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3 Roviditésjegyzék

Aaa aminosav

AcxO ecetsavanhidrid

ADCs ellenanyag-hatdéanyag konjugatumok

Aoa aminooxiecetsav

Boc terc-butiloxikarbonil

Bzl benzil

DAPI 4’,6-diamidino-2-fenilindol

Dau daunomicin

DBU 1,8-diazobiciklo[5.4.0Jundek-7-én

DCM diklérmetan

DIC N,N’-diizopropil-karbodiimid

DIPEA N, N-diizopropil-N-etilamin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid

DMEM Dulbecco,’s‘ Modified Eagle Medium (Dulbecco-mdbdositott
Eagle-médium)

DNS dexoziribonukleinsav

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor

ESI-MS elektrospray ionizéacios tomegspektrometria

EtOH etanol

FACS fluorescence-activated cell sorter (dramlasos citométer)

FBS magzati borji szérum

Fmoc 9-fluorenilmetiloxikarbonil

GnRH-R gonadotropin felszabaditd6 hormon-receptor

HEPES 2-[4-(2-hidroxi-etil)-piperazin-1-il]-etanszulfonsav

HER2/ErbB2 Human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2-es tipusa

HOBt I-hidroxibenztriazol

HPLC nagy hatékonysagu folyadékkromatografia

1Cso m’ed’ian inhibit’oy}f concentration (sejtek 50%-nak osztdédasat
gétlod koncentracio)

IUPAC Nemzetkozi Elméleti és Alkalmazott Kémiai Szovetség




MBHA 4-metil-benzhidrilamin

MTT 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
Mtt 4-metiltritil

NaOAc natrium-acetat

Nle norleucin

OBOC one-bead one compound

Oxyma B 5-(hidroxiimin)-1,3-dimetil-1,3-diazinan-2,4,6-trion
Oxyma Pure etil-ciano(hidroxiimino)acetat

Pbf 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-szulfonil
PBS foszfattal pufferolt s6oldat

RNS ribonukleinsav

RP-HPLC forditott fazist nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
SPPS szilardfazisu peptidszintézis

TaPSy Tecan add-on Peptide Synthesizer

‘Bu terc-butil

TFA trifluorecetsav

TIS triizopropil-szildn

Trt tritil

uv ultraibolya

>=Aoa izopropilidén védett aminooxiecetsav

Az aminosavak roviditésére a [IUPAC altal elfogadott 1 és 3 betiis kodokat hasznaltam.




4 Bevezetés

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization) 2018. évi statisztikai
adatai alapjan a rakos megbetegedések okozzak vilagszerte a masodik legtobb halalesetet.!
2022-ben megkdzelitleg 20 millid rakos megbetegedést diagnosztizaltak és 9,7 millié ember
hunyt el ebben a betegségben, tehat megkozelitdleg minden 6. halaleset valamilyen tumoros
megbetegedéshez volt kdthetd.> Az évenkénti egyre tobb esetszam alapjan azt josoljak, hogy az
évtized végére akar elérhetjiik az évenkénti 24,1 milli6 diagnosztizalt esetszamot és a 11,9
millio halalesetet a rdkos megbetegedések kovetkezményeként, mig 2050-re a jelenlegi
esetszamok megduplazodasat varjak.>

Férfiak esetén a tiid6-, prosztata-, vastagbél-, gyomor- és majrak a leggyakoribb tipusok,
mig ndknél a mell-, vastagbél-, tiid6-, méhnyak- és pajzsmirigydaganat a legval6sziniibb. 2022-
es adatok alapjan 2,3 millié ndt diagnosztizaltak kiilonb6zo rosszindulatu mellrakkal és 670
ezer aldozatot koveteltek vildgszerte. 185 orszagbdl 157 orszagban az emldrdk a vezetd
daganatos elvaltozds a ndk korében. A mellrdk azonban nem csak a ndket fenyegeti,
megkozelitdleg 1%-a az ilyen tipust daganatoknak férfiakat érint. Ezen tumorok {6 ismérve,
hogy ndék esetén a betegségben szenvedék majdnem felénél barmiféle mellrak noveld
rizikofaktor nélkiil jelentkezett a koros elvaltozas, leszamitva az életkort és a nemet.*

Az Eurdpai Union beliill Magyarorszadg kifejezetten rossz helyen all a daganatos
betegségek esetszamdban, illetve a haldlozési aranyban. 2022-ben Magyarorszdgon 650,7
daganatos eset jutott 100 ezer fore levetitve, mely jelentdsen meghaladja az Unids atlagot,
amely csak 616,3 eset volt 100 ezer fore nézve. A ndéi populacid korében az emld rosszindulat
daganatos elvéltozasa élen jar mind Magyarorszagon, mind a vilag tobb pontjén is.> A nék
kozott tovabba ez a raktipus nem csak az iddsebb, 50-70 év kozotti korosztalyt érinti, hanem a
fiatalabb nék esetén is egyre gyakrabban diagnosztizaljak.’

A daganatos megbetegedések megeldzése és kezelése a 21. szdzad egyik meghatarozo
40%-a megeldzhetd lett volna hatékony prevencios intézkedésekkel €s a mortalitds mértéke is
jelentésen csokkenthetd lenne a tumorok korai stadiumban valo felfedezésével. A daganatos
megbetegedések tovabba igen véltozatosak, barmilyen szovettipusbol kialakulhatnak, igy nem
létezik rajuk altaldnos, minden esetben alkalmazhaté gyogymod. Igy nem meglepd, hogy
napjainkban is rendkiviil sok kutatas zajlik a tumoros betegségek megértését, biologiai hattertik

feltérképezését célozva, illetve hatékony terapiak fejlesztését illetden. !



5 Irodalmi attekintés

5.1 Daganatterapia

A szervezetben a tumoros elvaltozdsok barmelyik szovetbdl kiindulhatnak.
Megkiilonboztetiink joindulati- vagy méasnéven benignus, illetve rosszindulata- vagy malignus
daganatos elvaltozasokat. A benignus tumorok novekedése lasst, helyiik pedig egyértelmiien
meghatarozhatd. Idével ezen tipus malignussa alakulhat, ezért amennyiben Ilehetséges
eltavolitjak 6ket. Lokalizaltsaguk miatt veliik szemben a sebészeti beavatkozasok meglehetdsen
hatékonyak. A malignus tumorokat az intenziv, destruktiv novekedés jellemzi, gyakran éttéteket
képeznek, ezzel atlépve a kiindulasi szerv anatomiai hatarait. A megfeleld kezelés kivalasztasa
fligg a paciens egészségligyi allapotatdl, a daganat staddiumatol, méretétdl, fajtajatol és a
kiilonbozé szervek érintettségétdl.” A kezelés torténhet sebészeti beavatkozassal,
sugarterapiaval, kemoterapidval, immunterapidval, hormonterapidval vagy ezek
kombindaciojaval, illetve az utébbi idékben egyre nagyobb szerepet kapnak a biologikumokkal

torténd célzott terapidk.

5.2 Sebészeti beavatkozas

Daganatos elvaltozasok kezelésére a leggyakrabban alkalmazott modszer a sebészeti
beavatkozés. Hatékonysaga erdsen fligg a daganat méretétdl, tipusatol, elhelyezkedésétdl és a
kornyez6 szovetek érintettségétdl. Ennek okdn bizonyos esetekben nem, vagy csak nagyon
drasztikus miitéti beavatkozéssal lehet fellépni az elvaltozas ellen.

Mellrdk esetén is ez a leggyakrabban alkalmazott moddszer. Fiiggden attol, hogy a
sebészeti beavatkozas soran a daganattal egyiitt mit tavolitanak el a paciensbdl a kovetkezd
kezelések 1éteznek:

. masztektomia, amely soran az emld egészét eltavolitjak a zsirszovetekkel,

nyirokcsomokkal ¢és a mellizomzattal egyfitt;

. kvadrantektomia, amely sordan a mell egy részét, altaldban negyedét tavolitjak el

a daganattal egyiitt;

J lumpektomia, amely sordn kizarolag a rdkos csomot és az azt kozvetleniil

koriilvevd szoveteket tavolitjak el.

Fiiggetleniil az alkalmazott kezeléstl, az esetek legnagyobb részében a mitéti

beavatkozast sugar- vagy kemoterapia koveti, vagy éppen el6zi meg attol fiiggden, hogy a



kitjulas valoszinliségét szeretnék csokkenteni vagy a tumor méretét a beavatkozas elott. Az
esetek tulnyomo részében a kezeléssel kapcsolatos dontések tobbségét felkésziilt mellsebészek,
onkologusok, patologusok és radiologusok hozzak meg a legjobb eredmény elérésének

érdekében.?

5.3 Sugarterapia

A sugéarterapia a masodik leggyakrabban alkalmazott modszer daganatos elvaltozasok
kezelésére. Az eljards a nagyenergiaju ionizald sugarzasokon alapszik, melyek a DNS
karositasa révén fejtik ki hatdsukat a szervezetben. A modszer nem szelektiv, az ionizald
sugarzassal kolcsonhatasba 1épd Osszes sejt, szovet karosodik a kezelés soran, de a modern
technikanak koszonhetden a legnagyobb karosodés a daganatos szoveteket éri. A leggyakrabban
alkalmazott radionuklidok terapias kezelések esetén a ®°°Co, 13! vagy a '©pd.>!!

Mellrak esetén szinte csak kizardlag kiegészitd kezelésként hasznaljak a sebészeti

beavatkozas eldtt méretcsokkentésre, vagy miitét utdn a daganat kiujulasanak megeldzésére.

5.4 Kemoterapia

A kemoterapia f6 alkalmazasi terliletei a vérképzo szerveket érintd rosszindulatu
daganatok terén van. A kezelés célja gyakran nem a daganat teljes megsziintetése, hanem a
beteg ¢letmindségeének javitasa, allapotanak fenntartasa vagy €lettartamanak meghosszabbitasa.
A betegek kezelésére olyan szereket hasznalnak, amelyek a daganatos sejteket elpusztitjak,
vagy osztodasukat gatoljak, ezeket hivjuk citosztatikumoknak. Leggyakrabban intravéndsan
adagoljak, azonban léteznek orédlisan adagolhat6 valtozatok is. A kemoteradpia eldnye és egyben
egyik hatranya is, hogy olyan paciensek kezelésére is megfeleléen alkalmazhat6, akikben a
daganat mar attéteteket képzett, mivel a szervezetben 1évd Osszes sejtet képes karositani az
alkalmazott szer. Hatasossaga abban rejlik, hogy a citosztatikumok a osztddast gatoljak, mivel
a tumoros szovetekben az osztodd sejtek szama jelentésen meghaladja a szervezet normal
szoveteiben 1évé osztddo sejtek szamat, igy a citosztatikum legnagyobb része a tumoros
szovetekben keriil felvételre. A legnagyobb mellékhatasnak kitett szovetek az el6zdekbol
kovetkezden a normal élettani koriilmények kozott gyors sejtosztodassal bird szovetek; ilyenek
a csontveld, a szdj- és bélnyalkahartya, illetve a szortiiszOk. Az immunrendszer az ilyen
kezelések soran jelentds mértékben legyengiil a vérképzd rendszer elégtelen mikodése
folytan.!> A kemoterapiat gyakran alkalmazzak sugérterapiat vagy sebészeti beavatkozast

kiegészitd kezelésként.
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A citosztatikumok hatasmechanizmusuk alapjan hat f6 csoportra oszthatdak, amelyek a
kovetkezok:
o Alkilezdszerek: gatoljak vagy hibas DNS replikaciot idéznek eld, pl. ciszplatin,
karboplatin, melfalan;
e Antibiotikumok: a DNS-sel interkalacidés komplexet képeznek, pl. daunomicin (Dau),
doxorubicin, mitomicin C;
e Antimetabolitok: a DNS szintézisé¢hez sziikséges anyagcserefolyamatokat és enzimek
miikodését gatoljak, pl. gemcitabin, metotrexat;
e Antimitotikumok: gatoljak a mitotikus ors6 1étrejottét, pl. vinblasztin, vinkrisztin;
e Topoizomeraz inhibitorok: gatoljdk a topoizomeraz 1. és II. enzim mikdodését, pl.
irinotekén, topotekan. '3
Az utolsd, hatodik csoportba az egyéb hatdsmechanizmussal bir6 szerek tartoznak. A
kiilonb6z6é hatdsmechanizmussal bird szereket bizonyos esetekben kombinalva alkalmazzak
annak reményében, hogy hatdsossdguk szinergista modon nodvekszik. Hatdasmechanizmustol
fliggetleniil elmondhatd, hogy a citosztatikumok a szervezetbdl gyorsan kiiiriilnek, ezért nagy
dozisban és/vagy ismételt kezelésben kell Oket alkalmazni, ez pedig noveli a toxikus

mellékhatasok megjelenésének a valoszinliségét.

5.5 Célzott tumorterapia

A célzott tumor- vagy kemoterapia a kemoterapia tovabbfejlesztett valtozata, mely soran
a citosztatikumot célzottan a tumoros sejtekhez juttatjak valamilyen célz6 molekula
segitségével. A terdpia célja, hogy csokkentse vagy teljesmértékben kikiiszobdlje a kemoterdpia
sulyos mellékhatasait, hogy ne romoljon a péaciensek életmindsége a kezelés soran. A modszer
elsd megjelenése az 1980-as évek végén, az 1990-es évek elején tortént.

A célzott tumorterapia egyik csoportjaba tartozik az a megkdzelités, amely sordn a
raksejtek felszinén megtaldlhatd receptorokat célozza egy molekula. A receptorhoz valo
kotddéssel a molekula gatolja a receptor szervezetben fellelhetd szubsztratjanak a kotddését,
amely a kotddéssel olyan ingereket valthatna ki a sejtben, amelyek a sejtosztodast serkentik. Az
egyik elsd sikeres kisérlet egy monoklonalis antitesttel tortént, amely specifikusan kotodott a
raksejtek felszinén talalhato antigénhez. Az antitest antigén receptorhoz val6 kotddése miatt a
sejt nem kapta meg az osztddashoz sziikséges ingert, igy a sejt elpusztult. A hatékonysag
fokozasanak érdekében az antitesthez kiilonb6z6 hatéanyagokat kapcsoltak, igy 1étrejottek az

tgynevezett ellenanyag—hatéanyag konjugatumok (ADCs).!? A klinikumban ma mar t5bb mint
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tiz ilyen konjugatumot alkalmaznak. A kisérletek sordn azonban gyakran nem érték el a vart
nagyobb aranyu sejthaldlozast. Bar az ellenanyagok és drog konjugatumaik igen specifikusak
¢s akar hetekig megmaradnak a véraramban, hatranyuk tobbek kozott a gyenge
szOvetpenetracid ¢és a magas gyartasi koltség. Ezért a kutatdsok fO irdnyvonala a kisebb
molekulék, féleg a peptidalapt konjugatumok felé fordult.

A kutatasok szdmos olyan tumorsejtfelszini peptidligandumot felismerd receptort tartak
fel, melyek a szervezet normal sejtjeihez képest a tumorsejteken tulexpresszalodnak, igy
alkalmasak lehetnek kiilonb6z6 peptidalapu konjugatumok célpontjanak. Ilyen receptorok
példaul az EGFR csalad, koziiliik is a kiilondsen fontos ErbB2, vagy a GnRH-R. A hatdéanyagot
tehat ha egy olyan peptidhez kapcsoljuk, amit a rédkos sejt felszinén taldlhatd receptor
specifikusan felismer, akkor a hatéanyag kizarolag a tumorsejtre fejti ki a hatasat. Ilyen
rendszert alkotnak azok a hatdanyag szallitd rendszerek, amelyek egy hordozobol, egy

iranyitobol és egy hatdanyagbol épiilnek fel.!*

Gyakori eset, hogy az iranyitd- és a hordozo
egység szerepét egy és ugyanaz az anyag tolti be. Iranyitok lehetnek peptidek, antitestek,
cukrok, lektinek, mig hordozok a leggyakrabban peptidek, illetve a polietilén-glikol, de ide
sorolhatdak a kiilonboz6 szerkezetli nanorészecskék is, pl. liposzomak. Munkédm sordn irdnyito
¢s hordozoként is peptideket alkalmaztam a célzott receptor pedig az ErbB2 vagy masnéven

HER?2 volt.

5.6 Daunomicin (Dau)

A daunomicin vagy masnéven daunorubicin az antraciklinek k6z¢ tartozo vegyiilet, az
antibiotikumok csalddjaba, ezen beliil is citotoxikus hatassal bir6 szerek kozé sorolhatd

(1. abra)."> A Streptomyces peucetius baktérium termeli és innen is izolaltak.'® Megjelenését

NH,

1. abra A daunomicin szerkezete
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tekintve vOrds szinii, kristalyos anyag. Foleg leukémids esetek kezelésére hasznaljak, de
gyakran megjelenik més kemoterapids kezelések esetén is.

Hatésat tekintve a daunomicin a DNS cisztein és guanin bazisparjai kozé vald
interkalacidval gatolja a DNS kettds spirdljanak széttekeredését és igy a DNS, illetve az RNS
szintézisét a sejtosztddasi ciklus S szakaszaban. Az el6zobol kovetkezéen a daunomicin
kemoterapids kezelés esetén minden osztddasra képes sejtre hatassal tud lenni, nem csak a
daganatos sejtekre.!” Jellegzetes mellékhatasai a kezelt embereknek a hajhullas, hanyinger,
hanyas, étvagytalansag, hasmenés. A Dau tovabba kardiotoxikus hatassal is rendelkezik.

A karos mellékhatasok elkeriilésének, illetve a tumorspecifitas elérésének érdekében a
szert valamilyen mas vegyiilettel konjugaljak. A konjugaldsra hasznalt molekuldk olyanok,
amelyek nagy szelektivitassal és specifitassal ismerik fel a tumorsejtek felszinén talalhato
tumorspecifikus vagy tilexpresszalodott receptorokat. Munkdm soran a daunomicint a nagyon
rossz prognozisi, HER2 receptort tartalmazo tumorsejteket célzod peptidekhez konjugaltam. A
konjugalas a Dau modositasa nélkiil két helyen valdsithato meg: az aglikon rész 13-as C-
atomjan talalhatd oxocsoporton és a daun6zamin aminocsoportjan. Az aminocsoporton amid-
kotésen keresztiil torténhet a konjugalas, ennek hatranya, hogy amennyiben a szabad hatéanyag
nem képes felszabadulni a konjugadtumbol, akkor a citotoxicitds mértéke jelentdsen csdkken.
Az olyan linkerek, spacerek kialakitasa melybdl a szabad hatdanyag fel tud szabadulni igen
draga, ezért mar bizonyitott hatdsi konjugatumok hatasfokozasara célszeri Oket
alkalmazni.'®!® Az aglikon részen talalhatdé oxocsoportot hidrazon- vagy oxim-kotés

kialakitasara lehet hasznalni (2. abra). A hidrazon-kotés savérzékenysége lehetdséget ad a

/O\

N| R N~ R
|
1J\ J\
R CHy  RY cH,
oxim- vagy hidrazon-kotés

0]

Rz

OH NH R

2. abra A daunomicin konjugalasra alkalmas csoportjai és a lehetséges kotések modja

lizoszomaban a szabad hatdanyag felszabadulaséara. A savérzékenység azonban a konjugatum

eléallitdsa és tisztitdsa soran problémakat okoz, igy nagyobb mennyiségli anyag eldallitasa
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esetén szamolni kell az esetleges jelentdsebb anyagveszteségekkel. A daunomicint oxim-
kotéssel  peptidekhez  aminooxiecetsavon (Aoa) keresztiil lehet kapcsolni. Az
aminooxiecetsavat a peptidlanc egy megfelelé aminocsoportjahoz, legaltalanosabban a peptid
N-terminalis végére kell kapcsolni, majd megfeleld kemoszelektiv ligacios eljarassal az oxim-
kotést ki lehet alakitani az iranyitd peptid €s a daunomicin k6zott. Az oxim-kotéssel 1étrehozott
konjugatumok elénye, hogy szintézisiik és tisztitasuk egyszerii, tovabba a felszabadulo aktiv
metabolit, ami a daunomicin és az aminooxiecetsav mellett tartalmazza azt az aminosavat (Aaa)
amelyhez a drog kapcsolodik (Dau=Aoa-Aaa-OH), tovabbra is megfeleld mértéki biologiai
aktivitassal rendelkezik.’’ Munkam soran ezért a daunomicint oxim-kotés segitségével
konjugéltam az eldallitott peptidekhez. A daunomicin tovabbi elénye, hogy autofluoreszcens
tulajdonsdga miatt a konjugatumok sejtbe jutdsa jol kovethetd aramléasi citométerrel,
konfokalis- vagy fluoreszcens mikroszkoppal, igy az irdnyitd peptidek hatdsa a sejtfelvételre

kozvetlenil 6sszehasonlithato.

5.7 Human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa

(HER2 vagy ErbB2)

A HER2 egy 185 kDa-os transzmembran glikoprotein, mely az epidermalis human
novekedési faktor receptor (EGFR) epitélidlis tirozin-kindz fehérjék csaladjahoz tartozik. A
receptorcsaladot négy transzmembran fehérje alkotja, ennek egyike a HER2, amely a
szervezetben szdmos sejt felszinén megjelenik.?!

Az EGFR csalad tagjai kolcsonhatdsba 1épnek egymassal, ezzel komplex ¢és
kulcsfontossagu szerepet betoltve a sejtek ndvekedési és differencialodasi szabalyozasanak
jelatviteli folyamataiban.?? Normélis koriilmények kozott a sejtmagban taldlhaté gén proto-
onkogén szakasza hatdrozza meg, hogy a sejtfelszinen mekkora mennyiségben taldlhaté meg a
receptor. Egy esetleges génhiba kdvetkeztében, ha a proto-onkogén szakasz aktivalodik, akkor
a HER2 mennyisége megemelkedik a sejtfelszinen, ami felboritja a sejt szabalyozasi
folyamatait. A sejt elveszti az egyensulyi allapotat és ezzel lehetdvé teszi agressziv tumorsejtek
kialakuldsat.>* Ez a tipust génamplifikacié nagy eséllyel megtorténhet a mellszovetekben,
amely agressziv, ugynevezett HER2-pozitiv emlddaganat kialakulasat eredményezi. Ezen
tumortipus f0 ismérvei, hogy kifejezetten nagy méreti €s a klinikai kezelések kimenetele

kifejezetten rossz, munkam soran ezért ezzel a daganattipussal foglalkoztam.?
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5.8 Korabban vizsgalt HER2 specifikus peptidek

A HUN-REN-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaban Biri-Kovdcs és munkatarsai’!
munkéjukhoz az irodalomban leirt KCCYSL-NH, szekvencidji®® peptidet valasztottak ki
HER2-t célz6 peptidek fag-konyvtarabol. A kivalasztott peptidbdl analogokat szintetizéltak,
hogy megvizsgaljak a peptidben talalhato két cisztein szerepét és/vagy sziikségességét a HER2
receptorhoz val6 kotddésben. Egy masik irodalmi peptidet (GY YNPT-NH»), amelyet egy one-
bead one-compound (OBOC) nevezetli modszerrel valasztottak ki HER2 specifikus iranyitd
molekulanak, szintén vizsgaltak. A peptideket az N-terminalisukon 5,6-karboxifluoreszceinnel
(CF) moédositottak a sejtbejutasi vizsgalatok kovethetdsége érdekében. Az eldallitott peptidek
in vitro biologiai vizsgélataval arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy:

e aciszteineknek egymas mellett kell lenni a jobb bioldgiai hasznosithatdsag érdekében;
e aciszteinek altal képzett diszulfidhidak nincsennek befolyassal a sejtfelvételre;
e aciszteinek lecserélhetdek szerinekre vagy alaninokra a jobb sejtfelvétel érdekében

A mérések alapjan a legjobb sejtfelvétellel a CF-KSCYSL-NH; és a CF-KAAYSL-NH»
szekvencidk rendelkeztek. A két biztatd szekvenciat ezutan kombindltdk az OBOC moédszerrel
kivélasztott szekvenciaval és 1j, 12 aminosav hosszu peptideket allitottak eld. A legjobb sejtbe
jutast a CF-KAAYSLGYYNPT-NH> szekvencia mutatta, amely megkozelitdleg tizszeres
novekedést mutatott a CF-KAAYSL-NH: szekvencidhoz képest.?! Tovabba megallapitottak,
hogy a két fragmens (KAAYSL, GYYNPT) sorrendje nem cserélhetd fel. Munkdm sorén az
ebben a kutatdsban elért eredményeket alapul véve dolgoztam tovabb és szintetizaltam j

daunomicint tartalmazé peptidkonjugdtumokat célzott tumorterapias vizsgalatok céljara.
5.9 Szilardfazisu peptidszintézis

A kiilonb6z6 peptidek szintézisének legelterjedtebb mddja az oldatban torténd, illetve a
szilardfazist peptidszintézis. Oldatfazisu szintézis sordn minden egyes aminosav kapcsolasa
utan a terméket izolalni és tisztitani kell. Az egyes kapcsolasok soran igy a tiszta termék
kitermelése 60- és 90% kozé esik. Hosszabb polipeptidek esetén ez azt jelenti, hogy a végleges
polipeptid mennyiségéhez képest joval nagyobb mennyiségli kiinduldsi anyag sziikséges a
szintézishez. Az oldatfazisu szintézis hatranyainak, elsésorban kitermelésbeli problémainak,
illetve iddigényességének kikiiszobolésére dolgozta ki Robert Bruce Merrifield a szilardfazisu
peptidszintézist (SPPS).?” Az oldatban torténd szintézishez hasonléan az SPPS esetén is

torténhet a peptidlanc felépitése Iépésenkénti beépitéssel, illetve fragmenskondenzacidval.
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Az SPPS soran a peptid egy oldhatatlan, szilard hordozéhoz van kikoétve. A hordoz6 az
SPPS soran egy polimer gyanta. Feliilete Gigy van funkcionalizalva, hogy az aminosavak
karboxilcsoportja hozza tudjon kapcsolddni. A gyantaval szemben a kdvetkezd elvarasokat
tamasztjuk: kémiailag inert, mechanikailag stabil, az alkalmazott oldoszerekben jol duzzad és
a peptidlanccal bonthatd kovalens kotést tud 1étesiteni. A legaltalanosabban alkalmazott gyanta
a klor-metilezett sztirol és 1,4-divinilbenzol 1-2%-o0s kopolimerje, amely kivaloan megfelel
ezen elvarasoknak.?® Ez a kopolimer a térhdléssaga miatt megfelelden porozus, ezaltal a
reagensek konnyedén at tudjak jarni, amely eldsegiti a minél gyorsabb reakciokat. A gyantak
az elmult évtizedekben nagy fejlodésen mentek keresztiil €s a piacon megjelentek a kiilonb6z6
funkcios csoportokkal és linkerekkel ellatott gyantak, melyek lehetové teszik a szilardfazist
szintézisek egyre kiilonbdzébb alkalmazésait.

A szintézis sordn a peptid C-termindlisan 1évd elsd aminosav karboxilcsoportja
kapcsolodik a gyanta feliiletén taldlhatdé funkciés csoporthoz. Az elsd aminosav
felkapcsolasatol a szintézis befejeztéig a gyanta latja el a peptid C-terminalisanak védelmét. Az
aminosavak o-aminocsoportjanak védelmét egy atmeneti/ideiglenes véddcsoport latja el,
melyet a kovetkezd aminosav kapcsoldsa elétt le kell hasitani. Azon aminosavakat, melyek
oldallédnca olyan funkcids csoportot tartalmaz, amely a szintézis soran a lejatszodo reakciokba
bezavarhat ugyszintén védeni kell, ezen oldallancvédd csoportokat hivjuk 4llando

véddcsoportoknak, mivel ezeket csak a peptidszintézis végén tavolitjuk el a peptidlancrol.

1. tablazat Gyakran alkalmazott aktivalo reagensek

Aktivalo reagens neve Roviditése Képlete
N\
. . . \N
1-hidroxibenztriazol HOBt N/
\
OH
(l)H O
N N /CH3
5-(hidroxiimin)-1,3-dimetil-1,3- Oxvma B
diazinan-2,4,6-trion y > /K
@] ITI @]
CH4
CHg
)\ N CH,
s i3 1. . . C
N,N’-diizopropil-karbodiimid DIC HC N2 Y
CHy
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A gyantdra rogzitett aminosavszarmazek ideiglenes véddcsoportjanak hasitasa utan a
kapcsolni kivant aminosavszarmazék karboxilcsoportjat a kapcsolas el6tt valamilyen moédon
aktivalni kell. Az 1. tablazat tartalmazza a leggyakrabban alkalmazott aktivaloszereket. A
reakcid soran aktiv észterek keletkeznek, amelyek in situ képesek elreagalni a peptidlanc szabad
aminocsoportjaval, ezért ezt a kapcsolasi modszert in situ aktiv észteres kapcsolasnak hivjuk.

A moddszer nagy elénye, hogy kapcsolas utan a reakcidelegyben 1évé nem kivéanatos

anyagok, szennyezddések a X
Ao e NH
gyanta mosasaval és szlréssel

eltavolithatoak, mig a peptid- ¢ védécsoport hasitasa a gyantarol
gyanta a szirén marad. A

bekezdésben leirt 1épések NH,

ismétlésével a kivant e|SO aminosav kapcsolasa

hosszisagu peptidlanc ‘\
eloallithato. A kész
peptidlancot el kell tavolitani aminosav o-amino védécsoportjanak

a gyantarol, tovabba a peptid hasitasa

oldallancan talilhaté allando i

NH
védbesoportokat  le  kell NHJK(
hasitani (3. abra). Ezeket az R’

e masodik aminosav kapcsolasa
esetek  tObbségében  egy a pesola

Iépésben hajtjuk végre. A 9 R’

hasitisok utin a  nyers NHJK(NHTH\NH
peptidet megfeleld R O >|<
modszerrel meg kell tisztitani,

el6zé lépések sorozatos ismétlése
hogy megkapjuk a kivant

2 3
tiszta peptidet.?® Q R9 R
. NH NH
A hagyomanyos NHJK( TH\NH NH,,
R © R |o

SPPS-sel egy  aminosav

felkapcsolasa megkozelitdleg peptid hasitasa a gyantarol amid végzédéssel

2 o6rat vesz igénybe, tovabba a , .
o) R 0 R
. lehetdse ..
modszer lehetéséget nyujt NH \H
arra, hogy automatizaljak, HoN NH NH
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szemben az oldatban végzett

;e . 3. abra A szilardfazisu peptidszintézis sematikus abraja
lasst szintézissel. A modszer
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hatranya azonban, hogy a peptid vizsgalata csak a gyantarol valo lehasitas utan lehetséges, igy
a hibas szintézisek elkeriilésének az érdekében a kapcsolasoknak kozel kvantitativ modon kell
lejatszodniuk, ezt viszonylag nagy reagensfeleslegekkel lehet elérni. A kapcsoldshoz az
alkalmazott gyanta kapacitasara nézve az aminosavszarmazékokbol és az aktivaloszerekbdl is

3-10 ekvivalens mennyiségii sziikséges.

5.9.1 A szilardfazisa peptidszintézis stratégiai

A szilardfazisu peptidszintézis soran két altalanos stratégia hasznalatos napjainkban,
hogy melyiket hasznaljuk, azt az eldallitani kivant peptid szekvencidja ¢és a rendelkezésre allo
eszkOzpark hatarozza meg. A két altalanosan alkalmazott stratégia:

e Boc/Bzl stratégia: az aminosavszdrmazék o-aminocsoportjat terc-butiloxikarbonil-
csoport (Boc) védi, az aminosavszarmazékok oldallancan a védelem tobbsége benzil-
csoporton (Bzl) alapul;?’

e Fmoc/'Bu stratégia: az aminosavszarmazék a-aminocsoportjat 9-
fluorenilmetiloxikarbonil-csoport (Fmoc) védi, az aminosavszarmazékok oldallancan a
védelem terc-butil- (‘Bu), illetve tritil (Trt) tipust csoportokon alapul.*

Munkam soran az Fmoc/'Bu médszert alkalmaztam, igy a kovetkezékben ezt fogom részletezni.

Az Fmoc/Bu stratégia, amely egy kiméletesebb modszer és az utobbi idében
elterjedtebb, az olyan peptidszekvenciak szintézise esetén kiilondsen elényds, amelyek olyan
aminosavakat tartalmaznak, melyek savas koriilmények kozott érzékenyek az oxidaciora és az
alkilezodésre. Ezen aminosavak a cisztein, a metionin, a triptofan és a tirozin.

Az a-aminocsoport védelmét ellatdé Fmoc-csoport savakkal szemben stabil, azonban
bazikus koriilmények kozott labilis, igy hasitdsa a szintézis soran bazissal, els6sorban szerves
szekunder aminokkal torténik. Az Fmoc-csoport bevezetésekor 20-55% piperidint tartalmazott
a véddcsoport hasitdsara szant elegy, a maradék rész N,N-dimetilformamid (DMF) volt
(4. abra). Kisérletek azonban bizonyitottdk, hogy az Fmoc-csoport jelenleg ismert
leghatékonyabb hasitéelegye 2% piperidint és 2% 1,8-diazobiciklo[5.4.0]-undek-7-ént (DBU)
tartalmaz6 DMF oldat. A véddcsoport hasitdsa igy gyorsan és nagy hatékonysaggal torténik
még térgatlas esetén is, tovabba a DBU jelenléte csokkenti az enantiomerizaciot. A hasitas soran
dibenzofulvén keletkezik, ami igen reaktiv és konnyen képes alkilezni bizonyos aminosavakat,
de a piperidinnel stabil adduktot képez, ami ezt megakadéalyozza. Az adduktképzés a DBU-val

nem torténik meg, ezért sziikséges a hasitoelegybe mindenképpen a piperidin jelenléte is.>!
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4. dbra Fmoc-Asn(Trt)-Ser(‘Bu) Rink Amide MBHA gyanta (a nyilak és a kiemelt kotések a hasitasra
alkalmas pontokat jelolik)

A peptidlanc gyantardl vald lehasitdsa az allandd véddcsoportokat is eltavolitja a
peptidrdl. A gyantarodl valo lehasitashoz savas koriilmények sziikségesek, ezért trifluorecetsav
(TFA) 80-90%-o0s oldatat hasznaljak erre a célra. Az oldallancok védelmére szolgalo
csoportokbol reaktiv speciesek szabadulhatnak fel, ezért a hasitoelegynek ugynevezett
gyokfogokat kell tartalmaznia. Ilyen gyokfogo lehet példaul a viz vagy a triizopropil-szilan
(TIS). Mivel az atmeneti véddcsoport lehasitasa soran haszndlt anyagok nem hasitjak le az
allando véddcsoportokat, illetve forditva sem, ezért elmondhatd, hogy az Fmoc védelem
ortogonalis az oldallanc védelemre, és ezért fontos, hogy még a végso hasitas eldtt eltavolitsuk
a peptid N-terminalis aminosavéan 1évé Fmoc-ot (4. abra). Ezen stratégiandl is alkalmazhato
tobbfajta gyanta attol fliggden, hogy milyen peptid keriil szintetizalasra és hogy a szintetizalt
peptid C-terminalisat milyen forméban (szabad karboxil vagy savamid) sziikséges megkapni.
A moddszernél alkalmazott legtobb gyanta alapja polisztirol — 1,4-divinilbenzol kopolimer. A
polimer megfelel6 funkcionalizacidjaval, linkerek kapcsolasdval hangolhato a gyanta

savérzékenysége. Az Fmoc stratégia esetén gyakran alkalmazott gyantak a Wang-, a 2-klortritil-
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¢s a SASRIN gyanta, melyek a C-terminalison karboxilcsoportot, mig a Rink Amid tipusu
gyantak, amid véget eredményeznek. Munkam soran Rink Amid MBHA gyantat hasznaltam,

igy az altalam eldallitott peptidek mindegyike amid véggel rendelkezik.

5.9.2 A kapcsolas végbementének ellenorzése

A korabbiakban targyalt médon SPPS esetén a kapcsoldsoknak kozel kvantitativ médon
kell lejatszodniuk annak érdekében, hogy elkeriiljiik a hibés, féleg aminosav hianyos
szekvencidk keletkezését. Ennek érdekében Kaiser és munkatarsai®? kidolgoztak egy modszert,
mellyel a gyantarol valé lehasitas nélkiil, gyorsan ellendrizhetd, hogy egy kapcsolds milyen
mértékben jatszddott le. A Kaiser- vagy ninhidrin-teszt alapja, hogy a szabad aminocsoportot
tartalmazo peptidlancok ninhidrinnel jellegzetes kék szinii reakciot adnak (5. abra). A teszt igen

érzékeny, mar 1% szabad aminocsoport jelenlétében is intenziv kék szin tapasztalhat6.*

Y

o (1)
+ H,N—R N—
OH
\
O

OH
+ —_—

oH NH
\ R
o

5. abra Ninhidrin reakciéja aminosavakkal (feliil) és iminosavakkal (alul)

A teszt sordn a reakcidedénybdl eltavolitanak néhany gyantaszemet és egy kémcsOben
par csepp ninhidrin-, fenol- és KCN-oldatot adnak hozza, majd 3-5 percen keresztiil 104°C-on
melegitik azt. A gyanta szine amennyiben sarga marad, a teszt negativ, tehat a reakcidoedényben
nincs szabad aminocsoport, a kapcsolés lezajlott. Amennyiben azonban a gyanta €s a koriilotte
1év0 oldat kék szinii lesz, az szabad aminocsoportok jelenlétét mutatja, a teszt pozitiv, tehat az
aminosav ujrakapcsoldsara van sziikség.

Az eredeti Kaiser-teszttel csak primer aminokra vald kapcsolast lehet kimutatni. Az

iminosavakra, példaul a prolin és szarmazékaira valo kapcsolast az eredeti Kaiser-teszt nem
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tudja kimutatni, mivel bar reagalnak a ninhidrinnel, de a képz6dd vegyiilet sarga szint ad

(5. 4bra), amely megegyezik a gyanta szinével. Kaiser és munkatarsai’® ezért
tovabbfejlesztették az eredeti tesztet azzal, hogy amennyiben iminosavra vald kapcsolas
hatékonysagat akarjak ellendrizni, akkor a meglévo teszt oldatok mellé izatint adtak, amivel
mar lathatd valtozast lehet elérni. Pozitiv teszt esetén a gyantaszemek vordses-barna szint

adnak, tehat ujrakapcsolasra van sziikség (6. abra).>

NH
R

6. abra Iminosavak reakcidja izatinnal
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6 Célkituzések

Munkam célja HER2-receptort c€lzo peptidek konjugalasa volt, amelyek alkalmasak
lehetnek célzott tumorterapias kezelésre.

Munkamhoz a mar kordbban emlitett Biri-Kovdcs és munkatérsai altal eléallitott nagy
affinitassal és szelektivitassal rendelkezd HER2-receptort célzd peptidek nyujtottak az alapot.>!
Az eredményeik alapjan a kdvetkezd harom peptidet valasztottam ki szintézisre és modositasra:

e KCCYSL-NHz;
e KAAYSL-NHy;
e KAAYSLGYYNPT-NHo.

1. Célom volt, hogy a kivélasztott hexamer peptideket harom-harom féle médon konjugéljam
daunomicinhez annak érdekében, hogy vizsgéljam kiilonb6zd katepszin B labilis spacer-
ek (tavtartok) hatasat a konjugatumok bioldgiai aktivitasara. Ezek a kovetkezok:

e aminooxiecetsav kapcsoldsa kozvetlenil a peptid N-termindlisan [évo  a-
aminocsoporthoz, majd daunomicin konjugélésa az aminooxiecetsavhoz;

e  GFLG szekvencidju spacer beépitése a peptid N-terminalisan 1év0 a-aminocsoporton
keresztiil, a spacer N-termindlisanak végén 1év6 a-aminocsoporthoz aminooxiecetsav
kapcsolasa, majd daunomicin konjugaldsa az aminooxiecetsavhoz;

e LRRY szekvencidju spacer beépitése a peptid N-terminalisan 1évé a-aminocsoporton
keresztiil, a spacer N-termindlisanak végén 1évé a-aminocsoporthoz aminooxiecetsav
kapcsolasa, majd daunomicin konjugaldsa az aminooxiecetsavhoz.

2. Célom volt tovabba, hogy a kivalasztott 12 aminosav hosszl peptid N-terminalis végén
1évo lizin oldallancan 1évd aminocsoport szerepét vizsgéaljam. Ennek érdekében a lizin
lecserélését terveztem norleucinra, amely hasonldan egyenes oldallancot tartalmaz azonos
C-atom szdmmal, mint a lizin. Illetve a lizin vajsavval torténd alkilezését, ami a pozitiv
toltés megsziintetése mellett a tapasztalatok alapjan ndveli a konjugatum sejtbejutasi
képességét. Az igy eldallitott peptidek konjugdldsat terveztem a fentiekben emlitett
modszerekkel (a GFLG spacer alkalmazésat itt nem terveztem kiprobalni, mert a korabbi
tapasztalatok alapjan a dodekapeptid eleve rossz oldékonysaggal rendelkezik). Ezek a
kovetkezok:

e aminooxiecetsav kapcsoldsa kozvetleniil a peptid N-termindlisdén 1éve -

aminocsoporthoz, majd daunomicin konjugaldsa az aminooxiecetsavhoz;
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e LRRY szekvencidji spacer beépitése a peptid N-terminalisan 1évé a-aminocsoporton
keresztiil, a spacer N-terminalisanak végén 1évé a-aminocsoporthoz aminooxiecetsav
kapcsolasa, majd daunomicin konjugaldsa az aminooxiecetsavhoz.

A munkam soran tovabba vizsgalni szerettem volna az eléallitott konjugatumok in vitro

citosztazisat ¢és sejtfelvételét, illetve a peptidek tavtartokkal tortént modositasaval elért

hatasokat is.
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7 Eredmények

Munkam soran a Célkitiizések résznek megfeleloen HER2-t célz6 peptidek szintézise és
konjugélédsa volt a cél. Munkam soran eldallitottam Osszesen 12 peptidet, amelybdl uj, eddig
nem vizsgalt konjugatumokat hoztam létre. A peptideket részben a kutatdcsoportunk korabbi
munkéja alapjan terveztem.?! Az eldallitott peptid-konjugatumok hatdsossagat tobb biologiai
méréssel vizsgaljuk, tobbek kozott meghatarozzuk az in vitro citosztazisukat MTT-teszt
segitségével, tovabba két modszerrel (aramldsos citometria és konfokalis mikroszkdpia) az in
vitro sejtbejutasukat.

Az ebben a fejezetben hasznalt modszerek pontos leirdsat a Kisérleti rész megfeleld
fejezetei tartalmazzak.

Sajnalatos modon a dolgozat leadési hataridejéig a bioldgiai vizsgalatok eredménye nem
érkezett meg, mivel a vizsgéalathoz sziikséges sejtek nem néttek fel. Reményeim szerint ezek az
eldadasomban mar bemutatasra kerlilnek. A hasznalni kivant moédszerek pontos leirasat

azonban a fentebb emlitett helyen leirtam.

7.1 Hexamer iranyitorésszel rendelkezé konjugatumok (13-18)

szintézise

7.1.1 Az aminooxiecetsavat tartalmazo peptidek szintézise

A peptidek szintézisét Fmoc/'Bu stratégiaval Fmoc-Rink Amide MBHA gyantin
manualis szintézissel végeztem. Az Fmoc-véddcsoport hasitdsara 2% piperidint és 2% DBU-t
tartalmaz6 DMF oldatot hasznaltam. A kapcsoldsokat a gyanta kapacitdsara szamolt 3
ekvivalens aminosavszarmazékkal, 3 ekvivalens Oxyma B-vel és 6 ekvivalens DIC
alkalmazasaval végeztem. Mind a KCCYSL-NH2, mind a KAAYSL-NH> szekvenciakat
harom-harom modon szerettem volna konjugdlni, igy ezek alapjan vagy kozvetleniil a
szekvencidk N-termindlisara kapcsoltam izopropilidén védett aminooxiecetsavat, vagy a
hexamerekre épitett tetramer spacer-ek (GFLG vagy LRRY) N-terminalisara. A kész peptideket
95% trifluorecetsavat, 2,5% vizet és 2,5% triizopropil-szilant tartalmazé eleggyel hasitottam a
gyantarol. A hasitdelegy hatdsara az aminosavak oldallancan 1évé véddcsoportok is lehasadtak

(7. 4bra).

24



/O R:  -Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (1)
-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (2)
}'_O R -Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (3)
H3¢‘< -Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (4)
CH, -Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (5)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (6)

7. abra Az eldallitott hexamer irdanyitorésszel rendelkezé védett aminooxiecetsavat tartalmazé peptidek

A nyers peptideket liofilizaltam, majd RP-HPLC segitségével tisztitottam Oket. A tiszta
peptideket tartalmaz6 frakcidkat liofilizdltam. Az aminooxiecetsav aminocsoportjanak
védelmére szolgald izopropilidén csoportot NaOAc-oldatban oldott O-metilhidroxilamin
hidroklorid segitségével lehasitottam és az elegyet RP-HPLC-val tisztitottam. Az izopropilidén
védocsoport nélkiili peptideket ezutan liofilizaltam (8. abra). A tisztitas utan nyert peptidek

kitermelését 2. tablazat tartalmazza.

0 R: -Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (7)
/_/< -Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (8)
H,N—O R -Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (9)

-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (10)
-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (11)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (12)

8. dbra Az elballitott hexamer iranyitorésszel rendelkezo szabad aminooxiecetsavat tartalmazé peptidek

2. tablazat A liofilizalas utan kapott peptidek tomege és kitermelése

Termék és azonositoja Tomeg (mg) Kitermelés (%)?
Ao0a-KCCYSL-NH: (7) 26,0 29,6
A0a-GFLG-KCCYSL-NH: (8) 25,0 19,3
Ao0a-LRRY-KCCYSL-NH: (9) 35,4 23,0
Aoa-KAAYSL-NH: (10) 24,1 29,8
Ao0a-GFLG-KAAYSL-NH: (11) 20,0 16,3
Ao0a-LRRY-KAAYSL-NH: (12) 29,3 20,0

A szintézis soran hasznalt gyanta mennyiségére €s kapacitasara szamitott kitermelés;
szdmolasanal nem vettem figyelembe a Kaiser-teszt sordn eltavolitott gyanta mennyiségét,
sem azt, hogy a liofilizalt peptidek vizet tartalmaznak
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7.1.2 Daunomicin konjugalasa az aminooxiacetilezett peptidekhez

A tisztitott peptideket NaOAc-oldatban oldottam és a peptidek moléris tomegére
szamolt 1,1 ekvivalens mennyiségii daunomicint adtam hozzajuk. A konjugélast 12-24 6ra alatt
végeztem szobahOmérsékleten. A konjugalads lejatszodasa utan az elegyet kozvetleniil RP-
HPLC-vel tisztitottam. A tiszta konjugatumot tartalmazo frakciokat liofilizaltam. A

konjugatumok szerkezetét a 9. abra mutatja be.

-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (13)
-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (14)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, (15)
-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (16)
-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (17)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH, (18)

9. abra Az eldallitott hexamer iranyitorésszel rendelkez6 konjugatumok
A tisztitott konjugatumokat tomegspektrometriaval €s analitikai RP-HPLC-vel azonositottam.

A tisztitott termékek analitikai adatait, illetve a bemérésre szamolt kitermelésiiket a 3. tablazat

tartalmazza.
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3. tablazat Az eloallitott hexamer iranyitorésszel rendelkezo konjugatumok adatainak

osszefoglalasa
Termék éS azonosit() ia Mszzimolt Mmért Rt Kitermelés
) (g/mol) (g/mol) (perc) (%)?
Da“:A"a'Iég)CYSL'NHZ 1296,50 1294,20 26,76 43,1
Dau=Ao0a-GFLG-
KCCYSL-NH: 1670,70 folyamatban®
14)
Dau=Aoa-LRRY-
KCCYSL-NH: 1884,85 folyamatban®
as
Da“zA"a'I(?;‘;“YSL'NHZ 1232,56 1232,38 26,53 87,4
Dau=Ao0a-GFLG-
KAAYSL-NH; 1606,76 folyamatban®
an
Dau=Aoa-LRRY-
KAAYSL-NH: 1820,91 folyamatban®
(€8))

?A konjugalashoz bemért peptid mennyiségére és kapacitdsara szamolt kitermelés
®A konjugalas soran leszakadt a daunomicin cukorrésze vagy a tisztitis sordn az anyag nem
érte el a biologiai vizsgalatokhoz sziikséges tisztasagot

A tovabbiakban a biologiai kisérletekhez sziikséges tisztasdggal rendelkezé konjugatumok

felvett tomegspektrumai, analitikai kromatogramjai és informacioi szerepelnek.
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7.1.3 Dau=Aoa-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH; (13)

2,54 26,76 perc
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10. abra A Dau=Ao0a-KCCYSL-NH: analitikai kromatogramja

A kromatogram alapjan az anyag nem éri el a 95%-os tisztasagot. A konjugatum utan elualodo
komponens azonban a tomegspektrometria mérések alapjan megegyezik a konjugatummal. A

tomegspektrometriai mérések alapjan feltehetdleg diszulfidhid okozza ezt a fajta eludlodast.
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11. abra A Dau=Ao0a-KCCYSL-NH; tomegspektruma

A konjugatum vart tomege: [M+H]" = 1297,50 g/mol
A konjugatum mért tomege: [M+H]" = 1295,20 g/mol

A tomegspektrum alapjan a konjugdlds soran diszulfidhid keletkezett a molekulaban.
Mivel a kozvetleniil egymas mellett 1év0 ciszteinek térgatlas miatt ritkdn képeznek
diszulfidhidat, ezért feltételezhetdleg dimer molekula keletkezett. Tapasztalataink alapjan a
diszulfid dimerek ugyanolyan tomegspektrumot mutatnak, csak eltérd toltottséggel. A feltevés
igazolasara pontosabb tdmegspektrometriai mérések sziikségesek, melyek jelenleg nem éallnak

a rendelkezésiinkre.
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7.1.4 Dau=Aoa-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH: (16)

Abszorbancia
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12. dbra A Dau=Ao0a-KAAYSL-NH: analitikai kromatogramja

50

A felvett kromatogram alapjan a konjugatum megfeleld tisztasagii a biologiai vizsgalatok

elvégzésére, tisztasaga 98,42%.
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13. abra A Dau=Ao0a-KAAYSL-NH: tomegspektruma

A konjugatum vart tomege: [M+H]" = 1233,56 g/mol
A konjugatum mért tomege: [M+H]" = 1233,38 g/mol (*)
[M+H]"2 = 1104,32 g/mol (*)
A tomegspektrométerben miitermék keletkezését tapasztaltam, a mérés soran leszakadt a

daunomicin cukorrésze.>*

7.2 Dodekamer iranyitorésszel rendelkezé konjugatumok (31-36)

szintézise

7.2.1 Az aminooxiecetsavat tartalmazo peptidek szintézise

A peptidek szintézisét Fmoc/Bu stratégidval Fmoc-Rink Amide MBHA gyantan
részben manualis szintézissel, részben peptidszintetizator segitségével végeztem. Az Fmoc-
védbdesoport hasitdsara modszertdl fiiggetleniil 2% piperidint és 2% DBU-t tartalmazo DMF
oldatot hasznéaltam. Manuadlis szintézis esetén a tizenegyedik aminosavszarmazék kapcsolasatol
a hasitoelegy oldoszere 1:2 ardnyban tartalmazott DMSO-t és DMF-et. A kézi szintézis esetén

a gyanta kapacitasara szamolt 5 ekvivalens aminosavszarmazékot, 5 ekvivalens Oxyma B-t és
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10 ekvivalens DIC-t hasznaltam. A szintetizator a kapcsolasokat a gyanta kapacitasara szadmolt
3 ekvivalens aminosavszdrmazékkal, 3 ekvivalens Oxyma Pure és 6 ekvivalens DIC
alkalmazasaval végezte. A kész peptideket 95% trifluorecetsavat, 2,5% vizet és 2,5%
triizopropil-szilant tartalmazd eleggyel hasitottam a gyantar6l. A hasitéelegy hatasara az

aminosavak oldallancéan 1évé véddcsoportok is lehasadtak (14. abra).

(0]
/
T

N—
o
CH,
R: -Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (19)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (20)
-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (21)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (22)
-Lys(C(O)C,H,)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (23)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys(C(O)C,H,)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (24)

14. dbra Az eléallitott dodekamer iranyitorésszel rendelkezé védett aminooxiecetsavat tartalmazo
peptidek

A nyers peptideket liofilizaltam, majd RP-HPLC segitségével tisztitottam Oket. A tiszta
peptideket tartalmaz6 frakcidkat liofilizaltam. Az aminooxiecetsav aminocsoportjanak
védelmére szolgald izopropilidén csoportot NaOAc-oldatban oldott O-metilhidroxilamin
hidroklorid segitségével lehasitottam ¢és az elegyet RP-HPLC-vel tisztitottam. Az izopropilidén

véddcsoport nélkiili peptideket ezutan liofilizaltam (15. abra).

/ /<O
H,N—O R

R: -Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (25)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (26)
-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (27)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (28)
-Lys(C(O)C,H,)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (29)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys(C(O)C,H_)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (30)

15. abra Az eléallitott dodekamer iranyitorésszel rendelkezé szabad aminooxiecetsavat tartalmazo
peptidek
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A tisztitas utan nyert peptidek kitermelését a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat A liofilizalas utan kapott peptidek tomege és kitermelése

Termék és azonositdja Tomeg (mg) Klt(e(;n)lf 1es
(1]

A0a-KAAYSLGYYNPT-NH: 54,9 19,3

(25)
Aoa-LRRY—KAlg{‘SS)LGYYNPT-NHz 63,4 21,0
Aoa—Nle-AAY(SZI%}YYNPT-NHz 57.9 274
Aoa-LRRY-N le-Aé;{)SLGYYN PT-NH: 42,8 14,3
Aoa-K(C (O)C3H7)?22?(SLGYYNPT-NH2 46,1 20,5

Ao0a-LRRY-K(C(0O)C3sH7)AAYSLGYYNPT-NH:

30) 38,9 12,4

A szintézis soran hasznalt gyanta mennyiségére és kapacitasara szamitott kitermelés;
szamolasanal nem vettem figyelembe a Kaiser-teszt soran eltavolitott gyanta mennyiségét,
sem azt, hogy a liofilizalt peptidek vizet tartalmaznak

7.2.2 Daunomicin konjugalasa az aminooxiacetilezett peptidekhez

A tisztitott peptideket NaOAc-oldatban oldottam ¢és a peptidek molaris tomegére
szamolt 1,1 ekvivalens mennyiségli daunomicint adtam hozzajuk. A konjugélést 12-24 6ra alatt
végeztem szobahOmérsékleten. A konjugalas lejatszodasa utan az elegyeket RP-HPLC-vel
tisztitottam. A tiszta konjugatumot tartalmazd frakciokat liofilizaltam. A konjugatumok
szerkezetét a 16. abra mutatja be.

A tisztitott konjugatumokat tomegspektrometridval és analitikai RP-HPLC-vel
azonositottam. A tisztitott termékek analitikai adatait, illetve a bemérésre szamolt

kitermelésiiket az 5. tablazat tartalmazza.
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R
OH
NH,
R: -Lys-AIa-AIa-Tyr-Ser-Leu-GIy-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH2 (31)

-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (32)
-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (33)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (34)
-Lys(C(O)C,H.)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (35)
-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys(C(O)C,H,)-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH, (36)

16. dabra Az eléallitott dodekamer iranyitorésszel rendelkezé konjugiatumok

5. tablazat Az eloallitott dodekamer iranyitorésszel rendelkezo konjugatumok adatainak

osszefoglalasa
Termék és azonosi t(')j a Mszamolt Mmért R Kitermelés
(g/mol) (g/mol) (perc) (%)?
Da“_A"a'KAAé%GYYNPT'NHZ 1927,85 | 1927,37 | 26,81 85,0
Dau=Aoa-LRRY-
KAAYSLGYYNPT-NH: 2516,20 2516,64 25,16 70,2
(32)
Dau=Aoa-Nle-AAYSLGYYNPT-
NH: 1912,84 1912,54 30,87 92,5
(33)
Dau=Aoa-LRRY-Nle-
AAYSLGYYNPT-NH: 2501,19 folyamatban®
(34
Dau=Aoa-
K(C(O)C3:H7)AAYSLGYYNPT-NH: 1997,89 folyamatban®
(335
Dau=Aoa-LRRY-
K(C(O)C3H7)AAYSLGYYNPT-NH: | 2586,24 folyamatban®
(36)

?A konjugalashoz bemért peptid mennyiségére szamolt kitermelés
®A konjugalas soran leszakadt a daunomicin cukorrésze vagy a tisztitis soran az anyag nem
érte el a biologiai vizsgalatokhoz sziikséges tisztasagot
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A tovabbiakban a biologiai kisérletekhez sziikséges tisztasdggal rendelkezd

konjugatumok felvett tomegspektrumai, analitikai kromatogramjai és informécioi szerepelnek.

7.2.3 Dau=Aoa-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH;
(1)
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17. abra A Dau=A0a-KAAYSLGYYNPT-NH: analitikai kromatogramja

A felvett kromatogram alapjdn a konjugatum megfeleld tisztasdgi a bioldgiai vizsgalatok

elvégzéséhez, tisztasaga 95,39%.
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18. dbra A Dau=A0a-KAAYSLGYYNPT-NH: tomegspektruma

A konjugatum vart tomege: [M+H]" = 1928,85 g/mol
A konjugatum mért tomege: [M+H]"1 = 1928,37 g/mol (¥)
[M+H]" = 1799,69 g/mol (")
A tomegspektrométerben miitermék keletkezését tapasztaltam, a mérés soran leszakadt a

daunomicin cukorrésze.>*
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7.2.4 Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-
Asn-Pro-Thr-NH; (32)
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19. abra A Dau=Ao0a-LRRY-KAAYSLGYYNPT-NH: analitikai kromatogramja

A felvett kromatogram alapjan a konjugatum megfeleld tisztasagi a biologiai vizsgalatok

elvégzéséhez, tisztasaga 98,29%.
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20. abra A Dau=A0a-LRRY-KAAYSLGYYNPT-NH: tomegspektruma

A konjugatum vart tomege: [M+H]" = 2517,20 g/mol
A konjugatum mért tomege: [M+H]" = 2517,64 g/mol

A tdmegspektrum is igazolta a vart anyag tisztasagat.
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7.2.5 Dau=Aoa-Nle-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH:

(33)
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21. dbra A Dau=Ao0a-Nle-AAYSLGYYNPT-NH: analitikai kromatogramja

A felvett kromatogram alapjan a konjugatum megfeleld tisztasdgii a biologiai vizsgalatok

elvégzéséhez, tisztasaga 98,83%.
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22. abra A Dau=Ao0a-Nle-AAYSLGYYNPT-NH: tomegspektruma
A konjugatum vart tomege: [M+H]" = 1913,84 g/mol

A konjugatum mért tomege: [M+H]" = 1913,54 g/mol

A tdmegspektrum alapjan a vart anyag tiszta.
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8 Kisérleti rész

8.1 Felhasznalt anyagok

Munkam soran a felhasznalt aminosavszarmazékokat és a gyantat az Iris Biotech
GmbH-t6l (Marktrewitz, Németorszag) szereztiilk be. A kapcsoloszereket, hasitoszereket és
gyokfogokat a Sigma-Aldrich Kft.-tdl (Budapest, Magyarorszag), az N,N-dimetil-formamidot
és a diklormetant a Molar Chemicals Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag), a HPLC-hez hasznalt
acetonitrilt a VWR International Kft.-t6]1 (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk. A daunomicin

pedig az IVAX (Budapest, Magyarorszag) ajandéka volt.
8.2 Altalanos eljaras

8.2.1 Peptidszintézis

A dolgozatomban szerepld peptidek egy részét manudlisan, egy részét pedig
peptidszintetizator alkalmazasaval szilardfazisi peptidszintézis segitségével allitottam eld. A
manualis szintézis sordn a 6. tablazat altal bemutatott protokollt kovettem az
aminosavszarmazékok és az izopropilidén védett aminooxiecetsav kapcsoldsa soran.

A Kaiser-teszt soran a reakcidedénybdl kivett par szem gyantdhoz a kovetkezokbol
adtam hozz4 par cseppet: ninhidrin-, fenol- ¢s KCN-oldat. Prolinra val6 kapcsolas esetén pedig
izatin-oldatot is adtam a gyantaszemekhez. A felsorolt oldatok a kovetkezd modon késziiltek:

e ninhidrin-oldat: 2,5 g ninhidrin-t oldottam 50 ml absz. EtOH-ban

e fenol-oldat: 40 g fenolt oldottam 10 ml absz. EtOH-ban

e KCN-oldat: 2 ml 0,01 M KCN-oldatot higitottam 98 ml piperidinnel

e [zatin-oldat: benzilalkoholban oldottam 3 m/V% izatint és 5 m/V% Boc-Phe-OH-t
A gyantaszemeket tartalmazé edényt az oldatok hozzaadasa utdn 104°C-on 3-5 percen keresztiil
melegitettem. A reakcioidd letelte utan, ha a gyantaszemek sargak maradtak, akkor a
gyantaszemek nem tartalmaznak szabad aminocsoportot, ha megkékiiltek vagy izatin-oldat
esetén megbarnultak, akkor a gyantaszemek tartalmaznak szabad aminocsoportot. A hasités
ellendrzése sordn amennyiben nem tapasztaltam kék vagy izatin-oldat esetén barna szint, akkor
a hasitast megismételtem, ha masodszorra is az el6z6ekben leirtat tapasztaltam, akkor pedig az

1jboli hasitashoz hasznalt oldatot gy modositottam, hogy a hasitoelegy a 2-2% piperidin-DBU
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mellett 32% DMSO-t és 64% DMF-et tartalmazott. Az el6bb emlitett hasitoelegyet csak olyan

szekvenciak esetén alkalmaztam, melyek nem tartalmaztak ciszteint.

6. tablazat A manualis szintézis soran alkalmazott protokoll

Miivelet Reagensek, oldoszerek Idétartam (perc)
Mosas DMF 3x0,5-1
Lo Piperdin / DBU / DMF
Fmoc-csoport hasitasa (2-/ 2- 1 96%) 2+2+5+10
DMF 3x0,5-1
Mosas
DCM 2x0,5-1
. Ninhidrin-, fenol-, KCN-
Kaiser-teszt oldat (izatin oldat) 3-3
Mosas DMF 3x0,5-1
. Aaa/ Oxyma B/ DIC
Kapcsolas (3-/3-/ 6 ekvivalens) 60-90
DMF 3x0,5-1
Mosas
DCM 3x0,5-1
. Ninhidrin-, fenol-, KCN-
Kaiser-teszt oldat (izatin oldat) 3-5

A munkam soran alkalmazott peptidszintetizator egy Tecan add-on Peptide Synthesizer
(Solid Science Kft., Budapest, Magyarorszag) roviditve TaPSy volt.>> A peptidszintetizatorral
végzett szintézis soran a Kiss és munkatarsai®® altal irt cikkben szerepld protokollt hasznaltam
(7. tablazat).

Az acetilezésre azért volt sziikség, mert a szintetizator alkalmazasa esetén nem volt mod
a kapcsolasok ellendrzésére. Az acetilezéssel igy elkertiljiik az aminosavhianyos szekvenciak
keletkezését, tovabba segiti a rovidebb (nem teljes) szekvenciak elvaldsat a teljes hosszaban

megépiilt peptidtdl a kromatografias tisztitas soran.
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7. tablazat A peptidszintetizator altal alkalmazott protokoll

Miivelet Reagensek, olddészerek Idétartam (perc)
Duzzasztas DMF 30
Inicializacio Fmoc Piperdin / DBU / DMF Ax 1
hasitdsa (2-/2-/96%)
Mosas DMF 6x1
. Aaa / Oxyma Pure / DIC
Kapcsolas (3-/3-/ 6 ekvivalens) 45
Mosas DMF 3x1
Acetilezés? Ac;0 / DIPEA 10
Mosas? DMF 3x1
‘o Piperdin / DBU / DMF
Fmoc-csoport hasitasa (2- 1 2- 1 96%) 2x1
Mosas DMF 6x1

aAz eredeti protokoll nem tartalmazza ezt a 1épést

8.2.2 Peptid hasitas a gyantarol

Az elkésziilt N-terminalisan izopropilidén védett aminooxiecetsavat tartalmazo
peptideket a gyantarol 4,50 ml TFA-t, 0,25 ml TIS-t és 0,25 ml H,O-t tartalmaz6 oldattal
hasitottam le. A gyantat az oldatban 1,5 6rdn 4t hagytam keveredni szobahdmérsékleten. A
reakcioido letelte utan a hasitdelegyet egy 0°C-os dietil-étert tartalmazé edénybe szlirtem. Az
éterben kicsapddott peptidet ezutdn 5 percen keresztiil 4000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaltattam. Az étert a letilepedett peptidrdl dekantaltam. A peptidre mosas céljabol ujabb
adag hideg étert ontottem ¢€s felszuszpendaltattam benne, majd az elézdekben leirt modon
centrifugaltattam azt. A mosasi 1épést még kétszer megismételtem. Az utols6 dekantalas utan a
peptidet levegdn hagytam az étertdl megszaradni. Szaradas utan a peptidet 10%-os ecetsavban

oldottam, majd folyékony nitrogénben megfagyasztottam az oldatot. A fagyasztott peptid

oldatot ezutan liofilizaltam.
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8.2.3 Preparativ RP-HPLC kromatografia

A liofilizal6 késziilékrol eltavolitott nyers peptideket forditott fazisu nagy hatékonysaga
folyadékkromatografias (RP-HPLC) rendszerrel tisztitottam. Ehhez egy KNAUER RP-HPLC
rendszert (Knauer GmbH, Bad Homburg, Németorszag) hasznaltam:

e D-14163 tipusu injektor,

e 2 db K120 tipusu pumpa,

e Nagynyomasu keverdegység,

e K2501 tipustt monokromatoros UV-detektor,

e Adatgylijto egység.
Az elvalasztas soran az aldbbi oldatdsszetételeket hasznaltam:

e Acluens: 0,1% TFA, 99,9% desztillalt viz

e B eluens: 0,1% TFA, 99,9% acetonitril
A tisztitashoz egy Phenomenex Luna 10 um C18(2) 100 A 250 x 21,2 mm preparativ oszlopot
hasznéaltam 10 ml/perces aramlasi sebességgel. A detektalast 220 nm hulldmhosszisagon

végeztem. Az alkalmazott gradiens a kdvetkezd volt:

0. perc 5% B
15. perc 5% B
25. perc 20% B
65. perc 40% B
75. perc 60% B
76. perc 100% B
86. perc 100% B
87. perc 5% B
92. perc 5% B

Az egyes nyers peptideknél az alkalmazott modszert az elsd futtatds utdn az adott anyagra
optimalizaltam a tisztitasi folyamat meggyorsitdsara. Az izopropilidén védelem hasitasa utani
tisztitdsanak és a konjugatumok tisztitdsanak gradiensét az 4ltalanos eljards megfeleld
fejezetében (8.2.6 Izopropilidén védicsoport eltavolitisa aminooxiecetsavat tartalmazo

peptidekrol és 8.2.7 Daunomicin konjugdldsa) irtam le.

8.2.4 Analitikai RP-HPLC kromatografia

A tisztitott peptidek és konjugatumok analiziséhez analitikai RP-HPLC segitségét is
igénybe vettem. Az analitikai kromatografidhoz is egy KNAUER RP-HPLC rendszert (Knauer
GmbH, Bad Homburg, Németorszag) hasznaltam:
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e D-14163 tipust injektor,

e 2 dbAzuraP 2.18S tipusu pumpa,

e DYNAMIC MIXING CHAMBER (dinamikus keverdcella),

e Azura UVD 2.18 tipust monokromatoros UV-detektor,

e Adatgylijto egység.
Az elvalasztas soran az aldbbi oldatdsszetételeket hasznaltam:

e Acluens: 0,1% TFA, 99,9% desztillalt viz

e B eluens: 0,1% TFA, 99,9% acetonitril-desztillalt viz (80:20 V/V%)
A tisztitashoz egy Phenomenex Aeris PEPTIDE 3,6 um XB-C18 100 A 250 x 4,6 mm analitikai
oszlopot hasznaltam 1 ml/perces 4ramlasi sebességgel. A detektalast 220 nm

hullamhosszisagon végeztem. Az alkalmazott gradiens egységesen a kdvetkezd volt:

0. perc 5% B
5. perc 5% B
50. perc 90% B
51. perc 5% B
56. perc 5% B

8.2.5 Tomegspektrometria

A tisztitdsok soran nyert frakciok azonositdsara tomegspektroszkopids meéréseket
végeztem. A méréshez elektrospray ionizacids (ESI-MS) Thermo Finnigan LCQ Deca XP Plus
tomegspektroszkopot (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)
hasznaltam 300-2000 m/z tartomanyban. A méréshez az anyagokat acetonitril-viz 1-1 aranyt
elegyében oldottam 0gy, hogy az anyagra nézve az oldat 0,5 mg/ml-es legyen. Az analitikai
HPLC-vel felvett kromatogramok (vak futtatassal korrigalva), illetve az MS késziilékkel felvett

tomegspektrumok az Eredmények megfeleld fejezeteiben talalhatoak.

8.2.6 Izopropilidén védocsoport eltavolitasa aminooxiecetsavat tartalmazo

peptidekrol

Az izopropilidén védett aminooxiecetsavat tartalmazo peptidekrdl a konjugélas elott az
izopropilidén véddcsoportot el kell tavolitani. A véddcsoport hasitdsahoz az alabbi eljarast
alkalmaztam:

e Az eldtisztitott termékbdl 10 mg/ml-es oldatot készitettem NaOAc-oldat (pH=5,08)
segitségével és az oldathoz annyi O-metilhidroxilamin hidrokloridot adtam, hogy arra

nézve az oldat 1 M-os legyen.
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o Azcelegyet ezutdn szobahOmérsékleten 1 6ran keresztiil kevertettem.
A reakcidido letelte utan az elegyet preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam a reakcidban keletkezd

melléktermékektdl a kdvetkezd egységesen alkalmazott gradiens elucidval:

0. perc 5% B
15. perc 5% B
16. perc 100% B
36. perc 100% B
37. perc 5% B
42. perc 5% B

A peptidet tartalmaz6 frakciokat ezutan liofilizaltam.

8.2.7 Daunomicin konjugalasa

Az izopropilidén véddcsoport nélkiili peptidet NaOAc-oldatban (pH=5,08) oldottam
ugy, hogy a peptidre nézve az oldat koncentracidja 10 mg/ml-es legyen. Az oldathoz ezutan a
peptidre nézve 1,1 ekvivalens mennyiségli daunomicint adtam. Az elegyet ezutan
szobahdmérsekleten 12-24 oran at kevertettem. A reakcio eldrehaladtat analitikai HPLC-vel
kovettem. A reakcid befejez6dése utan az elegyet preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam a

kovetkezd gradiens szerint:

0. perc 5% B
15. perc 5% B
25. perc 20% B
65. perc 40% B
75. perc 60% B
76. perc 100% B
86. perc 100% B
87. perc 5% B
92. perc 5% B

A konjugatumot tartalmazo frakcidkat ezutan liofilizaltam. A liofilizatumot a korabban leirt

modon tomegspektrometriaval és analitikai HPLC-vel ellendriztem ¢és vizsgaltam.

8.2.8 In vitro citosztazis meghatarozasa MTT-teszttel

A biologiai vizsgalatokat minden esetben minimum 95%-os tisztasagu anyagokkal
végezziik. Az eldallitott konjugatumok (13-18, 30-36) in vitro citosztazisait MDA-MB-453

HER2+ humén emlékarcinoma sejteken vizsgaljuk. Koncentracionként négy-négy parhuzamos
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mérést végziink. Az MDA-MB-453 sejtek ndvesztése €s kultiraban tartdisa DMEM médiumban
torténik, amely 10% magzati borju szérumot (FBS) és 160 pul/ml gentamicint tartalmaz. A
sejteket 96-lyuku szovettenyésztd lemezre osztjuk ki 5x10° sejt/lyuk szdmmal, majd 24 6ran
keresztiil 5%-0s CO> atmoszféra alatt 37°C-on inkubdljuk azokat. A sejteket ezutan 24 oran
keresztiil inkubaljuk 5%-0os CO; atmoszféra alatt 37°C-on 2,5-100 pM kozotti
koncentraciotartomanyban a konjugatumokkal. A kontroll sejteket megfeleld mennyiségii vizet
tartalmaz6é médiummal kezeljiik. Az inkubacio6 utan a kezeld oldatokat eltavolitjuk és a sejteket
kétszer 135 upl szérummentes médiummal mossuk, minden mosas eldtt az oldatokat
centrifugaljuk 1000 fordulat/perces sebességgel. A mosas utan 135 pl komplett médiumot
mériink be és a sejteket tovabbi 48 orara 5%-o0s CO; atmoszféra alatt 37°C-on inkubaljuk. Az
1d6 letelte utan MTT-teszt segitségével meghatarozzuk a konjugadtumok ICso értékeit.

Az MTT-teszt sordan a sejtekhez MTT-oldatot (3-(4,5-dimetilanizol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlium-bromid) adunk. Az €16 sejtek mitokondriuméban taldlhatdo dehidrogenaz
enzim az MTT-t képes atalakitani ugynevezett formazan szdrmazékka, amely lila szinti DMSO-
ban jol oldodo kristalyos anyag (23. abra). Spektroszkopidsan az oldott formazan szarmazék
mennyisége meghatdrozhat6 és kontroll teszt alapjan alkalmazhaté a konjugatummal kezelt

sejtek ¢l0-halott aranydnak meghatarozasara.

dehidrogenaz enzim N/NH
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23. abra Az MTT molekula atalakuldsa a dehidrogenaz enzim hatasara

crer

sejteket ezutan az oldattal 3 6ran 4t 37°C-on inkubaljuk. Az id6 letelte utan a sejteket 5 percen
keresztlil 2000 fordulat/perces sebességgel centrifugaljuk. A centrifugélds utan a feliiluszot
ledntjiik. A lyukak aljan maradt lila kristalyokat 100-100 ul DMSO-ban oldjuk. Az igy kapott
mintakat spektroszkopidsan mérjiik 540 nm- €s 620 nm hulldmhossziusdgon egy ELISA-reader-
rel (Labsystem iIEMS Reader, Finnorszag). A mért eredményekbdl a kovetkezd Osszefliggés

alapjan szamithat6 a citosztazis mértéke:
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Aezelt sejtek
Citosztazis mértéke (%) = <1 _ _xezeltsetek Y400
Akontroll sejtek

ahol Ayezei seitek €8 Akontroll sejiek €Tteke az 540 nm hullamhosszisagon mért abszorbancia

érték és a 620 nm hullamhossziasagon mért abszorbancia érték kiillonbsége mind a kezelt, mind
a kontroll sejtek esetén is. A szamolt citosztazis mértékét a koncentracio fiiggvényében
abrazolva a kapott gorbérdl leolvashato az az érték (ICso), ahol a sejtek 50%-nak osztddasat

gatolja az adott konjugatum.

8.2.9 In vitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasos citometriaval

Az eléallitott konjugatumok (13-18, 30-36) in vitro sejtbejutdsi mértékét aramlésos
citométerrel (BD LSR II, BD Bioscience, San Jos¢, California, USA) vizsgaltuk MDA-MB-
két-két parhuzamos mérést végziink.

A sejteket 24-lyuka szdvettenyésztd lemezre osztjuk ki 10° sejt/lyuk szdmban a kezelést
megeldzé napon. A konjugadtumokat a méréshez szérummentes médiumban oldjuk gy, hogy a
sejtekre mért oldat 1% DMSO-t tartalmazzon. A vizsgalatok soran a konjugatumokat a sejtekkel
37°C-on 5% CO; atmoszféraban egy oran keresztiil inkubaljuk. Az id6 letelte utan a sejteken
1év6 oldatot eltavolitjuk, majd 800 pl szérummentes médiummal mossuk és centrifugaljuk. A
mosast és a centrifugalast még kétszer végezziik el, azonban a harmadik mosast mar HPMI-
oldattal (100 uM NacCl, 5,4 uM KCl, 0,4 uM MgCls, 0,04 uM CaClz, 10 uM HEPES, 20 uM
glikoz, 24 pM NaHCOs, 5 uM Na;HPO4, pH = 7,4) hajtjuk végre. A centrifugalas utan az
oldatot eltavolitjuk a sejtekrél, majd 100 pl tripszin oldatot helyezziink minden lyukba. A
sejteket igy 5 percig 37°C-on inkubaljuk. Az 1d6 letelte utan a tripszint 800 ul 10% FBS-t
tartalmaz6 HPMI-oldattal inaktivaljuk. A sejteket ezutan FACS csdvekbe rakjuk és 5 percen at
1000 fordulat/perces sebességgel centrifugaljuk dket. A centrifugdlas utan a feliiluszot ledntjiik,
majd a sejteket 500 ul HPMI-oldatban felszuszpendaljuk. Az igy kezelt sejtek fluoreszcencia

intenzitasanak mértéket aramlasos citométerrel hataroztuk meg.

8.2.101n vitro sejtbejutasi vizsgalatok konfokalis mikroszkopiaval

A mikroszkopids vizsgalatokhoz szdvettenyésztd lemezre MDA-MB-453 sejteket

crer

kezelt sejteket 3 Oran at inkubaljuk. A sejtekrdl az id6 letelte utan az oldatot eltavolitjuk és 250
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ul PBS-oldattal mossuk dket. A szovettenyésztd lemez minden lyukaba fed6lemezt (Assistent,
13 mm atmérdjt, 1001/13) helyezziink. A sejtekrdl eltavolitjuk a szérummentes médiumot és
500 pl PBS-oldattal mossuk dket. A mosas utan a sejteket paraformaldehid oldat segitségével
37°C-on 20 percen keresztiil fixaljuk a fedélemezen, majd a rendszert haromszor 500 ul PBS-
oldattal mossuk. A sejtmagokat PBS-ben oldott 350 ng/ml DAPI segitségével festjiik 15 percen
at fénytol védett helyen. A festett sejteket tartalmazd feddlemezeket ezutdn targylemezre
ragasztjuk és egy napos szaradas utan konfokalis mikroszkop (Zeiss LSM 710) segitségével

vizsgaljuk oket.

8.3 Az A0a-KCCYSL-NHz- és Aoa-KAAYSL-NH: peptidek és

spacerrel ellatott analogjaik (1-6) szintézise

Az (1-6) peptidek szintézisét teljesen manudlisan végeztem. A szintézis elkezdés¢hez
1,0 g Fmoc-Rink Amide MBHA gyantat hasznaltam, melynek kapacitasa 0,67 mmol/g volt. A
8.2.1 Peptidszintézis cimu fejezet alapjan a kapcsolasok sordn a gyanta kapacitasara szamolt 3
ekvivalens mennyiségli aminosavszarmazékot és Oxyma B-t (M = 185,14 g/mol) hasznaltam,
mig DIC (V'm = 156 ml/mol) esetén 6 ekvivalenst, ez az elsd gyantaosztasig az eldbbiek esetén
2,01 mmol, illetve az utobbi esetén 4,02 mmol volt.

A szintézis soran a harmadik aminosavszarmazék beépitése utan a gyantat két egyenld
részre osztottam €s a szintézist kiilon folytattam. Az els6 reakcidoedényben a ciszteint tartalmazé
szekvencidk szintézisét folytattam, mig a masik edényben az alanint tartalmazokét. A hatodik
aminosavszarmazek beépitése utan mindkét reakcidedény tartalmat hadrom egyenld részre
osztottam. A hat reakcidedényt harom csoportra bontottam, mindegyik csoport egy-egy
reakcidedényt tartalmazott a ciszteines és az alaninos szekvenciabol. A csoportokban ezutan
mindkét reakcidedény esetén ugyanazt az aminosavszarmezékot vagy izopropilidén védett
aminooxiecetsavat épitettem be a szekvencidk befejezéséig. A szintézisek befejeztével hat
anyagot allitottam el6 (8. tablazat).

A szintézis soran az aminosavak oldallanc védelmére a kovetkezd véddcsoportokat
hasznaltam: a szerin és tirozin hidroxilcsoportjanak védelmére terc-butilcsoportot (‘Bu), a
cisztein tiolcsoportjanak védelmére tritilcsoportot (Trt), a lizin aminocsoportjanak védelmére
terc-butiloxikarbonil csoportot (Boc), az arginin guanidocsoportjanak védelmére pedig
2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-szulfonil csoportot (Pbf). Az aminooxiecetsav

aminocsoportjanak védelmét a mar korabban emlitett izopropilidén csoport ltta el.
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8. tablazat Az (1-6) szekvenciak szintéziséhez felhasznalt reagensek mennyisége

>—Aoa- >=Aoa- >=Ao0a- >=Aoa- >=Ao0a- >=Ao0a-
GFLG- LRRY- GFLG- LRRY-
KCIS; SL- | kceysL- | KCeysL- KAI\‘;‘E SL- | KAAYSL- | KAAYSL- O"ly)‘;‘g B;
(1)2 NH: NH: ( 4)2 NH: NH;
2) (€)] (&) 6)
Molaris Bemért
Reagens tomeg Bemért mennyiség (mg) mennyiség
(g/mol) (mg; pl)
Fmoc- 372,1;
Leu-OH 353.4 710,3 627,1
Fmoc- .
Ser(‘Bu)- 3834 770,6 367227’11’
OH ’
Fmoc- .
Tyr(‘Bu)- 459,6 923,8 367227,11,
OH ’
Fmoc-
Cys(‘Bu)- 585,7 588,6 -
OH 186,1;
Fmoc- 313,6
Ala-OH 311,3 - 312,9
Fmoc-
Cys(‘Bu)- 585,7 588,6 -
OH 186,1;
Fmoc- 313,6
Ala-OH 311,3 - 312,9
Fmoc- 186,1;
Lys(Boc)- 468,5 470,8 470,8 313’ 6’
OH ’
>=Ao0a 131,131 131,8 - - 131,8 - -
Fmoc- 62,0;
297,3 - 99,6 - - 99,6 - Y
Gly-OH ’ ’ ’ 104,5
Fmoc-
Tyr(‘Bu)- 459,6 - - 154,0 - - 154,0
OH
Fmoc- 3534 - 1184 - - 1184 -
Leu-OH 62.0:
Fmoc- 104,5
Arg(Pbf)- 648,8 - - 217,3 - - 217,3
OH
Fmoc- 3874 - 1298 - - 1298 -
Phe-OH 62.0:
Fmoc- 104,5
Arg(Pbf)- 648,8 - - 2173 - - 2173
OH
Fmoc- 2973 - 99,6 - - 99,6 -
Gly-OH ? ’ ’ 62.0:
104,5
Fmoc- >
Leu-OH 3534 - - 118,4 - - 118.4
_ 62,0;
>=Ao0a 131,131 - 43,9 43,9 - 43,9 439 104.5

* A vizszintes vastag vonalak a gyantaosztas helyét jelzik
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A gyantarol az elkésziilt peptidek (1-6) hasitasat a 8.2.2 Peptid hasitas a gyantdrol cimi
fejezetben leirt modon végeztem. Liofilizalas utan a nyers peptidek tisztitdsat a 8.2.3 Preparativ
RP-HPLC kromatogrdfia ciml fejezetben leirt modon végeztem, a tisztitds soran gyljtott
frakciokat pedig a 8.2.5 Tomegspektrometria ciml fejezet alapjan azonositottam, azzal a
kiilonbséggel, hogy az analizishez a frakciokat nem liofilizaltam, majd készitettem beldle
hasznaltam fel a mérés soran. A megfeleld tiszta peptidet (7-12) tartalmazo frakcidkat a mérés

utan liofilizaltam.

8.4 A (7-12) peptidek konjugalasa daunomicinnel

A konjugdlast a 8.2.7 Daunomicin konjugdldsa ciml fejezet alapjan végeztem. A

konjugélashoz hasznalt peptidek (7-12) és a daunomicin mennyiségét a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat A konjugalashoz felhasznalt peptidek (7-12) és daunomicin mennyisége

Bemért anyag MOlé r/'irfut)ili)meg Bemért mennyiség (mg)
Ao0a-KCCYSL-NH: (7) 787,3 20,0
Daunomicin 527.,5 14,7
A0a-GFLG-KCCYSL-NH: (8) 1161,5 20,0
Daunomicin 527.5 10,0
Ao0a-LRRY-KCCYSL-NH: (9) 1375,7 20
Daunomicin 527,5 8,4
Aoa-KAAYSL-NH: (10) 723.,4 20
Daunomicin 527,5 16,0
Ao0a-GFLG-KAAYSL-NH: (11) 1097,6 20
Daunomicin 527,5 10,6
Aoa-LRRY-KAAYSL-NH:2 (12) 1311,7 20
Daunomicin 527,5 8,8
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8.5 Az A0a-KAAYSLGYYNPT-NH: peptid analogjainak ¢és

spacerrel ellatott verzidoinak (19-24) szintézise

A (19) peptid szintézisét manualisan végeztem el. Kiindulasként 300 mg Fmoc-Rink
Amide MBHA gyantat hasznaltam. A kapcsolasokat a 8.2.1 Peptidszintézis ciml fejezet alapjan
végeztem az Otodik aminosav felkapcsolasdig, ahonnan kezdve a 3 ekvivalens
aminosavszarmazék és Oxyma B nem volt elegendd a sikeres kapcsolashoz, ezért az 6todik
aminosav felkapcsoldsatol 5 ekvivalens aminosavszarmazékot és Oxyma B-t, illetve 10
ekvivalens DIC-et hasznaltam. A tizedik aminosav kapcsoldsa soran mar az 5 ekvivalens sem
bizonyult elegenddnek, de az ekvivalensek novelése helyett a tobbszori kapcsolds mellett
dontdttem. Az izopropilidén védett aminooxiecetsav felkapcsolasat pedig mar csak harom
egymast kovetd kapcsolassal sikertilt elérni. A peptid gyantardl valod lehasitasa és liofilizalasa
utdn azt tapasztaltam, hogy a vart megkozelitéleg 130 mg nyers peptid helyett alig 30 mg-ot
sikertilt kinyerni. Ennek okén témavezetdmmel a peptid szintetizatorban valé eléallitasa mellett
dontottiink.

A szintézis soran az aminosavak oldallanc védelmére a kovetkezd véddcsoportokat
hasznéltam: a szerin, treonin és tirozin hidroxilcsoportjdnak védelmére terc-butilcsoportot
(‘Bu), az aszparagin savamid-csoportjanak védelmére tritilcsoportot (Trt), a lizin
aminocsoportjanak védelmére a (19-20) peptidek esetén terc-butiloxikarbonil csoportot (Boc),
a (23-24) peptidek esetén 4-metiltritil csoportot (Mtt), az arginin guanidocsoportjanak
védelmére pedig 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-szulfonil csoportot (Pbf). Az
aminooxiecetsav aminocsoportjanak védelmét a mar kordbban emlitett izopropilidén csoport
latta el.

A szintetizatorba a 8.2.1 Peptidszintézis cimii fejezetben leirt protokoll alapjan mértem
be a sziikséges reagenseket, oldatokat. A beméréseket 300 mg gyantara végeztem és az adatokat

a 10. tablazat tartalmazza.
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10. tablazat A (19) peptid szintézisének bemérése a szintetizatorba

Reagens Molaris tomeg Bemért mennyiség Ol(?()'szer
(g/mol) (mg) mennyisége (ml)

Fmoc-Ala-OH 311,3 747,2 5,2
Fmoc-Gly-OH 297,3 535,1 3,6
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 843,3 3,6
Fmoc-Leu-OH 3534 636,1 39
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 1074,1 3,6
Fmoc-Pro-OH 337.4 607.,3 3,6
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 3834 690,1 3,6
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,5 715,5 3,9
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,6 1378,5 6,0
>=Ao0a 131,1 235,9 3,0
Oxyma Pure 142,1 1896,0 20,0

Piperidin 85,2 1,82 ml -

DBU 152,2 1,82 ml -

DIC 126,2 2,42 ml -

Ac20 102,1 0,70 ml -

DIPEA 129,2 2,30 ml -

Az elkésziilt peptidet (19) a 8.2.2 Peptid hasitis a gyantarol cimii fejezet alapjan
tavolitottam el a gyantar6l. A nyers peptidbdl liofilizalas utdn analitikai kromatogramot és
tomegspektrumot vettem fel, ezekb6l megallapitottam, hogy a hetedik aminosavszarmazék
felkapcsolasakor a peptidlancok megkdzelitleg 40%-ara nem kapcsolodik fel elsére a
kovetkezd aminosavszarmazék, tehat az acetilezés miatt ezekre a lancokra a peptid tovabb nem
épil. A tapasztalatok alapjan ugy dontottem, hogy a (20-24) peptidek szintézise soran a
legnagyobb kitermelés elérésének az érdekében a hetedik aminosavszarmazeéktol a kapcsolasok

mar duplan toérténjenek meg.
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A (20) peptidet a szintetizatorban allitottam elé 300 mg gyantan. A (21-24) peptidek
szintézisének a megkoOnnyitésére a szekvenciat a tizenegyedik aminosav kapcsoldsaig a
szintetizator végezte 900 mg gyantdn, majd a szintetizatorbol kivett peptid-gyantat négy
egyenld részre osztottam ¢s manudlisan folytattam a szintézist. A szintetizator a §8.2.17
Peptidszintézis ciml fejezetben leirt modon hajtotta végre a szintézist azzal a kiilonbséggel,
hogy a hetedik aminosavszarmazék kapcsoldsatol minden esetben dupla kapcsolédst hajtott
végre. A szintézishez bemért anyagok mennyiségét a 11. tablazat és a 12. tablazat tartalmazza.
A kézi szintézishez a 8.2.1 Peptidszintézis ciml fejezetben leirt manualis szintézis esetén
alkalmazando protokollt hasznaltam, azonban 3 ekvivalens helyett 5 ekvivalens alkalmaztam.
A manudlisan végzett kapcsoldsok sordn minden esetben a DMSO-t is tartalmazé Fmoc
hasitéelegyet alkalmaztam, tovabbd az aminosavszarmazékokat és az izopropilidén védett
aminooxiecetsavat kétszer kapcsoltam. A manualis szintézis beméréseit a 13. tablazat
tartalmazza.

A (23-24) peptidek esetén a lizin felkapcsoldsa és a kovetkezd aminosavszdrmazék
beépitése utan a vajsavas acilezés kovetkezett. A kapcsolas ellendrzése utan a lizin oldallancat
védd Mtt-csoport hasitasat végeztem. Ehhez a gyantat 2% TFA-t és 2% TIS-t tartalmazé DCM-
es oldattal kezeltem. A gyantat kétszer 2 percig-, kétszer 5 percig-, 10 percig, majd 30 percig
kevertettem az eleggyel. A féloras hasitds utdn a gyantat DCM-el mostam. A hasitoelegy
semlegesitésének érdekében a gyantat ezutan haromszor 0,5-1 percig DCM-el, négyszer 0,5-1
percig 10% DIPEA-t tartalmazé DCM-oldattal, majd megint haromszor 0,5-1 percig DCM-el
mostam. A mosas utdn az edényekbdl Kaiser-teszthez mintat vettem és elvégeztem a tesztet. Az
oldatok bekékiiltek, ami az Mtt-csoport lehasadasat jelezte.

A szabad oldalldncot ezutan vajsav-anhidrid, DIPEA és DMF 1-1-3 aranyt oldataval 30
percen keresztiil acileztem. A reakcididd letelte utan a gyantat kétszer 0,5-1 percig DMF-el,
majd kétszer 0,5-1 percig DCM-el mostam. A reakcidedényekbdl Kaiser-teszthez mintat vettem
¢s elvégeztem a tesztet. A gyantaszemek sarga szinliek maradtak, ami a vajsav beépiilését

jelezte. A szintézist ezutan a korabban kovetett protokoll szerint folytattam.
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11. tablazat A (20) peptid eléallitasahoz bemért anyagok mennyisége

Reagens Molaris tomeg Bemért mennyiség Ol(?()'szer
(g/mol) (mg) mennyisége (ml)

Fmoc-Ala-OH 311,3 1120,7 7,8
Fmoc-Gly-OH 297,3 535,1 3,6
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 1124,4 4.8
Fmoc-Leu-OH 3534 1272,2 7,8
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 1288.9 4,7
Fmoc-Pro-OH 337.4 607.,3 3,6
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 23353 7,8
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 3834 920,2 4,8
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,5 715,5 3,9
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,6 2205,6 9,6
>=Ao0a 131,1 314,5 4,0
Oxyma Pure 142,1 3792,0 40,0

Piperidin 85,2 2,38 ml -

DBU 152,2 3,92 ml -

DIC 126,2 5,21 ml -

Ac20 102,1 0,90 ml -

DIPEA 129,2 3,00 ml -
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12. tablazat A (21-24) peptidek szintézisének bemérése a peptidszintetizatorba

Reagens Molaris tomeg Bemért mennyiség Ol(?()'szer
(g/mol) (mg) mennyisége (ml)
Fmoc-Ala-OH 311,3 3362,1 23,4
Fmoc-Gly-OH 297,3 1605,3 10,8
Fmoc-Leu-OH 3534 1908.,3 11,7
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 3866,7 14,1
Fmoc-Pro-OH 337.4 1821,9 10,8
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,4 2760,6 10,8
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,5 2146,5 11,7
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,6 4411,2 19,2
Oxyma Pure 142,1 4740,0 50,0
Piperidin 85,2 7,14 ml -
DBU 152,2 11,76 ml -
DIC 126,2 15,63 ml -
Ac20 102,1 2,70 ml -
DIPEA 129,2 9,00 ml -
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13. tablazat A (21-24) peptidek manualis szintézisének bemérései

>=Aoa-Nle- >=Ao0a-LRRY- >=Aoa- >=Aoa-LRRY-
Nle- K(C(0)Cs3H»7)- K(C(0)CsH»)- .
AAYSLGYYNPT |\ \y o1 GYYNPT | AAYSLGYYNPT | AAYSLGYYNPT | OXY™2 B;
-NH: DIC
@1 -NH: -NH: -NH:
22) 23) (24)
Molaris Bemért
Reagens tomeg Bemért mennyiség (mg)* mennyiség
(g/mol) (mg; pl)?
Fmoc-
3534 266,4 266,4 - -
Nle-OH 139.5;
Fmoc- 235,2
Lys(Mtt) 624.,8 - - 470,9 470,9
-OH
>=Ao0a 131,1 98,8 - 98,8 -
139,5;
Fmoc- 235,2
Tyr(‘Bu)- 459,6 - 346,4 - 346,4
OH
Fmoc- 139,5;
Arg(Pbf) 648,8 - 489,0 - 489,0
2352
-OH
Fmoc- 139,5;
Arg(Pbf) 648,8 - 489,0 - 489,0 2359
-OH ’
Fmoc- 139,5;
Leu-OH 3534 - 266,4 - 266,4 2352
_ 139,5;
>=Ao0a 131,1 - 98,8 - 98,8 2352

A bemért mennyiségek egy kapcsolasra vannak megadva

Az elkésziilt peptideket (20-24) a gyantardl a 8.2.2 Peptid hasitas a gyantdrol cimi

fejezet alapjan hasitottam le, majd liofilizalas utan a 8.2.3 Preparativ RP-HPLC kromatografia

cimii fejezet alapjan tisztitottam meg. A tisztitott liofilzalt peptidekrdl (19-24) ezutdn a 8.2.6

Izopropilidén véddcsoport eltavolitasa aminooxiecetsavat tartalmazo peptidekrdl cimi fejezet

alapjan lehasitottam az aminooxiecetsav véddcsoportjat és megtisztitottam Oket. Mindkét

tisztitds soran a gyljtott frakciokat a 8.2.5 Tomegspektrometria cimii fejezet alapjan

azonositottam, azzal a kiilonbséggel, hogy az analizishez a frakciokat nem liofilizaltam, majd

crer

kozvetleniil hasznaltam fel a mérés soran. A megfeleld tiszta peptidet (25-30) tartalmazd

frakciokat a mérés utan liofilizaltam.
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8.6 A (25-30) peptidek konjugalasa Daunomicinnel

A konjugalast a 8.2.7 Daunomicin konjugdlasa cimi fejezet alapjan végeztem. A

konjugalashoz hasznalt peptidek és a daunomicin mennyiségét a 14. tablazat tartalmazza.

14. tablazat A konjugalashoz felhasznalt peptidek (25-30) és daunomicin mennyisége

f e pae Bemért
, Molaris tomeg . .
Bemért anyag (g/mol) mennyiség
(mg)
A0a-KAAYSLGYYNPT-NH: 1418.7 20,0
(25)
Daunomicin 527,5 8,2
A0a-LRRY-KAAYSLGYYNPT-NH: 2007.0 20,0
(26)
Daunomicin 527,5 5.8
Ao0a-Nle-KAAYSLGYYNPT-NH: 1403.7 20
27)
Daunomicin 527,5 8,3
Ao0a-LRRY-Nle-AAYSLGYYNPT-NH: 1992,0 20
(28)
Daunomicin 527,5 5,8
A0a-K(C(O)C3H7)AAYSLGYYNPT-NH: 1488.7 20
(29)
Daunomicin 527,5 7.8
Ao0a-LRRY-K(C(0O)C3H7)AAYSLGYYNPT-NH: 2077.1 20
(30)
Daunomicin 527,5 5.6
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9 Osszefoglalé

HER2-pozitiv emlotumor célzasara alkalmas biokonjugatumok fejlesztése

Rabai Karoly Tamas, II1. évf. kémia

Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar

Témavezeté: Dr. Mezoé Gabor tudomanyos tanacsado
ELTE Szerves Kémiai Tanszék, HUN-REN-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

Napjainkban a rakos megbetegedések okozzak a masodik legtobb halalesetet vilagszerte a WHO
statisztikai szerint. Kiilondsen sok ember esik aldozatul a mellraknak, rdadasul gyakran az igen agressziv
HER2-pozitiv valtozatnak. A kozép-eurdpai régidban és kifejezetten Magyarorszagon pedig az
esetszamok rendkiviil magasak. [1] Az utobbi idében igy rendkiviil fontossa valtak az emlétumor és
HER2-pozitiv valtozatanak gyogyitasara iranyuld kutatasok. Az elmult években eldtérbe keriiltek az
iranyitott tumorterapids megoldasok, amelyek azon alapulnak, hogy a tumorellenes szereket egy
iranyitomolekula segitségével nagy szelektivitassal a tumorsejtekhez juttatjak.

Biri-Kovdcs és munkatarsai HER2 receptort specifikusan felismeré peptidet valasztottak ki
(KCCYSL-NHy) az irodalomban leirt fag-konyvtarbol. [2] A peptid és analogjainak szintézisével
vizsgaltak a molekuldban talalhatdo két cisztein szerepét és sziikségességét a receptorhoz valod
kotédésben. Munkajuk soran az eléallitott szekvenciak koziill a KAAYSLGYYNPT-NH; bizonyult a
leghatasosabbnak.

Munkam soran a fent leirt eredményeket alapul véve szintetizaltam eddig le nem irt
peptidkonjugatumokat. Tizenkettd peptid és ugyanennyi konjugatum eléallitasat végeztem el, melyek a
fent emlitett két szekvencia mellett a KAAYSL-NH: peptiden alapultak. A hexamer peptideket harom
moédon konjugaltam daunomicinhez (Dau). Az elsé esetben kozvetleniil a peptidlanc végén 1€vo a-
aminocsoportra kapcsoltam aminooxiecetsavat (Aoa), amelyen keresztiil oxim-kotéssel kotottem a Dau-
t. A masik két moddszerben enzimlabilis tavtartokat (GFLG vagy LRRY) épitettem a peptid N-
terminalisara, ezek végére kapcsoltam az Aoa-t, majd ra a Dau-t. A dodekamer esetén vizsgaltam a
szekvenciaban talalhaté lizin oldallaincan 1évé aminocsoport szerepét. A vizsgalathoz a lizint egy
esetben vajsavval acileztem, egy esetben pedig norleucinra cseréltem. Az igy eldallt harom peptidet
fejenként két-két modszerrel konjugaltam. Egyik esetben kozvetleniil Aoa-n keresztiil, a masik esetben
pedig LRRY tavtartora épitett Aoa-n keresztiil. Az itt eldallitott hat peptidet ugyanugy Dau-val
konjugaltam.

Az eloallitott peptideket és  konjugadtumokat preparativ.  RP-HPLC-vel tisztitottam,
tomegspektrometriaval és analitikai HPLC-vel azonositottam és jellemeztem. A konjugatumok in vitro
citosztatikus hatasat MTT-teszt segitségével vizsgaljuk, in vitro sejtbejutasi képességiiket pedig
aramlasos citometriaval és konfokalis mikroszkopiaval hatarozzuk meg.

[1] Cancer Today. https://gco.iarc.who.int/today/
[2] Biri-Kovacs, B. et al. Biomolecules 10, 183 (2020)
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