Az elagazé lanci polipeptidek elnevezésénél a megfeleld szabalyokat [[UPAC-IUB, 1984] alkalmaztuk. Az m index az oligo-DL-alanin lancok atlagos
hosszat adja meg (pl. m = 3), az i pedig az X aminosav atlagos szubsztitucio fokat jelzi (i ??1). A vegyiiletek nevének roviditésénél az amino-savak egybetiis
kodjat alkalmaztuk, azaz K = lizin, A = ala-nin, X = az oldallancban szereplé aminosav. [[UPAC-IUB Commission on Biomedical Nomenclature. Eur. J.

Biochem. 138, 9-37 (1984)].
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jelentdsen befolyasolja a polipeptidek immunvalaszt kivalto
képességét, az immunreakcié sajatsagait. 224 Dr. Gaal
Dezsé (Orszagos Onkologiai Intézet) vizsgalatai szerint
szerkezetiiktdl fiiggden modulaljak sejtes immungének altal
indukalt immunvalaszt, ellenstilyozni képesek tumorellenes
kemoterapias szerek (pl. vinkrisztin) vagy radioaktiv
sugarzas in vivo immunszuppressziv hatasat. 257

2. Az elagazé lanca polilizin gerincli polipeptidek
szintézise, primer szerkezete és jellemzése

A targyalt vegyliletek harom csoportjanak vazlatos
szerkezetét és egyes reprezentdnsokat mutatja be az elsé
harom abra (1-3. abra). A poli[Lys(X;-DL-Ala,)]*
(tovabbiakban XAK) vegyiiletek csoportjaban a poli[Lys]
polimer polipeptidhez rovid oligo(DL-Ala) lanc kapcsolodik
g-amid kotéssel és annak N-terminalisdn (o-amid kotés
révén) helyezkedik el az X aminosav illetve acilezett (pl.
Ac-Glu, Suc-Glu vagy Mal-Glu) szarmazéka (1.abra).
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1. Abra. A poli[Lys(X;-DL-Ala,)] (tovébbiakban XAK) vegyiiletek, ahol
i<1,m~3-4és X=(D)Leu, Ile, Nle, Val, (D)Phe, (D)Tyr, Pro, (D)His,
(D)Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, (D)Glu, Ac-Glu, Suc-AK, Suc-Glu vagy
Mal-Glu.

Az X aminosavat tartalmazd poli[Lys(X;)] (tovabbiakban
XK) tipusu polipeptidekben az oldallanc rovid, csupan
egyetlen X aminosavbol all (2. abra), amelyet e-savamid
kotés rogzit a poli[L-Lys] gerinchez.
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2. Abra. A poli[Lys(X;)] (tovabbiakban X;K) vegyiiletek, ahol i < 1 és X
= (D)Glu, (D)Leu, (D)Phe, (D)Ala, Ile, Pro, His, Ser

Az XAK vegyiiletekkel azonos aminosavakat tartalmazo, de
forditott szekvencidji oldallancokkal rendelkeznek a
poli[Lys(DL-Ala,, X;)] (tovabbiakban AXK) csoport tagjai
(3.4bra).
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3. Abra. A poli[Lys(DL-Ala,, X;)] (tovabbiakban AXK) vegyiiletek, ahol
i<1,m~ 3-4és X=(D)Leu, Phe, Pro, His, Ser, (D)Glu.

Emlitést érdemel, bar ebben az 6sszefoglaloban nem keriil
részletes targyalasra, hogy késziiltek az oldallancvégeken
Lys-Lys, Glu-Glu vagy Tyr-Tyr dipeptidet illetve atlagosan
harom aminosavbol Lys vagy Glu peptidszakaszt tartalmazo
variaciok is.

A Kutatoécsoportban az évek soran a kidolgozott és
optimalizalt szintézis stratégiat, annak gondolatmenetét
mutatja be a 4.4bra.

A poli[L-Lys] polipeptidlancot L-Lys(Z)-NCA dietilamin
inicidlt polimerizacidjaval eléallitottuk eld. Az N-karboxi
anhidrid szintézise L-Lys(Z)-OH szarmazék ¢és korabban
foszgén, * majd trifoszgén felhaszndlasaval, optimalizalt
kériilmények kimunkalasaval valosult meg. '
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4. Abra. A poli[Lys(X;-DL-Ala,,)] (XAK), a poli[Lys(X;)] (XiK) és a
poli[Lys(X;-DL-Ala,,)] (AXK) vegyiiletek, ahol i <1, m ~ 3-4.
szintézisének stratégiaja.

123. évfolyam, 4. szam, 2017.



Magyar Kémiai Folyoirat - Olah Gyorgy emlékiilés eléadasai 187

Az XAK tipusit polipeptidek eldallitasakor el6szor
eltavolitottuk az N®-Z véddcsoportokat (HBr/jégecet), majd
a poli[L-Lys] szabad N®-amino csoportjai reagaltak DL-Ala
NCA-val ugy, hogy atlagosan 3-4, esetenként hosszabb (6-9)
aminosavbol allé oligo(DL-Ala) oldallancok jojjenek létre.
Az igy kialakitott poli[Lys(DL-Ala,)] (AK) oldallancok
N-terminalisahoz konjugaltuk a védett X aminosavat aktiv
észteres kapcsolassal HOBt kapcsoldszer jelenlétében. 3411
Az Arg tartalmi polipeptideknél a guanidino-NO,
véddcsoport szelektiv hasitasara uj modszer kidolgozasara is
sor keriilt: NaBH, segitségével, réz komplex katalizator
jelenlétében. ¢ A védécsoportoktdl mentes Glu tartalmu
polipeptid acilezésével allitottunk el6 polianionos (Ac-EAK,
Suc-EAK, Mal-EAK) szarmazékokat. % 13

Az XK tipust polipeptidek szintézisénél, N°-Z véddcsoport
eltavolitasat kovetden a polilizin N*-amino csoportjaihoz —
az N%amino csoporton és sziikség esetén az X aminosav
oldallancan (pl. Glu y-COOH csoport) védett — aminosavat
[pl. Z-Glu(OBzl)]kapcsoltunk aktiv észteres modszerrel,
majd a véddécsoporto(ka)t eltavolitottuk HBr/jégecet
kezeléssel. -3:11

Ez a polipeptid (X;K) szolgalt inicidtorként az AXK tipusu
polimer polipeptidek szintéziséhez, amikor N*-karboxi-DL-
Ala anhidrid (DL-Ala NCA) felhasznalasaval 3-4
aminosavbol allé oligo(DL-Ala) oldallancot alakitottunk ki
(4.4bra). 6811

Megjegyzendd, hogy sor keriilt SK és XSK (ahol X = Leu
vagy Glu) tipust polipeptidek eldallitasara is. Ekkor a
poli[L-Lys] Né-amino csoportjai DL-Ala NCA helyett
N®Z-DL-Ser(Bzl) anhidriddel reagéltak ugy, hogy a kivant
hossziisaga oligo(Ser) oldallancok jojjenek létre. A védett
poli[Lys(DL-Ser,,)] (SK) polipeptid N%-amino
csoportjaihoz ezutan keriilt sor az X aminosav megfeleld

szarmazékanak  kapcsolasara, majd a  benzil-éter
véddcsoportok lehasitasara. 1113

Az  oldallancok  Osszetételének, az  aminosavak
konfiguracigjanak  (L/D) modszeres  valtoztatasaval

egymassal rokon, de kisebb-nagyobb mértékben eltérd
szerkezettel (pl. toltés, hidrofilitas) jellemezhetd polimer
polipeptidek keriiltek eléallitasra (1-3. abrak). 11¢ A primer
szerkezet és a méret minden korabbindl pontosabb leirasa
soran meghataroztadk a polipeptidek méreteloszlasat
(szedimentaciés analizis, gélpermeacios kromatografia,
Gjabban  tomegspektrometria.28-3%)  é&s  Gsszetételét
(aminosavanalizis és végcsoportanalizis), az oldallancok
hosszlisag-eloszlasat és enantiomer-osszetételét. 31-33

3. Térszerkezet - az oldatbeli konformacio jellemzése

A polimer polipeptidek konformacioés tulajdonsagait
cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiaval jellemeztiik.
Az els6 oldatbeli térszerkezet vizsgalatokra Dr. Karel Blaha
kutatocsoportjaban, Pragaban (Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of
Sciences) keriilt sor. 34

A modszer nagy eldnye, hogy segitségével ér-zékenyen
detektalhatdé a kornyezeti tényezok (pH, ionerdsség,
oldészer polaritasa, hémérséklet stb.) konformaciot
befolydsolé hatasa. A polipeptidek CD spektrumait
kiilonbdz6 kémhatastt [savas (pH~3), kozel semleges
(pH~7,4), bazikus (pH~12)], ionerésségii (0,02, 0,2, 2,0 M
NaCl) illetve alkohol tartalmt (TFE illetve MeOH, 100%,
A Ag illetve [B]MR értékeket a félanc egy lizin egységére
vonatkoztatva allapitottuk meg beleértve a teljes oldallancot.
Példaként az AK polipeptid — kiilonb6z6 koriilmények
kozott felvett — spektrumait mutatja be az 5. abra.
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5. Abra. A poli[Lys(DL-Ala,,)] (AK) polipeptid, ahol m ~ 3-4 CD
spektrumai kiilonb6z6 ionerdsségii (0.02 M, 0.2 M, 2.0M NaCl),
kémhatasu (pH 3, 7.4 vagy 11) és alkohol tartalmu vizes oldatban

A kornyezeti hatasok feltérképezése lehetdvé teszi a polipeptid

térszerkezet — kozotti  Osszefiiggések  tanulmanyozasat.
Osszehasonlité elemzésekbdl kovetkeztetéseket vontunk le a
toltés, a hidropatias tulajdonsagok konformaciot befolyasolo
hatasara vonatkozdan, >3- 10-14, 16, 34-36

A spektrumok interpretacidja a linearis homopolimer
polipeptidek, elsésorban a poli[L-Lys] spektruman alapul (6.
dbra). 3738 Az o-helikalis szerkezet harom abszorpcids
maximummal jellemezhetd: negativ sav (A = 222-224 nm),
amely az n-n* atmenethez rendelhetd, azonos intenzitast
negativ sav (A = 206-208 nm) és egy pozitiv sav a (A = 191
nm), amelyek a m-n* atmenethez tartoznak. Az n-m* sav
intenzitasa csak kis mértékben fiigg a helikalis szakasz
hosszatdl, mig a m-n* savpar intenzitdsa erdsen fiigg a
szakaszt alkotd aminosavak szamatol. A rendezetlen
konformacié spektruma, vizes, sdmentes oldatokban egy
gyenge pozitiv maximumot (A = 217-218 nm), és egy
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intenziv negativ maximumot (A = 196-198 nm) mutat, nagy
sokoncentracid esetén egy gyenge (A = 220-225 nm) és egy
erés negativ maximum (A = 190-205 nm) észlelhetd. A
B-szerkezet spektruma egy negativ maximum (A ~ 215 nm)
és egy intenzivebb pozitiv maximum (A ~ 205 nm) jellemzi.

hélix
- Pp-redézott réteg

- rendezetlen

[0] x 10°° (deg cm’ dmol ')

190 200 210 220 230 240 250
A (nm)

6. Abra. A poli[L-Lys] CD spektrumai és a gorbék értelmezése ¥

Az alabbiakban példak segitségével bemutatasra keriil a)
miként befolyasolja az X aminosav minemiisége ¢és annak
pozicidja az oldatbeli 3D szerkezetet, b) milyen jellemzé
struktirak johetnek létre a fiziologias koriilmények kozott
(pH 7.4, 0.2 M NaCl).

2.1 Az oldallinc N-termindlisin elhelyezkedé X
aminosav minemiiségének szerepe

A DL-Ala,, (AK) illetve X-DL-Ala,, (XAK) oligopeptid
oldallancok N-terminalisan elhelyezkedé aminosavak k6zds
sajatsaga (a Pro kivételével), hogy o-NH, csoportot
tartalmaznak. Ennek kovetkeztében e vegyiiletek savas (pH
~3) és kozel semleges (pH ~7,4) koriilmények kozott pozitiv
toltéstiek, mig bazikus oldatban (pH ~12) nem viselnek
toltést. Ez magyarazhatja azt a megfigyelést, amely szerint a
vizes oldat pH értékének novelése a rendezett térszerkezet
kialakulasanak kedvez.
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7. Abra. A poli[Lys(X;-DL-Ala,,)] vegyiiletek, ahol i < 1, m ~ 3-4 és X = His,
Lys, Glu, Pro illetve Leu, Nle, vagy Phe CD spektruma kozel fiziologias
ionerdsségii (0.2 M NaCl) és kémhatasu (pH 7.4) vizes oldatban.

Az ionerdsség emelése eldsegiti a polipeptid rendezett,
Fehérjékre leirt irodalmi adatok szerint a TFE megjelenése a
vizes oldatban a rendezédésnek kedvez. Adataink ezt
megerdsitették a szintetikus polipeptidek vonatkozasaban és
bizonyitast nyert, hogy e sajatsdggal rendelkezik mas
alkohol (pl. MeOH) is. 34-36

A kisérletek azt mutattak, hogy a kozel fiziologias (pH ~7,4,
0,2 M NaCl) oldatban az aminosavoldallancban toltéssel
biré N-terminalis aminosavak (X = His, Lys, Orn, Glu)
jelenléte rendezetlen térbeli elrendezédést eredményez (7.
abra). Ugyanakkor a hidroféb aminosav-oldallanca
aminosavak karakterétdl (linearis, elagazo, aromas) fiiggd
mértékben, az X = Leu, Ile, Nle, Val, Phe, Tyr tartalmu
polipeptidek alapvetéen rendezett konformaciot vesznek fel
(7. abra). 13436 Fontos az a megfigyelés is, amely szerint
Ser vagy Thr tartalmi polipeptidek (SAK, TAK) CD
spektumai részben rendezett konforméaciora illetve a
rendezett és rendezetlen konformerek elegyére utalnak.!!

Erdemes felhivni a figyelmet arra, hogy — fenti koriilmények
kozott — a Leu (LAK), Ile (IAK), Nle (NIeAK) vagy Val
(VAK) jelenléte egymashoz hasonlé CD spektrumokat
eredményez, de esetenként a kimutathaté konformek elegye
eltérd Osszetétell lehet. Példaul, a Val tartalmu polipeptid
(VAK) részben a-hélix és részben B-kanyar konformert hoz
létre, mig a Nle tartalmi vegylilet (NleAK) CD
spektrumédban a [-kanyar konformer ¢és rendezetlen
szerkezet mutathato ki. A kiilonbség értelmezésénél az alkil
oldallancok kiilonbozoésége, a hidroféb kolcsonhatas
eréssége jatszhat szerepet. 10

Ujabb eredményeink arra is utalnak, hogy rendezett
konformacié létrehozhaté kationos oldallanct (X = Arg)
aminosav beépitésével (RAK) is. A hidrofob oldallancu Ile
(IAK) és a guanidino csoportot tartalmazo Arg (RAK) CD
spektrumainak Osszevetése azonos kortilmények kozott (8.
abra) jelzi, hogy a pH valtozésa a Iugos tartomany iranyaba
(pH 3 - pH 7,4 - pH 12) mindkét elagazo lanct polipeptid
esetében a rendezett konformdacié domindns jelenlétét
eredményezi. 1

polikation, CHy 02,4 bacl . polikation,
Lhidroféb” CH, CHs Lhidrofil”
CHy \ ) CH;
g . NH
- cHs ﬂ ,.j / e o c/<
cHs 95 NH;

TAK, polilLys(Tle -bL-Ala,)]

RAK, polilLys(Arg;-bL-Ala,)]

8. Abra. A poli[Lys(X;-DL-Ala,;)] X =Ile (IAK) és X = Arg (RAK)
polipeptidek, ahol i < 1, m ~ 3-4 CD spektrumai kiilonb6z6 kémhatast
(pH 3, 7.4 vagy 12), 0,02 M NaCl ionerdsségii vizes oldatban.
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Kiemelést érdemel, hogy az arginin tartalma polipeptid
(RAK) CD spektrumai - meglepd modon - az N-terminalison
hidrofob oldallanct izoleucint tartalmazo vegyiilet (IAK)
spektrumaval mutat hasonldsagot és nem a szintén kationos,
lancvégén Lys aminosavat tartalmazo polipeptiddel (KAK)
(lasd 7. és 8. abra).

Megallapithatd tehat, hogy a vizsgalt kationos, eldgazd
lancu, XAK tipusu, polipeptidek esetében mind a magasabb
pH érték (savas vs bazikus), mind a novekvd ionerdsség a
rendezett, jellemzden helikalis szerkezet kialakuldsdhoz
vezet. Az oldallincvégi o-NH, csoportok csdkkend
protonaltsaga, illetve az ndvekvdé ionkoncentracio
»arnyékold” képessége rendezett szerkezetet alakit ki.

Ha az N-terminalis X pozicioban levd glutaminsavat
acetilezziik (Ac-EAK) vagy szukcinilezziik (Suc-Glu) —
kiilonbdzo  toltéssiiriségli — polianionos vegyiiletekhez
jutunk. * 15 Az azonos koriilmények kozott rogzitett CD
spektrumok (9. abra) jelzik, hogy mig az amfoter sajatsagi
EAK gorbéje rendezettsége utal, a csak negativ toltést
hordozd szarmazékokra a rendezetlenségre jellemzd. Ez
értelmezhetd a monomer egységenként egy (Ac-EAK)
illetve két (Suc-EAK) negativ toltés taszitd hatasaval.

Ag
pH7.4,0.2 M NaCl
0
-3
.
o ,’/ Ac-EAK
7 & NHz*
// |
/’
Y Y- NH
XN 3
/ =
' Sl
-2 o /Suc-EAK —_——
-15
200 210 220 230 240 250 A (nm)

9. Abra. A poli[Lys(X;-DL-Ala,;)] X = Glu (EAK), Ac-Glu (Ac-EAK) és
Suc-Glu (Suc-EAK) polipeptidek, ahol i < 1, m ~ 3-4 CD spektrumai
vizes oldatban (pH 7.4, 0,2 M NaCl).

Osszegezve megallapithato, hogy az XAK tipust elagazo
lancu polipeptidek oldatban rendezett konformaciot
hozhatnak létre. Ennek hatterében lehet az oldallanc végi
X-aminosavak kozott fellépd intramolekularis ionos (pl.
Arg, Glu), hidrofob (pl. Leu, Nle), valamint a H-hid
kolcsonhatas (pl. Ser, Thr). A jelenség értelmezése az
oldallancok ko6zotti kdlcsonhatasok kombinacidjahoz és
ezek erdsségéhez kothetd. Ennek felismerése lehetévé teszi

s

vegyiilet tervezését. S10- 14,16, 34-36

2.2 Az oldallaincban elhelyezkedé X aminosav
pozicidjanak szerepe

Az X aminosav oldallancban elfoglalt helye befolyasolhatja
a térszerkezetet. Ennek vizsgalatara a fenti modszertan
szerint felvett CD spektrumok 0Osszehasonlitdo elemzése
tortént meg. Az XAK és AXK tipusu polipeptid parok (X =
Leu vagy Phe) esetében azt tapasztalhato, hogy a rendezett
konformacié kialakulasanak koriilményeit az X aminosav
oldallanc milyensége ¢és az oligopeptid oldallancban
elfoglalt helye hatdrozza meg. Példaul Leu kapcsolodasa
kozvetlenill a polilizin gerinc e-amino csoportjdhoz (ALK)
rendezett (a-hélix)

0.2 M NaCl

NH5™

&
ObE:-
mED

pH 7.35

pH 28
-10 4 pH 10.7 -10

pH 107

R . i :
200 20 240 260 & (nm) 200 220 240 260 i (nm)
LAK, poli[Lys(Leu-DL-Ala,)] ALK, poli[Lys(bL-Ala,-Leu;)]

10. Abra. A poli[Lys(Leu-DL-Alay)] (LAK) és a poli[ Lys(DL-Ala,, Leu;)
(ALK) polipeptid, ahol ahol i <1, m ~ 3-4 CD spektrumai kiilonb6z6
kémhatasu (pH 3, 7.4, 10,7), 0.2 M NaCl tartalmu vizes oldatban

konformaciohoz vezet savas, alacsony ionerdsségti 0.02 M
NaCl oldatban, mig a Leu jelenléte az oligopeptid oldallanc
N-terminalisan (LAK) — azonos koériilmények kozott —
rendezetlen térszerkezetet eredményez (10. abra).

Erdemes megjegyezni, hogy ez a markans kiilonbség
lényegében eltiinik, ha az oldat pH értékét emelik. Semleges
vagy bazikus oldatban mindkét polipeptid kifejezetten
rendezett konformaciora utaldé CD spektrumot mutat (10.
abra). Hasonlo viselkedésbeli kiilonbség volt tapasztalhato
az FAK vs AFK polipeptid par esetében (pH 3.0, 0.02 M
NaCl).6

Az SAK és ASK polipeptidek oldallancai protonaltak
savas (pH 2.1, 0.02 M NaCl) vizes oldatban ¢s mindkét
vegyiilet konformacioja rendezetlen. A pH emelésére (pH
7.2) egyforman reagalnak ¢és részben rendezett
konformacié jelenik meg. Ugyanakkor az ionerdsség
novelése (0.2 M NaCl) és/vagy a pH tovabbi emelése —
szemben az ASK polipeptiddel — az SAK polipeptid
esetében  markdns  hélix-tartalom  (rendezettség)
novekedésével jart (11. abra).
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11. Abra. A poli[Lys(Ser;-DL-Ala,,)] (SAK), a poli[Lys(DL-Ala,,-Ser;)
(ASK) polipeptid és a poli[Lys(Ser;)] (SiK), ahol ahol i <1, m ~ 3-4 CD
spektrumai (pH 7.4) 0.2 M NacCl tartalmu vizes oldatban.

Ez arra utalhat, hogy a polilizin gerinchez kozeli pozicioban
a Ser jelenléte kevésbé segiti elé a rendezett konformacio
kialakulasat, mig a tavolabbi (az oligopeptid oldallanc
N-termindlisan) pozicié markans rendezettséghez vezet.!112
Ezt az interpretaciot finomitja az SAK, ASK ¢és SiK
polipeptidek fiziologias koriilmények kozott felvett CD
spektrumainak 6sszehasonlité elemzése (11. abra). Az S;K
polipeptid spektrumanak lefutasa arra utal, hogy a vegyiilet
jelentés mértékben rendezett. A rendezettség kialakitasaban
szerepet jatszo (az OH csoport jelenlétével Osszefiiggd)
H-hid kotés markans hatasat ,,lerontja” a Ser aminosavhoz
(SiK) kapcsolt oligo(DL-Ala) oldallanc. !?

A Glu tartalmu polipeptidek ECD spektrumainak
Osszehasonlitdsa arra utal, hogy a glutaminsav jelenléte a
polilizin gerinc kozvetleniil kapcsolva (EK) savas
kémhatasu oldatban (pH 2) mar alacsony ionerdsség esetén
(0.02 M NaCl) részleges rendezettséget eredményez,
amelynek mértéke n6 az ionerdsség novelésével (0.2 illetve
2.0 M NaCl). Az oligo(DL-Ala) oldallancokkal kiegészitett
polipeptid (AEK) ezzel ellentétben csak magasabb
ionerdsség (0.2 M NaCl, pH 2.1) esetén mutat részleges
rendezettséget. Ugyanakkor az oldallanc N-terminalisan
szereplé Glu (EAK) a teljes pH tartoméanyban (1.1 — 9.7)
rendezetlen (0.2 M NaCl oldatban) és csak a legmagasabb
ionerdsség (2.0 M NaCl) képes rendezettséget kivaltani.

Az amfoter EAK ¢és AEK (valamint az E;K) polipeptidek
oldallancai toltést viselnek a teljes pH tartomanyban. Savas
kdzegben az a-amino csoportok protonaltak, mig bazikus
kozegben a y-karboxil csoportok viselnek negativ toltést.
Vizes oldatban, a koriilmények (pH ¢és ionerGsség)
térszerkezet befolyasolo hatasa az o-amino €s a y-karboxil

csoportok kozotti ionos kolcsonhatds 1étrejottével lehet
Osszefiiggésben. Ezen ionos kolesonhatas pedig jelentds
mértékben attol fiigg, hogy a polipeptid oldallancban a Glu
aminosav (y-karboxil) térben hol helyezkedik el: kdzelebb
(EAK) vagy tavolabb (AEK) a polipeptid oldallancvégi
a-amino csoporthoz képest.®

Osszegezve elmondhaté, hogy az elagazé lanct polipeptidek
térszerkezetét az oldallanc felépitése: az X aminosav
pozicidja, oldallincédnak hidroféb karaktere, heteroatom,
ionizalhato csoport jelenléte egytittesen befolyasolja.

A rendezett, rendszerint a-helikdlis konformacio,
kialakuldsat, stabilizalodasat elésegitheti az apolaros
aminosav alkil vagy aril oldallancok kozotti hidrofob
kolesonhatas (XAK vs AXK polipeptidek X = Leu, Phe), az
ionos kolcsonhatas a Glu y-karboxil és az oldallancvégi
a-aminocsoport (EAK vs AEK) vagy H-hid kotés a Ser
hidroxil ~ csoport ¢és a  polipeptid oldallancvégi
a-aminocsoport  kozott  (SAK  vs.  ASK). Fontos
hangstlyozni, hogy a kolcsonhatds mértéke, s igy a
térszerkezetre gyakorolt hatdsa fiigg a partnerek kozotti
tavolsagtol. Az eredmények arra utalnak, hogy a fenti tipusu,
az X aminosav jelenlétével 6sszefiiggd kdlesonhatasok — az
adott kortilmények (pH, ionerdsség, oldoszer) — erdsebbnek
bizonyultak, mind a polipeptid oldallincok végén
elhelyezkedd a-aminocsoportok kozotti taszitd hatas.

3. Szerkezet - in vitro citotoxicitas

A kovetkez6 példak segitségével roviden bemutatjuk, hogy
milyen dsszefliggést allapitottunk meg a kiilonbo6zo sejteken
megfigyelt in vitro citotoxicitas/citosztatikus hatas mértéke,
valamint a szervezetbeli eloszlas (biodisztribucid)
sajatossagai és a kémiai szerkezet kozott.

A polipeptidek in vitro citotoxicitasat izolalt patkany maj-,
egér lépsejteken?®, egér csontveldi eredetli makrofig
sejteken!® illetve Balb/c eredetli J774 monocita-makrofig
sejtvonal® sejtjein vizsgaltuk. A citosztatikus tulajdonsagot
C26 egér vastagbél carcinoma'?, HeLa huméin carcinoma
2324 HT-29 humén (ATCC HB-8065) *° és HepG2 human
hepatocellularis carcinoma (ATCC HTB-38)* sejtek
szaporodasara gyakorolt gatlo hatassal jellemeztiik.

A polipeptideket izolalt patkany maj- vagy egér lépsejtekkel
inkubaltunk (1 és 24 o6ra, 37°C, 1,5-50 pg/ml
koncentricidtartomany). 1% 24 26 Az ¢élo sejtek ardnyat (%)
hataroztuk meg a kezeletlen kontrolhoz képest (12. Abra).

A polipeptidek toxikus hatasat izolalt majsejtekre
nagymeértékben befolyasolta az oldallancéaban elofordulo X
aminosav minemusége. A szabad e-aminocsoportokat (pK,
= 10,53) hordoz6 poli[L-Lys] — és nagyobb mértékben — a
poli[D-Lys], valamint az oldallanc végén lizint tartalmazd
valtozat (KAK) toxikusnak bizonyult. Ezzel szemben a
szabad  o-aminocsoportokat  hordozé  poli[e-Lys)]
lényegesen kisebb mértékben csokkentette a sejtek
életképességét. 24 26
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Az amfoter (EAK), a polianionos (Ac-EAK, Suc-EAK)
polipeptidek vagy az oldallancban hidroxil csoportot (SAK,
S;K) tartalmazé polikationos vegyiiletek nem csokkentették
az élo sejtek szamat. 1> 24 Ehhez hasonloan a polikationos
polipeptidek (X = Leu, Phe, His,Pro) sem mutattak markans
citotoxikus hatast (< 5%).

Erdemes megjegyezni, hogy az oligo(DL-Ala) oldallanc hossza
(m= 3,5 vagy 8,5) befolyasolja a sejtszam csokkenés mértékét.
Fontos megfigyelésiink, hogy az oldallancban sem az X
aminosav pozicidja (EAK/AEK, SAK/ASK, LAK/ALK), sem
pedig az X aminosav konfiguracidja (pl. EAK/D-EAK,
LAK/D-LAK, FAK/D-FAK, KAK/D-KAK, HAK/D-HAK)
nem befolyésolta az effektus mértékét, 1012 24

%) |

100

80 t

60

40

20 +

156 B 15 50 ug/ml
koncentrdcié

12. Abra. A poli[Lys], poli[Lys(Lys)], poli[Lys(DL-Ala,)] (AnK),
tovabba XAK ¢s AXK tipusu polipeptidek in vitro citotoxicitasa. Izolalt
patkany majsejtek viabilitasa a koncentracio fliggényében (inkubalas: 1
ora, 37° C), ahol B = EAK, AEK, SAK, ASK, A = LAK, ALK, D-LAK,
FAK, D-FAK, HAK, D-HAK, PAK, D-EAK, A,K (m = 8.5) vagy
poli[Lys(Lys)], ® = A,,K (m = 3), o = KAK, D-KAK, x = poli[Lys].

Az elagazd lanct polipeptidek metotrexattal képzett
konjugatumai — az alkalmazott polipeptid kémiai
szerkezetétol fiiggoen — igéretes Leishmania donovani
intracellularis parazita ellenes hatast mutattak.*! A
makrofagokban  fellelheto  korokozdé  perspektivikus
eltavolitasa érdekében kutatasaink soran tanulmanyoztuk a
hordozdként alkalmazni kivant polipeptidek citotoxicitasat
egér csontvelobol izolalt makrofdg sejteken tripankék
eljarast alkalmazva.'S Alacsony koncentracioban (c = 1,0
pg/ml) sem a poli[L-Lys], sem a polikationos vagy amfoter
poli[Lys(X;)] (X;K, X=His, Pro illetve Glu), sem pedig az
XAK tipusu polikationos (SAK,TAK), amfoter (EAK) vagy
polianionos (Ac-EAK, Suc-EAK, Mal-EAK) vegyiilet nem
mutatott toxikus hatast (1 6ra, 37°C). Téményebb oldatban
(c=20 pg/ml), két XK tipusu elagazo lancu (PK, HK) és a
linearis a poli[L-Lys] polikationos vegyiilet csokkentette az
élo sejtek szamat (rendre 30 %, 80% illetve 90%-kal). 1542

Egy masik kisérletsorozatban e sejteket polikationos XAK
(X = Arg, Leu, Ile, Nle, Val), valamint X;K (X = Leu)
polimer polipeptidekkel inkubaltuk (1 6ra, 37°C, ¢ =0,6-100
pg/ml). A citotoxicitas mértékét MTT modszer alapjan az

ICs értékkel jellemeztiik. 16 Azt tapasztaltuk, hogy az Arg
tartalmt vegyiilet (RAK), amely az a-NH, csoport mellett
guanidino csoportot is magaban foglal (IC5,=17,9£5,4
pg/ml) és a polipeptid gerinchez kozvetlentil kapcsolt leucint
tartalmazé LK (IC5=121,2421,9 npg/ml) polipeptidek
citotoxikusak voltak. Ugyanakkor a szintén polikationos,
hidrofob oldallanct aminosavat és lancvégi a-NH, csoportot
tartalmazd vegyiiletek (LAK, IAK, NleAK, VAK) nem
okoztak sejtszam csokkenést a vizsgdlt koncentracio
tartoméanyban (ICso > 100 pg/ml). 16

A kovetkezékben Balb/c eredetli J774 monocita-makrofag
sejtvonal sejtjeit kezeltiik (1, 24 vagy 48 ora, 37°C, ¢ =
0,2-200 pg/ml) a polipeptidekkel és az élo sejtek szamat
MTT modszerrel hataroztuk meg. 3° Révid inkubéciot
kdvetden a legmagasabb koncentacidoban (c= 200 ég/mL) a
poli[Lys] (LCsq=65.7 ég/mL), a polikationos X;K, (X=His),
valamint a polianionos Suc-EAK okozott sejtpusztulast
(rendre 85% illetve 25%). De sem a polikationos Pro, vagy
amfoter Glu tartalmu XK, sem az AK, sem az XAK tipusu
polikationos (SAK, TAK), amfoter (EAK), polianionos
(Ac-EAK) vegyliletek nem bizonyultak toxikusnak.
Hosszabb (24 6ra) kezelést kdvetoen a polikationos X;K (X
= Pro, His) és XAK (SAK, TAK), valamint az amfoter X;K
(X = Glu) és a polianionos Suc-EAK okozott jelentosebb
(15-40 %) sejtpusztulast. 342

A human HeLa carcinoma sejtek szaporodasara gyakorolt
gatld  (citosztatikus) hatdst az egyes polipeptidekre
meghatdrozott CT, (ng/mL) értékkel (3 nap, 37°C)
jellemeztiik. 2>** Ennek alapjan a polipeptideket harom
csoportba osztottuk: alacsony (CT,> 100 png/mL), kdzepes
(10 < CTy < 100 pg/mL) és magas (CT, < 10 pg/mL)
citosztatikus hatast vegyiiletek. Az amfoter polipeptideknek
(pl. EAK) nem volt gatlé hatasuk (CT,> 400 pg/mL), mig
bizonyos polikationos vegyiiletek kozepesen (AK) és az X
(XAK) aminosavtol fiiggden [X = (D)His, (D)Leu, (D)Phe,
Pro] (10 <CTy< 100 pg/mL) vagy erésen [X = (D)Lys] gatlo
hatasunak bizonyultak (CT, < 10 pg/mL). Sem az X
aminosav  oldallancbeli  pozicidja (pl. EAK/AEK,
LAK/ALK) sem konfiguracidja (pl. EAK/D-EAK,
FAK/D-FAK, HAK/D-HAK, KAK/D-KAK) nem
befolyasolta e besorolast. Megjegyzend6, hogy mind a
poli-a-lizin, mind pedig a poli-e-lizin kifejezetten
citosztatikusnak bizonyultak (5 pg/ml < CT,). 2324

C26 egér vastagbél carcinoma sejtek osztodasara a poli-o-
lizin (poli[L-Lys]) markéans gatlo hatast fejt ki (13. abra). Az
oligo(DL-Ala) oldallanc kiépitése [poli[Lys(DL-Ala,,)]
(AK), ahol m = 6.5] egy nagysagrenddel, mig a Ser aminosav
megjelenése  kozvetleniil a  poli[L-Lys]  gerincen
[poli[Lys(Ser;)] (S;K), ahol i < 1] két nagysagrenddel
oligopeptid oldallancban jelentds befolyasa van: lancvégi
helyzetben (SAK) a vegylilet nem citosztatikus, mig a
polilizin gerinchez kozeli pozicioban (ASK) az AK
polipeptidhez mérhetd gatld hatasa van. 12
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13. Abra. A Ser tartalmu polipeptidek, tovabbé a poli[L-Lys] és
poli[Lys(DL-Ala,,)] (AK) (ahol m=6,5) in vitro citosztatikus hatasa C26
egér vastagbél carcinoma sejteken (inkubalas: 3 ora, 37° C): 0 = ASK,

A =SAK, A=SK, (aholi<1) = AK és x =poli[Lys].

A polikationos polipeptidek HT-29 human vastagbél
carcinoma (ATCC HB-8065) illetve HepG2 human
hepatocellularis carcinoma sejtvonalbdl szarmazo sejtek
osztddasara gyakorolt hatdsat tanulmanyoztunk. Az
inkubalast kovetoen (1 6ra, 37°C, ¢ = 6,25-100 pg/mL) az
¢lo sejtek aranyat MTT modszerrel meghatarozva mindkét
sejtpopulacion azt tapasztaltuk, hogy az AK, az XAK (X =
Arg, Ser, vagy Thr) vagy AXK (X = Leu), illetve az X;K (X
= Leu, His vagy Pro) polimer polipeptidek nem
befolyasoltak a sejtek életképességét még az alkalmazott
legnagyobb koncentracioban (¢ = 100 pg/mL) sem.
Ugyanakkor a poli[L-Lys] toxikusnak bizonyult mind a
HT-29 (LCsy =44.1 £ 4.6 ¢g/mL), mind a HepG2 sejteken
(LCsp=32.3+10.8 &g/mL). *

Habar a citotoxikus/citosztatikus hatast nagyon kiilonbdzo
sejteken vizsgaltunk, dsszefoglalasként érdemes felhivni a
figyelmet arra, hogy az elagazo polipeptidek gerincét képezo
poli[L-Lys] illetve az XAK (X= Lys) szarmazék
pusztité/gatld hatasa jol megfigyelheto volt. Azok a
polipeptidek, amelyek oldallancaikban y-karboxil (pl. EAK,
Ac-EAK, AEK) vagy hidroxil (pl. SAK, ASK, TAK)
csoportot hordoznak, azaz Glu, Ser vagy Thr aminosavat
tartalmaznak nem mutattak markans
citotoxikus/citosztatikus hatast sem izolalt patkany maj-,
sem egér 1ép- vagy csontvelo eredetu sejteken, sem pedig a
vizsgalt kiillonbozo sejtvonalak (J774, C26, HT-29 vagy
HepG?2) sejtjein.

3. Szerkezet - in vivo plazmakoncentracio

Az elagazdlanct polipeptidek szerkezete befolyasolja e
vegyiiletek szoveti eloszlasit, biodisztribuciojat.>1>* E
kutatdsi program keretében radioaktiv izotoppal jelzett
polipeptideket intravénasan adtunk egészséges és tumort
hordozo6 kisérleti allatoknak és azt tanulmanyoztuk, hogy a
kiilonbo6z0 szerkezetli vegyiiletek milyen gyorsan tavoznak a
keringésb6l, mely szovetekben és milyen mértékben
halmozddnak fel 24 6ra utan.

Az XAK tipusu polikationos (AK), amfoter (EAK) és
polianionos (Ac-EAK, Suc-EAK) polipeptidek jelolésére
harom kiilonbdz6 izotopot hasznaltunk. A > bevitele
3-(4-hidroxi-5-['>I]j6dfenil)-propionsav-N-hidroxiszukcin
-imid-észter (Bolton-Hunter reagens) segitségével tortént*3,
mig az '"In vagy 3!'Cr izotépok a polipeptidek kelator
(DTPA) szarmazékaval képeztek stabil komplexet. *** Azt
figyeltiik meg, hogy a jelzett vegyiiletek keringésbdl torténd
tavozasara, annak kinetikajara az alkalmazott izotop, a
jelolés modja (kovalens vs komplex kotés) nincs markdns
hatassal. Megallapitottuk, hogy a szoveti -eloszlast,
szervekben (tumorban) valo feldusulas mértékét nagyban
befolyasolhatja a valasztott izotdpot tartalmazd vegyiilet
metabolizmusa. 46

Ugyanakkor a polimer polipeptid szerkezete jelentds
mértékben meghatarozza a konjugatumok keringésbdl
torténd tavozasat (14-16. abrak). A polikationos sajatsagu
vegyiiletek (AK, LAK) gyorsan tdvoznak a keringésbdl
(14.4bra).
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14. Abra. I'® izotoppal jelslt amfoter (EAK) és polikationos (LAK, AK)
polipeptidek tdvozasa a vérkeringésbdl az id6 fliggvényében. BALB/c egérek
intravénas kezelése utan: A = EAK, ll=LAK és O = AK (ahol i< 1).

Ezzel szemben az amfoter karakterli polipeptid (EAK)
lényegesen hosszabb ideig maradnak a vérkeringésben. Ezt a
kilonbséget az  X-aminosav  konfiguracioja  (pl.
LAK/D-LAK, EAK/D-EAK) érzékelhetd modon nem
befolyasolja 4346

Fontos megjegyezni, hogy a polikationos polipeptidek
tdvozasanak kinetikaja fligg az oldallancban szerkezetétdl,
az X aminosav jelenlététél, minemiiségétél és az
oldallancban elfoglalt helyét6l (15. abra). Példaul a Leu
(LAK) vagy Lys (KAK) tartalmu vegyiilet*’ révidebb ideig,
a Ser tartalmu polipeptid (SAK) pedig hosszabb ideig és
ebbdl adododan 4 ora utan kiilonb6z6 koncentracidban van
jelen a keringésben (lasd 14. és 15. abra). A hidroxil
csoportot tartalmazo Ser kdzvetleniil a polipeptid gerinchez
kapcsolddva (S;K) gyorsan, mig az oligo(DL-Ala) egységgel
kiegészitett szdrmazék (ASK) lassabban tavozik a
vérkeringésbol. Az oligopeptid N-terminalisan elhelyezett
Ser varians (SAK) pedig az injektalt dozis kdzel 50%-nak
jelenléte mutathato ki egészséges egerek vérmintaiban. 12
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Az amfoter polipeptidhez (EAK) hasonlbéan viselkedik a
polianionos, de monomer egységenként egyetlen negativ
toltést hordozo polipeptid, az acetilezett EAK (Ac-EAK).
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15. Abra. I'” izotoppal jeldlt, Ser tartalmi polipeptidek és
poli[Lys(DL-Ala,,)] (AK) (ahol m=3) tdvozasa a vérkeringésbél az ido
fiiggvényében. BALB/c egérek intravénas kezelése utan: A = SAK, o =
ASK, A=SK, (aholi<1)és+ = AK.

Amennyiben egy polikationos vegyiilet (pl. AK) oligopeptid
oldallancanak a-amino csoportjat acilezziik borostyankdsav
anhidriddel ugyancsak polianionos, monomerenként
egyetlen toltést hordozd szarmazékhoz jutunk. E vegytiletek
(pl.  Suc-AK, Suc-LAK) jelentésen hosszabb ideig
tartozkodnak a vérkeringésben, mint az acilezés nélkiil
kiindulasi  vegyiiletek  (pl. AK, LAK)’ Az
N%-aminocsoporton modositott amfoter EAK, amely igy
monomer egységenként két negativ toltést visel (Suc-EAK),
tavozasa a keringésbol jelentésen felgyorsul (16. abra). 45
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16. Abra. In'"" izotoppal jelolt XAK polipeptidek és poli[ Lys(DL-Alay)]
(AK) (ahol m=3,1) tavozasa a vérkeringésbdl az id6 fliggvényében.
BALB/c egérek intravénas kezelése utan: d = EAK, ¢ = Suc-EAK,

O= Ac-EAK és B = AK.

Az eredményeket Osszegezve arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a polimer polipeptidek véraramban vald
jelenlétének mértéke, ennek csdkkenése és a vegyiilet kémiai
szerkezete kozott szoros — elsdsorban a vegyiiletek toltésével

¢és a toltésstirtiséggel 0sszefiiggd — kapcsolat all fenn. Az
amfoter, illetve — az X aminosav oldallancatol fiiggéen —
bizonyos polikationos vegyiiletek (pl. X = Ser), valamint az
egyszeres negativ toltéssel bird polianionos vegyiiletek (pl.
Ac-EAK) jelenléte a vérkeringésben markans mértékben
hosszabb, mint az oldallancban N°®-aminocsoportot (pl.
KAK) vagy kétszeres negativ toltést hordozo polipeptideké
(pL. Suc-EAK). E megfigyelések érvényeseknek bizonyultak
tumort hordozo egerek esetében is. 4647

4. Osszefoglalas és kitekintés

A hazai és nemzetkozi tudoményos egyiittmiikodésben
feltart 6sszefliggések azt bizonyitjak, hogy az elagaz6 lancu
polimer polipeptidek kémiai szerkezet (aminosavosszetétel,
oldallanc felépités, aminosav konfiguracid) atgondolt
modositasaval eléallithatd olyan, kiilonb6z6 toltéssel
rendelkezé (pozitiv/negativ/amfoter karakterl) vegyiilet,
amely adott (pl. fiziologids) kortiilmények kdzott rendezett/
rendezetlen oldatbeli térszerkezet vesz fel. A feltart, kémiai
szerkezet és biologiai hatas, 6sszefliggések alapjan lehetség
nyilik olyan polipeptidek tervezésére is, amelyek in vitro
citotoxicitasa elhanyagolhatd mértékii és vérkeringésben a
kivant (hosszabb/rovidebb ideig van jelen.
Allatkisérletekkel ~ bizonyitottuk, hogy e polimerek
vérkeringésbdl torténd tavozasat, szervezetbeli eloszlasat,
sejttoxicitasat toltésviszonyaik (pozitiv/negativ, siriiség)
nagymértékben befolyasoljak.

Az cléadasban bemutatott eredmények vezettek olyan, 0j
biokonjugatumok  tervezéséhez,  eldallitaisdhoz  és
funkcionalis jellemzéséhez, amelyekben tumorellenes (pl.
daunomicin 48-5°, hormon!3?), antimikrobialis (pl. metotrexat
164151) gzer kapcsolodik makromolekuldris hordozoként
alkalmazott elagazd lanct polipeptidhez, a hatasos
vegyii-letek esetében a hatas mechanizmus tisztazasahoz (pl.
a ,;scavenger A” szerepének tisztazasa).
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Influence of primary structure of branched chain polypeptides on solution conformation, in vitro cytotoxic/cytostatic

effect and on in vivo blood clearance properties.

Despite numerous papers in the literature which include
many encouraging results even in experimental and/or
preclinical models, very few systematic studies were
reported on structural and functional factors required for an
optimal macromolecular carrier. To this end we have
initiated investigation for establishing structure - function
type correlation to facilitate rational design and/or selection
of polymeric polypeptides as synthetic macromolecular
carrier. We have prepared new groups of branched chain
polymeric polypeptides with the general formula
poly[Lys(X-DL-Ala,)] (XAK), poly[Lys(X)] (XK) and
poly[Lys(DL-Ala,-X;)] (AXK) where i<l, m ~ 3, and X
represent an additional optically active D- or L-amino acid
residue. These polymeric polypeptides were characterized
by their size, chemical (primary structure, solution
conformation) and biological (in vitro cytotoxicity,
pyrogenicity, biodegradation, immunoreactivity and
biodistribution) properties. In this communication a brief
outline is provided concerning the synthesis, structural
analysis with a special emphasis on solution conformation
new the above three sets of polymeric polypeptides. In

addition two aspects related to biological properties, namely
in vitro cytotoxic/cytostatic effect on isolated rat liver,
mouse spleen and mouse bone-marrow cells as well as on
various cell lines (J774, C26, HepG2, HT-29) and blood
clearance after i.v. injection of '2°I, ''In or 3*Cr labelled
polypeptides. In all three chapters the focus of the discussion
is on the correlation between primary structure (amino acid
composition, side chain structure, charge properties) and the
solution conformation studies by CD spectroscopy, cell
viability/inhibition and blood clearance/survival. We report
here that the formation of ordered conformation in solution
could be well designed by the appropriate intramolecular
secondary linkages (e.g. ionic, H-bond and/or hydrophobic)
between the branches. This can be achieved by the nature,
configuration and position of amino acid X. The in vitro
cytotoxic/cytostatic effect of the polypeptide as well as the in
vivo blood clearance properties are predominantly
determined by the charge of the compounds. High positive or
negative charge density could result in marked
cytotoxicity/cytostasis and quick and efficient disappearance
of the polypeptide from the blood circulation.
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