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.AZ élet igazi,
nagy vdllalkozdsai legtébbszor nem héstettek,
hanem tiirelemjdatékok.”

- Mérai Séndor -



BEVEZETES

1913-ban a bécsi egyetemen Hevesy Gyorgy FritztRehebszor alkalmazta a
radioaktiv kémiai nyomjelzést 6lom vegyuletekenraflioaktiv nyomjelzés alapja
az, hogy kémiai és bioldgiai folyamatokban egy elamktiv és radioaktiv
mdédosulatai azonos médon viselkednek. Ha egy amyagby szévetbe egy kémiai
elem sugéarzé valtozatat juttatjuk be, akkor a stagsegitségével az adott elem
atjat nyomon kdvethetjik.

A radioaktiv nyomjelgk alkalmazasa széleskibaz élettudomanyok tertletén.
Egyes biokémiai vizsgalatokhoz, uUgymint az autargdifia vagy az
immunoassay, nélkilozhetetlenek a jelzett vegykildtlgyanakkor napjainkban a
radionuklidok mésik jeleis felhasznaldja az orvostudoméany. A nukleéris
medicina a diagnosztikdban és a terapidban egyal&atmazza a radioaktiv
izotépokat nyomjekgként vagy terapias eszkdzoként.

A kutatasi munka soran opioid peptidek és anallgjalamint peptid- és fehérje-
fragmentumok szintézisét és nyomjelzését végeztikii®nbdz radioizotépok
CH, 1, ™ ¢) alkalmazasaval. Ennek megféleh a kutatdsi munka az alabbi

harom 8 részre tagolhato:

1. Egy endomorfin-2 analég, a Dmt-endomorfin-2, @ahint egy zebrahalbol
izolalt enkefalin tipust heptapeptid, a Met-EnkefialGly-Tyr (MEGY) és
analdgjainak szintézise, radioaktiv jelolése

a.) Az endomorfinok, endomorfin-1 (H-Tyr-Pro-Trp€RNH,) és endomorfin-2
(H-Tyr-Pro-Phe-Phe-Np nagy affinitdssal és szelektivitassal rendelkkzae:-
opioid receptorra vonatkozéan. A nagyobb biol6gikiivitas és enzimstabilitas
elérése érdekében az endomorfin-2 esetében 2h&iditirozint épitettiink be az
egyes helyzét tirozin helyett. A megfelél prekurzor peptidekid kiindulva,
triciumot épitettiink be az él{Dmt) és a méasodik (Pro) poziciéba, majd ezen

Ujonnan edallitott eszkdzok segitségével vizsgaltuk meg a -Bndomorfin-2



stabilitdsat a radioreceptor-kotési korilmények tk@ayagy homogenizatum)
kozott.

b.) A zebrahal j6 modellszervezetként ismert netasagerincesek bioldgiai
folyamatainak vizsgalatahoz, hanem szamos toxikoga@ drog hatadsanak
tanulményozaséahoz is. A zebrahal 6t opioid prekuggnje homoldg az eils
opioid propeptid génekkel, és kozilik az egyikébrahal-proenkefalin gén) kédol
egy Uj heptapeptidet, a Met-Enkefalin-Gly-Tyr-t (KE-t). A farmakologiai
tulajdonsagok vizsgalatahoz ennek az (j heptapsghic szintézisét végeztik el,
majd ezt koévdten megjeldltik triciummal. Ezenkivil a MEGY két &bi
analégjat is elkészitettiink, amelyek a (DMBIEGY és a (D-Al4,Val®)-MEGY.

2. Egy lehetséges bioszintetikus Ut vizsgéalata: eemlomorfinok in vivo
szintézise patkany agykamraba injekt#-Tyr-Pro dipeptidil.

Az endomorfin-1 (H-Tyr-Pro-Trp-Phe-Nj és endomorfin-2 (H-Tyr-Pro-Phe-
Phe-NH) n-opioid receptor agonista tetrapeptidek. Mig masoidp peptidek
bioszintetikus képimési Gtja régoéta tisztazott, addig az 1997-ben alkzol
tetrapeptidek bioszintetikus eredetét homaly fathpulvéve azt a hipotézist, mely
szerint egy oligopeptid enzimatikus Gton is kigizet fragmentjeidl,
megprébaltuk nyomon kdvetni, vajon triciummal jéiZByr-Pro dipeptid patkany
agykamraba torténinjektalasat kovéen izolalhatok-e radioaktiv endomorfinok,
illetve endomorfinhoz hasonlé peptidek.

A tovabbiakban radioimmunoesszét dolgoztunk ki emoidin-2-re. Antitesteket
termeltettiink nyulakban endomorfin-2-hemocianin jkgatum ellen, majd az
antiszérum validalasa, szelektivitisanak korvorsazitart*-jelzett endomorfin-

2 alkalmazéasaval patkanyagy kivonatok RP-HPLC fi@keizsgaltuk.

3. Egy annexin-V fragmentum és moédositott szarmawplk szintézise és

radioaktiv jel6lése.



A programozott sejthalal (apoptézis) folyamatanak egértése és
nyomonkdvetése a radiogyogyszer-kémia, az onkolégiaa kardiolégia egyik
legérdekfeszitbb kérdése.

Jol ismert, hogy az apoptotikus sejtek felszinénsafatidil-szerin mennyisége
statisztikusan medn és ehhez a foszfolipidhez specifikusanskbet az annexin-
V, amely egy 320 aminosavbol feléfifehérie. Ez lehéséget ad arra, hogy
kifejlessziink egy’™Tc-jelzett nyomjel# molekulat. Az eddigi vizsgalatok azt
mutattak, hogy maga az annexin-V fehérje tllsagasagymérdt ahhoz, hogy
megfelet eszkdz lehessen a mindennapi klinikai alkalmazésbgyanakkor az
irodalomban leirt eddigi eredmények alapjan az sinnesaladba tartozé fehérjék
esetében val6sZinithet az N-termindlis szekvenciaszakasz biospecificitésa
figyelembevéve elvégeztik az annexin-V 13 amino8bvallé N-terminalis
fragmentjének (Anx-13) szintézisét, ezt ket pedig, mivel az Gjfajtd’ Tc-
jelzési moddszerekhez tovabbi funkcids csoportokitbley szikséges, a 13
aminosavbél 4all6 annexin-V fragmentum mellett késtink hisztidinnel,
ciszteinnel, két ciszteinnel és hidrazino-nikotingad (HYNIC) mddositott
fragmentumokat is. Az Anx-13-at az izonitril 4¥1"Tc-jelzési médszerhez, a His-
Anx-13-at a trikarbonil, a HYNIC-Anx-13-at a HYNIG@nig a Cys-Anx-13-at és a

Cys-Cys-Anx-13-at a nitrido jelzési médszerhez eatiik.

LEGFONTOSABB EREDMENYEK

1. «a.) A tricium beépitése a Dhendomorfin-2 els (Dmt) és masodik (Pro)
aminosav poziciéjaba elegemh nagy fajlagos aktivitast eredményezett A,[-
Dmt'-EM2 esetében 2.88 TBg/mmol (77.8 Ci/mmol), mig’ta,JPro-Dmt-EM2
esetében 1.95 TBg/mmol (52.8 Ci/mmol) volt. A méijeaminosavak mindkét
esetben tdébb mint 90 %-ban tartalmaztak a jel@ni-EM2 (1, 33,64 min) tobb
mint hatszor stabilabbnak bizonyult a peptidazolda@mben az erdeti EM2-h6z

(ty2: 5.88 min) képest patkdnyagy homogenizatumbané(fehtartalom: 5,92



mgl/cnt). A radio-receptor kotési korilmények kozott (fgbétartalom: 0,3
mg/cnt) mért, fH,]Pro®-Dmt*-EM2-re megallapitott degradéacids felezési {815
min) elegenden nagy ahhoz, hogy megallapithassuk, a jelzedhdgm jelerds
mennyisége megtartaja stabilitasat a kotési viasgdeje alatt (60 min).

* b.) A triciummal jeldlt Met-Enkefalin-Gly-Tyr-tMIEGY-t) 6szzaktivitasa
3,51 GBqg (95 mCi) volt. A 0,74 TBg/mmol (20 Ci/mmolajlagos aktivitas
megfelebnek bizonyult a tovabbi receptorkétési vizsgélatmkh A telitési
vizsgéalatokbdl azt mutattdk, hogy a MEGY nagy afffissal kddik a zebrahal- és
patkanyagyi opioid receptorokhoz, a kotés pedigerabilisen blokkolhatd
naloxonnal. H]MEGY hasonl6 telitési gérbét mutatott zebrahal- patkanyagy
homogenizatumban.

Kompeticios kotési vizsgalatok alapjan valoéisithe, hogy a MEGY két
vagy tobb kiulonbéZz zebrahal receptoron is hathat, kulonboaffinitassal.
Kordbban ugyancsak R. E. Rodriguez csoportja palik hogy a MEGY
valésziriileg 5-receptorhoz is kapcsoldédhat. A szerkezeti valtéztzknak a kotési
tulajdonsagokra gyakorolt hatdsanak vizsgalata’el-MEGY  ligandum
alkalmazasaval kompeticiés kotési tesztek torténteatkdnyagyi vizsgalatok azt
mutattak, hogy a (D-AR-MEGY esetében a Gly cseréje D-Ala-ra nem valtotta
jelensen a ligandum kotési képességén, ugyanakkor algh)-Nal’)-MEGY
esetében a magasabbéféték azt mutatta, hogy romlott a kotési affsitehat a
metionin szerepe az 5. pozicioban fontos lehetz€¥égében tehat a MEGY egy
zebrahal opioid receptor specifikus endogén ligamtak tekinthet, amely

ugyancsak nagy affinitassal kdik a megfelgl emiss opioid receptorokhoz is.

2. « A kisérletekhez Tyr-Pro és 3',5'Tyr-Prodipeptidek szintézisét, majd a
kromatogréfias vizsgalatokhoz tovabbi tri- és fed@tidek szintézisét végeztik el
szilardfazisi peptidszintézissel. A 3'5Tyr-Pro dipeptidet prekurzorként
alkalmaztuk a tricialasi reakcié soran. A tis#aTyr-Pro peptid fajlagos aktivitasa

(49,9 Ci/mmol) megfeléhek mutatkozott a tervezett nyomjelzési vizsgalatak



Két sorozatban a 0,74 TBg/mmol és 7,4 TBg/mmol ¢20200uCi) *H-Tyr-Pro
agykamraba tortén injektalasat kovéen, 30 perc elteltével a dekapitalt
patkanyokbd6l szarmaz6 agymintakat extrakcids edjfak vetettik ala. Az
eléallitott extraktumokbol radiodetektalassal komhindPLC technikaval, bels
standard mintak egyittes injektalasaval, azok oédsnidejével dsszehasonlitva
radioaktiv tri- és tetrapeptideket detektaltunkte&apeptid retencids darégidiban
észlelt radioaktiv csucsokat endomorfin 2 és endm@-OH- szabad karboxil

védi - peptidekként véltiik azonositani.
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* Radioimmunoesszé protokolt dolgoztunlekidomorfin-2-re. Hemocianinhoz
kapcsolt endomorfin 2-vel nyulakat immunizaltuniqjcha kapott antiszérumokkal
(R1 és R4) és az altalunk elkészitétil-jelzett endomorfin-2 (radiotrészer)
alkalmazasaval patkanyagy kivonatok HPLC frakciditsgaltuk. Szintetikus
endomorfin-1 és -2 peptidekkel validalva az aétismokat megallapitottuk, hogy
az R1 antiszérum felismeri az endomorfin-2-t, az &dtiszérum pedig az
endomorfin-2 mellett az endomorfin-1-et is. Az Ritiszérum viszont nem ismeri
fel az endomorfin-1-et, Ugyanakkor egyik antiszérgem ismerte fel az N-
terminalis endomorfin di- és tripeptid fragmenseksta szabad C-terminalissal

rendelked endomorfinokat (endomorfin-1-OH, endomorfin-2-OHYizsgaltuk



tovabba szintetikus M&tés Led-enkefalint, Met-enkefalin-Ard-Phé, p-endorfin
és D-Ald-dinorfin A (1-17) opioid peptideket, amelyeket re#in nem ismert fel
egyik antiszérum sem.

Alkalmazva az antiszérumokat RP-HPLC gradiens &ltaparalt patkanyagy
kivonatokra, endomofin-2 sZerimmunoreaktivitasokat talaltunk a standard
endomorfin-2 és endomorfin-2-OH-nak megfélettencios id frakcidjdban, bar a
standard endomorfin-2-OH nem mutatott immunore#ést. Tehat az
endomorfin-s szérimmunorektivitast mutaté anyag nem lehet sem emafhm?2
sem endomorfin-2-OH. Ezen eredmények &sszhangbamaka a korabbi

észleléseinkkel melyszerint radioaktiv csUcsokatleftsink endomorfin-2 és

endomorfin-2-OH retencios ddrégidkban.
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3. « Az Anx-13-at és médositott szarmazékait stabilii@sgalatnak vetettik ala,
az erdeti peptidet 12 hénapon keresztil, mig avsAtkokat 3 hdnapon keresztil



+5 °C-on taroltuk és meghatarozott 6kihzénként a mintakat HPLC-vel
ellerdriztik. A peptidek stabilitasa majdnem minden esetfibtnak volt mondhat6
(90% feletti tisztasag), kivéve a két ciszteintabmazé Anx-13 szarmazékot, ahol
a ciszteinek oxidacioja miatt nagyobb volt a vadtmzA Cys-Cys-Anx-13 esetében
hével szembeni stabilitasi vizsgélatot végeztiink, yhageghatarozzuk, stabil
marad-e a peptid a jelzési kdérilmények kdzott. €T fzés utan a Cys-Cys-Anx-
13 10%-a veszitett egy ciszteint.

Aszimmetrikus és szimmetrikd8™Tc jelélést hajtottuk végre nitrido modszerrel a
Cys-Cys-Anx-13 esetében (a sajat és indiai partheriaboratériumaban) és
aszimmetrikus jel6lést a Cys-Anx-13 esetében, nminal&alommal®*™Tc-nitrido
kotiterméken (P"Tc=N]) keresztiil. A termékek radiokémiai tisztasag&tLig és
TLC modszerekkel ellgmiztik, melyek azt mutattak, hogy a szimmetrikusan
jelzett [°"Tc=N]Cys-Cys-Anx-13 komplex tébb mint 95%-0s kitermsaél
képzdott. Az aszimmetrikusan jelzef®ITc=N]-PCN-Cys-Cys-Anx-13 komplex
is j6 kitermeléssel képrott. Az aszimmetrikusan jelzetf®Tc=N]-PNP-Cys-
Anx-13 komplex tobb mint 95%-ban ké&mott, de a HPLC analizis két
maodosulatot is kimutatott.

A [*™c=N]Cys-Cys-Anx-13 komplex szamotiévezisztenciat mutatott ciszteines
oldattal végzett transzkelacids vizsgalatban. Uglar specifikus kdidést
mutatott n vitro apoptotikus sejtekbenn vivo kisérletekben, apoptotikus tumor
sejtek esetében pedig specifikus adszorpciét. Nahaesékben jeletisebb
visszatartas volt megfigyellietérdemes lehet megvizsgalni néhany szintetikusan

maédositott szarmazékot a vesékben valé felhalmazétkérilése végett.
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