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1. Bevezetés

., Az egészség korona az ember fején, de csak a beteg ember lathatja meg azt” [1].

Tudomanyos didkkori dolgozatunk témajaul a rakkutatast és annak gyodgyaszati
lehetdségeit valasztottuk, ezen beliil a célzott tumorterapiaval valé gyogymod bemutatasat. E
témateriilettel manapsag nagyon sok kutatocsoport foglalkozik. Mi a dolgozatunkban
hatéanyagok tumorsejthez vald célzott eljuttatasara tériink ki, mely peptidek segitségével
hajthato végre.
A rak korunk egyik legpusztitobb betegsége. A WHO (World Health Organization) felmérése
szerint 2012-ben 8,2 millidan vesztették életiiket rosszindulatth daganatos megbetegedésben.
A rékos megbetegedések kozel 30%-a megeldzhetd lenne [2], mivel minden harmadik
tumoros megbetegedés a helytelen taplalkozas és a mozgashiany kovetkezménye. A vilagon
évente tobb mint 12 milli6 ) rakos megbetegedést regisztralnak. Minden harmadik eur6painal
diagnosztizalnak élete soran daganatot, és minden negyedik eurdpai ember rakban hal meg. A
prognozisok is novekedéssel szamolnak, a megbetegedések szdma a terapidkat illetd jelentOs
attorések hianyaban 2030-ra elérheti akar az évi 17 millié halalos aldozatot is, a rakbetegek
szama pedig meghdromszorozodik [3].
Europaban a vilagviszonylathoz képest rossz a helyzet, azonban hazankban az egyik
legrosszabb (1. tablazat).

1. tablazat: Daganatos megbetegedések aranya Magyarorszagon és a kornyezo

orszagokban 100.000 lakosra vonatkoztatva [4]

Daganatos
Orszag
megbetegedések
Magyarorszag 248,3
Szlovakia 206,0
Romania 179,6
Németorszag 165,8
Ausztria 161,6

Magyarorszag szempontjabol ezért is kiilondsen fontos egy hatékony terapia kifejlesztése a

betegségre.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Korunk rettegett betegsége, a rak

A rék orvosi értelemben a hamszdvet aranylag gyors ndvekedésti, rosszindulati daganata.
A hétkdznapi szohasznalat viszont minden tumort raknak nevez, szakszerlien viszont csak a
hamszovet eredetli tumor a rak. Ezek megjelenhetnek a nyalkahartyan, a béron vagy a szervek
belsejében. Szovettanilag a laphambol kiinduld laphamrak és a mirigyhdmbol kiinduld
adenocarcinoma kiilonboztethetd meg.

A rakbetegség torténete egészen Hippokratész kordig nyulik vissza. O volt az, aki mér az
okorban két csoportra osztotta a rakos betegségeket €s tobbfajta rakbetegséget is dokumentalt.
A joéindulati tumorokat onkosz-nak nevezte (ez duzzanatot jelent), melybdl ered a mai
onkologia kifejezés; a rosszindulatiakat pedig karcinosz-nak hivta, mely a rak neve gorogiil.

A rosszindulatu daganatsejtek kozos jellemzdi példaul az apoptozis keriilése, magukat
novekedési faktorokkal 1atjdk el, hatartalan osztodasi képességgel rendelkeznek, melynek a
sebessége felgyorsul, a fokozott taplalékigényiik miatt maguk koril eldsegitik 1) erek
képzOdését (ezt angiogenezisnek nevezziik) €s a kornyezd szoveteket 1ényegében elnyomjak
¢s a taplalékot is elvonjak toliik.

A rékos szovetek morfologidja elég jellemzd képet mutat mikroszkop alatt. Ilyen
jellegzetességek a sok, osztddasban résztvevd sejt, melyek alakja és mérete valtozo, a
sejtmagok is eltérdek egymastol mind formaban, mind pedig a nagysdgukban, ¢és a
szokvanyos szovetszervezddés is felbomlik, a tumor hatara elmosodik [5]. A rak kortananak
kérdése a mai napig sem lezart. A kialakulasaban szamos tényezd — 6roklddés, taplalkozas,
mozgasszegény ¢letmod, szteroidhormonok, virusok, kronikus mechanikus artalom, vegyi
anyagok, ionizald sugarzas — szerepét feltételezik [6].

A daganatos betegség idoben vald felismerésére szdmos diagnosztikai modszer all
segitségiinkre. Amennyiben a tiinetek kovetkeztében meriil fel a daganat gyanuja, a pacienst
vizsgalatokra kiildik. A legelterjedtebbek a CT, az MRI, a PET, a rontgen és a biopszia. Az,
hogy a daganat j6 vagy rosszindulata csak a szdvettani vizsgalatok utan deriil ki.

A daganattal kapcsolatos informaciok megszerzését kovetden kivalasztasra keriil a
megfeleld terdpids modszer, mellyel a rosszindulati sejtek szdma és azok burjanzadsa a
leginkabb csokkenthetd.

A rak nem egy konkrét betegség, hanem tobb mint szdzféle daganatos megbetegedés
gylijténeve.

Az emberi szervezetben tobb mint 210 féle sejttipus mitkddik Osszehangoltan egymas

mellett. Mindegyiknek megvan a sajat feladata, melyet a sejtosztddas utani utddsejtek is



megodriznek. Daganat akkor képzddik, ha a sejtosztodasi szabalyoz6 folyamatokba valamilyen
hiba cstszik, melyet a szervezet nem képes kijavitani. Mivel tobb, mint 210 féle sejttipus
1étezik, ezért megkiilonboztetiink legalabb ennyi raktipust, melyeket logikus, hogy nem lehet
egyféle modszerrel kezelni. Eppen ezért, olyan, hogy rék elleni csodaszer nem létezik.

Mindegyik raktipusnak van olyan pontja, ahol a daganat novekedését és metasztazis (attét)
képzését a leghatékonyabban tudjak az orvosok megakadalyozni vagy lassitani. Attét akkor
alakul ki, ha a primer tumort malignus sejt(ek) hagyjak el és ezek a keringési vagy
nyirokrendszeren tavolabbi szervekhez, szovetekhez jutnak el, ahol masodlagos tumorokat
képeznek.

p— A radk kialakuldsdban altaldban mutdciok sorozata all. A
.|

- kialakulasi folyamatban onkogének és tumorszupresszor gének
Egy mutici6 inaktivalja

 tumor sZupresszor gént jatszanak szerepet. Az onkogéneknek fOszerepiik van bizonyos
Sejfosztodisok tipusu tumorok kialakuldsdban. Onkogénekké alakulhatnak a
=9 g protoonkogén gének bizonyos karcinogén anyagok, vagy karos
5] -4 sugarzasok hatasara. A protoonkogéneknek a sejtosztddas

szabalyozasaban van szerepiik. A tumorszupresszor gének pedig a
i it Al rak kialakulasat akadalyozzak meg addig, amig valamilyen mutacid

a DNS javit6 géneket . . ,
hatasara ki nem kapcsolodnak [7].

Brotockepibbl onkoginise: A réktipusokat osztalyozhatjuk aszerint, hogy milyen

* fejlodéstani  sejtcsoportbol erednek vagy aszerint, hogy hol

Tovabbi tumor szupresszorok  taldlhatdak a kiindulasi sejtek.
inaktivalédnak

1. abra: A rak kialakulasa

A kiindulasi sejt helye alapjan az alédbbi csoportokba sorolhatjuk a rakos megbetegedéseket:

e a karcinoma epitelialis sejtbdl indul, ebbe a csoportba tartoznak a leggyakoribb
megbetegedések, példaul: a mell, a prosztata, a tiido, a vastagbél, a bor, az
emésztorendszer vagy a mirigyek rakjai

e aleukémia a csontveldi éssejtekbdl indul,

e alimféma a nyirokcsomd betegsége,



¢ amelandma a melanocitakbol,

e aszarkoéma a kotoszovetekbol,

e ateratoma a magzati sejtekbdl,

o aglidbma az agy sejtjeibdl indul ki,

e aszemindéma pedig a here daganata [8]
A munkank sordn leukémia gyogyitasara alkalmas biokonjugdtumokat allitottunk eld, mely
soran leukémia gyogyitasara alkalmazott hatéanyagot (daunomicin) kapcsoltunk peptid alapt

iranyitdo molekuldahoz. Ezért a kovetkezOkben a leukémiat fogjuk részletesebben targyalni.

2.2 A leukémia

A fehérvérliség, vagy mas néven leukémia a vérképzd rendszer rosszindulatu
megbetegedése, amikor a csontveldben a vérsejtképzés folyamata koérossa valik, és korlatlan
sejtburjanzas kezdddik el. A leukémia az 6todik leggyakoribb a daganatos megbetegedések
kozott, ugyanakkor a 15 éven aluli gyermekek korében a leggyakoribb rosszindulata
daganatos megbetegedés. A csontvel6bdl a koros fehérvérsejtek a vérdramba jutnak. A
rosszindulat csontveldi szovetben a burjanzo sejtek kiszoritjdk az eredeti csontvel6i
sejttomeget. Emiatt zavart szenved a vérlemezkék (trombocitdk) képzése, ami fokozott
vérzési hajlamhoz vezet. A fehérvérsejtek a patogén hatdsok elleni védekezésben jatszanak
szerepet, igy szamuknak a csokkenése fert6zésekkel szembeni védtelenséget okoz [9].
A fehérvériiség kialakulasa, lefolyasa, kezelési mddja és prognozisa alapjan négy csoportra
oszthatd. A leukémianak Un. mieloid és limfoid tipusat kiilonitik el, aszerint, hogy a
csontvelében normadlisan eléforduld két sejtvonal melyikét érinti a betegség. A betegség
lefolydsa szerint akut és kronikus leukémidt kiilonboztetnek meg. Akut leukémidban a
sejtszaporodds mértéke gyorsabb, mig a kronikus formaban lasstibb, ennek kdvetkeztében az
akut leukémia gyorsabb, mig a kronikus leukémia lasstubb lefolyasu betegség.
A leukémia kialakulasanak oka, az esetek legnagyobb részében ismeretlen. Vannak azonban
bizonyos tényezdk, amelyek megnovelik a betegség kialakulasanak veszélyét. Ezek kozé
tartozik az ionizald sugérzas, a nagyfesziiltségli aramvezetékek és transzformatorok, bizonyos
kémiai anyagok (benzol, egyes rakellenes gyogyszerek), 6roklott vagy szerzett immunhianyos
allapotok, bizonyos genetikai tényezok és olyan behatasok, amelyek a csontveld kimeriilését
eredményezik.
A megbetegedés sokdig teljesen tiinetmentes lehet, més esetekben pedig igen valtozatos

tiinetek 1éphetnek fel mar a betegség elején. A daganatos sejtek nem tudjak ellatni a
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fehérvérsejtek normal feladatait, nem tudjak legy6zni a szervezetet megtamado korokozokat,
igy gyakran lazzal jar6 fertézéses megbetegedések lépnek fel. A gatolt vordsvértest- és
vérlemezke képzés miatt vérszegénység és vérzékenység alakul ki.

A leggyakoribb tiinetek a kovetkezok: gyengeség, kronikus dlmossag, ismeretlen eredetii 1az,
ismeretlen eredetti fogyas, gyakori baktérium- vagy virusfertdzések, fejfajas, testszerte borpir,
csontfajdalom, fokozott vérzéshajlam (orr-, vagy foginy vérzése, vér a vizeletben vagy a
sz€kletben), nyirokcsomo vagy 1ép megnagyobbodas, hasi teltségérzés.

Akut leukémiaban a tiinetek koran megjelennek és gyorsan fokozodnak, igy a beteg hamar
orvoshoz fordul. Ezzel szemben a kronikus leukémia hossza ideig tiinetmentes lehet, és a
tiinetek megjelenésekor, azok rendszerint enyhék, és csak lassan, fokozatosan sulyosbodnak.
Ez az oka annak, hogy a kronikus leukémias megbetegedések egy része rutin orvosi vizsgalat,
vérképellendrzés soran, véletleniil keriil felismerésre [9].

A fehérvériiség kezelésére tobbféle modszert is alkalmaznak, tobbek kozott a kemoterapiat,
ami az egész szervezetre hat, mivel a cél a leukémia sejtek teljes elpusztitasa. Sok esetben
sugarterapiat, illetve csontveld atiiltetést is alkalmaznak. A hatékonysag érdekében a
csontveld atiiltetést is rendszerint megeldzi a leukémia sejtek lehetd legteljesebb elpusztitasa

kemoterapiaval.

2.3 A kemoterapia

Kemoterapianal kémiai uton tamadjak a rakos sejteket. A tumorsejtek a szervezetbe
juttatott gyogyszereknek koszonhetden pusztulnak el, melyek gatoljak a sejt szaporodasat
vagy anyagcseréjét. A kemoterapia leginkdbb a gyorsan 0sztd6do sejtekre hat, azonban nem
specifikus a raksejtekre, igy az egészséges gyorsabban oszt6do sejteket is elpusztitja. Ebbdl
kifolyolag a csontveld, a bdr, a haj, a bélhamsejtek és a szortliszOk is karosodnak a kezelés
soran [10]. A terapia egyik hatranya, hogy a hasznalt hatdanyagok kis szelektivitastiak, hamar
kitiriilnek a vérarambol, azonban sulyos mellékhatasaik vannak olyan doézisban, mely a kivant
hatas eléréséhez lenne sziikséges. A mddszer masik problémaja a kialakulo rezisztencia. A
tumorsejtek a terdpia sordn bizonyos id6 elteltével rezisztenssé valnak az alkalmazott
gyogyszerekre, azonban ennek esélye csokkenthetd a kombindlt kemoterapids modszerrel,
mely soran tobb kemoterdpids szert is alkalmaznak a kezelés soran [11]. Ezek hatisa akar
Osszegzddhet is, ha a kiilonb6zd szereknek mdas-mas tdmadasi pontjaik vannak a sejteken.
Attétes rak esetében a kemoterapiat hasznaljak a leggyakrabban, mivel az Gsszes tumorsejtet

tamadja a szervezetben, mig a miitét és a sugarterapia nem ennyire hatékony ezekben az
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esetekben. A kemoterapiat is tobb részletben végzik, akarcsak a sugarterapiat, a tal intenziv
mellékhatasok elkeriilése, illetve az egészséges szovetek regeneralodasanak érdekében.

Az alkalmazott citosztatikumok féleg antimitotikumok (pl. Vinka-alkaloidok), melyek a
mitotikus orsé kialakulasanak blokkolasaval fejtik ki a hatasukat; vagy antimetabolitok (pl.
metotrexat), melyek pedig a koztes anyagcsere €s enzimek antagonistai; esetleg kiilonb6zo
antibiotikumok (pl. daunomicin, adriamicin), melyek pl. interkalalodnak a DNS
kettdsspiralba, ezzel gatolva a DNS szl megkett6z0dését és a sejt osztodast.

A kemoterapianak lehetnek késoi mellékhatasai is, melyek évtizedek utan jelentkezhetnek.
Ilyenek Ilehetnek tobbek kozott masodlagos tumorok, szivproblémak, légzdérendszeri
problémak és elhizas is. A szivet ért sugarterhelés €s a nagy dozisu antraciklin kezelés
Osszefiigg a késOi szivproblémak miatt jelentkezd, sulyos, ¢életet is fenyegetd
kovetkezményekkel [12-14].

Mindezek alapjan mar régota foglalkoztatja a kutatokat, hogy hogyan lehetne a
citosztatikus szereket szelektiven a rakos sejtbe juttatni Ggy, hogy azok mellékhatasait meg
lehessen sziintetni, de legaldbbis is csokkenthetéek legyenek. Az iranyitott tumorterapia e

kérdéssel foglalkozik.

2.4 Az iranyitott tumorterapia

Az iranyitott tumorterapia célja kikiiszobolni a kemoterapia hibait, azaz a kis szelektivitast,
a bejuttatott citosztatikumok szervezetbdl valo gyors kiliriilését, a rezisztencia kialakulasat és
a mellékhatésokat.

A célzott tumorterapia lényege, hogy iranyitd molekuldk segitségével célzunk meg olyan
sejtfelszini képleteket (pl. receptorokat), amelyeket a tumorsejtek vagy tulexpresszalnak, igy
nagyobb mennyiségben fordulnak rajtuk eld, mint az egészséges sejteken; vagy pedig csakis a
tumorsejteken/szoveteken talalhatoak (tumorspecifikus molekulak). llyen sejtfelszini
molekulak lehetnek példaul bizonyos, a sejtek mukodésében szabalyozd szerepet jatszod
peptidek receptorai [15]. Iranyitd molekulak pedig lehetnek cukrok, antitestek, receptor-
ligandumok, mint példaul a peptidek is [15-17], melyek segitségével a citosztatikum
(hatdanyag) célzottan a tumorsejtekbe juttathatd, ezéltal csokkentve a toxikus mellékhatasokat
(hajhullas, emésztoszervi rendellenességek, az immunrendszer gyengiilése stb). E peptidek
koziil a tuftsinnal €s ennek antagonistdjaval foglalkoztunk a laboratoriumi munkank soran.

Tobb olyan sejtfelszini receptort is ismeriink, melyek a rakos sejtekben és szovetekben
tultermelddnek. Ezek ligandumai alkalmasak lehetnek rakellenes hatdéanyagok célzott

sejtbejuttatasara. Ilyen tamadési pontok lehetnek példaul a tuftsin-kotd receptorok is. A
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hatdanyagot és a peptidet olyan kémiai kotéssel kapcsoljuk 6ssze, amely biztositja egy aktiv
metabolit vagy a szabad hatéanyag felszabadulasat [15].

Ennél a kezelésmddnal rendkiviil fontos tudni, hogy az adott sejten elégséges
mennyiségben jelen van-e a tdmadni kivant receptor.

Az iranyitd molekula kivalasztasanal fontos, hogy a molekula kizardlag olyan sejtekhez
kotddjon, amelyeken annak receptora megtalalhato. Elonyt jelent, ha az iranyitd6 molekula
tumorellenes hatassal is rendelkezik, és ez a hatas apoptotikus folyamat beinditasan keresztiil
jon 1étre [14].

A célzott tumorterapia soran a rakos sejteket pusztulasra kényszeritjiik. A sejteken az

apoptozis két fo utjat irtdk le: a ,halal receptoron” és a mitokondrialis Utvonalon torténd
sejthalalt.
A mitokondrialis Utvonalat a DNS-karosodas inditja be, melynek egyik kivaltdo oka lehet a
kemoterapia vagy a sugarkezelés is. A mitokondriélis titvonalban fontos szerepet jatszanak az
apoptotikus fehérjék, vannak koztiik anti-, és proapoptotikus proteinek is. Ezen fehérjék
aranya hatdrozza meg az apoptdzis kimenetelét. Ha az antiapoptotikus fehérjék vannak
tulsulyban, akkor a sejt elkeriili az apoptozist, de ha a proapoptotikus fehérjék mennyisége a
nagyobb, akkor bekovetkezik a programozott sejthalal.

Az apoptotikus fehérjék egyenstilya a daganatos megbetegedések soran eltoldédik az
antiapoptotikus fehérjék javara [15].

Ezen munka keretében az apoptotikus hatast a daunomicin nevii rakellenes hatdanyag fogja

ellatni.

2.5 A daunomicin

Esetiinkben az a hatéanyag, melyet a tumorsejtekbe szeretnénk juttatni lehetdleg
szelektiven, az antraciklinek csaladjaba tartoz6 daunomicin, {(7S,9S)-9-acetil-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi-6,9,11-trihidroxi-4-metoxi-8,10-
dihidro-7H-tetracén-5,12-dion}, mely a 3. abran lathato. Citotoxikus gyogyszerek kozé
tartozd vegyiilet, mely a topoizomerdz-II gatlok kozé sorolhaté. Ennek az enzimnek a
miikddését harom kiilonbozé kémiai szerkezetli vegyiilet képes felfliggeszteni: az
antraciklinek, az antracendiolok és a podofillotoxinok.

Az antraciklinek kémiai szerkezete: vazuk egy tetraciklusos gytirii, amihez aminocukor és
egy alkil-oldallanc kapcsolodik. A két kozépsé gylrtin 1évé kinon-hidrokinon csoport
elektronkiildd szerepet tolt be, és aktiv gyokok (ilyen pl. a hidroxil-gyok) képzését teszi

lehetévé [12]. A daunomicint a sugargombak kozé tartozo Streptomyces peucetius termeli

12



[18]. Fizikai tulajdonsagait tekintve vOrds, szagtalan, mard, holyaghtizo kristalyos anyag,
hidroklorid s6 formajaban hozzak forgalomba. A daunomicint DiMarco és munkatarsai irtak
le el6szor 1964-ben [19]. DNS-karosito hatasat foleg a DNS-kettdsspiralhoz vald kotdédésével,
vagy annak alkilezésével, illetve interkalacioval fejti ki. Féleg a GC nukleobazisok kozé
¢kelddik, ezaltal a transzkripciot akadalyozza. Mindezek mellett a replikacidoban pétolhatatlan
szerepet jatszo helikaz enzim aktivitasat is befolyasolhatja, illetve a topoizomeraz-lI-vel is
stabil komplexet képezhet, igy gatolva annak miikodését és a replikdcidban betoltott szerepét
[12, 18]. Jelen vizsgalati eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a daganatgatlo hatast
a DNS-hez torténd kotodés hatarozza meg; mig a legjelentdsebb toxikus mellékhatasat, a
kardiotoxicitast az aktiv szabad gyokok képzése okozza. Valodszinii, hogy az alapvegyiilet és
az anyagcseretermékei egyarant karositjak a szivet [13].

Klinikai dozisa 60-90 mg/m?, haromhetente intravénasan az akut limfoid leukémidban
szenvedd pacienseknél [12]. Az antraciklinek zsirban oldodo vegyiiletek, igy a sejtek
membranjan vald atjutasuk passziv diffuzidoval valosul meg [13,14], igy nemcsak a rakos

sejteket, hanem az egészségeseket is képesek karositani. Ennek a folyamatnak az

akadalyozasara szolgal az irdnyitott tumorterdpia.

) OH O

~a}— oxim-, vagy hidrazonkétés

OH
NH, —eg—— amidkotés

2. abra: A daunomicin szerkezeti képlete és a lehetséges konjugalasi helyek

A daunomicin tobbféleképpen konjugalhatd peptidekhez. Tartalmaz egy daundz-amin
cukorrészt, melyen keresztiil lehetdség nyilik amidkotés kialakitasaval kapcsolni peptidekhez
(2. abra). Ez a konjugalasi forma a tumorellenes hatés elvesztéséhez vezethet, mivel ebben az
esetben akkor kapunk hatdsos vegyiiletet, ha a hatéanyag szabad formaban felszabadul a
konjugatumbodl. Oxim- és hidrazonkotés kialakitdsara is alkalmas a molekula a 13-as C

atomon 1évé oxo-csoporton keresztiil (2. abra). A hidrazonkotés savlabilis, éppen ezért a
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szabad daunomicin konnyen felszabadul a lizoszomakban, ahol enyhén savas kornyezet van,
viszont a savlabilitds a konjugdtumok eldallitdsat nagyban megneheziti. Az oximkotés stabil
¢s egyszerlibben kialakithat6. Ezeknek a konjugdtumoknak igazoltan erés tumorellenes hatasa
van [20], bar a szabad hatéanyag nem szabadul fel ebbdl a konstrukciobol. A daunomicint a
karos mellékhatasok kikiiszobolése ¢€s a terdpids dozis emelése céljabol kiilonbozo
célfelismerd egységet tartalmazo hordozokhoz konjugaltuk. Esetiinkben a daunomicin
szelektiv sejtbejuttatasat a tuftsin nevii peptidhez és annak antagonistajahoz valo kapcsolassal

kivantuk elérni.

2.6 A tuftsin és tuftsin antagonista
A munkank soran a daunomicint tuftsin-alapti hordozoémolekuldkhoz kapcsoltuk. A human
tuftsin (3. abra) egy természetes, 4 aminosavbol allo tetrapeptid. A szekvenciaja TKPR, azaz
H-Thr-Lys-Pro-Arg-OH. 1970-ben irta le Najjar és Nishioka az amerikai Tufts egyetemen. A

molekula neve is innen ered [21].

o)
H
[\ N OH
N j{
H,N O
O NH
O NH )\
/ NH,
HN
" NH,

QO
T

3. abra: Tuftsin

crer

szerint a lizin g-aminocsoportja és a C-terminalis karboxilcsoportja kozott intramolekularis
kolcsonhatas van, a masik szerint pedig a peptid [-kanyar szerkezetli [22].
enzim hatasara hasad ki. Az egyik enzim a lépben termelddik, a masik pedig a makrofagok
felszinén talalhatd kotott allapotban. A tuftsin egy immunstimuldld peptid, mely serkenti a
fagocitozist, a sejtvandorlast és antitumor hatassal is rendelkezik [21-24]. Az immunsejtek
(makrofagok, monocitak) tuftsin receptoraihoz képes kotddni [23], melynek aktiv formaja két

alegységbdl all [22].
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A tuftsin antagonista (4. abra) egy olyan tuftsin-szeri pentapeptid, amely egy prolinnal tér el
(TKPPR) a nativ tuftsin-tdl, de jobban kotédik a tuftsint koto receptorokhoz.

O OH
HN Me
NH,
O NH
e 2
O (CH,);
N
N
O
NH

HN (CH,); )t
\‘/ ~ E N,

CO,H

4. abra: Tuftsin antagonista

A tuftsin nem csak az immunsejteken talalhato tuftsin receptorhoz ko6tddik a szervezetben,
hanem a nem-tirozin kinazok k6zé tartoz6 neuropilin-1 receptorhoz is.

Mind a human tuftsin (TKPR), mind pedig az antagonista (TKPPR) specifikusan kotddik e
receptorhoz, azonban az antagonista négyszer nagyobb affinitassal. A linearis dimer és
tetramer formak még nagyobb affinitast mutatnak a receptorokhoz. A neuropilin-1 receptor
egy 120 kDa tomegli fehérje és a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor receptornak
(VEGFR) a ko-receptora, ami a keringési rendszer fejlodésében vesz részt. A tuftsin azaltal,
hogy képes kotddni a neuropilin-1 receptorhoz meggatolja a VEGF kotédését a receptorahoz,
ezzel gatolva az érképzddést [25].

A tumorsejteknek sziiksége van a jO vérellatasra, igy megfeleld érrendszerre, ezért
nagymértékben expersszalodik rajtuk a VEGFR és a ko-recptora a neuropilin-1 receptor, ezzel
biztositva a szelektivitast. A neuropilin-1-hez vald kotddést elsésorban a tuftsin antagonista
esetén vizsgaltak, és bizonyitottdk, hogy ezek a vegyiiletek nem csak a leukémia, hanem mas
tipusti tumorok esetén is jol alkalmazhatoak [25].

Mi azonban a munkank sordn a tuftsin analdgokkal torténd hatéanyag célbajuttatast
leukémia sejteken kivantuk vizsgalni. A biokonjugdtumok eldéllitasahoz sziikséges iranyitd
peptideket szilardfazisu peptidszintézissel allitottuk eld, igy a kdvetkezdkben ezt kivanjuk

targyalni.
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2.7 A peptidszintézis
Maga a peptidszintézis tobb mint 100 éves multra tekint vissza. Emil Fischer is nagyban
hozzajarult a peptidek és az enzimek kémidjanak a leirdsahoz. Az elsd peptidszintézis (1903)
is az 6 nevéhez kothetd [26]. Az elsé szilardfazisu peptidszintézis pedig Bruce Merrifield
nevéhez flizédik [27]. Mivel munkankban csak ez utdbbi eljarast alkalmaztuk, igy a

tovabbiakban a szilardfazist peptidszintézis modszerét ismertetjiik.

2.7.1 A szilardfazisu peptidszintézis

A szilardfazisu peptidszintézis alapjait 1963-ban Robert Bruce Merrifield publikalta [27],
melyért 1984-ben Nobel-dijat kapott. A mddszerrel lehetévé valt a peptidek gyors eldallitasa.
A szilardfazisa peptidszintézisnek kétféle tipusat kiilonboztetjiik meg. Egyik a stepwise, azaz
Iépésenkénti eljaras, mely sordn aminosavanként épitjiik fel a peptidet. A mésik eljaras soran
elészor szilard hordozon épitiink fel kisebb fragmenseket, majd a gyantarol lehasitott védett,
vagy részlegesen védett fragmenseket fragmenskondenzacioval kapcsoljuk Ossze szilard
hordozon (konvergens szilardfazisa peptidszintézis, CSPPS), vagy oldatban.

A szilardfazisa szintézis 1ényege, hogy a funkcios csoporttal ellatott finomszemcsés szilard
hordozohoz (polisztirol-divinilbenzol kopolimer) a kivant szekvencianak megfeleld
aminosavszarmazékokat sorra a C-terminalis felél az N-termindlis irdnydba haladva
egymashoz kapcsoljuk, majd a szintézis befejeztével a kész peptidet eltavolitjuk a gyantarol.

Az egyes szintetikus 1épéseket kovetden nem tudjuk a peptideket tisztitani, igy a modszer
alkalmazasa sordn torekedni kell a teljes konverzidra. Emiatt hasznilunk nagy felesleget a
reagensekbdl. Ez altalaban 3-10 ekvivalens mennyiség a gyantakapacitasra szadmolva. Mivel
ilyen reagensfeleslegek mellett nemcsak az amin-nukleofil, hanem mas oldallanc
funkcidscsoportok is reagalhatnak, ezeket szintén védeni kell az egyértelmii reakciok elérése
érdekében. A reagensek feleslegét sziiréssel tavolitjuk el a gyanta melldl.

A szilardfazist peptidszintézisnél a karboxil-terminalis védelmét a gyanta biztositja. Ez az
eljaras automatizalhato.

Szilardfazisu peptidszintézist illetden két modszer terjedt el, a Boc/Bzl és az Fmoc/tBu
stratégia. A két modszer az alkalmazott véddcsoportokban és a hasitdsok sordn hasznalt
reagensekben kiilonbozik egymastol.

Munkank soran mindvégig a kiméletesebb Fmoc/tBu stratégiat alkalmaztuk, igy ezt

mutatnank be részletesebben.
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2.7.1.1 Fmoc/tBu stratégia
Az Fmoc/tBu stratégianal az aminosavak a-aminocsoportjat Fmoc-véddcsoport (5.
abra), oldallancaikat pedig altaldban tBu és Trt tipust csoportok védik. Ezen eljards soran
kiméletesebb reagenseket alkalmazunk, igy olyan peptideket is szintetizalhatunk gond nélkiil,

melyek oxidacidra érzékenyek, illetve konnyen alkilezodnek.

Bt e Bodes
) o>y

Fmoc-Cl L-Alanin Fmoc-L-Alanin

5. abra: Fmoc amino-véddcsoport bevitele

Az Fmoc véddcsoport savakkal szemben ellenalld, béazisokra azonban érzékeny, igy
hasitasa 2 tf% piperidin/2 tf% DBU DMF-es elegyével lehetséges (6. abra). Semlegesitésre
ennél a modszernél nincs sziikség, csupan DMF-el mossuk és duzzasztjuk a gyantat. Az
aminosav kapcsolast ebben az esetben is aktivalas elézi meg, amit leggyakrabban HOBt és

DIC alkalmazasaval végziink.

6. abra: Fmoc hasitas
A gyantar6l torténd hasitast — a Boc/Bzl stratégianal alkalmazott erds savas hasitashoz

képest — szintén kiméletesebb koriilmények kozott 80-95 tf%-os TFA oldattal végezziik,

mely egyben az oldallanc véddécsoportokat is, (altalaban terc-butil és tritil-tipust
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véddéesoportok (7. abra)) eltavolitja. Ebben az esetben is gyokfogokat/kationfogokat kell

alkalmazni a nagyszdmban lehasad6 karbokationok megkotése érdekében.

CH,

CH, I

7. abra: Terc-butil, tritil csopoportok

2.7.1.2 A szilard hordozo
A szilardfazisu peptidszintézis soran a gyanta tolti be a hordozd szerepét, amely egyben a
C-termindlis védelmét is szolgalja. A gyanta olyan térhaldés polimer, mely funkcios
csoportokkal van ellatva.
Az els6é aminosav felkapcsolasat ezeken a csoportokon keresztiil tudjuk megtenni.
A gyantakkal szembeni f6 elvarasok [28]:
- kémiailag stabil legyen (inert legyen az alkalmazott vegyszerekkel szemben)
- mechanikailag is stabil legyen (ne torjon a keverés kdzben)
- jol duzzadjon a szintézis soran alkalmazott oldoszerekben
- apeptid-gyanta kotés stabil legyen a szintézis soran
- apeptid-gyanta kotés eredményesen hasithatd legyen a szintézis végén
A kifejlesztett gyantdk tobbségének az alapmatrixa polisztirol és 1,4- vagy 1,2-
divinilbenzol (1-2%) kopolimere. Utobbi monomer felelds a polimerben a keresztkotésekért.
A gyantdkhoz altaldban még kapcsolnak egy un. linker molekulat, mely a
felhasznalhatdsag sokféleségét biztositja. Azt, hogy milyen gyantat valasszunk a szintézishez
tobb dolog is befolyasolja, pl.: hogy a peptidlancot melyik stratégiaval épitjiik fel és az is,
hogy a C-terminalison milyen funkcids csoport legyen (karboxil-vég vagy amid-vég) a végsd
hasitas utan.
Néhany gyantatipus a teljesség igénye nélkiil melyeket az Fmoc/tBu stratégianal
alkalmaznak [28]:
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Fmoc/tBu stratégidndl alkalmazott gyantdk:

- 4-alkoxibenzilalkohol (Wang) gyanta:

A végsd hasitasnal COOH-csoportot tartalmazd C-termindlisi  peptidet fog

eredményezni.

- Rink Amide gyanta:

OCHj3

Hs;C
Fmoc-HN—CH—QOCHz-P

Ennek a gyantanak az alkalmazasakor, viszont amid-csoportot tartalmazo C-

terminalist peptideket fogunk kapni a gyantarol valé hasitaskor.

2.7.1.3 A peptidkotés kialakitasa

A peptidkotést a beépitend6 a-aminocsoporton védett aminosav aktivalt karboxilcsoportja
¢és a gyantahoz kotott aminosav vagy peptid szabad N-terminalisa kozott alakitjuk ki. Aktivalt
aminosavszarmazék el6allithato a reakcio el6tt is, de in situ a reakcioelegyben is. In situ aktiv
észterek képzéséhez a leggyakrabban hasznalt reagensek a karbodiimidek (DCC, DIC)
melyek mellett ekvivalens mennyiségli HOBt reagenst adagolunk [28]. A reakcid
eredményeként megkapjuk az aminosav 1-hidroxi-benztriazol aktiv észterét, mely acilezi a
szabad N-terminalist. Melléktermékként DCU keletkezik, ha DCC-t hasznalunk, vagy DIU ha
DIC-et alkalmazunk. A 8. abran lathat6 az in situ aktiv észter kialakitasa DIC-cel és HOBt-

vel.
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X-NH—CH— X: Boc, Fmoc
C\\O

O-acil-izourea szarmazék

HOBt
|_. X - NH— CH—C\ >>NH—C— *<
R

in situ aktiv észter urea szarmazék: (DCU, DIU)

8. abra: Kapcsolas in situ aktiv észterrel

A Boc technikanal hasznéljak a DCC kapcsoloszert, hiszen a keletkezett DCU savban jol
oldodik, igy konnyen eltavolithatdo a TFA-s hasitasi 1épésben. A DIC-et pedig mind az Fmoc
mind pedig a Boc technikénal is lehet alkalmazni, hiszen a keletkez6 DIU DMF-ben jol
oldédik, igy konnyen eltavolithatd a gyanta melldl. Elonydsebb a DIC hasznalata, hiszen a
DCC allergizal6 hatast. Ezeken kiviil a kapcsoldshoz alkalmazhatunk még foszfonium és
urénium tipustt kapcsoldszereket is. Ezek alkalmazasakor karbodiimid hasznalata nélkiil
kozvetleniil kialakithat az in situ HOBt-észter. Ilyen kapcsoloreagens lehet példaul a BOP
[28].

N BOP
N
N <

|
O PF¢

(CHz):N" | \N(CH 2
N(CHs)

2.7.1.4 A kapcsolas kovetése
A kapcsolas sikerességét ninhidrin teszttel ellendrizziik, mellyel az elreagalatlan, szabad
aminocsoportot mutatjuk ki (9. abra). Ha prolinhoz kapcsoljuk a kovetkezd
aminosavszarmazékot, akkor a ninhidrin helyett izatint (2,3-indolin-dion) hasznalunk, hiszen

a ninhidrin-prolin komplex sarga szint (10. abra), csak ugy, mint a gyantaszemek, igy nem
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allapithatd meg, hogy a kapcsolds végbement-e. Ha sadrga marad az oldat és a gyantaszemek,
akkor nincs a rendszerben szabad a-aminocsoport (prolin esetében iminocsoport); ellenben,
ha megkékiil az oldat és a gyantaszemek (vagy izatin esetében vordsesbarnak lesznek, ahogy
ezt a 11. abra is mutatja), akkor az azt jelenti, hogy a kapcsolas nem volt teljesen sikeres,
hiszen maradtak szabad a-aminocsoportok (Pro-nal iminocsoportok) [28, 29]. llyenkor a
kapcsolast meg kell ismételni, hiszen a szilardfazisi peptidszintézis soran muszaj, hogy a
kapcsolasok teljes konverzidval jatszddjanak le, kiillonben a kitermelés (féleg egy nagyobb
peptidlanc esetében) rossz lesz.

Ninhidrin reakcidja szabad aminocsoporttal:

o o

OH
OH
2 + HN—R —» s N
OH
0

[ék szind termek

0
9. abra: Ninhidrin reakciéja szabad aminocsoporttal

Prolin végii peptidlanc esetén: az addukt sarga szinii, mint a gyantak:

10. abra: Ninhidrin-prolin addukt
Izatin reakcioja prolin N-termindlisu peptiddel: vordses-barnds szinii terméket eredményez.

0 0
CH, + HN —_— M
MH MH
7 7
]

0] eptid-gyanta eptid-gyanta

11. abra: Izatin és prolin reakcidja
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3. Célkitiizések

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjdban kifejlesztettek egy hordozot

(OT20), amelyben négyszer ismétlodott a C-termindlisan glicinnel hosszabbitott, kutyabol
szarmaz6 tuftsin analog ([TKPKG],). Az eléallitott hordozomolekulat alkalmaztak hatdanyag-
peptid konjugatumok eléallitasaban.
Felmertilt a kérdés, hogy valoban sziikség van-e ilyen hossza irdnyité egységre a megfeleld
hatas eléréséhez. igy célul tiiztikk ki olyan kisebb tuftsin és tuftsin antagonista szarmazékok
szintézisét, melyeket daunomicinnel kivantunk konjugalni és az eléallitott konjugatumok in
vitro tumorellenes hatasat akartuk vizsgaltuk.

Munkéank sordn olyan biokonjugdtumokat kivantunk eldallitani, amelyek alkalmasak
lehetnek a leukémia gyogyitasara. Mivel a leukémia sejteken a tuftsin receptorok nagy
szamban fordulnak eld, ezért ki szerettiikk volna probalni a tuftsint ¢s a tuftin antagonistat
iranyité egységként kisérleteinkben. Hatdanyagként daunomicint terveztiink alkalmazni,
melyet oximkotéssel kapcsolunk az irdnyitd egységhez. Vizsgalni kivantuk tovabba, hogy
miként valtozik a tumorellenes hatas, ha két linearisan ismétlédé egységet tartalmaz a
konjugatum a tuftsinbol és a tuftsin antagonistabol. Tanulméanyozni szerettiik volna, hogy
van-e a tumorellenes hatasra befolyasa annak, ha nem kozvetleniil a TKPR-hez, vagy a
TKPPR-hez kapcsoldodik a daunomicin, hanem egy enzim labilis spaceren keresztiil. Tavtarto
molekulaként a GFLG tetrapeptidet kivantuk alkalmazni, mivel az a katepszin B lizoszomalis
enzim hatasara hasad, mely tiltermel6dik a tumorsejtekben.

Ezek alapjan a kovetkezd konjugatumok eldallitasat terveztiik:

Tuftsin irdnyité molekula: Tuftsin antagonista irdnyitd molekula:
e Dau=Aoa-TKPR-OH e Dau=Aoa-TKPPR-OH
eDau=Ao0a-GFLG-TKPR-OH e Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH
eDau=Aoa-[TKPR],-OH e Dau=Aoa-[TKPPR],-OH
eDau=Aoa-GFLG-[TKPR],-OH e Dau=Aoa-GFLG-[TKPPR],-OH

A konjugatumok felépitésének tervezett lépései:
1. A tervezett peptidek eldallitasa szilardfazist peptidszintézis Fmoc/tBu stratégidval.
2. Az eldallitott peptidek hasitasa a gyantarol.
3. Tisztitasuk HPLC-vel.
4. Konjugalas daunomicinnel €s a konjugatumok tisztitasa, jellemzése.
5. Az eléallitott konjugatumok in vitro tumorellenes hatasat kivantuk tanulmanyozni HL-

60 human promieloid leukémia sejtkulturan MTT-teszt segitségével.

22



4. Kisérletek

4.1 Alkalmazott aminosavak, olddészerek, reagensek

A szintézishez hasznalt gyantat, és az aminosavszarmazékokat az Iris Biotech GmbH-t6l

(Marktredwitz, Németorszag) szereztiik be. A védett aminosavszarmazékokat, az aminosavak

egy-, és harombetiis kodjukat a 2. tdblazatban soroltuk fel.

2. Tablazat: Alkalmazott aminosavak, gyanta

Aminosay Harombetiis | Egybetiis | Aminosav,

kod kod véddcsoporttal
Leucin Leu L Fmoc-Leu-OH
Fenilalanin | Phe F Fmoc-Phe-OH
Glicin Gly G Fmoc-Gly-OH
Arginin Arg R Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Prolin Pro P Fmoc-Pro-OH
Lizin Lys K Fmoc-Lys(Boc)-OH
Treonin Thr T Fmoc-Thr(tBu)-OH
gyanta Wang 4-alkoxibenzil-alkohol

A peptidszintézis soran alkalmazott anyagokat a roviditésiikkel egylitt a 3. tablazatban

soroltuk fel.

3. Tablazat: Alkalmazott reagensek, oldoszerek

Rovidités

Név

Gyarté

DiC

N,N’-diizopropilkarbodiimid

Sigma-Aldrich Kft.
Budapest, Magyarorszag

HOBt

1-hidroxibenztriazol

Iris Biotech
GmbH

Marktredwitz, Németorszag

Reagensek EDT

1,2-etanditiol

Fluka
Buchs,

Svéjc

DBU

Fluka

1,8-diazobiciklo[5.4.0Jundek-7-én Buchs,

Svajc

DIEA

N,N’-diizopropil-etil-amin

Fluka
Buchs,

Svajc

23



Reanal
TFA trifluorecetsav Budapest,
Magyarorszag

Molar
DMF N,N-dimetilformamid Budapest,
Magyarorszag

Molar
DCM dikléormetan Budapest,
Magyarorszag
Fluka
Oldészerek - piperidin Buchs,

Svajc

Molar
- dietil-éter Budapest,

Magyarorszag

Molar
- ecetsav Budapest,

Magyarorszag

4.2 Altalanosan alkalmazott eljarasok
4.2.1 A peptidszintézis protokollja
A peptidek szintézisét szilard hordozon, Fmoc/tBu stratégiaval hajtottuk végre,
melynek protokolljat a 4. tablazatban foglaltuk ossze.
4. Tablazat: Fmoc/tBu protokoll

Miivelet Reagensek Ismétlés/ Idétartam
Mosas (duzzasztas) DMF 3 X 0,5-1 perc
2 X 2 perc
Hasitas 2 tf % piperidin+ 2tf % DBU/DMF 1 X 5 perc
1 X 10 perc
Mosas (duzzasztas) DMF 8 X 0,5-1 perc
3-3 ekv. HOBt+ DIC+
Kapcsolas 1 X 60 perc
Fmoc-Aaa/DMF
DMF 2 X 0,5-1 perc
Mosas (duzzasztas)
DCM 2 X 0,5-1 perc
1. KCN-+ fenol+ ninhidrin oldatok
] 1 X 5 perc
Kaiser teszt 2. Pro-hoz torténo kapcsolas utan: +
izatin
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4.2.2. Kaiser-teszt Kkisérleti megvalositasa

A ninhidrin vaqy Kaiser-teszthez sziikséges oldatok:

- 40 gramm kristalyos fenol 10 ml abs. etanolos oldata
- 65 mg KCN 100 ml deszt. vizes oldata (ebbél az oldatbol 2 ml-t higitunk 98 ml
piridinnel)
- 2,5 gramm ninhidrin 50 ml absz. etanolos oldata
A megvalositasahoz egy kis kémcsdbe kell helyezniink néhany gyantaszemet, majd hozza
3-3 csepp ninhidrin-, KCN- ¢és fenol-oldatot kell adni. A prolinhoz torténé kapcsolas
sikerességének ellenérzéséhez két csepp izatin oldatot is adunk a fent emlitett oldatokhoz.
Az izatin-teszthez sziikséges oldatok:

- 3% izatin 5% Boc-Phe-OH benzilalkoholos oldatban

-+ ninhidrin-teszt oldatok
Ezutan egy 105°C hémérsékletli Thermo Block-ba helyezziik a kémcsovet, és 5 percig
folyamatosan figyeljiik, hogy tortént-e szinvaltozas. Kapcsolds utdn, ha sarga szinliek
maradtak a gyantaszemek, akkor a kapcsolas sikeresen lezajlott és beépithetd a kovetkezo
aminosav a peptidlancba; ellenben ha kék szinlieck lesznek a gyantdk (izatin esetében

vorosek), akkor a kapcsolast meg kell ismételni.

4.2.3 Hasitas a gyantarol

A peptid gyantarol vald lehasitasat, és egyben a véddcsoportok eltavolitasat a kovetkezd
altalanos eljaras szerint végeztiik.
Az alkalmazott hasitoelegy a kovetkezd 6sszetevokbdl allt:

- 0,38 gkristalyos fenol

- 5mITFA

- 250 pl tioanizol

- 250 pl desztillalt viz

- 200 mg szabad aminooxiecetsav
A hasitas két orat vett igénybe, melyet folyamatos kevertetés mellett hajtottunk végre, az elsé
féloraban jeges hiitést alkalmazva, majd szobahdmérsékleten folytatva.
A feldolgozas soran az elegyet 50 ml hideg éterbe sziirve kicsaptuk, ezt kovetden
centrifugaltuk. Az éter dekantalasa utdn haromszor megismételtiik a hideg éterrel vald mosast.

Ezutan tomény ecetsavban oldottuk, majd az éter nyomokat rotacidés vakuumbeparldval
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tavolitottuk el. Majd a folyékony nitrogénnel torténd fagyasztast kovetden liofilizaltuk az

elegyet.

4.2.4 Az anyagok tisztitasa és tisztasaguk ellenérzése RP-HPLC-vel

A nyers peptidek és az eldallitott konjugatumok tisztitasat €s analitikai vizsgalatat Knauer

tipusi RP-HPLC rendszerrel (Bad Hamburg, Németorszadg) végeztiik, gradiens eluciot

alkalmazva az 5. és 6. tdblazatban megadott koriilmények kozott.

crer

crer

5. tablazat: A tisztitas soran alkalmazott koriilmények

Folyasi sebesség 9 ml/perc

Oszlop Phenomenex Luna (Torrance, CA, USA)
C18, 10 um, 100 A
250 x 21 mm
Gradiens mindegyik konjugatumnal mas, az adott
fejezetekben fogjuk részletezni
Eluensek A eluens: 0,1% TFA/viz
B eluens: 0,1 % TFA-t tartalmazo6 90 %
metanol és 10 % viz elegye
Detektalas 220 nm-en

6. tablazat: Az analitikai HPLC adatai

Folyasi sebesség 1 ml/perc
Oszlop Phenomenex Luna (Torrance, CA, USA)
C18, 5 um, 100 A
250 X 4,6 mm
Gradiens 0 perc: 0% B
5 perc: 0% B
50 perc: 90 % B
Eluensek A eluens: 0,1% TFA/viz
B eluens: 0,1 % TFA-t tartalmazo6 80 %
acetonitril és 20 % viz elegye
Detektalas 220 nm-en
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4.2.5. Tomegspektrometrias elemzés
A minta electrospray ionizacid soran keriil porlasztasra, mely egy lagyionizacios modszer.
A keletkez6 fragmensek m/z (tomeg/t6ltés) szerint szeparalodnak egymastol az analizatorban.
Az ESI tomegspektrumok felvételét Bruker Daltonics Esquire 3000+ (Bréma, Németorszag)
tipusu késziilékkel vettiik fel folyamatos mintaadagolas mellett (4 pl/perc sebességgel) 50-
2000 m/z tartomanyban, pozitiv iizemmodban.
A konjugatumokat a vizsgalat elvégzéséhez 0,01% ecetsavat tartalmazo 50% acetonitril-

viz elegyében oldottuk fel.

4.3. A peptidek szintézise

A biokonjugatumok peptidgerince mindig egy tuftsin-bél (TKPR) vagy egy tuftsin
antagonistabol (TKPPR) all, melyet Fmoc/tBu technikaval épitettiink fel Wang-gyantan,
melyre elézetesen fel volt kapcsolva az els6 aminosav (Fmoc-Arg(Pbf) 12. abra), igy a
gyantakapacitast nem kellett meghatdroznunk a bemért mennyiségek kiszamolasahoz. A
gyantakapacitas 0,58mmol/g volt. Minden kapcsolashoz DIC/HOBt reagenst hasznaltunk az
in situ aktiv észter kialakitasahoz. Az Osszes reagensbdl, beleértve az aminosavakat is a
gyantakapacitasnak megfeleléen harom ekvivalenst mértink be. Ez egy empirikusan
meghatarozott adat, a megfelel6en jo kitermelés és az egyértelmii reakciok elérése végett.

7. Tablazat: A szintézishez sziikséges anyagok

Bemért anyag Molaris tomeg (g/mol) Bemért tomeg (mQ)
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 -
Fmoc-Pro-OH 337,4 587
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 815
Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,5 692
HOBt (12% viz) 153,1 266
DIC (p=0,815 g/cm3) 126,2 220/(269 ul)

Boc-Aoa-OH 191,2 83

4.3.1. Tuftsin és tuftsin antagonista iranyité molekulat tartalmazé konjugatumok
eléallitasa
4.3.1.1. A Dau=Aoa-TKPR-OH, Dau=Aoa-TKPPR-OH szintézise és tisztitasa
Szintézis: A szintéziseket manudlisan milanyag fecskendOben hajtottuk végre, melynek

aljara sziir6t helyeztiink. Ez megakaddlyozta, hogy a gyantaszemek tdvozzanak a
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fecskend6bol, amikor a reagenseket, vagy az oldoszert -eltavolitottuk a gyantar6l.

A szintézist a szekvencia C-terminalisatol az N-terminalisa felé haladva végeztiik.

HaC

HyC

H3;C CH3

Fmoc-NH

12. abra: Fmoc-Arg(Pbf)-Wang-gyanta

A szintézist az Fmoc/tBu stratégia protokollja (4.2.1.) szerint hajtottuk végre. Kimértiink

egy az aljan sziir6vel ellatott fecskendébe 1 g Fmoc-Arg(Pbf)-Wang-gyantat, majd mostuk 3-
szor DMF-el. Ezutan az arginin a-aminocsoportjanak véddcsoportjat lehasitottuk a 2 tf%
piperidin + 2 tf% DBU/DMF o&sszetételii hasitoeleggyel a protokollban foglaltak szerint. Ezt
ujabb nyolcszori DMF-es mosas kovette, hogy a hasitéelegyet maradéktalanul Kimossuk a
gyantabol, majd a soron kovetkez6 aminosav (prolin) kapcsolasat hajtottuk végre.
Kapcsolaskor az aminosavszarmazékot és a HOBt-t minimalis mennyiségiit DMF-ben oldottuk
fel, majd hozzaadtuk a DIC-et, végiil az elegyet a gyantara ontottiik ugy, hogy éppen ellepje a
gyantat. 1 orat hagytunk a kapcsolds lejatszodasara, mely soran az elegyet idor6l-idore
megkevertiik.
A reakcid lejatszodasa utdn a reagenseket eltdvolitottuk a gyantdrdl vizsugdr szivattyl
segitségével, majd DMF-el és DCM-el mostuk. Ezutan Kaiser-teszttel ellendriztiik (4.2.2.)
azt, hogy a reakcio ténylegesen lejatszodott-e. A gyantaszemek €s az oldat szine nem véaltozott
meg, igy a kapcsolas sikeresen lejatszodott.

A protokollban ismertetett 1épéseket minden aminosavszarmazék kapcsolasakor
megismételtilk. Mindegyik kapcsolasa elsore sikeres volt.

A gyantakat ezt kovetéen elnegyedeltiik, hiszen a kdvetkezé szekvencia egy tuftsin és egy

tuftsin antagonista dimer volt, és a harmadik kiépitend6 szekvencia pedig a GFLG tavtartoval
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ellatott tuftsin és tuftsin antagonista monomer, majd ezutan egy tavtartoval ellatott tuftsin és
tuftsin antagonista dimer kiépitése kovetkezett.

A kovetkezd 1épésben a gyantdk haromnegyedét félreraktuk és a negyedéhez Boc-
aminooxiecetsavat kapcsoltunk. Lehasitottuk a peptid végén 1évé aminosavrol (treoninrél) az
Fmoc-csoportot, majd a kapcsolast a gyantakapacitasra szamolt 3 ekvivalens mennyiségi
HOBt, DIC ¢és a Boc-Aoa-OH celegyével végeztikk el. Ennek is elsdre sikeres volt a
kapcsolasa.

A gyantdkat végiil etanollal mostuk, majd egy éjszakan keresztil exszikkatorban
szaritottuk.

Végs6 hasitas: Ezutan lehasitottuk a peptideket a gyantakrol a 4.2.3. alfejezetben leirtak
szerint.

A hasitast 2 oran keresztiil végeztiik tgy, hogy az els6 15 percben jeges vizes flird6vel
hiitottiik, majd a tovabbi id6ben a labor hdmérsékletén (20 °C) kevertettiik a reakcioelegyet.

Feldolgozas: Az elegyeket a hasitds utan 50 cm®

éterbe sziirve kicsaptuk, majd
centrifugalassal ilepitettiik, az étert dekantaltuk rola és 3-szor Gjra hideg éterrel mostuk.
Ezutan feloldottuk tomény ecetsavban, és az elegyeket koriilbeliil a térfogatuknak felére
beparoltuk az esetleges éternyomok eltavolitasa miatt. Ezt kovet6en folyékony nitrogénnel

lefagyasztottuk az oldatokat, majd liofilizalassal nyertiik ki a nyerstermékeket.

Nyerstermékek kitermelése: (gyantakapacitas: 0,58 mmol/g, mgyanta=0,250)
e Aoa-TKPR-OH MAoa-TKPR-OH = 557,65 g/mol

M H-ca-TKPR-OH= 47,2 Mg
5,8:10*mol-0,25=1,45-10"* mol > 100%
8,46-10° mol-> 58%
e Aoa-TKPPR-OH M poa-Tkppr-oH= 672,78 g/mol
M H-Aca-TkPPR-OH= 49 Mg
5,8:10*mol-0,25=1,45-10"* mol > 100%
7,28-10° mol-> 50%

Tisztitds, konjugdlds daunomicinnel és azonositas: A 4.2.4. alfejezetben leirt HPLC

Osszeallitassal végeztik el a nyers peptidek tisztitasat. Ebbdl annyit oldottunk fel A

eluensben, hogy a koncentracio 10 mg/ml-es legyen.
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Az alkalmazott gradiens:

Gradiens O perc:0% B
Sperc:0% B
50 perc: 40 % B

Ezutan szarazra paroltuk a megfeleld frakciokat ismert tomegii lombikokban, majd 0,2 M-

os ammonium-acetat pufferben oldottuk &ket. Az elegyhez 50 %-os feleslegben

daunomicin-HCI-t (A daunomicin-HCI az IVAX Gyodgyszerkutatd Intézet Kft ajandéka volt)

adtunk.

. A konjugalas 1 napon keresztiil szobahdmérsékleten zajlott. Ezutan egy ujabb tisztitas

kovetkezett preparativ RP-HPLC-vel (4.2.4.).

Az alkalmazott gradiens:

Gradiens 0 perc: 15% B
5perc: 15% B
50 perc: 70% B

A szedett frakciokat liofilizaltuk és a tisztasagvizsgalat miatt analitikai HPLC-n felvettiik az

anyagok kromatogramjat, majd azonositds céljabol MS-spektrumokat,
Eredmények és értékelésiik cimii fejezetben talalhatoak meg.
Kitermelések:
e Dau=Aoa-TKPR-OH Mpau=poa-TkPr-0H = 1082,60 g/mol
a nyers peptidhez 48,0 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
8,46-10° mol - 100%
4,34-10° mol = 51%
M pau=Aoa-TkPR-0H= 47,0 Mg
e Dau=Aoa-TKPPR-OH Mpau=poa-TkPPR-0H = 1197,73 g/mol
a nyers peptidhez 48,1 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
7,28-10° mol > 100%
5,59:10° mol > 77%

M pau=Aca-TKPPR-0H= 67,0 Mg

melyek az
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4.3.1.2. Dau=Aoa-[TKPR],-OH és Dau=Aoa-[TKPPR],-OH szintézise és tisztitasa
A szintézist a félretett gyantarészletek harmadan folytattuk, melyekre mar felépitettiink egy
TKPR illetve egy TKPPR részt. A feladat még egy tuftsin és egy tuftsin antagonista rész

kiépitése volt ugyancsak Fmoc/tBu stratégiaval a fentebb leirtak szerint. (4.2.1.)

8. tablazat: Az Aoa-[TKPR],-OH és az Aoa-[TKPPR],-OH felépitéséhez bemért

mennyiségek (0,25 g gyantahoz viszonyitva):

A bemért anyag neve: Molaris tomege (g/mol): Bemérendé tomeg (mg):
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,77 282,2

Fmoc-Pro-OH 337,37 146,8
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,54 203,8
Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,46 172,9

HOBt 152,0 66,1

DIC 126,2 55/(67 ul)

Boc-Aoa-OH 191,18 20,8

A tuftsin dimer és a tuftsin antagonista dimer kiépitése és az aminooxiecetsav
felkapcsoldsa utan a gyantarol vald hasitast ugyancsak a fent leirt hasitoeleggyel és
modszerrel végeztiik el, illetve a feldolgozas is ugyantgy zajlott.

A nyers peptideket félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk az el6z6 konjugatumoknal
leirtak szerint, majd a megfeleld cstcshoz tartozd frakciokat 1 napon keresztiil
szobahémérsékleten konjugaltuk daunomicin-HCIl-al, majd ujra tisztitottuk preparativ RP-
HPLC rendszerrel.

Kitermelés: (gyantakapacitas: 0,58 mmol/g, mgyanta=0,259)
e Aoa-[TKPR],-OH M aoa-[TkpR]2-0H = 1040,24 g/mol
M H-Aca-[TKPR]2-0H= 88,8 Mg
5,8:10"* mol-0,25=1,45-10" mol = 100%
8,54-10° mol - 59%
e Aoa-[TKPPR],-OH M aca-[TkppR]2-0H = 1270,5 g/mol
M H-Aoa-[TKPPR]2-0H= 97,0 Mg
5,8:10"* mol-0,25=1,45-10" mol = 100%
7,76:10° mol > 54%
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A konjugalas utani tisztitas gradiense:

Gradiens 0 perc: 15% B
Sperc:15% B
10 perc: 25 % B
50 perc: 70 % B

Az el6z6 fejezetben leirtak szerint jellemeztiik analitikai HPLC-vel és MS spektrummal,

melyek az Eredmények és értékelésiik cimii fejezetben talalhatoak meg.

e Dau=Aoa-[TKPR],-OH Mpau=aoa-[TKpR]2-0H = 1566,2 g/mol
a nyers peptidhez 71,0 mg daunomicin-hidrokloridot adtam
8,54-10° mol = 100%
5,36-10"° mol = 63%
M pau=Aoa-[TKPR]2-0H= 84,0 Mg
e Dau=Aoa-[TKPPR],.OH Mpau=Aoca-[TkPPR]2-0H = 1796,46 g/mol
a nyers peptidhez 65,7 mg daunomicin-hidrokloridot adtam
7,76:10° mol = 100%
6,20-10° mol > 80%
M pau=Aoca-[TkPPR]2-on= 110,9 mg
4.3.1.3. Dau=Ao0a-GFLG-TKPR-OH és Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH szintézise és
tisztitasa
A szintéziseket a maradék gyanta felén hajtottuk végre. Minden 1épésében a fentebb
leirtakhoz igazodva. A feldolgozast, a tisztitdst €s az analitikai jellemzést is ugyanugy

végeztiik. Az analizis az Eredmények és értékelésiik cimi fejezetben talalhaté meg.

9. tablazat: Az Aoa-GFLG-TKPR-OH és az Aoa-GFLG-TKPPR-OH felépitéséhez

bemért mennyiségek (0,25 g gyantahoz viszonyitva):

A bemért anyag neve: Molaris tomege (g/mol): Bemérend6 tomeg (mg):
Fmoc-Gly-OH 297,31 129,3

Fmoc-Leu-OH 353,41 153,7

Fmoc-Phe-OH 387,43 168.5

HOBt 152,0 66,1

DIC 126,2 55/(67 ul)

Boc-Aoa-OH 191,18 20,8
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Kitermelés: (gyantakapacitas: 0,58 mmol/g, Mgyanta=0,259)
e Aoa-GFLG-TKPR-OH Maoa-GFLG-TKPR-0H = 916,11 g/mol
M H-Aca-GFLG-TKPR-0H= 94,8 Mg
5,8:10* mol-0,25=1,45-10* mol > 100%
1:10™ mol > 69%

e Aoa-GFLG-TKPPR-OH M poa-GFLG-TKPPR-0H = 1031,24 g/mol
M H-Aca-GFLG-TKPPR-OoH= 73,1 Mg
5,8:10* mol-0,25=1,45-10"* mol > 100%
7,10-10° mol > 49%

A konjugalas utani tisztitds gradiense:

Gradiens O perc: 15% B
Sperc:15% B
10 perc: 25% B
50 perc: 70 % B

e Dau=Ao0a-GFLG-TKPR-OH Mbpau=A0a-GFLG-TKPR-OH = 1457,04 g/mOl

a nyers peptidhez 56,3 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
1:10"* mol = 100%
6,66-10"° mol = 67%

M Dau=Aoa-GFLG-TKPR-0H=97,0 MQ

e Dau=Ao0a-GFLG-TKPPR-OH Mbpau=A0a-GFLG-TKPPR-OH = 1572,17 g/mOl

a nyers peptidhez 53,5 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
7,10-10™ mol > 100%
5,22:10™ mol = 74%

M pau=Aoca-GFLG-TKPPR-0H=82,1 MQ

4.3.1.4. Dau=A0a-GFLG[TKPR],-OH és a Dau=Aoa-GFLG[TKPPR],-OH szintézise és

tisztitasa

A szintéziseket a megszokott szlirGvel ellatott fecskendében hajtottuk végre manualisan

Fmoc/tBu stratégiaval a megmaradt gyantan (0,25 g).

33




10. tablazat: Az Aoa-GFLG[TKPR],-OH és a Aoa-GFLG[TKPPR],-OH felépitéséhez

bemért mennyiségek (0,25 g gyantahoz viszonyitva):

A bemért anyag neve: Molaris tomege (g/mol): Bemérendé tomeg (mg):
Fmoc-Pro-OH 337,37 151,8
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,54 210,9
Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,46 178,9
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,77 292,0
Fmoc-Gly-OH 297,31 133,8
Fmoc-Leu-OH 353,41 159,1
Fmoc-Phe-OH 387,43 174,4
HOBt 152,0 68,4

DIC 126,2 56,8 (70 ul)
Boc-Aoa-OH 191,18 86,1

A kapcsolasok ellendérzése is a megszokott moédon tortént.

A ditufstin esetében az 5. aminosavat (TKPRTKPR, Fmoc-Arg(Pbf)-OH) ujra kellett
kapcsolni (a szokasos kapcsoloszerekkel), a ditufstin antagonista szarmazék esetében pedig a
12. aminosavat (GFLG-[TKPPR],-OH, Fmoc-Leu-OH), mert mindkét esetben a Kaiser-
tesztnél a gyantaszemek kb. fele megkékiilt, tehat a reakcio utan is még sok elreagalatlan
aminocsoport maradt. Az ujrakapcsolasuk sikeres volt mindkét esetben.

A peptidlancok felépitése utan ugyantgy, mint az eddigi szekvenciaknal a lancok végére
beépitettiik az aminooXiecetsavat, majd lehasitottuk a peptideket a gyantakrol a szokasos
hasitoeleggyel. A feldolgozast, a tisztitast, a konjugalast és az analitikai jellemzést is a
megszokott modon végeztiik el.

Kitermelés: (gyantakapacitas: 0,58 mmol/g, mgyanta=0,259)
eAoa-GFLG-[TKPR]>-OH M aoa-GFLG-[TkPR]2-0H = 1382,71 g/mol

M H-Aca-GFLG-[TKPR]2-0H= 101,0 mg

5,8-10* mol-0,25=1,45-10 mol > 100%

7,30-10° mol - 50%
e Aoa-GFLG-[TKPPR],-OH M aoa-GFLG-[TKPPR]2-0H = 1612,97 g/mol

M H-Aca-GFLG-[TKPPR]2-0h= 99,7 Mg

5,8-10* mol-0,25=1,45-10 mol > 100%

6,18-10° mol > 43%
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A konjugalas utani tisztitas gradiense:

Gradiens 0 perc: 10 % B
Sperc:10% B
10 perc: 20 % B
50 perc: 60 % B

e Dau=Aoa-GFLG-[TKPR],-OH Mpau=Aca-GFLG-[TkPR]2-0H = 1939,64 g/mol
a nyers peptidhez 58 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
7,30-10"° mol = 100%
3,97-10°mol > 54%
M pau=Aca-GFLG-[TKPR]2-0H=/ 7,0 Mg
e Dau=Aoa-GFLG-[TKPPR],.OH Mpau=Aca-GFLG-[TkPPR]2-0H= 2169,90 g/mol
a nyers peptidhez 57,02 mg daunomicin-hidrokloridot adtunk
6,18-10™ mol > 100%
4,94-10°mol = 80%
M Dau=Aoa-GFLG-[TKPPR]2-0H—=107,2 Mg

Az analizis eredményei az Eredmények és értékelésiik cimi fejezetben talalhatoak meg.
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5. Eredmények és értékelésiik

Célkitlizéstinknek megfeleléen munkank sordn négy-négy biokonjugatumot allitottunk eld
szilardfazisu peptidszintézissel ¢és kemoszelektiv ligacioval. A konjugatumok hatdanyag
iranyitott célbajuttatisara alkalmazhatoak. Az elGallitott konjugatumok célmolekulai
els6sorban a leukémia sejteken nagyszdmban jelenlévd tuftsin receptorok, illetve a
tumorszdvetek angionezise soran tiltermel6dé6 VEGFR koreceptora a neuropilin-1 lehet.

A biokonjugatumok peptidgerince mindig egy tuftsin, vagy egy tuftsin antagonista
szarmazek, melyeket Fmoc/tBu stratégiaval épitettiink fel. Az Osszes altalunk eldallitott
peptid N-terminalisara aminooxiecetsavat kapcsoltunk, majd a hasitott és tisztitott peptidekre
oximkotéssel daunomicint konjugaltunk.

A nyers peptideket RP-HPLC rendszerrel tisztitottuk; a megtisztitott végtermékeket
tomegspektrometriaval azonositottuk és a tisztasagukat analitikai HPLC-vel ellendériztiik.

Az eldallitott biokonjugatumok hatasossagat a leukémia sejteken az in vitro bioldgiai
vizsgalatok elkészitése utdn lehet kimondani. Az MTT-teszteket Pethd Lilla PhD hallgato

végezte el, melyek eredményét ezen dolgozat keretében mi is részleteziink.

5.1 A peptidek eloallitasa

A peptideket Fmoc/tBu stratégiaval épitettiik fel olyan Wang-gyantan, amely az els6
aminosav szdrmazékot (Fmoc-Arb(Pbf)) tartalmazta. Az els6 tetra-, ¢és pentapeptid
szekvenciakat (TKPR, TKPPR) a gyantak Osszmennyiségén épitettiik fel, majd a peptidek
elkésziilését kovetden negyedeltiik a gyantakat. Az els6 negyedre Boc-aminooxiecetsavat
kapcsoltunk. A masodik negyedén folytattuk a szintézist. Felépitettiink a TKPR tertapeptidre
¢s a TKPPR pentapeptidre a GFLG spacer molekulat, majd erre is Boc-aminooxiecetsavat
kapcsoltunk. Az eredeti gyantamennyiségek felén folytattuk a szintézist, és felépitettiink még
egy TKPR és TKPPR szekvenciat, majd a tuftsin-, és a tuftsin antagonista dimer peptidek
elkésziilését kovetden ketté osztottuk a gyantakat. Egyik felére Boc-aminooxiecetsavat
kapcsoltunk, masik felére a spacer molekulat (GFLG) épitettiink fel, melyre szintén Boc-
aminooxiecetsavat kapcsoltunk. Igy Osszesen nyolc peptidet Aallitottunk eld, melyek
mindegyike aminooxiecetsavat tartalmazott az N-terminalisan. A szintéziseket kdvetden a
kész peptideket hasitottuk a gyantardl. A terminalis Boc véddcsoportokat kiilon nem
hasitottuk, azokat a peptid gyantarol torténd hasitaskor a tobbi véddcsoporttal egylitt

tavolitottuk el.
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A szintézishez Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, és Fmoc-Arg(Pbf)-OH védett
aminosav szarmazékokat hasznaltunk, a tobbi aminosavnak nem volt oldallanc funkcios

csoportja.

5.2 A peptidek tisztitasa és konjugalasa daunomicinnel

A nyers peptidekrdl analitikai forditott fazisi HPLC segitségével kromatogramot vettiink
fel, amelynek segitségével megterveztiik a tisztitasukhoz alkalmazando gradiens eluciot. Az
Négyszeri injektalasra sikeriilt az 6sszes terméket megtisztitanunk. Az aminooxXiacetil-csoport
érzékenysége miatt a terméket nem izolaltuk liofilizalassal. Az oldatot egy lemért tdmegii
gomblombikban rotacids vakuumbeparloval szarazra paroltuk és a maradék anyag tOmegét
visszamértiik. Ezt kovetéen ammonium-acetat 0,5 M, pH=5 pufferben feloldottuk dket, majd
50%-o0s molaris feleslegben daunomicin hidroklorid sot adtunk hozzajuk. A reakcid lejarta
utan kozvetleniil HPLC-vel tisztitottuk, majd a termékeket liofilizalassal izolaltuk.

Az anyagok tisztasagat analitikai HPLC-n ellendriztiik (13-20. abra)

1,8 ~
1,6 % Goas

] Retencios id6= 26.5 perc
1.4 4
1,2 H
1,0 ~

0,8 -

abszorbancia

06 1
04
0.2 -
0,0 | M —l{

0.2 T . T T T 7 T T T T T
0 10 20 30 40 50

t (perc)

13. abra: Dau=Aoa-TKPR-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja

A kromatogram alapjan lathato, hogy a kapott konjugatum >95 %-os tisztasagu.
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14. abra: Dau-Aoa-[TKPR],-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja
A kromatogram alapjan lathato, hogy a kapott konjugatum >95 %-os tisztasagu.
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15. abra: Dau-Aoa-GFLG-TKPR-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja

A kromatogram alapjan lathat6, hogy a kapott konjugatum tébb, mint 95 %-os tisztasagu.
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16. abra: Dau-Aoa-GFLG-[TKPR],-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja
A kromatogram alapjan lathato, hogy a kapott konjugatum kozel 90 %-os tisztasagu.
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17. abra: Dau=Aoa-TKPPR-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja
A kromatogram alapjan lathato, hogy a kapott konjugatum kozel 90 %-os tisztasagu.
A 13-14 percnél lathaté kis abszorbanciaju csucs (amely csak akkor latszik szamottevden, ha
nagyon hig oldatot injektaltunk), a késziilékbdl szarmaz6 oldoszerhatds, mivel a tavtartd
egységgel konjugalt molekuldk jobb oldékonysdga miatt tobb acetonitrilt kellett

alkalmaznunk.

39



1,6 -
1,4-‘
12
1,0;
0,8-‘

0,6 4

abszorbancia

04
0.2

0,0 4

-0,2

Retencids idd: 25,1 perc

t (perc)

18. abra: Dau-Aoa-[TKPPR],-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja
A kromatogram alapjan lathatd, hogy a kapott konjugatum kozel 90 %-os tisztasagl.
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19. abra: Dau-Aoa-GFLG-TKPPR-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja

A kromatogram alapjan lathato, hogy a kapott konjugatum tobb, mint 95 %-os tisztasagu.
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20. abra: Dau-Aoa-GFLG-[TKPPR],-OH analitikai RP-HPLC kromatogramja
A kromatogram alapjan lathatd, hogy a kapott konjugatum tobb, mint 95 %-os tisztasagu.

5.3 A tisztitott termék tomegspektrometrias analizise

A tomegspektrometria koriilményei kozott a daunomicin nem stabil, a daundézamin
cukorrész lehasadhat, melyet a jelenlevé pozitiv toltések katalizalnak. A daunomicin
felhasadasanak kétféle modja van: egy 129 Da és/vagy egy 147 Da tomegli fragmens
leszakadasa (21. abra). Ez utobbi esetben az antraciklin gytirtiben egy kettés kotés is kialakul.

s -147-es fragmens
_ 0 6] OH o /’, o CHy

PR

-129-es fragmens NH,

21. abra: A daunomicin hasadasi helyei MS-analizisnél
A tiszta Dau — peptid konjugatumok tomegspektrumait a 22-29. abrak mutatjak. Kiilon

jelezziik a mérés soran keletkezd fragmentumokat is.
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22. abra: Dau=Aoa-TKPR-OH tomegspektruma

szamitott tomeg: 1082,6 Da;  mért tomeg: o 1082,6 Da ¢ 953,6 Da (-129 Da)
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23. abra: Dau=Aoa-TKPPR-OH tomegspektruma
szamitott tomeg: 1180,0 Da; mért tomeg: 1180,72 Da @ 1180,0 ¢ 1050,7 (-129 Da)
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24. abra: Dau=Aoa-[TKPR],-OH tomegspektruma

szamitott tomeg: 1566,2 Da; mért tomeg: ® 1566,0 Da¢ 1436,7 Da (M-129 Da)m 1418,7 Da
(M-147 Da)
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25. abra: Dau=Aoa-[TKPPR],-OH tomegspektruma
szamitott tomeg: 1759,44 Da; mért tomeg: 1759,33 Dae 1759,44¢ 1630,3 (-129 Da)
m 1613,0 (-147 Da)
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26. abra: Dau=Ao0a-GFLG-TKPR-OH tomegspektruma
szamitott tomeg: 1457,04 Da; mért tomeg: ® 1456,9 Da¢ 1329,0 Da (M-129 Da)
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27. abra: Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH tomegspektruma

szamitott tomeg: 1554,16 Da; mért tomeg: 1554,05 Dam 14249 (-129 Da)¢ 1481,8 (-72)
® 1554,05
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28. abra: Dau=Ao0a-GFLG-[TKPR],-OH tomegspektruma

szamitott tomeg: 1939,64 Da; mért tomeg: @ 1939,4 Dae 1811,1 Da (M-129 Da)
m 1793,1 Da (M-147 Da)
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29. abra: Dau=Ao0a-GFLG-[TKPPR];
szamitott tomeg: 1988,88 Da; mért tomeg: 1987,20 Dae 1987,2 (-147 Da)¢ 2005,0 (-129 Da)
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5.5 In vitro citosztazis vizsgalatok

Ahogy a célkitlizésben is emlitettiik az eldallitott konjugdtumok tumorellenes hatdsat
MTT-teszt segitségével HL-60 human promieloid leukémia sejtkalturan vizsgaltuk.

Az MTT egy sarga szinii tetrazélium so (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid), amelyet az ¢l6 sejtek mitokondrumaban taldlhatdo dehidrogenaz enzim képes
formazéan szarmazékka alakitani. Ez a szdrmazék lila kristdlyos anyag, mely vizes kdzegben
nem olddédik, de DMSO-ban feloldva kolorimetridsan vizsgalhatd. Mivel ezt az atalakitést
csak az ¢l6 sejtek képesek megvalositani, igy a kolorimetrias detektalas alkalmas a
konjugatumok citosztatikus hatasanak vizsgalatara.

A citosztatikus hatas megallapitisahoz a 6 oOras kezelési id6t kovetden a sejteket
szérummentes médiummal mostak, ezutan 3 napon keresztill szérumtartalmi médiumban
inkubaltak 37°C-on. A 72 ora elteltét kovetden a vegyiiletek in vitro citosztatikus hatasat
MTT-teszttel hataroztak meg. A sejtes kisérleteket Peth6 Lilla PhD hallgato végezte.

A citosztazis szazalékos mértékét A=540 nm-en mért abszorbancia értékek alapjan a
kovetkezo képlettel lehet meghatarozni (a mintak abszorbanciajat ELISA-reader Labsystems
MS Reader, Finnorszag segitségével mérték), melybdl ki kell vonni a A=620 nm-en mért
hattér értéket):

A _
citosztazis(%) = (1— —=9 ) 100

Akontrollsg'tek

ahol Axezelt sejtek @ kezelt sejteknél, mig Ayontroll sejiek @ kontroll sejteknél mért abszorbancia. A
citosztazis mértékét a koncentracid fliggvényében dabrazolva a kapott gorbe segitségével
meghatdrozhatd az a koncentracid érték, amely a sejtek felének osztodasat akadalyozza

(citosztazis). Ez az érték az ICsg, melyeket a 11. tablazatban foglaltunk Ossze.
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11. tablazat: Az eléallitott Dau — tuftsin-szarmazék konjugatumok 1Csj értékei HI-60

human promieloid leukémia sejteken

konjugatumok atlag | szoras
Dau=Aoa-TKPR-OH 20,1 0,8
Dau=Aoa-[TKPR],-OH 145 | 45
Dau=Ao0a-GFLG-TKPR-OH 1,1 0,6

Dau=Ao0a-GFLG-[TKPR],-OH 3,8 0,6

Dau=Aoa-TKPPR-OH 47,7 | 19,5

Dau=Aoa-[TKPPR]2-OH 7,4 1,8

Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH 0,5 0,2

Dau=Ao0a-GFLG-[TKPPR],-OH | 3,2 0,1

A kapott I1Cs értékek alapjan megallapithato, hogy a GFLG spacer jelenléte a hatdanyag és
az iranyitd molekula kozott noveli a tumorellenes hatast. Ez minden bizonnyal a
konjugatumok metabolizmusaval van Osszefliggésben. Mivel a tapasztalataink szerint a
szabad daunomicin nem szabadul fel az oximkd&tésbdl, igy a legkisebb metabolit mindig a
Dau=Aoa-Aaa-OH (Aaa a kapcsol6dé aminosav). Tehat annak az aminosavnak a tipusa,
amelyhez a Dau kapcsolodik oximkdotésen keresztiil nagyban befolyasolja a hatékonysagot. Ez
két ok miatt lehetséges; az egyik, hogy milyen hatékonysaggal szabadul fel ez a metabolit, a
masik, hogy milyen affinitassal tud kotddni a DNS-hez. Korabbi eredmények azt mutattak,
hogy a Dau=A0a-Gly-OH koénnyen felszabadul lizoszoma homogenatumban ¢s hatékonyan
kotddik a DNS lanchoz [30]. A Dau=Aoa-GFLG-TKPR-OH és Dau=Aoa-GFLG-[TKPR],-
OH, illetve a Dau=Ao0a-GFLG-TKPPR-OH ¢és Dau=Aoa-GFLG-[TKPPR],-OH
konjugatumparok in vitro citosztatikus hatasai kozel azonosak, tehat csak kis mértékben fiigg
attol, hogy a konjugatumok egy vagy két kopiat tartalmaznak, illetve hogy tuftsinbol vagy
tuftsin antagonistabol allnak. Azonban a jelen adatokbol a Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH
konjugatum tlinik a jobb jeldltnek. Késdbbiekben vizsgalni fogjuk a konjugdtumok stabilitasat
¢s sejtbejutasi képességét. Ezen tovabbi informaciok alapjan tudjuk majd véglegesen
kivalasztani azt az iranyitd6 molekulat, amelyet majd leghatékonyabban tudunk alkalmazni az

irdnyitott tumorterapiaban.
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6. Osszegzés

Napjainkban a vilagon az egyik vezetd halalozasi oknak a rakos megbetegedéseket tekintik. Mivel

rengeteg tipusa van ennek a kornak, ezért nincs ra altalanosan alkalmazhaté gydgymod. Ellenben
szamos modszer 1étezik a kezelésére, melyeknek megvannak a maguk eldnyeik €s hatranyaik is. A cél
viszont mindig ugyanaz; a lehetd legszelektivebben elpusztitani a rakos sejteket. Erre a kiizdelemre
ugy tinik, hogy nagyon igéretes modszer az iranyitott tumorterapia, mely soran az antitumor hatasa
drogot egy iranyitd molekulara kapcsoljuk (pl. peptidre) ami specifikusan k6tddik a tumorsejteken
talexpresszalt receptorokhoz. Igy a hatéanyag szelektiven a rakos sejtbe juttathaté.
Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatdécsoportban évek ota foglalkoznak az iranyitott
tumorterapiaban alkalmazhatd tuftsin alapu biokonjugatumok szintézisével. Egy 20
aminosavbol felépiild hordozot (OT20), amely a kutydbol szarmazé tuftsin analogra (TKPK)
¢épul, mar hasznaltak hatéanyag célba juttatasara, és tobb in vitro biologiai Vizsgalat soran
sikerrel alkalmaztak.

A Tudomanyos Didkkori kutatomunkank soran nyole, az irdnyitott tumorterapiara potencialisan
alkalmas peptid-hatoéanyag konjugatumot allitottunk el6. Iranyitd molekulaként tuftsint, egy négy
aminosavbol (TKPR) allo természetes tetrapeptidet, illetve tuftsin antagonistat (TKPPR) (vagy
azoknak szarmazékait) alkalmaztuk, melyekhez aminooxiecetsavon keresztiil oximkotéssel kapcsoltuk
a rakellenes hatéanyagot, ami jelen esetben a daunomicin volt. A nyolc peptid — hatbanyag
konjugatum segitségével vizsgaltuk, hogy a tuftsin egységek szama a peptidlancban, illetve egy
enzimlabilis spacer beépitése az iranyitdé molekula és a hatéanyag k6z¢é hogyan befolyasolja a bioldgiai
aktivitast.

A peptideket szilardfazisu peptidszintézissel allitottuk elé, majd a daunomicint oldatban

kemoszelektiv ligacios eljarassal kotottiik az aminooxiacetil-csoportot tartalmazo peptidhez. A
konjugatumokat RP-HPLC modszerrel tisztitottuk, tisztasagukat analitikai HPLC-vel ellenériztiik,
majd tomegspektrumukkal azonositottuk azokat.
Az elkészitett konjugatumok in vitro citosztazisait HL-60 promieloid leukémia sejtkultaran vizsgaltuk,
melybdl kideriilt, hogy azok a konjugatumok hatasosabbak, melyekben egy GFLG enzim labilis spacer
is talalhato. Ez azzal magyarazhato, hogy mas-mds a konjugatumokbdl felszabadulé metabolit
a két esetben, mivel a szabad hatdéanyag nem keletkezik az oximkotésti konjugatumbol. Annak
viszont nincs szignifikans hatasa, hogy a tuftsin hany kopiaban talalhaté meg a peptidlancban.

A leghatasosabb konjugatumnak a Dau=Aoa-GFLG-TKPPR-OH bizonyult, igy a késdbbiekben ezt
a vegyiiletet még érdemes tovabbi biologiai vizsgalatoknak alavetni és hatasossagat akar in vivo

vizsgalatok soran tesztelni.
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