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1. Bevezetés
A daganatok gyogyszeres kezelésének intenziven fejlédé dga a személyre szabott
jelatviteli terapia. Az engedélyezett kismolekulds kindz inhibitorok tobb
szempontbol elénydsebbek, mint a hagyomanyos kemoterapias szerek, azonban
tovabbra is altalanos problémat jelent korlatozott szelektivitasuk, az ezzel
Osszefliggd sulyos mellékhatasaik, és a hatdsmechanizmusukbol adodo gyorsabban
kialakulo rezisztencia.

A crizotinib a jelatviteli terapiaban alkalmazott daganatellenes hatoanyag. Eredetileg
c-Met gatlonak lett kifejlesztve, azonban tobb tamadasponti inhibitorként torténd
alkalmazésa jelenleg az ALK, vagy a ROS-1 pozitiv, elérehaladott tiidérakokra
korlatozodik. A crizotinib daganatsejt-célzott bejuttatdsat elsdsorban a sulyos
mellékhatasai teszik indokoltta, de szelektivitisanak ndvelése a jovobeli
kombinacios terapidban torténd alkalmazasat is eldsegitheti.

A daganatterapias-célu hatéanyag-szallitd rendszerek kozott a GnRH analogok
jelentdsége kimagasld, ugyanis egyszerre lehetnek hatdéanyag-hordozo és iranyitd
vegyiiletek. Célzott bejuttatasukat a daganatsejtek esetén gyakran el6fordulo,
fokozott GnRH-R expresszio teszi lehetdvé. A GnRH-R expresszald daganatok
esetén a szintetikus GnRH analogok kozvetlen daganatellenes hatdsa tovabbi
terapias elényt biztosit.

Meglepd azonban, hogy a GnRH analogok altal a kiilonféle tumorsejt-tipusokba
bejuttathatd hatéanyagok mennyiségére fokuszald kisérletek alig talalhatoak a
szakirodalomban. A GnRH anal6gok fluoreszcens jelolése raciondlis lehetdséget
nyujt a GnRH-R-célzott hatdéanyag-bejuttatds vizsgalatira, eredményességének
predikcidjara in vitro. Ennek ellenére, az erdsen citotoxikus hatasti antraciklin-
szarmazékokat tartalmazé GnRH konjugatumokon kiviil, tovabbi fluoreszcensen
detektalhato GnRH analogokrol nem talaltam irodalmi adatot.

Ezzel 0Osszefiiggésben, a kutatomunkamban bemutatott daganatellenes célu
crizotinib-GnRH konjugatumok megtervezése és vizsgalata soran komoly kihivast
jelentett, hogy még szamos megvalaszolatlan kérdés jellemzi a GnRH-R-célzott
hatéanyag-bejuttatast. A lehetséges buktatokra hivja fel a figyelmet, hogy az igéretes
preklinikai eredmények ellenére még egyetlen daganatellenes GnRH konjugitum
sem kapott klinikai engedélyt. A GnRH-alapti hatdanyag-szallitd rendszerekre
jellemz6 korlatozott szakirodalmi hattér és az ebbdl ad6dd bizonytalansdgok a
disszertaciomban bemutatott kutatdbmunka felépitésében is stratégiai jelentdséggel
birtak.



2. Célkitiizések

Kutatémunkam soran a GnRH-R-célzott daganatterapia alkalmazasanak lehetoségeit
tanulméanyoztam. A fluoreszcensen jelolt GnRH analogok eldallitasa és vizsgalata
els6sorban a GnRH-R célzott terapias hatékonysag predikcidjara irdnyult in vitro
daganatmodelleken.

Kutatomunkam soran kitiizott célok:

1. A hatbéanyag-szallité vegyiiletként alkalmazhaté D-Lys®-GnRH-I, D-Lys®-
GnRH-II és GnRH-III analogok jelolése fluoreszcein-izotiocianattal.

2. Az eldallitott FITC-GnRH konjugatumok fizikai-kémiai paramétereinek
karakterizalasa.

3. A FITC-GnRH konjugitumok lokalizaciéjanak és mennyiségének
vizsgalata in vitro daganatmodelleken.

A crizotinib daganatellenes hatdsmechanizmusanak és a GnRH-iranyitott hatbanyag-
bejuttatas terapias elényének az 6tvozése érdekében, tovabbi kutatdmunkdm soran
crizotinib-GnRH konjugatumok eléallitasaval és in vitro vizsgélataval foglalkoztam.

Kutatomunkam soran kitiizétt tovabbi célok:

4. GnRH konjugatumok eldallitasara alkalmas crizotinib analégok
eléallitasa.

5. Az elédllitott crizotinib analégok fizikai-kémiai paramétereinek
karakterizalasa és vizsgalata in vitro daganatmodellen.

6. A legigéretesebb crizotinib analégokbél daganatellenes GnRH
konjugatumok eléallitasa, kiilonféle osszekoto-egységek és kotéstipusok
alkalmazésaval.

7. Az  eloallitott  crizotinib-GnRH  Kkonjugatumok  fizikai-kémiai
paramétereinek karakterizalasa, vizsgalata in vitro daganatmodellen, és
hatékonysaganak értékelése a FITC-GnRH konjugatumok eredményeivel
osszevetve.



3. Modszerek

Analitikai modszerek

A szerves kémiai szintézisek kovetésére, a termékek tisztasaganak mérésére és
esetleges tisztitasara, valamint oldhatosagi-, stabilitasi- €s permeabilitasi vizsgalatok
céljabol nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC) alkalmaztam. Az
analitikai céla HPLC vizsgalatokra 3 kiilonboz6 elvalasztasi modszert fejlesztettem
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Egyes reakciok, illetve oszlopkromatografias tisztitdsok kovetésére vékonyréteg-
kromatografias elvalasztast alkalmaztam.

A szerkezetigazolasra tOmegspektrometridt, illetve NMR spektrometriat
alkalmaztunk. A szerkezetigazolasi vizsgalatok az ELTE Analitikai Kémiai
Tanszék, az SE Gyogyszerészeti Intézet és a Vichem Chemie Kutaté Kft.
kozremiikddésével torténtek.

Szintézisek

A crizotinib és crizotinib analogok eldallitdsa soran klasszikus szerves kémiai
modszerekkel dolgoztam. A crizotinib totalszintézis egyes l1épéseit szakirodalmi
forrasok alapjan reprodukaltam, a tovabbi Iépéseket a GnRH-val torténd konjugalas
érdekében modositottam. A totalszintézis modositasa uj, szelektiven Boc-védett
crizotinib analégok eldallitasat is lehetdveé tette. A szintézismodszerek leirasat
terjedelmi okokbdl a tézisfiizet nem tartalmazza.

A D-Lys®-GnRH-I, D-Lys®-GnRH-II és GnRH-III anal6gok el8allitasat szilard fazist
peptidszintézissel, manudlisan, Fmoc-mddszerrel végeztem. Az aminosav-
szarmazékok megfeleld kapcsolddasat Kaiser-teszttel ellendriztem.

A GnRH analogok fluoreszcens jeldlését, illetve a crizotinib analdgok konjugalasat
a peptidlanc felépitése, majd a Lys €és a D-Lys oldallancan talalhato ivDde, illetve
alloc véddcsoportok szelektiv eltavolitasa utan végeztem el. A fluoreszcens jeldlésre
FITC-et (fluoreszcein-izotiocianat) alkalmaztam. A crizotinib-GnRH konjugatumok
eléallitasa soran, az adott crizotinib analog szelektiven Boc-védett és &sszekoto-
egységgel ellatott szdrmazékat hasznaltam fel.



A GnRH analogok ¢és konjugatumok feldolgozdsa sordn trifluorecetsav-alapu
hasitéelegyet alkalmaztam, mely a gyantar6l torténd hasitds mellett a tovabbi
védocsoportokat is eltdvolitotta. A nyerstermékeket preparativ. HPLC-vel
tisztitottam, végiil liofilizaltam.

Sejtkulturak

A kisérletek soran hasznalt sejtvonalakat a JRCB, illetve az ATCC altal ajanlott,
10% FBS-el és antibiotikummal kiegészitett sejttenyészté médiumban, parasitott
inkubatorban, 5% CO; atmoszféra alatt, 37°C-on tartottuk fent.

ADME-Tox vizsgalatok

Az oldhatésagot PBS-ben 25°C-on, vagy szérummentes RPMI sejttenyésztd
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mintakat kétszer centrifugaltam (13000 g, 10 perc). A feliilluszobol kivett mintakat
HPLC-vel mértem.

A membran-permeabilitds vizsgalatira PAMPA ¢és MDCK modszereket
alkalmaztam. A PAMPA mérés soran mesterséges membran-alapu rendszert (BD
Gentest™) hasznaltam. 40 uM elméleti koncentracioju PBS oldatokkal (pH=7,4)
dolgoztam. A rendszert enyhe kevertetés mellett, 25°C-on, 5 o6ran keresztiil
inkubaltam. A pH-fiiggé permeabilitas vizsgélata esetén 4,8; 6,0; 7,4 és 8,5 pH
értékekre bedllitott pufferoldatokat alkalmaztam. A  detektalas UV-Vis
spektrofotométerrel tortént.

Az MDCK mddszer esetén a permeabilitast MDCK (kutya vese epitél) sejtekbdl
ndvesztett sejtrétegen mértem. A sejteket Corning® Transwell® lemezen a teljes
konfluenciaszint eléréséig novesztettiik. A konfluens sejtréteg kialakulasat
(pH=7,4) dolgoztam. A rendszert enyhe kevertetés mellett, 25°C-on, 1 oran
keresztiil inkubaltam. Az MDCK mérés esetén mind az apikalis-bazalis, mind pedig
a bazalis-apikalis irany0 transzport vizsgaltam. A detektalasra HPLC-t alkalmaztam.
A stabilitast 10% FBS-t tartalmaz6 RPMI sejttenyészté médiumban mértem. A
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37°C-on, 2, 6 és 24 6ran keresztiil inkubaltam. Az inkubalas lejartaval a mintakhoz
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a médium térfogatdval megegyez0 mennyiségl acetonitrilt adtam. A mintakat
kémcsoérazoval homogenizaltam, majd kétszer centrifugaltam (13000 g, 10 perc). A
feliiliszobol kivett mintakat HPLC-vel analizaltam.

A patkdny majsejtek lizoszoma preparatumaban elvégezett stabilitds vizsgalat az
ELTE Analitikai Kémiai Tanszék kozremiikodésével tortént.

A c-Met fehérje in vitro gatlasanak vizsgalata a ProQinase GmbH (Freiburg,
Németorszag) ¢és a Vichem Chemie Kft. (Budapest, Magyarorszag)
kozremikddésével tortént.

Western blot

A  GnRH-R-kotédés vizsgalat esetén a GnRH konjugatumokkal 1 upuM
koncentracioban 15 percig kezelt sejteket, a GnRH-R fehérje kimutatasa esetén
pedig a kezeletlen sejtek lizaltuk. A fehérjekoncentraciot Bradford-moddszerrel
hatdroztuk meg. A 20-40 pg fehérjét tartalmazd mintdkat SDS-tartalmi
poliakrilamid gélen gélelektroforézissel futtatunk, majd PVDF membranokra
transzferaltuk. A vizsgalt fehérjék: hGnRH-I-R, a-tubulin, foszfo-ERK1/2 és
ERK1/2. A detektalasra tormaperoxidaz-alapti kemilumineszcens (ECL) modszert
alkalmaztunk.

Sejt-életképesség meghatarozas

Az eldallitott vegyiiletek EBC-1 és NIH/3T3 sejtek életképességére kifejtett hatasat
MTT és CellTiter-Glo® modszerekkel mértiik. A sejteket 96 lyukt lemezre helyeztiik
(MTT: 10* sejt/lyuk, CellTiter-Glo®: 103 sejt/lyuk). A letapadt sejteket az MTT-teszt
esetén 40 uM koncentracidban 24 oOran keresztiil inkubaltuk. A CellTiter-Glo®
esetén 10 uM koncentraciobol kiinduld, nyolc pontos, negyedeld higitasi sort
alkalmaztunk, a sejteket 72 oran keresztiil inkubaltuk. A sejtek életképességét az
MTT esetén az 570 nm és a 635 nm-en mért abszorbancia értékekbdl szamitottuk ki.
A CellTiter-Glo® esetén a sejtek életképességének meghatarozasara lumineszcens
detektalast alkalmaztunk. Az adatok kiértékeléshez Microsoft Excel 2013 szoftvert
hasznaltam. Az ICso értékek szamitasat GraphPad Prism szoftverrel végeztem el.



Konfokalis lézer pasztazo mikroszkop

A sejteket 8 lyuku lemezre helyeztik (10* sejt/lyuk), majd 48 oran keresztiil
inkubaltuk.

A GnRH-R vizsgalata immuncitokémiai modszerrel tortént. A letapadt sejteket 4%
paraformaldehid metanolos oldatdval 10 percig fixaltam. (A sejtek esetleges
permeabilizalasara ezt kdvetden keriilt sor, erre a célra 0,1% Triton X-100 PBS
oldatat alkalmaztam.) A sejteket hGnRH-I-R els6dleges, majd Alexa Fluor 546
masodlagos antitesttel, végiil Draqg5™ sejtmagfestékkel kezeltem.

A FITC-GnRH konjugatumok vizsgalata soran a targylemezre letapadt sejteket
FITC-GnRH analdgokkal elére meghatarozott koncentracioban és idétartamban
kezeltem. (A lizoszomak esetleges megfestésére ezt kdvetden keriilt sor, ebben az
esetben Lysotracker™ Red DND-99-¢l is kezeltem a sejteket.) A kezelés utan 4%
paraformaldehid metanolos oldataval 10 percig fixaltam, végil Draq5™
sejtmagfestékkel kezeltem a sejteket.

A felvételeket az adott kezelési modszert kovetden, inverz konfokalis 1ézer pasztazos
mikroszkoppal (Zeiss Confocal LSM 710), 63x olaj immerzios objektiv alatt
készitettem. A felvételek kiértékeléséhez és a képek elkészitéséhez a Zen 2.3
szoftvert (Carl Zeiss Microscopy GmbH) hasznaltam.

Aramlasi citométer

A sejteket 12 lyuku lemezre helyeztiik (4*10* sejt/lyuk), majd 48 oran keresztiil
inkubaltuk. A letapadt sejteket 1 uM és 10 pM koncentracidoban alkalmazott FITC-
GnRH konjugatumokkal, 1 6ran és 5 oran keresztiil kezeltem. A tripszin-EDTA
elegy segitségével feluszott sejtekrdl a médiumot centrifugalassal eltavolitottam,
majd a sejteket jéghideg PBS-ben szuszpendaltam és a sejteket tartalmazd
szuszpenziot az aramlasi citométerrel (BD FACSCalibur™) torténé mérés végéig
jégre helyeztem. Az adatok kiértékeléshez CellQuest Pro szoftvert (BD Biosciences)
¢és Microsoft Excel 2013 szoftvert hasznaltam.



4. Eredmények

FITC-GnRH konjugatumok eléallitasa és karakterizaldasa

Osszesen harom, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) szelektiven jeldlt GnRH
analogot allitottam el (1. &bra). A FITC-GnRH konjugdtumok PBS-ben jol
oldédnak ¢és sejtkultura médiumban stabilak. Passziv membrantranszportra nem
képesek, ami szelektiv GnRH-R-medialt transzportjuk egyik feltétele. NIH/3T3 egér
fibroblaszt sejteken magasabb (40 uM) koncentracid esetén sincs szignifikans
citotoxikus hatasuk.
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1. abra: A FITC-GnRH konjugatumok szerkezete.



FITC-GnRH konjugatumok vizsgdlata daganatsejteken

A FITC-GnRH konjugatumokat a szakirodalomban gyakran alkalmazott, GnRH-R
expresszalo LNCaP, MCF-7, BxPC-3 és HT-29 sejtvonalakon, valamint a GnRH-R
expressziora vonatkozé irodalmi adattal nem rendelkezé Detroit-562, EBC-1, H-
1993, H-2228 és MDCK sejtvonalakon vizsgaltuk. Az eredményeket az 1. tablazat
foglalja 6ssze.

I. tablazat: A FITC-jelolt GnRH analogokkal kezelt sejtvonalak fontosabb
eredményei.

sejtvonal szoveti eredet GnRH-R vizsgilata* FITC-GnRH
mennyisége**

fehérje . memt.)rén. 1 uM, 5 6ra)
expresszio  lokalizacio

LNCaP prosztatarak van ++ ++

MCF-7 mellrak van ++ ++

BxPC-3 hasnyalmirigyrak  van - -

HT-29 vastagbélrak van

Detroit-562  garatrak van ++

EBC-1 tiidérak van

H-1993 tiidérak van n.a.

H-2228 tiidérak van n.a.

MDCK kutya vese epitél nincs _ _

*: A fehérje expresszio vizsgalat western blottal, a membran lokalizacio vizsgalat
konfokalis mikroszkoppal tortént.

**: A FITC-jelolt GnRH analégokkal kezelt sejteket vizsgalata aramlasi
citométerrel tortént.

jelmagyarazat:
++: jelentOs; +: mérsekelt, -: negativ; n.a.: nincs adat

A western blot analizis mindegyik vizsgélt humén daganat-sejtvonal esetén igazolta
a GnRH-R expressziot. Az immuncitokémiai modszerrel jeldlt sejtfelszini GnRH-R
mennyiségében azonban jelentds eltérés mutatkozott a kiillonbdzé sejtvonalak
kozott.



10 uM FITC-GnRH-val kezelt sejtek esetén, eltéré mennyiségben, de az Osszes
vizsgélt sejtvonalban kimutathaté a konjugatumok jelenléte. A konjugatumokat
leghatékonyabban az LNCaP, MCF-7 és Detroit-562 sejtek veszik fel. A harom
konjugatum hatékonysaga kozott nincsen jelentds kiilonbség.

1 uM FITC-GnRH-val kezelt sejtek esetén mind a sejtvonalak, mind pedig a
konjugatumok kozotti kiilonbségek jelentésebbek. A GnRH analogok terapiasan
relevans célpontjaként szamon tartott LNCaP, MCF-7 ¢és HT-29 sejtekhez
viszonyitva az ujonnan vizsgalt Detroit-562, EBC-1, H-1993 és H-2228 sejtek
egyarant igéretes célpontnak bizonyultak. A human GnRH-R-t nem expresszald
MDCK sejtek, illetve a receptort a sejtfelszinen nem tartalmazo BxPC-3 sejtek
esetén, az 1 uM koncentracidoban alkalmazott FITC-GnRH konjugidtumok nem
dusultak.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a GnRH analogok transzportja 1 uM esetén
szelektiv és GnRH-R-fiiggd. 10 uM koncentracio felett azonban GnRH-R-fliggetlen
transzportmechanizmus szerepe is feltételezhetd. A FITC-GnRH konjugatumok
lokalizaciojanak vizsgalata igazolta, hogy a receptor-kozvetitett endocitozis
kovetkeztében a konjugatumok elsésorban a lizoszomakban dusulnak. Mivel
sejtvonalanként eltér6, hogy melyik konjugatum a leghatékonyabb, ezért
daganatsejt-fliggd, hogy melyik GnRH analog a legalkalmasabb hatdanyag-szallito
peptid.

A BxPC-3 hasnyalmirigyrdk sejtek vizsgédlata hivta fel a figyelmet arra a
problémara, hogy elsdsorban GnRH-R mRNS, illetve expresszio vizsgalat alapjan
kategorizalnak egyes raksejt-tipusokat, mint potencidlis GnRH célpontokat. A
BxPC-3 sejtek fokozott GnRH-R expresszidjat a szakirodalmai adatokkal
megegyez0 modon western blottal kimutattuk. A permeabilizdlatlan BxPC-3
sejteken elvégzett immuncitokémiai jeldlés azonban nem talalt sejtfelszini GnRH
receptort. A permeabilizalt sejteken megismételt jeldlés igazolta, hogy a GnRH-R
jelentds mennyiségben van jelen a BxPC-3 sejtekben, azonban a receptor ezekben a
sejtekben nem transzlokalodik a sejtmembranba. A membran GnRH-R permanens
hianyat megerd6siti, hogy a BxPC-3 sejtekben az FITC-GnRH konjugatumok sem
dusulnak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a GnRH-R expresszid vizsgalata
onmagaban nem biztos prediktiv biomarkere az eredményes GnRH-R-célzott
hatéanyag-bejuttatdsnak. A tobbi vizsgdlt sejtvonal eredményei alapjan pedig
feltételezhetd, hogy a GnRH-R anterograd transzportjat a GnRH analogok is
indukalhatjak, amelynek intenzitdsa sejttipus-fiiggd.



Crizotinib-GnRH konjugatumok megtervezése

A crizotinib-GnRH konjugdtumok hatékonysaganak az egyik feltétele a GnRH-R
fokozott jelenléte a megcélzott daganatsejtek membranjaban. A masik alapvetd
feltétel, hogy a daganatsejtek érzékenyek legyenek a crizotinibbel szemben. A
crizotinib ismert molekuldris célpontjai koziil a molekuléris patologia fejlodésével
parhuzamosan egyre nagyobb jelentdséggel bird c-Met receptor tirozin kinazra
fokuszaltam. Ennek kovetkeztében a FITC-GnRH konjugatumokkal vizsgalt
sejtvonalak kozill a c-Met amplifikalt és ennek kovetkeztében c-Met fehérjét
overexpresszalo  EBC-1 nem-kissejtes tiidérak sejtvonalat valasztottam ki a
crizotinib analogok és konjugatumaik hatékonysaganak vizsgalatara.

A crizotinib-GnRH konjugatumok megtervezése soran a crizotinib c-Met fehérjével
alkotott komplexének egyedi szerkezetét vettem figyelembe. A crizotinib fehérjéhez
torténd kotddéséért a 2-aminopiridin struktira a felelds. A crizotinib tartalmaz
tovabba egy farmakokinetikai szempontbdl Iényeges piperidin részt, amely a c-Met
fehérje ATP-kotézsebébdl kifelé all. Ezen szerkezeti jellemzok alapjan a crizotinib
piperidin gyiriijében talalhatd aminocsoportjat jeldltem ki a GnRH hordozohoz
torténd kapcsolasra. A GnRH ¢és a crizotinib kozotti 6sszekoté-egység beépitése
érdekében azonban a crizotinib 2-aminopiridin gy(rlijének aminocsoportjat
szelektiven védeni kellett.

Crizotinib analogok eldallitasa és vizsgalata

A crizotinib analdgok eldallitdsa sordn a 2-aminopiridin alapvaz szelektiv Boc
védése mellett, egy tovabbi szempont a piperidin gyliri mdédositasaval észter- vagy
karbamat kotés létesitésére alkalmas funkcids csoportok kialakitasa volt. Osszesen
hat konjugalhat6 crizotinib analégot allitottam eld. Az eldallitott vegyiiletekrdl a Boc
veédbesoportot eltavolitva, eldszor szabad hatdéanyagként vizsgaltam meg fontosabb
jellemzoiket.

Az EBC-1 sejteken mért ICs érték és az egyedi szerkezeti jellemzdk alapjan a 2.
abran lathato crizotinibet, MJ55, MJ37 és MJ95 vegyiileteket jeldltem ki GnRH
konjugatumok eldallitasara. Mind a négy kivalasztott vegyiilet sejttenyészo
médiumban stabil. Az MJ37 PBS-ben jol oldédik, a crizotinib és az MIJ55
mérsékelten oldodik, az MJ95 pedig gyakorlatilag oldhatatlan.
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R ' crizotinib MJ37 | MI55 | MJ95
N=—N <
/ py N '
N @
N N
IC;, (EBC-1 sejtvonal) | 28 nM 569nM | 27nM | 312nM |
stabilitas (FBS+RPMI) | stabil stabil | stabil | stabil |
oldhaté6sag (PBS) 14 uyM 99 uM 11 M <1l uM
(R)-konfiguracioji vegyiiletek esetén: _ .
IC;, (EBC-1 sejtvonal) | 8 nM 761 nM | 8nM | nincs adat |
ICyy (c-Met gatlas) | 26 nM 7nM | 22nM | nincs adat |

2. abra: A GnRH konjugatumok eléallitasara kivalasztott crizotinib analégok.

A crizotinib, MJ37 és MJ55 vegyiileteknek eléallitottam az enantiomer-tiszta (R)-
igen alacsony ICso értékkel rendelkezik. Az c-Met fehérje in vitro gatlasban az MJ37
bizonyult a leghatékonyabbnak, azonban az EBC-1 sejteken mégis jelentdsen kisebb
hatéassal rendelkezik, melyre a 3. abran lathat6, gyengébb membran permeabilitasa
ad magyarazatot.

Permeabilitas a pH fiiggvényében

0

B

effektiv permeabilitasi
egyiitthato (10-° cm/s)

pH crizotiniif;' MJ37 MIJ55 koffein”
@4,8 0,3 1,7 0,2 12,3
06,0 0,5 1,2 0,6 10,6
87,4 6,3 0,6 6,7 11,8
@8,5 22,7 0,7 18,3 11,4

3. abra: A crizotinib, MJ37, MJ55 és a koffein PAMPA mddszerrel mért, pH-fiiggd
membran permeabilitasa.
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Crizotinib-GnRH konjugatumok eléallitdsa és vizsgalata

A Boc-védett crizotinib szarmazékok felhaszndlasaval ot crizotinib-GnRH
konjugatumot allitottam elé (II. tablazat). A konjugdtumok PBS-ben rosszul
oldodnak, sejttenyész6 médiumban az oldhatésaguk kedvezébb. A GnRH-I-nél
hidrofilebb karakterti GnRH-III peptidnek koszonhetben a [Lys((R)-MJ55)]-
GnRH-III oldddik a legjobban.

A hatéanyaggal létesitett kémiai kotés stabilitdsa donté modon befolyasolja a
konjugatumok szelektivitasat és hatékonysagat. A savamid és a karbamat kotést
tartalmazé crizotinib-GnRH-I, illetve MJ95-GnRH-I konjugatumok sejttenyészto
médiumban stabilak, szabad hatéanyag 24 ora elteltével sem detektalhatd. Az
aromas észterkotésu MJ37-GnRH-I, illetve az alifas észterkotési MJ55-GnRH-I és
(R)-MJ55-GnRH-IIT konjugatumok azonban gyorsan bomlanak. 24 ora elteltével
gyakorlatilag a konjugalt hatéanyag teljes mennyisége felszabadul.

II. tablazat: Az eldallitott crizotinib-GnRH konjugatumok fontosabb jellemzoi.
Konjugdtum A hatoanyaggal létesitett ICso (uM)**

kémiai kotés*
kotéstipus stabilitas EBC-1 NIH/3T3

D-Lys®(crizotinib)]- savamid stabil 5,5 >>10
GnRH-I

[D-Lys®(MJ37)]-  aromas észter  ti,=5 6ra 45 >10
GnRH-I

[D-Lys*(MJ55)]- alifis észter  tip=4 6ra  6,1*¥1072 1,6
GnRH-I

[Lys*((R)-MJ55)]- alifas észter tp=3 6ra  1,2*1072 0,8
GnRH-III

[D-Lys®(MJ95)]- karbamat stabil >10 >>10
GnRH-I

*: Stabilitas vizsgalat 10% FBS tartalmti RPMI médiumban, 37°C-on.
*#: A sejtek Cell Titer-Glo® modszerrel mért életképességének 50%-os gatlasa.

A tovabbi 0sszehasonlitds érdekében kiszamitottam a szabad crizotinib analdgok és
a GnRH konjugatumaik NIH/3T3 egér fibroblaszt és EBC-1 tiidorak sejteken mért
ICsp értékeinek (CellTiter-Glo® médszer) a hanyadosat. Az igy kapott értékek a nem
specifikus ,,sejt-életképesség gatld” hatas és a specifikus ,,daganatellenes” hatas
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kozotti aranyt szamszerlsitik, amit disszertdcidmban, mint ,,in vitro hatékonysagi
index” (tovébbiakban: hatékonysagi index) definidltam (4. abra). A hatékonysagi
index a statisztikai valoszintiséget nem veszi figyelembe.

"in vitro hatékonysdgi index"

(R)-MJ55-GnRH-IIT
(R)-M1I55
(R)-crizotinib
crizotinib
MJ55-GnRH-1
MJ55

MIJ37

MJ95
MJ37-GnRH-1
(R)-MIJ37

vegyiilet

S
o
\e}
S
)
(e
I
(e
W
(e
o
S

70

IC,, hanyados (NIH/3T3 sejtvonal / EBC-1 sejtvonal)

4. abra: A konjugalt és a szabad crizotinib analogok ,, in vitro hatékonysagi indexe .

A crizotinib-GnRH-I és MJ95-GnRH-I esetén a magas ICsy értékek és oldhatosagi
korlatok miatt a hatékonysagi index nem hatarozhaté meg. Az MJ37 vegyiilet
hatékonysagi indexe a GnRH-I konjugalas kovetkeztében érdemben nem valtozott.
Az MIJ55 GnRH-I konjugélasa és (R)-MJ55 GnRH-III konjugaldsa esetén a
hatékonysagi index kis mértékben nétt. Az Gsszehasonlitas alapjan az (R)-MIJS5,
mind szabad, mind pedig GnRH-III konjugalt formaban a klinikumban alkalmazott
(R)-crizotinibnél jobb eredményt ért el. A (R)-MJ55-GnRH-III konjugatum esetén
azonban az észterkotés gyors hidrolizise miatt a daganatsejt-célzott hatdanyag-
bejuttatds terapids elénye megkérddjelezhetd. A tovabbi in vivo vizsgalatok
1étjogosultsaga megfontolando.



Lizoszoma-csapda-teoria

A crizotinib-GnRH konjugdtumok vizsgalata a GnRH-R-célzott hatéanyag-
bejuttatas soran fellépd és a szakirodalomban korabban nem leirt problémara hivta
fel a figyelmet. A kutatdmunkam soran feltart problémat, mint ,,/izoszoma-csapda-
teoria” nevesitettem.

A lizoszoma-csapda-teoriat a crizotinib-GnRH konjugatumok vizsgalata soran
tapasztalt alabbi eredmények tdmasztjak ala:

A crizotinib-GnRH konjugatumok kétddnek a GnRH receptorhoz, amit GnRH-
R altal kozvetett modon indukalt ERK1/2 foszforilacio western blot vizsgalata
igazolt.

A crizotinib-GnRH konjugatumok az EBC-1 sejteken magasabb
koncentracioban hatdsosak, mint az altaluk szallitott hatdéanyag szabad
formajaban.

A stabil crizotinib-GnRH-I, illetve MJ95-GnRH-I konjugatumok esetén
lizoszomalis enzimek hatdsara sem keletkezik szabad crizotinib, azonban a
crizotinib GnRH-hoz kapcsolt allapotaban is képes a c-Met fehérje hatékony
gatlasara in vitro. Ennek ellenére ezen konjugatumok hatasa az EBC-1 sejteken
tobb nagysagrenddel magasabb koncentracioban jelentkezik, mint a szabad
hatéanyag esetében.

Az észterkotést tartalmazd konjugatumok esetén a hatdanyag egy része a
célzott bejutas elétt felszabadul, ezért ezek a konjugatumok hatékonyabbak, a
daganatsejt-célzott hatéanyag-bejuttatdsuk rovasara.

Az (R)-MJ55 GnRH-III konjugélt formaban az EBC-1 sejteken magasabb 1Cs
értékkel rendelkezik, mint a (R)-MJ55 és a GnRH-III 1:1 ardny kombinacidja.
A leghatékonyabb c-Met gatlo MJ37 analog alacsony permeabilitasabol adodo
problémajat a GnRH-R-célzott bejuttatas sem oldotta meg. A sejtekbe juttatott
MJ37 szamara a gyenge permeabilitds tovabbra is hatranyt jelent.

Ismert, hogy a GnRH konjugatumok a GnRH-R-medialt endocitozis
kovetkeztében a lizoszomaban dusulnak, melyet a FITC-GnRH konjugatumok
vizsgélata is igazolt.

A pH-fiiggd membran-permeabilitas vizsgalata hivta fel a figyelmet arra, hogy
a lizoszomara jellemzd savasabb pH esetén a crizotinib analégok 2-
aminopiridin alapvéza ionizalodik és ennek kovetkeztében a permeabilitdsuk
jelentsen csokken.
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A felsorolt eredmények alapjan, a lizoszoma-csapda-tedria azt feltételezi, hogy a
GnRH receptoron keresztiil bejuttatott crizotinib anald6gok nehezebben jutnak el a c-
Met receptor tirozin kinaz ATP-kotézsebéhez, mint a passziv diffuzidval torténd
hat6éanyagtranszport esetén. Az GnRH-R-medialt endocitézis soran fokozottabban
érvényesiild intracelluldris akadalyt a lizoszoma membranja jelenti.

Osszefoglalds

Osszességében elmondhatd, hogy a szintetikus GnRH analégok képesek
hatéanyagot szelektiven bejuttatni a célsejtekbe, amit a kutatdomunkam soran
eléallitott FITC-jelolt GnRH analogok eredményei is bizonyitanak.
Megallapitottam, hogy a GnRH-R-célzott hatdanyagtranszport eredményességét a
GnRH-R sejtvonalanként eltérd intenzitdsu membran-transzlokacidja determinalja.
Az eldallitott 6t crizotinib-GnRH konjugdtum vizsgéalata rdmutatott arra, hogy a
GnRH-R-kozvetitett endocitdzis sordn a lizoszéma jelentds akadalyt jelenthet abban,
hogy a GnRH-konjugalt hatéanyagok eljussanak molekularis célpontjaikhoz. A
crizotinib-GnRH konjugatumok hatékonysagat és célzott terapias relevanciajat a
crizotinib 2-aminopiridin alapvazanak lizoszomotrop karaktere tovabb csokkenti. A
GnRH konjugatumok magasabb koncentracioja esetén feltételezhetd, hogy GnRH-
R-fiiggetlen modon is bejutnak a sejtekbe, ami a lizoszoma elkeriilését
eredményezheti, de ez a mechanizmus a célzott terapias elényt is megkérddjelezi.
Az eldallitott konjugatumok koziil az EBC-1 tiidérak sejtvonalon a GnRH-III-mal
konjugélt (R)-MJ55 analdg bizonyult a leghatékonyabbnak. Az (R)-MJ55 analog
mind konjugalt, mind pedig szabad formajaban a klinikumban alkalmazott (R)-
crizotinibhez hasonlé eredményeket ért el in vitro.
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5. Kovetkeztetések

Az altalam els6ként eléallitott FITC-GnRH Kkonjugatumok eredményeivel
kapcsolatos kovetkeztetéseim az alabbiak:

1. A sejtek altal felvett [D-Lys®(FITC)]-GnRH-1, [D-Lys®(FITC)]-GnRH-II és
[Lys®(FITC)]-GnRH-III fluoreszcencia intenzitdsa id6- és koncentraciofiiggd
modon mérhetd, a szelektiv jeldlés kovetkeztében mennyiségiik egymassal
Osszehasonlithato.  Fizikai-kémiai  paramétereik alapjan a  FITC-GnRH
konjugatumok in vitro kisérletekben megbizhatoan alkalmazhatok.

2. A GnRH-R expresszald daganatsejtek igen eltérd mennyiségben helyezik
ki a receptort a sejtmembranba. A GnRH-R anterograd transzportjat feltehetden
maguk a GnRH analogok is sejttipus-fiiggd moddon indukaljak. Ezért a GnRH-R
expresszid vizsgalat onmagaban nem biztos prediktiv biomarkere az eredményes
GnRH-R célzott terapianak. A FITC-GnRH konjugatumok eldnye, hogy kdzvetleniil
a sejtek altal felvett GnRH analégok mennyisége mérhetd és ez alapjan lehet a
GnRH-R-célzott hatdanyag-bejuttatas hatékonysagat prediktalni in vitro.

3. A Detroit-562 sejtvonal vizsgalata els6ként mutatott ra arra, hogy GnRH-
alapi hatdanyag-szallitd rendszerekkel egyes garatrakok is igen hatékonyan
célozhatoak. A FITC-GnRH konjugatumok dusulasa az (ijonnan vizsgalt EBC-1, H-
1993 és H-2228 tiidorak sejtekben szintén célzott terapias jelentdséggel bir.

4. Alacsony koncentracioban alkalmazott FITC-GnRH konjugatumok esetén,
a sejtek altal felvett konjugatumok mennyisége szoros Osszefiiggésben all a sejtek
membranjaban talalhat6 GnRH-I-R mennyiségével. Magasabb koncentraciok esetén
feltételezhetd, hogy GnRH-R-fiiggetlen, ismeretlen transzportmechanizmus is
szerepet jatszik a GnRH konjugatumok intracellularis transzportjaban.
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Az altalam elsoként eléallitott crizotinib analégok és a crizotinib-GnRH
konjugatumok eredményeivel kapcsolatos kovetkeztetéseim az alabbiak:

5. A szelektiven Boc-védett crizotinib analdgok felhasznalhatoak GnRH
konjugatumok eldallitasara. Az (R)-MJ55 mind az ALK, ROSI1, c-Met és RON
kinazok gatlasaban, mind pedig a daganatmodellként kivalasztott, c-Met amplifikalt
EBC-1 sejtek életképességének gatlasaban a klinikumban alkalmazott crizotinibhez
hasonl6 eredményeket ért el in vitro. Az (R)-MJ37 a crizotinibnél hatékonyabb c-
Met-gatld, azonban gyengébb permeabilitasa miatt az EBC-1 sejteken jelentdsen
kisebb hatéassal rendelkezik.

6. A crizotinib-GnRH konjugdtumok hatékonysagat és szelektivitasat a
hatéanyag és Osszekotd egység kozott kialakitott kémiai kotés donté modon
befolyasolja. A kevésbé hatékony crizotinib-GnRH-I és MJ95-GnRH-I
konjugdtumokban taldlhatdo savamid, illetve karbamat kotés stabil, ezért beldliik
szabad hatdéanyag nem keletkezik. Az MJ37-GnRH-I, MJ55-GnRH-I és (R)-MJ55-
GnRH-IIT konjugatumok esetén a hatéanyagokkal létesitett észterkdtés gyorsan
hidrolizal. A GnRH-R-célzott bejutast megelézden felszabaduldé hatéanyagok
fokozottabb hatast eredményeznek, de a célzott terapias elényt is megkérddjelezik.

7. A crizotinib-GnRH konjugatumok hatdasmechanizmusaban kulcsfontossaga
tényez6 a GnRH-R-medialt endocitdzissal jaré hatéanyagtranszport a lizoszomaba.
A crizotinib fehérjekotédésben érintett 2-aminopiridin alapvazanak lizoszomotrop
jellege miatt, a permeabilitast csokkentd ionizacid elkeriilhetetlen a lizoszomaban.
Ezért feltételezhetd, hogy a GnRH receptoron keresztiil bejutatott crizotinib
analogok nehezebben jutnak el a receptor tirozin kindzok ATP-kotézsebéhez. A
feltart problémat ,, lizoszoma-csapda-tedriaként” nevesitettem.

8. Eredményesebb GnRH konjugatumok el6éallitasahoz a célsejteken beliil
felszabaduld és lizoszoma-effluxra képes hatéanyagokra van sziikség. Ha a
hatéanyag kémiai szerkezete ezt nem teszi lehetéve, akkor a GnRH-hoz lizoszomalis
enzimek hatasara felhasad6 kotéssel kapcsolt membran-penetrald egység, majd a
penetrald egységhez stabil kotéssel kapcsolt hatéanyag lehet egy alternativ
megoldas. A daganatsejtek membranjaban taldlhatdé GnRH-R csekély mennyisége
miatt a szelektiven bejuttathatd hatdanyag korlatozott mennyiségét is szamitasba kell
venni.
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