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2007. zarojelentés az OTKA-042884 sz. OTKA keretében végzett kutatasokrol
A 42882 sz. OTKA cime: Bioaktiv okta- és hexadekamerek szintézise és vizsgalata.
A munka kezdete és befejezése: 2003-2006 december 31.

A kutatés célja: kémiai szintézissel bioldgiailag aktiv és egzakt kémiai szerkezettel, homogén
molekulatdmeggel jellemezheté oligomer molekulak el6allitasa, melyek tébbsz6rés amino-
vagy karboxil-csoportjaik revén alkalmasak arra, hogy hozzajuk ismert biologiailag
hatékony anyagokat vagy szarmazékaikat (max. 16 monomer egységet) kapcsoljunk.

Kutatasaink és talalmanyaink konkrét targyat olyan 0j aminosav- és peptidszarmazékok,
peptidmimetikumok képezik, melyek a bennuk levé egy vagy tobb protonakceptor
sajatsagu tercier nitrogénatom miatt polaros kézegben, killéndsen gyengén savas kézegben
j6l oldodnak.

Az egyik konkreét cél az 0j kémiai szintézisek kivitelezhetéségének vizsgalata és kidolgozasa, a
masik az Uj vegylletek in vitro és in vivo vizsgéalata volt.

A pélyazat keretében di-, tri-, tetra- és oktamer hordozomolekulak, valamint bioaktiv anyagok
konjugatumainak eléallitasat, in vitro és in vivo vizsgalatok elvégzését vallaltuk. Konkrét
elképzelésiink az volt, hogy a legegyszertibb di- és trifunkcios alapanyagokbdl olyan uj,
komplex oligofunkcios vegyuletek eléallitasat kiséreljik meg, melyek gazdasagosan,
tisztan, jol kezelhetéen eléallithatok. Az oligofunkcios csoportokat tartalmazoé vegyiletek
tervezésének f6 szempontjai: a viszonylag j6 oldhatosag biztositasa, a koztes termékek
detektalhatdsaga, tisztithatdsaga, analizalhatosaga (HPLC, MS) valamint annak a
lehetéségnek megteremtése, hogy lehetéleg egy-ket kemiai lépéssel tobb bioaktiv és/vagy a
bioldgiai hatast elésegito ,,spacer” molekulat (bifunkcids kispeptidet) lehessen hozzakaotni.

A kutatas alapvet6 célkitiizesenek (vagyis a hatarozott szerkezettel jellemezheté oligomer
vegylletek el6allitasa) megvaldsitasa érdekében tébb funkcids csoportot tartalmazé
karbonsavak, aminok és aminosavak szelektiven védett szarmazékainak elsallitasi
lehet6ségeit vizsgaltuk. Eléallitottunk olyan oligofunkcios csoportokkal rendelkezé
anyagokat, melyek alkalmasak arra, hogy belslik epitsik fel a kutatasi tervben vazolt
oligomer cél- illetve hordozomolekulakat.

Roviditések: TT232= a szomatosztatin szelektiven tumorgatlé heptapeptid analdgja; TK=
tirozinkinaz; TKI= tirozin kinadz inhibitorok; GnRH-I11= lamprey Gonadotropin Releasing
Hormon; MDR= Multi Drug Resistance; MDRI= MDR inhibitorok; GhnRHI= GnRH
analogok tumorgatlé inhibitorai; DETA= dietiléntriamin; TAEA= tris-aminoetilamin;
EDTADA-= etiléndiamin tetraecetsavdianhidrid; DETAPADA= dietilén-triamin-
pentaecetsav; BOC=terc.-butiloxi-karbonil; Z=benziloxi-karbonil; PTK=protein tirozin
kinaz; GH= growth hormon; Cpa= 4-klorfenilalanin; Dit=3,5-dijodtirozin;
DNp=dinitrofenil; 5-AF=5-aminofluorescein; LH=luteinizal6 hormon; FSH=follikulusz
stimulalé hormon; OOI= Orszagos Onkoldgiai Intézet;

A kutatécsoportunk altal a korabbi években leginkabb kutatott antiantitumor hatast anyagok
(GnRHI, TKI, és MDRI) analdgjait és fragmenseit s oligomer konjugatumait allitottuk
elé. Racionalisan megtervezett oligokarbonsavak és aminosavak egyszerti karboxamid
szarmazékait terveztilk meg szintetizaltuk, valamint mertik ezek bioldgiai hatékonysagat,
MDRI, TKI sejtproliferaciot gatlé (MTT teszt) képessegeét, valamint RP-HPLC és micellar
kromatografias sajatsagat vizsgaltuk.
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A kutatés el6zmények rovid ismertetése

Korabbi vizsgalataink azt mutattak, hogy a vizoldékony (15-20 kDa molekulasulyd poli-[N-
vinilpirrolidon-ko-maleinsav anhidrid]) polimerhez kapcsolt (és szabadalmaztatott)
antitumor hatasu GnRH analdgok oldékonysaga, hatasspektruma és hatasmechanizmusa
kedvezéen megvaltozott. PI. a GnRH hormon analdgjainak konjugatumait részletesen
tanulmanyoztuk in vitro. Megallapitottuk, hogy a konjugatumok hatasspektrum valtozast,
oldékonysagndvekedest, és kedvezébb farmakodinamikai (enzimatikus rezisztencia,
felszivodas, kilrilés, long acting hatas) tulajdonsagokat eredményeztek . Feltételezéseink
szerint az egymashoz kotott biologiailag aktiv monomeregysegek modosithattak egymas
hatasat, receptor-kotédését, internalizacidjat.

Korabban a multidrug rezisztencia (MDR) néven ismert jelenség gatlasara uj, a multidrog
rezisztenciat gatlo és citosztatikumok daganatellenes hatasat fokozo peptidszarmazékokat
készitettlink és szabadalmaztattunk. A leghatékonyabb anyagaink az Asp, Glu, Lys
aminosavak benzilcsoportokat tartalmazé szarmazeékait tartalmaztak. A legjobban a -
Lys(Z)- és —Glu(OBzl) szerkezeti részt tartalmazo peptidszerti molekuldk valtak be. A
legaktivabb peptidszarmazék a Reversin 205 tulajdonképpen a lizin egy dimer
szarmazéka: BOC-Glu(OBzl)-Lys(BOC-Glu(OBzl))-OMe.

Korabban kimutattuk, hogy a TK géatloszerek az MDR fehérjének is szubszratjai. Aktualissa valt
a peptid és nempeptid molekula-kombinaciok szintézise és vizsgalata.

Korabban a TK talmikddes elleni racionalisan fejleszett kombinatorikus vegyiiletkbnyvtarat,
inhibitorokat fejlesztetttink ki, melyeknek a kdvetkezé hatasait vizsgaltuk: az EGF-PDGF
gatlas, apoptozis stimulalas, angiogenezis gatlas, proliferacios szignal gatlasa, sejtosztodas
gatlasa. Kis molekulakbol allo molekulakényvtarakat, 2-3 gyiiriis kondenzalt
heterociklusos (kinazolin, kinoxalin, kinolin, kumarin, benzoimidazol, benztiazol stb)
vegylleteket és peptidszarmazékokat allitottunk el6 és in vitro enzim tesztekkel, human
sejtkulturakon vizsgaltuk.

TT232 jelti tumorgatld kindzgatld peptidfragmenseit az angiogenezisre €s neurogén gyulladasra és
széleskori gyogyszerrezisztenciara hatd peptidek, peptidomimetikumok- karbonsav
csoportot tartalmazé valtozatait terveztiink és szintetizaltunk annak érdekében, hogy
oligomerhordozéhoz kapcsoljuk 6ket.

Az OTKA szerzédés idétartalma folyaman elért eredmények:

1. Szamitogeépes adatbazist keészitettiink az ismert MDR1, GnRHI és TKI molekulak szerkezeti és
fizikokémiai, biokémiai adataibdl (molekulaszerkezetek, hatastani adatok, irodalmi
referencidk, szabadalmak, molekulakényvtarak).

Sajat fejlesztésti szamitdgepes kereséprogramot készitettlink a vegyszerforgalmazo cégek
katalogusaiban eés vegyulet-kényvtaraiban ismertetett alapanyagok kozétt valo racionalis
keresésre.

Az elektronikusan tarolt és sok szempont alapjan rendszerezett adatokbdl a kémiai szerkezet és a
varhato fizikokémiai paraméterek, valamint a biologiai hatas dsszefliggéseit szamoltuk. A
kvantitativ szerkezet-hatas 0sszefuiggések vizsgalatahoz sziikséges fizikokémiai
paraméterek (pKa, logP, NMR, 3D) meghatarozasat kovetéen az NMR adatok
felhasznalasaval az adatbazis forméaban valé feldogozasa utan a vegyiletek konforméciojat
modelleztiik és ebbdl 0j, varhatéan bioaktiv vegytiletek szerkezetét alkottuk meg.

A kozismerten hatékony és az eléallitani kivant vegyuletek fizikai-kémiai (NMR) és bioldgiali
paraméterek (pKa, pKi) meghatarozasat kdvetéen egy SYBYL nevii programcsomaggal és
egy sajatfejlesztésii szabadalmaztatott neuralis halozat-alapu szoftverrel a hatas-szerkezet
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Osszefliggésekkel korrelald kvantitativ antiMDR és antiTK 3D molekulaszerkezet-
farmakofor hatastani modellt készitettiink és ennek segitségével virtualisan és ténylegesen
eloéallitott vegyiletek gyogyszerként valo felhasznalhatosagat probaltuk megjésolni.

2. Tanulmanyoztuk a kén atomot tartalmazé molekulakbdl felépitheté oligomer vegyiletek
kialakitasanak lehetésegeit. A kéntartalmu vegyiletek kémiai ligacioja elvileg lehetéséget
nyujt tébb szabadfunkcos csoportot tartalmazé vegyulet kdzti specifikus kemiai kotés
kialakitasara. igy példaul a védécsoportokat nem tartalmazé peptid-tioészterek, tioéterek
szelektive dsszekapcsolhatok egymassal. Igy tehét lehetéség van arra, hogy bioaktiv
oligomer vegyuleteket allitsunk el6. Vizsgaltuk a peptidek C-terminusan tioészter
csoportot illetve az N-terminuson szabad SH és NH2 csoportot tartalmazé peptid-
szarmazékoknak kémiai ligacioval valo szintézisének lehetéségeit szilard fazison [1].
Vizsgalataink eredményei végulis azt mutattak, hogy ezen az iton nem eredményes a
kismolekulasulya aminosavak és peptid-oligomerek eléallitasa.

3. A klinika Il. fazisban 1évé TT232 in vivo vizsgalatat folytattuk kiillonb6z6 tumor modellen [6].
A TT232 molekula olyan j C-terminalis és N-termindlis védett di- és tri-peptidjeinek
szarmazékait allitottunk el6 [8,9], amelyekben harom, a bioldgiai hatas szempontjabol
fontos aminosav (Lys, Phe, D-Trp) dsszekapcsolddasat egy TAEA molekularészlet
biztositja. Eléallitottunk egy random peptid-konyvtarat, amelyben a triszamino-etilamin
molekula harom, szerkezetileg és kémiailag azonos NH,-csoportjain a Boc-Lys(2ClZ),
Boc-Tyr(Bzl), és Boc-D-Trp aminosavak kiildnb6zé variaciokban kapcsolodhatnak a
kdzponti maghoz. El6allitottuk a szabad terminalis NH,-csoportokat tartalmazé konyvtarat
- a Boc-védocsoportok eltavolitasaval -, valamint eléallitottuk ezeknek a
»konyvtartagoknak” egyes komponenseit is, ezek a [Boc-Lys(Z)]s-TAEA, [Boc-Tyr(Bzl)]s-
TAEA, [Boc-DTrp]s-TAEA peptidomimetikumok. [BOC-Glu(OBzl)]s-TAEA, [Z-
Glu(OtBu) ]s-TAEA, [Z-Glu(OH) ]3-TAEA, [Z-Lys(Z) ] s-TAEA.

Elvégeztiuk az 0j analogok proliferacio gatlasra (MTT teszt) és neurogén gyulladasra kifejtett
hatasanak in vitro elévizsgalatat. Sejtproliferaciora kifejtett hatasukat A431 melanoma,
SW480 colon és Kaposi Sarcoma (KS) human endothel sejtvonalakon néztik. Az SW480
sejteken a TEAE szarmazék-random koényvtara 45 uM mig az egyik tagja, [BOC-Lys]s-
TAEA [Lys(Z)]s-TAEA 1 uM IC50 értéket mutatott. A KS sejtvonalon a legérdekesebb
vegylletnek a védett N-terminalis TT232 fragmens, a Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe
bizonyult, mely az endothel sejtek ndvekedését idézte eld. Ezt a vegyllettipust és
angiogenezist indukalo tulajdonsagat publikaltuk [7-11].

Az Gjonnan eléallitott TT232 fragmensei: BOC-Cys(Acm)-Tyr-OMe; H-Cys(Acm)-Tyr-OMe;
BOC-DPhe-Cys(Acm)-Tyr-OMe; H-DPhe-Cys(Acm)-Tyr-OMe; BOC-DPhe-Cys(Acm)-
Tyr-N2H3; BOC-Cys(Acm)-Thr-NH2; H-Cys(Acm)-Thr-NH2;

4. Szisztematikusan valtoztatott homoldg molekulasorozatokat (,,molekulakonyvtarat™)
szintetizaltunk a TT232 molekula szerkezet-biologiai hatasa kozti 6sszefliggések
vizsgalatara. X-Lys(2)-Y [ahol Y tirozin analog (Cpa, Dit) vagy aromas
aminosavszarmazek pl. His(DNp)] altalanos képletii analégok sorozatat keészitettiik el,
tovabba az X-Lys(Z)-Tyr-OMe (ahol X= aromas aminosav) altalanos képletii vegyuletek
szintézisét kezdtuk el.

5. Fluoreszcens festek aminosav szarmazékait allitottunk el6 és mértik ezek MDR1 szubsztrat
jellegét rezisztens szolid tumorokon. ElGallitottuk az 5-aminofluorescein BOC-Lys(Z)-
csoporttal acilezett €s szukcinilezett szarmazékat. A festékmolekuldk diagnosztikumkent
valé felhasznalasat gatolja az a tény, hogy a sejtekben felhalmozo6do festékmolekulak
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viszonylag nagy mennyiségben ,,kifolynak™ a sejtekbdl, s ezert a sejten belili
floreszcencia-mérést gatoljak.

6. A jeltovabbitasi kaszkadot gatld, célzott molekulakdnyvtarak eléallitasa keretében
eléallitottunk 28 db fenilamino-oxalecetsav tipusu, két szubsztitualt fenilgytri kdzott
biciklusos vazat tartalmazo, kismolekulaju nempeptid TT232 kdveto vegyiletet. A
vegylletek szerkezetét NMR és HPLC-MS spektroszkdpiaval igazoltuk. Az eddig
elvégzett in vitro vizsgalatok alapjan a vegyiletek kdzott tobb, nanomolaris
koncentracioban is jelentés P anyag felszabadulast gatlé vegyulet van, emellett a
vegylletek ADME paraméterei is javultak, oldékonysaguk pl.egy nagysagrenddel nagyobb
a két szubsztitualt fenilgyiiri kozott oxalil-félanilid-félhidrazid részt tartalmazo kiindulasi
szarmazékoknal. Az eredményeket publikaltuk [2], és a vegyuleteket szabadalmaztattuk [3,

4]. Ezen vegyiletek kdzott olyan karbonsav és aminocsoportot tartalmazé intermedier
szarmazékok vannak, melyek alkalmassa teszik a molekulat arra, hogy az oligomer
hordozohoz kapcsoljuk.

7. Elsallitottunk 10 0j GnRH-I111 analdgot, és tucatnyi GnRH fragmenst részben oldatfazisu,
részben szilardfazisu szintetikus médszerekkel. A 6-0s helyzetben 3-aszparaginsavat
tartalmazd GnRH anyagot azidos kapcsolassal 4 szabad aminocsoportot tartalmazé DETA
vazat tartalmazé oktamer hordozéhoz kapcsoltuk. A terméket molsalysziiressel
tisztitottuk.Vizsgaltuk (OOI) az in vitro endokrin (LH és FSH releasing), valamint két
rakos sejtvonalon a daganatgatlé hatasukat. Megallapitottuk, hogy a hormonanal6gok
aminosav-szekvenciajaban tortént egy vagy tébb aminosav cseréje altalaban nem
valtoztatta meg lényegesen a rakellenes hatast, a kissebb fragmensek pedig nem voltak
karcinogenek, de nem is fejtettek ki mérhet6 endokrin-tumorgatlé hatast. Az eredmenyeket
publikaltuk [5]. Az oligomer GNnRH anyagok megtartottak ugyan biologiai
hatékonysagukat, de nem bizonyultak jobbnak, mint a monomer anyagok énmagukban.

Az elééllitott GnRH analégok: Ac-DPhel,DPhe2,DCpa3Dlys6,desGly10-GnRH EA; Arg8-
GnRH-III; DPhe2, DTrp3, DLys6-GnRH; DPhe2, DTrp3, DLys(Succ)6-GnRH; L-
BAsp(OtBu)6, EA10-GnRH; L-BAsp(OMe)6, desGlyl0-GnRH-EA; L-BAsSp6N2H4,
EA10-GnRH. Ez utobbi vegyllet oligomer (tetramer) szarmazékat is eléallitottuk

Az elééllitott GnRH és GnRH-I111 fragmensei: BOC-Lys(Z)-Pro-OMe; BOC-Lys(Z)-Pro-EA;
BOC-Asp(OBzl)-Pro-OMe; Z-Asp(OMe)-Pro-EA; BOC-Asp(OBzl)-Pro-Gly-NH2;
FMOC-Lys(BOC)-Pro-OMe; H-Lys(Z2)-Pro-EA; Z-Leu-Arg(NO2)-Pro-OMe; BOC-Sar-
Leu-Arg(NO2)-Pro-OMe; H-Ser-Lys(Z)OMe; Glp-His-Trp-OMe; Glp-His-Trp-N2H3;
Glp-His(DNp)-Trp-OMe; Glp-His(DNp)-Trp-N2H3; Glp-His-Trp-Ser-Tyr-OMe; Glp-His-
Trp-Ser-Tyr-N2H3; Glp-His-Trp-Lys(Z)-Tyr-N2H3;

A kozremitkodo szervezet (OOI: Orszagos Onkoldgiai Intézet, Dr.Vincze Borbala, dr.Gaal Dezso)
vizsgalatainak eredményei:

Az antiproliferacios hatés, valamint a fluoreszcens és radioaktivan jelzett molekulak
endocitozisanak vizsgaltak human daganat sejttenyészeteken in vitro. Radioreceptor
vizsgalatok soran a peptid szarmazékok gatoltak a triciummal jelzett GnRH-111 specifikus
kotédeset rosszindulatd HT-29 human, C-26 eger vastagbél- és MCF-7 human eml6-
daganatsejtek membranfrakciojaban. A GnRH receptor fehérje expressziojanak vizsgalatat
PAGE- immunoblot technikaval nyul poliklonalis 1gG antitest (FL-328) alkalmazéasaval
végezték. Az MCF-7 sejtvonal citoszol- és membran- , valamint a C26 xenograft citoszol-
és mag-frakciojaban kifejezett GnRH receptor fehérje pozitivitast tapasztaltak. A GnRH
receptor vizsgalatokkal 6sszhangban a peptid szarmazékok idé és dozis fliggé modon
gatoltak az MCF-7 és a HT-29 sejtek proliferaciojat. A negativ kontrollként alkalmazott
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HL-26 sejttenyeszeten GnRH fehérje jelenléte a fenti technikékkal nem volt kimutathato,
ennek megfeleléen a GnRH szarmazékok proliferacid-gatlo hatast sem fejtettek ki.

MCF-7 human eml6- és HT-29 vastagbéldaganat sejtkultirakon tanulmanyoztak az uj GnRH
analog készitmenyek (JS-1004, JS-1892 es TH-916) szelektiv anti-proliferacios hatasat in
vitro. A sejtkultirakat 10%-o0s borju savo tartalmiu RPMI tapfolyadékon tartottak fenn,
majd a kezelést kdvetéen a negyedik napon hataroztak meg a sejtszamot.

MCEF-7 sejtek vizsgalata soran csak a JS-1004 szarmazék esetében tapasztaltak gatlo hatast (15-20
%). A varakozassal ellentétben az (j GnRH analdg szarmazekok erételjesebben gatoltak a
HT-29 vastagbéldaganat sejtek proliferaciojat (JS-1892 25-30 %-kal, a JS-1004 15-20 %-
kal, TH-916 15%-kal). A sejthomogenizatumok membran-frakciojaban radioreceptor
technikaval mérték a triciummal jelzett ors6hal GnRH-111 szarmazék specifikus kotodését.
Megkezdték a GnRH receptor expresszid vizsgalatat Immun-blot technika alkalmazasaval.

Human xenograftos egereken a tumor akkumulaciojat és retencidjat mérték. Elkezdték a
konjugatumok akut toxikologiai vizsgalatat. A terc.butil-, és benzil-csoportokat tartalmazo
lipofil oligomer peptidszarmazékok a legnagyobb oldhatdsagi koncentraciéban sem
toxikusak in vivo.

Vizsgaltak a radiojelzett hidroféb peptid in vitro sejtfeltleti kotodéseét, internalizacidjat intakt
daganatsejteken, in vivo felszivodasat, széveti megoszlasat CBA/CA normal egereken.

8. Az Uj vegylletek neurogén gyulladasra kifejtett hatasat in vivo (patkany trachean), a
substance P felszabadulas gatlasaval mérték. A védett N-termindalis TT232 fragmens, a
Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-OMe 29.4 %-ban, a Boc-védécsoport eltavolitasa utan, a TEAE
szarmazék-random konyvtara hasonlo mértékben (29,6 %) mig a [Boc-Lys(Z)]s-TAEA
szarmazék igen magas, 53.9 %-ban gatolta a P anyag felszabadulasat. Szabadalmi
bejelentést tettlink.[11].

9. Uj MDR hatésu, a korabban szabadalommal védett Reversin-205 és Reversin-121 jeli
vegylletek analdgjait és koveté molekulait allitottuk elé, melyek kézponti ,,mag”-ként
TAEA, EDTADA, DETAPADA, DETA molekularészleteket és benzilészter
benziloxikarbonil csoportokat tartalmaznak. Ezek kdz0s sajatsaga, hogy bazikus karaktert
tercier amin csoporto(ka)t tartalmaznak, melyek elésegitik a polaros olddszerekben vald
oldhatosagot. Vegyileteink biologiai hatékonysagat MDR1-ATP-4z hatasanak merésével,
fluoreszcens vizsgalati eljarassal sejttenyészeteken tortént mérésekkel vizsgaltuk. Olyan
oligomer vegyuleteket sikerlt eléallitani, melynek oldékonysaga jobb a korabbi MDR
gatlo anyagokhoz képest.

A kiserleti eredmények szerint az MDR1 egyes peptidszeri szubsztratjai jelentés tirozin kinaz
gatlo hatassal is rendelkeznek , és azt is kimutattuk, hogy a sejten belil hato tirozin kinaz
gatlo és mas hidrofob gyogyszerjelolt molekulak egy része aktivalja az MDR1 ATP-az
muikodését is.

Az MDR1 transzporter miikodésének stimulalasara illetve gatlasara korabban kifejlesztett
hatékony peptidszarmazékaik in vitro vizsgalatai alapjan sikerult meghataroznunk nehany
olyan kulcsfontossagu molekularészletet, melyek igen alacsony koncentracioban
stimulaljak az MDR1-ATPaz rendszert és az elérhet6 legmagasabb oldhatosagi
koncentracioban sem toxikusak.

10. Uj szintetikus eljarast fedeztiink fel, melynek lényege, hogy az BOC-Lys(Z) aminosav
petafluorfenil-észterével jo termeléssel szelektiven acilezhet6k a dietiléntriamin primer
aminocsoportjai, mikézben a szekunder amino csoport érintetlendl, szabadon marad. Ezt a
szekunder amint egy kovetkezo Iépésben szukcinilezni lehet, aktivészterré lehet alakitnai,
majd az igy kapott védett aminokarbonsav pentafluorfenilészterével egy Uj DETA
molekulat lehet szubsztitualni. E mddszerrel tehat olyan vegyuleteket lehet egybeépiteni,
melyek segitségével pl. 2 db BOC és 2 db Z, vagy 4 db Z csoportot tartalmazé vegyiiletek
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allithatok elé, melyeket borostyankésavanhidriddel jol lehet acilezni, majd ezekbél aktiv
észter keészithetd. E szintetikus 1épések megismetlésével 2x4 aminocsoportot tartalmazé
»oktamer” vegyuletet allitottunk el6, mely 2 tercier nitrogenatomot is tartalmaz.

11. Oligomer anyagaink egy részét az angiogenezis-vasculogenezis stimulalasara és gatlasara
teszteltlik. A sikeres in vitro vizsgalatokat kdvetéen az in vivo vizsgalatok meglepd
eredményt hoztak: az egyik TT232 fragmens-szarmazék erételjesen stimulalta az
angiogenezist in vitro. E vegyliletre és szarmazékaira alalmanyi bejelentést tettink[11].

Jelenleg is folyik a fenti vegylletek nagyléptékii szintézisének kidolgozasa, a szabadalmakhoz
tartozo analog molekulak eléallitasa, valamint biologiai vizsgalata. Az Gj vegyiiletekrol
cikkek van készilében. [12-17].

Elért eredmények

- eléallitottuk az iminodiecetsav (IDA) szarmazekait: BOC-IDA; IDA-bisOMe; BOC-Trp-IDA-
bis(OMe); H-Trp-DETA-bis(Pht); BOC-IDA-bis(Trp-OMe); BOC-IDA-bis(Glu-
bis(OBzl); BOC-IDA-bis(IDA-bis(OMe); H-IDA-bis(IDA-bis(OMe); BOC-Asp-
bis(IDA-bis(OMe)) ; BOC-Glu-bis[(Glu(OMe)2]; BOC-Dglu(Glu(OMe)2)OBzl;

- eléallitottuk a DETA NN-bis(ftalil) vegyileteit és szarmazékait,: DETA-bis(Pht); BOC-
Asp(OBzl)-DETA-bis(Pht); BOC-Glu(OBzl)-DETA-bis(Pht); Z-Glu(OtBu)-DETA-
bis(Pht); BOC-DTrp-DETA-bis(Pht); H-Trp-DETA-bis(Pht); A ftalil csoportokat
hidrazinnal hasitottuk.

- eléallitottuk a DETA NNN-tris(BOC-Asp(OBzl))- szarmazékot, mely bizonyos mértékben a
Reversin 121 jelti anyaghoz hasonlit szerkezetében

- eléallitottuk az 5-aminofluorescein (=5AF) acilezett szarmazekait, de nagyon alacsony
termeléssel: DETAPADA-5AF; DETAPADA-5AF(Ac2); DETAPADA-5AF-
bis[Asp(OBzl)2]; DETAPADA-5AF(Ac2) bisAsp(OBzl)2; BOC-Lys(Z2)-5AF; a
dietiléntriamin-pentaecetsav dianhidridet 5-aminofluoresceinhez kapcsoltuk, majd e
vegyllet diacetil szarmazékat készitettlik el, de az LCMS nem igazolta a termék
szerkezetét

- eléallitottuk az EDTADA vegyiletbél triptaminnal az-etiléndiamin-tetraecetsav-bis-triptamid
vegylletet, mely kromatogréfiasan jol kimutathaté (Erlich reakcio) volt. Ez a disav a
melléktermékek képzodése miatt nem bizonyult alkalmasnak a dimer szarmazék
eléallitasara

- eléallitottuk a DETA szelektiven bisz-acilezett szarmazékait: [BOC-Lys(2)]2-DETA; [Z-
Lys(2)]2-DETA; [BOC-Lys(BOC)]2-DETA; [Z-Glu(OtBu)]2-DETA; [BOC-Trp)2-
DETA; EDTADA-bis|[DETA-bis[(Lys(Z)]-bis-dimetilaminopropilamid)

- eléallitottuk a DETA szelektiven bisz-acilezett és SUCC szarmazékait: [Z-Glu(OtBu)]2-DETA-
Succ-OH; [BOC-Lys(Z)]2-DETA-Succ-OH; [Z-Lys(Z)]2-DETA-Succ-OH;

- eléallitottunk tercier nitrogént tartalmazd (TAEA) anyagokat: [BOC-Lys(Z)]3-TAEA,; [Z-
Glu(OtBu)]3-TAEA; [Z-Glu(OH)]3-TAEA,; [Z-Lys(2)]3 TAEA; [BOC-Glu(OBzl)]3-
TAEA,

A tapasztalatszerzés érdekében prébakisérleteket folytattunk a dietiléntriamin-pentaecetsav-
dianhidriddel, és az 1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane tetramin reakciokészsegével
kapcsolatban.

- eléallitottunk BOC-Lys(Z)- 2-amino-6-metilszulfonil-benztiazol; Ez az analdg nagyon Kis
koncentracidban gatolja az angiogenezist.

A szintezisek soran felmer(lt problémak a kdvetkezék voltak:
1. Az oligokarbonsavak (iminodiecetsav szarmazékok BOC-Trp-IDA, BOC-IDA bis(Trp-OH))
sem szintetikus, sem analitikai szempontokbdl nem bizonyultak alkalmasaknak arra, hogy
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veluk rutinszeriien hatarozott szerkezeti oligomereket allitsunk el6 (oldékonysagi
problémak, a konverzié nem ellenérizhetd, mellékreakciok a DCC-s aktivalasok soran) , a
termékeket nem sikerdilt tisztan, szilard allapotban vagy kristalyosan izolalni

2. A ftalil csoport lehasitasanal a folos hidrazintél megszabadulni nehéz, ezért a DETA aktiv
észteres szelektiv acilezését elénydsebbnek tartjuk.

3. A DETAPADA alacsony oldékonysaga miatt nem alkalmas acilezésre

4. Az 5-AF acilezese altalaban igen alacsony termeléssel jar

Uj oligo-funkcios vegyiiletszarmazékokat allitottunk el és bizonyitottuk (MS) a szerkezetiiket.
Ezekbdl az anyagokbol, mint elemi épitokovekbal épitettiik fel a kutatasi tervben vazolt
tobb amino- illetve karbonsav csoporttal rendelkez6 oligomer vegyileteket.

Osszefoglalas (A kutatas varhaté hasznositasa)

Jelentés kutatomunkat forditottunk arra, hogy korabban kifejlesztett gydgyszerjeldlt molekulaink
(REVERSIN 121 és 205, TT232, GnRH-II1I) olyan szarmazékait allitsuk elé, melyek
alkalmasak arra, hogy egy funkcids csoportukon keresztill hordozohoz kéthetéve valjanak.

Mivel az MDR1 néven ismert ATPaz membranfehérje, és a fehérje tirozin kinaz (PTK) nevi
membranfeherjék altal medialt betegsegeket altalaban csak rosszul oldhaté és ezért a
gyakorlatban kevéssé hatékony hidrofob vegyiiletekkel lehet szelektiven gatolni, ezért a
peptidszeri (= -CONH- karboxamid kotéseket es az oldékonysagot eléseqité tercier
nitrogen atomot tartalmazo) anyagok, anti-MDR és -TKI hatasu vegyiiletek szintézisét és
vizsgalatat végeztuik el.

A fent leirt 0j anyagoknak a kdzismerten kedvez6 bioldgiailag aktiv (féleg antitumor hatasu)
»monomer” molekulakhoz képest elénydsebb lehet a bioldgiai felszivodasa (oralis
készitménnye valo fejlesztése), a bioldgiai hatasspektruma (hosszantart6 hatas), az
enzimekkel szembeni viselkedése (rezisztencia) stb. Az dGnmagukban is hatékony anyagok
(pl. GnRHI, MDRI és TKI) szamos, itt nem részletezett elénytelen tulajdonsagaval
szemben az eléallitandd Uj kémiai szerkezett oligomer vegyiiletek mas fizikokémiai
tulajdonsagaik révén klinikai szempontbdl kedvezébbek lehetnek egy-egy Uj gyogyszer
kifejlesztése esetén, tovabba hasznos informéacidkat adhatnak a polimerhez kotott bioaktiv
konjugatumok hatasmechanizmusanak felderitéséhez. Az oligomer hordozéra kapcsolt
bioldgiailag aktiv peptidszarmazékok Gj tipusu rakellenes depo készitmények
kifejlesztésének és szabadalmaztatasanak alapjait teremthetik meg.

Kulénosen jelentés eredménynek tartjuk, hogy Uj vegyuleteinkkel jelentésen lehet
stimulalni, illetve gatolni az angiogenezist. Az Uj vegyuleteink szabadalmaztatasat azért
inditottuk el, mert a tovabbi gyogyszerfejleszés elésegitése érdekében iparjogvédelmet
szeretnénk biztositani azon originalis szerkezetii anyagok szamara, melyek remélhetéleg in
vivo is hatékonyaknak bizonyulnak.

Mivel az ATP foszfat csoportjaval kapcsolatos molekularis folyamatok jelentds szerepet jatszanak
a sejtosztodasi és tumorndvekedési folyamatokban, ezért a szelektiv antiMDR, antiPTK,
antiGnRH hatasu peptidszerii anyagok a rakos megbetegedések jovobeni gydgyszereinek
tekinthetok. A kutatasi program keretében szintetizalt és vizsgalt vegyuleteinket
hatdsmechanizmusanak molekularis paramétereit nemzetk6zi szakfolyoiratokban illetve
konferenciakon publikaljuk.

A kidolgozott szintézisekkel el lehet allitani olyan aminosavak és peptidek karbonsav
szarmazékait, melyek 2-8 aminosav-tagszamu bioldgiailag aktiv vegyuleteket
eredményeznek.
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