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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A korabbi években a kiilonb6zé bioldgiai mintdk elemzésére szdmos fluoreszcencidn ¢&s
biolumineszcencian alapuld in vitro és in vivo analitikai modszert dolgoztak ki. Ezek kozil
néhany fontosabb technika a kiillonb6z6 immunprobak, a génaktivitast és transzkripcios
szabalyozast mérd eljarasok, biologiai képalkotd eljarasok, a gyodgyszerhatast és mellékhatast
kimutatd kiilonbozé sejtes ¢és allatmodellek. Mikrotitraldé lemezeken alapulé, nagy
ateresztoképességll sejt-¢letképességet analizalo esszék fejlesztése - melyek kiilonbdzd proteazok
aktivitasat detektaljdk - intenziv kutatas targyat képezi. A biolumineszcencias rendszereknek
nagy elénye a fluoreszcencian alapulokkal szemben, hogy sokkal érzékenyebbek és konnyebben
automatizalhatok. A kiilonb6z6 sejtes és allatmodellekben alkalmazott biolumineszcencias
modszerek soran szamos eltérd luciferaz enzimet és ezek szubsztratjait, luciferineket hasznalnak.
A bioldgiai képalkoto eljarasok leggyakoribb enzim-szubsztrat rendszere a szentjanosbogar
csoport aminocsoporttal torténé helyettesitése a 6-amino-D-luciferint (tovabbiakban: aLuc, 1.
abra) eredményezi, amely képes amidkotést létesiteni egy peptiddel, mikdzben az eredeti

szubsztrat transzport és biolumineszcens tulajdonsagait megorzi.
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1. abra 6-amino-D-luciferin

Emiatt az N-peptid-aLuc konjugatumok kiilonboz6 proteazoknak szubsztratjai, ezaltal alkalmas
enzimaktivitds meghatarozasara: a mérendd protedz enzim felismeri a megfeleld szekvenciaval
kapcsolt konjugatum peptid részét, majd elhasitja az amidkotést a peptid és az aLuc kozott, ami —

luciferdz enzim jelenléte esetén — fénykibocsatast eredményez (2. bra).
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2. abra A biolumineszcens rendszer mukddése

Sajnos ezen szubsztratok publikalt szintézismodszerei bonyolultak, és a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 konjugatumok dragak. Jelen disszertacié célja 10j, gazdasagos utak

kidolgozasa volt N-peptid-aLuc konjugatumok szintézisére.

A preparativ munka soran egy prekurzort (6-amino-2-ciano-benzotiazol, 3), két konjugatumot (N-
Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc, 6, N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc, 8) és egy épitékovet (N-Boc-aLuc, 10)

allitottunk eld.

2. VIZSGALATI MODSZEREK

A szintetikus munka soran a reakciok nagy részét millimolos mennyiségben hajtottuk végre. A
reakciokat vékonyréteg-kromatografiaval, illetve RP-HPLC-vel kovettik. Az eldallitott
vegyiileteket RP-HPLC-vel vagy egyszeri szliréssel és atkristalyositassal tisztitottuk. A termékek
szerkezetét  egydimenzids = NMR  spektroszkopidval,  valamint  tomegspektrometria
felhasznalasaval hataroztuk meg. Az N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) és N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc
(8) szubsztratok alkalmazhatosagat biokémiai rendszerekben vizsgaltuk kaszpaz-3, POP/PREP,
FAP és Pro-C endopeptidaz jelenlétében. Az in vivo teszteket AS549 kissejtes tiidokarcindbma
sejtekkel és SCID egerekbe oltott U87-Luc sejtekkel végeztiik.
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3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
3.1 A prekurzor szintézise

3.1.1 2-klor-6-nitro-benzotiazol (1) szintézise

Kiindulasi anyagként olcso, kereskedelmi forgalomban kaphat6 2-klor-benzotiazolt hasznaltunk,
amelyet KNO3z és cc H2SOj4 elegyével nitraltunk, mikozben a hdmérsékletet elészor 15°C alatt,

majd szobahémérsékleten tartottuk (3. abra).

N
N CC H2804, KNO3
(L - L
O,N S

S 1; 15°C alatt, 2 6ra 45 perc
2; szh, 2 6ra
1
nitralas hozam: 83%

3. abra 2-klor-6-nitro-benzotiazol (1) szintézise

3.1.2 6-amino-2-klér-benzotiazol (2) szintézise

A 2-klor-6-nitro-benzotiazol (1) nitro csoportjat EtOAc/H2O/NH4Cl/vaspor  rendszerrel
redukaltuk, jo hozamot érve el (88%) (4. abra).

N EtOAc/NH,CI/H,O/vaspor N
JORS: oon )—c
O,N S forralas, 8 6ra H,N S

1 2

redukcio hozam 88%

4. abra 6-amino-2-klor-benzotiazol szintézise (2)

A Soxhlet extraktor hasznalata oldészertakarékos és kornyezetbarat megoldasnak bizonyult,
illetve a feldolgozas folyamatat is leegyszerisitette: az oldatot elegendd volt dekantalni, hogy

megszabaduljunk a vasportol, majd extrahélni.

-4-
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3.1.3 6-amino-2-ciano-benzotiazol (3) szintézise

A kivant prekurzor eléallitasanak kulcslépése a 6-amino-2-klor-benzotiazol (2) kloratomjanak
nitrilcsoportra torténd szubsztiticioja. A KCN megfelelé oldodasahoz polaros aprotikus,
vizmentes oldoszerre (DMAA), magas homérsékletre (110 °C) és hossza reakcididére (17 ora)

van sziikség (5. abra).

N KCN, DMAA N
(o o (Y on
H,N S Ar,110°C, 17 6ra  H,N S

2 3

cianalas hozam 78%

5. abra 6-amino-2-ciano-benzotiazol szintézise (3)

3.2 N-peptid-aLuc konjugatum szintézis

Az alLuc aminocsoportjanak alacsony nukleofilicitasa miatt annak védécsoporttal torténé védése
problémas lett volna, ezért megbizhatobb modszerre volt sziikségiink.

Vegyes folyadék/szilard fazisu szintézismodszer

3.2.1 N-peptid-aLuc konjugdtum szintézis vegyes folyadék/szilard fazisi Fmoc startégidaval

A kivant alLuc konjugatumot (N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc, 6) egy 6tlépéses szintézisuton értiik
el:

a) a célszekvencia C-terminalis aminosavanak kapcsolasa a 6-amino-2-ciano-benzotiazolhoz
— b) ciszteinaddici6 — ¢) gyantara kapcsolas — d) szilard fazist peptidszintézis

— e) hasitas a gyantarol

3.2.1.1 N-Fmoc-Asp(OtBu)-6-amino-2-ciano-benzotiazol (4) szintézise

Amidkotést alakitottunk ki Fmoc-védett aminosav (Fmoc-Asp(OtBu)-OH) és 6-amino-2-ciano-
benzotiazol (3) kozott. A heterociklusos vegyiilet aminocsoportjanak nagyfoku dezaktivaltsaga

miatt az amidkotést nem lehetett kialakitani a szokasosan hasznalt kapcsoldszerekkel, mint
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példaul a DCC, igy egy sokkal erélyesebb kapcsoldszerre volt sziikséglink. TCFH-t mésfélszeres
feleslegben alkalmazva j6 hozamot (73%) értiink el (6. abra).

N Fmoc-Asp(OtBu)-OH, TCFH N
(LYoo oo jouss
H,N S anh DCM, DIPEA Fmoc-Asp(OtBu)—HN S

3 1; szh, 60 perc 4
2; szh, egész éjszaka

amidkotés kialakitasa hozam: 73%

6. abra N-Fmoc-Asp(OtBu)-6-amino-2-ciano-benzotiazol szintézise (4)
3.2.1.2 N-Fmoc-Asp(OtBu)-aLuc szintézise (5)

A D-cisztein addicidja soran az aminosav-heterociklus konjugatumot feloldottuk THF és MeOH
elegyében, majd ehhez az oldathoz D-cisztein-hidroklorid-monohidrat sot adtunk. A cisztein
felszabadulasat s6jabol elésegitendd, valamint a racemizaciot megel6zendd, az oldat pH-jat 7.3-

7.4 kozott tartottuk NaHCOs -oldat segitségével (7. abra).

N N COOH
N D-CysHCIH,0 N j’
Lo = T~
Fmoc-Asp(OtBu)—HN S MeOH, THF Fmoc-Asp(OtBu)—HN
Ar, szh, 16ra 40 perc
4 pH7.3-7.4 5
ciszteinaddicio hozam: 81%

7. abra N-Fmoc-Asp(OtBu)-aLuc (5) szintézise

3.2.1.3 N-Fmoc-Asp(OtBu)-aLuc (5) gyantdara kapcsolasa

Boritottsagvizsgalati tesztek alapjan a két lehetséges jelolt, a Wang-gyanta és a 2-klor-tritil-klorid

gyanta koziil az elobbit valasztottuk, mivel ezen a gyantan magasabb boritottsagot értiink el.
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3.2.1.4 A peptidlanc kiépitése

A peptidlancot szilard fazisu, Fmoc stratégiaju szintézissel allitottuk eld, melynek sordn az N-
terminalis aminosav végig Z-védett volt, mivel az N-termindlis véddcsoport jelenléte a

szekvencian nagyobb biologiai stabilitast eredményez (8. abra).

3.2.1.5 A peptid-aLuc konjugdtum hasitdsa a gyantdrol

"o

A fenti moddszerrel eléallitott N-peptid-aLuc konjugatumot TFA és viz elegyével (95:5 v/v)
hasitottuk le a gyantardl (8. abra).

N N pCOOH Wang gyanta
— T -
Fmoc—Asp(OtBu)—HN/©:S s anh DCM, DCC, DMAP

szh, 3 6ra
5 gyantara kapcsolas

1; Fmoc-eltavolitas:

o}
I o/ i L
C-Gyanta 20% piperidin / DMF, szh, 20 perc N

N N
\>_</ j/ 2; kapcsolas: Fmoc-aminosav,
Fmoc-Asp(OtBu)—HN S S DCC, HOBt, DMF, szh, 2 6ra

szilard fazisu peptidszintézis

boritottsag: 48%

9 1; Fmoc-eltavolitas:
C-Gyanta 20% piperidin / DMF, szh, 20 perc

N N
\> </
/C[ j/ 2; kapcsolas: Z-Asp(OtBu)-OH
Fmoc-Glu(OtBu)-Val-Asp(OtBu)y—HN S S

DCC, HOBt, DMF, szh, 2 ¢6ra

szilard fazisu peptidszintézis

(0]
1l
C—-Gyanta TFA/H,0

N N .
/@[ bamd j/ szh, 2 éra
Z-Asp(OtBu)-Glu(OtBu)-Val-Asp(OtBu)—HN S S

hasitas gyantarol / véddcsoport-eltavolitas

COOH

N N hozam a nyers termékre szamolva: 30%
>
Z-Asp-Glu-Val-Asp—HN S S hozam a tisztitott termékre szamolva: 13%

8. abra N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) szilard fazist szintézise
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3.2.1.6 A vegyes folyadek/szilard fazisu szintézismodszer korlatai

Az altalunk kidolgozott mddszerrel jobb hozamok érhetdk el, mint a mar eddig publikalt
modszerekkel. A mddszeriink hatranya viszont, hogy nagy esély van a termék

dehidrogénez6désére a A2-tizolin-gytiriin beliil.

Fragmenskondenzacios modszer
3.2.2 N-peptid-aLuc konjugdtum szintézise fragmenskondenzdcios modszerrel

A standard fragmenskondenzacidos modszereken modositasokat hajtottunk végre, ezaltal sokkal
magasabb hozamokat értiink el az N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc (8) szintézise soran. A moédszer 2
1épésbal all:

a) a célszekvencia (itt: N-Fmoc-Gly-Pro-OH) kapcsolasa 6-amino-2-ciano-benzotiazollal (3)

b) ciszteinaddicio az N-Fmoc-Gly-Pro-6-amino-2-ciano-benzotiazolra (7) (9. abra)

N
N\>—CN Fmoc-Gly-Pro-OH /@: H—CN
HoN S - Fmoc-Gly-Pro —HN S
2

TCFH, anh DCM, DIPEA

3 szh, egész éjszaka 7
amidkotés kialakitasa hozam: 68%
COOH
D-Cys'HCIH,0 /@EN\: /:N j/
> _Gly-Pro— s s
MeOH, H,0, Fmoc-Gly-Pro—HN

5 m/m% NaHCOg4 8

szh, 2 6ra

pH 7.3-7.4 hozam a nyers termékre: 78%

.. Lo e
ciszteinaddicio hozam a tisztitott termékre: 32%

9. abra Synthesis of N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc (8)

3.2.2.1 N-Fmoc-Gly-Pro-6-amino-2-ciano-benzotiazol (7) szintézise

Megfeleléen védett, kereskedelmi forgalomban kaphaté peptidet, N-Fmoc-Gly-Pro-OH-t
kapcsoltunk a kulcsvegyiilettel, a 6-amino-2-ciano-benzotiazollal (3), amelynek dezaktivalt
aminocsoportja miatt az amidkotést itt sem lehetett a szokvanyosan hasznalt kapcsoloszerekkel,

-8-
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mint példaul a DCC-vel kialakitani, hanem itt is egy sokkal erélyesebb kapcsoloszerre volt
sziikségiink. A megoldas itt is az 1.5 ekvivalensnyi mennyiségben alkalmazott TCFH volt,
amelynek segitségével kivalo konverzidt (97%) értiink el. Ezzel az eljarassal elkeriilhetd volt a
standard moédszereknél alkalmazott extrém hosszu kapcsolasi 1d6, valamint kielégitdé hozamot

(68%) értiink el.

3.2.2.2 N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc (8) szintézise

A fentebbi, vegyes folyadék/szilard fazist szintézismodszernél alkalmazott 1épéshez hasonldan, a
D-cisztein addicidja soran az aminosav-heterociklus konjugatumot feloldottuk metanolban, majd
D-cisztein-hidroklorid-monohidratot adtunk hozza. A cisztein felszabadulasat sdjabol
eldsegitendd, valamint a racemizaciét megelézendd, az oldat pH-jat 7.3-7.4 kozott tartottuk
NaHCOs3 -oldat segitségével (9. abra). Az N-terminalis aminosav Fmoc véddcsoportjat nem

tavolitottuk el, mivel ennek jelenléte a szekvencian nagyobb bioldgiai stabilitast eredményez.

3.2.2.3 A fragmenskondenzacios modszer korlatai

Habar a kulcsvegyiilet (3) optimalizalt szintézismddja, valamint az amidkotés kialakitasanal és a
D-cisztein addiciojanal végrehajtott modositasok jelentds fejlesztést jelentenek a standard
fragmenskondenzaciés modszerhez képest, még mindig vannak korlatai az altalunk kifejlesztett
eljarasnak: a) hosszabb (10 aminosavnal tobbdl allo) peptidek esetén oldékonysagi problémak
Iéphetnek fel, amelyek megnehezitik az amidkotés kialakitasat b) ha a C-termindlis aminosav
nem glicin vagy prolin, az amidkotés kialakitasa soran a C-terminalis aminosav racemizacioja

1éphet fel.

Epit6ko eléallitasa a Boc-stratégiaju, szilard fazisu szintézismédszerhez

3.2.3 KEpitéké eléallitasa az N-peptid-aLuc konjugatumok Boc-stratégiaju, szilard fazist
szintéziséhez

mennyiségben rendelkezésre all6 Boc-védett alLuc. Célunk az volt, hogy eléallitsunk egy olyan
univerzalis épitdkovet, amelyhez barmely peptidszekvencia kapcsolhato. A kivant terméket egy 2

1épéses uton értiik el:
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a) Boc-védett 6-amino-2-ciano-benzotiazol eldallitasa — b) ciszteinaddicio

3.2.3.1 N-Boc-6-amino-2-ciano-benzotiazol (9) szintézise

6-amino-2-ciano-benzotiazolt (3) feloldottunk EtOAc-ban, majd DIPEA-t és trifoszgént adtunk
hozza, koztitermékként 2-cianobenzo[d]tiazol-6-il)karbaminsav-kloridot 1étrehozva (10. abra). A

tBuOH beadagolasa utan a savas oldatot 28%-0s NaOH-oldattal semlegesitettiik.

N
cl_cl _
N EtOAc, DIPEA o) S»—C=N
NP o Y-cl ' _ S
/C[S% Yoo 0 , »—HN

HoN o 60°C, 1 6ra of

Cl
3 Cl koztitermék-képzés (2-cianobenzo[d]tiazol-6-il)
karbaminsav-klorid

N
1; 60°C, 1 6ra 0] N _
’ ’ I —C=N
+ >(OH >I\O/C\N/©:S
H
9

hozam: 74 %

10. abra N-Boc-6-amino-2-ciano-benzotiazol (9) szintézise

3.2.3.2 N-Boc-aLuc (10) szintézise

N-Boc-6-amino-2-ciano-benzotiazolt (9) feloldottunk MeOH ¢és THF elegyében, majd
hozzaadtuk D-cisztein-hidroklorid-monohidrat vizes oldatat. A cisztein felszabadulasat s6jabol
elésegitendd, valamint a racemizaciot megel6zendd, a pH-t 7.3-7.4 kozott tartottuk NaHCOs3

vizes oldata segitségével (11. abra).

-10 -
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N N - . .
ﬁ\ (g /@: \>_CEN 1; MeOH, THF, D-Cys'HCI'H,0, 20 perc, szh _
"N S 25 m/m% NaHCO3, pH 7.3-7.4, 75 perc, szh, Ar
9

o N N »COOH
\>_</
>L /&\ /©:S S]/
0" N
H

10

hozam: 85%

11. abra N-Boc-aLuc (10) szintézise

3.2.4 Biologiai vizsgdlatok

3.2.4.1 N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) biokémiai és sejtes tesztjei

Az N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) szubsztrat biologiai hatasat biokémiai reakciokban igazoltuk
rekombinans kaszpaz-3 kiilonbozé mennyiségével. Az N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) szubsztrat
hasznalhatosagat is bizonyitottuk A549 kissejtes tiidotumor sejtvonalon, amelyet egy apoptozist

indukalo agenssel, egy kurkumin analoggal (C-150) kezeltiink.

3.2.4.2 N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) dallatkisérleti tesztje

E1§ allatba (SCID egér) injektalva az N-Z-Asp-Glu-Val-Asp-aLuc (6) szubsztratot, melyben egy
luciferdz enzimet kifejez6 tumor (U87-Luc) nétt, €és melyet egy apoptozist indukalod
gyogyszerjelolttel (Ac-915) kezeltiink, sikeriilt erdés biolumineszcens jelet detektalnunk.
Szignifikansan kevesebb biolumineszcens jelet kaptunk a gydgyszerjeldlttel nem kezelt, kontroll

egerekben, ahol csak a hattér, alapszintli apoptdzis torténik.

3.2.4.3 N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc (8) biokémiai tesztje

Az N-Fmoc-Gly-Pro-aLuc (8) szubsztrat specificitasat két, tumorral Gsszefliggésbe hozhato,
emberi protedzzal (POP/PREP ¢s FAP), és egy bakterialis nem-specifikus endoproteinazzal (Pro-
C) teszteltink. Mindharom enzim elfogadta a szubsztratot, és felszabaditotta a 6-amino-D-
luciferint, mely luciferaz jelenlétében erds biolumineszcens jelet hozott létre. A szubsztrat

-11 -
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enzimatikus bomléasat proteazgatloval igazoltuk, mely teljes mértékben meggatolta a

biolumineszcens jel képzodését.
3.3. Osszegzés

Munkank soran hatékony modszereket dolgoztunk ki N-peptid-aLuc konjugatumok gazdasagos
szintézisére. Két modszer korabbi, mar publikalt szintézisutak optimalizalt valtozata, harmadik
eredményiink pedig, egy univerzalis épit6ko eldallitasa, lehetové teszi elméletileg barmilyen N-
peptid-aLuc konjugatum szintézisét. Az elkésziilt anyagok alkalmazhatdsagat biologiai

vizsgalatokkal is bizonyitottuk.

-12 -
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